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拉曼光谱是提供物质结信息的强有力工具&但由于拉曼散射信号弱#灵敏度低#因此应用范围受到

限制&而在共振拉曼光谱!

??'

"中#由于激发光源频率落在分子的某一电子吸收带内#分子吸收光子向电子

激发态的跃迁变成了共振吸收#因此对入射光的吸收强度大大增加&与常规拉曼光谱相比#

??'

能够提高

信号强度的
#"

4 倍&因此#

??'

检测技术以其更高的灵敏度和选择性而具有更广的应用#特别是在生物学及

医学等领域&如)!

#

"生物基质中的类胡萝卜素和叶绿素等色素分析*!

%

"细胞.蛋白质和
)I1

等有机物研

究以及一些临床疾病诊断&

??'

可以得到在常规拉曼光谱中隐藏的.更为重要的分子结构信息&

??'

总是

在很低的浓度下测试#且共振拉曼增强的谱线是属于产生电子吸收的基团#这对于有色物和生物样品尤为

重要&因为很多这类样品的活性部位接近于生色基团#且研究对象往往是生物大分子的某一部分#所以在研

究生物物质的结构和功能的关系时#

??'

起着重要作用&近年来#由于光谱技术的发展使得
??'

检测技术

得到创新与延伸#如液芯光纤共振拉曼光谱和透射共振拉曼光谱等新技术的应用&通过对近几年有关
??'

技术应用的原始论文.数据和主要观点进行归纳整理与分析提炼#介绍了
??'

这一专题的历史背景和研究

现状#分别对共振拉曼光谱的色素检测.生物检测和爆炸物检测等应用领域展开详细的综述#并介绍了相关

新技术的发展应用&随着光谱技术的快速发展#

??'

必将在科研领域拥有其他光谱技术不可取代的重要地

位&
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年印度物理学家拉曼!

?8K8;

"因发现了拉曼散射

效应而获得了诺贝尔奖#从此该散射效应受到了科学家们的

广泛重视&拉曼散射是光照射到物质上发生的非弹性散射&

单色光束的入射光子与分子相互作用时可发生弹性碰撞和非

弹性碰撞#在弹性碰撞过程中#光子与分子间没有能量交

换#光子只改变运动方向而不改变频率#产生的散射过程称

为瑞利散射&而在非弹性碰撞过程中#光子与分子之间发生

能量交换#光子不仅改变运动方向#同时其一部分能量传递

给分子#或者分子的振动和转动能量传递给光子#从而改变

了光子的频率#产生的散射过程称为拉曼散射!

?8K8;328<>

<O7Q;

.

#

?'

"#所以探测拉曼散射信号可以测量物质结构信

息&

?'

包括斯托克斯散射和反斯托克斯散射&拉曼光谱技

术是一种非破坏性测试技术#几乎无需试样制备#用很少量

试样就能获得足够信号#而且使用于物质的各种物理形态分

析#被广泛用于化学.物理学.生物学和医学等领域检测&

它对定性分析.定量分析和分子结构测定具有重要意义&

拉曼散射中#当激发光频率与待测分子的某个电子吸收

峰接近或重合时#由于电子跃迁和分子振动的耦合#这一分

子的某个或几个特征拉曼谱带强度陡然增加#产生共振拉曼

散射!

7O3-;8;2O?8K8;328<<O7Q;

.

#

??'

"效应&共振拉曼散射

效应可以从拉曼散射截面公式得到解释)根据
S78KO73>

HOQ3O;FO7
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散射公式

)

A

&

*

%

$

2

!

+

&

"

4

2

!

+

*

"

2)

,

!

'

2)

''

&

"

,

)

-

2

,

!

+

*

"

4

2

!

+

&

"

2)

,

!

'

2

4

,'

&

"

,

)

-

' (

2

!

#

"

式!

#

"中#

'

2)

是初始态
)

到激发态
2

的频率差#

'

&

是入射激

光频率#

+

&

与
+

*

为偶极矩算子的分量#

-

2

为描述均匀展宽

的阻尼因子&当激发光频率靠近电子吸收带时#第一项分母

趋近于零#因而其散射截面异常增大#导致某些特定的拉曼

散射强度增加
#"

/

"

#"

4 倍&

??'

收集的光谱峰较少#但峰的



分辨率较高&与常规拉曼光谱!

?'

"相比#由于激发波长和电

子跃迁吸收波长的重叠#

??'

显著提高了灵敏度和选择性#

因此#它可以选择性地分析复杂体系中相对较少的分子#为

混合物中的单个组分提供更多的指纹信息#这对于定量分析

非常有利&现已证明它在生物分子分析.生物医学诊断.环

境污染物监测.液体成分检测和合成物质鉴定方面具有很大

的潜力和优势&

??'

技术的高选择性和高灵敏度不仅可以检

测发色团的存在#还可以检测发色团的结构和微环境的变

化&

共振拉曼散射取决于激发波长&首先#激发光源的频率

必须在分子电子吸收带波长附近*其次#光源单色性好*而

且激发光要尽可能强和会聚&常用的能够获得共振拉曼光谱

的激发光源有)产生
/!5$6

#

/AA$"

#

/64$!

和
!#/$!;K

的氩

离子激光器*产生
&!4$/

#

/#&$#

#

/54$%

和
!4A$%;K

的氪离

子激光器*产生
4&%$A;K

的氦氖激光器*产生
!&%$";K

的

半导体激光器以及产生
&%!

和
//#$4;K

的
=Q2-;Qd>

氦镉激

光器*产生
%//$"

和
%!5$%;K

等紫外激光的腔内倍频氩离

子激光系统#以及激光波长在一个较大范围内!

&&"

"

#A!"

;K

"连续可调的染料激光器&

在产生共振拉曼散射效应过程中#当激发频率接近或重

合于分子的电子跃迁频率时#要得到拉曼光谱图会遇到一系

列的困难#主要有)散射与吸收过程之间的竞争.热透镜效

应.样品的热分解#以及荧光和光解问题&这些问题通常采

用以下方法和技术来解决)!

#

"对拉曼谱带与样品自身吸收

的校正#尽可能地将激光聚焦到靠近激光束出口的样品表面

上#甚至掠样品表面入射以减小激光在样品中的光程来降低

吸收*!

