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综述

多光子成像技术的生物医学应用新进展*

李少强    耿俊娴    李艳萍    刘雄波    彭晓    屈军乐    刘丽炜    胡睿†

(深圳大学物理与光电工程学院, 教育部/广东省光电子器件与系统重点实验室, 深圳　518060)

(2020 年 7 月 2日收到; 2020 年 8 月 3日收到修改稿)

多光子成像技术由于具有低侵入性、强穿透力、高空间分辨率等优点, 自问世以来便成为生物医学研究

的有力工具, 在癌症病理、神经疾病及脑功能成像等方面取得了一系列较好的研究成果. 目前, 应用较为广泛

的多光子成像技术是双光子激发荧光显微成像技术, 其在生物医学应用中具有较大的发展潜力. 本文详细阐

述了多光子成像技术在多色成像、功能成像及成像深度等方面的生物医学应用新进展, 包括多色双光子激发

荧光显微成像、双光子激发荧光寿命显微成像、双光子光纤内窥成像和三光子显微成像技术, 并简要介绍这

几种多光子成像技术的原理与特性, 最后展望其未来发展前景.

关键词：多色双光子成像, 双光子激发荧光寿命成像, 双光子光纤内窥, 三光子成像
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1   引　言

多光子激发是指在具有高光子密度的入射光

激发下, 处于基态的分子/原子同时吸收多个光子

后跃迁到激发态, 经过弛豫过程跃迁到亚激发态,

最后自发辐射回到基态, 释放出频率略小于多倍入

射光频率的荧光光子 [1]. 1990年 Denk等 [2] 开发了

第一台双光子激光扫描显微镜后, 多光子成像就以

其低侵入性、高穿透性、高空间分辨率等优势走进

人们的视野. 目前最常见的多光子成像技术是双光

子 激 发 荧 光 (two-photon  excited  fluorescence,

2PEF)和三光子激发荧光 (three-photon excited

fluorescence, 3PEF)成像 , 它们对应的能级图如

图 1所示.

相较于单光子激发荧光、激光扫描共聚焦和宽

场成像等技术 , 多光子成像技术具有以下优点 :

1)多光子成像技术通常采用的激发光为波长较长

的近红外光, 相比可见光, 近红外光在生物组织中

的穿透能力更强, 能够观察到生物组织中更深层的

信息, 侵入性较低; 2)多光子成像只有在激发光焦

点附近的区域才能激发荧光, 因此多光子成像技术

具有天然的光学层析能力, 能更好地对生物组织进

行三维成像; 3)多光子成像在样品的非焦点区域

不产生荧光, 能自动抑制离焦信号, 因而相比宽场

成像技术, 多光子成像能实现近乎衍射极限的空间
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图 1    2PEF、3PEF过程能级图 . 2PEF和 3PEF都是非直

接激发辐射过程 , 存在非辐射能量转移 . 图中   为吸收光

子频率,   为发射荧光频率,   为非辐射能量转移.
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Fig. 1. Energy  level  diagram  of  2PEF  and  3PEF  process.

Both 2PEF and 3PEF are indirect excitation radiation pro-

cesses, and there is non-radiative energy transfer. In the fig-

ure,     is the frequency of absorbed photons,     is the fre-

quency of emitted fluorescence, and     is the non-radiat-

ive energy transfer. 
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分辨率, 因此能观察到组织内更细微的结构; 4)与

共聚焦成像技术相比, 多光子成像技术不需要使用

针孔滤波, 荧光收集效率高.

2PEF是目前最常见的多光子成像技术, 因其

具有如上优点而被广泛应用于生物医学领域, 其对

系统要求较简单, 许多活体内源性荧光团或光学探

针都具有双光子吸收效应, 能进行双光子激发荧光

显微成像. 而且 2PEF容易与其他光学手段如荧光

寿命显微成像技术、光纤内窥成像技术、光片技术

等结合, 实现样品信息更多维度信息或更高的成像

指标. 但其在应用时也存有缺陷, 致使其在多色成

像、功能成像、成像深度等方面仍面临着巨大挑战.

例如, 利用 2PEF研究含有多种荧光团的样品时,

难以实现多种荧光团的同时最优激发. 而多色双光

子激发荧光显微成像通过增加激光器或采用连续

光谱的方法, 可以实现对多色标记的细胞或蛋白质

的同时成像和动态追踪. 另外, 2PEF虽然能对样

品进行高分辨率成像, 但其获得的仅仅是荧光强度

信号, 信息维度有限, 双光子激发荧光寿命显微成

像通过探测荧光寿命信息, 可以在进行高分辨三维

成像的同时获取生物组织的生化特性信息. 此外,

2PEF在生物医学成像的应用常局限在细胞、离体

样品或者活体表层, 难以进行体内深层器官组织成

像, 双光子光纤内窥成像通过减小系统尺寸, 能将

成像延伸到活体内深处组织, 提供了低侵入性的解

决方案. 在进行活体脑功能成像时, 2PEF虽然可

以通过增加波长来减少组织散射, 但最终成像深度

受限于信号背景比为 1的条件 [3], 而三光子显微成

像技术通过将波长拓展到 1600 nm到 1820 nm,

在该波长范围内激发光的衰减最小, 由此在活体脑

成像时能获得更高的成像深度和信噪比. 可见, 多

色双光子激发荧光显微成像、双光子光纤内窥成

像、双光子激发荧光寿命显微成像和三光子显微成

像技术这几种多光子成像技术能大大拓宽传统

2PEF的生物医学应用范围, 具有极大的发展潜力.

本文简要介绍了这几种多光子成像技术的成像原

理及其生物医学应用, 最后对其未来发展趋势进行

展望. 

2   多色双光子激发荧光显微成像

监测人体微环境中细胞、蛋白质、DNA等动

态特性和相互作用, 对于活体成像和免疫治疗等研

究具有重大意义. 多色荧光显微成像使用具有不同

发射光谱的荧光团标记不同的细胞、蛋白质、DNA

等, 通过荧光团的光谱信息区分标记样品的类型和

功能, 从而实现对多种标记物的动态追踪 [4]. 在共

聚焦成像中, 单光子多色成像通常采用一个波长激

发多种标记物, 但是由于荧光团的单光子激发光谱

较窄, 不同荧光团的激发光谱可能相差很大, 所以

一个波长难以激发多种荧光团 [5]. 相比之下, 常见

的荧光团的双光子激发光谱更宽 [6], 不同荧光团激

发光谱重叠可能性大, 故多色双光子激发荧光显微

成像更容易实现. 图 2所示为典型的激光扫描多色

双光子激发荧光显微成像系统.

针对多色标记荧光团的实时动态监测, 需要同

时有效地激发多色荧光标记物, 并且在成像时快速

区分荧光标记物所标记的细胞、细胞器或蛋白质

等. 由于许多荧光物质的双光子吸收光谱较单光子

吸收光谱要宽, 光谱重叠较高, 所以用单一波长的

光源也可以同时激发多种荧光团, 实现多色双光子

激发荧光显微成像, 但荧光团的最佳激发波长往往

不一致, 单一波长的光源无法实现最优激发, 且当

荧光团本身双光子吸收截面较小时, 为了获取多种

荧光团的荧光信号, 往往需要增加功率来提高荧光

强度, 这会引起光毒性和产生光漂白效应. 此外,

增加激光功率也会使细胞产生内源性自发荧光, 其

与所用荧光团发射的荧光可能存在光谱重叠现象,

这种光谱串扰会影响对于标记细胞或蛋白质的动

态监测.

