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摘　要 　核酸适配体 ( ap tamer)是一类通过指数富集的配体系统进化技术 ( SELEX)经体外筛选得到的

单链 DNA或 RNA。核酸适配体借自身形成的空间结构与靶标分子特异性结合 ,具有靶分子广、亲和力高、

特异性强、易改造修饰等特点 ,因而在生命科学、临床诊断、药物发现和环境科学等方面得以广泛应用。近年

来 ,核酸适配体与纳米技术结合 ,并利用纳米材料在光学、磁学、电学、化学及生物学方面表现出的特殊性质 ,

实现了对靶标分子高灵敏度、高选择性、简便快速的识别与检测。本文评述了基于核酸适配体 2纳米粒子特

性的光学探针在生物大分子、金属离子和有机小分子检测等领域的应用现状与发展趋势 ,主要包括比色法、

荧光光谱法、表面增强拉曼光谱法等。
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Abstract　Ap tamers are short single2stranded DNA ( ssDNA ) or RNA by in vitro screening of systematic

evolution of ligands by exponential enrichment ( SELEX). Based on their special structures which are easily rebuilt

and modified, ap tamers are of high affinity and specificity with a wide range of targets. These advantages have

motivated ap tamers to find broad app lications for biomedicine, clinic diagnosis, drug discovery, environmental

science and so on. Recently, ap tamers integrated with nanotechnology have realized simp le and rap id recognition of

various targets with high sensitivity and selectivity owing to the novel op tical, magnetic, electric, chem ical and

biological p roperties of nanomaterials. This paper reviews the latest advances and trends of ap tamer2nanomaterial2
based op tical p robes for biomolecules, metal ions and organic compounds, including colorimetry, fluoresence and

surface2enhanced Raman spectroscopy ( SERS).
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1　引言

建立高灵敏、高通量、特异性强的靶标分子快速

检测是目前分析化学面临的紧迫任务。近年的研究
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表明 ,脱氧核糖核酸 (DNA )和核糖核酸 (RNA )不仅

起遗传信息储存和传递的作用 ,还可以借自身形成

的空间结构与其他类型的分子相互作用。以此为基

础建立随机寡核苷酸文库 ,施加选择压力 (结合靶

标 ) ,淘选与靶标高度特异结合片段的过程 ,被称为

指数富集的配体系统进化 ( systematic evolution of

ligand by exponential enrichment, SELEX)技术 (图

1)。这类经体外筛选技术得到的能够特异性结合

图 1　SELEX技术流程图。随机 ssDNA /RNA文库中不

同寡核苷酸与特定靶标孵育 ,随后从混合物中分离出与

靶标结合的寡核苷酸序列。在对其进行 PCR扩增形成

次级 ssDNA /RNA文库后 ,进入第二轮筛选。一般经 8—

15轮筛选富集后 ,可获得具有高亲和性的适配体

F ig. 1　D iagram for the SELEX enrichment. A random nu2
cleic acid library is incubated with a specific target. The ss2
DNA /RNA binding to the target are eluted from the m ixture1
After PCR amp lification, the p roducts are subjected to the

