Измерение, управление и оптимизация формы сверхкоротких импульсов в фокусе высокоапертурного объектива многофотонного микроскопа
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За последние два десятилетия методы микроскопии, базирующиеся на нелинейно-оптических эффектах, уверенно зарекомендовали себя в задачах визуализации клеточных структур в глубине рассеивающей ткани. Беспрецедентное пространственное разрешение таких методов связано с нелинейными процессами взаимодействия излучения с веществом, такими как двух-(ДФВ) и трехфотонное (ТФВ) возбуждение, а также генерация оптических гармоник  [1,2]. Для эффективного протекания вышеперечисленных процессов требуется высокая пиковая интенсивность излучения накачки, достигаемая в сверхкоротких лазерных импульсах. Умение измерять и поддерживать необходимую длительность и форму сверхкороткого импульса в фокусе объектива является приоритетной и не менее важной задачей, чем умение его генерировать. Из-за отсутствия прямых методов измерения столь коротких событий, характеризация таких импульсов является достаточно нетривиальной проблемой. В данной работе методом дисперсионного сканирования были восстановлены формы огибающей интенсивности фемтосекундных импульсов в фокусе высокоапертурного объектива многофотонного микроскопа с водной иммерсией.

Схема экспериментальной установки для проведения флуоресцентной микроскопии изображена на рис. 1а [3]. В качестве источника использовался лазерный генератор сверхкоротких импульсов на кристалле Ti:sapphire (Ti:S), генерирующий импульсы длительностью  ~40 фс. Ключевым элементом схемы является фотонно-кристаллический (ФК) световод, аккуратным подбором параметров которого за счет в основном эффекта фазовой самомодуляции ФСМ получилось сгенерировать когерентное широкополосное излучение в диапазоне от 700-1100 нм (рис. 1б). Для целей микроскопии из суперконтинуума выделяются “синее” и “красное” крылья, лежащие в спектральных диапазонах 725-810 нм и 875-1050 нм, с максимумами на 780 и 930 нм и ширинами 35 и 90 нм, соответственно. Для компенсации спектральной фазы, набегающей в оптических элементах микроскопа, использовались призменные оптические компрессоры, индивидуальные для каждого крыла суперконтинуума.
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Рис.1. (a) Схема установки. Ti:S, Ti:Sapphire лазер; OI, оптический изолятор; HWP, полуволновая пластинка; PC, призменный компрессор; ND, нейтральный фильтр; PCF, фотонно-кристаллический световод; MO, микроскопный объектив; 4F, система спектральной фильтрации; MS, моторизированная щель, SH, шатер; CH, оптический прерыватель; T, телескоп, GS, гальваносканер; SL, сканирующая линза; TL, тубусная линза; DM, дихроичное стекло; PMT, фотоэлектронный умножитель; LIA, синхронный усилитель; S, образец. (б) Спектр суперконтинуума, из которого выделяются “синее” и “красное” крылья на длинах волн 780 нм и 930 нм, соответственно 
Большинство существующих на данный момент методик характеризации сверхкоротких импульсов, как, например, техника оптического стробирования с разрешением по частоте (FROG), обладают достаточно высокой надежностью, но сложностью в экспериментальной реализации. В фокусе высокоапертурного объектива без дополнительной коллимации, что подразумевает добавление дополнительной диспресии, такие методики не позволяют характеризовать импульс. Методика “дисперсионного сканирования” – новый подход для измерения сверхкоротких импульсов, получивший в последнее время широкое распространение – за счет простоты экспериментального метода, с подобными проблемами не сталкивается. В данной методике относительно оптимальной спектральной фазы импульса (фазы, при которой длительность импульса минимальна) происходит контролируемое чирпирование импульса, после чего над ним производится нелинейное преобразование, такое как генерация второй гармоники. Полученная зависимость спектра второй гармоники от изменения длины пути импульса в призме называется “дисперсионным сканом” (d-scan) и является чувствительным к спектральной фазе импульса. С помощью специальных итерационных методов решения обратных задач, становится возможным восстановить фазовый спектр импульса и, вместе с легко измеряемым амплитудным спектром, получить всю необходимую информацию об импульсе в спектральном, а, следовательно, и во временном представлении. В данной работе чирпирование импульса происходит с помощью изменения его длины пути в диспергирующей призме предкомпенсирующего оптического компрессора, что освобождает нас от создания громоздких диагностических инструментов, следующих за объективом и является главным преимуществом метода.
В результате работы были измерены дисперсионные сканы (рис. 2б) и успешно восстановлена фаза импульсов. Длительности импульсов составили ~45 фс и ~65 фс для “синего” и “красного” крыла соответственно. Описанная установка позволила получить изображения клеток HeLa (рис 2а) и провести мультимодальные измерения.
Работа по разработке новых методов нелинейно-оптической визуализации сенсоров поддержана грантом РНФ №22-72-10044.
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Рис. 2. (a) Изображения двухфотонной флуоресценции белка Hyper 7 в цитоплазме клеток HeLa;    (б) Экспериментально полученный дисперсионный скан
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