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Abstract
AIM: To analyze the autofluorescence differences 
between the benign and malignant gastric 
mucosa.

METHODS: The specimens of gastric cancer and 
low-grade intraepithelial neoplasia were collect-
ed to make frozen sections. The autofluorescence 
intensity was observed and measured by laser 
confocal microscopy.

RESULTS: The autofluorescence was mainly 
located in gastric mucosa and submucosa. In 
comparison with that in nomal gastric mucosa, 
the green-red fluorescence intensity in gastric 
cancer and low-grade intraepithelial neoplasia 
decreased significantly (1.57 ± 0.69, 2.06 ± 0.51 
vs 3.75 ± 1.41; P < 0.01, 0.05). The fluorescence 
intensity of green wavelength in normal gastric 
mucosa was significantly higher than that in 
gastric cancer mucosa, while it was significantly 
different from that in low-grade intraepithelial 
neoplasia mucosa. 

CONCLUSION: The change of green fluores-
cence in gastric cancer mucosa may be a marker 
of malignant lesion.

Key Words: Gastric cancer; Laser confocal micros-
copy; Autofluorescence
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摘要
目的: 分析胃良恶性黏膜的固有荧光差异. 

方法: 收集胃癌手术标本和胃低级别上皮内
瘤变黏膜标本制成冰冻切片, 在激光共聚焦显
微镜下观察并测定荧光强度. 

结果: 固有荧光主要位于胃壁黏膜层和黏膜
下层. 与正常胃黏膜相比, 在胃癌和低级别上
皮内瘤变组织中平均绿红荧光强度比较低
(1.57±0.69, 2.06±0.51 vs  3.75±1.41, P <0.01, 
0.05). 同一患者的正常胃黏膜固有荧光强度
明显高于胃腺癌胃黏膜(P <0.05), 而与低级别
上皮内瘤变胃黏膜之间无显著差异.

结论: 胃癌黏膜绿色固有荧光强度变化可作
为恶性病变的标志.

关键词: 胃癌; 激光共聚焦; 固有荧光
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■背景资料
固有荧光亦被称
为自体荧光(auto-
fluorescence), 激
光诱发自体荧光
(LIF)等 ,  是指不
借助任何外源性
荧光物质, 在一定
波长、一定能量
的光激发下, 利用
人体组织自身荧
光物质发出荧光, 
根据正常组织与
异常组织不同的
荧光光谱与荧光
图像, 对生长在上
皮黏膜的癌前病
变进行诊断. 固有
荧光技术是利用
肿瘤组织的荧光
光谱特点进行内
镜诊断的一项新
技术.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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0  引言

生物物质在一定光能量激发下 ,  产生比激发

光波长更长的光 ,  当激发光消失这种光也消

失, 我们称这种光为荧光. 由于荧光产生完全

来自于生物体内部, 故称其为固有荧光(au to-
fluorescence)[1-2]. 1924年Policard et al最早报道

在紫外光照射下离体肿瘤组织可发出荧光[3]. 此
后, 生物学家研究各种细胞大分子物质的荧光, 
并且证实可以利用物质的荧光特性来推断他们

的理化性质[4-5]. Majumder et al [6]对比了甲醛固定

的乳腺组织和新鲜的乳腺组织标本的荧光强度

认为固定作用可能破坏荧光物质致荧光强度降 
低. 为了尽可能保持胃癌固有荧光不被破坏, 我
们选用新鲜胃组织标本快速制成冰冻切片, 再
进行观察. 

