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诞生于 1990年的双光子显微镜活体成像技术是

一种先进的光学成像技术［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

子活体成像技术可以直观地监测活体的体内动态过

程，已越来越多地运用于生命科学的各个领域。

双光子活体成像技术运用的瓶颈是样本准备，

由于样本是在体的，而机体有心跳、呼吸和肌肉收

缩等生理活动，这些都会影响组织成像的稳定性。

不同组织位于机体的不同部位，受影响的程度也各

不相同，有的组织本身质地比较柔软，容易产生吸

附损伤，因此针对不同的组织需要找到各自能稳定

吸附的最小吸力，这样既能最大程度地减少组织损

伤又能固定住组织，从而可以得到稳定的高清成像

甚至是长时间序列成像。

目前关于双光子活体成像的样本准备尚无系统

性的介绍。本文结合实验室多年来在活体成像样本

准备方面积累的丰富经验，系统性地总结了肺脏、

肠道、肝脏、脑、皮肤等组织的样本准备流程及上

机操作要点，旨在为双光子活体成像的样本准备及

其操作流程提供参考，帮助研究人员掌握双光子活
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体成像的具体操作，以克服样本准备难题和优化双

光子活体成像技术，推动双光子活体成像技术更加

广泛的运用。

1 双光子活体成像的样本准备流程

活体成像的样本准备涉及一系列复杂的手术操

作，总的原则是在手术操作过程中伤口要尽量小，

并避免出血。不同组织活体成像的第一步都是要

把组织暴露出来，便于吸附或者贴附固定观察，其

中，肺脏等胸腔部位的组织，需要打开胸腔后气管

插管，连接呼吸机维持动物的呼吸；肠道等涉及腹

腔的组织需要开腹；脑组织需要制作颅窗；皮下组

织需要剪开皮肤。操作过程中需要注意不要碰触成

像的组织表面，尽量使组织处于正常生理状态如保

持组织的湿润，避免组织损伤。整个过程中由于动

物处于麻醉状态，要特别注意把控麻醉的深度，避

免因麻醉过浅，动物在成像过程中苏醒挣扎导致成

像视野丢失，也要避免麻醉过深导致动物死亡，且

要将动物置于加热垫上维持体温。下面详细介绍肺

脏、肠道、肝脏、脑、皮肤、皮下脂肪、腹股沟淋巴

结、脾脏、肾脏等常规组织活体成像的样本准备流

程。本研究动物实验在上海交通大学医学院上海市

免疫学研究所进行，经上海交通大学医学院附属瑞

金医院伦理委员会批准（批准号：2021-376）。

1.1 肺组织活体成像的样本准备

（1）每 20 g 小鼠给予 400 μL体积的 1.25%三

