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激光共聚焦扫描显微镜在皮肤科的应用进展及评价

李彦希，黎　智，陶轶妮 综述，刁庆春 审校

（重庆市第一人民医院皮肤科，重庆４０００１１）
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　　传统的皮肤病理工作通过从患者的患处获取组织后经脱

水、包埋、染色、切片等过程，对其进行诊断，这是长期以来皮肤

科医生公认为作为诊断“金标准”一种诊断方法。由于其有创、

耗时较长、局限于取材组织、取材部位易形成疤痕、有感染的风

险、受到样本染色等的影响，因此，创建无创诊断系统的需求日

益增加。１９５７年，Ｍｉｎｓｋｙ首次阐明扫描共聚焦显微镜技术的

基本原理，１９８５年，Ｗｉｉｊａｎｅｄｔｓ第１次成功地用其演示了用荧

光探针标记的生物材料的光学横断面，标志着共聚焦激光显微

镜（ｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＣＬＳＭ）的关键技术已

基本成熟；直到１９９５年激光共聚焦扫描显微镜首次对人的皮

肤组织成像。本文对ＣＬＳＭ的基本原理以及皮肤科的应用进

展进行阐述。

１　ＣＬＳＭ工作原理

激光共聚焦扫描显微镜是利用激光作为点光源，在传统光

学显微镜基础上采用共轭聚焦原理，在体内或体外的组织内产

生小光斑，最终反射光通过针孔传输到探测仪成像，在计算机

辅助下对所观察的对象进行数字图像处理的一套观察、分析和

输出系统的一种新型成像技术。主要由显微镜光学系统、扫描

装置、激光光源及检测系统４部分构成。皮肤ＣＴ是应用激光

共聚焦扫描显微镜原理，在计算机辅助下的一种新型成像技

术。ＣＬＳＭ是一个基于光学共聚焦原理，利用计算机三维断层

成像技术，获取高分辨率图像的成熟的影像分析技术，它能直

观、实时、动态和无创地观测皮肤病发生、发展、皮损情况及其

治疗疗效，其主要的优势在于能在短时间内用无创的方式在体

内或体外获得光学图像，并且这些图像是在表皮或者真皮浅层

不同深度，与表皮相平行的方向得到的，它并不需要物理切割

样本［１］。ＣＬＳＭ的缺陷在于它的检测范围局限于激光能到达

组织的深浅，只能到达真皮浅层部位。激光扫描共聚焦显微镜

功能强大，与其他的生物学技术（如免疫组化、原位杂交技术

等）相结合，使其检测范围进一步扩大。

２　ＣＬＳＭ的主要观察内容

对于正常皮肤将ＣＬＳＭ与组织病理标本对照显示具有良

好的对应关系，角质层具有较高折射率，显示为粗糙的表面和

裂隙，颗粒层的表现为明亮的颗粒状的胞质围绕着大的较暗的

区域即胞核，这些颗粒状的物质实际为细胞器和一些微观结

构，其下方的棘细胞体积小于颗粒层的细胞，呈蜂窝状的致密

结构，基底层的细胞比棘层细胞更为明亮，在基底细胞层的黑

素细胞表现为明亮的盘状，在真皮乳头层可观察到毛细血管和

红细胞，在真皮乳头层及网状层还可看见交错分布的胶原纤维

和胶原纤维束，之间有暗色间隙［２］。曝光部位或肤色较深的皮

肤角质层更为明亮，并且曝光部位皮肤的角质层的裂隙和起皱

现象更为明显，真皮乳头层的排列更为不规则。因此，可以应

用ＣＬＳＭ观察真表皮交界处胶原纤维的分布和数量，以及光

老化部位和光保护部位弹力纤维的主要分布情况［３４］。而传统

的检查方法则需要通过活体组织检查和弹力纤维的染色，不仅

有创性，耗费时间也很长。还可应用ＣＬＳＭ 观察在不同人种

表皮神经分布，在病变和正常皮肤神经分布差异，观察汗腺的

分布和神经支配情况，神经再生模式［５］等。同时，在离子导入、
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超生波导入和电穿孔技术［５］也可同ＣＬＳＭ在微观层面观察作

