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·研究论文· 

空间稳定的 SERS 标记金纳米棒探针用于免疫检测 

卢军军 a    郭红燕 b    王维钰 a    潘建高 a    胡家文*,a  
(a湖南大学化学生物传感与计量学国家重点实验室和化学化工学院  长沙 410082) 

(b中国科学院合肥智能机械研究所  合肥 230031) 

摘要  报道了空间稳定的表面增强拉曼散射(SERS)标记的金纳米棒探针在免疫检测方面的应用. 该探针是将拉曼活性

分子 4-巯基苯甲酸和生物亲和性高分子 α-巯基-ω-羧基聚乙二醇共吸附于金纳米棒表面而制得. 其中, 聚乙二醇高分子

链为探针提供保护作用和空间稳定, 使之可以耐受较苛性的条件; 其端位的羧基与抗体等靶向实体结合, 从而赋予探

针检测识别功能. 当探针检测待测抗原时(通过固体基底上的捕获抗体、待测抗原和探针上的抗体之间的特异性结合,
形成经典“三明治”夹心结构), 探针上 4-巯基苯甲酸的 SERS 信号就能示踪出这种识别. 该探针对单组分抗原的检出

浓度能低至 1×10－9 mg•mL－1. 
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Sterically Stabilized, Surface-Enhanced Raman Scattering-Tagged 
Gold Nanorod Probes for Immunoassay 
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Abstract  The immunoassay application of sterically stabilized, surface-enhanced Raman scattering 
(SERS)-tagged Au nanorod (NR) probes was reported. The probes were prepared by coadsorbing Raman-   
active molecule 4-mercaptobenzoic acid and biocompatible α-mercapto-ω-carboxyl polyethylene glycol 
onto the surfaces of Au NRs. The long PEG chain provides both protection and steric stabilization to the 
probes so that they are able to survive in adverse condition; meanwhile, its terminal carboxyl group binds 
target entity such as antibody, which imparts detection/recognition functionality to the probes. When the 
probe recognizes antigen (through the classical “sandwich” structure that was formed due to the highly 
binding specificity among capture antibody on a solid substrate, detected antigen, and antibody on the 
probe), the recognition is signaled by the SERS signals of the 4-mercaptobenzoic acid. The detection limit of 
the Au NR probes, for a single component antigen, was as low as 1×10－9 mg•mL－1. 
Keywords  4-mercaptobenzoic acid; gold nanorod; α-mercapto-ω-carboxyl polyethylene glycol; immu-
noassay; surface-enhanced Raman scattering 

  
标记免疫分析是将标记示踪技术的高灵敏性和抗

体与抗原反应的特异性相结合的分析方法. 已有的免疫

分析方法包括酶免疫分析、化学发光免疫分析、放射免

疫分析、荧光免疫分析、电化学免疫分析等[1～5]. 其中, 
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荧光免疫分析具有无污染性和灵敏度高等特点, 是最为

成熟和普及的标记免疫分析技术[6]. 但是, 荧光谱峰较

宽, 易淬灭; 这些缺陷在一定程度上限制了荧光免疫分

析的应用[7]. 