为了实现多种荧光团的同时最优激发, 提升多

色双光子激发荧光显微成像的信号强度, 可以采用

多个波长或宽带光谱的激发光源. 前一种方法的实

现可以采用两个或两个以上的飞秒激光器作为多

波长激发光源 [7], 或采用拓展激发光的光谱波段的

方法, 如光参量振荡器 (optical parametric oscillator,

OPO)[8]. 利用钛蓝宝石振荡器作为抽运源, 可以

使 OPO输出 1200 nm以上的近红外波段范围内

连续调谐的超短脉冲激光. 然而, 增加光源的成本

很高, 成像光路也会由此变得复杂, 限制了这种多

激励源技术在多色双光子激发荧光显微成像上的

应用. 后一种方法是利用宽带可压缩的连续光谱脉

冲来实现多色双光子激发荧光显微成像, 主要包括

两种: sub-20 fs激光器发射的宽谱脉冲 [9] 和基于

100 fs激光器产生的光纤连续光谱 [10]. sub-20 fs激

光器产生的短脉冲具有 100 nm以上相位稳定的
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光谱带宽. 通过脉冲整形引入的相位函数改变该脉

冲光谱的相位相干性, 从而改变脉冲频率, 进一步

提升荧光团的双光子激发效率, 实现对应荧光团的

选择性激发. 该方法无需调节光路来选择激发波

长, 但系统同样复杂, 且需要特定的激光器. 而采

用光纤产生超连续光来实现多色双光子激发荧光

显微成像则只需常用的 100 fs激光器, 其原理是利

用激光器的飞秒脉冲在光纤中的非线性传输特性,

结合脉冲压缩技术产生宽带光谱、短脉宽的飞秒脉

冲. 该技术不仅能实现多色双光子荧光团的最优激

发, 还能显著提升双光子激发荧光的效率. 早期的

连续光谱是用激光在普通单模光纤的正常色散区

传输产生的 [11], 但光源系统十分复杂. 而目前人们

则采用具有零色散点的光子晶体光纤 (photonic

crystal fiber, PCF)来产生连续光谱. 利用孤子效

应可以产生较宽光谱范围的连续光谱, 且选择合适

的 PCF的参数可有效控制零色散点的位置. 但由

于孤子效应通常发生在 PCF的反常色散区, 因而

其产生的连续光谱对振动和噪声十分敏感, 即使是

很微弱的振动也会使光谱结构发生极大变化, 光谱

相干性剧烈下降. 因此, 设计更为简单的系统来实

现多种荧光团的同时最优波长激发, 同时在一定程

度上保证双光子激发效率和避免光谱串扰问题, 仍

是多色双光子激发荧光显微成像技术发展的重要

方向.

多色双光子激发荧光显微成像技术在癌症诊

断方面发挥着重要作用. 在早期的疾病诊断与病理

学研究中, Li等 [12] 通过采用 PCF产生波长范围

为 600—700 nm的连续光谱激发细胞内源性荧光,

对细胞内的 NADH和色氨酸成像. 以色氨酸的荧

光作为参考, 对比色氨酸与 NADH两者的信号强

度, 从而实现正常细胞与癌细胞的区分, 继而通过

研究细胞代谢活性与蛋白质的表达, 实现非侵入性

癌症诊断. 此后, Li等 [13] 还使用 OPO技术来获得

超短飞秒脉冲, 在 600 nm波段进行双光子激发,

并通过对 NADH, FAD和色氨酸的多色双光子荧

光成像, 成功地检测了皮肤癌症炎症. Le Dévédec

等 [14] 采用多色双光子激发荧光显微成像来实现诱

导基因表达, 利用小鼠模型研究了乳腺癌细胞群体

的转移行为. 其结果证明了该系统可用于研究个体

候选转移基因在体内外的作用, 并在研究癌症转移中

的细胞事件也可发挥作用. Entenberg等 [15] 利用两

个钛蓝宝石激光器, 对用CFP, EGFP, TagRFP657

等荧光蛋白标记的小鼠乳腺癌肿瘤细胞实现多色

双光子荧光成像. Piatkevich等 [16] 开发了两种红

色荧光蛋白 LSS-mKate1和 LSS-mKate2, 它们具
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图 2    激光扫描多色双光子激发荧光显微镜系统示意图. 图中各部分为: Femtosecond Laser, 飞秒激光器; Optical isolator, 光隔

离器 ; Mirror,  反射镜 ; HWP (half-wave  plate),  半波片 ; Lens,  透镜 ; PCF (photonic  crystal  fiber),  光子晶体光纤 ;  FL  (fiber

launcher), 光纤耦合器; Filter, 滤光片; Scanners, 扫描振镜; DM (dichroic mirror), 二向色镜; PMT (photomultiplier tube), 光电倍

增管探测器; Monochromator, 单色仪; Obj (objective), 物镜

Fig. 2. Schematic diagram of laser scanning multicolor two-photon fluorescence microscope system. The abbreviations in the figure

are as follows: HWP, half-wave plate; PCF, photonic crystal fiber; FL, fiber launcher; DM, dichroic mirror; PMT, photomultiplier

tube; Obj, objective. 
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有较大的斯托克斯位移, 激发/发射最大值分别在

463/624 nm和 460/605 nm. 通过将这些荧光蛋白

应用于乳腺癌的小鼠异种移植模型进行多色双光

子激发荧光显微成像, 该小组观察到乳腺癌细胞在

活体小鼠血管中显示出明显的极化作用, 其成像结

果如图 3所示.

 
 

(a)

(b) (c)

图 3    NLS-LSS-mKate1标记细胞核 (红色)和 GalT-ECFP

标记高尔基 (蓝色)的肿瘤细胞的多色双光子激发荧光显

微成像 [16]. 比例尺: 10 µm
Fig. 3. Multicolor two-photon  excited  fluorescence   mi-

croimaging  of  tumor  cells  with  NLS-LSS-mKate1 labeled

nucleus (red) and GalT-ECFP labeled Golgi (blue)[16]. Scale

bar: 10 µm.
 

如今, 多色双光子激发荧光显微成像已被越来

越多地应用到神经科学领域研究中, 可实现在亚细

胞水平记录生命活动信息. Collot等 [17] 开发了用

于细胞和组织中脂质滴的多色成像的超亮荧光探

针, 实现了对小鼠肝脏的多色双光子激发荧光显微

成像. Garaschuk等 [18] 通过在小鼠脑内注射多种

染料混合物并进行多色成像, 可得到小鼠大脑表

面 500 µm处不同神经元及神经胶质细胞的成像, 该

方法适用于不同物种的各个发育阶段脑组织染色,

还能对进行活体实时钙信号记录. Hayakawa等 [19]

发现当细胞质中游离的 Ca2+浓度超过 15 µmol/L
时会立即诱导线粒体去极化, 这个过程与线粒体

中 NADH的氧化有关. 通过采用多色双光子显微

成像来表征单个神经元中的线粒体反应, 实现了对

小鼠神经元中的单个线粒体的多色荧光显微成像,

证明了哺乳动物中枢神经元中线粒体去极化介导

的快速的 Ca2+依赖性的氧消耗. Mahou等 [20] 利用

飞秒激光器与 OPO产生的同步脉冲, 实现了具有

不同吸收光谱的 3个荧光团的多色双光子激发荧

光显微成像. 利用荧光团来标记细胞, 实现了小鼠

脑组织的实时多色成像及果蝇胚胎中的多色荧光

与三次谐波成像. 2014年, Mahou等 [21] 又将先前

的工作进行了拓展, 将双光子光片照明与混合波长

激发相结合, 实现了用 28 MHz像素速率来记录斑

马鱼胚胎中跳动心脏的四维多色荧光显微成像, 且

光漂白几乎忽略不计. 2017年, 该团队利用波长混

合 (wavelength mixing)技术 , 对 NADH和 FAD

这两种内源性荧光团实现高效双色双光子成像, 同

时结合双光子激发荧光寿命成像技术对人皮肤和线

虫中NADH和 FAD的寿命梯度进行重建 [22]. 随后,

2019年, 该团队又提出彩色多光子串行显微镜 (chro-

matic multiphoton serial microscopy, ChroMS)[23],

通过波长混合技术将三色双光子激发与自动连续

组织切片结合, 能达到微米级分辨率的多色成像效

果, 由此还实现了小鼠脑内的三维多色成像. 图 4

展示了用 ChroMS对小鼠皮层组织进行连续三维

成像的结果.

