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可见-近红外二区双通道荧光成像系统
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摘要：本文基于光学手段，开发出了一套能够兼顾可见光与近红外二区（NIR-II）窗口的双通道宏观成像系统，能够

实时输出具有NIR-II荧光信息的高质量明场图像，解决了常规的NIR-II宏观成像系统提供的荧光图像与明场图像

割裂较大的问题。实验中利用不同厚度的脂肪组织测试了吲哚菁绿的NIR-II窗口荧光信号分别在 1 100~1 700 nm
长通滤光片与 1 300~1 700 nm长通滤光片下的抗散射能力与成像表现。接着利用所搭建的双通道宏观成像系统分

别在小鼠以及大鼠模型上实现了淋巴结成像并模拟进行了淋巴结的切除手术，模拟了对腹腔淋巴结清扫的过程。

最后，在大鼠模型上添加了不同厚度的生物脂肪组织，模拟实际手术中脂肪组织覆盖在淋巴结上的情况，观察双通

道系统的穿透能力。可见近红外二区双通道荧光成像系统通过给操作者提供直观的影像信息，缩减手术时间、提

高患者的预后，在临床手术导航中具有较大的应用潜力。
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Visible-NIR-II dual-channel fluorescence imaging system
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Abstract: A dual-channel macroscopic imaging system has been developed based on optical methods， 

which can simultaneously capture the visible light and near-infrared second window （NIR-II） fluores‐

cence.  It could provide high-quality bright-field real-time images with the NIR-II fluorescence informa‐

tion， addressing the significant disparity issue between fluorescence and bright-field images in conven‐

tional NIR-II macroscopic imaging systems.  In the experiment， the anti-scattering capability and imag‐

ing performance of NIR-II fluorescence signals of indocyanine green （ICG） were tested using different 

thicknesses of adipose tissues in the band of 1 100-1 700 nm and 1 300-1 700 nm respectively.  Subse‐

quently， the dual-channel macroscopic imaging system was used to obtain lymph node images of 

mouse and rat models， simulating the lymph node resection surgery and mimicking the process of ab‐

dominal lymph node clearance.  Finally， different thicknesses of biological adipose tissues were added 

to the rat model to simulate the presence of adipose tissues covering the lymph nodes during actual sur‐

gery， and the penetration capability of the dual-channel system was observed.  The visible and near-

infrared second window dual-channel fluorescence imaging system provided the intuitive visual infor‐
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mation to the operator， reducing surgery time and improving the patient prognosis， and held great po‐
tential for application in clinical surgical navigation.
Key words： fluorescence imaging， double-channel macroscopic imaging system， near-infrared second window， 

