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摘要　二次谐波成像是近年来发展的一种新的光学成像技术,作为生物结构检测和耐久追踪标记的新工具已经受

到广泛的关注.二次谐波成像技术避免了经典荧光探针会遇到的许多固有缺点,是一种理想的活体成像方法,具
有很好的生物医学应用前景.本文系统介绍了二次谐波原理及其成像装置,二次谐波介质分类及特点,二次谐波

在生物医学成像中的应用,最后对二次谐波成像未来的机遇和将要面对的挑战进行了展望.

关键词　非线性光学;二次谐波;生物医学成像;生物组织结构;二次谐波探针

中图分类号　O４３７．４　　　　　　文献标志码　A　　　 doi:１０．３７８８/CJL２０２０４７．０２０７００８

ApplicationofSecondHarmonicGenerationinBiomedicalImaging

ZhangZiyi１ ２ WangMingxue１ LiuZhihe１ FangXiaofeng１ WuChangfeng１∗
１DepartmentofBiomedicalEngineering SouthernUniversityofScienceandTechnology 

Shenzhen Guangdong５１８０００ China 
２SchoolofLifeScienceandTechnology HarbinInstituteofTechnology Harbin Heilongjiang１５００００ China

Abstract　Secondharmonicgeneration SHG isanovelopticalimagingtechnologythathasbeenrecently
developed敭SHGhasattractedconsiderableattentionasanewtoolforthebiologicalstructureanddurabletracking敭
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１　引　　言

在微观尺度上对生物组织进行精准成像和治疗

是现代生物医学和临床医学的重大需求.近年来,
光学成像与诊断技术获得了快速的发展和长足的进

步.例如共聚焦激光扫描显微镜通过点照射的方式

激发组织中二维平面上的荧光标签,已经成为生物

医学成像中广泛使用的工具[１];超分辨光学成像方

法突破了光学衍射极限,可以获得纳米尺度的空间

分辨率,可以在活细胞内观察到亚细胞结构和生物

分子 的 动 态 行 为,极 大 推 动 了 细 胞 生 物 学 的 发

展[２Ｇ３].然而这些技术都要使用到荧光染料、荧光纳

米晶体或遗传编码的荧光蛋白,这些荧光物质自身

的性质对于光学成像产生了固有的限制:１)染料饱

和.荧光染料在给定时间内所能发出的最大光子数

是有限的.只有当一个激发电子占据激发态约５ns
后回到基态时,染料分子荧光再发射才会发生.

２)染料漂白.荧光染料所能发射的光子总数是有限

的.当受激发的染料分子从单线态转变为三线态

时,会发生染料的化学损伤过程.该状态的染料分

子与氧分子具有高度的反应性,从而产生单线态氧

(即自由基),永久性地破坏染料,并且成为影响细胞
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和组织光毒性的主要来源.３)荧光闪烁.大多数荧

光染料分子即使在连续光照下,光子发射也会间歇

性地“打开”和“关闭”.“关闭”期的存在限制了长期

荧光成像示踪过程,造成了标记分子不能被连续跟

踪.闪烁和染料饱和极大地限制了在给定时间段内

可以检测到的光子数量,导致图像信噪比降低.此

外,荧光材料的光毒性和光漂白也限制了生物目标

可被观测的时间长度[４].
随着飞秒激光技术应用的日趋广泛,以飞秒脉

冲激光作为光源的非线性光学成像技术引起了研究

者们的浓厚兴趣.受到广泛关注的非线性成像方法

包括:双光子荧光(TPEF)成像、相干反斯托克斯拉

曼(CARS)成像和二次谐波(SHG)成像等[４Ｇ８].双

光子及多光子荧光成像需要借助荧光探针,但高量

子效率荧光探针的发射波长主要位于可见光区,而
可见光区荧光信号仍然受到很强的组织散射和吸

收[９].在CARS成像中,分子振动谱的拉曼信号通

常比荧光信号低得多[１０Ｇ１１],使其在探测灵敏度、采集

时间、激光功率等方面多受限制,极大地影响了

CARS在活体组织成像中的应用.二次谐波使用近

红外区(７００~１３００nm)激 发 光,检 测 深 度 可 达

１０００μm,光毒性小,点激发,因此更适用于活组织

和活体动物成像.二次谐波成像是独具优势的非线

性光学成像技术,在成像原理上与双光子荧光和相

干反斯托克拉曼有着本质的不同,主要表现如下:

１)SHG属于二阶非线性效应,TPEF和CARS属于

三阶非线性效应.在非中心对称的材料中,二阶非

线性效应远大于三阶非线性效应.２)SHG是非线

性散射过程,样品不吸收能量,在根本上克服了光致

毒和光损伤;而在双光子成像中,荧光分子存在严重

的光漂白现象,能量由于振动弛豫等过程而损失.

