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双光子成像技术的历史



• 飞秒脉冲激光提高双光子激发概率

• 天然光学切片特性

• 无焦外光漂白和光毒性

http://microscopy.berkeley.edu/courses/TLM/2P/index.html
http://sites.middlebury.edu/durst/research/

双光子显微成像技术



双光子显微成像——活体成像利器



神经科学研究：结构研究和功能研究

结构 功能

Nature. 2008 Jun 12;453(7197):869-78.



需求关注点：空间分辨率和时间分辨率

树突棘: 0.2 ~ 1 mm 

单细胞: 几微米以上

介观水平: 几厘米以上

神经动作电位发放频率：100ms左右甚至更低



神经科学研究：在体功能研究

双光子显微成像技术--活体成像利器

台式双光子显微镜

G. Yang, F. Pan, W.-B. Gan Nature (2009)

学习记忆对树突棘的影响

加装VR系统和悬浮球的台
式双光子显微镜

需要一款可以“戴着跑”的显微镜 ！



高空间分辨率

高时间分辨率

自由生理状态

三大核心需求难以兼容或同步突破



新一代高时空分辨微型化双光子荧光显微镜

FHIRM-TPM



新一代微型化双光子显微镜——2.2g“戴着跑”的显微镜

FHIRM-TPM 1.0

⚫ 国际首次实现自由运动小鼠大脑神经元和神经突触活动清晰稳定的图像

研究成果于2017年7月发表于Nature Methods（IF 25.3），其相关技术文档同步发表于Protocol Exchange (DIO:

10.1038/protex.2017.048)，并申请了6项国家发明专利和1项国际专利。



核心技术突破



对比宽场显微镜、台式双光子和微型双光子

FHIRM-TMP，分辨率与大型双光子可相比拟，

远高于商业的微型化单光子显微镜
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微型化宽场成像 微型化双光子成像台式双光子成像



