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光热显微成像：一种免标记、高分辨的成像技术
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摘要  高分辨光学成像技术对生物学、生命科学以及材料科学的发展都有重要意义。主流的高分辨光学成像技术依赖

荧光成像，但是荧光高分辨成像不能揭示分子特异性信息且极易导致细胞毒性。而光热显微成像技术是一种兼具成分

分辨和非侵入性的新兴技术，能够填补高分辨荧光成像的缺陷，具有极大的应用前景。对光热显微镜技术的实现原理、

技术发展进行简要介绍，并总结提高中红外光热显微成像的探测极限和分辨率的措施，旨在为进一步推动高灵敏度和超

分辨光热成像技术的发展提供借鉴思路。
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Photothermal Microimaging: A Non-Invasive and 
High-Resolution Imaging Technique
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Abstract Super-resolution optical imaging technology has significant implications for biology, life science, and materials 
science.  The mainstream technology to achieve super-resolution optical imaging relies on fluorescence imaging, but 
fluorescence-based super-resolution imaging cannot reveal molecular-specific information and causes cytotoxicity to living 
cells.  In contrast, photothermal microscopy is a promising analytical technique that allows noninvasive imaging of 
molecular bonds.  Therefore, photothermal microscopy can overcome the inherent limitations of super-resolution 
fluorescence imaging, making it an attractive option with excellent application prospects.  This review discusses the 
theoretical basis of photothermal microscopy, development of the imaging technique, and the methodological 
developments that improve the detection limit and spatial resolution.  We further provide future perspectives for promoting 
the development of high-sensitivity and super-resolution photothermal imaging technology.
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1　引   言

光学显微镜具有成本低、操作简单且对样品无损

伤的特点，为生物学、医学、材料科学、环境科学等领域

的研究提供了基础工具和支持。但光学显微镜受光学

衍射极限限制，空间分辨率仅能够达到半波长尺度

（200~300 nm），这远远不能满足人们对亚细胞、纳米

材料等微观结构的探索需求。高分辨光学显微技术的

发展打破了光学衍射限制，使得研究者们能在较简单

的光学系统基础上分辨超过衍射极限的细节。目前实

现高分辨光学成像的主流技术是荧光标记成像，主要

可以分为两大类：一类是通过调制照明光斑缩小点扩

散 函 数（PSF）实 现 高 分 辨 成 像 ，如 受 激 辐 射 耗 尽

（STED）显微成像技术［1］利用环形耗尽光直接减小

PSF 的有效尺寸，结构光照明显微镜（SIM）［2-3］通过构

建莫尔条纹获取高频信息再重构出高分辨图像；第二
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类是基于单个荧光分子进行精确定位实现高分辨显微

