
Fig. 1 The different size of the samples and units in brain imaging studies
图 1 脑成像中研究对象的尺度对比图

光学显微水平全脑成像方法的研究进展 *

李安安 1) 龚 辉 1, 2)**

(1)华中科技大学 -武汉光电国家实验室(筹)，生物医学光子学功能实验室，武汉 430074；
2)华中科技大学生物医学工程系，生物医学光子学教育部重点实验室，武汉 430074)

摘要 在全脑水平研究哺乳动物复杂的脑神经网络是现代脑科学的重要研究目标之一，但由于缺乏合适的研究方法，已有的

研究还局限于高等动物的局部脑回路或低等动物的脑网络．为了实现大范围的高分辨三维成像，近 10年来，发展出了一些
光学显微成像新方法，已经或有希望应用于哺乳动物全脑的神经元网络成像研究中．本文对上述方法进行了归纳和比较，综

述了各种成像技术在空间分辨率、探测范围、数据配准和成像速度等方面的性能表现及面临的挑战．
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脑是人类和其他高等动物最重要也是最复杂的

器官，它包含数以亿计的神经细胞，每个神经细

胞又通过突触和突起(树突和轴突)与成百上千的
神经细胞进行信息传递，形成高度复杂的神经元网

络[1]．虽然早在 20世纪 90年代，世界多国已将认
识脑、保护脑和创造脑列为重大研究计划，但时至

今日，人类对大脑的认识仍然很有限，各种脑疾病

给社会带来的负担有增无减．据世界卫生组织统

计，2006年神经系统疾病及其后遗症就已经影响
了多达十亿人口，而且呈不断增长态势[2]．

正是由于脑和神经在结构上具有高度复杂性，

以及研究范围需要从微观到宏观(纳米至数厘米)
(图 1)，因此对其研究包括了从分子(原子)、突触、
突起、细胞、环路(回路)、脑区、系统等不同层
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通过借鉴电镜样本制备中常用的树脂包埋和金

刚石超薄切片技术，能够有效地降低切片厚度到

0.1 滋m以下(远小于物镜景深)，直接决定了成像系
统的轴向分辨率．一些单位基于这个方法开发了自

动化的超薄切片系统，比如斯坦福大学的 ATomo
(array tomography)和哈佛大学的 ATLUM(automatic

tape-collecting lathe ultramicrotome) [18-19]．它们都能

够自动化地获得连续切片，再利用半自动或自动的

方法收集切片，建立“切片库”用于显微成像．这

类方法的探测范围受到金刚石刀刃宽度的限制，切

片的变形所带来的数据配准问题也依然存在．而且

在整个过程中，切片的装裱、标记、成像仍需大量

Fig. 2 Principle scheme of axial resolution improvement using mechanical slicing
图 2 通过切片改善轴向分辨率的原理图

(a)为显微镜的点扩散函数． (b)轴向分辨率由点扩展函数(PSF)决定． (c)轴向分辨率由切片厚度决定．

次．研究层次的选择取决于所要研究的具体问题，

随着层次的深入，研究对象的复杂程度将指数递

增．但是，脑功能不是由单个神经元或单一脑区独

立产生，而是神经环路内的神经元集合、皮层柱或

者局部脑区交互作用的结构，即脑研究需要从不同

层次水平上来进行[3]．目前，人们只对仅有 302个
神经元的线虫(C援 elegans)脑网络进行了较完整的研
究[4]，而对于拥有约 25万个神经元的模式动物果
蝇(Drosophila)的相关研究还刚刚起步[5]．相比之下，

研究高等哺乳动物拥有数以百亿计神经元的复杂脑

网络，对传统技术而言是极大的挑战．

传统技术无法解决突起水平分辨和全脑范围

探测的矛盾．在宏观水平，磁共振成像(magnetic
resonance imaging，MRI)被视为脑成像的“金标
准”，但对厘米大小的组织样本只能实现 50 滋m的
分辨能力，磁场强度、梯度场强度、成像时间、线

