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近红外二区荧光活体生物成像技术研究进展

冯哲 1，2，3，钱骏 1，2，3*

1浙江大学现代光学仪器国家重点实验室，浙江 杭州 310058；
2浙江大学光电科学与工程学院光及电磁波研究中心，浙江 杭州 310058；

3浙江大学先进光子学国际研究中心，浙江 海宁 314400

摘要 近红外二区荧光成像技术是一种大深度、高分辨的光学活体成像手段。相较于可见光（360~760 nm）和近

红外一区（760~900 nm）窗口，近红外二区（900~1880 nm，NIR-II）窗口内的组织光吸收明显提升，显著抑制了二维

面阵成像中的散射背景，使得成像效果得到改善。围绕着NIR-II窗口，研究者们已经开发了多种发光探针、成像系

统及诊疗手段，在啮齿类、非人灵长类实验动物上展开实践，并在临床外科手术中初步评估了其应用前景。将从生

物组织对可见 -近红外波段光子的吸收与散射作用入手，阐述 NIR-II光学成像的理论机制，简要介绍常见的几类

NIR-II光学探针，综述现有的几种多模态NIR-II成像方式，并对成像引导下的多功能诊疗平台进行讨论，旨在为该

领域的进一步发展提供参考，争取早日实现临床转化。
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Abstract Near-infrared-II (NIR-II) fluorescence visualization is an in vivo optical imaging technique with large
imaging depth and high resolution. Compared with visible (360‒760 nm) and near-infrared-I (760‒900 nm) windows,
the light absorption of bio-tissues in the second near-infrared window (900‒1880 nm) improves significantly, suppressing
the scattering background in two-dimensional array detection, thus remarkably improving imaging quality.
Currently, scientists have developed various luminescent probes, imaging systems, and theranostics pathways
corresponding to the NIR-II window. The experimental animals cover from rodents to non-human primates. The
clinical surgery of human liver tumors guided by NIR-II fluorescence imaging has also been initially evaluated. With
light absorption and photon scattering in the visible and near-infrared regions in biological tissues, this study
expounds on the mechanism of imaging quality improvement on NIR-II fluorescence imaging. It briefly introduces
several typical NIR-II luminophores and reviews the developed multimodal NIR-II optical imaging methods. The
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multi-functional theranostics platform guided by precious NIR-II optical imaging is also discussed. These aim to
provide references for further development and accelerate clinical translation.
Key words the second near-infrared window; in vivo fluorescence imaging; multimodal optical imaging; functional
theranostics

1 引 言

光学成像不存在电离辐射过程且分辨率较高，

已被广泛应用于生物医学成像中。科学家们常常

对特定的生物组织结构进行特异性标记后，通过荧

光成像对生物组织进行精准检测。长久以来，由于

光在生物组织中传播受到较大的阻碍，荧光成像被

限定在细胞及薄片组织中。在活体层面，科学家们

常用拓展到 760~900 nm的近红外一区（NIR-I）窗

口进行成像。然而，在该窗口内，在生物组织中传

播的光子仍然受到较强的散射作用，这严重限制了

组织荧光成像的成像深度和图像分辨率。2003年，

哈佛医学院 Frangioni教授及麻省理工学院 Bawendi
教授等［1］预测了大于 1000 nm光学窗口的大深度成

像潜力。2009年，斯坦福大学戴宏杰教授团队［2］利

用单壁碳纳米管实现了首例大于 1000 nm的近红外

活体荧光成像。不久后，1000~1700 nm作为第二

个近红外成像窗口（近红外二区 NIR-II，又称短波

红外波段 SWIR）被大家熟知［3］。NIR-II光致发光

探针的开发和 NIR-II荧光活体功能成像的应用成

为研究热潮［4-12］。

截至目前，科学家们已经设计合成了一大批性

能优异的 NIR-II探针。此外，围绕着 NIR-II组织光

学窗口，研究者们开发了多种成像模式，以多维度

解析生物结构及功能。本文将立足于 NIR-II荧光

成像技术，从理论机制入手，梳理目前多种光学生

物探针的研发现状，深入讨论当下的多种多模态

NIR-II成像技术，并介绍 NIR-II荧光成像引导下的

复合诊疗平台。

2 近红外二区荧光成像技术

光在生物组织中传播时会受到分子吸收和组

织散射的作用，这些干扰会使得部分光子无法按照

理想路径传播。在光学成像的过程中，我们往往希

望只接收未被干扰的弹道光子，以期获得精准的图

像信息。故而，研究生物成分对光子的吸收与散射

作用尤为重要。

图 1给出了多种生物成分，如水分子［如图 1（a）
所示］［13］、血红蛋白［如图 1（b）所示］［14］、皮下脂肪

［如图 1（c）所示］［15］、黑色素［如图 1（d）所示］［16］的吸

收光谱。从光谱上看，在 400~600 nm，血红蛋白及

氧合血红蛋白的光吸收极强，相较之下，NIR-I波段

内各个组分的光吸收较小，利于光子传播。图 2给
出了血液［如图 2（a）所示］［14］、皮下脂肪［如图 2（b）
所示］［15］的散射光谱。随着波长的增加，光子散射

逐渐下降，这与Mie散射和 Rayleigh散射理论一致。

在不同的应用需求驱动下，研究者们也测试了皮

肤 、颅 骨 、大 脑 等 组 织 的 光 学 特 性［17］。 在 760~
900 nm，即 NIR-I窗口，光子吸收及散射均较小，利

于光子传播。加之在该波段响应的探测器较为成

熟（常用硅基探测器），这个窗口已经在生物医学成

像及临床术中荧光导航中广泛应用。近年来，研究

者们发现，在NIR-I区之后的波段，活体成像效果更

佳。随后，聂书明教授团队［3］将大于 1000 nm的波

段称为第二个活体成像窗口，即近红外二区。相较

于NIR-I的光子，在NIR-II窗口内的光子波长更长，

在生物组织中受到的散射更小。避开在 1400~
1500 nm 的 水 分 子 吸 光 峰 后 ，1000~1400 nm 和

1500~1700 nm波段的光子在生物组织中传播时衰

减长度更大，有利于大深度生物检测。其中 1300~
1400 nm被称为 NIR-IIa窗口，1500~1700 nm被称

为 NIR-IIb窗口。此外，生物组织被激发出的自发

荧光主要集中在较短的区域（可见光区和 NIR-I
区）。随着波长的增加，生物组织自发荧光造成的

背景干扰明显下降，如图 3所示［18］。活体近红外二

区荧光生物成像效果优异，长期以来，该窗口内的

光子散射较小和组织自发荧光极低被视作主要原

因。再者，传统的硅基探测器灵敏度较差，常用窄

带隙铟镓砷半导体材料作为探测基底进行光子检

测。常见的铟镓砷探测器由于磷化铟衬底的阻断，

响应范围被限定在 900~1700 nm。又由于 980 nm
附近水分子存在一个光吸收极大值，NIR-II窗口常

被定义在 1000~1700 nm。

最近，浙江大学钱骏教授团队［19］完善了 NIR-II
窗口的概念。研究发现，适当的组织光吸收可以有

效地抑制组织中光程较长的散射光子，显著提升图

像的对比度［19-21］，如图 4（a）所示。因而，除了组织光

子散射作用随波长增加而降低和生物自发荧光在
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NIR-II窗口内的分量极低，生物组织在 NIR-II窗口

内光吸收较大也是近红外二区成像效果优异的一

大重要原因。鉴于水是生物体最主要的成分，该团

队根据水分子在可见光及近红外波段的吸收光谱，

将 NIR-II窗口定义进一步完善为 900~1880 nm，如

图 4（b）所示。由于水分子在 980 nm的极值吸收，故

而 在 900~1000 nm 的 成 像 效 果 并 不 亚 于 1000~
1100 nm，所以 900~1000 nm应被囊括到 NIR-II窗

图 2 典型生物组织在可见-近红外波段的光散射特性。（a）血液的散射光谱［14］；（b）皮下脂肪的散射光谱［15］

Fig. 2 Light scattering characteristics of typical biological tissues in the visible and near-infrared regions. (a) Scattering spectrum
of blood[14]; (b) scattering spectrum of subcutaneous adipose tissue[15]

