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摘要　搭建了一套多角度扫描的高灵敏度光声介观(OPAM)实验系统,可同时实现高灵敏度测量和多角度信息获

取,并利用该系统对小动物肿瘤的结构信息与功能信息进行了初探.通过仿体实验验证了所搭建系统的空间分辨

能力,满足OPAM成像需求;通过对两种小动物肿瘤模型进行OPAM实验,可获得肿瘤的结构图像以及两种肿瘤

较为明显的类型特征;之后利用该系统在双波长测量条件下获得了肿瘤的血氧饱和度值.实验表明,该OPAM系

统可以为肿瘤学研究提供一定的参考与指导,在生物医学研究领域具有较好的应用前景.
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Abstract　Inthisstudy weconstructahighＧsensitivityoptoacousticmesoscopy OPAM experimentalsystemwith
amultiＧanglescanningmodethatcansimultaneouslyperformhighＧsensitivitymeasurementsandachievemultiＧangle
informationacquisition敭Thissystemisemployedtoacquirethestructuralandfunctionalinformationrelatedto
smallＧanimaltumormodels敭ThespatialresolutionofthisOPAMexperimentalsystemisverifiedviaaphantom
experimentthatsatisfiestheOPAMimagingrequirements敭Further byapplyingtheOPAMexperimentalsystem
ontwotypesofsmallＧanimaltumormodels theirstructuralimagesandobvioustypecharacteristicsarepresented敭
Subsequently thebloodoxygensaturationvaluesofthetumorsareobtainedusingtheOPAMexperimentalsystem
underthedualＧwavelengthmeasurementcondition敭TheexperimentalresultsdenotethattheOPAMexperimental
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１　引　　言

随着人们对疾病诊断要求的提高,特别是对早

期病变组织进行无损伤诊断和对人类生命现象深入

研究的要求,基于小动物肿瘤模型的无损成像研究

具有极为重大的科学研究意义与临床应用价值[１Ｇ３].

０２０７０３２Ｇ１
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基于光声效应的光声成像方法是一种以超声为媒介

