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近红外二区荧光宽场显微活体成像技术和应用
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摘要：近红外二区（900~1 880 nm，the Second Near-Infrared Region，NIR-II）荧光宽场显微成像技术是当前大深度活

体成像的一大研究热点，在基础研究和临床应用方面都拥有巨大的潜力。对比可见光（360~760 nm）和近红外一区

（760~900 nm，the First Near-Infrared Region，NIR-I）的成像，NIR-II荧光宽场显微成像技术在活体层面具有更高的

清晰度和更深的组织穿透。在NIR-II宏观成像基础上，对组织微结构清晰成像的需求迫使成像试剂持续发展，成

像系统不断精进。目前，NIR-II荧光宽场显微成像技术在脉管显微造影、肿瘤精确分析、炎症准确追踪等生物应用

上都获得一系列突破，相关研究对象包含啮齿类动物（如小鼠，大鼠）及灵长类动物（如狨猴，猕猴）等。将来随着仪

器商业化和国产化突破，成像试剂安全性逐步提高，NIR-II荧光宽场显微成像应用价值将不断攀升。本文从NIR-
II荧光成像的机制及优势展开讨论，综述NIR-II荧光宽场显微成像的系统特点和演进历史，以及其在不同生物模

型上活体成像方面的最新探索和前景展望，以期推动NIR-II荧光宽场显微成像技术进一步普及。
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The fluorescence in vivo wide-field microscopic imaging technology
and application in the second near-infrared region
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Abstract：The wide-field fluorescence microscopic imaging in the second near-infrared region（NIR-II，900-1880 nm）

is currently a hot spot for deep in vivo bioimaging，with great potential in both basic research and clinical applications.

Compared to the visible（Vis，360-760 nm）and the first near-infrared（NIR-I，760-900 nm）region，NIR-II fluores‐

cence in vivo wide-field microscopic imaging provides higher spatial resolution and deeper tissue penetration. On the ba‐

sis of NIR-II macroscopic imaging，the demand for deciphering of tissue microstructure forces the continuous develop‐

ment of fluorescent agents and the imaging system. NIR-II wide-field microscopic imaging technology has achieved a

series of breakthroughs in biological applications such as accurate vascular microscopy，tumor analysis and accurate in‐

flammation tracking. The research objects include rodents（such as mice and rats）and non-human primates（such as

marmosets and macaques）. With the breakthrough of instrument commercialization and localization as well as the in‐

creasing biocompatibility of fluorescent probes in the future，the application values of NIR-II fluorescence wide-field mi‐

croscopic imaging will continue to upsurge. This article discusses the mechanism and advantages of NIR-II imaging

first，and then，reviews the characteristics and history of NIR-II fluorescence wide-field microscopic imaging，as well as

its latest exploration and prospects for in vivo imaging on different biological models. The purpose is to promote the fur‐
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ther popularization of NIR-II fluorescence in vivo wide-field microscopic imaging.

Key words：fluorescence imaging，the second near-infrared region（NIR-II），wide-field microscopic imaging，large

depth in vivo imaging

引言

荧光成像具备高灵敏度、非侵入性和无辐射的

优点，已广泛应用于生命科学研究。荧光成像利用

内生荧光（也称自发荧光）或者外加标记探针受激

发出的荧光（诱发荧光）来获得图像，主要包括信号

激发、信号收集和信号探测三个关键组件。当细胞

或组织中加入荧光探针标记物后，特定波长的光源

经由激发光路，照射标记物发出荧光。此时，自发

荧光往往成为图像背景。接着，激发的荧光信号，

通过发射光路的收集、分光、过滤和聚焦，进入光电

探测器完成光电转换、信号放大、分析处理，最终完

成图像展示。

传统的生物成像窗口为可见光和 NIR-I（the
First Near-Infrared Region，NIR-I），其中，360~760
nm属于可见光区域，760~900 nm为NIR-I波段。但

