
Optoelectronics 光电子, 2016, 6(2), 66-74 
Published Online June 2016 in Hans. http://www.hanspub.org/journal/oe 
http://dx.doi.org/10.12677/oe.2016.62011  

文章引用: 吴志军. 飞秒激光在生物学方面的应用情况[J]. 光电子, 2016, 6(2): 66-74.  
http://dx.doi.org/10.12677/oe.2016.62011 

 
 

The Application Situation of Femtosecond 
Laser in Biology 

Zhijun Wu 
First Affiliated Hospital of Henan University of Science and Technology, Luoyang Henan  

  
 
Received: May 30th, 2016; accepted: Jun. 18th, 2016; published: Jun. 21st, 2016 
 
Copyright © 2016 by author and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

    
 

 
 

Abstract 
Lots of great progress had been made in the application of Biology by femtosecond laser due to its 
ultra-short time scale and ultra high peak power density. Many researches have being more and 
more interest in studying the mechanisms of femtosecond laser interaction with biological tissues 
and done much breakthrough. This article introduces applications of femtosecond laser in biology, 
including laser bioeffect, ablation of organelles in living cells, multiphoton lithography, cell imag-
ing, etc. Finally, the prospect of femtosecond laser nanosurgery is discussed. 
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摘  要 

飞秒激光由于其超快时间特性和超高值功率特性在生物学应用领域取得了重大的成功，飞秒激光与生物
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材料作用的机理研究引起了众多学者的浓厚兴趣，通过近数十年的研究已经得到了突破性的进展。本文

综述了飞秒在现代生物学领域中的一些应用，包括激光生物效应、活细胞微手术、直写微纳加工应用、

细胞成像等。最后对飞秒激光的应用前景做了简要预测。 
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1. 飞秒激光特点 

