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摘要　多光子显微(MPM)技术通过探测由飞秒激光与生物组织内在成分相互作用而产生的双光子激发荧光和二

次谐波等光信号,可实现对组织的无损、非标记成像.MPM 具有对组织微结构灵敏度度和可实现高空间分辨成

像、对生物组织杀伤性低和成像深度深、能够获取组织的生化信息等优点,在疾病诊断中具有很大的应用潜力.简

要介绍 MPM的基本原理,总结其在消化道肿瘤、皮肤疾病,以及角膜疾病诊断中的应用,并对 MPM的发展前景进

行展望.
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１　引　　言

随着光子技术的发展,利用光学手段对疾病进

行诊断有望在临床医学中成为现实.光子技术在疾

病诊断应用方面已展现出越来越大的潜力,也成为

当今医学光子学的重要研究课题[１Ｇ５],其中,尤以多

光子显微技术(MPM)的发展前景最引人注目[６Ｇ１２].

MPM是基于飞秒激光与生物组织内在成分相

互作用后发生激发荧光和谐波产生等非线性光学效

应而发展起来的一种新兴的非线性光学成像技术,

具有高空间分辨率、低细胞损伤、大成像深度和可应

用于组织三维成像等优点[５,７].MPM 集显微成像

技术和光谱测量技术的优点于一身,可同时获得组

织内在成分的微结构和光谱特性.由于 MPM技术

基于飞秒激光与物质相互作用发生的二次谐波

(SHG)和双光子激发荧光(TPEF)等不同物理机制

的非线性光学效应,因此,在一台非线性光学显微镜

中通过简单设置探测器的滤波片即可同时获得组织

的高对比度SHG与TPEF复合成像.与传统单光

子显 微 技 术 相 比,MPM 有 着 很 大 的 优 势[１３Ｇ１５]:
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１)MPM采用波长较长且在生物组织中穿透能力较

强的红外激光作为激发光源,可以解决生物组织中

深层物质的层析成像问题;２)由于多光子荧光波长

远离激发光波长,因此 MPM可以实现暗场成像;３)

MPM可以避免普通荧光成像中的荧光漂白问题和

对生物细胞的光致毒问题;４)多光子跃迁具有很强

的选择激发性,有利于对生物组织中一些特殊物质

进行成像研究;５)MPM 对胶原纤维产生的谐波信

号成像,可用于监控疾病进程中胶原纤维的变化,而
这些 变 化 在“金 标 准”组 织 病 理 学 上 表 现 不 明

显[１６Ｇ１７].由此可知,MPM 在疾病诊断中具有很大

的应用潜力,已成为当今国际医学光学研究的热

点[１１Ｇ１８].
目前,MPM在医学诊断中的应用主要集中在消

化道肿瘤[１１,１９Ｇ３０]、皮肤疾病[５,６,３１Ｇ４４]和角膜疾病[４５Ｇ５８].
这些疾病的病变多始于皮下几百微米处,MPM完全

可达此深度.本文简要介绍 MPM的基本原理,总结

其在消化道肿瘤、皮肤疾病以及角膜疾病诊断中的应

用,并对MPM的发展前景进行展望.

２　MPM的工作原理

分子的TPEF是一种非线性过程:分子同时吸

收２个光子,从基态跃迁到激发态,经过能量弛豫

后,发射一个长波长的光子回到基态,如图１所示.
从量子机制来讲,TPEF过程首先是分子被一个光

子激发到中间虚能态,然后被第二个光子激发到末

态激 发 态.GoppertＧMayer于１９３１年 率 先 提 出

TPEF的理论,同时给出这种现象的物理机制[５９Ｇ６０].

SHG是重要的非线性光学现象[６１],也称倍频.
如图１所示,一个处于基态的电子吸收了两个频率

相同的光子之后到达虚能态,然后再由虚能态放出

一个倍频的光子.根据非线性光学知识[６１],产生

SHG非线性光学效应需要两个前提:１)入射光是高

强度的相干光;２)一个材料如要产生SHG信号,需
具有非中心对称结构.由于SHG与二阶极化率的

存在有关,而二阶极化率与材料本身的特性有关,它
可反映介质的电子态,以及分子的对称性、旋向及排

列等,从而揭示介质的局部细微结构,因此,SHG信

号可作为组织材料的一种灵敏的特性指标.

