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核酸的激光喇曼光谱
‘

林 星

1电气技术系 4

摘要 本文研究 了核酸的激光喇受 洲普与它的结构及生化功能的关系
6

确认应用激光喇曼光谱研

究核酸是具有信息: 大
、

高灵 教度及高分辨本领的
。

关键词 喇受位移
,

洲% 双螺旋
6

氢键
,

喊荃配对
,

氢氛文换

! 序言

利用喇曼效应来研究分子结构是一种极有效的方法
6

复杂分子的振动转动在红外吸收及

喇曼散射中通常是灵敏的
,

但在水溶液中生物大分子不出现吸收光谱
,

因为水溶液的吸收光谱

波长中有和生物大分子中 以
,

∃ ( 及其它键等较为重要的吸收波长一致
6

而水溶液中生物大

分子的振劝转动等信息可以从喇燮光谱中得到
6

同时喇曼效应的信息量很大
,

所以喇曼光谱对

生物大分子测定是十分灵敏和有效的
6

但是喇曼散射的方法本身具有严重的缺点
6

如自发非弹

性散射的截面很小
6

而喇曼散射截面与入射辐射频率 。的四次方成 比例
,

振动转动的红外波段

光强就很小了
6

所以其方法本身造成测定上的困难
6

当激光出现后
,

尤其可调谐激光器大大改

进了光源
,

可以克服上述缺点
,

极大地促进喇受散射应用的发展
6

核酸是活细胞中极重要分子
6

是生物遗传的主要物质
,

它 由很多核昔酸连接形成
,

每个核

昔酸有三个部分即一个碱基
、

一个脱氧核糖或核糖和一个磷酸基团组成
6

碱基又有四种
6

即腺

嗦岭
、

鸟嗓吟
、

胞啥嘴及胸腺啥咤或尿啥睫
6

其中糖
一

磷酸骨架在分子的外侧沿螺旋轨道运行
,

碱基在中央成螺旋状排列
6

其中一条链上的一个碱基总是与另一条链的一个碱基配对
6

链间氢

键决定螺旋结构
6

如果 ! ∃ % 或”
% 的周围环凌变化

,

在某些条件下如升温
、

加入试剂
、

光的辐

照等
,

这些核酸就会变性
6

如果调整某些条件
,

又能复性
6

所有这些反映了分子中振动转动机构

以及它们功能的变化可以从它们的激光喇曼光谱表示出来
,

下面进行阐明
6

核酸的激光喇曼散射公式〔,’

