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新型多光子成像技术研究进展
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摘要：相比于传统的光学成像技术，近年来获得快速发展的新型多光子成像技术具有穿透深度大，组织光损伤小，信噪比

高，且可方便进行光学层析成像的特点，故而被广泛应用于包括脑、肿瘤、胚胎在内的多种活体组织成像中。本综述回顾

了新型多光子成像技术的诞生与发展历程，包括微型化双光子成像技术、双光子内窥技术和三光子成像技术，概括分析

了其基本原理与成像特点，讨论了这一领域具有代表性的最新研究成果，重点总结了其在生物学基础研究领域和临床医

学诊断中的主要应用，并展望了其未来的应用与发展前景。可以预见，随着激光器和光探测技术的不断进步，多光子成

像技术将会得到更大的发展与更加广泛的应用。
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１　引　言

　　双光子吸收是指在强光激发下，介质分子吸
收第一个光子到达虚能级后，在几飞秒内吸收第

二个光子，获得足够的能量，从而跃迁到达激发态

的过程。在双光子吸收过程中，荧光分子吸收两

个能量较低（波长较长）的光子到达激发态，并在

跃迁回到基态时产生荧光，可用于荧光成像。与

单光子荧光成像相比，双光子荧光成像可以使用

波长更长的红外光作为激发光源，从而有效减少

生物组织对激发光的散射，并避免单光子自发荧

光的干扰，获得更大的成像深度和更好的信噪比；

并且，由于双光子激发过程需要更高的瞬时能量，

只有激发光焦点处的荧光分子会产生荧光，这减

少了组织其他部位的光损伤和荧光分子的光漂白

现象，并使得双光子成像具有良好的光学切片能

力，便于对组织进行成像与三维重建。

自从１９９０年Ｄｅｎｋ等人应用双光子吸收的原
理开发出第一台双光子激光扫描显微镜［１］，并应

用于生物观测以来，双光子显微镜凭借其优势，使

人们可以在活体组织中研究细胞的真实状态与相

互作用，从而在科研和临床检测中获得了广泛应

用。在生物研究方面，双光子显微技术在神经生

物学［２］、胚胎发育［３］、肿瘤及活体组织成像中发

挥了重要的作用；在临床应用方面，无标记双光子

内窥等方法和相关器械的发展为研究者提供了更

丰富的诊断与检测手段。然而，生物组织具有很

强的异质性，其不同组分对光的散射和吸收仍然

在一定程度上限制着双光子成像的深度和分辨

率。单纯增加激发光的波长并不总能显著增加双

光子成像的深度。如果想要获取高分辨的更深处

组织的信息，研究者需要机械穿刺组织或者移除

感兴趣组织的表面［４］以进行探测和成像，这样就

会对组织造成损伤。近年来，快速发展的三光子

成像技术可以获得更大的成像深度和更好的信号

背景比，从而有效地解决了这一问题。
本文对近年来快速发展的多光子成像技术，

包括微型化双光子成像技术、双光子内窥技术和

三光子成像技术，对其基本原理、成像特点、发展

过程及在生物医学基础研究和临床上的应用进行

总结和讨论，并对其广泛的应用和发展前景进行

了展望。

２　微型化双光子荧光成像技术

　　神经系统，尤其是脑，拥有十分复杂而动态的
结构，研究对象的空间尺度从单个突触（～１μｍ）
到神经回路（ｃｍ），时间尺度从通道的开闭
（＜１ｍｓ）到长时程记忆（可长达数年）［５］。借助
荧光指示剂，光学显微为时空尺度跨越几个数量

