
炎症性肠病（inflammatory bowel disease，IBD）主
要包括溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）和克罗

恩病（Crohn’s disease，CD），是一组慢性、复发性、非

特异性肠道炎性疾病［1］。其中，UC以慢性结直肠黏

膜炎症为特征，可从直肠向部分结肠或整个结肠连

续发展，而有 30年病程的UC患者患结肠癌的风险

高达 18%，远高于一般人群［2］。UC病因不明，其诊

断尚无金标准，主要依靠临床表现、内镜下表现、病

理以及对其他疾病尤其是感染性结肠炎的排除［3］。

内镜下活检是诊断UC至关重要的步骤，随机活检

需在肠道4个象限每隔10 cm取1次活检，同时在肠

道狭窄、隆起及颜色变化区域取活检［4］。这一过程

耗时耗力，且易发生穿孔、出血等并发症。近些年

内镜技术迅猛发展，以实时观察黏膜表面结构、血

管形态甚至细胞、亚细胞结构为目标，最大程度实

现对UC的精确观察和靶向活检［4-7］。其中，共聚焦

激光显微内镜（confocal laser endomicroscopy，CLE）
诊断UC的效能已得到广泛认可，通过在体实时提

供与组织病理相似的图像，显示放大近 1 000倍的

黏膜细胞结构，实现“光学活检”［8-10］。

多光子显微成像技术（multiphoton microscopic
imaging，MPM）作为近年来的新兴技术，使用近红外

线波长激发，实现可见光谱内的短波长发射。其在

组织中的散射更少，穿透深度更深，对活体组织损

伤更小，光漂白效应更小，无需外源性荧光剂即可

获得生物组织的高分辨率图像，规避了 CLE的缺

点［11-13］。MPM可用于显示整个消化道黏膜，并能检

测黏膜炎症和异型增生情况［12-14］。但细胞的自体荧

光信号通常比较微弱，需要很高的激发光强才能成
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［摘 要］ 目的：探索莫西沙星辅助多光子显微成像（multiphoton microscopic imaging，MPM）在小鼠溃疡性结肠炎中应用的可

行性，总结结肠炎小鼠MPM辅助诊断特征。方法：将32只Balb/c小鼠随机分为对照组、急性期结肠炎组、缓解期结肠炎组和慢

性期结肠炎组，每组8只，饮用3%葡聚糖硫酸钠溶液建立结肠炎模型，经病理证实各组小鼠均造模成功。对各小鼠结肠组织

行MPM成像，再将同一结肠组织在0.16%莫西沙星溶液中浸泡2 min，再行MPM成像。比较未经莫西沙星处理和经莫西沙星

处理的结肠组织MPM清晰成像所需激发功率以及相同激发功率下未经莫西沙星处理和经莫西沙星处理的MPM图像荧光强

度；比较莫西沙星处理后各模型组结肠组织荧光增强区域所占比例；归纳不同溃疡性结肠炎模型未经莫西沙星处理和经莫西

沙星处理的MPM成像特征。结果：在能看到清晰图像的情况下，未经莫西沙星处理和经莫西沙星处理的对照组小鼠MPM成

像所需的激发光功率分别为（2.78 ± 0.04）mW、（0.28 ± 0.01）mW，两者差异具有统计学意义（P < 0.05）；相同激发功率下，未经

莫西沙星处理和经莫西沙星处理的对照组小鼠MPM平均荧光强度分别为（1 313.99 ± 164.52）a.u.、（3 896.43 ± 87.55）a.u.，两者

差异具有统计学意义（P < 0.05）；经莫西沙星处理的对照组、急性期结肠炎组、缓解期结肠炎组、慢性期结肠炎组的平均荧光增

强区域所占比例分别为（22.4 ± 1.6）%、（7.7 ± 1.0）%、（13.5 ± 1.7）%、（5.0 ± 1.3）%，后 3组与对照组的差异均有统计学意义

（P < 0.05）。莫西沙星可辅助MPM清晰成像组织隐窝开口、腺体结构、相邻腺体间隙和荧光增强区域等。结论：莫西沙星可有

效提高MPM成像效率，并呈现独特的组织功能性鉴别特征，结合多维度的量效和结构特征，可有效鉴别溃疡性结肠炎小鼠。
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像。莫西沙星是一种四代抗生素，具有荧光光敏特

