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受激拉曼散射显微技术用于快速无标记病理成像
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摘要　对病变组织进行快速成像以获取足够的诊断信息,可以帮助医生在术中做出重要决策.受激拉曼散射显微

技术是一种新兴的无标记成像技术,利用生物分子自身的光散射性质,在不需要对组织进行任何处理的情况下即

可获取类比于传统病理的成像结果.越来越多的研究表明受激拉曼散射显微技术作为一种“虚拟组织成像”工具,

可以迅速区分病变与正常组织.这篇综述主要阐述了受激拉曼散射显微成像的基本原理、发展现状及其在组织成

像上的应用.
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１　引　　言

苏木精和伊红(H&E)染色是用作临床诊断的

标准的组织病理学方法[１].伊红将蛋白质和细胞质

染色成明亮的粉红色,而苏木精则将碱性结构(如

DNA)染色为蓝紫色.然而,H&E染色是一个很缓

慢的过程,需要经过活检、固定、切片和染色处理,通
常需要几天时间,因此不能用于术中诊断.术中冷

冻技术仍耗时较长,至少需要３０min.因此,快速

准确的成像方法对于术中诊断是非常必要的,而且

对于切缘的判定和手术决策的制定也至关重要.

通过一系列技术来检测疾病状态的研究已得到

了快速发展.非侵入性式的成像方法有计算机断层

扫描(CT)、核磁共振成像(MRI)、正电子发射断层

扫描(PET)[２],但它们在很大程度上都会受到低空

间分辨率和术中兼容性的限制.术中核磁共振成像

可在术中提供更新的图像,表明这种技术具有很大

的潜力,但由于高成本和延长手术时间而受到了限

制[３].超声(US)和光学相干断层扫描(OCT)已被

证明能够实时提供结构信息,但它们只能在大范围

内使用,很难得到亚细胞分辨率的高清组织结构信

息[４],且缺乏分子特异性[５].
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近年来,采用分子标记的荧光成像取得了重要

突破,提升了术中探测的灵敏度,例如在脑瘤成像中

有望 揭 示 脑 瘤 的 边 缘,但 目 前 还 受 到 一 定 的 限

制[６Ｇ８]:首先,只有部分癌细胞吸收了荧光分子[８];其
次,染料具有非特异性标记的缺点;再者,荧光素在

激光照射下往往会发生荧光漂白.共焦显微镜已被

应用于对荧光标记的组织进行术中成像,但它也有

类似荧光成像的局限性[６].各种非线性光学成像技

术也被用于组织成像,如二次谐波(SHG)和三次谐

波显微技术(THG).其中:二次谐波显微技术可以

选择性地对具有非中心反演对称的结构(如胶原纤

维和微管)进行成像[９];三次谐波显微技术对折射率

的不均匀性敏感,但不能提供足够的分子信息[１０].
振动光谱成像为病理组织的特异性成像提供了

一种新方法.分子的指纹振动光谱可以通过红外光

谱或拉曼光谱进行记录[１１Ｇ１３].但是生物组织的自发

拉曼成像会受到弱信号强度和慢成像速度的限制,
难以直接用于生物医学成像.表面增强的拉曼散射

(SERS)方法虽然具有明显增强拉曼信号的优点,但
需要借助纳米粒子等进行外源标记[１４].受激拉曼

散射(SRS)显微成像技术凭借其独特的化学键特异

性成像功能已在生物医学领域得到了广泛应用,包
括无标记的DNA成像[１５]、药物分子追踪[１６Ｇ１８]、肿瘤

检测[１９Ｇ２１]、脂质定量分析[２２Ｇ２３]、分子代谢及生物酶

的作用机制等[２４Ｇ２６].与荧光成像相比,受激拉曼散

射成像技术的一大优势是不需要任何的标记物来帮

助其完成成像,并具有高灵敏度、分子选择性和高分

辨率等优点.受激拉曼散射显微成像技术以其无标

记成像的特点克服了标记成像技术带来的潜在问

题,如非特异性标记、毒性和影响受标记的生物过程

等[２７].

２　受激拉曼散射显微成像的基本原理

２．１　受激拉曼散射原理

受激拉曼散射是非线性拉曼散射,通过探测分

子的特定振动模式来实现成像.受激拉曼散射采用

的是两束满足拉曼共振条件的激光,即泵浦光和斯

托克斯光,它们的频率差等于分子的振动频率[２８].
在非线性拉曼散射过程中,一个泵浦光子将转化为

一个斯托克斯光子,泵浦光强的损耗称为受激拉曼

损耗(SRL),而斯托克斯光强的增加称为受激拉曼

增益(SRG).在现有的实验室中,这两种受激拉曼

信号都可以被精确地探测到,如图１所示.图１中,

PD表示光电二极管,EOM 表示电光调制器,FL表

示滤光片,ref表示参考信号,in表示输入信号,out
表示输出信号.

图１ 受激拉曼散射显微技术的原理和实现方案示意图.(a)受激拉曼散射与自发拉曼散射能级示意图;
(b)受激拉曼损耗的探测机制;(c)受激拉曼散射实验系统示意图

Fig敭１ SchemeandprincipleofSRS敭 a EnergydiagramofSRSandspontaneousRaman 

 b SRLdetectionscheme  c systemdesignofSRSmicroscope

　　受激拉曼散射光谱成像技术是拉曼散射光谱技

术、受激辐射技术以及激光扫描共聚焦显微成像技

术的有机结合,其信号强度与被测物浓度成线性正

比关系,因此受激拉曼散射显微成像可以反映化学

物质的浓度情况.图１(b)描述的是受激拉曼损耗

探测模式,即探测到受激拉曼损耗的物理机制;图１
(c)为一般实验室实现受激拉曼散射显微技术的系

统示意图.首先,泵浦光把电子激发到一个虚的能

态,斯托克斯光诱导处于高能态的电子回到振动能

级,同时发出一个波长与之相同的光子.最终结果
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是泵浦光的强度受到削弱(同时斯托克斯光强得到

