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摘要　提出了一种同时重建荧光参数的全三维时域荧光分子层析方法，通过选择一对合适的拉普拉斯变换因子提

取时间扩展曲线的特征信息，求解时域耦合扩散方程。在图像重建过程中，应用代数重建技术求解线性逆问题，且

引入归一化玻恩比方法。基于多通道时间相关单光子计数系统对模拟仿体进行了透射和反射式时间分辨数据测

量，利用所提方法同时重建了荧光产率和寿命的三维图像。实验结果表明利用反射式测量数据目标体位置、大小、

形状等方面具有一定的偏差，透射式达到了较好的重建效果，而两种模式相结合重建效果最优。
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１　引　　言

随着荧光分子探针技术在生物医学研究中的深

入和广泛应用，荧光分子层析（ＦＭＴ）技术作为一种

新颖的分子成像方式得到了不断发展。其主要优势

在于能够进行疾病过程的在体检测、基因治疗的在

体示踪、药物的在体疗效测评、功能分子的在体活动

规律研究等方面［１～６］。ＦＭＴ图像重建方法在稳态

和频域模型下已通过模拟和实验验证［７～１１］。在稳

态模型中应用连续光激发组织体，在边界位置探测

出射光的强度，可用于重建荧光产率（荧光吸收系数

和量子效率之积）图像。由于荧光寿命独立于荧光

剂浓度、光漂白等非本征因素，对荧光剂所处微环境

的生化信息，如ｐＨ 值、黏度、氧合度等信息特别敏

感，因此在重建荧光产率的基础上再对荧光寿命重

建可极大地提高癌症的早期诊断能力［１１，１２］。频域

系统可通过测量光的振幅和相位变化实现荧光产率
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和寿命的同时成像。由于典型的荧光寿命在纳秒量

