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用于细胞成像的共聚焦内窥镜
王家福1,2，杨敏3，杨莉1,2，张云1,2，袁菁1,2，刘谦1,2，侯晓华3，付玲1,2*

摘要：使用内窥镜的目的是实现与组织病理诊断相符的即时诊
断。在过去的十年里，共聚焦激光扫描显微成像技术被引入内
窥镜领域。共聚焦内窥镜使得对活体组织的显微观察能够达到
与组织学样品的体外显微成像相当的放大倍数和分辨率。发展
这种内窥镜的主要挑战在于具有微米级分辨率的显微成像光纤
探头的小型化。笔者研制了一套基于光纤束，分辨率为1.4 μm，
成像速度可达 8 fps 的共聚焦内窥镜系统。光纤探头的直径为
2.6 mm，可与常规内窥镜的活检通道兼容。该共聚焦内窥镜的
样机已经被用于观察小鼠胃肠道上皮细胞，并将进一步被用于
临床试验。此外，该共聚焦内窥镜能够被用于上皮细胞功能的
转化研究，以监测自然生理环境中细微颗粒的功能和细胞间的
相互作用。
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1 引言

癌症是影响人类健康的主要疾病。《全球癌症报告

2014》显示，2012年大约有1400万癌症新增病例以及820万
与癌症相关的死亡病例，并且在未来20年内，癌症病例
预计达到2200万[1]。癌症的早期诊断和治疗对提高生活
质量和减少治疗费用至关重要。由于85 %的肿瘤产生于
上皮细胞，所以迫切需要发展细胞水平分辨率的疾病检

测技术。传统的癌症诊断方法通常基于筛选血清特异性

抗原或其他肿瘤标记物而实现。然而，这些方法的特异

性和灵敏度都比较低[2]。在过去的十年里，许多成像技

术在灵敏度和分辨率上都取得了重大进步，如计算机断

层扫描、磁共振成像、超声成像和正电子发射断层扫描。

但是，它们的分辨率仍然局限在亚毫米水平。

据“中国肿瘤登记年报”显示，2012年与胃肠道相
关的癌症所占比例超过了22 %。因此，高分辨率检测方
法对临床应用至关重要，尤其是胃肠道癌症的早期诊断。

内窥镜检查是胃肠道诊断的常用技术。随着该技术的发

展，消化道内窥镜经历了三个阶段：硬管式内窥镜时期 
(1805—1932年) ，半可屈式内窥镜时期 (1932—1957年) 
以及光纤内窥镜时期 (1957年至今)  [3]。光纤内窥镜即软
管式内窥镜发明于1957年，随后获得了迅速发展[4, 5]。
最近，随着光纤与共聚焦技术的结合，消化道内窥镜向

前迈出了一大步。

色素内镜检查是另一种为人熟知的内窥镜技术[6, 7]。
与结肠镜检查和白光内窥镜相比，色素内镜检查通过染

色提高了组织信号的强度，从而获得更高的特异性和病

变特征[7, 8]。但是染色过程使得色素内镜检查与其他内
窥镜技术相比需要花费更多的时间。

近几年，出现了一种采用激光扫描共聚焦成像技术

和荧光标记物的新型内窥镜——共聚焦内窥镜。它能够

呈现与活检病理成像高度一致的细胞形态，从而使医生

能够在给病人带来最小不适的前提下，原位准确判断癌

症、癌前病变或者健康状态[9]。共聚焦内窥镜具有微
米级分辨率，是目前唯一一种能够进行细胞成像的内窥

镜仪器。这种仪器的出现使内窥镜技术向前迈进了一大

步。研究表明，共聚焦内窥镜在早期结肠癌病变、溃疡
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性结肠炎、Barrett食管、胃食管反流病、非糜烂性反流
病和消化道其他疾病的诊断中具有极大的临床价值和潜

力[10]。
本文将首先简单介绍共聚焦内窥镜的概念，并重点

阐述其核心器件和技术。接着，笔者将展示一台在胃肠

病学上可与常规内窥镜兼容的共聚焦内窥镜样机，并介

绍其主要部件和性能，包括视场和分辨率。最后，为了

演示该样机的成像效果，笔者展示了小鼠大肠的成像结

果。该共聚焦内窥镜样机已经通过国家食品药品监督管

理局的医疗器械质量监督与检验，并将开始临床试验。

2 共聚焦内窥镜研究背景

内窥镜是胃肠道疾病诊断检验的试金石。有了内窥

镜技术，我们可以看到口腔到直肠这部分裸眼看不到的

地方，包括胃、小肠、结肠直肠和消化道附近的器官，

如胰腺和胆道[11]。随着技术的发展，几种典型的内窥
镜技术已经被广泛应用于临床，如常规内窥镜和窄带成

像内镜。由于使用反射光，常规内窥镜分辨率低，几乎

与裸眼相同，只能看到宏观结构而看不到细胞信息。 
图1 (a) 是使用常规内窥镜 (EG-590WZ, Fujinon, Tokyo, 
Japan) 对胃黏膜肠上皮化生组织进行成像的结果。由图
可以看到粗糙的胃窦黏膜，但无法得到其他有用信息。窄

