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摘要 二维相关红外光谱是将特定形式的微扰作用于样品，通过测定一系列扰动

作用下的动态光谱，结合数学相关分析，获取与样品中分子结构及作用力相关的

二维相关红外光谱特征。该方法主要基于分子振动光谱，将一维光谱扩展到二维

空间，具有提高谱图分辨率、解析动态过程等优势，已成为光谱分析中重要的研

究方法之一。本文重点围绕二维相关红外光谱，综述了发展历史和基本原理、获

取谱图的方法、谱图的性质及解释规则，并列举了其在高分子化学、生物学、中

药学、材料学等领域的应用，展示了二维相关红外光谱分析的优势，最后展望了

广义二维相关光谱技术的发展趋势。希望通过本文的介绍，能够帮助读者更好地

理解二维相关红外光谱，进一步拓展其在生物医学、药学、食品科学、环境科学

以及高分子材料等领域的应用。
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引言

传统的红外光谱分析方法是以波长或波数等参变量为横坐标，以相应的因变

量吸光度、透过率等为纵坐标组成的平面光谱图。尽管传统的红外一维光谱具有

很好的指纹特征、高分辨率和灵敏度，但是当多个因素同时作用于体系，或是若

干因素之间相互作用时，传统的光谱分析方法就显示出了局限性，其中遇到的最

大的问题就是严重的谱峰重叠现象[1]。二维相关红外光谱技术（two-Dimensional

correlation infrared spectroscopy）是二维相关光谱技术在红外光谱领域的渗透和

发展。二维相关红外光谱法关注的是因外扰引起的细微特征的光谱变化。其显著

特点是：将光谱信号扩展到第二维度上以提高光谱分辨率，可以区分出在一维光

谱上被覆盖的小峰和弱峰；简化含有许多重叠峰的复杂光谱；通过选择相关波段

的光谱信号对同步交叉峰和异步交叉峰进行仔细分析，可以判断出各个基团相对

于特定外扰的一个运动次序；鉴别和研究分子内和分子间的相互作用。

二维相关光谱采用二维等高线图或三维立体图进行展示，在二维相关光谱的

三维图中，其 X、Y坐标以波数或波长表示，而 Z坐标是用 X坐标轴和 Y坐标



轴交叉处的相关强度值表示；在二维相关光谱的二维图中，其 X、Y坐标同样以

波数或波长表示，Z坐标是用 X-Y 平面中的等高线表示，实际上，二维相关光

谱图就是取任意相关强度处的三维剖面图。可以清晰地看出体系光谱学性质分别

随两个变量变化的情况以及两者之间的相关性，可直观地获取和解析谱图信息。

在光谱分析领域，二维相关光谱技术的出现为研究人员提供了一种强大的工具，

显著提升了光谱信息的质量和可解释性[2-4]。这种方法的核心在于将传统的一维

光谱数据转化为二维表示，通过将光谱强度与两个独立的光谱参数关联起来，从

而揭示出更多隐藏的光谱特征。随着研究的深入，二维相关光谱的应用及发展非

常迅速，已成功应用物理、化学和生物学研究的各个领域，特别是在聚合物研究

[5]、中草药研究[6-8]、蛋白质的研究[9]和化学化工[10]等方面。然而，目前的应用主

要集中在固态样品的分析上，对液态物质和气态物质的研究还相对较少，这也为

未来的研究方向提供了新的可能性。本文重点围绕二维相关红外光谱，简述了发

展历史、基本原理及其应用。

一、二维相关红外光谱的发展历程

二维相关光谱分析方法的基本概念最早起源于核磁共振（NMR）领域。二

维核磁共振（2DNMR）谱通过多脉冲技术激发核自旋，采集原子核自旋弛豫过

程的衰减信号，最后经双重傅里叶变换得到。通过将核磁信号扩展到第二维度，

可以显著提高谱图的分辨率，并且有效简化包含许多重叠峰的复杂光谱。与此同

时，通过选择相关的光谱信号，可以鉴别和研究分子内/间的相互作用。尽管二

维光谱技术在核磁领域取得了快速发展，却在很长一段时间内未能深入到其他光

谱分支，如红外、拉曼、紫外-可见吸收等。阻碍二维光谱技术发展的一个根本

原因在于多重射频脉冲的二维核磁技术可以成功地在精密而昂贵的核磁仪器上

实施，却不能在普通的红外、拉曼和紫外-可见吸收等光谱仪器上实现。因为这

类光谱的时间尺度（time scale）远小于核磁共振。一般来说，核磁时间尺度数量

级在毫秒到微秒之间，而红外吸收光谱观察分子振动的时间尺度在皮秒数量级，

因此产生二维红外光谱必须采用特殊的新途径。

1986年，特拉华大学（University of Delaware）的日本化学家 Isao Noda（野

田勇夫）提出了一个概念性的突破[11-12]，他把核磁实验中的多重射频励磁看作是



一种对体系的外扰（外部扰动）。施加于体系的外扰可以多种多样，如热、磁、

机