增强),可以根据这个光强变化来解析得到受激拉曼

散射信号的强度.泵浦光与斯托克斯光的频率差决

定了被探测的拉曼频率.为了获得受激拉曼散射信

号的强度,采用“调制Ｇ解调”的方法来检测斯托克斯

光的减少量.具体做法如下:将斯托克斯光按照特

定频率进行调制后与泵浦光合并,一起导入带有扫

描单元的显微镜上;当斯托克斯光为“１”时,一部分

泵浦光转化为斯托克斯光,于是泵浦光自身就会受

到削弱;当斯托克斯光为“０”时,泵浦光和斯托克斯

光各自保持原来的强度.如此一来,泵浦光的强度

就会出现特定频率的强弱变化.采用显微镜内部的

振镜进行扫描就可得出二维受激拉曼散射显微图

像,泵浦光和斯托克斯光在样品处发生受激拉曼散

射后,产生的受激拉曼损耗信号经过滤光片滤掉斯

托克斯光的成分,而后进入光电二极管形成光电流,
然后传输至锁相放大器进行解调.锁相放大器对受

激拉曼损耗解调后可得到受激拉曼散射信号,然后

就可以成像.一般情况下,在实验室的显微镜内部,
可以同时通过光电倍增管进行二次谐波(SHG)和
双光子荧光(TPEF)成像,这样可以实现多模态成

像功能.
图２所示为酒精中视黄醇的自发拉曼光谱、受

激拉曼损耗光谱与相干反斯托克斯拉曼散射光谱

(CARS),通过探测受激拉曼散射损耗可以得到受

激拉曼光谱.受激拉曼散射光谱与自发拉曼光谱具

有很强的相似性,而由于非共振背景信号的存在,相
干反斯托克斯拉曼散射光谱相对于自发拉曼光谱有

一个畸变,不能准确反映自发拉曼光谱的光谱信

息[２９].受激拉曼散射与自发拉曼散射的区别在于,
它需要两束激光(泵浦光和斯托克斯光)同时作用在

样品上,并且只能针对自发拉曼光谱中某一个拉曼

峰进行探测,由于受激辐射过程的存在,信号强度有

了极大的提升(１０３到１０５倍).

２．２　高光谱受激拉曼成像系统

在逐帧扫描的显微成像方案中,基于光谱聚焦

方法的高光谱受激拉曼成像技术是一种易于实现、
价格低廉的方案,近年来得到了广泛应用.与传统

的采用窄带皮秒激光不同的是,高光谱成像系统的

光源采用宽带的飞秒脉冲激光,并且在光路中引入

了啁啾装置和光学延迟线,目的是实现光谱聚焦.
较早问世的高光谱成像技术比较复杂,使用基于光

栅的激光脉冲整形装置或者光子晶体纤维来实现光

谱聚焦.２０１３年,哈佛大学的研究人员提出了一种

图２ 酒精中视黄醇的受激拉曼损耗光谱、

自发拉曼光谱和相干反斯托克斯拉曼光谱[２８]

Fig敭２ StimulatedRamamlossspectrum spontaneous

RamanspectrumandcoherentantiＧStokesRamanspectrum ２８ 

更为简便的实现方案,他们利用飞秒激光脉冲被高

色散介质在时间上展宽到皮秒量级的特点,通过改

变泵浦光与探测光之间的相对时间延迟实现了光谱

聚焦[３０].
由不确定性原理可知,飞秒激光的频谱宽度要

比皮秒激光和连续波激光宽很多,百飞秒级的脉冲

在频谱宽度上一般为１０nm左右.根据(１)式所示

的Sellmeier方程的简化形式可以得出,一个脉冲中

不同频率(波长)的光在通过高折射率介质时,它们

的折射率是不一样的.

n２(λ)＝１＋∑
i

Biλ２

λ２－Ci
(１)

式中:n 是特定波长的光所对应的折射率;l是光的

波长;Bi、Ci 是第i种介质的常数.由于光在介质

中的速度与它在该介质中的折射率相关,所以每个

频率成分的光的速度不一样,频率相对高的光的速

度更快一些,频率低的光就慢一些,这就是宽频谱激

光的群速度色散效应.该效应带来的结果就是,激
光脉冲会在时间上得到展宽.

　　基于光谱聚焦法的高光谱受激拉曼成像显微镜

既可以进行光谱成像,又可以进行光谱分析.在高

光谱受激拉曼成像系统中,常用的做法是通过一个

安装在泵浦光或斯托克斯光光路中的机械平移台来

构建光学延迟线,从而达到改变光程,改变泵浦光和

斯托克斯光之间时间延迟的目的[３１].如图３(a)所
示,SPF为短通滤光片,LPF为长通滤色片,EOM
为电光调制器,QWP为１/４波片,PBS为偏振分光

镜.如图３(d)所示,扫描泵浦光和斯托克斯光之间

的时间延迟得到了受激拉曼散射光谱,它与图３(b)
中标准的自发拉曼光谱相似.Fu等[３０]得出了拉曼

频移与光学延迟的关系,如图３(c)所示.
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图３ 高光谱受激拉曼散射成像[３０].(a)受激拉曼散射光谱装置示意图;(b)油酸、丙酮和乙醇的自发拉曼光谱;(c)用丙酮

和乙醇的拉曼峰对泵浦Ｇ斯托克斯脉冲延迟的拉曼频移进行标定,插图为拉曼位移与脉冲间延迟关系示意图;(d)扫

　　　　　　　　　　　　　　频延迟啁啾飞秒脉冲测量得到的受激拉曼散射光谱

Fig敭３ HyperspectralSRSimaging ３０ 敭 a SchematicofSRSspectroscopysetup  b spontaneousRamanspectraofoleic
acid acetoneandethanol  c calibrationofRamanshiftwithrespecttopumpＧStokespulsedelayusingasetof
Ramanpeaksofacetoneandethanol insetshowingtheschematicillustratingtherelationshipbetweenRamanshift
andinterpulsedelay  d SRSspectroscopymeasuredbysweptＧdelaychirpedfemtosecondpulses

