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摘要　组织光透明技术结合双光子显微成像(TPM)技术能够有效提升生物样品的显微成像深度,然而现有的光透

明剂与常用显微物镜的浸润介质折射率并不匹配,会引入球差从而降低深层组织成像的荧光强度和分辨率.针对

该问题分析了球差对TPM荧光强度和分辨率的影响,建立了由物镜特性(数值孔径和浸润介质)、聚焦深度和物体

折射率等参数构成的球差补偿模型,进而指导空间光调制器进行球差补偿.对荧光小球仿体样品和光透明脑组织

样品的双光子成像结果显示,该球差补偿方法能显著提升样品信号量和系统纵向分辨率.另外,该方法在校正过

程中无需多次成像,操作简单且耗时短,对光透明剂和显微物镜无特殊要求,具有较强的通用性.
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１　引　　言
组织光透明技术是近年来新兴的生物样品处理技术,它通过采用特定的化学试剂(或物理方法)使生物

组织折射率均一化,从而变得透明.组织光透明技术能极大地增加光在生物组织内的穿透深度,降低散射,
从而提高光学成像系统尤其是显微成像系统的图像质量[１].至今,已有包括BABB[２]、Scale[３]、SeeDB[４]、

ClearT[５]、CUBIC[６]、CLARITY[７]和PACT[８]在内的一系列技术陆续开发出来[９],且成功应用于皮肤组

织[１０Ｇ１１]、骨组织[１２]、脑组织[６]甚至整只小鼠[１３]的光学成像,这使得光透明技术成为目前生物光学领域的研

究热点之一.
双光子显微成像技术与组织光透明相结合能够显著提高生物样品显微成像的探测深度和成像质量.双

光子成像是基于光与生物组织的非线性效应建立的,具有分辨率高、探测深度大、生物毒性小等优点,并且可

以实现基于光学层析的三维成像功能,目前可以观察到深度在５００mm以上的生物组织结构[１４].但是,由
于生物样品的高散射特性,在对样品进行深层成像时,无论是分辨率还是信噪比都会显著下降.组织光透明

技术可以有效降低生物组织的散射特性,借助该技术,双光子显微成像技术有望观测到深度在１mm以上的

亚细胞结构[１５Ｇ１６].
然而,已报道的透明剂的折射率从１．４３到１．５６不等[１７],与目前常用的显微物镜浸润介质的折射率并不

匹配.光学理论已经证明,折射率不匹配会导致球差(SA),使得焦点光强和轴向分辨率随聚焦深度增加而

下降.为了降低球差的影响,奥林巴斯公司和莱卡公司分别专门开发了XLSLPLN２５XSVMP和 HCXApo
L２０×两款物镜,但这两款物镜不仅价格高,而且只分别针对FocusClear和BABB两种透明剂,通用性较差.
考虑到目前已有十几种不同折射率的组织光透明剂配方,并且这个数目还在持续上升中,发展一种通用的折

射率不匹配补偿方法无论是对组织光透明剂的研发还是对光透明样品的双光子显微成像研究都具有重要意

义.
自适应光学(AO)技术可以比较灵活地补偿各种像差,它通过在光路中引入空间光调制器或变形镜来

精确控制光束的波前,从而达到相位补偿的目的.依据对波前相位的探测方式,目前的自适应光学技术大体

可分为直接探测和间接探测两大类.直接探测指在光路中增加相位探测器件如ShackＧHartmann探测器、
干涉型相位探测器等来直接测量点状样品的波前相位,通过实际测量的相位畸变情况来指导相位补偿.代

