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共焦拉曼光谱仪的白光成像 

在生物分子拉曼测试 中的应用 

杨海峰，曹晓卫，王桂华，章宗穰 

(上海师范大学 生命与环境科学学院，上海 200234) 

摘 要：在研究生物活性分子的表面增强拉曼光谱过程中，利用该拉曼系统的白光成像功能， 

原位获得银电极表面图像，对电极处理方法进行评估，从而获得理想的实验条件，使生物分子 

的拉曼光谱质量大大改善． 
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共焦显微拉曼光谱技术有很好的空间分辨率，从而可以获得界面过程中物种分子变化情况、相应的 

物种分布、物种分子在界面不同区域的吸附取向、确定膜应力分布等等．本实验室的部分工作，是应用共 

焦显微拉曼原位测试技术，研究生物活性分子(SOD，NAD，ADO等)在电极表面的氧化还原过程或吸附 

行为．在工作中发现，共焦显微拉曼光谱仪的白光成像系统，在拉曼光谱测试时，无论是对采样区域的定 

位、还是界面条件的初步认识 ，都起到了重要的辅助作用．虽然通过 STM测定能原位给出明确的电极表 

面形貌 ，但有设备和联用技术上的要求．而白光显微成像已具有较高的分辨率(取决于物镜的倍率)，一 

般能够在微米数量级上获得图像 ，加之与激光拉曼系统的光学部分构成共轭 ，所以对界面的观察和选择 

就更为直接、方便，能满足实验的要求．本文将图示共焦显微拉曼系统的基本构造，并举例介绍白光成像 

系统在生物分子拉曼测试中的应用． 

1 实验部分 

法国Dilor公司 Super LabRam共焦显微拉曼光谱系统：Olympus显微镜，Olympus 50倍长焦距物镜， 

陷波滤波片，液氮冷型 CCD探测器(800×2000)，633nm氦一氖激光器． 

金网栅电极(750线／英寸 ，2—3urn_／线)； 

银盘电极用粗砂纸及 5 金相砂纸打磨，然后再用研细的A1：O。在麂皮上将银电极抛成镜面，用二次 

蒸馏水超声清洗干净，此时可得到零价态的银表面．将处理后的银电极在新鲜配制的 H：O：和浓 InLl Tu／'X。 

(3：7)溶液中浸渍若干秒后，用二次蒸馏水冲洗及超声清洗，备用．马心细胞色素 C(Type III、VI，美国 

SIGMA公司)，4，4 一二硫基联吡啶(日本 Nacalai Tesque株式会社)，26met DNA(上海生工生物工程有限 
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2 结果与讨论 

2．1 共焦显微拉曼仪器构造和原理 

1957年就提出了共焦技术的概念，直到 70年代随着激光技术的发展 ，才被应用于拉曼光谱仪．本 

实验室的拉曼光谱仪，是法国Di1or公司的super LT aD1 nt~nA mll共焦分析系统，该系统具有精确的三维定位 

功能，高空间分辨率和纵深对比度，即所谓的共焦激光拉曼光谱仪的优势是所谓的“光学切片”(optical 

sectioning)功能，与常规拉曼光谱技术相比，在电化学体系的电极表面行为(吸附、电极反应等)和电极 

溶液界面层(双电层等)诸方面研究中，可获得更为“真实”的分子水平的信息． 

在光谱本质上，共焦的与普通的激光拉曼光谱仪并无差别，只是在光路中引进了共焦显微镜．共焦 

技术是指把分析样品置于点光源通过显微镜透镜后形成的聚焦点(为一轮廓鲜明的衍射受限光斑)上， 

激光点激发出的散射光由该透镜收集，成像于像平面上，像平面上放置一针孔光阑，针孔光阑与物平面 

上的激光焦点构成光学共轭，从而消除来 自样品离焦区域(out—of—focus—regions)的杂散光 ，形成空 

间滤波 ，保证了探测器到达的散射光是激光采样焦点薄层(1．9u纵深)微区内的信号，横向分辨率能接 

近经典分辨率理想值的0．7倍．白光系统与激光共享同一采样光路，需成像时，通过切人分束器，用数码 

相机获得图像．其构造示意见图 1． 

图 1 共焦拉曼原理示意图 

2．2 金网栅电极上的细胞色素 C的拉曼光谱 

本研究室曾用吸光光度法，研究了金网栅电极上的细胞色素 C，在 4，4'-二硫基联毗啶(PySSPy)存 
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在下的电子迁移过程．然而，吸光光度法的局限性，决定了信号不完全来 自电极表面．而共焦拉曼光谱可 

