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植入式荧光内窥显微技术及其在活体脑成像中的应用
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摘要  高时空分辨可视化技术是脑科学研究的重要工具。荧光显微成像技术在特异性、多样性、图像对比度和时空

分辨率等方面具有显著优势，但由于光在组织中的穿透深度有限，无创的荧光成像难以在活体水平获取深层脑区神

经血管单元的高分辨结构和功能信息。因此，在脑科学研究中，荧光内窥显微成像技术受到越来越多研究者的青

睐。得益于相关科学技术的发展，内窥镜探头在保持高性能的同时，实现了小型化并提供了更大的灵活性，可以植

入活体大脑的不同深度处，开展特定深层脑区的功能调控研究。本综述介绍了基于梯度折射率透镜和单根多模光

纤这两种探头的植入式荧光内窥显微成像技术及其发展和迭代进程，概述了它们在高分辨活体脑成像研究中的应

用，以及在临床神经外科手术中的初步探索性应用。最后，展望了荧光内窥脑成像技术未来的发展前景。
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1　引　　言

大脑是人体最重要、最复杂的器官。对大脑的研

究可以追溯到公元前 17 世纪，但时至今日，人类对大

脑的认识还只是冰山一角。Science 杂志与上海交通

大学联合公布的 125 个最前沿的科学问题中［1］，有 16
个与脑科学领域有关，足以看出脑科学研究在前沿学

科中的重要性。欧盟组织以及美国（2013 年）、日本

（2014 年）和澳大利亚（2016 年）等陆续开启了各自的

脑科学研究计划，“中国脑计划”于 2016 年全面布局，

明确了以揭示大脑认知功能原理、研究重大脑疾病诊

疗新手段和发展脑机智能新技术为目标，三者相辅相

成的“一体两翼”发展战略［2］。北京和上海相继于 2018
年成立了脑科学与类脑研究中心，率先拉开了脑科学

研究的序幕，随后，2021 年，“中国脑计划”正式启动。

推进脑科学研究的重要意义不仅在于对未知大脑机制

的探索，更是要为脑疾病寻找精准的早期诊断方案和

高效的治疗策略。

大脑通过在神经元细胞之间传导生物电信号来发

挥其调控功能［3］，而脑血管为神经元网络维持正常生

理状态提供所需的氧气和营养，并且是清除有毒代谢

产物的重要途径。由神经元、血管、胶质细胞、血脑屏

障和细胞外基质共同构成的神经血管单元（NVU）是

大脑的基本构成部分［4］，它会产生与大脑健康和疾病

相关的各种功能反应，包括调节血脑屏障的通透性、血

管生成、血流动力学反应、神经炎症和干细胞活性

等［5-6］。“工欲善其事，必先利其器”，随着脑科学研究的

深入，研究人员越来越重视在活体水平获取大脑的

NVU 结构和功能信息，因为组织微环境、体液循环和

细胞相互作用等正常生理条件对 NVU 调控体内特定

功能至关重要，而这离不开高时空分辨可视化技术。

包括计算机断层扫描成像、磁共振成像、正电子发

射断层成像等在内的临床脑影像技术，是研究活体大

脑结构和功能的手段，但它们的空间分辨率通常只有

微米至亚毫米量级，且耗时较长［7-9］，难以满足活体

NVU 成像的需求。荧光显微成像技术在研究目标的

特异性和多样性、图像对比度和时空分辨率等方面具

有显著优势，正逐渐成为实现活体脑成像的新手段。

然而，非常有限的成像深度一直是荧光成像技术在活

体应用中面临的巨大挑战。

由于生物组织对光的吸收和散射作用，激发光斑

在深层组织中会发生弥散，导致激发效率降低，同时，

产生的荧光在经过组织后无法全部被物镜收集［10］。近

红外波段（NIR）的光可以更有效地穿透生物组织［11-12］，

因此，近红外成像更适合活体应用。在一项针对小鼠

大脑衰减系数的研究中（图 1），研究人员定义了 4 个适
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合光学成像的窗口［13］，分别是 700~1000 nm（NIR-I）、

>1000~1350 nm（NIR-II）、1550~1870 nm（NIR-III或
SWIR）和 2100~2300 nm（SWIR-II）。近红外显微成

像和多光子成像都是针对光学脑成像窗口“量身定制”

