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摘要　通过表面增强拉曼散射（ＳＥＲＳ）标记抗体检测结肠癌组织切片上癌胚抗原（ＣＥＡ）的表达，探讨ＳＥＲＳ标记免

疫检测技术用于临床分析结肠癌组织切片中蛋白质表达的可行性。采用种子生长法合成Ａｇ壳Ａｕ核复合纳米粒

子，将４巯基苯甲酸（４ＭＢＡ）作为标记分子吸附于纳米粒子表面，制备出ＳＥＲＳ探针；再将这种探针与ＣＥＡ单克

隆抗体相结合形成ＳＥＲＳ免疫探针；最后通过ＳＥＲＳ标记的抗体与结肠癌组织切片上相应的抗原发生特异性结合，

对滴加探针的组织切片进行ＳＥＲＳ检测和成像。结肠癌腺上皮出现很强的ＳＥＲＳ信号，而除了少数非特异性吸附

产生的信号之外，间质及正常上皮中几乎不出现ＳＥＲＳ信号。通过ＳＥＲＳ成像可以清晰地看到结肠癌腺上皮显示

红色，表明结肠癌腺上皮高表达ＣＥＡ，而间质及正常上皮几乎显示黑色和深蓝色，只有极个别点为红色，表明间质

及正常上皮基本不表达ＣＥＡ。研究表明，ＳＥＲＳ标记抗体检测分析技术具有高灵敏度和高特异性，有望应用于结

肠癌组织切片中蛋白质表达的分析，成为结肠癌辅助诊断的一种重要方法。
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１　引　　言

