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基于Nano⁃ICG增强巨噬细胞活体光声成像的
急性呼吸道炎症无创定量评估
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摘要  巨噬细胞作为炎症阶段的主要吞噬细胞，其高表达是急性呼吸道炎症发展过程的临床特征之一。目前还没

有一种成像方法能够以深组织穿透性和高分辨率的方式呈现巨噬细胞在急性炎症中的表达。以吲哚菁绿纳米颗粒

（Nano-ICG）作为一种高效的光声成像（PAI）增强造影剂，评估了急性呼吸道炎症中巨噬细胞的表达量。激光共聚

焦显微镜下的成像效果证实，Nano-ICG 能够快速地被巨噬细胞吞噬。利用 Nano-ICG 增强光声成像效果后，气管内

的 PAI结果显示了巨噬细胞在炎症后气管壁上的分布区域。Nano-ICG 增强的光声成像能够无创、定量地评估急性

呼吸道炎症的发展程度，有望为呼吸疾病相关基础研究和临床诊疗提供新的影像技术支持。
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1　引　　言

呼吸道感染是全球负担最重的疾病之一，也是儿

童死亡的主要原因之一［1-2］。仅统计 5 岁以下的儿童数

据，世界各地每年因呼吸道病毒感染而死亡的人数高

达 300 万人［3］。呼吸道病毒具有感染力强、传播快、潜

伏期短、发病急等特点，在世界范围内广泛流行，已经

严重影响全球儿童健康，造成了巨大的经济损失和人

员伤亡。

细菌感染是引起急性呼吸道炎症的主要因素。其

中，革兰氏阴性菌的感染与急性呼吸窘迫综合征

（ARDS）、慢性阻塞性肺病（COPD）急性加重［4］以及哮

喘急性发作［5］中的气道炎性损伤密切相关。革兰阴性

细菌细胞壁外膜上的脂多糖（LPS）成分又称为内毒

素，是革兰氏阴性杆菌致病的抗原，目前被广泛用于构

建急性呼吸道炎症模型［6-8］。典型的急性炎症具有四

个基本体征：发红、局部发热、肿胀和疼痛。在较小的

范围内，炎症表现为对局部损伤或感染的反应，导致短

暂的缺血期，随后局部血管充血，结缔组织重塑，以巨

噬细胞为代表的炎症细胞侵袭［9-11］。此外，持续的炎症

会导致慢性组织损伤和重塑，从而导致癌症、关节炎、

肥胖、糖尿病和神经变性等疾病［12-13］。因此，早期呼吸

道炎症亟需高分辨率、深穿透性的成像方式，以提高急

性呼吸道炎症机理方面的理解，助力临床新型药物和

创新治疗方案的研发。

在生物医学影像中，多种成像方法可以提供生物

体内的各种微观和宏观现象，如核磁共振成像、Ｘ射线

计算机断层成像、正电子发射断层成像、超声（US）成

像、光学相干断层成像（OCT）、荧光成像（FI）等。这

些成像技术在特异性、分辨率以及辐射等方面存在局

限性，因此在疾病早期发展过程中，它们缺乏对生物结

构的精细成像能力［14］。光声成像（PAI）是一种通过检

测光声信号来实现激光照射组织的无创可视化技术。

激光激发和超声检测的结合提供了前所未有的可扩展

性［15-16］。实质上，PAI 和 US 成像共用声学接收部分，

不同之处在于 US 成像对比度反映组织的机械和弹性

特性，而 PAI 反映组织的光学特性，特别是光学吸收。

因此，PAI 提供了比传统 US 成像更大的特异性，能够

检测血红蛋白、脂质、水和其他吸光色素。然而，与纯

光学成像方式（如 OCT 和 FI）相比，PAI具有更大的穿

透深度［17］。除了可视化微血管等解剖结构外，PAI 还
可以通过内源性［18］和外源性［19］造影剂等发色光团实现

血氧、血流和温度等形式的功能成像。所有这些功能

都可以在微米到厘米的宽尺度上实现，并具有可扩展

的空间分辨率。这些属性使 PAI 在进行炎症成像时，

在生理和病理的诊断、分期和监测方面比目前传统的
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临床方法更具优势［20-25］。

