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多视场多光子成像技术在神经科学研究中的发展
与应用
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摘要：高时空分辨率的多脑区同步成像是神经科学研究中的关键需求，然而传统多光子显微技术受限于单视场成

像模式，难以实现跨脑区的大范围神经活动观测。多视场多光子成像技术通过物镜前/后光路的视场分割策略，结

合波长编码、空间分光及时间门控等多维信号解析方法，有效突破了传统技术的时空分辨率限制。该技术可实现

毫秒级时间分辨率与微米级空间分辨率的跨脑区同步成像，为揭示皮层间功能耦合、皮层-亚皮层神经环路协同机

制以及全脑尺度神经信号传播动力学提供了全新研究范式。未来，通过与内窥成像、自适应光学像差校正、光刺激

以及深度学习的图像解析等技术的深度融合，多视场多光子成像将进一步推动神经环路功能架构的精准解析，并

在神经退行性疾病诊疗与脑机接口开发等临床转化领域展现重要价值。
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Development and applications of multi-FOV multi-photon imaging 
technology in neuroscience research

WANG Jian-Ping， WANG Lin-Yi， DONG Bi-Qin*

（College of Biomedical Engineering， Fudan University， Shanghai 200433，China）
Abstract： High spatiotemporal resolution multi-region brain synchronization imaging is a critical requirement in neural 

circuit research.  However， traditional multiphoton microscopy is limited by its single field-of-view （FOV） imaging 

mode， making it difficult to achieve large-scale observation of neural activity across multiple brain regions.  The multi-

FOV multi-photon imaging technology employs a FOV segmentation strategy in both the front and rear optical paths of 

the objective lens and combines multi-dimensional signal analysis methods （such as wavelength encoding， spatial de‐

multiplexing， and time gating） to effectively overcome the spatiotemporal resolution limitations of traditional tech‐

niques.  This technology enables millisecond-level temporal resolution and micron-level spatial resolution for synchro‐

nous imaging across brain regions， providing a novel research paradigm for revealing cortical functional coupling， corti‐

cal-subcortical neural circuit coordination mechanisms， and whole-brain neural signal propagation dynamics.  In the fu‐

ture， through in-depth integration with techniques such as endoscopic imaging， adaptive optical aberration correction， 

optical stimulation and deep learning-based image analysis， multi-FOV multi-photon imaging will further advance the 

precise decoding of neural circuit functional architecture and demonstrate significant value in clinical translation fields 

such as neurodegenerative disease diagnosis and brain-machine interface development.

Key words： Neurobiology， Multi-photon microscopy， Multi-FOV imaging， Neural function analysis

文章编号：1001-9014（2025）05-0671-09 DOI：10. 11972/j. issn. 1001-9014. 2025. 05. 005

收稿日期：2025‐04‐27，修回日期：2025‐06‐26  Received date：2025‐04‐27，Revised date：2025‐06‐26
基金项目：上海基础研究特区计划交叉项目（22TQ020）；上海市“科技创新行动计划”生物医药科技支撑专项（22S31905500）；上海市自然科学
基金（22ZR1404300）；复旦大学医工结合重点项目（yg2021-032， yg2022-2）
Foundation items：Shanghai Basic Research Special Zone Program （22TQ020）； Shanghai Science and Technology Innovation Action Plan 
（22S31905500）； Natural Science Foundation of Shanghai （22ZR1404300）； Fudan University Medicine-Engineering Integration Key Project （yg2021-
032， yg2022-2）
作者简介（Biography）：王健平（1996－），男，山东青岛人，博士在读，主要研究领域为生物医学光子学，多光子成像 .  E-mail： 21110860023@m.
fudan. edu. cn
* 通讯作者（Corresponding author）： E-mail： dongbq@fudan. edu. cn



