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摘要 随着光学显微技术的发展，人们得以在亚微米级的尺度观察微观世界，对破译生命活动密码起到了关键性

推动作用。其中，相干拉曼散射（CRS）显微术作为一类基于分子特定振动提供成像衬度的技术，通过非线性光学

过程大大增强了拉曼散射的信号，提高了成像速率和检测的灵敏度。根据非线性光学过程的不同，可将相干拉曼

散射分为相干反斯托克斯拉曼散射（CARS）和受激拉曼散射（SRS）。相较于 CARS，SRS具有无非共振背景干扰、

定量分析等优点，使之备受关注。将介绍相干拉曼散射的基本原理，并着重介绍受激拉曼散射的发展与应用。
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Abstract With the development of optical microscopy, people have been able to observe the microcosm on sub-

micron scale, which has played a key role in deciphering the code of life activities. Among them, coherent Raman
scattering (CRS) microscopy provides imaging contrast based on molecular specific vibration and enhances the
spontaneous Raman scattering signal by several orders through a nonlinear optical process, improving the imaging
rate and detection sensitivity. According to different nonlinear optical processes, coherent Raman scattering can be
divided into coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS) and stimulated Raman scattering (SRS). Compared with
CARS, SRS has the advantages of no non-resonant background interference, quantitative analysis, etc. This article
will introduce the basic principles of coherent Raman scattering, and focus on the development and application of
stimulated Raman scattering.
Key words nonlinear optics; optical microscopy; coherent Raman scattering; ultrafast laser nonlinear imaging;
stimulated Raman scattering

1 引 言

1665年，罗伯特 -胡克用自制的光学显微镜观

察了软木薄片，把看到的木栓组织中的规则小室命

名为“cell”，并将各种镜下图像绘制下来，通过著作

《显微图谱》揭开了微观世界的神秘面纱。
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日渐深入的科学研究对体系中不同生化组分

