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具有自适应成像功能的荧光显微内窥术
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摘要　研制了一种用于体内成像诊断和光动力学治疗的荧光显微内窥术，可根据探测的荧光信号强度，采用反馈

算法快速调节不同成像区域的激发光强度，获取高信噪比、大动态范围的荧光图像，实现交互式荧光诊断与光动力

学治疗分析。根据反馈的治疗效果，自适应地连续实时调整光剂量，获得最佳的光动力学治疗结果。激发光强度

的动态调整由计算机控制数字微镜器件的开关状态及驻留时间来实现。荧光显微内窥镜的外径尺寸为８ｍｍ，工

作长度为２５０．３ｍｍ，可装配在腹腔镜管鞘中，适用于体内病灶的显微成像诊断。实验结果表明，显微成像视场为

６００μｍ，光学分辨率优于２．２μｍ，图像动态范围可增强２００倍以上，有效改善了荧光微弱区域和荧光饱和区域的

图像细节和信噪比，提高了诊断准确性。此技术可进一步扩展为共焦三维成像，实现在体组织细胞学分析。
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１　引　　言

荧光显微术是早期肿瘤诊断的重要方法之一，

但需要取样至体外进行组织病理学分析，是一个有

损伤、费时、昂贵的过程，伴随着出血、感染和漏诊等
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风险，且无法与光动力学治疗结合在一起。因此，无

创、在体的荧光显微内窥术得到了越来越广泛的研

究和应用［１～５］。

在体内病灶的显微成像诊断中，高动态范围成

像有利于观察图像饱和区域和图像微弱区域的细节

结构，提高这些区域的分辨率和信噪比，从而提高诊

断的准确性。由于空间光调制器具有像素级精度的

精确控制，已成功应用于机器视觉［６］、军事探测［７］、

荧光分析［８］和生物显微［９］等多个成像领域的动态范

围扩展。本文将在荧光显微内窥术上实现动态范围

扩展成像，并进一步可实现光动力学治疗中光剂量

的动态调整，共焦扫描等多个自适应成像功能。

体内肿瘤诊断时，由于病变组织的不同位置荧

光剂浓度差异较大，荧光成像时可能某些位置的荧

光信号强度已经饱和，而某些位置的荧光信号强度

则太弱导致看不清楚细节，若增大激发光强度或者

增加探测器的积分时间，虽然能够增强弱信号区域

的图像细节，但进一步扩大了信号饱和区域，反之，

若看清饱和区域细节，则弱信号区域进一步扩大。

为克服上述问题，将根据ＣＣＤ探测的荧光信号强

度，采用反馈算法快速调整数字微镜器件每个像素

所对应不同成像位置的激光强度，有效改善了荧光

微弱区域和荧光饱和区域的图像细节和信噪比。通

过主动改变照明和成像的方式，获得自适应的高动

态范围的成像，并且能够同时实现共焦扫描。此方

法亦可实现交互式荧光诊断与光动力学治疗分析，

根据反馈的荧光图像，自适应地连续调节光剂量，为

研究光动力学治疗机制提供新的技术方法。

２　光学系统

２．１　整体结构

荧光显微内窥镜的光学结构如图１所示
［１０］，激

光器ＬＤ１的波长靠近荧光标记物的吸收峰值，用

作荧光成像的激发光源。激光器ＬＤ２的波长靠近

荧光标记物的热力学特征波长，用作光动力学治疗

的手术光源。

在荧光成像的时候，打开激光器ＬＤ１，关闭激

光器ＬＤ２，激光器ＬＤ１发射出来的光束经过准直

扩束光学系统，形成光斑形状和发散角符合一定要

求的光束，通过荧光滤色片后，以２４°的角度入射到

数字微镜器件（ＤＭＤ）。ＤＭＤ由尺寸为１３μｍ 的

１０２４×７６８个微反射镜阵列构成，仅处于 ＯＮ状态

的微镜将激光反射到耦合系统Ｌ１ 的孔径内，处于

ＯＦＦ状态的微镜将激光反射至消光部件。进入耦

图１ 具有自适应成像功能的荧光显微内窥镜的光学系统

Ｆｉｇ．１ Ｏｐｔｉｃａｌｓｙｓｔｅｍｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｎｄｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