图 1 多种生物成分在可见-近红外波段的光吸收特性。（a）水分子的吸收光谱［13］；（b）血红蛋白/氧合血红蛋白的吸收光谱［14］；

（c）皮下脂肪组织的吸收光谱［15］；（d）黑色素的吸收光谱［16］

Fig. 1 Light absorption properties of several common biological components in the visible and near-infrared regions. (a) Absorption
spectrum of water[13]; (b) absorption spectrum of hemoglobin/oxygenated hemoglobin[14]; (c) absorption spectrum of

subcutaneous adipose tissue[15]; (d) absorption spectrum of melanin[16]
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口内。只要荧光探针足够亮，1400~1500 nm组织

光吸收作用可以非常显著地抑制散射背景，因此该

波 段 被 定 义 为 NIR-IIx 窗 口 。 整体来说，1500~
1880 nm范围内，组织的光吸收及光散射作用比较

相 似 。 由 于 晶 格 匹 配 的 常 规 铟 镓 砷 半 导 体

（In0. 53Ga0. 47As）禁带宽度限制，1700 nm成为探测的

上限波长。故而 1500~1880 nm被分成两个窗口，

其 中 1700~1880 nm 被 定 义 为 NIR-IIc 窗 口 。 与

NIR-IIb窗口相比，NIR-IIc窗口的光子散射进一步

减弱，然而组织光吸收同时也下降，所以在二维面阵

探测成像中，NIR-IIc窗口的成像性能与 NIR-IIb窗
口类似。如图 4（b）所示，水分子在 1930 nm附近存

在极高的吸收。通过蒙特卡罗模拟，1880~2080 nm
波段会严重损耗信号光子，不利于深度成像，故避

之。2080~2340 nm波段内，组织光散射较低，水的

光吸收较为合适 ，可以视作第三个近红外窗口

（NIR-III），并 具 备 比 NIR-II 更 高 的 成 像 性 能 。

2340 nm以后，水分子吸光度始终处于极高的水平，

不利于活体荧光成像。因而，NIR-III波段是最后一

个未被开发的近红外成像窗口。

图 3 生物组织在可见-近红外波段的自发荧光特性［18］。（a）肝脏在不同波长光源激发下的自发荧光光谱；（b）808 nm光源激发

下肝脏、脾脏及心脏的自发荧光光谱；（c）图 3（b）光谱在 1300~1750 nm的放大

Fig. 3 Spontaneous fluorescence characteristics of biological tissues in the visible and near-infrared regions[18].
(a) Autofluorescence spectra of liver under the excitation of different wavelength light sources; (b) autofluorescence spectra

of liver, spleen, and heart under 808 nm laser excitation; (c) enlarged spectra of Fig. 3 (b) in 1300‒1750 nm

图 4 近红外光学生物成像机制［19］。（a）光在组织中传播的示意图；（b）水分子吸收光谱及近红外成像窗口定义

Fig. 4 Mechanism of near-infrared optical biological imaging[19]. (a) Schematic of light propagation in bio-tissue; (b) absorption
spectrum of water and the imaging windows in the near-infrared region

3 近红外二区荧光探针概述

为特异性地标记感兴趣的生物组织，需要借助

多功能的荧光探针。先前的荧光探针的发射波长大

多位于NIR-I区及可见光波段。随着NIR-II成像技

术的挖掘，该领域涌现出越来越多的性能优异的成

像探针。大体上，这些探针可以分为有机染料和无

机纳米颗粒两大类。下面将主要介绍小分子荧光染

料、有机荧光纳米探针、量子点光致发光无机纳米探

针及稀土离子掺杂光致发光纳米探针等NIR-II发光

探针的研究现状，以期为未来临床转化提供参考。

3. 1 小分子荧光染料

小分子药物是目前临床诊疗中最常见的一类药

物。其具有明确的分子结构和较好的生物代谢性

质，具备较高的临床转化潜力。事实上，一些高生物

安全性的小分子染料药已经通过了美国食品药品监

督管理局（FDA）的认证，并广泛应用于临床。其

中，吲哚菁绿［ICG，化学结构如图 5（a）所示］［22-24］及

亚甲基蓝［MB，化学结构如图 5（b）所示］［25］等作为

临床可用的NIR-I发射的小分子染料近年来也被发

图 5 几种具有NIR-II荧光发射的水溶性小分子染料。（a）ICG的化学结构［22-24］；（b）MB的化学结构［25］；（c）（d）两种聚次甲基

结构的NIR-II荧光染料［29-30］；（e）（f）两种D-A-D结构的NIR-II荧光染料［6，31］

Fig. 5 Several water-soluble molecular dyes with NIR-II fluorescence. (a) Chemical structure of ICG[22-24]; (b) chemical structure
of MB[25]; (c)(d) two NIR-II fluorescent dyes with polymethylene structure[29-30]; (e)(f) two NIR-II fluorescent dyes with D-

A-D structure[6, 31]
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现具有较强的NIR-II发射。

