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摘要　皮肤影像学是利用现代成像技术手段对皮肤病进行无创、原位、动态、实时诊断的一门新兴技术学科。在过

去十几年里作为医学影像学分支的皮肤影像学取得了长足的进步，包括皮肤镜等多种光学成像技术已经被广泛应

用于临床疾病诊断。主要介绍了皮肤镜、皮肤共聚焦、多光子成像、光学相干层析成像以及光声成像等技术在皮肤

影像学中的发展和应用。这５种技术能够实现原位、在体、实时的皮肤成像，可对可疑部位进行重复检查，并能不

同程度地实现皮下组织的无损成像，为临床诊断提供了客观的评价依据。不断发展的皮肤影像学，与皮肤组织病

理学相互促进、相互补充，势必将带动现代皮肤病学的飞跃发展。

关键词　医用光学；皮肤影像学；皮肤镜；皮肤共聚焦成像；多光子成像；光学相干层析成像；光声成像
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１　引　　言

皮肤组织病理学是皮肤科学不可缺少的组成部

分，它不仅是许多皮肤病的诊断标准，也是深入探讨

皮肤病的发生发展规律、指导皮肤病治疗的基础。

皮肤组织病理学经过２００余年的发展，已经普及并

延伸出免疫病理等多个分支。然而，组织病理学活

检取材一般为创伤性的，患者疼痛、易感染、留疤痕，

病理切片的制作费时费力，且仅能提供活检部位的

０２０１００１１
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信息，监测疾病变化、评价疗效、确定皮损的边界等

常需要反复活检，这一切都降低了患者的依从性。

皮肤科临床的发展需要无创性、原位、实时、动

态的检测方法，对可疑皮损进行重复检查，提供客观

量化的评价指标。临床的需求促进了皮肤影像学的

产生和发展。皮肤影像学是利用现代超声、光学、磁

共振等手段对皮肤病进行无创、原位、动态、实时诊

断的一门新型技术学科。过去十几年作为医学影像

学分支的皮肤影像学取得了长足的进步，包括皮肤

镜、皮肤共聚焦技术、多光子成像、光学相干层析成像

和光声成像等多种光学成像技术用于临床疾病诊断

已成为可能。本文将对皮肤影像学的几种主要成像

技术，结合原理及具体临床应用做简要的介绍。

２　皮肤镜

２．１　皮肤镜发展简介

皮肤镜，又称为表皮透光显微镜、皮表显微镜、

入射光显微镜等，是一种在体观察皮肤表面以下微

细结构的、主要针对色素性皮肤疾病的无创性辅助

诊断仪器。它通过使用油浸、光照与光学放大设备，

可以观察到包括表皮下部、表真皮连接以及乳头层

真皮等肉眼不可见的皮肤结构，从而确定需要做活

组织检查的皮损部位，保证切除的准确性，其对于恶

性黑色素瘤早期诊断的重要辅助价值已为大量研究

所证实［１～６］。作为临床上诸多疾病的筛选和诊断工

具，皮肤镜具有无损伤、诊断迅速、价格低廉等优点，

有着良好的发展前景。

利用显微镜来观察皮肤表面可以追溯到１６６３

年，ＪｏｈａｎＫｏｌｈａｕｓ在显微镜下观察到指甲甲襞下的

微小血管［１］。１９世纪末，德国皮肤病学家 Ｕｎｎａ把

油浸法应用于皮肤的显微检查，以减少皮肤表面的

直接反射光，使观察更加清楚［７］。２０ 世纪初，

Ｓａｐｈｉｅｒ
［８］将双筒显微镜和内置光源相结合，对皮肤

解剖结构进行了形态学观察。２０世纪５０年代，美

国的Ｇｏｌｄｍａｎ
［２］首次提出ｄｅｒｍｏｓｃｏｐｙ一词，并将其

应用于色素皮损的诊断。１９７１年，英国的 Ｒｏｎａ

Ｍａｃｋｉｅ研究表明，皮肤镜在提高色素皮损的术前诊

断以及鉴别良性色素痣和恶性黑色素瘤上有很大意

义［３］。其后，关于皮肤镜的研究在奥地利、德国、美

国以及世界各地得到延续。第一届皮肤镜的共识会

议于１９８９年在德国汉堡召开，２００１年，第一届世界

皮肤镜大会在罗马举行。现在，皮肤镜在欧洲已成

为一项常规技术，并在世界其他地区获得越来越多

的认可。

２．２　皮肤镜原理

由于皮肤的光密度和折射率与空气不同，照射

到皮肤表面的光线很大部分被角质层直接反射，另

有部分为皮肤吸收，仅有少量通过散射进入皮肤，因

此很难用肉眼直接看到皮肤表面下的结构。传统皮

肤镜采用的是浸润法：首先在皮肤表面滴加油脂等

浸润液以增加皮肤角质层的透光性和减少反射光，

然后用玻片压平并给予适当角度的光线照射，借助

于特定的光学放大设备，可以观察到表真皮连接处、

真皮的结构。使用的浸润液可以是水、矿物油、乙醇

和凝胶等。最新的研究表明，体积分数为７０％的乙

醇具有较少的气泡，可产生清晰图像，并且具有不油

腻、不染色、自然挥发无需擦拭、可有效减少细菌污

染的特点。水溶性的凝胶（例如超声用耦合剂）不会

流动或者产生灼烧，因而在眼睛或者粘膜区域（例如

嘴唇）应用较多。

简单的手持式皮肤镜（图１）
［９］由卤素灯或发光

二极管（ＬＥＤ）光源、标准放大物镜（通常为１０倍）以

及玻片组成，价格低廉且便于使用。有些可通过特

定的转接环与数码相机连接，便于将成像结果及时

拍照存档，为以后的诊断和治疗服务。昂贵的双目

皮肤镜包括６～４０倍的放大范围，可以提供高质量

的成像，并对皮肤进行三维观察。电子皮肤镜中整

合有视频摄像头，通过数据线将视频数据传输到电

脑中，在显示器上观察的同时，可对图像进行处理，

利于疾病的准确诊断，也可将数据存入数据库，便于

归档调用。

图１ 手持式皮肤镜

Ｆｉｇ．１ Ｈａｎｄｈｅｌｄｄｅｒｍｏｓｃｏｐｙ

传统的浸润型皮肤镜由于需要采用耦合剂即浸

润液，可能会引发接触性皮炎和医源性交叉感染。

近年来，一种新出现的偏振光皮肤镜克服了浸润型

皮肤镜的缺点。偏振光皮肤镜是２１世纪开始发展

起来的皮肤镜技术，主要利用交叉偏振的原理，不需

０２０１００１２
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涂抹浸润液，就可消除皮肤表面反射光的影响。入

