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对巯基苯胺在拉曼免疫检测中的应用
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摘　要　文章以对巯基苯胺 ( PA TP)作为标记分子 , 研究其在金电极上的吸附。发现对巯基苯胺分子是采用

苯环直立于电极表面的吸附方式吸附于电极表面的。用于免疫检测时 , 对巯基苯胺分子先通过直立吸附的

方法达到满单层吸附 , 然后通过胺基与抗体分子的羧基相连 , 形成一种复层结构 , 再与基底结合 , 得到固相

抗体2抗原2标记抗体“三明治”结构。借助抗体上标记金纳米粒子的 SERS信号达到单组分生物免疫检测的目

的。
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引　言

　　标记免疫检测原理是以固相抗体 (通过物理吸附或化学

吸附固定于固相载体的抗体)特异性的捕获样品中的待测抗

原。由于抗原一般含有多个活性位 , 所以抗原又可反过来继

续选择性结合标记抗体 (带有可识别标记的抗体 , 如酶标抗

体等) , 形成夹心复合物。通过对该夹心复合物标记信号的

检测可对待测抗原进行定性或定量分析。标记免疫分析将多

种标记示踪技术的高度灵敏性和医学免疫抗原抗体反应的高

度特异性相结合 , 具有良好的微量分析效果。利用 SERS进

行标记免疫检测主要就是采取这种夹心的检测模式。通过对

夹心复合物内标记抗体的 SERS标记分子信号检测就可进行

待测抗原检测分析 [1 , 2 ]。

传统的拉曼散射光谱信号较弱 , 作为信息读出手段往往

缺乏高灵敏性。表面增强拉曼光谱 (SERS)可使信号增强 6～

10个数量级 , 如今 SERS已被大量应用于生物医学研究各方

面 [327 ]。同时 , 随着纳米粒子合成技术的发展 , 纳米粒子用于

生物分子标记已成为研究热点。Porter等 [1 ]将纳米粒子标记

与 SERS相结合成功地应用于多组分标记免疫检测。

本文根据对巯基苯胺 ( PA TP)分子结构的特点 , 研究了

在金电极上的吸附方式 , 推断其可以作为一种新的免疫检测

标记物。进一步尝试将其作为标记分子 , 与金溶胶结合 , 制

得了具有强 SERS信号的标记金溶胶 , 并与山羊抗小鼠 Ig G

结合 , 获得了 SERS标记免疫金溶胶。另一方面把抗体固定

在用有机分子修饰的光滑银玻璃基底上制备固相抗体 , 成功

得到了固相抗体2抗原2标记抗体“三明治”结构 , 借助抗体上

标记金纳米粒子所带的 SERS信号达到免疫检测的目的。

1　实　验

111　对巯基苯胺( PATP)在金电极上的吸附

金电极的粗糙 : 机械抛光后用三次水超声清洗 , 在 015

mol·L - 1的 H2 SO4 中进行电化学清洗 , 用三次水超声清洗 ,

接着在 011 mol ·L - 1 KCl 溶液中进行电化学氧化还原

(ORC)粗糙。首先控制初始电极电位在 - 016 V , 然后将电

位正向扫描至 0155 V , 在此电位下保持 3～5 s , 接着让电位

慢慢回到 - 016 V , 所获得电极表面为一层均匀的暗色具有

SERS效应的表面。粗糙过的金电极作为工作电极浸入

1 mmol的对巯基苯胺的乙醇溶液 1 h 左右 , 用高纯氮气吹

干 , 便可进行拉曼检测 , 结果见图 1 (a) , 图 1 (b) 。

112　对巯基苯胺( PATP)在免疫检测中的应用

金溶胶的制备 : 100 mL 110×10 - 4 g·mL - 1氯金酸水溶

液在剧烈搅拌下加热至沸腾 , 迅速加入 0165 mL 110 ×10 - 2

g·mL - 1的柠檬酸钠水溶液 ,保持沸腾 15 min后自然冷却搅

拌至室温 [8 ]。所得金溶胶透射电镜照片显示平均粒径为 40～

50 nm。

标记金溶胶的制备 : 在以上合成的 1 mL 金溶胶中加入

1μL 110×10 - 3 mol·L - 1 PA TP的乙醇溶液 , 常温下充分反

应 , 高速离心 (12 000 g·min - 1 ) 5 min , 得到上层清液和底



部为红褐色的金溶胶粒子聚集层。吸去上层清液后 , 加入 1

mL 2×10 - 3 mol·L - 1的 p H 9 硼砂缓冲溶液使聚沉在底部

的金溶胶粒子恢复至分散状态。进行拉曼检测 , 见图 2。

标记金溶胶对抗体的标记 : 在上述标记溶胶中加入 10

μL 2 mg·mL - 1的羊抗小鼠 Ig G , 在室温下“孵育”1 h。然后

