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摘要  拉曼显微成像技术无需样本制备，具有无损、无创、对水溶液不敏感的优点，可在微米或纳米尺度下表征样本的生

化组分及分布，成为生命科学领域重要的研究工具。随着对复杂生物样本研究的不断深入，拉曼显微成像也被期待能够

实现对生物样本中的分子组成与分布的动态立体观测。首先，系统性地梳理近年来三维拉曼显微成像技术的研究进展，

包括基于自发拉曼散射、相干拉曼散射、表面增强拉曼散射以及拉曼标签的不同三维成像方法的技术手段、改进策略与

实验结果。然后，总结了不同成像技术在细胞生物学、发育生物学等方面的应用进展。最后展望了不同三维拉曼显微成

像技术在生物医学光学显微成像技术应用中所面临的挑战和发展前景。
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Abstract Raman microscopic imaging has emerged as an important research tool in life sciences because it does not 
require sample preparation and is non-destructive, non-invasive, and insensitive to aqueous solutions.  It enables the 
characterization of biochemical components and sample distributions at a micrometer or nanometer scale.  As the research 
on complex biological samples increases, Raman microscopic imaging holds potential for the dynamic stereoscopic 
observation of molecular composition and distribution in biological samples.  This paper systematically examined recent 
advancements in 3D Raman microscopic imaging, including technical approaches, improvement strategies, and 
experimental results of various 3D imaging methods based on spontaneous Raman scattering, coherent Raman scattering, 
surface-enhanced Raman scattering, and Raman tags.  Further, the progress of the applications of different imaging 
techniques in cell biology and developmental biology was summarized.  Finally, the challenges and development prospects 
of different 3D Raman microscopic imaging techniques in the application of biomedical optical microscopic imaging 
technology were outlined.
Key words three-dimensional microscopic imaging; Raman microscopic imaging; spontaneous Raman scattering; 
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1　引 言

三维显微成像技术可以快速、定量、全局地测量细

胞、组织或器官，具有微米或者亚微米级别的分辨率，

对研究脑功能、发育生物学及细胞代谢具有重要价值，

如研究肿瘤细胞与其微环境之间的相互作用［1］、细胞

间相互作用对细胞间行为与细胞器功能的影响［2］等。

现阶段，实现三维成像的主要技术包括共聚焦显微成

收稿日期：2023-12-07；修回日期：2024-01-03；录用日期：2024-01-08；网络首发日期：2024-01-25
基金项目：国家自然科学基金（62275210， 62007026）、国家级青年人才项目、陕西省杰出青年科学基金（2020JC-27）、陕西省青

年拔尖人才项目、陕西省重点研发计划重点产业创新链项目（2021ZDLSF04-05）、陕西省重点研发计划一般项目（2022GY-313）
通信作者：*xlchen@xidian.edu.cn；**wangnan@xidian.edu.cn

像技术［3］、光片显微成像技术［4］、双光子显微成像技

术［5］等，但是这些基于荧光的技术往往难以反映分子

及其结构的特异性信息，且依赖于荧光标记，可能造成

细胞毒性、光漂白以及不稳定的问题，影响实验结果的

准确性与可重复性。而拉曼成像技术可以无标记方式

提供样本化学键振动的独特指纹信息，具有非破坏性、

高特异性及样本制备简单等优势，已广泛应用于生物

样品的测量，如评估细胞分化过程中的成分变化，根据

蛋白质、矿物质、无定性相含量的细微差异区分细胞类

型，生物样本无标记三维化学成像等［6］。然而，由于自

发拉曼散射存在散射截面小、信号弱的问题，往往需要

在积分时间与激发功率之间进行权衡，严重限制了其

在三维成像中的实时性和图像质量。为了解决这一问

题，快速扫描策略、相干拉曼散射成像、表面增强拉曼

散射成像以及拉曼标签等方法被相继提出并得到不断

优化，使得快速高分辨三维拉曼成像成为可能。基于

此，本文将系统性地梳理近年来三维拉曼显微成像技

术的研究进展，包括基于自发拉曼散射、相干拉曼散

射、表面增强拉曼散射以及拉曼标签的不同三维成像

方法的技术手段、改进策略以及实验结果。然后，详细

论述不同策略的三维拉曼显微成像技术在细胞生物

学、发育生物学等领域的应用进展，并展望该技术在未

来面临的挑战和发展方向。

2　三维拉曼显微成像技术

2. 1　基于自发拉曼散射的三维拉曼显微成像技术

自发拉曼散射是一种非弹性散射过程，包括斯托

克斯拉曼散射与反斯托克斯拉曼散射，通过检测入射

光子与散射光子的能量差异，可以获得有关样本振动

能量与频率的信息。目前，基于自发拉曼散射的无标

记三维成像方法大部分与光学扫描显微镜耦合来实

现，通过横向与轴向扫描获取整个样本的拉曼图谱，从

而实现对样本的检测与分析［7］。其中主要包括基于扫

描机制的拉曼显微镜、基于光片的拉曼显微镜及基于

投影断层的拉曼显微镜等，这些技术具有不同的成像

机制。

2. 1. 1　基于扫描机制的三维拉曼显微成像技术

点扫描是扫描机制成像中最简单也最容易实现

的，通过对样本上的焦斑进行光栅扫描，获取样本多位

置的高光谱数据集［8］。该技术可以从样本平面的任何

记录点获取具有完整样本振动信息的三维图像，具有

衍射极限分辨率。然而样本和外源分子的固有背景以

及自发荧光很容易淹没样本拉曼信号，但是共聚焦拉

曼显微镜可以提供固有的光学切片能力，能减少焦外

信号的影响，提供样本高分辨图像。典型的共聚焦拉

曼显微镜系统结构如图 1（a）所示，相比传统点扫描方

式，其主要通过移动样本或者采用振镜扫描方式获取

每个空间位置的拉曼散射信号，并利用放置在像方的

针孔滤掉焦平面外的拉曼信号，从而获取高信噪比的

二维或三维样本的拉曼光谱［8-9］。同时，共聚焦拉曼显

微镜能够实现毫秒级的光谱与分钟级的高光谱数据立

方体［7］。2017 年，Kallepitis 等［10］提出了一个基于共聚

焦拉曼显微镜的无标记定量体积拉曼成像的计算框

架，展示多种细胞的细胞形状、细胞质、细胞核、脂质体

和细胞骨架结构的精细细节在三维中的可视化和量

化，其计算框架与实验结果如图 1（b）所示。最近，

Høgset 等［11］通过使用共聚焦拉曼光谱成像对从未标

记的斑马鱼胚胎中提取的生物分子信息进行可视化和

多元分析，生成了整个斑马鱼胚胎的三维图像，实验结

果如图 1（c）所示。然而，受限于拉曼散射截面小，信

号产率低，该技术难以适用于高通量和时间分辨成像

的生物样品，基于光片式和投影断层式的三维拉曼显

图 1　共聚焦拉曼显微系统及应用结果。（a）共聚焦拉曼显微系统结构示意图［8］； （b） 基于共聚焦拉曼显微镜的无标记定量体积拉曼

成像的计算框架［10］； （c）斑马鱼胚胎的体积共聚焦拉曼光谱成像［11］

Fig. 1　Confocal Raman microscopic system and its application results.  (a) Structure diagram of confocal Raman microscopic system[8]; 
(b) computational framework for label-free quantitative volume Raman imaging based on confocal Raman microscope[10]; 

(c) volumetric confocal Raman spectroscopic imaging of zebra fish embryos[11]
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像技术［3］、光片显微成像技术［4］、双光子显微成像技

