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摘要  作为近 20 年来迅速发展的一门新技术, 双光子技术已被广泛应用于三维数

据存储材料、医药、军事、生物以及生命科学等领域, 并随学科交叉与融合, 在揭

示生命活动基本规律和起源的研究中发挥越来越重要的作用, 为生物医学提供了

更多、更为有效的手段. 本文从常用的双光子材料以及双光子激光扫描荧光显微镜

成像原理等方面, 结合双光子技术在生物医学研究中的应用, 探讨了这一新兴技

术在生物医药分析领域的前景.  
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1  双光子技术 

1.1  双光子吸收过程 

双光子激发概念是相对于单光子激发而言的 . 

众所周知 , 单光子激发过程是处于基态的荧光分子

受到单个高能光子激发而跃迁到较高能级的激发态, 

并经过短暂弛豫后返回到基态的过程 [1], 其结果是

释放出一个较低能量的光子 , 使得荧光分子在光谱

图上表现斯托克斯位移 . 单光子激发所产生的荧光

强度与激发光强度成正比, 是线性过程. 相比之下, 

双光子激发则是在强光激发下 , 荧光分子从基态向

激发态跃迁过程中同时吸收两个较低能量的光子(波

长通常位于近红外区). 所吸收的两个光子能量并不

要求相同, 但被吸收的时间间隔不能长于 1 fs. 双光

子吸收的特征之一是双光子跃迁概率与发射光强度

成正比 , 而前者和激发光强度平方成正比 , 因而发

射光强度也和入射光强度平方成正比 , 即双光子跃

迁是一个非线性过程.  

荧光分子对光子吸收强弱通常用吸收截面来表

示, 其大小反映了荧光分子吸收光子的能力[2]. 一般

地, 单光子吸收截面为 1032~1033 GM(1 GM = 10−50 

cm4 s/photon), 对光密度要求小, 因而弱激发光也可

被吸收 ; 而双光子的吸收截面一般为 1~104 GM[3], 

普通分子发生双光子吸收的概率很小 , 而且只有在

光束聚焦的焦点处才可能同时吸收两个光子. 所以, 

即使是使用大功率激发光 , 双光子发射也需要使用

特殊的材料才能实现.  

1.2  常见的双光子吸收材料 

目前常见的双光子材料包括金属纳米粒子(如金

纳米棒)、荧光共聚物、量子点、卟啉分子及其衍生

物、配位化合物和有机金属化合物, 以及根据人们要

求合成的新型有机分子.  

(1) 纳米棒双光子材料.  金纳米棒的双光子吸
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收截面可达 2000 GM, 其双光子发光信号比单个罗

丹明分子强 58 倍[4]. 由于制备相对简单、成熟, 同时

有较好的生物相容性、较小的生物毒性, 且可用于活

体细胞和组织的光热治疗 , 因而近年来金纳米棒受

到广泛关注. Durr 等人[5]研究深度为 75 μm 的癌细胞

组织时 , 发现用金纳米棒标记细胞的双光子发光比

不标记的强 3 个数量级. 2009 年, Tong 等人[6]在金纳

米棒表面修饰了不同结构的聚乙二醇(PEG), 并将得

到的纳米材料结合双光子技术用于小鼠活体成像 , 

结果显示具有分支结构 PEG 修饰的金纳米棒比用线

性结构 PEG 修饰的金纳米棒在体内滞留时间更长, 

并发现金纳米棒主要汇聚在肝脏和脾的巨噬细胞中. 

2010 年, Zhou 等人[7]将小鼠的嗜碱性白细胞与金纳

米棒共孵育 , 在双光子荧光显微镜中能得到比共聚

焦显微镜背景噪音低、分辨率高的图像.   

(2) 荧光共轭聚合物双光子材料.  荧光共聚物

具有高的吸光系数和荧光效率 , 是很好的光学新材

料[8,9]. 早在 10 年前, Albota[10]和 Rumi[11]等人就将烷

氧基作为分子侧链引入共轭聚合物结构中 , 有效增

大其双光子吸收截面, 证明了有供体-π-供体结构的

共轭聚合物作为双光子材料有更明显的优势 . 进一

步研究表明 , 非线性结构荧光共聚物的双光子吸收

截面可达 2.0×105 GM[12]. 与无机半导体纳米材料不

同 , 共轭聚合物的粒径大小不仅不影响其吸收和发

射, 反而增大其光学截面[13,14].  

