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方法!通过在金纳米杆$
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A<<:

%固定交界面处的
:R'@5

!形成大面积分布#均匀致密
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纳米结构薄膜基底"然后!采用等离子体清洗技术处理制备的基底!使得

金纳米杆$
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基底!开展前列腺癌症肿瘤标志物,,,前列腺特异性抗原$
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%的高灵敏无标记定量检测研究"在
A0:

的无标记检测过程中!首先对
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标准溶液和新生牛血清进行
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光谱的直接检测!得到
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分别位于

O.!

!

-/O/

!

-!O+

!

-+O*

和
-*?/2P

_-处的主要的拉曼特征峰'其次!通过对
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标准溶液#临床男性血清

样本及女性血清样本的
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光谱进行测量和分析!筛选出在
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的
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光谱中与血清中
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含量相关

的拉曼特征峰!它们是分别位于
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_-处的拉曼特征峰"进一步!通过对与
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同属糖

蛋白的肿瘤标志物甲胎蛋白$
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.

$

=K.

%进行
0W@0

光谱检测和分

析!发现位于
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_-处的拉曼特征峰对于
A0:

具有高的特异性!将其作为临床血清样本中
A0:

无标记

定量检测的具有特异性的拉曼特征峰!并以此为依据!对不同
A0:

浓度的标准溶液进行检测!得到位于

-*?/2P

_-处的拉曼特征峰强度与
A0:

样本溶液中
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的浓度相关的剂量
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响应曲线"最后!开展临床血清

样本的应用检测"结果表明!基于
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基底的
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检测结果与化学发光免疫分析$
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的检测结果一致!且具有比
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更高的检测灵敏度!最低检测极限为
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基底的高灵敏肿瘤标志物无标记检

测具有重要应用前景"
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由于老龄化程度的加剧以及环境和生活习惯的改变!癌

症的病发率和致死率在逐年增长!严重威胁人类健康"根据
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年
.

月国家癌症中心发布的数据!我国
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年新发恶

性肿瘤病例
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万例!死亡病例
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万例!形势十分严
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"随着生命科学和医疗技术的进步!癌症已非不治之

症!通过早期诊断和治疗!那些预后性好的癌症如前列腺癌

和乳腺癌!具有极高的生存率*
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"然而!由于大多数患者处

于癌症早期时!往往没有明显的临床症状!影像学检查不明

显!当得到临床确诊时!患者已处于癌症的中晚期!治疗成

功率低"因此!癌症的早期检测#诊断和治疗成为提高癌症

患者生存率的关键"多年来!经过人们的不懈努力!在肿瘤

诊断检测方面!已经取得巨大的进展!一批高技术手段已获

得临床应用!如酶联免疫测定$
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%等!但是这些检测过程需要昂贵的仪器!

操作复杂!开展高通量的快速检测受到限制*
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%作为一种无损和超灵敏的光谱分析技术!可以极大增

强位于贵金属纳米结构表面或附近目标分子的拉曼信号!已

被广泛应用于环境监测!化学分析和生物传感等领域*
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贵金属纳米结构独特的
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增强特性主要归因于局域表面

等离子体共振$
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起的电磁场增强!从而利用
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基底开展肿瘤标志物检测

具有极大的优势*
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"目前!基于
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技术的肿瘤标志物

检测主要分为两类(间接检测和直接检测!即有标记检测与

无标记检测*
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"间接检测一般是通过化学键合作用或者生

物的特异性结合将待测分子与拉曼分子标记的贵金属纳米粒

子链接!通过测量标记分子的
0W@0

光谱强度间接表征待测

物的含量"虽然拉曼标记分子的
0W@0

效应显著!其呈现的

特征拉曼峰的宽度窄#强度大!因而检测灵敏度高!但是间

接检测也有一些难以避免的缺点!如探针容易团聚所造成的

定量检测误差"相对于间接检测而言!无标记检测的优势在

于无需借助拉曼标记分子!仅通过高品质
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基底直接获

得肿瘤标志物的
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即可进行成分和含量分析!从而成为

肿瘤标志物分子结构分析和定量检测的重要手段"例如!李
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溶液与银纳米粒子胶体按照
-^-

的体积比配制后进行
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检测!并采用多元统计方法处理
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数据!成功地

分析了健康人与前列腺癌患者血清中
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"由于肿瘤标志物的拉曼信号非常微弱!

