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飞秒激光二维红外光谱 
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摘要  近年来出现的飞秒激光二维红外(2D IR)光谱技术具有以飞秒时间分辨率测定凝聚相分子动态结
构的潜力. 时间分辨率取决于飞秒激光的脉冲宽度, 分子结构信息存在于二维谱的对角峰和非对角峰
中. 本文较为全面地论述了 2D IR的基本原理, 介绍了 2D IR的发展历史以及最新动态, 特别是近年来
2D IR在蛋白质及多肽的结构和动力学方面的代表性研究结果; 并以蛋白质酰胺-Ⅰ带为例, 着重探讨了
一维和二维红外光谱模拟所用的振动激子模型, 以及量子化学从头计算、分子动力学模拟在激子模型和
光谱模拟中的应用. 还简单介绍了偏振光的调控在二维红外光谱学中的用途以及存在的一些实际问题, 
也介绍了同位素取代, 特别是碳-13 取代在多肽结构的 2D IR表征中的有效性, 并分析了水溶液中多肽
局部动态结构研究的一个实例. 最后, 提出了 2D IR的一些基础研究方向和应用研究方向以及有待解决
的一些技术问题.     
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许多化学、物理和生物过程, 如化学键的形成与
断裂、电荷转移、蛋白质折叠与聚集, 不仅与平衡态
的分子结构有关, 还与其结构的波动情况有关. 这使
得凝聚相中分子复合体结构的实时检测研究具有重

要意义 . 为了对凝聚相分子体系动态结构有一个完
整的认识 , 理想的实验手段是在化学键或原子水平
上对体系以极高的时间分辨率进行跟踪. 长期以来, 
化学物理界以及结构生物界的工作者们一直在寻找

这样一种有效的检测手段 . 两个较为成熟且广泛应
用的结构检测方法是X射线晶体衍射和二维核磁共
振(2D NMR), 两者都能给出具有原子分辨率的结构
信息. 例如, 晶相和非晶凝聚相的时间分辨X射线衍
射已经具有 100~150 ps(10−12 s)的时间分辨率 [1,2]. 但
是, 时间分辨X射线衍射需要同步辐射设备, 目前还
难以实验室平台化 . 而二维核磁已经能检测溶液相
中的大分子结构, 尽管其时间分辨率有限(约毫秒至
微秒级). 近年来出现的飞秒(10−15

 s)激光二维红外
(two-dimensional infrared, 2D IR)光谱技术则是对上
述两类手段的一个很好的弥补.  

飞秒二维红外光谱是分子体系在时域中一系列

超快红外激光脉冲作用下所产生的受激振动光子回

波响应(stimulated photon echo)经二维傅里叶变换后
在二维频域中的表达 . 它用非谐振子的相互作用来

测定化学基团之间的空间结构关系. 与之类似的 2D 
NMR则用核自旋来测定原子间的空间几何关系 [3]. 
二维红外光谱, 作为一种新颖的前沿光谱学手段, 不
仅有飞秒时间分辨率 , 还有能测定凝聚相分子动态
结构的潜力 . 其时间分辨率取决于飞秒激光的脉冲
宽度 , 而分子结构信息则存在于二维光谱的对角峰
和非对角峰中 . 本文将对飞秒二维红外光谱这一技
术的发展及其应用作一个较为全面的论述.  

1  二维红外光谱发展历史 
飞秒激光二维红外光谱技术是实验和理论工作

者们多年辛勤劳动的结晶(见近几年的几篇综述 [4~10]

和书籍 [11,12]). 2D IR的雏形最早报道于 1998年 [13], 所
利用的是频域中的红外飞秒激光泵浦-探测方法, 相
当于NMR的双共振技术. 其做法是通过扫描一个较
窄的泵浦光带而记录一个频率范围较宽的探测光信

号来得到泵浦-探测 2D IR光谱 [13,14]. 真正意义上的
二维红外光谱技术利用的是红外光子回波现象 . 红
外光子回波很早就被用于分子动力学研究 , 但直到
20 世纪 90 年代末, 红外光子回波的研究一直局限于
单波长下的信号强度随时变化, 见近期文献综述 [15]. 
基于光子回波的、首次实现了频率分辨的二维红外光

谱报道于 2000 年 [16,17], 它向世人宣告了飞秒激光二

mailto:jwang@iccas.ac.cn


 
 
 
 
 
 
 

  第 52 卷 第 11 期  2007 年 6 月  评 述 

1222   www.scichina.com 

维红外光谱的诞生. 随后在一个很短的时期内, 二维
红外得到了非常迅速的发展 . 在这期间报道的有基
于光子回波的双频 2D IR实验  (相当于异核 2D 
NMR)[18]、倍频 2D IR[19,20]和六波混频 2D IR[21]. 在这
期间发展起来的还有双频红外飞秒激光泵浦-探测光
谱技术 [22], 以及基于泵浦-探测的双频 2D IR光谱技
术 [23]. 这些技术的发展, 都是与近年来飞秒激光技
术的发展、新颖非线性光学材料的发现及光学参量放

大器等光转换器件的实现分不开的.  

