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摘要　双光子荧光显微成像是一种非线性光学显微技术,具有高空间分辨率、高信噪比和固有的三维层析分辨能

力等优点.传统的双光子荧光显微成像通常使用波长可调谐的１００fs超短脉冲激光器作为激光光源.目前,人们

对双光子荧光显微成像方法进行了深入研究,改进光源及探测方法是常用的手段.介绍和总结了多色双光子荧光

显微成像技术的近期研究进展及其在生物医学中的应用.首先介绍了传统飞秒激光器及光学参量振荡器在多色

成像中的应用,然后对光纤超连续谱在多色显微成像中的应用进行了分析,最后简要说明了增强自相位调制效应

产生连续光谱以及选择性激发实现多色成像的工作.多色双光子成像技术不仅可以同时获取含有多种荧光团的

待测样品的高对比度双光子荧光图像,而且具有系统结构简单、操作简便等优点,这使得其在生物医学和材料科学

等领域具有广阔的应用前景,并且为生物医学诊断与研究提供了一种有效的工具和平台.
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１　引　　言
双光子荧光显微成像是２０世纪９０年代发展起来的基于双光子荧光激发原理而形成的光学显微技术.

虽然早在２０世纪３０年代双光子荧光激发原理就由美国物理学家 MariaGöppertＧMayer提出,但是直到２０
世纪６０年代因为激光的出现才被实验所证实.最终随着飞秒量级的激光器的出现和普及,１９９０年美国康

奈尔大学的Denk小组在实验上首次实现了双光子荧光显微成像[１].与传统的荧光显微成像方法相比,双
光子激发只发生在焦点附近极小的区域,减少了对焦点外样品的光漂白和光损伤,而且使用近红外波段的激

发光受到生物组织散射的影响小,能够达到更大的成像深度,因此在双光子荧光显微技术中,不需要使用共

聚焦针孔即可获得高分辨率的深层三维层析图像.此外,生物样品的荧光发射峰一般在４００~６００nm,可以

简单地通过滤光片的方法消除近红外激发光对荧光的干扰,而且使用近红外波段的激发光对于生物组织来

说有很好的穿透性.双光子荧光显微成像技术由于具有细胞损伤低、成像深度高以及可实现长时间活体三

维扫描成像等特点,因此在神经信号传导、生物代谢过程和药物研究等领域获得广泛应用.

２　双光子荧光显微成像
２．１　双光子荧光成像原理

多光子激发的原理和传统的单光子激发原理不同,可以直观地用Jablonski能级图(图１)表示:在单光

子激发过程中,基态荧光分子在激光的照射下吸收一个高能光子使分子从基态跃迁到激发态,经过短暂的振

动弛豫过程到达亚稳态,然后从亚稳态返回基态并发射出较长波长的荧光光子;而在多光子激发过程中,分
子在强光激励下,荧光分子同时吸收多个光子(双光子激发即吸收两个光子)实现基态到激发态的跃迁,随后

经过同样的振动弛豫后,从亚稳态返回基态并发射出一个波长大于激发光波长１/n(双光子激发即激发波长

的二分之一)的光子,其中n＝２,３,４,.

图１ 单光子、双光子和多光子激发的Jablonski能级图

Fig敭１ JablonskienergyleveldiagramexcitedbyoneＧ twoＧ andmultiＧphoton

双光子激发荧光是一个非线性过程,其激发光子能量大约为单光子激发光子能量的一半,并且两个光子

的能量必须同时被荧光分子吸收.双光子荧光激发效率不仅与分子本身的特性(即双光子吸收截面)有关,
还与激发光的特性有关.通常来说,为了使信号强度足够高,需要使用高数值孔径的物镜来实现激发光在空

间上的高度聚焦,而高度的时间聚焦则需要超短脉冲激光器来实现.

２．２　双光子荧光显微成像的特点

１９９０年,美国康奈尔大学的Denk等[１]将双光子荧光激发和共聚焦激光扫描显微镜相结合,得到了双光

子激光扫描显微镜,打开了活体生物高分辨率光学显微成像研究的大门.与传统的单光子共焦显微镜相比,
双光子荧光显微镜的优点为:穿透深度更深、具有天然层析能力、光毒性光漂白性低.

单光子荧光激发过程只需吸收一个光子,是一个线性吸收过程.而双光子荧光激发需要同时吸收两个

光子,其跃迁概率跟激光功率成平方关系,所以双光子吸收是一个非线性过程:只有在高光子密度的情况下

才会发生显著的双光子吸收过程.正是由于双光子荧光激发是一个非线性过程,相比于线性过程的单光子

荧光激发具有如下特点:１)双光子激发是用近红外激光激发,比单光子激发波长要长,而在生物组织中,长
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波长的光比短波长的光受散射影响要小,从而容易穿透样品,能达到更大的成像深度.２)单光子激发过程

