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大鼠早期急性心肌缺血的双光子荧光成像及分析
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摘要　双光子荧光显微成像技术具有较低的光漂白与光损伤、较佳的成像对比度、较深的穿透深度等优点。采用

结扎大鼠冠状动脉左前降支的方法建立急性心肌缺血模型，通过双光子荧光显微成像技术获得不同结扎时间下大

鼠左心室前壁心肌组织的双光子荧光图像。从中分析了不同结扎时间下心肌组织的形态学变化，实现对心肌组织

损伤范围的确定；并对双光子荧光图像进行快速傅里叶变换（ＦＦＴ），使用方向指数这一参数对心肌缺血的程度进

行初步的量化评估。结果表明，双光子荧光显微成像技术结合ＦＦＴ分析技术，有望在心肌缺血性疾病的诊断和治

疗中实时、快速、准确地判断心肌缺血的范围和评估其损伤程度。

关键词　医用光学；双光子荧光成像；心肌缺血；快速傅里叶变换
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１　引　　言

近年来，心血管疾病的发病率呈明显上升趋势，已成为威胁人类健康和生命的重要疾病之一。心肌缺血

性疾病是心血管疾病中的焦点，其病因多为冠状动脉粥样硬化所导致的心肌梗塞坏死。目前冠状动脉旁路

移植术（ＣＡＢＧ）和经皮冠状动脉腔内成形术（ＰＴＣＡ）加支架置入术等是冠状动脉粥样硬化性心脏病最重要

的治疗手段［１，２］。在术前、术中及术后能否快速准确地判断心肌缺血的范围及其损伤的程度对于手术方案
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的制定、手术的施行、术后处理方案的拟定和治疗效果的评估等有着重要的意义。

双光子荧光显微成像技术具有成像分辨率高、穿透深度深和光损伤小等优点，在生物医学组织学成像上

都有广泛应用［３～６］。本课题组已经使用该技术对大鼠早期急性心肌缺血组织进行实时、无损的三维双光子

荧光显微成像，并获得细胞层次上的组织形态学分布及成分信息［７］，从而实现对心肌缺血范围的准确判断。

但在心肌损伤程度的判断上尚存不足。为了能够准确地评估心肌损伤的程度，本文采用结扎大鼠冠状动脉

左前降支的方法建立急性心肌缺血模型，使用双光子激光扫描显微成像系统，获得不同结扎时间下心肌缺血

组织的双光子显微图像。通过对双光子荧光图像进行快速傅里叶变换（ＦＦＴ）
［８～１１］，并结合苏木素伊红

（ＨＥ）染色切片，尝试对心肌缺血的程度进行初步的量化评估。

图１ 实验装置示意图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐ

２　材料与方法

２．１　实验仪器

实验仪器由双光子显微镜系统（Ａｘｉｏｖｅｒｔ２００，Ｚｅｉｓｓ

ＬＳＭ５１０ＭＥＴＡ）和锁模钛宝石飞秒激光器（１１０ｆｓ，

７６ＭＨｚ，波长范围７００～９８０ｎｍ）组成。实验装置如图１

所示，其中ＡＯＭ为声光调制器，ＭＤＢＳ为主二色分光镜

（ＨＦＴＫＰ６５０，Ｚｅｉｓｓ），ＩＲ为近红外滤波片（ＫＰ６８５，Ｚｅｉｓｓ），

ＰＭＴ为光电倍增管。飞秒脉冲激光经 ＡＯＭ 后通过

ＭＤＢＳ进入双光子荧光显微镜的扫描系统（由狓狔扫描器

及步进电机组成），然后由６３×油镜（ＰｌａｎＡｐｏｃｈｒｏｍａｔ，数

值孔犖犃＝１．４，Ｚｅｉｓｓ）聚焦到样品上，反射回的双光子激发

荧光经６３×油镜，并经过滤波片进入ＰＭＴ，从而获得心肌缺血组织的双光子显微荧光图像。

２．２　材料准备

连续观察３天的心电图正常健康清洁级别 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（雄性，体重３００～３５０ｇ），术前１２ｈ禁食，自由

饮水。经麻醉（腹腔注射质量分数为１０％的水合氯醛，４ｍＬ／ｋｇ）后，颈胸部剪毛备皮，常规消毒铺巾，连接心

电图机。正中开胸，切开皮肤，分离肌肉，剪开胸骨后用开睑器撑开胸骨，仔细止血。分离心包，充分暴露心

脏。切开心包，以左冠状静脉主干为标志于左心耳根部下１～２ｍｍ 处进针，以０／６滑线穿过心肌表层在肺

动脉圆锥旁出针。待心电图稳定后，结扎冠状动脉左前降支。以结扎后心脏表面相应区域颜色苍白、心电图

标准Ⅱ导联ＳＴ段持续抬高（波动大于等于０．１ｍＶ）作为结扎成功的标志。在结扎过程中连接动物人工呼吸

机进行人工呼吸［呼吸频率每分钟７０～８０次，呼吸比１∶１．５，呼气末正压（ＰＥＥＰ）为０，潮气量８～１０ｍＬ／３００ｇ，

吸氧浓度（ＦｉＯ２，体积分数）２１％］。结扎时间分别为０，６０和１２０ｍｉｎ。在各时间点剪下大鼠左心室前壁缺

血心肌，一部分浸入质量分数为１０％的甲醛液中固定，用于制作 ＨＥ染色切片；另一部分夹于载玻片与盖玻

片之间，并马上用于双光子荧光显微成像。为了避免在实验过程中样品脱水和收缩，在样品表面滴少许磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ７．４）。