成像，如光激活显微镜（PALM）［4］和随机光学重建显

微镜（STORM）［5］通过随机激活衍射极限空间内单个

荧光分子，得到 PSF 的中心位置，以实现对单个荧光

分子的高精度定位，最后将一系列图片叠加，重构生成

高分辨图像。这些基于荧光的高分辨成像技术将光学

显微镜的分辨率拓展至几十纳米［6］，极大提高了光学

显微镜在揭示细胞亚结构及生物分子相互作用等方面

的能力，大大推动了生命科学和医学的发展。但是荧

光成像不能揭示分子及其结构的特异性信息，而且高

分辨荧光成像过度依赖标记，可能造成细胞毒性、光漂

白等潜在的问题，从而影响实验结果的准确性和可重

复性。

为避免上述高分辨荧光成像技术带来的固有局限

性，很多研究致力于免标记高分辨成像技术的发展。

其中，拉曼成像技术［7］作为典型的非侵入性分析手段，

能够深入揭示样品的化学键信息，在生物医学领域有

重要应用。拉曼显微成像可以利用类似 STED 机制

增加空间分辨率，如饱和受激拉曼散射（saturation-

stimulated Raman scattering）显微镜［8］和饱和相干反斯

托克斯拉曼散射（saturated coherent anti-stokes Raman 
scattering）显微镜［9］，通过在饱和激发下提取高次谐波

信号减小点扩散函数；也有研究采用结构光照明实现

高分辨拉曼成像［10］。以上方法能够将拉曼成像技术的

空间分辨率提升到 70 nm 以上［11］，为研究生物体内部

的微观结构和生物分子的分布及功能状态提供了丰富

的信息。但是拉曼显微成像技术也存在局限性，其作

用截面非常小（∼ 10−30 cm2·sr−1），限制了最终的检测

灵敏度［12］。相比之下，中红外波段光热（MIP）显微成

像技术同样提供了一种能实现成分分辨的非侵入式分

析手段，但其红外吸收截面（∼10−22 cm2·sr−1）比拉曼截

面高 8 个数量级［13］。此外，MIP 显微成像技术能够生

成与傅里叶变换红外光谱（FTIR）类似的具有高光谱

保真度的吸收光谱，提供和拉曼散射互补的信息，对深

入探究生物信息具有重要价值。MIP 显微成像技术利

用探测光束的强度间接反映样品的红外吸收响应，其

成像分辨率由探测光的波长决定。目前通过优化光

路，MIP 成像已取得接近光学衍射极限的空间分辨率

（~300 nm）［14］，远优于传统红外成像技术。进一步地，

通过利用深度学习［15］和提取高次谐波信号的方法［16］，

MIP 成像技术也能获得突破衍射极限的空间分辨率，

达到 120~150 nm 的水平。

MIP 显微成像技术是基于泵浦 -探测技术的新型

分析工具，通过测量光热效应导致的局部折射率的变

化得到样品信息。光声成像（PAI）［17］同样是基于样品

的光热效应成像，但不同于 MIP 成像，PAI是通过探测

光热产生的超声波信号获取样品信息的。因声波的穿

透特性，PAI能够探测厘米量级的成像深度，并广泛用

于血管、组织结构等三维成像。但是光声成像的空间

分辨率有限，一般为几十微米到几百微米，非线性光声

成像方法也仅能达到~2 μm 的空间分辨率［18］。MIP
显微成像技术也具有深度分辨的能力，该技术不仅能

够获得亚微米级空间分辨率，也能探测近 50 μm 的成

像深度［19-21］。因此，MIP 成像技术兼具高灵敏度、非侵

入性、可实现亚微米级空间分辨率和成分分辨的特点，

如图 1 所示，其在生命科学［22-23］、化学测绘［24-25］和材料

表征［26-27］等领域都具有极大的应用前景。MIP 成像技

术已迅速实现商业化，其性能也在不断完善，应用方向

包括宽场成像［28-29］、与拉曼光谱协同集成实现多功能

成像［30］等。除 MIP 显微成像技术外，光热显微成像技

术可用可见光作为激发光，实现可见光波段光热成像。

在可见光波段，光热成像信号源于电子或等离子体吸

收，具有极高的灵敏度。可见光波段光热成像能够实

现单纳米颗粒成像［31］和单分子成像［32］，并且也可用于

内源性细胞器如线粒体［33］、溶酶体［34］等成像。

已有相关综述文章［35-37］重点讨论了光热成像衬度

机制、光路仪器配置及应用。本文对光热显微镜技术

的实现原理、可见光光热成像和 MIP 成像的发展进行

简要介绍，并针对性地分析改善光热显微镜的探测极

限和分辨率的技术发展。最后对光热技术的发展进行

展望，期望能提供启发和参考，推进光热成像在各个研

究领域的深入应用。

2　光热效应

光热效应指材料被光激发产生热能的现象。在光

热成像技术中，样品受到脉冲泵浦光激发后产生光热

效应，导致样品局部温度发生变化（ΔT）并热膨胀，进

而引起局部折射率的周期性变化（Δn）。此时通过探

测样品在脉冲加热前后的折射率变化即可得到光热信

号。因此，理解样品在脉冲激光加热下的瞬态温度变

图 1　光热成像的优势和应用

Fig. 1　Advantages and applications of photothermal imaging

化特性对光热成像信号的分析十分关键。另一方面，样

品 及 介 质 的 温 度 在 时 域 和 空 间 域 的 分 布 特 性

（spatiotemporal distributions）对光热成像的衬度有很大

影响。在进行光热显微成像之前，有必要先分析样品及

周围环境介质受光激发后的瞬态升温特性及温度在空

间上分布的情况。以处在空气介质中，并放置于硅基底

上的聚甲基丙烯酸甲酯（PMMA）微珠为讨论对象，如

图 2（a）所示，分析其受单个光脉冲后的光热特性。

PMMA 微珠在泵浦光激发下，会相继发生光吸收

和热扩散两个过程。前者是样品吸收光能后晶格振动

加剧的光热转换过程，主要由样品材料的介电常数（ε）
的虚部和激发光的强度（I）决定，该过程样品吸收的总

热量可通过式（1）求解［38］。热扩散包括热量在样品内

扩散及在样品与环境介质间扩散两个过程，当泵浦光

的脉冲时间在纳秒尺度及以上时［39］，该过程可以由传

热基本方程计算。一般情况下，光热成像是在微纳尺

度下传热的，传热过程由热传导主导，可以忽略热对流

和热辐射的影响［40］，样品及介质中的热扩散过程可分

别用式（2）和式（3）表示。

光吸收的表达式为

ì

í

î

ïïïï

ï
ïï
ï

Q abs = σ abs I =∫ q ( r，t ) dr

q ( )r，t = 1
2 ε0 ωIm ( )ε || E ( r，t ) 2

。 （1）

样品中的热扩散表达式为

ρobj C obj ∂ tT ( r，t )= κobj ∇2T ( r，t )+ q ( r，t )。 （2）
介质中的热扩散表达式为

ρmed Cmed ∂ tT ( r，t )= κmed ∇2T ( r，t )， （3）
式中：Q abs 为吸收的热量；σ abs 为样品吸收截面；q ( r，t )
为 内 热 源 ，当 样 品 未 受 到 泵 浦 光 束 激 发 时 ，

q ( r，t )= 0；ε0 为真空介电常数；ω 为角频率；E为电场

强度；r为坐标位置；t 为时间；下标“obj”和“med”分别

代 表 样 品 和 介 质 。 边 界 条 件 ：在 r=R 处 ，

κmed ∂rT (R+，t)= κobj ∂rT (R-，t)，T (R+，t )= T (R-，t )。
由式（2）和式（3）可知，热扩散过程主要受样品和介质

的密度 ρ、等压比热容 C、导热系数 κ 等因素影响。

借 助 时 域 有 限 差 分（FDTD）模 拟 计 算 单 个

PMMA 微 珠 在 1729 cm−1 处 的 热 吸 收 分 布 ，其 中

PMMA 半径为 50 nm，复折射率为 1. 4176+i0. 361，设
置入射光强为 0. 2 mW/μm2，网格尺寸在 x、y、z 方向均

为 8 nm。然后将 FDTD 得到的 PMMA 微珠的热密度

分布数据作为样品在脉冲光激发下的吸收响应，再利

用 热 平 衡 法 进 行 热 扩 散 模 拟 计 算 ，设 置 脉 宽 τ =
100 ns，时 间 步 长 为 1~2 ns，ρPMMA = 1190 kg/m3，

CPMMA = 1466 J/ (kg ⋅ K )，κPMMA = 0. 2 W/( m ⋅ K )，介

质空气及硅基底的物理参数取自 Lumerical 材料库。

PMMA 微珠球心温度在单个脉冲下的瞬态变化结果

如图 2（b）所示，在泵浦光加热下，温度以指数增长，在

加热结束时达到最高温度（Tmax），之后温度又以指数

趋势迅速衰减。其温度随时间的变化［41-42］可用解析公

式近似表示，

ΔT ( t )= σ abs I
4Rπκmed (1 - e

- 4Rπκmed

mC obj
t)，t<τ， （4）

ΔT ( t )= Tmax - T 0 (1 - e
- 4Rπκmed

mC obj
( )t - τ )，t>τ。 （5）

由温度的瞬态变化特性可知，增强泵浦光强和增

加照射时间都会提高样品能达到的最高温度。对于光

热成像，应该合理选择泵浦光强和照射时间以保证在

不损害样品的前提下得到明显的信号，另一方面，也要

求两次泵浦光间隔时间足够长，以避免样品集热造成

损伤。脉冲间隔时长最终影响光热成像速率，而脉冲

间隔受样品的热衰减常数（τ = mC obj

4Rπκmed
）限制。在本

图 2　PMMA 珠的瞬态光热特性。（a）PMMA 在光照下产生光热效应的示意图，其中实心圆代表初始样品，外围部分代表受光激发

后光热转换导致的样品热膨胀现象；（b）单脉冲下 PMMA 的球心温度随时间的变化，脉冲宽度 τ=100 ns；（c）当 t=100 ns 时，

过球心的沿 x 轴的 PMMA 和介质的温度分布，虚线圆为样品 xz截面，r表示与球心的距离

Fig.  2　Transient photothermal properties of a PMMA bead.  (a) Illustration of the transient photothermal process of a PMMA bead, 
the solid circle indicates the sample, and the peripheral part of sphere represents the phenomenon of sample thermal expansion 
caused by photothermal conversion after being excited by light; (b) center temperature of a PMMA bead varing with time under 
a single pulse, with pulse width τ=100 ns; (c) temperature profile of a PMMA bead and the medium at t=100 ns along the x-

axis passing through the center of PMMA bead, the dotted circle indicates the boundary of the sample at xz cross-section, r 
represents the distance from the center of the PMMA bead
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化特性对光热成像信号的分析十分关键。另一方面，样

品 及 介 质 的 温 度 在 时 域 和 空 间 域 的 分 布 特 性

（spatiotemporal distributions）对光热成像的衬度有很大

影响。在进行光热显微成像之前，有必要先分析样品及

周围环境介质受光激发后的瞬态升温特性及温度在空

间上分布的情况。以处在空气介质中，并放置于硅基底

上的聚甲基丙烯酸甲酯（PMMA）微珠为讨论对象，如

图 2（a）所示，分析其受单个光脉冲后的光热特性。

PMMA 微珠在泵浦光激发下，会相继发生光吸收

和热扩散两个过程。前者是样品吸收光能后晶格振动

加剧的光热转换过程，主要由样品材料的介电常数（ε）
的虚部和激发光的强度（I）决定，该过程样品吸收的总

热量可通过式（1）求解［38］。热扩散包括热量在样品内

扩散及在样品与环境介质间扩散两个过程，当泵浦光

的脉冲时间在纳秒尺度及以上时［39］，该过程可以由传

热基本方程计算。一般情况下，光热成像是在微纳尺

度下传热的，传热过程由热传导主导，可以忽略热对流

和热辐射的影响［40］，样品及介质中的热扩散过程可分

别用式（2）和式（3）表示。

光吸收的表达式为

ì

í

î

ïïïï

ï
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ï

Q abs = σ abs I =∫ q ( r，t ) dr

q ( )r，t = 1
2 ε0 ωIm ( )ε || E ( r，t ) 2

。 （1）

样品中的热扩散表达式为

ρobj C obj ∂ tT ( r，t )= κobj ∇2T ( r，t )+ q ( r，t )。 （2）
介质中的热扩散表达式为

ρmed Cmed ∂ tT ( r，t )= κmed ∇2T ( r，t )， （3）
式中：Q abs 为吸收的热量；σ abs 为样品吸收截面；q ( r，t )
为 内 热 源 ，当 样 品 未 受 到 泵 浦 光 束 激 发 时 ，

q ( r，t )= 0；ε0 为真空介电常数；ω 为角频率；E为电场

强度；r为坐标位置；t 为时间；下标“obj”和“med”分别

代 表 样 品 和 介 质 。 边 界 条 件 ：在 r=R 处 ，

κmed ∂rT (R+，t)= κobj ∂rT (R-，t)，T (R+，t )= T (R-，t )。
由式（2）和式（3）可知，热扩散过程主要受样品和介质

