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利用近红外光结合对应波长的光吸收增强对照剂来实现在体小鼠脑皮层血管的光声成像 )近红外光在生物组
织上有较深的穿透能力；而作为光吸收增强剂的外源染料吲哚菁绿注射到血液系统后则增加了血管对光的选择性

吸收，从而增强了血管光声信号的强度 )实验在不破坏脑头皮和头盖骨的前提下，通过静脉注射吲哚菁绿，获得小
鼠脑皮层血管的光声造影成像 )光声重建的血管网络与小鼠脑部解剖照片相当符合 )实验结果证明近红外光结合
光吸收增强剂的光声血管造影技术对于开展光声脑功能成像，光声分子成像提供了潜在的可行性 )
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# A 引 言

光声层析成像是近年来迅速发展起来的一种非

电离化的新兴医学成像方法 )当用脉冲激光照射生
物组织时，组织中的吸收体吸收光能引起温升，温升

导致组织热膨胀而产生压力波（超声波），这就是光

声效应 )产生的光声波将穿过组织向外传播，通过放
置在吸收体周围的超声换能器探测各个方向的光声

压，并采用一定的反投影算法进行图像重建，就可得

到组织的光吸收分布图像，它结合了纯光学成像的

高对比度特性和纯超声成像的高穿透深度特性的优

点［#—*］)光声成像技术探测的是被测点吸收激光后
的光声信号，它原理上避开了光散射的影响，光声信

号振幅取决于组织对激光能量的吸收程度，由局部

能流密度和作用目标的光吸收系数决定，与光散射

引起的光子传播路径无关，因此，其空间分辨率不受

光散射的影响 )同时，由于组织对超声的衰减和散射
远小于对光的衰减和散射，用超声探测器检测超声

波代替光学成像中检测散射光子，可显著提高成像

深度和分辨率，图像的对比度真实地反映生物组织

内部的光吸收差异特性 )与传统的超声影像方法相
比，光声成像可以区分声学参数相同而光学参数不

同的待测样品，提供高分辨率和高对比度的影像 )
生物组织的光吸收特性与生物组织结构功能和

病理特征紧密相关，通过对这些光学参数的差异进

行光声成像，将在临床医学中有重要的应用价值 )在
生物组织中对激光强吸收产生光声信号的常见光吸

收体为血液中的血色素，因此，目前各地研究小组都

致力于利用光声技术进行血液参数测量、肿瘤血管

增生和病变的成像检测研究［"，%］)本小组的前期工作
利用可见光波段进行激发，对皮层血管，病变血管实

现清晰的光声成像［+，(］，其系统分辨率达 #$$!3 左
右［0］)并利用光声技术作为评价手段，对肿瘤光动力
学治疗的治疗效果进行成像跟踪［#$］)但由于可见光
波段在组织中穿透能力有限，目前血管检测大多局

限于表皮或浅表血管 )要进一步对深层组织进行光
声研究，就必须解决激发光穿透能力的问题 )
近红外光波段相对于可见光波段在生物组织中

具有更深的组织穿透能力，而近红外光成像技术结

合相应的光吸收增强对照剂已经在纯光学成像领域

中被广泛应用于功能成像和异常组织诊断的研究

中 )外源对照剂可以增强系统的检测灵敏度，帮助定
位识别特定的组织 )本文利用 ($$ 83波长的脉冲激
光作为光声成像的激发源，以吲哚菁绿作为血管的

显影增强剂，首先在模拟血管中分析吲哚菁绿对光
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声信号及光声重建图像的增强效果，然后进行在体

血管的光声造影成像，获得高清晰高对比度的小鼠

脑皮层微血管网络造影图像 !

