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Abstract   Near-infrared  (NIR)  nanoparticles  (NPs)  based  on  fluorescence  resonance  energy  transfer  (FRET)  were  prepared  by  co-
encapsulation  of  a  red  aggregation-induced  emission  (AIE)  molecule,  2-(4-bromophenyl)-3-(4-(4-(diphenylamino)styryl)phenyl)fumar-
onitrile (TB), and a commercial NIR fluorescence dye, silicon 2,3-naphthalocyanine bis(trihexylsilyloxide) (NIR775) with an amphiphilic
polymer  poly(styrene-co-maleic  anhydride)  (PSMA).  The  surface  of  the  NPs,  PSMA@TB/NIR775,  was  modified  with  poly(ethylene
glycol) (PEG) to increase the in vivo biocompatibility of the NPs. The PSMA@TB/NIR775 NPs showed a strong NIR (780 nm) narrow
emission and excellent two-photon absorption property. Moreover, the NPs exhibited good monodispersity, stability, and low cytotoxicity.
Under the excitation of a 1040 nm femtosecond (fs) laser, the emission peaks at 680 nm of TB and 780 nm of NIR775 excited by FRET
were obtained. We utilized PSMA@TB/NIR775 NPs as fluorescent contrast agents for two-photon excited NIR microscopic imaging, and
good NIR imaging effect of mouse brain vasculature was obtained with the imaging depth of about 150 µm. The FRET strategy by co-
encapsulating  AIE  molecule  and  NIR  dye  will  be  helpful  in  preparing  more  narrow  emission  NIR  probes  for  deep-tissue  biological
imaging.
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INTRODUCTION
Polymer-encapsulated  nanoparticles  (NPs)  have  attracted
much attention in the application of bioimaging and bioassay
because  of  the  optical  transparence  and  biological  compati-
bility  of  polymers  as  encapsulation  matrixes.  Furthermore,
the  encapsulation  can  protect  dye  molecules  from  the  ext-
ernal perturbation.[1−3]
The  fluorescence  probe  with  near-infrared  (NIR)  light

(700−900 nm) emission is very important in the field of can-
cer diagnosis and treatment due to its advantages of low op-
tical damage, deep tissue penetration depth, and minimal ef-
fect  of  biological  tissue  autofluorescence.  So  far,  the  most
widely  investigated  NIR  fluorescent  probes  are  inorganic
quantum  dots  (QDs)  and  organic  fluorescent  dyes.[4−6]
However, inorganic QDs can release heavy metal ions in ox-
idative  environment  and  exhibit  high  toxicity,  which  limits
their  applications.[7−10] As  for  organic  fluorescent  dyes,  the
traditional  organic  dyes  are  usually  excited  by  visible  light
with a small Stokes shift, and suffer from poor optical stabi-

lity  and  photobleaching.[11−15]  In  addition,  the  fluorescence
intensity of the traditional organic dye will decrease when it
aggregates  into  nanoparticles  at  high  concentrations  due  to
the strong hydrophobic interaction and π-π stacking interac-
tion,[16,17]  known  as  aggregation-caused  quenching  (ACQ)
effect.[18] Therefore,  the development of organic fluorescent
probes  with  NIR  emission,  low  toxicity,  large  Stokes  shift,
good  photostability,  high  brightness,  and  anti-photobleach-
ing is still a big challenge.
Fortunately,  Tang  et  al.  developed  a  novel  class  of  flu-

orogens  with  aggregation-induced  emission  (AIE)  featu-
res.[19−21]  Unlike  ACQ  dyes,  the  emission  of  AIE  lumino-
gens  (AIEgens)  will  be  enhanced  rather  than  quenched  in
response  to  aggregation.  Moreover,  AIEgens  exhibit  some
merits such as high photobleaching threshold, stable fluores-
cence, and low cytotoxicity.[22−25] These benefits make AIE-
gens ideal probes for bioimaging.[26−29] Recently, many AIE
fluorescent  molecules with red/NIR emission have been de-
signed  and  synthesized.[1−3,30−35]  However,  these  molecules
have such undesirable qualities as one or another when used
in the bioimaging. For example, some of their emission max-
ima were mainly located at wavelengths shorter than 650 nm
and  only  part  of  their  emission  spectra  was  located  in  the
NIR  range.[30−33]  Some  of  these  AIE  fluorescent  molecules
showed broad emission spectra.[3,34] The wide emission spec-
tra  would  interfere  with  the  detection  of  other  synchronous
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signals,  which  limits  the  application  of  the  fluorescent
probes.  Thus,  the  development  of  AIE  fluorescent  probes
with  narrow  NIR  emission  is  of  great  significance,  while  a
simple  single  molecule  design  is  difficult  to  achieve  such  a
goal.
Fluorescence  resonance  energy  transfer  (FRET)  occurs

