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摘要 在过去的几十年中,内窥镜已被用于以微创或无创的方式观察人体内空腔内部或人体内部器官表面,以进

行诊断或治疗。然而,临床上常用的普通白光内窥镜和放大内窥镜的分辨率低、对比度差,需要通过病理活检来确

诊。近年来,新应用于临床的窄谱技术通过光学或数字滤波的方式利用蓝光照射组织,以强化黏膜表面的细微结

构和微血管形态,提高成像对比度,但仍未解决成像分辨率低的问题。因此,白光和窄带光内窥镜无法实现真正的

光学活检,严重降低了诊断的准确性。共聚焦内窥镜由于分辨率可达亚微米量级并且具有光学切片的能力,可以

呈现出与病理活检高度一致的细胞形态。共聚焦内窥显微成像技术在消化道、皮肤、眼部等疾病的诊断方面具有

重要作用。本文对共聚焦内窥显微成像技术进行了简述,主要对荧光共聚焦显微成像和反射式共聚焦显微成像、
探头式共聚焦内窥成像技术和整合式共聚焦内窥成像技术进行介绍,讨论了共聚焦内窥显微成像技术在生物医学

领域的应用。
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1 引  言

在光学显微镜中,照明光在整个视野中应尽可能

均匀地穿过样品。对于较厚的样品,如果物镜没有足

够的焦深,来自焦平面上方和下方的样品平面的光就

会被检测到[1]。失焦的光线会增加图像的模糊度,从
而降低分辨率。在荧光显微镜中,视野中的任何染料

分子都会受到刺激,包括离焦平面中的染料分子[2]。
共聚焦显微技术利用共聚焦系统有效地排除了焦面以

外光信号的干扰,提高了分辨率,实现了光学切片。目

前,共聚焦显微成像技术是生物医学领域非常重要的

分析工具,借助该技术,研究人员能够对细胞中的特定

成分进行光学切片和三维(3D)重建。
 

自20世纪60年代引入柔性胃肠(GI)内窥镜检查

以来,内窥镜成像技术不断取得进步。在过去的几十

年中,内窥镜已被用于以微创或无创的方式观察空腔

内部或人体内部器官的表面,以进行诊断或手术[3-4]。
但目前临床上常用的白光和窄带光内窥镜无法达到细

胞水平的分辨率,因此无法实现真正的光学活检,严重

降低了诊断的准确性。共聚焦显微成像技术的分辨率

可以达到亚微米级别并且具有光学切片的能力,它可

以呈现与病理活检高度一致的细胞形态。自2004年

问世以来,共聚焦激光内窥镜(CLE)技术已成为胃肠

成像的重要工具。基于该技术,内窥镜医师可以在焦

平面处进行细胞成像和组织结构评估,获得实时的体

内组织学信息,从而实现“光学活检”[5-6]。这一技术为

体内组织学研究提供了快速、可靠的诊断工具,使内窥

镜的临床应用前景更为广阔。

2 共聚焦显微成像的基本原理

共聚焦显微成像技术[7]是 Minsky于1957年首

次提出的,通过在同一共轭图像平面上使用照明侧和

检测 侧 针 孔 来 实 现“共 聚 焦”。1967 年,Egger和

Petrn[8]首次成功地将共聚焦显微成像技术用于神经

组织的无标记成像。在共聚焦显微成像技术中,单色

激光经过一个照明针孔后形成点光源,一个物镜将

点光源聚焦到样品上,在探测端由另一个物镜将来

自样品的信号聚焦到探测针孔处,如图1所示。在

这个过程中,使用单光束扫描的方式使点光源在样

品上进行逐点扫描,实现二维成像,这就是激光扫描

共聚焦显微镜(LSCM)的工作原理[9]。共聚焦显微

成像技术的关键在于两个针孔的“双聚焦”可以屏蔽

所有来自非焦面的信号,在探测针孔后的光电倍增

管只能探测到来自焦平面的信号。因此,该技术具

有光学切片的能力[10-11]。
在光学显微镜中,分辨率由物镜的数值孔径、样品

的特性(折射率)和光的波长决定。当针孔接近最小尺

寸时,共聚焦显微镜的横向分辨率比传统的宽视场荧

光显微镜有所提高,可以达到衍射极限。在宽视场荧

光显微镜中,用于确定横向分辨率的公式[10,12]为
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图1 共聚焦显微技术的原理

Fig 
 

1 Schematic
 

of
 

confocal
 

microscopic
 

technology

RLateral=
0.51λ
NA

, (1)

而共聚焦显微镜横向分辨率的计算公式为

RLateral=
0.37λ
NA

, (2)

式中:R 是分辨率;λ 是发射光波长;NA 是物镜的数

值孔径。这表明,在横向平面上,宽视场荧光显微镜的

分辨率约为共聚焦显微镜的 2倍[12]。
尽管存在针孔,但共聚焦显微镜的轴向分辨率仍

比横向分辨率差。在纵向平面上,宽视场显微镜纵向

分辨率的计算公式[10,12]为

RAxial=
0.89λ

n- n2-(NA)2
, (3)

而共聚焦显微镜纵向分辨率的计算公式为

RAxial=
0.64λ

n- n2-(NA)2
, (4)