44 卷 红 外 与 毫 米 波 学 报

引言

多光子显微镜（Multiphoton microscopy）作为现

代生物医学研究的核心光学成像工具，基于非线性

光学效应实现活体组织的高分辨率三维成像［1］。与

传统荧光显微技术相比，多光子成像（主要包括双

光子［2］和三光子［3］显微技术）利用近红外飞秒激光

（典型波长范围：700~1700 nm）进行非线性荧光激

发，这种长波长激发光显著降低了组织散射效应

（散射系数与λ^-n成正比，n≈1~2），从而实现了毫米

级（可达 0. 6~1. 5 mm）的成像穿透深度［4］。更重要

的是，由于激发体积被限制在亚飞升级的焦斑区域

（~0. 1 fl），该技术不仅大幅减少了离焦光漂白，还显

著降低了光毒性［5］。这些特性使其在神经科学研究

中具有不可替代的优势：一方面可实现亚微米级分

辨率（横向：0. 3~0. 5 μm；轴向：1~2 μm）的树突棘动

态成像［6］，另一方面其穿透能力可完整覆盖啮齿类

动物大脑皮层（可达皮层Ⅴ-Ⅵ层）甚至部分皮层下

结构（如海马体）［7］。

随着研究者对神经活动从单细胞到网络层面

进行整合分析的需求与日俱增，学界迫切渴望一种

既能深入到脑组织深部、又可兼顾细胞乃至亚细胞

分辨率，并能实时记录多脑区快速活动的新型成像

方案。既要兼顾跨越数毫米距离的多脑区，又要捕

捉神经活动在毫秒级时间尺度上的快速传播，才能

深入揭示复杂神经环路的功能耦合与信息编码机

制。例如，在皮层-丘脑的视觉处理环路或涉及内

侧前额叶皮层和多个皮下脑区的多节点社交环路

中，需要对彼此相距≥3 mm的多个核团同时记录其

放电活动，才能够完整追踪信号如何在各区域之间

传播［8］［9］。感觉运动行为（如触须摆动的 θ 振荡 4~
12 Hz［10］、眼动相关的 γ 振荡 30~80 Hz［11］）以及病理

节律（如癫痫样放电或帕金森病β振荡 13~30 Hz［12］）

等，都要求亚毫秒级甚至毫秒级的时间分辨率，以

确保不遗漏神经信号的关键时刻或快速调控过程。

满足这一系列需求，意味着成像系统必须兼具大视

场（或跨视场）覆盖、细胞级乃至亚细胞级的空间分

辨率，以及毫秒级的时间精度，同时能穿透到皮层

下1 mm以上的深部脑区。

尽管现有的多通道电生理记录、宽场钙成像、

功能磁共振成像以及单视场多光子成像等手段，为

探究大脑神经活动提供了基本支撑，却在不同方面

存在固有的不足。多通道电生理记录可同时获得

多个脑区的单细胞放电信号，时间分辨率可以达到

毫秒级，但空间分辨率的局限性使其难以识别和区

分特定神经元亚型［13］。宽场钙成像虽能覆盖毫米

级脑区，却往往只能采集脑表浅层的荧光信号，且

分辨率较低，难以深入海马或丘脑等深部核团［14］。

功能磁共振成像能提供宏观尺度上的全脑连接图

谱，但其时间分辨率仅达秒级，无法实时追踪神经

信号的快速传播［15］。单视场多光子成像兼具细胞

级分辨率与较深的皮层穿透能力，因而被视为深层

活体神经成像的重要研究工具［16-18］。然而，这种方

法一次通常只能观测到 1 mm²以内的局部区域，导

致在跨脑区、跨节点的同步成像方面仍有所局限，

无法完整捕捉常常跨越 3~6 mm范围的神经网络活

动。因此，要真正满足系统神经科学对于脑功能网

络大范围、实时、高分辨的观测需求，多视场多光子

成像技术的并行扫描模式和深部穿透能力就显得

尤为重要，成为突破传统技术瓶颈的关键解决

方案。

多视场多光子成像技术（Multi-FOV Multipho‐
ton Microscopy）凭借跨脑区多视场的同步扫描与深

部组织穿透能力，在空间和时间两个维度上显著优

于传统成像手段。它在空间维度上打破了单视场

的局限，可覆盖更大范围且实现多脑区、高分辨率

的同时观测，能有效解析跨脑区神经环路的结构和

功能关联；在时间维度上，创新的并行成像架构可

达到毫秒级时间分辨率，从而完整记录神经活动的

动态传播过程，为阐明脑区间信号传递的因果时序

关系提供了关键实验依据。此外，通过将双光子与

三光子成像技术系统整合，该方案在小鼠全脑尺度

上实现了从大脑皮层至海马体等深层核团的多层

次成像，轴向穿透深度可达 1. 2 mm，大幅突破了传

统单光子显微技术在深部成像方面因组织散射和

像差所带来的限制［19］。相较于多通道电生理记录、

宽场钙成像和功能磁共振成像等方法，多视场多光

子成像不仅能覆盖大范围的脑区域，还能以细胞级

分辨率快速捕捉深层神经环路活动，为研究全脑尺

度的神经网络动力学提供了空前的精度与时空同

步性。综上所述，多视场多光子成像技术的出现为

深层活体成像和跨脑区功能连接研究带来了前所

未有的解决方案，也为未来在神经科学领域的大范

围普及与应用奠定了坚实基础。

1 多视场多光子成像技术的实现

多视场多光子成像技术的核心实现方法关键

在于如何有效分离多个视场并同步检测这些视场。
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根据视场分离的物理位置差异，本文将其技术路径