随着荧光探针和激光光源技术的不断发展, 多

色双光子激发荧光显微成像技术也在生物医学中

得到越来越多的应用. 而与其他光学成像技术的结

合, 如光片显微技术、荧光寿命成像显微技术 (fluo-

rescence lifetime imaging microscopy, FLIM)等 ,

能不断拓宽多色双光子激发荧光显微成像技术的

功能及应用领域. 未来随着超短脉冲激光器和信号

探测技术的不断发展, 多色双光子激发荧光显微成

像技术将会具有更好的应用前景. 

3   双光子激发荧光寿命成像

荧光寿命是指当组成物质的分子在受到光脉

冲的激发跃迁到高能级后, 回到基态前在激发态的

平均停留时间, 大约为 ns量级, 常用 t 表示 [24]. 荧

光寿命是荧光物质的自身属性, 通常与激光的激发

强度、光照时间和染料浓度等因素无关, 而与物质

自身所处微环境及其本身的结构等条件有关. 由于

荧光寿命是荧光分子的固有性质, FLIM技术可以

提供比强度、光谱更清晰的荧光染料标记, 并且它

包含关于荧光标记的局部分子环境和发色团光物

理学的信息, 因此, FLIM技术在成像时具有特异
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性强和灵敏度高的优点, 能增强生物样品的图像对

比度, 而且还可以获取荧光分子所在的微环境中的

物理、化学及生物信息. 该技术目前已成为生物

学、生物物理学和生命科学领域中研究样品生化性

质的有力工具.

测量荧光寿命的方法主要包括频域法和时域

法 [25]. 频域法又称相位调制法, 主要有外差法和零

差法. 如图 5(a)所示, 它利用强度按正弦规律调制

的激光激发样品, 从而使得样品发出的荧光强度也

具有相同的正弦调制频率. 通过测量荧光和激发光

之间的解调系数及两者之间的相位差∆j 后可以计

算得到荧光寿命值. 而时域法, 也称作脉冲法, 主

要有时间相关单光子计数法 (time-correlated single

photon  counting,  TCSPC)、门控探测法 (time-

gated detection)和条纹相机测量法 (streak camera)

3种实现方式. 时域法测量荧光寿命的方法是利用

超短脉冲光源来激发被测样品, 以测量出样品荧光

强度的时间衰减规律, 再通过计算或拟合得到寿

命 [26]. TCSPC是目前测量荧光寿命最常用的方法,

如图 5(b)所示, 其原理是通过记录激发脉冲过后

首个荧光光子到达探测器的时间, 并记录到对应的

时间通道中, 多次重复建立一个正比于荧光衰减曲

线的光子数-时间分布直方图. 常见的频域法及TCS-

PC法测量荧光寿命的原理及双光子TCSPC-FLIM

成像系统如图 5所示.

双光子 FLIM是将双光子成像技术与 FLIM

技术的结合, 可获取生物组织的生化特性信息, 同

时进行高分辨三维成像, 实现功能和结构的精确定

量表征. 两种技术结合的特点在于: 1) 双光子 FLIM

使用的激发波段较长, 穿透深度更大, 能够获取生

物样品深层的荧光寿命信息; 2) 双光子显微成像

技术使用的是脉冲激发光源, 荧光激发效率高, 能

满足荧光寿命探测的需要, 而双光子显微成像所固

有的层析能力, 能在测量厚样品时避免不同深度信

号之间的干扰 [27]. 可见, 将双光子成像技术与 FLIM

技术结合, 拓宽了荧光信息探测模式的维度, 具有

广阔的应用前景, 能为生物医学领域提供强有力的

研究手段.

与传统基于荧光强度的活体成像方法相比, 双

光子 FLIM技术可以提供更多的生化和医学诊断
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图 4    小鼠皮层组织的连续三维多色成像 [23]

Fig. 4. Continuous three-dimensional multicolor imaging of mouse cortical tissue[23]. 
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信息. 目前用双光子 FLIM技术监测细胞组织的代

谢状态常用的手段是对 NADH和 FAD等内源性

荧光标记物进行寿命信息探测. 表 1给出了双光子

FLIM监测 NADH和 FAD的工作原理.

在肿瘤的形成和发展过程中, 细胞的代谢情况

也会发生相应变化. 与正常细胞相比, 癌变前细胞

中的 NADH和 FAD的荧光寿命及氧化还原比存

在较大差异 [29]. NADH的生化特性对于确定细胞

代谢活性至关重要. 利用双光子 FLIM测量游离或

结合蛋白质的 NADH的荧光寿命有助于我们推导

细胞内氧化还原的状态, 这已成为分析诊断癌症的

一种有效工具. Anh等 [30] 发现与普通的二维的细

胞培养方法相比, 在三维的胶原蛋白基质中培养的

癌细胞中 NADH寿命更长, 原因在于三维培养时

更多的 NADH与酶结合, 此外该团队还对比了二维

和三维培养形式下的 4T1细胞对靶向线粒体和氧化

磷酸化途径的新型MCT抑制剂 (MD1)和 TPPBr

的代谢反应. 深圳大学屈军乐教授课题组 [31] 开展

了双光子 FLIM技术的生物医学应用研究, 已将该

技术与肿瘤的机理与诊断方法研究结合起来, 取得

了初步的进展. 2019年, 该团队利用双光子 FLIM

技术从基底细胞癌切片中提取荧光寿命信息, 构建

了 LSVM模型, 能更精确评估皮肤癌症的发展阶

段 [32]. 之后, 该团队又将共聚焦、双光子、FLIM技

术相结合构建了多模态成像系统 [33], 可快速得到

生物样品中的谐波及寿命信息. 如图 6所示, 通过

将 FLIM与相量分析法结合, 该团队揭示了肝癌切

片中癌转移的能量代谢变化. 另外, 前列腺癌是男

性的主要癌症之一, 目前仍缺乏能够预测前列腺癌

治疗反应的实验方法. 而癌症中的线粒体功能障
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图 5    常见的荧光寿命测量方法及双光子 TCSPC-FLIM成像系统示意图　(a) 频域法; (b) TCSPC法; (c) 基于 TCSPC的双光

子 FLIM成像系统示意图. 图中各部分为: Femtosecond Laser, 飞秒激光器; BS (beam splitter), 分光镜; Scan Lens, 扫描镜; Tube

Lens, 镜筒透镜 ; DM (dichroic mirror), 二向色镜 ; Obj (objective), 物镜 ; Filter, 滤光片 ; PMT (photomultiplier tube), 光电倍增管

探测器; Reference Beam, 参考光; PD (photodiode), 光电二极管; TCSPC, 时间相关单光子计数法

Fig. 5. Schematic  diagram  of  common  fluorescence  lifetime  measurement  methods  and  imaging  systems:  (a)  Frequency  domain

method; (b) TCSPC method; (c) schematic diagram of a two-photon FLIM imaging system based on TCSPC. The abbreviations in

the figure are as follows: BS, beam splitter; DM, dichroic mirror; Obj, objective; PMT, photomultiplier tube; PD, photodiode; TC-

SPC, time-correlated single photon counting. 
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碍 (如缺陷性氧化磷酸化)通过调节活性氧 (reactive

oxide species, ROS)产生和细胞信号传导来抑制

细胞凋亡提供了前列腺癌的评估手段, 其纠正和凋

亡的诱导是癌症治疗的可行方法之一. 据此, Alam

等[34] 利用FLIM测量NADH, FAD及色氨酸 (Trp)

三者及其与酶结合部分的寿命来定量描述前列腺

癌细胞中的线粒体代谢反应, 并评估抗癌药阿霉素

对前列腺癌细胞的作用. 在治疗之后, NADH与酶

 

图 6    利用双光子 FLIM技术揭示肝脏切片上的癌症转移 [33]

Fig. 6. Using two-photon FLIM technology to reveal cancer metastasis on liver slices[33]. 

