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摘要　光学分子成像是在复杂生物体中同时描述多种分子和细胞功能的最佳手段。作为机体发挥防御、监视和自

稳功能的免疫系统，研究者们正面临着如何将其作为一个真正的系统来研究的挑战。免疫光子学是指基于光子学

原理和方法的活体免疫光学成像和免疫光子治疗。以多光子激发显微成像和光声层析成像为代表的高时空分辨

活体成像技术，以荧光蛋白为代表的活体长时程标记方法，使得光学分子成像成为引导免疫学研究走向系统化与

可视化道路的主力军。本文从免疫学的特点出发，介绍活体光学成像技术和分子探针的发展，综述其在免疫学研

究中的应用，并展望免疫光子学今后的发展方向。
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１　引　　言

犛犮犻犲狀犮犲在２００５年发表专题，列举了人类尚待

解决的１２５个科学问题
［１］，６个免疫相关的问题位

列其中，可见免疫学研究的重要性。免疫光子学

（Ｉｍｍｕｎｏｐｈｏｔｏｎｉｃｓ）包 括 活 体 免 疫 光 学 成 像

（ＩｍｍｕｎｏＯｐｔｉｍａｇｉｎｇ）和免疫光子治疗（Ｉｍｍｕｎｏ

Ｐｈｏｔｏｔｈｅｒａｐｙ）。随着光学分子成像技术和分子探

针的快速发展，活体免疫光学成像受到了免疫学家
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和信息学家们的高度关注，已用于感染［２］、肿瘤［３］和