射光通过一个线偏振片照射到皮肤表面，直接反射

的光保持原来的偏振方向，而被皮下组织散射的光

改变了偏振方向。使用与第一个偏振片偏振方向垂

直的线偏振片即可把直接反射光滤去（图２），从而

可以观察到皮肤下的组织结构，这样就提高了皮损

的可视性。观察时镜片不直接接触皮肤和无需耦合

剂，减少了人为对皮肤的挤压，即可观察到清晰的原

始图像，特别适合头面部，尤其在口、眼和鼻等粘膜

处以及敏感性皮肤的图像观察，可避免由浸润法观

察时镜片直接接触皮肤的挤压变形和所需的浸润液

作耦合剂而引起交叉感染等潜在危险。

２．３　皮肤镜的临床应用

较之传统的毛细血管镜，皮肤镜可以直接观察

皮损部位的深在微细结构，为皮肤形态学开辟了一

个新的研究领域。在减少不必要的活检、方便疾病

图２ 偏振型皮肤镜原理示意图

Ｆｉｇ．２ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｐｏｌａｒｉｚｅｄｌｉｇｈｔｄｅｒｍｏｓｃｏｐｙ

随访与大规模普查、图像资料的保存与提取方面有

着明显的优点。

皮肤镜在临床上可以用于多种皮肤病的在体检

查，其中基本的皮肤镜图像包括色素网、小点、小球、

分支条纹、伪足、放射流、条纹、无结构区、大斑点、退

化结构、蓝白幕和血管结构等（图３）
［１０］。医生可以

借助皮肤镜观察到不同皮肤病的不同表现从而为临

床诊治提供可靠的依据。

图３ 部分皮肤镜的基本图像。（ａ）色素网，（ｂ）小点，（ｃ）小球，（ｄ）分支条纹，（ｅ）伪足，（ｆ）放射流，

（ｇ）无结构区，（ｈ）大斑点，（ｉ）蓝白幕

Ｆｉｇ．３ Ｓｏｍｅｂａｓｉｃｄｅｒｍｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｓ．（ａ）ｐｉｇｍｅｎｔｎｅｔｗｏｒｋ，（ｂ）ｄｏｔｓ，（ｃ）ｇｌｏｂｕｌｅｓ，（ｄ）ｂｒａｎｃｈｅｄｓｔｒｅａｋｓ，

（ｅ）ｐｓｅｕｄｏｐｏｄｓ，（ｆ）ｒａｄｉｏｓｔｒｅａｍｉｎｇ，（ｇ）ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｌｅｓｓａｒｅａｓ，（ｈ）ｂｌｏｔｃｈｅｓ，（ｉ）ｂｌｕｅｗｈｉｔｅｖｅｉｌ

　　皮肤镜已经成功地应用于恶性黑素瘤的临床诊

断［５］。对于以恶性黑素瘤为核心的色素病的皮肤镜

鉴别诊断，目前多推荐用两步法。第一步先区分黑

素性皮损与非黑素性色素性皮损：诊断为黑素性皮

损，至少应具备色素网、色素纹、群集性小球、均质蓝

色色沉等指征之一；如没有，则诊断为非黑素性色素

病，并进一步寻找非黑素性皮损的特点。第二步为

区分良性与恶性的黑素性损害：有多种方法，最经典

的是１９８７年由Ｐｅｈａｍｂｅｒｇｅｒ等
［１１］建立的模式分析

法。此法要求对多个皮肤镜指征逐一进行详细评

估、比对，然后得出最终诊断。此法虽然具有较高的

敏感性、特异性和诊断准确率［１２］，但要求诊断者接

受过相关的正规培训，否则会影响诊断准确率。

为提高可操作性和可重复性，许多研究小组根据

各自经验创立了不同的诊断方法及标准［１３］。常用的

有Ｓｔｏｌｚ等
［１４］的皮肤镜ＡＢＣＤ法则，Ｍｅｎｚｉｅｓ等

［１５］的

诊断侵袭性恶性黑素瘤的１１点特征法，Ａｅｇｅｎｚｉａｎｏ

等［１６］的７点核对表，ＤａｌＰｏｚｚｏ等
［１７］的７点特征法等。
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近年来的研究分析也证实，对于有经验的检测者，皮