圈灵敏度等都是制约分辨率的客观因素[6-7]．目前，

已有一些小组开始用 MRI研究大脑的细胞构筑和
大脑白质纤维束 [8-9]．在微观水平，电子显微镜

(electron microscope，EM)是显示脑组织精细结构
的有力工具，其分辨率可达到 1 nm [10]．但是，电

子显微镜难以进行全脑的探测，据估算，仅成像

1 mm3的样本就需 1万人年工作量[11]．光学显微镜

(light microscope)的分辨率介于 MRI和 EM 之间，
几乎可以观察到所有的神经元突起，而且适用于光

学成像的神经标记技术非常丰富，对研究完整大脑

的构筑和连接而言，光学显微成像技术更具有可行

性和普适性．但是，传统的宽场光学显微镜不具备

三维层析能力，又因组织对光吸收和散射的影响，

成像深度受到限制[12]．

为了解决高分辨率与大探测范围不可兼得的问

题，近 10几年来发展出了一些新的光学显微成像
方法，他们采用了不同的思路去提高轴向分辨能力

和拓展探测深度．本文也将以此为主线，结合数

据配准和成像速度等指标，对不同方法加以归纳和

比较．

1 基于切片的显微成像

普通宽场显微镜在焦点前后都能形成清晰的

像，不能直接获得微米轴向分辨的层析图像，而借

助切片能有效地消除焦平面外的信号干扰，如图 2
所示．切片技术是组织学研究中常用的方法，但传

统切片技术存在以下不足：对大块组织切片的厚度

难以低于 10 滋m[13-15]；机械加工会带来数据配准和

数据损失的问题[16]；对切片的收集、标记和成像需

要大量人工操作．美国 Allen 脑科学研究所投入
4100 万美元，采用传统的组织切片方法，用了 4
年时间开发了一套反映基因表达分布的脑图集，其

切片的间隔仅为 225 滋m[17]．

(a) (b) (c)
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手工操作．据统计，即使是 ATomo,若以 1 滋m精度
获取小鼠全脑连续断层图像，至少需要几年时间[20].

另一类基于“边切片边成像”的数据采集成

像方法可以很好地解决 ATomo 等的问题，包括
华中科技大学的 MOST (micro-optical sectioning
tomography)和德克萨斯 A&M大学的 KESM(knife-
edge scanning microscopy)[21-22]．“边切片边成像”

指的是在切片的同时对新产生的样本薄片进行成

像，而不需要在收集和装裱切片后成像．薄切片在

脱离样本块表面的瞬间因水阻力和惯性将紧贴刀面

滑行，切片的运动状态和形态在未远离刀刃时十分

稳定，可直接进行成像．“切片时成像”的设计具

有很多优点，包括天然的数据配准 (inherent
registration)、全自动化和厘米量级的探测范围．与
KESM相比，MOST系统采用落射式照明等特殊设
计，系统结构更为简单、稳定和有效，在国际上首

