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基于纳米通道表面增强拉曼散射光谱分离

检测组氨酸对映体的研究
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摘 要 以 Al2O3 纳米通道膜为基体制备金纳米通道，以场发射扫描电镜、循环伏安、交流阻抗等方法对金纳

米通道进行表征。采用 EDC-NHS 的交联反应，将壳聚糖自组装至金纳米通道孔壁上，形成表面具有手性位点

选择性的功能化纳米通道膜，利用纳米通道优异的分离能力手性分离 D-，L-组氨酸。考察了纳米通道孔径和

溶液的 pH 值对分离效果的影响。采用银溶胶作为表面增强拉曼( SEＲS) 测试的基底，增强对 D-，L-组氨酸的

SEＲS 效应，提高检测该物质的选择性和灵敏度。分别在 1000 和 1590 cm!1 处测定 L-组氨酸和 D-组氨酸。在

含 200 μL 组氨酸、100 μL 银溶胶和 100 μL 80 mmol /L NaCl 溶液( pH = 7． 59) 中，D-组氨酸和 L-组氨酸可得到

较好分离，分离度达到 4． 91。
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1 引 言

手性是生物体系的一个基本特征，很多内源性大分子物质，如酶、载体、受体、血浆蛋白和多糖等都

具有手性特征［1］。天然或半合成药物几乎都有手性，但产生不同的药理作用和反应。手性对映体的分

离测定，对研究生命科学、药物化学以及人类健康都具有重要的意义［2 ～ 4］。氨基酸是组成蛋白质的基本

单元，在人体生命活动中起着举足轻重的作用，氨基酸多为外消旋体，D 型氨基酸在生理活性和实际用

途与 L 型有很大差别，因此 D-，L-氨基酸对映体的分离是生命科学研究的基础内容之一，在蛋白质多肽

的研究、有机化学中的不对称合成以及医药、食品、卫生等领域的研究中都具有重要意义。常用的手性

对映体的分离方法有化学分离法、结晶拆分法、酶或微生物拆分法、萃取拆分法、化学传感器和色谱等方

法［5 ～ 9］。此外，膜分离法也被广泛用于对映体的分离［10 ～ 12］。
表面增强拉曼光谱( SEＲS) 是表征表面分子吸附行为和分子结构的有力工具，已成为高灵敏的研

究界面效应的技术之一，广泛应用于研究吸附分子在表面的取向及吸附行为、吸附界面表面状态，生物

大分子的界面取向及构型、构象和结构分析［13，14］。SEＲS 已成为一个强大的分析工具［15］，当物质分子

吸附到粗糙金属上( 例如 Au，Ag，Cu 等) ，在很低的浓度甚至单分子都能有 SEＲS 效应［16 ～ 19］。
纳米通道已在生物医药、生命科学领域的分离分析研究中显示出高度的优越性和实用性［19 ～ 23］。但

是采用纳米通道的方法分离 D-，L-组氨酸，且同时利用表面增强拉曼光谱测定被分离的物质鲜有报道。
本研究以氧化铝膜为基底制备金纳米通道阵列，壳聚糖在 EDC-NHS 的交联作用下自组装至金纳米通

道孔壁上，形成表面具有手性位点选择性的功能化纳米通道膜，利用纳米通道优异的分离能力手性分离

D-，L-组氨酸。采用银溶胶作为表面增强拉曼的基底，增强对 D-，L-组氨酸的 SEＲS 效应，可对 D-组氨酸

和 L-组氨酸同时检测。本研究为构建纳米通道分离池与 SEＲS 检测系统的偶联装置，实现对被分离物

质的实时检测、深入理解分离机理打下实验基础，体现了其独特的优越性和广阔的应用前景。

2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

CHI-760B 电化学工作站( 上海辰华公司) ; U 形连通池( 自制) ; 旋光仪( Autopol IV / IV，USA) ; 拉

曼光谱仪( ＲENISHAW，英国) ; S4800 场发射扫描电镜( FESEM，HITACHI，日本) 。
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孔径为 100 nm 的氧化铝膜购自 Waterman 公司; D-组氨酸、L-组氨酸( TCI) ; 1-( 3-二甲氨基丙基) -
3-乙基硫二亚胺( EDC，98． 5% ) 、N-羟基琥珀酰亚胺( NHS，99% ) 壳聚糖( CS) 及 3-巯基丙酸( 99% ) 由

Aldrich 公司提供; 其余试剂均为分析纯，实验用水为超纯水( 18． 2 MΩ cm) 。
按文献［24］所述方法，用柠檬酸钠还原法制备银溶胶。取 0． 0255 g AgNO3 溶于 150 mL 超纯水

