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摘要 非侵入式角膜在体弹性测量具有重要临床意义却尚无金标准。提出了基于光学相干层析(OCT)的光学相

干弹性成像方法(OCE),实现了微气体(压强为10~40
 

Pa)脉冲激励下软组织的亚纳米-微米级振幅力学响应的高

分辨观测。结合时域恢复曲线拟合模型(R-Model)和频域单自由度振动模型(SDOF-Model),测量了浓度(质量分

数)为1.0%~2.0%的琼脂仿体和两名志愿者角膜的固有频率。测量结果表明:固有频率值不受激励压强大小的

影响,且与杨氏模量的平方根正相关(皮尔逊相关系数为r≥0.98);SDOF-Model具有更好的可重复性,其平均离

散系数(CV)为0.9%(琼脂仿体)和1.7%(人眼角膜),而R-Model的平均CV则高达8.4%(琼脂仿体)和42.6%
(人眼角膜),即基于SDOF-Model的微激励OCE方法更适合人眼角膜固有频率的在体测量。
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Abstract In
 

vivo
 

and
 

non-invasive
 

human
 

corneal
 

elasticity
 

measurement
 

is
 

clinically
 

essential 
 

but
 

there
 

is
 

no
 

gold-
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standard
 

yet 
 

An
 

optical
 

coherence
 

elastography
 

 OCE 
 

method
 

is
 

provided
 

for
 

tissue
 

natural
 

frequency
 

characterization 
 

A
 

microliter
 

 10--40
 

Pa 
 

air-pulse
 

stimulator
 

is
 

used
 

to
 

induce
 

tissue
 

displacements
 

with
 

the
 

magnitudes
 

ranging
 

from
 

sub-nanometer
 

to
 

micrometer 
 

and
 

a
 

high-resolution
 

optical
 

coherence
 

tomography
 

 OCT 
 

system
 

is
 

used
 

to
 

quantify
 

the
 

resulting
 

tissue
 

dynamics 
  

Both
 

of
 

a
 

temporal
 

relaxation
 

model
 

 R-Model 
 

and
 

a
 

single
 

degree
 

of
 

freedom
 

Voigt
 

model
 

 SDOF-Model 
 

are
 

applied
 

for
 

natural
 

frequency
 

measurements
 

on
 

agar
 

phantoms
 

with
 

concentration
 

 mass
 

fraction 
 

of
 

1 0%--2 0%
 

as
 

well
 

as
 

on
 

in
 

vivo
 

corneas
 

of
 

two
 

human
 

subjects 
 

The
 

measurement
 

results
 

show
 

that
 

the
 

natural
 

frequency
 

remains
 

the
 

same
 

as
 

the
 

stimulation
 

force
 

is
 

increased
 

from
 

10
 

Pa
 

to
 

40
 

Pa 
 

and
 

is
 

positively
 

correlated
 

to
 

the
 

square
 

root
 

of
 

Youngs
 

modulus
 

 Pearsons
 

correlation
 

coefficient
 

is
 

r≥0 98  
 

The
 

SDOF-model
 

is
 

more
 

precise
 

and
 

repeatable 
 

The
 

average
 

coefficients
 

of
 

vitiation
 

 CVs 
 

are
 

only
 

0 9%
 

for
 

agar
 

phantoms
 

and
 

1 7%
 

for
 

human
 

corneas
 

using
 

the
 

SDOF-Model 
 

while
 

the
 

average
 

CVs
 

are
 

8 4%
 

for
 

agar
 

phantoms
 

and
 

42 6%
 

for
 

human
 

corneas
 

using
 

the
 

R-Model 
 

Compared
 

to
 

the
 

R-Model 
 

the
 

combination
 

of
 

the
 

SDOF-Model
 

with
 

micro-force
 

OCE
 

system
 

is
 

more
 

suitable
 

for
 

in
 

vivo
 

human
 

corneal
 

biomechanics
 

characterization 
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1 引  言

人眼角膜由上皮细胞层、前弹力膜层、基质层、
后弹力膜层和内皮细胞层构成,占人眼总屈光力的

70%[1]。角膜生物力学性能(硬度、弹性和黏性)与
眼睛健康直接相关[2-3]。角膜疾病(如圆锥角膜[4])
和手术(如屈光手术[5-6]、角膜胶原纤维交联术[7])也
常会引起角膜局部力学性能的变化[2,5]。临床上医

生可通过触诊方法来检查病人体表或脏器的病变情

况。由于触诊方法依赖医生的经验,故其结果具有

主观性和不可量化性,且难以实现敏感组织(如角

膜)的在体诊断。弹性成像技术被称为“可视化触

诊”,可对组织器官的受力响应进行成像,并对其生

物力学性能 进 行 量 化[8]。基 于 超 声[9]和 核 磁 共

振[10]技 术 的 数 字 化 弹 性 成 像 方 法 具 备 0.1~
10.0

 

