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摘要　采用具有价格低、体积小、寿命长、重复率高等优点的脉冲激光二极管，搭建了一套光学分辨模式的小型化

光声显微成像系统，并获得了碳纤维原丝和微血管网络样品的光声显微成像。实验中，脉冲激光二极管光源由三

维平移台驱动做Ｃ型扫描逐点激发，产生的光声信号由１３复合材料超宽带超声传感器接收。实验表明，接收的

光声数据信噪比可达约１１ｄＢ，该系统的横向分辨率在上一代系统样机５００μｍ的基础上提高到１．５μｍ，有望发展

成为一种低成本、实时、便携式的高分辨率光声显微成像技术。
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１　引　　言

光声成像（ＰＡＩ）是一种集光学成像和超声成像

优势于一体的新型无损生物医学影像技术，可实现

厘米级探测深度和微米级成像精度的结构与功能成

像，近年来在国内外获得了突飞猛进的发展［１－８］。

尤其是光声显微成像（ＰＡＭ），以其细胞至亚细胞水
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平的超高分辨率优势，正成为近５年来光声成像研

究领域的热点分支，并已初步应用于眼科、皮肤科、

肿瘤科、神经科等领域的无损诊断与成像［９－２０］。

根据光声激发和传感方式，光声显微成像技术

可划分为声学分辨模式（ＡＲＰＡＭ）和光学分辨模

式（ＯＲＰＡＭ）两大类。ＡＲＰＡＭ 模式的原理源于

高频超声显微成像技术，通常采用超高频（通常大于

等于３０ＭＨｚ）聚焦超声传感器扫描接收光声信号，

其空间分辨率主要由超声传感器的主频决定（超声

焦斑小于激光光斑），即 犚＝０．７１λ１／犖犃１（λ１ 和

犖犃１ 分别为超声传感器的中心波长和数值孔径），

目前只能达到几十至几百微米的水平。例如，２０１０

年骆清铭课题组开发了主频为４６ ＭＨｚ的 ＡＲ

ＰＡＭ系统应用于脑结构成像，其系统横向分辨率

约为４５μｍ
［１３］。ＯＲＰＡＭ 模式采用聚焦激光束扫

描激发光声信号（激光光斑小于超声焦斑），并以较

低频率（通常小于等于５０ＭＨｚ）的超声传感器接收

光声信号，其系统横向分辨率只决定于聚焦光斑的

直径，即犚＝０．５１λ２／犖犃２（λ２ 和犖犃２ 分别为激光波

长和聚焦透镜的数值孔径），可实现几百纳米到十几

微米的空间分辨率，将在生物医学领域应用潜力巨

大。国际上，Ｌｉｈｏｎｇ等于２００８年率先开发了横向

分辨率达５μｍ 的 ＯＲＰＡＭ 系统
［１４］，并先后于

２０１０～２０１２年间在空间分辨率（２２０ｎｍ）、探测灵敏

度 （１８．４ｄＢ）、探 测 深 度 （２ ｍｍ）、内 窥 微 径

（３．８ｍｍ）和Ｂ型扫描速率（４０Ｈｚ）等方面取得了

长足进步［１５－１９］。在国内，２０１２～２０１４年间 Ｙｕａｎ

等［９－１１，２０］亦相继开发了类似的 ＯＲＰＡＭ 系统。但

为了获得高可探测性的光声效应，以上研究中的光

声激励源通常采用大型高功率的纳秒脉冲固体激光

器，如调犙开关Ｎｄ∶ＹＡＧ激光器。虽然作为一种常

用的实验室激光源被广泛使用，但该类型固体激光

器具有价格高、体积大、重复率低、需冷却等缺点，难

以满足现实中的临床需求而推广应用。

作为一种极具潜力的新型光声激励源，半导体

激光器具有价格低、体积小、寿命长、重复频率高、无

需冷却等众多优点，并已探索性地应用于光声成像