的生物光子成像方法,该方法结合光学成像和声学

成像的优点,即将光学方法的无损伤、高光学特异性

和超声波的低衰减、高穿透性特点相结合.一方面,
光声成像技术以组织的光学吸收系数为基础,组织

内部的发色团对特定波长的激光具有差别较大的光

学吸收系数,因此可实现高对比度成像;另一方面,
与光相比,超声波在深度方向上受组织体散射效应

的影响较低,可对深层组织进行高空间分辨率成像.
光声成像方法具有灵活度高、穿透深度深和高分辨

成像的特点,可以采用不同的成像方式获得与应用

相匹配的优质图像[４Ｇ６].在光声成像方法中,基于声

学聚焦的光声介观(OPAM)成像方法,即声学分辨

率下的光声显微成像方法,能够实现对浅层(１~
１０mm)组织的高分辨(１０~１００μm)成像[７Ｇ９].该

成像方法适用于肿瘤血管形态的结构成像、肿瘤内

部氧饱和度的功能成像、靶向探针药物的分子成像

等生物医学、影像学领域.
近年来,多个研究小组开展了对 OPAM 成像

方法的研究,已证实该成像方法在生物医学领域中

的重要应用价值[１０Ｇ１３].目前 OPAM 成像方法存在

的主要问题是信噪比高,以及多角度测量数据同时

获取能力欠缺.已发展的 OPAM 成像系统通常采

用基于单超声探测器的光栅扫描系统[１０Ｇ１１]和基于超

声阵列的多角度层析扫描系统[１２Ｇ１３].前者所采用的

单超声探测器可获得高信噪比的光声信号,但由于

光栅二维扫描模式获得的光声信号缺少多角度信

息,会在一定程度上降低重建图像的保真度;后者采

用超声阵列可对光声信号进行多角度全方位的提

取,但造价昂贵,并且与单超声探测器相比,超声阵

列单个阵元的灵敏度和信噪比有一定的降低,会在

一定程度上影响重建图像的质量.
本文搭建了一套面向小动物肿瘤模型成像的

OPAM实验系统.该系统将高频聚焦超声探测器

与多角度扫描方式相结合,前者可实现高灵敏度测

量,后者则可实现对目标体信息的多角度获取.首

先,通过仿体实验并采用结合虚拟点技术的反投影

重建算法,验证系统的高分辨能力.为了获得肿瘤

的结构性信息,本文采用７０５nm波长下的脉冲激

光照射肿瘤组织,获得基于活体小鼠的胰腺癌肿瘤

和肝癌肿瘤的 OPAM 重建图像,对图像结果中的

肿瘤特征进行分析,并通过双波长实验获得了肿瘤

的血氧饱和度指标.实验结果表明,该 OPAM 系

统可对活体小动物肿瘤模型进行高分辨成像,为

OPAM 成像技术在肿瘤学研究方面的深入探究提

供了参考.

２　面向小动物肿瘤成像的 OPAM
实验系统

２．１　OPAM 系统装置

OPAM系统的成像原理如图１所示.该成像

系统利用波长为５３２nm的 Nd∶YAG(NimmaＧ６００)
脉冲激光器将光泵浦至光学参量振荡器(OPO),以
产生近红外范围内的脉冲激光,输出波长范围为

６８０~１０６４nm,脉冲重复频率为１０Hz,脉冲持续

时间为８ns.OPO出射的脉冲光通过光纤耦合传

输至光纤束中,最终形成四面照明的宽场光照明模

式.OPAM 成 像 系 统 采 用 定 制 的 中 心 频 率 为

１５MHz,直径和焦距均为６mm(数值孔径 NA＝
０．５)的球聚焦超声探测器来接收光声信号,通过与

旋转台(MＧ０６０．PD,PhysikInstrument)连接实现

连续旋转扫描.实验中选择的测量范围为１２０°,测
量时间为６０s.光声信号经过超声探测器转换为电

信号,继而通过５０dB前置放大器放大后进入高速

数据 采 集 卡 进 行 数 据 采 集,其 采 样 频 率 设 置 为

１００MHz.信号最终传输至计算机进行数据存储与

图像重建等处理.为了确保声速在水中的稳定性,
实验中将加热元件放置在水箱中,以保持３３℃的恒

定温度.

２．２　实验设计

为评估OPAM 成像系统的成像分辨能力,首
先对表面随机分布的直径为５０μm的聚乙烯微球

仿体进行OPAM实验.采用与生物组织体具有类

似光学散射系数的仿体进行实验,该圆柱形琼脂仿

体由４８．３５mL蒸馏水、１．５g琼脂粉和１．６５mL的

脂肪乳溶液(质量分数为１０％)配比而成,形成约化

散射系数为１mm－１的背景.待仿体将要固化时,
在其表面随机放置一些直径为５０μm的聚乙烯微

球.其中琼脂粉起固化作用,脂肪乳溶液主要模拟

组织中的散射物质,微球为主要的成像目标体.为

验证本系统对活体小动物肿瘤成像的能力,采用体

重约为２０g,４周大的BALB/c雄性裸小鼠进行成

像实验.通过与天津市肿瘤医院合作,建立了鼠源

胰腺癌细胞系和肝癌细胞系,将其接种至裸小鼠的

侧腹部来构建皮下移植肿瘤模型.胰腺癌肿瘤模型

和肝癌肿瘤模型均为６例.每隔３d测量肿瘤的长

度与宽度,当肿瘤体径长到５~１０mm时开始动物

实验,本实验符合动物实验控制和监督委员会相关

０２０７０３２Ｇ２
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图１ OPAM系统原理图

Fig敭１ SchematicofOPAMsystem

图３ 仿体实验结果.(a)仿体实物图;(b)传统反投影方法的重建结果;(c)结合虚拟点技术的反投影重建结果

Fig敭３ Resultsofphantomexperiment敭 a Photographofphantom  b reconstructedresultbytraditionalbackＧprojection
algorithm  c reconstructedresultbymodifiedbackＧprojectionalgorithmcombinedwithvirtualpointtechnique

条例.实验过程为:１)用质量分数为４％的水合氯醛

对裸小鼠进行腹腔麻醉(注射剂量为０．００７５mL/g);

２)将裸小鼠固定在成像支架上,仅肿瘤部分自然垂落

在成像支架的孔内;３)采用OPAM系统对肿瘤进行

１２０°扫描测量,然后将裸小鼠取下.