３　MPM在医学诊断中的应用

３．１　消化道肿瘤诊断

随着微光纤技术的发展[６２Ｇ６６],将 MPM与光纤技

术相结合,用于人体内窥镜检查,能够在细胞及亚细

图１ TPEF与SHG的能级示意图[６０]

Fig敭１ EnergyleveldiagramofTPEFandSHG ６０ 

胞水平上对活体生物进行成像,实现生物体内深处组

织信息的可视化.因此,基于 MPM进行消化道肿瘤

的诊断具有很强的可行性和广阔的应用前景.

图２ 人体食管基质的(a)SHG图像,(b)TPEF图像,

(c)SHG(灰色)/TPEF(绿色)复合图像[２５]

(激发波长为８５０nm,标尺为２０μm)

Fig敭２  a SHG  b TPEF  c combinedSHG grey 
andTPEF green imagesofthehumanesophagealstroma ２５ 

 excitationwavelengthis８５０nm scalebaris２０μm 

目前,许多研究小组已经利用飞秒激光与组织

内在成分相互作用发生的谐波和多光子激发荧光等

非线性光学效应,提取和量化消化道肿瘤的诊断特

征[２４Ｇ２７].Zhuo等[２５]已建立人体食管癌基质的诊断

特征.图２分别展示了正常人和癌变病人食管基质

部分 的 典 型 多 光 子 图 像.根 据 以 前 的 研 究 可

知[１３Ｇ１７],SHG信号主要来源于胶原纤维,而 TPEF
信号主要来源于弹性纤维.从图２可得到一系列有

意义的结果:１)正常基质的胶原纤维为精致的、细长

的丝状结构,总体排列也更加紧密有序,而侵入瘤变

基质的胶原纤维结构松散、排列紊乱;２)正常基质的

弹性纤维为绳状结构,在组织中分布较为均匀,而侵

入瘤变基质的弹性纤维具有更短、更碎的结构,并且

有聚集趋势,类似基质的弹性组织变性[６７];３)从

SHG/TPEF复合图像可以看出,胶原纤维和弹性纤

０２０７０１４Ｇ２
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维含量的比率在侵入瘤变基质过程中发生了明显变

化,与先前的报道一致[６８].

Chen等[２６]利用 MPM 对正常与癌变的胃柱状

上皮黏膜和黏膜下层进行研究,提取了一系列可用

于定量描述正常和癌变胃柱状上皮的诊断特征参

数.如图３所示,异常细胞易形成腺体样的管状结

构,这是腺癌的典型特征.

图３ 癌变的胃黏膜和黏膜下层的典型TPEF/SHG
复合图像[２６](标尺为５０μm)

Fig敭３ RepresentativeTPEF SHGimagesofcancerous

gastricmucosaandsubmucosa ２６  scalebaris５０μm 

　　消化道肿瘤的发生发展是一个多阶段过程,包括

正常阶段、非侵入瘤变阶段、侵入瘤变阶段[６９Ｇ７０].如

果消化道肿瘤能在侵入瘤变前的任何一个阶段诊出,
那么治愈率将会非常高[７１].换言之,如果能监测消

化肿瘤的发展进程,就能改善消化道肿瘤的早期诊断

和治疗.Zhuo等[１９]以人体结肠柱状上皮为例,探讨

MPM用于监测消化道肿瘤发生发展进程的可行性.
图４(a)~(c)分别给出了正常、非侵入瘤变、侵入瘤

变的柱状上皮的典型TPEF图像.如图所示,在肿

瘤发生发展过程中,上皮细胞层的形态差异很大:１)
正常上皮具有尺寸均匀、蜂窝状排列的圆形隐窝,杯
细胞和上皮细胞核能清楚识别(如红色箭头所指),
隐窝由致密的胞间隙隔开,此外,在间隙基质中可观

