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摘 要：对生物体系微观动态过程以及材料学领域粒子超快行为的观测能够帮助人们更深入、更微观地

去理解生物体系和材料中的超快响应。泵浦-探测显微镜是结合了超快激光领域的泵浦-探测技术以及

显微成像技术的新型表征手段，通过选择不同的探测模式，可以实现对不同体系微观机制的探索和表

征。本文从泵浦-探测技术的原理出发，阐述了泵浦-探测过程中涉及到的激发态吸收、受激辐射和基态

损耗三种非线性过程，泵浦-探测显微镜的构成及其在生物医学和材料科学领域的发展现状和应用。

关键词：泵浦-探测显微镜；生命科学；生物医学；材料科学

中图分类号：O437 文献标识码：A doi：10.3788/gzxb20215008.0850211

Pump-probe Microscopy：Applications in Biomedicine and Materials
Science（Invited）

WU Simin1，ZHANG Bohan1，ZHENG Bin3，JI Minbiao1，2
（1 State Key Laboratory of Surface Physics，Department of Physics，Fudan University，Shanghai 200433，China）

（2 Yiwu Research Institute of Fudan University，Yiwu，Zhejiang 322000，China）
（3 Zhejiang Provincial People's Hospital，Hangzhou 310014，China）

Abstract：Observations of the microscopic dynamics of biological systems and the ultrafast behavior of
particles in materials science can help us understand the ultrafast response of biological systems and
materials in a deeper and more microscopic way. The pump-probe microscope is a new characterization
method combing the pump-probe technology and microscopic imaging. By selecting different detection
modes，the micro-mechanisms of different systems can be explored and characterized. In this review，the
principle of pump-probe technology is first introduced. Then three major nonlinear principle in pump-probe
process（excited-state absorption，stimulated emission and ground-state depletion），the construction of
pump-probe microscope，and the current developments and applications of pump-probe microscopy in
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0 引言

