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获取生物分子完整拉曼谱的时间分辨相干
反斯托克斯拉曼散射方法的理论研究
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摘要　利用半经典理论分析了三束中心频率不同的窄线宽激光光场在样品中的相互耦合过程，得到一组描述相干

反斯托克斯拉曼散射（ＣＡＲＳ）过程的耦合波方程。结合时间分辨方法的原理，得到了描述使用窄线宽激光脉冲的

时间分辨ＣＡＲＳ（ＴＣＡＲＳ）方法的耦合波方程。采用数值模拟方法研究了ＴＣＡＲＳ方法中ＣＡＲＳ信号和非共振背

景噪声与入射光场之间的关系以及分子振动的弛豫过程。说明分子振动的退相时间可以作为区分成份和结构相

近的分子以及监测样品所处微环境变化的依据。基于使用窄线宽激光光源的ＴＣＡＲＳ方法的理论分析说明了使

用宽谱激光具有同时获取生物分子完整拉曼光谱的能力。
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１　引　　言

相干反斯托克斯拉曼散射（ＣＡＲＳ）技术作为一

种基于生物分子固有的分子振动光谱信号的非标记

分子识别技术，由于其所具有的非侵入性、高灵敏

度、高分辨率和固有的三维层析能力而引起了广泛

的注意［１～８］。ＣＡＲＳ信号的产生源于样品的三阶非

线性极化率χ
（３），它包含共振χ

（３）

Ｒ
和非共振χ

（３）

ＮＲ
两部

分。伴随共振信号同时产生的非共振背景（ＮＲＢ）

噪声会对感兴趣的共振信号产生干扰，有时甚至淹

没较弱的共振信号，大大降低了探测灵敏度和光谱

分辨率。因此，如何有效抑制 ＮＲＢ噪声成为基于

ＣＡＲＳ原理的光谱分析和显微成像技术走向实用化

所必须解决的关键问题。为解决这一问题，提出了

许多解决方案，如偏振灵敏探测［９～１１］、背向探测［１２］、

干涉方法［１３］和时间分辨［１４～１６］等。

时间分辨ＣＡＲＳ（ＴＣＡＲＳ）方法在记录样品中

特定分子振动模式的拉曼自由感应衰变信息

（ＲＦＩＤ）的同时，利用共振信号和ＮＲＢ噪声不同的

退相时间特性来消除 ＮＲＢ噪声
［１４，１５］。早期的 Ｔ

ＣＡＲＳ方法将中心频率分别为ωＰ，ωＰ′和ωＳ 的三束

窄线宽脉冲激光作为抽运光犈Ｐ、探测光犈Ｐ′和斯托

克斯光犈Ｓ聚焦在样品中，通过控制犈Ｐ′与时间一致

的犈Ｐ和犈Ｓ之间的时间延迟实现时间分辨
［１６］。利

用这种方法能够有效抑制 ＮＲＢ噪声，但是为获得

分子的完整的拉曼光谱常常需要调节激光的中心波

长，不仅耗时，而且系统结构复杂、不易使用。近年

来，使用一台飞秒激光器抽运光子晶体光纤产生超

连续谱作为抽运光源实现了同时获取较宽光谱范围

内的分子的拉曼光谱的宽带ＴＣＡＲＳ方法
［１７］。

本文利用半经典理论获得了描述三束中心频率

