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摘要 利用单个飞秒激光振荡器作为激发源，搭建了光谱聚焦相干反斯托克斯拉曼散射（CARS）显微成像系统，采

用 SF10材质的玻璃棒对飞秒脉冲引入啁啾，以提高光谱分辨率，实现单一拉曼位移探测。实验以三聚氰胺为样

品，开展了光谱聚焦 CARS显微成像研究。同时，在光谱聚焦 CARS显微成像系统的泵浦和斯托克斯光路中插入

半波片，通过旋转半波片角度，进而改变线偏振激发脉冲的偏振方向。并研究了样品特定区域的共振信号/非共振

背景的比值随半波片偏转角度的变化趋势，得到了样品特定区域的共振信号/非共振背景的比值最大时半波片的

偏转角度。
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Abstract The excitation source for a spectrally focused coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS) microscopic
imaging system is a single femtosecond laser oscillator. The system uses a glass rod composed of SF10 to introduce
a chirp into the femtosecond pulse for an enhanced spectral resolution. For single Raman displacement detection, a
melamine sample is used to perform experimental spectrally focused CARS microscopic imaging research.
Moreover, a half-wave plate is inserted in the pump and Stokes optical path of the spectral focus CARS microscopic
imaging system. By changing the half wave, the polarization direction of the linearly polarized excitation pulse is
changed, and the variation trend of the ratio of the resonant signal/nonresonant background with respect to the
deflection angle of the half-wave plate is studied. Furthermore, the deflection angle of the half-wave plate is
determined using the maximum ratio of the resonant signal/nonresonant background in a specific region of the
sample.
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1 引 言