表 1    双光子 FLIM监测 NADH和 FAD的工作原理 [28]

Table 1.    Working principle of NADH and FAD monitoring by two-photon FLIM[28].

名称 本质 主要分布 工作原理 与FLIM联系 生理功能

NADH
烟酰胺腺嘌呤二核
苷酸(NAD)的还原
态, 一种还原型辅酶

线粒体和
细胞质

在氧化还原反应中,
NADH作为氢和电子
的供体, NAD作为氢

和电子的受体

NAD与脱氢酶结合时, 激发和发射都有
蓝移, 同时荧光量子产率增加. NADH跟蛋
白质结合后显示较长的寿命成分. FLIM

还可以计算这些物质的相对含量

改善能量水平、保护
细胞、促进神经递质

的产生等

FAD
黄素腺嘌呤二核
苷酸, 某些氧化还

原酶的辅基
线粒体

FAD参与体内各种氧
化还原反应, 在生物氧
化系统中起传递氢的

作用

游离的FAD分子显示较长的寿命成
分, 和蛋白质结合的FAD
分子显示较短的寿命成分

可做成活性型维生
素B2, 用于神经性
耳鸣、脑动脉硬化等
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结合的寿命贡献增加, 而 FAD与酶结合的寿命贡

献减少, 通过 FLIM分析推断 NADH/FAD和细

胞内 ROS的氧化还原比增加, 随后诱导了细胞凋

亡活性. 脑肿瘤也是常见的癌症之一, 由于脑肿瘤

无明显边界, 在切除肿瘤组织时容易伤及正常脑区

域, 肿瘤难以彻底切除. FLIM由于具有高特异性

和非侵入性等优点, 已逐渐成为脑肿瘤研究的热点

之一. Poulon等 [35] 通过对人脑肿瘤样品的内源性

荧光团进行分析, 证实了双光子 FLIM具有分辨肿瘤

与非肿瘤脑组织及肿瘤转移的能力. Kantelhardt

等 [36] 首次将双光子 FLIM应用到胶质母细胞瘤的

手术成像中, 该团队在活体中观察发现了蛛网膜和

实体瘤组织的显微结构和荧光寿命存在差异, 证明

了双光子 FLIM技术用于脑肿瘤检测的潜力. 在口

腔癌研究中, Teh等 [37] 通过建立二甲基苯并蒽诱导

的仓鼠颊囊黏膜癌模型, 同样基于 NADH和 FAD,

从细胞代谢角度出发, 证实了双光子 FLIM技术具

有分辨口腔癌及其他早期癌症癌前病变的能力.

Rück等 [38] 从能量代谢角度研究人口腔黏膜细胞,

发现相比正常细胞, 恶性的口腔黏膜细胞平均荧光

寿命更长, NADH含量降低. 除 NADH和 FAD外,

研究人员也在积极进行其他内源性荧光团的研究,

如 Shen等 [39] 通过双光子 FLIM技术对内源性胆

红素的荧光寿命信息进行口腔癌的检测研究, 研究

表明口腔癌细胞中的胆红素荧光寿命更长. 在胃癌

研究中, Li等 [40] 用双光子 FLIM对新鲜人胃窦黏

膜的胃癌样本进行成像, 结果表明通过荧光寿命可

以清晰分辨健康胃黏膜与癌症区域的亚结构, 包括

表皮结构、固有层、胃癌的间质组织及粘液上皮细

胞、杯状细胞等多种细胞类型, 通过提取子结构的

光谱和寿命信息, 还能区分胃癌的多个阶段.

双光子 FLIM技术也逐渐成为神经科学领域

研究的有力工具之一. 阿尔兹海默症是一种神经系

统退行性疾病, 其发病机理被认为与淀粉样蛋白

(Ab)有关. Tyurikova等 [41] 用双光子 FLIM技术

结合膜片钳电生理学监测脑切片中星形胶质细胞

和神经元中的 Ca2+浓度, 发现在切片中注射亚微

摩尔的 Ab 会引发相邻星形胶质细胞中 Ca2+浓度

显著提高, 该现象反映 Ab 对于脑细胞生理作用存

在一定影响. 之后该团队又采用双光子 FLIM技术

对钙离子荧光指示剂 OGB-1成像 [42], 开发了一种

监测单细胞内 Ca2+离子的方法, 在脑切片与原位

神经细胞上证明了该方法具有更高的信噪比与灵

敏度 . Feeks等 [43] 将自适应光学与双光子 FLIM

结合, 对小鼠视网膜中的非固有荧光团进行成像,

如图 7所示. 通过在小鼠模型中使用遗传编码的钙

指示剂, 观测双光子自发荧光和荧光寿命的变化,

可以探测多种功能反应. 这项研究还为分子靶向的

进一步应用和疾病进展的研究打开了大门, 通过观

察视网膜的荧光寿命变化, 可以为患有糖尿病性视

网膜病和斯塔加特病的较早阶段患者检测疾病进

展. 帕金森氏症是目前最困扰人类的病症之一, Cha-

kraborty等 [44] 通过双光子 FLIM研究神经元细胞

中NADH和 FAD的荧光寿命成分, 以及在MPP+

(1-甲基–4苯基吡啶)处理后寿命的变化. 该团队

发现, 在经MPP+处理的细胞中, 游离和结合蛋白

的 NADH及游离和结合蛋白的 FAD的荧光寿命

都有统计学上的显著降低. 这些结果表明, 在MPP+

处理的细胞中能量产生从氧化磷酸化向厌氧糖酵

解的转变, 这可以潜在地用作细胞代谢指标, 以评

估细胞水平上帕金森氏症的情况.

尽管双光子 FLIM技术已经取得了一系列的

研究进展, 但在实际应用中仍面临着一些挑战. 如:

1)双光子 FLIM技术系统较为复杂, 成本昂贵, 对

 

(a) (b) (c)

3600

3200

2800

2400

2000

M
e
a
n
 l
if
e
ti

m
e
/
p
s

图 7    小鼠视网膜毛细血管成像 [43]　(a) 双光子荧光强度图像; (b) 图 7(a)中的局部血管; (c) 图 7(b)对应的荧光寿命图像. 比例

尺: 25 µm

Fig. 7. Imaging of mouse retinal capillaries[43]: (a) Two-photon fluorescence intensity image; (b) local blood vessel in Fig.7 (a); (c) flu-

orescence lifetime image corresponding to Fig.7 (b). Scale bar: 25 µm. 
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激发光源和探测器都有着较高要求, 庞大昂贵的硬

件系统限制了双光子 FLIM技术在临床医学上的

应用; 2) 双光子 FLIM技术的穿透深度仍限制在

几百微米以内, 难以探测生物组织深层信息; 3) 双

光子 FLIM技术在数据采集与处理上都较为耗时,

采集一张高分辨率的图像往往要耗时几秒甚至

几分钟, 大大限制了该技术的应用. 未来随着激

发光源技术、信号采集及数据处理技术的进一

步发展, 双光子 FLIM技术的性能有望得到进一步的

提升. 

