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摘要　相干拉曼散射显微技术作为一种新型的成像技术,具有无标记、高特异性、非侵入等优点,已被广泛用于化

学结构及物质成分分析.近年来,光子学、生物医学和显微成像技术等领域的相互交叉和融合发展,极大地推动了

相干拉曼散射显微成像技术在生物医学领域的应用.简要介绍了相干拉曼散射显微成像的基本原理、分类、系统

构成,同时概述了相干拉曼散射显微成像技术近年来在生物医学领域的应用,包括检测、脂类分析和蛋白质构象变

化等,最后对其未来发展进行了展望.
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Abstract　Asanewimagingtechnique coherentRamanscattering CRS microscopyhasbeenwidelyusedin
chemicalstructureandcompositionanalysisbecauseofitsadvantagesoflabelＧfree highspecificity andonＧ
invasion敭Inrecentyears the mutualcrossＧoverandintegrateddevelopmentofphotonics biomedicine and
microscopicimagingtechnologyhasgreatlypromotedtheapplicationofCRSmicroscopyinbiomedicine敭Thispaper
brieflyintroducesthebasicprincipleofCRSmicroscopyanditsclassification thenexplainsthemostwidelyused
implementationofCRS andsummarizestherecentapplicationsofCRS microscopicimaginginbiomedicine 
includingdetection lipidanalysis andproteinconformationchange敭Finally thefuturedevelopmentofCRSis
discussed敭
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１　引　　言

光学显微是医学成像的主要手段,传统的光学

显微镜通常依赖于待测样品自身的一些光学性质,
如吸收、散射和折射率等,缺乏足够的特异性.借助

荧光标记技术,对待测样品内的不同成分进行标记,
通过荧光信号可以获得不同化学成分在待测样品内

的分布.２０世纪末,绿色荧光蛋白(GFP)的发现,
极大地推进了活细胞和生物体内动态成像研究的发

展.随后,超分辨荧光成像技术的出现,使得人们在

纳米尺度下观察活细胞和生物组织成为可能[１].但

是荧光成像所引入的荧光探针会扰乱生物组织或细

胞的结构和功能,而且荧光信号的强度会随着光照

时间的延长而减弱,从而影响生物组织或细胞的长
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时间观察.另外,一些荧光探针的尺寸较大,因此对

细胞内小分子的标记较为困难.
相干拉曼散射(CRS)显微成像的信号来源于分

子内部振动能级的跃迁,作为一种新型的成像技术,
其优势在于无标记和高特异性.相对于自发拉曼散

射,CRS成像可以大大提高信号的强度,缩短图像

的采集时间,使动态成像成为可能[２].CRS技术可

以通过选择振动光谱,对生物体内的特定小分子及

生物大分子进行无标记成像检测,尤其是可以对活

细胞中的脂质、胶原、蛋白等的结构组成、构象变化,
以及治疗过程中的药物靶点等进行定性分析.随着

CRS显微技术的不断发展,其在生物医学领域的应

用也取得了长足进展.本文将综述CRS显微技术

及其在生物医学领域的应用,并对其存在的局限性

和发展前景进行探讨.

２　CRS成像的原理及分类

CRS主 要 包 括 相 干 反 斯 托 克 斯 拉 曼 散 射

(CARS)和受激拉曼散射(SRS).

CARS过程的能级图如图１(a)所示.泵浦光的

频率为ωp,斯托克斯光的频率为ωs,如果介质中化学

键的拉曼频移为Ω,当两束光的频率满足ωp－ωs＝Ω
时,两束光相干叠加,产生频率为ωas＝２ωp－ωs的反

斯托克斯光.福特汽车公司的研究人员于１９６５年第

一次观察到了CARS现象[３].１９８２年,美国海军实

验室首次搭建了用于生物成像的CARS系统[４],这套

系统使用可见光激光作为光源,证明了CARS作为一

种成像手段的可行性.真正实用的CARS显微系统

是由Zumbusch等[５]于１９９９年实现的,该系统使用共

线光束和紧聚焦几何结构,这项工作促进了CARS显

微成像技术的发展.Cheng等[６]采用偏振调制的方

法将CARS信号从非共振背景中分离出来,进而实现

了对活细胞的高灵敏度振动成像.２００２年,Cheng
等[７]首次使用皮秒脉冲激光同步飞秒脉冲激光同时

检测多个拉曼谱.CARS可以在C—H强的信号区

域(２８００~３１００cm－１)对脂质丰富的样本(如脂质体

和髓鞘)进行成像,而且可以成像的拉曼谱范围已经

扩展到指纹区(５００~１８００cm－１).