级的成像需求提供了可能［６］。

在研究神经系统的活动时，研究者们常常希

望尽可能保持神经系统结构和功能的完整性，因

而动物无创活体脑成像成为一大热点。对于神经

组织成像，人们面临一大问题就是脑组织散射。

而双光子荧光成像由于使用近红外光，具有良好

的深组织穿透性；同时得益于其非线性光学特性，

具有固有的光学切片能力以及较小的光毒性和光

漂白，这些优势使其成为光学无创在体脑显微成

像的首选［７］。

人们已经成功地在台式双光子显微镜（例如

加装了双光子激光器的激光共聚焦显微镜）上实

现了动物在体脑成像，包括对小鼠在体树突棘活

动的高速、高效解析［８］等。但这种成像方式需要

将动物头部固定。头部固定的实验动物由于身体

上的束缚和可能由此带来的精神上的紧张，与正

常生理状态可能有所差异。更重要的是，在头部

固定的状态下，动物无法正常地完成一些重要的

社会行为，例如交配、打斗等，人们也就无从得知

这些过程中的神经活动情况。

面对这一问题，把显微镜做小，小到能够让动
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物携带它自由活动，是非常有效的解决方法。于

是微型化双光子显微镜应运而生。微型化双光子

激光显微镜的关键设计在于微型化的激光扫描机

构［９］。人们探索了多种适用于微型化双光子显

微的扫描机构，其中最常见的是光纤扫描头和微

机电系统（ＭＥＭＳ）扫描镜两种。
２．１　第一台微型化双光子显微镜

第一台微型化双光子显微镜原型机于２００１
年首次被报道，它采用单模光纤尖端进行扫

描［１０］，扫描原理是利用一个压电材料元件包裹光

纤尖端，接通特定模式的交变电压，使得压电材料

元件振动，并控制其频率在光纤材料固有频率附

近，使光纤产生共振；这样在ｘ、ｙ两个方向都加上
振动就可以合成一个二维扫描模式，如螺线扫

描［１１］和李萨如扫描［１０］。

然而，采用这种扫描机构的显微镜的质量通

常难以做到很轻，其扫描频率也受到限制，且难以

批量生产。

２．２　微型化双光子显微镜的改进：引入微机电系
统

２００６年，Ｐｉｙａｗａｔｔａｎａｍｅｔｈａ等人［１２］借助此前

已在微型化共聚焦显微镜上尝试过的技术，将微

机电系统（ＭＥＭＳ）扫描镜引入到微型化双光子显
微镜中。其光纤固定不动，通过集成电路控制一

块很小的反射镜绕内、外轴（即 ｘ、ｙ两个方向）的
旋转，从而使得反射出的激光束实现二维扫描，如

图１为 ＭＥＭＳ扫描镜的显微照片。２００９年，
Ｐｉｙａｗａｔｔａｎａｍｅｔｈａ等人［９］的另一项工作同样采用

图１　二维ＭＥＭＳ扫描镜的显微照片。（ａ）３．２ｍｍ×３．０ｍｍ硬模中的７５０μｍ×７５０μｍ扫描镜；（ｂ）内轴；（ｃ）外

轴［１２］

Ｆｉｇ．１　ＭｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆａｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌＭＥＭＳｓｃａｎｎｅｒ（ａ）７５０μｍ ×７５０μｍｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｒｒｏｒｉｎａ３．２ｍｍ×３．０ｍｍ

ｄｉｅ；（ｂ）ｉｎｎｅｒａｘｉｓ；（ｃ）ｏｕｔｅｒａｘｉｓ［１２］

图２　携带式双光子显微镜。（ａ）总览；（ｂ）扫描镜整体焊线封装到印刷电路板上；（ｃ）显微镜模型图（剖面观）；（ｄ）

激光照明（红）和荧光收集（绿）光路［９］

Ｆｉｇ．２　Ｐｏｒｔａｂｌｅｔｗｏｐｈｏｔｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．（ａ）ｏｖｅｒｖｉｅｗ；（ｂ）ｔｈｅｓｃａｎｎｅｒｄｉｅｉｓｗｉｒｅｂｏｎｄｅｄｏｎｔｏｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓｏｎｔｈｅｐｒｉｎｔｅｄｃｉｒ
ｃｕｉｔｂｏａｒｄ（ＰＣＢ）；（ｃ）ｃｏｍｐｕｔｅｒａｉｄｅｄｄｅｓｉｇｎｍｏｄｅｌｏｆｔｈｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ｉｎａｃｕｔａｗａｙｖｉｅｗ；（ｄ）ｌａｓｅｒｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ

（ｒｅｄａｒｒｏｗｓ）ａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ｇｒｅｅｎａｒｒｏｗｓ）ｐａｔｈｗａｙｓ［９］
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ＭＥＭＳ作为扫描机构，其光学结构如图 ２所示。
然而这些设备并没有得到广泛的应用。究其原因

大致有两点：一，由于缺少可以高效保真地将９２０
ｎｍ飞秒激光脉冲传输至样品的光纤，这些微型双
光子显微镜往往无法对重要的荧光探针如

ＧＣａＭＰ等进行成像。二，这些微型化双光子显微
镜在实际工作时往往表现不佳，性能低于文献报

道的实验条件下的结果。

２．３　微型化双光子显微镜的最新进展
最近，北京大学程和平课题组报道了微型化

双光子显微镜的最新进展———高速高分辨微型化

双光子显微镜（ＦＨＩＲＭＴＰＭ）［１３］，其外观和基本
结构如图 ３所示。该设备同样采用的是 ＭＥＭＳ
扫描镜设计，基本光学结构仍类似于此前的同类

产品，但对各种配件进行了改进和自主创新，包括

自行研制的可以有效传输９２０ｎｍ飞秒激光的空
心光子晶体光纤（ＨＣ９２０）、自制的ＭＥＭＳ反射镜
和收集荧光的柔性光纤束 ＳＦＢ等，使其光学性能
和实用性都得到了很大提升。这一新设备重量仅

２１５ｇ，但横向分辨率和轴向分辨率分别为
０６４μｍ、３３５μｍ，与此前文献报道的最高分辨
率相比提升了约一倍。在２５６ｐｉｘｅｌ×２５６ｐｉｘｅｌ条
件下，实现了光栅扫描频率 ４０Ｈｚ、线扫频率
１０ｋＨｚ。该系统可以有效激发 Ｔｈｙ１ＧＦＰ和
ＧＣａＭＰ６ｆ荧光（两种常用荧光指示剂，在生命科
学研究中具有重要意义），且具有在小鼠活跃运

动状态下长时间稳定工作的能力。

图３　ＦＨＩＲＭＴＰＭ结构及外观。（ａ）微型化显微镜的光学部件和机械组装；（ｂ）ＦＨＩＲＭＴＰＭ实物照片（指尖和佩

戴在小鼠上）［１３］

Ｆｉｇ．３　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆＦＨＩＲＭＴＰＭ．（ａ）Ｏｐｔｉｃａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎｄｍｅｃｈａｎｉｃａｌａｓｓｅｍｂｌｙｏｆｔｈｅｍｉｎｉａｔｕｒｅｍｉｃｒｏ

ｓｃｏｐｅ；（ｂ）ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆａＦＨＩＲＭＴＰＭｏｎａｆｉｎｇｅｒｔｉｐａｎｄｍｏｕｎｔｅｄｔｏｔｈｅｈｅａｄｏｆａｍｏｕｓｅ［１３］

表１　近年报道的微型化双光子显微镜性能对比
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｉｎｉａｔｕｒｉｚｅｄｔｗｏｐｈｏｔｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ′ｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｒｅｐｏｒｔｅｄｒｅｃｅｎｔｌｙ

产品 头部佩戴重量 分辨率 扫描速度（频率、帧频） 扫描机制

Ｈｅｌｍｃｈｅｎｅｔａｌ．（２００１）［１０］ ２５ｇ 亚细胞尺度 ３００～８００Ｈｚ（线扫描） 光纤探针扫描
Ｐｉｙａｗａｔｔａｎａｍｅｔｈａｅｔａｌ．（２００６）［１２］ － ～１

!

ｍ ～３．５ｋＨｚ（线扫描） ＭＥＭＳ扫描镜
Ｐｉｙａｗａｔｔａｎａｍｅｔｈａｅｔａｌ．

（２００９）［９］
２．９ｇ

１．２９±０．０５
!

