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光学相干成像结合反射光谱技术对小鼠烫伤模型的评估
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摘 � 要 � 光学相干层析成像( OCT )和反射光谱技术用于精确地评估小鼠烫伤模型。在相同作用时间不同温
度下, 皮肤厚度呈线性增加; 皮下肌肉组织拟合吸收系数和斜率呈 V 字型变化, 在 80 � 时, 处在最低处;

在 65~ 85 � 时, 光谱一次微商的波峰与波谷明显分离, 85 � 之后这种能力逐渐减弱; 色坐标值中, 红色数
值在 60~ 70 � 和 90~ 95 � 两个温度之间急剧减小, 代表绿色数值一直缓慢减小, 而蓝色数值增加。相同温

度不同热作用时间下, 皮肤的厚度略微减小; 拟合吸收系数在热作用少于 20 s 时间内数值较大, 在 30 s 后

数值较小; 构造的斜率变化很小; 色坐标值在作用时间超过 20 s 时, 变得相对稳定。以上参数主要发生在作

用时间为 10 s, 超过这个时间, 变化相对很小。这些变化能够反映出皮肤和皮下组织在热作用下, 充血带、

水肿瘀滞带和凝固带的形成和转化。这两种技术结合能够为临床提供一种实时的、低消费的、非侵入的在体

的烫伤检测的新的光学活检手段。
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引 � 言

� � 烫伤在医院急诊部门是一种常见的病患。对于深度烫伤

的患者来说, 及时的治疗对病人的生存显得极为重要。较早

地对焦痂部位的切除和移植能够减少病人的死亡率。然而,

供体的缺少、简化手术操作的潜在的优势以及减小供体的表

面积促使用于愈合严重烫伤患者的精巧设计的皮肤替代品的

产生和发展。例如培养上皮自体移植片层[ 1, 2]、皮肤替代

物[3, 4]等。建立动物模型是烫伤外科领域基础和应用研究中

一种极为重要的实验方法和手段, 以科学、准确地认识烫伤

后机体各系统及局部创面的发展演变规律, 并探索针对性的

预防治疗措施。根据动物的解剖生理特点和实验要求, 本文

实验研究了小鼠的烧伤形成机制。

热力烧伤的病理变化与热量在皮肤内的分布相关。短暂

的高温或者较长时间的低热可引起相似的损伤。由于皮肤是

良好的绝热材料, 大多数烧伤仅累及表皮(一度烧伤)或者部

分真皮(二度烧伤) , 只有较长时间的接触才会使烧伤侵及整

个真皮层(三度烧伤) , 或者超过真皮层而深达脂肪、肌肉和

骨骼(四度烧伤) [ 5]。Jackson 对烧伤组织病理学损伤描述为

三个带: 凝固带(焦痂或者坏死)是最接近热源的区域, 此带

内的组织完全坏死或者出现蛋白严重变性, 被认为是持续不

可逆转的损伤; 凝固带的下方即水肿淤滞带, 大分子中度变

性、血流缓慢。此带的水肿淤滞归因于毛细血管渗漏和细胞