表面增强拉曼散射(SERS)可将拉曼活性分子的拉

曼信号放大 106 到 1014 倍, 具有极高的灵敏度. 同时, 
SERS 谱峰比荧光谱峰窄 10 到 100 倍, 而且 SERS 不存

在光漂白和淬灭现象[7]. 因而, 基于 SERS 的免疫检测

已引起了人们越来越多的关注[8～13]. 最初发展的是无修

饰层保护的 SERS 标记纳米探针, 即将拉曼标记分子和

功能识别分子共吸附在金等纳米粒子上[14,15]. 用于生物

分析的纳米探针往往要在较复杂的环境下使用, 因而应

具备水溶性、生物亲和性和高稳定性等特点[16,17]. 为此, 
纳米探针逐渐向有修饰层保护方向发展. 常见的修饰层

为 SiO2
[7,18]和高分子[19,20]. 和无修饰层保护的纳米探针

相比, SiO2 和高分子自身的水溶性和生物亲和性可赋予

纳米探针所需的水溶性和生物亲和性. 其次, 修饰层可

保护探针信号免受外界干扰. 如防止拉曼标记分子自探

针表面脱落、阻挡杂质分子向探针表面吸附, 从而提高

SERS 信号的稳定性和光谱纯度. 第三, 对高分子修饰

而言, 其化学成分和功能的多样性可赋予探针表面成分

和功能丰富的可调控性. 而且, 高分子修饰能为纳米探

针提供空间稳定性, 使之能耐受复杂环境[21]. 所谓空间

稳定是指由粒子上的高分子链重叠产生的“空间斥力”

来抵抗粒子间的范德华吸引力, 使粒子保持稳定. 它在

本质上来源于高分子链之间的相互作用, 而不是粒子之

间的电荷斥力. 因而空间稳定的纳米探针不易受溶液中

酸、碱和盐等的干扰, 可以耐受较苛性的条件[21]. 
我们曾报道过无修饰层保护的 SERS 标记金纳米棒

探针用于免疫检测[11]. 这里, 我们进一步制备了空间稳

定的 SERS 标记金纳米棒探针, 并用其进行 SERS 免疫

检测. 图式 1 给出了该探针制备的方法和 SERS 免疫检

测的原理示意图. 该探针和无修饰层保护的金纳米棒探

针的区别是: 功能识别抗体不再直接和金纳米棒相连, 
而是通过 α-巯基-ω-羧基聚乙二醇(HS-PEG-COOH,  
Mw＝5000)连接到金纳米棒上. 如前所述, 引入 PEG 长

链可为探针提供水溶性和生物亲和性[22], 并能提供保

护作用和空间稳定性. 这一方面提高了纳米探针对复杂

条件(如生理环境)的耐受性; 另一方面, 能避免探针团

聚产生的“假阳性”信号. 探针团聚后, 粒子之间的耦

合会产生强 SERS 信号[23]. 由图式 1 可知, SERS 检测的

基本原理是利用 SERS 信号强度来示踪和指示待测物

质. 待测物质浓度越高, 通过其组装到基底上的探针数

目就越多, SERS 信号就越强. 如果探针不稳定, 在制

备、纯化和使用中出现聚集, 那么检测到的 SERS 信号 

 

图式 1  空间稳定的 SERS标记金纳米棒探针用于免疫检测示

意图 
Scheme 1  Schematic illustration of the immunoassasy of steri-
cally stabilized, SERS-tagged gold nanorod probes 

强度一部分来自探针数目的多寡, 另一部分来自探针的

聚集. 而后者与待测物浓度无关, 是“假阳性”信号, 导
致检测到的浓度偏高. 因而, 空间稳定的纳米探针能更

真实地检测待测物质浓度高低. 以同一免疫检测体系做

比较, 空间稳定的 SERS 标记金纳米棒探针的检测限能

达到 1 pg/mL, 优于或至少相当于我们曾报道的无修饰

层保护的金纳米棒探针的检测能力(10 pg/mL)[11]. 以往

报道的 SERS 免疫检测限为 0.1～10 ng/mL[9,13,24], 少数

能达到 1～10 pg/mL[25]. 

1  实验部分 

1.1  实验试剂 

4-巯基苯甲酸(MBA)、3,3'-二硫代二丙酸(99%)和
N-羟基丁二酰亚胺(NHS)购自 Aldrich 公司. N,N'-二环己

基碳酰亚胺(DCC)、N-羟基硫代琥珀酰亚胺(sulfo-NHS)、
1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC•HCl)
和 HS-PEG-COOH (Ｍw＝5000)均为分析纯, 分别购自

上海共价化学科技有限公司、阿拉丁试剂有限公司、Alfa 
Aesar 和 Laysan Bio 公司. 羊抗鼠 IgG、小鼠 IgG、牛血

清蛋白(BSA)和PBS缓冲液(pH＝7.4)购自北京鼎国生物

试剂有限责任公司. 玻璃镀金基底由中国科学院安徽光
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学精密机械研究所提供. 为防止镀金层在水溶液中脱

落, 玻璃基底上预先真空镀上一薄层铬, 再镀金层. 实
验用超纯水先经禹之神公司 YZS-RO-S50 超纯水机纯

化, 再经二次蒸馏所得. 