图 1、广义二维相关红外光谱获取的基本流程示意图；在 2D同步和异步光谱中，红色表示

正强度，而绿色表示负强度[5]。

械、电场、化学甚至声波等。每种外扰对体系的影响是独特而有选择性的，并由

特定的宏观刺激和分子相互作用的机理所决定。因此，包含在动态光谱中的信息

类型是由外扰的方式和电磁波的种类所决定的。外扰的波形没有任何限制，从简

单的正弦波、脉冲到随机的噪音或静态的物理量（如时间、温度、压力等）的变

化均可应用于外扰。由此，1989 年 Isao Noda 提出了一项新的实验方案

（two-dimensional infrared correlation spectroscopy，简称 2DIR），他用外扰来激

发被检测体系的分子，由于被激发分子的弛豫过程慢于振动光谱的时间标尺，因

而可使用时间或温度等外扰分辨振动光谱（红外、拉曼）技术来跟踪研究被检测

体系受外界扰动而产生的动态变化，结合数学中的相关分析技术，将原有的光谱

信号扩展到第二维度，从而得到二维相关光谱（如图 1所示），这就是最初的二



维相关技术理论，二维相关光谱实际研究的就是动态光谱的变化[13-14]。1993年，

Isao Noda再次对已有理论进行修正，破除了外扰波形的局限，并且用 Hilbert转

换替代了原先二维相关分析中的 Fourier转换，由此缩短了二维处理的时间，并

把新的理论正式命名为“广义二维红外相关光谱（generalized two-Dimensional

correlation spectroscopy）”。至此，外部微扰从正弦波形的低频扰动拓展到能导致

光谱信号变化的任何形式，如电场[15]、热[16]、机械[17]、温度[18]、浓度[19]、压力[20]、

磁场[21]等，提出基于Wiener-Khintchine定理和 Hilbert变换实现二维相关谱图计

算的快速算法，从而将二维相关光谱从普通的红外光谱推广到近红外光谱、拉曼

光谱和荧光光谱等[22]。总体而言，二维相关光谱分析在红外光谱中的应用最为成

功，这主要是由于红外光谱的信噪比相对较高，具有高灵敏度、高选择性和非破

坏性等特点，能够在分子结构和链段运动等方面提供丰富信息。另一方面，红外

光谱的谱峰重叠严重，解析起来存在一定困难，二维相关光谱的引入可以很好地

解决这一问题。

二、二维相关红外光谱的计算原理

在二维红外光谱研究中，通常使用的实验方法是：在外部微扰（如电、热、

磁、化学、声音、或机械的拉伸作用）的作用下，检测由于微扰诱发产生的样品

体系光谱信号的瞬间变化，即系统的动态谱（dynamic spectra）。在红外光谱中，

观察到的动态光谱的典型变化包括：吸收峰位的位移、吸收强度的变化和方向性

吸收的变化（二向性现象）等。对这种动态谱进行一些简单数学处理，就可以产

生一系列非常有用的二维红外光谱。在二维相关红外光谱中，微扰的选择非常重

要，不同的微扰方式会得到不同的二维谱图。如果需要研究样品体系在某种条件

下发生的变化，就可以选择这种特定的变化作为微扰手段。

二维相关光谱考虑外扰变量下（如时间、温度、压力、浓度、电场、磁场等）

光谱强度 y（v, t）的变化情况，其中 v为光谱变量，可以为任何光谱量化的参数，

比如红外波数、拉曼位移、紫外波长、X射线散射角等，t为外扰变量，可以是

任意合理的物理或化学变量，如时间、温度、压力、电场强度、浓度、PH、离

子强度等。体系受外扰引起的动态光谱��(�, �)可以正式定义为：

��(�, �) = � �, � − ��(�) ���� ≤ � ≤ ����
0 otherwise

（1）



式中��(�)是体系的参比光谱，参比光谱的选择并不一定要严格一致，在大多数情

况下，我们使用光谱的平均值，定义为：

�� � = 1
����−���� ����

���� �(�, �)��� （2）

实际过程中，可以选择某一个参考点 t=tref处的光谱作为参考光谱。参考点可以

是实验的初始状态或结束状态，也可以直接简单地设为零，这种情况下，动态光

谱即为我们观察到的光谱强度。

二维相关强度 X（v1, v2）表示在外扰变量区间内，对光谱变量 v1和 v2光谱

强度��(�, �)的函数进行比较。由于相关函数是计算两个互不依赖的光谱变量 v1

和 v2处强度的变化，因此可以将 X（v1, v2）转变为复数形式[22]：

� �1, �2 = Φ �1, �2 + �Ψ(�1, �2) （3）

这里，组成复数的相互垂直的实部和虚部分别被称作同步和异步二维相关强

度。同步二维相关强度Φ �1, �2 表示随着 t值的变化，两个在不同光学变量下测

量的互不依赖的光学强度的相似性变化。恰恰相反，异步二维相关强度Ψ(�1, �2)

