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摘要    大脑包含数亿至数千亿的神经元以及更为复杂的神经突触连接网络, 是生物体中最复杂的器官. 脑科学

是21世纪以来最重要的前沿新兴学科之一, 它的兴起标志着人类在认识自我、探索智慧和意识的本质中进入了一

个新时代. 在活体中对大脑神经活动进行长时间、大视野、高时空分辨率的观测, 是解析大脑功能的关键. 光学显

微成像技术以其时空分辨率高, 光学探针的特异性和多样性等优势, 成为了脑神经活动研究的重要工具. 针对大

脑的高度散射、高速神经信号传递、超大神经元规模、精细突触连接结构等特性以及自由活动动物的脑神经活动

观测需求, 本文将从超深、超快、大视场、超分辨、微型化5个发展方向, 概述包括多光子、红外二区、光声、光

片、结构光以及自适应光学在内的多种光学显微成像技术在脑神经活动显微观测领域的发展进展及前沿动态, 并

展望脑神经活动光学显微成像技术的未来发展方向与前景. 
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脑科学是21世纪以来最重要的前沿学科之一 . 

它的兴起标志着人类认识自我、探索智慧和意识的本

质、人工智能的开发进入了一个新时代. 世界发达国

家相继启动了各具特色的脑科学计划 . 美国在20世

纪80年代就开始酝酿 , 并在90年代启动“人类脑计

划”的前期探索和研究. 2009年7月, 美国国立卫生研

究院发起人脑连接组计划(Human Connectome Pro-

ject). 2013年4月, 美国宣布启动“创新性神经技术大

脑研究”计划(BRAIN Initiative). 同年10月 , 欧洲开

启“人脑工程”计划(The Human Brain Project, HBP). 

其他国家如日本(Brain/MINDS)、澳大利亚(Australian 

Brain Initiative)、加拿大(Brain Canada)和韩国(Korea 

Brain Initiative)也纷纷跟进. 中国的脑计划于2013年

萌芽, 2018年北京和上海的两个脑科学与类脑研究中

心相继成立, 正式拉开中国脑计划的序幕, 2018年也

被称为“中国脑计划元年”.  

大脑具有高度的复杂性 , 人类大脑包含近千亿

的神经元和超过百万亿纳米尺度的神经突触连接 . 

即使是只有人脑质量四千分之一的小鼠大脑 , 也具

有近一亿神经元 . 如何在活体中对大脑神经活动进

行长时间、大视野、高时空分辨率的观测, 是解析大

脑中硬件的连接组下如何承载功能信息的关键 . 即

便将研究对象定为小鼠大脑 , 实现单神经元分辨率

的全脑神经活动记录(in toto recording of brain activity), 

成像深度也需要达到7 mm, 并将产生约108量级的体

素. “工欲善其事, 必先利其器”. 打造多模态跨尺度

观测脑神经活动的技术体系 , 正是现阶段脑科学最

核心的任务.  

目前发展较为成熟的脑成像技术包括X射线断

层扫描成像(X-ray computed tomography, X-CT)、磁共
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振成像(magnetic resonance imaging, MRI)、正电子发

射断层成像(positron emission computed tomography, 

PET)和超声成像(ultrasound imaging, UI), 它们都是

临床上常用的医学影像技术 . 此外还有脑电图

(electroencephalogram, EEG)和脑磁图 (magnetoence-     

phalography, MEG)等研究手段 , 这些都是在宏观到

介观尺度上对大脑进行观测的重要工具 . 近几十年

来, 随着微电子学、材料科学、信息科学等学科的蓬

勃发展, 光学成像技术在时空分辨率、光学探针的特

异性和多样性等方面展现出优势 , 为脑科学研究提

供越来越多强有力的新工具.  

本文将从超深、超快、大视场、超分辨、微型化

五个发展方向 , 概述光学显微成像技术在脑神经活

动显微观测领域的发展动态 , 并展望光学显微脑成

像技术的未来发展方向与前景.  

1  深层脑神经活动成像技术 

生物组织是折射率不均一的高度散射介质 , 光

在其中的传播会受到极大影响. 人类大脑体积庞大, 

仅是皮层的厚度就达到2.5~3 mm[1], 外部还覆盖有

厚度约6.5~7 mm的颅骨 . 即使对于小鼠的大脑 , 其

皮层厚度(约1 mm)就已经接近传统光学成像的深度

极限. 这限制了研究人员对皮层下方更深处的脑区, 

例如海马体、丘脑、下丘脑等, 进行单神经元分辨率

的在体观察与研究. 实现光学显微水平的小鼠全脑成

像面临巨大挑战. 如何攻克成像深度壁垒实现高分辨

率成像, 是脑显微成像亟待解决的关键技术问题.  

光学成像的穿透深度主要由生物组织对光子的

吸收和散射作用决定 , 分别由吸收系数μa和散射系

数μs描述 , 分别表示一个光子在单位光程长度上发

生吸收或散射的概率. 两者均为波长λ的函数. 在影

响光学成像深度的多种因素中 , 光的散射占主导地

位 . 生物组织中光子的散射过程复杂且难以定量分

析, 通常使用以下公式近似得到散射系数[2] 

 ( )( ) (1 ) 500(nm) ,μ λ λ −= − b
s a g   (1) 

其中, g为各向异性系数, 定义为平均散射角余弦, 典

型值为0.9[3], 表明发生在生物组织中的散射通常为

前向散射; 比例因子a及散射指数b是用于表征散射

的波长依赖性的参数. 约化散射系数 μ′s 与散射系数

μs的关系为[3] 

 (1 ),μ μ′ = −s s g   (2) 

表示一个光子在单位光程长度上发生等效各向同性

散射的概率. μ′s 与波长λ的关系可表示为 

 .αμ λ−′ ∝s   (3) 

在生物组织中 , α的取值范围在0.2~4之间 [4]. 图1(c)

给出了不同生物组织和组织仿体的约化散射系数 , 

脑组织对光的散射较其他组织更为强烈. 由μa和 μ′s
可以计算光子的传播平均自由程 ′tl

[3] 

 1 ( ).μ μ′ ′= +t a sl   (4) 

当光在生物组织中的传播距离超过 ′tl 后 , 弹道光子

及准弹道光子的比例将大幅降低 , 以至于无法被有

效探测. 对于波长在可见光及近红外范围内的光子, 

在生物组织中的传播平均自由程 ′tl 约为1 mm[5]. 当

成像深度超过 ′tl 后, 共聚焦、多光子、光学相干层析

等依赖弹道光子和准弹道光子的纯光学成像手段均

无法有效成像. 因此 ′tl 也被称为光学成像深度的“软

极限”[5].  

