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摘要　光学投影断层成像技术是一种新颖的针对毫米至厘米量级的介观尺寸的三维荧光成像技术,具有经济、快
速、分辨率高和成像范围广等优异性能,是当今生物医学光子学领域的研究热点之一.综述了光学投影断层成像

的技术原理、发展研究现状以及其广泛的应用领域,阐述了不同光学投影断层成像技术的特点.目前光学投影断

层成像技术的发展主要集中在系统自身(包括焦平面扫描、角度复用、角度滤波等方法)的改进、后期图像重组算法

的改进以及该技术结合多维度荧光成像技术三个方面.通过技术细节的改进和发展,光学投影断层成像在生物医

学、组织形态学和组织病理学、活体成像和荧光标记追踪等研究领域获得广泛应用.
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１　引　　言

随着近年来现代生命科学和医学等研究领域对

毫米至厘米量级的介观系统(如完整的胚胎、体外器

官及活体模式动物等)的高精度三维结构和功能信

息快速提取需求的日益增长,可应用于生物医学成

像领域中的一系列介观三维成像技术发展起来了,
包括微型计算机断层扫描技术(μCT)

[１]、微型核磁

共振 成 像 技 术 (μMRI)
[２]、光 声 断 层 成 像 技 术

(PAT)[３]、扩散光学断层成像技术(DOT)[４]、光学

相干断层成像技术(OCT)[５]、光学投影断层成像技

术(OPT)[６]以及光片成像技术[７]等.常见的μCT
和μMRI分别基于电离辐射和射频辐射,可对无标

记样本进行非侵入式三维成像,具有较高的空间分

辨率,可达微米量级.但常见的μCT和μMRI不是

光学成像技术,无法利用常见的染色/荧光标记等获

取样本的丰富信息.PAT是基于光声效应的一种

混合模式成像方法,通常使用激光照射成像部位,利
用被吸收的光能转化的热能使组织发生相应的热弹

性膨胀并发射宽带超声波,从而通过超声波探测来

成像.该技术通常用于观测样本(如小模式动物的

脑部、肿瘤等)的三维吸收成像[８Ｇ１０],也可通过结合

其他模式(如分子探针)来实现分子特异性的成像.

OCT基于低相干干涉原理,可探测生物系统在不同

深度方向的后向反射或散射信号,实现微米量级的

三维成像,通常可应用于临床眼科、皮肤科治疗等.

DOT主要利用近红外光探测高散射样本的扩散光

信息来重建三维图像,但受限于扩散光测量,其空间

分辨率较低、图像质量较差.
荧光成像技术具有高灵敏度和分子特异性,在

生物、物理、医学、药学等领域获得广泛应用,是现代

生物医学研究中重要的研究手段.常见的共聚焦显

微[１１]、双光子[１２]和多光子[１３]荧光成像受到光场和

扫描速率的限制,通常只能针对厚度为几十至几百

微米的微观生物样本进行三维成像,不能满足对介

观尺寸内的生物系统进行成像的需求.因此,基于

荧光成像的高分辨率介观三维成像技术应运而生,
主要包括OPT技术和光片成像技术.DOT也可对

散射生物样本进行荧光成像,受散射组织和探测方

式的限制,其成像精度较低,一般在毫米量级[１４].

OPT技术针对介观样本提供了一种经济、高
效、快速的三维吸收/荧光成像,将其与荧光标记、多
维度荧光成像、荧光寿命成像(FLIM)[１５]以及荧光

共振能量转移(FRET)[１６]等技术结合,还可为生物

医学和药学研究提供新的研究手段.近年来,由于

OPT及其扩展成像技术可提供介观生物医学样本

的结构和功能信息,研究如何优化 OPT成像技术

及扩展其应用领域已引起了研究人员的兴趣.本文

综合介绍OPT技术成像原理,技术发展历程、现状

及其在生命科学、医学和药学等研究领域的广泛

应用.

