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摘　 要： 受激拉曼散射（ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ Ｒａｍａｎ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ， ＳＲＳ）显微技术，可以通过探测分子的特定振动模式，实现对活

细胞的无标记和新型非荧光标记成像。 由于 ＳＲＳ 显微术具有较高的化学特异性，在生命科学成像领域具有极大的

应用潜力。 本文简要介绍了 ＳＲＳ 显微技术的原理，同时总结了其在脂类、核酸和蛋白质等生物分子，以及在组织结

构、小分子药物和食品分析中的应用。
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　 　 光学显微技术，使人们能够以亚微米级的分辨

率观察微观世界的形态。 了解特定化学组分的含量

与定位，可以帮助人们破译一些生命活动的细微机

制。 因此，许多科学研究者都希望能够直接观察到

活体样本中的化学组分分布。 为此，一个世纪以来，
研究者们开发了很多显色反应以及其他标记方法，
来明确指示特定的化学物质［１，２］。 通过用荧光探针

标记兴趣分子［３］，或者连接编码荧光蛋白的基

因［４ ～ ６］，可以在单分子水平上研究复杂的系统活

动［７，８］，但这类方法有各自的缺陷。 例如，染料的染

色过程常常会影响正常的生命活动［９］；荧光标记由

于会发生光漂白，难以对长时间的动态过程进行观

察［１０ ～ １２］。 最重要的是，对特定分子，尤其是小分子

如脂类进行标记，本身就是一件很困难的事，因为他

们的特异性不高［１３，１４］。 所以活细胞的研究需要一

种理想的、无需标记（ｌａｂｅｌ⁃ｆｒｅｅ）的、具有良好特异性

和灵敏度的化学成像技术。
二次谐波 （ ｓｅｃｏｎｄ ｈａｒｍｏｎｉｃ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ， ＳＨＧ）

显微术［１５］ 和三次谐波 （ ｔｈｉｒｄ ｈａｒｍｏｎｉｃ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，
ＴＨＧ）显微术［１６，１７］，分别是基于非线性光学中二次

谐波产生和三次谐波产生现象的显微成像方法，可
用于生物组织的非标记成像。 二次谐波产生依赖于

物质微观结构上的非中心对称性，三次谐波产生则

依赖于物质的三阶非线性极化率，但这些性质都很

难与物质的化学成分形成特异性的直接对应关系。

红外显微术（ｉｎｆｒａｒｅｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ）是基于物质的红外

吸收光谱的显微技术，可以通过红外光谱中吸收峰

的特征分析物质的成分，但由于采用波长相对较长

的中红外光，空间分辨率比较低［１８］，且受水的吸收

影响比较大，导致其不适于活体成像；基于自发拉曼

散射光谱（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ Ｒａｍａｎ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ）的显微技术

同样可以得到物质成分的信息，通过使用可见至近

红外波长的激发光实现较高的空间分辨率，且不受

样品中水的影响，从而在生物样品成像上具有一定

的优势。 但由于自发拉曼散射信号弱，获得拉曼光

谱的时间较长，采集到一幅图像的时间更长，在生物

成像的应用上受到很大限制［１９］。 相干反斯托克斯

拉曼 散 射 （ ｃｏｈｅｒｅｎｔ ａｎｔｉ⁃ｓｔｏｋｅｓ Ｒａｍａｎ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ，
ＣＡＲＳ），通过两束能量差与所检测的拉曼散射能量

相匹配的激光，高效率地产生反斯托克斯拉曼散射

信号，可以获得比自发拉曼散射更高效的振动光谱

探测， 但 它 具 有 非 共 振 背 景［２０］， 导 致 光 谱 扭

曲［２１ ～ ２４］，因此不具有定量分析的能力。
受激拉曼散射 （ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ Ｒａｍａｎ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ，

ＳＲＳ），通过受激过程增强拉曼信号［１３］，从而较基于

自发拉曼散射的方法相比，图像的采集时间大为缩

短，这就为捕获动态活动提供了可能［１３，２５］。

１　 ＳＲＳ 的工作原理

自发拉曼散射是分子对光子的一种非弹性散射
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现象，在这个现象中，散射光子的频率较入射光子相

