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多光谱光声层析成像技术在
精索静脉曲张大鼠睾丸成像中的初步探索
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【摘 要】目的：探索光声层析成像（photoacoustic tomography，PAT）和多光谱光声层析成像（multispectral optoacoustic tomogra⁃
phy，MSOT）在精索静脉曲张大鼠模型中进行睾丸结构和功能成像的可行性。方法：将 18只 SD大鼠随机分为 3组（空白组、模

型组、迈之灵组），每组 6只。模型组、迈之灵组均采用缩窄左肾静脉并结扎左侧精索静脉侧支方法造模，经过 4周相应措施干

预后，比较实验大鼠左侧睾丸的 PAT/MSOT 图像、氧代谢及氧化应激水平，研究不同干预措施实验大鼠的睾丸成像特征。

结果：PAT/MSOT能对大鼠睾丸结构进行清晰成像，能够反映睾丸内的氧代谢水平。结论：PAT/MSOT可检测精索静脉曲张引

起的睾丸结构和功能改变，是一种简易、无创、安全的新型睾丸评估方法。
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Initial exploration of multispectral optoacoustic tomography in 
imaging of the testes in varicocele rats
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【Abstract】Objective：To explore the feasibility of photoacoustic tomography（PAT） and multispectral optoacoustic tomography
（MSOT） for testicular structure and function imaging in a varicocele rat model. Methods：Eighteen SD rats were randomly divided into 
blank group，model group，and Aescuven forte group，with 6 rats in each group. In the model group and Aescuven forte group，a varico⁃
cele rat model was established by narrowing the left renal vein and ligating the left spermatic vein. After 4 weeks of intervention，the 
PAT/MSOT image，oxygen metabolism，and oxidative stress levels of rat left testicle were compared to investigate the testicular imaging 
characteristics of rats with different interventions. Results：PAT/MSOT provided a clear image of rat testicular structure and reflected 
the level of oxygen metabolism in the testes. Conclusion：PAT/MSOT can be used to detect the structural and functional changes in the 
testis caused by varicocele. PAT/MSOT is a novel，simple，and safe method for non-invasive evaluation of testes.
【Key words】photoacoustic tomography；multispectral；varicocele；testis；oxygen metabolism

精索静脉曲张（varicocele，VC）是指精索内静脉

回流障碍，引起血液反流，导致蔓状静脉丛的扩张、

迂曲，是引起男性不育症的常见原因之一。VC 引

起男性不育症的机制可能为静脉曲张引起的组织

缺氧、阴囊温度增高、毒性代谢产物蓄积等导致精

子质量下降，进而引起生育力下降[1]。因此评估睾
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丸内生精微环境状态，是确定治疗方案的重要参

考。目前，超声作为一种评估精索静脉和睾丸结构

的常规影像检查手段，具有对深部组织的较高空间

分辨率[2-3]、无电离辐射等优势。但由于超声成像的

原理是基于组织因硬度和密度差异所致的声特性

阻抗与衰减特性的区别[4]，因此，超声不具备功能成

像的能力且对比度相对较低。

光声层析成像（photoacoustic tomography，PAT）
和多光谱光声层析成像（multispectral optoacoustic 
tomography，MSOT）作为目前生物医学领域备受关

注的新型成像方法，综合了超声成像和光学成像的

优势。既能对浅表组织实现微米级光学分辨率的

精密成像，也能对深部组织进行亚毫米级的超声分

辨率显像。同时，还可以揭示分子水平的结构信息

及反应功能的代谢信息[5]。
本文首先对 PAT成像的成像系统进行介绍，然

后使用该系统对VC模型大鼠睾丸进行探索式成像

实验，初步探索多波长 PAT 对 VC 大鼠睾丸内结构

及氧代谢的成像效能，为 VC 的光声成像临床研究

提供基础数据及循证依据。

1　实验系统与方法

1.1　实验系统

本研究采用自主搭建的 PAT/MSOT 系统进行实验。该

系统采用Nd:YAG pumped optical parametric oscillator 激光器

（Surelite，Continuum，CA），波长范围 680 ~960 nm，脉宽为 6~
7 ns，激光重复频率为 20 Hz，激光能量 260 mJ。光声信号由