移植［４］等刺激条件下免疫细胞的运动、迁移和相互

接触等动态信息的获取，为免疫应答和免疫治疗过

程的直观呈现和机理的系统性解析提供了非常有价

值的研究手段［５］。免疫光子治疗也刚刚展现出其临

床应用前景。本文将从免疫学问题及其对技术手段

的需求出发，叙述以多光子激发显微成像和光声层

析成像为代表的活体高分辨光学分子成像技术，及

与之相适应的光学分子探针和标记方法的发展。介

绍活体免疫光学成像在免疫学研究中的应用，并对

免疫光子学今后的发展方向予以展望。

２　活体动态成像将引导免疫学问题真

正走向系统化研究

作为机体发挥防御、监视和自稳功能的免疫系

统，其功能异常会导致传染性疾病（如艾滋病、结核

等）、重症自身免疫性疾病和恶性肿瘤等重大疾病的

发生。机体免疫的根本是免疫应答，即通过免疫细

胞对抗原的识别与提呈、免疫细胞自身的活化、进而

发挥效应等一系列连续过程而实现。机体中几乎所

有的免疫细胞都是可移动的，信息在受刺激细胞与

成千上万其他细胞的接触中快速地传递与改变，激

活与分化的免疫细胞在不同组织器官之间迁移。免

疫应答相关分子（如蛋白质）的表达、空间转位与相

互作用等功能信息也是瞬息万变，在不同微环境中

的功能具有时效性和差异性。因此，免疫应答可看

做是刺激触发的大量免疫分子和不同类型细胞在时

空上的信息整合，免疫系统实质上是信息系统。

２０世纪生物化学和分子生物学的蓬勃发展，以

及显微成像和流式细胞检测技术的广泛应用，使得

人们对生命活动过程的认识从早期宏观水平的描

述，上升到目前微观水平的分析。免疫学家们已获

得了大量有关免疫分子的结构与功能信息，鉴定了

很多重要的免疫细胞类型及其功能，极大地推动了

免疫学研究进程。然而，无论是体外分离纯化的蛋

白质，还是体外培养的细胞或细胞网络，都不可能真

实地模拟生物活体内的精细组成结构和生理或病理

环境，由体外研究所获得的大量生物分子和细胞的

功能信息，亟待在活体内动态研究与确证。基于模

式动物的静态节点的研究方法只适合对免疫系统当

前状态的判断，却无法告诉我们这些状态环节之间

是如何衔接与发展的。研究者们正面临着如何将免

疫系统作为一个真正的系统来研究的挑战［６］。

近１０年来迅速发展的分子成像技术，展现了其

在生命科学研究领域的巨大潜力，吸引着免疫学家

们也开始涉足活体分子成像领域。分子成像技术和

方法的发展，有望阐明在刺激诱导的免疫应答过程

中，众多种类的免疫细胞是如何迁移、募集与相互接

触的，信息是如何在免疫系统中级联放大、传递与整

合的，最终机体将输出何种免疫状态（免疫耐受或免

疫反应）。这就需要分子成像技术和方法在活体免

疫成像方面具备以下能力：１）高时空分辨的三维成

像；２）多分子与细胞事件的并行检测；３）长时程动态

监测；４）跨层次多尺度（从亚微米到厘米）的系统性

观察。

３　光学分子成像

自２１世纪初以来，分子成像领域的迅速发展，

为非侵入性可视化观察活体内的分子事件提供了有

效的研究手段。光学成像技术具有高灵敏度、高时

间与空间分辨率、多参数检测和低损伤等特点。光

学分子探针种类繁多、携带信息丰富（强度、光谱、寿

命、偏振、吸收和散射）。光学分子探针与光学成像

技术相结合，使得光学分子成像在多分子并行检测

方面具有独特的优势，是在复杂生物体中同时描述

多种生物分子和细胞功能的最佳手段。以多光子激

发显微成像和光声层析成像为代表的光学成像技术

的发展，拉开了活体内高分辨成像的序幕。以荧光

蛋白、有机染料和无机纳米颗粒为基础的光学标记

技术和特异分子探针的发展，为活体光学分子成像

提供了色彩斑斓、功能特异的光学信号。光学分子

成像已在神经科学、肿瘤学、免疫学等多学科研究领

域展示了其应用价值，使得生物学家们在活体内动

态追踪靶细胞、鉴定特定基因的表达、监测分子的运

动与互作、并行检测多分子与细胞事件，已不再是遥

不可及。

３．１　活体高时空分辨的多光子激发显微成像

１９９０年，Ｄｅｎｋ等
［７］将飞秒激光技术首次引入

到光学显微成像中，发明了多光子激发扫描显微成

像系统，从而引发了活体内高分辨显微成像研究生

命活动过程的革新，由于同时具有高空间分辨率和

一定的组织探测深度，是目前最常用的活体分子成

像技术之一，也是迄今为止活体分子成像领域中时

间和空间分辨率最高的技术［８］。多光子显微成像技

术早先主要是应用于神经科学的研究中，为在分子

水平探索哺乳动物脑皮层活动过程、学习记忆机理、

神经系统疾病发生机制提供了强大的工具。尤其在

０９００１１４２
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神经突触的信息整合、神经元与胶质细胞间的网络