由(3)式可知, 使用更长波长的光进行成像可以降

低光散射对成像的影响. 然而, 在波长1400~1500 nm

附近以及1800 nm以上的范围, 水分子对光的吸收程

度显著增加, 如图1(d)所示. 综合考虑组织的散射和

吸收, 适合用于深度成像的波段呈现为几个窗口, 分

别为700~1400和1500~1700 nm, 都在近红外区.  
多光子成像及红外二区荧光成像等纯光学成像

技术 , 都利用了近红外光的穿透能力优势增加成像

深度 . 将光学成像与超声成像相结合的光声成像技

术, 得益于超声信号拥有更强的生物组织穿透能力, 

其成像深度远优于纯光学成像方法 . 该技术在脑神

经活动成像的应用中逐渐开始崭露头角.  

1.1  多光子显微成像 

自20世纪90年代发展起来的双光子显微成像技

术[6]是目前应用最广泛的活体脑光学成像方法, 随后

发展出的三光子显微成像技术 [7]进一步拓展了高分

辨率光学成像的成像深度 . 在多光子显微成像技术

中 , 荧光基团同时吸收2或3个光子而被激发到高能

级, 随后发射单个荧光光子. 这一过程所产生的荧光

发射与激发光光强成平方或立方依赖关系 , 聚焦区

域的荧光信号大大强于非聚焦区域[7,8], 赋予多光子

显微成像光学断层的能力 . 使用长波长的激发光极

大地降低了组织散射, 增加了穿透深度. 除了空间聚

焦外 , 激发采用飞秒脉冲形式 , 使能量在时间上聚 
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图 1  生物组织深层成像的特点. (a) 透明组织及散射组织中的荧光激发与收集(以点扫描方式为例)[8]; (b) 小鼠大脑中各脑区的尺寸及位置示

意图(The Gene Expression Nervous System Atlas (GENSAT) Project, http://www.gensat.org/imagenavigator.jsp?imageID=34298); (c) 不同生物组织

和组织仿体的光散射特性[4]; (d) 水在可见光及近红外波段的吸收光谱[4] 
Figure 1  Characteristics of deep imaging of brain tissue. (a) Fluorescence excitation and collection in transparent and scattering tissues (take point 
scanning as an example)[8]; (b) schematic diagram of the size and location of each brain region in the mice (The Gene Expression Nervous System Atlas 
(GENSAT) Project, http://www.gensat.org/imagenavigator.jsp?imageID=34298); (c) light scattering properties of different biological tissues and tissue 
phantom[4]; (d) absorption spectra of water in visible and near-infrared band[4] 

焦, 增强多光子效应, 降低得到同样荧光信号所需照

射到组织中的平均激发激光功率 . 在典型的多光子

显微镜中, 飞秒激光脉冲束被聚焦到组织中, 发射的

荧光由单个光电倍增管(photomultiplier tube, PMT)收

集; 当扫描器件将激光焦点扫描在样品的不同位置

时, PMT接收到的随时间变化的荧光信号被映射到相

应的像素(pixel), 即可实现样品线扫描、面扫描和体

成像 . 由于PMT收集到的荧光一定来自焦点位置 , 

因此并不需要类似共聚焦点扫描成像时的PMT前置

的荧光收集针孔 , 可以更加有效地收集来自散射组

织深层产生的信号.  

对于深层脑神经成像 , 如果照射在样品表面的

峰值和平均功率低于组织损伤阈值 , 则可以随着深

度增加以指数函数提高激光功率来补偿吸收和散射

引起的信号衰减. 然而, 增加激光功率在提高信号强

度的同时也会增加非焦背景信号 , 信背比限制了多

光子显微成像技术的最大成像深度[9]. 研究人员为了

实现更深的脑神经成像 , 一方面通过增强激光的脉

冲能量, 使得每个脉冲内更多的光子穿透深层组织, 

比如Miller等人 [10]通过使用波长1215 nm, 脉冲能量

400 nJ, 重复频率511 kHz的激光实现了深度约1.5 mm

的小鼠脑组织脉管的双光子成像; 另一种增加成像

深度的方式是增大激发波长, 通过使用1675 nm的激

发波长 , Horton等人 [11]在三光子显微镜下实现了约

1.4 mm的成像深度(如图2(a)所示). 上述多光子显微

成像的深度记录均在开颅窗下获得 . 近年来 , Wang

等人 [16]在保证颅骨完好的情形下 , 实现了穿颅三光

子深层神经成像, 获取到最深至颅骨下500 μm处的

脑神经元动态图像. 理论上, 更长的激发波长以及更

高阶的非线性激发可以提高信背比 , 然而受限于脑

组织对光的吸收作用 , 适用于深层脑组织神经成像

的激发光波长范围仅限于1300和1700 nm附近的两个

光谱窗口[4], 到目前为止结合此通光窗口的最深的多

光子成像方式还是三光子激发.  