mm级别的分辨力
 [11],在临床上得到广泛应

用,已成为肝硬化[12]、乳腺癌[13]等疾病的常规检测

手段。然而,由于角膜组织体积过小且结构复杂,故
当前基于超声或核磁共振的弹性成像技术并不具备

足够的分辨力来实现角膜局部区域生物力学性能的

高分辨在体测量[14]。
光学相干弹性成像技术(OCE)[15]将载荷激励

系统和光学相干层析成像系统(OCT)相结合[16-19],
通过量化载荷激励下软组织的应变或机械波传播速

度等参数来测量其生物力学性能[15,20-21]。OCE的

激励方法主要有压电驱动法、声辐射力法、脉冲激光

激励法和气体激励法等[22-23]。OCT/OCE的探测方

法主要分为散斑跟踪技术和相敏探测技术。散斑

OCT的探测分辨力为微米量级[24],主要应用于早

期的静态OCE中[15]。相敏探测法已成为当前动态

OCE探测的主要方法[23],其分辨力取决于相位的

稳定性和系统的信噪比(SNR),理论上可达到亚纳

米量级[25]。OCE技术继承了许多由超声弹性成像

技术和核磁共振弹性成像技术发展起来的力学测量

模型和重构模型,如最广泛使用的剪切波模型[21]。
然而,Pelivanov等[26]发现剪切波模型并不适用于

层数较多的结构和边界复杂的组织(如角膜、皮肤)。

Han等[27]发现机械波在角膜的传播过程中会发生

多次反射和散射,从而形成多阶且复杂的Rayleigh-
Lamb波。使用单阶的剪切波模型来计算角膜的杨

氏模量会引起很大的测量误差[26]。因此,开发适用

于OCE技术的弹性测量方法和量化模型对人眼角

膜生物力学性能的在体测量具有极大意义。
近年来,研究者提出了基于 OCE测量软组织

固有频率的新方法[28-31]。固有频率简称固频,也称

为自然频率,是弹性系统(如生物软组织)的固有属

性。当系统受到扰动时,其振动频率与初始条件(扰
动大小和频率)无关,仅与系统的固有性质(质量、形
状、材质等)有关。当振动频率为系统的固有频率

时,将产生共振现象[32]。研究者基于共振现象已实

现了离体组织和弹性样本的固有频率测量,并验证

了固有频率与杨氏模量(应力和应变之比)的平方根

线性相关[33],证实了固有频率作为评估样本弹性特

性指标的有效性[34]。然而,这些产生共振的方法或

为侵入式(嵌入式纳米粒子换能器的磁力[35]),或为

直接接触式(超声产生的声辐射力[28]),或为大范围

的激励方式(扬声器的声波激励[29]),均难以满足敏

感组织(人眼)的在体OCE弹性测量需求。为实现

更安全的人眼角膜在体激励,Wang等[36]开发了聚

焦型 微 气 体 脉 冲 方 法,采 用 局 部、短 时 间 (1~
4

 

ms)、低气压(10~60
 

Pa)的激励力诱发样本或组

织小幅度(微米级)的直接形变和后续更小振幅(亚
微米级衰减至零)的阻尼振动过程。与临床上的气

冲印压激励方法[37-41]相比,这种微气体脉冲激励方
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法所采用的气压仅为前者的几千分之一。微激励方

式引起的微振幅组织形变需要利用高灵敏度的

OCT探测方式进行测量。OCT相位探测的灵敏度

取决于干涉相位的稳定性。常规OCT系统的样品

臂和参考臂位于不同的空间位置,环境因素(如振

动)会对 OCT系统的干涉相位造成极大干扰。在

环境因素扰动下,早期的 OCE系统可实现微米级

形变的测量[30],但难以实现小振幅阻尼振动的高分

辨量化。基于微气体脉冲的激励方法,Wu等[30,42]

在时域上对微米级形变的组织恢复响应过程建立了

指数衰减模型(以下简称R-Model),通过曲线拟合

可获得组织的固有频率参数。为进一步提高相敏

OCT的相位稳定性和探测灵敏度,Lan等[25]提出

了将样品臂和参考臂共光路的OCT相敏探测方法

(共光路 OCT)。在相同的测量 环 境 下,共 光 路

OCT可将系统的相位噪声(~21
 

Hz)从(1.60±
0.11)μm降到(0.24±0.07)nm,从而保证了相位的

稳定性[25]。这种高探测灵敏度的共光路动态 OCE
测量方法使软组织亚微米-亚纳米级幅值阻尼振动

的高分辨测量成为了可能。在此基础上,Lan等[31]

在频域上发展了单自由度Voigt振动模型(以下简

称SDOF-Model),实现了基于亚纳米振动幅值软组

织固有频率的计算,并实现了人眼角膜固有频率的

高分辨和高可重复性的在体测量[43]。
在体人眼角膜的 OCE弹性测量是一大难点。

角膜对刺激反应敏感,稍大的激励载荷就会使人感

到不适,出现躲闪、眨眼等应激眼动。因此,微激励

是适合角膜弹性测量的首选方案,但微激励引起的

角膜形变幅值也很小,需要高分辨成像方法进行探

测,这对成像分辨力研究提出了更高的要求。在微

气体脉冲 OCE技术提出的前7年内(2013—2020
 

年),其应用仅局限在仿体、离体眼和麻醉动物眼的

生物力学特性测量中[36]。同样,R-Model的量化方

法自2015年提出以来,也一直局限于仿体[30]、离体

眼[44]和麻醉动物眼[45]的力学测量。2020—2021
年,Lan等[46]

 