clinical surgical navigation

引言

目前，根治性切除、器官移植等手术是治愈癌

症的最主要手段［1］。CT、MRI、PET等技术在现阶段

已经能够较好地在术前提供癌变区域的准确影像

报告［2］，但由于设备工作环境和辐射等限制，这些设

备难以实时导航手术。荧光成像技术作为一种无

电离辐射（电磁辐射低，对生物组织无损伤）、使用

条件不苛刻的实时成像手段，并能够标记一些传统

影像方法观察不到的组织，已经在部分外科手术中

得到广泛运用［3-4］。利用近红外一区（NIR-I， 760~
900 nm）窗口进行生物荧光成像的近红外荧光导航

系统已被广泛运用于癌症切除［5］、血管吻合等显微

外科手术中。然而，传统的可见光和 NIR-I 窗口的

光学成像手段通常无法穿透一定厚度的生物组织，

因此探测器无法捕捉到皮肤或器官下方的荧光信

号。并且，标记物周边的生物组织在可见光、NIR-I
窗口通常具有较强的自发荧光，这会导致荧光图像

信号背景比相当有限。传统可见光、NIR-I 窗口有

限的灵敏度与穿透深度是该技术在一些复杂手术

环境中难以提供有效指导意见的重要原因［6］。

随着研究者对近红外二区（NIR-II， 900~1 880 
nm）窗口更加深入的认识，具有低散射、低生物自发

荧光以及适度吸收的 NIR-II 成像窗口愈发受到生

命科学与临床医学等多个领域的青睐［7］。近年来，

基于 NIR-II 窗口的荧光成像技术在灵敏度和成像

深度等方面取得了显著进展［8-9］，显示出在手术导航

中巨大的潜力，有望解决传统荧光导航系统中存在

的假阳性率高、病灶边缘对比度差等问题［10］。在肿

瘤切除手术中，转移性淋巴结与原发肿瘤的根治性

切除是手术成功的关键［11］。由于淋巴结通常沿着

主要大血管分布并且周边可能伴有输尿管、神经，

如何保证在不损伤到重要脏器或组织的前提条件

下［12］，在体内的复杂环境中精准定位到需要切除的

淋巴结无疑是一个巨大的挑战。对主要大血管、输

尿管、神经的损伤均会引发严重的并发症，因此外

科医生需要在顺利完成肿瘤切除手术的同时，尽可

能地减少对患者的损伤、保证患者在术后能够恢复

到较好的状态。

武汉大学洪学传教授团队在 2017年利用NIR-
II窗口宏观成像系统以及NIR-II探针在荷瘤小鼠模

型上实现了对肿瘤边界的描绘，并且在NIR-II窗口

宏观成像系统的引导下进行了相应的淋巴结切除

手术，展现了 NIR-II 窗口在手术导航中的巨大潜

力［13］。然而，在手术中仅凭 NIR-II 窗口荧光图像，

外科手术医生很难实时判断手术器械与病灶的相

对位置，手术医生需要通过不停地观察显示屏幕与

目标对象方能保证手术的顺利进行。因此，可见光

通道与 NIR-II 窗口荧光通道的整合在实际手术导

航中就显得极为重要［14］，可以帮助外科手术医生快

速发现病灶，并且能直接对其进行切除等相关操

作。一个兼顾可见光与 NIR-II 窗口的荧光导航系

统无疑能够帮助外科手术医生在复杂的手术环境

中获取病灶的准确位置，并流畅地进行切除手

术［15］。中国科学院自动化研究所田捷教授团队采

取可见光通道相机与近红外相机并行放置的方式

搭建了开放式的NIR-II荧光手术导航系统，通过软

件处理的方式克服了不同机位导致的视差问题［16］，

并在临床脑胶质瘤［17］、肝癌［16］、宫颈癌［18］等多种临

床手术中展开应用，帮助手术医生快速发现病灶进

行精准切除，显著提高了手术的效果，改善了患者

的预后。然而，该方法由于成像光路不一致，双通

道采集到的图像存在视角差别，不能直接使用所见

图像，非常依赖后期软件进行校正处理。

在本研究中，我们通过镜前分光的方式，首先

搭建了兼顾可见光与 NIR-II 窗口的双通道宏观成

像系统，通过光学方法克服了不同机位存在的视差

问题，既可以捕捉到 NIR-II 探针的荧光图像，又能

获得人眼看到的可见光图像，最终将两者进行实时

融合后输出，帮助使用者通过一个界面能够直观得

到病灶的边界信息与位置信息。本系统的处理速

度快，输出帧数高（20 帧每秒），可以直接适用于各

种不同的应用场景。而中国科学院通过软件处理

视差的系统中，近红外二区图像的帧数只有 2帧每

秒，并且在不同的使用场景下，需要对软件的融合

算法做出不同的调整优化。为了确认本系统在未

来临床领域的表现，我们选择临床广泛使用的吲哚
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菁绿（Indocyanine Green，ICG）作为荧光探针进行后

