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全视场光学相干层析技术的角膜高分辨率成像

肖鹏1，Viacheslav Mazlin2，袁进1

(1. 中山大学中山眼科中心，广州 510060；2. 朗之万研究所，法国 巴黎)

[摘　要]	 目的：针对活体共聚焦显微镜(in vivo confocal microscopy，IVCM)和传统光学相干层析技术(optical 

coherence tomography，OCT)在人眼角膜成像各自存在成像视野小或无法细胞成像的限制，开发具

有高分辨率的非接触全视场光学相干层析系统(full-field optical coherence tomography，FFOCT)，

实现活体人眼角膜细胞结构FFOCT成像。方法：FFOCT系统采用高数值孔径干燥显微物镜及高速

面阵相机，使用双相位调制图像处理方法，实现系统高速高分辨率非接触成像。利用系统对健康

人眼进行角膜各深度层的活体FFOCT成像验证其可行性。结果：本研究团队研发了FFOCT的新型

活体人眼角膜高分辨率成像系统，实现理论平面成像分辨率1.7 μm，成像视野1.26 mm×1.26 mm，

成像速率达275帧/s。利用该系统对正常活体人眼角膜成像实验，在非接触情况下获取了角膜各主

要结构层的高分辨率结构影像。结论：FFOCT高分辨率活体人眼角膜成像系统兼具了传统OCT的

非接触、大成像视野及IVCM的细胞级别平面分辨率的优势，将为角膜疾病的研究及临床诊疗提供

全新的成像分析技术。
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Abstract Objective: Due to the limitations of small imaging field of view of in vivo confocal microscopy (IVCM) or the 

incapability of cellular imaging of traditional optical coherence tomography (OCT) in human corneal imaging, 

this study was designed to develop a novel high-resolution in vivo human corneal imaging system based on full-

field OCT (FFOCT). Methods: The FFOCT system utilized a high numerical aperture air immersion microscope 

objective and a high-speed area array CMOS camera with two-phase modulation image processing algorithm to 

achieve high-speed high-resolution non-contact imaging of human cornea. To verify its feasibility, in vivo cornea 
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角膜是位于眼球最前端的光学透明组织，是

清晰视觉形成的前提与基础。角膜疾病是全球主要

的致盲性眼病，每年造成150万~200万人失明，且

90%以上的受影响人口生活在发展中国家[1-3]。角膜

疾病严重影响人民群众的眼健康和生活质量，是

涉及民生的重大公共卫生问题和社会问题。角膜

成像技术通过提供角膜的结构和功能图像，能够

帮助临床医生获取更全面的疾病信息，在角膜疾

病的诊断和治疗中具有无可取代的作用。发展高

分辨率活体角膜成像技术，对角膜细胞结构进行

更精准有效的分析，是眼科学及影像学交叉领域

的重要研究问题。

目 前 ， 应 用 在 临 床 活 体 角 膜 检 测 的 传 统

成 像 技 术 主 要 有 裂 隙 灯 生 物 显 微 镜 ( s l i t  l a m p 
biomicroscopy，SLB)，活体共聚焦显微镜(in v ivo 
c o n f o c a l  m i c ro s c o p y， I VC M)和光学相干层析技

术(optical  coherence tomography，OCT)等。SLB
是角膜临床活体检测时最常使用的非接触性成像

设备，通过调节焦点和光源宽窄，形成“光学切

面”，能用于观察表浅及深层的角膜病变。但是

受制于光学成像原理和放大倍率，SLB的成像分辨

率有限，无法观测到角膜的细胞结构 [4]。IVCM是

一种逐点扫描并利用空间针孔调制来去除样品非

焦点平面的散射光以提高光学分辨率和视觉对比

度的临床角膜活体成像方法，它具有的微米级别

高平面分辨率足以观察角膜组织中的单个细胞甚

至细胞核 [5-7]。然而，受设备扫描速率和眼球运动

的限制，IVCM在活体角膜高分辨率成像中的成像

视野非常有限，一般不超过400 μm×400 μm。OCT
是20世纪90年代初发展起来的一种新型断层成像

技 术 [ 8 - 9 ]。 它 利 用 不 同 组 织 结 构 对 光 的 反 射 率 不

同，使用近红外弱相干光照射待测组织，依据光

的相干性产生干涉来获得组织的断层图像，从而

获得组织的内部结构形态。O CT具有非接触性、

快速成像、高探测灵敏度等特点，在角膜疾病的

基 础 研 究 、 临 床 诊 断 、 鉴 别 诊 断 和 疗 效 跟 踪 观 
察 [10-14]等方面被广泛应用。然而，由于传统O CT
是通过检测沿光轴景深各点反射的信号来获取图