新的研究范式—小鼠行为学成像



技术成就

• 2017年中国科学十大进展

• 2017年中国十大医学科技新闻

• 2017年中国生命科学十大进展

• 2018 Nature Methods年度方法“自由行为动物成

像技术”，为中国本土科学成果的首次入选

22

“从任何一个标准来看，这款显微镜都代表了一项重

大技术发明，必将改变我们在自由活动动物中观察细

胞和亚细胞结构的方式。”冷泉港亚洲神经科学会议

主席Alcino Silva教授在Light：Science & Applications

评述



国际合作

2017年10月 ，2014年诺贝尔生物学或医学奖获得者Edvard.I.Moser教授专程访问北大微型化双光子显微镜跨学

科联合实验室，他对微型化双光子显微镜给予了很高赞誉，称其将为神经科学研究，特别是他研究的大脑空间定

位神经系统提供一个革命性的新工具。Moser教授已与北大分子医学研究所签署合作协议，开始深度合作。



FHIRM 1.0 : 高分辨型

Thy-1小鼠神经元细胞树突棘成像 自由运动小鼠前额叶皮层神经元细胞成像

（hSyn-GCaMP6s病毒注射）

成像视野：

200 x 200 μm2

分  辨  率：

≤ 800 nm

工作距离：

~400μm

成像速度：

20Hz @ 256* 256

微型成像模块重量：

~2.2g



小鼠跳跃与社交行为



动物自由行为下的卓越成像功能

-

-不间断连读成像

-长时程成像

-多色成像

-三维成像

-多通量成像

FHIRM-U 成像探头的GRIN lens优化设计，可实现对深部脑区神经细胞
的树突棘进行成像

50μm20μm50μm

Thy1-YFPH转基因小鼠大脑皮层, 通过GRIN Lens成像 对hSyn-GCaMP6s 病毒注射的
小鼠大脑海马神经元成像



以5Hz的拍摄频率进行24小时不间断连续成像

自由运动小鼠前额叶皮层神经元细胞成像（hSyn-GCaMP6s病毒注射）

Hour 0 Hour 19 Hour 22

50 μm

-配合GRIN lens中继成像

-

-长时程成像

-多色成像

-三维成像

-多通量成像

动物自由行为下的卓越成像功能



可对同一个神经细胞群体进行长达30天的持续追踪

自由运动小鼠皮层神经元细胞成像（hSyn-GCaMP6s病毒注射）

Hour 0 Hour 19 Hour 22

50 μm

-配合GRIN lens中继成像

-不间断连读成像

-

-多色成像

-三维成像

-多通量成像

动物自由行为下的卓越成像功能



斑马鱼中用GFP标记的神经细胞和用mCherry标记的血管

-配合GRIN lens中继成像

-不间断连读成像

-长时程成像

-

-三维成像

-多通量成像

使用配备920nm激光器的FHIRM-U实现双通道激发及成像

动物自由行为下的卓越成像功能



-180 μm

0 μm

100 μm

采集不同焦平面的图像

动物自由行为下的卓越成像功能

-配合GRIN lens中继成像

-不间断连读成像

-长时程成像

-多色成像

-

-多通量成像



hSyn-GCaMP6s病毒注射自闭症模型小鼠,记录前额叶prl区神经元活动

两个或多个显微成像模块同步实时记录，实现多个动物或同一动
物多脑区同时成像

-配合GRIN lens中继成像

-不间断连读成像

-长时程成像

-多色成像

-三维成像

-

动物自由行为下的卓越成像功能



高时空分辨双光子荧光显微镜（台式+微型化双系统）

光源模块

合束及
分束模块

微型化及
台式显微镜



成像系统激发光源

光源
760nm-930nm

1030nm

台式双光子显微镜：
780nm和1030nm同时或单独成像
920nm和1030nm同时或单独成像

微型化显微镜：
780nm、920nm、1030nm单独成像

分光及合
束模块

微型化输出

780nm

920nm

1030nm

台式输出

探头1

探头2

探头3

台式显微镜
780/1030nm

920/1030nm



台式双光子荧光显微镜

台式双光子成像系统

核心参数

分辨率 550nm

视场 800μm*800μm

扫描速度 1.5 Hz @ 512×512像素

工作距离 2mm

物镜数值孔径（NA） 1.0

物镜放大倍数 20x

激发光
780nm和1030nm同时或单独成像
920nm和1030nm同时或单独成像

成像模式 固定成像



微型化双光子荧光显微镜

微型化双光子成像系统

核心参数

重量 2.2g

体积 9mm*15mm*17mm

分辨率 800nm

视场 200μm*200μm

扫描速度
10 Hz @ 512×512像素，
20 Hz @ 256×256像素

工作距离 ~400μm

激发光
780nm、920nm、
1030nm单独成像

成像模式 固定及自由运动成像
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神经元 树突及树突棘成像 星形胶质细胞

线粒体

小胶质细胞 神经调质
（图示谷氨酰胺探针）

血管血流 小鼠小脑不同深度细胞成像
（图示浦肯野神经元）

血液细胞

中枢神经系统成像对象



多模态结合



解析网格神经元的三维结构



结合光遗传学研究竞争行为的神经微环路解构—浙大胡海岚教授

• 结合双色成像与光遗传操纵模块，微型双光子显微镜能够对特定类群神经元进行操纵的同时，
还能记录不同类群神经元的活动变化。

Neuron. 2021 Nov 17;S0896-6273(21)00864-3.胡海岚组



新型乙酰胆碱探针在体应用——北大李毓龙教授

采用多种模态的神经信号

记录方式证实了Ach探针

更好的细胞类型特异性

Miao J, et al. Nat Methods. 2020



基础科研：睡眠-觉醒状态转化神经元钙信号和脑电信号研究

来自转化院 院士工作站 Unpublished data
鼠睡眠觉醒过程中 钙信号，脑电信号和肌电信号联合记录

FHIRM-TPM 
Imaging



疾病研究：药物诱导癫痫发作模型的神经元活动研究

• 建立颅内给药结合双光子同步记录方法，药物诱导的癫痫发作模型中，利用FHIRM-TPM同时监测神经元钙活动情况和

动物的癫痫发作等级

• 更加精细化的区分不同癫痫发作等级时海马区的神经元钙活动，重新定义癫痫疾病中神经元活动范式

KA注射后的癫痫发作
Cell video is Unpublish data

FHIRM-TPM: Visualized Video

Sci Rep. 2019; 9: 4518.

Cell video is Unpublish data

实时给药套管与双光子同步记录 癫痫发作

微型化双光子
探头

给药
套管







外周脏器的多领域应用

小鼠背部皮肤毛囊结构：采用GFP和RFP进行标记 小鼠罗丹明染色眼球结构成像
离体兔肠道
内壁细胞成像

裸鼠胃部上皮细胞成像小肠外壁绒毛细胞成像 在体人体皮肤成像



外周脏器与疾病模型

脊髓肝脏 脾脏

肾脏卵巢 皮下肿瘤 脑部肿瘤

β-actin-GFP转基因小鼠

胰腺



谢 谢 ！

李西睿
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邮箱：lixirui@tvscope.cn
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微型化双光子标准技术服务：从手术到数据采集



数据处理与分析服务：分布式存储和并行计算框架

可水平扩展的分布式存储和计算框
架 

采集
工作站

A1

Data Node 

B1
Slave  数据

采集
工作站

A2

采集
工作站
A100

中央服务器C1

任务规划/调度/监控/配置

Cluster  Computing  

采集
工作站

A3

Maste Node 

数据
存储
服务
器D1

数据
存储
服务
器D2

数据
存储
服务
器D3

数据
存储
服务
器D8

独立计算
服务器

E1

独立计算
服务器

E2

…

…

…

独立计算
服务器

E3

历史数据磁带存储器X1, X2, …, Xn

处理/分析结果展现
数据输出服务器Z1

实验间 数据中心机房 数据处理分析中心

处理/分析结果展现
数据输出服务器Z2

处理/分析结果展现
数据输出服务器Z3

将计算移动到数据端 

支持PB级存储，并行自动处理10-100个采集工作站数据，可水平扩展 

Data Node 

B2
Slave  数据

Data Node 

B3
Slave  数据

Data Node 

B4
Slave  数据



图像数据处理服务：流程演示

荧光视频预处理 胞体自动甄别，识别准确率85%-95%

  

钙信号分析 微社群联络动态展示

采集的荧光视频

胞体识别及社群划分



建设中的标准化数据处理服务（定制服务）
O
N

(n
=4
5
)

O
FF

(n
=3
4
)

热图（全局） 单个神经元活动展示

事件相关的有界曲线

Nat Neurosci. 2020 Apr;23(4):520-
532.

事件相关的神经元
激活时序排列

多功能相关神经元
Overlap

基于反卷积算法的spike计算

Nat Rev Neurosci. 2012 May 18



视频资料——双光子钙成像数据处理和分析

超维景科研解决方案 关注公众号

智汇学苑
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