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吴茱萸生物总碱的 TLC2SERS研究
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摘　要　报道了将薄层色谱 ( TLC)与傅里叶变换表面增强拉曼散射 ( FT2SERS) 联用 , 获得了中草药吴茱萸

中六种生物碱分子光谱研究的新方法。薄层色谱将微克级吴茱萸生物总碱中吴茱萸碱 ( Evodiamine) 、吴茱萸

次碱 (Rutaecarpine)、羟基吴茱萸碱 ( Hydroxyevodiamine)、吴茱萸酰胺 ( Evodiamide) 、二氢吴茱萸次碱 (Di2
hydrorutaecarpine)和 1 ,42甲酰基二氢吴茱萸次碱 (1 ,42formyldihydrorutaecarpine)六种生物碱完全分离 , 应

用薄层原位的傅里叶变换表面增强拉曼散射 ( TLC2F T2SERS) 技术 , 获得吴茱萸生物碱分子的特征振动谱

带 , 进而阐述了样品分子在银胶表面的吸附模式。五种吴茱萸生物碱分子以π电子与银晶体微粒相互作用 ,

呈平面吸附 ; 吴茱萸次碱以 N原子的 n电子与银晶体微粒作用。在薄层色谱原位 , 可明显观察到六种生物

碱 FT2SERS的光谱主要特征峰位。各生物碱分子拉曼散射获最大增强的是波数为 1 600 cm - 1表征苯环环伸

缩振动的谱带 ; 羟基吴茱萸碱谱图中可观察到波数为 1 342 cm - 1羟基变形振动谱带 , 明显区别于其他生物

碱。采用此方法 , 不用标准品即获得六种生物碱的指纹光谱。研究结果表明了 TLC2FT2SERS对中草药化学

成分进行高灵敏度示踪指纹检测的可靠性和优越性。
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引　言

　　中草药是中国传统医药学的主要组成部分 , 对世界医学

作出了重要贡献。我国中草药资源品种众多 , 达 12 000 多

种。中草药本身是复杂的混合体系 , 统一标准保证质量的鉴

定分析比西药较为复杂 , 难以得到国际医学界的普遍承认。

因此 , 解决中草药的质量鉴定和有效成分的定量定性分析是

中药研究的重要课题 , 对中药的出口和发扬我国传统医学有

着重要的实际意义。

薄层色谱 ( TLC)是一种实用有效的分离与分析手段。在

中草药有效成分分析等方面已得到广泛应用。但这种方法无

法获得被分离的各化学组分的分子结构信息 , 即不具备指纹

检测功能 , 因而使其在中草药深层次的研究中受到限制。

金、银等金属的纳米粒子具有较强的表面增强活性 , 利用其

特性的傅里叶变换表面增强拉曼散射 ( FT2SERS)可高灵敏度

检测单一组分化合物的分子结构信息 , TLC2FT2SERS联用

技术能使天然药物提取物有效分离并进行高灵敏度特征光谱

检测 , 这项研究在国内外仅有初步报道 [124 ]。

吴茱萸 [ Evodiarutaecarpa (J uss1) Benth ] [5 ]为芸香科植

物吴茱萸的干燥未成熟果实 , 具有散寒止痛 , 降逆止呕 , 助

阳止泻等功效 , 其主要成分为挥发油和生物碱两类 , 而吴茱

萸碱 ( EV)、吴茱萸次碱 ( RU)、羟基吴茱萸碱 ( H ED)和吴茱

萸酰胺 ( ED)又为其主要生物碱 [6 ]。本文应用 TLC2FT2SERS

技术 , 对中草药吴茱萸中六种生物碱进行分离和高灵敏度特

征拉曼光谱检测。在 GF254色谱板的各生物碱斑点原位 , 滴

洒灰银胶 , 直接获得 F T2SERS光谱。

1　实验部分

111　仪器与试剂

美国 Nicollet FT2Raman 950光谱仪 ; Nd∶YVO4 (激发

光波长 1 064 nm) ; 硅胶 GF254薄层色谱板 (青岛海洋化工

厂) ; 三用紫外分析仪 (上海) ; 吴茱萸生物总碱 (自制) ;

AgNO3 (AR) ; 柠檬酸三钠 (AR) ; 吴茱萸次碱、羟基吴茱萸

碱标准品 (中国药品生物制品检定所)。

112　薄层层析

碳酸钠水溶液碱法超声提取吴茱萸生物总碱 , 氯仿萃取
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定容 5 mL。点于硅胶 GF254薄层色谱板 , 点样量为 2μL 。以