调节、神经系统疾病（如老年痴呆症）的发生发展及

对邻近神经元网络的影响、脑疾病的药物治疗结果

评价等诸多方面，发挥着不可替代的作用［９］。在免

疫学研究方面，Ｍｉｌｌｅｒ等
［１０，１１］在国际上最早应用多

光子显微成像技术开展活体组织内免疫细胞的运

动、迁移和相互接触的动态成像研究，为免疫学家们

开辟了一条解决问题的新道路。

与单光子激发荧光显微成像（如宽场荧光成像、

共聚焦荧光显微成像等）相比，多光子荧光显微成像

技术由于使用７００～１０００ｎｍ的近红外光源，在该

波长范围内生物样品对激发光的散射影响较小，使

得多光子激发荧光显微成像的探测深度明显加大

（从５０μｍ增加到约５００μｍ）。此外，多光子激发产

生的荧光信号强度与激发光强呈平方依赖关系，使

得多光子激发只发生在焦点处，而无焦点外荧光，极

大地降低了背景荧光的影响，不需要共聚焦小孔即

可达到极高的纵向分辨率，大大提高了信号收集效

率。高度局域化的多光子激发还可以避免焦点外样

品的光漂白和光损伤。因此，双光子荧光显微成像

可以对生物样品，尤其是厚组织样品，实现非侵入

性、低损伤的三维高分辨荧光成像，可用于活体内长

时程（数天至数月）动态观察生命活动过程［１２，１３］。

分子成像技术的更高时间和空间分辨率，是研

究者们不断追求的创新目标。毫秒级时间分辨率的

光学分子成像技术，是生命科学家们梦寐以求的可

用于生物活体内快速分子事件研究的重要手段［９］。

但是，在提高成像时间分辨率的同时，人们并不希望

牺牲成像的空间分辨率和探测灵敏度。因此，基于

声光偏转原理的无惯性扫描技术获得了热切关注。

Ｌｉ等
［１４，１５］在该领域进行了开创性工作，建立了飞秒

激光快速随机扫描双光子显微成像新技术，使得像

素随机寻址速率提高了两个数量级（由１ｍｓ／ｐｉｘｅｌ

缩短至小于０．０１ｍｓ／ｐｉｘｅｌ），满足了活体内测量细

胞网络快速活动模式的要求。然而，飞秒激光犣方

向无惯性扫描是一个非常困难的问题，对于活体内

三维成像信息的快速获取，尚需进一步完善与发展

三维随机扫描多光子显微成像新原理、新技术与新

方法，为开展更高层次的生物功能机制研究提供更

加强有力的手段。

３．２　高分辨光声成像技术及其多尺度测量

荧光分子层析成像（ＦＭＴ）、扩散光学层析成像

（ＤＯＴ）和光学弱相干层析成像（ＯＣＴ）等光学成像

技术的发展，使得活体内动态监测生理过程或病理

状态下的分子事件成为可能，为生命科学的新发现

和疾病的早期诊断提供了重要手段。然而，由于光

在生物组织中传播时的散射特性，常用的活体高分

辨光学成像技术 多光子显微成像和ＯＣＴ的成

像深度很难超过光学成像的“软极限”（约１ｍｍ）。

ＦＭＴ和ＤＯＴ虽然可实现１０ｃｍ深度的活体内分

子成像，但其成像空间分辨率不高（仅毫米级）。近

年来光声成像的迅速发展，标志着生物医学影像领

域的一次重大技术革新。光声成像技术结合了光学

成像高对比度和超声成像高穿透深度的优点，从原

理上避开了光散射的负面影响，其成像深度已突破

了光学准弹道光区域的成像“软极限”，是高分辨光

学成像技术中唯一有望突破深度“硬极限”（５ｃｍ）的

技术［１６］。

２００３年 Ｗａｎｇ等
［１７］应用光声成像清晰地探测

到活体小鼠脑血管分布，获得了脑实质病损的清晰

图像。２００６年Ｚｈａｎｇ等
［１８］研制的光声显微成像系

统在成像深度大于３ｍｍ时，横向与纵向分辨率分

别达４５和１５μｍ。２００８年研制的一套近红外光声

成像系统，成像深度达３ｃｍ，纵向和横向分辨率分

别达到１４４和５６０μｍ
［１９］。同年，采用光学聚焦扫

描的方式实现了５μｍ横向分辨率的高分辨显微成

像，得到了单根毛细血管的光声图像，可有效分辨单

个红细胞［２０］。２０１０年，光声成像技术在高分辨成像

上实现了突破，分辨率由微米级迈进到亚微米尺度，

达到 ２００ｎｍ 的横向分辨率
［２１］。２００７ 年，Ｙａｎｇ

等［２２］利用光声成像技术进行了人体前臂血管成像、

脑皮层血流和血氧状态变化的功能与代谢成像、肿

瘤早期新生血管生成检测与治疗监控等方面的研

究，在活体上获得了几十微米分辨率的清晰光声图

像。

由此可见，光声成像技术已具备从分子（亚微

米）、毛细血管（几个微米）到人体组织（几个厘米）跨

层次多尺度的活体分子成像能力，在活体内同步获

取组织器官的功能、代谢与蛋白质分子等多源信息

方面，也具有独特的优势［２３，２４］。此外，光声成像测

量的是光吸收率，理论上能与测量散射、荧光和偏振

的光学成像技术相融合，有望形成一套集组织结构

和蛋白质与细胞功能于一体的活体高分辨深度层析

成像系统。

３．３　光学分子探针和多色标记方法的发展及其在

活体小动物成像中的应用

光学分子探针一直是与光学成像技术相辅相

成、同步发展的。光学分子探针主要包括化学小分
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子探针、纳米颗粒和遗传编码型分子探针等。发光