ｗｉｔｈａｄａｐｔｉｖｅｉｍａｇｉｎｇｆｕｎｃｔｉｏｎ

合系统Ｌ１ 的激光通过物镜最终入射到样本上面，激

发样本上面的荧光试剂，获得的荧光信号由物镜收

集，通过耦合系统Ｌ１ 后到达ＤＭＤ，被ＯＮ状态的微

镜反射，到达荧光滤色片，透射后到达耦合系统Ｌ２，

最终成像在ＣＣＤ探测器上。

在治疗的时候，关闭激光器ＬＤ１，打开激光器

ＬＤ２，激光器ＬＤ２发出的激光通过准直扩束光学

系统和二色镜反射后被耦合进入系统，最终到达样

本。实现体内病变器官的光动力治疗，不同病变程

度的激光强度与驻留时间由ＤＭＤ模式决定。同时

激光器ＬＤ１可随时打开，可以观察治疗效果，获得

荧光图像及治疗结果图像。用计算机控制激光器

ＬＤ１和激光器ＬＤ２的开关非常方便，可实现交互

式的治疗、反馈、再治疗循环，并及时调整光剂量，获

得最佳疗效。

２．２　物镜系统

在实际应用中，大视场、高分辨率、长距离图像

中继传输是显微内窥术的基本要求，同时进入体内

的探头尺寸要求尽可能小，可方便装配在腹腔镜管

鞘中。

目前内窥镜的传像系统为多级 Ｈｏｐｋｉｎｓ棒状

镜，其数值孔径很小（小于０．１），无法实现体内显微

成像，因此，设计一种全新的望远式棒状传像透镜进

行传像，将共焦扫描器放置在体外，实现了小尺寸的

内窥镜探头，并且克服传像光纤束分辨率低、栅格影

响严重的缺点，能够获得高清晰度的显微图像。

荧光显微内窥镜的物镜系统分为三个透镜组，

如图２所示。第一透镜组是由Ｌ１，Ｌ２胶合组成的

犳ｔｈｅｔａ透镜，实现体外线性激光共焦扫描，保证全

视场的均匀成像，当逐点控制ＤＭＤ上单个微镜单

１２１８００１２
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元ＯＮＯＦＦ状态时，在某一时刻，仅有一个微镜单

元处于ＯＮ状态，此微镜单元在该时刻既实现激光

照明共焦小孔的功能，又实现荧光成像共焦小孔的

功能，顺序改变ＤＭＤ上每个微镜的状态，即可实现

共焦扫描；第二透镜组（Ｌ３，Ｌ４）用于望远式传像，仅

用２个胶合镜组就实现了２００ｍｍ以上的图像中

继，不仅加工生产方便，且光线经过的折反射次数

少，清晰度高；第三透镜组（Ｌ５～Ｌ９）实现倍率为

１０×的显微成像，数值孔径大，图像分辨率接近衍射

极限，相邻像素无信号串扰，解决了使用光纤束时分

辨力低，相邻芯径光线串扰的问题。在光学设计中，

这三组光学系统的像差综合考虑，在整个内窥镜范

围内进行像差校正，而基于光纤的传像系统（无论是

传像光纤束还是单根光纤）均无法克服物镜的残留

像差。因此，此物镜系统可获得更佳的成像质量。

图２ 荧光显微内窥镜的扫描物镜系统的结构

Ｆｉｇ．２ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｓｃａｎｎｉｎｇｏｂｊｅｃｔｉｖｅｌｅｎｓｓｙｓｔｅｍｆｏｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｎｄｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