在可见光和NIR-I波段的成像存在如下限制：首先，

由于光在生物组织中传播时受到的吸收和散射作用

影响，成像深度和图像信背比（Signal-to-Background
Ratio，SBR）不理想，成像的对象常局限于细胞及厚

度较薄的组织样品中；其次，生物组织存在自发荧光，

往往成为图像背景干扰，也会导致图像信背比降低，

目标信号的清晰度下降；第三，可见光和NIR-I荧光

的激发光波长更短，光子能量更高，激发光的安全阈

值常常较低，而过强的激发光所引起的生物组织吸收

会导致组织受损。与可见光和NIR-I荧光成像相比，

近红外二区（the Second Near-Infrared Region，NIR-
II）荧光成像因其波长较长，在深层活体成像清晰度

和激光功率安全方面优势明显。

近年来，NIR-II荧光宽场显微术在高时间分辨

率、高空间分辨率、高信背比和大深度组织穿透方面

获得突破性发展，这些得益于荧光探针和成像仪器设

备的开发和改进。本文介绍NIR-II荧光宽场显微活

体成像的机制特点、演进历史和系统进展，以及希望

通过介绍其在不同生物模型上的最新应用，展现其临

床试验的巨大潜力，使NIR-II荧光宽场显微成像术

在基础研究和临床应用上得到更进一步的普及。

1 NIR-II荧光活体生物成像

传统的硅基传感器对长波长近红外区域的光

子透明，因为超过 1 100 nm的光子能量低于传统 Si

基半导体材料的带隙能量。NIR-II探测普遍使用

的为 900~1 700 nm范围内具有高量子效率的砷化

铟镓（InGaAs）传感器，这种传感器原来在工业检

测、军事装备、安全防范等领域被广泛使用，也被称

为短波红外传感器（Short Wave Infrared Radiation，
SWIR）。

伴随着探测器性能的提升和荧光新探针的开

发，NIR-II的活体荧光成像迅速成为热点［1-15］。斯

坦福大学Hongjie Dai院士团队［4］于 2009年首次实

现了NIR-II活体荧光成像，展示了整只小鼠体内通

过检测低剂量“交换”单壁碳纳米管（Single-Walled
Carbon Nanotubes，SWNT）（图 1（a））的固有近红外

光致发光，使用 InGaAs相机在 1 000~1 700 nm波长

范围内成像，清晰观察到皮下脉管系统中单壁碳纳

米管的循环图像（图 1（c）），并且探测到小鼠内部深

层器官肝脏和脾脏表现出更高的强度，主要归因于

纳米结构材料倾向于在网状内皮系统器官中积累。

此外，麻省理工学院的 Bawendi院士团队［16］报道了

一类高质量的短波红外发射砷化铟基量子点，能对

清醒小鼠进行全身成像，并无接触测定休息状态的

小鼠的每分钟心跳为 550次、呼吸频率为 300次。

斯坦福的程震教授团队近年来也开展了NIR-II分
子影像相关的研究工作，开发了新的分子成像探

针，用于早期癌症检测、代谢和治疗［17-23］。美国国立

卫生研究院（现新加坡国立大学）陈小元教授团队

利用NIR-II荧光成像的精准检测，开发NIR-II探针

和多重NIR-II活体成像精准诊疗系统［24-28］。复旦大

学张凡教授团队致力于掺铒（Er3+）稀土近红外探针

开发［29-32］，实现高信背比的NIR-II诊断、导航手术和

寿命成像［33］。苏州纳米所的王强斌教授团队围绕

着含银低毒量子点开展 NIR-II荧光活体影像技

术［6，34-38］，实现了对活体组织原位、实时、高灵敏度和

高信噪比的影像研究［38］。武汉大学洪学传教授团

队开展了小分子药物相关的NIR-II血管及肿瘤生

物成像在重大疾病的早期诊断与药物研发［2，39-42］，南

京邮电大学范曲立教授团队开发了一系列具有

NIR-II发射性能的半导体聚合物［43-46］，以及使用多

模态成像型NIR-II近红外有机荧光探针开展病灶

的光热治疗等应用［47，48］。NIR-II活体成像技术的快

速发展也给临床精准诊疗提供了良好契机。2019
年，程震团队报导了NIR-II荧光内窥镜在结直肠癌

靶向成像中的应用［19］。接着，2020年，田捷教授、程

震教授和 Sanjiv Sam Gambhir医生等，首次在可见

光、NIR-I和NIR-II的多窗口荧光成像引导下，进行

人类肝癌手术［49］，开启了 NIR-II临床应用的新

纪元。

尽管NIR-II荧光成像应用日趋广泛，但其成像

窗口的定义却并不统一。长期以来，NIR-II在学术

界被定义为 1 000~1 700 nm。然而，工业领域认可

的典型短波红外波段为 900~1 700 nm，因为基于 In⁃
GaAs的探测器可以实现从 900 nm到 1 700 nm的成

像［50］，这两个相似区域的界限一直很模糊。特别

是，大多数研究小组没有将 900~1 000 nm纳入NIR-
II区域。众所周知，穿透过高散射组织的光，可以分

为三类：非散射的弹道光，弱散射的蛇形光和高散

射的散射光。其中弹道光和蛇形光携带了组织内

部信息，属于有用信号；而散射光子则属于背景信

号，会降低图像信背比，不利于清晰成像。普遍认

为，光在生物介质中传播时的吸收衰减和散射干扰

会导致能量损失。吸收损耗决定系统能否捕捉到

信号，而散射信号会降低图像的清晰度［51］。因此按

照传统观点，理想的生物成像窗口需要具备最小光

子吸收和最少散射两个基本特点。浙江大学钱骏

教授团队［51］模拟了 NIR区域（至 2 340 nm）中的光

子传播（图 2（b-g）），确认了活体成像中适度利用

水对散射光子的吸收能提高信背比（图 2（h）），并

将NIR-II窗口扩展为 900~1 880 nm，定义了 2 080~
2 340 nm为近红外三区。其中，1 400~1 500 nm和

1 700~1 880 nm分别被定义为 NIR-IIx和 NIR-IIc
区域（图 2（a））。

2 NIR-II荧光宽场显微成像系统

活体成像研究中，NIR-II的宏观成像不仅可以

实现主动脉和微小血管循环检测，也可以实现各类

器官的成像，如心、肝、脾、肺、肾、肝、肠、胆道等。

但是，组织的微结构观察和检测需要更大倍率的成

像系统，以提高生物组织的空间分辨率和对比度，

实现生物微结构的清晰成像。

Hongjie Dai院士团队使用 808 nm落射荧光激

发［52］，搭建两个消色差透镜组成的放大聚焦光学系

统（图 3（a）），通过穿透完整的皮肤和颅骨，在该窗

口中实现了非侵入性的 1 300~1 400 nm波段的鼠脑

荧光成像，在大于2 mm的深度解析了小鼠脑血管系

统。但这是一套介观成像系统（图 3（a）），放大倍率

有限。临床上，大脑中动脉栓塞模型精确区分血管

形态结构的变化（图 3（b）），脑内恶性肿瘤的特征识

别和边界检测，都需要更高倍的显微成像系统实现

精确解析。

NIR-II荧光显微成像术，是将短波红外探测器

与传统的荧光显微成像系统结合，可以满足微米级

分辨率的成像效果。传统的可见光和NIR-I荧光显

微成像系统具有高灵敏度、良好的时间分辨率和实

时宽场图像的优点，但存在穿透能力低、自发荧光

不可忽略和散射导致的空间分辨率低等问题。陈

小元教授课题组使用 IR-783@BSA荧光探针，比较

小鼠脑血管的NIR-I和NIR-II显微成像效果，发现

NIR-II窗口脉管更清晰，信背比对比NIR-I窗口更

是增强近2倍（图 4）［27］。

常见 NIR-II荧光显微成像技术包括宽场显微

术、共聚焦显微术、光片显微技术等。其中，宽场显

微技术采用激光宽场照射激发，以二维面阵探测接

收荧光信号。共聚焦显微术是利用共聚焦光阑（例

图 1 首例NIR-II活体荧光成像，（a）形成生物相容性纳米管

交换过程示意图，单壁碳纳米管（SWNTs）（灰色）上的胆酸

盐（红色和白色球）被透析并最终被磷脂 -聚乙二醇（PL-

PEG）取代，（b）光致发光对比激发光谱和交换后的峰红移，

（c）小鼠活体（左）明场及（右）近红外光致发光成像[4]

Fig. 1 The first NIR-II in vivo fluorescence imaging, (a) sche‐

matic of the exchange process to form biocompatible nano‐

tubes., cholate (red and white balls) on SWNTs (grey) is dia‐

lyzed and eventually replaced by phospholipid–polyethylene

glycol (PL – PEG), (b) photoluminescence versus excitation

spectra and how peaks are redshifted after exchange, (c) the

picture (left) and the in vivo NIR-II photoluminescence (right)

imaging of mice[4]
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靶向成像中的应用［19］。接着，2020年，田捷教授、程

震教授和 Sanjiv Sam Gambhir医生等，首次在可见

光、NIR-I和NIR-II的多窗口荧光成像引导下，进行

人类肝癌手术［49］，开启了 NIR-II临床应用的新

纪元。

尽管NIR-II荧光成像应用日趋广泛，但其成像

窗口的定义却并不统一。长期以来，NIR-II在学术

界被定义为 1 000~1 700 nm。然而，工业领域认可

的典型短波红外波段为 900~1 700 nm，因为基于 In⁃
GaAs的探测器可以实现从 900 nm到 1 700 nm的成

像［50］，这两个相似区域的界限一直很模糊。特别

是，大多数研究小组没有将 900~1 000 nm纳入NIR-
II区域。众所周知，穿透过高散射组织的光，可以分

为三类：非散射的弹道光，弱散射的蛇形光和高散

射的散射光。其中弹道光和蛇形光携带了组织内

部信息，属于有用信号；而散射光子则属于背景信

号，会降低图像信背比，不利于清晰成像。普遍认

为，光在生物介质中传播时的吸收衰减和散射干扰

会导致能量损失。吸收损耗决定系统能否捕捉到

信号，而散射信号会降低图像的清晰度［51］。因此按

照传统观点，理想的生物成像窗口需要具备最小光

子吸收和最少散射两个基本特点。浙江大学钱骏

教授团队［51］模拟了 NIR区域（至 2 340 nm）中的光

子传播（图 2（b-g）），确认了活体成像中适度利用

水对散射光子的吸收能提高信背比（图 2（h）），并

将NIR-II窗口扩展为 900~1 880 nm，定义了 2 080~
2 340 nm为近红外三区。其中，1 400~1 500 nm和

1 700~1 880 nm分别被定义为 NIR-IIx和 NIR-IIc
区域（图 2（a））。

2 NIR-II荧光宽场显微成像系统

活体成像研究中，NIR-II的宏观成像不仅可以

实现主动脉和微小血管循环检测，也可以实现各类

器官的成像，如心、肝、脾、肺、肾、肝、肠、胆道等。

但是，组织的微结构观察和检测需要更大倍率的成

像系统，以提高生物组织的空间分辨率和对比度，

实现生物微结构的清晰成像。

Hongjie Dai院士团队使用 808 nm落射荧光激

发［52］，搭建两个消色差透镜组成的放大聚焦光学系

统（图 3（a）），通过穿透完整的皮肤和颅骨，在该窗

口中实现了非侵入性的 1 300~1 400 nm波段的鼠脑

荧光成像，在大于2 mm的深度解析了小鼠脑血管系

统。但这是一套介观成像系统（图 3（a）），放大倍率

有限。临床上，大脑中动脉栓塞模型精确区分血管

形态结构的变化（图 3（b）），脑内恶性肿瘤的特征识

别和边界检测，都需要更高倍的显微成像系统实现

精确解析。

NIR-II荧光显微成像术，是将短波红外探测器

与传统的荧光显微成像系统结合，可以满足微米级

分辨率的成像效果。传统的可见光和NIR-I荧光显

微成像系统具有高灵敏度、良好的时间分辨率和实

时宽场图像的优点，但存在穿透能力低、自发荧光

不可忽略和散射导致的空间分辨率低等问题。陈

小元教授课题组使用 IR-783@BSA荧光探针，比较

小鼠脑血管的NIR-I和NIR-II显微成像效果，发现

NIR-II窗口脉管更清晰，信背比对比NIR-I窗口更

是增强近2倍（图 4）［27］。

常见 NIR-II荧光显微成像技术包括宽场显微

术、共聚焦显微术、光片显微技术等。其中，宽场显

微技术采用激光宽场照射激发，以二维面阵探测接

收荧光信号。共聚焦显微术是利用共聚焦光阑（例

图 1 首例NIR-II活体荧光成像，（a）形成生物相容性纳米管

交换过程示意图，单壁碳纳米管（SWNTs）（灰色）上的胆酸

盐（红色和白色球）被透析并最终被磷脂 -聚乙二醇（PL-

PEG）取代，（b）光致发光对比激发光谱和交换后的峰红移，

（c）小鼠活体（左）明场及（右）近红外光致发光成像[4]

Fig. 1 The first NIR-II in vivo fluorescence imaging, (a) sche‐

matic of the exchange process to form biocompatible nano‐

tubes., cholate (red and white balls) on SWNTs (grey) is dia‐

lyzed and eventually replaced by phospholipid–polyethylene

glycol (PL – PEG), (b) photoluminescence versus excitation

spectra and how peaks are redshifted after exchange, (c) the

picture (left) and the in vivo NIR-II photoluminescence (right)

imaging of mice[4]
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如针孔）来减少进入探测器的离焦光，因此增强了