1960 年 7 月，美国人 Mahaan 博士研究出世界上第一台激光器(红宝石激光器)。激光作为一种新型的

光源具有以往光源所不具有的一系列优点，如高强度、高方向性、高单色性、高相干性。此后，激光技

术得到了飞速发展，其中一个重要方向就是向输出脉宽越来越窄的脉冲方向发展。到目前为止，脉冲持

续时间已由纳秒(ns)、皮秒(ps)压缩至飞秒(fs)，甚至至阿秒(as)级。故飞秒激光的脉冲持续时间远短于热

平衡时间(10−12 s 数量级)，所以在与物质作用时，飞秒激光注入的能量被集中在一个空间极小的范围内，

其能量几乎不会被传递到直接作用区以外，对作用区周围的热影响极小。由于聚焦激光的焦斑尺寸极小，

能量密度极高，能量的利用率亦大大提高。这使得被作用区域的温度在极短时间内升到极高，远超过材

料的液化和气化温度，促使物质发生高度电离，达到等离子态。同时，由于飞秒激光的强度在空间上一

般呈高斯分布，即激光焦斑中心强度最大，而随着向边缘的过渡其强度逐渐减弱，因此，飞秒激光能在

极短的时间、极小的空间和极端的物理条件下对生物细胞进行作用。本文综述了激光的生物效应和飞秒

激光在生物学领域的具体应用。 

2. 激光生物效应 

激光生物效应一般是指激光作用于生物组织可能产生的物理的、化学的或生物的反应。生物组织吸

收激光能量后，可能会发生一系列能量转换过程，其中包括：由光能转化成热能、机械能、化学能、生

命物质的内能和生物刺激能，分别对应于激光的五种光生物效应：光热效应、机械效应、光化效应、电

磁效应以及低强度激光对生物组织的刺激效应。转换的能量进一步作用于生物组织，使生物组织在细胞

分子或系统上发生机能性或形态学上的变化。根据这些不同的生物效应，激光可应用于医学研究、诊断

和治疗[1]。 
a) 激光生物热效应 
激光频率与受照生物组织分子的振动频率相等或相近时，会使分子振动加强，与其他分子的碰撞频

率就会增加，生物体的局部会温度升高，光能转化为分子的动能后变成热能。温度超过一定阈值，将会

造成蛋白质变性，生物组织表面收缩、脱水、组织内部因水分蒸发而受到破坏，造成组织凝固坏死，当

局部温度急剧上升达几百度甚至上千度时，可以造成照射部分碳化或汽化[2]。此过程称为激光生物热效

应，是激光作用生物组织最常见的生物效应。 
在医学临床治疗时常会利用激光的热效应来凝固、汽化或碳化生物组织。脉冲染料激光血管内照射

作用于微血管上皮细胞来治疗瘢痕，就是利用了光热效应的热致凝固效应。微血管中的血红蛋白吸收激

光，通过组织细胞的热传导凝固损伤微血管，使血管退行萎缩，从而达到治疗瘢痕的目的。采用氩离子

激光治疗雀斑等色素性疾病和去除表皮皮肤的细小皱纹的光子嫩肤技术，就是利用激光光热效应碳化表

皮皮肤细胞和含色素的病理性细胞，受碳化的细胞坏死凋亡，人体新陈代谢修复生成新的细胞从而达到

美容效果。采用超脉冲 CO2 激光或 Er:YAG 激光光热效应汽化面部表皮增生性瘢痕和浅表细纹来整容或
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美容，为了达到最佳作用效果和最低的损伤，临床上常将两种激光结合起来使用，先用超脉冲 CO2 激光

作大面积去皱后，再用 Er:YAG 激光做精细修整，并且热损伤和机械损伤小，联合使用可以产生优于单

一波长的医疗效果。这种激光的热致汽化作用也已应用于医学临床的皮肤整形美容科[3]。 
b) 激光生物机械效应 
由于光子本身就具有一定的质量、动量和能量等属性，当激光照射生物组织时，光子把自身的动量

传给吸收体，光子与受照对象物质相互碰撞时会对受照体施以压力，此压力即为光压，是激光本身的辐

射压力直接对生物组织产生的压强，称作一次压强。当巨脉冲和超短脉冲激光照射生物组织，对其作用

时间极短，光能量密度集中，功率密度可以达到 1015 W/cm2 量级，会在生物组织中产生 106℃量级的高温、

1011 Pa 量级的高压以及 104 V/cm 量级的高电磁强度等特殊效应，这些高温、高压和强电磁场效应继发作

用引起气流反冲压、内部汽化压、热膨胀超生压、热致等离子体以及因激光的强电场继发作用引起的电

致伸缩压等，叫二次压强。激光对生物组织细胞的压强可以改变生物组织细胞的形状和生理学状态，主

要是由二次压强产生的机械力起作用[1]。 
在临床上，利用激光引起的压强作用可治疗多种疾病，等离子体膨胀产生的冲击波可应用于激光眼

科手术及激光碎石术。如眼科中的压力打孔以及用脉冲染料激光和调 Q Nd:YAG 激光在结石表面或在结

石的周围灌洗液中形成等离子体所产生的高压冲击波击碎结石。 
c) 激光生物光化效应 
激光生物光化效应又称激光生物光化反应，是指在激光的作用下，生物物质产生理化反应。生物物

质之所以能生长发育、修复和繁育等，其中生化反应是主要因素之一。激光生物光化反应可分为原初光

化反应和继发光化反应两个阶段，当一个处于基态的生物分子吸收一个或多个光子能量以后，受激跃迁

到某一激发状态，在它从激发态返回到基态，但又不返回到原来的能量状态的驰豫过程中，多出来的能

量消耗在本身化学键断裂或形成新键上，其发生的化学反应称为原初光化反应。通常在此过程中会形成

大多数具有高度化学活性的中间产物，如自由基、离子或其他不稳定的产物。这些极不稳定的中间产物

继续进行化学反应直至形成稳定产物，这种光化反应称为继发光化反应，前后两种反应组成了一个完整

的光化反应过程，其中继发光化学反应在有光或无光的环境中均可发生。整个光化学反应的过程大致可

分为光致分解、光致氧化、光致聚合及光致敏化四种主要类型。光致敏化效应又包括光动力作用和一般

光敏化作用[1]。 
应用光敏剂进行的光动力学疗法是光化效应的典型应用。在机体内注射某种光敏物质，光敏剂被肿

瘤细胞和病理性增生组织所吸收，而正常细胞吸收的光敏物质很少，病变组织内的光敏剂含量远大于正

常组织。生物组织在受到近紫外和可见光的照射下，积存于病变组织中的光敏剂经光照激发，会象催化

剂那样可反复不断地敏化产生光氧化作用破坏肿瘤和病变性组织分子和细胞，破坏肿瘤组织内的微血管

循环系统。生物体系中的变化是敏化剂引发的光氧化过程的结果，通过生物光敏化作用来损伤肿瘤和其

它病理性增生组织而达到治疗目的称为光动力疗法。光动力学疗法可选择性地破坏肿瘤组织和病理性组

织，对正常组织损伤小，所以它是一种较好的治疗方法，尤其对研究、诊断和治疗。 
d) 激光生物电磁效应 
激光是一种电磁波，激光与生物组织相互作用实质上是电磁场与生物组织相互作用，在这种作用中

