
前 言

目前外科手术仍然是实体肿瘤治疗的主要手段

之一，手术的精准性直接影响预后效果。肿瘤手术

治疗的目标是尽可能彻底切除肿瘤组织，同时尽可

能完整保留健康组织。但绝大多数手术仍十分倚重

医生的肉眼和触觉，靠经验做出主观判断，无法精确

定位肿瘤边界。虽然磁共振、PET、CT 等成像技术能

在大尺度范围对人体进行术前肿瘤成像和诊断，但

无法实现术中成像，即使有些能用于导航，其定位精

度也不高。而传统的病理手段，如HE 染色，受限于

缓慢的标本制备和染色过程，更不能用于在体诊

断。目前国际上在术中诊断研究领域常见的手段主

要有荧光成像、共聚焦显微成像和拉曼光谱等。基

于荧光成像指导的手术，例如用 5-氨基乙酰丙酸（5-

ALA）分子标记显像肿瘤区域，可以应用到高级别肿

【摘 要】受激拉曼散射（SRS）显微成像技术是近年来发展起来的新型无标记分子成像技术，具有高灵敏度、高特异性和

高分辨率等优势。其对分子的选择性来源于分子的内禀振动特性，因而可以针对生物组织中的不同化学组分进行分别

成像，如脂质、蛋白和核酸等。该课题组前期的工作初步证明了基于脂质和蛋白的双光谱SRS技术可用于脑肿瘤边界的

术中活体成像以及离体标本的病理检测。但目前多光谱成像技术依赖于波长调谐或光谱编码等过程，不能实时得到病

理图像。本文将围绕发展快速无标记病理检测方法为目标，以利用锁相放大器的相位敏感性发展而来的双光谱SRS成

像技术为核心，结合同步的图像处理算法进行实时的数字病理诊断。此项技术可以大大提高肿瘤边界的探测精度以及

术中病理成像的速度，从而提高手术治疗的精准度。
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瘤但对低级别肿瘤的特异性很差［1］。基于荧光标记

的术中共聚焦显微成像能得到术中的高分辨图像，

但同样有非特异性标记的限制［2］。况且外源标记物

的安全性有待进一步检验。基于拉曼光谱的诊断方

法可以通过复杂的光谱分析区分肿瘤与正常组织，

但无法得到组织的病理图像，也无法避免因组织异

质性带来的干扰［3］。因此，发展术中快速病理成像技术

探测肿瘤边界已成为精准手术治疗的关键。我们提

出以受激拉曼散射（SRS）成像技术为基础，结合骨肿

瘤为代表模型验证此技术的病理检测效果，并由此

获得国家重点研发项目数字诊疗装备专项的支持。

1 研究背景和意义

相干拉曼散射显微镜包括相干反斯托克斯拉曼

（CARS）和SRS显微成像技术，是哈佛大学谢晓亮教

授发明的新型、无标记分子影像方法［4-6］。这种技术

根据生物分子的指纹振动（拉曼）光谱区分成像组织

中的不同化学成分，如脂类、蛋白和核酸等。相干拉

曼与传统自发拉曼散射最大的区别在于其通过非线

性效应得到大大增强的信号强度（103~105倍增益），

因而能实现快速成像［6］。对比相干拉曼的两种主要

方法，SRS 比CARS 更有优势，逐渐成为国际主流的

相干拉曼成像技术［6］。这种无标记成像技术避免了

传统病理所需的样品处理过程，有望成为一种术中

快速病理手段，甚至实现在体实时诊断。近年来

SRS 在生物医学领域展现了越来越多的独特应用，

包括肿瘤无标记病理成像［7-8］、脂类定量分析［9］和小分

子药物传输［10］等。本项目申请人曾在谢晓亮教授组

与密歇根医学院的脑外科医生们合作，首次将双光

谱SRS 成像技术成功应用到脑肿瘤的无标记探测，

不但在小鼠模型中实现脑肿瘤的活体探测［7］，而且进

一步用 SRS 定量分析方法对人脑肿瘤手术样本进行

病理诊断和分类［8］。双光谱SRS 主要利用肿瘤组织

和正常组织中脂类和蛋白相对含量的显著差异，对

脂类和蛋白进行分别成像，得到与HE 金标准类似的

诊断效果（图 1）。申请人将这方面的工作两次发表

在Science Translational Medicine杂志上，受到学术界

同行的一致认同和媒体的广泛关注，包括 BBC 新

闻等［7-8］。更重要的是这些工作打开了SRS 技术在临

床应用上的大门，国际首台 SRS 病理显微镜已于

2015 年进入密歇根医学院脑外科手术室，协助进行

快速病理检测。

In the in vivo image of a mouse brain, bright field microscope couldn't detect the tumor (fig.1a), and

