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摘要 双光子内窥成像技术是一种基于双光子激发原理的新型内窥成像技术,具有光学层析能力、穿透深度深、光
毒性小、无标记成像等技术优势,可以同时实现细胞结构成像和功能成像,在生命科学、临床医学等领域具有巨大

的发展潜力。在近十几年的发展中,压电陶瓷扫描式双光子内窥成像技术不断取得突破,并在生物医学成像领域

实现了新应用。本文对压电陶瓷扫描式双光子内窥成像技术及其在国内外的研究进展进行了总结,并介绍了该技

术在生物医学成像领域的应用。
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1 引  言

全球范围内消化道癌症的发病率、死亡率飞速攀

升,极大地危害了人类的生命健康[1]。我国是消化道

癌症高发国家之一,胃癌和食道癌的发病率一直处于

世界前列。近年来,结直肠癌的发病率出现了显著的

增长趋势,造成了沉重的社会负担[2]。临床治疗表明,
早期胃癌、结直肠癌患者的术后五年生存率均可以达

到90%以上,而晚期胃癌、结直肠癌患者根治术后五

年生存率分别仅为20%和7%[3-4]。可见,发展早期癌

症的检测与诊断技术对于提高人民健康水平至关

重要。
消化道癌症的常规检测仪器是白光内镜,但其较

难对早期病变组织进行准确诊断。荧光内镜成像和窄

带成像等内窥成像技术基于图像增强原理来提高宏观

组织结构的成像对比度,但仍不具备细胞尺度的成像

能力[5-8]。迄今为止,组织病理学检查仍然是临床诊断

癌症的“金标准”,但该方法需要经过初检、取样、切片、
苏木精-伊红(HE)染色、病理检查等流程,具有耗时

长、离体检测等局限性。此外,虽然采用活检取样可以

对疑似病变区域进行细胞尺度下的病理特征检查,但
该方法无法实现疑似病变区域的全覆盖,因此存在一

定的漏检及误检风险。为了实现消化道癌症的早期诊

断,迫切需要发展细胞尺度下的实时、在体、原位组织

学诊断技术。
双光子激发原理为:两个波长较长的光子几乎同

时(时间上相差飞秒量级)被一个荧光分子吸收,荧光

分子跃迁至高能级态,经过短暂的激发态寿命时间后,
荧光分子跃迁回较低的能级状态,同时辐射出一个波

长较 短 的 光 子[9-10]。1990 年,美 国 康 奈 尔 大 学 的

Webb课题组[11]将双光子激发原理应用到共聚焦扫描

显微镜中,开辟了双光子成像的新领域。相比于宽场

及共聚焦成像技术,双光子成像技术具有穿透深度

大[12]、光学层切、无标记结构及功能成像、光损伤和漂

白程度小等优势[13-14]。作为活体光学成像的主流成

像方法之一,双光子成像在神经科学[15-16]、癌症诊

断[17]、皮肤检测[18-19]等领域发挥着重要作用。
双光子内窥镜系统(TPEM)基于双光子激发原

理,同时将扫描器件及微型显微物镜集成到微型内窥

化探头中,并配合光纤(束)导光,实现亚细胞分辨率、
无标记结构及功能成像[20-22]。双光子内窥镜系统的

典型探测信号包括双光子荧光(TPF)信号及二次谐波

(SHG)信号[23-24]。双光子内窥成像技术在肿瘤的浸

润深度诊断、手术边缘癌残留检测及肿瘤转移评估等

方面具有广阔的应用前景[25-30],近些年吸引了众多国

内外研究团队的目光。压电陶瓷扫描式双光子内窥成

像是目前双光子内窥成像的首选方案。本文首先对压

电陶瓷扫描式双光子内窥成像技术进行介绍,总结了
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该技术在国内外的研究进展,并阐述了压电陶瓷扫

描式双光子内窥成像技术在生物医学成像领域的

应用。

2 压电陶瓷扫描式双光子内窥成像技术
概述

  典型的双光子内窥镜系统的核心模块包括飞秒脉

冲激光器光源模块、色散补偿模块、信号采集重构模块

以及内窥集成探头模块。根据扫描器件是否位于集成

探头内,双光子内窥镜系统可以分为近端扫描方案和

远端扫描方案[31]。几种典型的扫描方案如图1所示。
近端扫描方案下的扫描器件位于双光子内窥探头外

部,如图1(a)所示,而远端扫描方案下的扫描器件位

于双光子内窥探头内部。目前近端扫描方案多采用扫

描振镜实现光斑扫描,光纤束(FB)作为导光介质[32]。
扫描器件置于微型化集成探头之外可以降低探头设计

及封装的难度,而且该方案与台式双光子显微镜系统

(TPM)的兼容性较好;但光纤束纤芯距会限制系统成

像的分辨率,而且飞秒脉冲在光纤束中传输时会因严

重色散而导致脉冲展宽,需要通过复杂的色散补偿模

块进行补偿。以上原因导致基于光纤束的近端扫描双

光子内窥镜系统的成像质量与台式TPM 仍有一定差

距。为突破上述壁垒,研究人员将扫描器件封装在微

型化内窥探头内,探索了成像性能更加优异的远端扫

描方案,该方法是近年来双光子内窥成像技术的研究

热点。
扫描器件位于双光子内窥集成探头内部的远端扫

描方案主要包括图1(b)所示的微机电系统(MEMS)
扫描及 图 1(c)所 示 的 压 电 陶 瓷 驱 动 光 纤 扫 描。
MEMS扫描振镜通过驱动信号驱动反射镜面旋转实

现光斑扫描,具有可批量生产、光学性能及力学性能优

异等优势[33]。2006年,斯坦福大学 Schnitzer课题

组[34]首次将 MEMS扫描振镜用于TPM 并对花粉进

行了成像。同年,斯威本科技大学Gu课题组[35]首次

基于 MEMS扫描振镜与双包层光子晶体光纤(DC-
PCF),研制了集成直径为3

 

mm的共光路侧视双光子

内窥镜系统,并采用该内窥镜系统实现了对大鼠食管

组织的TPF与SHG成像。2009年,加州大学欧文分

校的Chen课题组[36]探索了几种基于 MEMS扫描振

镜与DC-PCF的共光路内窥探头构型,并研制了探头

集成直径为10
 

mm、刚性长度为140
 

mm的侧视双

光子内窥镜系统。MEMS扫描振镜的远端扫描方案

大多 需 要 通 过 光 路 折 转 实 现 成 像,而 且 受 限 于

MEMS扫 描 振 镜 的 封 装 尺 寸,进 一 步 降 低 基 于

MEMS扫描振镜的双光子内窥探头的横向尺寸面临

巨大挑战[37-38]。

图1 双光子内窥镜系统的典型扫描方案[31]。(a)光纤束近端扫描方案;(b)MEMS远端扫描方案;(c)压电陶瓷驱动光纤远端

扫描方案

Fig 
 

1 Typical
 

scanning
 

of
 

two-photon
 

endomicroscopy
 

 TPEM 
 

system 31  
 

 a 
 

Fiber
 

bundle
 

based
 

proximal
 

scanning 
    b 

 