比发生了改变，改变量对应分子内部振动模式的频

率，这一现象在 １９２８ 年由印度物理学家 Ｒａｍａｎ Ｃ Ｖ
发现［２６］。

激光出现后，１９６２ 年 Ｗｏｏｄｂｕｒｙ Ｅ Ｊ 和 Ｎｇ Ｗ Ｋ
偶然发现，在激光器的激发下，使某些介质的散射过

程具有受激性质， 这就是受激拉曼散射（ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ
Ｒａｍａｎ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ，ＳＲＳ） ［２７］。

如图 １ 所示，采用两束满足共振条件的激光，即
泵浦光和斯托克斯光进行激发， ＳＲＳ 过程可在生物

组织样品中发生。 当泵浦光和斯托克斯光的频率

差，与特定分子化学键的振动频率（Ωｖｉｂ）相等而发

生共振耦合时，分子就会从基态跃迁到它的振动激

发态。 光和分子之间发生能量交换， 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。 泵浦光发生了受激拉曼损失（ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ Ｒａｍａｎ
ｌｏｓｓ， ＳＲＬ）， 导致强度降低，同时斯托克斯光发生了

受激拉曼增益（ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ Ｒａｍａｎ ｇａｉｎ， ＳＲＧ）， 强度

升高。 通过一定的技术手段来检测 ＳＲＬ 或 ＳＲＧ， 即

可作为成像的衬度来源［２８，２９］。

２　 ＳＲＳ 在生物学中的应用

ＳＲＳ 现 象 被 发 现 后， 直 至 ２００８ 年， 才 被

Ｆｒｅｕｄｉｇｅｒ Ｃ Ｗ 等首次应用于生物学成像［１３］。 ２０１０
年，Ｓａａｒ Ｂ Ｇ 等进一步改进了信号收集方式，使 ＳＲＳ
显微术可以应用于背散射信号的采集，并将成像速

率大幅提升至每秒 ３０ 帧图像的帧率，为 ＳＲＳ 显微

术带来了更广泛的应用前景［３０］。
２􀆰 １　 生物分子成像

在复杂的细胞中研究特定种类分子的生物功

能，一直都是一件极具挑战的事情。 荧光基团的发

现使生物分子成像技术向前迈进了一大步，利用实

验室中常见的荧光显微镜，可以高精确度地定位并

追踪荧光标记的兴趣分子。 １９９４ 年，绿色荧光蛋白

（ＧＦＰ）的发现，又使荧光显微镜的应用变得更加流

行［４，３１］。 然而，由于其在稳定性方面的缺陷和对所

研究体系带来的不可回避的干扰，不能满足长时间

对活体样本观察的需求［１０，１１］。 作为高分辨率、高特

异性的非荧光标记成像技术，ＳＲＳ 显微术对生物样

本损伤程度低，成像速度快，在生物分子成像中有着

不可忽视的应用价值。
２􀆰 １􀆰 １　 脂质

脂类分子是重要的生命组成物质，但定量地观

察其空间分布一直是一个难题。 长久以来，对脂类

分布的成像多依赖于传统的脂溶性染料，如尼罗红

（Ｎｉｌｅ Ｒｅｄ）、油红 Ｏ （Ｏｉｌ Ｒｅｄ Ｏ）、苏丹黑 （ Ｓｕｄａｎ
Ｂｌａｃｋ）等，但在进行标记前，需要先固定细胞，无法

实现活体观察。 氟化硼络合二吡咯甲川（ＢＯＤＩＰＹ）
脂质探针可以对活细胞染色，但荧光信号不仅仅指

示脂类分子，带来错误的定位结果［３２，３３］。 这些问题

的存在使我们无法实现对脂类分子的活体动态追

踪。 ＳＲＳ 显微术的出现，为脂质分子成像带来了新

的突破。
二十碳五烯酸（Ｅｉｃｏｓａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃ Ａｃｉｄ，ＥＰＡ）属