的特异成像提出了更高的要求。人们不再满足于

普通白光显微镜依靠光吸收获取的对比度，进而开

发了相衬、微分干涉、荧光等一系列显微技术。其

中，荧光显微术利用荧光基团来特异性地标记化学

物质，通过荧光发色团提供化学衬度，进而获得目

标化学物质的分布。凭借着高特异性与灵敏度，荧

光显微技术成为了现代生命科学研究中的宠儿。

但每种技术都有难以避免的局限性，荧光显微技术

的关键在于荧光标记：标记分子的引入对细胞的正

常生理过程可能不利，甚至要求杀死细胞；其次，由

于荧光的产生要通过电子能级间的跃迁，样本容易

受到激发光影响而发生损伤，另外荧光基团还存在

光漂白的问题，这些都限制了样本的长时间观察；

最后，许多重要的物质如细胞内的小分子和脂类等

很难或者无法被荧光标记，局限了应用能力。

基于以上问题，人们迫切地想要寻求无需标记

同时兼备良好特异性与灵敏度的显微技术。得益

于激光技术的发展，显微成像的光源不再拘泥于普

通的卤素灯、LED灯。高亮度、强相干性及方向性

使得光与物质的非线性相互作用得以高效的发生，

进而催生出一系列非线性光学成像技术。不同于

线性光学成像，非线性光学的激发效率与激发光光

强的高次方呈线性关系，意味着成像过程中仅在焦

点附近才能产生有效信号，这种局域性抑制了非焦

点处的背景干扰，不仅提高了图像的分辨率与信噪

比，而且使得成像具有本征的三维层析能力。同

时，非线性光学过程通常要求多个入射光子参与，

因此激发光多处于近红外波段，具有更小的光损伤

与更低的组织吸收/散射损耗，提高了成像穿透深

度。此外，非线性光学成像的另一优点在于可以基

于样品内源分子/结构的特征实现快速免标记显微

成像。而在诸多非线性光学成像技术中，以探测目

标物的特定分子振动模式为成像衬度的相干拉曼

散射（CRS）显微技术以优良的化学特异性及视频

级成像速度等优点脱颖而出。

相干拉曼散射显微技术主要包括相干反斯托

克斯拉曼散射（CARS）成像技术与受激拉曼散射

（SRS）显微技术。其中，CARS成像技术诞生于

1982年的美国海军研究实验室［1］。但当时成像装置

采用的是非共线式布局，即两束激发光在空间光路

上并不重合，为了保证非线性效应的高效率转换，

需要调整聚焦透镜上光束分离以满足相位匹配要

求。最终，由于聚焦不紧（焦点区域直径大约为

10 μm，轴向深度为 30 μm），焦点图象与离焦图象相

互重叠，分辨率不佳，所以没有引起广泛关注。直

到 1999年，美国太平洋西北国家实验室的谢晓亮课

题组应用新型的激光控制技术，将非共线布局转变

为共线，利用高数值孔径的透镜对激光束进行紧聚

焦［2］。该方法不仅很容易满足相位匹配条件，而且

紧聚焦带来的小焦斑体积与 CARS的强度依赖特

征，可以有效地排除背景光的干扰，并且获得三维

层析能力。其次，近红外激光光源情况下的非共振

背景比用可见光作为光源的情况要弱。这些进步

最终导致了高质量的三维 CARS显微技术的诞生，

使之逐步走向了实用阶段。经过数十年的发展，

CARS在脂质与蛋白质的生物学免标记追踪、液晶

分子的化学键取向等领域取得了丰硕的成果［3-6］。

但由于 CARS过程中能量局限于电磁场/光子中，

电子跃迁可绕过分子振动直接通过虚能级产生，导

致其具有非共振背景信号的干扰，并产生光谱畸

变。在不断摸索近 10年后，哈佛大学谢晓亮课题组

在 2008年推出了 SRS技术，完美地解决了上述问

题［7］。与此同时，斯图加特大学 Nandakumar等［8］与

大阪大学 Ozeki等［9］分别于 2009年独立提出分子振

动成像的想法。SRS的发生依赖于光子能量与分

子振动之间的交换，具有严格的共振吸收特征，因

此 SRS在光谱上与自发拉曼一致，在图像上也不再

受非共振背景的困扰；此外，SRS信号与分子浓度

呈线性关系，更方便于定量解析复杂混合物体系中

的各种化学成分。也因为这些特性，SRS不断获得

研究者们的青睐。在过去 12年间，SRS显微技术高

速发展，免标记成像在组织病理诊断、生物代谢定

量等方面取得重要成果［10-18］。此外，拉曼探针成像

也已出现，通过在目标分子中引入炔基、氰基、氘代

同位素作为信源，可以实现类似荧光成像的特异标

记［19-28］。由于拉曼探针的直接信源是化学键而非整

个分子，因此对标记目标的干扰微弱且不存在明显

的淬灭问题，信号更为稳定。而相比荧光电子弛豫

跃迁带来的宽发射光谱（~1500 cm−1），拉曼光谱的

窄峰宽（~10 cm−1）有助实现超多色复用成像，直接

可视化细胞内大量不同分子物种，对理解复杂的系

统和过程极有价值［29-30］。

本文结合本课题组在 SRS显微成像方面的研

究进展，介绍该技术的原理、发展及其应用。
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2 技术原理

2. 1 光的散射

光通过物质被减弱的原因有两种，一种是物质

对光的吸收，另一种是物质对光的散射。光的散射

可描述为当光通过非均匀介质时，偏离原来的传播

路径向四周散开的现象。根据入射光频率（ν）的改

变与否，可把散射分为弹性散射（νscattering=νincidence）和

非弹性散射（νscattering≠νincidence）。弹性散射包括瑞利散

射、米氏散射等；非弹性散射包括拉曼散射、布里渊

散射、康普顿散射等。由光与物质相互作用的经典

理论（即经典电偶极子模型）可知，当光通过介质

时，在入射光波的作用下，介质中的电子、离子或分

子中的电荷会做受迫振动，从而发出次级电磁波。

对于均匀介质，其内部的电偶极子各向同频率且有

一定的相位关系，相干次波与入射波叠加的结果使

得沿折射光方向的合成波发生干涉加强，其他方向

上的合成波发生干涉相消。对于非均匀介质，其内

部的悬浮微粒或密度涨落会导致次波不相干，从而

破坏了合成波沿折射方向的干涉加强，且在其他方

向上也有光的传播，即产生了散射光。

2. 2 自发拉曼散射

对于生物样品而言，拉曼散射技术是一种常见

的研究手段［31］。自发拉曼现象首次在 1928年被印

度科学家 Raman发现，具体表现为散射光中会观察

到与入射光频率不一致的成分。分子在入射光电

场 Ε= Ε 0 cos ( 2πν0 t )的作用下会发生极化率的变

化，进而引起样品折射率的起伏，从而破坏样品的

光学均匀性。在入射光电场 Ε的作用下，分子的感

应电偶极矩 μ正比于场强Ε：

μ= αΕ= αΕ 0 cos (2πν0 t ) ， （1）
式中：ν0是入射光频率；α是分子极化率，代表分子

中的电子在外电场作用下变形（即引起电偶极矩 μ）
的难易程度。若 α是与时间无关的常数，则 μ 以 ν0
做周期性变化，即瑞利散射。但是，由于分子中的

各个原子核在其平衡位置附近振动，分子的极化率

也随之改变，并可以按分子振动坐标 q展开为泰勒

级数形式：

α= α0 +
æ

è
çç ∂α
∂q

ö

ø
÷÷
0

q+… 。 （2）

将核运动假设为简谐振动，有

q= q0 cos (2πνt ) 。 （3）
忽略极化率中的二阶及以上修正，最后可得

μ= α0Ε 0 cos (2πν0 t ) + 1
2
æ

è
çç ∂α
∂q

ö

ø
÷÷
0

q0Ε 0 cos [ 2π ( ν0 -

ν) t ] + 1
2
æ

è
çç ∂α
∂q

ö

ø
÷÷
0

q0Ε 0 cos [ 2π ( ν0 + ν) t ]。 （4）

（4）式表明，随时间变化的感应电偶极矩 μ作为

分子散射的二级辐射源，会产生三种频率：弹性瑞

利散射的频率 ν0（或入射光频率）、非弹性拉曼散射

的频率 ν0 ± ν（或拉曼散射光频率）。拉曼散射对称

地分布在瑞利散射的两侧，但强度却比瑞利光的强

度弱得多。其中，ν0 - ν代表斯托克斯散射，ν0 + ν
是反斯托克斯散射。拉曼光谱图常表示为拉曼散

射光强度相对拉曼位移（Raman shift）的函数图。

Raman shift就是瑞利频率和拉曼频率之间的差值，

单位为 cm−1，对应分子的振动频率，因此拉曼光谱

只与散射物质分子的结构有关，而与入射光波长无

关，被视为分子的“特征光学指纹”。

上面的经典理论有缺陷，例如不能很好地解释

为什么斯托克斯光会比反斯托克斯光更强，而量子

力学的知识能帮助我们理解这一问题。从量子力

学的角度看，处在不同能级上的分子能量可表示为

Ej= ( j+ 1
2 ) ℏν ， （5）

式中：j= 0，1，2，3，… 是简正模式 q的振动量子

数；ℏ是普朗克常数。

在外来光子 ℏν0 的作用下，分子能从某一振动

态跃迁到一个瞬时虚态，再从瞬时虚态弛豫回原来

的振动态（瑞利散射）或别的振动态（拉曼散射）。

如果分子弛豫回比原始态更高能级的振动态，则入

射光子会损失能量，得到的散射光频率会比入射光

频率低，即发生了波长红移，这一过程被称为斯托

克斯散射。如果分子回到比原始态更低的振动能

级，那么入射光子的能量会增大，从而得到的散射

光会发生波长蓝移，即发生了反斯托克斯散射。根

据 Boltzmann分布，室温下分子会倾向于处在低能

级（振动基态）而非高能级态（振动激发态），这就是

为什么斯托克斯光会比反斯托克斯光强的原因。

因此，拉曼散射可理解为在量子化振动能级上的双

光子非弹性跃迁，如图 1所示。需要注意，只要入射

光子和分子之间交换的能量等于分子散射系统的

旋转、振动或电子能级，都可能会发生拉曼散射。

目前拉曼效应的研究对象主要涉及分子振动能级。

正常情况下，自发拉曼信号很微弱，107个光子

与分子的相互作用中大约会发生一次自发拉曼散
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射。因此，多年来提出并发展了多种基于不同原理