between  two  molecules,  donor  and  acceptor,  when  they  are
close  enough.  FRET  needs  to  meet  the  condition  that  the
emission  spectrum  of  donor  overlaps  with  the  absorption
spectrum of the acceptor, and the distance between the donor
molecule and the acceptor  molecule is  less  than 100 nm. In
FRET  process,  the  excitation  luminescence  first  excites  the
donor to its  electronic excited state.  Then,  the energy trans-
fers  from  donor  to  acceptor,  and  the  acceptor  is  excited  to
its electronic excited state. Finally, the acceptor falls back to
its  ground  state,  and  resultantly  the  emitted  photons  are
mostly  from  the  acceptor,  leading  to  large  apparent  Stokes
shifts.[36−42]  Compared  with  the  complex  molecular  design-
ing,  FRET  strategy  can  more  readily  achieve  the  fluores-
cence probe of NIR emission with high efficiency. Encapsu-
lation of a suitable traditional commercial NIR dye together
with an AIE molecule to achieve FRET nanoparticles can not
only  obtain  the  narrow  NIR  emission,  but  also  prevent  the
fluorescence  quenching,  resulting  in  strong  NIR  fluores-
cence and good photostability of NPs.[30−33,43]
The  two-photon  fluorescence  microscopy  (TPFM)  ima-

ging technique is a deep tissue imaging method. The excita-
tion  source  is  a  femtosecond  (fs)  laser,  and  the  excitation
wavelength in most TPFM is located within 700−900 nm,[44]
which is beneficial to increasing the penetration depth of ex-
citation  light.  In  addition,  due  to  the  nonlinear  excitation
mode of the two-photon fluorescence, only the local particles
where  the  light  beam  focuses  can  be  excited,  and  other  re-
gions  of  the  biological  samples  without  the  light  beam will
not be excited, which largely prevents the photobleaching of
fluorescent probes and increases the spatial resolution of the
imaging.[45−50]
In  this  work,  a  red  emissive  AIE  molecule,  2-(4-bro-

mophenyl)-3-(4-(4-(diphenylamino)styryl)phenyl)fumaroni-
trile  (TB),  was  chosen  as  the  FRET donor,  and  silicon  2,3-
naphthalocyanine  bis(trihexylsilyloxide)  (NIR775),  a  com-
mercial  NIR  dye,  was  selected  as  the  acceptor.  FRET pairs
of  different  ratios  were co-encapsulated[42,51,52]  into  the  am-
phiphilic polymer poly(styrene-co-maleic anhydride) (PSMA)
to prepare the NIR FRET NPs of PSMA@TB/NIR775. The
results indicated that the NPs have strong NIR (780 nm) lu-
minescence,  good  two-photon  properties,  excellent  monod-
ispersity,  stability,  and  low  cytotoxicity.  We  used  1040  nm
femtosecond (fs)  laser  as  the  excitation  source  to  excite  the
NPs,[53] and the emission peaks located at 680 nm of TB and
780  nm  of  NIR  775  excited  by  FRET  were  obtained.  The
two-photon  imaging  of  mice  brain  vasculature  measured
with  the  NPs  had  a  good  NIR imaging  effect,  and  the  ima-
ging depth was about 150 µm.