泵浦-探测技术最早由 TOEPLER A在 1867年提出，之后由于脉冲激光的问世，研究者将泵浦-探测技

术与超快光联系起来，用于研究超快时间尺度下的物理、化学过程。诺贝尔化学奖获得者 ZEWAIL A在

1987年首次利用飞秒激光泵浦-探测技术，以亚埃级别的分辨率观察到了氰化碘的光分解反应，这是人类有

史以来首次观察到了化学反应中的基元反应过程［1］。ZEWAIL A等的相关研究［1-3］极大地加深了当时人们

对溶质和溶剂中动力学的理解，在小分子系统的研究中获得了巨大的成功。之后，超快激光的泵浦-探测技

术的发展突飞猛进，在生物学［4-5］、生物医学［6-7］、化学［1-3］、半导体材料［8-9］、纳米材料［10-17］等领域广泛应用，因此

为人们研究材料中的微观行为和超快动力学领域带来了新的曙光。

简单来说，泵浦-探测技术由第一束泵浦光将分子泵浦成激发态，第二束探测光以相对于泵浦激光不同

的时间延迟来探测处于激发态的分子，由于激发态迟豫过程的时间尺度在飞秒或皮秒量级，因此通过泵浦-

探测能够揭示激发态的动力学过程［18-21］。近年来，结合显微成像技术，泵浦-探测显微镜［19］作为一种新兴的

非线性光学成像技术出现在大众面前，与一般的线性光学显微镜（如荧光显微镜）不同，泵浦-探测显微镜为

双光子或多光子参与的过程，通过非线性光学过程来特异性地激发分子，提升分辨率和穿透深度。

在材料科学领域，泵浦探测显微镜作为一种重要的研究手段被用来表征不同的材料，例如纳米结构材

料（纳米线［11-15，22］、纳米管［17］、纳米带等）、二维材料（石墨烯［16，23-26］、黑磷［27］、过渡金属硫化物［28-31］）、钙钛

矿［32-38］，以及金属纳米颗粒材料等。由于泵浦光和探测光均为超快光，他们的时间尺度为皮秒或者飞秒量

级，通过改变泵浦光和探测光之间的时间延迟，能够对材料中不同粒子的基态和激发态进行探测。由此，通

过泵浦-探测显微镜，不仅能够对材料进行成像表征，还能够得到其在光激发下相关的光物理信息，例如基

态和激发态动力学、声子动力学［14，24，27，31］，以及环境因素如基板接触等［23，26，28］对材料动力学的影响等。

在生物医学领域，荧光显微镜技术［39-42］为使用最频繁的光学显微镜，是基于单光子线性吸收的成像技

术。虽然存在基于双光子或多光子吸收的非线性荧光显微镜，但它们都存在一个主要的限制，就是必须使

用外源性（如染料、量子点）或者内源性（如细胞自发荧光）荧光标记物［43-46］。因此，对于无荧光的物质无法进

行探测，除此外，染料分子或许会对生物体系产生毒性。所以，相对一般的线性光学显微镜来说，泵浦-探测

显微镜能做到：1）对细胞或者组织进行无损探测；2）作为一种无标签技术，不需要染色，不需要对生物组织

之外的分子进行探测；3）由于非线性效应，成像具有高分辨率和高的穿透深度的优点；4）只在焦平面处产生

较强的信号，因此不会受到来自其它处样品散射光的影响，可以得到 z方向不同深度的成像信息。

本文从泵浦-探测的原理出发，介绍泵浦-探测显微镜的基本结构和在材料科学以及生物医学领域的相

关研究成果。

1 泵浦-探测技术基本原理

在泵浦-探测测量过程中，通过分别得到有无泵浦光情况下的探测光强度，可以得到泵浦光引起的探测光

的强度变化。在半导体材料中，当这种光强度变化与电子激发态相关时，激发态的动态信息将经过调制过程

编码到探测过程，再经过解调过程被测量到。在生物医学中，泵浦光的光强与分子的吸收与否有关，通过调制

解调即能得到相应物质的动态变化过程。泵浦-探测显微镜最常见的模式为透射模式，在透射模式下能够采

集到更多的信号，得到更优异的图像和动力学信息。此外，反射模式在泵浦-探测技术中也非常常见［11，31，47-49］，

用于不同的探测条件和不同的探测样品中。本文主要以透射模式为主讲解泵浦-探测显微镜的原理。

泵浦-探测显微镜涉及到双光子探测，其主要物理机制涉及三个主要类型的过程，即激发态吸收（Excited
State Absorption，ESA）、基态损耗（Ground-State Depletion，GSD）、受激辐射（Stimulated Emission，SE），其

他例如受激拉曼散射（Stimulated Raman Scattering，SRS）、交叉相位调制（Cross Phase Modulation，XPM）和

双光子吸收（Two-Photon Absorption，TPA）也是类似泵浦-探测的双光子探测过程，但不同的是他们虽然能

够特异性地针对分子或者能级进行表征，但是不会携带物质分子或激发态的动力学信息。

对于一个典型的泵浦-探测过程，泵浦光引入的强度变化在归一化之后可以被表示成 ΔIpr/Ipr。为了在

分子水平上描述这一过程，对于一个电子跃迁过程，定义能级 i和 j之间的吸收系数为

αij (ω )= σij (ω ) ( Ni- Nj ) （1）
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式中，σij (ω )为从电子态 i到 j的散射截面，Ni和 Nj分别是初态和末态的粒子数。一般情况下，αij (ω )为正值

代表了探测光吸收而负值代表了探测光增益。

泵浦光脉冲作用在分子上时，不同能级的分子数会发生变化，例如基态粒子数目减少使得激发态粒子

数增多，探测光能够测量这一过程的变化，基于朗伯比尔吸收定律做近似，归一化之后的 ΔIpr/Ipr可以表示成

ΔIpr
Ipr
=-∑

i，j

α ij (ω ) ΔNjd （2）

式中，d为样品的厚度，j为所有的激发态。简单来说，在泵浦-探测过程中，首先泵浦光将粒子从基态激发到

某一激发态（0→ i），随后探测光入射，涉及到的三个主要过程激发态吸收（ESA）、基态损耗（GSD）、受激辐

射（SE）的具体机制如图 1所示。

1.1 激发态吸收

当泵浦光入射到样品上使得基态分子被激发至激发态 i并产生聚集时，在第二束探测光作用下，可能会

产生非常强的吸收特质，如果探测光的能量与两个激发态之间的能量相近，即与 i→ j跃迁共振，此时样品对

探测光的吸收会增强，从而导致探测光在相应波长处的衰减透射，ΔIpr/Ipr为负，这个过程为激发态吸收过

程。此时泵浦-探测的时域信息主要来自于激发态的动力学信息，衰减过程主要来自于激发态带间的衰减。

1.2 基态损耗

由于泵浦光改变了基态和激发态分子的数量，如果探测光的能量与基态和激发态之间的能量相近，即

与 0→ j共振时，泵浦-探测的过程会发生变化。在没有泵浦光的情况下，分子对探测光具有一定的吸收，而

当泵浦光先入射后，由于基态分子数量减少，材料对探测光的吸收会减弱，ΔIpr/Ipr为正，这个过程为基态损

耗过程。基态损耗机制中，泵浦-探测过程主要探测了材料被激发后基态的重新填充过程。对于一个强的

吸收体，基于基态损耗机制的瞬态吸收过程会产生很强的吸收信号。

1.3 受激辐射

而当探测光的能量与最低激发态跃迁回基态需要的能量相近时，探测光入射时会产生受激辐射过程，分子将从

激发态跃迁回基态，产生与探测光能量相同的光子，且方向与探测光方向相同，探测光的透射光强增多，ΔIpr/Ipr为
正。对于一个特定的辐射波长，受激辐射的散射截面与自发辐射的散射截面成正比，并且由于在受激辐射和激发态