的增强自发拉曼信号的技术，包括共振拉曼散射

（RRS）和表面增强拉曼散射（SERS）［32-33］，前者利用

接近电子吸收能级的选择性共振增强了极化率并

把拉曼信号提高 6个数量级，后者通过表面等离激

元共振的激发局部增强了电磁场，从而把金属表面

上的拉曼散射提高 15个数量级。

2. 3 相干拉曼散射（CRS）
此外，还可以借助基于相干分子振动激发的非

线性相干拉曼效应来提高拉曼信号，例如相干反斯

托克斯拉曼散射（CARS）和受激拉曼散射（SRS）。

与自发拉曼散射中入射光诱导样本各点产生的偶

极辐射相位相比，相干拉曼散射（CRS）在样本不同

点之间的散射光存在相位关联，能够相干叠加进而

改变信号的分布。为此，在 CRS中，不仅需要提供

原本自发拉曼散射中的激发光（泵浦光），还需提供

一束斯托克斯激光同时与分子振动相互作用。当

泵浦光与斯托克斯光之间的拍频与分子振动频率

匹配时，可以发生共振效应，使得被激发分子发生

相干振动。分子振动的相干运动将进一步散射泵

浦 光 子 或 斯 托 克 斯 光 子 ，导 致 CARS 或 SRS。
CARS和 SRS都是同时产生的三阶非线性光学过

程 ，构成 CRS，但它们的方法不同 ，应用场合也

不同。

2. 3. 1 相干反斯托克斯拉曼散射（CARS）
CARS是一个四波混频（FWM）过程，以频率为

ω p的泵浦光和频率为 ωS的斯托克斯光激发样本，当

两者频率差 ω p - ωS恰好等于样本分子的某个化学

键振动频率 Ω，并且满足相位匹配条件 kaS = 2kp -

kS 时，将产生频率为 ω aS 的反斯托克斯光。该过程

中，入射光子和发射光子满足光学参量关系，即所

有的光子之间满足能量守恒，分子最终返回到基

态 ，而不需要与电磁场进行净能量交换。这给

CARS 带来了一个致命的问题——非共振背景

（NRB）。如图 2（a）所示，即使泵浦光子和斯托克斯

光子从振动共振中失谐，纯电子跃迁也会对 FWM
信号有贡献。原则上，大多数材料都含有丰富的电

子云，并将产生非共振背景，包括玻片和溶液。

从非线性光学理论上分析，CARS的信号生成

可以描述为

ECARS (ω aS )= iNχ ( 3 )E p
2 (ω p ) ES

* (ωS )， （6）
式中：E p和 ES为入射泵浦光与斯托克斯光的电场；

ECARS为信号的电场；N是分子浓度；χ ( )3 为三阶电极

化张量，包含非共振和共振两部分的贡献。

χ ( 3 ) = χ ( 3 )NR +
χ ( 3 )R

Δ- iΓ ， （7）

式中：χ ( )3
NR 表示来自分子内部电子对激发光的非共

振背景，由实部构成；χ ( )3
R 是源自分子内部特定化学

键振动的共振贡献，既有实部又有虚部；分子振动

图 1 拉曼散射能级示意图

Fig. 1 Schematic of Raman scattering energy level

图 2 CARS 显 微 技 术 示 意 图 。（a）造 成 非 共 振 背 景 的

FWM跃迁方式；（b）CARS系统示意图

Fig. 2 Schematic of CARS microscopy. (a) Diagram of the
FWM processes that contributes to the non-resonant

background; (b) setup of the CARS system
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的失谐量 Δ= Ω- ω p - ωS；Γ是拉曼谱的线宽。