ｍ（横向）
１０．３±０．３

!

ｍ（轴向）
１５ｆｐｓ（光栅扫描）
～１ｋＨｚ（线扫描）

ＭＥＭＳ扫描镜

Ｚｏｎｇｅｔａｌ．

ＦＨＩＲＭＴＰＭ（２０１７）［１３］
２．１５ｇ

０．６４±０．０２
!

ｍ（横向）
３．３５±０．３７

!

ｍ（轴向）
４０ｆｐｓ（光栅扫描）
１０ｋＨｚ（线扫描）

ＭＥＭＳ扫描镜

２．４　微型化双光子显微镜比较
表１将上述微型化双光子显微镜进行了简单

对比［９１０，１２１３］。可见，微型化双光子显微镜从

２００１年诞生至今仅十余年历史，但各项性能已有
了长足的进步。以 ＭＥＭＳ扫描镜为扫描装置的
产品正逐渐成为目前的主流。目前，微型化双光
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子显微镜主要用于脑成像。随着技术的普及，应

当可以拓展应用于更多不同组织的成像。同时改

变不同的物镜来适应不同的成像需要，例如可以

换用数值孔径稍小的透镜以获得更大的视场。未

来的研究方向包括进一步提升分辨率，以及在保

证分辨率的基础上进一步便携化等。对于更深层

的脑成像，可以通过与此前报道［１４１５］类似的微创

方法，将微型化的物镜置入脑内或在脑内埋植一

个中继的渐变折射率（ＧＲＩＮ）透镜来实现，还可以
寄希望于新兴的三光子技术等。总而言之，微型

化双光子显微技术的发展和成熟，将为神经科学

等诸多领域提供一种有力的研究工具。

３　双光子光纤内窥成像技术

　　检测、表征和分期是内窥诊断的基本要素，而
现有的临床内窥诊断技术尚无法良好地集成这些

操作［１６］。随着生物光子学的发展，双光子光纤内

窥成像技术克服了传统显微镜的物理限制，提供

了早期癌症局部微创诊断的新途径。

３．１　双光子光纤内窥成像技术优势
双光子激发只发生在焦点附近，且激发光波

长更长，散射更少，相对于单光子激发可以穿透更

深的标本，并在一定程度上提高图像对比度［１７］。

通过非线性光学内窥镜检查，研究者可以分析所

获得的非线性信号的组合，从而全面了解内部器

官的生理、病理变化。

３．２　双光子光纤内窥镜分类
类似于线性光学内窥镜，非线性光学内窥镜

可以使用光纤来调节内部器官的观察距离和用于

成像的光学、电子硬件之间的物理距离。双光子

光纤内窥镜按照光纤类型不同，可分为三类，分别

是单模光纤（ＳＭＦ）、光子晶体光纤（ＰＣＦ）和双包
层光纤（ＤＣＦ），图４为３种光纤的横截面结构示
意图。单模光纤（ＳＭＦ）最先被用于光纤双光子荧
光成像系统［１８］，但其主要缺点有二：（１）由于色散
与非线性因素的影响，激光脉冲在光纤中传播时

会导致脉冲变宽；（２）由于数值孔径很低，难以收
集到足够的非线性信号。为避免单模光纤的这些

缺点，研究者们更多使用了光子晶体光纤（ＰＣＦ）
和双包层光纤（ＤＣＦ）：具有独特光引导方式的光
子晶体光纤能够提高激发光束的传递效率和非线

性信号的采集效率，而包层光纤可并入管状压电

致动器中，从而便于实现内窥镜的微型化［１９］。

图４　光纤横截面示意图。（ａ）传统单模光纤；（ｂ）高反射率光子晶体光纤；（ｃ）双包层光纤［１１，２０］

Ｆｉｇ．４　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｆｉｂｅｒｃｒｏｓｓｓｅｃｔｉｏｎ．（ａ）Ａｓｔａｎｄａｒｄｆｉｂｒｅｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇｏｆｔｗｏｂｕｌｋｍａｔｅｒｉａｌｓ；（ｂ）ａｈｉｇｈｉｎｄｅｘｇｕｉｄｉｎｇ