式中:n 为介质的折射率。可见,宽视场显微镜在纵向

平面上的分辨率约为共聚焦显微镜的1.4倍[2,10]。
根据图像对比度的来源,激光扫描共聚焦显微镜

可以在荧光或者反射模式下工作。荧光共聚焦显微镜

需要使用荧光造影剂来产生对比,可以得到有关内源

性自发荧光以及外源性标记分子和结构的空间和功能

信息[10-11,13];而反射式共聚焦显微镜则依赖于细胞结

构的折射率差异产生自然对比度[14-16]。接下来本文

将对荧光共聚焦显微成像技术和反射式共聚焦显微成

像技术分别进行概述。
2.1 荧光共聚焦显微成像

在荧光共聚焦显微镜中,光照射并激发样本中的

荧光团,被激发的荧光团发射较低能量的荧光,用滤光

片将发射光滤除,只探测荧光信号[17-19]。对应不同的

激光波长,每个荧光团都有一定的激发和发射最大值。
由于发射的荧光光谱相对于吸收光谱具有更长的波

长,因此荧光光谱通常会发生红移[18]。
荧光显微镜的一个限制是在光照时荧光团会由于

光漂白而失去发射荧光的能力[18,20]。此外,虽然使用

荧光共聚焦显微镜可以对活细胞进行分析,但容易产

生光毒性[21],尤其是使用短波长光进行照射时。并

且,荧光分子在被照射时往往会产生反应性化学物质,
这会增大光毒性效应[19]。荧光共聚焦的另一个限制

是对已被荧光标记的特定结构进行成像,然而,在许多

生物样本中,自发荧光会增强背景,并且无法完全利用

滤光片来解决这一问题[9]。
2.2 反射式共聚焦显微成像

荧光共聚焦显微成像技术需要使用荧光染料才可

以实现胃肠、皮肤和眼科等疾病的快速诊断。与荧光

共聚焦显微成像不同,反射式共聚焦显微成像无须

对组织进行固定、染色等特殊处理,可以直接在完整

的活体内进行成像,也可以在体外对新鲜组织进行

无标记成像[5,16]。反射式共聚焦显微成像的机理:组
织微结构和单个细胞有不同的光学反射指数,会产

生强度不同的反射光,这些反射光可以被连续地转

换成不同灰度级的数字图像。在反射式共聚焦显微

成像中,具有高折射率的结构的亮度较大,而具有低

折射率的结构较暗,这使得该技术无需任何标记就

可以使图像具有自然对比度,从而得到组织结构的

信息[15]。
反射式共聚焦显微成像用于生物医学成像的最

大优势是其能够对未标记的活体组织进行成像。该

技术在早期就已被用于人体和动物组织的在体成

像,也已被证明有望成为临床诊断的有效工具。日

本 Hiroshima大学的Nakao等[22]采用单波长反射式

共聚焦内窥镜发现癌组织中的细胞膜和细胞核等结

构的异常变化具有应用于胃和食管癌早期诊断的潜

力。在眼科疾病的诊断方面,反射式共聚焦显微成

像已被用于对眼角膜和视网膜血管的成像[23]。在皮

肤科,反射式共聚焦显微成像可用于对皮肤病患者

的不同皮肤状况进行表征,并且可以在体进行皮肤

病经激光治疗后的临床监测[24]。在耳鼻喉科,反射

式共聚焦显微内窥镜已被证明有望为口腔疾病的恶

性转化提供筛查依据[25]。

3 共聚焦内窥显微成像技术

根据扫描方式的不同,共聚焦内窥镜主要分为两

种模态:整合式共聚焦内窥镜和探头式共聚焦内窥镜。
整合式共聚焦内窥镜采用远端扫描模式[26],如图2(b)
所示,探头式共聚焦内窥镜采用近端扫描模式[26],如
图2(a)所示。
3.1 整合式共聚焦内窥镜(eCLE)
  eCLE采用的是远端扫描模式,即扫描装置位于
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图2 不同模式的共聚焦内窥镜的原理及其对应的扫描机制[25-26]。(a)(c)
 

在光纤束近端扫描的探头式共聚焦内窥镜及其

  近端扫描机制;(b)(d)在单根光纤远端扫描的整合式共聚焦内窥镜及其远端扫描机制

Fig 
 

2 Principle
 

of
 

confocal
 

endoscope
 

with
 

different
 

modes
 

and
 

their
 

scanning
 

mechanisms 25-26  
 

 a  c 
 

Probe-based
 

confocal
 

endoscope
 

with
 

scanning
 

at
 

proximal
 

end
 

of
 

fiber
 

bundle
 

and
 

its
 

proximal
 

scanning
 

mechanism 
 

 b  d 
 

integrated
 

    confocal
 

endoscope
 

with
 

scanning
 

at
 

distal
 

end
 

of
 

single
 

fiber
 

and
 

its
 

distal
 

scanning
 

mechanism

光纤末端。eCLE系统由单根光纤、产生机械振动的

器件、套管和反向散射信号的检测器组成。目前,该系

统的机械扫描方式主要有两种:1)利用微机电系统

(MEMS)进行二维扫描[27-28];2)压电材料驱动器驱动

光纤悬臂偏折或振动[29]。
3.1.1 MEMS扫描装置

MEMS扫描镜是一种基于 MEMS技术制成的可

驱动反射镜,其镜面直径通常只有几毫米。与传统的

光学扫描镜相比,MEMS扫描镜具有重量轻、体积小、
易于大批量生产和生产成本较低等优点。根据扫描镜

的运动方式,MEMS扫描镜可以分为谐振式和准静态

两种。谐振式MEMS扫描镜在机械谐振状态下工作,
具有扫描角度大、驱动功耗和扫描电压低等特点,主要

应用于图像化激光扫描和激光成像。准静态 MEMS
扫描镜工作于非谐振状态,可以在扫描角度范围内的

任意扫描角度下暂停,主要应用于激光指向、激光矢量

化图形扫描,但其扫描角度范围相对较小。1994年,
Dickensheets和Kino[30]使用共振悬臂对与菲涅耳波

带片微型物镜相连的单根光纤进行扫描,开创了基于

MEMS的共焦内窥镜扫描仪领域。后来,他们在单光

纤内窥镜中首次使用了微机械硅扫描镜[31]。MEMS
反射镜在扫描速度和批量制造方面具有很高的灵活

性,但是内窥镜内的成像光路通常为折叠路径,导致探

头直径在4~5.8
 

mm
 

范围内,这使得 MEMS反射镜

在前视应用的紧凑封装方面仍然存在一定局限性[32]。
2016年,Seo等[33]利用电热硅微致动器驱动 MEMS

光纤扫描仪实现了二维Lissajous图案扫描,热臂和冷

臂微结构之间的热膨胀差异导致光纤表现出耦合的双

向运动。在此基础上,Seo等使用倒装芯片键合电热

MEMS光纤扫描仪,使其进一步小型化,完全封装在

1.65
 

mm直径的共聚焦内窥镜导管内,并在16
 

V工作

电压范围内实现了378
 

μm×439
 

μm视场(FOV)的
Lissajous图案扫描[34]。
3.1.2 压电材料驱动光纤扫描

远端扫描方式通过压电材料驱动光纤进行扫描。
在这种扫描方式中,光纤端部的任何移动都会转化为

聚焦点的横向位移,通过压电材料使光纤尖端进行偏

转,即可实现聚焦平面上的二维扫描[35-38],如图3所

示。压电陶瓷管的外表面有两对正交电极,当给两对

电极输入电压时,压电陶瓷管可以通过压电形变分别

在纵向和横向产生机械位移。因此,若将光纤与压电

陶瓷管连接,光纤悬臂会因压电陶瓷管的机械位移而

产生偏折。该扫描方式的主要优势是可以实现快速扫

描,而且可以通过振幅调制谐振光纤来产生高质量的

图像[38]。
近年来,多个研究团队都开发了由压电陶瓷驱动

器驱动光纤扫描的内窥镜技术。2002年,Seibel教授

团队[39]使用压电陶瓷管驱动单模光纤悬臂产生共振,
实现了螺旋扫描。他们在实验中使用的压电陶瓷套管

长2.3
 

mm,单模光纤内芯直径为3.8
 

μm,共振频率

为500
 

Hz,系统分辨率为10~20
 

μm。2004年,Liu
教授团队[40]开发了一种实时、快速的光学相干断层扫
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图3 以螺旋扫描模式对光纤进行扫描的示意图[38](同轴扫描仪由同轴固定的单模光纤和压电陶瓷管组成,该光纤伸出压电

  陶瓷管的部分作为尖端悬臂)

Fig 
 

3 Schematic
 

of
 

fiber
 

scanning
 

in
 

spiral
 

scan
 

pattern 38  co-axial
 

scanner
 

consists
 

of
 

single-mode
 

optical
 

fiber
 

and
 

tubular
 

piezoelectric
 

actuator
 

which
 

are
 

fixed
 

coaxially 
 

and
 

the
 

part
 

of
 

the
 

fiber
 

that
 

sticks
 

out
 

of
 

the
 

tubular
 

piezoelectric
 

   
 