带成像内镜使用红色、蓝色和绿色波长的光来增强黏膜

表面某些地方的细节。人们可以通过窄带成像内镜看到

血管形态，但是仍然无法在细胞层面分辨组织。图1 (b)  
是使用窄带成像内镜 (CV-290/CLV-290, Olympus, Tokyo, 
Japan) 对组织进行成像的结果：腺管为卵圆形，而且在
图中部分区域可见亮蓝嵴结构 (LBC) 。图1 (c) 为共聚
焦内窥镜 (Cellvizio, Mauna Kea Technologies  (MKT), 
Paris, France) 获得的成像结果：在胃窦腺体上皮细胞间
离散地分布着黑色杯状细胞，这些杯状细胞均清晰可见。

图1 (d) 是胃黏膜肠上皮化生的组织病理成像结果：在胃
窦腺管内有很多液泡状肠上皮细胞。这些成像结果表明，

共聚焦内窥镜是唯一一种能够在细胞水平进行活体实时

成像的内窥镜技术。以活检组织病理诊断为金标准，比

较分别用窄带成像内镜、色素内镜和共聚焦内窥镜对87
个病人进行萎缩性胃炎检查的结果。研究发现，共聚焦

内窥镜与色素内镜和窄带成像内镜相比具有更高的敏感

性、特异性和准确率[12]。
共聚焦内窥镜的出现改变了常规内窥镜的诊断方

式。首先，细胞分辨能力有助于分辨细微平坦的黏膜病

变。其次，共聚焦内窥镜能够实现活体实时无损伤成像。

共聚焦内窥镜是一种具有超高放大率的内窥镜技术，它

能够在内窥镜检查过程中实现对黏膜的微结构分析，从

而使胃肠病医生在胃肠道实现疾病的早期诊断成为可能。

此外，共聚焦内窥镜可用于大规模或弥散性病变中的靶

向活检 (即智能活检) ，以及指导和监视内窥镜切除过程
[13]。尽管组织活检仍然是诊断学的金标准，但是如果把
所有的因素都考虑进去，组织活检未必会优于共聚焦内

窥镜。共聚焦内窥镜的活体组织学成像是一种可通过减

少盲目取样来缩短诊断时间的靶向方法。因此，笔者相

信这一新的方向将非常有利于内窥镜技术的发展。

3 核心器件和技术

3.1 激光扫描共聚焦内窥镜
共聚焦内窥镜自1957年由Marvin Minsky发明以来

获得了迅速的发展。共聚焦技术使用一个针孔减少来自

焦平面前后样品处的杂散光，从而极大提高了信噪比和

轴向分辨率。图2为共聚焦内窥镜的原理示意图。从激光
器出来的光束通过一个透镜会聚成点光源。从光源出来

的光到达分光镜后被反射，而后由物镜进行聚焦。样品

被照射之后激发出荧光。激发的荧光被物镜收集，由于

其波长比原来的入射光更长而能够穿过分光镜到达探测

器。探测器前面有一个与点光源共轭的针孔，该针孔可

阻挡焦点以外被激发的光，因而只有焦点处的光才能被

收集。

2 cm

(a) (b)

(c) (d)

100 μm

20 μm 100 μm

图 1. 不同仪器对胃黏膜肠上皮化生 (GIM，胃窦 ) 的成像结果。(a) 常规
内窥镜的成像结果，看不到微观结构；(b) 窄带成像内镜的成像结果，
可以看到血管结构但是看不到细胞；(c) 共聚焦成像结果，上皮细胞和
杯状细胞均可见；(d) 对应的组织病理成像。
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与传统的宽场显微成像相比，共聚焦显微镜有很多