续的验证实验，并利用搭建的双通道宏观成像系统

跟踪记录了淋巴结切除手术的全过程。我们首先

对 ICG 与血清的混合溶液进行了 NIR-II 窗口荧光

光谱的测量，确保了 ICG可以作为 NIR-II窗口荧光

探针使用。随后，我们利用不同厚度的脂肪组织测

试了 ICG 的 NIR-II 窗口荧光信号分别在 1 100 nm
长通滤光片与 1 300 nm 长通滤光片下的抗散射能

力与成像表现。后续为了进一步验证该系统能否

在手术过程中提供良好的手术导航效果，我们利用

所搭建的双通道宏观成像系统，分别在小鼠以及大

鼠模型上实现了淋巴结成像并模拟进行了淋巴结

的切除手术，模拟了对腹腔淋巴结清扫的过程。最

后，我们在大鼠模型上添加了不同厚度的生物脂肪

组织，模拟实际手术中脂肪组织覆盖在淋巴结上的

情况，观察双通道系统的穿透能力。

1 研究方法 

1. 1　双通道宏观成像系统　

硬件方面（如图 1所示），光纤口出射的 793 nm
激光经小口径准直器准直出射后，经透镜与工程漫

射片扩束后被均匀地投射到待测样品上并能保证

完全覆盖探测区域，最终激发出照射区域的荧光探

针信号。在探测端，设立统一的进光口对可见光与

NIR-II荧光进行收集，保证可见光通道与NIR-II荧
光通道具有相同的视场与观测角度，避免视差的产

生。从统一进光口进入的生物图像经过二向色镜

（DMLP900，陕西雷亚特光电科技有限责任公司，中

国）后，按照波长差异被分为可见光信号与 NIR-II
荧光信号。可见光信号经由可见光镜头（35 mm，

F1. 4，LOMOSEN Ltd，China）被可见光相机（BIG⁃
EYE10000KPA，ToupTek，China）收集，同样 NIR-II
荧光信号经由近红外镜头（35 mm，F1. 4，TEKWIN 
SYSTEMS，China）被 InGaAs 相机（SW640，TEKWIN 
SYSTEMS，China）收集，最终经计算机软件处理后获

得实时的活体可见光图像、活体近红外二区荧光图

像以及两者的融合图像，从而实现实时等视场的双

通道活体成像。

1. 2　荧光探针的选择和准备　

在双通道宏光成像系统辅助下的淋巴结切除

手术中，我们选择临床通过 FDA认证的 ICG作为荧

光探针［19］，更加贴近临床手术场景。ICG 在生物体

内可以被肝脏快速地提取到胆汁中去，不会残留已

知的任何代谢物。ICG由于其安全性高并能够与血

液中的脂蛋白结合，在近几十年里一直作为近红外

荧光探针被运用于血管造影。并且，在近些年的研

究中，ICG被发现具有NIR-II窗口的拖尾荧光信号，

可作为 NIR-II 荧光探针继续在活体血管成像中使

用。本文所使用的 ICG购自 Sigma，以及离体实验模

拟 ICG 同血液内蛋白结合的胎牛血清（Fetal bovine 
serum，FBS）购自Gibco。
1. 3　生物组织模拟液的制备　

为获取探针 ICG的相关表征，我们配置了1%浓

度的 Intralipid 作为生物组织模拟液，具体操作

如下：

1. 利用 10% FBS溶液配置 0. 1 mg/mL的 ICG血

清溶液模拟 ICG在体内同蛋白结合后的状态；

2. 使用内径 0. 5 mm 的毛细管吸取足量的 ICG
血清溶液，并裁去毛细管的多余部分置于内径 3 cm
的培养皿底部，利用 UV 胶将毛细管两端封口并固

定于培养皿底部，保证毛细管内的 ICG 血清溶液不

泄漏；

3. 由于毛细管尺寸过小，原本NIR-II通道成像

系统的放大倍数难以满足成像需求，利用 C-mount
延长环（CML05，Thorlabs，USA）增加镜头像方距离

以提高放大倍数；

4. 通过移液枪缓慢加入 1% 浓度的 Intralipid，
厚度每增加 1 mm（0 ~5 mm），利用改造后的 NIR-II
通道成像系统在793 nm激发光照射进行记录。

1. 4　小动物的准备和手术处理　

所有的动物实验和饲养程序都严格按照浙江

大学动物实验机构伦理委员会的要求进行。实验

选用 8 周大小的 ICR 雌性小鼠（体重 20~22 g）、CD

图1　实时可见-近红外二区双通道宏观成像系统

Fig. 1　Real-time visible-NIR-II dual-channel macroscopic im‐

aging system
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（SD）雌性大鼠（体重340~360 g）。

