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活体光学成像——技术核心

光学标记 成像技术及设备小动物活体光学
成像——是通过
一定的方式对研
究对象进行光学
标记，使其具有
发光的性质，再
通过成像技术及
设备对光信号进
行采集成像。

Presenter
Presentation Notes
小动物活体光学成像（Small Animal In Vivo Optical Imaging）是分子影像技术的一种类型，是通过一定的方式对研究对象进行光学标记，使其具有发光的性质，再通过成像技术及设备对光信号进行采集成像。其核心包括：1、光学标记；2、成像技术及硬件。
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Ip:D-luciferrin

活体光学成像——标记方式

Bioluminescence Fluorescence

荧光报告基因表达

荧光染料探针标记

Presenter
Presentation Notes
小动物活体光学成像的主要成像模式包括生物发光和荧光，这两种成像模式从标记原理到发光原理都有所不同。
生物发光的标记原理：以荧光素酶基因为报告基因，通过转基因手段将荧光素酶基因插入目标对象的基因组中，使该基因在目标对象中表达。其中涉及到的荧光素酶种类包括萤火虫荧光素酶（firefly luciferase, ffluc, 最常用），海肾荧光素酶（Renilla luciferase, Rluc），海洋桡足类荧光素酶（Guassia luciferase, Gluc）及细菌荧光素酶（Bacteria luciferase, Lux）。涉及到的 转基因手段包括病毒转染（慢病毒、逆转录病毒、腺病毒）、脂质体转染、电穿孔等。所标记的对象为可进行基因工程改造的对象，如各类细胞、细菌、病毒、寄生虫、真菌、基因、转基因动物等。
生物发光的发光原理：将荧光素酶基因插入目标对象基因组中并成功表达后，所表达出的荧光素酶能够在氧气、ATP存在的条件下（即活细胞中，所以可以反映细胞活性）催化其相应底物（ffluc对应底物为荧光素D-luciferin，Rluc和Gluc对应底物为腔肠素Coelenterazine）发生酶促化学反应，并将化学能转化为光能释放出来，产生发光现象。因此，生物发光的发光原理是基于一种酶促化学反应而发生的自发光现象。
荧光的标记原理：荧光标记按原理又可以分为三个亚类。一是和生物发光标记原理类似，应用转基因手段，以各种荧光蛋白基因为报告基因（如GFP、RFP、tdtomato、DsRed、TurboFP、iRFP等），通过转基因方法将荧光素酶基因插入目标对象的基因组中，使该基因在目标对象中表达，与生物发光不同的是此处将荧光素酶基因换成了荧光蛋白基因，其标记对象与生物发光可标记的对象一致；二是利用各种有机荧光染料、量子点等标记类探针（如FITC、Rodanmin、Cy系列染料、Alexafluor系列染料、VivoTag系列染料、Qdot系列量子点等），通过化学键的结合标记研究对象，所涉及研究对象主要为多肽、抗体、有机化合物、纳米药物载体等；三是利用一些亲脂性的膜嵌合型染料（如DiR、VivoTrack等），通过碳链插入细胞膜的物理结合方式标记，所涉及研究对象包括细胞、亲脂性材料等。
荧光的发光原理：无论使用上述哪种荧光标记方法，所涉及的荧光发光原理均相同，即通过外源激发光对荧光探针进行激发，受激发的荧光探针基团中的电子发生能量跃迁，由基态跃迁至高能态，再由高能态回迁至基态的过程中释放出光子，而产生发光现象。因此，与生物发光是一种自发光现象不同，所有荧光探针成像均需要外源激发光的激发。
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常用荧光素酶及分类

底物为
D-荧光素

底
物

为
腔

肠
素

萤火虫来源

海肾 桡足类

海萤
底物为
海萤荧光素

改造的发光细菌

海虾
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荧光成像灵敏度通常比生物发光成像低1000倍

背景信号强度 ~ 9.5×103 p/s 
光信号强度 ~ 7.1×107 p/s
信噪比 ~ 7500

背景信号强度 ~ 1.0×109 p/s 
光信号强度 ~ 7.8×109 p/s
信噪比 ~ 7.8

荧光成像生物发光成像

3×106 PC3M-luc/DsRed cells injected s.c.