３　受激拉曼散射显微技术在生物医学
上的应用

３．１　活细胞的受激拉曼散射成像

图４为Hela细胞在不同拉曼频移处的高光谱

受激拉曼散射成像和局部区域的受激拉曼散射

光谱.
图４(a)为非拉曼共振频率处的细胞像,图中几

乎看不到任何信号;图４(b)是针对CH２拉曼振动峰

(２８５０cm－１)的细胞像,主要显示了脂类的分布情

况;图４(c)是针对CH３拉曼振动峰(２９２８cm－１)的
细胞像,主要显示了蛋白质信号与脂类信号叠加后

的情况;图４(d)是将脂类(绿色)分布情况与蛋白质

(蓝色)分布情况进行叠加并加入伪彩后的情况.与

图４(e)中的光谱比较后可以看出,核仁区域的光谱

与蛋白接近,它的成分以蛋白为主,而脂滴的光谱则

可能是脂类(油酸)光谱与蛋白质光谱的叠加,因为

它里面含有这两种成分.
从图４(a)所显示的２８００cm－１处的信号可以看

出,在受激拉曼散射成像过程中,拉曼失共振时是没

有其他非共振信号干扰的,其光谱与相应的自发拉

曼光谱基本一致,只是在光谱分辨率上稍有差距.
这与高光谱受激拉曼散射成像系统中所用的激光光

源有关,并不仅由受激拉曼散射过程本身的属性决

定.所以需要把图４(e)中的光谱与特定物质的受

激拉曼散射光谱和自发拉曼光谱结合起来比较,才
可用被测物的光谱形状来判定它的化学成分.这

样,就可以根据图４(b)和图４(c)相应区域的光谱来

判断出该区域所含物质的主要成分.因此,采用高

光谱受激拉曼散射成像技术,可以通过快速移动光

学延迟线来实现对应的拉曼频移,从而分析不同的

成分.
在高光谱成像系统中,通常的做法是通过机械

平台的运动来改变光学延迟线的位置,从而改变光

程,但这样会使扫描图片的时间过长,从而引入误

差.因此,有研究人员采用了基于振镜扫描来改变

光学延迟的方法.
图５(a)所示为带有快速扫描光学延迟线的高

光谱受激拉曼成像系统,其中SF５７为啁啾介质,

EOM为电光调制器,SP为短通滤色片,PD为光电

二极管,LIA为锁相放大器,RSODL为快速扫描光

学延迟线.由透射式光栅、透镜、振镜和半圆反射镜
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图４ Hela细胞在不同拉曼频移处的受激拉曼散射成像和局部区域受激拉曼散射光谱.(a~c)不同拉曼频移处细胞的受

激拉曼散射图像;(d)蛋白质和脂质合成图像;(e)图(b)、(c)中脂滴和核仁区域的受激拉曼散射光谱;(f)油酸 OA和

　　　　　　　　　　　　　　　　　牛血清白蛋白BSA的自发拉曼光谱

Fig敭４SRSimagesofHelacellsatdifferentRamanshiftandSRSspectraoflocalregion敭 aＧc  SRSimagesofcellsat
differentRamanshift  d overlayofproteinandlipid  e SRSspectraoflipidandcoreinFig敭 b andFig敭 c  
　　　　　　　　 f spontaneousRamanspectraofoleicacidandbovineserumalbumin

图５ 带有快速扫描光学延迟线(RSODL)的高光谱受激拉曼成像系统[３２].
(a)系统光路示意图;(b)RSODL详细结构俯视图;(c)RSODL的三维效果图

Fig敭５ HyperspectralstimulatedRamanimagingsystemwithfastscanningopticaldelayline ３２ 敭

 a Systemopticalpath  b overheaddiagramofdetailedRSODLstructure  c threeＧdimensionaldiagramofRSODL

(PickＧoff)组 成 一 个 快 速 扫 描 光 学 延 迟 线

(RSODL),通过转动振镜就可以改变出射光的时间

延迟.半圆形反射镜Pk１既可以在振镜转动幅度

不变时加倍RSODL产生的光学延迟,又可以保证

出射光方向在振镜转动过程中保持不变;Pk２则使

得光被最终反射出来.图５(b)和图５(c)分别展示

了RSODL的平面图和立体图.

３．２　脑肿瘤边界的探测和诊断

对脑瘤成像的研究已取得了许多进展,成像

质量得以大幅提高.Evans等[３３]采用单色相干反

斯托克斯拉曼散射(CARS)显微镜对脂质含量进

行了检测,结果表明:与正常脑组织相比,肿瘤区
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域的脂质浓度低得多,信号强度明显降低.然而,
这种只对脂质成像的方法缺少足够的信息来准确

诊断.Ji等[３４Ｇ３６]揭示了正常脑组织和肿瘤脑组织

拉曼特征的差异,并发现基于脂质和蛋白含量的

双通道受激拉曼散射成像可以提供关键的组织学

信息,包括细胞密度和形态、轴突形态,以及脂质

含量与蛋白含量的比值等.
人类恶性胶质瘤(glioblastoma,简称“GBM”)

异种移植已被用于早期的受激拉曼散射研究,并在

活体内进行了实验.高等级胶质瘤的诊断依赖于特

殊的组织学特征,包括明显的核异质性、有丝分裂活

动、细胞坏死和微血管增生.正常小鼠大脑的冷冻

冠状脑组织和人类恶性胶质瘤异种移植均可通过受

激拉曼散射和H&E进行成像.受激拉曼散射显微

技术鉴别肿瘤组织的能力与 H&E染色的效果相

似,如图６(a)~(b)所示[３４].

图６ 人类恶性胶质瘤异种移植的小鼠大脑双通道受激拉曼散射图像[３４].(a)正常大脑冷冻切片的受激拉曼散射显微图像

和 H&E图像;(b)恶性胶质瘤渗透大脑冷冻切片的受激拉曼散射显微图像和 H&E图像;(c)明视场显微镜中看到的

　　　　　　　　　　是正常区域,而受激拉曼散射图像则清晰地显示出了肿瘤的边界

Fig敭６TwoＧcolorSRSimagesofhumanGBMxenograftmousebrains ３４ 敭 a SRSandH&Eimagesofanormalbrain
frozensection  b SRSandH&EimagesofaGBMinfiltratedbrainfrozensection  c inthefieldofviewwhere
brightfieldmicroscopeappearsgrosslynormal howeverSRSimageshowsadistinctmarginbetweentumorand
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　normalbrains