相干反斯托克斯拉曼散射（CARS）显微成像利

用光与物质相互作用产生 CARS信号进行成像［1］，

具有高化学选择性、高化学特异性和高分辨率的特

点，在生命科学和生命医学等领域有着广泛的应

用［2-8］。由于拉曼线宽通常约为 10 cm−1，与皮秒激

光脉冲的线宽相当。因此，与飞秒激光相比，使用

皮秒激光作为成像光源能够获得更高的信噪比与

更小的非共振背景［9］。但是，皮秒激光带宽较窄，只

能探测单一频率的拉曼位移，难以区分复杂的分子

结构。针对这一点，Hellerer等［10］提出了一种快速

改变泵浦（Pump）光和斯托克斯（Stokes）光频率差

的光谱聚焦法。该方法利用飞秒激光在色散介质

中传输产生群速色散的特性，对入射宽带飞秒激光

引入线性啁啾，从而降低其瞬时光谱带宽。通过调

节两束啁啾脉冲之间的延迟，改变两束脉冲的瞬时

频率差，进而实现不同频率拉曼位移扫描。基于这

一理念，多个从事相关领域的课题组采用多种方案

实现了光谱聚焦 CARS显微成像。根据成像光源

结构的不同，大致可以分为采用单个飞秒激光器同

步光学参量振荡器作为成像光源［11］、飞秒激光器与

光子晶体光纤相结合作为成像光源［12-14］、光纤激光

器作为成像光源［15-17］、单个飞秒固体激光振荡器作

为成像光源［18-20］这四种方式。在这几种成像方式

中，基于光学参量振荡器与飞秒激光器组合的方

案，虽然操作相对简单。但是，光学参量振荡器设

备成本较高而且占地空间较大。基于飞秒激光器

与光子晶体光纤相结合的方案，虽然具有实验装置

紧凑、实验成本较低的优点。但是，光子晶体光纤

将脉冲能量分散在整个频谱上，极大地增加了图像

采集的时间。基于光纤结构的激光器作为成像光

源的方案，虽然具有小型化集约化的优点，但是，由

于光纤纤芯的限制，基于光线结构的激光器在脉冲

能量方面与固体激光器相比仍有待提高。与前面

这些方案相比，基于单个飞秒激光振荡器的方法利

用二向色镜将飞秒激光分为两束，分别作为 Pump
光和 Stokes光，既节约了成本又很好地保证了两束

光的同步与稳定。但是，基于单光源的光谱聚焦方

案缺乏简单有效的抑制非共振背景的方法。由于

共振信号和非共振背景与激发脉冲的偏振特性密

切相关，因此，通过改变激发脉冲的偏振特性即可

实现非共振背景的抑制。半波片作为改变激光脉

冲偏振特性的常用器件，在改变脉冲偏振方面具有

良好的效果。基于以上原因，本文以单个飞秒激光

振荡器为光源搭建光谱聚焦 CARS显微成像系统，

利用二向色镜将飞秒激光分为两束 ，分别作为

Pump光和 Stokes光。通过在 Pump光和 Stokes光
光路中插入半波片改变其偏振角度进而实现对三

聚氰胺样品的非共振背景抑制。该方案仅需单个

脉冲激光器便可实现三聚氰胺样品非共振背景抑

制成像，不仅易于操作和维护，而且兼顾成像分辨

率与成像对比度。

2 光谱聚焦原理与仿真

光谱聚焦技术利用光在色散介质（如玻璃棒）中

传播时，不同波长的光折射程度不同，产生群速色散

效应，使脉冲啁啾展宽，调节 Pump光和 Stokes光的

频率差，进而实现样品拉曼位移的扫描。光谱聚焦

的核心要点在于使 Pump光和 Stokes光啁啾大小相

同，只有这样才可以保证 Pump光与 Stokes光的瞬时

频差恒定且使两者瞬时光谱带宽较窄，进而提高样

品的成像分辨率。本实验同样基于这一理念展开，

在 Pump光和 Stokes光光路中分别插入长度不同的

SF10玻璃棒，使其脉冲啁啾展宽。根据 Sellmeier色
散方程可知，SF10玻璃棒中波长与折射率的关系为

n2 ( λ )= 1+∑
m= 1

3

Am λ2 ( λ2 - Bm )， （1）

式中：λ代表波长；Am与 Bm代表色散参数，它的值与

玻璃棒的材质有关。SF10玻璃棒的色散参数表示为

ì
í
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( )A 1，A 2，A 3 =(1.62153902，0.256287842，1.64447552 )

( )B 1，B 2，B 3 =( 0.0122241457，0.0595736775，147.468793 ) μm2
。 （2）

在 Pump光与 Stokes光穿过 SF10玻璃棒时，因

不同波长的光在玻璃棒中的折射率不同，产生群速

色散效应。群速色散具体公式为

k'' = λ3

2πc2
d2n
dλ2

， （3）

式中：k''代表色散中介质的群速色散，它的国际单

位是 s2/m；c代表光速；λ代表波长；n代表光的折

射率。

群速色散后的脉冲会随之展宽，脉冲展宽公

式为
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æ
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τ 20

2

， （4）

式中：τ代表展宽后的脉冲宽度；τ0代表初始脉冲宽

度；z代表玻璃棒长度。

如果玻璃棒长度到达一定值，则产生的线性啁

啾的大小和初始脉冲的宽度无关。可近似为

β ( z )= 1
2z || k''

，( z≫ τ 20
|| k''
，τ≫ τ0 )， （5）

式中：β代表啁啾参数。

利用式（5）仿真得到线性啁啾参数与玻璃棒长

度的关系图，如图 1（a）所示，可以看出，Pump光和

Stokes光线性啁啾数值的大小随玻璃棒长度的增加

而变小。当 Pump光和 Stoke光中插入的玻璃棒长

度超过于 10 cm时，线性啁啾参数不再随玻璃棒长

度增加而明显变化。由于 Pump光脉冲和 Stoke光

脉冲的中心波长和频率成分不同，因此，需要在两

路光路中插入不同长度的玻璃棒，从而确保 Pump
光脉冲和 Stoke光脉冲的线性啁啾参数相同。由

式（4）可知，光路中插入的玻璃棒长度越长，飞秒脉

冲的展宽程度越明显。但是，光路中插入的玻璃棒

长度并非越长越好。一方面，光路中插入的玻璃棒

长度越长，Pump光脉冲和 Stoke光脉冲的损耗越明

显。另一方面，激光脉冲过度展宽时其激发效率会

下降。这两点都会造成 CARS信号强度降低，从而

增加 CARS信号的探测难度。因此，虽然能够实现

Pump光脉冲和 Stoke光脉冲线性啁啾参数匹配的

玻璃棒长度组合有很多，但并不是所有的长度组合

都能实现较好的成像结果。基于此，选择在 Pump
光路中插入长度为 11 cm的 SF10玻璃棒，从图 1（b）
中虚线位置可以看出，此时 Stokes光路需要插入的