对比度［53］。但引入针孔的扫描共聚焦显微成像存

在几点劣势，其一，由于焦点附近光线的遮挡，浪费

了部分有用信号；其二，受限于市售的点探测器（如

滨松公司 12397-75）的量子转换效率低，扫描点信 号停留时间不得不增加，因此成像速度并不理想。

图 2 定义并扩展 NIR-II 窗口为 900-1 880 nm，（a）700~2

500 nm 内的水分子的吸收光谱，灰色及黑色箭头指出吸收

峰，（b-g）1 300~1 400 nm，1 400~1 500 nm，1 500~1 700 nm，

1 700~1 880 nm，1 880~2 080 nm，2 080~2 340 nm 窗口内近

红外生物组织成像的蒙特卡罗方法模拟结果，（h）弹道光子

和散射光子在组织中的传播以及荧光成像的信背比示意图，

较小光吸收（左）和适当光吸收（右）的生物组织对比［51］

Fig. 2 Perfecting and extending NIR-II window to 900~1

880 nm，（a） the light absorption spectrum of water within

700~2 500 nm，（b-g） the simulation results of NIR bio-tis‐

sue imaging via the Monte Carlo method in 1 300~1 400 nm，

1 400~1 500 nm，1 500~1 700 nm，1 700~1 880 nm，1 880~

2 080 nm，and 2 080~2 340 nm，（h）the schematic diagram

of light propagation in tissue，the propagation of excited bal‐

listic and diffused emission photons in the bio-tissue with

small（left）and moderate（right）light absorption and the re‐

sulting SBRs of fluorescence imaging［51］

图 3 NIR-II介观成像系统实现脑血管观察，（a）用于脑血管

成像的 NIR-II荧光成像系统示意图，（b）健康对照小鼠和大

脑中动脉闭塞的小鼠脑血管系统的动态 NIR-IIa 荧光成像，

（c）NIR-II荧光宽场显微成像法与激光多普勒法血流灌注测

试对比［52］

Fig. 3 NIR-II cerebrovascular mesoscopic imaging，（a）a

schematic of the NIR-IIa imaging system for brain vascular im‐

aging，（b）dynamic NIR-IIa fluorescence imaging of a control

healthy mouse and a mouse with MCAO，（c）average blood

perfusion measured by the NIR-II method（red）and laser Dop‐

pler blood spectroscopy（blue）［52］

图 4 NIR-II和NIR-I显微成像效果对比，NIR-II荧光显微成

像表现出两倍的信背比增强，（a）注射 IR-783@BSA 1 小时

后，小鼠大脑的NIR-I和NIR-II窗口离体显微成像，比例尺：

50 μm，（b）同一位置 NIR-I 和 NIR-II 图像的横截面强度分

布［27］

Fig. 4 Comparison of NIR-II and NIR-I microscope imag‐

ing，NIR-II imaging affords two times enhancement of SBR，

（a） ex vivo microscope imaging of mouse brains at 1-hour

post-injection of IR-783@BSA at both NIR-I and NIR-II win‐

dows，scale bar：50 μm，（b）cross-sectional intensity profile

of NIR-I and NIR-II images at the same location［27］
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光片显微术激发光是一片薄薄的光片，同时采用探

测光路与照射光路的垂直设置来收集激发片层的

信号。光片显微术改变了光激发和收集方式，光线

通过柱透镜被调制成平面，并需要整个平面穿透样

品。这对样品要求高，一般需要做光透明，因此光

片显微实现脑血管成像挑战颇大。宽场显微对比

前两者，时空分辨率高，并且操作简便。其一，对比

扫描点探测器需要外置X轴和Y轴扫描装置配合，

面探测一次性生成二维图像，如 640像素×512像素

的图像，从而，时间分辨率较高。其二，因为不需要

光束聚焦以及点激发，对光束要求显著下降，操作

简便友好。因此，虽然宽场显微术背景抑制不如共

聚焦显微术和光片显微术，但由于其对样品要求和

实验员要求显著降低，有利于推广应用，具备较好

的前景。为了改善NIR-II背景抑制的效果，浙江大

学钱骏教授课题组开展NIR-IIx区域荧光宽场显微

图 5 波长>1 400 nm 的 NIR-II 荧光宽场脑血管显微成像，在（a）150 μm 和（b）650 μm 的深度下 1 400~1 550 nm 和 1 500~

1 700 nm 波段内小鼠脑血管 25 x 显微成像比较，比例尺：300 μm，（c）不同深度下 1 400~1 550 nm 波段内 25 x 脑血管显微

成像，比例尺：100 μm［51］

Fig. 5 NIR-II in vivo fluorescence wide-field microscopic vascular imaging beyond 1 400 nm，the comparison of 1 400-1 550 nm

and the 1 500-1 700 nm 25 x cerebrovascular microscopic imaging in the mouse at the depth of（a）150 μm and（b）650 μm，scale

bar：300 μm，（c）25 x microscopic imaging in 1 400-1 550 nm at different depths in the mouse brain，scale bar：100 μm［51］

