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Raman basierte Imaging-Methoden werden immer populärer in den
Lebenswissenschaften, da sie nicht-invasiv und labelfrei sind und Bilder
mit chemischem Kontrast d. h. hoher molekularer Selektivität liefern.

Raman based imaging technologies are becoming more and more popular
in life sciences since they are non invasive, labelfree and reveal images
with chemical contrast i. e. high molecular selectivity.

ó Molekulare Bildgebungsverfahren erlan-
gen immer mehr an Bedeutung in den Lebens-
wissenschaften und der Medizin. Hierbei
gelingt es besonders optischen Methoden
immer weiter in zelluläre und subzelluläre
Regionen vorzudringen. Als vorteilhaft hat
sich der Einsatz von spektroskopischen Ver-
fahren erwiesen, welche neben Bildinforma-
tionen direkten molekularen Kontrast liefern,
was die Aufklärung von z. B. Zellfunktionen
ermöglicht. So gehört die Fluoreszenzmi-
kroskopie mittlerweile zur Standardausstat-
tung moderner Biologielabors, und nahezu
80 Prozent aller biomedizinischen Mikro-
skopiestudien werden mittels dieser Metho-
de durchgeführt.

Neben der Fluoreszenzmikroskopie wur-
den in den vergangenen Jahren zunehmend
Raman-basierte Technologien auf biologische
bzw. biomedizinische Probleme angewandt.
Die Raman-Spektroskopie gehört zu den mole-
külspektroskopischen Methoden mit dem
höchsten Informationsgehalt[1] und ergänzt
zunehmend etablierte bildgebende Verfahren
wie die Fluoreszenzmikroskopie. Bei der
Raman-Spektroskopie wird das Probenmate-
rial mit Laserlicht bestrahlt, wobei das ein-
gestrahlte Licht gestreut wird. Ein geringer
Prozentsatz des Streulichts ist durch Mole-
külschwingungen im Vergleich zum einfal-
lenden Licht frequenzverschoben. Diese Fre-
quenzverschiebungen spiegeln das Schwin-
gungsmuster des Probenmaterials wider und
damit deren chemische Zusammensetzung

und moleklare Struktur (Abb. 1A). Raman-
Technologien sind somit hochspezifisch, da
sie einen molekularen Fingerabdruck der Pro-
be liefern. Der besondere Vorteil der Raman-
Spektroskopie ist die minimale Probenvor-
bereitung, da die Proben gewöhnlich so ver-
wendet werden können, wie sie anfallen. Im
Vergleich zur Fluoreszenz-Spektroskopie han-
delt es sich um eine Methode, die ganz ohne
externe Marker auskommt. Während die Spe-
zifität der Raman-Methode sehr hoch ist, ist

die Sensitivität (d. h. die Signalintensitäten)
sehr gering, was die Detektion von niedrig
konzentrierten Molekülen erschwert. Um dies
zu umgehen, können spezielle Raman-Signal
verstärkende Techniken (z. B. CARS, TERS)
angewandt werden. Die Kombination Raman-
spektroskopischer Technologien mit einem
Mikroskop ermöglicht die Aufnahme von Ima-
ges mit chemischem Kontrast.

Raman-Mikroskopie

Mithilfe eines Mikroskops wird Anregungs-
laserlicht auf die Probe fokussiert. Die nume-
rische Apertur des Mikroskopobjektivs und
die Wellenlänge bestimmen die Größe des
Fokus. Die so genannte Auflösungsgrenze
liegt dabei im Bereich von 300 nm. Die Mess-
signale werden punktweise in Rückstreuung
registriert, indem die Probe mit einem moto-
risierten Tisch positioniert wird. Abbildung