2  二维红外光谱原理 
在时域中基于光子回波的二维红外光谱技术可

以用四波混频来描述(图 1). 四波混频指的是在时域
中三束飞秒激光脉冲(波矢为k1, k2和k3)聚焦在样品上
产生一束光信号 , 即受激光子回波信号(波矢为ks). 
在相位匹配几何条件(如ks = −k1+k2+k3)下产生的回波
信号是非线性光学中众所周知的现象 [11,12], 在此不
多作叙述 . 频率分辨的红外光子回波的特点是先利
用外差(heterodyne)检测手段 , 在时域中将受激光子
回波信号完整地记录下来(包括其相位和振幅), 再利
用傅里叶变换将时域回波信号转换成频域信号 . 外
差检测是通过第四束输入激光脉冲作为局域振荡波

(local oscillator, LO, 波矢为kLO)而实现, 此时得到的
回波信号是kLO和ks的卷积.  

二维红外光谱实验需要飞秒红外脉冲激光作驱 

 
图 1  四波混频所产生的红外光子回波示意图 
回波信号的出现满足相位匹配条件, 如 ks = −k1+k2+k3 

 
动源. 图 2 是二维红外光谱干涉仪简化光路图. 典型
的硬件配置包括一套 1 kHz的 Ti:Sapphire飞秒再生
脉冲放大系统(其输出波长一般在 800 nm 左右), 经
由共线光学参量放大器(optical parametric amplifier, 
OPA)和差频产生器(difference frequency generator, 
DFG)进行光转换, 就可得到飞秒中红外光脉冲驱动
源. 此光脉冲的能量应在 1 μJ左右, 以保证所得回波
信号的可测量性, 光脉宽则通常会比 OPA 的输入源
稍宽. 接下来, 此中红外光脉冲通常被一分为四: k1, 
k2和 k3各占约三分之一(各约 300 nJ), kLO约占 5%. 控
制光脉冲 k1, k2和 k3的频带、相位匹配几何、彼此的

时间延迟以及在液体样品上的聚焦 , 即可选择性地
激发某一分子体系的相关振动态 , 在空间某一方向
上产生受激回波信号. 将局域振荡波 LO 与回波信号 

 

 
图 2  二维红外光谱干涉仪简化光路图 

1~3: 分束片; 4: 反射镜; 5: 翻转镜; 6: 红外偏振片; 7: 抛物镜; 8: 氟化钙反射/透射片; 9: 单色仪; 10: 单元 MCT检测器;  
11: 一维线阵 MCT检测器; DFG: 差频产生器(的输出); S: 样品; k1~3: 三束红外激光; kLO: 局域振荡波 



 
 
 
 
 
 
 
评 述  第 52 卷 第 11 期  2007 年 6 月   

www.scichina.com  1223 

延时共线以实现外差检测 . 经过外差的受激回波信
号的记录先通过单色仪再由单元的(或一维线阵的)
碲镉汞(mercury cadmium telluride, MCT)红外检测器
来完成. 从图１和 2 可以看到, 回波信号在空间和方
向上不同于产生它的任何三束输入脉冲(k1, k2和 k3), 
所以二维红外信号可以不受背景噪音的影响. 

受激红外光子回波信号的本质是振动基态和第

一、第二激发态的布居及弛豫过程 . 对所研究体系 
(一个或多个非谐振子)来讲, 它们的振动基态和第一
及第二激发态之间的跃迁都会发生(Δv = ±1, v为振动
量子数). 例如, 第一束脉冲(k1)产生两个振动态的相
干, 第二(k2)和第三束脉冲(k3)随后跟进, 可以在这个
相干演变的基础上激励不同的振动态 , 最后产生一
个自由感应衰减 . 所产生的自由感应衰减实际上是
一个发射信号, 可以来自第一或第二激发态. 在实验
中, 当使用单元 MCT 检测器时, 固定 k2和 k3之间的

延时 T (布居时间), 分别扫描 k1 和 k2 之间的延时τ  

 (相干时间)以及 k3的作用时间 t (检测时间), 便得到
一个沿τ 和 t 的二维时域回波振荡信号, 图 3 给出了
一个实验数据的实例, 这是从水溶液中的一个 25 单
元的α-螺旋所测得的回波信号. 图 3中纵坐标是经过
放大后的回波信号强度, 只具有相对意义. 可以看到
τ 或 t在大约 1.2 ps之后, 回波信号已经基本消失, 数
据的信噪比还是相当高的 . 将二维时域回波振荡信
号经过二维傅里叶变换就得到一张二维频域谱 , 即
2D IR谱. 若使用一维线阵 MCT检测器, 则 t-轴无需
扫描, 检测器记录的已是经过傅里叶变换(由单色仪
完成)的频谱, 这样能大量缩短整体数据采集所需的
时间. 当 k2和 k3之间的延时 T 成为一个扫描变量时, 
可以得到 3D IR谱. 当使用单元 MCT时, τ 和 t所需
的扫描时间范围取决于回波信号的持续时间 , 扫描
步长则取决于非谐振子的基频 . 在条件允许时应尽
量以小步长采集完整的回波信号 .  以蛋白质酰胺-Ⅰ 
带振动模式(主要为 C=O 伸缩振动)为例, 第一振动
激发态寿命 T1 ≈ 1.0 ps, 每一时间轴通常需扫描 1.5 ps
或更长时间, 步长约为 20 fs(图 3). 另外, 2D IR实验
通常有两种形式: 一种是图 1 中所示的情形, k1先于

k2到达样品, 这意味着τ < 0, 将得到所谓的相位重聚
(rephasing)谱. 另一种是 k1后于 k2到达样品, 这意味
着τ > 0, 将得到所谓的非相位重聚(non-rephasing)谱; 
相位重聚谱与非相位重聚谱二者的等份之和将得到