图１ CARS和SRS过程能级图.(a)CARS能级图;(b)SRS能级图

Fig敭１ EnergyleveldiagramsofCARSandSRSprocesses敭 a CARSenergyleveldiagram  b SRSenergyleveldiagram

　　与CARS现象不同,SRS是一种非参量的耗散

过程,其能级图如图１(b)所示.在SRS发生前后,
光源与生物样品之间会发生能量转移.当两束满足

拉曼共振条件的光入射到样品表面后,会有部分泵

浦光光子消失,将能量转移到分子的振动能级,从而

导致斯托克斯光束强度增大和泵浦光束强度损失,
分别表示为受激拉曼增益(SRG)和受激拉曼损耗

(SRL).因为SRS信号出现在与激发光源相同的

波长处,所以通常使用光学调制和相敏检测技术从

激光脉冲中提取SRS信号.虽然SRS现象早在

１９６２年就被观察到了[８],甚至早于CARS现象,但

SRS显微成像技术仅在过去十几年才开始取得较

大发展.２００７年,Ploetz等[９]报道了一种基于低重

复频率激光器的SRS显微镜,次年,Freudiger等[１０]

报道了一种高重复频率的SRS显微技术,该技术使

用光电调制器将斯托克斯光调制到一个低频,光通

过样品后再过滤掉斯托克斯光,最后使用锁相放大

器解锁其中的SRS信号.２０１０年,Saar等[１１]进一

步改进了信号收集方式,使SRS显微技术可以用于

背向散射信号的采集,并将成像速率大幅提升至

３０frame/s,使得SRS显微成像技术具有更广阔的

应用前景.
相比较而言,CARS信号通常伴随有非共振背

景,这个背景的产生是分子中电子对外界光场的响

应造成的.而SRS信号没有非共振背景,而且可以

在环境光下进行探测.此外,CARS信号与待测样

品浓度之间是平方依赖关系,而SRS信号对浓度是

线性依赖关系,这样便使得SRS在定量分析上更简
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单直接.此外,SRS并不是完全不受背景的影响,
自相位调制、瞬时吸收、光热效应都会影响SRS信

号,但CARS并不受这些因素的影响.

３　CRS显微成像系统

CRS显微成像最常采用的系统是在激光扫描

显微镜上使用两个同步脉冲.CARS和SRS可以

使用共同的激光光源和显微镜系统(如图２所示),
但它们要使用不同的信号探测装置.

此外,目前的CRS显微成像系统可以用单一激

光束代替泵浦光和斯托克斯光来实现CRS显微成

像[１２Ｇ１３].

