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摘要
活体生物萤光成像技术(in vivo  biolumines-
cence imaging)是近年来发展起来的一项崭新
的分子、基因表达的分析检测系统. 与传统
的检测方法相比具有巨大的优越性, 堪称是
分子基因检测领域的革命性技术. 随着萤光
成像设备的进一步完善以及转基因动物的构
建开发, 在欧美等发达国家活体生物萤光成
像技术已被广泛地应用于感染、肿瘤免疫及
治疗、自身免疫性疾病、器官移植、基因治
疗、药物开发等实验领域. 本文就活体生物
萤光成像技术的发展和应用作如下综述. 
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0  ��引言

活体生物萤光成像技术(in vivo  bioluminescence 
imaging)是近年来发展起来的一项崭新的分

子、基因表达的分析检测系统. 他由敏感的萤

光照相机(charge coupled device camera, CCD 
camera)及其分析软件和作为报告子的萤光素酶

(luciferase)和萤光素(luciferin)组成. 与传统的检

测方法相比具有巨大的优越性, 堪称是分子基

因检测领域的革命性技术[1-2]. 近5 a来随着萤光

成像设备的进一步完善以及转基因动物的构建

开发, 在欧美等发达国家活体生物萤光成像技

术已被广泛地应用于感染、肿瘤免疫及治疗、

自身免疫性疾病、器官移植、基因治疗、药物

开发等实验领域, 并取得了许多成果. 
活体生物萤光成像技术是指在小的哺乳动

物体内利用报告基因-萤光素酶基因表达所产生

的萤光素酶蛋白与其小分子底物萤光素在氧、

Mg2+离子存在的条件下消耗ATP发生氧化反应, 
将部分化学能转变为可见光能释放. 然后在体外

利用敏感的CCD camera设备定量检测体内所发

射的光子数量并将之转换成图像. 萤光素酶基因

可以被插入多种基因的启动子(promoter)之后, 
这样就成为了此种基因表达的报告基因, 通过监

测报告基因从而实现对目标基因表达的监测[3-4]. 
多种生物包括细菌、藻类、腔肠动物、珊

瑚、萤火虫等体内存在萤光素酶基因, 其中以北

美萤火虫(North America firefly)的萤光素酶基因

应用的最为广泛. 此种基因可编码产生550个氨

基酸的萤光素酶蛋白. 生物萤光实质是一种化学

萤光, 北美萤火虫萤光素酶在氧化其特有底物萤

光素的过程中可以释放波长广泛的可见光光子, 
其平均波长为560 nm(460-630 nm), 这其中包括

重要的波长超过600 nm的红光成分. 在哺乳动物

体内血红蛋白是吸收可见光的主要成分, 能吸收

中蓝绿光波段的大部分可见光; 水和脂质主要吸

收红外线, 但其均对波长为590-800 nm的红光至

近红外线吸收能力较差, 因此波长超过600 nm的

红光虽然有部分散射消耗但大部分可以穿透哺

乳动物组织被敏感的CCD camera检测到. 除了

北美萤火虫萤光素酶之外, 其他种类的萤光素酶

在氧化萤光素过程中所产生的可见光成分主要

为波长较短的蓝绿光(平均波长480 nm), 大多数

被组织所吸收. 这也是北美萤火虫萤光素酶基因

被广泛应用的主要原因[5-7]. 
北美萤火虫萤光素酶的底物-萤光素是一

种水溶性小分子[D-(-)-2-(6'-hydroxy-2'-benzo-
thiazdyl)thiazone-4-carbozylic acid], 经ip或iv后
可以迅速渗透通过细胞膜并广泛地分布于哺乳

动物体内, 而且可以顺利通过血脑屏障和胎盘

屏障. 目前研究尚未发现其具有毒副作用.

1  活体生物萤光成像技术的优势

活体生物萤光成像技术具有以下几个常规检测

手段所不具备的优点: (1)无创伤性; (2)可多次

重复在不同时间点检测; (3)快速扫描成像(时
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间少于5 min); (4)可以使实验动物整体成像. 活
体生物萤光成像技术与转基因动物相结合可以

实时示踪许多重要细胞和分子, 特别是肿瘤细

胞、免疫相关细胞和介质, 从而洞悉其在疾病

发生发展过程中所扮演的角色, 为揭示多种疾

病病理过程提供了线索[8-9]. 活体生物萤光成像

技术的无创检测报告基因表达这一能力与传统

的将实验动物处死后再进行组织染色、酶活性

分析的方法相比有巨大优势. 活体生物萤光成

像技术在实验中可在同一实验动物体内获得

全部时间点的整体数据, 可以用极少的实验动

物而迅速获得更全面的数据, 这样就大大地节

省了实验动物、时间以及实验经费. 由于能够

对同一动物进行连续检测这样就最大程度减

少了不同实验动物之间的个体差异以及传统

检测方法误差所造成的对实验结果的影响. 更
重要的是活体生物萤光成像技术的敏感性极

高, Edinger et al [10]报道活体生物萤光成像技术

检测肿瘤细胞的敏感性甚至超过了流式细胞仪

体外检测的敏感性. 与其他用于检测细胞游走

增殖的标记技术如萤光染料、放射性探针等相

比活体生物萤光成像技术对标靶细胞无毒副作

用, 并且也不会因标靶细胞增殖分裂, 信号稀释

而丧失标记作用.