吲哚菁绿（ICG）用于生物成像，是 PAI 研究中应

用最广泛的一种外源性造影剂。作为唯一被美国食品

药品监督管理局批准的菁染料，已广泛用于实体瘤、转

移瘤的手术导航以及恶性组织的治疗［26-28］。 ICG 的优

异性能得益于其在近红外区域（NIR）的优异荧光特性

和活性氧（ROS）或辐照下的高温效应。在本研究中，

我们使用水解后的纳米态 ICG（Nano-ICG），该物质能

够与炎症细胞结合起来，在临床试验中发挥作用。

巨噬细胞是免疫平衡行为的关键组成部分，它不

仅通过识别病原体抑制呼吸道感染，而且能调节呼吸

道内环境的稳定，还可以利用负反馈机制预防呼吸道

炎症［29］。因此，巨噬细胞是免疫介导治疗的有效靶点，

特别是当呼吸道屏障功能受损而引发异常炎症反应

时［30］。本文利用巨噬细胞在炎症区域的高表达来表征

呼吸道炎症的发展情况。

我们通过在气管内滴注 LPS 来模拟气道急性炎

症损伤过程，通过 PAI 技术分析 LPS 滴注 2 d 后呼吸

道炎症的变化。本文基于巨噬细胞可捕获外源性发光

团 Nano-ICG 的功能特征，利用 Nano-ICG 增强 PAI 信
号，如图 1 所示。通过建立动物模型并进行体内实验，

定量评估了急性呼吸道感染中巨噬细胞的表达量，期

望为急性呼吸道感染的炎症无创定量评估提供新的

途径。

2　材料仪器

2.1　光声成像装置

本研究使用光声（PA）超声双模小动物成像系统

对小鼠呼吸道进行 US-PA 双模成像。宽带换能器（频

率 范 围 为 18~38 MHz，中 心 频 率 为 30 MHz）用 于

PAI，其空间分辨率可达 50 μm。该系统不仅具有高分

辨率，还包含了“B-Mode”“C-Mode”“M-Mode”“PA-

Mode”等多种模式，可以对血氧饱和度、血流动力学及

生理数据进行功能成像和监测。

2.2　研究对象

选取健康成年雄性昆明小鼠，鼠龄为 8~12 周，体

重为 35~45 g，共 10 只。本研究的伦理许可证（编号为

GY2023-218）由广州医科大学机构动物护理和使用委

员会提供。实验动物购入后，饲养于广州医科大学动

物 实 验 中 心 ，饲 养 温 度 为 22~29 ℃ ，相 对 湿 度 为

40%~70%，新鲜空气每小时换气 10 次，采光时间为

12 h 白天和 12 h 黑夜的交替循环［31］。每个鼠笼内的垫

料每天更换 1 次，实验鼠自由饮食，所有垫料和鼠维持

配合饲料均由广东省医学实验动物中心提供。实验期

间，保持饲养室内环境稳定，尽量避免实验受其他因素

干扰。

2.3　试剂配制

脂多糖 LPS（来自大肠杆菌 055∶B5 品系，质量浓

度为 2 mg/mL）购于美国  Sigma 公司。 ICG 购于上海

源叶生物科技有限公司。H&E 染色液购于上海源叶

生物科技有限公司。动物麻醉用异氟烷购于北京城林

生物科技有限公司。细胞计数试剂盒购于北京全式金

生物技术有限公司。

3　实验方法

3.1　动物模型的构建

经过 7 d 的适应性喂养后，将 10 只动物随机分成

2 组，每组 5 只，分为健康对照（Control）组和  LPS 造模

（Model）组。Model组通过鼻腔吸入给药。首先，先用

体积分数为 1.5% 的异氟烷将小鼠麻醉；然后，将小鼠

竖直悬挂于操作台上，将注射器的前端套上细导管，通

过细导管向 Model 组小鼠的气管滴注 100 μL 的 LPS 

图 1　基于 Nano-ICG 的急性呼吸道感染光声成像的示意图

Fig.  1　Schematic of photoacoustic imaging of acute respiratory infection based on Nano-ICG

