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生命系统的复杂性决定了许多生理和病理过程

高度依赖细胞所处的环境。细胞在活体环境中受

机械力、化学梯度及细胞间互作的调控，这些共同

决定其行为与功能［1-3］。诸如肿瘤转移、神经突

触可塑性及免疫细胞归巢等动态过程，仅在活体

环境中才可完整呈现真实的时空动态特征［4-6］。

然而，传统的离体研究方法往往难以真实反映体

内的生理、病理过程，这限制了对复杂生命现象的

深入理解。

近年来，活体显微成像技术的快速发展为解决
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这一问题提供了有力工具。该技术能够在生物体自

然生理条件下，以高时空分辨率揭示细胞的动力学

行为、形态变化及信号传递过程，为研究者提供了

传统方法难以达成的新视角［7-8］。随着光学显微镜

技术的不断进步，涌现出共聚焦显微镜、光片显微

镜、多光子显微镜及扫描光场显微镜等多种技术，

研究人员能够实时动态观察活体样本中的细胞、细

胞器及分子事件，这些技术的发展极大地推动了生

物医学基础研究的进步。

本文首先概述了用于活体显微成像的几种显微

镜的技术原理，并对比分析了不同成像设备在分辨

率、光毒性、成像深度及成像速度等方面的性能差

异。随后，从生物医学基础研究的几个关键领域出

发，列举了活体显微成像技术的应用实例，最后，

探讨了现有活体显微成像技术的局限性，并对未来

的发展方向进行展望，旨在为从事相关研究的学者

提供参考，并为活体显微成像技术的进一步发展提

供思路和方向。

1 活体显微成像技术原理及应用对比

1.1 共聚焦显微镜（confocal microscopy, CM）

组织结构的高时空分辨率和多色标记使共聚焦

显微镜成为一种有吸引力且广泛使用的生物成像工

具。共聚焦显微镜通过激光扫描或多针孔阵列实现

高分辨率成像，核心原理是利用针孔（pinhole）过

滤非焦平面光线，仅允许焦平面荧光信号通过，从

而消除背景噪声，提升图像对比度和清晰度［9］。但

是，逐点扫描导致成像速度有限，且长时间照射易

引发光漂白和光毒性，不适用于长时间活体追踪；

此外，组织穿透深度有限，难以满足深层组织成像

需求［10］。尽管存在上述局限，共聚焦显微镜仍是

亚细胞结构高分辨成像的首选，在活体动态研究中

则多限于短期观察如数分钟内的细胞迁移，或作为

其他技术的补充手段。

1.2 光片显微镜（light-sheet microscopy, LSM)

光片显微镜使用片状激光照亮焦平面，正交方

向检测荧光信号，从而减少样本暴露时间，允许更

快的成像速度和更长的成像时间，同时保持图像质

量，其大视场有助于识别细胞和组织之间在发育过

程中的相互作用［11-12］。光片显微镜在分析斑马鱼

胚胎等透明样品的活体成像方面具有优势，能够进

行无损观察、快速成像和长时程观察。研究证实，

同等信噪比下光片显微镜的成像速度比共聚焦显微

镜快 10倍，且不会引发共聚焦显微镜常见的 DNA损

伤［13］。但是，光片显微镜的成像分辨率受限于光

片的厚度和样品的散射特性，若样本不透明或散射

严重，则会导致激发光片照明面不均匀，严重影响

图像质量。

1.3 多光子显微镜（multi-photon microscopy, MPM)