SF10玻璃棒长度为 11. 5 cm。

3 光谱聚焦显微成像系统的设计与

实验

光谱聚焦成像系统如图 2所示，钛蓝宝石飞秒激

光振荡器发出中心波长为 800 nm，脉宽为 120 fs的
线偏振飞秒激光脉冲，经分离波长为 808 nm的二向

色镜（DM）后分为两束光，两束光分别作为 Pump光
和 Stokes光，用于激发CARS信号。其中 Pump光的

中心波长为 778 nm，Stokes中心波长为 820 nm。在

Pump光和 Stokes光中分别引入长度为 11 cm 和

11. 5 cm的 SF10玻璃棒使二者产生相同的线性啁

啾，展宽后的两路激光脉冲再次经二向色镜合束，

之后通过扫描振镜以及扫描透镜注入到 Olympus
生产的 IX71倒置显微镜中。Pump光与 Stokes光经

显微物镜聚焦后激发放置在载物台上的样品，其中

透射的 CARS信号经聚光器收集后被前向探测光

电倍增管（PMT）采集，反射的 CARS信号经 DM反

射后被后向探测 PMT采集，带通滤光片用于滤除

残余的 Pump光与 Stokes光及其他非线性信号。

PMT采集的信号经过电脑处理后，便获得显微成像

结果。其中，显微镜物镜的数值孔径（NA）大小为

1. 25，显微镜的放大倍率为 400倍，显微镜入口处，

Pump光和 Stokes光功率分别约为 20 mW和 50 mW。

在搭建完成光谱聚焦 CARS显微成像系统后，

利用三聚氰胺固体试剂配置成像样品，通过便携式

拉 曼 光 谱 仪（必 达 泰 克 公 司）测 得 该 样 品 在

1000 cm−1以内存在若干明显拉曼峰，分别位于 583，
676，782，984 cm−1。由于本成像系统的波长配置匹

图 1 线性啁啾参数与玻璃棒长度的关系。（a）玻璃棒长度为 1~15 cm时的啁啾变化；（b）玻璃棒长度为 10~13 cm时的啁啾变化

Fig. 1 Relationship between linear chirp parameters and glass rod length. (a) Change of chirp when glass rod length is 1-15 cm;
(b) change of chirp when glass rod length is 10-13 cm
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冲的展宽程度越明显。但是，光路中插入的玻璃棒
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显。另一方面，激光脉冲过度展宽时其激发效率会

下降。这两点都会造成 CARS信号强度降低，从而

增加 CARS信号的探测难度。因此，虽然能够实现

Pump光脉冲和 Stoke光脉冲线性啁啾参数匹配的

玻璃棒长度组合有很多，但并不是所有的长度组合

都能实现较好的成像结果。基于此，选择在 Pump
光路中插入长度为 11 cm的 SF10玻璃棒，从图 1（b）
中虚线位置可以看出，此时 Stokes光路需要插入的
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3 光谱聚焦显微成像系统的设计与

实验

光谱聚焦成像系统如图 2所示，钛蓝宝石飞秒激

光振荡器发出中心波长为 800 nm，脉宽为 120 fs的
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中心波长为 778 nm，Stokes中心波长为 820 nm。在

Pump光和 Stokes光中分别引入长度为 11 cm 和
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啾，展宽后的两路激光脉冲再次经二向色镜合束，

之后通过扫描振镜以及扫描透镜注入到 Olympus
生产的 IX71倒置显微镜中。Pump光与 Stokes光经

显微物镜聚焦后激发放置在载物台上的样品，其中
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射后被后向探测 PMT采集，带通滤光片用于滤除
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PMT采集的信号经过电脑处理后，便获得显微成像
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配三聚氰胺晶体在 676 cm−1位置的振动。因此，通过

