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由飞秒激光驱动的非线性光学显微镜技术在医学组织成像中具有很多独特的优势, 包括多种成像模态、

高对比度、高分辨率和无标记的深层光学切片能力等. 由于缺乏波长可灵活调谐的飞秒激发光源, 导致在多

模态成像的同时难以兼顾每种模态的对比度, 从而制约了非线性光学显微镜在医学诊断中的广泛应用. 本文

采用基于自相位调制光谱选择的光纤激光光源, 获得了中心波长在 990—1110 nm范围内可调谐的高能量飞

秒脉冲, 并用于驱动非线性光学显微镜. 采用 990 nm的飞秒脉冲, 通过双光子激发荧光和二倍频对胃组织成

像, 进一步结合图像拼接技术成功获得了胃组织的双模态大视场图像; 利用 1110 nm的飞秒脉冲, 实现了无

标记自发荧光多倍频显微镜技术, 同时高效激发了胃组织的双光子激发荧光、三光子激发荧光、二倍频和三

倍频信号, 获得了胃组织的多模态图像.

关键词：光纤激光器, 自相位调制, 非线性光学显微镜
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1   引　言

非线性光学显微成像具有亚微米水平的光学

分辨率和光切片的能力, 已经成为重要的生物医

学组织成像手段 [1]. 非线性光学显微成像通过超

短脉冲与生物组织之间相互作用可以实现多种

非线性无标记成像过程 , 包括双光子激发荧光

(two-photon excitation fluorescence, 2PEF)、三光

子激发荧光 (three-photon excitation fluorescence,

3PEF)[2−13]、二倍频 (second-harmonic generation,

SHG)[13−20]、三倍频 (third-harmonic  generation,

THG)[12,13,15−17,19,20]、相干反斯托克斯拉曼散射 (coh-

erent anti-Stokes Raman scattering, CARS)[21−23]

和受激拉曼散射 (stimulated Raman scattering,

SRS)[24,25]. SHG过程对有序的非中心对称分子结

构具有高度特异性, 因此可为某些细胞和组织成

分 (如胶原蛋白、微管和肌球蛋白)提供清晰的成

像对比度 [13−20]. THG源于光学不均匀性, 对组织

边界的折射率变化特别敏感, 适合对透明物质的界

面和细胞等细微结构的轮廓成像 [13,15−17,19,20]. 多光

子激发荧光通过获取生物样品的各种内源性物质
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的自发荧光实现成像, 这些内源性物质包括视黄

醇、辅酶、维生素 D、黑色素、弹性蛋白和胶原蛋白

等, 其中通过收集还原的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

(nicotinamide adenine dinucleotide, NADH)以及

黄素腺嘌呤二核苷酸 (flavin adenine dinucleotide,

FAD)这两种内源性物质的细胞质自发荧光, 可以

在图像中分辨出细胞 [2−9,13]. 基于分子振动的 CARS

和 SRS成像在获取图像的同时还可以识别不同的

分子结构 [21−25].

