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摘  要 

生物医学成像技术是揭示组织生理功能与诊断疾病的关键工具，但其应用常受限于生物组织(如皮肤、肌

肉)内胶原蛋白、细胞等结构引起的光强散射，这已成为制约成像深度与分辨率的根本瓶颈。组织光透明

技术通过化学试剂调控组织折射率、破坏散射结构，可显著降低光散射，从而为深层组织成像提供潜在

途径。本文设计实验，系统比较了甘油、果糖及柠檬黄三种试剂对离体鸡胸肉的光透明效果，利用USAF 
1951分辨率标板定量计算了鸡胸肉样本在甘油、果糖和柠檬黄溶液中浸泡20分钟后的成像分辨率。激光

散斑成像(Laser Speckle Imaging, LSCI)作为一种非侵入式血流成像技术，通过分析散斑动态变化实现血

流速度与分布的精准量化，但其成像质量高度依赖组织透明度——浑浊组织产生的静态散斑会掩盖血流

动态信号，导致分辨率降低。因此，可以在此基础上结合高分辨率激光散斑成像技术，通过计算血流灌

注量以及对比度噪声比对活体皮肤光透明的效果进行定量评估。 
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Abstract 
Biomedical imaging technology is a crucial tool for revealing tissue physiological functions and diag-
nosing diseases. However, its application is often limited by light scattering caused by structures such 
as collagen and cells within biological tissues (e.g., skin, muscle), which has become a fundamental bot-
tleneck restricting imaging depth and resolution. Tissue optical clearing technology, by using chem-
ical reagents to modulate tissue refractive index and disrupt scattering structures, can significantly re-
duce light scattering, thereby providing a potential approach for deep tissue imaging. This paper de-
signs experiments to systematically compare the optical clearing effects of three reagents—glycerol, 
fructose, and tartrazine—on ex vivo chicken breast tissue. The USAF 1951 resolution target was used 
to quantitatively calculate the imaging resolution of chicken breast samples after immersion in glyc-
erol, fructose, and tartrazine solutions for 20 minutes. Laser Speckle Imaging (LSCI), as a non-invasive 
blood flow imaging technique, enables precise quantification of blood flow velocity and distribution 
by analyzing the dynamic changes of speckles. However, its imaging quality highly depends on tissue 
transparency—static speckles generated by turbid tissues can mask dynamic blood flow signals, lead-
ing to reduced resolution. Therefore, based on this, high-resolution laser speckle imaging technology 
can be combined to quantitatively evaluate the effects of in vivo skin optical clearing by calculating blood 
perfusion and the contrast-to-noise ratio. 
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1. 引言 

在生物医学领域，深入研究生物组织的内部结构和生理特性对于理解生命过程、疾病诊断与治疗至

关重要。然而大多数生物组织的浑浊高散射特性，严重降低了光学成像的深度，进而严重影响了当前光

学成像技术在生物组织器官成像中的应用能力[1]，限制了对组织内部精细结构和功能的研究。生物组织

的不透明性是由不同光学特性的非均质成分造成的，如折射率(Refractive Index, RI)和光吸收率，大多数

生物组织由高折射率的散射粒子，如脂质、蛋白、髓鞘，弹性纤维，以及低折射率的周围介质，如细胞间

质液和细胞质共同组成的。由于每种成分具有不同的折射率，这种非均质物质结构会使入射光发生散射，

限制了光学成像深度[2]，例如，生物组织通常由水基物质、脂质、蛋白质以及许多其他成分组成，三者

的折射率分别约为 1.33、1.46、1.50 [3]。因为光散射和光吸收阻碍了光在组织中的传播，其中：光散射使

光偏离原有的方向，不能径直穿过组织向前方传播；光吸收则会将光能转换为其他形式的能量，导致光

强度的衰弱。 
光透明技术的出现为解决这一难题提供了有效途径，通过降低组织对光的散射，提高光的穿透深度，

从而实现对生物组织更深入、更全面的观察和分析。大量研究已经证明通过引入高渗透性、高折射率、

生物相容性较好的光学透明剂(Optical Clearing Agents, OCAs)能够有效降低生物皮肤组织内的随机光散

射，通过施加光学透明剂之后引起皮肤组织内部的折射率匹配、脱水作用和胶原蛋白解离三大机制能够

实现提升皮下光穿透深度的效果[4]。 
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然而，迄今为止，大多数研究仅限于离体组织。少数能够实现活体组织透明化的研究案例，要么需

