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荧光分子层析中的全时间分辨图像重建法
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摘要　在荧光分子层析（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＦＭＴ）中，全时间分辨（ＴｉｍｅＲｅｓｏｌｖｅｄ，ＴＲ）测量包含

了最多的光子传输信息。基于有限元－有限差分扩散方程的正向模型和 ＮｅｗｔｏｗｎＲａｐｈｓｏｎ的逆向模型，将全时

间分辨方法用于时域荧光分子层析中，用模拟数据对算法在空间分辨率、定量性、重建尺寸和灰度的保真度以及噪

声稳健性等方面进行了验证。结果表明，此方法能够实时重建荧光产率和荧光寿命图像。与以前发展的基于广义

脉冲谱技术（Ｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄｐｕｌｓｅｓｐｅｃｔｒｕｍｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ＧＰＳＴ）的特征数据法进行图像重建相比较，整体上优于广义脉

冲谱技术。
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１　引　　言

随着荧光探针技术的不断发展，结合已发展

的扩散学光层析技术（Ｄｉｆｆｕｓｅｏｐｔｉｃａｌｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，

ＤＯＴ）
［１～３］逐步发展起了荧光分子层析（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＦＭＴ）技术，与传统的成像技

术相比，其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［４～６］。

荧光分子层析主要有稳态、频域和时域三种成

像系统，前两种模型解析解和数值解已得到了模拟

和实验验证［３，６］。然而稳态系统仅测量穿透组织的

荧光强度，而不能测量荧光寿命；频域系统能够实时
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重建荧光产率和荧光寿命，但不能进行多组份分析，

且在空间分辨率和定量分析上较差［８～１０］。重建荧

光产率和荧光寿命不仅能够提供荧光团的位置信息

而且能够提供其周围的环境信息（氧、钙离子、ｐＨ

值），多组分分析则能评估一种疾病过程的多种基因

控制机理，而时域成像系统则同时具备这些优

点［１１，１２］，自然应发展此系统。在时域成像算法中，

全时间分辨利用了超短激光脉冲作为光源，在边界

上高时间分辨测量与组织体内部光学参量有关的传

输光的全部信息。比其他方法数据包含信息多、成

像质量好，可作为评估其它算法成像质量的标准。

此方法可有多种测量方式（时间相关单光子计数法、

扫描相机测量法等），在实际应用中更具有可行性。

其缺点为计算量大。

发展了结合有限元和有限差分求解时域耦合扩

散方程正向模型的方法，提出了实时重建荧光产率

和荧光寿命的逆向模型的方法，模拟数据验证文中

所提 算 法，与以前 发展 的基 于广义 脉 冲 技 术

（Ｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄｐｕｌｓｅｓｐｅｃｔｒｕｍｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ＧＰＳＴ）的