溶液［32-33］。滴注后立即将小鼠上下往复颠倒，以确保

药物均匀分布于呼吸道壁。小鼠基本清醒后，将其放

回饲养笼。

3.2　细胞实验方案

采用细胞计数试剂盒测定 Nano-ICG 对巨噬细胞

（RAW264.7 品系）的活性影响。巨噬细胞被接种在

96 孔板上（每个孔有 2×104 个细胞，体积为 100 μL）。

12 h 后 将 孔 中 的 巨 噬 细 胞 放 在 不 同 质 量 浓 度（0、
110、220、330 μg/mL）的 Nano-ICG 水 溶 液 中 孵 育

24 h。24 h 后加入细胞计数试剂（体积为 10 μL），每

孔孵育巨噬细胞 3 h。用酶标记仪测定每个孔的吸光

度，并测定巨噬细胞活力。

为了评价巨噬细胞对 Nano-ICG 的摄取能力，将

小鼠单核巨噬细胞白血病细胞（RAW264.7 品系）接种

于共聚焦皿上（共有 5×104 个细胞），12 h 后用 Nano-

ICG 溶液（体积为 50 μL，质量浓度为 2 mg/mL）进行

孵育。通过激光共聚焦显微镜观察孵育前后的成像结

果，判断巨噬细胞的吞噬情况。

3.3　呼吸道成像方案

采用 US-PA 双模小动物成像系统对 Control 组
和 Model 组小鼠的呼吸道进行成像。PAI 信号通常

由内源性吸收剂如黑色素、氧合血红蛋白和脱氧血

红蛋白的光吸收主导［32-33］，为了增加其他组织的信

号 ，通 常 采 用 外 源 性 造 影 剂 ，包 括 纳 米 粒 子 和 染

料［34-35］。Nano-ICG 作为一种外源性造影剂，能与细

胞表面受体结合，从而在组织内实现均匀的积累，实

现增强 PAI 成像。成像过程采用体积分数为 1.5%
的异氟烷麻醉小鼠，随后将颈部脱毛的小鼠置于成

像平台上，在颈部正面涂抹超声耦合凝胶，进行成像

实验。

LPS 滴注 2 d 后建模成功的 Model 组小鼠和健康

状态的 Control 组小鼠各有 5 只，分别在滴注 Nano-

ICG 前后进行 PAI 和 US 联合成像。每一组成像的采

集时间点包括滴注后的 15、30、60 min。实验结束后，

通过安乐死处死所有小鼠，以获取气道样品用于病理

实验。利用 Vevo Lab Software 3.2.0 对实验采集的

PAI和 US 成像数据进行离线定量分析。

在滴注 LPS 2 d 后的小鼠呼吸道内注入 100 μL 的

质量浓度为 2 mg/mL 的 Nano-ICG，60 min 后取出气

管，利用小动物活体荧光成像系统观察 Nano-ICG 富

集在气管的情况（激发光波长为 745 nm，发射光波长

为 840 nm），验证炎症细胞的发展程度。

3.4　病理实验

解剖出的小鼠气管首先被放置在标记好的包埋盒

中，然后置于组织固定液中固定 24 h，随后在流水中冲

洗 24 h。将经过流水冲洗处理的小鼠样品按照标准流

程进行脱水处理，并包埋成蜡块。将包埋好的蜡块固

定于旋转切片机上，并将其切成厚度为 4 μm 的薄片。

染色前，将切片放入 60 ℃恒温箱中烤 2 h，再按 H&E
染色标准进行染色。最后，使用数字病理玻片扫描仪

对染色后的切片进行图像采集并保存。对小鼠气管不

同位置进行连续切片，尽可能多地获取整条气管的横

断面和水平面染色图片，便于后期与光声成像结果进

行对比。

3.5　数据测量和分析

本研究采用 Origin 软件对 PAI 强度数据进行统计

分析。采用 Kruskal 统计法测定 4 个亚组（无 ICG 滴

注、滴注后 15 min 组、滴注后 30 min 组和滴注后 60 min
组）的 PAI 强度的差异，数值以平均值±标准差（SD）

表示。

4　实验结果

4.1　Nano⁃ICG的表征

ICG 易溶于水，溶于水后形成纳米态 Nano-ICG，

呈现绿色，首先通过透射电镜对外源造影剂 Nano-ICG
的形状及大小进行表征。如图 2（a）所示，Nano-ICG
的平均尺寸为 65 nm 左右，且呈现圆形，表现出聚集状

