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摘要  光声分子影像技术在生物医学中具有广泛的应用。实现分子探针浓度的准确解析，对于相关疾病的研究具有重

要意义。然而，活体探测时，来源于生物组织的信号与探针的信号混叠，增加了准确解析的难度。当前改善的方法：或需

要使用多波长进行探测，导致解析速度慢而且过程复杂；或使用单波长的方法，但需要依托于一类特殊探针的开关功能，

导致普适性不足。鉴于此，提出了一种基于 Grüneisen 弛豫非线性光声效应的单波长浓度解析方法，并分别对色素染料

与罗丹明 6G 探针两类样品开展了解析实验。结果表明，本文提出的方法获得的解析结果比线性单波长方法的解析结果

误差更小，并且具有较好的普适性，为光声分子影像的浓度解析方法提供了新的思路。
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1　引          言
光声效应描述的是物体吸收光束能量后受热弹性

形变产生超声波的现象，其在光学探测对比度以及声

学探测深度方面都有优势，目前在生物医学领域具有

广泛的应用［1-8］。其中，以外源性分子探针为探测对象

的光声分子影像技术展现出旺盛的需求，目前已应用

于多种疾病的诊疗研究，如易损斑块［9-10］、乳腺癌［11-12］、

类风湿性关节炎［13-14］、肿瘤微环境［15-17］等。

对于病灶区域聚集的靶向分子探针，其浓度与疾

病的程度通常存在显著的关联性，因此，解析探针的浓

度对于评估药物对疾病的治疗效果具有重要的应用价

值［18-20］。但是，在活体环境下，实现探针浓度的准确解

析具有挑战性。活体探测时，在探测区域不仅有探针

（目标）产生光声信号，同时生物组织的内源性成分（背

景，通常为血液中的血红蛋白［21］）也在贡献光声信号。

由于目标成分和背景成分已经混合，因此探测到的单

一信号中，两种信息的成分已经混叠，无法确定目标和

背景各自的贡献，进而影响探针浓度解析的准确性。

通常情况下，光声分子影像技术是基于线性光声

效应实施的。为了提高在复杂环境下的浓度解析准确

性，前人提出了多种改进方法，主要包含基于多波长激

发的光谱解混方法［22-24］以及单波长下基于可开关探针

的背景差分方法［25-28］。然而，多波长的切换导致获取

信号过程复杂且解析速度慢［29］。背景差分方法虽然只

需要单一波长进行成像，但必须依赖探针的开关功能，

而多数探针不具备这种特殊的性质，导致该技术的普

适性不佳［30］。

发展一种基于单波长激发且不依赖于特殊响应探

针的浓度解析方法，是推进光声分子影像技术发展的

迫切需求。基于 Grüneisen 弛豫效应的非线性光声探

测方法有望突破这一难题。样品在热弛豫时间内被两

个激光脉冲依次激发时，会产生 Grüneisen 弛豫效应

（GR）。该过程会产生两个光声信号，第一个信号的幅

值与样品的吸收系数呈线性函数关系，第二个信号的

幅值与样品的吸收系数呈二次非线性函数关系［31-32］。

目前，GR 非线性效应已在提高成像对比度［33-36］、分辨

率［37-38］，以及温度监测准确率［39］等方面得到了应用。

但据我们了解，在浓度解析方面的研究尚未有报道。

理论上，当 GR 非线性效应将信号幅值与吸收系数的
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对应关系由线性函数转变为非线性函数后，伴随幂次

