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摘要　回顾了相干反斯托克斯拉曼散射（ＣＡＲＳ）显微成像技术的理论和技术的发展，介绍和比较了ＣＡＲＳ显微成

像技术对抽运光源的要求，以及典型的ＣＡＲＳ显微成像系统。对ＣＡＲＳ显微成像技术中无法避免的最重要的非共

振背景噪声问题做了详细的分析，对不同的抑制非共振背景噪声的方法进行了比较和讨论，对ＣＡＲＳ显微成像技

术目前存在的问题和可能解决途径进行了简要的分析。
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１　引　　言

光学方法在生命科学研究中占有重要的地位，

２０世纪６０年代激光器的发明为光学方法提供了理

想的高强度光源，大大拓展了光学这一古老学科在

生命科学等众多研究领域中的应用。随着超短脉冲

激光、荧光探针标记、微弱信号探测和显微成像技术

的不断发展，光学显微成像技术已经成为推动生命

科学研究发展的重要动力。具有高时间和空间分辨

率、高探测灵敏度和化学选择性，又能够实时获取待

测样品三维层析图像的显微成像技术成为发展的重

点，特别是通过共焦探测方式实现三维层析能力的

荧光共焦显微镜［１］和多光子激发荧光显微镜［２，３］已
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经成为生物学、医学和生命科学强有力的研究工

具［４～９］。利用荧光探针虽然能够提供荧光显微成像

技术所需的化学选择性［１０，１１］，但是外加的荧光标记

对生物细胞自身性质的影响，以及荧光团自身的光

致漂白损伤［１２］是无法回避的问题。近年来，基于物

质分子固有的分子振动光谱信号的非侵入显微成像

技术引起人们的广泛关注，其中红外成像［１３］及自发

拉曼成像［１４］是最早提出的两种显微成像技术。但

是这两种技术存在空间分辨率低、探测灵敏度差、所

需激发光功率高和数据采集时间长等问题，限制了

其在活体组织和活细胞研究中的应用。

通过表面增强拉曼散射 （ｓｕｒｆａｃｅｅｎｈａｎｃｅｄ

Ｒａｍａｎｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ，ＳＥＲＳ）技术可以显著改善自发拉

曼散射成像技术的信噪比，提供单分子探测灵敏

度［１５］，但是在待测样品中额外加入的胶质金属粒子

也会对生物分子的性质产生影响。相干反斯托克斯

拉曼散射（ｃｏｈｅｒｅｎｔａｎｔｉＳｔｏｋｅｓＲａｍａｎｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ，

ＣＡＲＳ）是一种三阶非线性光学过程，通过共振激发

大大提高了单分子探测的灵敏度。１９６５年，Ｐ．Ｄ．

Ｍａｋｅｒ等
［１６］首次发现了这一过程，并进行了系统的

研究。１９７４年，Ｒ．Ｆ．Ｂｅｇｌｅｙ等
［１７］首次提出了

ＣＡＲＳ光谱研究技术的设想，ＣＡＲＳ光谱仪诞生，并

作为进行化学分析的光谱学分析工具得到了广泛的

应用。１９８２年，美国海军实验室的 Ｍ．Ｄ．Ｄｕｎｃａｎ

等［１８］通过将两台染料激光器输出的连续激光聚焦

在待测样品中激发产生ＣＡＲＳ光谱信号，首次成功

地实现了ＣＡＲＳ显微成像技术。ＣＡＲＳ显微成像

技术将ＣＡＲＳ与传统的光学显微成像技术结合在

一起，利用待测样品中特定分子所固有的分子振动

光谱信号作为显微成像的对比度，能够在无需引入

外源标记的条件下选择性地快速获取样品中特定分

子的空间分布图像以及分子之间相互作用的功能

信息。

近年来，为了优化ＣＡＲＳ显微成像系统，提高

探测灵敏度，改善时间和空间分辨率，世界各国的科

研工作者进行了大量卓有成效的研究和改进工作，

探索使用这一方法快速获取活体组织和细胞的结构

和功能图像。本文通过对ＣＡＲＳ过程原理的介绍，

分析了实现ＣＡＲＳ显微成像技术的要求，对具有不

同特点的 ＣＡＲＳ显微成像技术进行了比较。对

ＣＡＲＳ显微成像技术中至关重要的问题，非共振背

景噪声抑制的解决方案进行了详细的讨论。通过对

近年来利用ＣＡＲＳ显微镜在生物学研究中所取得

的研究成果的总结，说明这一技术在生物学、医学和

生命科学等众多研究领域具有广泛的应用前景；分

析了ＣＡＲＳ显微成像技术目前存在的问题，并提出

了解决这些问题的可能途径。

图１ ＣＡＲＳ过程原理的能级示意图

Ｆｉｇ．１ ＥｎｅｒｇｙｌｅｖｅｌｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆＣＡＲＳｐｒｏｃｅｓｓ

