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表面增强拉曼散射技术在核酸检测中的研究进展及应用
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核酸是生命最基本的遗传物质!开展核酸分子诊断对促进人类健康医疗的发展具有重要意义"表

面增强拉曼光谱&

/PK/

'是一种快速无损检测技术!具有制样简单#水的干扰小#非侵入#实时检测等优点!

在核酸检测#病原微生物检测#肿瘤精准分子诊断等领域展现出良好的应用潜力"该研究立足于临床检验应

用的角度!简要阐述了
/PK/

技术原理及
/PK/

增强理论!重点介绍了
/PK/

在核酸检测方面的最新研究方

法及研究成果"传统的非标记型检测方法是直接检测靶核酸的拉曼信号!但其灵敏度和特异性并不能满足

检测要求"在标记型
/PK/

核酸检测技术中!充分利用
/PK/

的.指纹图谱/分析优势!以
F(9

探针的方式

将拉曼活性分子与靶核酸连接!通过对
F(9

探针上拉曼活性分子信号变化的检测和分析!可实现对靶核酸

的定性及定量分析!达到可控度及稳定性好的高通量检测目的!提高检测灵敏度及特异性"按照不同的拉曼

信号放大方式!

/PK/

标记型核酸检测方法主要包括$.夹心法/#.信号开关法/及链式杂交反应信号放大法!

特别以夹心法检测策略的灵敏度最高"已有研究表明
/PK/

在
F(9

*

K(9

检测应用中可克服传统方法对样

本要求高#耗时等缺点!实现灵敏快速的检测分析!为核酸分子的实时快速检测及临床疾病的实时精准诊断

提供有效的分析工具"同时!指出了
/PK/

技术在临床应用方面依然面临诸多挑战$&

#

'拉曼活性分子与纳

米颗粒的结合稳定性差!较难实现大规模生产重现性能好#可长期稳定储存的高灵敏度
/PK/

探针%&

*

'临

床生物样本成分复杂!对
/PK/

检测信号的干扰因素较多!因此选择有效的数据分析方法非常重要%&

=

'研

究高灵敏#易操作#低成本的拉曼光谱仪是将
/PK/

技术转化为临床实际应用的关键"随着
/PK/

研究的深

入及多学科领域的交叉发展!

/PK/

技术有望广泛应用于核酸检测以及整个生物医学检测领域!为生命科学

提供一种强大的分析技术"
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拉曼光谱技术及其生物医学应用

!!

#+*,

年印度科学家
K6A67

首次发现拉曼散射效应!该

效应产生的拉曼光谱是一种散射光谱!当单色光束的光子与

生物分子相互作用时!可发生弹性碰撞及非弹性碰撞%其

中!弹性碰撞所产生的光散射被称为瑞利散射!该碰撞过程

仅改变了光子的运动方向而不改变频率%而在非弹性碰撞过

程中!光子与分子之间发生能量交换!光子的运动方向及频

率均发生改变!这种非弹性散射称为拉曼散射"拉曼散射光

谱反应了特征峰的数量#强度#峰宽和位移等信息!这些丰

富的谱峰信息均与待测物质的分子振动和转动能级密切相

关!因此!每种物质都有其特征拉曼光谱!通过检测得到的

拉曼光谱与数据库中的拉曼光谱进行比对!便可得到待测物

质的组成信息!从而达到定性分析的目的"此外!利用拉曼

特征峰强度与待测物质浓度成正比的关系!可以达到半定量

分析的目的"

核酸是以核苷酸为合成单位形成的生物大分子化合物!

是生命最基本的遗传物质!在生命体生长#遗传#进化等一

系列重大生命现象中占据着决定性作用"开展核酸分子诊断

对促进人类健康医疗的发展具有重要意义"拉曼光谱技术在

核酸等生物样本的检测与分析方面具有独特的技术优势$



&

#

'对待测样本的形状#大小要求低!可以省去复杂的样本

预处理环节%&

*

'样本需求量少!适用于微量及痕量样本的

检测%&

=

'可实现快速检测!一般在
="4

内即可完成对一个

样本的检测%&

!