6

本文 �7 7 �
一
。2

一
8习收到

6
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核酸是天然非线性 电介质
,

通过测量可确定 。∃% 分子其有一个沿着双螺旋轴方向的大偶

极矩
,

这可以认为 。∃ ; 在中性水溶液中有一个负电材
6

围烧它有相反方向的正离子气
,

当在外

电场作用下
,

这正离子沿着大分子表面位移
,

产生了偶极矩
。

就是在外电场作用下
,

<∃
% 的极

化率发生了变化
6

那么根据一般的喇曼散射理论可以求得沿立体角 如
,

斯托克喇曼散射的总

强度

, 一

劣
、‘= ‘一 , · ,

’ ,

1� 4

其中‘ > ∗,? 一
, ,

、为激发激光的预率
, ,

为物质因受激光激励而散射的光谱频率
6

、称为喇曼

位移
6

同一物质受不同波长的激光激励产生不同的喇曼光谱
,

但各条喇曼谱线对于激发谱线的

位移是相同的
6

要是对不同的散射物质时
,

其 :,? 喇里位移是不同的
,

所以喇曼位移可以反映该

物质的特性
。

也就是说在激光喇曼实验中所观察到喇曼位移提供了散射物质中分子振动的信

息
。

公式中

1哈 4六
〔 +

,

〕
, �

6

‘〔材
一

〕‘
6

,

,协 一 乍 一
, ‘

〔价〕
,

6

‘〔万八 ,

6协 一
,乍 十 、

18 4

这个喇曼效应的张量元公式
,

从半经典理论或量子力学处理
,

其 1哈4,
表示式相类似

,

式中
=
铸

是激发激光的 1入射辐射 4频率
,

了及 ‘是终态和始 态
,

都是在分子的基态下
,

不过其振动态不

同
6

〔,
,

〕
, =

6

‘及 〔,
,

〕‘
6

, 是介在激发态与基态间 ,
、。
电偶极矩算符的矩阵元

,

习 展开为散射分

子所有激发态之总和
6

当激光激发颇率与分子吸收光谱符合时
,

产生了共振喇曼效应
,

那么喇曼散射张量为

加 , 〕
6 ,

6

户 ≅
1万

,

〕
, ,

,

, 〔万
,

〕。
6

,

彻 一 ,协 一 ,耘
〔愁48

Α�一肠

如果激发频率
,
认接近于吸收带 ‘一 ,’6 而其频率差 、一 ‘一

=
谕比激发间的振动频率

, Β ,

大
6

其中
, , 6
二、一、 Χ Δ> 为激发态的最低级

6

:,> 中的 Ε ≅ �
,

8
,

�
,

⋯
, , 即激发态中较高的各级

6

这时
, ,

一 踢

一 =

坛Φ
, 、称为近共振条件

6

当核酸受到激光激励时
,

由于内部各基团的结构有许多不相同
,

对应的振动频率亦不相

同
6

所 以对一个核酸大分子来说
6

同一波长激励时
,

不同的基团由于它们的吸收谱各不相同
6

有

的属共振
,

另一些则属于近共振或远离共振的激光喇曼光谱
,

其频率可用不尽相同的公式计

算
6

采用可见紫外调谐激光可以满足共振
、

近共振喇曼效应的需要
,

成为研究生物大分子结构

无损检测
、

灵敏度很高的工具
6

8 核酸的激光喇曼光谱

8
6

� 核酸的喇受位移与结构
“ ,

·

! ∃ ; 的碱基是成对存在的
,

如图 2 中〔; 〕与〔0〕
,

〔Γ 〕与〔3〕配对
,

它们之间主要是依靠氢

键结 合的
6

碱基
、

脱氧核糖及磷酸间的联接如图 8
6

! ∃ % 螺旋中两个链的键链方式如图 �6

上述各基团及链键等都有相应的振动元
6

因此其喇曼光谱可由它们振动形成
6

当我们观察

碱基时
,

发现尿啥咤环与苯环很相似
,

于是对比苯环的结构与喇曼位移的关系
,

可以推导出尿

哮咤环的结构与喇曼位移的关系
6

苯分子结构是化学家经过几十年潜心研究的一个问题
,

先有

凯库勒模型
、

分子应属于 < , 点群
6

以 后提出点群 < Η6
模型有十二个不同的对称型

,

通过它的简
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正振动求出其对应的振动频率
。

由此得到一些粗略概念如 3

曲振动等
6

同徉在尿嚓咤环中也可以通过简正振动频率得到
6

等
6

( 键与 3 一 3 键的伸长振动和弯

然后从尿吻咤再推广至其它碱墓

能泳枝梅
戮玲婚 公

脚肆读健 +

图 」 两个常见的 < ∃ % 碱签配对 1虚线表示 氢键 4

,哮)!浅口自!与口ϑϑϑ口目)心口补山乙咚甲口。口心心ϑ6ϑ日“!八。分��吞 么令口�
产份�口令八乃吞!公口不
∀

、口人减#
,

宁分口∃甲决�令乙口∃么

碱 璐 墓

广伞
。

%&动要江卜� 城砂
义二二少 ∋

图 ( 碱基
、

核糖
、

磷酸间的联接

一般 在远 离共振 的 波长激 励 下
,

每 一 个纯 核酸在 光 谱

)。。一 盯。户& ∗ 一 ’

范围内有 )。一 +, 个喇曼带
−

他们大部分是碱基

振动引起 汗 &
,

例如对尿啼咤的 . / 0 ,
,

. 1 0 , , ∗ 一 ’

二个强的喇曼带

是山 亡亡芍2 ∋ , 及 2 一 2 仰缩振动引起的
& 胞嗜哎和鸟嗓吟在这

里仅仪是非常名的喇婪带
−

然而接近 . . ,, 及 34 56 ∗ 一 ’

两个强带

是由磷酸
一

核糖主链引起的
−

即 . .。。6二 一 ‘

喇曼带是 , 7 5 一 ‘

对

称伸缩振动产生的
,

89�。二
一

’