MEMS-based
 

distal
 

scanning 
 

 c 
 

piezoelectric
 

ceramic
 

based
 

fiber
 

distal
 

scanning

  压电陶瓷驱动光纤扫描是双光子内窥远端扫描方

案的另一种技术实现形式。2001年,
 

马克斯-普朗克

医学应用研究所Denk课题组[39]将压电陶瓷作为扫描

机构,应用于微型化 TPM。2006年,华盛顿大学Li
课题组[40]首次报道了压电陶瓷管驱动双包层光纤扫

描式双光子内窥镜系统。压电陶瓷扫描式双光子内窥

镜系统的典型结构如图2所示。飞秒脉冲激光器输出

的飞秒脉冲依次经过光栅对、色散管理模块及二向色

镜(DM)后透射,然后通过耦合透镜(CL)耦合进入双

包层光纤(DCF)纤芯并传输至生物组织表面。压电陶

瓷管与双包层光纤构成压电陶瓷光纤扫描器,通过对

压电陶瓷管施加幅度调制的交流信号可实现螺旋形扫

描成像。激发的荧光信号通过双包层光纤的包层后反

向传输至光电倍增管,用于信号采集。该双光子内窥

镜系 统 样 机 成 像 的 横 向 分 辨 率 为 2
 

μm,帧 率 为

2.6
 

frame/s,集成探头直径为2.4
 

mm。

图2 压电陶瓷扫描式双光子内窥镜系统[40]

Fig 
 

2 Schematic
 

of
 

PZT
 

scanning
 

TPEM 40 
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在压电陶瓷扫描式的远端扫描方案中,激发光和

荧光共用一根双包层传输光纤,整个光路呈直筒状,因
此该扫描方案在探头横向尺寸上比 MEMS扫描式远

端扫描方案更具集成优势。在临床内窥成像的应用环

境中,内窥镜探头的封装直径越小,对病人的创伤越

小。基于此,压电陶瓷扫描式双光子内窥成像技术是

近年来国内外研究团队聚焦的关键技术。压电陶瓷扫

描式双光子内窥镜系统的关键在于其微型化成像用内

窥集成探头的研制。集成探头内的核心器件包括传输

用双包层光纤、微型显微物镜及压电陶瓷光纤扫描器,
这些核心器件的性能直接决定了双光子内窥镜系统的

成像质量。
压电陶瓷扫描式双光子内窥镜系统对双包层光纤

的性能要求较为严苛。双包层光纤具备双重传输功

能,其中的光纤纤芯用于低损耗、低色散地传输飞秒脉

冲,光纤包层用于反向传输 TPF、SHG等荧光信号。
光纤涂覆层介质的折射率低于包层介质的折射率,因
此,包层的荧光信号满足全反射条件,可以稳定传输。
包层的数值孔径越高,对荧光信号的收集能力就越强。
双光子内窥镜系统用双包层光纤可以分为实心双包层

光纤及空心双包层光纤。飞秒脉冲在实心双包层光纤

中传输时会因非线性效应而导致脉宽展宽,因此需要

用复杂的光栅对、棱镜对等色散管理模块进行色散补

偿[41]。近年来,随着特种光纤技术的发展,空心光纤

以其低损耗、低色散、宽带宽传输等优异的特性[42-43],
被众多研究者关注并应用于非线性光学成像技术领

域。2014年,不列颠哥伦比亚大学Tang课题组[44]报

道了啁啾光子晶体光纤(PCF)在超短脉冲传输上的传

输损耗及色散特性:在传输波长780
 

nm下,光纤的群

速度色散(GVD)约0.46
 

ps/(nm·km),传输损耗约

为5.1
 

dB/m±2
 

dB/m。高传输损耗特性限制了该光

纤在双光子内窥镜系统中的进一步应用。2019年,维
也纳医科大学 Unterhuber课题组[45]报道了 Kagome
空心光子晶体光纤的超短脉冲传输特性:在无色散预

补偿条件下,脉冲在1
 

m光纤中传输后可实现10
 

fs
和6.6

 

nJ的单脉冲输出,同时可以保证80%的输出效

率。此外,该课题组通过台式TPM 对小鼠肠道切片

进行成像实验,验证了该Kagome光纤优秀的导光能

力。尽管以上工作验证了空心光纤在超短脉冲传输上

的优异性能,但由于上述光纤不具备双包层结构,因此

无法在压电陶瓷扫描式双光子内窥镜系统中直接应

用。2018年,法国艾克斯-马赛大学 Rigneault课题

组[46]首 次 报 道 了 双 包 层 Kagome光 纤,并 实 现 了

TPF、SHG和相干反斯托克斯拉曼散射(CARS)多模

态非线 性 内 窥 镜 系 统。2020年,法 国 里 尔 大 学 的

Kudlinski课题组[47]报道了非线性内窥镜系统用双包

层反谐振光纤(DC-ARF),该光纤在700~1000
 

nm范

围内以小于
 

1
 

ps/(nm·km)的群速度色散(GVD)传
输飞秒脉冲。但是,Kagome及反谐振光纤的输出数

值孔径较低。为了实现高分辨率成像,通常需要采用

熔接微珠[46-47]以及熔接梯度折射率透镜光纤[48]等方

法对光 纤 端 面 进 行 处 理,以 实 现 较 高 的 数 值 孔 径

输出。
微型显微物镜是双光子内窥镜系统实现高分辨率

高信噪比荧光成像的关键成像器件。与宽场及共聚焦

内窥镜系统不同的是,双光子内窥镜系统使用近红外

波长光源作为激发光,同时收集可见光波长的荧光信

号。在保证高数值孔径以满足高成像分辨率的前提

下,微型显微物镜需要同时对轴外像差进行校正以及

对不同工作波长进行消色差处理,这使得高性能微型

显微物镜的设计及加工极具挑战性。微型透镜组及梯

度折射率透镜是微型显微物镜的两种主要实现形式,
其中:微型透镜组可以根据设计校正像差,能够保证成

像质量,但较难实现1
 

mm以下的封装尺寸;梯度折射

率透镜成本低廉、尺寸小巧且表面为平面,便于内窥探

头集成封装,在深部生物组织的中继成像上具有优势,
但通常无法控制色差,成像视场有限[49]。2010年,康
奈尔大学Xu课题组[50]研制了一种针对

 

