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相干反斯托克斯拉曼散射显微成像技术研究∗

刘双龙 刘伟† 陈丹妮 屈军乐 牛憨笨‡

(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)

( 2015年 9月 11日收到; 2015年 11月 23日收到修改稿 )

基于全量子理论对相干反斯托克斯拉曼散射 (CARS)过程进行了分析, 在此基础上搭建了单频CARS显
微成像系统, 获得了不同尺寸聚苯乙烯微球高对比度的CARS显微图像. 为了标定成像系统的空间分辨率,
采用逐点扫描方式对直径为 110 nm聚苯乙烯微球成像, 从而重构出系统的点扩展函数. 结果表明: 该CARS
显微成像系统的横向空间分辨率约为 600 nm, 而由阿贝衍射极限决定的理论空间分辨率约为 300 nm. 分析
了导致分辨率降低的原因, 并提出了解决方案. 为实现纳米分辨的CARS显微成像打下了坚实的基础.

关键词: 相干反斯托克斯拉曼散射, 显微成像, 分辨率
PACS: 42.65.Dr, 87.64.–t, 42.50.–p DOI: 10.7498/aps.65.064204

1 引 言

随着对生物学和生命科学等研究的深入, 人们
迫切地希望能从亚显微水平、甚至单分子水平来

原位、活体、实时地观测细胞器的结构、功能以及

物质间的相互作用, 这对于生命活动的理解以及疾
病的诊断具有重要的意义. 光学显微镜自问世以
来, 就作为一种观察微细结构的工具而被使用和不
断改进. 然而, 受到光学衍射极限的限制, 普通光
学显微镜已无法满足人们对亚细胞结构进行观测

的要求. 电子显微镜的出现, 使显微镜的空间分辨
率达到纳米量级、甚至埃米量级. 然而, 电子显微
镜所需要的真空环境不利于生物样品的存活, 因而
无法用于对活体组织和活细胞进行成像. 随后出
现的扫描隧道显微镜和原子力显微镜虽然也具有

十分高的空间分辨率, 但它们仅限于对样品表面成
像, 而且对生物组织也可能造成损伤, 无法观测细
胞内的精细结构及代谢过程. 与普通光学显微镜
相比, 荧光显微镜具有灵敏度高、荧光对比度高以

及可选择性激发等优点. 近年来, 基于荧光显微的
成像技术得到迅速发展, 已具有纳米尺度的空间分
辨率, 这些超分辨荧光显微技术主要分为近场显微
和远场显微两类, 其中近场显微方法主要有近场扫
描光学显微 [1]、全内反射荧光显微等 [2]. 这些近场
探测技术的成像深度有限, 一般为几个纳米到数十
个纳米, 这就限制了其只能用来对样品表面的结构
和组分进行探测, 而无法获得样品的内部信息. 远
场荧光显微方法主要有受激发射损耗显微 [3]、随机

光学重建显微 [4]、光敏定位显微等 [5], 这些超分辨
方法使荧光显微镜的分辨率得到极大提高 (可达到
10—20 nm), 从而使细胞内精细结构的观察成为可
能. 荧光显微技术需对细胞内分子进行荧光标记处
理以提供化学特异性, 而荧光标记处理对细胞功能
的影响以及荧光探针自身的光致漂白和光损伤都

是无法回避的问题.
相干反斯托克斯拉曼散射 (coherent anti-

Stokes Raman scattering, CARS)技术可以在无
需外援性标记的情况下, 根据物质分子的振动或者
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转动特性获取待测样品的分子组成和分布信息, 因
此具有良好的化学特异性 [6]. 同时, CARS所采用
的近红外激发波长对细胞组织的光损伤较小, 对于
长时间的活体研究更为有利; 除此之外, CARS还
具有高灵敏度、高空间分辨率、高数据获取速率等

优点, 在生物和医学研究领域有着广泛的应用前
景. CARS技术与微弱信号探测技术、光学显微技
术相结合, 不仅可以对样品进行光谱研究, 还可以
对样品内的微细结构进行显微成像. 1982年, Dun-
can等 [7]首次提出CARS显微成像技术, 并对洋葱
表皮细胞进行了CARS显微成像; 随后, Zumbusch
等 [8]采用中心波长分别为855 nm, 1155 nm的抽运
光和斯托克斯光对聚苯乙烯微球进行了显微成像,
获得了其横向分辨率为0.307 µm的显微图像; 2002
年, Cheng等 [9]采用数值孔径为 1.2的水镜获得了
0.2 µm聚苯乙烯微球的横向分辨率为 0.28 µm、纵
向分辨率为 0.75 µm的显微图像. 为了提高CARS
显微成像系统的空间分辨率, Huang研究组 [10]将

