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摘要 现今临床急需一种能原位实时提供组织病理学信息

的光学活检技术。多光子成像技术可实时提供活体组织的

组织结构和细胞形态等诊断信息且无需外源染料，具有广阔

的医学领域应用前景。如何将该项有望满足临床需求的技

术小型化并以在体内窥镜的形式在临床中进行运用今已成

为研究热点。现就传输光纤、扫描系统和聚焦物镜三个方面

对多光子在体内窥镜的研发进展进行综述，并对多光子成像

技术在临床各领域的运用现状和前景进行探讨与展望。
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多光子效应是指一个荧光分子同时吸收多个频

率相同的非线性光子，到达高能激发态后弛豫到基

态，发射出波长较短的光子的现象［1］。利用成像目

标的自体荧光和二次谐波，多光子成像技术可原位

实时获取细胞形态及组织结构等诊断信息。该技术

穿透力强、分辨率高、光毒性小且无需对组织固定或

染色［2］，是一种有巨大的临床应用价值的光学活检

技术。而如何将多光子成像设备在保证稳定性和成

像质量的前提下进行小型化以适应临床应用已成为

研究热点。不论哪一种形式的多光子在体内窥镜均

需要传输光纤、扫描器和聚焦物镜这三种结构。该

文主要从这三个方面对多光子内窥镜的研发进展进

行综述，并对不同类型在体设备的应用现状与展望

进行阐述。

1 光纤

光纤柔软而纤细，常被用于各类通讯及图像传

输系统。光纤可实现激发光的远距离传递和多光子

信号的搜集，借此可将笨重的激光器与内窥镜本身

分开，使内窥镜的小型化和便携化成为可能。
光子晶体光纤( photonic crystal fiber，PCF) 由纤

芯和内含有序排列的气柱的包层组成，已被证实可

传递 100 fs 的脉冲并给予多光子显微镜或内窥镜超

出成像所需的激发功率［3］。PCF 分为有效折射率型

光子晶体光纤和带隙波导型光子晶体光纤( photonic
bandgap fiber，PBF) 。PBF 利用包层内气柱的周期

性结构构建出光子带隙结构，而纤芯的存在破坏了

结构的周期性，从而在光子晶体中引入一个窄频缺

陷态。频率位于缺陷态的光子一旦离开缺陷位置就

会导致光的迅速衰减，以此实现光的高效传递。不

同于正色散的传统光纤，PCF 有反常色散的特性。
故在传递特定波长的光时 PCF 可与正色散与之相

对应的传统光纤相耦合以实现零色散传输。Wu et
al［4］运用此原理，在 PCF 末端安装了长为 300 μm、
纤径和数值孔径( numerical aperture，NA) 与 PCF 内

