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基于PS@Ag纳米探针和Si@Ag阵列基底的表面
增强拉曼散射特性的肿瘤标志物免疫检测
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(1宁波大学 理学院 微电子科学与工程系,浙江 宁波315211)
(2宁波大学 医学院 浙江省病理生理学重点实验室,浙江 宁波315211)

摘 要:基于Ag包覆聚苯乙烯球(PS@Ag)纳米探针和Ag覆盖硅金字塔结构(Si@Ag)阵列基底构建

“三明治”免疫结构,开展表面增强拉曼散射(SERS)特性研究,实现了肝癌肿瘤标志物甲胎蛋白(AFP)
的高灵敏、高特异性的检测.通过硝酸银原位还原生成PS@Ag纳米粒子,再依次链接4-巯基苯甲酸(4-
MBA)及甲胎蛋白抗体(Anti-AFP)制备得到PS@Ag免疫探针.采用Langmiur-Bloggt膜技术、等离子

体刻蚀和湿法刻蚀技术,以PS球阵列为模版,刻蚀大面积硅金字塔结构,再依次沉积 Ag膜和链接

Anti-AFP制备得到免疫基底.结果表明,基于“三明治”免疫结构的SERS检测方案具有高灵敏度(检测

极限为1.75fg·mL-1)和宽的动态范围(2fg·mL-1~200ng·mL-1).此外,对临床人体血清样品进行

SERS免疫检测,得到了与化学免疫发光法一致的结果,而且具有更高的灵敏度,可应用于肝癌的早期

检测与诊断.
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SurfaceEnhancedRamanScattering-basedTumorImmunoassay
UsingPS@AgNano-probesandSi@AgArraySubstrate
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Abstract:Asuper-sensitive,high-specificimmunoassayoftumormarkerbasedonSurfaceEnhanced
RamanScattering(SERS)wasdevelopedwiththesandwich-typeimmunestructureconsistedofAg-
coveredpolystyrenesphere(PS@Ag)probesandAg-depositedSipyramidarray(Si@Ag)substrate.The
PS@Agimmuneprobewaspreparedbysuccessivelyimmobilizing4-Mercaptobenzoicacid(4-MBA)and
Anti-AFPantibodiesonthesurfaceofin-situreducedPS@Agnanoparticles.TheSipyramidarraywas
fabricatedusingPSspheresasatemplate,combiningwithLangmiur-Bloggtmethod,reactiveionetching
andwetchemicaletchingtechniques.Then,Si@Agimmunesubstratewaspreparedbysuccessively
depositingAgfilmandimmobilizingAnti-AFPantibodiesonthesurfaceofSipyramidarray.Theresults
demonstratethattheconstructedimmunoassayplatform exhibitshighsensitivitywiththelimitof
detectionof1.75fg·mL-1andwidelinearrangefrom2fg·mL-1to200ng·mL-1.Inaddition,the
detectionsofserumsampleshowtheSERS-basedplatformisnotonlywell-consistentwiththatof
chemiluminescentimmunoassaybutalso moresensitive,whichcouldbepotentiallyappliedinthe
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practicalclinicaldiagnosesofcancer.
Keywords:Surface-enhancedRamanscattering;Immunoassay;Alphafetoprotein;Pyramidarray
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0 引言

目前,癌症已经严重威胁人类健康[1].然而,医学研究表明,大量癌症患者可通过早期发现和治疗达到治

愈的目的[2-3].肿瘤标志物作为一种生物分子,存在于肿瘤患者的组织、体液和排泄物中,可以有效地反映肿

瘤在人体内的产生和发展[4-5].因此通过定量检测肿瘤标志物来实现对癌症的早期筛查和诊断意义重大.现
在,有许多方法通过检测血液、尿液和人体组织中的肿瘤标志物来诊断癌症,例如,酶联免疫法 (Enzyme-
LinkedImmunosorbentAssay,ELISA)、荧光免疫发光法(Fluorescence-BasedImmunoassay,FBIA)和化