分布。

图 2　Nano-ICG 的表征。（a）Nano-ICG 颗粒的透射电镜（TEM）图；（b）Nano-ICG 在 600 和 850 nm 之间的紫外吸收光谱；（c）Nano-

ICG 的细胞毒性测定

Fig.  2　Characterization of Nano-ICG.  （a） Transmission electron microscopy （TEM） plots of Nano-ICG particles； （b） UV absorption 
spectra of Nano-ICG between 600 and 850 nm； （c） cytotoxicity testing of Nano-ICG
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溶液［32-33］。滴注后立即将小鼠上下往复颠倒，以确保

药物均匀分布于呼吸道壁。小鼠基本清醒后，将其放

回饲养笼。

3.2　细胞实验方案

采用细胞计数试剂盒测定 Nano-ICG 对巨噬细胞

（RAW264.7 品系）的活性影响。巨噬细胞被接种在

96 孔板上（每个孔有 2×104 个细胞，体积为 100 μL）。

12 h 后 将 孔 中 的 巨 噬 细 胞 放 在 不 同 质 量 浓 度（0、
110、220、330 μg/mL）的 Nano-ICG 水 溶 液 中 孵 育

24 h。24 h 后加入细胞计数试剂（体积为 10 μL），每

孔孵育巨噬细胞 3 h。用酶标记仪测定每个孔的吸光

度，并测定巨噬细胞活力。

为了评价巨噬细胞对 Nano-ICG 的摄取能力，将

小鼠单核巨噬细胞白血病细胞（RAW264.7 品系）接种

于共聚焦皿上（共有 5×104 个细胞），12 h 后用 Nano-

ICG 溶液（体积为 50 μL，质量浓度为 2 mg/mL）进行

孵育。通过激光共聚焦显微镜观察孵育前后的成像结

果，判断巨噬细胞的吞噬情况。

3.3　呼吸道成像方案

采用 US-PA 双模小动物成像系统对 Control 组
和 Model 组小鼠的呼吸道进行成像。PAI 信号通常

由内源性吸收剂如黑色素、氧合血红蛋白和脱氧血

红蛋白的光吸收主导［32-33］，为了增加其他组织的信

号 ，通 常 采 用 外 源 性 造 影 剂 ，包 括 纳 米 粒 子 和 染

料［34-35］。Nano-ICG 作为一种外源性造影剂，能与细

胞表面受体结合，从而在组织内实现均匀的积累，实

现增强 PAI 成像。成像过程采用体积分数为 1.5%
的异氟烷麻醉小鼠，随后将颈部脱毛的小鼠置于成

像平台上，在颈部正面涂抹超声耦合凝胶，进行成像

实验。

LPS 滴注 2 d 后建模成功的 Model 组小鼠和健康

状态的 Control 组小鼠各有 5 只，分别在滴注 Nano-

ICG 前后进行 PAI 和 US 联合成像。每一组成像的采