 actuator
 

acts
 

as
 

cantilever 

描显微内窥镜,其中的压电陶瓷套管长7.2
 

mm,光纤

悬臂的长度和共振频率分别为8.5
 

mm和1.4
 

kHz。
随后,Li教授团队[41]开发了基于光纤扫描的双光子荧

光显微内窥镜,光纤悬臂的长度和共振频率分别为

8.2
 

mm和1.3
 

kHz,内窥镜分辨率为2
 

μm。2008
年,Seibel教授团队[29]开发了一种基于光纤扫描内窥

镜探头的紧凑型双光子荧光成像显微镜,光纤悬臂的

长度和共振频率分别为4.5
 

mm和5
 

kHz。2011年,
Xu团队[42]开发了一种紧凑型光栅扫描多光子内窥

镜,并将其用于对未染色组织成像,光纤悬臂的长度和

共振频率分别为9
 

mm和1.05
 

kHz,内窥镜的成像速

度为41
 

frame/s。Fu团队[43]为不同应用开发了多种

谐振式光纤压电扫描仪(RFPS),其共振频率和扫描范

围取决于压电贴片和悬臂的几何尺寸以及施加于它们

之上的驱动信号。
压电元件以其灵敏度高、响应速度快、成本低

等优点逐渐成为偏转光纤尖端的一种很有前景的

选 择;但 是 由 于 扫 描 速 度 沿 扫 描 半 径 增 加,视 场

(FOV)上的照明密度分布不均匀,中心区域的高光

照密度容易导致组织光损伤或光漂白。此外,由于

正交扫描轴之间的串扰,压电管和单根光纤之间一

旦出现微小的离轴偏差,就会导致螺旋扫描图案严

重失真[38]。
综上所述,eCLE使用点扫描的方式通过扫描装

置驱动单根光纤进行扫描,进而实现高分辨率的共聚

焦内窥成像。由于eCLE采用的是远端扫描方式,机
械扫描装置包含在成像探头内,因此需要对机械扫描

装置进行微型化。然而,eCLE所需的机械扫描装置

的小型化在技术上还存在挑战,并且扫描装置价格昂

贵,因此在临床应用上受到一定限制。

3.2 探头式共聚焦内窥镜(pCLE)
与eCLE不同,pCLE采用近端扫描模式,即扫描

装置位于光纤束前端。如图2(d)所示,扫描装置不包

含在远端探头内,而是在光纤束的近端使用扫描装置

实现二维扫描,因此其尺寸不受限制[44]。光纤束通常

由30000~100000根独立的阶跃折射率光纤组成,光
纤束的总直径在数百微米到几毫米之间,纤芯直径为

2.0~4.0
 

μm,纤芯间距为3.2~6.0
 

μm。在光纤束

中,较高折射率的纤芯都嵌在一个具有较低折射率的

包层中[3]。pCLE有两种成像模式,一种是光纤束直

接接触式[45],另一种是在光纤束远端配微型探头[46]。
在光纤束直接接触式成像模式中,探头内部无镜头,焦
面位于光纤端面,成像时光纤束与样本直接接触。为

了提高横向分辨率同时增加探头的工作距离,需要在

光纤束的远端配备微透镜[46],如图4所示[47]。
1993 年,Aziz 和 Gmitro[48] 使 用 标 准 Zeiss

 

LSM10共聚焦显微镜在荧光模式下对10000
 

pixel的

相干光纤束进行光栅扫描,并在此基础上首次提出了

使用光纤束进行共聚焦成像的方法。2004年,Mauna
 

Kea
 

Technologies公司开发了光纤共聚焦荧光显微镜

系统(FCFM),并基于该显微镜系统实现了在细胞水

平上实时观察活体和原位生物组织,视野为160
 

μm×
120

 

μm,实现了横向分辨率为2.5
 

μm和轴向分辨率

为20
 

μm 的成像,组织成像深度为80
 

μm
[49]。2010

年,Sun等[50]开发了低成本、小型化针式反射共聚焦

探头(通过偏振成像来抑制光纤束镜面反射的背景噪

声),该探头的外径仅为450
 

μm,横向分辨率约为

3.5
 

μm。2018年,Wang等[51]开发了一种基于近红外

探 头 的 共 聚 焦 显 微 内 窥 镜,该 内 窥 镜 的 直 径 为

2.6
 

mm,由780
 

nm波长激发,可以实现1.55
 

μm的

横向分辨率以及330
 

μm×330
 

μm的成像视野,并且

可在细胞分辨率下实现300
 

μm深度组织的成像。
光纤束的主要缺点是纤芯之间的非成像空间以及

光纤之间的芯到芯距离会造成像素化伪影[3],因此,光
纤束在样品平面上成像的横向分辨率有限。此外,由
于 相邻纤芯之间包层的光学串扰,成像对比度会降
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图4 光纤束扫描共聚焦内窥镜示意图[47]

Fig 
 

4 Schematic
 

of
 

fiber
 

bundle
 

scanning
 

confocal
 

endoscopy 47 

低[26]。为了减少像素化伪影,目前已有多种图像处理

方法被开发出来。Kyrish等[52]使用定制的机电致动

器获取样本的位移模式,然后使用算法组合重新对齐

有位移的图像,以提高横向分辨率。Han等[53]提出了

另一种方法,即,通过直方图均衡化和高斯空间平滑滤

波器的组合对图像进行后处理,以去除光纤束结构的

像素化伪影。
eCLE和pCLE两种模式的共聚焦内窥镜的优劣

势如表1所示。eCLE通过点扫描可以实现较高的分

辨率,但由于其扫描装置位于探头内,探头尺寸会受到

扫描装置的限制。pCLE探头中不包含扫描装置,不受

扫描装置尺寸的限制,但其分辨率受限于纤芯之间的距

离且成像质量受光纤束蜂窝状结构的影响。eCLE和

pCLE利用的都是传统的共聚焦显微成像技术,且均利

用单波长进行激发,而传统的单波长共聚焦内窥镜需要

通过机械扫描完成三维成像,成像速度慢。因此,传统

的共聚焦内窥显微成像方案均无法实现快速的三维深

层组织成像,不能满足临床上实时光学诊断的需求。
表1 不同类型的共聚焦内窥镜

Table
 

1 Different
 

types
 

of
 

confocal
 

endoscopes

Type Fiber
 

type Advantage Disadvantage Stage

eCLE
Single-core

 

fiber 29 38-42 
Point

 

scanning
 

to
 

achieve
 

high
 

resolution

Distal
 

scanning 
 

scanning
 

device
 

is
 

contained
 

in
 

the
 

probe 
 

the
 

scanning
 

device
 

needs
 

to
 

be
 

miniaturized

Commercial
EC3870CILK 

 

Pentax
 no

 

sale 

pCLE
Fiber

 

bundle 47-51 

1 
 

Proximal
 

scanning 
 

no
 

scanning
 

device
 

is
 

included
 

in
 

the
 

probe 
 

no
 

size
 

limitation
 

of
 

the
 

scanning
 

device 
2 

 

Easy
 

to
 

operate

1 
 

The
 

resolution
 

is
 

limited
 

by
 

the
 

distance
 

between
 

the
 

cores 
2 

 

The
 

pixelation
 

of
 

the
 

fiber
 

bundle
 

affects
 

the
 

image
 

quality 
 

3 
 

The
 

background
 

reflection
 

on
 

the
 

end
 

face
 

of
 

the
 

fiber
 

bundle
 

limits
 

the
 

image
 

contrast

Commercial
Cellvizio 

 

Mauna
 

Kea
 

Technologies

Chromatic
 

confocal
 

endoscope

Fiber
 

bundle
 

&
 

single-core
 

fiber 54-56 

1 
 

Multi-wavelength
 

excitation 
 

three-dimensional
 

imaging
 

without
 

mechanical
 

scanning 
2 

 