next round of selection1 The selection cycles continue until

the final high2affinity ssDNA /RNA species for the target is

identified

靶物质的由十几个或几十个核苷酸组成的寡聚核苷

酸片段 (即 ssDNA或 RNA ) [ 1, 2 ]
,被称为核酸适配体

( ap tamer,源于拉丁语 aptus,即配对、适应之意 ,以下

简称适配体 )。这种筛选出的适配体不依赖于生物

体或细胞环境 ,具有空间结构多样和靶标分子广泛

的特点 ,对包括金属离子、有机小分子、生物分子 ,甚

至细胞和微生物在内的各类靶物质具有特异识别作

用 [ 3—7 ] ,被喻为“化学抗体 ”[ 8 ] ,因而在很大程度上

冲破了核酸只作为遗传信息存储和转运载体的传统

认识。适配体还具有分子量小、易体外合成和修

饰 [ 9 ]、化学稳定性好等优点 ,故一经出现便成为化

学工作者用于分子识别和靶标物检测研究的得力工

具。显然 ,适配体的这些特点对于发展高灵敏、高选

择性、快速高通量的靶标分子分析检测十分重要 ,并

日渐成为分析化学领域的研究和应用的热点。纳米

材料技术是伴随着材料科学技术和微制作技术的融

合而逐步发展起来的新技术 ,标志着人类改造自然

的能力延伸至分子、原子水平。物质加工至纳米尺

度 (1—100nm) ,其基本单元或微粒的尺寸接近光波

长 ,且具有极大的比表面积 ,使得材料表现出量子尺

寸效应、小尺寸效应、表面效应和宏观量子隧道效应

等诸多特殊效应 ,进而在光学、磁学、电学、化学及生

物学方面表现出许多特殊性质。纳米材料的光学特

性一直吸引着分析化学家的注意。一般地 ,纳米材

料光学性质对粒子尺寸、形状 (纳米粒子、纳米棒

等 )、粒子间距及粒子表面性质十分灵敏 ,与传统光

学检测方法相结合往往具有表面增强效果和信号放

大作用 [ 10, 11 ]。适配体特异性识别技术借助纳米材

料的光学特性进行靶标分析物检测 ,无疑为环境化

学、生物化学、分子生物学、医学尤其是分析化学等

领域提供了一种高效、快速、灵敏的分析检测研究平

台。鉴于已有文献对基于适配体传感的电化学、质

敏 ( mass2sensitive ) 等信号获取手段进行了综

述 [ 8, 12—14 ] ,本文着重对基于适配体和纳米粒子的光

学检测最新研究进展做了综述 ,包括比色法、荧光光

谱法、表面增强拉曼光谱法 ( surface2enhanced Raman

spectroscopy, SERS)等 ,并对这类适配体纳米粒子

探针技术发展趋势进行了展望。

2　基于适配体 2纳米粒子的光学检测

一般地 ,适配体在与靶标分子特异性结合后 ,其

三级结构将发生改变 ,随之发生变化的有适配体的

电荷密度、吸附性质和空间位阻等一系列因素。采

用纳米粒子材料不仅可以将上述这些变化因素转化

为可检测的光学、电化学等信号 ,而且还可以提高分

析检测的灵敏度。光学检测方法一般具有操作方

便、过程简易和灵敏度高等优点 ,是化学分析的重要

手段和普遍方法之一。基于适配体和纳米材料的光

学识别一直是这一领域的主要研究方法 ,以下分别

对比色、荧光、SERS等检测方法进行评述。

211　比色法

许多纳米材料的表观颜色在纳米微粒的表面性

质发生改变后会发生相应的变化 ,以此为基础通过

颜色对比建立起来的方法称为比色法。以 AuNP

( gold nanoparticle, AuNP)水溶胶为例 , AuNP表面

的同性电荷相互排斥 ,使粒子间保持一定的动态距

离而稳定存在。小粒径 AuNP ( 10—100nm )水溶胶
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一般呈红色或紫红色。这一物理现象源于电磁场引