吸收过程中，探测光作用的对象都是激发态的分子，因此通常情况下，受激辐射可能会与激发态吸收机制产生竞争。

对于上述三种过程，可以通过调节泵浦光和探测光的波长，使之与材料的不同能级匹配从而探测不同

的分子态和不同的动力学过程。在不同的材料中，当泵浦光和探测光波长被调节到不同数值时，可能产生

来自于一种或多种不同信号的叠加，对最终信号 ΔIpr/Ipr既有不同数值上的贡献，在符号上也有可能完全相

反，在实际数据分析过程中，可能需要根据物质分子不同的动力学曲线，提取泵浦探测曲线中不同信号的组

分来进行相应的分析。因此，为了探测更加纯粹的过程，更加清晰地分析不同激发态或者基态的动力学过

程，需要根据材料的光谱信息分别选择泵浦探测的波长。

图 1 泵浦探测过程中的三种主要原理

Fig.1 Three major processes in pump-probe process
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除了上述三种主要机制外，受激拉曼散射（SRS）、交叉相位调制（XPM）和双光子吸收（TPA）也是类似

泵浦-探测的双光子过程，但由于其过程为相干过程，不能够提供长时间域的分子的动力学过程。受激拉曼

散射（SRS）是自发拉曼的非线性形式，两束入射激光需要保证空间和时间上完全重叠，两束光的能量差与要

探测的物质的拉曼活性振动模的能量相同，当两束光同时入射时，其中高能量的泵浦光子会失去能量转化为

低能量的斯托克斯光子，泵浦光失去的能量将分子激发到更高的振动能级，通过结合激光扫描共聚焦显微成

像技术，受激拉曼散射成像在生物医学领域得到了广泛应用。2008年，哈佛大学谢晓亮课题组搭建 76 MHz高
重频低峰值功率受激拉曼散射成像系统，对生物组织中的蛋白质、脂质进行高分辨率成像［50］。在材料科学领

域，SRS同样也被应用到二维材料表征当中，硼氮作为常用于保护空气敏感性材料的二维材料，由于其非常高

的禁带宽度，无法利用光学线性吸收对其进行表征，通过利用硼氮中拉曼活性的声子产生的信号，LING J等采

用 SRS显微成像对不同厚度的硼氮进行了表征［51］。与受激拉曼散射过程相似，交叉相位调制（XPM）以及双

光子吸收（TPA）过程都需要保证两个光子在空间和时间上的重合。其中交叉相位调制利用了光学克尔效

应，探测光的折射率在泵浦光存在的条件下会发生改变，折射率的变化值与泵浦光的光强有关，最终导致了

探测光的相位变化，它是一种相位调制的过程。而双光子过程指的是泵浦光和探测光的能量之和等于分析

物质的电子吸收能量，双光子吸收可以分为简并双光子吸收以及非简并双光子吸收，对应的分别是泵浦光和

探测光的能量相同以及不同的情况，双光子吸收的强度取决于泵浦光和探测光两个光场强度的乘积。

2 泵浦-探测显微镜

一个典型的泵浦-探测显微镜系统需要的主要组成部分有脉冲光源、调制器、时间延迟器、探测器、锁相

放大器以及显微镜系统等，如图 2所示。

一般泵浦-探测采用两个高度同步的脉冲光源，对于超快脉冲的产生，最常用的方法是利用一个高重频

（~80 MHz）的 Ti：蓝宝石振荡器，通过二次谐波（Second Harmonic Generation，SHG）或者光参量振荡器

（Optical Parametric Oscillator，OPO）产生不同于基波的第二个脉冲序列，采用有不同周期的周期性排列的

晶体能够在非常宽波长范围进行色彩转换。

一般采用电光调制器（Electro-optic Modulator，EOM）或者声光调制器（Acousto-optic Modulator，AOM）

对泵浦光进行调制，探测光无需进行调制。调制频率需要足够高，在几MHz到几十MHz之间。若调制频率过

图 2 泵浦-探测显微镜示意图

Fig.2 Schematic illustration of pump probe microscopy
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低，激光的噪音可能会对信号产生一定的影响，在高的调制频率下，能够实现的灵敏度量级在ΔIpr/Ipr ≈ 10-7的
数量级，而一般较低的调制频率下，灵敏度量级只能达到ΔIpr/Ipr ≈ 10-4量级。两束光的时间延迟由任一束光路