主要是电场起作用，强电场会导致生物分子发生激励、振动、高温、高压和共振等作用，引起生物组织

损伤，促使自由基增加；同时也会影响酶的活性，使酶活化，提高生理生化反应速度。这种高功率密度

激光作用于生物组织会引起生物组织变化的效应就称为激光电磁效应。 
当激光照射人体组织时，相当于将人体置于强大的电场中。而人体类似于电介质电容器，电介质中

整个分子呈中性，但中性分子的电荷分布不均衡，正负电荷的电中心重合的为非极性分子，正负电荷的
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电中心不重合的为极性分子。在电场作用下，非极性分子的正负电荷分别朝相反方向运动，使分子发生

极化，被极化的分子在电场作用下将重新排列，在重排过程中与周围分子(粒子)发生碰撞摩擦而产生大量

的热。这种电磁场效应引起或改变生物组织分子及原子的量子化运动，引起生物组织发生一系列的变化，

据此可用于多种生物医学作用[1]。 
e) 激光生物刺激效应 
临床实践表明弱激光作用于生物组织时，不对生物组织直接造成不可逆的损伤，而是会产生某种与

超声波、针灸、艾灸等机械的和热的物理因子所获得的生物刺激相类似的某些应答性反应，这种效应叫

作激光生物刺激效应。生物体对这种刺激的某些应答性反应可能是兴奋，也可能是抑制，由激光和生物

体两者性质而定。这种刺激可引起机体的免疫功能，血液循环、血红蛋白合成、糜蛋白酶活性及白细胞

噬菌作用等的应答性反应，在合适的条件下，这种应答性反应是有益的，它有利于生物的生存和延续。 

3. 飞秒激光在生物方面的应用 

a) 飞秒激光在活细胞微手术中的应用 
飞秒激光在材料科学领域所表现出来的微纳加工和处理优势在生命科学方面同样适用，其在生物体

内所能实现的三维精确微创手术为医学领域的发展提供了新的机会。在对细胞和组织的处理和切除方面，

飞秒激光已逐渐成为一个重要的工具，并取得了很多令人振奋的实验结果。 
 飞秒激光亚细胞器手术 

为了研究细胞的生长、运动、新陈代谢、有丝分裂、分化和凋亡等行为，需要对细胞内的细胞骨架

或细胞器进行处理，传统的工具由于空间分辨率不高且对细胞损伤较大制约着该领域的发展，飞秒激光

的出现无疑为该领域注入了新的活力。 
2006 年哈佛大学 hmar 等人采用飞秒激光手术在活细胞内切割了单根肌动蛋白丝，研究其收缩动力

学及细胞形状的变化，如图 1 所示。日本大阪大学采用飞秒激光在活的 NIH3T3 细胞内切割了单根肌动蛋

白丝，发现切割后十分钟后，断裂的肌动蛋白丝重新愈合[4]，从而实现了对细胞内纤维解聚和组装的人

为调控，为各种细胞内动力学过程的研究奠定了基础。 
大阪大学用飞秒激光手术在海拉细胞中实现了单个线粒体的蚀除，而没有破坏细胞周围其它结构，

实验后 12 小时，被手术的细胞进行了正常的有丝分裂[5]。德国耶拿大学的 TirlaPur 等人用飞秒激光在植

物细胞里实现了半个叶绿体的蚀除，应用 80 MHz 钦篮宝石激光对人类的染色体进行点蚀除和线切割,同
时应用原子力显微镜对细胞进行观察[6]。 
 飞秒激光细胞膜手术 

