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用於微細血管脈絡造影光學解析度光
聲顯微影像系統之開發
Development of Optical Resolution Photoacoustic 
Micro-imaging System for Micro-vasculature Imaging

孫斌瀚、李夢麟
Bin-Han Sun, Meng-Lin Li

許多重要疾病如腫瘤的研究，皆與血管有著密切的關係。在此研究中，我們基於非聚焦式超音波換能

器，建立一套可應用於活體小動物微細血管脈絡造影之光學解析度光聲顯微影像系統 (optical resolution 
photoacoustic micro-imaging system, OR-PAM)。光聲造影 (photoacoustic imaging) 為一種基於光聲效應之
新穎生醫造影技術，對於微細血管造影來說，此技術最大優點為不需標定的高光學吸收對比，且為非侵入

式的成像技術，同時可進行血液相關重要參數，如血紅素濃度及血氧飽和濃度的功能性造影。傳統的光學

解析度光聲顯微影像系統，使用機械式掃描及聚焦式超音波換能器來提升系統之訊雜比，但機械式掃描會

增加系統成像時間。光學式掃描可以解決此問題，但系統的光學物鏡與聚焦式超音波換能器會限制系統之

視野，本系統選用非聚焦式超音波換能器增加系統之視野，並針對非聚焦式超音波換能器所造成之空間脈

衝響應優化超音波換能器中心頻率、尺寸及成像距離的選擇，以改進訊雜比。實驗結果證實本系統之於影

像平面空間解析度可達 13.5 微米，並可用於活體微細血管脈絡造影。未來工作重點將放在系統掃描速度
的提升、空間解析度的改進及多波長功能性血管造影上。

Blood vessels play an important role in many significant disease researches such as cancer study. In this study, 
we developed an unfocused ultrasound transducer based optical resolution photoacoustic micro-imaging system 
(OR-PAM) for in vivo micro-vasculature imaging of small animals. Photoacoustic imaging is a novel bio-
imaging modality based on the photoacoustic effect. For micro-vasculature imaging, it owns the advantages of 
label free high optical absorption contrast and can be performed non-invasively. It also can provide blood-related 
functional imaging capability for the measure of total hemoglobin concentration and hemoglobin oxygen saturation. 
Conventional OR-PAM employs a focused ultrasound transducer to improve the signal-to-noise ratio (SNR) and 
performs mechanical scanning for imaging. However, mechanical scanning is time-consuming. Such a problem can 
be solved by optical scanning while the optical objective lens and focused ultrasound transducer limit the field of 
view (FOV) instead. In our design, the FOV is improved by using an unfocused ultrasound transducer. In addition, 
based on the spatial impulse response of the unfocused transducer, the center frequency, size, and imaging distance 
of the unfocused ultrasound transducer are optimized to improve the SNR. The experimental results showed that 
the spatial resolution of the developed OR-PAM was 13.5 m in the en-face imaging plane. In vivo micro-vascular 
imaging capability was also demonstrated. Future work will focus on the improvement of the imaging frame rate 
and spatial resolution and the development of multi-wavelength functional micro-vascular imaging.



86 科儀新知 198期 103.3

一、前言

光聲造影 (photoacoustic Imaging) 為一種利用
光聲效應來產生影像的方式。光聲效應是指使用特

定波長的雷射脈衝針對生物組織加熱，使其產生熱

膨脹效應，接著被加熱的組織產生形變後會誘發超

音波向外傳遞擴散。光聲造影即是使用超音波換能

器 (ultrasonic transducer) 將感測到的超音波轉換為
電訊號並用以成像。以下此類超音波均統稱為光聲

波。

傳統光聲成像技術，系統之空間解析度完全依

賴超音波換能器聚焦的區域大小來決定，以筆者實

驗室已開發完成的暗場共軛焦聲學解析度光聲顯微

鏡 (acoustic resolution photoacoustic microscope, AR-
PAM)(1) 為例，系統使用中心頻率為 50 MHz 的超
音波換能器，其成像平面上的空間解析度約 65 微
米，穿透深度約 3 毫米，而此等級解析度已足夠應
用於許多生物醫學上的研究，但為了能夠觀察更微

