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超衍射极限相干反斯托克斯拉曼散射显微成像
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理论上提出一种突破衍射极限限制的相干反斯托克斯拉曼散射显微成像方法,并对其探测极限进行分析.通过

引入环形附加探测光与艾里斑周边的声子作用,实现点扩展函数的改造,提高相干反斯托克斯拉曼散射显微成像系

统的横向空间分辨率.随着分辨率的提高,信号强度也随之降低,尤其当应用于生物学、医学研究时,样品分子数密

度通常很低,这将导致信号探测更加困难.因此分析系统的探测极限,确定超分辨体积元内的最小可探测分子数是

展开超衍射极限相干反斯托克斯拉曼散射显微成像实验研究的重要前提.当泵浦光、斯托克斯光、探测光光强均达

到极大值,分辨率约 40 nm三维空间内,超衍射极限相干反斯托克斯拉曼散射显微成像系统的散粒噪声信噪比由曝

光时间与样品分子数密度决定. 曝光时间若取 20 ms,探测极限约为 103,样品分子数目只有大于探测极限,才能保证

信号可以从噪声背景中提取出来.
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1 引 言

相干反斯托克斯拉曼散射 (coherent anti-Stokes
Raman scattering, CARS) 是一种基于分子键振动
的非标记光学显微成像方法 [1]. 相比自发拉曼,
CARS 具有高灵敏度、高空间分辨率等优点. 然
而受衍射极限限制, 目前 CARS 显微成像技术
的空间分辨率仅能达到横向约 300 nm, 轴向约
800 nm. 如何突破衍射极限限制, 获得纳米尺
度的空间分辨率成为目前研究 CARS 显微成像
技术的首要任务. 近年来, 发展了多种突破荧光
显微镜衍射极限的方法, 主要有以下几种: 光
敏定位显微 (photoactivated localization microscopy,
PALM)[2]、随机光学重构显微 (stochastic optical re-
construction microscopy, STORM)[3] 和受激发射耗
尽 (stimulated emission depletion, STED)[4,5]. 其中

STED利用环形光使点扩展函数周边的荧光分子产
生受激辐射而被耗尽,从而将荧光发射区域限制到
一个比衍射极限限制激发光斑更小的区域.由于一
般分子不发荧光或发很弱的荧光, 因此, 荧光显微
成像方法需对所研究的分子进行复杂的荧光标记

处理以提供化学特异性. 荧光标记对活体细胞所引
起的毒性,以及荧光团自身的光致光漂白和光损伤
都是无法回避的问题,尤其不利于活体细胞的研究.
超衍射极限 CARS克服了荧光显微镜需要标记的
固有缺陷并具有纳米尺度的分辨本领, 因此, 无须
引入外源性标记在分子水平上观察和研究活体细

胞的结构和功能,确定细胞内特定分子的分布将成
为可能,必将对生命科学、细胞分子生物学以及临
床医学等的发展产生重要影响.
目前关于超分辨 CARS 显微成像方法的报道

主要停留在理论阶段. 这些理论方法可以归结为以
下三种 [6−9]: 第一种方法是利用一束环形光使点扩
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展函数周边分子的振动能级实现粒子数反转,环形
光周边将不会再有声子与探测光作用产生反斯托

