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摘要　无标记显微成像技术包括光学相干层析、光声成像、非线性成像和微球透镜成像等技术.概述了目前常用

的无标记显微成像技术,并对各种传统和先进的成像原理进行了总结.详细介绍了各种无标记成像技术的优缺点

和最新研究进展,以及此类成像技术在各领域的应用,并对基于无标记显微技术的多模态成像技术的未来发展进

行了展望.
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１　引　　言

显微镜将微小的、肉眼无法直接观测到的对象

进行放大,它是人们研究微观世界的重要工具.其

发明之初,人们理论上认为只要将显微镜片制作地

足够精细优良,就可以观察到任意微小尺寸.１８７３
年阿贝衍射极限的提出,使人们认识到物理衍射极

限的存在,即光学显微镜技术的分辨率不可能小于

０．６１λ/NA(λ 为波长,NA 为系统的数值孔径),也
就意味着在可见光波段分辨率无法超过２００nm.

之后的很长时间里光学显微成像技术的发展一直受

制于此物理极限的约束.２０１４年诺贝尔化学奖颁

给了Betzig等,以表彰他们将荧光显微镜的分辨率

提高到了纳米量级,为生物和医学的发展提供了有

力的研究手段[１Ｇ２].
与此同时,基于荧光标记的成像技术同样受到

了人们的广泛关注.但是,荧光标记成像对荧光颗

粒和成像样品都有着较为严格的要求,普适性不强,
且其存在成像速度慢、易引起生物体排异反应等问

题.荧光标记可使特定细胞成分可视化,但会遭遇

０７０００５Ｇ１



激 光 与 光 电 子 学 进 展

荧光团的光漂白以及生物体的光毒性损害,带来额

外的麻烦.而非荧光标记的超分辨显微方法在活体

成像、多类样品成像,以及快速成像等方面具有天然

的优势.通过在近场使用纳米尖端扫描物体,近场

扫描 光 学 显 微 镜[３]的 空 间 分 辨 率 已 经 达 到 了

２０nm.然而,为了避免入侵和扰动,打破衍射极限

的远场成像技术[４]较之近场扫描成像似乎更为理

想.为了深入了解生物体的生命过程,尽可能降低

对细胞系统的精确性、特异性、敏感性的破坏,无损

监测待测物,显得尤为重要.
探索并发展宽场、远场且能快速成像的新型非

标记显微技术已成为人们关注的难点与热点.在不

使用荧光标记的情况下,对细胞水平基于高分辨率

的显微技术提供非侵入性的在体组织检测或活细胞

动态观察,能够尽可能的不污染待测物且不造成干

扰.可以预见,在远场实现各种亚波长物体的宽场、
无标记光学成像将是一个重大突破,在生物学、化学

和物理学等领域具有广阔的应用前景.

２　无标记显微成像系统

无标记显微成像技术是一种无损、非接触式的

检测技术,２０世纪６０年代引入激光作为成像的光

源后,显微成像进入了发展的新时期,随后出现了很

多类型的成像技术,并且在化学、生物和物理等领域

得到了广泛的应用.光学相干断层扫描(OCT)成
像技术探测的是生物体的后向散射光.光声成像是

基于光学吸收差异、借用超声波为信息载体,来进行

生物医学成像的技术.双光子显微镜可以检测到某

些自体荧光物种,二次谐波和三次谐波方法能够分

辨纤维结构和脂质体.拉曼显微镜可以检测特定类

型的化学键,作为物质的“指纹”光谱,反映的是物质

中分子振动和转动的信息,是研究分子结构的一种

重要分析方法.微球透镜技术是一种巧妙的利用透

明电介质微球耦合近场信息并将信号放大的技术,
这种简单的技术为实时、无标记、高分辨的成像提出

了创新的想法.这些成像技术运用的是内在的对比

机制或者生物组织的自发荧光,无需标记、不干扰生

物分子、细胞损伤低,目前无标记成像技术在实验室

和医学研究机构中发挥着特有的优势,为临床应用

开辟了新的途径.

２．１　OCT技术

OCT技术最初于２０世纪９０年代由麻省理工

学院的研究团队研制提出[５].OCT作为一种新型

的成像技术,与超声成像、X光成像和核磁共振成像

等形式相比,具有无损、非侵入式、非电离化、高分辨

率和高灵敏度等优点[６].被称为“光学活检”的

OCT,因不需要进行生理切片等创伤性方法来制备

样品,其“无损”的优势被极大地凸显了出来.OCT
的成像系统主要基于迈克耳孙干涉仪的原理,图１
为本课题组所用 OCT系统图,光源发出的光经过

光纤耦合器后分裂成两束光,分别进入参考臂和样

品臂.进入参考臂的光经平面反射镜反射,而进入

样品臂的光照射在样品表面会形成后向散射光,两
束光沿原光路返回,并在耦合器中相遇形成干涉信

号,继而被CCD探测系统采集到,并最终在计算机

(PC)显示终端成像.

图１ OCT系统示意图

Fig敭１ SchematicofOCTsystem

　　OCT因其无创、三维显示、分辨率高等优点,最
早在眼科方面[７]得到了广泛应用.OCT提供的轴

向分辨率可对视网膜的层状结构进行层析成像,因
此可用于观测引起这种层状结构病变的视网膜疾

０７０００５Ｇ２



激 光 与 光 电 子 学 进 展

病,能够发现常规检测无法识别的细微结构异常.

OCT还能测量视网膜神经纤维层厚度,精确追踪随

访,为视网膜疾病的预后及发展提供了精确性的量

化指标.血流作为重要的生理参数,与生物组织的

病变息息相关.OCT成像可以实时进行血管成像,
并使之可视化,这种技术称为 OCT微血管光学造

影(AngioＧOCT)[８].图２为人眼视网膜的超大视场

微血管OCT图像[９],可以清晰地分辨出血管网络

的分布 和 走 向.与 传 统 成 熟 的 荧 光 造 影 相 比,

AngioＧOCT不仅具备深度分辨的能力,还无需外部

注入有害的荧光造影剂,因此,在临床应用上更具潜

力.尤其近几年,得益于高速相机和超快扫频光源

的发展,AngioＧOCT不仅在图像信息和质量上愈发

丰富和完善,还在成像速度上取得了突破性的进展,
使其足以满足临床对实时成像的需求.

