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摘要    相干拉曼散射显微术(Coherent Raman Scattering Microscopy)是一类植根于拉

曼散射的光学显微成像方法, 主要包含相干反斯托克斯拉曼散射(Coherent Anti-Stokes 

Raman Scattering, CARS)和受激拉曼散射(Stimulated Raman Scattering, SRS)两种方法. 

CARS/SRS 显微术通过探测目标分子特定的振动来提供成像所需的衬度, 通过非线性

光学过程大大提高了检测的灵敏度, 同时本征地具备三维成像能力. CARS 和 SRS 显

微术可以对脂类等不易被标记的物质成像, 还可以很好地通过选择振动光谱, 对生物

体内特定小分子物质如药物等, 以及生物大分子如核酸、蛋白质等进行无需标记的成

像, 因此成为极有潜力的活体(in vivo)成像手段. 本文主要介绍了CARS和SRS显微术

的基本原理、实验操作及其在化学和生命科学中的应用.  
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1  引言 

光学显微镜通过光学系统放大微小物体的影像, 

使之能够被肉眼观察. 它的发明为人们观察微米及

亚微米尺度的事物提供了有力的工具, 使得人类对

微观世界的认识有了巨大的提升 . Anton van 

Leeuwenhoek被认为是显微学之父, 早在 1674年, 他

就用自制的显微镜观察到了微生物 ; 英国科学家

Robert Hooke 也常被认为是显微学的鼻祖, 他观察到

了死亡植物细胞留下的细胞壁. 最常见的显微观察

操作, 是通过透射光照明来进行“明场”观察, 即利

用样品对光吸收能力的不同来产生成像的衬度 . 

Leeuwenhoek 和 Hooke 所自制的显微镜, 以及早期

的其他光学显微镜, 都是利用这样的方法来观察的. 

为了区分许多样本的精细结构, 人们还发展了许多

染色剂, 以提高衬度便于观察.  

然而透射光在观察透明样品时则遇到了困难, 

因为难以仅仅通过光的吸收在这些样品中获得良好

的图像衬度. Frits Zernike 于 1930 年代发明的相差显

微术, 漂亮地解决了这类样本的观察难题, 极大地促

进了生命科学的发展, 他本人也因此获得 1953 年的

诺贝尔物理学奖. 这一技术的基本考虑在于透明样

本的折射率分布会改变透射光波前的相位分布. 这

样, 当通过样品的透射光与另一束参考光干涉时, 相

位的差异可以转化为振幅的变化, 得到的图像就能

反映透明样本的结构信息, 即由相位差提供了衬度. 

相差显微术的发明是非标记显微术的重大突破, 这

种方法避免了细胞染色过程中许多破坏性步骤, 可

以用于无损地观察活细胞的动态过程. 在此基础上, 

Nomarski 发明的微分干涉显微术, 大大增强了透明

物体的立体感, 方便了生命科学的研究和镜下操纵. 

相差显微术和微分干涉显微术在现代生命科学研究
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中已经成为最常用的非标记光学显微方法.  

在生命科学研究中, 对各种生化成分进行特异

性的成像是了解生命活动细节的关键. 要通过显微

成像实现这一点, 仅靠折射率来产生对比度是远远

不够的. 荧光显微术通过荧光发色团提供了化学衬

度. 利用荧光基团来特异性地标记化学物质, 通过荧

光信号在样本内的分布, 就能获得目标化学物质的

分布情况. 因此, 荧光显微术比简单的透射照明显微

方法更适合生命科学和物质科学中复杂体系的观察.  

共聚焦技术能够提供接近光学衍射极限的横向

分辨率, 同时依赖放置在激发光和样品各自焦面处

的共轭光阑, 还提供了三维成像能力. 激光扫描共聚

焦显微镜达到了光学显微术的一个顶峰, 已经逐渐

成为生命科学中的常规成像技术. 进一步发展的多

光子荧光显微术则利用多个低能量的光子(通常是双

光子)来实现荧光发色团的激发. 作为非线性光学过

程, 多光子激发只在物镜焦点处实现, 大大减少了图

像中的背景噪声, 提高了图像的信噪比. 同时, 由于

激发光的波长通常都位于红外区, 相对于传统的共

聚焦显微镜能够在样品中获得更大的穿透深度, 有

利于深层组织样本的激发.  

在观察生物样本时, 激光扫描共聚焦显微术和

多光子显微术都需要挑选具备合适发色团的样本 , 

或者对样本进行染色处理以提高成像的特异性和衬

度. 荧光染料和传统的染料一样, 都必须具有针对一

类或者某种化学物质的特异结合能力, 从而使之在 

检测时从背景中凸显出来. 荧光标记方法由于技术

的发展和成熟, 以及很好的化学特异性, 已经成为最

主要的标记手段. 荧光标记包括荧光染料、荧光探针

和荧光蛋白等方法, 但无论是哪种标记方法, 都存在

一定的局限性. 首先, 许多标记手段需要杀死细胞, 

而许多活细胞染色方法也常常不可避免地对所研究

体系造成影响, 标记分子的引入对细胞的正常生理

过程可能不利; 其次, 由于荧光的产生要通过电子能

级间的跃迁, 样本容易受到激发光的损伤, 另外荧光

基团还存在光漂白的问题, 这些都影响了长时间的

观察; 最后, 许多重要的物质如细胞内的小分子和脂

类等很难或者无法被荧光标记.  

基于以上这些局限性, 我们亟需摆脱荧光方法

的束缚, 发展一种具有良好特异性和灵敏度, 而又无

须标记(Label Free)的新型显微技术. 可以利用的方

法, 除了上面提到的相差技术外, 还包括吸收谱、多

光子吸收、受激辐射以及拉曼散射. 由于吸收信号存

在于高背景中, 所以利用吸收光谱来成像时不容易

获得良好的衬度. 相比之下, 受激辐射和拉曼散射比

较容易产生特异性的衬度, 用于生物成像很有潜力. 

尤其是拉曼散射, 探测的是光和物质非弹性散射后

发生的频率移动, 具有很好的化学特异性, 非常适合

化学和生物体系的成像需求. 各个成像方式的特点

比较见表 1. 我们将在本文中着重阐述相干拉曼散射

及其成像应用. 

