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摘要: 本文简单介绍了近年来拉曼光谱分析法在有机化合物结构鉴定、高分子蛋白分析、临床检验、晶体和材料研究等方面的

应用及几种常用的拉曼光谱分析技术。为进一步扩大拉曼光谱技术的应用提供参考。
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拉曼光谱是一种散射光谱, 它的产生基于光与

分子的非弹性碰撞。当一束单色光照射到物质上

时,物质的分子和光子相互作用,可能产生弹性碰撞

和非弹性碰撞。其中, 弹性碰撞是不存在能量交换

过程的,只是改变了光子的传播方向, 对应于瑞利

线。而非弹性碰撞与入射光之间则存在 ( hv的能量

差,即 stokes线与反 stokes线。拉曼光谱主要考察

的是 stokes线。拉曼光谱与红外光谱是相互补充

的。分子结构分析中电荷分布中心对称的化学键,

如 C - C、N = N、S - S键等, 它们的红外吸收很

弱,而拉曼散射却很强,因此,一些使用红外光谱仪

无法检测的信息通过拉曼光谱能很好地表现出来。

拉曼光谱还可测定分子的退偏比, 利于弄清分子的

对称性等,这在结构分析中是非常有用的。本文综

述了几种常用的拉曼光谱技术,简单介绍了拉曼光

谱技术在有机化合物结构鉴定、高分子蛋白分析、临

床检验、晶体和材料研究等方面的应用。

1 几种常见的拉曼光谱技术

111 显微拉曼光谱技术  该技术采用了低功率激
光器,高转换效率的全息 CCD ( charge coup led de-

v ice)技术以及共焦技术,克服了传统拉曼仪所需大

功率激光器,灵敏度低等缺点, 具有检测灵敏度高、

时间短、所需样品量小、样品无需制备等优点。近年

来, 显微拉曼技术成为检测分析领域里一种颇受青

睐的手段。显微拉曼光谱能给出物质结构的深层次

信息,反映出不同环境状况下物质的内部结构变化。

Masak iEnam i等
[ 1]
采用显微拉曼光谱法对不同压力

状态下石英的结构变化进行了考察, 建立起了拉曼

频移与结构变型性压力之间的线性相关。通过比

较, 发现压力 -温度梯度状态变化下的石英内部结

构不同,即可通过谱图来识别石英的高压信号。拉

曼显微光谱是以光子为探针的无损无接触的测量,
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它获得的样品振动谱是分子水平的, 而不是单个原

子的信息。张卫红等
[ 2]
采用显微激光拉曼光谱对

盐酸丁咯地尔的热降解机理进行了较为详细的研

究,证实盐酸丁咯地尔的热氧降解过程与热重分析

实验的结果基本相符, 从分子水平上对热解过程进

行了剖析。显微拉曼光谱还可对微加工技术的质量

进行有效的检测。蒋毅坚等
[ 3]
采用显微拉曼技术

对准分子激光微加工技术进行了在线检查, 并在有

机玻璃和光刻胶制成的齿轮上分别进行了探索。实

验证明,显微拉曼散射技术是一种新的检测微加工

质量的有效手段。显微拉曼还被越来越多地运用于

矿石晶型转化过程的研究领域中, Thorsten Ge isler

等
[ 4]
采用离子微探针技术和显微拉曼相结合对锆

石的动力学热恢复和重结晶过程进行了在线监测,

发现锆石的拉曼谱线频率和带宽在温度梯度变化图

中明显地分为两个不同的阶段。实验通过对拉曼峰

位和峰强的比较,从量子振动的水平上对天然锆石

的退火过程作出了解释。

112 傅里叶变换拉曼光谱技术  该技术克服了荧
光干扰,具有测量波段宽、热效应小、检测精度及灵

敏度高等优点,且具有多通路的特点,能所有频率同

时测定。拉曼光谱最大的干扰因素是荧光现象,它

是阻碍拉曼光谱仪灵敏度的一个障碍。而荧光大都

集中在可见区, 所以采用 1064 nm近红外激光光源

激发的傅立叶拉曼光谱仪几乎可以彻底克服荧光干

扰。最近几年人们开始将近红外激光光源引进了傅

立叶变换拉曼光谱分析技术及其仪器中。Edw ards

等
[ 5]
用 FT - RAMAN结合气相质谱法对古代埃及石

棺切片上的有机涂料进行了分析, 文章首次运用拉

曼光谱分析法来对特殊位置的有机检材进行无损分

析,为其后用气相色谱法定向分析检材上的微量样

品作出了辅证。拉曼散射光谱技术属于物质的分子

振动光谱,可以从分子水平诊断疾病。测量时对样

品的制备要求相对较低,一般的生物样品如体液、细

胞、活体组织和 DNA等都可以直接测量, 并且样品

测定为无损伤分析, 容易获得大量信息。李蓉等
[ 6]

