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摘 要：颅骨的高散射极大地限制了光学技术在活体脑成像中的应用。开颅窗和磨薄颅骨窗等基于手

术的“颅窗”让皮层神经-血管观测成为可能，但各有局限性。近年来发展的活体颅骨光透明技术，以一种

更方便、更无创方式建立光透明颅窗。本文主要介绍活体颅骨光透明的发展及应用：1）颅骨光透明方

法；2）基于光透明颅窗的细胞及血管成像；3）透过光透明颅窗，实现皮层光操控，包括结合光动力效应

打开血脑屏障或实施靶向栓塞、基于激光损伤的靶向出血性脑卒中建立、以及在光遗传学方面的应用

等。最后，对活体颅骨光透明技术未来的发展和应用做出展望。

关键词：活体颅骨光透明；光学成像；光操控；神经血管成像；光动力效应

中图分类号：Q336 文献标识码：A doi：10.3788/gzxb20225108.0851514

0 引言

在体观测大脑的结构和活动，对了解大脑以及脑疾病相关的神经血管功能障碍具有重要意义［1-3］。现代

光学成像技术侵入性低、分辨率高，因而能够用于活体观测生物结构和功能［4-10］，在脑科学领域发挥着重要

作用［11-13］。例如，激光散斑对比成像可以实现对皮层血流变化的动态监测［14-15］，高光谱成像［16-17］可以用于监

测血管中的血氧饱和度［18-19］，光学相干断层扫描可以在微米级别的分辨率下对组织进行三维成像［20-21］。非

线性光学显微镜（双光子荧光成像、三光子荧光成像、二倍频成像、三倍频成像等）可以观测大脑皮层的深层

神经细胞和血管结构功能［22-26］，并被用于相关疾病的研究［27-28］。

但是，在活体状态下，大脑上面有颅骨覆盖，而颅骨对光的强散射严重限制了光的穿透深度，进而影响了皮

层成像的质量和深度［29-30］。为了克服颅骨的散射，以往的研究往往需要在成像前建立各类手术颅窗，主要包括

开颅玻璃窗、磨薄颅骨窗以及它们的变体［31-32］。开颅玻璃窗可以保持一个月以上，因此适用于长期重复成像［33］。

但是，开颅手术容易导致炎症反应，且往往会持续约 2周［32，34］，因此开颅玻璃窗不适合对急性模型的观测。磨薄

颅骨窗的建立通过将部分颅骨磨薄至约 25 μm左右，在这种情况下，颅骨不会过多地限制光的穿透，因而可以

实现对皮层的活体高分辨观测。但磨薄颅骨窗不适用于大视场观测皮层，因为将大面积的颅骨均匀地磨薄至

25 μm的难度非常大［35-37］。另外，颅骨被磨薄后会重新生长，并且新生的颅骨质地会发生变化、且易碎，成像质

量会随着反复磨薄越来越差、且难以实现多次的重复打磨［32］。所以，磨薄颅骨窗不适用于长期跟踪观测。

近年兴起的组织光透明技术可以降低生物组织的散射，增强光在组织中的穿透能力，已被广泛应用于

离体大组织甚至全器官三维高分辨成像［38-44］。不仅如此，组织光透明技术在活体水平也得到了很好的应用。
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研究人员发展的活体颅骨光透明技术，以及基于此建立的光透明颅窗，可以在不进行开颅手术的情况下，结

合多种现代光学成像手段，实现大脑皮层的神经血管结构和功能的观测。研究人员针对不同的应用场景，

开发了不同的光透明颅窗，可以分别满足高分辨、大视场、长时程观测等要求。相比于开颅玻璃窗，光透明

颅窗可以避免手术带来的炎症反应，从而适用于急性观测；相比于磨薄颅骨窗，光透明颅窗可以通过反复建

立而观测数月，从而实现长期跟踪监测。本文将从活体颅骨光透明技术与应用的角度进行介绍。

1 活体颅骨光透明技术

活体组织光透明技术最早用于皮肤的透明化成像，能够提高小鼠、大鼠等实验动物皮肤对光的穿透能

力［45］，甚至可以提升对人体皮肤的成像深度［46-47］。经典的活体皮肤光透明试剂包括甘油、丙二醇、聚乙二醇-

400等［47］，它们的作用是使组织脱水并解离胶原蛋白，配合物理或者化学促渗方法，可以大大提升皮肤的透

明度。但是，颅骨（硬组织）和皮肤（软组织）的结构完全不同，它在失水的状态下反而会更加浑浊，因而颅骨

透明化的思路必须与皮肤不同。科研人员经过不断探索，终于在 2012年用多种试剂的混合溶液首次实现了

活体小鼠的颅骨透明化并用于光学成像［48］。而后，研究人员进一步从中筛选有效试剂并优化配比，以及加

入新的试剂，不断完善方法，开发了一系列光透明颅窗。

颅骨的主要成分包括羟基磷灰石（钙质）、胶原蛋白（16%）、脂质（54%）和水（14%）［49］。因此，活体颅骨

光透明的基本原理就是（部分）去除颅骨中的钙质、脂质和蛋白质，并用折射率匹配液进一步提高透明效果

（如图 1）。

1.1 SOCS：实现活体颅骨光透明

为了去除颅骨中的散射子，WANG Jing等［48］发明了一种颅骨光透明液（Skull Optical Clearing Solution，
SOCS），它是一种包含乙二胺四乙酸（Ethylene Diamine Tetraacetic Acid，EDTA），二甲亚砜、山梨醇、月桂醇、乙