术［5］等，但是这些基于荧光的技术往往难以反映分子

及其结构的特异性信息，且依赖于荧光标记，可能造成

细胞毒性、光漂白以及不稳定的问题，影响实验结果的

准确性与可重复性。而拉曼成像技术可以无标记方式

提供样本化学键振动的独特指纹信息，具有非破坏性、

高特异性及样本制备简单等优势，已广泛应用于生物

样品的测量，如评估细胞分化过程中的成分变化，根据

蛋白质、矿物质、无定性相含量的细微差异区分细胞类

型，生物样本无标记三维化学成像等［6］。然而，由于自

发拉曼散射存在散射截面小、信号弱的问题，往往需要

在积分时间与激发功率之间进行权衡，严重限制了其

在三维成像中的实时性和图像质量。为了解决这一问

题，快速扫描策略、相干拉曼散射成像、表面增强拉曼

散射成像以及拉曼标签等方法被相继提出并得到不断

优化，使得快速高分辨三维拉曼成像成为可能。基于

此，本文将系统性地梳理近年来三维拉曼显微成像技

术的研究进展，包括基于自发拉曼散射、相干拉曼散

射、表面增强拉曼散射以及拉曼标签的不同三维成像

方法的技术手段、改进策略以及实验结果。然后，详细

论述不同策略的三维拉曼显微成像技术在细胞生物

学、发育生物学等领域的应用进展，并展望该技术在未

来面临的挑战和发展方向。

2　三维拉曼显微成像技术

2. 1　基于自发拉曼散射的三维拉曼显微成像技术

自发拉曼散射是一种非弹性散射过程，包括斯托

克斯拉曼散射与反斯托克斯拉曼散射，通过检测入射

光子与散射光子的能量差异，可以获得有关样本振动

能量与频率的信息。目前，基于自发拉曼散射的无标

记三维成像方法大部分与光学扫描显微镜耦合来实

现，通过横向与轴向扫描获取整个样本的拉曼图谱，从

而实现对样本的检测与分析［7］。其中主要包括基于扫

描机制的拉曼显微镜、基于光片的拉曼显微镜及基于

投影断层的拉曼显微镜等，这些技术具有不同的成像

机制。

2. 1. 1　基于扫描机制的三维拉曼显微成像技术

点扫描是扫描机制成像中最简单也最容易实现

的，通过对样本上的焦斑进行光栅扫描，获取样本多位

置的高光谱数据集［8］。该技术可以从样本平面的任何

记录点获取具有完整样本振动信息的三维图像，具有

衍射极限分辨率。然而样本和外源分子的固有背景以

及自发荧光很容易淹没样本拉曼信号，但是共聚焦拉

曼显微镜可以提供固有的光学切片能力，能减少焦外

信号的影响，提供样本高分辨图像。典型的共聚焦拉

曼显微镜系统结构如图 1（a）所示，相比传统点扫描方

式，其主要通过移动样本或者采用振镜扫描方式获取

每个空间位置的拉曼散射信号，并利用放置在像方的

针孔滤掉焦平面外的拉曼信号，从而获取高信噪比的

二维或三维样本的拉曼光谱［8-9］。同时，共聚焦拉曼显

微镜能够实现毫秒级的光谱与分钟级的高光谱数据立

方体［7］。2017 年，Kallepitis 等［10］提出了一个基于共聚

焦拉曼显微镜的无标记定量体积拉曼成像的计算框

架，展示多种细胞的细胞形状、细胞质、细胞核、脂质体

和细胞骨架结构的精细细节在三维中的可视化和量

化，其计算框架与实验结果如图 1（b）所示。最近，

Høgset 等［11］通过使用共聚焦拉曼光谱成像对从未标

记的斑马鱼胚胎中提取的生物分子信息进行可视化和

多元分析，生成了整个斑马鱼胚胎的三维图像，实验结

果如图 1（c）所示。然而，受限于拉曼散射截面小，信

号产率低，该技术难以适用于高通量和时间分辨成像

的生物样品，基于光片式和投影断层式的三维拉曼显

图 1　共聚焦拉曼显微系统及应用结果。（a）共聚焦拉曼显微系统结构示意图［8］； （b） 基于共聚焦拉曼显微镜的无标记定量体积拉曼

成像的计算框架［10］； （c）斑马鱼胚胎的体积共聚焦拉曼光谱成像［11］

Fig. 1　Confocal Raman microscopic system and its application results.  (a) Structure diagram of confocal Raman microscopic system[8]; 
(b) computational framework for label-free quantitative volume Raman imaging based on confocal Raman microscope[10]; 

(c) volumetric confocal Raman spectroscopic imaging of zebra fish embryos[11]
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微成像技术为此提供了新的解决方案。

2. 1. 2　基于光片式的三维拉曼显微成像技术

受光片显微成像在荧光三维成像中的快速成像和

高对比度优势启发，许多研究致力于将宽场拉曼检测

方案与光片照明方式相结合，提高三维拉曼成像的速

度和灵敏度，增大图像对比度。典型的光片拉曼显微

系统如图 2（a）所示，该技术通过将经柱面透镜的激光

光束压缩或采用振镜扫描激光束的方式提供薄片照

明，其中，激发端与探测端正交耦合，有效消除焦平面

外信号干扰，大大增大了图像的信噪比和对比度，实现

拉曼信号高效采集，且具有更高的成像速度与轴向分

辨率［12］。2012 年，Oshima 等［13］开发了一套光片激发宽

场拉曼成像系统，通过对斑马鱼模型进行成像，首次证

明了光片拉曼成像技术可对活体动物发育过程的分化

机制进行成像。然而，受限于系统特征波段选择范围

较宽，该系统难以获取样本完整的光谱信息，仅能实现

对 样 本 内 单 个 分 子 的 分 布 成 像 。 基 于 此 ，Rocha-

Mendoza 等［12］开发了一套基于光片扫描的自发拉曼显

微成像系统，利用振镜扫描激光束的方式产生光片照

明，并使用可调谐滤波器对检测信号进行光谱滤波，可

以实现一次性对图像的光谱解析。同时通过对浸入琼

脂中的聚苯乙烯珠和脂滴的组合物进行成像，证明了

该方法能够实现快速高分辨自发拉曼三维成像。

Müller 等［14］提出了一种基于光片拉曼显微光谱的新技

术，通过将光片照明与基于傅里叶变换的光谱成像方

法结合，能够获取整个图像中每个像素点的全光谱信

息，并通过采集斑马鱼眼睛的高光谱数据，经非负矩阵

分解实现对斑马鱼眼睛中的多种生物分子三维分布的

可视化。在光片显微拉曼成像中，无衍射光束也被用

于提高三维拉曼成像的通量与采集图像的信噪比。

Subedi等［15］证明了数字扫描艾里光束创建的光片能够

利用均匀且比高斯光束大 10 倍的视场进行自发拉曼

成像，相比传统的光片显微镜，成像吞吐率提高了 1 个

数量级左右，同时能够在每个平面以 300 ms 的积分时

间实现对微粒的高对比度、高轴向分辨率（1 μm）的三

维成像，且辐射密度比相干拉曼成像低几个数量级，其

系统结构与实验结果如图 2（b）和图 2（c）所示。最近，

该课题组［16］针对大多数生物分子的超小散射截面需要

较长的积分时间或较大的辐照度，限制了研究代谢反

应中细胞动力学与细胞间代谢变异性的问题，提出了

一种新的拉曼成像技术，通过将艾里光片与光子稀疏

相结合，在每像素亚光子下进行图像采集和重建，得到

图 2　光片拉曼显微系统及应用结果。（a）光片拉曼显微系统结构示意图［12］； （b）基于艾里光片成像的光学系统示意图［15］； （c）聚苯

乙烯微球的三维成像结果［15］； （d）单个溶脂 Y. 细胞的稀疏光子图像及对应的三维放大图像和对应像素的时间轨迹［16］； （e）不

同光子数量下的细胞三维脂质代谢活动成像结果［16］

Fig. 2　Light-sheet Raman microscopic system and its application results.  (a) System structure diagram of the light-sheet Raman 
microscopic system[12]; (b) system diagram of Airy-light-sheet Raman microscopic imaging[15]; (c) 3D imaging of polystyrene 
microspheres[15]; (d) sparse photon image of a single liposolysaccharide Y.  cell, and its corresponding 3D enlarged image and 
the time trajectory of the corresponding pixel[16]; (e) 3D imaging results of c lipid metabolism in cells under different 

photon numbers[16]