2018年，麻省理工学院 Bawendi教授及 Bruns
教授团队［23］报道了首个利用 ICG荧光小分子的尾荧

光实现近红外二区荧光成像的案例。由于商用的硅

探测器在 900 nm以上灵敏度较低，其近红外二区发

射特性一直没有被研究者关注到。在这个工作中，

研究者发现 ICG具有较强的近红外二区荧光拖尾，

且当 ICG注入血液中后，其 NIR-II亮度得到进一步

提升。随后，钱骏教授、附属邵逸夫医院李恭会教授

及附属妇产科医院张丹教授等［24］通过肌肉注射的方

式，有效延长了 ICG血液循环时间，并利用 NIR-II
宽场荧光显微术实现了穿颅小鼠脑血管成像。除

ICG 外，MB 也被证明具备较好的 NIR-II荧光发

射［25］。与 ICG不同的是，MB可以从肾脏排泄，对临

床泌尿系统疾病的诊疗至关重要。钱骏教授同李恭

会教授［25］合作，利用MB辅助的 NIR-II荧光非侵入

性功能成像，对活体小鼠的肾脏功能进行精准检测。

除了以上两种临床可用的小分子染料，一些商用染

料，如新吲哚菁绿（IR-820）、IRdye800CW、IR-12N3
等也被挖掘出近红外二区荧光成像潜力［26-27］。这些

荧光分子都是典型的峰值荧光发射在NIR-I区的染

料，但由于它们具有较大的摩尔消光系数、较高的荧

光量子产率及较强的 NIR-II发射拖尾，在 NIR-II区
的拖尾信号仍非常强［28］。这些染料基本上都具备较

高的生物安全性和生物可排泄能力，可以适应不同

的应用需求，具有较大的转化潜力。

尽管如此，但如何延长发射波长并保证较高的

荧光强度仍是一个热点话题［32］。斯坦福大学戴宏

杰教授团队、斯坦福大学程震教授团队、武汉大学

洪学传教授和肖玉玲教授团队、复旦大学张凡教授

团队、南方科技大学梁永晔教授团队等一大批科学

家们展开了深入研究［29，33-36］。以聚次甲基结构为模

型，科学家们开发了许多 NIR-II荧光分子［29-30，37］，如

图 5（c）和图 5（d）所示，荧光波段、循环时间等性质

不断得到改善。2016年，武汉大学洪学传教授团队

与斯坦福大学戴宏杰教授等［6］开发了具备供体-受体-

供体（D-A-D）结构的NIR-II有机小分子CH1055，如
图 5（e）所示，最大发射波长为 1055 nm。此后，一系

列性能优异的 D-A-D结构的 NIR-II小分子染料被

开发［31，38-41］，如图 5（f）所示，并应用于多功能 NIR-II
荧光活体成像中。

3. 2 有机荧光纳米探针

很多小分子或聚合物大分子都面临水溶性较

差的问题，需要将其包覆改成纳米颗粒，以转化为

水相并在脉管系统中稳定循环。围绕着 NIR-II窗
口，研究者已经开发了一系列优秀的有机纳米发光

探针。下面将主要介绍聚集诱导发光纳米探针和

有机聚合物纳米探针。

3. 2. 1 聚集诱导发光纳米颗粒

荧光染料的平面结构使得染料在聚集时大部

分能量以非辐射跃迁的形式耗散，荧光强度大幅下

降，这便是聚集诱导淬灭（ACQ）效应［42］。为了避

免分子聚集，研究者们提出了一些改良的包覆方

案［43］。2001年，唐本忠院士团队［44］提出了聚集诱导

发光（AIE）的分子设计概念，之后一系列具有 AIE
特性的荧光分子被设计构建。通过限制分子内部

振动和转动，AIE分子在聚集态的荧光强度显著提

升，如图 6所示［45］。近年来，AIE分子的设计及应用

开发迅速成为一大研究热点［46-47］。随着近红外二区

窗口的概念提出，具有 NIR-II发射特性的 AIE荧光

染料也逐渐问世［48-49］。2018年，钱骏教授团队与唐

本忠院士团队［50］合作，开发了具有约 810 nm峰值

发射，同时具有 900 nm以上强发射拖尾的 AIE分

子 TQ-BPN。通过双极性大分子 F-127 的包覆，

TQ-BPN dots被用于近红外二区荧光活体成像，成

功实现小鼠全身血管显影和小鼠脑血管大深度造

影。自此以后，一大批优秀的具有 NIR-II强发射的

AIE探针被开发。受此启发，研究者将高亮度、宽

发射光谱的 AIE荧光探针应用于 NIR-IIb拖尾荧光

活体成像［51-55］。通过调控分子间的相互作用，控制

分 子 在 纳 米 胶 束 中 的 扭 曲 的 分 子 内 电 荷 转 移

（TICT）及 AIE特性，得到长波长近红外强发射的

AIE纳米探针［52］；又通过将平面块结合到扭曲的骨

架中，研究者进一步提升了 AIE纳米探针的 NIR-

IIb发射能力［53］。

对于临床转化来说，AIE探针的生物安全问题

至关重要。围绕着 AIE纳米探针的生物排泄性，钱

骏教授团队［51］展开研究，结果如图 7所示。利用荧

光共振能量转移，研究者发现在生物环境中，包覆

在纳米胶束中的长烷基链 AIE分子相较于无链分

子更容易释放。通过活体代谢研究，研究者发现长

烷基链 AIE荧光团与无烷基链 AIE荧光团在静脉

注射入小鼠体内后经肝胆系统的排泄效果有显著

差异。除了啮齿类动物，在非人灵长类动物上也明

确发现了这样的排泄作用。该发现对未来探究生

物可排泄的有机纳米荧光探针意义重大。
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图 6 ACQ和AIE现象的示意图［45］。（a）由于 π-π堆叠，荧光素（fluorescein）在聚集态下的荧光淬灭；（b）由于分子内运动受限，

四苯乙烯（TPE）在聚集态下的荧光增强

Fig. 6 Schematic of ACQ and AIE[45]. (a) Fluorescence quenching of fluorescein in the aggregate state due to π-π stacking;
(b) emission enhancement of tetraphenylethene (TPE) in the aggregate state due to restriction of intramolecular

motion (RIM)

图 7 可排泄的 AIE探针用于非人灵长类动物大深度荧光成像［51］。（a）具有明亮 NIR-II和 NIR-IIb发射及生物可排泄性的

OTPA-BBT纳米颗粒；（b）静脉注射OTPA-BBT纳米颗粒后活体小鼠排泄情况监测，比例尺为 10 mm；（c）大深度穿颅

（磨薄）狨猴（非人灵长类动物）脑血管成像；（d）无创、高空间频率NIR-IIb荧光狨猴胃肠道造影，比例尺为 20 mm
Fig. 7 Excretable AIE fluorophores for deep-penetration fluorescence imaging in non-human primates[51]. (a) Biologically

excretable OTPA-BBT dots with bright NIR-II/NIR-IIb emission; (b) NIR-II fluorescence monitoring of excretion in
mice after intravenous injection of OTPA-BBT dots, scale bar is 10 mm; (c) deep cerebrovascular microscopy in the
marmosets through thinned skull; (d) noninvasive NIR-IIb fluorescence gastrointestinal imaging in the marmosets with

high spatial frequency, scale bar is 20 mm
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3. 2. 2 有机共轭聚合物纳米颗粒

由于有效地增加了共轭链长，许多吸光能力强

的长波长近红外半导体共轭聚合物成为 NIR-II荧
光成像的有力候选探针［56-59］。2014年，斯坦福大学

戴宏杰教授等［60］开发了第一个 NIR-II发射的聚合

物探针，其最大荧光波长为 1047 nm，如图 8（a）所

示。此后，一系列优秀的 NIR-II半导体共轭聚合物

探针被研究者们开发［61-63］。整合了优异的光热特

性，生物兼容性良好的半导体共轭聚合物探针［如

图 8（b）所示］已被成功用于NIR-II荧光成像引导下

的肿瘤光热治疗［64-68］。

为了改善荧光发射波长红移带来的荧光衰减问

题，南京邮电大学范曲立教授团队开发了一系列

“quinoid”类聚合物，有效调节了分子内电荷转移效

应，使得聚合物纳米颗粒具有较强的NIR-II荧光发射

能力［58］。通过调整受体的比例，范曲立教授团队［57］开

发了一系列性能优异的NIR-II聚合物纳米颗粒，实现

了成像引导下高效的肿瘤光诊疗。南方科技大学吴

长锋教授团队［69］在聚合物结构中引入 phenothiazine
单元并设计一定的空间位阻减弱 π-π相互作用，设计

出一系列具有AIE效应的有机聚合物纳米探针，并利

用其优异的发光性能实现了NIR-IIa荧光活体成像。

吴长锋教授团队与中南大学邹应萍教授团队［70］合作，

提出一种可以有效提升聚合物纳米颗粒NIR-II发光

效率的氟化策略，实现了活体小鼠无创脑血管定量成

像。最近，吴长锋教授团队［71］开发了具有不同纳米粒

径的NIR-II聚合物纳米颗粒，并利用该窗口穿透深度

大的优势，实现了活体小鼠骨成像。

3. 3 量子点光致发光纳米探针

量子点是一种性能优异的光致发光探针。由

于量子限域效应，通过调整其尺寸，可以调谐量子

点的激发波长和发射波长。此外，量子点探针具有

量子产率高、抗光漂白性能优异、荧光寿命较长、斯

托克斯位移较大等优势，已广泛应用于生物医学成

像。目前，II-VI族量子点（如 CdS、CdSe和 CdTe
等）常用于 NIR-I生物成像［72］。为了进一步提高其

光学特性以进行 NIR-II成像，研究者开发了一系列

性能优异的量子点探针［73-74］，如图 9所示。以 PbS量

子点为例，钱骏教授团队［75］对具有 NIR-II窗口强发

射的 PbS/CdS量子点进行双层修饰。经修饰后的

水相量子点具备较高的生物稳定性和 pH稳定性。

图 8 两种典型的具有NIR-II发射特性的有机共轭聚合物。（a）pDA的化学结构［60］；（b）L1057聚合物的化学结构［64］

Fig. 8 Two typical organic conjugated polymer fluorophores with bright NIR-II emission. (a) Chemical structure of pDA[60];
(b) chemical structure of L1057 polymer[64]

图 9 具有近红外波段发射特性的几种典型半导体

量子点［73］

Fig. 9 Several typical semiconductor quantum dots with
near-infrared emission[73]

