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摘要 光学分子成像技术是在活体复杂的组织区域环境内细胞形态、运动与功能研究的最佳手段之一，极大地推进了免疫学

的发展．肝脏是机体新陈代谢和解毒的重要器官，也被视为一个免疫器官．解析肝脏免疫基本特性和功能，对防治肝脏疾病

以及全身性相关疾病具有重要意义．活体可视化研究肝脏区域生理或者病理状态下免疫应答，提供关键事件的多细胞参与及

其彼此交互的时空动态信息，能极大地丰富对肝脏独特免疫反应的认知．本文将重点阐述目前活体肝脏成像的技术与方法以

及光学显微成像技术，例如多光子激发显微成像与转盘共聚焦成像在肝脏免疫中的应用，并展望活体肝脏成像今后的发展方

向和面临的机遇与挑战．
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近 10年来，光学分子成像技术飞速发展，已
经成为在活体研究复杂生物体内细胞形态、运动与

功能的最佳手段之一[1-2]．肝脏是机体最大的实质

器官，是机体新陈代谢和解毒的重要器官，在胚胎

期还具备造血功能．越来越多的研究表明，肝脏中

富含大量的免疫细胞，也被视为一个免疫器官．解

析肝脏及其免疫功能，对防治肝脏疾病以及相关全

身性疾病具有重要意义 [3-6]．光学分子成像技术与

遗传学、传统免疫学和生物学研究手段相结合，活

体可视化研究肝脏区域生理或者病理状态下免疫应

答，观察特定组织区域内不同免疫细胞的形态、运

动、迁移和相互接触等动态行为，提供关键事件的

多细胞参与及其彼此交互的时空动态信息，能极大

地丰富对肝脏独特的免疫反应的认知．但由于肝脏

特定的组织解剖学特征，相比浅表的皮肤或者淋巴

结，如何长时程、活体动态光学表征其免疫特性还

面临着许多技术瓶颈．本文将重点阐述目前活体肝

脏成像的技术与方法，主要包括：肝脏活体显微光

学成像的结构基础以及技术难点，适合于活体显微

成像的技术，肝脏的活体成像光学标记方法和成像

窗口模型制备．再以肿瘤肝转移以及急性肝损伤等

疾病模型为例介绍活体肝脏免疫的显微成像研究进

展．最后展望活体肝脏成像今后的发展方向，以及

面临的机遇与挑战．

1 肝脏成像的技术与方法

1援1 活体显微光学成像的结构基础以及技术难点

肝脏位于横膈膜之下的腹腔右上侧毗邻肠道，

是机体最大的实质器官，成人肝脏约重 1 200～
1 500 g．人体肝脏一般由镰状韧带分割成一个大的
右叶和一个小的左叶再加上尾状叶和方叶组成．肝

脏的血液供应十分丰富，机体每分钟有 30%的血
液从肝脏流过，其中 80%的血液从肝门静脉流入，
剩下的 20%从肝动脉流入 [3-5]．肝小叶 (hepatic
lobule)是肝脏的基本结构和功能单位 (图 1)，在
C57 小鼠体内肝小叶平均直径通常为 250～
400 滋m．肝小叶中央有一条纵行血管，即中央静
脉 (central vein)，在 C57 小鼠中平均直径为 40～
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肝脏独特的组织特性以及解剖学特征，使得肝

脏活体成像研究面临着众多的挑战．首先，肝脏毗

邻肺、心脏使其更易受呼吸运动和心跳抖动的影

响，同时靠近肠道的部位还易受肠道蠕动的干扰，

因而要求成像仪器和固定装置能够最大程度地克服

这些脏器带来的干扰．其次，肝脏的组织光学性质

特殊：a．肝脏组织呈红褐色，血供非常丰富 [5, 7]，

富含血红蛋白有着强吸收特性，在光学成像中不利

于光子在组织中的传输；b．肝脏组织自发荧光很
强，富含黄素(flavins)、脂褐素(lipofuscins)、胶原
蛋白和弹性蛋白(collagen and elastin)以及网状纤维
(reticular fibres)这些内源性的荧光物质，在光学成
像中常常会产生高背景荧光[10]．此外，肝脏是机体