1.2  近红外二区荧光成像技术 

近红外波段可以划分为近红外一区(near-infrared 

I, NIR-I, 700~900 nm)和近红外二区(near-infrared II,  
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图2  实现深层成像的几类技术. (a) 小鼠脑神经的在体三光子成像[11]; (b), (c) 在NIR-IIb窗口对小鼠脑血管实时成像[12]; (d) 光声成像. SIR-PAM与

传统光声显微镜的比较[13]; (e) 利用SIR-PAM和传统光声显微镜对斑马鱼胚胎进行在体成像[13]; (f) 自适应光学的基本模型[14]; (g) 自聚焦透镜

示意图[15] 

Figure 2  Deep brain imaging techniques. (a) In vivo three-photon imaging of neurons in mice brain[11]; (b), (c) real-time imaging of mouse cerebro-
vascular vessels at the NIR-IIb window[12]; (d) photoacoustic imaging. Comparison of SIR-PAM with conventional photoacoustic microscopy[13]; (e) in 
vivo imaging of zebrafish embryos using SIR-PAM and conventional photoacoustic microscopy[13]; (f) a basic model of adaptive optics[14]; (g) sche-
matic of GRIN lens[15] 

NIR-II, 1000~1700 nm), 对应于图1(d)中的两个窗口. 

相较于可见光及近红外一区荧光成像技术 , 近红外

二区由于发射波长更长, 在生物组织中的散射较小, 

因此近红外二区荧光成像技术可以显著提高成像的

深度和空间分辨率. 但在NIR-II波段内, 水分子对波

长为1450 nm的光有比较强烈的吸收, 为了避免水的

吸收 , 斯坦福大学的戴宏杰等人定义了新的成像窗

口 , NIR-IIa(1300~1400 nm)[17]和NIR-IIb(1500~1700 

nm)[18]. 此外, 由于NIR-IIb波段的生物组织自发荧光

极少, 这也有利于成像信噪比的提高[19].  

近红外二区荧光成像技术的关键在于荧光探针, 

近红外二区常用的探针可以分为4类, 分别是有机染

料、单壁碳纳米管、量子点和稀土纳米粒子. 针对不

同的生物学问题 , 红外波段的探针可以结合宽场显

微镜、共聚焦显微镜、多光子显微镜和超分辨显微镜

等多种成像方式 [20~22]. 现阶段近红外二区荧光成像

技术主要应用于小动物血管的深层成像 , 肿瘤的手

术切除, 以及肿瘤细胞的特异性标记(如图2(b)和(c)

所示)[12,13,23]. 近红外二区荧光成像技术可以对小鼠

脑血管进行深层高分辨活体成像 , 成像深度在小鼠

头皮和颅骨完整的情况下可以达到2.8 mm, 横向分

辨率可以达到3~4 μm[18]. Yu等人[24]还提出了一种可

以转基因标记果蝇神经元的红外染料 , 可以清晰地

在体观测神经元胞体, 树突和轴突.  

1.3  光声成像 

光声效应最早由Bell于1880年发现[25], 是指吸收

体在周期性光照下 , 将吸收的光能转换为声信号的

物理现象, 这种声信号的频率与光照频率相同. 光声

效应于1998年首次应用于生物医学成像领域 [26], 在

近20年间取得了迅猛的发展 , 并在脑成像领域展现

出巨大潜力 . 光声成像系统利用脉冲光或周期性调

制光激发生物组织产生光声信号 , 通过采集的声信

号重建生物组织内部光吸收分布的图像 . 因为组织

对超声波的散射程度要比对光的散射低2~3个数量

级 , 使得光声成像技术能从原理上突破光学成像深

度的“软极限”, 获得比纯光学成像更深的组织穿透

能力 . 目前在实验室条件下的光声成像已经达到最
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深7 cm的成像深度[27].  

光声成像是一种跨尺度双模态融合的成像技术, 

它结合了光学特异性激发和声学深度穿透特性 . 既

可以利用内源信号的光学吸收差异 , 实现血氧和神

经功能成像; 又可以利用外源性光学染料、金纳米

棒、微泡等造影剂 , 实现分子成像和基因表达观

察[28].  

功能光声成像利用内源性含氧血红蛋白和脱氧

血红蛋白对光的吸收差异性 , 检测大脑中的血氧含

量和动力学信息. Wang等人[29]在2003年报道了活体

无创经颅骨的大鼠脑结构和功能成像结果 , 但是其

空间分辨率仅约为0.2 mm. 在此基础上 , 历经多轮

迭代, Yao等人[30]在2015年报道了在完整颅骨条件下

的小鼠活体脑功能成像 , 其横向分辨率达到了约   

3 μm, 轴向分辨率达到了约15 μm, 以100 kHz时间

分辨率对血管血氧进行一维的追踪 , 其成像深度推

进到0.7 mm, 但仍无法观测深脑区域的血氧和神经

活动情况. Li等人[31]在2017年报道了在完整颅骨条件

下的大鼠和小鼠的活体全身成像, 在脑部的成像深度

达到9.7 mm, 分辨率为125 μm, 面成像速度为50 Hz, 

全身扫描大约需要12 s, 包含600个横截面信息. 同

年, Yang等人 [13]报道了一种名为空间不变分辨率的

光声显微镜(spatially invariant resolution photoacous-

tic microscopy, SIR-PAM)的技术. SIR-PAM基于条纹

光照明和傅里叶频谱采集成像原理 , 能够在非扫描

情况下进行三维体成像 , 并获得比传统光声显微镜

高33倍的景深以及高1.5倍的横向分辨 (如图2(d)所

示). SIR-PAM对斑马鱼进行成像(如图2(e)所示), 成

像深度达到1.8 mm, 横向分辨率达到1.8 μm. 除了光

声显微镜和光声断层技术, Razansky等人[32]也基于光

声原理在2007年报道了多光谱光声层析成像技术

(multi-spectral optoacoustic tomography, MSOT), 利

用MSOT可以区分含氧血红蛋白和脱氧血红蛋白的

光谱吸收特征的特点定量测量其浓度 , 实现血氧功

能成像. Burton等人[33]于2013年报道了在完整颅骨条

件下活体小鼠的脑血氧成像结果, 成像深度为3 mm, 

分辨率达到50 μm, 采集速度10 Hz.  

近些年来 , 随着特异性的钙离子荧光探针和电

压敏感探针不断被报道和采用 [34,35], 利用光声成像

技术对大脑神经活动进行功能成像成为领域热点 . 