的提升，目标成分的信号幅值与背景的比值随之升高

（等价于降低了背景成分对总体成分的贡献），这为单

波长浓度解析提供了一种新颖的实现方式。

基于此，本文提出了一种基于 GR 非线性光声效

应的浓度解析方法，设计并开展了验证性实验。首先

开展的是基于红色与蓝色染料混合物的解析实验，使

用仿体样品对该方法的原理进行验证。随后，选择罗

丹明 6G 作为目标成分，血红蛋白作为背景成分进行解

析，以模拟光声分子成像实验中，探针受到内源性成分

干扰的场景，在贴近实际应用的浓度解析场景下，对该

方法的可行性开展验证。本文提出的非线性方法能够

有效降低背景成分对于浓度解析引起的干扰，并且计

算过程简单，实验系统架构简单，具备在体测量的潜在

应用价值。

2　基本原理

2. 1　线性与 GR非线性光声效应

单一成分的样品在首次吸收激光脉冲的能量后，

产生线性光声效应，对应的初始声压 pL
［40］可表示为

pL = ΓcεηF， （1）
式中：Γ 是样品的 Grüneisen 系数；c 是样品的浓度；ε 是
样品在单位浓度下的吸收系数；η 是样品的热转换效

率；F 是激发光束的能量密度。

在亚微秒的热弛豫时间之内，样品再次吸收光脉

冲能量，产生 GR 非线性光声效应，对应的信号由一个

线性分量和一个非线性分量构成，对应的初始声

压 pH
［31］为

pH = pL + pN = ΓcεηF + bc2 ε2 η2 F 2， （2）
式中：b 是非线性分量 pN 的系数，和 Grüneisen 系数对

温度的变化率有关。

本文提出的方法依托于式（2）中的非线性分量开

展浓度解析，其数值通过式（2）与式（1）相减获得：

pN = pH - pL = bc2 ε2 η2 F 2。 （3）
2. 2　基于线性与 GR非线性效应的浓度解析方法

待测浓度样品与基准浓度样品的线性声压，以及

对应的解析方法可表示为

ì
í
î

pLm = Γcm εm ηF

pL0 = Γc0 εm ηF
， （4）

其中

cm = pLm

pL0
c0， （5）

式中：εm 是待测样品在单位浓度下的吸收系数；pLm 是

浓度为 cm的待测样品对应的线性声压；pL0是基准浓度

为 c0的样品对应的线性声压。

待测浓度样品与基准浓度样品的非线性声压，以

及对应的解析方法可表示为

ì
í
î

pNm = bc2
m ε2

m η2 F 2

pN0 = bc2
0 ε2

m η2 F 2 ， （6）

其中

cm = pNm

pN0
c0， （7）

式中：pNm 是浓度为 cm 的待测样品对应的非线性声压；

pN0是基准浓度为 c0的样品对应的非线性声压。

2. 3　浓度解析误差分析

当存在背景成分时，线性声压 p 'Lm 的表达式及其

解析结果为

p 'Lm = pLm + pLb = Γcm εm ηF + Γcb εb ηF， （8）

cLm = p 'Lm

pL0
c0 = (1 + cb εb

cm εm ) cm， （9）

式中：cb 和 εb 分别是背景成分的浓度和单位浓度下的

吸收系数；pLb 为背景成分的线性光声信号。

非线性声压表达式及其解析结果为

p 'Nm = pNm + pNb = bc2
m ε2

m η2 F 2 + bc2
b ε2

b η2 F 2，（10）

cNm = p 'Nm

pN0
c0 = 1 + c2

b ε2
b

c2
m ε2

m
cm， （11）

式中 :pNb 为背景成分的非线性光声信号。由式（9）和

（11）可知，两种方法获得的解析结果为真实浓度 cm 与

各自误差系数的乘积。式（9）和（11）对应的误差系数

可以由图 1（a）中的三角形表示。该三角形的两条直

角边长度分别是 1 和 cbεb/cmεm，其和为线性解析方法对

应的误差系数；根据勾股定理，该直角三角形的斜边长

度为先对两条直角边进行平方和运算再进行平方根运

算的结果，该结果正是非线性解析方法的误差系数。

因为三角形的两边之和大于第三边，所以线性方法的

误差系数永远大于非线性方法的误差系数。非线性方

法的解析结果理论上比线性方法更接近于真实值。

随后，通过数值仿真计算进一步分析并比较线性

与非线性方法的解析误差。首先，通过设置样品和背

景成分的浓度与吸收系数，获得不同的线性信背比 RSB

（RSB=pLm/pLb，表示目标和背景各自光声信号贡献的

比值，等价于 cmεm/cbεb）。根据预设浓度 cm，由式（9）和

（11）获得浓度值 cLm和 cNm。仿真计算结果如表 1 所示，