要极高浓度(50%以上)的试剂，要么需要较长时间(40 分钟以上)才能生效，且缺乏足够的生物相容性和可

靠重复的可逆操作[5]。这些因素无疑会对生物体产生一系列副作用，因此，这少数几种方法仅适用于皮

肤等浅层组织[6]。 
甘油、果糖作为常见的化学试剂，在生物组织光透明研究中被广泛应用。甘油与果糖作为皮肤光透

明剂，其核心机制均基于胶原解离，即通过分子中的羟基与胶原蛋白特定氨基酸残基(如羟脯氨酸)形成氢

键，竞争性取代胶原表面结合的水分子，从而破坏维持胶原结构稳定的水合层，导致胶原纤维解离、散

射降低，实现光学透明[7]。在高浓度的光透明剂浸泡后，皮肤质量会下降，这一结果表明在透明化过程

中存在通过外流导致的水分流失的现象，以致脱水现象，损伤生物组织[8]。有研究发现：利用在特定波

段有强吸收的分子，通过克莱默–克朗尼格(Kramers-Kronig, K-K)关系改变水介质的折射率，使之与脂质

等成分匹配，从而减少散射，实现活体组织的可逆透明[9]。 
激光散斑衬比成像(Laser Speckle Contrast Imaging, LSCI)作为一种非扫描全场成像技术，具有设备简

单、非侵入性、无需注入造影剂、成像速度快、分辨率高且可长时间连续测量等优势，已被广泛应用于

视网膜、皮肤、脑部等组织和器官的血管直径、血流速度、血流灌注、血流密度等微循环血流参数的测

量[10]。但由于浑浊组织会产生静态散斑，这种静态散斑会掩盖血流的动态信息，降低激光散斑对比成像

的分辨率与对比度，因此该技术的应用仍局限于透明组织[11]。也正因为如此，激光散斑对比成像技术被

用于评估组织光学透明的效果。 
本研究旨在系统探究相同浓度下甘油、果糖、柠檬黄对鸡胸肉的光透明效果。并分别通过 USAF 1951

光学标定板和 LSCI 定量分析三种不同溶液的光透明效果。明确三种试剂光透明效果的差异，并找出对鸡

胸肉光透明效果最佳的试剂，为生物组织光透明技术的发展和应用提供实验依据。 
组织光透明技术作为一种新型的组织学技术。它的出现极大地丰富了组织学研究的手段，为组织学

的研究翻开了新的篇章[8]。提高生物组织的光透明性，能够增强光学成像的穿透深度和分辨率，使研究

人员能够获取更清晰、更准确的组织内部结构和功能信息，为疾病的早期诊断、病情监测和治疗效果评

估提供有力工具。 

2. 材料和方法 

2.1. 光透明材料 

本研究采用甘油、果糖、柠檬黄作为光透明剂。下图 1 显示了它们的化学结构。 
 

 
Figure 1. Chemical structures of glycerol (a), fructose (b), and tartrazine (c) 
图 1. 甘油(a)、果糖(b)和柠檬黄(c)的化学结构 

 
柠檬黄是偶氮类含有磺酸基团和氮氮双键的小分子染料，实验中其透明效果最好。柠檬黄的光透明

效果并非直接吸收散射光，而是通过自身光学特性，借助洛伦兹振子模型描述的响应规律，结合克拉默

斯–克朗尼格关系的因果关联，提升水溶液折射率以匹配组织高折射率成分，最终降低光散射。柠檬黄

在可见光范围内吸收系数极低，吸收系数小于 0.1 cm−1，不会因光吸收导致透过光衰减；同时其化学性质
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稳定，不会被组织内的酶分解，也不会与促渗剂发生反应，适合在体实验。 
洛伦兹振子模型将柠檬黄分子视为“受迫振动的电偶极子”，其核心是描述分子对光的响应，即折

