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Продемонстрированы физические принципы мультимодальной нелинейно-оптической микроспектро-

скопии, сочетающей в рамках единой оптической схемы методы когерентного и вынужденного комби-

национного рассеяния света с использованием сверхкоротких чирпированных лазерных импульсов. На

основе высокоточной компенсации нелинейных искажений фазы сверхкоротких импульсов в широкой

полосе частот реализована лазерная микроспектроскопия высокого спектрального разрешения, позволя-

ющая надежно разделять группы характеристических молекулярных колебаний с близкими частотами

при анализе сложных многокомпонентных систем.
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Методы нелинейной оптики играют центральную

роль в развитии неинвазивной микроскопии высоко-

го пространственного разрешения. На протяжении

последних полутора десятилетий явление когерент-

ного антистоксова рассеяния света (КАРС) [1–3] с

успехом используется для микроскопии живых си-

стем [4, 5], обеспечивая высокую химическую селек-

тивность, внутриклеточное пространственное разре-

шение и высокие скорости накопления изображе-

ний [6, 7]. Благодаря этим преимуществам КАРС-

микроскопия открывает уникальные возможности

для регистрации внутриклеточной динамики [8], изу-

чения липидных мембран [9] и нейрофизиологиче-

ских исследований [10].

Основные физические факторы, ограничиваю-

щие использование КАРС в качестве техники мик-

роскопии сложных биологических систем, связаны с

наличием когерентного фона, обусловленного нере-

зонансными процессами четырехволнового взаимо-

действия, а также квадратичной зависимостью ин-

тенсивности сигнала КАРС от концентрации частиц,

являющейся основным препятствием для КАРС-

микроскопии одиночных молекул [1–3]. Обе пробле-

мы в значительной степени решаются в схеме нели-
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нейной микроскопии на основе вынужденного ком-

бинационного рассеяния (ВКР) света, которая в по-

следние годы находит все более широкое применение

при решении задач микроскопии биологических объ-

ектов [11, 12].

Использование в схемах нелинейно-оптической

микроскопии сверхкоротких лазерных импульсов

неизбежно приводит к ограничениям на спек-

тральное разрешение и, как следствие, затрудняет

выделение полезного сигнала в задачах микроско-

пии многокомпонентных биологических систем.

Однако благодаря когерентной природе лазерных

импульсов спектральное разрешение таких методов

микроскопии может быть существенно увеличено

за счет использования фазово-модулированных

(чирпированных) лазерных импульсов [13–17].

Линейный чирп задает взаимно однозначное со-

ответствие между частотой и временем задержки

между импульсами τ . Это позволяет восстановить

спектр комбинационно-активной моды на основе

измерения интенсивности сигнала нелинейного

комбинационного рассеяния как функции τ [13–17].

В настоящей работе демонстрируются физи-

ческие принципы мультимодальной нелинейно-

оптической микроспектроскопии, сочетающей в

рамках единой оптической схемы методы КАРС и
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Рис. 1. (Цветной онлайн) Лазерный генератор на кристалле Ti:S: OPO – параметрический генератор света (ПГС);

PBS – поляризационный делитель; λ/2 – полуволновая пластина; DG – дифракционная решетка; FM – откидыва-

ющееся зеркало; EOM – электрооптический модулятор; T – телескоп; OD – линия оптической задержки; MOD –

моторизированная линия оптической задержки; DM – дихроичное зеркало; SPF – фильтр высоких частот; BPF – оп-

тический полосовой фильтр; MO – микроскопный объектив; PD – кремниевый фотодетектор; PMT – фотоэлектронный

умножитель (ФЭУ); Lock-in – синхронный детектор; PC – компьютер

ВКР с использованием сверхкоротких чирпирован-

ных лазерных импульсов. На основе высокоточной

компенсации нелинейных искажений фазы сверх-

коротких импульсов в широкой полосе частот

реализована лазерная микроспектроскопия вы-

сокого спектрального разрешения, позволяющая

надежно разделять группы характеристических

молекулярных колебаний с близкими частотами при

анализе сложных многокомпонентных физических,

химических и биологических систем.