时间延迟装置，调节 Pump光脉冲和 Stokes光脉冲之

间的频率差 ，使其频率差等于三聚氰胺晶体在

676 cm−1位置的振动频率，采集产生的 CARS信号，

得到的成像结果如图 3（a）所示。其尺寸大小为

420 μm×420 μm，像素参数为 1000 pixel×1000 pixel，

X
Y

delay

M

PMT

glass
DM

galvo lens

computer

M

condenser

stage

objective

microscope

MM

M

M

M

M

glassDM
lens

DM

bandpass filter

M
M: mirror
DM: dichroic mirrors
PMT: photomultipier

PMT
Ti:sapphire 

fs-laser

bandpass 
filter

图 2 光谱聚焦 CARS显微成像系统总体设计方案

Fig. 2 Overall design scheme of spectral focusing cars microscopic imaging system

图 3 不同条件下三聚氰胺 CARS显微成像结果。（a）时间重合时三聚氰胺 CARS显微成像结果；（b）挡 Pump脉冲成像结果；

（c）挡 Stokes脉冲成像结果；（d）非时间零点成像结果

Fig. 3 Melamine CARS microscopic imaging results under different conditions. (a) Melamine CARS microscopic imaging
results under time coincidence; (b) shift pump pulse imaging results; (c) shift Stokes pulse imaging results; (d) non-time

zero imaging results
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每个像素点间的距离大小为 0. 42 μm。从图中可以