对甲状腺正常组织和甲状腺癌组织的傅里叶变换拉

曼光谱进行了初步讨论, 通过实验得到了甲状腺癌

变组织样品和甲状腺正常组织样品的拉曼光谱,通

过比较正常组织和癌变组织拉曼光谱中的特征峰,

可以很容易地将二者加以区分。实验证明, 拉曼光

谱法是甲状腺癌诊断的有效方法。

113 表面增强拉曼光谱技术
表面增强拉曼散射 ( surface enhanced R am an

scattering, SERS )是指当一些分子被吸附到某些粗

糙的金属 (如银、铜、金等 )表面上时, 它们的拉曼散

射强度会增加 10
4
~ 10

6
倍

[ 7]
。相对于红外光谱, 拉

曼散射很弱,拉曼光谱通常不够灵敏,利用表面增强

拉曼技术可以大大加强拉曼光谱的灵敏度。表面增

强拉曼光谱学 ( SERS)已成为拉曼光谱研究中一个

活跃的领域。表面增强效应与样品的量及吸附时间

的长短有关。乔俊莲等
[ 8 ]
用表面增强拉曼光谱法

对水中残留绿麦隆进行了检测, 考察了不同浓度状

态下的绿麦隆溶液及银镜在溶液中的浸泡时间与拉

曼信号强度之间的相关性。汪瑗等
[ 9]
对野生植物

茅莓主要有效成分黄酮化合物进行了液相色谱 -电

喷雾质谱联用、薄层色谱原位表面增强拉曼散射研

究,并用 2种不同的方法制备的银溶胶获得了总黄

酮提取液薄层色谱斑点原位微克量各化合物部分指

纹光谱,比较了 2种色谱分离与指纹检测联用技术。

实验将薄层色谱与表面增强拉曼技术相结合, 使混

合物的分离和结构测定一次完成, 为中药提供了一

种新的高灵敏度分离与原位指纹检测方法。

114 激光共振拉曼光谱技术 激光技术的兴起使

拉曼光谱成为激光分析中最活跃的研究领域之一,

共振拉曼光谱是建立在共振拉曼效应基础上的一种

激光拉曼光谱法。共振拉曼效应产生于激发光频率

与待测分子的某个电子吸收峰接近或重合时, 这一

分子的某个或几个特征拉曼谱带强度可达到正常拉

曼谱带的 10
4
~ 10

6
倍, 有利于低浓度和微量样品的

检测。激光共振拉曼光谱具有灵敏度高、所需样品

浓度低、反映结构信息量大等特点,还可以针对复杂

分子的不同色团选择性地共振激发, 而相互间不受

影响
[ 10]
。目前, 激光共振拉曼光谱分析已用于无

机、有机、生物大分子、离子乃至活体组成的测定和

研究
[ 11, 12 ]

。由于核酸和蛋白质的电子吸收带在深

紫外 260~ 280 nm,因而,谱线在这附近的深紫外共

振拉曼光谱更为人们所重视。人们可以选择性地通

过共振激发核酸色团来研究药物与核酸作用的精确

位置;以及通过共振激发蛋白色团来研究蛋白的二

级结构以及蛋白质与物质的相互作用
[ 13, 14]

,为生物

技术领域的基础研究和应用开辟广阔的前景。 Jo-

hannessen等
[ 15]
通过对细胞色素 C的共振拉曼旋光

活性及表面增强共振拉曼旋光活性的分析, 发现其

共振拉曼旋光谱图中的峰和表面增强拉曼旋光谱图

中的峰基本上可一一对应, 其微小的差别是由于蛋

白质在银胶表面的物理特性波动产生的。随着新的

激光技术如高效率激光倍频、紫外可调谐激光等技
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术的发展,将有力地推动共振拉曼光谱技术在抗癌

