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摘要　光声成像兼具光学成像对比度高和超声成像在深层生物组织中分辨率高等优点,是近年来迅速发展起来的

一种生物医学成像模态.光声显微成像(PAM)是光声成像的一种重要实现方式,利用其可以无创提供活体生物组

织结构和功能信息的优点,研究人员已开展了临床前和临床应用研究.为了使不同领域的研究人员了解这一快速

发展的成像技术,本文综述了光声显微成像的发展现状、最新技术和研究进展.文章首先介绍了PAM的基本原理

和典型的系统实现,然后概述了包括空间分辨率、成像深度、扫描方式、信号探测手段和多模态成像等方面的重要

研究进展,接着阐述了PAM在生物医学领域的应用现状,最后总结了其未来发展面临的挑战.
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１　引　　言

光学显微镜为当代生命科学的研究和发展提供

了重要的研究工具.明场显微镜简单易用,是使用

最广泛的光学显微镜之一,然而明场图像的对比度

通常较低,需要对样品进行染色.以明场显微镜为

基础,衍生出了许多对比度增强的显微成像技术,如
暗场、相衬、微分干涉等.其中:暗场显微镜观察到

的样品外部轮廓较鲜明,而内部细节较弱;相衬、微
分干涉显微镜等可以解析样品的相位信息,但仅适
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用于较薄的样品.生物组织是一种强散射介质,利
用光学显微镜观察较厚生物组织的内部结构时会面

临巨大挑战.现代光学显微成像技术,如双光子和

多光子显微成像技术,可以实现较深生物组织的成

像,但成像深度基本在１mm量级.
由于生物组织对超声的散射效应比对光子的散

射弱２~３个数量级,因此超声成像可以实现深层生

物组织的高分辨率成像,但其成像对比度较光学成

像差.相比之下,光声显微镜(PAM)通过声学检测

可以反映生物组织的光学吸收特性,可在一定程度

上克服纯光学显微成像和纯超声成像的局限性,实
现对生物组织的高分辨率、高对比度成像.PAM
利用其独特的光学吸收对比机制[１Ｇ２],在过去十余年

间已经发展成为一种重要的显微成像工具.PAM
已被证明是一种可以利用内源或外源性造影剂进行

结构、功能和分子成像的重要的生物医学工具[１,３Ｇ５].
利用血红蛋白作为内源性吸收体,PAM 已被广泛

应用于多种生物医学成像领域,包括血流灌注、氧合

成像、肿瘤成像和脑成像等[６].
为了使不同领域的研究人员了解这一快速发展

的成像技术,本文综述了光声显微成像技术的发展

现状以及最新的应用研究进展.文章首先概述了

PAM 成像的工作原理和实现方式,然后阐述了

PAM在系统性能提升方面的研究进展,最后从结

构、功能、分子成像方面介绍了PAM在生物医学中

的应用.

２　光声显微成像技术

２．１　光声成像的原理

光声技术的物理基础是１８８０年Bell发现的光

声效应,该技术早在２０世纪７０年代就已被广泛应

用于对各类固体、液体和气体材料的检测[７Ｇ８],２０世

纪９０年代初被应用于生物医学成像[９Ｇ１０],随后引起

了生物医学领域研究人员的关注[１１Ｇ１６].光声成像的

基本原理如图１所示:当生物组织受到脉冲激光辐

照后,组织内的吸收体会瞬间吸收激光能量,受热膨

胀,产生超声波;利用超声传感器接收超声信号,通
过信号和图像处理就可以重建组织内的吸收体分

布[１,１１].
光声成像技术有多种实现方式,其中两种重

要的实现方式是层析成像和显微成像.层析成像

利用扩散光激发生物组织,成像深度可至数厘米,
空间分辨率可达数十微米[１１].显微成像利用聚焦

激光激发生物组织或利用聚焦超声传感器检测特

定区域内的超声信号,横向分辨率可至微米甚至

亚微米[１１].

图１ 光声成像的原理示意图[１]

Fig敭１ Schematicofphotoacousticimaging １ 

２．２　光声显微成像的典型实现方式

根据成像系统中光束焦斑与声束焦斑的相对大

小,可将光声显微成像分为光学分辨率光声显微成

像技术(ORＧPAM)和声学分辨率光声显微成像技

术(ARＧPAM).
通常,ORＧPAM利用显微物镜将激光聚焦,可

以在样品上产生较超声传感器声束焦斑更小的激光

光斑,实现更高的横向分辨率.ORＧPAM 可以工作

在透射模式,也可以工作在反射模式,如图２(a)、
(b)所示.透射模式通常适用于对较薄的生物样品

成像,反射模式在活体成像中更为方便[１].图２(d)