需要借助贵金属纳米结构获得较强的
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!才能得到有效

的检测结果"因此!制备出性能良好的
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基底是开展肿

瘤标志物的无标记检测研究的关键"
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方法*
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+和等离子

体清洗技术制备出大面积的金纳米杆&聚甲基丙烯酸甲酯
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的无标记检测研究!并应

用于临床血清样本的定量检测!具有极高的灵敏度"
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基底的制备
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!去除上

清液后再溶于
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的超纯水中!超声振荡
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后!再重

复一次离心过程以去除过多的
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溶胶'然后!将
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溶胶置于广口烧杯中!加入
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的甲苯溶液!得到上下分层的混合溶液'再用机械注射

泵向下层的
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溶胶中缓慢加入无水乙醇!随着乙醇注

入量的增加!
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逐渐上浮至混合溶液的分界面!并排

列成二维畴结构'待下层溶液澄清后!再加入
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在硅片$
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最后!为增强
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特性!利用等离子体清洗机

在功率为
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的条件下对
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使得
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基底制备完毕"后续实验中!将基底切割使用"
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光谱测量

吸收光谱测量(采用紫外可见光分光光度计对
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中制备的单分散的
:R'@5

溶液和干燥后的
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基底的制备流程图
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基底的
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光谱测量(首先用无水乙

醇配制浓度为
-/PP$%
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拉曼分子溶液!然后

将制备的
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基底浸泡在
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溶液中!
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分子"待基底自然干燥后!进行拉曼光谱
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置于洁净的硅片表面!同时利用洁净石英片将其按压密实!
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考虑到临床血清样本的基质环境!为避免盐类缓冲液中

的离子对无标记检测造成的影响!因此标准溶液均采用新生

牛血清进行稀释"具体操作为(用新生牛血清将
A0:

标准溶

液以十倍比例稀释!分别得到浓度从
/&-P

S

-

PJ

_-至
/&-

8

S

-

PJ

_-的
)

个标准样本溶液"再将切割制备的
:R'@5

&

A<<:

基底分别浸泡在配制的
A0:

标准样本溶液中!

./

P;8

后取出基底并用去离子水清洗
!

次!待室温下自然干燥

后!进行
0W@0

光谱检测"

0W@0

光谱检测的实验条件与前

述一致"

.

!

结果与讨论

&%$

!

RC[>6

和
RC[>6

"

-YYR

基底表征

:R'@5

和制备的
:R'@5

&

A<<:

薄膜的扫描电子显

微镜$

0W<

%照片如图
.

所示"由图
.

$

7

%可见!

:R'@5

的形

貌一致#尺寸均一!其长径比为
!^-

*长$

)+m+

%

8P

!直径

$

.+m.

%

8P

+'图
.

$

[

%中!

:R'@5

&

A<<:

薄膜均匀完整!

其由
:R'@5

并肩排列形成致密的二维畴结构$见插图%"分

析表明!由于以
CF:Y

为表面活性剂合成的
:R'@5

的表面

带有正电荷!注入乙醇后!乙醇电离的羟基中和
:R'@5

表

面的部分正电荷!使粒子表面的自由能降低!粒子与界面的

接触角近似为
"/n

!从而
:R'@5

汇聚于两相溶液的交界面

处'此时!伴随着交界面处粒子数目的增加!粒子间范德瓦

尔斯力增大!系统处于非平衡态'最后!范德瓦尔斯力与粒

子间的静电斥力达到平衡!则纳米粒子之间的距离相应减小

并形成稳定的二维畴结构"实际上!

:R'@5

溶液和
:R

'@5

&

A<<:

薄膜的紫外
,

可见吸收光谱也反映了上述过程"

在图
.

$

2

%中!

:R'@5

溶液的吸收峰位于
+--

和
).+8P

处!

:R'@5

&

A<<:

薄膜的吸收峰位于
*-.

和
"//8P

处"对比

两者的吸收光谱!可以发现
:R'@5

&

A<<:

薄膜的吸收峰

有明显的红移和展宽!这是
:R'@5

粒子间强烈的表面等离

激元耦合导致的!也表明大部分
:R'@5

是以肩并肩方式排

列的*

-)

+

"

!!

对所制备的
:R'@5

&

A<<:

基底的
0W@0

特性进行表

征!测量得到在硅片上的
?,<Y:

以及与基底链接的
?,<Y:

的
0W@0

光谱如图
!