的高时空分辨成像技术，经过几十年的发展，其已经成

为活体脑成像的重要工具。特别地，近红外宽场显微

技术甚至能够在不移除皮肤和颅骨的前提下实现对直

径仅为 5.1 μm 的鼠脑毛细血管成像［11］，而近红外共聚

焦显微技术则可将分辨率提高到约 2.5 μm［14］。相比之

下，多光子成像产生的荧光信号通常在可见光波段，具

有更高的空间分辨率（亚微米级），但成像深度相对较

小，因此脑成像时通常需要对活体动物进行开颅

手术［15］。

虽然这些荧光成像技术可以在不侵入脑组织的

情况下进行活体 NVU 结构和功能的高时空分辨成

像，但它们的成像深度局限于脑表层至浅层海马区

［图 2（a）中的红色区域］，对深层海马区、丘脑以及杏

仁核等脑区［图 2（a）中虚线之间的区域］则无能为力。

比如，在小鼠模型中，需要至少约 7 mm 的成像深度才

能覆盖所有脑区，而这一距离远超过传统荧光成像技

术在活体大脑中所能达到的深度。因此，在脑科学研

究中，研究人员开始将目光转向内窥镜技术，期望通过

将内窥镜探头植入脑中的方式，开展活体深层脑功能

调控研究。常见的内窥镜包括硬管式内窥镜、柔软式

内窥镜和电子内窥镜，还有一些跨尺度成像内窥镜也

已经逐渐用于临床［16］，但由于这些探头的尺寸较大，难

以直接植入小鼠脑组织中。因此，装配着微型探头的

荧光内窥镜成为脑科学研究的重要工具。本文将详细

介绍两种基于微型探头的植入式荧光内窥显微成像技

术，分别为基于梯度折射率（GRIN）透镜和单根多模

光纤的成像技术［如图 2（b）所示］，概述它们在活体脑

成像研究中的发展动态，以及荧光内窥技术在临床脑

肿瘤诊断方面的初步探索，最后对荧光内窥脑成像技

术未来的发展前景进行了展望。

2　基于 GRIN 透镜的植入式内窥活体
脑成像

GRIN 透镜是一种折射率分布沿径向渐变的柱状

光学透镜，其折射率分布沿径向方向逐渐减小，从而使

得沿轴向传输的光线产生连续折射，出射光线平滑且

连续地会聚成一个衍射极限的光斑。通过设计折射率

和节距，可以较灵活地调整 GRIN 透镜的长度和数值

孔径（NA）。因此，GRIN 透镜具有直径小、结构简单、

装配方便、成本低以及 NA 相对较大（通常不小于 0.5）
等优点。在进行活体脑成像时，为突破光在脑组织中

的传播深度限制，研究人员通常将 GRIN 透镜［17-20］作为

植入式内窥探头，以增加普通显微镜［21］或微型显微

镜［22］的工作距离，从而实现对深层（甚至贯穿全脑［19］）

NVU 的高时空分辨内窥成像。用于内窥脑成像的

GRIN 透镜的直径通常控制在 1 mm 以内，但仍会不可

避免地对大脑造成损伤，成像时需要吸除目标脑区上

层组织。因此，这种内窥成像技术目前主要用于对啮

齿类动物模型的活体研究中。虽然这种成像方式有时

容易造成出血和炎症反应，但成像实验通常会设计在

植入 GRIN 透镜 3~4 周之后进行［23］，这样可以有效地

图 1　小鼠颅骨、皮肤以及大脑皮层（新鲜组织）对不同波长光

的衰减系数［13］

Fig.  1　Light attenuation coefficient in mouse skull bone, skin, 
and brain cortex (fresh tissues)[13]

图 2　植入式荧光内窥显微成像技术。（a）该技术对活体小鼠脑

成像的深度范围；（b）以 GRIN 透镜（左）和单根多模光纤

（右）作为植入介质的荧光内窥显微成像技术

Fig.  2　Implantable fluorescence endoscopic microscopy.  
(a) Imaging depth of the microscopy used in in vivo 
mouse brain imaging; (b) the fluorescence endoscopic 
microscopy using a GRIN lens (left) or single multimode 

fiber (right) as implantation medium
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降低炎症反应对小鼠行为以及 NVU 结构和功能成像

的影响［24］，并且可以对特定脑区中相同的 NVU 进行

长时间观测，因而对于研究神经元的发育和脑疾病的

进程十分有利。

为了保持 GRIN 透镜在活体脑成像中的长期稳

定性，通常需要设计、加工内径尺寸与 GRIN 透镜直

径匹配的生物相容性套管，并将其与 GRIN 透镜一

同植入目标脑区（套管另一端的基座固定于颅骨

上）。此外，套管也能保护侧面的脑组织免受 GRIN
透镜边缘的损伤。Bocarsly 等［20］设计了一种聚酰亚

胺引导套管，并用其对 GRIN 透镜进行固定。埋植手

术 4 周之后，脑组织中的炎症反应几乎可以忽略不

计。他们对外侧下丘脑和纹状体中的神经元分别进

行了长达 16 d 和 36 d 的观测，观测期间神经元结构

保持着较好的稳定性［如图 3（a）所示］，并且仍可以

进行从麻醉到清醒过程中神经元 Ca2+信号变化的功

能成像研究。如图 3（b）所示，Pernici 等［25］报道了在

小鼠弥漫性轴索损伤模型中使用 GRIN 透镜进行长

达数周的内窥成像，并在诱发创伤性脑损伤前后的

30~60 d 内多次记录了同一神经元轴突的形态变化

过程，为研究神经退行性疾病和脑损伤模型的进展、

自发愈合和治疗效果提供了重要手段。近几年，有

一些报道详细描述了在活体小鼠大脑中埋植 GRIN
透 镜 的 实 验 过 程 以 及 颅 骨 固 定 装 置 的 设 计 方

案［23，26-28］，可以帮助研究人员提高内窥脑成像的实验

成功率。

图 3　GRIN 透镜植入后的长期活体内窥脑成像研究。（a）GRIN 透镜套管的设计以及外侧下丘脑和纹状体神经元成像［20］，标尺为

20 μm；（b）用于脑损伤模型研究的 GRIN 透镜套管及神经元成像［25］，标尺为 10 μm
Fig.  3　In vivo long term endoscopic brain imaging after GRIN lens implantation.  (a) GRIN lens cannula design and imaging of neurons 

in the lateral hypothalamus and striatum[20], scale bar: 20 μm; (b) GRIN lens cannula design for brain injury model and neurons 
imaging results[25], scale bar: 10 μm
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基于 GRIN 透镜的植入式内窥显微技术可以在不