不同的窄线宽激光光场在样品中激发产生ＣＡＲＳ

信号的耦合波方程组。在此基础上，结合时间分辨

方法的原理，获得描述ＴＣＡＲＳ方法的耦合波方程

组。通过数值模拟，分析ＴＣＡＲＳ方法中ＣＡＲＳ信

号的产生过程，说明了ＴＣＡＲＳ方法能够将共振信

号与 ＮＲＢ噪声在时间域内有效分离，达到消除

ＮＲＢ噪声的目的。通过连续改变犈Ｐ′与时间一致的

犈Ｐ 和犈Ｓ之间的时间延迟记录分子振动的弛豫过

程，这一弛豫过程能够作为区分分子组成相近的样

品以及确定分子所处微环境变化的依据。此外，本

文将此分析方法应用于使用宽谱激光光源的

ＴＣＡＲＳ方法中，说明了获取无ＮＲＢ噪声干扰的生

物分子完整的拉曼光谱的可行性。

２　三光束ＣＡＲＳ过程的耦合波方程

根据半经典理论，利用量子力学方法描述样品

中存在外加入射光场时的分子系统。为简化计算，

这里只考虑如图１所示的二能级系统。图中实线表

示无入射光场时，分子系统中实际存在的振动频率

为ωｖ的振动状态。其中｜ψａ〉为分子的振动激发态，

｜ψｂ〉为分子的振动基态，本征能量分别为 犠ａ 和

犠ｂ。虚线表示入射光场激发分子系统产生的虚拟

振动能态。

图１ ＣＡＲＳ过程的能级示意图

Ｆｉｇ．１ ＥｎｅｒｇｙｌｅｖｅｌｄｉａｇｒａｍｏｆａＣＡＲＳｐｒｏｃｅｓｓ

入射光场在二能级结构的样品中激发产生的集

合振动〈犙〉可表示为
［１８］


２〈犙〉

狋
２ ＋

２

犜２

〈犙〉

狋
＋ω

２
ｖ〈犙〉＝

ωｖ犙
２
ａｂ

珔犺
α
（ ）犙 （１－２狀ａ）犈

２， （１）

式中犜２表示计及〈犙〉弛豫效应时的退相时间；ωｖ＝

１／珔犺（犠ａ－犠ｂ）表示在无入射光场时二能级系统固

有的振动频率；犙ａｂ表示不同态〈犙〉上的矩阵元；α表

示与分子系统中原子之间的相对位置有关的分子极

化率张量；（α／犙）表示与入射光场引起的振动密

切相关的分子极化率在振动模式上展开的线性项；

犈表示入射光场的电场分量。狀ａ＝ρａａ，表示二能级系

统中上能级的占有几率，在以下的分析中为简化计

算，认为介质体系中的粒子数分布恒定不变，即１－

２狀ａ为常数。由（１）式可知，入射光场激发产生的〈犙〉

与入射光场和介质体系的粒子数分布有关。

假定入射光场犈Ｐ，犈Ｓ，犈Ｐ′以及激发产生的〈犙〉

和犈ＡＳ都为沿＋狕方向传播的平面波，则样品中的总

光电场犈可以表示为

犈＝
１

２
｛犈Ｐｅｘｐ［－ｉ（犽Ｐ狕－ωＰ狋）］＋

犈Ｓｅｘｐ［－ｉ（犽Ｓ狕－ωＳ狋）］＋

犈Ｐ′ｅｘｐ［－ｉ（犽Ｐ′狕－ωＰ′狋）］＋

犈ＡＳｅｘｐ［－ｉ（犽ＡＳ狕－ωＡＳ狋）］＋ｃ．ｃ．｝， （２）

式中犈Ｐ，犈Ｓ，犈Ｐ′，犈ＡＳ，ωＰ，ωＳ，ωＰ′，ωＡＳ和犽Ｐ，犽Ｓ，犽Ｐ′，犽ＡＳ

７３１２
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分别表示各场的振幅、中心频率和波矢。由（２）式可