Simultaneous
 

acquisition
 

of
 

multi-depth
 

information
 

to
 

improve
 

imaging
 

speed

Hard
 

to
 

guarantee
 

large
 

chromatic
 

aberration
 

and
 

small
 

spherical
 

aberration
 

at
 

the
 

same
 

time
 

in
 

the
 

case
 

of
 

lens
 

miniaturization 
 

and
 

the
 

axial
 

resolution
 

is
 

poor
 

due
 

to
 

the
 

spherical
 

aberration
 

of
 

the
 

lens

In
 

research

3.3 光谱编码共聚焦内窥镜

由于共聚焦显微内窥镜的视野一般小于0.5
 

mm×
0.5

 

mm,因此难以对可疑病变区域进行大范围成像,
无法在短时间内检查整个病变区域。光谱编码共聚焦

显微技术是一种通过光谱编码横向位置的反射式共聚

焦显微技术。在光谱编码共聚焦显微镜中,照明光通

过单模光纤传输至光栅,然后进行衍射分光,不同波长

的光通过高数值孔径的物镜聚焦在样品的不同横向位

置。因此,相比传统的激光共聚焦显微镜,光谱编码共

聚焦显微镜可以显著提高成像速度,实现短时间内大
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面积成像。
1998年,Tearney等[57]首次开发出了光谱编码共

聚焦显微镜系统。在该系统中,中心波长为940
 

nm、
带宽为75

 

nm的光源通过单模光纤耦合器后分别进

入样品臂和干涉臂,样品臂为包含光栅和物镜的共聚

焦探头,而参考臂中放置有线性平移镜,用于进行傅里

叶变换,进而解码波长与空间位置的对应关系。该系统

的视野仅为130
 

μm×130
 

μm,横向分辨率为0.78
 

μm,
扫描单幅图像需要60

 

min。在此基础上,Tearney团

队[58-59]分别于2005年和2013年针对系统的成像速度

进行两次改进:使用100
 

kHz扫描速率、80
 

mW 输出

功率的快速扫频光源,对样品进行快速扫描;将波长与

样本横向位置的函数转化为时间与空间位置的函数,
省去了快速傅里叶变换的时间,对离体组织成像的速

率达到了6.6
 

mm2/s,成像的横向分辨率为1.6
 

μm,
成像深度为350

 

μm。2010年,Tao等[60]利用超发光

二极管和最大线成像速率可达52
 

kHz的高速光谱仪

开发了用于活体眼底成像的光谱编码共聚焦显微镜系

统。2017年,Tao团队[61]又将光谱编码共聚焦系统和

频域 OCT 结 合,以200
 

frame/s的 速 度 同 时 采 集

OCT和光谱编码共聚焦图像,以提供视网膜横向和轴

向的运动信息。2021年,Rashtchian团队[62]将光谱仪

作为探测器搭建光谱编码共聚焦系统,利用中心波长

为1311
 

nm的近红外光实现了147
 

kHz的成像频率,
横向和轴向分辨率分别为2

 

μm和10
 

μm。
 

光谱编码共聚焦显微镜的高成像速率可在一定程

度上解决共聚焦视野小的问题,但成像深度仍限制在

200
 

μm以内。在较大的成像深度下,由于光散射和光

学像差,光谱编码共聚焦显微镜的有效分辨率会显著

降低。此外,在光谱编码共聚焦显微镜系统中,光束经

过了衍射元件分光,光束离轴传播,因此该系统物镜的

设计既要保证垂轴色差,又要消除其他像差,以保证图

像质量。
3.4 色散共聚焦内窥镜

色散共聚焦技术在实现高分辨率快速多深度成像

方面具有一定潜力[63-67]。与传统的共聚焦显微技术

相比,色散共聚焦显微技术可以利用镜头的色焦位移

来实现多深度同步成像,无需任何轴向的机械扫描。
色散共聚焦技术依据光学元件色散的原理,即不同波

长的光在光学器件内的传播速度不同,将多光谱光源

聚焦在样品的不同深度处,实现多深度信息的同时探

测。Olsovsky等[63]开发了一种色散共聚焦显微镜,该
显微镜使用4个非球面透镜和一个数值孔径为0.8的

水浸透镜作为物镜,在590~775
 

nm波长范围内实现

了150
 

μm 的成像深度和约3
 

μm 的轴向分辨率。
Liang团队[68]开发了一种基于数字反射镜设备的色散

共聚焦显微镜,其成像深度为45
 

μm,波长为505~
650

 

nm,轴向分辨率约为12
 

μm。上述工作已经证明

了色散共聚焦系统在医疗应用方面的潜力,但上述系

统并未小型化为内窥镜。Lane等[54]提出了一种基于

光纤的色散共聚焦显微内窥镜,并通过直径为1
 

mm
的梯度渐变折射率透镜(GRIN)

 

在
 

200
 

nm
 

波段范围

内实现了
 

40
 

μm
 

的色散焦移范围;此外,Lane等通过

微处理器芯片的成像实验验证了其光学切片能力。
Kang等[56]设计了一种光谱编码的共聚焦内窥镜探

头,该探头通过使用以倾斜角排列的物镜来生成不平

行于组织表面的焦线,以增大成像深度。
为了进一步增加色散共聚焦内窥镜的成像深度,

满足临床中对肿瘤侵犯深度的判断,本团队自制了一

种同时具备高分辨率和大深度的基于光纤的大深度

3D色散共聚焦显微内窥镜[55]。在色散共聚焦技术

中,物镜是实现大成像深度和高分辨率的关键。物镜

的轴向色差范围决定着成像深度的范围,具有大的轴

向色差是大深度成像的前提。本团队设计了一种既有

大轴向色散又有球差校正功能的微透镜,可在保证大

轴向色差的同时实现高分辨率成像。同时,本团队使

用了一根包含50000个单模纤芯的光纤束来采集共焦

反射信号。最后,利用高速多像素光谱仪实现了多深

度信号的同时检测,以更快的速度获取沿组织轴向

的3D信息。最终实现了2.3
 

μm的横向分辨率和

12.2
 

μm的轴向分辨率,对三维仿体的成像深度可达

570
 

μm。
以上研究验证了色散共聚焦内窥镜可以改善传统

共聚焦内窥镜成像深度不足的缺陷,同时也彰显了其

在胃癌诊断中的巨大潜力。但由于镜头加工工艺的限

制,相比传统的共聚焦内窥镜,色散共聚焦内窥镜无法

在镜头微型化的情况下同时保证大色差和小球差,从
而导致轴向分辨率受限。

4 生物医学应用

4.1 消化道疾病诊断

作为一种“光学活检”工具,共聚焦显微内窥镜以

其卓越的亚细胞分辨率被应用于消化道的早期诊

断[69-70]。近年来,新应用于临床的窄谱技术,如窄带

成像技术(NBI)、可变光谱影像增强技术(FICE)、I-
SCAN技术和蓝激光技术(BLI),通过光学或数字滤

波的方式利用蓝光照射组织,以强化黏膜表面的细微

结构和微血管形态,进而提高成像对比度,但仍然没有

解决成像分辨率低的问题[70]。共聚焦内窥镜通过探

测组织中反射的荧光进行成像,分辨率可达亚微米量

级,能够观察到普通内镜观察不到的黏膜细微结构,而
且其成像结果呈现出与病理活检高度一致的细胞形

态。共聚焦内窥镜具有光学切片的能力,有助于诊断

黏膜病变[71-72]。
4.1.1 食管疾病诊断

已经有研究表明共聚焦内窥镜在诊断食管癌前病

变和肿瘤方面具有潜在优势,可以指导活检并可以提

高诊断准确性,同时可以减少随机活检的次数[73]。
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非发育异常的巴雷特食管(BE)上皮在共聚焦成