%

"采用使样品与激光光束之间有相对运动#或激光

扫描样品表面来避免热透镜效应和热分解*!

&

"在共振条件

下常会有宽的荧光带出现#荧光增高了背景#使谱带畸变#

信噪比变劣&采取的荧光抑制方法有)荧光淬灭法.光漂白

法.紫外$红外光激发法.移频激发法.小波变换法等&

相对于拉曼光谱应用范围存在一定的局限性#共振拉曼

光谱以其更高的灵敏度和选择性而被广泛应用&本文介绍了

共振拉曼光谱检测技术在几个研究领域的应用#分析了拉曼

光谱中产生共振效应的物质以及相对应的具体位置#便于读

者在科研探索时以合理的精度预测并能准确判断各类分子的

共振拉曼光谱&

#

"

色素分子的共振拉曼光谱

!9!

"

类胡萝卜素分子

共振拉曼光谱被广泛用于类胡萝卜素分子的研究&类胡

萝卜素的光吸收带在
/""

"

!!";K

范围内#当激发光的波长

与类胡萝卜素的
!

1

!

%

!

'

"

1

'

%

"电子跃迁刚好吻合时#产生

??'

&通常由其吸收引起的
??'

相对于
?'

增加
#"""

倍以

上'

#

(

#检测限低达到
#"

+A

K-,

-

=

+#

&典型的类胡萝卜素的

拉曼光谱在
6!"

"

#4""2K

+#之间#

??'

谱主要由
#!""

"

#!!"

!

.

#

"#

##%"

"

#%""

!

.

%

"和
#"""2K

+#

!

.

&

"三组频段组

成'

%

(

&

.

#

频段由
((

0 0

双键伸缩振动引起#跃迁类型为
!

1

!

%

*

.

%

频段由
0

1

0

单键伸缩振动引起#跃迁类型为是
(

1

(

%

*

.

&

频段由1

0H

&

弯曲振动引起#跃迁类型为是
(

1

(

%

&

由于
.

#

波段的共振拉曼峰最明显#因此该波段常用于鉴别和

区分类胡萝卜素的种类'

&

(

&

(F877-;9-

等'

/

(用
!#/

和
5A!;K

激发光源观察油菜中类

胡萝卜素的拉曼光谱&

.

#

#

.

%

和
.

&

频段模式在
!#/;K

激发

下得到了显著的共振增强#而在
5A!;K

激发下却不存在共

振增强!如图
#

所示"&共振条件下不仅可以测量到类胡萝卜

素典型的三个特征拉曼谱带的显著增强#而且还可以检测到

常规激发下测不到的光谱#如
6!4

和
#%"!2K

+#处的拉曼特

征峰&扩大拉曼光谱测量范围至
&!""2K

+#

#则会测得
%"%"

!

%

.

&

"#

%!#"

!

.

#

D

.

&

"和
&%6/

!

%

.

%

D

.

&

"等拉曼特征峰&一般

地#在
!#/;K

的共振条件下#由于在类胡萝卜素中发生的

强电子
>

声子耦合#共振拉曼光谱的
##""

"

#%""

和
#/""

"

#4""2K

+#区域中的两个拉曼谱光谱会更强&

图
!

"

#

#

$

I!F5D

和#

$

$

SWI5D

激发下获得的

油菜拉曼光谱'

F

(

B2

C

9!

"

=)D)57

/

+41.)-E4)D

/

+71.27-'1)25+6'

0

!

#

"

I!F5D
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!

$

"

SWI5D+T421)12-57-#.4+7

'

F

(

""
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等'

!

(用
/#&

和
!#/$!;K

同时检测虾青素时#

发现
/#&;K

可产生比
!#/;K

激发光更明显的共振&由于虾

青素的强吸收峰位于
/""

"

4"";K

之间#经加压处理后用

!#/;K

激发#虾青素在
##!5

!

.

%

"和
#!#A2K

+#

!

.

#

"处出现两

个强共振拉曼特征峰&然而#当用
/#&;K

激发时#

.

#

位移至

#!%#2K

+#

&从
?CF8;

等'

4

(的实验可以发现#在类胡萝卜素

分子的共振拉曼光谱中#最强烈带!

.

#

"的位置会根据分子具

有的共轭
((

0 0

键的数目而变化&由于新叶黄素在
//"

和

/5";K

附近存在强吸收峰#而叶黄素在
/4!

和
/6!;K

附近

存在强吸收峰&所以#叶黄素和新叶黄素在氦镉激光器发出

的
//#$4;K

激发光下#以及在氩离子激光器发出的
/!5$6

#

/54$!

#

/AA$"

和
!"#$5;K

激发下#其频段
.

#

波动范围分别

在
#!&%

"

#!&/

和
#!%!

"

#!%52K

+#之间&

/AA;K

激发下#

叶黄素在
.

/

区域存在两条明显的共振拉曼谱带!

6!!

和
64&

2K

+#

"#而在
!"#$5;K

共振条件下#

.

/

区域除了
6!5

和
64!

2K

+#两个谱带外#在
6!%

和
65&2K

+#处也出现了拉曼谱带&

基于类胡萝卜素的这些共振拉曼特征峰的特性#使得共振拉

曼光谱在很多实际应用中发挥及其重要的作用#如可以被用

来检测化妆品中类胡萝卜素的浓度#继而确定化妆品抗氧化

和稳定性等&显然#共振拉曼光谱在提供有关类胡萝卜素的

"%#%

光谱学与光谱分析
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精确分子信息方面具有显著的实用性#这些类胡萝卜素分子

的检测也促进了
??'

光谱分析方法的发展&

!9$

"

叶绿素分子

??'

可以研究叶绿素的分子特征#叶绿素在
/&%;K

附

近存在吸收峰#所以通常采用该波长附近的激发光对叶绿素

进行研究&叶绿素
??'

含有约
4"

条谱带#分为三个主要区

域)低频区!

%""

"

!""2K

+#

#中心
T

.

原子作用引起".中频

区!

6""

"

#4""2K

+#

#

((

08 I

和
((

08 0F

伸缩振动模等多

种模作用"和高频区!

