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【摘 要】小鼠颅骨视窗作为一种活体光学脑成像辅助工具，以其原位表征、实时观察、长期活体脑成像等优势，成为脑部

疾病及神经元突触生长等研究的重要手段之一。小鼠颅骨视窗不仅可以对颅骨下软脑膜血管及血管内红细胞流速、流态

变化进行定量分析，在结合荧光标记物与光学显微镜后，还可以对脑部皮层下组织、神经细胞的变化进行清晰成像。过去

数十年，科研人员利用小鼠颅骨视窗深入研究了偏头痛、阿尔兹海默症、神经突触等病理生理过程，并取得了大量突破性

进展。同时，随着光学成像工具性能的提升，小鼠颅骨视窗的应用也得到了进一步拓展。本文主要介绍颅骨视窗的发展

史、构建方法，结合荧光探针及光学成像方法的研究，全面总结了近年来小鼠颅骨视窗在光学脑成像研究中的应用，包括

脑内重要生物分子成像、细胞成像、血管及血流成像、神经环路可塑性及神经功能成像、疾病发生机理及药物开发研究等，

最后讨论了小鼠颅骨视窗在实际应用中面临的问题，并对其未来应用进行了展望。
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Abstract: Cranial window in mouse, as a kind of in vivo optical imaging aided instrument, with the advantages of in situ

representation, real time observation and long-term imaging, has became one of the most important methods for the research

of brain diseases and synapse growth. The cranial window can be used to visualize the leptomeningeal vessels and

quantitatively analyze the flow velocity and flow regime changes of the erythrocytes in blood vessels. Moreover, combined

with the fluorescent markers and optical microscopes, the cranial window can be applied for obtaining the clear images of

the brain cortical tissue and the neurons. Over the past few decades, with the aid of cranial window, researchers made lots of

breakthroughs on the studies of migraine, Alzheimer's disease and the synapses. Recently, with the development of optical

imaging tools, the application of cranial window had been further expanded. Herein, the history of cranial window and

construction methods were introduced. We also reviewed the applications of cranial window combined with the fluorescent

markers and optical microscopes on optical brain imaging (including imaging for important biological molecules in brain,

cells, blood vessels, blood flow, plasticity of neural circuits and neurological functions, and research for pathogenesis and

drug screening). Finally, the challenges of different cranial windows in practical application were discussed and the future

applications of optical cranial window were prospected.
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前 言