２　理论基础

ＣＡＲＳ过程是一个四波混频的非线性光学过

程，在这一过程中包含特定的拉曼活性分子的振动

模式与导致分子系统中基态至激发态振动跃迁的入

射光场相互作用的过程。ＣＡＲＳ过程原理的能级示

意图如图１所示，图１（ａ）表示拉曼共振和非共振单

光子增强对ＣＡＲＳ过程的贡献，图１（ｂ）表示拉曼共

振和非共振双光子增强对ＣＡＲＳ过程的贡献。图

中，υ表示具有Ωｒ振动频率的拉曼模式的振动状态，

ｇ和ｅ分别表示基态和激发态。中心频率分别为

ωＰ，ω′Ｐ 和ωＳ 的抽运（犈Ｐ）、探测（犈′Ｐ）和斯托克斯

（犈Ｓ）３束激光光束入射到待测样品中，与样品中特

定的具有拉曼活性的分子相互作用，入射光场与样

品相互作用在焦点处激发产生的三阶非线性极化强

度犘
（３）可以表示为［１９］

犘
（３）
＝犘

（３）ＮＲ
＋∑

狉

犘
（３）Ｒ
＝

χ
（３）ＮＲ

＋∑
狉
χ
（３）（ ）Ｒ 犈Ｐ犈′Ｐ犈


犛 ， （１）

式中χ
（３）表示三阶非线性极化系数共振部分，χ

（３）Ｒ 表

示 样 品 中 的 分 子 的 拉 曼 响 应， 是 复 数 量

（χ
（３）Ｒ
＝χ

（３）′Ｒ
＋χ

（３）″Ｒ）。当犈Ｐ和犈Ｓ之间的频差与具有

拉曼活性的分子的振动频率匹配时（Ωｒ＝ωＰ－ωＳ），

激发产生的犘
（３）Ｒ 得到共振增强，如图１（ａ）所示，

ＣＡＲＳ信号的强度正比于犘
（３）Ｒ。非共振部分χ

（３）ＮＲ表

示单光子［见图１（ａ）］和双光子［见图１（ｂ）］电子跃迁

的电子响应，本质上与入射激光的频率无关，是实数

量。由（１）式可以看出，当激发光与样品相互作用时，

总的信号由样品的χ
（３）产生，是共振和非共振两部分

叠加的结果。由于ＣＡＲＳ过程是一个参量过程，因此

需要满足相位匹配条件：狘Δ犽狘·犾π，其中Δ犽＝

犽ＡＳ－（犽Ｐ＋犽′Ｐ－犽Ｓ）是波矢失配量，犾是相互作用长

８７４２
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度。通常为简化实验系统，ＣＡＲＳ可以使用频率一致