Deán-ben等人 [36]在2016年报道了一个多光谱光声层

析成像平台, 结合遗传编码钙离子荧光探针GCaMP5G, 

首次利用光声成像系统实现了自由游动的斑马鱼活

体大脑神经活动观测 , 该系统能够对整个体积进行

每秒100次高速成像 , 视场大小可达50~1000 mm3, 

对应的分辨率为35~200 μm. 随后在2017年, 又报道 

了观察活体GCaMP6f表达的小鼠大脑神经活动的光

声成像结果 [37]. 但这两项工作只达到了亚毫米量级

的空间分辨率, 尚未取得单个神经元级别的分辨率. 

Kang等人[38]报道了一种基于荧光猝灭的近红外电压

敏感探针的大鼠脑神经光声成像 , 实现了不开颅条

件下3~8 mm深脑神经电生理活动的监测, 面成像速

度为4 Hz, 成像分辨率为亚毫米量级, 尚无法观测单

个神经元活动. 结合钙离子荧光探针和电压敏感探针, 

光声成像能够突破光学成像深度“软极限”进行脑结构

和功能成像[27]. 如果进一步提高空间分辨率, 光声成

像极有潜力成为观察大脑活动的利器.  

1.4  其他辅助技术 

1.4.1  自适应光学 
自适应光学技术伴随着地基望远镜的天文观测

活动产生 , 通过在望远镜中设置波前探测器实时获

知波前畸变分布并由波前矫正器反馈补偿该波前畸

变, 使得望远镜可以克服大气湍流的影响, 获得与望

远镜口径相匹配的成像分辨率 [39]. 生物组织的深层

成像面临着相似的问题 . 荧光显微镜只有对组织表

层几百微米范围内的区域才能实现高分辨率、高对比

度成像. 引入自适应光学技术, 可以在一定程度上校

正组织散射引起的波前畸变 , 从而提高成像深度与

成像质量 . 深层组织成像的波前畸变主要来源于两

个方面: 一是由光学元件的加工误差、光学系统的装

调误差以及扫描成像方式等因素带来的系统像差 ; 

二是由于生物组织的折射率不均匀 , 光在其中传播

时产生的波前畸变 . 系统的固有像差可以通过提前

标定及波前校正消除 . 而生物组织对激发光和荧光

波前产生的影响, 随着成像深度的增加而增强, 这是

限制成像深度及成像质量的主要因素 . 激发光的波

前畸变使得聚焦质量下降, 光斑弥散, 导致图像分辨

率、信背比降低; 荧光信号的波前畸变会导致其携带

的样品高频信息丢失, 点扩散函数变形, 以及信号强

度下降等, 导致图像质量下降.  

自适应光学技术通过波前检测及波前校正 , 主

动补偿组织的折射率不均匀带来的波前畸变 (如图

2(f)所示), 改善焦点处的激发光或到达探测器的荧
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光波前质量, 从而提高深层组织的成像质量, 有效增

加成像深度. 其中, 波前探测分为基于波前探测器的

直接探测方法与基于迭代算法的间接探测 2种方

法 [40]. 前者需要在生物组织中产生独立的理想点光

源(导星)或者形状较为规则的拓展目标, 利用波前探

测器检测波前畸变. 后者采用迭代的方法, 以最终获

得的图像质量为评价指标 . 这种方法无需导星和波

前传感器, 系统更加简单, 但是迭代收敛需要耗费更

多时间. 在波前校正部分, 通常采用变形镜或者液晶

空间光调制器来改变波前不同位置的光程 , 实现波

前校正.  

借助于直接波前探测的方法 , Wang等人 [41]于

2014年提出了基于Descanning技术的逐层、逐等晕区

的自适应光学成像, 而后在2015年, 他们改用近红外

光作为导星 , 实现了700 μm深度的小鼠脑组织成

像 [42]. 此外, Xu等人 [43]提出超声波导引的时间反演

光聚焦技术 , 借助超声波对超声焦点处的散射光进

行频移, 从而构建出处于组织深层的光导星, 并记录

光导星的波前信息 , 由此对逆向传播激发光进行波

前调制 , 通过光学相位共轭变换完成对数毫米厚的

散射组织深层的高质量光聚焦 . 但由于该技术单次

聚焦耗时长, 暂时无法用于成像. 无波前传感的自适

应光学技术也在组织深层成像中得到应用 , Tang等

人 [44]运用无波前传感的二分式迭代方法实现了小鼠

大脑650 μm深处的自适应光学成像.  

当前, 越来越多的工作引入了自适应光学技术, 

改善厚样品的成像效果. 然而, 该技术对成像深度的

改善依然有限. 其主要原因在于, 现有的技术以校正

低阶像差为主, 然而随着成像深度增加, 一方面组织

的散射给波前探测带来极大的困难 , 另一方面高阶

像差成分也随深度增加而不断增加 , 这超出了现有

波前校正器件的校正范围 . 自适应光学技术正在克

服上述缺陷, 随着新型探测技术, 更高分辨率的波前

校正器件的出现以及控制技术的进步 , 自适应光学

技术将会在深层脑组织成像中发挥更大的作用.  

1.4.2  侵入式深度成像 
一类侵入式的成像技术利用微棱镜或者微型自

聚焦透镜实现深层组织成像 . 微棱镜是尺寸为1~2 

mm的直角棱镜, 通过将微棱镜植入小鼠颅骨与脑组

织之间, 可以收集来自侧面皮层的荧光信号, 实现对

脑组织不同方向的观测成像 . 用该方法可以对皮层

进行长达几个月的亚细胞级分辨率成像 [45,46]. 自聚

焦透镜(gradient-index lens, GRIN lens)又称为梯度折

射率透镜(如图2(g)所示), 这种圆柱形透镜内部的折

射率沿径向逐渐减小, 从而使光线汇聚. GRIN lens

具有良好的成像特性和小巧的尺寸 , 在微型光学系

统中有广泛的应用. Attardo等人[15]开发的基于GRIN 

lens的成像技术是将一根直径为1 mm的GRIN lens插

入要观察的脑区 , 可以长时间观察到神经元树突棘

的动态变化. 利用基于GRIN lens的侵入式成像技术, 

目前已能实现对小鼠大脑深度5 mm核团的单细胞级

别的成像 [47]. 此外, Murayama等人 [48]将微棱镜粘接

于GRIN lens顶端, 用于观测位于自聚焦透镜侧面核

团的神经元活动 . 但此类侵入式深度成像技术容易

造成脑组织的出血及炎症, 且成像分辨率、视场和工

作距离相比物镜成像方式也有很大差距.  

