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基于表面增强拉曼散射技术的癌症检测研究进展
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摘要　表面增强拉曼散射（ＳＥＲＳ）是一种可从单分子水平对样本进行检测和成像的振动光谱新技术，具有高灵敏

度、高特异性、测量快速及对待测样本基本无损等优点，十分适合于癌症的早期筛查研究。近年来，ＳＥＲＳ技术应用

于癌症检测已成为一个新的研究热点，表现出良好的发展前景。简要介绍了肿瘤组织、肿瘤细胞及癌症患者血液

的ＳＥＲＳ研究最新成果，对存在的研究难点、局限性及潜在应用价值进行了全面综述，对ＳＥＲＳ技术在癌症检测中

的发展前景进行了展望。
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１　引　　言

据世界卫生组织统计，每年全球超过１２００万人被确诊患上癌症，约７６０万人死于癌症，无论在发达国家还

是发展中国家，癌症都是导致人们死亡的主要“杀手”之一［１］。在我国城镇居民中，癌症已占死因的首位［２］。早

期筛查可显著提高癌症患者５年生存率。然而，体腔内肿瘤通常需要组织病理学检查，即需做穿刺活检，作为

一种有损操作，该方法难以实现癌症的早期诊断，并有可能造成患者体内组织出血、感染等并发症。因此，探索

无损、快速且灵敏度和特异性高的癌症筛查和诊断新方法已成为与大众健康密切相关的研究热点。

拉曼光谱术是一种基于拉曼散射效应而发展起来的分子光谱技术，采用拉曼光谱技术可以从分子水平
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上探测组织细胞内的蛋白、核酸、脂类以及糖类等生物分子的精细结构和信息［３－４］。在肿瘤生长和发展过程