像，为保证足够的成像深度，O CT一般采用数值

孔径较小的显微物镜，因此传统O CT在提供具有

高轴向分辨率的横断面图像的同时，无法提供具

有高平面分辨率的细胞平面(en face)结构图像[9]。

全视场光学相干层析技术 (f u l l - f i e l d  o p t i c a l 
coherence tomography，FFOCT)是OCT的一种变

体。FFO CT使用宽带空间非相干光源(LED等)，

通过光学相干切片功能检测给定深度相干平面的

反射信号，利用面阵相机(CCD/CMOS camera)直

接获得大视野的二维平面图像，通过对样本沿深

度进行扫描获取三维图像 [15-16]。FFO CT成像技术

结合了传统O CT的非接触三维成像、大成像视野

和高轴向分辨率的优势以及IVCM的高平面分辨率

的特点。随着技术的发展和对原始仪器的改进，

F F O C T 已 经 显 示 出 了 超 越 很 多 飞 秒 激 光 系 统 的

分辨能力 [17]。前期研究 [18]结果证明：由于使用了

空间非相干光源，FFOCT的空间分辨率不受几何

相差的影响，而只降低系统的成像信噪比。随着

现代医学及影像技术的发展，眼科学基础研究和

角膜疾病的临床诊疗对角膜成像技术的需求正从

传统形态结构成像向高分辨率结构及功能成像过

渡。将FFOCT应用到活体角膜成像中，将能实现

角膜的非接触性、大成像视野、高分辨率细胞成

像，提供更丰富、更全面的高分辨率角膜结构和

功能的信息，使医生在角膜疾病的精确诊断、精

准治疗及深入的病因病理研究方面的追求得以更

好的实现。

本研究针对当前角膜成像的重大需求及高分

辨率活体成像技术研究的发展趋势，创新性设计

并构建活体角膜成像高分辨率FFOCT系统，采用

imaging at different depth was performed on a healthy human subject. Results: The FFOCT system achieved a 

theoretical lateral imaging resolution of 1.7 μm, an imaging field of view of 1.26 mm×1.26 mm, and an imaging rate 

of 275 Hz/s. High-resolution FFOCT images of the main structural layers of cornea were achieved by imaging a 

healthy human cornea in vivo with this system in a non-contact way. Conclusion: The FFOCT human corneal 

imaging system combines the advantages of the non-contractness and the large imaging field of view of traditional 

OCT with the cellular lateral resolution of IVCM, potentially providing a new imaging system for the research and 

clinical diagnosis and treatment of corneal diseases.
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高数值孔径显微物镜及高速面阵相机，实现细胞

级别成像分辨率及大成像视野。通过对健康人眼

活体角膜进行高分辨率FFOCT成像，验证其临床

应用价值，为开发新一代活体高分辨率角膜成像

平台奠定基础。

1  对象与方法

1.1  对象

为验证FFO CT系统在活体人眼角膜成像中的

质量，我们使用设备对1位27岁健康男性志愿受试

者的角膜进行了活体角膜FFOCT成像实验。受试

者自愿签署知情同意书，所有程序符合赫尔辛基宣

言(1983年)。本研究内容已获得法国人事保护委员

会CPP(Comité de Protection de Personnes) Sud-Est III 
de Bron和国家药品和健康产品安全局ANSM(Agence 
Nationale de Sécurité du Médicament et des Produits 
de Santé)批准(批准号：2019-A00942-55)。FFOCT
成像实验前，对受试者进行了包括裂隙灯观察、眼