(3) 纳米晶双光子材料 .  纳米晶(即量子点)由

于其宽激发、窄发射、较大的斯托克斯位移、发光

性能稳定和发射波长可调等特点 [15,16], 在理论研究

中得到广泛应用 . 量子点作为双光子材料有很多其

他材料不可替代的优点: ① 双光子吸收截面大, 并

且可通过改变粒径大小进行调节. Blanton 等人[17]发

现, 理论计算 CdSe 量子点的双光子吸收截面积可达

5.0×104 GM, 在实际实验中可达 4.7×104 GM; Larson

等人[18]通过荧光成像观察老鼠皮下 100 μm 的脉管系

统, 发现当 FITC-右旋糖酐的浓度、激发光源强度分

别为水溶性量子点的 40 倍和 5 倍条件下, 用 FITC-

右旋糖酐复合物的实验只能看到十分模糊的图像 , 

而使用水溶性量子点却能得到很清晰的成像; 同时, 

他们也证明 , 即使使用较小功率的激发光源 , 水溶

性量子点的双光子吸收截面也比荧光素大 3 个数量

级 . Pu 等人 [19]证明 , 随量子点粒径增大 , CdSe 和

CdTe 量子点的双光子吸收截面也呈线性增长 . ② 

量子点的发光性能受水溶性修饰的影响很小. Larson

等人[18]用两性分子对油溶性量子点的改性几乎不会

影响其发光性能 , 且改性后的水溶性量子点能在 9

个月甚至更长的时间内保持稳定. ③ 体积很小, 可

方便用于血管造影术 [20]; 而比表面积大 , 可较好地

与靶物分子进行结合, 用于检测[21]. 不过, 量子点的

单颗粒光眨眼现象、生物毒性大等不可忽视的问

题 [22], 在很大程度上限制了它们在活体细胞和组织

成像方面的应用 . 随着这两方面问题的解决 [23~30], 

相信量子点双光子材料有很好的应用前景.  

(4) 卟啉双光子材料.  单纯的卟啉分子就具有

双光子吸收的性质, 但因其单体带有 18 个π电子的

芳香性使其双光子吸收截面积较小(<100 GM)[31], 应

用受限 . 但对卟啉进行修饰或使用其聚集体 [32,33], 

不仅双光子吸收截面较大 , 并且在普通有机溶剂中

的溶解度也得到提高. Drobizhev 等人[32]在卟啉分子

上连接了多个吸电子基团 , 增大了卟啉分子的双光

子吸收截面积. Ray 等人[34]证明, 发生 J-型聚集的锌

离子卟啉相对于其单体有更大的双光子吸收截面积, 

而金属离子能促使卟啉分子间的自组装 , 使聚集体

的双光子吸收截面增大 [35,36]. 实验证明 , 通过扩大

卟啉的π-电子共轭大环 , 可将双光子吸收截面增大

至 1.0×104 GM[37]. Raymond 等人[38]用芴的衍生物连

接锌卟啉得到二聚体, 通过自聚集形成高分子单体, 

再经闭环转换反应得到双光子吸收截面达 1.0×106 

GM 的卟啉高分子大环. 而改变卟啉分子的中心金

属离子、配体也能增大其双光子吸收截面.  

(5) 新型双光子有机分子材料.  虽然有机分子

具有合成步骤繁琐、条件苛刻、产率较低等缺点, 作

为双光子材料还有抗光伤差、保存时间短等问题, 但

也有其他材料无法比拟的优越性[39]: ① 有机材料是

电子极化, 响应时间短; ② 具有可剪裁性, 可根据

具体实验要求选择不同的反应对分子加以修饰 [40], 

使分子的双光子吸收截面、最大吸收波长等性质与

实验要求达到最好匹配; ③ 所处环境的改变可使激

光波长在较大范围内的调节得以实现; ④ 可与高分

子材料进行掺杂, 做成薄膜、凝胶等其他形式, 以克

服溶液状态在实际应用中的不便; ⑤ 利用合适的有

机反应将双光子材料与功能性材料进行链接 , 既能

改善功能性材料的应用条件、保留其应用功能, 还可
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以显著扩大双光子吸收化合物的应用范围. 2010 年, 

Wang 等人[41]以芴和聚乙二醇(PEG)分子为本体, 合

成了一种水溶性双光子荧光探针 , 可高度定位于溶

酶体, 实现了细胞中的溶酶体成像.  