图２ CRS显微成像系统图

Fig敭２ DiagramofCRSmicroscopyimagingsystem

３．１　CARS显微成像系统

传统的CARS显微成像系统通常由双色激光

光源、显微镜和高灵敏度的光电探测器组成.常用

的CARS成像模式有单频CARS显微成像、多色

CARS显微成像和高光谱CARS显微成像.
与在每个像素点获取整个拉曼光谱的自发拉曼

显微成像不同,CRS显微成像通常将能量聚焦到特

定的拉曼位移中,进而获取信号.一般来讲,将所有

激光能量聚焦到某一特定的拉曼振动位移中的方法

称为单频CRS显微成像.虽然单频CRS显微成像

可以保证信号的强度,但仍会受到化学特异性的限

制.对于单频(或单色)CARS成像,使用皮秒脉冲

激光器可以得到最佳的信噪比和最弱的非共振背

景[１４].在早期的CARS显微成像中,激光光源是具

有同步脉冲的双皮秒激光器.通常,两束光经二向

色镜(DM)后在空间和时间上重合,被耦合进共聚

焦显微镜.为了最大限度地提高CARS信号的收

集效率,通常采用高数值孔径的物镜.CARS过程

中产生了比入射光波长更短的反斯托克斯光,因此

可以使用二向色镜直接将泵浦光和斯托克斯光滤

除,采集反斯托克斯信号,之后可以用显微镜的外置

PMT(photomultipliertube)检测器来收集并检测

CARS信号.
多色CRS显微成像利用光谱整形,从宽带泵浦

光中提取出多个频率成分,同时使用光栅进行分光,
分别探测这几种成分对应的信号.与传统的将

PMT作为光电探测器的CARS显微成像不同,多
色CARS显微成像通常使用光谱仪和线阵CCD来

收集每个像素处产生的宽带频谱[１５].在过去的１０
年中,多色CARS显微成像不断发展,最快的光谱

采集时间为３~５ms[１６].与视频速率的单频CARS
成像相比,多色CARS显微成像的速度在很大程度

上受CCD读出速率的限制.
高光谱CARS显微成像通过一次扫描拉曼频

０２０７００５Ｇ３
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移实现光谱成像.实现高光谱CARS显微成像的

常用方法为光谱聚焦,即适当地啁啾两个宽带激光

光束,并调整它们之间的时间延迟.啁啾后,两个激

光脉冲的瞬时重叠具有较低的频率带宽,从而提高

了光谱分辨率[１７Ｇ１８].通过调整两个啁啾脉冲之间的

时间延迟,可以改变重叠频率差,从而产生不同的拉

曼位移.现在许多研究小组都将光谱聚焦的方法用

于高光谱CARS成像[１９Ｇ２２].
由于CARS信号通常伴随着非共振背景,峰的

位置也发生了变化,并扭曲了拉曼谱线的形状,所以

CARS光谱需要进行处理后才能进行定量分析.为

了提取实际的拉曼光谱,可以利用数学计算方法对

高 光 谱 CARS 数 据 进 行 定 量 分 析[２３Ｇ２４].如 果

CARS光 谱 的 差 异 足 够 显 著,就 可 以 对 高 光 谱

CARS图像进行定性分析,而不需要通过复杂的计

算来区分化学物质[２５].

３．２　SRS显微成像系统

SRS成像可以在CARS成像系统的基础上,采
用光学调制器、光电二极管检测器和解调器,提取与

激发光波长相同的信号.采集SRS信号时,透过样

品到达探测器的光强很高,常常达到几毫瓦甚至数

十毫瓦,因而使用光电二极管作为探测器,而不使用

共聚焦或者双光子显微镜中内置的探测器.通常,
一束光的强度是由声光调制器或电光调制器进行高

频(通常是兆赫兹级)调制的.解调器用于提取

SRL或SRG引起的激发光束强度的微小变化,锁
相放大器是SRS成像中最常见的解调器.２０１２
年,Slipchenko等[２６]研发了一种可以代替传统锁相

放大器的可调谐放大器(TAMP),它可以用于对大

鼠脊髓中的髓磷脂和血液进行体内成像.常见的

SRS成像系统包括高光谱SRS显微成像和多色

SRS显微成像.
在拉曼光谱谱带重叠的情况下,高光谱SRS显

微成像具有更好的化学特异性,而实现高光谱SRS
显微成像的重点在于实现波长或拉曼频移的扫描.
目前有三种方法可以通过对拉曼频移扫描实现高光

谱SRS成像:第一种是利用皮秒脉冲在一个连续的

范围内调整激光波长,可以实现多个拉曼跃迁[２７];
第二种是基于宽带飞秒光源,利用脉冲整形器对宽

频飞秒光谱中的窄光谱成分进行滤波扫描[２８Ｇ３０];第
三种方法是利用光谱聚焦[３１Ｇ３２],与之前讨论的高光

谱CARS相同.