用效果和作用机制。

３　ＣＬＳＭ在非肿瘤性皮肤病皮损检查中的应用

３．１　红斑鳞屑性疾病　Ｋｏｌｌｅｒ等
［１］利用ＣＬＳＭ对红斑鳞屑性

疾病如银屑病、接触性皮炎、慢性盘状红斑狼疮（ＣＤＬＥ）、亚急

性皮肤红斑狼疮（ＳＣＬＥ）、蕈样肉芽肿（ＭＦ）等进行观察，其中

对诊断银屑病、接触性皮炎的敏感性和特异性较高，ＭＦ和狼

疮性疾病较低。寻常型银屑病可以实时观察到一些特征性的

病理改变，如角化不全、颗粒层变薄或消失、真皮乳头迂曲、扩

张的毛细血管，表真皮均可见炎症细胞，特别是表皮内的炎细

胞聚集形成的 Ｍｕｎｒｏ微脓肿具有诊断价值
［６］，其特异性高达

９６．４％，但并不代表是惟一标准，也要结合以上的病变特征
［７］。

在银屑病中可观察到明显的棘层增厚，厚度为７５～３００ｎｍ（正

常皮肤棘层厚度为６０～９０ｎｍ），真皮乳头增宽大于１００ｎｍ（正

常皮肤一般大于８０ｎｍ），其中９２％的患者观察到颗粒层细胞

的减少或消失，而在活检标本中仅有６４％的患者观察到这一

现象，推测与颗粒层在ＣＬＳＭ 下不易于辨认有关。此外，在

ＣＬＳＭ下海绵水肿的发生率（７２％）高于活检组织（４４％），推测

可能与在获取组织过程中的挤压和制片过程中固定等因素有

关。Ｗｏｌｂｅｒｉｎｋ等
［８］用ＣＬＳＭ对寻常型银屑病ＵＶＢ照射进行

细胞层面的疗效监测，并指出ＣＬＳＭ 还可用于炎症性皮肤病

的疗效观察。在接触性皮炎的皮损内可以观察到角质层细胞

排列紊乱，炎细胞向表皮的迁移，表皮水肿，真皮上部水疱的形

成或破裂，真皮内毛细血管的扩张，毛细血管血流量增加。角

化不全、界面皮炎、亲表皮的大小不一的淋巴细胞、扩张的毛细

血管这是诊断ＣＤＬＥ和ＳＣＬＥ的重要线索。在 ＭＦ中除了界

面皮炎的特征外，还可观察到表皮上方一些较圆的细胞的浸

润，成巢分布或沿着表皮的基底细胞处散在分布，这代表异性

的淋巴细胞。此外，角质层排列紊乱，Ｋｏｇｏｊ和Ｐａｕｔｒｉｅｒ微脓

肿，海绵水肿没有太大的诊断价值，在使用过程中的诊断标准

主要依赖于组织学的特点。对于 ＭＦ和狼疮类疾病诊断的敏

感性较低主要由于二者有着相似的诊断学上的特征性，如界面

皮炎、亲表皮的非典型的淋巴细胞等。

３．２　光化性疾病　日光辐射是皮肤肿瘤最主要的危险因素之

一，日常使用的防晒霜主要为了预防急性或慢性光化性疾病，

防晒指数的测定依赖于最小红斑量。ＵＶＢ照射可损伤角质细

胞的ＤＮＡ，胸腺嘧啶二聚体形成特征的指纹突变，细胞内途径

参与识别和修复紫外线诱导ＤＮＡ损伤，如果不能修复，通过

半胱天冬酶途径发生凋亡，形成“晒伤”细胞［９］。ＣＬＳＭ发现在

光照的皮肤厚度增加，皮肤反射力减弱，血管扩张，可用于在细

胞水平对防晒产品的功效分级、日晒伤的分类。Ｌａｎｇｌｅｙ等
［１０］

对１０名志愿者在曝光部位和光防护部位进行的观察发现，曝

光部位的皮肤在共聚焦显微镜下显示更明亮的角质层和更多

裂隙，更多的不规则的乳头状突起，长的胶原束增加，角质细胞

的颗粒更加浓集，棘细胞数量减少，基底细胞数量增加以及角

质层的增厚。以往对急性及慢性光化性疾病的评价主要通过

活体组织检查标本的评估分析，应用共聚焦显微镜可以在体内

进行皮肤的实时监测，并且可以多次对同一部位皮肤进行

检测。

３．３　色素性疾病　ＣＬＳＭ 对黑素细胞、嗜色素细胞等进行观

察，着色的角质细胞表现为多边形的细胞，内含明亮的颗粒状

的胞浆，黑素细胞表现为明亮、圆形或椭圆形、梭形或树枝状的

细胞，黑素含量越高，在ＣＬＳＭ中的成像越明亮。在对色素减

退疾病如白癜风、无色素痣及炎症后色素减退斑的观察中发

现，在进展期或稳定期的白癜风，ＣＬＳＭ 显示出色素的完全或

部分缺失，在真皮浅层发现的颗粒或树突状的物质提示白癜风

开始发生色素沉着。在无色素痣中，真皮乳头环变得不完整，

内含的黑色素明显减少，而且色素在此区域的分布不均匀。而