３)SHG信号严格倍频,改变泵浦波长可获得不同波

长倍频信号,TPEF相对于二倍频存在红移,发射光

谱不变.虽然成像原理不同,但二次谐波与双光子成

像系统完全兼容.因此,通过更换滤光片可以方便地

将双光子共聚焦系统改造为二次谐波成像系统.

２　二次谐波的原理及装置

２．１　二次谐波的产生过程

二次谐波,也称倍频,是一种非线性光学过程,
是指具有相同频率的两个光子与非线性介质相互作

用后,产生具有初始光子二倍能量的新光子(频率翻

倍,波长减半).二次谐波是最早被发现的非线性光

学现象,这得益于激光提供了高强度相干光源.

１９６１年Franken等[１２]在«物理评论快报»上宣布发

现了二次谐波现象,他们将波长为６９４nm的红宝

石激光聚焦在石英样品上,相纸上的光谱记录显示

其输出光波长为３４７nm.
传统的单光子荧光发射和非线性光学双光子荧

光的过程[图１(a)],会伴随能量吸收.而二次谐波

的产生过程[图１(b)],可以描述为两个基频入射光

子在非线性介质中湮灭,同时产生一个新的倍频光

子.二次谐波产生的过程并不发生能量跃迁,两个

频率为ω 入射光子的能量等于一个频率为２ω 发射

光子的能量.根据能量守恒,介质分子的量子力学

状态并不会发生变化(分子本身的能量和动量不

变),换言之,被激发的样品不会吸收能量.
非线性介质的光学响应可以通过电极化强度P

与入射辐射的场强E 来确定,总的极化强度可表

示为

P＝P(１)＋P(２)＋P(３)＋􀆺＝
ε０(χ(１)E＋χ(２)E＋χ(３)E＋􀆺), (１)

式中:ε０为真空介电常数,χ(n)为介质材料的n 阶极

化率,这里χ(１)是线性极化率,χ(２)是二阶极化率,
χ(３)是三阶极化率.第一项ε０χ(１)E 对应线性光学

响应中光的吸收、散射和反射;第二项ε０χ(２)E２反映

图１ 单光子荧光、双光子荧光和二次谐波的原理示意图.(a)单光子荧光和双光子荧光;(b)二次谐波产生[４]

Fig敭１ PrinciplesofsingleＧphotonexcitedfluorescence SPEF  TPEFandSHG敭 a SingleＧphotonexcitedfluorescence 

twoＧphotonexcitedfluorescence  b secondharmonicgeneration ４ 
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的是SHG等二阶非线性光学效应;第三项ε０χ(３)E３

描述了双光子和三光子吸收、三次谐波、受激拉曼过

程和相干反斯托克斯拉曼散射.因此二次谐波不仅

与光电场的强度有关,还与介质材料的二阶极化率

χ(２)有关联性.在物理学上,材料的极化率是表征

光与介质间相互作用的参数,用于反映介质的折射

率和空间对称性等特性,因此可以通过非线性光学

现象检测介质的结构特点等信息.

