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摘 要! 基于光学低相干反射测量而发展起来的光学相干层析技术’+12345",67898:48-6;6<9517=.+,-)是

一种新型的成像技术.它可以对强散射介质如生物组织实施非侵入性的快速活体成像>与传统的组织切片相比.

+-,可以大大减少对发育形态成像所需的时间?复杂程度及成本>非接触和非侵入式的成像方式有助于研究个

体发育中由基因变异所引起的形态和功能变化.因而在发育生物学的研究当中有着广阔的应用前景>概述了+,-
技术在发育生物学当中诸方面的应用情况>
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引言

光学相干层析技术是近年来继共焦扫描显微

镜之后发展起来的新型光学成像技术s"t>传统的光

学显微镜和共焦扫描显微镜由于受散射光的影响.
而不能从具有很强的吸收和散射的生物组织内部

获取清晰的图像>+,-技术将低相干干涉仪与共

焦扫描显微技术结合在一起.可滤掉物镜焦点之外

的散射光.加之现代计算机图像处理技术的迅速发

展.从而使+,-技术成为一门新兴的层析成像技

术>现代发育生物学因生物化学和分子生物技术而

发展迅速s$t.其基本任务是研究生物体发育过程及

其调控机制>发育过程由基因组中的基因表达来支

配.如果能理解基因表达与发育图式之间的关系.
那么研究人员就能够判断发育进程中所发生的生

理及病理学特征.并从中提出新的科学问题>发育

生物学还涉及广泛的临床应用领域.如基因疗法?
克隆技术?以及遗传疾病的治疗>伴随着发育生物

学和医学的进展.科研人员迫切需要了解活体生物
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组织的情况!如植物胚芽在发育过程中的内部性质

变化!动物各组织的生理和病理变化过程等"为了

适应这些领域发展的要求!人们开发了一系列生物

组织的光子学成像方法!如超短光脉冲与时间门相

结 合 的 取 像 方 法#双 光 子 荧 光 法#光 子 密 度 波 方

法$%&’(和光学相干层析技术)*+等"还有一些非

光子学方法!如核磁共振,-./0和超声波成像方法

等"由于)*+技术具有1&1’23的高分辨率和4

&%33的探测深度!使之在微观上观察胚胎发育

过程中任何阶段的动态变化成为可能"除此之外!

)*+还可以实现对活体组织的非侵入#无损伤及

时探测和成像"从各方面综合评定来看!)*+技术

都极可能成为研究发育生物学的一个有力工具"

1 )*+系统工作原理

图 1是)*+系统的结构示意图!其主要构成

是一个迈克尔逊干涉仪"弱相干光源,相干长度较

短0发出的低相干光被454的光纤耦合器分束!分

别进入放有反射镜的参考端及被测样品的信号端"
干涉仪的样品臂组成一个扫描共焦显微镜!参考臂

中的反射镜可沿轴向移动"当参考臂的长度与其到

样品散射点的距离均在光源的相干长度之内时!样

品的背向散射光,信号光0就与参考臂上返回的光

图1 )*+系统结构示意图

67891 :;<=>?@7;A7?8B?>CD@<=EFG7>?87H8IJI@=>

,参考光0经光纤耦合器汇合产生干涉信号!从而被

探测器探测到"探测到的信号经放大#解调和滤波

之后便成为记录样品信息的相干信号"相干信号经

数字化后被存入计算机中!随后便可以灰度图像或

假彩色图像的形式显示出来,信号的强度反映样品

的吸收和散射强度0"由于来自样品不同深度的散

射信号具有不同的相位延迟!对应于参考臂某一位

置!只有来自样品某一特定深度的散射信号才能与

参考光相干!而与参考臂的光程差大于一个相干长

度的信号光不能与参考光发生干涉!于是就没有信

号"因此!只有在探测光束的焦点处返回的光束才

有 很 强 的 干 涉 信 号!这 样 就 滤 掉 了 焦 点 外 的 杂 散

光"由此可见!)*+高分辨率和高信噪比的成像能

力是通过以下两点实现的K一是利用灵敏的外差探

测L二是焦点外的散射光不被探测"