1.2  SERS 标记金纳米棒免疫探针的制备 

纵向表面等离子体共振(SPR)在 630 nm的金纳米棒

按我们以前报道的方法合成 [11,26]. 该合成方案由

Murphy 课题组发展的种子生长法改进而来[27]. 将制备

好的金纳米棒离心(10000 r•min－1, 12 min)洗涤两次, 再
重新分散于超纯水中备用. 取 1 mL 上述金纳米棒, 向
其中加入 5 µL 1.0×10－3 mol•L－1 MBA, 反应 4 h, 让
MBA 充分吸附到金纳米棒上. 再向其中加入 5 µL 5×
10－3 mol•L－1 的 HS-PEG-COOH 溶液, 室温反应 2 h, 让
其充分吸附到金纳米棒剩余的空位上. 将其离心洗涤两

次 (13000 r•min － 1), 以 除 掉 溶 液 中 未 吸 附 的

HS-PEG-COOH, 再将沉于离心管底部的金纳米棒稀释

到 0.5 mL. 向上述溶液中依次加入 10 µL 1×10－2 mol• 
L－1 EDC 和 10 µL 2×10－3 mol•L－1 sulfo-NHS, 在室温下

搅拌反应 15 min, 以活化 PEG 链端位的羧基. 然后加入

10 µL 2 mg•mL－1羊抗鼠 IgG, 先在室温下反应2 h, 接着

在 4 ℃下反应 12 h, 从而将抗体连接到 PEG链端位的羧

基上. 由此制得空间稳定的 SERS 标记金纳米棒免疫探

针, 也即完成了用 SERS 信号标记抗体. 最后, 将所制

得的免疫探针离心清洗两次(13000 r•min－1), 分散于超

纯水中备用.  

1.3  捕获抗体在金基底上的组装 

3,3'-二硫代二丙酸丁二酰亚胺酯(DSP)按我们以前

报道的方法合成[11], 配制成 1×10－3 mol•L－1 的丙酮溶

液. 玻璃镀金基底依次在超纯水、乙醇、丙酮、氯仿、

丙酮、乙醇和超纯水中分别超声洗涤 5 min, 氮气吹干后

放入DSP的丙酮溶液中, 室温下浸泡12 h. 取出基底后, 
用丙酮洗去表面未吸附的DSP. 将DSP修饰的基底放入

0.05 mg •mL－1的羊抗鼠 IgG的 PBS缓冲液中, 在 4 ℃下

反应 12 h, 将捕获抗体固定在金基底上. 用 PBS 充分洗

去基底表面未吸附的羊抗鼠 IgG, 再将基底浸入 2%的

BSA 溶液中, 于 4 ℃下反应 12 h, 以封闭基底表面的剩

余空位, 减少基底对探针的非特异性吸附. 最后, 用大

量的PBS缓冲液冲洗基底, 将基底保存在4 ℃ PBS缓冲

液中备用. 

1.4  捕获抗体-待测抗原-SERS 标记抗体“三明治”结

构的组装 

将固定上捕获抗体的金基底从 PBS 缓冲液中取出, 
氮气吹干. 再将其浸入 400 µL 待测抗原小鼠 IgG 的

PBS(pH＝7.4)缓冲液中. 室温下静置4 h, 让捕获抗体和

待测抗原充分反应结合. 反应完毕, 用大量 PBS 缓冲液

洗去基底上未结合的抗原, 再用超纯水冲洗, 最后氮气

吹干. 然后将基底浸入到金纳米棒免疫探针溶液中, 室
温反应 4 h, 将免疫探针组装到固体基底上. 用超纯水

充分洗去未结合的探针, 将基底用氮气吹干备用. 改变

溶液中抗原的浓度, 制备出一系列的捕获抗体-待测抗

原-SERS 标记抗体“三明治”结构. 

