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建立小鼠專用眼底動態影像評估系統並用以分析藏紅花素

(crocin)之眼底視網膜保護功效 

壹、摘要： 

    眼底(Fundus)可以藉由非侵入性檢查，直接觀察眼底視網膜組織與血管型態的眼生理評估指標。在眼

科臨床醫學上常藉由眼底影像分析觀察視網膜的色澤、血管型態、黃斑部顏色、以及視神經盤形狀、顏

色、凹陷情況來判斷眼睛的健康程度與判斷是否有病變。另外，許多慢性且全身性的健康照護初期判斷，

例如高血壓、糖尿病、血管硬化等等，也都可以藉由眼底觀察得知相關病理的變化。眼底血管攝影在眼

科醫學依照視網膜需觀察的組織深度基本可以分成兩大種(1)Fluorescein Angiography (FAG)、(2)Indocyanine 

Green (ICG)。皆是透過靜脈注射螢光染劑來觀察眼底的血流與血液分布狀況，普遍用於眼科醫療體系中。    

在跨領域整合之眼球疾病動物實驗，我們實驗室已驗證市售球形發光二極體(Light-Emitting Diode , LED)照

明系統在長時間曝照之下(正常照度)，會造成小鼠視力明顯下降、瞳孔縮放變慢等視覺功能退化異常情

況。並以此小鼠模式導入眼用保健藥物分子開發。本研究規劃利用藏紅花素(crocin)，一種存在於藏紅花

中的水溶性類胡蘿蔔素來進行眼底視網膜問題的預防與治療的嘗試性試驗。目前實驗室已建立一系列視

覺功能生理測量及評估標準，用以確認藏紅花素(crocin)的護眼保健功效，然而缺乏一套實用的小鼠眼底

影像系統能跟其他數據進行相關性統合分析。本計畫的目標為建立一種小鼠眼底動態攝影與影像系統評

估，並將系統適當化，用以觀察小鼠活體動態眼底的視網膜退化與視網膜血管病變發展過程，並驗證藏

紅花素的預防與治療之效用。本計畫所建立之小鼠眼底攝影與影像系統評估模式，有別於現在的眼用高

階儀器，此新建立的系統具有開創性與實用性，並有商品化的潛力，可延伸發展作為眼用健康素材、食

品、藥品之功效評估與驗證，助於相關醫藥生技產業的創新。 

關鍵字：小鼠眼底攝影系統、護眼保健素材驗證、小鼠動物模式、藏紅花素 

 

