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包裹BSA的线状银为基底探讨小檗碱的拉曼光谱①
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摘要:通过拉曼光谱技术测定了液体小檗碱(Berberine)的常规拉曼光谱(NRS)及表面增强拉曼光谱(SERS),归属

了拉曼特征峰,并与固体小檗碱的NRS进行对比,发现特征峰位基本没变.研究小檗碱与纳米银(Ag-Berberine)、

包裹牛血清白蛋白(BSA)的线状银(Ag@BSA-Berberine)的拉曼光谱,分析了线性纳米银(Ag)及包裹BSA的线状

银(Ag@BSA)对小檗碱的吸附模型.结果显示,线性纳米银对小檗碱、牛血清白蛋白有明显的拉曼增强效应,增强

效应主要在线性纳米银与氨基酸中N的孤电子对、甲氧基中的氧、苯环中的π电子及异喹啉中的N发生了吸附作

用.对比Ag@BSA-Berberine和Ag-Berberine的特征峰,加了BSA后的拉曼光谱有明显的减弱,但峰位并没有移

动,但是有BSA修饰的纳米银的小檗碱拉曼光谱有较高的稳定性,利于小檗碱的进一步研究.
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多数生物碱有较强的生理活性.小檗碱(Berberine)又称黄连素,是黄连、黄柏及三颗针等药用植物的

重要组成部分,是一种常见的异喹啉生物碱,具有抗菌、降压、抗炎等作用[1].牛血清白蛋白(BSA)是生物

大分子通过氨基酸的肽链链接起来,能够提供拉曼信号的主要结构是肽链的酰胺Ⅰ、酰胺Ⅲ、氨基酸残基

(侧链)及硫—硫桥键谱带等[2].BSA由于其静电作用和立体的空间结构,还包含有大量的侧链区域,在较

高离子浓度条件下,仍有极好的稳定性[3].
大约经过40年的发展,表面增强拉曼光谱(SERS)已经广泛地应用在各个研究领域,包括合成高分子、

蛋白质、核酸等[4].由于拉曼散射很弱,拉曼光谱的灵敏度很低,只有入射光的10-8~10-6.当拉曼光谱与

纳米结构的物质联系在一起,拉曼效应得到了很大的提高[5-6].以金、银胶体,棒、线、立方状纳米金银,
金银复合纳米粒子的SERS基底已有相关研究[7-9].目前对小檗碱的研究有近红外漫反射[10]、TLC-
UV[11]、红外和核磁共振光谱[12]、薄层层析 分光光度法[13]等,但是利用拉曼光谱对其研究尚未见相关报

道.BSA能防止分子进一步地聚集,在一些复杂的环境中,如高离子浓度、不同的酸碱条件下,保证其稳定

性和灵敏度[3].XianggrongLi等人[14]研究了类胡萝卜素与BSA和 HSA的相互作用,发现类胡萝卜素能

够猝灭血清蛋白的荧光.本文主要研究小檗碱的SERS,把BSA作为稳定剂,在线性纳米银的表面上包裹

了一层BSA,BSA有很多立体空间构型,能有序而稳定地吸附小檗碱.虽然拉曼峰强度有所减弱,但峰型

的稳定增加.

1 实验部分

1.1 实验仪器与试剂

FS-100型傅里叶变换拉曼光谱仪(德国Bruker公司),Nd:YAG激光光源,液氮冷却 Ge检测器;

① 收稿日期:2015 07 21
基金项目:国家自然科学基金(21277110).
作者简介:张彩红(1990 ),女,四川成都人,硕士研究生,主要从事拉曼光谱的研究.
通信作者:周光明,教授,博士研究生导师.



