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摘要 由于多光子显微技术具有高时空分辨率、低损伤性、可对活体长时间成像等特点，近年来已被广泛应用于生物医学

等领域，并且在多种疾病诊断中展现出巨大的应用潜力 . 尤其是在脑部疾病的研究中，利用多光子成像技术可实现对复杂神

经网络的研究，包括对脑部神经细胞、血管、肿瘤等进行实时成像并研究各自之间的相互作用，能进一步揭示脑疾病的发

病机制并指导检测治疗方法的开发 . 本文简要介绍了多光子成像技术的基本原理及特点，总结了其在阿尔茨海默病、脑中

风、脑肿瘤等多种脑部疾病中的应用，详细阐述了近年来利用多光子成像技术在脑部疾病研究中所获得的成果，并对多光

子成像技术的发展前景进行了展望，预期其在脑部疾病的研究中将发挥更大的作用 .
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传统的脑功能成像包含功能性核磁共振

（functional nuclear magnetic resonance，fMRI）、正

电 子 发 射 计 算 机 断 层 成 像 （positron emission

computed tomography，PET）等，具有辐射损伤以

及价格昂贵等缺点，并且很难实现多种生理参数的

同时测量 . 多光子显微成像技术基于非线性光学成

像原理，具有高时空分辨、低细胞损伤等特点，能

够在不同的时间和空间尺度上研究脑功能活动，在

脑疾病的研究中发挥出巨大的作用 . 相比于其他技

术具有如下优点：

a. 具有高时空分辨率 .典型的多光子脑部成像

系统通常能达到亚微米级的空间分辨率，能够满足

脑部成像对神经细胞精细结构研究的需求 .

b. 多光子成像系统通常采用波长较长的红外激

光作为激发光源，这些波长在生物组织中具有较好

的穿透性，可达到数百微米的成像深度，适合脑部

深层组织的成像 .

c. 多光子荧光成像只有在激发光焦点附近的有

限区域才能达到产生荧光所需的激光照射功率密

度，非焦点区域不会产生荧光，因此无需借助共聚

焦针孔就可以具有天然的光学层析和三维成像能

力，可通过对焦点的三维扫描来获得样品的三维显

微图像 . 除此之外，还可以有效减少焦点外的光漂

白和光毒性，提高成像质量，更适于活体的长时间

成像 .

早在 20世纪 30年代，多光子显微技术中的典

型代表——双光子激发理论，由Göppert-Mayer［1］

提出 . 1990年，Denk等［2］将双光子激发用于荧光

共聚焦显微系统，制造出了世界上第一台激光扫描

双光子荧光显微镜，并应用于生物学研究 . 至此，

多光子显微技术逐渐向商业化发展，现在已被用于

医学成像研究中的诸多领域，如皮肤病、角膜病的

诊断等 . 多光子显微镜能够较大地克服由脑部组织

引起的光散射，从而可以实现深层成像 . 因此，其

在脑部研究中具有极大的潜力 . 本文简要介绍多光

子显微成像的基本原理，包括传统意义上的多光子

激 发 荧 光 （multiphoton excited fluorescence，

MPEF）显微成像和谐波成像，总结了其在阿尔茨

∗ 国家自然科学基金（61525503，61620106016，61835009，81727804），

广 东 省 高 等 学 校 科 技 创 新（重 点）项 目（2015KGJHZ002/

2016KCXTD007），广 东 省 自 然 科 学 基 金（2014A030312008）

和 深 圳 市 基 础 研 究 项 目 （JCYJ20150930104948169，

JCYJ20160328144746940，JCYJ20170412105003520）资助.

∗∗通讯联系人.

Tel：13714776252，E-mail：jlqu@szu.edu.cn

收稿日期：2019‑05‑04，接受日期：2019-07-11



黄燕霞，等：多光子显微成像技术在脑部疾病研究中的应用2019；46（10） ·953·

海默病、脑中风、脑肿瘤等典型脑部疾病研究中的

应用 .

1 多光子显微成像技术的基本原理和典型

装置

双 光 子 激 发 荧 光 成 像 （two-photon excited

fluorescence，TPEF）是一种最常见的多光子荧光

成像技术，其荧光分子的吸收和发射的能级图如图

1a所示 . 在高光子密度的情况下，荧光分子同时吸

收2个长波长光子，从基态跃迁到激发态，随后在

非常短的时间内从一个较高的振动能级 f2弛豫到激

发态的最低振动能级 f1，最后再从 f1自发辐射回到

基态，发出荧光 . 由于经历了从 f2态到 f1态的弛豫

过程，双光子激发产生的荧光光子能量要小于吸收

的双光子能量之和，即荧光信号的频率略小于激发

光频率的 2倍 . 对于三光子激发而言，则产生的荧

光信号频率要略小于激发光频率的 3倍（图 1b） .

由于脑部组织具有明显的不均匀性，对光的散射作

用较强，因此随着成像深度的加大，信号光衰减，

非焦点区域也出现了非线性激发现象，导致信噪比

逐渐降低，故信噪比成了限制多光子成像深度的主

要原因 . 根据简单的数学推导，在远离焦点处，双

光子和三光子的成像信号随着成像深度的增加大约

分别以 1/z2和 1/z4的形式衰减［3］ . 由此可见，三光

子显微成像技术由于能更好地减弱背景光从而更加

适合深层组织的成像 . 如Cornell 大学Xu等［3］利用

三光子激发成像技术进行脑部成像研究，其研发的

三光子成像系统在 1 700 nm 的光谱激发窗对小鼠

脑部的成像达到约 1 400 μm 的成像深度，可清晰

地看到小鼠海马体区域 . 除此之外，多光子激发成

像技术还包括四光子、五光子吸收成像，其原理与

此类似 . 由于多光子激发荧光显微成像中对激发光

能量密度要求较高，故通常需要使用高功率锁模脉

冲激光作为激发光源，如钛宝石锁模飞秒激光器

等 . 将多光子显微技术与多种荧光材料相结合，如

外源染料、纳米材料等，可显著增强成像效果，从

而对多种疾病进行快速诊断和检测，如Huang等［4］

使用双光子激发荧光显微镜，利用溶酶体靶向的双

光子荧光探针 FC-βgal来检测卵巢癌活细胞中的 β

半乳糖苷酶变化，为原发性卵巢癌提供新的诊断

方法 .