光子稀疏信号，实现了仅毫秒积分的自发拉曼成像，进

而通过对各种样本进行成像，包括单个微生物的三维

代谢活性，证明了该技术的多功能性，其实验结果如

图 2（d）和图 2（e）所示。

2. 1. 3　基于投影断层式的三维拉曼显微成像技术

投影断层成像是一种具有各向同性空间分辨率的

快速体成像方法，例如计算机断层扫描［17］、光学断层扫

描［18-19］等。这些技术通过记录穿过物体的准直光束的

衰减或光束激发的荧光信号的产生，然后通过重建计

算恢复光衰减或荧光信号发射源的空间分布［20］。由于

其能够实现快速三维成像以及提供各向同性的空间分

辨率，目前已经成为从细胞、组织、动物到人体的跨尺

度成像工具［21-22］。然而，这些技术仅能实现对样本结

构的成像或荧光标记样本的化学成像，难以在无标记

方式下实现对样本组分的三维化学成像。因此，许多

研究致力于将投影断层扫描的成像方式与自发拉曼显

微镜相结合，利用样本旋转的策略以及求解近似扩散

方程等算法实现无标记、快速拉曼三维成像。

2008 年，Schulmerich 等［23］首次实现基于自发拉曼

散射效应的扩散投影断层成像，通过将显微计算机断

层扫描与扩散光学断层扫描和拉曼光谱相结合，利用

有限元模型求解耦合扩散方程，从离体的犬骨组织中

恢复空间和成分信息，但是空间分辨率较低，实验结果

如图 3（c）所示。基于此，该课题组［24］利用平行光谱检

测的多通道光学断层成像系统首次在组织模拟模型中

展示了拉曼投影断层成像，在使用和不使用网格内部

信息的情况下，该系统都可以获得具有高对比度、高背

景比、精确空间分辨率的拉曼三维图像。Wang 等［25］

提出了一种双模态光学拉曼投影断层成像技术，该技

术能够以免标记方式实现毫米级样本跨尺度级别的空

间分辨率及优于 70 mmol/L 的脂类分子浓度检测能

力。通过对斑马鱼、拟南芥、果蝇等模式生物的双模态

三维成像的检测证明了其在发育生物学和分子生物学

的应用潜力，其系统结构和实验结果如图 3（a）和

图 3（b）所示。虽然将拉曼成像与投影断层的成像方

式相结合可以实现对大尺度样品的快速、无标记三维

拉曼成像，但是仍存在分辨率低和生物样品散射的问

题。随着成像方式与深度学习方式的结合，可以进一

步减少重建体积图像所需的投影图像的数量，从而提

高成像的速度和重建图像的质量。

当前，基于不同策略的自发拉曼三维成像技术适

用于对成像速度、信号强度与分辨率要求不同的样本，

正确选择采集模式是生成最强拉曼信号、最大限度地

抑制背景、生成可解释和可再现数据的关键。同时，目

前基于自发拉曼散射的三维拉曼成像技术虽然在成像

速度和灵敏度方面不及相干拉曼散射成像，但是系统

简单、易于使用，成为了实时三维成像的强有力工具，

广泛应用于细胞、材料等样本的分析。

2. 2　基于相干拉曼散射的三维拉曼显微成像技术

在过去的几十年里，基于自发拉曼散射效应的三

维拉曼显微成像技术已经用于生物与材料等多个领

域，但是与荧光成像模式相比，仍存在信号强度低、采

集时间长的问题，极大限制在复杂环境下对样本的检

测。飞秒激光的发展促使人们能够观察到许多非线性

过程，促进了相干拉曼散射成像的进步，为实现快速、

高分辨三维拉曼成像提供了新的方法［26］。

相干拉曼散射成像作为一种非线性光学过程，主

要使用两个同步脉冲激光束，一束光被称为泵浦光束，

另一束光被称为斯托克斯光束，当两束光之间的频率

差对应于目标样品的化学键振动频率时，会发生相干

反斯托克斯拉曼散射（CARS）和包括受激损耗和受激

增益的受激拉曼散射（SRS）［27-28］。在传统的相干拉曼

散射显微镜中，两束激光在空间和时间上重叠，并在样

品内部共线聚焦成衍射极限光斑，在紧密的显微镜聚

图 3　拉曼投影断层成像系统及应用结果。（a）双模态光学拉曼投影断层扫描系统结构示意图［25］； （b）拟南芥茎的光学拉曼三维融合

成像结果［25］； （c）犬骨组织的拉曼断层扫描图像［23］

Fig. 3　Raman projection tomographic system and its application results.  (a) Structure diagram of dual-mode optical-Raman projection 
tomographic system[25]; (b) optical-Raman 3D fusion imaging of Arabidopsis stems[25]; (c) Raman tomographic image of dog 

bone tissue[23]
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光子稀疏信号，实现了仅毫秒积分的自发拉曼成像，进

而通过对各种样本进行成像，包括单个微生物的三维

代谢活性，证明了该技术的多功能性，其实验结果如

图 2（d）和图 2（e）所示。

2. 1. 3　基于投影断层式的三维拉曼显微成像技术

投影断层成像是一种具有各向同性空间分辨率的

快速体成像方法，例如计算机断层扫描［17］、光学断层扫

描［18-19］等。这些技术通过记录穿过物体的准直光束的

衰减或光束激发的荧光信号的产生，然后通过重建计

算恢复光衰减或荧光信号发射源的空间分布［20］。由于

其能够实现快速三维成像以及提供各向同性的空间分

辨率，目前已经成为从细胞、组织、动物到人体的跨尺

度成像工具［21-22］。然而，这些技术仅能实现对样本结

构的成像或荧光标记样本的化学成像，难以在无标记

方式下实现对样本组分的三维化学成像。因此，许多

研究致力于将投影断层扫描的成像方式与自发拉曼显

微镜相结合，利用样本旋转的策略以及求解近似扩散

方程等算法实现无标记、快速拉曼三维成像。

2008 年，Schulmerich 等［23］首次实现基于自发拉曼

散射效应的扩散投影断层成像，通过将显微计算机断

层扫描与扩散光学断层扫描和拉曼光谱相结合，利用

有限元模型求解耦合扩散方程，从离体的犬骨组织中

恢复空间和成分信息，但是空间分辨率较低，实验结果

如图 3（c）所示。基于此，该课题组［24］利用平行光谱检

测的多通道光学断层成像系统首次在组织模拟模型中

展示了拉曼投影断层成像，在使用和不使用网格内部

信息的情况下，该系统都可以获得具有高对比度、高背

景比、精确空间分辨率的拉曼三维图像。Wang 等［25］

提出了一种双模态光学拉曼投影断层成像技术，该技

术能够以免标记方式实现毫米级样本跨尺度级别的空

间分辨率及优于 70 mmol/L 的脂类分子浓度检测能

力。通过对斑马鱼、拟南芥、果蝇等模式生物的双模态

三维成像的检测证明了其在发育生物学和分子生物学

的应用潜力，其系统结构和实验结果如图 3（a）和

图 3（b）所示。虽然将拉曼成像与投影断层的成像方

式相结合可以实现对大尺度样品的快速、无标记三维

拉曼成像，但是仍存在分辨率低和生物样品散射的问

题。随着成像方式与深度学习方式的结合，可以进一

步减少重建体积图像所需的投影图像的数量，从而提

高成像的速度和重建图像的质量。

当前，基于不同策略的自发拉曼三维成像技术适

用于对成像速度、信号强度与分辨率要求不同的样本，

正确选择采集模式是生成最强拉曼信号、最大限度地

抑制背景、生成可解释和可再现数据的关键。同时，目

前基于自发拉曼散射的三维拉曼成像技术虽然在成像

速度和灵敏度方面不及相干拉曼散射成像，但是系统

简单、易于使用，成为了实时三维成像的强有力工具，

广泛应用于细胞、材料等样本的分析。

2. 2　基于相干拉曼散射的三维拉曼显微成像技术

在过去的几十年里，基于自发拉曼散射效应的三

维拉曼显微成像技术已经用于生物与材料等多个领

域，但是与荧光成像模式相比，仍存在信号强度低、采

集时间长的问题，极大限制在复杂环境下对样本的检

测。飞秒激光的发展促使人们能够观察到许多非线性

过程，促进了相干拉曼散射成像的进步，为实现快速、

高分辨三维拉曼成像提供了新的方法［26］。

相干拉曼散射成像作为一种非线性光学过程，主

要使用两个同步脉冲激光束，一束光被称为泵浦光束，

另一束光被称为斯托克斯光束，当两束光之间的频率

差对应于目标样品的化学键振动频率时，会发生相干

反斯托克斯拉曼散射（CARS）和包括受激损耗和受激

增益的受激拉曼散射（SRS）［27-28］。在传统的相干拉曼

散射显微镜中，两束激光在空间和时间上重叠，并在样

品内部共线聚焦成衍射极限光斑，在紧密的显微镜聚

图 3　拉曼投影断层成像系统及应用结果。（a）双模态光学拉曼投影断层扫描系统结构示意图［25］； （b）拟南芥茎的光学拉曼三维融合

成像结果［25］； （c）犬骨组织的拉曼断层扫描图像［23］

Fig. 3　Raman projection tomographic system and its application results.  (a) Structure diagram of dual-mode optical-Raman projection 
tomographic system[25]; (b) optical-Raman 3D fusion imaging of Arabidopsis stems[25]; (c) Raman tomographic image of dog 

bone tissue[23]
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焦下，刺激因子可以达到数十个数量级左右，使其具有