的激光光束作为犈Ｐ和犈′Ｐ，即ωＰ＝ω′Ｐ。

通过以上对ＣＡＲＳ过程原理的介绍，说明了基

于ＣＡＲＳ过程的显微成像技术具有很多独特的优

点。ＣＡＲＳ显微成像技术利用待测样品分子所固有

的分子振动光谱信号作为显微成像的对比度，能够

在无需引入外源标记的条件下快速获取分子的空间

分布图像以及分子之间相互作用的功能信息。

ＣＡＲＳ信号强度高，具有强的方向性，另一方面，

ＣＡＲＳ信号的波长相对于激发光蓝移，因此ＣＡＲＳ

显微成像技术能够在高荧光背景条件下工作，并具

有较高的探测灵敏度。使用大数值孔径的物镜（通

常为犱ＮＡ＝１．４）在紧聚焦条件下将共线传输激光光

束聚焦在待测样品中，入射光束相互作用长度小（通

常为几个微米），波矢具有较大的锥角，能够满足实

现ＣＡＲＳ过程的相位匹配条件。通常ＣＡＲＳ显微

成像技术使用高峰值功率、高重复频率的近红外波

长的脉冲激光作为激发光，生物样品的吸收和散射

小，减小了光致损伤，同时能够穿透较厚的生物样品

获取其内部结构的三维层析图像。作为一种多光子

激发过程，在紧聚焦条件下，激发光仅在光强度最高

的、很小的聚焦体积中产生ＣＡＲＳ信号，因此能够

获得高空间分辨率图像。但是，由ＣＡＲＳ过程的原

理可以知道，ＣＡＲＳ显微成像技术无法避免非共振

背景噪声的影响。由于非共振背景噪声的存在，大

大降低了系统的探测灵敏度和光谱选择性，所以抑

制非共振背景噪声成为ＣＡＲＳ显微成像技术走向

实用化之前必须解决的问题。

３　非共振背景噪声的抑制

由ＣＡＲＳ过程的原理可以知道，总的ＣＡＲＳ信

号由样品中特定分子的三阶非线性极化率（χ
（３））产

生，它同时包含共振（χ
（３）Ｒ）和非共振（χ

（３）ＮＲ）部分，

因此，激发产生的信号也是共振部分（犘
（３）Ｒ）和非共

振部分（犘
（３）ＮＲ）叠加的结果。在生物样品中，样品所

处的液体环境产生的非共振背景噪声常常淹没样品

产生的较弱的ＣＡＲＳ信号，因此，抑制来自待测样

品自身的和其所处溶液环境的非共振背景噪声是提

高ＣＡＲＳ显微成像技术光谱选择性、探测灵敏度、

时间和空间分辨率的关键。为实现这一目标，结合

不同的ＣＡＲＳ显微成像方法，提出了众多抑制非共

振背景噪声的方案，如偏振探测［２０，２１］、时间分辨探

测［２２，２３］、相位控制和整形［２４］及外差干涉方法［２５］等。

偏振探测方式 ＣＡＲＳ（ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎＣＡＲＳ，ＰＣＡＲＳ）利用共振信号和非共振

背景噪声不同的偏振特性分离非共振背景噪声，达

到 有 效 抑 制 非 共 振 背 景 噪 声 的 目 的。根 据

Ｋｌｅｉｎｍａｎ对称，非共振ＣＡＲＳ场的退偏振比ρ
ＮＲ＝

χ
（３）ＮＲ
１２２１ ／χ

（３）ＮＲ
１１１１ ＝１／３

［２６］。共振 ＣＡＲＳ场的退偏振比

ρ
Ｒ＝χ

（３）Ｒ
１２２１／χ

（３）Ｒ
１１１１等于对应带宽的自发拉曼退偏振比，

该值的范围是０～０．７５。通过使用偏振态之间夹角

为的线偏振光分别作为犈Ｐ 和犈Ｓ，激发产生的

犘
（３）Ｒ 和 犘

（３）ＮＲ 的 偏 振 方 向 分 别 为 α＝ａｒｃｔａｎ

（ρ
ＮＲｔａｎ）和β＝ａｒｃｔａｎ（ρ

Ｒｔａｎ）。典型的偏振探测

ＣＡＲＳ显微镜的结构示意图如图２所示，图中，Ｐ为

偏振片；ＨＷ 为半波片；ＯＬ为物镜；Ｓ为样品；Ｆ为

滤波片；Ｄ为双色镜。图２中的插图表示的是激发

光束和激发产生的非线性偏振的波矢量，通过

犈Ｐ（或犈Ｓ）光路中的半波片调节各光束的偏振态使

犈Ｐ和犈Ｓ之间的偏振夹角等于７１．６°时，能够得到

最高的信噪比［２０］。调节在探测器前安装的偏振片

消除偏振方向与共振信号不同的非共振背景噪声。

将偏振探测方式与不同的探测方式（前向和后向探

测）相结合，已经实现了具有高灵敏度的偏振探测

ＣＡＲＳ显微成像技术
［２１］。

图２ 偏振探测方式ＣＡＲＳ显微镜的结构示意图

Ｆｉｇ．２ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ＣＡＲＳｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

时间分辨ＣＡＲＳ（ｔｉｍｅｒｅｓｏｌｖｅｄＣＡＲＳ，ＴＣＡＲＳ）

方法使用超短脉冲激光作为激发光，利用共振信号和

非共振背景噪声不同的退相时间特性来消除非共振

背景噪声。１９８０年，美国 Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ大学的Ｆ．Ｍ．

Ｋａｍｇａ等
［２２］首次利用脉冲序列技术实现了有效抑制

非共振背景噪声的ＣＡＲＳ光谱仪。２００２年，哈佛大

学Ａ．Ｖｏｌｋｍｅｒ等
［２３］使用三束中心频率不同的窄线宽

脉冲激光聚焦在待测样品中，通过控制犈′Ｐ与时间一

致的犈Ｐ 和犈Ｓ 之间的时间延迟实现了时间分辨

ＣＡＲＳ显微成像技术。在时间分辨ＣＡＲＳ方法中，时

９７４２
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间一致的犈Ｐ和犈Ｓ入射到样品中激发具有拉曼活性