炎症后色素减退斑的黑色素的含量取决于炎症的部位和深度，

此外，嗜色素细胞只出现在炎症后色素减退斑的部位［１１］。

３．４　感染性疾病　有报道在对３例二期梅毒的患者皮疹做

ＣＬＳＭ检查，在角质层细胞发现螺旋形的小的细长的明亮的物

质，免疫组化证实是螺旋体，在ＣＬＳＭ下螺旋体的蛋白具有高

的折光性，因此，非常明亮，这些患者在暗视野显微镜下均未观

察到螺旋体的存在，其中１例患者暗视野和血清学检查均为阴

性，但后期发现血清学为阳性，认为ＣＬＳＭ用来观察螺旋体这

项技术的敏感性比较高，但具体的敏感性和特异性还没有确切

的数据。但ＣＬＳＭ的局限在于观测深度，不能观察到真皮内

及血管壁螺旋体及其活动，研究还发现螺旋体在颗粒层是聚集

存在，在棘层和基底层则分散分布，同时，因角质层细胞比较致

密，细胞黏附力较强，因此，螺旋体在其中的运动十分缓慢［１２］。

同时，有学者利用ＣＬＳＭ 观察到感染性皮肤上金黄色葡萄球

菌和化脓性链球菌形成多糖包被的微克隆，这使得单用一种抗

菌药物难以控制感染［１３］。光动力疗法作为近年治疗 ＨＰＶ感

染性疾病及部分肿瘤性疾病的新手段，其疗效高、创伤小，具有

很好的应用前景。将光敏物质外用于肿瘤或疣体表面或者给

患者注射光敏剂，再用特定波长的光照射致病区域，使组织吸

收的光敏剂受到激发，继而产生细胞毒性作用，进而导致细胞

受损乃至死亡。其中药物前体５氨基酮戊酸（５ＡＬＡ）是人体

亚铁血红素合成的前体物质，在细胞内转化为强光敏性物质原

卟啉ＩＸ，激光照射后产生大量单线态氧和自由基，在细胞内近

距离攻击生物膜结构，利用ＣＬＳＭ可观察到原卟啉ＩＸ的聚集

情况［１４］。

４　ＣＬＳＭ在皮肤肿瘤检查中的应用

４．１　恶性黑素瘤　ＣＬＳＭ对黑色素敏感，反射指数高。因此，

对于色素性肿瘤如色素性基底细胞癌、恶性黑素瘤（ｍａｌｉｇｎａｎｔ

ｍｅｌａｎｏｍａ，ＭＭ）、色素痣等的诊断具有很大优势。Ｇｅｒｇｅｒ

等［１５］发现在良性的色素痣中黑素细胞在ＣＬＳＭ表现为圆形或

椭圆形明亮的单一核的细胞，并且亮度均匀，角化细胞边界清

楚，在 ＭＭ中细胞排列紊乱，细胞表现为多形性，形状不规则，

角化细胞边界不清或缺失，通常呈现多分支的树突样结构，亮

度不均匀。对于表真皮交界处的观察对诊断 ＭＭ 提供重要线

索，在诊断 ＭＭ 时，结构紊乱和细胞的多形性是最为关键

的［１６］。有学者还提出在ＣＬＳＭ中诊断 ＭＭ的标准，主要表现

为表皮各层形成孤立的团块，黑素细胞数量增加，明显增生变

大，细胞体积明显大于角质细胞，在ＣＬＳＭ中胞质显示出强信

号，并且这些黑素细胞显示出树突样结构，出现异型性，黑素细

胞在表真皮交界处如同ｐａｇｅｔ细胞样增生
［１７］，异常的黑素细胞

的增殖，破坏了角质细胞的蜂巢结构，使其结构模糊或消失。

但ｐａｇｅｔ细胞样增生模式还可见于Ｓｐｉｔｚ′ｓ痣、先天性色素痣以

及激光治疗后的色素痣等，所以，它只能作为诊断线索之一。

其局限性仍在于无法评估肿瘤的浸润深度。

４．２　基底细胞癌　在组织病理中瘤团周围细胞呈栅栏状排

列，中间细胞排列不规则，瘤细胞团周围裂隙对诊断基底细胞

癌具有特异性的诊断价值。通常认为瘤细胞团周围的裂隙是

由于在制片（固定、脱水、包埋）过程中瘤体组织的收缩造成的，

最早认为是ＢＣＣ的基底层细胞蛋白合成减少，使得肿瘤组织

和真皮组织粘连性降低所致。然而，在冰冻切片内仍有裂隙存

在，因此认为还有其他原因导致这种现象。在ＣＬＳＭ 对活体

组织进行无创实时的观察发现裂隙也是存在的，是由于黏液等

无定形物质的沉积所致［１８］。在ＣＬＳＭ中可以观察到在同一轴

面单一核细胞延长和极化是诊断ＢＣＣ的特异性的标准
［１９］，其
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他的特征还包括多形性的角质细胞、真皮内炎细胞的浸润、栅