优点。例如，由于使用了小孔而具有很高的轴向分辨

率。此外，共聚焦显微镜还具备之前的显微镜从未实现

过的功能——对样品不同深度进行探测，即光学切片。
与传统的组织切片检测相比，共聚焦显微内窥镜的这种

光学切片能力使其非常适用于厚组织的活体成像而无需

进行实验前的组织切片准备，从而具有很高的临床应用

价值。

3.2 光纤和光纤束
共聚焦显微镜虽然受到了生物学家的广泛关注，但

从一开始，大直径的物镜就成了它进行临床应用的主要

障碍。1991年，由一根单模光纤代替小孔的共聚焦内窥
镜第一次被用于临床实体成像[14–16]。随后，虽然光纤
在共聚焦激光扫描显微镜中使用较少，但却因光通信应

用而获得了迅速发展。

如图3 (a) 所示，最简单的光纤包括高折射率 (RI) 的
玻璃纤芯和包围纤芯的低折射率的玻璃包层，纤芯和包

层的折射率分别是n1和n2。光束在纤芯中依据全内反射原

理传播。光纤特有的柔韧性使共聚焦显微镜能够在保持

其光学切片和高分辨率的特性的前提下进入人体。

2006年，使用单模光纤的共聚焦内窥镜开始进入临
床应用。除了传输激发光和收集来自组织的荧光，该光纤 
(或者光纤束中的单根光纤) 在共聚焦成像中也可被当成针
孔来减少散射光。后来商业的探头式共聚焦内窥镜使用一

根光纤束代替一根单模光纤。如图3 (b) 所示，一根光纤
束由很多根光纤组成。只有纤芯中的光束才能进行有效传

输。光纤束中光纤的数量和光纤之间的距离分别决定了视

场 (FOV) 和分辨率[17]。光纤束外径小，可以插入常规内
窥镜的活检通道，在内窥镜设备中发挥着越来越重要的作

用。这两种内窥镜都可以活体实时分辨人体不同组织的细

胞，这是其他内窥镜所不能实现的[18–20]。

3.3 微型物镜
微型物镜是共聚焦内窥镜中最重要的部件之一。微

型物镜用于把激发光会聚到组织上并收集来自组织的发

射光。共聚焦内窥镜的分辨率和视场由微型物镜的数值

孔径 (NA) 和放大倍数决定。小尺寸的透镜系统能够通过
消化内镜的活检通道进入人体。因此，共聚焦内窥镜进

行高质量成像的一个前提是使用小尺寸高数值孔径的微

型物镜。

格林透镜 (GRIN lens) 因外径尺寸小而备受青睐。
人们通常把高数值孔径的格林透镜与低数值孔径的格林

透镜组装成显微内窥镜[21, 22]。然而，格林透镜系统难
以校正色差和场曲等像差，因此无法满足荧光共聚焦内

窥镜的需求。

为了提高成像性能，定制透镜系统是比较好的方案。

然而，微型物镜的设计存在两大挑战。首先，由于技术

限制，小尺寸外径透镜的制造和组装过程很复杂，因此

透镜的设计需要同时考虑光学参数和加工过程。其次，

为保证微型物镜能顺利进入人体内部器官，其长度也受

到限制。当其长度比商业显微物镜更短时，只能使用更

少的光学元件来校正像差。因此，适当地权衡设计、制

造和组装等因素是定制微型物镜的关键。

表1总结了共聚焦内窥镜微型物镜的技术参数。专
门定制的全玻璃球面镜已经能够用于反射光和荧光共聚

焦内窥镜[23, 24]。然而，全玻璃球面镜的结构会导致微
型物镜内使用更多的光学元件，从而使组装过程复杂化。

用于反射光共聚焦内窥镜的非球面塑料透镜和玻璃球面

透镜可以减少光学元件的数量[25, 26]。在452~623 nm波
长范围内，用于荧光共聚焦内窥镜的衍射受限微型物镜

可设计为六个非球面塑料透镜的组合[27]。
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图 2. 共聚焦内窥镜的原理示意图。探测器针孔、光源针孔处的点光源
和样品处的照明点共轭。探测器前面的针孔可以阻挡焦平面上面 ( 图中
黑线表示 ) 或者下面 ( 图中蓝线表示 ) 的杂散光。

图 3. 耦合光进入光纤或者光纤束。(a) 只有纤芯中的光才能向前传播而
不发生漏光；(b) 一根光纤束包含很多根光纤，从 2000 根到 100 000 根
不等。
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设计由少量光学元件组成的高数值孔径微型物镜

仍然存在困难。目前，由非球面透镜和球面透镜组成

的微型物镜更容易制作。随着制造和组装技术的发展，

微型物镜设计的自由度将得到提升，从而促进成像质

量的提高。

3.4 光纤扫描装置
因为共聚焦内窥镜采用点对点激光扫描技术，所以

简单紧凑的扫描装置是必需的。一般来说，用于光纤内

窥镜的微型扫描装置可以分为两类。第一类扫描装置用

于控制激光光束，类似传统的检流计振镜。它使用一个

二维微机电系统 (MEMS) 反射镜作为光束控制器，置于
光纤端面和微型物镜之间[28]。这种方式得益于反射镜
的小尺寸和低功耗，而且微机电系统具有小型化的潜力。