对应的浓度解析结果的相对误差如图 1（b）所示。从

图中可以得知，本文提出的方法能够显著减小解析误

表 1　浓度解析仿真结果

Table 1　Simulation results of concentration quantification

RSB

1. 00
2. 00
3. 00
4. 00
5. 00

cm /
（mg·mL-1）

1. 00
2. 00
3. 00
4. 00
5. 00

cLm /
（mg·mL-1）

2. 00
3. 00
4. 00
5. 00
6. 00

cNm /
（mg·mL-1）

1. 41
2. 24
3. 16
4. 12
5. 10

差，即使在信背比 RSB=1 的极端条件下，非线性方法

的 相 对 误 差 比 线 性 方 法 小 60%，仍 然 存 在 明 显 的

差异。

3　实验系统

实验系统的架构如图 2 所示。工作波长为 532 nm
的 脉 冲 激 光 器 输 出 的 光 束 经 过 中 性 密 度 滤 光 片

（NDF， NDC-50C-4M，Thorlabs）的衰减，入射至透镜

1（LA1134-A，Thorlabs，焦距 60 mm）并聚焦，耦合进

入 1×2 光纤分束器（TM105FL1B， Thorlabs， 分束比

50∶50）的入射端口。分束器将入射光束分为两束，其

中一束经过衰减器（VOAMMF，Thorlabs）之后入射至

2×2 光纤合束器（TM105R5F2B， Thorlabs， 分束比

50∶50），另一束经过光纤延时线（纤芯直径 105 μm，数

值孔径 0. 22，延时 268 ns）入射到合束器。合束器的其

中 一 个 出 射 端 口 与 光 电 二 极 管（PD， DET10A，

Thorlabs）连接，用以监测激光脉冲的能量波动；另一

个 出 射 端 口 出 射 的 光 束 经 过 透 镜 2（LA1576-A，

Thorlabs，焦 距 12 mm）准 直 ，然 后 由 显 微 物 镜

（PLN10X，焦距 20 mm）聚焦于样品（密封在 PEBAX
材质的透明管中），激发的光声信号由换能器（V376， 
Olympus， 中 心 频 率 30 MHz）接 收 ，并 由 收 发 仪

（5073PR，Olympus）进行放大。光声信号与激光脉冲

信号输入到数据采集卡（ATS9371， AlazarTech，采样

率 1 GSa/s）。系统工作时，样品和换能器共同浸没在

自制的水槽中。

4　样品制备

实验使用三种基于色素染料的样品：红色染料（原

料：PCB pigment，颜色：紫红）、蓝色染料（原料：PCB 
pigment，颜色：宝蓝）、两种染料不同比例的混合物。

其中：红色染料作为已知成分，质量浓度设置为 2、4、
6、8、10 mg/mL；蓝色染料作为背景成分，质量浓度设

置为 6 mg/mL。样品制备过程如下：1） 称量 20、40、
60、80、100 mg 的红色染料粉末，分别放入 5 个离心管；

2）称量 60 mg 蓝色染料粉末，放入一个离心管；3） 执
行步骤 1），并在每个离心管中分别加入 60 mg 蓝色染

料粉末；4） 使用移液器在每个离心管中加入 10 mL 蒸

馏水，并在漩涡振荡器中混匀 1 min；5）对上述 11 个离

心管中的溶液取样，每种溶液分别装入一个 PEBAX

透明管，对两端进行密封。

基于分子探针样品的实验，使用的样品包含：罗丹

明 6G （Rhodamine 6G）、血红蛋白  （Hemoglobin）、上

述两种成分不同比例的混合物。其中：罗丹明 6G 作为

已知成分，用于模拟靶向附集在病灶区域的探针，质量

浓度设置为 1、2、4、6、8 mg/mL；血红蛋白用于模拟探

针区域血液背景成分，参考人体血液中的血红蛋白含

量，将其质量浓度设置为 150 mg/mL［41］。样品制备过

程与染料实验相同。

5　实验结果

5. 1　基于染料仿体样品的浓度解析实验

首先，采集了单纯红色染料与蓝色染料溶液的光

声信号，每个数据均为 25 个原始数据的平均值。为了

图 1　浓度解析结果的误差。（a）表示线性与非线性方法误差系数的三角形；（b）两种方法的浓度解析误差

Fig.  1　Error of concentration quantification results.  (a) Triangle of error coefficients for linear and nonlinear methods; (b) concentration 
quantification error of two methods