表性研究包括美国加州大学Tao等[１８]利用荧光蛋白作为点样品测量相位,美国霍华德休斯医院Betzig等利

用双光子焦点荧光作为点样品测量相位[１９].直接探测方式具有速度快、补偿精确的优点,但是额外增加的

相位探测装置会使系统复杂化,同时损失信号强度.间接探测无需测量波前相位,通过人为引入不同种预设

相位,由实际采得的信号来反推出相位畸变情况从而进行补偿[２０].代表性研究包括英国牛津大学Booth提

出的图像迭代法[２１]和 Wang等[２２Ｇ２３]提出的孔径迭代法.该类方法需要多次迭代补偿,比较耗时.这两类自

适应光学技术虽然能够很好地补偿各类像差甚至是高阶像差,但是对于以球差为主要畸变的光学系统相位

补偿而言,其补偿过程步骤繁琐,成像速度慢.
针对光透明剂和显微物镜因折射率不匹配而引起的球差问题,本文建立了由物镜特性(数值孔径和浸润

介质)、聚焦深度和样品折射率等参数构成的球差补偿模型,由该模型计算出系统球差后指导空间光调制器

进行相位补偿.从对荧光小球仿体和光透明后的脑组织样品的成像实验中发现,该方法能够显著提升成像

深度和分辨率,并且系统简单、校正过程快、无需多次成像,减少了光损伤和光漂白.此外该方法对光透明剂

和显微物镜无特殊要求,易于移植到现有双光子显微镜中开展光透明样品的双光子成像研究.

２　材料和方法
２．１　折射率不匹配引起球差的数学模型

为了简化球差模型,将样品看作折射率均匀的介质,此时波前畸变的来源是物镜浸润介质(如空气、水、
油)折射率n１ 和样品的折射率n２ 不匹配.如图１所示,进入样品的激发光在n１ 和n２ 相等的情况下聚焦于

O１,这时有良好的横向和纵向分辨率,但是当n２ 大于n１ 时,近轴光线聚焦在离分界面近的地方,远轴光线

聚焦在远离分界面的地方,导致聚焦的光斑纵向分辨率下降,成像效果变差.这类折射率不匹配导致的球
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差,与数值孔径NA,聚焦深度d正相关,可表达为[２４Ｇ２５]

Φ(ρ)＝－
２πd
λ (１＋α) n２２－(NAρ)２ － n２１－(NAρ)２[ ] , (１)

式中ρ表示归一化的径向变量,d为折射率匹配时(n１＝n２)的成像深度,NA 是数值孔径,(１＋α)d 为折射

率不匹配(n１＜n２)时的成像深度.１＋α为折射率不匹配时聚焦深度与匹配时聚焦深度的比值,调节α不影

响焦点的聚焦效果.图１(b)为根据上述公式计算出的相位图(d＝２００mm,n１＝１,n２＝１．４３).为了更直观

地显示折射率不匹配对焦点光场的影响,模拟了球差对焦点附近光场的影响[２６Ｇ２８].当n１＝n２ 时,激发光能

很好地聚焦在一点,如图１(c)所示;当n２＝１．４３、n１＝１时,光场如图１(d)所示,受折射率不匹配的影响,焦
点移动到原位置下方７０mm处,最大光强明显下降,光斑弥散,纵向旁瓣增加.根据以上理论可知,折射率

不匹配会使系统焦点光强和分辨率下降,制约双光子系统的成像深度和层析能力.

图１ 物镜与样品折射率不匹配对成像的影响.(a)折射率不匹配引起的光线偏折;(b)折射率不匹配

(d＝２００mm,NA＝０．７５)引起的相位畸变模拟;(c)O１ 点光场图;(d)O２ 点的光场图

Fig敭１ Patternofaberrationcausedbyrefractiveindexmismatch敭 a Schematicofrefractionbetweentwotypesofmedia 

 b phasesimulationofwavefrontwithsphericalaberrationcausedbyrefractiveindexmismatch d＝２００mm NA＝０敭７５  

 c intensitydistributionoflightatO１  d intensitydistributionoflightatO２敭

２．２　双光子显微成像系统搭建

图２ 自适应双光子显微成像系统示意图

Fig敭２ SchematicofAOTPMsystem敭

搭建的自适应双光子显微成像系统如图２所示.光源为被动锁模的蓝宝石飞秒激光器(Chameleon
Ultra,Coherent公司),激光器出射的光经透镜组准直扩束后得到直径约为３mm的平行光照射在检流计扫