但是，由于其复杂性以及高昂的价格，这种方法还没有

得到广泛的应用。

第二类扫描装置直接控制照明光纤使其发生偏转

而不是扫描光束。这类扫描装置中，照明光束由微型

光学器件 (如格林透镜) 进行校准和聚焦，这意味着光
纤端面的任何运动都将转化为聚焦光斑较小的横向位

移。通过使光纤末端发生偏转，我们可以实现对焦平

面的二维扫描。

压电器件由于其灵敏度高、响应速度快、成本低等

优点已经逐渐成为使光纤末端发生偏转的最佳选择之一。

尤其是与由逆压电效应引起的驱动电压相对应，压电晶

片也可以发生振动。有人曾研发过一个帧速为15 Hz的用
于检测自由行为大鼠大脑新皮层单个神经元钙信号的非

共振压电杠杆[29]。其视场直径约为260 µm，在10.9 Hz
的帧速下图像为64×64像素。该扫描器由四个压电晶片、
一根扫描光纤和两根用作铰链的细光纤组成。由于杠杆

原理，由压电晶片产生的微小挠度可以转化为很大的光

纤悬臂位移[30]。杠杆由两部分组成：一个自由光纤悬臂
和一个位于交叉点和纤维锚状物之间的小元件。当锯齿信

号和斜坡信号同时分别驱动快轴与慢轴时，即可实现光栅

式扫描。这种装置也可以进行矢量扫描和随机存取扫描。

然而，非共振压电杠杆光纤扫描器通常需要一个由高电压

驱动的大压电晶片用于使光纤末端发生足够大的偏转。

幸运的是，利用共振放大，微型共振压电光纤扫描

器只需要很低的电压就能够提供足够大的扫描范围。此

外，由于高共振频率，共振扫描器通常具有较高的帧速。

常用的共振压电光纤扫描器由一个压电管和一根光纤组

成[31]。光纤悬臂在两个正交的方向上振动，从根本上
消除了串扰。通过在正交方向上采用90°相移来驱动振动
可以轻易实现螺旋式扫描[32]。该扫描器的前片长度为
32 mm，外径为2 mm。当扫描器工作在1.4 kHz的共振频
率下时，成像帧速即显示器显示的频率 (速度) 为2.7 fps，
视场约为110 µm。表2为不同微型扫描装置的特性。

本研究组通过把四个压电元件排列成一个方形管而

研制出一种共振光纤压电扫描器 (RFPS) 。该方形管易于
制作和驱动[34]。通过使用一个基于有限元的耦合视场模
型，扫描器件中包括振动方式、共振频率和扫描范围在

内的扫描特性可为通用设计作数值研究。压电片大小为

16 mm×1.2 mm×0.2 mm；悬臂是一根单模光纤，其长
度和直径分别为16 mm和125 µm。在10 V低电压的驱动
下，当频率为384 Hz和370 Hz时，悬臂末端在两个方向
上可实现最大范围的扫描，分别为1.671 mm和1.893 mm。
不同的像素对应不同的成像帧速，最常用的是2 fps。我
们可通过螺旋式扫描获得图像，如图4 (a) 所示[34]。此
外，通过在两个正交方向上产生不同的有序共振，该共

振光纤压电扫描器能够产生光栅式扫描，如图4 (b) 所 
示[35]。当帧扫描和线扫描的驱动电压分别为3 Hz/20 V
和879 Hz/154 V时，即可得到方形区域。

4 光纤共聚焦内窥镜

4.1 系统结构
自医疗器械起源，微损或无损活体光学成像方法就

已经成为胃肠病学家追求的目标。活检是胃肠道疾病检

测的金标准。然而，活检过程不仅费时而且无法实现实

时成像。此外，传统光学成像系统由于物镜太大而无法

用于临床。结合光纤束和共聚焦激光扫描显微镜的光纤

共聚焦内窥镜为解决这个问题提供了一种有效的方法。

表 1. 微型物镜的参数性能
Parameter Knittel et al. [21] Rouse et al. [23] Liang et al. [24] Chidley et al. [25] Kester et al. [26] Kyrish et al. [27]

Number of elements 2 9 8 5 3 6

Outer diameter (mm) 1 4 7 7 4 2.1

Length (mm) 7.8 13 20.4 17.5 10 10

Confocal endoscopy Fluorescence Fluorescence Reflectance Reflectance Reflectance Fluorescence

NA at tissue 0.5 0.46 1.0 1.0 1.0 0.55

FOV (μm) 280 450 250 250 250 360

Lateral resolution (μm) 3.1 1.8 0.93 0.65 0.65 4.4
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共聚焦激光扫描技术是获得高分辨率光学成像的关

