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基于SERS光谱技术的甲胎蛋白超灵敏定量检测
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摘要　将二维表面增强拉曼(SERS)增强基底与甲胎蛋白适配体相结合,开展甲胎蛋白(AFP)超灵敏定量检测.

通过修饰有甲胎蛋白适配体的二维SERS基底和修饰有适配体互补序列的银纳米粒子间的碱基互补配对耦联来

构筑纳米间隙SERS“热点”.该适配体互补序列修饰有拉曼信号标记分子ROX,AFP的加入会破坏这种纳米间隙

“热点”结构,导致标记分子SERS信号强度减弱,根据ROX的SERS光谱信号变化工作曲线实现对AFP的超灵敏

定量检测.这种检测方法的检测限为１４５fg/mL,较传统临床检测方法提高了一个数量级,此外,设计的这种AFP
SERS探针具有良好的特异性与抗干扰性能.研究结果表明提出的新型检测方法很有可能为准确检测 AFP提供

一种快速、有效的分析手段.
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Abstract　Inthispaper theultrasensitivedetectionofanalphaＧfetoprotein AFP isperformedusingacombination
oftwoＧdimensional ２D surfaceＧenhancedRamanscattering SERS andanAFPaptamer敭WeconstructSERS
＂hotspots＂throughcomplementarybaseＧpairingbetweensubstrates modified with AFPaptamerandsilver
nanoparticlesmodified withaptamercomplementarysequence敭Thecomplementaryadaptorsequenceisalso
modifiedusingRamansignallabeledmoleculeROX buttheadditionoftheAFPdamagesthestructureofnanoＧgap
＂hotspots＂ resultinginadecreaseinintensityoftheSERSsignal敭TheultrasensitivequantitativedetectionofAFP
isrealizedusingthechangedworkingcurveoftheSERSsignalofROX敭Thedetectionlimitofthismethodis
１４５fg mL whichisoneorderofmagnitudehigherthanthatofthetraditionalclinicaldetectionmethod敭The
designedAFPSERSprobealsoexhibitsgoodspecificityandantiＧinterferenceability敭Theseresultsshowthatthis
newapproachmayprovidearapidandeffectivemethodfortheaccuratedetectionofAFP敭
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１　引　　言

甲胎蛋白(AFP)是白蛋白家族中的一种糖蛋

白,甲胎蛋白主要在胎儿肝细胞和卵黄囊中合成[１].
人出生后体内的甲胎蛋白含量减少,在血液中一般

检测不出,所以认为健康成人体内的甲胎蛋白含量
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非常低.研究表明,甲胎蛋白具有运输功能、调节功