DF-101S集热式恒温加热磁力搅拌器(郑州长城科工贸有限公司);80-1台式低速离心机(金坛科技仪器

有限公司).
盐酸小檗碱(阿拉丁)、三(羟甲基)氨基甲烷购于天津市科密欧化学试剂有限公司;牛血清白蛋白

(BSA)购于如吉生物科技;硝酸银(AgNO3)、氯化钠(NaCl)、六水三氯化铁(FeCl3·6H2O)、乙醇

(C2H5OH)和乙二醇(C2H6O2)均为分析纯,均购于重庆川东化工(集团)有限公司;聚乙烯吡咯烷酮

(PVP)为分析纯,购于国药集团化学试剂有限公司.
1.2 实验步骤

依据 MaJingjing[15]的方法制备线性银纳米.AgNO3 作为银源,乙二醇作为还原剂,将PVP溶于乙二

醇中,配制0.3mol/L的PVP溶液,取40mL0.3mol/L的PVP溶液加入到250mL的烧杯中,在恒温磁

力搅拌加热器中,油浴加热从25℃到160℃,恒温保持,加入100μL0.15mmol的FeCl3 溶液,5min
后,加入100μL0.3mmol/L的NaCl溶液,5min后,加入10mL0.15mol/L的AgNO3 溶液,开始以缓

慢的滴速加入,当溶液变成灰色时,加入所有的AgNO3 溶液,反应2h,得到灰色胶体并冷却至室温,用

乙醇多次清洗,以4000r/min的转速在离心机离心分离.将灰色胶体置于冰箱备用.
配制浓度为1.0×10-3mol/L的小檗碱溶液和BSA溶液,BSA溶液用pH=7.4的Tris-HCl缓冲溶液

定容,测定BSA和小檗碱的常规拉曼光谱(NRS)和SERS,再将Ag@BSA与Berberine、Ag与Berberine
分别按照1∶1,1∶2,1∶3和1∶4的比例混合反应,然后在干燥的玻璃片上,于室温下干燥,进行SERS
检测.

2 结果与讨论

图1 线性纳米银的SEM图

2.1 线性纳米银表征

制备的线性纳米银通过离心分离提纯后得到

浓度较大的纳米银,分散在乙醇里,保存在4℃.
取少量稀释后滴加在干净的硅片上.图1为线性纳

米银的SEM 图,由图1可看出大部分纳米银呈线

状,且长短大小均一,有少部分呈球形,在乙醇溶

液里具有良好的分散性.目标分子吸附在纳米银

上,其拉曼效益增强.
2.2 BSA的拉曼光谱和SERS

加入线性纳米银的BSA有很强的增强效应(图

2).图2中b是BSA的拉曼光谱,能看出2个特征

图2 BSA的SERS(a)和常规拉曼光谱(b)

峰,564cm-1归属于S—S键的伸缩振动,1095cm-1

归属于C—N键的伸缩振动,不能明显地显示出其它

特征峰,因此不便于BSA的相关研究.图2中a是

纳米银与BSA按照1∶1混合的拉曼光谱,与b相

比较,出现了很多特征峰.1665cm-1归属于酰胺Ⅰ
谱带振动,主要包括C=O伸缩振动和N—H面内

变形振动,1302cm-1和1240cm-1归属于酰胺Ⅲ
谱带C—N伸缩振动.1461cm-1归属于色氨酸残基

环中 O—C=O对称伸缩振动,927cm-1氨基酸中

C—C—N伸缩振动及α 螺旋结构,都有向高波数方

向移动,频率降低.755cm-1和1461cm-1分别归属于酪氨酸、色氨酸残基振动峰,这2个振动峰有明显

的增强,可能由于Ag—N键的作用,故向低波数方向移动.
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图3 小檗碱的结构图

