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摘要　现代光学成像技术与荧光标记技术不断发展,为高分辨地获取生物组织三维结构信息提供了重要的工具.

然而,大多数生物组织具有不透明特性,限制了光在组织中的穿透深度,进而限制了光学成像技术在大组织或整体

器官成像中的应用.近年兴起的组织光透明技术通过多种物理、化学手段降低组织对光的衰减,增加光穿透深度,

从而提高光学成像的成像深度与成像质量,为整体组织器官的三维成像提供了全新的思路.本文从离体组织光透

明方法、大组织器官标记方法、三维整体成像技术三个方面,对整体器官的光透明成像方法进行综述.
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Abstract　Thetechnologicaldevelopmentinmodernopticalimagingandfluorescentlabelinghasprovidedimportant
toolsforobtaininghighＧresolutionthreeＧdimensional ３D structuralinformationaboutbiologicaltissues敭However 
theopaquenatureofmostbiologicaltissueslimitsthelightpenetrationdepth whichlimitstheirapplicationsfor
largetissuespecimensororgans敭Inrecentyears opticalclearing methodsthatemployvariousphysicaland
chemicalmeanshavebeenproposedforreducinglightattenuationandimprovingtheimagingdepth thereby
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１　引　　言

生物体是由复杂多样的细胞构成的,其结构与

功能通常是作为一个整体表现出来的.在器官乃至

全身水平上,高分辨地获取生物组织三维结构信息

对诸多生物医学相关的研究至关重要,例如神经科

学中大脑神经元连接信息的绘制、发育生物学中器

官的形态发生等[１Ｇ３].
常 用 的 医 学 影 像 技 术,例 如 MRI(Magnetic

ResonanceImaging)、CT(ComputedTomography)、

PET(PositronEmissionTomography)等,虽能够获取

组织的三维结构与功能信息,但其空间分辨率十分有

限,仅能获得宏观尺度的图像信息,难以获得细胞的

精细结构.电子显微镜技术虽然能够进行纳米尺度
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的分辨成像,但仅适用于获取极小组织样本的微观结

构,而将其应用到厘米尺度的样本时,耗费的时间不

可估量.
现代光学成像技术的不断发展填补了上述宏观

成像与微观成像之间的空白,为生物组织器官介观

尺度的成像提供了重要工具[４].如单光子/双光子

显微成像技术[５Ｇ７]、光片照明成像技术[８Ｇ１２]等,能够

通过光学切片层析成像的方法实现生物组织的三维

成像.然而,大多数生物组织对光具有较强的散射

与吸收,这限制了光在组织中的穿透深度[１３Ｇ１６],导致

成像深度局限在几十到几百微米.为了提高光学成

像深度、改善成像的质量,使大家能够看得更深、更
清晰,研究人员从多个方面开展了工作:发展新型光

学成像技术,例如三光子显微成像技术等[１７Ｇ１８];发展

长波长的荧光探针,如近红外探针等[１９Ｇ２０].但要实

现对厘米尺度的大体积组织器官的整体高分辨成像

仍然十分困难.
传统组织切片的方法(切片Ｇ染色Ｇ薄片成像Ｇ计

算重构)[２１Ｇ２２]虽然在生物学研究中起到了非常重

要的作用,能够获得足够高的横向分辨率,但是将

其应用于大组织成像时,费时费力,且切片易丢失

或变形,从而导致大量信息丢失,令后续图像配准

及三维重建变得极为复杂与困难[２３].近年发展的

基于自动连续切片和成像的技术,如序列双光子

成像(STP)[２４]、显微光学断层成像(MOST)[２５Ｇ２７]

等,有效解决了上述问题,显著地提高了成像的

通量.
近年兴起的组织光透明技术则从另一个角度出

发,通过采用多种物理、化学的手段,减小组织对光

的衰减,使得生物组织变得对光“透明”,从而提高了

光学成像的成像深度与成像质量[２,２８Ｇ２９].该方法与

多种荧光标记技术、光学成像技术的结合为高分辨

获取组织器官的三维整体结构信息提供了重要的手

段,在生命科学特别是在神经科学领域产生了巨大

的影响[３０Ｇ３１].
在整体器官的光透明成像研究中,组织光透明、

光学成像方法及细胞结构或分子的特异性标记缺一

不可(图１).本文将从上述三个方面进行综述,首
先从组织光透明的基本策略出发,介绍适用于整体

器官成像的离体光透明方法,然后对大组织细胞标

记的方法策略进行分类描述,最后简要介绍结合了

组织光透明的三维整体成像技术.

图１ 组织光透明成像方法的总体流程

Fig敭１ Overviewoftissueopticalclearingandimagingmethods

２　离体组织光透明的基本策略

生物组织是由多种具有不同光学特性的复杂成

分组成的,当光穿过组织时,组织对光的衰减主要来

自两个方面:光散射和光吸收[２Ｇ３].光散射使光偏离

原来的方向,不能穿过组织向前方传播,使光分布变

宽,从而使光学成像的图像变得模糊;光吸收则会将

光能转换为其他形式的能量(如:热),导致光强衰减

从而使光学成像的信号强度变弱.这种现象在组织

深层位置表现得更为明显.
因而,组织光透明技术的主要目的是减小组织

对光的散射和吸收,增加光穿透深度,以提高光学成

像的深度与对比度.组织光透明方法的基本策略也

是基于这两个方面(图２).