拉曼散射是光子非弹性散射，由于分子振动或

转动能级跃迁产生，可以在分子水平分析生物组织、

细胞的物质组成及含量变化。研究生物分子结构常

用的激光拉曼光谱技术具有快速、无损、灵敏度高等

特点，已成功应用于生命科学、生化材料以及药物的

检测和分析［１～５］。然而普通拉曼散射信号较弱。表

面增强拉曼光谱（ＳＥＲＳ）可使信号增强１０６～１０
１４

倍，具有极高的探测灵敏度和分辨率［６，７］，可实现单

分子检测，目前已被广泛应用于人体组织、细胞、血

液的检测分析，国内外相关课题组都开展了有意义

的研究［８～１０］。

免疫检测技术作为一种有效的生物检测方法已

被广泛应用。目前免疫组化是检测组织中蛋白质表

达最常用的方法，它通过抗原和标记抗体的特异性

结合来检测组织切片上的分析物，为临床提供重要

的诊断和预后信息。常用的标记物有荧光染料、酶、

放射性混合物等，但均有一定的局限性，如放射性标

记物，具有放射性污染，对人体健康有损害；酶作为

标记物，需要３，３二氨基联苯胺四盐酸盐二水物

（ＤＡＢ）显色及复染，实验步骤繁琐，且ＤＡＢ具有致

癌性；荧光染料的谱峰较宽（大于５０ｎｍ），分子间的

信号会发生重叠，容易发生光漂白，灵敏度不高，实

验步骤繁琐等［１１］。随着纳米技术的发展，出现了以

ＳＥＲＳ为基础的光学标记
［１２～１４］，它是一类新的免疫

标记物。与传统的荧光染料相比较，除了拉曼光谱

的谱峰窄（小于２ｎｍ），具有高度的分子特征性之

外，还有其独特的优势［１４］，如，不发生光漂白，多种

标记单一激发光源，易与背景自发荧光信号区分，灵

敏度更高，选择性更强，操作更简便（无需二抗、显

色）等，使其成为免疫检测理想的标记物。此外，拉

曼探针的丰富性及非重叠性为多组分检测提供了可

能［１１，１５］。

近年来，ＳＥＲＳ标记的免疫检测已经成为生物

医学领域研究的热点，尤其是肿瘤的诊断。２００６

年，Ｓｃｈｌüｃｋｅｒ等
［１６］首次采用ＳＥＲＳ探针技术实现

了原位检测人前列腺组织切片中的前列腺特异性抗

原（ＰＳＡ）的表达，这为研究细胞及组织中蛋白质表

达和空间分布提供了新颖的方法。在此基础上，研

究人员采用抗体结合的复合有机 无机纳米粒子

（ＣＯＩＮ）在人前列腺组织切片中实现了 ＰＳＡ 和

ＣＫ１８等多种抗原的多组分分析
［１１］，拓展了ＳＥＲＳ

免疫检测技术在肿瘤诊断上的应用价值。

结肠癌是世界上第三大恶性肿瘤，也是常见的

消化道恶性肿瘤之一。每年约有１００万的新增病例

和超过５０万的死亡病例。目前癌胚抗原（ＣＥＡ）是

唯一一个推荐用于结肠癌患者常规临床检测的分子

标志物［１７］，被广泛应用于结肠癌和其他胃肠道癌症

的筛查，判断疗效，监测复发和转移。ＣＥＡ抗体具

有较高的特异性，存在于某些恶性肿瘤组织（如结肠

癌、胃癌等）中，在正常结肠组织中也有少量ＣＥＡ

存在。Ｊｉ等
［１８］研究表明，Ａｇ壳Ａｕ核复合纳米粒子

粒径分布均匀，ＳＥＲＳ增强因子比 Ａｕ高。目前，尚

未见ＳＥＲＳ免疫检测技术应用于结肠癌的研究报

道。因此本文采用４巯基苯甲酸（４ＭＢＡ）标记的

Ａｇ壳Ａｕ核复合纳米粒子为ＳＥＲＳ探针，检测结肠

癌组织切片ＣＥＡ的表达，并结合ＳＥＲＳ成像技术，

探讨ＳＥＲＳ标记免疫检测技术用于临床分析结肠癌

组织切片中蛋白质表达的可行性。

２　实验器材与方法

２．１　实验试剂和仪器

４ＭＢＡ、硝 酸 银 （ＡｇＮＯ３）、柠 檬 酸 三 钠

（Ｎａ３Ｃ６Ｈ５Ｏ７·２Ｈ２Ｏ）和氯金酸（ＨＡｕＣｌ４）均为分

析纯化学用品，购自上海国药集团化学试剂有限公

司；鼠ａｎｔｉＣＥＡＭＡｂ（克隆号为ＺＣ２３）购自福州中

杉金桥生物技术有限公司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购

自南京凯基生物科技发展有限公司；硼酸盐缓冲液

（ＢＢＳ，２ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ９．０）、氯化钠（ＮａＣｌ）、磷酸盐

缓冲液（ＰＢＳ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．２～７．４）购自北京

鼎国生物技术有限责任公司。

实验均使用超纯水，由 ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ公司的

Ｓｉｍｐｌｉｃｉｔｙ 水 纯 化 系 统 制 得，电 阻 率 大 于

１８．０ＭΩ／ｃｍ；紫外／可见（ＵＶＶｉｓ）光谱测定采用
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美国珀金埃尔默公司的Ｌａｍｂｄａ９５０紫外／可见／近