Реализованная в настоящей работе схема нели-

нейно-оптичес кой микроспектроскопии основана на

использовании пары сверхкоротких лазерных им-

пульсов с идентичным линейным чирпом, играющих

роль полей накачки и Стокса в процессах когерент-

ного и вынужденного рассеяния света. Мгновенные

частоты этих импульсов, ωpu и ωst, изменяются во

времени как ωpu(η1) = ω1+αη1, ωst(η2) = ω2+αη2, где

ω1 и ω2 – центральные частоты лазерных импульсов,

α – параметр чирпа, η1 и η2 = η1 + τ – время в бегу-

щей системе отсчета, связанной с импульсом накач-

ки, τ – время задержки между импульсами. Спектр

комбинационного возбуждения, обеспечиваемого та-

кой парой импульсов, содержит компоненты на раз-

ностной частоте Ωm(τ) = (ω1 − ω2) − ατ . Измере-

ние спектра комбинационного рассеяния производит-

ся путем сканирования частоты Ωm(τ) в окрестно-

сти частоты исследуемого молекулярного колебания

ΩR путем изменения задержки τ . Предельное спек-

тральное разрешение таких измерений определяет-

ся длительностями растянутых устройством форми-

рования чирпа (стретчером) импульсов накачки и

Стокса, Tpu и Tst: ∆Ωm(τ) = 4 ln 2
√

T 2
st + T 2

pu/TstTpu.

Так как длительности Tpu и Tst растянутых импуль-

сов могут на порядки превышать длительности спек-

трально ограниченных импульсов, поддерживаемых

полной шириной спектра полей накачки и Стокса, ис-

пользование чирпированных импульсов в такой схе-

ме нелинейно-оптических взаимодействий не только

удобно с практической точки зрения, но и позволя-

ет существенно увеличить спектральное разрешение

нелинейной микроспектроскопии. Однако для реали-

зации этой возможности требуется решить ключе-

вую задачу подавления нелинейных искажений фазы

сверхкоротких лазерных импульсов во всей полосе

частот, необходимой для регистрации характеристи-

ческих молекулярных колебаний.

В настоящей работе указаны пути решения этих

задач. В экспериментах используется схема муль-

тимодальной микроскопии нелинейного комбинаци-

онного рассеяния, реализованная на базе лазерной

системы (рис. 1), состоящей из задающего генерато-

ра сверхкоротких импульсов на кристалле сапфира,

легированного титаном, и параметрического генера-

тора света (ПГС). Задающий генератор формиру-

ет лазерные импульсы длительностью 100–150 фс с

энергией до 40 нДж, перестраиваемые в диапазоне

длин волн от 700 до 920 нм. Эти импульсы исполь-

зуются для накачки ПГС (рис. 1), который служит

источником сверхкоротких импульсов, перестраива-
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емых в диапазоне длин волн от 1000 до 1500 нм.

Импульсы, формируемые титан-сапфировым лазе-

ром и ПГС, используются в качестве полей накачки

и Стокса в схеме нелинейного комбинационного рас-

сеяния света. В представленных ниже эксперимен-

тах центральная длина волны поля накачки состав-

ляла 824 нм, а центральная длина волны стоксова

излучения перестраивалась в диапазоне от 1040 до

1200 нм.

С помощью телескопов и регулируемых линий оп-

тической задержки, установленных в каждом из оп-

тических плеч схемы (рис. 1), осуществляется высо-

коточное совмещение импульсов во времени и про-

странстве. Управление фазой импульсов проводится

при помощи стретчеров, состоящих из пары дифрак-

ционных решеток (1200 штрихов на миллиметр).

Предусмотренные в схеме откидывающиеся зеркала

(FM на рис. 1) обеспечивают возможность направ-

лять лазерные пучки по альтернативному пути, в об-

ход стретчеров. Такая конфигурация пучков исполь-

зуется в экспериментах со спектрально ограничен-

ными импульсами. Спектральные измерения произ-

водятся путем автоматического сканирования опти-

ческой линии задержки, установленной на прецизи-

онной механической подаче, управляемой шаговым

двигателем (MOD на рис. 1).