喇丝带则是 聚核什的 : 型构象引

起的
·

如果是其它型
,

这个喇曼带就移位至 ;盯一 ; < +2 ∗ 一 ‘

范围
,

同时变得很弱
−

近共振
、

共振的激光喇曼光谱亦有它的对应 关 条
−

〔75 )
〕
’=

离子对称伸展产生 > ; ,6 二 一‘

喇曼谱
−

尿嗜吮 州 ?有二个吸收带
,

它们是 ( 1 5 ≅ Α、、 Β万
, 一又?及 ( ., , , ∗ Β寿, 又?

−

用激光 ( 0 /
−

) ≅ ∗ 激励
,

目 八
� 夕
二 Χ

困 ) Δ Ε : 的 喊荃配对

� 一胞啥吮 Β 2 ? ‘

令一鸟傈  令Β Φ ? &

口一 胸腺电吮 《丁 , &

乙一腺嗦吟丈: 》

讨应 (弓�≅ 二 吸收带的共振喇燮效应有六个喇曼带
−

即 .1 ; >6 ∗ 一 ‘ Β 用 ‘
,

. 表示 ?
−

. 1 ) ΒΓ6 ∗ 一 ‘

ΒΗ’
,

Η ?
。

. + ; ( Ι 。一 ’‘之, ,

也 ?
,

. 李, ( 6 。 一 ’
Β乙

,

Ε ?
,

.( ) ) Ι ∗ 一 ’
Β不了

, 、 ϑ ? 及 / ; / Ι ∗ 一 “ Η
%,

功 ?
−

上述 Β Η 厂
,

Κ ? ⋯ Β乙

叭 ?表示尿喀吩 Η 型⋯ 姚 型
−

如果是近共振的激光激励
,

对应 ( 1 ,≅ ∗ 吸收带 也有六个喇曼带
,
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它们是 �Η Ι 7ΚΛ
一 ‘ ,

1� Η � ΗΜ Λ 一 ’

‘ � Η 8 7 Κ Λ 一‘4
, �Η ϑ ϑ3 功弓

,

1� Ν Ι 8 Κ‘
里

> � Ν7 9Κ Λ 一 ‘4
,

1� Ν ϑ 8ΜΛ
一 ‘
>

Ο
‘
卿Μ∗/ 一 4

,

1, 8 � �Μ Λ

一
, 8。
ϑΜΛ

一 4
6

上述各条喇皇光谱对应
= , Η Ι7 Μ2/ 一表示 。。一。 伸展与骨

旧Ηϑ ? ? ?
? ? ?

? ?

一
Π

干的伸展振动
,

它类似于苯环凡 1Κ 8’4振动
6

� Η� ΗΜ Λ 一 乞
表示 口‘。 伸展振动类似苯环凡 1Κ�’ 4环

运动
,

它们有 � Ι ϑϑ 位相差
6

�弓Ι 8Μ Λ 一 ‘ ,

表示 尽 ≅ ϑ 伸展运动及振动
,

类似于苯环 凡 1Κ 动振动
6

胞

啥吮 1Κ 4有二个吸收带
= 8 ΗΘ/ Λ Β > 又4及 8 � Ρ / Λ 1石> 戈4用远离共振激光 Η峨9

6

∗/ Λ 擞励产生

�Σ ��,
一 ’,

�8 7 Η Μ Λ 一 ‘ ,

�8 Ν �Μ Λ 一‘ ,

7 Ι ϑ3 Λ 一 ‘ ,

9 Ι �3+/
一 ‘
等的频率振动

·

用 8Σ 9
·

� 激励产生激光喇曼

位移为 �Η Σ ϑ3 Λ 一 ’,

� Σ � �ΜΛ
一 ’1强 4

,

� Ν ϑ ϑΜ Λ 一‘1弱 4
,

�8分右二
一 ‘1强 4

,

�8 Ν �Κ+/ 一 立及 9忿� ΚΛ 一&
6

这些激

光喇曼位移中
,

部分 是由吸收带 8 Η Ι / Λ 引起的强度
,

另外由吸收带 8 � ϑ/ Λ 近共振引起的
6

�ΝϑϑΜ Λ 一 ‘

对应于尿嗜吮 1��6 ∋ 4及 1∀6 ∃ 4的振动
·

� Σ ��ΜΛ
一 ’
是出现在类似于苯 Θ,

‘
1、4类伸展振动

的尿啼咤1∀
,

, 4 �咬Ι 8Μ Λ 一 ’

