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摘要：多光子成像技术是一种层析能力好、信噪比高的新型光学成像技术。在皮肤光学三维检测中，多光子技术已经应

用于无创在体成像，且已得到产业化开发。本文将首先介绍多光子皮肤检测系统的若干核心技术，即双光子自发荧光技

术、二次谐波成像技术、荧光寿命成像技术、相干反斯托克斯拉曼成像技术等，然后简要介绍多光子成像系统在皮肤疾
病成像检测上的应用，最后分析该系统的优势和未来可能的发展趋势。
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１　引　言

　　组织成像能为组织病理诊断提供直观的依
据，在医学病理检查中有着重要的地位。传统的

医学病理检测通常需要切取一定大小的病变组

织，其制作病理切片，最后用显微镜进一步检测病

变组织，检测过程耗时较长，并且会为患者带来额

外的痛苦。近几十年来，有大量的研究者致力于

开发新型组织成像技术，活体光学成像由于具有

无创性、成像实时性、可对统一组织区域进行长时

间监测等优势［１］，成为研究的热点。现在常见的

组织光学成像技术有荧光成像、光声成像［２］、光

学相干层析成像（ＯＣＴ）［３］等。
１９９０年，ＷｉｎｆｒｉｅｄＤｅｎｋ［４］等人创造性地提出

了双光子荧光显微的概念，继而发展出多光子荧

光成像技术，为活体组织光学成像提供了新的思

路。相较于传统的单光子共聚焦荧光成像技术，

多光子荧光成像具有以下优势：（１）激发光波长
更长，在组织中的散射系数较小，具有很好的组织

穿透性，能够探测到更深的组织结构；（２）多光子
成像的聚焦性好，焦平面外的荧光分子几乎不被

激发；（３）多光子技术的激发光光子能量更低，细
胞毒性小，对组织的损伤更少，具有很好的安全

性［１］。因此，多光子技术在活体组织成像，尤其

是皮肤组织的成像中得到了广泛的使用。近年

来，该技术也取得了产业化的成果：ＪｅｎＬａｂ［５］已经
推出基于多光子层析成像的皮肤检测系统，在早

期皮肤癌症诊断、皮肤衰老检测等方面均有着应

用。本文将介绍多光子皮肤检测系统的主要技术

原理，以及其在皮肤组织病理性检测中的一些应

用，并简要探讨这项技术的优势与未来的发展趋

势。

２　多光子皮肤检测系统的构成

　　多光子皮肤检测系统基于双光子自发荧光、
二次谐波成像、荧光寿命成像等技术，可以实现皮

肤组织结构与功能上的成像 ［６］。同时，相干反斯

托克斯拉曼散射光谱成像技术也被应用到该检
测系统中，以实现皮肤组织中非荧光物质（如脂

质）的成像［７］。

２．１　双光子自发荧光
双光子自发荧光指基态荧光分子或原子吸收

两个光子激发至激发态，然后恢复到基态并发出

荧光的过程。荧光分子在吸收第一个光子后，将

跃迁至一个虚态，需要第二个光子在几飞秒内与

处于虚态的荧光分子作用，荧光分子才能从虚态

跃迁到激发态［４］。

自发荧光物质是指生物细胞与组织内固有的

荧光物质。当被合适波长的光激发时，一些细胞

和组织的内容物能够发出稳定的荧光信号，它们

也因此被称为内源荧光团［８］。一些内源荧光团

分子（图 １）广泛分布于细胞和组织之中，例如
ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ、卟啉类化合物、黄素、黑色素等。皮肤
组织中ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ的含量与皮肤组织细胞内氧化
还原与新陈代谢水平相关，可作为皮肤衰老检测

的分子标志物［９］；皮肤黑色素瘤会使黑色素细胞

的形态与边界发生变化。因此，可以用多光子无

图１　主要内源荧光分子的（ａ）激发光谱；（ｂ）发射

光谱［１０］

Ｆｉｇ．１　（ａ）Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａ；（ｂ）ｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆ

ｐｒｉｍａｒｙｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅｓ［１０］
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标记成像实现对于皮肤疾病的早期探测以及对皮

肤衰老的检测。

在多光子皮肤检测中，用于成像的主要内源

荧光团有角质层中的角质蛋白、颗粒层中的 ＮＡＤ
（Ｐ）Ｈ、基底层中的黑色素、真皮层中的胶原蛋白
与弹性蛋白等。由于多光子技术具有很好的共聚

焦效应，使用该技术可以获得不同深度的皮肤组

织自发荧光成像（图２）。上述荧光团的单光子激

发光波长大多位于紫外光波段（３４０～４００ｎｍ），
会对皮肤组织造成很大的损伤；而使用双光子激

发则只需近红外光（７００～８５０ｎｍ），光子能量较
低，大大减小了对活体组织的伤害［１１］，也降低了

光漂白对荧光成像的影响。同时，自发荧光成像

技术使得皮肤组织在成像时不需要外源荧光团的

标记，在临床应用上更加方便、安全。

图２　健康人体皮肤活体成像，激发光波长７６０ｎｍ：（ａ）角质层，０μｍ深：角蛋白自发荧光信号；（ｂ）颗粒层，２０μｍ
深：角质细胞中的透明角质颗粒、ＮＡＤＰＨ、角蛋白自发荧光信号；（ｃ）棘层，３０μｍ深：角质细胞密度增大；激发

光波长８００ｎｍ；（ｄ）真皮层，８５μｍ深：胶原蛋白、弹性蛋白自发荧光信号［１１］
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图３　（ａ）双光子激发荧光（２ＰＥＦ）和（ｂ）二次谐波成像（ＳＨＧ）的Ｊａｂｌｏｎｓｋｉ图［１２］

Ｆｉｇ．３　Ｊａｂｌｏｎｓｋｉｉｍａｇｅｏｆ（ａ）ｔｗｏｐｈｏｔｏｎｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（２ＰＥＦ）ａｎｄ（ｂ）ｓｅｃｏｎｄｈａｒｍｏｎｉｃｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ（ＳＨＧ）［１２］

２．２　二次谐波成像
二次谐波成像是一种非线性的光学过程，在

此过程中，两个相同频率光子与非对称介质发生

相互作用，将其从基态激发至虚态。在从虚态恢

复到基态的过程中，释放频率增倍、波长减半的光

子（图３）。由于其可将物质自发激发至虚态的特
性，二次谐波成像不需要荧光标记，因此不会受到

光漂白或光毒性的影响。与双光子荧光激发不同
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的是，二次谐波成像中，被激发物体吸收的能量和

放出的能量大小相同，因此，若对同一物质进行双

光子荧光成像与二次谐波成像，所得的成像信号

会出现在不同的频率范围。

在生物体中，ＳＨＧ成像多发生在细胞的非对
称结构上，如胶原蛋白、微管蛋白等。在皮肤活体

图４　真皮层中胶原蛋白纤维的ＳＨＧ信号（蓝）与弹

性蛋白纤维的自发荧光信号（绿）［１４］

Ｆｉｇ．４　ＳＨＧｓｉｇｎａｌｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｆｉｂｅｒｓ（ｂｌｕｅ）ａｎｄａｕ
ｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌｏｆｅｌａｓｔｉｃｆｉｂｅｒｓ（ｇｒｅｅｎ）ｉｎ

ｔｈｅｄｅｒｍｉｓ（Ｓｃａｌｅｂａｒ：２０μｍ）［１４］

成像中，ＳＨＧ成像也有着重要的应用。通常使用
波长为８００ｎｍ左右的激发光，对如真皮层中的胶
原蛋白和弹性蛋白网络进行成像［４］。如图４所
示，绿色荧光信号是真皮层中弹性蛋白的自发荧

