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在相干反斯托克斯拉曼散射 (coherent anti-Stokes Raman scattering, CARS)显微镜中, 共线传输的紧
聚焦高斯光束激发具有不同形状和尺寸的待测样品所产生的CARS信号场的空间分布决定了整体系统的结
构特点. 建立了紧聚焦条件下球形样品产生CARS信号场的理论模型. 利用矢量波动方程分析了紧聚焦条件
下线偏振的高斯光束的光场强度和相位分布. 利用格林函数求解该模型中CARS信号场的矢量波动方程, 模
拟计算得到了不同直径球形样品的远场CARS信号场的空间分布. 理论分析和模拟计算结果表明, 对于小体
积的球形样品, 前向和背向传输的CARS信号场强度接近, 因此采用大数值孔径物镜背向探测方式即可获得
高对比度图像. 对于大体积球形样品, CARS 信号场的强度大幅增强, 且发射方向主要集中在前向的一定立
体角内. 因此, 采用小数值孔径物镜即可有效收集前向传输的CARS信号.

关键词: 相干反斯托克斯拉曼散射, 矢量波动方程, 格林函数, 紧聚焦条件
PACS: 33.20.Fb, 42.65.Dr, 78.47.jh, 82.53.Kp DOI: 10.7498/aps.63.233301

1 引 言

作为对物质组成成分和结构进行非侵入成像

的有效手段, 红外吸收 [1]和自发拉曼散射 [2,3]显微

技术得到了广泛的应用. 但空间分辨率低、探测灵
敏度差、所需激发光功率高和数据采集时间长等

问题限制了其在活体组织和活细胞研究中的应用.
1982年, 美国海军实验室的 Duncan等 [4]通过将

两台染料激光器输出的连续激光聚焦在待测样品

中, 激发产生相干反斯托克斯拉曼散射 (coherent
anti-Stokes Raman scattering, CARS)光谱信号实

现了CARS显微技术. 这种技术避免了荧光显微技
术中外源性标记对生物分子自身性质的影响, 以及
荧光标记的光致漂白和光毒性等问题, 具有高的时
间和空间分辨率、高的探测灵敏度以及固有的三维

层析成像能力, 在生物学、医药学、生命科学、物理
学、化学和材料科学等诸多领域中得到了广泛的应

用 [5,6].
CARS过程是一个四波混频的三阶非线性光

学过程, 其能级如图 1所示 [7,8]. 图 1中实线 g和 e
表示无入射光场时分子中实际存在的基态和激发

态. 分子系统实际存在振动频率为Ων的振动激

发态 |ψi⟩和振动基态 |ψ0⟩, 其本征能量分别为ψi和
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ψ0. 在CARS过程中, 三束中心频率分别为ωP, ωS

和ωP′的抽运光EP、斯托克斯光ES和探测光EP′

入射到待测样品中. 在样品中的焦点处入射光场
满足相位匹配条件的前提下, 当EP和ES之间的频

差与具有拉曼活性的分子的振动频率Ων一致时,
Ων = ωP − ωS, 物质分子的固有振动得到共振增
强. 此时利用EP′探测这一共振增强的分子振动从

而产生频率为ωaS = ωP − ωS + ωP′的相干反斯托

克斯拉曼散射信号 (EaS). 利用探测得到的CARS
光谱信号, 我们能够在无须引入外源标记的条件下
快速分析待测样品的分子组成和结构, 获取不同分
子在样品中的空间分布信息, 以及分子之间相互作
用的功能信息.