药物与 DNA的相互作用和其他生物大分子结构及

其与物质相互作用等研究工作的应用。

115 光声拉曼技术
光声拉曼光谱术 ( PARS)是通过光声方法来直

接探测样品中因相干拉曼过程而存储的能量的一种

非线性光谱技术,它具有高灵敏度 (能探测到 10
- 6

cm
- 1
的拉曼系数 )、高分辨率和基本上没有光学背

景等优点,在气体、液体样品的检测分析中均可取得

理想的效果。由于不像相干反斯托克斯拉曼

( CARS)过程那样有比较严格的相位匹配角要求,

因而它也很适合用于研究固体介质的特性。与气

体,液体不同,固体介质中的 PARS效应是由相干拉

曼增益过程产生的局部热能耦合到样品本身的振动

模式的热弹过程,对于介质各向异性结构,三阶非线

性拉曼极化率张量形式表现出一定的对称性, 因而,

情况要复杂得多
[ 15]
。光声拉曼光谱技术是通过光

声方法来检测受激拉曼增益的,光声拉曼信号正比 f

固体介质三阶拉曼极化率的虚部, 与非共振拉曼极

化率无关,因而完全避免了非共振拉曼散射的影响,

并且克服了传统光学方法受瑞利散射、布里渊散射

干扰的缺点,基本上是一种无光学背景的非线性光

谱技术,其谱线近似为洛仑兹线。由于光声拉曼信

号并非来自样品对光的直接吸收, 而是基于通过相

干拉曼放大过程使分子

产生具有拉曼活性的受激跃迁, 并且光谱跃迁

的发生取决于分子极化率的变化而非其固有偶极矩

的变化,使得 PARS技术成为研究具有反演对称晶

体中对红外不具活性的光学声子的有效手段。另

外,由于光声拉曼光谱探测频率等于两光束的频率

差,因而利用它可以在可见光区研究分子的振动特

性,如观测分析分子晶体中的谱线频率比分子内部

振动的频率小得多的分子间相对振动谱线, 并且比

使用红外光谱方法要方便简单。光声效应与调制频

率有关,改变调制频率可获得样品表面不同深度的

信息, 所以光声拉曼光谱分析是提供表面不同深度

结构信息的无损探测方法。目前, 光声拉曼技术主

要用于研究矿石内部化学结构及分子内部的多相动

力学过程和监测气体的浓度及压力变化趋势
[ 16~ 17]

。

116 高温高压原位拉曼光谱技术  该技术能揭示
熔体的微观结构及其在高温高压下的物理化学反

应,诸如冶金熔体、地质反应及晶体生长过程等,光

谱既能得到反应物和产物的结构信息, 还可获取反

应中间体及其变化过程的信息。显微高温拉曼光谱

仪具有所需样品量少, 升温速率快, 空间分辨率高

(精度 1~ 2 Lm), 可选气体保护, 操作和测定简便

等特点。宏观高温拉曼光谱仪具有极高的信背和信

噪比,可完全消除杂散光的干扰;同时,样品可程序

控温。目前,高温拉曼光谱技术已应用于晶体生长、

冶金熔渣、地质岩浆、矿产等
[ 18~ 22 ]

