
《现代仪器与医疗》2025 年第 31 卷第 4 期 111

双光子显微镜诞生于 1990年［1］，它基于长波

长激发，具有高分辨率、低光毒性和深度成像的特

点。双光子活体成像技术凭借其可以直观监测活体

体内动态过程的优势，已越来越多地被应用于神经

科学、细胞生物学、免疫学、皮肤成像和癌症研究

等生命科学领域。双光子活体成像技术在深入理解

疾病机制如癌症转移、神经退行性疾病、免疫性疾

病动态，评估药物疗效，发展新型诊疗策略如基于

便携式或者微型化的双光子显微镜成像的精准手术

导航、术中监测等方面可能带来突破性的进展。

本文简要介绍了双光子显微镜的技术原理，综

述了双光子显微镜在生命科学研究中的应用领域，

重点分析了双光子显微活体成像技术的发展趋势，

探讨其当前面临的挑战及未来的优化方向，旨在为

进一步优化双光子活体成像技术，推动双光子活体

成像技术更加广泛的应用提供参考。

1 双光子显微镜的原理

双光子显微镜的核心原理是基于双光子激发，

需要两个低能量光子同时被荧光分子吸收，从而

将其激发到高能态。双光子显微镜通常使用脉冲激

光，发射波长在 700～1 000 nm的近红外光，这种长
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波长光具有更好的组织穿透能力，并且对生物组织