性，国外已有报道其可作为多光子成像辅助试剂，

莫西沙星处理的动物角膜、皮肤、小肠、膀胱的荧光

信号显著增强，所需激发光强显著降低，且清晰显

影［15-19］。目前，国内外尚无莫西沙星作为MPM辅助

策略精确诊断UC的研究报道，因此本研究旨在探

索莫西沙星辅助MPM在小鼠结肠炎中的诊断价值。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

雄性Balb/c小鼠，6~8周，体重 23~25 g，由扬州

大学比较医学中心提供，自由饮水、喂食1周以适应

环境。

1.1.2 MPM成像系统

MPM成像系统由激光共聚焦扫描显微镜（ZE⁃
SIS LSM710 META探测器及Axio正置激光共聚焦

显微镜）和飞秒钛宝石激光器组成，配备有本实验

所用的 20倍物镜（EC Plan⁃Neofluar 20×/0.5），用于

白光下观察结肠腺体形态、聚焦激发光束和收集信

号。激发波长范围 690~1 050 nm，本实验所选激发

波长为720 nm。功率计（PM100D，THORLABS公司，

德国）用来测量激发光功率。发射光可由多个通道收

集，本实验设有两个通道，一个通道波长范围为 430~
480 nm，另一个通道波长范围为 500~550 nm。图

像分辨率为1 024像素×1 024像素，获得每个像素所

需时间仅为 2.56 μs，像素深度为 12 bit。每幅图像

的视野大小为333 μm×333 μm。

1.2 方法

1.2.1 动物分组和结肠炎模型的建立

共 32只Balb/c小鼠，随机分为 4组：对照组、急

性期结肠炎组、缓解期结肠炎组和慢性期结肠炎

组，每组8只。造模方法以文献中总结为基础，稍作

改进［20］：对照组每天正常饮用蒸馏水；急性组连续

7 d 饮用 3% 葡聚糖硫酸钠（dextran sulfate sodium
salt，DSS，分子量：36 000~50 000，上海翊圣生物科

技有限公司）溶液；缓解组连续 7 d饮用 3% DSS 溶

液，然后更换蒸馏水连续饮用 10 d；慢性组连续 7 d
饮用3% DSS 溶液，然后更换蒸馏水连续饮用10 d，
以此为1个周期，连续3个周期。

1.2.2 MPM成像

各组小鼠均在造模结束后 1 d处死，处死前禁

食12 h。以10% 水合氯醛（上海麦克林生化科技有

限公司）0.06 mL/10 g剂量进行麻醉，打开腹腔，取距

肛门4~5 cm处结肠组织，然后破心处死小鼠。取下

的结肠组织沿肠管纵轴剪开，置于0.9%生理盐水中

将黏膜表面冲洗干净。用刀片将结肠组织切成每

块 5 mm×5 mm大小，放入 1.8 mL小瓶分装的Opti⁃
MEM培养液（Gibco公司，美国）中，一起置于盛有碎

冰的泡沫盒。MPM成像时，将结肠组织的黏膜面朝

上置于单凹载玻片，其上覆盖盖玻片，调整参数后

采集图像。再将同一块结肠组织浸泡在 1.8 mL小

瓶分装的 0.16%莫西沙星溶液（广州拜耳医药保健

有限公司）中2 min，后同样进行MPM成像。从处死

小鼠到MPM成像这一过程在2 h内完成。

1.2.3 HE染色

MPM成像结束后将结肠组织放入 10%福尔马

林溶液中固定，脱水透明、浸蜡包埋、脱蜡至水，再

进行HE染色。切片制成后，由一位经验丰富的病

理科医生判断每块结肠组织病理与相应造模组是

否吻合。

1.2.4 MPM图像分析

根据病理诊断结果，找出对应小鼠结肠组织的

MPM图像，剔除其中不清晰、质量较差的图像后进

行分析。

定量分析：①以对照组即正常小鼠为例，从中

随机挑选成像深度为 40 μm、相同激发光强下未经

莫西沙星处理和经莫西沙星处理的MPM图像各

30张，比较两种方式下MPM图像的平均荧光强度；

再从对照组中随机挑选未经莫西沙星处理和经莫

西沙星处理的成像深度为 40 μm处的清晰图像各

30张，比较两种方式下MPM清晰成像所需的激发

光强。②定义荧光增强区域所占比例为荧光增强

区域面积与其所在结肠腺体面积的比值。使用 Im⁃
age J软件计算荧光增强区域面积和结肠腺体面积：

计算荧光增强区域面积时，阈值设置为170（阈值的

最大值为 255），颜色设置为红色，所得红色区域面

积即为荧光增强区域面积；计算结肠腺体面积时，

用画图工具圈出结肠腺体，所圈区域面积即为该结

肠腺体面积。因荧光增强区域特征性存在于经莫

西沙星处理的MPM图像上，而未经莫西沙星处理的

MPM图像未见明显荧光增强区域，因此我们随机挑

选每组小鼠各6张经莫西沙星处理的MPM图像，每

张图像上随机挑选 4个结肠腺体，计算荧光增强区

域所占比例，进行各组间的定量比较。

定性分析：每组均随机挑选未经莫西沙星处理

和经莫西沙星处理的MPM图像各 30张，依据图像

中腺管开口、腺体结构、相邻腺体间隙、荧光信号
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等特点，对未经莫西沙星处理和经莫西沙星处理