０２０７００７Ｇ２
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图２ 组织光透明方法的两大策略:减小光散射与光吸收[３]

Fig敭２ Twostrategiesfortissueopticalclearingmethods reductionoflightscatteringandlightabsorption ３ 

２．１　减小光散射

生物组织的高散射主要是由其组成成分折射率

之间的差异导致的[１３].一方面,生物组织大多由水

(n＝１．３３)、脂质(n≈１．４４)、蛋白质(n≈１．４３)、矿物

质等多种物质组成,这些折射率不同的物质非均匀

地分布在组织内,导致组织内各个区域的折射率存

在差异,从而引起较强的光散射;另一方面,细胞内

外的不同结构成分的折射率也存在较大差异,例如

细胞液、细胞间液等成分的折射率较低,而细胞膜、
细胞器等成分的折射率较高[３２].

组织光透明技术的策略之一就是减小组织散

射.一方面,通过向组织中引入高渗、高折射率的试

剂,提高组织内部的折射率匹配程度,达到减小组织

对光的散射的目的,进而提高光在组织中的穿透深

度[１３].近年,组织光透明技术发展迅速,多种光透

明方法不断涌现,不同方法中使用的折射率匹配试

剂也有所不同,按照试剂的化学性质,可大致将折射

率 匹 配 试 剂 分 为 两 类:有 机 溶 剂 和 亲 水 性 试

剂[２,２８,３３].使用这些高折射率试剂替代组织中折射

率低的成分,使组织变得透明.
另一方面,去除组织中高折射率、高散射的成

分,例如脂质[３４Ｇ３７]、蛋白质[３８]等,也有利于提高折射

率匹配程度,是实现组织光透明的另一个重要手段.
光透明方法中,常用具有溶脂能力的有机试剂[３４]、
高浓度的表面活性剂对组织进行脱脂[３７,３９Ｇ４０],也有

利用表面活性剂结合组织电泳的方式实现了高效脱

脂[３５,４１Ｇ４２],提高了组织的透明程度.在全身成像时,
骨组织的透明十分必要.骨组织与软组织的最大差

异是其组成成分具有矿物特性,其折射率明显高于

周围组织,对光具有较高的散射.上述的处理方法

能够一定程度地减小骨组织的散射并提高成像的质

量,但效果十分有限,而在光透明处理过程中引入脱

钙处理会显著提高骨组织的透明度[４３Ｇ４５].

２．２　减小光吸收

阻碍光穿透的另一个重要因素是组织对光的吸

收.生物组织内有诸多的吸收成分,特别是血红素和

黑色素,这些成分在组织内分布广泛,在可见光范围

内对光具有很强的吸收.因而,去除这些吸收成分将

有利于实施组织深层成像,通常称这一过程为脱色.
血红蛋白和肌红蛋白中的血红素是吸收可见光

的主要色团,它会显著降低血液对可见光的透过率.
因而,对于一些血红素含量丰富的组织器官,例如

脾、肾等,有效地去除其中的血红蛋白对于提高整体

器官光学成像的质量至关重要.
过氧化氢是一种传统的脱色试剂[４６],它能够破

坏蛋白结构,具有较强的脱色能力;此外,使用酸丙

酮或者强碱处理样本也可以使血红素解离,从而达

到脱色的效果[４７].但这些方法不利于保存细胞内

的荧光蛋白,因而在荧光成像中并不常用.近年有

研究发现氨基醇类试剂能够去除血红素[４０],可能的

机制是其与球蛋白链结构相似,可取代血红素与球

蛋白链的配位点,与血红素结合.
除上述化学手段以外,一些物理手段也被用来

去除血红素.简单的缓冲液和固定液灌注可以有效

地去除血管中的红细胞,也就去除了大多数的血红

素.但在某些特定的组织器官中,例如脾脏,灌注后

血液的残留尤其严重.此外,现有的一些光透明方

法采用十二烷基硫酸钠(SDS)[３５,４２,４８],或结合组织

电泳的电势差去除组织中残留的血红素成分,从而

达到脱色的效果.

２．３　现有光透明方法的主要化学过程

如２．１与２．２节所述,目前所有的光透明方法具

０２０７００７Ｇ３
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有相似的物理原理,最终是要降低组织散射或组织

吸收,但使用的化学方法各异[３２].下面将简要介绍

现有组织光透明方法的主要化学过程.从化学方法

上,目前的组织光透明方法可分为两大类:基于有机

溶剂的透明方法与基于亲水性试剂的透明方法.
图３简要归纳了这两类方法的透明过程.

基于有机溶剂的光透明方法的透明步骤主要包

括脱水、脱脂/漂白及折射率匹配几个部分.光透明

前通常采用多聚甲醛(PFA)固定样本.脱水过程主

要基于醇类试剂,如乙醇(EtOH)、１Ｇ丙醇、叔丁醇

(tＧBuOH)、四氢呋喃(THF)等;脱脂主要利用四氢

呋喃与二氯甲烷(DCM);部分不关心内源荧光蛋白

的方法也需要对样本进行漂白处理,主要使用过氧

化氢;折射率匹配主要基于醚类试剂,如水杨酸甲

酯、苯甲醇Ｇ苯甲酸苄酯(BABB)、二苄醚(DBE)、二
苯醚(DPE)、肉桂酸乙酯(ECi)、聚(乙二醇)甲基丙

烯酸酯(PEGMMA５００)等.这些试剂均可与有机

溶剂混溶,因此具有高折射率的芳香烃溶剂(n≈
１．５６)能够渗透进组织中,起到均质化的作用.可能

是由于所用试剂的分子较小,这类方法的透明速度

通常较快.