中，上述分子的物质结构、构象和数量会发生明显变化，通过对比研究癌变和正常生物样本（组织、细胞或相

关生物分子）的拉曼光谱，发现二者特征光谱的差异可以反映癌变信息，从而可应用于癌症诊断研究［５－６］。

与常规检测技术相比，拉曼光谱技术具有样本预处理简单、无损和快速等优点，然而，由于分子的拉曼散射截

面小，使得拉曼光谱信号非常微弱［７］（约为荧光的万分之一），一些与癌症相关的指纹信号易被荧光等背景噪

声所掩盖。因此，如能对拉曼信号进行增强，同时抑制荧光等背景信号，将显著提高癌症检测的灵敏度。

１９７４年，Ｆｌｅｉｓｈｍａｎｎ等
［８］发现，当吡啶分子吸附在粗糙银表面上，其拉曼散射信号比溶液中吡啶分子的拉曼

散射信号增强约６个数量级，这种增强效应被称为表面增强拉曼散射（ＳＥＲＳ）效应。贵金属纳米颗粒具有特

殊的光学、磁学、机械和化学等性质，可以应用在许多科学领域，例如，表面增强拉曼散射、表面等离子体共

振传感、光催化等，在过去几十年中吸引了大量研究者的注意［９］。同时，贵金属纳米粒子还有猝灭荧光的作

用，这是因为荧光分子一旦与金属直接接触或键合导致分子与金属间发生非辐射能量转移，而猝灭待测分子

荧光，如纳米金颗粒由于具有高的消光系数和较宽的光谱吸收特性，１３ｎｍ的金颗粒在５２０ｎｍ波长下的消

光系数为２．７×１０８ｍｏｌ·Ｌ－１·ｃｍ－１，比常规有机猝灭剂高３～５个数量级
［１０］。这种荧光猝灭的作用，大大降

低了背景荧光的干扰，从而进一步提高ＳＥＲＳ检测的灵敏度。目前ＳＥＲＳ增强效应最高可达到１０１４～１０
１５数

量级，实现了某种意义上可称为灵敏度最高的单分子检测［１１－１３］。ＳＥＲＳ技术保留了拉曼光谱简单、无损和

快速等原有优点，同时具备了高灵敏度的独特优势。当前将ＳＥＲＳ技术应用于癌症检测已成为国际上拉曼

光谱领域的一个研究热点［１４］。本文就近年来在体腔肿瘤组织、活性肿瘤细胞及癌症患者血液等方面的

ＳＥＲＳ研究中取得的一些重要进展做一综述。

２　体腔肿瘤组织的ＳＥＲＳ检测

２．１　离体肿瘤组织犛犈犚犛检测

２００７年，刘燕楠等
［１５］将手术切除的离体组织样品浸泡在银溶胶中，采用６３３ｎｍ的氦氖激光激发并测

量获得人肺正常组织与癌变组织的ＳＥＲＳ光谱，发现和人肺正常组织相比，癌变组织蛋白质主链中酰胺Ⅲ和

酰胺Ⅰ谱带的有序构象明显减少，脱氧核糖核酸（ＤＮＡ）的骨架磷酸基团、脱氧核糖、磷酸 脱氧核糖和碱基

的含量总体呈增加趋势，磷脂的链内纵向有序性参数明显下降。２００８年，Ｐｎｚａｒｕ等
［１６］将银溶胶直接滴加在离

体的正常和癌变人结肠组织上，接着对银胶滴加位置进行６３２．８ｎｍ激光激发并测量获得ＳＥＲＳ光谱，发现相对

于正常结肠组织，癌变组织中归属于ＤＮＡ／核糖核酸（ＲＮＡ）碱基及组氨酸、苯丙氨酸的谱峰强度显著增加，蛋

白质主链中的酰胺Ｉ谱带消失。２００９年，本课题组采用金溶胶做为增强基底，采用７８５ｎｍ近红外激发并测量

获得人鼻咽正常组织与癌变组织的ＳＥＲＳ光谱，发现二者在７２５ｃｍ－１、９６２ｃｍ－１和１３６６ｃｍ－１这三个谱峰强

度差异最为明显，通过ＳＥＲＳ成像技术可清晰直观地观察到这一差异
［１７］。２０１３年，Ｆｅｎｇ等

［１８］对４４例食道

癌患者的癌变组织进行了ＳＥＲＳ检测，并与正常食道组织进行区分，诊断灵敏度和特异性分别达９０．９％和

９７．８％。

上述研究工作中采用的是非标记ＳＥＲＳ检测技术，即采用浸泡和滴加等手段将离体组织样品与金或银

溶胶直接孵育后再进行激光激发检测，该方法简单、成本低且获得的ＳＥＲＳ光谱信息量丰富。除此方法外，

将ＳＥＲＳ技术与抗原、抗体特异性免疫反应技术相结合还发展出一种ＳＥＲＳ免疫检测技术，和非标记ＳＥＲＳ

技术相比，ＳＥＲＳ免疫检测技术的灵敏度更高，而且可以对组织样本中的单组分或多组分进行特异性检测。

２００６年，Ｓｃｈｌüｃｋｅｒ等
［１９］首次将ＳＥＲＳ免疫检测技术应用于人前列腺癌变组织的检测，他们将前列腺特异性

抗原（ＰＳＡ）的一级抗体标记到中空的金纳米颗粒上构成免疫ＳＥＲＳ探针，以ＳＥＲＳ增强剂５，５′ 二硫代二

（琥珀酰亚氨基 ２ 硝基苯甲酸）（ＤＳＮＢ）为拉曼信号报告分子，成功检测到癌变组织中前列腺癌肿瘤标志

物ＰＳＡ抗原的表达。之后，Ｓｕｎ等
［２０－２１］构建了一种复合有机 无机纳米粒子（ＣＯＩＮ）的ＳＥＲＳ免疫探针，对

前列腺癌变组织进行ＳＥＲＳ检测，准确率达９０％以上。最近席刚琴等
［２２－２３］构建了一种金／银核壳结构的

ＳＥＲＳ免疫探针分别对结肠和鼻咽的癌变组织进行检测，并对正常组织和癌变组织进行ＳＥＲＳ成像（图１），

展现了ＳＥＲＳ免疫检测技术较高的灵敏度和特异性。ＳＥＲＳ成像是在组织切片上一定区域面积内进行点扫

描，然后根据获取的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

０８００２０２
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图１ 免疫ＳＥＲＳ探针对（ａ），（ｃ）正常和（ｂ），（ｄ）癌变的鼻咽组织的ＳＥＲＳ成像结果和组分空间分布图