径向偏振光代替原有的线偏振高斯光束作为激发

光,将其横向分辨率提高了约10%; Heuke等 [11]采

用贝塞尔光束作为激发光, 将其横向分辨率提高到
了原有分辨率的 1.33 倍; Hajek等 [12]提出采用结

构照明与宽场CARS 显微技术相结合的方法, 理论
上可将其横向空间分辨率提高到 122 nm. 由于受
到光学衍射极限的限制, 这些CARS显微成像仍未
能突破光学衍射极限的限制, 而基于近场扫描显微
技术、表面增强效应的CARS 超分辨显微成像方法
无法观测细胞的内部结构 [13−15]. Beeker等 [16−18]

提出的点扩展函数耗尽法仍处于理论研究阶段, 这
些方案尽管有可能获得纳米的空间分辨率, 但其
所需的化学特异性只能由分子中的单一化学键提

供, 而通过单一化学键来实现分子的识别与定位显
然是不够准确的, 因而其在实际生物学的应用仍会
受到较大限制. 在我们提出的附加探测光引起声
子耗尽方案中, 环形分布的附加探测光用来耗尽点
扩展函数范围内周边的声子, 而点扩展函数中心的
声子仅与高斯型探测光作用, 从而实现对点扩展函
数的改造, 以获得纳米的空间分辨率 [19]. 在此基
础上, 若采用超连续谱激光作为抽运光与斯托克斯
光 [20,21], 可同时激发样品分子中的多个甚至全部
的化学键的共振, 获得分子的完整CARS谱, 从而
在纳米的空间内准确地识别与定位分子.

实现纳米分辨CARS显微成像是一个世界性

难题, 在此之前, 须将单频CARS显微成像系统
优化到最佳状态, 尽可能地消除一切对提高成像
空间分辨率不利的因素, 使此成像系统的横向空
间分辨率尽可能接近理论极限值, 为实现纳米分
辨的CARS显微成像奠定基础. 聚苯乙烯是由苯
乙烯单体经自由基加聚反应合成的聚合物, 它在
500—1800 cm−1内具有较明显的拉曼特征峰, 且
商用化的聚苯乙烯球粒具有粒径均匀、球型形貌好

等优点, 常用来标定拉曼成像系统的空间分辨率.
因此, 本文基于全量子理论对CARS过程进行了分
析, 在此基础上搭建了单频CARS显微成像系统,
并对不同尺寸的聚苯乙烯微球进行了显微成像, 获
得了具有高对比度的CARS显微图像. 此外, 采用
直径为 110 nm聚苯乙烯微球对聚焦光斑进行逐点
扫描, 得到了该显微成像系统的空间分辨率. 最后
对这一结果进行了分析, 找到了一些导致分辨率降
低的原因, 并提出了相关解决方案, 这为实现纳米
分辨的CARS显微成像打下了坚实的基础.

2 基本原理

CARS过程基于三阶非线性效应, 通常采用两
束中心频率不同的激光脉冲分别作为抽运光 (ωP)
和斯托克斯光 (ωS)来激发样品分子键共振, 当两束
激光脉冲的频差与待测样品中分子固有振动模式

的振动频率一致时 (ωR = ωP − ωS), 分子的固有振
动模式得到共振增强, 并在探测光 (ωPR)的作用下
产生反斯托克斯信号 (ωAS = ωP −ωS +ωPR), 其能
级图如图 1所示.

ωSωP

ωPR

ωCARS

ωR

图 1 CARS过程的能级示意图

Fig. 1. Diagram of CARS process.

在全量子理论下, CARS过程可分为两步:
1) 具有拉曼活性的分子化学键在抽运光和斯托
克斯光的激发下, 产生大量的相干声子; 2)这些相
干声子与探测光光子作用, 产生反斯托克斯光子.
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在第一步过程中, 抽运光和斯托克斯光脉冲同时到
达样品激发分子键共振, 在湮没一个抽运光光子的
同时产生一个斯托克斯光子和一个相干声子, 产生
的相干声子数量为 [22,19]

dnv
dl = N

πe4ωPωS
2ε20~2V 2µ2

Pµ
2
S

µS
c
|αR|2n∗

P[n
∗
S + 1]

× δ(ωS − ωP + ωv), (1)

其中, nv为产生的相干声子数目, l为相互作用长
度, N为体积元V 内的分子数目 (同时假设一个分
子只有一个振动键), e为电子电荷; ε0为真空间介
电常数; ~为普朗克常数; ωP, ωS, µP, µS 分别为抽