185



41卷红 外 与 毫 米 波 学 报

脑成像，证明此波段具有出色的光学切片能力。在

1 400~1 550 nm窗口内，光的水吸收极大地抑制了

背景（图 5（a）），因此，900 μm深处的直径仅为 4. 1
μm微小毛细管仍可区分，甚至 1. 3 mm深处血管仍

可识别（图 5（c））。NIR-IIx荧光宽场活体显微成像

的断层扫描性能媲美扫描显微系统，操作却无需复

杂的激发和采集模式。

Hongjie Dai院士团队和钱骏团队先后在宽场显

微成像领域做出努力，在实验室搭建荧光宽场显微

成像系统，报导了多种生物模型和不同器官功能的

研究［4，16，54］。相比可见光显微系统，NIR-II荧光宽

场显微成像系统亟需商用化和国产化，以便于NIR-
II活体成像的产研落地和快速推广。钱骏教授团队

与舜宇光学合作，开发出新型NIR-II荧光正置显微

成像系统（图 6），可实现宽场激发、面阵探测，具备

成像深度大、时间分辨高、空间分辨好、操作简便等

优势，可实现深层组织的高倍探测，已满足商用要

求。此系统先后被相关科研院所购置，已在宫颈癌

靶向化疗［55］、小鼠脑血管［51］研究等领域得到应用和

报导。

3 NIR-II荧光宽场显微成像的应用

基于NIR-II荧光成像的大深度、高分辨率等优

势，诸多生物医学应用得以开发。其中，活体大深

度显微成像不仅能够对脉管系统、组织器官清晰破

译，而且能够获取生物体内生命活动细微过程的动

态信息，具有对生理和行为动态观察的巨大潜力。

随着生物模型从小鼠、大鼠等简单啮齿类动物逐步

发展到狨猴、猕猴等复杂灵长类动物，NIR-II荧光

宽场显微相关应用逐步逼近临床转化标准。但随

着生物体型越来越大，组织深度越来越大，NIR-II
荧光宽场成像的系统要求和技术挑战也越来越高。

3. 1 小鼠的脑血管成像、脑功能成像、肿瘤和炎症

检测成像

恶性肿瘤与脑血管疾病是人类健康的两大威

胁。中风、癌症等疾病中的异常血流通常会导致缺

氧，因此，大脑中血流量的量化至关重要。常规测

量血流的方法，要么缺乏解析单个毛细血管分辨率

的能力，要么成像速度太慢无法获取大量的血流信

息。NIR-II荧光宽场显微系统提供高时间分辨率

和高空间分辨率，足以实现脑血管实时解析成

像［54］，并可以实现血流速度和心跳周期的测量。

Bawendi院士团队介绍了一类砷化铟基量子点，通

过NIR-II荧光宽场显微系统对健康组织和肿瘤边

缘的血流进行动态成像，由此生成了小鼠正常和异

常脉管系统的 z切片图像，观察到肿瘤边缘显示出

不规则血管和振荡的“钟摆”血流，而健康大脑半球

则显示出正常的血管网络和规律的血流。接着，课

题组通过多通道粒子图像测速方法，获得肿瘤边缘

和健康大脑的定量血流图（图 7（a）左）。众所周知，

大组织深度下，双光子显微成像具有出色的生物结

构解析能力［56］。有特色的是，在该工作中，课题组

将NIR-II荧光宽场显微成像与双光子成像进行比

较，发现这种增强焦平面对比度方法产生的静态 z
截面图像媲美双光子显微成像效果（图 7（a）右）。

钱骏教授团队等同样针对血流测速开展工作［57］，静

脉注射 IR820（0. 5 mg/mL，200 μL）后，使用 NIR-II
荧光宽场显微系统监测小鼠脑血管结构和实时血

液流动，实时获取 150 μm深度处的毛细血管血流速

度为 725 μm/s。同时，研究人员使用NIR-II荧光宽

场显微系统记录开颅小鼠头骨下方 0 ~800 μm深度

下脑血管图像，并在 800 μm的深度下区分出直径仅

6. 1 μm（半高全宽）的毛细血管。值得一提的是，此

实验中，为了跟踪更小的脉管，研究人员使用 70倍
图6 NIR II-MS 近红外二区活体显微影像系统

Fig. 6 NIR II-MS the second near-infrared region in vivo mi‐

croscopic imaging system

物镜，在 300 μm深度识别了直径 2. 5 μm的毛细血

管（图 7（b））。相关数据表明，NIR-II荧光宽场显微

系统不仅可以获得丰富的小鼠毛细血管结构，也可

以借助高时间分辨率测定血流速度。

血管造影方法可提供血管状态的有用信息，用

于监测疾病过程，如脑血栓前后的血管结构变化及

血流动力学改变。这有助于癌症和心血管疾病的

早期诊断和治疗。然而，目前活体细小脉管系统和

血流动力学的监测方法差强人意。例如，计算机断

层扫描和磁共振成像分辨特征只能低至 100 μm量

级，并且扫描时间长、后处理复杂、数据记录困难。

NIR-II荧光宽场显微成像技术能以高时空分辨率

实现深层组织血管可视化，是解决此类问题的更优

方案。钱骏教授及唐本忠院士课题组开发了一种

近红外聚集诱导发射（Aggregation-Induced Emis⁃
sion ，AIE）纳米颗粒［54］，借助 NIR-II荧光宽场显微

成像系统，对小鼠大脑中的光致血栓形成缺血（Pho⁃
to-Thrombotic Ischemia，PTI）和血脑屏障（Blood–
Brain Barrier，BBB）损伤过程实现了精确监测（图 8
（a））。除了细小的光致血栓，荧光宽场显微系统也

可以对中脑动脉栓塞（Middle Cerebral Artery Occlu⁃
sion，MCAO）造模后大血栓的形成精准检测。钱骏

教授课题组，使用荧光宽场显微系统，借助 IR820小
分子有机染料，实施高对比度和大穿透深度NIR-II
荧光脑血管造影，获得开颅小鼠高清晰的MCAO造

模前后的血管变化（图 8（b））。该研究揭示了高生

物相容性和生物可排泄的 IR-820在功能性血管造

影治疗诊断方面具有巨大潜力。此外，钱骏教授、

浙江大学医学院附属邵逸夫医院李恭会教授及浙

江大学医学院附属妇产科医院张丹教授课题组合

作，在不需要对小鼠进行开颅手术的条件下，利用

一种临床批准的染料吲哚菁绿（ICG），通过NIR-II
荧光宽场显微系统进一步观察到脑栓塞后小鼠脑

血管的变化［58］。基于穿颅的高分辨率NIR-II荧光

宽场显微脑血管成像，在完整颅骨状态下实现脑血

栓诊断，意味着临床应用可行性进一步提高。小鼠

脑血栓性缺血实时跟踪的探索为原位探索脑疾病

的发病机制开拓了新方向。

肿瘤和炎症性病变的检测和诊断仍是临床的

巨大挑战，而NIR-II荧光宽场显微系统亦可用于肿

瘤的精准检测。Bawendi院士课题组［16］使用近红外

量子点，借助NIR-II荧光宽场显微系统的高时间分

辨率，通过透明颅窗，以 30 fps的帧率对小鼠大脑中

的多形性胶质母细胞瘤成像，并使用主成分分析的

方法将图像的时间序列去卷积，以区分预先标记的

肿瘤、动脉血管和静脉血管，由此来观察肿瘤如何

影响血管网络。张凡教授课题组进一步通过双通

道荧光造影，对肿瘤基质和血管进行区分。研究人

员将NIR-II荧光探针 CEAF-OMe应用于活体肿瘤

显微成像（图 9（a）），同时使用 ICG作为血管造影剂

图 7 实时、高分辨NIR-II脑血管成像，（a）使用NIR-II量子点实现脑血管成像及其与双光子荧光成像的对比，比例尺：左上，1

500 μm，左下，330 μm，右，200 μm，（b）5 x，25 x，70 x小鼠的活体NIR-II荧光显微脑血管成像，比例尺：5x成像，100 μm，25x成

像，100 μm，70x成像，50 μm）［57］

Fig. 7 Real-time and high-resolution NIR-II microscopic imaging of brain vessels，（a）intravital imaging of cerebral vasculatures

using QD composite particles and the comparison with the two-photon microscopy（2PM）［16］，scale bars：left up，1 500 μm，left

down，300 μm，right，200 μm，（b）in vivo NIR-II fluorescence microscopic cerebrovascular imaging of a mouse with a cranial

window at the magnifications of 5 x，25 x and 70 x，scale bars：5x，25x imaging，100 μm，70x imaging，50 μm［57］
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物镜，在 300 μm深度识别了直径 2. 5 μm的毛细血

管（图 7（b））。相关数据表明，NIR-II荧光宽场显微

系统不仅可以获得丰富的小鼠毛细血管结构，也可

以借助高时间分辨率测定血流速度。

血管造影方法可提供血管状态的有用信息，用

于监测疾病过程，如脑血栓前后的血管结构变化及

血流动力学改变。这有助于癌症和心血管疾病的

早期诊断和治疗。然而，目前活体细小脉管系统和

血流动力学的监测方法差强人意。例如，计算机断

层扫描和磁共振成像分辨特征只能低至 100 μm量

级，并且扫描时间长、后处理复杂、数据记录困难。

NIR-II荧光宽场显微成像技术能以高时空分辨率

实现深层组织血管可视化，是解决此类问题的更优

方案。钱骏教授及唐本忠院士课题组开发了一种

近红外聚集诱导发射（Aggregation-Induced Emis⁃
sion ，AIE）纳米颗粒［54］，借助 NIR-II荧光宽场显微

成像系统，对小鼠大脑中的光致血栓形成缺血（Pho⁃
to-Thrombotic Ischemia，PTI）和血脑屏障（Blood–
Brain Barrier，BBB）损伤过程实现了精确监测（图 8
（a））。除了细小的光致血栓，荧光宽场显微系统也

可以对中脑动脉栓塞（Middle Cerebral Artery Occlu⁃
sion，MCAO）造模后大血栓的形成精准检测。钱骏

教授课题组，使用荧光宽场显微系统，借助 IR820小
分子有机染料，实施高对比度和大穿透深度NIR-II
荧光脑血管造影，获得开颅小鼠高清晰的MCAO造

模前后的血管变化（图 8（b））。该研究揭示了高生

物相容性和生物可排泄的 IR-820在功能性血管造

影治疗诊断方面具有巨大潜力。此外，钱骏教授、

浙江大学医学院附属邵逸夫医院李恭会教授及浙

江大学医学院附属妇产科医院张丹教授课题组合

作，在不需要对小鼠进行开颅手术的条件下，利用

一种临床批准的染料吲哚菁绿（ICG），通过NIR-II
荧光宽场显微系统进一步观察到脑栓塞后小鼠脑

血管的变化［58］。基于穿颅的高分辨率NIR-II荧光

宽场显微脑血管成像，在完整颅骨状态下实现脑血

栓诊断，意味着临床应用可行性进一步提高。小鼠

脑血栓性缺血实时跟踪的探索为原位探索脑疾病

的发病机制开拓了新方向。

肿瘤和炎症性病变的检测和诊断仍是临床的

巨大挑战，而NIR-II荧光宽场显微系统亦可用于肿

瘤的精准检测。Bawendi院士课题组［16］使用近红外

量子点，借助NIR-II荧光宽场显微系统的高时间分

辨率，通过透明颅窗，以 30 fps的帧率对小鼠大脑中

的多形性胶质母细胞瘤成像，并使用主成分分析的

方法将图像的时间序列去卷积，以区分预先标记的

肿瘤、动脉血管和静脉血管，由此来观察肿瘤如何

影响血管网络。张凡教授课题组进一步通过双通

道荧光造影，对肿瘤基质和血管进行区分。研究人

员将NIR-II荧光探针 CEAF-OMe应用于活体肿瘤

显微成像（图 9（a）），同时使用 ICG作为血管造影剂

图 7 实时、高分辨NIR-II脑血管成像，（a）使用NIR-II量子点实现脑血管成像及其与双光子荧光成像的对比，比例尺：左上，1

500 μm，左下，330 μm，右，200 μm，（b）5 x，25 x，70 x小鼠的活体NIR-II荧光显微脑血管成像，比例尺：5x成像，100 μm，25x成

像，100 μm，70x成像，50 μm）［57］

Fig. 7 Real-time and high-resolution NIR-II microscopic imaging of brain vessels，（a）intravital imaging of cerebral vasculatures

using QD composite particles and the comparison with the two-photon microscopy（2PM）［16］，scale bars：left up，1 500 μm，left

down，300 μm，right，200 μm，（b）in vivo NIR-II fluorescence microscopic cerebrovascular imaging of a mouse with a cranial

window at the magnifications of 5 x，25 x and 70 x，scale bars：5x，25x imaging，100 μm，70x imaging，50 μm［57］
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获得双色荧光图像（图 9（b）），肿瘤细胞中的CEAF-
OMe荧光信号（红色）被特异性激活，与血管中的