'通过拉曼标签技术的引入可以达到强特异

性检测的目的%&

.

'由于水的拉曼散射很微弱!使得拉曼光

谱技术非常适用于水环境中样本的检测"因此!

/PK/

光谱

非常适合于多元生物样本的检测"

*

!

表面增强拉曼散射技术&

/PK/

'

>-!

!

表面增强拉曼散射光谱的发现

拉曼光谱作为一种无损#非接触式且可重复的快速检测

技术!能够提供分子结构振动的指纹图谱信息且谱峰窄不易

发生重叠!在生化物质检测中具有显著优势"但拉曼光谱因

其散射截面只有
#"

!

="1A

*

*分子&约为红外的
#"

C?

!荧光

光谱的
#"

C#!

'且容易受到荧光干扰(

#

)

!限制了拉曼光谱的广

泛应用"
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世纪
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年代!

L&0:41GA677

小组研究发现!将吡

啶吸附在粗糙的银表面时!可获得高强度的拉曼光谱信

号(

*

)

"在随后的研究中!

$67FH

5

70

及
Y30:

V

G2%7

等证实了粗

糙银表面对吡啶分子的拉曼信号放大程度可达
#"

.

!

#"

? 倍!

并将这一粗糙金属表面的增强效应命名为表面增强拉曼散射
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小组及
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等先后研究报道了
/PK/

在单分子及单纳

米粒子中的检测!其拉曼信号增强因子可达
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增强原理

在众多的
/PK/

增强机理研究中!物理增强机理和化学

增强机理是目前被普遍接受的两种解释机理&如图
#

所示'"

其中!物理增强又称为电磁场增强&

0&0123%A6

V

702:107G6710-

A072

!

PB

'!即电磁波与比波长小得多的等离子体&如
9H

#

9

V

'纳米结构的相互作用会引起金属表面自由电子的集体振

荡%当入射光的频率与金属中自由电子固有的振荡频率相匹

配时!局域表面等离激元共振&

]/QK

'就会发生!从而导致入

射光场的增强!研究表明电磁场增强的增强因子可达
#"

##左

右(

?

)

"化学增强&

1G0A:16&07G6710A072

'是一种电荷转移增

强(

@

)

!需要分析物直接吸附或通过化学键结合在粗糙金属表

面!并与金属表面存在电荷转移!当入射光子的能量与电子

在金属基底及吸附物之间的转移能量差相等时将产生共振!

从而使体系的有效极化率增加并使拉曼信号增强!研究表明

化学增强因子为
#"

#

!

#"

= 左右(

,

)

"通常认为
/PK/

效应的产

生是由上述两种增强机理共同作用的结果"此外!

B:1G60&4

小组研究发现在金属纳米结构的连接点及空隙处!

/PK/

增

强因子最大!这是因为当金属纳米颗粒相互靠近形成聚集时

跃迁偶极分子相互耦合!在颗粒的结合处能获得显著增强的

/PK/

效应(

+

)

!这些特殊的增强位点被称为
/PK/

.热点/"目

前!大量对
/PK/

金属基底的选择研究显示!

9H

#

9

V

纳米结

构因具备较好的稳定性#重复性且极易制取!成为研究者们

对
/PK/

基底的首选!并且!具备各向异性及尖锐形态的纳

米颗粒&如锥形#纳米棒#纳米星等'较对称形&如球形'纳米

颗粒的
/PK/

增强效果更好(

#"

)

"

图
!

!

.ID.

原理示意图

&

6

'电磁增强$电磁波激发下金属纳米粒子中自由电子集体振荡示意

图%&

<

'化学增强产生于信号分子和金属纳米结构之间的电荷转移共

振!通常较电磁增强弱
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基于
/PK/

的核酸检测技术类型及应用

!!