利用该探针，研究人员成功实现了对小鼠大深度脑

血管及肠胃道造影。斯坦福大学戴宏杰教授团

队［76］合 成 了 以 1600 nm 为 中 心 波 长 明 亮 发 射 的

NIR-IIb量子点探针，成功对小鼠肿瘤血管系统进

行了共聚焦荧光显微成像，成像深度达到 1. 2 mm。

由于 Pb、Cd等元素的毒性问题，中科院苏州纳米技

术与纳米仿生研究所王强斌教授团队、南开大学庞

代文教授团队［77-85］继续开发了更具生物安全性的量

子点纳米探针。例如，王强斌教授团队对 I-VI族量

子点的光学性质进行了精确调控，开发了一系列性

能优异的 Ag2S［85］、Ag2Se［86］、Ag2Te［87］量子点等。除

此之外，麻省理工学院的 Bawendi教授团队［88-89］也

开发了无任何重金属元素的 III-V族量子点，成功将

它们用于 NIR-II生物成像。通过对量子点表面修

饰，目前已经实现了多功能的 NIR-II生物医学成像

诊疗检测。

3. 4 稀土离子掺杂光致发光纳米探针

稀土元素即镧系元素。由于丰富的能级分布

及多重电子跃迁，稀土掺杂纳米颗粒具备独特的上

转换和下转换发光特性。对于下转换发光来说，吸

收了短波长光子的能量后，通过非辐射跃迁损失部

分能量，然后发射出长波长的光子，实现大斯托克

斯位移发光。大多数稀土离子掺杂的纳米探针具

有较窄的吸收光谱和发射光谱。以不同的离子为

发光中心，可以得到不同波长的光致发光。例如，

掺杂Nd3+、Ho3+、Pr3+、Tm3+、Er3+的氟化物纳米探针

分别在 1060、1185、1310、1475、1525 nm处具有发射

带，如图 10所示［90-91］。稀土掺杂纳米探针的光稳定

性较强，已广泛应用于生物医学成像中［92-93］。近年

来，以 Er3+离子为发光中心的下转换 NIR-IIb发光

纳米探针被大量开发。然而，由于稀土离子的吸收

截面较小，且 f-f轨道间存在宇称禁戒，其下转换发

光效率较低。如何有效增强稀土纳米探针 NIR-II
下转换发射强度成为一大研究热门。为了增强稀

土纳米探针的发射强度，苏州大学李桢教授、福州

大学宋继彬教授、哈尔滨工业大学陈冠英教授、美

国纽约州立大学布法罗分校 Prasad教授等［94-98］将一

些大吸收的染料作为敏化剂以提升纳米颗粒整体

的发光强度。此外，通过 Ce3+掺杂，斯坦福大学戴宏

杰教授团队［93］抑制了上转换途径，使得 Er3+在 NIR-

图 10 具有近红外波段发射特性的稀土离子掺杂光致发光纳米颗粒。（a）以NaYF4 Yb∶Ln为核，以NaYF4为壳的典型结构［90］；

（b）几种典型的近红外稀土离子发光的波长范围［90］；（c）几种典型近红外稀土离子的吸收光谱和发射光谱［91］

Fig. 10 Rare-earth doped photoluminescence nanoparticles with near-infrared spectral emission properties. (a) Typical structure
of the nanoparticles with NaYF4 Yb∶Ln as core and NaYF4 as shell[90]; (b) emission band of several typical near-infrared

rare-earth irons[90]; (c) absorption and emission spectra of several typical near-infrared rare-earth ions[91]
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利用该探针，研究人员成功实现了对小鼠大深度脑

血管及肠胃道造影。斯坦福大学戴宏杰教授团

队［76］合 成 了 以 1600 nm 为 中 心 波 长 明 亮 发 射 的

NIR-IIb量子点探针，成功对小鼠肿瘤血管系统进

行了共聚焦荧光显微成像，成像深度达到 1. 2 mm。

由于 Pb、Cd等元素的毒性问题，中科院苏州纳米技

术与纳米仿生研究所王强斌教授团队、南开大学庞

代文教授团队［77-85］继续开发了更具生物安全性的量

子点纳米探针。例如，王强斌教授团队对 I-VI族量

子点的光学性质进行了精确调控，开发了一系列性

能优异的 Ag2S［85］、Ag2Se［86］、Ag2Te［87］量子点等。除

此之外，麻省理工学院的 Bawendi教授团队［88-89］也

开发了无任何重金属元素的 III-V族量子点，成功将

它们用于 NIR-II生物成像。通过对量子点表面修

饰，目前已经实现了多功能的 NIR-II生物医学成像

诊疗检测。

3. 4 稀土离子掺杂光致发光纳米探针

稀土元素即镧系元素。由于丰富的能级分布

及多重电子跃迁，稀土掺杂纳米颗粒具备独特的上

转换和下转换发光特性。对于下转换发光来说，吸

收了短波长光子的能量后，通过非辐射跃迁损失部

分能量，然后发射出长波长的光子，实现大斯托克

斯位移发光。大多数稀土离子掺杂的纳米探针具

有较窄的吸收光谱和发射光谱。以不同的离子为

发光中心，可以得到不同波长的光致发光。例如，

掺杂Nd3+、Ho3+、Pr3+、Tm3+、Er3+的氟化物纳米探针

分别在 1060、1185、1310、1475、1525 nm处具有发射

带，如图 10所示［90-91］。稀土掺杂纳米探针的光稳定

性较强，已广泛应用于生物医学成像中［92-93］。近年

来，以 Er3+离子为发光中心的下转换 NIR-IIb发光

纳米探针被大量开发。然而，由于稀土离子的吸收

截面较小，且 f-f轨道间存在宇称禁戒，其下转换发

光效率较低。如何有效增强稀土纳米探针 NIR-II
下转换发射强度成为一大研究热门。为了增强稀

土纳米探针的发射强度，苏州大学李桢教授、福州

大学宋继彬教授、哈尔滨工业大学陈冠英教授、美

国纽约州立大学布法罗分校 Prasad教授等［94-98］将一

些大吸收的染料作为敏化剂以提升纳米颗粒整体

的发光强度。此外，通过 Ce3+掺杂，斯坦福大学戴宏

杰教授团队［93］抑制了上转换途径，使得 Er3+在 NIR-

图 10 具有近红外波段发射特性的稀土离子掺杂光致发光纳米颗粒。（a）以NaYF4 Yb∶Ln为核，以NaYF4为壳的典型结构［90］；

（b）几种典型的近红外稀土离子发光的波长范围［90］；（c）几种典型近红外稀土离子的吸收光谱和发射光谱［91］

Fig. 10 Rare-earth doped photoluminescence nanoparticles with near-infrared spectral emission properties. (a) Typical structure
of the nanoparticles with NaYF4 Yb∶Ln as core and NaYF4 as shell[90]; (b) emission band of several typical near-infrared

rare-earth irons[90]; (c) absorption and emission spectra of several typical near-infrared rare-earth ions[91]
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II窗口的下转换发射提升了 9倍。此后，戴宏杰教授

团队［7］构建了下转换增强的 α相稀土纳米探针，并通

过 Zn2+掺杂进一步提升了下转换发光效率。湖南师

范大学曾松军教授、香港理工大学郝建波教授

等［99-101］开发了一系列聚丙烯酸改性的稀土离子掺杂

NIR-II发光探针，并实现了活体大深度多功能成像。

吉林大学刘晓敏教授团队与钱骏教授团队［102］合作，

开发了自敏化的 Er3+离子掺杂纳米探针，大大降低

了反向能量转移损耗，实现了NIR-IIb小鼠活体高分

辨率穿颅脑血管显微成像和大深度生理动态成像。

斯坦福大学程震教授团队与深圳大学屈军乐教授团

队［103］的一项工作表明，聚乙二醇包覆的稀土离子掺

杂纳米发光探针具有自发的骨骼标记能力，在NIR-

II窗口内，利用该探针可以实现大深度高性能小鼠

骨成像。程震教授与武汉大学中南医院喻爱喜教

授［104］合作，合成了可排泄的稀土离子掺杂光致发光

纳米颗粒，具有高度的临床转化意义。复旦大学张

凡教授团队［10，105-110］围绕着NIR-II区发射的稀土离子

掺杂发光探针，开发了一系列性能优异的多模态成

像手段，对生物信息进行深度解析。

4 活体多模态荧光功能成像

借助于性能优异的 NIR-II发光探针，可以高质

量地显示大深度活体生物信息。基于 NIR-II组织

光学窗口的光学成像已在各个领域有着突出的效

果。然而，在一些应用场景中，单模态的成像常常

不能满足操作者需求。目前，多种 NIR-II窗口多模

态的生物荧光功能成像技术被开发。接下来本文

将围绕从宏观成像到微观成像、从宽场激发显微成

像到扫描激发显微成像、从单通道到多通道活体功

能成像三方面展开综述。

4. 1 从宏观成像到微观成像

一般使用在近红外波段增透的摄影镜头来完成

常规的近红外荧光成像。本文称这种系统为近红外

宏观成像系统，其放大倍数通常≤1，适合小鼠全身

及器官成像。当观察一些细微结构，如毛细血管或

细胞分布时，则需要进一步增大放大倍数，实现显微

成像。相较于 NIR-I窗口，NIR-II窗口内的光子散

射更弱，组织光吸收更强，且生物自发荧光较低，适

合大深度高对比度造影。在 NIR-II窗口内，组织光

吸收的提升又可以进一步抑制散射光子及非焦面信

号形成的成像背景，从而提升宽场激发显微术的光

学切片能力。图 11给出了经典的 NIR-II荧光宏观

及显微成像系统［19］。通过挑选适配的显微物镜，

NIR-II荧光宽场显微成像已经实现了从 5×到 70×
的高质量显微造影，细节不断得到放大。最近，钱骏

教授团队与舜宇光学集团有限公司合作开发了第一

台商用正置 NIR-II荧光宽场显微镜（NIR II-MS），

实现了 NIR-II荧光显微成像系统的国产化，推进了

NIR-II荧光成像技术的普及与转化。

肿瘤的高渗透长滞留（EPR）效应使得纳米颗

粒易富集并标记在肿瘤部位。利用 NIR-II宏观大

深度造影，目前已实现原位及皮下肿瘤的精准检

测，利于后期肿瘤光治疗及可视化引导肿瘤切除手

术。宽场荧光显微成像技术使得研究者可以进一

步对肿瘤微环境进行检测，如监测肿瘤的 EPR效

图 11 典型的面阵探测NIR-II荧光活体成像系统［19］。（a）宏观活体NIR-II荧光成像系统；（b）宽场显微活体NIR-II
荧光成像系统

Fig. 11 Typical NIR-II fluorescence in vivo imaging system based on the InGaAs array detector[19]. (a) Macro NIR-II
fluorescence in vivo imaging system; (b) wide-field NIR-II fluorescence in vivo microscopic imaging system