清晰地看出三聚氰胺晶体轮廓，为了验证采集到的成

像结果确实为 CARS显微成像结果，分别挡住 Pump
光和 Stokes光，采集的成像结果如图 3（b）和（c）所示，

可以看出图 3（a）中呈现的成像结果消失。此外，在不

挡住 Pump光和 Stokes光情况下，改变 Pump光和

Stokes光光脉冲的延迟时间，使两束光的脉冲时间不

再重合。此时，采集成像结果如图 3（d）所示，图 3（a）
中呈现的成像结果同样不复存在。因此，可以确定图

3（a）中产生的成像结果确实为CARS显微成像。

为了进一步分析显微成像的成像分辨率，利用

MATLAB找到图 4（a）中三聚氰胺 CARS显微成像

样品画竖线位置的A区域，通过观察可知，A区域三

聚氰胺样品 CARS信号的强度呈现由灰暗至明亮

再到灰暗，理论上其强度变化应为高斯曲线型。该

区域三聚氰胺样品 CARS信号强度经高斯点扩散

函数拟合后的曲线如图 4（b）所示，图中的实线为理

想高斯曲线，实心原点为采样点。可以看出，此处

CARS信号强度变化近似为高斯曲线线型，其半峰

全宽即为实际的分辨率大小，通过比例转换可知，

其半峰全宽约为 11 μm，因此可以推算出该系统分

辨率可达到 11 μm。

成像结果显示出较强的非共振背景，导致部分

尺寸较小的三聚氰胺产生的 CARS信号湮没其中，

从而呈现较暗状态。Pump光和 Stokes光脉冲的偏

振方向可以很大程度地影响非共振背景的强度，为

了改变激发脉冲的偏振方向，我们在两束光光路中

分别插入半波片（波长为 808 nm），调节半波片角

度，使得激发脉冲偏振方向与未插入半波片时最大

程度接近，设置此时半波片角度为 0°。在实际操作

中，对于图 5（a）中方框区域的样品成像，当半波片

旋转角度过小时，其成像变化不明显，当半波片偏

转角度过大时，方框区域样品的成像图像变化太

大，难以找到共振信号/非共振背景最大时半波片

的旋转角度。经多次实验发现，以 5°间隔旋转半波

片时，既保证了在旋转半波片时成像有较为明显的

变化，又使得成像变化不会太大以至于错过共振信

号/非共振背景最大时半波片的旋转角度。因此，

在实际实验时，选择以 5°间隔旋转对应的半波片。

由于线偏振光偏振方向的旋转角度是半波片旋转

角度的 2倍，半波片的旋转角度仅需覆盖 0°~85°范
围。首先在 Pump光中插入半波片，旋转角度范围

为 0°~85°，其中偏转角为 0°、20°、40°、60°、80°时对应

的成像结果如图 5（a）~（e）所示。在成像结果中随

机选取代表共振信号强度的像素区域 A，其区域大

小为 100 pixel。同理，在成像结果中随机选取代表非

共振背景强度的像素区域B，其区域大小为 100 pixel。
对像素区域 A和像素区域 B的信号强度取平均值，

像素区域A与像素区域 B信号的强度平均值随半波

片旋转角度的强度变化曲线如图 5（g）所示。在

图 5（g）中，蓝色长点线为像素区域 A的平均值对应

的共振信号强度变化曲线，绿色圆点线为像素区域

B的平均值对应的非共振背景强度变化曲线，红色

实线为二者强度比值的变化曲线。由图 5（g）可以

看出，共振信号和非共振背景随半波片的旋转角度

具有不同的表现，当旋转角度为 70°时，共振信号与

非共振信号比值最大，此时图 5（a）中方框区域能实

现最大程度地抑制非共振背景，对应的成像结果如

图 4 三聚氰胺 CARS显微成像及高斯拟合曲线。（a）三聚氰胺 CARS显微成像；（b）A区域 CARS信号高斯拟合曲线

Fig. 4 Microscopic imaging and Gaussian fitting curve of melamine CARS. (a) Microscopic imaging of melamine CARS;
(b) Gaussian fitting curve of CARS signal in A region
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图 5（f）显示，此时三聚氰胺产生的 CARS信号最大

程度地显现出来。

值得注意的是，在改变半波片光轴角度时，成

像结果中部分样品［如图 5（b）中标记的像素 C区

域］产生的 CARS信号变化趋势与像素区域 A区域

的 CARS信号强度变化出现差异。这是由于三聚

氰胺晶体的各向异性所致，不同样品晶体会对相同

偏振特性激发脉冲产生不同的激发响应。但成像

结果显示，图 5（b）中 C区域对应样品产生的 CARS

信号也经历了近似的强度调制趋势，其共振信号与

非共振信号最大比值出现在另一个角度。

利用相同的方法，我们在 Stokes光路中插入半

波片，研究了图 6（a）中方框区域的共振信号/非共振

背景与 Stokes光光路中半波片角度的关系，结果如

图 6（a）~（d）所示，其中图 6（a）、（b）对应半波片角度

分别为 20°和 50°。同样选取区域大小为 100 pixel的
A、B像素区域对其信号强度取平均值，共振信号、非

共振背景以及共振信号与非共振信号比值变化如

图 5 Pump光中不同半波片旋转角度下三聚氰胺 CARS显微成像结果。（a）~（e）旋转角度为 0°、20°、40°、60°、80°时对应的成

像结果；（f）最大抑制非共振背景成像结果；（g）共振信号、非共振背景以及共振信号与非共振信号比值变化

Fig. 5 Melamine CARs microscopic imaging results under different rotation angles of half wave plate in the pump light.
(a)- (e) Imaging results corresponding to rotation angles of 0° , 20° , 40° , 60° , and 80° ; (f) imaging result of maximum
inhibition of non-resonant background; (g) resonance signal, non-resonant background, and ratio changes of resonance