大脑是动物体内最精细、最复杂的器官，脑功能

与脑内微细结构成像也一直是科研人员研究的热

点，但由于颅骨的阻隔，脑部的活体成像研究难以开

展，而在活体水平对大脑活动进行实时跟踪研究更

加困难。小鼠脑部颅骨视窗技术始于 20 世纪 30 年

代左右，60年代逐步发展成熟，是活体脑成像的有效

辅助手段［1］。颅骨视窗技术是指将颅骨移除或削薄，

进而对大脑组织进行观察的一种方法。构建成功的

颅骨视窗可清晰地观察到大脑表面细胞和毛细血管

等，若结合双光子荧光显微镜，还可对深层脑组织进

行成像，更重要的是可以进行长时间动态观察，实时

了解神经细胞和组织形态结构变化，进而研究这些

变化与疾病或行为变化之间的相关性［2-3］。颅骨视窗

在药物研究中能更直接地观察到药物的药效发挥过

程和药物对神经细胞的影响，缩短药物研发过程［4］；

在对脑部疾病（如阿尔兹海默症、脑中风等）研究中，

可直接观察活体小动物模型脑内小胶质细胞迁移、

淀粉样蛋白斑块生长、血流速度/血细胞数量变化等，

甚至利用光学技术对脑内局部进行操控，从而更深

刻地了解大脑在分子层面的工作机理；在对大脑神

经元结构和功能的研究中，可以借助该技术实现神

经元的高分辨动态成像［5-6］。本文从颅骨视窗的发展

历史、构建方法、荧光标记物、光学成像技术及其在

脑成像研究中的应用等几方面展开论述，并探讨了

这种实时、原位、长时间成像的技术手段在脑科学研

究的应用前景。

1 颅骨视窗的发展

颅骨视窗技术使科技人员能够使用较便宜的啮

齿目动物，对颅内局部微循环和脑功能信息变化进

行实时观察，而随着成像方法和标记材料的不断改

进，颅骨视窗的图像质量、空间分辨率、时间分辨率

和成像深度都有了大幅度的提升，相关技术对于脑

部功能、疾病或药物开发都有重要意义。颅骨视窗

技术最早被描述于1928年Forbes研究中［7］，早期的制

备技术粗糙，实验动物易感染，成像效果差，成功率

较低。随后的 20多年，开放式颅骨视窗技术被不断

完善，研究人员将颅骨剖开后去除脑膜，将玻璃直接

嵌在颅骨缺口进行观察，虽然实验过程仍会受到局

部脑压过大导致脑部膨胀等问题的困扰，但成功率

较之前已有明显提升［1］。实验动物也从刚开始的较

大型的狗、猫、兔子转变为小型的大鼠、小鼠等。为

预防由于CO2流失所导致的脑疝，科研人员引入了流

体灌注技术，降低视窗构建对脑组织造成的影响。

1980年，Kuschinsky和Wahl构建了封闭式颅骨视窗，

通过灌注人工脑脊液维持局部生理环境稳定性，从

而使颅骨视窗模型更加接近自然状态下的脑内环

境，有利于长时间活体脑成像［8］。

早期的开放式颅骨视窗技术只允许较短时间观

察，时间稍长就会因为脑压改变而导致脑组织膨胀、

结构破坏、功能失常，从而使窗口环境受到破坏而失

去观察价值。而后发展起来的封闭式颅骨视窗技术

则避免了脑组织直接暴露于环境，对实验鼠的危害

减小，可以多次、长期重复观察，因此封闭式视窗迅

速取代开颅式视窗成为研究颅内循环以及血管渗透

性的首选。然而，在对脑内神经元突触的精细结构

进行观察时，发现即使使用封闭式颅窗，在进行开颅

手术时仍会不可避免地诱发脑内炎症响应，激活小

胶质细胞和星形胶质细胞，导致树突棘的翻转或萎

缩，引起神经元生理机能变化［2］。为了减少去除颅骨

对脑内神经组织带来的影响，2002 年，Grutzendler

等［2］在封闭式颅骨视窗的基础上开发出薄颅技术，即

不将颅骨钻开而是逐层削薄至内部血管、突触等清

晰可见的程度，进一步减小对脑部的伤害和影响，但

是这种方法所制备的视窗成像面积较小，且由于颅

骨生长会造成表面不平整、厚度增加，成像质量变

差，在实验过程中需多次打磨窗口。Drew等［9］在薄

颅技术的基础上做了进一步的改进，他们首先将颅

骨磨薄至更薄，而后将玻璃片粘合于打磨区域，由于

玻璃会抑制颅骨生长，故在长时间观察时可以不进

行反复磨薄，该方法既避免了炎症反应，又保证了长

时间测量过程中优质的成像质量，是目前性能最优

的一种颅骨视窗。

2 颅骨视窗的构建

成功构建颅骨视窗是其生物医学应用的基本保

障。目前常用的颅骨视窗有3种类型，分别是开颅式

视窗、封闭式视窗以及薄颅式视窗。这3种视窗构建

的前期准备工作大致类似［2］：实验鼠以 3~6 周龄为

佳，手术过程保持用气体麻醉（在氧气中加入3%异氟

醚）［10］，使用眼药水使实验动物眼睛时刻保持湿润以

防止脱水造成永久性伤害，鼠体下方加热垫为实验

鼠保持体温，实验中连续监测呼吸频度及直肠温度

等基本体征。手术前配制好人工脑脊液备用，用动

物脑定位仪固定头部，用小型电剃刀或剪刀小心除

去头皮上毛发，涂抹聚维酮碘进行消毒后，小心剪开

颅骨上方头皮，接下来，即可根据需要制备颅骨视

窗［9, 11］。下面简单介绍这3种视窗的构建方法。

Levasseur 等［12］发展了开颅式视窗，直接用圆环

状带锯齿钻头钻出观察区域，或用更小而尖锐的钻
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头钻出实验区域，后一种方法目前更常见。钻头尺

寸一般不超过 0.5 mm，越小越易于操控并可减小对

实验动物的伤害，在手术过程中需用人工脑脊液随

时洗去产生的粉末。

封闭式视窗与开放式视窗主要的区别在于暴露

的脑部组织有无玻片保护。具体来讲，在制备封闭

式视窗时，首先需在将要研究的视窗区域周围涂抹

上牙科丙烯酸酯并嵌入微型聚乙烯管（以灌注人工

脑脊液），待其凝结后使用电钻小心除去颅骨（骨出

血可使用骨蜡止血），在牙科丙烯酸酯围成的区域上

放置玻片，使玻片粘附并与牙科丙烯酸酯密封，通过

聚乙烯管灌注人工脑脊液维持脑压［13］。

与封闭式视窗相同，薄颅式视窗也能保证颅内环

境的稳定性，且不需要去除颅骨，而是使用小钻头在一

小区域削薄颅骨，再用玻片放置于削薄区域密封［3, 11, 14-15］。

然而其成像视野小、需反复打磨等固有缺陷影响了薄

颅式视窗的进一步应用。Drew 等［9］发展了打磨强化薄

颅视窗（Polished and Reinforced Thinned Skull, PoRTS），

将成像视野拓展至2~3 mm，医用氰基丙烯酸盐水泥和

玻璃形成的视窗抑制了颅骨的生长，构建的视窗几乎

不会引起小鼠脑内的炎性响应，3个月后仍可对脑内荧

光标记的血管进行清晰成像（图1）。
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PoRTS: Polished and reinforced thinned skull; GFAP: Glial fibrillary acidic protein; Fig.1a was a wide-field image of brain slice stained for GFAP

at 2 weeks after PoRTS window implantation. White line showed the extent of PoRTS window on the left. Red and blue squares denoted the regions

enlarged in panel B. Fig.1b was the confocal image of GFAP staining underneath PoRTS window (left) and control contralateral hemisphere (right),

showing similar basal levels of GFAP expression. Fig.1c was a wide-field image of brain slice stained for GFAP at 2 weeks after closed cranial window.