EXPERIMENTAL
Materials
All reagents and starting materials were commercially avail-

able and were used without further purification. The detailed
synthesis  and  characterization  of  TB  have  been  reported  in
our  previous  work.[54]  Tetrahydrofuran  (THF)  was  bought
from Xilong Chemical Co., Ltd. 1-(3-Dimethylaminopropyl)-
3-ethylcarbodiimide  hydrochloride  (EDC)  was  purchased
from  Sam  Chemical  Technology  (Shanghai)  Co.,  Ltd.  N-
hydroxysuccinimide  (NHS)  was  obtained  from  Sinopharm
Chemical  Reagent  Co.,  Ltd.  PEG-NH2,  PSMA,  3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide,
and  thiazolyl  blue  tetrazolium bromide  (MTT)  were  bought
from  Sigma-Aldrich  (St.  Louis,  MO,  USA).  Dulbecco’s
modified  eagle  medium  (DMEM)  cell  culture  medium  was
purchased  from  Hyclone  Corporation.  All  other  chemicals
were  purchased  as  analytical  grade  from  Sinopharm
Chemical  Reagent  Co.,  Ltd.  Deionized  water  (18.2  MΩ·cm
resistivity) from a Milli-Q water system was used throughout
the whole experiments.
Experimental Instrument
UV-Vis  absorption  spectra  were  recorded  on  a  Shimadzu
UV-3600  spectrophotometer.  Fluorescence  spectra  were
recorded  on  an  Ocean  Optics  Maya2000Pro  optical  fiber
spectrophotometer  with  a  405  nm  LED  as  the  excitation
source.  DLS  and  zeta  potential  measurements  were  perfor-
med  using  a  Malvern  Zetasizer  Nano  ZS  size  analyzer  at
room  temperature.  The  morphology  of  NPs  was  characte-
rized  by  a  field  emission  transmission  electron  microscope
(FE-TEM,  JEM-2100F,  JEOL,  Japan).  Two-photon  fluo-
rescence  spectra  of  PSMA@TB/NIR775  NPs,  which  were
excited by a 1040 nm fs laser (from an amplified output of a
large-mode-area  ytterbium-doped  photonic  crystal  fiber
(PCF)  oscillator  (150  fs,  50  MHz)),  were  measured  by  a
home-built  system  and  collected  with  an  optical  fiber
spectrometer (PG2000, Ideaoptics Instruments).
Preparation and Surface Modification of Nanoparticles
PSMA@TB/NIR775  NPs  nanoparticles  were  prepared  by
using  a  self-assembly  method.  TB  stock  solution  of  THF
(1 mg/mL, 5 mL), PSMA stock solution of THF (5 mg/mL,
20  mL),  and  NIR775  stock  solution  of  THF  (0.1  mg/mL,
10  mL)  were  prepared,  respectively.  Then  100  μL  of  TB
stock  solution  and  200  μL  of  PSMA  stock  solution  were
mixed in a 2 mL-EP tube, and different amounts of NIR775
stock  solutions  (20,  30,  40,  50,  60,  70,  80,  and  90  μL),
respectively,  were  added.  THF  (1  mL)  was  added  to  the
solutions under ultrasonication. The doping ratios of NIR775
were  2%−9%  when  taking  TB  as  the  reference.  Deionized
water (5 mL) was added into a 20 mL-glass bottle and placed
in an ultrasonic instrument at about 40 °C, and the solutions
in  EP  tubes  were  quickly  poured  into  the  bottle  after  the
water  was  heated  under  ultrasonication.  The  solutions  were
heated on a hot stage at 78 °C 5 min later, and nitrogen was
blown into the solutions to remove the THF until  there was
no smell in the bottle (It was suitable that the bubbles came
out continuously and uniformly.). The red NPs were obtained
by filtration with 0.22 µm water phase filter.
The  aqueous  solution  of  NPs  prepared  was  concentrated