1.3  上转换发光 

上转换发光(up-conversion lasing, UCL)是基于

稀土元素 4f 电子间的跃迁. 由于外层电子对 4f 电子

的屏蔽作用, 原子核对 4f 电子态之间的跃迁影响很

小 , 因此 , 稀土元素的亚稳态能级就会吸收多个长

波长的低能光子 , 经多个光子加合后发射出较高能

级的短波长光子 , 从而表现出长波长激发短波长发

射 的 情 况 [42,43]. 产 生 上 转 换 荧 光 有 激 发 态 吸 收

(excited state absorption, ESA) 、 能 量 转 移 (energy 

transfer, ET)、光子雪崩(photon avalanche, PA)和多光

子 同 时 吸 收 (multi-photon absorption, MPA) 等 机

理 [43,44]. 同时 , 当稀土离子间的距离或晶体结构发

生 变 化 时 , 其 发 生 上 转 换 的 机 理 也 可 能 发 生 变

化 [45~47]; 另外 , 根据能量转移方式又分为连续能量

转移(successive energy transfer, SET)、交叉弛豫(cross 

relaxation, CR)和 协 同 上 转 换 (cooperative up-conv- 

ersion, CU)等三种形式 [43], 所以双光子吸收是荧光

上转换中的一种 , 但二者还有区别 . 它们最大的不

同在于激发方式 , 荧光上转换发光是连续的 , 其激

发光可以是连续光 , 也可以是脉冲光 ; 而双光子激

发要求分子同时吸收两个光子 , 所以其激发光必须

是脉冲光 , 而且荧光上转换需要的激发光源能量大

于双光子激发的光源能量 ; 另外 , 相比于双光子吸

收材料, 荧光上转换材料还有一定的缺陷: (1) 当与

生物大分子发生作用时 , 会发生非特异性结合和吸

附作用; (2) 需对上转换材料分子表面进行修饰, 以

保证上转换材料-生物大分子共轭体的稳定性 ; (3) 

若体系中有荧光能量转移过程 , 还可能发生分子对

转移能量的重吸收 [48~50]. 稀土元素的荧光性质具有

峰型尖锐、斯托克斯位移大、对氧不敏感以及荧光

寿命长等特点 , 常被用来进行有机金属化合物等方

面的研究[51].  

1.4  双光子激光扫描荧光显微镜 

双光子激光扫描荧光显微镜依靠高数值孔径的

物镜将超快脉冲激光的光子聚焦 , 使焦点处产生足

够的光密度达到产生双光子吸收的密度条件 [52], 所

以无需光学滤波器(共焦针孔)就将光化学过程局限

在焦点附近极小的区域 , 缩小光漂白的范围 [53,54], 

避免组织自发荧光的干扰 [55]. 由于荧光波长小于激

发光波长 , 因而瑞利散射产生的背景噪声只有单光

子激发时的 1/16, 大大降低了散射干扰, 得到空间分

辨率高、对比度强、荧光效率高[56]的成像图片. 使用

可见或近红外光为激发光源, 对活体细胞、组织的光

损 伤 小 且 穿 透 能 力 强 [54,56], 成 像 深 度 可 达 1000 

μm[57], 约为共焦成像的 20 倍[58]. 根据许多染料荧光

探针的多光子激发光谱要比单光子激发光谱宽的特

点 [3], 还可利用单一波长激发光同时激发多种染料

得到同一生命现象中的不同信息 , 适合多标记复合

测量 [56]; 还可利用双光子跃迁的高选择激发性 , 实

现对生物组织中特殊物质的成像研究 . 另外 , 由于

激发光与发射荧光的波长差值加大以及自发的三维

滤波效果 , 用可见光的光学元件就可获得紫外光区

的衍射分辨率 , 而且光路收集系统的要求比共聚焦

显微镜低得多[56].  

当然 , 双光子激光扫描荧光显微镜也存在一定

的局限: (1) 无法实现暗场成像; (2) 激发时极高的光

子密度使焦点处产生更快的光漂白现象[53,56]; (3) 用

红 外 和 近 红 外 区 光 激 发 , 可 能 会 导 致 样 品 的 热 损

伤 [7]; (4) 受昂贵的超快脉冲激光器的限制, 成本较

高 [56]. 这些缺点都在一定程度上限制了双光子技术

在物理、化学、生物以及医学等领域的应用.  

