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基于二维圆域解析模型的时域扩散
荧光层析原理与实验研究

李　娇　高　峰　易　茜　张丽敏　赵会娟
（天津大学精密仪器与光电子工程学院，天津３０００７２）

摘要　提出了基于二维圆域解析模型的时域扩散荧光层析图像重建算法。采用了外推边界条件下二维圆域结构

的扩散方程解析解，利用基于耦合扩散方程拉氏变换的广义脉冲谱技术和基于玻恩比的归一化逆问题模型，实现

圆柱层析模式下的图像重建。为了解决线性求逆过程中的病态问题，采用了代数重建技术进行相应的线性求逆。

并通过引入一对实数拉氏变换因子，实现荧光产率和寿命的同时重建。利用多通道的时间相关单光子计数系统对

实验仿体进行了圆柱层析式时间分辨的数据测量，实验结果表明，提出的重建算法对于目标体的位置和形状都进

行了较准确的重建，从而验证了该重建算法的可靠性及可行性。
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１　引　　言

近年 来，近 红 外 扩 散 荧 光 层 析 成 像 技 术

（ＦＤＯＴ）作为一种很有前景的小动物成像手段渐渐

突显出来。其目的是在特异性荧光探针的引导下，

通过测量规则组织边界溢出的荧光信号，在细胞或

分子水平上实现对生物体内部生理、病理过程的在
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体动态观察［１］。ＦＤＯＴ能够对目标区域进行全三维

