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多光谱成像技术在生物医学中的应用进展 *

曾卫娟 李宗焕 文印宪 陈洪雷△

(武汉大学基础医学院病理学教研室 湖北 武汉 430071)

摘要：多光谱成像（multispectral imaging, MSI）技术在生物医学可视化方面是一种新技术，它结合了两个已建立的光学模块：成像

学和光谱学。它的原理是基于液晶可调谐滤光片，从可见光到近红外波长（400-970nm）区域获取多光谱图像。自从 MSI 系统加上

显微镜商品化以来，MSI 已经成为一种快速发展的领域，可应用于细胞生物学、临床前药物开发和临床病理学等。国外已有大量

关于 MSI 在生物医学中应用的研究报道，但国内报道少见。本文主要对多光谱成像的基本原理，近三年内该技术在生物医学领域

的应用进展作一简要综述。
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ABSTRACT: Multispectral imaging (MSI) is a novel approach in biomedical visualization that combines the advantages of two

established optical modalities, imaging and spectroscopy. multispectral images are acquired in visible and infrared wavelength region (e.

g. 400-970 nm) with setups based on Liquid Crystal Tunable Filters (LCTF). Since MSI system coupled with microscopy are commercial-

ly available, MSI has been a rapidly growing field with applications in cell biology, preclinical drug development, and clinical pathology.

Research on MSI application has been reported in the foreign country, but rare in China. This article focuses on the basic principles of

MSI, a brief review on progress of multispectral imaging application in the biomedical field from the last three year's references.
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1 引言

研究生物体内复杂的生物过程，最直观的方法就是成像技

术，如免疫组化、荧光原位杂交技术、细胞成像技术以及活体动

物体内成像技术等。由于自发荧光以及光谱重叠的干扰，这些

成像方法都只能用一种染料标记特定分子进行成像，即便通过

荧光共振能量转移来研究分子间的相互作用，也只能同时有两

种染料标记，且无法消除光谱重叠的干扰。生物体内过程的复

杂性决定了单色成像用于生物医学研究的局限性，特别是人类

基因组计划完成后，研究进入后基因组时代，更加注重基因表

达和蛋白质功能信号通路的研究，这些核酸和蛋白质复杂多

样，在体内行使着多种多样的功能，传统的单色标记成像已远

不能满足研究需求，而多光谱成像（multispectral imaging, MSI）

技术，可以去除光谱重叠的干扰，同时标记多个生物分子，对生

物体内复杂的物质代谢、信号转导等生物过程能进行实时监

测。
近年来，随着成像学和光谱学的发展，使得图像被解混

（unmixed）成为可能，多种染料标记不同的生物分子，即使存在

非常明显的光谱重叠，通过光谱解混也能将每种光学信号彼此

分离开来，MSI 技术应运而生。本文就 MSI 技术的基本原理及

其在生物医学方面的应用进展做一综述。

2 MSI 的基本原理

MSI 技术是基于成像学和光谱学发展起来的一门新兴技

术[1]，它作为一种分析工具，可应用于包括生物医学在内的很多

不同的研究领域。多种荧光同时标记时，经过单色光的激发，其

多种荧光信号混杂在一起，通过液晶可调谐滤光片（liquid crys-

tal tunable filter, LCTF） 对所需波长光进行滤过和电荷藕合元

件（charge coupled device, CCD）相机的采集，然后经信号解混

系统将采集到的多种混杂的光解混，经过信号输出和显示，可

直观地观察到不同颜色标记的生物样品的不同的成分或定位。
MSI 技术和普通成像技术的最大不同之处，能获得每张图

像每个像素点的高分辨率的光谱，而不是肉眼所见的红、蓝、绿
三色图像。目前获得光谱的方式主要可通过 LCTF 技术，LCTF

是由一组连续的滤光片组成，它可以和 CCD 相机等设备很好

地配合用于成像。LCTF 通过对滤光片的连续调节，可允许很窄

（10-20nm）带通的光线通过相机，很快获取不同波长的光谱数

据，建立一个三维的“cube”。在这个“cube”里，每种光谱对应每
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个像素点，然后在不同波长处检测荧光探针或染料在细胞或组