像中很容易识别。共聚焦内窥镜将杯状细胞中包含

的黏蛋白显示为柱状细胞内的特征性黑色圆形结

构,这些结构很容易通过明亮的轮廓来识别[74]。此

外,腺体具有线性轮廓,腺间隙大小规则,如图5所

示。Gaddam等[75]在一项研究中定义了用于诊断高

度不典型增生(HGD)和黏膜内腺癌的pCLE标准。
他们选择了预测BE瘤准确度最高(81.5%)的6个标

准:1)锯齿状上皮表面;2)难以识别的杯状细胞;3)非
等距腺体;4)大小和形状不等的腺体;5)扩大的细胞;
6)非等距和不规则的细胞。近期,低度不典型增生

(LGD)的pCLE标准也被建立[76]。低度不典型增生

在共聚焦内窥镜下的特征与更晚期的异型增生相似,
但其可以反映更细微的组织学异常。低度不典型增生

的pCLE标准包括:1)深色非圆形腺体;2)不规则的腺

体形状;3)杯状细胞缺失;4)不同程度的暗度,具有明

显的截止;5)可变单元大小;6)细胞分层。最近,一项

荟萃分析论文回顾了共聚焦内窥镜在诊断BE相关瘤

形成方面的总体准确性,该荟萃分析包括来自709名

患者的8项研究[77]。BE相关肿瘤诊断的总体敏感性

和特异性分别为89%(95%置信区间,0.80~0.95)
 

和
 

75%
 

(95%置信区间,0.69~0.81)。

图5 巴雷特食管低度不典型增生和高度不典型增生的pCLE标准[73]。(a)深色非圆形腺体;(b)不同程度的黑暗与尖锐的截止

边缘;(c)细胞分层;(d)难以识别的杯状细胞;(e)大小和形状不等的腺体;(f)非等距不规则细胞;(g)锯齿状上皮表面;

  (h)非等距腺体;(i)扩大的细胞

Fig 
 

5 Probe-based
 

confocal
 

laser
 

endomicroscopy
 

 pCLE 
 

criteria
 

for
 

low-grade
 

dysplasia
 

 LGD 
 

and
 

high-grade
 

dysplasia
 

 HGD 
 

in
 

Barretts
 

oesophagus 73  
 

 a 
 

Dark
 

non-round
 

glands 
 

 b 
 

variable
 

degree
 

of
 

darkness
 

with
 

sharp
 

cut-off 
 

 c 
 

cellular
 

stratification 
 

 d 
 

poorly
 

identifiable
 

goblet
 

cells 
 

 e 
 

glands
 

unequal
 

in
 

size
 

and
 

shape 
 

 f 
 

non-equidistant
 

  and
 

irregular
 

cells 
 

 g 
 

saw-toothed 
 

epithelial
 

surface 
 

 h 
 

non-equidistant
 

glands 
 

 i 
 

enlarged
 

cells

  已有研究[78]报道了CLE对早期食管鳞状细胞癌

(OSCC)的诊断。正常鳞状上皮的CLE特征为:深色

均质的上皮细胞,结构规则,边界和毛细血管清晰可

见,造影剂没有渗透到周围组织中。肿瘤组织的特征

是具有不规则结构的暗细胞,大小不一,缺乏清晰可见

的边界,有新血管(扭曲、不规则和细长的肿瘤血管,直
径较大)生成的迹象,并且荧光素通过毛细血管壁渗

漏[78]。在对21名疑似早期OSCC患者进行的共聚焦

成像小型前瞻性队列研究中,研究人员先进行0.5%
 

Lugol溶液染色内镜检查,而后对43个未染色区域进

行了共聚焦内窥成像。最终,OSCC诊断的总体准确

率为95%,敏感性和特异性分别为100%和87%。
4.1.2 对胃成像

共聚焦激光内窥镜已被广泛应用于检测胃癌

(GC)的肿瘤性病变和癌前病变,例如萎缩性胃炎

(AG)
 

或肠化生(IM)。2008年,第一个应用于胃组

织成像的共聚焦激光内窥镜图像分类方法被提出,
它描述了与疾病谱相关的7种类型的胃凹模式,从
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正常黏膜到AG/IM,最终到早期GC[79]。近期,这种

分类被改进为包含胃凹模式和血管结构[80]。其中:I
型胃小凹模式呈现为具有圆形/宽/狭缝状开口的规

则小凹,分别对应于位于贲门/胃体/胃窦的正常黏

膜;Ⅱ型胃小凹模式被细分为呈开口细长且凹坑规

则的Ⅱa型、呈开口扩张且凹坑缩小的Ⅱb型以及呈

杯状细胞外观且带有深色黏蛋白的Ⅱc型,它们分别

代表炎症性黏膜、萎缩黏膜以及IM;Ⅲ型细分为呈

现轻度至中度不规则凹坑且衬里上皮宽度可变的

Ⅲa型、呈现具有不规则衬里上皮且凹坑明显扭曲的

Ⅲb型以及呈现非典型腺体/不规则暗细胞分散的

Ⅲc型,它们分别代表低度上皮内瘤变、高级别上皮

内瘤变和分化/低分化腺癌[80]。血管结构也分为3
种类型,其中I型为正常黏膜(毛细血管正常,管径正

常,贲门/胃体/胃窦分别呈杵状/蜂窝状/盘绕状),
Ⅱ型为炎性胃黏膜(毛细血管增多,渗漏增多),Ⅲ型

以肿瘤性胃黏膜为主(不规则毛细血管,不均匀渗

漏/扩张口径)[80]。该pCLE标准对 AG的敏感性和

特异性分别为89%和99%,对IM 的敏感性和特异

性分别为
 

92%和99%,对GC的敏感性和特异性分

别为90%和99%。肿瘤性病变与非肿瘤性病变区

分的观察者间一致性较好(Kappa值为0.70)[80]。共

聚焦激光内窥镜下正常和病理性胃黏膜的外观如

图6所示[73]。

图6 正常和病理性胃黏膜的eCLE图像[73](放大倍率:1000倍)。(a)胃底处的正常胃黏膜,其胃小凹是圆形(实线箭头),网状

上皮下毛细血管网络围绕胃小凹(虚线箭头);(b)胃体部的正常胃黏膜,其胃小凹是圆形(实线箭头),蜂窝状上皮下毛细

血管网络围绕胃小凹(虚线箭头);(c)胃窦部的正常胃黏膜,其胃小凹为线形(实线箭头),螺旋形上皮下毛细血管网络围绕

胃小凹(虚线箭头);(d)低级别胃上皮内癌变,其胃小凹大小不一,毛细血管网增厚迂回;(e)高级别胃上皮内癌变,其胃小

  凹排列异常,增厚的毛细血管网络和增加的分支呈团状

Fig 
 

6 eCLE
 

appearance
 

of
 

normal
 

and
 

pathological
 

gastric
 

mucosa 73 
 

 magnification 
 

1000×  
 

 a 
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in
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 solid
 