应［50］。如图 12（a）所示，具有强 NIR-II发射的纳米

颗粒静脉注射入荷瘤小鼠 24 h后，在肿瘤组织处出

现明显的渗漏和富集。此外，在新生肿瘤处的富集

效果明显强于原肿瘤。

大视场小鼠脑血管成像可以较好地显示脑血管

丰富的脉管结构，辅助操作者诊断脑损伤等［111-112］。

利用高速 NIR-II成像系统，可以评估较大脉管的血

流速度［93，113］。同时，解析脑血管显微结构意义重大。

现目前，NIR-II荧光显微成像可以用于精准定位毛

细血管，精准、持续检测微米级血管血液流速，并适

用于大深度脑血管造影。图 12（b）展示了肌肉注射

了临床认证的造影剂 ICG后，小鼠颅下约 850 μm深

度内，不同深度的脑血管结构信息［24］；图 12（c）展示

了 NIR-II荧光脑血管显微成像对MCAO模型建立

后的血管结构改变的检测［26］；图 12（d）展示了显微镜

下对小鼠大脑毛细血管血液流速的定量分析［50］。除

了啮齿类动物［114］，NIR-II荧光宽场显微成像技术同

样可以对非人灵长类动物的脑血管结构进行大深度

造影。如图 7（c）所示，借助 NIR-II发光探针在长波

长处明亮的荧光发射，不需要将颅骨完全移除，只需

适当磨薄即可对狨猴进行高质量、大深度脑血管结

构成像［51］；此外，在磨薄颅骨的前提下，研究者实现

了对狨猴脑血管血流速度的定量评估，并对光诱导

脑血栓进行了精准检测［51］。

在生物学及临床研究中，对组织切片的检测至

关重要。NIR-II宽场显微成像技术的发光波长较

常规成像技术更长，通常来说，激发光波长也会更

长，故而组织的自发荧光会大大降低。得益于优质

的成像效果，NIR-II宽场荧光显微术在组织成像中

也有所应用［115］。此外，借助NIR-II波段的组织穿透

能力，研究者可以直接对组织块进行光学断层造

影。该技术获得的信息与病理切片的数据可以形

成良性互补，具有较好的临床转化前景。

4. 2 从宽场激发显微成像到扫描激发显微成像

在宽场激发显微成像中，宽光束均匀地照射在

样品上，在焦平面上下的荧光探针同时被激发。这

图 12 宽场显微活体NIR-II荧光功能成像。（a）小鼠肿瘤血管NIR-II荧光显微成像，比例尺为 100 μm［50］；（b）ICG辅助NIR-II
荧光脑血管显微成像，比例尺为 100 μm［24］；（c）MCAO线栓模型建立前后脑血管结构变化，比例尺为 100 μm［26］；

（d）小鼠脑血管血流监测，比例尺为 50 μm［50］

Fig. 12 Wide-field NIR-II fluorescence functional in vivo microscopic imaging. (a) NIR-II fluorescence microscopic imaging of
tumor vessel, scale bar is 100 µm[50]; (b) ICG-assisted NIR-II fluorescence microscopic cerebral vasculature imaging,
scale bar is 100 µm[24]; (c) structural changes of brain blood vessels in one mouse before and after the MCAO model

establishment, scale bar is 100 µm[26]; (d) blood flow rate monitoring in the mouse brain, scale bar is 50 µm[50]
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应［50］。如图 12（a）所示，具有强 NIR-II发射的纳米

颗粒静脉注射入荷瘤小鼠 24 h后，在肿瘤组织处出

现明显的渗漏和富集。此外，在新生肿瘤处的富集

效果明显强于原肿瘤。

大视场小鼠脑血管成像可以较好地显示脑血管

丰富的脉管结构，辅助操作者诊断脑损伤等［111-112］。

利用高速 NIR-II成像系统，可以评估较大脉管的血

流速度［93，113］。同时，解析脑血管显微结构意义重大。

现目前，NIR-II荧光显微成像可以用于精准定位毛

细血管，精准、持续检测微米级血管血液流速，并适

用于大深度脑血管造影。图 12（b）展示了肌肉注射

了临床认证的造影剂 ICG后，小鼠颅下约 850 μm深

度内，不同深度的脑血管结构信息［24］；图 12（c）展示

了 NIR-II荧光脑血管显微成像对MCAO模型建立

后的血管结构改变的检测［26］；图 12（d）展示了显微镜

下对小鼠大脑毛细血管血液流速的定量分析［50］。除

了啮齿类动物［114］，NIR-II荧光宽场显微成像技术同

样可以对非人灵长类动物的脑血管结构进行大深度

造影。如图 7（c）所示，借助 NIR-II发光探针在长波

长处明亮的荧光发射，不需要将颅骨完全移除，只需

适当磨薄即可对狨猴进行高质量、大深度脑血管结

构成像［51］；此外，在磨薄颅骨的前提下，研究者实现

了对狨猴脑血管血流速度的定量评估，并对光诱导

脑血栓进行了精准检测［51］。

在生物学及临床研究中，对组织切片的检测至

关重要。NIR-II宽场显微成像技术的发光波长较

常规成像技术更长，通常来说，激发光波长也会更

长，故而组织的自发荧光会大大降低。得益于优质

的成像效果，NIR-II宽场荧光显微术在组织成像中

也有所应用［115］。此外，借助NIR-II波段的组织穿透

能力，研究者可以直接对组织块进行光学断层造

影。该技术获得的信息与病理切片的数据可以形

成良性互补，具有较好的临床转化前景。

4. 2 从宽场激发显微成像到扫描激发显微成像

在宽场激发显微成像中，宽光束均匀地照射在

样品上，在焦平面上下的荧光探针同时被激发。这

图 12 宽场显微活体NIR-II荧光功能成像。（a）小鼠肿瘤血管NIR-II荧光显微成像，比例尺为 100 μm［50］；（b）ICG辅助NIR-II
荧光脑血管显微成像，比例尺为 100 μm［24］；（c）MCAO线栓模型建立前后脑血管结构变化，比例尺为 100 μm［26］；

（d）小鼠脑血管血流监测，比例尺为 50 μm［50］

Fig. 12 Wide-field NIR-II fluorescence functional in vivo microscopic imaging. (a) NIR-II fluorescence microscopic imaging of
tumor vessel, scale bar is 100 µm[50]; (b) ICG-assisted NIR-II fluorescence microscopic cerebral vasculature imaging,
scale bar is 100 µm[24]; (c) structural changes of brain blood vessels in one mouse before and after the MCAO model

establishment, scale bar is 100 µm[26]; (d) blood flow rate monitoring in the mouse brain, scale bar is 50 µm[50]
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些光子在组织中传播时，不免会掺杂在有用信号中

