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小动物活体体内光学成像技术的应用进展

李荫龙"张"栋

""小动物活体体内光学成像$

2GH<C,3 <- I<I2 <;,

#

?<-?

"

E(

%技术是采用生物发光与荧光两种方式"利用

高灵敏度的光学检测仪器直接检测动物活体体内的细

胞活动和基因行为& 利用该技术可以检测活体动物体

内肿瘤的生长和转移'炎症的发生'特定基因的表达和

药物作用效果等等(

#

)

&

E(

相对于其它成像方式如计

算机断层扫描$

&)

%'超声$

JK

%'磁共振$

+L(

%'核素

成像$

M:)FKM:&)

%而言更加侧重于功能成像(

!

)

& 由

于在活体水平能够连续动态的观测生物体内基因和细

胞的活动"该技术在生命医药科学研究中发挥了重要

的作用&

#

"

E(

简介

E(

主要采用生物发光$

N<23.;<-7BC7-C7

%和荧

光$

O3.2/7BC7-C7

%两种技术在活体体内进行不同的

生物标记"通过光学成像系统可以动态连续的检测活

体体内被标记分子的生物代谢发生发展过程"在生物

医药领域具有广泛的研究应用(

%

$

$

)

&

荧光发光成像技术是将荧光物质或荧光物质标记

的小分子物质如基因'细胞也可是小分子药物'抗体'

纳米材料等导入到活体体内"通过小动物活体成像系

统的激发光源激发荧光集团到达高能量状态"而后产

生波长较激发光长的发射光"然后通过高灵敏度制冷

&&D

镜头探测到活体内的发射光& 由于活体自身接

收激发光后会产生一定的自发荧光"因此荧光成像具

有一定的背景噪音& 生物发光是利用荧光素酶报告基

因在活体内表达产生的荧光蛋白与体外注射的荧光素

底物发生化学反映而产生荧光"而后同样可经高灵敏

度
&&D

镜头探测& 荧光素酶基因可被插入多种基因

的启动子"成为某种特定基因的报告基因"通过对荧光

素酶基因表达的观测可监控某特定基因的表达(

8

)

&

由于生物发光不需要外源激发光"因此信噪比远高于

荧光发光& 目前常用荧光素酶有海肾荧光素酶和萤火

虫荧光素酶"二者的作用底物和发光波长不同"后者所

发的光更易透过组织"前者在体内的代谢比后者快"因

此通常使用后者作为报告基因(

6

)

&

!

"不同类型的标记探针在活体体内光学成像技

术的应用

荧光发光与生物发光的实现需要由不同的光学探

针来完成& 一般来说探针是由被标记物$底物%和标

记物组成"底物可以是蛋白'抗体'细胞'小分子药物

等"标记物可以是荧光蛋白 $

PQMFLQM

%'荧光染料

D07

及无机量子点等等"下面分别进行阐述&

!

!

#

"荧光发光标记"荧光探针根据其用途和实

验目的具体来说可分为
%

类#非特异性探针'靶向性探

针和可激活探针(

9

)

&

!

!

#

!

#

"非特异性探针"非特异性探针不具有针

对特定蛋白或分子的特定性或专一性"因此不会定向

的追踪体内特定分子& 吲哚菁绿$

(&P

%是一种非特异

性探针"最早用来诊断活体肿瘤的生长(

R

)

"是第一个

也是迄今为止少有的被美国
QDS

批准的应用于临床

检测肝功能的染料(

#"

)

"之后在心脏生理检查和眼科血

管造影检查方面也有应用(

##

"

#!

)

"另有临床证实
(&P

同加强
+L(

相比在乳腺疾病的诊断方面也是一种有

效手段(

#%

)

&

(&P

是分子量为
66$ ?F;23

的小分子物

质"其激发和发射波长分别为
69"F9"" -;

左右(

9

)

&

(&P

在体内的半衰期很短"很快就从血管中清除进入

肝细胞代谢&

!

!

#

!

!