基于亲水性试剂的光透明方法的透明步骤主要

包含脱脂/脱色及折射率匹配.不同透明方法对样

本的固定要求不同,除了最常规的PFA固定以外,
也有用戊二醛(GA)固定的方式,或者引入水凝胶对

样本进行包埋,用于后续的脱脂、脱色等处理.脱脂

主要基于去污剂,如TritonXＧ１００[３７,３９,４９Ｇ５０]、三乙醇

胺(TEOA)[３９Ｇ４０,４９]、SDS [３５,４２]等;脱 色 主 要 基 于

Quadrol[４０]、SDS[４３],还有抑制氧化反应的硫代甘

油[５１]或亚硫酸钠[５２]等;折射率匹配试剂主要是高

浓度的糖类或基于造影剂的高折射率溶液,如甘

油[３５]、蔗糖[３９,５３]、果糖[５１,５４]、山梨醇[４８,５５]、聚乙二

醇[５６]、葡 甲 胺[５２,５７Ｇ５８]、碘 海 醇[４８,５７,５９Ｇ６１]、碘 克 沙

醇[５２]、二甲基亚砜[５５]等,它们的折射率一般大于

１．４０.按照试剂作用的过程,该类方法可再细分为

三类:一类是完全基于折射率匹配,利用梯度浓度的

糖醇溶液实现透明;另一类是基于尿素或甲酰胺的

水合作用增加组织的通透性,结合脱脂/脱色试剂,
最后再进行折射率匹配;还有一类是基于水凝胶包

埋增加组织结构的稳定性,结合SDS试剂(以及电

泳、温升)等实现脱脂/脱色,最后用高折射率试剂进

行折射率匹配,实现组织透明[２,６２].

图３ 组织光透明方法的化学过程[３２].(a)基于有机溶剂透明方法的化学过程;(b)基于水溶性试剂透明方法的化学过程

Fig敭３ Overviewofthemainstepsoftissueopticalclearingmethods ３２ 敭 a Mainstepsoforganic
solventＧbasedclearingmethods  b mainstepsofhydrophilicreagentＧbasedclearingmethods

３　整体组织器官透明方法

近年,离体组织光透明方法层出不穷,被广泛用

于多种生物组织的透明与深层成像,不同光透明方

法的适用性不同.一些基于简单试剂交换的透明方

法,例如FocusClear、SeeDB(SeeDeepBrain)、FRUIT
(一种基于果糖和尿素的光透明方法)、ClearT/T２、

DMSO/Sorbitol等,多适用于小组织块,能一定程度

地提高组织光学成像的深度和成像质量,但用于大组

织成像时,这些方法的透明效果仍十分有限,通常不

足以满足完整器官整体成像所要求的透明度[２９].当

然,也有将这些基于简单交换的透明方法(例如

DMSO/Sorbitol)与自动切片技术结合,用于实现大组

织的三维结构成像.本文将着重介绍用于完整器官

０２０７００７Ｇ４
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或大样本透明的离体组织光透明方法.
根据前述化学过程,可将光透明方法分为基于

有机溶剂的方法和基于水溶性试剂的方法.下面将

从这两个方面依次进行介绍(图４).

图４ 适用于整体组织器官透明的离体光透明方法

Fig敭４ Classificationoftissueopticalclearingmethodsforimagingwholeorgans

３．１　基于有机溶剂的方法

为了实现完整器官的透明,Spalteholz大约在

一个世纪以前就发明了一种基于有机溶剂的方法,
但该方法会明显破坏组织表面结构,且不能保存荧

光信号.近些年,Dodt课题组在这方面开展了大量

的研究工作.基于有机溶剂的光透明技术通常包含

两个部分,一是伴随溶脂的脱水过程,二是伴随溶脂

的折射率匹配过程.他们最开始使用乙醇及BABB
作为透明试剂,但会使荧光信号快速淬灭[６３Ｇ６６];而利

用四氢呋喃替代乙醇进行脱水后,荧光保存的问题

在一定程度上得到了改善[６７Ｇ６８];接着,为了获得更好

的透明度,进一步使用二苄醚(DBE)替代BABB,最
后形成了一种新的透明方法３DISCO (３DImaging
ofSolventＧClearedOrgans)[３４].得益于３DISCO方

法的高透明度,结合光片照明显微成像技术,研究者

对全脑与脊髓节段的典型神经元与血管结构进行了

研究.

Schwarz等[６９]提出的FluoClearBABB是另一

种基于BABB的方法,该方法使用１Ｇ丙醇或叔丁醇

进行脱水,其优点是在长时间保存过程中样本荧光

不会明显衰减.EthanolＧECi方法使用pH 调节的

乙醇进行脱水,并利用ECi进行折射率匹配,所用

的试剂毒性极小,被用于多种组织器官的透明,包括

骨、心及肾[７０Ｇ７１].
近期,Pan等[７２]利用发明的uDISCO(Ultimate

DISCO)方法展示了全身的透明结果以及成像结

果.该方法用叔丁醇进行脱水,用BABB与二苯醚

混合物进行折射率匹配,并在试剂中引入维生素E
等抗氧化剂,使荧光蛋白的保存期长达数月.Zhao
课 题 组[３６] 最 新 提 出 了 一 种 PEGASOS (A
PolyethyleneGlycolＧAssociatedSolventSystem)方
法,同样也在大鼠及小鼠上展示了高效的全身透明

