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摘要：双光子成像（ＴｗｏＰｈｏｔｏｎＩｍａｇｉｎｇ）技术以其优越特性被广泛用于活细胞动态三维成像，但光功率极高的短脉冲光
对焦平面荧光分子严重的光漂白极大地影响了双光子长时间成像的图像质量，针对双光子荧光漂白问题，本文提出一种

优化光照的双光子（ＯｐｔｉｍｉｚｅｄＬｉｇｈｔｉｎｇＴｗｏＰｈｏｔｏｎ，ＯＬＴＰ）成像技术。通过预扫描获取双光子图像分析高低阈值，以预设
的高低阈值为标准优化一幅图像中不同区域的光照时长，利用扫描过程中记录的荧光信息和光照时间信息可以重建

ＯＬＴＰ图像，既保证信噪比又降低荧光漂白。重建的ＯＬＴＰ图像与传统双光子图像基本一致，信噪比略有降低，但图像
并未失真。对１１０ｎｍ的荧光小球样本分别连续取３０幅普通双光子和优化光照的双光子图像，到第３０幅图时，重建后
的优化光照双光子图像比普通双光子图像荧光漂白降低了２８８６％。ＯＬＴＰ通过优化光照时间大幅降低双光子成像的
荧光漂白，使双光子荧光显微镜能够更好地对生物样本进行长时间观测。
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１　引　言

　　双光子显微镜是非线性光学显微镜中应用最
广泛的一种［１］，在双光子荧光显微镜成像时，荧

光分子必须同时吸收两个长波长光子才能达到激

发态，然后发射出一个波长较短的光子，实现成

像［２］，因此双光子成像对激发光的光子密度要求

很高，只有焦点及其附近非常小体积内的荧光分

子能够被激发，这种激发特性使得双光子具有极

高的三维分辨率［３４］。由于双光子采用近红外波

段的激发光，波长较长，穿透性好，在某些生物样

本如血管中成像深度甚至能超过１ｍｍ［５］，对细胞
的光毒性也小，非常适合用来观察活细胞甚至活

组织［６］。双光子显微镜因其低光毒性、大成像深

度和高三维分辨率的优势成为生物医学及药学领

域重要的研究工具［７８］，被广泛用于神经、血管以

及肿瘤等相关方面的研究［９１１］。

在双光子显微成像中，虽然长波长光的光毒

性较弱，光漂白也局限于焦点处，但是由于高数值

孔径物镜和窄激光脉宽等原因，聚焦光斑处光功

率密度极高，焦平面的荧光分子仍然会发生严重

的荧光漂白［１２］。ＡｌｅｘａｎｄｅｒＨｏｐｔ等人的研究表
明，激光造成的光损伤与激光脉冲宽度成反比，即

激光脉宽越窄，对荧光分子的光损伤越大［１３］。双

光子成像为了保证激光光子密度，通常采用飞秒

激光器作为光源，脉宽几百飞秒的短脉冲激光会

带来非常严重的荧光漂白，影响了双光子长时间

成像所取得的荧光图像质量，研究降低双光子成

像时荧光漂白的技术显得十分重要。

荧光团发射荧光时必然伴随荧光漂白，漂白

过程的快慢及严重程度取决于荧光团本身的光学

化学性质以及光照剂量，从这两点出发，有许多限

制光漂白的方法，比如改进培养基以减少背景荧

光从而降低激发光强［１４］，再比如减少样本氧气含

量以减少氧化物的产生，或者添加化学稳定剂提

高荧光团抗漂白能力［１５］等。从成像技术角度来

说，直接减少光照剂量是缓解荧光漂白问题最直

接有效的途径。减少光剂量并不意味着直接降低

光强或缩短照明时间，否则无法获取足够的有效

荧光信号，所取图像变得模糊。Ｍａｎｄｅｒｓ等人提
出一种单光子共聚焦闭环控制技术 ＣＬＥＭ［１６］，对
不同浓度的荧光团施加不同的光剂量，最大限度

降低了单光子共聚焦成像的荧光漂白，但其闭环

循环条件是根据多次实验经验得出的，对于不同

的样本需要重新实验摸索。

本文提出了一种降低荧光漂白的双光子成像

新技术———优化光照的双光子（ＯｐｔｉｍｉｚｅｄＬｉｇｈｔ
ｉｎｇＴｗｏＰｈｏｔｏｎ，ＯＬＴＰ）成像技术。利用预扫描取
得的传统双光子图像，分析高低阈值，并以此阈值