２　原　　理

２．１　OPT基本原理和实现方式

OPT是一种光学形式的计算机投影断层成像

技术,通过采集一系列在不同角度下的样本的光强

度二维投影图像,运用滤波反投影(FBP)算法[１７]重

建样本内部的三维结构信息.OPT有２种成像模

式:激发式(eOPT)和透射式(tOPT).前者是利用

可见光光源宽场激发生物样本中的荧光基团来采集

荧光图像,后者则是采集可见光的吸收图像.由于

OPT成像中光线被近似成平行光投射,故 OPT要

求成像光学的景深(DOF)至少覆盖样本的一半,同
时也要求样本透明.除了自身透明的样本(如斑马

鱼胚胎),多数组织样本需利用光学清洗技术(如

BABB[１８], Scale[１９], SeeDB[２０], CUBIC[２１],

UbasM[２２]等)来进行成像的前期处理,使得样本内

折射率匹配,从而减小散射.
实现OPT成像的基本配置如图１所示.在与

图１同一配置情况下,当采用不同光源照射样本

时,可实现eOPT和tOPT两种成像方式,也体现

出OPT技术可实现吸收和荧光成像的快捷性和

灵活性.eOPT的荧光成像过程为:为实现平行光

均匀照射整个样本,利用散射片使激光光源扩散;
将样本浸入匹配液中以减少光子的散射,当激光

激发样本时,样本辐射出荧光光子,即荧光信息;
控制旋转台,使样本在竖直方向以相同间隔的角

度变化旋转;荧光信息在水平方向上聚焦、经过滤

波片后被CCD或sCMOS采集.tOPT的成像过

程类似于CT,其具体过程为:当采用白光光源从

左侧照射样本时,右侧样本中不同组织成分对白

光光子具有不同的吸收系数,即吸收信息;信息采

集过程与eOPT相同.

OPT系统中横向分辨率r和景深dDOF存在着

相互制约的关系,光学系统的横向分辨率r与数值

孔径(NA)成正比,景深dDOF与(NA)２ 成反比,即

r＝０．６１nλ/NA, (１)

dDOF＝(１．３０５nbathλ)/(NA)２, (２)

０３０７０１２Ｇ２
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图１ OPT成像基本原理图

Fig敭１ SchematicofOPT

式中n 为物镜浸于介质的折射率,λ为光的波长,

nbath为样本浸入匹配液的折射率.因此,普遍的权

衡方法是调整样本的位置,使景深覆盖生物样本的

前半部分,此时光学成像系统的焦平面位于样本的

前１/４处,然后对样本进行３６０°的全周投影,从而可

使成像得到优化.

图２ 样本切片二维函数i(x,z)和在与水平方向

呈θ角度的平行光下测得的样本投影函数Pθ(r)

Fig敭２ TwoＧdimensionalfunctioni x z ofslicingsample
anditsparallelprojectionPθ r measured
underasetofparallelraysatangleofθ

２．２　基于平行光投影的滤波反投影重建算法

在样本三维重建算法中,针对平行光照射,最常用

的算法是基于傅里叶中心切片定理的FBP算法,该算

法涉及滤波和反投影两部分.前者是在对每个角度的

投影图像的频域做加权;后者是将滤波后的图像在对

应的每个角度进行反投影后再叠加,从而获得样本的

切片信息.如图２所示[１７],某样本切片的二维函数为

i(x,z),测量得到在平行光下的投影函数Pθ(r),θ是

采集投影对应的角度,(r,θ)是极坐标,其中r＝
xcosθ＋zsinθ.计算投影函数的傅里叶变换为

Sθ(ω)＝∫
＋¥

－¥

Pθ(r)exp(－i２πωr)dr, (３)

式中ω为空间频率.将Sθ(ω)乘以一个滤波函数,
可弥补空间频域分量的不均衡采样,再进行傅里叶

逆变换,将滤波后的投影反投影到相应的角度进行

叠加,最后可得到样本在该切片的(即平面xoz)强
度分布信息.(３)式展示了傅里叶变换后的投影,将

Sθ(ω)与斜坡滤波函数 ω 相乘,经滤波和傅里叶

逆变换后,再将θ的所有后投射叠加后,得到样本切

片的二维函数i(x,z)为

i(x,z)＝∫
π

０
∫
＋¥

－¥

Sθ(ω)ω exp(i２πrω)dω[ ]dθ.

(４)

３　OPT技术发展现状

近年来,优化 OPT成像技术和拓展其应用领

域的研究已引起研究人员的兴趣,OPT技术也得到

了一定的发展,主要包括成像系统本身的改进、算法

改进和结合其他新型成像技术的拓展.

３．１　系统本身的改进方法

３．１．１　焦平面扫描方法

由于OPT要求成像的景深覆盖至少样本的一

半,因此在用高NA 透镜获得高分辨率和用低NA
透镜 获 得 大 景 深 之 间 需 要 有 一 定 的 权 衡.Qin
等[２３Ｇ２４]提出利用扫描穿透样本焦平面的方法采集伪

投影,将伪投影三维重建后得到各向同性的分辨率.
使用高 NA 物镜聚焦扫描法可将分辨率提高１０
倍,使得OPT适用于微小样本.Chen等[２５]在此基

础上,提出利用电控调焦透镜实现远程焦扫描OPT
技术,消除了移动样本或物镜的必要性,解决了轴向

物镜扫描时速率和稳定性不能兼得的问题.通过增

加NA 可提高空间分辨率、光收集效率和系统采集

速率,并减小光通量,该方法主要适用于大尺寸的生

物样本.这种焦平面扫描的方法打破了空间分辨率

和成像范围相互制约的局限性,大幅拓展了高精度

OPT的成像范围.