一般是用可见光波段激发,它的高光子能量会损伤活体细胞,而双光子激发利用近红外波段波长激发,长波

激发能够显著降低光损伤和光毒性,并且在近红外波段组织对光的内源性吸收较少,是探测活体组织成像的

理想光学窗口.故双光子激发能在不损伤活体组织的情况下进行深层的光学探测.３)由于单光子激发过

程是线性激发,所以在焦平面附近都会产生荧光,导致成像时会有较高的背景荧光,从而影响成像质量;而双

光子由于是非线性过程,在高光子密度的限制下,只在焦点附近产生荧光,因此双光子荧光显微成像具备高

的时间和空间分辨率、固有的三维层析能力和低的焦点外漂白,这些特性使其有利于对活体组织长时成像.
现在,双光子荧光显微成像已经广泛应用于生物代谢过程、药物研究及神经信号传导等领域,如活体细胞的

动态生命过程和脑神经活动的监测.其中多色双光子荧光显微成像以其独特的优势,已经成为活体组织细

胞动态生命过程研究中最为重要的工具之一.

２．３　多色双光子荧光成像

在双光子荧光显微成像中,使用具有不同发射光谱的染料或者荧光蛋白标记不同的细胞或者蛋白质,通
过探测对应荧光团的光谱信息,从而在图像中将不同的细胞或蛋白质区分开来.为了对不同标记荧光团进

行多色成像,需要同时激发这些荧光团,以便快速区分并实时动态监测这些荧光标记物.单光子荧光成像

中,不同种类的荧光团的激发光谱比较窄,通常需要多个波长进行激发,这就使得单光子荧光的多色成像难

以实现;但许多常见荧光团的双光子激发范围相对于单光子激发要宽得多,用单一的飞秒激光脉冲可以实现

不同荧光团的双光子激发[２Ｇ３].但是在实际的多色双光子成像中,使用单一波长的激光作为光源具有局限

性:首先多色荧光物质的最佳激发波长通常不相同,单一波长激发会导致双光子激发效率低下,为了获得足

够的荧光信号强度将不得不提升激光功率,这将导致严重的光毒性和光漂白,从而引发对生物组织的损伤;
另外,不同染料、荧光蛋白以及生物组织内的自发荧光都可能存在严重的光谱串扰,成像过程中的光谱重叠

会严重影响不同荧光物质区分,导致难以实现细胞和蛋白质的动态监测.
为了解决多色双光子荧光显微成像中存在的困难与挑战,人们对双光子荧光显微成像方法进行了深入

研究,改进光源及探测方法是常用的手段.目前,已经有文献报道使用包含多种波长的激光光源(如两台飞

秒激光器或者一台飞秒激光器和一台光学参量振荡器)用以同时实现不同荧光染料或者荧光蛋白的最优激

发.另外,部分商业的双光子荧光显微成像系统也已经开始使用双飞秒激光器.但是这种多色成像的方法

需要额外增加极其昂贵的飞秒激光器作为激发光源,并且导致成像系统的光路变得复杂,同时降低了系统的

稳定性.
超连续谱是指超短激光脉冲经过高非线性介质时,由于非线性效应和色散效应的共同作用而使输出光

谱展宽的一种物理现象,超连续谱具有光谱覆盖范围宽、峰值功率高等特点.近年来,具备超宽光谱的超连

续谱使得同时激发多种荧光团成为可能.具体实现方法是将超短激光脉冲耦合进光子晶体光纤产生光谱覆

盖范围达到数百纳米的超连续谱激光脉冲作为双光子荧光显微成像的激发光源,激发不同的荧光蛋白及染

料,实现多色双光子荧光成像.诸多文献研究证实,大部分的荧光物质的双光子荧光最优激发波长都位于近

红外波段.因此产生具有高度相干的近红外波段连续光谱实现多色双光子荧光成像是当前研究活体蛋白质

结构和功能的一个重要需求.

３　多色双光子技术的进展
对生物组织进行双光子荧光显微成像时所使用的荧光可以分为两种:自发荧光与外源荧光.自发荧光

指生物组织本身所含有的荧光团,如生物体中的分子烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NADH)、黄素腺嘌呤二核苷

酸(FAD)及色氨酸可以被双光子激发产生荧光.NADH 最佳激发双光子波长为７５０nm,发射光谱位于

４６０nm左右,生物组织内新陈代谢率高的区域因为含有高浓度的NADH,故所得荧光信号强度比较高,因此

NADH的荧光可用来监测组织中的氧化还原态.色氨酸的单光子激发波长在２５０~３００nm,双光子激发波

长位于５００~６００nm[４].色氨酸在生物组织内的分布密度差异不大,通过以色氨酸荧光作为参考,NADH
与色氨酸信号强度对比可以作为细胞代谢的强度指标,从而有助于区分正常细胞与癌细胞[５].另外双光子

显微技术 也 可 以 用 来 观 测 细 胞 外 间 质,其 自 发 荧 光 的 主 要 来 源 为 胶 原 蛋 白(荧 光 发 射 光 谱 位 于
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３５０~４００nm)与弹性蛋白(荧光发射光谱位于３４０~３７０nm).
尽管生物组织内含有自发荧光物质,但是由于自发荧光的吸收截面普遍较低且含量有限,为了更好地利

