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激光与光电子学进展
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基于光纤的双光子激光扫描荧光微内窥镜的新进展

汪　洁１
，２
　林　峰２

（１ 广东技术师范学院电子与信息学院，广东 广州５１０６６５；２南洋理工大学计算机工程学院，新加坡６３９７８９）

摘要　由于高选择性、高穿透性和高分辨率，双光子显微术已经成为一种很好的非侵入式检测方法。基于光纤的

双光子微内窥镜在对清醒行为动物的脑成像并达到细胞水平分辨率，对内部器官和活体动物光学实时成像的应用

研究中具极大潜力。对建立微型双光子荧光内窥镜的技术方法进行了综述，对基于单模、多模、光子晶体光纤等方

法传输激发光和荧光信号进行了分析，着重介绍了不同扫描方式和系统设计，并对检测方法的研究进展和应用前

景进行了探讨。
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１　引　　言

双光子显微术是一种高分辨率，对深度散射样品光化学成像的有力工具［１］，可以获得更大的穿透深度。

尽管如此，对于全脑及全身来说，光学显微成像仍停留在表层技术。一个难点是，标准的显微镜体积庞大，很

难或不可能到达深度缠绕器官的内部。另外，组织的振动，如心跳、呼吸、肌肉收缩等会造成运动伪影，尤其

是需要分辨的结构在微米尺度时，成像的稳定性非常重要。随着新型光纤和微制造技术的发展，光纤非线性

显微镜和内窥镜的研究也正迅速发展，基于小型光纤、微创技术并配合直径为３５０～１０００μｍ的渐变折射率

（ＧＲＩＮ）微透镜的双光子荧光微内窥镜已经被用于动物活体细胞水平的深度脑结构成像，能对清醒行为的

老鼠大脑表面皮层以下成像。双光子微内窥镜与普通双光子显微镜都具有固有的光学部分和穿透几百微米

组织的特性，不同的是双光子微内窥镜用一个微创的内窥镜探头插入深层组织，可对更深层的组织成像。光

纤的超小尺寸与良好的机械和光学性能增加了成像系统的灵活性并减小了系统的尺寸，使光学成像技术在

内部器官和活体动物中的应用成为可能。基于光纤的双光子光学成像系统可以分成３种类型：１）便携式内

窥镜，适合于对自由行为动物成像；２）刚性内窥镜，允许对组织深层或者在微创条件下成像；３）柔性内窥镜，
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可以深入器官内部成像。它们为早期癌症和微创外科手术的模式转变提供了光学显微镜工具。