ICG信号（绿色）能明显区分（图 9（c））。这种方法可

以避免术中出血引起的严重荧光污染，有助于肿瘤

精确切除［59］。

此外，NIR-II荧光宽场显微系统也可以进一步

监测肿瘤的高渗透长滞留效应（Enhanced Permea⁃
bility and Retention，EPR）。唐本忠院士、钱骏教授

等［54］将AIE纳米颗粒TQ-BPN注射进入具有旧肿瘤

（4周）和新肿瘤（2周）的小鼠体内，使用NIR-II荧光

宽场显微系统来识别不同生长阶段的肿瘤（图 10
（a）、10）。注射 5分钟内，旧肿瘤和新肿瘤都无法清

晰分辨，在血管外几乎检测不到荧光信号（图 10
（d））。24小时后，旧肿瘤仍不能分辨，而新肿瘤清

晰可见（图 10（d））。课题组注意到新肿瘤血管外有

大量荧光聚集体，与旧肿瘤形成鲜明对比。实验结

果可以用肿瘤EPR效应来解释（图 10（c））。对比旧

肿瘤和正常组织，新肿瘤生长得更快，在肿瘤区域

形成了许多新生长的血管来提供营养和氧气，并且

这些排列不良的有缺陷的内皮细胞组成的新血管

具有宽窗孔。因此，AIE纳米颗粒可以从血管内扩

散到血管外的组织里，产生更亮的荧光区域。由此

可见，NIR-II荧光宽场显微系统凭借穿透深度大和

成像实时的优点，能够清晰地原位显示肿瘤部位的

EPR效应，这将有利于早期肿瘤检测和转移研究。

生物医学研究中，一般通过制作病理切片来研

图 8 NIR-II荧光宽场显微成像系统用于血流动力学研究和小鼠脑血栓性缺血的实时跟踪，（a）上：对于一个随机挑选的信号

点，记录下它随时间变化在血管（血管直径为 4. 4 μm）中的位置变化，并绘制位置时间函数曲线图，下：左图为双光子激发诱导

脑血栓性缺血的示意图，右图为鼠脑血管的NIR-II荧光显微成像结果，（i）为血栓形成前；（ii）为血栓形成后，（iii）和（iv）分别为

（i）（ii）的伪彩色图，（b）静脉注射 IR-820 后小鼠的 NIR-II 荧光宽场显微成像结果，左为血栓形成前；右为 MCAO 血栓形成

后［54，57］，比例尺：100 µm

Fig. 8 Study of hemodynamics utilizing NIR-II fluorescence microscopic imaging and monitoring of thrombotic ischemia in the

mouse brain in real-time，（a）upper：changing of locations of a randomly chosen point signal in a blood capillary in time（diame‐

ter = 4. 4 µm）with a curve of position as a function of time plotted on a graph，lower：on the left is a schematic diagram illustrating

the two-photon excitation induced PTI，on the right is the NIR-II fluorescence microscopic images of brain blood vessels before（i）

and after（ii）PTI induction，while（iii）and（iv）are just the heat maps of（i）and（ii）respectively，（b）NIR-II fluorescence micro‐

scopic images of brain blood vessels from a mouse intravenously injected with IR-820，while images on the left are the normal

brain，images on the right are the brain with MCAO［54，57］，scale bar：100 µm

图 9 NIR-II活体肿瘤显微成像系统，（a）NIR-II荧光显微系

统示意图，（b）CT26 肿瘤基质和血管的双色NIR-II荧光显微

图像，红色：CEAF-OMe（50 μM，50 μL），λex/λem = 940/1 200~

1 700 nm；绿色：ICG（50 μM，50 μL），λex/λem = 730/1 000~1

700 nm，比例尺：25 µm，（c）沿着（b）中白色虚线的横截面强

度分布［59］

Fig. 9 In vivo NIR-II microscopic tumor imaging，（a）the

schematic diagram of NIR-II fluorescence microscopy system

（b）two-color NIR-II fluorescence microscopic image of CT26

tumor stroma and vessel，red：CEAF-OMe （50 μM，200

μL），λex/λem = 940/1 200~1 700 nm，green：ICG（50 μM，50

μL），λex/λem = 730/1 000~1 700 nm，scale bar：25 μm，（c）

cross-sectional intensity profile along the white dashed line in

（b）［59］
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究纳米颗粒在炎症部位蓄积作用。但是，病理切片

需要进行机器脱水，切片的过程会损失并破坏聚集

纳米颗粒的分布。王强斌教授课题组，使用纳米探

针A&MMP@Ag2S-AF7P，对比NIR-II荧光宽场显微

成像术和传统标准H&E染色方法，发现两种方法在

癌组织上可以实现肿瘤区域的精确共定位（图

11）［60］。唐本忠院士、钱骏教授、林辉教授、齐迹教

授等［61］在AIE纳米探针（BPN-BBTD纳米颗粒）的辅

助下，首次将NIR-II荧光宽场显微成像方法用于追

踪炎症性肠病（Inflammatory Bowel Diseases，IBD），

监测炎症严重程度并检测 IBD小鼠模型对药物干预

的反应（图 12）。利用图 12（a）-（d）展示的显微成像

系统，研究人员对结肠段进行检测。研究人员充分

利用NIR-II荧光宽场显微系统空间分辨率高的特

点，上下移动电动载物台，记录 0~350 μm不同深度

的图像，检测到BPN-BBTD纳米颗粒主要积累在黏

膜和黏膜下层（图 12（g））。为了更好地揭示黏膜和

黏膜下层荧光区域的形态及规律，将两个结肠段制

成切片并用于H&E染色。结合H&E染色和NIR-II
荧光成像，研究者同样发现纳米颗粒积聚在黏膜和

黏膜下层，并集中在炎症细胞聚集部位（图 12（h）和

图 12（i））。该方法提供了一种无需病理切片即可快

速、准确解析纳米颗粒在组织中分布规律的途径，

并且这种方法保留了纳米颗粒分布的空间关系，与

病理切片可以形成良性互补。NIR-II荧光宽场显

微术不仅在病理切片上表现出优异的潜力，在细胞

成像领域也具备独到优势。王强斌教授课题组，使

用NIR-II荧光宽场显微系统实现细胞成像，验证了

纳米探针APP-Ag2S-RGD对癌细胞的靶向能力，通

过荧光引导的细胞减灭术实现了肿瘤精确切除［62］。

图 10 使用NIR-II荧光成像在肿瘤部位原位显示高渗透长滞留（EPR）效应，（a）用于活体荧光显微成像的荷瘤小鼠的照片。

左边是旧肿瘤，右边是新肿瘤，（b）显示肿瘤部位显微成像的照片，（c）EPR 效应的示意图，（d）荧光显微成像术，用于可视化不

同时间点新旧肿瘤中的 EPR 效应，深度 = 180 μm，比例尺表示 100 μm［54］

Fig. 10 In situ NIR-II fluorescence imaging of the enhanced permeability and retention（EPR）effect in tumor sites，（a）a photo‐

graph of the tumor sites on a tumor mouse used for in vivo microscopic imaging，the left is an old tumor while the right is a new

one，（b）another photograph to show the microscopic imaging on tumor sites，（c）the schematic diagram to illustrate the EPR ef‐

fect，（d）visualization of EPR effect in an old and new tumor at different time via NIR-II fluorescence microscopic imaging，

depth = 180 μm，the scale bar indicates 100 μm［54］
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除了NIR-II荧光宽场显微成像技术在活体大深度