接近散粒噪声限制的灵敏度以及高横向与轴向分辨

率［27， 29］。为了实现三维容积化学成像，相干拉曼散射

显微镜需要通过在焦平面上横向扫描光束，然后改变

焦平面的位置或沿轴向扫描样本以获得图像堆栈，最

后重建三维体积。对于复杂样本的三维容积化学成像

及分析，传统的相干拉曼散射显微镜可能无法进一步

满足需求，所以许多研究致力于从系统、算法及样本处

理上提高三维容积化学成像的速度、灵敏度、分辨率，

从而更好地理解生物体发育活动等不同作用机制。

2. 2. 1　基于相干拉曼散射的快速超分辨三维拉曼显

微成像技术

通过受激发射或四波混频的过程实现拉曼信号增

强，相干拉曼散射显微镜可以实现与共聚焦荧光显微

镜相当的成像速度。但是传统相干拉曼散射显微镜采

集时间为每帧 0. 1~10 s，像素驻留时间为 1~100 μs，
在采集样本的三维化学信息时仍需要很长的时间。

基于此，Saar 等［30］分析 SRS 成像的信号产生机制，通

过显著增强对后向散射信号的收集，将成像速度提高

到传统方法的 3 个数量级左右，并通过对皮肤中的

水、脂质和蛋白质进行成像验证该系统的优势。虽然

该方法极大提高了 SRS 显微镜的成像速度，但是实

现 SRS 体积成像依然还是需要物镜的压电扫描，这

通常会干扰样品并提供低的轴向扫描速率。基于此，

Lin 等［31］开发了一种基于可变形镜的远程聚焦 SRS
显微镜，通过在物镜光瞳平面的远程傅里叶平面上设

计入射光束的波前来控制焦点的位置，可以在无需机

械扫描物镜的情况下实现高质量的体积化学成像，而

且还能同时校正系统像差，其系统结构如图 4（a）
所示。

目前相干拉曼散射显微镜能够提供亚微米的横向

空间分辨率和约 1 μm 的轴向切片能力。为了研究亚

细胞结构、细胞器内化学物质的分配和细胞功能活性，

需要更高的成像分辨率。基于此，2018 年，Bi 等［32］通

过将飞秒激光的波长减小到可见光区域，实现了横向

分辨率接近 130 nm 的无标记受激拉曼散射显微镜，同

时通过对单细胞三维结构的高分辨率成像和对大规模

完整小鼠脑组织的高分辨率原位映射证实了该系统在

空间分辨率上的优势，其系统结构与实验结果如

图 4（b）和图 4（d）所示。2020 年，Gong 等［33］搭建一种

高阶相干反斯托克斯显微镜，相比传统 CARS 显微镜，

能够提供固有的高共振与非共振背景比，从而打破无

标记、超分辨振动成像的衍射极限，为实现生物和生物

医学系统中无标记超分辨率生物分子三维成像提供新

图 4　相干拉曼散射显微系统及应用结果。（a）远程聚焦 SRS 显微镜示意图［31］； （b） 可见光受激拉曼散射显微镜系统结构示意图［32］； 
（c） MAGNIFIERS 的工作流程以及 MAGNIFY 的凝胶化学示意图［36］；（d）可见光受激拉曼散射显微镜对 Hela 细胞重建的三

维图像［32］；（e） PFA 固定的 HeLa 细胞、小鼠脑、肝、肾和胰腺组织以及 FFPE 固定的人肾和脑海马组织在 2941 cm−1处的 3D 渲

染 SRS 图像［36］

Fig. 4　Coherent Raman scattering microscope and its application results.  (a) Schematic of a remote-focusing SRS microscope[31]; 
(b) schematic of the system structure of visible light SRS microscope[32]; (c) workflow of MAGNIFIERS and gel chemistry of 
MAGNIFY[36]; (d) 3D reconstruction of Hela cells by visible light SRS microscope[32]; (e) 3D-rendered SRS images of PFA-fixed 

HeLa cells, mouse brain, liver, kidney ,and pancreas tissue, FFPE-fixed human kidney and brain horse tissue at 2941 cm−1[36]