描振镜(Model６２１０,Cambridge公司)上,进行二维扫描.振镜扫描光经过一组中继透镜(焦距f１＝
４０mm,f２＝１５０mm)后共轭成像到液晶空间光调制器(SLM,PlutoNIR２,Holoeye公司),由空间光调制
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器调节波前相位,空间光调制器经过透镜组(焦距f３＝１５０mm,f４＝２００mm)与二色镜(FF６６５ＧDi０２Ｇ２５×
３６,Semrock公司)后共轭成像到显微物镜(UPLSAPO,２０×,NA＝０．７５,Olympus公司)的后焦面上,由显

微物镜聚焦激发双光子荧光.样品激发出的双光子荧光由同一物镜背向收集,信号光与激发光在二色镜处

分离,信 号 光 经 收 集 透 镜(焦 距f５＝１５０ mm,f６＝７５ mm)会 聚 后 被 光 电 倍 增 管(PMTH,１０７２２,

Hamamatsu公司)接收.为了彻底滤除残留的激发光,PMT前放置短通滤光片(FES０６５０,Thorlabs公司).
由于液晶SLM 只能调制单一方向的偏振光,所以在SLM 前加l/２玻片(WPH０５MＧ８３０,Thorlabs公

司)对偏振方向进行旋转(激光器的出射光具有很好的偏振性).为了避免SLM 衍射光进入光路,实验中还

需用孔径光阑(FS)滤除SLM其他级次的衍射光.同时为了保证相位调制的有效性,系统通过４f系统使扫

描振镜、SLM反射面、物镜后背孔径和PMT靶面两两共轭.由于SLM 的分辨率有限,不能加载过密的相

位图,实验中需调节(１)式中的α参数,使相位图平缓变化.

２．３　实验样品制备

荧光小球仿体样品的制备:实验采用嵌于聚丙乙烯酰胺凝胶中的荧光小球作为仿体样品.首先将荧光

小球溶液(F８８０３,ThermoFisher公司)稀释５００倍,然后取丙烯酰胺３００mL、稀释后的荧光小球水溶液

３００mL、质量分数为１０％ 过硫酸铵３０mL混匀,最后加入３mL四甲基乙二胺,快速混匀后滴加至载玻片,
待凝固后使用.

透明小鼠脑片的制备:Thy１ＧGFP小鼠麻醉后,心脏灌注０．０１mol/L磷酸缓冲溶液和４％全氟烷氧基树

脂.小鼠死亡后取下整脑放入４℃冰箱经全氟烷氧基树脂固定过夜.光透明前,脑组织经磷酸缓冲溶液清

洗３次,将整脑放入脑模具中用刀片沿冠状面切成５００mm或１mm厚度切片用于后续透明.组织光透明

剂选用CUBIC方案[６],按文献中所述配方配制好后室温保存.组织光透明时,脑片放入透明剂８min,用于

双光子显微成像.
实验涉及的动物实验方案经中国科学院深圳先进技术研究院实验动物伦理委员会审核,均符合实验动

物福利伦理规范要求(受理号:SIATＧIRBＧ１６０２２３ＧYGSＧZHENGWＧA０１８８).

３　实验结果与分析
为了验证本文方法对球差的补偿效果,首先对荧光小球仿体开展双光子显微成像实验.选用直径为

０．１mm的荧光小球作为目标样品是因为该直径小于系统的理论分辨率０．４８mm,常被用于测量系统分辨

率.选用聚丙烯酰氨凝胶(折射率约为１．４３)作为样品载体是因为该凝胶折射率均匀,散射和吸收系数较小,
其与显微物镜(折射率为１．０)间的折射率不匹配会引起球差,从而影响成像效果.

