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摘要　内窥镜物镜是双光子成像应用于医疗内窥成像的关键部件,物镜的成像质量和信号光收集效率对最终图像

的质量至关重要.为光纤扫描式双光子成像系统设计了一款高收集效率、大视场、结构紧凑的物镜.在该系统中,

９２０nm飞秒激光从双包层光纤纤芯部分出射,经过物镜后激发样本,激发出的４６０nm二次谐波和５１０nm荧光再

次经过物镜后被收集到光纤包层中.在此过程中,为了提高荧光的收集效率,对物镜组进行轴向色差设计,以使更

多的荧光进入光纤包层部分.利用Zemax光学设计软件进行系统优化设计,设计结果表明:物镜组在９２０nm波长

下全视场范围内的调制传递函数在７００lp/mm处大于０．２５,满足激发光的使用要求;在Zemax软件非序列模式

下,将设计的物镜和传统梯度折射率物镜的信号光收集效率进行比较,仿真结果显示,所设计的物镜的信号光收集

效率高达５４％,比传统梯度折射率物镜提高了２倍以上.
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Abstract　EndoscopicobjectivesarekeycomponentsoftwoＧphotonimagingusedinmedicalendoscopyimaging敭
Theimagingqualityandsignallightcollectionefficiencyarecrucialtothefinalimagequality敭Anobjectivelenswith
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１　引　　言

最早将双光子吸收这一非线性过程应用于显微

成像领域是Denk等[１],他们于１９９０年制造出了第

一台双光子扫描荧光显微镜.双光子荧光成像具有

很深的成像深度和较高的分辨率等优点.在成像过

程中,双光子不仅会激发出生物组织的荧光信号,还
会激发出二次谐波信号.两种信号来源于不同的组

织成分,且信号波长不同,这使得双光子荧光成像的

成像结果包含更多的信息量[２],所以双光子显微成

像技术适合应用于生物组织.Masters等[３]首先使

用双光子显微镜对人体皮肤细胞中的自体荧光进行

成像,验证了双光子荧光成像技术可以应用于人体

活细胞及组织.如果可以将台式显微镜小型化成内

窥镜的形式,就会推动双光子成像技术在术中肿瘤

检测、癌症预防等医疗领域中的应用[４].
双光子成像采用激光点扫描成像的方式[５].根

据扫描方式的不同,目前小型双光子显微镜可以分

为微机电系统 (MEMS)振镜扫描和压电陶瓷管

(PZT)驱动光纤扫描[６]两种结构.MEMS振镜扫

描结构的扫描速度快,但激发光和信号光需要分两

路传输,其较大的直径不利于封装成内窥镜的形式.

PZT光纤扫描结构中激发光和信号光共用一根双

包层空心光纤,共用光路的直筒状扫描结构使其可

以应用在内窥镜中.
由于没有成熟的商用小物镜组,因此,在小型化

双光子方案中,主要采用梯度折射率透镜作为物

镜[７].然而梯度折射率透镜存在色差较大、分辨率低

和视野范围小的缺点.较大的色差导致信号光返回

到光纤端面时,弥散斑大于光纤包层的直径,使得信

号光的收集效率较低,严重影响最终的成像质量[８].
针对以上问题,本文介绍了一款基于PZT光纤

扫描结构的高收集效率内窥镜物镜的光学系统设

计,该系统主要针对人体肠道组织进行成像.本文

内容主要包括系统参数指标的确定、物镜结构的选

取、激发光波段下的像质评价、信号光波段的收集效

率仿真和公差分析.物镜设计在激发光波段的成像

质量接近衍射极限;通过选择玻璃材料和对物镜组

进行设计,提高了信号光的收集效率.

２　PZT光纤扫描内窥镜的结构

PZT光纤扫描内窥镜的结构原理图如图１所

示[９].图１(b)中的实线为激发光,虚线为信号光.
激发光为长波长的飞秒脉冲激光,耦合入双包层光

纤,其内包层为空心带隙传导结构,便于飞秒激光的

传输.光纤固定在PZT的一端,通过给PZT两个

方向加载特定的电压信号,可以使PZT发生快速、
周期性的弯曲,带动光纤周期性抖动[１０],从而使光

纤端面扫描整个视场.激发光从双包层光纤纤芯射

出,经过物镜会聚在样本上.由于双光子激发的特

点,信号光只在焦点处产生.在本系统中,信号光通

过物镜返回到光纤端面,进入光纤的外包层后传输

到信号收集系统.信号光为低波长的连续光,无法

在光纤内包层的空心结构中传输,所以光纤端面的

有效接收区域呈环形.激发光和信号光通过同一根

光纤传输,实现点对点激发和点对点收集.收集系

统记录下视场中每一个点的灰度值,通过软件计算,
重构出完整的图像.由于激发光和信号光的波长相

差很多,收集系统通过二向色镜分光即可同时完成

激发光的耦合和信号光的收集.