#4%"

"

#5#"2K

+#

#

((

0 G

伸缩振动

模引起"&叶绿素分子的
??'

包含了由振动模式产生的谱带

和用于产生共振的电子跃迁!通常是最高能量的
'-7O<

带#其

主要由允许
!

1

!

%跃迁的电偶极子运动而产生#以避免叶绿

素内在荧光的干扰"&

??'

也可以用于评估更细微的结构特

征#如
GP89

等'

5

(用纳秒脉冲
I9kZ1V

激光器发出的
#"4/

和
&!!;K

两束激发光对细菌叶绿素
8

进行检测#发现只有

在
&!!;K

激发下有共振增强现象#且该现象由细菌叶绿素
8

分子的
'-7O<

带实现&由于叶绿素
8

的大部分电子转换以及

相关分子由平行于分子平面偏振的
!

1

!

%跃迁组成#所以叶

绿素
8

和相关分子的
??

谱中观察到的大部分谱带是由面内

模式产生的&叶绿素
8

在
/#&$#

和
/"4$5;K

等激发下#在

#4A"

#

#4!6

和
#4#"2K

+#附近出现非常强烈的拉曼特征

峰#最敏感的拉曼谱带是那些由叶绿素分子共轭
((

0 G

羰

基伸缩振动模作用引起的在光谱高频区域中出现的谱带&可

以通过叶绿素
8

在约
/"";K

的激发下被选择性识别出&

SQ3̂

等利用氦镉激光器产生的
//#$4;K

激发光对叶绿素
F

进行拉曼检测#发现在
#!!"

#

#!5"

#

#4&"

#

#4/"

和
#45!

2K

+#处出现共振拉曼特征峰&叶绿素
2

在
/!5$6

和
//#$4;K

等激发下#在
#46&

和
#4562K

+#

!叶绿素
2

的酮基
>

羰基簇

伸缩模作用"和
#&4"2K

+#

!

0

1

I

呼吸模式的
'-7O<

带电子

跃迁作用"处显示非常强的谱带&由于叶绿素
8

和叶绿素
2

分子的
'-7O<

带电子跃迁的位置不同#所以叶绿素
2

分子主

要在
/!5$6

和
//#$4;K

激发下表现出共振现象#而叶绿素
8

则在
/#&$#

和
/"4$5;K

激发下占优势'

A

(

#如图
%

所示&大多

数类胡萝卜素和叶绿素的不同构象可以根据它们的拉曼光谱

图
$

"

分别在
FIS9A

!

FF!9J

!

F!89!

和
FXJ9S5D

激发的叶绿素共振拉曼光谱'

W

(

B

和
C

)叶绿素
2

*

9

和
D

)叶绿素
8

B2

C

9$

"

=+7-5)54+=)D)57

/

+41.)-E4,*-.-

/

,

0

**7+T421+6

)1FIS9A

#

FF!9J

#

F!89!)56FXJ9S5D

'

W

(

B

#

C

)

0̂,-7-

]

^

_

,,2

*

9

#

D

)

0̂,-7-

]

^

_

,,8

来区分&由于这些分子产生的信号特别强烈#它们一直都是

光合作用中共振拉曼光谱的研究主题&由于
??'

可以提供

分子更细微的结构特征#所以它在涉及藻类和地衣细菌的环

境监测方面将会有突出贡献&

!98

"

罗丹明
JY

检测

罗丹明
4V

!

?4V

"在
!&";K

附近存在强吸收#在
/5";K

左右存在一个强振动肩#

=-;9O7-

等'

6

(用
/!4;K

对
?4V

进

行
??'

测量的实验中#发现在
4"6

#

#/5!

#

#!5&

和
#4/!

2K

+#处显示出明显的共振现象&

Ò;3O;

等'

#"

(用
/5/

和
#"4/

;K

对
?4V

进行检测#发现在
/5/;K

激发获得的共振拉曼

光谱中#由于
?4V

的
0

1

0

键的伸缩振动模作用#使得其在

4##

和
55!2K

+#处出现显著的共振增强现象#并且在
##5A

#

#!55

和
#4/62K

+#处出现了新的拉曼谱带#这些现象在

#"4/;K

激发的常规拉曼光谱中不曾出现&

综上所述#共振拉曼光谱技术是色素分子检测的有效工

具之一&

??'

结合了灵敏度和选择性#使人们能够选择性地

观察稀释溶液中的发色溶质以及研究复杂基质中的产生特定

拉曼散射的物质&

%

"

疾病检测

$9!

"

癌症检测

??'

可用于检测癌症过程中分子组成和结构的变化#且

对人类大脑#乳房等组织的疾病研究有很高价值&在癌症疾

病检测中#现多采用
!&%;K

激发光#其优点主要在于)该激

发光能对组织中关键结构单元分子!如蛋白质和脂质等分子#

以及亚甲基和羰基等官能团"进行有效激发#从而实现拉曼

光谱强度的增强#具有更高的信噪比和快速信号采集优势&

1,c8;-

团队'

##

(在
#6A5

年用
/!5$6

和
/AA;K

两束激光对人

体乳腺组织进行了第一次的
??'

检测&

=QC

等'

#%

(用
5A!

和

!&%;K

激发光检测了乳腺细胞#由于人的正常乳腺组织在

!#/;K

处存在吸收峰#所以正常的乳腺组织在
!&%;K

激发

下产生了共振效应#主要存在
5!"

#

#""/

#

##!4

#

#&"4

#

#//#

#

#!%#

和
#4!42K

+#这七个特征峰&其中
5!"

和
#&"4

2K

+#特征峰在癌症患者
??'

光谱中表现出强烈的增强现

象&除 此 之 外# 癌 症 患 者
??'

中 的
# &!A 2K

+#

!

0H

&

!

))

0 G

((

"伸缩振动模"#

#&5A2K

+#

!1

0H

&

弯曲振

动模引起"#

#!/A2K

+#

!归属于蛋白质酰胺
)

"以及
#4"!

2K

+#

!

0

1

G

伸缩振动模和苯丙氨酸和酪氨酸中的
((

0 0

弯

曲振动模共同引起"这几个特征峰在
!&%;K

激发下同样较正

常人乳腺组织
??'