２０１２年,Fu等[３３]展示了一种多色SRS显微技

术,该技术将基于光栅的脉冲整形器和基于光栅的

光谱仪结合,用于组织成像和化学成分的定量分析,
具有多种化学选择性.同年,Fu研究小组报道了使

用单独的锁相放大器对三个光谱通道进行并行检测

的多色SRS[３４].

４　CRS显微成像的应用

４．１　CARS显微成像的应用

CARS显 微 成 像 已 被 广 泛 用 于 单 细 胞 成

像[３５Ｇ３８]、组织成像[１６,２７,３９Ｇ４６]以及模型生物成像[４７Ｇ４９].
在单细胞成像中,C—H 伸展区域的强CARS信号

能提供很多有用的信息.２００３年,Nan等[３５]使用

OilRed染色液对活体成纤维细胞中的中性脂滴进

行染色,并观察它的荧光图像,将其与无染色中性脂

滴的CARS成像进行对比,证实了CARS成像的准

确性.研究人员在用CARS显微系统检查荧光标

记过程中发现,固定细胞的NileRed染色液会使中

性脂滴的结构发生变化,而由于中性脂滴是疏水结

构,所以用甲醛进行固定对中性脂滴的结构无太大

影响.该CARS显微系统也被用于监测３T３ＧL１细

胞的分化过程,在分化早期中性脂滴明显减少,之
后,细胞开始在细胞质中以非同步的方式分化和重

新积累中性脂滴.结果表明,CARS显微系统不仅

可以跟踪活细胞的动态变化,还可以同时研究３T３Ｇ
L１细胞分化中脂滴的演化过程.２００９年,Le等[５０]

将CARS用于小鼠体外和体内肺癌细胞转移的研

究中,发现,高脂肪饮食会促进富含脂质的肺癌细胞

的转移.２０１２年,Mitra等[３６]将CARS用于前列腺

循环肿瘤细胞的研究中,对小鼠癌症模型中富含脂

质的原发性癌细胞和循环肿瘤细胞进行了CARS
成像(结果如图３所示),结果发现转移性前列腺癌

患者外周血中所有的前列腺循环肿瘤细胞表现出强

的CARS信号,而所有检查的白细胞都表现出弱的

CARS信号(前列腺循环肿瘤细胞的CARS信号的

平均强度是白细胞信号强度的７倍).２０１４年,

Okuno等[３７]采用CARS显微光谱法系统地研究了

哺乳动物细胞内表面活性剂的摄取和分解.
最近,高光谱CARS成像在细胞组分的无标记

研究中取得了新成果.２０１４年,diNapoli等[３８]将

不同比例的棕榈酸(饱和)和αＧ亚麻酸(不饱和)加
入到人脂肪干细胞中,研究人脂肪干细胞中中性脂

滴 的 化 学 成 分,并 在 振 动 指 纹 区 域 (５００~
１８００cm－１)和C—H拉伸区域(２６００~３３００cm－１)
进行双频差分CARS显微成像和高光谱CARS显

微成像,定量评估和比较两者的性能.

０２０７００５Ｇ４



中　　　国　　　激　　　光

图３ 用CARS显微镜检测到的富含脂质的前列腺循环肿瘤细胞(上排:前列腺循环肿瘤细胞表现出

由细胞内脂质积累引起的强的CARS信号;下排:白细胞表现出主要来自细胞膜的弱的CARS信号)[３６]

Fig敭３DetectionoflipidＧrichprostateCTCwithCARSmicroscopy敭 Upperrow prostateCTCexhibitsstrongCARS
signalarisingfromintracellularlipidaccumulation lowerrow leukocytesexhibitweakCARSsignalarisingmainly
　　　　　　　　　　　　　　　　　fromcellularmembrane  ３６ 