结合共光路高相敏 OCE系统与眼动

补偿和解耦合方法,初步实现了基于微气体脉冲激

励OCE的人眼角膜在体剪切波测量[20]和SDOF-
Model的固有频率测量[43]。人眼角膜在体OCE测

量的研究工作仍处于起步阶段,且少有关于人眼角

膜固有频率的测量结果报道。
本文基于微激励OCE测量系统,采用R-Model

和SDOF-Model量化模型,开展人眼角膜固有频率

的在体测量研究。首先,搭建了微激励高相敏OCE

弹性测量系统,该系统中使用了线性-波数光谱分光

技术[47-48]和共光路稳相方法[25],具有亚纳米级的动

态探测 能 力。然 后,采 用 不 同 浓 度 (质 量 分 数,

1.0%、1.5%和2.0%)的琼脂仿体来模拟不同弹性

(杨氏模量)的组织样本,以评估组织固有频率和其

杨氏模量的相关性。最后,开展了人眼角膜在体固

有频率测量的初步研究,对两种模型的测量结果进

行一致性检验,以评估这两种方法的测量精度和可

重复性。

2 测量方法

2.1 共光路OCE系统

基于2021年最新研制的1300
 

nm 线性-波数

OCT成像平台[49],搭建了高相敏OCE弹性成像系

统,该系统由微气体脉冲激励子系统和 OCT探测

子系统组成,如图1(a)所示。在微气体脉冲激励子

系统中,气瓶输出的医用级氮气通过气管和气针对

被测软组织(组织仿体)进行垂直激励。气体受阀门

控制,可提供瞬时(响应时间不大于
 

3
 

ms)、局部(直
径约为150

 

μm)和低压(0~60
 

Pa)的激励力,可激

发0~800
 

Hz频谱内的阻尼振动[31,43]。OCT探测

子系统与激励子系统同步,来记录被测组织的动态

力学 响 应。OCT 光 源 为 超 发 光 二 极 管 (SLD,

Inphenix,IPSDS1307C-1311),其 3
 

dB 带 宽 为

(1290±40)nm。在原 OCT平台中,50∶50的光纤

耦合器将光束分别送至样品臂和参考臂[49]。样品

臂处的最大光强为1.8
 

mW。在此基础上搭建了共

光路结构[25]。首先,将参考臂遮挡。然后,在样品

臂靠近被测组织方向放置光学平板(厚度为3
 

mm,
折射率为1.49),将光学平板靠近被测组织的平面

作为新的参考面。在共光路中,准直器(Thorlabs,

RC04APC-P01)将光束准直为光斑直径为4
 

mm的

平行光,经二维振镜(Thorlabs,GVS102)扫描后,被
远心扫描物镜(Thorlabs,LSM04)聚焦于被测组织

表面。共光路设计使样品臂和参考臂具有相同(相
似)的振动环境、偏振特性和色散特性,可有效提高

相位的稳定性和探测的灵敏度[25]。返回的信号和

参考信号所产生的干涉光谱由线性-波数光谱仪

(Pharostek,PSLKS1300-001-GL)接收[47-48]。该光

谱仪配备了数据采集速率为70
 

kHz的线扫描相机

(Sensors
 

Unlimited,GL2048L-10A-ENC-STD-
210),利用线扫描相机将探测信号传输至计算机

中,干涉信号经傅里叶变换后可转化为深度信号。
常规光谱仪将光谱按波长分光,故需要在傅里叶
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变换前对干涉光谱进行插值计算,以将在波长空

间均匀分布的光谱数据转换成波数空间均匀分布

的光谱数据。这种在波数空间非线性的采样方式

会产生深度方向上的灵敏度下降。线性-波数光谱

仪可通过光栅和棱镜的优化组合将光谱在波数域

进行线性分光,无需进行重采样和插值处理,可减

少数据计算量并提高对深层组织的探测灵敏度。
线性-波数光谱仪的详细设计方法可参考文献[47-
48],其在OCT结构成像和血流成像的应用可参

考文献[49]。

图1 微激励相敏OCE系统。(a)OCE系统示意图;(b)测量琼脂仿体时共光路臂的结构示意图;(c)测量在体人眼角膜时

共光路臂的结构示意图

Fig.
 

1 Micro-force
 

phase
 

sensitive
 

OCE
 

system 
 

 a 
 

Schematic
 

diagram
 

of
 

OCE
 

system 
 

 b 
 

structural
 

diagram
 

of
 

common-path
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  相敏 OCT/OCE方法可通过动态探测相位变

化来实现对软组织受激形变和机械波的测量。当对

样品同一个位置进行重复 OCT轴向扫描探测(A-
scan)时,两次A-scan信号(Γi 和Γi+1)间的相位差

Δφ
[50]可表示为

Δφ=arg[Γi(t)]-arg[Γi+1(t)], (1)
式中:arg(·)为获取信号的相位信息;t为时间;Γi

为第i个A-scan信号。相位差Δφ 通常在0~2π范

围内,可通过相位解包裹操作获得实际的相位差值。
解包裹后的相位差Δφz 与组织形变Δz 之间的关

系[31]可表示为

Δz=
λ0
4πn×Δφz, (2)

式中:λ0 为光源的中心波长;n 为组织的折射率。
由式(1)、(2)可知,相敏 OCT/OCE的探测灵

敏度取决于其相位的稳定性。探测系统的相位噪声

受诸多因素影响,如信噪比[51]、测量环境 (如 振

动)[25]、OCT测量参数(如光强、A-scan速率等)等。
当进行人眼角膜 OCE测量时,生理运动(如呼吸、

心跳)也会诱发眼动,进而引起相位的变化。需要采

用滤波的手段,将角膜力学测量数据从生理运动(频
率为0.1~1.0

 