３　结合虚拟点技术的反投影重建方法

基于OPAM 系统的测量数据,利用目前光声

领域中广泛使用的通用反投影重建方法[１４],对实验

仿体和小鼠肿瘤进行重建.OPAM 系统采用的高

频宽带球聚焦超声探测器,可对一定孔径角内的光

声信号进行高灵敏度接收.基于该 OPAM 实验系

统,将反投影重建算法与虚拟点探测技术相结合,如
图２所示.为尽量减少高频信号的衰减,探测器与

目标体之间的探测距离设置较近,且保持探测器的

焦点处于成像目标区域外适当位置,即R＞F＋r.
在这种离焦测量模式下,直接将具有一定晶面尺寸

的探测器等效为一个虚拟点探测器的误差较大.所

搭建的OPAM系统中具有大数值孔径的高频宽带

球聚焦超声探测器的焦点尺寸远小于其晶面尺寸,
可近似为一个虚拟点探测器.结合虚拟点探测技术

的反投影重建方法可以减少传统反投影方法在初始

声压重建过程中由探测晶面造成的计算误差,提高

重建图像质量.

图２ 基于球聚焦超声探测器的离焦测量模式

Fig敭２ OutＧofＧfocusmeasurementmodebasedon
sphereＧfocusedultrasonicdetector

４　实验结果与分析

４．１　仿体实验

为验证OPAM 成像系统的有效性,设计表面

分布了一些直径为５０μm聚乙烯微球的琼脂仿体.
实验中的激光波长设置为７０５nm.随后,利用传统

的反投影重建方法和结合虚拟点技术的反投影重建

算法进行图像重建.图３为仿体实物图和图３(a)
方框区域的成像结果.从图３(b)可以看出,采用传

０２０７０３２Ｇ３



中　　　国　　　激　　　光

统的反投影重建方法获得的重建图像存在明显的伪

影与失真,这是因为在探测距离较近的情况下,将探

测器晶面等效为一个点探测器的假设无法成立.从

图３(c)可以看出,结合虚拟点探测技术的反投影重

建方法可以有效恢复出微球的分布与形状.

从图３(c)中随机选取三个微球,其x 轴和y 轴

剖线如图４所示.通过计算得到微球的半峰全宽

(FWHM)及平均值,如表１所示,系统在水平(x)方
向和竖直(y)方向的分辨能力分别约为７７．７６μm
和８８．５０μm.

图４ 所选的３个微球的x 轴和y 轴剖线图.(a)(d)微球１;(b)(e)微球２;(c)(f)微球３
Fig敭４ Profilesofthreemicrospheresalongxandydirections敭 a  d Microsphere１ 

 b  e microsphere２  c  f microsphere３

表１　三个微球的FWHM值

Table１　FWHMvaluesofthreemicrospheres

MicrosphereNo．
FWHM/μm

Alongxdirection Alongydirection
Microsphere１ ７８．８８ ８８．２８
Microsphere２ ７９．３３ ８８．９０
Microsphere３ ７５．０７ ８８．３１
Meanvalue ７７．７６ ８８．５０