动物淋巴结成像实验前，通过腹腔注射 1% 戊

巴比妥将动物进行麻醉（75 mg/kg，小鼠为~150 μL，
大鼠为~1. 50 mL），褪去动物待观察部位的毛发，通

过足垫注射适量的 ICG 探针（1 mg/mL，小鼠为 75 
μL，大鼠为 250 μL），待 5分钟后 ICG得到一定程度

的释放吸收，对动物进行成像实验。

2 结果与讨论 

2. 1　双通道宏观成像系统分辨率的测定　

首先我们通过对照USAF1951分辨率板（负片）

进行了相关的分辨率测试（背板为近红外波段的

LED光源），我们分别在可见光通道、NIR-II通道以

及融合通道对 USAF1951 分辨率板（负片）进行了

成像。

如图 2（a）所示，可见光相机由于整体发展水平

较高工艺较为成熟，像元较小为 4. 6 μm×4. 6 μm，

故此可见光通道可以完全识别第一组别，分辨率可

以达到 3. 56 lp/mm。如图 2（b）所示，用于近红外荧

光信号探测的 InGaAs 相机像元较大为 25 μm×25 
μm，NIR-II通道仅能识别到第一组别第一元素，分

辨率在2 lp/mm左右。

由于现阶段高灵敏度的 InGaAs 相机的像元尺

寸比较大，远大于发展相对比较成熟的可见光相

机，因此在同样放大倍数的光学系统下，InGaAs 相
机所能提供的图像分辨率较低。经过校准融合后

的画面如图2（c）所示，融合后的分辨率也在2 lp/mm
左右，此时视场为12 cm×15 cm。

目前，该可见光与NIR-II窗口荧光的双通道宏

观成像系统足以捕捉到毫米级的荧光图像，并同时

呈现相应的明场图像，足以运用于大部分宏观条件

下的使用场景。随着 InGaAs相机的研究和发展，在

未来的工作中，我们会利用更高像素数、更小像元

的相机，进一步优化系统，实现大视场、高分辨率的

近红外二区荧光成像［20］。

2. 2　临床探针 ICG的相关表征　

在中心波长 793 nm的激光激发下，我们基于一

款探测波段在 900 ~2 200 nm 的光纤光谱仪（NIR 
2200， Ideaoptics Instruments，China）利用荧光光谱

测量系统，测量到了 10% FBS溶液中 0. 1 mg/ mL的

ICG 在 NIR-II 窗口的单光子荧光光谱如图 3（a）所

示。这意味着，ICG在血液中同蛋白结合后在NIR-
II窗口仍旧有一定的荧光拖尾。图3（b）为拍摄得到

的 ICG在可见光与NIR-II窗口荧光的双通道图像。

可以发现即使在NIR-II窗口存在拖尾荧光，基

本也集中在1 300 nm之前。我们选择1 100 nm以上

荧光信号以及 1 300 nm 以上荧光信号进行对比测

试。实验结果如图 3（c）所示，在宏观成像系统下，

ICG 在 1 100 nm（FELH1100，Thorlabs，USA）和 1300 
nm（FELH1300，Thorlabs，USA）长通条件下对抗散射

的能力差距不明显，但在信号强度上有着较大差

距。在 1 100 nm 长通条件下，当 1% Intralipid 的厚

度增加至 3 mm 时，受散射影响毛细管的半高全宽

（FWHM）开始上升，而 1 300 nm 长通条件下受到的

散射影响则相对较小，如图 3（d）所示。此外，随着

1% Intralipid的厚度不断增加，为了获取良好的成像

图2　（a） 可见光通道分辨率测试；（b） NIR-II通道分辨率测试；（c） 融合通道分辨率测试

Fig. 2　（a） Visible light channel resolution test；（b） NIR-II channel resolution test；（c） Fusion channel resolution test.
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效果，就必须不断地提高激发光功率。ICG 由于本

