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激光扫描共聚焦技术在近红外荧光成像中的应用

昌 剑 1, 2 张运海 1, 2 张 欣 1, 2 姜琛昱 1, 2

1中国科学院苏州生物医学工程技术研究所医用光学室，江苏 苏州 215163
2江苏省医用光学重点实验室 , 江苏 苏州 215163

摘要 为实现高信噪比(SNR)的深层生物组织成像，结合了激光扫描共聚焦成像技术和近红外(NIR)荧光成像技术，

根据近红外荧光成像要求设计了一套激光扫描共聚焦近红外荧光成像实验系统，对注入近红外荧光染料 LDS925小

鼠的尾部成像后获得了小鼠尾部近红外荧光图像和近红外共聚焦荧光图像。实验结果表明小鼠尾部近红外共聚焦

荧光图像信噪比显著优于小鼠尾部近红外荧光图像，采用均方差和峰谷(PV)值进行评估时，近红外荧光成像荧光信

号强度分布的均方差值和 PV值分别为 864和 102；共聚焦荧光成像的荧光信号强度分布的均方差值和 PV值分别为

1459和 255；进一步表明激光扫描共聚焦成像技术在近红外荧光成像中应用是可行的，可以实现深层组织的高信噪

比共聚焦成像。
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Abstract In order to obtain high signal- to- noise ratio (SNR) tissue images with deeper imaging depths, the
laser scanning confocal technology with the near infrared (NIR) fluorescence imaging is integrated and a laser
scanning confocal NIR fluorescence imaging system based on requirements of NIR fluorescence imaging is
established. A laboratory mouse injected with NIR fluorescence labeling LDS925 is placed in this system and a
non-confocal NIR fluorescence image and a confocal NIR fluorescence images for the tail of laboratory mouse
is obtained. The experimental results show that when evaluated by the mean square error and the peak valley
(PV) value, the mean square error and the PV value is 864 and 102 respectively for the non- confocal NIR
fluorescence image and 1459 and 255 for the confocal NIR fluorescence image, which further shows that the
laser scanning confocal technology is applicable to the NIR fluorescence imaging, and the in vivo and high SNR
tissue imaging with deeper imaging depths can be achieved.
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1 引 言
近红外荧光成像技术是近年发展起来的用于医学和细胞生物学的成像技术，目前已广泛应用于细胞凋亡

成像、肿瘤受体成像、心血管疾病成像、近红外荧光免疫分析、微量生物活性物质检测、皮肤组织液近红外无创
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血糖检测等生物医学工程领域 , 以其安全、无损、实时、在位监测等优势受到了诸多科研工作者的青睐 [1-5]。近

红外荧光成像有多项优势，包括近红外光谱范围内细胞、组织和其他生物分子自发荧光非常微弱，此外，生物

组织在近红外光谱范围内透射率相对较高，穿透性能优异，这些使得近红外荧光技术在在体生物成像中应用

越来越普遍。目前，近红外荧光成像发展方向主要集中在染料和探针 [6]，除传统近红外荧光染料外，1998 年 ,
Chan等 [7]和 Bruchez等 [8]研究提出用近红外光区量子点材料作为探针。2012年，斯坦福大学戴红杰研究组利