起的 AuNP表面电子的相干振动。当有可见光入射

时 , AuNP会吸收其共振波长 ,引起表面电子以偶极

模形式振动。如 13nm AuNP吸收绿光 ,对应其位于

520nm的可见吸收峰 ,故溶胶显红色。若向这一

AuNP溶胶中加入高浓度盐 (如 NaCl) , 则会因

AuNP表面的双电层被破坏而发生聚集。此时 ,聚

集态 AuNP间表面等离子激元耦合 ,入射光对表面

电子的极化变为非均一、低能量形式的极化 ,其结果

是 AuNP的吸收峰变宽并红移至 650nm左右 , AuNP

的颜色也由红色变为紫色 (或蓝紫色 )。依据这一

现象 ,M irkin等 [ 15 ]率先开展了 DNA调节 AuNP聚集

度用于检测 DNA的比色分析法研究。适配体对靶

物质的特异识别与之类似。下面以目标分析物进行

分类 ,简单概述比色法检测技术。

21111　生物大分子

适配体代表着一类功能与抗体类似的新型分

子。随着能与蛋白质等生物大分子特异结合的适配

体陆续被筛选和发现 ,这一比色技术日渐成为生物

大分子识别和检测的有力工具。例如 ,采用凝血酶

适配体修饰的 AuNP 可以高灵敏检测凝血酶分

子 [ 16 ]。在适配体识别凝血酶的反应中 ,两个适配体

分子会与一个凝血酶分子的两个位点分别结合 ,导

致 AuNP的粒子间距和紫外 2可见吸收光谱发生变

化。将聚集的 AuNP 离心收集并溶于氯金酸

(HAuCl4 )溶液作为“种子 ”,加入还原剂 ,使 AuNP

进一步“长大 ”,使得在相同凝血酶浓度下 , AuNP颜

色变化加深 ,从而提高检测灵敏度 ,检出限为 2nM。

W ang等 [ 17 ]对这种方法做了改进 ,即在α2凝血酶适

配体修饰的 AuNP对α2凝血酶发生特异识别和比色

分析后 ,将具有比色“增强 ”效果的银化学沉积到

AuNP表面 ,并进行斑点印迹 ( dot2blot)分析。结果

表明 , 01115pM的凝血酶检测可以用肉眼识别 ,检出

限可达 14fM;实验还证实了α2凝血酶适配体的高选

择性 ,牛血清蛋白甚至 β2凝血酶、γ2凝血酶等其他

蛋白质分子均不影响α2凝血酶的检测 ,证实了该适

配体的高选择性。L i等 [ 18 ]采用类似增强原理实现

了对血小板衍生生长因子 B链同型二聚体 PDGF2
BB ( p latelet2derived growth factors B 2chain ho2
modimer, PDGF2BB ) 的高灵敏检测 ,检出限为 83