ＰＣＦｗｉｔｈａｓｏｌｉｄｓｉｌｉｃａｃｏｒｅ；（ｃ）ｄｏｕｂｌｅｃｌａｄｆｉｂｅｒ［１１，２０］

　　除对光纤进行深入研究外，研究者还试图通
过改良扫描装置来提高双光子内窥镜的成像速度

和质量：由级联振镜扫描、微机电系统镜（ＭＥＭＳ
镜）和压电或电磁激励器组成的微型扫描机构，

已被用于扫描微型内窥镜中的光纤耦合的光，以

产生高分辨率二维图像［２０］。图５展示了在双光
子光纤内窥镜在检测时不同的扫描方式［２１］，分别

是近端扫描（图５（ａ））、近端线扫描（图５（ｂ））、
近端空间光调制扫描（图５（ｃ））、远端二维镜扫

描（图５（ｄ））、远端光纤头扫描（图５（ｅ））、远端
光纤物镜扫描（图５（ｆ））。

随着双光子内窥镜结构的日益完善，双光子

内窥成像在科学研究和临床应用中均获得了较大

的发展：Ｍ．Ｔ．Ｍｙａｉｎｇ等人［１１］在双光子显微镜中

采用 ＤＣＦ传输激发光与收集荧光，实现了以旋转
扫描的方式对癌细胞的成像；斯坦福大学的Ｂ．Ａ．
Ｆｌｕｓｂｅｒｇ等人［２２］将 ＭＥＭＳ镜融入双光子显微成
像技术，从而实现了大脑深部成像；密歇根大学的
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图５　扫描方式［２１］

Ｆｉｇ．５　Ｓｃａｎｎｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ［２１］

Ｔ．Ｂ．Ｎｏｒｒｉｓ等人［２３］利用双包层光子晶体光纤实

现了对上皮组织双光子显微的增强；ＬｉｎｇＦｕ等
人［２４］采用双包层光子晶体光纤和 ＭＥＭＳ镜相结
合对大鼠食管组织和尾腱实现了内窥成像。

３．３　双光子内窥成像技术最新进展
２０１７年，ＬｉａｎｇＷＸ等人［２５］实现了第一个拥

有亚细胞层次分辨率光纤内窥平台，可对活体内

生物组织进行无标记的双光子代谢成像。该研究

在正常小鼠肾脏模型中成功实现内窥代谢成像。

这台装置取得了前所未有的高检测灵敏度，能够

捕获无标记的亚细胞活体结构和动态功能代谢信

息。其空间分辨率和图像质量接近标准台式双光

子显微镜。

在光纤方面，该装置采用了纯硅单模光纤的

内芯来减少背景噪音，并在内包层掺入氟以减小

内包层折射率（等效于提高光纤内芯的折射率），

从而获得较高的探测强度。在物镜部分，由于通

常使用的变折射率透镜（ＧＲＩＮ）会带来很大的色
差，从而产生很大的纵向位移，导致发射光无法在

光纤端面上聚焦。因此，该装置在变折射率透镜

之前加入一个相位衍射透镜，抵消了色差，明显减

弱了纵向位移。图６（ｂ）可看出加入相位衍射透
镜后，对纵向位移的控制可以达到１０μｍ以内。
定制透镜结构示意图如图６（ａ）所示。该装置还
采用了创新的脉冲宽度调制方法使双光子激发效

率提高了２倍。结合２．５倍收集效率的提高以及
４～１０倍背景噪音的减弱，整体的信噪比提高了
２０～５０倍。

图６　微型物镜与纵向聚焦位移。（ａ）定制物镜示意图；（ｂ）样品侧纵向聚焦位移［２５］

Ｆｉｇ．６　Ｍｉｎｉａｔｕｒｅｏｂｊｅｃｔｉｖｅａｎｄｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌｆｏｃａｌｓｈｉｆｔ．（ａ）ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅｃｕｓｔｏｍｉｚｅｄｍｉｎｉａｔｕｒｅｏｂｊｅｃｔｉｖｅ；（ｂ）ｓａｍｐｌｅ

ｓｉｄｅｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌｆｏｃａｌｓｈｉｆｔ［２５］

　　以急性小鼠肾缺血再灌注体内模型为例：夹
紧麻醉小鼠的左肾动脉和静脉诱导其缺血

（４ｍｉｎ）后，进行再灌注。用无标记双光子内窥技
术对肾皮质小管的氧化还原率变化进行了亚细胞

层次的监测。选用内源性荧光物质———ＮＡＤＨ、
ＦＡＤ，氧化还原比表示为 ＦＡＤ／（ＦＡＤ＋ＮＡＤＨ）。
缺血时ＮＡＤＨ浓度增加，氧化还原比随之下降，

再灌注后氧化还原比恢复正常，此时表明静息状

态下肾小管细胞的线粒体 ＮＡＤ处于更氧化的状
态，即ＮＡＤ＋含量比ＮＡＤＨ含量更多。这展现了
双光子内窥显微成像的高分辨率和高灵敏度。实

验过程中相关结果如图７所示，缺血后红色区域
氧化还原比下降，再灌注后红色区域变成绿色，氧

化还原比恢复正常。
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图７　鼠肾脏缺血再灌注体内模型双光子荧光内窥

成像［２５］

Ｆｉｇ．７　Ｅｎｄｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｔｗｏｐｈｏｔｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｄｏｘ

ｉｍａｇｉｎｇｏｆａｍｏｕｓｅｋｉｄｎｅｙｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

ｍｏｄｅｌｉｎｖｉｖｏ［２５］

目前，双光子光纤内窥成像技术在多个方面

已经取得了巨大的进步，如可提供成功率更高的

内脏器官活检指导，通过检测异常宫颈胶原蛋白

预测早产风险［２６］，代替昂贵的台式扫描双光子成

像显微镜进行传染病成像研究等等。未来，双光

子显微内窥成像技术将向着进一步提高成像速度

和信噪比的方向发展，并在临床实践中获得更加

广泛的应用。

４　三光子成像技术

　　双光子成像技术能帮助研究人员看清高散射
生物组织中更加深层的结构，在胚胎、肿瘤和神经

组织的研究以及临床组织成像中发挥了重要的作

用。然而，散射仍然在很大程度上限制了双光子

成像的实际深度和效果。在实际探测散射严重的

深层组织的过程中，非焦平面的组织会不可避免

地产生一定的荧光信号，且深层荧光信号在到达

表面的过程中本身也会有较大的散射，从而降低

了 信 号 背 景 比 （ｓｉｇｎａｌｔｏｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｒａｔｉｏ，
ＳＢＲ）［２７］，影响成像效果和实际分辨率。为了获
得更好的成像效果和深度，研究人员将视线转向

了三光子成像技术。

４．１　三光子成像技术发展历程
研究者们很早就在不同材料中观察到了三光

子吸收激发荧光的现象。１９７９年 Ｃａｔａｌａｎｏ等人
首先在低温下使用 ＰＭＴ对无机材料 ＰｂＩ２和 ＣｄＳ

的三光子非线性光学性质［２８］进行了定量的分析。

１９９５年，Ｄａｖｅｙ等人首次在有机高分子聚合物溶
液中观察到了三光子激发的荧光现象［２９］，并定量

分析了三光子吸收截面，由此提出了利用该原理

将近红外辐射转化为可见光的设想。随后，Ｈｅｌｌ
等使用２，５双（４联苯基）唑（ＢＢＯ）晶体，成功实
现了这一设想［３０］；同时，他们还结合 Ｇｒｙｃｚｙｎｓｋｉ
等在钙染料 Ｉｎｄｏ１［３１］和一些蛋白质［３２］中观察的