表 1  各种显微成像术的比较 

方法 照明方式 衬度来源 优点 缺点 

染料染色 宽场白光 吸收 简便, 能够分辨细胞器 
样品制备需要杀死细胞, 很难

分辨化学组成 

相差 宽场相干光 偏振光干涉 能够看到透明样品 能够区分的物质非常有限 

荧光染料 单色光 荧光 优秀的化学衬度 
引入不便, 对细胞伤害大, 有

时需要杀死细胞 

荧光探针 单色光 荧光 标记分子小, 对生物组织影响小 背景高 

荧光蛋白 单色光 荧光 与生物样品亲和性高 信号强度低 

吸收 白光 吸收率的分布 样品制备简单 光损伤大 

多光子吸收 单色脉冲光 多光子吸收率的分布 穿透深度大, 光损伤小 衬度不大 

二次谐波 单色脉冲光 二次非线性极化率的分布 信号受微环境调控 普通分子的信号微弱 

受激辐射 泵浦-探测 电子态或者化学键的分布 无背景 所需光强较高 

拉曼散射 单色光 化学键的分布 化学专一性高, 可以提供分子指纹信息 探测困难, 采集时间长 
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2  拉曼散射 

C. V. Raman 在 1928 年写给《自然》杂志编辑的

信 [1]中首先指出了散射光中存在波长红移的次级线

(即斯托克斯线), 从实验上开启了对于光和物质间非

弹性相互作用的研究. 通常, 拉曼散射是发生在光和

分子振动能级间的相互作用. 在不满足电子能级共

振条件的情况下, 分子吸收光子的能量不能完成向

电子激发态的跃迁, 但是可以到达一个中间态, 即虚

态. 处在虚态的分子会迅速向低能态跃迁, 同时发射

出一个光子, 这就是散射过程, 发射出的光子就是散

射光. 如果散射光子和原来的光子频率相同, 称之为

瑞利散射(Rayleigh Scattering). 如果分子从虚态向下

跃迁时, 到达比原来能量高的态, 散射光的频率将降

低 , 称之为斯托克斯散射(Stokes Scattering); 相反 , 

如果终态的能量比初态低, 那么散射光的频率将升

高 , 称之为反斯托克斯散射(anti-Stokes Scattering). 

斯托克斯与反斯托克斯散射统称为拉曼散射(Raman 

Scattering). 显然, 拉曼散射是光的非弹性散射. 拉

曼散射的截面(cross section)很小, 因此自发拉曼散射

的信号强度通常很低. 能量在分子振动能级和光子

之间发生交换, 其大小对应振动能级间距, 散射光的

频率移动(拉曼位移)也因此与分子振动的频率相同. 

斯托克斯线与反斯托克斯线在光谱上则相对于入射

光的频率对称分布.  

拉曼位移与分子的振动模式密切相关. 特征振 

动模式反映出分子结构上的特征, 在非简并的状态

下, 不同模式之间的振动频率也不同. 分子的振动模

式数目随着分子内结构复杂度的增加而增加, 但是

由于影响分子振动的主要是化学键, 所以一个特定

官能团的特征振动模式和频率是相对固定的. 因此, 

拉曼光谱具有很好的化学特异性, 从拉曼光谱的峰

位信息就可以推导化学键或者官能团的组成、含量及

其周围的微观环境. 然而, 并不是每一种振动模式都

具有拉曼活性. 与红外吸收光谱源于振动时偶极矩

变化不同, 拉曼散射产生于振动中极化率的变化. 以

CH2 为例, CH2 有四种本征平面振动模式, 包含键长

和键角的变化, 如图 1 所示. 这四种 CH2 平面振动模

式都会带来极化率的变化, 所以都具有拉曼活性.  

拉曼散射有不同的实现条件. 在一般情况下, 拉

曼散射可以自发产生, 如一束单色光在照射物质以

后产生的就是这种信号, 是非相干的偏振光. 除此之

外, 还有相干拉曼散射(Coherent Raman Scattering), 

本文重点阐述相干反斯托克斯拉曼散射(Coherent 

anti-Stokes Raman Scattering, CARS)以及受激拉曼散

射(Stimulated Raman Scattering, SRS)这两种技术. 相

干拉曼散射与自发拉曼散射的本质区别在于由入射

光诱导产生的偶极辐射是否具有相干性. 对于自发

拉曼而言, 在样品的各个点产生的散射光的相位是

随机的; 而相干拉曼散射在样品的不同点之间产生

的散射光相位关联, 能够相干叠加. 发生在样品中的 

 

 

图 1  拉曼散射示意图. (a~c) 光散射的能级图, 分别表示瑞利散射、斯托克斯散射和反斯托克斯散射; (d) 视黄醇分子的拉曼

光谱[2]; (e~h) CH2的四种平面振动模式, 这四个振动都是拉曼活性的 
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相消干涉(Destructive Interference)和相长干涉(Cons- 

tructive Interference)会改变信号的分布. 

拉曼散射在生物显微学上的应用有独特的优势. 

首先, 与荧光显微术相比, 这是一个无标记的方法, 

信号来源于分子的本征特性, 不需要引入任何外部

标记. 因此, 拉曼散射显然比荧光在活体(in vivo)观

测上具有更大的优势. 其次, 拉曼散射对入射光的波

长没有要求, 可以使用红外光作为光源. 对于生物样

品, 由于在样品内的散射减少, 更长的波长可以获得

更大的穿透深度. 与此同时, 红外光激发下的拉曼散

射不涉及电子激发态, 因此不存在光漂白问题, 对生

物样本可能造成的光损伤相比荧光也要低得多. 然

而, 传统的拉曼显微术面临一个难以逾越的障碍, 就

是拉曼散射信号十分微弱, 每获取一个像素的信号

大约需要几十毫秒至 1 秒左右的时间. 由此推算, 获

得一幅具有实用意义的图像, 大约至少需要几十分

钟的时间, 这大大限制了拉曼显微术在生物样品特

别是活细胞和活体上的应用.  

3  相干反斯托克斯拉曼散射(Coherent anti- 
Stokes Raman Scattering, CARS) 

1965 年,福特汽车公司的两位研究科学家发现了

CARS 现象[3]. 1982 年, 美国海军研究实验室的科学

家们将 CARS 移植到显微镜上, 作为衬度来成像[4]. 

此后, CARS 显微术一度发展缓慢. 直到 1999 年, 美

国太平洋西北国家实验室的谢晓亮研究组应用新的

激光控制技术, 使 CARS 显微镜的装置布局从非共 

线[4]转变为共线[5], CARS 显微术才进入快速发展阶

段, 逐步走向实用.  