1 vergleicht Raman-Maps (B, D) mit lichtmi-
kroskopischen Aufnahmen eines ungefärb-
ten Dünnschnitts einer Darmprobe (C, E).
Während Abbildung 1B einen Überblick über
die Gewebetypen liefert, ermöglicht die gerin-
gere Schrittweite in Abbildung 1D subzellu-
läre Details eines Ganglions aufzulösen. Bei
der Aufnahmegeschwindigkeit von 100 Spek-
tren pro Stunde waren die Messungen sehr
zeitaufwändig. An die Stelle der Probenprä-
paration z. B. durch Färbung treten mathe-
matische Verfahren der Bildauswertung zur
Spektrenanalyse und Klassifizierung. Dabei
sortiert ein Cluster-Algorithmus die Raman-
Spektren hinsichtlich ihrer Ähnlichkeit. Jeder

Raman Imaging

Molekulares Imaging:
Raman, CARS und TERS

˚ Abb. 1: Raman-Spektroskopie einer getrockneten Darmprobe. A, repräsentative Raman-Spek-
tren von Bindegewebe (1), Muskelgewebe (2) und Epithelgewebe (3). B, 79 × 79-Raman-Map mit
einer Schrittweite von 62 μm. D, 59 × 59-Raman-Map mit einer Schrittweite von 2,5 μm. Die Far-
ben in den Raman-Maps entsprechen der Gruppenzuordnung einer Cluster-Analyse. C, Der Pfeil in
der lichtmikroskopischen Aufnahme zeigt die Position eines Ganglions. E, vergrößertes Ganglion
aus C.
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Klasse wird eine Farbe zugeordnet (z. B. in
Abbildung 1B: Epithel = blau, Bindegewe-
be = braun und Muskel = gelb). Auf diese
Weise kann zum einen der Aufbau der Probe
dargestellt werden. Zum anderen kann das
Raman-Spektrum an jedem Punkt ausgewer-
tet werden. Beispielhaft sind in Abbildung

1A Raman-Spektren von Bindegewebe (1),
Muskelgewebe (2) und Epithelgewebe (3) dar-
gestellt, die sich deutlich unterscheiden[2].

CARS-Mikroskopie

Nachteilig bei der klassischen Raman-Metho-
de ist der niedrige Raman-Streuquerschnitt.
Daraus resultiert ein relativ großer Zeitbe-

darf, um ein komplettes Raman-Image, wie
in Abbildung 1 gezeigt, aufzunehmen. Es gibt
aber vielfältige technologische Ansätze, die
Aufnahmezeiten zu verkürzen, mit dem Ziel
Raman-Bilder in Echtzeit mit Video-Wieder-
holungsrate aufzeichnen zu können. Dazu
gehören so genannte nicht-lineare Raman-
Technologien wie CARS (Coherent Anti-Stokes
Raman Scattering)-Mikroskopie[3].

Die CARS-Methode beruht auf der Tatsa-
che, dass zwei Laserstrahlen durch eine Pro-
be geschickt werden und dort die Moleküle zu
kohärenten In-Phase-Schwingungen anregen.
An diesem Ensemble kohärent angeregter
Molekülschwingungen wird nun ein dritter

Laser, unter Aussendung eines zu den Anre-
gungslasern blau verschobenen CARS-Signal
gestreut. Durch gezieltes Abrastern der Pro-
be lassen sich so 2D- und 3D-CARS-Bilder
bestimmter Molekülschwingungen aufzeich-
nen. CARS-Mikroskopiebilder liefern somit
detaillierte chemische Strukturinformatio-
nen, da mit der CARS-Spektroskopie Mole-
külschwingungen wie bei der Raman-Spek-
troskopie angeregt werden. Abbildung 2 zeigt
CARS-Bilder kutikulärer Wachse in ver-
schiedenen tangentialen Schnitten eines
Pflanzenblatts. Abgebildet ist die räumliche
Verteilung von CH-Streckschwingungen, die
ein charakteristisches Strukturmerkmal der
Wachse sind, die aus sehr langen saturierten
Acyl-Ketten bestehen. Die Analyse der Wachs-
verteilung in lebendem Pflanzengewebe
erlaubt eine Korrelation zwischen der räum-
lichen Verteilung der Wachsstrukturen und
der Funktion der Wachse.