学免疫发光法(Chemiluminescent,CLIA)[6-8].尽管这些方法已经获得广泛应用,但是也存在灵敏度低、易荧

光淬灭和操作复杂等缺点.而基于贵金属纳米结构表面增强拉曼散射(Surface-EnhancedRamanScattering,

SERS)特性的生物传感技术,利用光激发金属纳米结构的表面电子产生局域表面等离子体共振(Localized
SurfacePlasmonResonance,LSPR),检测表面吸附分子的拉曼信号,具有灵敏度高、特异性好和检测范围

广的特点[9-11].因此,开展贵金属纳米结构SERS特性的研究,进行肿瘤标志物的免疫检测,是重要的研究

热点.
在基于贵金属纳米结构SERS特性的免疫检测方法中,构建“三明治”结构(免疫基底-待测物-免疫探

针)是重要的研究内容.如ZHOU等采用Si纳米粒子(Nanoparticles,NPs)免疫探针和SiC@Ag免疫基底

实现了血清中前列腺特异抗原(ProstateSpecificAntigen,PSA)、甲胎蛋白(α-fetoprotein,AFP)和糖抗原

(Carbohydrateantigen19-9,CA19-9)的定量检测[12];CHENG等采用磁珠NPs和AuNPs实现了游离前

列腺 特异性抗原(free-ProstateSpecificAntigen,f-PSA)和复合前列腺特异性抗原 (complex-Prostate
SpecificAntigen,c-PSA)的同时检测[13].

本文采用原位还原法生成 Ag包覆聚苯乙烯球纳米粒子(Polystyrene@AgNanoparticles,PS@Ag
NPs),然后与4-巯基苯甲酸(4-Mercaptobenzoicacid,4-MBA)和甲胎蛋白抗体(Anti-AFP)链接制备PS@
Ag免疫探针;同时,采用Langmiur-Bloggt(L-B)膜、等离子刻蚀和磁控溅射等多种技术制备Ag覆盖的硅

金字塔结构,制备出增强性高、均一性好和成本低的Ag覆盖的硅金字塔结构(Si@Ag)阵列[14],然后与4-
MBA和Anti-AFP链接得到Si@Ag免疫基底;最后,形成Si@Ag免疫基底-AFP-PS@Ag免疫探针的

“三明治”结构,进行肿瘤标志物的定量检测.

1 实验

1.1 试剂与仪器

实验所用试剂均为分析纯:十二烷基硫酸钠(SDS,98%),氢氧化钠(NaOH,90%),氢氟酸(HF,

99%),四氢呋喃(THF,99.9%),丙酮(C3H6O,99%),乙醇(C2H6O,99.5%),硫酸(H2SO4,99%),氨
水(NH3·H2O,28%)和聚乙烯吡咯烷酮(PVP,K30)均购自国药集团化学试剂有限公司;异丙醇(IPA,

99.5%)购于阿拉丁公司;硝酸银(AgNO3,99.5%),三羟甲基氨基甲烷缓冲液(TBS,pH=7.6)和磷酸盐

缓冲溶液(PBS,pH=7)购 自SigmaAldrich公司;4-巯基苯甲酸(4-MBA,99%)购自日本东京化成工业发

展有限公司;标记和包被的 Anti-AFP、AFP、前列腺特异性抗原(PSA)和载脂蛋白(ApolipoproteinB,

ApoB)均购买自北京科沃中楷生 物科技有限公司;牛血清白蛋白(BSA)购自南京生兴生物技术有限公司;

PS球胶体溶液(1.4μm,10% wt)(200nm,10% wt)购自上海辉质生物科技有限公司;实验用水是电阻率

为18.2MΩ·cm-1的超纯水.
主要实验仪器是:场发射扫描电子显微镜(SEM,SU-70,Hitachi),便携式拉曼光谱仪(BWS415,B&W

TekInc.),X-射线衍射仪(XRD,Ru-200b,Bruker),高密度等离子体刻蚀机(ICP-98A,IMECAS),电子束

蒸 镀系统(AUTO-306,HHV),等离子清洗机(ZEPTO,Diener)和紫外可见吸收光谱仪(TU-1901,

Pgeneral).
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1.2 PS@Ag免疫探针的制备

首先,对PS球进行磺化改性.取500μL的PS球溶液置于60°C恒温箱中蒸干溶液中水分,然后将得到

的PS球体粉末加入5mLH2SO4溶液中,40°C下搅拌30min,接下来在8000rpm转速下离心10min,并
用 去离子水清洗,得到磺化处理后的PS球溶液;第二,制备PS@AgNPs:将20μL的氨水逐滴加入到2mL
的AgNO3溶液(1%w/v)中制备银氨溶液,然后将制备的银氨溶液与11mL的PVP溶液(10%wt)和2mL
磺化处理后的PS球胶体溶液混合,在200rpm转速和70℃下还原反应12h,待样品冷却到室温后,将反应