表示光学强度的相异性变化。

广义二维相关函数及其定义的同步和异步相关强度如下：

� �1, �2 = 1
π（����−����） 0

∞ �1� � ∙� �2
∗� � �� （4）

�1� � = −∞
∞ ��(�1, �)� �−����� （5）

�2
∗� � = −∞

∞ ��(�2, �)� �−����� （6）

式中�� � 是光强��(�, �)经傅里叶变换得到，傅里叶频率�代表��(�, �)随外扰�

变化的个体频率。

由于二维相关光强的计算过程必须描述二维光谱中的每一点，即使使用快速

傅里叶算法的计算步骤来按照公式(4)计算广义二维相关光谱，数据也会多得难

以想象，所以我们在计算过程中应用了适当的估算。

我们在外扰�变化区间 Tmin 和 Tmax 内等间隔地选取 m 个动态光谱，∆� =

(���� − ����)/(� − 1)，同步二维相关强度可以简单地表示为：

Φ �1，�2 = 1
�−1 �=1

� ��� �1� ��� �2

（7）

��� (��)是外扰 tj点的光学强度。



��� �� = ��� ��, �� � = 1,2

（8）

如果光谱系列并不是在外扰�上等间隔选取的，那么我们就必须进行一定调整。

比如我们可以通过内插等方法使本来不均匀的光谱系列变得均匀。同步光谱就按

照这个新的系列由公式(7)给出。

异步二维相关光强的计算就更加困难。有许多估算方法可以对异步光谱进行

合理的估算，然而最简单有效的估算方法由下式给出：

Ψ �1, �2 = 1
�−1 �=1

� ��� (�1) ∙ �=1
� ��� ∙ ��� (�2)�� （9）

其中 ���代表 Hilbert-Noda转变矩阵的第 j行第 k列的元素，表示为：

��� =
0 � = �
1

� �−�
otherwise （10）

三、二维相关红外光谱性质及规则

将一系列动态光谱在特定的软件上进行数学处理，即可得到二维相关光谱同

步和异步谱图。目前，能够快速获得二维相关光谱的软件种类很多，大都是免费

获取或者是商业化的软件，包括 2D Shige、TDCOS、Mat2DCorrr、2DCS、Midas

2010、R corr2D、Python Scikit Spectra、Python NumPy等。目前二维相关红外谱

图多采用二维等高线图或三维立体图进行描述，可直观地获取和解析二维谱图信

息。在二维相关光谱的二维图中，其 X、Y坐标以波数表示，Z坐标是 X-Y平面

中的等高线表示。在二维相关光谱的三维图中，其 X、Y坐标同样以波数表示，

而 Z坐标是用 X坐标轴 Y坐标轴交叉处的相关强度值，是一个无单位的量纲。

二维相关光谱图包含同步谱和异步谱两类，图 2展示了典型的同步和异步谱图。

3.1 二维相关同步谱图

在特定外扰�作用下，同步相关峰Φ �1，�2 强度表征两个动态 IR信号之间

的协同程度。这种分子微观结构运动的同步性表明基团之间有很强的协同作用或

可能存在强烈的相互作用。当发生在波数�1和�2的动态变化完全一致时，Φ �1，

�2 到达最大值；当两个动态变化正交时，它的值为零；当两个动态变化彼此反

相，它的值最小。图 2（a）显示了一个典型的同步二维相关谱的强度变化等高



线图。同步二维相关谱是关于对角线（对应于光谱坐标�1 = �2）方向对称，其

中相关峰可以出现在对角线上，也可以出现在对角线外。

落在对角线上的相关峰称作自动峰（auto peak），自动峰强度对应于外扰过

程中光谱变化的自相关函数。在同步谱中，自动峰的强度始终为正（正峰用空白

表示，负峰用阴影表示），其大小代表了对应波数下光谱强度动态波动的整体程

度。所以，在动态谱图中表现出更大程度强度变化的区域对应的自动峰越强，而

那些基本保持不变的峰自动峰强度小甚至没有自动峰。换言之，自动峰强度对应

于外扰过程中光谱变化的自相关函数。图 2（a）中在波数 A、B、C、D处都出

现了自动峰，说明这 4个峰在观察的区间内，强度发生了显著变化。

位于对角线以外的相关峰称为交叉峰（cross peak），表明不同波数上光谱信

号的同步变化。这样一种同步的变化，反过来，预示着 2波数间可能存在一定的

相关性。尽管自动峰的强度始终为正，但交叉峰的强度可正可负。图 2（a）中 A

和 C、B和 D分别同步相关，A和 C形成负交叉峰，而 B和 D形成正交叉峰。

在外扰 t作用下，两个基团受激偶极矩取向方向相同，无论是平行于或垂直于外

部扰动方向，同步交叉峰为正值；而如果两个基团受激偶极矩取向互相垂直，则

交叉峰为负值。简单来说，如果 2个波数对应的光谱强度在外扰下同时增大或减

小，相应交叉峰为正；如果 2个波数对应的光谱强度一个增加另一个减小，相应

交叉峰为负。

图 2、 二维相关光谱的（a）同步相关谱和（b）异步相关谱的等高线图[5]

