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摘要：本案例主要介绍了利用现有的双光子显微镜系统在拍摄荧光图片的基础上，开发其采

集二次谐波非线性光学图像并使其和荧光图片合并观察的功能，实现多种生物组织多种结构

的二次谐波信号的采集。
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1 专业技术成果介绍

作为项目负责人承担中科院仪器设备功能开发技术创新项目《双光子显微镜系统二次谐

波成像的功能开发》，并顺利通过验收。利用现有的双光子显微镜系统在拍摄荧光图片的基

础上，开发其采集二次谐波非线性光学图像并使其和荧光图片合并观察的功能，实现多种生

物组织多种结构的二次谐波信号的采集。

双光子显微镜系统结合了激光扫描共聚焦显微镜和双光子激发技术，主要用于多波长荧

光显微成像，样品必须进行荧光染料、荧光抗体标记或荧光蛋白转染，样品处理和分析时间

长，检测的灵敏度受限。二次谐波成像是近年发展起来的一种三维光学成像技术, 具有非线

性光学成像所特有的高空间分辨率和高成像深度, 可避免激光扫描共聚焦显微成像和双光

子荧光成像中的荧光漂白效应, 是一种理想的非侵入生物活体成像方法。生物组织的病变往

往会引起微观结构的变化，而二次谐波信号对组织的结构对称性变化高度敏感，因此二次谐

波成像具有很好的生物学应用前景。实验发现，胶原、肌肉、微丝微管等生物样品都能够产

生强烈的二次谐波，信号的强度、偏振和空间分布同生物分子的结构、其长程链接方式、以

及其所处微观环境都有密切的关系，二次谐波技术可以用于这些指标的结构观测。二次谐波

的产生并不依赖吸收过程，光子与生物体作用时没有能量损失，避免了荧光测量伴随的光漂

白和光损伤作用。二次谐波测量不需要对样品染色，可以简化实验过程并避免外源性染料分

子对生物样品的影响。最重要的是，二次谐波与双光子荧光测量实验装置基本相同，很容易

实现两者复合成像，从互补的两个不同侧面获得生物体系信息。
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双光子显微镜系统使用的红外波长的超快激光有很强的穿透能力，目前主要应用于厚的

生物样品荧光的观察和图像拍摄及分析，根据样品情况，可以拍摄到 600微米厚的样品，这

样有利于观察荧光标记物在生物体内的整体分布情况。基于双光子显微镜系统使用的高能量

超快脉冲激光器，可以实现生物样品的二次谐波非线性光学特性的采集，其特点有：1）二

次谐波是生物组织原发信号，从而光致毒性、光损伤和光漂白这些就不复存在。2）二次谐

波是相干散过程，所成的像能反映出样品内部的细微结构。3）二次谐波的光谱宽度完全有

激发光源决定，因为各种信号干扰就会被有效消除，从而获得较高的图像分辨率。4）样品

无需任何标记，生物组织的成像完好保存。对于活体生物样品，二次谐波还具有一些独特的

优点，二次谐波一般为非共振过程，光子在生物样品中只发生非线性散射，不被吸收，因此

不产生伴随的光化学过程，可减小对生物样品的损伤。

二次谐波成像设备主要有超快脉冲激光器、高数值孔径的物镜、高灵敏度的非解扫描探

测器、滤光片等部分构成。项目在已有一套双光子共聚焦显微镜系统基础上，具体进行了超

快脉冲激光器的波长及激发功率的调整、准相位匹配和具有高二阶非线性的生物样品的制备

以及红外激光和可见光激光光路的调整。调试双光子脉冲激光器在 800nm处输出功率可达

3.3w，波长连续可调，输出功率稳定。选择 63X 油镜物镜，调节发射波长为 450nm-550nm

区段。观察小鼠背部皮肤样品，获得清晰的二次谐波图像及荧光图像，可以原位重叠。获得

图像如下：

小鼠皮肤二次谐波图像及荧光图像：
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图 1 小鼠皮肤二次谐波图像（双光子激光器波长 880nm，检测波长 450nm-550nm，63X油镜）

图 2 小鼠皮肤荧光图像（单光子激光器波长 561nm，检测波长 550nm-620nm，63X油镜）
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图 3 二次谐波成像及荧光成像原位合成图像

目前国内已有很多双光子激光共聚焦设备用户，多用于生物样品荧光显微成像，没有充

分开发其二次谐波等非线性光学成像功能。在现有的双光子激光共聚焦系统上，实现了生物

样品二次谐波成像并使其与荧光图像重叠合并。

2 专业技术人才介绍

2.1 个人简介

边玮，正高级工程师，中科院分子细胞科学卓越创新中心细胞分析技术平台主任，负责

细胞平台技术服务及运行管理，致力于平台的基础建设、人才队伍建设、技术建立和应用、

以及新技术发展。承担十二五、十三五、十四五大型仪器设备修购专项(细胞生物学研究大

型仪器技术部分) 规划编制工作及细胞生物学国家重点实验室大型设备项目申报，负责组织

仪器调研采购、安装调试、培训、验收以及技术服务和运行管理工作。参与国家蛋白质科学

研究（上海）设施建设，任复合激光显微成像系统副主任设计师，组织完成系统技术验收。

参与国科大杭州高等研究院生命与健康科学学院建设，负责细胞生物学分析技术平台一期建

设，完成一期项目验收。

现任上海显微学学会理事，生命科学专业委员会主任；中国电子显微学会理事；《生命

的化学》杂志编辑委员会编委。2015年上海市高峰学科建设计划项目评审专家，2017年国

家重点实验室大型仪器设备评审专家， 2021年国家重点研发计划重点专项项目评审专家。
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2.2 专业技术研究方向

细胞生物学研究相关大型仪器技术服务及运行管理。擅长荧光显微镜成像、激光共聚焦

显微成像、活细胞成像、转盘共聚焦显微成像等荧光显微成像技术及应用，近年来为满足科

研实验需求，带领团队连续建立了超高分辨率荧光显微成像、多光谱荧光成像、光片显微成

像、组织切片高通量扫描成像等新技术的应用，同时建立了流式细胞检测分析技术、流式细

胞分选技术以及组化制样技术、生物电镜样品制备和成像技术应用。

2.3 承担科技项目及代表论著

作为项目负责人承担了四项中科院仪器设备功能开发技术创新项目，组织团队承担并完

成两项上海市专业技术人才知识更新工程急需紧缺人才培养项目。

（1）《双光子显微镜系统二次谐波成像的功能开发》

（项目编号：1731317600311，2013年）

（2）《提高高压冷冻及冷冻替代技术电镜制样成功率的功能开发》

（项目编码：Y51LS11，2015年）

（3）《针对流式细胞仪分选后细胞活性提升的功能开发》

（项目编码：Y81LS21，2018年）

（4）《荧光显微镜细胞超高分辨率动态成像功能开发》

（项目编码：E11L3101，2021）

（5）上海市专业技术人才知识更新工程急需紧缺人才培养项目-流式细胞分析分选仪培

训（2019年）

（6）上海市专业技术人才知识更新工程急需紧缺人才培养项目-荧光显微成像技术培训

（2020年）

2.4 获奖及荣誉

荣获院所两级公共技术服务中心 2018年度优秀个人，所带领团队荣获院所两级公共技

术服务中心 2019年度优秀集体。
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