醇、葡萄糖的弱碱性溶液。在实验过程中，首先将小鼠的头皮剪开，暴露颅骨，然后将颅骨用SOCS孵育 25 min即
可让混浊的颅骨变得透明，皮层微血管也逐渐从不可见变得清晰，能够分辨的最小血管直径为（14.4±0.8）μm，而

在开颅状态下可分辨的最小血管直径为（12.8±0.9）μm，证明颅骨透明化的成像效果接近于开颅状态。

SOCS可以提高激光散斑成像的质量，实现皮层血流分布可视化［48］，YANG Xiaoquan等［52］在体研究了

SOCS处理前后皮层血管光声成像的差异，发现透明后相同血管的光声信号显著增强，原本无法观测的深皮

层血管也可以清楚地观察到。定量分析结果表明，颅骨光透明处理后，光声信号增加到原始的 2.59倍，且不

会改变皮层血管的直径。SOCS首次为皮层血管成像提供了一个无需手术的颅窗，证明了活体颅骨光透明

的可行性。但其安全性、有效性及可重复性有待进一步评估。

1.2 SOCW：实现穿颅神经树突棘成像

2018年，ZHAO Yanjie等［53］提出了一种优化的颅骨光透明窗（Skull Optical Clearing Window，SOCW），

结合双光子荧光显微镜可以获得达到突触级别的成像分辨率。颅骨中的无机基质和有机基质的主要成分

图 1 活体颅骨光透明的基本原理［50-51］

Fig.1 Basic principle of in vivo skull optical clearing［50-51］
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分别是羟基磷灰石钙和胶原蛋白，随着小鼠年龄的增长，无机基质和有机基质的比例也会发生变化。因此，

对于幼年小鼠（出生 20天之内）和非幼年小鼠（出生大于 20天），采用不同的光透明流程。

SOCW的建立步骤分为两步：对于出生 15~20天的小鼠，用 10%的胶原酶溶液孵育 5~10 min；对于出

生 21~30天的小鼠，将胶原酶溶液置换为 10%的EDTA二钠溶液，同样孵育 5~10 min；对于出生超过 30天的

小鼠，颅骨生长得更厚，因此需要先将颅骨磨薄至约 100 μm，然后用 10%的 EDTA二钠溶液孵育 5~10 min。
进一步，将 80%的甘油滴加在颅骨上，进行折射率匹配，即完成了光透明颅窗的建立。SOCW建立的颅窗可

以通过用磷酸缓冲液擦洗颅骨来“关闭”，即使得颅骨恢复到浑浊状态。但是，如果需要在第二天进行重复

开窗观测，光透明处理的时间需要比前一天略长一些。

利用双光子荧光显微镜，可以透过 SOCW实现对皮层 20~80 μm深处的神经元树突棘的观测，说明其

分辨率可以达到亚微米尺度，这是活体颅骨光透明技术的一个突破；与此同时，该方法在安全性方面得到了

有效验证。但是，该方法用于 4周龄以上的小鼠时需要对颅骨进行打磨，不仅增加了实验难度，还会遇到与

磨薄颅骨窗同样的问题，即难以实现大视场的观测以及长期重复观测。

1.3 USOCA：可开合的大视场颅窗

2018年，ZHANG Chao等［54］发展了一种基于尿素的光透明方法（Urea-based Skull Optical Clearing
Agent，USOCA），成功解决 SOCW未能解决的两大难题，即视场较小和无法实现长期跟踪。

USOCA包含两种混和试剂，其一是 75%乙醇溶解的饱和尿素溶液，乙醇溶液与尿素的体积-质量比约

为 10∶3 mL/g。其二是高浓度的十二烷基苯磺酸钠（Sodium Dodecyl Benzene Sulfonate，SDBS）溶液，它是

由 0.7 mol/L的氢氧化钠溶液与十二烷基苯磺酸配置而成的，前者与后者的体积-质量比约为 24∶5 mL/g，且
pH值保持在 7.2~8的范围内。乙醇分子上的羟基可以促使胶原解离，尿素不仅因其有水合作用而被广泛用

于组织透明化，还可以起到促渗的作用；十二烷基苯磺酸钠是一种离子型去垢剂，有去脂作用，可以使得颅

骨成分更加均一。

剪开小鼠头皮、暴露颅骨后，用第一种试剂滴加在颅骨，其间用镊子夹住小棉球不断在颅骨上按摩，进

行物理促渗，颅骨会慢慢变透明。10 min后，擦除第一种试剂，将第二种试剂滴加在颅骨上，并孵育 5 min，在
这段时间内，颅骨会很快变得更为透明。由于完全不需要对颅骨进行磨薄处理，可以根据实验需要调整光

