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摘要　小动物活体荧光成像系统是研究现代生物医学的有力手段之一，但是现有的荧光成像系统穿透深度低、信

噪比不高，严重制约了荧光成像技术在生物医学中的应用。利用近红外Ⅱ区光（１０００～１３５０ｎｍ）在生物组织中的

穿透深和成像信噪比高的特点，研制出了一套高性能的近红外小动物活体荧光成像系统。模拟实验表明：该系统

具有信噪比高（５７ｄＢ）和穿透深度深（大于１０ｍｍ）的特点。通过利用该近红外小动物活体荧光成像系统对静脉注

射有Ａｇ２Ｓ量子点（荧光发射波长为１２００ｎｍ）的小鼠进行观察，获得了小鼠全身血管网络及深层组织器官的高分

辨率图像。
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１　引　　言

分子影像技术［１］，包括核磁共振成像、正电子发

射断层成像、单光子发射断层成像、计算机断层扫

描、超声成像和光学分子成像，日益成为现代生物

０６１７００３１
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医学基础研究及临床诊断研究中的重要手段与方

法，它有助于科研人员更方便、更有效地认识生命的

本质，探求疾病的发生和发展机理，从而实现对疾病

的早期预警，提高治疗效果。其中，光学分子成像技

术［２］因其具有非电离、非接触、高灵敏度、高通量和

低成本的优点，而被广泛应用于生物医学基础研究

中。在光学分子成像技术中最具有代表性的成像方

式是荧光成像。由于生物组织对可见光具有较强的

吸收和散射作用，导致可见光在生物组织中的穿透

深度较浅（仅为１～２ｍｍ
［３］）和成像信噪比较差，严

重制约了荧光成像技术在活体层次的发展和应用。

１９７７年，Ｊｏｂｓｉｓ
［４］发现血红蛋白和细胞色素等

生物组织对特定区域的近红外光具有较弱的吸收

性，尤其是位于７００～９００ｎｍ波段的近红外光在生

物组织中的穿透深度可达到数厘米［５］，这使得近红

外荧光成像技术得以快速发展［６］。随着近红外光谱

技术的高速发展，Ｓｍｉｔｈ等
［７］在２００９年发现近红外

Ⅱ区光（１０００～１３５０ｎｍ）对生物组织的穿透能力更

强，成像信噪比更高，这进一步推动了近红外荧光成

像技术在生物活体成像领域中的应用。例如在肿瘤

成像、心血管疾病中的分子成像［８］、脑组织成像与深

层部位的干细胞和免疫细胞的运动成像［９］，以及在

药物研发领域中的应用［１０］。而近红外活体荧光成

像技术的进一步发展主要依赖于新型荧光分子探针

的开发及高灵敏度成像系统的出现。

目前，国内外已有多家企业和研究机构研制出了

荧光成像系统，如Ｘｅｎｏｇｅｎ公司生产的ＩＶＩＳ２０００成

像系统，其响应光谱范围为４００～９００ｎｍ
［１１］；Ｋｏｄａｋ

公司生产的多模态成像设备，其探测波长覆盖范围为

４４０～８３０ｎｍ
［１２］；白净课题组研制的荧光分子成像系

统其主要探测波长范围为４００～９００ｎｍ
［１３］。由于其

主要使用的探测器为硅基质材料，响应光谱范围多

在紫外可见光波段，不适用于近红外Ⅱ区的荧光成

像。而目前可供近红外Ⅱ区成像的荧光探针有单壁

碳纳米管［１４］（发射光谱为１１００～１７００ｎｍ）和Ａｇ２Ｓ

量子点（ＱＤ）
［１５］（发射光谱为１２００ｎｍ）。较单壁碳

纳米管而言，Ａｇ２Ｓ量子点具有波长及尺寸的高度可

调谐性和较高的量子产率。并且，碳纳米管的针状

结构会对细胞及生物体造成潜在的机械损伤，而

Ａｇ２Ｓ量子点具有较好的生物相容性和较低的生物

毒性［１６］，因此选取Ａｇ２Ｓ量子点作为荧光分子探针。

本文报道了工作于近红外Ⅱ区的小动物活体荧

光成像系统，并且使用自制的近红外小动物活体荧

光成像系统对静脉注射有荧光发射波长为１２００ｎｍ

Ａｇ２Ｓ近红外量子点
［１７］的小鼠进行观察，成功获得

了小鼠体内血管网络及组织器官高分辨率的图像，

实现了荧光量子点在活体小动物体内的深层观察。

２　近红外荧光成像原理

２．１　荧光成像的物理模型

荧光成像需要外部光源激发生物体内的荧光标记

物，从而获得影像信号［１８］。荧光标记物称为荧光基团，

荧光基团的核外电子受到光子激发后会从基态跃迁到

高能激发态，而处于激发态的电子不稳定，会自发跃迁

至基态，并辐射出特定波长的光子［图１（ａ）］。这部分

由于能级跃迁辐射出的光子经过生物组织的吸收和散

射［如图１（ｂ）］，最终被高灵敏度的光学探测器捕获

与放大，并且经过电脑采集处理后成像，这就是荧光

成像的基本原理。

图１ （ａ）Ｊａｂｌｏｎｓｋｉ能量示意图；（ｂ）光在生物组织（混浊介质）中的传播过程

Ｆｉｇ．１ （ａ）Ｊａｂｌｏｎｓｋｉｅｎｅｒｇｙｄｉａｇｒａｍ；（ｂ）ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆｌｉｇｈｔｉｎｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｔｉｓｓｕｅ（ｔｕｒｂｉｄｍｅｄｉｕｍ）