以直接聚焦于金网线上，获得分子的信息．但由于网栅的金线直径只有 2—31xm，因此 ，白光成像功能就 

显得尤为重要．先在显微镜下 ，获得金网栅电极的图像，然后分别在 A点(网线间孔穴)和 B点(网线 

上)聚焦采谱，实验时，金网栅置于 P)rssP)r和细胞色素 c的溶液中．从图 2中可知，网线上吸附的 

P)rSSP)r和细胞色素 C的拉曼信号，因金线的 SERS效应而增强 ，光谱特征明显．网间溶液的拉曼谱几乎 

观察不到P)rsSP)r和细胞色素c的特征振动．成像有助于共焦激光拉曼的横向定位能力，适合微区、微电 

极 的光谱分析． 

-  ∞  _  _  _  _  _  
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图 2 PyssPy和细胞色素 c混合溶液中金网栅电极的显微成像及 A点和 B点的拉曼光谱 

2．3 DNA在银电极上的拉曼光谱 

DNA是生物大分子，在拉曼测试时，有较大的荧光背景，为了消除干扰 ，常将 DNA修饰在金、银等 

材质的表面，且这些表面已预先经过表面增强(SERS)处理，以获得高质量的拉曼光谱．为了原位研究 

DNA在银电极表面与稀土离子反应的拉曼光谱 ，采用 H 0 和浓 HNO，(3：7)溶液处理银电极，实验结 

果表明这样的SERS表面处理虽操作简单易行 ，但由于在酸浸时间控制上的问题，表面重现性相对要差 
一 些．在实验过程中发现，利用拉曼系统白光成像功能，辅以计算机图像处理技术，先对处理后的银电极 

表面进行选择，然后再原位采集反应过程的拉曼光谱，可以获得理想的谱图． 

_  I_  ●S●● l_  lS●● ，●_ 

图 3 酸处理 10s后 Ag电极表面图像及吸附于该表面_上的 DNA拉曼光谱 
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从图 3的银电极表面的形貌可知，电极在 H 0 和浓 HNO，溶液中，由于处理时间比较短(i0s)，还 

未形成预期的“银岛”．吸附 DNA后 ，采得的拉曼光谱，虽然能观察到表征碱基中腺嘌呤环呼吸振动峰 

(728em )和磷酸脂键的伸缩振动峰(816 cm一，1041 ClTI )，但有很强的荧光背景，无法获得 1200 

cm 以上的光谱信息． 

5‘m 1000 l500 1000 ：500 lIJ0 
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图 4 酸处理 15s后 Ag电极表面图像及吸附于该表面上的 DNA拉曼光谱 

在酸中处理 15s后 ，银电极表面形成了明显的“银岛”(图4)，相应的DNA拉曼散射强度得到增强， 

荧光背景干扰也有所改善．除了腺嘌呤环呼吸振动峰(725em )和磷酸脂键的伸缩振动峰(817 cm一， 

1041 cm )外，600—700 cm 附近与鸟嘌呤振动有关的拉曼峰也可以被观察到．而 1200—1550 cm 范 

围内的拉曼峰，大多是来 自腺嘌呤、胸腺嘧啶和鸟嘌呤振动的共同贡献．该银 电极 的粗糙处理方法 

(15s)，虽然获得了有拉曼散射增强的表面，但从成像图和拉曼光谱图(图4)上不难看出，形成的“银 

岛”不够均匀有序；光谱上的荧光背景对 12o0 cm 以上的拉曼峰，仍有一定程度的影响．于是尝试了第 

三种方法，即在 H 0 和浓 HNO 溶液中，先将银电极处理 10s后 ，取出吸干，再次浸入处理5s，然后取出 

用二次蒸馏水洗净，吸干．吸附 DNA溶液后，采集拉曼光谱，发现基本抑制了荧光干扰，谱图质量大大改 

善．原位的成像图(图5)显示 银电极表面的“银岛岛形”均匀、排列有序度提高， 

500 -00o 2000 S∞  __1001~J 
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图 5 酸处理 10s+58的 Ag电极表面图像及吸附于该表面上的 DNA拉曼光谱 
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W hite Light imaging of Confocai Raman System Application 

Raman Test of Biomo!ecules 
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Abstract：White light imaging of confocal Raman system Was employed in SERS studied of biomolcculcs．Through observing the 

in—situ images of surfaces of 8ilver electrodes，the o⋯mcrent ways oftreatment e’tec—ua．va e—to u-工JL~LH-l2n a wc-工lII stu-face were evaluated， 

which Can improve the quality of Raman spectra of biomoleculcs． 

Key words：white light imaging；biomoleculc；in-situ；Raman 
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