的密度 ρ、等压比热容 C、导热系数 κ 等因素影响。

借 助 时 域 有 限 差 分（FDTD）模 拟 计 算 单 个

PMMA 微 珠 在 1729 cm−1 处 的 热 吸 收 分 布 ，其 中

PMMA 半径为 50 nm，复折射率为 1. 4176+i0. 361，设
置入射光强为 0. 2 mW/μm2，网格尺寸在 x、y、z 方向均

为 8 nm。然后将 FDTD 得到的 PMMA 微珠的热密度

分布数据作为样品在脉冲光激发下的吸收响应，再利

用 热 平 衡 法 进 行 热 扩 散 模 拟 计 算 ，设 置 脉 宽 τ =
100 ns，时 间 步 长 为 1~2 ns，ρPMMA = 1190 kg/m3，

CPMMA = 1466 J/ (kg ⋅ K )，κPMMA = 0. 2 W/( m ⋅ K )，介

质空气及硅基底的物理参数取自 Lumerical 材料库。

PMMA 微珠球心温度在单个脉冲下的瞬态变化结果

如图 2（b）所示，在泵浦光加热下，温度以指数增长，在

加热结束时达到最高温度（Tmax），之后温度又以指数

趋势迅速衰减。其温度随时间的变化［41-42］可用解析公

式近似表示，

ΔT ( t )= σ abs I
4Rπκmed (1 - e

- 4Rπκmed

mC obj
t)，t<τ， （4）

ΔT ( t )= Tmax - T 0 (1 - e
- 4Rπκmed

mC obj
( )t - τ )，t>τ。 （5）

由温度的瞬态变化特性可知，增强泵浦光强和增

加照射时间都会提高样品能达到的最高温度。对于光

热成像，应该合理选择泵浦光强和照射时间以保证在

不损害样品的前提下得到明显的信号，另一方面，也要

求两次泵浦光间隔时间足够长，以避免样品集热造成

损伤。脉冲间隔时长最终影响光热成像速率，而脉冲

间隔受样品的热衰减常数（τ = mC obj

4Rπκmed
）限制。在本

图 2　PMMA 珠的瞬态光热特性。（a）PMMA 在光照下产生光热效应的示意图，其中实心圆代表初始样品，外围部分代表受光激发

后光热转换导致的样品热膨胀现象；（b）单脉冲下 PMMA 的球心温度随时间的变化，脉冲宽度 τ=100 ns；（c）当 t=100 ns 时，

过球心的沿 x 轴的 PMMA 和介质的温度分布，虚线圆为样品 xz截面，r表示与球心的距离

Fig.  2　Transient photothermal properties of a PMMA bead.  (a) Illustration of the transient photothermal process of a PMMA bead, 
the solid circle indicates the sample, and the peripheral part of sphere represents the phenomenon of sample thermal expansion 
caused by photothermal conversion after being excited by light; (b) center temperature of a PMMA bead varing with time under 
a single pulse, with pulse width τ=100 ns; (c) temperature profile of a PMMA bead and the medium at t=100 ns along the x-

axis passing through the center of PMMA bead, the dotted circle indicates the boundary of the sample at xz cross-section, r 
represents the distance from the center of the PMMA bead
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例中，PMMA 在空气中的热衰减常数为 80 ns 左右，对

于导热性质好的金属颗粒，如金纳米颗粒，在相同条件

下热衰减常数仅为十几纳秒。而针对活体生物样品，

如单个大肠杆菌和单个脂质液滴的热衰减常数有几百

纳秒，细胞核和细胞质的热衰减常数则达到微秒级［22］。

热衰减常数除了和样品本身质量、尺寸和比热容有关

外，还受介质的导热率影响。对散热较差的生物样品，

可采用导热系数大的材料如硅作为基底增强散热。

温度在样品及介质中的分布受两者导热性能差

异 的 影 响 。 金 属 纳 米 球 的 导 热 系 数 远 大 于 空 气

［0. 025 W/（m·K）］和水［0. 59 W/（m·K）］等常用介

质，因此金属纳米球内部的热扩散速度远快于在介质

中的热扩散速度，热量在经介质扩散之前在边界积累，

可认为金属纳米球内部的温度已均匀［43］。但当样品与

介质的导热系数相当时，界面处的热量向样品及介质

中传递的难度接近，导致样品中心热量会集，样品内部

的温度分布不均匀［44］。如本例中，PMMA 的导热系数

为 0. 25 W/（m·K），与空气热扩散能力相当，从图 2（c）
可以看出 PMMA 微珠球心处的温度最高，且温度从中

心到边缘存在微小差异。介质中的温度分布则与光源

激发模式有关。如用连续波（CW）光源激发，即稳态

传热过程中，纳米球外部介质的温度衰减曲线变化为

1/r［38］，而在瞬态传热过程中如飞秒脉冲激发下，介质

的温度衰减可达 1/r3。有工作证实，在光热成像系统

中，如果加热激光调制频率小于 1 MHz，纳米颗粒外部

的瞬态温度仍以近似 1/r 的趋势衰减［45］。则在光热成

像过程中，温度在空间上的分布可用稳态传热的温度

分布近似表达［44］，当 r<R，在 PMMA 内，有

ΔT ( r )≈ ΔT surf +
Q abs( )R2 - r 2

6VκPMMA
， （6）

当 r>R，在介质中，有

ΔT ( r )≈ ΔT surf
R
r
。 （7）

由温度在样品内及介质中的分布可以推断局部折

射率的变化特性，而两者折射率相对变化影响光热成

像的衬度。同样以 PMMA 为例，采用空气为介质，其

热光常数为-9. 8 × 10-7 K-1［46］，而 PMMA 的热光常

数为-1. 3 × 10-4 K-1［47］，与图 2（c）中 PMMA 和空气

的温度差异相比，热光常数差异明显，而且最终得到的

折射率变化也相差 2 个数量级。这表明以空气为介

质，PMMA 的光热图像有相当高的衬度。因此在光热

显微成像中，应针对不同样品的光热特性和热光常数

选择合适的介质。

3　可见光波段光热成像

金属在可见光波段具有高吸收系数，因此金属纳

米颗粒吸收的光能可以被迅速转换成热能，形成光

热效应。成分为金属、半导体和非荧光分子（non-

fluorescent molecules）并 且 尺 寸 在 纳 米 到 微 米 之 间

的颗粒具有较强的光热效应，因此光热成像技术

对这类非荧光纳米颗粒的研究具有极高的灵敏度，

并且能够将检测极限提升到单个纳米颗粒/单分子

尺度［48-49］。

光热成像光路由泵浦光路和探测光路组成，如

图 3 所示，其中图 3（a）和图 3（b）分别是扫描成像和宽

场成像。可见光波段光热成像利用可见光的脉冲作为

泵浦源诱导样品产生周期性的热效应。Nd∶YAG 激

光器、氩激光器等商用激光器可以实现强度可高达

20 MW/cm2 的 热 泵 浦 ，使 得 纳 米 颗 粒 的 温 升 达

~15 K。接下来，被探测样品的折射率随升温而发生

周期性变化。探测光路中可观测的量为被样品所散射

的光束的强度变化（ΔIscatt）
［50-51］，通过 ΔIscatt ∝ Iscatt Δn 的

关系得到 Δn，其中 Iscatt 是入射的探测光强度。为进一

步提高检测灵敏度，可构造散射光束和参考光束间基

于干涉法的探测光路，从而从干涉图案中提取相位差

（∆ϕ），通过 ∆ϕ = 2πΔnl/λ 得到折射率变化 Δn，其中 l
是样品厚度，λ 是探测光束波长。在光热成像中，液体

样品的 Δn 通常为 10−3~10−4，而金属和半导体的 Δn 约

为 10−5~10−6。

光热成像实验最先于 20 世纪 80 年代初报道，用于

图 3　可见光波段光热成像光路系统。（a）扫描成像［52］；（b）宽场成像［53］

Fig.  3　Illustration of the optical path for visible wavelength photothermal imaging.  (a) Scanning imaging[52]; (b) wide-field imaging[53]