貳、研究動機與研究問題： 

一. 研究動機 

    於目前指導教授實驗室之藏紅花素(crocin)在眼球預防保健與治療的相關研究項目中，在眼球系統的

外觀觀察與定量標準方面，已經建立出完善的生理視覺功能性評估與分析指標，也能配合組織切片染色

技術做進一步的相關聯性討論。但是在整體追蹤與組織型態跟病理學上的考量而言，我們總覺得缺少了

一種活體動態追蹤與分析的能力，而在這面向的指標中，又以視網膜眼底的組織型態這個指標最能與視

力或是視覺功能之退化作相關性討論。尤其在本次藏紅花素實驗的過程中，考量到我們把藏紅花素的預

防與治療目標針對實驗小鼠的眼底視網膜部分，但是在現今的技術與設備下，卻只能透過間接的視覺生

理觀察與犧牲後的組織切片分析來驗證藏紅花素的預防與治療功效，對於實驗的設計與動向而言都是不

確定的因素，故冀望能藉由本次藏紅花色的實驗中，以一個輔助性的角色建立小鼠專用眼底影像評估系

統。 



    在這方面，市面上的小鼠模式眼底攝影設備並非不常見，且分析系統尚未最佳適當化。普遍有著高

單價、操作不便、成像品質與效果差強人意等問題。在實用性與性能價位比的考量上，仍是小鼠動物模

式眼底攝影系統普遍性不高的主要原因。在這次大專生計畫中，我們分析討論了數篇參考資料，試圖在

前人的挑戰與思維中提出創新與改良，並且結合身為視光學系之物理光學、幾何光學、鏡片光學與眼球

生理光學之專長，配合適當的成本與市面上既有的器材設備來設計這組小鼠動物模式眼底攝影系統。期

望能在藏紅花素對於眼底視網膜與視覺功能之預防與治療效果實驗中達成活體追蹤、定量定向、影像呈

現、以最小的成本達到最高的實用度與接受度等挑戰。 

二. 研究方向 

 (1) 建立清晰、重複性高的影像呈現系統 

 (2) 活體小鼠眼底追蹤實行之困難與障礙 

 (3) 建立完整的眼底組織結構型態評估與分級系統 

 (4) 眼底攝影系統之材料取得與改造 

 

叁、文獻回顧與探討： 

    一. 醫學眼科眼底攝影與功能的探討 

        (1) Fluorescein Angiography (FAG) 

            1.需於手臂注射少量螢光劑 

            2.可觀察視網膜色素上皮(RPE)之血管分布與血管型態  

             

       (2) Indocyanine Green (ICG) 

            1.需於手臂注射少量螢光劑：循血綠 

            2.釋放的波長比 FAG 長，可以觀察更深層的脈絡膜血管 

 

 

 

 

圖片摘自 Molecular Vision 

 Li, Mol Vis 2010; 16:231-239. Figure 1 

圖片摘自 Angioletti Retina Associates 

Diagnostic Fluorescein Angiogram 

http://www.molvis.org/molvis/v16/a29/index.html


二. 小鼠眼底系統設置之瓶頸與解決項目 

         (1) 小鼠需散瞳，散瞳後小鼠晶體會逐漸霧化 

         (2) 如何清晰的把內視鏡的影像對焦到照相機 (小鼠眼球小，水晶體大約佔眼球 2/3) 

         (3) 客觀、合理的事後分析與定量系統的建構 

     三. 先前的相關研究探討 

    在先前的研究中，我們可以發現大多數的小鼠用眼底攝影系統都是建立在獨立或是新設計

的零件上，並使用特定的顯微鏡設備或是 CCD 晶片作為影像擷取端的媒介。然而在深入了解

這方面的研究後，我們發現少數研究中也出現了利用市面上的數位相機與管道內視鏡作為主要

素材來嘗試拍攝小鼠眼底，但是其限制性與較差的成像品質也讓我們感到備受限制，所以在本

次的大專生研究計畫中，我們主要考量是在本次實驗室主要的藏紅花對於眼底視網膜的預防保

健效果中建立專用的小鼠眼底影像評估系統，所以在成本與成效的考量上，我們選擇以市售的

單眼相機配合轉接環與管道內視鏡來改良與擴展其功能。期望能在先前利用同樣組合取得初步

成果的研究中，初步達成能觀察到清晰、彩色的眼底與建立實用的評估分類方式，在進一步開

發與改良更多附加功能，例如眼底螢光攝影與脂核素(lipofuscin)之觀察與定量等。 

肆、研究方法與步驟： 

    一. 實驗材料： 

(1) 市售單眼數位相機: 

    市售的微型單眼數位相機，目前指導教授實驗室有一組單眼數位相機結合解剖顯微鏡照相系統，

我們打算以本相機為影像系統擷取端，拍攝下小鼠實驗模式中的眼底色澤與型態。考量到市售相機

的維修跟鏡頭擴充較容易，加上手邊現有的資源，所以選定該相機作為本次計畫中眼底攝影系統的

攝影端器材。就長遠觀點而言，市面上任何廠牌與形式的相機在搭配適當的鏡頭與對焦輔助鏡片後，

應該都能對應到本計畫中的小鼠專用眼底影像評估系統，故其適性與設備彈性皆能達到相當高的接

受度。 

    (2) 內視鏡 (0 度、4mm X 175mm) : 

