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摘要 目的　光声泵浦成像可以有效排除传统光声成像中血液背景信号的干扰，实现深层组织内微弱的磷光分子及其三重

态寿命的成像。然而，光声泵浦成像中背景差分噪声常常导致磷光分子浓度和三重态寿命的拟合结果偏大。为此，本文提

出了一种新型的应用于光声泵浦成像中的三重态寿命拟合方法，通过提取三重态差分信号和背景噪声的相位，有效矫正背

景噪声造成的拟合偏差。方法　通过数值仿真、仿体和活体实验，分别验证了新提出算法的优势和可行性。结果　数值仿

真中，在噪声强度为信号幅值10%的条件下，新方法可将拟合偏差从48.5%优化到5%左右，并有更高的可决系数（0.88>

0.79），极大地提高了拟合精度。仿体实验证明了光声泵浦成像对磷光分子高特异性成像的能力。活体实验验证了本文提出

的新拟合方法在裸鼠肿瘤的光动力治疗中拟合磷光寿命以监测氧分压含量的可行性。结论　本工作对于光声泵浦成像在生

物医学中的应用将起到重要的推进作用。
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光声成像（photoacoustic imaging，PAI）是一

种新型的生物医学成像方式［1］。相比于超声成像

而言，光声成像并非探测脉冲超声作用于物体后的

回波信号，而是经生物组织吸收脉冲激光后由于热

膨胀产生的脉冲超声信号［2-3］。因此，作为一种光

学和超声的复合成像技术，光声成像不仅继承了超

声成像穿透能力强的优点，还可以充分利用生物体

内各分子吸收光谱的差异，从而产生高特异性的光

学对比度［4］，有效弥补了常规超声成像在分子影

像方面能力弱的缺陷。

由于光声成像通常所采用的近红外光能大部分

被人体组织中的血红蛋白所吸收，所以光声成像目

前常用于血管网络成像［5-6］ 或组织血氧［7-8］ 的监

测。此外，各种小分子染料［9］、纳米粒子［10］、量

子点［11-12］、基因编码探针［13］等也作为外源性对比

剂应用到了光声成像中。然而，由于血液背景的强

吸收，这类对比剂通常需要很高的浓度才能有效检

测，严重限制了光声成像的分子影像能力［14-15］。

为此，急需发展新的光声成像方法来有效抑制血液

背景的干扰，实现特种目标分子的高灵敏高特异性

探测。

光声泵浦成像［16］是一种针对磷光分子三重态

泵浦探测的新型光声成像技术。在光声泵浦成像

中，由于生物体内大多分子的荧光寿命都非常短，

因此在探测光到达时已处于基态，导致其泵浦前后

光声差分信号为零。而相对地，磷光分子被泵浦光

激发进入具有长寿命的三重激发态（T1）后，会

被探测光进一步激发产生光声信号。因此，通过对

有无泵浦光激发条件下探测光产生的光声信号的差

分，就可以高特异性地获得生物体内磷光分子的分

布。此外，通过调节泵浦和探测光的时间延迟，可

以 得 到 瞬 态 三 重 差 分 信 号 （transient triplet 

differential，TTD）的幅值衰减曲线，从而拟合得

到其寿命［17-18］。然后利用Stern-Volmer方程［19］，就

可以通过T1态的寿命计算得到氧分压，从而实现

与磷光分子浓度和光照强度无关的、生物体深层组

织内定量的氧分压成像［20］。
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光声泵浦成像作为光声成像领域的前沿技术，