arrow 
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surround
 

the
 

gastric
 

pits
 

 dash
 

arrow  
 

 b 
 

normal
 

gastric
 

mucosa
 

in
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body 
 

where
 

gastric
 

pits
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round
 

 solid
 

arrow  
 

and
 

honeycomb-like
 

subepithelial
 

capillary
 

network
 

patterns
 

surround
 

gastric
 

pits
 

 dash
 

arrows  
 

 c 
 

normal
 

gastric
 

mucosa
 

in
 

the
 

antrum 
 

where
 

gastric
 

pits
 

are
 

the
 

line
 

type
 

 solid
 

arrow 
 

and
 

coil-shaped
 

subepithelial
 

capillary
 

network
 

patterns
 

surround
 

gastric
 

pits
 

 dash
 

arrow  
 

 d 
 

low
 

grade
 

gastric
 

intraepithelial
 

neoplasia 
 

where
 

gastric
 

pits
 

is
 

different
 

in
 

sizes 
 

capillary
 

network
 

is
 

thickened
 

and
 

circuitous 
 

 e 
 

high
 

grade
 

gastric
 

intraepithelial
 

neoplasia 
 

where
 

gastric
 

pits
 

exhibit
 

  abnormal
 

arrangement 
 

and
 

the
 

thickened
 

capillary
 

network
 

and
 

increasing
 

branch
 

present
 

a
 

mass
 

shape

4.2 对皮肤成像

共聚焦激光扫描显微镜可以在不同深度下对皮肤

进行无创虚拟切片,在水平平面中获得的灰度图像平

行于皮肤表面,不需要进行组织处理或着色[81-82]。它

允许在不同时间间隔下对同一皮肤区域进行实时重复

成像,是监测疾病进展和治疗效果以及研究皮肤动态
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行为的绝佳工具[83-90]。根据图像对比度的来源,共聚

焦激光扫描显微镜可以工作于荧光或反射模式下。荧

光共聚焦显微镜(FCM)需要使用荧光剂[91],而且主要

用于实验研究,在损伤和非损伤皮肤中的应用潜力巨

大[92-93]。基于细胞结构折射率差异[94]设计的反射共

聚焦显微镜(RCM)已被广泛应用于黑色素细胞[95-98]

和非黑色素细胞皮肤肿瘤[96,99]的无创评估,评估结果

与皮肤镜检查和组织学检查结果具有良好的相关性。
此外,这种新型成像技术已被证明可用于诊断各种炎

症性皮肤病[100]以及具有皮肤病学表现的病症[101],并
可用于研究伤口愈合等动态过程[102-103],实时评估血

流以响应各种局部刺激[90,104]或白细胞迁移[85-86]。
体内共聚焦显微镜具有多种功能,可以非侵入性

地获取3D高分辨率图像[105]。在皮肤病学中,这种非

侵入性技术可以用于对人体皮肤进行渐进深度的非破

坏性光学切片[105-106]。目前,体内反射共聚焦显微镜

被认为是最有前途的非侵入性成像技术,可用于浅表

皮肤肿瘤的准显微形态学观察和动态表征[99]。反射

共聚焦显微镜成像与皮肤镜检查相结合不仅可以提高

皮肤癌诊断的准确性,还可以减少良性皮肤病变的活

检次数。此外,它还有助于在手术切除或其他侵入性

治疗之前确定肿瘤边缘[99]。目前,已有研究团队开发

了将反射模式下的共聚焦激光扫描显微镜与荧光技术

相结合的新型多激光设备,与单独使用一种共聚焦显

微镜模式相比,该设备可以提供更多附加信息[16]。目

前,许多皮肤病学研究已经证实了体内共聚焦成像的

诊断潜力[92]。
4.3 宫颈成像

宫颈癌被认为是从宫颈上皮化生、不典型增生

和随后 逐 渐 变 化 为 癌 症 的 多 步 骤 病 变 发 展 而 来

的[107]。体内共聚焦成像可以提供有关上皮细胞亚

细胞形态和生化变化的信息,有助于识别和监测宫

颈上皮癌前病变[107-110]。目前,很多研究已经证明了

宫颈的共聚焦内窥成像可以提供核和粗细胞形态的

相关信息,并且可以结合组织学和癌前状态进行定

量评估[111]或定性评估[112]。有研究证明,在无须切

除组织的情况下,采用体内反射共聚焦显微镜可以

看到与宫颈上皮内瘤变进展相关的核质比和核密度

的增加[109-111],如图7所示。因此,共聚焦内窥镜检

查可以在阴道镜检查时评估和诊断宫颈上皮内瘤

变。将荧光共聚焦显微镜与癌症功能基因组学结合

可以增加早期癌症检测的特异性,例如可以通过检

测代谢指标NADH和FAD来检测伴随发育不良进

展的细胞代谢变化[107,110]。

  Notes:
 

Figs.
 

(d)
 

and
 

(h)
 

are
 

classified
 

as
 

CIN
 

2,
 

while
 

all
 

other
 

images
 

contain
 

CIN
 

3
 

tissue.
图7 高度鳞状上皮内病变表层的内窥镜成像以及对应于相同成像位置的染色组织切片(比例尺尺寸为50

 

μm)
[109]。

  (a)~(d)内窥镜成像;(e)~(h)染色组织切片

Fig 
 

7 Endomicroscopy
 

images
 

of
 

high-grade
 

squamous
 

intraepithelial
 

lesion
 

 HSIL 
 

surface
 

and
 

stained
 

histology
 

sections
 

corresponding
 

to
 

the
 

same
 

imaging
 

locations
 

 scale
 

bar 
 

50
 

μm  
109  

 

 a -- d 
 

Endomicroscopy
 

images 
 

 e -- h 
 

stained
 

  histology
 

sections

  宫颈活体共聚焦内窥显微镜可以为临床医生提供

实时细胞水平图像,以评估形态和结构特征。因此,它
可以用作阴道镜检查的辅助手段。如果体内共聚焦内窥

显微镜的使用可以从单纯的活检指导扩展到即时和准确

诊断的独立工具,那么它的临床价值将会显著增加[109]。
4.4 眼部成像

1985年,Lemp等[113]发表了第一张全层人类角

膜的共焦图像。在随后的20年中,随着共聚焦显微镜

在体内的进一步发展和临床应用,人们对正常、患病和

术后人类角膜的了解进一步提高[114-115]。体内共聚焦

显微镜通过对活体角膜的全层进行成像来提供正面光

学切片的连续图像[116]。共聚焦显微镜的非侵入性特

性允许对角膜的生理状态进行快速检查,并允许对角

膜的同一部位进行重复分析,这对于纵向评估以识别
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疾病进展和评估治疗效果非常重要。在过去的10年