图２ 人 眼 视 网 膜 AngioＧOCT 图 像.(a)超 大 视 场

(１２mm×１６mm)人眼视网膜 AngioＧOCT图像;
(b)视神经乳头图像;(c)中心凹图像;(d)颞区图像

　　　　(视场为２．０mm×２．４mm)[９]

Fig敭２AngioＧOCTimagesofhumanretina敭 a Large
fieldofview １２mm×１６mm forAngioＧOCT
imageofhumanretina  b opticnervepapilla
image  c foveaimage  d temporalregion

image fieldofviewis２敭０mm×２敭４mm  ９ 

随着OCT技术的发展以及研究的深入,相继

出现了几项新兴的应用.例如,耳鼻喉科医师及儿

科医师也采用OCT技术作为诊断工具.通常情况

下,医生使用耳镜检查耳部、外耳道及鼓膜是否有细

菌感染而发红的症状.而OCT可通过表皮及皮下

膜的成像判断是否感染致病细菌,以提升诊断准确

度.其在药物效用评价方面也发挥了重要作用,如

在日常生活中服用几次抗生素后,可使用 OCT系

统分析抗生素是否发挥效用.如果感染的生物膜已

经去除,则患者可以停止服用抗生素,以避免滥用抗

生素药物带来的副作用.近年来其应用范围也逐渐

扩展到了心血管[１０]、呼吸道[１１]、生殖道[１２]等散射型

组织,以及皮肤科[１３]、牙科[１４]、材料检测等领域.
在生物医学领域,传统 OCT的成像机制主要基于

不均匀生物组织对探测光的散射和吸收差异,因此,
只能获得组织的结构信息,然而在临床上,尤其是在

疾病治疗的早期诊断阶段,病变组织和正常组织的

结构差异并不十分明显,其差异主要体现在血流的

变化上,因此血流信息的获取尤为重要[１５].多普勒

OCT是将多普勒原理与OCT技术相结合[１６],能有

效地从静态的组织背景信号中分辨出动态的血流信

号,在获得局部生物组织结构信息的同时,获取与血

流相关的流速、分布信息等.
随着OCT技术的发展与深入,该技术正在向

其他领域推进.OCT技术还可应用于材料科学,利
用OCT系统对陶瓷材料进行检测,拓展了OCT技

术的应用范围.未来发展方面,OCT已逐渐走向商

业化生产与应用,在提高成像分辨率、加快成像速

度、优化成像质量基础上,结合其他成像方法,OCT
技术将能够实现更广泛的研究应用.

２．２　光声成像技术

光声成像(PAI)[１７]是近年来发展迅速的一种新

型无损伤、无辐射成像方法,其结合了超声检查的高

空间分辨率和光学成像的高对比度的优势,能从大

多数组织中采集功能信息和分子信息,提供高特异

性的组织影像.因此,PAI技术作为研究生物组织

结构和功能信息的新方式,已受到人们的重视.

PAI是以１８８０年Bell发现的光声效应为理论基

础,当脉冲激光束照射组织后,入射光子被组织吸收

并在组织内部传播,引起组织局部轻微变热进而产

生热弹性扩张,这种瞬态的热弹性组织扩张会产生

压力波(即超声波),其强度大小取决于吸收光能量

的多少,不同的组织有不同的光吸收,产生的超声波

强度亦有差异.这种光声信号由超声换能器探测并

存储于计算机中,经过处理重建后,形成能反映组织

光吸收分布的三维图像.基于成像原理可知,PAI
跟踪的是组织的光吸收,而不是散射粒子,因此其深

度大且对比度高,无散斑噪声.PAI技术将分子影

像探针技术和对比增强成像技术相结合,实现了活

体组织分子水平的非侵入性生理及病理成像.既可

依赖于组织固有对比,也可利用主动靶向对比剂或
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被动靶向对比剂来增强成像效果,从而实现对目标

组织的无损、实时、多层面、多对比度的可视化动态

成像.PAI技术为研究生物组织的形态结构、功能

代谢、生理及病理特征提供了重要手段,更是为肿瘤

病变的早期检测和治疗监测提供了新方法.
随着PAI技术的提高,其在生物医学领域的分

辨率已经从声学分辨率达到了光学分辨率,.２００５
年,Maslov等[１８]首次利用PAI对血管进行成像,采
用暗场辐射模式激光,结合一个５０MHz的球形聚

焦超声探测器,得到了清晰的血管结构图像,横向及

纵向分辨率都比较理想,实现了基于声学分辨率的

光声显微成像,开启了光声成像技术领域的重大发

展.受到此次结果的启发,该课题组将光声显微成

像应用于皮下微血管成像、功能成像和早期肿瘤监

测中,实验结果显示,其均具有较高地灵敏度及特异

性,并 发 展 出 了 第 一 代 光 学 分 辨 率 光 声 成 像 技

术[１９].但对于弱吸收组织,光声成像能够提供的有

效信息相对较少,通常需要其他的成像模式加以判

别.２０１１年,Song等[２０]提出多焦点光声显微成像,
显著提高了光声显微成像的速度和光声信号的检测

的灵敏度,获得了超高的分辨率,并被称之为第二代

光声显微成像技术.Aguirre等[２１]提出了介观光声

成像技术,首次使用基于球面聚焦传感的中心频率

为１０２．８MHz、宽带较宽的光栅扫描系统,利用此高

频超声换能器提高了光声成像的纵向分辨率,实现

了皮肤组织的三维精细结构成像,如图３所示.图

中显示了三个平行于皮肤表面的最大强度投影

(MIP),其中右侧数值为用于计算每个投影的近似

最小和最大深度值.图３(a)对应于表皮Ｇ真皮交界

处,图中的亮点与毛细血管的顶部是一致的.图３
(b)与靠近表皮Ｇ真皮交界处的水平丛的小血管和毛

细血管袢之间的连接相一致,位于水平神经丛下方

的大血管在图３(c)中清晰可见.
与OCT技术类似,光声成像也经历了从时域

到频域成像的发展过程.在时域光声成像领域,美
国华盛顿大学 Wang等[２２]凭借多篇奠基性文章和

大量的研究著作成为目前该领域世界范围内影响力

最大的研究团队之一.该团队凭借成熟的技术和理

论支持现在已开始将研究的重心放在了光声成像在

生物医学上的应用和推广方面,其运用光声成像技

术实现了对老鼠深层脑部成像,其成像中心区域的

轴向分辨率达到了０．１０mm,切向分辨率达到了

０．２５mm,该系统用于小动物体内大脑的功能成像,
从而观察老鼠结构、脑损伤、大脑对高氧和缺氧的血

图３ 手 掌 表 皮 MIP图.(a)表 皮Ｇ真 皮 交 界 处 MIP;
(b)表皮Ｇ真皮交界处的小血管和毛细血管袢 MIP;