多光子显微镜利用双光子或多光子激发，通

过长波长激光穿透深层组织（可达毫米级），实现

活体组织内动态成像［14］，但点扫描特性依然限制

了成像速度，使其无法捕获快速的细胞运动，且

大视场成像能力有限，难以同时观察多个细胞群

体在较大空间范围内的协同动态行为。多光子成

像的优势是可产生非线性光学效应，包括二次谐

波（second harmonic generation, SHG）和 三 次 谐 波

（triple harmonic generation, THG）。与通过荧光基团

生成信号相比，SHG和 THG信号的生成可实现无标

记成像，而不会产生漂白。这些无标记特征已被广

泛用于肌肉、皮肤、大脑和口腔粘膜中细胞和组织

结构的可视化［15-18］。

1.4 扫描光场显微镜（scanning light filed microscopy, 

sLFM）

扫描光场显微镜是近年来为满足活体显微成

像需求而发展起来的新型成像技术。该系统通过微

透镜阵列同步采集样本的多视角图像，结合物理

先验模型和深度学习算法实现高效的三维结构重

建［19-20］。将扫描光场成像与数字自适应光学相结

合，可构建新颖的数字自适应光学扫描光场层析成

像（digital adaptive optics scanning light-field mutual 

iterative tomography, DAOSLIMIT）框架，在活体成

像中实现前所未有的空间与时间分辨率［21-22］，进

一步通过物理—计算协同设计，实现共聚焦的光学

切片能力与扫描光场显微镜的优势结合，为免疫互

作、神经活动等活体动态研究提供了高保真、低损

伤的成像工具［23］。由于扫描光场显微镜具有高分

辨率、快速成像以及低光毒性的特点，其应用场景

广泛，能动态追踪多种生物过程。不过目前的扫描

光场显微镜多基于单光子体系构建，因此，成像深
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度受限，且三维重建过程对计算硬件和算法优化提