对微裂纹（microcrack）和亚表面（subsurface）特征进

行成像［54-55］。直到 20 世纪初，Boyer 等［56］通过光热干

涉成像技术（PIC），首次实现了对直径为 2. 4 nm 的

Au 纳米颗粒的光热成像。光热成像的高灵敏度受益

于光热成像无背景吸收的高信噪比（SNR）和探测光

束的低光子噪声。随后在 2004 年，他们［31］提出了一

种更灵敏、更简单的光热外差成像（PHI）技术，用于

检测非荧光纳米样品，该技术已经成为对单个纳米颗

粒进行光热成像的最常见方法。光热外差成像技术

利用探测光束及其反射光束作为参考光束，以代替

PIC 中的两个探测光路，从而使得探测灵敏度提高了

2 个数量级。对于探测尺寸远小于探测光波长的样

品如纳米颗粒或分子，样品可以视为点热源，此时光

热信号主要源于周围介质的温度梯度，在这种情况

下，需要热光常数较大的材料作为介质以提高检测极

限。如 Gaiduk 等［32］利用甘油介质代替水介质，提高

了成像灵敏度，实现了对单个 BHQ 分子的成像，如

图 4（a）所示。他们所提出的方法能够成功获取单个

BHQ 分子的图像依赖 BHQ 分子自身的热稳定性，可

以在衍射极限范围内以 5. 1 mW 的高泵浦功率和

超过 70 mW 的探测功率，获得高达 ~10 的信噪比。

并 且 BHQ 分 子 具 有 高 非 辐 射 弛 豫 速 率（high 
nonradiative relaxation rate），产生了强光热信号。

在可见光波段的光热成像技术中，金属纳米颗粒

还被用作成像的标记物。Cognet 等［57］用直径为 10 nm
的金纳米颗粒作为标记物，成功得到 COS7 细胞中质

量浓度为 0. 1 μg/mL 的 anti-IgG 的光热图像，展示了

光热吸收成像的优势，如图 4（b）所示。相比基于荧光

的单分子检测方法，光热成像方法的信号不饱和，不存

在环境或细胞自身自发荧光或散射造成的信号干扰。

另一方面，光热信号的稳定性也提供了一种实现单个

粒子三维定位的条件。

尽管光热成像对成分分辨和低量子效率材料的成

像具有潜在优势，但与高分辨荧光成像技术相比，可见

光波段的光热成像技术尚未广泛应用于生物成像。光

热成像在可见光波段上有以下限制：高分辨荧光成像

可以实现几十纳米的高空间分辨率，而光热成像技术

目前极难突破衍射分辨极限；光热成像的衬度主要源

于细胞中的纳米颗粒标记物升温导致的折射率变化，

提高衬度则会面临细胞损伤的风险。而与成分可分辨

的成像技术如受激拉曼成像（SRI）相比，可见光光热

成像技术无法提供样品分子键的特异性信息且空间分

辨率处于劣势。

4　中红外波段光热成像

中红外波段是识别样品化学键特异性信息的关键

波段，由化学键的拉伸、振动和旋转组成的化学键指纹

信息的特征吸收主要位于此波段。因此，中红外光热

成像技术可根据样品的特征吸收得到相应化学键的组

成分布图谱。生物样品的基本成分包括蛋白质（酰胺

I，C=O，酰胺 II，C—N）、脂质（C=O 和 CH 基团）和核

酸（磷酸基团和 CH 基）等，均可根据其中红外波段的

指纹吸收波长得到鉴定，如图 5 所示。

在所有中红外成像技术中，MIP 成像技术极具潜

图 4　可见光波段光热成像的应用。（a）浸没在甘油中的单个 BHQ 分子的光热图像［32］；（b） COS7 细胞的散射图（左）、荧光图（中）和

光热图（右），第一行图像对应未转染的细胞，第二行图像对应表达膜蛋白的细胞，其中膜蛋白含有 myc 标签，用 anti-myc-

Alexa568 免疫标记，用 anti-IgG 10-nm 金颗粒作为二抗，光热图像（插图）的细节显示了单个 anti-IgG 10-nm 金颗粒成像［57］

Fig.  4　Applications of photothermal imaging at visible wavelengths.  (a) Photothermal image of a single BHQ molecule submerged in 
glycerol[32]; (b) scattering image (left), fluorescence image (middle), and photothermal image (right) recorded on COS7 cells, 
images of the first line correspond to untransfected cells and the other correspond to cells expressing a membrane protein 
containing a myc tag immunolabeled with anti-myc-Alexa568 and with anti-IgG 10-nm gold as the secondary antibody, details 

of the photothermal image (inset) revealing individual anti-IgG 10-nm gold imaging[57]
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对微裂纹（microcrack）和亚表面（subsurface）特征进