２．２　二次谐波实验装置及成像系统

基于以上原理,研究者们将二次谐波这种非线

性光学特性引入到生物成像系统中.相比于常见的

可观察到的TPEF自发荧光,SHG信号具有光谱更

窄、强度更高且严格倍频等优势.二次谐波显微镜

使用近红外区的激光对样品进行激发,长波长在生

物组织中将产生更深的穿透深度.二次谐波成像需

要使用飞秒激光进行双光子激发,即要求两个光子

在飞秒内(１０－１５s)击中样品分子.这种激发的主要

优点是能够将激发区域限制在厚样品中的微小焦点

体积.物镜焦点是唯一具有足够高光子密度的空

间,可以用于提高信噪比和空间分辨率.荧光显微

镜,如共聚焦显微镜,虽然通过针孔过滤后仅接收焦

点上的发射光,但单光子激发会使样品整个z 轴都

发光,从而产生较大的光毒性.
二次谐波成像的基本装置要求配备有飞秒激光

器作为激发光源的扫描共聚焦显微镜.目前有许多

商用的多光子共聚焦显微镜可以用于SHG成像,
也有自主组装的SHG成像实验装置,这些装置一

般都会使用如图２类似的系统[１３].最常使用的激

光器是Nd∶YVO４(５３２nm;５~１８W)泵浦Ti∶蓝

宝石振荡器,调谐范围约在７００~１０００nm,平均功

率为１~２W,脉冲宽度约为１００fs,并通过λ/２和

λ/４波片对入射光的相位进行调节.SHG信号的

收集方法可分为前向检测和后向检测两种方法,普
遍被使用的是后向检测.为了避免其他波段光的影

响,保证收集的信号为SHG信号,必须使用滤光片

过滤掉干扰信号.偏振方向对于成像结果会产生影

响,Chen等[１４]对比了线偏振光和圆偏振光对胶原

蛋白纤维激发得到的SHG图像,发现圆偏振光可

以均匀地激发所有方向,而线偏振光更适用于研究

纤维的排列方向.

３　二次谐波的产生介质及其成像特点

能够产生二次谐波的非线性介质需要满足以下

特点:

图２ SHG显微镜装置示意图及小鼠皮肤成像图[１３]

Fig敭２ SHGimagingschematicandexampleimageof

mouseskin １３ 

１)不具有反演对称中心.在电偶极子近似时,
各向同性介质以及具有反演对称中心的样品中产生

的电极化强度大小相等且方向相反,彼此之间相互

抵消,故不会产生二次谐波;

２)具有较大的二阶极化率.二次谐波的强度

ISHG与非线性介质的二阶极化率χ(２)的平方成正

比.因此介质需具有较大的二阶极化率,才能被观

测到二次谐波现象.如上条中提到的具有反演对称

中心的介质,其二阶极化率为零,不会产生二次

谐波;

３)满足相位匹配条件.在相位匹配的情况下,
基波与谐波间存在较强的相互耦合作用,基波功率

能有效地转变为二次谐波功率,从而保证较高的

SHG产生效率.
在生物医学成像研究中,满足以上要求且能产

生二次谐波信号的介质主要分为两大类:生物材料

和外源探针.生物结构蛋白通常会组装成大面积有

序的且非中心对称的结构,如胶原蛋白、肌动蛋白和

微管蛋白,这些结构高度极化,因而能产生SHG信

号.在动物体中,胶原蛋白家族作为细胞外基质的

主要成分,是最丰富的蛋白质种类.纤维状的胶原

蛋白(I型和II型)是高度各向异性的,由胶原三螺

旋重复结构紧密排列,其产生的二次谐波为研究学

者提供了相关结构信息.二次谐波是偏振敏感的,
对于许多SHG信号源的结构蛋白来说,产生的信

号量与入射激光的偏振状态有关.若光平行于纤维

结构(z轴)偏振,则观察到的SHG信号最强;若垂

０２０７００８Ｇ３
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直于纤维结构(x 轴)偏振,则观察到的SHG信号

最弱:如图３所示.这一特点意味着,可以通过测量

SHG信号的偏振依赖性来研究组织内结构蛋白的

排列取向.

图３ 纤维状的胶原蛋白产生SHG信号的原理.(a)(b)胶原纤维作为偶极子;(c)不同偏振方向产生的SHG信号量[１３]

Fig敭３ SHGsignalinggenerationprincipleforcollagenfibers敭 a  b Collagenfibersactingasdipoles 

 c theamountofSHGsignalproducedfordifferentpolarizationorientations １３ 

　　除了生命体中部分组织和结构能受激产生内源

性二次谐波信号,大多数体内组织和细胞均无法产

生足够强度以供检测的二次谐波.为了增强信号,
采用一些纳米探针对细胞进行标记,这是目前二次

谐波活细胞及活体组织成像的一种通行办法.基于

二次谐波产生介质的特点,已开发了各种无机二次

谐 波 纳 米 晶,如 KNbO３、BaTiO３ 和 BiFeO３
等[１５Ｇ１９].无机纳米晶体的SHG信号光谱带宽窄,
易于辨析.除了无机材料外,有机材料也显现出极