Fig. 1 Energy-level diagram for nonlinear optical
processes of TPEF（a） and three-photon excited

fluorescence imaging（b）
图1 双光子激发荧光（a）和三光子激发荧光（b）能级图

二次谐波（second harmonic generation，SHG）

和三次谐波（third harmonic generation，THG）显

微成像也是应用较多的多光子显微成像技术，但是

它们与双光子和三光子激发荧光显微成像的物理机

制完全不同 . 其能级图如图2所示，g为实能级，其

他为虚能级，即谐波在成像过程中并没有光子的吸

收和能级跃迁，信号的产生是由于材料的非线性极

化率引起的 . 因此，谐波的产生不同于非线性荧光

辐射，如双光子和三光子激发荧光成像过程中都存

在光的吸收且辐射光谱存在展宽，而谐波成像则不

存在光的吸收并且其产生的新光谱频率与入射光的

频率成严格的倍频关系 . 同时，由于介质的极化率

反映了它的微观特性，如对称性、排列等，谐波成

像对材料的结构变化较为敏感，可用于检测物质的

微观结构 . 应用于生物医学光学显微成像的二次谐

波和三次谐波显微镜一般为扫描式，由于成像无需

对样品进行染色或荧光标记，对样品损伤小，已被

广泛应用于胶原组织等生物样品的研究 . 二次谐波

成像时成像样品需具有非反演对称性并满足相位匹

配的条件 . 相比于二次谐波，三次谐波是一种仅在

非均匀介质中发生的负相位失配的三阶过程，因此

Fig. 2 Energy-level diagram for nonlinear optical
processes of SHG（a） and THG（b）

图2 二次谐波（a）和三次谐波（b）产生能级图
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它对介质的结构对称性没有要求，并且在介质的表

面和内部均可以产生，因此在对大块组织内部成像

方面更具优势，也常用于识别两种介质之间的交

界面 .

双光子、三光子荧光成像以及谐波成像通常可

以在同一装置上实现［5］，典型的成像装置如图3所

示 . 一般采用飞秒激光器作为光源，由于双光子、

三光子与谐波成像的发射光波长不同，可在光谱上

进行分离，且利用前向和后向的散射信号可同时进

行图像采集 . 如在消化道肿瘤的诊断中，Zhuo等［6］

便联合利用SHG-TPEF多光子成像系统对正常人和

癌变患者的食管基质进行成像，由于SHG信号主

要来源于胶原纤维，而TPEF信号主要来源于弹性

纤维，故两者的复合成像能更好地展示出癌变组织

的特征，给诊断提供更多的指导，展现出了多光子

成像技术的优势和应用潜力 .

2 多光子成像技术在阿尔茨海默病研究中

的应用

2.1 阿尔茨海默病病理特征

阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）是

一种典型的神经系统退行性疾病 . 该病最早由德国

医生 Alois Alzheimer 于 1906 年提出，是老年痴呆

症最常见的一种类型 . AD患者通常出现记忆障碍、

失语、失认、视空间技能损害、执行功能障碍以及

人格和行为改变等发病特征［7］ . AD发病机制至今

尚未明确，在诊断上很大程度取决于神经心理学评

估 . 在我国现有约1 000万痴呆患者中AD约占全部

患者的50%~70%，在全世界范围内AD患病率也在

逐渐增加［8］ . 根据流行病学数据预测，到 2050年，

可能会有超过1.315亿人患有AD［9］. AD的主要病理

特征是细胞外β淀粉样蛋白（amyloid β-protein，Aβ）

沉积形成老年斑和细胞内 τ蛋白过度磷酸化形成神

经纤维缠结 . 许多科学研究表明，沉积的老年斑会

对其附近的神经元活性及代谢等产生影响，从而导

致神经元网络结构和功能的破坏 . 因此，对于沉积

的老年斑及其周围神经细胞的改变进行研究有利于

进一步了解AD发病机制，对AD发病机制研究及

诊断方法开发具有重要的价值 . 在过去的十几年

里，已发展了许多新型的脑部检测技术，丰富了我

们对脑结构和脑功能的理解 . 用于检测AD相关脑

部病理结构的成像技术除了PET［10］和 fMRI［11］外，

还有单光子发射计算机断层成像术（single-photon

emission computed tomography，SPECT）［12］、近红

外 （near-infrared，NIR） 荧光成像［13］、多光子显

微成像［14］等 . 在这些技术中，基于高分辨率、无

损活体成像的优势，多光子成像技术尤其适用于对

Aβ沉积及其周围脑功能变化进行长时程观察，在

AD发病机制的研究中发挥重要的作用 .

2.2 多光子成像技术在Aβ动力学研究中的应用

在对 AD 发病机制的研究中，传统认为 Aβ沉

积是致病的原因之一，且与AD病程的进展密切相

关 . 由于AD暂时缺乏特效药，尽早地进行诊断对

病情的控制能起到重要作用，因此可视化的Aβ成

像将能极大地提高病情确诊率［15］ . 目前，对Aβ动

力学的研究主要集中在模式动物如转基因小鼠中的

研究，实际的临床诊断仍面临成像深度不够深的瓶

颈，多光子成像技术有望在该方向上取得进一步的

突破 .