White line showed the extent of cranial window on the left. Red and blue squares denote the regions enlarged in panel D. Fig.1d was the confocal image

of GFAP under cranial window (left) and control contralateral hemisphere (right), showing increased levels of GFAP staining under cranial window.

图1 在PoRTS和封闭式颅骨视窗下观察脑内胶质原纤维酸性蛋白表达

Fig.1 GFAP expression under a PoRTS window and a closed cranial window

封闭式以及薄颅式视窗制作完成后，小鼠可放

回鼠笼，定时监测直至其苏醒。若观察有任何疼痛

的症状（如不愿动、不吃不喝、竖毛、流涎、呼吸异常

等），需继续施以麻醉剂，通常长时间动态监测应在

术后待实验动物情况稳定下来再进行，观察时间可

长达数月甚至数年［16］。

开放式颅骨视窗是最早建立的颅骨视窗，该方

法将颅骨剖开暴露出脑组织直接观察，鉴于对大脑

的严重伤害，只能在建立完成后数小时内进行单次

的观察分析，提供的信息有限。随着成像系统的发

展、设备精度的提高，该方法现已基本废弃不用。目

前，研究人员主要根据观察对象、观察周期的要求，

选用封闭式和薄颅式两种颅视窗（表1）。

3 视窗荧光探针发展

早期颅骨视窗主要在白光宽场显微镜下，观察

脑皮层表面局部组织形态的变化。随着荧光显微成

像技术的发展，颅骨视窗的应用领域也越来越广

泛。 1993 年，Rovainen 等［17］将异硫氰酸荧光素

（Fluorescein Isothiocyanate, FITC）引入到颅骨视窗用

于观察脑皮层血管情况，提高成像对比度。之后，随

着绿色荧光蛋白［18］及其多种突变体的发明［19-20］，荧光

蛋白标记成为脑视窗成像研究中的重要手段，这种

基因编码的荧光探针，可以完全消除外源性标记物

对活细胞和活体动物的影响，能够稳定遗传，并可以

与其它蛋白整合而不丢失荧光特性，从而对细胞内

特异性结构和分子进行标记。多种突变体在受激后

可以发出不同波段的荧光，实现多色标记。神经科

学是荧光蛋白发明的最大受益领域之一［21］，活体小

动物可以在清醒的自然情况下完成光学成像，进一

步扩展了荧光成像应用的广度与深度［2, 9］。此外，近

年来发展迅速的纳米技术也被应用于颅骨视窗成

像，并发挥了一定的作用，本文重点介绍基因编码的

荧光蛋白在颅骨视窗中的应用。
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3.1 荧光蛋白用于观察神经元形态

2002年，Grutzendler等［2］利用荧光蛋白转基因小

鼠研究了脑皮层神经元细胞的发育和可塑性。小鼠

的脑皮层锥体细胞表达黄色荧光蛋白，通过构建薄

颅视窗，结合双光子荧光显微成像系统，研究人员观

察到在数小时内，幼年小鼠的脑皮层中树突会出现

伪足状突起、延伸和收缩（图 2），但是在成年鼠中未

发现类似现象。在视觉形成的关键期，73%的幼年小

鼠在一个月的时间段里树突脊基本无变化；而对于

成年小鼠，96%的树突脊在一个月内稳定无变化，树

突脊消失的半衰期为 2个月，这一结果表明，在发育

期具有可塑性的脊柱，在进入成年后会变得稳定，该

成果对于研究脑神经的记忆功能具有重要的意义。

Type

Closed

Thinned

Operation

Drill to remove the

parietal

Thinner skull by

drill polishing

Field of view/mm

1.0-10.0

0.2-2.0

Available time

Several months (Except the

beginning and the end)

From several months to 2 years

(Image quality was not good in the

later period.)

Disadvantages

Inflammation (Anti-inflammatory

antibacterials need to be used.)

Skull regeneration affected image quality,

and sometimes the skull need to be polished

repeatedly.

表1 两种常用颅骨视窗的比较

Tab.1 Comparison of two kinds of cranial windows
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Fig.2a was the vasculature below the thinned skull observed with charge-coupled device camera view, and the arrow indicated the region

where subsequent two-photon images were obtained. Fig.2b was a two-dimensional projection of a three-dimensional stack of dendritic

branches and axons in the primary visual cortex. Fig.2c and d showed the time-lapse images (one-hour intervals) in two 1-month-old

mice, which revealed that filopodia underwent rapid extension (arrows) and retraction (arrowheads), whereas spines on the same dendritic.