4 )*+技术在发育生物学中的应用

491 鉴别组织形式

由于)*+采用近红外光!因此它可以对可见

光不透明的样品进行高分辨率#非接触及截面层析

成像"尽管其成像深度比超声波成像要浅得多!但

这已足以获取大多数发育胚胎的解剖结构特征了"
在整个发育过程中!观察和跟踪形态变化对于确定

基因表达的各个方面都十分有用")*+技术成像

的上述特点对半透明或者高散射样品的正常或异

常发育过程中的形态变化分析具有潜在能力"
在发育生物学中!第一例采用)*+技术的是

MNOOPQR等人"他们对非洲爪蟾蝌蚪的发育形态进

行观察$S(!得到的纵向和横向分辨率分别为1S23
和%T23"图4U&4V给出了正常和异常活体非洲

爪蟾的)*+图像,%335%33!%TT5%TT像素0
及相应的组织切片"这些异常是自发而不是诱发

的"正常的非洲爪蟾)*+图像,图4U0和组织切片

图,图4M0非常对应!神经管组成正常!分布对称且

定向正确"两个图中都可以观察到内部腮"图4*和

4W为 处 于 同 一 发 育 阶 段 的 异 常 样 品 的 鲜 明 对 比

图!形状不规则的神经管和异常的大眼眶充满了小

的#发育不良且不对称的的视杯"在此图中!箭头所

示为左侧视神经和眼部肌肉纵向的解剖,图 4*0"
图4X给出了异常样品后部的不良神经管结构"在

这些图中!宏观和微观的结构差异都明显可辨"

494 活体跟踪发育

已证明光学镊子#光学陷阱和双原子显微镜等

技术 所 采 用 的 YTTZ3高 功 率 聚 焦 激 光 束 对 细 胞

W[U有不可逆的损害作用$\&Y("如果这些技术被

用来辅助人类的体外受精!这些因素就显得十分重

要"但由于)*+采用非接触低功率的近红外成像!
所以对活体细胞几乎没有损害"另外!由于)*+成

像时不需要额外的染色剂!而是依赖于组织的光学

散射和折射率的变化"所有这些优势使得)*+可
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图! 异常非洲爪蟾发育的鉴别"#$

%&’(! )*+,-&.&/0-&1,1.02,134056+,1789*+:+5174+,-"#$

对发育过程进行几小时;几天甚至几周的成像<从

而达到跟踪发育的目的=>?@@ABC等人在斑马鱼卵

受精的一小时后开始每隔DEFGH对同一截面的胚

胎取一次像<整个过程持续!IJ<结果获得了一系

列KLM图像"#$=从这些图像中可以观察到细胞分

裂 和 转 移 的 结 果=斑 马 鱼 卵 和 胚 胎 是 半 透 明 的<

KLM图像成为光学显微成像的有力补充=>?@@ABC
等人还利用同样的技术跟踪了非洲爪蟾肢芽的发

育"N$<获得的图像揭示了一个小的肢芽是如何发育

成一个独立足趾的=因此<我们可以说KLM可以用

来跟踪这些基因的表达形态与形态发生过程=

!(O 功能成像

尽管先前的KLM活体图像可对生物样品形态

特性进行测定<但这些结构仍然是静态的=医疗诊

断应用时<对大的有机活体成像必须以较高的速度

进行<以避免因有机体的运动造成人为假象=功能

成像是对活体图像的量化<其携带的信息体现了器

官系统的功能属性=高速KLM能够在实现成像的

同时对样品进行配置和处理<是对发育生物学模式

动物进行功能成像的有力工具=
对心脏正常和异常发育的研究经常由于无法

获取有机体的心血管功能信息而受到限制=与核磁

共振和LM不同<KLM可提供高速的活体成像<可

以对动态活动如心室喷出比进行定量的评估=这与

P 模式超声波成 像 和 二 维 心 回 描 技 术 非 常 类 似=
图OQ是用基于超亮发光二极管RSTUV光源的KLM
系统获得的正在跳动着的非洲爪蟾心室图"DW$=图