在双光子荧光成像仪器的小型化方面已有很多研究，目前难点是有效激发光传输、光束扫描、双光子荧

光信号收集和小型探头的制造。具体来说要解决以下难题：１）近红外波段超短脉冲激光的传输和非线性光

信号的收集。光纤的色散和自相位调制等非线性效应会导致脉冲宽度和光谱的展宽，降低激发效率；光纤的

低数值孔径和小芯径限制了可见光信号的高效收集、系统的信噪比和成像深度。２）扫描机制，扫描器件应该

具有毫米量级的尺寸，并能实现快速扫描和高图像分辨率来实时监测生物过程。３）系统设计，系统设计是微

内窥镜研究的关键，直接决定了系统的灵活性、功能和应用范围。目前，美国斯坦福大学Ｂ．Ａ．Ｆｌｕｓｂｅｒｇ

等［２～２３］对基于光纤的双光子微内窥镜进行了研究。

２　光纤及光纤耦合器

２．１　光　　纤

在光纤成像系统中，使用合适的光纤类型是内窥镜设计的关键。单模光纤能传输高质量的激光束并改

善成像系统的层析能力，是最普遍使用的一种类型。但是，由于超快脉冲通过单模光纤通信时由于群速度色

散、自相锁模和自陡效应带来了光谱展宽，导致非线性激发和穿透深度极大降低。另一方面，低的数值孔径

和小芯径也使单模光纤对成像系统的光学像差十分敏感，而且，小芯径就好象是共焦针孔一样，阻碍了生物

组织中焦平面以外的多次杂散光，结果导致成像所需光子不足。光纤有相对大的数值孔径和芯径，能较好地

收集信号。不足的是，多模光纤的多空间模式不能在近衍射限处聚焦产生有效的高分辨率的非线性激发。

光子晶体光纤（ＰＣＦ）能克服常规光纤的局限，它利用光子晶体的物理机制传导光，打破了常规光纤的全

反射原理限制。ＰＣＦ可以分成高指数芯径光纤和光子带隙光纤（ＰＢＦ）两类。在高折射率光纤中，二维的光

子晶体的有效折射率比芯径材料低，能被用来作为光纤包层。因此，在外包硅 空气的光子晶体包层的固体

硅芯径中能以改进全反射模式传导。或者，由于光子晶体带隙支持传播模式，空芯ＰＢＦ可在外包光子带隙

材料包层的真空中传播。ＰＣＦ能通过设计光纤中二维光子晶体的结构实现普通光纤不能具备的功能，彻底

改变了光纤传输光束的方式。

图１ 双包层光纤横截面结构

Ｆｉｇ．１ Ｃｒｏｓｓｓｅｃｔｉｏｎａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｄｏｕｂｌｅｃｌａｄｆｉｂｅｒ

　　Ｍ．Ｔ．Ｍｙａｉｎｇ等
［２４］采用商用双包层光纤（ＤＣＦ）传

输激发光与收集荧光，双包层光纤由中心的单模纤芯和

内外两层覆层组成，如图１所示，纤芯和内包层的直径分

别为３．６μｍ和９０μｍ，数值孔径分别为０．１９和０．２３。

当用同一根光纤激发纤芯和收集荧光（通过纤芯和内包

层）时，使用双包层光纤能增强荧光的收集，这主要是由

双包层的特性，光能在内包层区域全反射的结果。它的

收集区域是常规单模光纤的４００倍，内包层的数值孔径

也是常规单模光纤的２倍。大的收集区域和大的数值孔

径也使收集效率对渐变折射透镜（ＧＲＩＮ）物镜的色差像

差的敏感度降低。激发光通过纤芯传输，而荧光通过纤

芯和内包层收集。

不同种类的光纤和光纤耦合器在双光子微内窥镜中都有应用。Ｆ．Ｈｅｌｍｃｈｅｎ等
［２５］建立了一种小型头

戴式双光子光纤显微镜装置，能对清醒的、自由活动的老鼠脑部稳定成像。激发光用单模光纤传导，用光纤

头部的振动扫描机制成像，首次对麻醉鼠大脑皮层进行成像，获得了血液中加荧光标记的脉管和用钙标记的

２／３锥体神经元图像。对毛细管血液流动和树突状钙瞬变能通过线扫描测量，具有较高的分辨率。整个系

统如图２所示。红外脉冲激光由钛 蓝宝石激光器发出，经过一对衍射光栅色散补偿后耦合入单模光纤。显

微镜设计，由灵活的激光元件联接显微镜，可固定在小鼠头部。除了光纤，包括电线等都是驱动扫描、控制聚

焦和为光电倍增管（ＰＭＴ）提供支持和输出电压的必要部分。从光纤头部出来的光通过一微型电机带动下

移动的水浸物镜校准和聚焦，光纤头部的偏转范围用来扫描，ＰＭＴ探测荧光。小型扫描器和ＰＭＴ可作物

镜支架，也可设计成为两个可分离的单元。整个装置安装在一金属盘上，置于在老鼠的颅窗之上。整个显微
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图２ 双光子光纤显微镜装置