aM。根据适配体与 PDGF2BB结合后的空间结构特

点 ,他们设计了“AuNP 表面 PDGF2BB 适配体 2
PDGF2BB2生物素酰化的 PDGF2BB适配体 ”的“三明

治 ”夹心结构 ,并连接凝血酶适配体一端的生物素

与修饰微孔板表面的抗生物素蛋白 ,在 Ag增强效

应下 ,可快速实现对凝血酶的比色检测。与酶联免

疫吸附分析法 ( enzyme2linked immunosorbent assay,

EL ISA)相比 ,整个检测过程由 5h缩短至 1h,而且灵

敏度高出 3 个数量级 ,其线性检测范围为 1fM—

100pM ( EL ISA: 10pM—10nM )。 Jana等 [ 19 ]合成了

二氧化硅包被的 AuNP,并在粒子表面修饰凝血酶

适配体 ,当适配体分子与凝血酶分子结合时 ,由于纳

米粒子间距缩小 ,致使纳米粒子聚集而变色 ,可用以

检测凝血酶。这种纳米比色传感器对凝血酶的线性

检测范围为 10—1 000 nM ,肉眼观测的检出限为

25nM ,与抗体修饰的纳米比色分析法灵敏度相当。

此外 ,该类纳米粒子具有粒径小、稳定性好、位阻效

应小、利于蛋白质键合等优点。采用比色法中常用

的金 /银增强 ,因粒径小导致的光学横截面小、光学

信号弱等缺点也得到克服。

作为乳腺癌标志物的 PDGF 有 PDGF2AA、

PDGF2AB和 PDGF2BB 3类。Huang等 [ 20 ]报道的检

测 PDGF2AA的原理如下 :含适量 NaCl的 PDGF适

配体修饰的 AuNP ( ap t2AuNP)溶胶中 ,加入少量

PDGF2AA,适配体与 PDGF2AA特异结合使 AuNP聚

集 ,溶胶的颜色由红色变为紫色 ;进一步升高 PDGF

浓度至与 AuNP表面的适配体结合达到饱和后 ,若

继续提高 PDGF浓度 , AuNP粒子簇由于静电斥力及

位阻作用而解聚 , AuNP 溶胶又呈现红色。即随

PDGF浓度升高 , Ex650 /Ex530经历先升高后降低两个

过程。因而 ,可在较宽 PDGF2AA 浓度范围内得到

PDGF2AA浓度与 Ex650 /Ex530的双阶段关系曲线 ,检

出限为纳摩尔水平。同样 ,采用 ap t2AuNP也可实现

对其它两类 PDGF的纳摩尔水平检测。由于 PDGF

的受体 ( PDGF recep tor2β, PDGFR )和适配体均对

PDGF有高度亲和性 ,通过竞争反应 ,即向 PDGF诱

导的聚集态 ap t2AuNP中加入 PDGFR,导致聚集度

降低 ,可以实现对 PDGFR 的比色检测 ,其检出限

为 312nM。

癌细胞免疫分析实质上也是 DNA或蛋白质等

生物大分子的检测。由于适配体 2纳米粒子的比色

检测灵敏度高、操作简易 ,因而对蛋白质分析和癌症

诊断具有重要意义。Medley等 [ 6 ]以适配体修饰的

AuNPs实现了人类急性淋巴细胞白血病 CCRF2CEM

细胞 ( CCL2119 T2cell, human acute lymphoblastic

leukem ia)的检测 ,并使用伯基特淋巴瘤 Ramos细胞

(CRL21596, B2cell, human Burkitt’s lymphoma)做

对比检测。CCRF2CEM细胞适配体用巯基标记后 ,
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用于修饰 AuNP表面。透射电镜图像表明 ,当这种

AuNP聚集于癌细胞膜表面 ,适配体与细胞膜上的

靶物质发生特异识别 , AuNP将由分散态转变为微

米级聚集态结构。与分散态 AuNP相比 ,聚集态结

构与光相互作用时具有更大的散射光强和消光系

数 ,从而导致吸收光谱的变化。在 CM ( cell media)