被一并收集。最终，荧光图像上会呈现出较强的背

景干扰，影响操作者对细微结构的精准鉴别。光片

显微术是一种可以有效降低非焦面信号干扰的光

学切片成像技术。利用正交的面激发及面探测，光

片显微术激发的区域可以和焦面匹配，致使焦面外

的探针无法被有效激发，因此这种成像方式可以有

效地抑制成像背景。此外，光片显微成像技术可以

有效降低光损伤。斯坦福大学戴宏杰教授团队［116］

将光片显微镜与 NIR-II窗口相结合，开发了大深度

NIR-II光片显微成像技术。由于 NIR-II光子在生

物组织中的散射作用和吸收作用，激发和探测性能

分别得到了提升。为了在高散射组织中实现光学

断层能力，研究者开发了结构光照明的 NIR-II光片

显微术，进一步抑制了成像背景并显著提升了空间

分辨率［117］。然而，由于要通过平面照明光对样品的

焦面进行激发，光片显微术通常对生物组织的透明

度有较高的要求。

在激光扫描荧光共聚焦显微镜中，将激发光束

聚焦在样品表面，并在焦平面的共轭面上放置针

孔，可以有效滤除非焦面的信号。将共聚焦扫描显

微成像与 NIR-II窗口相结合，可以对脉管结构进行

高信背比成像。随着 NIR-II共聚焦显微成像的发

展 ，研 究 样 本 从 离 体 组 织 转 为 活 体 组 织［118］。

图 13（a）展示的是倒置 NIR-II荧光共聚焦显微成像

系统和对小鼠尾静脉注射荧光团后局部卵巢的共

聚焦成像效果［119］；图 13（b）展示的是 AIE纳米探针

标记的小鼠脑血管三维成像示意图［118］。为了适应

大动物的 NIR-II荧光显微成像研究，钱骏教授团队

同奚望、Roe教授团队［120］合作，开发了一套多维可

调节的激光扫描 NIR-II荧光共聚焦显微成像系统，

成功实现了非人灵长类（恒河猴）脑血管显影，如

图 13（c）所示。

除了共聚焦扫描显微术外，利用非线性光学效

应，也可以实现背景抑制［121-123］。由于非线性的光强

依赖，双光子/多光子过程通常具有限域性，只有在

功率密度足够强的焦点附近才会发出双光子/多光

子荧光。随着非线性效应阶数的增加，这种限域性

也会随之提升。综合分析组织光子吸收与散射，研

究者发现NIR-II光具有更长的衰减长度［124］，因而将

双光子/多光子的激发光波长和荧光波长均选定在

这个窗口，成像深度可以得到显著提升。最近，钱

骏教授团队搭建了 NIR-II脉冲光激发且 NIR-II荧

光探测的双光子荧光成像系统，并与武汉理工大学

张明曦教授团队［125］合作，实现了激发和探测都在

NIR-II窗口内的双光子荧光成像，如图 14所示。由

于目前商用的 NIR-II点探测器的探测效率较差，在

NIR-II波段的组织光吸收可以降低面探测时的背

景干扰，因此研究者们开发了基于 InGaAs相机面

探测的 NIR-II双光子荧光成像系统，并利用该系统

实 现 了 小 鼠 穿 颅 脑 血 管 显 微 造 影 ，如 图 14（b）
所示。

4. 3 从单通道到多通道活体功能成像

NIR-II荧光成像使得复杂的生物结构变得可

视化，然而单通道的模式常常不能满足应用需求，

例如，在器官或组织间交互的研究中，常常需要对

多个目标进行特异性标记；在临床术中显影时，常

常需要对目标病灶与周围组织进行严格区分等。

此时，多个造影通道可以为操作者提供多路生物信

息，对复杂交互的结构进行精准定位。利用光谱对

成像通道进行区分是一种常见的多通道成像方式，

也即多波段（多色）成像；利用染料不同的发光寿命

也可以对不同标记的目标进行多通道成像；此外，

除了荧光（光致发光）成像，其他光学成像模式也可

以作为不同的通道对生物信息进行补充。

4. 3. 1 多波段功能成像

每种染料均具有特异的能级分布，在光谱上呈

现出不同的激发强度和荧光强度。通过挑选合适

的激发谱带和荧光谱带，可以分别对目标染料分子

发光进行放大/抑制或选择/滤除。在激发光模块

中，可以通过在宽谱光源前放置窄带滤光片或直接

选择不同波长特征的光源调控激发波长；在探测模

块中，加入波长选择滤光片即可对收集通道进行选

择。NIR-II成像是了解活体生理变化或结构特性

的有力途径。本质上来说，NIR-II窗口的拓展又为

荧光成像增加了一个可用的带宽。利用多路激发

光或荧光的多通道 NIR-II造影，可以获得更精确

更详细的生物信息［113，126-127］。稀土离子掺杂纳米颗

粒具有窄带的吸收和发射特性，在进行特异性激发

和选择性荧光接收时，各个通道之间干扰较小，因

而是进行多通道造影的有力候选探针。首都师范

大学周晶教授团队［128］利用两种分别在 730 nm和

980 nm激发下 NIR-II发光的稀土掺杂纳米颗粒进

行胃和肝脏的多通道造影。慕尼黑亥姆霍兹中心

的 Bruns及加利福尼亚大学 Sletten团队［129］开发了

可调谐NIR-II发射的 flavylium polymethine染料，再
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结合 ICG，利用 785，980，1064 nm光源，分别对小鼠

体内的三种染料进行激发，实现了三通道活体示

踪，如图 15（a）所示。此后，他们又陆续合成了多种

NIR-II发射的 Chromenylium Polymethine染料，实

现了高速四通道活体成像［130］。美国国立卫生院陈

小元教授（现新加坡国立大学教授）、南方科技大学

梁永晔教授、武汉理工大学张明曦教授及吉林大学

朱守俊教授等［131］合作，利用两种不同波段发射的

图 13 激光共聚焦扫描显微NIR-II荧光成像。（a）倒置共聚焦显微成像系统和小鼠部分卵巢成像［119］；（b）正置共聚焦显微成像

系统和小鼠脑血管 3D成像［118］；（c）多维可调节大动物正置共聚焦显微成像系统和猕猴脑血管 3D成像［120］

Fig. 13 Laser scanning confocal NIR-II fluorescence microscopy. (a) Inverted confocal microscopy imaging system and partial
ovarian imaging in mice[119]; (b) upright confocal microscope imaging system and the 3D imaging of mouse brain vessel[118];
(c) multi-direction adjustable upright confocal microscope imaging system suitable for large animals and the 3D imaging

of monkey brain vessel[120]
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图 15 多色NIR-II荧光功能成像。（a）几种荧光染料的吸收光谱和在不同波长激发下的小鼠三色成像［129］；（b）使用不同的激发

光源和滤光片的荧光探针图像及利用三种探针实现血管、淋巴结及输尿管的三色成像［132］

Fig. 15 Multicolor NIR-II fluorescence functional imaging. (a) Absorption spectra of three fluorescent dyes and the three-color
imaging of mice using different excitation wavelengths[129]; (b) images of the three fluorophores using different excitation

sources and filters, and the three-color imaging of the mice with blood vessels, lymph nodes, and ureters[132]

图 14 NIR-II激发及 NIR-II探测的双光子显微成像［125］。（a）NIR-II点探测的双光子显微成像系统和小鼠脑血管成像，比例尺

为 50 μm；（b）NIR-II面探测的双光子显微成像系统和小鼠脑血管成像，比例尺为 50 μm
Fig. 14 Two-photon microscopy (2PM) with NIR-II excitation and NIR-II detection[125]. (a) 2PM system with NIR-II point

detection and the images of brain vessels, scale bar is 50 μm; (b) 2PM system with NIR-II area detection and the images
of brain vessels, scale bar is 50 μm
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NIR-II荧光探针，在强环境光下进行双通道 NIR-II
荧光导航手术，增加了手术的便利性。钱骏教授团