为标准，优化双光子成像时同一幅图像上不同区

域的光照时间，在保证信噪比的同时降低荧光漂

白。

２　优化光照的双光子原理与实现方法

２．１　优化光照的原理
双光子成像对激光光子密度要求很高，极高

的光子流量大大提高了双光子成像焦点范围内荧

光分子与光子发生相互作用的概率［１７］。Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ
等人的研究表明，双光子激发的荧光漂白率与激

发光入射光强成高阶指数关系，而单光子激发的

荧光漂白率与入射光强成线性关系，双光子成像

对焦平面的荧光漂白远超单光子成像［１８］。以作
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用于样本激光功率３～５ｍＷ（生物成像典型光功
率）为例，当双光子激光脉宽为１５０ｆｓ时，对焦平
面而言，双光子成像造成的荧光漂白是单光子的

１０倍［１８］。激发光强和光照时间是双光子荧光漂

白的主要影响因素，所以通过优化光照来降低双

光子荧光漂白的方法具有很大的可行性。

双光子荧光显微成像系统与共聚焦激光扫描

显微镜［１９］类似，属于点扫描成像系统，激光经物

镜聚焦后只能激发焦点附近一小片区域的荧光，

以焦平面光斑与样本相对位移收集荧光信号并获

取图像，常用点扩散函数［２０］（ＰｏｉｎｔＳｐｒｅａｄＦｕｎｃ
ｔｉｏｎ，ＰＳＦ）描述扫描样本的光斑，其直径可由式
（１）计算：

ｄ＝１．２２λＮＡ ． （１）

　　本文实验中使用的激发光波长 λ＝７８０ｎｍ，
数值孔径ＮＡ＝１４，光斑直径 ｄ＝６６０ｎｍ，根据奈
奎斯特采样定律，采样频率达到信号最高频率的

两倍才能完整保留原始信号中的信息，实际应用

中应大于两倍，所以本文实验中将采样间隔（物

方像素尺寸）设为６０ｎｍ。由于焦点光斑的直径
远大于像素尺寸，光斑停留在某一个像素内时，周

围多个像素都处于光斑照射范围内。

传统双光子成像技术，激光光强恒定，成像区

域内各点的光照时间完全相同，所以激光强度必

须合理设置，既不能太强也不能太弱，太强会使荧

光分子密集区域荧光过强，引发荧光饱和以及严

重的光漂白，太弱则会使荧光分子稀疏区域荧光

过弱，无法在图像上清晰呈现。在长时程成像时，

考虑荧光漂白的影响，一般会调整激光强度使细

节部分恰好能看清。这就意味着，对荧光分子稀

疏区域正合适的光照时间，在荧光分子密集区域

会产生过量的荧光信号，在图像上表现为局部高

信噪比，如图１（ａ）所示；而在没有荧光分子的背
景区域完全无法获得有效荧光信号，反而对周边

在光斑照射范围内的荧光分子造成漂白，如图１
（ｂ）所示。

生物样本中荧光分子分布很不均匀，光照时

间过剩的情况普遍存在，本文提出的优化光照的

双光子成像方法，不改变激光强度，只在无荧光分

子的背景区和荧光分子很密的强荧光区减少光照

图１　物方像素点扫描示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｐｏｔｓｃａｎｎｉｎｇｄｉａｇｒａｍｏｆｏｂｊｅｃｔｉｖｅｐｉｘｅｌ

