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基于环形抽运光的红外超分辨显微成像方法∗

刘鸿吉 刘双龙 牛憨笨 陈丹妮† 刘伟‡

(深圳大学光电工程学院, 光电子器件与系统 (教育部/广东省)重点实验室, 深圳 518060)

( 2016年 7月 7日收到; 2016年 9月 1日收到修改稿 )

本文提出一种突破衍射极限的红外显微成像方法, 该方法基于抽运 -探测模式, 采用了环形而非高斯型强
度分布的抽运光, 由于样品在环形光强度峰值附近区域达到吸收饱和, 因此当高斯分布的探测光随后到达样
品时, 只有环形光的中心区域才能吸收探测光的能量, 而且吸收区域随着环形光的强度增加而减小. 这意味
着, 如果以被吸收的探测光能量作为该成像系统的信号, 本文提出的方法可以使系统的分辨率超越衍射极限
的限制. 本文模拟了不同环形光能量下成像系统的空间分辨率, 结果表明: 当环形光能量为 100 nJ、探测光能
量为 0.1 nJ时, 该方法的理论分辨率在 236 nm, 比传统红外显微成像系统分辨率提高了约 14倍.

关键词: 红外吸收, 超分辨成像, 衍射极限, 锁相放大器
PACS: 36.20.Ng, 78.20.Ci, 82.50.Bc, 87.64.km DOI: 10.7498/aps.65.233601

1 引 言

分子化学键的振动频率与振动模式和分子局

部排列密切相关, 因此不同分子振动光谱是不同
的, 这就是分子光谱的指纹特性. 红外显微成像技
术是一种利用分子指纹谱的非标记显微成像技术,
由于以下几个特点而被广泛使用: 1) 非标记成像
对样本影响小; 2) 不同分子键对应不同振动频率,
可以对分子化学键选择性成像; 3)成像系统简单且
易于测量 [1]. 红外显微成像面临的最大难题是由于
红外波长较大而使得系统空间分辨率较低. 对于样
本亚微米尺度的细节无法分辨, 因此红外显微成像
研究中的关键问题之一便是在成像中突破衍射极

限对分辨率的限制.
超分辨红外显微成像技术可以分为近场和远

场两类. 近场方法结合了原子力显微镜技术, 通过
原子力显微镜的悬臂尖端感知不同厚度样本对于

红外脉冲的吸收差异, 并用一束激光配合四象限探
测器来将这个差异放大, 通过计算不同位置的红外

吸收差异来还原样本的表面形貌, 红外近场超分
辨方法的空间分辨率可以达到 100 nm [2−5]. 其空
间分辨率主要取决于原子力显微镜悬臂尖端的尺

寸, 但是实验系统昂贵, 并且只能测量样本的表面
形貌, 这使其在生物学上的应用受到了极大限制.
远场方法主要有两种: 一种是通过改变抽运光种
类, 即分别用高斯型脉冲和环形脉冲做抽运光, 通
过对比在不同抽运光作用下探测光被样本吸收的

能量差异来改造点扩散函数 [6,7], 这两种方法目前
还处于理论阶段, 由于需要变换抽运光种类, 因此
每次成像需要进行两次点扫描过程, 这对于成像系
统的稳定性是一个极大的考验; 另一种是通过和频
效应, 用红外脉冲激发样品, 然后用一个可见光脉
冲作用于样本, 当满足相位匹配条件后, 会产生一
个蓝移的信号光, 通过探测产生的和频信号进行成
像 [8,9]. 通过该方法目前只能使分辨率理论上达到
可见光的衍射极限水平, 并不是真正意义上的突破
衍射极限, 相对于其他显微成像方法, 如荧光标记
成像 [10], 相干反斯托克斯拉曼成像 [11,12]、受激拉
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曼成像 [13]等, 在成像分辨率上并没有一个本质的
提高.

为此, 本文提出一种通过环形光做抽运光来改
造点扩散函数的超分辨红外显微成像方法, 在理论
分析基础上, 通过建立样本模型, 数值模拟了超分
辨红外吸收成像方法的空间分辨率. 并对红外超分
辨显微成像的探测方式进行了讨论.

2 理论基础及模拟

2.1 红外饱和吸收理论

一个红外脉冲作用于样本, 当脉冲频率满足样
本分子键的振动频率时, 样本会吸收一部分脉冲能
量, 并从基态跃迁到激发态 [14]. 在抽运 -探测模式
中 [15,16], 当抽运光脉冲能够使样本达到饱和吸收
时, 样本是不会吸收探测光能量的. 红外饱和吸收
计算过程如下:

− dN2/dt = N2A−BI(N1 −N2), (1)

N1 +N2 = N, (2)

其中N2是处于激发态的粒子数, t是脉冲作用时

间; 当 t = 0时, N2 = 0; A是自发辐射系数, B是受
激吸收系数; N1是处于基态的粒子数, N是粒子总
数, 这里令N = 1. I是入射功率密度, 是一个随时
间和空间位置变化的高斯型函数:

I = I0 e(−4(ln 2)r2/ω2) e(−4(ln 2)t2/t2w), (3)

I0 是光斑中心的功率密度; r是与光斑中心的距离,
在光斑中心时 r = 0; tw是脉宽; ω是光斑的半高全
宽. 通过求解 (1)式—(3)式, 得到样品粒子数变化
曲线, 如图 1所示. 横坐标表示时间, 纵坐标表示处
于激发态的粒子数. 爱因斯坦吸收系数B赋值为

1.4 nm2/fJ, 自发辐射系数A赋值为 0.1, 抽运脉冲
的脉宽为1 ps. 黑色、绿色、红色和蓝色四条曲线分
别表示 1, 10, 100和 1000 nJ脉冲能量下的粒子数
变化情况. 由图 1可知, 当红外吸收达到充分饱和
时, 激发态粒子数近似于 0.5, 即系统粒子总数的一
半. 此时样品处于饱和吸收状态, 无法吸收探测脉
冲的能量. 在引入探测脉冲时, 激发态粒子数会有
一个非常小的衰减, 在计算中是忽略不计的.

探测光的能量变化可以用 (4)式—(6)式来计
算. 当探测光在样本中传输时, 其能量是随着传播

距离不断衰减的. 满足
dF
dz = −~c

λ
BPF (N1 −N2), (4)

其中~是普朗克常数; c是光在真空中的传播速度,
忽略传输介质对光速的影响; P是振子密度; λ是入
射光波长; F是能流密度, F = twI; z是探测光在
样品中传输距离. 求解 (4)式, 可得

F = F0 e−[~c
λ BPI(N1−N2)z], (5)

式中F0是探测光与样品作用之前的能流密度,
F0 = twI0. 因此可以得到在单位面积内探测光
在通过厚度为 z的样本后被吸收的能量, 如 (6)式
所示:

∆F = F0(1− e−[~c
λ BPI(N1−N2)z]), (6)

∆F是探测光作用样品前后的能量改变量. 当抽运
光为高斯脉冲时, 聚焦范围内的样品达到饱和吸收
状态, 探测光能量不发生改变, 即∆F = 0.
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图 1 (网刊彩色) 不同脉冲能量下激发态粒子数变化曲线
Fig. 1. (color online) Curves of the population of ex-
cited state.

2.2 红外超分辨成像方法

我们用改造点扩散函数的方法来突破红外的

衍射极限. 高斯型抽运光经过螺旋相位片产生一个
空心的环形光束 [17], 环形光的功率密度函数如 (7)
式所示:

Iv = I0r
2 e[−4(ln 2)r2/ω2] e[−4(ln 2)t2/t2w]. (7)

用环形光代替高斯型抽运光, 并且增加环形光能量
使样本在环形光点扩散函数周围达到饱和吸收, 因
此样品被环形光覆盖的区域无法吸收探测光能量,
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只有在环形光中心位置处样本才能够吸收探测光

能量. 随着环形光能量增加, 点扩散函数被逐渐压
缩减小, 从而达到了突破衍射极限的目的.

模拟的成像系统如图 2所示, BS是分束片,
Modulator是调制器, M是反射镜, SPP是螺旋相
位片, Time delay 是时间延迟系统, SPL是待测样
本, L是聚焦物镜, X-Y PS 是二维位移台, Lock-in
Amplifier 是锁相放大探测系统. 对应于碳氢键伸
缩振动频率, 中心波长为 3500 nm的红外脉冲经分
束片BS被分成两束, 一束作为抽运光, 一束作为探
测光, 抽运光强度远大于探测光. 高斯型抽运光经
过一个螺旋相位片产生环形抽运光, 为实现饱和吸
收, 抽运光功率密度大于样品饱和吸收阈值. 抽运
光经物镜聚焦于样品后, 被调制器调制的探测光经
过一个时间延迟到达样品, 探测样品被抽运光作用
后的吸收信息. 为提高信号强度, 减小信号采集难
度, 我们采用透射式的探测方式, 抽运光与探测光
共线并且共焦. 最后, 携带有样品吸收信息的探测
光被锁相放大探测系统收集, 根据探测光的调制信
息, 对信号进行放大, 从而分析出探测光微小的能
量变化.

BS

SPP

Time 

delay

SPL
X-Y stage

M

BS

L

L

Lock-in 

amplifier

Laser Modulator
M

图 2 (网刊彩色) 超分辨红外显微成像系统图
Fig. 2. (color online) The system for super-resolution
microscopy.