中，不断搅拌，并将溶液加热至沸腾后，取 3 mL 1%柠檬酸钠溶液逐滴缓慢加入其中。在沸腾状态下继

续加热溶液 10 min，同时不断搅拌，停止加热，自然冷却至室温，得到呈灰色的银溶胶。避光保存。
制备的银溶胶以紫外可见光谱进行表征。所制备的银溶胶的最大吸收峰在 418 nm 处，这是由于金

属粒子表面的等离子共振激发或带间跃迁，金属胶体在紫外可见区有吸收带或吸收区。并且在最大吸

收峰之后并没有其它的峰，这说明制得的银溶胶的纳米颗粒粒径分布均匀，没有团聚。因此，所制备的

银溶胶适合用作 SEＲS 活性基底。
2． 2 实验方法

2． 2． 1 金纳米通道的制备与修饰 以 Al2O3 纳米通道膜为基体，依文献［25］方法制备 Au 纳米通道

膜。将所制得的 Au 纳米通道膜浸入 1% 巯基丙酸溶液中，6 h 后用去离子水冲洗若干次，然后浸入

( 5∶ 1，V /V) EDC-NHS 溶液中，2 h 后用水冲洗干净，将活化的膜浸没在 0． 4% ( w /w) 的壳聚糖溶液中

( pH =7． 4) 24 h，通过 EDC-NHS 交联的壳聚糖自组装在 Au 纳米通道膜上，用水冲洗干净后备用。实验

均在 4℃条件下进行。为简便计，分别以 Al2O3，Al2O3 /Au 和 Al2O3 /Au /CS 表示 Al2O3 纳米通道膜、沉
积了金的 Al2O3 纳米通道膜和修饰了壳聚糖的 Al2O3 /Au 膜。
2． 2． 2 纳米通道传感装置 采用文献［25］所用的 U 形池作为色氨酸对映体分离装置，以氧化铝纳米

通道膜作为分离载体，将膜置于两 U 形池进样池、透过池之间，膜的有效透过面积为 0． 196 cm2。在

U 形连通池的进样池中加入 10!4mol /L D-组氨酸和 10!4mol /L L-组氨酸各 4 mL，透过池中加入 4 mL 水

和 4 mL 银胶溶液，间隔一定时间用拉曼光谱仪检测透过池中 D-组氨酸和 L-组氨酸的量，作出渗透池中

物质的量随时间的关系，所得直线斜率之比( α) 定义为两种待测物的分离度。

3 结果与讨论

3． 1 金纳米通道和修饰膜的表征

图 1 为以 100 nm 孔径 Al2O3 膜为基底的纳米通道膜，沉积不同时间得到的金纳米通道膜的

FESEM 图。由图可见，随着镀金时间的增加，Al2O3 膜的孔径不断减小，表明 Au 纳米粒子已成功沉积

在了基底膜的表面及孔道内。
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图 1 100 nm 氧化铝膜不同沉积时间得到纳米通道的 FESEM 图

Fig． 1 Field emission scanning electron microscopy ( FESEM) of 100 nm Al2O3 film with different deposition

time
Deposition time: ( a) ，0 h; ( b) ，7 h; ( c) ，9 h．

交流阻抗谱和循环伏安法是考察纳米通道制备过程的有效方法［24］。由 Al2O3 纳米通道膜在

0． 1 mol /L K3［Fe( CN) 6］溶液中的循环伏安图( 图 2) 可见，金沉积时间延长，电流下降。可能是由于随

着金沉积时间延长，纳米通道的孔径变小，电子转移阻力增大所致。图 3 为纳米通道膜在0． 1 mol /L
K3［Fe( CN) 6］溶液中的交流阻抗谱图。由图 3 可见，Al2O3 纳米通道膜经过金的沉积后，由于通道孔径
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变小，阻抗变大; 而 Al2O3 /Au 膜修饰了 CS 后，孔径进一步减小，其阻抗也进一步增加，表明纳米通道被

成功修饰。
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图 2 不同金沉积时间下得到的 Al2O3 /Au 纳米通道

膜的循环伏安曲线

Fig． 2 Cyclic voltammograms of Φ 100 nm Al2O3 film

after deposition of Au for different time
a，3 h; b，5 h; c，7 h; d，9 h; e，11 h
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图 3 Al2O3 纳米通道膜的交流阻抗谱图