膜破坏; 此区以下是充血带, 此区血流逐渐加速, 在大约伤

后 7 天特别明显。随着淤滞带变成坏死, 尤其是创面感染或

者创区血供不良时, 浅表的烧伤在 48~ 72 h 期间可能加

深[ 6]。

病人的康复情况与烫伤的程度、病人的年龄以及体制有

关, 致伤深度是决定患者能否生存基本因素, 也是决定病人

的机体功能和外观的主要因素。因此对烫伤深度的准确的评

估和确定, 显得尤为重要。烫伤深度是一个动态的过程, 随

着观测时间的不同, 对于局部创面的护理会影响烫伤部位的

外观。这些因素对准确确定创面部位的情况有很大的影响。

因此, 研发高精确度的检测技术与元件一直是比较活跃的技

术领域。活体组织切片检查、超声技术和染色技术等对检测

细胞的死亡和胶原蛋白的破坏上体现出良好的优势[ 7-9] ; 荧

光素、多普勒血流仪技术和温度记录仪技术等在测量血液流

速上展示出较强的能力[ 8-10] ; 核磁共振成像技术能够很好地

评估象水肿等身体的变化[ 11]。本研究采用了 OCT 结合可见



近红外反射光谱技术对小鼠烫伤模型进行研究, 借助于

OCT 对创面断层扫面成像与光纤光谱技术对皮肤微循环血

氧含量的变化和皮肤颜色进行同时检测, 实现了在体的、实

时的、直接的评估, 为烫伤研究提供一种立体的评估方式。

1 � 实验方法

1� 1 � 材料准备

由中山大学动物养殖中心购买近交系 BALB/ C 雌鼠 48

只, 体重( 28 � 2) g , 采用 0� 9%生理盐水制备的 20% 乌拉坦

腹腔注射麻醉; 在背部下侧, 用 70%的酒精溶液配制 8%硫

化钠溶液脱毛, 不擦伤皮肤。按照平常的饲养, 24 h 后进行

实验。

恒温的获得: 在数字显示恒温水浴锅中放置一个自制的

金属接触装置, 用于接触脱毛的部位, 形成烫伤创面。锅中

水的温度从室温加热至60~ 95 � , 间隔 5 � 。期间以温度计

的测量为准, 误差 � � 0� 5 � 。
1� 2 � OCT技术

本实验采用 OCT 系统, 光源中心波长是 1 300 nm, 光

源的光谱宽度约 50 nm, 成像深度达 1~ 3 mm、纵向分辨率

10~ 15�m、横向分辨率 25 �m、成像速度每幅 1 s、系统信

噪比 100 dB, 应用 Lab View 编写软件操作平台。光源出来

的光经过 2� 2 耦合器分别通过样品臂和参考臂照射样品和
反射镜, 样品的反射光与参考臂的反射镜反射光在耦合器中

汇合, 两臂光程差在一个相干长度内满足干涉条件。干涉信

号输出到探测器, 信号的强度对应样品的反射强度, 经过解

调电路的处理, 最后由 A/ D 卡采集到计算机进行灰度成像。

OCT 的系统原理如图 1( a)。

Fig� 1 � ( a) schematic of the OCT system and (b) schematic of reflection spectrum system