的分子，产生同时包含共振和非共振部分的振动。具

有零退相时间的非共振状态在频率域中具有平坦的

响应特性，在时间域中具有瞬时的峰值响应特性。与

非共振状态相比，共振状态包括振动状态的跃迁，并

且具有与对应的自发拉曼谱带宽度相关的较长的退

相时间。使用具有适当时间延迟的犈′Ｐ探测这一振动

跃迁的衰减过程能够获得分子的ＣＡＲＳ信号。通过

时间分辨的方法能够在时间域内将具有不同时间特

性的共振信号和非共振背景噪声有效分离，达到消除

非共振背景噪声的目的。如果引入的时间延迟与振

动跃迁的退相时间具有同一数量级，能够获得在信号

强度上具有较小损失的ＣＡＲＳ信号，这依赖于激光的

带宽和光谱的线宽。

相位控制和整形的方法通过对飞秒宽度的犈Ｐ

和犈Ｓ 进行相位整形，在不同的光谱成分的相干叠

加中引入一个相位失配量，从而达到抑制非共振背

景噪声的目的。２００２年，以色列的 Ｎ．Ｄｕｄｏｖｉｃｈ

等［２４］首次利用相位控制和整形方法实现了单光束

相干控制ＣＡＲＳ显微成像技术，系统的结构示意图

如图３所示。他们使用单独一台飞秒脉冲激光器作

为抽运光源，利用计算机控制的空间光调制器

（ｓｐａｔｉａｌｌｉｇｈｔｍｏｄｕｌａｔｏｒ，ＳＬＭ）获得的相位函数对

具有一定光谱覆盖范围的飞秒激光脉冲进行相位控

制和整形，在光谱带宽内的不同光谱成分之间引入

相位失配，实现了对非共振背景噪声的有效抑制。

这种方法使用单独一台飞秒激光器作为抽运光源，

系统结构简单、操作方便，但是其光谱分辨率受到激

发光光谱带宽内的空间光调制器分辨率的限制。

图３ 激光脉冲相位控制和整形ＣＡＲＳ显微成像

系统结构示意图

Ｆｉｇ．３ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅＣＡＲＳｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｗｉｔｈｐｈａｓｅ

ｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｓｈａｐｉｎｇｏｆｌａｓｅｒｐｕｌｓｅ

外差干涉方法利用共振和非共振部分的本质差

异，即共振是复数量，包含实部｛Ｒｅ［χ
（３）Ｒ］｝和虚部

｛Ｉｍ［χ
（３）Ｒ］｝两部分，而非共振部分是实数量的特

点，通过使用一个局域振荡场外差混合直接提取

χ
（３）Ｒ的虚部信息实现抑制非共振背景噪声的目的。

２００６年，Ｅ．Ｏ．Ｐｏｔｍａ等
［２５］利用外差干涉方法实现

了外差干涉ＣＡＲＳ显微成像技术，他们所建立的外

差干涉ＣＡＲＳ显微镜系统结构示意图如图４所示，

图中，ＤＭ１，ＤＭ２为双色镜；ＬＰ为长波通滤光片；

ＣＢＳ为分束镜；Ｌ１，Ｌ２为显微物镜；ＬＯ为局域振荡

材料；ＰＭ 为相位调制器；ｄｅｔ为光电倍增管。共线

传输的犈Ｐ 和犈Ｓ 输入一台迈克尔逊干涉仪后分成

两束，其中一束通过产生局域振荡场的材料获得频

率为ωＬＯ局域振荡场，局域振荡场作为外差干涉场

与犈Ｐ 和犈Ｓ 同时共线送入一台显微镜系统激发产

生含有局域振荡场的ＣＡＲＳ信号。通过有效提取不

受非共振背景噪声影响的样品分子的共振部分的虚

部响应，能够直接获得样品的ＣＡＲＳ图像信息。此

外，通过增加局域振荡场振幅的强度能够放大较弱的

ＣＡＲＳ信号，从而提高探测灵敏度和图像对比度。

图４ 外差干涉ＣＡＲＳ显微成像系统的结构示意图

Ｆｉｇ．４ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅｈｅｔｅｒｏｄｙｎｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

ＣＡＲＳｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

４　ＣＡＲＳ显微成像技术的实现

ＣＡＲＳ显微成像技术是基于ＣＡＲＳ非线性光

学原理的显微成像技术，这就对光源和成像系统提

出了与其他显微成像技术不同的要求。使用近红外

波段的超短脉冲激光不仅能够大大减少样品的吸收

和散射，高相干性、高峰值功率和单脉冲能量较低的

超短脉冲激光也能最大限度地减小光致损伤。同

时，为满足快速获取图像的需要，要求激光器具有高

的重复频率。近年来，随着激光技术的发展，高重复

频率和峰值功率的超短脉冲激光器，如钛宝石锁模

飞秒脉冲激光器，Ｎｄ∶ＹＡＧ锁模皮秒脉冲激光器

等，已经成为成熟可靠的激光光源，在ＣＡＲＳ显微

成像技术中得到了广泛的应用。

０８４２
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由于ＣＡＲＳ信号是由不同波长的多束激光光

束与待测样品相互作用的非线性光学过程产生的，

通常情况下，一束激光作为犈Ｐ和犈′Ｐ，另一束波长红

移的激光作为犈Ｓ。因此，在传统的ＣＡＲＳ实验中，

需要使用至少两台超短脉冲激光器作为抽运光源，

调节激光器输出的中心波长获得犈Ｐ，犈′Ｐ和犈Ｓ。通

过激光器抽运光参量振荡器（ｏｐｔｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｒｉｃ

ｏｓｃｉｌｌａｔｏｒ，ＯＰＯ）能够同时获得中心频率不同的两束

脉冲激光用于ＣＡＲＳ显微成像。使用这种光源实

现ＣＡＲＳ显微成像技术，大大简化了整体系统，避

免了使用多台激光器时存在的同步困难和输出稳定

性差异等问题。近年来，使用超短脉冲锁模激光器

抽运光子晶体光纤（ｐｈｏｔｏｎｉｃｃｒｙｓｔａｌｆｉｂｅｒ，ＰＣＦ）产

生超连续谱输出引起了广泛的注意。ＰＣＦ所具有

的增强非线性效应和可控色散特性使之成为产生超

连续谱的有效手段［２７，２８］。根据ＣＡＲＳ显微成像技

术对光源光谱范围的要求，利用一台波长可调谐的

锁模超短脉冲激光器抽运ＰＣＦ产生的超连续谱作

为光源在多元ＣＡＲＳ显微成像技术中得到了广泛

的应用［２９～３１］，大大简化了系统，提高了性价比，为

ＣＡＲＳ显微成像技术从实验室走向实际应用提供了

一个很好的抽运光源的选择方案。

ＣＡＲＳ显微成像系统利用高灵敏度探测器在远

场收集 ＣＡＲＳ信号，则探测位置上的强度可以表

示为［３２］

犘ＣＡＲＳ＝
狀ＡＳ犮

８π∫
θ２

θ１

ｄθ∫
２π

０

ｄ犈ＡＳ（犚）
２犚２ｓｉｎ（θ），（２）

式中θ表示远场探测收集角，在前向（＋狕）探测方式

中积分范围［θ１，θ２］是［０，βｍａｘ］，其中βｍａｘ是收集透

镜的圆锥角，在后向（－狕）探测方式中是［π－αｍａｘ，

π］，αｍａｘ是入射角，犚表示探测位置。

在入射光束共线同向传输的结构中，在紧聚焦

条件下，对于位于焦点中心的两种不同形状的待测

样品所产生的前向和背向ＣＡＲＳ信号的强度与样

品直径之间的关系如图５所示。对于球形样品，如

图５（ａ）所示，产生的前向信号首先随直径的增加而

快速增加，当样品直径大于λＰ时达到饱和。对于产

生的背向信号，当样品直径等于０．３λＰ 时强度达到

最大值。随着样品直径的增加，与波矢失配有关的

干涉效果导致信号强度的振荡，并随着样品直径的

增加而逐步减少，因此背向ＣＡＲＳ信号仅产生自尺

寸较小的样品。对于半球形样品，如图５（ｂ）所示，

背向信号产生自垂直于光轴的两种待测样品的交界

面上。由于在焦平面上两种待测样品的非线性极化

系数的不连续性，使得产生的背向ＣＡＲＳ信号不会

随着样品直径的变大而衰减。

图５ ＣＡＲＳ信号的强度与样品直径犇的关系

Ｆｉｇ．５ ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＣＡＲＳｓｉｇｎａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