溴乙醇，以麻醉小鼠。

（2）涂抹矿物油，颌下皮肤剪开，用眼科镊（规

格：长度为 10 cm）钝性分离暴露气管，气管剪开一

个小口，将与呼吸机（品牌：瑞沃德，型号：R415，

参数设置：潮气量约为 0.3 mL，速度为 120 rpm，呼吸

终末正压为 3 cm水柱）连接的气管插管插入小鼠气管

内，插入气管深度不要超过0.5 cm（图1A）。

（3）调整小鼠右侧卧位于固定器上，固定器

置于体温维持仪（品牌：玉研，型号：S-100）上以

使小鼠保持温暖，涂抹矿物油，剪开胸廓皮肤，用

棉签擦去剪断的毛发，用剪刀剥离皮肤下的肌肉，

先剪身体中央侧的肋骨，再沿着肋间隙避开肋间血

管剪到另一侧肋骨位置，用电凝笔点击血管后剪去

2～3根肋骨，暴露左侧肺部（图 1B）。

（4）采用负压以固定待观察的肺组织［2］（图

1C），使用活体成像器官固定仪（品牌：福盖光

学，型号：OF2000），缓慢手动调节旋钮至显示屏

幕上的数值是－1.0 kPa，吸附器的吸附头是用树脂

材料 3D 定制打印的，如图 1C 所示，中间的观察窗

的直径为 4 mm，上面粘贴一片厚度为 0.17 mm的盖

玻片，活体成像器官固定仪通过自带的塑料管与吸

附头带孔的侧分枝连接，吸附头的另外两个位于一

条线上的分枝可用螺丝固定至与固定器连接的 3D 打

印的硬性圆环上，以固定吸附头，吸附头侧分枝的孔

道位于盖玻片的下方，将吸附头带玻片的观察窗对

准靠近肺组织中央的区域，打开活体成像器官固定

仪，先把旋钮调为 0，缓慢手动调大旋钮至肺组织吸

附到盖玻片下方，再调节旋钮至显示屏幕上的数值

为－1.0 kPa时，停止调节旋钮，此时既比较稳定地将

肺组织吸附在盖玻片下方也不会损伤肺组织。

（5）尾静脉注射荧光染料进行相应的标记，待

上机拍摄。

A B C

注：如 A 图所示，将与呼吸机自带塑料管路连接的气管插管通过小鼠气管切口插入小鼠的气管中，插入气管深度不要超过

0.5 cm；如B图所示，通过气管插管连接好呼吸机后，才可以打开胸腔，可确保肺部呼吸正常，暴露合适大小的肺组织，既能避免造成

不必要的伤口，又可以保障预留吸附头充足的固定空间；如 C 图所示，将树脂吸附头固定在固定器的圆环上，吸附头带孔道的侧支与

活体成像器官固定仪连接，手动调节旋钮至合适的负压，将组织稳定地吸附在盖玻片的下方，同时避免过高的吸附力损伤肺组织。

图 1 肺组织活体成像的样本准备 A 为小鼠气管插管； B 为暴露肺组织； C 为肺组织的固定
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1.2 肠组织活体成像的样本准备