察到少量的细胞浸润,其荧光峰值处在长波段范围,
这些细胞很有可能是间隙的淋巴细胞(如白色箭头

所指)[１１];２)非侵入瘤变上皮具有扭曲、拉长的隐窝

和稀少的杯细胞,上皮细胞之间的连接已丢失,细胞

核呈现椭圆形状,隐窝由稀疏、无规则的胞间隙隔

开,间隙基质中几乎没有细胞浸润;３)侵入瘤变上皮

已完全没有正常上皮中的隐窝和杯细胞,观察到的

细胞具有不规则的大小和形状,并且核仁较大、核浆

比率增大,单个细胞之间的空隙已无法识别,此外,
能够清楚地看到一些细胞正在经历有丝分裂,显现

出肿瘤细胞的快速增殖.综上所述,研究结果表明,
非标记、定性的TPEF成像技术能提供细胞和亚细

胞层次的信息,并可有效监测结肠肿瘤的发展进程.

图４ (a)正常,(b)非侵入瘤变,(c)侵入瘤变的结肠柱状上皮的典型TPEF图像[１９](标尺为５０μm)

Fig敭４  a Representativemultiphotonimagesofnormal  b precancerous  c cancerouscolonictissues

atdepthof０μm １９  scalebaris５０μm 

　　Zhuo等[１８]除了比较细胞形态学差异外,还分

析了细胞的氧化还原比率来量化结肠肿瘤的发展进

程.由于肿瘤细胞在胞浆中分解葡萄糖生成乳酸的

过程(糖酵解过程)会产生更多的能量,导致肿瘤细

胞代谢活动表现出差异,因此氧化还原比率分析可

以定量地监测肿瘤发展进程[３,７２].其实现过程如

下:将NADH和FAD发射光谱带的强度分别定义

为A 和B,然后通过计算A/B 得到氧化还原比率

值.选择细胞可以被识别的区域作氧化还原比率分

析.此外,考虑到氧化还原比率值会随成像深度的

改变而变化,对于每个样品,分析３个深度(０,１０,

３０μm)的光切面.结果显示,正常上皮的氧化还原

比率值是１．８２±０．１２,非侵入瘤变上皮的氧化还原

比率值是２．５７±０．１９,侵入瘤变上皮的氧化还原比

率值是３．２６±０．２８.换言之,氧化还原比率值随结

肠肿瘤发展进程而增大.这些结果证实,上皮细胞

的代谢活动会随着结肠癌发展进程而增强.这些结

果与先前的研究报道一致[３,７２Ｇ７４].因此,细胞氧化

０２０７０１４Ｇ３
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还原比率可作为量化结肠肿瘤发展进程的一个有用

的指标.
在结肠肿瘤发展进程中,肿瘤细胞会导致基底

膜变化,比如基底膜尺寸和密度的变化、基底膜的丢

失等[７５].基底膜的改变是结肠肿瘤发展进程中最

重要的指标之一[７５Ｇ７６].然而,这些先兆症状目前仅

能通过组织病理活检探测得到[７５,７７].因此,发展可

用于探测这些先兆症状的无损、原位的新光学成像

技术具有重大的医学意义.Zhuo等[２２]利用 MPM

研究基底膜在结肠肿瘤发展进程中的变化情况.
图５给出了正常、非侵入瘤变、侵入瘤变结肠上皮的

典型纵向剖面SHG图像.SHG成像技术很好地显

示基底膜的轮廓(红色环形).如图５所示,在肿瘤

发生发展过程中,基底膜的轮廓在形态上存在明显

的差异:在正常上皮中,基底膜呈圆形,并具有规则、
蜂窝状的排列;在非侵入瘤变组织中,基底膜尺寸变

大、数量减少,且呈管状形态;在侵入瘤变上皮中,基
底膜已完全丢失.

图５ (a)正常,(b)非侵入瘤变,(c)侵入瘤变结肠柱状上皮的典型SHG图像(激发波长为８００nm[２２],

图像尺寸为４１５μm×４９０μm,标尺为５０μm)

Fig敭５  a RepresentativeSHGimagesofnormal  b precancerous  c cancerouscolonictissues ２２ 

 excitationwavelengthis８００nm imagesizeis４１５μm×４９０μm scalebaris５０μm 

图６ (a)不同年龄(２０、４０、７０岁)病人离体真皮的 MPM图像(蓝色代表SHG信号,绿色代表TPEF信号);

(b)皮肤老化程度的SAAID指数图[４２]