Hz,幅值为±50
 

μm)中分离[46]。此

外,当重复激励和测量时,前次激励产生的机械余波

也可能对本次测量产生干扰,故在兼顾激励间隔时

间的情况下也需要避免前次激励对后续测量的干

扰。将反射镜作为样品,对系统的相位噪声进行标

定。在60
 

ms数据采集时间内,当A-scan的速率为

70
 

kHz时,系统在采用共光路之后的平均相位噪声

为(4.3±1.4)mrad(10次重复测量),根据式(2)换
算出的位移为(0.37±0.1)nm。因此,系统具备亚

纳米级别的相位稳定性和探测灵敏度。当进行

OCE弹性测量时,可通过评估未施加载荷时样品的

相位噪声水准和施加载荷后样品的形变幅值大小来

判断相位稳定性对测量的影响,并可适当调整采集

参数(如光强、A-scan速率等)以增加测量精度。

2.2 基于时域R-Model和频域SDOF-Model的固有

频率量化方法

软组织受载荷激励产生的形变可由基于 M-
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mode的相敏探测方法获得。M-mode指的是采用

OCE对组织的同一个位置进行重复激励和重复

OCT轴向扫描探测,进而获取该测量点的位移-时
间响应曲线的方式。在瞬态载荷激励下,通过 M-
mode测量的软组织位移-时间响应曲线通常由三部

分组成:1)噪声基线部分,即组织受激励前的相位噪

声基准值;2)主要形变和恢复响应部分,分别为组织

在加载过程的形变曲线和卸载后回弹至基线的恢复

曲线;3)载荷卸载后组织的阻尼振动部分。

当组织在载荷激励下获得最大的形变时,假设

卸载过程中载荷忽然撤销至零,即后续的恢复曲线

不再受载荷的影响而进行自由的恢复运动。此时,
可用R-Model在时域上对组织的恢复曲线进行指

数衰减函数拟合来量化其固有频率[30],其微分方程

存在三种不同形式的解,根据阻尼比ε的大小可分

为欠阻尼(0≤ε<1)、过阻尼(ε>1)和临界阻尼(ε=
1)三种情况。在原有的一阶方程基础上,给出了多

阶的R-Model固有频率估算方程通解,即

y(t)=

∑
m

j=1
Aj(1+Bjt)exp(-2πjfnt),

 

ε=1

∑
m

j=1
exp(-2πεjfnt)Ajcos(2πjfnt 1-ε2)+Bjsin(2πjfnt 1-ε2)  ,

  

0≤ε<1

∑
m

j=1
exp(-2πεjfnt)Ajexp(-2πjfnt ε2-1)+Bjexp(2πjfnt ε2-1)  ,

 

ε>1
















, (3)

式中:
 

y(t)为恢复过程中的位移;fn 为固有频率;

Aj 和Bj 为曲线拟合的振幅值;m 为阶数。fn、ε、

Aj 和Bj 可根据式(3)通过曲线拟合获得。

SDOF-Model方法可通过对亚微米-亚纳米级

幅值的软组织阻尼振动过程的量化来计算固有频

率[31]。欠阻尼(0≤ε<1)情况下阻尼振动的振动方

程可描述为单自由度系统响应的运动方程,即

y(t)=Aexp(-2πfnεt)sin[2πfn 1-ε2t+ϕ],
(4)

式中:A 为最大振幅;ϕ 为相位;fd=fn 1-ε2 为

组织的阻尼固有频率,当ε 较小时,fd≈fn。在单

自由度SDOF-Model中,fd 代表阻尼振动的主要频

率,可通过对阻尼振动过程进行快速傅里叶变换

(FFT)获得。FFT的频率分辨率(f0)表示的是所

能分辨的最小频率间隔,可表示为

f0=
fs

N =
1
Nts

=
1
T

, (5)

式中:fs 为采样频率,即 A-scan
 

速率;ts 为采样时

间,即时间分辨力;N 为采样点数;T 为采样时间长

度。在同样的采样时间内(当有同样的采样点数

时),时间分辨力与FFT的频率分辨率成反比。为

保证时间分辨力的同时,提高FFT的频率分辨率,
采用了补零的方法将单帧观测时间拓展至载荷激励

的激励周期。

2.3 测量对象和测量参数设置

三种浓度(1.0%、1.5%、2.0%)的琼脂仿体每

种准 备 了 两 份,用 来 模 拟 不 同 弹 性 模 量 的 软 组

织[25,52]。在仿体制备时,将琼脂粉(质量为1.0,

1.5,2.0
 

g)和蒸馏水(质量为99.0,98.5,98.0
 

g)按
浓度对应的质量比例混合,用磁力搅拌器加热搅拌

(温度为220
 

℃,转速为450
 

r/min)直到溶液中无悬

浮颗粒。待溶液冷却至常温后,将之倒入内径为

57
 

mm、内高为14
 

mm的圆形培养皿中进行固化,
并控制各仿体质量相同(约为31.5

 

g)。当进行

OCE测量时,仿体被放置于位移台上,如图1(b)所
示。采用20

 