1� 3 � 可见近红外反射光谱技术

美国 Ocean Optics 公司的光纤光谱仪, 采用对称式 Cz-

erny-Turner光路设计, 输入焦距为 44 mm, 输出焦距为 68

mm, 包括光纤接头、准直镜、衍射光栅、聚焦镜和 Toshiba

TCD1304AP 型 3 648 像素线阵 CCD 探测器, 测量范围是

200~ 1 100 nm, 最高分辨率为 0� 3 nm, 提供 USB2� 0 接口。
采用直流 12 V 电源供电的卤灯光源产生的光谱带 , 通过光

纤产生入射光线, 照射到检测部位, 再由接收光纤传输至光

谱仪, 最后在计算机的软件上实现光谱的存储和处理。其结

构原理如图 1( b)。

1� 4 � 测量
测量共计 12 组, 每组 4 只小鼠。正常体温 1 组; 温度条

件下 8 组; 时间条件下 4 组。在每只老鼠的脱毛部位分别取

4 个不同的位置, 于相同的位置进行 OCT 扫描和取反射光

谱, 获得数据。使用 Origin 8� 0 进行数据处理, 并用 Photo-

shop 7� 0处理图片。

2 � 结果和讨论

� � 皮肤由表皮和真皮构成。真皮下面主要是疏松结缔组织

构成的皮下组织。真皮位于表皮下面, 主要由胶原纤维和弹

性纤维交织构成, 并含有从表皮陷入的毛发和腺体, 以及从

深层来的血管、淋巴管、神经及末梢[ 12]。对皮肤和皮下组织

进行扫描, OCT 断层扫描图像如图 2( a )和( b)。图 2( a)显

示, 皮肤和皮下结构可以清晰得出 a, b 和 c 分别对应皮肤、

浅筋膜和皮下肌肉组。图 2( b)展示了 OCT 图像随着扫描深

度的灰度值分布, 与图 2( a)相对应, 同样可以清晰得到三层

结构的分布。另外, 在一定温度和时间的作用下, 热作用导

致了蛋白质结构发生了变性, 引起体液对在受热部位的富

集, 产生水肿瘀滞带。这样的变化会对机体的折射率产生影

响, 影响反射光强度, 在 OCT 图像上显示出差异。

� � OCT 扫描图像灰度值反映的是反射光强度的强弱, 与

反射点的组织特性有关。蛋白质变性的极限温度是 70 � ,
而且发生变性时间过程是很短的[ 13, 14]。热作用会引起皮肤

微观结构发生变化。从图 3( a)可以看到: 在相同的热作用时

间, 皮肤的厚度随着温度的增加而增大, 在温度超过 85 �
时, 皮肤的厚度有所减小。我们认为皮肤层形成了凝固带。

从图 3( b)可以看到: 在温度为 90 � 时, 随着热作用时间增
加, 超过 20 s, 组织中的水肿瘀滞带向凝固带转化, 真皮的

厚度呈减小的趋势, 但厚度变化的幅度很小。

� � 为研究皮下肌肉组织受到热作用的情况, 我们对肌肉组
织的灰度值分布进行了拟合。采用朗玻-比尔吸收定律: I =

I 0 e- K l 得到了拟合的吸收系数的变化, 如图 4( a)和( b)。吸收

系数 K , 仅取决于吸收物质的特性, 与深度无关。蛋白质的

变性温度相对比较低, 而且速度也比较快。变性的蛋白质能

够改变组织的微观结构 , 影响组织的物理性质。在作用时间

为 20 s 条件下, 在图 4( a)中, 吸收系数 K 呈� V�字形。80 �

是肌肉组织形成凝固带的临界温度。从 60~ 80 � 的增温过
程中, 吸收系数减小; 而在 80~ 90 � 的范围内, 吸收系数增

加。我们认为温度 60~ 80 � 时, 皮肤中形成了水肿瘀滞带相
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对较厚, 凝固带较薄, 组织的吸收系数较小; 温度高于 80

� , 形成的凝固带变厚, 组织吸收增大。在温度为 90 � 的情

况下, 热作用时间在 20 s 前后, 吸收系数变化比较大, 如图

4( b)所示。我们认为皮肤完全发展成为现凝固带。皮肤是传

热系数低的介质, 只有在温度较高和热作用时间相对较长条

件下, 皮下肌肉组织的蛋白结构才能发生变性。因为在烫伤

部位的热量在组织中会发生弥散作用, 在创面感染或者创区

血供不良时, 水肿瘀滞带发生坏死, 延展成凝固带[15]。

Fig� 2 � ( a) OCT scanning image of mice model: a, b, and c are epidermis and dermis, superf icial fascia, and

subcutaneous tissue, respectively; ( b) the grey value with scanning depth corresponding to the marks of (a)

Fig� 3� Changes of derma depth measured by OCT

( a) : T em perature condit ions; ( b) : Tim e condit ions

Fig� 4 � Changes of the fitting absorption coef ficients of subcutaneous tissue

( a) : T em perature condit ions; ( b) : Tim e condit ions

� � 热损伤导致微循环区的血管出现了血栓或者血管闭合的

现象, 影响到血液流动, 血氧蛋白携氧发生异常[16]。在与

OCT 检测相同的部位, 可见近红外反射光谱技术用于反映

反射强度变化。在 200~ 350 nm 和 950~ 1 100 nm 范围内,
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噪声很大, 我们忽略对这两个范围的研究。主要分析 350~