次获取了突起水平完整小鼠全脑的断层数据集，成

像总耗时仅为 242 h，体素分辨率达到了 0.3 滋m伊
0.3 滋m伊1 滋m，在不需配准的情况下即可重建出连
续的神经元网络[21]．

虽然上述方法通过结合超薄切片技术可获得极

高的轴向分辨率和成像深度，但树脂包埋荧光标记

大样本至今仍然是公认的难题，限制了这类成像方

法的应用范围[23]．

2 基于激光扫描显微镜

共聚焦显微镜(laser scanning confocal microscopy)
是经典的三维成像技术，它与双光子显微镜

(two-photon laser scanning microscopy)都属于激光扫
描显微镜[24-25]．这类技术只允许在焦平面上的组织

有足够的能量激发荧光，可直接获得微米水平的轴

向分辨能力，所以又被称为光切片显微镜(optical
sectioning microscopy)[24]．直接对样本块进行成像，

可以避免使用超薄切片时存在的问题，如荧光标记

组织的树脂包埋和数据配准问题．激光扫描显微镜

的主要问题是探测深度不足，其中共聚焦显微镜的

探测深度只有 50 滋m．双光子显微镜因采用了穿透
能力更强的红外光作为光源，其成像深度可以达到

500～750 滋m，但实际只能在百微米深度范围内获
得高质量图像[12, 26]．

光透明技术(optical clearing of tissue)是一种可
提高光学显微镜探测深度的有效方法[27]．当组织透

明化以后，可减弱因光散射和光吸收对成像质量的

影响，显微镜的探测深度可成倍增加．台湾清华大

学的江安世教授使用自创的透明剂配合共聚焦显微

镜，对果蝇的脑网络进行了系统性的研究[5]．2011
年，Nature Neuroscience 杂志报道了对完整鼠脑进
行透明化处理的新技术 sca/e，将光透明剂的研究
推向了一个新的高度[28]．但是，组织的光透明是相

对的，对于整个大脑，特别是较大个体成年动物的

大脑进行光透明的难度依然存在[29]．

利用机械加工的方法反复去除已成像的表层组

织，可以无限拓展光学显微镜探测深度．新西兰奥

克兰大学将精密铣床和共聚焦显微镜相结合，对几

厘米大的心脏组织进行了精细的三维成像[16]．美国

麻省理工学院利用超薄切片机加工琼脂包埋的心脏

组织，再利用双光子显微镜对加工面以下的浅层组

织成像[30]．2012年，美国 TissueVision公司与一些
研究单位合作建立了连续双光子断层成像系统

(serial two-photon tomography，STP)，宣称其能够
对荧光蛋白标记的完整鼠脑进行快速的断层扫描成

像，但其所提供的数据还是间隔采样和不完整的[23].
机械加工仍然会带来不同程度的组织形变，为

此，美国加州大学圣迭戈分校尝试使用高功率脉冲

激光来消融顶层脑组织，称为全光学的组织学方法

(all optical histology，AOH)[31]．该方法每次可以消

融 100～150 滋m厚的表层组织，所获断面的表面
粗糙度达到 1 滋m左右，与常用机械加工方法的精
度相当．AOH对成像对象的要求较低，其对象甚
至可以是颅腔内的新鲜脑组织．但目前，AOH仅
获得了毫米大小的脑组织断层图像．

基于激光扫描显微镜的方法还存在一些共性的

问题：轴向分辨能力远差于横向分辨能力，最好也

只能达到 1 滋m左右；由于采用点扫描方式，成像
速度受到限制；常用的机械式扫描器缺乏长时间稳

定工作的能力；光漂白效应显著．

3 光切片照明类

光切片照明是另一种可产生轴向分辨的技术思

路．它利用柱透镜等整形器件将激发光压缩成只有

微米厚度的“光切片”，并从侧面射入样本，而不

是通常意义上的落射照明或透射照明．这种照明方

式的特殊性在于，只有探测物镜焦平面上的组织被

激发荧光，降低了背景荧光对成像的干扰，获得轴

向分辨能力．使用“光切片”照明方式的显微成像

装置被称为光切片显微镜(light-sheet microscopy)，
它们通常只能对透明的样品成像[32]．

对于较小的生物样本，特别是早期的胚胎组
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织，其自身具有透明的特性，成为光切片显微镜最

早的应用领域．2004年，德国 EMBL实验室开发
了 SPIM系统，可以对青鳉胚胎和果蝇胚胎实现快
速的三维成像 [33]．2009 年，EMBL实验室又开发
了更加强大的 DSLM系统，能够以 1 滋m的光学切
片厚度对斑马鱼胚胎发育过程实现高分辨的动态记