压测量等常规的眼科检查。FFOCT成像时，受试

者将下颌固定于颌托上，上额紧贴额托，非成像眼

注视视标，保持稳定。通过调节设备高度及成像

位置，分别对受试者角膜中央各深度进行FFOCT
图像采集。相机采集频率设定为550 fps，每个成像

深度通过双相位调制模式采集10张FFOCT图像。

完成采集后，10张FFO CT图像通过ImageJ的图像

配准插件 [19]进行眼动导致的平面抖动配准、叠加

平均后获得最终的活体角膜FFOCT图像。为了和

所采集FFOCT影像作对比，我们利用接触式IVCM
设备(HRT II with Rostock cornea module; Heidelberg 
Engineering，GmbH)采集了受试者角膜中央不同深

度的IVCM影像。

1.2  方法

1.2.1  FFOCT 活体人眼角膜成像系统光学设计

如 图 1 所 示 ， F F O C T 活 体 人 眼 角 膜 高 分 辨

率 成 像 系 统 是 基 于 林 尼 克 干 涉 仪 的 显 微 镜 成 像

系 统 。 系 统 设 计 使 用 中 心 波 长 为 8 5 0  n m 发 光 二

极管 (L i g h t - e m i t t i n g  D i o d e ，L E D ， M 8 5 0 L P 1 ，

Thorlabs，USA)作为空间非相干宽带光源。LED
的 光 穿 过 非 球 面 聚 光 透 镜 后 由 立 方 体 分 光 器 以

50:50的相等分光比分别照入FFOCT系统的样本臂

(Sample arm)和参考臂(Reference arm)。在样本臂

和参考臂中，光均通过相同的显微镜物镜分别聚

集在人眼角膜和反射镜上。使用数值孔径NA=0.3
的干燥显微物镜(Olympus，Japan)，在非接触成像

方式下提供1.7 μm的理论横向分辨率(瑞利标准，

R ay leigh Criter ion)。参考臂反射镜安装在压电制

动器(piezoelectric transducer，PZT)上。系统样本

臂中从人眼角膜不同深度向后散射的光信号和参

考臂中反射镜反射的光信号由立体分光器重新组

合通过相机聚焦透镜(f=250，Thorlabs，USA)最

后由大满阱容的CMOS面阵相机(Q-2A750-CXP，

Adimec，Netherlands)检测成像。

1.2.2  FFOCT 系统光照安全评估

FFO CT系统将采用的是近红外光源，中心波

长为850 nm。由于视网膜对近红外光波的敏感度

低，患者可以轻松地观察到光照但不会造成对视

网膜的光化学损伤(Photochemical damage)。针对

我们系统所设计使用的光源和照明模式，基于眼

科设备光照安全标准(美标ANSI Z80.36-2016)，即

使考虑长时间的连续照明模式下，在眼底产生的

视网膜照射量也远远低于标准所规定的最大允许

照射量(maximum permissible exposures，MPEs)：

    [1]

同样对于角膜的照射量及时考虑连续照明的

图1 FFOCT活体人眼角膜高分辨率成像系统光路设计图

Figure 1 Schematic of the in vivo human corneal imaging 

FFOCT system
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模式，也是低于标准所规定的MPEs的：

       [2]

而为了提高患者在实验过程中的舒适性，系

统采用的照明模式为均匀的脉冲调制模式。在相

机运行频率550 fps的情况下，最终平均10张平面图

来获得最终FFOCT图像，脉冲时间34 ms，暂停时

间1 000 ms的调制模式。大大降低光照对角膜及视

网膜的照射量，增加系统的光照安全性。

1.2.3  双相位调制 FFOCT 活体角膜图像处理

在FFO CT系统中使用的宽带空间非相干光源

保证了系统的干涉仅仅发生于角膜中来自相干平

面内的散射光信号。如图2所示，为了提取相干平

面内的干涉信号并剔除不需要的非相干部分，系

统采用了双相位调制(two-phase modulation)方案，

利用位于参考臂反射镜后PZT对参考臂光程引入相

位差等于 的光程步进调制，同时CMOS相机进行

同步图像采集原始图像I1，I2：

  [3]

 [4]
              

                             [5]