特征数据法比较［１０］，证明了在荧光分子层析成像中

全时间分辨方法能够实时重建荧光产率和寿命，对

改善图像质量。

２　理论方法

２．１　正向模型

根据辐射传输理论，在超短激光脉冲激发下，激

发光和发射光在各向异性混浊介质内传输，可用耦

合扩散方程近似描述［１３，１４］：

·κ狓（狉）－μａ狓（狉）犮－


［ ］狋狓（狉，狉ｓ，）＝－δ（狉－狉ｓ，狋），

·κ犿（狉）－μａ犿（狉）犮－


［ ］狋犿（狉，狉狊，狋）＝－ημ
ａ犳（狉）

τ（狉）
犮｛狓（狉，狉狊，狋）犲［τ（狉），狋

烅

烄

烆
］｝，

（１）

下标 狓、犿 分别代表激发和发射波长；ν（狉，狉ｓ，狋）（ν ∈ ［狓，犿］）为光子密度；μａν（狉）、′μｓν（狉）、κν（狉，狋）＝

犮／［３′μｓν（狉）］分别为吸收、退化散射和扩散系数；ημａ犳（狉）为荧光产率，τ（狉）为荧光寿命；犲（τ，狋）＝犲
－狋／τ犝（狋），其

中犝（狋）为单位阶跃函数。方程的边界条件为Ｒｏｂｉｎ边界条件：

犮ν（狉，狉ｓ，狋）＋２
１＋犚ｆ
１－犚ｆ

κν（狉）狀·ν（狉，狉ｓ，狋）
狉∈Ω

＝０， （２）

犚ｆ≈０．５３为边界内部反射系数
［１５］，狀为边界上法向

矢量，设光源和探测器的位置分别为ζ狊（狊＝１，２，

…，犛）、ξ犱（犱＝１，２，…，犇），测得的光子时间分布即

时间点扩展函数可以由菲克定律计算：

Γν（ξ犱，ζ狊，狋）＝
犮
２

１－犚ｆ
１＋犚ｆ

ν（ξ犱，ζ狊，狋）． （３）

　　 应 用 伽 辽 金 有 限 元 方 法 （Ｆｉｎｉｔｅｅｌｅｍｅｎｔ

ｍｅｔｈｏｄ，ＦＥＭ）求解，ν（狉，狋）（为简单起见省略狉狊）

可近似表示为

ν（狉，狋）≈∑
犖

狀＝１

Φν（狀，狋）狌狀（狉）＝Φν（狋）
Ｔ狌（狉），（４）

其中

狌（狉）＝ ［狌１（狉），狌２（狉），…，狌犖（狉）］
Ｔ，

Φν（狋）＝ ［Φν（１，狋），Φν（２，狋），…，Φν（犖，狋）］
Ｔ

分别表示有限元犖 个节点的形函数和时间变化光

子密度，可化为如下矩阵方程：

（犃ν＋犅）Φν（狋）＋犆
Φν（狋）

狋
＝犙ν（狋）， （５）

狀为有限元节点个数。犃ν、犅及犆为犖×犖的矩阵，且

对激发和发射波长具有相同形式，而犙ν（狋）则有如

下不同形式：

犙ν（狋）＝
狌（狉ｓ）δ（狋），ν＝狓

犆Φ′（狋）， ν＝
｛ 犿

（６）

Φ′（狀，狋）＝ημ
ａｆ（狀）

τ（狀）
犮｛Φ狓（狀，狋）犲［τ（狀），狋］｝，

用全隐式时域有限差分方法求解方程（５），时间序列

为：Φν（犻）＝Φν（狋犻），狋犻＝犻Δ狋（犻＝－１，０，１，…），有

如下方程：

（犃ν＋犅）＋
犆

Δ［ ］狋Φ狏（犻＋１）－
犆

Δ狋
Φ狏（犻）＝

　　犙狏（犻＋１），

Φ狏（－１）＝０

烅

烄

烆 ．

（７）

　　 上述方程中同样由于激发源不同，犙ν（犻）＝

犙ν（狋犻）表示为

犙ν（犻）＝
δ（犻）狌（狉ｓ）／Δ狋，ν＝狓

犆Φ′（犻）， ν＝
｛ 犿

（８）

这里Φ′（犻）＝Φ′（狋犻）；令