级，几百兆赫兹的调制频率仍不能提供足够高的相

位差，而当调制频率高至吉赫兹时，在实际应用中则

不可行［１３，１４］。时域方法能克服上述两种模式的缺

点，具有多参数和多组分荧光图像同时重建能力。

因而，ＦＭＴ 成像技术研究在时域模式下逐渐开

展［１５～１７］。由于直接应用时域测量数据计算量庞大，

因而重建算法一般采用变换数据类型的方法。如傅

里叶变换、梅林变换以及拉普拉斯变换等。其中拉

普拉斯变换方法在噪声鲁棒性、稳定性和计算速度

等方面具有优势［１７］。

本文基于时域耦合扩散方程，通过拉普拉斯变

换提取时间信号特征信息，结合代数重建技术及归

一化玻恩比方法同时重建荧光产率和寿命图像。采

用多通道时间相关单光子计数系统对模拟仿体进行

透射式和反射式测量，对所提方法进行实验验证，并

对重建结果进行讨论。

２　理论方法

在荧光分子层析中，一般需用一种荧光生化标

记物（荧光染料，如ＩＣＧ）作为对比剂，将其注射到生

物组织后，在外部光源的激发下，上述标记物发出近

红外荧光，通过对组织表面溢出的光信息进行检测，

进而采用重建方法得到标记物荧光参数在组织中的

分布图像［１８］。荧光在组织体中的传播模型需考虑

如下过程：１）激发光λ狓 由组织体表面进入内部；２）

被荧光团吸收；３）激发出荧光λ犿，且有λ犿 ＞λ狓；４）

荧光在组织体中传播后传出组织体表面。当介质在

光学传播厚度范围内，且荧光光源和探测面达到一

定距离时，扩散方程可很好地描述光在高散射、低吸

收介质中的传输过程。对于时域荧光分子层析，激

发光和荧光的传播可由时域耦合扩散方程表示，对

此方程进行拉普拉斯变换，有［１７］

－·κ狓（）狉 ＋（μ犪狓（）狉犮＋β［ ］）Φ狓 狉，狉狊，（ ）β ＝δ狉－狉（ ）狊

－·κ犿（）狉 ＋（μ犪犿（）狉犮＋β［ ］）Φ犿 狉，狉狊，（ ）β ＝犮Φ狓 狉，狉狊，（ ）βημ犪犳（）狉／１＋βτ（）［ ］｛ 狉
， （１）

式中狓和犿 分别表示激发波长和发射波长；Φν（狉，

狉狊，β）＝∫
∞

０

Φν（狉，狉狊，狋）ｅｘｐ（－β狋）ｄ狋（ν∈［狓，犿］），为与

时间相关的光子密度Φν狉，狉狊，（ ）狋 的拉普拉斯变换，β
表示拉普拉斯变换因子；犮为光子在介质中的传播

速度；κν狉，（ ）狋 ＝犮／３μ′狊ν（）［ ］狉 为扩散系数，μ′狊ν（）狉 表

示约化散射系数；荧光产率ημ犪犳（）狉 和寿命τ（）狉 表

示荧光参数。

本文引入归一化玻恩比方法，它具有与光源强

度无关，对系统误差具有较小敏感性等优点［１９］，且

与文中所提的拉普拉斯变换方法相结合能够克服测

量系统的零点校正问题。归一化玻恩比即用激发源

在狉狊处激发、探测器在狉犱 处测得的荧光光流量除以

相应的激发光的光流量，结合（１）式可得

犐犿 狉犱，狉狊，（ ）β／犐狓 狉犱，狉狊，（ ）β ＝Θ∫
Ω

犮犌犿 狉犱，狉，（ ）β ×

Φ狓 狉，狉狊，（ ）β狓狉，（ ）βｄΩ／犐狓 狉犱，狉狊，（ ）β ， （２）

式中犐ν狉犱，狉狊，（ ）β 为边界测得的光子流量；在实验过

程中，Θ是与激发光和荧光的归一化强度以及滤光

片衰减系数相关的因子；犌犿 狉犱，狉，（ ）β 表示发射光的

格林函数；狓狉，（ ）β ＝ημ犪犳（）狉／１＋βτ（）［ ］狉 。由于

需重建的荧光参数个数远远大于测量数据个数，使

得对荧光参数的求解过程变为欠定问题，且计算过

程通常导致需计算大型矩阵。在正规则方法中可采

用代数重建技术通过对矩阵进行逐行计算，有效快

速地对方程进行求解。

一般来说不同的变换因子β强调时间分辨曲线

的不同部分。经拉普拉斯变换的时域扩散方程与稳

态扩散方程表示形式类似，其中 μ犪ν（）狉犮＋［ ］β 项相

当于稳态问题中的吸收系数项［μ犪ν（狉）为吸收系

数］，因 此 在 物 理 意 义 上 必 有 μ犪ν（）狉犮＋［ ］β ≥

０ν∈ 狓，｛ ｝（ ）犿 ，且对于发射扩散方程的光源项应有

犛犿 狉，狉狊，（ ）β ＝ 犮Φ狓 狉，狉狊，（ ）βημ犪犳（狉）／１＋βτ（狉［ ］） ≥

０。因而使上述两个条件同时成立的条件为β≥

ｍａｘ－μ犪狏犮，－１／｛ ｝τ ，这样可使与时间相关的扩散方

程在物理上有意义，同时在数学上是稳定的。基于以

上 说 明， 经 验 地 选 择 一 对 变 换 因 子 β１，２ ＝

１／［１／（μ
（犅）
犪狓犮）＋１／（μ

（犅）
犪犿犮）＋τ

（犅）］（上标犅表示背

景）［２０］。由于需重建的未知量狓狉，（ ）β 是荧光产率、

寿命和拉普拉斯变化因子β的函数，相应的重建量

为狓狉，β（ ）１ 和狓（狉，β２），通过如下公式即可获得荧光

产率和寿命的分布

３５５２
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ημ犪犳（）狉 ＝ β１－β（ ）２ 狓狉，β（ ）１ 狓狉，β（ ）２ ／β１狓狉，β（ ）１ －β２狓狉，β（ ）［ ］２