结果.它引入乙二胺四乙酸(EDTA)与Quadrol分

别进行脱钙及脱色预处理,利用 Quadrol调过酸碱

度的叔丁醇溶液进行梯度脱水,并在脱水与透明试

剂 中 引 入 PEGMMA５００,将 苯 甲 酸 苄 酯 与

PEGMMA５００用于折射率匹配过程,不仅能有效地

透明软组织,对硬组织(如人的牙齿组织)也十分有

效.上述这两种方法在实施全身透明过程中均利用

了心脏循环系统进行灌注.
大多数光透明方法秉承保存内源荧光(如:绿色

荧光蛋白)的原则,而 Renier等[４６]提出的iDISCO
(ImmunolabelingＧEnabled ThreeＧDimensional
ImagingofSolventＧClearedOrgans)方法不执着于

样本内源荧光的保存,他们从另一个角度出发,尝试

用整 体 免 疫 标 记 对 这 些 蛋 白 进 行 染 色,然 后 用
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３DISCO 方 法 进 行 透 明 成 像.研 究 人 员 利 用

iDISCO方法对啮齿类动物的完整器官(如:脑、
肾),甚至人类胚胎及胎儿标本进行了成像研究[７３],
在多种复杂的大组织上展示了几个前所未有的分子

标记结构.在后续的研究中,Renier等[７４]为了减少

样品的收缩,更好地保护组织形态,进一步改进了

iDISCO 方 法 的 步 骤,发 展 了iDISCO＋ 方 法.

Wang等[７５]针对骨组织提出了BoneClear方法,在
预处理过程中引入EDTAＧNa对组织进行脱钙处

理,调整透明处理过程中每步的时间,对iDISCO＋
方法进行了优化改进,实现了对成年小鼠完整骨组

织中多种细胞结构的免疫标记与三维成像.最近,

Ertürk团队[７６]发展了一种基于纳米抗体的全身免

疫标记方法vDISCO,该方法显著增强了荧光蛋白

信号的强度,构建了成年小鼠全身的神经投射图谱,
揭示了颅骨骨髓与脑膜之间的血管连接,并在中枢

神经损伤模型上观察了神经投射的变化与免疫反应

的过程,为全身的全景成像提供了技术支撑.
上述方法为鼠脑组织的标记提供了有效的手

段,但对人脑组织,特别是福尔马林固定过的成年脑

组织而言,标记仍然较难.Hildebrand等[７７]发展了

一种简单、快速且低成本的人脑组织细胞构筑标记

方 法———MASH (Multiscale Architectonic
StainingofHumanCortex),也是基于甲醇预处理

及过氧化氢漂白,利用吖啶橙、亚甲基蓝、甲基绿或

中性红等有机小分子染料对细胞质或细胞核进行标

记,可应用于厚达５cm的福尔马林固定的成人脑

样本.

３．２　基于水溶性试剂的方法

针对完整/成年组织器官的透明方法,除了上述

基于有机溶剂的方法,还有很多基于水溶性试剂的

方法.

Miyawaki团队于２０１１年报道的Scale(一种基

于尿素的水溶性光透明剂)方法[７８]源于一个偶然发

现:尿素具有透明能力.Scale方法利用尿素与甘

油的混合试剂,在小鼠大脑与完整胚胎上获得了良

好的透明效果,同时保留了组织内源荧光信号.将

双光子显微镜与Scale结合,能够实现全脑成像,并
能以亚细胞分辨率重建神经投射.但其透明时间长

达数月,组织会发生明显的膨胀且较为脆弱.因此,
他们继续对该方法进行了改进,在２０１５年提出了

ScaleS(一种基于尿素及山梨醇的水溶性光透明剂)
方法,其关键的技术进步是引入一种糖醇———山梨

醇,该方法不仅加速了透明过程,且对样本的形态与

结构表现出了极好的保存能力,透明后的组织能够

用于切削与电镜检测[７９].
同时,Ueda课题组[３９]基于Scale的试剂组成,

进行了复杂的化学试剂筛选,提出了一种基于尿素

的高效透明方法———CUBIC(Clear,Unobstructed
BrainImagingCocktails).该方法能够在约２周的

时间内实现全脑的透明,适用于多种荧光蛋白标记

的脑和免疫染色的组织,还被用于狨猴脑组织的细

胞构 筑 的 研 究[４９].同 时,CBＧPerfusion(CUBIC
BasedonTranscardialPerfusion)方法利用心脏灌

注将CUBIC相关的透明试剂灌到小鼠体内,再结

合后续的浸泡,实现了成年小鼠的全身透明[４０].该

团队接着针对癌症研究发展了基于CUBICＧcancer
的透明方法,其相比CUBIC使用了更有效的脱脂

试剂及更高折射率的透明试剂,在无需灌注的条件

下,即可实现全身的透明,满足单细胞水平的全身肿

瘤转移的检测[５０].近年,Ueda团队[８０]又提出了一

种水溶性光透明方法CUBICＧX,该方法能够基于膨

胀实现整体器官的高效透明,被用于单细胞水平的

三维脑图谱的获取研究中.还有一些基于尿素及尿

素类似物的水溶性方法,例如:UbasM(UreaＧBased
AminoＧSugarMixture),相比于CUBIC方法,能够

较快地实现小鼠多种器官的透明,并能保存脂溶性

染料的荧光信号[５８];Ce３D(ClearingＧEnhanced３D)
方法利用甲基乙酰胺与碘海醇实现了多种完整器官

的高度透明[６１].
与上述方法均不同,CLARITY(ClearLipidＧ

ExchangedAcrylamideＧHybridizedRigidImaging/

Immunostaining / In situ HybridizationＧ
CompatibleTissueＧHydrogel)是基于水凝胶包埋实

施光透明的一种全新方法[３５,８１].首先通过水凝胶

单体与组织的交联来稳定组织结构,然后利用组织

电泳装置(ETC)与强离子型去污剂(SDS)主动去除

脂质,最后将组织浸泡到折射率匹配溶液中,达到最

终的透明效果.该方法不仅能使组织变得光学透

明,也使得组织对大分子的通透性增强,这使得完整

组织的多轮分子表征变为可能.