由脂和蛋白质分子构成的细胞膜是防止细胞外物质进入细胞的屏障，它保证了细胞细胞内环境的相

对稳定，使各种生化反应能够有序进行。细胞膜的流动性不仅是膜的基本特性之一，也是细胞进行生命

活动的必要条件。通过膜脂质流动性的改变可反应出细胞膜的功能状态及膜受损伤的程度，同时，膜的

流动性也决定了其具有自动愈合的能力。细胞膜与飞秒激光结合具有广泛的应用前景，如细胞融合、细

胞分离、转基因、辅助受精等。 
2002 年，Tirlapur 等人用钦蓝宝石飞秒激光器产生的飞秒激光在细胞膜上产生单个的!特定位置的瞬

时穿孔，允许 DNA 通过并保存了细胞的完整性[6]。 
2005 年，Kohil 等人用飞秒激光对哺乳动物细胞进行亚微米细胞膜切割和细胞分离，并保持了细胞

的活性[7]。2008 年，天津大学的王清月等人用波长 800 nm，脉宽 40 fs 的飞秒激光对酵母细胞进行融合，

同时用 CCD 检测细胞的融合过程，靶细胞在手术 160 分钟后成功实现了细胞融合[8]，如图 2 所示。 
 飞秒激光生物活体手术 
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Figure 1. Fluoresent images for dissection of action stress fiber: before (a), Several seconds after 
(b), 18 mins after (c) and 40 mins after (d), where the white circles show the cutting position 
图 1. 肌动蛋白丝的荧光照片，白色圆圈表示激光切割部位。(a) 激光切割前；(b) 切割

数秒后；(c) 切割后 18 min；(d) 切割后 40 min 
 

 
Figure 2. Photographs of video frames of the cell fusion. (a) 
before fusion; (b) About 23 mins postfusion; (c) About 90 mins 
postfusion; (d) About 160 mins postfusion 
图 2. 细胞融合过程。(a) 融合前；(b) 融合后 23 min；(c) 融
合后 90 min；(d) 融合后 160 min 
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生物活体是一个复杂开放的系统，其内部存在着物质!能量和信息的持续不断的变换。在活体的环境

开展研究无疑是对医学技术水平的一大挑战。飞秒激光作为一项新兴技术，自产生以来对生物活体的研

究就非常受人们的重视。 
国内外学者利用飞秒激光在生物活体上开展了大量的研究工作，其中最为成熟并在临床上有应用的

是飞秒激光角膜屈光手术和角膜移植手术，该技术的应用使手术本身更安全并且术后视觉质量恢复的更

好，此外还有不少的研究停留在实验阶段，如斯坦福大学 Ginzton 实验室[9]使用飞秒激光对线虫的轴突

进行外科手术，手术后这些轴突实现了功能性再生，采用飞秒激光手术对细胞和组织的修正和切除在生

物和医学领域逐渐成为一个重要的工具，在神经损伤再生、组织病变的诊断和治疗、皮肤美容等方面无

疑都具有一定的应用前景(图 3)。 
b) 飞秒激光直写微纳加工应用 
飞秒激光微纳加工，概括来讲，其实现是基于紧聚焦超短激光脉冲(飞秒量级)的高能量密度光焦点内

与物质发生的非线性作用，例如，多光子吸收引起的材料聚合、还原、相变、烧蚀、化学键断裂等。通

过计算机控制飞秒激光焦点在目标材料表面或内部的二维和三维直写扫描，完成微纳精度的材料加工与

成型，如图 4 所示。飞秒激光微纳直写技术在很多场合，也被称为多光子光刻加工技术。 
哈佛大学 Mazur 教授课题组，以多光子吸收和碰撞离化理论为基础，提出飞秒激光在玻璃和蓝宝石

等透明介质内的激光诱导微爆炸模型，并将该现象用于实现三维光存储[11] [12]。吉林大学孙洪波教授利 
 

 
Figure 3. Femtosecond laser axotomy in Caenorhabditis elegans worms. 
Fluorescence images of axons labeled with green fluorescent protein before, 
immediately after, and in the hours following axotomy. Arrow indicates 
point of severance. Scale bar, 5 µm 
图 3. 飞秒激光线虫轴突手术，用绿色荧光蛋白标记的神经轴突实验前

后荧光图像，箭头指向断裂点，标尺长 5 µm 
 

 
Figure 4. Schematic diagram of femtosecond laser direct writing process [10] 
图 4. 飞秒激光直写加工示意图[10] 
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用飞秒激光在玻璃内部诱导产生的缺陷中心可发出较强荧光的现象，将飞秒激光微纳加工技术用于三维