τ（）狉 ＝－ 狓（狉，β１）－狓（狉，β２［ ］）／β１狓（狉，β１）－β２狓（狉，β２［ ］｛ ）
． （３）

３　实验验证

为验证上述方法，采用透射和反射两种模式对

模拟仿体进行时间分辨测量。图１为透射模式下多

通道时间分辨测量装置。实验过程为：皮秒脉冲激

光器（ＢＬＨＰ７００，Ｂｅｃｋｅｒ＆ ＨｉｃｋｌＧｍｂｌ）发出波长

６６０ｎｍ的激发光，经直径６２．５μｍ，数值孔径０．２２

的光纤导出，之后由１∶１６光开关将激发光源依次导

入１６个源位置。对于每次源入射，４个４∶１光开关

分４次，每次选择４个相邻检测点作并行时间相关

单光子计数（ＴＣＳＰＣ，ＳＰＣ１３４，Ｂｅｃｋｅｒ＆ Ｈｉｃｋｌ

Ｇｍｂｌ）检测，探测光纤直径５００μｍ，数值孔径０．３７。

随后切换源位置重复上述测量，直至１６个源位置

“扫描”完毕。在测量荧光时，探测光纤需经３片长

通滤波器将激发光滤除。整个系统由计算机控制，

为消除外界光对系统测量的影响，将装置置于黑暗

状态下。对于反射模式则在上述装置基础上进行了

单通道测量。

图１ 实验装置示意图

Ｆｉｇ．１ Ｓｋｅｔｃｈｍａｐｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐ

模拟仿体为长１００ｍｍ×２５ｍｍ×７０ｍｍ的长

方体，由聚甲醛（Ｐｏｌｙｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ）组成。采用基

于反射模式的光学参数时域测量方法测得其吸收系

数 μ犪（）狉 ＝ ０．００３８ ｍｍ－１， 约 化 散 射 系 数

μ′狊（）狉 ＝０．９３８ｍｍ
－１。目标体由仿体上开出直径

５ｍｍ，高６０ｍｍ 的圆柱型孔模拟，孔内注入１％

Ｉｎｔｒａｌｉｐｉｄ溶液和Ｃｙ５．５荧光染料（激发和发射峰值

分别在６７０ｎｍ 和７１０ｎｍ）。用同样方法测得其吸

收系数 μ犪（）狉 ＝ ０．００１７ ｍｍ
－１，约化散射系数

μ′狊（）狉 ＝０．８７ｍｍ
－１［２１］。由于设计的模拟仿体较大，

为减小计算量，在目标体周围截取较小的计算模型

用于图像重建。在外推边界条件下计算模型如图２

所示。在所示坐标系下，目标体的中心坐标为犡＝

３２ｍｍ，犣＝１５ｍｍ。对于透射式测量，１６个光源入

射点位于犣＝０的犡犢平面，探测点位置与其相对，

间隔为７ｍｍ×７ｍｍ，视场范围（ＦｉｅｌｄｏｆＶｉｅｗ，

ＦＯＶ）为２１ｍｍ×２１ｍｍ。对于透射式测量，光源

与探测器则具有相同的位置分布。

在图像重建过程中，根据经验选择仿体背景的

荧光产率ημ犪犳（）狉 ＝ ０．００００１ ｍｍ
－１，荧光寿命

τ（）狉 ＝１００００ｐｓ。计算过程中采用有限元方法将仿

体离散成边长１．５ｍｍ的立方体。代数重建技术的

迭代次数固定为２０，松弛因子选为０．１。

图２ 仿体计算模型

Ｆｉｇ．２ Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｍｏｄｅｌｏｆｐｈａｎｔｏｍ

４　实验结果及讨论

利用本文所提的时域荧光分子重建方法，分别

进行了基于透射式、反射式以及透射、反射相结合测

量数据的三维图像重建。图３（ａ），（ｂ），（ｃ）分别给

出了荧光产率和寿命在犣 ＝１５ｍｍ 时，犡犢 平面

（左）以及犡＝３２ｍｍ时，犡犣平面（右）的重建图像。

由图３（ａ）可以看出，在犡犢平面中，荧光产率

进行了较好的重建，重建目标的形状、位置、大小均

与实际目标相符；而荧光寿命图像、重建目标的形状

和位置与实际情况符合，但大小上有较大的膨胀。

犡犣平面的剖面图则显示荧光产率和寿命的重建结

果在犣方向有较大的拉伸，这是由于此测量方式缺

乏横向信息的测量。

图３（ｂ）显示，在反射测量方式下，图像重建算

法虽然对于荧光产率和寿命均有明显的重建结果，

但由犡犢 平面图像可以看出重建目标高度比实际情

况偏小，重建位置相对于实际位置有明显的向外偏

移，大小上有较大的膨胀。因而反射式测量在目标体

４５５２
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距测量表面较深时位置偏差加大，更适于浅表测量。

犡犣平面的剖面图则显示重建结果在犡 方向有较大

的拉伸，其主要原因为测量数据缺乏纵向信息。

图３（ｃ）显示结合两种测量数据重建时，由于测

量数据和角度的增加，对于犡犢平面，此算法对荧光

产率图像进行了很好的重建，重建目标的形状、位

置、大小均与实际目标相符；重建目标的荧光寿命形

状和位置与实际情况符合，但大小上仍有膨胀。犡犣

平面的剖面图可以看出相比于前两种方式，由于两

种方式结合具有更多的角度信息，重建质量有所提

高，尤其是荧光产率图像。另外荧光产率的量化度

在同样参数下，反射透射相结合方式有明显的提高。

图３ 基于透射式（ａ）、反射式（ｂ）以及透射、反射相结合（ｃ）测量下重建荧光产率和寿命在犣＝１５ｍｍ的犡犢剖面图（左）

以及犢＝３０ｍｍ的犡犣剖面图（右）。

Ｆｉｇ．３ Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｍａｇｅｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｙｉｅｌｄａｎｄｌｉｆｅｔｉｍｅｆｏｒｔｈｅｖｅｒｔｉｃａｌｓｌｉｃｅａｔｔｈｅ犣＝１５ｍｍ（ｌｅｆｔ）ａｎｄｔｈｅｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ

ｓｌｉｃｅａｔｔｈｅ犢＝３０ｍｍ（ｒｉｇｈｔ）ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅ（ａ）ｔｒａｎｓｍｉｔｔａｎｃｅ，（ｂ）ｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎａｎｄ（ｃ）ｔｈｅｔｗｏｍｏｄｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ

５　结　　论

基于时域耦合扩散方程，通过选择一对合适的

拉普拉斯变换因子提取时间扩展曲线的特征信息，

利用归一化玻恩比方法与光源强度无关、对系统测

量误差敏感性小等特点，结合代数重建技术同时重

建荧光产率和寿命图像。为验证所提方法，采用多

通道时间相关单光子计数系统对模拟仿体进行了透

射式和反射式测量。实验结果表明，此方法能够同

时重建荧光产率和寿命的三维图像。重建图形显示

出利用反射式测量数据目标体位置、大小、形状等方

面具有一定的偏差，透射式则达到了较好的重建效

果，而两种模式相结合时由于增加了测量数据和角

度重建效果最优。本方法有望今后用于小动物成像

实验。另外随着时间相关的单光子计数系统及其他

硬件测量系统的发展，时域测量方法也将得到不断

发展。
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