透明颅窗的尺寸，实验人员利用 USOCA对缺血性脑卒中及再灌注过程进行了双侧大脑皮层的血流成像。

待成像完成后，用磷酸盐缓冲液（Phosphate Buffer Solution，PBS）将光透明试剂清洗干净，颅骨即可恢复至

原有状态，即“关闭”光透明颅窗。若需要进行重复成像，只需再进行透明操作即可再次“打开”光透明颅窗。

值得一提的是，USOCA可以适用于 2~8月龄的小鼠，这一特性与大视场和可长期重复“开合”的特性，

极大地拓展了活体颅骨光透明技术的应用范围。但是，USOCA结合双光子荧光显微术，也仅能获得皮层

300 μm的成像深度，这远远不到小鼠皮层的厚度（＞1 mm）。因此光透明颅窗的透明度还有待进一步提升，

来满足深皮层成像的需求。

1.4 SOCW结合USOCA：进一步提高透明度

为了进一步提高光透明颅窗的透明度，CHEN Yage等［55］将 SOCW和 USOCA两种颅骨光透明方法进

行结合，并从理论和实验两个方面验证了这种结合的可行性。在研究中，他们利用非标记的高光谱受激拉

曼散射（Stimulated Raman Scattering，SRS）显微术对两种颅骨光透明方法的分子机制进行了阐释。SRS可

以将光透明剂对颅骨不同成分的影响进行可视化。

SOCW的主要成分是胶原酶和EDTA。研究发现，10%的胶原酶孵育 5~10 min后，颅骨表面的胶原纤维

能得到有效解聚。然而，胶原酶不能降解羟基磷灰石和羟基磷灰石内部的胶原。相反，EDTA孵育 5~10 min
后，骨陷窝周围形成大量空腔，颅骨内羟基磷灰石的厚度明显降低。这意味着 EDTA不仅能分解羟基磷灰

石，还能使蛋白质均质化。USOCA的主要有效成分是尿素的 75%乙醇溶液（S1）和十二烷基苯磺酸钠溶液

（S2）。研究表明，USOCA孵育 15 min后，颅骨表面和深层区域的蛋白均被解聚并重新均匀分布。结果还

表明，与胶原酶相比，USOCA具有更强的溶解蛋白质的能力。

由于 SOCW和USOCA的透明机理有所不同，CHEN Yage等结合两种方法，并开展了活体实验。科研

人员依次用 USOCA（25 min）、10%的 EDTA（25 min）对颅骨进行孵育，去除后滴加 80%的甘油并进行成
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像，可以得到非常显著的透明效果。结合三光子荧光显微镜，可以对皮层 850 μm深的血管进行成像观测。

将 SOCW和USOCA进行结合，进一步拓展了光透明颅窗下的成像深度。但是，结合两种方法，使得光

透明颅窗的建立时间接近一个小时，降低了便捷性。另一方面，同时去除了颅骨中的胶原蛋白和羟基磷灰

石，可能使得颅骨的刚性结构、以及它对大脑的保护作用受到影响，不利于长期跟踪观测。

1.5 VNSOCA：可见-近红外兼容的光透明颅窗

颅骨光透明技术主要着眼于减低颅骨的散射，这对于利用可见光和近红外Ⅰ区（700~900 nm）波段的

成像非常重要。但是，在近红外Ⅱ区（900/1 000~1 700 nm），生物组织的散射减少［56-60］，吸收就是另一个需

要考虑的重要因素。

LI Dongyu等［51］测量了USOCA方法所用的两种混和试剂的透过率，发现在近红外Ⅱ区、尤其在 1 300 nm
以上的波段有着非常大的吸收，这对于近红外Ⅱ区成像显然非常不利。研究发现，该吸收主要是光透明试剂