干扰 NVU 结构和功能的前提下成像，因此该技术被

广泛应用于脑微血管血流动力学与脑疾病发展机制的

研究。Jung 等［17］利用荧光素钠对血浆进行标记，并充

分利用宽场显微成像速度的优势，通过实时视频记录

了小鼠和大鼠海马体内单个红细胞在毛细血管中的流

动过程。结果显示，血流速度在 30~350 μm/s 之间变

化。脑部微血管中血流速度的减慢，被认为与神经退

行性疾病有关［29］。Jung 及其团队的研究为在体检测深

层脑区血流动力学提供了新的方向。脑癌，尤其是高

侵袭性和耐药性的脑胶质瘤，一直是全球最棘手的癌

症之一［30］，其更易患于深层脑区［31］，术后 5 年内的复发

率几乎可达 100%，死亡率极高［32-33］。为了研究原位胶

质瘤小鼠模型中肿瘤生长、血管增生、血流速度之间的

关系，Barretto 等［34］进行了同一肿瘤视野的长期荧光内

窥成像研究。结果表明：随着海马体中肿瘤细胞的增

多，其周围毛细血管的直径逐渐扩大，但相比于对侧正

常的海马体，血流速度明显降低。同时，正常血管形态

和锥体神经元结构在很长的一段时期均稳定，这一发

现对于人们更好地理解脑胶质瘤微环境重塑具有重要

的推动作用，并展示了长期荧光内窥技术在脑病模型

研究中的重要价值。近些年来，人们还进行了关于不

同脑区神经元调控动物行为机制的研究，例如眶额皮

层神经元调控的食物摄取行为［21］、内侧杏仁核神经元

调控的社交行为［22］，以及前内侧丘脑神经元调控的长

期记忆［35］等。

虽然通过在小鼠大脑内植入 GRIN 透镜可以实

现对 NVU 精细结构的成像，但常见的商用 GRIN 透

镜一般具有非平面特性，其主光轴周围存在明显的像

差（由其类抛物线的折射率分布决定），这会导致成像

系统的视场和空间分辨率降低。为了解决这个问题，

可以将 GRIN 透镜与其他光学元件结合进行优化设

计，例如增加平凸微透镜［36］、黏合带有负球差的盖玻

片［37］，或者通过 3D 打印在盖玻片上加工非球面微透

镜［如图 4（a）所示］［38］等。另一种更灵活的方法是，采

用自适应光学（AO）技术对像差进行校正，从而提高

视场、空间分辨率和对比度等成像性能［39-41］。 2020
年，加州大学的 Ji 教授团队［42］将 HiLo 显微技术引入

宽场内窥系统中，利用结构光照明实现计算光学层

析成像，从而抑制离焦背景，然后采用 AO 校正模块

对 GRIN 透镜光轴和轴外像差进行直接测量并加以

补偿。结果显示：在尺寸为 515 μm×515 μm 的内窥

视场边缘仍能清晰地观察到神经元的轴突末梢，如

图 4（b）所示。

双光子成像技术具有天然的光学层析成像能力，

其与 GRIN 透镜相结合，可以在无须移动透镜的情况

下实现高分辨率 z 轴扫描。飞秒脉冲光在 GRIN 透镜

中的色散程度较小（相较于光纤），这使得系统无须附

加色散补偿器件。2004 年，Webb 团队［43］验证了在双

光子荧光成像系统中引入 GRIN 透镜进行活体内窥脑

成像的可行性。他们设计了一个 16 mm 长的复合

GRIN 透镜探头，其中继部分的 NA 为 0.1，末端部分的

NA 为 0.6。这样的设计既降低了由脉冲光在探头中

聚焦引起的荧光背景和自相位调制，又提高了成像的

空间分辨率。通过调节 GRIN 透镜在样品端的工作距

离，可以实现 0~95 μm 的 z 轴扫描。他们采用该探头

对活体小鼠大脑皮层 V 和海马体 CA1 神经元进行了

亚细胞分辨率成像。随着飞秒激光整形技术的发展，

近几年报道了多种通过调控光场来提高双光子 GRIN
透镜内窥成像性能的方法，而且这些方法在活体小鼠

脑成像中得到了应用。Moretti 等［44］采用空间光调制

器（SLM）对飞秒光束进行调制，生成了多焦点或图案

光照明。将 GRIN 透镜植入海马体后，他们先使用振

镜进行全视场双光子扫描成像，然后根据视场中神经

元的分布选择多个感兴趣区域，并通过加载 SLM 特定

的相位图案调制光场，对感兴趣区域进行选择性光照

并记录 Ca2+信号的变化，实现了对功能性神经元网络

的快速非扫描成像，如图 5（a）所示。这一实验证实了

在基于 GRIN 透镜的活体脑成像中使用图案光照明的

可行性。

为了提高双光子体成像的时间分辨率，Meng 等［45］

将聚焦于 GRIN 透镜末端的高斯光束调制成贝塞尔光

束，这样便可在保持突触分辨的同时，对海马体神经元

的树突棘和轴突末梢实现 370 µm×370 µm×45 µm 的

高通量成像，如图 5（b）所示。相较于高斯内窥成像结

果，这种方法将体成像速度提升了至少 11 倍，并且贝

塞尔光束焦点在轴向的延伸可以在成像过程中减小轴

向运动伪影造成的影响。基于这种快速体成像方法，

Meng 等研究了模拟饥饿和饱腹两种自然代谢状态下

清醒小鼠下丘脑外侧 GABA 能神经元（位于脑表面以

下约 5 mm）的群体活动情况。

考虑到 GRIN 透镜的工作距离通常为几十至几百

微米，为了最大程度地利用其性能进行百微米级高分

辨率体成像，香港科技大学的瞿佳男教授团队［46］提出

了一种 AO 校正策略：首先对 GRIN 透镜在不同视场

位置的固有像差进行预校准，并将其存储于查找表

（LUT）中；进行活体脑成像时，在 LUT 中快速加载对

应位置的补偿相位，使荧光信号得以增强；将荧光信号

作为内在引导星，用 Shack-Hartman 传感测量残余像

差，之后通过变形镜调制激发光以补偿脑组织引起的

聚焦光斑失真。相比于以往的高分辨内窥脑成像研究，

该方法在纵向深度方面有明显提升，实现了 50 µm×
50 µm×300 µm 范围内海马体 CA1 锥体神经元突触级

别的结构成像，如图 5（c）所示。此外，他们利用快速

电调谐透镜（ETL）元件实现了多个平面内 Ca2+信号

的同时成像，揭示了锥体神经元胞体和树突活动之间

的 关 系 。 类 似 的 成 像 方 法 也 可 使 用 声 调 谐 透 镜

（TAG）实现［47］。
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图 4　补偿 GRIN 透镜内窥成像系统像差的方法及成像结果。（a）在盖玻片上加工非球面微透镜［38］；（b）基于 HiLo-AO 的波前校正［42］