图 2　实验系统架构示意图

Fig.  2　Schematic of experiment system
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差，即使在信背比 RSB=1 的极端条件下，非线性方法

的 相 对 误 差 比 线 性 方 法 小 60%，仍 然 存 在 明 显 的

差异。

3　实验系统

实验系统的架构如图 2 所示。工作波长为 532 nm
的 脉 冲 激 光 器 输 出 的 光 束 经 过 中 性 密 度 滤 光 片

（NDF， NDC-50C-4M，Thorlabs）的衰减，入射至透镜

1（LA1134-A，Thorlabs，焦距 60 mm）并聚焦，耦合进

入 1×2 光纤分束器（TM105FL1B， Thorlabs， 分束比

50∶50）的入射端口。分束器将入射光束分为两束，其

中一束经过衰减器（VOAMMF，Thorlabs）之后入射至

2×2 光纤合束器（TM105R5F2B， Thorlabs， 分束比

50∶50），另一束经过光纤延时线（纤芯直径 105 μm，数

值孔径 0. 22，延时 268 ns）入射到合束器。合束器的其

中 一 个 出 射 端 口 与 光 电 二 极 管（PD， DET10A，

Thorlabs）连接，用以监测激光脉冲的能量波动；另一

个 出 射 端 口 出 射 的 光 束 经 过 透 镜 2（LA1576-A，

Thorlabs，焦 距 12 mm）准 直 ，然 后 由 显 微 物 镜

（PLN10X，焦距 20 mm）聚焦于样品（密封在 PEBAX
材质的透明管中），激发的光声信号由换能器（V376， 
Olympus， 中 心 频 率 30 MHz）接 收 ，并 由 收 发 仪

（5073PR，Olympus）进行放大。光声信号与激光脉冲

信号输入到数据采集卡（ATS9371， AlazarTech，采样

率 1 GSa/s）。系统工作时，样品和换能器共同浸没在

自制的水槽中。

4　样品制备

实验使用三种基于色素染料的样品：红色染料（原

料：PCB pigment，颜色：紫红）、蓝色染料（原料：PCB 
pigment，颜色：宝蓝）、两种染料不同比例的混合物。

其中：红色染料作为已知成分，质量浓度设置为 2、4、
6、8、10 mg/mL；蓝色染料作为背景成分，质量浓度设

置为 6 mg/mL。样品制备过程如下：1） 称量 20、40、
60、80、100 mg 的红色染料粉末，分别放入 5 个离心管；

2）称量 60 mg 蓝色染料粉末，放入一个离心管；3） 执
行步骤 1），并在每个离心管中分别加入 60 mg 蓝色染

料粉末；4） 使用移液器在每个离心管中加入 10 mL 蒸

馏水，并在漩涡振荡器中混匀 1 min；5）对上述 11 个离

心管中的溶液取样，每种溶液分别装入一个 PEBAX

透明管，对两端进行密封。

基于分子探针样品的实验，使用的样品包含：罗丹

明 6G （Rhodamine 6G）、血红蛋白  （Hemoglobin）、上

述两种成分不同比例的混合物。其中：罗丹明 6G 作为

已知成分，用于模拟靶向附集在病灶区域的探针，质量

浓度设置为 1、2、4、6、8 mg/mL；血红蛋白用于模拟探

针区域血液背景成分，参考人体血液中的血红蛋白含

量，将其质量浓度设置为 150 mg/mL［41］。样品制备过

程与染料实验相同。

5　实验结果

5. 1　基于染料仿体样品的浓度解析实验

首先，采集了单纯红色染料与蓝色染料溶液的光

声信号，每个数据均为 25 个原始数据的平均值。为了

图 1　浓度解析结果的误差。（a）表示线性与非线性方法误差系数的三角形；（b）两种方法的浓度解析误差

Fig.  1　Error of concentration quantification results.  (a) Triangle of error coefficients for linear and nonlinear methods; (b) concentration 
quantification error of two methods