2.3 小檗碱溶液的常规拉曼光谱和SERS
小檗碱是异喹啉类药物.小檗碱的结构见图

3,小檗碱能溶于水,配制成1.0×10-3mol/L小

檗碱的水溶液,滴加在玻璃片上于室温下晾干.图

4中a是小檗碱溶液在纳米银中的SERS,b是小檗

碱溶液的NRS,基本上看不出小檗碱的特征峰,图

5是小檗碱溶液的从1700cm-1到200cm-1放大

的NRS图.由图4和图5可看出,有些明显的峰

位基本一致,其中有些峰还有一些移动,峰的强度

有明显的增大.通过对常规拉曼的对比,SERS在

3071cm-1的=C—H的伸缩振动、1392cm-1的CH3 变形伸缩振动有明显的特征峰;1476cm-1的

CH3 不对称伸缩振动移到了1420cm-1说明分子中甲氧基中的氧结合,使其表现出特征峰;1667cm-1

的芳烃C=C骨架伸缩振动移动了1562cm-1和1503cm-1处,峰形发生了改变,苯环是一个含有π电

子的共轭体系,说明银纳米与π电子发生了吸附;1562cm-1的C=C伸缩振动和756cm-1芳烃中的

C—H伸缩振动明显增强;1225cm-1的C—N伸缩振动移动到了1274cm-1,峰也明显增强,异喹啉中的

C—N中的N有孤电子,与银纳米发生吸附;934cm-1和893cm-1的环氧不对称变形振动移动到了877cm-1

和835cm-1,与苯环侧链有个环氧基中的氧结合.

图4 小檗碱的SERS(a)和常规拉曼光谱(b) 图5 小檗碱的常规拉曼光谱(1700~200cm-1)

图6 液体小檗碱的SERS(a)和

固体小檗碱的常规拉曼光谱(b)

由图6固体小檗碱的常规拉曼(b)和液体小檗

碱的SERS(a)相比,峰的位置基本没变,SERS的

535,504,460,421cm-1的 骨 架 变 形 振 动,752,

725cm-1的C—H 面外变形振动,887cm-1的环

氧不对称伸缩振动和1337cm-1的C—N伸缩振

动都有明显的增强;1139,1041cm-1处的C—

O—C伸缩振动在增强拉曼中有较强的特征峰,而

在常规拉曼中不明显;2946cm-1和2889cm-1的

C—H伸缩振动在常规拉曼中出现 了峰的分裂,

而在液体中没有明显的峰分裂,这是由于水中含

有大量的O—H键的伸缩振动.由此可见,以线性

纳米银为基底的小檗碱溶液的SERS的光谱可行,纳米银与小檗碱中的甲氧基中的氧、苯环中的π电子及

异喹啉中的N发生了吸附作用,得到了较好的SERS光谱图.小檗碱的拉曼位移及其归属见表1.
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表1 小檗碱的拉曼位移及其归属

NRS/cm-1 SERS/cm-1 Assignment

3071(s) ν(=C—H)

2946(s)

2889(m)
2946(s)

2852(m)
ν(C—H)

1667(w)
1613(w)

1562(s)
ν(C=C)ph

1476(s)
1503(w)

1443(w)
νas(CH3)

1420(m)
σ(CH2)

ν(C—N)
1392(s) νas(CH3)

1307(m) 1337(m)
δ(CH2)

ν(C—N)
1225(w) 1274(s) ν(C—N)

1041(s)
1230(w)

1139(m)

1041(s)
ν(C—O—C)

1000(m)

934(s)

893(m)

934(w)

887(m)

835(m)

brνas(—O—)

brν(—O—)

756(s)
768(m)

752(m)

725(s)
ω(C—H)ph

535(w)

405(w)

363(m)

535(m)

504(w)

460(w)

421(w)

385(w)

骨架振动

  注:ν,伸缩振动;σ,剪式;ρ,面内摇摆;ω,面外摇摆;τ,扭曲振动;δ,变形振动;br,环呼吸;s,对称;as,非对称;

ph,苯环;S,强峰;m,中等强度峰;w,弱峰.

图7 小檗碱的SERS(a)和
小檗碱和BSA的SERS(b)

2.4 小檗碱和BSA相互作用的研究

本部分研究了小檗碱与BSA作用的SERS
变化情况,小檗碱与BSA复合物的SERS信号

比小檗 碱 本 身 的 SERS信 号 强 度 明 显 减 弱.
BSA的特征峰有1461,1046,755cm-1,小檗

碱的特征峰有1392,1041,525cm-1,图7中

b为Ag@BSA-Berberine按1∶3的比例混合

的复合物的SERS信号,与 Ag-Berberine相比

特征峰的强度明显降低,与小檗碱的SERS相

比特 征 峰 的 位 子 基 本 一 致,表 明 小 檗 碱 与

BSA相互作用后,自身结构基本不变,发生了

能量的变化[13].
不同比例的Ag-Berberine和Ag@BSA-Berberine的SERS信号从1∶5,1∶4,1∶3,1∶2,1∶1依次减

弱(图8-9),峰的位置基本没变.Ag-Berberine的SERS信号在比例为1∶2和1∶1时,在535cm-1和
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1392cm-1附近出现的峰不稳定,说明小檗碱直接吸附在银纳米表面不规则.小檗碱吸附在有BSA包裹的