5 MHz中心频率的 128阵元凹面换能器阵列接收，经前置放

大器放大后，再传输到 64 通道数据采集系统（型号 5105，
12 bit采样进度，采样频率 50 MHz），在采集过程中对信号进

行多路复用。该凹面换能器阵列布置在半径为 50 mm的半

弧形（180°跨度范围）中，展示的空间分辨率为~150 μm，时

间分辨率为 10 ms。换能器探头晶元间隔角度 1.2°，探头晶

元尺寸 0.95 mm。根据换能器配置及其凹面阵列，图像景深

至少为 25 mm。然后通过 Labview 面板实现实时成像，实验

过后通过Matlab软件对原始数据进行图像后处理，获取大鼠

睾丸的PAT和MSOT图像。

1.2　实验方案

1.2.1　实验动物、药品、造模与分组　实验动物：SD 大鼠，健

康雄性，7 周龄，体质量 233~250 g，共 18 只。由成都中医药

大学实验动物中心提供。饲养过程中，保持室温 20～30 ℃，

自由食用饲料和水源，每天换水，隔日换 1次笼中的木屑垫

料以保持清洁，以 12 h/12 h 的光照/黑暗交替的条件饲养。

同时对小鼠所有的实验操作都严格遵守中国动物学会拟定

的《实验动物使用准则》来执行，并给予实验动物福利关照。

实验药品：迈之灵片。德国礼达大药厂，国药准字

Z20140002，规格150 mg/片。

将大鼠随机分为空白组、模型组、迈之灵组各 6只。除

空白组外，余下 2组均采用缩窄左肾静脉并结扎左侧精索静

脉侧支方法造模[6]。具体方法：用 3% 戊巴比妥钠 40 mg/Kg
腹腔注射麻醉大鼠后，采用腹部正中切口，分离左肾静脉后，

将直径 0.8 mm的金属杆置于左肾静脉上与左肾静脉一同结

扎，结扎后拔出金属杆，使左肾静脉缩窄。同时将左侧精索

静脉及髂总静脉的侧支一并结扎。

1.2.2　药物剂量、给药方法　空白组和模型组给予 0.9% 生

理盐水（2 mL/次）灌胃，迈之灵组给予 60 mg/（kg·d）、浓度为

8.5 mg/mL[7]的迈之灵片溶于 0.9% 生理盐水中灌胃，以上各

组给药或生理盐水均每日 2 次，治疗 4 周后检测各组指标。

实验期间，各组大鼠均自由进食，饮水。

1.3　数据采集、PAT和MSOT图像重建及处理

成像前，统一使用 3%戊巴比妥钠溶液对大鼠进行腹腔

注射麻醉（40 mg/kg）。麻醉成功后，将大鼠仰卧位固定，随

后对大鼠会阴部进行脱毛处理，使得成像位置的皮肤完全显

露。先使用超声对大鼠睾丸进行定位，再光纤以 30°角出光

照射会阴部同一水平位置，超声换能器浸入至水囊中，并紧

贴光照射区域的皮肤。基于睾丸内血液循环中氧合血红蛋

白（HbO2）、脱氧血红蛋白（HbR）、水（H2O）等的不同光吸收

峰[8]，分别选取 760 nm、840 nm、910 nm三段波长进行光照射

并存图，使用Matlab R2017b进行图像重建和处理，采用延迟

叠加算法对光声采集数据进行快速图像重建[9]。评估不同

波长下大鼠睾丸内的 HbO2、HbR、SO2水平，重复测量 3次取

平均值。检查过程中需随时调整深度、聚焦区域、增益、动态

范围等。所有测量均由同一位影像学医师完成。

1.4　睾丸组织细胞内通路蛋白 Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋

白-1（Kelch-like ECH-associated protein-1，Keap1）、核因子E2
相关因子2（Nuclear factor-erythroid 2-related factor 2，Nrf2）及

活性氧（Reactive oxygen species，ROS）的表达水平检测

成像结束后，摘取大鼠睾丸，剥除粘连的血管、韧带及脂

肪等组织备用。采用免疫组化（SP法）检测通路蛋白Keap1、
Nrf2的表达，并在光学显微镜下观察各组大鼠睾丸组织结构

变化。酶联免疫吸附测定（ELISA）法检测睾丸组织细胞内 
ROS水平。

1.5　统计学方法

实验数据使用 SPSS 22.0 统计软件进行分析，计量资料

以均数±标准差（x±s）表示。采用单因素方差分析对各组

间进行统计学比较，检验水准α=0.05。

2　结果与分析

2.1　睾丸的多波长PAT测量

图 1显示了各组大鼠的左侧睾丸图像，主要成像结果为

—— 1167



重庆医科大学学报 2023 年第 48 卷第 10 期 （Journal of Chongqing Medical University 2023.Vol.48 No.10 ）