用双光子荧光显微成像观测生物组织,引入外源荧光包括荧光染料或者荧光蛋白是必要的.外源荧光的主

要挑战通常是如何均匀并且不破坏活体组织中的细胞活性而进行荧光标记.荧光蛋白技术是荧光标记方面

的重要研究内容之一,荧光蛋白可被编译在目标细胞的脱氧核糖核酸(DNA)中由细胞表达出来,这使得其

对生物无毒性.通过双光子荧光显微成像,探测荧光来追踪特定蛋白质,可以获得细胞的动态活动过程.基

于荧光蛋白的分子探针和标记方法已成为活细胞或活体内动态成像研究生物大分子或细胞功能的重要工

具,目前已经研究出了多种荧光蛋白并广泛应用于生物学的众多研究领域[６Ｇ１２].

３．１　单一波长光源实现双光子荧光显微成像

从 Maker等首次报道激光二极管抽运的钛蓝宝石(Ti∶Sapphire)激光器到１９９１年第一台自锁模激光器

问世以来,高平均功率全固态可调谐钛蓝宝石激光器由于其峰值功率高、调谐范围宽、脉冲宽度短、寿命长、
工作可靠等优点而广泛应用于非线性光学、激光光谱学、激光医疗等领域.钛蓝宝石激光器的调谐波长一般

在近红外波段,脉冲宽度小于１００fs,是多光子成像技术的理想光源.再结合倍频技术、光参量振荡与放大

技术,能够将输出波长范围拓宽到紫外至红外.若使用单光子激发,则不同颜色的荧光分子通常无法共享单

一激发光,这是因为单光子吸收谱较窄.而荧光分子的双光子吸收谱都较单光子吸收谱要宽,光谱重叠度很

高,单一波长就能够同时激发多色标记荧光物质实现多色成像.而且使用多种颜色的荧光分子可在光谱及

空间上提高影像的识别度.多色荧光探测的常用方法是利用滤光片将荧光信号分开,然后用光电倍增管

(PMT)探测不同波段的信号.传统上是使用转动的滤光片将不同色光分开,较高价位的选择也有可调式液

晶滤片、可调式声光滤片.
双光子荧光显微成像作为商业工具广泛应用于神经[１３Ｇ１５]、癌症[１６Ｇ１８]、疾病检测[１９Ｇ２０]以及免疫[２１Ｇ２２]研究

当中.由于很多荧光物质的双光子吸收光谱较宽,单一波长就能够同时激发一些多色标记荧光物质实现相

互作用的检测,如实时监测双色标记的T细胞和B细胞的形态和运行规律[２３]、使用双色荧光蛋白示踪细胞

有丝分裂过程、活体皮肤成像研究细胞行为[２４]、关节软骨的胶原纤维[２５]、利用自发荧光研究生物的脂肪组

织[２６]、三维重构眼睛结构以研究房水流出系统[２７]等方面.甚至实现了活体狨猴脑部的长时程多色成像,以
观测神经活动[２８].

实际上由于多色荧光物质的双光子最优激发波长不同,而当前大部分商用的双光子荧光显微成像都使

用标准的 １００fs钛 蓝 宝 石 激 光 器 作 为 激 发 光 源 (其 光 谱 带 宽 为 ５~１０nm,波 长 可 调 范 围 约 为

７００~１０００nm),无法同时有效激发多色荧光团,只能调节激发波长以实现平衡激发[２９Ｇ３０].例如,上述文献

中为了实现对羧基荧光素二乙酸琥珀酰亚胺酯(CFSE)和４Ｇ氯甲基罗丹明(CMTMR)双色标记的T细胞和

B细胞同时监测,波长不得不从CFSE的最优激发波长７２０nm移动到８２０nm.虽然实现了同时监测,但是

这样会使多色荧光标记物都不是最优激发的.尤其是当荧光团本身双光子吸收截面较小时,不得不增加功

率来获得可观测的荧光信号,但是影响了蛋白质的生物活性.如何改进现有飞秒激光器的双光子激发效率,
以提升双光子荧光成像系统的信号水平,从而使双光子成像技术更加高效地用于生物医学研究,是当前双光

子荧光显微技术研究的重要方向.