    工業規格的內視鏡(Endoscope)，一般也稱為管道內視鏡，工業上用在檢察機械儀器孔洞或是管

道內的機械結構或是異物等等。在本小鼠專用眼底攝影計畫中，我們考量了人眼用的眼底鏡與眼底



攝影系統之構造，定位出了必須具備的項目，如:同軸光源、可加入輔助鏡片改變焦距、輕便、可改

變光源特性(不同波長濾片)、方便手持與觀察等。經過一系列的資料蒐集與討論，最後發現工業用的

管道內視鏡符合大多數的需求，價格接受度也較高。另外，醫療規格的內視鏡也符合本計畫之需求，

但考量到成本與計畫先導實驗的規格，最終選定在符合預算的前提下能發揮最高功能的工業規格管

道內視鏡。 

(3)  10W 光源把手 : 

    本光源把手為上文提到的工業規格管道內視鏡之配套器材，其構造為一個內裝可重複充電式

18650 充電電池之握把，結合一個 10 W 的 LED 光源燈頭。考量到之後裝載系統後的方便性與機動

性，本系統也可透過接上光纖導管與內視鏡結合，或是在輔助照明用的蛇燈燈箱上接上光纖導管與

內視鏡接合，有非常多的配合方式與組合方式可以嘗試出最適合本計畫小鼠眼底攝影系統的配套方

式，端看於使用者本身的設備條件或是用途習慣等等。 

(4) 轉接環 (內視鏡轉接至相機) :    

    本轉接環為一將內視鏡接到單眼數位相機鏡頭的轉接系統，目前規劃以多個市售的相機轉接環

組合來達成這個目的。單眼數位相機的鏡頭口徑規格為 52mm，而內視鏡的目鏡端口徑約為 30.5mm。

目前打算以 52mm 轉 42mm 的轉接頭加上 42mm 轉 31mm 的轉接環來完成這個需求。並在轉接環

系統中加入一組幫助聚焦用的鏡片，而這部分也使目前系統實用與成像效果最為重要的一環。 

   

  二. 動物實驗方法： 

    將實驗小鼠以低劑量之麻醉劑及散瞳劑使小鼠穩定下來，並等待散瞳時間，這邊要注意的是小

鼠散瞳後，經過一段時間水晶體將會霧化，霧化後須等待數小時不等的時間再次恢復清澈的水晶體，

所以拍照手續要快。接下來，把眼底攝影系統的接物端，也就是工業規格內視鏡的鏡頭貼近小鼠的

眼睛表面，在瞳孔的位置並且跟角膜表面呈現垂直的角度，前後移動系統聚焦並拍照。將拍照取得

的影像上傳至電腦，繼續進一步的分析與評估，並做同一隻小鼠前後對照的比較。 

 

三. 動物實驗流程： 

(1) 將小鼠施以麻醉 

(2) 把散瞳劑滴入麻醉後的小鼠眼睛表面，並拭去多餘的散瞳劑 

(3) 等待並確認小鼠散瞳 

(4) 將小鼠固定，視情況(躁動或體型等)決定，安置在可調整高度的台座或是抓在手上 



(5) 把眼底攝影系統對準小鼠瞳孔的位置，以垂直角度接近並準備拍攝 

(6) 手動調整焦距取得最清晰的成像並拍照 

(7) 上傳影像到電腦分析與討論 

 

 

     四. 數據的彙整與判讀： 

目前主要以對照圖來作為影像的呈現方式: 

把小鼠用的眼底攝影系統的圖片作連續性的排列，用來進一步呈現小鼠動物模式實驗以來，

在一定間隔的拍攝周期的中產生的變化與趨勢。藉以分析之後實驗的走向與達到更進一步的追蹤

實驗動物眼底生理狀況之指標。 

 

伍、實驗結果與討論： 

首先，我們簡單的來說明一下目前小鼠專用眼底動態影像評估系統所得到的照片各部位。 

 

 