T.L. Troy, et al.  (2004). Molecular Imaging 3:9-23.

成像模式选择——生物发光 vs 荧光
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Tissue Autofluorescence
http://www.drbio.cornell.edu

SNR=   Signal   /  Autofluorescence

波长选择—透过率和背景噪音

血红蛋白和其他机体组分强烈吸收可见光。
在近红外区域，组织吸收显著降低。

λ = 550nm λ = 610nm λ = 740nm λ = 840nm

Regular FoodAlfalfa Free Rodent Food

λ = 740nm

Presenter
Presentation Notes
苜蓿
基于长波长较短波长的光有更强的组织穿透能力及更低的组织自发荧光产生，因此，常用于细胞成像的荧光探针（如GFP、FITC等）并不活体光学成像的最佳选择，活体光学成像的最佳成像波段在650nm-900nm，即所用探针的激发波峰应在此范围内。
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① 标记细胞的计数 ② 梯度细胞种板

拟合的方程斜率值要

大于等于200

细胞生物发光效率测试

消化后的细胞用150 μg/ml D-luciferin底物进行重悬，2
min后使用IVIS系统成像，对孔板里的信号进行定量

选择5个合适的梯度，进行对
半稀释，实验中的工作细胞数
可以设置在第三梯度

③ 生物发光成像 ④ 标准曲线绘制，直线拟合

http://www.perkinelmer.com/CMSResources/Images/44-718831450-605_VisiPlate-24_F_TC-5853_No_Cover.jpg
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荧光成像小鼠剃毛——降低光吸收

Depilation not required
 Nude mice
 SKH1-E

Depilation required
 Normal, haired mouse strains

(BALB/c, C57BL/6 etc . . .)

 剃毛作用：降低毛发光吸收和光散射；去除来自毛发的背景
荧光

 实验前一天剃毛
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剃毛

3x1013 QDs

1x1013 QDs

3x1012 QDs

未剃毛

A four fold difference in signal！

QDs were injected subcutaneously in a 20 μl volume. Mice are FVB female on diet AIN-76A.

Ex:ICG Bkg
Em:ICG

使用近红外荧光探针也需要剃毛！

荧光成像小鼠剃毛——降低光吸收
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（a）不能用硫化钠溶液脱毛；
（b）使用PerkinElmer剃毛器对小鼠进行剃毛；
（c）使用剃毛器后的效果，基于剃毛刀头的设计，有约1 mm的体表绒毛无法剃除；
（d）使用脱毛膏，将剩下的体表绒毛去除，用完脱毛膏后用纱布蘸温水檫拭小鼠，避免脱毛膏的自发荧光干扰。

a b

c d

荧光成像小鼠剃毛——降低光吸收

Presenter
Presentation Notes
硫化钠对动物皮肤可能造成灼伤
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 荧光反射成像

时一般只需剔

除成像面侧毛

 荧光透射成像

时需剔除成像

面两侧毛

荧光成像小鼠剃毛——降低光吸收
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活体光学成像——应用概述

 癌症

 免疫性疾病

 感染性疾病

 代谢性疾病

 心血管疾病

 神经疾病

监测疾病的发生发展及治疗

 干细胞

 免疫细胞

 存活

 分布

 迁移

 靶向

监测细胞动态变化

14

 基因与疾病关系

 疾病信号通路

 细胞因子作用

探究疾病分子机制
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肿瘤相关应用
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Days post cell implant

With Bioware Ultra one can start collecting data 
from Day 0, while with caliper measurements  
one has to wait at least 28 days to see any 
tumor growth

5 cells

Bioware Ultra: 4T1-luc2 

合理评价肿瘤的生长状态——“看的早”