　　　(c)水平神经丛下方的大血管 MIP[２１]

Fig敭３ MIPofpalm skin敭 a MIPoftheepidermalＧ
dermaljunction  b MIPofthesmallervessels
and captllary loops at the epidermalＧdermal

junction  c MIPofthebiggerveselsunderthe

　　　　　　horizontalplexus ２１ 

流动力学反应.这种成像技术允许在高分辨率下完

全无创透皮和神经影像,同时保留皮肤和头骨的完

好无损,具有广泛地应用价值.该团队还通过使用

基于纳米传感器的光声成像技术监控体内锂离子含

量来完成对针对性药物治疗作用的分析,将纳米传

感器和治疗性药物结合使用实现对新生血管的成像

和治疗.慕尼黑工业大学研究小组将频域光声成像

应用于生物活体实验并取得了成功[２３].光学显微

镜光毒性低,但是对于不透明组织结果不尽如人意.
针对此问题,该团队将光学与光声读数信息合并,对
高度散射的离体幼年斑马鱼进行成像,结果表明,该
光声成像系统可在扩散的散射深度范围内进行高分

辨成像.
在成像技术方面,光声显微成像已经实现了分

辨率从亚微米至几十个微米的跨层次成像,成像范

围达到了从几个微米到厘米量级的多尺度成像和结

构到功能上的多参量成像,成像设备也实现了大型

化到小型化轻量化的发展[２４].为了全面、精准地获

取生物组织的生理及病理信息,常将光声成像与其

他成像模式相结合,如OCT[２５]、荧光成像和电子计

算机断层扫描(CT)等形成多模态成像等.多模态

成像可以克服单一成像形式的局限,提高PAI的成
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像效果,扩展各个成像方式的功能,使每个成像技术

发挥到极致,获得最为理想的成像效果,为生物研究

和临床应用提供有利的依据.

２．３　非线性光学成像技术

非线性光学显微成像,是指激发光与待测物质

通过非线性相互作用产生光信号,并利用这些光信

号进行显微成像的方式.这种光与物质的相互作用

通常受材料的电敏感性以及照明强度的影响,电磁

响应相对于入射场的大小呈线性关系.然而,随着

入射强度的增加,光与物质之间的相互作用也受到

了电磁敏感性中的高阶项影响,导致对入射场显现

出非线性响应,称为强光光学.在非线性光学显微

镜中,可利用样品中化合物和结构特征的电敏感特

性为高强度激光照明成像提供所需的信号,即利用

内源性光学标志物获得对比度来成像,从而避免了

切片和染色等操作.
非线性光学成像技术在过去的二十年时间里发

展迅速,其中谐波产生[二次谐波(SHG)和三次谐

波(THG)]最为常见.SHG是相干散射过程,对待

测物内部结构的中心对称性非常敏感,SHG信号的

波长是激发光波长的１/２,故SHG成像技术使用的

是红外激光,对组织穿透能力非常强,可以进行更深

层的成像.Chu等[２６]早在２００３年就利用二次谐波

显微成像作为微观对比机制去观察斑马鱼体内晶胚

的发育过程,深度高达１．５mm,并成功观察到了原

肠胚及组织的形成过程,且无需对样品进行任何处

理.研究表明,细胞外基质中的胶原纤维由于结构

特殊具有很高的SHG效率,可以通过探测SHG信

号来反映生物组织中的基质形态,含有胶原丰富的

组织如结缔组织、肌肉组织、微管等都可以产生强烈

的SHG信号,通过此种非线性成像方式来实现区

分和成像.１９７１年Fine等[２７]在胶原组织中第一次

检测到二次谐波信号.２０１４年Bancelin等[２８]研究

员采用二次谐波成像技术获得了比普通光学成像技

术高达１５倍的分辨率,为非线性超分辨成像技术做

出了贡献.

THG是一种内在的对比机制,当激发光频率

下的三个光子在三倍频率下转换成一个光子时就会

产生THG.最新的一项研究中,Small等[２９]使用无

标记多光子显微镜在中红外范围内进行激发,得到

了动脉粥样硬化病变成像,来自动脉粥样硬化斑块

的THG信号可以揭示细胞和细胞外脂质沉积物的

形态学 细 节.其 使 用 中 红 外 波 段 范 围(１３００~
１７００nm)光源的多光子显微镜对鼠类和人类样品

的动脉粥样硬化斑块进行成像,展示了动脉粥样斑

块的详细三维结构和THG成像的高分辨能力,如
图４所示.图中利用THG显微镜揭露了动脉粥样

斑块的形态特征变化过程.在动脉粥样硬化的初始

阶段,暂时微小的脂质沉积物积聚在内膜单核细胞

中,此时可以用THG检测内膜内的点状区域.动

脉粥样硬化脂质的发展增加了细胞脂质沉积物的大

小,导致泡沫细胞的形成,其特征为细胞质内充满脂

质.细胞外脂质团聚在细胞成分分解后发生,并且

在THG成像中呈现出更大的区域.图中的非线性

过程给出了内测层组分(弹性蛋白和平滑肌)与外膜

内胶原的对比.
实现非线性无标记成像的有效策略是采用多模

式配置,将各种成像技术组合在单个显微镜中用于

同时采集图像.早期生物样本的非线性多模式成像

是利用二次谐波生成和双光子激发荧光进行的[３０].
这种技术的组合大受欢迎,因为相同的激发源可以

用于两种成像模式且向前或向后散射信号可以在光

谱上分离以便同时进行图像采集.与此类似,二次

和三次谐波生成可以结合在扫描显微镜中进行无创

无标记多模态成像,THG可用于检测细胞边界和核

膜以及各种内部细胞器的不均匀性,而SHG在有丝

分裂过程中解析了中心体和有丝分裂纺锤体在其他

有序结构中的光学中心对称性.Mahou等[３１]还利用

THG和四波混频(FWM)显微镜检查了斑马鱼胚胎,
通过添加SHG和双光子激发荧光(TPEF)对THG
显微技术进行扩展,使其发挥了更广泛的作用.