Fig． 3 AC impedance spectrum of Al2O3 /Au nanochan-

nel membrane before and after modified with chitosan

3． 2 纳米通道孔径对分离效果影响

纳米通道的孔径可通过金沉积时间控制。考察了不同金沉积时间后得到的金纳米通道膜，经壳聚

糖修饰后对手性组氨酸分离的影响( 图 4) 。实验表明，金沉积时间太短，纳米通道孔径太大，D-组氨酸

和 L-组氨酸均能通过纳米通道，但金沉积时间太长，则通道孔径太小，甚至使得通道被堵死，以至组氨酸

不能通过通道。在 100 nm 的裸氧化铝膜上镀金9 h 后得到的纳米通道膜对 D-，L-组氨酸的分离效果最好。
3． 3 溶液的 pH 值对 D，L-组氨酸分离度的影响

分别将适量 pH 为 2． 0，3． 5，5． 0，5． 6，7． 6 和 9． 0 的 D-，L-组氨酸溶液及等体积空白溶液加入进

样池中，每间隔 1 h 后检测池 D-组氨酸和 L-组氨酸含量。从图 5 可见在低 pH 或者高 pH 下，Al2O3 /Au /
CS 对 D-，L-组氨酸的分离度较小; 而在 pH =7． 59 时分离度较大。即在组氨酸等电点( pH = 7． 59) 时的

分离度最大，达到 α = 4． 5。
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图 4 不同孔径的纳米通道膜对组氨酸异构体分离的

影响

Fig． 4 Effect of pore size of nanochannels on separation
of histidine enantiomers
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图 5 pH 值对组氨酸异构体分离的影响

Fig． 5 Effect of pH value on histidine enantiomers sepa-
ration

3． 4 组氨酸的 SEＲS 光谱

图 6 为 1． 0 × 10!10mol /L D-组氨酸、1． 0 × 10!10mol /L L-组氨酸以及相同浓度的 D-，L-组氨酸混合物

的 SEＲS 光谱。分别取 200 μL 组氨酸、100 μL 银溶胶和 100 μL 80 mmol /L NaCl，混合均匀。从图 6d 可
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见，银溶胶起到了 SEＲS 活性基底的作用，未加入活性基底时，组氨酸无法检出。由于 D-组氨酸和

L-组氨酸的空间位阻不同，与银微粒作用不同，振动频率不同，所以会出现各自的特征峰。L-组氨酸和

D-组氨酸分别在 1000 cm!1 ( 图 6b) 和 1590 cm!1 ( 图 6c) 处有各自的特征峰; 而在 D-，L-组氨酸的混合溶

液中，通过 SEＲS 检测，可以同时看到 D-组氨酸和 L-组氨酸的特征峰存在( 图 6a) ，表明 SEＲS 可以同

时检测、区分 D-组氨酸和 L-组氨酸。
3． 5 基底团聚时间对 SEＲS 检测的影响

银溶胶和组氨酸混合后的静置时间影响组氨酸的 SEＲS 信号。考察了银溶胶、NaCl 和待测物团聚

时间的影响( 图 7) 。以制备好的银溶胶作为基底，分别取 200 μL 1 × 10!10mol /L 组氨酸、100 μL 银溶胶

和 100 μL 80 mmol /L NaCl，混合均匀。结果表明，团聚时间对分析物检测有很大的影响。团聚时间太

短，分析物与银溶胶未很好地吸附，导致银溶胶没有起到 SEＲS 增强的效果，所以没有 SEＲS 信号，无法

检测出待测物质。实验中，银溶胶和组氨酸混合 1 h 后再进行 SEＲS 信号的检测。
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图 6 组氨酸对映体的 SEＲS 光谱

Fig． 6 Surface enhanced Ｒaman scattering ( SEＲS )

spectra of D-，L-histidine detection
( a) 1 ×10!10mol /L D，L-组氨酸，( b) 1 ×10!10mol /L L-组氨酸，

( c) 1 ×10!10mol /L D-组氨酸，( d) 组氨酸溶液中未加入银溶

胶基底。

( a) 1 × 10!10 mol /L D，L-histidine，( b) 1 × 10!10 mol /L L-histi-

dine，( c) 1 × 10!10 mol /L D-histidine，( d) colloidal silver was

not added．
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图 7 银溶胶、NaCl 和待测物团聚时间的影响

Fig． 7 Effect of unite time between substrate and analyte
团聚 0． 5 h，1 × 10!10 mol /L L-组 氨 酸，( b ) 团 聚 10 min，

1 × 10!10 mol /L L-组氨酸。

( a) 1 × 10!10mol /L L-histidine united for 0． 5 h;