出了较高要求。常见活体显微成像设备性能对比见

表 1。尽管所有设备均能在活体状态下实现亚细胞

级别的分辨率，然而在实际观察时，不同活体样本

的散射特性、动态变化以及对光的敏感度等因素，

都会对设备的性能造成限制。

表 1 常见活体显微成像设备性能对比

设备
最高活体

分辨率
光毒性 活体成像深度 成像速度 核心优势 主要局限 典型应用

共聚焦

显微镜

亚细胞级 较高

（焦点外仍有激

发，易导致光漂

白和样本损伤）

100～200 µm 较慢

（点扫描模式，需

逐点逐行采集，三

维成像需叠加多层

Z-stack）

高空间分辨

率，适合精细

结构观察（如

细胞器形态）

光毒性高、

速度慢、穿

透浅

小鼠肺部［24］、肾脏［25］、

乳腺肿瘤［26］、脑缺血［27］

活体共聚焦显微成像

光片显

微镜

亚细胞级 低

（仅照明焦平

面，能量分散，

光漂白和损伤风

险低）

<100 µm 较快

（面照明 + 垂直探

测，三维成像速度

较快）

高速 + 低损

伤，适合透明

样本动态发育

过程观察（如

胚胎发生）

依赖样本透

明度，高散

射组织成像

质量差

斑马鱼肿瘤异种移植［28］、

胚胎［12,29-30］、心脏［31］活

体光片显微成像

多光子

显微镜

亚细胞级 中等

（仅焦点处激

发，焦点外无能

量沉积，光毒性

降低）

300～1 700 
µm

中等

（点扫描，但可通过

共振扫描有限地提升

速度）

深穿透 + 低损

伤，适合厚组

织活体长时间

成像

分辨率低，

设备昂贵，

需专业操作

小鼠颅骨［32］、神经胶质

瘤［33］、乳腺肿瘤［34］、皮

肤损伤［35］、胫骨［36］活体

多光子显微成像

扫描光

场显

微镜

亚细胞级 低

（同时激发并

探测整个三维

体，光毒性显著

降低）

100～200 µm 快

（同时获取三维信

息，计算成像）

高速三维成

像，兼顾高速

动态捕捉与空

间分辨率

穿透深度有

限，计算成

像需要硬件

和算法的

支持

小鼠肝脏［19,21］、脾

脏［21］、神经元［37］、淋

巴结［37］，斑马鱼肿瘤异

种移植［21］，果蝇神经

元［19,21］，人脑类器官［21］

活体扫描光场显微成像

2 活体显微成像技术在生物医学研究中的应用

进展

2.1 活体显微成像技术在免疫学中的应用

免疫应答的有效性依赖免疫细胞的迁移、识别

和效应功能的精准时空协调，活体显微成像技术为

揭示免疫细胞的精细行为和免疫反应的动态过程提

供了强大的工具。巨噬细胞向肌成纤维细胞转分化

（macrophage-to-myofibroblast transdifferentiation, MMT）

的关键标志是胶原蛋白的产生，利用双光子显微镜

可实时监测这一转化过程，为 MMT的体内研究提

供可视化证据［38］。在适应性免疫研究方面，扫描

光场显微镜技术实现了突破性进展，该技术能够同

时追踪小鼠腹股沟淋巴结内多个生发中心的动态形

成过程，并以高时空分辨率记录 T 细胞在不同生发

中心间的迁移轨迹，为理解 T 细胞依赖的免疫应答

提供了重要数据支持［37］。在免疫相关器官损伤研

究中，活体显微成像技术揭示了顺铂诱导急性肾损

伤（acute kidney injury, AKI）的早期免疫学特征，

发现肾小管周围微循环障碍先于传统生物标志物

出现，并证实中性粒细胞通过 CD11b 依赖的非机械

阻塞机制影响微循环，这一发现为 AKI的免疫干预

提供了新思路［25］。Nieswandt团队［24］利用负压吸

窗技术克服呼吸运动干扰，在小鼠肺部实现动态显

微成像，揭示了血小板糖蛋白 VI（GlycoproteinVI, 

GPVI）是维持血小板与中性粒细胞稳定互作，促进

中性粒细胞黏附、迁移及簇状聚集的关键分子，为

靶向 GPVI治疗急性肺损伤、急性呼吸窘迫综合征

提供了直接可视化证据。神经免疫学研究也受益于

先进的成像技术。晶格光片显微镜在斑马鱼模型中

清晰展现了施万细胞与感觉神经元在神经损伤修复

过程中的免疫学相互作用，包括施万细胞的快速活

化、对轴突再生的免疫调控等关键事件，深化了我

们对神经免疫调节机制的理解［39］。

2.2 活体显微成像技术在肿瘤学中的应用

肿瘤的发生发展是多阶段、多细胞参与的复

杂过程，涉及肿瘤细胞增殖、血管生成、侵袭转移
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及免疫逃逸等多个环节［40］。活体显微成像技术的