为反射式ORＧPAM典型成像系统示意图[１７].两块

通过硅油耦合的棱镜被置于显微物镜下方,保证了

声光同轴.在硅油界面处,光学折射率一致,可以保

证光束无障碍地通过,而声阻抗失配可以在界面处

反射声波.由于超声换能器捕获的声信号包含有深

度信息,因此使用二维行列扫描成像探头可以得到

样品的三维图像.由于生物组织对激光有强散射作

用,因此 ORＧPAM 在生物组织中的成像深度约为

１mm,超过 此 深 度 后,横 向 分 辨 率 便 会 迅 速 下

降[１８].ORＧPAM可以实现基于内源性吸收体的无

标记成像.
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图２ PAM成像系统的典型实现方式[１,１７].(a)透射式ORＧPAM;(b)反射式 ORＧPAM;
(c)基于暗场照明的 ARＧPAM;(d)反射式ORＧPAM 典型系统示意图

Fig敭２ TypicalembodimentsofPAM １ １７ 敭 a TransmissionＧmodeORＧPAM  b reflectionＧmodeORＧPAM 

 c darkＧfieldARＧPAM  d schematicoftypicalORＧPAM

　　与 ORＧPAM 相比,ARＧPAM 成像系统中激光

照明了样品中相对较大的区域,成像分辨率由超声

传感器声学焦斑的大小决定,可以实现较ORＧPAM
更大的成像深度.ARＧPAM通常使用暗场照明,如
图２(c)所示[１,１９].表１总结了 ORＧPAM 和 ARＧ

PAM的成像分辨率、成像深度等技术参数[６,２０],其
中,λO 为入射激光的波长,NAO 为光学显微物镜的

数值孔径,λA 为声波波长,NAA 为聚焦型超声换能

器的数值孔径,c 为声速,B 为超声换能器的检测

带宽.
表１　ORＧPAM及ARＧPAM的性能指标[６,２０]

Table１　PerformanceofORＧPAMandARＧPAM[６,２０]

Category Lateralresolution Axialresolution Penetrationdepth

ORＧPAM ０．５１
λO

NAO

Oneopticaltransportmeanfreepath
(~１mminsofttissue)

ARＧPAM ０．７１
λA

NAA

０．８８
c
B

Afewopticaltransportmeanfreepath

３　光声显微成像的技术进展

３．１　横向分辨率

显微镜空间分辨率的提高有助于从更精细的水

平上揭示基本生命过程和生命现象的物理本质.

ORＧPAM 的横向分辨率取决于显微物镜的数值孔

径(如表１所示),因此可以利用高数值孔径的物镜

来聚焦激光束,以提高横向分辨率.

２０１０年,Zhang等[２１]在透射模式下使用数值孔

径NA＝１．２３的物镜实现了２２０nm的横向分辨率,
实现了活体小鼠耳部脉管系统及黑色素瘤的无标记

成像,其分辨率可以解析单个红细胞的结构.然而,
随着物镜数值孔径的增大,聚焦深度急剧减小,使得

系统仅能对较薄的生物组织成像.２０１２年出现了

一种新型紧凑结构的反射式系统,该系统采用抛物

面镜聚焦并反射光声波,在 NA＝０．６３的物镜下可

实现５００nm的横向分辨率[２２].而后,Song等[２３]于

２０１４年设计了一种紧密配置的微型高频超声换能

器,该换能器使用NA＝１．０的水浸物镜,将反射模

式下的横向分辨率提升至３２０nm.此前,Chen[２４]

利用盲反卷积算法,在具有相同数值孔径的物镜下,
实现了比传统 ORＧPAM 高一倍的横向分辨率,这
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种方法不需要对系统的点扩展函数有先验知识,普
适性较高.

近年来,研究人员相继利用强度依赖的光漂白

效应[２５]、非线性热膨胀及光吸收饱和[２６]、双光子机

制[２７]、结构光照明[２８]等非线性策略实现了光声显

微的超分辨成像.２０１４年,Yao等[２５]将光声技术与

强度依赖性光漂白效应相结合,通过双脉冲激发得

到的两次光声信号间的非线性机制来提升PAM 的

横向、轴向分辨率.对金纳米颗粒成像的结果[如图

３(a)所示]表明,该成像系统的横向分辨率达到了

８０nm,突破了光学衍射极限.除此以外,实验还证

实了红细胞和黑色素瘤的超分辨率成像,但该方法

的光漂白特性可能会对样品产生潜在的损害.同

年,Danielli等[２６]开发了光声纳米显微技术,该技术

利用一系列能量线性增加的激光脉冲依次激发样

品,光学饱和效应和非线性热膨胀使得每个激光脉

冲产生的光声振幅会非线性增大.与线性方案相

比,非线性效应可以提高横向分辨率.该技术可以

利用５３２nm的激光对成纤维细胞中的线粒体[如
图３(c)所示]和单个红细胞进行超分辨率成像,横
向分辨率可达８８nm,且比传统ORＧPAM图像包含

了更丰富的细节信息.