Ｆｉｇ．２ Ｔｗｏｐｈｏｔｏｎｆｉｂｅｒｓｃｏｐｅｓｅｔｕｐ

透镜长７．５ｃｍ、重２５ｇ，可以常规地戴在小鼠头部。

Ｂ．Ａ．Ｆｌｕｓｂｅｒｇ等
［２６］利用柔性的光子带隙光纤近无失真地传输了超快激发光脉冲，因为光克尔效应在

空气纤芯中可忽略，所以这种光纤传输超快光脉冲时几乎没有自相调制（ＳＰＭ）影响。他们建立的这种结构

小巧的双光子荧光微内窥镜，采用复合ＧＲＩＮ内窥镜探头和直流电机远程调节成像平面，成像头盔包括光

纤扫描器和两个调焦机构，重量仅３．９ｇ，并能达到微米量级分辨率，可对活鼠脑内海马血管进行可视化。

Ｗ．Ｇｂｅｌ等
［２１］利用空心光子晶体光纤传输范围在８００ｎｍ左右的超短脉冲激光，脉冲能量达４．６ｎＪ，

无需用预啁啾单元，１７０ｆｓ脉冲能在８１２ｎｍ基本不失真近零色散地传输。由于有空气导航脉冲，依赖于光

强度的非线性效应很小，３５０ｍＷ平均输出功率仅有１５％的脉冲展宽发生。它非常适合于要求单模传输高

能量超短脉冲激光到光纤输出面的小型双光子显微镜。

２．２　光纤耦合器

Ｄ．Ｂｉｒｄ等
［１２，２７］首次将单模光纤耦合器引入双光子荧光显微成像，证明了三端口的单模光纤耦合器能

传输近红外波段的超短脉冲激发光并收集荧光。Ｄ．Ｂｉｒｄ等研制的这种基于单模光纤耦合器、微棱镜和

ＧＲＩＮ柱形透镜的双光子荧光微内窥镜，能对内部结构直径约３．０ｍｍ样品横截面成像，具有光学选择性，

轴向分辨率为３．２ｍｍ。使用单模光纤耦合器能将纵向分辨率提高３０％，且使系统更紧凑并具有自准直的

特性。仪器信号水平可以通过给微棱镜表面加二色涂层得到提高。

Ｌ．Ｆｕ等
［１３］报道了利用双包层光子晶体光纤耦合器，１×２型双包层光子晶体光纤耦合器用熔锥法制作

而成，具有１．１ｄＢ的低损耗，整个可见光和近红外波长范围分束比为９７∶３。对于激光能量分束特性，耦合

器的双包层特征促进了近红外的单模光束从可见多模光束中分离，这正是理想的非线性光学显微成像。制

作双包层光子晶体光纤的难点在于要通过双包层区域，分别在纤芯和内包层区域保持单模及多模导航而完

成模式耦合。耦合器的核心单模直径为２０μｍ，内包层直径为１６５μｍ，空气孔和绕核空气孔间距比为０．２６，

在近红外区提供单模传输；环状空气孔用来限制波长８００ｎｍ时数值孔径为０．６的内包层中光的多模传输。

结合ＧＲＩＮ透镜，用这种耦合器来建立双光子荧光微型显微镜，获得了高分辨率的三维双光子和二次谐波

图像。

３　扫描方式

常规的扫描方式如振镜、摇摆旋转多边形镜和光声扫描仪都不能小型化。为研究快速生物过程，如血液

流动和神经细胞活动等，应用于光纤双光子微内窥镜的扫描方法有［２８］：机械偏转或光纤悬臂振动［２５，２９］、微机

电系统（ＭＥＭＳ）微镜、共焦光纤束扫描（牺牲了一定的空间分辨率和灵敏度）。这些结构的显著优点是可以

把体积减小到厘米甚至毫米量级并且还具有可调、快速线扫描率达到约１ｋＨｚ。归纳起来，这几种扫描机制

如图３所示
［９］：（ａ）近端扫描，级联振镜扫描激发光通过光纤束尾端；（ｂ）近端线扫描，一圆柱形透镜聚焦激发

光与一条线扫描通过一个方向的光纤束端面；（ｃ）近端空间光调制扫描，它能依次照明像素而无需扫描光束；

（ｄ）远端二维镜扫描，压电驱动倾斜镜或者在二个角度方向驱动微型 ＭＥＭＳ镜；（ｅ）远端光纤头扫描，传输激
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图３ 扫描机制