肤镜可显著地提高恶性黑素瘤的诊断准确率［６，１８］。

此外，应用皮肤镜技术还可明显提高Ｓｐｉｔｚ痣、基底细

胞癌、血管瘤的诊断准确率，并可以用于脂溢性角化

病、银屑病、日光性黑子、色素性光线性角化和皮肤纤

维癌等多种皮肤疾病［４，６，１９，２０］。

３　皮肤计算机断层扫描技术

皮肤科临床的发展需要无创性、原位、实时、动

态的检测方法，对可疑皮损进行重复检查，提供客观

量化的评价指标。然而，皮肤镜只能对皮损表面进

行检查，对于深层皮肤结构无能为力；皮肤超声虽然

能对深层皮肤结构进行检测，但其图像分辨率较低，

不能达到细胞水平，无法根据其声像图来判断皮肤

肿瘤的良恶性和确定皮损的浸润范围，其检查结果

也易受患者体位、探头压力等多种因素影响。基于

共聚焦原理的皮肤原位、在体、实时、动态三维成像

技术［皮肤计算机断层扫描技术（ＣＴ）］克服了以上

几种方法的局限性，是具有广阔发展前景的无创性

皮肤影像学方法［２１，２２］。

３．１　皮肤犆犜的发展史

１９５７年，Ｍａｒｖｉｎ
［２３］在他的专利中阐明了共聚

焦激光扫描显微镜（ＣＬＳＭ）技术的基本原理；１９８５

年，Ｗｉｊｎａｅｎｄｔｓ等
［２４］成功地用共聚焦激光显微镜演

示了用荧光探针标记的生物材料的光学横断面，标

志着共聚焦激光显微镜的关键技术已基本成熟。而

第一台商业化的共焦扫描显微镜则是到１９８７年才

问世。之后的十几年间 ＣＬＳＭ 发展非常迅速。

ＣＬＳＭ是一种先进的细胞生物学分析仪器，是一项

具有划时代意义的高科技新产品，是近代生物医学

图像分析仪器最重要的发展之一，有细胞“ＣＴ”之

称。它是随着激光、视频、计算机等技术的飞速发展

而诞生的新一代显微镜，在研究和分析活细胞结构、

分子、离子的实时动态变化过程，组织和细胞的光学

连续切片和三维结构重建等方面，是传统光学显微

镜所望尘莫及的。

２０世纪９０年代中期，学者们将ＣＬＳＭ 进行改

造，使其能够实现对活体皮肤的无创、实时成像，由

此奠定了皮肤ＣＴ在皮肤科推广应用的基础
［２５，２６］。

３．２　皮肤犆犜光学共聚焦成像的基本工作原理

传统光学显微镜的基本结构主要由机械部分、

照明部分和光学部分（反光镜、聚光镜、光圈、目镜和

物镜等）组成。皮肤ＣＴ的基本结构除了光学显微

镜部分之外，主要由激光光源、扫描装置、检测器、计

算机系统（包括数据采集、处理、转换及应用软件）、

图像输出设备和共聚焦系统（图４）等部分组成。由

此可见，皮肤ＣＴ具有传统光学显微镜所不具备的

复杂计算机系统、激光系统、扫描装置和共聚焦系

统；另外一个最主要的区别在于光源的不同。

图４ 共聚焦系统的原理示意图

Ｆｉｇ．４ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｃｏｎｆｏｃａｌｓｙｓｔｅｍ

光学显微镜的光源一般是自然光或者是内置灯

源，可见光经反光镜、聚光镜的作用，对全视野进行

照明，它只能对标本局部厚度作平面成像。这样不

仅要求标本为薄切片（５～１０μｍ），而且标本上任何

一点的图像都会受到邻近点衍射光和散色光的影

响，降低了图像的反差和分辨率。而皮肤ＣＴ 采用

点光源代替传统光镜的场光源，光源、探测器及被测

样品置于共轭位置。聚焦层面的光点通过一系列透

镜最终可同时聚焦于光源针孔和检测针孔，也就是

所谓的“共聚焦”。从光源出射的光经物镜准确地照

明物镜焦平面的被测样品，由样品反射的光信息被

聚焦到针孔处，形成点像，从而通过针孔被探测器接

收。而非焦平面反射的光信息，则在探测面上仅仅

形成弥散斑，此时通过针孔被探测器接收到的光信

息很少。也就是说，探测到的离焦信号强度远低于

焦点信号强度，对离焦信号的摈弃使共焦成像术可

在三维空间上精确定位被测样品。以激光作光源并

对样品进行扫描，在此过程中两次聚焦，因此称为共

聚焦激光扫描显微镜。其产生的光信号由检测针孔

后的光电倍增管逐点接收后，转变为电信号传输至

计算机，在屏幕上呈现为清晰的整幅焦平面图像。

点光源可通过对样品进行左右、上下扫描来获得厚

标本（可达５００μｍ）不同层面的图像，亦即可对细

胞或组织厚片进行类似ＣＴ断层扫描的无损伤性连
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续光学切片，连续光学切片经计算机三维重建处理，

能够从任意角度观察标本的三维剖面或整体结

构［２７，２８］。因此该技术被称为皮肤ＣＴ。皮肤ＣＴ图

像基于细胞器和组织机构自身的折射率不同［２９］而

得以实现高分辨率；皮肤组织中黑色素和角蛋白具

有较高的折射率，是自然对照物。高折射率结构对

比明亮，低折射率结构则显灰暗。

３．３　皮肤犆犜的临床应用

皮肤ＣＴ能够在细胞水平上实时、动态观察皮

肤组织的形态结构，皮肤ＣＴ在皮肤科主要应用于：

１）检测／监测药物经皮输送过程；

２）检测细胞器超微结构和皮肤组织细胞因子

变化；

３）检测／监测伤口愈合的过程；

４）皮肤科疾病的诊断、鉴别诊断、疗效评价和

随访。皮肤ＣＴ在毛囊炎、银屑病和血管性皮肤病

等皮肤病的诊断中极具应用价值。皮肤ＣＴ应用于

皮肤肿瘤或癌前性皮损的诊断、预后评价和确定肿

瘤皮损与周围正常皮肤边界［１７］。

自１９９５年首次报道皮肤ＣＴ在体观察皮肤以

来，目前皮肤ＣＴ已经用于多种皮肤疾病的临床评

估，并显示良好的临床应用前景。肿瘤的诊断和癌

前病灶的评价仍是大家最感兴趣的研究领域。

Ｇｅｒｇｅｒ等
［３０］从２０例黑素瘤和５０例色素痣的３７０９

幅混合成像中筛选出两种疾病的皮肤ＣＴ形态学特

征（图５），随后用三步法模式来诊断色素痣和黑素

瘤，结果发现两者诊断正确率分别为９２．４％和

９７．６％，显著优于目前广泛应用于临床的皮肤镜。

Ｇｅｒｇｅｒ等
［３１］先前也进行过类似的临床实验，评估报

告显示，皮肤ＣＴ对黑素瘤、色素痣、基底细胞癌以及

脂溢性角化的诊断准确率分别为９６．３０％，９８．８９％，

１００％和１００％，显示很好的临床可靠性。

图５ （ａ）色素痣细胞形态单一、明亮、椭圆形，（ｂ）黑素瘤细胞多边形，边界不规则

Ｆｉｇ．５ （ａ）Ｍｅｌａｎｏｃｙｔｉｃｃｙｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ：ｂｒｉｇｈｔ，ｒｏｕｎｄｔｏｏｖａｌａｎｄｍｏｎｏｍｏｒｐｈｉｃｔｕｍｏｕｒｃｅｌｌｓｉｎｂｅｎｉｇｎｎａｅｖｉ，