较高的频率
6

因为胞喻睫无 Μ’≅ ϑ 伸展
,

所以也没有 3 ‘
一 ϑ 与口 ≅ 廿

间的振动偶合
6

腺镖吟 1月4的吸收带为 18 9 Η / Λ 4
,
18右!/ Λ 4及 1Τ∗!/ Λ 4

,

通过近共振激光喇曼光

谱的研究
,

可以认为吸收带 18 9 Η / Λ 4引起的振动带为 � Σ Ι ϑΚ Λ 一’

及 �搜#搜ΚΛ 一 ’
6

山吸收带 1Τ � ϑ/ +。 4

引起的振动带为 9 �ϑ Μ Λ 一 ,
6

综上所述
,

应用激光喇曼效应
,

可以识别膝嘿吟
、

鸟嗦吟
、

胞啥睫及胸探吮咙或尿呛嚏以及

核糖
一

磷酸主干的振动
6

8
6

8 激光喇曼光谱能够提供核若酸系统中碱基配对存在的信息
〔= ,

6

按照 碗:.!
“ 及 3+ ΥΜΕ 提出的 ς? ! ∃ % 模型

〔, , ,

二个聚核昔酸串形成双螺旋
,

由氢键联结在

一起
6

当螺旋一无规线团变换情况下
6

通过焙变化的测定
,

认为螺旋的结 合能不全是氢键来的
,

应考虑附加在氢键的
6

还有偶极子
一

偶极子相互作用
,

偶极子
一

感应
一

偶极子相互作用
,

互补碱基

配对中两个碱基间的色散相互作用等
6

然而
,

起主要作用还是氢键
6

所以从图 2 看出
,

碱基配对

的存在还 是在 于氢键
6

如果氢 键断裂 碱基 配对 也就破坏
,

这也与碳基伸展振动 1 �Η ϑ ϑ一

�9 ϑϑΜ Λ 一 ’
4关系甚大

6

因此从氢键的激光喇曼光谱或拨基伸展振动的喇曼光谱
,

可以确定碱基

配对的存在
6

碱基配对是 < ∃ % 结构最重要的特性之一
,

表示两条的碱基顺序是互补的
6

如果一

条键的碱基顺序是 % % 0 ΓΜ+
,

另一条链的碱基顺序则为 00 % Μ Γ % ,

其中腺嗓岭 1; 4二脚腺啥陡

10 4
、

鸟嗦吟 1Γ 4 > 胞啼咤 13 4
6

1嗓吟 4> 1啥睫 4
6

不同的生物大分子
,

它的 < ∃ % 碱基组成是不

同的
·

如 1〔3 〕Ω 〔3〕4Ξ 1〔% 〕Ω 〔0〕4的比值对不同生物大分子是不同的
·

从激光喇曼光谱中可
二 , 、 =

‘〔Γ 〕二 〔0〕‘ 二
,

,
6 ,

> 二
。 6 =

, > 二“
‘ , 、, ‘

,

。 。、
, ‘

Ψ
, 二 , 二。。 6 ‘

, , , 、

。。
以判断乍岑若或乍去共的比值

,

从而辨别 了不同生物的 < ∃ % ,

对 # ∃ % 来说
,

其中用尿啥健 1Ζ 4代替
切

Ξ Χ
脚

,

〔% 〕哟〔3 4
目  

> >
’

扮
、 ’6 叼

> 月   一 ’
一

’
一

 

一 > > 一
” 一 ’ ‘ 6  ?一 一

‘
一 >

’

>
’ 产“ ”