与自发拉曼散射不同, CARS 是一个非线性光学

四波混频过程. 通常我们利用泵浦和斯托克斯两束

光来激发样品, 其频率分别为 ωP 和 ωS. 若所要探测

的化学键振动频率为R, 那么当三者满足共振条件

R = ωPωS 与相位匹配条件 kA = 2kP±kS 时, 将激发

出频率为 ωAS = 2ωPωS 的反斯托克斯光, 整个过程

涉及四个光子(见图 2(a)), 这四个光子满足能量守恒

和动量守恒关系, 在 CARS 过程中光与分子之间并没

有能量或者动量的交换. 泵浦光、斯托克斯光和反斯

托克斯光的频率相位关系, 可以从图 2(b)和(c)中看出.  

CARS 信号的产生是一个三阶非线性光学过程, 

其信号的强度和激发光强度的关系可以写成(1)式[2]:  

2
(3) 2 2

AS P S

sin( / 2)
| |

/ 2

kz
I I I

k
     

        (1) 

式中, IAS 表示反斯托克斯信号的强度, 下标 和 分

别代表斯托克斯光与泵浦光. k 是相位失配量. 而信

号的特征可以用三阶电极化张量(3)来描述. 在实际

体系中, (3)包含共振和非共振两个部分, 共振部分是

我们所关心的信号, 它来源于上述的特定化学键振

动模式. 非共振部分来源于分子内电子对激发光的

不同形式的响应. 由此, 可以将(3)写成 
(3)

(3) (3) R
NR i


 

 
 


               (2) 

其中, (3)
NR 表示非共振部分, (3)

R 表示共振部分. 表

示均匀加宽的拉曼谱线宽, 而= PSR 表示失

谐量. 由上面的强度公式可以得到 
(3) 2 (3) 2 (3) (3)

CARS NR R NR R( ) | | | ( ) | 2 Re ( )I            (3) 

ICARS 是 CARS 信号的强度, 它是频率失谐量的函数, 

式中右边各项的含义可以通过图 2(d)形象地反映出

来. 从图中可以看出, 第一项非共振项与失谐量无关, 

是一个非零的常数. 这对应于信号中一个恒定的背

景. 第二项共振项是我们想要探测的量, 它与体系内

包含的振子数目相关. 可以看到, 这是一个经典的共

振曲线, 峰位在= 0 处, 此时信号最强. 第三项则是

共振项与非共振项的耦合. 从曲线上可以看出, 耦合

项在变化时的行为可以明显分成三段, 最终的数值

可以是正的也可以是负的. 由此可见, 耦合项的存在

使得CARS信号变得复杂. 相位匹配条件的满足并不

一定带来信号的增强. 而且, 耦合项使得谱发生了移

动, 即CARS信号的峰和自发拉曼散射的峰并不在同

一个位置, 这为实验中激光波长的选择和结果中峰

位的指认带来了一些困难. 这一非共振的背景信号

可以通过外差法[6]或者调频法[7]加以抑制或消除, 但

是在客观上增加了实验难度. 在实践中, 这一信号产

生机制导致 CARS 信号的强度与被检测物的浓度之

间没有明确的对应关系, 因此可能带来许多假象, 导

致 CARS 信号或图像用于定量研究时面临许多挑战. 

值得高兴的是, CARS 信号的强度通常比自发拉曼信

号提高了 104~105 倍, 大大提升了应用范围, 特别是

在快速动态的生命科学研究中信号强度的提升是必

不可少的条件.  

经过十多年的发展, CARS 显微术进步迅速. 现
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图 2  CARS 过程的能量、动量、光谱以及信号示意图. (a) CARS 过程的能级图, 两个频率为P 的光子和一个频率为 ωS 的光

子共同作用, 在样品中产生频率为AS 的 CARS 信号光子; (b) CARS 过程中满足的相位匹配条件 kA = 2kP±kS, 这使得 CARS

具有两个信号传播方向, 对应图中的+和; (c) 泵浦光, 斯托克斯光与CARS光的频率关系; (d) (3)
R 的各个组成部分与频率失

谐量∆之间的关系, 包括共振部分 (2)
R , 非共振部分 (3)

NR 以及二者的耦合项 (3) (3)
NR R2 Re ( )    

在可靠性与可操作性最高的 CARS 显微镜架构是由

哈佛大学的谢晓亮研究组优化的, 其主要组成可以

用图 3 来表示. 显微镜主体部分由一台激光扫描显微

镜组成, 它通常由商品化的共聚焦显微镜或者多光

子显微镜经过简单的改装或配置来实现对外部引入

激光的扫描以及CARS信号的收集. 光源则采用空间

上重合、时间上同步的两束脉冲激光, 分别称为泵浦

光(pump)和斯托克斯光(Stokes). 脉冲激光器可以在

相对低的平均功率下提供极高的峰值功率, 这是产

生 CARS 信号的必要条件. CARS 显微镜装置的关键

在于泵浦光和斯托克斯光的成功引入和同步. 要想

获得CARS信号, 必须使泵浦光束和斯托克斯光束在

空间上完全重合, 并且具有共同的焦点. 两束光在这

一共同焦点处的耦合最强, 能够有效地产生CARS信

号. 以上可以通过显微镜外适当的光路调节实现. 而

在实验中更为重要和具有挑战性的, 是实现两束光

的脉冲序列在时间上的重合, 因为只有当两束光的

脉冲同时到达样品时, 才有可能产生四波混频过程.  

两束不同波长的激光脉冲序列的时间重合可以 

 

图 3  CARS 显微镜系统示意图. DM 表示二向色镜, F 表示

滤色片, GV 表示扫描振镜. 光源为一台双输出的高重复频

率皮秒脉冲激光器, 可以输出波长 1064 nm 的基频光和 532 

nm 的倍频光. 基频光作为斯托克斯光(Stokes beam)进入显

微镜. 倍频光作为泵浦源耦合进入OPO. 在基频光路中增加

一光学延迟线(delayline), 以进行脉冲重合的精细调节. 两

束光在经过时间和空间的重合调节以后, 再扩束进入显微

镜 . CARS 信号能够向前和向后传播 , 因而能够在前向

(F-CARS)和背向(E-CARS)两个方向进行探测 

通过多种方法来实现. 一种方法是使用两台钛宝石

激光器, 分别产生波长合适的泵浦光束和斯托克斯

光束, 然后利用外置的同步器, 将两个激光器的光脉

冲序列同步, 再利用光学延时线使两束光的脉冲精
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确重叠. 这个方法的好处是两束激光的波长都可以

在很大的光谱范围内调谐(一般钛宝石激光器的调谐

范围在 700~1100 nm), 其缺点在于利用外置同步器

不仅增加了成本, 而且不容易维持同步的稳定性, 加

大了实验难度, 从而限制了方法的推广. 另一种方法

则利用光学参量振荡器(Optical Parameter Oscillator, 

OPO)作为波长调谐的关键装置, 近些年来逐渐成为

CARS 系统的主流设置方式. 这一方法需要一台脉冲

激光器同时提供 CARS 信号所需的斯托克斯光和

OPO 的泵浦光. OPO 能够产生两束与泵浦光脉冲时

序完全一致、波长可调的光, 分别称为信号光(Signal)

