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摘要：原位荧光成像技术为细胞和活体水平生化信息获取提供了强有力的手段，基于固态发光荧光探针的长时间原

位标记技术能应用于精准成像与手术导航肿瘤切除。但该科研实验存在周期长、成本高、消耗大等困难，无法引入

本科教学。采用U3D三维虚拟现实技术平台将该最新研究成果转化为“肿瘤原位荧光标记技术设计和探索虚拟仿真

实验”，通过37步交互操作和基于重要科学问题的探究式教学，培养学生动手能力、科学思维和创新意识，实现科

学素养和科研价值观的引导。 
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Abstract:  In situ fluorescence imaging technology offers an efficacious method for garnering biochemical information 
at cellular and organismal scales. Prolonged in situ labeling techniques, using solid-state fluorescent probes, are 
particularly suited for precise imaging and surgical navigation during tumor resections. However, the inherent 
challenges, including extended research cycles, high costs, and substantial resource utilization, often preclude their 
inclusion in undergraduate teaching. To surmount these obstacles, we transformed the latest research findings into a 
“virtual simulation experiment of tumor in situ fluorescent labeling technology design and exploration” utilizing the U3D 
three-dimensional virtual reality technology platform. Through an interactive 37-step operation and exploratory 
teaching approach centred on crucial scientific issues, we aim to hone students’ practical skills, foster scientific thinking 
and innovative awareness, actively guide the development of their scientific literacy, and instil values pertinent to 
scientific research. 
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分子影像学(molecular imaging，MI)近年来发展迅速，借助特定的分子探针与成像技术可以探查

细胞或分子水平的化学信息差异，进而实现分子水平上的无损、实时成像和定性、定量研究[1,2]。医

学上借助电子计算机断层扫描(CT)、核磁共振成像等技术只能观测到发生结构解剖学改变的图像，

而借助分子成像技术能够获取尚无结构解剖学改变之前的异常化学信息，为生命和疾病过程研究、

早期诊断和疗效评价提供新的研究手段[3,4]。 
其中，基于荧光成像技术的有机小分子探针具有结构设计性强、响应迅速、易代谢、样本损伤

小等优势，是细胞和活体水平生化信息获取的强有力手段。然而，现有的荧光分子探针大多是基于

水溶性或脂溶性的荧光染料构建而成，其在生理应用过程中因溶解性较大而容易从反应位点扩散开，

难以实现目标物的原位检测以及真实反映目标物局部浓度的变化[5,6]。此外，基于该类染料构建的小

分子探针在活体肿瘤等重大疾病的精准成像上存在明显缺陷，无法明确区分正常组织和病变组织的

界限，难以为此类疾病的手术切除提供可靠指导。本研究团队发展的固态发光荧光探针能够实现细

胞膜上靶标分子的长时间原位荧光标记[7]，该技术还能进一步用于肿瘤的原位精准成像和成像指导

的手术切除。 
该科研成果属于化学与生物学交叉前沿领域，即发展新型化学研究工具，解决生物学领域关键

科学问题的研究。将具有原创性的重要科研成果转化为本科教学项目，服务“知识、素质、能力”

