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摘　要：共聚焦显微镜具有较高的空间分辨率和信号背景比，能对生物样品进行三维层析成像，在医

学与生物学领域有着广泛的应用。近红外二区 (NIR-II，900~1 880 nm) 波段的光在生物组织中具有适

中的吸收、较低的散射，以及非常弱的生物组织自发荧光，因此，NIR-II 荧光活体成像具有大深度、高对

比度等优势。点激发、点探测的 NIR-II 共聚焦显微技术结合了上述二者的优势，在大深度生物成像中

具有高空间分辨率和高信号背景比等优点，因此在生物医学领域得到了广泛应用。此综述将从 NIR-
II 共聚焦显微技术的原理出发，阐述其发展进程、以及基于此项技术开展的生物医学成像应用，探讨

NIR-II 共聚焦显微技术未来的改进和发展方向。
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Abstract:   Confocal  microscopy  has  high  spatial  resolution  and  signal  to  background  ratio,  possessing  the
capability of three-dimensional tomography of biological samples, and thus has been widely used in medicine and
biology areas. Light in near-infrared II (NIR-II, 900-1 880 nm) regions fulfils moderate absorption, low scattering
in  biological  tissues,  and  weak  autofluorescence  of  biological  tissues.  Therefore,  NIR-II  in  vivo  fluorescence
imaging has  the  advantages  of  large  depth  and high  contrast.  Point-excitation  and point-detection  based  NIR-II
confocal microscopy combines the advantages of the two technologies mentioned above and features high spatial
resolution  and high  signal  to  background ratio  in  large-depth  biological  imaging.  Therefore,  it  has  been  widely
used  in  the  biomedical  fields.  This  review  summarizes  the  principle  and  the  development  progress  of  NIR-II
confocal  microscopy  and  the  application  of  biological  imaging  based  on  it.  The  future  improvement  and
development directions of NIR-II confocal microscopy are also discussed.
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 0    引　言

荧光显微成像技术是使用荧光染料或荧光蛋白

对待测样品进行标记并进行显微成像的技术。由于

其具有实时性好、分辨率高、灵敏度高、无辐射等优

点，常被用于检测特定生物结构的形态及生物组织内

特定分子的存在与空间分布[1]。相比于普通的宽场荧

光显微镜，共聚焦显微镜是一种三点共轭的特殊荧光

显微镜。在激发光路上，准直的激光光束经物镜聚焦

在样品的单点上，减少了对焦平面上焦点之外区域的

激发；在探测光路上，被激发点发射出的荧光通过物

镜后，在到达探测面前被再次聚焦到探测针孔，非焦

点外的杂散荧光由于无法经过探测针孔而被滤除，使

得探测器只接收目标点发出的荧光，从而提高了成像

的空间分辨率。在选定深度下通过移动样品台或使

用扫描振镜扫描样品以改变激光光束的聚焦点坐标，

共聚焦显微镜可以在样品特定深度下重建出高空间

分辨率的二维图像，进一步垂直移动样品则可以获得

不同深度下的二维图像，即实现光学切片。因此，共

聚焦显微镜利用针孔获得了较好的层析能力和空间

分辨率，可以在三维空间内对样本进行荧光成像。

共聚焦显微镜在医学与生物学领域有着广泛的

应用，如特定分子的定位定量分析 [2]、活细胞实时监

测[3]、组织切片成像[4]、微小动物成像[5] 等。然而，普

通共聚焦显微镜通常应用于细胞和薄组织等样品的

观测，很难实现大深度成像。究其原因，主要是普通

共聚焦所用的激发光和荧光波长通常位于可见光波

段 (360~760 nm)，此波段的光在生物组织内易受散射

的干扰，激发光的散射导致它在大深度的组织中难以

形成较好的聚焦光斑，荧光的散射导致深层信号捕捉

困难，成像深度低；同时，生物组织在可见光波段具有

很强的自发荧光，这会导致成像背景大且信号背景比

低。近红外光 (NIR, 760~2 500 nm)相比于可见光波

段，在生物组织中有着更低的散射和自发荧光，这有

利于提高生物成像中的信号背景比。2009年，斯坦福大

学戴宏杰教授课题组利用发光波长在 1 100~1 700 nm

的单壁碳纳米管 (single-walled carbon nanotubes，CNTs)

实现了首例波长大于 1 000 nm的活体荧光成像[6]，并将

1 000~1 700 nm定义为近红外二区 (NIR-II)窗口。研

究发现，在 NIR-II波段，荧光在生物组织中有更低的

散射，组织穿透率更高[6]。自此，NIR-II荧光生物成像掀

起了一股研究热潮。起先，大多数研究者都试图在低

光吸收波段中寻找光散射最低的窗口来得到较高的

成像质量，因此NIR-II窗口被水吸收峰 (1 400~1 500 nm)

分隔开，并由此定义了NIR-IIa (1 300~1 400 nm)和NIR-

IIb (1 500~1 700 nm)两个子窗口。2021年，浙江大学钱

骏教授课题组[7] 的研究表明，适度的吸收可以优先耗

尽传播路径更长的散射背景光，增大弹道光与散射光

之比，提高 NIR-II成像的信噪比，并重新将 NIR-II定

义为900~1 880 nm，将1 400~1 500 nm和1 700~1 880 nm

分别定义为 NIR-IIx和 NIR-IIc子窗口，完善了 NIR-II

的理论。

为实现生物组织中更大深度的成像，2017年，戴

宏杰教授团队 [8] 首次将共聚焦显微镜扩展到 NIR-

II窗口，对 170 μm厚的脑组织切片进行了染色与成

像，展示了 NIR-II共聚焦显微成像深度大的潜力。自

此，NIR-II荧光共聚焦显微镜在生物组织中的应用得

到快速发展——扫描方式由最初的样品台扫描改进

为振镜扫描，成像速度加快；激发光由最初较长波长

的 NIR-I光变为波长更长的 NIR-II光，发射光的波长

则由 NIR-II逐渐拓展到 NIR-IIb区、NIR-IIc区，成像

深度得以提升；高灵敏度探测器——超导纳米线单光

子探测器 (Superconducting Nanowire Single Photon De-

tector，SNSPD)替代探测效率相对较低的光电倍增管

(PMT)，实现了深度更大、分辨率更高的活体成像及

更精确的荧光寿命成像；以 NIR-II共聚焦显微系统为

基础、与时间相关单光子计数技术 (TCSPC)相结合

建立的荧光寿命成像系统，扩展了成像维度。文中将

从 NIR-II共聚焦显微技术的原理出发，阐述其发展进

程以及基于此项技术开展的生物成像应用，探讨 NIR-

II共聚焦显微技术未来的改进和拓展方向。

 1    共聚焦显微技术发展进程

 1.1   从宽场荧光显微技术到共聚焦荧光显微技术

宽场荧光显微技术是一种基础且易搭建的荧光

显微成像技术：系统由激发光源、二色镜、物镜、滤光

片、面探测器组成。特定波长的激发光束经二色镜反

射后通过物镜照射于待测样品上，样品中的荧光分子

被激发后发射另一波段的荧光，荧光被物镜收集，经

过滤光片后被二色镜选择性透过，面探测器只探测荧
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光波段的信号，从而得到样品的荧光图像。宽场荧光