最大的实质器官 [3-5]，相对于浅表皮肤、淋巴结等

组织，肝脏的深部成像将更具挑战，需要结合光学

成像窗口模型．肝脏的这些特点对活体显微成像的

技术、光学标记方法以及建立动物模型均提出了更

高要求．

1援2 适用于肝脏的活体显微光学成像技术

近 10年来，光学分子成像技术飞速发展，在
神经科学、肿瘤学、免疫学等多个领域已经应用广

泛．其中，多光子激光扫描显微镜 (MLSM:
multiphoton laser scanning microscopy)以其多色和
高分辨成像等优点在活体显微光学成像领域大放异

彩[2, 11]．1931年，物理学家 Maria G觟ppert-Mayer首
次描述了由荧光团同时吸收两个或更多光子的过

程[12]．在双光子激发中，电子通过同时吸收两个低

能量的光子达到激发态，继而发射荧光，因此，双

光子吸收的概率是与光强度的平方成正比的．而这

一新的成像方法是于 1976年被引入到实际应用中
的[13]，当时激发激光器被研发出来，它提供了足够

高的光子密度来获得双光子激发事件．如今，钛蓝

60 滋m．由肝细胞互相连接形成的单个细胞厚度的
肝板，以中央静脉为中心呈辐射状排列．肝血窦

(hepatic sinosoids)沿着肝板排列，主要由带筛孔的
肝血窦内皮细胞组成，是肝脏的毛细血管网络．在

C57小鼠体内，肝血窦平均直径大约 7～14 滋m．
肝板和肝血窦之间的间隙称为狄氏腔 (space of
Disse)[7-8]．肝脏内富含免疫细胞，包括肝内造血干

细胞在肝内分化为髓系及淋巴系细胞，以及从循环

来源的免疫细胞，广泛参与固有免疫和适应性免

疫．肝脏中含约 70%的肝实质细胞和约 30%的非
实质细胞．肝脏内的实质细胞主要是指肝细胞；肝

脏内非实质细胞主要是由肝血窦内皮细胞(LESC，
约占 50%)、枯否细胞(KC，位于肝血窦中，约占
20%)和肝星状细胞(HSC，位于狄氏腔内，约 5%～
8%)这三类组成，淋巴细胞约占肝脏非实质细胞的
25%．其中，肝脏内 NK以及 NKT细胞，约占淋
巴细胞的 50%，T细胞以及 B细胞分别约占 30%
和 10%[5, 9]．LSEC、KC、HSC、树突状细胞(DC)、
淋巴细胞以及肝实质细胞之间通过直接接触或分泌

细胞因子而相互作用，构成复杂的免疫调控网络，

共同参与肝脏免疫耐受状态的维持和病理刺激诱导

的免疫应答．

Fig. 1 The basic structure of liver tissue
图 1 肝脏组织的基本结构
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宝石激光器也已经商业化了，它们通过产生非线性

光效应使多光子显微成像技术得以实现[14]．这些激

光器提供脉冲光子流，其脉冲发放间隔与普通荧光

分子的激发态持续时间相似(约 100 MHz)．这些使
MLSM相对于激光共聚焦显微镜而言，具有成像
深度明显增加(从 50 滋m 增加到 500 滋m)、纵向分
辨率提升、不受焦平面之外的背景荧光影响、降低