织中的分布，快速和精确地进行光谱分类和分离，去除样本的

自发荧光，从而显著地改善成像过程，并且同时适合于明视野

和荧光的多靶点成像，具备完美的共定位分析功能而且通过计

算纯光谱方法学（compute pure spectrum, CPS）定量更加准确[2,3]。
目前应用较为广泛的成像系统是美国剑桥 CRi 公司开发的

MSI 系统，该系统的结构示意图及产品如图 1 所示。

图 1 多光谱成像系统的结构示意图及产品

Fig.1 Schematic representation of multispectral imaging system and its product

除了多光谱活体成像系统外，将多光谱成像原理和流式细

胞术联合使用而开发出的 ImageStream 系统也引起广泛关注。
该系统整合了流式细胞术和荧光显微技术，结合现代方法学进

行成像分析，和流式细胞术相比，该系统可以基于荧光信号同

时分析大量细胞的生物学特征并进行数据分析，还提供了形态

学数据[4]，如利用该系统可进行细胞凋亡的检测[5]。

3 MSI 成像特点

组织的自发荧光限制了荧光染料在体内成像的应用，MSI

技术的出现使得这一问题迎刃而解。在活体动物中，动物胃肠

内容物、皮肤等均有很强的荧光信号，特别是当激发光为蓝色

或是绿色时尤为明显，通过利用近红外发射波长的荧光染料，

可以减少光的散射，吸收自发荧光，但自发荧光仍然限制着成

像的灵敏度，成像依然不理想。而通过 MSI，可以消除自发荧光

的影响[6]，使得其在多荧光标记和混合标记方面有很好的应用。
MSI 技术可以适用于各种染料如传统的荧光染料，明视野

下的苏木精、二氨基联苯胺等。传统的荧光染料如荧光蛋白，可

以很好地用于 MSI 技术，荧光蛋白作为一种信号报告分子，它

们可以示踪细胞位移和亚细胞的生物过程，如基因表达和信号

转导等[7]。近年来发展起来的新型荧光探针如量子点（quantum

dots, QDs），以其良好的光学特性，尤其适用于 MSI 系统。QDs

具有激发光谱宽而连续、发射光谱窄而对称、荧光强度高是罗

丹明 6G 的 20 倍、光化学稳定性好是罗丹明 6G 的 100 倍以

上、耐光漂白、发射光颜色与粒径大小关联等优点，故选用粒径

大小不同的量子点，在同一激发波长下，不同的量子点将会呈

现不同的颜色，通过 CCD 相机捕捉，便可很理想地用于多光谱

荧光分子成像[8]。

4 生物医学的应用

MSI 技术的最新进展已使实时表征、生物功能评定和手术

中引导成为可能，包括在基础研究和临床应用等相关方面。
4.1 基础研究

生物体内蛋白种类繁多，且相互间作用关系复杂，MSI 技

术为我们提供了一种高效直观的研究方法，该技术可以对生物

组织内的发色团的空间分布进行成像[9]，也可以同时进行多种

蛋白的体外成像研究，利用多种不同量子点标记不同的蛋白用

于蛋白印迹，具有更高的亮度和稳定性[10]。本课题组最近利用

MSI 结合量子点免疫荧光技术检测了肺癌组织中 EMMPRIN

和 p53 蛋白的共表达，乳腺癌组织内 Her-2 和 CK 蛋白的共表

达，结果表明：不论蛋白定位是否相同，解混后均能得到每个蛋

白的表达信号，还可去除组织的自发荧光，提高了图像的信噪

比[11,12]。利用传统荧光标记，在同一激发波长下，MSI 可以同时

检测福尔马林固定石蜡包埋组织中三种不同的蛋白，不管是否

有共定位，表明这种成像方法有利于在组织和细胞中完成多重

分析[13]。除了单纯的蛋白成像，MSI 技术还能用于研究蛋白分

子的折叠和结合过程[14]，进一步拓宽了其应用范围。
4.2 临床应用

多种成像技术已广泛地在临床上用于疾病的诊断，如核磁

共振成像（MRI）、计算机体层摄影术（CT）、正电子发射体层摄

影（PET）等，但这些成像系统价格昂贵，相比之下，MSI 系统则

更占优势，而且可以提高灵敏度和精确度，同时进行多色标记

等，在疾病的诊断方面具有广阔的应用前景。研究者们开发了

一种内窥镜偏振光扫描光谱学 （endoscopic polarized scanning

spectroscopy, EPSS）系统，通过该系统对整个食管表面的快速
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光谱扫描和多光谱成像，可以近实时地提供诊断[15]。EPSS 通过

