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·论著·

　　胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，是危害全

世界人类健康的重大疾病，其病死率在癌症患者中高

居第二位。在中国，胃癌病死率仍呈现逐年上升趋 

势
[1-2]

。其发病率和死亡率仍居各类恶性肿瘤前列。

通过胃镜取得组织进行病理检查是目前诊断胃部良恶

性疾病的最重要方法，被认为是金标准。但是胃镜在

诊断胃部疾病过程中仍然存在以下的缺点,比如少数

患者会因为活检而引起胃大出血,还有部分患者内镜

考虑肿瘤,但活检未取到肿瘤组织,需反复多次取活

检,增加病人痛苦。因此有必要寻找一条安全和准确

的检查方法，从而更好的帮助临床医生明确诊断。我

们拟采用双光子显微技术对胃癌患者进行研究，以明

确这种无创技术未来是否能够有助于胃癌疾病诊断。
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【摘要】目的 胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一,内镜是诊断胃癌的主要手段,但仍有缺陷, 有必要寻找一条安全和准确

的检查方法。方法 选取2015年5月至2017年6月在我院行内镜检查胃癌和正常对照组各20例, 采用双光子荧光显微

技术对胃癌患者和对照组进行研究，以明确这种无创技术对胃癌疾病诊断的意义。结果 胃癌组和对照组双光子荧

光显微成像无论在腺体结构和细胞形态上均有显著差异。结论 双光子荧光显微成像技术在一定程度上有助于胃癌

的诊断。
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The Value of Two-photon Excitation Fluorescence Imaging in Diagnosis of Gastric Cancer*
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[Abstract] Objecitve  Gastric cancer (GC) is one of the most common malignant tumors in the world. Endoscopy is the main 
method for the diagnosis of gastric cancer. But it  also has some defects. It is necessary to find a more safer and more 
accurate examination method. Methods  20 GC patients and 20 healthy volunteers were involved. These people 
underwent gastroscopy in our hospital during May 2015 to June 2017. Two-photon excitation fluorescence imaging 
was used to observe value of this technique in diagnosis of gastric cancer. Results  There were significant differences 
between the two groups in both the structure and cellular morphology of the gastric cancer group and the control 
group. Conclusion  Two-photon excitation fluorescence imaging is helpful for the diagnosis of gastric cancer
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　　1  材料和方法

　　1.1 病例收集  选取2015年5月至2017年6月在我

院行内镜检查胃癌和正常对照组各20例，胃癌患者选

择：内镜下诊断胃癌并且最终经过通过活检或手术取

得胃癌组织，病理诊断明确为胃腺癌的20名患者(男

14，女6)，平均年龄(64.8±7.6)岁；健康者选择：

在我院行内镜检查，内镜正常，无患其他严重器质性

疾病，且病理诊断正常的患者20名(男11，女9)，平

均年龄(49.7±10.0)岁。

　　1.2 实验方法  我们采用自行搭建的双光子显

微成像系统进行人体组织的离体双光子成像研究。

该系统采用钛蓝宝石飞秒激光器作为激发光源，激

发波长选择750nm。激发光通过一对检流计振镜栅
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格式扫描样本平面实现成像，扫描区域大小设置为