领域［２１－２５］。不幸的是，目前激光二极管仅被应用到

声学分辨模式的光声成像领域。一方面，由于激光

二极管的输出功率较低，致使可探测的光声信号通

常需要平均上万次以提高信噪比（ＳＮＲ）；另一方面，

激光二极管的长脉冲时间性（几十至上百纳秒）导致

激发的光声信号频率一般低于１０ＭＨｚ，致使其系

统空间分辨率被局限在几百微米的水平［２６－３０］。例

如，本课题组于２０１２年搭建了一套基于脉冲激光二

极管的声学分辨模式光声成像系统（ＡＲＰＡＩ），其

横向分辨率仅为５００μｍ
［２９－３０］。现将激光二极管光

束改进为光学分辨模式显微激发，通过光学透镜组

把激光二极管光斑直径聚焦到微米级（远小于超声

焦斑），并结合１３复合材料超带宽的超声传感器接

收光声信号，实现了系统横向分辨率高达１．５μｍ

的ＯＲＰＡＭ 模式成像，有效解决了采用传统固态

光声激励源的系统体积庞大和成本居高问题，将有

助于推进 ＯＲＰＡＭ 技术产品的集成化、一体化和

通用化而走出实验室。

２　实验装置

实验装置示意图如图１所示。光声激励源采用

波长为９０５ｎｍ的脉冲激光二极管（９０５Ｄ４Ｓ１６Ｃ），其

频带半峰全宽（ＦＷＨＭ）为５ｎｍ，脉冲宽度１００ｎｓ，

单脉冲能量输出１４μＪ，重复频率０．８ｋＨｚ。图２（ａ）

和（ｂ）分别为激光二极管的光谱分布曲线和驱动电

脉冲形状。脉冲激光二极管光源热机２０ｍｉｎ后，输

图１ 光学分辨式光声显微成像系统结构示意图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｏｐｔｉｃａｌｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｐｈｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｓｙｓｔｅｍ
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出的脉冲激光束首先经光学准直和聚焦（孔径

１０ｍｍ，发散角３．０ｍｒａｄ，焦长１５ｃｍ），然后由非球

面透镜（数值孔径０．６２，孔径５．０ｍｍ，有效焦长

４．０ｍｍ）进行显微聚焦到样品上激发光声信号。

１３复合材料超宽带超声传感器（Ｉ５Ｐ１０Ｎ）置于前向

位置接收光声信号，其中心频率为４．５３ ＭＨｚ，

－６ｄＢ带 宽 １５２．８％，相 对 脉 冲 回 波 灵 敏 度

－３３．７ｄＢ。图２（ｃ）和（ｄ）分别为超声传感器的脉冲

响应回波及其频谱曲线。超声传感器接收的光声信

号经前置放大器（５６７８）放大４０ｄＢ后，通过混合信号

示波器（５４６４２Ｄ）多次平均采集到个人计算机中，最后

采用最大值投影成像（ＭＡＰ）重建出样品的光学吸收

分布。整套系统样机的自动控制和数据处理分别采

用Ｌａｂｖｉｅｗ和 Ｍａｔｌａｂ软件平台开发完成。实验中，

测试样品和超声传感器均置于水槽中，并假设样品与

耦合液媒介中声速均匀为１．５μｍ／ｎｓ。

图２ 激光二极管的（ａ）光谱分布曲线和（ｂ）电脉冲形状；

超声传感器的（ｃ）脉冲响应回波及（ｄ）其频谱曲线

Ｆｉｇ．２ （ａ）Ｓｐｅｃｔｒａｌｐｌｏｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄ（ｂ）ｐｕｌｓｅｄｐｒｏｆｉｌｅｏｆｌａｓｅｒｄｉｏｄｅ；（ｃ）ｐｕｌｓｅｄｅｃｈｏｓｉｇｎａｌａｎｄ