定位，并对其所聚集荧光探针的浓度进行量化的分

析。根据激发方式的不同，ＦＤＯＴ具有三种测量模

式：时域［２，３］、频域［４］和连续波测量模式，其中连续的

方式在原理和实现上最为简单和直接，而频域和时

域方式能够提供更多的组织体的功能信息，达到更

高的技术要求。对于频域方式虽然可以实现多参数

同时重建，但当该方式用于小动物成像时，需要

１ＧＨｚ以上的调制频率来达到适当的信噪比，而在

这么高的频率下系统的交流幅值几乎为零，可见频

域方式的局限性。时域方式的潜在优势在于，通过

解析激光脉冲激励下产生的荧光信号而直接获取荧

光寿命信息，且能够同时重建荧光产率和寿命以及

进行多组分分析，因此具备多参数成像能力且性能

优良的时域ＦＤＯＴ技术获得了广泛的重视
［５］。时

域ＦＤＯＴ技术旨在发展高灵敏时间分辨检测技术，

通过多“角度”激发下表面荧光瞬态“投影”的测量和

基于精确光子迁移模型的图像反演算法，重建复杂

组织体内部特定分子靶标多荧光参数（荧光产率和

寿命）的空间分布，并通过时间分辨信息弥补空间采

样数量的有限性以有效提高成像质量和检测灵敏

度，实现ＦＤＯＴ的应用要求。

本文利用基于耦合扩散方程拉氏变换的广义脉

冲谱技术和基于玻恩比的逆模型归一化表示形式，

提出了二维圆域（或称圆柱层析）模式的时域ＦＤＯＴ

的成像重建算法。算法应用了外推条件下二维圆域

模型光学扩散方程解析解作为逆模型权重矩阵的计

算基础。采用所提算法和多通道时间相关单光子计

数（ＴＣＳＰＣ）测量系统对自制仿体进行图像重建实

验，验证了重建算法的有效性和准确性。

２　重建算法

采用扩散方程作为光在组织体中的传输模型，

荧光检测量的数学表达式可由激发光和出射荧光之

间耦合扩散方程得到。另外采用了在解决以波动和

扩散为主导现象的逆向问题中，已被证明的一种有

效方法 广义脉冲谱技术（ＧＰＳＴ），它通过拉氏

变换将时域扩散方程转化到复频域，从而使原四维

全时空问题降为与时间相关的三维问题［６，７］。通过

多个频率的选择实现多参数、多组分荧光图像的同

时重建。

时域扩散荧光的逆向问题即时域ＦＤＯＴ图像

重建，其目的是在背景光学参数分布已知的情况下，

实现对荧光产率和荧光寿命空间分布的同时重建。

即基于已得光子传输模型的正向算子，来求解所需

的荧光参数分布，从而实现扩散荧光层析成像的图

像重建。具体过程如下，源在狉ｓ处接收在狉ｄ处的荧

光光子密度可看作是所有荧光体元ｄ犞 在整个体积

上的积分，从而荧光密度可表示为［８］

Φｍ（狉ｄ，狉ｓ，狇）＝∫
犞

犮犌ｍ（狉ｄ，狉，狇）Φｘ（狉，狉ｓ，狇）狓（狉，狇）ｄ犞

狓（狉，狇）＝ημａｆ／［１＋狇τ（狉

烅

烄

烆 ）］

，

（１）

式中犮为光在组织体内的传播速度，狇为拉普拉斯实

变换因子，Φｍ（狉ｄ，狉ｓ，狇）为源位于狉ｓ处在狉ｄ处探测到

的荧光光子密度的拉普拉斯变换值；Φｘ（狉，狉ｓ，狇）为

源位于狉ｓ处接收在狉处的激发光光子密度的拉普拉

斯变换值；而犌ｍ（狉ｄ，狉，狇）为源位于狉处接收在狉ｄ处

的扩散方程的格林函数的拉普拉斯变换值［９］。在检

测量处理方面，为了重建荧光参数，文中采用了归一

化玻恩比［１０］，即用在检测器处探测到的荧光光流量

除以相应的激发光的光流量。其可免除系统耦合系

数的标定及消除系统响应的影响，且可将三维绝对

值问题近似等价为二维相对值问题，因此对于圆柱

层析模式可以近似等价为二维圆域模式。由（１）式

推导及检测量处理后可得

Φｍ（狉ｓ，狉ｄ，狇）＝
Γ
（犉）
ｍ （狉ｓ，狉ｄ，狇）

Γ
（犉）
ｘ （狉ｓ，狉ｄ，狇）

·Φｘ（狉ｓ，狉ｄ，狇）＝

∫
犞

犮犌（狉ｄ，狉，狇）Φｘ（狉，狉ｓ，狇）狓（狉，狇）ｄ犞，　　 （２）

式中Γ
（犉）
ｍ （狉ｓ，狉ｄ，狇），Γ

（犉）
ｘ （狉ｓ，狉ｄ，狇）为正向模型得到

的出射荧光的测量值及激发光测量值，接着为了求

解未知量，对解析解公式中的体积分离散化，将全空

间的无限问题转化为有限网格的代数方程组问题。

对（２）式中的体积分离散到犖ｖｏｘｅｌ，其中每个小立方

体的体积均为Δ犞。且令

狓（狉，狇）≈∑
犖
ｖｏｘｅｌ

狀＝１
狓狀（狇）狌狀（狉）＝狓

Ｔ（狇）狌（狉），

式中狌（狉）为单位位置矢量，狓（狇）＝［狓１（狇），狓２（狇），

…，狓犖
ｖｏｘｅｌ
（狇）］

Ｔ。则（２）式可变换为

Φｍ（狇）＝犠（狇）狓（狇）． （３）

　　在二维圆域模型中，Φｘ（狉ｉ）为外推边界条件下

的拉普拉斯变换后的扩散方程的解析解［１１］

４４７２
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Φ（狉）＝

１

２π犽∑
＋∞

狀＝－∞

Ｉ狀（μ
ｅ
ｅｆｆρ′）

Ｉ狀（μ
ｅ
ｅｆｆ犱）

［Ｋ狀（μ
ｅ
ｅｆｆρ）Ｉ狀（μ

ｅ
ｅｆｆ犱）－Ｋ狀（μ

ｅ
ｅｆｆ犱）Ｉ狀（μ

ｅ
ｅｆｆρ）］ｃｏｓ（狀φ） （ρ＞ρ′）

１

２π犽∑
＋∞

狀＝－∞

Ｉ狀（μ
ｅ
ｅｆｆρ）

Ｉ狀（μ
ｅ
ｅｆｆ犱）

［Ｋ狀（μ
ｅ