Ｆｉｇ．１ ＩｍａｇｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｗｉｔｈｉｍｍｕｎｅＳＥＲＳｐｒｏｂｅａｎｄｔｉｓｓｕｅｓｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｐａｔｉａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｆｏｒ（ａ），（ｃ）ｎｏｒｍａｌ

ａｎｄ（ｂ），（ｄ）ｃａｎｃｅｒｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｔｉｓｓｕｅｓ

峰面积进行拟合从而获得ＳＥＲＳ成像图。用不同的颜色表示每个像点的特征拉曼峰的强度，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。

２．２　活体肿瘤犛犈犚犛检测

离体肿瘤组织的ＳＥＲＳ研究已经展现了ＳＥＲＳ方法较高的诊断灵敏度和特异性，然而，待测样本仍需要

通过组织活检获取。为了充分发挥ＳＥＲＳ检测方法快速、无损的优势，研究者进一步开展了活体肿瘤的

ＳＥＲＳ研究。２００８年，Ｑｉａｎ等
［２４］首次将免疫ＳＥＲＳ检测技术应用于活体肿瘤检测。首先，他们构建了一种

可特异性识别肿瘤标志物ＥＧＦＲ的ＳＥＲＳ免疫探针，探针合成基本过程如下：先将拉曼信号报告分子孔雀

石绿（ＭＧＩＴＣ）吸附在６０ｎｍ的金纳米颗粒上，然后用聚乙二醇（ＰＥＧ）进行包被形成ＰＥＧ单分子层，最后将

ＥＧＦＲ的特异性配体ＳｃＦｖ连接到ＰＥＧ单分子层。当这种ＳＥＲＳ免疫探针被静脉注射到裸鼠体内后，可被

体内的肿瘤组织特异性结合并富集，从而在肿瘤部位检测到强的ＳＥＲＳ信号，其他正常组织部位则信号弱或

无信号（图２）。之后，Ｋｅｒｅｎ等
［２５］构建了一种硅包被的免疫ＳＥＲＳ探针对裸鼠体内的肿瘤组织进行检测，并

对该免疫ＳＥＲＳ探针在裸鼠体内的组织器官分布进行了研究。以上研究结果很好地展现了ＳＥＲＳ技术在癌

症临床诊断上具有的潜在应用价值［２６］，然而，相关问题仍待解决，如免疫ＳＥＲＳ探针的生物安全性、尺寸及

最佳注射剂量等问题，还需要进一步研究。

３　活性肿瘤细胞的ＳＥＲＳ检测

在对活性肿瘤细胞的ＳＥＲＳ研究中，最关键一步是如何将ＳＥＲＳ探针（金或银纳米粒子等）导入活性肿

瘤细胞内。目前常用的方法主要有以下几种．

直接孵育方法：该方法是一种利用细胞自身内吞生理功能的“被动吸收”模式，尽管耗时较长（超过

２０ｈ），但方法简单易行，目前广泛应用于活性细胞的ＳＥＲＳ研究。如Ｋｎｅｉｐｐ等
［２７－３０］采用直接孵育方法将

金或银纳米粒子等ＳＥＲＳ基质导入活性贴壁细胞，分别对前列腺癌细胞、乳腺癌细胞和骨肉瘤细胞等多种贴

壁肿瘤细胞进行了ＳＥＲＳ研究。然而该方法难以获得活性悬浮态细胞的ＳＥＲＳ信号
［３１－３２］。

免疫结合方法：Ｓｈａ等
［３３－３４］合成了一些针对肿瘤细胞上皮细胞表型的免疫金纳米ＳＥＲＳ探针结合在肿
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图２ 活体肿瘤ＳＥＲＳ检测。（ａ）免疫ＳＥＲＳ探针和（ｂ）非标记的ＳＥＲＳ探针从裸鼠肿瘤及肝脏部位获取的ＳＥＲＳ图谱；