纳米银上,受到空间位阻的影响,SERS信号相对降低了,由于BSA具有大量的空间结构,氨基酸残基,使

小檗碱的吸附更有规律、更稳定,使得拉曼信号很稳定,在相对小浓度下的小檗碱的拉曼信号仍然稳定.
BSA含有大量的侧链区域,通过静电作用连接在银纳米上,在一些立体的空间结构能够均匀而稳定有序地

吸附小檗碱,而且能防止纳米银的团聚.

a.1∶5;b.1∶4;c.1∶3;d.1∶2;e.1∶1.

图8 线性银纳米与不同比例的

小檗碱混合拉曼光谱图

a.1∶5;b.1∶4;c.1∶3;d.1∶2;e.1∶1.

图9 线性银纳米混合BSA与不用比例的

小檗碱的拉曼光谱图

3 结 论

通过对小檗碱SERS的研究,无损、快速、准确、简便、有效地建立了小檗碱的拉曼光谱图,并对其主

要峰进行了归属.本文主要用线性纳米银作为增强效应基底,由实验可得出,线性纳米银具有很强的拉曼

增强效应,分析了小檗碱和BSA与纳米银的吸附方式,纳米银主要与小檗碱和BSA中的含有孤电子的N
原子、蛋白质中二硫键中的S原子、甲氧基中的氧及苯环中的π电子发生了吸附作用.Ag-Berberine和Ag
@BSA-Berberine比较,有BSA包裹的纳米银的增强效应有所降低,但峰的位子没有发生改变,BSA中有

序的立体空间结构,稳定吸附了小檗碱,使峰的稳定性增强.以Ag@BSA作为增强基底的拉曼光谱法对小

檗碱的深入研究和鉴别提供了简便有效的分析方法.
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SurfaceEnhancedRamanSpectroscopyStudyof
BerberineBasedonBSA-CoatedSilverNanowires

ZHANGCai-hong, ZHOUGuang-ming,
CHENGHong-mei, LIJun-ping

SchoolofChemistryandChemicalEngineering,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China

Abstract:ThenormalRamanspectroscopy(NRS)andsurfaceenhancedRamanspectroscopy(SERS)of
thesolutionsforberberinewerereported,andthevibrationalpeakswereassigned.SERSofsolutionsand
NRSofsolidsforberberinewerecompared.Theresultsshowedthatthepositionsofcharacteristicpeaks
werenotchanged,butthestrengthenofpeakswereenhancedrelatively.ThestudyoftheSERSspectraof
berberinewithsilvernanowires(Ag-Berberine)andthatwithbovineserumalbumin(BSA)-coatedsilver
nanowires(Ag@BSA-Berberine)wereanalyzedtheinfluenceontheirsystemsandtheadsorptionwayof
silvernanowires.TheresultsindicatedthattheSERSspectraofAg-Berberineincreasedobviously,which
developedaconvenientwaytoanalyzethecharacteristicpeaksofbernerine.EnancedRamanspectraex-
pressedthatAgnanowireswerelinkedtoNatomofaminoacid,Oatomofmethoxyl,electronofbenzene
ringandNatomofisoquinoline.ComparedtheSERSspectraofAg-BerberineandAg@BSA-Berberine,it
displayedthattheSERSspectraofAg@BSA-BerberinewaslowerthanAg-Berberine,butitwasrepresen-
tedhighlystabilizationandpeaksofBerberinewerenotmaced,whichprovidedimportantinformationfor
furtherstudy.
Keywords:Raman;surfaceenhancedRamanspectroscopy(SERS);Agnanowires;BSA;bernerine
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