（1）给 予 小 鼠 0.25 mg洛 哌 丁 胺，灌 胃 体 积

100 μL，以抑制成像拍摄过程中的肠道蠕动。

（2）每 20 g 小鼠给予 400 μL体积的 1.25%三

溴乙醇，以麻醉小鼠。

（3）剪 开 腹 腔，用 蘸 取 膦 酸 盐 缓 冲 液

（phosphate-buffered saline, PBS）的棉签轻轻拨动暴

露待观察的肠段，避免撕扯肠系膜导致出血，可采

用负压（－0.7 kPa）吸附的方法［3］（图 2A）或者盖

玻片贴附的方法（图 2B、图 2C）以固定待观察的肠

段，固定器置于加热垫上以使小鼠保持温暖。

（4）尾静脉注射荧光染料进行相应的标记，待

上机拍摄。

C

A B

注：如 A 图所示，剪开腹腔暴露出肠组织，将固定在固定

器圆环上的树脂吸附头的带孔道的侧支与活体成像器官固定仪

连接，手动调节旋钮至合适的负压，将肠组织稳定地吸附在盖

玻片的下方；如 B 图所示，剪开腹腔暴露出肠组织，小鼠处侧

卧位，将肠组织放置在充满生理盐水的定制刚性小皿的边缘缓

坡上，缓坡从皿边缘延伸到皿底部中央，用 0.17 mm厚度的盖

玻片搭在小皿边上，利用水的张力将玻片稳定地固定在皿上；

如 C 图所示，剪开腹腔暴露出肠组织，小鼠处侧卧位，将肠组

织放置在定制的刚性杆臂的凹槽内，用 0.17 mm厚度的盖玻片

搭在杆臂上，利用玻片的重力将其稳定地固定在肠组织上方。

图 2  肠组织活体成像的样本准备    A 为采用负压吸附

法的肠组织固定； B 为采用盖玻片贴附法的肠组织固定

方法一； C 为采用盖玻片贴附法的肠组织固定方法二

1.3 肝组织活体成像的样本准备

（1）每 20 g 小鼠给予 400 μL体积的 1.25%三

溴乙醇，以麻醉小鼠。

（2）腹部涂抹矿物油，剪开腹部皮肤，剪开腹

腔，用蘸取 PBS的棉签轻轻拨动肝组织的背面暴露

待观察的区域，采用负压（－0.6 kPa）吸附的方法

以固定待观察的肝组织（图 3），固定器置于加热垫

上以使小鼠保持温暖。

（3）尾静脉注射荧光染料进行相应的标记，待

上机拍摄。

注：剪开腹腔暴露出肝组织，将固定在固定器圆环上的树

脂吸附头的带孔道的侧支与活体成像器官固定仪连接，手动调

节旋钮至合适的负压，将肝组织稳定地吸附在盖玻片的下方。

图 3 肝组织运用双光子显微镜成像的样本准备

肝组织也可以使用倒置的荧光显微镜进行观

察，可利用小鼠自身体重稳定肝脏［2,4］，且由于肝

脏质地较软，非常容易产生吸附损伤，相较于双光

子活体成像，共聚焦显微成像更适合肝脏的活体成

像，其样本准备及上机操作方法如下。

（1）每 20 g 小鼠给予 400 μL体积的 1.25%三

溴乙醇，以麻醉小鼠。

（2）腹部涂抹矿物油，剪去腹部皮肤，用电

凝笔去除腹膜，胸部剑突骨系一根手术线以方便牵

拉，使肝脏更好地远离身体的位置，从而减少受心

脏呼吸的影响，以便更稳定地被固定住。

（3）小鼠暴露的肠组织包裹 PBS浸润的纱布右

侧卧位于固定器上，用蘸取PBS的棉签轻轻拨动肝组

织的背面，暴露待观察的区域于固定器中央的盖玻片

上（棉签勿接触待观察的那一面肝组织），用 PBS浸

润的无尘纸覆盖于肝表面，目的是保持肝脏的湿润，

以及利用肝脏自身的重量结合湿纸的重量和吸附力使
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肝组织更稳定地固定在盖玻片上（图 4A、图 4B），在