" # 光吸收增强剂

吲哚菁绿（ $%&’()*%$%+ ,-++% ，./0），又称靛青
绿，是一种合成的花青系红外感光染料 ! ./0静脉注
入体内后，迅速和血浆蛋白结合，随血循环迅速分布

于全身血管内，而后被肝细胞摄取，又从肝细胞以游

离形式排泄到胆汁中，经胆道入肠，随粪便排出体

外 !由于 ./0与血浆蛋白结合率高，又具有不被肝外
组织吸收的特点，因而成为一种高效的血管标记染

料，已被广泛应用于眼科血管造影研究［11］及肿瘤

检测［1"］!
如图 1所示为实验测得 ./0水溶液、小鼠全血、

./0和全血混合溶液的吸收光谱 !由图发现小鼠全
血在近红外吸收光谱中没有明显的特征吸收峰，./0
溶于水后其吸收峰位于 234 %5处，而 ./0溶于血液
中后其吸收峰值发生偏移，位于 344 %5左右 !因此，
实验选用吸收效率最高的 344 %5作为光声血管造
影的激发光波长 !

6 # 实验装置及步骤

!"#" 实验装置

如图 "所示为光声成像实验装置图 !脉冲激光
从激光器（7.89:;< 8 =6" .，>?><@A，BC:）发出，经
反射扩束后垂直照射到样品耦合池中部 !实验时，池

图 " 光声成像装置图

图 1 ./0水溶液、小鼠全血、./0和血混合溶液的吸收光谱

中充满纯净水作为超声传播耦合介质 !超声换能器
固定于与耦合池上方旋转平台相连的金属支架上，

由步进电机驱动旋转扫描采集光声信号，然后经放

大器对信号进行放大滤波，再由示波器进行模数转

换后储存到计算机，最后利用滤波反投影算法［16］对

采集到的信号进行数据处理和图像重建 !实验时，电
机的转动，数据采集、储存及激光器的触发统一由软

件 D*EF$+G 程序控制实现 !所用的脉冲激光波长设
定为 344 %5，激光脉冲宽度为 14 %H!激光射到生物
组织上的平均能量密度为 I 1= 5JK(5" !
为了精确测量光致超声信号，实验中采用单元

精密水听器旋转采集 "44个位置 6L4M全方位的光声
信号 !针状 ?7NO（?’P)F$%)P$&+%+ &$QPR’-$&+ ）膜的水听
器（ ?-+($H$’% :(’RHS$(H D<N），其探测灵敏度为
3=4 %FK?*，接收面积直径为 1 55，频谱响应范围为
"44 TUV—1= WUV，能够宽带地接收光声信号，达到
微细血管的精确成像 !水听器旋转一周采集信号用
时约 "= 5$%!
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图 ! （"）三根模拟血管的光声信号，其中 !，"，# 分别对应小鼠全血、#$%水溶液、#$%和全血溶

液的光声信号；（&）模拟血管的光声成像；（’）模拟血管样品横截面照片，图中三根模拟血管从左至

右分别充满小鼠全血、#$%水溶液、#$%和全血溶液；（(）样品侧面照片，箭头所示为模拟血管埋藏

的位置

!"#" 实验样品

离体成像实验用内外径分别为 )*! ++ 和
)*, ++的硅胶管模拟血管 -三根硅胶管内分别被注
入抗凝处理过的离体老鼠全血，#$% 水溶液（.))

!/），及 #$%和老鼠全血的混合溶液（.0,!/）-三根
模拟血管平行排列并水平地埋在厚度约为 1) ++
深的鸡胸脯肉内（如图 !（(）所示）-样品固定于水槽
中央，调整水听器与三根模拟血管位于同一水平面

并将水听器放置在离旋转中心 2 ’+处旋转采集光
声信号 -
活体动物实验采用重量约为 !) 3 的昆明小白

鼠作为实验模型 -实验前，小鼠脑部毛发用脱毛剂清
除干净而不损伤脑部表皮和骨骼 -用戊巴比妥钠
（0) +3453）腹腔注射麻醉小鼠 -麻醉后的小鼠安放
在一个可垂直升降的自制支架上，将小鼠的身体和