光信号，蓝色荧光信号是胶原蛋白纤维的ＳＨＧ信
号。与自发荧光相同的是，这些蛋白的微结构与

皮肤疾病的发展密切相关，有研究表明，在皮肤表

浅性基底细胞癌中，胶原蛋白纤维的排布状态与

正常皮肤不同 ［１３］。因此ＳＨＧ提供了另外一种监
测疾病的成像模态。

２．３　荧光寿命成像
荧光寿命指分子受光脉冲激发后返回基态之

前在激发态平均停留的时间，即激发停止后，分子

的荧光强度降到激发时最大强度的１／ｅ所需的时
间。由于多光子成像需要采用脉冲飞秒激光器，

因此特别适合于提取荧光寿命信号。荧光寿命与

荧光的初始强度无关，而和荧光分子所处的微环

境有关。荧光寿命通常使用时间相关单光子计数

（ＴＣＳＰＣ）技术来测量，可以达到皮秒级的分辨
率［１］。荧光寿命成像就是将不同荧光寿命进行

图５　不同深度皮肤组织自发荧光强度影像与荧光寿命影像对比．亚洲志愿者的：（ａ）颗粒层、（ｂ）基底层；非洲志

愿者的：（ｃ）颗粒层、（ｄ）基底层［１６］

Ｆｉｇ．５　Ｃｏｎｔｒａｓｔｏｆａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｍａｐｓａｎｄｌｉｆｅｔｉｍｅｃｏｌｏｒｍａｐｓ：Ａｓｉａｎｖｏｌｕｎｔｅｅｒ′ｓ（ａ）ｓｔｒａｔｕｍｇｒａｎｕｌｏｓｕｍ；（ｂ）

ｓｔｒａｔｕｍｂａｓａｌ；Ａｆｒｉｃａｎｖｏｌｕｎｔｅｅｒ′ｓ（ｃ）ｓｔｒａｔｕｍｇｒａｎｕｌｏｓｕｍ；（ｄ）ｓｔｒａｔｕｍｂａｓａｌ［１６］
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可视化区别的技术。由于荧光寿命和荧光分子所

处的微环境条件、与蛋白的结合、辅酶的代谢能力

等一系列组织生理因素有关，荧光寿命成像技术

为组织生理情况的检测（如是否可能患有癌症）

提供了可能［１５］。例如，ＹｕｒｉＤａｎｃｉｋ［１６］等人结合
多光子断层成像与荧光寿命等技术，对亚洲与非

洲人种的皮肤颗粒层与基底层进行成像（图５），
发现亚洲人种皮肤颗粒层的分子荧光寿命显著高

于基底层以及非洲人种，研究者此后也分析了色

素含量与荧光寿命以及荧光强度的相关性，并由

此计算出了亚洲人种与非洲人种不同皮肤组织深

度中黑色素含量的关系，即非洲人皮肤中的黑色

度含量约为亚洲人的４～５倍。
２．４　相干反斯托克斯拉曼散射成像

前面提到的双光子自发荧光技术、二次谐波

成像技术和荧光寿命成像技术在对某些非荧光物

质，如脂质等的成像中存在一定的限制。基于拉

曼散射的成像技术能够提供这些非荧光物质的信

息，并且具有很好的分子识别度［７］。

相干反斯托克斯拉曼成像是一个三阶非线
性光学过程，需要抽运激光束、斯托克斯激光束以

及探测激光束等 ３种激光束与同一样品发生作
用，最后产生相干光学信号（图６）。由于共振激
发作用，相干反斯托克斯拉曼（ＣＡＲＳ）能够比线
性拉曼过程提供更强的信号［７］；同时，ＣＡＲＳ信号
波长相对激发光有明显蓝移，因此，这项技术具有