培养，促进科研思维和创新能力提升，也契合新时代对高校本科人才培养的新要求[8]。但该科研实

验存在周期长、成本高、消耗大的困难，需要系列昂贵仪器设备，涉及大量细胞和活体操作以及生

物成像实验，并且需要丰富的分子设计、合成和生物学实验经验，属于大型综合训练，在真实实验

条件下难以引入本科教学。 
基于U3D三维虚拟现实技术平台，将固态发光原位荧光成像机理、标记探针的设计与合成、结

构表征与多参数性能测试、细胞原位荧光成像、小鼠和模拟人体肿瘤原位成像与切除等过程采用可

视化的虚拟仿真手段展现，开发了“肿瘤原位荧光标记技术设计和探索虚拟仿真实验”，该实验包

含三个模块：(1) 肿瘤原位荧光标记探针的设计；(2) 肿瘤原位荧光标记探针的合成及性质测试；

(3) 原位荧光成像与导航手术切除肿瘤。虚拟仿真实验中设计了17个步骤、37步交互操作，帮助学生

深入理解分子结构与光谱性质、成像性能的关系，通过探究理解如何获得一个高性能分子成像工具。

该虚拟仿真实验项目解决了上述科研引入本科教学的难题，在项目设计上体现了科学思维训练的高

阶性、创新性和挑战度，为“互联网+”化学化工本科创新人才培养提供了有力平台。 

1  实验目标 
通过该虚拟仿真实验训练，希望学生能够理解原位荧光标记技术及肿瘤原位精准成像基本原理，

掌握有机合成实验基本技能与操作，探究基于构效关系的抗扩散固态发光染料分子设计与优化的原

理与方法，理解探针响应性能研究的实验设计思路和性能评价，了解细胞、活体水平原位荧光成像

及成像指导手术切除的基本操作，在探究基础上初步形成高性能化学分子工具设计与应用的创新研

究思路。实验的关键是理解分子结构设计的基本思路，学会结构与光谱性质、成像性能之间关系的

分析，能够从实验探索中总结规律。 

2  虚拟实验仪器试剂和功能设计 
虚拟实验涉及的仪器有旋转蒸发仪、通风橱、无菌操作台、细胞培养箱、激光共聚焦显微镜、

紫外分光光度计、荧光光谱仪、X射线单晶衍射仪、基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪、核磁共

振波谱仪、小动物多模式成像系统等。使用到的耗材包括离心管、移液枪、比色皿、细胞培养瓶、

96孔板、共聚焦培养皿，以及称量、取液、有机合成与分离的玻璃仪器。使用的虚拟试剂除了常见

有机溶剂、缓冲溶液、培养基、有机试剂外，还有毒性较强的三光气、细胞膜和细胞核定位试剂，

以及肝癌、卵巢癌等细胞系。 
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该虚拟实验采用全三维建模，虚拟实验室应包括实验中所需要的各类实验场景，如实验室、虚

拟仪器设备以及仿真室内工作场景，可实现多场景室内自由漫游。虚拟仿真实验系统采用B/S构架设

计，基于网络实验中心管理系统平台运行。系统采用数据层、支撑层、仿真层和应用层的四层架构。 
实验采用Win7以上操作系统的电脑，只使用键盘鼠标操作，无需外加设备、无需安装客户端的

情况下，可以通过浏览器顺利打开该虚拟仿真软件进行实验，有效链接网址为：http://hnu-
ygbj.dlvrtec.com。学生用手机外网登录该虚拟仿真实验平台，用浏览器可以打开进行实验，无需安

装客户端，从校外互联网网络链接地址可直接指向实验项目。 
虚拟实验软件提供虚拟实验的演示、学习和考核等不同模式，并且在整个实验过程中可以在不

同模式之间无缝自由切换。在演示模式中，系统自动执行虚拟实验演示操作方法。在学习模式中，

通过打开提示，可以根据详细的步骤提示、3D物体上的红光闪烁引导对于实验操作步骤进行学习，

在引导下完成虚拟实验。在考核模式下，操作者在没有提示的情况下独立完成整个实验。 
虚拟实验通过W、A、S、D控制前进、后退、左移和右移，Z、X控制放大、缩小，鼠标右键控

制角度，鼠标左键控制选取物品。实验配备了语音系统，操作过程通过语音系统，朗读操作步骤提

示，操作过程中可以听到操作步骤说明。朗读内容可以通过平台自由修改，并且与实验中所显示的

文字提示内容可以分别独立修改。在实验过程中可以在不同的大步骤之间自由切换，可以随时跳转

到其他大步骤。 

3  虚拟仿真实验内容与设计思路 
肿瘤原位荧光标记技术设计和探索虚拟仿真实验设计了三大模块17个步骤，包含37步学生可交

互操作的实验过程。 
3.1  模块一：肿瘤原位荧光标记探针的设计  

结合开场动画演示，首先引入两个问题，为什么传统膜靶向探针难以实现原位分析？已报道固

态荧光探针可以释放疏水荧光染料，用于活细胞中原位成像生物标记物，但它们难以实现长时间原

位分析，为什么？由此引入本虚拟仿真实验的设计目标(图1)，基于传统的固态荧光染料HPQ (2-(2-
羟苯基)-4(3氢)-喹唑啉酮)，设计一个强疏水性和低亲脂性的荧光染料，并将其发射波长从远红外延