集时间点包括滴注后的 15、30、60 min。实验结束后，

通过安乐死处死所有小鼠，以获取气道样品用于病理

实验。利用 Vevo Lab Software 3.2.0 对实验采集的

PAI和 US 成像数据进行离线定量分析。

在滴注 LPS 2 d 后的小鼠呼吸道内注入 100 μL 的

质量浓度为 2 mg/mL 的 Nano-ICG，60 min 后取出气

管，利用小动物活体荧光成像系统观察 Nano-ICG 富

集在气管的情况（激发光波长为 745 nm，发射光波长

为 840 nm），验证炎症细胞的发展程度。

3.4　病理实验

解剖出的小鼠气管首先被放置在标记好的包埋盒

中，然后置于组织固定液中固定 24 h，随后在流水中冲

洗 24 h。将经过流水冲洗处理的小鼠样品按照标准流

程进行脱水处理，并包埋成蜡块。将包埋好的蜡块固

定于旋转切片机上，并将其切成厚度为 4 μm 的薄片。

染色前，将切片放入 60 ℃恒温箱中烤 2 h，再按 H&E
染色标准进行染色。最后，使用数字病理玻片扫描仪

对染色后的切片进行图像采集并保存。对小鼠气管不

同位置进行连续切片，尽可能多地获取整条气管的横

断面和水平面染色图片，便于后期与光声成像结果进

行对比。

3.5　数据测量和分析

本研究采用 Origin 软件对 PAI 强度数据进行统计

分析。采用 Kruskal 统计法测定 4 个亚组（无 ICG 滴

注、滴注后 15 min 组、滴注后 30 min 组和滴注后 60 min
组）的 PAI 强度的差异，数值以平均值±标准差（SD）

表示。

4　实验结果

4.1　Nano⁃ICG的表征

ICG 易溶于水，溶于水后形成纳米态 Nano-ICG，

呈现绿色，首先通过透射电镜对外源造影剂 Nano-ICG
的形状及大小进行表征。如图 2（a）所示，Nano-ICG
的平均尺寸为 65 nm 左右，且呈现圆形，表现出聚集状

分布。

图 2　Nano-ICG 的表征。（a）Nano-ICG 颗粒的透射电镜（TEM）图；（b）Nano-ICG 在 600 和 850 nm 之间的紫外吸收光谱；（c）Nano-

ICG 的细胞毒性测定

Fig.  2　Characterization of Nano-ICG.  （a） Transmission electron microscopy （TEM） plots of Nano-ICG particles； （b） UV absorption 
spectra of Nano-ICG between 600 and 850 nm； （c） cytotoxicity testing of Nano-ICG
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接 下 来 ，我 们 研 究 了 Nano-ICG 材 料 在 不 同 波