显微技术采用面激发面探测的方式，时间分辨率高，

可以进行实时成像，在脉管显微造影、肿瘤精确分

析、炎症准确追踪、血液流速测量等方面有着良好的

应用[9−13]。但宽场荧光显微技术应用于生物医学领域

中时，面临着低空间分辨率的问题：激发过程中激发

光大面积地照射在样品上，非焦平面的失焦信号光也

会被物镜收集形成背景，因此成像分辨率低，层析能

力差，无法对样品进行清晰准确的 3D结构成像。为

降低非焦平面干扰信号的影响，目前发展出多种新型

成像方法，包括光片显微镜、共聚焦显微镜、多光子

显微镜等。其中，光片显微镜采用正交的面激发及面

探测方式，使激发的区域局限于焦平面，而焦面外无

法被有效激发，从而有效地抑制了背景。但光片显微

镜中需要一束由柱面镜形成的平面光波穿过生物组

织并在垂直方向上对穿过的薄层成像，因此对生物组

织的透明度通常具有较高的要求 [14]。共聚焦荧光显

微镜在宽场荧光显微镜的基础上，替换面激发面探测

为点激发点探测，一方面增加了扫描装置 (可移动的

样品台或扫描振镜)以实现对样品的三维成像；另一

方面增加了针孔以滤除焦点外的背景荧光，降低非焦

面信号的干扰，提高了荧光成像的空间分辨率及系统

的层析能力。在共聚焦显微镜基础上发展起来的多

光子显微镜中，荧光探针同时吸收多个较长波长的光

子，发射出一个较短波长的光子，此过程为典型的非

线性吸收过程，而多光子的吸收几率相比于单光子吸

收几率非常低，因此多光子荧光成像只有在具有更高

功率密度的位置即焦点才能发生，由此在焦点处形成

天然的针孔，从而实现了层析效果。但与此同时，多

光子显微镜需要能够在瞬间将光子集中发射的设备，

即高峰值功率、短脉冲的激光——飞秒激光器。而飞

秒光源设备比较昂贵，传统的掺钛蓝宝石飞秒激光器

的波长调节范围在 690~1 000 nm，更长波段飞秒光的

实现则需要采用光参量振荡或光参量放大技术，这限

制了多光子显微镜的推广。相比之下，共聚焦显微技

术无需昂贵的飞秒激光器，能实现较高空间分辨率的

成像，使其在荧光生物样品研究中占有一席之地。

 1.2   从可见光/NIR-I 共聚焦显微技术到 NIR-II 共聚

焦显微技术

共聚焦激光扫描显微镜 (CLSM)于 1957年由马

文·明斯基首次提出并获得专利[15]。1967年，Egger和

Petran成功地应用共聚焦显微镜产生了一个光学切

面[16]。1980年，Wilson将激光引入了共聚焦显微镜[17]。

此后，共聚焦显微镜开始逐渐广泛应用于生物样品的

荧光成像 [18−21]。传统的可见光共聚焦显微镜用紫外

或可见光激发可见光荧光分子，可以在亚细胞水平上

观察诸如 Ca2+、pH值、膜电位等生理信号、观测细胞

中蛋白质的表达情况、得到细胞或组织内部微细结构

的荧光图像，还可以应用于微小生物如线虫的形态成

像等 [22−25]。然而，生物组织如皮肤、肌肉、脂肪对短

波长的紫外和可见光散射严重，且血红蛋白对 430 nm

左右的光又有着强烈的吸收，因此可见光共聚焦显微

镜中位于紫外或可见光波段的激发光在组织中衰减

大，难以激发深层组织中的荧光分子；由于可见光荧

光分子的发射峰位于可见光波段，此波段的光在生物

组织中的严重散射则会导致深层组织中的信号光探

测困难，因此可见光共聚焦成像中激发和发射光的波

段限制了共聚焦系统在大深度荧光成像中的应用，其

观测对象常局限于细胞及厚度较薄的组织样品。

相比于可见光波段，近红外一区 (NIR-I,  760~

900 nm)波段光的优势为大深度荧光生物成像提供了

可能：首先，NIR-I波段的光在生物组织中有着相对较

小的散射，因此 NIR-I激发光可以聚焦于更深层的样

本区域，NIR-I发射光在生物组织中损耗小，更有利于

荧光信号捕获；且生物组织在 NIR-I波段的自发荧光

少，成像过程中背景噪声下降。2014年，浙江大学钱

骏教授课题组 [26] 基于共聚焦显微成像系统，并结合

NIR-I波段在生物成像中的优势，建立了一套 NIR-I

共聚焦荧光显微成像系统 (NIR-LSCM)。该系统基于

商用共聚焦显微镜，并使用在 400~1 600 nm光波段具

有良好透过率的物镜进行成像。成像所用的激发光

波长为 635 nm，这比传统共聚焦的蓝光、绿光激发光

波长更长，在生物组织中散射小，能够在较大深度的

生物样品中实现良好聚焦；同时，相比于传统共聚焦

中的可见光发射波段，所使用的近红外荧光染料 IR-

820纳米颗粒发射的 NIR-I荧光在生物组织中同样损

耗小，这有助于探测到深层组织的信号。最终，他们

使用 NIR-LSCM系统对活体小鼠脑部血管实现了

500 μm深度的显微成像 (图 1)，达到了可见光共聚焦
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荧光显微成像系统难以获得的对比度和深度。

在 NIR-II波段中，生物组织中水吸收的存在抑制

了散射背景，弹道光与散射光之比可以更高，进而提

升了成像的信号背景比。基于 NIR-II窗口相较于

NIR-I窗口和可见光波段的优势，共聚焦显微技术也

在向 NIR-II波段拓展。NIR-II荧光共聚焦显微镜的

激发通常采用波长更长、散射更小的 NIR-I窗口光

(如 785 nm、 793 nm或 808 nm)，并使用发射波段在

NIR-II窗口的荧光分子。在此过程中，探测器的改进

与发展也为共聚焦系统中的波长扩展打下了基础。

最初适用于可见光共聚焦系统的探测器为 GaAs

PMT，其量子效率仅有 20%，随后磷化砷化镓 (GaAsP)