"靶向性探针"靶向性探针一般是由荧光

物质如荧光蛋白'荧光染料或无机物量子点与小分子

物质如抗体'多肽'药物等共价结合而组成"在体内具

有特定的分子靶向性(

#T

$

#8

)

& 靶向性探针较多应用在

肿瘤学研究当中"由于肿瘤的生长会大量的表达细胞

膜内或膜外的特异受体"因此荧光标记的配体可以追

踪到受体并显像(

#6

)

& 一种生长抑素类似物
E&)

和花

青类染料结合成共价物后静脉注射小鼠体内"结果显

示肿瘤处的荧光强度较正常组织高出
%

倍(

#9

"

#R

)

& 此

外荧光标记的配体还包括蛙皮素(

!"

)

'血管活性肠

肽(

!#

)

'转铁蛋白(

!!

"

!%

)

'低密度脂蛋白(

!T

)

'膜联蛋白

1

(

!$

"

!8

)等等& 还有应用荧光染料标记羟基磷灰石"经

静脉注射后观察活体内成骨细胞的活动(

!6

)

& 新型纳
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米材料量子点标记较荧光染料标记方法更有优势"包

括作为检测探针更加明亮"分辨率更高"不会短时间内

淬灭具有长期稳定发光特性(

!9

)

&

!

!

#

!

%

"体内可激活探针"体内可激活探针注射

活体后本身不发光"与活体内的特定的分子发生相互

作用"构象改变之后可检测到发光(

!R

)

& 荧光素酶的两

端通过连接肽连接上抑制其发光的蛋白构成可激活探

针& 当活体的生理病理状态发生变化导致特定分子表

达增多"如组织蛋白酶
U

和
D

'基质金属蛋白酶
!

或

凝血酶等"特定分子与探针相互作用"切断了荧光素酶

与抑制蛋白之间的连接肽"恢复了荧光素酶的活性"产

生了活体内荧光信号(

%"

$

%!

)

&

!

!

!

"生物发光报告集团"生物发光报告集团是

将荧光素酶基因整合到细胞染色体
D5S

上以稳定表

达荧光素酶"在氧及
S)M

存在的条件下与外源注射的

荧光素底物发生化学反应产生荧光& 荧光素酶基因可

以被插入多种基因的启动子"成为某种特定基因的报

告基因"通过监测报告基因的活动来实现监测转录因

子与被插入的特定启动子相互作用的目的(

%%

)

&

%

"主要的体内生物学发生发展过程的应用

%

!

#

"基质降解酶活性"基质降解酶对正常组织

细胞的功能具有重要的作用"同时在肿瘤细胞的增值

和转移过程中也起到了关键作用& 由于细胞外基质的

降解失去防御作用使得恶性细胞能够迁移& 在肿瘤疾

病中几种基质降解酶的表达都会上调& 至少存在两条

细胞外基质降解系统#尿激酶
F

纤溶酶原激活网络"半

胱氨酸蛋白酶和基质金属蛋白酶激活系统(

%T

)

& 第一

次使用活体成像显示基质降解酶的活性是由

*7<BB37@7/ L

通过肿瘤移植小鼠实现的(

%$

)

"他通过

将荧光素与存在组织蛋白酶
U

切割位点的高分子聚

合物连接起来& 当大量荧光素紧密连接在酶作用物周

围的时候使得荧光发生淬灭"当组织蛋白酶
U

对酶作

用物进行切割后"荧光素信号恢复"在肿瘤组织周围检

测到荧光信号& 此后一系列的荧光探针被合成应用"

根据不同的基质降解酶分为可被
++M

#

!

切割探

针(

%8

)

'

++M

#

6

切割探针(

%6

)

'尿激酶型纤溶酶原激活

物(

%9

)等等&

%

!

!

"糖代谢"一种
!

$脱氧葡萄糖的荧光衍生

物
!