和闲频光 (Idler), 通常只采用其中的信号光作为

CARS 信号的泵浦光, 与前面的斯托克斯光一起激发

样品. 在实验装置的实际搭建中, 最方便的配置是使

用基频在 1064 nm 的高重复频率(76~80 MHz)皮秒脉

冲激光器来作为CARS信号的斯托克斯光; 将其倍频

后 (532 nm)作为 OPO 的泵浦源 , 获取波长位于

700~1000 nm的同步脉冲激光作为CARS信号的泵浦

光. 由于它们的脉冲序列是同步的, 通过光学延时线

可以让脉冲精确重合, 产生 CARS 信号. 这一方法省

去了两台独立脉冲激光器的同步控制, 大大简化了

实验的难度, 成为应用最广的实验方案. 最近, 在商

业化的产品中, 还可以在现有的多光子显微镜系统

上通过简便的改装 , 实现一部分 CARS 成像的功   

能[8, 9]. 利用钛宝石飞秒激光器出射的激光通过光子

晶体光纤, 产生超连续的宽谱飞秒脉冲激光, 再选择

合适的波段与钛宝石激光器的部分出射光组成泵浦

光和斯托克斯光, 来激发样品的 CARS 信号. 这个方

法的好处是可以在现有的多光子显微镜光源与镜体

之间通过添加一个附件实现CARS成像, 对于已经具

有飞秒激光光源的多光子显微镜用户有一定的吸引

力. 最近, 时间透镜(time-lens)技术被用于产生时序

同步的脉冲激光序列. 时间透镜技术最早应用于光

通信领域, 它可以改变光脉冲的持续时间. 使用时间

透镜产生同步脉冲光序列时, 需要一台脉冲激光器

和一台连续光激光器. 其中, 通过高速的光电二极管

将脉冲激光器的脉冲序列 Os1 转换为电脉冲序列 Es, 

作为时间透镜系统的触发源. 另一台连续激光器作

为时间透镜的泵浦源. 时间透镜的时间聚焦通过相

位调制实现, 一般用电光相位调制器来实现. 相位调

制器的驱动信号来自前面的电脉冲序列的一个高次

谐波, 以便在时间透镜后面实现一个波形良好的脉

冲光序列Os2. Os2与Os1在重合之前, 需要经过时间延

迟已达到两束脉冲光序列在时间上的精确同步. 这

一调节可以通过电子延迟线来完成, 相比于前面的

方法, 在调节难度上大为降低. 实现了两束光在时间

和空间上的重合以后, 将它们作为激发光源引入显

微镜.  

然而, 以上每个方法并不是等同的, 例如 CARS

成像使用飞秒激光器和皮秒激光器的效果就完全不

同. 飞秒激光器的脉冲宽度小, 峰值强度高, 非线性

光学效应容易产生, 但是它的脉冲重合调节要求精

度高, 而且光谱较宽. 拉曼光谱的特点是大多数分子

振动特征峰都很尖锐, 宽度在 10 cm1 的量级, 飞秒

激光器产生的激光光谱宽度远大于这个尺度, 使得

成像的化学特异性不易实现, 只能用于探测碳氢键

振动这种谱线很宽而干扰较小的化学键. 所以利用

飞秒激光器建设的 CARS 显微镜系统大多数只用于

脂类分子的检测. 皮秒脉冲激光器的谱线宽度要窄

的多, 可以很好地应用到拉曼光谱的指纹区, 这对于

物质科学与生命科学所研究的复杂体系十分重要 . 

实践上发现, 脉宽位于 1~10 ps 的激光光源在脉冲峰

值强度与光谱分辨率之间达到比较好的平衡, 可以

满足绝大多数样本的实验要求.  

从上面的分析可以得出 CARS 成像的一些特点. 

首先, 在近红外的泵浦光和斯托克斯光的共同作用

下, 样品中产生了波长更短的 CARS 信号. 长波的激

发光能够获得更大的穿透深度, 同时减少对样品的

光致损伤. 其次, 作为三阶非线性光学效应, 信号只

能产生于光束能量密度最大的地方, 即焦点处. 因此, 

如同多光子显微技术一样, CARS 具有本征的三维成

像能力. 第三, 从获得的 CARS 光谱考虑, 因为非共

振背景的存在, 图像的信噪比受到了限制, 而耦合项

的存在令 CARS 谱偏离了自发拉曼谱, 变得更加复杂, 

导致对实验图像的解释也相应复杂; 同时, 耦合项使

信号强度与被激发化学键的浓度不具备直接对应关

系, 难以实现定量分析.  

虽然 CARS 显微技术存在一些局限性, 但是这

一技术的发展仍然为生物成像带来了新的解决方案. 

例如重要的生命组成物质脂类分子的显微观察, 特

别是在活细胞内和活体内的脂类分子成像, 一直是

分子成像中的挑战. 对于脂类分子的成像观察, 长久 

以来都是基于一些脂溶性染料如尼罗红(Nile Red)、 

油红 O(Oil Red O)、苏丹黑(Sudan Black)、氟化硼络
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合二吡咯甲川(BODIPY)等分子来进行标记. 很多时

候, 要进行标记先要固定细胞, 这就意味着无法进行

动态的观察, 而即便进行活细胞的标记, 也需要排除

许多虚假的信息. 最近的研究发现, 长久以来一直用

于细胞和线虫活体脂肪染色的荧光染料未必都是合

适的, 染料的引入可能导致膜组织的相分离现象从

而影响到包括胞吞在内的许多生理过程[10]; 而利用

尼罗红和 BODIPY 对线虫进行染色观察的结果出现

了和生物化学分析的冲突[11], 更进一步的研究发现, 

在荧光显微镜下观察到的这些染料富集的区域, 其

实并非体内真正的脂肪贮存区域. 油红 O 虽然相比

之下是一个更好的脂肪标记荧光分子, 其标记结果

的定量化上和生物化学分析仍有一定出入[12]. 这些

问题的存在为进一步解释与脂肪相关的生理和病理

现象与机理增加了难度. 而CARS为直接观察脂类提

供了新的重要手段, 在无须标记的同时, 能够同时做

到高灵敏度、高空间分辨率和高时间分辨率. 谢晓亮

研究组在 CARS 显微学上的开创性工作使生物学家

可以更精确地观测脂类分子的体内分布与代谢过程. 

