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利用光谱和时间分辨的多光子显微技术识别
人体冠状动脉粥样硬化斑块
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摘要　采用光谱和时间分辨的多光子显微技术对８例未染色的人体冠状动脉组织进行研究,根据荧光光谱分离出

冠状动脉内膜中的弹性纤维和胶原纤维,并计算粥样硬化病变与非病变冠状动脉内膜中两种纤维信号的比值,从
而获得胶原纤维和弹性纤维相对含量的变化.采用荧光寿命评估了冠状动脉粥样硬化组织中弹性纤维生化特性

的变化,结果显示,冠状动脉硬化斑块区域具有较短的平均荧光寿命.光谱和时间分辨的多光子显微技术能有效

识别冠状动脉粥样硬化斑块,有望成为研究冠状动脉粥样硬化病变的新方法.

关键词　医用光学;二次谐波;双光子激发荧光;荧光寿命;荧光光谱;动脉粥样硬化斑块;纤维

中图分类号　Q６３１　　　　　　文献标志码　A　　　 doi:１０．３７８８/CJL２０２０４７．０２０７０２５

IdentificationofHumanCoronaryAtheroscleroticPlaquesusingSpectrumＧand
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Abstract　Thisstudyevaluated８unstainedhumancoronarytissuesexvivousingspectrumＧandtimeＧresolved
multiphotonmicroscopy敭First accordingtothespectra theelastinfibersandcollagenfibersinthecoronary
arterialintimacanbeseparatedclearly敭Second theratiosofthetwotypesoffibersignalswerecalculatedtoassess
changesintherelativecontentofthecollagenandelastinfibersinthecoronaryarterialwallcausedbyan
atheroscleroticlesion敭Third weassessedbiochemicalvariationsoftheelastinfibersinthecoronaryatherosclerotic
tissuesbymeasuringfluorescencelifetimeandfoundthatthecoronaryatheroscleroticplaquehasalowermean
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fluorescencelifetimethananormaltissue敭ThisstudydemonstratesthatspectrumＧandtimeＧresolvedmultiphoton
microscopycaneffectivelyidentifycoronaryatheroscleroticplaques thusindicatingitspotentialasanovelresearch
toolforstudyingcoronaryarterioscleroticlesionsinthefuture敭
Keywords　medicaloptics secondharmonicgeneration twoＧphotonexcitationfluorescence fluorescencelifetime 
fluorescencespectrum coronaryatheroscleroticplaque fibers
OCIScodes　１７０敭６９２０ １７０敭６９３５ １００敭２９６０

１　引　　言

动脉粥样硬化病变引起的冠心病(CHD)已成

为人类因病致死的主要原因.冠状动脉粥样硬化是

一种渐进性疾病.脂肪类物质在动脉内膜下壁长期

积累,形成了冠状动脉粥样硬化斑块(CAP),导致冠

状动脉狭窄,甚至完全闭塞,从而引起心脏供血障

碍.易损性CAP的破裂可导致急性冠脉综合征和

心肌梗死等致命性事件的发生[１Ｇ３].因此,需要对

CAP进行早期识别及易损性评估,进而及早实施干

预,以降低冠心病的死亡率.