Fig.  4　Compensation methods of aberration in GRIN lens-based endoscopic imaging systems and their imaging results.  (a) Processing 
an aspheric microlens on a coverslip[38]; (b) HiLo-AO-based wavefront correction[42]
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图 5　双光子荧光显微镜与 GRIN 透镜结合的活体内窥脑成像研究。（a）SLM 调控光场实现多焦点或图案照明［44］，标尺为 100 μm；

（b）基于贝塞尔光束的快速神经元高分辨体成像［45］，标尺为 20 μm；（c）基于查找表和直接波前探测 AO 校正的锥体神经元成

像［46］，标尺为 5 μm
Fig.  5　In vivo endoscopic brain imaging with a two-photon fluorescence microscope and a GRIN lens.  (a) SLM regulates the light field 

to achieve multi focus or pattern illumination[44], scale bar: 100 μm; (b) fast volume imaging of neurons with high resolution 
based on Bessel beam[45], scale bar: 20 μm; (c) cone neuron imaging based on lookup table and direct wavefront detection for AO 

correction[46], scale bar: 5 μm
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随着微纳加工和微机电技术的快速发展，微型化

显微镜逐渐受到研究人员的关注。这种显微镜的质量

通常在几克至十几克之间，能够通过光纤传输激发光

并收集荧光信号，部分显微镜甚至集成了微型 LED 和

CCD。微型显微镜的问世［48］标志着活体脑成像已经

不再局限于在成像过程中将小动物颅窗固定，现在已

经可以在小动物自由活动的同时实时动态获取 NVU
成像数据，这为研究脑功能如何影响动物行为提供了

有力工具［49］。经过 20 多年的发展，微型显微镜已经能

够实现活体脑成像，包括使用单光子［50］、双光子［48， 51-52］

和三光子［53-54］荧光，使得人们能够在不干扰小鼠的前

提下观察鼠脑表面至海马体 CA1 浅层的神经元活

动［54］。当然，将 GRIN 透镜嵌入微型显微镜可以实现

内窥脑成像，也就能够观察到更深的大脑区域，提供自

由 活 动 的 小 动 物 的 实 时 大 脑 功 能 数 据［22， 55-58］。

Flusberg 等［59］设计了一种质量仅为 3.9 g 的基于复合

GRIN 透镜的微型双光子内窥显微镜，它采用光子晶

体光纤传输超短脉冲光，并利用压电驱动光纤进行

Lissajous 扫描，可以实现海马体以下约 80 μm 的血管

成像。Grewe 等［55］将一个直径为 600 μm 的 GRIN 透镜

埋入自由活动小鼠的大脑基底和外侧杏仁核（BLA），

并在颅窗上安装了 Inscopix 公司开发的微型显微镜

nVista HD，以便长期观测 BLA 神经元的 Ca2+响应，从

而解析神经元如何编码条件和非条件刺激之间的关

系。Barbera 等［56］在微型内窥显微镜中添加了可变焦

液体透镜，因此在进行信号同步时能够在每帧图像之

间切换焦点。在这种背景下研究自由活动小鼠大脑

中不同深度处神经元信号的传导时，使用液体透镜更

为合适［59］。他们展示了内侧前额叶皮层中不同深度

处神经元之间 Ca2+信号的成像结果（如图 6 所示，在

图 6　基于微型显微镜的 GRIN 透镜活体内窥神经元功能成像［56］

Fig.  6　In vivo endoscopic neuron functional imaging using a miniaturized head-mounted microscope combined a GRIN lens[56]
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0 μm 和 58.3 μm 焦平面上成像的神经元集群分别用蓝

色和红色表示，而在两个平面上都能观察到的神经元

用绿色表示）。未来的研究可以考虑对两个不同焦平

面上的神经元进行双色标记，以实现对神经元的双色

校正成像。

研究跨脑区神经元之间的 Ca2+信号关联性，对于

理解生物的复杂行为至关重要。清华大学的戴琼海

院士团队［60］开发的实时超大视场高分辨率成像平台

为研究小鼠全脑上皮层神经元关联性提供了有力工

具。该平台利用特制的大孔径物镜和 35 个 sCMOS
相机组成的成像阵列，每秒可产生 51 亿像素的数据，

可以实现对不同脑皮层区域神经元集群的高通量功

能成像，但仍面临着深层脑区成像难题。随着 GRIN
透镜内窥脑成像的普及，人们发展了一些低成本针对

跨脑区神经元的成像方法。这些方法利用多个置于

目标脑区上方的 GRIN 透镜实现快速成像。 Yang

等［61］设计了一种多区域双光子实时内窥成像技术

（MATRIEX）：在常规激光扫描显微镜中，采用低倍

物镜将光耦合至不同脑区的 GRIN 透镜，这些透镜的

长度不同，以确保其像面始终与物镜焦平面重合。通

过这种两级放大和多轴耦合的方法，他们分别实现了

对活体小鼠初级视觉皮层（V1）、初级运动皮层（M1）
和海马体 CA1 三个不同脑区神经元集群在麻醉与清

醒状态下的功能成像，每个视场的直径为 200 μm，间

距都超过了 2 mm，如图 7 所示。与微型显微镜类似，

将光纤束与 GRIN 透镜装配在一起进行内窥脑成像

也适用于自由活动的小动物模型。Pochechuev 等［62］

将三分岔光纤束（每根光纤束都黏合一个 GRIN 透

镜）植入脑组织成像，再将光纤束的另一端与宽场荧

光显微镜耦合，实现了不同深度神经元的同时成像。

Toader 等［35］使 用 这 种 方 法 对 海 马 体 、前 内 侧 丘 脑

（AM）和前扣带皮层（ACC）区域神经元集群的关联

图 7　基于 MATRIEX 技术的多脑区神经元内窥成像［61］

Fig.  7　MATRIEX technology used for in vivo multiarea endoscopic brain imaging[61]
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性进行了 34 d 的成像研究。结果显示：海马体编码了