图３ 超分辨光声显微图像[２５Ｇ２６].(a)直径为１５０nm的金纳米颗粒的超分辨率PAM图像[２５];(b)成纤维细胞中线粒体的

传统PAM图像[２６];(c)成纤维细胞中线粒体的超分辨率PAM 图像[２６];(d)成纤维细胞中线粒体的扫描隧道电子显

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　微镜图像[２６]

Fig敭３SuperＧresolutionPAMimaging ２５Ｇ２６ 敭 a PhotoimprintＧPAMimagingofgoldnanoparticleswithadiameterof１５０nm ２５  

 b imagingofmitochondriainfibroblastsbyconventionalPAM ２６   c imagingofmitochondriainfibroblastsbysuperＧ
resolutionPAM  d imagingofmitochondriainfibroblastsbytransmissionelectronmicroscopy

３．２　轴向分辨率

受到声学传感器带宽的限制,PAM 系统的轴

向分辨率通常为数十微米,弱于系统的横向分辨率,
这使得成像系统的点扩展函数在三维空间中呈现出

不对称的形状.提升超声换能器的检测带宽可以提

升轴 向 分 辨 率.Zhang 等[２０]使 用 中 心 频 率 为

１２５MHz的超声换能器产生了较高的绝对带宽,最
终实现了７．６μm的轴向分辨率.此外,新型光学传

感器可以实现超宽带检测,提升轴向分辨率[２９Ｇ３１].
但若要获得１．５μm的轴向分辨率,则要求超声换能

器的带宽大于１GHz.高频超声的探测面临巨大挑

战:一方面,对换能器的设计和性能提出了更高的要

求;另一方面,超声在生物组织中传播时会随频率升

高而呈指数衰减,随着换能器带宽增加,超声传播距

离会减小,探测灵敏度会降低.除了增加超声换能

器的 带 宽 外,研 究 人 员 尝 试 采 用 非 线 性 光 学 效

应[２５,３２Ｇ３４]和多视图反卷积[３５Ｇ３７]等方法来提高PAM
成像的轴向分辨率.

当局部光通量足够高时,在光学聚焦区域内会

产生非线性光声过程.２０１０年,Shelton等[３２]利用

０２０７０１６Ｇ４
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瞬态吸收提供的光学非线性机制,通过在泵浦和探

测光束重合处对光声信号进行频率编码,实现了高

达６μm的轴向分辨率,但成像速度较慢,单点成像

速率约为０．５Hz.２０１４年,该研究组通过全方位提

升成像速度实现了离体红细胞和血涂片中单个红细

胞的三维成像,证实系统的轴向分辨率可以达到

１．５μm
[３３].同年,该研究组将泵浦光路和探测光路

合并,并采用傅立叶算法进行后处理,将轴向分辨率

提 高 了 一 个 量 级[３４].此 外,Wang 等[３８] 基 于

Grueneisen弛豫效应,使用两个激光脉冲依次激发

吸收体,结果发现,在第一个脉冲激发之后的热弛豫

时间内,Grueneisen参数的幅值增大,第二个激光脉

冲可以激发出更强的光声信号.通过检测两个光声

信号之间的非线性幅值差异,可以提高轴向分辨率.

Zhu等[３５]将多视角反卷积的概念引入到PAM
成像中,通过旋转样品的方式获取了多个视角的图

像,并采用反卷积进行重建,提高了轴向分辨率.

Wang等[３７]通过多角度照明同时获取多个视图,避
免了样品旋转带来的数据采集速度较慢等问题,实
现了活体小鼠耳部脉管系统的三维各向同性高分辨

率成像.

３．３　成像深度

在光声显微成像中,随着成像深度增加,样品对

光的散射效应逐渐增强,严重影响了成像的空间分

辨率.研究人员利用变形镜和空间光调制器等调整

光束的波前信息,实现了深层生物组织内的激光聚

焦[３９Ｇ４０].Lai等[４１]结合Grueneisen弛豫效应,用非

线性光声信号替代线性光声信号作为反馈,利用空

间光调制器对入射光不断调整,使得最终透过强散

射介质后的光斑聚焦至一个散斑的大小(直径为５~
７μm).

由于超声换能器捕获的光声信号可以反映轴向

的深度信息,因此采用二维行列扫描激光可以获得

样品的三维体积图像.但高空间分辨率与大景深通

常不可兼得,在焦平面外,横向分辨率会迅速降低.
为了解决这个问题,Yao等[４２]在样品上方和下方同

时照明来增大成像区域的长度,但该方法仅适用于

较薄的生物组织.Hajireza等[４３]通过结合受激拉

曼散射和非消色差物镜的色差产生的多焦点效应,
使成像景深扩大了４倍.