已被应用于多种小分子的无背景光声成像及氧分压

成像中，并在小动物实验中得到了初步的验证［20］。

然而，当前对该成像技术的研究仍非常少。由于

TTD 信号较小，背景差分噪声的叠加会使得其背

景信号幅值在拟合时较真实值偏高，以及磷光分子

三重态寿命拟合值偏大。为此，本课题组提出了一

种新型的光声泵浦成像拟合方法，通过提取三重态

差分信号和背景噪声的相位，可以有效提高拟合结

果的精度。该方法有望推动光声泵浦成像在生物医

学中的进一步应用。

1　实验方法

1.1　光声泵浦成像原理与实验系统

光声泵浦成像典型的实验装置如图 1a 所示。

系统采用了两台 20 Hz 的光参量振荡 （optical 

parametric oscillat，OPO）纳秒脉冲激光器分别用

作泵浦和探测光源，通过X型多模光纤束耦合后对

样品进行照明。其中一台工作在 650 nm （OPO 

600，Innolas，355 nm泵浦）作为泵浦光源，另一

台工作在 820 nm （OPO 600，Innolas，355 nm 泵

浦）作为探测光源。泵浦光和探测光在样品表面的

强度分别约为 10 和 20 mJ/cm2。信号采集时，128

通 道 的 超 声 数 据 采 集 系 统 （Vantage 256，

Verasonics，62.5 MHz）发送时钟信号以外触发多

通 道 数 字 延 迟 脉 冲 发 生 器 （DG645， Stanford 

Research Systems）从而实现对两台OPO激光器的

控制。X型光纤的两端固定在128单元线性超声换

能器阵列两端 （L11-5v，Verasonics，中心频率  

7.8 MHz）引导光线到组织区域并进行光声探测。

本工作所用磷光分子为临床和生物医学研究中

广泛应用的亚甲基蓝，其最大吸收峰在 650 nm左

右。当亚甲基蓝被泵浦光从基态S0激发到单重激

发态S1后，其会通过系间窜越进入三重激发态T1

（图1b）。由于自旋禁止，其从T1态到基态S0的跃

迁具有微秒级的长磷光寿命。此时，820 nm的探

测光可将T1态的磷光分子激发到第二三重激发态

T2产生光声信号。由于生物组织背景也可以在泵

浦光和探测光的作用下产生光声信号，需按以下公

式，去除组织光声背景，从而获得磷光分子的

TTD信号：

STTD, t = Spump + probe, t - Spump, t - Sprobe, t (1)

其中，Spump+probe, t为泵浦光和探测光同时存在条件下

的光声信号，Spump, t和 Sprobe, t分别为泵浦光和探测光

单独存在时的光声信号。参数 t为泵浦光和探测光

之间的延迟时间，而采集卡采集时刻零点和探测光

激发时间相同。亚甲基蓝三重态T1的寿命 T对组

织氧分压 pO2 非常敏感，其关系可以用 Stern-

Volmer方程表示：
T0
T

= 1 + kQT0 pO2 (2)

其中，T0 为氧分压为 0时亚甲基蓝T1态的磷光寿

命，大小为 79.6 μs，kQ 为磷光猝灭常数，大小为

0.003 6 μs-1mmHg-1。通过调节泵浦和探测光之间

的延迟，可以获得一系列不同延迟时间 t下的TTD

信号强度A，从而通过寿命指数衰减公式获得TTD

信号的幅值和三重态寿命。
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Fig. 1　Photoacoustic pump-probe imaging system
(a) System schematic diagram; (b) schematic diagram of photoacoustic pump-probe imaging and energy level diagram of methylene blue molecule.
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1.2　三重态寿命拟合算法

在光声泵浦成像中，光声信号经过采集和重建

之后，TTD 图像上任意像素的值随时泵浦探测光

的时间延迟 t的指数衰减变化表示为：

PTTD ( t ) = A·e- t
T (3)

其中，TTD信号的幅值A一般取初始时刻信号所重

建像素值的绝对值，然后按照上式进行指数拟合。

然而，由于超声为波动信号，经过 Hilbert 变换提

取相位信息后，获得的光声重建图像为复数。考虑

背景噪声的条件下，实际TTD信号的值会在真实

值附近上下波动，即：

PTTD ( t ) = A·e- t
T

+ iφ + δ·eiθ (4)