通 常 是 直 接 通 过 光 电 倍 增 管（PMT）检 测

CARS信号光强，称为零差检测。因此，信号强度

ICARS可以写成

ICARS = |ECARS|2 = N 2|χ ( 3 )|2 Ip 2 IS。 （8）
带入三阶电极化张量，关系式为

ICARS ( Δ)∝| χ ( 3 )NR |
2
+| χ ( 3 )R ( Δ) |

2
+2χ ( 3 )NR Re χ ( 3 )R ( Δ) ，

（9）
式中：右边第一项为非共振项，是一个与失谐量无

关的常数，对应信号中的恒定背景；第二项为想要

探测的共振项；第三项则是共振项与非共振项的耦

合项，使 CARS光谱相对自发拉曼光谱的洛伦兹线

型发生畸变。由上可知，CARS信号产生一个新的

蓝移波长，因此可以大大减弱荧光背景；然而另一

方面，由于耦合项的存在，CARS信号具有非共振背

景的干扰，且其信号强度与被检测物浓度之间的关

系 不 明 确 ，导 致 CARS 在 定 量 研 究 上 面 对 诸 多

困难。

在谢晓亮课题组［2］的优化下，目前 CARS显微

技 术 主 要 采 用 两 束 激 光 共 线 激 发 的 形 式 。 如

图 2（b）所示，一台脉冲激光器同时提供斯托克斯光

和光学参量振荡器（OPO）的泵浦光，借由 OPO可

以获得与泵浦光脉冲时序一致且波长可调谐的信

号光（Signal）与闲置光（Idler），通常经二向色镜对

信号光与斯托克斯光进行空间合束，时间延迟线精

确控制两束光的时间同步。如此，得到的时间、空

间均重合的两束激光在扫描单元与物镜的帮助下

对样本进行逐点扫描，PMT采集各点的 CARS信号

进而映射出样本中分子振动的分布，形成图像。通

过改变泵浦光的波长/频率，可以满足不同分子化

学键振动的探测需求。

此外，由于拉曼光谱中大部分分子振动特征峰

都比较精细（~10 cm−1），所以若使用飞秒激光激

发，虽然峰值功率高，非线性光学信号强，但光谱范

围宽，限制了成像的化学特异性。因此，飞秒激光

激发的 CARS一般只用于探测高波数区域（2800~
3400 cm−1）的碳氢键以及氧氢键这些谱线较宽、不

需要精细划分化学种类的官能团振动；而 1~10 ps
脉宽的皮秒激光激发的 CARS则平衡了信号强度

与光谱分辨率，在实际运用中更为常见。

2. 3. 2 受激拉曼散射（SRS）
2008年，谢晓亮课题组与其他几个课题组分别

独立研制出了 SRS显微成像技术。该技术在很大

程度上解决了 CARS显微术面临的一些困难，成为

相干拉曼散射显微术新的突破口。

由图 3（a）能级图可以看出，与受激发射原理类

似，当泵浦光子和 Stokes光子与分子相互作用并达

到相同的共振条件时，自发散射过程变为受激过

程。与 CARS不同的是，光子能量在 SRS中不再守

恒。光子向分子有净能量流动：某些泵浦光子湮

灭，而同样数量的斯托克斯光子产生，损失的光子

能量被转移为分子的激发态能量，如图 3（b）所示。

结果，泵浦光束强度降低（受激拉曼损失，SRL），斯

托克斯光强度增大（受激拉曼增益，SRG），表示为

∆Ip和 ∆IS。当光子从振动共振中失谐时，这种能量

转移被阻断，没有 SRL/SRG发生，即在 SRS中非共

振背景被消除。从受激发射的角度来看，强度变化

可以表示为

ΔIp ∝-NσRaman Ip IS ， （10）
ΔIS ∝ NσRaman Ip IS ， （11）

式中：σRaman代表拉曼散射截面。

从非线性光学角度出发，SRL可以写成

ESRL (ω p )= iNχ ( 3 )E p (ω p ) ES
* (ωS ) ES (ωS )。（12）

产生的信号场与泵浦光的频率相同，二者发生

相干干涉。最后的 SRS信号是以泵浦光为本征振

荡器（local oscillator）进行外差检测得到的。SRL
信号可以表示为

SSRL = Re [ ESRLE p
* ]= N Im [ χ ( 3 ) ] Ip IS 。（13）

因此，SRS信号与三阶电极化张量的虚部成比

例，并且由于非共振 χ ( )3
NR几乎是实数，所以 SRS本质

上是没有非共振背景的。此外，三阶电极化张量的

虚部保留了拉曼光谱的线形，因此 SRS产生了类似

自发拉曼光谱的光谱，这与 CARS相比有很大的优

势，如图 3（c）所示。

实际上，SRS从 SRL或 SRG获得信号，由于该

信号叠加在原本入射光的基础上，与入射光的强度

相比，SRS诱导的 ∆I依旧很微弱（∆I I~10−5），所以

需要结合调制解调技术以检测 SRS信号，如图 3（d）
所示。在这种方法中，一束激发光束通过电光调制

器（EOM）或声光调制器（AOM）在射频（RF）下进

行强度调制。调制频率一般为MHz，以避免激光器

低频热和机械波动导致的 1/f噪声，此外如果频率

接近扫描仪的像素停留时间，那么扫描一个混浊的

样本时会导致寄生调制信号的泄漏（通过浑浊样本

时，扫描激光束也会有强度变化）。因此，为保证成

像速度（像素滞留时间小于 2 μs），实验中多用 10
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MHz调制频率。当 SRL/SRG发生时，另一波束的

强度将在相同频率下发生反相/同相变化，从而在

大的直流背景上产生了 ∆I弱信号，可以将 EOM/
AOM的调制频率作为参考源，进而被锁相放大器

解调出来。此外，由（13）式可知，SRS信号强度与

被测物的浓度呈线性关系，如图 3（e）所示，使得定

量分析成为可能。

3 技术发展

由于研究对象体系的多变性、异质性，对成像

技术不断提出更高的要求：更快的成像速度、更高

的探测灵敏度、更精细的空间分辨率。为此，SRS
显微技术在众多研究团队的努力下逐渐完善，实现

了最高视频级的成像速率以及最小单分子层面的

检出灵敏度 ，并且有望进一步突破分辨率衍射

极限。

3. 1 成像速度

作为相干技术的一种，SRS类比受激辐射的概

念将微弱的拉曼散射信号提高了 3~5个量级，使得

快速显微成为可能。研究人员根据不同的应用场

合分别对 SRS显微技术做出了一系列改良。

在活体成像中，对于不透明的厚块组织，无法

收集有效的透射光信号，这时便只能依赖于背向散

射光。而传统的显微物镜由于孔径尺寸的限制，只

能收集~10%的背向散射光子，极大地限制了成像

效率。为此，Saar等［34］于 2010年通过射线追踪模拟

优化了背向散射信号的采集方式，在物镜前端放置

一个中央开孔的光电二极管作为探测器。激发光

通过中央小孔照射样品，而二极管的面积足以覆盖

模拟结果给出的主要背向散射光区域（~5 mm），保

证了散射光被探测器高效率收集。此外，他们还制

作了一台全模拟形式的锁相放大器，配合共振式扫

描振镜系统，成功地在活体小鼠上实现了视频级动

态成像，为在体生命活动的显微观测提供强有力的

技术方法，如图 4（a）所示。

在病理成像中，脂质、蛋白质双通道 SRS图像

能很好地体现传统病理金标准 H&E的染色结果

（作为 SRS的主要应用之一，将在应用部分详细介

图 3 SRS显微镜的原理、组成和特点。（a）SRS的能量图；（b）SRS的能量转移过程；（c）SRS和 CARS的典型光谱；

（d）SRS系统示意图及调制转移原理；（e）硫酸根离子 SRS信号与浓度的关系

Fig. 3 Principle, composition, and characteristics of SRS microscopy. (a) Energy diagram of SRS; (b) energy transfer process of
SRS; (c) typic spectrum of SRS and CARS; (d) setup of SRS system and modulation transfer scheme; (e) relationship

between the SRS signal of sulfate ion and the concentration
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绍），但双通道意味着要对同一区域采集两种化学

组分的信息。对于单频共振的 SRS技术，若采用串

行探测模式，则每个成像区域中需要调节窄带激光

波长，或光谱聚焦时间零点重复扫描两次，以得到

两种组分的图像，耗费时间［35-37］。因此，为了提高采

集效率，出现了皮秒-飞秒联合宽带激发的并行探测

模式。在这种探测模式下，同时检测宽带信号时需

要多通道阵列检测和锁相放大器解调［38-40］，亦或者

利用声光可调滤光器（AOTF）将宽带脉冲的激发波

长调制在不同射频，通过快速傅里叶变换，使用带

锁相放大器的单个检测器提取多路 SRS信号［41］，但

系统的复杂性与成本也会随之增加。2016年，复旦

大学季敏标课题组［42］基于飞秒光谱聚焦的受激拉

曼散射显微系统，采用双延迟线控制偏振分束棱镜

（PBS）分束的两路 Stokes光程相位相差 π/2，然后

将两束 Stokes光与泵浦光的共振频率锁定在脂质

和蛋白质两个通道，借助相敏锁相放大器的同相

（X）和正交（Y）输出实现同时双通道成像，在保证

图 4 SRS在成像速度、探测灵敏度和分辨率方面的技术发展。（a）改进的背向探测方式［34］；（b）双相 SRS同步探测脂质和蛋白

质通道［42］；（c）预共振受激拉曼散射的探测灵敏度［30］；（d）SREF的能级示意图和以罗丹明 800为样本的单分子图像［49］；

（e）等离子体增强 SRS（PESRS）达到单分子灵敏度，腺嘌呤在金纳米结构上的等离子体增强示意图［50］；（f）HeLa细胞的

高分辨成像［51］；（g）可逆光开关 SRS成像，通过紫外光/可见光照射选择性点亮/擦除HeLa细胞［60］，标尺为 20 μm
Fig. 4 Development of SRS in imaging speed, detection sensitivity, and resolution. (a) Improved back detection method[34];

(b) dual-phase SRS detecting lipid and protein channels simultaneously[42]; (c) detection sensitivity of pre-resonance
stimulated Raman scattering[30]; (d) energy level diagram of the SREF and the single-molecule image of Rhodamine 800[49];
(e) plasma-enhanced SRS (PESRS) achieving single-molecule sensitivity, schematic of plasma enhancement of adenine on
gold nanostructures[50]; (f) high-resolution imaging of HeLa cells[51]; (g) reversible switchable SRS imaging, selectively

light/erase HeLa cells by irradiating UV/visible light[60], scale bar is 20 μm
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原本系统简洁性的同时利用单次扫描即可获取高