在无标记成像中, 利用上述多种非线性成像过

程实现多模态成像有两种方案. 一种是采用不同的

激发条件依次实现多种非线性成像过程 [26−28]. 由

于该种方案需要变换激发条件, 所以很难实现快速

成像; 并且激光长时间聚焦到一个位置会增加样品

光损坏的风险; 另外在变换激发条件时样品的移

动导致多个模态的图像无法完美重叠而产生运动

伪影. 另一种方案是以单个激发配合多个检测通

道, 在单次激发条件下同时实现多种非线性成像过

程 [13,29−32]. 该方案虽然能避免出现运动伪影和光

损伤, 但是由于无法对每个信号独立优化, 所以难

以高效激发多个非线性成像过程. 为了解决该问

题, 必须选择波长合适的超快驱动激光, 不仅保证

能够同时激发多个非线性成像过程, 而且确保这些

非线性过程所产生的光学信号能够被高效检测, 从

而实现快速成像. 超快光纤激光由于结构简单、光

束质量高、能适应相对恶劣的工作环境等优点被广

泛应用于驱动非线性光学显微镜 [33]. 最常用的光

纤超快激光器是掺镱光纤激光器和掺铒光纤激光

器, 其脉冲中心波长分别在 1.03 µm和 1.55 µm附

近. 受限于增益带宽, 这两种光纤激光所产生的飞

秒脉冲都不能在大范围内波长调谐, 大大限制了在

非线性显微成像中的应用. 为了解决该难题, 人们

发展了多种基于非线性光纤光学技术的波长转换

手段以产生波长可以大范围内调谐的飞秒脉冲, 用

以优化无标记的非线性显微成像过程. 传统的非线

性波长转换技术包括孤子自频移 [34−36]、色散波产

生 [37−40]、超连续谱 [41] 和四波混频 [42], 但这些方式

的能量可扩展性差而且转换效率较低.

为解决这些问题, 提出了一种新的波长转换方

法—基于自相位调制 (self-phase  modulation,

SPM)的 光 谱 选 择 技 术 (self-phase  modulation

enabled spectral selection, SESS)[43−48]. 在这种方

法中, 高能量的窄带飞秒脉冲在很短 (< 10 cm)的

光纤内传输即可获得足够的光谱展宽, 展宽光谱由

一系列相互独立的光谱旁瓣构成, 其中最左侧和最

右侧的旁瓣包含大量的脉冲能量. 利用光学滤波器

滤出最左/最右的光谱旁瓣, 可以获得波长可大范

围调谐的近变换极限飞秒脉冲. 在本文中, 首次利

用 SESS飞秒光源驱动非线性光学显微镜实现胃

组织的多模态显微成像. 该光源使用重复频率为

43 MHz的掺镱光纤激光器作为前端, 利用非线性

波长转换技术产生波长在 990 nm、脉冲能量约为

7 nJ、脉宽约为 84 fs的脉冲. 我们使用该光源驱动

非线性光学显微镜, 通过 2PEF和 SHG这两种成

像模态对胃组织进行了成像, 并将单张小视场的图

像拼接后获得了大视场双模态的胃组织图像. 另

外 , 还获得了波长在 1110 nm、脉冲能量大于

10 nJ、脉宽约为 48 fs的脉冲, 我们使用该飞秒光

源获得了胃组织的 2PEF,  3PEF,  SHG和 THG

的多模态图像. 

2   实验装置
 

2.1    基于 SESS 的光纤激光光源

基于 SESS的非线性光学显微镜实验装置如

图 1所示. 掺镱光纤振荡器产生重频 43 MHz、中

心波长在 1040 nm、能量约 0.2 nJ的超短脉冲. 该

脉冲经过光纤展宽器展宽后, 脉冲能量由两级掺镱

光纤放大器放大到 100 nJ以上, 图 2(a)为放大后

的光谱. 图 2(b)中红色曲线是压缩后脉冲的自相

关曲线, 半高全宽为 253 fs, 假设该脉冲为双曲正

割型, 对应的脉宽则为 164 fs. 图 2(b)中黑色曲线

是放大后光谱对应的变换极限脉冲的自相关曲线,

与测量得到的自相关曲线重合, 表明获得了近变换

极限脉冲.

为了实现 SESS, 将压缩后的脉冲耦合到 5.5 cm

长的单模光子晶体光纤中, 该光纤的模场直径为

10.3 µm, 在 1030 nm处的群速度色散为–30 ps/

(nm·km). 光纤耦合模块包括光纤支架 (HFV001,

Thorlabs)、三轴平移台 (MAX313 D, Thorlabs)和

有效焦距为 15 mm的非球面透镜 (C260 TMD-C,

Thorlabs). 低功率下光纤的耦合效率为 72%. 如

图 3(a)所示, 当耦合到光纤里的能量为 44 nJ时,

展宽光谱中最左侧的光谱旁瓣的峰值波长移至

990 nm, 使用截止波长在 1000 nm的短通光滤波

器 (#64337,  Edmund Optics)滤出最左侧旁瓣 ,
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得到的脉冲功率为 298 mW, 能量为 6.9 nJ, 转换