2  双光子荧光共振能量转移技术 

Förest 荧光共振能量转移(FRET)技术已获得广

泛应用. 由于双光子技术多数采用近红外、红外波段

的光源作为激发光源, 能有效避免组织自发荧光干

扰, 获得较强的样品荧光. 所以, 在 FRET 研究中, 

人们引入双光子技术, 建立了双光子荧光共振能量转

移技术(two-photon excitation fluorescence resonance 

energy transfer, TPE-FRET). 2007 年, Kim 等人[59]将

奈尔红(Nile red)与合成的绿色荧光物质 BDSAO 同

时包入有机修饰的硅纳米颗粒中, 并与 HeLa 细胞共

孵育 1 h 后, 用 800 nm 的光对细胞中的 BDSAO 进行

双光子激发, 通过颗粒内部的能量转移机制激发奈

尔红发光 , 能观察到奈尔红明亮的红色荧光 , 而供

体分子 BDSAO 的绿色荧光很弱. 在后续研究中, 他 



 
 
 

    2011 年 2 月  第 56 卷  第 6 期 

364   

们使用 543 nm 激光反复扫描以达到对能量受体奈尔

红进行光漂白的目的(BDSAO 对该波长的光吸收很

少 , 所以荧光强度不会受到影响 , 且进行光漂白的

实验条件对细胞活性的毒性很小), 发现在奈尔红发

生光裂解过程中, 供体分子 BDSAO 的绿色荧光逐渐

增强. 随后, Liu 等人[60]将亲和素修饰、可用双光子

激发的荧光分子 DMAHAS 和生物素修饰荧光猝灭剂

DABS-Cl(biotin-D) 连 接 起 来 , 经 FRET 过 程 猝 灭

DMAHAS 的荧光, 当加入单独的亲和素后, biotin-D

与游离的亲和素结合, 与 DMAHAS 分离, 荧光恢复, 

达到检测亲和素的目的 . 同年 , 该课题组 [48]在牛血

清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)分子上分别连

接上可用双光子激发、发射位于 540 nm 的荧光有机

小分子和荧光猝灭基团, 当向体系中加入 BSA 的抗

体之后 , 发生抗原-抗体分子间的特异性识别作用 . 

此时 , 在同一个抗体分子上的荧光有机小分子和荧

光猝灭基团之间的距离被抗原-抗体分子的桥连作用

拉近, 利于荧光能量转移的发生, 即使用 800 nm 双

光子激发也无法观察到荧光, 从而达到检测 BSA 抗

体的目的 . 作者进一步对比了单光子激发和双光子

激发时的体系背景荧光, 发现当抗体浓度较大时(10 

nmol/L), 单光子激发光谱图中会出现 540 nm 的背景

荧光峰 , 且随着抗体浓度增大 , 该处的背景荧光信

号呈线性增强 , 影响抗体检测的灵敏度 ; 而相比之

下, 采用 800 nm 的近红外光源进行双光子激发就不

会有背景荧光随着抗体浓度增大而增强的干扰, 大

大地提高了检测的灵敏度 (0.05 nmol/L). 2010 年 , 

该课题组 [61]结合上述两种思路, 在链霉亲和素上修

饰荧光分子 TP-COOH, 在两段部分互补的 DNA 上

分别修饰生物素和荧光猝灭剂, 由于链霉亲和素和

生物素的特异性作用, 拉近 TP-COOH 与猝灭剂的距

离, 荧光猝灭; 而当加入可与生物素修饰的 DNA 完

全互补的靶 DNA 后, 荧光猝灭剂被竞争下来脱离链

霉亲和素-荧光分子偶连体, TP-COOH 荧光恢复, 实

现高灵敏检测 DNA 的目的, 同时由于是利用荧光分

子上的羧基来结合蛋白 , 避免了前一个实验使用戊

二 醛 可 能 会 造 成 蛋 白 自 身 聚 集 的 弊 端 . 2007 年 , 

Clapp 等人[62]用麦芽糖绑定的蛋白将量子点与 Cy3

进行偶联后, 偶联物中量子点的荧光寿命比偶联前

缩短, 而 Cy3 的荧光寿命得以延长, 而这种情况无论

是否采用双光子激发都是一致的. 另外, Dichtel 等

人[63]在卟啉分子上共价连上 8 个大的双光子吸收截

面的荧光能量供体, 当这些供体分子在强光照射下

经双光子激发跃迁到激发态之后, 将能量经荧光共

振能量转移传递给中心, 能高效产生单线态氧的卟

啉分子, 为设计高效单线态氧双光子敏化剂分子提

供了新思路 . 值得一提的是 , 双光子材料与能量转

移结合所产生的单线态氧可用于光动力学进行疾病

的治疗[64]. 