中的重要成分——水（H2O）带来的。为了克服这一问题，研究人员将水替换成在可见光到近红外Ⅱ区均有

较高透过率的重水（D2O），并将以此配置的颅骨光透明试剂命名为适用于可见-近红外Ⅱ区的颅骨光透明试

剂（Visible-Near infrared Ⅱ-compatible Skull Optical Clearing Agent，VNSOCA）。

研究人员首先用体外成像实验比较了USOCA和VNSOCA对近红外二区激发的非线性光学成像的适

用性。研究人员将一种三倍频探针的溶液放置在毛细玻璃管中，将其放置在 1 560 nm飞秒激光激发的三倍

频显微镜下，分别将USOCA和 VNSOCA作为成像介质进行成像。结果表明，由于USOCA对激发光有较

大的吸收，限制了整套成像方案的效率，因而探测到的三倍频信号非常有限。相对的，VNSOCA作为成像

介质时，测得的信号强度提升了 3倍以上。进而，研究人员进行了活体实验。结果表明，即使基于利用近红

外二区（1 560 nm）激发的三倍频成像技术，也只能在浑浊颅骨下获取皮层 200 μm深的毛细血管结构，而

VNSOCA建立的光透明颅窗，可以将穿颅血管成像深度提升 3倍以上。VNSCOA的发明，为颅骨光透明颅

技术在近红外Ⅱ区成像领域的应用提供了方法，拓展了光透明颅窗适用的波段范围。几种颅骨光透明技术

的比较见表 1。

表 1 几种颅骨光透明技术的比较

Table 1 Comparisons of skull optical clearing techniques

SOCS［48］

SOCW［53］

EDTA，dimethyl
sulfoxide，sorbitol，
laurinol，alcohol，
glucose and weak
alkaline substances

Solution 1：10%
collagenase

Solution 2：10%
EDTA disodium
Solution 3：80%

glycerol

Application of the optical
clearing agent on the skull

For mice aged P15-P20：the
intact skull was topically

treated with solution 1 for 5~
10 min；Then，solution 3
was dropped on the skull.

For mice aged P21-P30：the
intact skull was topically

treated with solution 2 for 5~
10 min；Then，solution 3
was dropped on the skull.
For mice aged more than
P30：the skull was thinned
down to about 100 μm and
treated with solution 2 for
5~10 min. Then，solution 3
was dropped onto the skull

25 min

5~10 min

Imaging of cortical
blood vessels

Imaging of dendritic
spines of neurons at a
depth of 0~80 μm
Repeated optical

clearing for 2~3 times
Targeted laser ablation

of neurons

No assessment

Immune
response of
microglia or
astrocytes in
the cortex was
not activated

Composition
proportion

Operation procedure
Operation
time

Range of application
Safety

assessment
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USOCA［54，61-65］

SOCW+
USOCA

VNSOCA［51］

Solution 1：
saturated urea

solution dissolved in
75% ethanol

Solution 2：SDBS
prepared by mixing
0.7 M NaOH with
dodecyl benzene
sulfonic acid

Solution 1：saturated
urea solution

dissolved in 75%
ethanol

Solution 2：SDBS
prepared by mixing
0.7 M NaOH with
dodecyl benzene
sulfonic acid

Solution 3：10%
EDTA disodium
Solution 4：80%

glycerol

Solution 1：
saturated urea

solution dissolved in
75% ethanol and
deuteroxide

Solution 2：SDBS
prepared by mixing
0.7 M NaOH and
deuteroxide with
dodecyl benzene
sulfonic acid

Solution 1 was applied to
the intact skull for 10 min.
Then，solution 2 was
applied for 5 min

The intact skull was treated
with solution 1 for 20 min，
solution 2 for 5 min，

solution 3 for 25 min and
solution 4 for 5 min in

sequence

The intact skull was
topically treated with
solution 1 for 10 min and
solution 2 for 5 min

15 min

55 min

15 min

Imaging of nerves and
blood vessels at a
depth of 0-300 μm
Repeated daily optical
clearing imaging for a

week
Repeated monthly
optical clearing

imaging for 5 months.
Realization of blood-
brain barrier opening
combined with

photodynamic effect or
establishment of

targeted
photothrombosis

Imaging of blood
vessels in the cortex at
a depth of 900 μm
combined with three-
photon imaging

Compatible with
visible-NIR-Ⅱ band
Imaging of cortex at a
depth of 650 μm
combined with third
harmonic generation
excited by femtosecond
laser in the NIR-Ⅱ band
Establishment of

targeted hemorrhagic
stroke model induced
by NIR-Ⅱ laser

Immune
response of
microglia or
astrocytes in
the cortex was
not activated.
No effect on
the structure
of the liver and
kidneys

No assessment

No assessment

续表

Composition
proportion

Operation procedure
Operation
time

Range of application
Safety

assessment

2 活体颅骨光透明用于神经/血管成像

活体颅骨光透明技术与多种光学成像方法技术的结合，已被证明可广泛用于小鼠脑皮层神经细胞（神

经元、胶质细胞）和血管的观测。比如，利用激光散斑衬比成像技术和高光谱成像技术，可以对皮层表面血
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管的血流和血氧分布进行无标记成像；利用双光子荧光成像、三倍频成像等非线性光学成像技术，可以对皮