第三种谱, 即所谓的相关谱(或纯吸收谱), 其结果是消 

 
图 3  典型的沿τ 和 t的二维红外光谱时域信号 
 
除了相位重聚谱与非相位重聚谱中常见的尾峰. 这三
种光谱表达在 2D NMR中也比较常见.  

另外, 许多常规 2D NMR 实验都有其相应的红
外类似体, 如NMR双共振对应IR双共振 [13], NMR的
相关谱 (correlation spectroscopy, COSY)对应 IR的
COSY[24], NMR的核Overhauser效应谱 (nuclear Over-
hauser effect spectroscopy, NOESY)对应IR的三束红外
脉冲受激回波谱(three infrared pulse stimulated echo 
spectroscopy, THIRSTY)[5], 异核 2D NMR对应双频
2D IR[18,25], NMR化学交换对应 2D IR超快化学交换
[26,27].  

3  二维红外光谱的特征 
图 4 给出了一张模拟的两个耦合非谐振子的相

位重聚 2D IR 光谱. 它的两个频率轴分别为ωτ 和ωt 

(对应τ 和 t, 在这里 T设为常数). 2D IR谱能直接给出
每个非谐振子的基频和倍频频率 , 反映在成对且反 

 
图 4  两个耦合的非谐振子的相位重聚 2D IR光谱模拟 
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相(正, 负)出现的对角峰之ωt值中. 2D IR谱也能直接
给出每两个耦合的非谐振子的和频频率 , 反映在成
对且反相出现的非对角峰(又称作交叉峰)之ωt 值中. 
所以两个耦合的非谐振子在一张 2D IR 模拟光谱图
中会出现 8个峰. 但是严格地讲, 当耦合常数非零时, 
振动基态和第一及第二激发态之间的禁阻跃迁会变

得允许, 会出现多于 8 个的峰. 需要指出的是, 只有
非谐振子才会产生 2D IR信号, 谐振子的成对且反相
出现的峰因拥有相同频率而在 2D IR 谱中可能会消
失. 所以在两个紧凑的频率轴上的 2D IR谱能给出非
谐振子的非谐性常数 . 非谐性常数表现在对角或非
对角峰正负信号沿ωt轴的绝对频率差中. 2D IR谱中
每一对对角峰的ωτ 值与其 1D IR(或 FTIR)谱峰的频
率相同. 2D IR的对角峰沿对角线方向(−ωτ  = ωt)延长
而沿反对角线方向窄化, 表明 2D IR 光谱的分辨率
高过 1D IR. 另外, 对角峰的峰型能反映振子的频率
分布 ; 均匀线宽反映在反对角线方向上 , 总体线宽
(均匀加非均匀)则反映在对角线方向上, 因而对角峰
的峰型能揭示吸收基团的结构波动情况 . 而非对角
峰峰型能反映成对耦合振子的频率分布的相关性 , 
揭示的是体系内不同部分的结构相关波动情况 . 另
外, 图 4 中标明的“−ωτ”是由于通常的相位重聚谱的
ωτ 需作正负反转, 以便其 2D IR 峰能与非相位重聚
的 2D IR 峰拥有相同的中心频率从而易于比较, 或
进行数学处理, 如相加后能得到纯吸收谱. 需指出的
是, 2D IR光谱的两个频率轴如何编排安置并非至关
重要, 在二维光谱领域中至今还没有标准化. 

2D IR技术具有以飞秒时间分辨率测定凝聚相分
子动态结构的潜力 , 分子动态结构信息存在于二维
光谱的对角峰和非对角峰中. 如上所述, 对角峰能揭
示分子结构波动的分布 , 因此包含平衡态时分子平
均结构信息 . 交叉峰表现出的非谐性常数与振子间
的耦合常数紧密关联 , 而振动耦合常数与距离的三
次方成反比(跃迁偶极矩近似), 通常能表达为成对化
学基团的相对位置及距离的函数. 对于C=O伸缩振
动模式, 当两基团相距 10 Å (1 Å = 0.1 nm)时偶极耦
合依然显著. 这一点胜过 2D NMR中的核Overhauser
效应(其有效距离约为 4 Å)[3]. 另外一个独立的分子
结构信息是振动跃迁偶极矩之间的角度 , 它能从偏
振二维红外光谱得到 . 因此从偏振光谱中我们也能
得到化学键或基团之间的相对角度关系 . 正是因为
这些原因, 涉及多种振动模式的 2D IR谱能得到的结

构信息将更为丰富. 当延时T成为一个变量时, 或将
动力学触发手段与 2D IR相结合时, 2D IR还能描述非
平衡态下分子结构的随时变化,从而可作为一种超快
化学动力学工具. 这些优点将使得 2D IR成为与X射线
衍射和二维核磁共振相辅相成的研究手段, 因而可以
广泛应用于凝聚态化学、物理和生物方面的研究.  