CLARITY虽然是一种主动的去脂方法,但仍

受透明速率慢及样本破坏风险的限制.目前,有很

多针对CLARITY的优化方法.Epp等[８２]通过交

替设置３７ ℃与５５ ℃来加速透明过程;Bastrup
等[８３]通过优化ETC装置来避免透明过程中组织的

损坏.Chung课题组[４１]提出了一种利用随机电场

(SE)对完整组织进行无损、快速透明和染色的方
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法,能够在１~３天实现小鼠器官的透明,但它需要

复杂的定制装置.同时,Chung课题组[５２]提出了一

种SWITCH(SystemＧWideControlofInteraction
TimeandKineticsofChemicals)方法,该方法不需

要特殊的装置,选择戊二醛作交联剂来保存组织结

构与分子成分,并通过温升来加速透明过程,被应用

于小鼠脑、大鼠脑、狨猴乃至人体组织样本的透明与

标记[８４].它能够实现人体组织的２２轮分子标记,
但不能保存内源荧光.同时,他们[８５]提出了一种

MAP(MagnifiedAnalysisoftheProteome)方法,
该方法通过凝胶包埋、组织变性以及膨胀处理,也能

实现小鼠全脑、心、肺、肝、肾等器官的透明.因为吸

水效应,该方法处理样本获得的透明度极高,但组织

膨胀数倍,这无疑增加了整体成像的难度与挑战.
近 年,Chung 课 题 组[８６] 提 出 了 一 种 SHIELD
(Stabilization Under Harsh Conditions via
Intramolecular Epoxide Linkages to Prevent
Degradation)方法,该方法利用聚环氧化物在生物

分子内或分子间形成交联,稳定了组织结构,进而利

用SDS浸泡或SE进行脱脂,最后利用折射率匹配

试剂进行透明处理.其优势是能够在多种苛刻条件

下保存蛋白质荧光和抗原性、转录产物和组织结构.
最近,研究人员提出了一种利用电场驱动及亲和力

控制来加速标记的方法———eFLASH方法,首先利

用SHIELD固定组织结构,再利用SE进行去脂透

明和标记,通过调节标记溶液的pH 和脱氧胆酸钠

溶液的浓度来控制探针Ｇ靶标的结合亲和力,能快速

实现多种组织完整、均匀的标记[８７].

PACT(PassiveCLARITYTechnique)是一种

基于CLARITY的被动透明方法,仅采用试剂浸泡

的方式对样本进行透明,已被用于多种组织器官的

成像,包括脑、脊髓、肾、心、肺、小肠[４８,５９].后来也

有许多基于PACT的优化方法.PARS(Perfusion
Assisted Agent Releasein situ)方 法 基 于

CLARITY的基本原理,利用动物自身的循环系统

将光透明相关的试剂运输到全身,实现全身的快速

透明与标记[４８,５９].该方法对水凝胶包埋试剂、透明

试剂以及成像试剂均作了优化,可以实现原位透明,
并能够较好地保存样本荧光和组织结构.BoneＧ
CLARITY(BoneTissueClearingMethod)则是针

对骨组织的优化方法,它通过结合EDTA与氨基醇

进一步提高了骨组织的透明能力[４３].Lee等[４２]提

出一种基于压力诱导的高效稳定传递大分子的主动

透明方法(ACTＧPRESTO),通过优化水凝胶聚合以

及组织电泳的条件,该方法能在几小时到几天的时

间内实现多种生物体的全身透明,包括小鼠、斑马

鱼、蟾蜍等.并且,在ACTＧPRESTO方法实施标记

的过程中,大分子向深层组织的渗透能力也因为压

力的引入而有所提升.该方法还适用于大鼠脑、兔
脑、人体脊髓节段组织的透明.

上述大多数的光透明方法主要关注蛋白结构,
而 用１Ｇ(３Ｇ二甲基氨基丙基)Ｇ３Ｇ乙基碳二亚胺作为

RNA固定剂的透明方法EDCＧCLARITY则尝试挖

掘大组织样本中的RNA信息,利用基于碳化二亚

胺的化学试剂稳定组织中的RNA结构,实施组织

透明,以观察完整组织中多种RNA的分布[８８].
综上所述,目前的光透明方法种类非常多,每种

方法都有其适用性和特点.表１分别从透明能力、
荧光保存能力、透明时间、操作难易及尺寸变化等几

个角度列出了几种典型的大组织透明方法的特点.
从表１中可以看出:基于有机溶剂的方法普遍在透

明速率上表现出优势,透明度高,透明过程中组织发

生收缩,虽然早期发展的BABB和３DISCO方法不

利于荧光的保存,但后来不断改进的系列方法,如

FDISCO (DISCO with Superior FluorescenceＧ
PreservingCapability)[８９]、PEGASOS等,较好地解