但需要强调的是相关分析是一个数学方法，它不能区分不相关的协同过程。

因此没有同步交叉峰表示没有化学偶联或相互作用，但是有同步交叉峰并不说明



有化学偶联或相互作用，仅证明两者间对外部扰动有协同响应[23]。

3.2 二维相关异步谱图

图 2（b）显示的是一个异步二维相关谱的强度变化等高线图。异步谱图出

现了 2个给定波数�1和�2处光谱强度的异步或者相继变化。与同步光谱不同的是，

异步光谱关于对角线反对称。异步光谱没有自动峰，只有交叉峰，交叉峰也有正

负之别。从图中发现 A、B、C、D这 4个波数之间分别出现 A和 B、A和 D、B

和 C、C和 D 4个交叉峰。异步交叉峰只有在 2个给定波数的光谱强度发生异相

（如延迟或加快）变化时才出现。这一特性尤其可以帮助区分光谱中来源不同或

组分不同形成的重叠峰。于是，外扰过程中，混合物中的不同组分、材料中的不

同相或者化学基团经历不同的变化对光谱强度的贡献能够得以辨别。即使是两个

谱带靠得很近，只要它们的瞬时特征或者时间依赖光谱强度变化模式存在本质不

同，它们之间便会出现异步交叉峰。所以异步交叉峰的出现意味着这些谱带有着

不同的来源或者是不同分子环境下的官能团。异步谱图的交叉峰可正可负，而异

步谱图中交叉峰的符号可以用来辅助判断谱带在外扰过程中的变化次序。

3.3 二维相关光谱读谱规则

利用同步和异步谱图的交叉峰，可以获得外扰条件下光谱强度发生变化的先

后次序关系。为方便表述，将同步谱图中 �1，�2 处的峰强度记为Φ �1，�2 ，

将异步谱图中 �1，�2 处的峰强度记为Ψ �1，�2 。

根据 Noda规则[14]：

（1）当Φ �1，�2 > 0 时，如果Ψ �1，�2 > 0，则�1谱带处的强度变化发

生先于�2谱带处的强度变化；而如果Ψ �1，�2 < 0，则�1谱带处的强度变化发

生晚于�2谱带处的强度变化。

（2）当Φ �1，�2 < 0 时，如果Ψ �1，�2 > 0，则�2谱带处的强度变化发

生先于�1谱带处的强度变化；如果Ψ �1，�2 > 0，则�1谱带处的强度变化发生

先于�2谱带处的强度变化。简单来说，如果 �1，�2 在同步和异步谱图的交叉峰

符号一致（都为正或者都为负），则�1谱带处的强度变化发生先于�2谱带处的强

度变化；如果 �1，�2 在同步和异步谱图的交叉峰符号不一致（一个为正而另一



个为负），则�2谱带处的强度变化发生先于�1谱带处的强度变化。

（3）如果只有同步相关峰Φ �1，�2 ，而异步相关交叉峰强度消失，即Ψ �1

，�2 = 0，说明两个基团受激发偶极矩的取向同时发生。

（4）如果同步相关光谱中的相应同步相关强度消失，即Φ �1，�2 = 0，只

能说明两个峰的信号各自以不同的速率变化，但两者的变化关系不能确定。

需要特别指出的是：以上讨论的 t实际上可以看作是任意一个可以引起光谱

变化的物理量，如温度、压力、距离甚至浓度。因此这种二维相关分析技术也可

以用于拉曼光谱、紫外光谱、X射线散射光谱等技术中，对任意波形的外部扰动

引起的复杂的光谱强度动态变化都适用。

除了二维 contour map 的表示形式，二维相关的结果还能以 fishnet

representation，一种 3D渔网图表达（图 3）。虽然 fishnet的形式可以更方便地比

较各个二维相关峰的强度，但却无法清晰定位相关峰的波数，因此 contour map

的形式还是更为常用。

图 3、3D渔网图表达[11]

总的来说，二维振动光谱相对于一维振动谱有以下几大优点：

（1）提高光谱分辨率。通过将原有的光谱信号扩展到第二维上，可以区分

出在一维光谱上被覆盖的小峰和弱峰，并能有效地分离重叠的谱线；

（2）通过对同步交叉峰和异步交叉峰的仔细分析，可以判断出各个基团相



对于特定外扰的一个运动顺序，这点在研究体系分子间或分子内的结构和构象的

变化方面显得尤为重要；

（3）通过谱线之间相关性的分析，能详细地研究不同分子间或分子内的相

互作用；

（4）通过分析不同光谱区域内各吸收峰之间的相互关联，解决吸收峰的归

属问题；

（5）可以在不同类型的光谱之间（比如：源于同一外扰的拉曼和红外光谱）

进行相关性分析，从而获得通常光谱所不能获得的信息。

四、二维相关红外光谱的应用

4.1聚合物的研究

聚合物材料体系涉及丰富的相互作用和多级结构，这是决定材料最终性能的

关键。分子光谱（红外、拉曼光谱）作为表征聚合物材料的常用手段，一方面可

以检测不同化学结构/组分所对应的官能团，依据特征吸收峰强度和位置，实现

对高分子化学结构的鉴别，另一方面，可以基于不同官能团特征吸收峰的强度和

位置变化，判别基团所处的物理或化学环境，实现对体系中复杂相互作用的解析。

随着高分子材料的发展，体系趋向多样化、功能化，而传统的一维分子光谱存在

谱峰重叠严重、分辨能力有限等问题，一定程度限制了分子光谱在复杂高分子体

系的应用拓展。

二维红外光谱首先是作为一种聚合物的新型分析技术而提出来的，它不仅适

合于研究单一聚合物[24-26]，还适合于共聚物[27-30]及其他高分子材料[31]等。通常使

用的实验方法是通过拉伸聚合物薄膜而使之激发，由于在第二维方向上将重叠峰

进行扩展，二维红外光谱可以提供更多的信息，而这些信息在通常的光谱图中是

无法表示出来的，因而二维红外光谱有效地提高了谱图分辨率，将重叠峰甚至原

先被掩盖的一些小峰，清晰地显示出来。它的另外一个显著特点是，可以清楚地

反映出聚合物大分子在外界微扰作用下，分子内各结构单元、官能团发生变化然

后弛豫恢复到初始的先后关系，这对研究聚合物分子的结构、构象变化、相变[32]