4  二维红外光谱的研究 
最初的二维红外光谱的研究从小分子量蛋白质

的泵浦-探测开始 [13]. 所选用的结构探针是蛋白质酰
胺-Ⅰ带振动模式. 由于酰胺-Ⅰ带的吸收峰强, 主要
贡献基团为C=O且处于蛋白质骨架链上, 因而成为
理想的蛋白质结构探针 . 实际上对于蛋白质和多肽
而言 , 除了酰胺 -Ⅰ带以外 , 酰胺 -Ⅱ带 (C—N伸缩  
振动等)和酰胺-A带(主要为N—H伸缩振动), 以及Cα

—H伸缩振动等模式都是表征分子结构的有效光谱
参数. 但是, 同类基团的红外吸收峰通常有重叠, 因
此人们很快认识到二维红外光谱研究需从小分子做

起. 不仅仅是实验 [14,16,17,24,28,29], 理论模拟也是如此
[30~32]. 在随后几年的研究中还包括酰胺-Ⅰ带和酰胺-
Ⅱ带的相互作用 [18], 酰胺-Ⅰ带和酰胺-A带的相互作
用 [23], 以及C=O和Cα—H的相互作用 [33,34]. 此外, 
对N—H, N—D等基团的二维红外光谱特性也有研究
报道 [35,36], 这些研究使得人们对小分子体系的二维
红外光谱有了一个初步的认识. 在最近几年, 研究体
系还包括较大的多肽, 如α-螺旋 [37,38], β-发夹 [39], β-
折叠 [40~42], 膜蛋白 [43,44], 以及小分子量蛋白质 [45]等. 
与此同时 , 二维红外的研究范围也渐渐地从多肽扩
展到其他领域, 如液体水的氢键动力学 [46~48]等. 二
维红外在蛋白质折叠研究方面也已经开始 [45,49,50].  

5  二维红外光谱的模拟 
二维红外光谱的模拟始于酰胺-Ⅰ带 [13,14,30~32]. 

人们发现酰胺-Ⅰ带处于一个相对隔离的频率范围内: 
酰胺-Ⅱ带比它低大约 100 cm−1, 而CH2, CH3和N—H
等振动频率比它高至少 1000 cm−1. 而且此前的理论
研究已经发现, 多肽中的酰胺-Ⅰ带吸收峰并不是彼
此独立的, 而是彼此相互耦合的 [51]. 在这种情况下, 
可以假设酰胺-Ⅰ带的谱线分布主要源于同类模式间
的耦合, 与其他模式间的耦合可以忽略不计. 因此, 
可以用一种所谓的“振动激子模型”来描述耦合的振
动态集群的性质以及态间跃迁 [4,52,53]. 振动激子模型
借鉴了Davydov的电子态激子模型 [54]. 对于N个相互
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耦合的非谐振子, 为了描述第一激发态, 振动激子模
型需要一个哈密顿矩阵. 矩阵的对角元是N个振子的
零级频率, 最初通常设为简并的. 矩阵的非对角元是
同类模式间的耦合常数(β), 通常假设为双线性的 , 
即耦合是成对的 . 将此矩阵对角化能得到本征值和
本征向量. 这是第一振动激发态的情形. 耦合使简并
的第一振动激发态发生能级劈裂 , 形成所谓的激子
态|k〉(图 5). 利用本征向量, 将N个无耦合振子的基态
到第一激发态(|0〉→|1〉)的跃迁偶极矩转换成从基态
到第一激子态(|0〉→|k〉)的跃迁偶极矩, 从而将偶极矩
强度再分配到激子态画面 . 将得到的跃迁强度对本
征值作图, 并给予适当的光谱增宽参数, 即可得到一
维光谱, 或FTIR谱. 二维谱的模拟也基于同样道理, 
只是操作起来略为烦琐一些. 在振动激子图像中, 第
二振动激发态发生能级劈裂 , 形成第二激子态 |kk′〉, 
其原因是振子的非谐性常数(Δ)和振动耦合常数的存
在. 此时的哈密顿矩阵对角元包含双声子态|kk〉和双
粒子态|kk′〉. 在双声子态中振动激发只局限在同一振
子上, 因而就是所谓的倍频态; 而双粒子态则涉及到
两个振子的激发. 在激子模型中假定Δ只出现在双声
子态中. 并且, 非对角元当中只有某些耦合项存在, 
即当双声子态和双粒子态拥有相同的第一激发态组

分时, 它们才有耦合, 强度为 2β [4]. 同时, 计算二
维谱常常用到由费曼图来表示的三阶非线性响应信

号, 对于相位重聚和非相位重聚情形, 各需若干个费
曼图来表示 [4,55]. 若假设布洛赫(Bloch)弛豫模型, 则
二维红外光谱在频域中有解析解, 此处不再赘述, 可
参见相关文献 [20,31,53]. 所得二维谱的两个轴, ωτ-轴只
对应于 | 0 〉 → | k 〉跃迁频率 ,  而 ω t -轴则对应于 

 
图 5  多肽的酰胺-Ⅰ带振动激子模型 

|0〉→|k〉和|k〉→|kk′〉两种跃迁频率(图 4). 另外, 根据需
要 , 振动激子模型的哈密顿矩阵其对角元可以包含
一个微扰项, 称为对角元无序参数. 对角元无序参数
通常由相关的或不相关的正态分布函数来引入 [53], 
但也可通过其他途径.  

