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摘要　为了实现强散射样品的光声显微成像,提出了一种散射光声显微成像新技术.利用散射光声效应原理,成
功设计研制了散射光声探测器.散射光声探测器由散射光声腔、耦合腔、微通道以及微音器组成.利用该探测器

探测样品的散射光声信号,然后结合共焦扫描成像技术实现了强散射样品的光声显微成像,获得了二氧化硅微球

和口腔上皮细胞等各种不同散射样品的光声显微图像.实验结果表明,散射光声显微成像技术可以极大地改善图

像对比度和增强图像边缘,对于工业、大气等方面的微粒直径测量具有重要的应用意义.
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Abstract　Inordertorealizethephotoacousticmicroscopicimagingofstrongscatteringsample anew methodfor
scatteringphotoacousticimagingispresented敭Ascatteringphotoacousticdetectorissuccessfullydesignedbyapplyingthe
scatteringphotoacousticeffectprinciple敭Thescatteringphotoacousticdetectorconsistsofascatteringphotoacousticcavity 
aresonantcavity amicrochannelandamicrophone敭Thedetectorisusedtodetectphotoacousticsignalsofsamples敭Then 
combiningconfocalscanningimagingtechnology thephotoacousticmicroscopyimagingofstrongscatteringsamplesare
achieved敭Photoacousticmicroscopicimagesofvariouskindsofscatteringsamples suchassilicamicrospheresandoral
epithelialcellsaresuccessfullyobtainedaswell敭Theresultsindicatethatscatteringphotoacousticimagingtechniquecan
greatlyimprovetheimagecontrastandenhanceimageedge敭Thistechniquehasimportantapplicationmeaningsofparticle
diametersmeasurementinthefieldofindustryandatmosphere敭
Keywords　imagingsystems photoacoustic microscopicimaging scatteringphotoacoustictechnique edge
enhancement
OCIScodes　１１０敭５１２０ １７０敭５１２０ ０４０１８８０ ２９０敭５８５０

１　引　　言
散射成像技术是利用物质的散射性质进行成像的技术.目前,已经有很多的成像模式是利用物质的散

射性质进行物质图像重构的,例如:激光扫描共聚焦显微镜(LSCM)、光学相干层析成像(OCT)和动态光散
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射成像(DLS).散射成像已被广泛应用于生物细胞、血管、皮肤、眼睛组织[１Ｇ５]等方面的研究.但是,这些成

像模式都是利用前向或者后向散射光的信息进行图像重建的,侧向散射光所携带的信息都丢失了,然而所有

的散射光子中,侧向散射光子占据大部分的数量.本文提出了散射光声(SPA)显微成像新技术,设计和研制

了散射光声探测器,通过收集样品的侧向散射光,实现了透明微粒和生物细胞的散射显微成像.该技术极大

地改善图像的对比度和增强图像边缘,突出样品的边缘信息,也可用于测量微粒直径.

２　散射光声探测器的原理与设计
散射光声探测器由散射光声腔、耦合腔、微通道以及微音器组成,如图１所示.其核心是散射光声腔的

设计,散射光声腔由散射光声腔由微型光声腔和散射光吸收体组成微型光声腔[６Ｇ７]和散射光吸收体组成,如
图２所示.微型光声腔为一个直径０．５mm、高１mm的空心圆柱体,其２个端口用盖玻片密封,作为光学窗

口.散射光吸收体则由微型光声腔的内壁经过氧化发黑处理的金属铁加工而成,具有很高的吸收系数,能够

吸收样品散射开来的散射光子,并产生散射光声信号.