高速离心 (12 000 g·min - 1 ) 5 min , 同样得到上层清液和底

部红褐色的金溶胶粒子聚集层。吸去上层清液后 , 加入1 mL

2×10 - 3 mol·L - 1 p H 9的硼砂缓冲溶液使金纳米粒子恢复

至分散状态 , 再高速离心 (12 000 g·min - 1 ) 5 min , 吸去上

层清液后 , 加入 015 mL 10 mmol ·L - 1 Tris2HCl 缓冲溶液 ,

该缓冲溶液中还含有 011 %Tween 80 , 用以减少免疫检测中

的非特性吸附。最终得到的 SERS标记免疫金溶胶仍为红褐

色。如此制得 SERS标记免疫金溶胶。

“三明治”结构的组装 : 基底材料由 Full Moon BioSys2
tems公司提供。在石英玻璃上真空镀上 Ni2Cr 层 , 进而沉积

上薄层银 , 最后修饰上特殊的高分子用来结合抗体上的羧酸

基团。这样的处理可以保证抗体在基底表面的直立排列 , 使

之更好的去捕捉待测抗原。

将羊抗小鼠 Ig G用磷酸缓冲溶液 1 ×PBS (含 0105 %

BSA , p H714)稀释到 200～500μg·mL - 1 , 滴加到基底上作

为拉曼光谱采集点。将滴加好抗体的芯片放在 65 %～75 %湿

度的环境里 , 恒湿保存 12 h。取出后室温自然干燥 30 min。

然后放在 5 %的小牛血清 (BSA)溶液中振荡 30 min。取出后

用三次水冲洗 , 氮气吹干。放在抗原的缓冲溶液中振荡 2～4

h。用 TBS/ 011 % Tween冲洗三次 ,每次 5 min。再用 TBS冲

洗两次 , 每次 5 min。再用三次水冲洗 , 氮气吹干。泡入标记

免疫金溶胶溶液 , 振荡 2 h。用 TBS/ 011 % Tween冲洗三次 ,

每次 5 min。用 TBS冲洗两次 , 每次 5 min。用三次水冲洗 ,

氮气吹干。进行拉曼检测 , 见图 3。

电化学实验在 CHI660A 电化学工作站上进行 , 采用传

统的三电极体系 , 其中辅助电极为铂丝 , 参比电极为饱和甘

汞电极。

拉曼光谱试验采用美国 Nicolet 公司的 FT2Raman型拉

曼光谱仪 1 使用液氮冷却的 Ge 检测器 ,激光光源为 Nd/

VO4 , 能产生 1 064 nm的近红外光。试验中所用的激光入射

功率约为 300 mW。分辨率为 4 cm - 1 , 若无具体说明 , 采谱

扫描次数均为 64次。

2　结果与讨论

211　对巯基苯胺( PATP)在金电极上的吸附

对巯基苯胺的固体样品和 SERS谱图示于图 1。从图中

可以看出 , 对巯基苯胺是通过巯基与金形成强的化学键吸附

于电极表面 , 使得与—SH和—CS有关的振动谱峰发生相应

的变化 [9 ] , 如 SERS谱图中—SH伸缩振动的消失 , —CS伸

缩振动相应的谱峰从 1 086 cm - 1位移至 1 078 cm - 1 , 并且与

1 592 cm - 1的谱峰比起来 , 相对强度发生了变化。这说明了

对巯基苯胺分子是通过苯环直立于电极表面的方式吸附于电

极表面的。SERS谱图中与苯环相关的振动并没有发生明显

的位移 , 如 : 位于 1 587cm - 1的环伸缩振动 , 1 177 cm - 1的

—CH弯曲振动 (δCH ) , 1 003 cm - 1的环伸缩振动 , 639 cm - 1

的环伸缩振动等 , 基本与固体谱图中相应的谱峰位置一致

(仪器的分辨率为 4 cm - 1 )。465 cm - 1的被归属于环弯曲模式

的峰在 SERS谱图中完全消失 , 与之相应在 390 cm - 1处出现

了一个较强的峰。由于这个谱峰是对巯基苯胺吸附于溶胶粒

子后才得到很大增强的 , 因此 , 与 C—S键的振动密切相关 ,

可能来自δCS振动 [10 ]。这说明对巯基苯胺分子中的苯环与金

基底之间不存在相互作用 , 也就说明了对巯基苯胺分子中的

苯环的取向完全垂直于电极表面。

对比图 1 (b)和图 2 , 主要的谱峰无论是在出峰位置还是

相对强度 , 都没有发生明显的变化 , 可以认为在金纳米粒子

表面对巯基苯胺分子也是通过苯环直立方式吸附于金纳米粒

子表面的。采用这种直立吸附的方法可以在溶胶表面最大量

地吸附标记分子 , 得到很好的 SERS增强信号。

Fig11　FT2Raman spectra of PATP
(a) : Solid sample ; (b) : Absorbed on a rough gold elect rode