Pa的激励气压,每两次激励的相隔时

间为500
 

ms。测量过程中OCT测量点和激励点的

距离保持不变(约为0.2
 

mm),OCT的A-scan测量

速率设置为70
 

kHz。通过调节位移台使仿体沿

图1(b)中所示的X 方向以1
 

mm为步长进行移动,
在30

 

mm 的长度上测量31个 点。每 个 点 采 集

3000条A-line用来计算相位变化,每个点位置重复

测量5次。采用补零的方法将单帧观测时间拓展至

载荷激励的激励周期(T=0.5
 

s),根据式(5)可得

到频率分辨率为2
 

Hz。然后,利用杨氏模量测量仪

(TH-8203A)测量仿体的应力-应变曲线来量化仿体

的杨氏模量。测量过程中所施加的最大载荷为

10
 

N,共计重复测量6次。
本实验包括两名健康受试者,性别均为男,年龄

分别为38岁和42岁,眼压分别为13.7
 

mmHg和

15.5
 

mmHg(1
 

mmHg=133.322
 

Pa)。受试者无

眼部疾病(近视眼除外)、手术史,以及任何影响角膜
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结构和功能的全身性疾病或药物史。研究方案得到

佛山科学技术学院伦理委员会的批准,获得了受试

者的知情同意并签署了同意书。如图1(c)所示,在
对人眼角膜进行测量时,受试者坐在椅子上,下巴放

置在额托架上,前额紧贴头带,将左眼聚焦于固定目

标,角膜顶端与参考面的轴向距离保持在1.5
 

mm
左右。微气体脉冲激励系统对受试者左眼的角膜施

加不同的激励力(10~40
 

Pa),两次连续激励的时间

间隔为100
 

ms。OCT系统以20
 

kHz的A-scan速

率记录距离激励点0.15
 

mm处的角膜表面振动,每
次测量400条A-line用来计算相位变化,每次测量

的持续时间为20
 

ms,每个激励力重复5次测量。
采用补零的方法将单帧观测时间拓展至载荷激励的

激励周期(T=0.1
 

s),根据式(5)可得到频率分辨

率为10
 

Hz。

2.4 统计方法

对于琼脂仿体和角膜固有频率测量的结果,首
先评估每组测量数据的平均值(M Mean)和标准差

(SD,MSD),分析测量的离散系数(CV,MCV
 ),进而

比较不同样本测量数据的离散程度,CV的表达式

为
 

MCV=MSD
 /M Mean×100%。然后,采用了皮尔逊

相关系数(r,
 

-1≤r≤+1)来评价琼脂仿体固有频

率和杨氏模量平方根这两个测量值之间的相关性:r
的绝对值越接近1,表示两者的相关性越大;r 值的

符号表征了两者之间是正相关(+)还是负相关

(-)。进一步采用Bland-Altman一致性评价方法

和配 对 T 检 验 方 法 来 对 比 R-Model和 SDOF-
Model这两种模型的计算结果。在Bland-Altman
图中,横坐标为两种方法的平均值,纵坐标为两种方

法的差值,若差值的散点在95%置信区间范围内

(M Mean±1.96MSD
 ),则两组数据具有较好的一致性

水平。在配对T检验中,假设两种方法的测量结果

不相关,并设置显著性水平p 值为0.05。若p≤
0.05,则表示均值的差值在统计意义上显著,即两种

方法的测量结果有显著差异。若p>0.05,则表示

均值的差值在统计意义上不显著,即两种方法的测

量结果无显著差异。

3 琼脂仿体的测量结果

1.0%~2.0%浓度琼脂仿体的 OCE测量结果

和采用R-Model和SDOF-Model的固有频率量化

结果如图2所示。图2(a)列举了典型的仿体受激

后的时间-位移响应曲线,仿体为浓度为2.0%的琼

脂,气压为20
 

Pa。在施加载荷激励前,琼脂仿体的

图2 浓度为1.0%~2.0%的琼脂仿体OCE固有频率测量结果。(a)20
 

Pa激励气压下浓度为2.0%的琼脂仿体的响应曲

线示例;(b)采用二阶R-Model对图2(a)中恢复曲线进行曲线拟合的结果;(c)采用SDOF-Model对图2(a)中阻尼振

  动部分进行频谱分析得到的结果;(d)仿体固有频率测量结果;(e)两种方法的Bland-Altman一致性评估结果

Fig.
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相位噪声为±4.9
 

nm(测量时间为4
 

ms),远小于由

激励引起的主要形变(约1.87
 

μm)和阻尼振动的幅

值(从±0.2
 

μm
 

衰减至±0.04
 

μm)。针对图2(a)
中的恢复曲线,采用R-Model对其进行二阶曲线拟

合[(3)式,欠阻尼条件0≤ε<1,
 

m=2],拟合结果

如图2(b)所示。该恢复曲线的二阶R-Model固频

拟合结 果 为351.6
 

Hz(曲 线 拟 合 参 数 R2 大 于

0.999)。针对 图2(a)中 的 阻 尼 振 动 曲 线,采 用

SDOF-Model方法[(4)式]获得其频谱特征。如图

2(c)所示,其主要的振动频率(fd)为296.8
 

Hz。由

于式(4)拟合的阻尼比ε 值很小(ε=0.007),故

SDOF-Model方法计算的固有频率为 fn ≈fd=
296.8

 

Hz。对比图2(b)、(c)的固有频率计算结果

可得,针对仿体响应曲线的不同部分(恢复曲线部分

和阻尼振动部分)采用不同量化方法(R-Model和

SDOF-Model)所获得的仿体固有频率略有不同。
图2(d)显示了对三种浓度(1.0%、1.5%、2.0%)各
两份琼脂仿体的测量结果,每次测量重复5次,分别

采用了二阶R-Model和SDOF-Model方法量化其

固有频率,最左侧两个测量结果对应浓度为1.0%

的情况,最右侧两个测量结果对应浓度为2.0%的

情况。通过对比可知:1)两种量化方法测量的固有

频率具有相同的趋势,均随着仿体浓度的增加而增

大;2)基于SDOF-Model的固有频率量化结果(SD
为1~4

 