以及与之相关的一些性质，如晶态、取向、粘度以及聚合物涂层的纵深层分析是

非常有利的。



将温度响应聚合物引入分离膜，能够赋予膜材料温度响应功能，实现可控的

物质分离[33]。利用温敏性聚 N-乙烯基内酰胺（PVCL）和非温敏性聚乙烯吡咯烷

酮（PVP）协同稳定金属有机框架（MOF）纳米片形成层层堆叠的温度响应纳米

复合膜。所得MOF纳米片复合膜水通量及对染料截留能力具有温度敏感性。温

度升高，PVCL链塌缩使得层间纳米孔道体积增大，因而水通量增大，且升降温

循环过程稳定性良好。将尺寸相近的三种染料分子（亮绿、中性红、结晶紫）混

合液进行过滤测试发现，随温度升高，尺寸较小的亮绿和中性红分子截留率下降

明显高于结晶紫。值得注意的是，对不同温度下滤液的紫外-可见光谱进行二维

相关光谱分析，可以得到不同染料随温度升高的流出顺序：亮绿中性红结晶

紫，证实了复合膜中纳米孔道尺寸随温度升高而逐渐增大。利用二维相关红外光

谱进一步对纳米片复合膜的温度响应机制进行了解析，结果显示，PVCL链段在

升温过程的脱水和塌缩作为复合膜温敏行为的驱动力，降低了MOF纳米片的界

面润湿性，最终导致纳米孔道的变化，而 PVP链段在这一过程中并未发生明显

变化，主要起到层间支撑作用（图 4）。

图 4、（a）复合膜的温度依赖性 FTIR 光谱（30-60 ℃）箭头表示不同波数下的光谱变化趋

势；（b）复合膜的 2D相关同步（左）和异步（右）光谱；（c）“智能”膜分离性能示意图[33]

海藻酸钠（SA）作为一种天然多糖，生产成本低、无毒且具有良好的生物

相容性、可降解性，在食品工业、制药、纺织印染等领域得到了广泛应用。随着

实验室和工业对 SA的日趋重视，理解 SA内部的氢键结构也变得越发重要。利

用红外光谱对 SA升温过程特征基团的变化进行原位监测，结合二维相关光谱等



分析手段从分子水平研究了 SA体系的相互作用机制，探讨了温度扰动下 SA分

子间/内、SA 与水分子间氢键结构的演变历程[34]。研究发现，加热过程可分为

30~60℃和 60~ 170℃ 两个阶段：第一阶段为弱氢键结合的水分子脱除，第二阶

段为强氢键结合的水分子脱除。二维相关红外光谱结果表明：30~60℃区间内，

随脱水过程发生，SA与水分子的氢键逐步断裂，SA中 C―OH 和 COO-基团逐

渐参与形成分子间/内氢键(O3H3⋯O5和 O2H2⋯O＝C―O-)，因此水分子的存在一

定程度破坏了 SA中原有的氢键结构；60~170℃区间内，强结合水脱除，SA与

水分子的氢键进一步断裂，同时 SA分子间/内氢键相互作用逐步减弱，出现了部

分相对自由的 C―OH 和 COO-基团（图 5）。由于相对自由的 COO-基团比 C―

OH更早出现，可以推测 C―OH形成的分子间/内氢键相互作用比 COO- 更强。

图 5、（a）30~60°C和（b）60~170°C之间加热期间 SA 薄膜的 2D同步和异步光谱；（c）

SA膜中热诱导氢键转变的示意图[34]