层深层神经血管结构实施三维观测。

2.1 突触可塑性观测

神经元树突棘的生长和消融与记忆和认知功能有着紧密的联系，其异常往往与许多脑神经疾病相

关［66-67］，因而观测其变化具有重要的生物学意义［68-70］。但是，树突棘的尺寸在亚微米级，这就对成像方法提

出了很高的要求。一般来说，在体观测神经元树突棘需要使用双光子荧光显微镜，同时配合开颅玻璃窗或

磨薄颅骨窗。光透明颅窗技术为该应用提供了一种新型的低侵入式的观测思路。

ZHAO Yanjie等［53］率先验证了光透明颅窗用于观测神经元突触可塑性的可行性。利用 SOCW，研究人

员对神经元自发表达黄色荧光蛋白（Yellow Fluorescent Protein，YFP）的小鼠进行了活体成像。结果表明，

SOCW的建立使得图像质量得到显著改善，足以对树突棘进行清晰地成像。进一步地，对幼鼠（P19）的神经

元树突棘进行了为期 1小时的持续观测，观察到树突棘的出现和消失、以及形状的变化。并且，相较于树突

棘，神经元的丝状伪足具有更高的运动性，它甚至可以转化为树突棘，说明丝状伪足在发育过程中可能是树

突棘的前体。这些结果表明，小鼠神经元突触的可塑性在第三周是非常强的（如图 2）。

2.2 皮层血流血氧跟踪监测

血流和血氧变化是反应血管功能的重要指标，监测皮层血流、血氧信息对于研究多种脑疾病有着重要

的意义［71-73］。激光散斑衬比成像是一种非标记的、高时空分辨的血流分布成像技术［74-76］；高光谱成像技术是

一种非标记的血氧分布成像技术［76-78］。颅骨光透明技术的出现使其得以在完整颅骨下获取皮层血流血氧

图 2 透过 SOCW对出生 19天的未成年小鼠的突触可塑性的动态观测［53］

Fig.2 Dynamical monitoring of the plasticity of dendritic protrusions in infantile mice（P19）through the SOCW［53］
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信息。

ZHANG Chao等［54］发展的 USOCA技术极大地拓展了光透明颅窗在皮层跟踪监测方面的应用。利用

搭建的激光散斑衬比成像/高光谱成像双模态系统，结合 USOCA，科研人员对大脑中动脉阻塞（Middle
Cerebral Artery Occlusion，MCAO）后的双侧皮层血流血氧分布进行了 30 min的持续观测。结果表明，随着

时间的推移，手术侧血流和血氧值都急剧下降。MCAO术后 10 min，手术侧动脉血流的下降值约为初始值

的 60%，并在术后 30 min完全停止流动。，术侧静脉血流在术后 10 min时下降约 40%，30 min时，下降约

60%。血氧饱和度的变化与血流的变化规律基本一致。在MCAO对侧，血流显著增加，动脉血流增加到初

始值的近 3倍，静脉增加约 50%。然而，研究人员发现手术对侧的动静脉血氧饱和度只是略有增加。

不仅如此，利用USOCA，可以持续一周地每天对小鼠进行颅骨透明化操作并获取血流血氧信息。不仅

如此，研究人员对 2月龄的小鼠进行了每月一次、为期 5个月的持续成像，并成功观察到皮层血管网的动态

变化，即部分血管的消失和新生（图 3）。

糖尿病是一种慢性代谢性疾病，因此有监测糖尿病不同发展阶段体内脑血管功能障碍的变化具有与重

要意义。FENG Wei等［61］透过基于USOCA建立的颅骨光透明窗，对一型糖尿病发展过程中，小鼠皮层血流

和血氧对扩血管药物硝普化钠的响应变化进行了可视化研究。结果表明，对于健康小鼠，静脉注射硝普化

钠后，皮层血流值会快速下降，然后快速上升并超过基线值，最终恢复至静息状态的数值；皮层血氧饱和度

对硝普化钠的响应也与血流响应类似。但是，随着糖尿病病程的发展，皮层血流响应会显著下降，而血氧响

应则会显著上升，这表示长期的高血糖环境使得皮层血管功能发生异常。

2.3 深皮层血管可视化

在体皮层成像深度可以从侧面反应光透明颅窗的透明度，因此研究人员经常会设计相关实验，探索发

展的颅骨光透明方法对于深组织血管和神经细胞的成像能力。ZHANG Chao等［54］探究了 USOCA的深组

织成像能力，发现颅骨光透明之前，双光子荧光显微镜仅能获取深度在 120 μm之内的大血管（直径 67.5 μm）
的结构信息，而颅骨透明后则可以对 300 μm深的毛细血管（直径 4.5 μm）进行观测。

CHEN Yage等［55］探究了 SOCW与 USOCA相结合获取深皮层血管信息的能力，他们对颅骨依次进行

图 3 基于USOCA的重复光透明成像用于皮层血流和血氧监测［54］

Fig.3 Repeatability of USOCA-based optical clearing imaging of cortical blood flow and blood oxygen［54］
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胶原解离、脱脂、脱钙和和折射率匹配后，利用三光子荧光显微镜达到了 850 μm的成像深度。

LI Dongyu等［51］探究了 VNSOCA用于近红外二区激发的皮层深组织非线性成像的能力。利用 1 560 nm
激发的三倍频信号，可以获取 650 μm的深层毛细血管信息，该深度是不进行颅骨光透明时的 3倍，接近与开