Hz,平均CV为0.9%)比二阶R-Model的

结果(SD为14~25
 

Hz,平均CV为8.4%)具有更

高的可重复性。图2(e)为这两种方法的 Bland-
Altman一致性评估结果。可以发现,基于时域R-
Model和频域SDOF-Model这两种方法所测得的

琼脂固有频率具有一致性,其一致性区间为(3.3±
23.9)Hz。T检验的结果(统计量值t值为

 

0.661,
 

p=0.538>0.05)也表明这两种方法的量化结果没

有显著性差异。
在OCE测量结束后,对仿体的物理参数进行

了测量,包括质量、体积、密度和杨氏模量,测量结果

如表1所示。可以发现:各仿体的质量和体积相差

不大[(31.5±0.5)g和(34.1±1.4)cm3];随着琼脂

浓度的增加(由1.0%增加至2.0%),仿体的密度从

0.88
 

g/cm3 增 长 至 0.96
 

g/cm3,杨 氏 模 量 从

500
 

kPa左右增加至1000
 

kPa左右。
表1 琼脂仿体物理性能参数值

Table
 

1 Test
 

results
 

of
 

physical
 

properties
  

of
 

agar
 

phantoms

Sample
 

No.Concentration
 

/%
 

Mass
 

/g Volume
 

/cm3 Density
 

/(g·cm-3)
 

Young
 

modulus
 

(MMean±MSD)
 

/kPa
 

1 1.0 30.76 34.85 0.883 511.6±24.96

2 1.0 32.11 36.23 0.887 529.7±31.85

3 1.5 32.04 34.42 0.931 767.6±40.52

4 1.5 31.51 33.81 0.932 785.3±35.02

5 2.0 31.07 32.61 0.953 1061.4±55.74

6 2.0 31.46 32.77 0.961 1083.5±60.26

  图3对比了琼脂仿体的OCE固有频率和杨氏

模量的关系。可以发现,基于 R-Model和SDOF-
Model的固有频率测量结果(y)均与仿体杨氏模量

的平方根(x)线性相关,其皮尔逊相关系数r 分别

为0.979(p<10-3)和0.999(p<10-5),其线性拟

合结果分别为y=13.83x-139.5(R2=0.958)和

y=15.09x-177.8(R2=0.996)。这与文献[28,
 

31,
 

33]所述的结果趋势和结论相一致。

4 在体人眼角膜的测量结果

基于新型 OCE系统,开展了人眼角膜的固有

频率在体测量的初步研究,并评估了 R-Model和

SDOF-Model对角膜固有频率测量的可重复性和准

确性,测量结果如图4所示。图4(a)举例展示了激

图3 OCE固有频率测量结果与仿体杨氏模量的平方根的关系

Fig.
 

3Relationship
 

between
 

measurement
 

results
 

of
 

OCE
 

natural
 

frequency
 

and
 

square
 

root
 

of
 

Youngs
 

     modulus
 

of
 

agar
 

phantoms
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励气压15
 

Pa时受试者1角膜形变曲线的 OCE测

量结 果。在 施 加 载 荷 激 励 前,角 膜 的 相 位 噪 声

(±MSD)为±5.1
 

nm(测量时间为2.5
 

ms),远小于

载荷引起的主要形变(-0.33
 

μm)和阻尼振动幅值

(从0.20
 

μm
 

衰减至0.01
 

μm)。基于二阶R-Model
可将图4(a)的恢复曲线部分拟合为图4(b)中的指

数曲线,固有频率为264.7
 

Hz,R2>0.999。基于

SDOF-Model可从图4(a)的阻尼振动过程中获得

其频谱响应结果,如图4(c)所示,其主要振动频率

(阻尼固有频率fd)为248.9
 

Hz,固有频率fn 为

249.5
 

Hz,且ε=0.072。图4(d)为在不同压力

(10~40
 

Pa)下,两名受试者角膜固有频率测量的结

果。可以发现:基于SDOF-Model的平均固有频率

(M Mean±MSD)为(257.1±3.5)Hz(受试者1)和

(251.2±5.1)Hz(受试者2),其SD为3~5
 

Hz,平
均CV仅为1.7%;基于R-model曲线拟合的平均

固有频率为(284.3±129.4)Hz(受试者1)和(276.2±
110.8)Hz(受试者2),其SD

 

大于100
 

Hz,平均CV
高达42.6%。可见,在角膜在体固有频率的量化方

面,基于频域的SDOF-Model的量化方法具有更高

的测量精度和可重复性,满足在体人眼角膜的OCE
测量需求。

图4 人眼角膜在体OCE固有频率测量结果。(a)15
 

Pa
 

激励气压下受试者1角膜中心的受激形变曲线;(b)采用二阶R-
Model对图4(a)中恢复曲线进行曲线拟合的结果;(c)采用SDOF-Model对图4(a)中阻尼振动部分进行频谱分析得

     
 

到的结果;(d)人眼角膜固有频率测量结果;(e)两种方法的Bland-Altman一致性评估结果

Fig.
 