用单壁碳纳米管（SWNT）作为生物探针，获得了近红外小鼠血管的在体荧光成像结果，经过高斯拟合，其实验

中检测到的最小可测量血管直径可达 35.4 mm[6]。2013年，王强斌研究组 [9-10]利用一系列 PEGylated Ag2S量子

点作为生物探针，获得小鼠血管在体荧光成像以及活体成像结果，最小可测量血管直径可达 91.3 mm。此外，

Er3+[11]、纳米硫化铜[12]、掺镱铋酸盐[13]等也可以用作近红外吸收材料。然而，上述传统近红外荧光染料以及量子

点生物探针研究均是基于传统近红外荧光成像技术，存在非焦平面干扰信号，导致图像对比度较差、空间分辨

率低、无法实现三维成像等缺陷。

激光扫描共聚焦技术是一种目前应用广泛的高分辨率荧光显微成像技术，它通过在光源、探测器前安

放一对和照明激光光斑共轭的针孔抑制非焦面干扰信号，通过点扫描方式在整个平面上成像。同时，由于

激光扫描共聚焦技术大幅提高了 Z轴分辨率，因此让三维成像成为可能。激光扫描共聚焦技术在可见光光

谱范围内的应用非常成熟，但是在体成像或者较厚组织成像时，往往面临穿透深度浅、自发荧光信号干扰大

等缺陷 [1]。本研究组根据近红外荧光成像要求设计一套激光扫描共聚焦近红外荧光成像实验系统，并且在

实验中得到了小鼠尾部宽视场近红外荧光图像和小鼠尾部共聚焦近红外荧光图像。

2 近红外共聚焦成像特性
近红外荧光成像优势主要由生物组织特性决定，体现在两个方面：1)生物组织在近红外区域自发荧光

低，背景噪声较弱，能够得到较好的信噪比；自发荧光主要由生物组织散射光谱特性决定。以血清为例，血

清散射光谱峰值大多分布在近紫外和可见光波段，而近红外区域几乎接近截止。因此，可见光波段的深层

生物组织成像的目标信号将受到组织散射光谱的严重干扰，很难取得高信噪比图像。2)生物组织在近红外

区域光吸收较弱，穿透性能优秀，非常适合深层组织成像，目前已实现 10 mm成像深度。生物组织中对光吸

收主要来源于组织内生载色体，如血红蛋白、肌红蛋白、胆红素的血红素、线粒体中呼吸链的细胞色素及黑

色素 [14]。以血液为例，血液吸收光谱主要来源于血红蛋白对光的吸收效应 [15]。根据血红蛋白对光的吸收光

谱特性，血红蛋白对可见光波段的光吸收系数非常高，相比近红外区域，两者对光的吸收系数之比可能达

10~200倍 [16]，这意味着在相同条件下，采用可见光荧光成像获得的图像信噪比仅为近红外区域的 10%~0.5%。

激光扫描共聚焦技术是一种目前应用广泛的高分辨率荧光显微成像技术，主要优势体现在两方面：1）
高信噪比，针孔滤波技术使得只有处于焦平面位置上的组织信息才能够被探测，从而最大限度地抑制了非

焦平面的杂散光，从而能提供高信噪比图像 [17~19]；2）分层层析成像，由于抑制非焦平面的杂散光，共聚焦成像

Z轴分辨率较高，从而可以对生物组织各个层面进行扫描成像，实现层析成像功能 [17~19]。

因此，激光扫描共聚焦近红外荧光成像技术可以充分利用近红外区域生物组织的光吸收系数低、穿透

深度深、散射光谱弱等优势，提供高分辨率、高信噪比的深层生物组织图像。

3 实验系统设计
3.1 实验系统构成

图 1 为激光扫描共聚焦近红外荧光成像实验系统构成，其主要由 1 台 638 nm 激光器、CHROMA
ZT640rdc二向色镜、CTI 6215扫描振镜、扫描透镜、筒镜、奥林巴斯 40X物镜、样品台、75 mm针孔、雪崩二极

管 THORLABS APD 120A/M、积分放大电路、数据采集卡、主控机等构成。实验系统中，光源针孔、主像面、

探测器针孔三者以及光源针孔、物面、探测器针孔三者为共轭关系。
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图 1 近红外共聚焦荧光成像实验系统图

Fig.1 Experimental schematic diagram for NIR confocal imaging

3.2 系统工作过程

实验分为光路检测装调和近红外共聚焦荧光成像两个阶段。对于光路检测装调，最重要的是光源针

孔、物面、探测器针孔三者之间的共轭关系；而对于近红外共聚焦荧光成像，最重要的是光源针孔、主像面、

探测器针孔三者之间的共轭关系。选择 638 nm激光器作为激发光源，经 CHROMA ZT640rdc二向色镜反射

至 CTI 6215扫描振镜，ZT640rdc二向色镜在 670~1000 nm 的近红外区域透射率大于 95%，在 645 nm以下透

射率小于 5%，能够有效截止可见光透过；对于光路检测装调阶段，激光经过扫描振镜反射后通过扫描透镜、

筒镜和奥林巴斯 40X物镜成像在物面上，扫描透镜、筒镜均在 650~1050 nm的近红外区域进行增透处理；样

品激发出的荧光反射回来，经过奥林巴斯 40X物镜、筒镜和扫描透镜后，透射经过 CHROMA ZT640rdc二向

色镜、CHROMA ET700lp滤光片，经 THORLABS BSW11分光片反射，并通过针孔透镜成像在针孔上，最后

荧光信号由 THORLABS APD 120A/M 接收，其中 CHROMA ET700lp滤光片在 705~1200 nm 近红外区域进

行增透处理，同时反射大部分可见光。雪崩二极管输出的电流信号经过放大积分器后转换为电压信号，并

且通过数据采集卡进行采集，最终通过主控机图像重构软件重构出整幅图像。

4 实验结果及分析
先采用植物细胞壁荧光玻片对系统进行检测。图 2为植物细胞壁荧光玻片在近红外共聚焦系统中成像

图像。由于样本在近红外区荧光较弱，针对原始图像进行了后续滤波放大处理。图 2为 512 pixel×512 pixel
图像，单个像素尺寸为 48 nm，图中发光部位即为细胞壁，半峰全宽约为 12，由此可见图像分辨率达微米量