PAT图像（760 nm、840 nm、910 nm）。在多波长PAT图像中，

3组大鼠均在 760 nm波长光照射时显示更好的穿透力和图

像对比度，表现为在 760 nm时对睾丸内血流成像更加清晰，

可显示一个位于一侧睾丸的条索状、呈高强度光声信号的

结构，其周围组织则呈暗带样中低强度光声信号，这与血红

蛋白在该波长下的光吸收系数较其他主要的发色团高有

关，例如存在于组织中的水、脂质、弹性蛋白和胶原蛋白

等[8，10]。血红蛋白的高光学吸收系数是使脉管系统经PAT可

视化及具有高对比度PAT图像的基础。此外，图中（760 nm波

长）还可观察到与空白组和迈之灵组相比，模型组的 PAT图

像对比度更低，这与睾丸组织中血红蛋白等的含量有关。

2.2　MSOT图像分析

用多光谱算法计算组织功能参数（SO2、HbR、HbO2），

MSOT信号（图 2）大小可显示 SO2、HbR、HbO2在睾丸中的分

布情况。结果显示（图 3），SO2的 MSOT信号在模型组、空白

组、迈之灵组中依次递增；HbO2的MSOT信号在空白组、迈之

灵组、模型组中依次递减；相比之下，HbR的MSOT信号在迈

之灵组最弱，空白组最强，模型组介于两者之间，造成这种

差异的原因可能与大鼠局部皮肤厚度（成像深度）、光照角

度以及探头压迫影响血流量等多重因素的影响有关，但可

通过增加相应的成像时间量、调整光照角度及局部压力来

减少这种影响[9，11]。

2.3　大鼠睾丸内氧化应激水平及组织病理学变化

为了探索各组大鼠睾丸内氧化应激水平的变化情况，

分别采用了免疫组化法及 ELISA分析了睾丸组织细胞内通

路蛋白 Keap1、Nrf2 及 ROS 的表达水平。空白组、模型组及

迈之灵组的Keap1表达水平分别为（2.54±0.66）%DAB阳性

组织、（8.86±2.65）%DAB 阳性组织、（4.59±1.94）%DAB 阳

性组织；Nrf2表达水平分别为（5.47±1.61）%DAB阳性组织、

（2.70±1.21）%DAB 阳性组织、（6.92±1.34）%DAB 阳性

组织；ROS 表达水平分别为（1.34±0.51） IU/mg、（2.46±
0.68） IU/mg、（1.52±0.73） IU/mg。单因素方差分析显示 3
组的 Keap1（F=16.597，P=0.000）、Nrf2（F=14.165，P=0.000）、

ROS（F=5.163，P=0.020）表达水平差异有统计学意义。两两

比较显示，模型组 Keap1 表达水平较空白组（P=0.000）及迈

之灵组（P=0.002）显著升高，且其 ROS表达水平也较空白组

（P=0.009）及迈之灵组（P=0.024）显著升高。同时，模型组

Nrf2 表达水平较空白组（P=0.004）及迈之灵组（P=0.000）显

著降低，空白组和迈之灵组 Keap1（P=0.087）、Nrf2（P=
0.093）、ROS（P=0.640）表达水平均无统计学差异（表1、图 4）。

另外，可经睾丸免疫组化图观察到模型组生精小管塌陷，管

内生精细胞脱落、变形及排列紊乱，且各级生精细胞数量明

显减少，间质细胞排列稀疏。相反，迈之灵组与空白组相

似，可见到饱满的生精小管，内部有不同发育阶段的形态正

常且排列规则的生精细胞，睾丸间质丰富，间质细胞排列均

匀（图5）。这表明Keap1/Nrf2通路参与调节的睾丸内氧化应

激，可直接影响生精微环境及大鼠生殖功能。

                               注：各组图从左至右波长依次为760 nm、840 nm、910 nm，比例尺为5 mm
图 1　睾丸多波长 PAT 图像比较
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图 2　睾丸内组织功能参数的 MSOT 信号分布

          注：K为空白组；M为模型组；Z为迈之灵组

图 3　MSOT 算法计算的组织功能参数

表 1　各组大鼠 Keap1/Nrf2 通路蛋白表达水平（x±s，n=6）

组别

空白组

模型组

迈之灵组

F值

P值

Keap1/（%DAB阳性组织）

2.54±0.66

8.86±2.65

4.59±1.94

16.597

0.000

Nrf2/（%DAB阳性组织）

5.47±1.61

2.70±1.21

6.92±1.34

14.165

0.000

ROS/（IU/mg）

1.34±0.51

2.46±0.68

1.52±0.73

5.163

0.020
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                     注：蛋白显色为棕黄色。红色箭头所指为睾丸间质细胞；黑色箭头所指为支持细胞胞核；黄色箭头所指为生精细胞

图 5　睾丸免疫组化图

注：a，P＜0.001，b，P＞0.05，c，P＜0.01，d，P＜0.05                    
图 4　VC 大鼠睾丸内 Keap1/Nrf2 通路蛋白的表达变化（x±s，n=6）
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3　讨 论

