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摘要　采用电解法制备了粒径分布为（５０±８）ｎｍ，表面呈正电性的纳米银粒子。基于该纳米银粒子，采用静电自

组装技术在经过特殊处理、表面呈负电性的玻璃基底上生成了具有高效、稳定性的二维纳米结构银膜。该银膜外

层纳米银粒子平均粒径约２００ｎｍ，相邻纳米银粒子之间形成了不规则的纳米微区，平均尺寸达到２００ｎｍ左右。基

于该纳米银膜，采用便携式拉曼光谱仪对２０个正常人血清样本进行了表面增强拉曼散射（ＳＥＲＳ）光谱的检测。同

时，也对同一正常人血清基于同种条件下制备的不同纳米银膜的ＳＥＲＳ光谱进行了检测。实验发现：该纳米银膜

对人血清的拉曼散射具有较好的增强效果，有望为人血清的研究提供新的途径。
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１　引　　言

生物体液中包括血液、尿液、淋巴和唾液等，能够

对人体的健康状况提供丰富的信息，同时体液检测也

是目前临床上常用的一种疾病诊断手段。每年全世

界范围内约有６亿人次进行血液中胆固醇含量的检

测来诊断心血管疾病；超过１亿人次的糖尿病患者进

行血液中葡萄糖水平的检查［１］。采用的方法主要是

利用高压液相色谱、电泳等手段［２］。该方法所用仪器

价格昂贵，耗费时间，且用过的样品不能再用于其他

检测。Ｒａｍａｎ光谱法简便、快速、灵敏、无损
［３，４］，在生

命科学领域有很大的应用潜力［５］，但存在的问题是由

于血清等体液具有较强的自体荧光，很难得到Ｒａｍａｎ
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信号，或者得到很弱的Ｒａｍａｎ信号
［６～８］，所以国内外