长到近红外区域。 
 

 
图1  模块一肿瘤原位荧光标记探针的设计操作界面 
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通过动画演示和互动操作，能够初步理解传统易扩散荧光探针和本实验拟合成的沉淀型固态发

光荧光探针的本质区别，了解HPQ类染料的结构特点和ESIPT (激发态分子内质子转移)的固态发光

机理，理解探针设计时为什么要降低亲脂性和提高疏水性，以实现在细胞膜上长时间的原位成像，

以及为什么要将波长移动到近红外区，增加探针的组织穿透深度，以实现活体应用。 
通过在HPQ分子的R位置引入不同的取代基团(图2)，学生可以键盘操作拖拽19个不同的取代

基到R取代基位置，获得相应化合物结构，选定某化合物后可以进入结构分析。可以获得每个化合

物溶解和过滤后的荧光光谱对比，荧光比色皿中过滤前后肉眼可见的颜色变化对比，以及结构分

析的说明。如果过滤前是强荧光，而过滤后几乎无荧光，则说明化合物几乎完全不溶，而过滤后依

然保持荧光则说明化合物溶解性很好。从荧光光谱的发射波长可以看出化合物是否接近近红外区。

学生需要通过不同化合物之间荧光光谱的比较，具有强疏水性、低亲脂性和近红外发射的沉淀型

荧光染料HYPQ，同时了解结构设计中的一些窍门，如通过给电子基团(D)-吸电子基团(A)相互作用

和π-共轭体系的组合，使荧光发射波长有效红移；良好的平面性可以促进分子间π-π堆叠相互作用，

从而降低溶解度并实现抗扩散成像。进一步在HYPQ染料中引入水溶性的谷氨酸基团，提高其生物

相容性，设计GGT (γ-谷氨酰转肽酶)激活型原位成像荧光探针，同时可以点击查看其余对比分析探

针的结构。 
 

 
图2  R位不同取代基化合物结构及光谱性质示意图 

 
模块一设计了交互操作(1)–(3)，完成相应的分步实验操作，获得相应的赋分，模块一的总赋分

为20分，侧重于对固态发光原位荧光探针基本原理的理解和探针的设计。 
3.2  模块二：肿瘤原位荧光标记探针的合成及性质测试   

学生可根据对实验的掌握情况，自主选择进行肿瘤原位荧光标记探针的合成或性质分析实验，

点击选择不同的近红外(NIR)沉淀型荧光染料或探针，然后进入合成路线界面(图3)，虚拟仿真实验中

提供了8种探针的合成步骤，其中HYPQ和抗扩散的GGT原位成像探针HYPQG两个探针可以进一步进

入实验合成操作步骤。 
合成步骤中首先对实验用到的试剂耗材和反应装置有一个简单介绍，操作界面提供了多种视角，

如初始视角、实验视角、仪器视角和辅助视角等，学生可以操纵鼠标进行360度的漫游观察整个虚拟

实验室的场景，如通风橱、实验台、所有仪器设备等(图4)，增加沉浸式实验感受。 
实验中点击对应的试剂即可加入反应瓶，搭建反应装置，进行化合物的合成。仪器设备完全复

原了探针合成的实验场景，反应时间可以加速。反应完成后，对合成产物进行后处理和纯化，然后

测试核磁共振氢谱、碳谱和质谱(图5)。合成HYPQ后可进一步合成HYPQG探针。合成步骤设计了交

互操作(4)–(7)，赋分19分。 
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图3  模块二实验流程界面及8种探针结构示意图 

 

 
图4  虚拟实验室场景及功能键界面示意图 

 