射率的实部 n′和虚部 n′′的变化。基于洛伦兹振子模型和克莱默–克朗尼格关系，强吸收分子溶解于水后，

可改变水相介质的折射率，使其与脂质等组织成分的折射率匹配，从而减少光散射[12]。 

( ) ( )
12

1
20

21 . . 1 dn PV n λλ λ λ λ
λ

−

−∞   
= + −′ ′  π

′
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′


′∫                             (1) 

其中，P.V.为柯西主值，λ为成像波长，λ′为积分波长。柠檬黄在短波长的强吸收 n′′峰值，通过积分计算

会显著提升长波长的 n′。该方程表明，染料的光谱位置、光谱宽度以及吸收强度，均是调控 ( )n λ′ 可实现

变化量的关键参数。 
柠檬黄的尖锐吸收峰位于 428 nm [13]，接近成像用红光波段，根据 K-K 关系，短波长的强吸收会显

著提升长波长的水相折射率。柠檬黄的共振频率低，且吸收峰窄，半高宽为 94 nm，根据洛伦兹模型，这

类分子作为“强振子”，能更高效地通过电子跃迁调节介质的介电常数。 
有研究表明，对于具有多个吸收峰的分子，多振子洛伦兹模型可简化为单振子模型。洛伦兹振子模

型将分子视为“受迫振动的带电粒子系统”，可定量描述分子对光的吸收和色散特性，为筛选高效透明

剂提供关键指标。 
2

2 2
0

p
r i

ω
ε ε

ω ω γω∞= +
− −

                                 (2) 

借助该模型，可将光学透明剂的相对介电常数 rε 与其等离子体频率 pω 和阻尼常数 γ直接关联，对应

着吸收峰半高宽。其中 ω = 2πc/λ (c 为光速)， ε∞ 是高平介电常数， 0ω 是分子共振频率。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 鸡胸肉离体实验 
主要选择果糖(天津市科密欧化学试剂有限公司，AR 分析纯化学实验室用药品 D-果糖，≥99.5%)、甘

油(江西泰馨康实业有限公司，纯甘油 99.7%)、柠檬黄(山东科源生化有限公司，>95%，HPLC)。 
无骨去皮生鸡胸肉购自当地供应商，于−10℃条件下冷冻保存。实验开始前，将冷冻的生鸡胸肉置于

室温下解冻 10 分钟。随后，沿与胶原纤维平行的方向将鸡胸肉切成 2 mm 厚度，以确保每块肉的肌纤维

走向一致。预实验中，分别评估了甘油、果糖及柠檬黄溶液在不同浓度下的光透明效果，并最终确定其

各自的最佳浓度为：6 mol/L、4 mol/L 和 0.6 mol/L。在同一温度下，将鸡胸肉浸泡在这三种溶液中，分别

观察鸡胸肉初始时和浸泡 5 min、10 min、15 min、20 min 的光透明情况。 

2.2.2. 激光㪚斑衬比成像技术 
为评估体内皮肤光学透明的效果，此次实验采用 LSCI 对皮肤血流进行成像。散斑是由受照表面不同

部位反射或散射的光线形成的随机干涉图样。当散射粒子发生移动时，散斑图样会变得模糊[14]。通过在

模糊图像上滑动若干个(N × N)通常(N = 5)的方形窗口进行计算，或是对一系列时间帧中的单个像素展

开分析，即可得到血流灌注图。这两种方法分别被称为激光散斑空间对比分析法和激光散斑时间对比

分析法。 
LSCI 系统的原理图如下图 2所示。实验采用 He-Ne 激光器(波长为 632.8 nm，功率 3 毫瓦)，经 Thorlabs

公司 GBE15-A 的 15X 消色差伽利略扩束器(拥有 400 nm~650 nm 的增透范围)对目标区域进行照射。随

后，1200 万像素的海康工业相机(曝光时间为 5 毫秒)获取被照射区域的影像并传输至搭载 GeForce RTX 
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3090 显卡的计算机进行计算成像。由于激光散斑时间对比度分析法可抑制静态散射的影响，因此研究采