图３所示为荧光小球仿体双光子显微成像的侧向投影图.可以看出,在不校正球差的情况下,小球亮度

随成像深度的增加而急剧下降,同时小球的纵向长度(即系统纵向分辨率)也随深度逐渐拉长[图３(a)].与

之相比,位于同一深度的荧光小球经球差校正之后荧光强度变强,纵向长度缩短[图３(b)].图３(e)、(f)为
探测深度在２００mm和４５０mm处对应区域的放大图像.随机选择其中１０个小球的荧光图像进行对比,发
现在４５０mm处,校正球差后的荧光强度是未校正球差时的３．０２±０．４０倍,校正球差后的小球纵向长度是未

校正时的３５％±３％.需要说明的是,由于球差校正能够使焦点沿光轴方向向上偏移(具体参见２．１节),因
而图３(e)比图３(d)对应的纵向位置偏上.

为了进一步研究球差校正对系统分辨率的影响,选取５００mm深度处的同一荧光小球进行比较.图４
(a)是球差校正前后小球在xy和xz方向的强度分布.从图４(a)左图可以看出,受折射率不匹配影响,xz
方向的光斑有分瓣现象,这与２．１节的光场模拟结果类似.考虑到双光子成像对纵向信号仅是简单累加,并
没有共聚焦成像的小孔滤波功能,激发光的纵向旁瓣对双光子成像效果会有较大影响,因此选取焦点功率

３０％处的纵向距离作为纵向分辨率来进行对比.在深度为５００mm处[图４(b)、(c)],校正球差后的荧光强

度是校正前的２．７倍,同时,横向分辨率从原来的０．８３mm提升到０．６７mm,纵向分辨率从原来的２０．９２mm
提升到６．９１mm.这些结果表明,校正折射率不匹配引起的球差能够提升系统的信号量和分辨率.特别是

对于深层荧光小球成像而言,图像质量得到显著提升.
此外,为了比较不同深度球差校正对分辨率的影响,统计了每一个深度的小球校正前后分辨率变化的情
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图３ 直径０．１mm荧光小球在球差校正前后的双光子显微成像对比.(a)未经过球差校正的xz方向最大强度投影图;
(b)经过球差校正的xz方向最大强度投影图;(c)~(f)图３(a)、(b)中对应区域放大

Fig敭３ TPMimagesoffluorescentbeadsinpolyacrylamidegelwithorwithoutSAcorrection敭 a xzmaximumintensity
projection MIP imagewithoutSAcorrection  b xz MIPimagewithSAcorrection  c Ｇ f magnifiedimages

correspondingtoFig敭３ a and３ b 

图４ 在５００mm深处球差校正前后的系统分辨率比较.(a)球差校正(a１)前(a２)后直径为０．１mm荧光小球横向(上)和
纵向(下)光强分布图;(b)图４(a)中标线处的横向光强分布;(c)图４(a)标线处的轴向光强分布

Fig敭４ Systemresolutionatthedepthof５００mmwithorwithoutSAcorrection敭 a Lateral top andaxial bottom 
viewsof０敭１mmfluorescentbead a２ withand a１ withoutSAcorrection  b lateraland c axiallineprofilesas

indicatedinFig敭４ a showtheimprovementofresolutionwithSAcorrection

况并与理论仿真结果进行了对比,如图５所示.其中,浅绿色和暗红色点分别是校正前后系统轴向分辨率随

探测深度的变化情况.可以看出球差校正后的轴向分辨率有很大提高,并且该分辨率随着深度的增加基本
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保持稳定.蓝色虚线是根据实验参数模拟的轴向分辨率变化情况,与实验结果对比可以看出,实验和理论在

１００~３００mm处契合得较好,在３００~６００mm处实验分辨率分布离散,偏差稍大,可能是因为该深度荧光

光强减弱,信噪比变差所致.另外理论曲线分辨率随深度波动的原因是,球差随深度变大的过程中,焦点处

的光会出现分瓣现象[２６Ｇ２８],逐渐分开的过程中焦点的纵向分辨率会变大,完全分开成为两个单独的瓣后,纵
向分辨率又会变小.校正后各深度荧光光强和纵向分辨率的提高率如图５(b)所示,可以看出球差校正能有

效提高系统的分辨率和双光子荧光信号量.

