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摘要　提出了具有高探测灵敏度的微腔光声探测技术。采用微腔耦合技术，将细胞内产生的光声信号，通过微通

道传导到耦合腔，被麦克风接收，成功研制出微腔光声探测器。在相同的温度变化情况下，密闭腔内气压变化量与

腔的体积成反比，腔的体积越小，气压变化量越大，探测器对压力的响应度就越高，对于微弱光声信号就越灵敏。

因此，设计出的高灵敏度微腔光声探测器，能够探测到连续调制光激发出的微弱光声信号，重建出免标记的细胞水

平的光声显微图像。从已获得的分辨率板、洋葱表皮细胞和血红细胞等样品的光声显微图像可以说明这个光声微

腔探测器的灵敏度高，分辨率达到１．２５μｍ。
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１　引　　言

光声（ＰＡ）显微镜是近年发展起来的一种新型

的具有广泛应用前景的光声成像技术。它利用样品

内源性的光学吸收特性进行成像，可获得组织样品

的结构图像和功能图像。结合了声学成像和光学成

像的优点，具有灵敏度高、分辨率高、对比度高和较

０９１８００１１
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大穿透深度等优点，不仅操作简单而且免标记，无损

害，能保持生物组织的自然形态，可进行活体检

测［１－２］。因此被广泛应用于血红蛋白、黑色素、脂质

等光学吸收特性物质的探测及其分布的成像。为乳

房［３］、皮肤［４］、脑部［５－６］、心血管［７］、眼睛［８］等人体部

位的组织、微小血管以及细胞成像提供了一种有力

的工具。由于多模式成像系统能为生物医学研究和

诊断提供更全面的信息，而光声显微镜对细胞的光

学吸收敏感，共焦显微镜则对细胞的散射敏感，若将

光声显微镜和扫描共焦显微镜结合起来可以对样品

实现不同机制的多模式成像，同时得到样品的光吸

收分布图和光散射分布图，为细胞的结构以及功能

研究提供具有互补意义的工具。

因为传统激光扫描共焦显微镜采用连续光作为

光源，所以光声显微镜也必须采用连续光作为光源。

但是，一方面由于连续调制光的功率远小于脉冲激

光，所激发的光声信号比较微弱，对于单个细胞，所

激发的光声信号更微弱，在细胞的损伤阈值内不能

单靠增强入射光功率来增强细胞的光声信号；而另

外一方面，由于压电陶瓷［９］、聚偏氯乙烯（ＰＶＤＦ）水

听器［１０－１１］等现行的超声传感器工作在兆赫兹频段，

无法响应到连续调制光调制频率（千兆赫兹）的信

号，目前已有能够探测到连续调制光激发出来的光

声信号的探测器［１２］，然而，其灵敏度达不到细胞水

平成像。所以，为了将光声显微镜和扫描共焦显微

镜结合起来，同时获得生物细胞的光声显微图像和

共焦显微图像，必须有适合于连续调制激光工作模

式下的高灵敏度的光声探测器。本文介绍了对传统

气体传声器进行改造而成的光声微腔探测器，具有

高灵敏度，便携轻巧的优点，能得到生物样品高分辨

率和高对比度的细胞结构的光声显微图像。

２　光声微腔探测器的原理与设计

图１是一个密闭微腔的模型，样品被置于微腔

内，其前表面与微腔内气体接触，后表面贴在绝热的

有机玻璃上。由于边界层的气体被周期性加热，它

将周期性地膨胀和收缩，因而可以看作为一个声活

塞作用在微腔内剩余的部分气体上，产生的声压信

号在这部分气体中传导。其腔内的压强变化量可以

表示为［１３］

δ犘（狋）＝
２πμ′γ犘０犛

犜０
·
珔（狋）

犞０
， （１）

其中γ为比热，μ′为热扩散长度，犛为气体边界层的

表面积，犘０ 和犞０ 分别为腔内的气压和微腔的体积，

犜０ 为样品表面的直流温度，珔（狋）为气体边界层内气

体的温度，决定于样品的光吸收系数和入射光功

率。由（１）式可以看出，在相同的温度变化情况下，

腔内气压变化量与腔的体积成反比，也就是说，腔的

体积越小，气压变化量越大，探测器对压力的响应度

就越高，所以缩小腔的体积可以有效地提高探测灵

敏度。

图１ 微腔模型

Ｆｉｇ．１ Ｍｉｃｒｏｃａｖｉｔｙｍｏｄｅｌ

光声探测器的制作材料应满足对光弱吸收甚至

不吸收，在所研究的光波长范围内是透明的，入射光

或样品散射的光照射到微腔内表面时，其产生的光

