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双光子显微成像技术在针灸研究中的应用前景

苏雨昕，王 佳，王雨晴，刘一寒，徐东升，白万柱，崔晶晶

（中国中医科学院针灸研究所，北京 100700）

【摘　要】　双光子显微镜凭借其深层组织穿透能力、低光毒性、高空间分辨率、抗光散射特性及长工作距离

等优势，已成为活体组织、深层结构及透明化处理厚组织成像的理想工具，并广泛应用于生物医学研究领

域。然而，该技术在针灸研究中的应用尚处于起步阶段。鉴于双光子显微成像技术在针灸研究中的巨大潜

力，本文系统阐述双光子显微成像技术的原理与技术优势，并综述其在针灸领域的最新应用进展。同时，通

过整合二次谐波生成成像、光遗传学、基因编辑及组织透明化技术，提出面向针灸研究的创新融合，对如何

利用双光子显微镜获得高质量成像提供具体建议。以期推动该技术在针灸研究中的深度应用，实现针灸效

应的在体实时动态观测，为揭示针灸作用机制提供有力的技术支持。
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The application prospects of two-photon microscopy imaging technology in acupuncture 

research
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【ABSTRACT】　 Two-photon microscopy， with its exceptional capabilities in deep tissue penetration ability， low 

phototoxicity， high spatial resolution， anti-light scattering properties， and long working distance， has become an ideal 

tool for imaging living tissues， deep structures， and optically cleared thick-tissue samples， and is widely used in the 

field of biomedical research. However， the application of this technique in acupuncture research is still in its early stage. 

Given the great potential of two-photon microscopy imaging in acupuncture research， this article systematically explains 

the principles and technical advantages of two-photon microscopy， and reviews its latest application progress in the field 

of acupuncture and moxibustion. At the same time， by integrating second harmonic generation imaging， optogenetics， 

gene editing， and tissue clearing techniques， innovative strategies tailored for acupuncture and moxibustion research 

are proposed. Concrete suggestions are also provided for achieving high-quality imaging with two-photon microscopy. 

These efforts aim to facilitate the advanced application of this technology in acupuncture and moxibustion research， 

enable real-time dynamic in vivo observation of acupuncture effects， and provide robust technical support for elucidating 

the underlying mechanisms of acupuncture and moxibustion.
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针灸通过刺激特定穴位调节人体神经-内分泌-

免疫系统功能，从而促进机体恢复稳态。然而，

其作用机制涉及多层次生物效应，传统研究手段在

实时解析针刺信号传导、动态追踪细胞响应及评估

深层组织调控过程等方面存在局限性。随着现代

技术的发展，如何实现针灸刺激的瞬时生物反应

捕获、跨尺度信号通路动态监测及深层组织效应

可视化，已成为针灸机制研究的重要方向。

双光子显微镜（TPM）凭借其高组织穿透性、低

光毒性和高空间分辨率等技术优势，成为生命科学

研究的重要工具。TPM 不仅可通过非线性光学效

应实现活体组织的三维动态成像，还可与其他前沿
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技术（如光遗传学、荧光探针标记）高度兼容从而拓