800
 

nm波长

设计的双视场微型显微物镜,其大视野成像(大视野成

像视场为
 

1
 

mm×1
 

mm,分辨率为
 

2.2
 

μm)可以对大

面积可疑区域进行筛查,从而确定病变区域;同时,其
高分辨(高分辨率成像视场为188

 

μm×188
 

μm,分辨

率为0.98
 

μm)双光子成像可以实现精准诊断。2013
年,该课题组[51]研制了针对

 

800
 

nm 双光子成像与

406
 

nm单光子成像的双视场微型显微物镜(大视野成

像视场为1.3
 

mm×1.3
 

mm,分辨率为4.5
 

μm;高分

辨率 成 像 视 场 为 160
 

μm×160
 

μm,分 辨 率 为

0.57
 

μm),并对未染色的肿瘤小鼠肺部组织进行了成

像验证实验[52]。2014年,该课题组[53]面向前列腺癌

诊断需求,研制了基于梯度折射率透镜的手持式双光

子内窥镜系统;该系统的内窥探头集成直径为1
 

mm,
刚性长度为80

 

mm;其中的梯度折射率透镜能够实现

光学中继及成像。2015年,霍华德休斯医学研究所Ji
课题组与Aponte课题组[54]联合开发了基于梯度折射

率透镜的微创双光子内窥镜系统,首次以亚细胞分辨

率对小鼠黑质(深度4.4
 

mm)及下丘脑外侧(深度

5.0
 

mm)的神经元活动实现了观测。2017年,日本埼

玉大学Sato课题组与Nakai课题组[55]联合开发了配

置梯度折射率透镜与电调谐透镜的快速变焦双光子内

窥镜系统,并采用该系统实现了小鼠背侧CA1海马和

杏仁核的在体多焦面钙信号成像。围绕微型显微物镜

这一核心器件的技术研发对于双光子内窥镜系统实现

在体原位实时光学活检具有重要意义。研发消色差高

数值孔径微型显微物镜有助于双光子内窥镜系统实现

更高的成像分辨率。降低微型显微物镜的封装直径有

助于双光子内窥镜系统最终走向临床应用。
压电陶瓷光纤扫描器基于压电器件的逆压电效应

工作。在外加电场作用下,压电器件会产生微小的机

1907003-3



特邀综述 第49卷
 

第19期/2022年10月/中国激光

械变形,且形变量与电场强度呈正相关关系。将光纤

与压电器件连接,并施加一定频率的交变电压,就可以

借助压电器件的微小位移带动光纤谐振实现二维扫

描。不同结构、不同尺寸的扫描器的谐振特性不同,因
此具有不同的扫描轨迹。压电陶瓷扫描式双光子内窥

镜系统可以实现的二维扫描方式包括螺旋形[56-58]、李
萨如形[59-62]和栅格形[63-64]三种。螺旋形扫描是目前

实现压电陶瓷扫描式双光子内窥镜系统的主流扫描方

案。压电陶瓷扫描的驱动形式及轨迹特点可参见综述

文献[65],在此不再赘述。压电陶瓷扫描器的谐振特

性会影响双光子内窥镜系统的扫描帧率及视场。从硬

件优化角度来看,通过降低光纤悬臂的长度来提升扫

描器的谐振频率[66]以及采用光纤扫描驱动信号制动

策略[67-68]等均是提升成像帧率的有效方法。探索光

纤端面工程方法可以拓展成像视场[69]及提高成像通

量。实现高帧率、低畸变、小型化扫描压电陶瓷扫描器

件的国产批量化制备,对于研制面向临床医学成像用

双光子内窥镜系统具有重要价值。
近年来,众多国内外研究单位持续对传输用双包

层光纤、微型显微物镜和压电陶瓷光纤扫描器等核心

器件进行技术攻关及改进,在双光子微型化内窥探头

集成技术上取得了重要突破,并在此基础上研制了不

同的压电陶瓷扫描式双光子内窥镜系统,采用这些系

统开展了生物医学领域的成像应用研究。接下来重点

介绍近几年国内外压电陶瓷扫描式双光子内窥镜系统

的代表性研究进展。

3 压电陶瓷扫描式双光子内窥镜系统的
研究进展

3.1 国际研究进展

2011年,美国康奈尔大学Xu课题组[70]报道了压

电双晶片栅格扫描式双光子内窥镜系统,该系统的成

像指标如下:横向分辨率为0.8
 

μm,成像视 场 为

110
 

μm×110
 

μm,帧率为4.1
 

frame/s。该课题组研

制的集成探头的外径为3
 

mm,刚性长度为40
 

mm,如
图3(a)所示。图3(b)~(d)展示了该系统对50~70

 

μm
深度处小鼠肺部的TPF成像结果,在图3(b)所示图像

中可见肺泡壁(箭头w)和管腔(字母a),在图3(c)所示

图像中可见支气管(箭头b)。图3(e)~(g)展示了距表

面35~55
 

μm深度处小鼠结肠的 TPF成像结果,在
图3(e)所示图像中可见肠细胞(字母e),在图3(f)所示

图像中存在隐窝(箭头c)和杯状细胞(箭头g)。

图3 栅格扫描式双光子内窥镜系统及其成像结果[70]。(a)系统示意图;(b)~(d)小鼠肺部的TPF成像结果;(e)~(g)小鼠结肠的

TPF成像结果

Fig 
 

3 Raster
 

scanning
 

TPEM
 

and
 

its
 

imaging 70  
 

 a 
 

System
 

schematic 
 

 b -- d 
 

two-photon
 

fluorescence
 

 TPF 
 

images
 

of
 

   mouse
 

lung 
 

 e -- g 
 

TPF
 

images
 

of
 

mouse
 

colon

  2015年,法国利摩日大学Louradour课题组[71]报

道了基于压电陶瓷的螺旋扫描式双光子内窥镜系统,
系统结构如图

 