２０１４年,Li等[４４]将可变焦透镜和PAM系统结

合开发了一套变焦式光声显微系统,该系统可以实

现快速的对焦扫描.与传统的利用压电平移台沿深

度方向扫描相比,基于变焦物镜的成像方法的速度

较快,在一定程度上避免了运动伪影的产生.然而,
可变 焦 透 镜 的 对 焦 过 程 需 要 一 定 的 时 间 (约

１５ms),仍 然 无 法 满 足 高 速 成 像 的 要 求.Yang
等[４５]将声梯度折射率镜集成到光声显微成像系统

中,通过快速改变超声驻波来调节声梯度折射率镜

的聚焦位置,实现了３．３μm横向分辨率、７５０μm景

深的成像,而轴向扫描时间则低至１ms.该课题

组[４６]后续又将单个激光脉冲分为三个子脉冲,并将

它们引入具有不同长度的三根多模光纤中,获得了

具有一定时间间隔的脉冲序列.通过控制脉冲序列

的发射时间和声梯度折射率透镜的驱动信号,最终

实现了使用单个激光脉冲即可在一次采集中接收深

度方向上三个焦点产生的光声信号,在相同时间分

辨率的情况下景深较之前扩大了３倍.
贝塞尔光束具有无衍射性,这意味着可以在不

牺牲焦点尺寸的情况下扩大景深[４７].为了扩大景

深,研究人员尝试使用贝塞尔光束取代常规使用的

高斯光束,但由于贝塞尔光束周围的旁瓣会产生较

强的伪影信号,因而限制了其在 ORＧPAM 中的直

接应用.Shi等[４８]基于 Grueneisen非线性效应消

除了贝塞尔光束旁瓣引入的伪影,聚焦区域的长度

由此可以拓展至约１mm,横向分辨率约为７μm.
但该方法需要使用两台激光器激发非线性光声信

号,系统相对复杂.Jiang等[４９]和Park等[５０]尝试结

合盲反卷积算法来抑制贝塞尔光束旁瓣引入的伪

影,可以将景深拓展至常规景深的７．４倍.

Yang等[５１]将复杂结构光场与PAM 相结合,
提出了一种空间分辨率不变的光声显微成像技术

(SIRＧPAM).该技术通过同时调控光场的振幅和

相位生成了两个平面波的干涉场,即轴向大小不变

的针状光场,以激发光声信号,如图４所示.仿体和

活体实验验证了该成像系统可以对轴向１．８mm区

域范围内实现清晰成像,而常规的基于高斯光束的

PAM只能对焦平面附近区域实现清晰成像.

３．４　成像速度

高速光声成像有助于捕捉生物体内快速动力学

特征并消除由呼吸和心跳带来的运动伪影.高重复

频率激光器和快速扫描机制允许PAM追踪单个红

细胞的运动轨迹以及血氧饱和度的实时变化[５２],描
绘小鼠大脑的血流动力学特征[５３],并对清醒小鼠大

脑皮层的代谢活动进行成像[５４].
无论是何种扫描方式,对于ORＧPAM 而言,成

像速度都会受到激光器脉冲重复频率的限制[５５].
为 了实现快速成像,高重复频率(约为１００kHz)的
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图４ 空间分辨率不变的光声显微成像技术的基本原理[５１]

Fig敭４ Principleofspatiallyinvariantresolutionphotoacousticmicroscopy ５１ 

激光器被应用于PAM 成像,但高重复频率激光器

的波长调谐面临困难.
传统的PAM成像系统主要是基于机械扫描的

方法[５６],扫描机构体积庞大,扫描速度较慢.以

１Hz/mm的线扫描(Bscan)速率为例,对１mm×
１mm的区域进行成像约需１０min.Qi等[５７]于

２０１７年提出了可以提高扫描速度的旋转式扫描机

制,但采样图案呈非均匀性,因此图像重建需要考虑

每个像素点的权重因子.利用音圈电机驱动[５８]是

可以实现快速机械扫描的方法之一,但其扫描速度

受限于驱动力的大小和扫描成像探头的重量.

２０１２年,Yao等[５９]报道了一种基于声光合束器

的一维水浸微机电(MEMS)扫描机制.在该机制

中,激发光束和超声波被合束器同轴校准,之后经由

MEMS扫描器转向,最终可以实现４００Hz的线扫

描速度.然而,另外一个方向仍然需要使用机械平

移台进行扫描.在此基础上,Kim等[６０]报道了一种

二维 MEMS 扫 描 系 统 (扫 描 器 件 的 边 长 仅 为

１５mm,且具有９mm 宽的扫描范围,扫描速度较

快),该系统为后续小型化及便携式PAM 系统[６１Ｇ６３]

的原型,具有较大的应用潜力.