键。通过使用该技术，笔者研发了一台高分辨率共聚焦

内窥镜。图5为该光纤共聚焦内窥镜系统的原理示意图。
图6为该共聚焦内窥镜系统。由于488 nm的激光很容易激
发荧光素和盐酸吖啶黄等常用染料的荧光，所以笔者选

择了这一波长的激光器[36, 37]。从激光器 (OBIS 488-50, 
Coherent, Santa Clara, CA, USA) 发出的激光经过扩束
之后到达一个截止波长为488 nm的二向色镜 (DM, Sem-
rock, Rochester, NY, USA) 并被反射。利用由反旋转扫描
振镜和检流计振镜组成的XY扫描装置对光束进行扫描。
在1024×1024像素时系统成像速度为4 fps，在512×512
像素时系统成像速度为8 fps。此后，光束由一组透镜中
继到物镜 (20 × /0.50, Olympus, Tokyo, Japan) 后瞳，该
物镜将光束耦合至光纤束 (FIGH-30-650S, Fujikura, To-
kyo, Japan) 近端。光纤束中的所有光纤都将被用于传输
激光和荧光。用于直接接触样品的微型物镜粘在光纤束

的另一端。在焦点处产生的具有更长波长的荧光将被微

型物镜收集。荧光穿过二向色镜和滤光片 (FF02-525/40, 
Semrock, Rochester, NY, USA) ，而后被一个镜筒透镜
收集。该镜筒透镜的焦点处是一个针孔，该针孔与位于

光纤束近端端面的物镜焦点相互共轭，用于阻挡杂散光。

最后，一个光电倍增管 (R3896, Hamamastu, Shizuoka 

Pref., Japan) 被用于探测信号。
图6 (a) 所示为高分辨率共聚焦内窥镜样机。该样机

包括一个便携式扫描单元、用于控制激光器和记录数据

的脚踏开关、用于数据处理和图像显示的电脑和一个探

头。便携式扫描单元集成了光学元件和电子元件。由光

纤束和微型物镜组成的可插拔探头与扫描单元是相互独

立的，如图6 (b) 所示。

表 2. 微型扫描装置特性
Type MEMS [28, 33] Nonresonant [30] Resonant [31]

Schematic diagram

Geometry size 20 mm × 19 mm × 11 mm 2 mm × 10 mm ϕ2 mm × 25 mm

Driving voltage 60 V/150 V 124 V 140 V

Frequency/frame rate 1.08 kHz & 0.56 kHz/1–15 fps 790 Hz/10.9 fps 1.4 kHz/2.7 fps

FOV 295 µm × 100 µm 260 µm 110 µm

Features Small size, low power consumption; 
complexity, high price

Random access scanning; 
large size, high voltage

High resonant frequency; 
lacking vector scanning

(a) (b)

100 μm200 μm

图 4. USAF 1951 分辨率板成像结果。(a) 螺旋式扫描，标尺为 200 µm； 
(b) 光栅式扫描，标尺为 100 µm。

Scanners

DM

Pinhole

PMT
Tube
lens

FilterFilterMiniature

Sample
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Objective
lens
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图 5. 共聚焦内窥镜系统的原理示意图。DM：二向色镜；PMT：光电倍
增管。

Air/water
nozzles
Biopsy channel
Image conducted
channel

Light guide

Light guide

(a)

(b) (c) (d)

图 6. 共聚焦内窥镜系统。(a) 共聚焦内窥镜样机；(b) 共聚焦内窥镜探头；
(c) 常规内窥镜的探头端面；(d) 光纤探头穿过一个常规内窥镜。
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4.2 可用于胃肠病学的微型化 
探头

图6 (b) 和 (c) 分别为笔者的共
聚焦内窥镜的光纤探头和常规内窥

镜 (GIF-XQ40, Olympus, Tokyo, Ja-
pan) 的探头。光纤探头是共聚焦内
窥镜中极为关键的一部分。光纤探头

里面的微型物镜直接决定了成像分辨

率。为了进一步提高共聚焦内窥镜的

横向分辨率，笔者设计了一个直径为

2.6 mm的微型物镜。图6 (d) 所示为
光纤探头可穿过常规内窥镜的活检通

道，可与常规内窥镜兼容，无需改造

已有的常规内窥镜。在透镜设计时，

除了尺寸，像差也是需要考虑的重要

因素。笔者研制的微型物镜能同时校

正球差、色差和场曲。

目前，只有Pentax/Hoya  (To-
kyo, Japan) 和MKT两家公司可以
制作在胃肠道进行活体成像并具有

细胞分辨率的共聚焦内窥镜。EC-
3870CIk  (Pentax/Hoya) 和Cellvizio  
(MKT) 最大的区别在于扫描的位置
不同：前者是远端扫描，后者是近端