　　目前,CARS成像技术已成为研究组织生物学

和疾病诊断的独特工具.它的一个重要应用是中枢

神经系统和周围神经系统中髓鞘的可视化[４１Ｇ４２],这
为离体研究脊髓损伤和髓鞘疾病提供了一种有效方

法.２００５年,Wang等[４３]使用激光扫描CARS显微

系统在生理条件下对神经元髓鞘进行三维成像,表
征了活脊髓组织中髓鞘的分子取向和振动光谱分

布.CARS显微成像也被用于鉴定患病小鼠[２７,４４]和

人类动脉粥样硬化组织中的胆固醇晶体[４５].２０１４

年,Camp等[１６]实现了宽带CARS的三维组织成像,
基于其独特的光谱,研究人员能够区分蛋白质和脂

质,以及胶原蛋白和DNA.在研究中,通过非共振背

景的弱拉曼跃迁的外差放大,５００~３５００cm－１的宽拉

曼光谱窗口被高光谱CARS覆盖,实现了对健康小鼠

胰腺组织的三维高速化学成像(如图４所示),从而使

得C—H拉伸区域和指纹区域的高质量CARS成像

成为可能.此外,CARS还可被用于体内皮肤活组织

检查[５１]和无染色组织病理学[４６]研究.

图４ 宽带CARS对小鼠胰管的三维组织成像[１６].(a)伪彩色图,蓝色为细胞核(７８５cm－１),红色为胶原蛋白(８５５cm－１),

绿色为脂质和蛋白质的复合物(１６６５cm－１),A为腺泡细胞,D为外分泌管,Ep为上皮细胞;(b)小鼠胰管的三维重建图

Fig敭４ThreeＧdimensionaltissueimagingwithwidebandCARSformurinepancreaticducts １６ 敭 a Pseudocolorchart in

whichnuclei ７８５cm－１  collagen ８５５cm－１  andacompositeoflipidsandproteins １６６５cm－１ arehighlighted
inblue red andgreen respectively敭Arepresentsacinarcell Drepresentsexocrineduct andEprepresents
　　　　　　epithelialcell  b threeＧdimensionalreconstructionresultofmurinepancreaticducts

　　秀丽隐杆线虫作为模型生物的代表,已成为研

究脂肪储存和脂质代谢的活体测试对象.２００７年,

Hellerer等[４７]使用CARS显微技术监测了生物体

的形态和脂滴的几何排列,研究了活体秀丽隐杆线

虫中脂质储存的遗传变异与代谢途径之间的关系.

２０１０年,Yen等[４８]对秀丽隐杆线虫中的脂肪储存功

能分别进行染料标记成像和无标记CARS成像(结
果如图５所示),并使用CARS成像对活体秀丽隐

杆线虫中的脂肪储存进行了定量测量.脂肪储存的

染料标记成像依赖于所使用的脂溶性染料,例如
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图５ 利用标记和无标记成像方法对秀丽隐杆线虫体内脂肪成像的结果[４８].(a)采用苏丹黑、油红O和尼罗红对固定后的

线虫进行染色的结果,以及分别采用尼罗红、BODIPY标记的脂肪酸喂养活线虫,并对脂肪进行标记成像的结果;

　　　　　(b)利用CARS和双光子激发荧光(TPEF)对中性脂质和自发荧光颗粒进行无标记成像的结果

Fig敭５LabeledandlabelＧfreeimagingforfatinC敭elegans ４８ 敭 a LabeledimagingoffatusingSudanBlack OilRedO 
andNileRedstainingoffixedwormsandNileRedandBODIPYＧlabeledfattyacidsfedtoliveworms  b labelＧfree
　　　　imagingresultsofneutrallipidspeciesandautofluorescentgutgranulesusingCARSandTPEF

NileRed、氟硼二吡咯(BODIPY)等.
相比之下,CARS显微镜对脂肪储存的无标记

成像 依 赖 于 C—H 的 固 有 分 子 振 动,同 时 使 用

CARS和TPEF成像可以实现中性脂滴和自发荧光

肠道颗粒的无标记可视化.除了可以测定总的脂肪

储存量之外,CARS成像还可以用来定量分析自发

荧光颗粒、脂滴的大小和数量,以及脂质链的不饱和

度.与标记技术相比,无标记CARS成像为活体秀

丽隐杆线虫中脂肪储存量的研究提供了直接可靠的

手段.２０１０年,Le等[４９]通过将CARS成像与指纹

区共聚焦拉曼分析相结合,分析了野生型和突变体

秀丽隐杆线虫中脂质的不饱和水平,并研究了遗传

修饰对秀丽隐杆线虫中性脂质储存和脂质不饱和水

平变化的影响.