能和免疫功能等.最重要的是,甲胎蛋白与多种癌

症相关性很高,据文献报道甲胎蛋白含量与一些癌

症的产生和转移密切相关,这些癌症病人体内的甲

胎蛋白含量相比正常人显著增多.甲胎蛋白除了与

原发性肝癌相关,与卵巢卵黄囊肿瘤[２]、胃癌和结肠

癌等疾病也有很强的相关性[１].目前,已将甲胎蛋

白作为原发性肝癌(PHC)的重要诊断标志物,主要

是检测血液中甲胎蛋白的浓度.由于胎儿的肝细胞

可以合成甲胎蛋白,合成的甲胎蛋白从胎儿排泄物

经羊水扩散进入母体的血液中,因此母体血液中的

甲胎蛋白含量也可以作为胎儿健康情况的指标之

一.研究表明,母体甲胎蛋白含量可以作为胎儿年

龄评价[３]、妊娠情况评估[４]的指标.因此,甲胎蛋白

作为肿瘤标志物或疾病标志物有着重要的临床研究

价值和意义.
目前,甲胎蛋白的检测方法主要包括化学发光

免疫分析法(CLIA)[５]、时间分辨荧光免疫分析法

(TRFIA)[６]、放射免疫分析法(RIA)[７]、酶联免疫吸

附法(ELISA)[８]和比色法[９].这些检测方法具有特

异性弱、灵敏度低、仪器成本昂贵、检测时间久等缺

点,这限制了它们在临床上的应用,因为在实际应用

中病人血液样品数目多、甲胎蛋白含量低,需要大范

围定时筛查.因此,迫切需要发展一种快速、灵敏、
特异性强的检测方法.这在原发性肝癌等癌症的早

期检测、癌症预后、癌症转移等方面具有较高的应用

价值和意义.
表 面 增 强 拉 曼 (SERS)光 谱 最 早 是

Fleischmann等[１０]发现的,他们发现吡啶吸附在粗

糙的银电极后其拉曼信号获得了极大的增强.后

来,学界把这种现象产生的原因归为两种增强机制:
电磁场增强和电荷转移增强[１１],其中电磁场增强占

大部分.拉曼散射本身包含有分子的振动和转动信

息,在这种信号增强的机制下,使得SERS光谱灵敏

度更高、检测限更低、检测耗时更短.因此,SERS
光谱检 测 被 广 泛 应 用 于 痕 量 检 测[１２Ｇ１３]、生 物 传

感[１４Ｇ１９]、化学检测[２０]、考古研究[２１]和地质勘察[２２]等

领域.并且SERS光谱技术具有快速、操作简单、谱
峰尖锐、特异性强等优点,在某些情况下甚至能够实

现单分子或单颗粒的检测[２３].通过组装纳米粒子

合理构筑SERS热点来提高SERS光谱检测和成像

的灵敏度、稳定性及重现性,这是将SERS应用推向

于临床的关键一步.
核酸适配体是一类可与蛋白等分子特异性结合

的DNA或RNA单链[２４Ｇ２５],甚至有些适配体与蛋白

分子的亲和力强于蛋白分子抗原抗体间的结合力.
核酸适配体主要通过指数富集系统(SELEX)筛选

出特异性强的短序列.它有特异性强、重现性好、能
大规模人工合成、成本低、易于修饰等优点,可与

SERS相结合,从而设计出多种灵敏的生物传感器.
本文将银纳米粒子(AgNPs)组装在氨基化的

二氧化硅片上,构建二维SERS基底,然后通过巯基

将甲胎蛋白适配体修饰在二维SERS基底上,将甲

胎蛋白适配体的互补序列修饰在另外一批银纳米粒

子上,甲胎蛋白适配体的互补序列上同时修饰了拉

曼信号标记分子罗丹明(ROX).两个序列通过碱

基互补配对,这使得ROX处于两个银纳米粒子之

间形成的“热点”位置上,使其拉曼光谱信号大大增

强.此时加入甲胎蛋白,它会和适配体发生特异性

结合,使得纳米球间隙中的“热点”结构被破坏,

ROX的SERS信号强度减小,根据ROX的SERS
信号强度随加入甲胎蛋白浓度增加而减小的变化规

律实现对甲胎蛋白的超灵敏定量检测.

２　材料与方法

２．１　试剂与仪器

硝酸银(AgNO３)、硫酸(H２SO４)、无 水 乙 醇

(CH３CH２OH)、盐酸(HCl)购于国药集团化学试剂

有限公司,硅烷偶联剂(γＧ氨丙基三乙氧基硅烷)购
于山东优索化工科技有限公司,４Ｇ巯基苯甲酸(４Ｇ
MBA)购于上海麦克林生化科技有限公司,二水合

柠檬酸三钠(Na３C６H５O７􀅰２H２O)、３０％过氧化氢

(H２O２)购于西陇科学股份有限公司,三(２Ｇ羧乙基)
膦(TCEP)、三羟甲基氨基甲烷(TRIS)购于上海阿

拉丁生化科技股份有限公司,６Ｇ巯基Ｇ１Ｇ己醇(MCH)
购于百灵威科技有限公司,二氧化硅片购于江苏飞

舟玻塑有限公司,甲胎蛋白、癌胚抗原(CEA)、酪氨

酸酶抗原(TYR)购于上海领潮生物科技有限公司,
牛血清白蛋白(BSA)购于厦门鹭隆生物科技发展有

限公司,本文实验用到的 DNA 序列购于上海生工

生物工程股份有限公司,序列详见表１,加粗部分是

互补 序 列.所 用 拉 曼 光 谱 仪 为 RenishawinVia
Raman显微光谱仪,所用激光器为７８５nm半导体

激光器.
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表１　甲胎蛋白适配体和适配体互补序列对应的碱基序列

Table１　BasesequencesofalphaＧfetoproteinaptamerandcomplementarysequenceoftheaptamer

DNA Sequence(５′to３′)

AlphaＧfetoproteinaptamer
SHＧGTGACGCTCCTAACGCTGACTCAGGTGCAGTTCTCGACTCG

GTCTTGATGTGGGTCCTGTCCGTCCGAACCAATC
Complementarysequenceoftheaptamer SHＧGATTGGTTCGGACGGACAGGACCCAＧROX

２．２　银纳米粒子合成

本文使用Lee等[２６]通过柠檬酸钠还原硝酸银

制备胶体银的经典方法进行银纳米粒子的制备.具

体来说,将１００mL的 AgNO３溶液(１mmol/L)剧
烈搅拌且加热,等溶液沸腾后加入３mL的质量分

数为１％的柠檬酸钠溶液,待液体沸腾持续加热搅

动６０min,得到黄绿色的银胶溶液.然后对新制得

的银胶多次进行分步离心、分离重悬,最后置于冰箱

(４℃)保存备用.