对角元素(零级频率)的估计正逐渐引起人们的
兴趣. 最新研究表明, 对蛋白质和多肽体系而言, 酰
胺-Ⅰ带的零级频率通常与其二级结构有关 [39]. 简并
假设加无序参数不能够合理地描述其哈密顿矩阵的

对角元素. 零级频率的评估也可通过其他方式进行, 
如结合分子动力学模拟 (molecular dynamics (MD) 
simulations). 溶液相分子零级频率能从以静电作用
为主的模型来得到. 这是因为, 分子的振动频率由核
运动的势能面决定 , 而势能面取决于溶质的电子态
构象以及所受到的溶剂施加的力 . 由于在许多溶剂
中静电作用占主导, 若其变化缓慢(如在平衡态情形), 
则可在溶质分子上选取某些参考点并求得其静电势

或静电场, 并利用参数拟合得到半经验模型, 将静电
势或静电场转换成某一振动模式的振动频率位移 , 
从而建立一个从静电作用到振动频率位移的转换图. 
这里的频率位移指的是从气相到凝聚相的频率变化. 
最近连续报道了这方面的有关蛋白质和多肽体系的

酰胺-Ⅰ带的理论研究 [56~59]. 所报道的转换图既有静
电势类型的 [56~58], 又有静电场类型的 [59,60]. 蛋白质
的骨架和侧链以及溶剂等的静电效应均可考虑在频

率转换图中.   
耦合常数的求值一般可以用量子化学从头计算

(如密度泛函理论计算)结合跃迁偶极矩(或跃迁电荷)
相互作用模型计算 [14,51~53,61]. 振动模式间的耦合可
以这样理解: 当某一振动模式被激发时, 另一振动模
式有所感应, 那么我们称这两个振动模式彼此耦合. 
相应的两个振动态是离域化的, 振动模为离域模. 相
反, 如果两个振动模式对彼此的激发毫无感应, 那么
这两个振动模式彼此相互独立 , 相应的两个振动态
是局域化的, 振动模为局域模. 密度泛函理论计算能
得到简正振动频率及振动波函数 . 将波函数去混合
(de-mixing)[62], 我们能得到一个零耦合的局域模图
像, 包括零级频率和耦合常数. 因此波函数去混合过
程包含了振动模式去耦合处理. 对酰胺-Ⅰ带而言, 在
波函数去混合过程中 , 为了方便起见 , 一般假设
C=O伸缩振动占绝对主导. 当然可以将整个酰胺单
元(—CONH—)都考虑进去. 得到的零级频率和耦合
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常数虽然是分子在气相中的结果 , 但是对凝聚相体
系, 特别是较为刚性的分子, 仍具有参考价值. 但是, 
量子化学理论计算对稍微大一些的体系处理起来在

目前还有难度 , 故此时耦合常数的求值一般还需借
助跃迁偶极矩(或跃迁电荷)的相互作用模型. 由于偶
极矩是由电荷决定的 , 对于空间两个相距较远的振
子, 跃迁偶极矩和跃迁电荷将给出相同的答案. 当相
距较近时, 电荷模型会稍好一些. 但是对于相邻的两
个酰胺基团而言 , 耦合常数有必要通过量子化学从
头计算来获得 . 这是因为此时的耦合既有静电作用
成分, 又有化学键成分.   

蛋白质酰胺-Ⅰ带的振动是否适合用激子模型来
描述? 最近 , 我们用密度泛函理论计算考察了多肽
中酰胺-Ⅰ, Ⅱ和A带振动模式的非谐性常数, 并从量
子化学出发评估了振动激子模型 [62]. 结果表明, 量
子化学从头算得到的两个酰胺-Ⅰ带的振动非谐性常
数, 与激子模型得到的非谐性常数, 两者的相关系数
大于 0.9. 此结论是基于一系列典型的二、三肽构象
得到的. 这表明蛋白质的酰胺-Ⅰ带振动是可以用激
子模型来描述的. 振动激子模型的进一步完善, 尤其
是与MD模拟的相结合 , 将使得由原子坐标出发的 
一、二维红外光谱的模拟成为可能. 目前, 研究型的、
各具特色的一、二维红外光谱模拟软件正在逐渐由各

个研究组独立地开发出来 [53,59,63~66].  