的工具。虽然上述方法能够显著提高相干拉曼散射显

微镜在三维成像中的分辨率，但是空间分辨率依然受

到成像物镜的数值孔径和分子散射截面的限制。基于

此，Jang 等［34］开发了一种反褶积算法，即基于自适应矩

估计优化的点反褶积，通过使用自适应矩阵估计

（Adam）方法来优化寻找每个发射器位置的过程，相比

常用的卷积算法，该方法能够以更高的空间分辨率对

图像进行重建，并将其应用于 SRS 成像，生成了一系

列哺乳动物细胞、组织以及果蝇脑组织的三维超分辨

图像，从而证明了算法的有效性。

在基于相干拉曼散射的三维拉曼显微成像技术

中，除了在系统与算法上进行改进外，样本膨胀以及样

本清除的方法也被用来提高三维成像的分辨率和成像

深度。2021 年，Qian 等［35］报道了一种通用的样本扩展

振动成像策略，该策略将 SRS 显微镜与最近的样品处

理创新相结合，能够以低至 78 nm 的分辨率实现对富

含蛋白质的生物结构进行可扩展的无标记高分辨成

像，并通过对内源性蛋白质的最佳保留、对各向同性样

品的扩展和对散射脂质的剥夺，实现高分辨率的三维

图像重建，避免在荧光成像中的一些问题。基于此方

案，Shi等［36］提出了一种分子锚定凝胶的荧光纳米成像

和受激拉曼散射显微镜的新方法，该方法利用生物分

子含量的优异保留率和跨多种组织类型的一般样品兼

容性以及新的 Exm 固定方法，相比原始样本，提供了

高达 7. 2 倍的可逆线性扩展，从而能够实现约 41 nm
的横向分辨率与 194 nm 的轴向分辨率，并通过对小鼠

脑组织的多色三维成像验证该方法的多功能性，其方

法与实验结果如图 4（c）和图 4（e）所示。但目前上述

方法在对生物组织成像时往往受到光学散射的影响，

极大限制成像的深度。最近，出现了一系列组织清除

技术，以允许荧光成像的显著深度扩展。受此启发，

Wei等［37］开发了一种基于组织清除的三维化学成像技

术，该技术将拉曼定制的组织清除与受激拉曼散射显

微镜相结合，与标准 SRS 相比，实现了超过 10 倍的深

度成像，并进一步开发了一种用于多光谱 SRS 图像的

3D 聚类和分割的体积相量分析，实现对肿瘤球体、小

鼠脑组织和肿瘤异种移植物等复杂三维组织的结构、

组成与功能分析。

2. 2. 2　基于相干拉曼散射的多色三维拉曼显微成像

技术

拉曼散射本质上是一个宽带过程，它包含了样品

的整个振动谱，具有丰富的化学信息。目前使用两个

窄带皮秒激光器的单波段相干拉曼散射显微镜已经普

遍用于对已知分量与高分辨拉曼频率的样品的三维成

像，但是不能够同时绘制样本中多种生物分子的空间

分布［29］。为了获取完整的化学信息，需要在较宽的拉

曼范围内进行多模激发。目前常用的方法是通过扫描

激光波长，来获取样本的高光谱数据，但是该方法从记

录图像堆栈到进行重建仍需几秒到几分钟的时间，不

足以在没有光谱失真的情况下对生物样本中的动力学

进行三维可视化［27， 38-39］。因此，许多研究致力于并行

多模激励的相干拉曼散射显微镜的开发，实现在每个

像素都能够瞬间记录光谱，从而极大缩短信号采集时

间。2012 年，Fu 等［40］提出了一种基于 SRS 的调制复

用的方法，该方法允许使用快速傅里叶变换实时检测

多种物质，并通过对离体小鼠皮肤组织中血液、脂质和

蛋白质分布的三维多色高分辨率成像验证该方法的成

像潜力，其实验结果如图 5（e）所示。2014 年，Camp Jr
等［41］提出一种基于宽带相干反斯托克斯拉曼散射的成

像平台（BCARS），该平台使用脉冲内三色激发在典型

的弱指纹区域内有效地刺激拉曼跃迁，并利用非共振

背景外差来放大固有的弱指纹信号。相比之前的方

法，该方法能够实现每像素几毫秒量级的光谱采集，并

通过对健康小鼠肝脏和胰腺组织的二维和三维成像，

证明了该方法的快速多色成像的能力，其系统结构与

实验结果如图 5（a）和图 5（c）所示。然而，由于样本内

物质的光谱特征可能重叠，难以区分样本中的多种成

分。基于此，Ozeki等［42］使用波长可调的受激拉曼散射

显微镜对组织进行无标记成像，并通过修改的主成分

分析对光谱图像进行处理，从而提取光谱特征的微小

差异，生成细胞等样本的不同成分的三维多色图像。

2. 2. 3　基于相干拉曼散射的多模态融合三维拉曼显

微成像技术

虽然上述方法从不同角度提高三维容积化学成像

的速度、分辨率以及成像深度，但是在对大体积样本进

行成像时，依然需要在信号采集时间与图像质量之间

进行权衡。因此，许多研究致力于将相干拉曼散射显

微镜与其他成像模式相融合，改善在大体积样本中快

速点扫描方法导致的速度慢、信号弱以及可能带来的

光损伤问题，从而实现快速、高分辨的三维容积化学成

像。基于此，Shi等［43］开发一种利用 CARS 全息技术进

行非扫描相干反斯托克斯拉曼散射成像的新方法，通

过将一层均匀的非线性介质放在成像样本前面，利用

四波混频形成的参考波干扰样本产生 CARS 信号，从

而产生在线全息图。结果表明，CARS 全息图具有良

好的化学选择性，可以通过数字传输技术实现样本的

三维成像。2021 年，Heuke 等［44］将傅里叶断层扫描应

用于相干反斯托克斯成像，并通过合成数据证明方法

能够从有限的宽场 CARS 图像重建复杂的三阶磁化

率。最近，Fantuzzi 等［45］通过将随机照明显微镜、相干

反斯托克斯显微镜与和频生成对比相结合，开发了一

种具有鲁棒性的宽视场非线性显微镜，其能够从不同

散斑照明下获得的多幅图像的二阶统计量中对样本进

行超分辨重建与光学切片。相比传统的 CARS 点扫描

方法，该方法实现了具有 3 μm 轴向切片能力和 300 nm
横向分辨率的宽场非线性成像，有效降低了样品的峰

值强度，并通过对珠子、未染色的人体乳腺组织和化合

物混合物进行成像，证明了该显微镜在二维和三维空
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的工具。虽然上述方法能够显著提高相干拉曼散射显

微镜在三维成像中的分辨率，但是空间分辨率依然受

到成像物镜的数值孔径和分子散射截面的限制。基于

此，Jang 等［34］开发了一种反褶积算法，即基于自适应矩

估计优化的点反褶积，通过使用自适应矩阵估计

（Adam）方法来优化寻找每个发射器位置的过程，相比

常用的卷积算法，该方法能够以更高的空间分辨率对

图像进行重建，并将其应用于 SRS 成像，生成了一系

列哺乳动物细胞、组织以及果蝇脑组织的三维超分辨

图像，从而证明了算法的有效性。

在基于相干拉曼散射的三维拉曼显微成像技术

中，除了在系统与算法上进行改进外，样本膨胀以及样

本清除的方法也被用来提高三维成像的分辨率和成像

深度。2021 年，Qian 等［35］报道了一种通用的样本扩展

振动成像策略，该策略将 SRS 显微镜与最近的样品处

理创新相结合，能够以低至 78 nm 的分辨率实现对富

含蛋白质的生物结构进行可扩展的无标记高分辨成

像，并通过对内源性蛋白质的最佳保留、对各向同性样

品的扩展和对散射脂质的剥夺，实现高分辨率的三维

图像重建，避免在荧光成像中的一些问题。基于此方

案，Shi等［36］提出了一种分子锚定凝胶的荧光纳米成像

和受激拉曼散射显微镜的新方法，该方法利用生物分

子含量的优异保留率和跨多种组织类型的一般样品兼

容性以及新的 Exm 固定方法，相比原始样本，提供了

高达 7. 2 倍的可逆线性扩展，从而能够实现约 41 nm
的横向分辨率与 194 nm 的轴向分辨率，并通过对小鼠

脑组织的多色三维成像验证该方法的多功能性，其方

法与实验结果如图 4（c）和图 4（e）所示。但目前上述

方法在对生物组织成像时往往受到光学散射的影响，

极大限制成像的深度。最近，出现了一系列组织清除

技术，以允许荧光成像的显著深度扩展。受此启发，

Wei等［37］开发了一种基于组织清除的三维化学成像技

术，该技术将拉曼定制的组织清除与受激拉曼散射显

微镜相结合，与标准 SRS 相比，实现了超过 10 倍的深

度成像，并进一步开发了一种用于多光谱 SRS 图像的

3D 聚类和分割的体积相量分析，实现对肿瘤球体、小

鼠脑组织和肿瘤异种移植物等复杂三维组织的结构、

组成与功能分析。

2. 2. 2　基于相干拉曼散射的多色三维拉曼显微成像

技术

拉曼散射本质上是一个宽带过程，它包含了样品

的整个振动谱，具有丰富的化学信息。目前使用两个

窄带皮秒激光器的单波段相干拉曼散射显微镜已经普

遍用于对已知分量与高分辨拉曼频率的样品的三维成

像，但是不能够同时绘制样本中多种生物分子的空间

分布［29］。为了获取完整的化学信息，需要在较宽的拉

曼范围内进行多模激发。目前常用的方法是通过扫描

激光波长，来获取样本的高光谱数据，但是该方法从记

录图像堆栈到进行重建仍需几秒到几分钟的时间，不

足以在没有光谱失真的情况下对生物样本中的动力学

进行三维可视化［27， 38-39］。因此，许多研究致力于并行

多模激励的相干拉曼散射显微镜的开发，实现在每个

像素都能够瞬间记录光谱，从而极大缩短信号采集时

间。2012 年，Fu 等［40］提出了一种基于 SRS 的调制复

用的方法，该方法允许使用快速傅里叶变换实时检测

多种物质，并通过对离体小鼠皮肤组织中血液、脂质和

蛋白质分布的三维多色高分辨率成像验证该方法的成

像潜力，其实验结果如图 5（e）所示。2014 年，Camp Jr
等［41］提出一种基于宽带相干反斯托克斯拉曼散射的成

像平台（BCARS），该平台使用脉冲内三色激发在典型

的弱指纹区域内有效地刺激拉曼跃迁，并利用非共振

背景外差来放大固有的弱指纹信号。相比之前的方

法，该方法能够实现每像素几毫秒量级的光谱采集，并

通过对健康小鼠肝脏和胰腺组织的二维和三维成像，

证明了该方法的快速多色成像的能力，其系统结构与

实验结果如图 5（a）和图 5（c）所示。然而，由于样本内

物质的光谱特征可能重叠，难以区分样本中的多种成

分。基于此，Ozeki等［42］使用波长可调的受激拉曼散射

显微镜对组织进行无标记成像，并通过修改的主成分

分析对光谱图像进行处理，从而提取光谱特征的微小

差异，生成细胞等样本的不同成分的三维多色图像。

2. 2. 3　基于相干拉曼散射的多模态融合三维拉曼显

微成像技术

虽然上述方法从不同角度提高三维容积化学成像

的速度、分辨率以及成像深度，但是在对大体积样本进

行成像时，依然需要在信号采集时间与图像质量之间

进行权衡。因此，许多研究致力于将相干拉曼散射显

微镜与其他成像模式相融合，改善在大体积样本中快

速点扫描方法导致的速度慢、信号弱以及可能带来的

光损伤问题，从而实现快速、高分辨的三维容积化学成

像。基于此，Shi等［43］开发一种利用 CARS 全息技术进

行非扫描相干反斯托克斯拉曼散射成像的新方法，通

过将一层均匀的非线性介质放在成像样本前面，利用

四波混频形成的参考波干扰样本产生 CARS 信号，从

而产生在线全息图。结果表明，CARS 全息图具有良

好的化学选择性，可以通过数字传输技术实现样本的

三维成像。2021 年，Heuke 等［44］将傅里叶断层扫描应

用于相干反斯托克斯成像，并通过合成数据证明方法

能够从有限的宽场 CARS 图像重建复杂的三阶磁化

率。最近，Fantuzzi 等［45］通过将随机照明显微镜、相干

反斯托克斯显微镜与和频生成对比相结合，开发了一

种具有鲁棒性的宽视场非线性显微镜，其能够从不同

散斑照明下获得的多幅图像的二阶统计量中对样本进

行超分辨重建与光学切片。相比传统的 CARS 点扫描

方法，该方法实现了具有 3 μm 轴向切片能力和 300 nm
横向分辨率的宽场非线性成像，有效降低了样品的峰

值强度，并通过对珠子、未染色的人体乳腺组织和化合

物混合物进行成像，证明了该显微镜在二维和三维空
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间中的无标记、高对比度化学成像潜力。