克斯信号,从而使点扩展函数的范围减小; 第二种
方法是在点扩展函数周边形成环形局域振荡场,其
与反斯托克斯信号频率相同, 相位相反, 通过干涉
使点扩展函数的范围减小;第三种方法采用结构光
照明来提高空间分辨率,这种方法虽然在实验上已
经获得了约 120 nm的横向空间分辨率,但是不符合
超分辨显微成像技术空间分辨率小于 100 nm的要
求,不属于真正意义上的超分辨.此外,以上几种方
法都仅限于对分子的单一化学键成像,不能准确地
识别不同种类的分子. 因此, 我们提出一种基于宽
带时间分辨 CARS的超分辨方法,称为附加探测光
引起声子耗尽 (another probe beam induced phonon
depleted, APIPD)[10],这种方法通过引入一束环形附
加探测光, 与艾里斑周边的声子相互作用, 而艾里
斑中心的声子仍与高斯型探测光作用. 两路探测光
波长不同,因此在艾里斑周边和中心产生的反斯托
克斯信号波长也不同,通过滤光的方法将二者分离,
从而对扩展函数进行改造,实现超分辨. APIPD不
但可以同时对分子多个化学键成像,而且可以有效
抑制非共振背景, 因此可以更准确地识别分子. 随
着分辨率的提高, 信号强度也随之降低. 只有信号
强度大于背景噪声,才能保证信号被有效提取出来,
超分辨方法才可能实现. 因此, 分析超分辨 CARS
显微成像系统的信噪比成为目前迫切需要展开

的工作.
本文从全量子理论角度对时间分辨 CARS 过

程进行分析, 从理论上验证了 APIPD 方法的可行
性, 得到改造后点扩展函数的表达式. 全量子理论

描述不仅可以简化时间分辨 CARS过程,得到信号

强度表达式,更重要的是可以估算泵浦光与斯托克
斯光光强的定义域,这一点是半经典理论分析做不
到的. 通过全量子理论计算超分辨体积元内的信号

强度, 并对噪声强度进行估算, 由此得到信噪比表
达式并估算系统的探测极限,只有超分辨体积元内

的目标分子数目大于探测极限,才能保证信号可以
从噪声背景中分离.

2 理论基础

2.1 全量子理论分析时间分辨 CARS

全量子理论绘景下的时间分辨 CARS 过程可
以分解为两步,如图 1(a)所示. |e⟩和 |g⟩分别对应
分子的振动、激发态、振动基态. 分子场以及所有
的入射光场都是量子化的. 泵浦光、斯托克斯光、

探测光均为飞秒脉冲,当泵浦光的中心频率 ωL 与

斯托克斯光的中心频率 ωS 之差满足分子某一化

学键的振动频率 ωv 时,即 ωL −ωS = ωv,共振激发

产生相干声子, 这个过程称为受激拉曼散射过程
(stimulated Raman scattering, SRS),也是全量子理论
描述时间分辨 CARS过程的第一步 [11]. 第二步为

具有一定时间延迟的探测光与相干声子相互作用

产生反斯托克斯信号. SRS 过程产生的相干声子

与非相干声子的主要区别有两点: 第一,相干声子
具有相同的相位, 而非相干声子的相位是杂乱的;

第二, 相干声子处于非平衡态, 属于玻色子, 而非
相干声子由温度决定并服从玻色 -爱因斯坦分布,
nBose

v = [exp(h̄ω/KT )−1]−1.

图 1 (a)时间分辨 CARS过程,左为泵浦光与斯托克斯光共同作用共振激发产生相干声子;右为探测光光子与相干声子相
互作用; (b)自发拉曼反斯托克斯过程; (c)时间分辨 CARS激发光的时域关系
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首先计算第一步 SRS过程产生的相干声子数
目. 产生相干声子的过程可以描述为:当泵浦光与
斯托克斯光共同作用于分子时,湮灭一个泵浦光光
子, 同时产生一个斯托克斯光子与一个相干声子,
产生的相干声子的数目与增加的斯托克斯光子的

数目以及减少的泵浦光光子的数目相同.为简化起
见, 假设一个分子只有一个振动键. 基于费米黄金
准则 (Fermi’s golden rule)的分子跃迁速率方程,可
以计算单位时间内增加的斯托克斯光子数目,即产
生的相干声子数目 [12].

dnv

dl
= N

πe4ωLωS

2ε2
0 h̄2V 2µ2

Lµ2
S

µS

c
|αR|2n∗L[n

∗
S +1]

×δ(ωS −ωL +ωL), (1)