利用多光子荧光显微成像对Aβ进行研究主要

分为无标记成像和荧光探针标记成像 . 最早被发现

可以作为 Aβ荧光标记物的是一种名为硫磺素 T

（thioflavinT，ThT）的化合物，能够高特异性与淀

粉样蛋白结合，并且具有较小的分子质量，虽被称

做“金标准（gold standard）”，却只能用于切片组

织标记 . methoxy-XO4［16］是目前在AD活体研究中

Fig. 3 Typical multiphoton imaging device［5］

图3 典型的多光子成像装置［5］

成像装置主要包括：epi-，后向探测；Forward-，前向探测；

PMT，光电倍增管探测器；Filter，滤波片；Dichroic mirror，双

色镜；X-Y scanner，X-Y平面扫描仪；M，反射镜；Sample，样

品 ； Picosecond/Femotosecond laser， 皮 秒/飞 秒 激 光 器 ；

Computer，计算机.
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应用最为广泛的荧光探针之一 . 采用methoxy-XO4

对Aβ斑块进行标记，利用双光子显微镜可进行连

续活体成像 . Meyer-Luehmann等［17］通过长时程实

时成像发现，新生的 Aβ斑块在 24 h 内急速生长，

随后体积便维持在相对稳定的状态 . 而 Baik 等［18］

则观察到Aβ斑块的形成不是单一斑块体积的生长，

而是由新生的 Aβ向原存在的斑块聚集而形成的 .

由于 methoxy-XO4 只对斑块致密核心区域进行染

色，Farrar等［19］研发出β55探针，该探针能高度结

合离体AD人脑组织和AD转基因小鼠脑部的Aβ斑

块，标记范围大于 methoxy-XO4 且开发简易，与

methoxy-XO4互补标记能够更好地提高成像分辨率

（图 4） . 尽管利用荧光标记能特异性对Aβ斑块进

行成像并且具有较高的成像分辨率，但脑部是一个

复杂的整体，外加的荧光探针有可能引起其微环境

的改变，从而对 AD 患者产生不利的影响 . 因此，

科研工作人员正致力于发展无标记成像技术用于斑

块的识别 . 由于Aβ斑块结构满足谐波信号的产生

条件，故目前科研人员利用Aβ斑块的谐波信号进

行成像 . 如Kwan等［20］便采用谐波对转基因AD小

鼠的海马体及脑部血管的老年斑进行观察，同时结

合探针进行对比，得出老年斑谐波信号和自发荧光

信号与探针的信号相匹配 . 而Lee等［21］则采用无标

记谐波成像结合双光子成像对AD小鼠模型的海马

体CA1区和齿状回区（dentategyms，DG）进行成

像分析，结果表明在 DG 区 Aβ斑块的累积较多，

信号较强，图5为同时结合相干反斯托克斯拉曼散

射 成 像 （coherent anti-Stokes Raman scattering，

CARS）对Aβ斑块成分进行的多模式成像 .

Fig. 4 Two-photon imaging of amyloid plaque which be labled by β55（a，d） and methoxy-XO4（b，e） and their
merge imaging（c，f）［19］

图4 β55和methoxy-XO4标记的淀粉样蛋白斑块［19］

由双光子显微镜拍摄，β55（a，d）和methoxy-XO4（b，e）标记的AD小鼠体内Aβ斑块图以及两者的整合（c，f）.

Fig. 5 Multimodal imaging of amyloid plaques in the DG region of AD transgenic mice［21］

图5 在AD转基因小鼠的DG区对淀粉样蛋白斑块进行多模式成像［21］
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2.3 多光子成像技术在AD模型神经细胞研究中的

应用

大脑是一个具有高度适应性的神经元共享信息

网络，通过大约 1014个突触互相连接形成 . 该神经

网络能对外界刺激做出反应，同时具有高度的可塑

性，能够不断适应新的环境需求并学习形成新的记

忆 . 突触一般包含轴突和树突，树突多呈树状分

支，它可接受刺激并将冲动传向胞体，在树突分支

上常见许多棘状的小突起，称树突棘 . 树突棘是神

经元之间形成突触的主要部位，可扩大神经元的接

受面积，对外部刺激做出反应 . 因此，当突触遭受

破坏而导致形状改变或数量减少时，会导致神经回

路遭受显著性的破坏，从而使得大脑的应激能力下

降，最终导致认知和记忆的严重损害［22］ . 因此，

对神经元及突触进行成像研究有利于更好地理解大

脑的功能作用机制 . Xu等［23］采用三光子显微成像

技术和GCaMP6s标记，在 1 300 nm的激发波长下

对小鼠海马体的神经元进行了功能性成像，实现了

1 mm左右的成像深度 .

研究者在尸检及转基因小动物AD模型中均发

现，树突及树突棘形状的改变和数量减少的程度与

AD 患者大脑的损伤程度密切相关［24-25］ . 基于此，

有人提出淀粉样沉积物及其周围的微环境对树突有

毒性作用，能够导致树突及树突棘的改变和丢失，

致使突触功能异常［26］ . 如Tsai等［27］发现在斑块形

成的 4~5 周内树突棘的减少加剧，而 Spires-Jones

等［28］却发现该过程仅发生在斑块形成后的 1 h内 .