 
图5  HYPQ的质谱解析界面及HPQ单晶衍射分析界面示意图 

 
完成HYPQG的合成和结构表征后，进一步对单晶衍射、亲脂性、抗扩散性、化学稳定性、光稳

定性、探针对GGT的荧光响应性质进行分析。以亲脂性研究为例，又分5个小步骤，对比HPQ、HTPQ、

HYPQ在二氯甲烷中的荧光颜色差异，对比三者在薄层色谱板上展开后的荧光差异，用荧光光谱仪

测试在溶剂中和过滤后的荧光差异，用紫外光谱仪比较三者在不同溶剂中、过滤前后的紫外光谱差

异，通过紫外吸收法测定三者在不同溶剂中浓度与吸光度的曲线。再如在探针对GGT响应的荧光性

质测试中，包括HYPQ和HYPQG在不同溶剂中的紫外光谱测试(图6)，HYPQG随GGT浓度增加的荧

光发射光谱变化，反应后基质辅助激光解析-飞行时间质谱(MALDI-TOF/MS)的谱图变化，在不同浓

度GGT抑制剂作用下HYPQG的荧光响应变化，实时测定650 nm处荧光随时间变化的情况，测试不同
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活性物种对反应的影响，对HYPQG与GGT反应转化的沉淀颗粒进行激光粒度、透射电镜、扫描电镜

等分析(图7)。全部完成后，也可根据掌握程度选择性地进入实验再次学习。性能表征部分设计了交

互操作(8)–(28)，赋分31分。 
 

 
图6  HPQ、HTPQ和HYPQ的亲脂性实验及HYPQG对GGT响应的荧光光谱示意图 

 

 
图7  质谱仪、激光粒度分析仪、透射电镜和扫描电镜等高端仪器实验界面 

 
模块二共设计25步交互操作，总赋分为50分，侧重于对有机合成步骤与操作的掌握，以及对结

构-性能关系的理解，通过模块二的训练，学习如何合成、表征一个原位荧光成像探针，研究其响应

性能并验证其内在响应机理，从而对分子结构设计和性能研究有了更深层次的理解，该模块也是本

虚拟仿真实验的核心部分。 
3.3  模块三：原位荧光成像与导航手术切除肿瘤 

获得性能优异的荧光成像探针HYPQG后，还要进一步研究其在细胞和活体层面的荧光成像性

能，以及在肿瘤切除手术导航中的应用(图8)。该模块细胞层次的虚拟仿真实验涉及到细胞培养、细

胞活性测试、共聚焦荧光成像、细胞共定位实验、细胞Z-轴扫描和3D重建、细胞膜长时间原位成像
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等研究。活体层次的实验涉及小鼠肿瘤的长时间原位GGT成像、小鼠体内肿瘤切除和模拟人体内肿