小鼠身上盖上加热垫以使小鼠保持温暖。

（4）尾静脉注射荧光染料进行相应的标记，将

固定器放置于共聚焦显微镜的载物台上，于倒置的

空气镜下拍摄（图 4C）。

同理，皮下肿瘤活体成像的样本准备和上机操

作与肝组织基本相同，需要注意的是要剪开包裹肿

瘤的皮肤以暴露肿瘤组织。

A

B C

注：如 A 图所示，剪开腹腔暴露出肝组织，小鼠处侧卧

位，将肝组织贴附在显微镜配套钢板的中央观察孔的厚度为

0.17 mm的盖玻片上，牵拉系在小鼠胸部剑突骨上的 4-0手术线

以调整肝组织的位置使其更好地远离小鼠身体，利用肝脏自身

的重量结合湿纸的重量和吸附力使肝组织更稳定地固定在盖玻

片上；如 C 图所示，将肝组织贴附固定好的小鼠放置在共聚焦

显微镜的载物台上，若长时间拍摄可在小鼠身上放置一块小型

体温维持垫或者棉球。

图 4  肝组织运用共聚焦显微镜成像的样本准备以及上

机操作   A 为正面视角下肝组织的贴附固定； B 为底部

视角下肝组织的贴附固定； C 为肝组织共聚焦显微镜活

体成像的上机操作

1.4 脑组织活体成像的样本准备

（1）每 20 g 小鼠给予 400 μL体积的 1.25%三

溴乙醇，以麻醉小鼠。

（2）使用聚维酮碘消毒手术区域。将小鼠放在

手术台上，使用加热垫维持体温。

（3）剃除颅顶毛发，用脱毛膏进一步脱除颅顶

毛发，消毒后剪开皮肤，暴露颅骨，刮去待观察区

域颅骨表面筋膜组织，用记号笔标记好要打磨的区

域（图 5A）。

（4）若是磨薄颅骨成像，则在体视显微镜（品

牌：奥 林 巴 斯，型 号：SZ61）下 用 微 型 无 线 颅 钻

（品牌：瑞沃德，型号：87001）轻柔、缓慢地磨薄

整个目标区域（图 5B），磨好后撒上氧化锡粉末，

用硅胶条轻柔研磨，使磨薄区域平滑，用人工脑脊

髓液冲洗掉氧化锡［5］。用 502胶水将定制头板的中

央观察孔对准磨薄区域固定在颅骨上。

（5）若是揭开颅骨成像，则在体视显微镜下沿

着目标区域轻柔、缓慢地打磨一圈，打磨至如图 5C
所示的程度，持精细镊（规格：长度为 14 cm）与颅

窗表面成 30°夹角将颅骨片慢慢地揭开（图 5D），

滴加人工脑脊髓液保持组织湿润。用 502胶水将头

板的中央观察孔对准暴露的脑组织固定在颅骨上

（图 5E）。在暴露和固定过程中，保持组织湿润，

避免干燥或损伤。

（6）将小鼠脑定位适配器（品牌：瑞沃德，型

号：68030）放置于加热垫上，将固定着头板的小鼠

固定在小鼠脑定位适配器上，在头板中央观察孔的

周围用免疫组化笔画一个圆圈，然后在圆圈内滴加

人工脑脊髓液，尾静脉注射标记的荧光染料，待上

机拍摄（图 5F）。

A B C

FED

注：如 A 图所示，用记号笔画小于观察窗直径的圆圈；如

B 图所示，在体视显微镜下，将标记的圆圈内颅骨全部打薄，待

颅骨下面的血管清晰可见即可停止打磨，注意慢慢打磨不要磨

穿颅骨以免损伤脑组织；如C图所示，在体视显微镜下，沿着标

记的圆圈轻柔、缓慢地打磨一圈，待颅骨下面的一圈血管清晰

可见即可停止打磨；如 D 图所示，持精细镊与颅窗表面成 30°夹

角将颅骨片慢慢地揭开，滴加人工脑脊髓液保持组织湿润；如 E
图所示，用 502胶水将定制头板的中央观察孔对准暴露的脑组织

固定在颅骨上，保持组织湿润，避免干燥或损伤；如 F 图所示，

将固定在小鼠颅骨上的头板插入 3D 打印的带插孔的树脂材料

上，树脂材料上设计有杆，将杆固定在小鼠脑定位适配器上。

图 5 脑组织活体成像的样本准备 A为暴露颅骨，标记

目标区域；B为磨薄颅骨成像的打磨方式；C为揭开颅骨

成像的打磨方式；D为揭开颅骨，暴露脑组织；E为脑组

织的头板固定；F为头板与小鼠脑定位适配器的连接
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1.5 皮肤、皮下脂肪、腹股沟淋巴结组织活体成像