系统划分为物镜后分离与物镜前分离两种方法；同

时，依据多视场的检测手段不同，进一步将其划分

为结合波长编码、空间分光及时间门控 3 种实现

方式。

物镜后视场分离可通过多束激发光的空间参

数进行一维或二维调控实现。通过独立控制各光

束的偏转特性实现横向视场分离，同时利用发散角

调控完成对视场轴向位置的调节。在该技术中，常

见的配置如图 1（a）所示，来自激光器的激发光首先

通过分光元件（如分光镜）分离为多束光，或采用多

台激光器生成多束激发光。在偏转控制方面，系统

采用光学偏转元件构建多维调制光路，典型方法是

在各独立光束路径中分别配置一维或二维偏转反

射镜组，通过赋予每束光不同的空间偏转参数（Δθx，
Δθy）实现毫米级的横向视场偏移。同时，通过集成

动态调焦器件调控发散角来实现轴向位移［19］。也

可以在光束传输路径中嵌入电控可调谐透镜或声

梯度折射率透镜，实现数百微米范围内的轴向位

移。使用远心调焦模块同样能够实现轴向视场的

分离［20］。经过空间参数差异化调制的多束光通过

分束镜耦合后进入扫描光路，最终实现多视场的同

步扫描。

近年来也有许多工作基于设计独特的光路来

实现对光束偏转角和发散角的调控，比如自由空间

角度啁啾增强延时技术（Free-space Angular-chirp-
enhanced Delay）基于双静态准平行反射镜的独特结

构，实现了自由空间内激光脉冲时空特性的协同调

控［21］。该技术通过构建类无限反射镜的几何配置，

将线聚焦脉冲激光束转换为具有时空复用特性的

可重构多子光束阵列。另一种基于谐振腔相位调

制的回响光学环路技术（Reverberation Optical Loop）
通过构建腔内循环脉冲传输路径，实现了亚脉冲序

列的轴向聚焦深度编码［22］。该技术利用谐振腔的

循环相位调制机制，将入射激光脉冲转换为具有深

度梯度分布的多焦点亚脉冲阵列。该方案可同步

获取小鼠运动皮层及嗅球区神经元Ca²⁺动态的四平

面双光子荧光显微图像，并达到视频级成像帧频

（30 Hz）。值得注意的是，系统特有的腔衰荡效应导

致亚脉冲强度呈现指数衰减特性，该强度梯度分布

与生物组织随深度增加的散射损耗形成动力学平

衡机制，进一步保证了多个视场的均匀性。

波前直接调制是物镜后视场分离的另一实现

途径。如图 1（b）所示，通过空间光调制器调制光束

波前，使光束形成多个光斑聚焦小鼠大脑上的不同

位置，同时获得多个视场的叠加信息。结合对成像

脑区的先验知识（通过预扫描获取神经元空间分布

特征）对多个视场的叠加信息进行解码，得到多个

视场的信息。Yang 等人使用这种方法分别对轴向

相距 300 μm的两个视场和横向相距 300 μm的两个

视场进行了同步成像［23］。这种方法依赖于神经活

动的时空稀疏特性和先验结构信息，限制了其在临

床研究的应用。

物镜后视场分离在原理上更偏向于在激发光

进入物镜之前做好多束化与调控，然而，它的空间

覆盖范围依然取决于物镜本身的视场大小。一旦

研究目标需要横跨数毫米乃至更大距离，单纯扩大

横向偏转就可能陷入视场边界的瓶颈。因此，研究

人员常采用介观物镜等较低倍率的成像物镜，以使

图 1　视场分离的实现方式。：（a） 发散-偏转法；（b） 相位调制

法；（c） 微物镜阵列；（d） 微反射镜模块；BS， 分束镜；M，反射镜；

ETL，电控可调焦透镜；Gavlo，振镜；SL，扫描透镜；TL，管透镜；Obj，
物镜；HBF，半波片。

Fig.  1　 Implementation strategies for field-of-view separa‐

tion：（a）Divergence-steering method； （b）Phase modulation method； 
（c）Micro-objective array； （d）Micro-mirror module； BS， beam split‐
ter； M， mirror； ETL， electronically tunable lens； Galvo， galvanome‐
ter； SL， scanning lens； TL， tube lens； Obj， objective lens； HBF， 
half-wave plate.
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单个视场可扩展到毫米量级覆盖。然而，倍率降低