（ｂ）ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃａｎｄｉｒｒｅｇｕｌａｒｌｙｓｈａｐｅｄｔｕｍｏｕｒｃｅｌｌｓｉｎｍａｌｉｇｎａｎｔｍｅｌａｎｏｍａ

　　目前美国Ｌｕｃｉｄ公司生产的Ｖｉｖａｓｃｏｐｅ１５００系

统（图６），其采用的光源为８３０ｎｍ近红外光，横向

分辨率为１～２μｍ，纵向分辨率为３～４μｍ，穿透深

度可达２００～５００μｍ，能在细胞水平在体观察表皮

和真皮浅层，满足大多数皮肤疾病的影像学诊断。

图６ 临床使用中的Ｖｉｖａｓｃｏｐｅ１５００系统

Ｆｉｇ．６ Ｖｉｖａｓｃｏｐｅ１５００ｉｎａｃｌｉｎｉｃａｌｃａｓｅ

４　用于皮肤病诊断的多光子成像

４．１　多光子成像简介

几十年来，皮肤诊断学一直建立在二维层次上，

通常在白光或者使用伍德氏灯照明的条件下用裸眼

或通过放大镜观察。伍德氏灯是一种紫外／蓝光光

源，可以提供表面荧光的信息。为了获得数字化的

皮肤影像，电荷耦合器件（ＣＣＤ）镜头和图像处理软

件开始投入应用。具有代表性的是作为光源而投入

使用的偏振发光二极管，然后用ＣＣＤ镜头获取散射

光。当使用红光或者红外光时，相对于蓝光和紫外

光，漫反射信号可以得到皮肤的深度信息。

表皮和真皮的三维成像可以用超声波或者光学

相干层析（ＯＣＴ）系统获得。然而，这些技术却不能

对单一的内组织细胞或者胞外基质结构成像观察。

要想对细胞和亚细胞层次结构进行观察，并且能够

提供合适的分辨率，就需要采用共焦扫描荧光，但是
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这类系统存在着一个主要的缺陷，就是它需要引入

外界的异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）荧光标记。

与上述情况形成对比的是，多光子层析成像作

为一种能够达到亚细胞级别精度的新式多层面成像

技术，能够敏感地检测内在荧光基团发光以及胶原

细胞外基质的二次谐波（ＳＨＧ）信号，并且不需要对

皮肤进行染色。从原理上来说，单分子检测可由单

光子计数（ＳＰＣ）技术实现。这是因为它的基础并不

是建立在共焦检测上，所以不需要针孔，信号并不需

要向后传输通过扫描系统。多光子层析成像能够实

现对深层组织细胞和细胞室的成像。尤其值得一提

的是，荧光线粒体中辅酶还原型烟酰胺腺嘌呤二核

苷酸［ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ］的减少也可以被检测到。而这种

辅酶的氧化物ＮＡＤ（Ｐ）并不产生可见区内的发射。

这样利用ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ 图谱就能够得到细胞内氧化

还原状态和新陈代谢变化的信息。多光子层析成像

能够精准地实现皮肤深层成像，甚至能对单个细胞

内的线粒体成像。这样就可以通过对自发荧光的分

析检测并区分细胞角质化、基底干细胞、黑色素细胞

和巨噬细胞以及内网的弹性纤维和胶原束［３２］。也

可以对药物和化妆品成分在皮肤下的扩散进行跟踪

监测。这样无痛无创亚细胞层次分辨率的三维光学

皮肤活检即得以实现。

４．２　临床多光子层析成像的原理

要实现双光子吸收过程，需要高强度近红外光。

在激发荧光的过程中，双近红外光子同时吸收，两个

光子共同提供激发所需要的能量。该能量总和等于

荧光基团在基态Ｓ０ 和激发后达到的电子能级Ｓ１ 之

间的能量差。对于三光子吸收过程，同时吸收的是

三个光子。高数值孔径聚焦光路把低平均功率的激

光在一个微小的焦点体积内聚焦到所需要的高强度

（图７）。吸收和荧光／ＳＨＧ激发都只发生在这个不

到飞升的体积内。这样当使用脉冲频率高达兆赫兹

到吉赫兹的飞秒激光器时，平均功率只有几毫瓦。

从而在使用远红外激光器时可以避免以往由较低的

单光子内部组织吸收系数导致的热损伤、光漂白和

失焦荧光／ＳＨＧ激发。

利用狓，狔方向上的检流计扫描器和一组压电

驱动聚焦光路，可以在三维空间内以亚微米步进的

精度改变双光子激发体积的位置。这就使无创深层

组织光学切片能够达到亚细胞的精度。通过在反扫

描模式（荧光／ＳＨＧ不通过光学扫描器）下采用无针

孔检测器，就可以实现具有较高光子采集效率和单

光子灵敏度的三维成像。针对这一点，图像处理必

图７ ＳＨＧ和双光子激发荧光原理

Ｆｉｇ．７ ＰｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆＳＨＧａｎｄｔｗｏｐｈｏｔｏｎｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