包层相同的多模光纤，实现了激发光的零色散传递。
PCF 的结构远比普通光纤复杂，结构可为双包

层、三包层甚至多包层。在众多多光子内窥镜设计

中，双包层光子晶体光纤( double-clad photonic crys-
tal fiber，DCPCF) 最为常用。DCPCF 本质上包含了

两种光纤，可在传递激发光的同时搜集多光子信号。
大直径的纤芯适用于近红外激发光的单模传输，但

较小的 NA 限制了纤芯的多光子信号搜集能力。当

纤芯与内包层一起充当了芯径大、NA 大的多模荧

光搜集光纤的纤芯时，高效的多光子信号收集得以

实现。多光子信号在内包层区域的全反射传递使之

可被放大两个数量级，大大增加了系统的信号探测

效率。不过 DCPCF 需要配有预啁啾单元以补偿色

散，一般使用的是光栅对、透镜或是二者的结合。
Ｒivera et al［5］将三个轴向偏置的 DCPCF 平行

放置，报道了第一个有轴向平行成像能力的空间多

路复用多光子内窥镜。DCPCF 的长度为 1 m，芯 －
芯间距为 125 μm。双光子图像的横向和轴向分辨

率分别为 0． 8 μm 和 10 μm。可同时从轴向相隔≥
4． 8 μm 的三个不同深度的平面获得多光子图像，为

多光子三维成像提供了新思路。
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2 扫描器

光纤可以将激发光从远处传输到设定好的焦

点，然而二维乃至三维成像的实现需依靠扫描器。
内窥镜的小型化要求扫描器在小尺寸的前提下尽可

能实现高速扫描。
2． 1 光纤扫描器 光纤扫描器一般位于光纤末端。
其中一种设计是利用压电或电磁执行器直接驱动光

纤末端进行机械共振，但离轴像差会限制图像分辨

率。Helmchen et al［6］设计的扫描器利用压电马达

偏转光纤末端，以实现李萨如( lissajous) 模式的二维

扫描。该马达被两种共振频率的电压信号所控制，

且需要引入斜撑以实现李萨如扫描所需必须的空间

各向异性。一些团队引入与光纤和透镜相连接的共

振悬臂以进行改良，但引入新元件会增加探头体积

且需要装配功率更大的马达。悬臂光纤扫描器最常

用的驱动是管状压电执行器 ，扫描模式多为螺旋或

光栅。Myaing et al［7］设计了一个可实时成像的双光

子激光扫描光纤内窥镜。扫描器包括共振悬臂和管

状压电执行器。压电管的被分成了四个象限，形成

了两对驱动电极( ± x 和 ± y) 。通过转换三角或正

弦波形可调制驱动电压，以此实现螺旋扫描模式。
不同于李萨如模式的光纤扫描器，螺旋扫描器不需

要为了打破空间对称性而在光纤上添加额外元件。
该探头扫描直径约为 120 ～ 220 μm。更佳的空间扫

描模式和均匀的像素驻留时间使光栅扫描优于旋转

扫描模式和李萨如扫描模式。Ｒivera et al［8］在多光

子成像设计中使用了小型化的谐振 /非谐振悬臂光

纤光栅扫描器，二维成像的视野为 110 μm × 110
μm，速度为 4． 1 fps( 512 × 512 像素) 。这个扫描器

的尺寸非常小 ( 宽度 /厚度≤1 mm，总长度≈2． 6
cm) ，可实现≥650 μm 的光纤末端挠度。
2． 2 微机电系统扫描器 微机电系统( microelec-
tromechanical systems，MEMS) 扫描器尺寸小，速度

快，功耗低且微光束处理能力强，是小型多光子内窥

镜的首选扫描器之一。但其生产工艺复杂，造价高

昂，难以量产。虽然 MEMS 扫描器的自身尺寸很

小，但需要的执行器尺寸较大。压电马达或电磁马

达只能提供前向旋转扫描模式或李萨如扫描模式。
而对于胃肠道等临床应用目标，侧向圆周扫描模式

显然更为实用。Liu et al［9］设计了一个旋转的多光

子显微镜探头，所采用的 MEMS 扫描镜可以提供侧

向的双轴扫描。DCPCF 传输来的激发光通过梯度

折射率( gradient index，GＲIN) 透镜后被直角微棱镜

反射。MEMS 马达直径为 2． 2 mm，支持 360°全景旋

转扫描。该旋转马达的马达控制器被外装，以实现

探头的小型化。在带动着微棱镜的情况下，马达的

旋转速度可以达到 300 r /min，足以实现腔道内成

像。

3 物镜

除了光纤和扫描器，多光子内窥镜还需要利用

物镜来将激发光聚焦在目标平面上。传统显微镜物

镜可提供高分辨率成像，但过大的体积使之不适用

于力求小型化的多光子在体内窥镜。内窥镜需要的

是可保证一定成像能力的微型物镜。GＲIN 透镜易

加工且耦合效率高，亚毫米级别的尺寸和低廉的造

价使之成为多光子内窥镜最常用的物镜之一。
3． 1 GＲIN 透镜 GＲIN 透镜的介质是非均质的，

可通过调整玻璃掺杂剂的浓度实现特定的折射率分

布［10］:

［n( r) ］2 =［n( 0) ］2［1 － ( ar) 2］

n( 0) 是中心处的折射率，a 为折射率梯度分布

常量，r 是到中心轴的距离。不同于利用曲面来折

射光线的传统透镜，GＲIN 透镜的光束传播路径是

曲线的。与其他微透镜相比，GＲIN 透镜可以提供

更好的成像质量，且纠正像差后成像质量仍有较大

的提升空间［4］，但在体应用时运动伪影仍是需待解

决的问题。
Barretto et al［11］利用了高 NA ( 数值孔径，前文

已加上中英文名称) 平 － 凸物镜报道了一种 GＲIN
透镜的像差纠正成像设计，可使信号收集能力提至

普通 GＲIN 透镜的两倍。该平 － 凸物镜由小型商用

球形透镜切割而成，平 － 凸物镜在光轴上引入的球

面像差可被折射率分布与之相匹配的 GＲIN 透镜消

除。这种物镜系统的分辨率( 横向 1. 0 ± 0. 2 μm，轴

向 4. 4 ± 0. 2 μm) 可以与商用水浸物镜相媲美。与

上述设计相比，Murray et al［12］设计的方案体积更小

且易于组装。该方案由 GＲIN 透镜、盖玻片和物镜

矫正环组成。盖玻片可补偿 GＲIN 透镜的像差，物

镜的矫正环则用于再平衡盖玻片可能造成的过补

偿。该系统的横向分辨率( 1 μm) 和轴向分辨率( 15
μm) 分别是普通复合 GＲIN 透镜的 2 倍和 3 倍，视

场( 150 μm) 的提高超过了 3 倍。
3． 2 复合透镜 复合透镜的系统设计则包括了用

于平行化光线的准直镜和用于聚焦的物镜。将光束

平行化可防止入射光被分散，也予以透镜间距一定

的可调性，可根据扫描系统和标本位置进行优化。
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Zhao et al［13］设计的物镜系统由 3 个直径均为 2
mm 的消色差透镜组成。准直透镜焦距为 6 mm，物