MEMS扫描器件的体积小,易于集成,但扫描

器件的共振频率决定了扫描的稳定性.相较之下,
扫描振镜具有较高的稳定性,加之较快的扫描速度,
故而受到了研究人员的青睐.在 ORＧPAM 中,振
镜的扫描方法最初是通过固定超声传感器同时扫描

激光束的方法实现的,但这种方法在激光光斑偏离

超声传感器视场时无法接收到高信噪比的信号,所
以成像视场受到一定限制,信噪比较差[６４Ｇ６５].为了

改善这一现状,Jin等[６６]和Qin等[６７]提出了将柱聚

焦超声换能器应用于振镜扫描系统的方法,成像视

场得到了提高,但灵敏度没有明显改善.随后,Kim
等[６８]将扫描振镜置于一种非导电的液体超声耦合

介质中,采用球形聚焦传感器使声光共焦准直,这样

可以同时保证扫描速度和成像灵敏度.

Li等[５５]和Song等[６９]用超声换能器阵列替代

单个传感器,然后使激发光通过微透镜阵列在样品

上多焦点聚焦,之后通过换能器阵列接收,如此仅需

一维扫描即可获得三维图像,有效提高了扫描速度.
值得一提的还有基于多边形镜的扫描机制,Lan
等[７０]采用高精度直流电机驱动六角镜扫描仪,线扫

描速率可以达到９００Hz,且保证了较高的接收灵敏

度,扫描效率可通过增加多边形镜的面数得以进一

步提升.

Yang等[５１]开发了一种基于高速空间光调制

器———数字微镜(DMD)的波前调控技术,该技术

通过同时调控光场的振幅和相位,在样品处产生

传播不变的正弦条纹分布,实现了在１．８mm轴向

范围内横向分辨率基本不变.区别于前述光束空

间扫描的方式,该技术通过DMD的快速切换实现

了高速的光场扫描,经算法重构后可以得到样品

的三维图像.在激光器脉冲重复频率为１kHz的
情况下,对１８０μm×１８０μm×１．８mm体积成像

需要２１s;当激光器重复频率提升到DMD最大的

切换频率(２２．７kHz)时,扫描时间可以缩短至１s.
表２整理了上述扫描方法在扫描速度、扫描范围、
声光 同 轴 共 聚 焦 性 和 声 学 聚 焦 形 式 等 方 面 的

对比.
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表２　不同扫描方法的对比

Table２　Comparisonofdifferentscanningmethods

Ref． Scanningmethod CoＧaxial TransducerfocusingScanningspeed
Fieldofvew/
(mm×mm)

Laserpulse
repetitionrate/kHz

[５６] Mechanical Yes Spherical １Hz/mm ＞１０×１０ Ｇ
[５８] VoiceＧcoil Yes Spherical ４０Hz/mm ＞５×５ ４
[６０] MEMS Yes Spherical ５０Hz/BＧscan ９×４ １０
[６４] No Spherical ２７０Hz/mm ０．１５×０．１５ １００
[６７]

Galvanometer
No Sylindrical ５０Hz/BＧscan ４０×４０ １００

[６８] Hybrid Yes Spherical ２５０Hz/BＧscan ４×８ ５０
[５５] Multifocal Yes Lineararray ~２０Hz/mm ６×５ １．３５
[７０] Hexagonmirror Yes Spherical ９００Hz/BＧscan ＞１２×１０ ８００

[５１] DMD Yes Spherical
０．０５Hz/volumetric

scan
０．１８×０．１８ １

３．５　信号探测方式

目前,PAM 系统通常使用压电传感器传感光

声信号,虽然压电传感器具有易获取、低成本、高灵

敏度和强鲁棒性等特点,但同时也存在一些问题.
首先,压电传感器的带宽通常有限,无法完全响应宽

带的光声信号,信号频率成分的丢失会影响系统灵

敏度和轴向分辨率[１１];其次,压电传感器的尺寸通

常较大且不透光,会影响与其他模态系统的集成;此
外,压电传感器通常需要耦合介质,以利于超声信号

的传播,这限制了其在某些场合的应用.
利用光学方法探测超声可以解决压电传感器的

一些问题,目前已有多种不同的光学方法可以实现

超声信号的检测.法布里Ｇ珀罗干涉仪能够以非常

高的灵敏度探测超声波[７１Ｇ７２],但其带宽通常较小,轴
向分辨率较差.光学微环谐振腔[２９Ｇ３０]可以实现高达

３５０MHz带宽的宽带超声探测,但其工作距离较短

(通常为几十微米),难以对较厚的生物样品进行成

像.此外,低相干干涉仪[７３Ｇ７４]、光纤干涉仪[７５]、π相

移Ｇ光纤Bragg光栅[７６Ｇ７７]等传感器也已被用于光声

信号的探测.光学表面波传感属于折射型测量方

法,如宽带等离子体检测[７８](BPD)、偏振相关反射

超声检测[７９](PRUD)、基于石墨烯的光声探测[８０]

(GPAD)和表面波等离子体共振传感[８１](SPR)等,
其主要原理是激发的超声波扰动引起介质折射率发

生变化,通过检测光反射率的变化来检测光声信号.
其中:BPD[７８]和PRUD[７９]的超声检测灵敏度较差

(噪 声 等 效 压 ＞１．５kPa),成 像 信 噪 比 较 低;

GPAD[８０]的检测灵敏度和带宽虽然同时得到了改

善,但传感器自身容易受到石墨烯材料晶格结构缺

陷、层数不均匀等因素的影响[８２Ｇ８３];SPR[８１]通过正

交偏振反射率的差分检测,可以以４７７Pa的探测灵

敏度实现小鼠耳部血管的高灵敏度成像.