对样品的光漂白和光损伤等优点．自 2002年首次
在淋巴结内进行活体光学成像以来[15]，该技术已经

在多种组织器官(皮肤[16-17]、肺[18]、肝脏[19-21]以及脑

等[22-24])的活体免疫成像研究中发挥了重要作用，可
视化特定组织区域内不同免疫细胞的形态、运动、

迁移和相互接触等动态行为，提供了免疫应答过程

中关键事件的多细胞参与彼此交互的高分辨率时空

动态信息，极大地丰富了人们对免疫应答的认知．

但该技术也存在着一定的局限性：一是仪器价格昂

贵．二是对于活体肝脏成像而言，除了空间分辨率

和成像深度的需求之外，对成像速率提出了明确需

求，需要在呼吸运动和心跳抖动的间隙采集到足够

多的图像信息．MLSM的高速视频成像是以降低
空间分辨率和图像清晰度为代价的，它更适合肝脏

组织处于相对静止或运动位移极小情况下的成像

(详细介绍见 1.3援2节)．
为适应生命科学对活细胞成像速度的需求，转

盘共聚焦显微镜 (spin-disk confocal microscopy) 应
运而生[25]．该技术在获得高质量图像的同时，显著

提升了成像速度．不同于常规单点共聚焦扫描成像

技术，转盘采用多点同步扫描方式．Nipkow转盘
是现代转盘共扫描显微镜的核心 [26]，由 Paul
Nipkow在 1884年提出，主旨是将图像分割成单一
连续的信号．在 1967年由 Egger and Petr佗倬首次实
现了串联扫描转盘显微镜 (tandem scanning-disk
confocal microscope) [27]．其后由不同的研究者

(Kino、Xiao、Boyde、Lichtman[25, 28]等)以及公司进
一步完善．目前商业化的成像系统，其核心是增强

型微透镜双转盘专利技术，由日本 Yokogawa
Electric公司发明，包括微透镜转盘与针孔转盘同
步旋转速率达 1 800～5 000 r/min，最大程度地保
证了透光率并允许高速多点扫描．结合高灵敏度

CCD使用时，显著提高了成像速度可达千帧每秒，
同时降低样本的光漂白和光毒性[26, 29]．因此，转盘

共聚焦显微镜是捕获活体内或活细胞内高度动态的

细胞、亚细胞结构或分子信息的最佳手段之一．然

而，其多点扫描策略，也有其内在限制性．荧光从

较远的焦平面产生发射加上从邻近针孔穿透的离焦

散射，会增加背景信号干扰从而模糊图片，这种现

象称为“针孔串扰(pinhole cross-talk)”．因此，该
技术应用于厚组织样本成像时的背景噪声相对较

高．2012 年，Yuko Mimori-Kiyosue 小组 [30]采用增

加中间针孔的距离方式结合双光子激发来降低“针

孔串扰”最终提高了活体图像分辨率．综上所述，

转盘共聚焦显微成像技术以高速扫描、低光漂白以

及低光毒性等特性，使其非常适于活体成像研究组

织表面快速发生的细胞行为和分子事件，例如血管

中的白细胞运动与迁移等，对于受呼吸运动和心跳

抖动影响的脏器成像，也极具应用价值．

1援3 肝脏活体光学标记方法和成像窗口模型制备

1援3援1 活体光学标记方法

肝脏的活体光学标记方法，主要分为内源性标

记和外源性标记两大类．与活体成像技术一样，也

具有明显的组织特性．

a．内源性标记
如前文 1援1中所述，肝脏是一个自发荧光很强

的组织，富含维生素衍生物，如视黄醇、核黄素、

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NADH)以及黄素腺嘌呤
二核苷酸(FAD)，胶原蛋白和弹性蛋白以及网状纤
维[10, 31-32]．(1)在细胞层面，正常 HSC的脂滴中由于
贮存了机体 70%～80%的维生素 A[33-34]，富含视黄

醇，因此可以利用维生素衍生物的自发荧光对其

进行成像 [35]．在单光子共聚焦显微成像中可选择

405 nm激光器激发，450/50-nm带宽滤光片接收．
在双光子成像中，可选择 700～800 nm波长激发，
在 500 nm以内产生很强的荧光信号．但是在特定
疾病模型中，激活的 HSC会丢失贮存的维生素 A，
转变成胶原蛋白分泌的表型从而诱发肝纤维化[36]．