质量的伪H&E图像，如图 4（b）所示。此外，针对病

理成像中的大面积拼接需求，该课题组发展了 line-
scan方法，控制振镜进行一维运动，不断在正交方向

移动载物台来完成图像扫描，巧妙地避开了传统

frame tiling中帧与帧扫描之间的时间间隔，大幅提

升了组织大面积成像的效率［43］。

3. 2 探测灵敏度

对于大部分化学键，SRS的浓度探测灵敏度在

μmol/L~mmol/L之间，并且由于 SRS采用了高频

调制转移与锁相探测技术，理论上不受激光低频波

动噪声的影响而接近散粒噪声极限，检测灵敏度与

采集时间的平方根呈线性关系［44］。以 C=C双键为

例，在 100 μs的积分时间下，锁相探测的 ΔI/I的检

测灵敏度~10−7，SRS的检出线为 mmol/L量级，相

当于聚焦体积（~0. 1 fL）中有~105个分子。

正如前文所提到的共振拉曼效应：当激发频率

接近或重合于分子的一个电子吸收峰时，某一个或

几个特定的拉曼峰会急剧增强，甚至达到普通拉曼

强度的百万倍［45］。而在生物内源分子（脂质，核酸，

蛋白质等）的 SRS成像中，由于 SRS的激光泵浦激

光波长与探测分子的吸收峰相差较大，属于非共振

拉曼模式，所以闵玮课题组［46-47］尝试使用共振拉曼

效应以提高 SRS的灵敏度。在实验中，他们发现泵

浦光和吸收峰的严格共振确实会增强受激拉曼信

号，但拉曼窄带振动信号却几乎被并发的宽背景淹

没，他们推测这可能是电子共振四波混频和竞争瞬

态过程导致的。最后，他们通过仔细调整分子吸收

峰，使之接近但不等于 SRS泵浦激发波长（泵浦激光

波长与分子的峰值吸收波长相差 1400~4200 cm−1），

在 1 ms的采集时间内将检测极限提高到亚 μmol/L
量级（在焦体积内包含~50个分子），同时保持具有

高化学选择性的振动特征，如图 4（c）所示。这种基

于荧光染料开发的预共振受激拉曼散射（epr-SRS）
技术极大地推进了 SRS的探测极限［46］。此后两年，

闵玮课题组［48-49］还在此基础上进一步通过受激拉曼

激发荧光（SREF）显微镜获得了单分子量级的探测

灵敏度，成功实现了全远场模式下的单分子拉曼成

像，如图 4（d）所示。在该技术中，受激拉曼负责将

分子泵浦到中间振动本征态，然后分子向上转换到

电子荧光态，从而将振动共振编码到荧光发射的激

发光谱中，展示出荧光单分子灵敏度和拉曼超多色

复用的优点。

此外，程继新课题组［50］利用金纳米颗粒的等离

子体增强效应，结合系列降噪提取算法，开发出等

离激元增强受激拉曼散射（PESRS）显微镜并展示

了其单分子量级的检测灵敏度，如图 4（e）所示。

3. 3 空间分辨率

在精细的亚细胞显微中，空间分辨率对成像质

量与图像分析至关重要。SRS作为一种非线性成

像技术，由于其对强度的高阶依赖关系，具有本质

上的光学层析能力，并达到了与双光子激发荧光显

微镜相同的衍射极限分辨率。利用近红外光激发

（波长为~800，1040 nm），SRS显微镜的典型横向

分辨率为~350 nm，轴向分辨率为 1. 1 μm。根据阿

贝成像理论，受衍射艾里斑的限制，空间分辨率的

提高可以通过减小激发光波长，使用高数值孔径

（NA）的物镜来实现。华中科技大学王平课题组［51］

使 用 BBO 晶 体 将 原 本 近 红 外 光 波 长 倍 频 至

~450 nm蓝光波长，配合使用 1. 49高数值孔径的物

镜，在聚苯乙烯（PS）小球以及生物样本中客观验证

了 SRS~130 nm的横向分辨率，如图 4（f）所示，但

这种方法依然受空间衍射的束缚。

为了实现拉曼成像的超分辨显微，目前已经

有几种超分辨 SRS技术被提出［52］。受到受激发射

耗尽（STED）荧光显微镜的启发，在原本泵浦激发

光和 Stokes激发光的基础上增加第三束激光，通

过饱和/耗尽或竞争等过程抑制 SRS信号，来打破

衍射极限，利用环形退相干光束可以获得~2倍的

横向分辨率提升［53-56］。另一种，通过使用虚拟正弦

调制来提取 SRS信号的二次谐波阶的方法的亚衍

射分辨率在没有额外激光束的情况下达到~250
nm［57］。但这些方法大都依赖于强的激发光功率，

容易对样本产生损伤。Xiong等［58-59］基于之前开发

的 SREF技术，通过波谱调制抑制背景信号的干

扰，并引入损耗光实现了超分辨拉曼显微。近来，

季敏标课题组［60］报道了一类具有拉曼光活性的分

子，这类分子将拉曼信源探针——炔基连接至二

芳基乙烯母体分子上，通过二芳基乙烯母体在紫

外/可见光照射下闭/开环导致的电子云变化诱导

炔基拉曼峰位的偏移，成功实现了 SRS的可逆光

开关成像，如图 4（g）所示。借鉴 RESOLFT荧光

超分辨技术，该类分子的引入有望实现低功率环

形抑制光的拉曼超分辨成像。几乎同期，Wei课题

组［61］与 Ozeki课题组［62］也分别同样报道了相似的

工作进展。
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4 应 用

CARS与 SRS都是基于生物体中核酸、脂质和

蛋白等物质自身的 Amide I、CH2、CH3化学键进行

特异性成像的。由于 SRS是受激过程，只有在严格

满足共振条件 ΩR = ω p - ωS的情况下才能发生，因

此本质上不存在类似 CARS的非共振背景干扰。

目前，SRS以化学特异性、高分辨率、快速成像以及

三维扫描的优点，在病理检测、生物代谢、药物运输

等诸多方面均得到了广泛应用。

4. 1 细胞生物学

细胞是机体结构和生理功能的基本单位，是生

长、发育的基础。人体大约由 40万亿~60万亿个形

态大小各异的细胞构成，而每一个细胞都时刻经历

着生命活动。SRS近衍射极限的分辨率允许亚细

胞结构成像且不需引入外源荧光标记物，超高的成

像速度也使得动态观测成为可能。

4. 1. 1 细胞分裂与遗传

在细胞的生命周期中，通过分裂增殖并将遗传

物质传递给子代的过程占据了极为重要的地位。

其中，DNA是真核生物的主要遗传信息载体，以往

只能通过荧光标记的方式定位追踪，但标记意味着

外源干扰，有可能对细胞正常活动造成影响。而

SRS免标记成像方法允许在活生物体中以非侵入

性 的 方 式 可 视 化 DNA，具 有 明 确 的 实 际 意 义 。

Lu等［63］通过线性解谱在高波数拉曼区域得到细胞

中 DNA 的分布，相较于以指纹区磷酸拉曼峰成

像［64］，高波数成像具有更高的灵敏度。之后，他们

以延时摄影的方式记录下细胞分裂的动态过程，如

图 5（a）所示。

4. 1. 2 细胞代谢

与遗传相同，代谢也是生命的重要特征。理解

新陈代谢对阐明许多生物过程的机制基础不可或

缺，如发育、内环境平衡和对刺激的反应。生物体

通过代谢更新蛋白质、脂质等生物分子，这种新陈

更替的过程测定在免标记 SRS技术中难以实现。

图 5 SRS在细胞生物学上的代表工作。（a）用 SRS对正在进行细胞分裂的 HeLa细胞中的 DNA进行延时无标记成像［63］；

（b）通过序列标记 II组和 I组 d-氨基酸，对新合成的蛋白进行双色 pulse-chase成像［65］，标尺为 10 μm；（c）氘化脂肪酸的

SRS成像［28］，标尺为 10 μm
Fig. 5 Representative works of SRS in cell biology. (a) Time-lapse label-free imaging of DNA in a HeLa cell undergoing cell