纳米颗粒亮度高，但体积较大。相对而言，化学小分

子探针由于其体积小而对生物分子功能的干扰小，

在生命科学研究中发挥着重要作用。基于荧光蛋白

的遗传编码型分子探针［２５］，由于其准确的亚细胞定

位能力、良好的生物相容性以及光学信号（荧光蛋

白）不会随着细胞的分裂而减少等特点，使得在活细

胞和活体内长时程（数天至数月）动态监测蛋白质分

子事件成为可能。不同类型光学分子探针和多元化

标记方法的联合使用，是实现活体内多分子事件同

步光学标记的必然选择。

３．３．１　多光子成像探针

常用荧光探针的多光子激发效率很低，必须依

靠强激发来获得足够的信噪比，容易引起探针的荧

光饱和、光漂白和生物样品光损伤等诸多问题，因此

减少了样品的可观测时间，并可能导致样品非生理

性的功能与形态改变。目前，多光子荧光探针的研

究还只停留在设计和制备具有高多光子激发效率的

有机染料分子方面［２６，２７］。针对生物成像中亟需解

决的对比度、特异性、光稳定性和生物相容性等问

题，设计高性能的多光子荧光化学小分子探针并将

其应用到活体成像，这方面的工作目前还非常缺

乏［２８］。常用于活体免疫光学成像的荧光染料只有

两种，ＣＦＳＥ和ＣＭＴＭＲ
［１０］。常用的一些荧光蛋白

及其突变体（如ＣＦＰ，ＧＦＰ，ＹＦＰ和ＲＦＰ）均具有较

高的多光子吸收截面［２９］。多光子激发显微成像与

荧光蛋白标记的转基因动物模型相结合，已广泛地

应用于神经、肿瘤和免疫的活体光学成像研究。新

近发展的深红和近红外荧光蛋白，如 ｍＫａｔｅ
［３０］，

ｍＬｕｍｉｎ
［３１］和ＩＦＰ

［３２］，显著提升了活体成像的深度

信息获取能力。此外，光活化或光转换荧光蛋白的

不断优化，为活细胞内的蛋白质扩散运动研究和活

动物体内细胞的迁移追踪提供了非常有效的标记方

法［３３～３５］，也为超高分辨光学成像提供了高性能的光

学标记物［３６，３７］。进一步研制亮度高、斯托克斯位移

大、双光子吸收截面大、光活化或光转换速度快、光

谱更丰富的深红或近红外荧光蛋白，是荧光蛋白应

用于活体光学成像的重要发展方向［３８］。

３．３．２　光声成像探针

金纳米颗粒由于其良好的吸收特性和生物相容

性，是目前应用最广泛的光声成像探针，在其表面偶

联靶向性的抗体或多肽后，可用于肿瘤特异性分子

的光声成像研究。用于光声成像的还有有机染料

（伊文斯蓝、亚甲蓝和ＩＣＧ等）和碳纳米管等。在遗

传编码型分子探针方面，２００９年Ｒａｚａｎｓｋｙ等
［３９］开

创了荧光蛋白应用于光声成像的先河，以唾液腺中