录[34]．因为使用光切片照明，SPIM和 DSLM均降
低了对生物样品造成的光损伤，使样品组织可继续

生长发育，使之相对于其他技术具有明显优势[35]．

对较大的不透明生物样本，光切片照明技术也

有应用．结合了光透明技术，德国的马克斯普朗克

研究所开发的超级显微镜技术 (ultramicroscopy，
UM)成功地实现了完整鼠脑、昆虫和胚胎的三维荧
光成像[29]．当成像对象较小、成像位置较浅时，如

果蝇脑或局部的脑组织，UM可以获得 0.5 滋m的
横向分辨能力和 2 滋m的轴向分辨能力．但当成像
对象为完整的小鼠脑时，UM必须使用低数值孔径
的物镜来获得足够的成像范围，空间分辨率只能达

到 10 滋m．此外，UM的轴向分辨率在同一深度下
分布不均匀，而且分辨率会沿深度方向退化[36]．

光切片照明类成像技术可以方便地在探测范围

和探测精度间做出权衡，甚至可以牺牲上述两项指

标以换取极高的时间分辨率．由于高数值孔径和大

工作距离的物镜难以获得，以及组织透明技术的限

制，这类技术对完整鼠脑进行成像时，暂时无法获

得较高的空间分辨能力．

4 计算机三维重建类

另一些方法不再关注如何阻止焦平面外的光线

进入探测器，而是自然地、直接将物镜收集到的荧

光信号采集，再通过计算机对采集数据进行重建，

同样可以获得可观的轴向分辨能力．这些技术虽然

尚未用于完整脑的高分辨成像，但潜力巨大．

反卷积三维显微术是研究得最早，并已商业化

的成熟技术．它将荧光显微镜定义为线性和无偏移

的数学模型，在已知成像系统的点扩散函数(point
spread function，PSF)的前提下，通过反卷积运算
消除焦平面外的杂散光干扰[37]．国内的研究人员早

已利用这种技术研究了活体细胞中分泌囊泡的三维

空间分布[38]．反卷积技术相对于共聚焦显微镜的优

势在于使用了低强度激发光，降低了光漂白效应．

但反卷积技术对背景荧光较强，信号较密集样本的

成像效果并不好，而且会耗费大量的时间用于数据

后处理．

结 构 光 照 明 显 微 术 (structured illuminated
microscopy)是在 1997年由 Neil等[39]提出．它通过

给传统荧光显微镜加上结构光调制器，在同一个成

像位置获得多个不同相位的结构光照明图像，再利

用软件重建出仅含焦平面荧光信号的断层图像．结

构光照明技术可获得能与共聚焦显微镜媲美的轴向

分辨率和显著的速度提升，而相比反卷积技术，它

又能避免大量繁琐的计算．2005年新西兰奥克兰
大学开发了一套结构光显微镜 (structured light
microscopy，SLM)，尝试对小鼠的肺脏进行了完整
的三维结构成像，但未展示成像结果[40].

光学投影层析成像(optical projection tomography)
是一种成像原理类似于 X 射线计算机断层成像
(X-ray computed tomography，XCT)的荧光断层成
像技术，自 2000 年诞生以来发展迅速 [41-43]．OPT
从侧面获得旋转样本的一系列投影图像，再根据

Radon变换重建出断层图像，可以对 1～10 mm尺
寸的透明样本成像，这几乎就是小鼠大脑的尺度范

围．但 OPT的三维空间分辨率仅为 5～10 滋m，将
来有可能应用于全脑显微成像．

5 总结与展望

上文列举了 4 类光学显微成像方法，它们已
经应用或有希望应用在全脑水平的高分辨成像中．

表 1对其中的代表性方法进行了比较．
本文重点讨论的是光学显微成像方法，而

MRI和 X-CT等宏观成像技术也在不断向微观，甚
至是超微观方向发展，值得关注．其中，IBM与
斯坦福大学合作开发了一种 MRI技术，其空间分
辨率达到纳米量级，它使得 MRI可以用于分子生
物学与纳米科学领域[44]．Xradia公司利用其独有的
X射线聚焦和探测技术，开发了具有微米分辨的
MicroCT系统和纳米分辨的 NanoCT系统，并成功
对亚细胞结构进行了成像[45]．