式中 nv 为相干声子数目, N 为体积元 V 内的分子

数目, l 为相互作用长度, αR 为跃迁极化率, ωL 与

ωS 为泵浦光与斯托克斯光的中心频率, e为电子电

荷. ε0 为真空介电常数, c为真空中光速, h̄为普朗

克常量, δ为狄拉克函数, µL 与 µS 分别为泵浦光与

斯托克斯光折射率系数, n∗L 与 n∗S 为某一时刻泵浦

光与斯托克斯光光子数目, 分别满足 n∗L = nL − nv,
n∗S = nS + nv. 泵浦光与斯托克斯光均为高斯脉
冲, IL 与 IS 为聚焦处平均光强, nL = ILµLV/h̄ωLc,
nS = ISµSV/h̄ωSc.因此, nv≪nL, nS, (1)式中 n∗L ≈ nL,
n∗S ≈ nS. 产生相干声子的过程为瞬态过程. 原子末
态的均匀展宽导致式中 δ 函数可以转换为洛伦兹

线形,当 ωL −ωS = ωv 时,

δ(ωS −ωL +ωL)→
Γ /π

(ωS −ωL +ωv)2 +Γ 2 =
1
πΓ

,

Γ 为线宽,与退相时间 T2 有关, Γ = 1/T2. 因此, (1)
式简化计算为

nv =
ISµSV
h̄ωSc

· ILgl, (2)

其中

g = N0
e4ωS

2ε2
0 h̄3c2µSµL

|αR|2
1
Γ

为增益系数, N0 为分子数密度.

相干声子数目受到饱和作用的影响不可能随

入射光功率的增加而无限增加 [13]. 一个激光脉冲
作用时间内,相干声子数目 npulse

v 的最大值就是体

积元内的分子数目,即所有的分子都处于振动激发
态.

npulse
v =

ISµSV
h̄ωSc

· ILgτ 6 N, (3)

聚焦区域横截面积约为 10−9 cm2, 对应聚焦体积
元 V 约为 8 × 10−14 cm3. 增益系数 g 约为 N0×
10−31 cm/W. τ 为脉宽, 约为 100 fs. npulse

v 由 (3) 式
可得, ILIS 6 1018 W2/cm4. 泵浦光、斯托克斯光光
子与分子作用是一一对应的,因此二者最大平均功
率密度具有相同的数量级,约为 109 W/cm2. 当泵浦
光与斯托克斯光的功率密度超过此阈值,继续增加
的光子将不会激发出相干声子,只会引入光致损伤.
实验过程中由于采用的飞秒激光脉冲的光谱展宽,
泵浦光与斯托克斯光功率密度要略高于理论上的

约 109 W/cm2 才能引起声子饱和.
其次分析时间分辨 CARS过程的第二步.如图

1(b)所示,自发拉曼反斯托克斯过程中参与的非相
干声子由热激发产生,服从玻色 -爱因斯坦分布,相
位杂乱无章,产生的信号方向在空间 4π立体角范
围内 [14]

PA = N
( ∂σ

∂Ω

)
A

nBose
v IΩcollection, (4)

PA 为反斯托克斯信号功率, I 为入射光功率密
度, Ωcollection 为收集角度, 由物镜数值孔径决定,
(∂σ/∂Ω)A 为自发拉曼微分散射截面, nBose

v 为服从

玻色 -爱因斯坦分布的非相干声子数. 不同于自发
拉曼反斯托克斯过程,时间分辨 CARS第二步中与
探测光作用的声子是由第一步产生的相干声子,这
些声子处于非平衡态并且具有相同的相位. 探测光
的延迟时间 t 远小于声子的退相时间,因此可以忽
略声子弛豫. 三束激发光的时域关系如图 1(c) 所
示. 自发拉曼散射信号方向在空间 4π立体角范围
内, CARS优于自发拉曼的一个重要特征是其良好
的方向性,信号范围集中在空间 10−4 sr范围内.因
此 CARS过程中相干声子与探测光光子作用的散
射截面提高约五个数量级 [15]. 从某种意义上说,相
干过程相当于增加散射截面. 对低浓度样品, 相邻
分子间距离比较大,相干声子的能量不能在分子间
相互传递. 时间分辨 CARS过程的第二步中,产生
的反斯托克斯光子数为

nlow
CARS = npulse

v ·nP ·
1

Afoc
∂σC ·∆t frep. (5)