4(a)所示。该系统的横向分辨率为

0.8
 

μm,成 像 视 场 为 450
 

μm ×450
 

μm,帧 率 为

8
 

frame/s;集成探头的外径为2.2
 

mm,刚性长度为

37
 

mm。通过引入非线性光纤补偿传输光纤的脉冲

展宽,探头端可输出脉宽不超过40
 

fs的飞秒脉冲。
该系 统 采 用 的 是 定 制 的 空 气-二 氧 化 硅 实 心 DC-
PCF,纯硅纤芯用于传输飞秒脉冲,群速度色散约为

67
 

ps/(km·nm),环形空气孔形成的双包层结构实

现荧光收集。图4(b)~(c)所示为DC-PCF的纤芯与

包层结构。该光纤同时具备保偏性能,可以实现I型

胶原蛋白的非线性偏振测量[72]。图
 

4(d)所示为小鼠

经纤维化诱导6
 

d后肾脏不同深度处的TPF(红色)及
SHG(绿色)成像结果。

2017年,美国约翰斯·霍普金斯大学 Li课题

组[73]搭建了实时高灵敏度双光子内窥镜系统。该系

统的横向分辨率为0.7
 

μm,成像视场为110
 

μm×
110

 

μm,帧率为3
 

frame/s;集成探头的外径为2
 

mm,
刚性长度为35

 

mm。图5(a)为消色差微型显微物镜

的结构,该物镜中的梯度折射率透镜1用于将光纤出

射的光束准直,梯度折射率透镜2与平凸透镜实现高
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图4 压电陶瓷螺旋扫描双光子内窥镜系统[71]。(a)系统示意图;(b)DC-PCF的纤芯结构;(c)DC-PCF的包层结构;(d)小鼠肾脏

  不同深度处的成像结果

Fig 
 

4 PZT
 

spiral
 

scanning
 

TPEM 71  
 

 a 
 

System
 

schematic 
 

 b 
 

structure
 

of
 

DC-PCF
 

inner
 

core 
 

 c 
 

structure
 

of
 

DC-PCF
   cladding 

 

 d 
 

TPF
 

images
 

of
 

mouse
 

kidney
 

at
 

different
 

depths

图5 消色差微型物镜结构以及双光子内窥镜系统对小鼠不同组织的成像结果[73]。(a)消色差微型物镜结构;(b)焦移测试结果;

  (c)小鼠肝脏的成像结果;(d)小鼠小肠的成像结果;(e)小鼠宫颈组织的成像结果

Fig 
 

5 Structure
 

of
 

achromatic
 

micro-objective
 

and
 

TPEM
 

imaging
 

of
 

different
 

mouse
 

tissues 73  
 

 a 
 

Structure
 

of
 

achromatic
 

micro-objective 
 

 b 
 

focal
 

shift
 

test
 

results 
 

 c 
 

images
 

of
 

mouse
 

liver 
 

 d 
 

image
 

of
 

mouse
 

small
 

intestine 
 

 e 
 

image
 

of
 

  mouse
 

cervix
 

tissue

数值孔径会聚,圆形相位衍射光栅用于抵消色差从而

减小焦移。由图5(b)所示的物镜焦移测试结果可知,
在480~900

 

nm 波段,该 微 型 物 镜 的 焦 移 控 制 在

10
 

μm以下。图5(c)所示为离体小鼠肝脏的成像结

果,图中箭头所示的TPF信号来自维生素A。图5(d)

所示为小鼠小肠上皮细胞的成像结果,虚线框所示为

杯状细胞。图5(e)所示为早产小鼠模型宫颈组织中

胶原纤维结构的SHG成像结果。此外,研究人员采

用该微型化双光子内窥镜系统首次实现了对活体小鼠

肾皮质小管代谢的实时监测[74],关于这一部分成像结
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果的详细介绍请参考本文4.1节。
2019年,韩国科学技术研究院Jeong课题组[75]报

道了基于压电陶瓷的李萨如扫描式双光子内窥镜系

统。该系统的横向分辨率为0.7
 

μm,成像视场为

60
 

μm×60
 

μm,帧率为5
 

frame/s;集成探头的外径为

2.6
 

mm,刚性长度为30
 

mm。图6(a)~(b)所示为该

微型化内窥探头的结构及外观。由图6(c)可以看出,
该压电陶瓷光纤扫描器的结构特点是双包层光纤制备

的三个
 

0.5
 

mm×0.5
 

mm×0.5
 

mm
 

的硅基质量块和

一个微弹簧。它们可以实现压电陶瓷扫描器双轴谐振

频率的分离,从而降低两轴的机械串扰,提高扫描过程

中的成像均匀度[76]。在2.5、10、20、50、100
 

ms内获得

的稳定李萨如扫描图像如图6(d)所示。图6(e)所示为

Alexa
 

Fluor
 

488染色小鼠肾脏肾小管结构切片的TPF
成像结果。图6(f)~(g)所示为静脉注射异硫氰酸荧光

素(FITC)后小鼠小肠及耳部微血管的TPF成像结果。
尽管该刚性调制方法可使压电陶瓷光纤扫描器的成像

均匀度提升,但成像视场相比常规扫描方案要小。

图6 李萨如扫描双光子内窥镜系统的探头结构、外观以及该系统对小鼠不同组织的TPF成像结果[75]。(a)~(b)探头结构及

外观;(c)李萨如式压电陶瓷光纤扫描器的结构;(d)2.5、10、20、50、100
 

ms内李萨如扫描轨迹;(e)小鼠肾脏切片的TPF成

  像结果;(f)小鼠小肠的TPF成像结果;(g)小鼠耳部的TPF成像结果

Fig 
 

6 Structure
 

and
 

appearance
 

of
 

TPEM
 

probe
 

based
 

on
 

Lissajous
 

scanning
 

and
 

TPF
 

images
 

of
 

mouse
 

tissues
 

captured
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TPEM 75  
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 c 
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PZT
 

fiber
 

scanner 
 

 d 
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10 
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ms 
 

 e 
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 f 
 

TPF
 

  image
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mouse
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 g 
 

TPF
 

image
 

of
 

mouse
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  2021年,德国 GRINTECH 公司 Messerschmidt
团队与莱布尼兹光子技术研究所Popp课题组[77]联合

报道了基于TPF、SHG及相干反斯托克斯拉曼散射

(CARS)的 多 模 态 非 线 性 内 窥 镜 系 统,其 结 构 如

图7(a)所示。该系统的横向分辨率小于0.9
 

μm,视
场为180

 