扫描和成像可疑位点，指导组织活检如癌前病变、非典型增生

等是可行的。总结已发表的文献，发现皮肤相关疾病和肿瘤的

多光谱成像相关研究较为深入，本文主要从这两方面来介绍该

技术的应用。
4.2.1 皮肤疾病应用研究 MSI 技术由于其光谱穿透能力的限

制，对深层组织的成像效果往往不佳，但对浅层组织特别是皮

肤，其成像效果很理想，并可以通过人皮肤不同层次的断面扫

描，重建三维立体模型，且不受皮肤色素的影响 [16]。2010 年，

Jakovels 等[17]利用 MSI 技术在 500-700 nm 光谱区间和 500-600

nm 及 530-620 nm 两个子区间内同时测定了皮肤的三个发色

团（chromophores）：氧合血红蛋白、去氧血红蛋白和黑色素，由

于这三个发色团的吸收光谱不同，故该技术可以明显区分这三

者。皮肤黑色素瘤的早期检测对患者的生存至关重要，新形成

的肿瘤的特点之一就是病变部位的血流量增加。实验证明

500-700nm 范围内的 MSI 成像具有高灵敏度和更高的反应稳

定性，并得到了临床试验的证实，基于该原理，也可以测定皮肤

病变血管中氧合血红蛋白和去氧血红蛋白的含量，来评估皮肤

血管的血氧饱和度并估计血流量，从而有助于黑色素瘤的早期

诊断[18]。MSI 系统还可以与人工神经网络方法进行整合获得重

构的高光谱 cube，用于皮肤病变的体内成像，结果表明高光谱

cube 可提供皮肤光反射的光谱数据以及二维空间信息，这有助

于改善从皮肤癌到炎症疾病的诊断和随访[19]。
皮肤损伤是全球很普遍和治疗成本较高的疾病，并且其病

因和愈合过程具有多因素性和复杂性。由于测量伤口大小和其

他相关特征具有主观性，创伤愈合的定量评价难以开展，而利

用 MSI 技术可以很好地解决这一问题[20]。Basiri 等[20]人设计了

一种新型的多光谱相机，这种相机可以在单一的快照中获得

18 种不同波长的图像，通过相机与滤镜的有机结合，将这一技

术应用于皮肤发色团的表征。为了评价皮肤的细胞外基质的生

物工程成分———聚羧甲基葡萄糖酸盐（poly carboxy methyl glu-

cose sulfate, PCMGS）在皮肤创伤愈合过程中是否有促进作用，

他们利用 MSI 技术来量化皮肤氧饱和度及其和伤口愈合之间

的关系，结果显示，随着时间的推移，伤口大小均逐渐减小，O2

含量逐渐下降，证明 O2 在创伤愈合过程中起着重要作用。
4.2.2 肿瘤应用研究 肿瘤现已成为世界范围内的公共卫生问

题，且其发病率和死亡率一直呈上升趋势。应用成像技术进行

肿瘤的发生、生长、侵袭和转移等研究具有直观便捷等优点，但

由于肿瘤生物学过程的复杂性，单色成像远远不能满足肿瘤研

究的需求。MSI 技术出现后，在肿瘤诊断和治疗中的应用更为

广泛。
Song 等[21]第一次用单抗偶联的荧光磁性靶向多功能纳米

生物探针进行多种细胞的检测和分离。利用这种 MSI 成像技

术，他们成功地从多种混合细胞中检测和分离出了白血病细胞

和前列腺细胞，并且这种分离效果可以达到 96%以上。应用这

项技术结合特异性单抗，可以进行肿瘤的早期诊断，这种方法

不但简单、敏感、有效、快速并且成本低。在临床上，这种非侵袭

性的 MSI 技术是一种很好的方法，可以用于肿瘤如前列腺癌

的活检、放疗、外科手术定位及对肿瘤的病程监测，以弥补单色

成像的不足[22]。Gilbert 等[23]应用 MSI 在膀胱小块活检组织中同

时检测 CK20 和 p53 蛋白的共表达，根据蛋白表达水平，可区

分肿瘤性尿路上皮、良性或反应性尿路上皮。Roblyer 等[24]利用

多光谱宽视野光学成像可早期检测口腔肿瘤，该技术可以精确

鉴别肿瘤组织和非肿瘤组织，但其不能区分癌前病变和癌组

织。在肿瘤局部区域治疗中，精确的肿瘤切除是很重要的。手术

中采用多光谱荧光成像结合传统的成像方法如 x- 线、MRI、
SPECT/CT 和超声有利于肿瘤切缘的精确决定[25]。Noonan 等[26]