图５ 不同样品深度的轴向分辨率与荧光强度比较.(a)轴向分辨率随成像深度的变化;
(b)球差校正对荧光强度和轴向分辨率的提高

Fig敭５ AOimprovestheaxialresolutionandfluorescenceintensityatdifferentdepth敭 a Axialresolutionatdifferent
depthwithorwithoutSAcorrection  b statisticalresultsoffluorescenceintensityimprovementandaxial

resolutionimprovementatdifferentdepth

为了验证上述方法能改善光透明样品的双光子成像效果,并且证明该方法具有一定的通用性,选用较常

用的CUBIC透明剂(n＝１．４５)来处理Thy１ＧGFP小鼠的脑组织,同时选取了常用的Olympus２０×空气镜作

为成像物镜.球差校正前后的侧向最大强度投影图见图６(a)、(b).图中荧光信号来自神经元的绿色荧光

蛋白.可以看出,利用本文方法校正球差之后,荧光强度有了很大提升,在相同激发条件下能够获得更多的

细节信息.对比在２００mm深度处校正前后的成像结果[图６(c)、(d)],球差校正后的荧光信号强度是校正

前的１．６倍,同时校正后的图像能够清晰地展示出轴突的细节.图５(e)是图５(a)、(b)中参考线的强度分

布,校正后荧光强度在１８０mm处为校正前的２．５倍.同时,从图中可以看出,在未作球差校正的图像中,神
经元胞体有很长的拖尾现象,但是在校正之后拖尾变短.这说明球差校正后,系统的纵向分辨率得到了提高

从而使得双光子的层析能力变强.另外,荧光强度的提高意味着可以采用更低的激发功率进行成像,这能够

有效降低光漂白与光损伤对生物样品的影响.

图６ 经光透明处理的Thy１ＧGFP小鼠脑组织在球差补偿前后的双光子成像对比.(a)无校正和 (b)有校正的xz投影图.

１９０mm深处 (c)无校正和 (d)有校正的xy截面图.(e)图６(a)、(b)中１００~１８０mm标线处的强度分布图

Fig敭６ TwoＧphotonmicroscopicimagesofclearingThy１ＧGFPmousebraintissue敭xzmaximumintensityprojectionimages

 b withand a withoutSAcorrection xyimages d withand c withoutSAcorrectionatmeasurementdepthof
１９０mmbelowthesurface  e intensitylineprofilesasindicatedinFigs敭６ a and６ b 
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需要指出的是,实验中发现对光透明生物样品进行球差校正后,图像质量的提升没有荧光小球的结果明

显.这是因为生物组织虽然经过了光透明处理,但仍无法保证其折射率的均匀性,而目前的数学模型把样品

当作折射率均匀的物体来处理.这种理论与实际的不匹配会降低球差校正的效果,但仍然获得了比较明显的

分辨率和信号强度的提升.后续研究中将建立样品折射率随空间变化的数学模型,可进一步提升校正效果.

４　结　　论
探索了一种快速便捷的球差补偿方法,以解决组织光透明剂与常用显微物镜折射率不匹配问题,从而提

高光透明样品的双光子显微成像效果.根据物镜参数、聚焦深度和样品参数折射率建立了相应的数学模型,
并利用该模型指导空间光调制器进行相位调节.仿体实验表明,该方法可使荧光强度和纵向分辨率显著提

升.对经组织光透明处理过的Thy１ＧGFP小鼠脑片成像显示,球差校正后的图像能很好地区分出不同深度

的信号,有效地减小了折射率不匹配而导致的纵向分辨率下降的问题,同时使荧光信号强度得到提升.本文

所提出的方法在校正过程中无需多次成像作为反馈,适用于任何一款双光子显微镜,相比前人的工作,该方

法具有更大的灵活性和便捷性.
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