高灵敏度：可监测微量肿瘤
细胞和转移位点

Presenter
Presentation Notes
利用萤火虫荧光素酶标记4T1乳腺癌细胞建立皮下肿瘤模型，通过IVIS成像系统长期监测肿瘤的生长情况，在肿瘤细胞皮下注射的当天即可灵敏的观测到由5个被标记肿瘤细胞发出的光信号。定量分析显示，利用传统卡尺测量的方式（蓝色曲线）到30天左右才能明显看出肿瘤生长的差异，而利用生物发光成像技术（绿色曲线）在细胞皮下注射7天即可观测到肿瘤的生长，并对随后的发展变化进行长期观测。 
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Physical measurement
(tumor still getting bigger)

Bio-photonic imaging
(tumor cells being killed)

Mendel et al 2003

肿瘤相关应用

合理评价肿瘤的生长状态——“看的准”

瘤体虽然在变大，但实际内部已经凋亡坏死

Presenter
Presentation Notes
生物发光检测细胞的状态，传统方法只能检测肿瘤大小，其实肿瘤细胞已经死亡，so 活体成像技术并不是锦上添花，而是能够获取传统方法无法得到的信息。
Mandible :下颌骨
Femur：股骨
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46
MICE

Orthotopic Xenograft Model of Liver Tumor (BLI)

抗肿瘤药物评价

为实验分组提供合理依据

对入组进行实验的造模动物进行肿瘤大小的筛查，
剔除偏离均值过多的实验对象
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抗肿瘤药物评价

为实验分组提供合理依据

Randomized Grouping

40
MICE

Ctrl

Low

Medium

High

Positive 
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After Treatment

39 
MICE

抗肿瘤药物评价

为实验分组提供合理依据

Ctrl

Low

Medium

High

Positive 
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荧光探针指示肿瘤等疾病发生

Tumor targeting with both
Biolumenescence and RediJect 2-DG 750
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Hye-Jin Boo. et al., NATURE COMMUNICATIONS.2016

抗肿瘤药物评价

Amlodipine: 氯胺地平
Nifedipine: 硝苯地平

MMPSense 680 probe 

Presenter
Presentation Notes
题目：烟草特异性致癌物通过肺上皮细胞胞外分泌物IGF2（胰岛素样生长因子）调节钙通道促进肺肿瘤的生长。
背景：肺癌是全世界癌症致死率最高的一种疾病，目前也没有非常好的治疗手段，因此组织肺癌的发生是非常必要的。肺癌的发生是多样的，通常是由于多年吸烟导致促癌基因或抑癌基因在基因层面或者表观遗传层面的发生改变。以前的研究已经表明长期暴露于NNK（微量烟碱亚硝基化形成的，具有致癌性）能够促进肺癌的发生，不仅仅是通过基因的改变还有涉及很多信号通路的激活。在这个研究中，研究的是NNK介导的钙离子通路在肺癌形成中的作用。（在吸烟者中肿瘤发生前的肺损伤与IGFs的过表达和IGF-1R的激活有关，经我们目前研究证实，NNK通过乙酰胆碱受体和电压依赖性钙通道增加胞内的钙离子水平，然后促进IGF2的分泌，IGF2与其受体IGF1a结合刺激下游的信号通路,促进肺癌的生长）。
因此，我们考虑，用一些钙离子拮抗剂能（例如一些降压药物，氯胺地平(Amlo)和硝苯地平(Nife））能否抑制肺癌的生长。
图表解释：
d.实验流程，FVB小鼠（常用于化学及肿瘤预防实验）使用NNK处理两周后，再单独处理（组2）或NNK或其他治疗[氯胺地平(Amlo)和硝苯地平(Nife）}同时处理（组3，组4）每周两次，处理10周，然后使用IVIS Spectrum CT成像;
e,尾静脉注射肿瘤探针MMPSense 680 probe 后，使用IVIS Spectrum CT进行三维成像，下排：肺部剖出来后的图像
f.肿瘤多样性  肿瘤数目必上小鼠数目，肿瘤体积及肿瘤负荷（肿瘤数目乘以平均体积）�
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Specific targeting effects 

of  ICG-Cetuximab

药物靶向分布

Lovo EGFR(+)

ICG-IgG

Sw620 EGFR(-)

ICG-Cetuxi

ICG-Cetuxi

Lovo EGFR(+)
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Prolonged targeting effects of ICG-Cetuximab

药物靶向分布
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Sirkka B Stephan, et al, Nature biotechnology,2015.