Ｆｉｇ．３ Ｓｃａｎｎｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

发光的光纤头部由激励器带动下机械谐振；（ｆ）远端光纤

物镜扫描，光纤和物镜同时固定在一悬臂由激励器带动

机械谐振。

３．１　光纤悬臂

Ｍ．Ｔ．Ｍｙａｉｎｇ等
［２４］报道了一种小型、柔性光纤扫

描双光子荧光成像内窥镜，采用管状压电激励器完成二

维扫描，双包层光纤传输激发光和收集双光子荧光信号，

已经成功地对荧光珠和癌细胞进行了实时成像。光纤悬

臂粘在激励器顶端，管状压电激励器外表面分成４部分

形成两对驱动电极（±狓和±狔），这种自由悬臂探头长度

约为８．２ｍｍ，扫描频率范围为１３２３～１３３０Ｈｚ，常规最大

扫描直径为１２０～２２０μｍ，最大峰 峰驱动电压为７５Ｖ，整

个扫描微透镜直径约为２．４ｍｍ。Ｒ．ＬｅＨａｒｚｉｃ等
［３０］报道了一种利用空心光子晶体二极管晶体光纤，它用

单模传输激发光多模收集信号。系统的双光子荧光响应的轴向和横向分辨率分别为５．８μｍ和０．６μｍ。得

到了７９０～８４０ｎｍ不同波长的荧光检测信号，所获图像的最大视场范围为４２０μｍ×４２０μｍ。且采用雪崩

光电二极管，它的探测效率比用光电倍增管高，系统具有细胞分辨率，对活体成像和诊断极具潜力。光纤由

光纤夹头置于三维纳米位移平台，通过优化光纤中的耦合光，激发光脉冲通过ＰＣＦ导入超小的光纤显微镜

头。经由ＰＣＦ光纤的激光耦合入定制的ＧＲＩＮ镜，它带有１ｍｍ高的ＮＩＲ９０°反射棱镜和１．３ｍｍ的二色分

束镜。设计ＧＲＩＮ物镜最大水浸数值孔径为０．６５，工作距离１７０μｍ。空气中的工作距离小于９５μｍ。可见

光范围内的荧光发射光子耦合入多模聚酰亚胺光纤，硅纤芯和包层直径分别为６００μｍ和６６０μｍ。经过２

ｍｍ×２ｍｍＢＧ３９发射滤光片确保没有透射或反射激光后，用雪崩二极管代替ＰＭＴ探测光子信号。

３．２　微机电系统

由于 ＭＥＭＳ器件体积小、功耗低、微光束操作能力优异、有利于建造“芯片显微镜”，为克服常规双光子

荧光内窥镜对体积的限制，科研工作者们研究了基于 ＭＥＭＳ的扫描器，它能在０．５～３ｍｍ尺度的单片

ＭＥＭＳ上完成二维扫描。Ｗ．Ｐｉｙａｗａｔｔａｎａｍｅｔｈａ等
［４］在单晶硅片上制作的扫描微镜，由垂直方向的静电激

励器二维驱动，光学偏转角范围为０～１６°。轴向最快频率为３．５２ｋＨｚ，飞秒脉冲光经过光栅对和显微物镜

后被耦合到双包层光子晶体光纤，光纤中出射的光经过 ＭＥＭＳ扫描镜后被ＧＲＩＮ 透镜聚焦到样品上，非线

性光信号则通过 ＭＥＭＳ扫描镜后被光纤收集到探测器。

这种 ＭＥＭＳ是在３．２ｍｍ×３．０ｍｍ金属模片上制作７５０μｍ×７５０μｍ的扫描微镜、６块垂直具万向节

设计的梳形微镜激励驱动器。内外扭转弹簧大小分别为２５９μｍ×６μｍ和４１６μｍ×８μｍ。其中６块梳状

激励器，２块绕内轴快速驱动，４个绕外轴慢速驱动。每一块固定和可活动的梳齿互相交错为一个方向提供

静电扭矩。垂直静电梳状激励器比平行板相应装置提供更强大的动力和转角范围。扫描器可在双重硅绝缘

片上批量制作，所有的单晶硅片上层厚度为３０μｍ，底层厚度为３０μｍ，中间层厚度为５３１μｍ。微镜为可移

动梳齿和内部扭转弹簧位于上层。外框为外部扭转弹簧并固定梳齿制作在两层之间。如果梳齿厚度有明显

提高，静电力矩会使微镜增加转角而转动。制作过程分４个深度离子蚀刻反应步骤，前３步是由环状转换掩

模依次从上到下层自动对准梳齿，最后一步是去除镜子后的感光底层，释放万向节旋转。

ＭＥＭＳ系统的限制在于，扫描器的很多反射光线产生的衍射，如果聚焦光束扫描样品，最大可分辨焦斑

数值犖 就被整个扫描角比例范围限制。尽管 ＭＥＭＳ器件制作工艺复杂，需要昂贵的设备，但它能集成微器

件，在构建小型显微镜中有巨大的优势。

３．３　光纤束扫描机制

典型的光纤束扫描双光子显微镜［２０］，以３００００根芯径组成的熔融相干光纤束和渐变折射率物镜为主要

部件，由标准的双光子激光扫描显微镜系统聚焦激发光，在光纤束表面扫描，激发光依次耦合入每根纤芯，荧

光信号也由这些光纤束探测。

由钛 蓝宝石飞秒激光器发出的初始脉冲宽度为１００ｆｓ的脉冲激光，先反复通过衍射光栅对，由一标准
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的双光子激光扫描显微镜耦合进１．４ｍ长的光纤束，ＧＲＩＮ物镜联接光纤束的正面末端，从光纤芯形成的发