表达ｅＧＦＰ的果蝇蛹和椎骨中表达 ｍＣｈｅｒｒｙ的斑

马鱼为研究对象，实现了活体内的光声成像。目前，

可用于光声成像的探针种类极少，尤其是缺少具有

良好光声成像性能的遗传编码型探针，是制约光声

成像在活体分子或细胞事件研究中应用的主要因

素。研制高性能的光声成像对比剂，是活体光声成

像广泛应用的前提。

３．３．３　活细胞和活体内多种蛋白质同步光学标记

２００４年 Ｈｕｔｔｅｒ
［４０］用荧光蛋白突变体 ＣＦＰ，

ＧＦＰ，ＹＦＰ，ＤｓＲＥＤ和荧光染料ＤｉＤ，分别标记了线

虫的四类神经元，实现了活体模式动物的五色荧光

显微成像。２００６年 Ｋｏｇｕｒｅ等
［４１］获得了一个具有

很大斯托克斯位移的荧光蛋白突变体 ｍＫｅｉｍａ，联

合使用ＣＦＰ，ｍＭｉＣｙ，ＥＧＦＰ，ＹＦＰ和ｄＫｅｉｍａ５７０等

荧光蛋白，在活细胞内实现了单一波长激发下的六

色荧光成像。多色标记方法中最有创意的工作当属

２００７年Ｌｉｖｅｔ等
［４２］建立的“脑虹（ｂｒａｉｎｂｏｗ）”多色

荧光标记技术，为发育生物学和活体内细胞网络研

究提供了独特的手段。Ｗｕ等
［４３］提出的“后编码”技

术，以小分子调控量子点荧光进行编码，是一种具有

良好应用前景的多色荧光标记技术。Ｃｈｕ等
［３１］在

基于荧光蛋白的双分子荧光互补技术上取得了突破

性进展，发展了基于深红荧光蛋白 ｍＬｕｍｉｎ的双分

子荧光互补系统，并与基于蓝色和黄色荧光蛋白的

互补系统联合使用，在活细胞内实现了三对蛋白质

间相互作用的同步可视化。由于该系统为深红色荧

光互补系统，其光谱尤其适于小动物活体荧光成像，

有望用于蛋白质 蛋白质相互作用的在体研究。

活体内多种分子与细胞事件的光学成像，对光

学分子探针和成像技术均提出了更高要求。研制性

能参数更优的光学分子探针，建立多元化的光学标

记技术体系，提高光学成像系统的多源信号采集、提

取与鉴别能力，是光学分子成像发展的必然方向。

４　光学成像在免疫学研究中的应用

近年来，多光子显微成像技术与基于荧光蛋白

的遗传报告基因的发展，为免疫学家们提供了高时

空分辨的活体研究手段，获得了一系列病原体与宿

主之间的相互作用及其诱导的免疫应答的动态信

息［２］。

Ｚｉｎｓｅｌｍｅｙｅｒ等
［４４］选择以足垫为李斯特细菌的

感染部位和非侵入性光学成像窗口，用２ＭＤａ
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ＤｅｘｔｒａｎＴＭＲ标记血管，研究荧光染料ＣＦＳＥ标记