对高浓度样品而言,相干声子的能量可以在相邻分
子之间自由传递,反斯托克斯光子数不仅正比于相
干声子数目,同时与体积元内的分子数目有关.

nhigh
CARS = N ·npulse

v ·nP ·
1

Afoc
∂σC ·∆t frep, (6)

nlow
CARS 与 nhigh

CARS 分别为低浓度与高浓度样品中产

生的信号强度, nP 为脉冲内的探测光光子数目, N
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为体积元内的分子数, ∆t 为曝光时间, frep 为重复

频率. 泵浦光、斯托克斯光与探测光通过大数值

孔径的物镜聚焦到样品中, 聚焦面面积为 Afoc. 由

于脉冲内相干声子数目 npulse
v 正比于分子数密度

N0, 因此在低浓度和高浓度样品中产生的时间分

辨 CARS信号强度分别与分子数密度成线性和平

方的关系[16]. 在高、低浓度的交叉区域, 信号强

度与分子数密度的关系介于线性与平方之间, 即

nCARS ∝ Nα , (1 < α < 2). 以酒精的水溶液作为样

品,实验中泵浦光与斯托克斯光中心频率之差等于

酒精分子在 2900 cm−1附近的 C—H键伸缩振动的

频率. 在实验条件相同的前提下, 分别记录不同体

积比时的信号强度, 每点记录 20 次取平均以消除

信号波动对结果的影响,经数据拟合后结果如图 2

所示. 实验结果表明,当体积比小于 20%时,信号强

度与分子数密度呈严格的线性关系.实验结果与理

论分析相符合.

图 2 时间分辨 CARS信号强度与分子数的关系

2.2 超分辨理论方法

理论上提出一种附加探测光引起声子耗尽 (an-

other probe beam introduced phonon depleted, APIPD)

的超分辨方法. 该方法通过引入一束波长不同的环

形附加探测光与艾里斑周边的相干声子作用,实现

点扩展函数的改造.泵浦光与斯托克斯光均为飞秒

激光脉冲, 二者频差满足分子某一振动谱频率, 同

时到达样品激发相干声子. 泵浦光与斯托克斯光作

用结束时环形光到达,与艾里斑周边的相干声子作

用,环形光也为飞秒脉冲.环形光作用结束后,高斯

型探测光到达,此时艾里斑周边的声子已大部分与

附加探测光作用,只有留在中心的声子能够与高斯

型探测光作用. 泵浦光、斯托克斯光和环形光均为

飞秒脉冲,因此环形光与相干声子之间的延迟时间

以及高斯探测光与环形光之间的延迟时间都远小

于声子的退相时间, 可以忽略声子的弛豫. 时间延
迟可以有效抑制非共振背景,提高时间分辨 CARS
显微成像系统的灵敏度. 此外, 如果采用飞秒激光
脉冲泵浦光子晶体光纤产生的超连续谱光源同时

作为泵浦光和斯托克斯光,对生物分子振动光谱范
围 100—3500 cm−1,只要两路探测光的波长差足够
大,可以产生两组波长范围没有交叉的宽带时间分
辨 CARS信号,选择适当的带通滤光片可将其完全
分离. APIPD超分辨方法结合超连续谱光源,可以
在突破衍射极限限制的同时获取分子完整 CARS
谱信息,能够更好地识别分子、更准确地定位分子.
基于 2.1中全量子理论,对 APIPD超分辨方法