散光束由成像ＧＲＩＮ校准并由ＧＲＩＮ物镜重聚焦，通过光纤束和耦合镜由ＰＭＴ探测荧光信号。通过相干

光学成像导航的双光子激发，允许相干传输并保持空间关系的光学成像，主要优点在于这种光纤束的扫描机

构能设置于光纤入口，可用灵活超小的显微镜探头实现对生物组织深层成像。它能容易地分辨微米量级的

荧光珠和花粉粒，也能对活体鼠脑部荧光标记的血管成像。

４　系统设计

系统设计是微内窥镜的关键之一，它直接影响到微内窥镜的功能和应用，新一代成像仪器将基于微制造

组件，采用光纤结合ＧＲＩＮ透镜的结构使双光子激光扫描显微镜结构更小巧紧凑，满足应用需求。

最近报道的一种便携式双光子光纤微内窥镜系统［５］，大小仅与一角硬币（美元）相当，如图４所示。它使

用ＧＲＩＮ透镜和光子带隙光纤，适用于对自由运动的小鼠脑成像，快速线扫描采集频率为３．５Ｈｚ，达到微米

图４ 微内窥镜照片

Ｆｉｇ．４ Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆｍｉｃｒｏｅｎｄｏｓｃｏｐｅ

量级的分辨率。ＭＥＭＳ扫描镜能使光在两个角度方向

偏转，超快光脉冲激光先由准直仪准直，由空心光子带隙

光纤传输，可以消除超快脉冲畸变。微镜偏转以光栅模

式扫描，通过二色微棱镜进入ＧＲＩＮ微透镜，在物镜焦点

处对样品平面聚焦，产生荧光返回ＧＲＩＮ微透镜，系统的

激发和收集数值孔径分别为０．４６和０．６１，微透镜的工

作距离为４００μｍ。对样品的输出功率可以达６０ｍＷ。

当慢轴在直流模式（５Ｈｚ）下被驱动时，快轴也由共振被

驱动。所成像为４０２ｐｉｘｅｌ×１６２ｐｉｘｅｌ，每秒５帧，双面快

轴获得。最大视场为８０μｍ×２０μｍ，成像没有帧平均。

Ｃ．Ｊ．Ｅｎｇｅｌｂｒｅｃｈｔ等
［２８］报道了一种小型超轻的双

光子光纤显微镜，用空心的光子晶体光纤有效传输近红外飞秒脉冲，螺旋光纤扫描器用来控制光束共振，

ＧＲＩＮ透镜激发荧光，经二色分束镜，由光电倍增管远端收集信号。所有的光学元件直径只有１ｍｍ，显微镜

头套仅重０．６ｇ，并能达到微米量级的分辨率，典型帧频为２５Ｈｚ，视场范围可达到２００μｍ。可对麻醉鼠小

脑中的浦肯野细胞树突的钙信号进行功能成像。显微镜能方便地由小鼠或大鼠随身携带，能对自由行为动

物进行功能成像。这些双光子微内窥镜系统能在很小的空间使所有元件完美组合在一起，结构精巧，都是以

先进的系统设计和微制造技术与工艺为基础。

５　总结与展望

在一些生物医学领域如光学活检、对器官内部和自由行为动物脑成像，以及功能研究包括啮齿动物脑部

和耳蜗的血液流动测量、用钙荧光标记的麻醉动物的神经元活动等，对仪器的灵敏度和稳定性要求很高，需

小体积，可灵活移动的仪器。现有的方法很难应用于清醒的动物或者达到细胞水平的分辨率，应用广泛的

ＣＣＤ成像虽然已经揭示了自由移动的活鼠的触须刺激反应的大量行为模式，但它对脑组织的穿透深度较

小，不具备选择性，空间分辨率远远低于单分子［３１］，难以满足对神经系统特性的研究需要。发展双光子荧光

内窥镜的主要障碍是用结构复杂体积庞大的光学元件传输超短脉冲激光和接收荧光信号，随着新型光纤和

微制造技术的迅猛发展，着眼于对活体三维成像的高分辨率的小型双光子光纤微内窥镜可以解决这一问题。

目前已有关于便携式、刚性和柔性的双光子光纤微内窥镜系统的报道。使用空心光子晶体光纤、双包层

光子晶体光纤可使超快光谱时域和频域的展宽大大减少，能同时传递激发光和收集荧光信号。压电激励器

和ＭＥＭＳ微镜在双光子光学成像微型扫描机制中具有很好的性能，使它能应用于深度脑组织和器官组织内

部，如胃和食道的成像。

随着微型元器件的制造和工艺飞速发展，光学显微镜越来越小型化，功能越来越强。它在发展无需外科

手术切片的实时生物研究和诊断工具方面具有巨大潜力，在光动力疗法、显微外科和早期癌症检测中可以得
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到广泛应用。双光子光纤微内窥镜将会在基础研究和临床医学领域应用，对医学诊断和微创外科手术产生

深远影响，使高分辨率的活体检测和功能检测迈入新纪元。
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