Φ狓（狀，犻）＝Φ狓（狀，狋犻），犈（狀，犻）＝犲［τ（狀），狋犻］，

Φ′（犻）可写为如下形式：

３６２１
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Φ′（狀，犻）≈Δ狋犮η
（狀）

τ（狀）∑
＋∝

犼＝０

Φ狓（狀，犻）犈（狀，犻－犼）． （９）

　　 由于矩阵（犃ν＋犅）＋犆／Δ狋为常量，对（７）式仅需要进行Ｃｈｏｌｅｓｋｉ分解。

２．２　 逆向模型

逆向模型可以由基于泰勒级数展开的ＮｅｗｔｏｎＲａｐｈｓｏｎ法表示，其迭代格式为

［Γ犿 －犉（狆犽）］＝犑（狆犽）δ狆犽，　狆犽＋１ ＝狆犽＋δ狆犽， （１０）

式中犉［狆（狉）］为将参量空间狆（狉）＝［ημａｆ（狉），τ（狉）］
Ｔ映射到测量空间Γ犿 ＝［Γ犿（ξ１，ζ１，狋１），…，Γ犿（ξ犇，ζ犛，

狋犐）］
Ｔ 的正向算子，犑（狆）是正向算子的Ｆｒｅｃｈｅｔ微分，其离散形式即雅可比矩阵可由发射波的微扰扩散方程

有效求解。当被测参量有微小变化时，有下列积分方程：

δΓ犿（ξ犱，ζｓ，狋）＝∫
　

Ω

犵犿（ξ犱，狉，狋）狓（狉，ζｓ，狋）犲［τ（狉），狋］

τ（狉）
犮δη（狉）ｄ狉＋

∫
　

Ω

｛犵犿（ξ犱，狉，狋）狓（狉，ζｓ，狋）犳［τ（狉），狋］｝
η（狉）

τ（狉）
３犮δτ（狉）ｄ狉， （１１）

式中犳（τ，狋）＝犲（τ，狋）（狋－τ）；犵犿（狉，狉′，狋）为格林函数。荧光产率和寿命分布可表示为δη（狉）＝δη
Ｔ狌（狉），

δτ（狉）＝δτ
Ｔ狌（狉），其中δη＝［δη（１），δη（２），…，δη（犖）］

Ｔ，δτ＝［δτ（１），δτ（２），…，δτ（犖）］
Ｔ；δη（狀）和δτ（狀）

分别为第狀个节点处产率和寿命的微扰。于是雅可比矩阵行为如下形式：

犑ημａｆ（ξ犱，ζｓ，狋犻）＝

∫
　

Ω

｛犵犿（ξ犱，狉，狋）狓（狉，ζ狊，狋）犲［τ（狉），狋］｝狋＝狋犻

τ（狉）
犮狌１（狉）ｄ狉

∫
　

Ω

｛犵犿（ξ犱，狉，狋）狓（狉，ζ狊，狋）犲［τ（狉），狋］｝狋＝狋犻

τ（狉）
犮狌２（狉）ｄ狉

……

∫
　

Ω

｛犵犿（ξ犱，狉，狋）狓（狉，ζ狊，狋）犲［τ（狉），狋］｝狋＝狋犻

τ（狉）
犮狌犖（狉）ｄ

烅

烄

烆

烍

烌

烎
狉

Ｔ

， （１２）

犑τ（ξ犱，ζ狊，狋犻）＝

∫
　

Ω

｛犵犿（ξ犱，狉，狋）狓（狉，ζ狊，狋）犳［τ（狉），狋］｝狋＝狋犻

ημａｆ（狉）

τ（狉）
３犮狌１（狉）ｄ狉

∫
　

Ω

｛犵犿（ξ犱，狉，狋）狓（狉，ζ狊，狋）犳［τ（狉），狋］｝狋＝狋犻

ημａｆ（狉）

τ（狉）
３犮
犮狌２（狉）ｄ狉

……

∫
　

Ω

｛犵犿（ξ犱，狉，狋）狓（狉，ζ狊，狋）犳［τ（狉），狋］｝狋＝狋犻

ημａｆ（狉）

τ（狉）
３犮狌犖（狉）ｄ

烅

烄

烆

烍

烌

烎
狉

Ｔ

， （１３）

应用基于快速傅里叶变换的圆卷积对上述矩阵求解，用代数重构法（Ａｌｇｅｂｒａｉｃｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，