知，在样品中各个场之间相互耦合产生含有多个具有

不同频率的场。在分析ＣＡＲＳ过程时，只考虑对分子

振动有共振增强作用的部分，即各场之间频率差等于

ωｖ的部分。因此，〈犙〉的振幅犙ｖ可表示为
［１９，２０］

犙ｖ

狋
＋
犙ｖ
犜２
＝

ｉ

４犿ωｖ

α
（ ）犙 犈Ｐ犈


Ｓ ＋犈ＡＳ犈


Ｐ′ｅｘｐ（ｉΔ犽狕［ ］）（１－２狀ａ）， （３）

式中犿表示简化的分子质量。

在样品中，入射光场和激发产生的场满足麦克斯韦波动方程，因此，当三个中心频率不同的入射激光光

场与样品相互作用时，各光场的耦合波方程表示为

犈Ｐ

狕
＋
狀Ｐ
犮
犈Ｐ

狋
＋
αＰ
２
犈Ｐ＝

ｉωＰ
２狀Ｐ犮ε０

１

２
犖
α
（ ）犙 犈Ｓ犙狏＋６ε０χ（３）ＮＲ 犈ＡＳ

２
＋ 犈Ｓ

２
＋ 犈Ｐ′（ ）２ 犈Ｐ＋６ε０χ

（３）

ＮＲ
犈Ｓ犈ＡＳ犈


Ｐｅｘｐ（ｉΔ犽狕［ ］）， （４ａ）

犈Ｓ

狕
＋
狀Ｓ
犮
犈Ｓ

狋
＋
αＳ
２
犈Ｓ＝

ｉωＳ
２狀Ｓ犮ε０

１

２
犖
α
（ ）犙 犈Ｐ犙


ｖ ＋６ε０χ

（３）

ＮＲ
犈Ｐ

２
＋ 犈Ｐ′

２
＋ 犈ＡＳ（ ）２ 犈Ｓ＋６ε０χ

（３）

ＮＲ
犈Ｐ犈Ｐ′犈


ＡＳｅｘｐ（－ｉΔ犽狕［ ］）， （４ｂ）

犈Ｐ′

狕
＋
狀Ｐ′
犮
犈Ｐ′

狋
＋
αＰ′
２
犈Ｐ′＝

ｉωＰ′
２狀Ｐ′犮ε０

１

２
犖
α
（ ）犙 犈ＡＳ犙


ｖ ＋６ε０χ

（３）

ＮＲ
犈Ｐ

２
＋ 犈Ｓ

２
＋ 犈ＡＳ（ ）２ 犈Ｐ′＋６ε０χ

（３）

ＮＲ
犈
Ｐ犈Ｓ犈ＡＳｅｘｐ（ｉΔ犽狕［ ］）， （４ｃ）

犈ＡＳ

狕
＋
狀ＡＳ
犮
犈ＡＳ

狋
＋
αＡＳ
２
犈ＡＳ＝

ｉωＡＳ
２狀ＡＳ犮ε０

×

１

２
犖
α
（ ）犙 犈Ｐ′犙ｖｅｘｐ（－ｉΔ犽狕）＋６ε０χ

（３）

ＮＲ
犈Ｐ

２
＋ 犈Ｐ′

２
＋ 犈Ｓ（ ）２ 犈ＡＳ＋６ε０χ

（３）

ＮＲ
犈Ｐ犈Ｐ′犈


Ｓｅｘｐ（－ｉΔ犽狕［ ］），

（４ｄ）

式中狀Ｐ，狀Ｓ，狀Ｐ′和狀ＡＳ以及αＰ，αＳ，αＰ′和αＡＳ分别表示样品对对应频率光场的折射率和吸收系数。在（４ｄ）式中

包含波矢失配因子Δ犽，这说明参变过程起着重要的作用。为简化计算，Δ犽取了波矢值之差，即Δ犽＝犽ＡＳ－

犽Ｐ－犽Ｐ′＋犽Ｓ。

（４ａ）～（４ｄ）式描述了入射光场在样品中相互作用的过程，对于使用三束中心频率不同的窄线宽激光的

ＣＡＲＳ过程，（４ｄ）式可改写为

犈ＡＳ

狕
＋
狀ＡＳ
犮
犈ＡＳ

狋
＋
αＡＳ
２
犈ＡＳ＝

ｉωＡＳ
２狀ＡＳ犮ε０

１

２
犖
α
（ ）犙 犈Ｐ′犙ｖｅｘｐ（－ｉΔ犽狕）＋６ε０χ

（３）
ＮＲ犈Ｐ犈Ｐ′犈


Ｓｅｘｐ（－ｉΔ犽狕［ ］）．（５）

　　在ＣＡＲＳ过程中，入射光场犈Ｐ，犈Ｓ 和犈Ｐ′的强

度远高于激发产生的犈ＡＳ，可近似认为其强度保持

不变。因此，（３）式和（５）式是描述三束中心频率不