用该方法从原始散斑图像中获取血流分布图。 
 

 
Figure 2. Schematic diagram of the LSCI experimental system 
图 2. LSCI 实验系统示意图 

2.2.3. 小鼠在体实验 
此论文的动物饲养及实验操作均符合《中华人民共和国湖北省实验动物管理条例》。所有小鼠均饲

养在无特定病原体级别的环境中，实验所用的雄性 C57BL/6 小鼠(3~4 周龄)购自三峡大学实验动物中心。 
实验前，通过腹部注射浓度为 1.25%的三溴乙醇(南京安杰优生物科技有限公司) 0.2 mL 对小鼠进

行麻醉处理，每次补注首次注射剂量的 70%，并将麻醉后的小鼠放置在加热垫上维持体温。随后，用

手术剪刀减去小鼠头部的毛，再使用脱毛膏清除残留毛。最后采用胶带剥离法操作 2~3 次，以去除大

鼠皮肤表面的杂质。再剪开小鼠头部的皮肤，对其头部进行激光㪚斑实验。接着将柠檬黄溶液滴到去

皮头部上。 

3. 结果与分析 

3.1. 鸡胸肉离体实验结果分析 

鸡胸肉实验如下图 3 所示，高浓度的甘油和果糖溶液会导致鸡胸肉过度脱水，组织细胞内的水分快

速渗出，细胞内溶质因浓度骤升而析出沉淀，使鸡胸肉纤维的状态从疏松均匀的质地变硬并且凹凸不平。

这种结构变化破坏了组织内部的折射率均匀性，光线通过时发生多次折射，导致透过鸡胸肉观察到的标

定板直线曲折。由柠檬黄溶液浸泡的鸡胸肉的光透明效果最好，并且鸡胸肉没有产生脱水、质地变硬的

现象。 
为定量评价离体鸡胸肉的光透明效果，分别对甘油、果糖、柠檬黄浸泡 20 min 后的鸡胸肉白光图中

的分辨率做了计算：分辨力的大小分别为 22.4 μm、39.3 μm、70.1 μm，光透明效果最好的是柠檬黄，接

着是果糖，最后是甘油。 
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Figure 3. Results of the optical clearing experiment on chicken breast tissue 
图 3. 鸡胸肉光透明实验结果图 

3.2. 小鼠实验结果分析 

实验结果中拍摄的小鼠头部去皮白光图和散斑图以及感兴趣区域(Region Of Interest, ROI)局部放大图

如下图 4 所示。 
 

 
Figure 4. White-light and temporal-contrast images of the in vivo mouse head after scalp removal 
图 4. 在体小鼠头部去皮的白光图和时间衬比图 

3.2.1. 实验前后 CNR 变化 
为定量评价各试剂作用于小鼠皮肤组织后的光透明效果，本文用对比度信噪比(Contrast-to-Noise Ra-

tio, CNR)来评价成像质量的改善[15]，CNR 计算公式如下： 

vess back

2 2
vess vess back back

CNR
f f

µ µ

σ σ

−
=

+
                               (3) 

其中，μvess 和 μback 分别表示构成血管和背景的像素的平均强度； 2
vessσ 和 2

backσ 分别表示构成血管和背景的

像素的强度方差；fvess 和 fback 分别表示图像中被归类为血管和背景的像素占总像素数的比例。分子反映血

管与背景之间的强度差异，分母则是经图像构成比例加权后的图像总噪声度量。 
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ROI 的 CNR 曲线如下图 5 所示，头部去皮组织的对比度噪声比随时间呈显著上升趋势，与成像结果

定性观察一致。这一量化结果直接证明了经过柠檬黄溶液光透明处理后，降低了组织散射，提升了血流

信号的信噪比，进而增强了血管结构的可视化效果。 
 

 
Figure 5. CNR of the ROI 
图 5. ROI 的 CNR 

3.2.2. 实验前后血流灌注量变化 
在散斑分析中，定义衬比度 K 来衡量散斑时间积分后的模糊程度[16]： 

K σ
µ

=                                         (4) 

其中，σ为㪚斑光强的标准差，μ为光强均值。对衬比度值与相对速断关系的研究表明，散斑的衬比度值

是曝光时间 t 的函数： 

( ) ( )
( )( )0222

0

11 1
2 2

c ak t vtcK e e
t ak t v

ττ −−= − = −                          (5) 