1.5  实验仪器 

紫外-可见光谱在 UV-1800 型(岛津)紫外-可见光谱

仪上测试. 金纳米棒的形貌表征在 JEM-1230 型(JEOL
公司)透射电镜(TEM)上进行. 玻璃镀金基底及“三明

治”结构表面形貌表征在 JSM-6700 型扫描电子显微镜

(SEM)上进行. SERS 光谱在 LabRam HR 型(法国 Jobin 
Yvon 公司)共聚焦显微拉曼光谱仪上采集. 激发波长为

632.8 nm, 所有光谱均为一次 10 s 积分时间采集. 

2  结果与讨论 

2.1  金纳米棒免疫探针的表征和稳定性研究 

各向异性的金纳米棒有两个 SPR 吸收峰: 位于 520 
nm 处的横向 SPR 和位于长波长处的纵向 SPR. 其中横

向SPR的位置相对固定, 纵向SPR的位置随纳米棒的长

径比不同可在可见至近红外区间调控[26,27]. 金纳米棒的

这个光学特点使得人们可以调控其SPR位置, 使之和激

发光耦合, 以优化 SERS 增强. 我们的计算表明: 长径

比为 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 4.0 和 5.0 的金纳米棒(直径 12 nm)
的电磁场增强分别为 2.0×103, 1.4×104, 9.6×105, 1.5×
104, 1.5×102和 3.9×10[26]. 长径比为 2.5 的金纳米棒增

强能力最好, 因为其纵向 SPR 位于 630 nm (见图 2), 和
632.8 nm 的激发光耦合. 因而, 我们选择该长径比的金

纳米棒来制备探针, 以提高探针的检测灵敏度. 图 1a是
按种子生长法制备的金纳米棒的 TEM 图. 从 TEM 图可

以看到, 其中只有少数粒子是球形, 大多数粒子为棒状. 
通过电感耦合等离子体测出金纳米棒溶胶中金元素的

含量, 按 TEM 结果把金纳米棒近似成两端覆盖为半球

形的圆柱体, 计算出棒的浓度约为 1.013×1012 个/mL. 
单个拉曼标记分子 MBA 的面积约为 20 Å2 [28], 并假设

加入的 MBA 全部吸附在金纳米棒上. 据此计算出占据

金纳米棒表面积约 60%所需的 MBA 量, 以留出 40%的

空位来吸附 PEG. 加入的 PEG 的量为空位可吸附量的

20倍, 让PEG充分占据金纳米棒表面的空位. 这既减少

了基底对探针的非特异性吸附, 也为后续的抗体修饰提

供了足够的官能团.  图 1b 是同时修饰了 MBA 和

HS-PEG-COOH 的金纳米棒的负染色 TEM 图. 经 PEG
修饰后, TEM 图中金纳米棒间距增大、分散得更均匀.  
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图 1  (a) 纯 态 金 纳 米 棒 的 TEM 图 、 (b) MBA & 
HS-PEG-COOH 修饰和 (c) MBA & HS-PEG-goat anti-mouse 
IgG 修饰的金纳米棒的负染色 TEM 图 
Figure 1  TEM image of (a) pure Au nanorods and negative 
staining TEM images of (b) MBA & HS-PEG-COOH functional-
ized and (c) MBA & HS-PEG-goat anti-mouse IgG functional-
ized Au nanorods 