高峰值、高灵敏度的特点。ＣＡＲＳ已经应用于皮
肤活体成像系统中，主要提供皮肤组织中脂质分

布的成像（图７）。鳞状细胞癌（ＳＣＣ）能够使皮肤
细胞形态发生变化，在 ＣＡＲＳ成像中无法观察到
清晰的细胞边界，与正常的皮肤组织成像存在区

别，因此ＣＡＲＳ成像可作为 ＳＣＣ的一种辅助诊断
方式［１７］。

图６　相干反斯托克斯拉曼（ＣＡＲＳ）的Ｊａｂｌｏｎｓｋｉ图：（ａ）拉曼散射；（ｂ）受激拉曼散射；（ｃ）相干反斯托克斯拉曼
Ｆｉｇ．６　ＪａｂｌｏｎｓｋｉｉｍａｇｅｏｆｃｏｈｅｒｅｎｔａｎｔｉＳｔｏｋｅｓＲａｍａｎｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ（ＣＡＲＳ）：（ａ）ＲａｍａｎＳｃａｔｔｅｒｉｎｇ；（ｂ）ＳｔｉｍｕｌａｔｅｄＲａｍａｎ

Ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ；（ｃ）ＣｏｈｅｒｅｎｔＡｎｔｉＳｔｏｋｅｓＲａｍａｎＳｃａｔｔｅｒｉｎｇ

图７　健康人体皮肤活体成像：（ａ）ＣＡＲＳ成像信号；（ｂ）双光子激发荧光／ＳＨＧ成像信号；（ｃ）ＣＡＲＳ双光子激发荧

光／ＳＨＧ成像信号叠加［７］

Ｆｉｇ．７　Ｉｎｖｉｖｏｓｋｉｎｉｍａｇｉｎｇｏｆｈｅａｌｔｈｙｐｅｏｐｌｅ：（ａ）ＣＡＲＳｉｍａｇｉｎｇｓｉｇｎａｌ；（ｂ）ｔｗｏｐｈｏｔｏｎｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ／ＳＨＧｉｍａ

ｇｉｎｇｓｉｇｎａｌ；（ｃ）ｓｉｇｎａｌｏｖｅｒｌａｙｏｆＣＡＲＳｔｗｏｐｈｏｔｏｎｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ／ＳＨＧｉｍａｇｉｎｇ［７］

８０１ 　　　　中国光学　　　 　　　 第１２卷　



３　产业化及应用

　　德国ＪｅｎＬａｂ公司已经实现了多光子皮肤检
测技术的产业化（图 ８）。其产品使用近红外飞秒
激光脉冲对皮肤组织进行照射，可得到自发荧光、

ＳＨＧ、ＣＡＲＳ的３种成像信号，形成对皮肤组织结
构成分的图像；同时，利用荧光寿命成像技术能够

图８　ＪｅｎＬａｂ的多光子皮肤检测系统ＭＰＴｆｌｅｘ［５］

Ｆｉｇ．８　ＭｕｌｔｉｐｈｏｔｏｎｓｋｉｎｓｃｒｅｅｎｓｙｓｔｅｍｏｆＪｅｎＬａｂ—

ＭＰＴｆｌｅｘ［５］

得到皮肤组织的微环境信息，以分析活体组织的

生理、病理性状况［３］。由于双光子技术具有很好

的共聚焦效应，且长波长光具有较小的吸收和散

射系数，这一系统能够得到深度范围较大（能够

达到几百微米级别）的光学层析成像，因此能够

检测分析皮肤组织各个层次的结构与生理情况。

同时，近红外光对生物组织和荧光团的损伤均极

小［１］，因此这一系统具有很好的安全性与无创

性，并大大减轻了光漂白对荧光成像的影响。

多光子皮肤检测系统在早期皮肤癌症影像诊

断、皮肤衰老检测等方面均发挥着一定的作

用［１８］，下面以检测皮肤衰老为例，简要介绍该检

测系统的应用。

在人体皮肤衰老的过程中，真皮层中的胶原

蛋白纤维与弹性蛋白纤维的形态、网络结构会发

生改变。同时，胶原蛋白纤维与弹性蛋白纤维的

分布也会发生改变［１１］。图９展示了在多光子层
析成像中，纤维形态与伸展的不同状态，ＳＨＧ信
号由胶原蛋白纤维产生，自发荧光信号由弹性蛋

白纤维产生。

图９　不同纤维形态的多光子层析成像图对比（左：ＳＨＧ信号；右：自发荧光信号）［１９］

Ｆｉｇ．９　ＣｏｎｔｒａｓｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｉｂｅｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙＭＰＴｉｍａｇｅｓ（ｌｅｆｔ：ＳＨＧｓｉｇｎａｌ；ｒｉｇｈｔ：ａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌ）［１９］