总而言之，树突及树突棘消失和改变的动力学原理

至今仍未明确 . Bittner等 ［29］利用TPEF技术，通过

长时程活体成像，直观地展示了树突棘形成和消除

的动力学过程 . 他们选取 3~4个月以及 18~19个月

大的双重杂交AD小鼠，此年龄阶段的小鼠刚好分

别处于 Aβ斑块形成停止阶段以及病理晚期阶段，

随 后 利 用 methoxy-X04 染 料 和 黄 色 荧 光 蛋 白

（yellow fluorescent protein，YFP） 分别对 Aβ和树

突进行标记并采用TPEF成像，研究了AD小鼠脑

部神经元树突棘状态和Aβ沉积之间的关系［30］ . 由

于选用了近红外波段的波长作为激发光，故可在较

低的激发功率下（<50 mW）获得较深的成像深度，

在300 μm的成像深度下仍然能获得2 μm的纵向分

辨率，既减小了光毒性又实现较大的视场范围，能

够对脑部区域的Aβ沉积及其周围环境进行长时程

的观察（图 6） . 在长达数周的观察中，他们发现

在斑块附近，3~4个月大的小鼠树突棘减少（57.9±

28.3）%，18 个月大的小鼠减少 （67.8±20.8）%，

证明树突棘的消失过程至少持续了一年时间，在此

过程中观察到新生树突棘的生长速率与野生对照小

鼠相同，揭示了树突棘总量的减少是由于树突棘消

失的速率大于新生速率而造成的，并非是新生树突

棘的生长受到了抑制 . 同时，由于双光子荧光显微

成像技术在活体成像中能达到亚细胞的分辨率，因

此足以对树突棘的形态进行分辨 . Bittner等继续选

取了 3种不同形态的树突棘进行TPEF成像并研究

在树突棘减少的过程中不同形态所产生的影响，成

像后经过三维重建分析，发现不同形态的树突棘在

经历了4周后，其占总树突棘的比重仍然不变，说

明树突棘的消失均匀发生在各种形状的树突棘中，

不受形状的影响 . 利用双光子荧光显微成像可长时

间实时监测的优势，他们还对Aβ斑块新生过程中

附近的树突棘进行了长达3个月的观察并发现树突

棘的密度在斑块形成之前保持不变，直至初始Aβ

斑块形成后4~5周，树突棘的密度才发生显著降低

（图7） . 因此，在斑块形成和斑块附近的树突棘消

失过程似乎存在约4周的潜伏期，这也解释了人脑

的Aβ斑块从开始积累到认知衰退之间为何存在着

5~10年的延迟时间 . 由此可见，TPEF成像技术在

成像视野、分辨率以及成像深度等方面都能满足对

AD模型中树突棘消失的动力学研究，在对AD病

理学认知研究中发挥巨大的作用 .

在发病的AD模型中，除了树突棘会发生改变

之外，小胶质细胞也会对Aβ斑块做出反应 . 小胶

质细胞是中枢神经系统内固有的免疫效应细胞，具

有多突触和可塑性的特点［31］ . 正常情况下，小胶

质细胞通过与突触的接触监测突触的功能状态，为

大脑提供一个高度动态和高效的监测系统 . 当脑内

发生炎症时，小胶质细胞会迅速被激活并产生吞噬

功能 . 通常来讲，在一些急性神经退行性疾病中，

小胶质细胞会释放出炎症介质从而保护神经元，减

少大脑的损伤 . 但是在慢性神经退行性疾病，如阿

尔茨海默病中，小胶质细胞由于长时间被激活，释

放一系列的炎症介质会导致氧化过激反应，反而会

对神经组织造成损伤，故其在阿尔茨海默病中的作

用至今仍颇受争议 . Meyer Luehmann等［32］在转基

因B6C3-YFP小鼠中，通过YFP标记小胶质细胞，

利用TPEF成像技术，使用800 nm激发波长激发荧

光蛋白YFP和Aβ染料methoxy-XO4，对Aβ斑块及

其附近的小胶质细胞进行实时监测 . 他们发现，在

斑块形成的部位，小胶质细胞很快做出应激反应并
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在24 h内被吸引到斑块附近 . 同年，Bolmont等［33］

通过TPEF成像在表达绿色荧光蛋白的AD转基因

小鼠中也观察到了相似的结果 . 而后Zhao等［34］通

过使用刚果红标记AD小鼠中的Aβ斑块，并注射

白喉素减少Aβ斑块附近小胶质细胞的数量，随后

采用 880 nm 的双光子激发荧光对斑块进行成像，

并结合MATLAB算法分析小胶质细胞的减少对Aβ

斑块变化的影响，发现小胶质细胞减少的一周内，

斑块逐渐变大，随后小胶质细胞再生，斑块大小又

趋于稳定，从而证实了小胶质细胞对斑块的扩散起

着抑制作用 . 在整个研究过程中，双光子激发荧光

显示较为稳定，同时由于双光子系统具有三维成像

的特点，故结合MATLAB算法可通过分析荧光强

度反映出斑块体积的变化 . 但由于没有排除外加注

射的白喉素对机体其他方面的影响，故其结果的可

靠性仍有待研究 . 另一方面，也有研究表明，小胶

质细胞向斑块附近迁徙反而促进了斑块的聚集，如

Baik 等［18］ 利用 TPEF 成像技术，外加 Aβ 染料

methoxy-XO4观察转基因AD小鼠体内由绿色荧光

蛋白标记的小胶质细胞对Aβ斑块沉积的作用 . 为

了降低光毒性作用，整个成像过程中激光功率都控

制在 35 mW以下 . 基于TPEF长时程、大范围的成

像优势，他们通过连续体内成像和流式细胞术发

现，斑块的长成是由于Aβ的不断聚集，而被激活

的小胶质细胞会对 Aβ进行吞噬并向 Aβ斑块迁移

（图 8） . 迁移的过程也就是把新生的Aβ向老斑块

附近带动 . 随后，过量的Aβ在小胶质细胞内聚集

导致了小胶质细胞的死亡，而其死后便会释放出胞

内原先吞噬的Aβ，促进了斑块的聚集 . 尽管不同的

研究者对小胶质细胞在AD中的作用持不同看法，

Fig. 6 Long-term in vivo imaging of AD mouse models using two-photon fluorescence microscopy［29］

图6 利用双光子荧光显微成像技术对AD小鼠模型进行长达数周的体内成像［29］

利用双光子荧光成像分别对年龄为3个月及18个月的AD 小鼠进行体内观察淀粉样蛋白斑块和树突的变化，蓝色表示Aβ，灰色表示树突.

Fig. 7 Two-photon imaging of dendritic spines［29］

图7 双光子显微技术对树突棘成像［29］

利用双光子显微技术对AD小鼠进行体内成像，观察树突棘变化，成像时间间隔为1周，蓝色、红色、绿色箭头分别表示稳定、消失、新生

的树突棘.
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但都一致认为小胶质细胞参与到 AD 的发病机制

中，明确小胶质细胞在AD中的角色对推动AD的

诊断和治疗具有重要的意义，而双光子成像的发展

也为此提供了便利的观测条件 .

