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摘要　作为一种非线性光学成像手段，多光子激发已经在生物医学影像学域发挥了重要作用。虽然更短的脉冲可

以激发更强的非线性效应，但由于高阶色散的存在，目前国际上的多光子激发成像工作一直采用大于１００ｆｓ的亚

皮秒脉冲激发。通过多光子脉冲间干涉相位扫描法，成功地将１０ｆｓ脉冲引入到多光子生物成像领域。通过补偿

高阶色散后，荧光信号得到了显著增强，探测深度明显增加，且可使多种染料同时被激发。
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１　引　　言

双光子激发过程是 Ｍ．ＧｏｐｐｅｒｔＭａｙｅｒ
［１］于

１９３１年首次提出的。其基本概念是将两个低能量

光子的能量进行叠加，实现激发一个高能光子的目

的。在 １９９０ 年，这一激发方式由美国 Ｃｏｒｎｅｌｌ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ的Ｄｅｎｋ和 Ｗｅｂｂ等
［２］在实验上实现并

引入到生物显微镜领域。一般来说，光子与光子的

相互作用表现为线性作用，即经典光学中的干涉与

衍射等。只有在光子能量密度非常高的时候，非线

性效应才能发生。在 Ｗｅｂｂ的工作中，利用了脉冲

宽度约为１００ｆｓ的飞秒激光。由于飞秒激光在时间

上高度集中，焦点处的高峰值功率密度大大增加了

双光子吸收到激发态的概率，从而能够观察到荧光。

这个非线性光学过程被称为双光子激发荧光

（ＴＰＥＦ）。同样，二次谐波产生（ＳＨＧ）信号可以从

非中心对称结构的生物样品中得到，比如细胞膜和

细胞外胶原纤维。同时，超短脉冲的低平均功率保

证了生物样品不会被因能量积分而产生光热效应等

形成损坏。从理论上讲，由于短脉冲可实现更高的

非线性激发效率，因而在应用中更加有优势。但是

事实上，在超短脉冲多光子生物医学成像中，至今大

多数实验室仍在使用超过１００ｆｓ的脉冲
［３，４］。

这一事实的原因是，在多光子成像中不可避免

地要用到高数值孔径（ＮＡ）的物镜。这些物镜通常

由多组光学透镜组成。在飞秒脉冲经过透镜后，会

形成不同程度的色散。这一色差最终导致脉冲展
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宽［５］。基于这一原因，多光子成像一直推荐使用

１００ｆｓ以上的脉冲
［６］。提出的问题是，如果能够消

除色散带来的脉冲展宽，１０ｆｓ的脉冲是否在激发双

光子信号方面具有更大优势？

在应用中，多光子成像的一个主要优势在于其

内在的光学层析性能，以及由于使用近红外激发光

带来的高穿透深度［７］和小的组织光损伤［８］。本文展

示了通过补偿各种低阶及高阶色散后，利用１２ｆｓ的

脉冲所得到的一系列特性，包括高信号激发效率和深

穿透深度。在一个老鼠肾脏的三色染色样品上实现

了对三种染料的同时高效激发，这是传统的１００ｆｓ脉

冲不能实现的。

２　双光子成像系统

激光系统和显微镜的配置示意图如图１所示。

采用带宽为１１０ｎｍ，脉冲持续时间为１２ｆｓ，重复率

为 ８６ ＭＨｚ 的 超 短 振 荡 器 作 为 激 发 光 源

（ＫＭＬａｂｓ）。在入射到脉冲整形器前对光束进行了

空间扩束。脉冲整形器的结构为一个４ｆ系统，用一

个相位调制液晶空间光调制器（ＳＬＭ，Ｐ６４０ＣＲＩ）

产生相位延迟。系统采用了一对ＳＦ１１棱镜产生负

色散，以尽量减少二阶色散（ＳＯＤ）。

双光子显微镜系统的使用是基于一个 Ｎｉｋｏｎ

ＴＥ２００倒置显微镜。经过棱镜对后，光束被分光镜

ＤＣ（７００ＤＣＳＰＸＲ，ＣｈｒｏｍａＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）反射到一

对检流计上。该检流计从一个３Ｘ望远镜系统到显

微镜物镜对光束进行扫描。这台望远镜由一个安放

在检流计旁边的犳＝１００ｍｍ扫描镜头和１个安放

在物镜旁边的犳＝３００ｍｍ的管镜头组成。管镜头

用以校准并将光束从８ｍｍ扩大到２４ｍｍ 用以充

满显微物镜的孔径。在望远镜镜头之间，安装了一

个展望镜用以提高光束的高度以到达汞灯口。

图１ ＭＩＩＰＳ补偿超短脉冲双光子荧光成像系统示意图

Ｆｉｇ．１ ＵｌｔｒａｓｈｏｒｔｌａｓｅｒｐｕｌｓｅｍｕｌｔｉｐｈｏｔｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｗｉｔｈＭＩＩＰＳｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ

　　双光子荧光信号由同样的荧光模式的激发物镜

收集并通过检流计扫描。ＤＣ将ＴＰＥＦ信号反映给

光电倍增管探测器。经过用以滤除任何余下的激光

的短波滤波器后，用配用４００μｍ光纤的光纤准直

仪来收集荧光信号。然后，光纤将荧光引导到扩增

光电倍增管（ＰＭＴ）。驱动信号由美国国家仪器公

司的ＰＣＩ６２５１数据采集（ＤＡＱ）系统为检流计提

供，该系统同时作为数模转换器，将类似ＰＭＴ信号

转化为１６位数字信号进行成像。

将一个５０μｍ的ＢＢＯ晶体（福建福晶）置于显

微镜的焦平面上，产生ＳＨＧ信号提供给 ＭＩＩＰＳ。

一个犳＝７５ｍｍ的镜头（ＥｄｍｕｎｄＯｐｔｉｃｓ）被直接置

于物镜上，用于通过光纤收集ＳＨＧ信号。用一个

分光计（ＯｃｅａｎＯｐｔｉｃｓ，ＵＳＢ４０００）获取ＳＨＧ光谱。

ＭＩＩＰＳ的测量及补偿过程如文献所描述的进

行［９～１１］。实验通过棱镜对实现 ＧＤＤ 补偿，通过

ＭＩＩＰＳ技术来获得傅里叶变换极限的脉冲。当补

偿完全时，ＭＩＩＰＳ波形的二次谐波信号随着正弦相

位调制将呈现平行线的分布。图２展示了经过高

阶相位补偿后 ＭＩＩＰＳ波形。

图２ 经过高阶色散补偿后的 ＭＩＩＰＳ轨迹

Ｆｉｇ．２ ＭＩＩＰＳｔｒａｃｅｏｆｔｈｅｕｌｔｒａｓｈｏｒｔｐｕｌｓｅａｆｔｅｒｃｈｒｏｍａｔｉｃ

ａｂｅｒｒａｔｉｏｎｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ

７４
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３　结果与讨论

３．１　双光子荧光与二次谐波信号强度与谱宽关系

飞秒激光器非常适合诱导非线性光学过程，这

是因为他们的短脉冲持续时间使得脉冲峰值功率非

常高。与单色连续光不同的是，超短脉冲具有频率

分布的特性。超短脉冲的时间与频率可由一个傅里

叶变换关系获得：

犐（狋）＝∫犈（ω）ｅｘｐ｛ｉ［ω狋＋φ（ω）］｝ｄω
２

，（１）

式中犐（狋）为脉冲时域分布，犈（ω）为频域电场强度，

φ（ω）为频域分量ω的相位。对于傅里叶变换极限

（ＴＬ）脉冲，其相位为０。对于一个中心波长为

８００ｎｍ的ＴＬ脉冲，其时空关系可表示为ΔωΔτ≈

０．４４。然而，经过厚的光学介质后，相位色散对脉冲

宽度的影响非常严重［５］。

在ＴＰＥＦ信号激发过程中，对于双光子过程

（如ＴＰＥＦ和ＳＨＧ），信号强度与脉冲持续时间成线

性反比［２］；等价于与光谱带宽Δλ成线性正比。将

激发光强控制到２ｍＷ，通过调节ＳＬＭ实现对脉冲

光谱宽度的控制，并分别利用Ｃｈｒｏｍａ的红色荧光

波片和ＢＢＯ晶体测量了不同脉冲宽度下的 ＴＰＥＦ

和ＳＨＧ信号强度。我们首先利用 ＭＩＩＰＳ装置测量

了系统的低阶与高阶色散，然后通过对脉冲施加

ＭＩＩＰＳ反相位来得到ＴＬ脉冲，以及对脉冲不加相

位补偿（ＳＬＭ相位置０）来得到ＧＤＤ补偿脉冲。可

以看到，在３０ｎｍ以下，增加谱宽可线性增加ＴＰＥＦ

和ＳＨＧ信号强度；但是在３０ｎｍ以上，这一规律对

于仅补偿ＧＤＤ色散不能重复。造成这一现象的原

因是，当脉冲宽度较大时，高阶色散的影响变得不可

忽视。利用 ＭＩＩＰＳ进行高阶色散补偿后，这一规律

得到了恢复。因此，通过 ＭＩＩＰＳ色散补偿后，利用

短脉冲可实现更高效的ＴＰＥＦ和ＳＨＧ信号激发。

图３ 不同脉冲宽度下的ＴＰＥＦ（ａ）和ＳＨＧ（ｂ）信号在 ＭＩＩＰＳ补偿和ＧＤＤ补偿情况下的比较。误差条描绘了测量过程中

的标准偏差

Ｆｉｇ．３ ＴｈｅＴＰＥＦ（ａ）ａｎｄＳＨＧ（ｂ）ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｂａｎｄｗｉｄｔｈｓ，ｅｘｃｉｔｅｄｗｉｔｈＭＩＩＰＳｃｏｍｐｅｎｓａｔｅｄｐｕｌｓｅａｎｄ