生物结构检测方面的巨大优势，本小节也揭示了其

在细胞、切片、薄离体组织等结构的精准解析

能力。

在临床手术中，胆囊切除带来的医源性肝外胆

管损伤并发症后果严重。尽管基于X射线的胆管造

影可以降低胆道损伤的发生率，但辐射损伤和专业

依赖阻碍了其进一步的临床应用。NIR-II荧光高

对比度显示胆道成像技术，能有效减轻胆道解剖变

异和胆管损伤的风险。钱骏教授课题组，发现 ICG
与胆汁中的蛋白质成分结合后可发出增强的NIR-
IIb荧光信号，研究者采用三种不同倍率的物镜实施

高清晰的胆道显微成像。随后，课题组又报道了

AIE纳米颗粒作为胆道造影剂，在NIR-IIb窗口实现

高质量具有精确诊断能力的胆管造影［63，64］，揭示

NIR-II荧光宽场显微系统用于胆道术中诊断的

潜力［65］。

3. 2 大鼠的脑血管成像

一些研究表明，大鼠的大脑拥有默认模式网

络，对比小鼠，其大脑与人类的大脑更相似［66，67］。因

此，清楚地破译大鼠脑血管系统更有意义［66，68，69］。

但NIR-II荧光成像很少用于大鼠成像，主要是由于

体型大（大鼠体积通常是小鼠 10倍左右），光散射

强，组织深度高以及缺乏合适的荧光探针。其一，

体型大意味着生物样本固定困难和操作复杂，现有

显微系统一般无法满足要求，需要对系统载物平台

做改造和升级；其二，体型大也意味着成像试剂注

射量增加，因此对探针的安全毒性和代谢就提出更

高的要求；其三，组织深度高，带来更强的散射，荧

光强度就会减弱，需要有更亮的探针和更高效的成

像系统。

唐本忠院士、钱骏教授等［70］首次报道了活体大

鼠的血管系统和器官 NIR-II荧光成像，获得了

NIR-II（>1 200 nm）大鼠荧光宽场显微成像脑血管

图，能够分辨 700 μm深度内细至 9. 1 μm的毛细血

管（图 13）。这项成果有利于检测大型动物的脑部

疾病。此外，课题组使用NIR-II显微技术监测了大

鼠的脑血栓形成，首次利用荧光技术原位观察大鼠

脑血管疾病。相关结果表明，基于明亮的纳米探针

的NIR-II成像可以促进大鼠脑血栓形成的实时跟

踪，并有助于更好地了解大型动物脑部疾病的发病

机制和过程。

3. 3 狨猴的脑血管成像

大型动物（如狨猴）的NIR-II荧光成像技术的

探索有利于临床转化。普通狨猴是一种人类行为

和疾病研究的潜在模型。其一，狨猴在药理活性、

治疗靶点、药物暴露量、动力学和代谢等方面与人

类相似性较高，被广泛应用于纳米医学研究；其二，

狨猴体型小，仅需少量的测试试剂即可完成一项研

究计划；其三，狨猴繁殖快，能提供足够的动物数量

来支持研究。

狨猴神经活动和脑血流调节的研究，有利于揭

开人类大脑疾病的神秘面纱。钱骏教授、高利霞教

授及唐本忠院士等［71］首次在非人类灵长类动物中

进行了穿薄颅骨大深度脑血管显微成像（如图 14所
示）。首先，狨猴的颅骨需要先做磨薄处理。接着，

狨猴被固定在X轴和Y轴方向可调节的二维平移台

图 11 使用 NIR-II荧光宽场显微术实现离体肿瘤的快速无

干扰组织分析，（a）术中组织快速病理检查流程图，（b）荷瘤

小鼠身上切除的癌组织的NIR-II荧光宽场显微图像和H&E

染色，（c）NIR-II荧光和明场图像，对比未经治疗和经过抑制

剂GM6001治疗的患者切除的肿瘤结节，T = 肿瘤组织，N =

正常组织［60］

Fig. 11 Rapid unperturbed-tissue analysis for ex vivo tumor

by NIR-II wide-field fluorescence microscopy，（a）the sche‐

matic diagram of rapid pathological examination of intraopera‐

tive tissues，（b）NIR-II fluorescence microscopic images and

H&E staining of cancer tissues excised from tumor-bearing

mice，（c）NIR-II fluorescence and brightfield images，com‐

paring the tumor nodules resected by patients treated without

or with MMP inhibitor GM6001，T = tumor tissue，N = nor‐

mal tissue［60］

上，调节后使得待观察颅窗位于显微物镜正下方，

并静脉注射纳米探针。然后，研究人员使用 793 nm
激光落射照明，并收集 1 100 nm以上的荧光信号，

借助NIR-II宽场显微系统获取狨猴的脉管系统清

晰图像。

课题组继续跟踪狨猴毛细血管的周期性跳动，

测量和计算获得狨猴的呼吸频率为 0. 64 Hz、心率

为 3. 30 Hz。通过锁定一个典型的微小皮质区域，

研究人员使用 25倍物镜进一步进行NIR-II穿薄颅

骨脑血管造影，最终在近 700 μm深度实现清晰成

像，并且清楚地识别 200 μm深处直径为 5. 2 μm的

毛细血管（图 14（n））。同时，课题组进行了狨猴脑

血管流速检测（图 15（c））和血栓形成的无创监测

（图 15（d）-（h）），血栓过程中其他侧支的血流停滞

和回流都被NIR-II荧光宽场显微成像系统清晰实

时地捕捉和记录。NIR-II 荧光宽场显微成像实现

的血栓监测方法，操作简单、有效信号损失小，有助

于确定中风的两个关键因素：梗阻部位和梗阻范

围，提高诊断的准确性。

3. 4 猕猴的脑血管成像

猕猴是一种具有类人皮质和组织的动物模型。

灵长类动物和大鼠之间的一个显著差异是，大部分

大脑皮层被组织成集成神经元反应的模块化功能

单元（称为列或域）［72，73］。这种灵长类动物特有的功

能结构表明其血管结构可能具有特殊性以满足代

谢和血液动力学需求。此外，不同于大鼠，大型动

物的颅窗并不总是水平的，这对大型动物脑成像工

作来说是一大挑战。钱骏教授、Anna Wang Roe教

图 12 病变肠段NIR-II荧光宽场显微术，（a）结肠段置于盖玻片上，（b）在盖片下放置一个金属环，（c）结肠段NIR-II荧光宽场

显微成像示意图，（d）结肠壁解剖结构示意图，（e）不同深度的浆膜图像（比例尺：200 μm），（f）肌层在不同深度的图像，（g）不同

深度黏膜及黏膜下层图像，（h）两个选定病灶的NIR-II荧光宽场显微图像，（i）两个病灶的H&E染色结果［61］

Fig. 12 Diseased intestinal segment NIR-II fluorescence wide-field microscopy，NIR-II fluorescence wide-filed microscopy on

diseased intestinal segment with high spatial resolution，（a）the colonic segment was placed on a coverslip，（b）a metal annulus

was placed under the coverslip，（c）a photograph of the NIR-II fluorescence wide-field microscopic imaging on the colonic seg‐

ment，（d）the schematic diagram to illustrate the anatomical structure of colon wall，（e）images of the serosa taken at different

depths（scale bar：200 μm），（f）images of the muscularis at different depths，（g）images of mucosa and submucosa at different

depths，（h）NIR-II fluorescence wide-field microscopic images of two selected lesions，（i）the two lesions with H&E staining［61］
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上，调节后使得待观察颅窗位于显微物镜正下方，

并静脉注射纳米探针。然后，研究人员使用 793 nm
激光落射照明，并收集 1 100 nm以上的荧光信号，

借助NIR-II宽场显微系统获取狨猴的脉管系统清

晰图像。

课题组继续跟踪狨猴毛细血管的周期性跳动，

测量和计算获得狨猴的呼吸频率为 0. 64 Hz、心率

为 3. 30 Hz。通过锁定一个典型的微小皮质区域，

研究人员使用 25倍物镜进一步进行NIR-II穿薄颅

骨脑血管造影，最终在近 700 μm深度实现清晰成

像，并且清楚地识别 200 μm深处直径为 5. 2 μm的

毛细血管（图 14（n））。同时，课题组进行了狨猴脑

血管流速检测（图 15（c））和血栓形成的无创监测

（图 15（d）-（h）），血栓过程中其他侧支的血流停滞

和回流都被NIR-II荧光宽场显微成像系统清晰实

时地捕捉和记录。NIR-II 荧光宽场显微成像实现

的血栓监测方法，操作简单、有效信号损失小，有助

于确定中风的两个关键因素：梗阻部位和梗阻范

围，提高诊断的准确性。

3. 4 猕猴的脑血管成像

猕猴是一种具有类人皮质和组织的动物模型。

灵长类动物和大鼠之间的一个显著差异是，大部分

大脑皮层被组织成集成神经元反应的模块化功能

单元（称为列或域）［72，73］。这种灵长类动物特有的功

能结构表明其血管结构可能具有特殊性以满足代

谢和血液动力学需求。此外，不同于大鼠，大型动

物的颅窗并不总是水平的，这对大型动物脑成像工

作来说是一大挑战。钱骏教授、Anna Wang Roe教

图 12 病变肠段NIR-II荧光宽场显微术，（a）结肠段置于盖玻片上，（b）在盖片下放置一个金属环，（c）结肠段NIR-II荧光宽场

显微成像示意图，（d）结肠壁解剖结构示意图，（e）不同深度的浆膜图像（比例尺：200 μm），（f）肌层在不同深度的图像，（g）不同

深度黏膜及黏膜下层图像，（h）两个选定病灶的NIR-II荧光宽场显微图像，（i）两个病灶的H&E染色结果［61］

Fig. 12 Diseased intestinal segment NIR-II fluorescence wide-field microscopy，NIR-II fluorescence wide-filed microscopy on

diseased intestinal segment with high spatial resolution，（a）the colonic segment was placed on a coverslip，（b）a metal annulus

was placed under the coverslip，（c）a photograph of the NIR-II fluorescence wide-field microscopic imaging on the colonic seg‐

ment，（d）the schematic diagram to illustrate the anatomical structure of colon wall，（e）images of the serosa taken at different

depths（scale bar：200 μm），（f）images of the muscularis at different depths，（g）images of mucosa and submucosa at different

depths，（h）NIR-II fluorescence wide-field microscopic images of two selected lesions，（i）the two lesions with H&E staining［61］
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图 13 NIR-II大鼠脑血管造影，（a）静脉注射AIE纳米颗粒的大鼠，不同深度下的NIR-II（>1 200 nm）荧光宽场显微脑血管图，
红色箭头表示直径为 9. 1 μm的毛细血管，深度为 700 μm，（b）和（c）中血管的横截面强度和半峰全宽对应于图（a）中黄色虚线，
（d）大视场大鼠脑血管在150 μm深度的NIR-II荧光图像和（e）不同大小的血管的横向强度对应于（d）中的黄色虚线［70］