镜由一对水平面相贴、焦距均为 3 mm 的 GＲIN 透镜

构成。光纤尖端和准直透镜之间的距离固定为 6
mm，准直透镜与 GＲIN 透镜对之间的距离可调。与

单独使用 GＲIN 透镜相比，该方案可以使荧光信号

级提高 6 ～ 20 倍。在另一个原理相同的透镜设计

中［14］，GＲIN 透镜被用作准直透镜，物镜则是一个非

曲面透镜。探头的外直径为 1 cm，长度为 14 cm，分

辨率为 2 μm，视场可达 200 μm。
Liu et al［15］设计的探头除了准直透镜和聚焦透

镜，还添加了用于扩束的中继透镜。该准直透镜的

焦距为 18 mm，准直后的平行光束直径约为 1． 8
mm。中继透镜包括一个焦距为 30 mm 的扫描透镜

和焦距为 50 mm 的管状透镜。这两个透镜排列形

成的扩束器放大倍数为 1． 67。封装后的整个透镜

系统直径为 16 mm。

4 现状与展望

目前已有多个团队在进行多光子临床应用的研

究。有些已进行了动物在体实验，有些已利用患者

离体标本构建了诊断模型。多光子的临床应用形式

主要集中在硬式针状微内窥镜、软式内窥镜、硬式探

头和腹腔镜式内窥镜上。其中，硬式针状微内窥镜

已在皮肤学癌症诊断领域中实现了商业化，并在临

床被例行应用［16］。硬式针状微内窥镜以微创方式

对近体表组织进行成像，只留下针孔大小的伤口。
Dimitrow et al［17］对 83 个黑色素瘤患者的皮肤病变

组织分别进行了在体和离体的双光子成像，并根据

黑色素瘤的组织学特点建立了用于区分良性痣和黑

色素瘤的诊断模型。该模型在体诊断的敏感性为

75%，特异性为 80%。
软式内窥镜是多光子成像技术与传统消化道内

窥镜的结合，可对消化道黏膜面进行成像。可疑病

变可直接在内镜下得到原位实时的组织学确诊，有

望用于原位癌的诊断和肿瘤分期。目前尚无多光子

软式内窥镜实现动物或患者在体应用的报道，但已

有团队利用多光子显微镜对患者的结直肠黏液腺癌

离体新鲜标本的黏膜面进行了成像［18］，证明了多光

子内窥镜代替传统病理活检用于诊断消化道疾病的

可行性。
硬式探头形式的多光子内窥镜可用于器官组织

表面的原位实时成像且已在动物实验中得到了验

证。Huland et al［19］利用长度为 8 cm 的复合 GＲIN

透镜系统和可快速移动的机械臂制造了一个可对深

处组织进行多光子在体成像的便携硬式内镜系统，

并用其对活鼠的肝、肾和结肠内面( 黏膜面) 进行了

成像。硬式探头还可在术中对手术切缘进行成像。
Yan et al［20］对新鲜的低位直肠癌手术切缘进行了全

层多光子成像，并与 HE 染色的病理结果进行了分

析对比，展现了多光子成像用于术中原位实时判断

手术切缘残留与否的前景。
腹腔镜式内窥镜是多光子显微镜和传统腹腔镜

的结合，可用于胃肠道浆膜面和腹膜等腹腔内组织

器官的成像，可实时判断肿瘤有无侵犯浆膜面及腹

膜，对肿瘤精确的术前分期、预后判断和术式选择有

着重要意义。已有团队利用患者突破及未突破浆膜

层的胃癌离体新鲜标本的浆膜面进行了多光子成像

且构建出了诊断模型［21］。他们利用多光子成像对

肿瘤进行了 T 分期，识别 T4 期胃癌的敏感性、特异

性和准确性分别可达 90%、96. 67% 和 93. 33%，远

远高于基于超声内镜的术前 T 分期。也有团队利

用腹腔镜式多光子内窥镜对小鼠的癌变卵巢和纤维

化肾脏进行了在体成像［22 － 23］。
除上文提及的成果外，目前亦有团队对患者的

膀胱癌、前列腺癌的离体新鲜标本进行了多光子成

像［24 － 24］。实验动物的口腔、乳腺也实现了在体成

像［26 － 27］，但直接对患者进行的在体成像极少。目前

为止，绝 大 多 数 的 临 床 前 研 究 集 中 在 双 光 子 上。
Horton et al［28］对小鼠大脑进行了三光子在体原位

成像，成像深度可达 1 mm，展现了三光子成像的诱

人前景。上述团队的研究均已证明了多光子内窥镜

是一种高效安全的原位实时光学活检技术，有望在

不远的将来全面走上临床，在早癌诊断、术中切缘检

验和肿瘤分期等方面发挥巨大作用。现该领域急待

临床及临床前研究的继续推进以最终实现全方面的

应用。各类成熟的微型化内窥镜进一步的调试研发

势必会加速这一进程。

5 总结

多光子成像技术是最具潜能的光学活检技术之

一。上述元件的设计与应用使多光子内窥镜系统体

积更小、成像质量更高且稳定性更好，为多光子成像

的临床应用予以了重要保证。随着微型元器件设计

和制造工艺的不断发展，未来更为成熟的小型多光

子内窥镜必定会出现。动物实验及利用患者离体标

本构建诊断模型的进程也在不断被推进。综上，多

光子内窥镜有望在不远的将来全面走上临床，在早
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癌诊断、术中切缘检验和肿瘤分期等方面发挥巨大

作用。
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