４．２　小动物肿瘤模型实验

图５为活体小鼠肿瘤成像实物图.实验时采用

的激光波长为７０５nm,所得到的肿瘤部分重建结果

如图６所示,重建区域大小为６mm×６mm.从重

建结果可以看出肿瘤的轮廓和内部主要血管网络的

形态和走向.实验结果表明,系统可以初步实现对

小鼠肿瘤内部血管的结构成像,展示出系统在活体

小动物肿瘤模型上的应用能力.
为在小动物结构成像基础上进一步分析胰腺癌

肿瘤和肝癌肿瘤的特征,采用应用广泛的灰度共生

矩阵(GLCM)分析方法来提取OPAM 图像的纹理

特征.GLCM的元素为将灰度级i 的点按照某个

固定距离d 和角度θ移动至灰度级j 的概率,记为

p(i,j).GLCM反映的是图像灰度关于方向、相邻

图５ 小鼠肿瘤成像实物图

Fig敭５ Photoofmousetumorimaging

间隔、变化幅度的综合信息.实验所获得的肿瘤

OPAM图像原始灰度值分布范围较广,直接用于计

算GLCM 时 运 算 量 太 大.为 了 降 低 运 算 量,对

OPAM图像进行灰度等级划分,将 GLCM 的维数

N×N 设置为２５５×２５５.本文采用GLCM 中常用

的４个特征量来进行分析[１５].

１)能量(GASM),是指图像灰度值分布的均匀程

度,当GLCM 中主对角线元素分布集中时,GASM值

较大,图像在局部区域的灰度分布较为均匀.其计

算公式为

GASM ＝∑
N－１

i＝０
∑
N－１

j＝０
p２(i,j). (１)

０２０７０３２Ｇ４
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图６ 小鼠肿瘤实验结果.(a)~(f)胰腺癌肿瘤的OPAM成像结果;(g)~(l)肝癌肿瘤的OPAM成像结果

Fig敭６ Experimentalresultsofmousetumors敭 a ＧＧ f OPAMimagingresultsofpancreastumors 

 g ＧＧ l OPAMimagingresultsoflivertumors

图７ 胰腺癌肿瘤和肝癌肿瘤的４个指标箱形图,采用双样本t检验方法计算P 值,

∗为P＜０．０５,∗∗为P＜０．０１.(a)GASM;(b)GENT;(c)GCON;(d)GCORR

Fig敭７ BoxＧandＧwhiskerplotsoffourparametersforpancreasandlivertumors wherePvaluesarecalculatedbytwoＧsample
tＧtest ∗representsP＜０敭０５ and∗∗representsP＜０敭０１敭 a GASM  b GENT  c GCON  d GCORR

　　２)熵(GENT),代表图像的信息量,可反映图像

纹理特征的复杂程度,GENT值越大,表明图像纹理

复杂度越高.计算公式为

GENT＝－∑
N－１

i＝０
∑
N－１

j＝０
p(i,j)logp(i,j). (２)

　　３)对比度(GCON),反映图像清晰度和纹理深

度,GCON值越大,表明图像清晰度越高,纹理越深.
其公式为

GCON＝∑
N－１

n＝０
n２ ∑

N－１

i＝０
∑
N－１

j＝０
p(i,j)[ ] . (３)

　　４)相关性(GCORR),反映GLCM 中元素的差异

性,即图像灰度在某一方向的变化程度.GCORR值越

大,表明元素差异性越小,图像灰度在该方向的变化

趋势越不明显.其公式为

GCORR＝∑
N－１

i＝０
∑
N－１

j＝０

ijp(i,j)－μxμy

σxσy
, (４)

