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双光子荧光影像技术在药物研发中的应用前景 
    
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摘要：双光子荧光显微成像技术具有高分辨率和高灵敏度，与激光共聚焦显微镜相比，它在成像的穿透深度上有显著提

高，大大降低光毒性和光漂白，这些优点有利于双光子荧光显微成像技术用于组织样品的候选药物筛选，有望成为有效

缩短新药研发周期、降低新药开发成本和提高新药命中率的手段。 
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Application Prospect of Two-photon Flurescence Imaging Technology in Drug Development 
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ABSTRACT: Two-photon fluorescence imaging system is a technique with high resolution and high sensitivity. By two-photon 
microscopy, the imaging depth of intact sectioning is improved greatly and the phototoxicity and photobleaching level are 
significantly decreased compare to confocal microscopy. The imaging system therefore have the potential to enhance our 
understanding of drug activity in live tissues during drug screening, which could aid decision to select drug candidates. It is 
hopeful to be a way for drug development with effectively shorten the new drug development cycle, reduction in the drug 
development cost and increase success ratio of new drugs. 
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随着生活节奏的加快和生活环境的不断恶

化，频繁出现很多前所未闻的新疾病，因此需要

不断研发新药物。药物研发是一个长周期、高投

入、高风险的工作。在通常情况下，从发现先导

化合物到新药正式上市需要约 10 年时间，费用需

要数千万美元甚至上亿美元[1]。不仅如此，传统药

物发现方法的低效导致高资金投入的候选药物最

后在临床晚期试验中以失败告终的情况时常发

生，淘汰率很高，所以药物活性筛选方法很重要。

随着蛋白质组学等多种学科及相关技术的发展，

新药筛选方法的探索也不断进行，其目的在于缩

短新药研发周期、降低研发成本、提高候选化合

物的新药命中率。 

双光子荧光吸收是分子从基态跃迁到激发态

的过程中同时吸收 2 个较低能量的近红外区的光

子而产生荧光，图 1 与图 2 是其荧光产生原理与

效果图[2]。因长波长的近红外光对细胞毒性小，光

穿透力强，适合观察厚标本，可获得清晰三维图

像，所以双光子荧光显微成像技术将来能够成为

一种理想的新药筛选手段。 

 
图 1  单光子与双光子荧光探针产生荧光的原理 
OP单光子荧光探针；TP双光子荧光探针；MP多光子荧光探针；

hv光子；hvF荧光。 

Fig. 1  Principles of one- and two-photon fluorescent probe 
generate fluorescence 
OPone-photon fluorescent probe; TPtwo-photon fluorescent probe; 

MPmulti-photon fluorescent probe; hvphoton; hvFfluorescence. 

 
图 2  单光子与双光子荧光成像效果的区别 

Fig. 2  The difference between one- and two- photon 
fluorescence imaging effect 
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1  医学影像学在药物研发中的地位 