应用为研究这一动态过程提供了重要工具，使研究

人员能够直观观察肿瘤细胞在肌肉、淋巴结、肺、

脑、肝和骨等不同组织中的转移过程，包括循环

肿瘤细胞的捕获、外渗、存活和增殖等关键步骤。

然而，现有技术仍存在一定局限性。例如，转盘共

聚焦显微镜虽能对小鼠乳腺肿瘤进行活体成像，

观察不同阶段的骨髓细胞动态，但其成像范围通

常局限于早期肿瘤组织。对于体积较大的肿瘤或

更深层的肿瘤区域，活体成像技术往往难以覆盖，

此时仍需依赖肿瘤切片的免疫组织化学染色或流

式细胞术等传统方法进行补充分析［26］。在成像技

术方面，双光子显微镜在哺乳动物肿瘤模型中展现

出独特优势。例如，该技术通过高分辨率成像提供

了直接证据，表明双膦酸盐类药物在骨骼外肿瘤中

的主要靶点是肿瘤相关巨噬细胞（tumor-associated 

macrophages, TAMs）而非肿瘤细胞本身，这一发现

为早期癌症患者的辅助治疗策略提供了重要理论依

据［34］。类似地，陈昕教授团队［33］通过双光子活体

成像验证了聚焦超声联合微泡（focused ultrasound-

microbubbles, FUS-MB）可以增强药物穿透血脑屏障

深入胶质瘤中心的递送效率，能显著提高胶质瘤组

织中药物的浓度，有效抑制肿瘤生长并延长小鼠生

存期，为脑胶质瘤靶向治疗提供了新方法。此外，

斑马鱼肿瘤异种移植模型因其透明性和易于基因操

作的特点，成为研究肿瘤血管生成的理想模型，扫

描光场显微镜的应用进一步提升了该模型的解析

能力，能够清晰捕捉肿瘤细胞团块在斑马鱼血管系

统中的动态行为。研究发现，肿瘤细胞间通过接触

依赖的方式形成回缩纤维和迁移体样囊泡结构，这

些结构对维持肿瘤细胞簇的稳定性具有重要作用，

揭示了循环肿瘤细胞行为的复杂性［21］。光片显微

镜技术的引入使得在患者特异性斑马鱼异种移植模

型中实时评估胶质母细胞瘤（glioblastoma, GBM）

的生长成为可能。这一技术不仅实现了高通量成

像，还建立了一种可用于患者间比较的 GBM体内

研究模型，为个性化治疗策略的开发提供了新思

路［28］。

2.3 活体显微成像技术在神经科学领域的应用

神经科学研究中，神经元的电活动、突触传递

以及神经环路的动态变化是理解大脑功能的关键。

神经系统的复杂性要求成像技术兼具单细胞分辨率

和全脑尺度的观测能力。活体显微成像技术通过不

断突破分辨率与视野的限制，推动了神经科学从分

子到环路的多层次研究。三光子显微镜的发展将成

像深度拓展至 1.7 mm，通过 1 650 nm波长激发红色

荧光蛋白标记的小胶质细胞，能够在 1 100 μm的深

度量化小胶质细胞过程的动力学，这一深度是以往

技术难以达到的，拓宽了对胶质细胞在大脑深层活

动的观察范围［41］。在成像速度方面，传统双光子

显微镜的逐点扫描方式存在固有局限。相比之下，

扫描光场显微镜通过先进的计算重建算法将成像帧

率提升至数百赫兹，为捕捉神经冲动等瞬时电生理

活动提供了理想工具［21］。随着研究需求从亚细胞

结构向器官层面的扩展，最新研发的扫描光场显微

镜已能在 8.0 mm×6.0 mm×0.4 mm的小鼠皮层体积

内实现单细胞分辨率成像，支持同时监测数万个神

经元的网络活动，为皮层神经网络研究开辟了新途

径［37］。特别值得关注的是头戴式显微镜技术的兴

起。这种创新性的成像设备能够对自由活动的小鼠

进行长期稳定的神经活动监测，实现了在自然行为

状态下对皮层神经元动态互作的高分辨率观察。这

种技术将神经活动研究与行为学观察有机结合，为

理解认知和行为背后的神经机制提供了前所未有的

研究窗口［42］。

2.4 活体显微成像技术在发育与再生领域的应用

发育生物学研究高度依赖对胚胎早期发育过

程的连续动态追踪。斑马鱼因其胚胎透明、发育周

期短且遗传操作便捷等优势，已成为该领域研究的

理想模式生物。在技术应用方面，光片荧光显微镜

（light sheet fluorescence microscope, LSFM）凭借其

优异的光学层析能力和低光毒性，成为研究斑马鱼

胚胎发育过程及发育毒性评估的重要工具［29,43］。

通过将光片显微镜与自适应光学技术相结合，研究

者已能实现对斑马鱼胚胎中亚细胞结构动态变化的

三维高时空分辨率成像，这为深入研究细胞周期中

细胞器的动态行为提供了新的技术手段［44］。扫描

光场显微镜在斑马鱼尾鳍损伤模型中可实现对免疫

细胞向损伤部位迁移和聚集过程长达 48 h 的监测，

为研究免疫反应的动态过程提供了高效手段［20］。
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而在皮肤损伤修复研究中，双光子活体成像技术的