　　与冷冻切片相比,新鲜组织可以提供更完美的组

织结构,并能显示出恶性胶质瘤异种移植小鼠大脑正

常区域和肿瘤区域之间的明显差异.此外,受激拉曼

散射显微成像是一种非标记的方法,它具有在活体动

物体内成像的独特能力.研究人员采用具有浸润性

的人体恶性胶质瘤异种移植小鼠模型对皮层表面的

人胶质瘤的边缘进行了分析,并采用背散射受激拉曼

散射显微技术通过颅窗进行成像,结果发现:在明视

场显微镜下,大脑组织看不出异常,但在受激拉曼散射

显微图像中,可清楚地看到肿瘤边界,如图６(c)所示.
为了评估受激拉曼散射显微图像和H&E图像

之间的一致性,网络调查组织者将大量的受激拉曼

散射和H&E图像随机地提供给几名权威认证的神

经病理学家,并要求他们采用传统做法将这些图像

进行分类.分类结果说明了两种技术有着显著的一

致性,证明了受激拉曼散射显微成像是一种有效的

脑瘤诊断工具[３５Ｇ３７].该方法已被用于动物模型和人

类手术标本的研究.为了验证受激拉曼散射显微技

术在检测人类脑瘤方面的能力,研究人员用人脑手

术标本进行了定量的体外研究.研究人员从不同的

癫痫患者大脑中获得了正常的脑组织结构,其中的

灰质Ｇ白质结的受激拉曼散射图像如图７所示.
在异种移植模型中,人类脑组织的白质中含有大

量富含脂质的髓鞘,但灰质中含有较少的脂质,这与

蛋白质丰富的细胞核形成了鲜明对比.Lu等[１９]认为

受激拉曼散射显微成像可以用来鉴别坏死的肿瘤.

３．３　阿尔兹海默症中淀粉样斑块的受激拉曼散射

显微成像

在阿尔兹海默症(AD)的研究中,变性蛋白斑块

的成像非常重要.蛋白质的错误折叠导致了淀粉样

斑块的形成,这种错误折叠的蛋白与正常的蛋白质

有着不同的拉曼和受激拉曼散射光谱信息,如图８
所示,通过光谱可以看出两者的拉曼峰值具有一定

的频移.因此,基于不同拉曼峰处的受激拉曼散射

成像,即可实现对病变组织中的变性淀粉斑块成像,
并且能将其与组织中的蛋白质等区域进行区分.
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图７ 正常人脑手术组织的受激拉曼散射图像[３５]

Fig敭７ SRSimageofnormalhumanbrainsurgicaltissues ３５ 

图８ 正常组织与淀粉斑块的受激拉曼散射光谱[３６]

Fig敭８ SRSspectraoftheplaqueandnormaltissue ３６ 

图９ 冷冻 AD鼠脑切片多通道受激拉曼散射显微图

像[３６].(a)~(c)不同波数下的受激拉曼散射图像;
(d)三通道伪彩色合成图,展示了脂质(绿色)、正常

蛋白(蓝色)和淀粉斑块(青色)的分布

Fig敭９ MulticolorSRSimagesacquiredonfrozen AD

mousebrainsection ３６ 敭 a Ｇ c SRSimagesat
differentwavenumbers  d threechannelpseudo
colorcompositeshowingthedistributionoflipid

 green  normalprotein blue  andamyloid
　　　　　　　plaque cyan 

　　由图９可以看出:在１６５８cm－１处,正常组织的

信号 达 到 了 峰 值,而 斑 块 的 形 状 开 始 出 现;在

１６７０cm－１处,淀粉斑块的信号强度达到了峰值,而

此时正常组织的信号强度已经明显下降.因此,淀
粉斑块达到了很高的对比度.将三种信号进行合成

并加入伪彩色后的结果如图９(d)所示,可以清晰地

区分出蛋白(蓝色)、脂质(绿色)、变性淀粉斑块

(青色).
新鲜鼠脑组织中斑块的多通道SRS图像如图

１０所示,证明了受激拉曼散射显微成像可以用于新

鲜组织中阿尔兹海默症的病理诊断.

图１０ 新鲜AD鼠脑组织多通道受激拉曼散射显微合成图片

(脂质:绿色;正常蛋白:蓝色;淀粉斑块:品红色)[３６]

Fig敭１０ MulticolorSRSimageacquiredonfresh AD
mousebrain lipid green normalprotein 

blue amyloidplaque magenta  ３６ 

３．４　喉癌组织的受激拉曼散射显微成像

如果能对新鲜组织在无标记情况下直接进行组

织形态学分析,就可以减少样品处理的时间.因此,
有研究人员对新鲜且未经过冷冻、切片、固定等处理

的喉癌组织进行了受激拉曼散射显微成像,在成像

结果中能够看到新鲜的喉癌细胞的形态,图１１所示

为喉癌组织不同区域的成像,绿色代表脂质,蓝色代

表蛋白质.
由图１１所示的受激拉曼散射显微成像结果可

以看出,受激拉曼散射显微成像可以清晰地对喉癌

组织进行分辨,可以看出喉癌组织中的不同区域具

有不同的细胞形态和细胞密度,并与病理学中的金

标准H&E有着很好的对应关系.
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图１１ 未经处理的新鲜喉外科组织的受激拉曼散射显微成像[３７](脂质:绿色;蛋白质:蓝色).
(a)~(c)上皮细胞层不同位置处的正常鳞状细胞;(d)细胞核增大,细胞核形态异常

Fig敭１１ SRSimagingofunprocessedfreshlarynxsurgicaltissues ３７  lipid green protein blue 敭 a Ｇ c Normal
squamouscellsimagedatvariouslocationsoftheepitheliumlayer  d enlargedcellnucleusandabnormalnuclearmorphology