进行理论分析.时间分辨 CARS第一步中产生的相
干声子数由泵浦光、斯托克斯光强度决定, (2)式中
光强为平均光强,仅能计算相干声子数目而不能得
到其空间分布信息.将泵浦光 ωL, 斯托克斯光 ωS,
环形附加探测光 ωP1 以及高斯探测光 ωP2 光强分

别以正余玄函数平方的形式表示其空间分布

fL(r) = Imax
L cos2(πrµL sinα/λL), (7a)

fS(r) = Imax
S cos2(πrµS sinα/λS), (7b)

fP1(r) = Imax
P1 cos2(πrµP1 sinα/λP1), (7c)

fP2(r) = Imax
P2 cos2(πrµP2 sinα/λP2), (7d)

因此,单位时间内聚焦体积元内相干声子的分布为

nv =
fS(r)µSV

h̄ωSc
· fLgl, (8)

改造后的点扩展函数表达式为

h∗(r) = fP2(r) ·
fS(r)µSV

h̄ωSc
· fLgl

×
[
1− fP1(r)µSV

h̄ωSc
1

Afoc
∂σC

]
, (9)

h(r) =

h∗(r) 1 > fP1(r)µSV
h̄ωSc

1
Afoc

∂σC

0 其他

. (10)

将泵浦光、斯托克斯光、探测光与附加探测光的

空间分布表达式代入 (10)式,求得点扩展函数的半
高全宽 (full width at half maximum, FWHM)为

∆r =
√

2
λ

πnsinα
√

3+K
≈ 0.9√

3+K
· λ

2nsinα
, (11)

(11)式中忽略四路光的波长差以及折射率差,统一
记为 λ 和 n. 环形附加探测光的引入使产生有效信
号的区域缩小到艾里斑中心位置.分辨率的提高取
决于环形光强度因子 K = Imax

P1 /Imax
P2 . 随着环形光光
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强的增加,点扩展函数的 FWHM随之降低,理论上
如果 K 趋向于无穷大,聚焦区域将无限减小,甚至
到亚细胞尺度.即使没有引入环形光,即 K = 0,由
于非线性效应, CARS显微成像系统的空间分辨率
仍比线性显微镜提高了约

√
3倍.

2.3 超分辨 CARS显微成像系统的信噪比

APIPD中,艾里斑周边的声子与环形附加探测
光作用,只有留在中心的声子与高斯探测光作用产
生信号,因此,信号强度随分辨率的提高而降低,也
就是说,分辨率的提高是以牺牲信号强度为代价的.
分辨率越高, 与高斯探测光作用的声子数目越少,
信号强度就会越低. 尤其当 CARS应用于生物学、
医学等研究时,研究对象往往是分子数密度极低的
细胞样品,这将使信号探测更加困难.因此,理论分
CARS 超分辨显微成像系统的探测极限 (detection
limit, DL),确定超分辨体积元内的最小可探测分子
数目对 APIPD实验研究具有重要的指导意义.只有
超分辨体积元内的分子数目大于 DL,产生的信号
强度才能高于噪声电平,才能得到突破衍射极限限
制的 CARS显微图像.

APIPD中,两路探测光与声子之间均存在一定
的时间延迟, 因此可以有效抑制非共振背景, 提高
信噪比.超分辨体积元内产生的反斯托克斯光子撞
击探测器光敏面产生光电子,探测器收集的光电子
数目 ne 等于信号光光子数 nsr与探测器量子效率 η
的乘积,即 ne = nsr ·η . 因此,超分辨 CARS显微成
像系统的信噪比 (signal to noise ration, SNR) SNRe

可以表示为

SNRe =
ne

nnoise

=
ne√

n2
e +n2

CCD +n2
readout +RIN

, (12)

式中 nnoise 为系统噪声, 包括散粒噪声、探测器噪
声 (暗电流噪声 nCCD, 读出噪声 nreadout) 和激光器
的相对强度噪声 RIN (relative intensity noise)等. 暗
电流噪声 nCCD 表现为泊松分布,它是曝光时间内
产生的热电子的均方根, nCCD =