瘤切除实验。该模块设计了交互操作(29)–(37)，赋分30分。 
实验完成后，实验结果、成绩能够自动上传至平台，学生可以根据课程要求在线填写实验报告。 
 

 
图8  模块三原位荧光成像与活体导航手术切除肿瘤实验示意图 

4  线上线下混合式教学设计与实施  
本实验采用三维虚拟仿真方式实现实验过程全景漫游与动态实时交互设计，学生通过授权ID登

录使用本虚拟仿真实验系统，不受时间空间限制，实验中学习模式与考核模式可以无缝切换，为多

样化的教学方式提供了可行性。 
本虚拟仿真实验教学采用探究式线上线下混合式教学。课前布置了预习任务，让学生了解肿瘤

手术切除中存在的问题和困难，同时结合讲义了解小分子荧光探针、细胞膜原位生物成像、沉淀型

荧光染料、GGT原位成像荧光探针的预备知识，通读该虚拟仿真实验密切关联的文献。通过实验简

介视频和教学引导视频，让学生熟悉本虚拟仿真实验的核心思想、模块设计和基本实验要求。预习

后完成预习测试题，考查学生实验前对固态发光原位荧光探针相关预备知识的掌握情况。90%以上

的学生都能够按照要求预习，并完成预习测试练习。 
课中通过互动了解学生对课前布置的调研问题的思考，针对实验的核心原理边演示边讲解，先

引导学生对实验设计有一个整体思路的理解，认识到固态发光荧光探针设计在活体原位精准成像和

手术导航应用中的重要科学意义。再结合三大模块的重难点问题，如HPQ染料固态发光和沉淀的机

理是什么？分子结构设计中的官能团效应影响，结构表征与性能表征中谱图如何分析？探针具备好

的光谱性能后如何走向细胞和活体应用？同时对学生预习过程涉及的实验操作问题进行答疑。线下

课堂在虚拟仿真实验中心机房进行，讲解答疑完毕再进行线上虚拟仿真实验的操作练习以及操作考

核。学生操作中遇到问题既可以请教老师，也可以切换成学习模式，自主学习后再返回考核模式。

但该过程系统会自动记录，切换累积到一定次数时，系统会自动扣分。实验后再进一步对实验中的
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问题进行交流讨论。 
实验过程中通过三大模块17个步骤的37步交互式操作，引导学生通过探究找到分子结构与光谱

性质、成像性能之间的关系，理解如何获得一个高性能的分子成像工具。 
在模块一中，以虚拟动画演示传统膜定位探针与固态发光原位荧光探针的区别，首先形成对原

位成像探针的直观理解。再通过动手操作在HPQ染料中引入不同取代基获得19个不同类型的衍生化

合物，每个化合物的荧光光谱和溶解性质都可以查看，学生通过结构与性质的比较，从中选择出性

质最优的HPYQ，对构效关系有了初步理解。再进一步引入谷氨酸基团，提高探针的生物相容性，得

到HYPQG探针。 
在模块二中，学生重点练习原位荧光成像探针的合成与性质测试。首先进行实验中常用工具的

熟悉和认知，再进行实验装置的搭建和相关化合物的合成、纯化和初步表征，在此基础上进行单晶

结构解析。在加样、装置搭建顺序、溶剂选择等步骤均设置互动，让学生了解每个实验操作需要注

意的关键点。通过实验，学生对HYPQG探针的合成路线、合成方法、纯化方式、结构表征手段有了

直观的理解。合成获得所需探针后，能否进一步用于原位荧光成像，还需要对探针的亲脂性、稳定

性、抗扩散性质、响应性能、抗干扰能力等进行测试，在模块二的性质测试中，设计了相应的实验，

让学生深入理解，如何设计对照实验，选择合适的对照探针来验证探针的响应性能，并进一步理解

分子结构与光谱性质之间的关系。 
在模块三中，学生重点探索HYPQG探针在细胞和活体原位荧光成像及导航手术切除肿瘤中的应

用，该实验侧重生物医学实验和荧光成像实验操作的训练。合成的探针能否用于生物体系原位成像

和手术导航，还需要进行细胞膜表面原位成像、抗扩散性能比较、长时间原位成像研究，然后才能

进行小鼠等活体原位成像和成像指导的肿瘤切除实验。学生通过这些实验的操作，不仅对原位精准

生物成像有了直观理解，还从生物医学应用的角度对分子结构与成像性能关系有了深入认识。 
虚拟仿真实验完毕后，一周内在线提交实验报告，由于该系统有详细的实验过程和打分记录，

对学生实验报告的要求进行了改革。针对三个模块分别设计了5个拓展思考问题，学生对每个模块任

选2个问题来填写实验报告。设计的问题都需要结合实验数据分析和思考归纳才能回答，如“要想获

得高性能的NIR沉淀型HPQ类固态荧光染料，有哪些重要的设计原则需要考虑？”“如何判断设计

的探针HYPQG对GGT能够选择性响应？需要设计什么实验验证？”“HYPQG与市售L-谷氨酸γ-(7-
氨基-4-甲基香豆素) (AMCG)探针、以及细胞膜示踪红色探针Memb-Tracker Red的比较实验能够说明