小的生物組織架構，例如：僅有 4－9 微米大小的
微血管 (capillaries)，系統之空間解析度必須有所
突破。

在生物組織當中，如果系統之空間解析度均來

自超音波換能器，則系統的穿透深度會受到超音波

換能器中心頻率的限制，當中心頻率上升時，會犧

牲其穿透深度，舉例來說：成像平面上之空間解析

度若需達到 5 微米，則超音波換能器的中心頻率必
須高達 300 MHz，此時高頻的光聲波在生物組織
傳遞時，其光聲波的衰減將導致系統僅剩下約 100 
微米穿透深度，同時高頻的超音波換能器會使得系

統電路設計更加複雜且昂貴。解決上述所遇到的限

制，Maslov 等人於 2008 年所提出(2) 的改進方法是
使用光學聚焦 (可達微米甚至次微米等級解析度)的
優點來改善系統在成像平面上之空間解析度，同時

可藉由超音波換能器偵測到光聲波的時間，便可提

供使用者軸向 (Z 方向) 的資訊。雖然光學解析度
光聲顯微系統與其他光學顯微系統如共軛焦顯微鏡 
(confocal microscopy)、雙光子顯微鏡 (two-photon 
microscopy)、光學同調斷層掃描 (optical coherence 
tomography) 在光的穿透深度上有著相同的限制 (穿
透深度約~1 mm)，但是光學解析度光聲顯微系統

提供不同的對比機制，其影像對比是來自不同組織

對特定波長雷射光的吸收差異，其對比相較其他光

學顯微術的散射或螢光對比來得高。

二、系統架構與流程

1. 技術簡介
筆者實驗室的光學解析度光聲顯微系統之架構

圖如圖 1 所示，採用的是逆向式 (backward mode) 
的光學解析度光聲顯微系統架構，逆向式架構乃由 
Maslov 等人於 2008 年所提出(2)，目的是降低活體

實驗的限制，因使用穿透式 (forward mode) 架構在
某些應用上是無法做光聲造影的；反觀，逆向式架

構則可解決此問題。

2. 系統架構與設計原理
本研究針對小動物模型架設一套光學解

析度光聲顯微系統，由脈衝雷射、光聲探頭 
(photoacoustic probe)、移動與定位系統、訊號擷取
系統等四大子系統所構成，整套系統整合至單一 
PC 上，並以 MATLAB 程式完成系統控制，包括
使用者介面、馬達移動、訊號擷取與成像處理。

   
(1) 觀測目標與訊號頻率
在系統設計之前，必須先了解主要目標為何以

及具有何種訊號特性。生物組織在可見光範圍下主

要光吸收子為帶氧血紅素、不帶氧血紅素以及黑色

素，其中血紅素是生醫研究中重要的研究主軸，也

是本系統用來觀測的主要目標。根據本實驗已開發

光聲系統(1) 的研究當中，其血紅素對應的光聲波
主要頻率約分布在 23－62 MHz。

針對本研究應用，系統選用非聚焦式的探頭

來當作光聲波偵測的裝置，由於系統之軸向 (Z 方
向)解析度是取決於超音波換能器之頻率響應，以
及空間脈衝響應(11)(12)(spatial impulse response)。本
研究尚針對非聚焦式超音波換能器所造成之空間脈

衝響應優化超音波換能器中心頻率、尺寸及成像距

離的選擇，以改進訊雜比。透過模擬結果發現，中

心頻率為 25 MHz 與 50 MHz 的超音波換能器，各
自的光聲訊號在頻域上的分布差異並不大，因此高
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頻中心頻率 (如 50 MHz) 的超音波換能器，並不會
提升光學解析度光聲顯微系統的軸向 (Z 方向) 解
析度，而且其偵測到的光聲訊號之中心頻率會嚴重