３．６　集成多模态光声显微系统

角膜新生血管、黄斑变性、糖尿病视网膜病变和

视网膜静脉阻塞等眼科疾病都涉及血管系统异常.
基于光学吸收的造影机制,PAM 可以提供三维血

管的形态、功能和分子信息,在眼科疾病的诊断方面

具有一定的应用潜力.自２０１０年起,研究人员利用

光声成像技术实现了一系列与眼部相关的成像,包
括血管网络的结构成像[８４Ｇ８９]、视网膜血氧新陈代谢

速率量化[９０]和睫状体组织的血氧浓度成像[９１]等.
光学相干断层扫描(OCT)是目前临床上用于

眼科疾病诊断的重要技术.基于低相干光干涉,

OCT的成像对比度依赖于眼部组织光学散射特性

的差异.OCT不仅可以获取具有高轴向、横向分辨

率的眼睛解剖信息,还可以结合多普勒效应定量测

量视网膜血管中的血流速度[９２Ｇ９３].OCT血管造影

(OCTA)技术所能提供的轴向分辨率(微米量级)优
于PAM的轴向分辨率(１０μm量级),然而难以提

供眼底分子层面的信息[９４Ｇ９６].因此,集成PAM 和

OCT的技术可以最大限度地发挥两种成像模态的

优势,提供更全面的信息,有利于推动眼部病理和眼

科疾病诊断方面的研究.Song等[９７Ｇ９８]开发了一种

集成光声、谱域 OCT、眼底荧光血管造影和眼底自

发荧光的多模态影像系统,通过该技术可以观察白

化病及色素沉积的大鼠和小鼠的视网膜光吸收、光
学背向散射和荧光特性.Song等[９０,９９]使用光声和

OCT双模态系统对视网膜氧代谢率实现了定量分

析,其中PAM 可以测得血氧饱和度信息,OCT可

以绘制血流信息.Tian等[４Ｇ５,１００]利用PAM和OCT
双模态系统得到了活体新西兰白兔眼底高分辨率和

高信噪比的脉络膜视网膜图像(如图５所示)以及视

０２０７０１６Ｇ７



中　　　国　　　激　　　光

网膜新生血管图像.Zhang等[１０１]和Li等[１０２]利用

该成像系统来评估白化病和色素沉积眼底视网膜血

管的生成,实现了对脉络膜新生血管形成过程的

监视.

图５ PAM/OCT双模态眼底成像[４].(a)系统示意图;(b)活体新西兰白兔的眼底视网膜照片;
(c)视网膜光声图像;(d)三维渲染图像;(e)脉络膜光声图像;(f)眼底的OCT行扫描图像(BＧscan)

Fig敭５IntegratedPAM OCTformultiＧmodalchorioretinalimaging ４ 敭 a Systemschematic  b fundusphotoofretina
vesselsinNewZealandalbinorabbitinvivo  c PAMimageofretinalvessels  d threeＧdimensionalrendered
imageofretinalvessels  e PAMimageofchoroidalvessels  f OCTBＧscanofthefundus

图６ 离体黑色素瘤细胞[２１]和红细胞[１０３Ｇ１０４]的光声图像.(a)黑色素瘤细胞的光声图像[２１];(b)黑色素瘤细胞的明场图

像[２１];(c)细胞核经染色后的荧光图像与光声图像的合成[２１];(d)红细胞的光声图像[１０３];(e)红细胞的明场图像[１０３];

　　　　　　　　　　　　　　　　　　(f)重构的红细胞的三维光声图像[１０４]