栏状细胞排列等。

４．３　鳞状细胞癌　有报道对口腔黏膜发生的鳞状细胞癌进行

ＣＬＳＭ的观察表明，细胞大小、细胞核大小及形态发生明显变

化，即异形性，并可以观察在细胞层面的变化，如核深染、胞浆

比例升高、细胞和胞核的多形性等［２０］，其中核深染表现为核的

密度值（２４５．９１６ｎｍ）远远高于正常组织（１３２．００６ｎｍ）和一些

良性肿瘤的测量值，表明肿瘤细胞增生活跃。

激光共聚焦扫描显微镜的出现提供了无创、快速检测的一

种方法，主要对表皮及真皮浅层的病变提供诊断，其诊断的灵

敏性和特异性对不同疾病有所差别。随着研究的进一步深入，

其应用范围和诊断的准确性将进一步提高。
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［１５］ＧｅｒｇｅｒＡ，ＫｏｌｌｅｒＳ，ＫｅｒｎＴ，ｅｔａｌ．Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆｉｎｖｉｖｏｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｎｍｅｌａｎｏ

ｃｙｔｉｃｓｋｉｎｔｕｍｏｒｓ［Ｊ］．ＪＩｎｖｅｓｔＤｅｒｍａｔｏｌ，２００５，１２４（３）：

４９３４９８．

［１６］ＭａｒｇｈｏｏｂＡＡ，ＣｈａｒｌｅｓＣＡ，ＢｕｓａｍＫＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｖｏｃｏｎ

ｆｏｃａｌｓｃａｎｎｉｎｇｌａｓｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆａｓｅｒｉｅｓｏｆｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ

ｍｅｌａｎｏｃｙｔｉｃｎｅｖｉｓｕｇｇｅｓｔｉｖｅｏｆｈａｖｉｎｇｄｅｖｅｌｏｐｅｄｍａｌｉｇ

ｎａｎｔｍｅｌａｎｏｍａ［Ｊ］．ＡｒｃｈＤｅｒｍａｔｏｌ，２００５，１４１（１１）：１４０１

１４１２．

［１７］ＢｕｓａｍＫＪ，ＣｈａｒｌｅｓＣ，ＬｏｈｍａｎｎＣＭ，ｅｔａｌ，Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｉｎｔｒａ

ｅｐｉｄｅｒｍａｌｍａｌｉｇｎａｎｔｍｅｌａｎｏｍａｉｎｖｉｖｏｂｙｃｏｎｆｏｃａｌｓｃａｎｎｉｎｇ

ｌａｓｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．ＭｅｌａｎｏｍａＲｅｓ，２００２，１２（４）：３４９３５５．

［１８］ＵｌｒｉｃｈＭ，ＲｏｅｗｅｒｔＨｕｂｅｒＪ，ＧｏｎｚａｌｅｚＳ，ｅｔａｌ．Ｐｅｒｉｔｕｍｏｒ

ａｌｃｌｅｆｔｉｎｇｉｎｂａｓａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ：ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｉｎｖｉｖｏ

ｒｅｆｌｅｃｔａｎｃｅｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙａｎｄｒｏｕｔｉｎｅｈｉｓｔｏｌｏｇｙ［Ｊ］．

ＪＣｕｔａｎＰａｔｈｏｌ，２０１１，３８（２）：１９０１９５．

［１９］ＡｇｅｒｏＡＬ，Ｂｕｓａｍ ＫＪ，ＢｅｎｖｅｎｕｔｏＡｎｄｒａｄｅＣ，ｅｔａｌ．Ｒｅ

ｆｌｅｃｔａｎｃｅｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｐｉｇｍｅｎｔｅｄｂａｓａｌｃｅｌｌｃａｒ

ｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＪＡｍＡｃａｄＤｅｒｍａｔｏｌ，２００６，５４（４）：６３８６４３．

［２０］ＡｎｕｔｈａｍａＫ，ＳｈｅｒｌｉｎＨＪ，ＡｎｕｊａＮ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｎｏｒｍａｌ，ｂｅｔｅｌｃｈｅｗｅｒｓ，ｐｏ

ｔｅｎｔｉａｌｌｙｍａｌｉｇｎａｎｔｌｅｓｉｏｎｓ，ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｎｄｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓ

ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｕｓｉｎｇｒｅｆｌｅｃｔａｎｃｅｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ：ｃｏｒ

ｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｒｏｕｔｉｎｅｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＯｒａｌＯｎｃｏｌｏｇｙ，

２０１０，４６（２）：２３２２４８．

（收稿日期：２０１２１１０８　修回日期：２０１３０１２５）
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