SRS microscope clearly visualized the tumor/normal margin in the same field of view (fig.1b). In

the thin frozen sections of the mouse brain, two-color SRS (fig.1c) and HE staining (fig.1d) of the

same tissue section showed similar histological results. (lipids: green; protein: blue)

图1 小鼠脑肿瘤模型的SRS成像结果

Fig.1 Stimulated Raman scattering (SRS) imaging of mouse brain tumor model
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作为一种光谱成像技术，SRS 需要平衡成像速

度和光谱信息以针对不同的生物医学应用。对于那

些需要精细化学成分分析的问题，可以适当牺牲成

像速度以获取更丰富的光谱细节；而对于那些只需
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要少量光谱信息就可以实现的医学应用，如何提高

光谱成像速度则是待解决的关键问题。我们前期工

作的成功证明了肿瘤病理成像属于后者，基于脂质/

蛋白的双光谱SRS 成像可以成为有效的病理检测方

法［7-8］。国际上现有的光谱成像方法主要有：（a）基于皮

秒光波长调谐方法［7］；（b）基于飞秒光谱整形方法［11］；

（c）基于飞秒光谱聚焦方法［12］；（d）基于飞秒光谱编码

方法［13-14］；（e）基于光栅和阵列探测器方法［15-16］。以上能

实现同步多光谱成像的只有（d）和（e），目前尚各有缺

点：基于飞秒光谱编码方法由普度大学程继新教授

发明，需对宽谱激发光进行不同频率的编码调制和

傅里叶分析，但现在能实现的最快速度仅30 s/帧［14］；

基于光栅和阵列探测器方法只能用于组织切片成

像，无法用于在体组织成像。因此实现快速SRS 光

谱成像（<1 s/帧）是国际上的研究趋势，也是 SRS 走

进临床需要实现的关键技术。

在医学应用方面，虽然 SRS 技术目前最成功的

案例是申请人在脑肿瘤领域的研究，国际上正在展

开对其他类型的肿瘤成像研究，比如乳腺癌、胰腺癌

等。骨与软组织肿瘤的病理种类多，形态学变异大、不

典型，一直是实体瘤中病理学诊断公认的最难点［17-18］。

并且这类肿瘤的治疗必须以穿刺活检结果为基础，

但穿刺活检的准确率和诊断成功率较低，影响了诊

治和预后［18］。快速无标记病理检测则可以实时指导

穿刺活检取材，将大大提高穿刺活检的准确率。其

次，发展术中的快速实时病理检测将逐渐淘汰术中

冰冻这一传统方法，大大提高对手术切缘的判断效

率和准确率［18-19］。

综上所述，现有的技术无一能真正实现多光谱

实时成像，极大限制了SRS 的临床应用。本项目将

发展实时双光谱SRS 成像技术，结合新的图像处理

算法实现快速病理检测，并以骨肿瘤为模型验证检

测的效果。

2 总体目标

本项目计划在前期 SRS 成像工作基础之上，发

展出新的快速光谱成像技术，突破现有技术瓶颈，实

现脂类和蛋白的双通道同时成像，且进行实时图像

分析与合成，无需调节激光器或任何光路元件，直接

给出病理图像和数字化诊断结果，实现实体瘤快速

病理检测。项目的目标是发明一种实时、双光谱SRS

成像新技术，并实现快速病理成像。在光谱成像速

度上达到国际领先水平，预期将突破现有的多光谱

成像速度上限，达到超过 1 s/帧的双光谱成像速度，

实现同步双色 SRS 成像，实时给出基于脂类和蛋白

分布的复合病理图像；在应用上，将以骨肿瘤手术标

本为例进行病理成像，与HE金标准作比较检验病例

检测的效果，预期两者的相关性要高于95%；另外，基

于此项目的专利申请将不少于 2项。这种快速无标

记病理检测新方法有望克服目前手术中缺乏快速诊

断方法的局限，帮助医生提高对肿瘤边界的判断效

率和精度，实现精准手术治疗。目标的实现将为今后

产业化奠定技术基础，也将推动中国在新型无标记

光学成像领域的引领性前沿研究，加速新成像技术

的转化，促进我国数字诊疗装备进入国际先进行列。

3 研究内容和方法

本项目使用 SRS 显微镜作为一种快速、无标记

的分子成像技术用于肿瘤的快速病理检测。SRS基

本原理可类比于受激辐射，当泵浦和斯托克斯光同

时作用于样品时，原本微弱的自发拉曼散射过程受

到极大的激励，得到 103~105 倍的增益。当泵浦和斯

托克斯光的频率差刚好等于分子的某个特征振动频

率时，来自这种分子的受激拉曼信号就会被探测

到。因此，通过调节泵浦和斯托克斯光的相对波长，

就可以选择性探测不同的生物分子，如脂类、蛋白和

核酸等。由于SRS 分子选择性是内源性的（来自化

学键的本征振动），这种高灵敏度的无标记成像技术

在生物医学成像，特别是快速病理成像中有着很好

的应用前景。虽然单色的受激拉曼能达到视频成像

速度，但成像速度和光谱信息量成反比关系，一旦需

要采集多个光谱点成像速度就会成倍下降。我们考

虑到在实际病理检测中往往只需要少量的分子信息

就足够做病理分析，比如金标准HE 染色法只使用两

种染料分子即能得到双色病理诊断信息（紫蓝色的

苏木精和红色的伊红）。我们之前的工作也表明只需

用双光谱SRS对组织中的脂类和蛋白进行复合成像

就足以得到细胞核形态、组织形态以及脂/蛋白比例

等信息用于诊断，实现与HE 相近的诊断效果（图1）。

由于HE 染色法丢失了脂质的信息，双光谱SRS 有可

能提供比HE 更丰富的病理信息，这在我们前期的工

作中也已被初步证实（图1c和图1d）。因此我们将在

双光谱SRS 成像基础上提高成像速度，实现实时的

病理检测。

本项目的具体研究内容如下：（1）发展一种实时

的双光谱SRS 成像技术，克服目前光谱成像速度慢、

难以用于临床检测的限制。我们发明的技术将利用

两路调制相位差为90 °的斯托克斯光，结合锁相放大
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器的双通道正交输出实现双通道（脂类和蛋白）同步