（ｃ），（ｄ）检测照片

Ｆｉｇ．２ ＳＥＲＳｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ犻狀狏犻狏狅ｔｕｍｏｒ．（ａ）ＳＥＲＳｓｐｅｃｔｒｕｍｗｉｔｈｉｍｍｕｎｅＳＥＲＳｐｒｏｂｅａｎｄ（ｂ）ＳＥＲＳｓｐｅｃｔｒｕｍ

ｗｉｔｈｌａｂｅｌｆｒｅｅＳＥＲＳｐｒｏｂｅｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｔｕｍｏｒａｎｄｌｉｖｅｒｏｆｔｈｅｎｕｄｅｍｉｃｅ；（ｃ），（ｄ）ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ

瘤细胞膜表面，对人和大鼠的外周血中的乳腺癌、肺癌和喉癌等肿瘤细胞进行了ＳＥＲＳ检测。这种基于免疫

识别的ＳＥＲＳ预处理方法需要制备相应的免疫ＳＥＲＳ探针并通过免疫识别结合在活性细胞膜表面，操作较

繁复。更为关键的是，肿瘤细胞在转移过程中会发生上皮 间质转化，从而丢失某些上皮细胞的表型，以这些

表型为靶抗原的上述检测方法容易造成诊断结果的假阴性［３５］。

图３ ＳＥＲＳ 细胞电穿孔方法流程图。通过（ａ）细胞孵育，（ｂ）膜自我修复，（ｃ）电穿孔三个步骤完成银纳米颗粒导入细胞

Ｆｉｇ．３ ＳｃｈｅｍｅｓｏｆｔｈｅｐｒｏｃｅｄｕｒｅｆｏｒＳＥＲＳｃｅｌｌｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ．（ａ）Ｃｅｌｌｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ；（ｂ）ｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅ

ｓｅｌｆｈｅａｌｉｎｇ；（ｃ）ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ
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其他方法：如细胞自还原方法可通过胞内还原酶作用将离子态金还原生成金纳米粒子进行ＳＥＲＳ检测，