图１２ 双相受激拉曼散射显微成像示意图[３８].(a)双相受激拉曼散射信号发生装置图;(b)双相受激拉曼散射信号产生的原理

Fig敭１２ SchematicsofdualＧphaseSRS ３８ 敭 a SetupofdualＧphaseSRSsignalgeneration 

 b principleofdualＧphaseSRSsignalgeneration

４　受激拉曼散射显微成像的发展

４．１　双通道同步探测与成像速度的提升

受激拉曼散射信号之所以比自发拉曼信号强,
是因为受激辐射过程的存在.通常,受激拉曼散射

只能针对一个特征拉曼峰(一种分子)进行探测和成

像,要想改变探测目标的拉曼峰,就需要改变泵浦光

或斯托克斯光的波长.这在实际应用过程中是很不

方便的,特别是针对多种成分的运动样品进行成像

时,就会不可避免地产生误差.所以,多通道同步受

激拉曼散射成像的开发非常有必要.
研究人员使用调制相位相差９０°的两束斯托克

斯光与泵浦光作用于样品,巧妙地利用锁相放大器

的两相正交输出来探测两个针对不同拉曼峰的信

号,即该系统可以针对两个拉曼频移进行同步成像,
将多色受激拉曼散射成像的速度提高到了原来的两

倍以上,并且消除了成像时样品移动带来的影响.
如图１２所示,受激拉曼散射显微成像信号是通

过“调制Ｇ解调”方式得到的,EOM表示电光调制器,

PBS表示光极化偏振分束器,ODL表示光学延迟

线,HW表示半波片.以受激拉曼损耗的探测模式

为例,在对斯托克斯光进行调制时,光电调制器将其

偏振性进行周期性的改变,再通过一个偏振选择装

置就可以得到强度呈周期性变化的斯托克斯光,也
就是对其强度实现了开关调制.在具体实施过程

中,这个光的偏振选择装置可以由一个光极化偏振

分束器来充当.如图１２(a)所示,当一束重复频率

为８０MHz的斯托克斯光经过电光调制器时,会被
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电光调制器进行幅度上的调制(电光调制器的调制

频率为２０MHz),PBS１可以把它分成偏振方向垂

直而调制相位上相差１８０°的两束斯托克斯光,标记

为S１和S２,如图１２(b)所示.激光脉冲的重复频率

为８０MHz,而电光调制器的调制频率为２０MHz,
那么每一个调制周期中就包含４个激光脉冲周期;

S１和S２在相位上相差１８０°,那么它们在时间上的

相对延迟就是２个脉冲周期,如图１２(b)所示;用另

一个光极化偏振分束器(PBS２)使S１在经过一个带

有光学延迟线的光回路后重新与S１合并,共同作为

斯托克斯光.准确设置光学延迟线的位置,使S１和

S２在从PBS１到PBS２的过程中,在相对时间延迟

上产生一个激光脉冲周期再加上几皮秒(具体数值

须根据目标拉曼频移来决定)的变化,那么它们之间

的调制相位差为就变成了９０°,且同时分别对应于

两种待测的拉曼频率(如脂质和蛋白).这样一来,
斯托克斯光就包含有两个分量,并且这两个分量具

有相同的调制频率和正交的调制相位.这样的斯托

克斯光与泵浦光作用于样品上,产生的受激拉曼损

耗信号同样具有两个频率相同且相位正交的分量,
恰好可以通过双相锁相放大器的两个正交输出通道

分别解调得到.基于此,双通道受激拉曼散射成像

可以达到与单色成像一样快的速度.
为了验证双通道受激拉曼散射成像的应用,He

等[３８]对活体斑马鱼的心脏组织和血液进了双通道

受激拉曼成像.图１３(a)展示的是一张斑马鱼胚胎

的心脏图片,这只斑马鱼的胚胎刚刚受精５d.He
等采用激光扫描成像显微镜所能提供的最大成像速

度(５００ns/pixel)进行成像(每秒可以拍摄８张图片),
观察到了斑马鱼心脏跳动过程中,血红细胞被不断泵

出心脏并有新的血红细胞回流到心脏中的情形,以及

斑马鱼发育早期局部血红细胞的分布.图１３(b)中
给出了活体小鼠耳朵中血液的流动情况,血管的分布

得到了清晰的呈现,甚至单个红细胞也可以被观察

到.这一双通道成像结果提供了单色受激拉曼散射

成像不可以比拟的清晰度和对比度,说明双相受激拉

曼散射成像系统可以对快速移动的微小物体进行高

速成像,而且成像质量不受其运动的影响.

图１３ 活体动物的实时双通道受激拉曼散射成像[３８](红色:血红细胞;青色:蛋白质).
(a)斑马鱼胚胎心脏的双通道受激拉曼散射图像;(b)小鼠耳朵中血流的双通道受激拉曼散射图像

Fig敭１３InvivotwoＧcolorSRSmicroscopyimagesofliveanimals ３８  red redbloodcell cyan protein 敭

 a TwoＧcolorSRSimageofheartofazebrafishembryo  b twoＧcolorSRSimageofbloodstreamsinamouseear

　　在 He等实现双相受激拉曼散射显微成像的基

础上,为了更进一步提升成像速度,以应对外科医生

对大面积人体组织快速受激拉曼散射显微成像的要

求,Zhang等[３９]采用线扫描条纹拼接,减少了拼图

之间的冗余间隙时间,进一步大幅缩短了成像时间,
如图１４所示.

如图１４(a)所示,激光束在一维(紫色箭头方

向)内连续扫描,同时以恒定的速度将样品台沿垂直

方向平移,生成图像条纹.Zhang等采用LabVIEW
编写控制样品台运动的程序,当显微镜每执行一次

任务时,显微镜软件就会传达一个触发信号给计算

机,与此同时样品台开始移动,受激拉曼散射显微成

像数据开始采集并生成.Zhang等以１２mm×

７mm的鼠脑切片验证了线扫描条纹拼接技术在不

影响成像质量的前提下,将原本需要８０min拼图才

能完成的任务,缩短至８min(包括采集和拼接),成
像结果如图１４(b)所示.

４．２　受激拉曼散射显微成像与机器学习实现快速

诊断

虽然受激拉曼散射显微技术可以准确、有力和

快速地对组织病理学图像进行解释,但它仍然需要

病理学家的专业知识,因此仍然是费时的,且不同的

观察者可能会诊断出不同的结果.为确保快速地提

供一致的诊断,研究人员提出了采用自动化的方法

将受激拉曼散射显微技术全面结合到现有的医学工

作流程中的方案.可以根据观察到的细胞密度、轴
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突密度和蛋白/脂质比率等参数进行结合,然后采用

分类 程 序 评 价 视 场 中 肿 瘤 发 生 的 可 能 性[３５].

Orringer等[２１]采用一种机器学习算法对多层感知

神经网络进行了计算处理,他们将受激拉曼散射图

像划分为４种关键诊断类型:非病灶性、低度胶质、

高等级胶质或非胶质肿瘤.当给定一幅受激拉曼散

射显微图像后,经过训练的分类器可以预测其属于

４个关键诊断类的概率.基于机器学习的组织诊断

有望在术中提升手术决策效率,并将术中诊断与新

型成像方法进行恰当的结合.