中,活体共聚焦显微镜(IVCM)在临床中逐渐获得了

应用,有助于诊断、治疗和研究多种疾病,例如治疗由

防腐剂引起的毒性[117-118]、不同的眼疾[119-120]、医源性

损伤[121],研究感染[122]和营养不良[123]、结膜[124-126]和

角膜 缘[127]病 理 学,诊 断 眼 表 肿 瘤[128]和 角 膜 沉 积

物[129-130]。除了提供定性信息外,共聚焦显微镜还允

许对活角膜的层、神经和细胞进行定量分析,并可以确

定角膜的光散射和可见结构的深度[114]。
综上,共聚焦内窥成像技术已被大量研究证明可

用于诊断食管、胃、皮肤、眼睛和宫颈等疾病,如表2
所示。

表2 共聚焦显微内窥技术在生物医学中的应用

Table
 

2 Application
 

of
 

confocal
 

endomicroscopy
 

techniques
 

in
 

biomedicine

Position Disease Modality

Esophagus

1 
 

Early
 

esophageal
 

squamous
 

cell
 

carcinoma 78 

2 
 

High-grade
 

dysplasia
 

and
 

intramucosal
 

adenocarcinoma 75 

3 
 

Barretts
 

esophagus
 

and
 

related
 

neoplasia 74 77 

4 
 

Mild
 

and
 

moderate
 

dysplasia 76 

Fluorescence
 

confocal

Stomach

1 
 

Atrophic
 

gastritis 
 

intestinal
 

metaplasia 
 

gastric
 

cancer 79 

2 
 

Low-
 

and
 

high-grade
 

intraepithelial
 

neoplasia
 

and
 

differentiated poorly
 

differentiated
 

adenocarcinoma 80 

3 
 

Low-
 

and
 

high-grade
 

intraepithelial
 

neoplasia 73 

Fluorescence
 

confocal

Skin
 

1 
 

Psoriasis 87-88 

2 
 

Malignant
 

pigmented 
 

hyperpigmented
 

and
 

non-pigmented
 

macules
 

on
 

the
 

face 95 

3 
 

Melanoma 96-99 

4 
 

Skin
 

inflammation 89-90 106 
 

Reflectance
 

confocal

Eye
 

1 
 

Keratitis 114-116 

2 
 

Eye
 

toxicity
 

of
 

preservatives 117-118 

3 
 

Glaucoma 119 124 

4 
 

Cataract 120-121 

5 
 

Corneal
 

dystrophy 116 123 

6 
 

Corneal
 

intraepithelial
 

neoplasia 128 

7 
 

Corneal
 

pathology
 

in
 

Crohns
 

disease 129 

Fluorescence
 

confocal

Cervix
 1 

 

Epithelial
 

precancerous
 

lesions
 

of
 

the
 

cervix 107-110 112-113 132-134 

2 
 

Cellular
 

metabolic
 

changes
 

in
 

dysplastic
 

progression 107 117 120 

Fluorescence
 

confocal
 

&
 

reflectance
 

confocal

5 结  论

光学切片显微镜是生物学研究的有力工具,而共

聚焦显微镜通常是首选工具。由于共聚焦内窥镜比传

统内窥镜具有更高的放大率和分辨率,带有微型探头

的共聚焦内窥镜能够对不同的组织、细胞、分子甚至是

细菌进行体内和实时成像[135-136]。大量研究证实,共
聚焦内窥镜具有很高的诊断准确性,共聚焦内窥技术

已成为临床和研究应用的重要工具。
虽然共聚焦内窥镜有望实现光学病理诊断,但其

在临床应用上仍存在一些局限性。在早期胃癌诊断的

临床应用中,一旦肿瘤深入黏膜下层,就存在淋巴结转

移的风险。因此,有必要从组织黏膜的下层获取信

息[3,22]。临床上亟需能够提供足够成像深度的工具来

评估早期胃部肿瘤的侵袭深度,而传统的共聚焦显微

技术都是由单波长激发的,其成像深度与波长相关,这
使得共聚焦显微技术的成像深度有限(限于200~

300
 

μm),阻碍了对组织表面的观察[137]。除此之外,
单波长激发下只能对特定的组织深度进行成像,而且

一次只能进行一个深度平面的成像。因此,传统共聚

焦显微技术需要通过机械扫描的形式完成3D成像,
成像速度慢,不能满足实时3D成像的临床需求。色

差共聚焦技术有可能实现高分辨率的快速多深度成

像[63-68,138]。在彩色共聚焦成像技术中,当白光通过镜

头时,由于传统镜头对不同波长光的折射率不同,每个

单色光分量在光轴上的焦点不同。因此,可以基于色

散元件用波长对光轴进行编码。与传统的共聚焦显微

镜相比,色差共聚焦显微镜无需任何机械轴向扫描即

可实现多波长成像。但受镜头加工工艺的限制,同时

满足小尺寸、大色差及小球差是一个巨大的技术挑战。
近年来,一些新兴的扫描技术也有应用于内窥成像的

潜力。例如,Deguchi等[139]将超声波驱动的液态透镜
(TAG透镜)集成到具有共振振镜的共聚焦显微镜中

进行连续轴向移焦,实现了30
 

Hz的3D成像。未来,
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为了促进临床应用,应致力于开发集高分辨率、大成像

深度及高速成像于一体的内窥镜显微技术。
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Beijing 
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Abstract

Significance Over
 

the
 

past
 

few
 

decades 
 

endoscopes
 

have
 

been
 

used
 

to
 

view
 

the
 

interior
 

of
 

cavities
 

in
 

the
 

human
 

body
 

or
 

the
 

surfaces
 

of
 

internal
 

human
 

organs
 

noninvasively
 

for
 

diagnosis
 

or
 

treatment 
 

However 
 

white
 

light
 

endoscopy
 

and
 

magnifying
 

endoscopy
 

widely
 

used
 

in
 

clinical
 

practice
 

have
 

poor
 

resolution
 

and
 

contrast
 

and
 

require
 

pathological
 

biopsy
 

examination
 

to
 

confirm
 

the
 

diagnosis 
 

In
 

recent
 

years 
 

narrow-spectrum
 

technology
 

has
 

used
 

blue
 

light
 

via
 

optical
 

or
 

digital
 

filtering
 

to
 

irradiate
 

tissues
 

and
 

enhance
 

the
 

microstructural
 

and
 

microvascular
 

morphology
 

of
 

the
 

mucosal
 

surface 
 

improving
 

the
 

imaging
 

contrast 
 

However 
 

it
 

still
 

exhibits
 

poor
 

resolution 
 

White
 

light
 

and
 

narrow-spectrum
 

endoscopy
 

cannot
 

achieve
 

cellular-level
 

resolution 
 

therefore 
 

a
 

purely
 

optical
 

biopsy
 

cannot
 

be
 

performed 
 

significantly
 

reducing
 

diagnosis
 

accuracy 
 

Confocal
 

endoscopy
 

has
 

emerged
 

owing
 

to
 

its
 

submicron
 

resolution
 

and
 

optical
 

sectioning
 

capability 
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Cell
 

morphology
 

observed
 

using
 

confocal
 

endoscopy
 

is
 

highly
 

consistent
 

with
 

the
 

biopsy
 

pathology 
 

Since
 

its
 

introduction
 

in
 

2004 
 

confocal
 

laser
 

endomicroscopy
 

 CLE 
 

has
 

become
 

a
 

vital
 

technique
 

in
 

gastrointestinal
 

endoscopic
 

imaging 
 

Confocal
 

laser
 

endoscopy
 

enables
 

endoscopists
 

to
 

perform
 

cellular
 

imaging
 

and
 

tissue
 

structure
 

assessments
 

at
 

the
 

focal
 

plane
 

during
 

endoscopic
 

testing 
 

Thus 
 

real-time
 

in
 

vivo
 

histological
 

information
 

can
 

be
 

obtained 
 

enabling
 

optical
 

biopsy  
 

Progress Confocal
 

microscopy
 

was
 

first
 

developed
 

in
 

1957
 

by
 

Minsky 
 

who
 

used
 

pinholes
 

on
 

the
 

illumination
 

and
 

detection
 

sides
 

in
 

the
 

same
 

conjugate
 

image
 

plane
 

to
 

achieve
 

confocal  
 

In
 

1967 
 

Egger
 

and
 

Petrǎn
 

successfully
 

used
 

confocal
 

microscopy
 

for
 

label-free
 

imaging
 

of
 

neural
 

tissues 
 

The
 

key
 

to
 

confocal
 

microscopy
 

imaging
 

technology
 

is
 

that
 

the
 

double
 

focus 
 

of
 

the
 

two
 

pinholes
 

can
 

shield
 

all
 

signals
 

from
 

the
 

nonfocal
 

plane 
 

and
 

the
 

photomultiplier
 

tube
 

behind
 

the
 

detection
 

pinhole
 

can
 

detect
 

only
 

the
 

signal
 

from
 

the
 

focal
 

plane
 

to
 

achieve
 

optical
 

sectioning 
 

Depending
 

on
 

the
 

source
 

of
 

the
 

image
 

contrast 
 

laser
 

scanning
 

confocal
 

microscopy
 

can
 

be
 

performed
 

in
 

the
 

fluorescence
 

or
 

reflectance
 

mode 
 

Fluorescence
 

confocal
 

microscopy
 

requires
 

fluorescent
 

contrast
 

agents
 

to
 

generate
 

contrast 
 

yielding
 

spatial
 

and
 

functional
 

information
 

about
 

endogenous
 

autofluorescence
 

and
 

exogenously
 

labeled
 

molecules
 

and
 

structures 
 

Reflection
 

confocal
 

microscopy
 

relies
 

on
 

differences
 

in
 

the
 

refractive
 

indices
 

of
 

cellular
 

structures
 

to
 

generate
 

natural
 

contrast 
Based

 