　　设计出的物镜成像视场为６００μｍ，数值孔径为

０．３５，外径尺寸为８ｍｍ，工作距离优于２００ｍｍ，且在

可见光波长范围内，全视场的分辨率优于２．２μｍ，并

且可装配在腹腔镜管鞘中，适用于体内病灶的显微成

像诊断。

３　实验验证

图３ 是用荧光显微内窥镜的对美国空军

（ＵＳＡＦ）标准鉴别率板成像的图像，从图中可以清

楚的看出第７组第６条的线对，对应２２８ｌｐ／ｍｍ的

分辨率，相对应的线宽为２．２μｍ。表明荧光显微内

窥镜的光学分辨率优于２．２μｍ。

图３ 对美国空军标准鉴别率板成像的图像

Ｆｉｇ．３ ＩｍａｇｅｏｆａＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓＡｉｒＦｏｒｃｅ（ＵＳＡＦ）

ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｔａｒｇｅｔ

４　自适应成像

在显微成像系统中犛Ｄ 为ＤＭＤ的模式，犺１ 为物

镜在激光波长时的点扩散函数，犛′为到达样本上的

激光强度，为卷积号，有
［１０］：

犛′＝ 犛Ｄ犺１
２， （１）

　　犺２ 为物镜在荧光波长时的点扩展函数，犗为组

织上面荧光试剂的浓度，犐为回到ＤＭＤ上面的荧光

信号强度，有：

犐＝ （犛′犗） 犺２
２， （２）

　　犐ｃ为ＣＣＤ上面的荧光信号强度，〈〉表示求平

均，有：

犐ｃ＝ 〈犐犛Ｄ〉， （３）

联立以上三式，有：

犐ｃ＝ 〈 犛Ｄ犺１
２（ ）犗  犺２

２犛Ｄ〉， （４）

从（４）式可以知道ＣＣＤ接收到的荧光信号强度犐ｃ

和ＤＭＤ的模式犛Ｄ 有直接的对应关系，而ＤＭＤ的

模式代表ＤＭＤ上面每个微镜的反射率，这样就可

以通过调节ＤＭＤ上显示图像的灰度来控制微镜的

反射率，从而调节到达样本的激光强度和调节ＣＣＤ

接收到的荧光强度。

由图１可以得知ＣＣＤ获取荧光图像为离轴成

像方式，即 ＤＭＤ主轴与ＣＣＤ主轴为１２°的夹角。

因此首先通过二维纹理映射的方法找到ＣＣＤ图像

和ＤＭＤ上面对应的区域，图４（ａ）是ＣＣＤ的图像，

图４（ｂ）是经过对应匹配后ＤＭＤ上显示的图像。

ＣＣＤ图像和ＤＭＤ显示的图像位置有如下对应

关系：

狌＝ （犺１１狓＋犺１２狔＋犺１３）／（犺３１狓＋犺３２狔＋１）

狏＝ （犺２１狓＋犺２２狔＋犺２３）／（犺３１狓＋犺３２狔＋１），（５）
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图４ 二维纹理映射。（ａ）ＣＣＤ的图像；（ｂ）经过对应匹配后ＤＭＤ上显示的图像

Ｆｉｇ．４ Ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｔｅｘｔｕｒｅｍａｐｐｉｎｇ．（ａ）ｉｍａｇｅｏｆＣＣＤ；（ｂ）ｉｍａｇｅｄｉｓｐｌａｙｅｄｏｎＤＭＤａｆｔｅｒｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｍａｔｃｈ

式中（狌，狏）为ＤＭＤ中的像素坐标，（狓，狔）为ＣＣＤ图

像中四边形的像素坐标，由ＤＭＤ矩形和ＣＣＤ图像

中四边形的４个顶点一一对应的关系，建立８个方

程，用高斯消元法求解犺１１、犺１２、犺１３、犺２１、犺２２、犺２３、犺３１、

犺３２这８个未知数，就可以根据（狌，狏）反算其在ＣＣＤ

图像中四边形的映射点（狓，狔）。一般说来（狓，狔）都

落不到整点上，可用４个邻近点做双线性插值来求

得。然后通过调节ＤＭＤ对应像素位置处微镜的灰

度来控制ＤＭＤ微镜的反射率，实现自适应的调节。

自适应调节的过程如图５中所示，犐ｔ代表ＣＣＤ

上面某一像元探测的荧光信息，犚ｔ＋１代表计算得到

的要下次送入 ＤＭＤ对应像素位置处微镜的反射

率，是在犚ｔ的基础上面通过反馈控制算法调节后的

信号，如果犐ｔ＋１不符合要求，则继续改变送入ＤＭＤ

微镜的反射率犚ｔ＋２，直到达到一个动态平衡为止。

图５ 负反馈成像的实现方式

Ｆｉｇ．５ Ｒｅａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｅｅｄｂａｃｋｉｍａｇｉｎｇ

在非自适应成像的荧光显微内窥镜中，ＣＣＤ的

灰度级为２５６级８ｂｉｔ的，动态范围为

犇＝
犐ｍａｘ
犐ｍｉｎ
， （６）

式中犐ｍａｘ和犐ｍｉｎ为ＣＣＤ线性检测到的入射光的最大

和最小光强，假设犐ｍｉｎ对应的灰度级为１，则犐ｍａｘ对

应的灰度级为２５５，系统的动态范围为２５５。

在自适应成像的荧光显微内窥镜中，ＤＭＤ微

镜的灰度级也为２５５，也就是ＤＭＤ微镜的反射率有

２５５级，相当于 ＣＣＤ 的每个灰度级都可以通过

ＤＭＤ继续细化２５５倍，这样扩展动态范围为

犇ａｄｒ＝
犐ｍａｘ
犐ｍｉｎ
·犚ｍａｘ
犚ｍｉｎ

， （７）

式中犐ｍｉｎ对应的灰度级仍然为１，但是最大的能探测

的灰度级变成了犐ｍａｘ（犚ｍａｘ／犚ｍｉｎ），犚ｍａｘ为ＤＭＤ的最

大反射率，犚ｍｉｎ为ＤＭＤ的最小反射率。这样自适应

成像的荧光显微内窥镜的动态范围为２５５×２５５，是

非自适应成像的荧光显微内窥镜动态范围的２５５

倍。

生物组织上面不同位置的荧光试剂浓度不同，

ＣＣＤ探测到的荧光强度和荧光浓度是成正比的：

犐＝犽犚
２犗， （８）

式中犐为ＣＣＤ探测到荧光强度，犽为物镜点扩散函

数等正相关的系数。犚为ＤＭＤ微镜的反射率。

图６中
［１１］犗

（１）和犗
（２）分别为生物组织两个不同

荧光试剂位置处的浓度，在非自适应成像的荧光显

微内窥镜中对应的荧光强度的灰度值为犐
（１）
ｔ 和犐

（２）
ｔ ，

对应的点分别为犃点和犅点，可以看出犃点的灰度

值犐
（１）
ｔ 太小，而犅 点的灰度值犐

（２）
ｔ 则过曝了，调整

ＤＭＤ的反射率后，在自适应成像的荧光显微内窥镜

图６ 高动态范围成像

Ｆｉｇ．６ Ｉｍａｇｉｎｇｉｎｈｉｇｈｄｙｎａｍｉｃｒａｎｇｅ
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中对应的点分别为犃′点犅′点，荧光的灰度值为犐
（１）
ｔ＋１