图2 幼龄小鼠神经树突伪足生长观察

Fig.2 Dynamic dendritic filopodia in the transcranial two-photon images of young mice

d

a

b

c

3.2 荧光蛋白用于脑肿瘤转移动态过程研究

肿瘤脑转移的致死率非常高，因此研究单个肿

瘤细胞在脑内血管中的运动、捕获、浸润等过程，对

于揭示肿瘤脑内转移发生机理具有重要意义。2010

年，Kienast等［22］用红色荧光蛋白转染了PC14-PE6肺

癌细胞和MDA-MB-435黑色素瘤细胞，并利用颅骨

视窗研究了两种细胞在脑内转移的过程（图 3）。研

究人员利用双光子显微成像技术研究了两种肿瘤细

胞在小鼠脑部的扩散、转移和增殖过程，发现了产生

肿瘤和转移灶的几个重要步骤：肿瘤细胞在血管分

支处被捕获；主动渗出扩散到旁边血管分支；在血管

周围固定，进入休眠期；沿着血管与血管共生（图

3d）。在最后一步中肺癌细胞与黑色素瘤细胞增殖

生长的方式不同，PC14-PE6肺癌细胞会分散成几个

小的细胞簇，并同步增殖后融合成一团（图 3a），而

MDA-MB-435黑色素瘤细胞则是从单个微型细胞簇

（大约 4～50个细胞）开始增殖（图 3b）。观察中发现

单个细胞簇增殖的方式有可能会因为缺乏新的血管

形成而消退（图 3c），而采用多个细胞簇同步增殖策

略的往往较容易产生新的转移灶，通过抑制血管内

皮生长因子-A来抑制诱导肺的长期休眠转血可有效

阻止癌细胞的转移扩散。

3.3 荧光蛋白用于检测神经元动作电位

神经元细胞是一种可兴奋性细胞，当细胞兴奋

时动作电位会发生改变，从而进一步引起细胞内钙

离子浓度快速变化，通过钙离子成像可以跟踪神经
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元的活性和兴奋状态。遗传编码的蛋白质探针可以

靶向标记特定神经细胞，提供神经元之间相互作用

的非侵入式成像。然而已知的单荧光探针 GCaMP

和基于荧光共振能量转移的蛋白质探针家族在灵敏

度和速度上都低于人工合成的荧光探针，于是Chen

等［23］通过诱变并筛选GCaMP变体，得到超敏感的蛋

白质探针家族 GCaMP6。在锥体神经元 2/3 层处，

GCaMP6能可靠地检测到神经元胞体的单一动作电

位（检测率高达99.0%±0.2%）和个别树突棘方向调整

引起的钙离子浓度微弱变化［23］。在视觉皮层测得

GCaMP6s的响应时间为 75~100 ms，GCaMP6m的响

应时间 50~75 ms，都低于 100~150 ms的单个电位时

长，意味着 GCaMP6 探针能近乎百分百地探测到锥

体细胞动作电位，这一研究对于人类进一步了解神

经元活动意义重大。

3.4 荧光蛋白用于活体脑成像

早期颅骨视窗仅用于观察脑皮层表面的局部组

织形态的变化，主要使用白光反射成像模式，随着显

微镜技术的不断成熟以及新型染料的出现，研究人

员在 1994年将荧光成像方法引入脊背视窗研究中，

随后这种手段也运用于颅骨视窗中。结合双光子激

发激光扫描显微镜，研究人员对小鼠脑皮层的血管

系统和神经元结构进行了高分辨率成像（图 4）［14］，

Kelly等［15］和Guo等［24］采用跨颅双光子激光扫描显微

镜研究多巴胺耗竭引起的突触重塑过程，颅骨视窗

的观察范围由表面推进到组织深层，可实现对特异性

分子或组织结构的高分辨率成像，深可达300μm［2］，基因编

码荧光蛋白已被用于大脑皮层神经元群的结构成

像，使研究人员可以实时观测活神经元及神经突触

蛋白的动力学特点［9］。荧光成像方法在颅骨视窗的

应用极大地推动了脑科学的深入研究［6, 16］。

3.5 光敏感通道蛋白用于脑活动调控与成像

光遗传学技术是基因技术、光控技术及荧光成

像技术结合之后的新技术。人们可以借助光遗传学

技术对活体组织的特定细胞进行调控，开启或关闭

某个细胞功能。光遗传在活体脑成像与神经控制方

面起着重要作用。Cheng等［25］利用光遗传方法研究

中风问题，在 Thy-1-ChR2-YFP line-18 转基因小鼠

（初级运动皮层V层锥体神经元处高表达光敏感通道

蛋白）的初级运动皮层受损侧（Ipsilesional Primary

In Fig.3a, five foci of extravasated PC14-PE6 lung carcinoma cells in close proximity to each other on day 3 merged into one growing

macrometastasis on day 9 (depth: 50-450 μm). In Fig.3b, macrometastasis was formed by an MDA-MB-435 melanoma cell and there

was a slower growth along preexisting blood vessels (depth: 50-350 μm). In Fig.3c, a PC14-PE6 lung carcinoma micrometastasis

regressed on day 14, and there were no vascular changes (depth: 0-100 μm). Fig.3d was a schematic overview of the 4 essential steps

of brain metastasis formation.