( b) 1 × 10!10mol /L L-histidine united for 10 min．

3． 6 组氨酸检出限的考察

400
Raman shift (cm-1)

Ra
m
an

in
te
ns
ity

600 800 1200 1600 18001000 1400
-1000

1000

3500

b
a

5000

500
0

500

1500
2000
2500
3000

4000
4500

c

e
d

图 8 不同浓度组氨酸的 SEＲS 信号

Fig． 8 SEＲS spectra of L-histidine
Concentration of L-histidine ( mol /L) : ( a) 1 × 10!6 ; ( b ) 1 ×

10!7 ; ( c) 1 × 10!8 ; ( d) 1 × 10!9 ; ( e) 1 × 10!10 ．

图 8 为采用银溶胶作为表面增强拉曼的基底，

对组氨酸 SEＲS 检测范围进行考察。对一系列浓度

为 1 ×10!11 ～ 1 × 10!6 mol /L 的 L-组氨酸进行检测，发

现当组氨酸的浓度低至 1 × 10!11 mol /L，仍有明显的

SEＲS 信号，基本可以达到低浓度组氨酸的检测要求。
3． 7 组氨酸对映体在 Al2O3 /Au /CS 中的迁移

考察了 D-，L-组氨酸在修饰前的纳米通道内的

迁移量随时间的变化。由图 9A 可见，Al2O3 /Au 纳

米通道膜对组氨酸对映体没有选择性，二者在金纳

米通道内的迁移速率基本上相同，所以不能将两者

分离。图 9B 为 D-组氨酸、L-组氨酸通过 Al2O3 /Au /
CS 纳米通道膜迁移量随时间的变化。选择在 pH 为

7． 59 的条件下对 1 × 10!5mol /L D-，L-组氨酸对映体
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进行拆分。很显然，D-组氨酸的迁移速率明显大于 L-组氨酸，壳聚糖功能化的金纳米通道对 D-，L-组氨

酸对映体分离度为 4． 91。这是由于表面具有手性位点选择性的壳聚糖功能化的金纳米通道膜对手性

组氨酸具有优异的分离能力。
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图 9 1 × 10!5 mol /L 组氨酸手性对映体过 Al2O3 /Au 纳米通道膜( A) 和过 Al2O3 /Au /CS 纳米通道膜

( B) 的分离情况

Fig． 9 Separation efficiency of histidine enantiomers through Au nanochannels membrane ( A) and chitosan
functionalized Au nanochannels membrane ( B)

4 结 论

以氧化铝为模板，壳聚糖功能化的金纳米通道在最佳条件下对 D-，L-组氨酸对映体分离度最大达

到 4． 91。由于 SEＲS 检测的检出限低，SEＲS 可以同时检测出 D-组氨酸和 L-组氨酸，可望与纳米通道进

行偶联，在线实时分离检测手性组氨酸对映体，能够大大缩短检测时间。本研究为构建纳米通道分离池

与 SEＲS 检测系统的偶合装置，对快速便捷地分离检测手性物质提供了方法，具有潜在、独特的优越性

和应用前景。
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Chiral Separation and Identification of D，L-Histidine Based on
Nanochannels Membrane Coupling with Surface Enhanced

Ｒaman Scattering Spectroscopy

ZHONG Tong-Sheng1，YIN Zhi-Fang1，LIU Yue2，HUANG Shan-Sheng* 1，2

1 ( Department of Chemical ＆ Environmental Engineering，Hunan City College，Yiyang 413000，China)
2 ( Life and Environmental Science College，Shanghai Normal University，Shanghai 200234，China)

Abstract Gold nanochannels were prepared using Al2O3 nanotubules membrane as the carrier and modified
with chitosan by a classical N-( 3-dimethylaminopropyl) -N-ethyl carbodiimide ( EDC) /N-hydroxysuccinimide
( NHS ) coupling reaction． The nanochannels were characterized by field emission scanning electron
microscopy ( FESEM) ，cyclic voltammetry and AC impedance method． The Au nanochannels modified with
chitosan showed a chiral environment and can be used to separate histidine enantiomer． The effects of pore size
and solution pH on the separation efficiency of histidine were investigated． To increase the detection sensitivity
of D-，L-histidine，Ag nanoparticles were used to enhance the surface enhanced Ｒaman scattering ( SEＲS)

activity． The results showed that the chitosan-modified gold nanochannels can be used to separate chiral
histidine based on this unique selective nanochannel membrane． L-Histidine and D-histidine were respectively
detected by SEＲS at wavelengths of 1000 and 1590 cm!1 ． The results showed that L-histidine and D-histidine
were separated well in the mixture containing 200 μL of histidine，100 μL of colloidal Ag and 100 μL of
80 mmol /L NaCl ( pH =7． 59) with a separation efficiency of 4． 91．
Keywords Gold nanochannel; Chiral separation; Surface enhanced Ｒaman scattering spectroscopy;

Histidine
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