的结肠组织所成的MPM图像进行特征性总结。

1.3 统计学方法

通过Microsoft Excel 2013软件生成随机数来挑

选图片。采用SPSS 19.0软件进行统计分析，使用单

因素方差分析中的Dunnett t检验（针对方差齐性数

据）及Tamhane’s T2检验（针对方差不齐数据）进行

组间比较，P ≤ 0.05表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 一般资料

本实验共获得32只Balb/c小鼠的117块结肠组

织，经病理切片证实相应的急性期、缓解期、慢性期

结肠炎小鼠均造模成功。共获得MPM图像 1 076
张，剔除不清晰和模糊图像后，余724张图像作为研

究对象。其中，未经莫西沙星处理的图像380张，经

莫西沙星处理的图像344张。

2.2 荧光强度和激发光强的比较

以正常小鼠为例，成像深度为40 μm，激发光功

率为 2.76 mW时，未经莫西沙星处理和经莫西沙星

处理的MPM图像平均荧光强度分别为（1 313.99 ±
164.52）a.u.、（3 896.43 ± 87.55）a.u.，两者差异有统计

学意义（P < 0.05），后者约为前者的 3倍；能看到清

晰图像的情况下，未经莫西沙星处理和经莫西沙星

处理的MPM成像所需的激发光功率分别为（2.78 ±
0.04）mW、（0.28 ± 0.01）mW，两者差异有统计学意

义（P < 0.05），后者约为前者的1/10。
2.3 荧光增强区域的定量分析

根据荧光增强区域所占比例的定义，得出对照

组、急性组、缓解组、慢性组的平均荧光增强区域所

占比例分别为（22.4 ± 1.6）%、（7.7 ± 1.0）%、（13.5 ±
1.7）%、（5.0 ± 1.3）%。后 3组与对照组的差异均有

统计学意义（P < 0.05），与对照组相比，急性期、缓解

期和慢性期MPM图像上的荧光增强区域所占比例

均减小。

2.4 MPM图像特征总结

结肠隐窝为结肠腺体的基本结构，包括隐窝开

口及其周围的腺上皮。通过分析对照、急性期、缓

解期和慢性期结肠炎小鼠的MPM图像，从隐窝开

口、腺体结构、相邻腺体间隙、荧光增强区域所占比

例这几个角度对未经莫西沙星处理和经莫西沙星

处理的MPM图像特征进行总结。

2.4.1 未经莫西沙星处理的MPM图像特征

正常小鼠结肠的隐窝开口呈圆形或近似圆形，

腺体结构完整，排列均匀一致，相邻腺体间隙很小

且均匀；急性期结肠炎小鼠结肠的隐窝数量明显减