中的延迟位移台控制，之后两束波长不同的光通过二相色镜共线后输入到显微镜装置中进行扫描成像。当泵浦

光激发样品之后，探测光与激发后的样品相互作用，泵浦光上携带的调制信息将通过不同的机制转移到探测光

上。再经过滤波片可以将泵浦光滤除，从而对探测光进行收集。一般通过不同光敏波段的光电二极管来收集探

测光，通过光电效应，能够将光信号转换为电信号，并输入到锁相放大器中，虽然只有百万分之一的调制深度被

转移到探测光上，但通过锁相放大器的调制-解调过程，仍然能够将探测光中携带的与原始调制频率相同的微弱

信号过滤出来。根据泵浦光和探测光的性质不同，最常用的滤掉泵浦光的手段为加滤波片，而当泵浦光和探测

光的波长相近或者相同时，还可以通过加检偏器，或者分别对两束光进行不同频率的幅值调制来分开两束光。

由于显微镜成像系统的引入，泵浦-探测显微镜不仅仅能探测到不同时间延迟下的曲线，同时还可以对

每一个时间延迟下的材料进行成像表征，每一幅图中的信号值随时间的变化曲线即为泵浦-探测曲线。对

于泵浦-探测显微成像的结果，需要关注的数据质量参数有曲线信噪比、图像分辨率、成像速度等。

泵浦-探测显微成像系统中的噪音主要包含三个部分：激光强度过大产生的噪音、探测器产生的电噪声以及

激光的散粒噪声。激光强度过大的噪声属于粉红噪声的一种，因此噪声的大小和频率成反比，因此在实验中，往往

通过高频调制的手段，即将调制频率调制到几MHz到几十MHz的范围，来降低激光强度过大引入的噪声。高频

调制同时要求了激光光源的高重频，高重频的超短脉冲同样也提高了图像的信噪比，因为在每个像素停留时间内

（pixel dwell time），信噪比正比于每个像素点激光中光子数的平方根，对于 80 MHz和 1 kHz的光源，前者的信噪比

相对后者提高了 280倍，这里改善的噪音就是激光的散粒噪音。此外还可以通过以下方法提高信噪比：1）将激光

束的波长调节到最优波长；2）将激光束的功率调整到接近饱和的水平；3）可以重复测量多次做平均来减少噪音。

泵浦-探测显微镜中的分辨率主要由光的衍射极限限制，其横向和纵向的分辨率分别为［52］

r= 0.53
NA 1 ( )1

λ2pu + λ2pr
（3）

z= 0.53
n- n2 - NA2

1 ( )1
λ2pu + λ2pr

（4）

式中，λpu和 λpr分别是泵浦光和探测光的波长，NA为物镜的数值孔径，n为材料的折射率。在近红外激发，采

用水镜聚焦的情况下，一般能达到的分辨率为横向约 300 nm，纵向约 1 000 nm。而对于很多细胞结构或者

纳米材料来说，分辨率仍然不够，因此同样有很多致力于超分辨泵浦探测显微镜的研究。

3 泵浦-探测显微镜的应用

3.1 泵浦-探测显微镜在生物医学上的应用

近年来，非线性光学在生物医学领域的研究工作主要集中于对分子信号的探测上，并且不会产生不同

颜色的光。双光子吸收可以存在于不产生荧光的分子中，比如黑色素和血红蛋白，然而，出现的困难在于生

物样本提供的能量，大约在 100万个光子中只有一个光子被双光子吸收，大量的光子被散射或者线性吸收

了，因此会出现很强的背景干扰产生的信号。最基本的解决方法是使用飞秒脉冲或者是脉冲调制序列将非

线性信号从线性背景中分离出来［53］。泵浦探测显微镜就是一种方法，其中泵浦光是一个被严格控制其调制

的激光脉冲序列，加上一个具有时间延迟的探测脉冲序列，即使在两个线性吸收光谱很相似的分子间，也能

产生具有特异性的明显不同的信号，因此在分子特异性上，泵浦探测显微镜丰富的参数空间提供了的优势。

最早的飞秒泵浦探测成像实验使用摄影感光片技术在 100~600 fs时间尺度上记录光诱导的硅材料的

光诱导融化与蒸发。而现今，只要通过对传输光或散射光简单的探测，就可以获得高质量的成像图片，并且

功率损耗适当，在很短的时间内有足够的灵敏度，特异性地对组织标记物成像，并且提高了信噪比［54］。

例如对于血细胞的成像，显微技术提供了一种直观的方式观察不同血管之间的差异，尤其是肿瘤里的

血管生成和正常组织的血液流动，有很多方式应用于观察血管的生成，包括 X射线电脑层析摄影技术、核磁

共振成像、断层显像技术、超声波和近红外光学成像。这些技术可以测量很多重要的参数包括血液流动速
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率、血管直径、血管密度、血管通透性等，在癌症治疗中，对血管生成抑制剂的评价有着潜在的利用价值。但