核酸的特异性检测是临床检验医学的重要研究内容!在

疾病的诊断及治疗方面具有非常重要的应用价值"常见的基

于
/PK/

的核酸检测技术!根据是否使用探针标记物!可分

为无标记检测&

]6<0&-J300/PK/

'及标记型检测&

/PK/26

V

4

'

两种类型&如图
*

所示'"

图
>

!

.ID.

无标记检测#左$及标记型检测#右$技术原理示意图

无标记检测方法直接获取生物样本&吸附于
/PK/

基底上'自身的拉

曼指纹图谱%标记型
/PK/

检测获取的是
/PK/

标签上拉曼活性分子

的拉曼信号
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无标记检测

在无标记检测方法中!待测样本直接吸附于金属纳米结

构表面!利用
/PK/

技术直接获取生物样本自身的拉曼指纹

图谱!该方法需要结合特殊的纳米基底结构及光谱分析技

术!用于区分不同状态下的生物分子或不同物种的细胞#微

生 物的光谱信息(

##

)

%
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等利用高浓度的球形纳米银胶
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无标记检测及标记型检测方法分析

F2A:1!

!

?%2:

@

;+;67301:2A1:E7511.ID.2

99

562/02%4.ID.32

,

;EA2;14%</:1+/2/+42;;2

@

;

检测方法 优点 缺点

无标记检测

&

#

'步骤简单!无需对样品进行处理!可以避免对生物体的

破坏!最大限度地保持生物体的活性%

&

*

'可以充分发挥
/PK/

作为振动光谱具有指纹识别的优

势!得到
F(9

自身的结构信息"

&

#

'在实际
/PK/

检测中!由于碱基的拉曼散射截面很小!

导致
F(9

*

K(9

的
/PK/

信号很弱!检测灵敏度较低%

&

*

'不同的
F(9

*

K(9

序列具有相同的碱基种类只是碱基

排列顺序不同!因而具有相似的
/PK/

光谱!很难直接通过

/PK/

信号来确定特定的
F(9

序列!需要借助一些数据分

析手段"

标记型检测 特异性好!灵敏度高!可直接进行定量检测 在检测结构及探针的设计上有一定的难度"

体颗粒聚集后形成的
/PK/

.热点/效应!研究了癌细胞
F(9

发生构想变化而形成的拉曼特征峰!实现了对癌细胞
F(9

和健康细胞
F(9

高重现性的分辨(

#*

)

"

9<0&&

等设计了一种

以
9

V

纳米棒为结构单元的微阵列芯片!以此来研究
A:K(9

序列中嘌呤及嘧啶的相对比率!并通过最小二乘法分析成功

实现了
A:K(9

捕获杂交前后拉曼光谱的特征差异探究(

#=

)

"

无标记
/PK/

核酸检测技术的优点在于步骤简单!无需对样

本进行特殊处理!但总体而言!该方法尚未能满足临床实际

检测对灵敏度及特异性的要求"

C->

!

标记型检测

标记型检测方法通常依赖拉曼报告分子修饰的金属纳米

颗粒!通过检测拉曼报告分子强烈而独特的拉曼信号达到检

测目的(

#!-#.

)

"当前!基于
/PK/

标记型检测技术的核酸检测

方法!主要包括$.夹心法/#.信号开关法/及链式杂交反应

&

G

5

<3:8:f62:%71G6:730612:%7

!

ŶK

'引起的信号放大"其中!

.夹心法/检测策略灵敏度高!具有良好的定量检测能力!可

应用于多元检测!是开展
/PK/

标记型检测
F(9

*

K(9

最常

用的方法"

='*'#

!

!夹心法"检测

.夹心法/

/PK/

探针检测结构一般由纳米金属核#拉曼

活性分子#

F(9

探针链及封闭液构成&如图
=

所示'"其中!

金属核在
/PK/

探针中用作增强基底!是保证
/PK/

探针实

现高性能检测的关键之一"金#银胶体溶液因制备简单#易

于保存#表面增强效果好等优势在
/PK/

探针金属核的应用

最为广泛%经研究发现!相同实验条件下!纳米金颗粒的表

面增强能力较纳米银弱
#"

!