但需耗费较长时间（约３６ｈ）
［３６］，光纤ＳＥＲＳ探头

［３７］和微注射方法［３８］操作繁复且无法对批量细胞进行ＳＥＲＳ

预处理，均难以在活性细胞的ＳＥＲＳ研究中广泛应用。

从上述研究现状可以清楚的看到，尽管有关活性细胞ＳＥＲＳ探针的导入方法层出不穷，但耗时长、操作

繁复等问题仍未得到解决，如何将ＳＥＲＳ探针导入活性悬浮细胞仍是一个研究难点。２００９年，本课题组在

对表皮鳞癌等贴壁肿瘤细胞开展的ＳＥＲＳ研究中首次提出一种ＳＥＲＳ 细胞电穿孔方法（图３），使细胞

ＳＥＲＳ的预处理时间由传统的２０ｈ缩短到１ｍｉｎ以内，从而大大加快了细胞ＳＥＲＳ检测速度
［３９］。和直接孵

育的“被动吸收”模式不同，ＳＥＲＳ细胞电穿孔方法是一种“主动导入”模式，受贴壁或悬浮等不同细胞类型的

影响较小。在此基础上，俞允等［４０－４２］进一步改良了ＳＥＲＳ细胞电穿孔方法并成功将ＳＥＲＳ探针导入活性悬

浮肿瘤细胞中。以上研究结果表明ＳＥＲＳ细胞电穿孔方法在活性肿瘤细胞ＳＥＲＳ研究中具有良好的应用前

景［４３］。

４　癌症患者血液的ＳＥＲＳ检测

血液采样方便快捷，很适合用于癌症的大众筛查研究。如血液中甲胎蛋白（ＡＦＰ）是唯一经美国食品药

品管理局（ＦＤＡ）批准临床使用的肝细胞癌（ＨＣＣ）血清学诊断标志物，常用于临床 ＨＣＣ筛查。但由于普通

拉曼光谱的分子散射截面小、散射光强弱和散射效率低等原因，导致直接检测生物液的拉曼光谱进行成分分

析和诊断疾病的报道中往往存在探测灵敏度较低、低浓度生物液信号弱和分子信息获取量少等问题［４４］。

２０１０年，本课题组将ＳＥＲＳ技术应用于鼻咽癌患者血浆的ＳＥＲＳ研究，在对患者血液样品离心获取其上层

血浆后，将银溶胶与其直接混合，用７８５ｎｍ激光激发并测量获取其ＳＥＲＳ光谱
［４５］。最后通过多变量分析方

法对患者和健康人血浆ＳＥＲＳ光谱进行区分，诊断灵敏度和特异性分别为９０．７％和１００％。在此基础上，又

开展了基于不同偏振激光激发的胃癌患者血浆ＳＥＲＳ研究。结果表明：对不同偏振激光激发获得的血浆

ＳＥＲＳ光谱使用相同的分析手段进行区分，其诊断灵敏度和特异性明显不同，左旋圆偏振激发光诊断效果最

佳，右旋圆偏振激发光其次，优于非偏振以及线偏振激光激发［４６］。２０１１年，刘仁明等
［４７－４８］分别对肝癌和结

肠癌患者的血清进行了ＳＥＲＳ研究，发现癌症患者与健康人血清的ＳＥＲＳ光谱存在显著差异。

血液作为生物体与外界主要养份及代谢产物循环与交换的介质，其组成成分十分复杂，对血液直接进行

ＳＥＲＳ检测时，由于ＳＥＲＳ技术灵敏度高达单分子水平，血液中各种组分信号均有可能得到最大程度放大，

一些无关组分的增强信号就可能干扰或覆盖与癌症密切相关的特征组分信号。２０１１年，本课题组提出一种

ＳＥＲＳ膜电泳方法
［４９－５０］，对胃癌和鼻咽癌血浆蛋白进行ＳＥＲＳ研究，即先利用醋酸纤维薄膜电泳技术从胃

癌患者血液中分离纯化出血浆蛋白，和ＳＥＲＳ增强基质混合制备成为非标记的ＳＥＲＳ探针，再进行ＳＥＲＳ检

测。图４是ＳＥＲＳ膜电泳方法检测血浆中血浆蛋白的工作流程图，主要分为以下４个步骤：１）醋酸纤维薄膜

电泳结束后，左侧的醋酸纤维素膜使用氨基黑１０Ｂ染色，然后将右侧未染色膜条对应位置［图４（ａ）虚线处］

的薄膜剪下来。２）蛋白和银纳米粒子混合液制备，先将白蛋白和球蛋白的膜条剪碎，分别收集到两个

１．５ｍＬ的离心管中，加入冰醋酸溶解后与银胶３７℃孵育搅拌３０ｍｉｎ后收集溶液并进行ＳＥＲＳ光谱检测。

３）获取胃癌血浆白蛋白的ＳＥＲＳ光谱［图４（ｃ）中谱线ｉ，ｉｉ是作为空白对照的醋酸纤维素膜的ＳＥＲＳ光谱］。

４）获取血浆球蛋白的ＳＥＲＳ光谱［图４（ｄ）中谱线ｉｉｉ，ｉｖ是作为空白对照的醋酸纤维素膜的ＳＥＲＳ光谱］。

ＳＥＲＳ膜电泳方法与血浆ＳＥＲＳ检测方法的最大不同在于，前者使血浆蛋白中含有的癌症信息通过ＳＥＲＳ

效应得到最大程度的增强，同时避免了血浆中其他组分的干扰。因此，ＳＥＲＳ膜电泳技术极大地提高了癌症

血浆蛋白ＳＥＲＳ光谱区分的灵敏度和特异性，该方法的诊断灵敏度和特异性均接近１００％。

５　结束语

对ＳＥＲＳ技术在癌症检测中的研究进展和应用前景从组织、细胞和血液等方向做了综述。ＳＥＲＳ技术

在未来实际临床应用中已显现出一些良好的发展前景，如检测灵敏度高，能从分子水平给出诊断信息，诊断

标准更为定量，诊断结果更具客观性。然而，ＳＥＲＳ技术在癌症检测中的研究还处于初级阶段，仍存在以下
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图４ ＳＥＲＳ ＳＥＲＳ膜电泳方法流程图。（ａ）剪下白蛋白和球蛋白对应的膜条；（ｂ）制备蛋白和银纳米粒子混合液；（ｃ）ｉ是