决了荧光淬灭的问题,因此该类方法的应用范围也

越来越广;而基于水溶性试剂的方法相对早期的

３DISCO而言对荧光更为友好,透明后的组织样本

尺寸变化较小(透明过程经历收缩或膨胀),但通常

需要较长的时间(数周)才能获得较好的透明效果,
个别方法还需要特定的装置(如组织电泳装置).此

外,现有的两类方法中的大多数与脂溶性染料不兼

容.因此,发展具有高透明能力、兼容多种荧光探

针、组织形态变化小等特点的组织光透明方法是一

个趋势.
随着组织光透明方法的不断涌现,基于组织光透

明的应用研究也得以飞速发展.从早期的果蝇、斑马

鱼的三维成像[９０Ｇ９３],以及啮齿类动物(如大鼠、小鼠)
的脑、脊髓与其他器官三维结构的获取[６８,７２,９４],发展

到人体组织器官[３６,５７,７３,７７,７９,８６,９５],乃至人体器官芯片

的成像研究[９６Ｇ９９].研究的问题也从观察正常组织的

三维结构(如鼠脑单细胞水平脑图谱绘制[８０]),发展

到研究病理过程相应结构的变化(如阿尔茨海默病脑

的病理变化[７９,１００]、肿瘤转移过程全器官成像[５０]),疾
病介入治疗效果的评估(如干细胞移植疗效评估

等[７２]),乃至人类胚胎早期发育[７３]等,涉及面十分广

泛,极大地推动了生命科学的研究进展.
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图５ 不同类型光透明方法的透明效果 [３４Ｇ３５,３９,５０,５２,５９,７６,８０,８９]

Fig敭５ Clearingperformanceofdifferentopticalclearingmethods ３４Ｇ３５ ３９ ５０ ５２ ５９ ７６ ８０ ８９ 

表１　几种典型光透明方法的性能比较

Table１　Comparisonofseveraltypicalopticalclearingmethods

Method Transparency FPsignal＃ Time∗ Precessing Sizechange
３DISCO Veryhigh Severeloss Days Immersion Shrinkage

FluoClearBABB High Partialloss Days Immersion Shrinkage
uDISCO Veryhigh Partialloss Days Immersion Shrinkage
FDISCO Veryhigh Preserved Days Immersion Shrinkage

vDISCO Veryhigh Enhanced Days
Immersionand

perfusion
Shrinkage

PEGASOS Veryhigh Preserved Days
Immersionand

perfusion
Shrinkage

CUBIC Medium Partialloss Weeks Immersion Transientexpansion

CUBICＧcancer High Partialloss Weeks
Immersionand

perfusion
Transientexpansion

CUBICＧX High Partialloss Weeks Immersion Expansion

ScaleS Low Preserved Days Immersion
Transient

shrinkage/expansion
CLARITY Veryhigh Preserved Weeks Electrophoresis Transientexpansion
PACT High Partialloss Weeks Immersion Slightexpansion
PARS High Partialloss Weeks Perfusion No
SWITCH High Loss Days Immersion Slightexpansion

＃Fluorescenceproteinsignal:FPsignal．∗Forclearingawholemousebrainorhemisphere

３．３　商业化的光透明试剂及仪器

目前,商 用 的 光 透 明 试 剂 与 产 品 包 括 早 年

Olympus的 ScaleViewＧA２,FUJIFILM Wako 的

ScaleViewＧS、CUBIC等系列试剂,CelExplorer的
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FocusClearTM和 DeepClearTM 试剂,Visikol公司的

Visikol HISTOTM 等 产 品,SUNJin Lab 的

RapiClear系列试剂产品,国内礼智生物科技有限公

司代理的PEGASOS试剂等,LogosBiosystems开

发的组织透明化处理系统XＧCLARITYTM与相关试

剂,LifeCanvas Technologies 的 EasyClear 与

SmartClearIIPro透明系统及配套的透明试剂.

４　基于光透明的大组织标记策略

在整体器官成像的研究中,除了第３节讨论的

组织透明与成像方法,细胞结构或分子的特异性

标记也十分重要.目前,细胞标记的主要方法包

括:１)转基因标记;２)在体病毒标记或化学染料标

记;３)离体免疫组化标记或化学染料标记.这些

标记技术在生命科学的研究中发挥了极为重要的

作用.从样本获取的角度,前两者可归类为取材

前(在体)标记,第三类可归为取材后(离体)标记.
本文将着重介绍针对大组织或器官的整体免疫组

化(染料)标记方法.
离体组织的标记通常依赖于分子探针的被动扩

散,因而免疫组化标记技术通常被用于组织薄片或

小样本的标记.目前,为了实现大组织或器官的整

体免疫标记,主要采用以下方法(图６):１)增加大组

织样本的渗透性;２)施加外力促进渗透;３)选择小尺

寸的探针;４)调节探针Ｇ靶标结合的反应动力学.下

面将从这４个方面分别介绍标记方法.

图６ 大组织的整体免疫标记策略[５２,１０４]

Fig敭６ StrategiesforwholeＧmountimmunolabelingoflargetissues ５２ １０４ 

４．１　增加大组织样本渗透性

为了加速分子的渗透,常用的方法包括减轻样

本固定程度、反复冻融、反复脱水Ｇ复水、温升、引入

促渗试剂(如二甲基亚砜DMSO)等[１０１Ｇ１０３].Renier
等[４６]提出一种iDISCO方法,通过结合脱水Ｇ复水、
增加孵育温度及DMSO的浓度来增加组织的通透

性,能对多种组织器官(如小鼠脑、胚胎、肾等)进行

整体标记与成像.
其他一些具有高效透明能力、适用于整体器官的

光 透 明 方 法[３７,３９,７９,８１],例 如 CLARITY、CUBIC、

AbScale等,不仅能够增加组织对光的通透性,也能

够增加组织对大分子物质的通透性.透明过程中,脂
质的去除、胶原结构的疏松及多孔水凝胶的形成均有

利于抗体分子的渗透,能够加速标记过程,但基于分

子被动扩散的染色过程仍需要较长的时间.例如,

CUBIC浸泡处理的成年小鼠下丘脑组织的染色仍需要

１周,CLARITY处理的完整小鼠脑的免疫标记需要１
个多月,AbScale标记成年小鼠半脑大约需要９天.