VC作为一种血管扩张性疾病，可导致局部血液

循环障碍、组织缺氧及氧化应激，使活性氧产生增

加，致曲细精管变性、线粒体结构损伤、自噬小体和

自溶酶体增多，引起精子损伤甚至生精细胞凋亡，从

而诱发男性不育[12-13]。因此准确分析睾丸内结构和

循环状态对评估精索静脉的生理、病理状态及其对

生精微环境的潜在影响程度至关重要。尽管超声是

筛查VC的常规手段，但由于其对比度较低且不具备

功能成像能力，只能在宏观上反映精索静脉管径及

血流状态。目前，VC对生殖系统的影响也往往通过

生精功能状态间接反应[14]。
PAT和MSOT作为一种评估血管疾病的新型成

像技术，提供了高分辨率的光声成像模式，可通过

分析睾丸内的结构和功能信息从微观上直接反应

睾丸中氧代谢水平。其原理是基于生物组织中各

个成分（如血红蛋白、肌红蛋白、胆红素、脂质等）的

不同光吸收特性，即将其作为内源性造影剂，经由

不同波长的光照射后会呈现出不同的光学成像特

性[8]。当短脉冲（ns 量级）激光照射生物组织后，具

有光吸收特性的成分在吸收一定光能量后引起局

部升温和弹性热膨胀，从而挤压周围的组织产生局

部的压力波，产生光声（超声）信号。信号的强度大

小主要取决于各种组织成分的光吸收系数的差异。

随后光声信号被放置在探测物周围的超声探测器

接受，再经过信号放大、转换、采集，实现图像重建，

即光声成像。如此，PAT便可定量地反映上述各种

组织结构及代谢的信息参数，揭示组织内部构成及

代谢信息，实现分子水平的结构及功能成像。PAT
结合了光学和超声成像的特点，具有高对比度、高

分辨率、高穿透度等成像优势，目前已用于人体多

脏器组织结构的成像[15-18]，广泛运用于检测动脉、静

脉、气管等管状结构的结构和功能信息[19-21]，在医学

成像领域中具有广阔的应用前景。

从结构方面出发，PAT 与超声类似，均能对睾

丸内结构进行成像；从功能方面出发，应用多光谱

算法获取睾丸内容物的分布，分析曲张过程中

MSOT图像与相应代谢物质的相关性。在我们的研

究中，SO2 的 MSOT 信号在模型组、空白组、迈之灵

组中依次递增；HbO2的 MSOT 信号在空白组、迈之

灵组、模型组中依次递减；相比之下，HbR 的 MSOT
信号在迈之灵组最弱，模型组次之，空白组最强。

在此基础上，我们检测了睾丸组织细胞内 Keap1/
Nrf2 通路蛋白及 ROS 的表达水平。Nrf2 作为一种

重要的抗氧化因子，可通过诱导调控细胞内 I 相解

毒酶和抗氧化酶的组成型和诱导型表达，改善机体

氧化应激状态[22]。Keap1 则是 Nrf2 的主要负调节

器[23-24]，二者共同参与维持机体氧化还原稳态。我

们的结果表明，模型组Keap1、ROS表达水平较空白

组及迈之灵组显著升高。相反，模型组Nrf2表达水

平较空白组及迈之灵组显著降低，空白组和迈之灵

组的 Keap1、Nrf2、ROS表达水平则无显著差异。对

比三组大鼠的睾丸免疫组化图发现，模型组的生精

小管及生精细胞受损。这些都与我们在睾丸光声

功能成像中所观察到的结果基本一致。且这一发

现与VC可导致睾丸局部组织缺氧及氧化应激损伤

的理论基本符合，同时也验证了迈之灵在促进静脉

回流[25]及改善睾丸内生精微环境氧化应激损伤[26-27]

方面具有较好疗效。目前，VC 的治疗药物大都旨

在减轻氧化应激、增加静脉回流、恢复血管弹性及

收缩力[28-29]。因此，MSOT 有潜力评估 VC 过程中的

生理信息，并参与VC的诊治及疗效监测。

目前，尚未发现 PAT在睾丸成像方面的应用研

究。在本研究中，我们对睾丸内结构进行了简单成

像，而将重点放在了对包括 SO2、HbR、HbO2在内的

功能参数的成像，并通过检测睾丸组织细胞内氧化

应激相关通路蛋白 Keap1、Nrf2、ROS的表达变化加

以印证。这是现有的超声、CT、MRI 等方法无法实

现的。因此，我们的结果提示 PAT/MSOT 或可用于

监测睾丸内氧代谢情况，以便对VC实施早期干预，

避免进一步影响睾丸功能及生精微环境。

4　结 论

本研究初步表明PAT/MSOT在非侵入性前提下

评估睾丸内循环状态方面具有独特的潜力，为使用

PAT/MSOT 系统分析睾丸结构和功能奠定了基础，

尤其是在获取有关病理生理学的重要信息方面。

但由于本研究仅涉及动物实验且样本量较少，后续

仍需大样本的实验研究和临床研究进一步探索

PAT/MSOT 在评估 VC 及睾丸病理状况中更复杂信

息的能力。
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