1.4.3  组织透明化技术 
组织透明化是一种利用特殊配方的介质处理降

低生物组织光散射程度的方法 , 目的是让生物组织

在所观测的光学波段范围内变得“透明”, 从而增加

光学成像深度 . 组织透明化按照实现方式不同可以

分为两大类 , 第一类是去除组织中折射率差异较大

的物质 , 第二类是使用与组织折射率相似的介质溶

液, 利用浸泡或灌注的方式使组织器官透明. 这两类

方法通常综合起来使用 [49,50]. 针对传统的透明化方

法会使组织失去生物活性的缺陷, Zhang等人[51]提出

了一种活体颅骨透明化方法 , 可以使小鼠颅骨在涂

抹药物后保持透明状态15 min. 该方法可以对同一处

组织重复使用, 且未发现明显的炎症和代谢毒性.  

2  高速脑神经活动成像技术 

神经活动的钙信号脉冲宽度在百毫秒量级 , 动

作电位脉冲宽度在毫秒量级, 为观测神经元集群、环

路、核团乃至多脑区中快速的神经活动过程, 一方面

需要荧光探针具有适当的响应速度 , 另一方面对成

像系统的时间分辨率提出了相应的要求.  

在高速探针方面, Hochbaum等人 [52]开发的电压

敏感探针QuasAr1和QuasAr2已具有微秒级响应速度

且不产生光电流. Gong等人 [53]开发的电压敏感探针

较前者进一步提高了荧光激发效率. 近年来, 多个课

题组开发出了多种激发效率更高的更具实用价值的

电压敏感探针[54,55].  
在高速成像系统方面 , 传统双光子显微镜利用

压电位移台驱动物镜转换成像平面 , 这样的系统因
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评 述 

驱动质量较大, 轴向扫描速度有限. 利用可变焦液体

透镜(最大扫描速度约500 Hz)[56]、超声透镜(扫描速度

约450 kHz)[57]、声光透镜(如图3(a)所示, 扫描速度约

30~50 kHz)[58]等高速光学器件代替压电位移台, 可以

实现快速轴向扫描, 提高体成像速度. Kong等人[57]将

一个455 kHz的可调声梯度透镜集成于双光子显微镜

中 , 实现了速度 1 kHz的面成像以及 375 μm×375 

μm×130 μm区域5.6 Hz的体成像.  

光片照明成像方式容易获得高的体成像速度 . 

Ahrens等人[61]于2013年利用光片成像技术已经实现

了对斑马鱼全脑区域(800 μm×600 μm×200 μm)0.8 

Hz的在体成像. 然而传统光片照明方式容易受到介

质散射影响 , 更适合对斑马鱼等较为透明的样品进

行成像. Zong等人 [62]于2015年提出一种基于可调声

梯度透镜的双光子三轴数字扫描光片显微镜. 该成像

系统通过可调声梯度透镜配合振镜, 高速扫描形成双 

 
图 3  几种高速体成像技术. (a) 基于声光透镜的成像系统示意图[58]; (b) 基于空间光调制器的全息成像系统示意图[59]; (c) 基于贝塞尔光束的

双光子成像系统示意图[60]; (d) 对一个厚度为 60 μm区域的高斯光三维点扫描成像以及贝塞尔光成像[60], 后者在成倍提高成像速度的同时依然

保持单突触的横向分辨率. 图中比例尺代表 20 μm  
Figure 3  High-speed volumetric imaging techniques. (a) Schematic diagram of imaging system based on acousto-optic lens[58]; (b) schematic diagram 
of holographic imaging system based on spatial light modulators[59]; (c) schematic diagram of multiphoton imaging system based on Bessel beam[60]; (d) 
three-dimensional imaging of a 60 μm-thick region by point-scanning Gaussian focus and a projection image of the same region taken with Bessel 
beam at video rate and single-spine resolution[60]. Scale bars, 20 μm 
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光子光片, 具有大视场(170 μm×170 μm)、高成像深度

(170 μm)、高空间分辨率(横向420~450 nm, 纵向700~ 

800 nm), 以及高采样速度(100 Hz, 2048像素×2048像

素)等特点.  

对于稀疏标记的样品, 利用长针状贝塞尔光束, 

只需要进行二维扫描即可获得三维样品的投影像 , 

再利用先验的空间结构信息, 推求信号的深度定位, 

从而大幅缩短体成像时间(如图3(c)和(d)所示). 2013

年至今 , 已有多个小组发展了双光子贝塞尔显微镜

技术 [60,63~65]. Chen等人 [66]于2018年发表的工作实现

了三光子贝塞尔显微镜, 能够对500 μm×500 μm×300 

μm体素空间以5 Hz速度进行在体高速神经成像, 并

且得益于三光子激发 , 成像深度达到1.7 mm. 该技

术大大改进了传统三光子显微镜三维成像速度慢的

问题 , 并获得比双光子贝塞尔显微镜更高的图像信

背比.  

对于点扫描成像方式 , 为了保证一定的图像信

噪比, 每个像素的驻留时间存在下限(取决于荧光探

针的发光特性), 这是限制点扫描显微镜成像速度的

根本性因素. 除了开发更加明亮的探针, 另一个解决

思路是将单点扫描变为多点同时扫描 [67]. Nikolenko

等人[68]于2008年首次提出基于双光子激发的“全息成

像”系统. 这类系统利用空间光调制器对激发光的波

前相位进行调制, 将激发光分为多束, 实现对不同空

间位置的目标进行同时成像(如图3(b)所示). 后期需

要通过算法将重叠的图像进行分离. Yang等人 [69]发

展的双光子全息成像系统, 能够对轴向相距300 μm

的两个平面内的目标进行同时成像, 以10 Hz的帧率

记录近400个神经元的活动.  