多个记忆，AM 优先编码显著记忆，并逐渐增加与

ACC 的相关性，以促进皮质层整体调谐和同步。这

一结果揭示了长期记忆巩固受到丘脑 -皮层回路的调

控，有助于理解海马体记忆是如何进入皮层长期储

存的。

3　基于单根多模光纤的植入式内窥活
体脑成像
多模光纤能够传播数千个独立的光学模式，每一

个模式都含有丰富的信息，具有极大的信息传输带

宽。在活体内窥脑成像中，使用单根多模光纤作为内

窥探头是近几年发展起来的一种新方法。与 GRIN
透镜相比，多模光纤的优势在于其直径极小，一般为

50~125 μm（与一根头发的直径相当），插入脑组织时

能轻易地绕开主要血管，减少对周边神经元的伤害，

实现极微创内窥脑成像。然而，不同的光学模式在多

模光纤中传输时存在模式色散、模式干涉和模式耦

合，导致出射光场强度和相位在空间上随机分布，形

成光学散斑，限制了其在高分辨率图像传输和活体成

像中的应用。

与散射介质中的成像相同，基于多模光纤的高分

辨率内窥成像可以通过传输矩阵（表示光纤输入和输

出光场之间的对应关系）测量［63-64］和波前整形［65-67］等方

法实现。随着 SLM 和数字微镜装置（DMD）等光学调

制器件的日益成熟，研究人员现已能调控多模光纤输

出光场的偏振和相位分布，也能调节多模光纤内部光

的非线性效应，如受激拉曼散射、四波混频等［68］，使激

发光经过多模光纤后能形成接近光学衍射极限的聚焦

光斑［64， 69-70］。在实际的生物组织成像中，基于传输矩

阵测量的多模光纤成像是目前应用最广泛的方法。该

方法通过标定多模光纤的传输矩阵并据此控制不同的

入射波前，可以实现光斑在光纤末端的快速扫描。荧

光信号通过相同的光纤传回输入端，实现高分辨成像。

因此，成像系统中除光场调制和荧光成像模块外，通常

还会增加相机和参考光的校正模块，用于记录散斑的

强度和复振幅信息。

尽管多模光纤成像方法早些年已有报道［71］，但其

在内窥应用中的分辨率和视场等成像指标会受到光

纤加工工艺的影响，工作环境的扰动也会直接影响其

传输矩阵，导致其成像质量下降。因此，在过去的 10
余年，研究人员开发出了许多方法来提升多模光纤成

像系统的性能。 2010 年，Popoff 等［72］使用 SLM 和相

机进行了单色光经过厚随机散射样品后的全场干涉

测量，成功验证了经过随机介质后光束重聚焦的可行

性，为基于多模光纤的高分辨成像提供了重要思路

（图 8）。 2012 年，Bianchi 等［64］使用长为 1 m、直径为

60 μm、NA 为 0.27 的多模光纤传输 SLM 产生的全息

图，在光纤末端形成了半峰全宽（FWHM）为 1.6 μm

的聚焦单点和 3×3 点阵，并通过点扫描实现了荧光

成像。但由于 SLM 刷新率（72 Hz）的限制，获取 60×
60 像素的荧光珠图像大约需要 3 min，无法满足活体

成像的要求。同年，Cižmár 等［73］提出了一种更快速

的扫描成像方法。在该方法中，光束由声光偏转器

扫描之后通过微透镜阵列，再经过透射式 SLM 进行

光场调制，从而只需要 1 s 左右就可以获得 66 pixel×
66 pixel 的荧光珠图像。虽然该方法仍然受到 SLM
刷新率（100 Hz）的限制，但此技术可使高分辨多模

光纤脑内成像在活体中的应用成为可能。为了克服

形变、温度、振动等外界干扰对多模光纤传输矩阵的

影响，保持光斑在光纤远端的最佳聚焦状态，人们提

出了成像过程中获取散斑信息从而实现传输矩阵校

准的方法（图 9），例如在光敏薄膜中加载共轭相位形

成虚拟信标［74］，以及在多模光纤远端制作部分反射

器［75］、超表面结构［76］或引导星［77］等。近些年，快速发

展的深度学习算法已经被广泛应用于生物医学光学

领域，在提升时空分辨率方面有着卓越的效果［78-80］。

卷积神经网络［81］（CNN）、生成对抗网络［82］（GAN）和

人工神经网络［83］（ANN）等模型的优化和引入使得多

模光纤成像有望实现动态校准。

图 8　光束经过散射介质之后的重聚焦调控研究［72］

Fig.  8　The beam was refocused after passing through the 
scattering medium[72]
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图 9　几种赋予多模光纤成像动态校准能力的方法。（a）引入虚拟信标［74］；（b）在光纤远端加工部分反射器［75］；（c）加工超表面结

构［76］；（d）引入引导星［77］；（e）通过神经网络 CNN 模型辅助提取散斑信息［81］

Fig.  9　Several methods for providing dynamic calibration capabilities to multimode fiber-based fluorescence microscopy.  
(a) Introducing a virtual beacon[74]; (b) processing a part reflector on the fiber’s distal end[75]; (c) machining metasurface structures[76]; 

(d) introducing a guide star[77]; (e) using a CNN model to help extract speckle information[81]
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随着光纤制作技术、光学调制设备性能以及光学