$

7

%所示"由图可见!与
:R'@5

&

A<<:

基底链接的
?,<Y:

分子的
0W@0

特征峰强度远高于硅片上

的
?,<Y:

分子的拉曼特征峰强度!这是由基底中密集排列

的
:R'@5

产生的电磁增强引起的"

图
&

!

#

)

$

RC[>6

和#

*

$

RC[>6

"

-YYR

基底的扫描电镜图'#

:

$

RC[>6

溶液和
RC[>6

"

-YYR

薄膜的紫外
H

可见吸收光谱

=1

D

%&

!

MOY12)

D

,6/7

$

)

%

RC[>6

$

*

%

RC[>6

&

-YYR6C*63.)3,

'$

:

%

TUHU166

9

,:3.)/7RC[>6:/++/18)48RC[>6

&

-YYR71+2

!!

表征
:R'@5

&

A<<:

基底的
0W@0

增强特性的
0W@0

增强因子!按照式$

-

%计算

%&

'

$

(

0W@0

&

)

0W@0

%&$

(

[R%\

&

)

[R%\

% $

-

%

式中!

(

0W@0

与
(

[R%\

分别代表
?,<Y:

分子的
0W@0

特征峰和拉

曼特征峰的积分强度'

)

[R%\

与
)

0W@0

分别表示激光照射光斑

内的硅片和基底上的
?,<Y:

分子数"计算图
!

$

7

%中
?,<Y:

位于
-/)O2P

_-处拉曼峰的积分强度!得到
(

[R%\

a.&)+*d

-/

!

!

(

0W@0

a-&!"-d-/

*

'然后!根据实验参数$光斑直径

*O)
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-&?)!

'

P

#激光穿透深度
-&O*

'

P

和单个
?,<Y:

分子所占

的面积为
!&!.d-/

_-+

%

*

-O

+

!计算得到
)

[R%\

a*&-Od-/

"

!

)

0W@0

a+&-!d-/

*

"则由式$

-

%即得!

:R'@5

&

A<<:

基底的

增强因子
%&a+&?"d-/

*

"此外!在
:R'@5

&

A<<:

基底上

随机取
.+

个测试点!测量得到
?,<Y:

位于
-/)O2P

_-处的

拉曼峰强度如图
!

$

[

%所示!各点峰强的相对标准差为

?&/.V

!表明基底的均匀性良好"同时!由图
!

$

2

%给出的链

接
?,<Y:

的样品基底在间隔一周和一个月后测量的
0W@0

光谱!可以看出基底具有很好的时间稳定性"

图
'

!

#

)

$

<HY@R

的
MO>M

光谱和拉曼光谱'#

*

$基底上
&?

个点的位于
$FEK:2

G$的
MO>M

峰强度'

#

:

$基底放置不同时间后测量的
<HY@R

的
MO>M

光谱

=1

D

%'

!

$

)

%

MO>M)48>)2)46

9

,:3.)/7<HY@R

'$

*

%

3;,143,46131,6/7MO>M

9

,)W6)3$FEK:2

G$

7/.&?6

9

/36/43;,6C*63.)3,

'

$

:

%

MO>M6

9

,:3.)/7<HY@RH+14W,8RC[>6

&

-YYR6C*63.)3,)73,.8177,.,43312,143,.B)+6

&%&

!

基于
MO>M

的肿瘤标志物无标记检测方案

.&.&-

!

:R'@5

#

A<<:

基底的功能分析

为了进行
:R'@5

&

A<<:

基底检测肿瘤标志物的功能

分析!对基底#新生牛血清缓冲液以及浓度为
/&-P

S

-

PJ

_-的
A0:

标准溶液的
0W@0

光谱和拉曼光谱进行检测!

结果如图
?

所示"在图
?

中!

:R'@5

&

A<<:

基底的
0W@0

光谱仅为背景信号!新生牛血清缓冲液
0W@0

光谱的拉曼特

征峰分别位于
)-!

!

"*?

!

--..

!

-.O?

和
-?OO2P

_-

'

A0:

标准溶液的拉曼光谱中仅出现几个分别位于
)-!

!

)++

!

O?O

!

--..

和
-.O?2P

_-的强度较弱的拉曼特征峰!而
A0:

标准

溶液的
0W@0

光谱中除了可以观察到上述拉曼特征峰以外!

还出现位于
*?"

!

*O/

!

O.!

!

"*?

!

--O/

!

-..*

!

-!!*

!

-??O

!

-+O*

以及
-*?/2P

_-处的拉曼特征峰"对比图
?