的样本准备

（1）每 20 g 小鼠给予 400 μL体积的 1.25%三

溴乙醇，以麻醉小鼠。

（2）剪开腹部皮肤，在皮肤上穿一根线以方

便牵拉皮肤，将皮肤铺在有一定高度的平整的固定

器上，用线将皮肤牵拉平整，轻轻用眼科镊剥离覆

盖在淋巴结上的皮下脂肪以暴露淋巴结，采用盖玻

片贴附的方法（图 6）以固定待观察的皮肤、皮下脂

肪、腹股沟淋巴结，固定器置于加热垫上以使小鼠

保持温暖。

（3）尾静脉注射荧光染料进行相应的标记，待

上机拍摄。

注：剪开腹部皮肤暴露出腹股沟淋巴结，同时淋巴结附近

的皮下脂肪和皮肤也已暴露出来，在小鼠身侧放置一个平整的

高度适合的铁块，将腹股沟淋巴结、皮下脂肪和皮肤区域放置

在铁块上，在剪开皮肤的边缘用手术针线穿上一根 4-0的对折

线，牵拉线以展平和固定住皮肤，在固定器圆环的底部粘贴一

片厚度为 0.17 mm的盖玻片，将固定器圆环底部的玻片轻轻地

贴附在皮肤上，在待观察的腹股沟淋巴结、皮下脂肪和皮肤区

域的玻片上方用组化笔画一个圆圈，滴加膦酸盐缓冲液保水，

以待水镜介入观察。

图 6 皮肤、皮下脂肪、腹股沟淋巴结组织活体成像的

样本准备

1.6 脾脏、肾脏组织活体成像的样本准备

（1）每 20 g 小鼠给予 400 μL体积的 1.25%三

溴乙醇，以麻醉小鼠。

（2）腹部涂抹矿物油，剪开腹部皮肤，剪开腹

腔，用蘸取 PBS的棉签轻轻拨动脾脏和肾脏的背面

暴露待观察的区域，采用负压（－1.0 kPa）吸附的

方法以固定待观察的组织［6］（图 7A、图 7B），固

定器置于加热垫上以使小鼠保持温暖。

（3）尾静脉注射荧光染料进行相应的标记，待

上机拍摄。

A B

注：如 A 图所示，剪开腹腔暴露出脾脏组织，将固定在固

定器圆环上的树脂吸附头的带孔道的侧支与活体成像器官固定

仪连接，手动调节旋钮至合适的负压将脾脏组织稳定地吸附在

盖玻片的下方；如 B 图所示，剪开腹腔暴露出肾脏组织，将固

定在固定器圆环上的树脂吸附头的带孔道的侧支与活体成像器

官固定仪连接，手动调节旋钮至合适的负压，将肾脏组织稳定

地吸附在盖玻片的下方。

图 7  脾脏、肾脏组织活体成像的样本准备  A 为脾脏

组织的固定； B 为肾脏组织的固定

1.7 总结

理论上，只要组织在小鼠活着麻醉的状态下

可以暴露出来，并且能够以吸附或者贴附的方式

固定住，都可以进行活体成像。成像的深度以及

成像的稳定性取决于组织本身的特点。此外，增

强吸附操作的稳定性有助于提高成像的稳定性，

有利于拍摄出视野内不抖动的稳定的图像或者视

频。如果能够保证手术操作创伤小，维持小鼠长

期麻醉的状态，则可以进行长时程的活体成像。

手术创伤小、可缝合愈合或者留置观察窗的方法

则可以用于同一小鼠较长时间、划分不同时间点

的活体成像。
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2 双光子显微镜的上机拍摄

活体成像的样本准备好后，连同加热垫和固定

装置一起转移至双光子显微镜（品牌：奥林巴斯，

型号：FVMPE-RS）的载物台上（图 8A），注意转

移过程中固定装置上连接着的管子和线路要避免牵

拉扯掉，保证平稳安全转移好后，根据固定装置的

高度调整载物台的高度，接下来可以进行上机拍摄

操作，具体的步骤如下。

（1）打开仪器硬件，包括汞灯、控制器、激光

器、扫描单元等。

（2）打开拍摄软件，在软件中打开激光器，

根据要观察的荧光通道信息调节激光器的波长以

及合理分配激光器。由于主激光器的功率大于副

激光器，如果只拍摄 1～2个荧光染料如 AF488和

AF594，可共用一个激光器激发，推荐优先使用

主激光器，可使用较低的激光强度激发较强的荧

光信号。由于双光子显微镜是长波长激发，不是

固定波长的激光器，针对要拍摄的荧光染料可进

行不同激发波长的摸索，比如拍摄荧光染料 AF488

和 AF594，激发波长可在 920～980 nm之间进行摸