红外分光光度计；透射电子显微镜（Ｈｉｔａｃｈｉｍｏｄｅｌ

Ｈ８００）用于观察纳米颗粒形貌；高速离心机（Ｓｉｇｍａ

２１６ＰＫ）用于样品的提纯；ＲｅｎｉｓｈａｗｉｎＶｉａ型共焦

显微拉曼光谱仪测量组织切片的拉曼光谱。

２．２　实验方法

２．２．１　ＳＥＲＳ标记抗体的制备

Ａｇ壳Ａｕ核纳米粒子制备是采用种子生长法合

成的［１８］。首先采用Ｆｒｅｎｓ
［１９］的方法制备Ａｕ纳米粒

子；然后取５ｍＬ的Ａｕ纳米粒子加水至１００ｍＬ搅拌

加热至沸腾后加入１ｍＬ质量分数为１％的柠檬酸三

钠溶液，保持沸腾，然后每隔５ｍｉｎ加入５００μＬ的

ＡｇＮＯ３（浓度为１．０×１０
－２ｍｏｌ／Ｌ）一共１０次，自然冷

却，即得到Ａｇ壳Ａｕ核复合纳米粒子。

往１０ｍＬＡｇ壳Ａｕ核纳米粒子中加入４０μＬ

（浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ）４ＭＢＡ分子，剧烈搅拌１２ｈ

后，４ＭＢＡ分子通过羧基连接到金属表面
［１８］。通

过１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ去掉上清液，然后将吸

附４ＭＢＡ分子的纳米粒子重悬于ＢＢＳ缓冲液中，

重复几次以便充分洗去游离的４ＭＢＡ。接着加入

ａｎｔｉＣＥＡＭＡｂ（体积比１５ｍＬ／Ｌ），室温下孵育１ｈ，

通过静电和疏水作用吸附到胶体表面［２０］，离心去除

未反应的抗体，再重悬于ＢＢＳ缓冲液中。最后加入

质量分数为５％的 ＢＳＡ／ＰＢＳ封闭液室温下反应

１ｈ，离心弃上清液后重悬于ＢＢＳ缓冲液中，４℃存

放备用。图１（ａ）为ＳＥＲＳ标记抗体制备的示意图。

图１ （ａ）ＳＥＲＳ标记纳米粒子的制备；（ｂ）免疫反应过程

Ｆｉｇ．１ （ａ）ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＳＥＲＳｔａｇｇｅｄｉｍｍｕｎｏｎａｎｏｐｒｏｂｅｓ；（ｂ）ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｐｒｏｔｏｃｏｌ

２．２．２　组织切片的处理

将厚度约４μｍ的甲醛固定石蜡包埋的结肠癌

组织切片（结肠癌组织均来源于福建省肿瘤医院病

理科）置于６０℃烘箱烤２ｈ，然后经二甲苯脱蜡、梯

度乙醇水化，接着用ｐＨ值为６．０的枸椽酸钠缓冲

液进行高压修复抗原，最后滴加５０μＬ的ＢＳＡ封闭

液，于室温孵育３０ｍｉｎ。

２．２．３　ＳＥＲＳ标记抗体与组织切片的免疫反应

将制备好的ＳＥＲＳ标记抗体滴加到切片上，并

将切片置于湿盒内室温下孵育６０ｍｉｎ，然后用ＰＢＳ

缓冲液和浓度为０．１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ溶液冲洗切

片，并用氮气吹干。如图１（ｂ）所示，标记抗体与组

织切片上的待测抗原发生特异性结合。

２．２．４　ＳＥＲＳ检测和成像

激发光波长７８５ｎｍ，激发光功率５ｍＷ，ＣＣＤ

取谱时间１０ｓ，用２０×物镜测量组织切片的ＳＥＲＳ

信号，对每条信号光谱的原始数据通过软件进行多

项式拟合扣除荧光背景，从而获取 ＳＥＲＳ光谱。

ＳＥＲＳ成像是在组织切片上一定区域面积内进行逐

点扫描，此区间上每个扫描点的间距是１μｍ（２０×

２０个像点），然后根据所获取的ＳＥＲＳ光谱的某个

特征拉曼峰（１５８６ｃｍ－１）的强度变化并利用拉曼光

谱软件对ＳＥＲＳ谱峰面积进行拟合获得ＳＥＲＳ成像

图，每个像点的特征拉曼峰的强度用不同的颜色表

示，红色表示拉曼峰的强度最高，黑色代表拉曼峰的

强度最低，从而构建出某种生化成分在组织切片上

的空间分布图。实验共观察了２５例结肠癌标本，每

个标本重复实验３次，每例至少检测１０个视野。

３　结果与讨论

３．１　犛犈犚犛标记纳米粒子的表征

图２（ａ）是Ａｇ壳Ａｕ核复合纳米粒子的透射电

镜（ＴＥＭ）图。从图中可以清晰地看出核壳结构，

Ａｕ核的平均粒径约为１３ｎｍ，Ａｇ壳厚度约１０ｎｍ，

整个 复 合 结 构 的 纳 米 粒 子 粒 径 约 为 ３０ｎｍ。
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图２（ｂ）是经４ＭＢＡ 修饰的核壳结构纳米粒子的