有所增强!如图
&

所示"&当使用
5A!;K

激发时#光谱中主要的拉曼峰是由是蛋白质和脂质振动引

起&在此激发下#正常胸腺组织的拉曼光谱中主要存在
A&"

#

#"5A

#

#&#"

#

#//A

和
#4!%2K

+#这几个特征拉曼峰#而在

癌变的胸腺组织的拉曼光谱中#则存在
#44&2K

+#

!归属于

蛋白质酰胺
*

"#

#/!&2K

+#

!归属于蛋白质酰胺
)

"以及

#%4%2K

+#

!归属于蛋白质酰胺
+

"这三个拉曼特征峰&以上

所述的是正常与癌变乳腺组织分别在
!&%

和
5A!;K

激发下

所呈现的拉曼现象&将
!&%

与
5A!;K

激发下获得的患者与

正常人的乳腺组织的拉曼光谱相比较#会发现在
#%4%2K

+#

#%#%
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!归属于蛋白质酰胺
)

#由亚甲基!1

0H

%

1"变形导致"和

#44&2K

+#

!归属于蛋白质酰胺
*

#由羰基 !

0 G

((

"伸缩振

动模作用"都呈现了共振增强现象&而乳腺癌患者的乳腺细

胞则是在
#!/A2K

+#

!归属于蛋白质酰胺
)

"产生显著的共振

增强&

'7Q78K-

g

C

等'

#&

(还利用
!&%;K

激发光对人体的正常皮

肤细胞和患有基底细胞癌!

W00

"患者的皮肤细胞进行了检

测#发现患有基底细胞癌!

W00

"患者的细胞光谱中#位于

54&

#

#"#%

#

#/!%

#

#44%

和
%6&%2K

+#的拉曼谱强度较正常

皮肤细胞有显著增强现象&

â-C

和
Sû,O7

等'

#/>#!

(分别用

!&%

和
5A!;K

激发光对脑癌进行了研究#发现脑癌细胞组织

在
!&%;K

激发下产生共振拉曼效应#且在
#!/52K

+#

!酰胺

)

"#

#!A52K

+#

!归属于细胞色素
2

$线粒体"#

#4"42K

+#

!苯丙氨酸和酪氨酸引起"和
#""/2K

+#

!苯丙氨酸的苯环呼

吸模式作用"处发生显著的共振增强&

图
8

"

I8$5D

激发下的正常和癌变的乳腺组织
==>

光谱'

!$

(

B2

C

98

"

(,+==7

/

+41.)-E5-.D)*)564)54+.'.+)71

1277#+7+T421+6)1I8$5D

'

!$

(

""

综上所述#肿瘤的拉曼光谱通常会显示出大量的共振增

强峰#特别是
#!/52K

+#附近的酰胺
)

带显示出强共振增

强&在使用非共振拉曼系统收集的光谱中一般观察不到这些

现象#可见
!&%;K

激发光对于癌症诊断非常有效&

$9$

"

牙周炎检测

??'

技术可以以非侵入形式快速检测唾液样本#实现早

期牙周炎检测&它主要是由唾液中类胡萝卜素提供分子指纹

信息&采用
/AA

和
!#/$!;K

两种激发光来获得共振拉曼光

谱&

V-;2̂CP-e

等'

#4

(用上述两束激发光以及
4&%$A

和
!&%

;K

激光对唾液样本进行了检测#由于
&

>

胡萝卜素在光谱的

绿蓝色区域存在强吸收#所以发现牙周炎患者的
??'

光谱

中出现了
##!4

和
#!%/2K

+#这两处共振拉曼特征峰#这一

现象在正常人的
??'

中则非常弱甚至无法观察到#并且这

两个特征峰在
4&%$A

和
!&%;K

激发条件下不会出现&而且

还发现这两个特征拉曼峰强度随着牙周炎的加重而增加&因

此#根据这一实验现象可以对牙周炎进行早期诊断&由于深

紫外光将降低荧光信号#且酰胺
*

的
??'

增强!通过酰胺
*

的
!

1

!

%跃迁实现"需要较短的波长激发!接近
%"";K

"#所

以可以采用深紫外光进行牙质检测&对
%//;K

激发下获得

的人骨和牙质的紫外共振拉曼光谱!

fJ??'

"中观察到的主

要特征峰进行总结)有
6!!

"

64!2K

+#

!归属于磷灰石中的

EG

&+

/

离子"#

#%/!

"

#%!!2K

+#

!

1KQ9O

+

"#

#/!!

"

#/4!

2K

+#

!

0H

%

振动引起"#

#!!!

"

#!4"2K

+#

!

1KQ9O

)

"#

#4#"

"

#4%"2K

+#

!酪氨酸侧链振动引起"和
#4!!

"

#44!

2K

+#

!

1KQ9O

*

"&比较牙质在
%//

#

%"!

和
%%6;K

处激发下

的的光谱#发现只有
%//;K

激发导致
1KQ9O

*

的共振增强#

而
1KQ9O

)

在这三种激光激发条件下只出现很弱的共振现

象'

#5

(

#如图
/

所示&尽管目前
??'

在疾病检测方面的应用

不是很广#但随着医学的不断发展以及医学界专家们的不懈

探究#

??'

将在人类疾病预防以及检测等方面发挥重大的作

用&

图
F

"

$FF5D

激发下的人的牙本质紫外共振拉曼光谱'

!S

(

B2

C

9F

"

VZ.+7-5)54+=)D)57

/

+41.)+T421+6)1

$FF5DE.-D,#D)56+5125

'

!S

(

&

"

生命科学研究中的
??'

检测

89!

"

蛋白质检测

紫外共振拉曼光谱!

fJ??'

"技术可用于测量在紫外区

域有吸收的大分子中的生色团#该技术比其他类型的拉曼光

谱技术更具优势&首先它具有共振增强效应#使拉曼信号增

加
#""

"

#""""

倍*其次#它在低于
%!";K

的情况下不受荧

光干扰#具有高信噪比'

#A

(

&再者它可以实现痕量检测和选择

性测试&许多重要标记物#如核酸.酶.细胞壁蛋白等的吸

收区位于小于
&"";K

的深紫外区&因此紫外激发光可以实

现微生物的共振拉曼定量测量&由于芳香族氨基酸和蛋白质

分子的紫外共振拉曼光谱信号能够被选择性地增强#所以

fJ??'