和犐
（２）
ｔ＋１，可以看出犐

（１）
ｔ＋１提高了很多，而犐

（２）
ｔ＋１不再饱和，

同时提升了弱光区域和强光区域的图像细节与信噪

比，图６中三条直线和ＤＭＤ微镜的反射率犚正相

关，斜率越大代表ＤＭＤ微镜的反射率犚越大，斜率

越小代表ＤＭＤ微镜的反射率犚越小，这样就可以

通过ＤＭＤ微镜反射率的调节来扩大ＣＣＤ的动态

范围。在实验中，ＣＣＤ 和 ＤＭＤ 的帧频最高为

６０Ｈｚ，从获得ＣＣＤ原始图像，到更改ＤＭＤ上不同

区域的反射率，得到新的ＣＣＤ反馈图像，再经过重

建算法处理，获取高动态范围图像，整个过程耗时

０．１８７ｓ，可实现５Ｈｚ以上的动态荧光成像。

对肌腱组织成像的实验中，首先给ＤＭＤ输入

的信号如图７（ａ）所示，图片中的每个点的灰度代表

ＤＭＤ上面每个微镜的反射率，所有微镜的反射率

都是一样的，得到的图像如图７（ｂ）所示，可以看出

图像中有一部分过曝，而图像左侧有一小块灰度太

小，通过反馈控制算法调节后输入ＤＭＤ的信号如

图７（ｃ）所示，调高了部分区域的反射率，同时调低

了部分区域的反射率。重新得到的图像如图７（ｄ）

所示，在图７（ｄ）中可以清晰看出图７（ｂ）中过曝的部

分，同时能看出图７（ｂ）中看不到的部分，在保证弱

荧光成像的同时，有效改善了荧光饱和区域的图像

细节。

图７ 负反馈和高动态范围成像。（ａ）首次输入ＤＭＤ的

信号；（ｂ）首次得到的 ＣＣＤ图像；（ｃ）调整后输入

　　ＤＭＤ的信号；（ｄ）调整后得到的ＣＣＤ图像

Ｆｉｇ．７ Ｎｅｇａｔｉｖｅｆｅｅｄｂａｃｋａｎｄｈｉｇｈｄｙｎａｍｉｃｒａｎｇｅｉｍａｇｉｎｇ．

（ａ）ＯｒｉｇｉｎａｌｓｉｇｎａｌｏｆＤＭＤ；（ｂ）ｏｒｉｇｉｎａｌｉｍａｇｅｏｆ

ＣＣＤ；（ｃ）ａｄｊｕｓｔｅｄｓｉｇｎａｌｏｆＤＭＤ；（ｄ）ａｄｊｕｓｔｅｄ

　　　　　　　ｉｍａｇｅｏｆＣＣＤ

在图７（ｄ）中可以清晰看出图７（ｂ）中荧光过曝

的部分以及荧光过弱的部分，但是过曝部分和过弱

部分的灰度本来不是这样，为了还原出整个肌腱组

织荧光物质的强度，需要把ＤＭＤ微镜的反射率的

变化考虑进去，通过伪彩色编码的方式重建出原来

肌腱组织荧光物质的强度图。

图８中通过伪彩色编码的图片扩展灰度达到

４０００，为采用非自适应成像方式动态范围的１６倍，

重建出了消除荧光过弱和过曝影响的２４ｂｉｔ真彩色

图像，能够比较明显的看出荧光信息分布。

图８ 荧光信息分布的伪彩色重建

Ｆｉｇ．８ Ｐｓｅｕｄｏｃｏｌｏｒｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

５　结　　论

介绍了一种具有自适应成像功能的荧光显微内

窥术，光学系统的数值孔径为０．３５，外径尺寸为

８ｍｍ，能够实现高分辨率和高灵敏度的荧光成像。

实验结果表明，显微成像视场为６００μｍ，光学分辨

率优于２．２μｍ，图像动态范围可增强２００倍以上，

并且能够实现自适应成像。该法可实现共焦扫描，

同时可以进一步研究实现交互式荧光诊断与光动力

学治疗分析，实现交互式的治疗、反馈、再治疗循环，

并及时调整光剂量，获得最佳治疗效果。
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