Фокусировка излучения в образец и коллимация

сигнала нелинейно-оптического отклика производят-

ся при помощи микроскопных объективов с увеличе-

нием × 10 и числовой апертурой NA = 0.25. Нели-

нейный сигнал пропускается через фильтр высоких

частот, обеспечивающий подавление стоксовой вол-

ны, и отделяется от накачки с помощью дихроично-

го зеркала, а также набора фильтров высоких час-

тот и полосовых фильтров в спектральном окне 600–

700 нм. Отфильтрованный нелинейный сигнал реги-

стрируется фотоэлектронным умножителем (ФЭУ).

Импульсы поля накачки регистрируются кремние-

вым фотодетектором. Для подавления низкочастот-

ных электрических шумов стоксово излучение моду-

лируется по амплитуде электрооптическим модуля-

тором (EOM на рис. 1) с частотой 9.8 МГц или меха-

ническим прерывателем с частотой 1.4 кГц. Кремни-

евый фотодетектор и ФЭУ подключены к высокоча-

стотному синхронному усилителю, осуществляюще-

му демодуляцию сигнала.

На рис. 2а представлены результаты эксперимен-

тов на образцах полистирола, толуола и воды, вы-

полненных в схеме ВКР-микроспектроскопии с ис-

пользованием спектрально ограниченных импульсов

длительностью около 160 фс со сканированием час-

тоты стоксова поля. В области полосы комбинацион-

Рис. 2. (Цветной онлайн) (а) – Спектры ВКР-

ослабления, записанные с помощью спектрально огра-

ниченных фемтосекундных импульсов для полистиро-

ла (квадраты), толуола (кружки) и воды (треугольни-

ки). (b) – Зависимости сигналов ВКР-ослабления (си-

няя сплошная линия) и КАРС (зеленая пунктирная ли-

ния) для толуола от времени задержки между лазер-

ными импульсами. Верхняя шкала соответствует ком-

бинационной отстройке

ного рассеяния на исследуемых молекулярных коле-

баниях в области комбинационных частот в окрест-

ности 3000 см−1 наблюдается ВКР-ослабление по-

ля накачки. Спектры ВКР-ослабления имеют вид

широких полос, соответствующих комбинационно-

активным колебаниям CH- и OH-групп исследуемых

молекул. Как видно из результатов, представлен-

ных на рис. 2а, низкое спектральное разрешение (на

уровне 100 см−1), характерное для этого варианта

нелинейно-оптической микроспектроскопии, не поз-

воляет разрешать структуру регистрируемых полос

в спектре ВКР-ослабления. Это ограничивает воз-

можности использования метода для точного опре-

деления химического состава сложных объектов и

химически селективной микроскопии биологических

систем.

Использование линейно чирпированных лазер-

ных импульсов позволяет существенно повысить

спектральное разрешение микроспектроскопии
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Рис. 3. (Цветной онлайн) Спектрограммы XFROG-импульсов накачки (а) и стоксова импульса (b). Временные огибаю-

щие (синие сплошные линии) и девиации мгновенной частоты от центральной (штриховые линии), восстановленные из

XFROG-спектрограмм для импульсов накачки (c) и стоксова импульса (d). Красной сплошной линией показана девиа-

ция частоты, соответствующая идеальному линейному чирпу. (e) – Спектры ВКР-ослабления, записанные с помощью

импульсов с линейным чирпом для молекул полистирола (зеленая линия) и толуола (синяя линия)

нелинейного комбинационного рассеяния без потери

ширины спектрального диапазона комбинационного

зондирования, определяемой спектральной шириной

лазерных импульсов. Ключевым фактором для до-

стижения максимального спектрального разрешения

в схеме микроспектроскопии нелинейного комби-

национного рассеяния является качество фазового

профиля сверхкоротких лазерных импульсов с мак-

симально высокой степенью подавления нелинейных

искажений фазы. Данное условие накладывает

жесткие требования на систему формирования

чирпрированных импульсов.

Выполненные в настоящей работе эксперименты

показывают, что при условии высокоточной настрой-

ки решеточные стретчеры способны обеспечить фор-

мирование линейного чирпа с минимальными фазо-

выми искажениями в спектральном диапазоне, до-

статочном для микроспектроскопии наиболее важ-

ных характеристических молекулярных колебаний.