ＧＤＤｏｎｌｙｃｏｍｐｅｎｓａｔｅｄｐｕｌｓｅ．Ｔｈｅｅｒｒｏｒｂａｒｐｌｏｔｓｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

图４ 同一脉冲在 ＭＩＩＰＳ和ＧＤＤｏｎｌｙ补偿情况下，不同

深度的荧光信号

Ｆｉｇ．４ Ｔｈｅｄｅｐｔｈｒｅｓｏｌｖｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｏｒｔｈｅ

ｓａｍｅｌａｓｅｒｐｕｌｓｅａｔＭＩＩＰＳａｎｄＧＤＤｏｎｌｙｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ

３．２　穿透深度

与单光子荧光激发成像相比，双光子成像的一

个显著优点是其穿透深度很深，因此能够看到更深

层的组织。为了研究１２ｆｓ超短脉冲在 ＭＩＩＰＳ补偿

与 ＧＤＤ 补偿下的穿透深度，将激发光固定在

３ｍＷ，所用的物镜为ＮｉｋｏｎＰｌａｎ２０×，其他条件同

上。这两种情况都用了同样的棱镜对引入负色散以

补偿系统带来的二阶色散。在本实验中，我们使用

了Ｃｈｒｏｍａ的红色荧光波片作为样品，控制焦点深

度对其进行荧光强度测量。图４显示了在不同脉冲

激发下，荧光波片在不同深度的荧光强度。

３．３　多染色动物样品成像

利用一个老鼠肾脏的三色染色样品（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｐｒｏｂｅ，Ｆ２４６３０），我们研究了 ＴＬ脉冲和 ＧＤＤ补

偿脉冲对样品的激发成像。样品的染色分别为：为

了染细胞核的 ＤＡＰＩ；为了染色高尔基体（Ｇｏｌｇｉ

ｃｏｍｐｌｅｘ）的麦胚凝集素（ｗｈｅａｔｇｅｒｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ）

Ａｌｅｘａ４８８，以及为了染色纤维状肌动蛋白（Ｆａｃｔｉｎ）

８４



专刊 席　鹏等：　１０ｆｓ脉冲在多光子激发生物成像中的应用

的鬼笔环肽（ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ）Ａｌｅｘａ５６８。从图５（ａ）可

见，在仅有 ＧＤＤ补偿的情况下，三种染色中只有

ＰｈａｌｌｏｄｉｎＡｌｅｘａ５６８得到很好的激发，其他两种的

激发效率很低。这是由于高阶色散带来的双光子激

发峰偏离所致［１０］。当经过 ＭＩＩＰＳ补偿后，三种染

色都可以被很好地激发［见图５（ｂ）］，揭示了生物体

丰富的结构与生化信息。因此，利用高阶色散补偿

后的超短ＴＬ脉冲，对于多光子生物医学成像具有

重要意义。

图５ 小鼠肾脏组织三色染色的多光子荧光成像。

（ａ）ＧＤＤ补偿；（ｂ）ＭＩＩＰＳ补偿的结果

Ｆｉｇ．５ Ｍｕｌｔｉｈｐｏｔｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｅｏｆａｍｏｕｓｅｋｉｄｎｅｙ

ｔｉｓｓｕｅ．（ａ）ｗｉｔｈＧＤＤｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ；（ｂ）ｗｉｔｈ

　　　　ＭＩＩＰＳｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ

４　结　　论

传统的１００ｆｓ脉冲自从多光子荧光显微发明后

被沿用至今。虽然更短的脉冲可以实现更高效的非

线性效应如双光子激发和二次谐波生成，然而由于

光学系统的色散，迄今这样的脉冲未被广泛使用。

通过测量与补偿这一色散，在焦点处获得了传输极

限脉冲。与未经高阶补偿的脉冲相比，实现了高的

激发效率和更深的探测深度。利用一个三色染色的

生物样品，用 ＭＩＩＰＳ补偿后的脉冲可实现对三种荧

光染料的高效激发，因而可以获得更为丰富的生物

信息。
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