必然会牺牲分辨率，系统最终只能维持在细胞级

别，而不能精确到亚细胞结构。在物镜后视场分离

的策略中，为了实现多场景大范围并行观测，就需

在系统分辨率与视场尺寸之间进行权衡，这成为了

一个重要的技术挑战。

与此相比，物镜前视场分离则将多束光经额外

几何配置的方式，在物镜靠近样本的部分进行二次

视场分离。通常的方法是在物镜焦平面附近或其

下方设计微型聚焦物镜阵列、微型反射镜阵列或其

他光学分离模块，将原本单一的视场通道分割成若

干空间子通道，从而在样本上生成多个彼此独立的

焦点。具体实现策略如图 1（c）所示，研究者可以在

物镜前端直接集成微型聚焦物镜阵列，使激发光通

过这些小型光学元件发生空间偏转与聚焦分离，从

而形成多个彼此独立的焦点投射到样本上。Yang
等人基于此思路，通过在物镜下方放置微物镜阵

列，实现了可同时覆盖相距10 mm的两个视场，以及

距离 3. 5 mm的三个视场的多区域同步成像［24］。在

这一系统中，每个子视场都能分别获得清晰的荧光

信号，并行观测多脑区间的神经活动，大大拓展了

传统单视场成像所能及的空间范围。另一种方法

则利用微型反射镜阵列来进一步细分光路。如图 1
（d）所示，Chi等人先通过二向色分束器将激发光分

成两束，使其在进入物镜前的扫描光路中就已偏离

原本的共轴位置，随后在物镜下方配置微型反射镜

阵列，以精确地导引这两束光分别指向相隔约 9 mm
的小鼠脑区，从而实现了并行成像［25］。这种方法同

样证明了物镜前视场分离在跨区域覆盖与灵活光

路布局上的可行性。

物镜前视场分离能更加直接地将成像范围延

展到跨毫米量级，尤其适合对小鼠或啮齿类大脑相

距数毫米区域的同步观测。然而，这种方法也对物

镜本身提出了更苛刻的要求。要在物镜下方放置

一系列光学分离器件（例如微型反射镜阵列、微物

镜阵列），物镜的工作距离通常需要达到 5 mm甚至

更高。常见的水浸物镜工作距离有限，且在物镜与

样本之间封装光学器件还会干扰介质折射率分布，

因此往往难以兼容，需要使用干式长工作距离物

镜。Yu等人曾提出一种专门针对多光子成像波长

优化设计的超长工作距离空气物镜，不仅能提供 4 
mm²以上的视场范围，还能保持亚微米级的空间分

辨率［26］。然而，随着微型光学组件布设的增多及其

排布方式的复杂化，机械稳定性、噪声控制、光学畸

变校正等都变得更具挑战。与此同时，整个多视场

系统的成本与组装难度亦会相应上升。

多视场多光子成像技术还需要结合波长编码、

空间分光和时间门控等方法分解不同视场图像。

如图 2（a）所示，波长编码通过预置不同荧光探针的

光谱特征，利用二向分光镜阵列进行波长选择性分

离，并借助多通道光电倍增管实现分光检测。Wu
等人成功实现轴向间距 80 μm的双平面同步探测，

分别采集双光子荧光与三次谐波信号［27］。该技术

的实施受制于两个关键因素：其一，荧光探针的光

谱分离度需要足够大以避免通道串扰；其二，跨视

场的生物标记物需具备异质性光谱特征。空间分

光则利用视场之间的空间位置差异构建轴向隔离

通道。如图 2（b）所示，通过定制化的共焦针孔倾斜

反射镜，实现空间信号的解耦。然而，该方法对光

学装校的精度要求较高，并且由于受限于收集光路

的空间布局，视场的扩展能力通常受到限制。Hu等

人使用这种方法实现了最远相距 51 μm双平面双光

子成像［28］。时间门控依赖于时空复用技术，通过为

不同视场的光引入不同的延迟，从时间维度上区分

不同视场的信号。由于多光子成像技术采用的是

飞秒脉冲激光器，荧光信号在时间维度上存在差

异，因此可以通过时间窗来区分不同视场的信号，

如图 2（c）所示。常见的延迟引入方式是在物镜前

将光束分离后，使不同光束引入不同的光程，从而

在荧光信号产生时形成固定的时间延迟，便于区

分［29］。该方法所能区分的最小视场延迟主要受荧

光寿命与采集卡带宽与采样速度的限制。当前多

光子神经成像中常用的 GCaMP 系列钙离子指示剂

的荧光寿命约为 3 ns，而采集卡通常的采样率范围

在 62. 5 MHz 至 2. 7 GHz，相应的视场时间分辨率大

约处于 3 至 16 ns 之间。

多视场多光子成像技术通过物镜前后不同的

视场分离方法以及多种同步检测手段，能够实现对

复杂生物样品的高效、精准成像。物镜后视场分离

依赖于双维度的光束调控，适用于广范围的视场覆

盖，但在分辨率与视场范围之间存在权衡。物镜前

视场分离则通过微型光学架构的集成，实现更为灵

活的视场解耦，尽管对物镜的性能要求较高。同步

检测方面，波长编码、空间分光和时间门控分离方

法各有优势和适用场景，能够根据具体应用需求选

择最优方案。在神经科学研究中，精准、高效的成
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像技术对于揭示脑功能与结构的复杂关系至关重