中的周期带对应着心室壁在心跳周期中的运动=除

了心室腔以外<腹侧和背侧的心室壁均可被辨别=

如 图OQ所示<KLM光束被锁定并静止在心室上<
此时对应着图像中心R箭头V=在此处进行轴向扫描

可获得如图O>所示的一个麻痹的正常心脏功能光

学心电图=KLM光学心电图可以对心室功能进行

量化测量<评估心室机能随时间和其他药物作用的

变化<还能实现对心律及心脏终端的最大收缩和舒

张尺度;充盈和排空时间等参数进行测量<如图O>

图O 非洲爪蟾的心室图RQV和功能正常的

非洲爪蟾KLM光学心电图R>V"DW$

%&’(O XYZ&40’+0,*17-&/05/03*&1’304

1.0[+,1789\+03-"DW$

所示=尽管数据获取速度较慢ROW]̂幅V<但是基于

STU的KLM已经足以对离体微结构进行成像并在

某一位置获取光学心电图了=由于对活体跳动着的

心脏进行二维成像需要更快的成像速度<所以采用

LBI_‘a?B]CbBGCb激光器作为光源建立的高速KLM<
用!Fc 的入射功率获得了DDWd>的高速成像信

噪比=用一种新的光学延迟线取代基于机械交流计

参考臂扫描的办法<可将图像获取速度提高到每秒

Ief幅"DD$=与低速KLM相比<高速KLM获取的图

像不存在由于心脏运动而造成的模糊<并且可在心

脏跳动周期内的任意时间捕获图像=对一个始于心

脏舒张及心室填充的完整跳动连续成像<可将每幅

图像作为帧组成实时的动画电影来反映心脏发育

的动态功能行为=

!(I 亚细胞级成像

尽管先前的研究已经显示了KLM对活体组织

形态的成像能力<但是大多数的图像分辨率处于DW

eDEgF量级<还不能够分辨细胞的内部结构=随

着 KLM技术的不断进步<其分辨能力也在不断增

强<已实现低于DWgF的高分辨率=美国麻省理工
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学院!"#$%&’&教授领导的小组在活动模式动物中

成功地获得了()*%的分辨率+),-.据最新报道/
奥地利维也纳大学的0123421等人把采用光子晶体

光纤和掺钛蓝宝石激光器作为光源的567系统应

用到离体组织获得了89:*%的分辨率.如此高的

分辨率可以对细胞的有丝分裂活动;核质比以及细

胞迁移等亚细胞结构及活动进行观察.

,9<9)活体亚细胞成像

图<为!"#$%&’&等人获得的非洲爪蟾蝌蚪细

胞图像/图中可以清楚地看到神经嗅束和各种尺寸

的多晶间叶细胞.细胞核与细胞膜的背向散射很

强/而细胞质的背向散射很弱.567不仅能够对细

胞核与细胞内部结构成像/还能够据此判定细胞的

核质比以及有丝分裂状态.由图<中箭头所指的一

对细胞可以看到两个明显的细胞核.因为人体细胞

的 典型平均尺寸与567的分辨率相符/因此应用

此系统就有可能对人体细胞进行活体成像.