ＡＲＴ）
［１５］求解（１０）式：

犘＝
犱
（犼）－犑

（犼）

η
（η犽，τ犽）·δη

（犼）
犽 －犑

（犼）
τ （η犽，τ犽）·δτ

（犼）
犽

［犑
（犼）

η
（η犽，τ犽）犑

（犼）
τ （η犽，τ犽）］

２
，

δη
（犼＋１）
犽

δτ
（犼＋１）

熿

燀

燄

燅犽

＝
δη

（犼）
犽

δτ
（犼）

熿

燀

燄

燅犽

＋λ犘［犑
（犼）

η
（η犽，τ犽）犑

（犼）
τ （η犽，τ犽）］

Ｔ，

δη
（０）
犽 ＝０，　δτ

（０）
犽 ＝０，　

η犽＋１

τ犽＋
［ ］

１

＝
η犽

τ
［ ］
犽

＋
δη

（犐×犇×犛）
犽

δτ
（犐×犇×犛）

熿

燀

燄

燅犽

烅

烄

烆
，

犼＝０，１，２，…，犐×犇×犛 （１４）
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　　犱
（犼）是向量［Γ犿 －犉（η犽，τ犽）］的第犼个元素，

犑
（犼）
υ （η犽，τ犽）（υ∈［ημａ，τ］）是雅可比矩阵犑υ（η犽，τ犽）

的第犼行。松弛因子λ对重构有很大的影响，且已证

明其取值范围为［０，２］，迭代数的选择与噪声有关，

通过限制迭代次数达到基于代数重构法的正则归一

化。为了减少伪迹，对相邻接点进行中值滤波。

为了整体评估算法，测量的相对误差可由以迭

代次数犽为函数的方程计算：

ε（犽）＝∑
犐

犻＝１
∑
犛

狊＝１
∑
犇

犱＝１

Γ犿（ξ犱，ζ狊，狋犻）－犉犽（ξ犱，ζ狊，狋犻）

Γ犿（ξ犱，ζ狊，狋犻）

２

．

（１５）

　　 此处犉犽（ξ犱，ζ狊，狋犻）是正向第犽步计算的估计

值，其中犉０（ξ犱，ζ狊，狋犻）由初始参量计算（通常为背景

参量）。

３　方法评估

在图像重建过程中所用仿体的结构如图１所

示。背景为半径２５ｍｍ的圆面，光学和荧光的参量

分别为μ
（Ｂ）
ａ狓，犿＝０．０３５ｍｍ

－１、′μ
（Ｂ）
ｓ狓，犿＝１．０ｍｍ

－１及

η
（Ｂ）＝０．００１ｍｍ－１、τ

（Ｂ）＝５００ｐｓ，与背景具有同样光

学特性的两个小圆（靶）沿狓轴与原点对称放置，半

径分别为狉１、狉２，荧光参量为（η１，τ１）、（η２，τ２）。假定

１６个源和探测器的同轴均匀分布于边界，用２５ｐｓ

分辨率的通道测量［１６］。为减小由于在正向和逆向

解中应用同一模型而引起的“鬼”问题，在正向模型

中用一个具有３７５０元素和１９５１个节点的有限元网

格产生数据。在逆向问题中划分较粗，有２４００个元

素和１２６１个节点。

图１ 仿体

Ｆｉｇ．１ Ｐｈａｎｔｏｍ

３．１　空间分辨率

首先在靶中心间距（Ｃｅｎｔｅｒｔｏｃｅｎｔｅｒｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，

ＣＣＳ）变化的情况下，用全时间分辨方法和广义脉冲

技术重建产率和寿命图像。其中两个靶的半径为

狉１＝狉２＝４ｍｍ，荧光率和寿命的对比度分别为５∶１

和３∶１，即η１＝η２＝０．００５ｍｍ
－１，τ１＝τ２＝１５００ｐｓ。

图２（ａ）、图２（ｂ）分别给出了中心间距为１６ｍｍ时

的产率（ｙｉｅｌｄ）和寿命（ｌｉｆｅｔｉｍｅ）的重建图及狓轴轮

廓图。另外为了定量分析算法的空间分辨率，定义

如下评估公式：

犚υ＝
υ（０）－ｍｉｎ［υ（狓）］

ｍａｘ［υ（狓）］－ｍｉｎ［υ（狓）］
， （１６）

犚υ（υ∈ ［^η，^τ］）以中心间距为函数。若以犚υ＝０．５为

标准，全时间分辨方法中产率和寿命相应的中心间

距约为１３ｍｍ和１７ｍｍ，而广义脉冲技术中约为