signal to non-resonant signal

6（d）所示。从图中可以看出，在 25°时方框区域的非

共振背景得到最大抑制，成像结果如图 6（c）所示。

分 别 比 较 在 Pump 光 路 中 插 入 半 波 片 和 在

Stokes光路中插入半波片两种情况，共振信号/非共

振背景曲线呈现出相似的变化情况，均出现两处较高

的峰值。这说明在 Pump光路和 Stokes光路中插入

半波片可以取得相似的效果，但是两条曲线又有所差

别。当在 Pump光路中插入半波片时，样品的特定区

域共振信号/非共振背景曲线峰值出现在 70°（最强）

和 30°（次强），而当在 Stokes光路中插入半波片时，样

品的特定区域共振信号/非共振背景曲线峰值出现在

25°（最强）和 60°（次强）。这是因为半波片对应波长

为 808 nm，而 Pump光脉冲和 Stokes光脉冲的中心波

长分别为 778 nm和 820 nm。因此，线偏振的 Pump
光脉冲和 Stokes光脉冲偏振方向的旋转角度并非严

格地为半波片旋转角度的 2倍。而且，由于脉冲的宽

带特性，Pump光脉冲和 Stokes光脉冲的偏振态也会

随半波片的旋转而轻微地偏离线偏振态。

4 结 论

本文在实验上设计搭建了一个基于单个飞秒

激光振荡器的光谱聚焦 CARS显微成像系统并利

用该系统实现了对三聚氰胺样品 676 cm−1波数的

CARS显微成像，其成像分辨率可达到十几微米，通

过改变偏振片的旋转角度研究了样品的特定区域

共振信号/非共振背景与半波片角度的关系，在

Pump光中插入半波片对三聚氰胺晶体进行不同角

度的偏振成像情况下，当旋转角度为 70°时，样品的

特定区域共振信号/非共振背景比值最大，能实现

最大程度地抑制非共振背景。在 Stokes光中插入

半波片对三聚氰胺进行偏振成像情况下，当旋转角

度为 25°时，样品的特定区域非共振背景得到最大抑

制。实验结果证明，本文所搭建的光谱聚焦显微成

像系统在兼顾分辨率的同时能对样品的特定区域

图 6 Stokes光中不同半波片旋转角度下三聚氰胺 CARS显微成像结果。（a）（b）旋转角度为 20°和 70°时对应的成像结果；

（c）最大抑制非共振背景成像结果；（d）共振信号、非共振背景以及共振信号与非共振信号比值变化

Fig. 6 Melamine CARS microscopic imaging results under different rotation angles of half wave plate in Stokes light.
(a)(b) Imaging results corresponding to rotation angles of 20° and 70°; (c) imaging result of maximum inhibition of non-resonant

background; (d) resonance signal, non-resonant background and ratio changes of resonance signal to non-resonant signal
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6（d）所示。从图中可以看出，在 25°时方框区域的非

共振背景得到最大抑制，成像结果如图 6（c）所示。

分 别 比 较 在 Pump 光 路 中 插 入 半 波 片 和 在

Stokes光路中插入半波片两种情况，共振信号/非共

振背景曲线呈现出相似的变化情况，均出现两处较高

的峰值。这说明在 Pump光路和 Stokes光路中插入

半波片可以取得相似的效果，但是两条曲线又有所差

别。当在 Pump光路中插入半波片时，样品的特定区

域共振信号/非共振背景曲线峰值出现在 70°（最强）

和 30°（次强），而当在 Stokes光路中插入半波片时，样

品的特定区域共振信号/非共振背景曲线峰值出现在

25°（最强）和 60°（次强）。这是因为半波片对应波长

为 808 nm，而 Pump光脉冲和 Stokes光脉冲的中心波

长分别为 778 nm和 820 nm。因此，线偏振的 Pump
光脉冲和 Stokes光脉冲偏振方向的旋转角度并非严

格地为半波片旋转角度的 2倍。而且，由于脉冲的宽

带特性，Pump光脉冲和 Stokes光脉冲的偏振态也会

随半波片的旋转而轻微地偏离线偏振态。

4 结 论

本文在实验上设计搭建了一个基于单个飞秒

激光振荡器的光谱聚焦 CARS显微成像系统并利

用该系统实现了对三聚氰胺样品 676 cm−1波数的

CARS显微成像，其成像分辨率可达到十几微米，通

过改变偏振片的旋转角度研究了样品的特定区域

共振信号/非共振背景与半波片角度的关系，在

Pump光中插入半波片对三聚氰胺晶体进行不同角

度的偏振成像情况下，当旋转角度为 70°时，样品的

特定区域共振信号/非共振背景比值最大，能实现

最大程度地抑制非共振背景。在 Stokes光中插入

半波片对三聚氰胺进行偏振成像情况下，当旋转角

度为 25°时，样品的特定区域非共振背景得到最大抑

制。实验结果证明，本文所搭建的光谱聚焦显微成

像系统在兼顾分辨率的同时能对样品的特定区域

图 6 Stokes光中不同半波片旋转角度下三聚氰胺 CARS显微成像结果。（a）（b）旋转角度为 20°和 70°时对应的成像结果；

（c）最大抑制非共振背景成像结果；（d）共振信号、非共振背景以及共振信号与非共振信号比值变化

Fig. 6 Melamine CARS microscopic imaging results under different rotation angles of half wave plate in Stokes light.
(a)(b) Imaging results corresponding to rotation angles of 20° and 70°; (c) imaging result of maximum inhibition of non-resonant

background; (d) resonance signal, non-resonant background and ratio changes of resonance signal to non-resonant signal
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的非共振背景进行有效抑制。由于光学元件的影

响，在成像过程中存在高阶色散，在接下来对光路

进行改进和优化时，本课题组打算采用空间光调制

器精确调节实验产生的高阶色散，从而获得更高质

量的 CARS显微成像。
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