2.4 多光子成像技术在AD模型钙离子动力学研究

中的应用

钙离子信号的传导是实现多种神经元功能的基

础 . 在研究神经网络的信号传导时，除了以细胞内

钙浓度作为指标外，细胞的钙瞬变也成为重点研究

对象之一 . 据报道，在AD患者中，钙稳态的变化

是最早发生的分子变化之一［35］ . 随后，由于钙稳

态的失衡，导致多种神经细胞受到损伤，神经网络

的结构和功能遭受破坏 . 鉴于钙离子的重要性，以

往科学家研发了很多在细胞及亚细胞水平分析钙离

子动力学的技术和方法 . 随着光学技术的发展，高

时空分辨率、低细胞损伤性的多光子体内成像技术

使得能更好地对细胞内的钙离子活动进行精确的

分析 .

研究表明，在神经炎症发生过程中，小胶质细

胞会被激活并具有吞噬和释放促炎性细胞因子等能

力，而这些功能都是由小胶质细胞内的钙离子进行

调控的 . Brawek等［36］采用OBG-1钙离子指示剂标

记小胶质细胞内钙离子浓度，利用双光子荧光显微

镜观察神经细胞内的钙离子变化 . 他们发现，在Aβ

斑块附近的小胶质细胞的胞内自发钙离子瞬变几率

显著增加，同时钙瞬变振幅也增加了 5.8% 左右，

这些不稳定的钙离子信号会导致小胶质细胞极度活

跃，释放促炎性细胞因子，造成神经退行性病变 .

在 AD 模型中，除小胶质细胞受到钙稳态的调控

外，神经元及树突功能也受其影响 . Kuchibhotla

等［37］利用多光子荧光成像技术，通过钙指示剂

YC3.6在体内测量神经细胞突起，包括轴突和树突

以及树突棘中的钙活动来研究AD模型脑部沉积的

Aβ块和神经系统之间的关系 . 由于YC3.6是一种基

于 荧 光 共 振 能 量 转 移 （fluorescence resonance

energy transfer，FRET） 的比率式探针，将其与

AVV2 病毒结合可在转基因小鼠内进行特异性表

达 . 由于多光子成像系统具有高分辨率以及深度成

像的优势，该研究能够对结合了YC3.6的神经细胞

形态进行观察并定量地检测到AD小鼠皮质斑块附

近的神经细胞钙离子浓度 . 在具有Aβ斑块沉积的

AD 小鼠中，大约有 20% 的神经元出现钙离子超

载，而在野生型小鼠以及没有斑块沉积的早期AD

小鼠中钙超载的神经元比率小于 5%，随后解释了

神经元钙超载的现象取决于Aβ斑块的沉积以及神

经元和斑块的距离，并且这种钙稳态的破坏最终会

对神经网络结构和功能上的稳定性造成严重影响 .

Bai 等［38］通过类似的实验证明了神经元钙稳态的

重要性，他们利用注射 Aβ寡聚体的方式构建 AD

小鼠模型，随后利用双光子荧光显微成像技术和钙

Fig. 8 Two-photon imaging of plaques（red） and microglia（green） in vivo［18］

图8 对体内斑块及小胶质细胞进行双光子荧光显微成像（红色为Aβ斑块，绿色为小胶质细胞）［18］
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离子指示剂GCaMP6s对小鼠的树突进行了结构和

功能成像，研究在AD小鼠模型中树突异常的钙离

子信号和其形状改变之间的关系 . 研究发现，在静

息情况下，3月龄的AD小鼠其原代运动皮层中的

神经元胞体钙离子活性明显低于野生小鼠，而将

AD小鼠放在特制的跑步机上观察时，神经元顶端

树突表现出持续的高峰值振幅的钙瞬变，随后树突

棘开始出现显著减少，他们将Aβ聚合物注射到野

生小鼠中也观察到了同样的现象，因此得出Aβ聚

集体会诱发神经元异常的钙瞬变这一结论，而这种

长时间且高振幅的钙瞬变对树突棘产生毒性，导致

树突棘数量的减少 . 由此可见，钙离子稳态对维持

神经系统的功能有着重要的作用，而在体双光子钙

离子成像已成为分析完整脑中神经元群体、个体神

经元，甚至亚细胞神经元区室功能的有效方法，对

推动理解神经系统稳态性起着重要的作用 .

3 多光子成像技术在脑中风研究中的应用

3.1 脑中风病理特征

脑中风是一种因脑血管阻塞或破裂引起的脑血

液循环障碍和脑组织机能或结构损害的疾病，又称

脑卒中或脑血管意外，具有极高的病死率和致残

率，主要分为出血性脑中风（脑出血或蛛网膜下腔

出血）和缺血性脑中风（脑梗塞、脑血栓形成）两

大类，以脑梗塞最为常见 . 常见的中风症状包括无

法移动单侧的肢体或者是一边身体失去感觉，丧失

单眼视力，出现语言障碍、眩晕等 . 脑中风发病急

骤，病情凶险，在很短的发病时间内即可引起脑部

细胞一连串的改变并造成脑部损伤 . 近几十年的研

究表明，当大脑受到损伤时，多种类型的细胞以不

同的方式共同对脑部损伤做出反应，甚至同一种细

胞，在整体防御过程中可能担任不同的角色［39］，

因此对脑中风发病情况下脑部结构和功能的检测，

理解各种细胞对损伤做出的反应以及神经元、神经

胶质等多种脑部细胞和血管区的相互作用有利于为

此病提供有效的预防和治疗方案 . 目前临床采用影

像技术如 fMRI、PET等来探测血流量变化以提供

患者的脑部信息，但这些技术在时间和空间分辨率

上无法满足研究人员的需求 . 相比之下，多光子显

微成像技术能够在细胞水平上可视化脑中风发生时

大脑的结构和功能的变化，同时能在体内实时研究

不同细胞之间的相互作用，对脑中风的主要发病特

征——血流量的成像也具有明显的优势，能更好地

提供关于组织损伤和修复过程中的脑部信息，促进

中风的诊断和治疗的研究 .