偏離超音波換能器額定的中心頻率，造成訊號訊雜

比下降。因此在本研究中，我們選擇使用中心頻率

在 25 MHz 以下的超音波換能器，並根據不同的應
用，可以使用不同中心頻率的超音波換能器來改變

系統的軸向 (Z 方向) 解析度。

(2) 脈衝雷射系統
本子系統現階段使用 532 nm 單波長脈衝雷

射 (SPOT-10-200-532, ELFORLIGHT) 做為光聲波
的激發光源，其最小值之脈衝寬度為 1.8 ns，根據

外部觸發訊號，其脈衝重覆頻率 (pulse repetition 
frequency, PRF) 可高達 50 kHz，此參數決定系統的
成像速度，亦使用相同的脈衝重覆頻率來當作光學

解析度光聲顯微系統的同步訊號。

(3) 光聲探頭
此子系統的用途為有效將光傳至生物組織內，

並收取光聲波。目前文獻上各類光學解析度光聲顯

微系統所採用光聲探頭 (photoacoustic probe) 的設
計比較表如表 1 所示，當中各類的光學物鏡端看系
統設計者選用而略有不同。

表 1 中第 3、4 類光聲探頭的設計方式為傳統
光學解析度光聲顯微系統(2, 3)，均使用高頻的聚焦

圖 1. 光學解析度光聲顯微顯微影像系統架構圖。(AO：類比訊號輸出，SM1、SM2：光學式掃描振鏡，
DX、DY：光學式掃描馬達驅動器，UST：超音波換能器，RAP：三角稜鏡，IF：浸油，A/D Card：
類比／數位轉換卡)
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式超音波換能器來提升系統之訊雜比，此探頭設計

使用的超音波換能器焦距較短，則必須使用光學凹

透鏡作為聲音聚焦的聲透鏡 (位於第 3、4 類圖中
①)，此外，在探頭中上方稜鏡頂部需設計一特殊
透鏡來修正底部凹透鏡對於系統光路所帶來的影

響，此類設計方式多搭配機械馬達帶動整體 (包含
最上方的光學物鏡) 光聲探頭做單點式掃描以及成
像，雖然系統的視野僅受限馬達帶動的區域大小範

圍，但會大幅增加的系統掃描時間。

相較於機械式掃描，表中第 1、2 類光聲探頭
使用光學式掃描可大幅縮短系統掃描時間，並更有

機會將系統提升至即時成像的顯微系統，可是系統

之視野會分別受到光學物鏡與超音波換能器大小的

限制。其中第 1 類光聲探頭(4) 的設計單純使用一
光學物鏡，以及將超音波換能器斜放一角度即可完

成，看似簡易但在系統的整體校準上較為複雜，因

為超音波換能器無法收到來自同軸上的光聲波，因

此會犧牲系統之訊雜比，而且還需使用多角度的微

調器來將系統做最佳化的處理，此類的設計方式是

使用水聽筒 (hydrophone) 式超音波換能器。
第 2 類光聲探頭(5) 相較於其他三類設計，具

備以下優點：第一，可收取來自同軸的光聲波；第

二，在 3、4 類圖中 ① ② 標示位置之介面，透過

適當地挑選各個零件的介質與特性，有機會減少介

面所造成的能量損失，反觀第二類設計，不需考慮

介面上所造成的能量損失；第三，雖然使用光學式

掃描系統的視野受到光學物鏡與超音波換能器大小

的限制，但尚可搭配機械式移動來增加系統的視

野，如圖 1 系統架構圖所示，光學式掃描與機械式
掃描可做結合，解決光學式掃描之系統視野不足的

問題；第四，根據不同的應用，可使用不同中心頻

率的超音波換能器來改變系統的軸向 (Z 方向) 解
析度，相較於聚焦式超音波換能器，非聚焦式超音

波換能器可以在光學式掃描的架構下增加系統視

野，當然在特別的應用上，可替換成聚焦式超音波

換能器來提升系統訊雜比，但聚焦區域的大小亦會

犧牲系統視野。

我們設計的光聲探頭採用上述第 2 類設計方
式，如圖 2(a) 及 (b)，當中含有一稜鏡、特別挑選
之浸油 (index matching fluid, IF)，以及一優化後之
非聚焦式超音波換能器，探頭底部用一薄膜來密封