于 Ω⁃３ 系列多不饱和脂肪酸，是鱼油的主要成分。
它可以参与消除炎症、降低甘油三酯和胆固醇水平

以及诱导癌细胞凋亡等多种过程［３４ ～ ３６］，维持人体的

健康，是人体自身不能合成但又不可缺少的重要营

养素。 虽然 ＥＰＡ 在人体内可以由亚麻酸转化而成，
但反应速率很慢且转化量很少，远远不能满足人体

的需要，因此必须从食物中直接摄取［３７］，被称为人

体必需脂肪酸。 ２００８ 年，Ｆｒｅｕｄｉｇｅｒ Ｃ Ｗ 等首次利用

ＳＲＳ 显微术观察到了肺癌细胞对 ＥＰＡ 的摄取［１３］。
在拉曼光谱中，２ ９２０ ｃｍ － １和２ ８５０ ｃｍ － １分别为 Ｃ⁃Ｈ
的反对称和对称伸缩振动吸收峰，来源于所有饱和

及不饱和的脂肪酸。 而不饱和脂肪酸具有 ＝ Ｃ⁃Ｈ 以

及 Ｃ ＝ Ｃ 的伸缩振动，在３ ０１５ ｃｍ － １ 呈现一个拉曼

带［３８］，故３ ０１５ ｃｍ － １的强度可以作为不饱和脂肪酸

的特征，与脂质分子中不饱和键的数量线性相关。
当细胞在含有 ＥＰＡ 的培养基中培养后，ＳＲＳ 图像显

示，脂滴（ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ）外围细胞质在２ ９２０ ｃｍ － １的

信号比３ ０１５ ｃｍ － １ 更强，这说明细胞质中更多的脂

肪酸是饱和的。 然而脂滴处的光谱在３ ０１５ ｃｍ － １处

有一个显著的峰，这说明脂滴中的脂肪酸不饱和程

度较高。 这些发现预示着 ＥＰＡ 被细胞摄取后，多富

集在脂滴内，而非其他的细胞器。 他们还利用 ＳＲＳ
显微术，在２ ８４５ ｃｍ － １ 对小鼠耳部皮肤同一区域的

三个不同深度成像。 在 ４ μｍ 深度的角质层由多角

细胞组成，作为身体的主要保护层，细胞间隙富集着

脂质；在 ４２ μｍ 的真皮中可清晰看到富含脂质的皮

脂腺，而腺细胞核缺乏脂质，故呈现黑点状；在 １０５
μｍ，可以观察到皮下脂肪层［１３］。 这些结果凸显了

ＳＲＳ 的高分辨率以及优秀的三维分析能力。
肥胖是现代社会的一大病症，肥胖很可能会引

发多种慢性疾病，如 ＩＩ 型糖尿病，心血管疾病等。
为了更好地了解肥胖及其相关代谢问题，需要深入

分析脂肪在细胞水平和组织水平积累的调控机制，
目前已经绘制了几种单细胞及多细胞生物体的脂肪

５５１
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储存调控因子的基因组文库［３９ ～ ４３］。 ２０１１ 年，Ｗａｎｇ
Ｍ Ｃ 等将 ＳＲＳ 显微术与 Ｎｉｌｅ Ｒｅｄ 和 ＢＯＤＩＰＹ 的染色