1  材料和方法

1. 1材料 收集2006-09/2007-06我院胃腺癌标本共

10例, 均为手术切除标本. 胃部增生性病变5例, 
均为内镜下活检标本. 
1.2 方法 
1.2.1 胃癌手术标本与内镜活检标本的取材与

冰冻切片制备: (1)将手术切除的新鲜胃癌标本

快速清洗去污后, 选择癌肿部位和邻近正常胃

壁组织(与病灶至少5 cm以上的同一病例), 切
取全层组织块, 大小约0.5-1 cm. (2)将内镜下活

检的胃部病变标本与近旁的正常胃黏膜标本

快速清洗去污. (3)将取得的组织标本放入装有

OCT(optimal cutting temperature, 简称OCT)介质

的冻存管中, 于-70℃冰箱内保存. (4)将冰冻于

OCT介质的组织块取出, 置于冰冻切片机上, 修
除组织块多余的边角后, 选取组织中心部位切

取20±5 μm厚的组织, 切下的组织片在冰冻制

片机器中迅速与玻片贴合. (5)在组织片上滴加

1-2滴无荧光的矿物油, 以防止水分蒸发, 最后盖

玻片封片, 在2 h内, 送CFM检测. 上述组织切片

相邻的另一组织切片做常规HE染色, 然后盖玻

片封片, 送白光显微镜下观察.
1.2.2 CFM下对冰冻组织切片固有荧光观测: 采
用德国LSM510 Zeiss Inc.激光共聚焦显微镜,  工
作参数为激发光能源, 氩离子; 功率: 1 mW; 激发

光波长为488 nm; 双波长通道收集固有荧光范

围为505-530 nm, >580 nm; 光通道针孔直径: 181 
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um; LSM Image 5软件系统进行图像信息保存和

分析; 双通道固有荧光图像观测: 选用40×物镜, 
调整图像至清晰. 以HE染色切片为参考, 先在

白光光镜下迅速找到需观测的固有荧光的部位. 
然后关闭白光, 打开氩离子激光, 投射到观察部

位, 收集波长范围505-530 nm和>580 nm的图像. 
每个图像平均扫描3次, 图像色素为1024×1024, 
大小8 bits. 每幅图像平均扫描时间约6 s. 获得图

像存入LSM Image 5软件系统做进一步分析. 
统计学处理 采用SAS 6.12软件进行统计学

处理, 计量资料以mean±SD表示, 两组间比较采

用t检验.

2  结果

2.1 光镜下病理结果 所有手术标本病灶病理结

果为腺癌, 浸润至黏膜和或黏膜下6例, 浸润至

肌层4例. 5例内镜下活检标本病理显示低级别

上皮内瘤变.
2.2 胃壁全层固有荧光表现

2.2.1 10例手术标本中正常胃壁冰冻切片中固有

荧光图像观察, 我们发现胃壁呈现四层荧光结

构. 黏膜层: 为绿色固有荧光较强区域, 荧光的

不同强度勾勒出黏膜层内多个腺管样结构. 腺
管排列无紊乱, 朝向管腔的腺上皮层以及管腔

基底部的基底膜附近的荧光强度最强. 腺管壁

可见排列较整齐的细胞的轮廓, 绿色荧光主要

集中在细胞胞质内, 腺管壁还可见多个圆形小

泡状无荧光区域. 腺泡间质的结缔组织中也可

www.wjgnet.com

■研发前沿
肉眼通过普通白
光内镜诊断一些
表浅平坦的病灶
以及炎症水肿严
重或多发病灶仍
然较为困难. 自20
世纪80年代以来, 
固有荧光肿瘤诊
断技术得到长足
发展, 国内外先后
有固有荧光肿瘤
诊断仪�制成功,
并开始应用于临
床诊断.

图  1  胃正常黏膜层激光共聚焦固有荧光图像.

A B

图  2  胃正常黏膜下层激光共聚焦固有荧光图像.