是，大部分方法都需要标记物，缺乏分辨个别毛细血管的分辨率，并且很难测出血红蛋白的含氧浓度。在这

些光学方法之中，近红外吸收和漫射光反射可以测量总共的血红蛋白浓度和含氧浓度，但是由于大部分光

被组织散射掉，其分辨率被限制在几个毫米。共焦显微镜和双光子荧光显微镜由于其固有的三维分割能力

可以阻止部分的散射，但是血红蛋白是一种非荧光标记分子，因此不能被直接成像。其它的显微技术比如

相干反斯托克斯拉曼散射和三次谐波产生也能产生很好的效果，但是至今还没有用于活体成像［55］。

基于很宽范围的分子非线性过程，通过调制传输的双色泵浦探测成像方式是一种通用的能够产生很强

对比度的技术，并且能够对生物和医学组织提供很高的特异性和功能性的图像。它的信号来源于和频吸

收、激发态吸收、基态损耗或者受激辐射，随着这种技术的发展，泵浦探测技术可以对黑色素、氧化或脱氧血

红蛋白成像，并且在活体内对动脉血管进行成像。

3.1.1 泵浦-探测显微镜探测细胞中的血红蛋白

在细胞中，血红蛋白作为氧气的携带者，主要负责运输氧气，是脊椎动物红细胞中的一种金属蛋白。众

所周知，血红素基团表现出强吸收但弱荧光。这些特性表明泵浦探针显微镜是一种理想的研究血红蛋白的

手段。FU D等［56］证明了裸鼠耳中微血管的无标签深层组织成像。他们选择了 775 nm的泵浦光束和

650 nm的探测光束，成功地获得了在不同深度的微血管的双色双光子吸收图像，其穿透深度约为 70 µm。

此外，他们还选择了更长的 810 nm探测光束来区分氧合血红蛋白和脱氧血红蛋白，如图 3（a）所示。除了双光

图 3 泵浦探测显微镜对微血管的成像［46，56］

Fig.3 Imaging microvascular by pump-probe microscopy［46，56］
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子吸收，还可以使用其他过程来观察微血管。MIN W等［46］根据内源性血红蛋白对比，用 830 nm光作为泵浦光

和 600 nm作为探测光，基于内源性血红蛋白对比，利用受激辐射原理，对小鼠微脉管网络进行成像，如图 3（b）。

3.1.2 泵浦-探测显微镜检测脑瘤组织中的含铁血黄素

在所有生物体中，铁元素都维持着细胞和生物体的基本功能，人体中的铁元素主要存在于各种血红素

蛋白中，例如血红蛋白、肌红蛋白等。当这些蛋白质被吞噬细胞消化和降解之后，它们含有的铁会以可溶性

铁纳米颗粒和不溶性的含铁血黄素的形式保存起来并用于下一步的铁循环。铁过量会导致有毒的含铁血

黄素，从而造成肝脏和脑组织等的损害。通过时间和光谱分辨的泵浦-探测技术能够全面研究血红蛋白和

含铁血黄素在近红外波段的超快光学响应［57］。

图 4为时间分辨的红细胞中的血红蛋白（a）和含铁血黄素（b）的瞬态吸收曲线，以及在不同时间延迟下

的成像。通过选择不同的探测波长和延迟时间，可以发现两者泵浦-探测曲线在不同波长下的行为不同，因

此再选择不同的延迟时间，就可以在同一张图中区分血红蛋白和含铁血黄素，通过这种方法可以对同一组

织中两种蛋白进行分布成像。图 4（c）为不同波长和不同时间延迟下，两者的分布图像。

图 5中采集了探测光波长范围从 710到 970 nm的光谱和时间分辨二维光谱，血红蛋白在超过 800 nm的

图 4 血红蛋白和铁血黄素的瞬时光学响应［57］

Fig.4 Characteristic transient optical responses of hemoglobin and hemosiderin［57］
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波长范围内存在光漂白机制且其信号随波长增加而增强，含铁血黄素在探测波段内只存在光诱导吸收机

制。两种蛋白质的动力学曲线均可以用三指数函数来拟合，第一项为一个快于系统响应的超快过程，来源

于交叉相位调制和电子散射。后两项代表了两个中间激发态的迟豫过程。两种蛋白质的迟豫过程可以认

为是基态损耗和激发态吸收过程共同贡献的结果，两者之间存在一定的竞争关系。

3.1.3 黑色素瘤的诊断及黑色素在病变细胞中的动力学特征

黑色素瘤是一种常见的皮肤癌类型，常规的诊断方法无法识别早期黑色素瘤，而泵浦-探测显微镜能够

用于区分不同的黑色素，以及研究其在细胞和组织形态学中的动力学过程。

皮肤的色素沉积是两个过程的结果：黑色素瘤将黑色素合成，合成好的黑色素通过角质细胞进行运输。

虽然所有种类的黑色素瘤细胞在体内的数量、性质、大小以及表现行为都不会发生变化，但黑色素的分布取

决于角质细胞的不同。人类皮肤里黑色素细胞中黑色素含量的异质性，不仅仅取决于皮肤的不同，更取决

于同一个体皮肤的不同部位，这种异质性被基因表达高度控制。

图 5 血红蛋白以及含铁血黄素光谱和时间分辨的瞬态吸收光谱［57］

Fig. 5 Spectrally and temporally resolved TA spectra of hemoglobin and hemosiderin［57］
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WARREN W S等一直致力于利用瞬态吸收显微镜对黑色素瘤的研究，利用黑色素为生物标记物，研究