声信号小，对样品产生的光声信号不影响，因此采用

有机玻璃作为探测器的材料。图２为设计的光声微

腔探测器的结构图，包括微腔、微通道、耦合腔和麦

克风４部分。微腔的开口处粘着盖玻片，并将样品

放在盖玻片上，耦合腔的开口粘着麦克风，整个探测

器处于气密状态。当光照射在样品上，产生光声信

号，该信号通过微通道传导到耦合腔，被麦克风接

收。圆柱形传声器具有容易制造加工的优点，且有

大的表面积，可增加探测器灵敏度，所以微腔、耦合

腔以及微通道均采用圆柱形结构。在相同的温度变

化情况下，腔内气压变化量与腔的体积成反比，腔的

体积越小探测器的灵敏度越高，然而，腔的体积也不

能无限小，根据 ＲＧ（ＲｏｓｅｎｃｗａｉｇＧｅｒｓｈｏ）理论，在

距离为２πμ′处，气体中的周期性温度变化已衰减为

０，只有样品和腔壁之间的距离犾′＞２πμ′时，气体才

能够在热学上响应样品表面的周期性温度变化。对

于室温常压下的空气，当斩光频率犳＝２．５ｋＨｚ时，

２πμ′≈０．３ｍｍ，因此，综合微腔与整个系统的配套以

及工艺制作等因素，微腔和耦合腔直径均设计为

０．５ｍｍ，高度为１ｍｍ；为了缩小微腔体积，提高探测

器的灵敏度，微通道采用长度为２０ｍｍ，直径为

０．２５ｍｍ的圆柱形结构。麦克风在１００～３０００Ｈｚ中

间具有平坦的频率响应特性，灵敏度为１０ｍＶ／Ｐａ。

当功率为３ｍＷ时，探测器的信噪比为２８ｄＢ。

０９１８００１２
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图２ 光声微腔探测器的结构图

Ｆｉｇ．２ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅＰＡｍｉｃｒｏｃａｖｉｔｙｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ

３　实验方法

图３是建立的光声显微系统（ＰＡＭ）原理图。

氩离子激光器输出的光经斩波器调制，调制后的光

束通过物镜聚焦到样品上，同时由振镜控制电路带

动振镜 （６２３１Ｃ，ＣａｍｂｒｉｄｇｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），使聚焦

光斑相对于样品做水平二维扫描。光声微腔探测器

接收样品产生的光声信号，将该信号经前置放大器

放大后，再送到锁相放大器 （ＳＲ８３０，Ｓｔａｎｆｏｒｄ

ＲｅｓｅａｒｃｈＳｙｓｔｅｍｓ）对其解调并进一步地放大，由数

据采集卡 （ＰＣＩ６１１５，ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ）采集数

据并存储到电脑，通过计算机算法重建出样品二维

空间分布的光声显微图像。

图３ 光声显微系统原理图

Ｆｉｇ．３ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐｏｆＰＡＭｓｙｓｔｅｍ

４　结果与分析

４．１　植物细胞的光声显微图像

为了验证这设计的微腔光声探测器具有显微成

像功能，首先选择了体积较大的植物细胞进行实验。

所选的样品包括有色洋葱表皮细胞和无色洋葱表皮

细胞。由于植物细胞较大，所采用的显微物镜是

２０×平场透镜。扫描范围为４００μｍ×４００μｍ，像素

为２５６ｐｉｘｅｌ×２５６ｐｉｘｅｌ。

图４（ａ）是有色的洋葱表皮细胞光声显微成像

的结果，图４（ｂ）是其光学显微成像的结果。可以看

出，光声显微镜下所成的洋葱表皮细胞图像结构清

晰，严格与光学显微镜下的细胞图像一一对应，并且

对比度较高，可以清楚地观察到洋葱表皮细胞的各

个结构。细胞边缘对光的吸收较强，产生强光声信

号，在图像中呈亮区；而细胞中间对光的吸收较弱，

产生微弱光声信号，故呈暗区。

为了进一步验证样品色素分布对光声吸收分布

的影响，用无色的洋葱表皮细胞做了一组实验。

图５（ａ）是无色洋葱表皮细胞光声成像的结果。可

以看出，由于细胞壁上残留色素，在光声显微镜上具

有光吸收，产生光声信号，在图像中呈亮区；而细胞中
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间对光无吸收，不产生光声信号，故呈暗区。图５（ｂ）