３　结果与讨论

心肌组织的成分比较单一，其双光子荧光显微成像的信号绝大部分来自心肌细胞中包含的烟酰胺腺嘌

呤二核苷酸（ＮＡＤＨ）及黄素腺嘌呤二核苷酸（ＦＡＤ）
［１２］。为了获得强的荧光信号，此处通过比较不同波长激

发下的心肌组织的双光子荧光图像，选用波长为７５０ｎｍ的光作为激发光源。图２（ａ）～（ｉ）为心肌组织在结

扎时间分别为０，６０，１２０ｍｉｎ下的双光子荧光图、ＦＦＴ频谱图和ＨＥ染色切片图。从双光子荧光图中可获得

不同结扎时间下的心肌缺血组织形态结构的变化情况，从而区分正常心肌及缺血心肌。通过对双光子荧光

图像做ＦＦＴ变换，可得到其频谱图。由于条形光栅的傅里叶频谱是与其方向垂直的一系列频谱点，任何一

幅图像都可看成是不同方向光栅的组合。因此，若图像只包含某些方向的光栅，则其频谱为椭圆形，若包含

所有方向的光栅，则其频谱为圆形。换言之，当图中包含的信息，方向性越强，即方向越单一时，其频谱图就

０２１７０３２
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越接近于直线，方向性越差，就越接近于圆。一般情况下，图像的频谱图都表现为椭圆。此处使用方向指数

（ＯＩ）来表征心肌组织排列的规则程度，即犐Ｏ＝１－（犛／犔）
［９，１１］，其中犛为椭圆的短轴长，犔为椭圆的长轴长。

ＩＯ越大，则表明组织的排列越规则，反之，则表明组织的排列越混乱；其数值介于１和０之间。另外，通过相

同时刻心肌组织的 ＨＥ染色切片图为心肌组织的双光子荧光图像提供佐证。

图２ 大鼠心肌组织在冠状动脉左前降支结扎时间分别为０，６０和１２０ｍｉｎ下的双光子荧光图、ＦＦＴ频谱图和 ＨＥ染色切

片图。（ａ）～（ｃ）结扎时间为０；（ｄ）～（ｆ）结扎时间为６０ｍｉｎ；（ｇ）～（ｉ）结扎时间为１２０ｍｉｎ

Ｆｉｇ．２ Ｔｗｏｐｈｏｔｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ，ＦＦＴｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍａｎｄＨＥｓｔａｉｎｅｄｓｅｃｔｉｏｎａｔ（ａ）～（ｃ）０；（ｄ）～（ｆ）６０ｍｉｎ；

（ｇ）～（ｉ）１２０ｍｉｎｗｉｔｈｌｉｇａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｌｅｆｔａｎｔｅｒｉｏｒｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇｂｒａｎｃｈｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔ

图２（ａ）～（ｃ）为结扎时间为０的图片。从中可知，对于正常的心肌组织，其双光子荧光图像中可清晰地

观察到排列整齐紧密的心肌细胞，组织形态结构和 ＨＥ染色切片符合得很好。从相应的双光子荧光图像的

ＦＦＴ频谱中可知，该心肌组织的ＩＯ的数值为０．８８，其组织排列规则，方向性很好。图２（ｄ）～（ｆ）为结扎时

间为６０ｍｉｎ的图片。从双光子荧光图中可知，在心肌缺血造模６０ｍｉｎ后，缺血心肌组织的排列虽然仍具有方

向性，但是出现了断裂，且比较疏松。反映在ＦＦＴ频谱图上，就可看到椭圆的短轴方向出现了较大的拓展，

ＩＯ的数值为０．６５。图２（ｇ）～（ｉ）为结扎时间为１２０ｍｉｎ的图片。无论是从双光子荧光图像还是ＨＥ染色切

片上都可看到，心肌组织的排列较之６０ｍｉｎ时更为混乱，且心肌组织出现了扭曲变形。此时ＩＯ的数值为

０．４４。综上，随着心肌缺血时间的延长，ＩＯ的数值逐渐减小，心肌组织的排列规则程度随之降低。因此，ＩＯ

数值的逐渐减小也意味着心肌缺血的程度越发严重。

４　结　　论

采用结扎大鼠冠状动脉左前降支的方法建立急性心肌缺血模型。使用双光子荧光显微成像技术获得结

扎时间为０，６０和１２０ｍｉｎ时大鼠左心室前壁心肌组织的双光子荧光图像。从中可清晰地观察到心肌组织

的形态学分布，能够区分正常心肌和缺血心肌。心肌缺血越严重，其心肌组织的排列就越混乱，相应的方向
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指数ＩＯ的数值就越小，因此，双光子荧光显微成像技术结合ＦＦＴ分析技术可用于评估心肌缺血的程度，在

心肌缺血性疾病的诊断和治疗中，能实时、快速、准确地判断心肌缺血的范围及评估其损伤的程度。
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