同的窄线宽激光光场激发样品产生ＣＡＲＳ信号过

程的主要方程。

３　ＴＣＡＲＳ方法的理论分析和模拟

计算

在获得描述使用三束窄线宽入射激光光场激发

样品产生ＣＡＲＳ信号过程的耦合波方程的基础上，

结合时间分辨方法的原理，分析ＴＣＡＲＳ方法中激

发产生的ＣＡＲＳ信号和ＮＲＢ噪声与入射激光光场

之间的关系。在ＴＣＡＲＳ方法中，ＣＡＲＳ信号的产

生过程在时间域内主要可以分为三个阶段。第一阶

段，集合振动产生阶段。在这一阶段中，同时入射到

样品中的激光脉冲犈Ｐ 和犈Ｓ 的频率差与分子固有

振动的振动频率ωｖ 一致时，分子振动得到共振增

强。此时，由于没有探测光入射，由（３）式可以得到

在焦点处激发样品产生的犙ｖ的表达式为

犙ｖ

狋
＋
犙ｖ
犜２
＝

ｉ

４犿ωｖ

α
（ ）犙 犈Ｐ犈


Ｓ （１－２狀ａ）． （６）

　　假设犈Ｐ 和犈Ｓ 为脉宽１００ｆｓ高斯型激光脉冲，

则在激光脉冲持续时间内，在焦点处激发特定分子

的振动模式产生的犙ｖ 的归一化强度随时间变化的

８３１２



７期 尹　君等：　获取生物分子完整拉曼谱的时间分辨相干反斯托克斯拉曼散射方法的理论研究

过程如图２所示。

图２ 入射激光脉冲激发具有拉曼活性的分子产生的

集合振动的振幅犙ｖ的归一化强度随时间的变化情况

Ｆｉｇ．２ Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ａｓｓｅｍｂｌｙ

ｖｉｂｒａｔｉｏｎａｌ ａｍｐｌｉｔｕｄｅ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ， ｗｈｅｎ ｔｈｅ

Ｒａｍａｎａｃｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓａｒｅｅｘｃｉｔａｔｅｄ ｂｙｔｈｅ

　　　　　　ｉｎｃｉｄｅｎｔｌａｓｅｒｐｕｌｓｅｓ

由图２中可以看出，在激光脉冲的持续时间内，

犙ｖ在入射激光脉冲的驱动下快速增长，在激光脉冲

消失时达到最大值。

第二阶段，集合振动的自由弛豫阶段。在这一

阶段中，激光脉冲犈Ｐ和犈Ｓ消失，（６）式右边等于０，

可以改写为

犙ｖ

狋
＝－

犙ｖ
犜２
． （７）

　　由（７）式可知，激光脉冲消失后，犙ｖ进入自由弛

豫过程，随时间呈负指数衰减。在通常情况中，液体

和固体的分子振动弛豫时间为皮秒量级。假定分子

振动的弛豫时间犜２ 为１０ｐｓ，则犙ｖ 归一化强度随

时间变化的情况如图３所示。

图３ 犈Ｐ 和犈Ｓ 消失后，入射激光脉冲在样品中

焦点处激发产生的分子振动的自由弛豫过程

Ｆｉｇ．３ Ａｆｔｅｒ犈Ｐａｎｄ犈Ｓｄｉｓａｐｐｅａｒ，ｔｈｅｅｘｃｉｔａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｖｉｂｒａｔｉｏｎｂｙｔｈｅｉｎｃｉｄｅｎｔｌａｓｅｒｐｕｌｓｅｓｃｏｍｅｓｉｎｔｏ