光聲探頭。其中浸油的選用是設計光聲探頭中一大

關鍵，用處是分別針對光與聲作阻抗匹配；以光的

觀點來看，若在光聲探頭當中，將浸油換替換成空

氣，會導致兩者介質的折射率不同，使得光的前進

方向產生折射，影響光的聚焦；以聲音來說，由於

表 1. 
光聲探頭設計比較表，說明：圖中

黃色圓體狀為光學物鏡，藍色圓柱

狀為超音波換，紅色三角形為稜

鏡。

Co-Axial No Yes Yes Yes 

Realization 
(Alignment) Medium Medium Hard Hard

Energy loss 
on interface None None Interface

① & ②
Interface
① & ②

Scan Laser 
scanning

Laser 
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Mechanical 
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Mechanical 
scanning

Transducer Hydrophone/
Unfocused

Focused/
Unfocused

Strong 
Focused

Strong 
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FOV Size of the 
transducer

Size of the 
transducer

Travel range 
of the stage

Travel range 
of the stage

① ①

②

1. 2. 3. 4.

②
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光聲波會先透過水再傳遞至光聲探頭作接收，若光

聲探頭中的介質沒有與水作聲阻抗的匹配，將會嚴

重降低光聲波偵測的效率。

根據第 2 類設計架構，我們透過 Pro/E 軟體來
建構光聲探頭的 3D 模型，如圖 2(a) 3D 模型圖，
並使用現今應用廣泛的 3D 印表機來實踐光聲探頭
的架構，光聲探頭方格中用來放置稜鏡，以及浸

油，此外，圖 2(b) 中圓柱之側面的圓洞是用來放
置超音波換能器，由圖 2(b) 之透視圖能夠更加清
楚了解其內部架構。

圖 2(b) 透視圖中的紫色圓柱是固定一薄片之
孔位，目的是用來夾住薄膜，使探頭內部的浸油能

夠密封在內部當中。此外，在探頭的底部以及放入

超音波換能器的接縫當中，使用適當規格的 O 型
密封圈來防止漏油的問題。上方螺紋的設計用來與

透鏡套管做結合，此設計可以節省過多光學微調校

準的工作與時間，並可快速的與光學物鏡做整合

後，便完成一項完整的光聲探頭。

 
(4) 移動與定位系統
在移動與定位方面，分為以下兩項重點：

重點一：

在本章節中 (3) 光聲探頭內容當中曾提到在光
學解析度光聲顯微系統的架構下，基本上有兩種掃

描方式，分別為光學式掃描和機械式掃描。

光學式掃描是將平行雷射光打在各配有一馬達

的鏡子上，便引導光透過兩片鏡子一快一慢的轉

動，將光打在目標物上，完成二維空間的掃描。光

學式掃描在 250 250 m2 的範圍下，可達到即時
成像的速度 (30 fps)(6)。

而機械式掃描是使用二維或三維的馬達，讓目

標物與探測探頭兩者之間產生相對移動完成掃描。

相較於光學式掃描的成像速度而言，由於快速的移

動探測器或目標物，晃動的問題是不可避免的，因

此成像速度必定會比光學式掃描的速度還慢，在本

系統架構中，主要先使用機械式掃描來驗證系統之

光聲探頭的設計是否完善，而目前本研究團隊正進

行光學式掃描系統的架設，未來將整併至目前系統

架構中，以大幅提升系統成像速度。

機械式掃描的部分使用三維電動平台 (ALS-

106H1P, CHUO PRECISION INDUSTRIAL CO., 
LTD.) 完成。如圖 3 掃描示意圖所示，三維馬達平
台帶動整個目標物於 X-Y 平面上移動，光聲探頭
固定一位置，並偵測光聲波。

重點二：

同樣在本章節中 (3) 光聲探頭內容當中提到的
第 2 類設計，在實際操作上還需要一重要光學校
準。首先，將目標物透過三維馬達平台移至光聲探

頭底下，並將些許的水滴填至光聲探頭與目標物表

面之間，使得聲阻抗匹配，接著透過一軸向 (Z 方
向) 微調器，將光學聚焦區域放置準備觀測目標物
的位置後，並可進行二維掃描，如圖 3 所示。

(a)

(b)