式中:μx＝ ∑
N－１

i＝０
ip(i,j);μy＝ ∑

N－１

j＝０
jp(i,j);σx ＝

∑
N－１

i＝０
(i－μx)２p(i,j);σy＝ ∑

N－１

j＝０
(j－μy)２p(i,j).本

文在０°、４５°、９０°、１３５°这４个方向对每一张图像进行

计算,得到４个GLCM,对这４个方向上的４个纹理

特征值进行进一步计算,得到各个特征的均值.
图７所示为通过箱形图统计的两类肿瘤特征指

标的分布趋势.由图７可知:胰腺癌肿瘤图像的

GASM值大多高于肝癌肿瘤图像的GASM值,表明胰腺

癌肿瘤图像灰度分布较为均匀;肝癌肿瘤图像的

GENT值大多高于胰腺癌肿瘤图像的GENT值,表明肝

癌肿瘤图像的复杂度高于胰腺癌肿瘤图像;与胰腺

癌肿瘤图像相比,肝癌肿瘤图像的对比度大多较高,
纹理较深;与肝癌肿瘤图像相比,胰腺癌肿瘤图像的

GCORR值较大,即图像灰度变化程度较小.基于以上

分析,本研究的动物实验结果初步表明,肝癌肿瘤图

像在纹理方面比胰腺癌肿瘤图像具有更明显的特

征.采用双样本t检验方法[１６],对两类肿瘤４个指

标的均值进行统计分析,特征参数 GASM、GENT和

GCON的t检验对应的P 值都小于０．０５,GCORR的t检

验对应的P 值小于０．０１,说明两类肿瘤的４个特征

参数差异均具有统计学意义.

０２０７０３２Ｇ５
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后续采用７０５nm和８００nm两个波长进行双

波长肿瘤实验,通过光谱解混方法[１７]获得肿瘤内部

血氧饱和度信息.６例胰腺癌肿瘤的血氧饱和度值

分别为６０．８７％、７１．２５％、６７．０１％、５８．０８％、６８．５４％
和６６．７５％,６例肝癌肿瘤的血氧饱和度值分别为

４８．６９％、５４．８６％、６６．７９％、４１．０３％、６４．８８％ 和

６２．８４％.从以上数据得到的箱形图(图８)可以更

加直观地看出,与肝癌肿瘤相比,胰腺癌肿瘤的血氧

饱和度值略高,且变化范围较小.已有研究表明胰

腺癌肿瘤与肝癌肿瘤均处于明显的乏氧状态[１８Ｇ１９],
本研究所获得的血氧饱和度信息说明了 OPAM 系

统可以有效获取肿瘤内部的功能性信息.

图８ 胰腺癌肿瘤和肝癌肿瘤的血氧饱和度指标箱形图

Fig敭８ BoxＧandＧwhiskerplotsofbloodoxygensaturation
valuesforpancreasandlivertumors

５　结　　论

针对小动物肿瘤模型成像,采用高频聚焦超声

探测器,并结合多角度全方位扫描策略,搭建了一套

多角度全方位扫描的高灵敏度 OPAM 实验系统.
通过仿体实验对系统性能进行了评估,结果显示该

系统具备良好的分辨能力,小动物肿瘤模型实验结

果进一步表明该系统可以获得高分辨的肿瘤结构图

像.通过对６幅胰腺癌肿瘤 OPAM 图像和６幅肝

癌肿瘤OPAM 图像进行灰度特征分析,可初步发

现肝癌肿瘤内部的纹理特征更为明显.由双样本t
检验统计方法分析得出这两类肿瘤图像具有显著差

异.最后采用双波长实验获得肿瘤的血氧饱和度

值,表明该系统可有效获取两类肿瘤的功能性信息,
为基于小动物肿瘤模型的肿瘤学研究提供了参考

价值.
后续将开展大量的小鼠肿瘤实验,以进一步深

入研究OPAM 成像系统在辨别良恶性肿瘤、肿瘤

类型以及肿瘤药物疗效评估等方面的应用潜力.在

临床治疗前利用小动物肿瘤模型对靶向药物的有效

性进行评价与筛选,有望提供更为直观可靠的精准

治疗方案,以助于抗癌药物疗效监测等临床的基础

研究.

参 考 文 献

 １ 　Taruttis A van Dam G M Ntziachristos V敭
Mesoscopicandmacroscopicoptoacousticimagingof
cancer J 敭Cancerresearch ２０１５ ７５ ８  １５４８Ｇ
１５５９敭

 ２ 　Liu Y J Nie L M Chen X Y敭Photoacoustic
molecular imaging from multiscale biomedical
applicationstowardsearlyＧstagetheranostics J 敭
TrendsinBiotechnology ２０１６ ３４ ５  ４２０Ｇ４３３敭

 ３ 　SiphantoRI ThummaK K KolkmanR G M 
etal敭Serialnoninvasivephotoacousticimagingof
neovascularizationintumorangiogenesis J 敭Optics
Express ２００５ １３ １  ８９Ｇ９５敭