结果对比，发现传统染色方法的特异性较差，非脂类

物质也可以产生较强的荧光信号。 在对线虫脂滴的

观察中发现，Ｎｉｌｅ Ｒｅｄ 的染色结果与 ＳＲＳ 信号很大

程度不重叠，而 ＢＯＤＩＰＹ 探针更强烈的信号产生于

肠道颗粒，而非脂滴，这些现象严重导致实验结果的

不准确。 他们还将 ＳＲＳ 显微术与 ＲＮＡｉ 筛选相结

合，在生理条件下寻找脂肪储存调控基因。 经过实

验分析，最终从 ２７２ 个基因中找到了 ９ 个关键调控

因子［３２］。
脂滴在细胞质中通过微管运动［４４］。 在果蝇胚

胎中，脂滴的运动与胚胎发育息息相关。 ２０１２ 年，
普渡大学 Ｄｏｕ Ｗ 等应用飞秒受激拉曼散射显微技

术，实时定量地观察了果蝇胚胎中脂滴的动态过程。
他们捕获了胚胎发育进程中的持续图像，并追踪了

单个脂滴的运动轨迹，最终进一步揭示了果蝇胚胎

发育早期周质区域脂滴的运动模式［２５］。
ＳＲＳ 显微术使追踪脂类分子的动态活动成为可

能，为解释与脂质相关的生理现象与机制提供了新

的方法。 而 ＳＲＳ 在脂类分子成像领域的优势，也使

其在生物燃料的研究中具有潜在的应用价值。 植物

油是生产生物燃料的主要原料，作为营养贮存物质，
以油体（ｏｉｌ ｂｏｄｉｅｓ）的形式贮藏于油料种子中。 种子

萌发时，油体逐渐被降解，为种子供应持续的能量。
最近，作者以油料植物麻疯树（ Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃａｒｃａｓ Ｌ． ）
的种子为材料，分别获取了培养 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后种子

胚乳细胞的 ＳＲＳ 图像。 在培养 ２４ ｈ 的种子中，可见

球形的油体，大小均一而排布紧密，几乎充斥于整个

胚乳细胞（图 ２ａ），而在培养 ４８ ｈ 以后，油体大小出

现明显的个体差异，排布较为稀疏，不再充满整个细

胞（图 ２ｂ）。 这些结果印证了前人的实验结论［４５］，
油体为种子的萌发提供营养，在萌发过程中逐渐

降解。
２􀆰 １􀆰 ２　 核酸

核酸是重要的生物大分子化合物，它在细胞内

的分布是研究细胞分裂、凋亡等生命活动的重要着

眼点。 核酸的振动特征峰在指纹区内，这个区域的

谱峰多邻近或交叠。 ２０１２ 年 ３ 月，Ｚｈａｎｇ Ｘ 等应用

ＳＲＳ 显微技术，对活细胞中的核酸分布进行成像。
在核酸分子中，对称的磷酸二酯键的伸缩振动和嘧

啶碱基的环形呼吸模式叠加，在 ７８５ ｃｍ － １ 产生谱

峰，而磷酸骨架对称的二氧基团伸缩振动产生 １ ０９０
ｃｍ － １的谱峰［４６］。 因此，在 ７８５ ｃｍ － １和 １ ０９０ ｃｍ － １，

可以清晰观察到果蝇唾液腺细胞核中多线染色体的

特殊结构。 这个方法还可用于鉴定哺乳动物细胞正

处于细胞周期的哪个阶段。 以乳腺癌细胞（ＭＣＦ⁃７）
为材料观察发现，有些细胞在细胞核区域显示更强

的信号，这很可能是因为他们正处于 ＤＮＡ 凝集的前

期；有些细胞核区的信号线性排列于一条轴线，这预

示着细胞正处于中期，染色体整齐排列于细胞中央，
为分离到子代细胞中做准备［４７］。
２􀆰 １􀆰 ３　 蛋白质

蛋白质的合成，是分子生物学中心法则的关键

环节，也是细胞应答环境变化的重要手段，它涉及到

大量的生化反应过程，因此受到广泛关注。 利用

ＧＦＰ 只能实现特定蛋白的标记，不能标记整个蛋白

质组；生物正交非规范性氨基酸标记（ＢＯＮＣＡＴ），通
过整合带有反应性化学基团的氨基酸，可以实现在

蛋白质组水平上鉴别新合成的蛋白，但这一方法需

要固定样本及染色后复杂的洗脱步骤；射线自显迹

法以放射性同位素标记氨基酸，但样本需要固定及

曝光；细胞培养氨基酸稳定同位素标记 － 质谱技术

（ＳＩＬＡＣ⁃ＭＳ）不能提供亚细胞水平空间分布的信息，
而且只能得到某个特定时间点的信息，无法观察动

态过程［４８］。 ２０１３ 年，美国哥伦比亚大学 Ｗｅｉ Ｌ 等利

用 ＳＲＳ 显微术，结合氘代氨基酸，首次示范了一种

无需固定及染色，就可以使初生蛋白质可视化的成

像技术，并在 ＨｅＬａ 细胞、ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞以及 Ｎ２Ａ
三种细胞中验证了可行性［２８］。 在 ２０ 种天然氨基酸