须结合像素时钟函数和狓／狔检流计，狕压电系统的

帧同步信号。

在双光子层析成像中的标准激光光源应当是锁

模的钛蓝宝石激光器，工作可调波长范围在７００～

１０００ｎｍ之间。这样可以检测到３５０～５００ｎｍ的

ＳＨＧ信号和３５０～７００ｎｍ的荧光信号。典型的荧

光发光寿命一般在纳秒级范围内。当使用皮秒级上

升时间的快速光子检测器和时间相关的单光子计数

技术时，在时域内的荧光衰减动力学模型可达到较

高的亚细胞空间精度。对衰减曲线进行图像处理可

以得到每像素的平均荧光功率，对此进行计算则会

得到荧光寿命（ＦＬＩＭ）图像。

表１列出了临床多光子层析中可检测到的主要

内源皮肤荧光基团和ＳＨＧ活跃分子。

表１ 多光子层析的荧光发射峰和荧光寿命

Ｔａｂｌｅ１ Ｅｍｉｓｓｉｏｎｐｅａｋｓａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌｉｆｅ

ｔｉｍｅｏｆｍｕｌｔｉｐｈｏｔｏｎｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ

Ｆｌｏｕｒｐｈｏｒｅｓ Ｅｍｉｓｓｉｏｎ／ｎｍ Ｌｉｆｅｔｉｍｅ／ｎｓ

ＮＡＤ（Ｐ）Ｈｆｒｅｅ ４６０ ０．３

ＮＡＤ（Ｐ）Ｈｐｒｏｔｅｉｎ ４４０ ２．０～２．３

Ｆｌａｖｉｎｅｓ ５３０ ５．２

Ｅｌａｓｔｉｎ ４２０～４６０ ０．３／２

Ｃｏｌｌｅｇａｎ ４２０～４６０λ／２（ＳＨＧ） ０．３／２．０

Ｍｅｌａｎｉｎ ４４０，５２０，５７５ ０．１／１．９／８

ＰＰＩＸ ６３５，７１０ １０～１２

　　最吸引人的荧光基团是蓝／绿发光辅酶 ＮＡＤ

（Ｐ）Ｈ，这是一种通常情况下需要紫外光激发的基
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团。由于紫外光的穿透深度浅，单光子技术不能实

现对深层组织区域内的该辅酶成像。然而，近红外

激光脉冲作用下的双光子激发却可以实现对基底细

胞层甚至皮内细胞层细胞内线粒体中的钙该辅酶成

像。有趣的是，用近红外飞秒激光脉冲激发黑色素

时，发光最强的区域位于光谱中的黄／红区域。卟啉

类化合物，如粪卟啉和原卟啉，它们的荧光发光寿命

长，从而可以在某些皮肤细菌（如丙酸菌座疮）中或

是采用了５氨基乙酰丙酸（５ＡＬＡ）处理过的线粒

体中成像。荧光寿命是分子和其所处环境的一个特

征参数。比方说，寿命分别为５．２，１０～１２和２～

３ｎｓ的荧光分别对应着自由黄素单核苷酸、原卟啉

ＸＩ单体和二聚体。再比方说，自由ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ的荧

光寿命只有０．３ｎｓ左右，而 ＮＡＤＨ 的蛋白复合物

的荧光寿命的标准值却可以达到２ｎｓ。

４．３　正常皮肤的双光子临床活检

内部组织荧光基团角蛋白主要存在于六角形的

角化细胞中，这类角化细胞主要存在于外层角质层

（ＳＣ），平均直径为（３６±１５）μｍ，而黑色素主要存在

于头发和基底细胞层中。角蛋白和黑色素能产生最

强烈的荧光信号。实际上，当平均功率为２ｍＷ

（２５ｐＪ脉冲能量）或者略小的激光就足可以在快速扫

描模式下对ＳＣ和毛发内部组织进行光学切片（快速

扫描模式的标准状态为１ｆｒａｍｅ／ｓ，每帧５１２ｐｉｘｅｌ×

５１２ｐｉｘｅｌ）。

当需要为内部组织光学切片进行基于双光子

ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ荧光的高分辨率成像时，扫描速度要达

到８ｆｒａｍｅ／ｓ，这是由平均光束驻留时间３０ｍｓ／ｐｉｘｅｌ

决定的。对于深入成像，当成像的组织深度为

１００μｍ（７５０ｎｍ波长）时，入射激光功率通常为２０～

３０ｍＷ。高分辨率成像可从整个表皮甚至真皮结构

中获得。每个表皮细胞形态和细胞内部结构都可以

清楚地呈现。无荧光的细胞核的精确位置和细胞分

裂都可以成像，在系统的光学变焦下甚至可以看见

单个组织内的荧光线粒体（图８）
［３３］。真皮的光学

切片使对单条弹性蛋白纤维、胶原质结构和毛细血

管的观测成为可能。通常情况下，参照聚焦光路的

工作距离，监测深度一般为２００μｍ。外层角质层的

角质化死细胞一般无核，扁平呈鳞状，能有效阻挡外

部化学物质、微生物，并防止体内水分流失。这一层

“壁垒”可以转化为１０μｍ厚的颗粒层（ＳＧ）的颗粒，

第一批活的角质细胞死亡时，这种转化就可被检测

到了。在棘层（ＳＳ）中，利用细胞质中的强荧光颗粒和

无荧光的圆而大的核边界，可以清楚地观察到单一的

角质化细胞和它们的细胞室。细胞直径随着在组织

中位置的深入从（２６±３）μｍ减少到（１６±４）μｍ。对

表皮细胞层的最底层，也就是基底层（ＳＢ）的检测是利

用对基底角质干细胞［直径为（９±１）μｍ］的强荧光的

监测实现的。这些细胞通常都会在一个月的时间迁

移到皮肤表面，并在这个过程中逐渐分化。而在牛

皮癣的病例中，细胞分裂和迁移到皮肤表层的两个

过程分别只用了３６ｈ和４天的时间，角质化细胞中

的９０％都是表皮细胞。

图８ 对体内不同皮肤层的自发荧光和ＳＨＧ成像

Ｆｉｇ．８ ＡｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｄＳＨＧｉｍａｇｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｋｉｎｌａｙｅｒｓ

真皮和表皮之间转化的深度通常是变化的，由

乳头状突起决定。女性实验对象的转化深度通常在

５５～７０μｍ，而男性则为７０～１００μｍ。结缔组织，特

别在厚度小于１μｍ的单条长荧光弹性纤维可以由

自发荧光清楚地呈现。胶原蛋白结构的自发荧光通

常较弱，然而，虽然检测方向是反向的，但ＳＨＧ信

号更强。ＳＨＧ最初是和光束方向同向，但是在多次

散射后就不再遵循原方向。现已发现的胶原类型有

２８种。在皮肤中，存在着第一类胶原和它的三螺

旋体。

通常情况下，从时间分辨的单光子计数测量中

可以得到每个体元的双指数曲线（振幅犃１，犃２，荧光

寿命τ１，τ２，平均荧光寿命狋）。短曲线的标准时间在

检测器的响应时间以内，很可能是ＳＨＧ信号，少量

的散射光和一些快速衰退的荧光基团，比如说黑色

素。长一些的曲线源自自发荧光，通常对于内组织

细胞在１．８～２．４ｎｓ的量级上。因为伪彩色编码和

亮度有关，所以在空间分辨的ＦＬＩＭ 中可以获得四

维信息（图９）
［３３］。ＦＬＩＭ已经用于研究黑色素的不

同类别和染发物质在头发中的积累过程［３４］。单光

子技术也被用于获取皮肤年龄。在这种应用里，胶

原的弹性系数可由双光子弹性蛋白的自发荧光和

０２０１００１７



中　　　国　　　激　　　光

ＳＨＧ测定。实际上，带通滤波不同的双ＳＰＣ检测

器结合到分束器的前方，分束器可将短波ＳＨＧ信

号和荧光长波信号分离，而ＳＰＣ检测器和分束器结

合后，可以在８００ｎｍ左右的激发光状态下同时工

作。真皮二次谐波 荧光老化指数（ＳＡＡＩＤ）
［３５］，或

者称作比率，反应了皮肤的年龄。测量体内ＳＡＡＩＤ

可以揭示４０岁以上妇女比同龄男性更快衰老的机

理以及吸烟对人体的影响［３６］。

图９ 亚微米级空间分辨率和皮秒级时间分辨率的

体内荧光成像

Ｆｉｇ．９犐狀狏犻狏狅ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓｗｉｔｈｓｕｂｍｉｃｒｏｎ

ｓｐａｔｉａｌｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｐｉｃｏｓｅｃｏｎｄｔｅｍｐｏｒａｌｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

５　ＯＣＴ成像

５．１　犗犆犜的起源和发展

ＯＣＴ技术是第一种以相干为特性的医学成像

技术，其理论基础是早期的白光干涉测量法，起源于

最初用作网络故障检测的光学相干域反射测量技术

（ＯＣＤＲ）。ＯＣＤＲ原本用于检测光缆的瑕疵，但不

久人们就认识到它具有探测眼睛和其他生物组织的

能力。ＯＣＴ概念的首次提出是在１９９１年，美国麻

省理工大学的 Ｈｕａｎｇ等
［３７］采用 ＯＣＴ技术成功地

对人眼视网膜的细微结构和动脉壁成像。１９９３年，

演示了人类视网膜的活体光学相干层析成像［３８］。

１９９５年，开始眼科的临床研究。短短１０年间，ＯＣＴ

迅速发展起来，在分辨率和性能上有了很大的提高，

并由此拓展出多种成像模式，如多普勒 ＯＣＴ

（ＯＤＴ），偏振敏感型ＯＣＴ（ＰＳＯＣＴ），光谱ＯＣＴ，差

分吸收型ＯＣＴ和与双光子荧光或超声结合的ＯＣＴ

技术，并在同内窥镜结合的方式中实现了对内部器

官的断层成像。这些不同模式的成像为从微观上更

好地观察组织结构，了解其生理功 能 提 供 了

手段［３９］。

５．２　典型犗犆犜系统结构

如图１０所示，ＯＣＴ总体系统主要由低相干光

源、干涉仪、光学扫描机构组成。

图１０ 典型ＯＣＴ系统结构图

Ｆｉｇ．１０ ＴｙｐｉｃａｌｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍｏｆＯＣＴｓｙｓｔｅｍ

５．２．１　低相干光源

在首次对人眼视网膜成像的示范中，使用了

８５０ｎｍ的超发光二极管（ＳＬＤ），它对眼球的玻璃体

和视网膜都有很好的穿透能力。而对于其他人体组

织，由于高散射特性加强了光的衰减，因此还需要新

的光源来提高穿透力。

评价适于ＯＣＴ成像的光源有４个主要指标：波

长、带宽、单传播模式和稳定性。其次从光源的应用

角度考虑，应着重于使用方便，易于携带，兼容性好。

因为短波长的光（如蓝光），它的光子在组织中的平

均散射路径短，不能满足ＯＣＴ的轴向探测深度，所

以ＯＣＴ光源一般采用近红外光。另一方面，水分

子对２μｍ左右波长的光有较强吸收，因此ＯＣＴ的

工作波段在１．２～１．８μｍ之间为最佳。

５．２．２　干涉仪

ＯＣＴ系统的核心在它的干涉仪部分。典型的

干涉结构是基于光纤的 Ｍｉｃｈｅｌｓｏｎ 干涉仪，如

图１１
［４０］所示，在这种结构中，光源发出的光通过单

模光纤传输，在耦合器处被分为两束光，其中一束由

另一根单模光纤传至参考镜。而原光纤传输的那束

则进入样品臂。样品臂的光纤末梢有两个作用：其

一作为相干光的收发器，其二可作为类似于共焦针

孔的空间滤波器。但是这种结构的一个缺点就是从

参考臂返回的直流信号和强度噪声都加载到干涉信

号上了。图１１（ｂ）和（ｃ）中的对称结构利用两个光

电探测器所得的光电流相减方法来消除背景噪声，

增强了干涉信号。图１１（ｃ）的马赫 曾德尔结构可

用于反射模式也可用于传输模式。

在ＯＣＴ系统中使用光纤有很多方便的地方，

但不是必需的。实际上在许多应用场合中，分离式
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干涉仪有其独特的优点。各式棱镜和反射镜的应用