因此，只限于在机体正常的生理状态下可利用自发

荧光对 HSC 进行成像． (2)在细胞外基质成像方
面，可采用二次谐波(SHG)对胶原蛋白玉、芋、微
管和肌凝蛋白进行成像[2, 37]．肝脏被膜内细胞外基

质富含胶原蛋白，因此可采用 SHG对肝脏被膜进
行结构定位成像．在肝脏纤维化等特定疾病模型

中，也可用 SHG对纤维化灶点进行定位和量化[35].
(3)在代谢成像方面，线粒体呼吸链中的 NADH和
FAD都有着很强的自发荧光，其最大发射分别在
460 nm和 535 nm．在肝脏活体双光子成像中，可
选择 800 nm波长激发，分别采用 410～490 nm以
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1援3援2 实验动物模型制备

如前文 1.2中所述，肝脏以其独特的解剖学特
征，在活体成像应用中需要排除呼吸运动、心跳抖

动或者肠道蠕动的干扰，同时也需要引入成像窗口

或者将其暴露．在建立肝脏活体模型中，可分为以

下三种方式：

a．直接暴露式肝脏窗口模型．如图 2a、2b中
所示，这类方法通常都是通过手术直接将肝脏暴露

出来，通过低温冷凝胶琼脂糖固定或者湿润的

kimwipes纸巾覆盖保湿肝脏组织，然后对其进行
双光子或者转盘共聚焦显微成像(正置：如图 2a；

倒置：如图 2b)．这类成像方法手术相对简单，准
备时间短，但由于对动物的损伤大，故只适用于 6 h
以内的一次性短时程肝脏成像．超过 6 h后，机体
的正常生理状态将发生改变．该动物模型的制备及

其成像步骤可参考 Heymann 等在 JOVE [60]或者

Pedro E Marques 等在 Nature Protocol [47]以及 Liane
Babes等在 Methods Mol Biol[61]上发布的实验步骤．

b．吸盘式成像窗口模型．由日本三重大学
Koji Tanaka团队[59]设计的可匹配小鼠肝脏大小的环

状吸盘，通过可逆式胶水固定肝脏组织，与此连接

的机械臂夹住环状吸盘借此固定肝脏(图 2c)．该方

细胞或结构 标记方法与特点 参考文献

静息肝星状细胞

(quiescent-HSC)
glial fibrilary acidic protein (GFAP) GFAPCre-GFP转基因小鼠能够标记 Q-HSC，

但也标记其他细胞，例如胆管细胞、卵圆细胞

[40]

肝星状细胞(HSC) lecithin-retinol acyltransferase(Lrat)LratCre-ZsGreen、-Tdtomato以及 -mTom/mGFP
转基因小鼠能够特异性标记 99%的 HSC

[41]

枯否细胞(KC) Clec4F-specific knock-in mouse B6-Clec4ftm1Ciphe简称 KC-DTR-YFP转基因小鼠能
特异性标记 95.5%的 KC，在 human diphtheria toxin(DT)作用下可特异性剔除 KC

[42]

NKT细胞 CXCR6-EGFP转基因鼠能够标记 75%～80%的 NKT细胞 [43]

中性粒细胞 LysM-EGFP转基因小鼠
但该转基因鼠也包含一些其他髓系细胞

[44]

中性粒细胞 C57BL/6-Ly6g(tm2621(Cre-tdTomato)Arte)简称 CatchupIVM-red转基因小鼠

能够特异性标记 98%的中性粒细胞
[45]

单核细胞 CCR2-RFP/CX3CR1-GFP转基因小鼠
可标记 CCR2hiCX3CR1low或者 CCR2lowCX3CR1hi不同表型的单核细胞

[46]

血小板 CAG-EGFP转基因小鼠
无特异性，需结合血小板形态特征来鉴别

[59]