division by using SRS[63]; (b) two-color pulse-chase imaging of newly synthesized proteins achieved by sequential labeling
of group II and group I d-amino acids[65], scale bar is 10 μm; (c) SRS imaging of deuterated fatty acids[28], scale bar is 10 μm
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为此，闵玮课题组［20］与黄岩谊课题组［27］采用小分子

拉曼标记的方式，区分新合成的生物分子与原本的

分子，进而完成代谢追踪。目前，他们已经利用氘

代、氰基或者炔基等标记的生物分子近似物研究了

脂质［28］、蛋白质［65-67］、糖类［68-70］代谢问题，揭示了活细

胞中杭丁顿蛋白的聚集形成动力学，如图 5（b）所

示，饱和脂肪酸（包括棕榈酸）在内质网膜上诱导相

分离，形成固态相，进而造成细胞毒性等众多机制

问题，如图 5（c）所示。在此，需要明确的是，拉曼探

针的引入已经不属于免标记范畴，但与荧光标记相

比，拉曼探针具有高稳定性（无光漂白）、标记物小

对目标干扰轻微（信源为化学键）、光谱出峰窄可做

超多色复用（荧光光谱重叠）等优势。

4. 2 组织生物学

组织由细胞群和细胞外基质构成，根据所处的

生理环境与执行功能，通常作为病理学的基础。

SRS基于生物组织内源分子振动差异提供衬度，可

以直接对新鲜组织快速成像，而且使用脂质、蛋白

质双通道成像，得到的双色 SRS图像与病理金标准

H&E图片具有高度一致性［71-72］。

4. 2. 1 肿瘤切缘

令人闻风丧胆的肿瘤至今是医学界的一大痛

点，如今根源的治疗方法还是通过手术切除的形式

去除癌变组织。肿瘤手术的关键在于最大限度切

除肿瘤的同时，保留邻近的健康组织。若肿瘤部位

切除不干净，残留的肿瘤细胞极易引起癌症复发、

治疗失败等一系列不良结果。另外，若将正常组织

误认为肿瘤而一同切除，则有可能导致发病率增

加。因此，精准对肿瘤切缘进行定位，指示手术最

大限度安全地切除肿瘤组织至关重要［73］。

传统病理检测往往需要活检（或手术）取样、固

定、切片、染色等一系列繁杂过程，往往耗时几天，

无法实现术中实时诊断。术中冰冻往往也至少需

要半个小时，而且由于冰冻切片的伪影，诊断准确

率不高。2013年，季敏标等［17］在谢晓亮课题组学习

期间与合作者利用 SRS显微镜观察到脑瘤组织的

蛋白质与脂质含量具有明显差异，通过蛋白质/脂
质的比值参数，可以在 SRS图像中清晰地鉴别明场

显微中毫无特征的肿瘤组织和正常组织分界线，如

图 6（a）所示。研究人员在脑胶质瘤小鼠模型活体

中原位实时地探测肿瘤边界，展示了 SRS在术中肿

瘤切缘定位的应用，之后在离体人脑肿瘤手术标本

中实现了无标记病理诊断［74］。此外，季敏标课题

组［10，75］近年来与复旦大学中山医院、复旦大学华山

医院等多个医疗单位密切合作，在多个部位肿瘤切

缘的探测上做出了卓越的进展，如图 6（b）所示。而

他在脑瘤工作时期的合作者 Orringer等［76-77］依旧致

力于 SRS与脑瘤术中诊断的结合，基于光纤激光与

平衡探测器将 SRS显微技术小型化，并成功将其引

入手术室中，通过与深度学习神经网络结合，实现

了接近术中实时诊断的智能化系统，如图 6（c）所

示。国内岳蜀华课题组［78］，王平课题组［15］充分发挥

高光谱 SRS技术既有图像信息又有光谱信息的优

势，对前列腺组织与肝组织中的脂质进行定量统计

分析，有望促进前列腺癌、肝癌的诊疗及新型药物

靶点的研发，如图 6（d）所示。

4. 2. 2 痛风结晶

痛风是一种由尿酸干扰引起的晶体沉积性疾

病，因其发病率和疾病负担的增加而引起临床医生

和研究人员越来越多的兴趣。临床上治疗痛风的

手段是通过药物或手术去除痛风结晶石（单钠尿酸

盐，MSU），所以术中快速准确地检测MSU对治疗

效果十分重要。而目前的组织学检测与偏光显微

镜都缺乏有效的化学特异性。为此，季敏标课题

组［79］利用 SRS与二次谐波产生（SHG）双模态成像，

评估了两种大鼠模型中各种MSU沉积还有人类手

术样本，结果表明基于 MSU和假性痛风（焦磷酸

钙，CPPD）在指纹区不同的拉曼峰位，可以实现痛

风的早期诊断和鉴别，如图 6（e）所示。

4. 2. 3 乳腺钙化

乳腺钙化被认为是乳腺癌发病的重要指标之

一，这些钙质沉积物含有丰富的化学混合物成分

（如磷酸盐、草酸盐和碳酸盐）及各种形态（大小、形

状和分布），与肿瘤发生、恶性程度密切相关。乳房

钼靶 X射线对钙化的诊断只提供形态学信息，在癌

变评估中有所局限。2020年，Fu课题组［80］利用 SRS
对乳腺钙化与肿瘤过程进行定量化学成像，发现钙

化中碳酸盐含量与肿瘤恶性程度成负相关。无独

有偶，季敏标课题组［81］同样使用高光谱 SRS技术来

评估肿瘤恶性程度与多维度信息（形态，光谱）的相

关性，通过图像处理与光谱拟合可以分别提取出钙

化区域几何形状和纹理等形态学特征及其构成的

化学成分，结合支持向量机（SVM）对乳腺病变进行

准确分类，如图 6（f）所示。

4. 3 神经生物学

神经系统在学习、记忆、运动和行为中都起着
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重要作用。对生理状态和病变退化状态下的神经