他们利用CARS的高灵敏度, 成功观察到了单个磷脂

双层膜的图像, 并借助CARS信号的偏振敏感性观察

到了磷脂分子取向的不同[13], 通过对不同分子的特

征振动频率进行 CARS 成像,  还可以观察到磷脂膜

内的相分离[14]. 利用 CARS 显微镜的高灵敏度, 可以

实现高速的活细胞成像, 观察细胞内脂滴的分布与

动态行为[15, 16]. 而通过对富含脂肪的组织样品进行

碳氢键伸缩振动的CARS成像, 可以重建活体样本上

组织的三维显微结构[17]. 利用 CARS 优异的化学成

像特性, 还可以从活细胞的动态脂肪代谢成像上来

理解鱼油的生理学功能与医学价值[18]. 美国普度大

学的程继新研究组实验室通过 CARS 完成了离体和

活体脂肪代谢的记录[19]. 在活体实验中, 实验鼠的一

部分肠道通过手术引到体外, 贴附在玻璃板上以利

于显微观察, 而后用橄榄油对鼠进行灌胃处理, 分别

记录不同时刻细胞质内脂滴的大小和数量 , 如图

4(a)~(f). 从图中可以看出, 细胞内的脂滴很快出现

了数量和尺寸上的增加(图 4(a), (d)), 在一段时间内

会持续增加(图 4(b), (e)), 过了峰值后脂类的聚集开

始消退(图 4(c), (f)), 清晰地从形态上反映了动态过

程.  

最近, 程继新与合作者一起, 针对上文提到的染

料标记问题, 利用CARS对线虫体内的脂肪贮存进行

了细致的研究 , 并与其他荧光标记方法进行了对  

比[20]. 结果表明, CARS 显微技术比起原有的荧光染

色方法能够更加准确地反映模式动物体内真实的脂

肪贮存和分布, 具有巨大的优势. CARS 显微术还被

用于神经生物学的研究, 程继新等人通过观察来自

神经髓鞘中脂类的信号来观察坐骨神经组织[21], 可

以清晰地表现出神经的轮廓. 谢晓亮研究组对小鼠

的脑部切片进行了CARS显微观察, 由于高倍数观察

时受显微镜视野的限制, 所以他们利用平移台将每

一个区域进行高分辨率 CARS 成像后再拼接组装成

完整的大视野图像, 这一方法可以很精确地确定脑

部肿瘤的边界, 在图 4(g)、(h)中可以发现肿瘤组织与

正常组织的信号强度大大不同[22]. 在结合了显微镜

的快速扫描技术以后, CARS 还可以进行视频帧率的

生物组织活体监测. 例如最近我们利用CARS显微成

像手段, 充分发挥其无需标记、穿透深的优势, 直接

观察活乳鼠的毛细血管, 实时地记录了毛细血管中

单个血细胞的流动. 图 4(i)是一帧视频扫描时的 CH2

伸缩振动CARS图像, 图中离散的亮点是流经毛细血

管的单个红细胞. 对从视频帧率获得的图像序列进

行分析, 还能够获得毛细血管中某一点(图 4(i)中的

箭头所在位置)细胞流经的情况(图 4(j)), 实现活体内

的“流式细胞观察”.  

除了在生物体系内针对碳氢键振动成像, 通过

CARS 显微镜在相应化学官能团特征振动频率的探

测还可以用来研究高分子材料例如聚苯乙烯小球的

成像[5], 光刻胶的化学组分成像[23], 以及液晶分子的

化学键取向[24]. 在生物成像中, 除了对脂类分子进行

成像, CARS 显微镜可以很好地对未经标记的蛋白质

和核酸进行选择性成像 [25], 还可以对体系内的水进

行成像[26]. CARS 显微镜的化学成像功能还可以很好

地研究植物细胞壁中木质素的分布, 有助于理解生

物质转换过程中各种处理与反应的发生机理 [27], 而

这样的结果通过其他手段很难获取.  

4  受激拉曼散射(Stimulated Raman Scat- 
tering, SRS) 

1962 年, E. J. Woodbury 和 W. K. Ng 首先在红宝

石中观察到了 SRS 现象[27]: 拉曼散射的斯托克斯光

强度剧烈地增加, 并且表现出受激辐射的特点. 他们

观察到的是激光器中增益介质红宝石在激励下发生
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图 4  CARS 成像举例. (a~f) 为实验鼠在被橄榄油灌胃后, 分别经过 1.5 h, 3 h 和 6 h 后, 细胞质内脂肪滴的位置和大小; 图

(d)、(e)、(f)分别是(a)、(b)、(c)三图同一个区域的放大[19]; (g)、(h)是利用 CARS 技术在大范围内多次拍摄拼接重构出的鼠脑

切片图像; (h)图是(g)中白色小方框内的图像[22]; (i)视频帧率下乳鼠红细胞流过毛细血管的记录, 截取一帧; (j)对(i)中白色箭

头所指的毛细血管位置进行图像序列分析, 得到这一点细胞流经情况随时间的变化. 

的受激拉曼散射. 2009 年, 谢晓亮研究组首先将此应

用于显微成像, 研制出 SRS显微术. 这一进步在很大

程度上摆脱了CARS显微术面临的一些困难, 成为相

干拉曼散射显微术新的突破口.  

应用于显微术的 SRS 与 CARS 相同, 采用两束

满足共振条件的激光进行共线激发. 这样, 在引入的

第二束光即斯托克斯光的诱导下, SRS 过程能够在诸

如生物组织的样品中发生. 在这个过程中, 光和分子

发生了能量交换, 一个泵浦光子借助分子振动能级

的跃迁而转化成为了斯托克斯光子. 这样, 泵浦光发

生了受激拉曼损失(Stimulated Raman Loss, SRL)Ip, 

导致强度降低, 而同时斯托克斯光发生了受激拉曼

增益(Stimulated Raman Gain, SRG)Is, 强度升高. 在

泵浦光将能量转移给斯托克斯光的过程中, 同时将
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一部分能量转移到样品的振动能级上面, 分子的振

动能级布居发生改变. 通过一定的技术手段来检测

SRL 或者 SRG, 即可作为成像的对比度来源.  