4OCE
 

natural
 

frequency
 

measurement
 

results
 

for
 

human
 

cornea
 

in
 

vivo 
 

 a 
 

Corneal
 

displacement
 

dynamics
 

of
 

Subject
 

1
 

under
 

stimulation
 

force
 

of
 

15
 

Pa 
 

 b 
 

fitting
 

result
 

of
 

recovery
 

curve
 

in
 

Fig 
 

4
 

 a 
 

fitted
 

by
 

second-order
 

R-Model 
 

 c 
 

spectrum
 

analysis
 

result
 

of
 

damping
 

oscillation
 

part
 

in
 

Fig 
 

4
 

 a 
 

by
 

using
 

SDOF-Model 
 

 d 
 

measurement
 

 
 

results
 

of
 

natural
 

frequencies
 

of
 

human
 

cornea 
 

 e 
 

Bland-Altman
 

consistency
 

evaluation
 

result
 

of
 

two
 

methods

  图4(e)为对这两种方法的一致性评价(Bland-
Altman)结 果,其 95% 的 一 致 性 区 间 (M Mean±
1.96MSD)为(26.4±60.1)Hz,可见这两种方法的一

致性较差。T检验的结果(t为
 

2.437,
 

p=0.045<
0.05)表明R-Model和SDOF-Model的量化结果具

有显著性差异。一致性评价和T检验结果表明,这
两种方法在角膜固频测量方面具有较大差异,这主

要有两个原因:1)眼动会造成相位信号在时域上的

浮动,这影响了R-Model对形变信号形状的提取,
增大了R-Model的固频拟合误差。然而,眼动带来

的低频扰动(0.1~1.0
 

Hz[46])和角膜的高频固有频

率值(250~260
 

Hz,
 

SDOF-Model测量结果)在频

域上存在差异且容易区分,因此眼动对频域SDOF-
Model方法的影响较小;2)R-Model方法是假设载

荷在卸载过程中瞬时为零,且不会有残留载荷对其

恢复曲线产生影响,但现实中基于气体脉冲的载荷

方式难以瞬时撤销,加载过程中不同压强的载荷在

卸载时对仿体/角膜形变的影响并不一致。加载过

程中的激励压强越大,卸载过程中对恢复曲线的影

响越大,故基于时域R-Model所测得的固频受压强

变化的影响较大。SDOF-Model方法量化的区域是

仿体/角膜恢复形变后的后续阻尼振动,其测量结果

不受激励压强大小的影响,且在10~40
 

Pa的激励

压强下具备良好的测量可重复性,这与固有频率的
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定义和文献[31,43]所述的结论相一致。

5 讨  论

角膜在体弹性测量不仅仅在 OCE上是一大挑

战,当前人眼角膜弹性测量的诸多方法均存在技术

瓶颈:无法满足分辨力要求[53-54];无法实现角膜病变

区域的局部测量[37-38];需要过长的测量时间[55-56]。
核磁共振[53]和超声技术[54]虽然具有充足的探测深

度,但是不具备足够的分辨力,故难以根据力学参数

的测量来界定角膜的病变边界。共焦Brillouin显

微成像技术需要对角膜进行长达数分钟的逐层扫描

才能获得角膜的力学性能分布[55-56]。美国Reichert
公司的ORA[37]和德国Oculus公司的Corvis

 

ST[38]

是目前仅有的被美国食品药品监督管理局批准的角

膜力学特性分析仪,它们均采用较大压强的气体印

压激励,根据角膜在高压气流下的双向压平现象,得
到角膜力学特征的经验参数,但无法建立经验参数

与本征参数(如杨氏模量)的联系,进而难以通过分

辨角膜局部力学特征来精确界定病变的边界[44]。
同时,多项针对圆锥角膜疾病特征和临床治疗的结

果也仍具有争议性[57-60]。近期波兰的研究小组也实

现了基于OCE的角膜在体弹性测量,他们研究的

角膜 OCT-E 系 统 采 用 了 类 似 的 气 体 印 压 型 激

励[61],同样需要大压强激励载荷实现角膜压平,与
临床仪器(ORA和Corvis

 

ST)具备相同的局限性。
本文采用了微激励相敏 OCE弹性成像方法,

实现了微气体(气压为10~40
 

Pa)脉冲激励下软组

织亚纳米-微米级振幅范围的动态弹性响应观测,实
现了人眼角膜固有频率的高分辨在体测量。其中,
高相敏OCT探测子系统的研制是建立在前期的研

究成果之上的:采用了线性-波数光谱探测技术[47],
提高了OCT系统的成像灵敏度[49];采用了共光路

相敏探测技术,实现了亚纳米级的动态相位探测灵

敏度[25];采用了解耦合眼动的方法[46],提高了在体

角膜的测量精度。基于两种固有频率量化模型(时
域R-Model[30]和频域SDOF-Model[31]),分别测量

了1.0%~2.0%浓度琼脂仿体和两名志愿者角膜

的固有频率。相比之下,SDOF-Model具有更好的

量化精度和可重复性,其平均CV仅为0.9%(琼脂

仿体)和1.7%(人眼角膜),而R-Model的平均CV
值则高达8.4%(琼脂仿体)和42.6%(人眼角膜)。
此外,这两种模型对被测样本固有频率的测量结果

存在差异,尤其是被测样本为在体人眼角膜时。造

成差异的原因一方面是对固有频率的拟合方法不

同,另一方面来源于两种模型拟合精度的差异:R-
Model是对仿体/角膜在时域上的恢复曲线进行曲

线拟合,本质上并非对固有频率进行直接测量,而是

建立在简化和假设基础上的间接估算,而
 

SDOF-
Model是基于仿体/角膜阻尼振动频谱空间的测量,
具有更好的量化精度。R-Model更依赖于仿体/角

膜的恢复曲线形状,但形变的形状很容易受到环境

因素(如振动)、激励压强和眼动的影响,而SDOF-
Model依赖于阻尼振动的频率,更容易去除环境和

眼动带来的低频(频率小于30
 

Hz)相位噪声,获取

相对高频的固有频率振动信号(浓度为1.0%~
2.0%的琼脂仿体和角膜的固有频率范围为100~
400

 