３．１．２　角度复用OPT技术

传统的OPT利用单轴进行成像,Chen等[２６]提

０３０７０１２Ｇ３
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出角度复用 OPT技术,利用相互正交的双轴同时

在分离的焦平面成像,改善了空间分辨率与景深的

不平衡关系,从而提高了空间分辨率和光收集效率,
进而提高采集速率、减小光通量.同时,该技术被改

进后可实现对介观活体模式动物特征细胞的三维追

踪[２７],利用依次投影图像之间的时间延迟而非总采

集时间,实现其延时分辨.相比较传统的三维定位

方法,该技术大幅减少了对样本的光辐射.

３．１．３　高动态范围成像技术

传统的OPT技术在每个旋转角度采集单张投

影图像时,会受到CCD相机的动态范围和曝光时间

的限制,无法获得具有高异质结吸收特性的生物样

本细节信息.Fei等[２８]针对此问题,提出在传统

OPT基础上结合高动态范围成像(HDR)技术,通
过采集样本在同一角度下不同曝光时间的投影图

像,利用HDR技术将同一角度多次曝光的投影图

像进行融合和图像重组,得到了未进行化学透明处

理的斑马鱼胚胎的吸收成像.此外,根据融合后的

投影图像,可获得更清晰的图像细节.该技术优势

使得OPT在高效、高分辨率的三维活体成像方向

有潜在的应用[２９Ｇ３０].

３．１．４　螺旋OPT技术

针对较长的生物样本(如小鼠的结肠),传统拼

接OPT技术采用对样本进行分段采集重建再拼接

切片图像的方法.Arranz等[３１]引入螺旋的概念,提
出螺旋OPT技术,解决了针对较长生物样本的三

维成像.螺旋OPT通过将生物样本固定在可以同

时实现垂直升降和旋转的平台上,根据从下到上螺

旋旋转３６０°过程中生物样本所需合适的曝光时间,
设定合适的垂直平移速率和旋转速率,从而可采集

较长的、完整的生物样本的投影图像,该过程明显减

弱了光强,避免光漂白现象,提高了采集速率.

３．１．５　流式OPT技术

Bassi等[３２]引进一种流式OPT技术,实现对活

体生物组织样本脉管系统的三维成像.该技术可探

测细胞在血液中的流动,实现流体标记、动态分析

等.该课题组证明了针对未使用任何荧光标记的、
透明的以及轻微散射的活体生物样本的血管网,通
过流式OPT技术可实现活体生物样本的三维光学

成像.

３．１．６　角域滤波OPT技术

生物组织内不同成分的折射率不同,因此成像

质量会受到散射光的影响.针对此问题,Vasefi
等[３３Ｇ３４]提出一种在传统OPT技术基础上结合角域

滤波技术来减少浑浊样本中的散射光.角域滤波

OPT技术利用光束穿过生物系统的出射光中的弹

道光和非弹道光在出射角度上存在差异,通过在样

本后放置一个角滤波阵列(AFA),仅允许与光轴方

向的夹角为０°~０．５°的光经过,从而减少了由散射

引入的背景噪声.

３．２　算法改进

３．２．１　频域滤波法

在OPT成像系统中,物镜的点扩散函数存在

离焦现象,而传统的FBP算法并未考虑 OPT的光

学特性.Walls等[３５]提出一种基于正弦投影图像的

频率与距离关系的频域空间滤波方式以改善传统

FBP算法,通过利用点扩散函数进行反卷积,可在

重组前排除正弦投影图像里高频部分的离焦数据.

Chen等[３６]提出利用在FBP算法过程中结合测量调

制传递函数的方法来限制频率只在系统实际允许分

布的范围内,以进行反投影重组,从而提高OPT投

影数据的重组图像质量.该方法更适用于需要低于

采样标准的快速采集实验.

３．２．２　中心校正算法

Figueiras等[３７]提出一种包括照明校正和测定

旋转中心的预重组算法,对于现有基于未完成重组

切片最大方差值的样本旋转中心的测定方法,该课

题组通过检测方差最锐利处的局部极大值来寻找样

本旋转中心以改善重组图像质量.Tang等[３８]提出

将吸收和荧光的正弦图融合以校正样本旋转中心,
从而改善重组质量.另外,也可通过模拟多焦成像

的计算模型改进OPT重组算法[３９].