扫描。在远端扫描设计中，单根光纤

由电磁驱动扫描装置进行扫描，但是

远端扫描装置的小型化问题始终是阻

碍其与常规内窥镜兼容以及进行其他

应用的重要因素[38]。然而，如果使
用近端扫描装置和一根光纤束，扫描

器的尺寸就不再是问题了。相反，可

以针对不同应用设计不同探头。因

而近几年出现了不同用途的多种探

头，如用于表面成像的S系列，用于
高分辨率成像的M系列，以及用于深
度成像的Z系列[39]。具有近端扫描
装置的共聚焦内窥镜可与常规内窥镜

兼容。这避免了购置专门设计的内窥

镜，从而大大降低了成本。

4.3 图像处理算法
与常规内窥镜相比，共聚焦内窥

镜能够在细胞分辨率水平上实现无损

实时成像。在共聚焦内窥镜中，光纤

束起着传输激发光和荧光信号的重要作用。光纤束由大量单根光纤组成，而

每根光纤由高传输率的纤芯和低传输率的包层组成，从而在原有的荧光图像

上产生了对成像分辨率极为不利的蜂窝状图案。因此，在保证图像质量的前

提下去除蜂窝状图案是十分必要的。基于之前对蜂窝状图案消除问题的研究，

笔者在这里介绍三种方法来实现高分辨率图像的复原。

第一种方法被称为空间滤波算法。它将蜂窝状图案视为干扰。为了去除

这一干扰，一个事先设定的用来避免信号展宽的均值滤波器被应用于有效图

像区域来实现对噪声的抑制；然后利用直方图均衡化来提高图像对比度；最

后，采用高斯滤波去除蜂窝状图案。

第二种方法是频域滤波算法。首先，使用二维快速傅里叶变换来获取图

像的频域信息。由于在空间域中蜂窝状图案的伪周期性排列具有很高的频率，

其频域信息主要对应高频分量。接着，一个专门设计的高斯低通滤波器足以

除去蜂窝状图案的频域信息。最后，可以通过应用快速傅里叶逆变换滤除频

域信息来实现图像恢复。

第三种方法是三角插值重建算法。图像中的蜂窝状图案反映了光纤束的

横向结构[40]。因为包层阻碍了位于样品平面中的包层对应区域信息的采样，
该算法把对应于纤芯中心的像素当成正确抽样的像素，视为“中心像素”。该

算法的目的是根据中心像素对图像进行插值。三角插值重建算法包括三个步

骤。第一步是计算中心像素，这可通过局部极值的搜索和附加滤波来实现。

第二步是用Delaunay三角剖分对计算出的中心像素三角化[41]。第三步是在
第二步中得到的被覆盖三角形的顶点灰度值的基础上对每个非中心像素进行

线性插值。

图7 (a) 为通过共聚焦内窥镜获取的铃兰茎图像，其中蜂窝状图案十分明
显。图7 (b) 是由空间滤波算法处理过的图像。蜂窝状问题得到改善，并且铃
兰茎结构清晰。由于使用了加权平均或平滑滤波，图中信号水平和图像的对

比度与原始图像相比有所下降，并且图像也变得模糊。这种算法的优点是速

度快：共焦内窥镜系统使用该方法，速度可以达到8 fps。图7 (c) 为经过频
域滤波算法处理的结果。在该图中，铃兰茎的结构完整无失真；然而，随着

蜂窝状图案的消除，原始图像中主要包含在高频分量的边缘信息分量也丢失

了，从而导致图像模糊。信号水平和图像对比度的降低是空间滤波算法和频

域滤波算法的共同问题，但两种算法都很快。图7 (d) 是三角插值重建算法的

70 μm

20 μm

(a) (b) (c) (d)

图 7. 三种去除蜂窝状图案方法的对比。 (a)  铃兰茎的共聚焦图像； (b)  空间滤波算法处理结果； 
(c)  频域滤波算法处理结果； (d)  三角插值重建算法处理结果。



Medical Instrumentation—Article

343

Research

www.engineering.org.cn  Volume 1 · Issue 3 · September 2015  Engineering

(a) (b)

30 μm

图 8. 光纤束端面。 (a)  光纤束端面； (b)  图 (a) 中红色矩形区域放大后
的结果，红色矩形中所有的光纤均可见。

结果。和前面两个算法的结果相比蜂窝状问题大为改善，

而且信号水平和图像对比度也有所增加。然而，该算法

相对较慢，无法满足共聚焦内窥镜实时成像的要求。表3
对比了这三种算法。

4.4 共聚焦内窥镜系统的性能参数
笔者使用的光纤束外径为750 μm，有效成像直径为

620 μm。当使用自制微型物镜时，其有效成像直径将变
为原来的一半。如图8 (a) 所示，只有那些有光纤的区域
是照亮的，也可看见蜂窝状图案。通过使用 XY扫描振
镜可实现由物镜到光纤束近端端面每根光纤的光束耦合，