行成像［54-55］。直到 20 世纪初，Boyer 等［56］通过光热干

涉成像技术（PIC），首次实现了对直径为 2. 4 nm 的

Au 纳米颗粒的光热成像。光热成像的高灵敏度受益

于光热成像无背景吸收的高信噪比（SNR）和探测光

束的低光子噪声。随后在 2004 年，他们［31］提出了一

种更灵敏、更简单的光热外差成像（PHI）技术，用于

检测非荧光纳米样品，该技术已经成为对单个纳米颗

粒进行光热成像的最常见方法。光热外差成像技术

利用探测光束及其反射光束作为参考光束，以代替

PIC 中的两个探测光路，从而使得探测灵敏度提高了

2 个数量级。对于探测尺寸远小于探测光波长的样

品如纳米颗粒或分子，样品可以视为点热源，此时光

热信号主要源于周围介质的温度梯度，在这种情况

下，需要热光常数较大的材料作为介质以提高检测极

限。如 Gaiduk 等［32］利用甘油介质代替水介质，提高

了成像灵敏度，实现了对单个 BHQ 分子的成像，如

图 4（a）所示。他们所提出的方法能够成功获取单个

BHQ 分子的图像依赖 BHQ 分子自身的热稳定性，可

以在衍射极限范围内以 5. 1 mW 的高泵浦功率和

超过 70 mW 的探测功率，获得高达 ~10 的信噪比。

并 且 BHQ 分 子 具 有 高 非 辐 射 弛 豫 速 率（high 
nonradiative relaxation rate），产生了强光热信号。

在可见光波段的光热成像技术中，金属纳米颗粒

还被用作成像的标记物。Cognet 等［57］用直径为 10 nm
的金纳米颗粒作为标记物，成功得到 COS7 细胞中质

量浓度为 0. 1 μg/mL 的 anti-IgG 的光热图像，展示了

光热吸收成像的优势，如图 4（b）所示。相比基于荧光

的单分子检测方法，光热成像方法的信号不饱和，不存

在环境或细胞自身自发荧光或散射造成的信号干扰。

另一方面，光热信号的稳定性也提供了一种实现单个

粒子三维定位的条件。

尽管光热成像对成分分辨和低量子效率材料的成

像具有潜在优势，但与高分辨荧光成像技术相比，可见

光波段的光热成像技术尚未广泛应用于生物成像。光

热成像在可见光波段上有以下限制：高分辨荧光成像

可以实现几十纳米的高空间分辨率，而光热成像技术

目前极难突破衍射分辨极限；光热成像的衬度主要源

于细胞中的纳米颗粒标记物升温导致的折射率变化，

提高衬度则会面临细胞损伤的风险。而与成分可分辨

的成像技术如受激拉曼成像（SRI）相比，可见光光热

成像技术无法提供样品分子键的特异性信息且空间分

辨率处于劣势。

4　中红外波段光热成像

中红外波段是识别样品化学键特异性信息的关键

波段，由化学键的拉伸、振动和旋转组成的化学键指纹

信息的特征吸收主要位于此波段。因此，中红外光热

成像技术可根据样品的特征吸收得到相应化学键的组

成分布图谱。生物样品的基本成分包括蛋白质（酰胺

I，C=O，酰胺 II，C—N）、脂质（C=O 和 CH 基团）和核

酸（磷酸基团和 CH 基）等，均可根据其中红外波段的

指纹吸收波长得到鉴定，如图 5 所示。

在所有中红外成像技术中，MIP 成像技术极具潜

图 4　可见光波段光热成像的应用。（a）浸没在甘油中的单个 BHQ 分子的光热图像［32］；（b） COS7 细胞的散射图（左）、荧光图（中）和

光热图（右），第一行图像对应未转染的细胞，第二行图像对应表达膜蛋白的细胞，其中膜蛋白含有 myc 标签，用 anti-myc-

Alexa568 免疫标记，用 anti-IgG 10-nm 金颗粒作为二抗，光热图像（插图）的细节显示了单个 anti-IgG 10-nm 金颗粒成像［57］

Fig.  4　Applications of photothermal imaging at visible wavelengths.  (a) Photothermal image of a single BHQ molecule submerged in 
glycerol[32]; (b) scattering image (left), fluorescence image (middle), and photothermal image (right) recorded on COS7 cells, 
images of the first line correspond to untransfected cells and the other correspond to cells expressing a membrane protein 
containing a myc tag immunolabeled with anti-myc-Alexa568 and with anti-IgG 10-nm gold as the secondary antibody, details 

of the photothermal image (inset) revealing individual anti-IgG 10-nm gold imaging[57]
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力，原因如下：与中红外波段直接成像技术相比，中红

外光热成像利用可见光探测可将空间分辨率提高几个

数量级；MIP 成像为活体成像提供了理想的条件，中红

外波段直接成像技术受到水吸收背景噪声的制约，而

MIP 成像技术因为水的高比热容使其对样品信号的影

响较小，因此与活体样品高度兼容；中红外光热成像兼

具成像视场大、帧率高及深度分辨的特点。相比之下，

红外扫描近场光学显微镜（IR-SNOM）［58-60］和红外激

发原子力显微镜（AFM-IR）［61-62］等近场设备虽然可以

实现 10~20 nm 的超高空间分辨率和较高的灵敏度，

但它们受制于小视场（10 μm2）、有限的探测深度（1~

10 nm）及每帧约几十分钟的帧率，更关键的是近场成

像方法更适用于观察干态样品，在生物活体样品原位

成像方面仍面临着很大的技术挑战。

2009年，Lee等［63］首次实现了中红外波段的光热成

像。他们搭建泵浦-探测同向传播的光路构型，通过激

发香脂油滴中 CH2键的特征吸收成功地捕获浸没在水

中的单个香脂油滴的光热图像，展示了光热成像技术

在高分辨成分成像中的应用前景。自此，中红外光热

成像技术性能在各方面都有较大提高：首先是空间分

辨率的提升，通过构建反向传播光路，如图 6（a）所示，

利用短波长作为探测光束并提取高次谐波信号，MIP
成像空间分辨率可提升到 120 nm［16］；另一方面通过使

用短脉冲和高强度中红外激发光，可降低热扩散的影

响，从而提高空间分辨率；其次，结合共聚焦显微镜可以

获得样品光热信号的深度信息［64］，这一发展进一步促进

了体内中红外光热成像的信息丰富化；最后，光热成像

技术的灵敏度和时间分辨率可实现共同提升，利用高 Q
因数谐振放大器结合锁相放大器选择性地放大中红外

成像信号，可以实现微秒级像素停留时间（pixel dwell 
time）并保持高灵敏度［65］。在光热系统中设计虚拟锁相

相机探测系统可以实现宽场成像，如图 6（b）所示，在不

牺牲 SNR的同时成像速度可提高 100倍［66-67］。

基于亚微米空间分辨率及与活体样品高度兼容的

特点，MIP 显微镜在生物医学领域有重要应用优势。

通过对脂质、蛋白质及核酸的选择性激发，光热成像已

经实现对单个生命体［21］、组织［68-69］、细胞［70］乃至单个细

菌［71-72］、病毒［73］的原位成像分析。Zhang 等［21］首次利用

MIP 显微镜实现对未标记的活细胞的二维定量化学键

成 像 ，得 到 单 个 PC-3（prostate cancer cells）活 细 胞

中脂质的深度分辨图像，以及活体秀丽隐杆线虫

（caenorhabditis elegans）中脂质的原位分布情况，如

图 7（a）所示。同时，他们还进行了多光谱 MIP 成像来

定位活癌细胞中的药物分子，为了解癌细胞内脂质抑

制的时空动态提供了直接证据。为进一步提高体内成

像的灵敏度，Zhang 等［74］将干涉测量技术引入 MIP 显

微成像技术，开发了键选瞬态相位成像技术。通过提

取探测光透过样品的相移信息，键选瞬态相位成像技

术提升了光热成像对低散射样品的探测极限，进而揭

示了活体 3T3 细胞中脂质和核酸的分布，如图 7（c）所

示。在这项工作中，MIP 显微成像同时揭示了样品的

相位信息、化学信息和热力学信息，这些综合信息的获

取及同步关联分析对全面认识生物样品特性具有重要

图 5　核酸、蛋白质和脂质在指纹区的特征吸收

Fig.  5　Absorption fingerprint region for nucleic acid, protein, 
and lipid

图 6　中红外光热成像光路系统。（a）反向传播扫描成像光路［65］；（b）反向传播宽场成像光路［66］

Fig.  6　Illustration of the optical path for mid-infrared photothermal imaging system.  (a) Backpropagation scanning imaging optical 
path[16]; (b) backpropagation wide field imaging optical path[66]