by heating in water  bath to calculate the encapsulation con-
centration.  The  concentrated  solution  was  put  into  a  beaker
and  heated  by  ultrasonication  with  the  addition  of  EDC.
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After  10  min  of  ultrasonication,  NHS  was  added  into  the
beaker and the solution was activated for 5 min. Then PEG-
NH2 was  added  to  the  mixed  solution,  and  the  solution  re-
acted under ultrasonication for 2 h. Finally, the mixture was
removed to the semipermeable membrane by a syringe,  and
dialyzed in the NaHCO3 solution for 12 h. Dialysate changed
to deionized water, the solution was dialyzed for 3 days with
the  deionized  water  renovated  once  every  6  h  until  the  NP
solution  was  clear  and  transparent.  The  PEG-modified  NPs
were obtained after the NP solution was filtered by 0.22 µm
water phase filter.
Cytotoxicity of NPs
The  cytotoxicity  of  NPs  on  HepG2  cells  was  evaluated  by
an  MTT  assay.  Cell  viability  was  used  to  evaluate  the
cytotoxicity of the NPs. HepG2 cells in normal division and
growth  were  laid  in  a  96-well  plate  at  the  concentration  of
1  ×  105  cells/mL,  and  each  well  contained  100  μL  of  the
sample. The plate was placed in an incubator with 5% carbon
dioxide and incubated at 37 °C for 24 h. After removing the
original  culture  medium,  DMEM  (containing  2%  serum)
fresh medium containing different concentrations of NPs (0,
20, 40, 60, 80, 100, and 120 μg/mL) was added to each well.
Then  the  plate  was  placed  in  the  incubator  with  5% carbon
dioxide and incubated at 37 °C for 24 h, followed by addition
of  MTT  solution  (5  mg/mL,  10  μL),  and  incubation  for
another  4  h.  The samples  without  NPs acted as  the  positive
control  group.  After  removing  the  supernatant  of  the  wells,
200  μL  of  DMSO  was  added  and  vibrated  at  room  tempe-
rature for 5 min. The absorbance at 650 nm was detected by
using  a  microplate  reader  after  the  crystals  were  dissolved
completely.
Two-photon Fluorescence Imaging
All  animal  experiments  were  conducted  under  the  requi-
rements  and  guidelines  of  the  Experimental  Animal  Ethics
Committee of Zhejiang University. ICR mice (~18 g, female)
were  obtained  from  the  Animal  Center  Laboratory  of

Zhejiang  University,  and  caged  in  a  super-clean  room.  All
the drinking water and food were of experimental level, and
their  housing  area  was  kept  at  24  °C with  a  12  h  day/night
cycle.  Initially,  the  anesthetized  mice  underwent  skull-
removal surgery under aseptic conditions to prevent infection
and  other  injuries.  ICR  mice  were  intravenously  injected
with  300  μL of  PSMA@TB/NIR775  NPs  (0.125  mg/mL in
PBS  buffer  solution).  The  mice  of  the  control  group  were
intravenously injected with 300 μL of PSMA@NIR775 NPs
without TB (PBS buffer solution). The mice were imaged on
a  two-photon  fluorescence  scanning  microscope  under  the
excitation  of  a  1040  nm  femtosecond  (fs)  laser  (150  fs,
50 MHz). To ensure a normal life activity, the temperature of
the  mice  was  maintained  at  (37  ±  1)  °C.  The  two-photon
signals  were  filtered  using  a  590  nm  long-pass  filter,  and
collected  using  the  photomultiplier  tube  (PMT,  H7422-50,
Hamamatsu) through NDD mode.

RESULTS AND DISCUSSION
Preparation and Properties of PSMA@TB/NIR775 NPs
Scheme  1  illustrates  the  schematic  diagram  for  the  prepa-
ration of PSMA@TB/NIR775 fluorescent NPs by co-encap-
sulation  of  TB  and  NIR775  with  amphiphilic  polymer
PSMA. The chemical structures of the compounds are shown
in  the  schematic  diagram.  Under  ultrasonication  conditions,
hydrophilic-hydrophobic interaction acts as the self-assembly
dynamics  of  the  NPs.  The  hydrophobic  segments  of  PSMA
intertwine with the dye molecules, TB and NIR775, to form
hydrophobic  nuclei.  The  maleic  anhydride  groups  on  the
polymeric  chains  hydrolyze  to  carboxylic  acids  under  ultra-
sonication  conditions.  The  carboxylic  acids  as  hydrophilic
groups  distribute  evenly  on  the  surface  of  the  hydrophobic
nucleus to form a water-soluble shell, ensuring that the NPs
are  water-soluble  and  will  not  aggregate.  This  enables  the
NPs  to  exhibit  good  monodispersity  and  long-term stability
in aqueous solution. The fluorescent NPs modified with PEG
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Scheme 1    The chemical structures and synthetic approach of PSMA@TB/NIR775 NPs
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were  prepared  through  dehydration  condensation  of  car-
boxylic acid and amino group on the NPs surface.
The size and morphology of the prepared NPs were char-