从而实现点对点传输。由于光纤束是用于传输光束的，

其端面必须非常准确地与物镜焦平面重合。当这两者重

合时，光纤束中的每根光纤均可清晰成像，如图8 (b) 所
示。当光纤束端面在物镜焦平面的前面或者后面时，我

们将获得模糊的图像。除了这两种情况，当光纤束的端

面与光轴不垂直时，情况更为复杂。

图9 (a) 所示为滴有荧光溶液的光栅 (80 L/MM, Ed-
mund, Barrington, NJ, USA) 放在共聚焦内窥镜探头前面

表 3. 三种去除蜂窝状图案方法的对比
Algorithm Spatial domain Frequency domain Triangulation

Contrast Normal Normal Excellent

Details Normal Normal Excellent

Speed >> 8 fps >> 8 fps Slow

(a) (b) (c)

30 μm 30 μm

图 9. 使用光栅和 USAF 1951 分辨率板进行参数测试。 (a)  规格为 80 L·mm–1 的光栅成像结果；  
(b)  用于测试共聚焦内窥镜系统空间分辨率的 USAF 1951 分辨率板成像结果； (c)  图 (b) 中蓝色
矩形区域放大后的结果。

5.2 成像结果
这里，笔者使用自制共聚焦内

窥镜系统观察了盐酸吖啶黄染色后

的C57BL/6小鼠大肠。如图10 (a) 所
示，降结肠黏膜和直肠黏膜清晰可

见。隐窝是结肠的典型结构，我们可

以观察到规律分布的圆形或椭圆形隐

窝结构。在视场内，大约可见5~12
个黏膜隐窝。此外，由于盐酸吖啶黄

的成像结果，光栅的条纹清晰可见。图中可见25对条纹，
对应约310 μm的成像视场。在显微成像中，大的视场往
往更加有利。笔者研制的共聚焦内窥镜的视场足够用于

观察组织。

基于光纤束的共聚焦内窥镜，其相邻光纤纤芯之间

的距离决定了系统的分辨率。为了测试该系统的分辨率，

笔者使用标准USAF 1951分辨率板和荧光样品进行成像，
如图9 (b) 所示。可分辨的最小刻度是蓝色椭圆内第八组
第四号元素，对应的分辨率是1.4 μm，如图9 (c) 所示。
该分辨率足够分辨人体与小鼠消化道黏膜表面的细胞。

表4对比了笔者研制的系统与商业共聚焦内窥镜的主要
参数。与Pentax/Hoya公司和MKT公司的系统对比发现，
Pentax/Hoya公司的系统的分辨率略高，但是它的内窥镜
探头很大。笔者研制的系统和MKT公司的系统都使用探
头式共聚焦内窥镜，可以通过研制多种探头来应对各种

不同的临床应用。

5 细胞成像

5.1 实验方法
从武汉大学中南医院 (中国，湖北) 购买的质量约为

20 g的C57BL/6小鼠养殖于无特定病原体环境中。所有
实验均遵从华中科技大学动物实验伦理委员会 (中国，湖
北) 的规定。为了提高组织信号的对比度，笔者使用一种
被广泛应用的荧光对比剂——盐酸吖啶黄来对黏膜表面

进行染色[37]。盐酸吖啶黄是一种有效的染料并且不会造
成严重的不良反应[38]。这种染料在进行局部染色之后会
立即与细胞核里面的DNA和RNA结合。按照90 μL/10 g 
的规格对C57BL/6小鼠腹腔注射乌拉坦进行麻醉，随后
解剖并取出大肠。然后，用质量浓度为0.1 %的盐酸吖
啶黄溶液对该大肠组织进行染色。最后，用共聚焦内窥

镜系统的探头直接接触大肠黏膜进行成像。系统使用的

激发波长为488 nm，系统探测到的是波长在505 nm和
545 nm之间的光信号。
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的工具。

然而，共聚焦内窥镜仍然存在一些局限性。内窥镜

的成像深度使我们的观察范围局限在组织表面，如小肠

上皮细胞 (IEC) 和上皮乳头内毛细血管袢 (IPCL) 。小肠
上皮细胞以下的组织和细胞如固有层中对肠的运动、感

知和免疫都很重要的肠神经系统 (ENS) 和免疫细胞难以
被观察到[45]。在下一代共聚焦内窥镜系统中这个缺陷将
得到弥补，如可以考虑结合红外技术来解决。同时，为

了充分利用共聚焦显微成像的光学切片能力，在未来的

发展中也可以通过轴向扫描来移动焦平面，从而实现约

100 μm深度的三维组织成像。
临床上常用的共聚焦内窥镜系统通常只有一个激发

波长，这就把荧光染料局限在荧光素钠、盐酸吖啶黄和

具有特异性抗体的染料或者标记物这个范围内[46]。这
限制了具有细胞或分子特异性或者对人体毒性低、副作

用小的染料的使用。在将来，为适应临床应用，可发展

具有多个激发波长的共聚焦系统用于更宽的荧光染料光

谱。由于荧光染料只能在特定的光谱范围内被激发，所

以使用白光作为光源并不合适[36, 37]。与反射光内窥镜
相比，使用荧光成像的共聚焦内窥镜可以获得更多的组

表 4. 自制共聚焦内窥镜与商业共聚焦内窥镜主要参数对比

Probes
Size of 
probe 
(mm)

