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摘要    基于多光子激发自体荧光和谐波信号的非线性光谱分辨成像技术, 将多
光子显微镜和光谱测量技术的优点集于一身, 它可以同时获得组织内在成分的微
结构和光谱特性. 利用LSM 510 META激光扫描显微镜系统和深度分辨非线性光
谱成像技术, 对活体小鼠皮肤的微结构和光谱特性进行了研究. 实验结果表明, 
深度非线性光谱分辨成像技术能够识别活体小鼠上皮组织的细胞层和基质层结

构, 能够监测上皮细胞的 NADH、细胞内间质黄素蛋白、基质层的胶原蛋白、毛
干中的角蛋白和黑色素等不同组织成分的发射光谱. 实验观察部位的小鼠皮肤的
HE 染色、胶原纤维和弹力纤维特殊染色的结果也证明了利用深度分辨非线性光
谱成像技术获得结果的准确性. 随着微型、便捷的多光子显微镜系统的出现, 深
度分辨非线性光谱成像技术能够对上皮肿瘤组织的早期直接、实时、客观、无损

地探测、诊断和监测提供可能, 将在临床医学应用中具有重大意义和实用价值.  

关键词    深度分辨光谱成像技术  二次谐波和双光子激发荧光  活体小鼠 

据美国癌症协会报道, 上皮肿瘤的发病率占所有人类肿瘤疾病的  80 %以上, 每年还有近
100 万患有分层鳞状上皮细胞良性肿瘤病例发生[1,2]. 虽然人类在肿瘤的诊断和治疗方面做了
很多努力, 但是病人的存活率仍然很低. 最重要的原因是缺乏准确识别可能发展成为恶性肿
瘤区域的早期无损诊断[2]. 以谐波和多光子激发荧光作为信号源的多光子显微镜, 因其具有对
组织微结构的高灵敏度和高空间分辨成像、对生物组织的低杀伤性和成像深度深等特点, 而在
恶性肿瘤区域的早期无损诊断方面存在潜在的应用背景[3~5]. 此外, 以飞秒激光与生物组织相
互作用产生的谐波和多光子激发荧光等非线性光学效应为基础的光谱测量技术引起人们的关

注, 因为在上皮肿瘤的整个形成过程中, 除了组织形态不断发生相应的变化, 正常和肿瘤组织
的发射光谱也存在明显的差别[6~8]. 最近, 基于多光子激发自体荧光和谐波信号的非线性光谱
分辨成像技术被发展起来, 它的优势在于可以同时获得组织内在成分的微结构和光谱特性, 
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将多光子显微镜和光谱测量技术的优点集于一身, 能够更全面地为生物组织生理和病理的临
床早期无损诊断提供可行方法[9,10]. 本文利用深度分辨非线性光谱成像技术对活体小鼠皮肤的
微结构和光谱特性进行了研究, 证明了深度非线性光谱分辨成像技术可以用于识别活体上皮
组织的层结构, 并监测不同组织成分的光谱强度, 此方法能够对上皮肿瘤组织的早期直接、实
时、客观、无损地探测、诊断和监测提供可能.   

1  材料和方法 
实验用雄性昆明小白鼠 6只(福建医科大学实验动物中心提供), 体重在(30 ± 2) g. 2%戊巴

比妥钠溶液 0.1 mL腹腔注射麻醉, 用手术剪将小鼠腹背部毛剪净,注意不能损伤皮肤. 棉球擦
洗 3次, 放置多光子激光共聚焦显微镜上进行观察, 每隔 1~2 h对小鼠重复麻醉一次, 整个实
验的持续时间大约为  4 h. 实验结束后, 切取观察部位小鼠皮肤, 4%甲醛溶液固定, 梯度乙醇
脱水, 石蜡包埋, 切片, 行常规 HE染色、胶原纤维和弹力纤维特殊染色, 并进行传统组织学的
观察与分析.  

实验装置与我们小组以前发表的文章中介绍的相同[10], 简单的示意图(图 1).  