意义。Lim 等［23］通过选择性激发蛋白酰胺 I 获取了光

热信号，并在实时监测下揭示了少突胶质细胞的分裂

过程，如图 7（b）所示。该研究展示了中红外光热成像

对细胞动力学长期无损伤监测的能力，证实了 MIP 技

术在研究实时活细胞动力学与结构方面的潜力。此

外，通过探测酰胺 I 和酰胺 II 在不同偏振光激发下的

吸收差异，Mankar 等［69］得到了胶原纤维取向分布光热

图像，以此便利地识别了受损胶原纤维的分子尺度变

化。另外，MIP 显微镜不仅对蛋白质组分的探测非常

灵敏，还在揭示蛋白质二级结构方面有独特的优势。

Klementieva 等［75］利用光热显微镜对神经元细胞中 β-

淀粉样蛋白的聚集进行研究，发现 β-淀粉样蛋白多态

性可能解释阿尔茨海默病中的异质现象，该工作或将

为阿尔茨海默病的治疗提供新思路。总之，MIP 显微

镜能对生物体、组织、活细胞及细胞内的生物分子、药

物分子进行化学定位研究，为组织疾病、细胞生长及代

谢等生命活动提供新见解。

除生物样品外，MIP 成像技术在无机和有机材料

的原位测试方面也有较大潜力。例如，Chatterjee 等［26］

通过光热成像揭示了 FA0. 1MA0. 9PbI3 混合阳离子钙钛

矿膜的阳离子分布局部特异性的动力学特性，如

图 7（d）所示。对于卤化物钙钛矿材料，光热成像技术

为进一步探究材料相分离和降解机理提供一种新的实

验思路和可能性。此外，原位观察有机材料的化学键

分布对合成过程的机理研究及器件的原位表征具有重

要意义。

综上所述，MIP 成像技术可以实现化学键分辨并

且具有较高的空间分辨率，进而满足生物成像和材料

分析的独特需求。其他广泛用于研究样品成分和形貌

的技术包括 PALM/STED、SRI、核磁共振（NMR）、质

谱（MS）和光声成像（PAI）。接下来，将详细介绍 MIP
成像的探测极限和空间分辨率，并从这两方面比较技

术的优缺点。

5　光热成像的检测极限

检测极限（limit of detection），即在波动的背景噪

声中可识别的信号，是衡量成像技术和光谱技术

性能最重要的指标之一。比较了 MIP 成像技术、

图 7　中红外光热成像应用。（a）活细胞中脂质的三维光热成像和线虫中脂质的体内成像［21］；（b）通过选择性激发蛋白酰胺 I 得到的

少突胶质细胞分裂中红外光热图像［23］；（c）活 3T3 细胞的原始相位图和光热相图，箭头位置表示核酸，虚线圈为红外照明区

域［74］；（d）FA0. 1MA0. 9PbI3混合阳离子钙钛矿薄膜的阳离子分布的局部异质性［26］

Fig.  7　Applications of mid-infrared photothermal (MIP) imaging.  (a) 3D MIP imaging of lipids in living cells and in vivo imaging of 
lipid in C.  elegans[21]; (b) MIP imaging for recording cell division of oligodendrocytes by selective excitation of the protein amide 
I band[23]; (c) raw phase image and MIP images of living 3T3 cells, the arrow position indicates nucleic acids and the dashed circle is 

the IR illumination area[74]; (d) local heterogeneities in cation distributions of mixed cation FA0. 1MA0. 9PbI3 perovskite films[26]
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意义。Lim 等［23］通过选择性激发蛋白酰胺 I 获取了光

热信号，并在实时监测下揭示了少突胶质细胞的分裂

过程，如图 7（b）所示。该研究展示了中红外光热成像

对细胞动力学长期无损伤监测的能力，证实了 MIP 技

术在研究实时活细胞动力学与结构方面的潜力。此

外，通过探测酰胺 I 和酰胺 II 在不同偏振光激发下的

吸收差异，Mankar 等［69］得到了胶原纤维取向分布光热

图像，以此便利地识别了受损胶原纤维的分子尺度变

化。另外，MIP 显微镜不仅对蛋白质组分的探测非常

灵敏，还在揭示蛋白质二级结构方面有独特的优势。

Klementieva 等［75］利用光热显微镜对神经元细胞中 β-

淀粉样蛋白的聚集进行研究，发现 β-淀粉样蛋白多态

性可能解释阿尔茨海默病中的异质现象，该工作或将

为阿尔茨海默病的治疗提供新思路。总之，MIP 显微

镜能对生物体、组织、活细胞及细胞内的生物分子、药

物分子进行化学定位研究，为组织疾病、细胞生长及代

谢等生命活动提供新见解。

除生物样品外，MIP 成像技术在无机和有机材料

的原位测试方面也有较大潜力。例如，Chatterjee 等［26］

通过光热成像揭示了 FA0. 1MA0. 9PbI3 混合阳离子钙钛

矿膜的阳离子分布局部特异性的动力学特性，如

图 7（d）所示。对于卤化物钙钛矿材料，光热成像技术

为进一步探究材料相分离和降解机理提供一种新的实

验思路和可能性。此外，原位观察有机材料的化学键

分布对合成过程的机理研究及器件的原位表征具有重

要意义。

综上所述，MIP 成像技术可以实现化学键分辨并

且具有较高的空间分辨率，进而满足生物成像和材料

分析的独特需求。其他广泛用于研究样品成分和形貌

的技术包括 PALM/STED、SRI、核磁共振（NMR）、质

谱（MS）和光声成像（PAI）。接下来，将详细介绍 MIP
成像的探测极限和空间分辨率，并从这两方面比较技

术的优缺点。

5　光热成像的检测极限

检测极限（limit of detection），即在波动的背景噪

声中可识别的信号，是衡量成像技术和光谱技术

性能最重要的指标之一。比较了 MIP 成像技术、

图 7　中红外光热成像应用。（a）活细胞中脂质的三维光热成像和线虫中脂质的体内成像［21］；（b）通过选择性激发蛋白酰胺 I 得到的

少突胶质细胞分裂中红外光热图像［23］；（c）活 3T3 细胞的原始相位图和光热相图，箭头位置表示核酸，虚线圈为红外照明区

域［74］；（d）FA0. 1MA0. 9PbI3混合阳离子钙钛矿薄膜的阳离子分布的局部异质性［26］

Fig.  7　Applications of mid-infrared photothermal (MIP) imaging.  (a) 3D MIP imaging of lipids in living cells and in vivo imaging of 
lipid in C.  elegans[21]; (b) MIP imaging for recording cell division of oligodendrocytes by selective excitation of the protein amide 
I band[23]; (c) raw phase image and MIP images of living 3T3 cells, the arrow position indicates nucleic acids and the dashed circle is 

the IR illumination area[74]; (d) local heterogeneities in cation distributions of mixed cation FA0. 1MA0. 9PbI3 perovskite films[26]
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PALM/STED、SRI、NMR、MS 和 PAI 几种技术的检

测极限，如表 1 所示。其中，PALM/STED 成像技术

的灵敏度最高，检测极限可达单分子水平；其次是

PAI，其检测极限为 pmol/L 数量级；SRI 的检测极限

为 sub-μmol/L，SRI 技术的检测极限受限于光与样品

在中红外波段中的小作用截面（∼10−30 cm2·sr−1）；目

前已知的 MIP 成像的检测极限为 10 μmol/L，MIP 成

像 在 中 红 外 波 段 的 吸 收 截 面 远 大 于 拉 曼 截 面

（∼10−22 cm2·sr−1），因此 MIP 的检测极限有很大的提

升空间。

在接下来的讨论中将检测极限简化分析为信噪比

（SNR）。光热成像的衬度来自于被成像样品的折射

率的变化，在光路系统中的接收端可被观察的量为探

测光束被散射后强度的变化。对于光热成像技术，信

噪比可以通过如下几种路径得到改善。首先，增加折

射率的变化可以增大信噪比，该路径可以通过增加样

品与中红外激发光或探测光束的作用截面来实现。如

图 8 所示，Pavlovetc 等［83］建立了理论模型来分析光热

成像衬度机理，并通过实验证明了聚苯乙烯（PS）和

PMMA 微珠的检测极限与尺寸密切相关。该现象主

要归因为背散射截面受样品尺寸的影响。此外，增加

泵浦光束的峰值强度能够增加折射率的变化，在实验

上用纳秒到飞秒级的泵浦激光器可实现［84-85］。其次，

提高信噪比的另外一种路径是增加探测光束的功率。

理论上，信噪比与探测光功率的平方根成正比［86］。

Paiva 等［28］探究了氰化物微粒的 MIP 图像的信噪比与

探测功率的关系，当功率为 0. 07，0. 14，0. 22，0. 29，
0. 37，0. 44，0. 51，0. 59，0. 66 nW 时，获得的 SNR 值分

表 1　检测极限、空间分辨率及成分特异性的比较

Table 1　Comparison of limit of detection, spatial resolution, and specificity
Technology

MIP［21］

PALM［76］/STED［77］

SRI［78］

PAI［79-80］

NMR［81］

MS［82］

Limit of detection
10 μmol/L

single-molecule
sub-μmol/L

pmol/L
~ mmol/L

1 microgram of analyte per gram of tissue

Spatial resolution
120‒600 nm

15‒40 nm
80‒300 nm

>1 µm
10 µm‒1 mm

>1 µm

Specificity （Y/N）

Y
N
Y
Y
Y
Y

图 8　光热成像的衬度机理和检测极限［83］。（a）（b）Δσbackscat，n和 Δσbackscat，r对 PS 和 PMMA 的总光热信号的贡献；（c）PS 微珠的∆σbackscat，n