光存储，并通过荧光读出机制实现了 1012 Bit/cm3 超高存储密度[13]。浙江大学邱建荣教授在玻璃基质内

掺入稀土离子等功能组分，飞秒激光直写制备微光波导等器件；因为激光辐射引起了掺杂金属离子的价

态变化，微结构呈现缤纷的色彩[14]。京都大学的司金海博士利用飞秒激光诱导自聚焦，制备规则排列的

三维波导阵列[15]。上海光机所的程亚研究员利用飞秒激光在玻璃介质内制备光学微腔，并加镀金属微镜，

从而实现了其光振荡激射[16]。中国科技大学吴东教授利用玻璃内的飞秒激光直写，实现了复杂的三维微

流控系统[17]。 
c) 飞秒激光应用于生物成像 
将飞秒激光应用于生物样品成像，主要是通过多光子荧光显微镜来实现。双光子荧光显微成像技术

的出现使得对较厚的生物组织进行生物显微成像成为可能。与激光共聚焦显微镜不同的是，双光子荧光

显微成像技术利用近红外的飞秒激光作为光源而非利用紫外光源。而且双光子吸收的非线性本质使得双

光子荧光显微成像技术无需共焦小孔的加入，与传统的单光子激光共聚焦显微镜相比，双光子荧光显微

成像技术具有以下几个优点[18] [19]：① 成像深度大：可见光或近红外光比紫外光的穿透性强，一般情

况下，共聚焦荧光显微成像技术的成像深度只能达到 50 µm 左右，而双光子显微成像技术的成像深度可

达 1600 µm，共聚焦和双光子荧光显微成像技术原理如图 5 所示；② 光损伤小：双光子荧光显微镜的激

励源使用可见光或者近红外光，它们对生物活体组织的光损伤小，因此可以对样品进行长时间的科学研

究；③ 空间分辨率和对比度高：由于在双光子显微成像中，荧光只有在焦平面很小的区域内产生，焦点

外无荧光产生，背景荧光影响小；④ 光漂白区很小：焦点外不发生漂白现象。⑤ 荧光收集率高：双光

子显微成像无需共焦小孔的加入，因此荧光收集效率大大提高；⑥ 对探测光路的要求低：对于双光子显

微成像而言，发射荧光的波长值与激发光相差很大，因此对探测收集系统的要求比单光子共焦显微镜低；

⑦ 适合多标记复合成像：由于很多染料荧光探针的双光子激发光谱比较宽，多种探针可以同时被单一波

长的激发光激发，进而得到同一样品的不同信息。但是，荧光标记技术会导致细胞死亡，这是此项技术

的一大缺陷。除此之外，成本昂贵也限制了双光子荧光显微成像技术在生物、化学等各个领域的应用。 
K. Schenke-Layland 等[18]用多光子成像来分析细胞外基质成分(如肺部和大动脉心瓣膜的胶原质、弹

性蛋白)的结构特点。实验结果表明利用近红外波段飞秒激光的多光子成像可能成为对心脏血管进行无损

检测和表征的有力工具。 
P. Vérant 等[19]用双光子荧光显微镜得到了老鼠大脑皮层的血液体积。他们将荧光染料注入循环血液

用于血管成像，包括毛细血管的成像，成像深度可达到大脑表面脑膜下 400 µm，血液体积由每个深度的

荧光归一化计算得到。这种方法既快速，又对背景噪声的敏感度极弱。它的用途可扩展到测量血管的泄

露物。 
如图 6 所示，为一套双光子荧光显微成像系统[20]。掺钛蓝宝石飞秒激光器振荡级 Tsunami 发出的激

光入射到分束片被分束片分成两束，一束用多模光纤与光谱仪连接，从而监控激光器的工作状态。另一

束入射到 IX71 生物显微镜，经过二向色镜后被物镜聚焦用于激励样品。前向透射光被聚光镜收集后被光

电二极管收集，光电二极管输出的信号由数据采集卡采集后送入计算机后进行透射成像。后向出射光被

物镜收集后，通过二向色镜将基频光与荧光分开，再通过发射滤波片被光电倍增管进行探测采集，光电

倍增管输出的信号由数据采集卡采集后送入计算机进行双光子荧光显微成像。此外，计算机还通过控制

器向平移台发送移动命令，从而实现扫描。 

4. 结论 

通过介绍飞秒激光在在细胞微手术、微纳加工和细胞组织成像等领域中的应用实例，证明飞秒激光 
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Figure 5. The technology schematic diagram of confocal (a) and two-photon (b) fluorescence microscopy 
图 5. 共聚焦(a)和双光子(b)荧光显微成像技术原理图 

 

 
Figure 6. Experimental configurations schematic diagram of imaging system [20] 
图 6. 成像系统实验装置示意图[20] 
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在生物学中的应用前景将更为广阔。尽管飞秒激光手术具有如此大的优越性，但在实际的临床中应用还

比较少，主要由于飞秒激光器还存在稳定性、价格昂贵、结构庞大、可操作性差和对特殊生物组织的可

复性损伤阈值问题等，需要进一步改进和完善。 
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