PMT的出现提供了一种提高灵敏度的方法，但也仅

在 400~650 nm范 围 内 有 较 高 的 探 测 效 率 (QE为

40%)，难以探测 NIR-II波段的荧光[27]。之后出现的在

近红外区域具有灵敏度的热电冷却 InGaAs光电倍增

管 H12397-75 PMT，可以以相对较高的效率实现 950~

1 700 nm波段光信号的探测，这为 NIR-II荧光共聚焦

显微技术在生物成像中的应用打下基础。2017年，斯

坦福大学戴宏杰院士团队[8] 基于该 PMT将 NIR-II窗

口与共聚焦显微技术结合，收集了 1 100 nm以上波段

的荧光，实现了小鼠脑组织切片的 NIR-II荧光共聚焦

显微成像，拉开了 NIR-II荧光共聚焦显微技术的序

幕。此后，NIR-II共聚焦显微技术因其能更清晰地展

示出深层生物组织形态特征的优势，在动物脑血管、

肿瘤、组织切片等的观测上逐渐获得广泛的应用。

 1.3   转盘式共聚焦

激光扫描共聚焦显微镜通过激光逐点扫描样品

激发目标点的荧光分子，用点探测器 PMT来探测荧

光，虽然成像清晰，但是点扫描的过程及 PMT的低光

电转换效率导致成像速度比较慢。为了进行快速成

像，转盘式共聚焦显微镜 (SDCM)逐渐发展起来。

1884年，Nipkow首次提出了使用旋转圆盘生成图像

的概念[28]，1968年以此概念为基础实现了第一台商业

转盘式共聚焦仪器[29]。1992年，横河电力公司 (日本

东京)发明了一种微透镜阵列盘，并将其完美耦合在

针孔阵列盘之中，使得光通过微透镜聚焦到针孔阵列

中，这成为后续多数转盘式共聚焦系统的结构 (美国

专利号 5162941)[27]。目前的转盘式共聚焦系统通常

也包括一个微透镜阵列盘和一个针孔阵列盘，激发光

通过多个微透镜 (~1 000个)后形成多个微光束，穿过

针孔阵列照射在样品上，同时激发样品上的多个目标

点，激发出的光信号再次通过小孔滤除杂散光，所得

到的焦平面信号最终成像在电子倍增相机 (EMCCD)

上[30]。随着转盘转动，针孔就扫描图像上对应的一块

区域，以此来实现对样品的完整扫描。转盘式共聚焦

通过转动转盘的方式实现了多点同步扫描，不仅大大

提高了采集速度，也意味着可以使用量子效率较高的

面阵相机取代 PMT，从而可以降低激发光功率，减小

对荧光分子的光漂白和对生物样品的光损伤。

转盘式共聚焦在生物中的应用不局限于可见光

波段，在NIR-II窗口也有应用：2018年，Vitalijs Zubkovs

等人 [31] 使用 NIR-II转盘式共聚焦成像系统 (图 2(a))

对荧光珠进行成像 (图 2(b))，实现了 (0.5±0.1) μm的

横向分辨率和 (0.6±0.1) μm的轴向分辨率，与相应的
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150 μm 180 μm 200 μm 250 μm

300 μm 350 μm 400 μm 500 μm

(a)

(b)

图 1  IR820标记的小鼠大脑血管的 NIR-I荧光共聚焦显微成像[26]。

(a) 不同垂直深度下 (0~500 μm)的小鼠脑血管荧光显微镜图

像；(b) 小鼠脑血管的三维重建图像，比例尺：50 μm

Fig.1  NIR-I fluorescence confocal microscopic images of blood vessels

of  the  mouse  brain  stained  with  IR820[26].  (a)  Fluorescence

microscopic images of blood vessels in the mouse brain at various

vertical depths (0-500 μm); (b) 3D reconstructive images of blood

vessels of the mouse brain. Scale bar: 50 μm 
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宽场显微成像相比，横向和轴向分辨率分别提高了

17%和 45%，层析能力也显著提升 (图 2(c))。这项工

作利用转盘式共聚焦快速成像的特点，使系统的最大

理论采集速度可以达到 18 000 fps，实际的成像速度受

限于 InGaAs探测器的响度速度以及荧光团的亮度，

而并不受限于扫描过程。然而，这项工作中使用的微

透镜转盘仍为普通商用可见光增透的微透镜转盘，对

红外光的透过率较低，且并未应用于活体成像之中。
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图 2  NIR-II转盘式共聚焦显微技术的应用[31]。(a) NIR-II转盘式共聚焦显微技术的光路示意图；(b) 宽场 (左)和转盘式 (右)共聚焦显微镜对

(186±48) nm NIR荧光珠成像的比较，比例尺：1 μm；(c) 荧光珠的宽场 (上) 和共聚焦 (下)显微成像的层析图，比例尺：2 μm

Fig.2  The  application  of  NIR-II  spinning-disc  confocal  microscopy[31].  (a)  Optical  layout  of  the  NIR-II  spinning-disc  confocal  microscopy;

(b) Comparison of wide-field (left) and spinning-disc(right) confocal microscope imaging for (186±48) nm NIR fluorescent beads. Scale bar: 1 μm;

(c) Z-stack projection of wide-field (top) and confocal (bottom) microscopic images of the fluorescent beads. Scale bar: 2 μm 

 

相比于逐点扫描式共聚焦，转盘式共聚焦具有成

像速度快、光损伤小等独特的优势，但它也存在很多

问题，例如系统中的针孔转盘以及微透镜转盘需要实

时一一对应、系统昂贵、控制过程复杂且困难；而且

转盘式共聚焦系统中针孔大小不可调节，无法调节成

像的空间分辨率。因此，转盘式共聚焦发展历程相对

缓慢。

 2    点激发点探测 NIR-II 荧光共聚焦显微技

术的发展

相比于转盘式共聚焦显微镜，逐点激发逐点探测

的扫描式共聚焦系统更为简单，发展更为迅速。扫描

式共聚焦显微镜是一种光学、机械、电子组件和图像

采集软件组合而成的系统，包括激光源、共聚焦扫描

显微镜 (包括物镜、针孔、扫描振镜和光学显微镜

等)、探测器、计算机、图象输出设备以及相关分析软

件。成像过程中，激光源通过物镜聚焦于样品的某一

点，该样品点的荧光分子被激发后，所产生的荧光通

过针孔和滤光片被光电探测器所接收，并记录下该样

品点的荧光强度。通过扫描单元改变激发点照射在

样品上的位置，记录下每一个样品点的荧光强度并通

过相关分析软件重构出整个样品的荧光强度图像。

逐点激发逐点探测的扫描式共聚焦系统最初是

通过移动样品台的方式完成对整个样品的扫描，这种

扫描方式不需要激光扫描模块，所对应的光学系统相

对简单，但扫描速度受限于样品台的移动速度，一个

像素通常需要停留几个毫秒的时间，成像速度相对较

慢。2017年，戴宏杰院士课题组[8] 搭建了基于移动样

品台完成扫描的 NIR-II荧光共聚焦显微装置，使用发

射波长约 1 100 nm、量子产率 (QY)为 1.9%的 NIR-
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II荧光团-抗体偶联物 IR-FGP对神经元进行标记，采

用自制的样品台扫描共聚焦显微装置进行扫描。然

而，受限于荧光染料的亮度，需要延长积分时间以获

得良好的探测效率及成像效果，最终以 2.5 ms/pixel

的低扫描速度完成了 170 μm厚脑组织切片的 3D成

像。对于发射波长在 NIR-II的 IR-FGP通道，使用

785 nm的激光器进行激发，采用 100×物镜 (型号：

UPLFLN100 XOI2，奥林巴斯)以提高空间分辨率，并

使用 H12397-75 PMT探测 1 050~1 300 nm的荧光。在

样品台扫描共聚焦显微装置 (图 3 (a))的帮助下，戴宏

杰院士课题组[32] 还使用 NIR-II荧光探针 IR-FEPC在

小鼠卵巢模型中实现了 900 μm穿透深度和微米级空

间分辨率的  NIR-II荧光结构成像，区分了细胞膜细

胞、颗粒细胞和黄体富集细胞这三个不同的卵巢发育

阶段。
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图 3  (a) 移动样品台扫描的 NIR-II荧光共聚焦显微装置的光路图[32]； (b) 小鼠脑血管的离体 NIR-II荧光共聚焦大面积 (3 000 μm×2 000 μm)成像[33]；