和∆σbackscat，r对信号的相对贡献随介质折射率变化而变化的情况；（d）单个 PS 微珠的光热成像信噪比与微珠半径的关系

Fig.  8　Contrast mechanism and detection limits of photothermal imaging[83].  (a) (b) Δσbackscat,r and Δσbackscat,n contributions to the overall 
photothermal signal for PS and PMMA; (c) relative contributions of ∆ σbackscat,n and ∆ σbackscat,r to signal as a function of the 
refractive index of medium(nmed) for PS; (d) SNR vs.  radius (r) from photothermal imaging measurements conducted on 

individual PS bead

别为 10. 5，17. 1，17. 0，19. 9，24. 1，24. 8，27. 9，32. 0，
33. 8，SNR 随探测功率的~0. 5 次方线性增长。再次，

采用更灵敏的探测方法，如干涉法可使信噪比明显改

善，改进系统的检测极限。Zhang 等［65］利用干涉散射

原理探测蛋白质的酰胺 I 和酰胺 II 带在中红外波段吸

收引起的极弱的光热信号，从而成功得到了单个痘病

毒（poxviruses）的干涉光热图像，信噪比高达 35，并通

过酰胺 I 和酰胺 II 峰的强度比，成功区分痘病毒和水

泡性口炎病毒（vesicular stomatitis viruses）。最后，成

像介质的折射率会间接影响光热成像信噪比，因为样

品的吸收截面和背散射截面与周围环境的折射率密切

相关。Pavlovetc 等［83］的工作表明了光热成像信噪比

的决定因素之一是样品折射率改变导致的背散射截面

变化 Δσbackscat，n和样品尺寸变化导致的背散射截面变化

Δσbackscat，r 之间的竞争贡献。而 Δσbackscat，n 和 Δσbackscat，r 的相

对差值受介质的折射率的影响，如图 8（c）所示，当 PS
微珠的尺寸小于 160 nm 时，光热成像的信噪比随着介

质的折射率变大而增加，相反，对于大尺寸样品，高折

射率的介质会降低信噪比。

6　光热成像的空间分辨率

在表 1 中，同时也比较了 MIP 成像技术、PALM/
STED、SRI、NMR、MS 和 PAI 等常用成像和光谱技术

的空间分辨率。在这些技术中，PALM/STED、SRI和
MIP 成像都是使用可见光作为探测光的，因而在使用

类似的探测光路和光源的情况下可以有效比较不同技

术的空间分辨率。通常来说，光学成像的空间分辨率

受探测光的阿贝衍射极限制约。如表 1所示，MIP 成像

和 SRI的空间分辨率都接近可见光的阿贝衍射极限，并

且利用高分辨成像技术，能得到突破衍射极限的空间

分辨率。

对于 MIP 成像，空间分辨率受探测光的阿贝衍射

极限和样品热扩散两个因素制约。现有研究常用如下

几种方法提高阿贝衍射极限内的空间分辨率。首先，

可以使用较短波长的探测光以达到更低的衍射极限［87］。

其次，通过使用大数值孔径的物镜，可以得到更小的探

测光斑，从而提高空间分辨率。在 MIP 成像系统中，通

过构建反向传播光束路径，可以实现该方法。早期

MIP 成像光路系统中可见光探测光和中红外激发光沿

相同路径和方向传播至物镜，因此只能用反射式物镜，

因为红外光在折射式物镜中会发生严重的色差和损

耗。但是，反射式物镜的数值孔径最大只能达到 0. 8，
严重限制了空间分辨率。而在反向传播光路中，可独

立在探测光路中采用数值孔径更大的折射式物镜（最

高 NA=1. 45）来聚焦可见光，从而提高分辨率。如

图 9（a）所示，Li等［14］通过搭建反向传播光路并使用波长

为 530 nm 的探测光和油浸式折射物镜（NA=1. 2），将

MIP 成像空间分辨率提升至 300 nm。同时，可以利用

图像处理算法来进一步提高空间分辨率。如图 9（b）所

示，Kuno 团队［15］使用深度学习卷积神经网络来实现对

图像反卷积、去模糊和去噪的迭代后处理，解决了阿贝

衍射极限以及实验光栅扫描引入的背景伪影，成功将

MIP 的分辨率提高到 150 nm。最近，Fu 等［16］通过捕捉

样品中心与边缘间不同热弛豫过程的高频差异，将分

子热弛豫特性与空间位置信息相联系，对特定的分子

进行定位，获得了 120 nm 的超分辨光热成像。表 2 总

结了影响光热成像技术空间分辨率的关键参数，包括

可见光/红外光物镜、探测光波长、中红外光源及基底。

图 9　提高光热成像分辨率的典型方法。（a）利用反向传播构型提高分辨率，右上是单个直径为 0. 1 μm 的 PS 小球的中红外光热图

像，右下是相应截面强度的半峰全宽，为 0. 3 μm［14］；（b）利用深度学习卷积神经网络提高分辨率［15］，单个直径为 0. 3 μm 的 PS
小球经过图像处理（左）前、（中）后的光热图像及（右）相应高斯拟合的截面强度，标尺为 500 nm

Fig.  9　Typical approaches to improve the spatial resolution of MIP imaging.  (a) Resolution improved by counter-propagating 
configuration[14], upper right is the MIP image of a 0. 1-μm diameter PS bead and lower right is the corresponding line profile 
showing a full width at half-maximum (FWHM) of 0. 3 μm[14]; (b) resolution improved by deep learning convolutional neural 
network[15], images of individual 0. 3-μm diameter PS (left) before and (middle) after processing, and (right) corresponding cross 

section strength of Gaussian fitting, scale bar is 500 nm
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别为 10. 5，17. 1，17. 0，19. 9，24. 1，24. 8，27. 9，32. 0，
33. 8，SNR 随探测功率的~0. 5 次方线性增长。再次，