３．２．３　相位恢复算法

通过相位恢复插值算法可发现隐藏在复杂层面

后的生物样本,当对图像进行三维重组时,可提取穿

过散射层的深度信息,深度可多达几个传输平均自

由程.基于此方法,Ancora等[４０]提出将荧光标记

植入生物样本散射层之间,结合相位恢复插值算法

和FBP重建了果蝇三维图像.

３．２．４　迭代收缩/阈值算法

传统FBP算法要求用于三维重组的投影图像

最少也要几百张,导致 OPT系统需要一定的采集

时间.为缩短采集时间,Rudin等[４１]在图像重组中

利用全变分(TV)法对５０张或是更少的投影图像进

行三维重建[４２].TV图像降噪技术是将图像降噪转

化为能量函数的最小化问题,使图像抑制噪声的同

时较好地保留图像的边缘细节.通过两步迭代收

缩/阈值算法(TwIST)[４３]实现最小化全变分.该方
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法实现了只采集３２张投影图像即可重建斑马鱼胚

胎的三维结构,使得成像速率得到较大的提高.

３．３　结合新型成像技术的拓展

３．３．１　FLIMＧOPT技术

传统OPT技术通常局限于强度测量.荧光强

度容易受到激发光强度、样品淬灭和荧光分子分布

浓度等诸多因素的影响,通常只提供结构信息,难以

对其进行定量测量.荧光寿命是指分子受到光激发

后返回到基态之前在激发态停留的平均时间,其测

量过程不受上述因素的影响,可提供功能信息.

２００８年 McGinty等[４４]提出将 OPT 技术扩展到

FLIMＧOPT,实现介观三维荧光寿命成像,提供了一

种对介观样本进行定量测量的全新手段.该技术通

过在不同角度下采集不同时间延迟的宽场时间门图

像,对每个时间延迟点得到的样本强度信息进行三

维重建,通过将每一重建的切片信息迭代拟合成一

个单指数衰减函数以决定其荧光寿命.由于其固有

比例特质,荧光寿命能有效地抵抗伪影的强度,并产

生可进行定量测量的荧光信号.该课题组使用alexaＧ
４８８注入抗体,以神经丝作为靶向标记的小鼠胚胎为

样本,实现了三维荧光寿命成像,根据成像结果可清

晰地分辨小鼠胚胎的外部标记和自发荧光,特别是从

心脏到脊主动脉的部分.２０１１年该课题组提出将

FLIMＧOPT应用到活体斑马鱼胚胎[４５],实现了对活

体模式动物的三维荧光寿命信息的提取,拓展了活体

模式动物的多维度荧光定量测量技术.

３．３．２　结合FRET的FLIMＧOPT技术

FRET技术是探测在活体生物细胞内间距小于

１０nm 的 荧 光 蛋 白 质 分 子 之 间 的 能 量 转 移.

Andrews等[４６]将FLIMＧOPT应用于FRET生物传

感标记的活体转基因斑马鱼幼虫,实现对其生物结

构功能的测量.在此基础上,Kumar等[４７]提出将

FLIMＧOPT和角度复用技术结合,实现对成年斑马

鱼的活体三维荧光成像.

３．３．３　OPTＧ选择光片照明显微成像技术

具有高分辨率的选择光片照明显微成像技术

(SPIM)[６]是 光 片 显 微 成 像 的 一 种 实 现 手 段.

Mayer等[４８]利用OPT和SPIM两种技术优势提出

OPTＧSPIM,通过将荧光和吸收的三维高分辨率数

据集合一体化,实现了介观生物样本的更广泛功能

结构信息的描述.

３．３．４　偏振灵敏型OPT技术

Fang等[４９Ｇ５０]实现了一种偏振灵敏型 OPT技

术,通过使用偏振条件可改善对肌肉纤维的探测和

三维成像.提高系统的采集速率和改善处理过程,
能使得肌肉纤维更清晰的显现.针对其他类似纤维

状的结构(如心肌层)或其他双折射的生物组织,偏
振灵 敏 型 OPT 技 术 都 可 以 提 供 高 精 度 的 三 维

成像.

４　OPT的应用

随着OPT技术发展日益成熟,利用OPT及其

拓展技术(如FLIMＧOPT)的三维荧光成像广泛应

用于组织生物学、医学解剖学、免疫组织学、神经学

甚至药学等研究领域,可提取生物系统的结构甚至

功能信息.部分应用如图３所示[２２,５１].