给干涉仪的设计增加了灵活性，尤其在样品臂和参

考臂的光耦合问题上。因为许多单模光纤都是由硅

这种双折射材料做成的，光纤弯曲会引起光束偏振

态的改变，因此在光纤式 ＯＣＴ系统中经常要加上

调整光偏振态的调制器。空间分离式干涉仪结构则

可避免这些问题。图１１（ｄ）～（ｆ）列出了几种可能

用于ＯＣＴ系统的分离式干涉仪结构。图１１（ａ）的

结构等价于迈克耳孙干涉仪，用分束器替代了２×２

光纤耦合器。图１１（ｅ）的结构可以将半导体光源和

探测器结合用于手握式扫描仪使结构更紧凑。此种

结构的干涉仪可容易地解决偏振态问题和参考臂与

样品臂之间的散射不匹配问题。图１１（ｆ）等效于马

赫 曾德尔光纤结构。

图１１ ＯＣＴ系统中常用的干涉仪结构

Ｆｉｇ．１１ ＣｏｍｍｏｎｉｎｔｅｒｆｅｒｏｍｅｔｅｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｉｎｔｈｅＯＣＴｓｙｓｔｅｍ

５．２．３　光学扫描机构

从ＯＣＴ成像原理分析，为测量出样品轴向深

度方向的各点信息，与它做干涉的参考臂就需要改

变其长度以匹配样品臂的光程，通过得到干涉的等

光程点获得样品信息。即 ＯＣＴ系统所构成的二

维／三维层析图像轴向深度的测量是通过扫描参考

臂得到的，因此 ＯＣＴ的图像质量与参考臂的扫描

有直接关系。

扫描方式是利用各种光学延时线改变两臂的光

程差。对于参考臂的扫描，首先要求路径必须是在

一个有限范围内变化以覆盖成像所需的轴向长度，

对于眼睛成像路径要大于２ｃｍ，对于皮肤和其他高

散射组织则为２ｍｍ；其次，扫描定位精度必须小于

光源的相干长度。

５．３　犗犆犜评价皮肤组织结构

ＯＣＴ图像显示的是皮肤结构的纵断面，与皮肤

ＣＴ的皮肤横断面成像不同，而与皮肤组织病理相

同，符合传统的观察习惯。由于皮肤纹理的存在，皮

肤表面呈现波浪形，皮肤对光的反射导致其表面呈

现明亮的强信号带，在这个信号带下面，可见分层结

构。角质层皮肤最为表浅，表现为低散射带，境界清

楚，仅在掌跖皮肤处明显可见，较厚，如指尖皮肤角

质层平均厚度约３００μｍ，而其下方表皮厚度仅为

１００μｍ。角质层内部还可见一些螺旋形汗腺导管，

表现为高度散射（图１２）
［４１］。角质层和其下方表皮

组织界限分明，如箭头所示为颗粒层，而真表皮交界

常模糊不清。在掌跖以外的其他部位皮肤，角质层

下方的表皮是ＯＣＴ图像第一层（图１３）
［４２］，表皮信

号弱于真皮层，如果真表皮交界平坦，易于与上层真

皮区分开来。真皮常表现为信号较强，而其内的管

腔如血管等的信号弱（图１３）
［４２］，呈现无信号圆形或

长形结构。真皮内还存在一些低散射区，代表毛囊

和皮脂腺（图１４）
［４３］。此外，较薄的真皮下部也可见

低反射的皮下结构，皮肤表面毛发可引起信号阴影。
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除了表皮或真皮结构，ＯＣＴ还可用于人类指甲的成

像，较高分辨率的ＯＣＴ证实了双层状结构的存在。

图１２ 指尖正常皮肤在体ＯＣＴ图像：第一层角质层，

星号处为螺旋形汗管，箭头处为颗粒层

Ｆｉｇ．１２犐狀狏犻狏狅ＯＣＴｉｍａｇｅｏｆｔｈｅｈｅａｌｔｈｙｓｋｉｎｏｎｆｉｎｇｅｒｔｉｐ：

ｃｕｔｉｃｌｅ，ａｓｔｅｒｉｓｋｓｆｏｒｓｕｄｏｒｉｆｅｒｏｕｓｄｕｃｔｓ，ａｒｒｏｗｓｆｏｒ

　　　　　ｓｔｒａｔｕｍｇｒａｎｕｌｏｓｕｍ

图１３ 后背皮肤二维ＯＣＴ图像：正常情况下角质层

在非平滑皮肤不可见

Ｆｉｇ．１３ ２ＤＯＣＴｉｍａｇｅｏｆｂａｃｋｓｋｉｎ：ｈｏｒｎｙｌａｙｅｒｉｓ

ｉｎｖｉｓｉｂｌｅｅｘｃｅｐｔａｔｓｍｏｏｔｈｓｋｉｎ

图１４ 面颊正常皮肤ＯＣＴ图像：真皮内可见一些毛囊

（星号）和皮脂腺（箭头）

Ｆｉｇ．１４ ＯＣＴｉｍａｇｅｏｆｈｅａｌｔｈｙｃｈｅｅｋｓｋｉｎ：ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