石油醚2氯仿2丙酮2甲醇2氨水 (6∶2∶114∶012∶012)为展开

剂将吴茱萸总碱对照物羟基吴茱萸碱、吴茱萸次碱展开 , 六

种生物碱完全分离 (见图 1)。对照羟基吴茱萸碱、吴茱萸次

碱标准品用 254 nm 紫外灯定位 , 各生物碱比移值分别为

R f 1 = 0136 , R f 2 = 0142 , R f 3 = 0151 , R f 4 = 0158 , R f 5 =

0170 , R f 6 = 0176。

Fig11　The TLC of evodia rutaecarpa

113　银胶制备与表面增强拉曼光谱检测

以硝酸银和柠檬酸三钠水溶液经氧化还原反应制备灰银

胶 , 并将其滴洒于 TLC各组分化合物斑点原位 ,待水分挥发

后 , 测其 F T2SERS光谱。

2　结果与讨论

　　吴茱萸生物碱属于吲哚衍生物生物碱 , 分子结构式如

图 2～图 7所示 [6 ]。

Fig12　Hydroxyevodiamine

Fig13　Evodiamide

Fig14　Evodiamine

Fig15　Rutaecarpine

Fig16　Dihydrorutaecarpine

Fig17　1 ,42formyldihydrorutaecarpine

Fig18　The TLC2SERS
1 # : HED ; 2 # : ED ; 3 # : EV

Fig19　The TLC2SER

4 # : RU ; 5 # : DRU ; 6 # : FDRU
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　　依据极性、化合物在硅胶 GF254板上斑点大小、明暗程

度 , 对照标准品可确定 R f 1 = 0136 的组分为羟基吴茱萸碱

( H ED) , R f 2 = 0142的组分为吴茱萸酰胺 ( ED) , R f 3 = 0151

的组分为吴茱萸碱 ( EV) , R f 4 = 0158 的组分为吴茱萸次碱

(RU) , R f 5 = 0170的组分为二氢吴茱萸次碱 (DRU) , R f 6 =

0176的组分为 1 ,42二甲酰基二氢吴茱萸次碱 ( FDRU) [7 ]。

吴茱萸生物碱分子的拉曼光谱见图 8 , 图 9 (1～6 # )。主

要光谱数据及归属见表 1。实验中可观察到 : 六种吴茱萸生

物碱的拉曼光谱都有明显的苯环伸缩振动增强峰 , 并且六种

吴茱萸生物碱的特征峰也清晰可见 , 具体分析如下 :

羟基吴茱萸碱谱图中 (见图 8 , 1 # H ED) , TLC 原位

SERS增强最明显的是波数为 1 562 , 1 510和 1 342 cm - 1的

谱带。它们分别表征苯环环伸缩振动及羟基变形振动 , 这一

实验现象表明 , 分子主要是以苯环上的电子与银晶体微粒相

互作用 , 等离子体共振 , 使苯环中的环伸缩振动显著增强。

羟基变形振动峰在红外光谱分析中意义不大 , 在一般拉曼光

谱中也呈现中等吸收强度 , 而在图 8 , 1 #中羟基变形振动峰

有不可忽视的强度 , 是羟基吴茱萸碱区别于吴茱萸中其他生

物碱的重要特征。

　　在吴茱萸酰胺的 SERS谱图中 (见图 8 , 2 # ED) , 可明显

观察到酰胺的特征 , 1 698 cm - 1酰胺羰基 C O 伸缩振动

峰、1 606和 1 589 cm - 1处苯环骨架伸缩振动及 N—H变形

振动峰 , 1 478 cm - 1 CH3 变形振动峰。1 192和 1 041 cm - 1

不成环 C—C伸缩振动和 679 cm - 1处苯环 C—H面外变形振

动峰 , 吴茱萸酰胺分子结构中环数目减少 , 与吴茱萸总碱中

其他生物碱有很大区别。

吴茱萸碱 (见图 8 , 3 # EV)在 TLC斑点原位 SERS增强

最明显的是与苯环环伸缩振动相关的 1 610 cm - 1特征峰 , 其

次是波数为 1 482 cm - 1较弱和 1 372 cm - 1较强的 CH3 变形

振动峰 , 这是 EV与其他吴茱萸生物碱结构的明显区别。

　　比较图 8中 H ED , ED , EV 3 种吴茱萸生物碱的 TL C2
F T2SERS , 都能观察到分子中 C O 的伸缩振动谱带 , 强度

中等 , 这与我们以往的实验结果有所不同。通常分子往往通

过 C O 的 n电子与硅胶吸附剂表面的 Si—O H形成氢键 ,

因而在其 TLC2F T2SERS谱图中观察不到 C O 的伸缩振

动谱带 [8 ]。本实验中应在表面增强中起重要作用的 C O

的 n电子虽未使其伸缩振动获最大增强 , 但仍有不可忽视的

强度 , 可以推测 , 可能因吴茱萸各碱中存在较多 n电子 , 不

仅靠 C O 的 n电子使分子与硅胶吸附剂表面的 Si—O H

形成氢键 , 仍然可观察到 C O 的伸缩振动。

与以上实验现象不同 , 在吴茱萸次碱 (见图 9 , 4 # RU)