ＴＥＭ图，与图２（ａ）相比，接上４ＭＢＡ后分散性降

低。这说明加入４ＭＢＡ后纳米粒子在一定程度上

发生聚集，但并没有出现团聚现象，这与加入４

ＭＢＡ的浓度有关。经过多次实验表明１ｍＬ纳米

胶体溶液中加入４μＬ浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ４ＭＢＡ，

纳米粒子既不发生聚集，又能出现较强的ＳＥＲＳ信

号，并且也为下一步抗体结合留出一定空位［２１］。由

于ＳＥＲＳ信号的强弱可以反映待测抗原浓度的高

低，因此如果在测量前，ＳＥＲＳ标记免疫探针颗粒发

生团聚，无法清洗干净，那么虽然增强了ＳＥＲＳ信

号，但却无法准确地检测ＣＥＡ，将给测量造成误差。

图２ （ａ）金银核壳纳米粒子ＴＥＭ图；（ｂ）有４ＭＢＡ修饰的核壳纳米粒子ＴＥＭ图

Ｆｉｇ．２ （ａ）ＴＥＭｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆＡｕ／Ａｇｃｏｒｅｓｈｅｌｌｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；（ｂ）ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆｃｏｍｐｏｓｉｔｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｗｉｔｈ４ＭＢＡ

　　图３是纯核壳结构纳米粒子和经４ＭＢＡ标记

后的核壳结构纳米粒子紫外／可见吸收光谱。如

图３所示，纯核壳结构纳米粒子的表面等离子体共

振吸收峰为３９５ｎｍ，经４ＭＢＡ标记后的核壳结构

纳米粒子表面等体离子共振吸收峰为４０６ｎｍ。这

说明经４ＭＢＡ标记后的核壳纳米粒子的吸收峰发

生了红移。４ＭＢＡ吸附后，一方面核壳结构纳米粒

子的粒径发生微小变化，引起纳米粒子等离子体共

振吸收峰轻微红移，但长波方向并没有出现新的聚

集体的吸收峰，说明纳米粒子没有发生明显团聚现

象［２１］；另一方面也使纳米粒子的吸光度降低了。

图２和图３都说明４ＭＢＡ使核壳结构纳米粒子发

生了一定程度的聚集，但无明显团聚现象［２０］。

图３ 纯金银核壳纳米粒子ａ和经４ＭＢＡ修饰的

金银核壳纳米粒子ｂ的紫外／可见吸收光谱图

Ｆｉｇ．３ ＵＶｖｉｓｉｂｌｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｐｕｒｅ Ａｕ／Ａｇ

ｃｏｒｅｓｈｅｌｌｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｃｏｌｌｏｉｄ（ａ），ａｎｄＡｕ／Ａｇ

　ｃｏｒｅｓｈｅｌｌｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｗｉｔｈ４ＭＢＡ（ｂ）

３．２　犛犈犚犛免疫检测

为了说明以４ＭＢＡ 标记以及抗体修饰过的

ＳＥＲＳ免疫探针用于组织切片免疫检测的可行性，

将这种探针滴加到结肠癌组织切片上检测结肠癌组

织中ＣＥＡ的表达。图４（ａ）是结肠癌组织的某一范

围的白光显微图，其中Ｅ是结肠癌腺上皮细胞，Ｓ为

间质，Ｌ为腺腔。图４（ｂ）是癌旁正常组织的显微

图。图４（ｃ）给出图４（ａ）中３个不同区域的ＳＥＲＳ

光谱图，可以看到Ｅ区有很强的ＳＥＲＳ信号，表明

结肠癌腺上皮高表达ＣＥＡ；Ｓ区基本不出现ＳＥＲＳ

信号，这是由于间质不表达ＣＥＡ，组织与探针之间

不存在抗原抗体特异性的结合，因此测不到探针的

信号，但偶尔会因为非特异性吸附，在间质中出现个

别较弱的ＳＥＲＳ信号；Ｌ区基本没有探针的ＳＥＲＳ

信号，只有玻璃的背景信号（１３６５ｃｍ－１）。图４（ｄ）

是结肠癌组织的ＳＥＲＳ成像图，从图中可以看出，红

色区域是拉曼信号最强的地方，主要位于腺上皮，表

明癌变的腺体高表达ＣＥＡ；黄色、绿色区域的信号

相对较弱，位于腺体周边，说明ＣＥＡ低表达；深蓝

色、黑色区域几乎没有可靠的拉曼信号，说明腺腔、

间质不表达ＣＥＡ，而间质中出现了少量的红点，可

能是由于非特异性吸附所致（彩图见电子版）。从图

４（ｆ）ＳＥＲＳ成像图与组织切片的叠加图，可以看出

ＳＥＲＳ成像图中ＣＥＡ的表达模式与预期的表达模

式基本一致。图４（ｅ）是癌旁正常组织的ＳＥＲＳ成

像图，可以看出正常的结肠组织几乎全部显示深蓝

色及黑色，极少数为蓝色的点；从图４（ｇ）ＳＥＲＳ成像

图与组织切片的叠加图也可以看出，ＣＥＡ在正常的

结肠腺体中基本不表达。共观察了２５例结肠癌标

本，每个标本重复实验３次，每例至少检测１０个视
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野，发现结肠癌腺体上基本都有很强的探针信号，而

间质、腺腔及正常结肠组织几乎没有拉曼信号，偶尔

有个别正常腺体低表达 ＣＥＡ。实验结果表明了

ＳＥＲＳ标记免疫纳米粒子检测结肠癌腺体中ＣＥＡ

的表达具有较高的灵敏性（结肠癌组织腺体几乎每

一个点都有很强的ＳＥＲＳ信号出现）和特异性（结肠

癌腺腔、间质以及正常结肠组织中几乎没有信号或

者极少的非特异性吸附的ＳＥＲＳ信号出现）。ＳＥＲＳ

免疫检测结合ＳＥＲＳ成像技术可以直观地看到结肠

癌组织中ＣＥＡ的表达及空间分布情况，这一新型

的免疫检测技术有望应用于组织蛋白质表达的分

析，为临床和科研提供准确的信息。

图４ （ａ），（ｂ）结肠癌组织和癌旁正常组织的某一区域的白光图；（ｃ）对应（ａ）中不同区域的ＳＥＲＳ图；（ｄ），（ｅ）结肠癌

组织和正常组织的ＳＥＲＳ成像图；（ｆ），（ｇ）结肠癌组织和正常组织的ＳＥＲＳ成像图与白光图的叠加图

Ｆｉｇ．４ （ａ），（ｂ）Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｅｓｏｆｃａｎｃｅｒａｎｄｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓ；（ｃ）ＳＥＲＳｓｐｅｃｔｒａｆｒｏｍｔｈｒｅｅｒｅｇｉｏｎｓｏｆｃａｎｃｅｒ

ｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｉｎ（ａ）；（ｄ），（ｅ）ＳＥＲＳｉｍａｇｅｓｏｆｃａｎｃｅｒａｎｄｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓ；（ｆ），（ｇ）ｏｖｅｒｌａｙｃｈａｒｔｓｏｆＳＥＲＳ

　　　　　　　　　　ｉｍａｇｅｓａｎｄｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｅｓｏｆｃａｎｃｅｒａｎｄｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓ

４　结　　论

以４ＭＢＡ为标记分子，Ａｇ壳Ａｕ核复合纳米

粒子为增强基底，开展了结肠癌组织切片上ＣＥＡ

表达的研究，并证实该新型结构具有较高ＳＥＲＳ活

性以及良好的灵敏性和生物特异性，可实现高效的

ＳＥＲＳ免疫检测。此外ＳＥＲＳ成像技术能更直观、

准确地观察结肠癌组织ＣＥＡ的表达。ＳＥＲＳ标记

的免疫检测技术以其简便、快速、高灵敏度及高特异

性有望成为结肠癌临床病理诊断的重要辅助工具。
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