在治疗与监测疾病方面非常有效&已知血浆的几个

常见的
fJ??'

峰来源于芳香族氨基酸#且其拉曼峰信号都

被增强&因此在此分析色氨酸.酪氨酸和苯丙氨酸这三种重

要的氨基酸#由于其在
%5!;K

波长附近存在吸收峰#

H87i

等'

#6>%"

(采用
%//;K

作为激发光源对血浆进行拉曼检测时#

发现它们在该激发条件下都产生了共振拉曼效应&如色氨酸

在
5!A

和
#""62K

+#

!对称苯$吡咯同相和异相呼吸模式"#

#&/"

和
#&!42K

+#

!由吡咯环中的
I

#

1

0

A

伸缩与面外弯曲

的组合带之间的费米共振引起的振动"#

#!!#2K

+#

!吡咯环

0

1

0

伸缩振动"处显示特征拉曼峰*酪氨酸在
A%6

!对称环伸

缩模式"#

A!#

#

##5&

!平面内
0

1

H

弯曲振动"#

#%"A

!

0

1

0

&

%%#%
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的伸缩振动"和
#4#!

!平面内环伸缩振动"处出现拉曼峰*苯

丙氨酸在
#%#/

!

0

1

0

&

的伸缩振动"#

#4"/

!平面内环伸缩振

动"和
#""42K

+#

!环呼吸模式"处存在拉曼特征峰&因为疾

病会改变了人体血浆的组成#所以对血浆中蛋白质的检测有

利于疾病诊断&如利用
??'

对人体血浆样品进行检测及分

析其组份从而鉴别人类是否患有血栓性微血管疾病的应用

中#确定了人类血浆中主要信号是来自芳香族氨基酸#且不

受如类胡萝卜素等其他因素的干扰#因此
fJ??'

可以更有

效和特异性地区分健康人体和血栓性微血管患者的血浆&

T8P

等'

%#

(用
/"4$5;K

激光对细胞色素
E/!"

进行了检

测#该物质在
//4;K

处存在吸收峰#所以产生了共振效应#

主要在
#&5%

"

#&5&

!

.

/

模式"#

#/4"

"

#!""

!

.

&

模式"#

#!4"

"

#!A"

!

.

%

模式"和
#4""

"

#4/"2K

+#

!

.

#"

模式"处发生

共振增强'

%%

(

&

:-3̂8

等'

%&

(采用
&4&$A;K

波长对其进行检

测#发现在获得的共振拉曼光谱的低频区中的
&/6

#

/#"

#

/5"

和
4542K

+#附近存在共振增强&

0̂Q

等'

%/

(利用紫外共振拉曼

光谱来确定蛋白质的结构&已知血红蛋白的共振拉曼光谱的

出现强烈依赖于激发光波长&而紫外激发可以通过共振效应

来增强蛋白质某些部分的振动强度&接近
%"";K

激发下测

量的蛋白质共振拉曼光谱由酰胺
*

#

)

和
+

区域中的肽键的

振动带以及来自芳香族氨基酸侧链的振动带的叠加作用引

起&

17î8;<3Oe

等'

%!>%4

(用深紫外激发光对蛋白质进行了检

测#对药物测试中#含有
I-e-,

#

HCK8,-

.

和
=8;<C3

三种胰

岛素在
#6!;K

激光激发的实验中发现#由于酰胺
+

模式.

酪氨酸的芳香环拉伸模式和酰胺
*

模式作用#在
#%&!

#

#4#"

和
#4!!2K

+#附近出现共振拉曼特征峰&通过这一现

象可以判别基于蛋白质配制的药物中胰岛素成分以及判定胰

岛素的存在与否&

VO-7

.

O

等'

%5

(采用
!#/$!

!非共振条件"和

%%6;K

!共振条件"对丝状病毒!

c9

"进行拉曼检测#病毒的衣

壳蛋白色氨酸!

:7

]

"和酪氨酸!

:

_

7

"组成分在
%%6;K

处激发

下同样会产生的共振拉曼现象'

%A

(

#且拉曼特征峰出现在

5!5

#

#"#"

#

#4#4

以及
#5452K

+#处&而这些峰在
!#/$!;K

激发下是不存在的'

%6

(

#这些特征峰足以作为判定
c9

存在与

否的有力证据&在深紫外!如
%%%$!

#

%/%$/

#

%!"$6

和
%&"$4

;K

等"的激发下#几种细菌!包括大肠杆菌"的共振拉曼光谱

的谱线大致相似#且最显著的共振谱带是在
#4#/2K

+#处

!如图
!

所示"&一般对于细菌蛋白质#在
%#A

"

%/%;K

区域

内激光波长的适当选择将会增强苯丙氨酸#酪氨酸芳香族侧

链的
fJ??'

带&此时#每个细胞的
)I1

#

?I1

和蛋白质

芳族氨基酸都会出现细菌共振拉曼光谱的最强峰&因此#紫

外共振拉曼光谱技术在蛋白质检测方面具有明显的优势&

89$

"

;Q@

检测

不同
)I1

化合物在不同的激发条件下显示出不同共振

增强&单细胞核中
)I1

的光谱特征在
%4";K

左右的激发光

激发下#其核酸碱基的紫外共振拉曼光谱!

fJ??'

"强度最

强&

%!5;K

等紫外光都非常适用于核酸及其复合物的

fJ??'

研究&在
&%!

#

%A%

和
%!5;K

等激光的激发下#腺苷

的 峰值最强#但在
%//;K

条件下却很弱&

1

#

0

#

V

和
:

四

种碱基之间相互作用使得其在
%A%;K

的激发下出现强烈的

共振拉曼峰&在紫外光激发下#

)I1

碱基的共振拉曼峰出现

在
#/%5

#

#/A/

#

#!46

和
#4#42K

+#附近'

&">&#

(

&

VO-7

.

O

等用

!#/$!

!非共振条件"以及
%!5;K

!共振条件"对丝状病毒!

c9

"

进行拉曼检测&比较这两种激发下的拉曼光谱#发现
)I1

碱基在
%!5;K

激发下产生显著的共振拉曼现象#并且特征

峰出现在
6A#

#

#&&!