(c) 小鼠脑血管的离体NIR-II荧光共聚焦小体积 (左侧，200 μm×200 μm×200 μm)和 (d) 大体积 (右侧，400 μm×400 μm×400 μm) 3D重构图像[33]；

(e) NIR-II荧光共聚焦显微镜下肿瘤组织和血管的双色成像[33]

Fig.3  (a) Optical diagram of the stage-scanning NIR-II fluorescence confocal microscopic device[32]; (b) Ex vivo NIR-II fluorescence confocal imaging

in  large  area  (3 000 μm×2  000  μm)  of  brain  in  a  mouse  injected  with  p-FE[33];  (c)  3D  reconstruction  of  ex  vivo NIR-II  fluorescence  confocal

imaging of vasculatures in brain of mouse within a small volume (left side, 200 μm×200 μm×200 μm) and (d) a large volume (right side, 400 μm×

400 μm×400 μm)[33]; (c) Two-color fluorescence confocal microscope imaging of a tumor tissue and blood vessels in the NIR-II window[33]
 

 

2018年，戴宏杰院士课题组[33] 开发了一个 QY为

16.5%的有机纳米荧光载体 p-FE，基于与图 3(a)类似

的共聚焦显微系统光路，依赖于样品台的移动完成了

对浸泡在甘油中的离体小鼠脑血管 3 000 μm×2 000 μm

的共聚焦大面积成像 (图 3(b))以及 400 μm × 400 μm ×

400 μm的三维成像 (图 3(d))。之后，为了评价 p-FE的

肿瘤成像能力，他们给小鼠接种了 4 T1乳腺肿瘤 (大

小约 33 mm3)，并给小鼠注射了 p-FE和具有 NIR-II荧

光发射的 CNTs，利用 p-FE在 1 100~1 300 nm波段的

荧光突出肿瘤血管，利用碳纳米管在 1 500~1 700 nm

波段的荧光突出肿瘤组织，完成了肿瘤监测。由于

CNTs的QY远低于 p-FE，在NIR-II窗口的肿瘤组织成

像的 CNTs通道中必须使用更大的小孔以提高 NIR-

II共聚焦系统的采集效率。最终，以 15 min/帧的扫描

速度通过移动样品台进行了 740 μm×740 μm×220 μm

的肿瘤双色成像 (图 3(e))。

移动样品台的扫描方式系统简单，可以进行长时

间积分，且可以实现较大的视场。然而移动样品台的

方式扫描速度受限于样品台的机械运动，每像素停留

时间为通常为几个毫秒，因此需要十几分钟才能采集

到一个 512 pixel×512 pixel的图像，如果想要在一个

z 堆栈中使用多张图像来重构出整个体积图像，每个

3D图像就可能需要几十分钟。而激光扫描共聚焦显

微镜的激发又依赖于一个高度空间定位的激光光斑，
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因此在生物成像过程中，低扫描速度会引起较强的光

毒性。为缩短每个点的扫描停留时间，可以使用扫描

振镜在较小的视场下快速扫描和成像：其中一个振镜

沿 x 轴水平扫描激光束、第二个振镜沿 y 轴逐渐缓慢

地推进激光束，同时垂直移动样品台进行 z 轴扫描即

可得到样品的三维图像。使用扫描振镜的扫描方式

成像速度快，对生物样本的光损伤小，有助于实现快

速成像。受益于 p-FE的高 QY及 H12397-75 PMT探

测器的较高灵敏度，戴宏杰院士课题组[33] 还使用了扫

描振镜在 200 μm×200 μm×200 μm的区域内进行 2 s/帧

的快速扫描和成像，在小面积范围内得到了脑血管的

三维图像 (图 3(c))。

2019年，浙江大学钱骏教授课题组 [34] 对振镜

扫描共聚焦显微光路进行了红外增透的优化，如

图 4(a)所示，793 nm的激发光经二向色镜反射后进

入扫描振镜，之后再通过红外增透的扫描透镜和套

筒透镜，最终被一个红外增透的水浸物镜 (型号：

XLPLN25 XWMP25，奥林巴斯)聚焦到小鼠大脑中激

发荧光染料 ICG，最终 ICG在 1 000 nm以上的拖尾荧

光被 NIR-II响应的 H12397-75 PMT探测。成像过程

中振镜以 20 μs/pixel的速度对样品进行扫描以提高

时间分辨率，更好地获得实时性成像，最终实现了对

活体小鼠脑血管的 NIR-II荧光共聚焦快速扫描成像

(图 4(b))。
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图 4  (a) NIR-II荧光共焦扫描显微成像系统的原理图；(b) 活体 NIR-II荧光共聚焦扫描显微镜下小鼠在 40~300 μm不同深度的开颅脑血管成像[34]

Fig.4  (a)  Schematic  illustration  of  NIR-II  fluorescence  confocal  scanning microscopic  imaging  system;  (b)  In  vivo  NIR-II  fluorescence  confocal

scanning microscopic imaging of cerebrovasculature in a mouse with craniotomy at various depths from 40 to 300 μm[34]
 

 