计算能力的进步，多模光纤成像技术逐渐走向成熟，并

开始在活体深层脑成像中得到应用。SLM 的优点在于

它高的光能量利用率，配合开源的 GPU 加速插件运行

Gerchberg-Saxton和 Yang-Gu算法，可以实现接近视频

速率（约 20 frame/s）的图像控制［84］。2018 年，Vasquez-

Lopez 等［85］采用该方法实现了活体大鼠背侧纹状体脑

区神经元树突和树突棘的三维成像（图 10），结果表明，

多模光纤对脑组织的损伤约为微型 GRIN 透镜的

1/100，甚至未干扰到周围神经元的正常生长。此外，

他们通过 SLM 的随机扫描实现了对脑切片中 Ca2+信

号的动态监测，进而研究了活体大鼠丘脑区接受声音

图 10　基于 SLM 调制的多模光纤内窥脑成像［85］。（a）成像装置示意图；（b）成像脑区以及点扫描示意图；（c）活体背侧纹状体脑区的

神经元成像结果，标尺为 10 μm；（d）光纤在脑皮层的植入路径，如白色虚线所示；（e）离体脑切片神经元内 Ca2+信号的动态表

征；（f）受到声音刺激时，活体丘脑区听觉神经元内 Ca2+信号的波动（单像素）

Fig.  10　Single multimode fiber endoscopic brain imaging using SLM[85].  (a) Schematic diagram of imaging device; (b) imaging brain 
regions and scanning diagrams; (c) in vivo imaging results of neurons in the dorsal striatum, scale bar: 10 μm; (d) implantation path 
of fiber in the cerebral cortex is shown by the white dashed line; (e) dynamic characterization of Ca2+ signals in neurons of isolated 

brain slices; (f) fluctuations in Ca2+ signals of auditory neurons in the thalamic region when stimulated by sound (single pixel)
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刺激后的 Ca2+响应。与 SLM 相比，DMD 在调制速率

上具有优势（提升约两个数量级），更适合在需要高时间

分辨率的研究中应用。Turtaev 等［86］搭建了利用 DMD
进行聚焦和扫描的多模光纤内窥成像系统（图 11），利

用该系统在 7000 个像素点、直径为 50 μm 的视场中实

现了 3.5 frame/s 的成像速度和约 1.18 μm 的横向分辨

率，并利用该系统对视觉皮层神经元胞体（深度为 0.5~
0.8 mm）和海马体深层抑制性神经元突触结（深度为

1.5~2 mm）进行了动态成像。Shay等［87］设计了双色成

像的 DMD——多模光纤内窥系统，当视场为 100 μm
时，其最快成像速度可达到 15 frame/s，横向分辨率约

为 2.1 μm。该系统的性能足以捕捉活体鼠脑中快速传

导的 Ca2+信号，可用于神经元动力学研究。为了减少

直接接触可能导致的结构损伤，也可以从光纤侧面进

行内窥成像。Silveira 等［88］在直径为 110 μm 的多模光

纤尖端进行微加工，形成 45°和 5°的倾斜角，将成像视野

图 11　基于 DMD 调制的多模光纤内窥脑成像［86］。（a）成像装置示意图，右下角为实验光纤的光镜图。（b）上：初级视觉皮层神经元胞

体；中：海马齿状回区域抑制性神经元突触结；下：血管破裂后血细胞流动。从左至右图像的时间间隔为 0.57 s
Fig.  11　DMD-based endoscopic brain imaging with single multimode fiber[86].  (a) Schematic diagram of the imaging device, the lower 

right corner is the optical microscopy image of the experimental fiber.  (b) Upper: primary visual cortex neuron soma; middle: 
inhibitory neuronal synaptic nodes in the dentate gyrus; down: blood cells flow after vascular rupture.  The time interval from 

left to right is 0.57 s



0107001-13

特邀综述 第  51 卷  第  1 期/2024 年  1 月/中国激光

移至与光纤纵向平行的平面，并进行了细致的成像性

能优化。2022 年，该团队［89］使用这种多模光纤开展了

活体鼠脑成像研究（图 12），实现了贯穿全脑的神经元

功能成像。得益于 DMD 的高刷新率，他们以大约

1 kHz的线扫频率表征了约 2 mm 深处脑血管的血流速

度。这项研究大大促进了多模光纤在活体鼠脑内窥成

像中的应用，无论是在成像速度、深度上还是在操作软

件上，都有显著提升。最近，浙江大学的刘旭教授团

图 12　侧视多模光纤在活体脑成像中的应用研究［89］。（a）成像装置和侧视光纤示意图；（b）活体鼠脑成像结果，绿色为 GFP（绿色荧

光蛋白）标记的神经元，红色为染料标记的血管，标尺为 20 μm；（c）神经元中 Ca2+信号和血流动力学的动态表征结果

Fig.  12　Application of sideview multimode fiber for in vivo brain imaging[89].  (a) Schematic diagram of imaging device and sideview 
multimode fiber; (b) mouse brain imaging results in vivo, green represents the GFP labeled neurons, red represents the blood 

vessels marked with dye, scale bar: 20 μm; (c) dynamic characterization results of Ca2+ signals in neurons and hemodynamics
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队［90］发展了一种基于空间频率追踪自适应信标方法的