３　物镜优化设计

３．１　系统参数指标

肠道组织中能产生自发荧光的物质主要为烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸(NADH)和黄素腺嘌呤二核苷

酸 (FAD).本系统对荧光物质FAD进行观测,使

图１ (a)PZT光纤扫描双光子内窥镜结构原理图;(b)信号光收集过程

Fig敭１  a StructuralschematicofPZTbasedonfiberscanningtwoＧphotonfluorescenceendoscopy 

 b signallightcollectionprocess
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用９２０nm激光作为光源进行成像设计,其对应的

信号波段分别为４６０nm的二次谐波信号和５１０nm
的荧光信号[１１].

根据双光子成像的特点可知,当激发光会聚到

样本上时,只有焦点处产生信号光,并且信号光向周

围整个４π空间角发射,所以物镜的像方数值孔径需

要尽可能大.这是因为大数值孔径物镜的衍射极限

更小,而且信号收集效率更高.数值孔径 NA 和信

号收集效率C 的关系为

NA＝nsinθ, (１)

C＝
Ωwj

Ωqj
＝
２π１－cos

θ
２

æ

è
ç

ö

ø
÷

４π
, (２)

式中:n为生物组织液的折射率;θ为物镜像方孔径角

的一半;Ωwj为物镜收集荧光的立体角;Ωqj为荧光向整

个空间辐射的立体角.光学系统为有限远显微物镜,
物镜的放大倍数M 和数值孔径的关系可以表示为

M ＝
NAw

NAx
, (３)

式中:NAw 为光纤的数值孔径;NAx 为样本方向的数

值孔径(像方数值孔径).显微物镜的衍射极限δ为

δ＝
０．６１λ
NA

, (４)

式中λ为激发光波长.
根据内窥镜的应用需求,物镜的视场应越大越

好.同时,为了提高分辨率和信号收集效率,像方数

值孔径也应越大越好.然而,像方数值孔径越大,导
致放大倍数越大,在光纤扫描范围一定的情况下,视
场越小.故物镜的视场和数值孔径之间存在制约关

系.在本系统中,光纤的扫描范围为１．２mm,输入

光纤数值孔径 NAw 为０．２.本系统中所需观察的

肠道样本的最小结构尺寸为３μm.综合考虑分辨

率、收集效率和视场范围,选取本系统像方视场为

４００μm,比目前商用梯度折射率物镜的视野范围提

高一倍[１２].像方数值孔径NAx 为０．６,物镜的衍射

极限为０．９３μm,理论收集效率为１３．６％.
因信号光通过光纤环形区域收集,同时为了提

高４６０nm 和５１０nm 信号光的收集效率,故 而

４６０nm信号光在光纤端面处的光斑直径应与光纤

包层直径相同,如图２所示.由三角关系可得,物镜

组在９２０nm和４６０nm之间的轴向色差ΔF 应控

制在３６７μm左右.

３．２　光学设计与像质评价

通过选择合适的初始结构和玻璃材料,利用

图２ 信号光轴向色差的计算示意图

Fig敭２ Schematicforcalculationofaxialchromatic
aberrationofsignallight

Zemax光学设计软件在序列模式下进行成像优化

设计,得到如图３所示的物镜结构.物镜由６片透

镜组成,从样本方向开始,第１、第２片透镜组成齐

明物镜组结构,校正大数值孔径光引入的球差;第

３、第４片为在光阑附近的双胶合透镜,可控制系

统轴向色差达到理论计算的数值;第５片透镜为

厚弯月透镜,用以校正系统的匹兹伐和[１３];最后通

过第６片双凸透镜控制物方数值孔径与光纤数值

孔径相匹配.考虑到第１片透镜与生物样本接

触,所以其需要较高的耐腐蚀性,故而采用石英材

料;第２、第３、第６片透镜为高折射率、高色散材料

HＧZF７LA;第４、第５片透镜为普通冕牌玻璃 HＧ
ZK１１.

图３ 光学系统结构图

Fig敭３ Layoutofopticalsystem

整个系统的通光直径为２．８mm,系统总长为

１５．３mm.由于内窥镜需要紧贴生物组织使用,且
观测目标区域在组织表面以下约１００~２００μm

[１４],
故物镜像方的工作距离为１５０μm,介质为生理盐

水.由于生物组织为厚样本,双光子的轴向分辨率

为５μm左右,故优化过程中在朝向物镜的像面上

引入了５μm的矢高差,以降低对光学系统场曲的

要求.为提高成像质量,边缘视场引入了７％的渐

晕.最终优化得到系统在７００lp/mm处的对比度

大于０．２５,如图４所示.系统的场曲在５μm以内,
全视场畸变在０．３％以内,如图５所示.综上可知,
成像质量符合系统指标要求.