图１４ 线扫描条纹拼接示意与演示[３９].(a)线扫描示意图;
(b)线扫描受激拉曼散射对鼠脑冷冻切片成像(脂质:绿色;蛋白质:蓝色)

Fig敭１４ Illustrationanddemooflinescanandstripmosaicing ３９ 敭 a Illustrationoflinescanand
stripmosaicing  b stripmosaicingSRSimageofmousebrainfrozensection lipid green protein blue 

　 　Zhang 等[３７] 采 用 ３４ 层 卷 积 神 经 网 络

(ResNet３４)模型对喉部组织的受激拉曼散射图像

数据进行辅助诊断,采用此体系对２１个正常样本和

２４个肿瘤样本进行训练,并分别标记为正常和肿

瘤,以３３个未被训练的例子作为测试集,如图１５
所示.

图１５ 深度学习模型的构建与验证[３７].(a)ResNet３４网络结构图;(b)模型的工作与验证流程;(c)五倍交叉检验结果

Fig敭１５ ConstructionandvalidationofdeepＧlearningmodel ３７ 敭 a NetworkarchitectureofResNet３４ 

 b schematicillustrationofworkflowfortrainingandvalidationofthemodel  c fiveＧfoldcrossvalidationresults

　　然后将训练集中的所有图像分割为很多幅

２００pixel×２００pixel(７７μm×７７μm)的图片,随机

选择１８７５０幅图进行训练.最后,用新鲜喉部组织

的 受 激 拉 曼 散 射 显 微 成 像 图 片 测 试 训 练 后 的

ResNet３４模型.根据图１５(c)所示的交叉检验结

果可知正确率可以达到９５．９％.

如图１６(a)所示为喉癌组织的受激拉曼散射图

像.将其分割为很多幅２００pixel×２００pixel的小

图.ResNet３４模型对每一幅小图进行预测,并且进

行二值化表示,以灰色表示正常结果,红色表示癌变

结果.Zhang等以同样的方法对典型的正常喉部组

织 进行了预测,预测结果如图１６(b)所示.根据最
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图１６ 采用ResNet３４辅助的受激拉曼散射显微组织学分析[３７](脂质:绿色;蛋白质:蓝色;癌变组织:红色;正常组织:灰色).
(a)喉部鳞状细胞癌组织的受激拉曼散射显微图像及预测结果;(b)喉部正常组织的结果

Fig敭１６SRShistologyoflarynxtissuewiththeaidofResNet３４ ３７  lipid green protein blue neoplastic red gray 
normal 敭 a ImagingandpredictionresultsofalaryngealsquamousＧcellcarcinomatissue  b resultsofanormal
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　laryngealtissue

终两种类型组织的占比来诊断该组织是否发生了癌

变,以 上 两 个 样 本 的 癌 变 比 例 分 别 为９２．６％和

３．７％,因此可以将这两个样本分别判定为癌变组织

和正常喉部组织.
文献[３７]用ResNet３４对３３个未被训练的独

立病例进行了诊断.图１７(a)所示为ResNet３４的

诊断结果,与采用石蜡包埋组织切片的标准 H&E
检测结果完全一致,准确率达到１００％.对８８幅

SRS图像进行预测所得的接收者操作特征(ROC)
的分析如图１６(b)所示,ROC 曲线下方的面积

(AUC)为０．９５,准确度为９５％,证明了 ResNet３４
对喉癌分辨的有效性.

图１７ ResNet３４对未经训练病例的诊断结果[３７].(a)ResNet３４对３３例独立病例的诊断结果与

真实病理结果的比较;(b)ResNet３４诊断结果的ROC分析(AUC:曲线下方的面积)

Fig敭１７ DiagnosticresultsofuntrainedcasesusingResNet３４ ３７ 敭 a Diagnosticresultsof３３independentcasesusing
ResNet３４vs敭truepathologyresults  b ROCanalysisoftheresultsfromResNet３４ AUC areaunderthecurve 

５　结束语

本文回顾了受激拉曼散射显微技术作为一种无

标记的组织病理学工具来成像各类病理组织的进

展.基于化学键的振动成像原理,在组织形态学上,
受激拉曼散射显微技术通过探测脂质和蛋白质的受

激拉曼信号对各类新鲜未经处理的病变组织进行成

像,在成像结果中能够看到清晰的细胞结构和区域

差异,利用光谱拉曼峰的差异可以特异性地对病变

物质进行受激拉曼散射成像.为了验证受激拉曼散

射显微技术的可行性,大量的研究都将受激拉曼散

射显微图像与 H&E图像进行对比,结果发现两者

有着良好的一致性.因此,受激拉曼散射显微成像

被逐渐应用于各类病理组织的成像中,为医生在病

例分析和临床诊断时提供参考.随着受激拉曼散射

显微技术在医学成像各领域的逐渐深入,受激拉曼

散射显微成像的速度也逐渐提升.现今,基于机器

学习的分类器已被开发出来,用以对不同受激拉曼
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散射显微图片提供更快、更准确的诊断.然而,与之

前的荧光成像相比,受激拉曼散射显微技术的不足

之处在于其探测的灵敏度还远远不能达到荧光成像

的灵敏度,能探测到的最低浓度仅限于毫摩尔每升

量级,对于很多低浓度的物质还无法实现很好的成

像.由于受激拉曼散射显微技术是一项光学成像技

术,其成像深度有限,先前的研究仅限于二维成像,
与核磁共振成像和 CT 相比没有实现三维成像.

Shen等[２５Ｇ２６,４０]将荧光成像和拉曼成像的优势相结

合,将很多低浓度且不具有拉曼活性的生物分子标

记炔基用于实现对生物体内更多物质的受激拉曼散

射显微成像,结合荧光的高灵敏度和拉曼的窄带宽

来提高成像的灵敏度[４１],并通过组织清理等技术增

加受激拉曼散射成像的深度[４２],逐渐实现三维成

像.对低浓度化学物质的受激拉曼散射显微成像的

不足之处是图像中带有很强的背景信号,这会给图

像的处理和定量分析带来很多困难.Fu等[４３Ｇ４４]认

为可通过调频受激拉曼显微成像来解决这一问题.
随着科技的发展,受激拉曼散射显微技术必将集各

种成像技术的优势于一体,成为临床病理诊断的实

用工具.