3.2 多光子成像技术在脑中风发病模型脑部细胞

研究中的应用

神经元是组成神经中枢系统的重要组成部分，

因此，在脑中风发病情况下对神经元形态和功能进

行观察非常必要 . Sigler等［40］利用局部注射内皮素

来 诱 发 脑 中 动 脉 缺 血 （middle cerebral artery

occlusion，MCAO）环境，利用双光子成像观察到

当血流量供应为正常情况下的50%时，在5 h内树

突的形状尚未发现明显的变化，而当血流量的供应

减少到只剩 10% 时，树突和树突棘的形状在 10

min内便发生了较大的变化，原本连贯的树突结构

变成了明显的珠状 . 随后，他们中止缺血实验，并

对其进行再灌注 . 实验结果显示，再灌注后树突和

树突棘均进行了重塑，恢复到了之前的形状 .

Kislin 等［41］也进行了相似的研究，他们采用的双

光子系统在活体检测时可达到 0.332 μm 的横向分

辨率和1.640 μm的轴向分辨率 . 不同的是，他们在

树突形状变成珠状时尝试观察神经元的线粒体状

况 . 由于大视野成像限制了图像的信噪比，难以对

单个线粒体的形状变化进行分析，故他们在成像过

程中采用了算法对成像结果进行统计分析并建立

3D模型 . 发现在脑部缺血情况下神经元线粒体发生

严重肿胀，与对照组对比观察到缺血情况下肿胀的

球状线粒体通过薄的线粒体片段相互连接，表明了

线粒体正在发生裂变，线粒体网络被损坏，引发了

线粒体自身的严重损伤并且可能导致细胞的死亡 .

线粒体的裂变和树突的损伤同时发生，表明脑损伤

时树突出现的珠状现象也有可能是由于线粒体的裂

变引起的，并且在中度和轻度损伤中，线粒体碎裂

是可逆的，在 1~2周后其结构可完全恢复 . 神经元

线粒体对于脑部损伤具有很高的敏感性，而将双光

子成像技术与其他技术相结合，能够在脑部损伤时

对其进行实时成像分析，为疾病的研究提供有力的

观测手段 .

脑中风发病时，除了上述的神经元形态和功能

会发生改变外，其他脑部细胞也会对损伤区域做出

相应的反应 . 研究表明，星形胶质细胞在脑部损伤

后会产生极化和增殖的现象 . 为了探究其动力学机

制，Bardehle等［42］在GLAST/eGFP转基因小鼠中，

分别用绿色荧光蛋白 （green fluorescent protein，

GFP）和 Texas Red–dextran 标记星形胶质细胞和
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血管并通过双光子荧光显微镜观察急性损伤后数周

内成年小鼠大脑皮层中星形胶质细胞的反应 . 由于

双光子成像系统可进行长时程成像，故可对星形胶

质细胞反应进行实时观察并记录其动态过程 . 研究

发现，星形胶质细胞对于损伤区域的反应具有异质

性，其中有些星形胶质细胞保持着原先的状态，有

些突触在脑部损伤后开始往损伤区域延伸，而邻近

血管的星形胶质细胞则出现选择性增殖的现象 . 内

皮细胞对于脑血管梗塞的反应则较为明显 . Carson

等［43］在表达绿色荧光蛋白的转基因小鼠中建立血

栓模型，随后通过线扫描双光子显微成像记录血流

速度以验证微血管闭塞和血管的重建，同时观察血

管微栓子的移动情况 . 发现血管微栓子附近的内皮

细胞膜逐渐向外延伸，最终围绕微栓子，随后原

始内皮细胞经历回缩，形成内皮开口，微栓子便通

过该开口渗出，移位到血管周围实质中，血管重新

恢复畅通（图 9） . 观察到这种细胞变通机制对于

闭塞血管的再通起到重要的作用，这种保护机制可

能对微血管病变、中风恢复等有着重要的影响 .

3.3 多光子成像技术在脑中风发病模型血流量研

究中的应用

脑中风是由脑部血液循环障碍导致的以局部神

经功能缺失为特征的疾病，高血压、动脉粥样硬

化、颅内血管发育异常等脑部血管疾病是造成脑中

风的主要原因 . 因此，对脑部血管进行成像并对其

血流量等进行实时监测是检测脑中风发病的重要方

法之一 . 由于多光子成像能够以高分辨率对脑部血

流和脑神经元活动进行活体实时成像，故利用多光

子成像技术有助于我们理解神经血管耦合机制的内

在逻辑，对于进一步研究脑部血流动力学以及相应

的脑血管病有着重要的作用 . 在利用多光子技术对

脑部血流进行成像时，通常在实验模型的血液中注

入荧光造影剂，随后红细胞在血管中的流动反映为

视野下暗影的移动 . 目前已研发了多种适用于血液

成像的荧光造影剂 . 由于小的荧光分子能透过血脑

屏障，而当荧光分子渗透到组织液中时会增加背景

亮度，降低了成像的分辨率，故通常将荧光团与大

的惰性分子结合起来，如重葡聚糖等［44］ . 这类探

针通常具有低细胞毒性、高量子产率和高光稳定性

等特点，适合血管动力学的深度成像 . 除此之外，

也可使用近红外探针来进一步增加成像深度 . 总

之，适用于多光子激发的新型探针开发使得血管成

像成为可能，同时也为研究血管功能和血脑屏障渗

透性奠定了基础 . Nishimura等［45］就是通过双光子

激光扫描显微镜，利用荧光素结合重葡聚糖标记红

细胞，通过开颅手术形成成像窗口并利用激光照射

使小鼠形成血栓，随后观察血管闭塞前后的血流情

况 . 他们在研究中，通过双光子成像可清晰看见血

管中的血栓，同时移动的红细胞在视野里呈现出暗

条纹的形状，而条纹斜率的方向和大小则分别代表

了红细胞移动的方向和速度（图10） .

Fig. 10 Multiphoton imaging of blood clots and nearby blood flow using［45］

图10 利用多光子成像技术对血栓及附近的血流量进行成像［45］

X-Y Maxmal Projection：X-Y最大截面图；Clot：血栓；Vessel 1：血管1；Vessel 2：血管2.