图3 成功与失败转移灶的形成以及脑内转移灶形成的4个基本步骤的示意图

Fig.3 Formation of successful and unsuccessful metastatic lesions and the 4 basic steps of the formation of brain metastasis
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Motor Cortex, iM1）给予 3 个连续的 1 min 激光刺激

（3 min休息间隔），发现刺激该区域可激活周围梗死

区以及对侧相同区域。结果表明，实验初期，收到重

复神经刺激中风小鼠的脑血流和神经血管耦合响应

显著改进，但是在中风的第五天没有明显变化，而中

风的第十五天又表现出改善的迹象。重复的神经刺

激可以引起运动神经元的强烈活动，肉眼下即可看

到患肢的运动；重复的神经刺激还导致对侧皮层活

性依赖性神经营养因子，包括脑源性神经营养因子，

神经生长因子和神经营养因子-3的表达增加。蛋白

分析还表明，受刺激小鼠表达可塑性标记物生长相

关蛋白-43。此外，刺激正常的非中风小鼠没有改变

运动行为或神经营养因子表达。虽观测到脑内梗死

区域未发生变化，但 iM1区域的重复神经刺激能促使

中风的老鼠的体质量恢复，且在中风的第七天和第

十天，与对照组（无神经刺激的中风老鼠）相比，实验

组小鼠可行进更长距离，行进速度更快，表明其运动

功能有明显改善。有趣的是，刺激并不改变正常无

中风小鼠的运动行为或神经营养因子表达。这项研

究为临床中风治疗提供了全新的思路，是脑部疾病

治疗研究中开创性的成果。

4 颅骨视窗的光学成像方法

早期的颅骨视窗利用反射式光学显微镜或普通

荧光显微镜对脑部进行成像，仅能提供脑组织表面

信息，如微血管通透性、血管直径、神经元细胞变形

等信息［12-13］。随着人类对大脑认识的深入，生物学家

希望能够在活体层面研究深层脑组织、感兴趣细胞、

特殊结构等的时间与空间相关性［26］，因此，多种光学

成像方法与颅骨视窗的结合成为近年来活体脑成像

研究的热点。

4.1 多光子显微镜成像

多光子显微成像具有其独特的优点（成像光热

效应和光毒性效应大幅大降，采用近红外激发可以

将成像深度扩展至毫米量级），现已被用于研究肿瘤

等疾病的病理状况进展和潜在治疗阿尔茨海默病，

以及对评估药物治疗效果的评估［2, 27-28］。Horton等［5］

设计了一种非侵入性、高分辨率的三光子荧光显微

镜，利用1 700 nm的激光对小鼠大脑进行成像，可获

得脑内皮质下神经元、血管等的微观结构信息（图

5）。髓鞘的轴突外囊（也称为“白质”）产生明亮的 3

次谐波生成信号，描绘了外部的边界。图像显示外

囊开始于大脑表面以下840 µm，厚度大于116 µm，海

马的CA1 区域始于大脑皮层 956 µm 以下。这种多

光子显微镜能够对散射组织进行高分辨率、高对比

度成像，同时可以将成像拓展到皮下更新的层面，有

助于活体脑内活动的实时成像。

4.2 光学相干断层扫描（Opticalcoherencetomography,

OCT）成像

OCT被用于组织的高分辨率三维成像。OCT具

备毫米级的成像视野和微米级的空间分辨率，已被

广泛应用于脑成像。2013年，Srinivasan等［29］开发了

一种多参量OCT方法，借助薄颅强化型脑视窗，研究

缺血性中的小鼠皮质组织的急性损伤与慢性恢复进

程。研究人员构建了细丝中脑动脉闭塞模型

（filament Middle Cerebral Artery Occlusion,

fMCAO），测量闭塞前、闭塞中和再灌注 60 min之后

（左、中、右）血管、细胞散射以及OCT信号与深度信

息的比率（图 6）。该方法提供了类似于多参量核磁

All images were collected through a PoRTS window in a Thy1-YFP mouse

at 2 days after window implantation. Maximal projection over 150 μm of

tissue in the coronal orientation showed the thinned skull in relation to the

vasculature (Fig.4a) and dendrites (Fig.4b). The bone (blue) was detected

by collecting the second harmonic fluorescence at 450 nm emission with 900

nm excitation. The vasculature (red) was labeled by intravenously injecting

70 kDa Texas-Red dextran. The dendritic fields of neurons (green) were

endogenous to the Thy1-YFP transgenic mouse line. Fig.4c-h were the

maximal projections over 50 μm of tissue in the horizontal orientation at

different depths below the pia. Data were from the same image stack shown

in panels A and B. Dural vessels may be visible just above the cortical

surface (arrow in Fig.4c).