及 510～560 nm带宽滤光片进行成像[31-32, 38-39]．

b．外源性标记
除了利用肝脏组织自身内源性荧光基团进行成

像之外，更多的还是需要引入外源性荧光物质对特

定细胞进行标记．目前主要有三种方法：(1)构建
荧光蛋白标记的转基因小鼠[40-46]，例如采用胚胎显

微注射方式或者基因编辑技术示踪特定的肝内免疫

细胞(具体信息如表 1所示)．此种方法遗传稳定性
好，活体内示踪时程不受限，但动物模型的构建周

期长，且动物的饲养与繁殖也很耗时．(2)利用抗
体或者染料标记技术，小鼠尾静脉注射不同荧光基

团偶联的抗体[47](通常为 4～8 滋g每只鼠，尾静脉
注射 10 min 后)对不同免疫细胞进行成像．例如：
利用 HNF4琢 [41](肝细胞核因子)标记肝细胞；利用
PECAM/CD31 [48-49] 抗 体 或 者 FITC-dextran [50]、

Isolectin B4[51]标记 LSEC细胞；利用抗 F4/80抗体[48]

或者荧光染料偶联的乳胶微粒[52]标记 KC细胞；利
用抗 Nkp46 或者 NK1.1 抗体 [44]标记 NK 细胞；利
用 phycoerythrin(藻红蛋白)偶联的 CD49b[53]标记血

小板等．此种方法适用范围比较广，在多色成像中

可灵活选择不同染料偶联的抗体，但活体内可示踪

的时程相对较短(仅 1～3 天左右)，且抗体有可能
会封阻相应受体而影响细胞的功能．(3)外源性回
输成像，主要有两种方式：一种是从全基因组表达

GFP或者 RFP荧光蛋白[54]的小鼠体内分离特定的

免疫细胞再进行回输成像；另一种是离体分离特定

的免疫细胞，然后用染料染色标记，例如 CSFE[55]

等再进行外源性回输成像．这种外源性回输的成像

方式，在免疫活体成像中已经应用非常广泛，例如

淋巴结或者肿瘤部位．但在肝脏活体成像中，一般

只适用于循环于肝血窦中的淋巴细胞，例如 NK细
胞和 T细胞[56-58]等，不适用于其他肝脏内细胞．

Table 1 Hepatic cells of transgenic mice with fluorescent protein labelling
表 1 荧光蛋白标记的肝脏内细胞转基因小鼠
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法比直接暴露式的使用次数要多，一般可反复使用

3～4次．但因为可逆式胶水粘连处肝脏部位容易
发炎，经过 3～4次成像后窗口便会模糊不清．且
这类模型只适用于正置显微镜，而不适合倒置型．

c．荷包缝线式环状腹窗成像模型．2012 年，
荷兰皇家艺术与科学院 Jacco van Rheenen团队[19]利

用“荷包缝线”结合钛合金环建立的腹窗成像模

型，可用于长时程(5～6周)、低损伤地观察小鼠肝

脏．具体模型制备可参考 Laila Ritsma 等发表在
2013年 Nature Protocol上[62]的实验步骤．在他们的

研究中证实了该成像模型不会影响小鼠的正常生理

状态以及免疫细胞的运动特征，是一种安全、可靠

的成像窗口(图 2d)．
然而，目前该方法在应用于正置显微镜时，小

鼠肝脏的运动位移仍然明显．为此，我们课题组设

计了一种可减少呼吸抖动并保持恒温的小动物活体

Fig. 2 The window model of liver imaging
图 2 肝脏成像窗口模型

(a)

(c)

(d)

(b)

A B

C

A

B

HGF

I J

EDCBA

金属嵌入物(用于探测小鼠体温)面罩式异氟烷气体进口

环状腹部窗口异氟烷气体出口

载物台 成像盒子 黑暗人工气候箱

ed

f

a

b

h
i

c

g

1060· ·



林巧雅, 等：肝脏免疫的活体显微光学成像研究进展2017; 44 (12)

成 像 盒 ( 已 申 请 实 用 新 型 专 利 ， 专 利 号
201720020039.9)．该成像盒综合考虑了正置和倒
置显微镜的特点，可很方便地适配正置和倒置显微