溶液分别用去离子水离心清洗3次(8000rpm,10min),并超声分散在乙醇中,则PS@AgNPs制备完成;
第三,将拉曼标记分子4-MBA(1mmol/L)和Anti-AFP(2mg·mL-1)相继与PS@AgNPs链接,再用牛

血清白蛋白(BovineSerumAlbumin,BSA)包裹裸露的PS@AgNPs表面,即制备得到4-MBA标记的PS
@Ag免疫探针.
1.3 Si@Ag免疫基底的制备

首先,应用L-B膜法在直径为4英寸的硅片上平铺一层密堆积PS球作为模板,然后应用等离子体刻蚀

(ReactiveIonEtching,RIE)技术减小PS球的直径,再将硅片浸入刻蚀溶液(NaOH∶IPA∶H2O=1∶3∶
1)中反应8min,则湿法刻蚀得到硅金字塔阵列结构;然后,使用电子束蒸镀系统,在硅金字塔阵列结构的表

面沉积30nm厚的银膜(沉积速率为0.2nm·s-1,工作压强为5×10-4Pa),制备得到大面积Si@Ag阵列

基底;最后,将制备的Si@Ag阵列基底分割成多个面积为5mm×5mm的单片基底,并将20μL的Anti-
AFP溶液(2mg·mL-1)滴加到分割后的单片基底表面,在37°C下孵化5h后,使Anti-AFP与基底链接,
再用BSA包裹裸露的Ag膜,即制备得到Si@Ag免疫基底.
1.4 AFP的检测

首先,在Si@Ag免疫基底表面滴加20μL的AFP溶液,在37℃下放置5h后,分别用PBS、TBS溶液

和去离子水清洗未与基底链接的AFP抗原;然后,再滴加20μL的PS@Ag免疫探针溶液到链接抗原的Si
@Ag免疫基底上,在4℃下孵化12h后,分别用PBS、TBS溶液和去离子水清洗未链接的免疫探针,经氮气

吹干后,即形成由Si@Ag免疫基底、AFP抗原和PS@Ag免疫探针组成的“三明治”结构,并应用于SERS
光谱检测,其完整流程如图1所示.

图1 基于SERS的免疫检测示意图

Fig.1 SchematicofSERS-baseddetection

2 结果与讨论

2.1 PS@AgNPs的表征与分析

PS球的形貌和PS@AgNPs的扫描电镜照片如图2所示.由图2(a)可知,PS球的平均直径为200nm,
且呈现出光滑的表面和良好的单分散性;由图2(b)可知,经过还原反应生成的PS@Ag纳米粒子呈现出一
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种类草莓状的结构,平均粒径约为30nm的Ag颗粒均匀分布在PS球表面.分析表明,磺化处理后,PS球表

面带有大量的-SO3H,当加入制备的银氨溶液时,[Ag(NH3)2]+离子由于电荷作用被吸引到PS球表面,在
稳定剂和还原剂PVP的作用下,[Ag(NH3)2]+离子被还原成Ag颗粒并附着于PS球表面,则PS@AgNPs
形成[15].制备的PS@AgNPs的EDS谱和XRD谱分别如图2(c)和2(d)所示.在图2(c)中,高强度的Si和C
信号分别来自于硅片和PS球,Ag信号来自与PS球表面的 Ag颗粒;图2(d)中位于37.9°,44.1°,64.3°,

77.2°和81.4°处的衍射峰分别对应于Ag的(111),(200),(220),(311)和(222)晶面,表明Ag颗粒为面心

立方结构.