Fig. 13 NIR-II rat cerebral angiography，（a）in vivo NIR-II（>1 200 nm）fluorescence microscopic imaging of brain vasculature
of a rat intravenously injected with AIE dots at different depths，the red arrows demonstrate a blood capillary（diameter = 9. 1 μm）
at the depth of 700 μm，the cross-sectional intensity profiles and full width at half maximum（FWHM）of the blood vessels which
correspond to the dotted yellow lines in（a）are plotted in（b）and（c），（d）NIR-II fluorescence image of brain vasculature of rats
treated with AIE dots at the depth of 150 μm in wide field of view and（e）the cross-sectional intensity profiles of the blood vessels
in different sizes corresponding to the dotted yellow line in（d）［70］

图 14 高空间分辨率的狨猴穿颅脑血管显微系统，（a）头骨磨薄狨猴显微成像系统示意图，（b）5 x NIR-II 荧光宽场显微脑血
管图像，比例尺：300 μm，（c）皮质血管位置时间函数图，（d）图 c时域信号的快速傅里叶变换，（e）图 c时域信号的功率谱密度，
（f）狨猴粪便和尿液的标准化光致发光强度，（g-m）狨猴薄头骨下方不同深度（100~600 μm）的脑血管显微图像，比例尺：100
μm，（n）200 μm处血管直径分析高斯拟合［71］

Fig. 14 High-spatial-resolution through-thin-skull cerebrovascular microscopic imaging in marmosets，（a）the schematic diagram
of the microscopic imaging system of the thinned-skull marmoset，（b）5 x NIR-II fluorescence microscopic cerebrovascular image，
scale bar：300 μm，（c）the plot of cortical vessel position time function，（d）the fast Fourier transformation of time-domain signals
in Fig.（c），（e）the power spectral density of Fig.（c），（f）the normalized PL intensity of the feces and urine from the marmosets，
（g-m）microscopic images of different depths（100-600 μm）of cerebral blood vessels of the thinned-skull marmoset，scale bar：
100 μm，（n）the analysis of the vessel at the depth of 200 μm［71］

授及奚望副教授等展开合作［74］，使用 ICG作为NIR-
II荧光探针，开发了具有高时间分辨率的宽场显微

系统，首次实现NIR-II荧光宽场显微猕猴脑血管成

像，并测量了猕猴血流速度和心跳周期（图 16）。在

此工作中，利用NIR-II荧光宽场显微系统高时间分

辨率、操作方便、大穿透深度和高信背比等优点，研

究者对猕猴脑血管系统的微毛细血管系统进行成

像，在 300 μm大深度处识别出 7. 8 μm直径的毛细

血管。

在系统改造上，课题组在原系统基础上设计了

一个适用于灵长类大动物的三维可调节NIR-II荧
光宽场显微系统。由于猕猴大脑尺寸较大，目标成

像区域可能位于前后或中间倾斜的平面中。为了

满足这一需求，课题组将整个光学系统安装在一个

多向可调支架上。这种可灵活平移和旋转的系统，

使显微物镜可垂直于猕猴颅窗（图 16（a））。该系统

实现了 25帧/秒的高时间分辨率的猴脑血管功能成

像，可以精确计算毛细血管的血流速度和监测心脏

脉冲周期（图 16（b）-（f））。在 25倍放大的视场中，

研究者以每秒 25帧（FPS）的速度连续跟踪那些沿着

毛细血管移动、来自 ICG的NIR-II荧光亮点（图 16
（e））。通过在不同图像帧上绘制该点的位置，研究

者确定了该毛细血管的脑血流平均速度为 0. 65
mm/s。视场内其他两个毛细血管的血流速度也用

相同的方式确定为 0. 21 mm/s 和 0. 39 mm/s（图

16（d））。

借助宽场显微面探测的大视场优势，研究者同

时评估了视场中多个毛细血管的流动特性。因为

静脉从分支收集血液，而动脉将血液分配到分

支［75］，所以根据流动方向能够识别血管类型属于静

脉或动脉（图 17（a））。在一个心脏脉冲期间，研究

者使用NIR-II荧光显微成像系统可以观察到明/暗
边界的最高和最低位置，以及亮/暗边界位置的波

动，通过绘制每个脉冲峰值的时间点并进行线性拟

合，就获得了猕猴 2 Hz的心跳频率结果（图 17（b））。

同时使用生理监测器测量得到的周期为每分钟 120
个脉冲，与荧光宽场显微图像序列计算获得心跳脉

冲数据完全一致。这表明，NIR-II荧光宽场显微成

像系统的高时间分辨率不仅可提供大血管的脉搏

信息，也可同步监测小血管中的血流速度。由此可

见，经过进一步优化的NIR-II荧光宽场显微系统可

以实现从啮齿类到非人灵长类大动物的多模型大

深度精准检测。

NIR-II荧光宽场显微系统拥有高时间分辨率

以监测动态生物过程，提供高空间分辨率以观察微

小生物结构、精准定位药物分布，还具备大成像深

度。同时，该系统对比其他显微成像系统（如共聚

焦显微术、光片显微术）易于上手使用并且成本适

中，便于在活体研究和临床实践中推广。通过相关

研究团队的努力，实现了从小鼠、大鼠、狨猴到猕

猴，从脑血管、肿瘤血管到炎症组织及离体细胞、组

图 15 穿薄颅骨的狨猴皮质高时间分辨率的血流监测和血

栓观察，（a）脑血管系统和六条示例血管的 25 x显微图像，比

例尺：100 μm，（b）血管中荧光点信号时间位置距离关系图，

（c）图（a）的 6 条血管平均血流量，（d）532 nm 激光激发的

PTI 诱导示意图，（e）PTI 诱导前，脑血管的 NIR-II 荧光宽场

显微图像，比例尺：100 μm，（f）PTI诱导后，脑血管的 NIR-II

荧光显微图像，比例尺：100 μm，（g）PTI 诱导前照射区域的

3D NIR-II荧光强度分布，（h）PTI诱导后照射区域的3D NIR-

II 荧光强度分布，白色箭头代表 PTI 诱导前后的流动方向，

PTI引起血流方向的改变［71］

Fig. 15 Through-thinned-skull cortical blood flow monitor‐

ing and observation of the PTI induced thrombosis in marmo‐

sets，（a）25 x microscopic images of the cerebrovascular sys‐

tem and six sample blood vessels，scale bar：100 μm，（b）the

plot of the time，position and distance of the fluorescent point

signal in the blood vessel，（c）the average blood flow of the 6

vessels in Fig. （a），（d） the schematic of PTI induction by

532 nm laser excitation，（e）NIR-II fluorescence microscopic

image of cerebral blood vessels before PTI induction，scale

bar：100 μm，（f）NIR-II fluorescence microscopic image of

cerebral blood vessels after PTI induction，scale bar：100 μm，

（g）3D NIR-II fluorescence intensity distribution in the illumi‐

nated area before PTI induction，（h）the 3D NIR-II fluores‐

cence intensity distribution of the illuminated area after PTI in‐

duction，the white arrows represent the flow direction before

and after PTI induction，PTI causes a change in the direction

of blood flow［71］
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授及奚望副教授等展开合作［74］，使用 ICG作为NIR-
II荧光探针，开发了具有高时间分辨率的宽场显微