图4 双光子成像系统对小鼠大脑脑皮质血管及神经元成像

Fig.4 Vascular and neuronal imaging with two-photon imaging
system in cerebral cortex of mice
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共振成像的技术，可同时检测多个技术指标，能更准

确地判断病症发展而且具备光学方法的高空间分辨

率优势。成像结果表明，急性闭塞再灌注后，皮质区

的散射特性发生变化；闭塞时，未灌注血管与皮质散

射特性改变具有空间相关性，此区域最终可能发展

为梗死区。未来这种成像平台有望用于脑血管疾病

模型中，用来研究基因突变和基因治疗对这些模型

的影响，同样也可以用于其它生物医学研究领域，如

肿瘤研究等。

4.3 光声成像

光声成像结合了光学成像的高空间分辨率和声

学成像穿透深的优点，成像的空间分辨率可达微米

级［30］。具有光学分辨率的光声显微镜（OR-PAM）被

应用于活体小鼠的脑功能成像。Hu等［31］采用近衍射

限制的明场光学照明实现微米级横向分辨率，利用

双波长测量提取血氧信息，成像结果可以清晰看到

血液在进入动脉和静脉之后的血氧饱和度变化情况

（图 7）。该研究首次实现了完整头骨下精确到单根

血管的功能性脑血管成像。

4.4 受激发射耗尽（Stimulated Emission Depletion,

STED）

共聚焦显微镜或者多光子显微镜，仍然会受到

光学衍射极限的限制，无法分辨被测样品 200 nm以

下的细节。STED与随机光学重建显微是目前在生

物医学领域应用最为广泛的超分辨成像方法，然而

受到成像速度、激发光强度等多种因素的限制，活体

成像的研究还较少。Berning等［32］利用STED成像方

法观察活体小鼠脑皮层的神经元以及神经元的细微

动态变化，以 488 nm 激光作为激发光，592 nm 环形

激光作为耗尽光，形成的光斑通过正置显微镜成像

系统对小鼠的神经元细胞（转染了Thy1-EYFP）进行

成像（图 8）。图 8a 是成像系统的结构示意图，图 8b

是对玻璃下方10~15 µm位置的体感皮质层的树突进

行成像，图8c是每隔7~8 min成像获得的动态图像序

列，该序列可以揭示成年小鼠树突棘形态随时间的

形态变化情况。图片的分辨率远高于现有商用的共

聚焦显微镜，与光学视窗技术相结合，STED将在活

体脑成像中发挥更大的作用。

5 颅骨视窗在脑部研究中的典型应用

颅骨视窗优良的实时监测特性，使其广泛应用

于长时间活体脑组织观察，包括正常神经细胞的生

长、环路形成及可塑性研究，脑部疾病的发生发展机

制研究，以及疾病治疗药物的疗效评价等，本文选取

典型应用介绍如下。

5.1 对疾病发病机制及药物的研究

偏头痛是一种常见的多因素、神经血管发作病，

病因不明。目前病理学上的主要解释为大脑皮层的

兴奋度增强，以及脑干中三叉神经核里的神经元痛

感控制异常［33］，颅外动脉的血管舒张也被认为是重

Fig.5a was the three-dimensional reconstruction of 3PM images of the

brain in an FVB/N mouse. The external capsule (EC) extended from 840

to 956 mm below the surface of the brain. Frames deeper than 1 136 mm

(yellow line) were normalized to the frame at 1 136 mm; all the other

frames were individually normalized. The expanded optical sections to the

right were the representative THG images from the external capsule region

of the brain. Fig.5b and c were normalized x-y frames of the THG and

fluorescence signal at various depths. The bottom frame in Fig.5c was a z-

projection of 20 mm. The fluorescence profiles of the lines across the

vessels in the middle two panels in Fig.5c were displayed in semi-

logarithmic plots (Fig.5d), which were used for SBR calculation. The

background was calculated by averaging the intensity values between 215

and 25 mm and between 5 and 15 mm.

图5 德克萨斯红葡萄糖标记的小鼠三维图像

Fig.5 In vivo 3PM images of brain vasculature in Texas-Red
dextran labeled mouse (All scale bars: 50 mm)

Dep
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m
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要致病原因［34］。使用颅骨视窗技术可以清晰地观察