效率为 16%. 滤出来的脉冲经过光栅对压缩, 图 3(b)

中红色曲线是压缩后脉冲的自相关曲线, 半高全宽

为 129 fs, 假设该脉冲为双曲正割型, 对应的脉宽

则为 84 fs. 图 3(b)还显示了左旁瓣光谱对应的变

换极限脉冲的自相关曲线 (黑色曲线), 与测量得到

的自相关曲线几乎重合, 表明我们获得了近变换极

限脉冲.

如图 4(a)所示, 当耦合到光纤里的脉冲能量

为 50 nJ时, 展宽光谱中最右侧的光谱旁瓣的峰值

波长移至 1110 nm. 我们使用 1150 nm的长通滤

波器 (#89661, Edmund Optics)滤出最右侧的两
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图 1    基于 SESS的非线性光学显微镜实验装置. ISO: 隔离器, LD: 二极管泵浦激光源, WDM: 波分复用器, Amp: 光纤放大器,

HWP: 半波片, PBS: 偏振分束器, L: 透镜, LPF: 长通滤波器, NLOM: 非线性光学显微镜

Fig. 1. Schematic setup of the nonlinear optical microscopy driven by SESS. ISO: isolator, LD: laser diode, WDM: wavelength-divi-

sion multiplexing, Amp: amplifier, HWP: half-wave plate, PBS: polarization beam splitter, L: lens, LPF: long pass filter, NLOM:

nonlinear optical microscopy. 
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图 2    放大脉冲的光谱和自相关轨迹　(a)光谱; (b)自相关轨迹. 红色曲线: 测量得到的自相关轨迹, 黑色曲线: 通过光谱计算得

到的变换极限脉冲的自相关轨迹

Fig. 2. Spectrum  and  autocorrelation  trace  of  the  amplified  pulse:  (a)  Spectrum;  (b)  autocorrelation  trace.  Red  curve:  measured

autocorrelation trace. Black curve: calculated from the transform-limited pulses allowed by the amplified pulse spectrum. 
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图  3    当耦合到光纤里的能量为 44 nJ时输出的展宽光谱以及 990 nm处滤波得到的脉冲光谱和自相关轨迹　(a)展宽光谱 ;

(b)自相关轨迹 . 红色曲线 : 测量得到的自相关轨迹 , 黑色曲线 : 通过光谱计算得到的变换极限脉冲的自相关轨迹 . 插图 :

990 nm处滤波得到的脉冲光谱

Fig. 3. Spectrum  broadening  with  coupled  energy  of  44 nJ,  spectrum  and  autocorrelation  trace  of  the  filtered  pulses  at  990 nm:

(a)  Broadened  spectrum;  (b)  autocorrelation  trace.  Red  curve:  measured  autocorrelation  trace.  Black  curve:  calculated  from  the

transform-limited pulses allowed by the spectrum at 990 nm. Inset: filtered spectrum at 990 nm. 
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个旁瓣, 得到的脉冲功率为 640 mW, 能量为 15 nJ,

转换效率为 28%. 同样, 滤出来的脉冲经过光栅对

压缩, 图 4(b)红色曲线展示了压缩后脉冲测量得

到的自相关曲线, 半高全宽为 74 fs, 假设该脉冲为

双曲正割型, 对应的脉宽则为 48 fs. 同一图中还展

示了计算得到的右旁瓣光谱对应的变换极限脉冲

的自相关曲线 (黑色曲线), 变换极限脉冲的脉宽

为 44 f s, 表明获得了近变换极限脉冲.

进一步, 我们验证了滤波得到的两个不同波长

脉冲的长期稳定性. 在没有任何反馈控制的情况

下, 4 h内测量输出脉冲功率的变化小于 3%; 在对

光纤耦合进行主动调节时, 4 h以上能实现低于

1% 的功率改变, 从而能保证在成像期间功率改变

可忽略不计, 不影响成像结果. 