中，亮氨酸是一个必不可少的成员，在蛋白质中往往

有着很高的丰度（在哺乳动物细胞中约为 ９％ ），有
很多可以被 Ｃ⁃Ｄ 替换的 Ｃ⁃Ｈ 侧链［４９］。 在 ＨｅＬａ 细

胞利用经过氘代亮氨酸 － ｄ１０合成蛋白质后，拉曼光

谱在 ２ １００ ｃｍ － １附近出现多个新的谱峰，来源于对

称及非对称的 Ｃ⁃Ｄ 伸缩振动。 作者选取 Ｃ⁃Ｄ 振动

谱峰的中心 ２ １３３ ｃｍ － １扫描样品，即可获取到新生

蛋白质组的 ＳＲＳ 成像。 氘标记氨基酸的结合，既可

以把对活细胞的损伤程度降低，同时也保证了 ＳＲＳ
成像的特异性。 此外，将新生蛋白质组图像与由

２ ９４０ ｃｍ － １获得的总蛋白图像对比，还可用于研究

新合成蛋白与总蛋白的定量比例关系［２８］。
２􀆰 １􀆰 ４　 木质素

近几年，有关生物燃料可作为替代能源的研究

与日俱增。 生物燃料泛指由生物体组成或萃取的固

体、液体或气体燃料，可以替代由石油制取的汽油和

柴油，是可再生能源开发利用的重要方向。 但对于

生物燃料的开发还面临着很多困难，主要原因就是
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图 １　 ＳＲＳ 显微术的原理［２８］ 。
当泵浦光和斯托克斯光的频率差，与特定分子化学键的振动频率（Ωｖｉｂ）相等时，分子从振动基态跃迁至激发态。 一个泵浦

　 　 光子损失并产生一个斯托克斯光子，作为 ＳＲＳ 显微术的衬度。
Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ＳＲＳ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［２８］ ．

Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｅｎｅｒｇｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｐｕｍｐ ｂｅａｍ ｐｈｏｔｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ Ｓｔｏｋｅｓ ｂｅａｍ ｐｈｏｔｏｎ ｍａｔｃｈｅｓ ａ ｖｉｂｒａｔｉｏｎａｌ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ （Ωｖｉｂ） ｏｆ

ａ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐ， ａ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｉｓ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ｄｒｉｖｅｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｖｉｂｒａｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｎｄ ｓｔａｔｅ ｔｏ ｉｔｓ ｖｉｂｒａｔｉｏｎａｌ ｅｘｃｉｔｅｄ ｓｔａｔｅ， ｐａｓｓｉｎｇ
ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｖｉｒｔｕａｌ ｓｔａｔｅ． Ａ ｑｕａｎｔａ ｏｆ ｓｕｃｈ ｖｉｂｒａｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ａ ｐｈｏｔｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｕｍｐ ｂｅａｍ ｂｅｉｎｇ ａｂｓｏｒｐｔｅｄ ａｎｄ ａ ｐｈｏｔｏｎ
　 　 ｉｎ ｔｈｅ Ｓｔｏｋｅｓ ｂｅａｍ ｂｅｉｎｇ ｅｍｉｔｔｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｓｅｒｖｅｓ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｆｏｒ ＳＲＳ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．
　

图 ２　 ＳＲＳ 图像显示胚乳细胞油体。 Ｂａｒ ＝ １０ μｍ
ａ：麻疯树种子培养 ２４ ｈ 后胚乳细胞内油体分布，图像由 ＣＨ２ 特征峰 ２ ８５２ ｃｍ － １获取；

ｂ：麻疯树种子培养 ４８ ｈ 后胚乳细胞内油体分布，图像由 ＣＨ２ 特征峰 ２ ８５２ ｃｍ － １获取。 Ｏｂ：油体；Ｐｂ：蛋白质体

Ｆｉｇ． ２　 ＳＲＳ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｏｉｌ ｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ ｃｅｌｌｓ．
ａ： Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃａｒｃａｓ Ｌ． ｓｅｅｄ ａｔ ２４ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｉｍａｇｅｄ ａｔ ２ ８５２ ｃｍ － １ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｉｎｇ ｏｉｌ ｂｏｄｉｅｓ ｒｉｃｈ ｉｎ ＣＨ２；