展观测维度 [1-2]，目前已在神经环路解析、免疫细胞

迁移追踪等领域获得广泛应用 [3-5]，为生物医学研究

提供了从离体结构解析到在体功能监测的全方位

技术支持。

值得注意的是，TPM 在针灸基础研究中的应用

潜力尚未充分开发。通过结合二次谐波成像、基因

编辑调控、光遗传学和组织透明化技术，TPM 能够

实时观测针灸干预下分子标记物的时空分布变化、

细胞间通讯动态及神经-免疫互作网络的重构过程。

这种多模态技术融合策略为阐释针灸的调控机制

提供了全新的研究范式，有望推动针灸学科向定量

化、可视化方向发展。

1　TPM成像原理及其优势

1.1　双光子显微成像技术原理

TPM 基于双光子激发原理，其理论基础由

Maria Göppert-Mayer 于 1931 年在量子跃迁研究中

首次提出 [6]。当荧光分子在高光子密度激光场中同

时吸收两个长波长近红外光子（700~1 300 nm）时，

其总能量可等效于单个短波长可见光/紫外光子

（约 350~550 nm）的激发能级，并由此发射出波长

更长的特征荧光（典型范围 450~650 nm）。双光子

激发过程具有严格的时空同步性，要求两个入射光

子到达时间差小于荧光分子激发态寿命（飞秒级脉

冲窗口），这种非线性光学特性赋予了 TPM 独特的

空间选择性。

从数学角度分析，双光子激发概率与入射光强

的平方成正比，仅在激光聚焦的微小三维空间内达

到有效激发阈值。这种自局限特性突破了传统显

微技术的共焦针孔限制，在实现光学层析成像的同

时，彻底消除了离焦背景干扰，使系统信噪比提升

约 2~3 个数量级。经理论计算证实，TPM 在活体

组织中的轴向分辨率可达 1~2 μm，横向分辨率优

于 0.5 μm，显著高于激光扫描共聚焦显微镜 [7-8]。

1.2　深层组织成像的物理基础

TPM 采用近红外波段（700~1 300 nm），其深

层组织穿透能力基于以下协同机制：生物组织对近

红外光的散射系数较可见光降低约 90%，显著减少

了光散射对成像质量的影响；同时，血红蛋白和胶

原等主要吸光成分在 650~950 nm及 1 000~1 350 nm
波段的吸收系数较可见光波段下降近 3 个数量级，

形成“光学透明窗口”。此外，长波长激发光（高穿

透性）与短波长发射光（高反射率）的互补效应，进

一步提升了 TPM 的成像深度与信噪比。实验结果

表明，TPM 在小鼠大脑皮层的有效成像深度可达

800 μm，较单光子荧光显微技术提升 4~6 倍，且能

清晰分辨深层血管网络及神经元突触结构 [9]。

1.3　活体成像的生物学优势

TPM 的活体兼容性源于其独特的光物理特性。

首先，近红外光子的低能量相较于单光子紫外激发

减少约 63%，使细胞光毒性降低 80% 以上，显著延

长活体样本的存活周期 [10]；其次，双光子激发的非线

性空间约束效应将荧光分子受激体积限制在亚飞

升量级范围内，结合飞秒级脉冲光源的瞬时辐照特

性，可将光漂白速率降低 30%~50%，从而支持长

达数小时的高频动态观测 [11]；此外，实验数据表明，

TPM 连续成像 48 h 后细胞存活率仍高于 95%，且

线粒体膜电位、钙离子振荡等关键生理指标无显著

异常 [12]。这种低侵入性优势使 TPM 能够实现对活

体深层组织的长时程、高保真三维成像，为针灸干

预下神经 -免疫互作的动态解析提供了不可替代的

技术手段。

2　TPM在针灸研究中的应用

尽管 TPM 成像技术具有显著的优势，但其在

针灸领域中的应用尚处于初步探索阶段，目前的研

究内容相对局限，主要集中在以下几方面：①利用

TPM 在体钙成像技术，实时观测针刺后肌肉组织内

钙信号变化 [13]和中枢神经系统中神经元与星形胶质

细胞钙信号变化 [14-16]，以及不同温度热刺激“足三

里”诱发健康小鼠大脑左侧初级躯体感觉皮层后肢

区神经元的钙离子荧光成像 [17]；②采用 TPM 实现活

体肾脏血流成像，观察电针调节糖尿病小鼠肾脏血

流的可视化改变 [18-20]；③结合 TPM 活体成像技术直

接观察电针“夹脊”改善肌萎缩侧索硬化（ALS）小

鼠脊髓血管白细胞激活作用 [21]。

TPM 在针灸机制研究中的优势，主要体现在能

够于在体条件下对活体组织实现高分辨率成像，不

仅突破了传统体外实验的局限性，还满足了对组织

长时程动态变化的实时观测需求。通过多色荧光

标记技术，TPM 可同步捕捉神经元与胶质细胞等不

同类型细胞的协同活动，为解析其相互作用机制提

供直接证据。该技术还能整合结构成像与功能分

析，既可清晰呈现微血管网等精细结构，又能定量

评估血流动力学等生理参数。这些优势使其成为

研究针刺效应的理想工具。然而，TPM 在针灸研究

中的应用仍面临挑战，主要源于其对活体/离体样
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本的高要求，以及实验动物个体差异导致的样本制