对血清等体液的Ｒａｍａｎ光谱研究相对较少。表面增

强拉曼散射（ＳＥＲＳ）以其独特的增强效应和淬灭荧光

性则有望在该领域得到很好的应用。本课题组在原

有的研究基础［９］上经过探索，初步找到了对人血清具

有较好的增强效果的新型ＳＥＲＳ基底。本文利用便

携式Ｒａｍａｎ光谱仪对２０个正常人的血清进行了

ＳＥＲＳ光谱的初步研究，发现该二维纳米银膜对人血

清拉曼散射具有较好的增强效应。

２　实　　验

２．１　仪器与样品

仪器：小型台式离心机ＴＧＬ２１６Ｇ，紫外 可见

吸收光谱仪（ＵＶ３１０１，日本岛津公司），电子扫描显

微镜（Ｓ５０５，荷兰飞利浦公司）；电子透射显微镜

（Ｈ６０６，日 本 日 立 公 司），便 携 式 拉 曼 光 谱 仪

（Ｒ３０００ＴＭ，美国海洋光学公司）。

人血清：２０个健康人血清样本均采集于楚雄

彝族自治州人民医院。

化学试剂（质量分数）：硝酸银（９９．８％），浓硫酸

（９８％），聚乙烯醇（９５％），银电极（９９．９％），双氧水（３０％），

载玻片，氨水（２８％），去离子水（１８．０ＭΩ·ｃｍ）。

２．２　实验方法

２．２．１　正电性胶态纳米银粒子的制备和表征

参照课题组前期有关正电性胶态纳米银粒子的

制备方法［９］，采用电解法在３０Ｖ直流电压下电解

２００ｍＬ含有２０ｍｇ硝酸银和１００ｍｇ聚乙烯醇的

电解液１ｈ，Ａｇ
＋在阴极附近获得电子而大量析出，

作为分散剂的聚乙烯醇可以有效地覆盖在所生成的

纳米银粒子表面抑制其大量凝聚，使其均匀分散。

根据电泳实验可以知道所制取的纳米银粒子表面呈

现正电性。避光静置，待其稳定后利用紫外 可见

吸收光谱仪测出该胶态银纳米粒子的吸收光谱，同

时应用电子透射显微镜 （ＴＥＭ）对银纳米粒子的形

貌进行表征。

２．２．２　纳米银自组装膜的制备和表征

将玻璃载玻片基底分别在乙醇、丙酮、去离子水

中分别超声洗涤３０ｍｉｎ，高纯Ｎ２ 氛围中干燥后，在

７０℃Ｐｉｒａｎｈａ液［狑（Ｈ２ＳＯ４）＝９８％，狑（Ｈ２Ｏ２）＝

３０％，它们的体积比为７∶３］中浸泡１ｈ，在高纯 Ｎ２

中干燥后再次浸入质量分数为３０％的 Ｈ２Ｏ２，质量

分数为２８％的ＮＨ３和去离子水混合液（它们的体积

比为１∶１∶５）中１２ｈ，高纯Ｎ２ 中干燥。由于玻璃表

面主要成份是硅酸盐，在碱性条件下处理后，其表

面呈现－Ｏ－Ｓｉ－Ｏ－，呈负电性；同时，玻璃基底表

面由于受到混合液中活性氧离子等负电性离子的修

饰，最后在化学性质稳定的 Ｎ２ 中干燥也不会清除

其表面吸附的活性负离子。最终致使玻璃板表面呈

现负电性。然后将表面呈负电性的玻璃基底浸入上

述利用电解法所制得的正电性纳米银胶中进行静电

自组装１２ｈ，便在玻璃基底上生成纳米银膜，然后

用电子扫描显微镜（ＳＥＭ）对其进行形貌表征。

２．２．３　人血清ＳＥＲＳ光谱的测定

采用便携式拉曼光谱仪Ｒ３０００ＴＭ（美国海洋光

学公司）对人血清的ＳＥＲＳ谱进行检测，激光波长

７８５ｎｍ，垂直照射在样品上的激光功率密度

犑＝１０３ Ｗ·ｃｍ－２，扫描积分时间设置为 １６ｓ。

２０个健康人血清样本均由楚雄州人民医院提供。

将血清与去离子水按体积比１∶１混合后分别取出

２００μＬ均匀地涂在玻璃基底及所制备银膜上，自然

干燥；同时，将人血清２００μＬ加入２．８ｍＬ浓度为

１０－１ｍｏｌ／ＬＫＢｒ的纳米银胶中，充分混合５ｍｉｎ，然

后进行ＳＥＲＳ光谱的测定。

３　结果与讨论

利用电解法所制得的胶态纳米银粒子，其ＴＥＭ

形貌图和紫外 可见吸收光谱如图１（ａ）和（ｂ）所示。

图１ 利用电解法制得的胶态纳米银粒子的

ＴＥＭ形貌图（ａ）及其紫外吸收光谱（ｂ）

Ｆｉｇ．１ Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

（ＴＥＭ）ｉｍａｇｅ（ａ）ａｎｄＵＶｖｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍ

（ｂ） ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ Ａｇ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