长照射下的紫外吸收光谱和细胞毒性。光学吸收

性能是 PAI 对比度的主要决定因素。如图 2（b）所

示，在 600~850 nm 区间，Nano-ICG 在 780 nm 处有

最大的光吸收特性。随后对 Nano-ICG 的生物安全

性进行了测试，实验结果如图 2（c）所示，质量浓度

为 330 μg/mL 的 Nano-ICG 溶液对小鼠巨噬细胞没

有毒性。

4.2　巨噬细胞对 Nano⁃ICG的吞噬情况

我们通过实时成像进一步研究巨噬细胞在 Nano-

ICG 注入后的内吞动态情况。如图 3所示，我们使用共

聚焦荧光显微镜观察了不同时间段内 Nano-ICG注入后

的内吞过程。结果显示，在 Nano-ICG 注入后的 1 h内，

巨噬细胞内吞 Nano-ICG 的现象很明显。此外，激光共

聚焦图像显示巨噬细胞对 Nano-ICG的摄取量与时间呈

正相关，吞噬纳米颗粒后图像的信号强度也相应增大。

4.3　气道活体成像结果

本 研 究 获 取 了 Control 组 和 Model 组 在 Nano-

ICG 滴注前和滴注后 15、30、60 min 时的小鼠气道

的 PAI 和 US 图 像 。 如 图 4（a）所 示 ，小 鼠 在 滴 注

Nano-ICG 溶液 15 min 后，Model 组的 PAI 信号相较

于 Control 组呈现增强的趋势。此外，在 Control 组
中，随着时间的增加，Nano-ICG 的 PAI 信号呈现减

弱的趋势。而在 Model 组中，对应 PAI 信号却不断

增强。 30 min 后，PAI 图像在 Control 组和 Model 组
中呈现更明显的对比度。 60 min 后，Model 组中的

PAI 信号最强，与 Control 组相比有更为显著的对比

效果。

为了准确计算 Nano-ICG 增强呼吸道炎症的光声

效果，本研究利用 PAI 图像测量不同时间下的信号强

度。如图 4（b）所示，在 Control 组中，小鼠呼吸道内的

Nano-ICG 随着滴注后时间的增加不断地减少。如图

4（c）所示，在 Model 组中，小鼠呼吸道内的 Nano-ICG

随着滴注后时间的延长不断地增加。结果表明，

Nano-ICG 在注入 60 min 后能有效地反映呼吸道壁上

炎症细胞的发展程度。

本研究进一步利用 Matlab 软件对二维 PAI 图像

进行了三维重建，如图 5（a）所示。三维呼吸道炎症的

PAI 结果可以提供更准确的呼吸道炎症信息。二维

PAI 扫描获得的冠状图显示，在呼吸道中此位置处有

炎症细胞聚集，并显示了呼吸道中无炎症区域的 PAI
结果。图 5（b）展示了我们使用小动物荧光成像系统

对滴注 Nano-ICG 后的小鼠炎症离体气道的成像结

果。此成像结果为荧光成像数据叠加在白光成像上的

伪彩图像，其中灰阶图像为使用该成像系统对上述小

鼠气道进行白光成像的结果，伪彩色图像为使用该成

像系统对上述小鼠气道进行荧光成像的结果。通过该

结果，我们能够观察到气道中有炎症细胞处和无炎症

细胞处的图像信息。

图 3　巨噬细胞在不同时刻处吞噬 Nano-ICG 的共聚焦成像结果

Fig.  3　Confocal imaging results of Nano-ICG phagoidities of macrophages at different moments
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图 4　Control 组和 Model 组的 PAI 结果以及分析结果。（a）Control 组和 Model 组在 Nano-ICG 注入前和注入后的小鼠呼吸道的 PAI
和 US 图像的整合图像；（b）Control 组中小鼠呼吸道内的 Nano-ICG 数量随注入时间的变化；（c）Model 组中小鼠呼吸道内的

Nano-ICG 数量随注入时间的变化

Fig.  4　PAI and analysis results of Control group and Model group.  (a) Integrated images of PAI and US images of mouse airways 
before and after Nano-ICG injection in Control and Model groups; (b) number of Nano-ICG in airway of mice in Control group 

versus injection time; (c) number of Nano-ICG in airway of mice in Model group versus injection time

图 5　小鼠呼吸道的 PAI结果。（a）在  LPS滴注后第 2天小鼠呼吸道的三维  PAI图像； （b） Nano-ICG 标记的炎症呼吸道的荧光图像

Fig.  5　PAI results of mouse airway.  (a) Three denominational PAI images of mouse airway on second day after LPS instillation;
(b) fluorescent image of inflamed airway labeled by Nano-ICG
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4.4　呼吸道炎症的组织学评价