系统进行研究将有助于形成神经功能的整体图景，

并推动揭示神经疾病的产生机制。SRS能够提供

内在的化学和空间分辨率，原则上适合于检测与神

经系统相关的特征。

4. 3. 1 生理神经功能

生理状态下，神经系统内聚集着大量神经细

胞，有机地构成网络或回路，通过传递、储存和加工

信息，产生各种心理活动并控制机体行为。

2017年，Fu等［14］报道了基于频率调制的 SRS，
对乙酰胆碱进行无标记成像，并且直接定量测定了

蛙皮胸肌神经肌肉连接处乙酰胆碱的局部浓度，如

图 7（a）所示，随着 SRS灵敏度的进一步提高，有望

为突触活性的体内研究开辟新的途径。在细胞膜

电位问题上，程继新课题组［82-83］做出了一系列工作，

通过费米共振峰的 SRS成像，证明了整个神经元的

膜电位无标记映射，表明 SRS可用于评估神经元兴

奋性，进一步实现了多神经元、多位点和长期测量

的膜电位无标记评估，如图 7（b）所示。

4. 3. 2 神经退行性疾病

神 经 退 行 性 疾 病 包 括 肌 萎 缩 性 侧 索 硬 化

（ALS）、阿尔茨海默病（AD）、帕金森病（PD）、亨廷

顿病（HD）等，常伴有分子水平和组织水平的病理

改变。

2016年，Tian等［18］在症状前 ALS小鼠模型的

周围神经中发现了聚集的脂类卵形物，并推测这些

图 6 SRS在组织生物学上的代表工作。（a）裸眼以及 SRS对同一肿瘤浸润区的观测图片和完整小鼠脑切片的 SRS成像［17］，标

尺为 500 μm；（b）各部位组织的 SRS图片，标尺为 50 μm；（c）卷积神经网络（CNN）语义分割技术描绘的脑肿瘤界面［76］；

（d）高光谱 SRS结合光谱信息及图像信息对肝组织中不同化学组分的分析［15］，标尺为 30 μm；（e）滑膜组织中MSU（绿

色）、DCCP（蓝色）、组织自身（灰色）的 SRS图像与光谱［79］，标尺为 20 μm；（f）良性钙化与恶性钙化的 SRS光谱及其五种

组分解谱拟合［81］

Fig. 6 Representative works of SRS in tissue biology. (a) Naked eye and SRS observation pictures of the same tumor infiltration area
and SRS imaging of intact mouse brain slices[17], scale bar is 500 μm; (b) SRS pictures of various parts of tissue, scale bar is
50 μm; (c) brain-tumor interface delineated by using CNN semantic segmentation[76]; (d) hyperspectral SRS combining spectrum
information and image information to analysis different chemical components in liver tissue[15], scale bar is 30 μm; (e) SRS
images and spectra of MSU (green), DCCP (blue), and tissue (gray) in synovial tissue[79], scale bar is 20 μm; (f) SRS spectra of

benign calcification and malignant calcification and fitting of its five-group decomposition spectra[81]
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脂类卵形物很可能来自变性的髓鞘细胞，表明 ALS
症状出现之前小鼠就已经出现了明显的周围神经

退行性病变，如图 7（c）所示。这与最早的肌肉失神

经体征相吻合，并先于生理上可测量的运动功能衰

退，对疾病的早期筛检具有重要意义。而对于阿尔

茨海默病这类出现淀粉样斑块的神经疾病而言，由

于斑块中的蛋白质错折叠是二级结构变化所致的，

即从 α-螺旋转变到 β-折叠，多肽主链的酰胺 I振动

带在拉曼光谱上发生蓝移，因此，通过在 1658 cm−1

和 1670 cm−1两个频率处进行 SRS成像，解谱之后

可以得到正常蛋白质以及 Aβ淀粉样蛋白两种成

分。此外，SRS成像结果还表明每个斑块似乎都被

富含脂质的光晕结构所包围，如图 7（d）所示，这在

特定标记的方法中难以发现，展示了 SRS在组织层

面具有发现新型形态学结构的能力［11］。Miao等［84］

还借助氘标记谷氨酰胺（Gln-d5），通过 SRS对亨廷

顿病中的 polyQ聚合体进行活细胞成像、定量分析

和光谱分析，有助揭示 polyQ聚合体的新特性和机

制，如图 7（e）所示。

4. 4 微生物学

微生物具有种类多、体积小、易变异等多种特

点，越来越多的实验表明微生物在人体肠道菌群、

抗生素耐药性和生物材料方面发挥着重要作用并

受到越来越多的关注。

2016年，Ozeki课题组［85］利用免标记视频速率

SRS成像技术绘制了不同培养条件下的细胞内代

谢物分布，发现缺氮环境下的活微藻代谢存在明显

的异质性，叶绿素含量降低，裸藻淀粉和脂质的积

累增加，展示了 SRS技术对进一步了解微藻巨大的

尚未探索的异质性、微藻突变体的筛选和表征以及

图 7 SRS在神经生物学上的代表工作。（a）青蛙皮肤胸肌的神经肌肉连接处进行电刺激后的 SRS成像显示［14］；（b）通过无标

记 SRS成像，可以在一个神经元上捕获单个动作电位［83］，标尺为 20 μm；（c）SRS模型对ALS小鼠周围神经变性的长期

活体成像［18］，标尺为 10 μm；（d）Aβ错折叠蛋白的 SRS探测，阿尔茨海默小鼠模型的脑切片 SRS成像［11］，标尺为 30 μm；

（e）100 nmol/L 格尔德霉素处理 20 h后，活细胞中 mHtt-97Q-GFP 聚集物（白色箭头）在 2167 cm−1、2035 cm−1 和

2940 cm−1处的荧光（绿色）和 SRS图像［84］，标尺为 10 μm
Fig. 7 Representative works of SRS in neurobiology. (a) SRS imaging of neuromuscular junction of frog skin and pectoral muscle

after electrical stimulation[14]; (b) single action potential can be captured by label-free SRS imaging on a patched neuron[83],
scale bar is 20 μm; (c) long-term in vivo imaging of peripheral nerve degeneration in ALS mouse models by SRS model[18],
scale bar is 10 μm; (d) SRS detection of Aβ misfolded protein, SRS imaging of brain slices in Alzheimer’s mouse model[11],
scale is 30 μm; (e) fluorescence (green) and correlative SRS images of mHtt-97Q-GFP aggregates (white arrow) at
2167 cm−1, 2035 cm−1, and 2940 cm−1 in live cells after 100 nmol/L geldanamycin treatment for 20 h[84], scale bar is 10 μm
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高效生物材料工程具有突出的重要性，如图 8（a）所