ωSωP

|ψi|

|ψ0|

ωP' ωaS

Ων

g

e

图 1 CARS过程分子系统能级示意图

通常在CARS显微技术中, 紧聚焦的激发光场
激发具有不同形状和几何尺寸的待测样品, 所产生
的CARS信号场的空间分布不同, 这一特点决定了
CARS显微镜系统的结构特点. 为分析紧聚焦光场
与物质相互作用所产生的CARS信号的空间分布,
本文首先基于常用的共线耦合、紧聚焦CARS显微
镜系统建立了紧聚焦条件下的入射激发光与物质

相互作用产生CARS信号的模型. 接着, 利用矢量
波动方程模拟分析了线偏振的高斯光束经大数值

孔径 (numerical aperture, NA)物镜聚焦后的光场
强度和相位的分布. 在此基础上, 利用格林函数求
解矢量波动方程, 数值模拟分析了共线耦合的紧
聚焦激发光与不同直径球形样品相互作用产生的

CARS信号场的空间分布特性. 通过理论分析和数
值模拟, 可为更好地理解在紧聚焦条件下CARS 信
号场的产生及其强度的空间分布特性, 以及CARS

显微镜的结构设计和进一步的系统优化提供理论

依据.

2 理论分析

为分析CARS信号场的空间分布, 我们首先建
立了共线耦合紧聚焦条件下入射激发光激发球形

样品产生CARS信号的理论模型, 如图 2所示. 在
传统的CARS显微镜系统中, 入射的激发光共线
耦合进显微镜系统, 经二向色镜D反射后通过物
镜OL紧聚焦激发样品台上的样品S产生CARS信
号, 沿着或逆着激发光传输方向传输的CARS信号
经滤光片F后分别由探测器接收, 从而分别实现前
向探测CARS (forward-detection CARS, F-CARS)
和背向探测CARS (epi-detection CARS, E-CARS)
技术, 如图 2 (a)所示. 假设时间和空间重叠的抽运
光场和斯托克斯光场都是沿x轴方向偏振、沿+z

轴方向传输的基本高斯光束, 那么它们作为共线耦
合进显微镜的激发光Einc在不同角度上的电场强

度可以表示为 [9]

Einc
j (θ) = E0j exp(−f2 sin2 θ/ω2

0), (1)

其中, 下标 j = P, S, 分别表示入射的抽运光场和
斯托克斯光场; θ为光线经聚焦后与 z轴所成的夹

角; E0j为中心光线的电场强度; f为物镜的焦距;
ω0为高斯光束的束腰半径.

首先, 我们使用柱坐标系计算样品中的聚焦光
场. 对于如图 2 (b)所示的样品中任意一点r(ρ, φ,
z)处, 紧聚焦光场可表示为 [10]

Ej(ρ, φ, z)

= − ikjf
2

e−ikf


I0 + I2 cos(2φ)

I2 sin(2φ)

−2iI1 cosφ

 , (2)

其中, kj = 2nπ/λj , 为波矢的量值, n为透镜与样
品之间的折射率, λj为激发光波长; α为物镜半光
圈与像边缘所成的角; 矩阵元素分别表示激发光场
在x, y 和 z方向的分量, 其中 I0, I1 和 I2可分别表

示为

I0 =

∫ α

0

Einc
j cos1/2 θ sin θ(1 + cos θ)J0(kρ sin θ)

× e ikz cos θdθ, (3a)

I1 =

∫ α

0

Einc
j cos1/2 θ sin2 θJ1(kρ sin θ)
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× e ikz cos θdθ, (3b)

I2 =

∫ α

0

Einc
j cos1/2θ sin θ(1− cos θ)J2(kρ sin θ)

× e ikz cos θdθ. (3c)

假定紧聚焦系统中物镜的NA为 1.4, 则入射激
发光场的强度在 y, z方向上的分量Ey和Ez远

小于x方向上的分量Ex, 且在聚焦光场中心
Ey = Ez = 0 [11]. 因此, 紧聚焦系统中入射激
发光在 y, z方向上的分量对CARS 信号的产生贡
献很小, 所以在分析激发光与样品相互作用产生的
CARS信号时, 我们只考虑x 方向的电场分量, 即
E ≈ Ex.