#""

倍(

#?

)

"在金属核的结构及形

貌方面!伴随着纳米材料制备技术的迅猛发展!不拘于早期

的单一球形金属纳米颗粒!现已成熟应用的还有纳米棒#多

面体形#星形#树枝形和花形等%此外!新型的合金或核壳

双金属复合纳米粒子也越来越多地应用于
/PK/

探针金属

核!如金核银壳#银核金壳等"拉曼活性分子可通过绑定在

金属核表面来实现拉曼信号的输出功能%常用的拉曼活性分

子可大致分为三类$含氮阳离子染料&如结晶紫#罗丹明
?T

等'#含硫染料&如孔雀石绿'以及硫代小分子&如
!-

氨基苯硫

酚#

!-

甲基苯硫酚等'

(

#@

)

"

F(9

探针链是保证实现
/PK/

探

针特异性靶向识别检测目标序列的关键!将
F(9

探针链在

金属核表面的固定方法主要有两种$一是通过巯基形成
/-

金

属共价键!以及通过氨基和羧基缩合形成酰胺键!从而将

F(9

探针有序组装到金属核表面"

!!

此外!为了保证上述
/PK/

探针的结构稳定性及特异性

图
C

!

*夹心法+

.ID.

核酸检测结构示意图,

!R

-

*+

,

-C

!

./01&167.ID.EA2;14%</:1+/2/+44131/3+6%

A2;146%;2%4H+/0;35</3<51

(

!R

)

检测!通常需要对
/PK/

探针结构外表面进行封闭!常用的

封闭液有
_/9

和
BŶ

等"

UG%H

等(

#+

)在构建.夹心/

/PK/

标签的基础上!研制了一种以细菌为模板的
9

V

微球作为信

号放大基底!如图
!

所示!该方法设计了
=

种分别结合了不

同拉曼信号分子&

!!FQ

!

!-9NQ

!

FN(_

'的.夹心/

/PK/

标

签!通过捕获探针将
/PK/

标签结合在
9

V

微球表面!通过

对
/PK/

标签的检测可达到同时检测
=

种肝癌肿瘤标志物

A:K(9-*#

!

A:K(9-#**

!

A:K(9-**=

的目的"从
/PK/

光

谱检测结果图中显示$该方法在具有较高灵敏度与特异性的

同时!成功实现了多个肿瘤标志物的高通量检测"

!!

]:

等(

*"

)以银纳米粒为核标记探针拉曼分子并包裹二氧

化硅壳&

9

V

767%3:10

"

BT\NY

"

/:;

*

'作为
/PK/

探针!利

用光刻技术在硅圆片上形成三角状金纳米膜作为
/PK/

活性

检测基底!实现了乙型肝炎病毒
F(9

的检测!检测限达到

."6A%&

+

]

C#

"

c67

V

等(

*#

)在直径约为
#."7A

的金纳米棒上

构建检测基底!与球形金纳米颗粒探针一起实现了对复合病

原体
F(9

的检测!检测限达到
#"

)

A%&

+

]

C#

"

]:H

等(

**

)通

过合成寡核苷酸修饰的
9

V

纳米结构为增强基底!并采用

FN(_

#

!-B_9

标记#并用寡核苷酸修饰的
9H

纳米粒子作

为
/PK/

标签!直接在水溶液中进行
F(9

检测!实验结果

显示目标
F(9

浓度在
#"

C##

!

#"

C,

A%&

+

]

C#范围时!目标

F(9

的浓度对数与
/PK/

信号强度呈现良好的线性关系!

=*"=
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图
$

!

#

?

$核酸修饰纳米
?<

为基底及拉曼活性分子包被的
?<

核
?<

壳
.ID.

标签#

2

$及
?

,

微球
.ID.

基底#

A

$结构示意图)

#

T

$*夹心法+

.ID.

探针高通量检测
&+DO?;

示例图)#

B

$单一
&+DO?

的
.ID.