其中，A和φ分别为TTD信号的幅值和相位，δ和θ
为背景噪声的幅值和相位，i为虚数单位。若按照

常规的光声泵浦拟合方法，对上式直接取绝对值后

再拟合，则会忽略超声信号的相位，进而造成背景

噪声幅值会直接叠加到 TTD 信号上，使 TTD 值

PTTD 较真实值偏大，而非围绕其上下波动。因此，

传统光声泵浦拟合方法中TTD信号的拟合寿命值

会相较于真实值偏大，导致测量的氧分压信号不准

确，同时TTD拟合幅值也相较于真实值偏高。

由于光声泵浦成像中TTD信号较弱，即使经

过大量的采集平均，背景差分噪声仍非常明显，因

此上述效应不可忽略。这不仅严重限制了光声泵浦

的成像速度，同时也严重影响了其对磷光分子浓度

和氧分压检测的准确性。为此，课题组提出了一种

基于相位恢复的新型光声泵浦拟合方法［21］。该方

法首先通过对TTD时间序列求最小化虚部平方和

来获得TTD信号的相位 φ̂，即：

φ̂ = arg min∑n = 1
N  imag ( )PTTD( )tn e-iφ 2

（5）

对上式求解可得到公式（6）：

φ̂ = 1
2 angle { ∑n = 1

N é
ë

ù
ûimag ( )PTTD( )tn

2 - real ( )PTTD( )tn

2
…

+i × ∑n = 1
N [ imag (PTTD( tn ) ) × real (PTTD( tn ) ) ] } （6）

其中，n为TTD信号采集时的延迟时间个数，real
和 imag分别表示光声数据的实部和虚部，angle表
示求复数的角度。然后再将公式（1）变为：

PTTD( t)e-iφ = A·e- t
T + δ·ei(θ - φ) （7）

再通过对上式的实数部分进行拟合，获得

TTD的幅值及寿命。本文基于Marquardt-Tikhonov

正则化方法进行拟合，并采用GPU并行化方法对

该算法进行了加速。

1.3　数据模拟及实验设置

本文通过一维光声泵浦实验模拟，对所提出的

拟合算法与传统算法的结果进行了比较，以说明新

算法在拟合准确性上的优势。其中，模拟中设有一

个点目标，探测器的中心频率设置为7.5 MHz，带

宽为80%，采样率为100 MHz，模拟中假设背景差

分噪声为空间上均匀分布的热噪声。泵浦探测光延

迟时间 t的取值为0.05、0.25、0.5、1、1.5、2、4，

8、16 μs，共9个数值，与实验采集设置一致。

本文通过仿体和动物实验测试了所提出拟合算

法的实际应用效果。其中，仿体实验中同时对两根

内径2.5 mm，外径3 mm的塑料管进行成像。其中

一根装载有 10% 的血红蛋白，右边一根装有     

200 mmol/L 的亚甲基蓝溶液，以此验证光声泵浦

成像对血液背景的抑制效果。动物实验采用裸鼠腿

部皮下肿瘤模型，以验证对氧分压的成像效果。本

文采用8周龄左右的BALB/c-Nude裸鼠，在其腿部

皮下注射体积 0.1 ml，数量约为 3×106的 HCT-116

结直肠癌肿瘤细胞，培育1~2周后形成约5~10 mm

直径大小的肿瘤。在光声泵浦成像前，首先对动物

进行麻醉固定，然后在肿瘤内注射 0.1 ml 浓度为  

5 mmol/L 的亚甲基蓝溶液，待亚甲基蓝扩散        

15 min后再进行成像观测。本项目遵循的程序符合

国家及提供实验动物单位制订的有关实验动物福利

的规则和制度，经中南大学基础医学院伦理委员会

批准（审批号：2022-KT146）。

2　结 果

2.1　数值模拟实验

模拟通过公式（1）差分后得到 9个不同泵浦

探测延迟时间 t下的TTD信号（图 2a）。其中，磷

光分子点目标寿命为2 μs，噪声相当于TTD信号幅

值的 10%。图 2a中第一个延迟时间的TTD信号如

图 2b所示，其中实线为实际采集的实部信号，虚

线为信号经过 Hilbert 变换变为复数信号后，取绝

对值获得的包络信号。回波时间已经根据水中声速

换算为了轴向距离，因此代表了成像时不同深度位

置上 TTD 信号的幅值。点目标中心在 0.76 mm 附

近，但由于轴向分辨率限制，在 0.5~0.9 mm 都可

视为目标区域，其余为背景区域。从图 2a中可以
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看出，随着延迟时间的增大，点目标位置的 TTD