到三光子激发现象，提出了将三光子荧光激发用

于显微成像这一重要的应用方向。１９９６年，Ｘｕ
等人［３３］使用锁模 ＴｉＳａｐｐｈｉｒｅ激光器对分离中期
染色体进行双光子和三光子成像，并对这两种成

像技术进行了比较，验证了三光子成像与双光子

成像一样具有逐层扫描样品并进行３Ｄ重建的能
力（虽然它需要的激光功率约为双光子的５～１０
倍）。同时，Ｗｏｋｏｓｉｎ等人［３４］巧妙地通过在同一

组织样品中使用几种激发波长不同的荧光染料，

从而同时利用三光子、双光子和单光子激发，使用

同一光源实现了对样品不同组分的成像。

尽管人们在１９９０年即认识到了三光子成像
的潜力，并开始开发这项技术，但充分发挥三光子

成像的优势则需要瞬时功率更高、波长更长的激

光光源，这使得三光子成像技术严重受限于当时

的光源技术和成本。人们一直对三光子成像的光

源进行探索，期望找到更合适的光源。研究者们

尝试了如 ＣｒＦｏｓｔｅｒｉｔｅ激光器［３５］、光参量振荡器

（ＯＰＯ）［３６］、孤子自频移（ＳＳＦＳ）［５０］等方法来产生
更长的波长和更大的功率。其中，最重要的突破

是Ｈｏｒｔｏｎ等人于２０１３年所报道的一种使用基于
ＳＳＦＳ光源的三光子显微镜［３７］，如图 ８所示。该
结构中关键的光源部分由光纤激光器、光子晶体

杆和长通滤波器组成；在工作时，首先由光纤激光

器产生 １５５０ｎｍ的激光（脉宽 ３６０ｆｓ，频率
１ＭＨｚ），在该光束通过光子晶体杆的过程中，由
于孤子自频移效应，该光束的波长会红移至
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１７００ｎｍ，同时通过形成孤子获得 １０００００倍的
能量提高和６倍的脉宽压缩（脉宽６５ｆｓ，脉冲能
量５００ｎＪ），并通过长通滤波器滤除原激光器的光

后作为成像光源使用。如图９所示，可以看到该
三光子系统的成像深度和分辨率均比较理想，可

以无损地看到大脑灰质之下的白质。

图８　ＳＳＦＳ光源及三光子激光扫描显微镜示意图［３７］

Ｆｉｇ．８　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｏｆＳＳＦＳａｎｄｔｈｒｅｅｐｈｏｔｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｓｅｔｕｐ［３７］

图９　三光子成像结果图 （ａ）脑部血管；（ｂ）神经

元［３７］

Ｆｉｇ．９　Ｔｈｒｅｅｐｈｏｔｏｎｉｍａｇｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ．（ａ）Ｂｒａｉｎｖａｓｃｕ

ｌａｔｕｒｅ；（ｂ）ｎｅｕｒｏｎｓ［３７］

　　除改进光源外，研究者们也在通过其他方法
进一步提高三光子显微镜的性能。传统的点扫描

成像模式虽然可以获得较高的分辨率和 ＳＢＲ，但

这样获取一张图片的时间大约需几十毫秒［３８］，无

法应用于需要在短时间内激发很多荧光基团的技

术中，如光遗传学和高通量成像。Ｒｏｗｌａｎｄｓ等
人［３９］基于时间聚焦（ｔｉｍｅｆｏｃｕｓｉｎｇ）激光脉冲，实
现对特定区域的同时照明，实现三光子宽场成像；

与宽场双光子成像相比，该方法具有更大的成像

深度，且可以精确控制照明范围以同时激活在特

定组织深度和区域内的光敏感通道，使得在组织

内部进行光遗传学研究成为可能。

４．２　三光子与双光子成像技术比较
三光子成像是一项具有广泛应用和发展前景

的显微成像技术。与双光子成像相比（表２），由
于三光子成像使用了波长更长的激发光源，从而

很大程度上提升了成像深度———这与长波激发光

在组织中的散射更低有关，但更重要的是因为三

光子成像可以采用的１６００～１８００ｎｍ的激发光
能够避开组织中水对红外光的吸收峰，从而更好

地穿透组织；同时，发生三光子吸收需要更高的激

光能量，来自非焦平面的背景信号能被进一步削

弱，从而可以提高ＳＢＲ，获得更高质量的图像。
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表２　双光子与三光子成像部分特性的比较
Ｔａｂ．２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｌｅｃｔｅｄｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｔｗｏｐｈｏｔｏｎａｎｄｔｈｒｅｅｐｈｏｔｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

特性 双光子成像 三光子成像［３７］

成像深度
脑４００

!