Lateral 
resolution 

(μm)

FOV 
(μm × μm)

Working 
distance

(μm)

Homemade S-500 0.8 2.8 620 0

U-240 2.6 1.4 310 150

Pentax /Hoya ISC-1000 12.8 0.7 475 250

MKT S-650 0.65 3.3 600 0

UltraMinio 2.6 1.4 240 60

Minio/30 4.2 1.4 240 30

Mini-Z 0.91 3.5 325 50 or 70

图 10. 用质量浓度为 0.1 % 的盐酸吖啶黄对小鼠降结肠黏膜和直肠黏膜
进行局部染色后的共聚焦成像。 (a)  降结肠黏膜，可见充分染色后的黏
膜表面上皮细胞紧密分布在隐窝周围； (b)  直肠黏膜。红色箭头所指为
柱状上皮细胞，白色箭头所指为隐窝。

(a) (b)

30 μm 30 μm

图 11. 用质量浓度为 0.1 % 的盐酸吖啶黄对小鼠降结肠黏膜进行局部染
色后的共聚焦成像。 (a)  表面上皮细胞被充分染色； (b)  亚表面也被染
色，但是几乎无法分辨上皮细胞。红色箭头所指为上皮细胞，白色箭头
所指为隐窝。

(a) (b)

30 μm 30 μm

是对组织表面进行染色，我们可以看到上皮细胞紧密围绕

隐窝分布。在直肠黏膜中可以看见相似结构，如图10 (b) 
所示。

在黏膜表面被盐酸吖啶黄染色的同时，黏膜亚表面

也能够被染色。然而，如图11所示，位于黏膜表面以下
约50 µm处的固有层无法被染色。如图11 (a) 所示，黏膜
表面可见；同时我们可以看到来自亚表面的荧光，如图

11 (b) 所示。这种可在不同深度进行成像的能力就是该共
聚焦内窥镜系统的光学切片能力。

此外，笔者发现结肠各处的结构也并不完全相同。

在有些区域，集中在黏膜表面的是上皮细胞而没有杯状

细胞，如图12 (a) 所示。在另一些区域，我们可以看到一
些细胞外基质和杯状细胞离散地分布在隐窝周围，如图

12 (b) 所示。杯状细胞由于内含黏液而呈黑色。

6 讨论与展望

这种带有微型探头的共聚焦内窥镜能够对正常和病

理条件下的不同组织、细胞、微小颗粒甚至是细菌进行

实时活体成像[43, 44]。很多研究已经证实了共聚焦内窥
镜具有很高的诊断准确率。共聚焦内窥镜并不是要替代

组织病理检查，而是可以根据组织微结构把活检目标引

向感兴趣的区域[20]。这是临床研究应用中一种非常重要

图 12. 用质量浓度为 0.1 % 的盐酸吖啶黄对小鼠降结肠黏膜和升结肠黏
膜进行局部染色后的共聚焦成像。 (a)  降结肠黏膜，可见上皮细胞； (b)  
升结肠黏膜，杯状细胞离散地分布在隐窝周围。红色箭头所指为上皮细
胞，黑色箭头所指为杯状细胞。

(a) (b)

30 μm 30 μm
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织信息。

共聚焦内窥镜的观察目标一般都是上皮细胞。细胞

是生物体的基本结构和功能单元。由于共聚焦内窥镜与

常规内窥镜相比具有更高的放大倍数和分辨率，它能清

楚地观察到活体细胞，从而使研究细胞的各种活动成为

可能。这样就能更好地揭示细胞活动的过程和机制，同

时实现疾病的早期诊断。然而由于细胞的功能在健康

和病理条件下有很大区别，这些在目前条件下还很难 
实现。

综上所述，笔者研制出一台基于光纤束、具有高分

辨率和高对比度的共聚焦内窥镜系统。该系统的高分辨

率和宽视场已经采用USAF 1951分辨率板和标准光栅进
行了测试，并进一步在小鼠组织上得到了证实。共聚焦

内窥镜是唯一一种能够用来观察组织表面微结构的内窥

镜。从小鼠成像结果中我们看到了结肠的基本结构。小

型化光纤探头使该共聚焦内窥镜系统配合常规内窥镜应

用于临床成为可能，有助于内窥镜实现在体的组织活检

和消化道疾病的早期诊断。
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