到颅外动脉的血管扩张，既可以用于探究偏头痛的

致病机理，也可以实时观察偏头痛药物的治疗效果

及作用过程，大幅降低药物开发周期。Petersen

等［4, 35］研究了降钙素基因相关肽在三叉神经血管系

统中对偏头痛的发病机制的作用，研究表明该降钙

素基因相关肽受体拮抗剂BIBN4096BS在治疗急性

偏头痛中有较明显疗效，能有效地防止CGRP诱导的

头痛和颅外血管舒张。使用颅骨视窗技术能实时观

察拮抗剂对急性偏头痛的治疗过程，为研发新的治

疗药物并进行药物评估提供新的思路。

5.2 对进行性疾病的实时观测

阿尔兹海默症病是一种进行性的神经功能障

碍，大脑中的老年斑块和神经纤维缠结与其发病机

理相关［36］。阿尔兹海默症的一个显著病理特征是淀

粉样蛋白斑块的形成。淀粉样前体蛋白（Amyloid

precursor Protein, APP）是一个穿过神经细胞膜的跨

膜蛋白质，对于神经元的生长、存活和受伤后的修复

非常重要［37］。β-淀粉样蛋白质是APP中较大的蛋白

质片段，淀粉样蛋白斑块主要由 β-淀粉样蛋白聚集

而成。由于尚未探明的原因导致APP被酵素切成几

个较小的片段纤维和 β-淀粉样蛋白的增加，导致其

在神经元外聚集形成淀粉蛋白斑块［38］。利用颅骨视

窗技术可以清晰地观察蛋白质斑块的生长动力学，

以及影响其生长的因素和周围组织对其的响应

等［39-40］。有研究发现小胶质细胞会快速增殖聚集围

绕在蛋白斑周围，清除淀粉样蛋白斑块，这为阿茨海

默病的干预治疗提供了一个新的思路［41］。Yan等［42］

fMCAO: Filament middle cerebral artery occlusion; OCT: Optical coherence tomography; Fig.6a-c were OCT angiograms at baseline,

during fMCAO, and 60 minutes after filament withdrawal, respectively. During fMCAO (Fig.6b), a capillary non-perfusion region

was apparent, as demarcated with a solid white line. Fig.6d-f were OCT cross-sectional images on a logarithmic scale, with minor

differences in alignment, showing the changing signal characteristics in the lateral portion of the cranial window after reperfusion

(Fig.6f). Fig.6g-i were the images of the curvature of the OCT signal vs. depth at baseline. During fMCAO and 60 minutes after

reperfusion showed this evolution. In Fig.6h-i, the capillary non-perfusion boundary from (Fig.6b) was shown as a dotted white line.

In particular, the tissue with anomalous scattering properties (i.e., the log OCT signal vs. depth is concave down) after reperfusion

corresponded well to the non-perfusion tissue during fMCAO. No comparable changes were observed in the contralateral hemisphere.

图6 fMCAO期间的毛细血管非灌注预测细胞散射信号变化最终导致梗死

Fig.6 Capillary non-perfusion during fMCAO predicts cellular scattering changes leads to eventual infarction.
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报道了间质中 β-淀粉样蛋白浓度，以及反应性神经

胶质增生对淀粉蛋白斑块生长的影响（图 9）。得出

斑块扩增速度与其本身大小正相关，减少β淀粉样蛋

白浓度与反应性神经胶质增生均对斑块有抑制

作用。

5.3 对突触生长、神经环路建立的观测以及神经功能

研究

在大脑皮层中，神经回路的形成和退化与突触

的可塑性有关。为了理解神经元细胞以及神经回路

的工作机制，需要对神经元细胞或者神经回路的细

微结构变化进行长时间反复成像。研究人员利用颅

骨视窗，结合双光子激光扫描显微镜及基因编码荧

光蛋白，实现了对大脑以及神经元结构的高分辨率

成像（图10）［43-44］。Mank等［45］利用基因编码的钙指示

器进一步观察神经细胞荧光情况变化，结合双光子

扫描显微镜观察神经元功能的改变，这对于理解神

经细胞可塑性、神经再生以及疾病的发生机制提供

了崭新的思路。Andermann等［46］和Kuhlman等［47］则

利用视窗研究了视觉神经区域的调节响应机制，并

观察了视觉皮层的精细结构。Prakash等［48］和Packer

等［49］报道了通过红移视蛋白的共表达和遗传编码的

钙指示剂进行同时操纵和记录的多个神经元细胞活

体高分辨率成像策略。

a: MAP image acquired at 570 nm; b: MAP image acquired at 578 nm; c:

Vessel-by-vessel sO2 mapping; d: A venular tree with branching orders boxed

by blue dashed lines in Fig.7c; e: An arteriolar tree with branching orders

boxed by red dashed lines in Fig.7c; The calculated sO2 values were shown

in the color bar photoacoustic signal amplitude.

图7 小鼠脑毛细血管的活体功能OR-PAM成像

Fig.7 In vivo functional optical-resolution photoacoustic microscopy
imaging of mouse brain microvasculature through an intact skull

STED: Stimulated emission depletion; a: Anesthetized mouse under the objective lens (63×, NA 1.3, glycerol immersion) with tracheal tube; b-d: Projected

volumes of dendritic and axonal structures revealed temporal dynamics of spine morphology with an approximately fourfold improved resolution compared

with diffraction-limited imaging; Curve was a three-pixel-wide line profile fitted to raw data with a Gaussian.