细胞存活、靶向与细胞治疗

Presenter
Presentation Notes
全称是Chimeric Antigen Receptor T-Cell Immunotherapy，嵌合抗原受体T细胞免疫疗法。
背景：CAR-T细胞治疗已经成为肿瘤治疗非常有前景的方式，但是在实体瘤治疗过程中，效果并不明显，主要原因可能是1.移植的T细胞无法在病人身上很好的存活并增殖；2.CAR-T细胞的靶向并不如预期的好。因此我们设计了一种生物材料，能够帮助T细胞的增值和靶向。手术图片分别显示的是实体瘤和腹腔转移模型中，材料的接种方式。
材料的方式是提供T细胞着床和增值的条件。
上图，建立小鼠4T1-luc乳腺癌脂肪垫模型，乳腺癌特异性T细胞分离自经辐射灭活的4×106  4T1 B7.1/4-1BBL免疫的BALB/c小鼠（辅助CpG基序的寡脱氧核苷酸和Poly(I:C)），获取的特异性T细胞经慢病毒转染的方式获得CBR-LUC基因，成像前分别注射F-luc和CBR-luc的底物进行肿瘤或T细胞的生物发光成像。
下图.建立小鼠ID8-VEGF-luc卵巢癌腹腔转移模型，为了获得卵巢癌特异性（NKG2D CAR-transduced）T细胞，取C57BL/6J小鼠的脾脏，过滤后重悬于裂解液中，分离的脾细胞使用含1 ng/ml interleukin-7和2μg/ml Concavalin A的完全培养基RPMI1640培养，并纯化获得CD8+效应T细胞，CD8+效应T细胞先后转染NKG2D-CAR基因和CBR-luc。成像前分别注射F-luc底物和CBR-luc的底物进行肿瘤或T细胞的生物发光成像。





HUMAN HEALTH ENVIREMENTAL HEALTH

Xing.Huang@perkinelmer.com

荧光细胞示踪动脉粥样硬化

LDLR:  低密度脂蛋白受体

HCD:   高胆固醇饮食

全身表达iRFP小鼠

iRFP-HSC

LDLR-/-小鼠

Kaushalya Kulathunga et al.,Scientific Reports 8: 14515 (2018)

Presenter
Presentation Notes
Doi: 10.1038/s41598-018-32456-5

利用iRFP标记的造血干细胞注射到LDLR敲除小鼠体内，用高胆固醇诱导动脉粥样硬化形成。因为该过程有巨噬细胞参与，所以会观察到斑块处明显的荧光信号富集
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聚四氟乙烯（PTFE）双层封装膜系统
内表达胰岛素的细胞

IVIS系统监测植入的封装膜系统
内胰岛细胞的活性及位置变化

细胞存活、靶向与细胞治疗

Presenter
Presentation Notes
细胞封装技术（Cellular encapsulation）是将待移植细胞（例如胰岛细胞）封装入聚四氟乙烯（PTFE）的双层膜系统（theracyte，Inc.），从而减少/消除移植过程的慢性免疫抑制，避免移植细胞与宿主免疫效应细胞的直接接触，但移植细胞分泌的效用产物（如胰岛素）仍可以渗出膜系统发挥作用。本研究中，将生物发光标记的胚胎干细胞源胰岛细胞封装入20 uL内腔容积的膜系统内，使用IVIS系统可以对胰岛细胞移植后的增殖及是否“溢出”进行监测。
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病原微生物感染应用

利用细菌的基因表达
能力进行标记，直接
观察药物对细菌感染
的治疗作用。
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Ashwini Chauhan，et al, nature protocols., 2016