3  双光子超瑞利散射技术 

当电子与一个光子相互作用后, 电子受到反冲, 

同 时 散 射 出 两 个 光 子 的 现 象 叫 双 光 子 散 射 (two- 

photon scattering, TPS)[65]. 当分子受到高强度光照射

时 , 能够在散射光中检测到以入射光频率为基频的

高次谐波光子(散射光的频率正好是入射光的两倍), 

即超瑞利散射 (hyper-Rayleigh scattering, HRS)[66~68]. 

这是溶液或气体分子中的非相干二次或高次非线性

散射, 产生原因是介质中分子的浓度涨落、取向涨落

或热涨落等因素改变了分子局部环境的宏观对称性

和谐波的相干性而引起散射现象 [69]. 单光子散射或

瑞利散射的强度与物质分子的浓度、入射光的强度

呈线性关系 , 并且与二次线性的极化率有关 ; 而双

光子散射或超瑞利散射是由分子的转动能级引起的

对称振动产生 , 由二次谐波引起 . 在近期双光子瑞

利散射研究中 , 常使用金纳米材料作为散射媒介 . 

Ray 课题组[70~72]使用二盐酸胱胺通过金硫键在金纳

米颗粒或金纳米棒表面连上氨基 , 然后将细菌或蛋

白质的抗体连在金纳米材料表面 . 当介质中存在待

检测物质时, 由于抗原-抗体之间的特异性作用使得

金纳米材料在这些物质表面聚集 , 采用双光子激发

时 , 得到很强的超瑞利散射信号 . 也正是因为这种

特异性作用 , 其他共存物几乎不会造成任何干扰 , 

从而达到了快速、高灵敏度、高选择性检测细菌或

者蛋白的目的.  

4  双色双光子技术 

正如前述 , 荧光分子从基态向激发态跃迁时两

个光子可以是相同波长的 , 也可以是不同波长的 . 

因此 , 如果使用的是单激发光源 , 所吸收的两个光

子是具有相同波长的就称为双光子激发荧光显微术; 

如果两个光子具有不同波长 , 则称为双色激发荧光
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显微术(two-color two-photon, 2C2P).  

早在 20 世纪 60 和 70 年代, 人们就使用两种不

同波长的激光进行双光子吸收实验 [73~76]. 不过 , 当

时把脉冲红宝石激光器或钕离子激光器和一个同步

弧光灯作为光源 , 其研究目的是探讨物质内部电子

状态的对称性. 在 1971 年, McClain[77]对双色双光子

吸收进行了理论研究. 到 1996 年, Lakowicz 等人[78]

将 375 和 750 nm 的脉冲光进行交迭, 研究了环己胺

中的对-三联苯的荧光光谱. 实验证明, 如果仅仅使

用 750 或 375 nm 的脉冲光作为激发光源, 几乎观察

不到对-三联苯在 340 nm 的荧光, 而同时使用这两种

波长的光源进行双色双光子激发 , 则可以明显地看

到 340 nm 的荧光, 其强度是两种波长光分别激发时

的 1000 倍(以 750 nm 波长激发)和 100 倍(以 375 nm

波长激发). 由此可知, 双色激发荧光显微术是在双

光子激发荧光显微术基础上发展起来的一门新技术. 

由于双光子激发光源常为锁模式超短脉冲钛-蓝宝石

激光器(mode-locked femto-second Ti: sapphire laser), 

其激发波长为 700~1000 nm, 采用双光子激发荧光显

微术时, 有效的激发波长就局限在 350~500 nm. 然

而 , 使用双色激发荧光显微术就可以将激发波长扩

展到 230~330 nm[79]. 为了减少活体细胞和组织对短

波长的光散射较强的影响 , 双色激发荧光显微术在

操作过程中调节两种光源的功率 , 使较长波长的光

源功率较大、短波长光源功率较小. 例如, 可固定激

发波长为 800 nm 的光源功率为 15 mW, 400 nm 光源

功率为 0.4 mW.  

