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荧光法成像系统信噪比的实验研究

郑卫峰, 李步洪,谢树森, 林永钟,周川钊

(福建师范大学 激光与光电信息科技学院, 福州 350007)

摘要: 在药物荧光成像系统中较好的荧光像的信噪比和分辨本领,可最大限度地克服肿瘤诊断中出现的假阳性,降

低误诊率。理论分析并近似计算了用蓝光作为诊断早期鼻咽癌的激发光源时, 信号和背景光的亮度分别为

4. 5@ 10- 2 lm# m- 2# sr- 1和 877lm# m- 2# sr- 1。结果表明, 为了能从背景中分辨出信号, 窄带栅滤光片的荧光透过率应尽

可能大, 而背景光要截止到原来的 4. 3 @ 10- 5的量级。根据有色玻璃的吸收特性, 实验时适当增加光在玻璃中的行程和

带宽, 使信号和背景光的透过率之比增大, 从而得到较好的荧光像的信噪比和分辨本领, 提高了图像目视探测的灵敏度。
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Study on signa-l to-noise ratio of drug-fluorescence imaging system
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Abstrac t: The quantity value o f signal and background light o f fluorescence im ag ing sy stem o f nasopharyngea l carc inom a is

ca lcu la ted w hen pho to sensitizer is exc ited by the light a t the wave leng th o f 488nm. In order to d istinguish the signa l from the

background ligh t, the light- transm ission coeffic ient of a narrow-band filterm ust be as great as po ssib le and no isem ust be reduced

by a fac to r o f 4. 3 @ 10- 5. A ccord ing to the absorption charac teristic of co lo red g lass, the ratio o f signal transm ission coeffic ient to

background light transm ission becom es large w ith optica-l path increased su itab ly. If the th ickness o f the co lored g lass and the band

w idth o f the narrow-band filter now on hand is encreased properly, fine s igna-l to-noise ratio and reso lv ing capab ility of

fluorescence im ag ing can be obtained.
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引  言

激光诱导荧光诊断肿瘤作为一种光活检技术,在实

时、有效地诊断和定位早期肿瘤方面较常规的方法如: X

光检查、核医学、CT层析术和白光内镜等有突出的优

点。癌症的早期诊断,特别是对一些粘膜下型的肿瘤如

鼻咽癌有着重要的意义。它是提高患者 5年生存率和

彻底治愈的首要前提。目前,人们已经开始用氩离子激

光作为荧光法诊断早期鼻咽癌的激发光源。考虑用氩

离子激光的原因是鼻咽部表面覆盖粘膜,激光要能穿透

粘膜到达病变部位,再者 Ar
+
激光 488nm和 514. 5nm处

在光敏剂 (以血卟啉衍生物 HpD为例 )的第二吸收峰附

近。本研究小组的前期工作表明, 488nm激光更适合作

光动力活检鼻咽癌的激发光源
[ 1]
。但 488nm不在 HpD

的主吸收峰上,其吸收强度约为主峰的 0. 054倍,可见

药物对激发光吸收效率很低,产生的荧光强度微弱,相

比之下,背景噪声如:光源的放电辉光、组织体表面激发

光的漫反射光及周围环境光亮度等较大,荧光像信噪比

不好,这就造成增大利用计算机图像处理技术对荧光图

像进行计算处理的难度
[ 2]
。作者根据有色玻璃对不同

波长的吸收率不同,通过增加窄带栅滤光片基片的厚度

即增加光程,使信号和背景光经增厚的滤光片后,二者

光强的比值增大。从而使图像目视探测的灵敏度提高,

同时也为计算机图像处理创造了有利条件, 最大限度克

服肿瘤诊断中出现的假阳性,降低误诊率。

1 基本理论

1. 1 信号亮度

图 1为用 Ed inburgh Analytica l Instruments公司的

FL /FS920 Comb ined TCSPC Spectrofluorimeter and L ife-

t ime Spectrometer System测量光敏剂 HpD分别由 413nm

和 488nm光源激发的荧光发射谱。HpD在生理盐水
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F ig. 1 F luorescen ce spectrum ofHpD

1) Kex = 413nm 2) Kex = 488nm

溶剂中的荧光发射谱主峰在 613nm。由两者相对的峰

值可知,在相同条件下用 Kr
+
激光器 413nm激发产生的

荧光强度约为用 A r
+
激光器 488nm激发产生荧光强度

的 2. 6倍。美国 PROFIO曾测得光源 413nm、功率密度

为 12mW /cm
2
、肿瘤厚度 t= 0. 007cm、光敏剂 HpD质量

浓度 c= 1g /m
3
时肿瘤表面的荧光产额 Y为

[ 3]
:

Y = 2. 3EctUw = 2. 5 @ 10
- 5

( 1)

式中, E是消光系数 (吸光系数 )、U是荧光效率、w 为荧

光光子与激发光光子能量。由此可得在肿瘤厚度、光敏

剂浓度相同的条件下,用氩离子 488nm激发产生的荧光

产额 YU 0. 96 @ 10
- 5
。若 488nm蓝光辐照的功率密度

为 22. 7mW / cm
2
,早期鼻咽肿瘤表面的荧光亮度 L约

为:

L =
KmaxV( K)E Y

4P
= 4. 5 @ 10

-2
lm# m

- 2# sr
- 1

( 2)

式中, K max = 683 lm /W 为明视觉最大光谱光视效能;

V(K)为探测荧光波长的明视觉光谱光视效率,

V ( 620nm ) = 0. 381。由此可见,早期肿瘤表面产生的荧

光亮度极其微弱。

1. 2 背景光亮度

背景光主要来源于光源的放电辉光、组织体表面激

发光的漫反射光、像增强器的等效背景照度及周围环境

光亮度等。为了降低周围环境光的影响,实验系统处于

低照度的暗室; 由 1460型 OMA-Ⅲ系统测得氩离子

488nm蓝光的光谱曲线, 其在 600nm~ 700nm波段上的

计数为 0;像增强器的等效背景照度约为 10
- 7

lx;由此分

析可得组织体表面激发光的漫反射光是主要的背景噪

声。为了便于讨论, 把组织体近似为朗伯体,利用积分

球技术已测得离体猪鼻咽组织的漫反射率 R = 0. 3554

(激发光源 488nm )
[ 4]
。当蓝光辐照的功率密度为

22. 7mW / cm
2
,组织体表面激发光的漫反射光亮度 L

为:

L =
Km axV(K)ER

4P
= 877lm# m

- 2 # sr
- 1

( 3)

式中, V ( 488nm ) = 0. 2。相比之下, 背景亮度约为信号

亮度的 2 @ 10
4
倍。

人眼作为荧光成像系统的接受器时,在暗适应的

条件下绝对视觉阈值为 9 @ 10
- 9

lx, 相当于荧光十几个

光子能量,即理论上只要几个癌细胞的荧光就能被发

现,但背景光不容忽视。只有当肿瘤荧光亮度 L s与背

景光亮度 L n之差 $L满足能分辨出的最小百分差 $L /

Ln (反衬灵敏度的倒数 )大于某一数值时,才能把它们

的亮度分辨出来。亮度在 40 lm /m
2
~ 2000 lm /m

2
的大

范围内, $L /L n比值几乎保持常数 2% , 对更强或更弱

的亮度,眼的反衬灵敏度降低, 能分辨的最小百分差将

增大。因荧光亮度才 10
- 2
量级,故背景的亮度应小于该

值,经查在此亮度条件下能分辨的最小百分差要达到

20%
[ 5]
即背景亮度要小于 3. 8 @ 10

- 2
lm# m

- 2 # sr
- 1
。

实际系统中为了提高像的灵敏度 $L /Ln要大于 20%。

综上所述,对设置在像增强器前的窄带栅滤光片

要有一定的要求,其荧光透过率要尽量大,同时 488nm

的激发光的漫反射光要截止到原来的 4. 3 @ 10
- 5
的量

级,这样才能保证荧光像有较好的信噪比。

2 实验与分析

在激光荧光成像系统中
[ 6, 7]
为了得到较高的荧光

像信噪比,在系统的设置上关键之一是窄带栅滤光片

的选择。窄带栅滤光片就是在有色玻璃上渡诱增透滤

光片。实验所用的有色片为长波通有色片,其对不同

波长的吸收率不同, 图 2是玻璃牌号为 HB600有色

  