备与成像条件优化难题。

尽管面临诸多挑战，随着 TPM 技术的持续革

新与跨学科融合，其在针灸机制研究中的应用前景

愈发广阔。基于此，本文将系统阐述 TPM 成像技

术的核心功能及其多技术协同整合策略，为针灸研

究提供有力的技术支撑，促进针灸学科的科研创新

与技术进步。

3　TPM成像技术在针灸研究中的应用前景

3.1　利用二次谐波生成（SHG）技术在体无创观察

针灸效应

SHG 是一种非线性光学现象，通过激发非中心

对称分子结构产生倍频信号，在无标记条件下实现

高分辨率、无创性成像 [22]。TPM 可利用 SHG 技术

对组织的内源性非对称结构进行扩展应用，通过倍

频效应精确观测生物样品，并无创揭示其内部的微

观结构 [23]。人体皮肤内源性成分能够产生特征性光

学信号，其中角蛋白、细胞质、弹性纤维及细胞外基

质等产生双光子激发荧光信号；胶原纤维、微管蛋

白和肌球蛋白等非中心对称结构通过 SHG 信号形

成倍频光学效应，而细胞核和血管管腔一般不产生

荧光信号 [24]。TPM 通过同步采集以上信号，在无标

记条件下可实现亚细胞级别的三维成像 [25-27]。研究

表明，SHG 信号的成像质量随着组织厚度的增加而

提高，这一特性使其在深层组织成像中表现出显著

优势 [28]。肌腱由于富含胶原蛋白且属于细胞外基质

高度富集的组织，也成为 TPM 进行无创性分析的

理想样本 [29]。此外，基于 SHG 成像技术的内源性信

号特性，能够对皮肤、肌肉等组织的微观结构和能

量代谢进行实时、无创的动态监测，在活体皮肤和

肌肉组织研究中展现出独特的应用价值和技术优

势 [30]。综上，TPM 与 SHG 技术相结合不仅显著提

高了成像分辨率和深度，还在活体深层组织和动态

变化的研究中展现出独特优势。

SHG 的独特性使其能够实现对针刺干预过程

进行长时程、纵向跟踪观察，在不干扰正常生理状

态的前提下，无创记录针灸刺激后局部皮肤和肌肉

组织的动态变化，并进一步解析刺激后局部组织在

微观层面的结构与功能调整，揭示针灸的作用机制。

3.2　结合光遗传学技术在体观察针灸效应

作为神经科学领域的一项重要工具，光遗传学

技术通过光刺激精准激活或抑制特定神经元，为解

析神经回路与功能调控机制开辟了全新研究路径。

近年来，该技术已广泛应用于针灸研究，在清醒的

实验动物模型中，通过靶向特定神经通路的活动和

分子表达调节，揭示了针刺效应对神经元活动的动

态影响和脑功能的整体调控 [31]。然而，传统成像手

段在提高时空分辨率方面受限，难以满足细胞及亚

细胞尺度下的长时程动态观测需求。在这一背景

下，TPM 活体成像技术凭借单细胞和单血管级的高

分辨率优势，弥补了脑科学研究的技术瓶颈，为在

体研究针刺干预对大脑微观结构和功能的动态影

响提供了强有力的技术支持 [32]。

目前，光遗传学技术与 TPM 的联合应用在中

医药脑科学研究中取得了诸多突破性进展 [33]。借助

光遗传学技术的高时空分辨率及细胞类型特异性

优势，结合 TPM 更清晰地观测神经元活动及组织

结构，不仅有助于深入探究针灸对特定神经元的作

用，还可研究其在分子信号通路调控中的精确定位

及动态变化。这种结合为全面阐释针灸的神经生

物学效应及其潜在机制提供了新的技术思路。

3.3　结合转基因动物在体观察针灸效应

荧光报告动物是基因编辑技术在活体研究中

的重要工具，能够通过荧光蛋白或生物发光标记，

在特定波长激发下实现细胞或组织的精准标记和

动态观测 [34]。相比传统荧光成像技术，TPM 凭借其

非线性光学效应，显著减少了组织光散射对信号分

辨率的影响，从而在更深组织层中实现动态的结构

和功能成像 [35]。当 TPM 与转基因荧光示踪动物模

型相结合时，通过荧光蛋白标记可实时动态监测细

胞 功 能 活 动 ，如 神 经 元 兴 奋 性 及 细 胞 迁 移 等 ，

见图 1。
荧光报告动物和 TPM 的结合应用，为针灸研

究提供了细胞和分子水平的可视化手段。借助遗

传编码荧光探针（如 GCaMP），研究者可以在活体

动物模型中实时监测针灸刺激诱导的神经元钙信

号变化，从而揭示针灸对特异神经元活动的影响。

此外，通过神经肽荧光探针的应用，研究者可进一

步解析针灸引起的神经肽的释放动态和调控机

制 [36]。因此，转基因动物模型与 TPM 的整合应用，

为针灸机制研究提供了高度可控的实验手段。

3.4　结合组织透明化技术进行针刺干预后的厚组

织标本成像

组织透明化技术可有效去除散射介质（如脂

质），在维持组织结构完整性的同时，使厚组织透明

化，从而实现不切片直接成像 [37]。这为在宏观尺度

下研究神经元、神经纤维、血管网络空间分布等提

·· 655



Acupuncture Research， May 2026，Vol. 51，No. 5

供了有力的支持 [38-39]。TPM 在厚组织成像中具有

独特优势，与透明化技术结合后，可以穿透 5~8 mm
的厚组织，实现厚组织在高分辨率下的三维成像。

二者的结合能够精确揭示生理和病理状态下组织

器官的微观结构变化，同时避免传统切片技术可能

导致的空间信息丢失问题。