我們可以看到在以 LED 為光源的一般可見光的白光照射下，取得的影像能夠清楚的分辨血管的粗細

與分層，且能夠以視神經頭的位置作為中心定位的參考點，進行相片的旋轉與疊圖比較各部位血管之差

異。在這樣的解析條件下，也能分辨出一些色素沉澱或是暗斑的形成，進而達到更廣泛的眼底視網膜動

態追蹤效果。在這樣的條件下，也能達到減少小鼠犧牲數量與動態評估實驗成效的能力。 

    接下來為兩組實驗的結果呈現，分別是用來驗證小鼠專用眼底影像動態評估系統的成效的先遣

實驗，與加入特定劑量的藏紅花素來做為預防與治療效果驗證的動物實驗模式中，以眼底影像動態評估

系統取得的影像作為比較與實驗成效分析。 

 

一、實驗結果 

   本實驗結果的分析，單就傷害組與空白組來做比較，在實驗後取得的影像對照圖來說，我們可以發

現在實驗期間，每天照射 LED(600-1000lux)光源 8 小時並沒有加以保護的小鼠眼底，陸續出現一些不規

則狀的血管型態變化與色班。照射 100 天之後，出現了一些眼底動靜脈血管窄化的趨勢，可能為眼底視

網膜血管退化與不健康的指標。而對照組的正常小鼠眼底，則是在實驗過程的這 100 天中並沒有明顯的

變化或是異常。另一方面，在實驗進行的期間，我們持續修正此眼底動態影像評估系統與操作技術，將

眼底影像的品質提升至最大化。這次的小鼠專用眼底動態影像評估系統也約在實驗開始的 60 天後，因有

效的計算與校正鏡片與鏡頭的聚焦得到更好的影像品質，使系統的實用度與參考價值大幅提升。 

 

 



二、藏紅花素實驗結果比照圖 

 

 

     在這 30 天的實驗中，我們可以發現空白對照組與餵食藏紅花素的兩組小鼠眼底形態並沒有太大的

變化，而每天照射 8 小時 LED 的組別也在 20 天到 30 天這段期間陸續出現一些色素斑或是眼底視網膜動

靜脈窄化的趨勢，與的先前的實驗有類似的結果。在服用藏紅花素的部分，配合實驗室的視覺功能評估

系統與組織切片，我們可以建立一套更完整的小鼠專用視覺生理與功能性評估系統。將更明確與先進的

動物實驗方法普及在更多需要驗證的視覺保健或是醫療相關議題上面。 

陸、小鼠專用眼底動態影像評估系統的展望： 

小鼠專用眼底影像評估系統應用與開發的附加功能 

    目前，小鼠專用眼底影像評估系統已經能有效的擷取活體小鼠的眼底攝影影像。在配合適當的照明

光源與接收濾鏡以及末端影像接收處理系統的情況下，我們也能把常用在人體的眼底血管螢光造影技術

運用在這樣有效率的眼底影像評估系統中。透過不同的螢光顯影劑與影像接收端配合來分析不同分層的

血管血液灌流狀態與分佈。也能在一般可見光光源下，利用能夠靈活更換的濾鏡來改變相機接收影像的

波長，進而達到強化某些特定特徵的效果，例如利用短波長，如綠色、藍色濾鏡來過濾影像，藉此提高

眼底視網膜血管的可分辨度與對比度，都能讓系統更加成熟與廣泛應用。以建立完整的眼底生理與血液

灌流評估的系統並實用化。 

 



    透過嘗試使用帶通性濾鏡(band-pass filter)與特定的照明光源組合，現在小鼠專用眼底影像動態評估

系統正在往血管螢光造影的方向努力中，我們也透過與學校附設醫院眼科醫師的合作中，去尋求一些關

於血管螢光造影的靈感與經驗。以求建立一套完整的動態影像評估系統，不僅僅用在固定週期對小鼠的

眼底進行追蹤，也能在血管螢光造影的功能下，達到了解小鼠眼底血管血液灌流狀態與分佈、是否有滲

漏與阻塞的現象……等等。並與實驗室既有的小鼠視覺功能評估系統作進一步的整合與探討小鼠眼底生

理與功能性的關係。 

 