多模光纤内窥成像技术。该技术通过全矢量调制入射

波前，将远端的菲涅耳反射光聚焦到光纤近端面的傅

里叶平面，通过动态追踪空间频域信标实现了传输矩

阵的实时校准。他们采用该技术实现了对活体自然腔

道的高分辨荧光成像。这项研究使得多模光纤内窥成

像技术向临床应用迈进了一步，为未来在自由活动小

鼠大脑中开展大深度 NVU 成像研究提供了思路。

4　荧光内窥脑成像技术在临床上的
应用

活体荧光内窥脑成像技术在小动物模型应用中取

得了许多令人振奋的研究成果，解决了其他技术无法

同时实现大成像深度和高时空分辨率的难题。在临床

研究中，尤其是在脑肿瘤的术中实时诊断方面，荧光内

窥成像技术发挥着重要作用。神经外科医生借助带有

手持式探头的内窥显微镜和荧光示踪剂，如荧光素

（FN）［92-93］、吲哚菁绿（ICG）［94］和 5-氨基乙酰丙酸（5-

ALA）［95］等，能够在微观尺度上对脑组织中的肿瘤残

余进行术中检查。美国巴罗神经学研究所的医生团队

在这方面进行了许多开创性的尝试［96-98］，有效改善了

脑肿瘤的手术治疗效果。Charalampaki 等［99］的报道展

示了荧光内窥成像技术在临床脑膜瘤手术中的应用。

在介观级别的宽场成像中，肿瘤组织摄取 ICG 后荧光

明显增强；而在微观级别的共聚焦成像中，存在大砂粒

体的脑膜瘤细胞结构清晰可见。这进一步验证了肿瘤

组织的存在，H&E 染色也验证了对切除肿瘤的判断，

如图 13（a）所示。Irakliy 等［100］搭建了术中远程病理学

软件平台，该平台可将外科医生在脑肿瘤术中采集的

共聚焦内窥视频流，通过远程通信实时反馈给病理学

家，由他们对这些单细胞分辨的图像进行诊断并反馈，

实现高效的术中决策。在这项研究中，使用共聚焦内

窥成像技术仅需 6 s 左右就能获得一张足以识别组织

病理学特征的图像，而传统的术中冷冻切片快速活检

方法则需要约 23 min。
荧光寿命显微成像（FLIM）是一种对微环境极为

敏感的技术，利用组织之间的荧光寿命差异来提供对

比度更高的图像［101-103］。由于肿瘤细胞的有氧呼吸水平

和代谢特征异常，内源性荧光分子（如 NADH 和 FAD
等）的荧光寿命存在差异［104-105］，因此，荧光寿命内窥显

图 13　内窥脑成像技术在临床脑肿瘤诊断中的应用。（a）ICG 标记的脑膜瘤组织的宽场和共聚焦内窥成像，以及术后组织切片的

H&E 染色结果［99］；（b）无标记的 FLIM 内窥成像在鉴别坏死脑组织中的应用［111］

Fig.  13　Application of endoscopic brain imaging technology in clinical brain tumor diagnosis.  (a) Wide-field and confocal endoscopic 
imaging of ICG-labeled meningioma tissues and H&E staining result of postoperative tissue section[99]; (b) label-free FLIM 

endoscopic imaging in the identification of necrotic brain tissue[111]

微成像技术在临床脑肿瘤手术中也已经有了初步探索

性应用，比如辅助对肿瘤组织进行无标记识别［106］。加

州大学的 Marcu 教授团队［107-111］在使用时间分辨光谱技

术和 FLIM 进行脑肿瘤区域的快速鉴别方面积累了多

年临床经验。他们将带有光纤探头的 FLIM 内窥系统

与手术显微镜集成，在术中操作光纤扫描可疑区域，监

视器实时显示扫描区域的荧光寿命。如图 13（b）所示，

与正常区域相比，接受过放疗的坏死脑组织的荧光寿

命明显增加，预示着组织的氧化还原比升高。坏死脑

组织与正常脑组织的高对比度差异能辅助医生在术中

实时优化手术方案。这样的操作流程能够更快、更准

确地实现大面积脑肿瘤组织的术中筛查。

5　总结与展望

21 世纪被誉为光的世纪，我们正身处其中，有幸

借此契机解锁大脑的神秘面纱。在这个过程中，植入

式荧光内窥显微成像技术作为一种集深度和分辨率

于一体的技术，正在最前沿的脑科学研究领域发挥着

重要作用，目前已实现了包括杏仁核、丘脑和纹状体

等深层脑区的在体显微成像（表 1）。当前，GRIN 透

镜是在内窥脑成像系统中使用最广的一种光学元件，

具有体积小巧、装配方便、灵活度高且成本较低等优

势。将 GRIN 透镜作为植入介质是进行活体深层神

经元集群功能和血流动力学研究的有效途径。尽管

通过单根多模光纤进行非机械扫描的成像技术相对

较新，而且仅在近几年开始尝试应用于高分辨率活体

内窥脑成像领域，但其已经展现出了巨大的应用潜

力。在某些有特定需求的脑科学研究中，如需要动物

自由活动，或者要求极微创手术的场合，这种技术无

可替代。

在接下来的研究中，可以考虑对基于单根多模光

纤的方法进行以下探索：1） 研制模式更为稳定的全新

多模光纤，增强光纤对外部扰动的抗干扰能力；2） 采
用精细的 3D 打印技术在多模光纤端面上加工不超过

光纤纤芯直径的透镜组，以优化成像的分辨率、景深和

视场；3） 增加荧光偏振和荧光寿命成像模态，以便解

析神经元的生理信息，如蛋白偶极子和细胞微环境等。

此外，随着新型探针、高性能激光器、高灵敏度光

子探测器的不断发展，以及计算成像和人工智能等日

新月异的发展，荧光内窥脑成像技术必将出现全新的

突破，而这必将极大地推进脑科学研究，加速人们对大

脑的深层理解和揭秘，助力遗传疾病的治疗和预防，最

表 1　应用于活体小动物脑成像的植入式荧光内窥显微技术指标对比

Table 1　Comparison of implantable fluorescence endoscopy microscopy for brain imaging in living small animals
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与手术显微镜集成，在术中操作光纤扫描可疑区域，监
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命明显增加，预示着组织的氧化还原比升高。坏死脑