提高成像速度不仅有助于更加完整地记录神经

活动的时空信息, 也有助于克服活体成像时可能出现

的运动模糊的影响. 随着空间光调制器、光电探测器、

声光透镜等硬件性能的不断优化, 以及荧光探针的不

断改进, 光学显微成像速度有望取得进一步突破.  

3  大视场脑神经活动成像技术 

大脑功能的执行既依赖于局部信息处理 , 也离

不开神经环路及网络中各区域神经核团、神经元之间

的协同工作. 血氧水平依赖功能磁共振成像显示, 左

右半球不同脑区之间的活动存在关联性 [70]. 近年发

现的单个“超级神经元”的投射范围可以覆盖全脑[71], 

并与许多脑区的神经元建立突触连接 . 普通显微镜

的视场大小与分辨率两者不能同时兼顾 . 选用小放

大率的物镜可以获得更大的视场 , 但同时数值孔径

也会下降, 损失了空间分辨率. 在保持单细胞分辨率

的前提下, 传统显微镜的视场只能达到约1 mm2[72]. 

开发大视场高分辨率的成像系统 , 需要对光路中的

扫描透镜、镜筒透镜、像差校正元件等组成部分进行

专门设计 , 并协调机械结构与光学结构的参数以获

得理想的成像速度、分辨率与视场大小. 多个课题组

在该方向发表了令人印象深刻的工作 [72~74], 将成像

视场提升10倍左右, 并保持全视场单细胞分辨率. 特

别是McConnell等人 [75,76]设计的大型显微成像系统

Mesolens, 该系统拥有6 mm横向视野以及3 mm轴向

视野, 同时横向、轴向分辨率分别达到0.7和7 μm, 可

获得鼠脑组织、胚胎等样品的大视野高分辨图像(如

图4所示)该系统在脑科学及发育生物学领域具有广

阔的应用前景.  

4  超分辨成像技术 

神经元中的各类亚细胞结构与神经元功能密切

相关. 例如, 树突棘的形态与尺寸对突触可塑性有重

大影响, 与大脑的学习和记忆过程相关[77,78]. 在突触

可塑化过程中, 神经递质受体如α-氨基-3羟基-5甲基-  

4 异 恶 唑 丙 酸 受 体 (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4- 

isoxazolepropionic acid receptor, AMPAR)会在突触后

膜募集与弥散 [79,80], 同时局部胞浆蛋白质及细胞骨

架也会发生动态变化[81,82]. 然而, 这些结构的特征尺

寸远小于传统光学显微镜的极限分辨率 , 给脑科学

研究带来了尺度上的屏障 . 虽然电子显微镜的空间

分辨率更高 , 但缺乏光学显微镜的特异性以及活体

成像能力, 因而光学显微镜仍然是主要的研究工具. 

近10年来, 超分辨荧光显微成像技术备受关注. 借助

该技术, 科研人员得以突破尺度屏障, 对隐藏在光学

衍射极限之下的结构进行精确定量分析.    

超分辨成像技术主要包括单分子定位显微镜

(single-molecule localization microscopy, SMLM)[83~85]、

受激发射损耗(stimulated emission depletion, STED)

显微镜[86]以及结构光照明显微镜(structured illumina-

tion microscopy, SIM)[87]等. 单分子定位显微镜的分

辨率最高可超过10 nm[88], 主要用于对体外固定细胞

进行成像, 揭示细胞内部的精细结构. Dani等人[89]利

用随机光学重构显微技术(stochastic optical recon-

struction microscopy, STORM)以横向14 nm、纵向35 nm  
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图 4  Mesolens系统对小鼠胚胎的共聚焦模式成像[76] 
Figure 4  Imaging of a mouse embryo by Mesolens in confocal mode[76] 

的定位精度解析了10种蛋白质在突触前后膜的空间

分布 . Xu等人 [90]同样利用该技术 , 发现了神经元轴

突中细胞骨架和钠离子通道的周期性空间结构 . 

STED是最早应用于在体神经成像的超分辨成像技

术, Nägerl等人[91]于2008年首次报道了以超越光学衍

射极限的分辨率(约70 nm[92])在体观察树突棘可塑性

的动态过程. STED还可以进一步结合空心贝塞尔损

耗光 [93]或者双光子激发 [94,95], 将成像深度提升至 

100 μm左右. SIM通过对照明光的调制, 使样品的高

频信息被调制在可被显微镜探测到的低频区域 , 可

得到两倍于衍射极限分辨率的图像. 此外, 通过对荧

光分子饱和激发的非线性效应 , 还能进一步提升分

辨率[96]. SIM相对于前两种技术具有高成像速度以及

低光毒性等特点, 广泛应用于活细胞成像. 在神经成

像应用中 , 通过结合组织透明化技术 [97]或者双光子

激发 [98], SIM可以对脑片等厚样品进行超分辨成像 . 

Huang等人[99]通过海森结构光显微镜, 实现了188 Hz 

(滚动重建时564 Hz)、88 nm的时空分辨率, 并能够对

活细胞样品进行长时程成像 . 该技术在活细胞中观

察并记录了线粒体内嵴动态融合与重组的过程 , 解

析了囊泡与细胞质膜融合过程中更加精细的动态结

构, 展现出应用于研究突触信号传递、神经元细胞器

的相互作用等过程的巨大潜力. 2018年Nature Methods

发表综述系统阐述了结构光超分辨率成像领域现状

时 , 也指出海森结构光显微镜可以在保持图像超分

辨率的前提条件下有效的去除伪迹 , 比一般的结构

光超分辨率显微镜灵敏10倍以上 , 连续成像张数也

比传统结构光显微镜高至少一个数量级[100].  

超分辨成像技术为脑科学研究带来了新工具和

新发现 , 也为进一步提升脑神经成像系统的空间分

辨率提供了许多有益的思路.  