２．３　二维SERS基底的制备

如图１所示,首先把二氧化硅片裁剪成合适的

大小,然后分别用无水丙酮、无水乙醇和超纯水超声

清洗二氧化硅片,各１０min左右.取出后干燥,再
将二氧化硅片浸泡在新配制的食人鱼(Piranha)溶
液(浓硫酸和３０％过氧化氢按７∶３体积比例配制的

混合液)中,加热到１５０℃后保持３０min.等待溶

液冷却后,将二氧化硅片取出干燥,即完成了二氧化

硅片的表面羟基化.将表面羟基化的二氧化硅片浸

泡在有１５０μL硅烷偶联剂的１５０mL乙醇溶液中,
静置１２h,即完成表面氨基化.再将上述二氧化硅

片晾干后放入超纯水中浸泡８h,完成硅烷偶联剂

氨 基 基 团 的 质 子 化.取 新 合 成 银 纳 米 粒 子

１０００μL,将质子化后的二氧化硅片在银纳米粒子

中浸泡４h,然后取出用超纯水清洗.

图１ 甲胎蛋白SERS光谱检测示意图

Fig敭１ SchematicofSERSspectrumdetectionofAFP

２．４　甲胎蛋白SERS传感器的组装

将甲胎蛋白适配体和适配体互补序列分别组装

在二维SERS基底和银纳米粒子上,参考Liu等[２７]

的组装方法.具体来说,就是将甲胎蛋白适配体和

适配体互补序列分别加入超纯水中配制成浓度为

１μmol/L的溶液,将１００μL甲胎蛋白适配体溶液

与二维SERS基底放到离心管中浸泡在一起,将

１５０μL适配体互补序列溶液与银纳米粒子在离心

管中混合在一起,然后同时放置在冰箱(－２０℃)

中,２h后取出,等其融化.融化后向各个离心管加

入１５０μL６Ｇ巯基Ｇ１Ｇ己醇,反应２h.最后,将甲胎蛋

白适配体产物和适配体互补序列产物在９５℃下水

浴５min,然后将两者混合反应４h.

２．５　甲胎蛋白定量检测及特异性分析

如图１所示,分别配制１００μg/mL、１０μg/mL、

１ μg/mL、１００ ng/mL、１０ ng/mL、１ ng/mL、

１００pg/mL、１０pg/mL、１pg/mL的甲胎蛋白溶液,
然后分别各取１５０μL甲胎蛋白溶液加入到２．４节

０２０７０２６Ｇ３
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的甲胎蛋白SERS传感器中,对照组采用PBS缓冲

液,反应４h,取出干燥,进行SERS光谱检测.分别

配制１０μg/mL的甲胎蛋白溶液、癌胚抗原溶液、酪
氨酸酶抗原溶液和牛血清溶液,对照组采用PBS缓

冲液,各取１５０μL加入到２．４节的甲胎蛋白SERS
传感器中,反应４h后取出干燥,然后进行SERS光

谱检测.每个浓度下需要检测SERS基底上的１５
个位点,然后取平均值.

３　结果与讨论

３．１　合成的银纳米粒子的表征

先将新合成的银纳米粒子稀释,再使用紫外Ｇ可
见吸收光谱仪采集光谱,得到的结果如图２(a)所
示.由图２(a)可以看出,本文所合成的银纳米粒子

的等离激元共振(LSPR)峰在４１２nm 处.将银纳

米粒子滴在铜网上,观察其形态,透射电镜图如图２

(b)所示.从图２(b)中可以看出,银纳米粒子的直

径为(１１５±１５)nm,形态较为均匀,大小相近,和先

前的文献[２８]报道的相符.

３．２　二维SERS基底的表征

银纳米粒子在二氧化硅片上组装完成后,喷金,
放入扫描电镜下观察形态.从图３(a)中可以看出,
银纳米粒子表面带有同种电性的电荷,彼此之间相

互排斥,分散地排布在二氧化硅片上,保持一定的间

距.这样减少了纳米粒子聚集,使得银纳米粒子被

较为 均 匀 地 组 装 在 二 氧 化 硅 片 上,提 高 了 二 维

SERS基底的重现性和稳定性.同时,由于银纳米

粒子与氨基化二氧化硅片共同孵育时,银纳米粒子

是过量的,因此银纳米粒子在这种氨基化程度的二

氧化硅片上的组装密度是最大的.从图３(a)的扫

描电镜(SEM)图上也可以看出这样情况下银纳米

粒子的组装密度比较大.