胃癌血浆白蛋白的ＳＥＲＳ光谱，ｉｉ是作为空白对照的醋酸纤维素膜的ＳＥＲＳ光谱；（ｄ）ｉｉｉ是血浆球蛋白的ＳＥＲＳ光谱，

　　　　　　　　　　　　　　　　ｉｖ是作为空白对照的醋酸纤维素膜的ＳＥＲＳ光谱

Ｆｉｇ．４ ＳｃｈｅｍｅｓｏｆｔｈｅｐｒｏｃｅｄｕｒｅｆｏｒＳＥＲＳｃｅｌｌｕｌｏｓｅａｃｅｔａｔｅｆｉｌｍｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．（ａ）Ｃｕｔｏｆｆｔｈｅａｌｂｕｍｉｎａｎｄｇｌｏｂｕｌｉｎ

ｂａｎｄｓ；（ｂ）ｐｒｅｐａｒｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｓｌｉｖｅｒｍｉｘｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ；（ｃ）ＳＥＲＳｓｐｅｃｔｒａｏｆｓａｍｐｌｅｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒａｌｂｕｍｉｎ（ｃｕｒｖｅｉ）

ａｎｄｂｌａｎｋｃｅｌｌｕｌｏｓｅａｃｅｔａｔｅｍｅｍｂｒａｎｅ（ｃｕｒｖｅｉｉ）；（ｄ）ＳＥＲＳｓｐｅｃｔｒａｏｆｓａｍｐｌｅｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｇｌｏｂｕｌｉｎ（ｃｕｒｖｅｉｉｉ）ａｎｄ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ｂｌａｎｋＣＡｍｅｍｂｒａｎｅ（ｃｕｒｖｅｉｖ）

不足之处：１）在癌症检测中尚未建立ＳＥＲＳ的诊断标准，无法对不同的癌症ＳＥＲＳ光谱进行区分；２）现有的

ＳＥＲＳ增强基质种类较少，常用的仅有金、银、铜三种；３）在癌症检测中现有的ＳＥＲＳ检测方法较少，手段较

单一。

为了进一步挖掘ＳＥＲＳ技术的优势，提出以下建议：

１）建立癌症的ＳＥＲＳ检测数据库，包括对健康人组织、细胞、血液中各种成分的ＳＥＲＳ分析数据，为

ＳＥＲＳ技术在癌症临床应用提供依据和标准。

２）提高ＳＥＲＳ光谱的重现性和稳定性。为此，除对原有ＳＥＲＳ增强基质制备方法进行改进和发展外，

还需发展更多种金属作为ＳＥＲＳ增强基质，并建立一些新的ＳＥＲＳ增强基质制备技术。

３）发展适用于医学检验的ＳＥＲＳ检测新技术。将ＳＥＲＳ技术与一些生物医学技术特别是无损的检测

分析技术相结合，发展一些ＳＥＲＳ检测新技术，全面解析癌症信息，充分发挥ＳＥＲＳ技术在癌症检测中高灵

敏度和特异性的优势。

未来的研究热点将主要集中在发展无损、快速、特异性和灵敏度高的癌症ＳＥＲＳ检测方法，这些研究结

果将为大规模、快速癌症大众筛查提供经济有效的ＳＥＲＳ检测新技术。可以预见，ＳＥＲＳ技术将成为一种强
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有力的癌症筛查手段，并有望推广到其他疾病的普查，从而为改善大众健康、造福人类做出贡献。
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