#

5UDP

$

T6$ -;F$$" -;

%在细胞间的传递是通

过葡萄糖转运体
F

己糖激酶途径(

%R

)

"但由于具有较低

的激发和发射波长限制了它的应用& 在观测肿瘤移植

小鼠的糖代谢过程中"

&>7-? V

等(

T"

)使用
&0$

!

$

标

记的
D

#氨基葡萄糖从而克服了
!

#

5UDP

的缺陷&

U32C> K

等(

T#

)将一种近红外荧光染料
C0G,H7

标记上

D

#氨基葡萄糖观测肿瘤模型小鼠的糖代谢"结果发现

所有氨基葡萄糖的荧光衍生物均存在于肿瘤组织中"

但仍旧未探明肿瘤组织的糖摄取是否是通过葡萄糖转

运体
F

己糖激酶途径&

%

!

%

"组织缺氧"当机体组织血供不足如在中

风'梗死等疾病发生"或肿瘤的生长超出其血供范围时

就会发生组织缺氧& 当组织处于慢性缺氧时"细胞内

的缺氧诱导因子
W(Q

#

#

会被激活"而且一些特定的蛋

白表达会上调&

K7/?,-2I, (

等(

T!

)将缺氧诱导因子

W(Q

#

#

的启动子插入到绿色荧光蛋白
PQM

报告基因

中"通过逆转录病毒载体转染到肿瘤细胞中"观测到肿

瘤组织的直径大于
% ;;

时"

W(Q

#

#

的转录表达明显

增加& 尽管组织处于缺氧状态"但在生物发光时已足

够来供荧光素酶的催化反应& 在活体动物组织缺氧的

定位"及对缺氧状态不同的治疗干预措施的评价方面

活体光学成像具有明显优势(

T%

)

&

%

!

T

"血管生成"血管新生在肿瘤生长的过程当

中十分重要& 目前发现的有许多调控肿瘤血管新生的

蛋白"包括血管内皮生长因子
1:PQ

'生长因子受体如

1:PQL

'

P

蛋白偶联受体'内源性血管新生调控蛋白

和整联蛋白(

TT

)

& 整联蛋白在肿瘤组织血管内皮细胞

上表现出高表达"因此可以作为活体成像的靶向物质"

用来观测肿瘤组织的生长状态及不同药物对肿瘤治疗

的效果评价&

WB. SL

等(

T$

)将整联蛋白的启动子插

入到荧光素酶报告基因并转染到肿瘤细胞当中"观测

肿瘤移植小鼠
T8

天的生长情况"并成功测试了一种抗

血管生成药物的效用&

%

!

$

"细胞增殖与细胞凋亡"

:!Q#

是一种选择

性的在增殖细胞中表达的蛋白"

:!Q

调控的转录会导

致高水平的细胞增值效应(

T8

)

&

J>/N2; X

等(

T8

)通过

构建
:!Q#

转基因神经胶质瘤小鼠模型"通过观测荧

光素酶的活性以监测胶质瘤细胞的增殖状况& 还观测

到对血小板源性生长因子受体具有抑制性作用的药物

可以降低细胞增殖的水平"从而显示出较低的荧光

信号&

细胞凋亡存在几种不同的通路"但共同的作用是

能够使半胱氨酸蛋白酶
%

激活"从而使得细胞发生不

可逆的凋亡改变& 为了显示出半胱氨酸蛋白酶的激

活"

X,Y;,- U

等(

T6

)构建了一个重组荧光素酶融合蛋

白"其上具有半胱氨酸蛋白酶切割位点"经激活的半胱

氨酸蛋白酶切割后可发出荧光信号"从而实现对细胞

凋亡的监测&

%

!

8

"血流灌注"许多研究报告指出非特异性染

料
(&P

可以用来观测动物和人体的血流灌注"而且血
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流灌注和血液成分的外渗还可以用荧光标记的白蛋白

来检测(

T9

)

& 白蛋白包裹的纳米颗粒作为血管造影剂

被用来观测小鼠鳞状细胞癌周围血管血流状态(

TR

)

"减

少了纳米颗粒的光化学作用"更加有利于成像&

(&P

在应用于临床之前可以观测脑脊液空间(

$"

)

'估测肿瘤

中的血液成分含量(

$#

) 和量化外围组织的血流灌

注(

$!