图３ OPT三维荧光成像.(a)野生小鼠的心脏和肺部的

自发辐射荧光成像;(b)携带肿瘤组织的活体转基因受精

３０天后的成年斑马鱼;(c)转基因小鼠(thy１ＧYFP)的脑切片

Fig敭３ ThreeＧdimensionalfluorescenceimagingofOPT敭

 a Autofluorescenceimagingofmouseheartandlung 

 b postfertilizationzebrafishwithtumorcellslivingfor３０days 

 c brainsliceoftransgenicmouse thy１ＧYFP 

４．１　生物医学组织形态和组织病理学研究

OPT技术最初应用于解剖学研究[６,５２],其研究

生物样本是固定的、经光学透明处理的生物样本,如
小鼠胚胎.OPT技术也可实现器官和其他生物组

织样本的三维成像和可视化研究[５３Ｇ５７].透射光和荧

光辐射都可生成三维OPT图像.吸收对比度是由

内源性发色团和外源标记或染色[如标准苏木精Ｇ伊
红(H&E)染色]产生,荧光对比度是由染色、基因表

达荧光蛋白的外源标记物和内源性荧光基团(如胶

原蛋白、弹性蛋白等)产生的.目前已有利用 OPT
技术实现对小鼠胰腺的三维成像的相关报道,利用

标准的基于强度的成像技术,可实现对胰腺里含胰

岛素β细胞的定量和定位测量[５８Ｇ５９].由于OPT技

术对生物样本几乎无损伤,也被用作分析组织学和

免疫组织化学的辅助标准,可对小鼠动脉血管病变

进行三维定量观测[６０].
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４．２　荧光标记追踪

Colas和Sharpe的研究实现了实时对小鼠胚胎

的OPT成像[６１],将OPT与成熟的小鼠胚胎技术结

合,提出一种荧光标记追踪的方法.通过表面外胚

层的组织级别的运动,该课题组建立小鼠四肢的动

态生长图像.该样本从２００个角度成像,每改变

１．８°成像一次,以１５min为间隔,可在透射式成像与

激发式成像两种模式间相互切换,前者测量器官的

整体形状,后者追踪人工标记.该方法可实时记录

小鼠胚胎头部的荧光图像,并且重建得到了小鼠头

部的虚拟断层图像,在体动态 OPT成像方面取得

了较大的进展.
角度复用拓展的OPT技术还被应用在一只具

有绿色荧光蛋白标记、尾巴有炎症的斑马鱼胚胎中,
通过超过２５．５min的观察,可以实现对发炎尾巴里

中性线细胞的三维追踪[２７].该项追踪技术不但可

用于研究在发炎刺激过程里中性线细胞迁移的表

现,还可应用于任何可分辨的、具有荧光特征三维移

动的、半透明的介观生物样本.

４．３　植物应用

为更深入地了解构成植物生长和发育基础的机

制,不仅要求在三维形态学上量化数据,也要求基因

活动在多种平台和尺度上.利用OPT技术可获得

植物样本的三维结构数据[６２],该技术可方便地应用

在一系列如植物种子、幼苗、叶、花、根茎、植物胚胎、
分生组织等多种多样的植物样本.OPT技术的最

大精度是可观测到植物结构里较大的个体细胞.对

于如根茎等天然的半透明植物结构,利用 OPT技

术可实现对植物的三维成像.利用外源基因标记技

术或整体原位杂交技术,可实现基因表达的三维

成像.
此外,有文献已实现将 OPT技术应用于药物

传输系统[６３]、检测小鼠心肌梗塞[６４]、量化细胞增殖

过程[６５]等药学和医学领域.

５　结束语

OPT作为一种介观光学成像技术,可利用常见

的染色和荧光标记等手段,快速实现对完整生物系

统样本的吸收/荧光的高精度三维成像.OPT可与

多维度荧光成像技术结合进行多参数测量,进行对

离体/活体模式动物的定性定量研究,具有传统针对

微观样本(尺度小于毫米量级)的共聚焦显微、双光

子荧光成像等不具备的独特技术优势.OPT自提

出以来,由于其能实现厘米至毫米范围内的快速、经

济、稳定的高分辨三维荧光成像,一直向更高分辨、
定性定量的高维度信息(如结合 FRET 的 OPTＧ
FLIM技术)和更快速图像处理(如频域滤波法)的
方向发展,为完整的生物系统样本的结构和功能信

息提取提供了新的研究手段.OPT在基础生命科

学领域中有广阔的应用前景,可通过对特定器官的

靶向标记进行OPT或OPT拓展成像,达到对药物

疗效评估的目的,因此在医学和药物开发领域也有

很好的应用前景.
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