镜，为活体肝脏成像研究提供了一种集降低呼吸抖

动影响、精准维持动物体温、无损伤固定麻醉小动

物，以及水平调节腹窗窗口平面等多功能于一体的

实验方案．

2 活体显微成像在肝脏疾病基础研究中的

应用

2援1 肿瘤肝转移的活体显微成像研究

肿瘤转移到二级器官(例如肝脏、肺或骨骼等)
是导致肿瘤病人死亡的主要原因．日本三重大学

Tanaka团队[59]利用双光子激光扫描显微镜对吸盘式

成像窗口模型(如图 2c中所示，日本专利申请号：
P2007-129723)上的小鼠肝左叶进行活体成像，他
们将 2伊106 个表达红色荧光蛋白的鼠源性或人源

性的大肠癌细胞 (SL4 或 HT29)经脾注射到表达
绿色荧光蛋白 (EGFP)的 C57BL/6 转基因小鼠
[TgN(茁-act-EGFP)Osb] 体内形成肿瘤肝转移模型，
实现了肿瘤细胞转移到肝脏过程的高分辨率(细胞
或亚细胞水平)动态监测．成像结果显示，在肿瘤
细胞注射后 1 h内肝脏血管中不会出现肿瘤细胞，
2 h后肝血窦中有肿瘤细胞停留，在 24 h后癌细胞
从肝血窦中渗透到狄氏间隙，并且发现呈阿米巴样

形态的枯否细胞生成网状突起包围着单个癌细胞，

提示枯否细胞可能会吞噬肝血窦中的癌细胞．

肿瘤转移是一个多步骤过程：包括原位肿瘤中

的肿瘤细胞逃逸、在循环过程中的存活、进入二级

器官并在新环境中的播种与生长．此外，肿瘤新生

血管需要待小转移灶生长成大转移灶 (直径超过
500 滋m)时才逐渐形成．为了研发有效靶向抑制肿
瘤转移灶生长或血管生成的药物，需要发展相应的

动态成像技术．荷兰皇家艺术与科学院 Jacco van
Rheenen 团队利用 Leica TCS SP5 AOBS 双光子激
光扫描显微镜对进行荷包缝线式环状腹窗成像模型

手术的小鼠进行活体成像，他们将 7.5伊104个表达

绿色荧光蛋白(Dendra2)或红色荧光蛋白(mCherry)
的结肠癌细胞经脾注射到野生型雌性 C57BL/6 或
BALB/c小鼠体内形成肿瘤肝转移，不仅证明了转
移灶是从单一的肿瘤种子细胞生长而来，更重要的

是观察到肝转移灶形成的 14 天中的每一个步骤：
单个肿瘤细胞渗出肝脏血管后数小时或数天内增殖

形成“预微转移”，“预微转移”中相邻细胞之间

缺少紧密的接触，可在生长克隆的有限区域内活动

和迁移．此外，他们利用磷脂酶 C抑制剂 U73122
抑制“预微转移”中的细胞迁移并降低了肝脏肿瘤

转移负荷．此研究表明，靶向作用于“预微转移”

中的肿瘤细胞迁移，可能起到抑制转移灶形成的作

用[19]．

2援2 急性肝损伤的活体显微成像研究

对活体动物内肝脏微血管、肝脏细胞、分子和

免疫反应进行可视化研究，能够为药物诱导的肝损

伤(DILI：Drug-induced liver injury)提供大量基础实
验数据．Gustavo Batista Menezes 团队 [63]给小鼠口

服 APAP(200～500 mg/kg)构建小鼠 DILI模型，小
鼠在成像前 10 min 静脉注射荧光染料或抗体：
Sytox Green 标记细胞外 DNA、碘化丙啶(PI)标记
死细胞、PE或 FITC偶联的抗 Gr-1抗体标记髓系
细胞、用 LysM-EGFP小鼠内源性标记中性粒细胞、
PE 偶联的抗 F4/80 抗体标记 KC 细胞、Alexa
Fluor-555 偶联的抗弹性蛋白酶抗体标记弹性蛋
白．使用正置共聚焦显微镜对肝脏进行活体成像，