CAP常发生于冠状动脉内膜上,正常的动脉内

膜主要由内皮细胞、弹性纤维、胶原纤维等构成.发

生CAP病变的动脉内膜区域主要含有以弹性纤维、
胶原纤维为主的细胞外基质成分,以内皮细胞﹑平

滑肌细胞、巨噬细胞和淋巴细胞为主的细胞成分,以
及以胆固醇为主的脂质成分[４].已有研究表明,

CAP的发生发展会导致这些微米/亚微米尺度级别

组织成分的形态结构和生化特性发生改变[５Ｇ８].通

过检测这些变化有望实现CAP的早期识别和易损

性评估.组织学病理检测能够揭示组织在细胞水平

上的形态结构和成分,是临床上进行CAP早期识别

的“金标准”.但这种方法不仅具有侵入性,而且耗

时耗力,过程复杂[９].采用包括磁共振、计算机断层

扫描在内的无创实时成像技术可以实现对CAP形

态学的量化,从而进行斑块的识别[１０Ｇ１１],但是受限于

空间分辨率,通过这些技术目前还无法获取动脉内

膜在亚细胞尺度上的生物成分信息和结构特征,因
而难以实现CAP的早期识别.因此,迫切需要一种

具有亚细胞分辨率且能够同时探测组织形态特征和

生化特性的技术.
多光子显微技术包括二次谐波(SHG)成像、双

光子激发荧光(TPEF)成像,具有光漂白性较低、成
像深度深、无标记成像等优势,其分辨率可达亚细胞

水平,能够基于组织的内源性荧光标志物实现非侵

入成像.多光子显微技术与光谱和时间分辨探测技

术相结合,能够揭示生物组织在亚细胞水平分辨率

下的三维结构和生化成分信息,为病变的识别提供

多维度的量化信息[１２Ｇ１３].其中:二次谐波信号由具

有非中心对称结构的可极化材料或组织产生,在生

物组织中,二次谐波信号主要来自胶原纤维;双光子

激发荧光信号主要来自内源性荧光团,例如弹性纤

维[１４];基于光谱和时间分辨的探测系统可以获得生

物组织的荧光光谱和荧光寿命信息.因此,光谱和

时间分辨多光子显微技术可以为解析生物组织的精

细结构及生化成分提供强大的支持[１５Ｇ１７].尽管光谱

和时间分辨的多光子显微成像技术已表现出了强大

的优势,但其在冠状动脉粥样硬化研究中的潜力尚

未被广泛评估,尤其是对人冠状动脉粥样硬化病变

的研究还未见报道.
本研究采用具有光谱和时间分辨探测功能的多

光子显微成像技术,对离体未染色的８例人体冠状

动脉粥样硬化组织中的斑块区域进行特征识别.基

于冠状动脉组织非斑块和斑块区域中内源性荧光物

质的荧光光谱和荧光寿命信息,提取出有潜力识别

冠状动脉粥样硬化病变的多种定量、定性指标.本

课题组首次将光谱和时间分辨的多光子显微成像技

术用于人冠状动脉粥样硬化病变组织的研究,有望

为人体冠状动脉粥样硬化斑块发病机理和早期诊断

的进一步研究提供新思路.

２　材料和方法

２．１　人体冠状动脉样品的准备

本文以８例临床进行心脏移植患者的冠状动脉

样本作为研究对象,将获取的样本切成两块.其中

的一块切片沿管腔纵向剖开,用于光谱和时间分辨

多光子显微 成 像,另 一 块 切 片 进 行 苏 木 精Ｇ伊 红

(HE)病理染色,最终判断粥样硬化斑块区域和非斑

块区域(nonＧCAP).该研究是在广东省人类科学研

究伦理委员会的监督和批准下进行的,并且已得到

患者的 同 意(广 东 省 人 民 医 院 伦 理 批 准 号:No．
GDREC２０１８２２５H (R１)).在所有的成像实验中,
均对冠状动脉内腔的纵切面进行研究.

２．２　成像设备

本研究使用的是中国科学院深圳先进技术研究

院生物光学与分子影像中心自主搭建的光谱和时间

０２０７０２５Ｇ２



中　　　国　　　激　　　光

分辨多光子显微镜,之前的研究工作已经对该设备

进行了详细介绍[１２,１８].以钛蓝宝石飞秒激光器作

为激发光源,将波长调至８１０nm.光源发出的激光

经扩束之后,先经过一对检流计振镜(TSH８３１０),
然后通过扫描透镜、筒镜,透过二向色镜(FF６８５Ｇ
Di０２),最终由放大倍数为２０倍、数值孔径为１．０的

物镜聚焦.其中,振镜提供二维方向上的扫描,最终

在物镜焦面上形成面积为３００μm×３００μm、分辨率

为１２８pixel×１２８pixel的成像区域.激发产生的信

号经由上述物镜收集,被二向色镜反射至６８０nm的短

通滤光片(FF０１Ｇ６８０/SPＧ２５)以过滤掉激发光.使用

光纤束将信号收集并导入光谱仪.利用线性阵列光

电倍增管(PMT,PMLＧ１６ＧC)对光谱仪输出的信号进

行探测,探测的波长范围为４０４．５８~５９２．０８nm.同

时,连接光电倍增管的时间相关单光子计数模块

(SPCＧ１５０)能够将每个光谱带的荧光衰减曲线记录到

２５６个时间通道中.使用步进电机控制物镜在轴向

以３μm为步长移动,进行三维成像.