图２ 银纳米粒子的表征结果.(a)紫外Ｇ可见吸收光谱;(b)透射电镜图

Fig敭２ CharacterizationresultsofAgNPs敭 a Absorptionspectruminultravioletandvisualband 

 b transmissionelectronmicrograph

图３ 甲胎蛋白SERS传感器的组装表征结果.(a)组装在二氧化硅片上的银纳米粒子的SEM图;
(b)吸附在二维SERS基底上的４Ｇ巯基苯甲酸的拉曼成像图;(c)二氧化硅片上两个耦联的银纳米粒子的侧面SEM图

Fig敭３AssemblycharacterizationresultsofAFPSERSsensor敭 a SEMimageofsilvernanoparticlesassembledonsilicon
dioxidesheets  b Ramanmappingof４Ｇmercaptobenzoicacidabsorbedon２DSERSsubstrate  c sideＧSEM
　　　　　　　　　　　　imageoftwocoupledsilvernanoparticlesonasilicasheet

３．３　二维SERS基底的灵敏性和重现性

为探究二维SERS基底的灵敏性,选用４Ｇ巯基

苯甲酸作为信号分子,将４Ｇ巯基苯甲酸溶液滴于

SERS基底上,孵育４h后进行SERS光谱检测.配

制了１０种不同浓度的４Ｇ巯基苯甲酸溶液,各取

１mL.测得的光谱如图４(a)所示,４Ｇ巯基苯甲酸溶

０２０７０２６Ｇ４
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液的SERS信号强度随着浓度的升高而升高.再将

SERS信号强度与４Ｇ巯基苯甲酸浓度的对数作了线

性拟合[图４(b)],发现拟合效果良好,相关系数

R２＝０．９４９,得 到 的 线 性 回 归 方 程 为 I ＝
３８６７．７６８４１×lg(C４MBA)＋４４４３６．８０８６２.其中I 为

１０７５cm－１峰处的SERS信号强度,１０７５cm－１峰可

归属为４Ｇ巯基苯甲酸的C O伸缩振动模式[２９],

lg(C４MBA)为４Ｇ巯基苯甲酸溶液浓度的对数.参考

先前文献[３０]的检测限计算方法,经计算,这种检测

方法的浓度检测限约为８５０fmol/L.

图４ 二维SERS基底的灵敏度检测结果.(a)不同浓度的４Ｇ巯基苯甲酸的SERS光谱图;

(b)４Ｇ巯基苯甲酸的浓度对数与其１０７５cm－１谱峰处SERS信号强度的工作曲线

Fig敭４ Sensitivitydetectionresultsof２DSERSsubstrates敭 a SERSspectraof４MBAwithdifferentconcentrations 

 b SERSintensityatthepeakof１０７５cm－１versusthelogarithmofconcentrationof４MBA

　　４Ｇ巯基苯甲酸可以通过巯基形成的 Ag—S键

修饰在二维SERS基底上,通过４Ｇ巯基苯甲酸溶液

的光谱信号的重现性和均匀性来表征制备得到的二

维SERS基底的重现性和均匀性.４Ｇ巯基苯甲酸组

装 完 成 后,在 二 维 SERS 基 底 上 随 机 选 取 约

８０μm×１００μm的区域进行拉曼映射,得到的结果

如图３(b)所示,选取的信号通道为４Ｇ巯基苯甲酸光

谱的 １０７５cm－１ 特 征 峰.４Ｇ巯 基 苯 甲 酸 在 二 维

SERS基底上分布得较为均匀,也证实了二维SERS
基底材料较为均匀.统计１０７５cm－１特征峰的信号

强度,计 算 得 出 其 相 对 标 准 偏 差 (RSD)为

１７．５４７２％,说明二维SERS基底具有较好的重现

性.