除此之外，钱骏教授课题组[35] 还使用了具有聚集

诱导发光特性 (AIE)[36−37] 的 TB1有机纳米颗粒作为

NIR-II荧光探针，利用其在 1 000 nm以上的荧光拖

尾，同样采用振镜扫描的方法实现了基于 NIR-II荧光

共聚焦显微术的活体鼠脑血管成像。所使用的系统

如图 5(a)所示， 793 nm的连续激发光通过振镜以

10 μs/pixel的扫描速度进行扫描，并经过扫描透镜和

套筒透镜对激发光进行扩束后进入红外增透物镜；被

激发处的 1 000 nm以上的荧光通过 300 μm直径的小

孔后经光纤耦合进H12397-75 PMT，最终实现了 800 μm

深度的高分辨率三维活体鼠脑血管成像，在 700 μm

深度处的空间分辨率为 8.78 μm (图 5(b))。

除了小鼠脑血管成像，NIR-II荧光共聚焦显微术

同样可用于观测构造类似于人类大脑皮层结构的动

物模型。相比于小鼠，灵长类动物 (包括人类和非人

类灵长类动物)的大脑皮层依据神经元功能被分为不

同的模块单元 (称为列或域)[38−39]，这种特异性的功能

模块表明灵长类动物的血管网络结构具有特殊性以

满足不同区域的代谢和血流动力学需求 [40]。浙江大

学钱骏教授、Anna Wang Roe教授[1] 开发了一种适合

非人灵长类动物的 NIR-II荧光共聚焦显微成像系统，

利用 ICG作为 NIR-II荧光探针，首次实现了对恒河猴

柱状和层流状微血管网络的 NIR-II结构成像。这项

工作解决了恒河猴成像的不少难点：首先，恒河猴相

比于常用的小鼠体积较大，需要在显微镜的载物台预

留更大的操作空间；其次，恒河猴的脑组织弧度大，成

像过程中稍微水平移动聚焦点就会在很大程度上改

变光斑在猴脑中的聚焦深度，因此实际成像中使用了

  红外与激光工程  
第 11 期 www.irla.cn 第 51 卷

20220494–7



一个多自由度的调节架以保证成像过程中物镜始终

垂直于颅窗；另外，恒河猴更为珍贵，对 NIR-II探针的

生物兼容性要求更高，因此实验中选用了临床可用且

具有 NIR-II荧光拖尾的 ICG作为荧光探针。成像过

程中，扫描单元内的振镜可以在 x、y 方向上实现精细

的逐点扫描，同时通过电机驱动的电动位移平台调整

显微系统的垂直位置，实现 z 方向的扫描；整个共聚

焦显微系统固定在一个多方向可调的架子上，方便地

平移和旋转物镜使之在成像过程中始终垂直于颅

窗。最终，该共聚焦显微系统以 20 μs/pixel的扫描速

度实现了恒河猴皮质血管中 8 μm的横向分辨率以及

470 μm的成像深度，得到了活体恒河猴三维脑血管图

像 (图 6(b))。

上述几项工作中使用的 NIR-II荧光探针的发射

波长不够长，通常只收集 1 000 nm或 1 100 nm长通的

拖尾荧光，在此波段范围内的活体单光子共聚焦显微

成像仍受到光散射和吸收的限制而无法达到理想的

成像效果。为了进一步提高成像深度，戴宏杰院士课

题组 [42] 合成并使用了发射峰在 1 600 nm的量子点

(CSQDs)荧光探针。相比于之前的 NIR-II荧光探针，

CSQDs荧光探针发射峰进一步增长，因此在生物组织

中的散射进一步减小，荧光穿透深度更大；另外，在此

波段内水对光的吸收进一步增加，更多地抑制了散射

光，弹道光与散射光之比显著提升，理论上有着更好

的成像质量。戴宏杰院士课题组使用 785 nm波长的

激发光及与图 3(a)基本一致的光路结构，收集量子

点 1 500 nm以上的荧光，在活体情况下实现了对小鼠

后肢皮下肿瘤 1.2 mm深度的共聚焦三维血管成像

(图 7)。

NIR-II荧光共聚焦显微成像的深度、速度等主

要受限于荧光探针的亮度、激发和发射波长，以及探

测器的灵敏度。至此，NIR-II荧光共聚焦显微镜的发

展已相对完善：在 NIR-II灵敏度相对较高的 H12397-

75 PMT基础上，NIR-II荧光亮度更高的探针得以开

发、共聚焦显微系统的近红外透过率得到优化、扫

描方式从缓慢移动样品台的扫描方式改进为振镜

扫描方式；与此同时，探针的发光波段由 NIR-II延

伸至 NIR-IIb，共聚焦显微系统的成像深度得以显著

增大。

在 NIR-II窗口的基础上，进一步增长激发光及发
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图 5  (a) NIR-II 荧光共焦扫描显微成像系统的原理图；(b) NIR-II 荧光共聚焦显微镜下活体小鼠脑血管的三维图像[35]

Fig.5  (a) Schematic illustration of NIR-II fluorescence confocal scanning microscopic imaging system; (b) Three-dimensional images of cerebral vessels

of a living mouse using NIR-II fluorescence confocal microscope[35] 
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射光波长，能使激发光穿透深度更大，发射光中弹道

光与散射光比例增大，进而提升成像质量。另外，近

红外探测中最常用的 InGaAs光电二极管或光电倍增

管虽然在长波长窗口具有高增益，但探测波段均小于

1 650 nm，且存在低光电转化效率和高暗计数等问

题。若想进一步改进 NIR-II共聚焦显微成像效果，就

需要在延伸激发、发射光波长的同时引入对长波长荧

光具有高光电转换效率、低暗计数、高增益的探测
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图 6  (a) NIR-II荧光共聚焦显微成像系统示意图 (红色箭头：微调。蓝色箭头：旋转。绿色箭头：粗调整。右侧图是激发光路和成像光路)；

(b) NIR-II荧光共聚焦显微镜下恒河猴大脑血管的大深度活体成像[41](比例尺：100 μm)

Fig.6  (a)  The  schematic  illustration  of  the  NIR-II  fluorescence  confocal  microscopic  imaging  system.  Red  arrows:  fine  adjustment.  Blue  arrows:

rotation. Green arrows: coarse adjustment. The excitation and imaging light paths are showed on the right panel; (b) In vivo NIR-II fluorescence

confocal microscopic imaging of cerebral blood vessels of the rhesus macaque with large penetration depth[41](Scale bar: 100 μm) 
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器，降低荧光探测的阈值。

 3    NIR-II 共聚焦显微系统的改进

 3.1   反射式 NIR-II 共聚焦显微系统

NIR-II共聚焦显微系统的激发光与发射光是逐

渐由可见光向 NIR-I再向 NIR-II扩展的，随着光波长

的增加，激发光的散射减小，能更好地聚焦在目标点

上；当发射光在 NIR-IIx、NIR-IIa或 NIR-IIb波段时，

信号收集过程中能收集到更高比例的弹道光子，从而

提升成像质量和成像深度。第二部分中所展示的工

作都是基于荧光发射的 NIR-II共聚焦显微系统，此类

共聚焦显微系统依赖于 NIR-II荧光发射的探针，成像

深度很大程度上受限于探针的亮度和吸收发射波

段。反射式共聚焦显微镜采用单个波长激发，收集同

一个波长反射回来的信号，可在一定程度上摆脱对探

针的依赖，激发光聚焦样品之后收集反射的信号，在

延长信号光波长的同时相应延长激发光波长，使其在

生物组织大深度成像中具有天然优势。

2018年，Chris Xu组 [43] 将 NIR-II激光引入反射

式共聚焦系统 (RCM)。RCM面临的一个挑战是光束

路径中光学元件的杂散反射，他们在光路中引入偏振

来滤除非样品上的反射信号。如图 8(a)所示，他们使

用 5 mm2 的方形 λ/4波片代替普通的盖玻璃作为颅窗

的盖玻片，光路中的杂散反射光返回经过 λ/2波片后

仍然为 P偏振光；而只有两次经过 λ/4波片的样品上

的反射信号再经过 λ/2波片之后转化为 S偏振光后才

能在 PBS中反射并被 PMT1或 PD探测收集。他们

使用 1 650 nm的脉冲激光器作为入射光源，并使用

InGaAs PMT(H10330 C-75，滨松)作为探测器。系统

中，后向散射光通过一个 75 mm的透镜重新聚焦到作

为共聚焦针孔的 25 μm直径的多模光纤中，在脑表面

以下 1.2~1.3 mm的深度观察到了海马体的神经纤维

(图 8(c))。在这项工作中，Chris Xu组还使用反射式共

聚焦显微系统展示了在 1 310 nm、1 610 nm和 1 630 nm

的连续波和 1 650 nm的脉冲激光照射下小鼠的白质

共聚焦图像，并利用不同波长采集图像，证实了长波

长照射下反射式共聚焦显微成像效果更好 (图 8(b))。

 3.2   SNSPD 辅助探测的 NIR-II 共聚焦显微系统

SNSPD是一类用单个光子打破库珀对从而产生

电流电压信号的量子极限超导光检测器[43]。Kadin等

人于 1996年观察到了超导薄膜中的非平衡热点效

应，并以此为基础首次提出了 SNSPD的概念 [44]。

2001年，俄罗斯 Goltsman团队利用 NbN薄膜制备的

超导单光子纳米线实现了 810 nm波长光的探测，成

功证明了 SNSPD的概念 [45]。自此，SNSPD在各种应

用方面的巨大潜力吸引了世界各地的研究人员。研

究人员们通过改进材料、设计、制造工艺和理论等，

 

z=0 μm z=180 μm z=360 μm z=720 μm(a)