ａｎｄｓａｍｐｌｅｄｉａｍｅｔｅｒ犇

图６ 几种典型的ＣＡＲＳ显微镜的系统结构示意图

Ｆｉｇ．６ ＳｙｓｔｅｍｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｙｐｉｃａｌＣＡＲＳｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｓ

图６是几种典型的ＣＡＲＳ显微镜的系统结构

示意图，不同的光路结构和信号探测方式适用于不

同的实验环境，图中Ｐ为偏振片；ＯＬ为物镜；Ｓ为样

品；Ｆ为滤波片；Ｄ为双色镜。图６（ａ）所示的前向探

测 ＣＡＲＳ 显 微 镜 （ｆｏｒｗａｒｄｄｅｔｅｃｔｅｄ ＣＡＲＳ，Ｆ

ＣＡＲＳ），能够以较小的光功率激发待测样品，产生

较强的ＣＡＲＳ信号。但是这种方式受到来自溶剂

的和样品自身较强的非共振背景噪声的干扰，因此，

ＦＣＡＲＳ适用于获取能够产生较大共振信号的特定

分子振动图像。图６（ｂ）和（ｃ）所示的背向探测

ＣＡＲＳ（ｅｐｉｄｅｔｅｃｔｅｄＣＡＲＳ，ＥＣＡＲＳ）和相向激发

ＣＡＲＳ（ｃｏｕｎｔｅｒｐｒｏｐａｇａｔｉｎｇ，ＣＣＡＲＳ）显微镜在光

路中引入了相位失配量，因此可以有效地减少非共

振背景噪声的干扰，大大改善了图像的对比度。在

这两种系统中，信号产生自小的散射体或两个大小

相当但具有不同χ
（３）值的样品的接触面，对于尺寸

接近或小于光波长的待测样品具有很强的探测灵敏

度。但是，ＥＣＡＲＳ系统可能会由于噪声信号的背

１８４２
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向反射而影响系统的光谱选择性。ＣＣＡＲＳ避免了

