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利用太赫兹时域光谱（*+,-.+,*/ *01+2341-05 67+8*,468479，简称 :;/2:<=）技术研究了次黄嘌呤及其核苷在 $>&—
!>? :;/波段的光谱特性 @结果显示 :;/波对该碱基及核苷的结构变化有灵敏响应，其中次黄嘌呤在该波段无特征
吸收，而其核苷在 !>) :;/处有强的指纹特征吸收峰，根据 ;-,*,++2A48B模拟计算提示该低频振动来源于嘌呤环与
戊糖环的扭摆振动 @定量研究的结果表明，在一定浓度范围内所测化合物 :;/吸收强度与浓度呈线性关系，符合朗
伯2比尔定律 @利用 :;/谱成分分析法对次黄嘌呤及其核苷的混合物进行了定量解析，获得了混合物中各成分的含
量，相对误差不超过 ’C，并就误差产生的原因做了简要分析 @
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! > 引 言

红外及拉曼等各种光谱技术已成为分析和表征

物质结构常用的手段，通过分析物质的红外及拉曼

光谱特征吸收，能够得到分子中官能团振动或转动

的结构信息 @近年来研究表明，生物分子中一些弱的
相互作用（如氢键，范德华力）及大分子的骨架振动

（构型弯曲）、偶极的旋转和振动跃迁以及晶体中晶

格的低频振动在太赫兹（*+,-.+,*/，:;/）波段体现出
很强的响应［!］，使得 :;/波技术成为研究物质结构
和特性的一种新手段 @同时，由于 :;/ 光子能量只
有毫电子伏特不会对物质造成电离损伤，使其在生

物化学无损检测中显示出独特的优势 @
:;/波是位于微波和红外之间的电磁辐射，太

赫兹时域光谱（ *+,-.+,*/ *01+2341-05 67+8*,468479，简
称 :;/2:<=）是基于飞秒超快激光技术发展的远红
外波段光谱测量新技术 @自 J-,B+F/ 等人［"］首次用
:;/2:<=技术研究发现 <KL、牛血清蛋白和胶原质
在 :;/波段表现出不同的吸收特性以来，国内外诸
多研究者将该新技术应用于生物化学及药物分子结

构和相互作用方面的研究 @其中对大分子（蛋白

质［&，)］及核酸［(，?］等）以及小分子（氨基酸［’，%］，碱基及

核苷［M—!!］，糖［!"，!&］等）的分子结构、分子识别和无标

记检测［!)，!(］等方面的研究都取得了一系列成果，为

人们了解物质结构提供了新的视角和帮助 @另外，
:;/2:<=在用于药物分析［!?］、正常及癌症组织的鉴
别［!’］研究中也体现出无损伤、快速、高灵敏度等独

特优势，预示出 :;/ 技术在化学、生物学、医学、制
药业中潜在的应用前景 @
次黄嘌呤（.974N-5*.05+）和次黄嘌呤核苷（或肌

苷，054605+）是核酸代谢的重要产物（结构如图 ! 所
示），同时也是重要的药物和药物中间体，广泛用于

医药和食品领域 @对它们结构的深入研究有利于全
面认识其生物化学性质及其在医学中的应用 @本文
首次利用 :;/2:<=技术研究了次黄嘌呤及其核苷在

图 ! 次黄嘌呤及其核苷的分子结构
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!"#—$"% &’(波段的低频振动模式和吸收光谱差
异，从新的角度了解它们的结构特点，考察了含量与

&’(吸收强度间的关系并对其混合物 &’(光谱进行
了定量分析 )

* " 实验方法及材料

!"#" 实验装置

实验所用 &’(+&,-装置（如图 *所示）由美国光
谱物理 ./0 &/0 飞秒激光器和 12345/ 公司研制的
&’(系统组成 )激光器中心波长为 6!! 73，平均功率
8!! 39，脉冲宽度小于 $!! :;，重复率为 6! .’()激光
脉冲被分为两路，一路作为抽运光，激发大孔径

</=;光电导天线产生 &’( 脉冲；另一路作为探测
光，利用电光采样原理探测 &’( 波的电场强度，探
测元件为 17&4 晶体［$6］)通过扫描探测激光脉冲和
&’(脉冲的相对时间延迟，可获得 &’(脉冲随时间
变化的电场波形，并从中提取吸收系数和折射率等

物理参量 ) &’(信号的动态范围大于 #!!!，频谱分辨
率好于 $ >3? $，信噪比大于 $!!! )为减少空气中水对
&’(的吸收，测量过程中 &’(光路部分充以氮气，测
量在室温下进行 )