图8 STED显微镜对小鼠体感皮层EYFP标记的神经元成像

Fig.8 STED microscopy in themolecular layer of the somatosensory cortex of a mouse with EYFP-labeled neurons (Scale bars: 1 mm)

a-b: Epifluorescence micrographs of 4 plaques labeled with methoxy-X04 and imaged over a 7 d interval in the brain of a 6-month-

old APP/PS1 mouse; c-d: Multiphoton micrographs of those same 4 plaques illustrated the growth of individual plaques over time.

图9 多光子显微镜观察活体淀粉样蛋白斑块的生长

Fig.9 Growth of individual amyloid plaques observed with serial in vivo multiphoton microscopy (Scale bars: 20μm)
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5.4 脑部疾病疗效评价

细胞粘附分子是细胞维持形态与功能，参与细

胞与细胞间或细胞与细胞外基质作用的分子。多种

癌组织中细胞粘附分子减少会造成癌细胞脱落，癌

细胞得以侵袭和转移。动脉瘤性蛛网膜下腔出血造

成白细胞的运输增强。Xu等［50］以一种选择性VAP-1

阻断剂LJP-1586［Z-3-fluoro-2-(4-methoxybenzyl)，Z-

3-氟-2-（4甲氧苄基）烯丙基胺盐酸盐］利用 FITC葡

聚糖观察动脉瘤性蛛网膜下腔出血下白细胞粘附性

的变化，发现血管粘附蛋白 - 1（Vascular Adhesion

Protein- 1, VAP- 1）增强了白细胞的粘附性。Yuan

等［51］和Gaber等［52］则使用FITC葡聚糖评估了辐射对

血脑屏障的影响，分别用 5种不同大小的FITC葡聚

糖分子（4.4~150.0 kDa）来研究血脑屏障渗透性的改

变，发现只有 150 kDa 大小的分子不能透过血脑屏

障，而在辐射 2 h 后发现白细胞粘附性上升，至 24 h

达到最大（图 11）。Frank和Hong等利用药物与辐射

对肿瘤进行协同治疗或消除炎症，比单一药物具有

更显著的疗效。Asuthkar等［53-54］则报道了电离辐射下

基质金属蛋白酶9（Matrix Metalloproteinase-9, MMP-

9）与多配体聚糖-1（Syndecan-1, SDC1）、MicroRNA-

494之间的调节环路影响诱导髓母细胞瘤细胞凋亡

的能力以及MMP-9对于MicroRNA-211的影响以及

对胶质母细胞瘤的治疗效果。

6 总结与展望

小鼠颅骨视窗为微米尺度下原位观察神经元细

胞形态及功能提供了新的技术方法，结合荧光探针

和光学显微成像方法，研究人员能够直接在活体水

平上获得大脑表面和深层组织与细胞的局部动态信

息，开展疾病发生机制、药物作用机制以及细胞结构

和功能等方面的研究，显著节约了研究时间和成

本。颅骨视窗技术所具有的独特优势，推动了科研

人员对神经元及脑部疾病（如偏头痛、阿尔兹海默症

等）发生发展机制的了解，已成为神经生物学的重要

研究手段。然而，目前常用的颅骨视窗也有其应用

局限，对颅骨进行打磨的颅钻多是手持式，且小鼠颅

骨较薄，打磨过程中较难把握控制具体打磨程度，易

发生轻微炎症反应，若能构建包括显微镜和颅钻的

自动化平台，则可显著提高实验成功率，此外，结合

颅骨组织透明技术、传感器阵列技术等［55-56］，则可能

在减少对小鼠损伤的同时获得脑内更高分辨率、更

Fig.10a was the illustration of beam path through a prism implanted into neocortex. The reflective hypotenuse of the prism converted the

horizontal imaging plane into a vertical plane. Fig.10b-d were the anatomical images of cortex taken though a prism at different times after

surgery in a Thy1-YFP mouse. Within the first hour after prism insertion, cell bodies in layers 2/3 and 5, and neuronal processes throughout

the cortical depth, were visible in a single frame taken 200 microns lateral from the prism face (left panel). An increase in imaging quality over

time was evident on the same population of layer 5 neurons at 29 and 68 days after surgery (middle and right panel, respectively. Images were

maximum projections over 76 frames taken from 40 mm to 270 mm lateral to the prism face.).

图10 微型棱镜对表层及深层神经元成像

Fig.10 Superficial and deep cortical layers imaged in a single plane using a microprism
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图11渗透性与白细胞特性

Fig.11 Permeability and leukocyte properties

Fig.11a was the fluorescent image of pial vasculature after injection with

FITC-dextran (4.4-150.0 kDa) (left panel). The intensity of fluorescence

from the vessel (solid diamonds) and nearby tissue (open triangles) was

recorded from a typical region of interest (right panel). In fig.11b, leukocyte

adhesion was determined before (left panel) and 24 h after (right panel)

exposure to 20 Gy irradiation.
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多维度的信息，为人类理解大脑的工作机理提供更

加实用有效的帮助。
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