4.2 蛋白质的研究

红外光谱仪是最早用来研究蛋白质结构的方法之一。由于生物体系组分的多

样性以及蛋白质结构的复杂性，由微环境变化或外界物理变量扰动所引起的蛋白

质结构变化、尤其是溶液中蛋白质结构的微弱变化的光谱研究一直是困扰人们的

技术难题。二维相关红外光谱这一新的谱学方法可以提高分子光谱分辨率。从而

实现对各复杂分子，如蛋白质中的基团及其特定扰动下的变化进行定性定量分析，



在蛋白类物质二级结构研究[35-38]、蛋白质相互作用研究[39-41]、酶的生化机理研究

[42-44]以及蛋白质相关生理机理和疾病诊断研究等方面应用广泛。

二维相关红外光谱对蛋白质结构的变化非常敏感。Chae[35]等用二维相关红

外光谱研究表面固化的聚 L-谷氨酸（poly L-glutamic acid， PLGA）的 pH依赖

性构象变化，发现随 pH值增大，PLGA侧链发生去质子化，诱导 PLGA二级结

构的构象转变，形成无规则折叠结构，增加了对该类聚合物随扰动发生可逆反应

过程的了解，有助于其在药物控制释放系统、生物医学传感等方面的应用。二维

相关红外光谱能够利用较高的动态分辨力，观察外界扰动作用下蛋白质结构细微

变化和对应的发生顺序，是表征二级构象的转变发生顺序的有效方法。Yan[36]等

应用二维相关红外研究了全 α－螺旋蛋白肌红蛋白（whole α-helixin myoglobin,

Mb）。在热诱导变性和聚集过程中的二级结构去折叠过程，发现 50和 58℃之间

Mb 热 转换的同步谱在 1617和 1684 cm-1处出现了分子间反平行β－折叠的特征

谱带，表明β－折叠的形成是在螺旋结构展开之后，且Mb聚集的形成比天然螺

旋结构的去折叠快，即在一定条件下，蛋白质聚集可以在自然结构状态或部分折

叠结构状态的情况下形成。Rui[38]等采用衰减全反射(ATR)IR 技术，以温度为扰

动采用二维相关红外对热诱导血红蛋白（hemoglobin，HB）二级结构和构象的

变化进行研究（图 6），揭示了 HB热变性温度范围和其分子构象随温度变化的

详细过程，并基于牛血清白蛋白的热诱导构象变化的二维相关实验，对 HB进行

分析得出结论，为分析生物大分子的热诱导行为建立了通用方法。

图 6、温度作为外部扰动，D2O中 BHb的同步和异步二维红外相关光谱[38]

蛋白质之间相互作用机理与关联是生物制药研究的热点，二维相关红外在其

中发挥了重要作用。Kamerzell[39]等以浓度为扰动，采用二维相关红外研究两种



免疫球蛋白（immunoglobulin，IgG）的相互作用。结果表明，浓度提高导致的-

折叠的变化先于无规则卷曲和� −螺旋的变化，谷氨酸和天冬氨酸残基则会触发

两种 IgG的关联过程。二维相关红外可用于分析化学键形成导致的光谱变化，通

过相应波段分析价键类型，获得蛋白类物质与小分子物质或有机大分子物质之间

结合作用的相关信息。Xiang[40]等以 pH 为扰动测定近红外光谱变化并进行二维

相关分析，研究了蛋白质与法莫替丁在酸性环境下的相互作用，发现蛋白质和法

莫替丁的结合表现在 5742 cm-1附近，表明蛋白质和法莫替丁之间为氢键相互作

用。三氟乙酸酯（trifluoroacetate，TFA）是固相合成多肽的固有成分，Arrondo[41]

等以温度为扰动，采用二维相关红外研究了 TFA对合成肽的稳定性和完整性的

影响，发现分子间盐桥是环肽 GXXG聚集机理的关键因素，确定了无 TFA时环

肽 GXXG的二级构象组成，以及 TFA与精氨酸残基的相互作用机理，并建立了

每个配方产生的肽内结构基序的相对稳定性由高到低的排列顺序表。

在酶生物化学机理研究中，应用二维相关红外光谱通过二级结构变化可以研

究外部条件对酶结构和活性的影响，以及小分子与酶之间的作用机理。Ilore[42]