时间，从而大幅减少不必要的荧光漂白，同时又保

证图像信噪比不会降低太多。

２．２　优化光照的双光子成像技术实现方法
优化光照时间的双光子成像方法基本思想

是：分析阈值，以阈值为标准优化各像素光照时间

以去除不必要光照。

首先，利用预扫描获取传统双光子图像，分析

出高低两个阈值。高阈值是图像上每个像素内荧

光信号必须达到的信噪比要求的下限，为了判断

出位于荧光分子密集区域的像素而设置的。高阈

值计算公式如式（２）所示：

Ｉｕ ＝Ｉ５％ｍａｘ·
Ｔｄ
Ｔｐ
， （２）

式（２）中，Ｉｕ表示高阈值，Ｉ５％ｍａｘ为传统双光子图
像中最大５％像素值的均值，Ｔｄ表示判断时间，Ｔｐ
表示像素停留时间。

低阈值是噪声信号的上限，为了分辨不产生

荧光信号的背景区域像素而设置。低阈值计算公

式如式（３）所示：

Ｉｌ＝Ｉ５％ｍｉｎ·
Ｔｄ
Ｔｐ
＋ＩＮ， （３）

式（３）中，Ｉｌ表示低阈值，Ｉ５％ｍｉｎ为传统双光子图像
中最小 ５％像素值的均值，Ｔｄ表示判断时间，Ｔｐ
表示像素停留时间，ＩＮ为环境噪声最大值。

然后，在每个像素扫描过程中不断读取反馈

的像素值，并与阈值比较。根据比较结果优化各

像素光照时间。每个像素开始扫描时刻记为０，
首次读取反馈的时间称为判断时间，记为 Ｔｄ；扫
描光斑中心位置停留在单个像素的时间称为像素
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停留时间，记为 Ｔｐ；激光实际保持开启的时间称
为像素实际光照时间，记为Ｔｅ。

当激光开始扫描一个像素，先用一小段时间

（判断时间）收集荧光信息，然后开始读取反馈并

判断该像素所在区域以及是否需要优化光照时

间，如图２所示：当反馈小于低阈值，判断该像素
位于背景区域，立刻关闭激光；当反馈大于高阈

值，判断该像素位于荧光分子密集区域，也立刻关

闭激光；当反馈始终在高低阈值之间，判断该像素

位于荧光分子稀疏区域，需接受标准时长的光照。

图２　ＯＬＴＰ像素光照时间优化过程示意图

Ｆｉｇ．２　Ｄｉａｇｒａｍｏｆｏｐｔｉｍｉｚｅｄｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒｐｉｘｅｌｌｉｇｈｔｉｎｇ