　　　ｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆｅｌｅｃｔｒｏｌｙｓｉｓ

８５６２



１０期 刘仁明等：　二维纳米结构银膜表面增强拉曼散射基底的制备与研究

从粒子的ＴＥＭ形貌图中可以看出该胶态纳米银粒

子的粒径分布约为（５０±８）ｎｍ，大部分纳米粒子粒

径分布比较均匀，且呈现出圆球状形貌，但也存在

个别纳米粒子的聚集体；从该胶态纳米银粒子的紫

外 可见吸收光谱中可以看到，其共振吸收峰位于

４１８ｎｍ附近。

利用静电自组装技术在玻璃基底上所制得的二

维纳米银膜的表面形貌如图２所示。

图２ 利用静电自组装技术所制得的二维纳米银膜

的ＳＥＭ形貌图

Ｆｉｇ．２ Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ（ＳＥＭ）ｉｍａｇｅ

ｏｆＡｇｎａｎｏｆｉｌｍｓ

可以看出银膜表面的纳米粒子的平均粒径约

２００ｎｍ，同时相邻的纳米银粒子间形成了大小不一

的纳米微区，其平均大小达到２００ｎｍ。这些相邻的

纳米粒子之间形成所谓的 “活性纳米结 （ｈｏｔ

ｎａｎｏｊｕｎｃｔｉｏｎｓ）”
［１０］，处于这些紧密相邻的纳米银粒

子之间的电磁场可以得到巨大的增强，增强因子可

图３ 人血清分别基于玻璃基底ａ，胶态纳米银粒子ｂ，

二维纳米结构银膜ｃ的拉曼散射光谱

Ｆｉｇ．３ ＳＥＲＳｓｐｅｃｔｒａｏｆｈｕｍａｎｓｅｒｕｍ ｂａｓｅｄｏｎｇｌａｓｓ

ｓｕｂｓｔｒａｔｅａ，ｃｏｌｌｏｉｄａｌ Ａｇ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｂ，ａｎｄ

　　　　Ａｇｎａｎｏｆｉｌｍｓｃ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

达到１０１４～１０
１５［１１］。图３中展示了人血清分别基于

玻璃基底、加入１０－１ｍｏｌ／ＬＫＢｒ的纳米银胶以及二

维纳米银膜的拉曼光谱。可以看到，在玻璃基底上

几乎得不到人血清的任何拉曼信号。当把人血清加

入适量的正电性纳米银胶中，即使加入了ＫＢｒ作为

凝聚剂，其拉曼信号依然很微弱，增强效应不明显。

一方面，这与人血清中生物大分子本身的强荧光性

有关；同时，由于血清中含有多种蛋白大分子组分，

这些生物大分子由于其巨大的分子量和体积，一般

很难吸附到胶态银胶纳米粒子上。因此，一般的胶

态银胶纳米粒子对生物大分子的ＳＥＲＳ增强效应不

明显。因此探寻具有高效、生物兼容性的ＳＥＲＳ基

底也是国内外的研究热点之一［１２］。本文中所制得

的二维纳米结构银膜是一种对人血清具有较好

ＳＥＲＳ效应的基底，图３中曲线ｃ是基于该纳米银

膜的人血清ＳＥＲＳ光谱，可以看出该纳米银膜对人

血清拉曼信号的增强是显著的。图４展示了同一

健康人血清分别基于相同条件下所制备的不同纳米

银膜上的ＳＥＲＳ光谱，可以看出银膜间的重复性比

较好，相同条件下所制备的不同纳米银膜间对人血

图４ 同一健康人血清分别基于相同条件下制备的

不同纳米银膜ａ，ｂ，ｃ，ｄ的ＳＥＲＳ光谱

Ｆｉｇ．４ ＳＥＲＳｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｓａｍｅｈｕｍａｎｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｂａｓｅｄ

ｏｎｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎＡｇｎａｎｏｆｉｌｍｓａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅ

　　　　ｐｒｅｐａｒｅｄｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图５ 不同健康人血清基于相同条件下所制备的

二维纳米结构银膜的ＳＥＲＳ光谱

Ｆｉｇ．５ ＴｙｐｉｃａｌＳＥＲＳｓｐｅｃｔｒａｏｆｈｕｍａｎｓｅｒｕｍｂａｓｅｄｏｎ

ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎＡｇｎａｎｏｆｉｌｍｓｐｒｅｐａｒｅｄｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
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清ＳＥＲＳ光谱的影响比较小。基于此，采用相同条

件下所制备的纳米银膜对２０个不同健康人血清进

行了ＳＥＲＳ光谱检测，如图５所示（为了便于观察，

图中部分谱线经过了向上／下的平移处理，谱图相互

分开）。表１中列出了２０个健康人血清基于该纳米

银膜的ＳＥＲＳ光谱谱带（平均值）及其初步归属。不

同人血清的ＳＥＲＳ光谱具有一定的差异，这一方面与

个体差异有关，同时也不排除会受到不同银膜的影

响。

表１　２０个健康人血清ＳＥＲＳ光谱拉曼谱带

平均值（Ｍｅａｎ±Ｓ．Ｄ．，狀＝２０）的初步归属

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｅｌｉｍｉｎａｒｙａｓｓｉｇｎａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅａｖｅｒａｇｅＲａｍａｎ

ｂａｎｄｓ（Ｍｅａｎ ± Ｓ．Ｄ．，狀＝２０）ｆｏｒｔｈｅＳＥＲＳ

　　　ｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅ２０ｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓ

ＡｖｅｒａｇｅＲａｍａｎｂａｎｄｓ／ｃｍ
－１

ＭｅａｎＳ．Ｄ．
Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙａｓｓｉｇｎａｔｉｏｎｓ

４８８．９４６±２．７６１ ν（ＳＳ）

５７９．０６６±２．６２５ ν（ＳＳ），ＨＳＡ

６３０．０２６±２．２９６ δ（ＣＣ＝Ｏ）

７２２．４２６±２．６５９ ν（ＣＳ）

８０６．７７７±４．５０１ Ｔｙｒ

８８１．７０９±１．９１１ Ｔｙｒ

９０７．２９３±１．５３９ ν（ＣＣ），ｐｅｐｔｉｄｅ

１００７．２２６±５．３２０ ν（ＣＨ３），Ｐｈｅ

１１２９．６６５±３．６５０ ν（ＣＣ），Ｔｙｒ

１２０３．４８３±４．５８５ ＴｙｒｏｒＰｈｅ

１３２９．６６０±６．１２５ Ｔｒｐ

１４４３．０６５±２．７７６ δａｓ（ＣＨ２），Ｔｒｐ

１５７９．２１２±１．８２２ Ｐｈｅ

１６５６．５７４±５．１６５ ＡｍｉｄｅＩ，ＨＳＡ

　　人血清白蛋白是细胞外主要的疏运蛋白，在人

血浆中的质量浓度约４０ｍｇ／ｍＬ
［１３］，该蛋白中包含

有１７个二硫键，这些二硫键的伸缩振动就反映在拉

曼光谱４８０～６００ｃｍ
－１区域［１４，１５］。人血清ＳＥＲＳ光

谱中位于８１０ｃｍ－１，８８０ｃｍ－１，１１２９ｃｍ－１附近的拉

曼峰源自于蛋白质中酪氨酸残基的振动［１６］，位于

１３３０ｃｍ－１，１４４５ｃｍ－１附近的拉曼峰则归属于蛋白

质中色氨酸残基的振动［１７］，而位于１００６ｃｍ－１，

１５７８ｃｍ－１附近的拉曼峰则归属于蛋白质中苯丙氨

酸残基的振动［１８］。血清中缩氨酸基团Ｃ－Ｃ键的伸

缩振动位于９００～９５０ｃｍ
－１的拉曼谱带［１９］，而位于

１６１５ｃｍ－１，１６５６ｃｍ－１附近拉曼峰则是源自于人血

清白蛋白中酰胺Ｉ的α螺旋结构振动
［１５～１７］。

该纳米银膜对人血清拉曼散射的显著增强效应

与其表面特性有直接的关系，其由多层银纳米粒子

相互堆积而成，表面的纳米银粒子颗粒平均粒径约

２００ｎｍ，大于普通银胶中银纳米粒子几十纳米的平

均粒径，使得银膜表面的纳米粒子可以更加有效地

吸附血清中体积较大的生物大分子，从而使其拉曼

散射得到加强；同时，在相邻的纳米粒子之间形成大

量不规则的纳米区域（图２），这些区域平均尺寸约

２００ｎｍ。我们认为这些大小不一的区域也可以使

血清中的生物大分子有效地嵌入，有助于解决生物

大分子由于其巨大的分子量、庞大的体积而难以有

效地吸附到一般的银纳米粒子上的问题，进而对其

拉曼散射起到显著的增强作用。

４　结　　论

在电解法所制备的纳米银胶的基础上，利用静

电自组装技术制备的二维纳米结构银膜是一种具有

高效、稳定性的ＳＥＲＳ基底。该纳米银膜对人血清

的拉曼散射具有显著的增强作用，且重复性较好。

同时，实验中采用便携式拉曼光谱仪，该拉曼光谱仪

体积小、质量轻、价格便宜，具有普及意义。可以随

时随地的在户外进行拉曼检测，这为拉曼分析走出

实验室而进行方便、快捷的时时检测提供了可能。
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