少，隐窝开口拉长呈杆状，部分隐窝融合，开口呈长

条状，腺体拉长呈椭圆形，部分腺体上皮破坏、结构

不完整，腺体排列不规则，相邻腺体间隙明显增大；

缓解期结肠炎小鼠结肠的隐窝开口扩张或稍拉长

呈杆状，腺体增大呈圆形或椭圆形，腺体结构基本

完整，偶见腺上皮破坏，腺体排列稍规则，相邻腺体

间隙不一致、稍增大；慢性期结肠炎小鼠结肠的隐

窝开口形态不一，或呈分支状，或呈杆状，腺体形态

不一，部分腺体扭曲、呈分支状，腺体排列不规则，

相邻腺体间隙不一致，可有增大（图1）。
2.4.2 经莫西沙星处理的MPM图像特征

经莫西沙星处理的各组小鼠MPM图像上隐窝

开口、腺体结构、相邻腺体间隙特征与未经莫西沙

星处理的小鼠相似，但经莫西沙星处理后的MPM图

像具有特征性荧光增强区域，总结如下：①正常小

鼠结肠的荧光增强区域以隐窝开口为中心，呈“菊

花状”分布，排列均匀；②急性期结肠炎小鼠结肠的

荧光增强区域在腺体上的分布不一致，排列不均

匀，荧光增强区域所占比例减小；③缓解期结肠炎

小鼠结肠的荧光增强区域以隐窝开口为中心，呈

“菊花状”分布，排列较均匀，但荧光增强区域所占

比例减小；④慢性期结肠炎小鼠结肠的荧光增强区

域明显减少，分布及排列不规则，荧光增强区域所

占比例减小（图1）。
3 讨 论

UC是以复发和缓解交替、病变局限于结直肠黏

膜层及黏膜下层为特征的免疫紊乱性疾病，其在中

国的发病率正处于稳步上升阶段［3，21］。据报道，结

肠癌已成为 15% IBD患者的主要死亡原因，通常遵

循“炎症—不典型增生—癌症”通路［2，4］。内镜在UC
诊断中发挥着重要作用，但普通白光内镜下对UC
患者的随机活检所取组织块数较多、效率低下，因

此近年来快速发展的内镜技术如色素内镜（chromo⁃
endoscopy，CE）、窄带成像内镜（narrow band imag⁃
ing，NBI）、细胞内镜（endocytoscopy）、CLE等能更精

确、有效地评估黏膜炎症和不典型增生［4-7］。CE和

NBI能够精确评估黏膜炎症，但在评估UC复发和对

药物治疗反应方面能力较差；细胞内镜和CLE均能

实时提供肠道黏膜的病理评估，但细胞内镜仅能达

到 50 μm的表浅黏膜厚度。CLE可有效评价UC的

炎症严重程度、复发和黏膜愈合情况，其为单光子
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白色三角为隐窝开口，白色箭头为结肠腺体，红色箭头为荧光增强区域。