A B
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见条索样的绿色固有荧光(图1). 黏膜下层: 绿色

荧光区域内见条索状荧光, 根据其形态与分布

推断可能是黏膜下层的弹力纤维或胶原纤维. 
部分荧光呈环形结构, 对照HE染色切片, 考虑为

黏膜下层小血管管壁. 黏膜下层内红色固有荧

光相对较弱, 双通道观察显示以绿色荧光为主

(图2). 肌层与浆膜层: 两层紧密相连. 肌层较厚, 
其中可见绿色固有荧光呈絮状不规则排列, 部
分区域荧光如细弹簧状, 荧光强度明显弱于黏

膜层和黏膜下层. 浆膜层较薄, 几乎没有荧光表

现. 肌层内红色固有荧光散在分布, 强度非常弱, 
双通道观察显示该层以绿色荧光为主(图3).
2.3 低级别上皮内瘤变的胃黏膜层固有荧光特

征 在绿色固有荧光区域观察低级别上皮内瘤变

的胃黏膜, 可见黏膜层内多个腺管样结构. 腺管

排列无紊乱, 朝向管腔的腺上皮层以及管腔基

底部的基底膜附近的荧光强度无增强, 腺管荧

光与周边间质界限模糊. 腺管壁荧光分布厚度

不均, 腺管壁组成细胞的轮廓含混不清, 管壁较

正常增厚. 腺泡间质的结缔组织中绿色固有荧

光强度略弱于腺管壁. 间质内荧光分布较均一, 
无法辨别间质结构(图4).
2.4 胃腺癌胃黏膜层固有荧光特征 在绿色固有

荧光区域观察胃腺癌的胃黏膜, 可见黏膜层内

腺管样结构散在, 数量减少, 腺管排列紊乱, 管
腔形态不规则. 朝向管腔的腺上皮层荧光强度

有增强而管腔基底部的基底膜附近的荧光强度

无增强, 腺管荧光与周边间质界限模糊. 腺管壁

荧光分布不均, 腺管壁组成细胞的轮廓含混不

清, 管壁明显增厚. 腺泡间质的结缔组织中绿色

固有荧光强度略弱于腺管壁. 部分无法区分间

质结构与增厚的腺管壁(图5).
2.5 正常与不同病变胃黏膜层荧光绿红比与绿

色荧光强度比较 对比红绿双通道复合观察正常

和低级别上皮内瘤变以及腺癌胃黏膜三种胃黏

膜的固有荧光激光共聚焦图像可以看到: 正常

黏膜层内红色固有荧光相对较弱, 双通道观察

显示以绿色荧光为主; 上皮内瘤变黏膜层内红

色固有荧光相对较弱, 双通道观察显示以黄绿

色与略成棕色荧光为主, 棕色偏红色主要集中

在腺管间的基质中; 胃癌黏膜层内红色固有荧

光相对较强, 双通道观察显示以黄绿色与略呈

棕色荧光为主, 棕色偏红色主要集中在腺管间

的基质中以及部分腺管壁(图6).
10例正常胃黏膜的绿/红荧光强度比平均为

3.75±1.41; 10例胃癌胃黏膜的绿/红荧光强度比

平均为1.57±0.69; 5例低级别上皮内瘤变胃黏

膜的绿/红荧光强度比平均为2.06±0.51. 胃癌与

正常胃黏膜层绿红荧光强度比统计学差异非常

显著(P <0.01), 低级别上皮内瘤变与正常胃黏膜

层绿红荧光强度比统计学差异显著(P <0.05). 
测量绿色波段正常和低级别上皮内瘤变以

及腺癌胃黏膜三种胃黏膜的固有荧光强度, 我
们发现: 同一患者的正常胃黏膜固有荧光强度

明显高于胃腺癌胃黏膜(P <0.05), 同一患者正

常胃黏膜固有荧光强度与低级别上皮内瘤变

胃黏膜的固有荧光强度统计学上无显著差异

(P >0.05).

3  讨论

分子生物学研究显示, 正常黏膜需经历多步骤

多基因改变才最终发展为癌肿. 在癌症发生初

期, 并没有肉眼可以观察到的改变, 甚至也没有

显微镜可以观察到的细胞和组织形态学的改 
变[7-8]. 但是从生物分子构成分析良恶性的界限

■相关报道
综合已发表的文
献报道, 固有荧光
技术对于癌前期
低级别上皮内瘤
变的诊断准确率
较低, 本文对此进
行了��.

图  3  胃正常肌层和外膜激光共聚焦固有荧光图像.