ｔｉｍｅｉｎＯＬＴＰ

２．３　优化光照的双光子重建图像
以 ＯＬＴＰ方法扫描一幅图像后得到两组数

据，一组数据代表了每个像素实际接受光照的时

长，另一组数据代表了每个像素实际采集到的像

素值。像素值与光照时间成线性关系，如图３所

示，Ｉ表示过程中像素值（反馈），Ｉｅ表示实际像素

值，对应实际光照时间 Ｔｅ，Ｉｐ表示若该像素接受
全程光照应得的等效像素值，对应像素停留时间

Ｔｐ。
ＯＬＴＰ重建图像的原理就是像素值与像素光

照时间的线性关系，重建 ＯＬＴＰ图像的公式如式
（４）所示，

Ｉｐ（ｘ，ｙ）＝Ｉｅ（ｘ，ｙ）×
Ｔｐ（ｘ，ｙ）
Ｔｅ（ｘ，ｙ）

， （４）

式（４）中，Ｉｐ（ｘ，ｙ）为等效像素值，Ｉｅ（ｘ，ｙ）为实际

图３　像素值与像素光照时间关系示意图

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｐｉｘｅｌｖａｌｕｅａｎｄｌｉｇｈｔｉｎｇ

ｔｉｍｅ

像素值，Ｔｅ（ｘ，ｙ）为像素实际光照时间，Ｔｐ（ｘ，ｙ）
为像素停留时间。公式比较抽像，图４用一组四
像素示意图说明重建过程，假设像素停留时间设

为２００μｓ，判断时间设为５０μｓ，高阈值设为１００，
低阈值设为５。

图４（ａ）代表传统双光子图像，图中的数字表
示每个像素接受 ２００μｓ光照时的像素值；图 ４
（ｂ）代表像素光照时间分布图，图中的数字表示
高阈值设为１００低阈值设为５时，每个像素实际
接受光照的时间，单位为μｓ；图４（ｃ）代表实际像
素值分布图，图中数字表示对应图４（ｂ）中光照时
间的实际像素值；图４（ｄ）代表重建的 ＯＬＴＰ图
像，图中数字由图４（ｂ）和图４（ｃ）根据式（４）计算
得到。理想情况下 ＯＬＴＰ重建图像与传统双光
子图像完全一致。

图４　（ａ）传统双光子图像；（ｂ）像素光照时间分布
图；（ｃ）实际像素值分布图；（ｄ）ＯＬＴＰ重建图
像

Ｆｉｇ．４　（ａ）Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｔｗｏｐｈｏｔｏｎｉｍａｇｅ；（ｂ）ｄｉｓｔｒｉ
ｂｕｔｉｏｎｏｆｐｉｘｅｌｌｉｇｈｔｉｎｇｔｉｍｅ；（ｃ）ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ
ｒｅａｌｐｉｘｅｌｖａｌｕｅ；（ｄ）ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｍａｇｅｏｆＯＬ
ＴＰ

２．４　优化光照的双光子成像系统
为了实现预设阈值并优化光照时间的功能，
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ＯＬＴＰ成像系统比传统双光子成像系统增加了两
个部分，一块 ＦＰＧＡ（ＦｉｅｌｄＰｒｏｇｒａｍｍａｂｌｅＧａｔｅＡｒ
ｒａｙ）板配合放大电路构成的反馈电路，以及一个
声光调制器（ＡｃｏｕｓｔｉｃＯｐｔｉｃａｌＭｏｄｕｌａｔｉｏｎ，ＡＯＭ）。
ＡＯＭ放置在光路中，起到高速开关的作用；反馈
电路主体是ＦＰＧＡ，用作光子计数器，存储高低阈
值，编入反馈判断程序，执行比较后根据结果输出

信号，控制 ＡＯＭ实现激光的开闭。探测器采用
光子计数型雪崩光电二极管（ＡＰＤ），型号为
ＳＰＣＭＡＱＲＨ１４ＦＣ。系统结构如图５所示。

图５　ＯＬＴＰ成像系统结构示意图
Ｆｉｇ．５　ＤｉａｇｒａｍｏｆＯＬＴＰｉｍａｇｅｓｙｓｔｅｍ

３　优化光照的双光子成像实验

　　在验证ＯＬＴＰ降漂白效果前，先要验证 ＯＬ
ＴＰ重建图像的真实性。图６（ａ）是传统双光子图
像，图６（ｂ）是在同一区域获得的 ＯＬＴＰ重建图
像，需要从主观和客观两个角度对重建图像保真

程度进行评价［２１］。

图６　（ａ）传统双光子图像。（ｂ）ＯＬＴＰ重建图像
Ｆｉｇ．６　（ａ）Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｔｗｏｐｈｏｔｏｎｉｍａｇｅ．（ｂ）Ｒｅｃｏｎ