ｅｆｆρ′）Ｉ狀（μ

ｅ
ｅｆｆ犱）－Ｋ狀（μ

ｅ
ｅｆｆ犱）Ｉ狀（μ

ｅ
ｅｆｆρ′）］ｃｏｓ（狀φ） （ρ＜ρ′

烅

烄

烆
）

， （４）

式中犱为根据外推边界后的圆直径，ρ和ρ′分别为探

测器和光源的极坐标长度，φ 为其夹角，Ｉ狀（狓）和

Ｋ狀（狓）分别为第一类和第二类狀阶虚宗量Ｂｅｓｓｅｌ函

数［１２］，μ
ｅ
ｅｆｆ＝ （μａ犮＋狇）／槡 犽为有效衰减系数，其中

犽＝犮／［３（μａ＋′μｓ）］为扩散系数。

由（３）式中的离散过程导致了所需求解的体元

上的荧光参数个数远远多于测量数据个数，使得对

体元荧光参数的求解过程变为欠定问题，从而意味

着测量数据上的微小变化可能引起重建图像的完全

变异。且线性方程组的解易受到噪声干扰，因此很

难用直接的矩阵求逆的方法得到。在此情形下，只

能按照某种近似原则将原问题的直接求解转化为求

原问题的稳定的、合理的近似解，该过程称为正规化

过程。采用了代数重建技术（ＡＲＴ）
［１３］，它是根据求

解线性方程组思想，以解决离散化数字图像重建为

目的，通过对矩阵进行逐行计算，从而有效快速地对

方程进行求解。为了同时求出荧光产率ημａｆ（狉）及

荧光寿命τ（狉），还引入了一对实变换因子对：狇１，２ ＝

０．１犙 或 ０．５犙，其中 犙 ＝ １／［１／（μ
（Ｂ）
ａｘ犮）＋

１／（μ
（Ｂ）
ａｍ犮）＋τ

（Ｂ）］［１４］，μ
（Ｂ）
ａｘ 和μ

（Ｂ）
ａｍ 分别为背景在激发

光和荧光波长下的吸收系数，τ
（Ｂ）为背景的荧光寿

命。由（１）式，可以得出荧光参数

ημａｆ（狉）＝ （狇１－狇２）狓（狉，狇１）狓（狉，狇２）／［狇１狓（狉，狇１）－狇２狓（狉，狇２）］

τ（狉）＝－［狓（狉，狇１）－狓（狉，狇２）］／［狇１狓（狉，狇１）－狇２狓（狉，狇２
烅
烄

烆 ）］
． （５）

图１ 实验系统示意图

Ｆｉｇ．１ Ｓｙｓｔｅｍｓｅｔｕｐｓｃｈｅｍａｔｉｃ

３　实验验证

３．１　实验系统

基于多通道ＴＣＳＰＣ系统发展而来的圆柱层析

模式的时域ＦＤＯＴ实验系统
［１５］，如图１所示。主要

由皮秒半导体激光器、１∶１６光开关、源和探测光纤、

实验仿体、１６∶１光开关、准直器、滤光轮、光电倍增管

（ＰＭＴ）检测模块及ＴＣＳＰＣ模块组成。依照所选荧

光探针 Ｃｙ５．５，皮秒半导体激光器选用波长为

６６０ｎｍ，滤光片系统中的荧光滤光片选择的是截止

波长为７１０ｎｍ的长通滤光片。该系统的具体工作

过程设定如下：源光纤、探测光纤为同轴光纤，即在

层析面的圆域边界上均匀分布了１６个光纤位置。

其中源光纤选用直径６２．５μｍ，数值孔径为０．２２的

光纤；探测光纤均选用直径５００μｍ，数值孔径为

０．３７的光纤；１∶１６光开关将选定的光源由源光纤依

次导入仿体模型的１６个光纤位置；探测光纤经过准

５４７２
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直器和滤光轮后适量衰减激发光强或将激发光滤除

透过荧光，接着将光信号送到ＰＭＴ检测器，ＰＭＴ

将光信号转换为电信号，最后经过ＴＣＳＰＣ处理得

到时间扩展曲线。接着通过对１∶１６和１６∶１光开关

的切换实现多通道的测量。

３．２　实验仿体

实验仿体选用的是直径为３０ｍｍ，高为３０ｍｍ

的圆柱形固体模型，其主要成分是聚甲醛。其吸收

系数μａ（狉）＝０．００３８ｍｍ
－１，约化散射系数 ′μｓ（狉）＝

０．９７８ｍｍ－１（实验中所有光学参数均基于反射模式

的光学参数时域测量方法测得［１６］）。根据经验选择

其荧光产率ημａｆ（狉）＝０．００００１ｍｍ
－１，荧光寿命

τ（狉）＝１００００ｐｓ。

圆柱形实验仿体中含有一个目标体，目标体是

直径为５ｍｍ，高为２０ｍｍ的圆柱形孔，由质量分数

为１％的脂肪乳剂（Ｉｎｔｒａｌｉｐｉｄ）溶液和Ｃｙ５．５荧光染

料的混合溶液组成，其中心轴与圆柱仿体中心轴沿

直径方向相距５ｍｍ，如图２所示。目标体的荧光

产率和寿命为需重建的参数。圆柱层析模式重建过

程中仅对源与探测光纤所在的断层面进行重建。由

于逆向模型计算采用了外推边界条件，因此重建区

域为直径３２ｍｍ的二维圆形域。光源和探测器的位

置同轴均匀分布在实验仿体断层面的实际边界，即

直径为３０ｍｍ圆形边界上。由于在实际测量中与光

源同轴或距离光源较近的探测点所获得的数据信噪

比过低，在实验测量过程中将其舍去，每个光源激励

时仅保留对面１１个探测点的测量值。实际的测量

数据量为１６×１１×２，即最后得到３５２组测量数据。

图３显示了第一个光源激发时，１１个探测通道测得

的激发光（ＥＸＴｄａｔａ）和荧光（ＥＭＳｄａｔａ）的归一化时

间扩展曲线。从而可以看出，荧光信号较激发光有

一定的时间延迟，且有一定程度的展宽。以圆域中

心处为原点建立直角坐标系。将仿体离散为具有

１２４８１个节点连接的２４５７６个三角形体元。

图２ 仿体实物图及计算模型

Ｆｉｇ．２ Ｃａｌｃｕｌａｔｉｎｇａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍｏｄｅｌ

图３ 第一个光源激发时，１１个探测通道的归一

化时间扩展曲线

Ｆｉｇ．３ ＮｏｒｍａｌｉｚｅｄＴＰＳＦｓａｌｏｎｇｄｅｔｅｃｔｉｏｎｃｈａｎｎｅｌｓｆｏｒ

ｔｈｅｆｉｒｓｔｓｏｕｒｃｅ

３．３　实验结果

在实验测量时，ＴＣＳＰＣ各部分的设定如下：时

间 振幅转换器（ＴＡＣ）范围为６０．０１×１０－９；恒化鉴

别器（ＣＦＤ）最低限定为 －１５．６９；ＰＭＴ 增益为

８０％，共 有 ４０９６ 个 采 样 点，采 样 时 间 间 隔 为

１４．６ｐｓ。在整个测量过程中，整个系统在黑暗状态

下，以防止外部光源影响。激发光和荧光测量过程

中积分时间分别固定为５ｓ和３０ｓ。设计了两组实

验，第一组实验不改变激发光强，在测量激发光时利

用滤光系统中光密度（犐ＯＤ）＝５的中性滤光片进行

线性衰减；第二组实验通过改变激发光的光强分别

对激发光和荧光进行测量。

实验后续图像重建算法中ＡＲＴ计算过程的松

弛因子选为０．３。图４（ａ）～（ｄ）分别为第一组实验

的荧光产率和寿命在１０次，２０次，４０次和６０次迭

６４７２
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代次数下的空间分布重建结果。由重建图像看出算

法对荧光产率图像进行了很好的重建，随着迭代次

数从１０次增加到６０次，重建目标体的位置变化不

大，且量化度越来越好。当迭代次数达到６０次时，

重建目标的形状、位置、大小均与实际目标相符。但

重建目标的荧光寿命形状和位置与实际情况具有较

大差异，且随着迭代次数的增加，目标体的位置越偏

离实际位置，当迭代次数达到６０次时几乎无法看出

目标体的寿命形状和位置。首先荧光产率的理想重

建可以证明算法的准确性和可行性。但是荧光寿命

的重建效果与实际情况差异较大，说明实验仍然存

在相关的问题。

图４ 第一组实验的荧光产率和寿命在不同迭代次数下的空间分布重建结果

Ｆｉｇ．４ Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｍａｇｅｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｙｉｅｌｄａｎｄｌｉｆｅｔｉｍｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｔｅｒａｔｉｏｎｓｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ１

图５ 第二组实验的荧光产率和寿命在不同迭代次数下的空间分布重建结果

Ｆｉｇ．５ Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｍａｇｅｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｙｉｅｌｄａｎｄｌｉｆｅｔｉｍｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｔｅｒａｔｉｏｎｓｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ２

　　为了与第一组实验进行比较，在图５（ａ）和 （ｂ）

分别列出第二组实验的荧光产率和寿命在２０次和

６０次迭代次数下的空间分布重建结果。由重建图

像看出算法对荧光产率进行了很好的重建，且随着

迭代次数的增加，量化度有较小变化，重建目标的形

状、位置、大小均变化不大，且与实际目标相符。重

建目标的荧光寿命的形状和位置与实际情况也相符

合，但体积较实际目标体大。随着迭代次数的增加，

目标体的量化度变高，且目标体的位置并未发生偏

置。荧光产率和荧光寿命在第二组实验中均得到了

７４７２
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理想重建，可以证明算法的准确性和可行性。从而

通过与第一组实验的对比，也说明了激发光强改变

给实验结果带来的影响，但由于实验经验不足，影响

产生的原因和这种影响到底如何评估还需要进一步

的实验验证。

４　结　　论

将ＧＰＳＴ技术应用于时域耦合扩散方程，建立

了数理模型，介绍了基于扩散方程解析方法的扩散

荧光层析的逆向模型的求解过程。在求解过程中应

用了归一化波恩比的方法，不仅可以避免测量的定

标，而且也可以避免实验过程中的时间原点校正。

采用了基于行操作的代数重建技术作为正规化手

段，最终实现了对荧光的产率和寿命的同时重建。

并且利用基于ＴＣＳＰＣ技术的时域ＦＤＯＴ实验对提

出的时域ＦＤＯＴ成像方法进行了实验验证。将自

行设计实验仿体的实验测量数据导入图像重建算法

进行处理，重建出了荧光产率和荧光寿命的二维层

析图像。实验结果显示实验仿体的荧光产率和荧光

寿命的空间分布均得到了良好重建，验证了该重建

算法的可行性和实用前景。进一步的实验验证工作

正待进行，以证实所述方法的实用性。
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