４．２　SRS显微成像的应用

随着SRS显微成像的迅速发展,其在生物医学

研究中的应用越来越受到重视,已被广泛用于单细

胞成像[３２,５２]、组织成像[１０Ｇ１１,３０,５３Ｇ６１]以及模型生物成

像[４９,６２Ｇ６６].
与CARS显微成像相比,SRS显微成像最重要

的特点是不存在使拉曼信号失真的非共振背景.与

CARS类似,C—H伸缩振动产生强的SRS信号,可
利用其特点对生物样品中的脂质和蛋白质进行无标

记SRS成像.另外,SRS显微成像已经被扩展至指

纹区 域 (５００~１８００cm－１).２００８ 年,Freudiger
等[１０]利用皮肤渗透增强剂二甲基亚砜(DMSO )和
维生素A的代谢中间产物视黄酸(retinoicacid)分

别在６７０cm－１和１５７０cm－１有明显谱峰的特点,使
用SRS成像技术对非标记药物在皮肤内的运输进

了追踪.DMSO为亲水分子,可以通过蛋白穿透皮

肤,所以其信号集中于角质层.与此相反,视黄酸为

亲脂分子,可以通过脂质丰富的细胞间隙进行渗透,
所以 视 黄 酸 的 信 号 集 中 于 细 胞 间 隙.２０１２年,

Zhang 等[５２] 在 部 分 指 纹 区 域 (７８５ cm－１ 和

１０９０cm－１)证明了核酸在活细胞中的分布,并分别

对果蝇幼虫的单个唾液腺细胞,以及两种哺乳动物

细胞———人 胚 肾 细 胞(HEK２９３)和 乳 腺 癌 细 胞

(MCF７)———进行SRS成像.在果蝇唾液腺细胞中

可以清晰地观察到多线染色体的特殊结构.在卵巢

癌细胞中检测到了在细胞间期非分裂细胞中存在的

核仁,并发现了分裂细胞中发生的DNA浓缩水平

增大的现象.这项研究表明,该技术对于鉴定活组

织内经历过分裂或凋亡的细胞尤为重要.

SRS成像已经被用来对细胞内的不同成分进

行成像,如脂质、蛋白质、核酸等.Fu等[３２]使用光

谱聚焦方法,利用高光谱SRS显微镜观察了高浓度

的伊马替尼和尼罗替尼在小鼠BaF３细胞内的无标

记可视化成像(如图６所示),这两种药物是有效的

Abelson酪氨酸激酶抑制剂,可用于治疗多种癌症.
与仅用二甲基亚砜(DMSO)处理的细胞成像相比,
研究人员在采用伊马替尼和尼罗替尼处理的细胞中

都发现了几个由细胞内药物积累所致的亮点.实验

中发现选定位置的SRS光谱与溶液中药物的SRS
光谱相似,但与细胞质区域的光谱不同,由此证实了
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细胞对药物的摄取和积累.Li等[５５]认为脂质去饱

和可作为卵巢癌干细胞的代谢标志,为癌症干细胞

特异性治疗提供了新的靶点.此外,Li等还计算了

卵 巢 癌 细 胞 高 光 谱 SRS 图 像 中 ３００２cm－１ 和

２９００cm－１强度的比值,定量分析了卵巢癌细胞内

脂质的组成.这项工作证明了单细胞化学成像的重

要性,可以更准确地识别罕见和恶性肿瘤细胞群体,
从而可针对癌症干细胞进行特异性治疗.