(b) (c)

图 7  (a) NIR-IIb窗口小鼠肿瘤活体无创荧光共聚焦显微成像[42](比例尺：500 μm)；(b)~(c)180μm深度下肿瘤血管的高分辨率荧光共聚焦图像：(b)

比例尺：200 μm；(c) 比例尺：50 μm

Fig.7  (a)  In  vivo noninvasive  NIR-IIb  fluorescence  confocal  imaging of  the  mouse  tumor[42].  Scale  bar:  500 μm.  (b)-(c)  High-resolution  fluorescence

confocal imaging of tumor vessels at a depth of 180 μm: (b) Scale bar: 200 μm; (c) Scale bar: 50 μm 
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使 SNSPD的性能得到了有效的提高。其中，系统探

测效率 (SDE)是最受关注的性能，它通常可以被表示

为光耦合效率、吸收效率和本征探测效率三者的乘

积。成熟的光学技术 (光学薄膜、透镜光学、光学仿

真计算等)和超导薄膜及微纳加工技术，使得以上三

个因素都能够做到近乎理想[46]。在 2019年的罗彻斯

特相干和量子光学会议上，Reddy等人报道了 SDE为

98%的 SNSPD，这是 SNSPD当时所达到的最高效

率[47]。此后，上海微系统所、美国 NIST、荷兰 TU Delft

三个团队都先后报道了在 1 550 nm波段 SDE接近

100%的 SNSPD[48−50]。与此同时，SNSPD对更长波长

光信号 (1 900~2 000 nm)也有较高灵敏度 (检测效率

>50%)，这种长波长高探测效率器件的出现使得近红

外二区的生物成像应用得到了拓展。除了探测效率

的明显优势，SNSPD的快速时间响应 (~109 ps)、低定

时抖动 (~50 ps)和低暗计数率 (<100 cps)等特点都使

其十分有利于 NIR-II生物成像。

2020年，中国科学院深圳先进技术研究院郑炜

研究员团队 [51] 利用了 SNSPD高灵敏度的特点开发

了一种 NIR-II荧光共聚焦介观成像系统。如图 9(a)

所示，波长为 808 nm的飞秒激发光被扩束后由二色

镜反射到二维振镜扫描仪上进行扫描，相比于共聚

焦显微系统，此系统将原本用于聚焦的短焦距显微

物镜换成了单一的扫描透镜 (LSM02-BB， f=18 mm，

Thorlabs)，从而创造了一个更大的平面成像场。相比

于显微成像，介观成像中聚焦光斑大，功率密度低，

激发出的荧光信号更加微弱，需要用高探测效率的

探测器即 SNSPD弥补。文中所使用的 SNSPD在

2.5 K温度下工作，对 1 064 nm (无偏振)波长的检测

效率大于 50%，暗计数率仅 100次 /s，它为实现同时

具备较大视场、高分辨率、大穿透深度及光学切片

能力的介观成像提供了探测的基础。在这项工作

中，他们开发出了 FOV为 7.5 mm×7.5 mm、横向分辨
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图 8  (a) NIR-II反射式共聚焦显微镜示意图；(b) 相同功率，不同波长连续脉冲激光 (1 310 nm, 1 610 nm, 1 630 nm和 1 650 nm)激发下白质的

RCM共聚焦图像；(c) 不同深度下的活体 RCM图像[43](比例尺：30 μm)

Fig.8  (a)  Schematic  illustration  of  the  NIR-II reflectance  confocal microscope;  (b)  Confocal  images  of  white  matter  under  CW  and  pulsed  laser

illumination with the same power at 1 310 nm, 1 610 nm, 1 630 nm, and 1 650 nm; (c) In vivo reflectance confocal microscope images at various

depths[43] (Scale bars: 30 μm) 
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率为 6.3 μm、成像深度可达小鼠颅骨表面以下 2.5 mm

的介观成像系统，并利用该系统对小鼠进行了活体

三维脑血管成像，实现了局部缺血的动态脑血管成

像 (图 9(b))。

2021年，Chris Xu教授团队 [52] 基于与图 4、5类

似的荧光共聚焦系统光路将长波长发射的荧光探针

PbS/CdS量子点 (激发波长为 1 310 nm，荧光发射波

长 >1 600 nm)与定制的 SNSPD(检测范围在 1 300~

2 000 nm)相结合，使用低功率连续波激光进行激发，

在开颅成年小鼠体内获得了约 1.7 mm深度的脑血管

共聚焦荧光显微图像 (图 10)。在这项工作中，量子点

荧光探针的激发和发射波长都很长，NIR-II激发、发

射的共聚焦荧光显微成像得以首次实现，并达到了

可以与双光子成像相媲美的成像深度。同时，他们使

用了在长波长处有着更高灵敏度的探测器 SNSPD，

达到了远超以往的 NIR-II荧光共聚焦成像深度。
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图 10  用 PbS/CdS 量子点对不同深度的成年小鼠脑血管体内成像[52]。比例尺：50 μm

Fig.10  In vivo imaging of an adult mouse brain vasculature at various depths with PbS/CdS quantum dots[52]. Scale bar: 50 μm 

 

2022年，戴宏杰院士课题组 [53] 合成了发射峰在

1880 nm的 生 物 相 容 核 壳 PbS/CdS量 子 点 ， 系 统

中 1 700 nm以上波长的荧光被耦合进单模光纤并采

用高灵敏度的 SNSPD探测，其余光路结构与图 4、

5所示的荧光共聚焦光路基本一致。与较短波长的

激光 (800 nm、1 000 nm、1 319 nm和 1 540 nm)相比，

文中所使用的 1 650 nm的长波长激发光在生物组织

中的散射进一步降低，有助于在深层组织中实现良

好聚焦；NIR-IIc区发射光在生物组织中的散射进一

步降低，可以实现大深度穿颅成像。最终，他们使用

迄今为止最长激发和发射波长的共聚焦荧光显微

术，实现了穿颅条件下小鼠脑血管约 1 100 μm的成

像深度 (图 11(a)~(b))，并在小鼠体内腹股沟淋巴结

中实现了直径约 6.6 μm的高内皮小静脉、以及淋

巴结中 CD169+巨噬细胞和 CD3+T细胞的高分辨率

成像，极大推动了近红外共聚焦显微术的发展。如

图 11(c)所示，这项工作中还对比了在 NIR-IIb或

NIR-IIc窗口内使用 PMT或 SNSPD作为探测器时，

小鼠脑部不同深度血管的荧光共聚焦显微图像，进

一步验证了长波长激发光以及高灵敏度 SNSPD在

共聚焦显微成像中的优势。至此，NIR-II荧光共聚

焦显微成像系统得到了进一步的发展。文中所介绍

的所有 NIR-II荧光共聚焦显微成像系统的具体参数

如表 1所示。
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图 9  (a) NIR-II荧光共聚焦介观显微镜系统示意图；(b) 光化学诱导