acterized  by  dynamic  light  scattering  (DLS)  and  transmis-
sion electron microscopy (TEM). As shown in Fig. 1(a), the
PSMA@TB/NIR775 NPs  have  a  relatively  uniform particle
size  distribution,  and  the  average  hydrodynamic  diameter
(number-weighted)  of  the  NPs  is  64.5  nm.  From  the  TEM
morphology, it can be found that the size distribution of the
NPs  is  also  uniform  with  an  average  diameter  of  40.8  nm,
and  the  particles  present  a  uniform  sphere  shape  (Fig.  1b).
The  particle  size  measured  by  TEM  is  smaller  than  that
measured by DLS due to the drying process for TEM meas-
urement.

Fig. 2 shows the zeta potential of the PSMA@TB/NIR775
NPs. The surface potential of the NPs is −67.8 mV. The low
surface  potential  results  from  the  large  number  of  carboxyl
groups produced by hydrolysis of acid anhydride on the NPs
surface,  and  the  ionization  of  the  carboxyl  groups  causes
more negative charges on particle surface.  According to the
principle  of  mutual  exclusion  of  the  charges  with  the  same
sign,  the  PSMA@TB/NIR775  NPs  will  not  aggregate  in  a
short time. No obvious precipitation was observed after stor-
age  of  two  months  at  room temperature,  indicating  that  the
NPs solution has an excellent colloidal stability. Overall, the
prepared  fluorescent  NPs  have  good  monodispersity,  uni-
form size distribution, and good stability.

Photophysical Properties of PSMA@TB/NIR775 NPs
PSMA@TB  NPs  were  prepared  through  self-assembly  of
amphiphilic  polymer  PSMA  and  AIE  molecule  TB  under
ultrasonication.  The  normalized  absorption  and  emission
spectra of PSMA@TB NPs and NIR775 in THF solution are
shown in Fig.  3.  PSMA@TB NPs have  a  strong absorption
peak at 357 nm and a weak absorption peak at 475 nm. For
the  emission  spectrum,  PSMA@TB  NPs  show  a  broad
emission peak at 560−866 nm with the maximum located at
678 nm. NIR775 shows three absorption peaks at  688,  733,
and  773  nm,  and  three  emission  peaks  at  790,  818,  and
860 nm, respectively. All the absorption and emission peaks
of NIR775 exhibit a narrow characteristic. In addition, all the
absorption  wavelengths  of  NIR775  fall  within  the  fluore-
scence emission wavelength range of PSMA@TB NPs. It is
well  known  that  FRET  can  be  realized  if  the  absorption
spectrum  of  one  molecule  overlaps  with  the  emission
spectrum of another molecule. Consequently, FRET NPs can
be  obtained  by  co-encapsulation  of  TB  and  NIR775  with
amphiphilic polymer PSMA.