光谱检测结果图#

2

$及多个
&+DO?

的

.ID.

光谱检测结果图#

A

$

,

!V

-

*+

,

-$

!

&

?

'

./01&23+/+::<;3523+6%67301;

@

%3013+/

9

56/14<51;67D2&2%4

@

1E/6414?<EDOOS;<;+%

,

'O?E&64+7+14?<OS;2;

31&

9

:231;

&

2

'

2%4?

,

ENW.;<;+%

,

A2/315+22;31&

9

:231

%&

T

'

./01&23+/+::<;3523+6%67301&<:3+

9

:18.ID.2;;2

@

76535+

9

:1E

325

,

13&+DO?4131/3+6%

%&

B

'

.ID.;

9

1/35267301%2%6

9

56A1;6A32+%14+%301

9

51;1%/167

&

2

'

;+%

,

:12%4

&

A

'

&<:3+

9

:1&+DE

O?

(

!V

)

此实验方法可与固相检测方法的灵敏度相媲美"

='*'*

!

信号开关法

.信号开关法/一般是通过分子探针与目标序列的结合实

现"如图
.

所示!根据目标
F(9

*

K(9

序列针对性地设计与

目标序列结合过程中可发生可逆性解离#聚合的发夹型

F(9

探针链!在探针链的两端分别标记上固定基团&如巯

基'和拉曼活性分子!探针链通过固定基团组装到
/PK/

活

性基底表面!从而成功构建发夹型
/PK/

检测探针"该发夹

型探针要求探针链含有与目标
F(9

*

K(9

序列完全互补的

环状序列!通过与目标
F(9

*

K(9

序列的结合实现环链的

打开!拉曼活性分子远离基底表面!从而使
/PK/

信号强度

发生变化(

*=

)

"

图
K

!

*发夹型+结构形成的
.ID.

信号开关法

检测核酸示意图,

!R

-

*+

,

-K

!

./01&167.ID.EA2;14%</:1+/2/+44131/3+6%A2;146%

02+5

9

+%;35</3<51

(

!R

)

!!

/%7

V

等(

*!

)采用发夹型
/PK/

检测探针同时检测
=

种肺

癌
A:K(9

标志物&

A:K(9*#

!

A:K(9!,?

!

A:K(9=@.

'!

如图
?

&

6

'!通过设计与目标
A:K(9

完全互补的
=

种发夹型

/PK/

检测探针!并将探针吸附结合于银纳米棒微阵列基板

上"当目标
A:K(94

存在时!发夹探针环序列打开!拉曼活

性分子远离银基底表面!

/PK/

信号由.

;(

/到.

;LL

/!信号

强度显著降低"通过监测
/PK/

信号值的变化达到定量检测

血清中目标
A:K(94

的目的"实验结果显示$利用该方法检

测人血清中
A:K(94

的
];F

值为$

A:K(9*#

*

=+=6A%&

+

]

C#

!

A:K(9!,?

*

#@?6A%&

+

]

C#

!

A:K(9=@.

*

#!!6A%&

+

]

C#

"

!!

在另一项分析中!

Z67

V

等(

*.

)开发了一个
/PK/

信号由

.

;LL

/到.

;(

/的信号开关!他们称之为.反向分子哨兵&

:7-

d0340A%&01H&634072:70&

!

:B/

'/纳米探针!以区别于之前的

.

;(

/到.

;LL

/开关"如图
?

&

<

'!在此项研究中!以一条单链

F(9

作为.占位/链与纳米探针的茎环序列杂交!发夹探针

的环序列打开!从而使拉曼报告分子远离金属纳米颗粒表

面%当目标序列出现时!占位
F(9

链与纳米探针序列解离!

探针序列重新形成发夹型结构!拉曼报告分子移动到金属纳

米颗粒表面!从而产生强烈的
/PK/

信号!从图
?

&

<

'中的

/PK/

光谱图可以看出!谱线
<

&样本组'呈现出的
/PK/

信号

远高于谱线
6

&空白对照组'!从而佐证了该方法的可行性"

='*'=

!