Fig敭６  a SHGandmultiphotonimagingofexＧvivohumandermisin２０ ４０ and７０yearsＧoldpatients

 blueisSHGandgreenisTPEF   b skinagingquantificationofthesetissuesusingSAAIDmetric ４２ 

３．２　皮肤疾病诊断

虽然人们普遍认为紫外光照射是造成皮肤光老

化的主要原因,但在临床上,至今仍然缺乏一种能够

直接、无标记地评价皮肤光老化程度的实时诊断工

具.从形态上来看,许多症状都与皮肤老化联系在

一起,比如色素沉着、干燥和皱纹的形成.从显微镜

下观察,随着年龄的增长,皮肤内结缔组织的结构也

会发生改变,其中胶原纤维的密度会减小,弹性纤维

会增多[７８].皮肤真皮主要由胶原纤维和弹性纤维

组成,胶原纤维主要产生SHG信号,弹性纤维能够

产生TPEF信号.Lin等[４２]意识到能够用光谱区

分这２个信号,从而评估不同皮肤的光老化程度,并
在实验中用来自２０、４０、７０岁３个年龄段病人的离

体皮肤样本证实了这一想法.如图６(a)所示,产生

SHG信号的胶原纤维在２０岁时最多,产生TPEF
信号的弹性纤维则在７０岁时最多.除了定性检测

以外,数字化的指标也可以用来量化皮肤光老化程

度.SHGＧTPEF老化指数(SAAID)的计算公式为

ISAAID＝(PSHG－PTPEF)/(PSHG＋PTPEF),(１)
式中PSHG和PTPEF分别代表SHG信号和TPEF信

号的像素数(SHG信号和 TPEF信号的强度都大

于预先 设 定 的 强 度 阈 值).相 对 于 使 用 绝 对 的

SHG和TPEF信号强度进行计算,在深层成像时

使用像素计数的方法更有优势,这是由于存在组

织散射和样品诱导的球面像差,因而绝对的SHG
和TPEF信号强度值会存在误差.相反,适当地

０２０７０１４Ｇ４
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选择背景强度,像素计数的方法更加准确.年龄

越长者,因为皮肤组织的弹性纤维多于胶原纤维,

SAAID相 应 的 负 值 就 会 越 大.图 ６(b)通 过

SAAID展示了２０、４０、７０岁３个年龄段病人的皮

肤老化程度,随着年龄的增加,SAAID值逐渐减

小,其中７０岁病人的SAAID值减小为－０．９３[４２].
这一结果与预期的趋势一致.因此,MPM 是一种

能有效定量皮肤光老化程度的新技术.将这一诊

断方法运用到１８个病人的活体研究中,结果表

明,SAAID值随年龄增加的关系与离体研究结果

一致.研究者还发现,在女性病人中,SAAID与年

龄的相关性更强[３８].
基底皮肤癌(BCC)是一种常见的皮肤恶性肿

瘤,在真皮内聚集成结节状.临床上,外科医生依靠

一系列先进技术,如 Mohs显微手术方式,对BCC
实施切除、诊断,再切除.若有一种能够实时监测肿

瘤边缘的直接诊断方法,则既能节省时间,又能减少

组织切除面积.通过对各组病人的离体BCC样本

成像,证实使用 MPM 对皮肤癌进行诊断是可行

的[４４,７９Ｇ８０].如图７所示,密集的癌细胞聚集在一起

形成了结节状BCC肿瘤,可以清楚地从周围的正常

组织中将其区分开来.将 MPM 图与相应的 H&E
病理图进行对比,证明SHG(蓝色)和TPEF(绿色)
成像技术在无需外源标记的情况下就能识别肿瘤区

域.从 MPM图像可以看出,SHG信号主要分布在

远离肿瘤区域的正常基质中,TPEF信号则分布在

肿瘤和肿瘤附近的真皮组织.选取肿瘤、肿瘤真皮

层和正常区域分别进行定量.SAAID定义的逆定

义表明,离肿瘤越远的位置,指数越小,说明胶原纤

维含量越高.在肿瘤内,０．９３的指数值表明肿瘤主

要由癌细胞组成.这一观察结果表明,在远离肿瘤

区域的正常基质中胶原纤维含量较高,证实入侵肿

瘤增加的金属蛋白酶(MMP)活性可改变周围正常

组织的细胞外基质.