To obtain the optimized NIR emission, we investigated the
influence of NIR775 feeding ratios on the absorption spectra
of PSMA@TB/NIR775 NPs. Herein, the amount of TB and
PSMA was fixed, while the mass ratio of NIR775 to TB was
varied  from  3%  to  8%.  The  absorption  spectra  of
PSMA@TB/NIR775  NPs  are  shown  in  Fig.  4(a).  It  can  be
found  that  the  absorption  intensity  of  PSMA@TB/NIR775
NPs  around  773  nm  increases  as  the  mass  ratio  of
NIR775/TB increases from 3% to 8% (with the same amount
of  TB).  Fig.  4(b)  illustrates  the  change  in  emission  spectra
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Fig.  1      (a)  DLS  distribution  and  (b)  TEM  morphology  of  the
PSMA@TB/NIR775 NPs
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Fig. 2    Zeta potential distribution of the PSMA@TB/NIR775 NPs
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Fig.  3      Normalized  absorption  and  emission  spectra  (under  the
excitation  of  a  405  nm  LED)  of  PSMA@TB NPs  and  NIR775  in
THF solution
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with  increasing  concentrations  of  NIR775  from  2%  to  9%.
The TB emission from 600 nm to 750 nm is quenched gradu-
ally, and the 780 nm emission of NIR775 increases with the
mass ratio changing from 2% to 5%. This is because NIR775
molecules  are  separated  by  the  AIE  molecules  TB  in  the
PSMA matrix. TB molecule displays highly twisted molecu-
lar conformation, which will  weaken the π-π stacking effect
with NIR775, so the fluorescence quenching of NIR775 can
be  avoided.[55,56]  When  the  mass  ratio  of  NIR775  in
PSMA@TB/NIR775 NPs is larger than 5%, the emission at
780 nm declines due to the quenching of NIR775 dyes. This
is because a higher concentration of NIR775 dyes results in
the π-π stacking effect with each other. PSMA@TB/NIR775
NPs with a 5% loading ratio of NIR775 exhibit the strongest
fluorescence  signals  at  780  nm.  Thus,  PSMA@TB/NIR775
NPs with a 5% loading ratio of NIR775 was adopted to con-
duct the following cytotoxicity experiments and two-photon
imaging experiments.

FRET process between donor and acceptor is usually asso-
ciated with the lifetime change of  donor in  the absence and
presence of  acceptor.  Larger lifetime changes indicate more
efficient  energy  transfer  between  the  FRET  pair.[57]  Fig.  5
shows the fluorescence decay curves of PSMA@TB NPs and
FRET NPs (PSMA@TB/NIR775). PSMA@TB NPs without
doping NIR775 have an initial lifetime of 3.84 ns, which de-
creases to 2.63 ns by doping with 5% NIR775. The obvious

lifetime difference demonstrates the efficient energy transfer
between  TB  and  NIR775.  FRET  efficiency  was  calculated
to be 31.5% by the equation of η = 1 − τDA/τD, where τDA and
τD are the lifetimes of FRET NPs (PSMA@TB/NIR775) and
the donor TB, respectively. Although the FRET efficiency is
not  very  high,  it  well  proves  that  the  PSMA@TB/NIR775
NPs have FRET effect. Thus, the fluorescent NPs with NIR
and  narrow  emission  were  successfully  obtained  through
FRET.

Cytotoxicity of PSMA@TB/NIR775 NPs
The  cytotoxicity  of  PSMA@TB/NIR775  NPs  was  assessed
with an MTT assay.[58] Fig. 6 shows the cell viability results
when incubated with various concentrations (0−120 μg/mL)
of PSMA@TB/NIR775 NPs for 24 h. It can be found that the
cell  viability remains ~90% even when the concentration of
PSMA@TB/NIR775  NPs  reaches  as  high  as  100  µg/mL,
indicating  that  the  NPs  prepared  have  good  cytocompatibi-
lity, low cytotoxicity, and are suited for biological imaging.

Two-photon Imaging of PSMA@TB/NIR775 NPs
Two  kinds  of  PSMA@TB/NIR775  NPs  with  5%  and  8%
mass  ratios  of  NIR775  to  TB were  prepared  and  their  two-
photo properties  were  investigated.  It  is  known that  TB has
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Fig. 4    (a) Absorption spectra and (b) emission spectra (under the
excitation  of  a  405  nm  LED)  of  PSMA@TB/NIR775  NPs  with
different NIR775 doping concentrations
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Fig. 5    Fluorescence decay curves of PSMA@TB and FRET NPs
PSMA@TB/NIR775 NPs
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Fig.  6      Viability  of  HepG2  cells  after  incubation  with  different
concentrations  of  PSMA@TB/NIR775  NPs  for  24  h.  The  loading
ratio of TB and PSMA is 1:10, and the mass ratio of NIR775 to TB
is 5%.
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excellent  two-photon  properties,  while  NIR775  does  not
have  two-photon  absorption.  Accordingly,  the  two-photon
absorption  cross-section  of  PSMA@TB/NIR775  should  be
similar  to  that  of  TB.  The  measurement  of  two-photon
absorption  cross-section  of  TB  molecule  and  the  proof  of
two-photon  nonlinear  optical  process  have  been  reported  in
our  previous  studies.[54]  Fig.  7  shows  the  two-photon
fluorescence  spectra  of  PSMA@TB/NIR775  NPs  by  using
1040 nm fs laser (150 fs, 50 MHz) as the exciting light. It can
be found that the two-photon spectra are similar to the single-
photon spectra of the NPs, indicating that the NPs absorb two
photons  simultaneously  to  complete  the  transition  from
ground  state  to  excited  state.  That  is,  TB  emits  two-photon
fluorescence  after  absorbing  two  photons,  which  further
excites  the  near-infrared  dye  NIR775  to  produce  NIR
emission  of  780  nm.  Moreover,  the  NPs  doped  with  5%
NIR775  have  the  stronger  NIR  emission  intensity  than  the
NPs doped with 8% NIR775 do, which performs the same as
the single photon spectra.