双色激发荧光显微术具有显著的优点, 表现在:

① 两种不同波长的光交迭导致信号空间区域化, 可

与背景形成对比; ② 因为荧光强度与入射光强度的

平方成正比 , 所以两束光单独激发的信号不可能超

出原来的四倍 , 但两束光同时激发却可以使信号增

强 1000 倍[78~80], 即小目标物经过较大散射媒质后更

容易观察; ③ 与双光子激发比较, 双色激发在焦点

内荧光散射增加, 而干扰背景荧光只有很小增加.   

双色激发荧光显微术自产生就引起了生物医药

界的巨大兴趣 . 在以往的工作中 , 为了采用荧光法

研究活体细胞或组织中的生命现象必须引入一些荧

光物质, 不仅成本高昂、操作繁琐, 需要付出大量的

人力物力 , 而且这些荧光物质的介入很可能会对活

体细胞和组织的活性、新陈代谢甚至生长造成负面

影响 . 由于双色激发荧光显微术将激发波长扩展到

了 230~330 nm, 正好将色氨酸的吸收波长包括在内, 

它是人体必需的 20 种氨基酸中蛋白质荧光的最主要

来源 [81]. 同时 , 由于色氨酸的荧光寿命不仅与其所

处环境有很大关系 , 而且对化学变化或蛋白质的构

象变化十分敏感 [82], 如果将色氨酸和双色激发荧光

显微术结合起来 , 就可以利用它和双色激发荧光显

微术在免标记的情况下研究氨基酸或者蛋白质的反

应以及蛋白质的构象变化[83,84]. 2009 年, Quentmeier

等人 [79]研究 MIN6 细胞核内和细胞质中的色氨酸 , 

发现细胞质中的色氨酸荧光寿命长于细胞核内的色

氨酸 ; 他们进一步以色氨酸为媒介 , 研究了枯草杆

菌蛋白酶水解 BSA 时蛋白构象的变化[85], 为蛋白质

研究提供了很好的借鉴 . 这二者的结合也无疑为生

物医学的研究开辟了一个新的途径 . 例如 , 不加入

其他荧光物质 , 利用生物细胞中广泛存在的色氨酸

作为荧光显色物质 , 就可以在完全不干扰细胞生存

介质的前提下探索生命的奥妙.  

5  结论 

虽然双光子技术的系统研究只有 20 年的历史, 

但其应用范围却在不断扩大 , 在生物医学研究中 , 

双光子技术所使用的激发波长避开了会对生命体系

造成光损伤的紫外光 , 而采用生物光学窗口 (600~ 

900 nm)范围内的光波段. 同时, 生物组织和细胞对

这一波段光线的吸收与瑞利散射均相对较小 , 从而

使得它在生命科学研究领域有着无可比拟的优越性, 

成为获取生物结构与化学资讯方面极为有力的技术, 

促进了生命、医学以及自然科学等学科的快速发展, 

若再通过光学科技与材料科学的进步与改良 , 双光

子技术在生物医学、生化分析等学科方面的运用将

得到更好的发展.  

由于双光子技术有前述如此多的优点 , 人们自

然 就 会 联 想 到 多 光 子 技 术 (multi-photon absorption 

technique, MPA), 期待在生物医学领域中发挥得更

充分、甚至克服双光子的一些缺陷. 但是, 在一味追

求高分辨率、更深的穿透能力等方面优势的同时, 也

需要考虑其带来的负面影响 . 例如 , 多光子技术的

发展首先要以多光子材料的发展为基础 , 但是就目

前双光子材料研究状况来看 , 要求更大吸收截面的

多光子材料可能会受到相对更多的限制 . 同时 , 在
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激发过程中 , 并不一定是越长的激发波长越好 , 虽

然相比紫外光和可见光 , 红外或近红外波段的光线

在活体细胞和生物组织中有更强的穿透能力. 但是, 

若使用多光子激发技术 , 就需要使用波长更长的光

线 , 然而这些波段将水的振动吸收和黑色素的吸收

包括其中, 反而会对成像效果造成负面影响, 所以, 

深层次成像选用的激发波长还是在 700~1200 nm 较

为适宜[86,87].   
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