ｂ： ＳＲＳ ＣＨ２ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｏｉｌ ｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃｅｌｌｓ ａｔ ４８ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ． Ｏｂ： Ｏｉｌ ｂｏｄｙ；Ｐｂ： Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｏｄｙ
　

生物质（ｂｉｏｍａｓｓ）具有“顽抗性” （ ｒｅｃａｌｃｉｔｒａｎｃｅ），不
易被酶解糖化，转化为可用燃料的效率低下［５０］。 木

质素（ｌｉｇｎｉｎ）结构复杂，性质稳定，不易被酶或微生

物降解，一定程度上导致了生物质的顽抗性［５１］，然
而纤维素（ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ）却可以分解为单糖，用于发酵

生产乙醇［５２］。 工业生产中通常要通过一个热化学

预处理，来消除或修改木质素和半纤维素，从而提高

纤维素酶的工作效率［５１ ～ ５３］。 故此，为了提高整体的

转换效率，人们需要更清晰地了解木质素的水解动

力学特征。 ２０１０ 年 Ｓａａｒ Ｂ Ｇ 等与美国可再生能源
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实验室合作，用现阶段在造纸和木材工业中广泛应

用的亚氯酸钠法去除木质素，并用 ＳＲＳ 显微术观察

到了这个脱木质素的过程。 他们以玉米秸秆的切片

为材料，在获取到初始图像后，以亚氯酸钠试剂处

理。 在 １ｈ 的反应过程中，每 ８ｓ 就可获取一幅 ＳＲＳ
显微图像。 通过对比反应前后的图像，验证了脱木

质素反应的特异性，木质素的含量有了明显地下降，
而纤维素的含量基本稳定［５４］。
２􀆰 ２　 组织结构的三维成像

文昌鱼是一种外形像小鱼，长约 ５ｃｍ 的脊索动

物。 它是低级无脊椎动物进化到高等脊椎动物的中

间过渡动物，有着非常重要的进化地位。 脊索存在

于脊索动物中，是动物体中首次出现的中轴骨，但脊

索不同于骨质化的脊椎，它是由富含液泡的脊索细

胞组成，外面围有脊索细胞分泌形成的结缔组织鞘，
即脊索鞘。 在脊椎动物中，脊索仅存在于胚胎时期。
２０１２ 年，Ｙｕ Ｚ Ｌ 等应用无标记 ＳＲＳ 显微术，对头索

动物文昌鱼（Ｂｒａｎｃｈｉｏｓｔｒｏｍａ ｂｅｌｃｈｅｒｉ）和脊椎动物斑

马鱼（Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）进行了活体三维成像。 ＳＲＳ 图像

可清晰地辨识到脊索结构在形态上以及化学组分上

的差异。 三维重构的脊索图像可以清晰观察到活体

内脊索的精细结构，帮助人们理解其生理功能，这些

是通过切片无法直观获得的结果。 作者还利用光谱

拆分的方法，发现从 ２ ９５０ ｃｍ － １获得的 ＳＲＳ 信号强

于从 ２ ８４５ ｃｍ － １捕获的信号，这说明脊索结构最丰

富的组分是蛋白质，而非脂类［５５］。
尽管 ＳＲＳ 显微镜有着高化学特异性的三维实

时成像能力，但组织中的不同成分常具有交叠的光

谱特性，所以想要一一辨识他们仍然是不易之事。
为了克服这一困难，２０１２ 年 １１ 月 Ｏｚｅｋｉ Ｙ 等应用具

有逐帧波长可调谐性 （ ｆｒａｍｅ⁃ｂｙ⁃ｆｒａｍｅ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ
ｔｕｎａｂｉｌｉｔｙ）的 ３０ 帧每秒的 ＳＲＳ 显微镜，对几种组织