通过对2个相机采集原始图像进行相减，由于

是镜面反射为均一值， 是随机值，所以取
绝对值可以直接获得单张FFOCT的平面图像。

为提高图像质量，在同一成像深度采集处理

多张平面图像，并对图像进行平均处理以获得更好

的最终FFOCT图。在活体角膜成像中，为了提高

系统成像幅频，改善眼动对成像质量的影响，高速

CMOS相机的采样辐频为550 fps。对眼球运动造成

多张图像之间的成像位置的微小差异，采用图像组

的互相关处理，完成多张图像的位置的配准，最终

进行平均叠加以提高FFOCT图像的信噪比。

I1

平均

I2

200 μm

图2 FFOCT双相位调制图像处理原理图

Figure 2 FFOCT two-phase modulation image processing principle
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2  结果

FFO CT活体角膜图像能清楚分辨包括泪膜、

角膜上皮层、基底下神经丛神经纤维、角膜基质

层基质细胞及神经、角膜内皮层内皮细胞等正常

角膜结构 ( 图 3 ) 。 F F O CT 上层角膜影像中，基底

下神经纤维表现为高反射线型，同其在 I V C M 中

的 影 像 表 现 相 似 ( 图 3 A ) ； F F O C T 可 以 分 辨 出 角

膜上皮层结构，但是，由于泪膜及基底下神经丛

结构的高反射信号干扰，FFOCT影像暂无法区分

角膜上皮鳞状细胞、翼状细胞及基底细胞结构。

F F O C T 在 中 层 角 膜 的 影 像 清 晰 的 显 现 出 角 膜 基

质层的基质细胞结构及基质层神经节连接多跟神

经 纤 维 ( 图 3 B) 。 F F O C T 深 层 角 膜 影 像 中 ， 可 见

深层角膜基质细胞结构及角膜内皮高反射信号；

从 放 大 区 域 的 F F O C T 角 膜 内 皮 影 像 中 ， 可 以 清

楚分辨健康角膜六边形内皮细胞结构的紧密排布  
(图3C)。

图3 FFOCT活体健康人眼角膜图像

Figure 3 FFOCT image of in vivo healthy human cornea 

(A)上层角膜FFOCT图像；(B)中层角膜FFOCT图像；(C)深层角膜FFOCT图像。FFOCT成像视野：1.26 mm×1.26 mm；

IVCM成像视野：400 μm×400 μm。

(A) FFOCT image of anterior cornea; (B) FFOCT image of middle cornea; (C) FFOCT image of posterior cornea. Field of view of 

FFOCT: 1.26 mm×1.26 mm; field of view of IVCM: 400 μm×400 μm.

FFOCT                                IVCM

FFOCT                                IVCM

FFOCT                                IVCM

200 μm

200 μm

200 μm
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3  讨论

本文创新性设计并构建了基于FFO CT的高分

辨活体人眼角膜成像系统，并对健康人眼角膜进

行了成像实验验证其性能。针对FFOCT系统成像

速度及成像质量对样本运动的敏感性问题，采用

高数值孔径干燥显微物镜及高速面阵相机，提高

系统成像速度，改善活体成像时眼动对成像质量

影响，实现非接触成像方式下获取活体人眼角膜

的细胞级别平面分辨率FFOCT影像。FFOCT活体

人眼角膜成像系统的平面分辨率为1.7 μm，和目前

临床使用的角膜细胞结构成像技术IVCM相当。但

是与IVCM相对局限的成像视野(400 μm×400 μm)相

比，FFOCT的成像视野达到1.26 mm×1.26 mm，能

够一次性获得更大范围内的角膜高分辨率结构信

息。此外，FFOCT的非接触成像方式，相比IVCM
接触性的成像方式且成像前需对病患进行眼表麻

醉，降低了成像过程中角膜感染以及角膜上皮损

伤的风险，在一些特殊场景，如角膜疾病检测和

术后评估中具有一定的优势。针对后期大范围的

临床应用验证，该FFOCT高分辨率活体人眼角膜

成像系统仍需要进一步优化成像采集模式，减少

单张图像所需叠加次数，提升成像速度以期实现

精准的三维成像，在提供高分辨率平面信息的同

时，增加高分辨率纵向结构信息。
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