为了更进一步明确炎症引起的形态及结构的改变，

本研究对气道样本进行病理切片和染色，结果如图 6所

示。在 Control组的切片中，呼吸道呈浅粉色，管壁内侧

无增厚，光滑平整，未观察到肿胀点和出血点，未见明显

病变。相反，在Model组的切片中，呼吸道出现明显的出

血和肿胀现象，表面散布出血点，管壁内侧炎症细胞浸润

显著，管腔内分泌物增多，管壁及基底膜增厚不规则。

5　讨　　论

呼吸道感染是目前临床上常见的呼吸疾病之一。

然而，对于这类疾病，我们仍缺乏有效的定量评估手

段，这限制了临床治疗方法的应用。气管上皮不仅是

呼吸道传递外界气体的枢纽，同时还参与气管的免疫

反应，与管腔内的外液共同构成了第一道物理屏障，维

持着呼吸系统的稳态［36］。病毒、细菌、灰尘颗粒等外部

物质暴露在气管，活化免疫细胞，引发炎症反应，导致

炎症细胞浸润，进而上皮细胞大量凋落缺失［37］。在治

疗呼吸道感染时，临床医师通常会使用抗生素。因此，

精确和快速的影像学分析不仅是确诊依据，也是选择

合理治疗方案的基础，有助于减少过度使用抗生素。

研究表明，病理学和细胞生物学技术可以有效反

映呼吸道炎症的发展程度。尽管小动物荧光成像系统

可以定量显示呼吸道不同位置的炎症情况，如图 5（b）
所示，但是其应用离不开侵入式的测量方法。常规病

理学在大多数情况下也足以有效地呈现呼吸道的炎症

情况，如图 6 所示。然而，这些方法通常具有侵入性测

量和较高成本的特点，无法在在体情况下实现对呼吸

道炎症的实时检测。在本研究中，通过光声系统对呼

吸道炎症进行成像，可以实时、无创且定量地评估呼吸

道的炎症发展程度。

基于实验结果可以发现 Nano-ICG 在被细胞吞噬

后不仅不影响光学效果，而且随着时间的增加，其光学

性能更加显著，此结果与相关文献［38-41］报道一致。由

于纳米颗粒进入细胞有复杂的内吞途径［42-43］，因此通

过借助 Nano-ICG 外源性造影剂的光谱特点，可以增

强 PAI图像对呼吸道炎症的显示效果。三维成像结果

进一步突出了 PAI 成像优势，能够清晰地分辨呼吸道

不同位置的炎症情况。尽管本研究成功实现了呼吸道

炎症的定量评估，但仍存在一些不足之处。对于小鼠

呼吸道炎症模型，尚未深入研究 Nano-ICG 滴注对其

造成的影响，这可能会影响 Model 组和 Control 组在

PAI 图像中的整体光强。未来的研究将解决 Nano-

ICG 滴注呼吸道的方式，以减少此过程对呼吸道炎症

模型的影响。

6　结　　论

构建了小鼠的急性呼吸道炎症模型，借助 Nano-

ICG 对呼吸道炎症进行观察，证实了 PAI 技术评估炎

症的可行，Model组炎症的光声成像结果、病理结果以

及荧光成像结果匹配良好。综上所述，所构建的模型

为 PAI在呼吸道炎症评估过程中的应用提供了新的方

法和思路，具有广阔的应用前景。
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Abstract
Objective　Respiratory viruses possess strong infectivity, rapid transmission, short incubation periods, and sudden onset of illness.  
These features have led to widespread global transmission, significantly affecting the health of children worldwide.  In addition, these 
viruses have caused significant economic losses and casualties in various countries.  Antibiotics are commonly used to control 
respiratory infections in humans.  Therefore, accurate and rapid understanding of the course of respiratory infections is the foundation 
for selecting a treatment plan.

In biomedical imaging, various imaging methods can reveal microscopic and macroscopic phenomena within organisms.  These 
methods include magnetic resonance imaging (MRI), computed tomography, positron emission tomography, ultrasound (US) 
imaging, optical coherence tomography, and fluorescence imaging.  These technologies provide rich information, thereby contributing 
to a comprehensive understanding of the characteristics of respiratory infections and supporting the development of rational treatment 
plans.  Owing to limitations in specificity, resolution, and radiation, these imaging techniques lack the ability to accurately image 
biological structures in the early stages of disease development.  In this study, the noninvasive, deep-penetrating, and high spatial 
resolution advantages of photoacoustic (PA) imaging (PAI) are utilized.  This is combined with the excellent fluorescence properties of 
the exogenous contrast agent indocyanine green nanoparticles (nano-ICG) in the near-infrared region and the high expression of 
macrophages during inflammation.  This combination enables the visualization of the development of respiratory inflammation.

Through the establishment of animal models and in vivo experiments, we quantitatively evaluate the macrophage expression in 
acute respiratory infections, as shown in Fig. 1.  Research on PAI is expected to provide a new approach for the noninvasive 
quantitative assessment of inflammation in acute respiratory infections.