)

& 最近的一项临床应用是利用
(&P

来观测关节

炎病人手部的微循环状况(

$%

)

&

%

!

6

"免疫反应及干细胞移植"用荧光素酶基因

标记免疫细胞和干细胞可以实时'动态的观察被标记

的细胞在体内的活动& 被荧光素酶标记的免疫细胞如

)

细胞或
5Z

细胞可以用来观测其对肿瘤细胞的识

别'杀伤作用并评估放化疗的效果& 将荧光素酶标记

的造血干细胞移植入脾及骨髓"可以检测到这些造血

干细胞的后代在动物体内的生长和活动情况(

$T

)

&

%

!

9

"病毒和细菌感染"用荧光素酶标记病毒和

细菌之后"可以观察病原体在动物体内的寄宿部位'增

值变化'侵染过程和对外界治疗干预措施的反映情

况(

$$

)

& 通过生物
E(

可以评价不同药物对病毒和细菌

感染的治疗作用"筛选出最佳的治疗药物和最佳剂量&

%

!

R

"药物体内作用"对于小分子药物可直接对

其进行标记"观测其在活体内的分布及代谢状况& 对

于药物治疗作用的评价或者新型药物的研发'筛选可

通过转基因动物模型的建立"通过检测转基因动物体

内特异基因的表达活动从而间接反映出药物的治疗效

果& 许多针对肿瘤的药物治疗或基因治疗都采用了生

物发光模式的肿瘤小鼠模型"

),[7B><H, Q

等(

$8

)通过

生物发光成像评价了
L5S<

在小鼠肿瘤治疗中发挥的

作用&

T

"中医药研究应用

孙永等(

$6

)运用荧光染料
&06

标记姜黄素"并进

行纯化"观测被标记的姜黄素在活体内组织分布情况"

结果显示
&06

标记成功"纯度达到
R"\

以上"注入体

内后荧光立即分布全身"然后逐步向膀胱聚集"显现显

著的肾排泄特点"

%" ;<-

左右基本富集于膀胱"解剖

后观察到注药鼠心'肝'脾'肺'肾均有显著分布& 结论

提示此方法对于中药的药代动力学检测具有重要应用

价值& 张栋等(

$9

)运用小动物活体成像观测针刺对

&06

修饰的转铁蛋白$

)O

#

&06

%和阿霉素$

D2Y

%在裸

鼠体内分布的影响"结果显示针刺可以改变
)O

#

&06

和
D2Y

在体内的分布情况"针刺改变了药物靶点的聚

集& 游敏玲等(

$R

)通过细胞转染及筛选构建了稳定表

达
PQM

的肝癌细胞系"细胞注射入裸鼠形成异位肝癌

模型"应用荧光成像技术在体观察柴芪益肝颗粒

$

&P

%合紫杉醇$

),Y23

%对肿瘤的治疗作用& 结果显

示
&P

明显增强了
),Y23

对裸鼠异位肝癌生长的抑制

作用&

Z]2-? ZZ

等(

8"

)利用活体成像观察了刮痧对

于血红素氧化酶
#

$

WE

#

#

%转基因小鼠
WE

#

#

表达的

影响"结果显示刮痧可以明显提高多脏器
WE

#

#

基因

的表达"刮痧前后比较显示刮痧后
%8 >

时
WE

#

#

的表

达呈现最高峰"荧光强度最高&

E(

技术是使得传统的分子及细胞生物学技术由

体外转移到体内研究的有效手段"从而可以连续动态

的观测体内的小分子事件"避免了在不同时间点处死

动物后体外检测的繁琐"提高了效率&

E(

技术相对于

其他成像手段如
&)

'

M:)