成像，目前已获得初步进展；（2）在实体瘤组织上用

新技术进行病理成像。除了延续我们前期在脑肿瘤

病理检测上的应用，本项目将拓展到其它未曾被研

究过的实体瘤，新技术将被用于挑战病理检测中最

难的肿瘤模型—骨与软组织肿瘤，此类肿瘤病理种

类多，形态和组分变异很大。我们除了用脂/蛋白双

光谱SRS 成像得到组织形态和化学成分信息外，还

将尝试结合同步多模态成像方法，添加二次谐波方

法成像 I型胶原蛋白，以及用双光子自发荧光成像弹

性蛋白等；（3）发展病理图像识别算法，提高肿瘤数

字化诊断的速度和精度。实时成像技术需要实时的

图像处理算法。SRS 图像的病理信息虽然类似于

HE 染色，但不全相同，因此需发展适用于SRS 信号

特点的快速图像识别算法。利用SRS 信号正比于分

子浓度的特点进行量化分析，我们计划从细胞核形

态、细胞大小和密度、细胞间质的形态和浓度、脂/蛋

白比例等参数着手，对不同类型、不同级别的骨肿瘤

图像进行分析，并与病理金标准的诊断结果做比较，

不断优化算法。根据图像分析结果的反馈，再调整

成像技术中的参数设置，比如两个通道的光强比例、

拉曼频率的选择等进一步优化诊断效果。数字化诊

断的目标是使手术医生可以在术中根据软件快速得

到判断结果，也将为今后的远程诊断打下基础。

以上3个方面的研究内容互相紧密联系，互相促

进。研究方法与流程如下：（1）发展一种新型的基于

飞秒光谱聚焦的同步双光谱SRS 成像方法。SRS过

程会导致泵浦光强的减弱和斯托克斯光强的增强。

这些光强的变化往往很微弱（<10-4），因此在信号探测

上需要将其中一束光，如斯托克斯光，进行周期性的

光强调制（开关），同时用锁相放大器解调泵浦光受

到的同频振荡信号，即为SRS 信号（图 2a）。申请人

将采用飞秒光谱聚焦的方法，将原本飞秒脉宽的泵

浦和斯托克斯脉冲光通过玻璃介质啁啾成2~4 ps，通

过调节啁啾匹配之后，只需要改变泵浦-斯托克斯脉

冲的时间间隔即可实现拉曼频率的选择（图2b）。在

此基础之上，若将受调制的斯托克斯光分为两束，并

调节两者时间间隔使得它们的调制相位正好相差

90°（图2c）。进一步精细调节两者与泵浦光的相对延

时使得它们分别探测 2 850 cm-1和 2 930 cm-1 这两个

拉曼频率（图 2b）。经过这样的设计，被探测的两通

道信号以 90 °的相位差正好被锁相放大器的X 和Y

通道同时分别探测到，实现双光谱同步成像。此设

计的巧妙之处在于只需要用一个电光调制器实现双

通道同步探测，且不需调节激光器波长或任何光电

子元件，对长时间成像尤其有利；（2）用新成像技术

获取大量肿瘤组织成像数据。将与上海市骨肿瘤研

究所合作，用新技术对骨肿瘤穿刺活检标本和手术

边界标本进行检测，获取大量的图像数据。组织标

本可以有冷冻切片和新鲜样品两种形式。成像结果

将与 HE 染色法比较，评价新方法的灵敏度和特异

性；（3）发展图像处理技术，实现快速数字化诊断。

借鉴我们前期工作中用于脑肿瘤识别的判断依据，

将与青岛海信医疗设备股份有限公司合作，发展出

适用于骨肿瘤病理诊断的图像识别算法，使得数字

诊断的结果接近传统病理的诊断效果。

EOM: Electro-optical modulator; Lock-in: Lock-in amplifier

图2 技术简图