#

#/A&

和
#!5!2K

+#处!如图
!

所示"&

fJ??'

对于
)I1

化合物组成成份中碱基的判定非常有效#

由于
)I1

结合化合物作为基因导向治疗剂具有巨大的潜在

价值#所以#

fJ??'

在研究
)I1

与小分子#如致癌物或染

料等相互作用方面有良好的应用前景&

图
I

"

$$A

!

$IS

和
I!F9I5D

激发下的
E6

病毒拉曼光谱'

$S

(

B2

C

9I

"

=)D)57

/

+41.)-EE632.#7+T421+6)1$$A

#

$IS

)56I!F9I5D

'

$S

(

898

"

血红素检测

?8K3O7

等'

&%

(使用
/AA$"

#

!#/$!

和
!4A$%;K

波长的激

发光对红细胞中的血红素进行了共振拉曼检测&由于血红素

分子的
'-7O<

带和
b

键的综合作用引起共振了增强现象#且

大多数强烈的共振拉曼谱带位于
#"""

"

#4!"2K

+#之间'

&&

(

#

主要涉及卟啉环中各种
0

1

0

和
0

1

I

键的伸缩振动#以及

次甲基质子的弯曲振动&将由以上
&

种激发光激发获得的红

细胞拉曼光谱与
A&";K

!非共振"获得的光谱进行比较#发

现在这
&

种激光激发下获得拉曼光谱非常相似#血红素在

#&5!

#

#!%!

和
#4!"2K

+#附近有三个明显的特征带#并且

能够很好地消除非共振激发下出现的荧光背景'

&/

(

&而在

!4A$%;K

条件下#除了上述几种特征带外#在
5!"2K

+#处出

现的共振拉曼特征峰的强度非常强&

H8K898

等'

&!

(用
/AA

#

!#/$!

#

!&%

和
4&%$A;K

的激光对

细胞色素
2

进行了检测!如图
4

所示"#由于细胞色素
2

在

!#"

"

!!";K

处存在吸收峰#所以它在
!#/$!

和
!&%;K

激发

下产生共振效应&共振拉曼特征峰出现在
5!&

#

##%5

#

#&#/

和
#!A&2K

+#处&从光谱中还发现
!&%;K

激发产生的自发

荧光信号比
!#/$!;K

激发低约
#%

倍#比
/AA;K

激发的低

#45

倍&可见
!&%;K

激发可用于产生强烈的拉曼散射信号并

抑制通常会模糊拉曼信号的自发荧光#所以该激发光对于无

标记观察分布在活细胞中的细胞色素
2

是非常优越的&

&%#%
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图
J

"

在
FWW

!

I!F9I

!

I8$

!

FWW

和
J8$9W5D

激光下的

细胞溶质光谱'

8I

(

B2

C

9J

"

=)D)57

/

+41.)-'1)25+6E.-D1,+4

0

1-7-*-5+4+**2..)62<

)1+6H21,*)7+.*2

C

,1-EFWW

#

I!F9I

#

I8$)56J8$9W5D

H)3+*+5

C

1,7

'

8I

(

/

"

生物分子的拉曼探针检测

""

激光拉曼探针是一种非破坏性测定物质分子成分的微观

分析技术&该技术可以快速.准确.无损地实现对单个包裹

体!

*

#

#

K-,

-

=

+#

"的定性分析#并可以对包裹体的部分流

体成分进行相对定量分析&而共振拉曼探针在选择性标记细

胞膜和活细胞中线粒体的快速拉曼成像方面具有明显的潜

力#并且为细胞免疫测定开辟了一条新途径&偶氮苯!

1i->

FO;iO;O

"具有低荧光量子产率#可以降低共振拉曼信号中的

荧光干扰#它经常被设计成拉曼探针&

=Q

等'

&4

(采用
!&%

和

4&&;K

激发光对基于
1i-FO;iO;O

而设计的拉曼探针
1K>

0I1i->GH

进行了研究#由于
1K>0I 1i->GH

在
/5%;K

波长下存在最大吸收峰#所以其在
!&%;K

激发下的拉曼信

号比在
4&&;K

激发下的信号强度高
&"

倍#即在
!&%;K

条

件下#拉曼探针
1K>0I 1i->GH

会产生共振效应#且在

#"&4

!

/

!

0

1

0

""#

#&5!

!

/

!

0

1

I

"和
.

!

0

1

0

""和
#!6/2K

+#

!

/

!

0

1

0

"和
.

!

0

1

0

""处呈现显著的共振增强现象&

SCiKQ;

等'

&5

(利用
4&&;K

波长的激光器研究了一种新

型的基于
W,82PWO77

_

bCO;2̂O74!"

!

WWb>4!"

"的拉曼探针#

由于
WWb>4!"

在
4%";K

附近存在的强吸收峰#因此#该物

质在
??'

增强机制下出现了高强度信号#观察到在
#"A5

"

##&&2K

+#范围内出现了最强拉曼特征峰&除此之外#在

#%/"

和
#&5"2K

+#附近的拉曼特征峰也相应的而出现了共

振增强现象&与用
!&%

和
5A!;K

激发获得拉曼光谱相比#拉

曼特征峰的信号最大增强了约
#"

/ 倍&

WWb>4!">IH'

的检

测阈值为
5

#

K-,

-

=

+#

#比普通生物分子的检测阈值低
%

"

&

个数量级&因此#

WWb>4!"

非常适合作为细胞生物成像的

??'

探针&由于共振拉曼探针信号能够选择性增强#而不依

赖于来自细胞生物分子的拉曼信号这一特性#使得其在细胞

器结构鉴定方面具有显著潜力#已经被验证用于活体培养靶

向细胞中的溶酶体等细胞器的动态检测&相信
??

探针用于

标记特定的细胞结构域以指导光谱空间成像的特性能够给细

胞生物学提供有效的技术支持&

!

"

爆炸物检测

""

RKK-;3

等'

&A

(用
!&%

和
%//;K

对爆炸物成份
ER:I

!季

戊四醇四硝酸酯"进行了拉曼检测#由于
ER:I

在
#6/;K

附

近存在吸收峰#所以该物质在
%//;K

激发下产生了共振效

应#且在
A5"

!