及
+L(

检测灵敏度更高"操

作简便& 根据不同的研究目的"可以选择不同的体内

荧光探针或应用荧光素酶报告基因"且随着
E(

技术的

广泛应用"越来越多的具有发光强度高'稳定性好等优

势的荧光物质应运而生& 在生物体主要的体内生理病

理代谢如酶的激活'糖代谢'血管新生'细胞增殖与凋

亡'组织缺氧'病毒或细菌感染'药物代谢等过程中均

可连续实时的动态观测& 目前该技术存在一些不足之

处"荧光成像需要激发光的激发"因此会存在一定的背

景噪音*生物体组织具有一定的光吸收和光散射作用"

因此成像的深度有所限制"使得应用时多采用近红外

标记探针*目前仅是二维成像"因此荧光强度为半定量

化"而且仅应用于小动物实验& 今后
E(

技术与
M:)

'

+L(

等互相补充或发展功能'结构兼顾的多功能'多模

式的三维成像方法将极大的促进生物医学的发展&
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第二十三次全国中西医结合肝病学术会议在贵阳召开

第二十三次中国中西医结合肝病学术会议暨
!"#T

年全国中西医结合肝病研究进展继续教育学习班"

于
!"#T

年
9

月
!8

#

%"

日在贵阳召开$ 本次会议由中国中西医结合学会第八届肝病专业委员会主办"由

贵州省中西医结合学会%贵阳医学院附属医院%上海中医药大学附属曙光医院承办$ &中国中西医结合杂

志'%&中西医结合肝病杂志'%&国际肝病杂志'等并对本次大会相关内容进行了报道$

大会有来自全国
!6

个省市自治区的
!%$

名代表出席"共收到学术论文
#$8

篇"大会交流
9

篇"内容涉

及病毒性肝炎%肝纤维化肝硬化%肝癌%重型肝炎%肝衰竭%脂肪肝%自身免疫性肝病等多种肝脏疾病的基础

与临床的原创性研究进展$ 大会邀请我国著名肝病专家袁平戈%刘克州%程明亮教授"名誉主任委员刘平%

主任委员胡义扬%副主任委员王融冰%叶永安%邵凤珍以及贵州省内专家刘三都教授做了
#"

场精彩的专题

报告$ 邀请袁平戈%徐列明%吴亚云%施维群%林世德%潘晨%刘昌杰%刘成海等
9

位肝病专家分别就肝硬化

及其并发症的中西医结合治疗%医学论文的撰写等
9

个主题给继续教育班授课$ 此外"还进行了
%

场企业

学术报告"促进了学术发展与成果转化$

本次大会进行了换届选举$ 学会穆大伟秘书长出席会议"主任委员胡义扬教授做了总结报告$ 中国

中西医结合学会第八届肝病专业委员会连续
T

年组织召开了全国学术会议和继续教育学习班"累计收到

论文投稿
6TT

篇"展示壁报
#!6

份$ 并于
!"##

年以专题形式集中展示了我国(十一五)科技重大专项有

关中西医结合防治慢性肝病重大专项的相关研究成果$ 共邀请了
T$

位专家做不同主题的专题报告"累计

继续教育近千人次"为推动中西医结合肝病事业的发展起到重要作用$ 会议选举产生了由上海中医药大

学刘平教授任主任委员的第
R

届肝病专业委员会$ 选举北京地坛医院王融冰%复旦大学附属中山医院沈

锡中%贵阳医学院附属医院吴亚云%浙江大学第一附属医院阮冰%天津市第一医院陆伟任副主任委员$ 并

选举产生了胡义扬%叶永安等
#9

位常委$ 刘平教授对学会及全体委员给予的信任表示感谢"表示新一届

肝病分会将一如既往努力搭建良好的学术交流平台"展现最新学术研究成果"推动学术交流与创新$ 并致

力于推动指南与专家共识修订$ 继续引领我国中西医结合肝病专业领域的发展方向"促进我国肝病中西

医结合防治事业的不断发展$

*张华供稿%