血栓形成的局部脑缺血小鼠的体内颅骨脑血管成像[51]

Fig.9  (a)  Schematic  of  NIR-II  fluorescence  mesoscopic  system;  (b)  In

vivo  through-skull  cerebral  vascular  imaging  of  a  local  cerebral

ischemia mouse with photochemically induced thrombosis[51] 
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图 11  NIR-IIc窗口无创活体共聚焦显微镜穿颅观察小鼠脑血管[53]。(a) NIR-IIc窗口小鼠穿颅共聚焦显微成像示意图；(b) 小鼠脑部血管的穿皮

三维共聚焦图像；(c) 在 NIR-IIb或 NIR-IIc窗口内使用 PMT或 SNSPD作为探测器时，小鼠脑部不同深度血管的高分辨率荧光共聚焦显

微图像

Fig.11  Non-invasive  in  vivo  confocal  microscopic  imaging  of  intact  mouse  head  in  NIR-IIc  window[53].  (a)  Schematic  of  intact  mouse  confocal

microscopic  head  imaging  in  NIR-IIc  window;  (b)  Three-dimensional  volumetric  images  of  blood  vessels  in  an  intact  mouse  head  visualized

through the scalp; (c) High-resolution fluorescence confocal images of blood vessels at various depths through intact mouse head imaged with a

PMT or SNSPD in NIR-IIb or NIR-IIc window 

表 1  所引用文献中 NIR-II 共聚焦显微成像系统的相关参数

Tab.1  Related parameters of the NIR-II confocal microscopic imaging system introduced in this paper
 

Applications Fluorescence
probe

Excitation
(wavelength/power) Scanning mode Scanning rate Detector Emission Imaging depth

Imaging of braintissues
sections[8] IR-FGP 785 nm (~160 mW) Stage scanning 2.5 ms/pixel H12397-75

PMT 1 050-1 300 nm 170 μm

Imaging of cerebral
vessels in mouse ex vivo[33] p-FE 785 nm (~30 mW)

Stage scanning 7.5 min/frame
H12397-75

PMT 1 100 LP 1 350 μmGalvanometer
scanning 2 s/frame

Imaging of tumor in
vivo[33]

p-FE
785 nm (~30 mW) Stage scanning 15 min/frame H12397-75

PMT
1 100-1 300 nm

220 μm
CNTs 1 500-1 700 nm

Imaging of cerebral
vessels in mouse in vivo

(craniotomy)[34-35]

ICG 793 nm (~40 mW) Galvanometer
scanning

20 μs/pixel H12397-75
PMT

1 000 LP 300 μm

TB1 793 nm (~70 mW) 10 μs/pixel 1 000 LP 800 μm

Imaging of cerebral
vessels in non-human
primates in vivo[41]

ICG 793 nm (~20 mW) Galvanometer
scanning 20 μs/pixel H12397-75

PMT 900 LP 470 μm

Imaging of tumor in
vivo[42] PEG-CSQDs 785 nm (~40 mW) Stage scanning 5-7 min/frame H12397-75

PMT 1 500 LP 1.2 mm

Imaging of cerebral
vessels in mouse in vivo

(craniotomy)[52]
PbS/CdS QDs 1 310 nm (≤25 mW) Galvanometer

scanning
1-50 s/
frame SNSPD 1 300-1 700 nm 1.7 mm

Imaging of cerebral
vessels in mouse in vivo
(through the scalp)[53]

P3-QDc 1 650 nm (~28.5 mW) Galvanometer
scanning 5-20 s/frame SNSPD 1 800-2 000 nm 1.1 mm
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 4    基于 NIR-II 共聚焦显微技术的寿命成像

荧光成像中，经常需要对不同的荧光分子同时观

察，例如观测不同免疫细胞在淋巴结中的相对位置、

在脑切片中同时观测多种蛋白质的分布、同时识别不

同类型的神经元等。荧光成像中的多通道研究通常

从波长入手，即探测时通过不同发射波长将不同靶点

的荧光分子区分开。然而，近红外发射的荧光探针发

光光谱通常较宽且容易存在长波长拖尾，因此不同荧

光探针的发光容易存在光谱重叠，导致信号串扰。为

了解决这个问题，研究者们把目光转向了时间域的荧

光寿命成像。当荧光分子被一束激光激发后，原子核

外的电子吸收能量后从基态能级跃迁到能量较高的

激发态，一部分激发态的电子会发生辐射跃迁并以荧

光的形式释放能量后回到基态，当去掉激发光后，分

子的荧光强度降到激发时荧光最大强度的 1/e所需要

的时间被称为荧光寿命。荧光物质的荧光寿命与其

本身的结构特性、所处环境的 pH、极性等相关，即使

是发光波长接近的不同荧光分子，也可以通过荧光寿

命的不同区分开来。

2019年，浙江大学钱骏教授课题组 [35] 将荧光共

聚焦显微镜与 TCSPC相结合建立了 NIR-II 荧光寿命

成像系统 (Fluorescence  Lifetime  Imaging  Microscopy，

FLIM) (图 12(a))。TCSPC是实现 FLIM成像的一种

常用方法，它可以探测每个激发脉冲下第一个光子到

达的时间，通过长时间连续探测多个脉冲周期，即可

按照光子数量的时间分布拟合出荧光衰减曲线并计

算得到荧光寿命。系统中，810 nm飞秒脉冲激光器
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图 12  (a) NIR-II共聚焦荧光寿命显微成像系统的光路图；(b) 静脉注射 TB1后的小鼠大脑血管的活体 NIR-II FLIM图像；(c) 在 (b) 箭头处测量

的荧光衰减曲线，得到 TB1在血管中的荧光寿命为 1.5 ns[35]

Fig.12  (a)  A simplified optical  diagram of  NIR-II  confocal  fluorescence lifetime microscopic imaging system; (b)  An in  vivo NIR-II  FLIM image of

cerebral vessels in mouse, which was intravenously injected with TB1 dots; (c) Fluorescence decay curves measured at the arrow in (b), showing

the fluorescence lifetime of TB1 dots in vessels is 1.5 ns[35] 
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(Mantis-5钛蓝宝石振荡器)发出的光一分为二，其中