组织与正常脑组织的高对比度差异能辅助医生在术中

实时优化手术方案。这样的操作流程能够更快、更准

确地实现大面积脑肿瘤组织的术中筛查。

5　总结与展望

21 世纪被誉为光的世纪，我们正身处其中，有幸

借此契机解锁大脑的神秘面纱。在这个过程中，植入

式荧光内窥显微成像技术作为一种集深度和分辨率

于一体的技术，正在最前沿的脑科学研究领域发挥着

重要作用，目前已实现了包括杏仁核、丘脑和纹状体

等深层脑区的在体显微成像（表 1）。当前，GRIN 透

镜是在内窥脑成像系统中使用最广的一种光学元件，

具有体积小巧、装配方便、灵活度高且成本较低等优

势。将 GRIN 透镜作为植入介质是进行活体深层神

经元集群功能和血流动力学研究的有效途径。尽管

通过单根多模光纤进行非机械扫描的成像技术相对

较新，而且仅在近几年开始尝试应用于高分辨率活体

内窥脑成像领域，但其已经展现出了巨大的应用潜

力。在某些有特定需求的脑科学研究中，如需要动物

自由活动，或者要求极微创手术的场合，这种技术无

可替代。

在接下来的研究中，可以考虑对基于单根多模光

纤的方法进行以下探索：1） 研制模式更为稳定的全新

多模光纤，增强光纤对外部扰动的抗干扰能力；2） 采
用精细的 3D 打印技术在多模光纤端面上加工不超过

光纤纤芯直径的透镜组，以优化成像的分辨率、景深和

视场；3） 增加荧光偏振和荧光寿命成像模态，以便解

析神经元的生理信息，如蛋白偶极子和细胞微环境等。

此外，随着新型探针、高性能激光器、高灵敏度光

子探测器的不断发展，以及计算成像和人工智能等日

新月异的发展，荧光内窥脑成像技术必将出现全新的

突破，而这必将极大地推进脑科学研究，加速人们对大

脑的深层理解和揭秘，助力遗传疾病的治疗和预防，最

表 1　应用于活体小动物脑成像的植入式荧光内窥显微技术指标对比

Table 1　Comparison of implantable fluorescence endoscopy microscopy for brain imaging in living small animals

Type

GRIN lens

Single multi-
mode fiber

Diameter of 
probe /μm

1000

500

500 and 1000

500

1000

1000

‒

1800

350

120

50

60

110

NA
（object space）

0.48

0.6

0.49 and
0.45‒0.48

0.5

0.5

0.5

0.8

‒

‒

‒

0.22

0.22

0.37

Spatial 
resolution /μm
X， Y： ~1.21

Z： ~9.8
X， Y： ~0.62

Z： ~5.54

‒

X， Y： ~0.81
Z： ~8.55

X， Y： ~1.21
Z： ~14.53

X， Y： ~1.03
Z： ~10.64

X， Y： ~0.46
Z： ~2.4

X， Y： ~2.3
Z： ~62.5
X， Y： ~1

Z： ~10
X， Y： ~2.1

X， Y： ~1.35

X， Y： ~1.18

X， Y： ~0.8

Imaging in brain area

Hippocampus

Hippocampus

Hippocampus and 
striatum

Hippocampus

Hippocampus

Epithalamus and 
suprachiasmatic nucleus

Hippocampus

Hippocampus and 
amygdaloid nucleus

Throughout the whole 
brain

Hippocampus

Dorsal striatum

Primary visual cortex 
and hippocampus

Throughout the whole 
brain

Field of
view /μm

~145‒215

200

315‒1000

~140

550

350×350×165

~300，
50×50×300

1200

90，
>1000×1000

100×100

50

50

100×6000×22.5

Imaging
speed /Hz

2

‒

100‒1200

40‒125

40

4

‒

7.5‒15

‒

~7‒15
~0.42

（14400 pixel）
3.5

（7000 pixel）

~0.15‒1000

Ref.

［59］

［37］

［34］

［44］

［57］

［47］

［46］

［91］

［19］

［87］

［85］

［86］

［89］
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终造福全人类。
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Abstract
Significance　 The neurovascular unit (NVU), a critical component of the brain, regulates almost all physiological process.  The 
precision of the morphology and function presentation regarding the NVU provides hope for advancing research on basic neuroscience, 
as well as diagnosing brain diseases, which are common desires of the “Brain Project” worldwide.  Accordingly, high temporal and 
spatial resolution visualization techniques are required.  Fluorescence microscopic imaging technology has significant advantages in 
terms of specificity, diversity, image contrast, and spatio-temporal resolution; however, due to the limited penetration depth of light 
in tissue, use of noninvasive fluorescence imaging to obtain high-resolution structural and functional information of NVU is difficult in 
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deep brain regions in vivo.  As a result, fluorescence endoscopic microscopy imaging technologies based on micro probes are 
becoming more popular among brain science researchers.

Progress　Over the last two decades, a series of neurobehavioral studies in vivo have been conducted using fluorescence endoscopic 
microscopy.  With endoscopic probes implanted into the brain, the NVU in most deep regions can be observed clearly in living mice, 
including the hippocampus, dorsal striatum, amygdaloid nucleus, and epithalamus.  Incorporating an upright microscope or a head-

mounted mini microscope, gradient refractive index (GRIN) lenses have been widely employed as an implantable probe, with the 
advantage of excellent stability, high resolution, and low cost.  In addition, a potential strategy for implantable imaging of the brain in 
vivo involves using a single multimode fiber, based on modulation of the light field, to focus and scan spot at the end of multimode 
fiber.  This reduces tissue damage, with resolution at the cellular level.  Herein, the recent progression of implantable fluorescence 
endoscopic microscopy is reviewed based on both GRIN lens and a single multimode fiber, besides application research in vivo 
including blood velocity, neurons growth, calcium ion conduction, and so on.  Finally, fluorescence endoscopic microscopy imaging 
technologies for clinical diagnosis of brain tumors are also introduced, demonstrating that these advanced optical imaging methods 
expand the toolbox for brain science research and disease diagnosis.

Conclusions and Prospects　 Endoscopic probes have been miniaturized, providing greater flexibility while maintaining high 
performance; thus, probes can be implanted at different depths in the living brain to carry out functional modulation studies in specific 
deep brain regions.  With micromachining or adaptive optics technologies, GRIN lens provides an effective method to obtain high 
resolution images.  Although the nonmechanical scan imaging through a single multimode fiber is a relatively new exploration for brain 
research in vivo, it has already exhibited the unique advantages of minimally invasive and flexibility.  In future, the following 
considerations are worth exploring: (1) development of a high-performance multimode fiber with enhanced anti-interference ability to 
external disturbances; (2) processing of a microlens on the face of multimode fiber with precise 3D printing technology, to optimize 
imaging resolution, depth of field, and field of view; (3) introduction of fluorescence polarization and fluorescence lifetime imaging 
modes to analyze neuronal physiological information, such as protein dipoles and cellular microenvironment.
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