　　　　ｔｈｅｆｒｅｅｒｅｌａｘａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ

由（７）式可知，集合振动的归一化强度可表示为

犙ｖ
２
＝犃ｅｘｐ（－２狋／犜２）， （８）

式中犃为积分常数。（８）式说明了当入射激光脉冲

消失后，激发产生的分子振动的强度随时间呈负指

数衰减。

第三阶段，ＣＡＲＳ信号产生阶段。具有一定时

间延迟狋Ｄ 的犈Ｐ′入射到样品中，在焦点处与处于自

由弛豫阶段的集合振动相互耦合产生犈ＡＳ。当狋Ｄ 大

于犈Ｐ 和犈Ｓ的脉冲宽度，即当犈Ｐ′入射到样品中时，

犈Ｐ 和犈Ｓ完全消失，则在样品中只存在犈Ｐ′与集合振

动相互耦合，则（５）式可以改写为

犈ＡＳ

狕
＋
狀ＡＳ
犮
犈ＡＳ

狋
＋
αＡＳ
２
犈ＡＳ＝

ｉωＡＳ
２狀ＡＳ犮ε０

１

２
犖
α
（ ）犙 犈Ｐ′犙ｖｅｘｐ（－ｉΔ犽狕［ ］）． （９）

　　由（９）式可知，具有一定时间延迟的犈Ｐ′与处于

自由弛豫阶段的集合振动相互耦合产生ＣＡＲＳ信

号时，不含有非共振部分χ
（３）

ＮＲ
的项。可以认为非共

振部分随犈Ｐ 和犈Ｓ脉冲的消失而迅速衰减，具有与

激光脉冲宽度相当的退相时间。因此，时间分辨方

法能够在时间域内将ＣＡＲＳ信号与ＮＲＢ噪声分离

开，达到消除 ＮＲＢ噪声目的。此外，由（９）式可以

看出，只有当入射激光脉冲的波矢满足相位匹配条

件时，即当Δ犽＝０时，才有最大的相干增强的效果。

因此，在满足相位匹配条件时，（９）式可以进一步简

化为

犈ＡＳ

狋
＋
αＡＳ犮

２狀ＡＳ
犈ＡＳ＝

ｉ犖ωＡＳ
４狀２ＡＳε０

α
（ ）犙 犈Ｐ′犙ｖ． （１０）

　　（６），（８）和（１０）式可以用来描述在满足相位匹

配条件下，时间一致的犈Ｐ 和犈Ｓ 与具有一定延迟时

间的犈Ｐ′在样品中的焦点处激发产生ＣＡＲＳ信号的

过程，激发产生的ＣＡＲＳ信号的归一化强度随延迟

时间变化的过程如图４所示。

图４ ＣＡＲＳ信号的归一化强度随延迟时间狋Ｄ

的变化情况

Ｆｉｇ．４ ＮｏｒｍａｌｉｚｅｄｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＣＡＲＳｓｉｇｎａｌｃｈａｎｇｅｓ

ｗｉｔｈｔｈｅｔｉｍｅｄｅｌａｙ狋Ｄ

由图４可知，当时间一致的犈Ｐ 和犈Ｓ 入射到样

９３１２
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品中，激发样品分子特定的振动模式（包含共振和非