ｍ

血管６００
!

ｍ［４０］
脑１１２０

!

ｍ
血管１３００

!

ｍ

激光脉冲 １００ｆｓ／ｐｕｌｓｅ，１００ＭＨｚ［４０］ ６５ｆｓ／ｐｕｌｓｅ，１ＭＨｚ
可用激发光波长 ７００～１０００ｎｍ １０００～１７００ｎｍ

轴向分辨率（ＦＷＨＭ） ～１．６
!

ｍ［４１］ ～４
!

ｍ（激发光波长１７００ｎｍ）

　　作为一项新兴的成像技术，三光子成像仍然
存在一定的缺陷。限制三光子成像应用的主要因

素在于三光子荧光过程对高能激发光的需求。从

设备和技术方面来看，产生高能红外激光需要专

门开发的激光器，这在一定程度上提高了三光子

荧光成像设备的成本和技术难度；从生物组织研

究方面来看，通过三光子成像来获取更大成像深

度主要是为了对活体组织进行研究，而功率过强

的激光（虽然平均功率较低）仍然有可能对组织

造成损伤。因此三光子成像技术仍有相当大的优

化潜能，可以通过开发新型荧光染料、寻找更合适

的激光光源、优化探测器等方法，来进一步提高三

光子成像深度、分辨率和信号强度。

目前，三光子成像的主要应用范围与双光子

成像大致相同，包括活体组织高分辨成像、光遗传

学研究等，并可能应用于临床的光学治疗方法中。

５　总结与展望

　　近年来，新型多光子显微成像技术取得了很
大的发展。本文从以下三个方面对多光子成像技

术的最新进展进行了介绍和总结：一是微型化双

光子成像技术，它比传统的双光子成像技术具有

更快的成像速度，更高的分辨率，以及显著更小的

体积和质量，从而可以在动物清醒、活动的情况下

对神经系统进行成像；二是双光子内窥技术，与传

统内窥镜相比拥有极高的检测灵敏度与分辨率，

并且能够捕获无标记的亚细胞活体结构和动态功

能代谢信息，从而集检测、表征和分期功能为一

体，更好地辅助疾病的检测与鉴定；三是三光子成

像技术，它具有比双光子成像技术更大的成像深

度和更优的信号背景比。
尽管这些新型多光子成像技术相比于传统的

成像技术具有诸多优势，但毕竟这一领域刚刚兴

起，如果要让这些技术在生物医学科研与临床中

真正获得更加广泛的应用，我们仍然面临许多问

题。对于微型化双光子技术而言，我们希望可以

平衡好分辨率和体积的关系，在保证分辨率的条

件下进一步减小体积，并希望可以将其应用于除

脑外的更多组织之中；对于双光子内窥技术，固然

它具有很高的分辨率与灵敏度，但这也一定程度

上牺牲了其成像速度与信噪比；三光子成像技术

则主要受限于缺少低成本且能够有效产生高功率

远红外激光的激光器。要解决这些问题，不仅需

要各项相关技术（如飞秒激光器、高灵敏度探测

器、新型扫描装置）的进步与革新，也需要我们对

生物系统的复杂性加深理解。

新型多光子显微成像技术领域目前正处于快

速发展的时期，可以预见，随着物理、工程、生物、

医学等多学科研究者们的合作与共同进步，以及

各项相关技术的革新与成熟，多光子成像技术必

将获得更大的发展，并为生物成像与相关临床诊

断领域带来一场强有力的革命。
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