瞬态吸收信号对不同种类黑色素的响应。其团队在 2016年在对切除的皮肤黑色素瘤切片测量瞬态吸收信

号时发现，病变的皮肤黑色素瘤主要存在两种黑色素，分别为真黑色素与褐黑色素，这两种色素具有不同的

瞬态吸收曲线。根据两种不同的瞬态吸收信号［58］，WARREN W S等在泵浦-探测显微镜下可以在病变的角

质层、基底层等组织位置处分别观察到真黑色素与褐黑色素，并加上伪彩色，如图 6所示。

结果显示，在泵浦光和探测光重合的时间零点位置处，两种色素都产生一个较强的负信号，如图 6（a）所

示。而当脉冲间隔增加到 300 fs的时候，排除了任何瞬时的相干效应后，一部分组织区域呈现出正信号，另

一部分没有，如图 6（b）所示。将以上组织中测到的瞬态吸收曲线与纯标准样品的真黑色素与褐黑色素进行

比较，部分组织区域表现出与褐黑色素相似的瞬态吸收曲线，而其他组织区域表现出与真黑色素相似的行

为。褐黑色素显示出一个负信号，很可能来源于基态损耗。真黑色素表现出几皮秒的激发态寿命和一个正

信号，表明真黑色素的瞬态吸收行为可能来源于激发态吸收［58］。

当在两路光的时间零点处进行泵浦-探测成像时，所有的色素（包括真黑色素与褐黑色素）被可视化，并

且呈现出一个负信号。因此，在 0 fs延迟处所有的黑色素能够被成像。在黑色素瘤的边缘，黑色素分布在表

皮的底部，以单层细胞的形式排布，如图 7（a）箭头处所示。当泵浦光与探测光的时间延迟增加到 300 fs时再

次成像，此时真黑色素呈现正信号，然后褐黑色素没有贡献泵浦-探测信号。因此，褐黑色素主要分布在图

像边缘和表皮，而真黑色素主要分布在黑色素瘤真皮深处的色素细胞中。H&E染色的结果显示，黑色素细

胞位于病灶中心的真皮中，但边缘没有黑色素细胞。与黑色素瘤的图像相反，良性痣不具有这些特征。

图 7（e）显示了 1.8 mm宽度的良性痣，图 7（h）为邻近切片 H&E染色。良性痣主要由黑色素信号构成。如

图 7（h）所示，真皮中存在许多黑色素细胞，但黑色素图像显示这些黑色素细胞未着色，表明它们已经成熟。

未成熟的黑色素细胞更有可能在癌变中被观察到。

图 6 黑色素瘤组织的泵浦-探测图像［58］

Fig.6 Melanoma tissue pump-probe signals［58］
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3.2 泵浦-探测显微镜在材料科学上的应用

3.2.1 二维材料中的超快动力学及范德华异质结构中的载流子转移

自 2004年石墨烯问世以来，二维材料逐渐进入广大研究者甚至普通大众的视野中，它指的是在厚度上

达到纳米量级的一类材料。现在，二维材料家族已经包括了许多不同类型的材料，包括半金属材料（例如石

墨烯）、半导体（例如黑磷，MoS2，WSe2）、绝缘体（例如 BN）、超导体和电荷密度波材料（例如NbSe2和TiSe2）。

虽然与其块状材料的组分相同，但其性质却与块状材料有很大的不同，很多二维材料都展现出了更加优越

的电学、光学、刚性性质等。而它们出现这种优异性质的主要原因有两个，一个是由于局域电子态存在量子

限制效应，另一个是由于界面原子占比。为了实现二维材料在纳米器件中的应用，深入了解材料中的微观

图 7 恶性黑色素瘤与良性的比较［58］

Fig.7 Malignant melanoma compared with a benign nevus［58］
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物理机制非常重要。因此时间-空间分辨的泵浦探测显微镜有着极其重要的作用。

图 8是外延生长的石墨烯的泵浦-探测研究结果［23］，图 8（a）中的三条曲线为图 8（b）中 A、B、C三个不同

位置石墨烯样品的动力学曲线，拟合函数为一个双指数函数和高斯响应的卷积，拟合结果显示了两个时间

参数，其中第一个时间参数 τ1在三个位置处的数值均为 0.2 ps，这一衰减过程被认为是激发态载流子通过将

能量传递给光学声子发生迟豫，而第二个时间常数的数值在 1.1~1.3 ps之间，随着样品的厚度和泵浦光的强

度增加而增加，这一迟豫过程被认为是与光学和声学声子的耦合，且在较薄的样品中不存在，因此这一常数

也可以用于估计石墨烯的层数。

与石墨烯不同，过渡金属硫化物（Transitional Metal Dichalcogenides，TMDC）一族（具有 2H对称性且

M=Mo，W；X=S，Se，Te的MX2层）均为非直接带隙的半导体，并且在低维体系下，其能带结构也会产生变

化，随着层数逐渐降低，能带宽度增加，在单层时变为直接带隙半导体。TMDC半导体材料与光有很强的相

互作用效应，极大地增强了电子与电子之间的相互作用，它的激子束缚能能达到数百毫伏，其激子态的行为

也值得研究。此外，TMDC材料中具有能量简并的 K和 K’谷为研究和控制谷自由度提供了平台。在过渡

金属硫化物一族中，泵浦-探测技术也得到了广泛的应用。图 9为单层MoS2的吸收谱，以及泵浦-探测结

图 8 外延生长的石墨烯泵浦-探测成像（泵浦光波长为 390 nm，探测光波长为 780 nm，泵浦光功率密度为 14 mJ/cm2）［23］

Fig. 8 Pump-probe image of epitaxially grown graphene（Transient transmission data were probed at 780 nm following
excitation at 390 nm. This data was recorded with a pump fluence of 14 mJ/cm2）［23］