图 2　实验系统架构示意图

Fig.  2　Schematic of experiment system
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便于分析，本文提取每组线性信号的最大值，将其他信

号相对该最大值进行归一化处理，非线性信号采用相

同的处理方式，结果如表 2 所示。通过归一化运算，以

约去式（1）和（3）中的信号 p 和浓度 c 以外的其他物理

量，建立信号幅值 -质量浓度的单一对应关系。表 2 中

信背比 RSB_red 是将红色染料的线性信号幅值除以蓝色

染料的线性信号幅值获得的。

对应的拟合结果如图 3 所示，从图中可知 :样品浓

度和线性信号幅值符合线性理论模型[式（1）展现的一

次函数关系,拟合系数 R2=0. 99，均方根误差 RMSE
为 0. 02］；样品浓度和非线性信号幅值符合非线性理

论 模 型［式（3）展 现 的 二 次 函 数 关 系 ，R2=0. 99， 
RMSE 为 0. 04］。并且，因为当信号值为 1 时对应的质

量浓度为 10 mg/mL，所以对于信号幅值与浓度的函

数关系，理论上，线性和非线性信号分别对应 y=0. 1x

和 y=0. 01x2。由实验结果可知，线性与非线性信号对

应的拟合函数分别为 y=0. 1024x 和 y=0. 0104x2，拟

合获得的多项式系数接近理论值。

随后，采集了两种染料混合溶液的光声信号，并根

据式（5）与（7）进行浓度解析，结果如图 4（a）所示。从

图 4（a）中可以得知，非线性方法的解析结果更接近于

红色染料的真实浓度。两种方法解析结果的相对误差

如图 4（b）所示，从该实验结果可以看出，伴随信背比

的增大，两种方法的浓度解析误差都呈下降趋势，而非

线性方法的相对误差明显小于线性方法。所有结果与

前文中的理论分析以及图 1（b）展示的趋势具有很好

的一致性。

5. 2　基于分子探针的浓度解析实验

为了验证本方法在实际应用场景中的可行性，开

展了分子探针在血液中的浓度解析实验。首先，采集

了单纯罗丹明 6G 溶液以及血红蛋白溶液的光声信号，

表 2　红色染料溶液与蓝色染料溶液的信号幅值

Table 2　Signal amplitudes of red dye solution and blue dye 
solution

Sample

Red dye

Blue dye

Concentration /
（mg·mL-1）

2
4
6
8

10
6

Normalized amplitude 
of signal

Linear
0. 20
0. 42
0. 64
0. 83
1. 00
0. 18

Nonlinear
0. 02
0. 20
0. 42
0. 69
1. 00
0. 04

RSB_red

1. 11
2. 33
3. 56
4. 61
5. 56
—

图 3　红色染料的质量浓度-信号幅值散点图。（a）线性信号；（b）非线性信号

Fig.  3　Scatter diagrams of mass concentration-amplitude of red dye.  (a) Linear signals; (b) nonlinear signals

图 4　红色染料的实验结果。（a）浓度解析结果；（b）相对误差（绝对值）

Fig.  4　Experimental results of red dye.  (a) Results of concentration quantification; (b) relative error (absolute value)
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每个结果同样是 25 个原始数据的平均值，并进行最大