4   双光子光纤内窥成像

传统的 2PEF虽然能为我们提供生物细胞组

织的清晰成像, 但由于其成像系统较复杂, 器件较

多, 体积庞大. 并且在现阶段, 大部分对于生物细

胞组织的成像仍局限在离体细胞培养, 亦或是局限

在生物体表层一定深度. 而生物体内的微环境十分

复杂, 体内环境与离体环境差别巨大, 在离体环境

下观察得到的结果可能与体内环境相差甚远. 而通

过腹窗手术等方法 [45] 虽然可以实现活体的细胞组

织成像, 但这些方法具有高侵入性, 对生物体损害

较大, 也不能实现长时间的活体成像, 这些因素都

限制了双光子显微镜在活体成像中的应用. 随着光

纤内窥技术的不断发展, 双光子光纤内窥成像技术

逐渐克服了传统光学显微镜的物理限制, 为长时间

活体成像提供了一种有效手段.

光纤内窥成像技术是将光纤或光纤束从管腔

伸入活体内部组织器官的一种成像技术, 由于光纤

体积小, 弯曲性好, 对生物体的侵入性较小, 使用

上也比较便捷, 特别适合长时间活体内部成像. 该

技术通过光纤导入激发光激发组织器官产生荧光,

然后使用微型探头收集荧光并传递到体外的光电

探测器进行成像. 双光子光纤内窥成像技术则是集

合了 2PEF和光纤内窥成像两者的优势, 由于 2PEF

采用的波长较长, 在组织中的散射较少, 穿透能力

更强, 与光纤内窥的结合能够获得更深组织的成

像, 且图像对比度也能有所提高 [46], 在活体成像领

域具有良好的发展前景. 最早用于双光子光纤内窥

成像的光纤是单模光纤, Bird和 Gu等 [47] 首次将

单模光纤耦合器与 2PEF结合起来, 证明了单模光

纤耦合器能传输近红外波段的超短脉冲激发光并

收集荧光. 但单模光纤在使用上存在缺点. 一是单

模光纤具有自相位调制效应, 光纤色散系数也比较

高, 飞秒脉冲经过单模光纤传输后会出现严重畸

变, 脉冲会变宽, 使得在焦点处的荧光激发效率变

低. 二是单模光纤的纤芯较小, 数值孔径小, 荧光

的收集效率比较低. 为了突破单模光纤带来的局

限, 人们开始采用 PCF来进行脉冲光的传输 [48].

相较于单模光纤, PCF的光引导方式比较独特, 比

如现阶段使用较多的双包层光子晶体光纤 (double-

clad photonic crystal fiber, DC-PCF), 具有较大

的模场半径, 脉冲光的传输效率和荧光的采集效率

都很高, 包层光纤还可并入管状压电致动器中, 实

现双光子光纤内窥系统的微型化. 此外, 光纤耦合

器也是双光子光纤内窥成像系统中的重要器件, 光

纤耦合器可以实现光束在两根甚至多根光纤之间

的耦合传输, 将激发光和收集光进行分束, 使系统

在结构上更加灵活简便 [49]. 图 8为双光子光纤内

窥成像系统示意图.

随着 PCF和微电机系统 (micro-electro-mech-

anical system, MEMS)扫描器等技术的不断发展,

双光子光纤内窥成像技术在成像速度、分辨率及系

统体积等方面都取得了长足的进步. Tang等 [50] 设

计了使用双轴 MEMS镜和 DC-PCF的多光子内

窥镜系统 , 其中 MEMS扫描仪反射镜尺寸仅为

2 mm, 扫描角度达到 20°, 在 x 和 y 轴上的最大可

分辨焦点数目为 720 × 720, 采集得到了牛膝关节

软骨的多光子显微图像. Piyawattanametha等 [51]

开发了一种基于MEMS二维微型扫描仪的双光子

光纤微型内窥镜, 重量仅为 2.9 g, 可用于对活体小

鼠大脑的微脉管系统的体内成像. 该团队通过将光

纤附着在活体小鼠的颅骨上来收集体内新皮层微

血管的双光子荧光图像, 此外还可用于追踪流过观

察血管的红细胞. Wu等 [52] 开发了一种紧凑的全

光纤扫描内窥镜系统, 用于生物样品的双光子荧光

和二次谐波 (second harmonic generation, SHG)

成像. 通过对上皮组织和口腔组织的深度分辨双光

子荧光成像, 证明了该紧凑的全光纤非线性光学内

窥镜系统具有出色的成像能力, 有望用于实时评估

腔内器官的上皮和基质结构. Lee等 [53] 开发了一

种更为紧凑的双光子光纤内窥系统, 所有光学组件

的尺寸均为 1 mm, 成像头重量仅为 0.6 g, 并成功

地将该系统应用到小鼠脑中树突细胞的功能性钙

成像, 证实了该系统可用于清醒自由行为的动物的

神经网络动力学的光学记录上.
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×

双光子光纤内窥技术在临床诊断与治疗中也

发挥着重要的作用. 2012年 Louradour团队 [54] 提

出了激发波长可调的非线性光纤光谱仪, 波长调节

范围为 700—900 nm, 脉冲宽度为 70 fs, 可以通过

弹性蛋白的双光子信号和胶原蛋白的 SHG信号对

离体人肺组织进行非线性光谱分析. 在 2015年,

该团队又基于 DC-PCF设计了尺寸仅为 2.2 mm

的双光子光纤内窥镜, 可以 8帧/s的速度同时进

行双光子和 SHG信号的探测, 横向和轴向分辨率

分别为 0.8 µm和 12 µm, 最大成像视场为 450 µm  
450 µm, 成像穿透深度可以达到器官表面以下

300 µm, 是临床上实时病理状态评估的一种有力

工具 [55]. 双光子光纤内窥技术在使用时会面临两

个挑战, 一是大多数生物内源性荧光团的双光子吸

收位于 700—900 nm的光学窗口, 而光纤在该窗

口具有较大色散 ; 二是非线性自相位调制效应

(self-phase modulation, SPM)会使得激励信号的

频谱变宽, 导致信号失真. 该团队通过引入一根标

准保偏单模光纤 (polarization maintaining single-

mode fiber, PM-SMF)补偿频谱压缩的非线性效

应, 以及使用补偿二阶和三阶色散的脉冲扩展器,

能保证系统在 5 m长的光纤输出端传递 40 fs以下

的红外激发脉冲. 此外通过设计定制纯二氧化硅内

核的 DC-PCF既能确保高空间分辨率, 还能保证

飞秒脉冲在光纤传输中的性能不会因弯曲而产生

偏振模色散. DC-PCF设计示意图如图 9(a)—(c)

所示. 在内窥镜输出端, 该团队用共振光纤扫描仪

和微光学 (micro-optics, MO)搭建了小型成像探

头, 将外径控制在 2.2 mm. 当给样品施加 5 mW

功率时, 该系统能以 8帧/s的高灵敏度对样品进

行成像, 图 9(d)—(k)展示了该系统在离体小鼠切

片样品及人体肺部切片样品的成像效果. 通过调整

输入端半波片可选择不同的正交线性极化, 当激发

极化平行于胶原蛋白时, 可以获取到更强的 SHG

信号.