要。多视场成像技术凭借其多角度、多区域同步成

像的能力，为全脑成像、神经网络动态监测及大规

模神经活动解析提供了强有力的工具。

2 多视场多光子成像在神经科学中的典型或

者潜在应用

近年来，神经科学研究对于在大尺度空间范围

内研究皮层跨脑区功能耦合方面需求愈发迫切。

当不同功能区域之间存在较远的空间距离，又需要

对它们的动态变化进行同步监测时，传统显微镜受

视场范围所限，往往难以兼顾足够的时空分辨率和

大跨度的成像范围。为克服这一局限，研究人员着

力探索通过各种光学元件和新颖的光路设计，实现

对广阔区域内多点同步成像的可行方案。多视场

多光子成像技术通过实现跨毫米级脑区（如间距 7 
mm 的皮层区域的细胞级空间分辨率同步记录，突

破了传统单光子显微镜视场受限（<1 mm²）和双光

子显微镜跨区域观测困难的技术瓶颈［25］［30］［31］。典

型应用如图 3（a）所示，利用双视场双光子成像技

术，研究人员在清醒固定的小鼠中，对两个相隔 7毫

米的远距离脑区实现了同步的钙成像。通过软件

分析，分别提取了 34个和 33个活跃神经元，结果显

示两区域神经元的钙信号存在显著的功能相关

性［25］。这一结果证明，该系统可在长工作距离物镜

的配合下，实现相距 7 mm的双区域同步成像，这种

空间跨度甚至能够达到物镜标称视场的四倍，大大

拓展了双光子技术的应用前景。在神经科学研究

中，借助该成像方案，可以同时采集皮层多个区域

的神经活动数据，在多脑区神经活动同步监测中的

技术优势，更通过跨区域神经信号耦合的量化表

征，为解析复杂神经环路的跨区域功能耦合机制提

供了重要的方法学突破。多视场多光子成像系统

在神经环路功能解析和全脑尺度神经编码研究领

域展现出重要应用价值。

在皮层脑区与深度脑区的协作研究方面，多视

场多光子显微镜通过结合双光子和三光子成像技

术，能够实现皮层脑区与深度脑区之间的协作研

究［19，32］。如图 3（b）所示，研究人员通过双光子与三

光子协同激发，结合时空复用架构，实现了小鼠全

皮层至海马体 1. 2 mm深度范围内超 12，000 个神经

元的同步钙活动记录［19］。在听觉皮层—海马联合

观测中，监测到了以 θ振荡（4~12 Hz）为主导的跨脑

区相位同步现象，所测得的相位锁定指数约为

图2　视场同步检测的实现方式：（a） 波长编码［27］；（b） 空间分光［28］；（c）时间门控［22］；DM，二向色镜；λ1、λ2，波长；PMT，光电倍增管；Lens，
透镜；MP， 针孔反射镜。

Fig.  2　Implementation approaches for synchronous field-of-view detection：（a） Wavelength encoding［27］； （b） Spatial demultiplexing［28］； 
（c） Time gating［22］； DM， dichroic mirror； λ1/λ2， wavelengths； PMT， photomultiplier tube； MP， micro-pinhole reflector.
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0. 42±0. 07；此结果为验证脑区间信息交互和网络