和 FBS( fetal bovine serum )中 ,探针只对靶标细胞有

特异识别 ,检出限为 90个癌细胞。该纳米比色探针

的选择性和灵敏度令人满意。实验同样证明了

Ramos细胞适配体修饰的 AuNP对 Ramos细胞的高

灵敏度和选择性。

适配体与纳米粒子之间的作用方式除可依靠化

学修饰形成化学键外 ,也可以通过简单的物理吸附

实现 ,使 AuNP比色法更加简单实用。通常在以柠

檬酸盐为还原剂合成的 AuNP溶胶中 , AuNP表面包

围着大量柠檬酸根负离子 ,构成 AuNP溶胶粒子的

荷负电特性。AuNP粒子间的静电斥力大于范德华

力 ,使 AuNP溶胶可以稳定存在。L i等 [ 21, 22 ]通过研

究发现 ssDNA与 dsDNA在这种荷负电 AuNP表面

有不同的吸附倾向。众所周知 , DNA分子因磷酸盐

骨架的存在而带有大量负电荷。 dsDNA 具有规则

的双螺旋结构 ,其表面负电荷分布均匀且电荷密度

较高 ,不能吸附到带有相同电荷的 AuNP表面。 ss2
DNA则不同 ,其结构可随意扭曲地暴露于 AuNP溶

胶中 ,分子中磷酸盐骨架的另一侧含氮碱基可与

AuNP产生较强的协同配位作用而吸附到 AuNP表

面 [ 23, 24 ]
,这使 AuNP表面的静电斥力增大而更加稳

定 ,甚至在高浓度 NaCl存在时也不易发生聚集。根

据这一发现可以发展一种简易灵敏的分析技术 ,当

向 ssDNA2AuNP体系中加入某种靶标分析物 A ,且

A能与 ssDNA特异性结合而导致 ssDNA构象变为

复杂构象 (如发夹状、G2四分体等结构 ) ,使其电荷

密度陡然增大 ,从而远离 AuNP表面 ,导致 AuNP暴

露于高浓度 NaCl发生聚集 ;反之亦然 (图 2)。据

此 ,可以异常简便地检测靶标分子凝血酶 ,同时检出

限降至 0183nM [ 24 ]。与传统方法相比 ,该类方法应

用于蛋白质分子检测具有明显优势 ,如所需药品和

材料均可以廉价获得 ,避免了生物分析中频繁的修

饰和分离 ,这不仅保证了适配体的原始构象和对靶

标分子的亲和性 ,还极大地简化了分析检测过程。

相信这种方法将以其高灵敏、低成本和较简便等优

势在生物检测及医学分析等领域得到广泛应用。

21112　金属离子

基于适配体和纳米粒子特性的金属离子检测研

图 2　基于适配体结构转变的 AuNP比色传感机理。其

中分析物 A与 ssDNA结合诱导 ssDNA构象变为 dsDNA,

而分析物 B可诱导 dsDNA构象变为 ssDNA

F ig. 2　Structure2switching DNA2based colorimetric sensing

mechanism using AuNPs1 Note that the binding with the

added analyte A causes conformational change of ssDNA to

dsDNA while the analyte B leads to a contrary p rocess

究方兴未艾 ,并由于其高灵敏度和高选择性引起了

研究者的兴趣。K
+作为一种具有多重生物功能 [ 25 ]

的金属离子 ,可以通过适配体和纳米粒子的结合进

行比色检测 [ 23 ]。向含有适量自由适配体的 AuNP

溶胶中加入 K+后 ,与 K+特异性结合的适配体空间

结构将被诱导改变为 G2四分体的特殊三维结构。

这种结构改变导致 AuNP在高浓度 NaCl存在时得

不到自由适配体的“保护 ”而发生聚集。采用这种

检测方法 ,肉眼可观察到 1mM K+导致的 AuNP颜

色变化 ,且高浓度的 L i+ 、Na+ 、Rb+ 、NH +
4 、Ca2 + 、

Mg2 +等同类离子不影响 K+的检测 ,可满足医学检

测的需要。Hg2 +作为危害最大、最普遍的重金属离

子之一 ,其分析和检测一直受到环境分析化学领域

研究者的关注。传统 Hg
2 +检测技术采用原子吸收 /

发射光谱 (AAS/AES)、电感耦合等离子质谱 ( ICP2
MS)等昂贵仪器分析方法 ,难以满足当前日益增长

的环境监测要求。将适配体应用于 Hg2 +检测不失

为一种重要的尝试。适配体与 AuNP 结合用于

Hg
2 +分析检测集中了诸多方法的优势 ,即简便、灵

敏以及高的选择性。Lee 等 [ 26 ] 以适配体修饰的

AuNP成功实现了对 Hg2 +的比色检测。室温下 ,分

别以两种不同序列 ssDNA (注 :两 ssDNA除一对碱

基 T2T错配 ,其他碱基序列互补 )修饰的 AuNP溶胶

中 , AuNP由于 DNA 碱基序列互补杂交而发生聚

集 ,溶胶颜色显示为紫色。当除 Hg
2 +外的其他金属

离子存在 (或空白实验 )时 ,升高温度至 46℃,杂交

的 DNA即解螺旋 , AuNP溶胶恢复红色 ;而当 Hg2 +

存在时 ,由于 Hg
2 +与杂交的 DNA包含的 T碱基对

之间独有的 J耦合作用 [ 3 ]强于配对碱基 , DNA解旋

即 AuNP簇的解聚需要更高的温度 ,这显示了 DNA2
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AuNP对 Hg2 +的高选择性。在 Ag增强的颜色变化