图１　散射光声探测器结构图

Fig敭１　Schematicofscatteringphotoacousticdetector

图２　散射光声腔的结构原理图

Fig敭２　Schematicofscatteringphotoacousticcavitystructure

耦合腔是１个直径０．５mm、高１mm的空心圆柱体,其下端开口粘着微音器.散射光声腔与耦合腔通

过１个微通道相联接,微通道的直径为０．２５mm,长度为２０mm.当样品被连续调制的激光照射后,散射光

声腔的散射光吸收体吸收散射光子,并在表面产生散射光声信号(频率与激光的调制频率相同),然后声压通

过微通道传递到耦合腔,迫使耦合腔内的气体也发生震动,最后被微音器所探测.微音器紧贴耦合腔接收声

信号,可以排除微音器膜片被激光照射激发声信号的影响,整个探测器处于密闭状态.
当强散射弱吸收的样品置于散射光声腔,被连续调制光照射,大量的光子被样品散射开来,散射光声腔的

散射光吸收体具有很高的吸收系数,吸收了散射光子,部分转换成了热,其周边的气体被周期性加热.所以,周
期性的激光照射使得散射光声腔内气体产生了周期性的温度变化.根据RosencwaigＧGersho[８]理论,气体中依

赖于时间的温度分布随着离开固体表面距离的增加很快衰减为０.在距离吸收体表面的气体层为２πμ′处(式中

μ′为热扩散长度),气体中的周期性温度变化已衰减为０,因此,只有厚度为２πμ′的表面气体层可以响应周期性

温度变化,这层气体层被周期性加热,它将周期性地膨胀和收缩,因而可以看作为１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.则其腔内的压强变化量可以从绝热气体定律导出:
PVγ ＝c, (１)

式中P 和V 分别是散射光声腔的气压和体积,γ 是绝热指数,c是常量.则散射光声腔内的压强变化量可以

表示为:

δP(t)＝－
γP
VδV, (２)

式中δV 等于气体层的体积变化量:

δV(t)＝－Sδx(t), (３)
式中S 是气体层表面积,δx(t)是气体层由于被周期性加热引起的厚度变化量.

根据RosencwaigＧGersho理论[９],δx(t)的表达式为:

δx(t)＝
ΓIμ′
T０
expi(ωt－

π
４
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式中Γ 是１个综合参数,依赖于吸收体和散射光声腔内气体的特性.I 是被样品散射开且被吸收体吸收的

散射光强度,T０ 是气体层的平均直流温度,ω 是调制频率.因此,气压变化量可以表示为:

δP(t)＝μ′γPSΓI
T０V

, (５)

从(５)式可以看出,气压变化量δP(t)与样品的散射光强成正比.因此,利用探测到的散射光声信号可以重

构出样品的散射特性分布图.

３　散射光声显微成像系统
为了实现散射光声显微成像,搭建了散射光声显微成像系统,如图３所示.散射光声显微成像系统主要

是由风冷氩离子激光器(波长为５１４．５nm,３５LAL５１５Ｇ２３０,CVIMellesGriot)、斩波器(外圈最高的调制频

率为３．７kHz)、振镜驱动器(６２３１C,CambridgeTechnology)、散射光声探测器、前置放大器、锁相放大器

(SR８３０,StanfordResearchSystems)、数据采集卡(PCI６１１５,NationalInstrument)以及计算机构成.

图３　散射光声显微成像系统图

Fig敭３　Schematicofscatteringphotoacousticmicroscopyimagingsystem

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,使聚焦光斑相对于样品进行水平二维扫描.散射光声探测器接收侧向散射光子,产生散射光声信号经

前置放大器放大后,再送到锁相放大器对其解调并进一步地放大,由数据采集卡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散射光声显微图像.

４　散射光声显微成像结果与分析
４．１　散射光声探测器的实验结果

为了检验散射光声探测器的可行性,选择了透明的二氧化硅微球(直径为２μm,由常州均益新材料科技

有限公司购得)作为样品,将微球以刮片的方式涂抹在盖玻片上,紧贴在散射光声探测器内,对其进行散射光

声实验.微球的散射光声信号与入射光功率的关系曲线如图４所示,图中的横坐标表示入射光的强度,纵坐

标表示微球的散射光声信号.从图中可以看出,散射光声信号随着入射光功率线性变化.因此,利用散射光

声探测器可以探测到样品的散射光声信号.