自 1895 年伦琴发现 X 线，X 线就被用于诊断

人体疾病，之后相继出现了 X 线计算机体层成像

(X-ray computed tomography，CT)、核磁共振成像

(magnetic resonance imagery，MRI)和正电子发射

体层成像(positron emission tomography，PET)等影

像学诊断方法。 

CT 是用 X 射线照射人体，根据不同组织或器

官的不同密度和厚度得到灰阶影像对比分布图，

进而以病灶的相对位置、形状和大小等的改变来

判断病情的成像技术。CT 可提供较高的分辨率和

快速的数据采集，可量化病变部位，为药物开发

提供依据[3]，但大部分情况下静脉注入水溶性有机

碘剂等增强造影效果，而且常常产生伪影而影响

测定的准确度。MRI 是利用核磁共振原理，使用

射频脉冲磁场，依据所释放的能量在物质内部不

同结构环境中不同的衰减，通过外加梯度磁场检

测发射出的电磁波的变化来获取信号，已用于药

物的研发过程中[4-5]。MRI 技术无需注射造影剂，

无电离辐射，不像 CT 对机体有不良影响，不产生

伪影现象，但它具有分辨率较低、数据采集时间

较长和费用高等缺点，限制了它在药物研发的应

用。PET 是用短寿命的放射性核素(18F、11C 等)标

记一些生理需要的化合物或代谢底物，将标记物

引入体内后用正电子扫描机获得的体内化学影

像，根据这些物质在生物体内的聚集状态对病变

进行诊断和分析的一种方法。氨基酸和葡萄糖等

的代谢异常是肿瘤组织常表现的代谢异常现象，

可以用 PET 法评价药物对肿瘤代谢的影响[6-7]。但

PET 价格昂贵、特异性不强，在观察有无肿瘤转

移时，炎症和肿瘤常常分不清楚，而且对于解剖

学的定位非常不精确。PET 等这些传统临床成像

技术是依赖于物质的(如质子密度等)和生理的参

数作为疾病监测的基础。分子成像不仅依靠这些，

还同时依靠光学成像技术。 

2  光学分子成像技术在新药研发中的应用 

光学分子成像是利用生物体内发出的能够穿

透组织的光进行成像，是研究机体生理病理过程

和药物研究的重要方法之一，通常以探针标记特

定的分子后通过成像技术得到观察。与 PET 等体

内光学成像技术相比，活体生物体内光学分子成

像技术有灵敏度高、易操作、结果直观、测量快

速、费用低廉等特点。 

2.1  光学分子成像技术在药物研发中的应用情况 

2.1.1  筛选药物  光学分子成像技术是从生理、

生化水平认识疾病，为临床早期诊断、治疗和疾

病的研究提供分子水平信息，是应用影像学方法

对活体状态下的生物过程进行细胞和分子水平上

的定性和定量研究，在分子水平上实现实时、无

创、动态、连续的成像，可应用于药物的高通量

筛选。高通量筛选是先选择与疾病相关的一个或

几个靶点，然后结合光学成像等技术在体外寻找

可以与疾病相关靶点作用的先导化合物，再对先

导化合物进行结构优化，寻找治病功效良好、不

良反应明显降低的全新药物。如果将荧光探针结

合在先导化合物上，先导化合物与靶点在一定条

件下紧密结合，通过光学分子成像技术进行特定

时间的成像，可以为最佳给药剂量、给药次数和

给药方式提供依据[8-10]。目前有许多机构建议运用

不干扰机体生物学过程，但可参与代谢或特定生

物学过程的标志物或示踪剂，通过光学成像技术

在早期获得药物的有效性和安全性数据，以此调

整新药研究和审批策略，从而降低新药开发的时

间和成本。有报道称[11-12]，通过观察活体生物用

药后的反应，确定目标药物的效果，这些方法可

大大节省药物开发成本。 

2.1.2  用于新药临床前研究与临床研究  随着科

学技术的不断发展，很多潜在的治疗靶点被发现，

针对这些靶点的苗头化合物很多，但如何选出治

疗特异性强、灵敏度高的候选药物是关键问题。

虽然可以利用 PET 等影像模式在动物阶段就对候

选药物进行临床前研究，但这些仪器设备比较昂

贵，而且通过这些方法得到的临床前候选药物在

向人类受试者转化时常常成功率较低[7]。光学分子

成像具有敏感度高、特异性强、测定速度快等特

性，预计光学分子影像技术在临床前阶段能得到

有效应用，可最大限度减少候选药物发现的时间

和费用，进而提高从动物模型到人类受试者的转

化效率。在新药的临床试验阶段需要测定药物的

安全性、有效性、药动学、不良反应、给药剂量

和方式等，而光学分子影像技术可提供有效的、

说服力较强的审批数据[13]。 

2.2  当前光学分子成像技术应用的局限性 

光学成像技术与分子光学标记技术的结合诞

生了光学分子成像这一新兴交叉研究领域。目前，

光学分子成像技术已成为国际上公认的开展活体
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内分子事件研究的主流手段之一。其中，20 世纪