μm×180
 

μm,帧率为1
 

frame/s;集成探头的

外径为2.4
 

mm,刚性长度为39
 

mm。使用图7(b)所
示的定制单模双芯纯硅双包层光纤分别传输斯托克斯

光及泵浦光。采用图7(c)所示的双波段消色差微型

显微物镜实现低损耗、高峰值功率激光传输以及反

向信号的高效采集。采用该系统对人体上皮组织进

行CARS成 像 及 TPF多 模 态 成 像,成 像 结 果 如

图7(d)~(e)所示。
3.2 国内研究进展

2016年,华中科技大学付玲课题组[78]报道了四

片压电片式双光子内窥镜系统,其结构如图8(a)所
示。该 系 统 的 横 向 分 辨 率 为 2.2

 

μm,视 场 为

200
 

μm×200
 

μm,成像帧率为1.25
 

frame/s;集成探

头的外径为3.5
 

mm,刚性长度为53
 

mm,如图8(b)
所示。通过对扫描器施加阻尼复位控制信号可以压缩

非成像时段的占比,提高成像帧率。图8(c)给出了经

吖啶黄染色的离体小鼠结肠图像,在图中可见单个肠

细胞及管状腺体。图8(d)所示为离体小鼠肺部组织

的管腔和肺泡壁结构。
2018年,北京航空航天大学冯丽爽课题组与北京

大学王爱民课题组[79]联合报道了一款高收集效率微

型显微物镜,该物镜的外观如图9(a)所示。物镜像方

工作距离为150
 

μm,便于内窥探头紧贴生物组织使

用。为了提高荧光收集效率,他们对显微物镜进行了

轴向色差优化设计。仿真结果显示,该显微物镜的荧

光收集效率较梯度折射率透镜提高了2倍以上。2021
年,该联合课题组报道了基于DC-ARF的压电陶瓷扫

描式双光子内窥镜系统[80],并证实了DC-ARF在无端

面工程方法下的成像能力。光纤端面结构如图9(b)
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图7 多模态内窥镜系统的结构及其成像结果[77]。(a)系统结构;(b)双芯纯硅双包层光纤的结构;(c)消色差物镜的结构;(d)人体

  上皮组织的CARS成像结果;(e)人体上皮组织的TPF成像结果
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图8 双光子内窥镜系统的探头结构以及系统成像结果[78]。(a)四片压电片式双光子内窥镜系统;(b)集成探头的结构及外观;

  (c)~(d)离体小鼠结肠及肺部图像

Fig 
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imaging
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TPEM 78  
 

 a 
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 b 
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and
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 c -- d 
 

images
 

of
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and
 

lung

所示,系统结构如图9(c)所示。DC-ARF的群速度色

散约 为 5.5
 

ps/(nm·km)
 

@920
 

nm,在 800~
1000

 

nm波段内的传输损耗小于0.15
 

dB/m,这意味

着该光纤具有宽带宽、低损耗、低色散导光的优异特

性。该系统的横向分辨率为3.1
 

μm,视场为200
 

μm×

200
 

μm,帧 率 为0.7
 

frame/s;集 成 探 头 的 外 径 为

5.8
 

mm,刚 性 长 度 为 49.1
 

mm,如 图 9(d)所 示。
图9(e)为倒 置 显 微 镜 拍 摄 的 胃 壁 组 织 切 片 图 像,
图9(f)~(g)为双光子内窥镜系统对胃壁组织切片

的成像结果,胃小凹、腺体及胃上皮结构清晰可见,
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图9 压电陶瓷螺旋扫描式双光子内窥镜系统及其成像结果[79-80]。(a)微型显微物镜外观;(b)DC-ARF结构;
 

(c)压电陶瓷螺旋

扫描式双光子内窥镜系统示意图;(d)集成探头外观;(e)光学显微镜采集的胃壁切片图像;(f)~(g)胃壁切片的TPF成像

  结果

Fig 
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验证了该系统对组织结构的成像能力。2022年,该
课题组在理论仿真与实验测试的基础上,探索了微

型化双 光 子 内 窥 集 成 探 头 成 像 分 辨 率 的 提 升 方

法[81],他们通过熔接机放电将微珠附着于 DC-ARF
纤芯中(以扩大其输出数值孔径),将系统的成像分

辨率提升至1.3
 

μm。
由目前国内外该领域的研究进展可以看出,压电

陶瓷扫描式双光子内窥镜系统的集成技术已经取得长

足进展,成像性能和集成化探头尺寸基本可以满足内

窥镜的应用需求,该技术对生物组织器官原位、实时、
无创、高分辨率结构及功能成像的能力已经得到充分

验证。一部分研究单位仍聚焦在双光子内窥集成探头

指标提升方案的研究上,以期通过核心器件的优化以

及新原理和新方法的引入进一步推动压电陶瓷扫描式

双光子内窥成像技术指标的提升;相当一部分研究单

位则开展了满足临床生物安全性及兼容性需求的小型

化内窥成像系统的研制以及该系统在生物医学成像领

域的应用。

4 成像应用

4.1 组织器官的结构成像及功能成像

生物细胞及组织中含有黑色素、弹性蛋白、烟酰胺

腺嘌 呤 二 核 苷 酸(NADH)、黄 素 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

(FAD)等内源性荧光物质,这些物质在不用外加染色

剂的条件下就可以发生双光子荧光效应,并产生特定

波长的信号光。细胞内 NADH、FAD的含量与细胞

代谢水平密切相关,可用于评估细胞及组织的功能状

态。2017年,美国约翰斯·霍普金斯大学 Li课题

组[69]基于小鼠肾缺血再灌注模型,研究了双光子内窥

镜系统用于活体小鼠肾皮质小管氧化还原率的功能成

像。氧化还原率的定义为
 

FAD 含量与 NADH 和

FAD总含量的比值。缺血时,NADH浓度增加,氧化

还原率下降,供氧时反之。图10(a)~(c)、图10(d)~
(f)、图10(g)~(i)分别表示缺血前、缺血中、再供血三

种状态下的成像结果。可见,当肾脏处于缺血状态时,
氧化还原率减小,出现红色区域,如图10(f)所示;再
供血后,氧化还原率恢复,红色区域消失,如10(i)所
示。双光子荧光寿命成像技术可以记录双光子激发下