图1 各组结肠组织未经莫西沙星处理和经莫西沙星处理的MPM图像特征（×200）

正常小鼠结肠 急性期结肠炎 缓解期结肠炎 慢性期结肠炎

短波长激发，通过针孔收集和调节组织的反射光实

时在体获得放大 1 000倍的生物组织图像。但CLE
的弊端同样不可忽视：光散射较多使得组织成像深

度有限（250 μm）；光毒性和光漂白效应易损伤组织

细胞；需使用外源性荧光剂等［4，7，13］。

MPM是一种新兴的成像技术，已在体外人类和

小鼠的结肠黏膜炎症中得到初步应用［13-14，22］。其原

理是以双光子、长波长激发，在组织中的散射远少

于CLE所用的短波长光，可获得较深的成像深度；

多光子效应仅聚焦于焦平面的点区域，组织的荧光

信号收集无需共聚焦针孔调节，可达到更好的信噪

比，图像对比度尤其是深层组织成像得到改善。但

MPM最大的优势体现在“无标记”组织成像：通过检

测细胞中内源性分子NADH或FAD的自体荧光（two
⁃photon excited autofluorescence，TPEF）信号和胶原

纤维等非对称结构的二次谐波（second harmonic
generation，SHG）信号，无需外源性荧光标记即可提

供生物组织的结构信息［13，22］。虽有如此多的优点，

但MPM仅能提供组织的结构特征而缺乏对功能的

判断，且 TPEF信号微弱、成像所需的激发光强较

大，因此寻找能提高诊断效益、能从功能学和结构

学角度实现对组织多维度诊断的方法辅助MPM成

像显得极为重要。

莫西沙星是第四代喹诺酮类药物，通过抑制

螺旋酶和拓扑异构酶Ⅳ的活性，阻止革兰阳性和

革兰阴性细菌的DNA复制［23］，可用于预防和治疗

眼部、皮肤、呼吸道等一系列细菌感染。莫西沙星

具有较高的亲脂性和亲水性，能很好地渗透到组

织中，且在细胞内浓度高于细胞外［24］。本实验所

用的莫西沙星溶液即拜复乐注射液，为临床常用

的治疗药物，但使用的一个重要不良反应便是光

过敏性，可能与莫西沙星具有荧光光敏特性有

关。近期已有研究证实莫西沙星可作为MPM成像

的显影剂，清楚显示动物的角膜、皮肤、小肠和膀

胱［15-19］，与自体荧光相比，所需激发光功率降低至

原先的 1/4~1/2，细胞内荧光信号强度增大至原先
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的 7~14倍［16］。

在前期实验中，我们为探索莫西沙星处理结肠

组织的最佳时间，设置了 1、2、5、10、20 min这几个

时间点，发现莫西沙星浸染 2 min的结肠组织MPM
成像清晰度及对比度均较高，且无曝光过度现象，

因此选择2 min作为本实验莫西沙星浸染结肠组织

的时间。经证实，莫西沙星溶液处理过的小鼠正常

及炎症结肠组织经MPM成像后均能清晰显示结肠

腺体结构，较未经莫西沙星处理的结肠组织而言，

所需激发光功率降至 1/10而细胞内荧光信号强度

增大至3倍左右。经莫西沙星处理的结肠组织成像

最显著的特征是存在特定的荧光增强区域，先前一

项研究发现莫西沙星处理过的正常小鼠小肠组织

同样存在这样的荧光增强区域，并证明了该区域为

潘氏细胞［18］，而潘氏细胞为存在于小肠组织的分泌

细胞；因此，我们猜测小鼠结肠中的荧光增强区域

可能也是一种分泌细胞。急性和慢性炎症状态下，

此分泌细胞数量减少、功能降低，而慢性期结肠组

织可能损毁更重，导致慢性期荧光增强区域所占

比例小于急性期；缓解期结肠组织可能处于向正

常结肠组织恢复的阶段，此分泌细胞的功能也在

恢复，因而缓解期荧光增强区域所占比例相对较

大。由此，我们发现莫西沙星辅助MPM成像可作

为判断结肠功能的方法，能够根据荧光增强区域

这一特征区别正常小鼠和炎症小鼠的不同阶段。

此外，莫西沙星可以标记结肠组织中的大多数细

胞，无特异性，只是荧光信号强度不同，而未经莫

西沙星处理、仅靠自身荧光经MPM成像的结肠组

织相对而言可以分清上皮细胞、细胞核等结构，因

此可将经莫西沙星处理和未经莫西沙星处理的

MPM图像结合，从腺体结构与功能两个角度区分

正常小鼠和炎症小鼠。在之后的实验中，我们将

以病理为金标准，判断本文总结的MPM成像特征

的诊断效能。如果莫西沙星辅助MPM成像能够在

临床中应用，可对UC患者的疾病周期做出精确评

估，从而减少内镜下活检、提高诊断效能，并根据

不同疾病周期调整给药剂量，更好地达到UC的黏

膜愈合。

莫西沙星可有效提高MPM成像效率，并呈现独

特的组织功能性鉴别特征，结合多维度的量效和结

构特征，可精确诊断区别小鼠生理病理状态。随着

内镜成像技术的迅速发展，如果莫西沙星辅助MPM
成像能够在临床中应用，可精确评估溃疡性结肠炎

患者的疾病周期，从而减少内镜下活检、提高诊断

效能、更好地指导UC患者的用药方案。
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