３．２　多波长光源实现多色双光子荧光显微成像

在双光子荧光成像中,由于各种荧光团具有不同的激发波长,对于同时含有多种荧光团或未知成分的待

测样品,为获得各种荧光团的荧光信号,往往需要依次改变激发光波长以获得最优激发效率.通过调节标准

飞秒激光器的波长可以实现最优激发对应荧光团,但是调节波长会导致光路中的物理移动,从而在生物成像

中引入误差;另一方面,激光器波长调节需要十数秒,无法进行快速切换以满足多色成像的动态监测,这使得

利用调谐激光器改变激发波长以激励不同的荧光团在实际应用中是不可取的.
为了实现多色荧光团的最优激发,最简单最直接的方法就是使用包含不同频率成分的光源,分别对应于

特定的荧光团的最优激发波长,这样既可以实现多色荧光团的最优激发,又能保证荧光信号水平.一个简单

的思路是使用两个甚至更多的飞秒激光器产生多波长光源[３１Ｇ３４].根据实际的多色成像的需求,光参量振荡

器也可以作为扩展激发光的光谱波段的光源.通过利用钛蓝宝石振荡器作为抽运源,光参量振荡器可以输
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出１２００nm以上的红外波段范围内连续调谐的超短脉冲激光(与抽运光的波长相关),这是传统钛蓝宝石振

荡器(通常为７００~１０００nm)所远远达不到的光谱波段[３５Ｇ３７].１００fs激光器的抽运脉冲激光与光参量振荡

器的输出脉冲激光相结合,能够获得更宽的激发范围,激发更多种类的荧光团,从而实现多色双光子成像.

图２ (a)双光子荧光显微成像装置;(b)倍频晶体产生的二次谐波信号,分别对应于三种不同的双光子吸收过程;
(c)三通道分别探测CFP、YFP、tdTomato标记的人源胚胎肾(HEK)细胞;(d)不同荧光蛋白的信号随脉冲序列的时延变化;

(e)不同空间重叠的聚焦钛蓝宝石激光器和光学参量振荡光束产生的图像[４１]

Fig敭２  a TwoＧphotonfluorescencemicroscopicimagingdevice  b secondharmonicsignalgeneratedbyfrequencyＧdoubling
crystal correspondingtothreedifferenttwoＧphotonabsorptionprocesses  c threeＧchannelfluorescenceimagingofhuman
embryonickidney HEK cellsforCFP YFPandtdTomato  d measured２PEFsignalswithdifferentdelaysbetweenthe

pulsetrains  e imagesofthefocusedTi∶SandOPObeamswithdifferentspatialoverlaps ４１ 

Herz等[３３]利用一个钛蓝宝石激光器(波长调谐范围为７００~１０００nm,脉冲宽度为１００fs,重复率为

８０MHz)和一个光参量振荡器组成双光源系统,激光器的出射波长为８５０nm或９２０nm时,光参量振荡器

产生的波长为１１１０nm或１１７０nm,能够实现有效激发的多色双光子荧光成像.Entenberg等[３８]使用两个

钛蓝宝石激光器,一个作为荧光吸收波长在７５０~９５０nm范围荧光团的激发光;另一个激光器和光参量振

荡器组成一个新的激励源,产生荧光吸收波长在９５０~１０４０nm和１１００~１６００nm范围荧光团的激发光,产
生的激光 光 源 对 青 色 荧 光 蛋 白(CFP)、增 强 型 绿 色 荧 光 蛋 白(EGFP)和 标 记 型 红 色 荧 光 蛋 白６５７
(TagRFP６５７)标记的小鼠的乳腺癌肿瘤细胞实现多色成像.Li等[４,３９]和Yamanaka等[４０]利用光学参量振

荡倍频的技术获得了６００nm波段的超短飞秒脉冲,实现了可见光波段的双光子激发,与传统的１００fs激光

器结合,用于研究活体自发荧光,通过对NADH、FAD及色氨酸的双光子荧光成像,实现了多色皮肤癌症炎

症检测、肥大细胞脱颗粒效应的机理研究等,这对于早期疾病诊断及病理学研究有着重要的意义.Mahou
等[４１]利用相干控制的方式实现了多色双光子荧光显微成像,图２(a)为利用钛蓝宝石激光器及光学参量振荡

产生脉冲序列导入显微镜进行双光子荧光显微成像,前向探测二次谐波及三次谐波信号,后向探测双光子信

号.图２中τ为时延,SHG表示二次谐波产生,SFG表示和频产生,THG表示三次谐波产生,２PEF表示双

光子激励荧光,OPO表示光学参量振荡,Ti∶S表示钛蓝宝石激光器,YPF表示黄色荧光蛋白,tdTomato表

示番茄红荧光蛋白,１P表示单光子,２P表示双光子.由于钛蓝宝石激光器及其抽运的光学参量振荡所产生

的脉冲可以保持相干性,所以两束不同波长的脉冲不仅可以分别激发对应的荧光团,也可以在时域重合时实
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现混合双光子激发.利用这一性质,混合双光子激发实现了不同荧光团的三色激发.
另一种多波长光源是subＧ２０fs超短脉冲激光器[４２Ｇ４６].subＧ２０fs超短脉冲激光器可以产生传统的

１００fs激光器所不具有的宽带光谱,其光谱宽度可达１００~２００nm,覆盖多种荧光蛋白或荧光染料的激发谱,
从而实现同时激发多种荧光.subＧ２０fs超短脉冲激光器的宽带光谱可以避免多激光器共线导致的光路复

杂和不稳定性.Brenner等[４２]和Pillai等[４６]使用空间光调制器控制超短脉冲激光脉冲的频域相位,结合线

性解谱的方式实现了选择性激发多色双光子荧光显微成像,实现了利用双探测通道区分三种不同荧光蛋白

标记的细胞.虽然可以同时激发多种荧光团,但是这种光源的中心波长不能调谐,且其钟形的光谱形状不利

于激发波长位于光谱边缘的荧光物质,从而限制了其在多色成像中的应用.