80 年代发展起来的激光扫描共聚焦显微成像技术

是目前在科研领域应用广泛的、较好的光学成像

技术，该技术利用与被测物质特异性结合的各种

荧光探针或标记染料，对细胞的结构及其内部物

质进行观测和检测[14]。虽然这一技术在一定范围

内实现了高精度断层荧光扫描成像的功能，而且

有一些用于药物研发过程的报道[15]，但它依赖小

孔光阑成像原理隔离背景光而实现纵深方向的断

层扫描原理，所以存在较多的缺点。因为它常常

使用单光子荧光探针，其光漂白现象严重而不适

合于长时间的检测，只在样品的表面能观测较强

的荧光，测定厚度一般≤80 μm。生物体内的蛋白

质和血红蛋白等生物大分子发色团(350~600 nm

处有光吸收)可吸收紫外区激发光，所以使用单光

子荧光探针的共聚焦显微镜成像可产生较强的背

景干扰，荧光强度会受到影响，而且光在生物组

织内传播时会被散射[16]。另外，共聚焦显微镜检

测器端共焦小孔光阑对荧光收集效率有很大的损

失，只能对未经散射的光子成像，为了获得足够

清晰的图像只能增强激发光的照射强度，如此一

来不可避免对样品的光损伤。 

3  双光子荧光显微成像技术在药物研发中的应

用前景 

3.1  双光子吸收过程 

1990 年 Denk 等[17]制造出世界上第 1 台双光

子扫描显微镜以来，它在科研领域中的应用越来

越广泛。单光子激发过程是处于基态的荧光分子

受到单个高能光子激发而跃迁到较高能级的激发

态，经过短暂弛豫后返回到基态的过程中产生荧

光，其荧光强度与激发光强度成正比，是线性过

程，而双光子激发是在强光激发下，分子从基态

到激发态跃迁过程中同时吸收 2 个较低能量的近

红外区的光子，弛豫后回到基态时产生荧光，荧

光强度与入射光强度的平方成正比，是一个非线

性过程[18]。单光子探针的双光子荧光活性吸收截

面偏小，需要用紫外光等短波长光激发，如图 1

所示，其激发光能量较大，容易造成光漂白现象，

光毒性严重，且由于激发波长较短，成像深度有

限，如图 2 所示。双光子显微技术结合了共聚焦

激光扫描技术和双光子激发技术[19-20]，以近红外

超快激光作为激发光源。长波长的近红外光比短

波长的紫外光对细胞毒性小，只在焦平面上才有

光漂白和光毒性，光穿透力强，适合观察厚标本

(>500 µm)，故适合活细胞或活组织的三维、四维

实时观测，而且可以避免生物组织和细胞内的蛋

白质等生物大分子发色团吸收激发光而削弱荧光

强度的现象。 

目前双光子荧光显微镜较广泛普及在生物、

药物等研究领域中，但双光子荧光探针的研究相

对滞后。近年来，具有双光子荧光活性的探针相

继出现并应用到活细胞或活组织的成像研究中，

已有离子探针[21-24]、葡萄糖示踪器[25]、巯基探针[26]、

小分子探针[27]、脂筏探针[28]、pH 探针[29]等。 

3.2  双光子荧光显微技术在三维药物筛选模型中

的应用可能性 

随着分子生物学和细胞生物学的发展，新药

不断涌现，对药物筛选模型的要求也越来越高。

与传统的整体动物模型相比较，细胞分子水平的

药物筛选模型省去了喂养动物的繁琐，而且具有

材料用量少、药物作用机制比较明确、可实现大

规模的筛选等特点，已成为目前药物筛选的主要

方法。目前，细胞分子水平的药物筛选模型中体

外药物筛选的主要方法为二维细胞培养，通常在

塑料或玻璃表面培养，但二维培养不能提供细胞

正常生长发育所需的微环境。正常的细胞在体内

不是平面生长的，而是在三维或更复杂的环境中，

这就使得二维细胞培养模型与动物体内模型在药

物筛选中存在出入。近年来的研究发现，二维培

养与三维培养的细胞在骨架组成、细胞黏附、细

胞迁移、信号转导、分化机制和药物应答等方面

存在不同[30]。产生这种差别在于体内细胞是在三

维的细胞外基质(extracellular matrix，ECM)中生

长，三维培养体系为细胞提供类似ECM的微环境，

细胞通过紧密连接和缝隙连接等连接方式建立细

胞间及细胞与胞外基质之间的联系，形成一定的

三维结构。药物细胞筛选模型是基于细胞寻找某

种化合物具有药理活性的实验方法，它在药物研

发过程中是关键步骤。利用凝胶等[31]建立的三维

模型目的在于在体外得到药物更真实的药理作

用，但是药物对支架上细胞的生物学功能用何种

方法检测，能否用传统的生物学检测方法等很多

问题有待解决。双光子荧光显微成像技术具有高

分辨率、厚探测深度、极低样品损伤能力和适合

实时动态测定等优点[19-20]，有望成为三维药物筛

选模型的检测手段。 
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3.3  双光子荧光显微技术在药物研发中的应用前景 