Fig敭６PAMimagesofamelanomacell ２１ andaredbloodcell １０３Ｇ１０４ invitro敭 a PAMimageofamelanomacell ２１  

 b brightfieldmicroscopyimageofamelanomacell ２１   c fluorescenceimageofthecellnucleisuperimposedwith

thePAMimage ２１   d PAMimageofaredbloodcell １０３   e brightfieldmicroscopyimageofaredblood

　　　　　　　　　　　cell １０３   f threeＧdimensionalrecoveredPAMimage １０４ 

４　光声显微成像的应用进展

４．１　结构成像

血红蛋白和黑色素在可见光波段有较强的光学

吸收,因此是光声成像的理想内源性吸收体.利用

光声显微成像可以实现单个红细胞和黑色素瘤细胞

的无标记成像.使用高数值孔径物镜[２１,４４]或超高

中心频率的换能器[１０３Ｇ１０４],可以实现亚微米或亚波

长的成像分辨率,满足单细胞的成像需求.Zhang
等[２１]使用NA＝１．２３的物镜实现了２２０nm的横向

分辨率,高数值孔径物镜对单细胞的成像能力在离

体黑色素瘤细胞[图６(a)]和红细胞成像中得以证

实.黑色素瘤细胞中的黑素体因含有黑色素而有较

强的光吸收,在图６(a)所示的PAM 图像中以较亮

的白点示出,然而在图６(b)所示的明场图像中由于

对比度较低而难以分辨.此外,PAM 图像中细胞
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内部白点所围绕的黑色椭圆形区域对应的是细胞

核,其荧光染色图像[图６(c)中蓝色区域]可以与

PAM图像很好地融合.Strohm等[１０３]使用中心频

率为１２００MHz的超声换能器、数值孔径为０．２５的

物镜和５３２nm的激光,得到了单个红细胞的高分

辨率光声图像,如图６(d)所示.与图６(e)相比,光
声图像不仅保留了明场光学显微镜图像的主要特征

(如红细胞的中心凹陷),还具有显著的图像对比度

优势.Dong等[１０４]采用光学微环谐振腔探测光声

信号,实现了横向分辨率为０．７μm、轴向分辨率为

２．１μm的高分辨率PAM 成像.超宽的检测带宽

(２８０MHz)和高的探测灵敏度可以重构红细胞的三

维结构[如图６(f)所示],证实了红细胞的双凹状

结构.
微血管系统负责与周围的组织交换氧气、营养

物质和新陈代谢产物等[６].利用PAM 对微血管成

像可以为尿毒症、糖尿病和关节炎等疾病提供有价

值的生理和病理信息[１０５Ｇ１０６].PAM 可以对浅表微

血管和皮下微血管进行成像[１０７Ｇ１１２].由于具有丰富

的毛细血管网络和较薄的厚度(０．２~０．３mm)[５６],
鼠耳是PAM 成像中常用的生物模型.利用PAM
对耳部成像不会损失横向分辨率,而且在对毛细血

管实现高分辨率成像的同时保持了较高的成像对

比度[１０５].

４．２　功能成像

光声成像利用丰富的内源性和外源性造影剂可

以进行多样化的功能成像.光声功能成像可以实现

在体血红蛋白总浓度、氧饱和度、氧代谢率、pH 值

等生理参数的测量.由于血液中的氧合血红蛋白和

脱氧血红蛋白具有不同的光学吸收性质,因此通过

利用两种或多种不同波长的激光分别进行成像,可
以得到不同的光声信号幅值,进而可以反演氧合血

红蛋白和脱氧血红蛋白的浓度,最终得到血红蛋白

浓度、氧饱和度等功能性参数.
氧代谢是一项重要的生理过程,可提供营养以

维持正常的生命活动[１１３].红细胞是将氧气输送到

对氧有需求的细胞和组织中的基本载体.２０１３年,

Wang等[１１４]提出了光声流氧成像,将微米尺度的空

间分辨率与毫秒级的时间分辨率相结合,可以实时

定量分析单个红细胞在体内的氧气释放过程,实现

单个红细胞血红蛋白总浓度、血氧饱和度、血氧饱和

度梯度、血流速度及氧释放速率等多个功能参数的

光声在体测量,结果如图７(a)所示.该技术可以促

进与高分辨率氧和葡萄糖代谢相关的研究,还可以

检测到神经元活动与单个红细胞氧释放之间的关

联.光声流氧成像技术有望被用于解释某些疾病的

发展过程,如氧气如何输送至正常和病变组织,疾病

如何影响全身氧气的输送和消耗等.

图７ PAM功能成像.(a)小鼠大脑中单个红细胞的氧气释放过程[１１４];(b)小鼠耳部无标记多参数光声显微图像[１１３],分别

包括血红蛋白总浓度、血氧饱和度、血流速度,以及虚线所示截面上的血流速度;(c)活体小鼠大脑中的血氧饱和度分布[５２]

Fig敭７FunctionalPAMimaging敭 a SequentialsnapshotsofsingleRBCsreleasingoxygeninamousebrain １１４   b labelＧ

freemultiＧparameterPAMimaginginvivo １１３  totalconcentrationofhemoglobin CHb  sO２ bloodflow and

profileofbloodflowspeedacrossthedashedline respectively  c sO２distributioninamousebrain
 ５２ 
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　　微血管的功能和代谢PAM成像有助于全面了