层级通信理论提供了新证据。与此同时，结合对皮

层全层的跨尺度成像，还能对空间记忆编码与跨模

态信息整合等复杂进程展开多维度分析，为预测编

码模型、记忆网络理论等计算神经学假设的验证带

来全新的思路。结合双光子和三光子的多视场多

光子显微技术为皮层和皮下脑区之前的功能耦合

机制及行为相关神经编码研究提供了高时空分辨

率、大跨层覆盖的新型观测范式，显著提升了全脑

多尺度神经活动同步解析能力。

在神经活动传播路径的动态追踪方面，多视场

多光子成像高速多视场成像能力显著提升了神经

元动态追踪能力［33-35］。如图 3（c）所示，研究人员通

过模块化高分辨双光子成像架构，解决了介观尺度

研究中视场范围与扫描帧率之间的矛盾。在约 5毫

米的宽阔视场下，该系统可同时对 4个相距数毫米

的目标脑区进行视频速率的同步成像，并在保持单

细胞分辨率的基础上，实现较高的成像通量［35］。通

过高速摄像技术与希尔伯特变换分析，将触须节律

性运动分解为相位、振幅及周期中点特征参数，以

30 Hz钙成像速率追踪了位于初级躯体感觉皮层和

运动皮层的四个成像区的神经元，每个区域追踪了

150~200 个神经元，验证了初级躯体感觉皮层神经

元对运动相位的特异性锁定机制，以及运动皮层神

经元对振幅与周期中点的动态编码特性［35］。研究

结果表明，多视场多光子成像技术能在清醒行为范

式、虚拟现实导航及多主体交互等实验模型中发挥

巨大作用，也为计算神经科学、认知神经科学以及

神经环路动力学等领域开辟了新的研究途径。随

着超快基因编码探针的不断发展以及光纤激光技

术成本的持续下降，其有望在未来广泛应用于多种

跨脑区同步观测场景，为我们阐明大脑活动的宏

观-微观关联机理提供更为强力的技术支持。

3 总结与展望

多视场多光子成像技术作为神经科学研究领

域的重要技术革新，通过突破传统单视场成像的时

空局限，极大地推动了神经科学研究的深入发展。

这项技术能够同时观测多个脑区的神经活动，实现

跨脑区神经环路的高效监测动态成像，克服了传统

多光子成像方法在空间覆盖和时间分辨率上的限

制。目前，多视场多光子成像技术已经在多个领域

展示了巨大的应用价值。它不仅能够突破传统成

像技术在空间覆盖范围和时间分辨率上的瓶颈，还

能够通过并行成像技术有效地提高数据获取效率，

推动了全脑功能网络的研究、神经活动传播路径的

追踪研究。随着研究深入，该技术将成为研究跨脑

区功能耦合、解析大脑复杂神经环路结构及动态过

程的重要工具。

随着多视场多光子成像技术的完善，其在神经

图 3　多视场成像在神经科学中的应用：（a） 上左子图颅骨开窗下小鼠大脑皮层的广角图像，上右子图为神经元活动 ΔF∕F信号提取结

果； 下子图分别为为区域B和区域L选定神经元的钙信号轨迹［25］。（b） 上子图后顶叶皮层及下方海马CA1区 10 min成像的三维渲染图；下子

图为活跃神经元的钙离子轨迹［19］。（c） 上子图为触须纹理辨别任务中四视场成像系统原理示意图；下子图展示示例 S1和M1神经元的原始钙

信号和去卷积钙信号与触须摆动周期相位的对齐情况［35］。

Fig. 3　Applications of multi-FOV imaging in neuroscience：（a） Top-left panel： Wide-field image of the mouse cerebral cortex under a crani‐
al window. Top-right panel： Extracted neuronal activity （ΔF∕F）. Bottom panels： Calcium traces of selected neurons in Region B and Region L［25］.（b） 
Top panel： 3D-rendered view of 10-minute imaging in the posterior parietal cortex and hippocampal CA1 region. Bottom panel： Calcium traces of ac‐
tive neurons［19］.（c） Top panel： Schematic of four-field-of-view imaging system during a whisker-based texture discrimination task. Bottom panel： 
Raw and deconvolved calcium signals of example S1 and M1 neurons aligned to phases of the whisking cycle［35］.
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科学领域的应用会覆盖更广的研究尺度与更深的