5  微型化显微成像技术 

21世纪以来, 随着微机电、材料科学和微纳米加

工技术的发展 , 诸多科学家开始研制真正意义上的

微型化显微镜 . 将显微镜和自由运动的动物结合在
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一起, 让动物“带着显微镜跑”, 同时获取动物在自由

活动状态下的实时动态神经成像数据 . 这成为神经

科学领域日益关注的焦点 [101]. 其中, 微型单光子宽

场显微镜, 因其原理和结构相对简单, 成为最早的突

破点 [102]. 但由于宽场成像方式受背景信号干扰, 成

像对比度低, 无法达到单细胞分辨率, 并且没有光学

断层成像能力, 因此其应用受到一定的局限, 世界上

多个双光子成像技术研究组也开始微型双光子显微

镜的探索. 2001年, Helmchen等人[103]的工作被认为是

研制微型双光子显微镜的第一步, 但是其体积大(长

7.5 cm, 重25 g), 成像速度仅有0.5 帧 /秒(512像素

×512像素). Engelbrecht等人[104]在2008年报道了他们

的微型双光子成像系统, 重仅0.9 g, 实现了512像素

×512像素下的8 帧/秒的成像速度. 该系统实现了大

鼠的在体钙信号成像, 但是其空间分辨率较低, 并且

没有实现真正意义的自由运动动物神经元成像. 2009

年, Piyawattanametha等人[105]也发表了他们的微型双

光子成像系统 , 他们的系统首次使用了微机电扫描

振镜来进行扫描, 并将Z轴聚焦模块集成在显微镜探

头之中, 但是其扫描频率很低, 且空间分辨率也不够

理想. Sawinski等人 [106]在2009年报道了他们的系统, 

这套系统的空间分辨率更高, 但是重量达5.5 g, 使用

振动光纤的方式进行扫描, 成像速度较慢, 理论上在

512像素×512像素下为1.25 帧/秒.  

先前的所有微型双光子显微镜都不能实现对目

前最广泛使用的GCaMP钙探针进行有效的成像, 这

也极大地限制了微型双光子显微镜的发展和应用 . 

之所以早期的微型化双光子显微镜没有得到真正的

应用和推广 , 一是双光子显微成像技术相比于单光

子显微成像技术要复杂和困难得多 , 其次要在保证

成像分辨率、速率、荧光收集效率和稳定性的前提下, 

进行小型化和微型化更加的困难 . 必须突破以下几

个关键性问题: (1) 将飞秒激光无失真的传导至微型

显微镜; (2) 保证足够高的光激发和收集效率; (3) 高

效的激光扫描方式; (4) 自由活动的行为下, 成像速

度足够快, 从而克服佩戴时的晃动获得稳定的图像; 

(5) 保证性能的前提下, 尽可能的小、轻、柔.  

2017年5月 , 北京大学Zong等人 [107]成功研制了

新一代高速高分辨微型双光子荧光显微镜 , 突破了

高时空分辨微型双光子在体显微成像的技术瓶颈 , 

取名为FHIRM-TPM(如图5所示). 此项技术解决了上

述所提及的早期微型化双光子显微镜研制中存在的

问题 , 首次获得了小鼠在自由运动行为过程中大脑

神经元和神经突触活动清晰、稳定的图像.  

新一代微型双光子荧光显微镜体积小 ,  重仅  

2.2 g, 适于佩戴在小型动物头部, 通过颅窗实时记录

数十个神经元、上千个神经突触的动态信号. 采用双

轴对称高速微机电系统转镜扫描和自主研发设计的

光子晶体光纤, 可实现920 nm飞秒激光传输, 成像帧

频达40 帧/秒(256像素×256像素), 同时具备多区域

随机扫描和每秒1万线的线扫描能力. 其横向分辨率

为0.65 μm, 成像质量可与商品化大型台式双光子 

 
图 5  FHIRM-TPM实物照片与结构示意图[107]. 
Figure 5  Photographs and schematic diagram of FHIRM-TPM[107] 
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荧光显微镜相比拟 . 荧光信号接收采用自主设计的

柔性光纤束 , 在高效率收集荧光信号的同时很好地

避免了传输光纤对动物行为干扰的难题, 在悬尾、社

交和小鼠跳台等实验过程中, 得到了高分辨率和稳定

的神经活动图像. 该系统使用了迄今为止商业化数值

孔径最高的微型物镜, 数值孔径为0.8, 直径仅有1.4 

mm、长6 mm, 并且对900和450 nm进行了色差矫正, 

非常适合微型双光子显微成像技术, 但其工作距离仅

为200 μm, 较大地限制了更深脑神经组织的成像.  

目前该课题组及产业化公司正在研发的新一代

的微型双光子显微镜, 新设计制作了一系列新型微型

物镜: 其中数值孔径为0.7, 工作距离为400 μm的物

镜, 成像视场可达200 μm×200 μm, 是第一代微型双

光子成像视野的1.5倍; 数值孔径为0.5, 成像视场高

达450 μm×450 μm, 并且工作距离长达1 mm, 横向分

辨率为1.5 μm, 可同时记录数百个神经元的动态变 

化. 应用新一代的高分辨率微型物镜, 获得了更大视

野、更深层次的成像, 且实现了全程自主设计定制和

国产化.  

6  结论与展望 

新千年以来 , 在蓬勃兴起的脑科学的强力推动

下, 光学显微成像技术在成像深度、速度、分辨率、

视场等方面不断拓展新的边界, 涌现了许多新原理、

新器件、新探针以及计算成像和图像处理的新技术和

新方法 . 实现神经元级别的全脑光学成像的技术体

系已初具雏形 , 目前已取得斑马鱼全脑成像的突破

性进展 , 下一个重要里程碑将是在啮齿动物实现全

脑活动记录 . 这个目标虽然宏大 , 但也并非遥不可

及: 现有技术体系的集成创新仍有很大的潜力, 未来

可在新型探针、激发模式、探测器件、计算成像等方

向拓展. 特别是, 结合多光子激发、自适应光学、组

织透明化等技术, 融合声学、光声等成像模态, 有望

在多模态跨尺度全脑成像技术上取得突破. 此外, 传

统的X射线结合相衬技术展现出高分辨多尺度成像

能力[108], 借助同步辐射光源产生高亮度、高相干的X

射线, 有望发展出前所未有的全脑成像模式. 基于先

验知识的智能学习成像 [109,110], 这一悄然而生的新

方向能为脑成像带来什么样的进步 , 也是值得期  

待的.  