等以温度为扰动，采用二维相关红外对大鼠肝脏蛋氨酸腺苷转移酶（methionine

adenosyl transferase，MAT）的二级结构进行研究，得到MAT在温度升高过程中

二级结构展开的顺序，并发现MAT在 55~80℃温度区间完成了变性过程，进一

步升高温度后结构不再发生变化，为MAT二级结构变性关键温度提供了参考。

Ismail[43]利用温度扰动下的二维相关红外研究马、牛和金枪鱼铁细胞色素 c构象

变化，将 1652 cm-1归属为α-螺旋，1637 cm-1归属为弯折/延伸链，1684及 1616cm-1

归属为蛋白质聚集，根据三者随温度展开过程中顺序的差异实现三种具有高度的

序列一致性的铁细胞色素 c的区分。Yan[44]等采用二阶导数处理和二维相关红外

光谱相结合的方法研究了牛胰腺核糖核酸酶A(ribonuclease A, RNase A)热聚集的

相关过程，探索了 pH值、NaCl和乙醇对该酶发生低聚及热诱导聚集的影响，发

现碱性 pH值和 NaCl均能加速低聚物的热聚集，但不影响低聚物的形成，而乙

醇则能提高低聚物的聚集速度和分布，表明 RNase A的聚集可能是由疏水相互作

用引起、由寡聚化控制和静电作用介导的。

4.3 中药材的研究

中药材不同品种之间价格相差数倍，掺杂售假、一药多源、产区生长环境



不同等因素致使市售中药材品种和质量混乱不一，在一定程度上阻碍了中医药事

业的发展。利用二维相关红外光谱技术分析研究中药材、重要配方颗粒、中药注

射剂等中药制品，是一次将二维红外技术与国内科研生产需要相结合的有益尝试。

众所周知，中药内含物质群是一个非常复杂的混合物体系，试图研究清楚每个内

含成分是不切实际的。而采用对物质群体的整体研究使对中药质量的宏观控制成

为可能。在药物分析中，以红外光谱所具有的“指纹特征”，作为药物鉴定的依

据是各国药典共同采用的办法。而复杂混合物组成的中药，其一维红外光谱较相

似；而在二维相关红外光谱上，较高的谱图分辨率和更多的结构信息使区分中药

变得十分容易。2003年，孙素琴等[45]编写了《中药二维相关红外光谱鉴定集》

一书，共收载百余种中药材的红外光谱、二阶导数谱及二维相关红外谱图，涵盖

了原药材及配方颗粒、注射剂等剂型。

二维相关红外光谱应用于中药鉴别，通常以温度为外扰，分析随着温度的变

化，基团分子振动的变化情况。这种变化可以清晰、直观地在二维相关红外光谱

中通过自动峰、交叉峰在位置、强度等方面的信息，分析化学成分差异，比较物

质相对含量大小，为中药鉴别、种质资源、质量控制等提供新的思路。该方法保

留了重要组分的全部信息，具有快速、简单、无损、方便、快捷且成本低廉等优

势。热微扰下二维红外光谱在混淆掺伪鉴别、栽培品和野生品鉴别、不同产区鉴

别、不同药用部位鉴别有着广泛应用[46-49]。Qu[46]等以温度为外扰，采集沉香标

准品和 3个市售掺假样品在 50~120℃温度范围内的红外光谱图并进行二维分析。

结果标准品与 3种掺假样品中树脂化合物的含量与种类之间存在差异，根据二维

红外相关同步谱 1500~1700 cm-1、800~1000 cm-1波段内自动峰个数、最强峰峰

位、交叉峰正负的差异，可以对真假沉香进行鉴别。吴方斌等[47]研究表明，二维

相关红外光谱可以鉴别羌活和宽叶羌活药材。在 1150~1500 cm-1波段内，羌活

和宽叶羌活自动峰个数分别为 4和 3；在 850~1150 cm-1波段内，二者自动峰个

数分别为 9和 6。周欣[48]将新会、广西、江西产区陈皮的二维相关红外光谱对比

分析后发现，在 1500~1700 cm-1波段内，新会、广西产区陈皮相关峰相似，江

西产区陈皮与二者比差异明显。杨兰芬等[49]采用红外光谱三级鉴定法比较了三七

不同药用部位（三期主根、三七支根和三七花）之间的差异，指出三者所含的芳



香类、糖类成分明显不同，在 1350~1750 cm-1波段内，三七主根的二维相关红

外光谱有 4个自动峰，且三者最强峰位置及交叉峰正负不同；在 1050~1300 cm-1

波段内，三者的二维相关红外光谱均有 5个明显的自动峰，三七主根与支根的交

叉峰均为正值，三七花的交叉峰有正有负，该区域内三者自动峰位置和强度有很

大差异。张春晖等[50]采用二维相关红外技术，实现了对生黄芪、黄芪片、酒黄芪

的鉴别分析。在 1300~1800 cm-1波段内，三者自动峰个数及峰的区域有明显区

别。进一步结合红外光谱图及二阶导数谱，对生黄芪、黄芪片、酒黄芪的水提物、

醇提物进行二维分析，指出酚苷类化合物为三者共有成分，与水提物相比，醇提

物中黄酮类成分含量更高。通过对一维光谱和二维相关光谱的比较研究表明：二

维相关分析能提供更丰富的结构信息，提高了谱图的分辨率，并能捕捉到热力学

过程中物质体系和分子结构的动态变化，为中药注射剂的质量控制提供了一种强

有力的手段。

4.4 液晶的研究

液晶分子的排列容易受外部热、电场、磁场、压力等的影响，因此，一旦受

到外部刺激，液晶的光学等特性就随之变化。红外光谱是研究分子结构非常有用

的工具，能直接清楚地提供液晶分子单组分的构型及定向。我们知道，超分子体

系的宏观性质不仅由组成超分子体系的单个基元性质决定，而且很大程度上取决

于基元之间的作用形式及排列方式。但由于一维红外光谱的局限性，使得氢键模

式以及各基团的相互作用机理一直得不到合理的解释。而二维相关红外光谱将信

号扩展到第二维上，能够有效地对超分子体系中重叠峰进行区分，对结构的微弱

变化具有独特的敏感性，并且可以提供不同功能基团在给定物理变量诱导下的结

构变化顺序。这对于研究液晶超分子体系具有独特的优势。