6  偏振二维红外光谱 
由于激光通常是线偏振光, 最初的 2D IR通常都

用垂直偏振的三束入射光(k1, k2和k3)来产生垂直偏振
的回波信号ks (我们称此时偏振条件为〈zzzz〉). 但是
不久人们就发现, 将四束线偏振光进行适当的调控,
得到的 2D IR谱会产生一些奇妙的现象. 这一技术是
在 2001年发展起来的 [67~69]. 例如, 在〈zxxz〉时(k1和ks

为垂直偏振, k2和k3为水平偏振), 2D IR对角峰信号强
度通常是在〈zzzz〉时的三分之一; 而在〈45°, −45°, x, z〉
时对角峰消失而只留下非对角峰 [68]. 实际上在以上
所有的各向异性实验中 , 几何观察量是系综平均的
〈P2(cosθij)〉[67], 这里θij是非谐振子 i和 j的跃迁偶极矩

向量夹角 , 2
2 ,

1 (3 cos 1)
2 i jP θ= 〈 〉 − 是二次勒让德

(Legendre)多项式 . 因此 , 从原理上讲 , 对每一对非
谐振子都能测定其P2. 传统的泵浦-探测也是利用这
一点来得到结构信息. 另外, 最近几年来, 人们认识
到手性导致的(chiral-induced) 2D IR可以用来获取 2D 

IR中的分子结构信息 [70,71]. 例如, 〈zzzx〉是一种被提
议的手性 2D IR偏振条件, 它与〈zzzz〉相比, 二维光谱
信号重叠少, 分辨率有所提高, 对于大分子量体系的
2D IR解析会很有帮助. 但是, 需要指出的是, 在实
验室里进行各种偏振 2D IR光谱的常规测量目前还有
一些困难 , 这是因为目前商业化的红外偏振片的消
光比(extinction ratio)通常只有 50:1, 因此得到的偏
振 2D IR总是伴随有残余对角峰或非对角峰, 给光谱
的完美解析带来一些不利 . 这种情况在某些对偏振
条件更为苛求的 2D IR方法(如手性 2D IR)的使用中
尤其明显.  

7  同位素取代效应 
将同位素标记引进振动光谱如红外和拉曼以研

究分子结构特征已经有很多年 , 而同位素标记在二
维红外光谱中的应用当然是近几年的事情 [20,37,38,43,72]. 
使用同位素标记极大地拓宽了FTIR和 2D IR的应用
范围. 人们可以研究膜、脂类, 也可以研究蛋白质, 
还可以研究酶反应中间体. 由于蛋白质酰胺-Ⅰ带的
振动主要是由C=O伸缩振动组成, 13C=O取代将使
酰胺-Ⅰ带的振动红移大约为 40 cm−1. 而 13C=18O 取
代时红移大约有 60 cm−1. 这些红移, 将改变振动激
子图像(振动能级分布), 改变振子的离域化情况, 但
不太改变振动耦合常数 . 同位素标记有助于蛋白质
局域结构的表征, 如下述的β-发夹的最新 2D IR研究
就是很好的一例 [39]. 另外, 双同位素标记更能使我
们通过 2D IR直观地看到并定量评估振动耦合常数, 
如最近有关α-螺旋的 2D IR研究 [37,38]. 同位素标记还
有利于非平衡态分子体系进行动态结构表征 , 如其
在时间分辨红外研究蛋白折叠过程中的应用 [73], 被
证明是很有效的.  

一个非常典型的 2D IR 研究范例是我们最近的
有关色氨酸拉链 2的工作. 色氨酸拉链 2是一个有着
12 个氨基酸残基、在水溶液中形成稳定β-发夹的多 
肽分子. 图 6 给出了它的分子构象及其在 13C=O 取
代频率区的 2D IR纯吸收光谱. 当 13C=O取代分别
在 Trp2 和 Gly7 的酰胺基团上时, 这一频率区的 2D 
IR 光谱特征清楚地表明, 不同的肽链位置具有不同
的动态骨架结构 . 这些光谱特征包括对角峰的峰型
和峰走向(纵横轴长由虚线表示), 所测得的非谐性常
数, 以及它们的|0〉→|1〉跃迁 2D IR 峰(“+”信号)在半
峰高处的纵横比(纵横轴长由虚线箭头表示)等等. 当
13C=O取代在 Trp2时, 其对角峰沿对角线延伸较多, 
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图 6  色氨酸拉链 2的分子构象及其在 13C-取代频率区的 2D IR纯吸收光谱 

(a) β-发夹分子构像; (b) 13C=O取代在 Trp2的 2D IR谱; (c) 13C=O取代在 Gly7的 2D IR谱. 虚线表明由|0〉→|1〉跃迁(“+”信号) 
和|1〉→|2〉跃迁(“−信号”所组成的 2D IR对角峰的走向; 虚线箭头则表明其|0〉→|1〉峰在半峰高处的纵横轴长  

 
非均匀增宽较为明显, 表明了此处的 C=O基团感受
到了一系列溶剂分子的作用 , 形成了较宽的振动频
率分布 , 反映的是一个比较柔韧的结构 ; 相反 , 在
Gly7 处的 2D IR 对角峰的非均匀增宽不明显, 其
C=O 基团感受到的是一个比较刚性的结构. 这些都
是肽链在从飞秒到几个皮秒的尺度上的动态结构信息. 
可以预计, 2D IR 完全可以作为一种凝聚相复合体系
的分子结构动力学手段, 在相关领域有着广阔的应用
前景. 