（ｄ）ｉｔｓｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ

３　实验结果

图３（ａ）～（ｃ）为一根头发丝于相同位置被激发

的光声信号，其中信号平均次数分别为８、３２和１２８

次。由此看出，通过激光二极管光束的显微聚焦来

提高敏感区域的光能流密度，可有效弥补激光二极

管能量不足的缺点，获得可接受的探测信噪比和系

统时间分辨率。从图中可得，有效光声信号的峰峰

值可达１８ｍＶ，信号图左端起始位置为触发信号导

致的测量盲区为１．５ｍｍ。图３（ｄ）为头发丝有效光

声信号的频谱曲线，其频谱半峰全宽为６．３ＭＨｚ。

由实验结果可得，系统激发的有效光声信号频率低

于１０ＭＨｚ，与激光二极管脉冲半峰全宽８０ｎｓ的导

数基 本 相 吻 合，并 且 其 组 织 超 声 衰 减 系 数

［０．８１ｄＢ／（ｃｍ·ＭＨｚ）］将 远 小 于 目 前 ３０ ～

７５ＭＨｚ主频的光声显微成像系统。

为了测试该光声显微成像系统的横向分辨率，

选用两根相交的Ｔ３００１Ｋ碳纤维原丝（直径｜犇｜≈

４μｍ）进行实验，其直径约为人体最小的毛细血管

管径。图４（ａ）是对该样品进行光声显微的最大值

投影成像，其扫描成像区域为５０μｍ×５０μｍ。图４

（ｂ）为沿着狔＝１０μｍ处截取的一维灰度值归一化

分布曲线。由实验结果可看出，系统探测的有效光

声信号幅值最大可达１１ｍＶ，碳纤维原丝重建的形

状和相对位置清晰完整，其系统可分辨的最小距离

为１．５μｍ（｜犃犅｜－｜犇｜）。

为了进一步验证系统的成像性能，设计了如下

模拟微血管成像实验。样品为盖玻片上压印有蓝墨

水的模拟微血管网络，其扫描成像区域分别为

２．１ｍｍ×３．５ｍｍ和２．５ｍｍ×２．５ｍｍ。实验中，

步进电机驱动激光二极管光源在狓狔平面的扫描步

距分别为０．２ｍｍ和０．５ｍｍ。图５（ａ）和（ｂ）分别

为两个模拟微血管网络样品的最大值投影成像。由

１００４００１３
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图３ Ａ型扫描信号分析。（ａ）～（ｃ）光声信号分别平均８、３２、１２８次的结果；（ｄ）有效光声信号频谱

Ｆｉｇ．３ Ａｓｃａｎｓｉｇｎａｌａｎａｌｙｓｉｓ．（ａ）～（ｃ）Ｐｈｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃｓｉｇｎａｌｗｉｔｈａｖｅｒａｇｉｎｇ８，３２ａｎｄ１２８ｐｕｌｓｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；

（ｄ）ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｅｆｆｅｃｔｉｖｅｐｈｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃｓｉｇｎａｌ

图４ 系统分辨率测试。（ａ）碳纤维原丝光声成像；（ｂ）图（ａ）中狔＝１０μｍ处的像素灰度值空间分布曲线

Ｆｉｇ．４ Ｓｙｓｔｅｍｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｔｅｓｔ．（ａ）Ｐｈｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃｉｍａｇｉｎｇｏｆｃａｒｂｏｎｆｉｂｅｒ；（ｂ）ｐｉｘｅｌｇｒａｙｖａｌｕｅｓｐａｔｉａｌ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅａｔ狔＝１０μｍｏｆｆｉｇ．（ａ）

图５ （ａ）和（ｂ）模拟微血管网络光声成像

Ｆｉｇ．５ （ａ）ａｎｄ（ｂ）ｐｈｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃｉｍａｇｉｎｇｏｆｓｍａｌｌｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｐｈａｎｔｏｍ

实验结果可看出，探测的有效光声信号幅值最大可

达１８ｍＶ，模拟微血管网络的整体和分叉结构都得

到了完整再现。

４　结　　论

在本系统中，该型二极管激光经过光学透镜组

准直和聚焦后的能量约为４．９μＪ，可计算得其在焦
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点处的峰值功率密度约为２．７×１０９ Ｗ／ｃｍ２，低于通

常双光子显微成像系统的１０１０～１０
１２ Ｗ／ｃｍ２。假设

成像深度为组织皮下１００μｍ时，可计算出组织表

面的激光能量密度约为２２．３ｍＪ／ｃｍ２，仍处在美国

ＡＮＳＩＺ１３６．４２０１０激光安全标准３３．６ｍＪ／ｃｍ２ 范

围内［计算公式为２０×１００．００２
（λ－７００）ｍＪ／ｃｍ２，其中激

光波长λ∈（４００～１０５０ｎｍ）］。通过模拟样品实验

结果可看出，该基于脉冲激光二极管的光学分辨模

式光声显微成像系统可有效地反应出吸收体的二维

光学吸收分布，具备了较好的系统横向分辨率和信

噪比，相比于采用固体激光器的常见光声系统，具有

体积小、价格低、结构紧凑等众多优点。由于采用的

激光二极管波长处在人体组织透射窗口（７００～

１１００ｎｍ），相对于可见光波段 ＯＲＰＡＭ 系统将具

有更大的探测深度，有望在生物组织内源性物质（例

如黑色素）成像和探测上得到应用。不过其对血红

蛋白（Ｈｂ）和含氧血红蛋白（ＨｂＯ２）的光学吸收率只

有约可见光的１／４０，并不完全适合于诸如血管类吸

收体的光声探测。目前项目研究还处于起步阶段，

存在许多问题有待改进，例如：发展更便捷的背向光

声激发与传感模式、采用针对 Ｈｂ／ＨｂＯ２ 吸收强的

可见光波段激光二极管等。后续实验工作的跟进开

展，将会进一步完善和推进该技术的发展成熟。
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