、
“ >

、 一 ‘ ’ 丫 只

了胸腺咯咤
6

尿嗜吮有十分强的带
,

它处于 � Η 7 ΣΜ Λ 一 ‘

和 � Η Η 8Ρ Λ
一‘ ,

它们是由 8
6

Ν 位置的双毅的
Μ一 。 伸展振动引起的

6

在 [Ρ 2∴ %
,

卯2∴ Ζ 中
,

腺嗓吟 1% 4与单带尿心咤1Ζ 4向氢键
,

它的伸展模处

于 �Η Ι �Κ Λ
一 ‘,

氢键因受热而断开时
,

则导 出 3 ≅ Ρ 的 � Η 7 Σ ΚΛ 一’
及 �Η Η ϑ ΚΛ

一 ‘
带和 � Η Ι ϑΜ Λ 一 ’及

�ΗΗ !Μ+/
一 ’

两个喇曼带
,

其中相对强度可以用来测定配对与非配对间尿啥咤数目比
6

8
6

� 减色
、

增色与碱墓堆集

在 < ∃ % 或 # ∃ % 的双螺旋构象中
,

碱基排列平面垂直于螺旋轴
,

即这些平面是彼此平行
,

由于疏水性作用堆集相隔
6

相邻二个碱基平面间的距离大约 �
6

Ν人
6

这些碱基平面的堆集引起

在 8Η !/ Λ 这紫外吸收强度降低
6

这种效应称为减色效应
6

相反
,

如果除去 ] ⊥ :Θ Ρ/
一

Μ+ ΥΜΕ 结构
,

紫

外吸收就增加
,

称为增色效应
6

因此通过激光喇曼散射一样可以观察到喇曼减色与喇曼增 色
6
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喇曼减色最早在聚腺嗦岭核普酸中观察到
,

它依赖于碱基顺序的加强
6

说明它是垂直碱基堆集

间电子相互作用引起的
,

可影响到每个喇曼带的强度
·

就是说假如这个堆积引起吸收带强度的

减弱
,

这时发生的共振喇曼效应
,

由于堆积同样引起喇曼带强度的减弱
,

这里喇曼带强度的减

弱比吸收带减弱更明显
,

这是因为吸收强度与跃迁矩的平方成正比
,

而喇曼强度与跃迁矩四方

成正比
6

总之
,

增加序会引起核酸的某些喇曼带强度减弱
6

如果升高温度
,

就会减弱聚核曹酸二

级结构序的总数
,

这时喇曼带强度增加
,

即增色
6

8
6

Ν 用激光喇曼光谱研究 < ∃ % 变性及复制闭

对中性 < ∃ 八 溶液加热
,

当两条链之间
、

的结合力受到破坏
,

两条链就分离
6

这时 。∃ 人变性
,

它形成消光跃升
,

悄光值上升到最大消光值一半的温度称为融解温度 几
,

因此用 几 表示 。∃ 人

变性的一个参数
6

< ∃八 变性 前后激光喇曼光谱
,

显然不相同
,

和上节中碱荃堆积的变化一样
,

可在喇曼光谱减色或增色上反映
6

< ∃ % 除加热产生变性外
Χ
还可受紫外光辐照

,

在 <∃
% 内导

致胸腺啼咤二聚体的产生
,

这就引起 < ∃ % 结构上的变化一定的试剂作用能使氢键断裂或以

水性作用减弱
=

以及在一定强度的离子下或且有较大的[( 值一样都会影响 < ∃ % 的结构而产

生许多变性的
6

这些都可以通过是否出现 Ι ΣΜΛ
一’