与 CARS 相比, SRS 虽然实验上相似, 在产生机

理上却有着不同的特点. 最大的不同点在于 SRS 是

受激过程, 只有在严格满足共振条件R = PS 的情

况下才能发生, 因此本质上不会产生类似CARS的非

共振背景, 同时也就不会存在类似式(3)所描述的非

共振项和共振项的耦合. 因此, SRS 光谱与自发拉曼

散射光谱是完全一致的, 可以直接利用拉曼光谱的

数据库来进行组分分析和成像波长的确定 , 比起

CARS 要方便不少. 在 SRS 过程中, SRG 与 SRL 的信

号强度分别满足以下关系 

S RAMAN P SI N I I      

P RAMAN P SI N I I       

其中, 是所探测化学键的浓度, RAMAN 则是拉曼散

射截面. 显然, SRL 与 SRG 都与被探测物的浓度成正

比, 实验也给出了相同的结果. 因为信号强度对浓度

的线性依赖, 利用 SRS进行定量分析成为可能, 而这

正是 CARS 所不具备的特点. 另一方面, 作为一个非

线性光学过程, SRS 信号的产生集中在光束的焦点处. 

这样, SRS 具备类似于 CARS 和其他多光子显微术的

三维成像能力.  

与自发拉曼散射相比, SRL 和 SRG 的信号得到

了大大增强. 但是总体而言, 它们依旧非常微弱, 一

般来说与入射光强度 I 相比, IP/IP 和IS/IS ~ 104, 要

在一个高背景下检出如此微小的变化非常不易. 除

此之外, 来自泵浦光的强度波动同样会为信号检测

带来不利影响. 由于激光强度的波动频率一般较低, 

所以为了实现微弱信号的检出, 可以采用高频的强

度调制与锁相探测相结合的方法. 实验中使用的高

频强度调制器 , 通常是声光调制器(Acousto-Optical 

Modulator, AOM)或者电光调制器 (Electro-Optical 

Modulator, EOM). 以检测 SRL 为例, 对脉冲斯托克

斯光施加强度调制, 如图 5(d)所示, 将使得 SRL 在泵

浦光中以相同频率周期性地发生, 从而泵浦光的强

度也将包含一个相同频率的周期性变化. 虽然这个

变化量很小, 但是通过锁相放大器特异性地检测这

个周期性变化, 就可以将微弱的信号提取出来并放

大 . 利用这种方法能够达到的检出限为I/I ~ 107, 

完全能够满足对 SRL 或者 SRG 的检测. 对于调制频

率的选择, 主要还要考虑以下几个方面: 一方面, 调

制频率越高, 能够实现的成像速度也越快; 另一方面, 

调制频率受到激光脉冲序列重复频率的限制, 每个

调制周期中应该有足够的光脉冲数目. 同时, 还需要

考虑所使用的调制方式的频率响应. 综合这些考虑, 

常用的调制频率为 10 MHz. 与 CARS 不同, 在 SRS

中, 我们所检测的信号不是一个新产生的波长, 而是

和原有的激光波长相同. 为了检测 SRS信号, 在使用

大面积的硅光电二极管做光敏器件时, 需要对光电

二极管施加很高的反向偏置电压, 以获得足够快的

响应速度.  

SRS 显微术无需标记, 没有非共振背景的干扰, 

同时信号强度与浓度呈线性关系, 这些要素大大简

化了图像数据的处理与定量分析, 可以获得更多信

息. 2008 年谢晓亮研究组首次利用 SRS 显微镜在实

验中观察了组织中无标记的药物输运过程. 常用的

荧光标记方法往往会导致所标记上的荧光基团比小

分子药物还大, 影响其转运过程[28], 通过 SRS 实现

无标记的化学成像则避免了这个问题. 图 6 显示了我

们最近获得的二甲亚砜(DMSO)和维甲酸(RA)两种物

质在小鼠皮肤组织中的转运过程图像, 并对其作了 x

和 z 两个方向的分布分析. 二甲亚砜和维甲酸亲水性

不同, 通过角质层的方式也不同. SRS 图像显示了这

两者在输运方式上的差别和在角质层中的分布, 具

有很强的药代动力学探测能力. 这一实验不仅仅展

示了SRS显微术和CARS显微术一样, 具有本征的三

维化学成像能力, 而且通过定量化的图像获取和分

析还可以精确描述生命活动的动态过程.  

谢晓亮实验室利用 SRS 的高化学特异性, 对市

售食品的成分进行了研究[29]. 这里使用皮秒脉冲激

光器与光参量振荡器作为激发光源, 配合一台正置

显微镜进行观察. 食品样本包括蛋黄酱、奶酪和豆奶

类饮品. 在进行成分分析之前, 首先采集了这些样本

的自发拉曼光谱, 以对不同组分选择合适的拉曼峰

位用于成像. 蛋黄酱中不饱和脂肪和水的空间分布

互补, 清晰地呈现出两者不互溶的本质特性. 同时, 

这也表现了 SRS 在多相体系中实现非标记成像的能

力. 奶酪和豆奶类饮品中蛋白质、脂类和碳水化合物

的图像表明, 蛋白质和碳水化合物的分布有相当大

的重叠, 而脂类则分布在与之互补的区域当中. 食品

是一类成分复杂的多相多态体系 .  在这个实验中 , 

SRS 的高化学特异性与高成像速度在食品成分鉴别 
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图 5  SRS 显微术的原理、组成以及特点. (a)自发拉曼与受激拉曼的能级图表示; (b, c) SRS 过程的光谱表示, 值得注意 CARS

信号也同时出现, 只是没有被探测; (d) 产生 SRS 过程的激光脉冲序列关系; (e) SRS 显微镜的示意图, 这里只给出了与 CARS

有区别的部分, 二者在其余部分是相同的. 相比 CARS, SRS 主要增加了一个斯托克斯光路上的调制器与信号后的锁相放大

器; (f) 视黄醇浓度与其被激发出的 SRS 信号强度的关系, 二者为线性关系; (g) SRS 光谱与自发拉曼光谱、CARS 光谱的比较, 

SRS 光谱完全没有 CARS 光谱相比自发拉曼谱的变形和移动[28].  

中的优势得到了充分的体现.  

SRS 的高化学特异性和可定量化的特点, 还使

其特别适合与分子成像相关的基因筛选工作. 线虫

在关于脂肪代谢的研究中被广泛地选作模式生物 , 

对于脂类分子的分布检测, 长期以来依赖上文提到

的染料染色方法 , 带来许多不便和人工干扰因素 . 

CARS 凭借非标记的优势很快成为重要的脂类成像

手段, 在线虫这一模式生物的脂肪代谢研究中体现

出重大优势[30], 而 SRS 则更进一步, 将无标记成像

的优势充分拓展, 实现实验的定量化[31]. 