好的二次谐波性质[２０Ｇ２４].用于SHG成像的有机染

料在设计时需要微调分子性质,使其发色团在激发

波长下具有较高的极化率.有机化合物的非线性效

应是由于非局域的π电子受激发所致,因此强极性

的π共轭体系组成的分子表现出最高的二次超极化

率.此外,分子的排序也很重要,如在生物膜上规则

的分子排列能增强染料的SHG信号强度.表１中

列举了应用于生物医学成像研究的二次谐波探针,
及其二阶极化率χ(２)＝β 和二阶极化率最大波长

λmax,表中esu为高斯单位制,其表示二阶极化率的

单位为(１０７cm３􀅰J－１)１/２.
在进行生物成像时,SHG纳米探针产生的光学

信号不同于传统荧光探针[３７],基于散射不会发生漂

白和闪烁,并且信号不会随着照射强度的增加而饱

和.从原理上来看,SHG探针不会发生能量吸收,
避免了光毒性.由非线性光学反斯托克斯原理衍生

出的上转换纳米粒(UCnanoparticles)[３８Ｇ４０]和表面

增 强 拉 曼 纳 米 粒 (SERSnanoparticles)[４１Ｇ４３],与

SHG纳米探针类似,不会被漂白,且采用近红外光

激发(表２).然而SERS纳米粒需要共振增强(即
光子的吸收能量转移)来获得足够的信号,这可能导

致体内环境区域性光损伤[４４].而上转换纳米粒的

发射光谱带较宽[４５],不易在多标签、多模态成像中

被识别.SHG纳米探针产生的信号峰则是窄带、易
于辨析的[１５],在生物医学成像应用中有着非常好的

前景.

４　二次谐波在生物医学成像中的应用

人们用二次谐波显微镜观察到的第一个生物样

品是由极性胶原蛋白排列且具有非中心对称结构的

鼠尾肌腱[４７],在此之后结构蛋白产生的内源二次谐

波信号被广泛研究,拓宽了组织结构信息的获取途

径.为加强SHG在结构蛋白以外的成像,二次谐

波纳米探针被引入活细胞成像中,其具有背景信号

弱、信噪比高、光稳定性好等优点.随后发现生物膜

０２０７００８Ｇ４
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表１　二次谐波生物医学成像探针

Table１　SHGprobesforbiomedicalimaging

SHGprobe Typeofmaterials λmax/nm(solvent) β/(１０－２８esu)

KNbO３[１５] Inorganicnanocrystal ５０２ ７．２×１０４

BaTiO３[１６Ｇ１８] Inorganicnanocrystal ４２５ １１．０×１０４

LiNbO３[２５Ｇ２６] Inorganicnanocrystal — ４．８×１０４

ZnO[５,１５,２７] Inorganicnanocrystal ５０２ ９．６×１０４

Fe(IO３)３[２８Ｇ２９] Inorganicnanocrystal — —

BiFeO３[１９] Inorganicnanocrystal — １．２×１０６

DANS[３０] Organicdye ４３０(CHCl３) ７×１０－１

DIA[３０] Organicdye ５９０(CHCl３) １．９
RH２３７[３１] Organicdye ５００(MeCN) ９．０
FM４Ｇ６４[３２Ｇ３３] Organicdye ５００(MeCN) １．１×１０

diＧ４ＧANEPPS[３４] Organicdye ５４２(CHCl３) —

JPW１２５９[３４] Organicdye ５４２(CHCl３) —

Ap３[３５] Organicdye — —

BＧGQD[３６] Graphenequantumdots — —

表２　生物医学成像探针的特点

Table２　Featuresofbiomedicalimagingprobes

Biomedicalimagingprobe Noblinking Nobleaching
NonＧ

absorptive
Deep

spectrum
Narrowspectrum
(＜１０nm)

Genetically
encoded

SHGnanoprobes[４] √ √ √ √ √
Fluorescentdyes[３７]

Fluorescentproteins[４６] √
UCnanoparticles[３８Ｇ４０,４５] √ √
SERSnanoparticles[４１Ｇ４４] √ √ √

是SHG活性分子形成非中心对称阵列的通用支

架[４８].近十年来,大量的实验已经证明可以使用类

似于双光子显微镜的仪器来获得高分辨的SHG图

像.SHG仅在焦点处产生,产生信号的光学过程不

需要形成激发态,不会引发光毒性.同时,长波长的

入射光波段赋予SHG成像能穿透深部组织的优

势.因此,在生物样本的观察中发展出了一种不需

要荧光分子激发的新的三维显微镜机制———二次谐

波成像.