０６１７００３２
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２．２　前向模型

由于生物组织对光子的吸收和散射会降低光在

生物组织中的穿透深度，进而影响荧光成像技术的

发展［１９］。所以，荧光成像技术发展的关键环节是解

决光子在生物组织中的传输问题，即求解辐射传输

方程。因此科研人员提出了光学成像应用于生物医

学领域的重要理论基础和数学模型 前向模型。

前向模型的数学描述为：假设Ω是三维欧氏空

间中成像目标所在的区域，狌（狓，θ，狋）为在狋时刻

θ（θ∈犛
２，犛２ 是单位球面）方向狓点处的光通量，则

光子在任意媒介中的传输过程可以用玻尔兹曼方程

来描述，即：

１

犮
狌（狓，θ，狋）

狋
＋θ狓狌（狓，θ，狋）＋μ（狓）狌（狓，θ，狋）＝μｓ（狓）∫

犛
２

η（θθ′）狌（狓，θ′，狋）ｄθ′＋狇（狓，θ，狋），　狓∈Ω， （１）

式中犮为光子在生物组织中的传输速度，狓 为梯度

算子，μ（狓）＝μｓ（狓）＋μａ（狓）是光学衰减系数，其中

μｓ（狓）和μａ（狓）分别是生物组织中的散射系数和吸

收系数，η（θθ′）为归一化的相函数，狇描述了体内光

源的空间和角度分布。

当狋＝０时，狌的初始条件可表示为

狌（狓，θ，０）＝０，　狓∈Ω ＆θ∈犛
２． （２）

狌的边界条件可以用入射光通量犵
－表示为

狌（狓，θ，狋）＝犵
－，　狋＞０＆狋∈Γ，

θ∈犛
２，　狏（狓）θ≤０， （３）

式中狏（狓）为区域Ω的边界Γ点狓处的外法向量。

通过实验或相关文献［７］可以获得生物组织的光

学特性参数μｓ（狓）和μａ（狓），再利用（１）式便可以求

出狋时刻θ方向狓 点处的光通量，进而可以得到荧

光在生物组织中的穿透深度。理论计算表明近红外

Ⅱ区光（１０００～１３５０ｎｍ）在生物组织中有较高的穿

透深度。

３　系统实现

３．１　光路设计

实验中采用反射式荧光成像方式，其系统光路

图如图２所示，激光由发射源发射并经扩束镜扩束

后，均匀照射到载物台上的小动物上，小动物体内的

荧光探针将会被激发并发射出荧光光子，这些荧光

光子经生物组织吸收和散射后逸出表面，再经过一

组长通滤光片，最终被探测器捕获，并通过采集控制

软件处理后成像。

本系统激发光源为苏州华必大激光有限公司定

制生产的 ＭＤＳ１５８０８３２０００．２２半导体激光器，

其激光的辐射功率连续可调且最大输出功率为

１５Ｗ，其波长为（８０８±３）ｎｍ，为了使激光照射到样

品台的光斑完全覆盖实验小鼠（体长约为７０～

１００ｍｍ），扩束后的光斑直径约为１２０ｍｍ。探测器

为ＰｈｏｔｏｎｉｃＳｃｉｅｎｃｅ生产的高灵敏度ＩｎＧａＡｓ近红

图２ 系统光路图

Ｆｉｇ．２ Ｌｉｇｈｔｐａｔｈｏｆｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ

外探测器，有效探测波长范围为９００～１７００ｎｍ，图

像为 ６４０ｐｉｘｅｌ×５１２ｐｉｘｅｌ，成像速度最快可达

２０ｆｒａｍｅ／ｓ。探测器前的成像物镜为Ｎａｖｉｔａｒ公司生产

的ＳＷＩＲ３５短波近红外镜头，其焦距为３５ｍｍ，光圈范

围为犉１．４～犉１６，在７００～１９００ｎｍ波段内，透射率超

过７５％。滤光片为定制的近红外长通滤光片，光学密

度大于５．０，截止波长分别为８８０ｎｍ和１１００ｎｍ。经测

试，该系统的信噪比可以达到５７ｄＢ。图３为近红外

小动物活体荧光成像系统的三维效果图。

图３ 成像系统三维效果图

Ｆｉｇ．３ ３Ｄｄｅｓｉｇｎｏｆｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ
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图４中的４条曲线分别表示了８８０ｎｍ波长通