运光、斯托克斯光的中心频率和折射率; ωv为分子

键的拉曼振动频率; n∗
P, n∗

S分别为某时刻抽运光光

子和斯托克斯光光子的数目; αR为拉曼跃迁极化

率. 由于相干声子是在某一瞬间产生的, 因而 (1)
式中的狄拉克函数可近似用洛伦兹线型来表示, 当
ωP − ωS趋近于ωv时, 则有

δ(ωS − ωP + ωv)

→ Γ/π

(ωS − ωP + ωv)2 + Γ 2
=

1

πΓ
, (2)

式中的Γ 是与分子退相时间有关的参量. 同

时, 抽运光光子和斯托克斯光光子的数目可用
抽运光和斯托克斯光强度表示, 其关系式为:
Ij = nj(~ωjc/µjV ), 因而相干声子数目为

nv =
ISµSV

~ωSc
· IPgl, (3)

其中, IP, IS分别为抽运光和斯托克斯光强度, g为
增益系数

g = N0
e4ωS

2ε20~3c2µSµP
|αR|2

1

Γ
. (4)

在CARS的第二个过程中, 产生的相干声子随
后与探测光光子作用, 产生反斯托克斯光子. 对于
低浓度样品, 相邻分子间的距离较大, 声子的能量
不能在分子间相互传递, 因而产生的反斯托克斯光
子数目为

nlow
CARS = nvnPr

1

Afoc
∂σC∆tfrep, (5)

式中npr为探测光光子数目, Afoc为聚焦光斑面积,
∆t为曝光时间, frep为重复频率. 而在高浓度样品
中, 声子的能量可以在分子间自由传递, 因而产生
的反斯托克斯光子数目还与体积元内的分子数目

有关, 即

nhigh
CARS = NnvnPr

1

Afoc
∂σC∆tfrep. (6)

由于光波的衍射特性, 激光束被显微物镜聚焦
后会在焦平面上产生一个模糊的光斑——艾里斑,
其光斑横向尺寸为σ = 0.5 × λ/NA (半高全宽),
因而入射光在物镜后焦平面的空间光强分布可表

示为:

f(r) = I0 exp
(
− 16 ln 2×NA2

λ2
r2
)
, (7)

式中, f(r)和 I0分别为入射光的空间强度分布和峰

值功率密度, λ为入射光中心波长, NA为聚光的数

值孔径. 若不考虑抽运光、斯托克斯光的波长差, 并
统一记为λ, 则由 (5)—(7)式可以得到系统点扩展
函数的半高全宽为

∆r =
0.5λ√
3NA

. (8)

3 聚苯乙烯微球的显微成像

单频CARS成像系统如图 2所示, 钛宝石激光
器 (MaiTai HP)输出的飞秒脉冲来抽运光学参量
振荡器 (opital parameters oscillator, OPO)以产生
CARS实验中所需的抽运光 (探测光)和斯托克斯
光, 即OPO输出的未耗尽基频光 (中心波长为 820
nm、脉冲宽度为 160 fs)作为斯托克斯光, 信号光
(波长调谐范围为490—750 nm)作为抽运光和探测
光, 在本实验中未采取时间分辨探测, 即抽运光, 斯
托克斯光和探测光是同时到达样品的. 实验中所采
用的样品为平铺在盖玻片上的聚苯乙烯微球, 当信
号光的中心波长调谐到655和725 nm时,可实现对
聚苯乙烯分子中波数为 3066和 1603 cm−1化学键

的探测, 此时CARS信号的中心波长分别为 545和
649 nm.

图 2中的半波片用来调节抽运光 (探测光)的
偏振态, 使抽运光和斯托克斯光为沿同方向振动的
线偏振光; 时间延迟系统用来实现抽运光和斯托克
斯光间的脉冲同步. 两束光在空间上完全重合后送
入一倒置显微镜, 并被显微物镜 (数值孔径为 0.95,
放大倍率为 40)聚焦于样品上, 三维纳米定位台带
动样品移动, 实现聚焦光斑对聚苯乙烯微球的逐点
扫描. 产生的CARS信号采用数值孔径为 0.85的
聚光镜进行收集, 并经两片短波通滤光片后被光纤
光谱仪探测. 此外, 为了提高CARS光谱的谱分辨
率, 成像系统中还加入了窄带干涉滤光片, 其带宽
为1 nm.
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OPOTi:Sapphire 

图 2 单频CARS成像系统的结构示意图

Fig. 2. Schematic of traditional CARS microscope.