组织层次。针对神经环路跨脑区、多层级的复杂

性，和对高时空分辨率操控与观测以及神经疾病检

测的需求，多光子成像技术与内窥成像、自适应光

学、光刺激以及深度学习算法等技术深度融合，在

神经退行性疾病诊疗和脑机接口等领域展现出独

特的应用前景与技术优势。

当前，多视场多光子成像技术可实现约 1. 5 
mm 的有效成像深度，但针对海马、丘脑、基底神经

节等深层脑区的精细研究仍面临较大挑战。将多

视场多光子成像与内窥成像相结合，可显著提升对

深层脑区的观测与解析能力，为跨脑区、多层级的

神经环路研究提供了更强大的技术支撑［36］。使用

微型 GRIN 透镜可将成像光学通道直接导入深部脑

区，通过缩短光在上层脑组织中的传播距离，从而

有效降低散射与衰减对成像质量的影响。在多视

场多光子技术高分辨率与高灵敏度的加持下，原本

埋藏于深部的关键核团也能被纳入统一实验范式

的观测范围。借助同时监测皮层与深层亚核结构

的神经元放电与网络活动，研究者可进一步探索此

前难以触及的跨脑区联结机制，从而为深入理解高

级认知功能与运动控制等复杂生理过程提供更为

完整的图景。

随着成像深度的增加，生物组织的异质性和深

部散射对多光子成像的分辨率和信噪比构成了重

大挑战。自适应光学技术通过在激发光路和信号

检测路径中实时采集和补偿像差，显著提升了深部

脑区成像的清晰度及准确度［37］。当多视场多光子

成像技术用于皮层到海马等深层脑核团时，自适应

光学能有效减少散射与畸变对图像质量的损害，使

跨脑区同步成像在更深的层面上获得高保真的信

号。对于研究皮层-皮层与皮层-深层核团的双向

功能联系而言，该组合技术尤为关键：既能保障跨

区域观测的视野与分辨率，又能在深层保持相对稳

定的成像信噪比，为研究各种跨层级神经环路的生

理或病理机制提供了强大支持。

多视场多光子成像能够在多个区域实现高时

空分辨率的同步成像，与光刺激对神经元群的精准

调控能力结合后，对解析特定脑区活动如何精确诱

导下游区域响应有重要意义［38］。在神经科学研究

中，通过使用特定光敏感蛋白来激活或抑制神经

元，可在毫秒级时间尺度上解析神经环路的因果连

接关系。将多视场多光子成像的跨脑区同步观测

功能融入光遗传学，可在自由或受控行为情境下，

对多个功能模块的神经元活动进行实时干预与检

测，从而揭示跨脑区信息流动的时序特征。尤其在

研究高级认知功能与复杂行为的神经机制时，这种

光刺激与成像结合的方式能够更直观地展示神经

模块间的动态联系，为后续制定干预或治疗策略提

供更精准的依据。

在后续的数据处理方面，多视场多光子成像可

产生海量、高维度的神经数据，传统的手动或半自

动处理方式往往在精度与效率方面难以兼顾。深

度学习技术在图像分割、配准、运动校正及特征提

取等方面均展现出强大的效率与准确度［39-40］。将深

度学习与多视场成像的同步记录能力相结合，可在