Fig.2 Technical design diagram

a: Illustration of SRS microscope system

b: Chirp pulses used for spectral focusing SRS

c: Pulse profiles of two Stokes beams modulated at a phase
difference of 90 degree
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基于光谱聚焦的SRS成像方法已经在我们实验

室得到实现。我们提出通过设计 90°相位差的双通

道调制方法不但在理论上可实现双光谱同步探测，

而且在实验室已经被初步验证是可行的。此方法最

需要担心的两个问题是来自两束斯托克斯光之间的

干涉和锁相放大器两个输出通道之间的干扰。由于

最终两束斯托克斯光的相对延时量在 2 ps 左右，而

它们的相干时间不到 200 fs，所以不存在干涉问题。

锁相放大器的两个通道分别探测相位相差 90°的正

弦和余弦信号，理论上不会有干扰。我们在透射模

式的细胞成像中已初步验证了这种干扰小到可以忽

略（图3），反射模式的组织成像效果正在检验。我们

设计方案的优势是充分利用锁相放大器的相位敏感

性进行双通道同时探测，大大节约了波长调谐所耗

费的时间，从而大幅提高成像速度。而相比于光谱

调制的方法，我们的方案要简单很多，无需复杂的光

谱调制系统，也不需后续图像和数据处理过程。这

个简单设计将有利于今后系统的小型化，且无需调

节激光器或任何光电子元件，对长时间成像的稳定

性和仪器的使用寿命都极有帮助。此外，我们的方

法并不仅仅局限于双光谱成像，只需结合普通的延

时线扫描即可实现多光谱/超光谱成像。

For SRS images of living Hela cells in two channels, almost no interference was found between fig.3a (2 850 cm- 1)

and fig.3b (2 930 cm- 1). The composite two-color image showed the morphology of the cell nucleus (fig.3c). lipids:

green; protein: purple; pixel: 512*512; acquisition time: 1 s; scale bar: 50 μm

图3 同步双光谱SRS 成像

Fig.3 Simultaneous bi-spectral SRS imaging

a b c

4 预期效益

本项目属新技术的研发，项目的实现可预期推

进术中快速病理检测技术的革新。基于本技术的离

体手术样本检测离产业化已经很接近，在体检测的

应用还需要克服更多的工程技术难题。本项目的实

现不但对前沿科学和技术研究有很强的推动作用，

更对将来的医学转化有极大的积极意义。尤其是对

于那些严重依赖手术治疗的实体瘤病例，本技术将

大大提高手术治疗的精准度，指导医生在手术中进

行快速的切缘判定。因此，本项目的转化也将带来

很好的社会影响和极大的经济效益。
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