图 * &’(+&,-实验装置示意图

!"!" 样品制备

次黄嘌呤及次黄嘌呤核苷购于 @/7>/;A4B公司，
纯度为 CCD，使用时未进一步纯化 )定量分析中样
品分别以不同比例与聚乙烯（在 &’( 波段基本透
明）粉末均匀混合 )混合物成分分析中两种样品按不
同比例混合均匀，并以 $ E$比例掺于聚乙烯，采用红
外压片法在 #F!! G5压力下压制成直径为 $# 33，厚
度约 $"! 33的薄片，且样品表面无裂缝、两平面保

持平行，以减少测量时的多重反射 )

!"$" 数据处理方法

&’(脉冲穿过样品时会被样品散射和吸收 )实
验测量可以得到 &’(脉冲时域电场波形，穿过样品
前后的电场强度分别记作 !!（ "）和 !（ "），通过傅里
叶变换得到穿过样品前后的 &’(脉冲的频谱，分别
记作 !!（!）和 !（!），满足关系式［$C］

!（!）H #（!）40"（!）

H #!（!）4
0"!（!）$（%，#）4?$（!）& 4

0*!%
（%?$）&

H !!（!）$（%，#）4?$（!）& 4
0*!%
（%?$）&
， （$）

其中 & 为样品厚度，!为频率，’ 是真空中光速，
#（!），&是 &’(波的幅度和相位，$（%，#）是 &’(波
在样品两界面处透射系数的乘积 )通过（$）式可以获
得样品的吸收系数$和折射率 % )
根据朗伯+比尔定律，质量分别为 ($，(*，⋯，

(%，吸收系数分别为$$，$*，⋯，$% 的样品 )$，)*，

⋯，)%，均匀混合成质量为 ( 的混合样品，其吸收系
数为

$（!）H !
%

* H $
+*$*（!），

+$ E +* E ⋯ E +% H ($ E (* E ⋯ E (%，（*）
以各组分的 &’( 吸收谱为基准谱，用线性回归技
术［*!］对混合物在这个测量波段内的吸收谱进行处

理可以得到混合物中各化合物的成分和相对含量 )

# " 结果及分析

$"#" 光谱分析

&’(+&,-技术可直接获得 &’(波通过样品前后
电场强度随时间变化的波形即时域谱，并通过傅里

叶变换将 &’( 时间波形转换成频域谱 )图 #（/）是
&’(波在氮气中传播（参比信号）和穿过次黄嘌呤核
苷样品获得的时域信号 )可以看出样品信号相对于
参比信号有一定的时间延迟，这是由于 &’(波在次
黄嘌呤核苷样品中的折射率大于氮气中的所致 )图
#（I）是时域谱经过快速傅里叶变换所得频域谱，其
中，氮气在测量范围内无特征吸收，因此 $"J &’(处
的强吸收凹陷是由次黄嘌呤核苷样品吸收引起的 )
图 J为按照 *"#节中数据处理方法获得的次黄

嘌呤和次黄嘌呤核苷的吸收系数及折射率 )图 J（/）
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图 ! "#$波在氮气（虚线）和次黄嘌呤核苷（实线）中传播的时域谱（%）及相应的频域谱（&）

中，次黄嘌呤在 ’(!—)(* "#$波段没有明显特征吸
收，吸收谱和折射率呈缓慢上升趋势 +图 ,（&）中次
黄嘌呤核苷在 )(, "#$处有一很强的吸收峰，且折
射率相应有很大增加 +通常，生物分子在 "#$ 波段
的吸收是由一些低频振动引起，如分子间氢键或晶

格振动等［-］+构成核酸的五种主要碱基与所对应核
苷的 "#$ 吸收光谱有所异同［-—))］，其中，相同吸收
峰是由共有的碱基引起，核苷有而碱基没有的吸收

峰主要来源于戊糖基的贡献，包括戊糖基之间以及

戊糖与碱基间形成的氢键；碱基有而核苷没有的吸

收主要来源于碱基所形成的氢键，核苷中戊糖基阻

挡了这些氢键的形成［)’］+由于次黄嘌呤核苷分子之
间可以形成多个氢键［.)，..］，且在结构上次黄嘌呤和

次黄嘌呤核苷相差一个戊糖基，次黄嘌呤在此波段

无吸收，因此初步推断次黄嘌呤核苷在 )(, "#$处
的强吸收与戊糖基的振动模式有关，该振动模式包

括其晶格振动及与戊糖基有关的分子内和分子间氢

键振动 +

图 , 次黄嘌呤（%）和次黄嘌呤核苷（&）的 "#$吸收系数（实线）和折射率（虚线）

为进一步了解次黄嘌呤及其核苷在 "#$ 波段
所对应的分子低频振动模式，运用 /%0112%3 ’! 软
件，采用 #%45466789:;理论 *7!)) < /!基组对次黄嘌
呤及其核苷进行了结构优化和频率计算 +计算结果
没有负频产生，说明得到的结构是稳定构象，优化后