2.2    扫描显微镜

基于 SESS的飞秒光源出射的光束由 8 kHz

的共振扫描仪进行扫描, 并由水浸物镜 (XLPLN25

XWMP2, NA = 1.05, Olympus)聚焦到样品上, 产

生非线性信号. 双色镜 (F665-Di02-25 × 36, Semrock)

将激发光束和由物镜收集的发射信号后向分离.

采用三个滤波模块区分不同的非线性信号, 每个滤

波模块包含一个双色镜和两个带通滤波器 . 在

1110 nm激发下, 检测 2PEF/3PEF/SHG/THG信

号 时 , 滤 波 模 块 1(#34731,  #12152,  #12096,

Edmund Optics)可区分 SHG/THG信号, 滤波模

块 2(#34731, #86953, #86949, Edmund Optics)

用以区分 2PEF/3PEF信号 . 在 990 nm激发下 ,

检测 2PEF/SHG信号时 , 滤波模块 3(#34739,

#86953, #12152, Edmund Optics)能够区分2PEF/

SHG信号. PMT1和 PMT2(PMT2100, Thorlabs)

用来探测信号. 在 1110 nm激发下, 收集 2PEF/

3PEF/SHG/THG信号时, 以 30 FPS的速度获取

1248 µm × 1248 µm视场的图像, 每帧 1024×1024

像素, 每十帧平均一次. 在990 nm激发下, 收集2PEF/

SHG信号时, 同样速度获取 400 µm × 400 µm视

场的图像, 每十帧平均一次, 通过电动平移台 (PLS-XY,

Thorlabs)平移样品获取多张小视场图像, 用 ImageJ

软件进行小视场图像的拼接. 

3   实验结果

为了证明我们的显微镜系统在人体胃组织中

进行多模态无标记成像的能力, 使用 990 nm脉冲

驱动非线性光学显微镜对胃组织未染色石蜡切片

(厚度 10 µm)进行成像 (图 5), 并且使用 1110 nm

脉冲对胃组织冰冻切片 (厚度 50 µm)进行成像

(图 6). 

3.1    离体人体胃组织的 2PEF/SHG 成像

使用中心波长在 990 nm的脉冲对胃组织未

染色石蜡切片进行成像, 由于显微镜系统的衰减,

物镜后的最大激发功率为 55 mW, 考虑到重频为

43 MHz, 对应的脉冲能量约 1.3 nJ, 最终获得了视

场大小为 400 µm × 400 µm的胃组织 2PEF/SHG

图像. 如图 5所示, 由十张小视场图像拼接得到的

胃组织的 2PEF/SHG图像显示了正常胃粘膜主要
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图 4    当耦合到光纤里的能量为 50 nJ时输出的展宽光谱

以及 1110 nm处滤波得到的脉冲光谱和自相关曲线　

(a)展宽光谱; (b)自相关轨迹. 红色曲线: 测量得到的自相

关轨迹 , 黑色曲线 : 通过光谱计算得到的变换极限脉冲的

自相关轨迹, 插图: 1110 nm处滤波得到的脉冲光谱

Fig. 4. Spectrum broadening with coupled energy of  50 nJ,

spectrum and autocorrelation trace of the filtered pulses at

1110 nm:  (a)  Broadened  spectrum;  (b)  autocorrelation

trace.  Red  curve:  measured  autocorrelation  trace.  Black

curve: calculated from the transform-limited pulses allowed

by  the  spectrum  at  1110 nm.  Inset:  filtered  spectrum  at

1110 nm. 
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由胃腺和结缔组织的基质组成 . 细胞质内含有

FAD这种内源性荧光团, 细胞核内不含有 FAD.