滤光片的透光范围（ｆｉｌｔｅｒ１），１１００ｎｍ波长通滤光

片的透光范围（ｆｉｌｔｅｒ２），ＩｎＧａＡｓ近红外探测器的可

采集光谱范围（Ａｇ２Ｓ）以及Ａｇ２Ｓ量子点荧光发射光

谱（ＩｎＧａＡｓＤｅｔｅｃｔｏｒ）。通过滤光片的组合使用，本

实验系统最佳采集的光谱范围为１１００～１２５０ｎｍ。

该光谱范围位于近红外Ⅱ区内，也覆盖了 Ａｇ２Ｓ量

子点的发射波长范围。

图４ 系统光谱图

Ｆｉｇ．４ Ｓｐｅｃｔｒａｏｆｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ

３．２　图像信号采集处理

图像中的背景噪声主要是探测器的暗电流噪

声、读出噪声和热噪点，通常这些背景噪声会干扰被

测信号和影响系统的成像质量。因此，在利用光学

图像进行表面光强重建前，需要对光学图像中存在

的背景噪声进行去除，同时还需要提取出感兴趣区

域，以 便 增 强 对 后 期 图 像 重 建 的 效 果。利 用

ＬａｂＶＩＥＷ 软件对采集系统进行了软件设计，该软

件的图像处理功能主要包括以下功能：

１）背景噪声的去除

背景相减去除背景噪声。即：犐Ｐ＝犐Ｏ－犐Ｂ，其中

犐Ｐ 是去除背景噪声之后的信号，犐Ｏ 是探测器采集的

原始信号，犐Ｂ 是探测器对背景区域多次取平均值得

到的背景噪声信号。

２）感兴趣区域的提取

为了提高数据的利用效率以及后期图像的重建

速度和精度，可以对感兴趣区域进行提取：

犐ＲＯＩ＝
犘（犛，犜）∈ΩＲＯＩ

犗（犛，犜）∈Ω
烅
烄

烆 ＲＯＩ

，

其中犐ＲＯＩ是进行感兴趣区域提取后的光学图像，犘

是去背景噪声之后的光学图像，犗 是感兴趣区域，

ΩＲＯＩ是成像体的成像区域。

３）伪色彩的标记

最后，为了便于观察，通常把荧光信号进行伪色

彩标记。

４　系统性能测试与分析

４．１　系统的成像灵敏度

为了测试本系统对近红外Ⅱ区光的探测灵敏度

和最佳曝光时间，本实验对９组不同浓度的 Ａｇ２Ｓ

量子点（荧光波长为１２００ｎｍ）进行了成像测试。其

中，第１组Ａｇ２Ｓ量子点的质量浓度为１．９ｍｇ／ｍＬ，

摩尔浓度为５．２μｍｏｌ／Ｌ。并将该浓度的Ａｇ２Ｓ量子

点分别稀释２、４、８、１６、３２、６４、１２８、２５６倍，作为第２

组至第９组。然后置于内径厚度为１ｍｍ，宽度为

１０ｍｍ，容积为０．３５ｍＬ的超薄微量红外石英比色

皿中进行实验。设置激光器的激光功率密度为

４５ｍＷ／ｃｍ２，可以得到不同曝光时间下 Ａｇ２Ｓ量子

点的阈值浓度，其测量结果如图５所示。实验中阈

值浓度的定义为所设定曝光时间下探测器探测到的

荧光信号强度为背景信号强度５倍时Ａｇ２Ｓ量子点