值归一化，结果如表 3 所示。表 3 中信背比 RSB_Rho6G 是

将罗丹明 6G 的线性信号幅值除以血红蛋白的线性信

号幅值获得的。对应的拟合结果如图 5 所示。根据图

5，样品浓度和线性、非线性信号幅值同样符合式（1）和

（3）展现的一次与二次函数关系  （对于线性信号，R2=
0. 99， RMSE 为 0. 02；对 于 非 线 性 信 号 ，R2=0. 98， 

RMSE 为 0. 06）。并且，根据 5. 1 节的内容：当信号值

为 1 时对应的质量浓度为 8 mg/mL，对于信号幅值与

浓度的函数关系，线性和非线性信号理论上分别对应

y=0. 125x 和 y=0. 0156x2。由实验结果可知，线性与

非 线 性 效 应 的 拟 合 模 型 分 别 为 y=0. 1245x 和 y=
0. 0163x2，拟合获得的多项式系数接近理论值。

随后，采集罗丹明 6G 和血红蛋白混合溶液的光声

信号，并根据式（5）与（7）进行浓度解析，结果如图 6
（a）所示。从图 6（a）中可以得知，在罗丹明 6G 受到血

红蛋白干扰的情形下，非线性方法的解析结果更接近

于罗丹明 6G 的真实浓度。两种方法的解析结果的相

对误差如图 6（b）所示，从图 6（b）中可以得知，和染料

仿体样品的实验结果类似，线性方法和非线性方法的

解析误差均伴随信背比的增大而显著减小，并且后者

始终小于前者，这与前文展示的理论分析结果具有较

好的一致性。

表 3　罗丹明 6G 溶液与血红蛋白溶液的信号幅值

Table 3　Signal amplitudes of Rhodamine 6G solution and hemoglobin solution

Sample

Rhodamine 6G

Hemoglobin

Concentration /（mg·mL-1）

1
2
4
6
8

150

Normalized amplitude of signal
Linear
0. 15
0. 23
0. 48
0. 76
1. 00
0. 15

Nonlinear
0. 02
0. 13
0. 35
0. 62
1. 00
0. 02

RSB_Rho6G

1. 00
1. 53
3. 20
5. 07
6. 67
—

图 5　罗丹明 6G 的质量浓度-信号幅值散点图。（a）线性信号；（b）非线性信号

Fig.  5　Scatter diagrams of mass concentration-signal amplitude of Rhodamine 6G.  (a) Linear signal; (b) nonlinear signal

图 6　罗丹明 6G 的实验结果。（a）浓度解析结果；（b）相对误差（绝对值）

Fig.  6　Experimental results of Rhodamine 6G.  (a) Results of concentration quantification; (b) relative error (absolute value)
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6　分析与讨论