４．１　二次谐波应用于细胞和活体成像

二次谐波过程不会对细胞产生光毒性,且信号

利于长时间的成像追踪.近几年来,科学家们发展

了各种非线性光学材料,并将其制备成二次谐波成

像探针用于生物医学成像研究.其中BaTiO３ 探针

得到广泛应用,其纳米晶体的SHG信号在光谱上

具有带宽窄、易于辨析的特点,在体内成像时较为稳

定,利于生命过程的分析.Pantazis等[７]在斑马鱼

胚胎细胞中注入BaTiO３ 纳米晶发现,在发育过程

中,可以从斑马鱼组织浅表或深部细胞中检测到明

亮的 信 号.与 荧 光 染 料 Alexa快 速 漂 白 不 同,

BaTiO３ 在成像过程中未显示信号下降,且其窄带的

SHG光谱在斑马鱼的躯干中便于识别(图４).在

纵向检测斑马鱼躯干时,不会产生内源的肌肉组织

信号,BaTiO３ 探针的信噪比高,几乎没有背景信号

的干扰,并可设计成具有良好靶向性的纳米探针.

BaTiO３ 纳米晶已被证明是具有生物相容性的SHG
探针,因此可应用于对小鼠造血干细胞的遗传谱系

追踪[４９].在干细胞的体内示踪工作中,要求细胞内

标记物的数量和浓度应尽量低,同时又要具有长期

跟踪所需的信号强度和持久性.被 PEG 修饰的

BaTiO３ 作为SHG成像探针,用于了解纳米颗粒的

细胞摄取和细胞内命运,其二次谐波信号即使在低

pH值下也能显示出长期的光稳定性,而对多能干

细胞的增殖和分化没有明显影响.根据透射电镜分

析结果,发现BaTiO３ 纳米探针相比先前报道的细

胞内荧光纳米晶可以对更低浓度的标记物进行高对

比度标记[５０].前面的小节已介绍过组织内特定排

列的结构会产生二次谐波信号,BaTiO３ 探针产生的

二次谐波信号强度与其相比如何呢? Grange等[５１]

给出了解答,BaTiO３ 探针用于鼠尾内的二次谐波成

像时,产生了比内源信号明亮的SHG信号,即使在

产生背景噪声的内源性SHG信号中也能获得信噪
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比为９的响应.

BiFeO３ 是另一种具有强二次谐波信号的无机

盐,其标记的干细胞已被证明在近红外二区可以实

现１mm以上组织厚度的成像[５２].文献[５３]中使

用BiFeO３ 进行了体内免疫细胞的追踪.将负载了

BiFeO３ 纳米粒的巨噬细胞应用于支气管炎小鼠,通
过肺部组织切片可以看到巨噬细胞迁移到肺部,并

带有 BiFeO３ 纳米粒的二次谐波信号.最近,Qi
等[３６]使用硼掺杂的石墨烯量子点(BＧGQDs)来追踪

干细胞,如图５所示.在皮肤成像中,BＧGQDs的

SHG信号要明显强于胶原蛋白的内源SHG信号.
在小鼠皮肤愈合的模型中,BＧGQDs对于干细胞的

SHG标记时长可以长达３５d,长于绿色荧光蛋白

(GFP)１４d的标记时长.

图４ 将BaTiO３ 纳米晶注射到单细胞阶段的斑马鱼胚胎中,持续观测发育过程中的SHG成像[７].