３．４　甲胎蛋白定量检测及特异性分析

当甲胎蛋白适配体和适配体互补序列都已经

组装在SERS基底上后,向体系中加入不同质量浓

度的甲胎蛋白,现在临床上认为血清甲胎蛋白含

量正常参考值为＜２５ng/mL[３１].甲胎蛋白适配

体和适配体互补序列之间互补部分的碱基数目为

甲胎蛋白适配体的１/３,甲胎蛋白适配体会有较长

的黏性末端,处于亚稳状态.甲胎蛋白加入后会

和甲胎蛋白适配体发生特异性结合,适配体互补

序列被置换下来,信号分子ROX的SERS光谱信

号减小.因为在甲胎蛋白适配体和适配体互补序

列的体系中,ROX处于两个银纳米粒子的纳米间

隙(约２５．５nm,１bp约 等 于０．３４nm,bp为 碱 基

对)中,如图３(c)所示.两个纳米球和纳米球间形

成的纳米间隙能构成SERS“热点”结构,在热点中

有非常强的电磁场增强效应,因此在热点中的拉

曼标记分子的信号非常强.当甲胎蛋白加入后,
这样的纳米间隙结构被破坏,导致 ROX的SERS
光谱信号减小.加入不同质量浓度的甲胎蛋白,

ROX的SERS光谱信号减弱程度自然会不一样.
用ΔI来表示ROXSERS信号强度减少值,实验结

果如 图５所 示.需 要 指 出 的 是,这 里 用 的 二 维

SERS基底和灵敏性检测的基底不是同一批.向

相同条件体系中各加入１５０μL不同质量浓度的甲

胎蛋白.从图５(a)中可以看出,随着质量浓度的

增加,ROX的 SERS信 号 强 度 逐 渐 减 弱.选 取

ROX 的１６４５cm－１特 征 峰 作 分 析,其 中１３４５,

１５０３,１６４５cm－１谱峰可归属为ROX的环C—C的

伸缩振动[３２].对未加甲胎蛋白的对照组和各个甲

胎蛋白质量浓度下ROX的１６４５cm－１特征峰强度

求差值,得到ΔI.对信号减少值ΔI 与甲胎蛋白

浓度的对数lg(CAFP)作线性拟合,结果如图５(b)
所示,拟合相关系数为 R２＝０．９２２,线 性 关 系 为

ΔI＝４８１．５４３１６􀅰lg(CAFP)＋６２１６．０３２４２.参考先

前文献[３０]的检测限计算方法,经计算分析与实验

验证,这 种 方 法 的 甲 胎 蛋 白 质 量 浓 度 检 测 限

(LOD)约为１４５fg/mL,和前面提到的临床上常见

的传统检测甲胎蛋白的方法相比,检测限提高了

一个数量级[７].
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图５ 甲胎蛋白检测结果.(a)不同质量浓度的甲胎蛋白作用下的ROXSERS光谱图;

(b)甲胎蛋白质量浓度对数与１６４５cm－１谱峰处ROXSERS光谱强度之间的线性关系

Fig敭５ AFPtestresults敭 a ROXSERSspectrawithdifferentAFPmassconcentrations  b linearrelationship
betweenlogarithmofAFPmassconcentrationandintensityofROXSERSspectrumat１６４５cm－１

　　为了验证所设计的甲胎蛋白SERS传感器的特

异性以及抗干扰能力,分别向组装好的SERS传感

器中加入等质量的甲胎蛋白、BSA、CEA、TYR以及

PBS缓冲液,培养４h后,进行SERS光谱检测,检
测结果如图６所示.通过观察拉曼标记分子ROX
的SERS信号强度变化发现:加入BSA、CEA、TYR
后检测到的ROX拉曼信号强度基本上和对照组相

同,即以上三组干扰组和对照组ROX的１５０３cm－１

谱峰信号强度基本相同;而加入甲胎蛋白后检测到

标记分子ROX的SERS信号强度变成很低.因此

验证了本文所设计的甲胎蛋白SERS传感器具有特

异性与抗干扰能力.这样的结果得益于甲胎蛋白适

配体与甲胎蛋白之间的特异性吸附能力以及良好的

亲和力.

图６ 特异性检测结果.(a)甲胎蛋白特异性检测SERS光谱图;

(b)加入等量的不同蛋白后ROX１５０３cm－１SERS信号谱峰强度变化

Fig敭６ Specificitytestresults敭 a SERSspectraofAFPspecificdetection  b intensityvariationof

SERSsignalpeakofROXat１５０３cm－１afteraddingequalamountofdifferentproteins

４　结　　论

本文将银纳米粒子连接在修饰有硅烷偶联剂的

二氧化硅片上,作为本文实验的二维SERS增强基

底,并对其形貌、灵敏度、重现性进行了表征,发现这

些性能较好,并将其运用在甲胎蛋白的检测上.通

过将甲胎蛋白适配体和适配体互补序列组装在二维

SERS基底和银纳米粒子上来组装本文的甲胎蛋白

SERS检测传感器,同时形成＂热点＂结构,纳米间隙

的长度约为２５．５nm,通过加入不同浓度的甲胎蛋

白与传感器反应,得到不同的SERS信号.这种检

测方法的检测限为１４５fg/mL,较传统检测方法提

高了一个数量级,而且这种检测方法具有良好的特

异性与抗干扰能力.本文方法有望运用于血液中甲

胎蛋白含量的检测.
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