１７ｍｍ和２０ｍｍ，因此全时间分辨方法空间分辨率

更高。且从图２（ａ）中可看出应用两种方法进行图

像重建时，产率重建的空间分辨率均比寿命高。

图２ 中心间距为１６ｍｍ的靶重建图（ａ），狓轴轮廓图（ｂ）

Ｆｉｇ．２ Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｍａｇｅｓ（ａ），狓ｐｒｏｆｉｌｅ（ｂ）ｆｏｒＣＣＳｏｆ１６ｍｍｏｆｔａｒｇｅｔ

３．２　定量性

用如下形式评估： 犙υ＝
ｍａｘ
狓

［υ（狓）］

ｍｉｎ
狓

［υ（狓）］
． （１７）
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靶的荧光对比度取不同值，中心间距为２５ｍｍ，图３

是对比度为４∶１，即（η犻，τ犻）＝（０．００４ｍｍ
－１，２０００ｐｓ）

（犻＝１，２）时的重建图。图４中以靶荧光对比度为

犙υ（即靶狓轴轮廓图中最大值与最小值之比）的函

数用于对算法重建（ａ）产率和（ｂ）寿命的定量分析。

结果显示全时间分辨方法在图像重建尤其是产率重

建的定量性上有很大提高。当对比度低于５∶１时，

全时间分辨法在定量性上产率重建与寿命重建几乎

相同，而高对比度情况下，则对产率重建过度而寿命

重建不足。广义脉冲技术在寿命重建上显示了良好

的定量性，但对产率重建有很大不足。

图３ 对比度为４∶１的重构图

Ｆｉｇ．３ Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｍａｇｅｓｆｏｒａｃｏｎｔｒａｓｔｏｆ４∶１

图４ 以靶荧光对比度为函数的对比曲线

Ｆｉｇ．４ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｒｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｔａｒｇｅｔｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｏｎｔｒａｓｔ

３．３　尺寸对比

对算法区分靶尺寸差异的保真度进行评估，定

义

犛υ＝
υ
（Ｌ）
ｍａｘ－υｍｉｎ 狓

（Ｌ）
１ －狓

（Ｌ）
２

υ
（Ｒ）
ｍａｘ－υｍｉｎ 狓

（Ｒ）
１ －狓

（Ｒ）
２

， （１８）

其中υ
（Ｌ）
ｍａｘ＝ｍａｘ

狓＜０

［υ（狓）］，υ
（Ｒ）
ｍａｘ＝ｍａｘ

狓＞０

［υ（狓）］分别为左

右靶犡轴轮廓图的最大值；υｍｉｎ＝ｍｉｎ［υ（狓）］为最小

值；狓
（Ｌ）
犻 和狓

（Ｒ）
犻 （犻＝１，２）分别为左右靶的半极大值

坐标。为计算简单，仅考虑单个产率重建。图５计算

了犛^η 的如下三种情况：１）固定靶灰度对比度为

３∶１（η１ ＝η２ ＝０．００３ｍｍ
－１），靶尺寸对比度为：

狉１，２ ＝５ｍｍ±犻Δ狉，其中 Δ狉＝０．５ｍｍ，犻＝０，１，

…，６；２）固定靶尺寸对比度为１．５∶１（狉１ ＝６ｍｍ，

狉２ ＝４ｍｍ），产率对比度变化；３）固定产率对比度为

３∶１，作为靶尺寸因子α的函数，其中狉１ ＝３αｍｍ，

狉２ ＝２αｍｍ。结果显示全时间分辨法的保真度整体

优于广义脉冲技术。

图５ 以重建尺寸为函数的对比曲线

Ｆｉｇ．５ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｓｉｚｅｃｏｎｔｒａｓｔ

３．４　灰度分辨率

用犌υ来定量分析算法辨别灰度差异的能力 ：
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犌υ＝
ｍａｘ
狓＜０