图６ 具有高浓度药物的小鼠BaF３细胞的高光谱SRS成像[３２].高浓度伊马替尼(a)和尼罗替尼(b)在小鼠BaF３细胞内的

无标记可视化成像,这与仅使用二甲基亚砜处理的对照细胞(c)不同;选定位置的SRS光谱(d)与溶液中两种SRS光

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　谱(e)相似,但与细胞质区域(f)不同

Fig敭６ HyperspectralSRSimagingofBaF３cellsinmoucewithhighconcentrationdrug敭Unlabeledvisualizationimagingof

highconcentrationsofimatinib a andnilotinib b inmouseBaF３cells asdistinctfromcontrolcellstreatedwith

dimethylsulfoxidealone c  SRSspectrum d oftheselectedlocationshowssimilaritytotwoSRSspectra e in
　　　　　　　　　　　solution butitisdifferentfromthecytoplasmicregion f 

　　目前,SRS已被广泛用于组织成像的检测中.

Freudiger等[１０,５３Ｇ５４]首次使用SRS对皮肤中的脂质

以及体内大脑肿瘤进行了成像(结果如图７所示),
并将小 鼠 各 种 器 官 的 SRS图 像 与 苏 木 精Ｇ伊 红

(HE)染色的组织病理学样本进行了对比.２０１３
年,Wang等[３０]利用胆固醇中的 C C键(甾醇

C C键)在１６６９cm－１的特征带,采用高光谱SRS
对完整的动脉粥样硬化组织中的胆固醇晶体进行了

无标记定量成像,同时记录了同一光谱窗口内包括

甘油三油酸酯分子中的C C键(酰基C C键)
和牛血清蛋白(BSA)中广泛存在的酰胺I键,并通

过多元曲线分辨(MCR)分析得到了各化学键的定

量化学图谱.此外,SRS成像也被应用到了人类癌

症组织的体内成像[５５].２０１４年,Yue等[５６]采 用

SRS显微成像研究了不同阶段的人前列腺癌的组

织,结果显示,前列腺癌组织与正常前列腺组织相

比,其胆固醇酯的储存量会增加.２０１８年,Ji等[５７]

利用SRS成像技术对富含错误折叠的Aβ蛋白的淀

粉样斑块进行无标记成像,推动了阿尔兹海默症预

防、治疗的进程.Yan等[５８]利用高光谱受激拉曼散

射显微技术在癌肝组织中观察到大量饱和脂肪的积

累,而在大多数相邻的正常组织中却无饱和脂肪的

积累,并通过质谱法进一步证实了肝癌组织中含有

较高含量的甘油三棕榈酸酯.这些研究结果表明,
异常积累的饱和脂肪有可能成为肝癌的代谢标志

物.Zhang等[５９]利用瞬态吸收(TA)和SRS成像技

术,对脑组织中的血红蛋白和含铁血黄素进行了区

分,并将无标记成像与Perls染色成像进行了比较.

Zhang等[６０]使用双相平行SRS检测技术,将整个小

鼠脑部的成像时间从７０min缩短到８min,并对新

鲜的人软骨肉瘤和肝组织进行成像,进一步验证了

新鲜人体手术组织成像的方法.２０１９年,Zhang
等[６１]利用SRS显微技术对喉鳞状细胞癌组织进行

成像,发现其与传统HE染色具有相似的诊断特征,
并构建了基于深度学习的模型,模拟了完全切除喉

部边缘的术中评估.
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图７ 小鼠大脑肿瘤的SRS成像[５３].(a)在皮层表面下方的肿瘤中,在对皮层表面成像时,SRS(左)和明场像(右)

没有明显异常;(b)去除一部分皮质后可发现肿瘤区域,SRS(左)和明场像(右),能够看到肿瘤与正常大脑之间的界面

Fig敭７SRSimagingofbraintumorsinmice ５３ 敭 a Intumorsbelowthecorticalsurface therewerenosignificant
abnormalitiesintheSRS left andbrightfieldimages right whenimagingthecorticalsurface  b afterremoving
apartofthecortex tumorregionscanbefound andinterfacebetweenthetumorandthenormalbraincanbeseen
　　　　　　　　　　　　　　inSRS left andbrightfieldimages right 