定量解析分子探针在病灶区域的浓度分布，对于

实现病症的精准研究具有重要的价值。然而，生物组

织中复杂的成分会对浓度解析结果造成干扰，基于线

性光声效应进行浓度反演时，如果波长数为 1 或者少

于总的成分数，感兴趣成分和背景成分的贡献无法分

开计算，因此浓度反演的结果必然包含背景成分带来

的误差。为了提升复杂成分下解析结果的准确性，前

人提出了多种改进方法。其中，基于多波长激发的方

法依赖于波长可调谐光源或者多个光源，且需要针对

不同波长散射效应的差异实施补偿，方案的成本和复

杂度高；基于单波长激发开关探针的方法依赖于探针

的特殊响应，普适性不足，在应用过程中存在挑战。基

于上述现状，本文提出基于单波长 GR 非线性光声信

号幅值与样品吸收系数的关系反演浓度，并探索了该

效应在浓度解析中的优势。

本文提出的基于 Grüneisen 弛豫非线性光声效应

的浓度解析方法，虽然依然是在单波长下进行浓度解

析，但是其理论计算结果表明，该方法相对线性方法

能够更有效地抑制背景成分对解析结果引入的误差。

考虑到不同成分的单位浓度吸收系数（εm 和 εb）不一

样，浓度（cm 和 cb）关系不直接反映光声信号（pLm 和

pLb，以及 pNm 和 pNb）的关系，也就不能反映浓度解析时

背景成分对感兴趣成分的影响。因此，本文用信背比

来表示感兴趣成分和背景成分的相对信号贡献，并分

析了不同信背比下，非线性方法与线性方法的浓度解

析结果。与线性方法相比，非线性方法不仅在信背比

RSB 相对较高的情况下具有较好的表现，而且在信背

比较低（RSB=1）的极端情况下，依然能够使浓度解析

误差得到显著减小，因此该方法在较宽的信背比分布

范围内均具有良好的适用性。随后分别开展的染料

仿体和分子探针实验，其解析结果与理论计算的预期

结果具有较好的一致性，这表明该浓度解析方法稳定

可靠，并验证了该方法的优势以及在不同场景下的适

用性。

本文提出的非线性方法能够实现绝对浓度解析结

果准确性的提升，适用于测量探针或药物在体内的代

谢率［42-44］等相对浓度变化的场合。在相对浓度测量的

应用场景下，虽然式（9）和（11）发生了变化，不再包含

和基准浓度样品有关的常数 c0/pL0和 c0
2/pN0，但是其误

差系数仍然符合图 1（a）所示的三角形对应关系，因此

非线性方法的优势依然存在。为此，本方法对于提升

相对浓度解析结果的准确性、推动药代动力学的相关

研究同样具有潜在的应用价值。

虽然通过联立式（8）和（10），可以直接计算出目标

成分浓度的理论精确解 cm，但是该方法仅适用于含有

一种干扰成分的情形。对于复杂成分构成的生物组

织，造成干扰的成分通常不止一种，因此无法通过联立

方程的方式实现浓度解析。与之相对的，对于本文提

出的方法，背景成分数目上升为 n 虽然会使图 1（a）中

的三角形对应的空间维度随之上升到 n-1，但是斜边

长度小于两条直角边的长度之和的结论依然成立。因

此，本文提出的方法在理论上不会受到背景成分数目

的限制，具有更广阔的适用范围。

普适性是方法获得广泛应用的关键条件。与基于

可开关探针的背景差分方法相比，得益于 GR 效应的

产生不依赖于样品，本文提出的方法具有较为广泛的

普适性。在样品因吸收第一个脉冲光束能量引起的温

升尚未消散的时间段内，吸收第二个脉冲光束能量就

能够产生 GR 非线性效应，因此该效应的产生理论上

不会受到探针类型的限制。基于此，本文提出的方法

有望用于已在临床使用的多种探针或者药物，如吲哚

菁绿（ICG）、亚甲基蓝等［45-48］，对于降低血液成分产生

的干扰，实现卵巢、乳腺、肠道等疾病的精准研究具有

重要的应用价值。

虽然本文提出的浓度解析方法的可行性与普适性

获得了显著提升，但仍然存在一部分工作有待在后续

阶段完成。第一，该方法实现浓度的解析依托于基准

浓度与其非线性信号幅值的对应关系，该对应关系通

常是在体外环境下通过标定获得，在体内应用的过程

中，体内和体外的环境存在差异，导致基准质量浓度 -

信号幅值的对应关系发生变化，进而影响解析结果的

准确性。为此，在后续的工作中将会研究相应的补偿

方法，以提升其适用性。第二，对于体内的应用，光束

在穿透生物组织的过程中会出现明显的散射，从而使

信号激发区域的能量密度下降，最终信噪比的降低导

致单次测量结果出现更大的波动。为此，后续将对数

据平均次数以及激发能量进行优化调节，实现信噪比、

探测速度和安全性三者关系的平衡。并且，将罗丹明

6G 荧光分子探针更换为吸收系数更大、光 -声转化效

率更高的光声分子探针，同样有助于实现信噪比的提

升。第三，GR 非线性效应产生于线性效应之后，因此

线性信号和非线性信号总是成对出现，在每次测量过

程中，总能够采用线性和非线性解析方法获得两个浓

度值。表 1 的仿真结果表明，信背比和两个浓度值存

在某种关联，因此在后续的工作中计划对上述关联性

开展深入探索，以实现信背比的半定量计算，进一步提

升浓度解析结果的准确性。

7　结         论
提出了一种基于 GR 非线性效应的浓度解析方

法，该方法不仅可以降低背景成分引起的干扰，使之相

比线性单波长方法的解析结果更接近于浓度真实值，

而且非线性效应的产生不依赖于样品，因此该方法具

有较好的普适性。本文为光声分子影像技术的探针浓

度解析提供了一种新颖的实施方式。
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Abstract 

Objective　 Photoacoustic molecular imaging has been extensively applied to biomedical research.  The accurate 
quantification of molecular probe concentrations has paramount importance in relevant disease investigation.  Nevertheless, 
during in-vivo detection, the signals emitted by exogenous probes are often mixed with those originating from endogenous 
biological tissues, thereby diminishing the quantification accuracy of probe concentrations.  Traditional photoacoustic 
molecular imaging relies on the linear photoacoustic effect, and some methods have been proposed to enhance the 
concentration quantification accuracy under complex environments.  One approach is based on multi-wavelength detection, 
but multi-wavelength switching complicates the signal acquisition process and reduces the quantification speed.  Another 
approach is proposed according to single-wavelength background subtraction, while it lacks universality due to reliance on 
employing molecular probes with switchable responses.  Consequently, it becomes an urgent need to develop a 
concentration quantification method predicated on single-wavelength excitation that does not depend on specific probe 
responses to advance photoacoustic molecular imaging.  The Grüneisen-relaxation nonlinear photoacoustic effect exhibits 
promising potential to meet this need.  Unlike the linear relationship between signal amplitude and absorption coefficient in 
the linear photoacoustic effect, the Grüneisen-relaxation (GR) photoacoustic effect shows a quadratic nonlinearity between 
the two physical parameters.  Based on this, we propose a method for quantifying concentrations using the Grüneisen-
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relaxation nonlinear photoacoustic effect by single-wavelength excitation.  This approach adopts the nonlinear relationship 