2.3 数值模拟

首先建立一个样本模型. 我们模拟一个均匀的
聚苯乙烯薄膜作为样本, 膜厚度为 1000 nm, 对其
CH2化学键的 3500 nm的吸收峰进行红外吸收成
像. 将振子密度P赋值为 21 nm−3. 红外显微成像

的物镜一般为反射式物镜, 其数值孔径NA一般在

0.3—0.6的范围内 [18], 在这里把NA设置为 0.65,
这是目前所能买到数值孔径最大的红外物镜, 根据
分辨率的表达式0.61λ/NA得到聚焦光斑的半高全

宽为 2500 nm. 令探测光在抽运光后经过 1 ps的时
间延迟到达样本. 由 (1)式、(2) 式和 (7)式可以计
算出引入环形抽运光后激发态粒子数N2随位置 r

的变化, 进而求出N1 − N2的值, 由前面讨论可知
这就是探测光到达样品时N1 −N2的值. 如图 3 所
示, 横坐标是光斑位置 r, 随着环形光能量增加, 能
够作用于探测光的样品区域被不断压缩. 将图 3的
结果代入 (6)式, 探测光能量取0.1 nJ, 可计算出系
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图 3 (网刊彩色) 探测光到达样本时, 样本不同位置激发
态与基态粒子数差

Fig. 3. (color online) The value of N1 −N2 before the
probe pulse arrives the sample.
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图 4 (网刊彩色) 不同环形光能量条件下, 数值模拟得到
的点扩散函数

Fig. 4. (color online) The simulation of PSF on differ-
ent pump energy.
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统新的点扩散函数, 如图 4所示, 横坐标是光斑位
置, 纵坐标是探测光被吸收的能量. 四条曲线黑色、
绿色、红色和蓝色分别表示环形光能量为1, 10, 100
和 1000 nJ, 脉宽为 1 ps 时, 系统点扩散函数的半
高全宽分别为 1604, 721, 236和85 nm. 这表明, 随
着环形光脉冲能量的增加, 系统的分辨率突破了衍
射极限限制且逐渐提高.

2.4 讨 论

本文提出的基于环形探测光的红外超分辨显

微成像方法中, 环形抽运光取代了高斯抽运光, 由
于样品在环形光强度峰值附近区域达到吸收饱和,
因此当高斯型分布的探测光随后到达样品时, 只有
在环形光中心区域的样品可以吸收探测光能量, 而
且这个中心区域的面积随着环形抽运光的强度增

加而减小. 所以通过将被吸收的探测光能量作为
信号, 本文提出的方法可以使系统的分辨率超越衍
射极限的限制, 并且该方法的分辨率在理论上没
有限制. 对比以往的抽运探测实验数据 [16], 1 ps,
1000 nJ的抽运光能量是不会超过样品损伤阈值的.
然而在提高分辨率的同时, 是以牺牲信号强度为代
价的. 从图 4可知, 每单位面积内的红外吸收约为
6 × 10−9 nJ, 当环形光能量为 100 nJ时, 点扩散函
数的半高全宽为236 nm,因此探测脉冲被样品吸收
的能量约为 1.05 × 10−3 nJ, ∆F/F0 > 10−3, 当环
形光能量为 1000 nJ时, 点扩散函数的半高全宽为
85 nm,探测脉冲被吸收的能量约为1.36×10−4 nJ,
∆F/F0 > 10−4. 本方法最大的优势是只需要探测
一次就可以计算出能量的变化, 这样避免了激光器
自身能量抖动的干扰. 由于抽运光和探测光波长相
同, 可以用锁相放大器来测量探测光能量的改变,
通过锁相放大器可以探测∆F/F0 < 10−7的信号

改变量 [19].

3 结 论

本文提出一种超分辨红外显微成像方法, 即在
抽运 -探测模式下, 利用环形光代替高斯型抽运光
来改造红外显微成像系统的点扩散函数, 使其分
辨率突破衍射极限的限制. 随后的数值分析表明,
当波长为 3500 nm, 环形光能量为 100 nJ, 脉宽为

1 ps, 数值孔径为 0.65时, 系统横向分辨率达到了
约236 nm. 而理论上, 由于系统的空间分辨率随环
形光能量的增加而逐渐提高, 本方法的空间分辨率
理论上是没有限制的. 本方法可以实现甚至超越传
统荧光成像和非标记成像的衍射极限, 为发展超分
辨红外显微成像技术的进一步发展提供了重要的

技术支撑.
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Abstract
An approach to breaking through the diffraction limitation in infrared microscopies is put forward in this paper.

In this method, instead of Gaussian pump beam, an intensive vortex beam is first focused on the sample, leading to
the saturation absorption of peripheral molecules in the point spread function (PSF). The vortex beam is followed by a
Gaussian probe beam with the same wavelength. Because of the previous saturation absorption, the probe beam can only
be absorbed by the molecules near the center, resulting in a shrunk PSF which means super-resolution. Furthermore,
the PSF of a system based on this approach is numerically simulated. With a 100 nJ pulse energy vortex beam and
a 0.1 nJ pulse energy probe beam, the theoretical resolution FWHM (full width at half maximum) is measured to be
about 236 nm which is 14 times better than that of the traditional infrared microscopy.
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