大鼠植入式静脉插管(TIVAPS)方式感染表皮葡萄球菌(S. epidermidis) ，

模拟临床上院内细菌感染过程，该模型可用于评价抗生素对感染的抑

制效果，并已经用于头孢等抗生素效果评价。

病原微生物感染应用

Presenter
Presentation Notes
医疗器械，例如外周或中心静脉导管，或者一些假体，已经成为现在医疗的重要组成。能够显著改善病人身体状况。然而这些设备的使用可能会造成慢性或者院内感染。虽然目前已经有一些动物模型用于研究这些医疗设备相关的菌膜，但是目前只有极少数的方案出来，在此我们设计了一种方法应用在大鼠植入式静脉插管（TIVAPS），这个方法模拟了临床的显像，能够在活体水平观察细菌膜的发展过程
使用医院经常遇到的表皮葡萄球菌S. epidermidis （生物发光标记）. 注射体积50 µl per TIVAP. 
该模型可用于评价抗生素对菌膜的抑制效果，并已经用于头孢等抗生素效果评价。��
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ProSense750: Prophylactic Atorvastatin Treatment

ProSense750 quantifies differences in signal associated with treatment efficacy

心血管疾病相关应用

ApoE敲除的动脉粥
样硬化模型小鼠在
阿托伐他汀治疗后
的恢复效果

Presenter
Presentation Notes
atorvastatin [ə,tɔ:və'stætn]  
n. 阿托伐他汀（降血脂药）
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Alzheimer’s disease

Zhang et al, PNAS, 2015

用IVIS活体成像系统
评价药物治疗AD的
效果

神经系统疾病相关应用

Presenter
Presentation Notes
5 Near-infrared fluorescence molecular imaging of amyloid beta species and monitoring therapy in animal models of Alzheimer’s disease
单位 ：  南京东南大学，中国药科大学，广州中山大学与国外合作完成
本文目的：开发标记远红外探针用于检测AD的病情
     本质上，CRANAD-3也是用于靶向Aβ蛋白
实验： 通过尾静脉注射各种各种类型的药物观察分布情况   
仪器型号： IVIS Spectrum Imaging System
结果表明： A-C图： 转基因鼠与野生鼠，静脉注射CRAND-3分布情况
           
         AB  LY281376药物治疗后，探针信号变化，变弱（因此可以用来评价药物效果）
         C-D图，药物长期治疗后，APP（AD模型鼠）鼠的荧光信号弱，因此CRANAD-17有长期治疗效果
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腹膜炎模型 急性肝损伤模型结肠炎模型

活性氧检测——成像与光动力治疗双功能探针设计

Presenter
Presentation Notes
炎症与包括肿瘤在内的众多疾病的发生发展息息相关，基于炎症局部ROS异常升高以及中性粒细胞浸润的特征，陆军军医大学张建祥教授团队将发光基团Luminol、光敏剂Ce6以及亲水PEG通过共价键连接起来，形成两亲性共聚物CLP，并通过自组装形成核壳结构的纳米颗粒。在激活中性粒细胞分泌的MPO催化下，炎症局部富含的过氧化氢可以氧化Luminol发光，并可以通过能量共振转移激发Ce6产生近红外光，由于近红外光的组织穿透性更强，适宜于深层组织的成像，可用于各种炎症疾病发展进程的示踪研究。文中验证的小鼠腹膜炎、急性肝损伤以及结肠炎等炎症，CLP纳米颗粒的示踪效果都非常好。