图2 PS纳米粒子的SEM照片以及PS@AgNPs的EDS谱和XRD谱

Fig.2 SEMimagesofnanoparticles,EDSandXRDspectraofPS@AgNPs

2.2 PS@Ag免疫探针的表征与分析

  PS@Ag免疫探针制备过程由紫外-可见吸收光

谱表征.从图3可以看出,PS@AgNPs、4-MBA标

记的PS@AgNPs和PS@Ag免疫探针的吸收峰分

别位于542、554和560nm处.相对于PS@AgNPs
的吸收峰,4-MBA标记的PS@AgNPs和PS@Ag
免疫探针的吸收峰分别红移了12nm和8nm,表明

4-MBA分子和Anti-AFP抗体成功地链接到PS@
AgNPs表面.同时,它们的吸收峰的半高宽增加,表
明4-MBA分子和Anti-AFP抗体的链接使PS@Ag
NPs产生一定程度团聚.
2.3 Si金字塔阵列的表征和分析

由图4(a)可见,经L-B膜法制备的PS纳米球

阵列为六角密排结构,PS球的平均直径为1.4μm;

图3 制备的纳米粒子和免疫探针的吸收谱

Fig.3 Absorptionspectraoffabricatednanoparticles
andimmuneprobes

在图4(b)中,通过RIE刻蚀,PS球仍保持良好的周期性与均一性,PS球的平均直径为1.05μm,球之间的空

隙增大,直径缩小了约25%;从图4(c)和(d)可以发现,湿法刻蚀后的硅基底呈现金字塔阵列结构,具有良好
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的周期性,金字塔所占面积为1.4μm×1.4μm,相邻间距为纳米量级.

图4 PS纳米球阵列,RIE刻蚀的PS球阵列,湿法刻蚀的硅金字塔阵列和硅金字塔阵列的SEM照片

Fig.4 SEMimagesofPSnanospherearray,etchedPSnanospherearray,SipyramidarrayandSipyramidarray

2.4 Si@Ag基底的表征与SERS特性分析

Si@Ag基底的SEM照片如图5所示.由图5(a)~(c)可见,随着Ag沉积时间的增加,Ag颗粒的粒径不

断增加,硅金字塔表面的粗糙度变大;随着Ag沉积时间进一步增加,如图5(d)~(f)所示,Ag颗粒积聚成

膜,粗糙程度下降.为研究Ag的沉积厚度对Si@Ag基底SERS活性的影响,滴加20μL(10mmol/L)的4-
MBA溶液到Si@Ag基底表面,在785nm激光波长、20mW激光功率和10s积分时间的实验条件下,对不

同Ag厚度的6种基底进行SERS光谱测量,结果如图6.由图6(a)可见,随着Ag的厚度增加,在1078与

图5 各种Ag沉积厚度的Si@Ag基底的SEM 照片

Fig.5 SEMimagesofSi@AgsubstrateswithdifferentAgthickness
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图6 不同Si@Ag基底上4-MBA的SERS光谱及其对应的1078cm-1处拉曼特征峰的平均强度

Fig.6 SERSspectraof4-MBAondifferentSi@AgsubstratesandtheiraverageintensitiesofSERSpeakat1078cm-1

1590cm-1处的4-MBA的拉曼特征峰强度先增大后减小,并由图6(b)可以直观地看出,对于 Ag厚度为

30nm的Si@Ag基底,其拉曼特征峰强度最大,具有优良的SERS增强特性.这种现象可以用沉积在硅金字

塔上的Ag颗粒之间的LSPR耦合来解释.具体地,随着Ag沉积厚度的增加,相邻颗粒之间的 距离不断减

小,当减小到5~10nm左右时,容易产生强烈的LSPR耦合,并且在相邻的金字塔缝隙处,Ag颗粒更易聚

集并产生热点效应,同时在金字塔顶端由于尖端效应产生强的电场增强.以上几种效应的叠加,使与Ag键

合的4-MBA的拉曼信号得到极大增强[15-17].随着Ag沉积厚度的进一步增加,单分散的Ag颗粒聚集形成膜

状结构,粗糙度下降,热点效应减弱,则SERS信号强度下降.因此,选定Ag的沉积厚度为30nm的Si@Ag
基底应用于后续实验.