更大空间范围内实现神经元活动的自动化检测、追

踪和统计分析。一方面，深度学习算法可依据多模

态信息相互印证并动态校正，提高跨脑区数据配准

的稳定性；另一方面，神经网络模型可直接从高维

数据中挖掘潜在的功能网络结构及动力学过程，为

解析复杂脑功能或病理状态下的跨区耦合机制提

供快速、准确的分析手段。伴随算力与算法的不断

升级，这种与成像技术的深度融合模式将在精准研

究大规模神经环路的时空演化上发挥更大的潜能。

在技术手段日益成熟的当下，多视场多光子成

像正加速迈向神经退行性疾病诊断与脑机接口等

实际应用的更广阔舞台。阿尔茨海默病、帕金森病

等神经退行性疾病往往伴随跨脑区功能连通性与

神经环路结构的异常［41-43］。多视场多光子成像同时

覆盖大范围脑区的优势，使其能够在疾病模型的早

期阶段识别并追踪异常信号传递或蛋白沉积等病

理特征的出现与扩散过程。通过结合实时功能连

接分析，可发现潜在的病理通路或关键环节，从而

为早期诊断、分期干预及靶向治疗提供依据。此

外，利用深度成像的高分辨特点，可比较精细地观

测胶质细胞、血管网络与神经元之间的交互，为理

解神经退行性疾病的复杂微环境机制开辟了新思

路。脑机接口（BCI）需要快速、准确地获取并解码

大规模神经元群体的动态活动，以实现对运动意图

或认知过程的实时识别与反馈［44-46］。相比于传统的

单视场成像，多视场多光子成像在更大范围内同步

采集不同脑区的神经信号，可输出更加丰富而完整

的脑区间信息流。这不仅提升了BCI解码算法的速

度与准确度，也为开展闭环神经调控提供了更多的

可能性。通过识别跨脑区协同激活模式，可为复杂
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行为的实时调节或高级认知功能的在线解读提供

数据支持，进而推动基于 BCI的医疗康复手段和人

机交互系统向更高水平演进。

多视场多光子成像以其大范围同步观测、深层

高分辨穿透和高时空精度的优势，在神经科学领域

与多种先进技术深度融合，已逐渐形成了高效且多

功能化的整体研究范式。随着与内窥成像、自适应

光学、光刺激和深度学习等领域的交互发展，多光

子成像技术将为全面解析神经环路和理解脑功能

网络提供更广阔的平台与突破口，为神经退行性疾

病诊疗和脑机接口的进一步革新奠定坚实的科研

基础。

多视场多光子成像技术作为神经科学领域的

创新性技术，通过其独特的高时空分辨率（亚细胞

级空间分辨率与毫秒级时间分辨率）和并行多视场

成像能力，正在深刻改变我们对神经环路功能架构

和神经疾病病理机制的认识。未来，随着技术进步

和多学科融合，多视场成像技术将在神经科学领域

发挥越来越重要的作用，为未来神经科学研究提供

不可替代的研究工具。
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