应用揭示了白三烯 B4（leukotriene B4, LTB4）和整

合素在中性粒细胞募集与群集过程中的关键调控

作用，为理解炎症反应的分子机制提供了重要线

索［35］。肝脏再生研究方面，多光子活体成像技术

取得了突破性发现。研究者通过该技术观察到肝脏

损伤后存在一种新型的膜联蛋白 A 2阳性（annexin 

A2+, ANXA2+）迁移性肝细胞亚群，这类细胞在伤

口闭合过程中发挥关键作用［45］。值得注意的是，

成像数据显示伤口闭合过程先于肝细胞增殖发生，

这一发现凸显了 ANXA2+ 在肝脏再生中的重要作

用。在该研究中，成像参数设置为每 10 min采集 1次

数据。相比之下，扫描光场显微镜的高速成像能力

使其能够在肝脏活体成像中以高时间分辨率（本实

验设置为每隔 18 s 采集 1个三维体）进行三维数据

采集。其同时具备的极低光毒性和光漂白特性，有

效保障了在此高频采样条件下成像结果的可靠性，

避免了光损伤和光漂白的影响，这为更快速地捕捉

生物学过程提供了技术保障［46］。通过活体显微成

像技术从多种组织中获取的图像示例见图 1。

A B C D

图 1  通过活体显微成像技术从多种组织中获取的图像示例  A 为小鼠急性肺损伤区域共聚焦成像， 其中， 青色

为血小板， 黄色为中性粒， 洋红色为血管 ［24］ ； B 为小鼠神经胶质瘤区域双光子成像， 其中， 红色为荧光蛋白

（Texas-Red） 偶联的 DNA 八面体 （药物），绿色为绿色荧光蛋白 （GFP） 偶联的人恶性胶质瘤细胞 ［33］； C 为

小鼠急性脑损伤区域扫描光场显微镜成像，其中，洋红色为中性粒细胞 （neutrophil），绿色为大脑血管 （blood 
vessel） ［37］； D 为斑马鱼心脏光片显微镜成像，其中，洋红色为红色荧光蛋白 （mCherry） 偶联的心内膜细胞标

记 kdrl （kinase insert domain receptor like），绿色为绿色荧光蛋白 （GFP） 偶联的造血标志物 CD41 ［31］

3 活体显微成像技术的未来发展方向

活体显微成像技术能够获取大量细胞运动的

时序动态信息，包括细胞的迁徙路径、速度、转弯

频率和趋化指数等关键参数。然而，传统分析方法

耗时较长，难以满足高效研究的需求。近年来，AI

驱动算法的出现为该领域带来了突破性进展，通过

自动细胞追踪与行为分析，能够显著提升数据挖掘

效率，为细胞运动规律的研究提供更高效的研究工

具［47-48］。未来，若能将 AI驱动算法与活体成像技

术有机结合，不仅可以大幅提高图像处理和分析的

效率，还能帮助研究人员更准确、便捷地识别细胞

类型、分析细胞行为，并揭示细胞间的复杂相互作

用，从而为生物医学研究带来更深入的见解。

单一的成像技术往往难以兼顾分辨率、穿透深

度和成像速度。因此，未来活体显微成像技术的发

展将朝着多模态融合的方向迈进。通过整合不同成

像技术的优势，能够实现更全面、更深入的活体成

像效果［49-50］。例如，双光子光片显微镜技术结合

了双光子激发和光片照明的优势，已经在胚胎的活

体成像中展现出了巨大潜力，能够以亚细胞分辨率

解析细胞的详细结构和动态行为［51］。此外，将双

光子显微镜的深部成像能力与扫描光场显微镜的大

范围成像优势相整合，可以兼顾高分辨率、大范围

和深部成像的需求，为研究生物体内复杂的细胞和

组织结构提供更有力的支持［52］。

活体显微成像技术的发展不仅依赖于显微镜

技术的进步，还需要更多相关生物学技术的协同进

步。模式动物的发展为生命科学基础研究提供了

不可或缺的工具，通过模拟人类疾病和生理过程，

极大地推动了对生物机制的理解、基因功能的解

析以及药物研发的进程［53-56］。斑马鱼模型因其胚

胎透明、发育迅速、基因操作简便，广泛用于胚胎
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发育、心血管疾病及肿瘤转移研究；小鼠模型则因