利用双光子荧光显微成像技术可以提高荧光

成像的穿透深度，并且双光子激发利用了生物体

对光的非线性效应可以获得较单光子激发更高的

激发层析分辨能力，目前这种技术已应用于活体

动物的脑切片、人体正常组织与肿瘤组织等的长

时间动态观测中[21-22,25-26,32]。葡萄糖是细胞生长必

不可少的主要能源物质，快速成长的肿瘤组织的

糖分解速度比正常组织快，因此，肿瘤细胞对糖

的摄入速度与转运速度很快，根据这些特征通过

监控活细胞内的糖代谢可以为肿瘤等疾病的诊断

提供依据。Tian 等[25]利用双光子葡萄糖示踪剂在

人大肠肿瘤组织和正常组织中长时间实时观测糖

代谢情况，还确认了临床常用抗肿瘤药物紫杉醇

的肿瘤治疗作用，此研究结果为利用人离体组织

快速筛选有抗肿瘤活性的新药研发方法提供宝贵

依据，有望成为缩短新药临床试验时间、降低新

药研发费用、提高从动物模型到人类受试者的转

化效率、提高新药命中率的新模式。 

4  展望 

双光子荧光成像技术因具有高分辨率、极低

光毒性、极低光漂白和厚样品三维成像能力等优

势，已逐步替代以往的激光共聚焦显微成像等分

子成像技术，逐渐在肿瘤学等领域发挥重要作用，

它能弥补现有的分子成像技术普遍存在的不能分

辨活体任何深度的细胞活动问题，是三维模型中

药物筛选的一种有力的候选检测手段，而且通过

在临床上能够获取的人体组织来筛选候选药物，

从而可显著降低新药开发和临床试验过程中的风

险和成本，还可增加新药的命中率。 

尽管双光子荧光显微成像技术有很多优势，

但目前首先要解决的重要问题是开发理想的双光

子荧光探针，探针的设计与开发是双光子分子影

像学进步的必要前提之一，会影响到药物开发及

药物的高通量筛选。要获得对靶点有高度敏感、

特异性强、易清除等特征的探针是不容易，要解

决这些问题，必须实现化学、生物学和计算机学

等多学科相互交叉，通过多种方法相互组合，使

双光子荧光显微成像技术成为新药研发的重要工

具，显著降低药物研发工作量和成本，确保药效

和安全性，造福人类。 
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巨噬细胞在心肌梗死治疗中的研究现状 
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摘要：巨噬细胞在心肌梗死损伤中发挥了“双刃”作用。近年来研究表明，心肌细胞浸润的巨噬细胞在不同因子刺激下

极化成功能不同的亚群，即 M1 和 M2。M1 型巨噬细胞主要发挥促炎作用，加重心肌损伤，而 M2 型巨噬细胞则主要抑

制受损组织炎症发生，同时能促进新生血管的生成。因此 M2 型巨噬细胞在心肌损伤中发挥的正面作用越来越受到关注。

本文对近年来国内外关于 M2 型巨噬细胞在心肌组织中发挥的作用，及其重要调控机制等进行了综述，并对 M2 型极化

在促心肌微血管治疗中的研究现状及其物质基础进行了概述。 
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Current Study of Macrophages in the Healing Process of Myocrdial Infarction 
 
YAO Zhangting, CHEN Xi, ZHANG Jieqiong, LIANG Guikai, CHEN Huihui, LIU Ruiyang, DING Ling* 

(College of Pharmaceutical Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China)  

 
ABSTRACT: Macrophages play a double role in the healing process of myocardial injury. Recent studies show that 
myocardium-infiltrating macrophages undergo M1 or M2 activation, which represent 2 extremes under the effect of different 
stimulating factors. M1-like macrophages play a pro-inflammatory role and aggravate tissue damage, whereas M2-like 
macrophages suppress inflammation and promote angiogenesis at the injury site. Due to their positive role in the healing process 
of cardiac damage, M2-like macrophages are attracting more attention in recent years. In this review, we summarized the current 
progress in the study of macrophages in cardiac injury, including their cardio-protective function the regulatory mechanism for 
phenotype shifting, and the effect on micro-angiogenesis induction. 
KEY WORDS: myocardial infarction; M2-like macrophage; micro-angiogenesis 
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心肌梗死(myocardial infarction，MI)是由冠状

动脉的血栓闭塞引起的，从而导致无灌注区域发

生进行性心肌细胞死亡，其居高不下的发病率及

死亡率使其成为危害公众健康的“头号杀手”。

当前临床上对 MI 急性治疗多采用药物扩血管，溶

栓及手术对心肌进行再灌注，而在 MI 恢复期则没

有特异性的针对 MI 引起的心肌损伤和心脏功能

受损的有效药物及修复手段。 