参 考 文 献

 １ 　StummerW TonnJC Mehdorn H M etal敭
Counterbalancing risks and gains from extended
resections in malignant glioma surgery a
supplemental analysis from the randomized ５Ｇ
aminolevulinic acid glioma resection study J 敭
JournalofNeurosurgery ２０１１ １１４ ３  ６１３Ｇ６２３敭

 ２ 　ChenW敭ClinicalapplicationsofPETinbraintumors
 J 敭JournalofNuclear Medicine ２００７ ４８ ９  
１４６８Ｇ１４８１敭

 ３ 　MakaryM ChioccaEA ErminyN etal敭Clinical
andeconomicoutcomesoflowＧfieldintraoperative
MRIＧguided tumor resection neurosurgery J 敭
JournalofMagneticResonanceImaging ２０１１ ３４
 ５  １０２２Ｇ１０３０敭

 ４ 　RegelsbergerJ Lohmann F Helmke K etal敭
UltrasoundＧguided surgery of deep seated brain
lesions J 敭EuropeanJournalofUltrasound ２０００ 
１２ ２  １１５Ｇ１２１敭

 ５ 　BöhringerHJ LankenauE StellmacherF etal敭
ImagingofhumanbraintumortissuebynearＧinfrared
laser coherence tomography  J 敭 Acta
Neurochirurgica ２００９ １５１ ５  ５０７Ｇ５１７敭

 ６ 　Sanai N Eschbacher J Hattendorf G et al敭
Intraoperativeconfocalmicroscopyforbraintumors 

afeasibility analysisin humans J 敭 Operative
Neurosurgery ２０１１ ６８ Suppl２  ２８２Ｇ２９０敭

 ７ 　Stummer W Tonn J C Goetz C et al敭５Ｇ
aminolevulinicacidＧderivedtumorfluorescence the
diagnosticaccuracyofvisiblefluorescencequalitiesas
corroborated by spectrometry and histology and
postoperativeimaging J 敭Neurosurgery ２０１３ ７４
 ３  ３１０Ｇ３２０敭

 ８ 　Kremer P Fardanesh M Ding R et al敭
Intraoperative fluorescence staining of malignant
brain tumors using ５ＧaminofluoresceinＧlabeled
albumin J 敭Operative Neurosurgery ２００９ ６４
 Suppl１  ５３Ｇ６１敭

 ９ 　DombeckDA KasischkeKA VishwasraoHD et
al敭Uniformpolaritymicrotubuleassembliesimaged
innativebraintissuebysecondＧharmonicgeneration
microscopy J 敭ProceedingsoftheNationalAcademy
ofSciencesoftheUnitedStatesofAmerica ２００３ 
１００ １２  ７０８１Ｇ７０８６敭

 １０ 　WitteS NegreanA LodderJC etal敭LabelＧfree
livebrainimagingandtargetedpatchingwiththirdＧ
harmonicgenerationmicroscopy J 敭Proceedingsof
the National AcademyofSciencesofthe United
StatesofAmerica ２０１１ １０８ １５  ５９７０Ｇ５９７５敭

 １１ 　MovasaghiZ Rehman S RehmanI U敭Raman
spectroscopy of biological tissues J 敭 Applied
SpectroscopyReviews ２００７ ４２ ５  ４９３Ｇ５４１敭

 １２ 　BhargavaR敭Infraredspectroscopicimaging thenext
generation J 敭AppliedSpectroscopy ２０１２ ６６ １０  
１０９１Ｇ１１２０敭

 １３ 　MeyerT BergnerN BieleckiC etal敭Nonlinear
microscopy infrared andRamanmicrospectroscopy
forbraintumoranalysis J 敭JournalofBiomedical
Optics ２０１１ １６ ２  ０２１１１３敭

 １４ 　KarabeberH HuangRM IaconoP etal敭Guiding
braintumorresectionusingsurfaceＧenhancedRaman
scattering nanoparticles and a handＧheld Raman
scanner J 敭ACSNano ２０１４ ８ １０  ９７５５Ｇ９７６６敭

 １５ 　LuFK BasuS IgrasV etal敭LabelＧfreeDNA
imaginginvivo withstimulatedRamanscattering
microscopy J 敭ProceedingsoftheNationalAcademy
ofSciencesoftheUnitedStatesofAmerica ２０１５ 
１１２ ３７  １１６２４Ｇ１１６２９敭

 １６ 　SeidelJ MiaoYP PorterfieldW etal敭StructureＧ
activityＧdistributionrelationshipstudyofantiＧcancer
antimycinＧtype depsipeptides  J 敭 Chemical
Communications ２０１９ ５５ ６３  ９３７９Ｇ９３８２敭

 １７ 　VandenＧHehirS CairnsSA LeeM etal敭AlkyneＧ
tagged PLGA allows direct visualization of
nanoparticlesin vitro andex vivo bystimulated
Raman scattering microscopy  J  敭

０２０７０１８Ｇ１２



中　　　国　　　激　　　光

Biomacromolecules ２０１９ ２０ １０  ４００８Ｇ４０１４敭
 １８ 　HuangB YanS XiaoL etal敭LabelＧfreeimaging

ofnanoparticleuptakecompetitioninsinglecellsby
hyperspectralstimulated Raman scattering J 敭
Small ２０１８ １４ １０  １７０３２４６敭

 １９ 　LuFK CalligarisD OlubiyiOI etal敭LabelＧfree
neurosurgical pathology with stimulated Raman
imaging J 敭CancerResearch ２０１６ ７６ １２  ３４５１Ｇ
３４６２敭

 ２０ 　UckermannO GalliR TamosaityteS etal敭LabelＧ
freedelineationofbraintumorsbycoherentantiＧ
stokesRamanscatteringmicroscopyinanorthotopic
mousemodelandhumanglioblastoma J 敭PLoS
One ２０１４ ９ ９  e１０７１１５敭

 ２１ 　OrringerDA PandianB NiknafsYS etal敭Rapid
intraoperative histology of unprocessed surgical
specimensviafibreＧlaserＧbased stimulated Raman
scattering microscopy  J 敭 Nature Biomedical
Engineering ２０１７ １ ２  ２７敭