的光毒性较低，脉冲激光的高峰值功率确保了双光

子激发的效率。激光通过物镜聚焦到样品上，由于

荧光发射强度与激发强度的平方成正比，因此只有

在焦点区域的荧光分子才会被有效激发，这种非线

性激发特性使得双光子显微镜具有天然的光学切片

能力，无需物理遮挡即可实现三维成像（图 1）。激

发出的荧光通过物镜收集并被分光镜分离，探测器

捕捉荧光信号，并将其转换为电信号用于成像。

图 1 双光子显微镜的原理

双光子显微镜的技术原理使其具备独特的优

势：高分辨率、低光毒性和深度成像。基于这种独

特的光学特性和成像能力，双光子显微镜已成为生

物医学研究和活体成像的重要工具。 

2 双光子显微镜活体成像在生命科学领域的应用

双光子显微镜自问世以来已在越来越多的领域

得到了广泛的应用，随着技术的不断进步，其应用

范围将会进一步拓展，有望成为生命科学研究更加

强大的工具。

2.1 神经科学领域

双光子显微镜在神经科学研究中应用最多，其

中双光子钙成像应用十分广泛，用于观察神经元之

间的突触连接［2］，以及各个区域的神经元活动，如

视顶盖神经元［3］、听皮层神经元［4］、海马区神经

元［5］等。此外，双光子显微镜还被用来研究脑部疾

病，如神经系统疾病中神经回路的变化［6］、阿尔茨

海默症和缺血性脑血管疾病的发病机制等。

2.2 细胞生物学领域

双光子显微镜具有低光毒性和低光漂白的特

点，适合对活体样本进行长时间成像，因此双光子

显微镜最重要的应用之一是体内追踪细胞的动态过

程，如观察细胞迁移［7］、血管生成［8］、细胞形态

的动态性变化过程［9］、细胞增殖过程［10］等。此

外，运用短波长激发时间与光谱分辨新型双光子显

微镜，能够激发传统技术无法成像的生物体的内源

性荧光团，如色氨酸和血红蛋白，可用于无创地观

察活体生物体内细胞的代谢过程等［11］。

2.3 免疫学领域

双光子显微镜活体成像技术已逐渐成为理解

免疫反应机制的重要支持，主要包括以下几个方

面：①观察机体稳态、炎症以及感染状态下的免

疫过程，如观察肝脏、肾脏和视觉相关的免疫系

统［12］；②观察免疫细胞的动态变化过程，如观

察细胞与细胞的相互作用［13］、免疫细胞的稳态调

节［14］、血小板的起源组织［15］、血管里免疫细胞的

自我更新［16］等；③观察炎症反应过程中涉及的血

小板的活化与聚集、中性粒细胞的动态变化［7］、组

织驻留巨噬细胞的应答、适应性免疫应答；④观察感

染过程中的免疫应答［17］和自身免疫反应［18］等。

2.4 皮肤与组织成像领域

双光子显微镜强大的组织穿透能力和低损伤

性使其在皮肤组织成像中也有广泛的应用，可用于

研究皮肤生物学、皮肤损伤修复［19］、皮肤疾病机

制［20］以及药物递送效果［21］等。我国自主研发的便

携式双光子显微镜首次在轨获取了航天员皮肤表皮

和真皮浅层的高分辨率三维影像。这一技术突破为

长期太空飞行中的航天员的健康监测建立了全新的

无创检测方法，标志着我国在空间生物医学成像技

术领域取得重要突破。

2.5 癌症研究领域

双光子显微镜能够对癌组织进行高分辨率成

像，可用于观察肿瘤细胞以及免疫细胞的动态过

程。例如，研究人员利用二次谐波完成了下列观

察：①肿瘤细胞从休眠到重新激活的转变过程中

伴随的Ⅲ型胶原结构和丰度的变化［22］；②肺泡

巨噬细胞在乳腺癌转移过程中的动态变化［23］；

③ CAR-T 细胞在肿瘤治疗中的动态行为［24］；④基

于树突状细胞的肿瘤治疗中细胞的动态行为［25］；
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⑤荧光纳米颗粒在靶向癌症治疗中的动态过程，也