光学显微镜的分辨能力有限，为了获得更为

微观的信息(如突触连接)，出现了一些可以结合
电子显微镜的脑数据集获取技术，包括前文介绍

的 ATomo 和 ATLUM，还有直接对切面进行成
像的 SBF-SEM (serial block-face scanning electron
microscopy)[46]．虽然电子显微镜被认为是人类连接

组计划的重要研究方法，但是目前具体实施的难度

还非常大[47]．值得一提的是，在一些 > 10 nm的微
结构成像应用中，已经可以使用超分辨荧光显微镜

(super-resolution fluorescence microscopy)来代替 EM[48].
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1)这里的空间分辨率指的是该方法所能得到的最高分辨率．当分辨率随成像对象的尺寸变化时，特指对完整小鼠大脑成像时的分辨率．

轴向分辨率指的是切片的厚度、“切片光”的厚度、象元的轴向尺寸，或实际测得的分辨率． 2)当该方法可以对全脑进行数据采集，样

本尺寸标为“全脑”；当仅适用于毫米尺寸的脑组织时，标记为“脑块”；当还未应用于脑成像时，标记为适用的样本尺寸范围．

Table 1 Micro鄄optical methods for whole brain imaging
表 1 用于全脑成像的显微光学方法

数据获取方法 成像对象
分辨率 /滋m1)

样本尺寸 2) 数据配准 自动化程度 成像方法
是否已获取全

脑数据集横向 轴向

Allen图谱获取

方法[17]

切片 0.2 40 全脑 否 手动 明场 /荧光 是

ATomo[18] 切片 0.2 0.05 脑块 否 半自动 明场 /荧光 /电镜 否

MOST[21] 切片 0.5 0.5～1 全脑 是 自动 明场 是

TPTC[30] 包埋块 0.3 0.6 > 6 mm(心脏) 是 自动 荧光 否

STP[23] 包埋块 0.2 > 50 全脑 是 自动 荧光 是

AOH[31] 包埋块 /组织块 0.3 1 脑块 是 自动 荧光 否

SPIM[33] 组织块 1 6 ～1 mm(胚胎) 是 自动 荧光 否

UM[29] 透明组织 10 > 10 全脑 是 自动 荧光 是

SIM[40] 包埋块 1 10 > 10 mm(肺) 是 自动 明场 /荧光 否

OPT[42] 透明组织 5～10 5～10 1～10 mm 是 自动 明场 /荧光 否

综上所述，完整大脑的显微水平成像是一个知

识挖掘的过程，成像的分辨率越高、神经元标记的

方法越多样、成像模式越多，获得的知识也就越

多，实现的过程也就越困难．任何单一的方法获取

的脑图像都具有一定的片面性，适用的范围也非常

有限，因此需要各种技术彼此互补．目前，基于光

学成像的方法最为成熟，特别是在传统组织学方法

上发展的切片成像技术，比如华中科技大学的

MOST系统，他们已率先获得一系列高分辨率的完
整大脑解剖数据集，并不断地丰富拓展．数据集获

取之后的另一个难题将是如何对海量的图像进行处

理、分析和可视化，使得这些成果能够真正有益于

神经元网络的构建和脑功能与疾病的探究中[49]．
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Abstract One of the basic goals of modern neuroscience is to study the brain-wide complex neural network of
mammals' brain. Because of the technological limitations, the traditional tools can only study the local circuits of
the higher animals or the small brain network of the lower animals. Here we review recent efforts to resolve the
contradiction between large specimen and high-resolution, and some of them have been applied to image the
neural network in mammals' whole brain. We focus on some technology index includes spatial resolution,
detection range, data registration and throughput, and also discuss the challenges of the emerging methods.
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