第一代微型双光子显微成像技术实现了自由行

动动物的活体脑动态功能成像 . 该技术可在动物处

于觅食、哺乳、跳台、打斗、嬉戏、睡眠、社交等自

然行为条件下, 或者在学习前、学习中和学习后, 长

时间的观察神经突触、神经元、神经网络、远程连接

的脑区等多尺度、多层次动态变化. 未来与光遗传学

技术的结合, 可望在结构与功能成像的同时, 精准地

操控神经元和大脑神经回路的活动 . 结合自适应光

学技术, 一方面可以矫正光学器件上带来的畸变, 另

一方面可以实时地矫正深层组织带来的散射 , 极大

地提高系统的分辨率和成像深度 . 同时可以应用多

个显微镜同步记录多个脑区, 研究多脑区、核团信息

之间的相互传递和相互作用. 此外, 微型化三光子显

微镜理论上有更深的成像深度, 结合新型红外探针, 

可实现更深脑区的神经活动观测.  

综之, 在体观测脑活动的显微成像技术的发展, 

特别是全脑神经元水平的功能成像目标的达成 , 将

为实现“分析脑、理解脑、模仿脑”的脑科学目标发挥

重要作用, 进而启迪人工智能研究, 最终服务人类的

福祉.   
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Summary for “脑神经活动光学显微成像技术” 

In vivo optical imaging of brain activity 
Chi Mo1,2, Shiyuan Chen1,2, Muyue Zhai1,2, Runlong Wu3, Zichen Wang2, Jing Yu2, Aimin Wang3, 
Liangyi Chen2 & Heping Cheng1,2* 
1 Peking-Tsinghua Center for Life Sciences, Academy for Advanced Interdisciplinary Studies, Peking University, Beijing 100871, China; 
2 State Key Laboratory of Membrane Biology, Institute of Molecular Medicine, Peking University, Beijing 100871, China; 
3 School of Electronics Engineering and Computer Science, Peking University, Beijing 100871, China 
* Corresponding author, E-mail: chengp@pku.edu.cn 

In the new millennium, the brain and neuroscience have taken center-stage in international collaborative efforts. The 
brain comprises billions of neurons interconnected at trillions of synapses. To decipher its structure and function is one of 
the boldest projects ever pursued by the scientific community. The development of better imaging technology once again 
affords powerful tools to meet this grand challenge. Different imaging modalities have been widely used in revealing the 
complex structural organization and functional dynamics of the brain, including X-ray computed tomography, magnetic 
resonance imaging, positron emission computed tomography, ultrasound imaging, electron microscopy, and fluorescence 
microscopy. Among these, only fluorescence microscopy provides high contrast, high specificity, and high spatiotem-
poral resolution imaging in vivo.  

Thanks to the recent progress in photonics, laser physics, computer and information science, and nanomaterial science, 
the century-old optical imaging field is now being revitalizing and is booming. Recent developments in three-photon mi-
croscopy enable the optical resolution of single-neuron activity as deep as 2 mm beneath the surface of the cortex, and 
non-invasively visualization of single-neuron activity through the intact opaque skull. The emergence of photon-efficient 
super-resolution Hessian structured illumination microscopy allows live cells to be imaged with a spatial resolution <90 
nm and an acquisition rate of 564 frames per second, and enables time-lapse super-resolution imaging for over an hour 
with minimal photo-bleaching. Light-sheet microscopy, on the other hand, is capable of imaging ~100000 neurons in the 
entire zebrafish brain, at a volumetric imaging rate >10 Hz. Other innovations such as near-infrared II imaging, photoa-
coustic tomography, and adaptive optics are also extending the spatial and temporal resolution, imaging depth, and 
trans-scale volumetric imaging capacity.   

Another paradigm-shift is to record brain activity in freely-moving and behaving animals, which involves technologi-
cal innovation in miniaturized microscopy with high spatiotemporal resolution. In this regard, we recently developed a 
fast, high-resolution, miniaturized two-photon microscope (FHIRM-TPM), with a headpiece weighing only 2.2 g and 
occupying less than 1 cm3, equipped with a GRIN lens of NA 0.8. Because the fluorescent Ca2+ indicators GFP and 
GCaMP6 are commonly used in biomedical science, we designed and custom-manufactured a hollow-core photonic 
crystal fiber to deliver 920-nm femtosecond laser pulses with little dispersion and attenuation. FHIRM-TPM is capable of 
long-term recording neuronal activity in freely-behaving mice at single-spine and sub-millisecond spatiotemporal resolu-
tion (0.64 μm laterally and 3.35 μm axially, 40 Hz at 256 pixel×256 pixel for raster scanning and 10000 Hz for free-line 
scanning). Future applications of this technology in many behavioral paradigms will help to address many fundamental 
questions such as spatial and temporal information-processing, learning and memory, decision-making, and social inter-
actions. 

In summary, with the emphasis on developing more advanced imaging technologies, scientists can directly visualize 
neuronal activity deeper in the brain, markedly faster with super-resolution, and over many orders of spatiotemporal 
scales. With technical advances unfolding in multiple fronts (e.g., probes, detectors, modality fusion, and deep-learning 
assisted imaging), systematic breakthroughs will provide brain scientists and neuroscientists with the ability to gain a 
holistic view of multi-layered brain activity at the levels of neuron clusters, nuclei, and the circuitry of long-range con-
nectivity. Finally, we envision that high-resolution imaging methods enabling in toto recording of brain activity at sin-
gle-neuron resolution in small mammals may become a reality within the next decade. 

brain science, multi-photon fluorescence microscopy, super-resolution microscopy, light-sheet illumination, 
photoacoustic imaging, miniaturized microscopy, fluorescence probes, near-infrared II  
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