动态监测结果发现：在给药 6 h后肝脏血管就被内
衬了一层 DNA；在肝损伤进程(12～24 h)中，肝脏
坏死区域不断扩大，并且释放大量的 DNA，而中
性粒细胞定向迁移到 DNA富集区域，表现出激活
后的巡逻行为．此外，通过尾静脉注射 1000U
DNase玉消除肝脏血管中的 DNA 或者利用 TLR9
缺陷小鼠阻断 TLR9对 DNA的识别，显著降低了
系统性炎症、中性粒细胞招募以及肝损伤，证明肝

脏 DNA 聚积是 DILI发病机制的一个新特征，并
且阻断先天免疫系统对 DNA的识别可能成为一种
有希望的治疗方法．

2援3 局灶性肝损伤和炎症

无菌损伤引起的无菌炎症，其特征是红肿、发

热、肿胀和疼痛．局灶性肝损伤是肝脏无菌损伤的

常用模型，其中热损伤诱导的肝脏无菌损伤炎症最

为常见，而且具有造模简单、成像质量清晰等优

点．模型简单描述如下：将麻醉的小鼠的剑突下方

剪开一个小口，剪断镰状韧带暴露出肝脏，在加热

电烙装置上安装一个 30 G的针头，在肝脏表面造
一个体积为(0.022 依 0.001) mm3的损伤点．

中性粒细胞从血液中招募到无菌炎症位点，有

助于损伤修复，但也可能引起组织损伤．Kubes团
队[64]对中性粒细胞在此模型中的行为和作用进行了

细致的研究．他们使用 LysM-EGFP小鼠，中性粒
细胞高表达 EGFP(区别于 EGFPlow的单核细胞和巨
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噬细胞)，或者在其他小鼠品系中通过静脉注射(3 滋l
Alexa-fluor 488抗 Gr-1抗体来表征中性粒细胞．在
小鼠肝脏表面滴加少量 PI来表征坏死细胞，通过
静脉注射 Alexa-fluor 647偶联的牛血清白蛋白显影
肝脏血流．采用直接暴露式肝脏窗口模型利用转盘

倒置共聚焦显微镜观察到肝脏损伤 30～60 min内，
中性粒细胞开始黏附到肝血窦内皮细胞上，并且证

明此过程是由整黏蛋白(MAC-1)与内皮配体细胞间
黏附分子 1(ICAM-1，endothelial ligand intercellular
adhesion molecule-1)之间的相互作用介导的；此
外，从坏死细胞释放的 ATP 激活 Nlrp3 炎症体，
在肝脏中形成炎性微环境；最后，约 77.3%的黏附
的中性粒细胞在 2～3 h时间段定向趋化迁移到损
伤位点，并浸润到坏死细胞区域．此研究系统性地

描述了中性粒细胞募集到体内局灶性肝坏死部位的

动力学和分子机制．

在最近的研究结果中，该团队采用同样的暴露

式窗口模型并结合光激活蛋白标记技术[49]，发现在

无菌型肝损伤修复过程中，中性粒细胞也能穿透损

伤部位，执行拆除受损血管、并为血管新生创造通

道的关键任务．有意思的是，完成这些任务后，它

们既没有被吞噬也没有死亡，相反，许多中性粒细

胞逆向迁移重新进入血管系统，有一个预先规划的

旅程：在肺部逗留并上调 CXCR4 (C-X-C motif
chemokine receptor 4)随后进入骨髓，在那里中性粒
细胞凋亡．

Kubes团队也对肝脏无菌损伤早期炎症反应中
单核细胞的招募过程进行了描绘[46]．现已知小鼠单

核细胞至少有两种表型，促炎型(CCR2hiCx3cr1low)
和巡逻型(CCR2lowCx3cr1hi)．在同样的模型下，使
用 Alexa Fluor-488 或者 Alexa Fluor-647 偶联的抗
CD31抗体标记肝血窦内皮细胞，LysM-EGFP转基
因小鼠内标记的中性粒细胞，CCR2RFP/Cx3cr1GFP转