 ４ 　WangLV敭Multiscalephotoacousticmicroscopyand
computedtomography J 敭NaturePhotonics ２００９ 
３ ９  ５０３Ｇ５０９敭

 ５ 　WangL V HuS敭Photoacoustictomography in
vivoimagingfromorganellestoorgans J 敭Science 
２０１２ ３３５ ６０７５  １４５８Ｇ１４６２敭

 ６ 　TaruttisA NtziachristosV敭AdvancesinrealＧtime
multispectral optoacoustic imaging and its
applications J 敭NaturePhotonics ２０１５ ９ ４  ２１９Ｇ
２２７敭

 ７ 　OmarM AguirreJ NtziachristosV敭Optoacoustic
mesoscopyforbiomedicine J 敭NatureBiomedical
Engineering ２０１９ ３ ５  ３５４Ｇ３７０敭

 ８ 　Omar M ReblingJ Wicker K etal敭Optical
imaging of postＧembryonic zebrafish using multi
orientationrasterscanoptoacousticmesoscopy J 敭
Light Science&Applications ２０１７ ６ １  e１６１８６敭

 ９ 　NtziachristosV敭Goingdeeperthanmicroscopy the
opticalimaging frontierin biology J 敭Nature
Methods ２０１０ ７ ８  ６０３Ｇ６１４敭

 １０ 　OmarM SchwarzM SolimanD etal敭Pushingthe
opticalimaginglimitsofcancerwithmultiＧfrequencyＧ
bandrasterＧscanoptoacoustic mesoscopy RSOM 
 J 敭Neoplasia ２０１５ １７ ２  ２０８Ｇ２１４敭

 １１ 　OmarM SolimanD GateauJ etal敭Ultrawideband
reflectionＧmodeoptoacousticmesoscopy J 敭Optics
Letters ２０１４ ３９ １３  ３９１１Ｇ３９１４敭

 １２ 　ChekkouryA GateauJ DriessenW etal敭Optical
mesoscopy without the scatter broadband
multispectraloptoacousticmesoscopy J 敭Biomedical
OpticsExpress ２０１５ ６ ９  ３１３４Ｇ３１４８敭

 １３ 　GateauJ Chekkoury A Ntziachristos V敭HighＧ

０２０７０３２Ｇ６



中　　　国　　　激　　　光

resolutionoptoacoustic mesoscopy witha２４ MHz
multidetectortranslateＧrotatescanner J 敭Journalof
BiomedicalOptics ２０１３ １８ １０  １０６００５敭

 １４ 　Xu M H Wang L V敭UniversalbackＧprojection
algorithm forphotoacousticcomputedtomography
 J 敭PhysicalReviewE ２００５ ７１ １  ０１６７０６敭

 １５ 　MohanaiahP SathyanarayanaP GuruKumarL敭
Image texture feature extraction using GLCM
approach J 敭InternationalJournalofScientificand
ResearchPublications ２０１３ ３ ５  １敭

 １６ 　deWinterJCF敭UsingtheStudent′stＧtestwith
extremely small sample sizes  J 敭 Practical
Assessment Research&Evaluation ２０１３ １８ １０  
１Ｇ１２敭

 １７ 　CoxB LauferJG ArridgeSR etal敭Quantitative
spectroscopicphotoacousticimaging areview J 敭
JournalofBiomedicalOptics ２０１２ １７ ６  ０６１２０２敭

 １８ 　BüchlerP ReberH A LaveyRS etal敭Tumor
hypoxiacorrelateswithmetastatictumorgrowthof
pancreaticcancerinanorthotopicmurinemodel J 敭
JournalofSurgicalResearch ２００４ １２０ ２  ２９５Ｇ
３０３敭

 １９ 　JordanBF MissonPD DemeureR etal敭Changes
intumoroxygenation perfusioninducedbytheno
donor isosorbide dinitrate in comparison with
carbogen monitoring by EPR and MRI J 敭
International Journal of Radiation Oncology

BiologyPhysics ２０００ ４８ ２  ５６５Ｇ５７０敭

０２０７０３２Ｇ７