图７ (a)基于 MPM的离体人体基底细胞癌光诊断(蓝色代表SHG信号,绿色代表TPEF信号);(b)相邻切片的 H&E染色图[４４]

Fig敭７  a OpticaldiagnosisofexＧvivohumanbasalcellcarcinomausingMPMimaging blueisSHG greenisTPEF  

 b adjacentH &Ehistologicalsection ４４ 

３．３　角膜疾病诊断

角膜是另一种可以有效应用 MPM的组织.作

为人类视觉系统中最前端的部分,厚度约为５２０μm
的角膜实现了眼睛的大部分折射功能.角膜独特的

光学性质(９０％可见光透射)[８１Ｇ８２]阻碍了标准单光子

显微成像模式的广泛应用.虽然反射共聚焦显微技

术已被证明能对角膜上皮有效成像,但在单光子技

术中,胶原纤维(角膜的主要成分)实际上是不可见

的[８３].此外,考虑到角膜在视力中的重要性,传统

的组织学方法无法应用于角膜病变的诊断.这些因

素造成了眼科病理诊断的困难:在进行有效的治疗

之前,医生为了明确致病的病原体而不得不进行耗

时的体外培养研究.这种识别过程大约需要一周时

间,可导致错失最佳诊断时机.因此,开发一种可用

于角膜病理诊断的非侵入式成像方法是十分必要

的.由于角膜基质的组成成分主要是I型胶原纤

维[８１],因此可以利用 MPM 对角膜病理结构进行无

标记成像和诊断.

Yeh等[８４]最先确认了 MPM 在角膜成像中的

可行性.基于背向散射的 TPEF和SHG 信号成

像,他们发现 MPM 可以对角膜基质的胶原纤维进

行成像,并将该基质与角膜的上皮细胞和角膜细胞

区分开来.随后,Teng等[８５]通过实验证明,TPEF
和SHG成像相结合可用于整个猪眼球表面各种结

构的成像.具体地:TPEF信号可用于描绘角膜上

皮、角膜缘和结膜等;SHG信号可有效地对角膜基

质和巩膜的胶原基质进行成像.该研究还表明,虽
然背向SHG的成像深度能够贯穿整个角膜厚度,
但固有的不透明度却将巩膜的成像深度限制在约

２００μm 处.Lo等[５３]采用上述工作中的大面积成
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像方法,对 GFP小鼠的整个角膜进行 TPEF和

SHG成像,获得了组织所有结构的高分辨率图像,
证明了小鼠的角膜是由平行于角膜表面的若干重叠

层构成的,如图８所示.

图８ 整个GFP小鼠角膜的 MPM图像

(绿色代表TPEF信号,蓝色代表SHG信号[５３])

Fig敭８ MultiphotonimageacrossentirecorneaofGFP

mouse greenisTPEF blueisSHG ５３  

然 而,角膜前向和背向SHG图像之间的形态

差异仍是一个亟待解决的重要问题.Han等[８６]研

究揭示,虽然结构较少并且不透明的巩膜有类似的

胶原纤维结构,但前向和背向SHG图像还是呈现

出显著的差异.特别地,前向SHG图像中角膜表

现为纤维状结构,而在背向SHG图像中对照观察

到的却是弥散结构.鉴于背向SHG成像是适用于

临床的成像模式,因此,MPM 在此模式下是角膜疾

病临床诊断的可行技术.
目前,不同研究小组已经成功运用 MPM 来评

估离体角膜疾病的进展程度.感染性角膜炎是

MPM应用的一个成功例子.Tan等[８７]的研究表

明,SHG信号可用于表征胶原纤维的破坏程度,同
时TPEF信号可用于无标记地识别感染病原体的

形态结构,如图９所示.这种方法已经被应用于在

体外条件下表征被细菌(沙雷氏菌属沙门氏菌)、真
菌(链格孢)和原生动物/细菌(棘阿米巴/绿脓假单

胞菌/铜绿假单胞菌)感染的角膜病例[８７].