(a)纵向检测(epi)斑马鱼躯干,SHG探针发出明亮、无背景噪音的信号;(b)SHG纳米探针靶向特异性

Fig敭４BaTiO３nanocrystalswereinjectedintozebrafishembryosatthesingleＧcellstageforcontinuousSHGimagingduring
development ７ 敭 a SHGnanoprobesprovidestrongsignalwithsuperiorsignalＧtoＧnoisewhenzebrafishbodyis
　　　　　　　　　　　detectedinepidirection  b SHGnanoprobetargetingspecificity

　　SHG纳米探针应用于干细胞示踪时具有独特

优势,这源于他们具有光稳定性好和信号明亮的特

点.利用一些方法对SHG 无机纳米探针进行优

化,可以使其具有更优异的性质.将SHG材料包

覆进具有TPEF信号的金纳米壳中,金纳米壳形成

的等离子纳米腔能提升SHG材料的信号强度[５４],
同时这种组合使得该纳米粒具有非线性光学的双峰

成像能力(TPEF、SHG)和光热效应,具备肿瘤成像

和肿瘤光热治疗的一体化作用[５５].关于Si纳米粒

的工作表明,通过调控尺寸能增强无机纳米粒的

SHG信号[５６].SHG信号因Si纳米粒表面上的中

心对称性被破坏而出现,附近激光辐射的电场发生

空间波动.有效二阶非线性极化率χ(２)是对纳米粒

的体积进行随机取向积分,因此一定范围内较大的

Si纳米粒产生的SHG信号更强.

４．２　二次谐波应用于结构成像

SHG成像已被用于研究多种组织的纤维状胶

原蛋白的形态,这不仅可以帮助我们了解正常组织

中胶原蛋白结构的排列,也有助于研究异常组织的

疾病状态.胶原纤维中偶极子的排列结构数据对于

使用SHG在探测疾病状态和区分正常组织和异常

组织中至关重要.Liu等[５７]对人体皮肤受伤后形成

的瘢痕进行SHG成像,发现正常瘢痕与异常瘢痕

的胶原形态结构有较大的差异.异常瘢痕通常会引

发功能障碍的肥厚性瘢痕和瘢痕疙瘩,其组织病理

学特征是组织过度沉积和胶原纤维的无序排列,这
种特征可以由SHG成像后进行 Haar小波变换的

定量纹理分析来区分判断.SHG成像也可以应用

于眼部形态研究.角膜的主要成分是胶原蛋白,基
质层中纤维状胶原蛋白的有序排列保证了角膜的通

透性.圆锥角膜是指角膜扩张成圆锥形、难以治愈

的眼部疾病,Mercatelli等[５８]使用SHG显微镜结合

三维Pearson相关分析,测量角膜基质前部的胶原

蛋白薄片的倾斜度,从而根据形态差异区分圆锥角

膜和健康角膜.SHG信号对组织结构排列变化敏

感.由于二次谐波成像是一种高分辨无损层析成像

方法,成像深度可达到皮下几百乃至几千微米,因此

有望使用SHG显微镜对圆锥角膜等疾病进行早期
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图５ 在伤口愈合过程中,追踪内含有BＧGQDs探针的小鼠间充质干细胞(mNSCs)[３６]

Fig敭５ ImagingandtrackingmMSCsinternalizedwithBＧGQDsinwoundhealinginvivoovertime ３６ 

筛查诊断和术后监测,以期发展为适用于体内成像

的光学配置.
除了检测细胞外基质中的胶原纤维,SHG也可

检测细胞内的微管.微管是细胞骨架的重要组成部

分,可为细胞形态提供结构支撑,并在有丝分裂等生

命过程中起着必不可少的作用.微管的组成成

分———αβＧ微管蛋白二聚体,通过聚合组装形成长度

为几微米的纤维状结构,能产生SHG信号响应.
最近,VanSteenbergen等[５９]通过SHG显微镜对微

管网络的可视化结果揭示,其SHG信号来源于与

入射激光偏振方向平行的微管结构(图６).轴突微

管 SHG 信 号 强 弱 取 决 于 微 管 的 排 列 取 向

[见图６(a)]、数量和组织结构,这与胶原蛋白的性

质是类似的.在微管的非线性光学成像中,SHG信

号与其自发荧光会被同时激发,但SHG信号带宽

较窄[见图６(b)~(d)].值得关注的是,在分子层

面上,βＧ亚基与鸟苷Ｇ５′Ｇ三磷酸(GTP)与微管蛋白的

结合会使其具有更高的极化率和更规则的组织排

列,从而提高微管的SHG信号强度.这也就解释

了在细胞固定时,由于 GTP与微管蛋白结合的二

聚体结构被破坏,细胞微管网络SHG信号减弱.