圖 2. (a) 光學解析度光聲顯微系統光聲探頭 3D 模
型圖 (不包含光學物鏡部分)，(b) 光聲探頭 
2D 透視圖 (灰虛線為稜鏡位置、暗紅虛線為
浸油區域、黑虛線為超音波換能器、水藍虛

線為薄膜)。
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(5) 訊號擷取系統
在訊號擷取方面，光聲探頭中的超音波換能器

負責接收光聲波，目前本實驗室有中心頻率為 10 
MHz 以及 25 MHz 的超音波換能器可依照不同目
標物所需要的軸向 (Z 方向) 解析度做更換。
光聲波由超音波換能器轉換為電訊號後，先經

由一 39 dB 的低雜訊放大器進行第一階段的放大。
在低雜訊放大器的另一端串接超音波發射／接收器 
(Model 5900PR, Olympus)，超音波發射／接收器具
有可調式的濾波器以及可達 54 dB 的放大倍率，此
部分是將含有雜訊的光聲訊號先去除雜訊後再放

大。

實驗初步階段先透過自動化預掃描流程判定定

位是否完成，偵測到的光聲訊號使用一 14 位元及
取樣頻率 200MS/s 的 A/D 卡 (CompuScope 14200, 
Gage)，將類比訊號 (光聲波) 轉換成數位訊號 (光
聲訊號)，最後透過一獨立 PC 做資料儲存及進行
後續的訊號處理與成像。

3. 預掃描流程與 C-scan 成像
圖 1 中的灰色虛線為目前第一代光學解析度光

聲顯微系統所使用的系統架構圖，以活體實驗來

說，首先，將活體麻醉後，將其固定一可調平台

上，並鎖至三維馬達平台，透過馬達將要觀察的區

域移至光聲探頭底下約 5 毫米的距離，接著在光聲
探頭與觀察區域間的縫隙滴入數滴水，讓水填滿之

間間隙，最後再使用馬達微調軸向 (Z 方向) 距離
至約 1－2 毫米。A-line (光聲訊號) 訊號經過濾波
以及放大後，透過自動化預掃描系統，根據訊號

來觀察是否能夠從活體的血管區域上擷取到光聲

訊號，並微調光聲探頭上光學物鏡的軸向 (Z 方向) 
微調器，使觀察訊號為最大值，接著使用 AD 卡 
(14bits, 200MS/s) 做訊號擷取，並預先掃一 B-mode 
影像，確認已將光學聚焦區域擺置要觀察的區域深

度後，即可開始進入自動掃描程序，藉由馬達帶

動活體做一平行光學桌面的移動 (X-Y 方向) 來做
掃描，掃描完成後即完成一張光聲影像 (C-scan 影
像)，並完成實驗，掃描示意圖如圖 3 所示。

圖 3. 
掃描示意圖，C-scan 影
像由數張 B-mode 影像
所組成。
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三、結果與討論

1. 系統空間解析度測試
系統的空間解析度藉由掃描 USAF 1951 光學

測試片 (NT38257, Edmund) 來驗證，系統使用中心
頻率為 10 MHz 的超音波換能器，透過掃描測試片
上一銳利邊緣，可收取光聲訊號強度在邊界上隨空

間的變化，稱之為邊緣響應 (edge response, ER)，並將
邊緣響應曲線做微分後，即可得到點散函數 (point 
spread function) 的曲線，隨後即可估計其函數的半
高寬度來決定橫向解析度。如圖 4 所示，此系統在
橫向上的解析度為 13.5 微米。而在軸向深度 (Z 方
向) 空間的解析度為 123.8 微米，如圖 5 所示，該
解析度取決於偵測光聲訊號系統之有效頻寬。

同樣使用中心頻率為 10 MHz 的超音波換能
器，藉由二維掃描光學測試片做驗證系統之空間解

析能力，實驗結果如圖 6 可明顯看出，透過測試邊
緣響應的結果後，在影像上確實可解析出實際黑白

條紋寬度為 12.41 微米 (項目 3)、12.09 微米 (項目 
4)，以及 9 微米 (項目 6) 的條紋樣貌。
中心頻率為 10 MHz (圖 6 左上) 與 25 MHz (圖 