2  活体生物萤光成像技术的发展及应用

2.1 在肿瘤方面的应用 借助活体生物萤光成像

技术实时监测肿瘤发生发展的病理过程是当前

在欧美医学发达国家一个非常重要、发展迅速

的前沿研究领域. 他可以快速的测量各种癌症模

型中肿瘤的生长, 并可对癌症治疗中癌细胞的

变化进行实时观测评估; 可以无创伤地定量检

测小鼠整体的原位瘤、转移瘤及自发瘤. Contag 
e t a l [11]研究使用萤光素酶和GFP作为报告子活

体成像肿瘤细胞, 并探讨了使用这些报告基因在

细胞分子水平研究肿瘤的前景. 同时发现活体生

物萤光成像技术的敏感性是超前的, 在追踪肿瘤

的生长过程方面具有很大的优越性. Rehemtulla 
e t a l [12]使用萤光素酶基因稳定地转染qL大鼠的

胶质肉瘤细胞(qLluc)建立了原位脑肿瘤模型. 此
后萤光素酶转染其他 肿瘤细胞系不断出现, 经
过ip, sc或iv进入实验动物体内, 研究肿瘤生长的

动力性改变以及对治疗的反应. 令人感到兴奋

的是使用活体生物萤光成像技术获得的实验结

果与MRI成像的结果达到了91%的一致性, 这进

一步证明活体生物萤光成像技术在活体分析肿

瘤的时间空间分布方面是一个极其优秀的工具. 
MRI测出的肿瘤体积与活体生物萤光成像测得

的肿瘤组织所产生的光子数呈线性相关. 由于

MRI测得的体积还包括肿瘤周边的水肿、浸润

的细胞、死亡细胞的残骸, 而活体生物萤光成

像测得的却只有具有代谢活力的肿瘤细胞因此

更具研究价值. Alvarnas et al [13]报道将细胞活素

诱导产生的杀伤细胞(主要成分是CD3+和CD56+

细胞)注入已存在萤光素酶标记的肿瘤细胞的小

鼠体内, 无论在活体内还是在体外CD3+和CD56+

细胞均显示出抗多种肿瘤细胞的活性. Scheffold 
et al [14]用萤光素酶基因标记表达HER2的人类卵

巢癌细胞, 并建立异种移植的小鼠模型. 在输注

CD8+NK-T细胞后使用活体生物萤光成像证实

其对卵巢癌细胞具有杀灭作用. Edinger et al [10]

将BALB/C来源的淋巴瘤细胞用萤光素酶基因

标记, 然后利用活体生物萤光成像在小鼠体内

示踪淋巴瘤细胞的增殖、游走、器官浸润, 并
定量分析全身的肿瘤细胞负荷. Jenkins et al [15]将

标靶了萤光素酶基因的人类前列腺癌细胞PC-
3M-luc-C6输注到小鼠体内, 并利用活体生物萤

光成像活体监测前列腺癌细胞化疗后的复发和

转移情况. Hollingshead et al [16]利用人类胶质瘤

细胞系U251构建U251-HRE细胞, 其中的萤光素

酶基因表达受可诱导启动子的操控, 低氧状态

为其诱导条件, 因此在细胞处于低氧状态下萤

光素酶基因开始表达. 将此肿瘤细胞sc于裸鼠体

内, 肿瘤增殖早期并无明显萤光素酶表达, 当肿

瘤达到了300-500 mg时, 局部组织出现低氧状

态, 此时可监测到萤光素酶显著表达. 这种方法

不仅仅监测肿瘤本身, 更重要的是可以监测肿

瘤细胞所处的微环境. 
2.2 在监测感染和炎症方面的应用 利用活体生

物萤光成像技术可以检测到萤光素酶基因标记

的病毒和细菌, 并能连续观察其对机体的侵染

过程以及抗病毒药物和抗生素对其病理过程的

影响. Contag et al [17]用细菌萤光素酶标靶沙门菌, 
并用活体生物萤光成像追踪细菌感染. Francis 
et al [18]luxABCDE标靶葡萄球菌, 并将此种葡萄

球菌im于小鼠体内. 然后利用活体生物萤光成

像技术对小鼠进行全身成像可以定位葡萄球菌

侵袭的组织并能区分不同的感染来源、感染发

生的进程以及抗生素的疗效. Sadikot et al [19]利

用NF-kappaB-luc转基因小鼠研究肝脏冷冻消融

术所引起的多系统损害. 通过活体生物萤光成

像证实35%的肝脏冷冻消融术后会发生剩余肝
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脏以及多个远位脏器的NF-kappaB转录因子的