TLC原位 FT2SERS谱中 , 增强效果最明显的是环上 C—N

伸缩振动峰 1 403 cm - 1和苯环振动相关的 1 600 cm - 1特征

峰。引起环上 C—N伸缩振动峰获得最大增强的原因 , 可能

与其空间结构有关。与其他生物碱比较 , 吴茱萸次碱分子中

3个 N原子与其他化合物有不同的空间关系 , 分子可能通过

N原子中孤电子对与银晶体微粒吸附 , 当分子中 n电子与π

电子共存时 , n电子与银微粒间的相互作用比苯环上的π电

子与银微粒间的作用强 , 可能产生更明显的 SERS效应 [9211 ]。

Table 1　Raman spectral peaks ( cm - 1 ) and their assignment

Hydroxyevodiamine Evodiamide Evodiamine Rutaecarpine Dihydrorutaecarpine 142formyldihydrorutaecarpine

503 s 519 m 503 w

656 s 679 vs 659 w

727 w 763 w 755 w

850 m 850 w 879 w 863 w

1 000 w 951 w 997 w 943 w

1 040 m 1 038 s 1 035 w 1 010 w

1 099 m

1 127 w 1 115 w

1 157 m 1 192 s 1 160 w

1 285 w 1 258 w

1 300 w

1 342 s 1 338 s

1 369 m 1 372 s 1 403 vs 1 401 m 1 401 m

1 433 s 1 452 m 1 441 s 1 460 s 1 450 w

1 510 s 1 487 m 1 482 s 1 510 s

1 562 vs 1 548 s

1 595 m 1 589 s 1 597 vs 1 580 m

1 610 s 1 600 s 1 606 m

1 712 m 1 696 s 1 708 m

　　注 : vs : 很强 s : 强 m : 中等 w : 弱

　　与上述 4种在 TL C板上面积、亮度优势大 , 即含量较高

的吴茱萸生物碱 TLC2FT2SERS比较 , 二氢吴茱萸次碱 (见

图 9 , 5 # DRU)和 1 ,42甲酰基二氢吴茱萸次碱 (见图 9 , 6 #

FDRU) SERS信息少 , 谱图中有价值的 SERS峰仅在 1 401 ,

1 580和 1 606 cm - 1处有中等强度增强 , 分别为环上 C—N

伸缩振动峰和苯环振动相关峰。1 450 cm - 1处弱增强是
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N—H变形振动峰 , 可以区别二氢吴茱萸次碱和 1 ,42甲酰基
二氢吴茱萸次碱。这两种生物碱 TLC2FT2SERS效果不很明

显 , 分析其中原因 , 一可能是与它们的分子结构有关 , 二可

能是这两种组分含量偏低 。可以考虑改变表面增强基底 , 如

使用光致还原溴化银溶胶制备纳米银颗粒等 , 此工作留待进

一步研究。

实验结果表明 : 6种吴茱萸生物碱中与分子中吲哚结构

单元特别是苯环相关的振动峰都有明显的增强 , 因各生物碱

分子结构不同 , 在它们的 TLC2FT2SERSP谱存在明显差异 ,

可以明显地观察到各自的特征峰。未滴洒银胶的 TLC原位

FT2Raman光谱 , 只有强荧光背底上的噪声及 1 000 cm - 1附

近的拉曼峰 , 即只有在银溶胶的表面增强作用下 , 才能获得

有价值的分子在 TLC原位的 FT2SERS谱。用透射电镜观

察 , 使吴茱萸生物碱产生表面增强效果的溶胶的晶体微粒尺

寸在 50～100 nm 之间 , 呈不规则型 (见图 10)。

　　应用 TLC薄层色谱与傅里叶变换表面增强拉曼散射技

术联用 , 可以不用标准品 , 从中草药中直接提取生物碱进行

有效分离并直接进行高灵敏度指纹检测 , 获得提取物中各化

合物的精细结构信息 , 这为中草药有效成分的微量分离与深

层次研究提供了一种新的方便而可靠的分析方法。

Fig110　The SEM image of silver2gel ( f ifteen thousand times)
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TLC2SERS Study on Evodiamine in Evodia Rutaecarpa

ZHAN G Jin2zhi1 , WAN G Yuan2 , CH EN Hui2 , SHAO Hui2bo2

1. North University of Technology , Beijing　100041 , China

2. Department of Chemist ry , Capital Normal University , Beijing　100037 , China

Abstract　A new method for analyzing the ingredient s of evodiamine ( EV) , rutaecarpine (RU) , hydroxyevodiamine ( H YD) , evo2
diamide ( ED) , dihydrorutaecarpine (DRU) and 142formyldihydrorutaecarpine ( FDRU) in evodia rutaecarpa using high performance

thin layer chromatography ( TLC) and surface enhanced Raman spect roscopy ( SERS) technique is reported. The character of

this method is that standard samples are not needed . The result s show that the characteristic spect ral bands of EV , RU , H YD ,

and ED can be obtained f rom the TLC spot with microgramme of sample. The spect ral band at 1 562 cm - 1 was obtained with

great enhancement . Molecule absorbed in surface silver sol byπelect rons in ring. The spect ral bands of EV , RU , H YD and ED

are obviously different due to their differences in st ructure. The TLC and SERS techniques standard samples are a convenient and

speedy method to analyze chemical ingredient s with high sensitivity for the study of the Chinese t raditional medicine.

Keywords　Evodiamine ; Rutaecarpine ; TLC ; SERS
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