Fig. 2 T ransm ission curve of colored g lassHB600

片的透过率谱线。根据光通过均匀介质吸收符合朗伯

定律,若有色玻璃的厚度增加即相应的光程增大,则吸

收损耗增大,其透过率减小,但不同波长透过率减小的

速率不一样。表 1为用 Perk in E lmer公司的 Lambda

900UV /V IS /V IR Spectrometer紫外光可见分光光度计

测量有色玻璃 HB600、厚度分别为 1mm和 3mm时的

透过率谱。比较可得: 620nm荧光透过率降低的速率

比 488nm背景光降低的小,所以增加一定的光程二者

的透过率之比增大,有利于提高信噪比。
Table 1 Transm issiv ity of colored g lassHB600

th ick /mm

transm iss ivity/%

622nm 620nm 618nm , 490nm 488nm 486nm

1 89. 60 89. 15 88. 63 , 0. 0645 0. 0624 0. 0545

3 86. 58 85. 47 84. 27 , 0. 0150 0. 0184 0. 0210

124
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  实验测的光敏剂 HpD在生理盐水和体积分数为

10%人血清溶剂中的荧光主峰分别为 613nm 和

626nm。故窄带栅滤光片的中心波长选择为 620nm,

带宽为 ? 15nm, 更符合人体鼻咽组织实际情况。实验

用的窄带栅滤光片是有色片 HB600厚度为 1mm 和

3mm, 在相同条件下渡诱增透滤光片, 分别标记为

FHB6001和 FHB6003。实验系统见图 3, 由激光器输

  

F ig. 3 M easuring un it of f luorescence intens ity

出的激光经过激发滤光片、耦合器,会聚到光纤的入射

端面, 由光纤输出端面出射的光束辐照在厚度为

0. 1mm的组织光学模型计数盘上。收集光纤与激发光

纤平行放置, 且距样品均为 10mm。接受到的荧光和

背景光,经变换透镜、窄带栅滤光片照射到光电倍增管

的阴极面上。由运算放大器组成的 I-V放大器将光电

流变换为电压输出。反映收集荧光强度的电压加到

MCS-98单片机的 D /A端口, 单片机完成 A /D变换运

算。通过数字显示器显示红色荧光强度。实验样品采

用由墨水、脂肪乳剂 ( intra lip id)、蒸馏水和光敏剂按一

定比例配制而成的组织光学模型模拟人体的病变组织

的情况
[ 8]
,用未加光敏剂的模拟液模拟正常组织。该

模型的光学特性参数与人体组织相近似,能很好地重

现典型人体组织在激光照射时的光能流率空间分布。

光敏剂的质量浓度配比为 5g /m
3
,蓝光功率为 10mW,

实验结果由表 2给出。结果表明, 适当增加有色片的

厚度, 信号和背景光的光强虽有一定的减弱,但系统的

信噪比有明显提高。
Tab le 2 S igna-l to-no ise rat io of f luorescence im ag ing

f ilter s ignal /10- 9A noise /10- 9A signa-l to-no ise rat io

FHB6001 1. 38 1. 85 0. 74

FHB6003 1. 28 0. 85 1. 5

3 讨  论

在激光药物荧光法诊断和定位早期肿瘤的系统

中
[ 9]
,荧光像的信噪比和分辨本领的大小直接影响肿

瘤诊断的效果。因此,在系统设计中要求尽可能多的

采集荧光, 同时应采取措施最大限度抑制背景噪声。

采用窄带栅滤光片来降低背景噪声是一种有效的技术

手段。现有研制的鼻咽癌诊断系统中所采用的窄带栅

滤光片是美国进口的中心波长为 620nm、带宽为 ?

5nm,其 620nm, 488nm处的透过率分别为 51. 513%,

0. 003098%。用此窄带栅滤光片测荧光强度时, 测得信

号为 0. 48 @10- 9
A、背景为 0. 16 @10- 9

A。其与 FHB6003

窄带栅滤光片的实验结果比较,测得的信号较小,而信

噪比略高,但二者均相差不太大仍处于同一数量级水

平。一般临床试验使用光敏剂质量浓度为 2g /m
3
~

5g /m
3
,激发的荧光辐照度极弱约为 10

- 3
lx,由像增强

器的分辨率随照度变化关系曲线可知, 在低照度条件

下,像增强器的分辨率随着辐照度的降低急剧下降。

由于窄带栅滤光片 FHB6003中心波长 620nm的透过

率为 75. 09%,带宽为 ? 15nm, 通过滤光片的光通量高

于前者,因此,在鼻咽癌诊断成像系统上看荧光像的边

界略比用美国进口的窄带栅滤光来得清晰。诚然, 若

在美国进口的窄带栅滤光片基础上, 考虑临床诊断的

实际情况,增加一定的光程和适当的带宽,既能提高荧

光的透过率,亦能得到较好的信噪比。这样可提高图

像目视探测的灵敏度,最大限度克服肿瘤诊断中出现

假阳性,降低误诊率。
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