在基于相干拉曼散射的三维成像技术中，无衍射

光束以及光学投影断层扫描方法也被用于提高 SRS
三维容积化学成像的速度和成像深度。2017 年，Chen
等［46］报道了基于贝塞尔光束的受激拉曼投影断层显微

术（SRPT），能够实现对三维样本的容积化学成像，全

面了解三维复杂分子组分的信息。此外，结合 SRP 和

样品旋转断层策略，通过对聚合物颗粒进行成像证明

了 SRP 层析成像可以比基于高斯光束的受激拉曼散

射切片成像更高的成像速度重建化学成分的三维分

布，其系统结构与实验结果如图 5（b）和图 5（d）所示。

此外，该课题组［47］基于稀疏采样策略对投影断层成像

的重建算法进行了加速，提出了基于稀疏采样原理的

迭代重建方法和基于深度学习网络的稀疏重建算法，

在保证图像质量的前提下，两种算法重建图像时所需

的投影数量分别可降为 30 个和 10 个以内，从而将

SRP 断层扫描成像的速度提升 1 个数量级以上。但是

目前 SRP 仍需要机械旋转样品台或入射光束，限制了

其在一些生物样本中的应用。基于此，Gong 等［48］提出

了一种新的无需 z 轴扫描的受激拉曼散射显微断层扫

描技术，它通过使用与非衍射零阶贝塞尔光束相关的

光学拍频技术，在不需要对样品或物镜进行机械扫描

的情况下，能够实现具有亚细胞分辨率、更深穿透能力

的无标记容积化学成像。

综上所述，相比基于自发拉曼散射的三维拉曼显

微成像技术，基于相干拉曼散射的三维拉曼显微成像

技术能够极大提高成像速度、灵敏度以及分辨率。并

且基于不同机理的相干拉曼三维成像方法适用于对成

像速度、信号强度与分辨率要求不同的样本，所以选择

合适的方式对于样本的检测与分析至关重要。然而，

目前依然存在仪器复杂和昂贵的问题，所以极大限制

了该技术在生物学以及医学的应用，相信随着探测器

与激光器技术的发展，相干拉曼散射显微镜能够应用

到更多的领域。

2. 3　其他新兴的三维拉曼显微成像技术

2. 3. 1　基于表面增强拉曼散射的三维拉曼显微成像

技术

由于自发拉曼散射通常是一个较弱的过程，大约

每 108 个光子中有一个光子自发地经历拉曼散射，这

种固有的弱点对可获得拉曼信号强度造成了限制。目

前已经使用了各种方法来增强实验中拉曼信号的强

度，如增加激光功率和使用显微镜物镜将激光束紧密

图 5　相干拉曼散射显微系统及应用结果。（a）BCARS CRI 系统结构示意图［41］；（b）基于贝塞尔光束的受激拉曼投影显微镜结构示

意图［46］； （c） BCARS 重建的胰腺导管三维图像［41］； （d）基于贝塞尔光束的受激拉曼投影显微镜对 3T3-L1 细胞的重建三维图

像［46］； （e）多色受激拉曼显微镜对小鼠耳朵皮肤组织的不同轴向成像结果［40］

Fig.  5　Coherent Raman scattering microscope and its application results.  (a) Schematic of BCARS CRI system[41]; (b) structure 
diagram of stimulated Raman projection microscope based on Bessel beam[46]; (c) 3D image of pancreatic ducts reconstructed by 
BCARS[41]; (d) reconstructed 3D image of 3T3-L1 cells by Bessel beam-based stimulated Raman projection microscope[46]; 

(e) different coaxial imaging results of mouse ear skin tissue by multi-color stimulated Raman microscope[40]

聚焦到小区域，以及使用相干拉曼散射显微镜等［9］，然

而，仍存在一些问题，如光漂白、小分子检测灵敏度低

等。最近，随着表面增强拉曼散射（SERS）的发展，它

能够将拉曼信号强度增加数个数量级左右，从而极大

提高检测信号的速度和灵敏度。并且通过将表面增强

拉曼散射与拉曼光谱仪器相结合，可以收集到关于生

物样本分子的拉曼光谱，经多元分析方法处理后，可以

很容易地阐明样本之间复杂而微妙的变化，但是大部

分工作仍然局限于二维图像分析，忽视了 z 轴上的

信息。

最近，研究人员努力从微观到宏观水平改进基于

SERS 的三维成像，实现对生物样本形态生物分子分

布的三维可视化，从而为研究与跟踪生物体内的分子

变化提供新的方法。2013 年，McAughtrie 等［49］首次将

三维拉曼和 SERS 成像相结合，用于同时确认细胞包

涵体和 SERS 纳米标签的多组分检测，同时通过多变

量分析实现对细胞核内生物分子的三维可视化。2016
年，Vantasin 等［50］开发了以高度对称的 3D 银纳米颗粒

作为 SERS 基底的三维表面增强拉曼散射成像技术，

通过检测聚合物中混合物质在空间中的均匀性，验证

该基底相比其他基底具有更高的轴向分辨率。为了同

时实现对单细胞捕获与三维细胞表面分子表达的多路

非干扰测量，Jin 等［51］报道了一种机械陷阱表面增强拉

曼散射成像技术（MTSERS），该技术利用等离子金纳

米星对机械陷阱内的表面功能化以及对细胞膜的保形

接触，实现样本信号的增强，允许对单细胞表面的脂质

和蛋白质等进行三维成像分析，在生物学的定量检测

和动态分析等方面具有较大的潜力，方法如图 6（a）所

示。在基于表面增强拉曼散射的三维成像中，SERS
纳米粒子也被用于复杂的体外细胞模型的拉曼三维成

像。2020 年，Jimenez de Aberasturi 等［52］设计了一种表

面覆盖面积近 1 cm2的可控三维细胞培养模型。该结

构由含有 SERS 编码的纳米颗粒的成纤维细胞组成，

排列成交替的层状结构，在 z 轴检测 SERS 信号，实现

在复杂、密集组织中对 SERS 标记的不同细胞的区分。

最近，该课题组［53］设计了一种具有生物相容性和高度

稳定的 SERS pH 探针，并通过三维 SERS 成像获得活

细胞内的 pH 图谱，从而可视化单个细胞内的动态 pH
分布变化，其方法以及实验结果如图 6（c）所示。

综上所述，通过将 SERS 与拉曼成像相结合，极大

提高检测的灵敏度与成像速度，为实现对生物样本中

生物分子的空间分布与检测提供新的解决方案。然

而，SERS 可能由于粒子合成以及样本制作等方面原

因，还未能在三维拉曼成像中得到广泛应用，相信随着

图 6　基于表面增强拉曼散射与拉曼标签的三维拉曼显微成像技术。（a） MTSERS 用于单个活细胞的三维表面分子图谱的方法示

意图［51］； （b） RADIANT 中 MARS 探针的结构与 Epr-SRS 光谱以及经 uDISCO 清除的体积免疫 Epr-SRS 成像［58］； （c）SERS 
pH 探针合成以及三维 SERS 图像［53］

Fig. 6　3D Raman microscopic imaging technology based on surface-enhanced Raman scattering and Raman tags.  (a) Schematic for 3D 
surface molecular mapping of a single living cell by using MTSERS[51]; (b) structure and Epr-SRS spectra of MARS probe in 
RADIANT and volumetric immune Epr-SRS imaging cleared by uDISCO[58]; (c) SERS pH probe synthesis and 3D SERS 

images[53]
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聚焦到小区域，以及使用相干拉曼散射显微镜等［9］，然