Fig. 9 Two-photon imaging of blood vessels（green）
and emboli（orange）［43］

图9 利用TPEF成像技术对血管及微栓子进行观察［43］

通过双光子荧光成像技术观察到内皮细胞的扩增，使得微栓子从

血管里移除，绿色代表血管，橙色代表微栓子.
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用多光子成像技术结合其他技术也可对成像系

统进行优化从而获得更好的成像效果 . 当脑部中风

发作后，许多患者在没有进行任何治疗的情况下，

脑部损伤区域会出现新的血管结构，组织细胞和血

管也会发生再灌注现象 . 因此，为了研究其损伤恢

复机制，需要一种技术能够对脑部损伤区域进行无

损的、定量的、长达数周的成像 . Schrandt等［46］结

合双光子成像技术和多次曝光散斑成像技术对中风

模型进行了长期观察 . 多次曝光散斑成像技术能对

测量提供准确的定量数据，而多光子荧光显微成像

技术通过FITC-dextran标记使得微血管结构直接可

视化，因此将两者结合可观察光致血栓闭塞后血管

的延伸情况并跟踪整个期间脉管系统的变化 . 结果

发现，在由血栓引起的脑部缺血过程中，受损区域

血流量降到标准值的 25% 左右，而在发病后的第

14 d，发病区域血流量大幅回升，严重缺血区域面

积只有发病后第3 d的1%，到发病后的第28 d，几

乎整个发病区域的脉管系统都完成了再灌注 . 除此

之外，利用双光子成像也可以看到 150 μm深处的

毛细血管壁在发病后的恢复过程 . 由于缺血后造成

的严重皮质损伤再加上表皮脉管的染料渗透，在发

病后的第 7 d受损区域依然无法看到微脉管结构，

直到发病后第14 d才得以观察到微脉管的再灌注现

象，并且在血栓阻塞区域的脉管内会产生轻微的撞

击现象，导致原始的表皮血管位置下降，随着机体

的恢复，受损区域逐渐明亮，证明了新鲜染料已通

过血液流向该区域，完成了再灌注 .

4 多光子成像技术在其他脑疾病中的应用

除了在上述脑部疾病研究中发挥重要作用之

外，多光子成像技术也可应用于脑肿瘤切除手术，

通过对肿瘤进行成像，提高医生的确诊率和切除效

率，避免手术过程伤到其他正常的脑部组织［47］ .

脑肿瘤中以胶质瘤最为常见，且多属于恶性肿瘤，

该肿瘤又称为弥散性神经胶质瘤 . 其在脑实质周围

呈现弥散性生长，是由于先天的遗传高危因素和环

境的致癌因素相互作用所导致 . 通常情况下，手术

往往是胶质瘤治疗的第一步，通过手术不仅可以提

供最终的病理诊断，而且可以迅速去除大部分的肿

瘤细胞，缓解患者症状，并为下一步的其他治疗提

供便利 . 研究表明，胶质瘤患者的后续恢复状况与

手术切除的范围有关［48］，故在手术中可利用多光

子成像技术对胶质瘤进行成像，通过获取较大的成

像视野和较高的成像分辨率来提高外科医生的诊断

能力，使之能更好地识别肿瘤与正常组织的边界 .

虽然该研究仍处于实验阶段，但由于多光子成像技

术的高时空分辨率和较好的成像深度，以及具有对

病理组织进行无标记实时成像等特点，使得研究人

员能够通过这项技术，清楚地识别出人脑组织中细

胞的增殖情况和核形态的多样性，这些特征对于脑

部肿瘤的诊断极其有利，故利用多光子成像技术对

脑部肿瘤进行研究也成为当前的研究热点并且有望

推向临床 .

早期脑肿瘤和正常的脑部组织之间具有完整的

血脑屏障且几乎不吸收循环染料，故利用多光子对

脑肿瘤进行成像时则要求能够对肿瘤细胞进行无标

记成像并且能够在手术过程中实时将图像反馈给外

科医生 . 基于此，Kuzmin等［49］采用谐波成像技术

对脑部胶质瘤进行无标记成像 . 由于在弥散性神经

胶质瘤中细胞的有丝分裂特别活跃，并且容易出现

核变形以及微血管的增殖和坏死 . 在这种情况下，

谐波成像技术具有大尺度可视化组织完整形态的能

力，因此在弥散性神经胶质瘤的研究中极具潜力 .

他们先通过SHG/THG对正常脑部组织进行无标记

成像并将成像结果与染料标记的图像进行对比，发

现从整体到单个细胞水平的成像结果都一一相对

应，证明了利用SHG/THG可对脑部组织进行成像

分析 . 随后对患有早期胶质瘤的脑部组织进行成

像，发现肿瘤细胞很容易被区分开来，因为胶质细

胞在THG技术成像时显示出暗圆形状，而在肿瘤

区域，明显看出THG亮度降低，通过放大观察到

细胞密度增加、神经纤维网变得稀疏、有的细胞能

明显看到核仁、证明细胞正处于有丝分裂中（图

11a） . 为了区分早期神经胶质瘤和晚期神经胶质瘤

形态上的不同，他们继续对晚期神经胶质瘤的组织

切片进行成像，发现在肿瘤区域细胞密度更大，细

胞核占细胞质体积比重加大，细胞核出现多形性，

为了供应肿瘤细胞极快的新陈代谢速率，其附近的

血管也加速形成（图 11b） . 同时，肿瘤还会破坏

细胞内离子平衡，导致胞体对胞外溶液的摄取增

加 . 除此之外，由于成像的最终目标是为了对肿瘤

边界进行病理学分析，使得在切除肿瘤组织时能够

提高医生的诊断能力 . Kuzmin等对多光子成像系统

进行改进，通过由一个平凸透镜和两个带像差补偿

的梯度折射率透镜组成高数值孔径的微物镜，使其

多光子系统初具显微内窥镜雏形，并通过实验证实

了成像的可靠性，证明多光子脑部肿瘤成像技术正

朝着活检方向发展，有望对外科手术过程作出改
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进 . 由于双光子成像技术和二次谐波成像可在同一

套成像系统中同时进行，故将双光子荧光成像技术

与二次谐波结合也能对脑部肿瘤进行较好的成像分

析 . 如 Jiang等［50］通过结合双光子和谐波来提高脑

部成像的对比度，发现通过该方法能够获得与传统

HE染色成像时相同的分辨率并足以识别脑膜、白

质、海马体等脑部结构信息 . 除此之外，还可以同

时检测人脑肿瘤细胞、细胞外基质的胶原纤维以及

在肿瘤微环境中的胶原沉积 . 通过这种多模态成

像，能够识别肿瘤微环境的变化，对于病情的诊断

和监控具有重要的意义 .