对于内窥成像, 研究者们不仅想观测生物体内

的荧光强度信息, 同时也希望能够获取样品的生化

信息, 由此在 2018年, 该团队又将双光子内窥成

像与 FLIM技术结合 [56], 利用 DC-PCF搭建了双

光子 FLIM内窥成像系统, 并首次实现了内窥镜

的 NADH寿命成像. Sibai等 [57] 将双光子内窥成

像技术与 FLIM技术结合, 通过内窥镜监测内源荧

光团的强度、光谱和寿命特性等来研究大脑组织,

其结果表明在恒定的平均激光功率条件下, 短至

40 fs的激发脉冲即使长时间照射组织也不会对组

织的生化/生物物理特性产生不良影响.

在生物体器官内脏的研究诊断和治疗中, 使用

光学内窥镜精确控制和操纵微米和纳米颗粒也具

有重要意义. Gu等 [58] 首次展示了用于直接控制和

操纵纳米珠及金纳米棒的光学非线性内窥镜镊子

(optical nonlinear endoscopic tweezers, ONETs).

与相同尺寸的介电纳米珠相比, 双光子吸收可以将

 

Femtosecond

laser

FL Mirror DM FL

Lens

Fliter

PMT

Endomicroscope

probe

DCF

DAQ

MirrorFL

PBF

图  8    双光子光纤内窥系统示意图 . 图中各部分为 : Femtosecond Laser, 飞秒激光器 ; FL (fiber launcher), 光纤耦合器 ; PBF

(photonic band-gap fiber), 光子带隙光纤 ; Mirror, 反射镜 ; DM (dichroic mirror), 二向色镜 ; Lens, 透镜 ; Filter, 滤光片 ; PMT

(Photomultiplier tube), 光电倍增管探测器 ; DAQ (data acquisition), 数据采集 ; DCF (double-clad fiber), 双包层光纤 ; Endomic-

roscope Probe, 内窥镜探头

Fig. 8. Schematic diagram of a two-photon fiber endoscopic system. The abbreviations in the figure are as follows: FL, fiber launch-

er; PBF, photonic band gap light; DM, dichroic mirror; PMT, Photomultiplier tube; DAQ, data acquisition; DCF, double-clad fiber. 
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荧光纳米珠的捕获力提高多达 4个数量级. 此外,

双光子激发会在纳米棒上产生等离激元介导的光

热引力, 使纳米棒快速上载到目标细胞, 在 1 min

内进行热处理. 该工具在精确指定药物颗粒的位置

和剂量并将金属纳米颗粒快速上载至单个癌细胞

进行治疗方面具有较好的应用前景.

双光子光纤内窥成像在体内组织器官定性与

定量检查时具有侵入性低、光损伤小、操作便捷等

优势, 是生物医学领域中活体成像研究不可或缺的

重要工具. 但目前双光子光纤内窥成像仍面临着如

成像分辨率不高、系统尺寸较大、荧光收集效率低

等许多技术挑战, 随着 PCF与 MEMS等技术的

发展, 双光子光纤内窥成像技术的性能将得到进一

步提升, 从而在生物医学领域中发挥更大的作用. 

5   三光子显微成像

目前, 多光子显微成像技术已成为脑科学研究

的重要工具之一, 为了探索大脑的奥秘, 研究者们

在不断寻求研究生物体脑内更深层信息 . 在用

2PEF技术进行脑神经科学研究时, 由于脑内深层

组织中散射现象严重, 成像深度受到限制. 尽管采

用更长波长的光激发能进一步提高成像深度, 但当

焦点处信号荧光强度与背景荧光强度一致时, 成像

深度便达到极限. 在小鼠脑中成像深度大约止步于

白质层, 很难再往下突破. 一些解决方法, 如插入

光学探针, 则会对生物体大脑产生不可逆的伤害.

为了能无损地对脑深层信息进行采集, 人们开始将

目光转移到三光子显微成像技术上.

相较于 2PEF, 三光子显微成像具有以下优势:

1)常用的荧光蛋白的三光子激发波长更长, 通常

为 1600—1800 nm, 处于生物组织的最佳红外通光

窗口, 在生物组织的穿透效果更好; 2)三光子显微

成像作为更高阶的非线性成像方法, 不仅具备双光

子显微成像的光学切片能力, 同时抑制背景信号能

力比双光子显微成像也有所提高. 图 10为激光扫

描三光子显微镜示意图.
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图 9    用于双光子内窥镜的空气-二氧化硅 DC-PCF设计及系统成像图 [55]　(a) 光纤纤芯示意图, 二氧化硅部分为灰色, 空气部

分为黑色; (b) 双包层光纤纤芯截面示意图; (c) DC-PCF具有灵活性; (d)−(k) 组织样本的无标记双光子光纤内窥成像, 红色为

TPEF信号, 绿色为 SHG信号. (d), (e) 大鼠尾肌腱; (f) 鼠耳. D: 真皮; E: 表皮; IC: 内部软骨; (g)健康人类肺部样品 (肺泡区域);

(h) 小鼠动脉; (i)−(k)健康人类肺部样品里 3个位置的细胞外基质. 比例尺: 50 µm

Fig. 9. Design and system imaging diagram of an Air-silica DC-PCF for a two-photon endoscope[55]: (a) Schematic diagram of the

optical fiber core, the silica part is gray, and the air part is black; (b) the cross-sectional schematic view of the double-clad fiber

core; (c) DC-PCF is flexible; (d)−(k) Unlabeled two-photon fiber endoscopy imaging of tissue samples, red is TPEF signal, green is

SHG signal; (d), (e) rat tail tendon; (f) mouse ear. D: dermis; E: epidermis; IC: internal cartilage; (g) healthy human lung samples

(alveolar regions); (h) mouse arteries; (i)−(k) extracellular matrix at 3 locations in healthy human lung samples. Scale bar: 50 µm. 
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早在 1996年, 美国 Cornell大学 Xu等 [59] 便

利用钛宝石锁模飞秒激光器实现了 1700 nm波段

的三光子成像. 之后该课题组一直从事三光子成像

的研究. 2013年, 为了研究小鼠脑内深层结构成

像, 该团队利用孤子自频移 (soliton self-frequency

shift, SSFS)方法在光子晶体棒中开发了一种新的

高脉冲能量源 [60], 输出孤子能量为 67 nJ. SSFS效

应是指在光纤中一个孤子通过脉冲内受激拉曼散

射连续地将能量从高频转移到低频. 提高光纤激光

器的激光功率可以使波长往长波方向调谐. 当入射

光脉宽越小时其孤子自频移效应越强. 此外, 考虑

活体小鼠脑内组织散射及吸收, 1700 nm波段是最

佳波长窗口, 图 11(a)展示了基于米氏散射和吸收

率的组织模型衰减谱. 基于此, 该团队将高能光纤

激光器的 1550 nm波长移到所需的 1700 nm窗

口, 搭建了一台三光子荧光显微成像系统, 测得孤

子脉冲宽度为 65 fs, 脉冲宽度压缩了 6倍, 获得

的 67 nJ孤子能量也是当时最高. 在 1700 nm波

段实现了对完整小鼠脑内皮质下结构的非侵入性、

高分辨率的活体成像, 同时对小鼠海马体内的血管

结构及红色荧光蛋白标记的神经元进行解析, 成像

深度分别能达到 1400 µm和 1200 µm, 成像效果

如图 11(b)和图 11(c)所示.