基因小鼠内标记的单核细胞，用 Sytox Green 或
Sytox Orange 或 PI 标记死细胞．利用转盘倒置共
聚焦显微镜观察到肝脏损伤 8 h 就有 CCR2hi

Cx3cr1low单核细胞被招募到损伤位点，至少能持续

到 24 h；并且 48 h之后这群细胞会在损伤位点从
促炎型 CCR2hiCX3CR1low 表 型 转 变 为 CCR2low

CX3CR3hi巡逻型单核细胞，同时也证明了这种转

变对于肝脏损伤的修复是很重要的．

3 结语与展望

尽管目前已经有文献利用多光子激发显微成像

以及转盘共聚焦成像描述了特定疾病模型下免疫细

胞的基本特性和功能，但在肝脏高度动态、长时

程、多细胞参与交互的免疫应答过程中，研究者们

对肝脏免疫的认知还只是冰山一角．无论是从适合

于活体显微成像的技术、活体光学标记方法，亦或

是动物模型上，均有待我们去完善和改进．

在适用于肝脏活体显微成像的技术上，无论是

多光子激发显微成像还是转盘共聚焦显微成像都无

法完全满足需求．在成像深度上，这两种技术都

止步于 500 滋m以内，由于肝脏的强吸收和高背景
荧光的特性，双光子激发显微成像实际深度在

200 滋m以内，转盘共聚焦成像仅限于浅表 100 滋m
左右，并且这两种技术的单次成像视野只有几百微

米．因此，对于肝脏这种“大体积”的生物样本来

说，这样的成像深度和视野范围是远远不够的．在

未来，光声成像技术以其多尺度可调的成像深度和

大视野成像能力[65-67]，极有可能在活体肝脏免疫成

像研究中发挥重要的应用价值．

在肝脏活体光学标记方法上，基因编辑技术日

新月异，选择多样，未来利用 Cre/lox 重组系统、
TALEN 或者 CRISPR/Cas 技术结合光转化蛋白，
可研发更多标记肝脏内特定免疫细胞亚群的转基因

鼠，将使活体肝脏免疫研究工具更加多样化，也使

实现长时程、动态示踪肝脏内免疫细胞运动、迁

移、相互接触信息交互的研究目标指日可待；在特

异性标记肝脏内实质细胞以及非实质细胞上，研发

适用于多模态成像的光学探针也是一个趋势，尤其

是光声成像探针方面，远比荧光探针匮乏，亟待科

研人员去探索．除此之外，对于肝脏代谢的分子探

针的研发也是未来一热门领域．

最后，在肝脏成像窗口模型去除呼吸运动、心

跳抖动方面，也需要科学家们进一步完善和改进，

从硬件和软件图像处理上共同跟进．一方面需要进

一步提升成像速度；另一方面对稳固性装置有更高

的要求，在限制抖动的同时能够兼容心电或者呼吸

门控技术以去除伪影；最后还可结合图像处理方

法，例如采用一些 K-means 的聚类处理方法的算
法，以获得完美的视频图像效果等．综上所述，最

终要实现活体长时程、动态、稳定地成像研究肝脏

区域免疫状态，需要多学科交叉，医工、医理结合

共同推进肝脏免疫学科发展．
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Abstract Optical molecular imaging, which greatly promoted the development of immunology, is one of the best
methods to investigate cell morphology, movement and function in a complex regional environment in vivo. The
liver is a vital organ for maintaining body’s metabolism and detoxification, and it as an immunological organ.
Understanding the basic feature and function of liver immunology is significant for prevention and treatment of
liver disease and associated systemic diseases. Visualization immune response under physiological or pathological
condition in vivo, providing spatial-temporal and dynamic information of multiple cells involved in key events and
their interactions, can greatly enrich the knowledge of liver unique immune response. This review will focus on the
current liver intravital imaging techniques and methods, and the application of optical microscopic imaging
techniques in liver immunology, such as multiphoton excitation confocal microscopy and spin-disk confocal
microscopy, and future development directions and challenges of in vivo liver imaging are prospected.
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