物质的高温结构

研究,是揭示物质分子结构的主要手段之一。周兴

志等
[ 23]
运用激光拉曼光谱仪, 利用水热金刚石压腔

装置对高温高压条件下石膏 -水体系中的石膏脱水

相变进行拉曼光谱研究。在压力 -温度曲线变化条

件下通过系列实验对相变的过程进行了原位光谱分

析。分析发现,与人们已知的无水条件下石膏分两

步脱水的过程不同,高压下石膏在饱和水环境下倾

向于一次性的脱去所有结晶水而形成无水石膏。并

通过实验数据得到石膏和无水石膏的转折温度和平

衡压力间的关系式。陈晋阳等
[ 24]
以金刚石作为顶

砧, 通过顶砧压腔装置对干酪根在水中的变化进行

了拉曼光谱的原位分析,实验发现,温度从最高温度

440 e 降到 240 e 时, 拉曼光谱图显示干酪根降解
生成了有机小分子。高温高压拉曼实现了用常规方

法难以进行的高温高压下的原位测定,反映出物质

在高温、高压的连续梯度变化条件下的化学结构变

化过程。

2 拉曼光谱法的应用

211 在有机化学上的应用 拉曼光谱可为有机化

合物作结构鉴定,拉曼位移的大小、强度及拉曼谱峰

的形状是确定化学键、官能团的重要依据。拉曼光

谱还可监测药品的合成生产过程, 从而从生产源头

上控制药品的质量。李卫华等
[ 25]
通过自行研制的

/在线拉曼光谱测量系统 0对阿司匹林的合成过程

进行了实时跟踪检测,得到在反应过程中不同时刻

的拉曼光谱。从而确定阿司匹林的合成过程中有中

间体出现。这对于研究化学反应过程具有潜在的应

用价值。相对于红外光谱,激光拉曼光谱图更复杂,

反映的分子结构信息更多。陈晓红等
[ 26]
用傅里叶

变换红外光谱法和拉曼光谱分析法分别进行亚胺培

南的光谱检测,发现其红外光谱的特征吸收峰在拉

曼光谱上基本可找到相应的特征峰, 化合物的结构

特征官能团均能在拉曼光谱找到归属。比较亚胺培

南样品的傅里叶变换红外光谱和拉曼光谱的谱图,

可以发现,拉曼光谱图所反映的分子结构的信息更

丰富,对红外非活性的振动形式在拉曼光谱中也能

得到信息反映,且光谱图结构信息量大,检测到的分

子吸收谱带尖锐、清晰, 某些化学键在红外光谱中为
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弱吸收谱带, 特征性不强, 而在拉曼光谱中为强吸

收,指纹性更特征, 可以反映出结构上的细微差别,

对于分子结构的确定起着重要的佐证作用。

212 在高分子蛋白分析方面的应用 拉曼光谱可

提供关于碳链或环的结构信息。在确定异构体 (单

休异构、位置异构、几何异构和空间立现异构等 )的

研究中,拉曼光谱可以发挥其独特作用。田悦等
[ 27]

通过研究发现由于二硫键 S - S伸缩振动的频率对

它所处的构象非常敏感, 因此拉曼光谱可作为二硫

键构象研究的探针。在蛋白质和多肽的拉曼光谱

中, S- S和 C- C的伸缩振动谱带出现在 500~ 700

cm
- 1
。其中 C- C- S- S- C- C键因峰值不同可

能有 3种构型: ~ 510 cm
- 1
, ~ 525 cm

- 1
, ~ 540

cm
- 1
,分别是 C- C- S- S- C- C键的扭曲 - 扭曲

-扭曲式、扭曲 -扭曲 -反式和反式 - 扭曲 - 反式

构象。实验表明,对于研究高分子物质的空间构型,

拉曼光谱作为重要研究结构生物学的手段, 又因为

其在研究二硫键和巯基领域独特优势, 将被越来越

多地应用于蛋白质分子的结构研究。

213 在临床检验方面的应用 拉曼光谱是研究生

物大分子的有力手段,由于水的拉曼光谱很弱、谱图

又很简单,故拉曼光谱可以在接近自然状态、活性状

态下来研究生物大分子的结构及其变化。拉曼光谱

在蛋白质二级结构的研究、DNA和致癌物分子间的

作用
[ 28~ 35]

等研究中的应用均有文献报道。 J. Ren-

w ick Beatt ie等
[ 36 ]
采用拉曼光谱技术和多变量分析

技术对肺组织中的生育酚及其氧化产物进行了准确

测定和定位,实现了活体组织的无损测试。Bemhard

Schrader等
[ 37 ]
通过研究发现 1064nm的拉曼谱线可

在临床上实现分子水平的对病变组织包括癌变组织

的无损识别。拉曼光谱分析法还可用于临床上对血

红蛋白含氧量进行监测
[ 38]
。实验证明拉曼光谱技

术在临床疾病诊断方面有着广阔的发展前景。

214 在晶体和材料方面的应用 拉曼光谱在材料

的研究方面,在相组成界面、晶界等课题中可以做很

多工作。例如,拉曼散射光谱可以用来研究薄膜的

内应力。薄膜拉曼散射特征峰的频率、强度和半高

宽与材料的组分、晶粒完整度、晶粒大小以及于衬底

的晶格常数和热胀系数匹配等因素有关。硅、金刚

石等四面体配位晶体,当形成薄膜受到压应力时,拉

曼散射峰向波数增大的方向移动,反之,当受到张应

力时, 拉曼散射峰向低波数的方向移动
[ 39]
。邱宇

等
[ 40]
运用微拉曼光谱法测量化学腐蚀多孔硅薄膜

结构的残余应力,发现随着孔隙率的增加,多孔硅表

面的拉伸应力逐渐增大。揭示出不同孔隙率的多孔

硅薄膜表面的微观孔穴结构与残余应力的分布之间

的紧密联系。最近,对于拉曼光谱在金刚石和类金

刚石薄膜的研究工作中的应用, 国内外学者的兴趣

有增无减
[ 41~ 45 ]