索；拍摄荧光染料 AF647可在 1 050～1 200 nm之间

摸索；拍摄荧光染料 AF405可在 780～820 nm之间

摸索，拍摄二次谐波可在 800～950 nm之间摸索。

（3）如果是负压吸附固定的方法，在适配镜

玻片上面的圆圈内滴加 PBS（图 8B），如果是盖

玻片贴附固定的方法，在待观察组织上方的盖玻

片上用免疫组化笔画一个圆圈，然后在圆圈内滴

加 PBS（图 8C），将 25倍水镜的镜头下降直至浸

入到圆圈内的 PBS中，然后通过在汞灯目镜下反

向调节 z 轴以找到焦面，避免调焦过程中镜头压撞

固定器。

（4）在拍摄软件上预览观察视野，调节激光强

度参数，合适的参数既可以激发较强的荧光信号又

可以避免光毒性，设置好采集的 z 轴厚度以及拍摄

时间，选择合适的采集图像分辨率进行拍摄，分辨

率越高采集速度越慢，合适的采集分辨率能够平衡

采集速度和图像分辨率。

A B

C

①

②

③

④

注：如 A 图所示，设备各自随仪器配置的管路线之间不要

相互缠绕，就近双光子显微镜放置即可，放置位置的原则是既

可以保障在实验操作台上进行小鼠手术操作时各管路线足够

长，又可以保障上机操作时转移到显微镜载物台上时各管路线

也足够长；如 B 图所示，将肺组织负压吸附固定后，连同固定

器以及固定器下面的加热垫一同转移至显微镜的载物台上，

25倍水镜对准固定器圆环中央的观察窗，在观察窗盖玻片的上

方滴加 PBS，下降镜头至 PBS中即可调焦后进行成像；如 C 图

所示，将腹股沟淋巴结组织贴附固定后，连同固定器以及固定

器下面的加热垫一同转移至显微镜的载物台上，25倍水镜对

准固定器圆环底部盖玻片上的组化笔画的圆圈，在圆圈内滴加

PBS，下降镜头至 PBS中，后续可调焦后进行成像。

图 8 双光子显微镜活体成像的上机操作 A 为肺组织活

体成像上机操作时连接着的各种设备： ①为呼吸机，

②为组织固定真空泵， ③为体温维持仪， ④为双光子

显微镜； B 为肺组织经负压吸附固定后的上机操作； C
为腹股沟淋巴结组织经盖玻片贴附固定后的上机操作

各种正常组织标记血流后无 z 轴厚度的单层活

体成像图片如图 9所示。

3 小结

双光子活体成像技术凭借其深层组织成像优

势，在生命科学领域展现出广阔的运用前景。双光

子活体成像技术运用的难点是样本准备，本文重点

介绍肺脏、肠道、脑、肝脏、皮肤、脾脏、肾脏等组

织的样本准备流程与上机操作要点，以期为双光子

活体成像的样本准备及上机操作提供参考，帮助研

究人员掌握双光子活体成像的操作技巧，推进双光

子活体成像技术更加广泛的运用。
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注：物镜为 25倍水镜，采集分辨率为 640×640，无 z 轴厚度采集，标尺为 50 μm。

图 9  不同组织运用双光子显微镜活体成像的图片  A 为肺组织，伊文思蓝标记血流，显示正常肺泡毛细血管网；

B 为肠组织，异硫氰酸荧光素 - 葡聚糖标记血流，显示正常肠组织毛细血管网； C、 D 为肝组织， 495- 番茄凝集素

标记血管，显示正常肝组织毛细血管网，其中， D 图是运用共聚焦显微镜活体成像； E、 F 为脑组织，其中， E 图

为磨薄颅骨的活体成像，德克萨斯红葡聚糖标记血流， H 图为揭开颅骨的活体成像，异硫氰酸荧光素 - 葡聚糖标记

血流，显示正常脑组织毛细血管网； G、 H 为皮肤组织，伊文思蓝标记血流，其中， H 图展示的是有 z 轴厚度的成

像图片，为皮肤组织 84 μm 厚度成像的 3D 展示，显示正常皮肤组织毛细血管网； I 为脂肪组织，伊文思蓝标记血

流，显示正常脂肪组织毛细血管网； J 为淋巴结组织，伊文思蓝标记血流，显示正常淋巴结组织毛细血管网； K 为

脾脏组织，德克萨斯红葡聚糖标记血流，显示正常脾脏组织毛细血管网； L 为肾脏组织，德克萨斯红葡聚糖标记血

流，显示正常肾脏组织毛细血管网