（ａｓｔｅｒｉｓｋｓ）ａｎｄｓｅｂａｃｅｏｕｓｇｌａｎｄｓ（ａｒｒｏｗｓ）ｉｎｄｅｒｍｉｓ

实际应用中注意到ＯＣＴ成像受皮肤不同生理

状况的影响，角质层厚度不影响其深层组织的光学

特性，而黑素可轻微减少真皮中的信号强度，红斑和

水肿可减少光衰减。

ＯＣＴ可对正常皮肤的厚度进行测量。简单的

测量方法是通过普通 Ａ扫描和Ｂ扫描进行。在普

通Ａ扫描中第二个峰代表真表皮交界，而第２个反

射层是由于光在真皮胶原纤维中的后向散射所致，

通过测量峰与峰之间的距离可估计表皮的厚度。Ｂ

扫描也可测量表皮的厚度，通过测量工具测量从皮

肤表面反射即入射信号到第一个界清反射面的距离

而获得。

为增加ＯＣＴ成像在皮肤中的穿透深度和改善

ＯＣＴ成像的对比度，甘油、丙二醇等高渗性物质作

为透光剂已应用于ＯＣＴ成像领域（图１５）
［４１，４４］，透

光剂可影响皮肤的光散射性质，导致光衰减的降低，

使真皮变得透明，从而增加了 ＯＣＴ光信号的检测

深度［４５］。透光剂引起的皮肤组织的透明效应是由

于这些物质的高渗透性引起水从细胞内向细胞外移

动，导致了胶原和基质的折射指数改变。但甘油对

角质层的作用是不同的，该物质是自然保湿因子，增

加角质层结合水的能力，降低角质层的不透明性。

图１５ 指尖正常皮肤应用甘油前（ａ）和后（ｂ）的图像

Ｆｉｇ．１５ Ｉｍａｇｅｏｆｓｍｅａｒｉｎｇｇｌｙｃｅｒｉｎｏｎｈｅａｌｔｈｙｆｉｎｇｅｒｔｉｐ

ｓｋｉｎｂｅｆｏｒｅ（ａ）ａｎｄａｆｔｅｒ（ｂ）

传统的ＯＣＴ横向分辨率为１０～１５μｍ，常能鉴

别掌跖角质层、表皮和上层真皮及皮肤附属器和血

管。理论上超高图像分辨率约１μｍ的技术才可能

研究细胞水平的变化，但超高分辨率成像在高度混

浊的介质如皮肤中仍是一个技术问题，高输出宽带

光源如飞秒激光在不远的将来可能解决这个问题。

除了高分辨形态学研究，常规 ＯＣＴ应用局部物理

学参数可研究组织特征，在美容和药物工业中得到

青睐，基于光谱分析、组织双折射和多普勒血流的功

能性ＯＣＴ成像在皮肤科领域也已取得显著的进

展。总之，ＯＣＴ不能完全取代活检组织学或其他诊

断手段，但从对疾病非损伤诊断及监测治疗效应角

度，ＯＣＴ能发挥重要的辅助作用。

６　光声成像

６．１　光声成像简介

对生物组织进行成像，是研究生物组织的结构

特征、功能及医学临床诊断的重要手段。光声层析

成像（ＰＡＴ）是近年来迅速发展的一种新的无损医

学成像方法，该技术结合了组织纯光学成像和组织
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纯声学成像的优点，可得到高对比度和高分辨率的

重建图像，且具有无副作用的优点，为生物组织的无

损检测提供了一种重要的手段，正逐步成为生物组

织无损检测领域的一个新研究热点。

６．２　光声成像技术原理

在生物组织的光声成像，是一种以超声作媒介

的生物光子成像方法，一束短脉冲（约１０ｎｓ）激光经

过光学元件扩束后，照射到生物样品，激光能量被组

织内吸收体快速吸收，组织受热膨胀，产生压力波

（光声波），这种现象叫作光声效应［４６］，光声波将穿

过组织向外传播，可被放置在样品周围的超声传感

器探测到（图１６）。通过采用旋转扫描方式，或采用

多元阵列探测器，就可以得到在激光照射下组织内

不同区域的光声波压力强度分布。光声波压力的大

小与组织对激光能量的吸收程度直接相关，光吸收

越强，则该处的光声信号强度越高。因此，利用探测

到的光声波分布数据，通过滤波反投影进行图像重

建，就可以得到组织的光吸收分布图像［４７］。

图１６ 光声成像原理图

Ｆｉｇ．１６ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｐｈｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃｉｍａｇｉｎｇ

光声成像探测的是被测点吸收激光后的光声信

号，它从原理上避开了光散射的影响，光声振幅决定

于吸收的光能量，由局部能流密度和作用目标的光

吸收系数决定，与光散射引起的光子传播路径无关。

因此，其空间分辨率不受光散射影响。同时，由于组

织对超声的衰减和散射远小于对光的衰减和散射，

用超声探测器检测超声波代替光学成像中的检测散

射光子，可显著提高成像深度和分辨率。与传统的

超声影像方法相比，ＰＡＴ可以区分声学参数相同而

光学参数不同的待测样品，提供高分辨率和高对比

度的影像。

６．３　光声成像技术在皮肤影像学中的应用

光声成像技术可对肿瘤及周围血管功能成像。

皮下微血管的三维成像对于皮肤病、癌症研究和整

形外科等领域很重要［４８］。但是皮下微血管的功能

成像仍然面临挑战。光声显微镜利用高空间分辨率

和高信噪比，能够对小动物和人皮肤微血管功能成

像。Ｚｈａｎｇ等
［４９］使用双波长（５８４ｎｍ和７６４ｎｍ）光

源对黑素瘤小鼠模型进行功能成像，在５８４ｎｍ波

长光照下，由于黑素和血红蛋白对这一波长有强的

光吸收，因此光声显微镜在狓狔 轴方向能对黑素瘤

和周围血管功能成像。但是在这个波长范围不能评

价肿瘤的厚度，因为光子在富含黑素的肿瘤内部很

快被完全吸收。为了增加光子的穿透深度，研究小

组应用近红外光（７６４ｎｍ）来降低黑素的光吸收。

结合这两个光波成像能够完整显示黑素肿瘤的形态

和周围的血管（图１７）
［４９］。

图１７ 黑素肿瘤和周围血管成像

Ｆｉｇ．１７ Ｐｈｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃｉｍａｇｅｏｆｍｅｌａｎｏｍａａｎｄ

ｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｓ

对于人体的皮肤及皮下组织成像，光声技术也

有着成功的应用。Ｚｈａｎｇ等
［５０］利用６７０ｎｍ波长的

激发光，实现了对人体手部皮肤及皮下深达４ｍｍ

的组织血管的光声成像（图１８），得到了人体皮下组

织循环系统的三维影像。光声成像也在烧伤、皮下

肿瘤、鲜红斑痣等方面有着成功的应用。

７　结　　论

以上所介绍的皮肤影像学方法，包括皮肤镜、皮

肤ＣＴ、多光子成像、ＯＣＴ成像以及光声成像技术都

具有无创性、原位、实时、动态的特性，适合对可疑皮

损进行重复检查，从而提供客观量化的评价指标，为

皮肤病的临床诊断提供了多种选择。当然，更多的

新型成像技术也在不断涌现，这也必将使皮肤影像

学不断得到丰富和发展，以满足更加多样化个性化

的临床需求。
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图１８ 在体手部皮下组织的光声成像

Ｆｉｇ．１８犐狀狏犻狏狅ｐｈｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃｉｍａｇｅｏｆｔｈｅｖａｓｃｕｌａｔｕｒｅｉｎｔｈｅｐａｌｍ
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