是对其进行相应的光学成像的结果，可以发现，其光

声图像与光学图像一一对应。从以上两个实验可以

看出，微腔光声探测器所获得的光声显微图像对比度

较高，能分辨出体积较大的植物细胞。

图４ 有色洋葱细胞。（ａ）光声显微图像；（ｂ）光学显微图像

Ｆｉｇ．４ Ｉｍａｇｅｓｏｆｏｎｉｏｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｃｅｌｌｓｗｉｔｈｃｏｌｏｕｒ．（ａ）Ｐｈｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；（ｂ）ｏｐｔｉｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

图５ 无色洋葱细胞。（ａ）光声显微图像；（ｂ）光学显微图像

Ｆｉｇ．５ Ｉｍａｇｅｓｏｆｏｎｉｏｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｃｅｌｌｓｗｉｔｈｏｕｔｃｏｌｏｕｒ．（ａ）Ｐｈｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；（ｂ）ｏｐｔｉｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

图６ 血红细胞。（ａ）光声显微图像；（ｂ）光学显微图像

Ｆｉｇ．６ ＩｍａｇｅｓｏｆＲＢＣｓ．（ａ）Ｐｈｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；（ｂ）ｏｐｔｉｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

４．２　动物细胞的光声显微图像

血红细胞（ＲＢＣ）内含有丰富的血红蛋白，血红蛋

白对光具有强烈的吸收，它是样品组织当中最主要的

光学内源性吸收源之一。通过血红细胞内血红蛋白

的分布情况，可以估计血红细胞的健康程度，例如缺

铁性贫血。为了验证本文所设计的微腔光声探测器

具有细胞水平分辨率，可以为人体细胞诊断提供有力

信息，下面采用了人体血红细胞作为样品进行光声成

像。采用的物镜的放大倍数是６０倍，扫描范围为

４０μｍ×４０μｍ，像素为２５０ｐｉｘｅｌ×２５０ｐｉｘｅｌ。

图７（ａ）是血红细胞光声显微成像的结果，

图７（ｂ）是血红细胞光学显微成像的结果。由于血红
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细胞含有丰富的血红蛋白，对光的吸收很强，利用其

产生的强光声信号重建的光声图像边缘清晰，分辨率

高，与其用光学显微镜拍出来的光学显微图像一一

对应。血红细胞的直径小于１０μｍ，由此可以看出

这个探测器具有极高的灵敏度，能够实现高分辨率

的细胞水平的光声显微成像。

４．３　微腔光声显微成像分辨率测试

为了测试设计的微腔光声探测器获得光声显微

图像的分辨率，选用国家标准分辨率板（ＪＪＧ８２７

１９９３，ＲＴＡ０７）进行光声显微成像实验。图７（ａ）是

对分辨率板进行光声显微成像的结果，图７（ｂ）是相

对应的光学显微图像。分辨率板的线条宽度及线条

之间的宽度均为１．２５μｍ，从图７（ａ）中可以看出，线

条边缘清晰，能够清晰地辨认出每一条，因此可以确

定该光声微腔探测器的分辨率小于１．２５μｍ。

图７ 分辨率板。（ａ）光声显微图像；（ｂ）光学显微图像

Ｆｉｇ．７ Ｉｍａｇｅｓｏｆｔｈｅｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｔｅｓｔｔａｒｇｅｔ．（ａ）Ｐｈｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；（ｂ）ｏｐｔｉｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

５　结　　论

成功地设计出灵敏度极高的微腔光声探测器，

能够探测到连续调制光激发出的微弱光声信号，结

合激光扫描的方法实现了在连续调制激光工作模式

下的细胞光声显微成像。通过动植物的细胞样品实

验，说明本文所设计的微腔光声探测器具有细胞水

平的空间分辨力，并通过分辨率测试板验证了实际

分辨力达到１．２５μｍ以下，对医学上研究生物细胞

的功能图像与结构图像有很大的实际应用意义。
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