　　在ＳＨＧ成像中，衰老皮肤真皮层的胶原蛋白
纤维呈丝状（图９（ａ１）），而年轻皮肤的胶原蛋白
纤维却是不定型的（图９（ａ２））。这可能是由于
年轻皮肤真皮层中的胶原蛋白纤维含量丰富，纤

维组织紧实致密，因而呈现出不定型的外表；而衰

老皮肤中的胶原蛋白含量减少，排列较为稀疏，因

此呈现出丝状。同时，衰老皮肤真皮层中的胶原

蛋白表现为弯曲伸展（图９（ｃ２）），中年皮肤的胶
原蛋白表现为直线伸展（图９（ｃ１）），而年轻皮肤
的胶原蛋白纤维排列致密，难以分辨伸展情况。
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在自发荧光成像中，衰老皮肤真皮层中的弹性蛋

白纤维排列结构混乱（图９（ｂ２）），并且弯曲伸展
（图９（ｄ２））；而年轻皮肤中的弹性纤维具有良好
的网络结构（图 ９（ｂ１）），且直线伸展（图 ９
（ｄ１））［１９］。对于胶原蛋白纤维和弹性蛋白纤维
的分布，年轻皮肤真皮层中两者信号呈均匀的散

状分布，而在衰老皮肤真皮层中，弹性蛋白纤维信

号大大增强，而胶原蛋白信号仅能在基底膜下很

小的区域被检测到［２０］。这也与随着皮肤衰老，胶

原蛋白纤维减少而弹性蛋白纤维增多的组织学结

论相符合［１０］。

４　结　论

　　多光子皮肤检测技术具有诸多优点。首先，
多光子技术具有很好的共聚焦特性，因此能够对

皮肤组织进行较好的层析成像；其次，双光子荧光

技术需要的激发光波长为普通单光子激发波长的

两倍，能量较低，对组织的损伤小，使安全的活体

检测成为可能；同时，较长波长的光具有较小的散

射与吸收系数，相比一般的共聚焦技术，能够探测

到更深的组织结构；最后，该技术将荧光强度的探

测成像与荧光寿命的探测成像结合起来，不仅能

够对组织内部物质的形态进行成像，也能分析组

织的物质组成、代谢以及生理病理情况，实现多种

模态的结合，使得检测结果更具有应用价值。

当然，此技术也存在一些不足。由于荧光寿

命成像相对传统荧光成像而言所需的时间较长，

在成像期间，被检测者必须保持完全静止不动才

能获得较好质量的图像［１１］。因此，缩短成像的时

间能改善图像质量，并提高患者的就医体验。同

时，此系统的单次成像区域相对临床上实际待检

区域（例如皮肤损伤区域）而言面积较小，若能开

发算法实现图像的连续获取与自动整合，实现较

大区域范围内的皮肤成像［１１］，将对临床诊断大有

裨益。

多光子皮肤检测系统也可通过结合其他种类

的影像技术，实现更多模态的检测。例如中国科

学院深圳先进技术研究院医工所生物医学光学与

分子影像研究室在２０１６年实现了光声、双光子、
二次谐波成像３种技术的集成，成功对皮肤组织
的微血管、细胞、胶原纤维进行了无标记在体成

像［２１］，为皮肤组织的临床检测提供更全面的生理

信息。此外，该系统也可通过进一步集成皮肤血

管血流量、血氧检测等手段，为病理检测提供关键

的生物特征信息。最后，在智能医疗快速发展的

今天，将此多光子皮肤检测系统与机器学习、图像

自动分割相结合，实现一些病灶的自动检出，辅助

医生进行诊断，不失为此类医学影像系统的未来

发展方向之一。
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