在 2PEF图像中, 通过收集 FAD的内源性自发荧

光, 可以识别出位于基底膜表面的单个上皮细胞

核 (图 5(a)中的白色箭头), 并且可以轻松检测到

由上皮细胞组成的单个胃腺. 胶原蛋白基质是形成

粘膜基质的基本框架, SHG图像主要显示胶原蛋

白等细胞外基质 (图 5(b)中的黄色箭头). 从图 5(c)

的 2PEF和 SHG的叠加图像中可以看到基底膜是

围绕单个腺体的细带, 并且基质中的网状纤维形成

了支持胃腺的细网状结构.
 

3.2    离体人体胃组织的 2PEF/SHG/3PEF/
THG 成像

使用中心波长在 990 nm的脉冲对胃组织进

行成像, 由于激发光波长靠近 FAD荧光团的激发

峰, 所以仅需要很少的能量就可以高效激发 2PEF,

同时也可以收集到强的 SHG信号. 但想获得更多

模态的生物信息, 例如 THG和 3PEF信号, 就需

要波长更长、能量更高、脉宽更窄的脉冲. You等 [13]

发明了无标记自发荧光多倍频显微镜技术 (simul-

taneous label-free autofluorescence-multiharmonic

microscopy, SLAM), 该技术旨在单次激发条件下

分辨发射光谱重叠的内源性荧光团, 并同时激发倍

频过程. 实现该技术需要波长可调谐的飞秒激光驱

动源以优化特定的多模态过程. NADH和 FAD是

细胞中参与氧化还原反应的两个主要辅酶, 与能量

产生和细胞代谢密切相关. 在飞秒激光照射下, 通

过多光子吸收可以激发 NADH和 FAD的自发荧

光, 该荧光可以用于监测细胞的代谢活动, 进而能

非侵入性地监测干细胞分化、癌症发展和神经退行

性疾病等过程. 在非线性光学显微镜成像过程中,

NADH和 FAD通常在 750 nm和 880 nm处被依

次激发 [2−9,13], 成像速率随着激发波长的数量降低,

而且难以确保成像通道之间图像的重叠. 为了解决

该难题, You等 [13] 提出使用 1110 nm飞秒脉冲作

为激发光, 同时实现双光子激发 FAD、三光子激

发 NADH. 实验中, 他们利用光子晶体光纤产生超

连续光谱, 之后从中滤出中心波长在 1110 nm的

飞秒脉冲用来驱动非线性光学显微镜, 结合多个检

测通道得到了较强的 2PEF, 3PEF, SHG和 THG

的信号, 实现了对生物组织中多种成分的同步成

像. 但是目前该 SLAM系统的驱动光源基于固态

超快光源产生超连续谱, 并且需要空间光调制器实

现滤波和脉冲相位补偿, 导致整个系统结构复杂且

对环境波动十分敏感, 限制了 SLAM在生物医学

成像中的应用. 相较而言, 利用 SESS产生 1110 nm

飞秒脉冲, 方案简单易行、脉冲能量更高, 而且将

来有望实现全光纤化. 为了验证 SESS光源可用于

驱动 SLAM成像, 我们把脉冲波长调谐到 1110 nm,

滤出两个光谱旁瓣以获得更强的能量和更窄的脉

宽, 对胃组织冰冻切片进行 SLAM成像. 由于显微

镜系统的衰减, 物镜后最大的激发功率为 225 mW,

重频为 43 MHz, 对应的脉冲能量约 5.2 nJ, 最终

获得了胃组织的 2PEF/SHG/3PEF/THG图像 ,

视场为 1248 µm × 1248 µm. 如图 6所示, 在 2PEF

图像中可以观察到胃组织中的弹力纤维 (图 6(a)

中的粉色箭头), SHG图像中显示出胃组织中的胶

原纤维 (图 6(b)中的黄色箭头), 在 THG/3PEF

中可以辨别出一些脂肪细胞 (图 6(c)和图 6(d)中

的白色箭头). 