什么问题？可对你探索的这几个实验获得的成像图进行分析”。学生在实验后结合拓展思考题，对

三大模块虚拟仿真实验探究中的结果进行反思，从设计原则、光谱性质特点、验证性实验设计、谱

图区别、结构与光谱及成像性能关系等方面总结内在规律。 
通过课前、课中、课后教学环节设计，以及线上线下混合式教学，学生在充分的交互操作体验

中，能够从分子水平理解结构和谱学特征、响应性能的内在关系，加强对设计高性能分子成像工具

创新思路的理解。同时在课后，感兴趣的同学还可以借助实验进行进一步的拓展研究，如进入分子

成像实验室了解该方向的最新进展，参与相关科研训练等。本实验总成绩构成中，考勤和预习测试

占20%，实验操作考核占70%，在线实验报告占10%，虚拟实验的各个环节在总成绩中均有体现。 

5  本虚拟仿真实验的特色与创新 
5.1  以学生核心能力培养为中心进行虚拟仿真实验的设计 

本虚拟仿真实验将最新科研成果转化为实验教学内容，为学生提供与原位荧光标记探针设计筛

选的核心过程进行全面交互的机会。 
学生在本科学习中，使用单晶衍射仪、荧光共聚焦显微镜、质谱等高端仪器的机会少，将这些

大型精密仪器转换为虚拟仿真的形式，不仅实验安全系数大大提高，学生能够直观了解和动手操作

的机会大大增加。实际科研实验周期长、成本高、消耗大，而且涉及大量细胞、活体实验和生物成
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像，需要丰富的经验才能完成，无法引入本科教学，而本虚拟仿真实验对科研实验的内容进行优化

重组，围绕探针设计、合成与性能测试、成像与手术导航构建了三大模块，每个模块相对独立又互

为一体，使学生能够循序渐进地理解科研实验的原理与分子设计，合成表征与构效关系，原位成像

与生物医学应用。 
在虚拟仿真实验各模块的设计中也体现了以学生为中心的理念，虚拟场景设计形象、生动、直

观，围绕核心能力培养，设计了37步可交互操作的步骤，让学生身临其境地体会高性能分子工具的

结构设计、合成、优化和筛选过程，掌握结构解析与表征方法，探究结构与光物理化学性质之间的

密切关系，了解其在细胞和活体肿瘤成像和手术导航中的应用潜力。通过深入探究，对肿瘤原位荧

光标记技术达到深层次理解，逐步形成高性能化学成像分子工具设计的思路，加强了动手能力、高

阶思维和创新能力的培养。 
本虚拟仿真实验能够服务于化学化工本科生的“知识、素质、能力”培养，极大地拓展了基础

实验教学的深度和广度，2021年获评湖南省虚拟仿真实验教学一流本科课程。 
5.2  基于重要科学问题的探究式教学和育人元素融入 

本虚拟仿真实验的教学中采用基于重要科学问题的探究式教学。课前引导学生调研发现肿瘤手

术切除中存在的问题，认识到精准标记与成像导航的重要性，并在线上观看实验指导相关视频，完

成预习练习题。课中引导学生发现现有荧光成像技术的问题，了解如何以重要科学问题为导向进行

分子结构设计，并依据响应性能优化结构设计，解决细胞和活体原位荧光成像中的科学问题，实现

肿瘤手术导航的应用。在三大模块学习中借助插入性问题引导学生思考，同时完成虚拟仿真实验的

考核，在实验结束后的报告填写中，结合6个思考题的回答来引导学生课后的拓展思考。通过课前预

习练习、实验考核和问题回答，可以了解学生虚拟仿真实验的操作技能和对科学问题的思考情况。 
在教学中注重科学素养和科研价值观的培养。在实验原理的探究中，结合恶性肿瘤的精准诊断

与治疗这一面向国家重大需求和人民健康的科学问题，从减轻患者痛苦的角度考虑如何对分析方法

进行改进与创新。通过虚拟仿真实验探索，了解如何通过分子水平的结构设计赋予探针精准原位标

记新功能，实现肿瘤边界的精确界定，为精准诊疗提供研究工具。在37步交互操作细节中培养严谨

的科学态度和分析解决问题的科学探究精神。通过该虚拟仿真实验的探究，理解科研如何面向国家

需求，服务人民健康来解决科学难题，理解“精准”中蕴含的“求真”“求实”和“求新”思想，

进一步实现科研价值观的积极引导。 
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