ŶK

信号放大法

链式杂交反应&

G

5

<3:8:f62:%71G6:730612:%7

!

ŶK

'是一

!*"=
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种在室温条件下进行的无酶#线性扩增方法"在
ŶK

反应

的溶液中存在着稳定的
F(9

发夹探针!触发链的进入可引

发一系列的杂交反应!最终形成双螺旋
F(9

聚合物"

ŶK

信号放大联合
/PK/

检测的方法是在
F(9

聚合物上连接由

拉曼活性分子包被的金属纳米颗粒!由金属纳米颗粒形成的

.热点/效应可显著实现拉曼信号放大并最终达到定量检测靶

序列的目的"

与酶促扩增检测法相比!

ŶK

反应操作简单且成本更

低!仅靠单链
F(9

即可实现双链
F(9

聚合物大小的原位

调节"

]:

等(

*?

)设计了一种以靶序列为触发链的
ŶK

信号放

大联合
/PK/

检测
A:K(9-#!#

的方法!如图
@

&

6

'所示!该方

案中的捕获探针由捕获链#

9H

纳米颗粒及拉曼信号分子构

成!由靶序列
A:K(9-#!#

触发形成的双链
F(9

聚合物通过

纳米磁珠产生聚集后!捕获探针通过捕获链特异性结合

F(9

聚合物上的粘性末端!使得
9H

纳米颗粒在聚合物上形

成.热点/效应!通过检测放大后的拉曼信号达到定量检测

复杂生物样本中
A:K(9-#!#

的目的"实验结果显示!利用

该方法检测乳腺癌细胞中
A:K(9-#!#

!其线性有效检测范

围为
#"

C#.

!

#"

C@

A%&

!

];F

值可达
"'#@JA%&

+

]

C#

"

图
#

!

#

2

$一种用于高通量检测
&+DO?;

的功能化发夹探针
.ID.

传感器原理图,

>$

-

)

#

A

$

.ID.

*反向分子哨兵#

)W.

$+纳米探针检测原理图,

>K

-

*+

,

-#

!

&

2

'

./01&23+/+::<;3523+6%67301&6:1/<:25A12/6%;7<%/3+6%2:+J14E.ID.;1%;65765;+&<:32%16<;:

@

&12;<5+%

,

&<:3+

9

:1&+DO?;

(

>$

)

%&

A

'

'131/3+6%;/01&167301.ID.

.

+%=15;1W6:1/<:25.1%3+%1:

/

%2%6

9

56A1;

(

>K

)

图
Q

!

NBD

信号放大
.ID.

核酸检测示例图,

>#E>Q

-

*+

,

-Q

!

./01&167.ID.EA2;14%</:1+/2/+44131/3+6%A2;146%301;+

,

%2:2&

9

:+7+/23+6%670

@

A5+4+J23+6%/02+%512/3+6%

(

>#E>Q

)

!!

在后续的研究中!

]:H

等(

*@

)采用
ŶK

联合银纳米颗粒

形成的.热点/效应!如图
@

&

<

'!在微阵列硅基片上成功实现

了单细胞的
A:K(9-*#

检测!如图
@

所示!该方案采用
F_-

FN

&

!

!

!

2

-<:

)

G07

5

&8:2G:%&

'作为拉曼信号分子并连接形成间隔

距离为
#7A

的
9

V

(Q

二聚体!从而产生典型的
/PK/

.热

点/%当修饰有捕获链的硅基片上引入靶序列
A:K(9-*#

后!

发生的一系列
ŶK

反应将大量
9

V

(Q

富集!从而产生超强

拉曼信号%实验结果显示!该方法特异性好!对单碱基突变

及双碱基突变序列的检测信号点分别仅为
#*'!m

和
!'?m

&定义对靶序列
A:K(9-*#

的检测信号点
#""m

'"

!

!

与
/PK/

技术联用的核酸检测方法

$-!

!

.ID.