同时, 在金纳米棒周围有一层较浅颜色的修饰层, 说明

PEG 已成功连接到金纳米棒上. PEG 上的羧基经水溶性

的EDC和 sulfo-NHS活化后[29], 和羊抗鼠 IgG抗体上的

氨基反应, 从而将抗体连接到 PEG 上, 制得最终的金纳

米棒免疫探针. 在此过程中, MBA 分子上的羧基也有可

能被活化而连接上抗体蛋白. 但 PEG 链相对 MBA 要长

得多, 抗体和 MBA 的羧基反应存在较大的空间位阻, 
所以不会连接到 MBA 上. 图 1c 是金纳米棒免疫探针的

负染色 TEM 图. 同样, 在探针周围可看到较浅颜色的

修饰层. 
图 2是经MBA和HS-PEG-COOH 修饰的金纳米棒

在盐、酸性和碱性溶液中的紫外–可见光谱图. 向溶胶中

加入盐、调节其 pH 值会部分稀释溶胶, 这会导致光谱

的吸收强度有不同程度降低. 除此以外, 光谱的形状和

位置与其在纯水中相比没有明显的变化. 因而, PEG 修
饰后的金纳米棒在较苛性的条件下仍很稳定, 没有团

聚. 如前言所述, 这是由于 PEG 链为探针提供了空间稳

定性, 使之能耐受较苛性的环境条件. 为了尽量避免探

针团聚产生的“假阳性”信号, 我们用紫外-可见吸收光

谱来监测纳米探针的制备过程. 图 3 中光谱 a 为纯态金

纳米棒的紫外-可见吸收光谱, 光谱 b 和 c 分别是 MBA
修饰和 MBA 及 HS-PEG-COOH 共吸附修饰的金纳米棒

的紫外-可见吸收光谱. 可以看到, 随着修饰物不同, 金
纳米棒周围的介电环境改变导致其纵向 SPR 逐渐红移. 
在长波长方向没有出现新的吸收峰, 说明金纳米棒探针

在制备过程中没有团聚. 当探针连接上抗体后, 其紫 
外-可见光谱和纯态金纳米棒的光谱特征仍然类似(光
谱 d). 因而, 最终制得的金纳米棒免疫探针具有很好的

分散性, 可以用于后面的免疫检测. 

 

图 2  MBA & HS-PEG-COOH 修饰的金纳米棒在(a) 中性, (b) 
1.5 mol/L KNO3, (c) pH＝1.0 (H2SO4 调节)和(d) pH＝13.2 
(NaOH 调节)水溶液中的紫外-可见吸收光谱 
Figure 2  UV-Vis spectra of MBA & HS-PEG-COOH function-
alized Au nanorods in (a) neutral, (b) 1.5 mol/L KNO3, (c) pH＝

1.0 (adjusted by H2SO4) and (d) pH＝13.2 (adjusted by NaOH) 
aqueous solutions 

 

图 3  (a) 纯态金纳米棒, (b) MBA, (c) MBA & HS-PEG- 
COOH 和(d) MBA & HS-PEG-goat anti-mouse IgG修饰的金纳

米棒的紫外-可见吸收光谱 
Figure 3  UV-Vis spectrum of (a) pure Au nanorods and UV-Vis 
spectra of (b) MBA, (c) MBA & HS-PEG-COOH and (d) MBA 
& HS-PEG-goat anti-mouse IgG functionalized Au nanorods 

2.2 捕获抗体-待测抗原-SERS 标记抗体“三明治”

结构的表征 

图 4a和 4b分别是空白的基底和先修饰上DSP再连

接抗体后的基底的 SEM 图. DSP 的二硫键和金反应断 
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图 4  (a)空白金基底, (b) DSP-抗体修饰和(c) DSP-抗体-抗原

修饰的金基底的 SEM图和待测抗原浓度为(d) 1×10－8 (d中插

图抗原浓度为0), (e) 1×10－4和(F) 1 mg•mL－1时金基底上组装

的“三明治”结构的 SEM 图 
Figure 4  SEM images of (a) bare Au substrate, (b) DSP-goat 
anti-mouse IgG functionalized, and (c) DSP-goat anti-mouse 
IgG-mouse IgG functionalized Au substrates, and SEM images of 
the “sandwich” structures assembled on Au substrates at mouse 
IgG concentrations of (d) 1×10－8 (0 for the inset in image d), (e) 
1×10－4, and (f) 1 mg•mL－1 