ωS

ω0

ωP

ωaS

ωaS

F-CARS

E-CARS

(a) (b)

E
inc

f

θ

ϕ

ρ

Φ

Θ

D⊳

x

z

R

F

D

OL

OL

iΦ
iΘ

r

F

S

O

图 2 (a)前向和后向探测的共线CARS显微镜结构示意
图; (b)紧聚焦入射高斯光束激发球形样品产生CARS信
号的模型

在CARS显微技术中, 激发光激发具有拉曼活
性的不同形状和尺寸的待测样品所产生的CARS
信号场及其传输特性可以由求解矢量波动方程来

确定. 这里我们将求解紧聚焦在样品中r(r, ρ, φ)

位置处的光场激发直径为D的球形样品所产生的

CARS信号场在球坐标系中任意一点R(R,Θ,Φ)

的强度分布, 如图 2 (b)所示. 样品的三阶非线性极
化强度和空间中CARS信号场可分别表示为

PNL(r, t) = P (3)(r) exp(−iωaSt) + c.c., (4)

EaS(R, t) = EaS(R) exp(−iωaSt) + c.c.. (5)

将方程 (4)和 (5)代入矢量波动方程, 即可得到在慢
变振幅近似条件下的CARS信号场的波动方程为

∇2EaS(R) + k2aSEaS(R)

= −
4πω2

aS
c2

(
Î +

∇∇
k2aS

)
· P (3)(r), (6)

其中, kaS = nωaS/c, n为信号场在介质中的折射
率, c为真空中光速; Î为3× 3 的单位矩阵.

为求解 (6)式, 我们引入格林函数, CARS信号
场矢量波动方程的格林函数是一个点源波动方程

的解. 当求解获得了点源的波动方程, 就能通过线
性叠加原理求得整个样品在空间中产生的CARS
信号的解, 这是由波动方程的线性性质和发散源是
点源的线性叠加的性质决定的 [12]. CARS 信号场
的格林函数表示为 [13]

G(R− r) = exp(ikaS |R− r|)/4π |R− r| . (7)

通过对样品体积积分可得到 (6)式的解为

EaS(R) =
4πω2

aS
c2

∫
V

dV G(R− r)

×
(
Î +

∇∇
k2aS

)
· P (3)(r). (8)

使用公式∇(Gf) = f∇G + G∇f和∇ · (GF ) =

G∇ · F + (∇G) · F 变换得 [14]∫
V

dV G(R− r)∇f(r)

= −
∫
V

dV [∇G(R− r)]f(r),∫
V

dV [∇G(R− r)]∇ · P (3)(r)

= −
∫
V

dV P (3)(r) · ∇∇G(R− r).

这样 (8)式可改写为

EaS(R) =
4πω2

aS
c2

∫
V

dV
(
Î +

∇∇
k2aS

)
×G(R− r) · P (3)(r). (9)

在远场 |R| ≫ |r|条件下, |R− r|可以近似表示为
|R| −R · r/|R|, 并将 (7)式代入 (9)式, 计算可得空
间中R(R,Θ,Φ) 位置处的CARS信号场强度为

EaS(R)

=
ω2

aS
c2

exp(ikaS |R|)
|R|

∫
V

dV
(
Î +

∇∇
k2aS

)
× exp(−ikaSnR · r) · P (3)(r)

=
ω2

aS
c2

exp(ikaS |R|)
|R|

∫
V

dV exp(−ikaSnR · r)

·


0 0 0

cosΘ cosΦ cosΘ sinΦ − sinΘ

− sinΦ cosΦ 0


233301-3
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×


P

(3)
x (r)

P
(3)
y (r)

P
(3)
z (r)


îR

îΘ

îΦ

, (10)

其中, nR为探测方向的单位矢量; îR, îΘ和 îΦ分

别为球坐标R, Θ, Φ轴方向的单位矢量; P (3)
x (r),

P
(3)
y (r)和P

(3)
z (r)分别表示三阶极化强度P (3)(r)

在x, y和 z方向的分量. 可见CARS信号场是一个
横向场, 在 îR方向没有分量.