与人类基因相似度高、疾病模型丰富，成为研究肿

瘤、神经退行性疾病和免疫反应的首选模型；类器

官模型能够更好地模拟人体器官的三维结构和功

能，适用于研究器官发育、药物筛选和疾病机制。

不同临床前模型各有优势，合理选择模型对于活体

显微成像技术的应用至关重要。此外，光学窗口的

开发和活体透明化技术的进步显著降低了活体成像

对模式动物的侵入性，并扩大了对体内组织研究的可

及性［57-61］。荧光探针的发展也是活体显微成像技术

进步的重要组成部分。通过新型报告基因模型系统

与创新成像技术相结合，如今已能够以多重方式可

视化更多类型的信息，不仅局限于细胞迁移或增殖，

还可进一步观察到分子信号或代谢动力学［62-64］。

然而，目前显微镜成像通道的数量有限，导致样品

一次可标记的荧光分子数量较少，无法深入分析细

胞表型。因此，将活体成像技术与其他组学分析手

段如 RNA测序（RNA sequencing, RNA-seq）、DNA

测 序（DNA sequencing, DNA-seq）、利 用 转 座 酶

研究染色质可进入性的高通量测序技术（assay for 

transposase-accessible chromatin with high throughput 

sequencing, ATAC-seq）等相整合，是一个极具潜力

的发展方向。

活体成像技术在生物医学领域的研究不仅推

动了基础生物医学的进步［65-68］，也极大地促进了

临床医学的发展。相关研究为临床诊断提供了新的

有效标志物，加速了对新药机制的理解和临床转

化［6,69-70］。此外，类器官培养与成像技术的结合，

为测试免疫疗法的疗效提供了强大的工具，有力推

进了临床精准医疗的发展［71-72］。同时，随着多光

子显微镜技术的发展，无标记非线性光学成像技术

使得临床活体成像成为可能，尤其在皮肤科领域展

现出广阔的应用前景［73-74］。作为一种非侵入性光

学检测方法，双光子成像无需荧光染料，通过双光

子激发荧光（two-photon excited fluorescence, TPEF）

和 SHG实现高分辨率成像，具有更高的成像精度、

更深的组织穿透能力以及更小的光损伤和光毒性等

优势。随着技术的不断小型化和性能提升，多光子

成像有望在更多临床领域发挥重要作用，为疾病的

早期诊断和治疗提供有力支持。

4 结语

活体显微成像技术的发展历程，是光学原理、

工程技术与生物学需求深度融合的典范。从共聚焦

的光学切片到扫描光场的计算重建，每一次技术革

新都解锁了新的生物学问题。扫描光场显微镜凭借

高速、低光毒性、高分辨的特性，正在重塑活体成

像的研究范式，尤其在长时间动态追踪领域展现

出不可替代的优势。然而，每种技术均有其适用边

界：共聚焦仍是亚细胞结构的金标准，双光子适合

深层组织，光片显微镜则在透明样本中独树一帜。

未来，活体显微成像将向着 “智能化、多模态、临

床化”的方向发展，人工智能与计算光学的结合将

突破数据处理瓶颈，多技术融合将实现从分子到器

官的跨尺度解析。活体显微成像技术的这些进展，

不仅将深化我们对生命动态过程的理解，更将为疾

病诊断、药物研发和再生医学提供革命性工具。
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