√
ID∆t, ID 为暗电

流, ∆t 为积分时间. 温度对暗电流噪声的影响很明
显, 因此, 带制冷技术的高性能探测器可以在较低
的温度下进行工作, 一定曝光时间内, 其暗电流噪
声和探测器的读出噪声都可以忽略.随着激光技术
的发展,激光脉冲的相对强度噪声 RIN可以被有效
抑制, 因此忽略探测器噪声与激光相对强度噪声,

只考虑散粒噪声对信噪比的影响.散粒噪声服从泊
松分布,强度等于信号强度 ne 的平方根,即

√
ne .

SNRe =
ne

nnoise
≈√

ne =
√

nsr ·η . (13)

CARS信号一般位于可见光区域,在此区域探测器
的量子效率通常会高于 90%. 由 (13)式可知,为分
析系统的散粒噪声信噪比,首先要得到超分辨体积
元内的信号强度.虽然半经典理论处理 CARS过程
可以得到信号强度表达式, Ias ∝ |χ(3)|2ILISIP, 其中
χ(3) 为三阶非线性极化率, IL, IS, IP 分别为泵浦光、

斯托克斯光、探测光光强. 然而, 半经典理论得到
的信号强度表达式中三束激发光的光强没有定义

域,信号强度可以随光强的增加而无限增强. 三束
激发光扮演角色相同, 任意一束光强增加, 信号强
度都随之增加. 因此我们采用全量子理论分析时间
分辨 CARS过程, 在得到信号强度的同时, 对激发
光的定义域进行分析.由全量子理论分析时间分辨
CARS第一步可知,受相干声子饱和限制,泵浦光与
斯托克斯光光强具有相同的定义域,当二者功率密
度高于该阈值,增加的光功率将不会引起声子数目
以及反斯托克斯信号强度的增加,激发光的总功率
受生物样品损伤阈值的限制. 因此, 全量子理论分
析可以成功定义激发光功率密度,激发光的功率密
度决定了信噪比的理论分析结果.需要指出的是全
量子理论分析仅对时间分辨 CARS过程有效,对其
他四波混频现象无能为力. 由 (5)与 (13)式,对低浓
度样品而言,超分辨 CARS显微成像系统的中散粒
噪声信噪比为

SNRlow
e =

√
nsr,low

v ·nsr
P · 1

Asr
∂σC ·∆t frep ·η . (14)

3 理论分析结果

由于环形附加探测光的引入对点扩展函数的

改造, APIPD 超分辨显微成像技术中的空间分辨
率不仅受物镜数值孔径与波长限制,同时与环形光
强度因子 K 有关. 由 (11)式可知,当 K = 50时,横
向分辨率 ∆r 约为 41 nm, 此时 APIPD显微成像方
法的空间分辨率相比较阿贝衍射极限限制的空间

分辨率提高大约五倍. 以 K = 50 为例, 对比传统
CARS显微镜与 APIPD超分辨显微镜点扩展函数
如图 3所示.
对低浓度样品, APIPD超分辨显微成像系统噪

声与信号强度相当时就无法将信号从噪声背景中

提取出来,此时体积元内的样品分子数目称为 DL.
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当声子数、高斯探测光功率密度均达到最大值,体
积元与曝光时间一定, 由 (13) 式可以计算超分辨
系统的探测极限,当体积元内的样品分子数目小于
DL,则信号将会淹没在噪声背景中不可探测.