３．３　连续光谱实现多色双光子荧光显微成像

相比于传统的光源,基于光纤的超连续谱有多种显著的优点使其更适合应用于生物医学光子学中.第

一,超连续谱中同时包含多种波长成分,这一性质在生物医学光子学应用中非常重要(尤其是成像),它使得

连续谱和单波长激光器有着一样的空间性质,可以在成像中聚焦达到衍射极限;第二,通过改变光子晶体光

纤和抽运光的参数,可以控制超连续光谱的能量分布、光谱宽度等参数,特别是能获得普通激光器不能产生

的波长成分;第三,光纤超连续谱可以与基于光纤的器件兼容,这意味着超连续谱有望实现光学成像装置的

全光纤化,从而使得装置小型化、便携化,这将大大促进光学成像的发展,扩展其应用范围[４７Ｇ４８].
早期的超连续谱是利用激光在普通的单模光纤的正常色散区传输产生的,这是因为局限于当时激光器

和光纤的发展水平.尽管当时的超连续谱脉冲可以被压缩至６fs,但是复杂的激光光源系统导致了超连续

谱不能被广泛应用.随着光子晶体光纤飞速发展,研究者们开始利用具有零色散点的光子晶体光纤来产生

超连续谱.这主要是因为光子晶体光纤的参数可以控制零色散点的位置,利用孤子效应可以容易地获得光

谱范围极大的超连续谱.但是,孤子效应发生于光纤反常色散区,这种机制获得的超连续谱对于抽运激光器

的噪声和抖动非常敏感,外界微小的扰动会导致光谱结构的巨大变化,同时造成连续光谱相干性的下降,使
得其时域宽度无法被压缩,导致这类连续光谱脉冲并不适合用于多光子成像.研究者们通过改变光子晶体

光纤的参数来获得更高平坦性、相干性、稳定性的超连续谱,使其可以被用于显微成像.
近年来,超短脉冲激光器和光子晶体光纤的进一步发展促进了超连续谱在不同领域中的应用,其中高非线

性光子晶体光纤以其可控的色散特性和高非线性而成为产生超连续谱的理想介质,而基于光子晶体光纤的超

连续谱及其在生物医学光子学中的应用研究更是备受关注[４７].目前,超连续谱作为激发光源,已经在多色双光

子荧光显微成像上有了相当广泛的应用[４９Ｇ５４].２０１２年,Liu等[５５]利用１０６０nm激光抽运全正常色散光子晶体

光纤(ANDiＧPCF)产生９００~１１６０nm的连续光谱,截取超连续谱的部分波长进行脉冲压缩后被应用于多色成

像中,实现了不同荧光蛋白标记细胞及猪皮肤的双光子荧光显微成像.２００９年Li等[５]和Teh等[５６]利用光子

晶体光纤产生了６００~７００nm的连续光谱,并对色氨酸、NADH进行了研究,该技术提供了一个独特的方法来

研究细胞内的细胞代谢活性和蛋白质的表达,用于进行非侵袭性癌变的诊断.２０１２年 Wang等[５７]使用

１５５０nm光纤激光器耦合进大模场面积光子晶体光纤,如图３所示.由于孤子自平移(SSFS)效应产生中心波长

分别为１７２８nm和１９００nm的连续谱,再利用偏硼酸钡晶体(BBO)和硼酸铋晶体(BiBO)的特性分别产生７７５,

８６４,９５０nm的二次谐波,产生的二次谐波与红色荧光蛋白(RFP)、CFP、YFP的荧光团的双光子吸收峰匹配,从
而实现有效激发.

另一种适用于超连续谱产生的是契伦科夫辐射效应,这种非线性效应产生的脉冲又被称为契伦科夫波

或者色散波[５８].高阶孤子在光纤的反常色散区传输时,在高阶色散和非线性作用的微扰下会产生色散波.
有研究者[５９Ｇ６０]已经成功地利用契伦科夫辐射产生了适用于非线性光学成像的超短脉冲激光,并对小鼠进行

了血管的双光子成像以及二次谐波成像,如图４所示.色散波是连续谱产生的一个重要物理机制,其波长通

常位于短波长,极大地增加了超连续谱的光谱展宽.另外,虽然双光子激发的漂白速率在可见光波段有所增

加,但是它可以获得极强的荧光信号,这使得双光子成像过程中使用较低的激发功率从而有益于活体

成像[６１Ｇ６３].
特种光纤及超短脉冲激光光源技术的飞速发展促进了超连续谱技术的逐步完善,使其在生物医学成像

方面的应用领域不断扩大.结合了超连续谱技术的双光子荧光成像技术有望解决多色成像过程中荧光信号
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图３ (a)利用大模场面积光子晶体光纤产生的连续光谱;