950 nm 范围的光谱。在热作用下, 545 和 575 nm 附近的血

红蛋白的特征峰强度发生变化。这些变化可以反映皮肤中血

流变化的情况。为了详细地说明在这两个特征峰之间光谱范

围内的变化, 对 500~ 650 nm 范围的谱线进行了一次微商计

算和构造了斜率 g 分布两种方案。其中, 斜率 g 定义为在

545 和 575 nm 反射强度的差与两者波长差的比值 : g =

I 575 - I 545
��

��= 575 nm- 545 nm= 30 nm, 如图 5( a)所示。

500~ 650 nm 光谱带的强度作为反映血液中的含氧血红

蛋白特征峰带。在不同的条件下, 这个光谱带的波形大体相

似。为了能够细致地反映这个光谱带的变化, 我们对此光谱

带作了一次微分运算。在作用时间为20 s 情况下, 在 65~ 85

� 之间, 500~ 650 nm 光谱的一次微分形式, 变现出的波峰

与波谷强度能够作为区分热作用对组织影响的特征, 见图 5

( b)。在作用温度相同的情况, 作用时间少于 20 s, 同样, 此

光谱带的一次微商有相似的特征, 如图 5( c)所示。由于热作

用致使皮肤中先产生充血带, 充血带中血液流速加快。充血

带中的含氧血红蛋白的含量高于正常皮肤中的含量。这样在

70 � 附近, 特征峰带一次微商表现出与常温下的区别。随着

温度的身高或者作用时间的增加, 充血带向水肿瘀滞带转化

并延伸, 以及水肿瘀滞带向凝固带的转化, 才会有图 5( b)中

超过 85 � 和图 5( c)中作用时间长于 30 s 时, 一次微商的表

现。组织在这两个带的共同作用下, 含氧血红蛋白的反射光

谱强度才能够表征热作用对皮肤的影响。

� � 另外, 构造的斜率, 可以用于描绘含氧血红蛋白特征峰

的变化。在热作用为 20 s 的条件下, 斜率处在- 0� 04~ -

0� 10之间, 说明了 575 nm 处的强度要大于 545 nm 的强度。

随着温度的升高, 两者的强度的差距是先增大后减小。斜率

的变化呈� V�字型, 最低点出现在 80 � 。在80 � 时, 两个特

征峰的反射强度相差最大。这一结果与 OCT 检测皮肤厚度

的变化, 极为相似。在 90 � 的条件下, 斜率在小幅度的变

化。这样的变化, 进一步显示了出了组织中毛细血管网受热

作用的影响, 如图 6。

Fig� 5� Reflective spectrum of mice skin at the band of 350~ 950 nm ( a) , and the f irst derivative in 500~ 650 nm

( b) : Temperatur e condit ions; ( c) : Tim e condit ions

Fig� 6� Gradients based on the difference of intensities at 545 and 575 nm and the wave length difference

( a) : T em perature condit ions; ( b) : Tim e condit ions

� � 反射光谱仪提供了采用 CIE1976 标准中的 RGB 颜色参

数。这三种光的颜色参数可以通过求取色坐标( x , y , z )获

得。表征光所照射的物体表面的颜色经过量化, 可以避免目

测所带来的误差。在软件的界面上, 色坐标值与反射光谱同

时读取, 同步保存。影响色坐标有多种因素, 其中血喉素在

热作用下的变化, 能够影响皮肤的颜色。在本实验中, 在同

一时间不同温度和同一温度不同时间两种条件下, 色坐标三

维分布如图 7 所示。在图 7( a)中, 表示绿色值的 y 基本保持

稳定, 在 60 � 红蓝颜色呈负相关的变化, 20 s 热作用下 , 与

体温时相比, 红颜色值减小, 蓝色值增加。而在 65~ 85 � 的

范围内, 色坐标值稳定集中。在 90 � 以上, 蓝颜色值增加,
红、绿颜色值减小。而在图 7( b)中, 10~ 20 s 内, 红蓝变化

剧烈, 20 s 之后的热作用时间, 红绿蓝三色的变化不大。随

着温度或者热作用时间的增加, 组织的蛋白结构发生了变

性, 出现了凝固带和水肿瘀滞带, 以及毛细血管网出现了异

常, 造成了皮肤的色坐标发生了变化。
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Fig� 7 � Changes of tristimulus color parameters, x, y and z denoted red, green and blue respectively

( b) : Temperatur e condit ions; ( c) : Tim e condit ions

3 � 结 � 论

� � OCT 技术能够直观地给出小鼠皮肤和皮下组织的纵向

断层扫描图像来表征皮肤和皮下组织的受热变化情况, 反射

光谱技术能够反映血氧蛋白的特征谱带在热作用下的变化。

根据这两个指标, 我们得到了温度对皮肤和皮下组织的影

响。如果将这两种手段结合应用于烫伤临床, 充分发挥这两

种仪器的简单的灵活的操作, 以避免目测的误差, 这种综合

的技术能够给临床诊断带来了直观的、实时的、低价位的、

非侵入的光学活检测技术手段。
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Mice Scald Model Investigated by OCT Combined with Reflection
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Abstract � OCT combined w ith reflective spectrum w as emplo yed to precisely evaluate the mice scald model. U nder the conditions

that the temperatur e incr eased by 5 � f rom 60 to 95 � w ith 20 s thermal effect, the cut is depth linearly increased. The fitting

absorption parameters and t he g radients show ed the V tr ends. Wave peaks of first o rder differ ential w ere leg ible fr om 65 to 85

� , then w ave peaks became wo rse over 85 � . At co lo r coordinates, r ed va lue decreased severely fr om 65 t o 85 � and fr om 90

to 95 � , g reen value continuously decreased, but blue va lue incr eased. Under the conditions that therma l effect time incr eased

from 10 to 40 s at 90 � , the main changes o f above factor s happened at about 20 s, and aft er 20 s effect t ime the change of t hese
facto rs was weak. These factor s could reflect the form and prog r esses o f zones of coagulation, injur y of cutis and hypodermis. So

OCT combined w ith reflection spect rum could pr ov ide a novel method that can be applied fo r the r ea-l time, low-cost, in v ivo and

noninvasive optical biopsy on scald.
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