这种背向反射的问题，但是实验难度较大。

在传统的ＣＡＲＳ显微成像技术中，为获取较大

体积待测样品完整的ＣＡＲＳ图像，通常采用激光光

束逐点扫描并依次记录各点 ＣＡＲＳ信号的方式。

采用这种方式虽然能够获得高空间分辨的ＣＡＲＳ

图像，但是无法回避的问题是扫描系统复杂，图像获

取时间长。近年来，为解决上述问题提出了几种新

颖的宽场ＣＡＲＳ显微成像技术
［３３，３４］，在宽场条件下

能够同时激发整个视场内待测样品中所有具有拉曼

活性的特定分子所产生的ＣＡＲＳ信号，大大简化了

系统，提高了图像获取速度，这对待测样品中动态过

程的监测具有良好的应用前景。

５　ＣＡＲＳ显微成像技术的应用

自从ＣＡＲＳ现象首次被发现以来，其作为一种

具有高光谱分辨率的光谱分析工具，在温度、浓度测

试，以及材料科学等领域中得到了广泛的应用。近

年来，随着ＣＡＲＳ显微成像技术的完善和发展，这

一显微成像技术在分子生物学、细胞生物学、医学和

生命科学等众多研究领域中得到了广泛的应用，并

取得了众多引人注目的研究成果。

由于ＣＡＲＳ显微成像技术自身所具有的无需

标记的特点，在生物学研究领域中的应用受到高度

的重视。第一台ＣＡＲＳ显微镜通过探测细胞内和

细胞周围的重水的ＣＡＲＳ光谱信号，勾画出浸在重

水中的洋葱表皮细胞的结构［１８］。近年来，通过利用

脂肪族Ｃ－Ｈ振动键已经成功地获取了多种不同种

类细胞结构的ＣＡＲＳ图像，包括Ｈｅｌａ细胞
［３５］，上皮

细胞［２１］，ＮＩＨ３Ｔ３细胞
［３６］等。存在于脂肪细胞和

肝细胞中的脂滴被认为是至关重要的能量存储

器［３７］，其中富含Ｃ－Ｈ 化学键，通过ＣＡＲＳ显微镜

能够获取未经染色的活细胞内的脂滴的高对比度图

像［３６］，并能够监测细胞不同成长过程中脂滴变化的

动态过程［３８］。通过把入射激光的中心频率调节至

氨基Ｉ键和磷酸盐拉伸键的振动频率，获取了活细

胞内蛋白质和ＤＮＡ在特定种类细胞内的分布状态

和运动过程的ＣＡＲＳ显微图像
［２１］。利用磷酸盐化

学键的ＣＡＲＳ信号，获得了处于生命中期的整个细

胞的结构和细胞核特征的 ＣＡＲＳ图像
［３６］。利用

ＤＮＡ的Ｃ－Ｏ拉伸振动的ＣＡＲＳ信号揭示了细胞

质和细胞核的特征［３９］。这些实验结果充分说明

ＣＡＲＳ显微成像技术具有对未经染色的活细胞进行

选择性成像，以及获取细胞内部结构图像信息的能

力，在分子生物学和细胞生物学中具有广阔的应用

前景。

此外，在医学研究领域中利用ＣＡＲＳ显微成像

技术也做了许多大胆的尝试，并在一些领域中取得

了一些引人注目的进展，如肿瘤的早期发现和癌症

的早期诊断［４０］、神经系统髓磷脂组织损伤［４１，４２］、血

管动脉粥样硬化诊断［４３］，以及肥胖症的研究［４４，４５］

等。为ＣＡＲＳ显微成像技术从实验室逐步走向医

学研究和临床诊断的实际应用奠定了坚实的基础。

６　存在的问题和解决途径

ＣＡＲＳ显微成像技术能够以高灵敏度获得特定

分子的空间分布图像，以及对分子之间的相互作用

的动态过程进行监测。传统的ＣＡＲＳ显微成像技

术使用窄线宽皮秒激光脉冲获得特定化学键的

ＣＡＲＳ图像，但是对于研究具有复杂成分和结构的

分子而言，需要逐点调节激光的中心波长才能获得

分子完整的ＣＡＲＳ光谱信息，不仅耗时，而且不易

使用。

为解决这一问题，提出了使用电子同步的一台

窄带皮秒激光器和一台具有一定光谱宽度的飞秒激

光器作为光源，通过与偏振探测方式、时间分辨方式

等结合在一起实现了具有一定光谱探测范围的高灵

敏度 多 元 ＣＡＲＳ 显微 镜 （ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＣＡＲＳ，Ｍ

ＣＡＲＳ）
［４６］。但是，这些ＣＡＲＳ光谱显微成像系统

的带宽受到飞秒激光脉冲的光谱覆盖范围的限制，

可探测光谱覆盖范围有限，无法同时获取待测样品

完整的ＣＡＲＳ光谱信息。例如，生物大分子的振动

光谱范围为１００～３５００ｃｍ
－１，对于实际的应用仍然

存在一定的局限性。为了进一步扩展 ＭＣＡＲＳ显

微成像技术的光谱探测范围，满足利用具有高灵敏

度和化学选择性的 ＭＣＡＲＳ光谱分析和显微成像

技术研究种类繁多的、具有复杂成分和结构的生物

分子，同时获取未知成分或含有复杂组成成分待测

样品完整的ＣＡＲＳ光谱信息需求，宽光谱覆盖范围

稳定的超短脉冲激光光源是必须的。近年来，使用

飞秒脉冲激光器抽运锥形非线性光纤［４７］或光子晶

体光纤产生超连续光谱［２９～３１］，实现了具有较宽探测

范围的宽带ＣＡＲＳ显微成像。但是，应该看到利用

超连续谱作为光源实现的 ＭＣＡＲＳ显微镜中仍然

存在着很多问题，例如，超连续谱输出的光谱分布状

态、各光谱成分的时间一致性和强度稳定性对

ＣＡＲＳ信号的强度以及同时获取样品完整的ＣＡＲＳ

光谱的影响；利用超连续谱作为 ＭＣＡＲＳ的光源

２８４２
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时，ＣＡＲＳ信号及其系统噪声的来源等问题，仍然有