Methods　 This study uses a respiratory inflammation mouse model for photoacoustic imaging.  Initially, the mice are anesthetized 
using isoflurane with volume fraction of 1.5%, followed by the instillation of lipopolysaccharide (LPS) solution into the mouse 
respiratory tract to construct the respiratory inflammation model group after two days.  Five mice are selected from the Control and 
Model groups for further studies.  Subsequently, the ultraviolet absorption spectra and cytotoxicity of nano-ICG materials are studied 
under irradiation at different wavelengths.  The internalization dynamics of macrophages after nano-ICG injection are investigated.  
Finally, a PA-US dual-mode small animal imaging system is used to image different groups (Control and Model groups).  Imaging is 
conducted before nano-ICG instillation and when the post-injection time is 15, 30, and 60 min in each group of mice.  PA and US data 
collected from the experiment are subjected to offline quantitative analysis using Vevo Lab Software 3.2.0 to observe the overall 
respiratory inflammation under PAI.

Results and Discussions　Transmission electron microscopy is used to characterize the shape and size of the exogenous contrast 
agent, nano-ICG.  As shown in Fig. 2 (a), Nano-ICG has an average size of approximately 65 nm with a round shape and aggregated 
distribution.  Subsequently, the cell counting kit is employed to evaluate the in vitro viability of macrophages, and the absorbance of 
each well is determined using enzyme-linked immunosorbent assay, as shown in Figs. 2(b) and 2(b).  The internalization of nano-ICG 
at different time points after injection is observed using confocal fluorescence microscope, as shown in Fig. 3.  These results indicate 
that nano-ICG continue to be internalized by the macrophages within one hour after injection.  Additionally, laser confocal microscope 
images exhibit a positive correlation between the uptake of nano-ICG by macrophages and time.  After engulfing the nanoparticles, the 
imaging effect of macrophages becomes more prominent.  Within the first 15 min after nano-ICG injection in mice, Model group 
exhibits an enhanced trend in the PA signal compared with the normal group.  In Control group, the PA signal of nano-ICG exhibits a 
decreasing trend over time, whereas in Model group, the corresponding PA signal continues to increase.  After 30 min, the PAI 
images of Control and Model groups exhibit more noticeable contrast.  After 60 min, Model group exhibits the strongest PA signal, 
showing a more significant contrast than Control group, as shown in Fig. 4(a).  In Control group, the amount of nano-ICG in the 
mouse airways continuously decreases with increasing post-injection time, as shown in Fig. 4(b).  In Model group, the quantity of 
nano-ICG on the mouse airway wall increases continuously with the post-injection time, as shown in Fig. 4(c).  These results indicate 
that nano-ICG can effectively reflect the degree of development of inflammatory cells on the respiratory wall when the post-injection 
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time is 60 min.  Three-dimensional PAI images of respiratory inflammation provide more accurate information on respiratory wall 
inflammation, as shown in Fig. 5(a).  The coronal images generated by two-dimensional PAI scans, indicate the presence of 
inflammatory cell aggregation in the respiratory tract at that position.  Figure 5(b) validates the accuracy of three-dimensional PAI 
images by showing images of inflammatory and non-inflammatory cells in the respiratory tract using an in vivo imaging system (IVIS) 
for small animals.  Although PAI can visually present respiratory inflammation, some mice must be euthanized for pathological 
sectioning and staining to gain a more comprehensive understanding of the morphological and structural changes in inflammation.  
Histological results are shown in Fig. 6.  Control group sections exhibit a light pink color in the airways with no thickening on the inner 
side of the tube wall and smooth and regular surfaces without apparent lesions.  In contrast, Model group sections exhibit noticeable 
bleeding, significant swelling, scattered bleeding points on the surface, infiltration of inflammatory cells on the inner side of the tube 
wall, and increased secretion into the lumen, consistent with the imaging structures of PAI.

Conclusions　 This study successfully establishes a mouse model for acute respiratory inflammation and utilizes nano-ICG to 
observe respiratory inflammation, confirming the feasibility of evaluating inflammation using PAI.  The PAI results for inflammation 
in the model are consistent with the pathological and IVIS results.  This research provides new methods and insights for assessing 
respiratory inflammation.  In summary, PAI is widely applicable to respiratory inflammation research because of its unique imaging 
capabilities, non-invasiveness, and high resolution.  This study provides strong support for a deeper understanding of the development 
of respiratory inflammation and evaluation of treatment effectiveness.

Key words medical optics; photoacoustic imaging; acute airway inflammation; indocyanine green nanoparticles, macrophages
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