 
 

图 1  实验装置的示意图 
 

美国相干公司的钛宝石飞秒激光器(110 fs, 76 Hz)作为激光共聚焦显微镜的激发光源. 此
激光器的输出波长是可调谐的, 范围为 700~980 nm. 在本实验中使用的激光波长是 810和 850 
nm. 上皮组织的深度分辨非线性光谱成像的获得由德国蔡司公司生产的 LSM 510 META 激
光扫描显微镜系统完成. 此系统的最大特点是配置了 META 探测器, 它是由高质量的反射光
栅和 32个通道的光电倍增管排列组成的. 每个光电倍增管覆盖的波长范围是 10.7 nm, 32个光
电倍增管覆盖了从 377~716 nm大约 340 nm波长范围的光谱. 飞秒激光与生物组织相互作用产
生的二次谐波和双光子激发荧光信号经过光栅分光分别进入 32 个通道, 通过光电倍增管将光
信号转变成电信号, 在一系列发射波长谱带处得到 x-y 成像, 所有成像的叠加构成了非线性光
谱分辨成像图. 实验中使用的是放大倍率为 63倍、数值孔径为 1.4的油浸物镜, 获得的图像素
都是由 512×512 像素组成, 每个像素获取的时间为 2.56 µs. 飞秒激光入射到上皮组织表面的
功率为 10 mW, 随着深度的增加, 由于生物组织的散射和折射效应的影响, 背向的二次谐波和
双光子激发荧光信号变弱, 为了获得清晰的非线性光谱分辨成像, 激发光的功率随深度增加
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而逐渐增大, 最高的功率大约为 25 mW. 在整个实验过程中, 没有光漂泊的现象发生. 

2  实验结果与分析 
图 2(a)给出了活体小鼠皮肤表面(0 µm)的非线性光谱成像图. 从图 2中很容易分辨出小鼠

的上皮细胞和毛干成分(图 2中位置 1和 2), 利用成像诱导的光谱分析方法, 图 2(b)给出了这两
种结构的 377~716 nm范围的光谱特性.  

从图 2(b)中可以看到, 小鼠的毛干和呈多边形结构的上皮细胞的发射光谱的峰值分别在
511和 490 nm. 毛干是由排列规则的角化上皮细胞组成, 细胞内充满角蛋白并含黑色素, 实验
中观察到的光谱成像主要来自于角蛋白和黑色素的双光子激发自体荧光[11,12]. 而呈多边形的
上皮细胞中能够产生双光子激发自体荧光的成分主要是 NADH, 细胞核内没有可以产生双光
子自体荧光的成分, 因此, 从非线性光谱分辨成像图中看到的每个细胞的细胞核呈现黑色(即
无荧光产生)[13]. 利用实验装置系统中的图像分析工具, 可以得到上皮细胞的面积为(864.22 ± 
75.44) µm2. 

随着成像深度的增加, 获得的小鼠皮肤的结构也发生了变化. 图 3(a)给出了在 30 µm深度
处, 小鼠皮肤结构发生明显变化的非线性光谱成像图. 从图 3 中可以看到, 除了发射蓝色荧光
的上皮细胞和毛干结构(图 2 中位置 1 和 2)外, 还有两种不同颜色和不同结构的成分. 图 3(b)
给出了图 3(a)中呈现黄色和紫色结构(图 3中位置 3和 4)的光谱特性(因图 2中位置 1和 2的发
射光谱图与图 3(b)中的相同, 因此, 在图 3(b)中没有给出). 从光谱特性可以得出, 紫色结构是
真皮中呈网状结构的胶原纤维, 它来自于胶原纤维的二次谐波信号, 对应的发射光谱是峰值
在 405 nm处的窄谱带(因实验中使用的激光激发波长为 810 nm), 而呈黄色荧光结构的发射光
谱峰值为 555 nm, 对应着细胞内间质黄素蛋白成分. 从 30 µm深度处小鼠皮肤结构的非线性
光谱成像图的分析可以得到, 这一层是皮肤上皮细胞层和基质层的连接区域. 经过对 6只雄性
昆明小白鼠的大量实验与统计分析, 得到小鼠皮肤上皮细胞层的厚度大约为(31.23 ± 1.90) µm. 