Der Vorteil der CARS-Mikroskopie im Ver-
gleich zur Raman-Mikroskopie ist, dass die
resultierenden Raman-Signale bei CARS um
mehrere Größenordnungen intensiver als
beim klassischen Raman-Effekt sind. Zudem
stört Fluoreszenz nicht, da das CARS-Signal
blau verschoben zu den Anregungslasern ist.
Diesen Vorteilen steht jedoch der Nachteil der
kostenintensiven Ausrüstung und des hohen
experimentellen Aufwands gegenüber. Um
CARS-Signale zu erzeugen, benötigt man hohe
Lichtintensitäten und mindestens zwei farb-
lich durchstimmbare Laser, die Piko- bis Fem-
tosekundenpulse (10-12 bis 10-15 s) liefern.
Technische Fortschritte auf dem Gebiet der
Kurzpuls-Lasertechnologien lassen aber in
Zukunft kompakte, einfach zu bedienende
CARS-Mikroskope erwarten bzw. CARS-
Mikroskopie-Add-ons für Standard-Fluores-
zenz-Laser-Scanning-Mikroskope.

TERS

Eine Möglichkeit zur Steigerung der Ortsauf-
lösung besteht in der Kombination von Ras-
terkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy,
AFM) mit Raman-Signal-verstärkenden Ver-
fahren. Als Beispiel sei TERS (Tip-Enhanced
Raman Spectroscopy) genannt. Dabei wird ein
einzelnes Silberpartikel an der Spitze eines
AFM-Cantilevers gebunden und mit dem
Laser des Raman-Mikroskops aktiviert. Durch
den so genannten Oberflächenverstärkungs-
effekt (Surface-Enhanced Raman Scattering,
SERS)[4] werden zum einen die Raman-Sig-
nale von Molekülen in der Nähe des SERS-
aktiven Partikels verstärkt, zum anderen wird
dieser Effekt aufgrund der extrem kleinen

˚ Abb. 2: A, CARS-Bild des tangentialen Schnitts einer Blattoberfläche. Es zeigt die räumliche
Verteilung der CH-Streckschwingungsoszillatoren. Um ein Tiefenprofil der Wachsverteilung im
Blatt zu gewinnen, wurden verschiedene optische Schnitte in vertikaler Richtung in z-Schrittwei-
ten von 0,9 μm durchgeführt. B, C, Tiefenprofile der Wachsverteilung entlang der horizontalen
und vertikalen Linien aus A.

˚ Abb. 3: A, Topografisches AFM-Image von Staphylococcus epidermidis. Die Pfeile markieren
die Stellen, an denen TERS-Spektren (B, C) mittels eines silberbeschichteten AFM-Cantilevers auf
der Bakterienoberfläche aufgenommen wurden.
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Verstärkungsregion von wenigen Nano-
metern auf einen sehr begrenzten Bereich
beschränkt. Durch die Kombination von
SERS mit AFM ist der Durchbruch in Rich-
tung nanometeraufgelöster Raman-Spek-
troskopie gelungen. Abbildung 3 zeigt
erste TERS-Untersuchungen auf der Ober-
fläche eines Staphylococcus epidermidis-
Bakteriums. Diese Untersuchungen erlau-
ben es, detaillierte chemische Informatio-
nen von wohl definierten und lokalisier-
ten Bakterienoberflächenstellen mit einer
räumlichen Auflösung im Nanometerbe-
reich zu erhalten. Die beobachteten
Raman-Moden (Abb. 3B) lassen sich
hauptsächlich Protein- und Zucker-
Bestandteilen zuordnen, was die chemi-
sche Zusammensetzung einer Bakterien-
oberfläche widerspiegelt[5].

Ausblick

Raman-Spektrometer werden mit faser-
optischen Sonden gekoppelt, um endos-
kopische Untersuchungen durchzuführen.
Erste Raman-Images an Maushirnen wur-
den so bereits aufgenommen und ermög-
lichten die Lokalisierung von Hirnmetas-
tasen[6]. Eine Zusammenfassung biome-
dizinischer Raman-Studien findet sich in
[7]. CARS-Mikroskopie und TERS sind rela-
tiv neue Verfahren, deren großes Potenzi-
al für in vivo-Untersuchungen in den näch-
sten Jahren weiter erschlossen wird. ó
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