on
 

the
 

scanning
 

method 
 

confocal
 

endoscopy
 

in
 

confocal
 

endoscopic
 

imaging
 

technology
 

is
 

divided
 

into
 

endoscopy-integrated
 

and
 

probe-based
 

confocal
 

endoscopy 
 

As
 

shown
 

in
 

Figure
 

2 
 

the
 

endoscopy-integrated
 

confocal
 

endoscope
 

adopts
 

the
 

distal
 

scanning
 

mode
 

 Fig 
 

2 b   
 

whereas
 

the
 

probe-based
 

confocal
 

endoscope
 

adopts
 

the
 

proximal
 

scanning
 

mode
 

 Fig 
 

2 a   
 

The
 

eCLE
 

uses
 

a
 

point-scanning
 

method
 

to
 

drive
 

a
 

single
 

optical
 

fiber
 

to
 

scan
 

through
 

a
 

scanning
 

device 
 

achieving
 

high-resolution
 

confocal
 

endoscopic
 

imaging 
 

Because
 

the
 

eCLE
 

adopts
 

a
 

distal
 

scanning
 

method
 

and
 

the
 

mechanical
 

scanning
 

device
 

is
 

included
 

in
 

the
 

imaging
 

probe 
 

it
 

is
 

necessary
 

to
 

miniaturize
 

the
 

mechanical
 

scanning
 

device 
 

However 
 

the
 

miniaturization
 

of
 

this
 

device
 

required
 

for
 

confocal
 

endoscopy
 

is
 

technically
 

challenging
 

and
 

expensive 
 

Therefore 
 

eCLE
 

is
 

limited
 

to
 

clinical
 

applications
 

because
 

of
 

the
 

limited
 

size
 

of
 

the
 

mechanical
 

scanning
 

device 
 

The
 

pCLE
 

probe
 

does
 

not
 

contain
 

a
 

scanning
 

device 
 

and
 

the
 

scanning
 

device
 

does
 

not
 

have
 

size
 

limitation 
 

However 
 

its
 

resolution
 

is
 

limited
 

by
 

the
 

distance
 

between
 

the
 

cores 
 

and
 

the
 

imaging
 

quality
 

is
 

affected
 

by
 

the
 

honeycomb
 

structure
 

of
 

the
 

fiber
 

bundle 
 

As
 

both
 

eCLE
 

and
 

pCLE
 

are
 

based
 

on
 

traditional
 

confocal
 

microscopy
 

imaging
 

techniques 
 

they
 

use
 

a
 

single
 

excitation
 

wavelength 
 

However 
 

the
 

traditional
 

confocal
 

endoscope
 

requires
 

mechanical
 

scanning
 

to
 

complete
 

three-
dimensional

 

imaging 
 

and
 

the
 

imaging
 

speed
 

is
 

low 
 

Therefore 
 

traditional
 

confocal
 

endoscopic
 

microscopy-imaging
 

solutions
 

cannot
 

achieve
 

rapid
 

three-dimensional
 

deep
 

tissue
 

imaging
 

or
 

real-time
 

optical
 

diagnosis
 

in
 

clinical
 

practice 
 

Spectral-encoded
 

confocal
 

microscopy
 

 SECM 
 

is
 

a
 

reflection
 

confocal
 

microscopy
 

technique 
 

It
 

can
 

be
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

spatial
 

position
 

of
 

a
 

sample
 

by
 

measuring
 

the
 

spectrum
 

of
 

light
 

reflected
 

from
 

the
 

sample 
 

It
 

can
 

significantly
 

increase
 

the
 

confocal
 

imaging
 

speed 
 

enabling
 

large-area
 

imaging
 

within
 

a
 

short
 

time 
 

The
 

high
 

imaging
 

rate
 

of
 

SECM
 

can
 

potentially
 

increase
 

the
 

confocal
 

field
 

of
 

view 
 

but
 

the
 

imaging
 

depth
 

of
 

the
 

focus
 

is
 

still
 

limited
 

to
 

200
 

μm 
 

At
 

more
 

significant
 

imaging
 

depths 
 

the
 

effective
 

resolution
 

of
 

SECM
 

is
 

significantly
 

reduced
 

owing
 

to
 

light
 

scattering
 

and
 

optical
 

aberrations 
 

In
 

recent
 

years 
 

chromatic
 

confocal
 

technology
 

has
 

been
 

used
 

to
 

achieve
 

high-resolution 
 

fast 
 

and
 

multi-depth
 

imaging 
 

Chromatic
 

confocal
 

endoscopy
 

solves
 

the
 

problem
 

of
 

insufficient
 

imaging
 

depth
 

in
 

traditional
 

confocal
 

endoscopy 
 

and
 

shows
 

significant
 

potential
 

in
 

gastric
 

cancer
 

diagnosis 
 

However 
 

it
 

cannot
 

guarantee
 

large
 

chromatic
 

and
 

small
 

spherical
 

aberration
 

simultaneously
 

in
 

miniaturization 
 

owing
 

to
 

the
 

limitations
 

of
 

lens-manufacturing
 

technology 
 

resulting
 

in
 

limited
 

axial
 

resolution 
 

Confocal
 

endoscopes
 

enable
 

in
 

vivo
 

and
 

real-time
 

imaging
 

of
 

different
 

tissues 
 

cells 
 

molecules 
 

and
 

even
 

bacteria
 

owing
 

to
 

the
 

higher
 

magnification
 

and
 

resolution
 

of
 

confocal
 

endoscopes
 

than
 

those
 

of
 

conventional
 

endoscopes 
 

In
 

particular 
 

confocal
 

endoscopic
 

imaging
 

technology
 

has
 

promising
 

applications
 

in
 

diagnosing
 

diseases
 

in
 

the
 

human
 

body 
 

such
 

as
 

the
 

gastrointestinal
 

tract 
 

skin 
 

cervix 
 

and
 

eye 
 

Conclusions
 

and
 

Prospects In
 

this
 

paper 
 

confocal
 

endoscopic
 

imaging
 

technology
 

is
 

briefly
 

described 
 

A
 

comparative
 

introduction
 

is
 

presented
 

for
 

fluorescence
 

confocal
 

imaging 
 

reflectance
 

confocal
 

imaging 
 

and
 

probe-based
 

and
 

endoscope-
integrated

 

confocal
 

endoscopic
 

imaging 
 

Furthermore 
 

the
 

application
 

of
 

confocal
 

endomicroscopy
 

in
 

biomedical
 

science
 

is
 

discussed 
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