４．２　施加外力促进分子渗透

在染色过程中施加外力,例如流体压力、电场
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力,无疑会加速分子的渗透.Lee等[４２]提出了增加

流体压力的标记方法PRESTO,其中又分为利用离

心力的cＧPRESTO 和利用注射泵增加对流的sＧ
PRESTO,该方法能在３h左右完成３０~１２０μm厚

的组织的标记.此外,Li等[１０５]在染色过程中施加

电场,有效地增大了标记速率,且并未引起细胞结构

的改变或变形.同时,Kim等[４１]提出的随机电场方

法利用组织与分子探针之间的电迁移率的差异,基
于电场力在１天内完成了小鼠器官的完整标记,该
方法适用于多种标记探针,例如核染料以及抗体分

子等.

４．３　选择小尺寸探针

大组织或器官的标记的难度主要在于分子的渗

透.除了４．１和４．２节的增加组织渗透性或者施加

外力促进分子渗透的方法以外,从分子本身的角度

出发,例如在染色过程中选择尺寸较小的探针类型

[如亲合体(affibody)、F(ab′)２片段、Fab片段、纳米

抗体],分子越小,扩散系数越大,标记的速率会得到

很大的提高.

Ertürk 团 队[７６] 提 出 了 基 于 纳 米 抗 体 的

vDISCO方法,利用纳米抗体结合高压循环灌注实

现了小鼠全身的标记,显著增强了组织中内源性荧

光蛋白信号的强度.

４．４　调节探针Ｇ靶标结合的反应动力学

在免疫染色中,抗体分子与抗原的特异性结合

受很多因素的影响,包括pH、温度、电解质.Chung
团队[５２]提出的SWITCH 方法通过控制组织内探

针Ｇ靶标结合的反应动力学来增强探针在组织中的

渗 透.具 体 而 言,他 们 采 用 了 一 组 缓 冲 液:

SWITCHＧoff和SWITCHＧon,SWITCHＧoff缓冲

液 可 抑 制 标 记 探 针 与 其 靶 标 之 间 的 结 合 反 应,

SWITCHＧon缓冲液可促进反应,从而实现对探针Ｇ
靶标之间反应动力学的可逆调节.在SWITCHＧoff
缓冲液中将分子探针(例如抗体)分散在整个组织

中,然后将缓冲液“切换”到SWITCHＧon缓冲液,使
结合反应发生.这样,既可以促进探针在组织中的

穿透,又可以提高标记的均匀性.利用SWITCH
方法,整个小鼠半脑的髓鞘纤维可在９天之内被均

匀染色.
最近,Chung团队[８６]基于前期的工作优化发展

了一种超快标记方法eFLASH,声称可以在一天内

实现多种组织(如鼠脑、肠、狨猴脑块等)的完整、均
匀标记.该方法首先基于SHIELD固定组织结构,
然后利用SE对交联的组织进行去脂,再基于SE进

行标记.其中标记过程采用与SWITCH类似的机

制,通过调节标记溶液的pH 和脱氧胆酸钠溶液的

浓度来影响探针Ｇ靶标的结合亲和力.具体来说,基
于SE,利用DＧ山梨醇电催化氧化反应产生酸性产

物以逐步改变缓冲液pH,同时利用纳米多孔膜维

持标记液中脱氧胆酸钠溶液的浓度,进而逐步将探

针Ｇ靶标结合条件由不利条件转变为有利条件.

５　整体组织器官成像技术

随着光学显微成像技术的飞速发展,目前已有

许多商用的光学层析成像技术被用于组织的三维成

像.其中,最常用的是共聚焦(单光子)显微镜和双

光子显微镜.它们都以点扫描或线扫描的方式对样

品成像,成像速度较慢.因此,这两种成像技术仅适

用于小区域的高分辨率成像.如果将其用于较大的

透明样本的成像,成像时间将会很长,此时不仅需要

成像系统能够长时间稳定的成像,也对透明样本自

身的形态与荧光信号保存提出了高要求.
近年发展的光片照明显微成像技术通过产生较

薄的光片,激发一个薄平面,用相机(例如sCMOS)
同时检测整个平面的发射荧光,再利用样本或光片

的移动来实现轴向的分辨,从而获取组织三维结构

信息[９,６３,１０６].不同于共聚焦/双光子的点扫描或线

扫描,它采用面扫描成像的方式,极大地减少了大体

积样本成像所需的时间.在光片照明显微镜中,光
片的宽度决定了轴向分辨率,在光片宽度和成像视

野之间也存在平衡.那些追求最薄的光片和最佳轴

向分 辨 率 的 设 计,例 如 晶 格 光 片 显 微 镜(lattice
lightＧsheetmicroscopy)[１０,１０７],只能在很小的区域

内对几百微米厚的样本进行成像,而其他具有较厚

光片的系统,例如DSLM[１０８]、Ultramicroscopy[６３],
则可以在更深、更大范围内实现对透明组织的成像,
适用于那些不需要极高分辨率的成像.