Gv

1

I

伸缩模"#

#%6!

!

IG

%

对称伸缩模"#

#!#"

!

0H

%

剪切"和
#4!52K

+#

!

IG

%

反对称伸缩模"处的共

振现象非常显著'

&6

(

#如图
5

所示#他们还发现硝酸盐类爆炸

物成份中的
IG

+

&

在
%//;K

!共振"当激发下#由于该离子在

%"";K

附近存在吸收峰'

/"

(

#所以其在
#&""

"

#/!"

和

#44"

"

#45"2K

+#等范围内出现共振现象'

/#

(

#而这一现象

在
!&%;K

!非共振"激发下是不存在的&紫外激发比其他激

发光激发的爆炸物拉曼光谱信号有显著增强#如在
%%6;K

条件下的拉曼信号比那些在近红外和可见光区域的激发光激

发下获得的信号大
#"""

倍左右&总结几种炸药成份在
%%6

;K

激发下获得的共振拉曼光谱信息如下)

:I:

!三硝基甲

苯"的特征拉曼谱带有)

A%4

#

##5"

#

#%"A

#

#&4#

和
#4%/

2K

+#

*

ER:I

)

A5%

#

#%6!

#

#!##

和
#4!A2K

+#

*

IH

/

IG

&

!硝酸铵")

#&%!

#

#&5%

#

#/""

和
#44&2K

+#

*

HTN

!环四亚

甲基四硝胺")

A56

#

#"56

#

#%%#

#

#&%6

和
#!%#2K

+#

*

?)N

!环三亚甲基三硝胺")

AA!

#

#%#A

#

#/!A

#

#!#5

和
#!A6

2K

+#

'

/%>//

(

&在
%%6

和
%/A;K

等深紫外激发下的光谱中#

#"//2K

+#处的谱带强度通常可用于区分硝酸盐炸药和其他

非爆炸性硝酸盐'

/!

(

&通常使用从
%%6

"

%4%;K

的深紫外激

发波长来测量普通爆炸物的共振拉曼横截面&目前#在标准

溶液中测量紫外拉曼截面非常简单#并且在文献中也比较常

见#但固态测量很少见#所以#在未来的研究探索中#要克

服如固态测量中存在的由于爆炸物强烈的紫外线吸收而造成

的实验偏差等问题#从而实现对爆炸物的
fJ??'

准确检

测&

图
S

"

&[(Q

在
I8$

和
$FF5D

下的拉曼光谱'

8W

(

B2

C

9S

"

=)D)57

/

+41.)-E&[(Q+T421+6)1I8$)56$FF5D

'

8W

(

4

"

其他检测应用

""

fJ??'

可以检测钼酸盐物种'

/4

(

#

NQ-;

.

等'

/5

(分别用

%//

#

&%!

和
/AA;K

波长的激发光对
T-G

&

$

,

>1,

%

G

&

进行拉

/%#%
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曼检测&由于四面体钼酸盐的
((

T- G

键和八面体钼酸盐的

T-

1

G

1

T-

键分别在
%%"

"

%!"

和
&%";K

处存在吸收峰#

所以
T-G

&

$

,

>1,

%

G

&

在
%//

和
&%!;K

激发下产生了共振效

应&

T-G

&

$

,

>1,

%

G

&

在
&%!;K

激发下#在
&%!

#

A&5

#

6#"

和

#45"2K

+#处出现共振增强现象&而在
%//;K

激发下#其在

&%!

#

6#"

#

#A"%

和
%5%"2K

+#处出现共振增强现象&且
&%!

和
6#"2K

+#特征峰归属于
((

T- G

键的弯曲和对称伸缩模&

而
A&5

和
#45"2K

+#则是归属于
T-

1

G

1

T-

键的不对称伸

缩模&这些现象在
/AA;K

激发下是不存在的&

M7O

_

等'

/A

(的实验中#采用
/AA

和
4&%$A;K

!共振"两束

激光对
T-'

%

纳米粒子进行了拉曼检测#由于
T-'

%

在
4%"

"

45";K

之间存在吸收峰#所以
T-'

%

在
4&%$A;K

'

/6

(激发

下产生了共振效应#且在
%%4

#

/4"

#

!/!

和
4/"2K

+#附近出

现了共振拉曼特征峰&

W8

_

8iQ<

等'

!"

(分别用
4&%$A

#

!&%

和
5A!;K

三束激发光

对单壁碳纳米管!

'LI:3

"分子进行了拉曼检测#由于该分

子在
!!"

和
4""

"

A"";K

附近存在吸收峰#所以在这三种激

发条件下都存在共振拉曼效应&观察所得光谱#发现在

4&%$A;K

激发下的
'LI:3

拉曼光谱中存在
#A5

#

#65

#

%"6

#

%&4

和
%!#2K

+#这五个特征峰'

!#

(

*由
5A!;K

激发获得的

'LI:3

拉曼光谱特征峰则是在
%"%

#

%#%

#

%%%

#

%&"

和
%4!

2K

+#处&而在
!&%;K

激发条件下#拉曼特征峰则是在
#A5

和
%5&2K

+#处'

!%

(

&

??'

对单壁碳纳米管分子的敏感性检测

非常有用&

=8Q;

.

等'

!&

(分别用
!#/

和
4&&;K

对四甲基联苯胺单电

子氧化产物!

:TW

D

D0:0

"进行拉曼检测#由于该物质在

4!";K

处存在吸收峰#所以其在
4&&;K

激发下产生了共振

效应&且在
##6#

!

0H

&

弯曲振动模"#

#&&4

!环间
0

1

0

伸缩

振动模"和
#4"62K

+#

!环伸缩振动和
0H

弯曲振动模结合"

处出现了拉曼特征峰#而这几个特征峰在非共振激发波长

!

!#/;K

"条件下是不存在的&

=QC

等'

!/

(分别用
&%!

和
!&%;K

激光对
'Q

进行拉曼检

测&

&%!;K

的紫外激发光对于无机碳酸盐和有机聚碳酸酯

等化合物非常灵敏&由
&%!;K

激发而获得的
'Q

光谱中#出

现了
#"6"

!