Hz)。琼脂仿体的固有频率测量实验进一步验

证了固有频率(浓度为1.0%~2.0%的琼脂仿的固

有频率范围为160~325
 

Hz)与杨氏模量(500~
1000

 

kPa)的平方根正相关(p<0.01),这与之前发

表的文献[28,31,33]结果一致。人眼角膜SDOF-Model
的测量结果验证了固有频率不受激励压强大小的影

响,这也与先前文献[31,43]所述的结论相符。
值得一提的是,共光路 OCT虽然能显著提高

相位探测的灵敏度,却不能通过调整参考臂的光强

信号来增强干涉信号,故所探测的干涉信号强度通

常较弱[25]。根据琼脂仿体和人眼角膜两种不同的

被测样品,分别采用了不同的激励间隔时间和不同

的OCT
 

A-scan采集速率来进行有效地OCE测量。
在对琼脂仿体进行 OCE测量时,采用较长的激励

间隔(T=0.5
 

s)和较快的A-scan速率(70
 

kHz),在
保证时间分辨力(14.29

 

μs)的同时,采取补零的方

法提高频率分辨率至2
 

Hz。在进行人眼角膜OCE
测量时,虽然较高的A-scan速率可以降低眼动的影

响,但 无 法 获 得 足 够 的 信 号 强 度。在 入 射 光 强

(1.8
 

mW)一定的情况下,共光路OCT可通过降低

A-scan速率来获得更长的相机积分时间来增强信

号强度。因此,采用20
 

kHz的A-scan速率来得到

更充足的相机积分时间。同样地,为让志愿者更舒

适,采用了更短的激励间隔(T=0.1
 

s),此时FFT
的频率分辨率仅为10

 

Hz。
本文较为系统地介绍了基于微激励 OCE角膜

固有频率弹性测量的方法,可作为基于应变模型或

机械波模型的常规 OCE方法的有力补充,或可进

一步推动OCE成像技术在角膜生物力学参数临床

测量方向的应用和发展。临床型眼反应分析仪

(ORA和CorVis
 

ST)采用相对大的气冲印压,其压

强范围为70~300
 

kPa、持续时间为10~30
 

ms、激
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励区域为3
 

mm(直径)×3
 

mm(深度)。采用的微

气体 脉 冲 方 法 在 激 励 压 强 (15
 

Pa)、持 续 时 间

(<4
 

ms)和激励区域(直径约为150
 

μm)都有大幅

度的减小,这在提高病人舒适性的情况下也提高了

对气体脉冲进行量化的难度[43]。对气体脉冲进行

时域、频域和空域上的精准测量有助于实现更精准

的软组织生物力学性能参数测量,这在目前是一大

挑战,也是本团队的研究方向之一。角膜同时具有

弹性和黏性,其杨氏模量也具有非线性特征。通过

角膜的固有频率参数来关联角膜的其他力学参数

(如杨氏模量)仍是一大挑战。本文所述的两种量化

方法均在近似和简化的基础上来量化角膜的主要固

有频率属性,但角膜实际上是一个多自由度的振动

系统[43],其阻尼振动过程也具有多个振动频率,如
图4(c)所示。相比单自由度的SDOF-Model,发展

多自由度(MDOF-Model)的分析方法无疑可以更准

确地描述角膜的固有频率特性。然而,多自由度方

法因其复杂性,在人眼角膜力学特性的量化方面尚

未成熟,进而难以在临床上进行迅速推广。本文使

用单自由度SDOF-Model从角膜的阻尼振动过程

中获取其最主要的固有频率特性,以此来量化角膜

的最主要特性,有利于临床上的迅速推广。在未来

的工作中,团队将重点研究固有频率特性的多自由

度量化方法。这需要更准确地获取角膜多自由度固

有频率的各个频谱分量,更清晰地分析各频谱分量

对应的角膜结构、硬度和成分等方面的信息,并需要

进一步研究角膜疾病和手术等因素与角膜阻尼振动

各频谱分量的关联性。

6 结  论

基于自制高分辨相敏 OCE弹性测量系统,实
现了微气体(10~40

 

Pa气压)脉冲激励下软组织亚

纳米-微米级振幅的动态弹性响应观测,结合时域

R-Model和频域SDOF-Model两种固有频率量化

模型,实现了琼脂仿体和人眼角膜的固有频率的高

分辨测量。测量结果表明:固有频率值不受激励压

强大小的影响,且和杨氏模量的平方根正相关(r≥
0.98);SDOF-Model具有更好的可重复性,其平均

CV为0.9%(琼脂仿体)和1.7%(人眼角膜),R-
Model的 平 均 CV 则 高 达8.4%(琼 脂 仿 体)和

42.6%(人眼角膜)。基于SDOF-Model的微激励

OCE方法更适合人眼角膜固有频率的在体测量,这
种微激励OCE角膜固有频率弹性测量方法或可作

为基于应变模型和机械波模型的常规OCE测量方

法的有力补充,或可进一步推动 OCE成像技术在

角膜生物力学参数临床测量方向的应用和发展。
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