４．３　二次谐波应用于生物膜成像和膜电压测量

研究者们常常使用外源的SHG探针作为生物

膜的造影剂,来检测生物膜在生命过程中的一系列

性质.这是由于染料分子在插入生物膜时,生物膜

的磷脂双分子层可以诱导染料分子在液体/膜界面

处有序地对齐排列,提高偶极性,从而增强探针的

SHG信号.被用作生物膜探针的分子普遍具有以

下特点:拓扑结构和分子长度与插入脂质膜相当;分
子一端亲水,另一端疏水,具有两亲性.使用光学探

针测量神经元的膜电位比电极方法能提供更多位置

的信号,FM４Ｇ６４是一种两亲性染料,常被用于神经元

膜电位测量.利用线扫描模式可以获得用SHG快速

检测神经元膜电位的瞬态时间分辨率,SHG信号的

时间记录与电极膜电位测量值基本一致.图７显示

了沿神经元轴突不同位置的动作电位光学记录,其中

一些轴突与激发位点的距离大于３５０μm
[６０].

然而有关FM４Ｇ６４的实验测试表明,神经元动

作电位的SHG成像中最大的问题是伴随有TPEF
光毒性对神经元带来的细胞损伤[３２].为了避免由

发色团的TPEF带来光毒性,Nuriya等[３５]在SHG
染料FM４Ｇ６４的基础上,通过引入偶氮基团来替换
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图６ SHG显微镜对微管网络的可视化结果.(a)微管SHG信号强度对激光偏振方向敏感;

(b)SHG信号为窄峰;(c)(d)SHG信号来源于微管极化结构[５９]

Fig敭６ VisualizationresultsofmicrotubulenetworkbySHGmicroscope敭 a SHGsignalintensityofmicrotubuleissensitive

tolaserpolarization  b SHGsignalisnarrowpeak  c  d SHGsignalcomesfrommicrotubulepolarizationstructure ５９ 

图７ 动作电位的SHG记录.(a)用SHG测体外培养神经元膜电位的线性扫描记录;

(b)沿神经元轴突动作电位的SHG记录[６０]

Fig敭７ SHGrecordingofactionpotentials敭 a LineＧscanrecordingofmembranepotentialwithSHGin

culturedneurons  b SHGrecordingofactionpotentialsalongneuronneurite ６０ 

原有的荧光发色团(如图８),实现了快速非辐射失

活,得到非荧光有机分子Ap３.当Ap３染料分子吸

附到细胞膜上时,只会产生SHG信号,而不会被激

发出TPEF信号,不会对被研究的神经元产生光损

伤.因此Ap３染料分子具有特异性和更好的光稳

定性,可被应用于神经元细胞的二次谐波成像以及

脑切片神经元钙浓度动态的多模态双光子成像.二

次谐波探针已成为用于神经科学研究的有效光学工

具,并具有很高的应用价值.
　　同时,利用SHG染料在膜表面排布时的信号

响应性质,可以研究生命个体对于小分子的吸收、渗
透和积累的动力学过程.Gayen等[６１]利用SHG染

料孔雀石绿对于表面和界面的敏感性,来分析分子

跨膜的运输信息,评估了外部环境pH 值对于抗菌

小分子穿过革兰氏阴性大肠杆菌细胞包膜的影响.
所采用的方法相对便捷,直接将孔雀石绿溶液滴入

大肠杆菌培养液中.由于分散在液体中染料分子取

向为各向同性,故不会在细菌培养液中检测到SHG
信号.当染料分子吸附在大肠杆菌细胞包膜表面上

且呈平行排列时,则会产生SHG信号峰.由于革兰

氏阴性细菌细胞包膜中有两个膜,穿过细胞包膜的

SHG染料分子在SHG时间轨迹中会产生两个峰.
用于生物医学成像的理想的SHG标记,应该

是明亮、生物相容、稳定,且抗光漂白的.相较于已

被大量报道的无机材料,有机材料具有更好的生物

相容性、靶向标记能力和体内代谢特性,更能符合生

物医学研究和临床应用的要求.然而有机SHG染

料在谐波产生过程中往往不可避免地伴随着TPEF
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图８ 使用二次谐波特异性染料的多模态双光子成像.(a)染料 Ap３和FM４Ｇ６４的化学结构;(b)神经元动作电位的SHG
信号;(c)FM４Ｇ６４和Ap３标记CHO细胞的SHG和 TPF信号;(d)(e)细胞结构的多模态双光子成像;(d)使用