荧光信号随时间衰减的动态信息,NADH 及FAD的

荧光 寿 命 观 测 结 果 可 为 肿 瘤 检 测 及 诊 断 提 供 参

考[82-85]。2022年,深圳大学屈军乐课题组与刘丽炜课

题组[86]报道了基于光纤束的双光子内窥荧光寿命成

像系统,该系统的部分成像结果如图10(j)~(r)所示。
图10(j)~(l)、图10(m)~(o)、图10(p)~(r)分别表

示肾脏、肝脏及异种移植肿瘤的双光子荧光强度、双光

子荧光寿命及HE染色成像结果。实验结果表明,双
光子荧光寿命成像特征在对比度上优于强度图像。以

上成像结果展示了双光子内窥镜系统在生物医学领域

对组织器官进行无标记结构成像及功能成像的广阔

前景。
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图10 组织成像。(a)~(i)小鼠肾脏缺血再灌注模型氧化还原率的双光子成像结果[69];(j)~(r)肾脏、肝脏及异种移植肿瘤的

  荧光强度、荧光寿命及 HE染色成像结果[86]

Fig 
 

10 Tissues
 

imaging 
 

 a -- i 
 

TPF
 

redox
 

images
 

of
 

mouse
 

kidney
 

ischemia-reperfusion
 

model
 

in
 

vivo 69  
 

 j -- r 
 

fluorescence
   intensity 

 

lifetime
 

and
 

HE
 

staining
 

images
 

for
 

kidney 
 

liver
 

and
 

tumor 86 

4.2 自由活体运动动物脑成像

在神经科学领域,脑成像技术是探索人类大脑奥

秘的必要手段。光学成像技术具有特异性、时空分辨

率高、多模态复合、安全性高等优势[87]。发展实现大

脑神经元及神经网络活动持续稳定观察和动态数据获

取的新型光学成像系统,从而实现分析、理解和模仿大

脑,对于脑科学研究来说至关重要[88]。
2017年,北京大学程和平院士课题组[89]报道了

面向脑科学应用的 MEMS扫描式第一代高时空分辨

率微型化双光子显微镜系统。该系统采用920
 

nm
 

高

性能传输PCF实现生物探针 GCaMP6s的高效率激

发,配合高数值孔径微型显微物镜成像及定制的收集

光纤束对荧光信号进行高效收集。基于以上核心器

件,该系统实现了与台式TPM相媲美的成像质量。

该系统的横向分辨率为0.65
 

μm,视场为150
 

μm×
150

 

μm,帧 率 为 40
 

frame/s。集 成 微 型 化 探 头 重
 

2.15
 

g,外观如图11(a)所示。图
 

11(b)为GCaMP6f
表达小鼠神经元胞体的成像结果。该微型化双光子显

微镜系统可对自由活体运动动物大脑神经结构的动力

学信息实现高速高分辨率成像。2021年,该课题组研

发了 MEMS扫描式第二代大视场三维微型化双光子

显微镜系统[90]。该系统的成像视场拓展至420
 

μm×
420

 

μm,成像范围是第一代双光子显微镜系统的7.8
倍。该系统的探头集成了轴向扫描机制,并将物镜工

作距离扩展至1
 

mm,集成微型化探头重4.2
 

g,外观

如图11(c)所示。图11(d)所示为GCaMP6s表达小

鼠神经元的三维成像结果。该微型化显微镜系统可

以实现三维空间内近千个神经元网络集群的成像,并

图11 用于自由活体小鼠脑成像的微型化双光子显微镜系统。(a)微型化双光子显微镜探头的外观(指尖及小鼠佩戴)[89];
(b)GCaMP6f表达小鼠神经元胞体的成像结果[89];(c)大视场三维微型化双光子显微镜探头的外观(小鼠佩戴)[90];

    (d)
 

GCaMP6s表达小鼠神经元三维成像结果[90]

Fig 
 

11 Miniature
 

two-photon
 

microscopy
 

for
 

brain
 

imaging
 

in
 

freely
 

behaving
 

mice 
 

 a 
 

Appearance
 

of
 

miniature
 

two-photon
 

microscopy
 

probe
 

on
 

a
 

fingertip
 

and
 

mounted
 

to
 

mouse
 

head 89  
 

 b 
 

image
 

of
 

neuronal
 

somata
 

in
 

GCaMP6f-expressing
 

mouse 89  
 

 c 
 

appearance
 

of
 

enlarged
 

field-of-view 
 

three-dimensional
 

miniature
 

two-photon
 

microscopy
 

probe
 

mounted
  

  to
 

mouse
 

head 90  
 

 d 
 

three-dimensional
 

image
 

of
 

neurons
 

in
 

GCaMP6s-expressing
 

mouse 90 
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可对同一视野内的神经元进行长达一个月的成像观测

记录。
压电陶瓷扫描式双光子内窥镜系统近年来被

研究人员拓展到了自由活体动物脑成像的应用研

究中。2021年,美国约翰斯·霍普金斯大学 Li课

题组[91]报道了压电陶瓷扫描式双光子内窥镜系统

应用于自由活体小鼠脑成像的研究进展,探头外观

如图12(a)所示。光电换向器使内窥探头具有主动

旋转跟踪和补偿能力。该系统能够同时稳定记录

自由行为小鼠运动皮层中50多个神经元的钙离子

动态变化,GCaMP6m表达小鼠神经元树突的成像

结果如图12(b)~(d)所示。2022年,该课题组提出

了基于深度学习及欠采样策略的提高成像速度的方

法,该方法可使双光子内窥镜系统以26
 

frame/s的视

频级帧率成像,同时保持了较高的信噪比和成像分

辨率[92]。

图12 压电陶瓷扫描式双光子显微镜探头及成像结果[91]。(a)探头外观(小鼠佩戴);(b)~(d)GCaMP6m表达小鼠树突成像结果

Fig 
 

12 Probe
 

and
 

imaging
 

of
 

PZT-scanning
 

two-photon
 

microscopy 91  
 

 a 
 

Appearance
 

of
 

probe
 

attached
 

to
 

the
 

head
 

of
 

a
 

freely
   behaving

 