2015年, 该团队提出了一种紧凑且便携的三

光子梯度折射率内窥镜, 对没有染色的小鼠肺进行

了离体成像, 证实该系统可实现光学活检的可行

性 [61]. 2014年, 该团队使用基因编码的钙指示剂,

用三光子显微镜在 1300 nm波长激发下对成年小

鼠皮质的 GFP标记的神经元进行体内成像, 展示

了皮质第 6层 (L6)深度的神经元活动 [62]. 2015年,

该团队利用硅晶片对 1700 nm激发的三光子显微

镜的色散进行补偿, 使得脉冲宽度减小了 1/2以
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图 10    激光扫描三光子显微镜示意图. 图中各部分为: Fiber Laser, 光纤激光器; HWP (half-wave plate), 半波片; PBS (polarization

beam splitter), 偏振分束器 ; Mirror, 反射镜 ; Lens, 透镜 ; PCF (photonic crystal fiber), 光子晶体光纤 ; Scan Mirror, 扫描镜 ; Scan

Lens, 扫描透镜; Tube Lens, 镜筒透镜; DM (dichroic mirror), 二向色镜; Filter, 滤光片; Obj (objective), 物镜; PMT (photomultiplier

tube), 光电倍增管探测器

Fig. 10. Schematic diagram of a laser scanning three-photon microscope. The abbreviations in the figure are as follows: HWP, half-

wave plate; PBS, polarization beam splitter; PCF, photonic crystal fiber; DM, dichroic mirror; Obj, objective; PMT, photomultipli-

er tube. 

物 理 学 报   Acta  Phys.  Sin.   Vol. 69, No. 22 (2020)    228702

228702-12

http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1


上, 极大地提高了荧光激发效率, 从而实现三光子

信号的 4倍增强效果, 并且展示了在小鼠脑表面以

下 900 µm处该信号增加的现象 [63]. 2017年, 利用

功能性成像的 GCaMP6 s标记的神经元, 该团队

使用三光子显微成像技术在 1300 nm波段实现了

在完整小鼠大脑中 1 mm深度的海马锥体层中记

录多达 150个神经元的自发活动, 该方法在无损记

录脑组织深处的高时空分辨率的神经元活动方面

具有非常大的潜力 [64]. 2018年, 该团队开发了一种

自适应飞秒激光源, 能够把小鼠大脑中多光子成像

速度提高 10倍以上, 在 700 µm深度下成像时可

达到 30帧/s[65]. 同年该团队又实现了透过小鼠颅

骨下 500 µm深度处的脉管系统的三光子成像, 以

及活体小鼠的皮质层中 GCaMP6 s的钙成像 [66].

2019年, 该团队又对自适应飞秒激发源进行了改

进, 可以仅激发感兴趣的区域, 使得对活体小鼠脑

成像的多光子成像功率要求降低 30倍, 使得高速

纵向神经成像成为了可能 [67]. 2020年, 该团队对小

鼠脑中 1300 µm处的深层组织进行三光子钙成像,

并实现了定量分析. 此外还用三光子显微成像以细

胞分辨率对成年斑马鱼头部深至小脑和视神经顶

的部位进行结构和功能成像 [68].

浙江大学钱骏教授课题组一直致力于三光子

脑成像荧光探针的开发. 2015年, 该团队将金纳米

棒作为造影剂, 在 1000 nm波长激发下, 实现了小

鼠脑内 760 µm的成像深度 [69]. 为了减轻长期光照

导致的荧光探针的光漂白, 该团队还合成了一种具

有聚集诱导发射 (aggregation-induced  emission,

AIE)特性的光稳定型发光剂TPE-TPP, 在 1020 nm

波长激发下的三光子成像中表现出较小的光损伤 [70].

2016年, 该组开发的 AIE荧光探针 TTF在很宽

的 pH值范围内化学性质都比较稳定, 结合该探针

该团队用三光子荧光显微镜监测了斑马鱼标记胚

胎的不同生长阶段 , 追踪时间可长达 120 h[71].

2017年, 该团队开发的 1550 nm波长激发的具有

较大三光子吸收截面的 AIE探针可实现穿透颅骨

的三光子荧光成像, 成像深度可达到颅骨下方 300 µm,
在该深度还可以识别出 2.4 µm的小血管 [72]. 同年,

该团队用 AIE荧光探针实现了 875 µm深的小鼠

大脑血管成像, 是当时基于 AIE荧光探针的三光

子成像的最大深度 [73]. 2018年, 该团队设计了基于

荧光共振能量转移 (fluorescence resonance energy

transfer, FRET)的纳米粒子, 由 AIE染料和 NIR

染料组成, 该粒子具有增强的三光子近红外吸收能

力 [74]. 尽管三光子显微成像技术能获得深层组织

中的荧光信息, 但在深层组织成像时, 三光子荧光

信号仍然较弱, 难以探测, 而 FLIM技术探测的寿

命信息却几乎不受光强影响. 于是, 该团队于 2019年

尝试将三光子显微成像技术与 FLIM技术结合, 以

实现小鼠脑部的三光子 FLIM成像, 成像深度达
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图  11    小鼠组织模型衰减谱及活体成像 [60]　(a) 基于米

氏散射和吸水率的组织模型的衰减谱; (b) FVB/N小鼠脑

血管三光子图像的三维重构; (c) B6.Cg-Tg(Thy1-Brainbow1.0)

HLich/J小鼠脑内神经元三光子图像的三维重构

Fig. 11. Attenuation  spectrum  and  in  vivo  imaging  of

mouse  tissue  model[60]:  (a)  Attenuation  spectrum  of  tissue

model based on Mie scattering and water absorption; (b) thr-

ee-dimensional  reconstruction  of  three-photon  image  of

FVB/N mouse cerebrovascular; (c) B6.Cg-Tg (Thy1-Brain-

bow1.0)  three-dimensional  reconstruction  of  three-photon

images of neurons in the brain of HLich/J mice. 
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到 600 µm, 并且可分辨出 1.9 µm的毛细血管 [75],

成像效果如图 12所示. 2020年, 该团队又合成了

量子产率高达 42.6 %的 AIE荧光探针, 且第一次

用三光子成像技术实现了对完整头骨鼠脑中风过

程高穿透深度和高对比度的成像结果, 该研究极大

地推动了活体大脑的非侵入性荧光成像的发展 [76].

D2O

D2O

D2O

深圳大学王科教授课题组致力于提高三光子

荧光成像的穿透深度. 2017年, 该团队尝试用二氧

化氘 (  )代替水作为浸入介质, 以提高 1700 nm

窗口处的透射率 [77]. 之后又将硅油作为   的替

代物, 比   在小鼠白质层的三光子信号提高了

17%[78]. 2019年, 该团队利用量子点 Qtracker655

在活体小鼠脑部进行成像, 成像深度达到脑表面以

下 2100 µm, 且成像速度比之前提升了 10倍, 还可

以对脑表面下 1600 µm处血管的血流速度进行测

量, 这是目前世界上最深的活体小鼠多光子脑成像

深度, 以及采用多光子成像技术进行血流速度测量

的最大深度 [79], 成像结果如图 13所示. 2020年,

该团队又提出可以通过光子晶体中的 SSFS效应

产生更多的高能孤子, 在小鼠皮质层中发现圆极化

孤子激发的三光子荧光信号比线极化高出 3.7倍 [80].