在利用 CARS 进行生物质处理的成像检测[32]后, 

谢晓亮研究组和美国可再生能源实验室的科学家继

续合作, 利用 SRS 显微术进行生物质转化成生物燃

料过程的动态监测[33]. 他们搭建了一套双色 SRS 显 
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图 6  SRS 显微术用于药物输运的监测. 图中标尺均为 10 μm. (a) 用作样品的二甲亚砜(绿色)与维甲酸(蓝色)的拉曼光谱[28], 

红色曲线是鼠皮中的脂肪的拉曼光谱; (b) 二甲亚砜穿过角质层时的分布情况; (c) 维甲酸穿过角质层的分布情况; (d) (b)中白

线所示位置的 z方向分布情况; (e) 维甲酸在 z方向的分布, 在(c)中白线所示位置采集图像; (f) 二甲亚砜与皮内脂肪的多色图

像, 在(d)中红色箭头所指白线处采集图像 

微系统用于同时监测两种不同化学物质的动态图像,

利用一台高功率的脉冲激光光源同时泵浦两套 OPO

系统, 获取不同波长的激光作为不同物质的泵浦光, 

而基频的 1064 nm 激光则作为共同的斯托克斯光. 玉

米秸秆中木质素和纤维素是主要组成成分 , 经过

NaClO2 处理可以除去木质素, 而纤维素的含量几乎

不受影响, 这一反应在工业上也常用于处理纸张原

料. 通过 SRS, 对这一反应过程中的木质素和纤维素
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的含量可以进行实时的监测, 每隔 8 秒钟获取一幅

SRS 显微图像, 得知木质素和纤维素的分布并通过

其强度获得含量的定量信息. 在几个不同的结构中, 

经过约一个小时的处理, 木质素的含量都有了不同

程度的下降, 而纤维素的含量基本保持稳定(参见图

7).  
在利用 SRS进行生物学问题研究的同时, SRS显

微技术自身也在不断推进. 2010 年以来, 谢晓亮研究

组相继实现了视频帧率的 SRS 以及 SRS 的光谱成  

像[34, 35]. 传统的SRS由于信号强度低, 图像采集速率

很低, 只有 1帧/分钟, 严重制约了SRS在活体成像中

的应用. 通过计算机仿真, 他们发现背向散射光的分

布有其特定的规律: 在物体内散射回来的信号光到

达物镜前端的时候, 主要集中在一个直径 5 mm 的范

围内(图 8(b), (c)). 通常的高数值孔径物镜的光瞳尺

寸大约是 1~2 mm, 这样很大一部分 SRS 信号无法通

过物镜后被检测器收集. 为了解决这一矛盾, 他们采

用了一种新的背向散射信号采集方法, 在物镜前放

置一个中央开孔的光电二极管作为探测器, 其面积

足以覆盖主要散射光的范围. 激发光可以穿过小孔

照射样品 , 而散射光则被探测器以高效率收集(图

8(a)). 另一方面, 他们制作了一台全模拟的锁相放大

器, 相比于商业产品, 速度提高了三个数量级. 利用

这套系统, 他们实现了对鼠表皮的快速活体成像, 分

别探测了其中脂类、水、和蛋白质的信号(图 8(d)~(i)). 

实验显示, 反式维甲酸在进入皮肤时, 是通过发根到

达皮脂腺, 证实了关于此输运过程的一个假说. 在另

一个实验中, 通过对毛细血管进行线扫描, 实现了血

细胞在线计数(图 8(j)). 这些实验显示了新的落射

SRS 在活体成像应用中的巨大价值, 以及应用于医

疗诊断的前景.  

当几种物质的拉曼光谱的特征峰发生了重叠无

法简单分离的时候 ,  直接利用这个振动频率进行

SRS 成像无法将其中单独的成分直接提取出来, 这

将丧失拉曼光谱高化学特异性的优势. 最近, 谢晓亮

研究组通过光谱裁剪激发 (Sp ec t r a l l y  Ta i lo red 

Excitation, STE)的方法, 实现了对这类混合物质的光

谱分离成像. 与之前普遍使用的皮秒脉冲激光不同, 

在 STE 中泵浦光采用飞秒脉冲, 以便对其宽光谱进

行裁剪. STE 方法对不同的物质采用不同的激发谱. 

通过光谱在频率空间的形状控制, 可以将所有遇到

的重叠光谱中不同组分的分立谱进行线性组合, 合

成为一个有效激发谱(图 8(k)). 该有效激发谱中即包

含了对不同物质的光谱的综合考虑: 为各个成分的

光谱添加权重, 目标成分的光谱在权重上与背景光

谱的权重“正交”, 这样在最终的有效激发光谱中将

会排除掉背景光谱的干扰(图 8(l)). 特殊形状的激发

光谱是通过使用一个偏振相位调制器对光谱进行空

间调制来获得的. 经过调制的光即形成了具有特定

光谱形状的泵浦光, 与窄谱的脉冲斯托克斯光一起 

 

 

图 7  玉米秸秆中木质素与纤维素含量的 SRS 图像. (a) 木质素在反应开始前的分布[33]; (b) 纤维素在开始前的分布; (c, d) 反

应开始 53 分钟后, 木质素和纤维素各自的含量, 可以看到木质素明显减少而纤维素含量基本不变; (e) 表示了维管束不同区

域的木质素反应速率, 以(a)(c)为时间起讫点, 在单指数衰减拟合下的结果; (f~i) 对应(e)图中各点(绿色, 分别为 f-韧皮部, g-

导管, h-木纤维, i-无细胞的空白对照处)木质素在一段时间内的含量变化 
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图 8  落射 SRS(E-SRS)与光谱裁剪激发 SRS(STE-SRS)技术. (a) 改进的背向散射光采集[34, 35]; (b, c) 背向散射光分布的计算

机模拟结果; (d) SRS 采集的鼠皮角质层中的脂类分布; (e) SRS 采集的相同组织中水的分布; (f) CARS 采集的相同组织中水的

分布, 可以看到与(d)中脂类分布类似的信号; (g~i) 上皮组织中皮脂腺的图像, 分别采集了脂类和水的信号; (j) 对(i)中白色

箭头处的毛细血管进行线扫描得到的流式细胞计数图像; (k) 光谱裁剪示意图; (l) 一个实际裁剪过的有效 SRS 激发光谱; (m) 

STE- SRS 的浓度与信号强度关系; (n) 胆固醇与油酸混合, 固定前者浓度, 改变后者浓度, 然后检测胆固醇的含量, 可以看到

二者的相互干扰基本被消除了; (o) 胆固醇、油酸与乙醇三元组份, 利用 STE-SRS 对不同的组成比例进行检测. 图中黑点为

设计配比, 红圈为检测值, 可以看到 STE-SRS 极高的光谱分辨能力. 