激活, 继而在肝脏的直接损伤后引发多个系统

损伤. Gray et al [20]将活体生物萤光成像技术应

用到急性胰腺炎的研究中. 他们构建了由依赖

转录因子NF-kappaB的启动子操控photinus萤光

素酶表达的转基因小鼠. NF-kappaB在胰腺、

肝脏、肺脏中的活性可通过萤光素酶表达程度

反映. 在造成急性胰腺炎模型后证实肝脏和肺

脏中NF-kappaB活性均明显升高, 根据所得数

据推断肝脏在调节胰腺炎诱导的SIRS中发挥了

重要作用. Nguyen et al [21]将活体生物萤光成像

技术应用于对环加氧酶-2(COX-2)的研究. 将转

染鼠COX-2启动子和萤光素酶基因的嵌合体的

肿瘤细胞进行异种移植, 在注射脂多糖(LPS)或
内毒素后可观察到萤光素酶表达, 从而实现对

COX-2表达的监测. Zhang et al [22]利用iNOS-luc
转基因小鼠观察炎症过程中可诱导一氧化氮合

成酶(iNOS)的表达. 在小鼠的败血症模型中观

察到iNOS在肝脏中的表达, 并提出此种转基因

诱导是时间、剂量依赖的, 所产生的光子数量

与肝脏中的iNOS mRNA的水平是相关的. 同年

作者评估了此种转基因小鼠在关节炎中的应用, 
在膝关节中注射酵母聚糖(zymosan)后利用活体

生物萤光成像可观测到其诱导的iNOS-luc表达. 
因此, iNOS-luc转基因小鼠模型为今后研究诱导

iNOS表达的各种病理过程和研究各种抗炎因子

提供了一个有价值的工具. Hardy et al [23]利用活

体生物萤光成像发现可以引起致命感染的单核

细胞增多利斯特菌增殖侵袭、定位于小鼠的胆

囊内, 并由此推测人类此病菌的感染灶很可能

也位于此处. 
2.3 活体生物萤光成像技术和细胞示踪 活体生物

萤光成像技术除了已广泛用于多种肿瘤细胞和

病原体的体内示踪, 最近开始应用到免疫细胞、

干细胞、细胞凋亡等研究领域. Costa et al [24]在小

鼠模型上实现了直接对转染了萤光素酶基因的

CD4+T细胞的活体成像. 在一个模拟多发性硬化

病的小鼠模型上, 实验性地诱导自身免疫性脑

脊髓炎. T淋巴细胞通过PGC逆转录载体转导表

达萤光素酶, 通过活体生物萤光成像可以追踪

到T淋巴细胞聚集于中枢神经系统. Wang et al [25]

将萤光素酶基因稳定地转导于人类造血干细胞

(HSC)中, 利用活体生物萤光成像揭示了HSC及
其前体细胞在受体小鼠骨髓腔中植活、增殖的

动态信息. Kim et al [26]将萤光素酶基因转染于神

经前体细胞(NPC), 然后注射于使用夹闭大脑中

动脉方法造成的小鼠脑梗模型中, 利用活体生

物萤光成像显示神经前体细胞迅速游走聚集至

梗塞病灶处. 同年Lu et al [27]将萤光素酶基因利用

慢病毒载体成功转导于胰岛细胞, 并将此胰岛

细胞移植于用链脲霉素处理过的NOD-scid小鼠. 
利用活体生物萤光成像观察移植后的胰岛细胞

及排斥反应, 证明移植后胰岛细胞的功能并没

有受到病毒转导、萤光素酶基因表达的影响. 
这为胰岛移植后监测胰岛细胞的存活提供了一

个全新的和更为直接的手段.

3  活体生物萤光成像技术与放射性活体成像技

术的比较

活体生物萤光成像技术与放射性活体成像技术

如PET, SPECT相比敏感性更高而且易操作, 在
应用方面, 因为可以同时成像多个动物, 并且图

像采集时间短少于5 min, 因此效率更高; 不需要

回旋加速器, 无放射性损害; 成像设备价格相对

较低, 单次成像成本低廉; 底物萤光素相对便宜, 
稳定易保存, 而放射性核素标靶的探针合成既

昂贵又费时. 活体生物萤光成像其主要缺点在

于成像深度较浅暂时不能应用于临床和较大的

实验动物, 而且目前不具备断层成像功能. 活体

生物萤光成像这一新兴的技术由于具有巨大的

优势, 因此在生物医学方面的应用领域目前仍

在不断地扩大. 他的出现已打破了以往许多研

究禁区堪称一项革命性的技术. 目前活体生物

萤光成像为二维图像, 在不远的将来将会发展

为三维断层成像, 并且与PET和MRI相结合取长

补短进一步扩大应用领域, 突破更多的研究瓶

颈, 及早应用于临床造福人类.
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