头部固定好，然后再放置到耦合池底部中央，通过底

部圆孔中的透明聚乙烯薄膜伸入到耦合池中，透明

薄膜和小鼠头部间充满医用超声耦合液，用于将脑

部产生的超声信号耦合到耦合池中 -校准换能器旋
转扫描的平面，使之与小鼠的脑皮层位于同一平面 -
实验过程中，利用输液针通过老鼠尾巴静脉注射

#$%到小鼠血液循环系统 -实验对同一只小鼠进行
三次完整的信号采集，第一次在未注射 #$%情况下
完成，第二次静脉注射一针 6)!7 #$%（.))!/）后进
行采集，第三次静脉注射 !)!7 #$%（.))!/）后开始
采集信号，采集过程中每隔 , +89 注射同样剂量的
#$%，共注射 , 次 -实验完成后，小鼠苏醒并恢复正
常 -最后，小鼠被过量麻醉（.)) +3453）致死，取其脑
部解剖照片用作实验对照 -

0 * 实验结果

$"%" 离体模拟血管成像

为了验证 #$%在血液中对于光声信号强度的增
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强效果，三根分别充满全血、!"# 水溶液、!"# 与血
混合溶液的模拟血管被进行光声成像比较 $调整探
测器的轴向方向与模拟血管垂直，然后记录此位置

产生的光声信号 $如图 %（&）所示，图中 !，"，# 分别
对应充满全血、!"#水溶液、!"#与血混合溶液的模
拟血管的光声信号 $可见 !"#溶解于血液后其光声
信号有明显的增强，由图计算得模拟血管信号 # 与
信号 ! 的幅值比约为 ’ ( ) $让探测器旋转扫描采集，
记录 *++个位置的光声信号，然后利用滤波反投影
算法重建出光声图像如图 %（,）所示，重建的光声图
像与其截面照片（图 %（-））对应吻合 $由于 !"# 对
.++ /0波长的光具有很强的吸收，溶于血液后能增
强血管的光声信号，因此，重建图像中 !"#溶于血液
中的模拟血管边缘清晰，与周围背景对比差异大，血

管轮廓清楚明显 $实验证明，!"#溶于血液后能明显
增强血管的光声信号强度，提高血管显像的对比度

和分辨率 $

!"#" 在体小鼠脑皮层血管造影

小鼠麻醉固定后，静脉注射 .+ !1 !"#
（*++!2），调整探测器位置记录小鼠脑中动脉不同
时间段的光声信号 $如图 3所示，是在示波器上不同
时间截获的光声信号图 $在 )!4左右出现的信号是
激光照射到小鼠头部散射出来的光在探测器接收表

面上产生的声压 $位于图中部的信号即是小鼠脑中
动脉的光声信号，注射 !"#后，被测血管光声信号迅
速增强，而后由于 !"#在体内逐渐被代谢，被测血管
光声信号的强度亦逐渐降低 $观察发现直到注射
!"# ). 05/后，其血管光声信号基本与注射前相等 $
血管光声信号随 !"#注射时间的强度分布如图 ’中
! 线所示，光声信号强度在注射 !"#后 )—* 05/内
达到峰值，其后逐渐下降，到 )’—). 05/内回复到未
注射前的强度 $考虑到目前系统采集一周完整的数
据需时 *’ 05/，同时为探测器在不同位置接收信号
时 !"#对的血管光声信号的增强程度尽量均匀，我
们在活体检测实验中采用了小剂量分时多次注射

!"#到小鼠体内的方法 $每次注射 %+!1 的 !"#（*++

!2），每隔 ’ 05/注射一次，共注射 ’次，其血管光声
信号强度随时间分布如图 ’中 " 线所示 $在注射第
一针 !"#后约 ’ 05/，血管光声信号的强度约降到峰
值的一半时，再注射第二针 !"#使信号增强，连续注
射 ’次可以确保在整个信号采集过程所测得的血管
光声信号都有 !"#的贡献 $由所测量数据计算得，血