Для высокоточного измерения характеристик чирпа

сверхкоротких импульсов, формируемых в создан-

ной лазерной системе, использовалась кросскорреля-

ционная техника оптического стробирования с разре-

шением по частоте (XFROG). Для записи спектро-
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граммы XFROG исследуемый чирпированный ла-

зерный импульс смешивался с опорным спектраль-

но ограниченным импульсом путем генерации сум-

марной частоты в кристалле BBO толщиной 0.5 мм.

Записанные таким образом XFROG-спектрограммы

(рис. 3а и b) позволяют восстановить временную оги-

бающую импульсов (сплошные линии на рис. 3c и d)

и девиацию мгновенной частоты от центральной час-

тоты импульса, ∆ωpu(η1) = ωpu(η1)− ω1, ∆ωst(η2) =

= ωst(η2) − ω2 (штриховые линии на рис. 3c и d).

Как видно из результатов измерений, отклонение де-

виации частоты ∆ωpu и ∆ωst от линейной (сплош-

ные красные линии на рис. 3c и d) не превышает

0.8 пс−1 для импульсов накачки и 0.5 пс−1 для сток-

совых импульсов. При этом полный диапазон ска-

нирования частоты в чирпированных импульсах со-

ставляет 21.4 пс−1 для импульса накачки и 18.5 пс−1

для стоксова импульса.

Используемые в экспериментах линейно чирпиро-

ванные импульсы накачки и Стокса имели длитель-

ности Tpu = 3.7 пс и Tst = 3.2 пс. Параметр чирпа

настраивался в зависимости от требуемого в экспе-

рименте спектрального разрешения путем измене-

ния расстояния между дифракционными решетка-

ми стретчеров. На рис. 2b представлены зависимо-

сти сигналов КАРС и ВКР на молекулярных ко-

лебаниях толуола от времени задержки τ , получен-

ные с использованием импульсов накачки и Стокса с

параметром чирпа α = 2.9 пс−2. Взаимно однознач-

ное соответствие между временем задержки и часто-

той комбинационной отстройки, задаваемое линей-

ным чирпом лазерных импульсов (синие кружки и

штрихпунктирная линия на рис. 2b), позволяет иден-

тифицировать пики, наблюдающиеся во временных

зависимостях сигналов нелинейного комбинационно-

го рассеяния при значениях временной задержки

2480, 460, −270, −1965фс, как комбинационные мо-

ды толуола с частотами 2920, 2983, 3003 и 3056 см−1.

Важно отметить характерные отличия в форме спек-

тров КАРС и ВКР, отражающие различия в спек-

трах квадрата модуля и мнимой части нелинейно-

оптической восприимчивости в области исследуемого

комбинационного резонанса. Полная ширина по по-

лувысоте линии толуола на 2983 см−1, Γ ≈ 10 см−1,

диктует минимальное спектральное разрешение, поз-

воляющее зарегистрировать данную молекулярную

моду на фоне близлежащих спектральных линий,

соответствующих другим молекулярным модам. До-

стигнутая в наших экспериментах точность настрой-

ки решеточных стретчеров удовлетворяет данному

условию. Это позволяет достичь спектрального раз-

решения около 6 см−1, что примерно в 17 раз выше

спектрального разрешения (100 см−1), обеспечивае-

мого схемой с использованием спектрально ограни-

ченных импульсов. Как видно из рис. 3e, реализо-

ванная схема микроспектроскопии с использовани-

ем линейно чирпированных импульсов позволяет на-

дежно разрешать пики ВКР-спектров, соответству-

ющие комбинационным модам близких по химиче-

скому строению молекул.

Таким образом, в настоящей работе продемон-

стрированы физические принципы мультимодальной

нелинейно-оптической микроспектроскопии, сочета-

ющей в рамках единой оптической схемы методы ко-

герентного и вынужденного комбинационного рас-

сеяния света с использованием сверхкоротких чир-

пированных лазерных импульсов. На основе высо-

коточной компенсации нелинейных искажений фа-

зы сверхкоротких импульсов в широкой полосе час-

тот реализована лазерная микроспектроскопия вы-

сокого спектрального разрешения, позволяющая на-

дежно разделять группы характеристических моле-

кулярных колебаний с близкими частотами при ана-

лизе сложных многокомпонентных физических, хи-

мических и биологических систем.
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