Segawa等[３２]将相干反斯托克斯拉曼散射(CARS)、

SHG、THG和三阶和频产生(SFG)结合,对具有多个

通道的单个细胞进行成像,展示了四模式非线性显微

镜.这里描述的多路复用和多模态非线性成像技术

能够以前所未有的速度和化学特异性进行三维细胞

成像,并且这些技术在许多方面正在接近荧光显微镜

的多功能性.事实上,在更大的生物医学成像背景

下,将非线性成像技术归类为荧光显微镜的补充更具

启发性.应用先进的图像处理和分析从无标签图像

中提取定量信息是该技术的自然延伸.
基于CARS和受激拉曼散射(SRS)的相干拉曼

散射也是一种典型的非线性光学技术.CARS过程

属于三阶非线性效应,采用两束频率不同的脉冲激

光分别作为抽运光和斯托克斯光来激发样品,当两

束光脉冲的频率差和样品分子固有的振动模式频率

一致时,分子振动得到了共振增强,并在探测光的作

用 下产生了反斯托克斯信号.SRS是由强激光的
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图４ THG显微镜揭示的形态特征总结[２９]

Fig敭４ SummaryofmorphologicalfeaturesrevealedbyTHGmicroscopy ２９ 

光电场与原子中的电子激发、分子中的振动或晶体

中的晶格相耦合产生的,具有很强的受激特性,以及

受激光发射的强方向性、高散射强度等特征.SRS
成像技术是一种新型的、无需荧光标记的成像方法,
其为非线性的相干拉曼散射过程,继承了自发拉曼

光谱的分子特异性,可以选择性地区分成像各类生

物分子;同时克服了自发拉曼信号极其微弱的缺点,
极大地增强信号使其能实现快速活体成像.CARS
和SRS成像技术不需要额外染料分子或荧光蛋白

标记,针对特定的化学键振动进行成像,具有非侵入

性的优点,在生物学和医学成像领域有着重要的作

用.Nan等[３３]发现在仔细考虑激发能量的情况下,

CARS显微镜可以有效地用于监测活细胞中脂滴的

细胞器运输,同时避免光损伤.在没有荧光标记的

情况下,能够追踪细胞间脂滴运动并量化扩散和蛋

白介导的小鼠肾上腺皮质细胞转运.SRS具有高

灵敏 度、高 特 异 性 和 高 分 辨 率 等 优 势.１９６２年

Eckhardt等[３４]报道的SRS是首次发现的非线性光

学现象之一.其对分子的选择性来源于分子的内禀

振动特性,因而可以针对生物组织中的不同化学组

分进行分别成像,如脂质、蛋白和核酸等.该课题组

的研究工作初步证明了基于脂质和蛋白的双光谱

SRS技术可用于脑肿瘤边界的术中活体成像以及

离体标本的病理检测.但目前多光谱成像技术仍依

赖于波长调谐或光谱编码等过程,不能实时得到病

理图像.而利用锁相放大器的相位敏感性发展而来

的双光谱SRS成像技术,结合同步的图像处理算法

进行实时的数字病理诊断,发展出了快速无标记病

理检测方法.此项技术可以极大地提高肿瘤边界的

探测精度、术中病理成像的速度和手术治疗的精准

度.经过二十几年的发展,相干拉曼散射显微镜已

广泛应用于生命科学和生物医学成像领域.分子振

动成像赋予相干拉曼散射显微镜探测分子信息的优

势,更便于检测疾病组织中分子组成成分的变化,为
诊断疾病发生提供了重要信息.

２．４　微球透镜成像技术

光学显微镜的性能受限于衍射极限,无论一个

成像系统在光学性能上有多接近完美,都无法分辨

超过阿贝衍射极限的两个物体.研究者们尝试过很

多方式方法来突破衍射极限,Lee等[３５]采用纳米尺

度的球面透镜试图超越这一极限,这些透镜由杯状

有机分子由下向上自组装整合而成.与几何光学镜

片相比,以此种方式产生的透镜呈现出曲线轨迹的

光线,具有非常短的焦距,可以产生超出衍射极限的

近场放大效果,使分辨率达到２００nm 的数量级.

２０１１年 Wang等[３６]报道了一种新型的光学纳米镜,
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该研究方法使用普通玻璃微球体作为远场超透镜,
克服了白光衍射极限.将透明电介质微球置于物体

表面,微球能够耦合近场信息并将其放大,传输到远

场后被物镜接收,生成高放大倍数的虚拟图像,虚拟

成像操作模式可以在透射和反射模式下与普通光学

显微镜集成,并且在标准白光照明下工作.对于

５μm的粒子,理论上其可以解析低于２０nm的任意

结构,使得有可能在白光下直接观察病毒和活细胞内

部,而不需要激光激发荧光.该报道已经证明光学透

明微球是高性能的光学超透镜,其可以通过在白光源

照明下的近场虚拟成像来分辨５０nm的物体.微球

纳米镜坚固耐用,并且能适应不同种类的样品,可用

于对病毒、DNA和分子等生物物体进行成像.

Li等[３７]首次报道的浸没式微球光学纳米显微

镜(SMON)是一种简单的直接白光观察纳米级病毒

的方法.将标准光学显微镜与折射率为１．９、直径为

１００μm的大尺寸微球,浸在水中对７５nm 的腺病

毒进行成像.成像结果如图５所示,微球透镜结合

不同倍率成像共完成两组实验用以分辨出腺病毒.
第一组图５(a)、(b)对比了扫描电子显微镜(SEM)
和低倍物镜(５０×,NA＝０．７５)微球成像,此时因物

镜分辨率不够高未能成功分辨出病毒.第二组

图５(c)、(d)对比了高倍SEM 和高倍物镜(８０×,

NA＝０．９)结合微球成像,此时微球透镜能分辨出腺

病毒,最佳成像面在样品表面下７０μm处.该研究

团队还使用更高倍的物镜(１００×,NA＝０．９５)对样

品成像,图像也可以分辨,最佳成像面在样品表面下

８０μm处.