mouse 
 

 b -- d 
 

images
 

of
 

GCaMP6m-expressing
 

mouse
 

dendritic
 

spines

5 结束语

作为亚细胞尺度的光学活检技术,双光子内窥成

像技术可以实现生物组织在体原位实时结构成像及功

能成像,具有重要的科学研究价值以及广阔的临床应

用前景。本文首先介绍了双光子成像的基本原理以及

双光子内窥显微镜系统的基本结构,概述了双光子内

窥镜的分类,指出了压电陶瓷扫描式双光子内窥成像

技术是目前主流的研究方案;随后,重点阐述了近年来

压电陶瓷扫描式双光子内窥镜系统核心器件技术的突

破性进展。在此基础上,本文介绍了该领域近年来颇

具代表性的扫描式双光子内窥镜系统的研究进展,总
结了其在组织器官结构、功能成像以及自由活体运动

动物脑成像方面的应用。
关于双光子内窥成像技术的未来发展,有以下建

议:1)进一步提升核心器件的性能,提升压电陶瓷扫描

式双光子内窥镜系统的成像指标及成像通量。随着光

通信用低传输损耗光纤制造技术、先进微纳加工及集

成技术、增强现实/虚拟现实(AR/VR)光显示技术等

新技术的发展,双包层光纤、微型显微物镜以及具有高

谐振频率可精密控制的压电陶瓷扫描器得到快速发

展。研究人员一方面可围绕双光子内窥成像技术高分

辨、大视场、快速实时成像的研究目标,设计高数值孔

径微型显微物镜等核心器件,以提升成像分辨率,另一

方面可研制高谐振频率压电陶瓷扫描器,以提升成像

帧率。以上技术会进一步提升压电陶瓷扫描式双光子

内窥成像技术的成像质量并拓展其应用范围。2)开展

基于 MEMS扫描振镜的双光子内窥镜系统的研究。
随着面向自动驾驶用激光雷达技术的普及,高谐振频

率、大扫描范围MEMS扫描技术得到飞速发展。基于

高速谐振超小型 MEMS技术的内窥镜系统有望为双

光子内窥成像技术拓展新的技术方向。3)开展一次性

内窥镜技术研究。针对传统复用内窥镜结构复杂、很
难彻底清洗和消毒、因交叉感染风险导致的使用不安

全等问题,围绕核心器件的加工工艺突破及批量化生

产开展研究,推动双光子内窥集成探头走向低成本、耗
材化。4)探索以双光子成像技术为主的多模态成像技

术。结合三光子[93-94]、相干拉曼散射[95]、共聚焦[96-97]、
光学相干断层扫描[98-99]等光学成像技术,实现多模

态、跨尺度、高时空分辨率融合的内窥成像。
可以预见,压电陶瓷扫描式双光子内窥成像技术

作为双光子成像技术的重要研究方向之一,在未来重

大应用需求牵引和医工交叉深度融合创新下,有望为

生命科学研究和临床医学应用开启光学活检成像应用

的新范式。
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Abstract
Significance The

 

incidence
 

and
 

mortality
 

rates
 

of
 

digestive
 

tract
 

cancers
 

are
 

rising
 

quickly
 

globally 
 

greatly
 

endangering
 

human
 

life
 

and
 

health 
 

Most
 

digestive
 

tract
 

tumors
 

come
 

from
 

precancerous
 

lesions 
 

and
 

the
 

development
 

of
 

early
 

cancer
 

detection
 

and
 

diagnosis
 

technology
 

is
 

crucial
 

to
 

improving
 

people􀆶s
 

health 
 

To
 

date 
 

histopathological
 

examination
 

is
 

still
 

the
 

􀆵gold
 

standard 
 

for
 

the
 

clinical
 

diagnosis
 

of
 

cancer 
 

but
 

this
 

method
 

has
 

limitations 
 

such
 

as
 

time-
consuming

 

and
 

in
 

vitro
 

detection 
 

Additionally 
 

while
 

biopsy
 

sampling
 

can
 

examine
 

the
 

pathological
 

characteristics
 

of
 

the
 

suspected
 

lesion
 

area
 

at
 

the
 

cellular
 

scale 
 

it
 

cannot
 

achieve
 

full
 

coverage
 

of
 

the
 

suspected
 

lesion
 

area 
 

so
 

there
 

is
 

a
 

certain
 

risk
 

of
 

missed
 

detection
 

and
 

false
 

detection 
 

Therefore 
 

there
 

is
 

an
 

urgent
 

need
 

to
 

develop
 

real-time 
 

in
 

vivo 
 

in
 

situ
 

histological
 

diagnostic
 

techniques
 

at
 

the
 

cellular
 

scale
 

to
 

achieve
 

early
 

diagnosis
 

of
 

GI
 

 gastrointestinal 
 

cancers 
Two-photon

 

endomicroscopy
 

is
 

a
 

new
 

type
 

of
 

endomicroscopic
 

imaging
 

technology
 

based
 

on
 

the
 

principle
 

of
 

two-
photon

 

excitation 
 

with
 

the
 

technical
 

advantages
 

of
 

optical-sectioning
 

capability 
 

deep
 

penetration 
 

low
 

phototoxicity 
 

and
 

label-free
 

imaging 
 

This
 

technique
 

can
 

realize
 

structural
 

imaging
 

and
 

functional
 

imaging 
 

which
 

has
 

great
 

potential
 

for
 

applications
 

in
 

life
 

science
 

and
 

clinical
 

medicine 
 

Piezoelectric
 

ceramic
 

scanning
 

two-photon
 

endomicroscopy
 

is
 

the
 

current
 

preferred
 

solution
 

for
 

two-photon
 

endomicroscopy
 

imaging
 

technology 
 

In
 

recent
 

years 
 

this
 

technique
 

has
 

achieved
 

technological
 

breakthroughs
 

and
 

new
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applications 
 

This
 

paper
 

summarizes
 

piezoelectric
 

ceramic
 

scanning
 

two-photon
 

endomicroscopic
 

imaging
 

technology
 

and
 

the
 

research
 

progress
 

and
 

introduces
 

its
 

application
 

in
 

the
 

field
 

of
 

biomedical
 

imaging 

Process Section
 

2
 

introduces
 

three
 

typical
 

two-photon
 

endomicroscopy
 

systems 
 

fiber
 

bundle
 

proximal
 

scanning
 

scheme 
 

MEMS
 

distal
 

scanning
 

scheme 
 

and
 

piezoelectric
 

ceramic-driven
 

fiber
 

distal
 

scanning
 

scheme
 

 Fig 
 

1  
 

Subsequently 
 

the
 

system
 

structure
 

and
 

breakthroughs
 

in
 

core
 

device
 

technology
 

of
 

piezoelectric
 

ceramic
 

scanning
 

two-photon
 

endomicroscopy
 

in
 

recent
 

years
 

are
 

summarized
 

 Fig 
 

2  
 

It
 

mainly
 

includes
 

low-dispersion
 

low-loss
 

transmission
 

double-
cladding

 