共振部分）。经过大于犈Ｐ 和犈Ｓ 脉冲宽度的狋Ｄ 后，

犈Ｐ 和犈Ｓ脉冲完全消失，犈Ｐ′入射到样品中与激发产

生的集合振动相互耦合产生仅由共振部分产生的

犈ＡＳ信号。由此可知，为实现 ＴＣＡＲＳ方法，作为

犈Ｐ和犈Ｓ的激光脉冲的脉冲宽度越窄，在样品中激

发产生的分子振动的弛豫时间越长，越有利于在时

间域内将共振信号和 ＮＲＢ噪声分离开。同时，为

兼顾ＣＡＲＳ信号的强度，需要适当选取延迟时间。

在某些情况中，分子组成具有微小差别的不同

样品的主要的振动模式相近，因此，拉曼光谱的峰值

分布和强度非常接近。此外，样品所处微环境的差

异对于拉曼光谱也有影响，这使得通过拉曼光谱对

样品进行分析和成像变得十分困难。由 ＴＣＡＲＳ

方法的原理可知，逐步改变狋Ｄ 能够获得分子振动的

弛豫过程。假定不同分子的振动退相时间犜２ 分别

为２，５和８ｐｓ，通过逐步改变狋Ｄ 探测得到的具有不

同退相时间的分子的自由弛豫过程如图５所示。

图５ 具有不同退相时间的分子的自由弛豫过程

Ｆｉｇ．５ Ｆｒｅｅｒｅｌａｘｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｃａｙｉｎｇｔｉｍｅ

图５中▲，■和●表示每次调节狋Ｄ（模拟计算中

每次调节狋Ｄ＝３００ｆｓ）得到不同分子产生的ＣＡＲＳ

信号在不同时间延迟上的归一化强度值。图５中虚

线是对ＣＡＲＳ信号归一化强度进行数值拟合得到

的曲线，说明激光脉冲消失后，激发产生的分子振动

呈负指数衰减。分子振动的退相时间可以作为区分

分子的依据，同时也能够用来监测样品所处微环境

的变化。

根据以上利用半经典理论分析方法对使用三束

窄线宽激光脉冲的 ＴＣＡＲＳ方法进行的理论分析

和模拟计算，当窄线宽激光脉冲的中心频率一定时，

每次仅能获得单一振动频率的分子振动模式的

ＣＡＲＳ信号。利用这种方法研究种类繁多的、具有

复杂成份和分子结构的生物分子，需要不断改变激

发光的中心波长才能获取生物样品完整的拉曼光

谱。把对使用窄线宽激光脉冲的ＴＣＡＲＳ方法的

理论分析推广到使用具有足够光谱宽度的激光脉冲

的情况中，当作为犈Ｐ 和犈Ｓ 的宽光谱激光脉冲所含

有的各个光谱成份之间的频率差与分子中各种振动

模式的振动频率一致，且在样品中焦点处满足相位

匹配条件时，能够使样品分子的所有振动模式同时

得到共振增强。通过具有一定时间延迟的犈Ｐ′探测

这些共振增强的分子振动，可以在不受 ＮＲＢ噪声

影响的条件下同时获得生物分子完整的拉曼光谱，

有利于更好地识别种类繁杂的生物分子。

４　结　　论

利用半经典理论方法建立了使用三束中心频率

不同的窄线宽激光脉冲作为ＣＡＲＳ过程中激发光

场的耦合波方程组。结合时间分辨方法，建立了使

用三束中心频率不同的窄线宽激光脉冲的ＴＣＡＲＳ

耦合波方程组，解释了ＴＣＡＲＳ方法的原理。结合

通常的实验条件，通过模拟计算，分析了ＣＡＲＳ信

号，ＮＲＢ噪声和入射激光脉冲之间的关系，说明了

ＮＲＢ噪声具有与入射激光脉冲相当的退相时间。

使用超短脉冲激光能够通过时间分辨方法在时间域

内将ＮＲＢ噪声与具有一定退相时间的共振信号有

效分离。调节探测光与时间一致的抽运和斯托克斯

光之间的时间延迟能够记录不同分子振动的退相过

程，其退相时间的差异可以作为区分成份和结构具

有微小差异的分子，以及确定分子所处微环境变化

的依据。在此基础上，将对使用窄线宽脉冲激光光

源的ＴＣＡＲＳ方法的理论分析推广到使用宽光谱

脉冲激光光源的情况，说明了同时获取生物分子完

整的拉曼光谱，实现对种类繁多的生物分子在体空

间分布和分子之间相互作用进行光谱分析和显微成

像的可行性。
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