而，仍存在一些问题，如光漂白、小分子检测灵敏度低

等。最近，随着表面增强拉曼散射（SERS）的发展，它

能够将拉曼信号强度增加数个数量级左右，从而极大

提高检测信号的速度和灵敏度。并且通过将表面增强

拉曼散射与拉曼光谱仪器相结合，可以收集到关于生

物样本分子的拉曼光谱，经多元分析方法处理后，可以

很容易地阐明样本之间复杂而微妙的变化，但是大部

分工作仍然局限于二维图像分析，忽视了 z 轴上的

信息。

最近，研究人员努力从微观到宏观水平改进基于

SERS 的三维成像，实现对生物样本形态生物分子分

布的三维可视化，从而为研究与跟踪生物体内的分子

变化提供新的方法。2013 年，McAughtrie 等［49］首次将

三维拉曼和 SERS 成像相结合，用于同时确认细胞包

涵体和 SERS 纳米标签的多组分检测，同时通过多变

量分析实现对细胞核内生物分子的三维可视化。2016
年，Vantasin 等［50］开发了以高度对称的 3D 银纳米颗粒

作为 SERS 基底的三维表面增强拉曼散射成像技术，

通过检测聚合物中混合物质在空间中的均匀性，验证

该基底相比其他基底具有更高的轴向分辨率。为了同

时实现对单细胞捕获与三维细胞表面分子表达的多路

非干扰测量，Jin 等［51］报道了一种机械陷阱表面增强拉

曼散射成像技术（MTSERS），该技术利用等离子金纳

米星对机械陷阱内的表面功能化以及对细胞膜的保形

接触，实现样本信号的增强，允许对单细胞表面的脂质

和蛋白质等进行三维成像分析，在生物学的定量检测

和动态分析等方面具有较大的潜力，方法如图 6（a）所

示。在基于表面增强拉曼散射的三维成像中，SERS
纳米粒子也被用于复杂的体外细胞模型的拉曼三维成

像。2020 年，Jimenez de Aberasturi 等［52］设计了一种表

面覆盖面积近 1 cm2的可控三维细胞培养模型。该结

构由含有 SERS 编码的纳米颗粒的成纤维细胞组成，

排列成交替的层状结构，在 z 轴检测 SERS 信号，实现

在复杂、密集组织中对 SERS 标记的不同细胞的区分。

最近，该课题组［53］设计了一种具有生物相容性和高度

稳定的 SERS pH 探针，并通过三维 SERS 成像获得活

细胞内的 pH 图谱，从而可视化单个细胞内的动态 pH
分布变化，其方法以及实验结果如图 6（c）所示。

综上所述，通过将 SERS 与拉曼成像相结合，极大

提高检测的灵敏度与成像速度，为实现对生物样本中

生物分子的空间分布与检测提供新的解决方案。然

而，SERS 可能由于粒子合成以及样本制作等方面原

因，还未能在三维拉曼成像中得到广泛应用，相信随着
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技术的进步，未来能够应用到更多的领域中。