的浓度。由图５可知，本系统在曝光时间为１００ｍｓ

时，质量浓度为０．００２３５ｍｇ／ｍＬ的Ａｇ２Ｓ量子点仍

可被探测器探测成像，表明该系统对 Ａｇ２Ｓ量子点

具有较高的成像灵敏度（约为１．１×１０－１０ｍＷ）。

图５ 激光器功率密度为４５ｍＷ／ｃｍ２ 时不同曝光

时间下的Ａｇ２Ｓ量子点阈值浓度

Ｆｉｇ．５ ＴｈｒｅｓｈｏｌｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＡｇ２ＳＱＤａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｘｐｏｓｕｒｅｔｉｍｅｗｈｅｎｌａｓｅｒｐｏｗｅｒｉｓ４５ｍＷ／ｃｍ
２

４．２　探测深度

因为英脱利匹特有与生物组织相似的散射和吸

收特性，所以被认为是一种理想的生物组织用于光

学分析的模型。采用体积分数为１％的英脱利匹特

作为本实验中的小动物仿体，用以模拟动物组织体

的散射和吸收特性。将质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的

Ａｇ２Ｓ量子点装入内径为１ｍｍ，宽度为１０ｍｍ，容

积为０．３５ｍＬ的红外石英比色皿中，并斜插入装有

英脱利匹特模拟组织液的培养皿中进行观察，如
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图６（ａ）所示，Ａｇ２Ｓ量子点在英脱利匹特模拟组织

液中的深度沿着狓方向（位置）增加。设置激光器

的激光功率密度为４５ｍＷ／ｃｍ２，并使用本系统获取

整个培养皿液体表面的荧光图像，其结果如图６（ｂ）

所示。由于英脱利匹特模拟组织液对光的吸收和散

射，Ａｇ２Ｓ量子点的荧光信号随着狓值的增加而减

弱，即Ａｇ２Ｓ量子点的荧光信号随着深度的增加而

减弱。最后，对图６（ｂ）进行荧光信号分析后，其分

析结果如图６（ｃ）所示，可以看出本实验设备利用近

红外Ａｇ２Ｓ量子点作为荧光探针，穿透深度可以达

到１０ｍｍ以上。

图６ 激光器功率密度为４５．３ｍＷ／ｃｍ２ 时，装有Ａｇ２Ｓ量子点的比色皿斜插入英脱利匹特模拟组织液的

培养皿中获取荧光信号。（ａ）示意图；（ｂ）培养皿表面荧光图；（ｃ）荧光信号强度分析

Ｆｉｇ．６ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌｏｆＡｇ２ＳＱＤｏｂｌｉｑｕｅｉｎｓｅｒｔｔｈｅｉｎｔｒａｌｉｐｉｄｗｈｅｎｌａｓｅｒｐｏｗｅｒｉｓ４５．３ｍＷ／ｃｍ
２．（ａ）Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ

ｄｉａｇｒａｍ；（ｂ）ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌｏｆｔｈｅｐｅｔｒｉｄｉｓｈ；（ｃ）ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

５　应　　用

在小鼠活体实验中，以出生６周的裸鼠作为实

验对象，将质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的 Ａｇ２Ｓ量子点

（２００μＬ）经尾部静脉注射到小动物体内，结合自主

研制的近红外小动物活体荧光成像系统，得到了小

鼠趴着时的体内血管网络分布高分辨率荧光图像，

如图７（ａ）所示，并采集了仰躺着的小鼠体内 Ａｇ２Ｓ

量子点的动态分布图像，如图７（ｂ）所示，Ａｇ２Ｓ量子

点通过静脉回流至心、肺，再通过肺循环及体循环发

布至全身脉管系统及各器官。通过本系统可以清楚

的看到小鼠体内的血管（１）及位于体内较深部位的

组织器官：脾脏（２）、心脏（３）、肺（４）和肝脏（５），其轮

廓边缘清晰可见，且成像信噪比较高。这种近红外

Ⅱ区成像模式较好的实现了生物组织深层次的动态

荧光观察，是传统的可见光及近红外Ⅰ区成像模式

不可比拟的。

图７ （ａ）ＮＩＲＩＩＡｇ２Ｓ量子点活体荧光成像；（ｂ）ＮＩＲＩＩＡｇ２Ｓ量子点活体实时荧光成像

Ｆｉｇ．７ （ａ）犐狀狏犻狏狅ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｍａｇｉｎｇｏｆＮＩＲＩＩＡｇ２ＳＱＤ；（ｂ）ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅＮＩＲＩＩｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｉｎｇｏｆ

ＮＩＲＩＩＡｇ２Ｓ犻狀狏犻狏狅

０６１７００３５



光　　　学　　　学　　　报

６　结　　论

利用近红外Ⅱ区（１０００～１３５０ｎｍ）的光在生物

组织中具有较强的穿透能力和较高的成像信噪比特

点，成功的将生物纳米技术、分子影像技术、近红外

成像技术和自动化控制等技术结合应用，研制出了

近红外小动物活体荧光成像系统，并获取了高分辨

率的近红外Ⅱ区荧光图像。该系统具有较高的成像

灵敏度，较快的采集速度（２０ｆｒａｍｅ／ｓ），较高的图像

像素（６４０ｐｉｘｅｌ×５１２ｐｉｘｅｌ），其可以实现近红外Ⅱ

区的荧光的观察，与荧光发射波长为１２００ｎｍ 的

Ａｇ２Ｓ量子点结合使用，在体积分数为１％的英脱利

匹特模拟组织液中可观察深度达到１０ｍｍ以上，在

活体小鼠体内注射 Ａｇ２Ｓ量子点后，可以清楚的观

察到体内的血管及深层组织器官。

使用该系统，将可以对标记有特定近红外荧光

探针的生物分子、活细胞、活体小动物的器官和组织

（包括淋巴系统、血管与肿瘤）等进行成像，这样可以

实时地观察基因在活体小动物体内的表达，肿瘤的

发生、生长、转移及药物的治疗效果。所以，该系统

有望在疾病的早期诊断、药物研制和分析生命机理

等领域中得以广泛应用。

致谢　感谢中国科学院苏州纳米技术与纳米仿生研

究所的王强斌研究员课题组提供 Ａｇ２Ｓ量子点

样品。
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