　　另外,SRS显微成像也被广泛用来研究多模型

生物.例如,Hu等[６２]通过对 X．laevis 蝌蚪进行

SRS成像来观察髓磷脂的动态行为.他们通过对

髓膜中CH２键的对称拉伸成像进行观察,发现了周

围神经系统中神经胶质细胞形成髓磷脂以及髓磷脂

鞘降解等的过程.２０１１年,Wang等[６４]比较了秀丽

隐杆线虫的CARS和SRS成像(如图８所示),结果

发现非脂类物质也可以发出较强的荧光信号,导致

实验结果不准确.无标记CARS显微成像克服了

与荧光染色相关联的影响,但CARS信号存在与脂

质无关的背景噪声,对脂质的定量分析造成了困难.
与CARS不同的是,SRS信号与物质浓度呈线性关

系,并且没有表现出非共振背景,可以通过体内成像

直接量化脂肪含量.２０１４年,Wang等[６５]利用高光

谱SRS对指纹区域成像来区分秀丽隐杆线虫中不

同的化学成分.

图８ 秀丽隐杆线虫的CARS和SRS成像[６４].(a)共振背景下秀丽隐杆线虫肠细胞核的CARS图像;

(b)秀丽隐杆线虫肠细胞中的SRS图像;相同位置的秀丽隐杆线虫中的CH２在２８４５cm－１处的CARS(c)和SRS(d)放大图像

Fig敭８ CARSandSRSimagingofinC敭elegans敭 a CARSimagesofC敭elegansintestinalcellsinresonancebackground 

 b SRSimagesofC敭elegansintestinalcells CARS c andSRS d enlargedimagesofC敭elegansCH２at２８４５cm－１in
thesamelocation

　　此外,研究人员已经开发了拉曼标签,它通常具

有与细胞固有拉曼信号分离的强拉曼谱带.Zhang
等[６３]利用细胞对氘代脂肪酸的摄取,对细胞内的脂

质成分进行了拉曼光谱分析,氘化化合物有助于可

视化细胞中的重要代谢物.Chen等[６７]通过对碳同

位素标记的细胞进行SRS成像研究了细胞中蛋白

质的降解,他们分别用C１２和C１３标记苯基丙氨酸培

养Hela细胞,并进行SRS成像,观察到了旧蛋白质

的降解和新蛋白质的合成.２０１９年,Li等[６６]利用

一种基于振动标签的SRS显微成像技术来对活体

动物的脂质合成和脂质分解进行定量分析,该研究

对秀丽隐杆线虫中中性脂滴的代谢动力进行了探

索,并通过对中性脂滴的SRS信号进行频谱分析,
观察到了成年秀丽隐杆线虫中脂肪酸的去饱和作

用.２０１９年,Seidel等[６８]对复杂的天然产物———抗

霉素型缩酚酸肽,及其炔标记衍生物进行SRS成

像,观察分析后认为化合物在细胞内的富集和分布

是由它们的效力、特定蛋白质靶标,以及化合物的亲

脂性质驱动的.

５　结束语

相干拉曼显微技术未来将在生物医学领域发挥

越来越大的作用.在成像方面,虽然无标记振动成

像已被广泛应用,但其检测特异性有限,而且具有相

０２０７００５Ｇ８



中　　　国　　　激　　　光

同化学键的分子会有高度重叠的光谱,从而使得对

特定分子的成像变得非常困难.为了避免这种情

况,可以引入外源性化学键来实现在静默区(１８００~
２６００cm－１)中产生较强的拉曼峰值.在生物医学

应用方面,鉴于脂质在生物学中的重要性,接下来可

以对脂质进行全面和系统的研究,尤其是对脂质代

谢酶的功能、脂质代谢网络的相互作用,以及脂质代

谢途径等进行深入研究.另外,蛋白质的结构变化

也会引起显著的拉曼光谱振动,可以针对由蛋白质

错误折叠引起的疾病进行深入研究.在把CRS推

向临床使用方面,面临的最大挑战是如何用光纤激

光器代替目前主要使用的固体激光器,降低系统的

成本.
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