A B

图  4  低级别上皮内瘤变胃黏膜激光共聚焦固有荧光图像.

A B

图  5  胃腺癌胃黏膜激光共聚焦固有荧光图像.

A B
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已经出现. 许多调节细胞生长的物质如一些氨

基酸, 参与能量代谢的辅酶等小分子物质以及

细胞因子都能产生荧光[9-10]. 
本研究设计时摈弃了传统的研究固定组织

切片的方法, 而是采用胃壁组织冰冻切片组织

并严格控制检测过程中的各项条件, 使组织内

各荧光物质处于新鲜的状态. 通过488 nm蓝色

光激发正常胃壁组织冰冻切片各层. 在红光与

绿光光谱双通道复合图像中可以观察到从黏膜

层到浆膜层都是以绿光区域内的固有荧光为主

的. 此外, 黏膜层和黏膜下层的固有荧光强度明

显高于肌层和浆膜层, 显示胃壁固有荧光主要

来源于黏膜和黏膜下层. 
但是在低级别上皮内瘤变 (根据2000年

WHO肿瘤分类对上皮组织癌前病变的诊断[11], 
病变表现相当于低度和中度异型增生)病灶中我

们发现绿红荧光强度比也明显低于正常, 也就

是说用传统的绿红荧光强度比可能无法区分胃

癌和癌前病变. 正如Ohkawa et al [12]采用438 nm
激发光对53例胃部良性病变、40例早期胃癌、

16例腺瘤共109个病灶进行研究, 采用绿红比

诊断方法. 所有的胃癌100%被诊断出来, 但是

49.1%的良性病灶被误判为恶性. 存在相当高的

误诊率, 即特异度较低. 
从这次研究得到的红绿双通道合成固有荧

光图像中, 我们发现绿红比下降即呈现粉红或

棕红区域一般都位于腺体的底部或者腺体的间

质中. 组织内红色区域的荧光主要来源于血卟

啉成分[13-14]. 由此我们推测在癌症或癌前病变病

灶中组织液内血卟啉成分明显高于正常黏膜, 
红光荧光强度增加致绿红比下降. 但这种特征

并非来源于癌变的细胞本身, 而是来于机体与

病变细胞或腺体的相互作用, 如反复炎症反应

或组织变性等. 所以绿红荧光强度比下降可以

出现在炎症、腺瘤、异型增生、癌变等多个良

恶性病变中, 并不能作为判断组织癌变的唯一

诊断依据. 而单纯绿光波段的荧光强度降低具

有胃癌特异性, 可以此区分胃癌和癌前期病变. 
当然, 目前我们的研究是对胃癌和癌前病

变固有荧光激光共聚焦图像特征的初步探讨, 
尚存在一定的局限性. 由于医学伦理要求癌前

病变固有荧光研究只能取材于活检标本, 而不

能取到胃壁全层作CFM观测. 对于更深处组织

尤其是黏膜下层的固有荧光图像变化的信息无

法研究, 是一个遗憾. 今后可能可以通过动物模

型对此进行弥补. 
此外, 近年来激光共聚焦内镜已开始应用

于临床[15-16], 通过他在活体内就能直接观察到细

胞和组织结构, 但由于不同于常规的病理切片

染色, 我们发现激光共聚焦内镜在图像上仍较

难识别癌变的病灶. 本次实验提示将固有荧光

技术与激光共聚焦技术相结合完全有可能更准

确显示出癌变病灶, 而且该方法无需注入任何

显影剂, 较为安全. 
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■同行评价
本课题学术性强, 
设计严谨, 具有较
大的理论及临床
意义.
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世界华人消化杂志数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1000-1500 kg, 3.5±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应考虑到个

体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位数, 故应写

成3.6±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也应补

到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 如恰等于5, 则前

一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要

小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如

1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起至1985年6月

25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 

写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:分母≤

100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间

空1/4阿拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不移行! (常务副总编辑: 张海宁 2008-09-28)