近年来，二维相关红外光谱在液晶材料的研究中发挥了重要作用。Miroslaw

等[51]利用二维相关红外光谱法对侧链聚合的铁电液晶在电场作用下重新极化定

向的转化过程进行了研究。结果发现，在电场的作用下，只有中间层和与之相连

的终端基团和部分层发生重定向，而剩余层和铁电液晶主链并未参加重新定向；

虽然定向的速率随着温度的升高而加快（是因为液晶粘度随温度升高而降低），

但是在分子水平上，温度并不能影响其重新定向的机理。Cheng等[52]研究了在温

度影响下抗铁电液晶自聚膜的结构和相转变，结果表明，液晶中两条 C-H 链平



行于分子长轴而较短的链则垂直于分子长轴方向；在相变过程中，不同位置的

C=O对温度有不同的响应速率。红外光谱对于氢键的存在具有很好的分辨能力，

但氢键的存在情况通常较为复杂，仅利用一维红外光谱并不能对体系中的所有氢

键进行很好的归属和区分，而二维相关红外恰好弥补了这方面的不足。Yamaguchi

等[53]采用二维红外对手动剪切后的液晶甲壳素膜分子内的氢键情况进行了全面

的研究，考查了升温过程中各氢键的运动次序。根据二维相关红外光谱的 Noda

规则，40~120℃范围内随温度升高各氢键的运动先后顺序为：分子间氢键协

同作用的分子内氢键分子内氢键。同理对 120~180℃的二维相关分析结果对

应于分子内和分子间氢键的断裂过程。此外，他们还对 NH区域进行了自相关及

OH和 NH区域的相关分析，很好地区分了各种氢键，并进一步验证了 OH区域

得到的结果。红外光谱以其对分子结构的高分辨本领和实时跟踪能力在液晶聚合

物的研究中显得尤为重要，二维相关分析技术等的发展进一步提高了红外光谱的

分辨率，并能够跟踪极短时间内发生的基团运动变化过程，对于液晶聚合物的分

子结构、相转变、基团取向等机理的研究也使人们对于液晶有了更为深刻的理解。

但红外光谱仍存在固有的局限性，如制样过程中存在的样品厚度限制及切片所带

来的取向等问题，以及谱图中信息较复杂也给分析带来了一定的困难。二维相关

光谱技术毕竟是一种数学方法，通过二维相关分析所得到的结果并不一定完全与

实测方法的结果相吻合，要求我们在分析谱图过程中进行有目的的选择和判断。

五、结论与展望

本文主要介绍了二维相关红外光谱概念的提出和发展、基本原理、性质及解

释规则等，并结合具体的体系，简述了二维相关红外光谱在高分子表征、蛋白质

研究、中药材研究及液晶表征中的应用。二维相关红外光谱不仅能够有效鉴别上

述体系涉及的丰富相互作用，还能提供外扰作用下动态过程发生的分子机制。遗

憾的是，目前二维相关红外光谱在化学所的研究中几乎没得到应用，未来二维相

关红外光谱可以应用于化学所研究的聚合物体系、智能仿生材料以及聚合物功能

膜等多个前沿领域。具体可以应用于温度响应高分子的响应机制、可拉伸离子导

体中的复杂相互作用、小分子在聚合物基质中的扩散机理，以及天然高分子的结

构表征等研究。



二维相关红外光谱作为一种先进的光谱分析手段，在高分子材料、蛋白质、

中药等体系的表征中得到了越来越多的关注。随着上述体系越来越复杂、功能越

来越强大，这为二维相关红外光谱的应用提供了更多的机遇，但同时也带来了更

多的挑战。在后续的研究工作中，二维相关红外光谱分析可以重点关注以下几方

面：

（1）光谱手段的多样性。目前关于二维相关光谱的应用主要是基于中红外

光谱，关注的是分子层面相互作用信息。一方面，中红外光谱也有一定的局限性，

例如低浓度溶液体系信号弱、水的吸收峰干扰严重等。对于中红外光谱难以表征

的体系，可以尝试其他分子光谱手段，如拉曼光谱、近红外光谱等，开展二维相

关光谱分析。另一方面，其他光谱手段，包括荧光光谱、紫外-可见吸收等都可

以进行二维相关光谱分析，大部分因信噪比低而导致噪声被显著放大，使得结构

解析变得困难，如何有效解决这一问题是丰富二维相关分析光谱手段的关键。

（2）外扰变量的丰富。时间、温度便于控制，是目前获得动态光谱最常用

的外扰变量。但是，以高分子材料的外扰变量举例，影响其分子结构和性能的因

素是多种多样的，例如湿度变化能够引起高分子力学性质的改变、紫外光照射可

以引起高分子的老化等，尤其是刺激响应高分子，可以对温度、压力、电场、磁

场、pH、浓度等丰富的外扰产生响应，引起物理或化学性质的变化。利用二维

相关光谱探讨不同刺激下高分子结构的演变机制，将进一步拓宽二维相关光谱的

应用范围。而国内的许多研究仅局限于现有光谱仪提供的外扰附件，所以未来研

究各种专用的外扰装置是广义二维相关光谱技术发展的一个趋势。需要注意的是，

对于测试过程无法原位施加的外扰变量，应尽量避免其他因素改变而引起的光谱

变化，否则将影响二维相关光谱分析结果的真实性和可靠性。

（3）多种分析手段的关联。一方面，通过二维相关光谱交叉谱的计算和解

析，可以将不同分析手段所得结果进行关联，这能够帮助理解高分子不同层面结

构的内在联系。另一方面，二维相关光谱分析结果涉及丰富的相互作用和结构变

化，经过与其他分析表征手段的结果进行比对和相互验证，可有效加深人们对二

维相关光谱分析结果的理解。

（4）目前广义二维相关光谱技术的应用都是基于研究对象的同步谱、异步

谱结合相关的读谱规则，得到的都是研究对象定性结构分析和相关性方面的一些



结论。随着计算机、数据挖掘、化学计量学等相关技术的发展，结合广义二维相

关光谱提供的丰富的研究对象的结构和组成的信息，完全可能突破现有的读谱规

则，谱图的表达更加数字化，从而使广义二维相关光谱技术在研究对象的定量应

用成为现实，这是广义二维相关光谱技术一个更有意义和广阔前景的发展趋势。
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