一束被引入光电二极管 (PD)中作为同步脉冲信号，

一束被引入商业共聚焦显微镜 (FV1000+BX61，奥林

巴斯 )作为激发源并采用 NIR(950~1 700 nm)响应的

H12397-75 PMT检测样品 980 nm以上的荧光信号。

最终，集成在计算机中的 TCSPC模块会根据 PD的同

步信号以及经 PMT探测、放大器放大得到的电信号

计算出每个点的荧光寿命，并在扫描振镜的辅助下构

建完整的 NIR-II FLIM图像。如图 12(b)所示，钱骏教

授课题组利用此 NIR-II FLIM系统以 40 s/帧的成像速

度，利用 TB1纳米颗粒首次实现了活体小鼠脑血管

NIR-II共聚焦荧光寿命显微成像，测得的 TB1纳米颗

粒的 NIR-II荧光寿命约为 1.5 ns (图 12(c))。

2020年，中国科学院深圳先进技术研究院郑炜研

究员团队 [54] 采用长波长高灵敏度 (检测效率>50%)、

快速时间响应 (~109 ps)、低定时抖动 (~50 ps)和低暗

计数率 (<100 cps)的 SNSPD进行 NIR-II荧光寿命测

量，对活体 BALB/c裸鼠耳朵进行了活体三维血管成

像 (图 13)。在这项工作中对比了 SNSPD和商用 PMT

的定时抖动，分别为~109 ps和~367 ps，SNSPD探测器

较低的定时抖动极大地提高了荧光寿命检测的时间

分辨率，显著提高了短荧光寿命的测量能力和荧光寿

命的测量精度，在 NIR-II窗口中可以测量短至~100 ps

的荧光寿命。
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图 13  用 IR820-BSA 标记的小鼠耳朵血管的活体三维 NIR-II 荧光成像[54]。其中，右下角图为黄线处血管的荧光强度衰减曲线

Fig.13  In vivo three-dimensional NIR-II fluorescence imaging of mouse ear vessels labeled with IR820-BSA[54]. The fluorescence intensity attenuation

curve of the blood vessel at the yellow line is shown in the lower right corner 

 

 5    总结与展望

NIR-II共聚焦显微系统经历了技术的演变与发

展如下：

首先，受限于荧光探针的亮度，其扫描最初采用

了移动样品台的方式，扫描速度受限于位移台的机械

运动速度，每个像素的扫描速度通常为毫秒级。随着

高亮度的 NIR-II荧光探针的出现，成像过程中对系统

的依赖也逐步降低，扫描时不需要在同一点停留过长

时间，扫描方式转变为振镜扫描，成像速度加速到

10~20 μs/pixel。其中，目前 NIR-II共聚焦显微成像中

所使用的 NIR-II荧光探针主要有两大类：(1)有机染

料：包括小分子荧光染料、有机纳米颗粒等。小分子

染料如 ICG具有良好生物代谢性能，已通过美国食品

药品监督管理局 (FDA)认证，并被广泛地应用于临床

诊疗，它在 NIR-II有明亮的荧光拖尾信号，可被用于

NIR-II共聚焦显微成像。同时，一系列具有强 NIR-

II拖尾信号的有机纳米颗粒如 TB1纳米颗粒也被应

用于 NIR-II共聚焦大深度显微成像之中。(2)无机染

料：包括单壁碳纳米管、量子点等。CNTs作为 NIR-

II荧光生物成像的开创性荧光探针，随着深入的研究

其发射波长也被逐渐红移，因此常被用于长波长荧光

成像中，但其低的量子产率限制了 NIR-II共聚焦显微

成像深度。量子点则具有激发和发射波长可调谐、高

荧光亮度等优势，因此常被用于更快速、更高分辨
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率、更大深度的 NIR-II共聚焦显微成像。

其次，NIR-II共聚焦显微技术中的激发光，由最

初较长波长的 NIR-I光变为波长更长的 NIR-II光，激

发波长的增加减小了激发光在生物组织中的散射，使

得其可以在大深度生物组织中实现良好聚焦；而发射

光的波长由 NIR-II逐渐拓展到 NIR-IIb、NIR-IIc，这使

得成像过程中荧光信号在生物组织中散射减小，背景

降低，同时水吸收适当增大，更大程度上优先耗尽了

传播路径更长的散射光，增加了弹道信号光的比例。

此外，NIR-II共聚焦显微技术的应用场景也从最初的

离体组织切片成像拓展到活体肿瘤成像、活体小鼠脑

血管成像、以及对系统空间和灵活度要求更高的非人

类灵长类动物脑血管成像。

若想利用 NIR-II共聚焦显微系统实现更大的成

像深度，研究者们会考虑进一步红移激发光和发射光

波长。在此过程中，长波长探测器的改进是必不可少

的一环。在近红外区域具有探测灵敏度的热电冷却

光电倍增管 H12397-75的出现，可以以相对较高的效

率实现 950~1 700 nm波段的探测，这是最初 NIR-II共

聚焦显微技术在生物成像中得以应用的基础。然而，

为了追求更大深度的成像，研究者们对探测器在更长

波段的响应灵敏度提出了更高要求。SNSPD利用单

光子拆散库珀对从而产生电阻的效应，实现了对长波

长近红外光的高探测效率 (1 700~2 000 nm波段检测

效率>50%)，这为进一步拓展 NIR-II共聚焦显微成像

的激发和探测波长、探索成像深度极限提供了可能。

Chris  Xu教授团队 [52] 和戴宏杰教授团队 [53] 相继将

SNSPD应用于 NIR-II共聚焦显微成像系统之中，并

采用 NIR-II激发、NIR-II发射的荧光探针分别实现

了 1.7 mm的开颅小鼠脑血管成像和 1.1 mm的穿颅

小鼠脑血管成像，共同证实了 SNSPD应用于 NIR-

II共聚焦显微成像的巨大优势。

另外，将 TCSPC模块和飞秒激光引入 NIR-II荧

光共聚焦系统、实现荧光寿命成像，为 NIR-II共聚焦

显微技术拓展了多维度的观测方法，可以为揭示深层

组织的更多信息提供补充；此外，SNSPD探测器具有

低定时抖动的特性，与 PMT相比，提高了短荧光寿命

的测量能力和荧光寿命的测量精度。NIR-II共聚焦

荧光寿命成像有望在复杂多变的生物场景中实现更

多通道的探测以及更弱信号的检测。

总的来看，激发光及发射光波长的拓展、高亮度

NIR-II荧光探针的开发、高探测效率 SNSPD以及荧

光寿命的引入，使得 NIR-II共聚焦显微系统的成像速

度、成像深度以及成像维度得到逐步提升。目前

NIR-II共聚焦显微系统的问题主要在于其相对单一

的应用场景，受限于 NIR-II探针的种类及修饰方法，

其应用大多仍限制于血管结构成像。因此，拓展 NIR-

II探针的种类、构建各类 NIR-II探针的表面修饰方法

使之能够实现针对特定细胞 (例如神经元)、蛋白质等

的特异性标记，将进一步拓展 NIR-II共聚焦显微系统

的功能成像应用。在此基础上，NIR-II共聚焦显微系

统还有望与自适应光学技术[55−56]、多光子显微成像系

统相整合进行优势互补，优化 NIR-II共聚焦显微成像

效果并扩展成像的维度。另外，NIR-II探针的低亮度

和探测器的低灵敏度限制了 NIR-II共聚焦显微成像

系统的成像速度和成像深度，随着对其深入的研究，

NIR-II共聚焦显微成像系统在成像速度和深度上必

将进一步提升，这将为其应用于活体组织和器官的大

深度、高时间分辨率监测提供条件。与此同时，NIR-

II共聚焦显微成像系统目前仍处于实验室使用阶段，

探索其面向生物医学的应用潜能、寻找其临床实际应

用的最佳场景也将是 NIR-II共聚焦显微技术的主要

研究方向之一。
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