多光子成像技术在癫痫病的研究中也发挥重要

的作用 . 由于癫痫的发病机制非常复杂，中枢神经

系统兴奋与抑制间的不平衡都会导致其发病 . 有研

究猜想，在颞叶癫痫中存在着异常的神经元-星形

胶质细胞的代谢偶联，而辅酶烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸 （nicotinamide adenine dinucleotide，NADH） 在

氧化和非氧化的细胞代谢中都是不可或缺的物质，

并且属于内源性荧光分子 . 因此，利用多光子荧光

成像技术对该内源荧光信号进行成像，可以实现对

离散细胞群体代谢水平的实时检测，从而反映出神

经元和星形胶质细胞之间的变化，对疾病的诊断起

到辅助作用［51］ . Kelly等［52］利用多光子荧光成像技

术对癫痫模型中的钙离子进行检测，并证实了钙离

子浓度对癫痫患者脑部海马体齿状回区域的兴奋性

能产生一定的影响 . 除此之外，多光子成像技术在

神经信号之间的传导，脑部细胞的代谢以及药物的

导向监测等方面都具有重要的作用 .

5 总结与展望

经过几十年的发展，多光子成像技术以其高成

像分辨率、低生物损伤性以及可进行三维成像等优

势在生物医学研究领域占据了重要的地位并向人们

展示了其在生物医学应用上的前景 . 本文综述了多

光子成像技术在阿尔茨海默病、脑中风、脑肿瘤等

脑部疾病研究中的相关应用，但这些应用大部分还

处于基础研究阶段，并且多光子成像技术存在系统

体积较大、成像光谱窗口较窄等问题，通过以下方

面的改进，有望使之能更适应于临床的需要：a. 装

置尺寸微型化 . 由于临床诊断及治疗通常要求微型

装置甚至是通过内窥镜成像，故多光子成像技术需

在平衡分辨率及体积的前提下进一步做出改进 . 随

着光纤技术及微纳光子学技术的发展，目前已成功

实现了活体内窥成像 . 如 Liang 等［53］在 2017 年搭

建了第一个拥有亚细胞水平分辨率的光纤内窥系

统，实现了对小鼠肾脏的无标记双光子内窥成像，

但其系统的稳定性和成像速度仍然无法满足临床要

求 . b. 实现多色（荧光）成像 . 由于在医学诊断过

程中通常需要对多种病理特征进行监测，故需对不

同标记荧光团同时激发进行多色成像，以便快速区

分并实时动态监测这些荧光标记物 . 而由于不同种

类的荧光团最佳激发波长不同，使用传统的多光子

成像会导致激发效率低下以及光谱重叠等问题，故

Fig. 11 Multiphoton imaging of gliomas and nearby blood vessels［49］

图11 对神经胶质瘤及其附近血管的多光子成像［49］

需对激发光源进行改进 . 目前已报道可使用包含多

种波长的激发光源进行多色双光子成像，如 Herz

等［54］ 就采用一个传统的波长调谐范围为 700~

1 000 nm的钛蓝宝石激光器以及一个光参量振荡器

实现了对脑部神经系统和免疫系统的多色双光子荧

光成像，但其成本昂贵且系统的搭建较为复杂，将

其商业化还需科研工作者付出更多的努力 . c. 与其

他成像技术的联用 . 由于不同的成像技术有其各自

的优势，将多光子成像技术与其他成像技术结合形

成多模态成像，能够实现优势互补，获取更多的样

品信息，更有利于促进多光子显微技术在医学诊断

中的应用 . 相信随着多光子成像技术的发展和推

广，其在脑部疾病的研究及其他领域的应用将会更

加广阔，有望成为一种临床辅助诊断技术 .
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需对激发光源进行改进 . 目前已报道可使用包含多

种波长的激发光源进行多色双光子成像，如 Herz

等［54］ 就采用一个传统的波长调谐范围为 700~

1 000 nm的钛蓝宝石激光器以及一个光参量振荡器

实现了对脑部神经系统和免疫系统的多色双光子荧

光成像，但其成本昂贵且系统的搭建较为复杂，将

其商业化还需科研工作者付出更多的努力 . c. 与其

他成像技术的联用 . 由于不同的成像技术有其各自

的优势，将多光子成像技术与其他成像技术结合形

成多模态成像，能够实现优势互补，获取更多的样

品信息，更有利于促进多光子显微技术在医学诊断

中的应用 . 相信随着多光子成像技术的发展和推

广，其在脑部疾病的研究及其他领域的应用将会更

加广阔，有望成为一种临床辅助诊断技术 .
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Application of Multiphoton Microscopic Imaging in The Research on Brain
Disease*
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(Key Laboratory of Optoelectronic Devices and Systems of Ministry of Education and Guangdong Province, College of Physics and Optoelectronic

Engineering, Shenzhen University, Shenzhen 518060, China)

Abstract Multiphoton microscopy is an important biomedical imaging modality with great potential in the

diagnosis of various diseases, due to high resolution, low damage, and long-term imaging of living organisms.

Especially for the research on brain diseases, multiphoton microscopy can be used to observe neuron, blood

vessels, tumors, and their interactions,which can further reveal the pathogenesis of brain diseases and direct the

developement of diagnosis and treatment methods. This review introduces the basic principles and characteristics

of multiphoton microscopy, and its applications in the study of various brain diseases, such as Alzheimer's disease,

stroke and tumor. We highlight recent achievements in brain diseases using multiphoton microscopy and give an

outlook on the development of multiphoton microscopy that isexpected to play a greater role in the study of brain

diseases.
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