待进一步深入探讨研究。

目前，由于ＣＡＲＳ显微成像技术的空间分辨率

受到衍射极限的限制，无法通过ＣＡＲＳ的方法获取

细胞内部的微结构，以及特定的分子基团和细胞器，

如蛋白质、脂肪等的高空间分辨率的ＣＡＲＳ显微图

像。因此，如何有效提高ＣＡＲＳ显微成像技术的空

间分辨率，快速获取活体生物组织和活细胞的内部

细微结构是一项非常有意义和具有挑战性的研究

工作。

７　总结与展望

ＣＡＲＳ显微成像技术利用待测样品特定分子所

固有的分子振动光谱信号作为显微成像的对比度，

能够获取未经标记样品的高时间和空间分辨的三维

层析图像，避免了外源标记对样品自身性质的影响，

具有高灵敏度和高化学选择性。具有高重复频率和

峰值功率，且输出波长在近红外波段的超短脉冲激

光器是ＣＡＲＳ显微成像技术理想的抽运光源。利

用超短脉冲激光器抽运ＯＰＯ作为抽运光源已经实

现了视频级的ＣＡＲＳ显微成像技术。利用超短脉

冲激光器抽运ＰＣＦ实现宽带ＣＡＲＳ光谱仪和显微

镜，具有快速获取样品完整ＣＡＲＳ光谱的能力，大

大提高了ＣＡＲＳ显微成像技术的光谱选择性。多

种不同的系统结构满足了获取不同结构和尺寸的待

测样品的三维ＣＡＲＳ图像的需要。

非共振背景噪声是ＣＡＲＳ显微成像技术无法

回避的最重要的问题，近年来提出了众多新颖的、行

之有效的解决方法，反映了ＣＡＲＳ显微成像技术的

快速发展。值得一提的是，２００８年，哈佛大学 Ｘ．

ＳｕｎｎｅｙＸｉｅ教授小组的ＣｈｒｉｓｔｉａｎＷ．Ｆｒｅｕｄｉｇｅｒ等

实现了基于受激拉曼散射过程（ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＲａｍａｎ

ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ，ＳＲＳ）的非标记多光子激发三维成像技

术［４８］，从本质上解决了ＣＡＲＳ显微成像技术中非共

振背景噪声的问题，为基于分子的振动光谱信号获

取活体生物组织和活细胞中特定分子的三维分布图

像和相互作用过程的信息提供了一条新颖的途径。

在应用方面，ＣＡＲＳ显微成像技术对于获取活

体组织和活细胞方面具有独特的优势，尤其适用于

对细胞内脂类、蛋白质和激素等分子进行非侵入式

显微成像和追踪。ＣＡＲＳ显微成像技术在疾病诊

断、药理分析等医学领域，也具有很大的优势。随着

ＣＡＲＳ显微成像技术不断发展和完善，该技术在空

间分辨率、图像获取速率等方面已经接近满足活细

胞生命活动动态图像获取的要求，已在生物学、医学

和生命科学研究领域中展现出广阔的应用前景。
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１４Ｇ．Ｔｕｒｒｅｌｌ，Ｊ．Ｃｏｒｓｅｔ．Ｒａｍａｎ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄ

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｍ］．ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ：Ａｃａｄｅｍｉｃ，１９９６．１～２８
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犘犺狔狊．犚犲狏．，１９６５，１３７（３Ａ）：８０１～８１８

１７Ｒ．Ｆ．Ｂｅｇｌｅｙ，Ａ．Ｂ．Ｈａｒｖｅｙ，Ｒ．Ｌ．Ｂｙｅｒ．ＣｏｈｅｒｅｎｔａｎｔｉＳｔｏｋｅｓ
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ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｎｏｎｌｉｎｅａｒＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙａｎｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．
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犔犲狋狋．，１９９６，２１（１９）：１５４７～１５４９

２８Ｊ．Ｃ．Ｋｎｉｇｈｔ，Ｐ．Ｓｔ．Ｊ．Ｒｕｓｓｅｌｌ．Ｎｅｗｗａｙｓｔｏｇｕｉｄｅｌｉｇｈｔ［Ｊ］．

犛犮犻犲狀犮犲，２００２，２９６（５５６６）：２７６～２７７
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２４３～２４６
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［Ｊ］．犗狆狋．犈狓狆狉犲狊狊，２００７，１５（２１）：１４０２８～１４０３７
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ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．犃狆狆．犘犺狔狊．犔犲狋狋．，２００８，９２（４）：

０４１１０８

３２Ｊ．Ｘ．Ｃｈｅｎｇ，ＡｎｄｒｅａｓＶｏｌｋｍｅｒ，Ｘ．Ｓ．Ｘｉｅ．Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌａｎｄ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆｃｏｈｅｒｅｎｔａｎｔｉＳｔｏｋｅｓ Ｒａｍａｎ

ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．犑．犗狆狋．犛狅犮．犃犿．犅，２００２，１９（６）：

１３６３～１３７５

３３ＣｈｒｉｓｔｏｐｈＨｅｉｎｒｉｃｈ，ＳｔｅｆａｎＢｅｒｎｅｔ，ＭｏｎｉｋａＲｉｔｓｃｈＭａｒｔｅ．Ｗｉｄｅ

ｆｉｅｌｄｃｏｈｅｒｅｎｔａｎｔｉＳｔｏｋｅｓ Ｒａｍａｎｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．

犃狆狆犾．犘犺狔狊．犔犲狋狋．，２００４，８４（５）：８１６～８１８
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