between the two physical parameters to improve the ratio between the target and background signals, effectively 
diminishing the background interference.  Consequently, we present a novel and promising solution for improving the 
concentration quantification accuracy.

Methods　 To demonstrate the advantages of our method, we conduct theoretical numerical simulations followed by 
experimental validations to assess its feasibility.  For the first experiment, we first construct a Grüneisen-relaxation 
nonlinear system.  Subsequently, we perform an experiment using phantom samples comprising red dye (representing the 
target component) and blue dye (representing the background component).  This initial experiment serves as a preliminary 
validation of the principle feasibility of our method.  Then, we validate the feasibility of the method in a simulated scenario 
that is close to in-vivo photoacoustic molecular imaging.  In the second experiment, we utilize a sample consisting of the 
molecular probe Rhodamine 6G (representing the target component) and hemoglobin (representing the background 
component) to simulate the scenario in which the probe encounters interference from endogenous components.

Results and Discussions　 The numerical simulation results from concentration quantification in different signal-to-

background ratios (RSB) are shown in (Table 1).  The error coefficients of the linear and GR nonlinear methods can be 
visually represented as different sides of a triangle in Fig.  1(a).  The sum of two perpendicular sides of the triangle 
corresponds to the error coefficient of the linear method, while the hypotenuse length represents the error coefficient of the 
nonlinear method.  According to the triangle inequality, the sum of the lengths of any two sides of a triangle is always 
greater than the length of the third side.  Therefore, the error coefficient of the linear method consistently exceeds that of 
the nonlinear method.  Consequently, the quantification results obtained from the nonlinear method exhibit a closer 
approximation to the actual value of the target component compared to those obtained from the linear method.  Fig.  1(b) 
illustrates the relative error of the concentration quantification results.  Compared with the linear method, the nonlinear 
method not only performs well at high RSB values but also significantly reduces the concentration quantization error at low 
RSB (RSB=1).  Therefore, the method has good applicability over a wide range of RSB values.  For the experimental results, 
Figs.  4(a) and 6(a) show the concentration quantification outcomes for both pigment and molecular probes respectively.  
The relative errors of the quantification results for both methods are depicted in Figs.  4(b) and 6(b).  The experimental 
results show a decrease in concentration quantification errors for both methods with the increasing RSB.  Additionally, the 
quantification results obtained from the nonlinear method are always closer to the actual concentration of the target 
component.  The consistency between the experimental and theoretical results not only confirms the reliability of the 
proposed method but also validates its error suppression capability, affirming its robust applicability in diverse scenarios.

Conclusions　 We present a novel method to suppress background interference and improve the concentration 
quantification accuracy.  Compared to conventional linear single-wavelength methods, the proposed method yields 
concentration quantification results closer to the target component concentration.  Meanwhile, the relaxed generation 
conditions associated with the Grüneisen-relaxation nonlinear effect render this method highly versatile and applicable in 
various situations.  We provide a novel approach to the concentration quantification of photoacoustic molecular imaging and 
lay a foundation for future applications.

Key words biotechnology; photoacoustics; Grüneisen relaxation; concentration quantification; molecular imaging
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