的激光喇曼光谱来鉴别1Θ4
6

双链 < ∃ % 复制的研究是非常重要
6

因为生物所有的结构处于不断的新陈代谢之中
,

细胞

不断分裂
,

自我繁殖
、

自我修复
,

主要是研究 < ∃ % 的复制
6

它是非常复杂的过程
,

至今还没有完

全弄济廷的
6

例如它如何迅速从外界吸取物质建立碱基配对
6

< ∃ % 复制如何与细胞分裂周期

协调一致
6

< ∃ 八 分子的三级四 级结构的复杂系统受到几何学上如何的约束
,

它们如何建立防

护措施
6

既能避免复制误差
6

又能消除难免出现的差错
,

这些问题有希望通过激光喇曼效应来

探知
6

86 Σ 应用激光喇曼光谱可以辨别 ς
一

< ∃ % 与 _
一

< ∃ %

。∃ 人 的 ⎯ ⊥ 场Ρ/
一

3+ ΥΜ Ε 结构为 ς
一

< ∃ % 和 % 型 <∃
% 都是右手螺旋

,

如果 < ∃ % 是高离子强度

溶液
,

用 α 射线衍射
,

观察到它 们是左手螺旋
,

这种左手螺旋结构称为 _
一

< ∃ %
6

随后确实证 明

细胞内 <取 存在左手螺旋区
,

可以用荧光技术来检测 _
一

< ∃ % 的存在
6

应用激光喇曼光谱技术

分析了 51 Μ[
,

Γ [
,

3[
6

Γ [
,

3
6

[Γ 4结构
,

测得三条谱线
,

可以用来辨别 冬< ∃ % 与 _
一

< ∃ % ,

当浓度

低时
,

其喇曼光谱与 冬< ∃ % 相似
Χ当浓度高时

,

其喇曼光谱则与 Τ
一

< ∃ % 相似
,

这些说明溶液的

浓度改变了 βΡ2 ∴ 1己Γ
一

泣34的结构影响了光谱的波型
‘

86 Η 通过共振激光喇曼光遭检测核酸中氮
一

氖交换
6

:幻

核酸的远离共振的喇曼光谱中
,

碱基振动频率对周围分子所处环境是不敏感的
6

例如尿啥

吮的喇曼带 � 8� �二
一‘ ,

它的许多碱基的振动都分布在同一喇曼带中
,

这样不容易了解某个碱

基的分子环境
6

如果 洲% 水溶液中
’
(刃与

忿

残ϑ 快速混合
,

尿啥咤的 ∃ ( =
位置可用 ∃伙

=
替代

,

用远离共振的喇曼实验是测不出来的
,

这时应用激光共振喇曼实验
,

则可观察到 � 8� �Μ Λ
一 ‘

喇

是带强度随时间变化而减小 因此共振喇曼效应检验碱基振动频率与周围分子所处环境是非

常敏感的
6

这种氢
一

氛交换的测定
,

证实了 < ∃ 人双螺旋中开放态的存在
6

近年来进一步研究得出 < ∃ %

双螺旋中存在着弧子激励
6

这个是因为运动方程是非线性薛定愕方程式
6

它的解自然得出弧子

的存在
,

同时还得出 < ∃ %
、

# ∃ % 中能量依靠着弧子的传播
6

这些理论的发展对 # ∃ 人 转录
,

能量

必须从周围流向 # ∃ % 聚合酶复合物等机构得到较深入的了解
6
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核酸激光喇受光谱不但能识辨核糖
、

磷酸及碱基中的嗓吟与啥咙
,

即碱基中腺嗦吟
、

鸟嗓

吟
、

胞啥咙
、

胸腺嗜吮都有强的特征喇曼谱
6

应用共振喇曼效应对碱基中各残基也能标识
6

这些

碱基在不同 [( 中
6

以及各种碱基的衍生物都能显示出特征的喇曼光谱
6

对 < ∃ 人 双螺旋的碱

荃配对
,

堆集
、

变性
、

复性及用激光控制 < ∃ % 复制过程等都能够应用喇曼效应来检测
6

它具有

极高的灵敏度又有大量的信
 

息
6

所以它是研究核酸的结构和生化功能很好的无损分析工具
6

测定 < ∃% 等生物大分子的技术
6

已有 χ 射线的衍射
6

它能够准确测量固体
、

晶体 于 �一

�ϑϑ人范围内的结构
6

但对液态 则无能为力
6

近年来发展了二维相关核磁及 自旋交换的核磁共

振方法
,

能对液态生物大分子的空间结构准确测量
6

电子显微镜 要求精心准备样品得到结构

8ϑ人分辨率清晰图象
6

但是它们 只在微秒
一

秒时域的测量
6

而遗传信息的表达
,

分子识别
,

能量

转移等的时域范围很广
,

极需纳秒
、

皮秒
,

飞秒等高空间
、

高时间分辨率的光谱学研究技术
6

因

此脉冲喇曼光谱技术 1时域 称一卜Θ 4
6

时问分辨喇曼光谱测量技术等将成为近代对生物大分子

的无损检测起着重要的作用
6

山于生物大分子的自旋性质
、

应 用激光喇曼偏振技术来测定时
,

可以得到更详细的信仓
6

尤其应用咧曼偏振多孔道技术更是优异的方 法
6
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