３．３　收集效率仿真

利 用Zemax光学设计软件的非序列模式仿真
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图４ 光学传递函数曲线

Fig敭４ Curvesofopticaltransferfunction

光纤环形包层对信号光的收集效率.由于生物组织

并非完全透明,光在组织中传播时会发生一定程度

的散射,导致信号光到达光纤端面时,小部分能量溢

出理论圆形光斑区域[１５],如图６所示.
光源为４π空间角发射的点光源,总功率为

１mW.探测器置于光纤端面处,通过物镜收集到

图５ (a)场曲和(b)畸变

Fig敭５  a Fieldcurvatureand b distortion

０．１９０mW的能量,为光源总能量的１９％,其值大于

理论计算的１３．６％.这主要是因为样本存在散射,
使得一部分本不能进入光学系统的光因散射而进入

到系统,并被探测器接收.通过在探测器前添加与

光纤外包层尺寸相同的环形光孔,即可模拟包层对

信 号光的收集过程.模拟结果如图７所示,探测器

图６ (a)生物样本的散射;(b)信号光在光纤端面上的强度分布

Fig敭６  a Scatteringofbiologicalsample  b intensitydistributionofsignallightonfibertip

图７ 模拟光纤包层接收４６０nm波段信号光的(a)强度分布和(b)截面图以及接收５１０nm
波段信号光的(c)强度分布和(d)截面图

Fig敭７  a Intensitydistributionand b crosssectionprofileofreceivedsignallightwith４６０nmwaveband 

 c intensitydistributionand d crosssectionprofileofreceivedsignallightwith５１０nm
wavebandinasimulatedfibercladding
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接收４６０nm 波段信号光的二次谐波信号能量为

０．１０３mW,收集效率为５４％;接收５１０nm波段信

号光的荧光信号能量为０．１０５mW,收集效率为

５５％.
常用的梯度折射率物镜的直径为１．４mm,总长

为７．６５mm,其像方数值孔径为０．８,成像视场为

１３０μm.软件不能在非序列模式下对梯度折射率

透镜建模.为了验证收集效率提高的程度,在序列

模式下计算梯度折射率透镜的轴向色差,在非序列

模式下沿光轴方向平移探测器来等效梯度折射率透

镜引入的轴向色差,进而模拟光纤收集效率.仿真

结果如图８所示:探测器接收４６０nm波段信号光

的能量为０．０２８mW,为本课题组设计物镜收集效

率的 ２７．１％;接 收 ５１０nm 波 段 信 号 光 能 量 为

０．０４５mW,为本课题组设计物镜的４３．４％.收集效

率提高２倍以上.

图８ (a)梯度折射率物镜结构;(b)４６０nm波段信号光收集能量截面图;(c)５１０nm波段信号光收集能量截面图

Fig敭８  a Structureofgradientindexlens  b crosssectionofreceivedenergyofsignallightwith４６０nmwaveband 

 c crosssectionofreceivedenergyofsignallightwith５１０nmwaveband

４　公差分析

考虑到物镜的可加工性,设计的物镜共１１个

面,共选用了５个不同的曲率半径,并按照表１提供

的公差数据进行公差分析.其中将样本方向的像面

距离作为补偿器.以７００lp处的平均调制传递函

数(MTF)为标准,原始设计为 MTF＠７００lp＞
０．２９,公差分析显示物镜设计８０％概率以上MTF＠
７００lp＞０．２.公差分析结果表明,现有的加工和装

配水平可以满足系统的设计要求.
表１　公差数据

Table１　Tolerancedata

Item Value
Radius/fringe ±３
Thickness/mm ±０．０３

Surfacetilt/(rad􀅰s－１) ±３０
Surfacedecenter/mm ±０．００５

Elementtilt/(rad􀅰min－１) ±１０
Elementdecenter/mm ±０．０１
Surfaceirregular/fringe ±０．５
Refractiveindex ±０．０００１
Abbenumber/％ ±０．５

５　结　　论

设计了一款针对PZT光纤扫描双光子内窥镜

结构的内窥镜物镜.通过控制轴向色差,物镜的收

集效率提高２倍以上,同时保证了４００μm视场范

围内的成像质量.与梯度折射率物镜相比,物镜的

视场范围提高了３倍,但整体尺寸也增加了２倍.
为了更贴近显微内窥成像的应用需求,未来的物镜

设计可以在保证视场范围的同时进一步降低物镜的

直径.随着微型化双光子成像技术的发展,高收集

效率、高成像质量、大视场的光学系统将会得到更加

广泛的应用.
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