裂, 通过形成强的 Au—S 键将硫代丙酸-N-羟基丁二酰

亚胺酯连接到金基底上. 其端位的活性酯和捕获抗体上

的—NH2 基团反应形成酰胺键, 从而将捕获抗体固定在

基底上. 为减缓酰胺键水解造成抗体脱落, 通常将基底

保存在 4 ℃的 PBS 中备用. 通过这种固定方式, 捕获抗

体在基底上直立排列, 能更好地结合待测抗原. 图 4c是
捕获抗体结合待测抗原后的 SEM 图. 由于 DSP、抗体

和抗原都是有机物质, 电子密度低, 故它们在SEM图中

无法分辨. 图 4d, 4e 和 4f 分别是用低、中、高浓度的待

测抗原组装的捕获抗体-待测抗原-SERS 标记抗体“三

明治”结构的 SEM 图. 当抗原浓度为 0 时(d 中插图), 金
基底上基本上看不到金纳米棒免疫探针, 这说明所制备

的探针有效地抑制了基底对探针的非特异性吸附. 当抗

原浓度从低到高时, 金基底上捕获抗体特异性结合的抗

原变多; 因而, 抗原结合的探针也增多, 形成更多的捕

获抗体-待测抗原-SERS 标记抗体“三明治”结构. 可
见, 探针表面密度反映了溶液中待测抗原浓度. 仔细检

测图 4, 金纳米棒免疫探针在高表面密度下仍较为分散, 

较少出现粒子聚集的情况, 这就有效抑制了 SERS 免疫

检测中出现的“假阳性”现象. 

2.3  SERS 免疫检测 

图 5 是用不同浓度的待测抗原组装的捕获抗体-待

测抗原-SERS 标记抗体“三明治”结构的 SERS 光谱图. 
由于探针数目在基底上不均匀分布, 我们对每一个样品

随机采集 10 个点的 SERS 光谱，取其信号的平均值与

样品浓度作图. 图 6 是 1073 cm－1处的 SERS 谱峰积分

面积与抗原浓度的关系图. 从图中可以看到, 当待测抗

原浓度从高到低时, SERS信号逐渐减弱, 这是由于基底

上免疫探针的数目逐渐减少所致(图 4). 当抗原浓度为 0
时, SERS强度与基线的背景噪音基本相当, 说明非特异

性吸附的探针数目很少. 这与 SEM 观察到的结果一致

(图4d中插图), 进一步表明PEG修饰的探针能有效抑制 

 

图 5  不同浓度的小鼠 IgG 抗原组装的捕获抗体-待测抗原- 

SERS 标记抗体“三明治”结构的 SERS 光谱 
Figure 5  SERS spectra obtained from capture anti-
body-detected antigen-SERS-tagged antibody “sandwich” struc-
tures assembled at varying mouse IgG concentrations 

 

图 6  1073 cm－1 谱峰的 SERS 信号积分强度与待测抗原浓度

的关系图 
Figure 6  Integrated SERS intensity of the peak at 1073 cm－1 as 
a function of mouse IgG concentration 
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非特异性吸附. 以信噪比为 3 倍(1073 cm－1处谱峰强度

与基线噪音之比)作为检测限的判断标准, 空间稳定的

金纳米棒探针对单组分抗原的检出浓度可低至 1×10－9 

mol•L－1. 

3  结论 

我们成功制备了空间稳定的 SERS 标记金纳米棒探

针, 能在酸性、碱性和高浓度盐的条件下保持稳定. 利
用抗体和抗原之间特异性反应组装的捕获抗体-待测抗

原-SERS 标记抗体“三明治”结构, 该探针对单组分抗

原检出浓度可低至 1×10－9 mg•mL－1. 该探针具有水溶

性好、稳定性和灵敏度高的特点, 有望用于复杂环境下

的检测. 
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