fiber 
 

high-imaging
 

resolution
 

miniature
 

objective 
 

and
 

high
 

resonant
 

frequency
 

piezoelectric
 

ceramic
 

fiber
 

scanner 
 

On
 

this
 

basis 
 

we
 

introduce
 

in
 

Section
 

3
 

the
 

recent
 

research
 

progress
 

of
 

the
 

representative
 

piezoelectric
 

ceramic
 

scanning
 

two-photon
 

endomicroscopy
 

in
 

this
 

field 
 

In
 

the
 

abroad
 

research
 

progress 
 

the
 

works
 

from
 

the
 

following
 

research
 

groups
 

are
 

summarized 
 

including
 

Chris
 

Xu􀆶s
 

group
 

from
 

Cornell
 

University
 

 Fig 
 

3  
 

Frédéric
 

Louradour􀆶s
 

group
 

from
 

Université
 

de
 

Limoges
 

 Fig 
 

4  
 

Xingde
 

Li􀆶s
 

group
 

from
 

Johns
 

Hopkins
 

University
 

 Fig 
 

5  
 

Ki-Hun
 

Jeong􀆶s
 

group
 

from
 

the
 

KAIST
 

 Fig 
 

6  
 

and
 

a
 

joint
 

team
 

of
 

Bernhard
 

Messerschmidt􀆶s
 

and
 

Juergen
 

Popp􀆶s
 

groups
 

from
 

the
 

GRINTECH
 

and
 

the
 

Leibniz
 

Institute
 

of
 

Photonic
 

Technology 
 

respectively
 

 Fig 
 

7  
 

In
 

the
 

domestic
 

research
 

progress 
 

the
 

work
 

from
 

the
 

following
 

research
 

groups
 

is
 

summarized 
 

including
 

Ling
 

Fu􀆶s
 

group
 

from
 

the
 

Huazhong
 

University
 

of
 

Science
 

and
 

Technology
 

 Fig 
 

8  
 

and
 

a
 

joint
 

team
 

of
 

Lishuang
 

Feng􀆶s
 

and
 

Aimin
 

Wang􀆶s
 

groups
 

from
 

the
 

Beihang
 

University
 

and
 

the
 

Peking
 

University 
 

respectively
 

 Fig 
 

9  
 

It
 

can
 

be
 

concluded
 

that
 

the
 

capability
 

of
 

this
 

technology
 

for
 

in
 

situ 
 

real-
time 

 

noninvasive 
 

and
 

high-resolution
 

structural
 

and
 

functional
 

imaging
 

of
 

biological
 

tissues
 

and
 

organs
 

has
 

been
 

fully
 

verified 
 

A
 

part
 

of
 

the
 

research
 

units
 

continues
 

to
 

focus
 

on
 

the
 

research
 

of
 

a
 

two-photon
 

endomicroscopy
 

integrated
 

probe 
 

The
 

capability
 

of
 

the
 

piezoelectric
 

ceramic
 

scanning
 

two-photon
 

endomicroscopy
 

technology
 

can
 

be
 

improved
 

further
 

by
 

optimizing
 

the
 

core
 

device
 

and
 

introducing
 

new
 

principles
 

and
 

methods 
 

parts
 

of
 

the
 

research
 

units
 

have
 

conducted
 

the
 

development
 

of
 

a
 

miniaturized
 

endomicroscopy
 

system
 

to
 

meet
 

the
 

clinical
 

biosafety
 

and
 

compatibility
 

requirements
 

and
 

develop
 

its
 

application
 

in
 

the
 

biomedical
 

imaging
 

field 
 

In
 

Section
 

4 
 

we
 

summarize
 

two-photon
 

endomicroscopy
 

applications
 

in
 

structural
 

and
 

functional
 

imaging
 

of
 

tissues
 

and
 

brain
 

imaging
 

of
 

freely-moving
 

animals 
 

The
 

following
 

research
 

groups􀆶
 

work 
 

including
 

Xingde
 

Li􀆶s
 

group
 

from
 

the
 

Johns
 

Hopkins
 

University
 

 Fig 
 

10
 

 a -- i 
 

and
 

Fig 
 

12  
 

a
 

joint
 

team
 

of
 

Liwei
 

Liu
 

and
 

Junle
 

Qu􀆶s
 

group
 

from
 

Shenzhen
 

University
 

 Fig 
 

10
 

 j -- r   
 

and
 

Heping
 

Cheng􀆶s
 

group
 

from
 

the
 

Peking
 

University
 

 Fig 
 

11  
 

is
 

summarized 

Conclusions
 

and
 

Prospects As
 

a
 

subcellular-scale
 

optical
 

biopsy
 

technology 
 

two-photon
 

endomicroscopy
 

can
 

achieve
 

real-time
 

structural
 

and
 

functional
 

imaging
 

of
 

biological
 

tissues
 

in
 

situ 
 

which
 

has
 

important
 

scientific
 

research
 

value
 

and
 

broad
 

clinical
 

application
 

prospects 
 

The
 

following
 

recommendations
 

are
 

considered
 

for
 

the
 

future
 

development
 

of
 

two-
photon

 

endomicroscopy 
 

1 
 

further
 

breakthroughs
 

in
 

core
 

device
 

performance
 

to
 

improve
 

the
 

imaging
 

capability
 

and
 

throughput
 

of
 

piezoelectric
 

ceramic
 

scanning
 

two-photon
 

endomicroscopy 
 

2 
 

research
 

on
 

two-photon
 

endomicroscopy
 

technology
 

based
 

on
 

MEMS
 

scanning
 

mirrors 
 

3 
 

research
 

on
 

disposable
 

endomicroscopy
 

technology 
 

4 
 

exploration
 

of
 

two-photon
 

imaging
 

technology-based
 

multimodal
 

imaging
 

technology 
 

It
 

is
 

foreseeable
 

that
 

piezoelectric
 

ceramic
 

scanning
 

two-photon
 

endoscopic
 

imaging
 

technology 
 

as
 

one
 

of
 

the
 

important
 

research
 

directions
 

of
 

two-photon
 

imaging
 

technology 
 

is
 

expected
 

to
 

open
 

a
 

new
 

paradigm
 

of
 

optical
 

biopsy
 

imaging
 

applications
 

for
 

life
 

science
 

research
 

and
 

clinical
 

medicine
 

applications 

Key
 

words medical
 

optics 
 

two-photon
 

imaging 
 

endomicroscopy 
 

double-cladding
 

fiber 
 

miniature
 

micro-objective 
 

piezoelectric
 

ceramic
 

scanner
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