其中，t 为图像采集过程中的曝光时间， cτ 表示相关时间， 0k 为激光的波数，比例系数 a 取决于成像区

域颗粒尺寸的洛伦兹长度和散射特性。相关时间 cτ 与散射颗粒的运动速度 v 成反比。进一步，激光㪚斑

测量血流灌注量可表示为[17]： 

( )
2

, ,

d d
l

x y t

R t sQ
K

= ∫∫                                     (6) 

 

 
Figure 6. Blood flow perfusion of the ROI 
图 6. ROI 的血流灌注量 
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ROI 的血流灌注量曲线如上图 6 所示，初始状态时，组织散射较强，光子穿透深度有限，仅能检测

到浅表血管的血流信号，深部血管因散射干扰而信号衰减，导致测得的血流灌注量偏低。随着光透明试

剂渗透，组织折射率匹配度提高，散射系数降低，光子可穿透更深层组织，使得原本被掩盖的深部血管

血流信号被有效采集，表现为血流灌注量的量化值增加。 
血流灌注量的增加与 CNR 的提升呈现同步趋势，且微血管结构清晰度与血流信号强度正相关，表明

灌注量增加是光学成像质量改善的直接结果，而非生理干扰，从而反向验证了光透明试剂仅通过优化光

学环境而非改变血流本身提升成像效果。 

3.2.3. 蒙特卡洛模拟 
本研究观察到小鼠在应用柠檬黄透明剂后，血流灌注量 lQ 呈现显著上升趋势。然而，需深入区分这

一增长是源于“深层信号的真实显露”还是“介质改变导致的算法计算偏差”。首先，组织光透明技术的

核心机制在于通过折射率匹配降低散射系数 μs。 
蒙特卡洛模拟显示(见图 7)，随着 μs 的降低，光子在组织内的平均自由程增大，穿透深度显著提升。

这意味着原本受限于高散射而无法检测到的深层微血管动能信号，能够更有效地穿透皮肤层并携带血流

动力学信息返回传感器。因此，CNR 的提升及灌注量图谱的细节丰富，很大程度上归功于光透明技术打

破了静态散斑对比度的掩盖效应，实现了深层血流信息的有效提取。其次，必须警惕介质光学参数改变

对 LSCI 计算公式(公式(5))中比例系数 α 的影响。由于散斑衬比度 K 的计算高度依赖于光子在组织内的

多重散射统计特性，当组织从强散射介质转变为弱散射介质时，光路分布的变化可能导致即便在血流流

速恒定的情况下，计算出的 K 值也会发生波动，从而引入非生理性的计算偏差。 
 

 
Figure 7. Monte Carlo simulation 
图 7. 蒙特卡洛模拟 

4. 结论 

以 2 mm 厚度鸡胸肉为模型的光透明实验表明：高浓度的甘油与果糖溶液有一定的光透明效果，处

理 20 min 后仅能较明显降低组织光散射，可以实现背景信息的有效穿透，但是会造成生物组织的脱水，

导致鸡胸肉质地变硬；柠檬黄溶液的光透明效率最优，处理 15 min 即可显著提升鸡胸肉透光性，20 min
后可清晰观察到背景标识，其核心机制是柠檬黄通过调节组织内水分折射率，匹配肌肉中蛋白质与脂质
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的光学参数，从而大幅减少光散射。 
将 0.6 mol/L 的柠檬黄溶液应用于小鼠活体散斑实验，结果显示：经柠檬黄处理后，小鼠腹部、头部、

大腿区域的散斑成像对比度提升了成像细节的辨识度并且血流灌注量也有了较明显的增加；该效果源于

柠檬黄对活体组织表皮及浅层真皮的光透明作用，降低了皮肤层对激光的散射干扰，使散斑信号更精准

地反映皮下血流动力学信息。而且，该技术仍面临一些挑战，染料的渗透深度和透明化波长范围有待进

一步提升。此外，该方法目前仅适用于小型啮齿动物，其应用场景仍需拓展。本研究中筛选染料分子的

方法在理论上可以进一步拓展，可以与人工智能和计算模拟相结合[18]，这有希望发现更多适用于不同波

长或不同组织的最佳分子。并且在技术层面上，该方法还可以与光纤、微针穿孔和超声波等物理促渗方

式相结合，以进一步提高组织穿透深度[19]。 
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