。拉曼光谱可作为研究分子晶体中

分子振动和晶格振动
[ 46]
的重要手段, 可用来区分晶

体的旋光异构。龚等
[ 47 ]
通过对 DL -丙氨酸晶体

粉末的拉曼光谱研究, 和相同条件下 D - 和 L - 丙

氨酸晶体粉末的拉曼光谱比较,获得了有关 DL -丙

氨酸晶体中氢键作用和分子构象的信息。他们通过

对 DL -丙氨酸晶体的全谱分析谱,对各谱峰的波数

进行了标注, 并参考 L -丙氨酸晶体的拉曼光谱对

大多数谱峰进行了指认。拉曼光谱分析还可用来对

理论模拟光谱进行佐证。常鹰飞等
[ 48]
通过比较理

论计算模拟得到拉曼光谱图和实验得到的拉曼光谱

图的相似程度,证明了他们对金刚烃最低能量构型

的几何优化结果的正确性, 并对其特征峰进行了指

认。对于相同化合物的不同晶型的研究,拉曼光谱

也是一种非常有效的手段。李忠红等
[ 49]
对马来酸

替加色罗的 2种不同晶型的拉曼谱图进行了研究,

发现采用不同的重结晶溶剂, 马来酸替加色罗可形

成 2种不同的晶型,这 2种晶型的熔点一致, 但拉曼

光谱却存在差异。通过对不同晶型中拉曼峰位及峰

强的比较,李忠红和他的同事对晶型 Ñ和 Ò作出了

鉴别。

3 结语

拉曼光谱分析法可提供快速、简单、可重复、无损

伤的定性定量分析,拉曼谱线的数目、拉曼位移和谱

线强度等参量提供了被散射分子及晶体结构的有关

信息,揭示原子的空间排列和相互作用。拉曼光谱分

析法无需样品准备,样品可直接通过光纤探头或者通

过玻璃、石英和光纤测量。由于水的拉曼散射很微

弱,拉曼光谱是研究水溶液中的生物样品和化学化合

物的理想工具。拉曼 1次可以同时覆盖 50~ 4000波

数的区间,可对有机物及无机物进行分析。拉曼光谱

谱峰清晰尖锐,适合定量研究、数据库搜索以及运用

差异分析进行定性研究。在化学结构分析中,独立的

拉曼区间的强度可以和功能集团的数量相关。紫外

拉曼和共焦显微拉曼光谱等新拉曼技术的出现,解决

了拉曼光谱荧光干扰大、固有的灵敏度低等问题。拉

曼光谱技术与光导纤维技术以及其他光谱、色谱技术

的联用使得拉曼光谱技术的应用范围日益扩大。近

年来随着计算机软件技术、硅纳米线材料和纳秒、皮

秒激光器其他光谱新技术的不断革新,使拉曼光谱的
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应用范围得到了进一步的拓宽。目前,拉曼技术在应

用方面有几个热门:一是在生物学方面,可实现生物

体的无损细胞水平的研究, 这对于器官病变的诊断、

DNA的遗传变异研究和某些细胞成分及结构的分析

是具有十分重要的临床学意义的;二是在考古学和古

生物学化石研究方面的应用,运用拉曼技术可对不同

年代的文物、不同进化过程的化石作出分子学水平的

鉴定, 为考古学和进化论科学的研究作出有力的辅

证;三是在天文学和地壳岩层的研究领域, 通过对行

星陨石及地壳不同层次岩层的成分分析,可对不同行

星上的地况地貌和地壳的演化过程作出推断;最后,

在过程分析方面,现代拉曼光谱技术已不仅仅局限于

物质的静态研究,可实现动态过程的在线观察,比如

高温高压状态下物质的分子间、分子内结构变化及晶

型的转变,药物生产过程中的在线监测等。相信随着

科学技术的进一步发展,拉曼技术的科研前景将会越

来越广阔。
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