的结构中构成嘌呤环的原子在同一平面内，且与戊

糖环有一定的夹角 +计算结果中次黄嘌呤在实验所
测范围内没有吸收；但次黄嘌呤核苷分子在

)(!! "#$处有显著的吸收峰，与实验吸收峰位
)(, "#$相对应，该吸收主要是由戊糖环与嘌呤环的
摆动及扭转振动产生 +计算所得吸收峰位相对实验
值有小幅频移，这可能是由于理论模拟温度（’ =）与

实验温度（.-! =）不同引起，且理论计算是对单个气
相分子建模计算，未涉及分子间相互作用及其他环

境因素的影响，而实际样品为固态粉末 +

!"#" 定量研究

"#$7">?技术不仅能够用于化合物及生物分子
的结构定性分析，而且也适用于定量研究［.!］+虽然
如图 ,（%）所示次黄嘌呤在所测波段没有特征吸收，
但其吸收随频率增加呈上升趋势，对其不同含量的

"#$吸收系数测定结果可以看出（图 @），在同一频率
处其吸收强度随含量的增加而相应增大 +利用最小
二乘法分别对两种物质在 )(, "#$处的实验数据进
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行拟合，发现样品的吸收系数在所测浓度范围内与

浓度的增加呈线性关系，如图 !插图所示，符合朗伯
"比尔定律 #由于光谱测量受到 $%&"$’(动态范围的

影响，因此表现出在一定浓度范围内成线性，该

$%&"$’(系统的检出限一般为 )*［+,］#
图-为测量所得次黄嘌呤及其核苷混合物的

图 ! 不同浓度（从上至下质量百分比依次为 .,*，--*，!/*，,)*，01*）的次黄嘌呤（2）及次黄嘌呤核苷（3）的

$%&吸收谱，插图分别为次黄嘌呤及其核苷在 04) $%&处吸收系数随浓度的变化

$%&吸收谱 #以次黄嘌呤及其核苷在 /4!—04- $%&
的吸收系数谱为基准谱，根据朗伯"比尔定律，用线
性回归技术对混合物的 $%&光谱进行处理，得到各
个混合物中两种物质成分的相对含量，见表 0 #可以
看出用该方法定量分析的结果与实际含量相吻合，

其中，混合物 +的分析结果与实际含量间的相对误
差最大是 1*，其他混合物分析结果的相对误差均
小于 !* #
产生误差的原因主要有：测量仪器本身的原因，

如稳定性，测量极限等；制样过程带来的误差，如称

量误差，样品在研钵内研磨混和以及转移、压片过程

中都会有损失；数据分析方法的选取 #因此提高仪器
的稳定性，选取严格的制样方法和恰当的数据分析

方法能够进一步提高分析精度 #

图 - 次黄嘌呤及其核苷混合物 0—!的 $%&吸收光谱

表 0 各混合物的实际成分含量和定量分析结果（样品与聚乙烯 050混合）

样品
实际含量 分析结果

次黄嘌呤6* 次黄嘌呤核苷6* 次黄嘌呤6* 次黄嘌呤核苷6*

混合物 0 +/（0)78） ./（!-78） 094) ./4-

混合物 + )/（+.78） -/（)+78） ,14+ -+4.

混合物 , -/（)+78） )/（+.78） !.4+ )04.

混合物 ) ./（!-78） +/（0)78） 194, +/41

混合物 ! 9/（-,78） 0/（178） .941 0/4,

) 4 结 论

本文利用 $%&"$’(技术考察了室温条件下次黄

嘌呤和次黄嘌呤核苷两种重要生物分子在远红外

/4,—04- $%& 波段的指纹光谱特性 #利用 %2:;:<<"
=>?@方法对它们分子振动频率进行模拟计算，所得
结果与实验有较好吻合，其中次黄嘌呤核苷在

04) $%&处的吸收表现为嘌呤环与戊糖环的低频扭
摆 #定量测量分析结果表明，一定浓度范围内，物质
的 $%& 吸收强度和浓度呈线性，符合朗伯"比尔定

+,), 物 理 学 报 !1卷
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律 !通过对次黄嘌呤及其核苷混合物的 "#$光谱解
析，获得了与实验一致的定量结果，表明该方法可以

较为准确地分析出混合物的成分及其含量 !本文的
研究加深了对次黄嘌呤以及核苷在远红外低频振动

结构的认识，对进一步研究修饰核苷与生物大分子

之间的相互作用、分子识别提供了帮助 !定量研究的
结果则表明，"#$%"&’ 技术可广泛应用于生物医药
的定性及定量分析 !
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