激发样品, 再收集 SRS信号, 这一信号就反映了样品

中特定组分的信息. 为了考察 STE-SRS 的光谱分离

能力, 他们选用了线虫作为实验动物, 对其中的油

酸、硬脂酸和蛋白质进行了观察. 这三者的拉曼光谱

在 2800~3000 cm1 之间有很大的重叠, 普通方法无

法拆分. 通过 STE-SRS, 单一的油酸、硬脂酸和蛋白

质在线虫中的分布及定量信息均被呈现出来(图 8 

(m)~(o)). 结果表明, 线虫有两个主要的脂肪贮存区

域, 分别是皮下和肠道. 脂肪也不会以单一成份独立

存在, 通过 STE 手段还可以清晰看出皮下脂肪周围

蛋白质的聚集.  

5  总结与展望 

我们将 CARS、SRS 与常用的激光共聚焦及双光

子显微镜技术做了相应的对比, 可以参见表 2. CARS

和 SRS 显微术都是基于相干拉曼散射现象的无标记

光学成像技术, 两者具有很多相似点. 通过探测化学
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表 2  相干拉曼散射显微术与其他技术比较 

 共聚焦 双光子荧光 CARS SRS 

检流计式扫描(fps)* 1~5 1~5 1~5 1~5 

共振式扫描(fps) 30~120 30~120 30~120 30~120 

横向分辨率(nm) ~250[38] ~250[38] ~350[32] ~350[33] 

纵向分辨率(nm) ~800 ~1000 ~1100[37] ~1100 

灵敏度** 单分子 单分子 >103 ~103 

穿透深度(um) ≤150 [36] ≤1000 [36] ≤400 [2] ≤400 

标记 荧光 荧光 非标记 非标记 

* 激光扫描显微镜的扫描方式包括检流计式(Galvano Scanning)和共振振镜(resonant scanning)两种, 所实现的扫描速度差别很大, 

因此分列表中. 表中所列的数据均为图像分辨率 512×512 时所能达到的帧率(fps); **焦点处最低可探测分子数.  

 
键的振动, CARS 和 SRS 显微术能够以特定化学成分

的浓度作为衬度成像, 而不需要引入荧光标记. 利用

近红外区域的激光光源, 相干拉曼散射在穿透深度

上优于单光子荧光, 有利于组织水平和活体模式生

物的成像. 而非线性的强度依赖还能够提供内禀的

三维成像能力, 分辨率可以与多光子显微镜比拟. 在

泵浦光和斯托克斯光两束激光照射样品的情况下 , 

CARS和 SRS信号是同时产生的, 两种显微术通过光

路上的一些改动, 可以分别探测相应的信号. 在光谱

上CARS与相应的自发拉曼散射存在一定的偏移, 峰

形存在区别, 信号的强度与物质浓度也不存在线性

关系, 这些问题是由非共振的背景信号所导致的, 不

仅降低信噪比, 还由于这一背景信号与共振信号的

耦合带来了图像获取和数据定量处理上的困难. 最

近发展的 SRS 显微术则避免了 CARS 显微术的上述

问题, SRS 在光谱上与相应自发拉曼散射是一致的, 

还可以在消除背景的同时提供信号强度与目标物质

浓度成线性关系的高分辨率三维图像 .  与此同时 , 

SRS 还具备了视频帧率的图像采集速度, 实现了活

体成像. 这些优势使得它表现出了巨大的应用前景. 

目前 SRS 技术还在日益进步与快速发展中, SRS 在灵

敏度、化学选择性、定量分析等方面已经超越了

CARS, 成为相干拉曼散射显微技术发展的最前沿.  

在 SRS技术发展的道路上, 尚存在一些问题, 例如光

源的稳定性和易用性有待提高, 更加稳定的替代光

源也是技术上的一个挑战, 最近发展迅速的光纤激

光器和频率变换元件将有望改良并简化光源; 另一

方面, 背向 SRS信号检测仍然是一个技术难题, 如何

提出更好的解决方案, 还需要许多工程学上的努力; 

同时, 如何进一步区分各个不同的化学组分, 特别是

如何更好地利用分子特征拉曼峰来观察特定分子在

活细胞内的动态分布与行为, 将是无标记成像技术

长久的目标.  

诺贝尔物理学奖获得者 Nicolaas Bloembergen 在

1978 年第六届国际拉曼光谱学会议上说: “正像自发

拉曼光谱学半个世纪以来不断兴旺与壮大一样, 我

们可以信心十足地预测相干非线性拉曼光谱学在今

后半个世纪将产生许多新的成果.” 相干拉曼散射显

微技术在近年来的飞速发展无疑印证了这一预言 . 

相干拉曼散射显微术的发展, 为生命科学和物质科

学研究提供了灵敏和便利的无标记成像手段, 同时

还成为了医学研究的有力工具. 随着该技术的进一

步发展, 相干拉曼散射显微术的检测灵敏度和特异

性将继续提高, 继续推进我们对微观世界动态过程

的理解.  

致谢 CARS 和 SRS 显微实验得到了美国哈佛大学的 Christian Freudiger 博士、傅丹博士、Gary Holtom 博士、Brian 

Saar 博士、宋琳博士以及美国哥伦比亚大学的闵玮教授大力协助. 部分实验样品的准备得到申洁的协助, 部

分实验数据取自 2011 年 8 月于北京大学举办的第八届相干拉曼散射显微学国际研讨会, 何姣、纪旭和史晓

做了大量工作. 作者衷心地感谢来自以上人士的协助与支持. 本文获得国家重点基础研究发展规划项目 

(2011CB809106)资助, 特此一并致谢.  
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Abstract: Coherent Raman Scattering Microscopy is an optical imaging method rooted in Raman Scattering. It involves 
Coherent Anti-Stokes Raman Scattering (CARS) and Stimulated Raman Scattering (SRS). CARS and SRS offer chemical 
contrast via detecting vibration of chemical bonds. Both CARS and SRS are nonlinear optical processes, offering high 
sensitivity and 3-dimensional sectioning capability intrinsically. As label-free imaging technologies, CARS and SRS have 
been employed to observe substance that is hard to label, such as lipids and specific small molecules including metabolites, 
and large biomolecules including proteins and nucleic acids. These features also ensure CARS and SRS as promising 
imaging methods for in vivo studies. In this paper, we focus on the principle, methodology, as well as the applications of 
CARS and SRS microscopies in chemistry and life sciences.  
 
Keywords: optical microscopy, Coherent Raman Scattering, Coherent Anti-Stokes Raman Scattering, Stimulated Raman 
Scattering, label-free imaging 
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