 

(c)

(b)

(a)

图  5    离体人体胃组织的 2PEF/SHG图像　(a) 2PEF图

像 ; (b) SHG图像 ; (c) 2PEF和 SHG的叠加图像 . 白色箭

头: 上皮细胞; 黄色箭头: 胶原蛋白. 比例尺: 100 µm

Fig. 5. 2PEF/SHG images of ex vivo human gastric tissue:

(a) 2PEF image; (b) SHG image; (c) merging of 2PEF and

SHG  images.  White  arrow:  epithelial  cells;  yellow  arrow:

collagen. Scale bar: 100 µm. 
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4   结　论

我们的光纤超快激光源通过新型波长转换技

术 SESS能提供灵活可变的多种波长用于驱动非

线性光学显微镜 , 进而实现多模态成像 . 其中 ,

990 nm的飞秒脉冲可以驱动 2PEF/SHG显微镜,

激发胃组织中内源性荧光团 FAD的双光子荧光,

收集胶原纤维的 SHG信号, 实现对胃组织未染色

石蜡切片的双模态成像; 1110 nm的飞秒脉冲可以

驱动 SLAM, 激发胃组织中弹性蛋白的双光子荧光

和脂肪细胞的三光子荧光, 收集胶原纤维的 SHG

信号和一些细微结构轮廓界面的 THG信号, 实现

对新鲜胃组织冰冻切片的多模态成像.

目前 , 光学参量振荡器 (optical  parametric

oscillator, OPO)结合钛宝石激光器是非线性光学

显微镜主要选择的光源 [49], 它也可以输出 1110 nm

的脉冲驱动 SLAM. 但是它出射的脉冲重频高

(80 MHz)、脉冲宽 (140—400 fs), 导致峰值功率低

难以高效激发自发荧光和多倍频信号. You等 [13]

提出的基于 10 MHz固态镱激光器的超连续谱光

源 , 通过脉冲整形器选择超连续谱中 1110±30

nm波段用于驱动 SLAM, 峰值功率足够高效激发

2PEF/SHG/3PEF/THG这四个模态的信号 , 但

它体积庞大、昂贵、结构复杂且对环境波动十分敏

感. 我们提出的基于 SESS的超快光纤光源相对钛

宝石 OPO光源重频低 (43 MHz)、脉宽窄 (48 fs)、

峰值功率高, 相对基于 10 MHz固态镱激光器的超

连续谱光源结构简单、运行稳定, 更加适合驱动

SLAM.

肿瘤细胞和肿瘤微环境中的各种成分之间的

相互作用已经成为了解肿瘤细胞如何增殖、侵袭、

传播和转移的关键 [50]. 未来, 我们可以通过 990 nm

脉冲驱动 2PEF/SHG显微镜结合图像拼接技术,

对癌变和正常胃组织未染色石蜡切片进行大视场

成像, 并与福尔马林固定、石蜡包埋、苏木精和伊

红染色的标准组织切片进行对比 , 在无标记的

2PEF/SHG显微镜中实现轻松分辨癌变和正常的

胃组织, 用于快速经济高效地进行组织学评估, 推

进胃癌的快速诊断. 另外, 可以通过 1110 nm脉冲

驱动 SLAM, 收集癌变组织的 2PEF/SHG/3PEF/

THG信号. 不同的通道可以收集到不同的细胞以

及细胞外基质的信号, 例如 3 PAF可以观察到基

质细胞、巨噬细胞、脂肪组织中的脂质液泡和呈管

状排列的生物囊泡等; 2 PAF几乎存在于所有细

胞中, 仅微弱地存在于肿瘤细胞中; THG主要出

现在肿瘤相关囊泡中, SHG可以观察到一些胶原

蛋白等. 这些成像手段有助于我们了解不同细胞和

细胞外基质在正常和癌变组织中的变化, 可以阐明

不同生物成分在癌症进展中的复杂作用, 并发现可

用于癌症诊断和预后的生物标志物.