信号幅值有明显的衰减趋势，而背景噪声区域并无

这种现象。

传统的光声泵浦拟合算法一般对包络信号按照

公式 （4） 进行拟合，即拟合数据的值都大于 0，

而忽略TTD信号的相位（图2c中黑色实线）。而本

文所提出的算法首先对TTD信号按照公式（5）和

（6）寻找相位，并按照公式（7）进行相位矫正，

然后取实部进行拟合，其拟合数据在背景区域在0

附近上下波动（图 2c中红色实线）。图 2d，e为两

种算法的TTD幅值和可决系数拟合结果。从其中

可以看出，点目标位置处拟合幅值较高，可决系数

较好。但是背景区域拟合幅值较低，且由于噪声的

影响，可决系数较差。这是因为在更小的噪声影响

下，采集到的光声信号的衰减趋势更能代表实际的

磷光寿命衰减情况，故此时拟合结果具有更高的可

决系数。通过对拟合后的TTD幅值和可决系数的

判断，可以确定目标所在的位置，然后根据图 2f

获得其三重态寿命。

图 2g给出了在目标区域一点的拟合结果，其

中原有算法给出的三重态寿命为 2.97 μs，而本文

所提出的算法结果为1.9 μs，与实际值2 μs更接近，

将原有算法 48.5%的偏差优化到了 5%。同时新拟

合算法的可决系数 （0.88） 也优于原有算法

（0.79）。图2h为背景区域上一点的拟合结果，可以

发现，由于原有算法无法排除噪声影响，造成拟合

结果的整体幅值大于零，而本文算法的拟合结果则

在零值附近。因此，相对于传统的光声泵浦拟合算

法，本文所提出的新算法可以给出更准确的拟合

结果。
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Fig. 2　Fitting numerical simulation results of photoacoustic pump-probe imaging
(a) TTD signals under different time delay, (b) TTD signal at the first time delay (0.05 μs), (c) TTD data used in exponential fitting, (d) TTD 

amplitude fitting results, (e) coefficient of determination results, (f) triplet lifetime fitting results, (g) fitting result of a point in the target region, (h) 

fitting result of a point in the background region.
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2.2　仿体实验

仿体实验的结果如图3所示。其中图3a-c分别

为泵浦光和探测光同时存在（Ipump+probe）、泵浦光单

独存在（Ipump）和探测光单独存在时（Iprobe）的幅

值归一化的光声图像。图像左侧为 10% 牛血红蛋

白，右侧为 200 mmol/L亚甲基蓝。其中 Ipump+probe图

像接近于 Ipump图像和 Iprobe图像的叠加。经过光声信

号差分，可以有效地提取出只与亚甲基蓝染料相关

的TTD信号，而去除了血液背景信号（图3d）。该

结果证实了光声泵浦成像对磷光分子的高特异性成

像的能力。

2.3　活体肿瘤成像实验

图4为光声泵浦成像的裸鼠肿瘤成像结果。其

中，图 4a-c 分别为 Ipump+probe、Ipump和 Iprobe光声图像。

图 4d-l为不同延时下的TTD差分信号经相位矫正

后的图像。可以看到，随着延时的增加，TTD 信

号幅值整体明显变弱。然而，不同区域的TTD信

号衰减速率不同。如图4d-l中所示A与B点附近区

域，A点附近区域TTD信号的衰减显著快于B点，

可知A点附近亚甲基蓝分子三重态寿命相对更小，

因此该处组织氧分压更高。通过对不同延迟下的

TTD图像进行逐像素指数拟合，可得到TTD衰减

寿命的分布。图 4n显示了A和B点的TTD信号拟

合结果。其中，A点拟合后的三重态寿命为19.72 μs，

B点为 2.55 μs。通过Stern-Volmer方程，可将逐像

素拟合得到的三重态寿命转化为组织氧分压（图

4m）。该图像素亮度表示TTD信号的幅度，亮度越

高代表被激发的亚甲基蓝浓度越大。而图像颜色表

示氧分压的定量成像结果，其中绿色代表低氧分

压，红色代表高氧分压。由于氧分压在生命活动中

具有重要的医学意义，本文所提出的光声泵浦成像

拟合方法，可以在厘米级的深度内实现组织氧分压

的定量无损成像，因此在生物医学中具有重要的应

用前景。
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Fig. 3　Phantom experiment results of photoacoustic pump-probe imaging
(a) Photoacoustic images in the presence of both pump and probe light (Ipump+probe); (b) photoacoustic images in the presence of pump light alone 