Fig. 8 shows the capillary two-photon fluorescence photo-
graphs  of  PSMA@TB/NIR775  NPs  with  5%  and  8%  mass
ratios of NIR775, and PSMA@NIR775 NPs without TB. Be-
cause PSMA@TB/NIR775 NPs produce two-photon fluores-
cence,  the  capillary  shape  can  be  clearly  seen  in  Figs.  8(a)
and 8(b). The capillary imaging effect of 5% doping ratio is
better  than  that  of  8% doping ratio,  and the  former  fluores-
cence is stronger, which is consistent with the results of the
two-photon  fluorescence  spectra.  Since  PSMA@NIR775
NPs  do  not  have  two-photon  absorption,  the  fluorescence
from PSMA@NIR775 NPs does not appear in Fig. 8(c) un-
der the excitation of fs laser.
To  demonstrate  the  potential  application  of  two-photon

NIR fluorescence in biological imaging, PSMA@TB/NIR775
NPs with 5% mass ratio of NIR775 were applied to the brain
vasculature imaging of a mouse under 1040 nm fs laser ex-
citation.  The  imaging  signals  were  received  at  a  depth  of
every 10 µm, and then many fluorescent images with differ-
ent depths were acquired. Two-photon imaging of the blood
vessels  was  obtained  by  stacking  those  fluorescent  images
along Z-axis  direction. Fig.  9 shows the two-photon images

of  cerebral  vessels  at  four  different  areas  in  a  mouse.  The
depth  of  the  image  was  about  150  µm.  Besides  the  main
veins and arteries, small capillaries in deep places could also
be  seen.  These  results  indicated  that  PSMA@TB/NIR775
NPs can be used as angiographic agents for biological vascu-
lar imaging in vivo.

CONCLUSIONS
In  summary,  we  prepared  NIR  NPs,  PSMA@TB/NIR775,
based on FRET by co-encapsulation  of  a  red  AIE molecule
TB and a commercial NIR fluorescence dye NIR775 with the
amphiphilic polymer PSMA. The NPs showed a strong NIR
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Fig.  7      Two-photon  fluorescence  spectra  of  PSMA@TB/NIR775
NPs with 5% and 8% mass ratios of NIR775 to TB (exciting light:
1040 nm fs laser)
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Fig.  8      Capillary  two-photon  fluorescence  photographs  of
PSMA@TB/NIR775  NPs  with  (a)  5%  and  (b)  8%  mass  ratios  of
NIR775,  and (c)  PSMA@NIR775 NPs without  TB (exciting light:
1040 nm fs laser)

 
Fig. 9      Two-photon fluorescence imaging of mouse brain vessels
in four different places using PSMA@TB/NIR775 NPs
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(780  nm)  narrow  emission  peak  and  excellent  two-photon
absorption property. Moreover, the NPs exhibited good mono-
dispersity,  stability,  and  low  cytotoxicity.  The  PSMA@TB/
NIR775 NPs were excited by using a 1040 nm fs laser as the
excitation  source,  and  the  emission  peaks  at  680  nm of  TB
and 780 nm of NIR775 excited by FRET were obtained. The
two-photon NIR imaging of mice brain vasculature using the
NPs was achieved, and the imaging depth was about 150 µm.
The  NIR  fluorescent  NPs  developed  in  this  work  can  be
further conjugated with specific ligands or functional groups
for targeted biological imaging or sensing.
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