颅状态下的结果（800 μm）。图 4展示了光透明颅窗用于三光子成像和三倍频成像的结果。

3 活体颅骨光透明用于皮层光操控

现代光学技术不仅可以获得高分辨率的神经血管图像，而且可以对大脑皮层进行操控或建立特定的模

型。基于颅骨光透明技术的窗口，也可替代开颅窗和磨薄窗，用于皮层光操控。比如，结合光透明颅窗和光

动力效应，既可以打开血脑屏障，也可以建立靶向缺血性脑卒中模型；此外，透过光透明颅窗，将飞秒激光聚

焦在血管上，可以实现对单根血管的烧蚀，从而建立局部靶向的出血性脑卒中模型。

3.1 光动力效应打开血脑屏障

血脑屏障在中枢神经系统中起着重要作用［79-80］。它能阻止血液中的有害物质进入脑实质，从而维持大

脑的正常功能［81］，同样也会屏蔽许多神经药物［82］而影响治疗。为了特定的药物递送，需要暂时打开血脑屏

障［83-90］，而利用光动力效应打开血脑屏障的方法得到了广泛关注［91-92］。

光动力效应是指光敏剂在特定波长的光的照射下会产生单线态氧、进而产生毒理性的化学反应的过

程。显然，利用光动力效应产生的单线态氧能够影响血管内皮细胞功能，使得光照部位周围的血脑屏障被

打开［92］。靶向打开血脑屏障，要求光能够在不被颅骨散射的情况下到达皮层的目标区域。即使是非靶向地

利用光动力效应打开血脑屏障，如果不对颅骨进行开窗处理，就需要提高光功率，而这往往会造成严重的血

管性水肿。

ZHANG Chao等［62］利用光透明颅窗，在不开颅的情况下实现了光动力效应打开血脑屏障。离体实验结

果表明，光透明颅窗建立后，静脉注射光敏剂和荧光小分子伊文思蓝（961 Da），激光照射皮层会引起血管伊

文思蓝的外渗，而同等剂量下不对颅骨进行透明化处理并未在组织中观察到伊文思蓝。FENG Wei等［63］同

图 4 光透明颅窗用于深皮层血管非线性成像［51，55］

Fig.4 Skull optical clearing window for nonlinear optical imaging of deep cortical vasculature［51，55］
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样在光透明颅窗下利用光动力效应打开血脑屏障，并在活体水平跟踪了伊文思蓝的渗漏过程。除了小分

子，他们还证明光透明颅窗结合光动力效应也可以向脑实质中运送右旋糖酐（Rhodamine-dextran-70 kDa，
图 5）和脂质体（粒径 100 nm）等大分子。

进一步地，ZHANG Chao等［93］研究了光动力效应不同年龄小鼠（2/4/6/8周龄）血脑屏障功能影响的差

异性。结果表明，年轻小鼠的血脑屏障更易受光动力效应的调控，从而能允许大分子透过。

3.2 建立靶向脑卒中模型

少量的单线态氧可以影响血管内皮细胞功能，从而打开血脑屏障，而大剂量的单线态氧可以损伤内皮

细胞，造成血小板聚集，形成血栓。因此，利用光动力效应可以建立缺血性脑卒中模型，也称为光栓模型，被

广泛应用于对缺血性脑卒中的研究当中。传统的靶向光栓模型需要在开颅的情况下建立，但开颅引发的颅

内压变化和炎症，使得大脑在卒中建立之前就处在非正常的环境当中，从而对观测结果产生影响。

HU Zhengwu等［64］将USOCA与光栓技术相结合，在非开颅的情况下，实现了对大脑皮层血管的靶向栓

塞。改变激光照射位置和照射剂量，方便地对栓塞程度和栓塞区域进行调节。

在传统的光栓模型中，栓子的主要成分是血小板［94-95］，但是临床上栓子的主要成分包括血小板和纤维蛋

白［96-97］，并且纤维蛋白才是大部分溶栓药物的有效靶点。因此，传统的光栓不适合用于对溶栓药物的研究。

2020年，SUN Yuyo等［98］提出了一种改进的光栓模型，通过将凝血酶与光敏剂同时注射到小鼠的循环系统，

激光照射后会在血管中形成同时包含血小板和纤维蛋白的栓子，更接近于临床的情况。

LI Dongyu等［65］将光透明颅窗与改进的光栓模型相结合，分别对大脑中动脉、大脑中动脉二级分支和大

脑中动脉远端小血管建立了靶向缺血性脑卒中模型，用于研究临床药物尿激酶对不同尺寸血管的溶栓治疗

效果。结果表明，对于小尺寸的远端小血管，尿激酶溶栓时间最短，但容易形成二次堵塞；对于大尺寸的大

脑中动脉，尿激酶溶栓时间长，且溶栓不完全；对于大脑中动脉二级分支，尿激酶能比较好的实现血管再通，

并且在一天后仍未出现二次堵塞现象（图 6）。

图 5 光透明颅窗结合光动力效应打开血脑屏障后利用双光子显微镜观察血管中 Rhodamine-dextran的渗漏情况［62］

Fig.5 Skull optical clearing window combined with photodynamic effect for blood brain barrier opening and two-photon
fluorescence observing of the leakage of Rhodamine-Dextran in blood vessels［62］
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激光损伤模型因其损伤范围和部位易于控制而被广泛应用［99-100］。LI Dongyu等［51］透过光透明颅窗，将