8  研究展望 
鉴于其特性 , 二维红外光谱技术期望应用于许

多研究领域 . 比较感兴趣的基础及应用研究大致有
下述几个方面:  

(ⅰ) 分子内和分子间相同或不同化学基团的振
动耦合常数的测定 . 二维红外光谱中非对角峰与成

对的分子振动模式耦合有密切关系 . 而振动耦合常
数又是化学基团的相对方位及距离的函数. 因此, 通
过测定同类或不同类基团在结构已知的分子体系内

的耦合常数 , 可以建立和累积耦合常数与分子结构
的关系, 建立数据库, 以便将来从耦合常数来推断未
知分子的结构.  

(ⅱ) 分子结构动力学研究. 二维红外光谱能成
为一种强有力的结构动力学手段 . 二维红外光谱信
号反映的已经是凝聚相体系的平衡态分子超快结构

动力学信息. 若与外部动力学触发相结合, 则还可以
研究体系的非平衡态分子超快动力学 . 简单的静态
触发包括温度, pH, 离子强度等, 比较容易与 2D IR 
结合 . 瞬态动力学触发包括纳秒激光诱导温度阶越
(T-Jump), 或pH阶越 [74]等. 温度阶越与单光束IR光
谱检测技术已比较成熟 , 近年来在蛋白质折叠领域
的应用研究多有报道 [75~79]. 温度阶越与 2D IR相结合
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已有文献报道 [45]. pH阶越与 2D IR光谱技术结合使用
目前还未见报道, 但原理和技术上都是可行的.  

(ⅲ) 理论模型的建立与完善. 由于二维红外光
谱能在超快时间分辨率下表征并跟踪体系的结构变  
化 , 因而能同分子动力学模拟联系起来 . 需要建立 
分子内和分子间化学基团相互耦合随时间变化的理

论模型 . 利用经典力场的传统分子动力学模拟以及
利用量子力场的从头算分子动力学模拟(ab initio MD 
simulations) 将会扮演非常重要的角色. 另外, 目前
流行的振动激子模型 [4,53]有其局限性; 它只能处理能
级相近的同类振动模式 . 对于能级差较大的两个不
同种类的振动模式 , 由于各自都可能有同类或异类
耦合存在, 情况将比较复杂, 需要进一步探讨振动激
子模型的适用性. 此外, 对于一维和二维光谱的模拟, 
从原理上来讲, 如果假设布洛赫弛豫模型 [55], 时域
法和频域法能给出相同的结果 . 但是当衰减机制较
为复杂时, 只有时域法才能用. 此时的谱图模拟需从
相关函数以及三阶非线性响应着手.  

(ⅳ) 氢键动态学及质子转移研究. 深入理解超
快氢键动态学在目前相当热门 , 特别是有关生物分
子和水分子的氢键. 这里的水分子包括所谓的“生物
水”, 即生物分子第一水合层内的水分子. 2D IR可研
究的对象主要是氢键的给体和受体的振动 , 在中红
外区有吸收峰. 当基团 A—H 成为氢键给体时, 其伸
缩振动频率通常发生红移且吸收增强 . 当氢键较强
时A—H的吸收峰会增宽许多(如O—H振动, 峰宽超
过 500 cm−1), 因而使微观结构的分析复杂化. 但是
2D IR有着比 FT IR谱线窄的特点, 外加超快时间分
辨率, 仍然能提供化学键水平的结构信息, 因而是研
究氢键动态学的有效手段 . 与质子隧穿效应有关的
不同的化学构象也能用 2D IR来区分. 氢键交换的快
过程和慢过程能够用 3D IR来表述. 这些新颖的实验
将提供大量有关氢键的结构信息 , 加深我们对氢键
动态结构的认识.  

(ⅴ) 蛋白质及多肽折叠机理研究. 一个非常重要
的问题是如何表征蛋白质骨架链的折叠/伸展folding/ 
unfolding的早期过程. 从皮秒到几个纳秒的范围内, 
蛋白质折叠的实验数据几乎是零. 另一方面, 分子动
力学模拟计算在这一时间段积累了大量的虚拟蛋白

质折叠过程 . 二维红外光谱正好可以填补这一时间
段的实验空白. 结合外部动力学触发, 二维红外光谱
能跟踪体系的结构变迁 , 提供丰富的化学键水平的

结构描述 . 不仅能对蛋白质的折叠态和伸展态结构
进行表征, 还可以捕获折叠中间体. 众所周知的折叠
模型 , 包括两态 (two-state)模型和下坡 (down-hill)模
型 [80], 可以得到实验的检验. 2D IR 技术在这一领域
的应用尚未见报道. 另外, 双频 2D IR实验将允许我
们将溶剂的作用也考虑进来. 已有证据表明, 实现皮
秒升温是完全可能的 [81], 若将 2D IR技术结合温度阶
跃技术, 即可进行这方面的研究. 瞬态实验可选的研
究体系有很多, 如许多近年来报道的快速折叠子(fast 
folder). 含 20 个氨基酸残基的色氨酸笼(Trp-cage)便
是一例 [82]. 有研究表明色氨酸笼属两态折叠, 折叠
时间短于 4 μs[83]. 另外, 最近报道的瞬态IR泵浦-探
测研究环型肽的光致构象变化 [49,50], 已经揭示了多
肽链在皮秒时间轴上有较为复杂的动力学 , 证明了
利用飞秒 2D IR研究多肽折叠的可行性和必要性.  