× ×

与 2PEF类似, 三光子显微成像在功能成像方

面也面临着诸多挑战. 科研人员也开始尝试将三光

子显微成像与其他技术结合, 拓展三光子显微成像

的应用. Weisenburger等 [81] 将三光子显微成像与

体成像技术结合, 开发了 HyMS (hybrid multipl-

exed sculpted light microscopy)技术, 可以在 17 Hz

频率下对 12000个神经元钙信号进行单细胞分辨

成像, 成像体积可达到 1 mm    1 mm    1.22 mm,

并成功地将该系统应用到小鼠听觉皮层、后顶叶平

层和海马成像中. Klioutchnikov等 [82] 设计了一种

头戴式三光子显微镜, 可以对运动大鼠 1320 µm
深的皮质神经元活动进行成像, 稳定成像时间超

过 1 h. 该团队设计的空心光子带隙晶体光纤 (holl-

ow-core photonic bandgap crystal fiber, HC-PBGF)

可以避免光纤弯曲引起的脉冲变化对分析神经元

活动的影响, 采用的双通道双棱镜序列和可变厚度

的体硅结合还能减少群速度畸变和三阶色散.
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图 12    活体小鼠脑血管的三光子 FLIM成像 [75]

Fig. 12. Three-photon FLIM imaging of cerebral blood vessels in living mice[75]. 
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由于信号背景比的限制, 2PEF技术在脑科学

研究中能达到的成像深度具有一定局限性, 高阶的

三光子显微成像技术由于可实现更高的成像深度,

因而在研究生物脑内深层组织的构造及生理功能

方面发挥着巨大的作用. 目前三光子显微成像技术

的应用主要受限于光源能量及荧光探针的三光子

吸收截面等因素. 未来随着光纤技术的发展, 光源

技术的突破, 荧光探针技术的进步及弱光信号探测

技术的改进, 三光子显微成像技术将在脑科学研究

中发挥更大的潜力.
 

6   总结与展望

近年来, 多光子成像技术以其高空间分辨率、

高穿透深度、低侵入性, 以及固有的光学层析能力

等优点, 在生物医学领域已经取得了令人瞩目的成

果. 传统的 2PEF发展已较为成熟, 为了取得进一

步突破, 多光子成像技术从实际的生物医学应用出

发, 对传统 2PEF在多色成像、功能成像、活体成

像、成像深度等方面的不足进行了较大改进, 例如

多色双光子激发荧光显微成像能在亚细胞水平实
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图 13    活体小鼠三光子脑血管成像图, 2100 µm的成像深度为目前最深 [79]

Fig. 13. Three-photon cerebrovascular imaging of living mice. The imaging depth of 2100 µm is currently the deepest[79]. 
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现多种标记荧光团的实时动态监测; 双光子 FLIM

技术可以在进行高分辨三维成像的同时获取生物

组织的生化特性信息, 对生物组织功能和结构进行

无标记精确定量表征; 双光子光纤内窥成像能深入

体内进行深层组织器官成像, 且相较于普通内窥镜

有着较高的分辨率, 能观察到生物组织内亚细胞结

构; 三光子荧光显微成像相较 2PEF穿透深度更

深, 分辨率及信噪比也大大提高. 总之, 相比于传

统 2PEF, 这几种多光子成像技术在成像性能方面

得到极大提升, 显著地拓宽了其在生物医学领域的

应用范围. 然而, 受限于激光器、光纤、探测器等技

术的发展, 多光子成像技术在生物医学领域的应用

仍面临着巨大挑战. 例如, 多色双光子激发荧光显

微成像技术存在系统复杂, 多种荧光团无法同时最

优激发、双光子激发效率不高及光谱串扰等问题;

双光子 FLIM技术则与 2PEF技术相同, 也面临着

穿透深度依旧受限的问题, 而且双光子 FLIM系统

较为复杂, 对光源和探测器等有严格要求, 成本昂

贵. 再者, 受组织自身荧光信号强度和系统探测效

率的限制, 双光子 FLIM技术在数据的采集及处理

上也十分繁琐耗时; 双光子光纤内窥成像虽然在向

更小型化发展, 但对于活体内部组织器官实时成像

而言系统尺寸仍不够小, 而且在探测上对样品发射

的荧光的收集效率并不高; 三光子显微成像技术成

像深度则是受限于光源能量不高, 而且目前用于三

光子荧光显微成像的荧光探针数量较少, 且亮度有

限. 未来随着激光技术的发展和光源能量利用的进

一步提升, 多色双光子激发荧光显微成像、双光子

FLIM和三光子荧光显微成像的激发效率与成像

深度也会得到进一步提高; 而光纤技术在信号传

输、小型化方面的进一步发展则能使多色双光子激

发荧光显微成像、双光子光纤内窥成像、三光子成

像的系统结构更加紧凑合理; MEMS技术的发展

能使双光子光纤内窥成像系统尺寸更加紧凑; 更高

信号探测效率的探测器的发展能提高双光子

FLIM对样品的荧光采集效率, 数据采集处理技术

的进步则能大大减少双光子 FLIM的图像处理时

间; 荧光探针技术的发展可以为多色双光子激发荧

光显微成像及三光子荧光显微成像技术提供更多

的标记选择, 开发量子效率更高的荧光探针也有助

于提高多光子成像的深度. 此外, 不同种类的多光

子成像技术的结合也能相互促进, 从而大大拓宽其

应用范围, 可以预见, 随着科研人员的不懈努力,

未来激光、光纤、探测器、荧光探针等技术必将取

得长足的发展, 由此促进多光子成像技术在生物医

学应用上取得更多新进展.
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Abstract

In contrast to single photon excitation fluorescence imaging, laser scanning confocal imaging, and wide-field

imaging, the multi-photon imaging has advantages of minimal invasion and deeper penetration by using near-

infrared  (NIR)  laser  source.  Moreover,  it  can  carry  out  three-dimensional  high-spatial-resolution  imaging  of

biological tissues due to its natural optical tomography capability. Since its advent, multi-photon imaging has

become  a  powerful  tool  in  biomedicine  and  achieved  a  series  of  significant  discoveries  in  cancer  pathology,

neurological diseases and brain functional imaging. In the past decade, as a major form of multi-photon imaging

techonoogy,  two-photon  excited  fluorescence  microscopy  imaging  has  a  great  potential  in  biomedical

applications.  In order to satisfy the practical  biomedical  applications,  multi-photon imaging technologies have

made  significant  breakthroughs  in  improving  the  deficiencies  of  traditional  2PEF  in  multi-color  imaging,

functional  imaging,  live  imaging  and  imaging  depth,  such  as  multicolor  two-photon  excitation  fluorescence

microscopy,  two-photon  fluorescence  lifetime  imaging  microscopy,  two-photon  fiber  endoscopic  imaging,  and

three-photon  microscopy  imaging  technology.  For  example,  multicolor  two-photon  excitation  fluorescence

microscopy is demonstrated to achieve simultaneous imaging of multiple fluorophores with multiple wavelenth

excitation lasers or continuous spectrum. In addition, the two-photon fluorescence lifetime microscopic imaging

provides  a  method  to  achieve  high-resolution  three-dimensional  imaging  of  biological  tissue  with  multi-

dimensional  information  including  fluorescence  intensity  and  lifetime.  In  addition,  two-photon  optical  fiber

endoscopic imaging with small system size and mimal invasion is developed and used to image the tissue inside

the  deep  organ.  Finally,  two-photon  excitation  fluorescence  microscopy  technique  still  has  relatively  strong

scattering  for  brain  functional  imaging  in  vivo.  Therefore,  the  imaging  depth  is  limited  by  the  signal-to-

background ratio. Three-photon microscopic imaging technique can achieve higher imaging depth and a desired

signal-to-noise  ratio  by  extending  the  wavelength  from  1600  nm  to  1820  nm  because  the  attenuation  of  the

excitation light in this wavelenth range is much smaller. In this article, we briefly introduce the principles and

applications  of  these  multi-photon  imaging  technologies,  and  finally  provide  our  view  for  their  future

development.

Keywords: multicolor  two-photon  excitation  fluorescence  microscopy,  two-photon  fluorescence  lifetime
imaging microscopy, two-photon fiber endoscopic imaging, three-photon microscopy imaging
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