(Ipump); (c) photoacoustic images in the presence of probe light alone (Iprobe); (d) TTD image after the difference of the above three photoacoustic 

signals (ITTD).
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3　讨 论

传统的光声成像主要依赖目标分子的特异性吸

收进行成像。为了将目标分子与组织背景的吸收进

行分离，一般采用多波长的成像方法。然而多波长

成像方法中，由于不同波长的光在深层组织内的强

度分布很难预测，因此无法进行精确的光强补偿。

此外，多波长成像方法中，需要准确地知道所涉及

的光吸收分子的种类，并合理选择光波长的分布。

总之，建立准确和稳定数学模型具有非常大的挑

战，需要非常丰富的理论和实验经验。重要的是，

即使建立了相关的方程组，光随着组织深入逐渐地

衰减，该方程组的求解会变得非常不稳定，因此很

难得到准确的多波长求解结果。与之相对地，光声

泵浦成像可以直接通过信号差分获得目标分子的分

布，并通过三重态信号的衰减寿命获得组织氧分压

的变化，实现高特异性的分子和功能成像结果。

然而，光声泵浦成像仍处于早期发展阶段。由

于差分信号幅值较小，即使经过百余次的信号平

均，其背景噪声仍会造成显著的影响。因此，建立

高效准确的光声泵浦拟合算法，合理地设计光声泵

浦脉冲序列，以及发展相关的激光脉冲能量校正技

术，从而能够有效地缩短光声泵浦成像的时间，并

提高其精度，对其在生物医学中的实际应用具有重

要的意义。从仿真结果看，本文所提出的基于

TTD 信号相位矫正的拟合算法，能够有效地克服

传统拟合算法中背景TTD噪声的影响，提高拟合

结果的准确性。同时，在仿体和动物活体实验中该
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Fig. 4　Tumor imaging results of photoacoustic pump-probe imaging in nude mice
(a-c) Photoacoustic images of Ipump+probe, Ipump, Iprobe against mouse tumors, where the delay is 0.25 μs; (d-l) photoacoustic images reconstructed from 

TTD signals under different delays; (m) oxygen partial pressure quantitative imaging results; (n) normalized TTD attenuation of two representative 

pixels (hyperoxia and hypooxia) in panel (m), where the scatter is the experimental data and the curve is the fitting result.
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方法的可行性也得到了验证。

值得注意的是，该方法是针对单像素点进行逐

一计算相位的，而在将来我们将着重考虑点与其附

近点之间的相位的连续性，以提供更加准确的拟合

算法，更有效地减弱背景噪声干扰。

4　结 论

本文提出了一种新型的光声泵浦成像拟合算

法，其首先提取TTD信号的相位信息并进行矫正，

然后再进行寿命拟合。相对于原有的直接对 TTD

信号幅值进行拟合的方法，其能有效减小背景噪声

信号的干扰，纠正传统方法造成的三重态寿命偏高

的问题，并有效压制背景拟合信号幅值，从而实现

更准确的成像结果，该方法将推动光声泵浦成像在

生物医学中的进一步应用。未来，我们将提出考虑

相位连续性的拟合算法，以提供更高的准确性。
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Abstract　Objective  Photoacoustic pump-probe imaging can effectively eliminate the interference of blood 

background signal in traditional photoacoustic imaging, and realize the imaging of weak phosphorescence 

molecules and their triplet lifetimes in deep tissues. However, background differential noise in photoacoustic 

pump-probe imaging often leads to large fitting results of phosphorescent molecule concentration and triplet 

lifetime. Therefore, this paper proposes a novel triplet lifetime fitting method for photoacoustic pump-probe 

imaging. By extracting the phase of the triplet differential signal and the background noise, the fitting bias caused 

by the background noise can be effectively corrected. Methods  The advantages and feasibility of the proposed 

algorithm are verified by numerical simulation, phantom and in vivo experiments, respectively. Results  In the 

numerical simulation, under the condition of noise intensity being 10% of the signal amplitude, the new method 

can optimize the fitting deviation from 48.5% to about 5%, and has a higher exclusion coefficient (0.88>0.79), 

which greatly improves the fitting accuracy. The high specificity imaging ability of photoacoustic pump imaging 

for phosphorescent molecules has been demonstrated by phantom experiments. In vivo experiments have verified 

the feasibility of the new fitting method proposed in this paper for fitting phosphoometric lifetime to monitor 

oxygen partial pressure content during photodynamic therapy of tumors in nude mice. Conclusion  This work 

will play an important role in promoting the application of photoacoustic pump-probe imaging in biomedicine.
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