２．３　荧光光谱和荧光寿命分析

为了揭示人体冠状动脉内膜的光谱特征,本研

究创建了光谱编码的彩色图像.首先将特定的

RGB色彩(从紫色到黄色)分配到给定的１６通道光

谱中,再将每一个像素点的强度乘以其相应光谱通

道的RGB色彩值,获得每个通道的颜色加权图像,
将１６通道的色彩加权图像叠加到一起便可形成彩

色光谱编码图.
在荧光光谱的定量分析中,本研究通过SHG通

道(４０４．５８~４２９．５８nm)和 TPEF通 道(４４２．０８~
５９２．０８nm)将冠状动脉内膜的主要成分清晰地分开.
一方面,将非病变组和病变组的TPEF信号强度进行

归一化,然后对比两者的差异;另一方面,对非病变组

和病变组的TPEF/SHG参数进行比较分析.TPEF/

SHG参数是指 TPEF最强信号通道(４７９．５８nm±
６．２５nm)与 SHG 最 强 信 号 通 道 (４０４．５８nm±
６．２５nm)的强度之比.每个样品的 TPEF光谱和

TPEF/SHG参数都是对该样品每个深度采集的

TPEF光谱和TPEF/SHG参数进行平均得到的.对

荧光光谱的分析通过MATLAB编程实现.
在荧光寿命定量分析中,使用双指数衰减函数模

型———α１exp(－t/τ１)＋α２exp(－t/τ２)拟合荧光衰减

曲线.在双指数衰减模型中,参数τ和α分别表示时

间衰减常数和衰减项的幅值,t为采集光子数的时

刻[１１,１５].基于TPEF衰减曲线计算了每个像素的平

均荧光寿命———τmean＝(α１τ１＋α２τ２)/(α１＋α２),并用

它揭示冠状动脉粥样硬化病变区域和非病变区域之

间的差异.本研究选取了包括１９个非病变组和２４
个病变组的TPEF信号进行荧光寿命分析,每一个三

维区域均选取４个相同的扫描深度(到内膜表面的距

离分别为９,３０,４５,６６μm).将非病变区域和病变区

域荧光寿命参数τmean在４个深度下的平均值作为最

终的荧光寿命.利用SPCImage软件获得荧光寿命

参数和荧光寿命编码图像.荧光寿命统计分析通过

MATLAB编程实现.

３　结果和讨论

３．１　人体冠状动脉内膜多成分光谱的定量分析

图１ 人冠状动脉内膜粥样硬化斑块区域和非斑块区域

的光谱编码图和相应的三维结构图像以及病理图.
(a)光谱编码图;(b)三维结构图;(c)病理图(右侧彩

色带代表光谱范围４０４．５８~５９２．０８nm)

Fig敭１SpectrumＧcodedimageswithdifferentdepthsand
thecorresponding３Dimagesandhistologyof
CAPandnonＧCAPregionsinhumancoronary
arterialintima敭 a SpectrumＧcoded images 

 b ３D structure images  c pathological
images敭Therightcolorbandrepresentstherange
ofspectral ４０４敭５８ＧＧ５９２敭０８nm

采用光谱和时间分辨多光子显微技术对人冠状

动脉内膜粥样斑块区域与非病变区域进行研究,所得

光谱编码图像如图１所示.图１中左边两列和右边

０２０７０２５Ｇ３
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两列分别展示了非斑块和斑块区域不同深度的光谱

编码图像及其相应的三维结构图,以及HE病理染色

图,每幅图左下角的数值是距离内膜表面的深度,显
示在第一幅图右下角的比例尺为１００μm.其中,代
表胶原纤维的SHG信号在图中显示为紫色,而

TPEF信号描绘的弹性纤维显示为蓝绿色.
在非斑块区域的组织结构中,胶原纤维和弹性

纤维均沿着血管腔(垂直于血流的方向)以有序的波

浪状排列,并且两种类型的纤维排列方向相同;在斑

块区域,可以观察到胶原纤维和弹性纤维的排列被

破坏,呈现出紊乱的分布状态.成像结果直观地显

示出了胶原纤维和弹性纤维信号的相对强度,从而

反映出两种纤维在动脉内膜上的相对含量.
进一步探索人冠状动脉内膜病变区域和非病变

区域的多个荧光光谱参数,包括 TPEF光谱以及

TPEF/SHG参数,对斑块区域和非斑块区域的多参

数之间的差异进行定量分析,结果如图２所示.观

察图２(a)所示的TPEF光谱可以看出,相对于非斑

块区域的冠状动脉内壁,斑块区域在５００~５９８nm
光谱范围内出现了明显的红移,并表现出更高的信

号强度,其中误差线表示标准误SEM.根据图２
(b)所示的统计结果可以看出,斑块区域的TPEF/

SHG参数比非病变区域低.出现这种现象的可能

原因为,在动脉粥样硬化斑块形成过程中,平滑肌细

胞从中膜跨越内弹力层迁移到内膜,并在内膜分泌

大量的胶原蛋白,这些胶原蛋白在内膜上重塑成大

量的胶原纤维[１Ｇ３,９].利用统计学单侧配对t检验方

法对８个样本的动脉内壁斑块和非斑块区域的

TPEF/SHG参数进行显著性差异评估,结果显示具

有统计学差异(显著性水平P＝０．００４８).
利用光谱分析技术可以将冠状动脉内壁上的多

种成分清楚地分离开,例如弹性纤维和胶原纤维,

TPEF/SHG等光谱参数可以作为冠状动脉粥样硬

化斑块病变区域识别和诊断的新指标.