2. 3. 2　基于拉曼标签的三维拉曼显微成像技术

细胞的生物学功能是由具有生物活性的小分子

的作用调节的。因此，生物活性小分子的分布是阐明

其功能机制的重要信息。然而，由于小分子的拉曼信

号和来自本征生物分子的背景拉曼信号的重叠，在生

物体内小分子的特定拉曼检测一直具有挑战性［6］。

为了解决这个问题，增强检测小分子物质的特异性与

灵敏度，研究人员为生物系统的拉曼成像设计了各种

振动标签，包括氘、腈、炔烃、超多重拉曼染料等。而

这些标签具有共同的特征，首先在细胞中几乎不存

在，其次是一种微小的结构，可以最大程度减少标记

分子性质的改变。最后这些探针主要基于细胞拉曼

静默光谱窗口（1800~2700 cm−1）中具有特征振动频

率的化学键，从而可以提供理想的检测特异性和灵敏

度，并且具有更大的拉曼散射截面以产生强信号［6，29］，

目前已经广泛用于在生理和病理条件下对细胞、组织

和生物体中蛋白质、脂质、DNA、胆固醇等物质的三

维可视化［54］。

目前已经有许多同位素与基于三键的标签被相继

开发，用于拉曼成像。其中，这些外源性标签除了能够

实现对标记生物分子的空间分布外，还可以揭示标记

物种在细胞代谢中的周转，提供额外的时间信息，这些

在传统的拉曼显微镜中是无法实现的。2014 年，Wei
等［55］通过利用受激拉曼散射显微镜的高灵敏度追踪小

鼠组织中携带炔烃标记的药物，药物经代谢掺入炔烃

标记的小前体，可视化 DNA、RNA、蛋白质、磷脂和甘

油三酯的从头合成，证明该技术的可行性。最近，

Horgan 等［56］提出了一种基于拉曼光谱和代谢标记的

2D 和 3D 细胞外囊泡（EVs）的同时定量体外成像和分

子表征的新策略，通过多种氘标记分子与 EVs 代谢的

结合，实现体外 EVs 分布的同时定量拉曼光谱可视

化，以及溶液和体外 EVs 的全面分子表征。除了实现

对单个分子的体积可视化外，同时以高空间分辨率与

时间分辨率可视化大量分子，允许对复杂系统的结构、

功能和动力学进行系统的理解，但是由于荧光光谱固

有的较宽线宽以及无特征性，将能够分辨颜色的数量

限制到 2~5 种，所以在生物条件下以高选择性和灵敏

度对多种分子进行成像仍然具有挑战性［57，29］。最近，

许多研究小组通过利用 SRS 显微镜的高灵敏度，以及

拉曼散射成像的窄带宽以及特异性，开发多重拉曼染

料，从而打破荧光显微镜的颜色屏障，实现对细胞与组

织中数 10 种物质的直接成像。Shi 等［58］利用拉曼光谱

的窄光谱的优势，通过将拉曼染料与组织清除方法相

结合（RADIANT），在电子预共振 SRS 显微镜中可以

实现一次性在毫米厚的大脑切片中对多达 11 个目标

的成像，与之前的多重蛋白质成像方法相比，成像深度

扩展了 10~100 倍，并进一步证明该方法在小脑发育

过程中提取系统信息的实用性，包括区域分割、空间相

关性、细胞组成、3D 距离和网络拓扑，其方法以及实验

结果如图 6（b）所示。

综上所述，拉曼标签与 SRS 的结合已经成为研究

生命科学的一个重要工具，可以为疾病诊断等提供新

的理解。相信随着拉曼标签的发展，以及仪器与算法

的进步，其能够进一步提高灵敏度、特异性及多路复用

能力，应用到更多小分子检测的领域中。

3　三维拉曼显微成像技术应用

目前基于不同技术的三维拉曼显微成像已用于生

物学及其他各个领域，相比于传统的二维拉曼显微成

像技术，能够更加系统、全面地理解生物样本的动态活

动以及样本的分子组成，在细胞生物学、发育生物学、

药物学等领域具有广阔的应用。

3. 1　在细胞生物学中的应用

在生物学相关的三维细胞培养环境中同时对多种

生物分子成像的能力将大大有助于理解复杂的细胞机

制和细胞与材料的相互作用。传统的方法是利用共聚

荧光方法，但需要进行标记，这可能严重影响细胞功能

与细胞内化过程。而基于振动光谱的拉曼显微成像能

够在没有标记的情况下进行研究，并且不需要对样本进

行精细的预处理步骤，因此可以在自然状态下研究细

胞，避免对细胞的影响。Kallepitis等［10］提出了一个无标

记定量体积拉曼成像的计算框架，通过对人类多能干细

胞及其心脏衍生物、常规细胞培养系统中的单核细胞和

单核细胞衍生的巨噬细胞、提供三维细胞培养环境的仿

生水凝胶中的间充质干细胞进行成像，展示了细胞形

状、细胞质、细胞核、脂质体和细胞骨架结构的精细细节

在三维中的可视化和量化，结果表明该框架具有极好的

生物分子特异性，其实验结果如图 7（a）所示。Kim 等［59］

利用共聚焦拉曼散射显微镜分析球体中三维细胞的分

化，发现含有各种营养物质和分化因子的培养基的扩散

对确定干细胞球体三维分化的变化至关重要。最近，随

着 SRS 显微镜和拉曼标签的发展，可视化小分子在细

胞中的分布成为可能，如 DNA 与蛋白质等物质的代谢

与动力学。Lu等［60］展示了一种使用受激拉曼散射显微

镜的无标记 DNA 成像方法，该方法能够以亚细胞分辨

率对动物和完整新鲜人类组织中的细胞核进行成像，并

揭示了细胞周期不同阶段的染色体动力学，其实验结果

如图 7（b）所示。除了利用 SRS 显微镜的固有灵敏性

外，Hu等［61］通过利用超多重 Carbow 探针，在活体 HeLa
细胞中证明了亚细胞结构的 10 色成像，包括线粒体、

溶酶体、内质网、脂滴、质膜、高尔基体、微管、肌动蛋白

和细胞核，该技术可以促进对生理和疾病条件下细胞

器间接触和相互作用的研究。

3. 2　在发育生物学中的应用

生物体的发展涉及活跃的新陈代谢和增强的生物

合成，对理解代谢疾病至关重要。目前已经开发了多

种三维拉曼成像的方法和成像探针，用于研究生物发

育过程中的蛋白质和脂质代谢以及分子组成，包括秀

丽隐杆线虫、斑马鱼和果蝇等。Chen 等［62］通过使用高

光谱受激拉曼散射显微镜，在秀丽隐杆线虫中发现了

以前未知的类视黄醇细胞质储存。根据类视黄醇的时

间动态，发现它们对应的拉曼峰信号强度与脂肪存储

的水平呈正相关。同时，为了更好检测生物的发育，研

究人员将重水（D2O）检测与受激拉曼散射显微镜相结

合，用于研究秀丽隐杆线虫种系发育中的脂质合成及

小鼠大脑发育中的髓鞘形成，并通过该方法观察了斑

马鱼的胚胎发生，其在胚胎细胞分裂过程中显示出比

脂肪生成快得多的蛋白质合成速率［63］。除了使用秀丽

隐杆线虫研究脂质的代谢外，果蝇、斑马鱼等生物也被

用来研究复杂的生物过程与疾病机制。2012 年，Yu
等［64］通过受激拉曼散射显微镜实现对斑马鱼脊索结

构的化学分析，并与 CARS 图像进行对比，两种方法

都能够重建出分辨率优于 1 mm 的脊索的三维结构。

虽然目前很多方法都能够实现对生物模型样本的三

维无标记化学成像，但是没有在不损害胚胎完整性的

情况下获取整个样本的复杂体积的分子组成信息。

基于此，Høgset 等［11］通过使用共焦拉曼光谱成像对从

未标记的斑马鱼胚胎中提取的生物分子信息进行可

视化，生成了整个斑马鱼胚胎的三维图像，并采用多

元成分分析来提取生物分子图谱，用于检测局部生物

分子的异质性，其实验结果如图 7（d）所示。最近，

Wang 等［25］利用搭建的基于无标记结构分子与体积成

像的双模态光学拉曼投影断层扫描设备检测斑马鱼

与拟南芥的生物分子组成，并探索了其在不同发育阶

段以及大尺度下检测黑腹果蝇的脂肪体的潜力，为进

一步探究果蝇的体内代谢活动提供了新的方法，其实

验结果如图 7（c）所示。

4　结论与展望

重点回顾了近年来用于生物样品快速三维拉曼成

像的不同技术的实现方法以及研究进展，并对不同技

术目前在细胞生物学、发育生物学等领域的应用进行

总结。可以发现，基于不同策略的三维拉曼成像技术

图 7　在细胞学与发育生物学中的应用。（a） hiPSC 以及衍射 CMs 细胞不同成分的三维成像结果［10］； （b） 细胞和组织中 DNA 
（品红色）和脂质（绿色）的 3D 共分布图像［60］；（c）黑腹果蝇不同发育阶段的脂肪体成像［25］； （d）整个斑马鱼胚胎的体积共焦拉

曼光谱成像［11］

Fig. 7　Applications in cytology and developmental biology.  (a) 3D images of hiPSC and different components of diffractive CMs 
cells[10]; (b) 3D co-distribution images of DNA (magenta) and lipids (green) in cells and tissues[60]; (c) adipose body images of 
Drosophila melanogaster at different developmental stages[25]; (d) volumetric confocal Raman spectral images of the entire 

zebrafish embryo[11]
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育过程中的蛋白质和脂质代谢以及分子组成，包括秀

丽隐杆线虫、斑马鱼和果蝇等。Chen 等［62］通过使用高

光谱受激拉曼散射显微镜，在秀丽隐杆线虫中发现了

以前未知的类视黄醇细胞质储存。根据类视黄醇的时

间动态，发现它们对应的拉曼峰信号强度与脂肪存储

的水平呈正相关。同时，为了更好检测生物的发育，研

究人员将重水（D2O）检测与受激拉曼散射显微镜相结

合，用于研究秀丽隐杆线虫种系发育中的脂质合成及

小鼠大脑发育中的髓鞘形成，并通过该方法观察了斑

马鱼的胚胎发生，其在胚胎细胞分裂过程中显示出比

脂肪生成快得多的蛋白质合成速率［63］。除了使用秀丽

隐杆线虫研究脂质的代谢外，果蝇、斑马鱼等生物也被

用来研究复杂的生物过程与疾病机制。2012 年，Yu
等［64］通过受激拉曼散射显微镜实现对斑马鱼脊索结

构的化学分析，并与 CARS 图像进行对比，两种方法

都能够重建出分辨率优于 1 mm 的脊索的三维结构。

虽然目前很多方法都能够实现对生物模型样本的三

维无标记化学成像，但是没有在不损害胚胎完整性的

情况下获取整个样本的复杂体积的分子组成信息。

基于此，Høgset 等［11］通过使用共焦拉曼光谱成像对从

未标记的斑马鱼胚胎中提取的生物分子信息进行可

视化，生成了整个斑马鱼胚胎的三维图像，并采用多

元成分分析来提取生物分子图谱，用于检测局部生物

分子的异质性，其实验结果如图 7（d）所示。最近，

Wang 等［25］利用搭建的基于无标记结构分子与体积成

像的双模态光学拉曼投影断层扫描设备检测斑马鱼

与拟南芥的生物分子组成，并探索了其在不同发育阶

段以及大尺度下检测黑腹果蝇的脂肪体的潜力，为进

一步探究果蝇的体内代谢活动提供了新的方法，其实

验结果如图 7（c）所示。

4　结论与展望

重点回顾了近年来用于生物样品快速三维拉曼成

像的不同技术的实现方法以及研究进展，并对不同技

术目前在细胞生物学、发育生物学等领域的应用进行

总结。可以发现，基于不同策略的三维拉曼成像技术

图 7　在细胞学与发育生物学中的应用。（a） hiPSC 以及衍射 CMs 细胞不同成分的三维成像结果［10］； （b） 细胞和组织中 DNA 
（品红色）和脂质（绿色）的 3D 共分布图像［60］；（c）黑腹果蝇不同发育阶段的脂肪体成像［25］； （d）整个斑马鱼胚胎的体积共焦拉

曼光谱成像［11］

Fig. 7　Applications in cytology and developmental biology.  (a) 3D images of hiPSC and different components of diffractive CMs 
cells[10]; (b) 3D co-distribution images of DNA (magenta) and lipids (green) in cells and tissues[60]; (c) adipose body images of 
Drosophila melanogaster at different developmental stages[25]; (d) volumetric confocal Raman spectral images of the entire 

zebrafish embryo[11]
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适用于对成像速度、信号强度以及分辨率要求不同的

样本，正确选择合适的成像技术对于获取样本信息组

成以及分析具有至关重要的作用。此外，表面增强拉

曼散射与拉曼标签技术的进步使得能够在复杂的生物

系统中以高特异性和灵敏度观察生物分子的相互作用

和分布。然而，这些技术仍然有望进一步得到优化

发展。

首先，复杂的生物样本的检测需要更高成像速度、

灵敏度、成像深度，模态融合可为此提供解决方案。例

如，在 SRS 显微镜中，将共轭的超极化性增强与电子

共振相结合，除了能够增强信号外，还能够在空间上调

制电子预共振的条件，打破衍射极限［29］。其次，系统可

与其他物理过程相耦合，如光热显微镜［65-66］、光学相干

断层扫描［67］、光诱导力显微镜［68］等，进一步提升速度和

灵敏度，增大成像深度。例如，在受激拉曼光热显微镜

中，SRS 已成功地与光热显微镜相耦合，通过探测激

光束的折射率变化，将激光调制深度提高到 500 倍以

上，并通过对病毒颗粒、细胞与组织的成像证明该系统

的能力［65］。此外，相干拉曼散射显微镜在成像速度与

灵敏度上优于自发拉曼散射显微镜，受限于设备复杂

性及成本，极大阻碍了在生物学中的进一步应用，随着

方法的改进与使用廉价电子器件构建的高质量激光源

的开发，相干拉曼散射显微镜的复杂度将逐步下降，可

应用于一系列领域，如纳米制造、食品细菌检测、危险

物品检测等。最后，深度学习和光学技术的发展与融

合将会使基于不同策略的三维拉曼成像技术应用于生

物系统中复杂的动态化学监测过程以及其他相关领

域，可为产业转化及临床应用开辟新的成像技术体系

及方法。
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