(b)~(e)CFP、YFP、RFP标记细胞的双光子荧光显微成像及其合成图(视场大小为３４３μm×３４３μm)
[５７]

Fig敭３  a ContinuousspectrumgenerationbyusingalargeＧmodeＧareaphotoniccrystalfiber  b Ｇ e twoＧphoton

fluorescenceimagesofCFP YFP RFPlabeledcellsandtheirmergedimage sizeoffieldsofviewis３４３μm×３４３μm  ５７ 

图４ (a)不同深度的鼠脑血管双光子荧光成像;(b)重构获得的鼠脑血管３D图像;

(c)大鼠尾腱的二次谐波成像(图像大小:５０μm×５０μm)
[５９]

Fig敭４  a TwoＧphotonfluorescenceimagesofbloodvesselsinmousebrainswithdifferentdepths  b reconstructed
bloodvesselofthemousebrainin３Dspace  c secondharmonicgeneration

imageofmousetailtendon imagesize ５０μm×５０μm  ５９ 

串扰的问题;１００fs的钛蓝宝石脉冲激光通过光子晶体光纤产生的连续光谱能够覆盖大多数荧光蛋白及染

料的激发光谱,进一步扩大多色双光子成像的应用范围.光纤连续光谱对于多色双光子荧光显微成像技术

有着重要的意义,尤其是在活体多色成像以及免疫和疾病研究的应用方面有着更为广泛的前景.

３．４　光谱成像

随着细胞生物学、分子生物学、临床病理学等学科的发展,人们对分析检测不再是满足一般的定性定量

要求,而是提出了“综合形态分析”的要求,即要求在具体区域的定性定量要求,但这是传统的成像技术无法

达到的.而结合了光谱技术和图像分析技术的光谱成像技术能够解决定位定性和定量问题,而且光谱成像

技术可以消除光谱重叠的干扰,同时标记多个生物分子,对生物体内的新陈代谢过程、信号传导过程等能够

进行实时监测.
光谱成像技术是基于成像学和光谱学发展起来的一门技术[６４Ｇ６５],与普通成像技术的最大区别就是能够

获得每张图像每个像素点的高分辨率的光谱.结合双光子荧光激发技术,通过色散元件分光,再结合CCD
相机等设备,光谱成像能够获得包含高分辨率光谱信息的双光子图像,其中常见的分光方式有光栅分光、棱
镜分光、声光可调谐分光、芯片镀膜分光等.Akbari等[６６]利用超光谱成像研究裸鼠的前列腺肿瘤,根据得到

的光谱信息能够区别正常组织和肿瘤.Elliott等[６７]利用图像映射光谱仪(IMS)对胰腺βＧ细胞进行实时超

光谱荧光成像,相对于超光谱共聚焦显微技术能够探测到较低的信号强度,提高时间分辨率.Kiyotoki
等[６８]利用超光谱成像技术对胃癌进行研究,通过癌变组织和正常组织的反射光谱的差异判断癌变组织,该
技术有望应用于医学诊断.Mori等[６９]利用超光谱相机在 Wistar鼠脑中获得光谱数据,能够监测大脑皮层

里的氧含量,可以用于手术中氧含量的可视化监测.He等[７０]利用非线性光学成像方法研究无标记老鼠视

网膜细胞的生物化学信息.Yamanaka等[４０]和Palero等[７１]利用非线性光谱成像显微技术监测小鼠角质细

胞在缺血状态下与蛋白质结合的NADH和自由NADH的变化情况.生物组织的自发荧光限制了荧光染

料在体内成像的应用,而多光谱双光子荧光显微成像技术可以有效地解决这个问题.相比于传统成像技术
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如核磁共振成像、计算机体层摄影、正电子发射体层摄影等,多光谱成像技术具有高灵敏度和高精确度,并可

同时进行多色标记等,在临床上用于疾病的诊断方面具有广阔的应用前景.

４　基于光纤连续光谱与相位控制实现多色显微成像
４．１　７００~９００nm光纤连续光谱的产生及压缩

Liang等[４９,７２]通过实验验证了将抽运波长设置于光子晶体光纤的低色散区域,能够增强自相位调制效

应,从而产生具有更宽光谱的线性可压缩连续光谱.实验中使用了零色散点为８３０nm的高非线性光子晶

体光纤,因此通过调谐１００fs激光器的波长至８１０nm,使得抽运激光脉冲的波长接近光子晶体光纤的零色

散点,从而保证激光脉冲在光纤的低色散区域传输,尽可能降低色散对脉冲峰值功率的削减作用.
图５分别演示了飞秒激光脉冲在光纤传输过程中的时域与频域演化过程,其中,图５(c)的插图分别表