系统，首次实现NIR-II荧光宽场显微猕猴脑血管成

像，并测量了猕猴血流速度和心跳周期（图 16）。在

此工作中，利用NIR-II荧光宽场显微系统高时间分

辨率、操作方便、大穿透深度和高信背比等优点，研

究者对猕猴脑血管系统的微毛细血管系统进行成

像，在 300 μm大深度处识别出 7. 8 μm直径的毛细

血管。

在系统改造上，课题组在原系统基础上设计了

一个适用于灵长类大动物的三维可调节NIR-II荧
光宽场显微系统。由于猕猴大脑尺寸较大，目标成

像区域可能位于前后或中间倾斜的平面中。为了

满足这一需求，课题组将整个光学系统安装在一个

多向可调支架上。这种可灵活平移和旋转的系统，

使显微物镜可垂直于猕猴颅窗（图 16（a））。该系统

实现了 25帧/秒的高时间分辨率的猴脑血管功能成

像，可以精确计算毛细血管的血流速度和监测心脏

脉冲周期（图 16（b）-（f））。在 25倍放大的视场中，

研究者以每秒 25帧（FPS）的速度连续跟踪那些沿着

毛细血管移动、来自 ICG的NIR-II荧光亮点（图 16
（e））。通过在不同图像帧上绘制该点的位置，研究

者确定了该毛细血管的脑血流平均速度为 0. 65
mm/s。视场内其他两个毛细血管的血流速度也用

相同的方式确定为 0. 21 mm/s 和 0. 39 mm/s（图

16（d））。

借助宽场显微面探测的大视场优势，研究者同

时评估了视场中多个毛细血管的流动特性。因为

静脉从分支收集血液，而动脉将血液分配到分

支［75］，所以根据流动方向能够识别血管类型属于静

脉或动脉（图 17（a））。在一个心脏脉冲期间，研究

者使用NIR-II荧光显微成像系统可以观察到明/暗
边界的最高和最低位置，以及亮/暗边界位置的波

动，通过绘制每个脉冲峰值的时间点并进行线性拟

合，就获得了猕猴 2 Hz的心跳频率结果（图 17（b））。

同时使用生理监测器测量得到的周期为每分钟 120
个脉冲，与荧光宽场显微图像序列计算获得心跳脉

冲数据完全一致。这表明，NIR-II荧光宽场显微成

像系统的高时间分辨率不仅可提供大血管的脉搏

信息，也可同步监测小血管中的血流速度。由此可

见，经过进一步优化的NIR-II荧光宽场显微系统可

以实现从啮齿类到非人灵长类大动物的多模型大

深度精准检测。

NIR-II荧光宽场显微系统拥有高时间分辨率

以监测动态生物过程，提供高空间分辨率以观察微

小生物结构、精准定位药物分布，还具备大成像深

度。同时，该系统对比其他显微成像系统（如共聚

焦显微术、光片显微术）易于上手使用并且成本适

中，便于在活体研究和临床实践中推广。通过相关

研究团队的努力，实现了从小鼠、大鼠、狨猴到猕

猴，从脑血管、肿瘤血管到炎症组织及离体细胞、组

图 15 穿薄颅骨的狨猴皮质高时间分辨率的血流监测和血

栓观察，（a）脑血管系统和六条示例血管的 25 x显微图像，比

例尺：100 μm，（b）血管中荧光点信号时间位置距离关系图，

（c）图（a）的 6 条血管平均血流量，（d）532 nm 激光激发的

PTI 诱导示意图，（e）PTI 诱导前，脑血管的 NIR-II 荧光宽场

显微图像，比例尺：100 μm，（f）PTI诱导后，脑血管的 NIR-II

荧光显微图像，比例尺：100 μm，（g）PTI 诱导前照射区域的

3D NIR-II荧光强度分布，（h）PTI诱导后照射区域的3D NIR-

II 荧光强度分布，白色箭头代表 PTI 诱导前后的流动方向，

PTI引起血流方向的改变［71］

Fig. 15 Through-thinned-skull cortical blood flow monitor‐

ing and observation of the PTI induced thrombosis in marmo‐

sets，（a）25 x microscopic images of the cerebrovascular sys‐

tem and six sample blood vessels，scale bar：100 μm，（b）the

plot of the time，position and distance of the fluorescent point

signal in the blood vessel，（c）the average blood flow of the 6

vessels in Fig. （a），（d） the schematic of PTI induction by

532 nm laser excitation，（e）NIR-II fluorescence microscopic

image of cerebral blood vessels before PTI induction，scale

bar：100 μm，（f）NIR-II fluorescence microscopic image of

cerebral blood vessels after PTI induction，scale bar：100 μm，

（g）3D NIR-II fluorescence intensity distribution in the illumi‐

nated area before PTI induction，（h）the 3D NIR-II fluores‐

cence intensity distribution of the illuminated area after PTI in‐

duction，the white arrows represent the flow direction before

and after PTI induction，PTI causes a change in the direction

of blood flow［71］
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织切片等的 NIR-II荧光宽场显微成像，证明了

NIR-II荧光宽场显微成像技术的巨大潜力。

4 结语

总体来说，得益于成像试剂日益丰富，光学探

测器持续提升，系统成像光路和电路的创新改进，

NIR-II荧光宽场显微成像技术不断在更大的成像

深度、更优的信背比、更高的空间分辨率、更快的成

像速度上得到创新、改进和突破。首先，材料技术

进步，碳纳米管、共轭聚合物、半导体量子点、有机

纳米颗粒［76-79］、小分子有机染料和稀土掺杂纳米材

料等NIR-II荧光探针陆续得到开发和应用。其次，

芯片制备工艺和制冷散热技术的进步使高量子效

率、大像元、低噪声、宽动态的探测器得以研制和量

产。另外，成像系统从专业实验室独立搭建改进，

走向校企合作开发普惠商用。 NIR-II荧光宽场显

微成像系统有望在各种生物和材料研究实验室推

广，甚至在医学机构和医院临床获得普及和应用。

图 16 猕猴的NIR-II荧光宽场显微脑血管成像，（a）适用于大动物的NIR-II荧光宽场显微系统，（b）3 x 脑血管显微图像，（c）

25 x 脑血管显微图像，（d）3根采样血管血流速度，（e）毛细血管内荧光点信号跟踪的逐帧显示，右图标记跟踪位置，（f）荧光点

位置的时间函数的图，比例尺表示，（b），（c），（d）：100 μm，（e）：50 μm［74］

Fig. 16 NIR-II fluorescence wide-field microscopic imaging of cerebral vessels in rhesus monkeys，（a）NIR-II fluorescence wide-

field microscopy system suitable for large animals，（b）3 x cerebrovascular microscopic image，（c）25 x cerebrovascular micro‐

scopic image，（d）blood flow velocity of the 3 sampling vessels，（e）the tracking frame display of the fluorescent signal in the cap‐

illary，picture on the right marks the tracking position，（f）the plot of fluorescent position as a function of time，scale bars in（b），

（c）and（d）：100 µm，scale bars in（e）：50 µm［74］

图 17 猕猴动静脉测定和心跳脉冲计算，（a）NIR-II荧光宽

场脑血管显微图像血流方向显示和动静脉测定，深度 180

μm，比例尺表示 100 μm，（b）猕猴脑血管的 NIR-II荧光宽场

显微图像和心脏脉冲周期高斯拟合图，深度 130 μm，比例尺

表示 100 μm［74］

Fig. 17 Rhesus arteriovenous measurement and heart pulse

calculation，（a）NIR-II fluorescence wide-field cerebrovascu‐

lar microscopic image of blood flow direction and arteriove‐

nous measurement，depth = 180 μm，scale bar：100 μm，（b）

NIR-II fluorescence wide-field microscopic images of cerebral

blood vessels of the rhesus macaque and Gaussian fitting graph

of heart pulse period，depth = 130 μm，scale bars：100 μm［74］

NIR-II荧光宽场显微成像系统操作简便，具备在医

学研究、临床诊断和手术治疗领域作为活体成像的

基础工具的潜力。随着脑血管、肿瘤血管到器官组

织越来越丰富的生物应用，啮齿类到灵长类越来越

复杂的生物模型得到报导，可以预见的是，更丰富

和更复杂的临床应用将会得到开发和实现。

总之，活体成像在成像深度和信背比方面持续

精进的需求，推动了NIR-II荧光宽场显微活体成像

系统和技术的蓬勃发展。成像光路的优化，荧光探

针的创新都大大促进了成像性能的提升，但NIR-II
荧光宽场显微成像技术未来仍需在以下方面进一

步提升：（1）NIR-II荧光宽场显微成像技术受限于

背景的离焦信号影响，空间分辨率仍然不够理想，

成像效果在同一深度不如共聚焦显微术。为了进

一步抑制背景，考虑到 1 450 nm处存在能有效抑制

背景信号的水的强吸收，NIR-IIx波段具备最佳成

像潜力。但是，可用于NIR-IIx并且临床适用的成

像试剂仍有待开发。（2）部分荧光试剂存在免疫摄

取和生物自清除方面的安全问题，对生物应用造成

潜在的长期毒性。这影响了NIR-II荧光宽场显微

成像进一步临床大规模应用。（3）NIR-IIc波段适

用，同时具备高量子效率的近红外探测器仍有待开

发和完善。尤其这几年，随着国际形势变化，科研

级别的高端仪器受到美国政府EAR出口管制，进口

采购越发困难。实现科研级别的NIR-II成像探测

器、滤光片、激发光源，乃至整个系统设计和后端软

件配套的自主可控，是一个系统性亟需攻克的问

题。（4）NIR-II荧光宽场显微成像术可以与其他成

像手段［80］（如光声成像等）融合［81-85］，多模态成像利

用不同模态的优势以克服单一模态的缺点，从而破

译更多的生物信息，提高诊断准确性。可以预见的

是，随着更多研究者和临床工作者的加入，NIR-II
荧光宽场显微成像技术将引领脑血管健康评估、癌

症早期筛查、离体组织检测等进一步的临床应用。
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