0G

%+

&

"#

#&6"

和
#4"!2K

+#

!聚碳酸酯"这几个特

征拉曼峰&而在
!&%;K

激发下却未出现这一现象'

!!

(

&

M7-32̂

等'

!4

(分别用
%//

#

%!5

和
!&%;K

激发光对抗疟

药物氯喹!

0b

"和甲氟喹!

Tb

"进行了拉曼检测#发现它们的

拉曼信号在紫外激发下得到强烈的增强#且具有更好的信噪

比&

0b

在
%//;K

激发下#其在
#4&4

#

#!!5

#

#/A5

和
#/%"

2K

+#处出现拉曼特征峰#在
%!5;K

激发下#除了同样存在

上述四个特征峰外#还额外出现了
#4#/

和
#!642K

+#两个

特征峰&

Tb

在
%!5

和
%//;K

激发下出现的现象格外一致#

其特征峰则是出现在
#4#6

#

#!A!

#

#/5!

和
#/&&2K

+#附

近&

综上所述#

??'

在紫外与可见光范围内对粒子检测非常

有效&不仅仅体现在样品拉曼强度的增强#而且对样品物质

的定性与定量研究提供了有效的科学检测手段&

5

"

共振拉曼光谱新技术

""

液芯光纤共振拉曼散射!

,Q

h

CQ9>2-7O-

]

<Q28,cQFO77O3->

;8;2O?8K8;3

]

O2<7-32-

]_

#

=0GM>??'

"可以有效提高拉曼

光谱强度#因此可以检测低浓度样品的拉曼光谱#并识别出

痕量和超痕量物质&基于液芯光纤的共振拉曼散射!

=0GM>

??'

"能够提高拉曼强度
#"

6 倍#该技术已被用来测量
0'

%

!二硫化碳"中浓度在
#"

+5

"

#"

+#4

K-,

-

=

+#范围内的
&

>

胡萝

卜素'

!5

(

&

透射共振拉曼!

<78;3KQ33Q-;7O3-;8;2O?8K8;3

]

O2<7-3>

2-

]_

#

:??'

"光谱技术将透射与共振增强的拉曼散射结合起

来&一方面#透射测量由于低荧光背景存在而提高了信噪

比#另一方面#由于激发光的共振特性使得分析灵敏度得到

增强&即将增加信噪比与增强的分析灵敏度相结合&

:??'

被用于直接测量#无需任何样品制备&

:??'

通常应用在与

营养相关的植物化学物质如类黄酮.类胡萝卜素和葡萄糖酸

盐等'

!A

(的检测分析中&

表面增强共振拉曼光谱!

3C7c82OO;̂8;2O97O3-;8;2O

?8K8;3

]

O2<7-32-

]_

#

'R??'

"的检测限能够达到
#"

+#!

K-,

-

=

+#

#可以在极低的检测范围内显示超高灵敏度并获得更

大的信号增强'

!6

(

&

'R??'

可以检测
)I1

中扩增的聚合酶

链式反应!

]

-,

_

KO783O2̂8Q;7O82<Q-;

#

E0?

"和一系列不能通

过
E0?

检测到的双链
)I1

分子序列#并能提供法医和考古

学领域由于
)I1

损伤而无法获取的信息'

4"

(

&

'R??'

技术

也用于研究癌症分子问题'

4#

(

&

时间分辨共振拉曼光谱!

<QKO>7O3-,eO97O3-;8;2O?8K8;

3

]

O2<7-32-

]_

#

:???'

"可以直接描述和量化三态激发的特性

和基态的损失&通过
:???'

技术可以证明分子间单态裂

变#

:???'

用于区分和量化激发物种&大量的样品可以在

/#!

#

!!#

和
/5&;K

激发下产生
:???'

效应'

4%

(

&

=QC

等'

4&

(基于超连续谱激光器和可调谐滤光片#实现了

在单光栅拉曼系统中进行了可调谐共振拉曼轮廓的测量&该

共振拉曼光谱测量系统可实现有效杂散光过滤低至
%""

2K

+#

#用于在
/""

"

#""";K

范围内的共振拉曼分布测量&

由于双层转角石墨烯在
!!"

"

5"";K

存在吸收峰#将该可调

谐共振拉曼系统的激发波长调至
4%";K

#发现双层转角石

墨烯样品的
V

模式强度在该激发下得到强烈的共振增强&即

此系统的优异性能和灵活的可调谐能力通过在双层转角石墨

烯
V

模的共振拉曼轮廓的测量中得到了验证&该系统不仅可

以获得波长连续可调的稳定输出的单色光#并且利用可调谐

边带滤光片的截止边带可调的特点#降低了共振拉曼轮廓谱

测量对于仪器的要求#使其可以在商业化的单光栅拉曼光谱

仪中得以实现#并且具有结构简单.操作简便.透过率高.

光路布置合理和便于扩展的优点#进一步推动了共振拉曼光

谱研究的应用前景&

A

"

结
"

论

""

近年来的科研及实际应用中#共振拉曼光谱的应用范围

!%#%
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变得更加广泛&本文综述了目前使用的共振拉曼光谱技术在

分子检测分析中的特征和应用&与常规的拉曼光谱相比#共

振拉曼光谱!

??'

"可以更好地检测生物组织中的分子振动信

息#而无需添加标记或对比增强剂&还可以检测到一些因信

号太弱而不被常规拉曼光谱激活的分子振动&本文综述了共

振拉曼光谱技术在色素检测.疾病检测.生物分子检测.生

物分子的拉曼探针检测以及爆炸物检测中的实际应用&并且

总结了各应用领域所测样品分子在相应的共振条件下产生共

振拉曼效应的具体激发和峰位#有利于科研人员更加清楚地

了解这些分子的共振拉曼特征#使得他们在对不同领域样品

进行研究时能够准确地采用合适的激发光源#从而获得最佳

的光谱数据采集效果#便于对待测样品进行较准确的定量和

定性分析#继而达到研究目的&随着科学技术的不断进步#

共振拉曼光谱技术将会在更多领域#包括艺术品和考古学.

地质学.药学等领域得到广泛应用&
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