　　　　　　　　　　FM４Ｇ６４前后TPF信号的强度分布;(e)使用FM４Ｇ６４的合并图像[３５]

Fig敭８ MultimodaltwoＧphotonimagingusingasecondharmonicgenerationＧspecificdye敭 a ChemicalstructuresofAp３
andFM４Ｇ６４  b SHGsignalchangesonactionpotentialinneurons  c SHGandTPFsignalsobtainedfrom
culturedCHOcellsloadedwithFM４Ｇ６４andAp３  d  e multimodaltwoＧphotonimagingofcellularstructures 

 d intensityprofilesofTPFsignalsbeforeandaftertheapplicationofFM４Ｇ６４  e mergedimagesafterthe

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　applicationofFM４Ｇ６４ ３５ 

的发射,这种荧光发射产生的单线态氧对组织产生

光损伤,因此通过使用抗氧化剂、淬灭双光子激发

态、改变供体Ｇ受体对、发色团修饰等方法[６２Ｇ６３]来开

发新型有机SHG染料仍是一个亟待解决的问题.
除了在上述生物医学成像领域的应用外,二次

谐波也被应用于癌症等疾病的治疗.在近红外光激

发下,胶原蛋白原位产生二次谐波[６４],或使用外源

探针ZnO、[Zn(tpatpy)Cl２􀅰H２O]n、ZnFe２O４[６５Ｇ６７]

产生二次谐波,以激发光敏剂,敏化产生单线态氧实

现了光动力治疗.使用近红外光源激发,通过二次

谐波过程,产生了对应于光敏剂吸收峰的倍频波长,
相较传统的光动力治疗方法,具有更大的组织穿透

深度.另外,由I型胶原蛋白[６８]产生的二次谐波可

将近红外的光源转换为紫外光,实现紫外线敏感的

光裂解,进行药物释放.由于胶原蛋白产生的SHG
信号既不依赖于特定的激发波长,也不依赖于特定

基团的吸收截面,因此在可发射的波长及可用于触

发药物释放的基团方面展现了极大的灵活性.更适

用于生物医学研究的二次谐波介质仍有待发掘,通
过借助二次谐波的性质,克服诊疗中的主要障碍,有
望研发出新型非线性光学诊断和光学治疗方法.

５　结　　论

早在２０世纪３０年代,非线性光学就被科学家

们在理论上预言.在１９６０年激光发明之后,二次谐

波现象首次通过实验被观察到,拉开了非线性光学

实验研究的序幕,同时宣告了现代光学的诞生.作

为一项可以在活体生物组织深部产生高分辨图像的

技术和产生功能动态成像的新工具,二次谐波成像

在生物医学领域的优势已经十分明显,得到研究者

们广泛关注.二次谐波成像具有非线性光学成像的

空间分辨率高、组织穿透深等诸多优点,可避免荧光

成像中由于能量吸收而引发的光漂白和光毒性的问

题.但二次谐波成像在生物医学和临床诊断中的应

用仍然受很大的制约.最主要原因是,它要求生物

组织或探针材料的二阶非线性光学系数不为零,即
只有非中心对称介质才能产生二次谐波.生命体中

部分组织和结构可以产生二次谐波,但生物组织的

原发谐波信号主要来源于胶原蛋白,除了与结构信

息相关的疾病成像诊断外,很难获得广泛的疾病成

像诊断的方法.为了解决这个问题,二次谐波纳米

探针受到国内外研究者的关注.二次谐波的物理特

性为二次谐波纳米探针在活细胞成像和组织的分子

成像提供了独特的优势,使其具有高灵敏度和高时

间分辨率.近年来,科学家开发了各种无机非线性

光学材料,作为二次谐波的成像探针,可将其应用于

生物医学成像研究.然而无机纳米晶的生物相容
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性、靶向标记能力和体内代谢特性等,目前还无法满

足生物医学研究和临床应用的要求.相较于无机纳

米晶,有机非线性光学材料具有强极性的电子共轭

体系,比无机材料中的离子键更容易发生极化,因此

有机染料有望发展为更适用于生物医学应用的探

针.但目前如何降低有机染料TPEF信号,并提升

其SHG信号,仍然存在诸多困难与挑战.开发新

型的二次谐波探针,发展二次谐波成像并推动其在

生物医学上的应用,对于生物医学成像领域具有重

要的意义.
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