图 9 单层硫化钼泵浦-探测结果［59］

Fig. 9 Pump-probe results of monolayer MoS2［59］
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果［59］，所使用的飞秒瞬态吸收显微镜中，泵浦光的波长可调，探测光的波长范围也非常广。图 9（b）中显示了在

泵浦光能量为 3.10 eV时的时间-光谱分辨的瞬态吸收值。在每个时间延迟下，都存在与A、B、C三个吸收峰

相关的特征，每个特征都包含了一个负的光漂白和正的光致吸收过程。其中在激子能量共振处产生的负的光

漂白信号来源于泡利阻塞效应，受激辐射或者是激子自能重归一化，而光致吸收则来源于双激子的吸收。除

此外，WANG H等分析了单层MoS2中电子-空穴在缺陷辅助下的复合过程［60］，多层MoS2的泵浦-探测也有很

多研究结果［28，61- 62］。结合显微成像技术，ZHANG L等利用泵浦探测瞬态吸收显微镜，探索体内纳米颗粒与细

胞之间的相互作用，分别利用瞬态吸收（TA）和受激拉曼散射（SRS）同时对细胞内的纳米颗粒和细胞内的生

物分子（脂质和蛋白质）进行了成像［63］。图 10展示了MoS2、脂质（Oleic Acid，OA）和蛋白质（Bovine Serum
Albumin，BSA）在细胞中的分布。除了MoS2外，其他TMDC材料的泵浦-探测研究也都各有千秋［29，64-69］。

黑磷（Black Phosphorus，BP）作为近年来各向异性二维材料的代表，除了拥有少层二维半导体材料随层

数变化的能带结构，其面内结构各项异性带来了光学、电学、热学等方面的各向异性，为制造各向异性的电

子学、光学器件提供了可能［70-76］。MIAO X等首次利用瞬态吸收显微镜研究了少层（2-9L）黑磷中的超快动

力学，包含了光激发载流子和相干声子的超快动力学行为［27］。图 11为少层黑磷的红外吸收光谱以及在不同

时间延迟下的瞬态吸收图像。图 11（d）展示了不同层数 BP样品中的瞬态吸收曲线。文中还报道了与激子

层数依赖线性吸收峰相呼应的共振的瞬态吸收光谱，以及少层 BP中存在的一个显著的带隙重整化效应，这

一特点反映了少层黑磷中较强的电子-电子相互作用。此外，在瞬态吸收共振峰能量处能够探测到很强的

相干声子振荡信号，表明在少层黑磷中除了电子-电子相互作用以外，还存在巨大的电子-声子耦合效应。

图 12和 13分别为 4层和 8层黑磷样品中的瞬态吸收行为。

图 10 活 HeLa 细胞中MoS2的 SRS/TA双模式成像［63］

Fig.10 Dual-modal SRS/TA imaging of MoS2 in live HeLa cells［63］
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图 11 少层黑磷样品和泵浦-探测显微镜［27］

Fig.11 Few-layer BP samples and pump−probe microscopy［27］
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除了单个二维材料的发展外，针对他们的混合系统的前沿研究也在不断探索中，二维材料的平坦和惰

性表面能够构造具有原子级分辨率的界面，通过范德华力垂直耦合。这些范德瓦尔斯异质结构表现出很多

在单个二维材料中无法实现的独特特性［77-81］。例如，由于石墨烯和硼氮晶格之间的纳米周期性相互作用，六

图 12 4L-BP瞬态吸收光学响应［27］

Fig.12 Transient optical response of 4L-BP［27］

图 13 8L-BP层数依赖的动力学响应［27］

Fig.13 Transient dynamics of 8L-BP and layer-dependent resonances［27］
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方氮化硼上的石墨烯可能会表现出Hofstadter效应［82］。由于不同TMDC层之间的交错排列，TMDC异质结

构可以容纳长寿命的层间激子［83］，通常利用光致发光谱（Photoluminescence，PL）测量得到，理解范德瓦尔斯

异质结构（vdW异质结）中电荷、自旋以及谷激发的动态相互作用和演化具有深刻的科学意义。不同二维材

料之间的 vdW异质结也存在非常多的研究，WANG K等［83］利用瞬态吸收光谱证明了在WSe2/WS2层间的快

速电荷转移，在空穴传输动力学中观察到了较长的复合时间，证明了层间激子的产生，并利用第一性原理计

算了WSe2/WS2异质结构的电子能带结构，如图 14。YUAN L等［84］以及 ZHU T等［85］分别在WS2/石墨烯和

WS2/并四苯异质结构界面研究了电荷转移态，如图 15和 16。

图 14 WSe2/WS2双层结构的层间过渡动力学［83］

Fig.14 Interlayer transition dynamics in WSe2/WS2 BL［83］
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图 15 WS2到石墨烯样品中层间耦合依赖的电荷转移过程［84］