可进一步应用在药物筛选方面［26］。此外，双光子

激发还可用于肿瘤的光动力治疗研究［27］。

此外，双光子显微镜还可与其他技术结合实现

更广泛的应用，如结合光遗传、电生理记录［28］和

单分子成像，实现多模态成像，这种结合将为复杂

生物过程的研究提供更全面的视角。

3 双光子显微镜活体成像的挑战与展望

随着生命科学研究对活体成像的需求逐渐增

加，双光子显微镜活体成像将面临更多的挑战，同

时也迎来了前所未有的发展机遇。得益于双光子显

微镜配置的不断改进提升，将实现更高分辨率、更

深、更快、更长时间的活体成像。

3.1 深度成像与更长时间的活体成像

双光子显微镜在活体成像中需要兼顾成像深

度［29］和分辨率，提高分辨率可能会限制成像深

度，三光子显微成像技术虽然在一定程度上解决了

深度问题，但由于热损伤限制了激光重复率，导致

其视场较小且成像通量较低。随着大视场、单细胞

分辨率的双光子和三光子显微镜的出现，可实现深

度成像，比如可实现 3.5 mm直径视场的单细胞分

辨率的深层成像［30］，可以观察小鼠淋巴结的整个

深度［31］，这将为免疫应答全过程、疫苗效力或淋

巴瘤浸润的研究提供全景视角。双光子合成孔径显

微术通过多角度针状光束的扫描，在实现高速三维

感知的同时，将双光子成像光毒性降低了 1 000倍

以上，融合数字自适应光学架构，同时具备高速多

区域像差矫正能力，即使在恶劣复杂的活体环境下

依然能够保持近衍射极限的空间分辨率，并且进

一步提升了传统双光子成像的穿透深度和成像时

长［32］。此外，也许可结合在体透明化技术实现更

深的活体成像。

3.2 多色成像与新型荧光探针的开发

可用的荧光探针数量有限，且亮度和稳定性

不足，限制了双光子显微镜的多色成像。利用胶体

金纳米颗粒和纳米团簇的双光子吸收和光致发光

的特性开发探针，可以实现更深深度和更少光毒性

的成像［33］。通过荧光纳米探针标记，运用双光子

显微镜可成像主动脉血管内壁次氯酸和膦酸化水

平［34］，此类探针结合双光子成像有望实现动脉粥

样硬化斑块易损性的早期无创评估。结合基于 pH值

的双光子探针，运用双光子显微镜可检测人类结肠

癌［35］。用于多光子成像的水溶性硒化镉-硫化锌量

子点仅有几个微米的大小，这些荧光探针的双光子

作用截面高达 47 000 GM，通过活体小鼠的皮肤，

观察到了量子点在数百微米深的毛细血管中的动态

变化情况［36］。基于碱金属和碱土金属以及过渡金

属（例如铜、锌、铁离子和其他重金属离子）的双

光子探针，可追踪活体内金属的动态变化，但是仍

需要提高其标记能力、水溶性、光稳定性并降低其

细胞毒性［37］。利用乙酰胆碱传感器，运用微型双

光子显微镜可以监测体内胆碱能的活性［28］，将传

感器与双光子显微镜结合起来，还能够同时测量静

息和活跃状态下的神经活动和代谢通量［38］。

无标记技术观测生命过程更加无创，利用短波

长激发时间与光谱分辨新型双光子显微镜，该技术

可以实现荧光光谱和荧光寿命的同时检测，从而实

现紫外波段自体荧光的有效激发与探测，极大地拓

展了双光子成像技术的应用范围［11］。基于双振镜

和荧光寿命模块的双光子显微镜，配备时间相关单

光子计数板，再结合一种基于共振能量转移的生物

传感器，可实现通过观察膦酸酶与张力蛋白同源物

基因蛋白的构象来反映其活性状态［39］，可用于肿

瘤模型的研究。随着新型荧光探针的开发，双光子

显微镜将实现更高效、更精准的多色成像。

3.3 清醒状态下的活体成像

双光子显微镜活体成像实现了从观察离体样

本到观察在体样本的飞跃，但需要先进行动物麻

醉，再进行手术操作，即活体成像是在动物麻醉的

状态下观察体内动态过程。对于脑科学研究来说，

活体成像的发展趋势是实现在自由行为状态下的

活体细胞成像。要研究动物自由行为时的体内动

态过程，就需要在动物非麻醉即清醒的状态下进

行活体成像，于是佩戴式微型双光子显微镜应运

而生且不断发展。2017年时快速高分辨率微型双

光 子 显 微 镜（fast high-resolution, miniaturized two-

photon microscope, FHIRM-TPM）1.0 ［40］ 和 FHIRM-

TPM 2.0 ［41］重 2.2 g，2022年时微型双光子显微镜

（miniaturized two-photon microscope, MINI2P）重量

不 到 3.0 g ［42］，2025年 时 FHIRM-TPM 3.0可 实 现

780 nm、920 nm、1 030 nm激发的三色成像，通过校
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正球差和优化荧光收集，实现更深的脑成像，深度