ｓｔｒｕｃｔｅｄｉｍａｇｅｏｆＯＬＴＰ

主观评价是由人眼对两幅图像进行观察，其

结论是这两幅图像相似度很高，差异性很小。客

观图像质量评价方法很多，全参考评价方法是其

中最可靠的评价方法，以传统双光子图像为参考

图像，通过将重建图像与传统双光子图像进行比

较来评价重建图像的保真程度［２２］。最简单最高

效的全参考评价方法就是峰值信噪比（ＰＳＮＲ），
以参考图像的像素值为信号，待评价图像也就是

重建图像与参考图像的像素值差异作为噪声，计

算公式如式（３）所示，

ＰＳＮＲ＝１０×

ｌｇ
［Ｒ（ｘ，ｙ）ｍａｘ－Ｒ（ｘ，ｙ）ｍｉｎ］

２

１
Ｍ×Ｎ

Ｍ

ｘ＝１
Ｎ

ｙ＝１
［Ｒ（ｘ，ｙ）－Ｉ（ｘ，ｙ）］２

，

（３）

式（３）中，图像大小为Ｍ×Ｎ，Ｒ（ｘ，ｙ）是参考图像
在（ｘ，ｙ）处的像素值，Ｉ（ｘ，ｙ）是重建图像在（ｘ，ｙ）
处的像素值。当峰值信噪比达到３０ｄＢ以上，可
以判断噪声对图像的影响相当小，也就是两幅图

像的差异性非常小。以图 ６（ａ）为参考图像，
图６（ｂ）的ＰＳＮＲ值为３９９３ｄＢ，这说明ＯＬＴＰ重
建图像保真程度较高，只是信噪比略有下降，但未

对图像质量造成很大影响。

为验证ＯＬＴＰ成像方法降漂白效果，本文设
计了一组实验：激发光波长为７８０ｎｍ，显微镜物
镜前光强为１９ｍＷ，物方像素尺寸为６０ｎｍ，成像
区域为１５μｍ×１５μｍ，判断时间为５０μｓ，像素停
留时间为２００μｓ，成像区域内共有２５０×２５０个像
素，本文实验中每一行从左向右扫描结束后，位移

台会回到最左边再开始扫描下一行，换行时间与

扫描时间基本相同，扫描时间加上换行时间即为

本文实验中获取一幅完整图像所需时间，约２５ｓ。
用传统双光子和 ＯＬＴＰ分别对１１０ｎｍ荧光小球
样本连续取３０幅图像，将两组图的第一幅和最后
一幅图在同一标尺下作对比，如图７所示。从图
７可以明显观察到，连续扫描３０幅图像之后，传
统双光子图像大部分区域变得非常暗，而 ＯＬＴＰ
图像只是整体亮度略有降低，并没有发生明显的

光漂白现象。

本文采用的探测器是光子计数型雪崩光电二

极管，探测到的光子数代表了荧光强度，在图像上
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图７　（ａ）传统双光子。（ｂ）ＯＬＴＰ重建图像
Ｆｉｇ．７　（ａ）Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｔｗｏｐｈｏｔｏｎｉｍａｇｅ．（ｂ）Ｒｅｃｏｎ

ｓｔｒｕｃｔｅｄｉｍａｇｅｏｆＯＬＴＰ

表现为各像素的像素值。为了定量分析 ＯＬＴＰ
成像方法降漂白的效果，对一幅图像上所有像素

值求和，计算结果代表一幅图的荧光光子总数。

经计算，传统双光子组的第３０幅图像荧光光子总
数为第１幅图像的６２９４％，而 ＯＬＴＰ组的第３０
幅图像荧光光子总数为第１幅图像的９１８％，证
明ＯＬＴＰ成像技术将荧光漂白降低了２８８６％。

４　结　论

　　本文针对影响双光子显微成像技术长时程观
测效果的焦平面荧光漂白问题，提出了一种降低

荧光漂白的双光子成像新技术———优化光照的双

光子（ＯＬＴＰ）成像技术，它利用扫描前取得的传
统双光子图像，针对成像区域设置阈值，并根据所

设阈值优化图像中每个像素接受的光照时间，从

而极大地降低双光子成像时对焦平面荧光分子的

光漂白。

实验证明，ＯＬＴＰ对１１０ｎｍ荧光小球样本连
续成３０幅图像后，整幅图像的荧光漂白相比传统
双光子图像降低了２８８６％，证明 ＯＬＴＰ成像技
术有很好的降漂白效果，它使得双光子显微镜能

对成像目标同一深度的平面连续取更多高质量图

像，极大地延长了双光子显微镜有观测时程，增强

了双光子荧光显微术在长时程观测生物样本方面

的优势。
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