为了证明实验观察到的紫色结构确实来自于胶原纤维的二次谐波信号, 当成像深度进一
步增加时, 实验中选择了 850 nm的激发光波长. 图 4(a)给出了当成像深度增加到 40 µm时, 活
体小鼠皮肤的非线性光谱成像图, 从图 4(a)中可以看到出现了大面积的呈紫色的胶原纤维结
构, 说明已经到了皮肤的基质层, 图 4(b)对应的发射光谱是峰值在 425 nm处的窄谱带, 这也进
一步说明了实验观察到的紫色结构的确来自于胶原纤维的二次谐波信号. 同时, 在图 4(a)也看
到了深入到基质层的发射蓝色荧光的毛干, 图 4(b)对应的发射光谱与图 2(b)中毛干的相同, 即
它们均来自于毛干内的角蛋白和黑色素的双光子激发自体荧光. 

为了进一步验证非线性光谱分辨成像技术给出的活体小鼠皮肤层结构的准确性, 实验结
束后, 切取观察部位小鼠皮肤、4%甲醛溶液固定、梯度乙醇脱水、石蜡包埋、切片、行常规
HE染色及胶原纤维、弹力纤维特殊染色. 图 5(a)~(c)分别给出了传统组织学的切片染色图.  

从 HE染色的切片和图 5(a)左下角上皮细胞层的局部放大可以看到, 小鼠皮肤的上皮由单
层的呈多边形结构的上皮细胞组成, 通过对胶原纤维特殊染色切片分析可以得到, 小鼠皮肤
的基质层主要由大量的胶原纤维构成, 这些与非线性光谱分辨成像技术给出的结果是一致的. 
虽然在 HE染色切片的基质层中也观察到了少量的、分布分散的纤维原细胞和在弹力纤维特殊
染色切片中观察到极少量的弹力纤维, 由于这些成分含量少而且分布分散, 导致其双光子激
发荧光信号较弱, 无法观察到其非线性光谱分辨成像. 
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图 2  活体小鼠皮肤表面(0 µm)的非线性光谱成像 
(a) 非线性光谱成像图; (b) 图 1(a)中位置 1和 2对应的小鼠上皮细胞和毛干成分的发射光谱. 标尺的长度为 20 µm 

 

 
 

图 3  在 30 µm深度处, 活体小鼠皮肤的非线性光谱成像 
(a) 非线性光谱成像图; (b) 图 3(a)中位置 3和 4对应的胶原纤维和黄素蛋白成分的发射光谱. 标尺的长度为 20 µm 

 

 
 

图 4  在 40 µm深度处, 活体小鼠皮肤的非线性光谱成像 
(a) 非线性光谱成像图; (b) 图 4(a)中位置 1和 2对应的毛干和胶原纤维成分的发射光谱. 标尺的长度为 20 µm 
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图 5  小鼠皮肤的组织切片染色 
(a) HE染色, 左下角为上皮细胞层的局部放大; (b) VG染色, 胶原纤维特殊染色; (c) Aldehyde-Fuchsin染色, 弹力纤维 

特殊染色. 标尺的长度为 20 µm 
 

3  结论 
利用深度分辨非线性光谱成像技术对活体小鼠皮肤的微结构和光谱特性进行了研究, 实

验结果表明, 深度非线性光谱分辨成像技术能够识别活体小鼠上皮组织的细胞层和基质层结
构, 能够监测上皮细胞的 NADH、细胞内间质黄素蛋白、基质层的胶原蛋白、毛干中的角蛋白
和黑色素等不同组织成分的光谱强度. 实验观察部位的小鼠皮肤的 HE染色、胶原纤维和弹力
纤维特殊染色的结果也证明了利用深度分辨非线性光谱成像技术获得结果的准确性.  

具有分层结构的上皮组织的结构一般由角质上皮层、上皮细胞层、基底膜和下面的基质

层构成. 肿瘤细胞起源于基底膜附近, 以很快的速度向上皮细胞层扩散, 最终占据整个上皮组
织并穿过基底膜侵蚀基质层. 在上皮肿瘤的整个形成过程中, 上皮细胞核的大小和密度、上皮
细胞的新陈代谢、角质层和上皮层的厚度、基质层胶原纤维的密度等都会不断发生相应的变

化[14~16]. 本文给出的深度分辨非线性光谱成像技术基于组织内在成分的二次谐波和双光子激
发荧光效应, 它不需要对组织进行切除、固定和染色等处理, 就能够给出组织内在成分的微结
构和光谱特性, 因此, 能更全面的为生物组织生理和病理的临床早期无损诊断提供可行方法. 
随着微型、便捷的多光子显微系统的出现, 该技术在临床医学应用中具有重大意义和实用价
值.  
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