在结合组织透明和光片照明实施三维结构成像

的研究中,除了利用上述商用的光片系统外,为了满

足实际应用中的透明样本的特定成像需求,研究人

员也针对性地设计了一些特制的光片成像系统,例
如 COLM (CLARITYＧOptimized LightＧSheet
Microscopy),其利用同步照明Ｇ检测来提高图像质

量[８１].Tomer等[１０９]设计了一种SPED(SPhericalＧ
AberrationＧAssistedExtendedDepthＧofＧField)光片

显微镜,通过扩展景深,并结合光片的光学层析能

力,在三维成像时无需进行物镜的扫描,从而进一步

提高了成像速度.最近,Dodt课题组[１１０]设计了一
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种 新 的 光 片 显 微 系 统———Aspheric
Ultramicroscope,他们通过减少光片的半峰全宽,
也实现了各向同性的成像分辨率.Voigt等[１２]提出

的mesoSPIM利用扫描振镜在垂直平面快速扫描

高斯光束,生成薄的光片,并将轴向扫描光片显微镜

整合进来,能在几分钟内对厘米尺度的样本进行成

像,且各向的分辨率基本相同,其样本夹持器与样品

池的更换是利用磁力进行的,操作极为快速、简便.
经典的光片系统设计采用的是侧面照明,还有

一些光片系统的照明路径与样本表面成一定角度

(例如４５°),通常称这种系统为斜扫光片系统.将

该类系统用于大组织成像时,需与光透明方法和机

械切片结合,才能进行整体组织的成像.Osten课

题组[１１１]提出了一种斜扫光片层析技术(OLST),并
对CUBIC方法进行优化提出了 mCUBIC方法,将
其用于组织透明,能使组织保持一定硬度适合于切

片制作.Bi课题组[１１２]也利用搭建的 VISoR斜扫

光片系统对CLARITY方法透明的切片样本进行

了成像,并对切片的成像结果进行重构,获取了全脑

的结构信息.
目前,商 业 的 光 片 成 像 系 统 主 要 包 括 德 国

Lavision Biotec 的 Ultramicroscope、德 国 Carl
Zeiss的 LightsheetZ．１、美 国３i公 司 的 Cleared
Tissue/Lattice/Marianas LightSheet、 德 国

Luxendo 的 MuVi/InVi/QuVi SPIM,及 美 国

LifeCanvasTechnologies的SmartSPIM等.
此外,近年发展的自动连续切片及成像技术,如

序列双光子成像(STP)[２４],也为大组织的成像提供

了重要的手段.在利用STP进行大样本成像时,引
入组织光透明方法,能够减少组织切片的次数,进而

减少数据采集时间,并一定程度地减少切割伪影.
此时,对透明方法的透明度要求降低,但需要其能使

组织维持良好的结构稳定性和适当的硬度,以保证

透明后的样本可用于后续的连续切削.２０１５年,

Costantini等[１１３]利用STP,结合passiveCLARITY方

法与TDE(２,２′Ｇthiodiethanol)试剂,以亚细胞分辨率

重建了小鼠全脑.接着,Economo等[５５]发展了一种

基于DMSO/DＧSorbitol的透明方法,透明后的样本性

能较稳定,利用该方法能在数天内对其进行稳定的切

片 与 成 像.除 STP 外,WVT (WideＧFieldLargeＧ
VolumeTomography)[２６]是另一种连续切片成像的技

术,有望与组织光透明技术结合,从而达到加快成像

速度的目的.采用ScaleS方法[７９]得到的样品具有良

好的透明度并能用于切削,且具有可连续切片成像的

潜力.
除了光学层析成像外,另一种用于组织三维成

像的方法是光学投影层析成像(OPT)[１１４Ｇ１１６],最早

由JamesSharpe提出,是一种基于可见光而非X射

线的光学计算机断层扫描成像方法.基于透射和发

射模式,采用 OPT可以分别获得组织的结构和荧

光信息.目前,已将其与组织光透明方法结合,用于

３D成像.OPT能够以高分辨率(~５μm)对完整的

大样本(~１cm３)进行成像,图像采集速度较快(一
个小鼠脑１５min).大多数 OPT的成像研究采用

BABB透明大体积样品.OPT已被应用到多种组

织成像中,包括小鼠胚胎、小鼠器官及肿瘤组织.
图７给出了上述几种用于三维成像的典型光学

成像技术的对比.组织光透明与这些光学成像技术

的结合(图８),为生物组织三维结构信息的获取提

供了重要的手段.

图７ 几种用于三维成像的典型光学显微成像技术[８１,１１７]

Fig敭７ Severaltypicalopticalmicroimagingtechnologiesfor３Dimagingoflargesamples ８１ １１７ 

６　总结与展望

作为一门新兴的热门技术,组织光透明方法的

发展十分迅速,其与多种标记及成像技术的结合,为

高分辨地获取生物组织三维结构提供了重要的手

段,在生物、医学相关的研究领域中发挥了重要的作

用.本文从标记、透明与成像三个方面对整体器官

的光透明成像方法进行了综述,期望为利用组织光
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图８ 光透明结合光学成像技术获取整体器官三维结构信息[３５,５５,７２,１１８]

Fig敭８ ３Dreconstructionofwholeorgansbycombiningtissueclearingandopticalimagingtechniques ３５ ５５ ７２ １１８ 

透明开展相关工作的研究人员提供一定的参考.
可以预测,在未来,随着组织光透明方法的不断

发展,以及标记、成像、数据处理方法的同步发展,有
望将组织光透明成像应用到非人灵长类组织的研究

中,更希望其在人体组织器官的基础研究、临床诊断

中发挥重要作用,真正极大地推动生命科学的发展

与进步.
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