将 MSI 系统和关节机器人内窥镜联合用于肿瘤细胞的边缘鉴

定和定位，这将使肿瘤的定位更准确，极大地有利于肿瘤手术

切除，特别是那些难以诊断和定位的肿瘤。Chin 等[8]报道应用

基于双发射量子点的多光谱术中荧光实时成像可指导外科手

术的切除。
前哨淋巴结（sentinel lymph node, SLN）是肿瘤转移时最先

受累的一个或一组淋巴结。在肿瘤的转移过程中，如果 SLN 内

无肿瘤细胞转移，则下游淋巴结也不会有转移，故 SLN 内肿瘤

细胞的存在与否可以证明肿瘤是否通过淋巴道转移，MSI 技术

也广泛应用于该领域研究。Crane 等[27]在 10 个早期子宫颈癌病

人手术过程中将专利蓝和吲哚菁绿混合物注入子宫颈内，然后

通过多光谱荧光摄像系统进行实时记录，6 个病人淋巴道检测

到了荧光信号，共检测了 9 个 SLNs，其中一个有肿瘤转移。这

表明将 MSI 用于检测子宫颈癌的 SLN 转移是可行的，但考虑

到灵敏度和特异性，这种方法需要进一步改进。同年他们小组

还用相同的方法成功地对阴道和卵巢癌的 SLN 进行成像[28]。与
传统技术相比，这种技术可以实时监测荧光信号，将其用于指

导手术，不需要使用放射性胶体，可保护病人隐私减轻病人心

里痛苦。
4.3 其它应用

MSI 系统以其优良性能为科研工作者带来了极大地便利。
到目前为止，除了皮肤和肿瘤相关研究，该技术也广泛应用于

生物医学的其它各个方面。Rouse 等[29]在白天光照条件下利用

实时监测成像系统检测植被反射时 CO2 进入大气的含量。
Weber 等[30]将 CT 成像和多频空间频率域成像（SFDI）联用进行

MSI 检测小鼠脑损伤，提高了图像获取性能。Hight 等[31]用多光

谱荧光成像系统进行细胞外 pH 测定，并评价了该系统用于结

直肠癌细胞异体移植的高分辨率 pH 测定的可行性进行了评

价。Kulesa 等[32]利用多光谱指纹印迹技术，通过多色细胞标记

和多光谱共聚焦成像方法对位置随时间不断变化的胚胎细胞

进行了实时跟踪，解决了胚胎细胞示踪困难的问题。Luckl 等[33]

通过 MSI 监测局部脑缺血来阐明对侧前爪刺激产生的神经保

护效应的可能机制。除此之外，近三年来，随着该技术的不断发

展成熟，这项技术在生物医学领域的方方面面都得到了广泛地

应用，如视网膜成像[34]，Tourette 综合症中大脑形态测量[35]，嗜

酸性食管炎的定位[36]，大脑毛细血管内皮细胞的成像[37]等。虽然

MSI 技术应用日趋广泛，不得不注意到的是由于荧光散射和吸

收导致的其荧光信号的低穿透能力，这也是其广泛应用于皮肤

相关研究而较少用于体内深部组织研究的原因，即便是应用性

能优良的新型染料如量子点，也只能穿透十几毫米而已[8]，因此

研究者们渴望开发出荧光强度更高性能更好的荧光染料。
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5 结语和展望

近年来，MSI 技术在生物医学领域的应用已日趋广泛和深

入，大大地推动了生物医学的发展，特别是在改进疾病检测或

鉴别和术内转移诊断的精确性，指导神经外科并能监控治疗反

应等方面的应用[38]。MSI 技术以直观的方式展现了生物体内的

复杂过程，虽也有些不足之处，但也难以掩盖它与其它成像技

术相比的独特优越性，随着新型荧光染料如量子点的不断发

展，其在生物医学领域的研究和应用也必将更加广泛！
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研发的重要性，企业也不愿意投资进行仪器设备的开发制造。
因此，中国的设备生产水平总停留在小离心机、小聚合酶链式

反应(PCR)仪、摇床和培养箱等技术水平和工艺水平均不高的

小型设备上；同时，需要花费大量的国家科研经费用于采购国

外的先进科研设备。现在，面对全球巨大的 DNA 测序新兴产

业，中国如果开始重视科研设备研制技术的积累，那么在该技

术领域和产业中还可能占有一席之地。否则，中国将与这个世

界同步发展的机会失之交臂。
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