七、系統的獨特性與實用價值： 

    在其他小鼠用的眼底攝影系統中，普遍存在著價位偏高，導致從事相關視覺保健以及眼底視網膜相

關實驗驗證的團隊很多，但是眼底影像的評估卻不能普及；操作與維護不易，往往需要相當的人力物力

才能取得影像，而設備維護又是另一筆開銷與人力資源的消耗；影像畫質，較差導致後續判讀有所困難

且品質標準不一；功能單一，若想要嘗試新的照相方式需要額外的高昂費用已採購相似構造的設備，差

別僅僅在於一些附加的元件交換。這都是我們目前在市面上其他的動物模式眼底攝影系統所發現與遭遇

的問題。 

    而在我們的小鼠專用眼底動態影像評估系統中，我們的核心部件為高度模組化的系統，可以輕鬆的

利用不同的鏡頭轉接環或是套筒配合各個實驗單位的需求，更換其末端影像接收的照相設備，從一般接

收可見光譜的各類型數位相機到能接收特殊波長的特殊相機或是電子眼，只要透過轉接環跟套筒的配合

都能輕鬆上手。光源部分，也可靈活轉換不同用途的光源做為照明輔助，利用一般常見的氙氣、LED 等

等可見光照明波段，能夠接收可見光源下的眼底方便辨識色斑與判斷顏色。如果有需要的話，也能夠過

限定波長的雷射或是帶通濾光片配合廣域光源達到限制特定波長的照明進入眼底的效果，進而能完成眼

底血管螢光造影、眼底脂褐素自體螢光反應……等等特殊的徵兆的觀察。而系統平實的成本與操作的便

利性更是一大特色，能提供給需要做快速篩選與檢驗的實驗團隊利用較少的人力與成本達到篩檢的效

果，也能讓需要精確眼底影像分析的實驗單位透過設備等級提升與附加模組，例如:眼底血管螢光造影

系統……等，進而提高實驗的成效與末端驗證的方式。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



捌、參考文獻： 

1. Fundus Autofluorescence in the Abca4-/-mouse Model of Stargardt Disease—Correlation With Accumulation of A2E, 

Retinal Function, and Histology 

Peter Charbel Issa, Alun R. Barnard, Mandeep S. Singh,1Emma Carter,1Zhichun Jiang, Roxana A. Radu, Ulrich 

Schraermeyer, and Robert E. MacLaren 

2. 小鼠眼底鏡之設計 Design of Mice Fundus Scope 國立陽明大學醫學工程研究所碩士論文 

研究生:徐明君Ming-Chun Hsu 指導教授:張寅 Ying Chang Ph.D 

3. Panretinal, High-Resolution Color Photography of the Mouse Fundus 

Michel Paques,  Jean-Laurent Guyomard, Manuel Simonutti, Michel J. Roux, Serge Picaud, Jean-Francois 

LeGargasson, and Jose -́Alain Sahel 

4. Imaging retinal blotch laser speckle flowmetry 

Anja I. Srienc, Zeb L. Kurth-Nelson and Eric A. Newman 

5. Mouse fundus photography and angiography: A catalogue of normal and mutant phenotypes 

Norman L. Hawes, Richard S. Smith, Bo Chang,1 Muriel Davisson, John R. Heckenlively, Simon W. M. John 

6. Quantitative Fundus Autofluorescence in Mice: Correlation With HPLC Quantitation of RPE Lipofuscin and 

Measurement of Retina Outer Nuclear Layer Thickness 

Janet R. Sparrow, Anna Blonska, Erin Flynn, Tobias Duncker, Jonathan P. Greenberg,Roberta Secondi, Keiko Ueda, 
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