图< 非洲爪蟾蝌蚪细胞567图像+),-

=>?9< @AB>BCDEFGHIIEIJKIHBHIKHDCIEL>CA

LCMC?KJMCNOHACPEDIJHB>D+),-

,9<9,细胞有丝分裂

有丝分裂是一个母细胞经过0QR复制分裂为

两个子细胞的过程+)<-.它是有机体生长以及细胞

发育分化的必需过程/不正常的有丝分裂可能导致

无规则生长;变异和肿瘤的生成.对活体细胞的有

丝分裂进行测定并据此判断分化状态对早期诊断

人类肿瘤病变极为重要.
为 了 证 实 567对 细 胞 分 裂 的 鉴 别 能 力/

S&TTU1’等 人 对 单 个 细 胞 的 有 丝 分 裂 活 动 进 行 了

一系列567成像+):-.所获得的每幅图像中都有一

定 数 量 的 间 叶 细 胞/细 胞 尺 寸 从 )88*%到 低 于

567分辨率不等.相对于低背向散射的细胞质/细

胞核与细胞膜在高背向散射的区域很明显.在某些

细胞中可看到亚细胞结构形态/如在细胞核内部背

向散射较强的区域.一种可能是在这些区域核染质

浓度的变化暗示了有丝分裂的活跃.

,9<9V 细胞迁移

同有丝分裂一样/细胞迁移对机体的生长具有

重要意义/但癌细胞也会藉细胞迁移而扩散.当肿

瘤转移时/癌细胞通常会经过循环系统迁移很长的

距离.因为肿瘤在转移前的早期阶段对医学治疗最

为敏感/所以如果在早期能够诊断出肿瘤/那么将

大大降低病人的死亡率.因此/567亚细胞级分辨

率的成像能力对人类早期恶性肿瘤的诊断具有重

要意义.
为了 证 实 567跟 踪 单 个 细 胞 运 动 的 能 力/

S&TTU1’等人每隔)8%$W对神经管状黑色素细胞

进行一次三维成像+):-.图:是根据所测图像而确定

的细胞位置的三维示意图.图:中的R点(V!点

表示细胞相隔)8%$W的各个位置.这个示意图表

明/细胞沿一条曲线迁移X先向背侧/后向腹侧Y.图

:中0点到Z点的距离比其他距离要大且不连续/
说明可能有人为假象.如果分辨率更高且跟踪时间

更长的话可以得到更加精确的结果.

图: 神经冠状细胞迁移的三维示意图+):-

=>?9: V[\PICLCNAHEKJIGKHDLGHIIM>?KJL>CA+):-

< 结束语

上述的研究工作主要说明了567技术在发育

生 物学和显微学中的应用/证明了567可以对活

体发育形态进行实时反复成像.与传统的组织切片

对发育形态的成像相比/567可以大大减少所需

时间;复杂程度和成本.在非透明的胚胎中以较高

的分辨率进行反复的活体成像可避免杀死标本中

的细胞.对于那些很难得到且数量稀少的突变异种

标本来说/这种能力显得更加有用.非接触和非侵

]V̂]应用光学 ,88:/,̂X,Y 李剑平/等_567技术在发育生物学中的应用



入式成像方式使得!"#能够在一定时间段内跟踪

标本的发育$利用高速!"#可以对心脏结构进行

功能成像%这有助于对个体发育中因基因变异而引

起的形态和功能变化的研究$基于上述原因%发育

生物学将成为!"#应用的一个重要领域$
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新概念g致僵h武器

据 报道%美国一名发明家最近研制出新概念g致僵h武器%这种非致命武器依靠g致僵射线h%即利用紫

外激光器发出光束%在空气中电离出一条通道%电流经由通道导向目标%使被击中者周身肌肉抽搐i痉挛%
直至僵硬而丧失活动能力%进而丢掉武器束手就擒$由于身体组织的保护%被击者的心脏i隔膜等重要器官

不会受到影响%因此不会危及生命$但电流超过KLX95后会干扰被击者心脏跳动的节律$调节激光器的

发射波长%这种g致僵射线h还可以破坏微型芯片%从而使装有芯片的机器%包括飞机i坦克i汽车i舰船及其

它武器系统失调从而丧失战斗能力$据说这种激光致僵武器已在实际应用中取得了良好效果$这种新概

念g致僵h武器可以可多次使用%射程(XX9%电流高达KL95%交流频率(XX周%可以用光学瞄准进行非直

视射击$第一个样机犹如小手提箱般大小%但新近研制出的激光二极管将会使其尺寸减小$

j春 寒 供稿k
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