［υ（狓）］－ｍａｘ
狓＞０

［υ（狓）］

０．５｛ｍａｘ
狓＜０

［υ（狓）］＋ｍａｘ
狓＞０

［υ（狓）］｝－ｍｉｎ［υ（狓）］
． （１９）

对犌^η 在以下三种情况下进行计算：１）固定靶产率基线｛即０．５｛ｍａｘ
狓＜０

［^η（狓）］＋ｍａｘ
狓＞０

［^η（狓）］｝｝为０．００３ｍｍ
－１，

狉１ ＝狉２ ＝４ｍｍ，作为灰度差异的函数；２）固定灰度差异为３０％，狉１ ＝狉２ ＝４ｍｍ，作为产率基线的函数；

３）固定靶产率基线为０．００３ｍｍ－１靶灰度差异３０％，作为半径的函数。如图６所示。结果表明，全时间分辨方

法一般来说优于广义脉冲技术，尤其对应靶为大尺寸或者高对比度情况。反之则广义脉冲技术占优。

图６ 以灰度分辨率为函数的对比曲线

Ｆｉｇ．６ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｇｒａｙｓｃａｌｅｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

图７ 信噪比为２０ｄＢ的重建图

Ｆｉｇ．７ Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｍａｇｅｓｆｏｒａｓｉｇｎａｌｔｏｎｏｉｓｅｒａｔｉｏ

ｏｆ２０ｄＢ

３．５　噪声稳健性

在测量信号中主要有两种噪声。第一种为热噪

声，该噪声与被测信号无关且可用一系列独立同分

布的高斯随机变量模拟；第二种为散粒噪声，由被测

光子的量子起伏引起，可由泊松分布表示，此模型可

进一步用独立但非同分布的高斯随机变量表示。因

为被测光流强度大于探测器的本底热噪声，可用如

下噪声模型表征全时间分辨方法的噪声稳健性：

σ（ξ犱，ζ狊，狋）＝Γ犿（ξ犱，ζ狊，狋）１０
－χ（ξ犱

，ζ狊
，狋）／２０，

χ（ξ犱，ζ狊，狋）＝２０ｌｎ
犖狆犿Γ犿（ξ犱，ζ狊，狋）

ｍｉｎ［Γ犿（ξ犱，ζ狊，狋槡｛ ｝）］烅

烄

烆
，
（２０）

χ（狋）为信噪比（Ｓｉｇｎａｌｔｏｎｏｉｓｅｒａｔｉｏ，ＳＮＲ），犖狆犿表

示在ｍｉｎ［Γ犿（ξ犱，ζ狊，狋）］时测得的光子数。为简单起

见，在广义脉冲技术法中将散粒噪声近似模拟为一

系列在ξ犱、ζ狊 上同分布的独立高斯随机变量，拉普

拉斯变换因子为常数χｇｐｓｔ。用χ（ξ犱，ζ狊，狋）的平均值

χｔｒ表示全时间分辨方法中的整体噪声水平。图７

表示了在信噪比为χｔｒ＝χｇｐｓｔ＝２０ｄＢ时的重建图像

，其中荧光对比度为３∶１、狉１＝狉２＝４ｍｍ、中心间距

为２５ｍｍ。结果显示全时间分辨方法在噪声稳健

性上明显优于广义脉冲技术。

４　结　　论

提出了一种用全时间分辨法实时重建荧光产率

和寿命图像的时域荧光分子层析方法。通过模拟数

据对算法在空间分辨率、定量性、重建尺寸和灰度的

保真度以及噪声稳健性等方面进行了验证。结果证

明了全时间分辨方法重建荧光产率和寿命图像的有

效性，且几乎在各个方面都优于广义脉冲。另外由

于全时间分辨方法能够应用时域测量中最丰富的信

息，因而能够恢复多参量，且具有较高的图像质量和

噪声稳健性，这些是稳态和频域模型无法同时获得

的。随着时间相关的单光子计数系统［１７］及其它硬件

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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