进行无标记成像。 以大鼠的肝脏组织、小鼠的小肠

绒毛以及耳部皮肤为材料，作者获取了多个独立成

分（ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ， ＩＣｓ）图像，再经过独立

成分分析，捕捉到光谱特性中细微的差异，最终融合

得到可以区分多种组分的彩色图像［５６］。
在植物与农药学的研究中，一直以来面临的主

要挑战就是如何在亚细胞水平上，检测化学组分的

异质性。 因此，我们急需一种分析技术，能帮助定量

分析植物组织活体的细胞结构与化学组分，同时还

具有高分辨率以及无损伤性，这必将推动植物科学、
作物科学、生物技术、农药学以及燃料学领域的研究

进展。 为了例举 ＳＲＳ 在这方面的应用价值，２０１３

年， Ｍａｎｓｆｉｅｌｄ Ｊ Ｃ 等利用 ＳＲＳ 显微术分析了角质层

蜡及细胞壁的结构。 以玉米和棉花为材料，通过自

发拉曼光谱可以发现，对称的 ＣＨ２ 伸缩振动使得角

质层蜡在 ２ ８４０ ｃｍ － １有一个谱峰。 在 ２ ９３０ ｃｍ － １，
则只能观察到细胞壁。 所以，如果将从 ２ ８４０ ｃｍ － １

和 ２ ９３０ ｃｍ － １获取到的两张不同信号颜色的图像融

合，就可以得到细胞壁和角质层蜡的综合成像。 由

于具有苯基的伸缩振动，木质素在 １ ６００ ｃｍ － １有一

个强的谱峰。 同理，如果融合分别从 １ ６００ ｃｍ － １和

２ ９３０ ｃｍ － １获取的两张图像，就可以得到细胞壁与

木质素的综合成像，这有利于人们观察维管组织的

结构［５７］。
２􀆰 ３　 小分子药物成像

在医药学中，药物的运输是学者们关注的重点

之一，准确地运输过程及定位，是药物分子能实现特

定生理功能的重要保障。 制作小分子药物的荧光标

签并非容易之事，常用的荧光标签往往比药物分子

大很多，这会影响他们的运输特性，因此，利用传统

荧光标记方法追踪小分子药物面临很多挑战。
２００８ 年， Ｆｒｅｕｄｉｇｅｒ Ｃ Ｗ 等 以 二 甲 基 亚 砜

（ＤＭＳＯ）和视黄酸（ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ）为例，为我们展示

了 ＳＲＳ 显微术在追踪非标记药物运输过程中的应

用价值［１３］。 ＤＭＳＯ 是一种皮肤渗透增强剂，在 ６７０
ｃｍ － １有独立的谱峰。 视黄酸是维生素 Ａ 的代谢中

间产物，脊椎动物细胞间信号传导的重要组分之

一［５８］，在 １ ５７０ ｃｍ － １ 有明显的谱峰。 作为亲水分

子，ＤＭＳＯ 是通过蛋白相穿透皮肤，所以 ＤＭＳＯ 成像

中信号富集于角质层，与脂质呈现互补的定位。 相

反，视黄酸作为亲脂分子，通过有着丰富脂质的细胞

间隙来渗透，所以视黄酸成像中信号富集于细胞间

隙［１３］。
在农业生产中，药物残留问题是随着药物的大

量生产和广泛使用而产生的。 到目前为止，世界上

化学药物年产量近 ２００ 万吨，约有 １０００ 多种人工合

成的化合物被用作杀虫剂、杀菌剂、杀藻剂、除虫剂

和落叶剂等。 药物，尤其是有机药物的大量施用，已
经造成了严重的药物污染问题，成为对人体健康的

严重威胁。 农药残留，是指施用农药后一部分农药

直接或间接残存于谷物、蔬菜、果品、畜产品、 水产

品中以及土壤和水体中的现象。 为了证明 ＳＲＳ 在

农药安全检测中的应用潜力，２０１３ 年，Ｍａｎｓｆｉｅｌｄ Ｊ Ｃ
等以 ＳＲＳ 显微术为分析工具，检测了两种常用杀菌

剂 －嘧菌酯（ ａｚｏｘｙｓｔｒｏｂｉｎ）和百菌清（ ｃｈｌｏｒｏｔｈａｌｏｎｉｌ）
的积累与吸收情况。 和很多农药一样，这两种药物
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都含有 Ｃ≡Ｎ 基团，因此他们的光谱在静默区（细胞