图５ 浸没式微球透镜的腺病毒簇成像结果.(a)腺病毒簇的高放大倍数SEM图像;(b)腺病毒簇的低放大倍率SMON图

像(１００μmBaTiO３ 微球与５０３目标镜片偶联,NA＝０．７５);(c)腺病毒簇的更高放大倍数SEM 图像;(d)腺病毒簇

　　　　　　　的较高放大倍数SMON图像(１００μmBaTiO３ 微球与８０３物镜耦合,NA＝０．９)[３７]

Fig敭５Adenovirusclustersimagesofimmersed microspherelens敭 a High magnificationSEMimageofadenovirus
clusters  b lowmagnificationSMONimageofadenovirusclusters １００μmBaTiO３ microspherecoupledwitha

５０３objectivelens NA ＝０敭７５   c higher magnificationSEMimageofadenovirusclusters  d higher
magnificationSMONimageofadenovirusclusters １００μmBaTiO３microspherecoupledwithan８０３objectivelens 

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NA＝０敭９  ３７ 

　　微球透镜超分辨的主要优势是位于电介质中的

显微物镜视野内的高折射率微球可以将光聚焦成光

子纳米喷射.２０１７年,Huszka等[３８]提出了一种基

于微球的超分辨率扫描光学显微镜(MSＧSOM)的
新方法,将经典的易于操作的光学显微镜与表面扫

描原理的优点相结合.具体为引入超分辨率扫描光

学显微镜,使用透明介质微球体,借助传统的显微镜

物镜在样品表面上进行平移.首先该报道对样品、
微球、介质系统内的光传播进行了有限元模拟,指出

样品和微球之间的关键分离距离,研究结果发现,低
于该距离才可以实现超分辨成像.因此,若将样品

放置在微球体下面,则只能在基底和微球体接触附

近的区域内成像,该区域非常有限,仅能达到约

１０μm２视野.为了扩大超分辨成像区域,将微球的
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超分辨成像能力与定制扫描和图像重建算法相结

合,可以在显微镜物镜的整个视场范围内创建超分

辨图像.该方法已经在具有纳米特征的线性校准样

本上完成了测试.在与显微镜物镜相连的框架上固

定了一个微球,该微球以分步方式在样品上自动扫

描,继而生成了样本区域１０４μm２ 范围内的超分辨

图像.与其他技术相比,该显微系统能以高性价比

的方式实现超分辨率成像;与传统的光学显微镜相

比,分辨率提高了近２０％.微球透镜在无标记的前

提下,具备不接触微扰的特点,该发现或将成为未来

广泛应用扫描超分辨率光学显微镜的基础,同时也

将在许多其他研究领域发挥巨大潜力.

３　无标记显微成像技术的应用

３．１　血管成像检测应用

生物组织内部的血流信号与各类疾病都存在着

紧密的联系,生物组织功能性血管,如毛细血管的成

像对于许多疾病的基础医学研究、早期诊断和治疗

都有重要的意义.基于荧光标记的血管造影技

术[３９]是目前应用较为广泛的组织血管造影方法,但
其外源性的造影剂会对生物体产生一定的副作用.
由于荧光成像必须注射荧光标记物,常会引发副作

用,长期使用会使残留标记物在体内积累,不利于长

期、频繁的跟踪检测,也不适用于大规模人群的筛查

工作.因此亟需一种有效的血流灌注成像手段,开
发一种无创无标记的光学微血管技术,实现无标记、
高分辨、实时高速的血流三维形态结构与生理功能

信息提取.

OCT微血管造影技术能够实现生物组织内部

血流灌注时空分布的三维可视化,该造影技术无需

外源性的标记,被广泛应用于眼底视网膜、脉络膜、
眼表结膜、大脑皮层、肿瘤和皮肤等基础科学研究、
临床疾病诊断及辅助治疗等领域.多普勒OCT[４０]

和散斑方差OCT[４１]是基于循环血细胞提取胚胎血

流信息的主要方法.多普勒OCT依赖于由血细胞

运动引起的 OCT相变,产生可以与轴向流动速度

相关联的多普勒频移.在此基础上利用高级处理方

法可以进一步降低噪声并提高成像质量.近年来,

OCT在早期的小鼠胚胎心脏的结构和功能成像方

面均取得了一些技术进步.准确成像和血流动力测

量对于研究胚胎心脏至关重要,尤其是血流诱导的

剪切应力,它影响着内皮细胞的基因表达,若心脏出

现异常或缺陷,则可以通过成像和测量剪切应力来

进行评估.Peterson等[４２]利用四维(４D)结构和多

普勒成像,基于多普勒 OCT提供的心脏管内的血

流速度分布,准确地测量体内心血管中的血流量,并
在生理条件下首次在整个心脏周期中绘制内膜剪切

应力.实现了鹌鹑胚胎心跳周期中剪切应力动态的

４D映射,获得了胚胎心脏的４D多普勒 OCT图像

集.作为多普勒 OCT的衍生方法,剪切应力测量

和胚胎心脏绘图是OCT非常值得关注的生物力学

成像能力.Wang等[４３]使用 OCT研究早期阶段探

查活体发育的小鼠胚胎的生物力学.利用OCT的

非标记、三维功能和较远工作距离成像特性,研究了

包括心脏动力学的直接体积结构和功能成像,４D定

量多普勒成像和心脏血流分析,以及从搏动的胚胎

心脏中心脏壁组织的４D血流分离等课题.在这篇

论文中,基于傅里叶域锁模激光器的优势,使用超高

速扫描系统(兆赫兹波长扫描速度),绘制了使用该

类高速OCT获得的活体小鼠胚胎中心脏动力学的

直接４D成像图,并实现了心血管系统的功能分析,
如图６所示,比例尺为５０μm

[４３].在整个心脏管内

实现高对比度信号,在原始心房、原始心室和室旁核

区和球状心肌区进行定量时间分辨.