根据紧聚焦场的理论分析可知聚焦后的抽运

光场和斯托克斯光场也都是沿x方向偏振的, 则极
化强度P (3)(r)可表示为 [13]

P (3)(r) = 3χ3
1111(ωaS, r)E

2
P(r)E

∗
S(r)îx, (11)

其中χ3
1111(ωaS)为三阶极化系数张量的分量. 不考

虑单光子共振, 且使用近红外激发光脉冲避免双光
子共振, 那么

χ3
1111(ωaS)

= χ(3)NR +
∑

R

[
AR

ωR − (ωP − ωS)− iΓR

]
, (12)

其中, 下标R代表拉曼跃迁; AR, ωR和ΓR 分别代

表强度, 频率和半宽; χ3NR为非共振部分的贡献,
是一个实数. 将 (11), (12)式代入 (10)式即可得到
直径为D的球形样品CARS信号场空间分布的矢
量场表达式:

EaS(R,Θ,Φ)

= 3χ
(3)
1111(ωaS)

ω2
aS
c2

exp(ikaS |R|)
|R|

∫ 2π

0

dϕ

×
∫ D/2

0

ρdρ
∫ √

(D/2)2−ρ2

−
√

(D/2)2−ρ2

dz

× exp
[
− ikaS(ρ cos(ϕ) sin(Θ) cos(Φ)

+ ρ sin(ϕ) sin(Θ) sin(Φ) + z cos(Θ))
]

×


0

cos(Φ) cos(Θ)

− sin(Φ)


îR

îΘ

îΦ

. (13)

3 模拟结果与讨论

在以上所描述的CARS显微系统模型中, 我们
通过求解矢量波动方程模拟计算了不同直径球形

样品的CARS 信号场强度的空间分布. 在模拟计
算过程中, 我们假设入射的抽运光场和斯托克斯

光场波长分别为λP = 750 nm, λS = 830 nm, 其
束腰ω0刚好充满物镜, 即ω0 = f sinα. 模型系统
中使用NA 为 1.4的消色差物镜实现激发光束的紧
聚焦, 物镜和样品之间的介质折射率n = 1.5. 共
线耦合进显微镜系统的抽运光场和斯托克斯光场

经物镜紧聚焦后, 在焦点附近的强度分布如图 3所

示. 在 z = 0处的横向强度剖面和在x = y = 0

处的纵向剖面可以看到, 高斯光束经紧聚焦后光
斑强度曲线的半高全宽 (full width half maximum)
分别为 0.4λ和 1.0λ. 可见经大NA 物镜紧聚焦的
高斯光束的光斑很小, 对样品的激发量很少, 所以
由样品折射率引起的光谱色散导致的波矢失配量

极小, 可以在计算CARS信号时忽略由折射率色
散引起的相位失配, 即n(ωP) = n(ωS) = n(ωaS),
kaS − (2kP − kS) = 0 [15].
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图 3 xz面上焦点附近的光强分布及等高线分布 (a) 光强
分布; (b) 等高线分布

高斯光束经大NA物镜紧聚焦后, 以焦点为原
点的轴向光强变化和相移的数值模拟结果如图 4

所示. 可见紧聚焦的光场在焦点附近 z = ±λ范
围内, 有一个−π的相移, 这就是Gouy 相移 [16].
Gouy相移对于CARS信号的影响体现在相位失
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配, 在作用长度L内, CARS 的相位失配量为

∆kL = |kaS − [2(kP + kPg)− (kS + kSg)]|L,

其中kPg = −π/(2λP), kSg = −π/(2λS), 分别
是由Gouy相移引起的, 相应于抽运光场和斯
托克斯光场的波矢, 沿+z轴方向. 根据相位

匹配条件, ∆kL ≪ π, 可得到最大相干长度为
2λSλP/(2λS − λP), 这和激发光在 z轴方向上可激

发的样品长度是相当的, 所以Gouy相移的存在对

于产生的CARS 信号场的影响并不大.
假定探测方位的距离一定, 即R为常数, 那么

在 (13)式中就可以通过对球形样品的体积分获得
一定探测距离上的不同角方位 (Θ,Φ)处的CARS
信号场强度的空间分布. 数值模拟得到直径不同的
球形样品CARS信号场的空间分布如图 5所示. 球
形样品位于坐标系原点处. 图 5中括号内的数值是