可达 850 μm，视场扩大 10倍，最大可达 1.0 mm×

0.8 mm。微型双光子显微镜可用于动物清醒状态下

的基础神经学研究［42-44］、脑部疾病机制研究［45］、

脑部疾病药物研发［46］等领域。

传统的双光子显微镜成像系统体积庞大、成本

高昂，限制了其在临床和活体成像中的应用，双光

子显微镜的微型化发展将使其更适合活体成像。微

型双光子显微镜在自由行为动物中的应用，为研究

帕金森病运动障碍、癫痫发作机制或药物成瘾行为

背后的神经环路动态提供了新工具，甚至有望应用

于临床诊断。

3.4 双光子显微镜装置的改造

为了观察高致病性病原菌感染的动态过程，

可改造装置的光路，将激光器放在生物安全 3级

（BSL3）实验室的外面，而镜头等成像系统放在

BSL3实验室的里面，可使得双光子显微镜在 BSL3

实验室中进行活体成像［47］。

双光子显微镜活体成像用于听觉反应的相关

研究时，其本身组件如扫描单元由于机械振动会产

生噪音，会严重干扰动物神经元的听觉反应，故需

要改造显微镜的装置，如引入一对正交的声光偏转

器，同时对显微镜所有其他发声组件都进行声学隔

离，从而使显微镜系统的本底噪声低于听力阈值，

以防止仪器本身的噪音干扰动物神经元的听觉反

应［48］，有望用于研究听觉疾病模型。

广泛用于研究活体动物组织的常规双光子显

微镜是通过对空间聚焦的脉冲激光束进行点扫描来

形成图像，会导致激发的时间分辨率有限。而用时

间聚焦的宽场照明代替点扫描消除了这一限制，对

于双光子显微镜具有里程碑式的意义。时间聚焦是

将扩散或色散光学元件放置在与物镜焦平面共轭的

平面，以产生与位置有关的时间脉冲展宽，从而在

轴向上限制多光子吸收，无需严格的空间聚焦。时

间聚焦已运用于很多技术领域，包括双光子活体成

像、无扫描成像、超分辨率成像、光刻，以及通过

光刺激控制神经递质的释放［49］。

与广泛运用的双光子钙成像不同，电压成像需

要千赫兹采样率，从而可以将荧光检测降低到接近

散粒噪声的水平。高光子通量激发可以克服散粒噪

声，但光漂白和光损伤严重，限制了同时一起成像

神经元的数量和成像的持续时间。针对低双光子通

量的替代方法，可改用低于散粒噪声极限的电压成

像，该框架开发了具有改进尖峰检测功能的正向电

压指示器，使得双光子显微镜可在 0.4 mm×0.4 mm

视场内进行千赫兹帧率成像，且运用了从散粒噪声

限制信号推断荧光的自监督去噪算法，通过这些改

进，可在 1 h 内对清醒行为小鼠的 100多个密集标记

的神经元进行同步高速深层组织成像［50］。其临床

应用价值主要体现在为神经系统疾病的精准诊疗提

供了全新工具，尤其在手术导航如癫痫手术、肿瘤

切除手术功能区保护及神经退行性疾病研究中展现

出独特价值。

混响双光子显微镜通过瞬时轴向扫描，在三维

空间上保持微米级的分辨率，实现双光子显微镜的

视频速率多平面成像［51］。三维声光透镜双光子显

微镜可记录数百个小脑颗粒细胞轴突［52］，将声光

透镜的随机访问三维激光扫描与快速闭环场可编程

门阵列处理相结合，能够以高达 1 kHz的频率实时

跟踪 3D 大脑运动并校正运动伪影［53］。通过优化

多光子荧光信号产生效率，可在一定程度上克服双

光子显微镜成像深度的局限性和三光子显微镜成像

视场的局限性，于是开发出了一种具有自适应的双

激发系统激发多边形扫描多光子显微镜，可实现更

深更大视场的成像［54］。自适应光学双光子显微镜

可以在体内实现近衍射极限成像，适用于功能性视

网膜成像［55］。双光子合成孔径显微镜可在微创条

件下快速三维成像深层组织中的亚细胞行为［32］。

利用聚焦扫描全息像差探测的共轭波前整形方案，

可实现小鼠脑组织的高分辨率成像且获得更深的视

场，将视场深度加深超过了 400 μm ［56］。使用光珠

显微镜，能以细胞分辨率对神经活动进行高速、全

皮层体积记录，这是一种可扩展且时空优化的采集

方法，仅受荧光寿命限制，采用的技术是轴向分离

且时间上不同的焦点几乎可以同时记录整个轴向成

像范围［57］。使用全光学激光扫描支持的超快双光

子荧光显微镜，能以高达每秒 3 000帧的速率和亚微

米空间分辨率对体内神经元活动进行成像，能够监

测头部固定的清醒小鼠大脑表面以下 345 μm的超

阈值和亚阈值电活动［58］。这些显微镜技术的进步

为术中实时监测深层肿瘤边界或神经纤维完整性带

来可能性。
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3.5 与其他技术的融合

随着人工智能和自动化技术的发展，双光子显

微镜的数据处理和成像操作将更加高效。双光子显

微镜融合实时噪声抑制的自监督深度学习方法，

允许在双光子显微镜上进行实时处理，可以用标准

成像方法 1/10的光子获得高的成像信噪比［59］。针

对钙离子成像这一具有时间冗余特性的数据，可以

融合基于无监督学习的自启发学习去噪方法（self-

inspired noise2noise, SN2N），SN2N 流程中纳入了

时间交错采样策略，以在实现优异空间去噪效果的

同时更好地维持时间信号稳定性，可对双光子显微

镜钙离子数据进行去噪，SN2N 在处理不同钙离子

瞬变幅度时未出现非线性扰动，定量分析显示其去

噪过程具有较高的准确性，具有很好的时空去噪能

力［59］。多帧重构算法用于双光子成像，结合研发

的自适应光学模块和相位补偿方法，实现了双光子

成像轴向分辨率 3倍的提升，信噪比提升也超过 3

倍［49］。运用更有效的图像和视频分析软件及机器

学习算法可加快双光子活体成像数据的分析和处

理。低噪声改造结合 AI分析，有望用于开发基于神

经活动解码的新型脑机接口。

4 小结

双光子活体成像技术凭借其深层组织成像的优

势，近年来取得显著进展，并在神经科学、肿瘤学等

生命科学领域展现出广阔的应用前景。随着生命科

学研究对活体成像需求的日益增长，双光子活体显

微技术将面临新的挑战与机遇。可以预见，随着光学

技术、探针开发和图像算法的持续创新，双光子活体

显微技术将迎来更深入的发展和更广泛的应用。
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