212　对巯基苯胺作为标记的免疫检测

根据我们的实验结果 , 控制在 50 nm 粒径左右的金溶

胶 , 是一个比较好的 SERS基底。对球型金粒子 , 当其粒径

为 50～60 nm时 , SERS增强因子最大。这与 Zeman等人的

计算相符 [11 ]。

对于抗体抗原来说 , 两者的结合是特异性的。前面制备

得到的固相抗体特异性的捕获体系中的待测抗原 , 由于含有

多个活性位 , 所以抗原又可反过来继续选择性结合标记抗体

(对巯基苯胺标记免疫溶胶) , 形成夹心复合物 , 通过对标记

物信号的检测就可对待测抗原进行分析。
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在银玻璃基底的“固相抗体2待测抗原2标记免疫金溶胶”
夹心复合物的 FT2Raman光谱图 (见图 3)上 , 可以很清晰的

得到对巯基苯胺的信号。加入抗原的 (a) , 在 1 590和 1 085

cm - 1处出现了很强的特征峰 , 有充分的理由认为是对巯基苯

胺的信号。而没有加入抗原的 (b) , 由于固相抗体和免疫溶

胶之间没有抗原的连接 , 并没有出现明显的标记物的信号。

　　我们之所以要选择对巯基苯胺这种标记物 , 是因为推测

Fig12　SER spectra of PATP on 50 nm gold sol

Fig13　SER spectroscopy

a : The“sandwich”const ruction labeled by PA TP ;

b : The“sandwich”const ruction wit hout antigen ;

c : Empty slide

它和抗体在金溶胶颗粒上的连接方式很特别 , 和常用的苯硫

酚有所区别。苯硫酚 ( TP)是单官能团的标记分子 , 它和金溶

胶颗粒直接以 Au—S连接 , 对于抗体来说 , 不可能再和苯硫

酚有强化学键的结合 , 因此在金溶胶表面形成的是一个苯硫

酚和抗体混合的单层包裹层。对巯基苯胺分子和苯硫酚相

比 , 官能团增加了 , 巯基可以和金溶胶结合 , 胺基则可以和

抗体分子相连 , 而且新增加的胺基和苯环相连 , 加大了共扼

效应 , 拉曼信号较强。这样的结构 , 可以在溶胶表面最大程

度的增加标记分子的连接数量 , 然后在标记分子上去连接抗

体 , 无形中又增加了抗体的数量。进一步保证了最后“三明

治”结构的稳定性。这与 Porter等 [12 ]新提出的标记方式比较

类似。我们推测金溶胶表面首先形成标记分子的包裹层 , 然

后再包裹一层抗体分子 , 形成复合包裹层。虽然抗体分子和

对巯基苯胺相比 , 体积相对较大 , 可能会形成抗体包裹。但

是在苯硫酚的实验中 , 我们已经证实抗体的包被对标记物

SERS信号不产生影响。从图 2 , 图 3的比较中也可以看出 ,

三明治结构的谱峰无论是在位置还是各峰的相对强度 , 都没

有发生明显的改变 , 这说明抗体抗原的加入 , 对标记分子在

金溶胶上的吸附趋向没有明显的影响。

3　结束语

　　我们以对巯基苯胺作为标记物 , 制得“三明治”结构 , 并

可以借助标记金纳米粒子所带的 SERS信号进行单一抗体的

免疫检测。FT2SERS光谱为研究免疫识别提供了一个新的、

有效的手段。由于生物检测的复杂性 , 实际体系中需要在多

个组分中检测出某个甚至某些组分 , 这就涉及到运用多个标

记物进行混合多组分体系的检测。对巯基苯胺是苯硫酚的一

个衍生物 , 因此它的拉曼特征谱峰和苯硫酚有很大部分是重

叠的 , 区分性不理想。如何寻找另一类的标记分子 , 使得标

记物的拉曼谱峰有明显的区分 , 从而可以同时进行多组分的

分析 , 这是我们下一步要研究的课题。
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Application of p2Aminothiophenol as a SERS Reporter in Immunoassay

J IAN G Yun , CU I Yan , GU Ren2ao 3

Department of Chemist ry and Chemical Engineering , Suzhou University , Suzhou　215006 , China

Abstract　The adsorption of p2aminothiophenol ( PA TP) molecule on the gold elect rode was investigated. The result suggest s

that PA TP was adsorbed perpendicularly onto the subst rate. By immobilizing goat anti2mouse Ig G on a glass slide modified by

special organic molecules , the antibody/ antigen/ reporter2labeled immunogold nanoparticle sandwich assay was build for surface2
enhanced Raman spect roscopy ( SERS) measurements. The p2aminothiophenol ( PA TP) was used as SERS2reporter molecule.

Thus the authors can identify the single type biospecific species by SERS signal of the reporter molecules which are coimmobi2
lized with antibody molecules in gold colloids.

Keywords　Surface2enhanced Raman spect roscopy (SERS) ; p2aminothiophenol ( PA TP) ; Gold nanoparticle ; Immunoassay
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