示在不同的光子晶体光纤长度(L)的情况下,脉冲在光纤中的演化情况.脉冲开始传输时,由于光纤色散比

较低,以自相位调制为主导的非线性作用,脉冲光谱会不断展宽.当脉冲光谱展宽到一定程度时,部分光谱

进入正常色散区域,由于峰值功率的下降导致光谱展宽效应减弱;另一方面,部分光谱进入反常色散区域,由
于反常色散和自相位调制效应互相作用,产生孤子效应.由于其他非线性效应及外界的扰动,产生孤子分裂

及自频移效应.从图５可以观察到,当脉冲传输距离达到２５mm时,脉冲光谱出现了色散波和孤子分裂效

应,在短波和长波分别产生了双峰结构和迅速展宽的现象[４９].
光纤中的正色散和负色散都会限制脉冲在光子晶体光纤传输过程中的自相位调制效应:正常色散会使

得脉冲在时域上展宽导致峰值功率降低,反常色散会导致孤子分裂的产生从而影响到获得的连续光谱的相

干性与稳定性.研究发现,只有当脉冲抽运在靠近光子晶体光纤零色散点时,光谱可以被最大限度地展宽,
从而获得光谱带宽大于２００nm的线性可压缩宽带连续光谱,如图５所示.这主要归因于抽运脉冲经历较

低的色散可以延迟孤子分裂过程,并在较长的光纤中增强自相位调制主导的光谱展宽.

图５ 波长为８１０nm、脉冲宽度为９４fs、平均功率为２１５mW的脉冲在高非线性光子晶体光纤NLＧPMＧ８３０中的演化过程.
(a)脉冲在时域上演化过程;(b)脉冲在频域上的演化过程;(c)超连续谱的光谱宽度、脉冲宽度和

超连续谱的能量百分比与光纤长度的关系

Fig敭５ Evolutionofthepulsewithwavelengthof８１０nm pulsewidthof９４fsandaveragepowerof２１５mW
inhighlynonlinearphotonicscrystalfiberNLＧPMＧ８３０敭 a Pulseevolutionattimedomain  b pulseevolutionatfrequency
domain  c relationshipbetweenspectralbandwidth pulsedurationandenergyfractionofsupercontinuumandfiberlength

本课题组通过搭建连续光谱产生装置,实验验证了基于分步傅里叶算法的理论计算.根据理论计算,将

８１０nm脉冲抽运在１４mm 长的高非线性光子晶体光纤(NLＧPMＧ８３０)中产生了超连续光谱,其光谱范围涵

盖７００~９００nm,这与理论预测完全一致.通过光栅对压缩后,脉冲被压缩至５７fs.尽管连续谱脉冲没有

被完全压缩到傅里叶变换极限,但是５７fs的时域宽度已经远低于初始的连续谱脉冲宽度和１００fs的抽运光

脉冲宽度.本课题组使用未压缩连续光谱和压缩后的连续光谱脉冲,分别对４′,６Ｇ二脒基Ｇ２Ｇ苯基吲哚

(DAPI)、德克萨斯红ＧX鬼笔环肽(TexasRedＧXphalloidin)和BODIPYFL型山羊抗小鼠免疫球蛋白
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(BODIPYFLgoatantiＧmouseIgG)三色标记的牛肺动脉内皮(BPAE)细胞进行多色双光子荧光显微成

像,结果如图６所示,其中激发功率为７０mW.压缩后的连续光谱脉冲能够同时且有效地激发上述三种不

同荧光染料,这是单一波长的激光器所不能实现的.另一方面,相对于未压缩的连续光谱,压缩后的超连续

谱脉冲使得荧光信号增强了大概２０倍,如图６(c)所示.本课题组的实验表明了超连续光谱不仅可以作为

激光源应用于多色双光子荧光显微成像,并且与传统的１００fs激光器相比具有独特的优势和巨大的潜力.

图６ 使用(a)未压缩和(b)压缩连续光谱对BPAE细胞进行多色双光子荧光成像;(c)未压缩的连续光谱

与压缩后的超连续谱脉冲所激发的荧光信号强度

Fig敭６ MulticolortwoＧphotonfluorescenceimagingofBPAEcellsbyusing a uncompressedand b compressedcontinuous
spectrum  c fluorescencesignalintensityexcitedbyuncompressedcontinuousspectrumandcompressedsupercontinuumpulse

４．２　基于相位控制实现选择性激发多色成像

图７ 施加不同正弦相位的连续光谱脉冲的二次谐波的理论值与实验值.
(a)φ０＝０;(b)φ０＝１rad;(c)φ０＝２rad;(d)φ０＝３rad

Fig敭７ TheoreticalandexperimentalcurvesofSHGofthecontinuousspectrumpulsebyapplying
differentsinusoidalphases敭 a φ０＝０  b φ０＝１rad  c φ０＝２rad  d φ０＝３rad