身在 1 300 nm以上的分量较少，其在1% Intralipid的

厚度增加至3 mm时想要获得1 300 nm以上的荧光信

号，功率密度已经达到了66. 9 mW/cm2，而在同样条件

下获得1 100 nm以上的荧光信号仅需25. 0 mW/cm2。

现阶段，利用 ICG 的长波长信号（1 300 nm 乃至

1 500 nm 以上的荧光）势必需要激发光具备较高的

功率密度，而这也会增加对生物的安全隐患。

综合考虑，本系统采用的激发光中心波长为

793 nm，生物组织在该处具有较低的光吸收［21］。在

之后的活体实验中我们选择利用 ICG 1 100 nm以上

的荧光信号进行成像，该波段相对亮度较高、受自

发荧光干扰小，在生物组织内的散射较小，具备一

定的组织穿透能力［22］。

2. 3　小鼠淋巴结成像

对后肢两足垫注射 75 μL 1mg/mL ICG，等待五

分钟后，在 793 nm 激发光照射下，我们利用实时双

通道宏观成像系统对小鼠进行皮下淋巴结成像（如

图 4（a）-4（c）所示），并对NIR-II通道图像中的划线

区域进行FWHM测量。利用融合后的双通道图像，

我们可以直接获得小鼠腹股沟等皮下淋巴结与淋

巴管的位置与形态，并且足以识别直径在 0. 63 mm
的细小管道（图 4（b））。需要注意的是，图 4（b）中蓝

色圆圈内的微弱信号在图像融合之后变得难以识

别，这也意味着融合过程中需要对荧光信号尤其是

比较微弱的部分进行一定程度的增强。

接下来我们通过开腹手术，打开小鼠的腹腔，

模拟在双通道宏观成像系统的支持下对腹腔淋巴

结进行切除。待腹腔打开后，用 PBS缓冲液简单洗

去血渍后，挪开肠道等器官即可在双通道宏观成像

系统中看到被 ICG标记的腹腔淋巴结以及与其相连

接的淋巴管（图 4（d））。在双通道宏观成像系统的

辅助下，我们比较轻松地就能找到被 ICG 标记的相

关淋巴结、淋巴管（皮下以及腹腔内），但由于小鼠

体型与组织厚度偏小，即使通过肉眼也能比较轻松

地发现淋巴结，不足以凸显该系统在手术中的辅助

作用，所以在后续工作中我们在该系统的辅助下进

行了大鼠的淋巴结切除手术。

2. 4　大鼠淋巴结成像　

实验动物为大鼠，基本操作与流程同前一小节

相仿，对前肢、后肢足垫各注射 250 μL 1 mg/mL 
ICG，等待五分钟后，在激发光照射下，我们利用实

时双通道宏观成像系统对小鼠进行皮下淋巴结成

像（如图 5（a）、5（b）所示）。即使大鼠相较于小鼠表

皮更厚也更加粗糙，利用融合后的双通道图像，我

们依旧可以直接获得大鼠腹股沟、腋窝等皮下淋巴

结、淋巴管的位置与形态，相应地激发光功率需要

一定程度的提高。

2. 5　大鼠淋巴结切除过程　

我们通过开腹手术，打开大鼠的腹腔，模拟在

双通道宏观成像系统的支持下对腹腔淋巴结的切

除，并记录了整个手术过程，详见附件中的视频 1，
该视频为每秒 20帧。打开腹腔之后，我们就能从融

合画面中判断出被 ICG 标记的淋巴结的大体位置

（图 6（a））之后，我们根据绿色荧光信号的指示将上

方遮挡的肠道、子宫、脂肪等器官与组织挪开，直至

绿色信号完整的显露。此时，由于脂肪组织的包

图 3　（a） 10% FBS溶液中 ICG的NIR-II窗口荧光光谱；（b） 

793 nm 激光激发下的 ICG（0. 1 mg/mL，10% FBS）双通道融

合图像，比例尺 2 cm；（c） 在NIR-II区，不同厚度的 1% Intra‐

lipid 下装有 0. 1 mg/mL ICG（10% FBS 溶液）的毛细管荧光

图像；（d） 为相应的FWHM测量值，比例尺2 mm

Fig. 3　（a） Fluorescence spectrum of indocyanine green 

（ICG） in 10% FBS solution in the NIR-II window；（b） Dual-

channel fused image of ICG （0. 1 mg/mL， 10% FBS） under 

793 nm laser excitation， scale bar 2 cm；（c） Fluorescence im‐

age of capillary tubes containing 0. 1 mg/mL ICG （10% FBS 

solution） under different thicknesses of 1% Intralipid in the 

NIR-II region；（d） Corresponding FWHM measurement val‐

ues， scale bar 2 mm
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覆，通过明场图像勉强能够判断淋巴结与淋巴管的