(ⅵ) 波长和相位可调控的二维及三维红外光谱
技术发展. 将研究对象从探测波长为目前主要在 3或
6 μm左右 (3330 或 1660 cm−1)延扩到整个中红外
(2.5~20 μm, 4000~500 cm−1), 会使大量的分子振动模
式都能被用来报告体系的分子结构. 目前被称作“分
子标尺”的荧光共振能量转移技术(fluorescence reso-
nance energy transfer)通常需要在体系中引入成对的
荧光给体与受体 . 振动光谱的优势在于体系内化学
基团本身就是振动生色团. 多维(二维及三维)红外光
谱具有飞秒的时间分辨率 , 它们能提供的实时结构
信息是X射线衍射和核磁共振目前难以做到的. 多维
红外光谱还能有其他形式 , 比如最近报道的六波混
频(五阶非线性响应)的二维红外光谱技术 [84], 从中
能得到的分子结构信息会更为丰富 . 另外 , 如同在
NMR中的情形类似, 脉冲整形(pulse shaping)在多维
红外光谱有着广泛的应用前景 . 脉冲整形即对激光
脉冲宽度和相位进行调控 . 通常利用液晶材料或变
形镜来实现. 中红外光的脉冲整形已经有报道 [85,86]. 
将整过形的光脉冲引入 2D IR实验, 并通过信息反馈, 
将可以随意调控二维红外光谱中某一信号与其余信

号的强度对比度, 从而更有利于 2D IR图谱分析和动
态分子结构表征.  

9  与其他振动光谱的比较 
2D IR光谱技术是一种非线性振动光谱手段, 涉

及到分子体系的振动基态和第一、第二激发态的跃迁

和弛豫. 与之相比, 经典的FT IR则是一种线性振动
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光谱手段 , 只涉及到分子体系的振动基态和第一激
发态的跃迁和弛豫. 在 2D IR光谱中, 某一对角峰的
|ωτ | 值与其 1D IR(或 FT IR)谱峰的频率是一致的. 
若将 2D IR光谱向ωt-轴作投影, 则将得到与宽频瞬态
泵浦-探测类似的信号. 另一方面, 近年来流行的二
维红外相关谱 [87~90]是在线性的FT IR的基础上衍生
而来. 给被测样品施加一系列系统的、比体系内分子
振动弛豫时间慢得多的外部扰动 , 记录其一系列相
应的FT IR光谱, 并对这些FT IR光谱进行数学相关分
析, 就可得到二维红外相关谱. 二维红外相关谱反映
的是各个基团在外部慢扰动下所发生的振动频率和

强度等变化的先后顺序及其相关性. 因此, 与本文所
描述的飞秒激光 2D IR从概念和原理上均有本质的区
别.  

当前在我国开展激光二维光谱研究的时机业已

成熟. 国家自然科学基金委化学科学部在 2004 年组
织国内著名化学家讨论“新世纪的物理化学——学科
前沿与展望”时, 已经有专家指出激光二维红外光谱
是分子动力学与动态学在新世纪发展的一个重要前

沿学科 [91]. 然而, 在国内目前还没有一套建好的飞
秒激光 2D IR装置. 因此发展和推广二维光谱技术任
重而道远.  

10  小结 
综上所述 , 飞秒激光二维红外光谱不但包含了

传统一维光谱所能提供的有关凝聚相分子体系的物

种信息和有限的结构信息 , 而且能揭示所给出的光
谱信号中包含的若干结构单元的相对位置 , 从而能
提供更丰富的结构信息 . 二维红外光谱不仅涉及分
子体系的振动基态和第一激发态 , 而且还可涉及到
其第二或更高的激发态, 因此是一种新颖的多维、多
参量分析手段. 作为一种强有力的光谱手段, 二维光
谱开拓了人们的视野 , 近几年在《科学》(Science), 
《自然》 (Nature), 《美国科学院院刊》 (PNAS)和《美
国化学学会会刊》(JACS)等期刊都不断有文章报道
[26,27,39,45,64,92,93]. 可以断言 , 随着二维红外光谱技术
的发展与完善 , 在其他波长段的二维光谱必将得到
发展. 最直接的是二维可见光谱. 二维可见光谱目前
已经在一些实验室里得到了实现 [92]. 多维光谱将会
成为传统一维光谱的很好的补充和延伸 , 在基础科
学和应用科学方面的前景不可估量. 在不远的将来, 
多维光谱必将成为一种强有力的实验室的常规分析

手段. 多维光谱技术的发展和壮大, 必将推动光谱学

以及化学、物理学和生命科学的发展.  
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