队、附属邵逸夫医院林辉教授团队及苏州大学药学

院李盛亮教授团队［132］开展合作，借助三种在 NIR-II
窗口有不同激发及发射特性的纳米荧光探针，通过

同时对激发光（623 nm和 793 nm）和荧光收集通道

（1100 nm长波通和 1500 nm 长波通）进行调控，实

现了血管、淋巴结、输尿管三通道精准检测，利于减

小术中损伤，如图 15（b）所示。除此之外，利用不同

波段通道内荧光强度的差异 ，也可以进行比率

NIR-II荧光成像，精准定量生物指征［106，109，133-138］。

4. 3. 2 光致发光寿命多通道成像

处于激发态的电子短暂停留后返回基态，发射

光子的平均时间称为发光寿命。除了调控激发光

及荧光收集波段，还可以通过筛选光致发光材料的

发光寿命进行多通道成像［139］。图 16（a）是基于光学

斩波器的时间门控 NIR-II光致发光时间分辨成像

系统示意图，利用延迟探测来选择不同发光寿命的

信息，这种检测方式通常用于毫秒级等较长的发光

寿命检测［108］。要检测纳秒或皮秒级的发光寿命，时

间相关单光子计数（TCSPC）技术是一种常用的方

法［118，140］。基于 TCSPC寿命检测技术的 NIR-II共
聚焦扫描显微成像系统如图 16（b）所示。利用三种

不同寿命的 Er3+掺杂纳米颗粒，复旦大学张凡教授

团队［108］利用 NIR-II发光寿命多通道成像定量检测

了肿瘤亚型的生物标志物的表达。由于稀土离子

发光寿命较长，一般在毫秒量级，通过延时门控很

容易区分其与其他NIR-II发光探针。目前，在NIR-

IIb区具有强发光的光学探针种类有限。斯坦福大

学戴宏杰教授团队［7］开发了 NIR-IIb发光寿命多通

道成像模式，先通过激发光的选择，将 NIR-IIb发射

PbS/CdSe量子点选择出来，此时 Er3+掺杂纳米颗

粒不发光，再利用 1 ms的时延，将 Er3+掺杂纳米颗

粒与 PbS/CdSe量子点区分开，如图 17（a）所示。最

终，研究者实现了程序性死亡配体 1（PD-L1）和细

胞毒性T淋巴细胞（CD8+）的异质生物分布NIR-IIb
区双通道定位，如图 17（b）所示。

4. 3. 3 NIR-II荧光+X复合成像

没有一种成像技术能够满足所有需求，且不同

的成像模式具有相应的优势。与荧光成像相比，光

声成像更利于深层检测。这两种技术的结合利于

完整、准确地解剖结构成像或检测疾病。为此，研

究者开发了许多“二合一”探针，使其同时具有

NIR-II荧光特性和光声特性［141］。如图 18（a）所示，

南京邮电大学范曲立与沈清明教授团队［142］利用

NIR-II荧光和光声双模态的成像技术精准观察了

荷瘤小鼠肿瘤的大小和位置。程震教授与中国药

科大学附属盛京医院郭启勇教授团队［143］合作，利

用稀土离子掺杂纳米探针实现 NIR-II和磁共振双

模态成像 ，实现肝癌精准检测。利用聚合物与

Gd3+的螯合，范曲立教授团队［56］构建了荧光、光

声、磁共振三模态成像平台，实现对癌症的多模态

诊疗。除此之外，计算机断层扫描（CT）成像也是

一种深穿透、高分辨的成像模式。CT 可以作为

NIR-II荧光成像的补充，有利于精准诊断［144］。复

图 16 NIR-II光致发光寿命成像系统。（a）基于光学斩波器的时间分辨成像系统［108］；（b）基于 TCSPC技术的寿命共聚焦显微

成像系统［118］

Fig. 16 NIR-II photoluminescence imaging system. (a) Time-resolved NIR-II optical imaging system based on the chopper[108];
(b) NIR-II fluorescence lifetime microscopic imaging system based on the TCSPC technique[118]
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旦大学李富友教授团队［145］合成了稀土离子掺杂多

功能纳米复合探针，利用 NIR-II光学成像与 CT成

像，成功实现了肿瘤精准成像，如图 18（b）所示。

此外，中科院苏州纳米技术与纳米仿生研究所陈光

村、王强斌教授团队［146］开发了一种 NIR-II荧光+
生物发光复合成像的方法，如图 18（c）所示。通过

将 NIR-II荧光成像与基于红色萤火虫荧光素酶

（RFLuc）和高斯荧光素酶（Col1A1-GLuc）的生物

发光成像三通道结合，实现了对移植后的人类间充

质干细胞的精准定位，并观察了颅骨缺损小鼠成骨

分化的状态［146］。这些多模式复合成像技术的开发

为生物结构定位、动态功能解析等提供了便利。不

同的成像模式相互补充使得成像越来越完整，信息

越来越丰富。

5 多功能诊疗平台

相对分离的生物医学诊断和治疗方式尚存在

一定的局限性。我们已知，利用多模态 NIR-II荧光

成像技术，可以对生物结构或病灶组织进行精准解

析和定位。在此基础上，将成像和治疗统一在一种

纳米载体中，将活体示踪、靶向定位及精准治疗整

合，即可实现诊疗一体化。

图 17 NIR-IIb光致发光寿命活体多通道成像［7］。（a）以 PbS/CdS量子点及 Er3+掺杂纳米颗粒为发光探针的NIR-IIb光致发光

双通道成像示意图；（b）结肠癌荷瘤小鼠的双色NIR-IIb光学成像

Fig. 17 Multi-channel NIR-IIb photoluminescence in vivo imaging[7]. (a) Schematic of two-channel NIR-IIb photoluminescence
imaging using the PbS/CdS quantum dots and Er3+-doped nanoparticles as probes; (b) two-color NIR-IIb optical imaging

of the colon tumor mouse
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5. 1 NIR-II光学成像引导下的光热治疗

光热治疗是一种利用光能转化成的热能进行

局域性细胞破坏，从而实现疾病治疗的手段。在常

见的光电转换体系中，被激发的电子会有一部分经

图 18 NIR-II荧光+X多通道活体成像。（a）NIR-II荧光与光声双通道活体成像［142］；（b）NIR-II荧光与 CT双通道活体成像，

比例尺为 3. 5 mm［145］；（c）NIR-II荧光（Ag2S量子点标记）与生物发光（红色萤火虫荧光素酶和高斯荧光素酶标记）三通

道活体成像［146］

Fig. 18 NIR-II fluorescence + X multi-channel in vivo imaging. (a) NIR-II fluorescence/photoacoustic two-channel in vivo
imaging[142]; (b) NIR-II fluorescence/X-ray CT two-channel in vivo imaging, scale bar is 3. 5 mm[145]; (c) NIR-II
fluorescence (Ag2S quantum dots labeled)/dual bioluminescence (red firefly luciferase and Gauss luciferase labeled) three-

channel in vivo imaging[146]
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过非辐射跃迁回到基态，从而产生热能，这就产生了

光热效应。将成像窗口从短波长过渡到NIR-II窗口

时，激发光也会相应红移。相比于可见波段，近红外

光的组织穿透性较高，可以深入组织深部激发光热

探针。因此，NIR-II成像引导下的光热诊疗可以实

现强强联合，精准诊疗［64］。花菁类染料通常具有大

吸光度、高量子产率及高光热转换效率的优势。利

用在NIR-II有强拖尾荧光发射的商用花菁类小分子

IR-820，钱骏教授团队［26］实现了 NIR-II成像引导下

皮下肿瘤光热治疗，注入血液中的小分子最终安全

地排出体外，证明了该诊疗方案具有良好的临床转

化前景。为了减小激发光照射对患者及操作者的损

伤，研究者们致力于开发新的具有高光热转换效率

的 光 热 探 针 ，以 实 现 安 全 、高 效 的 病 灶 治 疗 。

2018年，钱骏教授团队同唐本忠院士团队［147］合作，

开发了具有强NIR-II发射且高光热转换效率的AIE
纳米探针，利用肿瘤的 EPR效应，实现了皮下和原

位膀胱癌肿瘤的标记，利用 785 nm光束的激发，实

现了对皮下肿瘤的治疗及对原位肿瘤的抑制。为了

提高NIR-II探针对肿瘤的靶向性，钱骏教授团队、林

辉教授团队与唐本忠院士团队［148］合作，通过电转使

肿瘤外泌体结合在 NIR-II强发射的 AIE纳米荧光

探针上，显著提升了肿瘤靶向能力，实现了特异性肿

瘤靶向标记和精准光热治疗，如图 19（a）所示。

5. 2 NIR-II光学成像引导下的光动力治疗

光动力治疗也是一种安全、微创、高效的光激

活疗法。常见的光动力过程是光敏剂吸收激发光

后，将环境中的氧气转化为活性氧，进而有效地损

伤癌细胞。研究者们致力于 NIR-II光可激活的新

一代光敏剂开发，以获得对深层组织的精准诊疗。

深圳大学王东教授与唐本忠院士等［149］设计和构建

了一种新的 AIE荧光团，可以有效实现包括荧光成

图 19 NIR-II荧光成像引导下的多功能诊疗平台。（a）肿瘤外泌体介导的肿瘤光热治疗［148］；（b）耐缺氧肿瘤光动力治疗［150］；

（c）光动力及免疫复合肿瘤治疗［151］；（d）人类肝癌精准切除手术［152］

Fig. 19 Multifunctional diagnosis and treatment platform guided by NIR-II fluorescence imaging. (a) Tumor cell-derived
exosome (EXO) assisted photothermal therapy[148]; (b) hypoxia-tolerant photodynamic theranostics of tumor[150]; (c) dual

photodynamic and immune therapy of tumor[151]; (d) precious surgery of human liver tumor[152]