6 右上) 的超音波換能器分別對光學測試片所做的
光聲影像中，可清楚地看出兩者的影像結果並無明

顯差異，再次證明光學解析度光聲顯微系統的空間

解析度取決於光學聚焦，並不會因為不同中心頻率

的超音波換能器而有所不同。

圖 4. ER (邊緣響應) 與影像平面空間解析度。 圖 5. 軸向深度 (Z 方向) 空間解析度。

2. 活體驗證
最後我們實際於活體小鼠的鼠耳上驗證光學解

析度光聲顯微系統的造影能力，所有動物實驗流程

皆遵照國立清華大學動物實驗中心之規範。活體掃

描光聲影像結果如圖 7 活體 C-scan 光聲影像，在
活體當中，對於可見光波長 (532 nm) 來說，血管
中紅血球上的血紅素為主要光吸收子，影像結果可

用於驗證光學解析度光聲顯微系統對於血管造影除

了有極高的影像對比外，同時也適用於活體皮下微

細血管的型態學分析與研究。

在實驗過程中，使用 BALB/c 實驗用白老鼠，
將它麻醉後，去除鼠耳上的細毛，因為細毛會影響

光的聚焦，後續實驗流程則如前文「預掃描流程」

與「C-scan 成像」內容所述。
圖 7 實驗結果可明顯看到一百微米寬度左右的

血管脈絡，以及數微米等級的細小血管與分布樣

貌，如白色箭頭所指約 30 微米的小血管。且此影
像結果並無經過訊號平均處理，影像上血管以及背

景數值的 SNR 比為 12.73 dB。
一般活體鼠耳厚度約 3 毫米，圖 8 B-mode 光

聲影像，深度為 0 毫米為被雷射光照射的鼠耳表
皮，明顯地觀察出鼠耳中大根血管 (百微米等級) 
約分布於皮下約 100－150 微米的位置，因此光點
是聚焦於皮下約 100－150 微米的深度，其在水中
活體皮表之能量密度約 81 mJ/cm2，雖然此數值已
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圖 7. 活體鼠耳微細血管之 C-scan 光聲影像。

圖 8. 對應圖 7 白虛線位置的活體 B-mode 光聲影像。

圖 6. 
USAF 1951 光學測試片結果比較
圖，(a) 中心頻率為 10 MHz 之
超音波換能器的空間解析度結果

圖；(b) 中心頻率為 25 MHz 之
超音波換能器的空間解析度結果

圖；(c) 左上圖中沿著紅虛線沿 X 
方向光聲訊號強度隨空間的變化

曲線；(d) 左上圖中沿著藍虛線 Y 
方向光聲訊號強度隨空間的變化

曲線。

超出符合美國 ANSI(9) 的安規數值 (可見光範圍：
20 mJ/cm2)。但是此能量密度在實驗的雷射照射
下，並不會對活體組織造成燒灼與傷害(10)。

四、結論

筆者之研究成果證實基於非聚焦式超音波換能

器之光學解析度光聲顯微鏡 (光學解析度光聲顯微
系統) 的可行性，並透過活體實驗結果，再次展現
光學解析度光聲顯微系統對於微細血管的造影能

力。選用鼠耳當作初始系統測試的目標，原因是在

此狀態下，較容易驗證光聲探頭的設計是否符合我

們預期的結果。

在未來第二代光學解析度光聲顯微系統會加入

客製化多波長系統(7)(8) 與光學式掃描系統(4)。多波

長系統可以讓原本 532 nm 單波長的雷射光透過光
纖以及頻率偏移 (拉曼效應)，使得輸出為一範圍波
長的雷射光，最後在出光口的位置加設一快速變換
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的濾光鏡，便能獲得不同波長的雷射光，此子系統

可讓目前的光學解析度光聲顯微系統進行血氧濃度

的估測與監控。而光學式掃描系統架設完畢後，

不僅能夠加快成像速度，甚至能讓系統提升至即

時成像的規格，更適合於活體使用。此外，未來

本系統亦可進行多種功能性影像，例如血紅素濃

度 (total hemoglobin concentration, HbT)、含氧飽和
度 (hemoglobin oxygen saturation, sO2)、血流 (blood 
flow) 影像，有助於癌症等與血管相關疾病之研
究。
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