级，可以确定激光扫描共聚焦近红外荧光成像实验系统的光机装调和电气单元比较合理。

图 2 滤波前后的荧光图像

Fig.2 Fluorescence image before and after filtration

考虑到物面，即物镜焦面成像时，视场区域太小(900 mm×900 mm)，难以准确定位注射荧光染料的部位；因

此，在小鼠活体实验中，将小鼠尾部固定在激光扫描共聚焦近红外荧光成像实验系统主像面(18 mm×18 mm)
上，即在扫描透镜焦面位置进行了小鼠活体成像，在皮下注射近红外荧光染料。本次实验所使用的近红外荧

光染料为 LDS925，发射的荧光波长范围为 875~1050 nm。图 3为近红外共聚焦主像面实验装置图。图 4即为
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小鼠尾部近红外荧光图像。图 5为小鼠尾部近红外荧光共聚焦图像。图 6为图 4及图 5红线标记部位的荧光

信号强度分布曲线。

图 4、图 5均为 500 pixel×500 pixel，图像尺寸均为 18 mm×18 mm。对比图 4和图 5表明，小鼠尾部近红

外荧光共聚焦图像信噪比显著优于小鼠尾部近红外荧光宽视场图像，共聚焦图像在目标荧光信号以外区域

几乎没有干扰信号，而宽视场图像非焦面干扰信号较强，对比度较差。本文选择图像信号强度分布的均方

差和峰谷（PV)值作为图像对比度评价方法，均方差和 PV值计算方法分别为

xmse =∑
i = 1

M (Ii - Ī)2 , (1)

dPV = Iimax - Iimin , (2)

式中 xmse和 dPV分别为均方差和 PV值，Ii 为图 6中曲线各点信号强度值，Ī 为图 6中曲线各点信号强度平均

值，M为曲线点数。

经过对图 6中荧光信号强度曲线计算分析得到，对于传统近红外荧光成像，荧光信号强度分布的均方差

值和 PV值分别为 864和 102；共聚焦荧光成像的荧光信号强度分布的均方差值和 PV值分别为 1459和 255。
由此可见，采用均方差作为对比度评价标准时，共聚焦近红外荧光成像将显著优于传统近红外荧光成像。

由于实验受显微物镜限制，选择了在扫描透镜焦面，即共聚焦系统主像面上成像；扫描透镜数值孔径（NA)约
为 0.15，远低于高分辨率显微物镜（NA>1.0），因此，如果能选用适合于近红外区域的高数值孔径显微物镜，

激光扫描共聚焦近红外荧光成像实验系统将获得微米量级分辨率的深层组织图像；然而，这种高分辨率深

层组织的近红外荧光图像是以视场尺寸折中为代价，也会对系统装调精度和条件提出更高要求。综上，激

光扫描共聚焦近红外荧光成像实验系统能提供几乎无背景噪声的高信噪比、较优分辨率的深层组织的近红

外荧光图像。相比近红外荧光图像，近红外共聚焦荧光图像在背景噪声、信噪比等方面有显著优势。

图 3 近红外共聚焦实验装置

Fig.3 NIR confocal experiment device

图 4 小鼠尾部近红外荧光图像

Fig.4 NIR fluorescence image of mice tail

图 5 小鼠尾部近红外荧光共聚焦图像

Fig.5 NIR fluorescence confocal image of mice tail

图 6 红线标记荧光强度分布曲线

Fig.6 Fluorescence intensity distribution curve for red-

marked area
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4 结 论
将激光扫描共聚焦成像技术应用于近红外荧光成像中，根据近红外荧光成像要求设计一套激光扫描共

聚焦近红外荧光成像实验系统，并且获得了标记有近红外荧光染料的小鼠尾部近红外荧光图像、小鼠尾部

近红外荧光共聚焦图像，验证了共聚焦成像技术在近红外荧光成像中的可行性。近红外荧光成像和小鼠尾

部近红外荧光共聚焦成像中小鼠样本均放置在扫描透镜（NA约为 0.15）焦面，即主像面上；如果进一步使用

适合于近红外区域的高数值孔径显微物镜，分辨率将能够提高至微米量级左右，但是会牺牲视场大小。经

分析，传统近红外荧光成像和共聚焦荧光成像的荧光信号强度分布的均方差值分别为 864和 1459，表明共聚

焦近红外荧光成像在图像对比度方面显著优于传统近红外荧光成像。研究结果表明激光扫描共聚焦成像

技术在近红外荧光成像中应用是可行的，可以实现深层组织的高信噪比共聚焦成像。
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