进一步,Si@Ag基底的SERS增强因子按照式(1)计算.
EF=(ISERS/NSERS)/(Ibulk/Nbulk) (1)

式中,ISERS与Ibulk分别代表4-MBA分子的SERS特征峰和拉曼特征峰的积分强度;Nbulk与 NSERS分别表示

激光照射光斑内的硅片和Si@Ag基底上的4-MBA分子数.根据在硅片和Si@Ag基底上测量4-MBA位于

1078cm-1处的拉曼峰强度(图7(a)),分别得到Ibulk=4.64×103,ISERS=8.6×105;然后,由实验参数(光斑

直径2.4μm、激光穿透深度9.81μm和单个4-MBA分子所占的面积为3.32×10-7μm2)
[18-19],计算得到

Nbulk=8.6×1010,NSERS=1.36×107.则由式(1)即得,Si@Ag基底的增强因子EF=1.17×106.此外,在Si@
Ag基底上随机取25个测试点,测量得到4-MBA位于1078cm-1处的拉曼峰强度如图7(b)所示,各点峰强

的相对标准差为5.48%,表明基底的均匀性良好.

图7 4-MBA的SERS光谱和拉曼光谱以及在基底上25个点的SERS峰强度

Fig.7 SERSandRamanspectraof4-MBAandtheintensitiesofSERSpeaksfor25spotsonthesubstrate
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2.5 AFP的检测与分析

根据2.4节描述的基于“三明治”结构SERS特性的免疫检测方案,开展肿瘤标志物AFP的定量检测.图

8(a)为不同浓度的AFP标准溶液检测的SERS光谱.由图8可见,随着AFP浓度的降低,位于1078cm-1处

的4-MBA的特征峰强度逐渐降低,表现出强度与浓度的正相关性,其对应的剂量响应曲线如图8(b)所示,
拟合曲线的方程为:y=1652.114x+24968.803,相关系数R2=0.988.此外,在图8(a)中,当AFP的浓度降

至2fg·mL-1时,4-MBA的特征峰仍清晰可辨,显示出高的灵敏度,检测极限达到1.75fg·mL-1[20].图8(b)
也表明,基于“三明治”结构SERS特性的免疫检测展示出宽的动态范围(2fg·mL-1到200ng·mL-1).

图8 对应各种样本的SERS光谱和AFP的剂量-响应曲线

Fig.8 SERSspectracorrespondingtovarioussamplesandthedose-responsecurvesofAFP

为验证检测结果的特异性,图8(c)给出了免疫检测实验中得到的AFP、PSA和ApoB以及它们的混合

溶液的SERS光谱.由图8(c)可见,强的SERS信号只在AFP存在时得以显现,PSA和ApoB并不会对检测

的SERS强度产生影响.因此,检测具有良好的特异性,可实现对AFP的定量检测.
最后,应用基于“三明治”SERS特性的检测方案开展临床血清样本的检测.如图8(d)所示,对不同稀释

比例的血清样品分别进行SERS光谱检测,并由剂量响应曲线(图8(b))计算相应的AFP浓度,结果列于表

1中.同时,与采用CLIA方法的检测结果进行对比,可以看出,基于“三明治”结构SERS特性的免疫检测方

案与CLIA的检测结果基本一致,并且具有更高的灵敏度.因此,基于PS@Ag免疫探针和Si@Ag免疫基底

的SERS光谱检测具有好的可靠性.
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表1 血清样品的检测结果

Table1 Detectionresultsofsample

Dilutedratio SERS-basedimmunoassay/(ng·mL-1) CLIA/(ng·mL-1) Relativeerror/%
S1(R=1) 12.4327 11.98 3.78
S2(R=5) 2.5884 2.55 1.51
S3(R=20) 0.5675 0.6 5.41
S4(R=80) 0.1748 0.17 2.82
S5(R=320) 0.0395 -
S6(R=1280) 0.0095 -

3 结论

采用L-B技术、RIE和湿法刻蚀技术等,制备出具有优良SERS特性的PS@AgNPs和Si@Ag基底,并
提出了基于PS@Ag免疫探针、AFP和PS@Ag免疫基底组成的“三明治”结构SERS特性的免疫检测方案.
结果表明,该检测方案对AFP具有高的检测灵敏度、宽的检测动态范围和好的可靠性,具有潜在的临床应用

价值.
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