图 3 以 K = 50为例,对比改造后的点扩展函数 (实线)与传
统显微镜的点扩展函数 (虚线)

相干声子饱和决定了超分辨体积元内的声子

数目最大等于分子数目. 生物样品损伤阈值决定
入射激光脉冲的平均功率密度小于 10 mW[17], 因
此当 K 约为 50 (此时对应的横向分辨率约为 40
nm)时,附加探测光的峰值功率密度约为高斯型探
测光的 50 倍, 在没有引入光致损伤前提下, 由附
加探测光的峰值光功率密度决定的高斯探测光功

率密度约为 2× 1010 W/cm2. 脉冲重复频率为 80
MHz, 脉宽为 100 fs. 三维空间约为 40 nm范围内,
体积元 Vsr约 6.7×10−17 cm3. 以 C—H键伸展振动
2900 cm−1 为例, 其自发拉曼微分散射截面约为每
分子 2.5×10−29 cm2 ·molecule−1 · sr−1,相干散射截
面 ∂σC约为 2.5×10−24 cm2 ·molecule−1. 探测器的
量子效率 η 约为 90%. 以上参数确定的前提下,当
信号刚刚可以从噪声背景中提取出来 (SNRe =

√
2)

时, 理论计算探测极限与曝光时间成反比. 长时间
曝光可以增加信号强度, 降低读出噪声, 然而探测
器暗电流噪声会随曝光时间的增加而增加,逐渐在

噪声成分中占据主导地位,导致不可以忽略系统的
其他噪声影响而只保留散粒噪声,同时长曝光时间
不利于 CARS应用于生物学、医学研究,因此曝光
时间通常限制在几十毫秒到几百毫秒. 表 1所示为
探测极限与积分时间的关系.当曝光时间为几十毫
秒时, 此时在三维空间约 40 nm 体积元内, 探测极
限的量级约为 103. 当该体积元内的分子数目少于
这样一个数量时,反斯托克斯信号将淹没于噪声背
景中不可探测.

表 1 探测极限 DL与曝光时间的关系

曝光时间 DL

20 ms ∼ 103

200 ms ∼ 102

4 结 论

基于全量子理论分析时间分辨 CARS过程,本
文理论上提出一种实现超分辨 CARS纳米显微成
像方法, 并对其探测极限进行分析. 全量子理论分
析不仅可以得到信号强度表达式,而且可以得到激
发光功率密度定义域. 理论分析表明, 当忽略其他
噪声影响而只考虑散粒噪声影响,三维超分辨体积
元约为 40 nm范围内,探测极限与曝光时间成反比,
当曝光时间为几十毫秒的数量级时,探测极限的量
级约为 103. 只有超分辨体积元内的分子数目大于
这样一个数量时,反斯托克斯信号才能从噪声背景
提取出来.
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Abstract
We provide an approach to breaking the diffraction limit in coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS) microscopy and report

a theoretical analysis of detection limit (DL) forit. The additional probe beam, whose profile is doughnut shaped and wavelength
is different from the size of Gaussian probe beam, interacts with the coherent phonons at the rim of the diffraction-limited spot to
increase theresolution by re-engineering the point spreadfunction of the system. The signal strength reduces with the size of focal
volume decreasing, besides, when CARS is used in biology, the molecules of interest are usually in low concentration, which makes
the signal detection more difficult. Accordingly, a remaining crucial problem is whether the reduced signal generated in the suppressed
focal volume can be detected from the noise background and the analysis of DL, so it is an important precise in implementation of
CARS nanoscopy. We describe T-CARS process with full quantum theory and estimate the extreme power density levels of the pump
and Stokes beams determined by saturation behavior of coherent phonons. When the pump and Stokes intensities reach such extreme
values and total intensity of the excitation beams arrives at a maximum tolerable by most biological samples in acertain suppressed
focal volume, the DL of T-CARS nanoscopy correspondingly varies with the exposure time. For an attainable spatial resolution of
∼40 nm in three dimension and areasonable exposure time of 20 ms, the DL in the suppressed focal volume is approximately ∼103.
The signal can be well detected from the noise fluctuation only if the number of molecules of interest exceeds this limit.

Keywords: break through the diffraction limit, coherent anti-Stokes Raman scattering, nonlinear optics, detection
limit
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