的中性粒细胞在足垫感染局部的迁移，揭示了在感

染和慢性炎症条件下免疫细胞是如何参与不同化学

信号诱导的免疫反应。Ｃｈｔａｎｏｖａ等
［４５］以ＬｙｓＧＦＰ

小鼠为动物模型，使用胞内寄生虫弓形虫感染小鼠

耳翼的引流淋巴结，通过活组织双光子成像和冰冻

切片组织分析，研究了表达绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的

中性粒细胞与表达红色荧光蛋白（ＲＦＰ）的寄生虫之

间的动态关系，发现了淋巴结内中性粒细胞入侵区

域伴随着巨噬细胞消失的现象；Ｐｅｔｅｒｓ等
［４６］较细致

地对ＲＦＰ标记的利什曼原虫入侵ＬｙｓＧＦＰ小鼠耳

朵后，中性粒细胞的聚集行为及其对寄生虫的吞噬

现象进行了动态观察和描述，发现抑制中性粒细胞

可导致利什曼原虫的感染增强；ＭｃＤｏｎａｌｄ等
［４７］以

非炎性感染（如烧伤、冻伤和压伤等）损伤的Ｌｙｓ

ＧＦＰ小鼠肝脏为研究对象，用Ａｌｅｘａ６４７ＢＳＡ标记

血管，荧光染料碘化丙啶（ＰＩ）标记坏死的肝细胞，通

过转盘式共聚焦活体显微镜经腹部窗口动态观察了

肝脏组织中非炎症感染刺激下的中性粒细胞募集，

并解析了其分子机理。Ｗａｉｔｅ等
［４８］以ＬｙｓＧＦＰ和

ＣＤ１１ｃＹＦＰ杂交的小鼠为实验动物模型，将李斯特

细菌经尾静脉感染小鼠，通过对活组织脾脏的多光

子成像，动态研究了ＤＣ细胞和中性粒细胞的运动

及其对细菌的吞噬过程，为理解脾脏组织在感染免

疫中的作用提供了动态信息。除多光子激发和激光

共聚焦显微成像技术外，光学分子层析成像技术也

已用于感染免疫的研究，Ｌａｒｍａｎｎ等
［４９］使用近红

外荧光染料ＤＩＲ体外分别标记中性粒细胞和单核

细胞，过继转移到新宿主体内，三维定量分析了炎症

感染诱导的尿激酶受体介导的白细胞迁移。

光学分子成像除在感染免疫的研究中发挥了重

要作用外，在肿瘤免疫和移植免疫的研究中也展现

了其独特的应用价值。然而，由于受限于实验动物

模型及其成像部位的深度，大多数研究还只是针对

肿瘤或移植物的引流淋巴结进行成像。针对肿瘤原

位或移植物原位的活体光学成像较少报道。目前，

已报道的在肿瘤微环境中动态光学成像的免疫细胞

仅 有 三 种，细 胞 毒 性 杀 伤 性 Ｔ 淋 巴 细 胞

（ＣＴＬ）
［５０～５２］、自然杀伤细胞（ＮＫ）

［５３］和单核巨噬细

胞（Ｍφ）
［５４］。而在肿瘤免疫中发挥重要功能的众多

免疫细胞［５５］，如树突细胞、调节性Ｔ细胞、肿瘤相关

巨噬细胞和肥大细胞等，均未见活体动态成像的报

道。近两年，光学分子成像技术也已用于移植免疫

研究，在皮肤移植［５６］、胰岛移植［５７］和肺移植［５８］等动

物模型体内，研究了供体移植物与受体宿主的免疫

细胞之间的动态关系与迁移过程。

５　展　　望

近１０年来，光学分子成像无论是在原理上还是

在技术方法上都有较大的发展，可用于活体动态成

像研究，能更直观、更准确地描述复杂生物体内的分

子与细胞事件，为机体免疫应答这一系统行为的研

究提供了有效手段。然而，活体内蛋白质分子相互

作用构成的复杂调控网络、细胞所处微环境的动态

变化与跨组织器官迁移以及分子 细胞 组织 器官

整体多个层次的功能信息表征，都对光学分子成像

提出了更高要求。以活体内蛋白质和细胞功能的光

学表征与跨层次信息整合作为关键科学问题，系统

开展光学成像技术、光学分子探针、光学标记方法、

信息处理与可视化等方面的研究，进一步发展和完

善光学成像在高时空分辨的三维成像、多分子与细

胞事件的并行检测、长时程动态监测和跨层次多尺

度观察等方面的能力，是实现将免疫系统作为真正

系统来研究的技术基础，将是免疫光子学未来１０年

发展的重要方向。

光声层析成像在肿瘤的成像诊断、转移监测和

光热治疗中已展现了其良好的应用前景［２３］，但在免

疫研究中还仅限于对前哨淋巴结的成像显示，其受

限原因主要是缺乏性能良好的遗传编码型和小分子

染料型光声成像对比剂。发展具有高吸收特性的光

声成像探针，将具有活体高分辨和多尺度成像特点

的光声成像技术引入到免疫系统的活体跨层次动态

研究中，是免疫光子学的重要发展方向之一。

光子学已在免疫成像中发挥着重要作用，此外，

在免疫治疗方面也呈现出诱人的前景。用ＩＣＧ

（ＦＡＤ认证的光学染料）作为光热效应剂，用免疫佐

剂作为免疫激活剂，在８０５ｎｍ激光照射下诱导肿

瘤光热损伤，激活免疫反应，从而达到肿瘤杀伤的效

果［５９，６０］。这种光诱导的癌症免疫治疗方法已在黑

色素瘤和乳腺癌上证实了其有效性，刚刚进入临床

前期实验。因此，光子学在免疫治疗中的推广应用

及其分子机制研究，也将是免疫光子学的一个重要

发展方向。

总之，光子学原理与技术的发展，将极大地促进

免疫成像与免疫治疗的进程，为系统化研究免疫学

问题提供跨层次多尺度的研究体系，将是未来１０年

信息科学与生命科学交叉的重要发展方向之一。

０９００１１４５
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