示。此外，SRS成像也被应用于快速抗菌素敏感性

测试（AST）。由于细菌可以利用环境中的重水参

与代谢，从而将本源生物分子中的 C—H键更替为

C—D键，因此，根据细菌对重水的摄入速率可以表

征生命活性。程继新课题组［86］表示，利用这种重水

标记的方式，在飞秒高速 SRS助力下在 D2O培养基

中培养 10 min后就可以观察到代谢反应，如图 8（b）
所示［87］。从样品到药敏试验的总时间约为 2 h，从菌

落到获取单细胞代谢失活浓度结果的时间小于

2. 5 h。他们还在尿液或全血环境下测定了细菌的

代谢活性和敏感性，为临床快速实现单细胞表型

AST提供了机会。

4. 5 药理学

可视化药物并追踪其在生理活动中的进程，对

理解它们的结构-分布-功能关系与作用机制很有帮

助。使用无标记的方法或使用振动探针标记药物

分子，SRS可以对药物进行成像，进而有利于推动

药物的开发与测试［88］。基于药物分子自身内在强

烈的特异拉曼振动峰，SRS已经实现药片和植入物

图 8 SRS在微生物学、药理学、材料科学上的代表工作。（a）免标记视频率 SRS成像显示微藻代谢物的非均匀分布［85］，标尺为

10 μm；（b）铜绿假单胞菌在含重水的培养基中培养后的延时 SRS成像［87］；（c）酪氨酸激酶抑制剂的 SRS成像［91］；（d）SRS
对锂电池的研究示意图［95］；（e）SRS对 h-BN的成像结果［96］；（f）大气气溶胶的 SRS三维分析，SO42−、NO3−两种无机盐的空

间构成形态迥异［97］，标尺为 1 μm；（g）SRS对丙烯酰胺聚合过程的可视化追踪及聚合速率的动力学曲线［98］，标尺为 5 µm
Fig. 8 Representative works of SRS in microbiology, pharmacology, and materials science. (a) Label-free video-rate SRS imaging

of heterogeneous distribution of metabolites[85], scale bar is 10 μm; (b) time-lapse SRS imaging of P. aeruginosa after culture
in D2O containing medium[87]; (c) SRS imaging of tyrosine kinase inhibitors[91]; (d) schematic illustration of a Li-Li symmetric
cell under SRS imaging[95]; (e) SRS imaging of h-BN[96]; (f) 3D profiling of atmospheric aerosols shows that the spatial
composition of SO4

2− , NO3
− inorganic salts is very different[97], scale bar is 1 μm; (g) visual tracking of acrylamide

polymerization process by SRS and kinetic curve of polymerization rate[98], scale bar is 5 µm
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中药物制剂的成像、农用化学品抗真菌植物的化合

物和真皮给药、小分子药物的亚细胞分布成像等

应用［89-90］。

2014年，闵玮课题组将疗霉舒乳膏涂抹于小鼠

耳朵部位，通过对药膏中盐酸特比萘芬分子的炔基

进行特异性成像，结合脂质和蛋白通道的共定位，

发现了该药物是通过皮肤中脂质进行渗透的。同

年，哈佛大学谢晓亮课题组［91］利用高光谱受激拉曼

散射（hsSRS）成像技术对两种酪氨酸激酶抑制剂

（TKI）药物（伊马替尼和尼洛替尼）进行活细胞内的

免标记成像和定量分析。他们发现，由于这两种药

物具有溶酶体的亲溶性，它们在溶酶体中的浓度都

增加了 1000倍以上。当同时使用氯喹时，伊马替尼

的溶酶体捕获率大为降低，这表明氯喹除了常见的

自噬抑制机制外，还可能通过溶酶体介导的药物相

互作用提高 TKIs的疗效，如图 8（c）所示。对于没

有特征拉曼振动的药物，可以采用拉曼标记进行

SRS成像，提高了灵敏度和特异性，例如闵玮课题

组以及 Hulme课题组用氘标记的方式分别观察布

洛芬和几种药物相关溶剂在皮肤和指甲中的渗透

情况［92-94］。

4. 6 材料科学

20世纪以来，在物理、化学、生物等学科的推动

下，人们对物质结构、材料理化性质的认识不断深

入。研究材料本质及其演化规律成为现代材料科

学发展的重要一环。近来的一些报告体现出，SRS
独特的微观显像能力在其中同样能够发挥出重要

作用。

2018年，闵玮课题组与 Yang课题组［95］合作，利

用 SRS显微镜可视化了电池电解质中离子的传输

过程，揭示了锂电沉积存在三个阶段，表明 SRS成

像在定量捕捉锂表面离子浓度的快速演化、浓度与

锂枝晶生长关系上具有应用，如图 8（d）所示。以 E2g
波段为基础，季敏标课题组［96］利用 SRS技术对六方

氮化硼（h-BN）进行成像，表明 SRS可为 70 nm以下

的 h-BN薄片厚度的定量提供一种快速可靠的方

法，有助于对二维材料进行光学表征，如图 8（e）所

示。之后，他们还对单个气溶胶中主要的两种无机

盐 SO4
2−、NO3

−进行分析。通过轴向连续扫描以及

三维建模，展示了大气气溶胶中不同颗粒具有不同

的组分异质性，两种无机盐的空间构成形态迥异，

反映出颗粒在生成过程中具有不同的机制，如

图 8（f）所示［97］。对于普遍使用的聚合物材料，王平

课题组［98］利用声光偏转器（acousto-optic deflector）
与无锁相电路阵列（lock-in free circuits array），开发

了 一 种 基 于 共 线 多 束 的 受 激 拉 曼 散 射 显 微 镜

（COMB-SRS），高达每秒 2000帧的速率使得它们

能够对聚合反应过程进行实时追踪，如图 8（g）所

示。此外，SRS还为矿物、微塑料的检测提供了有

效的技术手段［99-100］。

5 小 结

SRS显微成像技术自 2008年诞生以来，在生命

科学领域得到了极大的发展，并逐渐向其他领域拓

展［95-96，99，101］，引起了越来越多的关注。结合微流控

技术的高通量、高特异性单细胞筛选也在如火如荼

的发展［102-104］，向实用化转换的术中可推入式以及手

持式 SRS系统也在被大力开发［76-77，105］。值得注意

的是，由于愈渐严苛的灵敏度和特异性以及其他需

求，SRS技术已经不仅局限于免标记的范畴，越来

越 多 的 拉 曼 振 动 探 针 被 开 发 并 有 很 大 的 进

展［47，106-113］，探针本身也逐渐从原本惰性向更多样的

功能化、活性化发展［60-62，113-114］。但目前的探针大多

以化学合成分子出现，可遗传编码的拉曼探针可以

实现活细胞中对具有遗传特异性的蛋白质和核酸

的原位成像［115］，将是一大研究方向。可以预见，光

谱学和显微技术的不断发展将使 SRS成为更强大

的平台。大量的拉曼数据也要求发展先进的统计

分析工具，如降维和相关性，机器学习领域的火热

发展将为此提供可靠的帮扶［10，50，76，116-117］。
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