中

新生牛血清缓冲液和
A0:

标准溶液的
0W@0

光谱可见!新生

牛血清缓冲液的
0W@0

光谱的拉曼特征峰数目少#强度低!

对
A0:

标准溶液的
0W@0

光谱影响较小'对比
A0:

标准溶

液的
0W@0

光谱和拉曼光谱可以看出!在
A0:

标准溶液的

0W@0

光谱中出现的拉曼特征峰!不仅强度大而且数目多!

说明
:R'@5

&

A<<:

基底对
A0:

的拉曼信号有极大的增强

特性!可以利用
:R'@5

&

A<<:

基底进行
A0:

的无标记检

测"另一方面!考虑到
A0:

标准溶液的
0W@0

光谱与新生牛

血清缓冲液的
0W@0

光谱中有部分特征拉曼峰重合!因此去

除这些重合的拉曼特征峰以及光谱中强度低的拉曼特征峰

后!采用其他较强的拉曼特征峰更加适合用于进行后续的

A0:

检测"

.&.&.

!

肿瘤标志物无标记检测方案的设计

将肿瘤标志物
A0:

的无标记检测应用于临床定量分析!

除了要求检测高灵敏以外!还必须保证检测结果的特异性"

为此!对
A0:

标准溶液#临床男性血清样本及女性血清样本

的
0W@0

光谱进行测量和分析!以筛选
A0:

标准溶液的

0W@0

光谱中与血清中
A0:

含量相关的拉曼特征峰"如图
+

图
<

!

拉曼光谱和
MO>M

光谱

*

(

:R'@5

&

A<<:

基底'

+

(

A0:

标准溶液'

,

(新生牛血清'

-

(

A0:

标准溶液

=1

D

%<

!

>)2)46

9

,:3.))48MO>M6

9

,:3.)

*

(

:R'@5

&

A<<:5R[534731

'

+

(

A0:537897495$%R3;$8

'

,

(

'1g,[$48[733%1514RP[RUU14

'

-

(

A0:537897495$%R3;$8

所示!由于
A0:

一般主要存在于男性血清中!则对比男性血

清样本与
A0:

标准溶液的
0W@0

光谱!发现它们在
*?"

!

*O/

!

)++

!

-/O/

!

-..*

!

-!!*

!

-!O+

!

-+O*

和
-*?/2P

_-

处有一致的拉曼特征峰!而血清样本的光谱中位于
)++

!

-/O/

和
-!!*2P

_-处的拉曼特征峰的强度比
A0:

标准溶液

的高"考虑到医院提供的男性血清样本的
A0:

浓度已知为

!O&.O8

S

-

PJ

_-

!远低于
A0:

标准溶液中
A0:

的浓度$

/&-

P

S

-

PJ

_-

%!这些位于
)++

!

-/O/

和
-!!*2P

_-处的拉曼峰

并非单纯来自男性血清样本的
A0:

"另一方面!与对照实验

中女性血清样本的
0W@0

光谱相比!发现
A0:

标准溶液的

0W@0

光谱中位于
-/O/

!

-..*

!

-!!*

!

-!O+

和
-+O*2P

_-

处的拉曼特征峰与女性血清的
0W@0

光谱一致!也可能来自

)O)

第
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于其他成分!缺乏特异性"因此!上述缺乏特异性的拉曼特

征峰不能用于临床血清样本的定量检测"最后确定!在
A0:

标准溶液的
0W@0

光谱中!位于
*?"

!

*O/

以及
-*?/2P

_-处

的拉曼特征峰可以用于临床血清样本的定量检测"

图
?

!

-MR

标准溶液与临床血清样本的
MO>M

光谱

=1

D

%?

!

MO>M6

9

,:3.)/7-MR63)48).86/+C31/4

)483;,:+141:6,.C26)2

9

+,6

!!

进一步对上述拟用于临床血清样本中
A0:

检测的拉曼

特征峰进行特异性检验"选择与
A0:

同属糖蛋白的肿瘤标

志物甲胎蛋白$

:LA

%以及与
A0:

同源的人腺体激肽释放酶
.

$

=K.

%进行
0W@0

光谱检测!结果如图
*

所示"图
*

可见!

:LA

标准溶液
0W@0

光谱中位于
*?"

和
*O/2P

_-处的拉曼

特征峰与
A0:

标准溶液的拉曼特征峰重合!

=K.