沿+z和−z轴方向上的相对信号强度比.
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图 4 聚焦光场的轴向光强变化和相移 (a) 轴向光强变化; (b)相移
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由不同直径的球形样品的CARS信号场强度
空间分布的数值模拟结果可以看到, 激发不同直径
的球形样品产生的前向传播的CARS信号场的强
度比后向传播的大. 对于直径小于 0.1λP的球形样

品, 入射激发光场与样品的作用长度很短, 任意方
向的kaS都满足相位匹配条件, 前、后向CARS信
号场的强度都很小且几乎相等, 采用前向和后向探
测方式都是可行的. 但是, 由于CARS 信号场的发
散角较大, 需使用大NA收集物镜收集CARS信号.
而且由于瑞利散射和其他非共振背景较小, 因此为
获得不透明待测样品的精细结构的高对比度图像,
通常可采用背向探测方式. 随着球形样品直径的增
加, 前、后向传输的CARS信号场的强度均大幅增
加, 且后向信号强度远小于前向信号强度, 同时前
向CARS信号场的发散角逐渐减小. 当球形样品的
直径为 3λP时, CARS信号场主要集中在前向的一
个很小的锥角内, 具有很好的方向性. 所以, 对于
几何尺寸较大的球形样品来说, 前向探测方式中采
用小NA的物镜即可有效收集CARS信号.

4 结 论

在CARS显微镜系统中, 至少两束激发光共线
耦合进显微镜系统, 通过大NA的物镜紧聚焦在待
测样品中, 激发具有不同形状和尺寸的待测样品所
产生的CARS信号场的空间分布特点决定了系统
整体结构. 为分析紧聚焦条件下CARS信号场的空
间分布, 本文首先建立了紧聚焦条件下球形样品产
生CARS信号场的理论模型. 利用矢量波动方程分
析了线偏振的高斯光束经NA = 1.4的物镜紧聚焦
后, 焦点位置处的光场强度和相位分布. 在焦点位
置处, 由样品折射率引起的光谱色散导致的波矢失
配量和Gouy相移引起的相位失配量都很小, 两者
对CARS信号的产生和强度分布均可忽略. 利用格
林函数求解该模型中CARS信号场的矢量波动方
程得到CARS信号场的矢量表达式, 并通过矢量表
达式对一定探测距离处的不同直径的球形样品的

CARS 信号场的空间分布进行了数值模拟. 理论分
析和模拟计算结果说明, 对于小直径的球形样品,

前向和背向传输的CARS信号场强度接近, 因此采
用大NA物镜背向探测方式收集信号即可获得高对
比度图像. 对于大体积透明球形样品, CARS信号
场的强度大幅增强, 且发射方向主要集中在前向的
一定立体角内. 因此, 采用小NA物镜即可有效收
集前向传输的CARS信号. 理论分析和模拟计算的
结果为更好地理解在紧聚焦条件下CARS信号场
的产生及其强度的空间分布特性, 以及CARS显微
镜的结构设计和进一步的系统优化提供了理论基

础和指导.
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Abstract
In a coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS) microscope, when samples with different shapes and dimensions

are excitated by collinearly introduced and tightly focused Gaussian beams, the microscopic structure will be determined
by the spatial distributions of generated CARS signals. Therefore, we build a theoretical model for CARS signals from
spherical sample under the tightly focused condition. The intensity and phase distributions of tightly focused linear
polarization Gaussian beams are analyzed with vector wave equations. The vector wave equation of CARS signals is
derived from Green’s function. The far-field CARS radiation patterns of spherical scatters with different diameters are
simulatively calculated. Theoretical analysis and simulative calculation results show that the intensities of forward and
backward CARS signals from the small spherical sampler are similar. The images with high contrast can be obtained
by backward detection method from an objective with a high numerical aperture. For big spherical samplers, intensities
of CARS signals are greatly increased. The emission direction is mainly concentrated in a spatial angle. The forward
CARS signals can be effectively collected by an objective with low numerical aperture.

Keywords: coherent anti-Stokes Raman scattering, vector wave equation, Green’s function, tightly
focused conditions
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