联合
SBD

核酸检测方法

基于聚合酶链式反应&

QYK

'的
/PK/

技术主要是目标

F(9

片段的
QYK

扩增产物与
/PK/

探针结合!在激光照射

下产生
/PK/

信号!根据
/PK/

光谱实现
F(9

检测"

0̂

等(

*,

)利用
KY9

扩增技术及
/PK/

信号开关技术建立了一种

A:K(9

超灵敏检测方法!在磁性纳米颗粒上连接功能性发

夹探针!发夹探针一端连接纳米金颗粒%原始状态下!磁性

纳米颗粒上的发夹探针通过与占位
F(9

链的结合
C

环链打

开!

Y

5

.

远离磁性纳米颗粒!拉曼信号弱!信号开关处于闭

合状态%通过引入
KY9

扩增产生的
F(9

触发链后!该触发

链竞争性结合占位
F(9

链!发夹探针的形成环序列!拉曼

活性分子靠近磁性纳米颗粒并在
/PK/

效应的影响下产生强

烈的拉曼信号!从而达到超灵敏检测
A:K(9-#."

的目的"

实验结果显示$此检测方法的
];F

值为
@"'*6A%&

+

]

C#

!

有效线性检测范围为
#""6A%&

+

]

C#

!

#""

)

A%&

+

]

C#

"

/PK/

联合
QYK

核酸检测方法在微量检测及样本处理方面

具有诸多优势!通过
QYK

技术可以成功实现对靶序列的重

组及浓度放大!从而达到超灵敏检测的目的"

$->

!

.ID.

联合酶切技术的核酸检测方法

.*"=

第
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基于酶切技术的核酸
/PK/

检测主要是借助金属纳米颗

粒之间.热点/的优异
/PK/

增强性能!利用
44-F(9

的自组

装增加热点形成的概率!利用酶切反应进行热点消除!来实

现
/PK/

信号从弱到强再从强到弱的变化"

Y30h

等(

*+

)在包

被了拉曼活性分子的金纳米颗粒之间设计并连接了一条
="

<

)

的
F(9

双链!通过
F(9

双链连接形成的金纳米颗粒多

聚体形成了大量
/PK/

.热点/!可产生较强的
/PK/

信号%当

限制性内切酶作用于
F(9

双链时!.热点/消失!

/PK/

信号

显著减弱!由此根据
/PK/

信号的变化可以实现对
F(9

杂

交及限制性酶切过程的检测"

/PK/

联合酶切技术的核酸检

测方法可成功实现在液相环境中的
F(9

组装及核酸有效检

测!充分发挥了金属纳米颗粒之间
/PK/

.热点/的优势!达

到高灵敏检测的目的"该研究清楚地验证了
F(9

自组装及

酶切反应在
/PK/

.热点效应/形成过程中的能力!这对于制

定新的生物分析策略具有重要意义"

关于
/PK/

技术在核酸检测中的应用研究主要集中在不

同
/PK/

增强基底#不同靶标捕获方式#不同信号放大方式

等方面!基底功能化#多种拉曼报告分子形成多元检测#.热

点效应/的产生及减弱已成为
/PK/

核酸检测的主要趋势!

表
*

为
/PK/

技术在核酸检测中的应用"

表
>

!

.ID.

在核酸检测中的应用

F2A:1>

!

F

@9

+/2:51;125/02A6<3.ID.<;147654131/3+6%6%%</:1+/2/+4;

目标核酸
/PK/

检测方法
];F

*判别正确率 参考文献

肝癌
A:K(9

标志物&

A:K(9-

*#

!

A:K(9-#**

!

A:K(9-**=

'

.夹心法/检测$

9

V

微球偶联
F(9

捕获链!

9HK((Q-

!!FQ

*

!9NQ

*

FN(_F(9

探针
#"JA%&

+

]

C#

(

#.

)

乙型肝炎病毒
F(9

.夹心法/检测$

9

V

767%3:10

"

BT\NY

"

/:;

*

."6A%&

+

]

C#

(

#?