近红外Ⅱ区的飞秒激光聚焦，实施了对皮层血管的靶向烧蚀，成功地建立了单血管出血性脑卒中模型。实

验表明，在直径较小和直径较大的血管上都可以建立该模型。并且，实验人员利用光透明颅窗和三倍频显

微镜，能够观测到血管损伤出血、血液扩散到血管损伤位点凝血的全过程。

4 总结与展望

近年发展的颅骨光透明技术为活体皮层观测提供了一个无需开颅的光学窗口。十年来，随着技术的不

断发展，至今已有多种光透明颅窗可供选择，它们各有特点。SOCW的作用机理是，对幼年小鼠颅骨进行胶

原解离，对成年小鼠颅骨进行脱钙，并用甘油进行折射率匹配。它能对皮层浅层区域实现突触分辨。但是，

由于没有引入促渗剂，用于成年小鼠时需要预先将颅骨打磨至 100 μm厚。USOCA通过乙醇和尿素来解离

胶原并促进渗透，并用十二烷基苯磺酸钠进行去脂。它不需要对颅骨进行打磨，可以适用于最老 8月龄的小

鼠，并能实现 5个月的长期重复透明观测。将 SOCW和USOCA结合，同时去除颅骨的羟基磷灰石、胶原蛋

图 6 光透明颅窗用于建立靶向光栓模型及尿激酶对不同尺寸血管溶栓效果评估［65］

Fig.6 Skull optical clearing window for establishment of targeted photothrombosis and evaluation of thrombolytic effect of
urokinase for vessels with different sizes［65］
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白和脂质，可以进一步提高颅骨的透明度，从而实现三光子深皮层血管成像。VNSOCA将USOCA中的水