非线性光学显微镜技术具有无标记、多模态、

高分辨率和深层光学切片能力等优势. 本文中, 通

过对厚度为 50 µm的冰冻切片和厚度为 10 µm的

石蜡切片进行成像, 验证该技术的无标记多模态成

像能力. 在未来的实验工作中, 将利用荧光微球精

确测量成像系统的空间分辨率; 还将对厚的组织块

进行成像, 获取显微成像系统在不同聚焦深度情况

 

(a) (b)

(c)

(e)

(d)

图  6      离 体 人 体 胃 组 织 的 2PEF/SHG/3PEF/THG图

像　(a) 2PEF图像; (b) SHG图像; (c) 3PEF图像; (d) THG

图像 ; (e) 2PEF/SHG/3PEF/THG的叠加图像 . 粉色箭头 :

弹力纤维; 黄色箭头: 胶原纤维; 白色箭头: 脂肪细胞. 比例

尺: 100 µm.

Fig. 6. 2PEF/SHG/3PEF/THG  images  of  ex  vivo  human

gastric  tissue:  (a)  2PEF image;  (b)  SHG image;  (c)  3PEF

image;  (d) THG image;  (e)  merging of  2PEF/SHG/3PEF/

THG  images.  Pink  arrow:  elastic;  yellow  arrow:  collagen;

white arrow: adipocyte. Scale bar: 100 µm. 
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的成像结果, 进一步验证系统的深层光学切片能力.

总之, 我们提出的基于 SESS的超快光纤光源

可以输出 990 nm和 1110 nm的脉冲, 实现了胃组

织中细胞和细胞外成分的同时成像. 进一步, 我们

的光源还可灵活调节中心波长、脉宽、脉冲能量和

平均功率等所有重要的激光参数, 从而有望广泛应

用于不同的生物医学成像场景.
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Simultaneous label-free autofluorescence-multiharmonic
microscopy driven by femtosecond sources based on self-phase

modulation enabled spectral selection*
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Abstract

Nonlinear  optical  microscopy  technique  has  unique  advantages  in  tissue  imaging,  such  as  enhanced

contrast,  high resolution,  and label-free  deep optical  sectioning capabilities.  Nonlinear  optical  microscopy also

has  multiple  imaging modalities,  corresponding to  various  components  in  biological  tissues.  Unfortunately,  its

wide  applications  are  hindered  due  to  the  lack  of  broadly  tunable  femtosecond  sources  designed  for  driving

multimodalities  simultaneously.  To  solve  this  challenge,  we  propose  a  new  wavelength  conversion

approach—self-phase modulation (SPM) enabled spectral selection, dubbed as SESS. The SESS employs SPM

to broaden the input spectrum in a short fiber, and the broadened spectrum features well-isolated spectral lobes.

Using  the  suitable  optical  filters  to  select  the  outermost  spectral  lobes  produces  nearly  transform-limited

femtosecond pulses.  In  this  work,  we  demonstrate  a  fiber-optic  SESS source  for  multimodal  nonlinear  optical

microscopy.  Based  on  a  43-MHz  Yb-fiber  laser,  this  SESS  source  can  emit  990-nm,  84-fs  pulses  with  >5-nJ

energy  and  ~84-fs  pulse  duration;  it  can  also  produce  1110-nm,  48-fs  pulses  with  15-nJ  energy.  The  990-nm

pulses  are  used  to  drive  two-photon  excitation  fluorescence  of  many  important  fluorophores  and  second-

harmonic generation microscopy, which, combined with image splicing technology, enables us to obtain a large

field  of  view image of  the  gastric  tissue.  We also  employ the  1110-nm pulses  to  drive  simultaneous  label-free

autofluorescence-multiharmonic  microscopy  for  multimodal  imaging  of  gastric  tissue.  Two-photon  excitation

fluorescence,  three-photon  excitation  fluorescence,  second-harmonic  generation  and  third-harmonic  generation

signals of gastric tissue are simultaneously excited efficiently. Such a multimodal nonlinear optical microscopy

driven by SESS sources becomes a powerful tool in biomedical imaging.

Keywords: fiber laser, self-phase modulation, nonlinear optical microscopy
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