基于虚拟仪器开发软件 (LabVeiw), 我们自主
编写程序对Physik Instrumente公司的三维纳米定
位台和OceanOptics公司的光纤光谱仪进行控制,
实现聚苯乙烯微球的二维逐点扫描成像, 其原理如
图 3所示. 图中的绿色圆点表示纳米定位台的驻停
位置, 蓝色小方格为该驻停点代表的像素, 橙色虚
线箭头代表纳米定位台的行进方向. 纳米定位台
带动聚苯乙烯微球移动到驻停位置后, 光谱仪记录
并存储当前位置的光谱信息, 然后纳米定位台带动
聚苯乙烯微球移动到下一个驻停位置, 如此循环下
去, 直到完成对整个成像区域的逐点扫描. 因而,
我们在每一个驻停点位置均可获得一组光谱数据,
再根据光谱强度得到各驻停点位置的光强度, 从而
重构出聚苯乙烯微球的CARS显微图像.

Y

X

图 3 聚苯乙烯微球的二维扫描示意图

Fig. 3. Bidirectional X-Y scanning of polystyrene
beads.

首先, 我们对 4.6 µm的聚苯乙烯微球进行
了CARS显微成像, 实验中采用的抽运光波长为
655 nm, 斯托克斯光波长为 820 nm, 对应的分子
化学键为 3066 cm−1. 当抽运光、斯托克斯光功率
分别为 2.3, 0.5 mW时, 得到聚苯乙烯的CARS光
谱如图 4所示, 图中的点线为实验中采集得到的
CARS光谱, 实线为拟合曲线, 纵坐标为CARS信

号的相对强度. 从图中可以看出: 产生的CARS信
号中心波长为 546 nm, 半高宽约为6.2 nm, 且具有
很好的信噪比.
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图 4 (网刊彩色) 聚苯乙烯微球的CARS光谱
Fig. 4. (color online) CARS spectrum of polystyrene
beads.

由于聚苯乙烯微球的CARS信号仅产生在
540—552 nm的波长范围内, 因而在逐点扫描
过程中, 每个像素上的光强度为该驻停点上
540—552 nm范围内光谱强度的累积量, 重构
出的聚苯乙烯微球CARS显微图像如图 5所示.
图 5中 (a)—(c)图像尺寸分别为 15 µm × 15 µm,
10 µm×10 µm, 5 µm×5 µm,单步扫描步长为0.5,
0.2和 0.1 µm, 图中的光强度均采取了归一化处理.
从图中可以看出, 随着扫描步长的减小, 显微图像
中聚苯乙烯微球具有更平滑、清晰的边缘, 图像质
量明显变好. 图 5 (b)中显微图像有大有小的原因
是: 盖玻片固定时受力不均匀, 导致聚苯乙烯微球
的球心不在同一高度上. 调节显微镜使显微物镜的
焦平面与聚苯乙烯微球的球心处在同一高度, 此时
的CARS信号最强, 得到聚苯乙烯微球的显微图像
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如图 5 (c)所示, 该图像具有较好的对比度, 并且聚
苯乙烯微球的轮廓清晰可见.
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图 5 4.6 µm聚苯乙烯微球的CARS显微图像 (a)扫描
步长 0.5 µm; (b)扫描步长 0.2 µm; (c)扫描步长 0.1 µm
Fig. 5. CARS image of 4.6 µm polystyrene beads with
step size (a) 0.5 µm, (b) 0.2 µm, (c) 0.1 µm.

在相同的入射光功率下, 我们对 1.37 µm的聚
苯乙烯微球进行了CARS显微成像, 结果如图 6所
示, 图像尺寸为 3.5 µm × 3.5 µm, 单步扫描步长
为 0.05 µm. 由于聚苯乙烯微球平铺在盖玻片上
且微球的直径较小, 而聚焦光斑的轴向尺寸较大
(2λ/NA2), 因而每个驻停点上的光强度不仅包含
聚苯乙烯微球的CARS信号, 也有盖玻片的非共振
背景, 如图左下角的 “背景噪声”. 当然, 这种非共振
背景可以通过时间分辨探测、偏振探测等方法进行

抑制 [23−25]. 图中聚苯乙烯微球周围的一圈暗条纹
主要是由聚苯乙烯微球和周围非共振介质 (空气)
间的折射率差引起的, 且当聚苯乙烯与周围介质的

三阶非线性极化率间的相位差越大, 这种暗条纹现
象越明显 [26].
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图 6 1.37 µm聚苯乙烯微球的CARS显微图像

Fig. 6. CARS image of 1.37 µm polystyrene beads.