)

复合病原体
F(9

.夹心法/检测$

9H(Q/F(9

探针!

#."7A

的金纳米

棒上构建检测基底
#"

)

A%&

+

]

C#

(

#@

)

肺癌
A:K(9

标志物&

A:K(9

*#

!

A:K(9!,?

!

A:K(9=@.

'

.信号开1关法/$发夹探针
-K;E

*

Y

5

.

*

L9B

!

9

V

(K4

微阵列增强基底

A:K(9 *#

*

=+= 6A%&

+

]

C#

!

A:K(9 !,?

*

#@?6A%&

+

]

C#

!

A:K(9=@.

*

#!!6A%&

+

]

C#

(

*"

)

肺癌
A:K(9

标志物&

A:K(9

*#

!

A:K(9=!6

'

.信号关1开法/$发夹探针
-Y

5

.

*

Y

5

.'.

!

9

V

-1%62089H

767%42634

增强基底

成功实现对生物样本中混合

A:K(9

标志物的检测
(

*#

)

A:K(9#!#

.

ŶK

信号放大法/$

9H(Q/

在
F(9

聚合物上形成

.热点/效应
"'#@JA%&

+

]

C#

(

**

)

A:K(9*#

.

ŶK

信号放大法/$

9

V

(Q/

在
F(9

聚合物上形成

.热点/效应

对单碱基突变及双碱基突变序

列 的 检 测 信 号 点 分 别 仅 为

#*'!m

和
!'?m

&定义对靶序列

A:K(9-*#

的 检 测 信 号 点

#""m

'

(

*=

)

A:K(9-#."

.信号开1关法/$发夹探针
-Y

5

.-9H(Q/

@"'*6A%&

+

]

C#

(

*!

)

F(9

.热点效应/$通过
44-F(9

的自组装在
9H(Q/

间形成

.热点/!再利用酶切技术进行.热点/消除

通过检测拉曼报告分子拉曼信

号的变化!证明该方法可行
(

*.

)

.

!

/PK/

技术走向临床应用的技术发展方向

!!

/PK/

技术作为一种新兴的快速检测方法!因其特有的

指纹图谱#无损性#高灵敏度#操作简单且不受水干扰等技

术优势!已成为核酸检测领域近年来的研究热点"然而!

/PK/

技术在临床应用方面仍然存在着诸多挑战$&

#

'大规模

生产重现性能好#可长期稳定储存的高灵敏度
/PK/

探针较

难实现!目前常用的
9H

和
9

V

纳米颗粒在溶液中极易产生

聚集!并且拉曼活性分子与纳米颗粒的结合稳定性差!因

此!对
/PK/

探针表面结构的涂层保护非常重要%&

*

'为了准

确实现对生物样本中各种循环标志物浓度检测!必须首先获

得可信的定量检测标准曲线!但由于生物样本自身的成分复

杂!对
/PK/

检测信号的干扰因素较多!使得对临床样本的

准确定量检测较难成功实现%&

=

'研制高灵敏度#易操作#低

成本的拉曼光谱仪是将
/PK/

技术转化为实际应用的关键"

我们相信!在多学科研究人员和临床工作者的不断共同努力

下!基于
/PK/

的生物样本检测技术将得到进一步改进!并

将稳步向临床应用方向发展"

?

!

展
!

望

!!

拉曼光谱作为一种无损#非接触式且可重复的快速检测

技术!能够提供分子结构振动的指纹图谱信息且谱峰窄不易

发生重叠!在生化物质检测中具有显著优势"

/PK/

有望实

现高灵敏分析检测核酸的技术!在临床分子诊断#食品安

全#病原微生物检测领域展现了潜在的应用价值"相信随着

纳米技术#生物芯片#微流体技术的进步以及便携式拉曼光

谱仪#生物样本拉曼光谱数据库的完善!

/PK/

技术会在不

久的将来广泛应用于生物样本检测!尤其是核酸分子诊断领

域!为临床实验室诊断提供一种强大的分析技术"

?*"=
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