图６ 活体小鼠胚胎的心脏血管内的血流动

力学多普勒OCT成像

Fig敭６ DopplerOCTimagingofhemodynamicsinside
hearttubeofalivemouseembryo

血液通过血管传导,将氧气带到体内的各个器

官,除了携带氧气外,还含有各种成分,其成分的变

化与多种疾病相关.另外,血管结构本身也可反映

相关疾病,例如高血压、糖尿病和高血脂等病症引起

的动脉粥样硬化.PAI在血管成像方面具有组织穿

透深度大的优势,光声成像可反映生物组织吸收信

息的成像特性,通过直接测量血红蛋白含量、红细胞

流动速度可实现对血氧饱和度、血液流速及力学参

数等的成像.Kruger等[４４]应用光声断层成像系统
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(PAT)进行人体乳腺成像,在不使用对比剂的情况

下可以显示健康志愿者深度为４０mm的亚毫米级

血管.Ku 等[４５]研 发 了 PAT 与 热 声 成 像 系 统

(TAT)相结合的非电离射频和近红外激光,以此获

得了乳腺组织离子浓度、血容量和血红蛋白(Hb)的
氧合水平等相关信息.Matsumoto等[４６]开发了一

种光声成像系统用来获取乳腺癌诊断图像,使用

PAI可以实现小于０．５mm分辨率的三维成像.该

团队使用半球形检测器阵列的PAT仪器分析手掌

的血管形态,通过外围血管的结构形态学分析发现,
健康受验者的血管是连续的,没有因疾病而引起的

血管弯曲和破裂.通过对大数据下的不同年龄段,
不同性别人群进行成像测试发现,不同性别的人手

掌血管弯曲曲率基本一致,而不同年龄的人曲率表

现出不同的数值.该项研究证明,PAT系统可以对

手掌血管的三维特征进行可视化,并对动脉曲折进

行非侵入性分析.通过对衰老和疾病引起的形态变

化的了解分析,建立了一套健康人群手掌血管数字

系统,为相关疾病的快速诊断提供依据.

３．２　肿瘤检测中的应用

临床上肿瘤诊断需要一系列血常规、尿常规等

检查和肿瘤标记物生化检查,在难以确诊时甚至还

需要穿刺活检等.目前,检测肿瘤的最常用的成像

技术为CT、核磁共振扫描和活检染色,但这些方法

并不能够准确检测到微小肿瘤以及转移的肿瘤.生

物成像技术作为肿瘤检测的主要方法之一具有诸多

优点,包括实时监测、无组织破坏、不造成侵入性.
通过基于成像的筛选尽可能在早期发现癌症是降低

某些癌症死亡率的主要方法.因此对肿瘤生物标志

物的超灵敏检测成为了癌症临床诊断和治疗的迫切

要求[４７].

PAI可对肿瘤的发生、发展以及转移进行直接

快速的定位检测和跟踪[４８].早在２００６年,光声显

微成像技术就已应用于黑色素瘤的检测中,为黑色

素瘤的早期诊断提供了可能;多光谱光声分子成像

技术能检测血管形态及血液氧饱和度,还可监控药

物在脑肿瘤中的渗透情况;显微光声技术能达到单

细胞水平,可用来监控药物对肿瘤治疗的效果.

OCT能对生物组织内部微观结构进行高分辨断面

层析成像,且能实现二维或三维成像,其成像速度

快,成像深度深,在皮肤癌诊断方面优于超声检查.
而拉曼光谱可在分子水平分辨组织的详细信息,既
可以用于在体检测,也可适用于组织样品抽检.目

前已经应用于皮肤类的黑色素瘤和其他皮肤癌诊

断,在区分良性色素病变和恶性黑色素瘤方面具有

较好的灵敏度[４９].恶性黑色素瘤在早期被发现是

拯救生命的关键因素,２０１６年 He等[５０]开发了一种

共聚焦光热显微镜,用于黑色素瘤的无创无标记三

维成像.他们发明的共聚焦光热显微镜的轴向分辨

率比常用的光热显微镜高出约３倍.利用这种装置

直接获得了小鼠皮肤色素损伤中黑色素的三维显微

分布,在实验中对１６个实验对象(其中８个用于良

性黑素瘤,８个用于恶性黑色素瘤)进行成像,并对

其三维图像进行分析显示出黑色素瘤生长期间黑色

素密度和尺寸有变化,这些结果为监测黑色素瘤生

长以及皮肤癌诊断提供了新的手段和选择.
双光子和二次谐波成像技术都属于无损的高分

辨成像方法,基于红外的激发光使得该类成像方法

深度可到达皮下几百微米,且无需经过传统的切片

过程,能直接观察到随着肿瘤病变的发展不同层面

厚度和形态的变化,为肿瘤分期诊断提供了可靠的

检测依据.在脑肿瘤手术中,识别肿瘤边界是关键.
而目前神经外科医生对肿瘤边界进行术中评估比较

困难,因此亟需在手术过程中为他们提供病理信息

的工具.尽管荧光成像技术已普遍应用于临床手术

过程中[５１],但仍存在异构递送和非特异性染色等缺

点.因此临床检测中亟需在外科医生操作时以“实
时”追踪的方式进行反馈的无荧光标记成像技术.

OCT[５２]和刺激拉曼显微镜检查[５３]能够可靠地检测

人脑胶质瘤患者大脑中的肿瘤组织,其中,手持式拉

曼光谱仪甚至可用于切除术前评估脑组织[５４].这

些技术在密集的肿瘤浸润区域中检测敏感度很高,
其中拉曼光谱学装置可在１５０μm×１５０μm区域中

达到检测１７个肿瘤细胞的灵敏度极限.拉曼技术

的区分能力是基于肿瘤组织和健康组织的振动光谱

的微妙差异,并且需要将实验光谱与参考光谱库作

大量比较,拉曼技术可以区分脑癌和正常脑,能从固

定组织的组织病理学分析到原位光学活组织检查的

转换,相比更为简单容易.拉曼技术是术中胶质瘤

检测的理想选择,它占地面积小、采集时间快、精度

高,可以作为脑癌手术期间术中指导,最大限度的减

少手术后剩余的癌细胞数量,提高手术的有效性并

提高患者的存活率.

Kuzmin等[５５]致力于多光子手持式活检方法的

研究,希望通过THG/SHG形式的活检针,神经外

科医生能够直接在手术的大脑中进行光学活检.

THG和SHG成像模式仅需要单一激光束,并且允

许背散射光子的相对高速成像,故而特别适合于结
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合到手持式活检针中,包括基于SHG和THG在内

的多光子成像模式已成功的转化为能够实现组织原

位分析的微型内窥镜多光子成像设备.该团队筹划

建造一个THG/SHG离体桌面设备,该设备由紧凑

型激光源和激光扫描显微镜组成,通过这种设备,可
以对手术过程中快速THG/SHG病理反馈进行定

量分析,以便协助完成外科肿瘤切除手术.因此,

THG/SHG成像技术对于改善手术程序,提高患者

的存活率和生活质量将起到巨大的作用.图７为人

脑组织的THG/SHG内窥显微检查,SHG和THG

图像分别为使用微物镜获取的健康和肿瘤侵入的离

体人脑组织图像.每个图像都是一个４μm厚的光

学切片,取自组织表面２０~３０μm深度,采集时间

为１６s,激光功率为５０mW.该显微镜可以识别新

鲜未染色的人脑组织中的胶质瘤.综上所述,无标

记技术在肿瘤检测与治疗以及术后评估中尤为关

键,未施加任何的标记物,避免了外来标记物对患者

的伤害.在手术指导方面,减少了二次手术的需求

以及额外的创伤,可以提高患者的存活和生活质量,
对于诊断应用具有很大的潜力.