中天然生物分子在 １ ８００ ｃｍ － １ ～ ２ ８００ ｃｍ － １区间没

有拉曼信号）有一个很强的拉曼谱带，这有利于在

生物组织中检测它们。 由于分子组成上的差异，嘧
菌酯和百菌清分别在 ２ ２２５ ｃｍ － １和 ２ ２３４ ｃｍ － １有显

著谱峰。 利用这一差异，作者轻松地在两种药物的

混合 ＳＲＳ 图像中将他们分辨开来。 如果再融合从

２ ９３０ ｃｍ － １捕捉到的细胞壁成像，就可以观察到叶

表面农药结晶沉积的分布。 另外，很多农药在静默

区并不具有拉曼振动，例如草甘膦（Ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ）。 为

了实现这类药物的化学成像，作者采用了氘标记技

术。 以 ＣＤ２ 替换草甘膦中的 ＣＨ２，使其光谱获得 Ｃ⁃
Ｄ 振动的特征谱峰，约在 ２ ２００ ｃｍ － １。 由此获得的

氘标记的草甘膦图像，与 ２ ９３０ ｃｍ － １捕获的细胞壁

图像叠加，可清晰呈现草甘膦在玉米叶片上的残留

分布［５７］。
２􀆰 ４　 食品检测

光学显微镜是揭示复杂的组织和生物材料的重

要工具。 在目前食品科学研究中，荧光显微镜的应

用最为广泛，因其具有高灵敏度和分子特异性。 但

是，荧光技术不能脱离染色过程或荧光反应物的使

用，故此，它的可行性以及对检测系统的干扰性还存

在问题。 随着非标记显微技术的发展，拉曼散射显

微镜的出现为食品科学的研究提供了新的视野，而
在这其中，与 ＣＡＲＳ 显微镜相比，ＳＲＳ 显微术高灵敏

度、无失真性以及非共振背景低的优势格外突出。
２０１１ 年，Ｒｏｅｆｆａｅｒｓ Ｍ Ｂ Ｊ 等利用 ＳＲＳ 显微术，对蛋黄

酱、乳酪及豆奶等市售食品中的特定生物分子，如脂

质及蛋白质的分布，进行了高分辨率的成像，向人们

例举了 ＳＲＳ 在食品成分鉴定中的应用价值［５９］。

３　 展望

相干拉曼散射显微技术的飞速发展，为生命科

学的研究提供了既灵敏又方便的无标记成像手段。
与 ＣＡＲＳ 相比，ＳＲＳ 扬长避短，在灵敏度、化学选择

性、定量分析能力等方面均表现出极大的优势。 不

可否认，ＳＲＳ 是相干拉曼散射显微技术发展的最前

沿，应用 ＳＲＳ 技术于生物分子、组织结构以及药物

分子和食品的成像中，必将为相关领域的研究打开

新的思路。
虽然 ＳＲＳ 技术具有上述优势，单一地使用 ＳＲＳ

仍旧有一定的局限性，与其他技术结合或许可以为

我们解决更多的问题。 譬如，与氘标记技术结合，可
以解决在静默区没有特征峰的分子成像问题。 ２０１４

年 ３ 月， Ｗｅｉ Ｌ 等 及 Ｈｏｎｇ Ｓ 等 先 后 在 Ｎａｔｕｒｅ
Ｍｅｔｈｏｄｓ［６０］和 Ａｎｇｅｗａｎｄｔｅ Ｃｈｅｍｉｅ［６１］ 上发表了同一

项新技术，即将 ＳＲＳ 与炔基标记结合，实现对多种

生物分子，如核酸、氨基酸、脂类及聚糖的非标记成

像，进而确定它们的亚细胞定位。 炔基，即 Ｃ≡Ｃ，它
具有独特的伸缩振动频率。 上述两篇论文阐述技术

的突出优势在于，它很好地利用了炔基所具有的理

想的化学特性。 比起荧光标记，炔基是非常小的标

签，只含有两个原子，可以将对生物分子的干扰降至

最低。 而且，炔基具有生物正交性，不会与其他内源

性生物分子发生化学反应［６２］。 这两种技术的结合，
为活细胞生物分子成像技术开辟了新途径。 相信在

不远的未来，ＳＲＳ 成像能够广泛应用于生命科学的

研究，推动相关学科的迅速发展。
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