标准溶液

的
0W@0

光谱中位于
-/O/

!

-.O?

和
-!!*2P

_-处的拉曼特

征峰与
A0:

标准溶液的拉曼特征峰重合"因此!排除上述实

验中重合的拉曼特征峰!则位于
-*?/2P

_-处的拉曼特征峰

对于
A0:

具有高特异性!将作为临床血清样本中
A0:

无标

记定量检测的依据"

图
N

!

-MR

和
R=-

以及
;S&

标准溶液的
MO>M

光谱

=1

D

%N

!

MO>M6

9

,:3.)/7-MR

!

R=-)48;S&63)48).86/+C31/4

.&.&!

!

标准剂量响应曲线

首先!根据
.&.&.

节设计的基于
:R'@5

&

A<<:

基底

的
A0:

无标记检测方案!对不同浓度的
A0:

标准样本溶液

进行
0W@0

光谱检测!结果如图
)

$

7

%所示"我们发现!随着

A0:

标准样本溶液浓度的降低!

0W@0

光谱中位于
-*?/

2P

_-处的拉曼特征峰的强度下降"然后!将位于
-*?/2P

_-

处的拉曼特征峰强度与
A0:

标准样本溶液的浓度相对应!

并进行数据拟合得到标准剂量响应曲线如图
)

$

[

%所示"由

图
E

!

#

)

$不同浓度的
-MR

标准样本溶液的
MO>M

光谱'

#

*

$

-MR

的标准剂量响应曲线

=1

D

%E

!

$

)

%

MO>M6

9

,:3.)/7-MR63)48).86/+C31/4A13;8177,.H

,43:/4:,43.)31/46

'$

*

%

3;,63)48).88/6,H.,6

9

/46,:C.B,

/7-MR

图
K

!

临床男性血清样本的
MO>M

光谱

=1

D

%K

!

MO>M6

9

,:3.)/7:+141:)+2)+,6,.C26)2

9

+,6
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图
)

$

[

%可得*

-"

+

!

A0:

浓度的检测范围为
/&-P

S

-

PJ

_-

"

/&-8

S

-

PJ

_-

!最低检测极限为
*/

(S

-

PJ

_-

"

表
$

!

血清样本的检测结果

()*+,$

!

!,3,:31/4.,6C+36/73;,6,.C26)2

9

+,6

样本
0W@0

&

$

8

S

-

PJ

_-

%

CJB:

&

$

8

S

-

PJ

_-

%

相对偏差

&

V

0- ""*&?. -/?/ ?&-"

0. !+&." !O&.O )&O-

0! -?&+O -*&/. O&"O

0? *&?. *&O- +&).

0+ .&)? .&"! *&?O

&%'

!

临床血清样本的检测

将肿瘤标志物无标记检测方案应用于临床男性血清样本

中
A0:

的检测"首先!对临床采集的
+

份男性血清样本进行

0W@0

光谱检测!如图
O

所示"然后!根据标准剂量响应曲线

图
)

$

[

%!由测量的位于
-*?/2P

_-处的拉曼特征峰强度!得

到相应的
A0:

浓度并列于表
-

中"同时!表
-

也列出了采用

化学发光法$

CJB:

%检测的对应血清样本中
A0:

的含量"从

表
-

可见!应用
:R'@5

&

A<<:

基底进行的
A0:

无标记检

测与
CJB:

检测的结果基本一致!相对偏差较小"

!

!

结
!

论

!!

应用制备的具有均匀#稳定和高灵敏
0W@0

特性的

:R'@5

&

A<<:

基底!实现了肿瘤标志物
A0:

的无标记检

测"实验中!通过对
A0:

标准溶液及其抗原稀释剂的
0W@0

光谱测量和分析!得到表征
A0:

的拉曼特征峰'通过对比男

性血清#女性血清#

:LA

和
=K.

的标准溶液的
0W@0

光谱!

确定出高特异性的
A0:

的拉曼特征峰并应用于临床血清样

本的定量检测"实验结果表明!与
CJB:

方法相比!以

:R'@5

&

A<<:0W@0

基底进行
A0:

的无标记检测!具有更

高的灵敏度!最低检测限可以低至
*/

(S

-

PJ

_-

"因此!基

于
:R'@5

&

A<<:

基底的
0W@0

特性开展肿瘤标志物的高

灵敏度无标记检测!对于癌症的早期诊断具有极大的应用潜

力"

>,7,.,4:,6

*
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