    炎症与包括肿瘤在内的众多疾病的发生发展息息相关。迅猛发展的纳米技术为炎症相关疾病的诊断和治疗提供了新的思路、方法和工具。其中，基于纳米探针的光学成像因其独特的灵敏性和非侵袭性受到越来越多研究者的青睐。而传统的光学成像纳米探针由于受到外界激发光穿透能力以及生物降解等因素的影响，其在基础研究领域和临床两方面的应用依然面临诸多挑战。基于炎症局部活性氧（ROS）异常升高以及中性粒细胞浸润的特征，张建祥教授团队构建了集自发光成像与光动力治疗于一体的髓过氧化物酶（MPO）/ROS响应性纳米粒。
     具体思路：将发光基团Luminol和亲水性聚乙二醇（PEG）共价键合于光敏剂Ce6，形成两亲性共聚物CLP，通过其自组装得到具有核-壳结构的纳米粒。在激活中性粒细胞分泌的MPO催化下，炎症局部富含的过氧化氢可生成具有超强氧化能力的次氯酸根，氧化Luminol发光，并可通过共振能量转移（BRET）激发Ce6产生近红外光。由于近红外光的组织穿透能力强于Luminol本身的自发光，适宜于深层组织成像，可有效运用于腹膜炎、急性肺损伤和结肠炎的成像诊断中。CLP纳米粒的自发光强度与结肠炎相关指标呈正相关，可用于炎症疾病发展进程的示踪研究。另一方面，激活的光敏剂Ce6还伴随有单线态氧的产生，可用于无需外界激发的原位光动力肿瘤治疗。可以预见，这种基于ROS响应性的自发光纳米系统可以为炎症性疾病的诊断和治疗提供强有力的工具。

腹腔炎模型：6-8周BALB/c 雄老鼠腹腔注射0.5 mL无菌酵母多糖（浓度2mg/mL）,5.5小时后尾静脉注射CLP NPs（浓度50 mg/mL），30min后进行活体成像采集

肝损伤模型：腹腔注射对乙酰氨基酚（浓度300 mg/kg），24 h后尾静脉注射CLP NPs（浓度50 mg/mL），30min后进行活体成像采集

结肠炎模型：Ulcerative colitis in C57BL/6 mice was induced by free feeding of drinking water containing 3% (w/v) DSS for 7 days (49). At predetermined time periods, mice were administered with 0.1 ml of saline containing CLP nanoparticles (50 mg/ml) or luminol at the same dose of the luminol unit via enema after they were anesthetized with isoflurane.
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• Antrodia Camphorata (牛樟芝） is a unique 
mushroom  from Taiwan that is said to have 
medicinal properties

• This study highlights the ability of A. Camphorata to 
inhibit LPS-induced inflammation in NFκB-luc mice, 
in vivo (left) and ex vivo (right)

炎症相关应用

Presenter
Presentation Notes
Antrodia Camphorata  (牛樟芝）is a unique mushroom from Taiwan that is said to have medicinal properties
This study highlights the ability of A. Camphorata to inhibit LPS-induced inflammation in NFkB-luc mice, in vivo (left) and ex vivo (right)
Mock空白对照,连续三天口服牛樟芝，然后，分别用mock(溶剂组)、LPS腹腔注射，炎症模型。生物发光成像检测炎症反应，然后，
牛樟菇Antrodia camphorate)是产自台湾的一种传统中药，牛樟菇可以治疗食物中毒，药物中毒，痢疾，腹痛，高血压，皮肤瘙痒和肝癌。
利用转基因技术建立萤火虫荧光素酶标记标记NF- κB 基因的炎症小鼠模型。小鼠腹腔内注射脂多糖（Lipopolysaccharide, LPS）后，使用PerkinElmer的IVIS系统成像显示小鼠生物发光强度提高，说明脂多糖诱导NF- κB 活性而且引发炎症反应。
小鼠服用牛樟菇后，炎症反应活体小鼠的生物发光强度下降。体外验证显示，牛樟菇治疗后肠系膜淋巴结，肝脏，脾脏和肾脏的生物发光强度下降。
结果说明牛樟菇能够抑制脂多糖引发的炎症反应。
内毒素或细菌脂多糖(LPS)是革兰阴性细菌致病的主要因素
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检测启动子活性

ubi: 泛素启动子

cryaa: α crystallin 晶体蛋白启动子

cmlc2: 心肌肌球蛋白启动子
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