256μm×256μm或360μm×360μm。具体来讲，

经过检流计振镜的激发光在通过二向色镜(FF685-

Di02，Semrock Inc.)之后，由一个1.0NA的水浸物

镜(XLUMPLFLN 20X，Olympus)聚焦到样本上。激发

出的双光子激发荧光和二次谐波信号被同一物镜所

收集。接着，TPEF/SHG信号经上述二向色镜反射之

后，与激发光分离，然后通过一个680nm的短通滤光

片(FF01-680/SP-25，SemrockInc.)消除掉残余的激

发光。之后，系统通过光纤束对TPEF/SHG信号进行收

集并将其耦合进光谱仪中。光谱仪采用线阵式光电

倍增管(photomultiplier tube，PMT)作为探测器，

能够记录16个连续的光谱波段，总体光谱探测范围为

350～550nm，间隔为12.5nm。因此，该系统可以同时

探测TPEF和SHG信号，并通过不同的光谱探测通道实

现两者的分离。最后，PMT收集到的信号输入数据采

集卡中进行图像重建、显示和存储。此外，系统中采

用一个安装在物镜上的步进马达实现深度扫描成像，

深度间隔设置为5μm。

　　实验中，我们将样品置于一个自制的透明浅槽

中，并加入生理盐水将其淹没，再盖上盖玻片，然后

将其置于物镜下方的三维可调节载物台上，调整好位

置后通过上述系统进行成像。

　　我们采用双光子显微成像系统对组织标本每间

隔设置为5μm扫描成像，进行了分别观测了20μm以

内，20-100μm，大于100μm扫描成像特点，并观察

了正常和肿瘤标本细胞和组织的成像形态学特点。通

过对正常和肿瘤组双光子显微成像形态学结果进行判

断，并且与最终病理诊断结果进行比较。

　　2  结   果

　　我们采用双光子显微成像系统进行人体胃肠组

织的离体双光子成像研究，观察了20例患者和健康

者使用该显像系统的观测特点：深度在15um以内

92.5%(37/40)的成像清晰度较高，可以较清楚地分辨

细胞和腺体结构。少部分显像不清楚，可能由于活检

对组织的损伤有关。20-100um成像显示90%(36/40)腺

体结构显示清晰，但有一部分细胞可分辨，一部分

细胞形态不清晰。100um-200um以下大致分辨腺体结

构，但80%(32/40)显像可见多数细胞形态无法非常清

楚观察到。

　　对照组双光子显微成像特点细胞大小较均一

(100%，20/20)，腺体结构完整，大小正常，光滑且

清晰(95%，19/20)。有1例腺体结构不完整，但细胞

大小正常，不排除与取活检时对组织结构损伤有关。

肿瘤组双光子显微成像特点，细胞大小明显不均一占

95%(19/20)，所有肿瘤组均有腺管变形，结构消失，

或不规则结构(100%，20/20)。结果正常组腺体结构

正常比例显著高于肿瘤组(P＜0.05)。通过了解双光

子显像特点的医生观察双光子显微成像成像图片, 发

现使用双光子显微成像成像对区分正常胃粘膜和胃癌

与病理最终符合率达到100%。

　　3  讨   论

　　双光子显微成像技术是非线性显微成像技术的

一种，它是基于光学的双光子荧光的非线性效应建

立的。由于双光子非线性效应对激发光的光子密度

具有高阶依赖特性，导致只有在焦点处的样品才能被

激发出信号，所以双光子显微技术具有与生俱来的

“光学切片”功能。同时，由于双光子显微技术使用

红外激光作为激发光源，减少了光照对生物组织产生

的毒性，并增加了探测深度，所以基于双光子的非线

性光学显微技术从诞生之初就被认为是研究早期肿瘤

发展机制、诊断与了解肿瘤生理机制的最佳工具之     

一
[3]
。基于双光子显微成像技术在国内外正广泛的用

于各种的肿瘤研究，例如皮肤
[4]
、口腔

[5]
、卵巢

[6]
、

食道
[7]
、乳房

[8]
等肿瘤。

　　我们采用自行搭建的双光子显微成像系统可以较

为清楚的对胃癌和胃粘膜正常组织进行成像，可以观

察到不同层面细胞大小和腺体结构，从而能够有效帮

助胃癌和胃正常组织鉴别。我们发现胃癌组织主要表

现为腺体不规则，扭曲，大小不一，细胞及细胞核大

小不一，而正常组织表现为腺体规则，细胞及细胞核

相当较均一，病理科医生在一定程度上了解胃癌双光

子显微成像特点后，便可较容易分辨胃癌和正常组

织。该技术除了可以观察到细胞和腺体结构外，还可

以观察胶原纤维，弹力纤维，胶原束和血管等。这些

也可能对胃癌诊断有重要作用。尽管该技术有许多优

势，但是也有不足，比如但我们在观察中发现随着深

度的加深，细胞清晰度明显降低，尽管腺体的结构仍

可大致分辨。部分组织显微成像即使在浅层，仍不清

晰。此外，我们选取的胃癌患者均为中或晚期病理提

示腺癌的患者，对早期胃癌诊断的有效性还有待进一

步评估。
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