Fig.15 Interlayer coupling-dependent charge transfer from WS2 to graphene［84］

图 16 电子和能量从并四苯到WS2的传递过程［85］

Fig.16 Electron and energy transfer from tetracene（Tc）to WS2［85］
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3.2.2 纳米管、纳米线中的动力学

在早期泵浦-探测研究中，碳纳米管和纳米线的超快动力学研究非常丰富。LAURET J S等［86］最早利

用时间分辨的双色泵浦-探测技术研究单壁碳纳米管中的超快动力学。JUNG Y等［87］首次利用泵浦-探测的

相位信号作为对照来研究单壁碳纳米管（Single-Walled Nanotube，SWNTs），能够快速无接触地对金属性或

半导体性的 SWNTs进行成像。利用锁相放大器解调出 SWNTs同相和正交通道信号的成像图，可用于区

分半导体相和金属相的 SWNTs，并利用不同波长的泵浦光和探测光（707 nm和 885 nm以及 885 nm和

707 nm）分别进行瞬态吸收成像。TONG L等［88］利用瞬态吸收显微镜提供了一种无标记的方法，通过合适

的近红外波长，以亚微米级的分辨率在体外和体内实时对半导体和金属碳纳米管进行成像。图 17中展示的

瞬态吸收显微成像中显示了半导体相和金属相的 SWNTs中相位相反的泵浦-探测信号，以及中国仓鼠卵巢

（Chinese Hamster Ovary，CHO）细胞中 DNA-SWNTs的成像。LO S S等［14］在 CdTe的瞬态吸收研究中发

现了非常快速的迟豫过程，而这一过程与材料表面载流子-缺陷复合过程有关，并且揭示了电子和空穴复合

过程中不同的动力学行为。

3.2.3 材料中载流子漂移可视化

泵浦-探测显微镜还可以用于研究载流子漂移过程，在这类实验中，通过固定泵浦光的位置可以实现在

材料上的单点光激发，激发之后的载流子从激发点往外扩散，并通过第二束探测光的扫描，能够在亚微米级

别和超快的时间尺度上观察到激发后横向扩散的载流子。例如在图 18所示的纳米线中，泵浦光首先在扫描

电子显微镜（Scanning Electron Microscope，SEM）图中标红点的位置激发，之后通过在 x-y方向对探测光进

行扫描可以观察到自由载流子的空间分布，红色区域表示的是载流子正向移动过程产生的信号，在 0 ps位
置红色信号的大小表示了聚焦泵浦光束产生的载流子云，可以看到随着时间迁移，载流子逐渐往外扩散，其

中负信号代表了陷阱载流子迁移的过程。这项工作不仅在高的时间分辨率和高的空间分辨率下观测到了

载流子的扩散过程，并且得到的自由载流子扩散和重组速度与 104 cm/s的双极性扩散和表面重组速度

一致［11］。

近年来，有机 -无机杂化钙钛矿也是非常火热的研究材料之一。在 GUO Z等的研究中［35］阐明了

CH3NH3PbI3钙钛矿薄膜中电荷在空间和时间尺度上的漂移，展示了三种不同的传输方式。在泵浦-探测

过程中观测到了与过量能量相关的准弹道运输，由此达到能够克服晶界的 230 nm的传输距离。而在非

平衡态下，漂移距离约 600 nm，持续时间约十几皮秒，超过了传统半导体，例如 Si、GaS中几皮秒的漂移

时间，如图 19。

图 17 M-SWNTs、S-SWNTs样品以及细胞中的DNA-SWNTs样品的瞬态吸收显微镜成像［88］

Fig.17 Transient absorption image of M-SWNTs，S-SWNTs and DNA-SWNTs in cells［88］
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4 结论

本文回顾了泵浦-探测显微镜的原理和在生物医学以及材料学领域的各类研究成果。基于激发态吸

收、基态损耗、受激辐射等过程，泵浦-探测显微镜能够探测到生物、化学、材料学领域的不同种类材料的超

快响应，不仅可以用于生物学领域的成像以及分子迟豫过程研究，使得人们可以更直观地观察到生物分子

的分布和动态迟豫，还能够帮助人们更加深入地理解半导体材料、二维材料、量子点、拓扑绝缘体、狄拉克半

金属材料中光激发下的超快光物理，促进新型材料运用到光学、电学领域。随着泵浦-探测技术的发展，在不

同的探测条件下可以得到更多材料的物理信息，泵浦-探测显微镜成为了各个领域研究超快过程的实用工具。

Left, SEM images of 5 μm sections of each wire centered around the pump laser excitation spot (image sizes: 2 μm × 5 μm).
The location of the excitation spot is depicted by the red circle

图 18 时间分辨的泵浦探测显微镜图像［11］

Fig.18 Time-resolved SSPP microscopy images[11]

图 19 几皮秒内的热载流子传输过程［35］

Fig.19 Hot-carrier transport in hybrid perovskites within the first picosecond［35］
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