以连续光谱作为光源,本课题组结合超连续谱产生与脉冲整形技术,开展多色双光子荧光显微成像方法

研究,主要包括以下两个方面:１)利用４f 脉冲整形系统矫正连续光谱脉冲的相位畸变.通过相位畸变的矫

正,连续光谱脉冲可以被压缩从而获得脉冲宽度在１０fs以下的变换极限脉冲,这将极大地增强双光子荧光

信号强度和成像深度,降低生物成像过程中的光毒性和光漂白效应.２)双光子激发荧光强度与荧光分子的

双光子吸收界面和二次谐波能量成正比,而二次谐波的能量与其频域相位有着本质的联系.通过控制激发

光脉冲的相位就可以控制脉冲内的相干过程.改变特定激发波长波段的荧光团的双光子激发效率,可以实
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现多色双光子荧光成像中的选择性激发.通过相位控制宽带连续光谱,有望解决长期困扰多色双光子荧光

成像中的自发荧光引起成像对比度下降以及多色荧光团之间的光谱串扰问题,实现深层组织内多种细胞群

体的迁移和相互作用的可视化.
本课题组搭建了用于实现选择性激发的多色双光子荧光显微成像系统,通过快速测量和补偿飞秒脉冲

相位畸变实现脉冲压缩,然后使用相位型空间光调制器对宽带连续光谱施加指定的正弦函数相位,从而实现

了选择性激发.首先通过多光子脉冲间干涉相位扫描(MIIPS)方法对高非线性光子晶体光纤产生的宽带连

续光谱进行相位畸变补偿[７３],在补偿的基础上,通过空间光调制器对连续谱加入正弦相位:Φsin(γω＋φ０),
其中调制深度Φ＝２,ω 为光谱频率,γ＝２０,通过改变φ０ 的值即可实现选择性激发.加入了正弦相位后的脉

冲被一个物镜聚焦到一片薄倍频晶体用于产生二次谐波.输出的二次谐波通过透镜聚焦后被光谱仪(型号:

HR２０００,OceanOptics公司)探测.施加与未施加正弦相位的连续光谱脉冲的二次谐波的理论值与实验值

如图７所示,红色和绿色曲线分别为压缩脉冲的二次谐波的实验实测值和理论值,可以看到其形状基本相

符,即证明了连续光谱已经被很好地压缩至接近傅里叶变换极限.通过空间光调制器对连续谱脉冲加入正

弦相位进行调制,可以观察到其对应的二次谐波(青色)随φ０ 的改变而改变,且与理论值(蓝色)相符,即实现

了选择性激发.
为更精确地实现多色成像,同时区分不同的荧光团,需要提高选择性的对比度,即在激发波长附近的二

次谐波最大化,同时降低其他波长的二次谐波强度.正弦相位的优势在于参数调整简便,但是其缺陷是过高

的背景强度.在这里,本课题组利用二值化相位来实现选择性激发.已有文献[４２,７４Ｇ７５]证实相比于正弦相位

而言,二值化相位能够将选择性激发的对比度提高数倍.图８(a)为二次谐波的产生,其中黑色曲线是变换

极限脉冲产生的二次谐波(TLＧSHG),红色和蓝色曲线分别是施加不同二值化相位产生的二次谐波;图８
(b)为小鼠腹股沟淋巴结的双光子荧光显微成像.RFP标记的淋巴细胞注入EGFP转基因小鼠.EGFP的

最佳激发波长为８８０nm,而RFP的最佳激发波长为７００nm.用变换极限脉冲进行成像时,EGFP和RFP
荧光同时被激发.通过相位整形可以分别对RFP和EGFP进行激发,从而实现选择性激发多色双光子荧光

显微成像.

图８ (a)改变二值化相位产生长波激发脉冲与短波激发脉冲,对应的二次谐波光谱中心波长为３８０nm与４４０nm;
(b)利用施加二值化相位的超连续光谱对RFP和EGFP标记的细胞进行选择性激发双光子荧光成像

Fig敭８  a Generatingshortwavelengthpulseandlongwavelengthpulsebychangingbinaryphase 
correspondingSHGcentralwavelengthsare３８０nmand４４０nm  b selectiveexcitationtwoＧphotonfluorescence

imagingofRFPandEGFPlabeledcellsbyapplyingbinaryphaseinsupercontinuum

５　总结与展望
当传统的光学显微镜不能满足人们的研究需要时,非线性光学显微镜以其独特的成像优势走上历史舞

台.近年来随着荧光标记技术的出现,多种新型超短脉冲激光器的发展让双光子显微技术实现对活体细胞

与蛋白质的观察和监测成为可能.生物医学光子学基础研究的发展,特别是其与多色双光子荧光显微成像

技术的结合,将产生许多基于光学的新的生物学研究技术与方法.结合了多种荧光探针、激光光源和显微成
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像技术各自优势的技术方法目前已经展现出了原有成像方法所没有的一些功能.过去的１０年内,多色双光

子荧光显微成像技术已经取得了长足的进步,一系列显著的技术革新已经让人们看到了多色成像技术在生

物医学光子学中应用的光明前景.相信新型激光光源的产生以及探测手段的进步,将有望使多色成像技术

在生物医学成像领域取得更大的成就.
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