 ２２ 　FuD LuFK ZhangX etal敭Quantitativechemical
imagingwithmultiplexstimulatedRamanscattering
microscopy J 敭JournaloftheAmericanChemical
Society ２０１２ １３４ ８  ３６２３Ｇ３６２６敭

 ２３ 　YanS CuiS S Ke K etal敭 Hyperspectral
stimulated Raman scattering microscopy unravels
aberrantaccumulationofsaturatedfatinhumanliver
cancer J 敭AnalyticalChemistry ２０１８ ９０ １１  
６３６２Ｇ６３６６敭

 ２４ 　ZhangJ YanS HeZY etal敭Smallunnatural
aminoacidcarriedRamantagformolecularimaging
ofgeneticallytargetedproteins J 敭TheJournalof
PhysicalChemistryLetters ２０１８ ９ １６  ４６７９Ｇ
４６８５敭

 ２５ 　ShenYH ZhaoZL ZhangLY etal敭Metabolic
activity induces membrane phase separation in
endoplasmic reticulum J 敭 Proceedings of the
NationalAcademyofSciencesoftheUnitedStatesof
America ２０１７ １１４ ５１  １３３９４Ｇ１３３９９敭

 ２６ 　WeiL ChenZX ShiLX etal敭SuperＧmultiplex
vibrationalimaging J 敭Nature ２０１７ ５４４ ７６５１  
４６５Ｇ４７０敭

 ２７ 　ChengJ X Xie X S敭Vibrationalspectroscopic
imagingoflivingsystems anemergingplatformfor
biologyandmedicine J 敭Science ２０１５ ３５０ ６２６４  
aaa８８７０敭

 ２８ 　FreudigerCW MinW SaarBG etal敭LabelＧfree
biomedical imaging with high sensitivity by
stimulatedRamanscatteringmicroscopy J 敭Science 
２００８ ３２２ ５９０９  １８５７Ｇ１８６１敭

 ２９ 　EvansCL XieXS敭CoherentantiＧstokesRaman
scatteringmicroscopy chemicalimagingforbiology

and medicine J 敭Annual Review of Analytical
Chemistry ２００８ １ １  ８８３Ｇ９０９敭

 ３０ 　FuD HoltomG FreudigerC etal敭Hyperspectral
imagingwithstimulatedRamanscatteringbychirped
femtosecondlasers J 敭TheJournalofPhysical
ChemistryB ２０１３ １１７ １６  ４６３４Ｇ４６４０敭

 ３１ 　FischerMC WilsonJW RoblesFE etal敭Invited
reviewarticle pumpＧprobemicroscopy J 敭Review
ofScientificInstruments ２０１６ ８７ ３  ０３１１０１敭

 ３２ 　HeRY LiuZP XuYK etal敭StimulatedRaman
scatteringmicroscopyandspectroscopywitharapid
scanningopticaldelayline J 敭OpticsLetters ２０１７ 
４２ ４  ６５９Ｇ６６２敭

 ３３ 　EvansCL XuXY KesariS etal敭ChemicallyＧ
selectiveimaging ofbrainstructures with CARS
microscopy J 敭OpticsExpress ２００７ １５ １９  
１２０７６Ｇ１２０８７敭

 ３４ 　JiM OrringerDA FreudigerC W etal敭Rapid 
labelＧfreedetectionofbraintumorswithstimulated
Raman scattering microscopy  J 敭 Science
TranslationalMedicine ２０１３ ５ ２０１  ２０１ra１１９敭

 ３５ 　JiMB LewisS CameloＧPiraguaS etal敭Detection
ofhumanbraintumorinfiltrationwithquantitative
stimulatedRamanscatteringmicroscopy J 敭Science
TranslationalMedicine ２０１５ ７ ３０９  ３０９ra１６３敭

 ３６ 　JiM B ArbelM ZhangL L etal敭LabelＧfree
imagingofamyloidplaquesinAlzheimer′sdisease
withstimulated Ramanscattering microscopy J 敭
ScienceAdvances ２０１８ ４ １１  eaat７７１５敭

 ３７ 　ZhangLL WuYZ ZhengB etal敭Rapidhistology
oflaryngealsquamouscellcarcinoma with deepＧ
learning based stimulated Raman scattering
microscopy J 敭Theranostics ２０１９ ９ ９  ２５４１Ｇ
２５５４敭

 ３８ 　HeR Y XuY K ZhangLL etal敭DualＧphase
stimulatedRamanscatteringmicroscopyforrealＧtime
twoＧcolorimaging J 敭Optica ２０１７ ４ １  ４４Ｇ４７敭

 ３９ 　ZhangB H Sun M X YangYF etal敭Rapid 
largeＧscalestimulated Raman histology withstrip
mosaicinganddualＧphasedetection J 敭Biomedical
OpticsExpress ２０１８ ９ ６  ２６０４Ｇ２６１３敭

 ４０ 　WeiL HuFH ShenYH etal敭LiveＧcellimaging
ofalkyneＧtaggedsmallbiomoleculesbystimulated
Ramanscattering J 敭Nature Methods ２０１４ １１
 ４  ４１０Ｇ４１２敭

 ４１ 　XiongH Q ShiL X WeiL etal敭Stimulated
Ramanexcitedfluorescencespectroscopyandimaging
 J 敭NaturePhotonics ２０１９ １３ ６  ４１２Ｇ４１７敭

 ４２ 　WeiM ShiL Y Shen Y H etal敭Volumetric
chemicalimaging by clearingＧenhanced stimulated
Ramanscatteringmicroscopy J 敭Proceedingsofthe

０２０７０１８Ｇ１３



中　　　国　　　激　　　光

NationalAcademyofSciencesoftheUnitedStatesof
America ２０１９ １１６ １４  ６６０８Ｇ６６１７敭

 ４３ 　FuD YangW L XieXS敭LabelＧfreeimagingof
neurotransmitter acetylcholine at neuromuscular
junctions with stimulated Raman scattering J 敭
JournaloftheAmericanChemicalSociety ２０１７ １３９

 ２  ５８３Ｇ５８６敭
 ４４ 　HillAH MungerE FrancisAT etal敭Frequency

modulationstimulatedRamanscatteringmicroscopy
throughpolarizationencoding J 敭TheJournalof
PhysicalChemistryB ２０１９ １２３ ４０  ８３９７Ｇ８４０４敭

０２０７０１８Ｇ１４