为了标定出CARS显微成像系统的横向空间
分辨率, 需采用尺寸更小的聚苯乙烯微球来扫描聚
焦光斑, 从而重构出系统的点扩展函数. 由于在相
同的抽运光和斯托克斯光功率下, 聚苯乙烯微球尺
寸越小, 其产生的CARS信号越弱, 且信噪比越低,
因而需适当增加抽运光和斯托克斯光功率. 当抽运
光和斯托克斯光功率分别为 7.5 mW, 1.5 mW时,
110 nm聚苯乙烯微球的CARS 显微图像如图 7 (a)
所示, 其图像尺寸为 1.5 µm× 1.5 µm, 单步扫描步
长为 0.05 µm. 从图中看出聚苯乙烯微球的结构十
分完整, 且其周围也有一圈暗条环, 微球的下半部
分CARS强度突然变低的原因是显微物镜与聚苯
乙烯微球间发生了轻微的离焦, 后续工作会考虑加
入轴向防漂移系统来减小这个不利因素对CARS
显微成像的影响. 图 7 (b) 给出了该聚苯乙烯微球
CARS显微图像沿半径方向的截面图, 图中点线为
实际CARS归一化强度随位置的变化关系, 实线为
拟合曲线, 高斯曲线拟合结果表明该显微图像的半
高全宽为603 nm.

由于CARS显微成像采用的是逐点扫描成
像, 且扫描的步长较小, 因此CARS显微图像
的获取是一个卷积的过程, 即: Im(x, y) =

Ob(x, y)*PSF+Noise, 其中Ob(x, y)和 Im(x, y)分

别为物函数与像函数, PSF和Noise分别为成像

系统的点扩展函数和探测器噪声. 在计算CARS成
像系统的空间分辨率时, 需对像函数进行反解卷积
计算, 实际上可用一简单的近似算法来代替这一
过程 [7], 即: ∆ =

√
∆2

1 −∆2
2 (∆1为像函数的半高

全宽, ∆2为聚苯乙烯微球等效的半高全宽, ∆为成
像系统的实际空间分辨率). 对于 110 nm的聚苯乙
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烯微球, 其等效半高全宽约为 58 nm, 由此可得到
CARS 显微成像系统的横向空间分辨率为600 nm.
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图 7 (网刊彩色) (a) 110 nm聚苯乙烯微球的CARS显
微图像; (b) CARS强度随位置的变化关系
Fig. 7. (color online) (a) CARS image of 1.37 µm
polystyrene beads; (b) variation of normalized CARS
intensity with position.

上述所得的分辨率远低于CARS显微成像的
理论空间分辨率, 这是由多方面原因引起的, 如:
光学平台的振动、样品的漂移和抖动、周围环境 (空
气对流)等. 为了进一步提高CARS显微成像的空
间分辨率, 可采取以下方法来降低这些不利因素对
CARS显微成像的影响: 更换具有更好隔振效果的
光学平台, 采用快速扫描装置 (如扫描振镜)和高灵
敏度的探测器以缩短成像时间, 尽量压缩光程以提
高成像系统稳定性, 采用半封闭式系统以减小气流
对成像的影响等.

4 结 论

本文介绍了CARS显微成像的基本原理, 在此
基础上搭建了单频CARS显微成像系统, 利用该系
统对不同尺寸的聚苯乙烯微球进行了显微成像, 获
得了其具有高对比度的CARS显微图像. 通过逐

点扫描对直径为 110 nm聚苯乙烯微球进行显微成
像, 得到系统的横向空间分辨率约为 600 nm. 由
于受到样品的漂移和抖动、周围环境 (空气对流)等
因素的影响, 该成像系统的横向空间分辨率要远低
于其理论值. 在接下来的工作中, 我们将采取相关
措施以减小这些因素对系统分辨率的影响, 以期获
得接近于理论值的空间分辨率, 这是实现纳米分辨
CARS显微成像的基础.
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Abstract
In this paper, we analyze the process of coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS) based on quantum theory

and set up a traditional point-scanning CARS microscope. With this microscope, high-contrast images of polystyrene
microspheres are obtained. By scanning polystyrene beads with 110 nm diameter, we reconstruct the point spread faction
(PSF) of the system. And the full width at half maximum of the PSF shows a lateral resolution about 600 nm, which is
larger than the theoretical value (∼300 nm). Therefore, we propose several resolution-improvement approaches, which
lay a strong foundation for the realization of nano-CARS microscopy.
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