采用更灵敏的探测方法，如干涉法可使信噪比明显改

善，改进系统的检测极限。Zhang 等［65］利用干涉散射

原理探测蛋白质的酰胺 I 和酰胺 II 带在中红外波段吸

收引起的极弱的光热信号，从而成功得到了单个痘病

毒（poxviruses）的干涉光热图像，信噪比高达 35，并通

过酰胺 I 和酰胺 II 峰的强度比，成功区分痘病毒和水

泡性口炎病毒（vesicular stomatitis viruses）。最后，成

像介质的折射率会间接影响光热成像信噪比，因为样

品的吸收截面和背散射截面与周围环境的折射率密切

相关。Pavlovetc 等［83］的工作表明了光热成像信噪比

的决定因素之一是样品折射率改变导致的背散射截面

变化 Δσbackscat，n和样品尺寸变化导致的背散射截面变化

Δσbackscat，r 之间的竞争贡献。而 Δσbackscat，n 和 Δσbackscat，r 的相

对差值受介质的折射率的影响，如图 8（c）所示，当 PS
微珠的尺寸小于 160 nm 时，光热成像的信噪比随着介

质的折射率变大而增加，相反，对于大尺寸样品，高折

射率的介质会降低信噪比。

6　光热成像的空间分辨率

在表 1 中，同时也比较了 MIP 成像技术、PALM/
STED、SRI、NMR、MS 和 PAI 等常用成像和光谱技术

的空间分辨率。在这些技术中，PALM/STED、SRI和
MIP 成像都是使用可见光作为探测光的，因而在使用

类似的探测光路和光源的情况下可以有效比较不同技

术的空间分辨率。通常来说，光学成像的空间分辨率

受探测光的阿贝衍射极限制约。如表 1所示，MIP 成像

和 SRI的空间分辨率都接近可见光的阿贝衍射极限，并

且利用高分辨成像技术，能得到突破衍射极限的空间

分辨率。

对于 MIP 成像，空间分辨率受探测光的阿贝衍射

极限和样品热扩散两个因素制约。现有研究常用如下

几种方法提高阿贝衍射极限内的空间分辨率。首先，

可以使用较短波长的探测光以达到更低的衍射极限［87］。

其次，通过使用大数值孔径的物镜，可以得到更小的探

测光斑，从而提高空间分辨率。在 MIP 成像系统中，通

过构建反向传播光束路径，可以实现该方法。早期

MIP 成像光路系统中可见光探测光和中红外激发光沿

相同路径和方向传播至物镜，因此只能用反射式物镜，

因为红外光在折射式物镜中会发生严重的色差和损

耗。但是，反射式物镜的数值孔径最大只能达到 0. 8，
严重限制了空间分辨率。而在反向传播光路中，可独

立在探测光路中采用数值孔径更大的折射式物镜（最

高 NA=1. 45）来聚焦可见光，从而提高分辨率。如

图 9（a）所示，Li等［14］通过搭建反向传播光路并使用波长

为 530 nm 的探测光和油浸式折射物镜（NA=1. 2），将

MIP 成像空间分辨率提升至 300 nm。同时，可以利用

图像处理算法来进一步提高空间分辨率。如图 9（b）所

示，Kuno 团队［15］使用深度学习卷积神经网络来实现对

图像反卷积、去模糊和去噪的迭代后处理，解决了阿贝

衍射极限以及实验光栅扫描引入的背景伪影，成功将

MIP 的分辨率提高到 150 nm。最近，Fu 等［16］通过捕捉

样品中心与边缘间不同热弛豫过程的高频差异，将分

子热弛豫特性与空间位置信息相联系，对特定的分子

进行定位，获得了 120 nm 的超分辨光热成像。表 2 总

结了影响光热成像技术空间分辨率的关键参数，包括

可见光/红外光物镜、探测光波长、中红外光源及基底。

图 9　提高光热成像分辨率的典型方法。（a）利用反向传播构型提高分辨率，右上是单个直径为 0. 1 μm 的 PS 小球的中红外光热图

像，右下是相应截面强度的半峰全宽，为 0. 3 μm［14］；（b）利用深度学习卷积神经网络提高分辨率［15］，单个直径为 0. 3 μm 的 PS
小球经过图像处理（左）前、（中）后的光热图像及（右）相应高斯拟合的截面强度，标尺为 500 nm

Fig.  9　Typical approaches to improve the spatial resolution of MIP imaging.  (a) Resolution improved by counter-propagating 
configuration[14], upper right is the MIP image of a 0. 1-μm diameter PS bead and lower right is the corresponding line profile 
showing a full width at half-maximum (FWHM) of 0. 3 μm[14]; (b) resolution improved by deep learning convolutional neural 
network[15], images of individual 0. 3-μm diameter PS (left) before and (middle) after processing, and (right) corresponding cross 

section strength of Gaussian fitting, scale bar is 500 nm
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除了阿贝衍射极限外，控制热扩散也能显著提高

空间分辨率。热扩散的性能可以用热扩散长度（L）表

示，L = 2 αt ，其中 α = κ
ρCp

为热扩散系数，κ 为导热

系数，ρ 为密度，Cp 为比热容，t为加热时间。如图 10 所

示，中红外激发光照射时间过长会导致严重热扩散，介

质的热扩散会产生热背景，进而使空间分辨率明显下

降［67］。为避免过热降低成像质量，选择的脉冲宽度应

该满足介质的热扩散长度小于成像系统分辨极限的要

求，一般为几百纳秒。同时通过使用高功率和短脉冲

时间的激发光可以改善介质热扩散影响。在讨论光热

效应部分提到，用飞秒脉冲激发的样品的瞬时温度衰

减曲线更加局域化（~1/r3），因此在能获得光热信号的

前提下，减少单次脉冲时间，可以避免集热效应［88］从而

进一步增加成像的分辨率。

以上对 MIP 成像的空间分辨率分析主要是基于

横向分辨率讨论的，而 MIP 成像技术也具有深度分辨

的能力，阿贝衍射极限和热扩散同时也会影响光热成

像的轴向分辨率。提升轴向分辨率也是提高 MIP 成

像空间分辨率的重要环节。Zhang 等［21］以共聚焦扫描

的方式首次实现了以红外光谱作为成像衬度来演示活

细胞三维成像的过程，并实现 3. 5 μm 的轴向分辨率和

近 50 μm 的成像深度。通过在定量相位显微镜下测量

中红外光热效应，Cheng 团队［64］使用强度断层衍射

（IDT）实现对秀丽隐杆线虫的三维成像，得到 1. 1 μm
的轴向分辨率和 0. 35 μm 的横向分辨率，在此宽场成

像模式下，MIP 三维成像也可以实现微米级成像深度。

此外，光热成像可以借鉴高分辨荧光成像的思路

可能进一步提高其空间分辨率。例如表 1 中的 PALM

技术，通过结合统计分析方法随机激活观察对象［89-90］，

精确定位单分子的离散位置信息实现高分辨；STED
显微成像技术，利用结构性的光调制实现高分辨

成像［91-92］。

7　总结与展望

对于生物成像技术，原位的化学键特异性成像具

有革命性意义，是业界普遍追求的目标。由于中红外

波段具有化学键的指纹信息，中红外光谱及显微成像

技术是实现该目标可行的途径。目前，由于中红外光

源、探测器、光学元件和样品作用截面等诸多因素的限

制，中红外测量的灵敏度往往较低，成像效果远不如可

见光。实现生物体内化学键特异性成像必需改善上述

因素。在光热成像的发展中，对光路的优化、对光学元

表 2　光热成像系统影响空间分辨率的关键参数

Table 2　Key parameters influencing the spatial resolution of the MIP imaging system

Year

2009［63］

2016［21］

2017［14］

2021［15］

2023［16］

Spatial 
resolution /μm

1. 1
0. 6
0. 3

0. 15
0. 12

Visible/IR objective

0. 5 NA reflective
0. 65 NA reflective

1. 2 NA refractive/0. 65 NA reflective
0. 95 NA refractive/0. 65 NA reflective

1. 2 NA refractive/0. 5 NA reflective

Probe 
wavelength /nm

780
785
530
532
405

IR source

Nd∶vanadate laser
QCL
OPO
OPO
QCL

Medium /
Substrate

Water/CaF2

−/CaF2

air/glass
air/CaF2

air/CaF2

图 10　热扩散导致分辨率下降的分析［67］

Fig.  10　Degradation of spatial resolution due to the heat diffusion effect[67]

件的改善、对使用光源的改进已经大大地提升了光热

成像技术的性能。由于衍射极限和热扩散，进一步利

用先进的图像处理算法可以更大程度上提高空间分辨

率。此外，微纳光子学技术可以增大红外激发光束、可

见光探测光束与样品的作用截面［93-94］。微纳光子学技

术中的超表面也能进一步提升传统光学元件的透射

率［95］、数值孔径［96］及工作频谱范围［97］等光学性能。现

有的远场光学成像技术中，高分辨荧光技术具有最高

的空间分辨率，突破了衍射极限。而高分辨荧光技术

提高分辨率的核心是通过成像技术与统计学方法相结

合精确定位单分子或结构光调制减小点扩散函数。对

于 MIP 显微成像，动态可调控的超表面衬底或许可以

为光热成像突破衍射极限开辟新的思路。
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件的改善、对使用光源的改进已经大大地提升了光热

成像技术的性能。由于衍射极限和热扩散，进一步利

用先进的图像处理算法可以更大程度上提高空间分辨

率。此外，微纳光子学技术可以增大红外激发光束、可

见光探测光束与样品的作用截面［93-94］。微纳光子学技

术中的超表面也能进一步提升传统光学元件的透射

率［95］、数值孔径［96］及工作频谱范围［97］等光学性能。现

有的远场光学成像技术中，高分辨荧光技术具有最高

的空间分辨率，突破了衍射极限。而高分辨荧光技术

提高分辨率的核心是通过成像技术与统计学方法相结

合精确定位单分子或结构光调制减小点扩散函数。对

于 MIP 显微成像，动态可调控的超表面衬底或许可以

为光热成像突破衍射极限开辟新的思路。
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