TPM 结合组织透明化技术为针灸机制研究提

供了新的三维可视化研究策略。在针灸研究中，该

技术可对完整针灸穴位样本实现毫米级深度、亚微

米级分辨率的三维成像进而系统解析穴位区域的

神经纤维分布、血管网络构筑及免疫细胞的空间定

位，并结合免疫荧光标记定量分析针灸刺激后不同

分子靶点的空间表达变化。后期通过优化透明化

方案与多色标记策略，有望建立针灸穴位的高精度

三维图谱，并结合 TPM 实现快速大样本筛查，为针

灸的形态学基础及分子调控网络研究提供新的技

术支撑，见图 2。

4　在针灸研究中应用 TPM成像技术获得高

质量成像的方法

TPM 成像技术获得的微观结构图像拥有较高

的完整性和高空间分辨率，但该技术对生物样品制

备及拍摄条件的要求严苛，这可能是其尚未在针灸

研究领域得到广泛应用的重要原因之一。样品的

细微差异会显著影响成像质量，为确保 TPM 成像

技术在针灸基础研究中的有效应用，研究人员需要

注意以下几点：首先，活体观察需确保动物状态良

好，固定方法恰当，应选用适配的固定装置以提升

实验稳定性与可重复性 [18,40-42]。其次，对于透明化组

织，在样本制备过程中，需确保组织达到完全透明

化状态，来实现荧光标记的高分辨率成像。具体而

言，在组织透明化结合多重免疫荧光染色时，应依

据研究目标的特异性，选择具有显著光谱差异性的

荧光分子探针，避免串色。同时，需根据 TPM 物镜

的数值孔径和折射率等光学参数，优化选择相匹配

的透明化试剂和成像介质，从而实现组织深层结构

的清晰成像。再次，拍摄条件的合理选择对成像质

量至关重要。需依据样品特性，精准调整激发波

长、信噪比等参数，以呈现最优的成像效果，减少噪

声干扰，提升图像质量。最后，实验人员应深入了

解相关领域的背景知识，特别是荧光标记物的特性，

提高实验效率，以便进行针对性的拍摄方案设计，

确保 TPM 成像技术在针灸研究中发挥最大效能。

注：标尺=100 μm。采用小胶质细胞发光小鼠制备大脑中动

脉闭塞模型，通过眶后静脉注射染料（德克萨斯红）标记血管。

造模后 1 h，可在双光子显微镜下清晰观察到皮层血管及激

活的小胶质细胞，3 h 时可看到小胶质细胞进一步激活并向

缺血部位迁移（箭头所指）。图中绿色为激活的小胶质细胞，

红色为德克萨斯红染料标记的脑血管。

图  1　双光子显微成像在体动态观察大脑中动脉闭塞模型

中小胶质细胞的激活与迁移

Fig. 1　Two-photon microscopy was used to dynamically 

observe the activation and migration of microglia in a 

middle cerebral artery occlusion model in vivo
注：通过小鼠坐骨神经注射 0.5 μL 0.1%荧光素 488结合霍乱

毒素亚单位B（AF488-CTB），3 d后经心脏灌流取出脊髓，并

对腰段脊髓采用 RapiClear方法进行透明化处理；TPM 为双

光子显微镜，采用 TPM 的 25 倍水镜成像，AF488-CTB 标记

的阳性运动神经元在脊髓前角呈柱状分布（图 A），图 A1 是

图 A 方框区域的放大图，图 A2 为图 A1 的三维立体渲染图，

清晰展示了阳性标记运动神经元的空间分布特征。

图 2　逆行示踪、组织透明化与 TPM 成像联合揭示小鼠脊髓

前角运动神经元的三维空间分布

Fig. 2　Combined retrograde tracing， tissue clearing， and 

TPM imaging reveals the three-dimensional spatial 

distribution of motor neurons in the ventral horn of the 

mouse spinal cord.
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5　小结与展望

TPM 成像技术凭借其穿透性强、光毒性低和空

间分辨率高等优势，在工作距离、成像速度及成像

深度等关键指标上，已经突破了传统光学显微镜的

限制。该技术能够实现活体动物多部位的长时程、

可视化观测，为在体研究中的动态观测提供了不可

替代的手段。凭借其强大的实时动态观测能力，

TPM 成像技术大大推动了研究从离体实验向在体

实验、从结构解析至功能探索的跨越，为深入揭示

针灸生物学效应的复杂机制开辟了新的研究路径。

此外，TPM 成像技术展现出强大的整合能力，能够

与基因编辑工具、光遗传学及组织透明化等前沿技

术相结合，实现对神经结构的高分辨率成像与功能

活动的精准解析。这种多技术融合进一步扩展了

研究的广度与深度，给针灸作用机制研究提供了新

的探索方向。作为未来科学研究的重要技术工具，

TPM 成像技术在揭示穴位效应启动与调控的分子

机制、解析特定穴刺激激活的神经纤维类型，以及

结合其他技术研究针刺信号从中枢整合到靶器官

效应的神经环路等方面，展现出了巨大潜力。
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