图７ 离体人脑组织的THG/SHG内窥显微镜检查.(a)神经元胞体组织;(b)灰质神经毡组织;

(c)低细胞性白质区域;(d)高级别胶质瘤[５５]

Fig敭７ THG SHGendomicroscopyresultsofexＧvivohumanbraintissues敭 a Neuronalsomatatissue 

 b graymatterneuropiltissue  c lowＧcellularitywhitematterarea  d highＧgradeglioma ５５ 

３．３　细胞成像的应用

观察细胞在活体中进行的一系列生物过程,可
以对生物现象的本质得到细微独到的认识.细胞成

像在捕获活细胞相关数据时不可避免会遇到一些难

题.一方面,细胞是活动而非静止的,细胞内部的各

种微观物质不停地在进行交换、代谢,且细胞的直径

小于光学分辨极限;另一方面,活细胞对光损伤很敏

感,对环境要求也很高.传统的光学显微镜技术依

据各种对比度增强,通过鉴定细胞边界并从个体细

胞中提取信息来分析细胞的异质性[５６Ｇ５７].而荧光染

料的使用为细胞显微成像带来了便利:增加了对比

度,有助于识别亚分辨率物体(例如蛋白质、DNA、
脂质等);能够区分类似的物体;启用多组分分析;并
提供定量分析,细胞分割和跟踪.然而,这种荧光染

料的使用也存在着无法避免的负面影响:成像过程

中会干扰自然细胞状态和正常细胞功能.基于上述

问题,鉴于传统荧光标记的局限性,无标记的成像技

术在细胞成像中的应用需求迫在眉睫.
在光声成像领域,研究人员在接种过黑色素瘤

的 小 鼠 活 体 中 观 察 到 了 黑 色 素 瘤 细 胞 的 转 移.

Wang等[５８]提出了可视化在活体检测单个红细胞的

含氧量及流动速度的方法,进一步推进了光声流式

细胞术的发展.He等[５９]通过使用高速高分辨率光

声显微镜观察到了黑色素瘤细胞,该方法能可视化

地记录癌细胞在微血管中的转移过程.生物组织液

粘弹特性研究已经引起了生物医学界的广泛关注,
癌细胞与正常细胞的粘弹系数会有明显差别.将光

声成像技术与粘弹成像技术相结合,对正常组织细

胞与癌细胞的研究结果证明,光声粘弹成像在癌细

胞诊断方面具有应用的可能性[６０].扫描衍射显微

镜可以对细胞给予无标记无污染成像[６１],使用扫描

衍射显微镜定量相位成像可以完成许多重要的生物

学应用,如细胞增殖、跟随细胞周期、检测细胞凋亡

和细胞追踪,实现对细胞周期和凋亡的无标记表征,
以及细胞增殖的无标记定量.研究结果表明,该技

术将有助于早期疾病鉴定和诊断以及药物研发.
应用非线性光学显微技术可以在细胞水平上实

现高分辨的三维生物样品成像,只需通过探测来自

吸收、散射和自发荧光组织内的内源性光学对比,无
需使用荧光标记.在长时间下能够进行无扰动活细

胞成像是研究动态生物过程的有力工具,且无标记

技术的观察时间不受荧光漂白的限制.在这种情况

下,THG显微镜可以发挥巨大用途.THG依赖于

组织固有的三阶非线性磁化率的空间变化,在细

胞组织中主要来源于富含脂质分子的界面.SHG
信号来自微管和胶原中存在的非中心对称分子的
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光学非线性过程.THG已经成功应用于未标记

的细胞组织,Lim等[６２]在小动物的脑组织中,通过

共同记录SHG信号,THG显微镜显示出可视化

细胞、细胞核、轴突内部和外部轮廓,对血细胞和

血管进行成像的深度高达３５０μm,获取到了无标

记实时图像和清晰可辨组织中的细胞增生过程,
在无标记细胞成像方面取得了极具潜力的科研成

果,足以证明 THG成像是光学活检的有效工具.

Jüngst等[６３]使用CARS显微镜来追踪脂肪形成过

程中的脂滴形成和动力学过程,这是干细胞分化

成脂肪细胞的过程,如图８所示,图８(a)取自９６h
内记录的时间序列,图８(b)和(c)为所有融合脂滴

的渲染量.监测脂肪细胞脂滴形成和成熟５天.
定量特征识别和对象跟踪能够准确地观察到脂滴

融合,以验证先前提出的脂质转移机制并提出了

定量模型.局部组织结构和生物化学的无标记测

量表征了对照组与实验组构建体之间的形态、功
能差异,这种测量可以作为人类基于细胞组织工

程构建体的可靠测量标准,由此解决再生医学中

关键性监管需求.

图８CARS显微镜追踪脂滴形成实验.(a)间充质干细胞分化成脂肪的过程;(b)使用Imaris软件包(Bitplane)描绘脂滴的

体积变化;(c１)主受体脂滴的表面增加与熔合脂滴提供的净表面之间的比较;(c２)主受体脂滴的体积增加与所有熔合

　　　　　　　　　　　　　　　　　　脂滴的净体积之间的比较[６３]

Fig敭８CARSmicroscopetrackinglipiddropletformationexperiment敭 a Progressofdifferentiationofmesenchymalstem
cellsintoadipose  b volumechangeofthelipiddropletdepictedbytheImarissoftware Bitplane   c１ 
comparisonbetweenthesurfaceincreaseofthemainacceptorlipiddropletandthenetsurfaceprovidedbythefusing
lipiddroplet  c２ comparisonbetweenthevolumeincreaseofthemainacceptorlipiddropletandthenetvolumeof

　　　　　　　　　　　　　　　　　　allfusinglipiddroplets ６３ 

　　无标记细胞成像技术,在无荧光标记的基础上

利用各种技术实现高对比图像,既要保证图像没有

损失,又不会出现标记物带来的创伤和污染,且无标

记技术还能与大多数荧光标记成像方法进行很好地

结合,从而使特定荧光标记和活细胞内快速结构重

组之间的相关显微镜检查成为可能.