４．２　二氧化硅微球的散射光声显微成像

为了检验散射光声显微成像系统的成像效果,首先将二氧化硅微球利用纯净水稀释,放入离心管,摇匀,
用吸管吸取１滴稀释后的微球滴在１８mm×１８mm的盖玻片上,等待盖玻片上的液体蒸发后,紧贴在散射

光声探测器中.设置斩波器的斩波频率为５００Hz,选用１００×的平场显微物镜(Olympus,NA＝１．２５)进行

实验,实验结果如图５所示.
图５(a)、(b)、(c)分别为二氧化硅微球样品同一位置的散射光声显微图像、共焦显微图像和光学显微图

像.从图５(a)的散射光声显微图像可以清晰看见微球的边缘,区分微球的内部和外部,并且各个微球之间
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图４　散射光声探测器的信号曲线

Fig敭４　Signalcurveofscatteringphotoacousticdetector

图５　２μm二氧化硅微球成像.(a)散射光声显微图像;(b)共焦显微图像;(c)光学显微图像

Fig敭５　Imagesof２μmsilicamicrospheres敭 a Scatteringphotoacousticmicroscopicimage 

 b confocalmicroscopicimage  c opticalmicroscopicimage

紧密相靠,图像对比度高.图５(b)的共焦显微图像可以看出小球是圆形轮廓,中间地方比较亮,但边界比较

模糊,而且由于共焦显微成像技术具有层析成像能力,能获得不同层面的图像,微粒的不同层面具有不同的

直径,因而无法确定微球的大小.图５(c)的光学显微图像存在光学衍射环,难以分辨微球的边缘.由于散

射光声显微成像具有高对比度和增强图像边缘的特点,可以用来进行微粒的直径测量.定义微球的散射光

声显微图像上同一圆环直径上的两相邻光声信号波形的中心距离为微球的直径,如图６所示.图７(a)是直

径为２μm的二氧化硅微球的散射光声图像,图７(b)为图７(a)中虚线对应位置的光声信号强度分布图,可得

到微球的直径为２．０１μm,测量结果较准确.

图６　光声信号波形示意图

Fig敭６　Schematicofphotoacousticsignalwaveform

４．３　口腔上皮细胞的散射光声显微成像

为了将散射光声显微成像技术应用到生物细胞成像中,选用了口腔细胞作为样品进行成像.在清洁口

腔之后,用牙签刮取口腔内壁表面,将带有口腔细胞的牙签涂抹在盖玻片上,紧贴在散射光声探测器中.设

置斩波器的斩波频率为５００Hz,选用４０×的平场显微物镜(Olympus,NA＝０．６５)进行实验,实验结果如图

８所示.
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图７　(a)散射光声显微图像;(b)图７(a)中虚线对应位置的散射光声信号强度分布图

Fig敭７　 a Scatteringphotoacousticmicroscopicimage  b SPAsignalintensitydistribution
correspondingtodottedlinepositioninFig敭７ a 

图８　口腔上皮细胞图像.(a)散射光声显微图像;(b)光声显微图像;(c)光学显微图像

Fig敭８　Imagesoforalepithelialcells敭 a Scatteringphotoacousticmicroscopicimage 

 b photoacousticmicroscopicimage  c opticalmicroscopicimage

图８(a)、(b)、(c)分别是口腔上皮细胞样品同一位置的散射光声显微图像、光声显微图像和光学显微图

像.从图８(a)可以看出,口腔上皮细胞的散射光声显微图像结构清晰,轮廓明显且对比度高,可以清楚地观

察到口腔上皮细胞的内部结构,连白色箭头所示的细胞核都能被很好地分辨出来.从图８(b)可以看出,具
有弱吸收的口腔上皮细胞的光声显微图像信噪比低,结构不清晰,细胞核难以被分辨出来.由于光声显微成

像技术依赖样品内部内源性的光学吸收,因此对弱吸收的样品难以成像,但散射光声成像技术依靠弱吸收样

品的散射性质,能够实现弱吸收样品的显微成像.

５　结　　论
利用散射光声效应可以实现强散射物体的光声显微成像,基于散射光声效应的散射光声探测器,可以对

透明微球和生物细胞进行光声显微成像,图像对比度高、边缘突出,可以用于微粒粒径的测量,在工业微球的

在线测量上具有重要意义.同时,也可以用于生物细胞等强散射、高透明物质的显微成像.
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