实际位置（图 6（b），左图蓝圈），但有着双通道图像

的支持，通过观察融合通道的图像，这一过程将会

将极大地简化，从而加快手术进程，显著缩短手术

进行的时间。

我们对照双通道绿色信号的位置，剥去附近的

脂肪组织，两个腹腔内的淋巴结就清晰地显示出来

了，如图 6（c）所示。最后，将切除后的淋巴结放置

于双通道宏观系统下进行观察，如图6（d）所示。

2. 6　双通道宏观成像系统穿透能力　

在大动物乃至临床手术中可能出现较厚的脂

肪组织覆盖在淋巴结上方的情况，导致淋巴结的寻

找需要花费较多时间。为了模拟这一情况，我们在

大鼠模型中采用不同厚度脂肪组织覆盖于淋巴结

上方，并运用双通道宏观成像系统进行观察。

实验结果如图 7所示，当脂肪厚度在 2. 5 mm左

右时，我们还能获取脂肪组织下的荧光信号，虽然

我们无法看到脂肪下的精细结构，但足以获得了病

灶的大致位置，为后续手术指示了方向；而当脂肪

厚度达到4. 5 mm时，荧光信号不再能够穿透上层的

脂肪组织。这就意味着，利用目前的双通道宏观成

像系统，我们可以观测到~3 mm 厚度组织以下的标

记物信号。因此在实际手术过程中，我们能够借助

CT、MRI 等检测手段先于术前获得病灶的大致范

围，再利用双通道宏观成像系统对病灶进行细致的

定位与手术切除。

3 结论

我们采用镜头前分光的方式搭建了一套能够

图 4　（a） 小鼠皮下淋巴结可见光通道图像； （b） 小鼠皮下淋巴结NIR-II通道图像，插图是对 （b） 中划线区域进行 FWHM测

量； （c） 未开腹前小鼠皮下淋巴结融合通道图像；（d） 小鼠开腹手术后的腹腔淋巴结融合成像 .  ①为腹腔内的淋巴结，②为与

淋巴结相连的淋巴管，图像比例尺均为2cm。

Fig. 4　（a） Visible light channel image of subcutaneous lymph nodes in mice；（b） NIR-II channel image of subcutaneous lymph 

nodes in mice， with an inset showing FWHM measurement in the region marked by the dashed line；（c） Fused channel image of 

subcutaneous lymph nodes in mice before laparotomy；（d） Fused imaging of abdominal lymph nodes in mice after laparotomy. ① Rep‐

resents lymph nodes in the abdominal cavity， ② Represents lymphatic vessels connected to the lymph nodes.  Image scale bars are 

2 cm for all images
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同时进行可见光与 NIR-II 窗口荧光成像的双通道

宏观成像系统，选取通过FDA认证的临床可用荧光

探针 ICG 作为造影剂进行后续的实验。首先，我们

通过体外的表征实验确认了所搭建的双通道宏观

成像系统利用 ICG在 1 100 nm以上的荧光信号具备

活体实时成像的能力。之后在双通道宏观成像系

统的辅助下，我们分别在小鼠、大鼠模型上进行了

皮下淋巴结成像以及腹腔淋巴结的切除手术。同

时，我们利用不同厚度的脂肪组织模拟了一些复杂

手术环境中可能存在的厚组织遮挡问题，证实了该

系统对深层病灶的切除工作也具备一定的指导作

用。本文中搭建的双通道系统能够兼顾明场与

NIR-II 荧光图像，具备（亚）毫米级的分辨率、3~5 
mm的穿透深度，能够为使用者在癌症肿瘤切除、前

哨淋巴结切除等开放性临床手术中提供实时的病

灶影像支持，具有较大的临床手术使用潜力。
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图 7　从左至右依次为：（a） 无脂肪组织； （b） 2. 5 mm厚脂肪组织； （c） 4 mm厚脂肪组织覆盖情况下的淋巴结影像，插图为脂

肪组织厚度测量结果 .  图像比例尺均为2 cm，均为融合通道图像

Fig. 7　From left to right： （a） Lymph node image without fat tissue； （b） Lymph node image with 2. 5 mm thick fat tissue； （c） 

Lymph node image with 4 mm thick fat tissue coverage， with an inset showing the measurement results of fat tissue thickness.  Im‐

age scale bars are 2 cm， all are fused channel images.
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