３．４　其他领域中的应用

除了在上述生物医学成像方面的应用外,无标

记成像技术在其他领域也发挥着重要的作用.２０１８
年,Kim等[６４]利用光学衍射层析成像技术对松属花

粉粒进行三维无标记成像和分析.该团队针对单个

针叶树花粉粒使用光学衍射层析成像(ODT)技术

获得了三维折射率图,并利用折射率图来分析花粉

粒的三维形态特征,再次明确区分和分析不同的子

结构.从折射率图中可以了解到花粉粒的形态和生

理化学参数,对花粉粒的形态进一步分析可获得植

物生物周期的各项指标;同时也可用于定量研究不

同品种花粉粒的种间差异.该团队的研究结果表

明,这种无标记的 ODT成像方式和快速的三维成

像方法为分析、了解花粉粒甚至植物的生殖功能的
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生理学研究提供了一个新的平台.
浙江大学Liu等[６５]开创性地将发光纳米线作

为局域光源,巧妙地利用其小尺寸、大表体比、强光

局域能力和强倏逝场等特点,首次实现了大视场、远
场、无标记超分辨显微成像,其视场目前达数千平方

微米,比以往报道的无标记型远场超分辨显微方法

扩展了１个数量级以上,且该方法方便快捷,可设计

成紧凑式照明模块使普通显微镜轻易地具备超分辨

能力.该方法的机理是:通过微纳操控将高荧光效

率的半导体纳米线围成环形,并与二维薄膜波导复

合,当纳米线环被激发时,荧光会高效耦合进入二维

薄膜波导,使其表面形成高波矢、全方向的倏逝场.
该倏逝场被置于波导表面的样品调制、散射,使本来

只存在于近场的高频空间信息由于移频机制加载到

散射光中被远场接收探测,从而实现宽场远场纳米

显微成像.纳米线环形显微技术在集成芯片、蓝光

DVD、特定癌细胞和二维刻蚀图案等亚波长样品上

均实现了超分辨观察,展示了其普适性强、方便使用

的优点.此项研究不仅在生物医学、集成芯片、材料

等领域具有广阔的应用前景,同时也为推进微纳光

源的实际应用打开了新的大门.

４　趋　　势

OCT成像技术是通过探测待测生物组织的后

向散射光信息来实现组织结构的成像,而PAI收集

的是生物组织的吸收光信息.所以OCT/PAI的双

模式成像技术既可以探测吸收光又可以探测散射光

信息,目前已经有很多课题组对该类双模式成像进

行了研究,实现了小鼠耳朵组织表面结构及血管分

布,得到了血氧饱和度分布图像.而开发无创无标

记光学微血管造影法以评估体内血液和体液循环的

定量备受关注.２０１６年,Chen等[６６]利用一个低相

干迈克耳孙干涉仪在同一平台上构建了可以同时获

取生物组织吸收和散射信息的 OCT/PAI/荧光显

微镜(FLM)多模态成像系统,如图９所示,该系统

通过光学集成光声显微镜,OCT和FLM 为实验提

供补充信息,所得到的图像包含光学吸收、光学散射

和生物荧光对比信息.该系统使用相同的激光源和

物镜,可在单个脉冲中获得光声和荧光信号.该多

模态系统可应用于黑色素瘤和基底细胞癌的鉴别

中,为皮肤肿瘤的早期筛查和诊断提供了新手段.
实验结果表明,三重成像系统能够对模拟体模和生

物组织进行高空间分辨率成像,有助于推动多模态

成像技术的应用.吸收和散射系数的变化通常可以

代表组织的病理变化,这些吸收和散射信息可用于

指导诊断和治疗.不同抗体和荧光染料的呈现也可

以揭示炎症和癌症的状态.此外,由于其非接触模

式,这种三重成像系统可以方便地应用于实际诊疗

当中,且其高度集成化和低成本更使得该系统具有

生物医学应用的无限潜力.

图９ 多模态成像活体老鼠耳朵.(a)光声成像图像;(b)OCT图像;(c)FLM的荧光最大值投影(MAP);
(d)OCT/PAI/FLM融合图像;(e)对应图９(a)中１处的OCT/PAI断层图像;(f)对应图９(a)中２处的OCT/PAI断层图像

Fig敭９ Multimodalimagingoflivingmouseears敭 a imageofPAI  b imageofOCT  c MAPimageofFLM  d fused
imageofPAI OCT andFLM  e OCT PAItomographyimagecorrespondingto１inFig敭９ a   f OCT PAI

　　　　　　　　　　　　　tomographyimagecorrespondingto２inFig敭９ a  ６６ 
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　　鉴于无标记与荧光标记成像的特点,无标记可

以作为荧光显微镜在生物显微成像史上的补充.而

多模态成像更是充分发挥了两种成像技术的优势.

２０１７年 Meng等[６７]主导的双响应小分子探针用于

肿瘤靶向成像引导的光动力治疗取得了进展,该研

究构建了一例“四合一”多功能的集肿瘤诊疗为一体

的简单有机小分子(RhoSSCy).体外和体内实验证

明,RhoSSCy具有近红外荧光成像(NIRF)/PA双

模态成像和高效的光动力抗癌作用.该多功能诊疗

一体化有机小分子结构简单,易于大批量合成,并且

结构稳定,便于贮存和运输,有望实现肿瘤靶向的双

模态精确成像和精准治疗.

５　结束语

概述了现有的无标记成像技术,包括 OCT、

PAI、微球超透镜成像,以及利用非线性光学方法实

现的无标记成像技术.对各成像技术的优缺点和未

来发展方向进行了讨论,并对此种无标记显微成像

技术在血管、肿瘤,以及细胞领域的应用作了详细

介绍.
相比荧光标记方法,无标记方法具有分子特异

性差的缺陷.尽管目前还无法取代荧光显微镜,或
满足每个无标记成像实验的要求,但是无标记作为

显微成像技术的转折点,为生物显微成像技术发展

了开启新篇章.多种生物医学成像技术被用于癌症

治疗的各个阶段来提供形态学、结构、代谢和功能信

息.与其他诊断工具(如体外组织和液体分析)的协

同应用也有助于临床治疗的判断与决策.不仅发挥

了无标记优势,还增强了对比度,提高了成像分辨

率,使得多模式成像成为未来生物医学检测中的必

然趋势.
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