图９ 角膜炎的临床图片(a)和 MPM图像(b)[７８]

Fig敭９ Clinicalphotography a andmultiphotonimages b ofkeratitis ７８ 

　　MPM 研究的另一个有意义的病例是圆锥角

膜,它可能是由于相邻胶原纤维之间不充分的交联

而造 成 角 膜 胶 原 纤 维 的 异 常 重 组.通 过 使 用

MPM,Tan等[８８]展示了角膜胶原纤维的整体重组

可以通过SHG信号来表征.他们发现通过 MPM
获得的全角膜形态特征与相应的临床病理诊断结果

一致.他们还发现,在圆锥顶点附近,角膜细胞更倾

向于按改变的胶原纤维层方向平行排列,并形成纺

锤状.这一现象表明,胶原纤维重组可以很大地影

响局部细胞的形态.MPM 成像的一些后续研究表

明,异常胶原纤维组织会出现在前述基质中[８９].另

外,其他的一些角膜病变与视力矫正的损伤或屈光

手术过程引起的角膜胶原纤维组织的不规则疤痕有

关.在第一种情况下,Teng等[４９]发现在没有外源

标记的情况下,Bowman层的折叠结构和平行于伤

口边缘深部的胶原纤维方向均可被可视化.在另一

研究中,Brown等[９０]揭示 MPM 可用于监测由眼内

压引起的视神经胶原纤维的运动.在第二种情况

下,屈光性角膜切除术(PRK)后形成疤痕所带来的

角膜病变影响更令人担忧.PRK是用于治疗近视
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患者的主要技术之一,使用激光去除多余的角膜基

质,形成一个更负透镜,从而得以聚焦到视网膜上.
为了研究 MPM是否可用于表征PRK术后的角膜,

Farid等[９１]成功实现了对准分子激光烧蚀角膜后纤

维化过程的成像.同时,他们还证明了丝裂霉素C
的治疗方案可以显著地减少角膜混浊的形成.

４　结束语

MPM因具有对组织微结构高灵敏度、高空间

分辨成像、低杀伤性和成像深度深等优点,在体表疾

病诊断中具有很大发展潜力.本文综述了 MPM作

为成像诊断工具的应用,包括用于检查消化道肿瘤、
皮肤疾病、角膜疾病等.

然而,在应用于临床之前,还有以下几个问题需

要改进:１)在设备尺寸与人性化方面,MPM 需要与

临床实践相互兼容.目前,波长可调谐的钛宝石飞

秒激光器已商业化,同时具有特定波长的小型化固

态飞秒激光也已经出现.随着光子晶体光纤和

GRIN透镜技术的发展,微型化的扫描系统可以通

过直径小于１mm的内窥镜进行多光子激发荧光成

像,实现真正 的 体 内 图 像 采 集.例 如,Llewellyn
等[９２]最近展示了基于 MPM 的内窥镜可以实现活

体小鼠肌节长度变化的测量.２)MPM 的成像深度

需进一步提高.利用钛宝石飞秒激光器(波长为

７００~１０００nm)作为激发光源,MPM在高散射组织

的成像深度最多达到几百微米.最近,Campagnola
等[９３Ｇ９４]已经证实由组织散射而导致的激光损失,即
最初的滤波效应,是成像深度受限的主要因素.通

过自适应光学或光透明的方法可以解决这一问题,
如采用多元微镜补偿由于随着成像深度增加而导致

的图像畸变,或利用超渗透剂作用于生物组织致使

折射率匹配以降低散射系数并增加平均自由程[９５].
许多研究已证明,这２种方法对提高 MPM 的成像

深度是非常有效的[９６Ｇ９８].３)获取客观、定量的图像

信息方法需要不断的发展与改进,比如通过结合亥

姆赫兹分析、小波分析和纹理分析等算法来增强

MPM的应用性.同时,MPM的物理机理及其与组

织结构之间的关系需要进一步研究,以便能从图像

数据中提取出更为详细和量化的信息.
随着 MPM的兴起和发展,以及该技术在病理

诊断应用中的不断探索,在不久的将来,MPM 有望

成为一种可为临床手术提供实时决策的诊断新技

术,可为选择哪个组织区域进行活检等提供决策支

持,这也将促使一些长期以来存在争议的基础生物

学问题得到解决.
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