替换为重水，大大提高了其对近红外Ⅱ区的透过率，同样能借助三倍频显微镜实现深皮层血管成像。近期，

LI Dongyu等［101］在 bioRxiv公开了一种长效光透明颅窗，能使得小鼠颅骨在数周之内保持透明，以供重复成

像。同时，发表的新型光透明颅窗可以用于清醒动物神经元响应以及光遗传学研究，进一步拓展了光透明

颅窗的适用范围。

随着新型光透明颅窗的出现，光声成像、激光散斑成像、高光谱成像和非线性显微成像等多种光学成像

技术被应用于活体观察皮层神经元、小胶质细胞、血管结构和功能。借助光透明颅窗，可以动态观测神经突

触可塑性、神经元自发发放或对刺激的响应、长时程监测血管的修剪与新生、表层与深层的血液流速变化

等。光学相干层析成像技术是一种非标记的层析成像技术，可以在活体水平观测组织或血管的三维结

构［102］，借助手术颅窗，该技术在脑科学研究中已得到广泛应用［103］。研究表明，活体皮肤光透明技术可以显

著增强光学相干层析成像在皮肤中的成像质量，有助于获取皮肤深组织信息。因此，将光透明颅窗技术与

光学相干层析成像技术相结合，有潜力在无需标记的情况下获取皮层深组织的血管结构与功能信息。不仅

如此，颅骨光透明技术也为皮层靶向光操控提供了非侵入性的窗口。利用飞秒激光，可以实现神经血管的

靶向损伤，结合光动力效应，可以实现血脑屏障的开放或建立光栓模型。

不同的脑科学研究对颅窗提出了不同的要求。比如，神经突触成像需要高分辨观测，许多疾病的研究

需要长时程跟踪［66-67］，急性病理模型需要建窗口立即观测［104-106］，神经功能成像需要在清醒动物上开展［107-108］，

跨脑区研究需要较大的观测视场［109］。开颅玻璃窗无法实现急性观测，磨薄颅骨窗无法实现大视场观测。而

光透明颅窗发展至今，已同时具备了高分辨、大视场、长时程、适用于急性观测的优势，因而有望在某些传统

颅窗无法胜任的场合（比如急性创伤性脑损伤［110-111］的跨脑区观测）提供重要的技术支撑，从而在未来的脑科

学研究中大放异彩。

诚然，目前颅骨光透明技术依然有所限制。比如，目前尚未有适用于更大动物（比如大鼠、猕猴等）的活

体颅骨光透明方法，这需要研究人员继续探索更高效的颅骨光透明方法。一方面，可以筛选折射率更高的

试剂用于折射率匹配；另一方面，需要发展更有效的物理或化学促渗方法，帮助光透明试剂充分作用于更厚

的颅骨。另外，相较于开颅玻璃窗和磨薄颅骨窗的平面结构，光透明颅窗维持了颅骨的曲面结构，虽然这使

得大脑在被观测时更接近于生产生理状态，但是，曲面的颅窗给成像带来更多像差，并且会限制小景深成像

系统的应用。在未来，可以通过自适应光学技术［112-113］，为基于颅骨光透明的成像进行波前矫正，同时期待大

视场、高分辨且同时拥有大焦深的成像技术（比如光场显微镜［114］）与光透明颅窗的结合。
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Abstract：In vivo observation of cortical structure and activity is of great significance for understanding the
brain functions in the normal state and neurovascular dysfunction associated with various brain diseases.
Modern optical imaging techniques has attracted many attentions in the field of neuroscience because it
provides an important tool to visualize brain in vivo with high resolution. However，the strong scattering of
the turbid skull limits light penetration，causing a serious degradation of imaging depth and imaging quality.
In order to overcome such an obstacle，various skull windows have been established to access. The
surgery-based skull windows mainly include open-skull window and thinned-skull window which have
been widely used for cortical optical imaging. The former allows for large-scale imaging and long-term
observation. The latter requires to thin the skull to about 25 μm that spine-resolution cortical imaging can
be performed. However，each of the two skull windows has its own limitations. The open-skull window
would cause inflammation therefore is not suitable for immediate observation，and the thinned-skull
window is not capable of large-scale or long-term observation. During the past 10 years，some novel skull
window techniques have been developed based on tissue optical clearing technique. Unlike physically
remove or thin out the skull，the establishment of the“skull optical clearing window”is realized by using
chemical agents to make the skull transparent，therefore no craniotomy is required. Considering the main
the components of skull are calcium hydroxyapatite（16%），collagen（16%），lipids（54%），and water
（14%），and the refractive index of the calcium hydroxyapatite，collagen and lipids are much higher than
water，leading to server scattering，the skull optical clearing technique aims to remove those scattering
particles and match the refractive index.

WANG Jing et al. demonstrated a skull optical clearing window for the first time in 2012. They used a
mixture of laurinol，weak alkaline substances，Ethylene Diamine Tetraacetic Acid，dimethyl sulfoxide，
sorbitol，alcohol，and glucose to decrease the scattering of skull. Through the established craniotomy-free
skull window，they obtained cortical blood flow distribution with laser spackle contrast imaging. The
preliminary work attracted numerous attentions in the field of neural science. Later in 2018，ZHAO Yanjie
et al. improved the technique. They used collagenase，Ethylene Diamine Tetraacetic Acid disodium and
glycerol to make the skull transparent to monitor the plasticity of dendritic protrusions of juvenile mice
during 1 hour with two-photon microscopy. ZHANG Chao et al. developed a switchable skull optical
clearing technique for long-term monitoring. The main components of the new skull optical clearing agent
were urea，ethanol，and sodium dodecylbenzenesulfonate. These agents could make skulls transparent in
mice aged from 2 months to 8 months. Additionally，the authors performed skull optical clearing imaging of
cortical vasculature once a month to achieve observations lasting months. In 2019，CHEN Yage et al.
combined the above two skull optical clearing agents for higher skull transparency. The authors firstly used
ethanol solution of urea to depolymerize the proteins in the skull， followed by the using of sodium
dodecylbenzenesulfonate to dissolve the lipids， then used Ethylene Diamine Tetraacetic Acid to
disintegrate the hydroxyapatite，and finally treated the skull with glycerol for refractive index matching.
After the optical clearing process，they used three-photon fluorescence microscopy to achieve 850- μm
imaging depth of cortical blood vessels. However，the previous skull optical clearing agents were not
optimized for the NIR-Ⅱ region due to the strong absorption of the main component，water. To establish a
skull optical clearing window compatible to with NIR-Ⅱ light，LI Dongyu et al. replaced water into
deuteroxide as the solvent，remarkably increasing the transmittance of the optical clearing agents to NIR-Ⅱ
light. Combined with NIR-Ⅱ excited third harmonic generation imaging，the imaging depth was 3 times
higher than that without optical clearing，and was even close to that without skull. The above skull optical
clearing agents are liquid-based，which means they are not suitable for long-lasting continuous observation
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or for awake animals.
Except for optical imaging，the skull optical clearing windows have also been used for light-induced

manipulation in brain cortex. Through the established optical clearing window，laser could be easily focused
on tiny structures，such as blood capillary and neuron dendrites，to achieve targeted ablation. In addition，
skull optical clearing window could be combined with photodynamic effect to realize blood-brain barrier
opening or targeted photothrombosis.

In summary，the novel in vivo skull optical clearing technique provides an optical window for cortical
observation without craniotomy. Over the past decades，with the development of technique，there are a
variety of skull optical clearing windows available，each with its own characteristics. Through the skull
optical clearing window，various modern optical imaging techniques have been used to noninvasively
monitor neurovascular information. Up to now，the skull optical clearing window holds the advantages of
high resolution， large scale， long-term observation， and is compatible with immediate observation，
therefore has great potential in the research of brain science and related diseases.
Key words：in vivo skull optical clearing；Optical imaging；Optical manipulation；Neurovascular imaging；
Photodynamic effect
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