图２ 人冠状动脉内膜非斑块和斑块区域多成分的光谱特征.(a)非斑块和斑块区域的TPEF光谱;
(b)８个样品的非斑块和斑块区域的TPEF/SHG参数(∗∗表示０．００１＜P＜０．０１,P 为显著性水平)

Fig敭２Spectralcharacteristicsofthemultiplecomponentsofthenormalanddiseasedhumanintimaofcoronaryartery敭

 a TPEFspectraofnonＧCAPandCAPregions  b ratioofTPEFtoSHGsignalfromnonＧCAPandCAPregions
　　　　　　　ofeightsamples ∗∗means０敭００１＜P＜０敭０１ Prepresentssignificancelevel 

３．２　人冠状动脉内膜生化成分荧光寿命的定量分析

利用获得的 TPEF信号计算斑块区域和非斑

块区域冠状动脉组织的平均荧光寿命参数,结果如

图３所示.荧光寿命这一指标可以用来区分多种生

化成分,并进一步揭示人冠状动脉生理病理状态.
图３左边两列和右边两列分别显示了冠状动脉内壁

非病变区域和病变区域不同深度处的荧光寿命编码

图像,平均荧光寿命范围为０．５~２．５ns.每幅图左

下角为距内膜表面的深度,显示在第一幅图右下角

的比例尺为１００μm.从图３所示的人冠状动脉内

膜非斑块区域和粥样硬化斑块区域的荧光寿命编码

图可以看出,非斑块区域的荧光寿命编码图像显示

为代表较长荧光寿命的蓝绿色,而斑块区域则显示

为代表较短荧光寿命的淡黄色,这意味着冠状动脉

内膜组织从正常发展到斑块病变,其荧光寿命会相

应地变短.
利用荧光寿命双指数衰减模型计算了所有样品

４３个区域在不同深度处的平均荧光寿命参数τmean,
统计结果如图４所示.利用统计学单侧配对t检验

方法对８个样品的非病变和病变区域的平均荧光寿

命τmean进行显著性差异评估,统计结果显示荧光寿

命参 数τmean 具 有 非 常 高 的 显 著 性 差 异 (P＝
０．０００４).

荧光寿命的分析和统计结果证明用荧光寿命这

一指标来区分冠状动脉内壁非动脉粥样硬化斑块和

斑块组织具有可行性,尤其是平均荧光寿命参数

τmean在斑块区域和非斑块区域有显著差异.因此,

平均荧光寿命参数τmean有望作为识别冠状动脉粥

样硬化斑块的定量指标.

０２０７０２５Ｇ４
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图３ 人冠状动脉内膜非斑块区域和粥样硬化斑块区域的荧

光寿命编码图(右侧彩色带代表荧光寿命范围:０．５~２．５ns)

Fig敭３FluorescencelifetimeＧcodeimageswithdifferent
depthsofthenonＧCAPandCAPlesionhuman
coronaryarterialintima敭Therightcolorband
representsthe range of spectralfluorescence
lifetime ０敭５ＧＧ２敭５ns

图４ 人冠状动脉内壁非斑块和斑块区域荧光寿命的定量

分析(∗∗∗代表P＜０．００１)

Fig敭４ Quantitative fluorescence lifetime of the
biochemicalcomponents of normal and AP
regions from human coronary arterial wall
　　　　 ∗∗∗ meansP＜０敭００１ 

４　结　　论

基于光谱和时间分辨的多光子显微技术的光谱

和荧光寿命分析方法,能够区分冠状动脉内壁的粥

样硬化病变和非病变组织,实现对人冠状动脉粥样

硬化病变的识别.该技术具有高分辨以及快速的形

态学和生化学成像特点,有希望直接应用于冠心病

的临床诊断.本研究所用设备是在光学平台上搭建

的,体积比较庞大,尚无法直接用于临床标本的检

测.但是,随着光子学和微细加工技术的进一步发

展,有望将本项目的研究成果应用于临床.
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