像、光声成像、光热成像、光热及光动力治疗等在内

的多种光诊疗模式。在 NIR-II荧光、光声及光热成

像的引导下，通过光热及光动力协同治疗，实现了

精确的肿瘤成像和肿瘤消除。常见的光动力药物

利用具有氧气依赖性的 I型光动力过程进行组织杀

伤，而肿瘤组织中乏氧的环境是这类光动力疗法的

致命缺点。为此，南方科技大学田雷蕾研究员团

队［150］开发了在特征波长激发下同时具备 I型和 II型
光动力过程的光动力药物，该药物同时具有较强的

NIR-II荧光发射，在缺氧条件下实现 NIR-II成像引

导下的肿瘤精准治疗，图 19（b）所示。

5. 3 NIR-II光学成像引导下的免疫治疗

免疫疗法近年来已成为一种有效的癌症治疗

方法。免疫疗法旨在激活人体免疫系统，依靠自身

免疫机能杀灭癌细胞和肿瘤组织。其中，PD-L1单
克隆抗体可以阻断癌细胞表面的 PD-L1蛋白，重新

激活 T淋巴细胞实现免疫治疗。在近红外成像中，

尤其是 NIR-II成像在活体条件下为可视化肿瘤的

免疫微环境和免疫疗法的免疫反应提供了技术支

撑。为此，美国斯坦福大学戴宏杰教授团队［7］开发

了一种连有抗 PD-L1抗体交联亲水聚合物层功能

化的 Er3+掺杂发光纳米颗粒，它在 NIR-IIb波段具

有较强的下转换发光性能，可对癌症免疫治疗过程

进行动态成像。结果发现经免疫治疗后的肿瘤微

环境会存在细胞毒性 T淋巴细胞，并且免疫激活后

的肿瘤和脾脏中的 CD8信号也会发生改变，实现了

活体内肿瘤免疫微环境和免疫反应的可视化。为

了提高肿瘤治疗的有效性，免疫治疗协同光动力治

疗是目前可行的策略之一。四川大学姜楠和应国

量、中国中医科学院王继刚、南京林业大学徐海军

教授等［151］合作，将NIR-II成像与免疫治疗及光动力

治疗结合，开发了一种具有 PD-L1抗体功能化的有

机纳米颗粒，在 808 nm激光激发下，对荷瘤小鼠上

的肿瘤进行免疫及光动力联合治疗，治疗后，肿瘤

被治愈且无复发，图 19（c）所示。

5. 4 NIR-II光学成像引导下的精准外科手术

精准外科是精准医疗在外科领域的延伸，遵循

病灶清除、脏器保护和损伤控制三要素平衡法，实

现患者最大化康复的目标。外科医生在术中可通

过 NIR-II荧光成像追踪淋巴结，标记肿瘤，显示血

管、输尿管、神经等。在多组织实时NIR-II荧光成像

引导下，术者可以彻底切除病变组织，同时避免正常

组织损伤。中科院自动化研究所田捷研究员团队、

程震教授团队及 Gambhir教授团队［152］合作，利用

FDA 认 证 的 染 料 ICG，首 次 在 可 见 光 、NIR-I 和
NIR-II窗口下进行了多光谱荧光成像引导的人肝脏

肿瘤切除手术。他们发现，术中 NIR-II成像导航提

高了肿瘤检出率和肿瘤检测灵敏度，如图 19（d）所

示［152］。此外，中科院苏州纳米技术与纳米仿生研究

所王强斌教授和李春炎研究员、苏州大学附属儿童

医院郭万亮教授团队［153］利用了一种酶激活的 NIR-

II荧光探针，在小鼠肿瘤腹膜转移模型中实现术中导

航病灶切除。通过肉眼识别，切除的 33个病灶的阳

性率仅为 62%，而在NIR-II成像引导下切除 44个病

灶的阳性率达到 84%，这说明 NIR-II术中导航可以

实现对肿瘤病灶的有效识别。钱骏教授团队、林辉

教授团队、苏州大学李盛亮教授团队［132］开展了多通

道近红外二区成像引导下淋巴结清扫术，借助NIR-

II窗口具有更高信噪比、分辨率和穿透深度的优势，

在示踪需切除的淋巴结的同时，清晰显示周围重要

解剖结构（如血管、输尿管），在完整、彻底清扫淋巴

结的前提下保证邻近重要组织器官不受损害，在多

通道成像条件下实现了更精确的手术。

目前，光动力治疗、光热治疗、免疫治疗、精准外

科治疗等手段结合 NIR-II成像被开发用于精准诊

疗。除此之外，化疗［154］、纳米气体治疗［67］、基因治

疗［155］等其他治疗方案也能够与NIR-II成像相结合。

作为精准诊断的方式，光声成像、MRI、CT等影像学

手段在实际应用中也有着不同的评价标准。然而，

不同的诊断及治疗策略均有各自的优势和不足，通

过对不同疾病的分析，选择合适的影像学手段和治

疗方案能实现患者个体化诊疗，意义不言而喻。

6 结束语

基于近红外二区窗口的生物医学光子学研究

当下俨然是一大热点，科学家们致力于将 NIR-II成
像技术临床转化。

从机理上看，波长增长带来的散射降低、该窗

口内生物组织光吸收对散射背景的抑制、生物组织

自发荧光的明显下降是 NIR-II窗口内生物光学成

像质量优异的本质。1300 nm以后，生物组织中水

分子的吸光度明显抬升，使得该波长以后的二维面

探测生物光学成像效果显著区别于之前的波段。

笔者认为，将临床现有的 NIR-I荧光术中导航技术

拓展至 1300 nm以上的NIR-II波段是实现精准医疗

关键的一步。然而，目前临床上尚缺少在 1300 nm
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像、光声成像、光热成像、光热及光动力治疗等在内

的多种光诊疗模式。在 NIR-II荧光、光声及光热成
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利用具有氧气依赖性的 I型光动力过程进行组织杀
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致命缺点。为此，南方科技大学田雷蕾研究员团
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NIR-II荧光发射，在缺氧条件下实现 NIR-II成像引
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了提高肿瘤治疗的有效性，免疫治疗协同光动力治
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NIR-II窗口下进行了多光谱荧光成像引导的人肝脏
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医院郭万亮教授团队［153］利用了一种酶激活的 NIR-

II荧光探针，在小鼠肿瘤腹膜转移模型中实现术中导

航病灶切除。通过肉眼识别，切除的 33个病灶的阳

性率仅为 62%，而在NIR-II成像引导下切除 44个病
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道近红外二区成像引导下淋巴结清扫术，借助NIR-
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以上有明显发射的可用染料。除此之外，在临床

上，针对 NIR-II波段的多模态光学检测仪器尚待

开发。

包括有机半导体荧光探针、无机半导体量子

点、稀土离子掺杂发光纳米颗粒在内的多种 NIR-II
发光染料已成功用于 NIR-II多功能生物荧光成像。

从临床转化的方向考虑，有机半导体小分子染料和

无重金属无机发光纳米探针是具有转化潜力的

NIR-II光学探针。对于小分子染料，优异的生物可

排泄性值得被关注，但设计与合成在 1300 nm以上

高效发射，尤其是在 1450 nm附近具有明亮发射的

小分子染料仍是一大挑战。此外，仍需要全面评估

外源性荧光探针的长期生物毒性。

NIR-II活体宏观成像系统具有小于 1的放大倍

数，在基础研究中，常用于对小鼠、大鼠、兔子、狨猴

等动物的全身或器官显影。在临床研究中，该系统

可以满足术中外科操作、离体器官组织宏观活检等

要求。NIR-II显微成像系统则可以对微结构进行

精准解析，在临床上，无需病理切片即可对离体组

织器官进行组织显微分析。同时，NIR-II荧光内窥

系统的开发对腹腔镜下外科微创手术而言意义重

大。NIR-II宏观、显微、内窥等先进医疗影像设备

的开发及临床转化是当下的研究热点之一。

在生物医学研究及临床实践中，任何单一的检

测手段都具有局限性。将多模态 NIR-II荧光成像

与其他先进的影像学诊断方法有机结合，是一种实

现多维度全面诊疗的有力途径。尽管该领域已经

经过了十几年的发展，但要想真正推向临床，仍需

要研究者们齐力。期待不久的未来，NIR-II荧光成

像技术可以为医疗事业带来变革。
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