解肿瘤微环境,如新血管形成、缺氧和新陈代谢过程

等.Yao等[１１３]开发的无标记光声显微镜可以同时

对组织体积、血管横截面面积、血红蛋白浓度、血氧

饱和度(sO２
)和血流速度进行定量测量,结果如图７

(b)所示,进而通过计算可以得到氧代谢率.
大脑是人体组织器官中占比小但耗氧量大的器

官,脑组织几乎完全依赖于葡萄糖的有氧代谢供能,
因此对氧的缺乏极度敏感,长时间缺氧会导致脑组

织发生不可逆的损伤.２０１５年,Yao等[５２]使用一维

MEMS扫描对颅骨完整状态下的小鼠的整个大脑

进行了快速功能成像,实现了对皮层单根血管血流

量、氧摄取分数和氧代谢率的定量测量[如图７(c)
所示],并观察了电刺激小鼠后肢引起的脑部血流动

力学变化.２０１７年,Cao等[５４]设计了一套可以约束

小鼠头部的实验装置,实现了清醒状态小鼠脑部氧

代谢率的定量测量.通过纵向成像,成功观测到了

麻醉药剂量对大脑血液动力学和氧代谢的影响,对
麻醉实施具有一定的指导作用.

４．３　分子成像

尽管PAM可以利用细胞内源性吸收体进行成

像,然而许多病理和生理过程(如肿瘤细胞受体的表

达、蛋白酶活性等)缺乏足够的光声对比度,因此需

要利用外源性造影剂提高成像的特异性和灵敏度,
以揭示相关的病理和生理机制.

光声分子成像利用特异性的分子探针靶向结

合到特定的病变组织,改变其光学吸收特性,揭示

疾病过程中细胞和分子水平的异常,实现疾病的

早期检测及解析病理过程的分子路径等.研究人

员已开发出多种可以用于光声成像的外源性造影

剂[１１５Ｇ１１７].Köker等[３]报道了一种基于分裂绿色荧

光蛋白片段的可激活光子纳米探针簇,如图８(a)
所示,它可实现高灵敏度、高选择性的光声细胞成

像,如图８(b)所示.此外,该纳米探针簇的光声信

号要远高于非纳米探针簇类分子探针,在活细胞

光声成像中具有巨大潜力.金纳米笼也被证明是

一种可以用于光声分子成像的造影剂[１１８].Kim
等[１１９]在一项研究中量化了金纳米笼在活体黑色

素瘤成像中的光声信号增强效果,结果表明,被金

纳米笼主动靶向的黑色素瘤的光声信号强度是对

照组的３倍.除此以外,其他纳米结构,如钯纳米

片[１１５]、共轭聚合物纳米颗粒[１２０]、半导体聚合物纳

米颗粒[１２１]、银纳米板[１１７]和碳纳米管[１２２]等也被用

于光声分子成像.

图８ 基于可激活光子纳米探针簇的高选择、高灵敏光声细胞成像[３].(a)基于分裂绿色荧光蛋白(GFP)的
团簇纳米探针制备过程;(b)基于团簇分子探针的 U２OS细胞的高灵敏度光声细胞成像

Fig敭８ Cellularimagingusingactivatablephotonicnanoclusters敭 a Fabricationofnanoclustersbasedonsplit

greenfluorescentprotein GFP fragments  b highlyＧsensitivePAMimagesofU２OScellsbasedonnanoclusters

５　结束语

本文综述了近年来得到快速发展的PAM 显微

成像的基本工作原理、典型实现方式、最新技术进

步,以及该技术在生物医学上的应用.经过十多年

的发展,PAM 成像技术在横向分辨率、轴向分辨

率、成像深度、成像速度、超声传感器和多模态成像

方面取得了巨大进步,在结构、功能、分子成像等生

物医学应用方面也找到了独特的应用.
尽管如此,PAM 成像仍然面临诸多挑战.首

先,PAM系统通常需要行列扫描来实现成像,系统

的成像速度受限于激光器的脉冲重复频率、扫描方

式、信号采集和处理速度等,目前仍然难以实现实时

成像.因此,高分辨率实时成像PAM 成像技术仍

然有待进一步研究.其次,大多数PAM 系统都需

要使用耦合介质,例如水或超声明胶,这会限制其在

某些场景中的应用,如术中成像.全光学检测的方

法具有尺寸小、宽带宽和探测灵敏度高等优势,引起

了研究人员的关注,基于全光学方法的非接触式超

声探测是值得关注的研究方向.此外,光声分子探
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针的相关研究仍有很大的发展空间,研究具有靶向

性强、光声信号转换效率高、灵敏度高、特异性强、生
物兼容性良好的分子探针对拓展PAM的应用范围

具有重要意义.尽管PAM成像技术取得了巨大的

研究进展,但目前多用于临床前的研究,如何将该技

术进行临床和应用转化以解决实际问题,是研究人

员重点探索的方向.随着技术的不断发展和进步,

PAM未来有望解决更多的实际问题,成为更具吸

引力的生物医学成像手段.
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