管光声信号在 *’ 05/内的平均强度约是未注射 !"#
前强度的 )6.倍 $

图 3 小鼠注射 !"#后不同时间测得脑中动脉的光声信号

图 ’ 血管光声信号随 !"#注射时间的强度分布

图 7所示为小鼠脑皮层的光声血管造影图像 $
其中（&）是没有注射 !"#的光声重建图像，（,）是注
射一针 !"#的光声重建图像，而（-）是分时 ’次注射
!"#后的光声重建图像 $图像右边的灰度标注为图
像像素的真实数值对比 $由图像比较可见，在没有注
射 !"#的情况下，血管对近红外光吸收较少，光声信
号较弱，导致血管网络模糊，除脑中动脉外，其他血

管分支及微细血管基本辨别不清 $在图 7（,）中注射
一次 !"#的情况下，图像整体对比度有所增加 $但采
集过程随着 !"#的代谢，血管光声信号会逐渐降低，
因此 !"#对血管光声信号的增强效果只有在采集开
始的一段时间内被一定扫描范围的探测器所响应，

所以图像可见局部的脑皮层血管相对于（&）清晰；同
时，由于整个采集过程只有在一段时间内才有 !"#
贡献的信号增强效果，信号起伏相对较大，造成图像
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伪迹较重及背景显示不均匀 !在利用多次分时注射
"#$的情况下，（%）图获得了较为清晰的脑皮层血管
网络成像，图中脑中动脉的主要分支及细小的微血

管都能明显地显示开来 !对比对应的脑部解剖照片
（&），光声重建图像与其血管分布相当符合 !上述实
验证明，利用 "#$作为光声血管显影剂，能很好地获
得清晰的血管网络图像 !

’ ( 讨论及结论

光声成像技术结合了纯光学成像和纯超声成像

的优点，既具有高的光学对比度又有深的超声穿透

特性，可以获得高对比高分辨率的组织影像，为研究

生物组织的结构形态、生理特征、代谢功能、病理特

征等提供了重要的手段 !利用组织深穿透特性的近
红外光照射入组织内部，结合外源光学吸收增强对

照剂增加组织内血管对光的吸收，从而达到增强光

声信号强度的目的，提高光声系统的检测灵敏度 !实
验无损地对小鼠脑部进行光声血管造影成像，获得了

清晰的脑皮层血管网络分布图像 !这种技术可以扩展
应用于光吸收增强剂上捆绑肿瘤抗体、蛋白质、激素、

药物或其他生物适应剂 !通过抗体带动光学对照剂定
位肿瘤位置，实现肿瘤特异性检测 !同样也可以通过
光声信号研究药物在体内的新陈代谢情况等 !

图 ) 小鼠脑皮层血管光声重建图像 （*）未注射 "#$的光声重建图像；（+）注射一次 "#$后的光声重建图像；（%）

间隔 ’ ,-.注射 ’次 "#$后的光声重建图像；（&）实验后小鼠脑部解剖照片

目前系统采用单一探测元对被检测样品作旋转

扫描采集光声信号，/)01扫描采集的方式能够确保
数据的完整性，反映被测样品各个部位不同则面的

信息，但另一方面增加了扫描采集的时间 !而且外源
光学染料在组织体内随着时间不断被代谢，因此系

统所获得的血管分布图状是在采集时间内的平均光

能吸收的强度分布 !在此情况下，采用分时多次注射
外源染料能够减少染料代谢对血管光声信号强度不

均匀的影响 !下一步工作，我们将主要集中于利用多
元相控电子探头来代替单一探测元来进行信号采
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集 !多元探头利用相控聚焦技术大大地提高信噪比，
而且采用电子扫描的方式极大地提高了信号采集的

速度［"#—"$］，这将有利于进行光声定量血液动力学检

测和实时光声成像 !
本文通过利用近红外光结合外源光学对照剂，

无损在体地获得了脑部皮层血管的网络分布图像 !
这种基于光声成像的血管造影技术以超声作为信息

载体能够获得一定组织深度的血管显像，更重要地

提供了一种无损检测血管病变、肿瘤血管新生及监

控血液学动力变化的可行性研究手段 !
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