基础上 ,将基于芯片的 DNA检测扫描测量方法应用

于 Hg
2 +的定量分析 ,其灵敏度也由之前的 100nM

提高至 10nM
[ 27 ]

,为快速、高通量分析检测提供了便

利。Lee等 [ 28 ]还基于适当温度下半胱氨酸分子与

Hg2 +特异性结合的特征 ,将 Hg2 +“移出 ”Hg2 + 2DNA

适配体分子杂交网络结构 ,使纳米金粒子解聚。据

此实现了对半胱氨酸的测定 ,其检出限为 100nM ,其

他氨基酸分子对检测不构成明显干扰。基于 ssDNA

吸附在 AuNP表面可以阻止 NaCl引起溶胶聚集的

特性 , L i等 [ 29 ]设计了对 Hg2 +具有特异识别性能的

更为高效的 DNA适配体序列和简便的检测步骤。

加入 Hg
2 +以后 ,适配体由伸展结构转变为发夹状 ,

致使 AuNP发生聚集。这种方法无需繁琐的纳米修

饰 ,保持了适配体的高效识别功能 ,检出限可达

10nM ,达到美国 EPA规定的饮用水 Hg2 +含量的上

限。类似地 , L iu等 [ 30 ]设计了聚适配体序列 ( Tn )用

以识别 Hg
2 +

,并对影响检测结果的诸多因素做了考

察。上述简便、灵敏的检测方法无疑可以延伸至其

他环境污染物的分析研究中。

同样由 SELEX技术获得的核酶 ( ribozyme) ———

DNA核酶 (DNAzyme)和 RNA核酶 (RNAzyme)的出

现为适配体分子识别提供了新的作用模式。核酶兼

具高效催化活性和特异序列识别功能 ,可在氨基酸、

金属离子等辅酶因子存在时发挥对 DNA或 RNA的

切割、连接或修饰功能 ,因此可用于氨基酸、金属离

子等的检测。L iu等 [ 31 ]设计了适配体与 DNA核酶

的作用模型 ,并首次将适配体核酶 ( ap tazymes)应用

于 Pb
2 +的检测中。核酶由一条酶链和核酶靶链组

成。酶链中间部分碱基与底链错配或自杂交 ,底链

中部含有一裂点。经延长的底链序列可以分别和修

饰于 AuNP表面的适配体单链杂交 , AuNP显聚集

态 ;而在适当条件下 , Pb
2 +会诱导适配体空间结构

改变 ,进而激活核酶活性 ,使其选择性地在裂点处内

切核酶靶链 , AuNP互相远离 ,最终使纳米簇解离。

根据反应前后的颜色变化 ,可以实现对 Pb2 + 的检

测。进一步的研究表明 ,核酶靶链与适配体“尾对

尾 ”杂交方式对 Pb
2 + 的存在感应最为灵敏 [ 32 ]

;同

时 ,加入对核酶靶链具有进攻性的短链 DNA将使整

个反应过程加速。这种 Pb
2 +比色分析法不但解决

了金属离子分析最棘手的选择性问题 ,而且灵敏度

也高达 011μM。最近 ,他们还基于 dsDNA和 ssDNA

的不同吸附性质 ,采用免标记的 AuNP溶胶实现了

对 Pb
2 +的检测 [ 33 ]。该方法不仅简易 ,而且灵敏度

提高至 3nM ,检出限低于 EPA规定的饮用水 Pb2 +含

量的上限 (72nM )。放射性元素铀的水溶态常以铀

酰根离子 (UO2
2 + )形式存在 ,对人类的健康具有潜

在的重大危害。Lee等 [ 34 ]报道了基于适配体核酶 2
AuNPs比色传感检测 UO2

2 +的两种方法 ———标记法

和免标记法 ,其检出限分别为 50nM和 1nM ,均低于

EPA 规 定 的 UO2
2 + 在 污 染 物 中 的 含 量 上 限

(130nM )。此外 , Cu2 + 、Zn2 +等离子的适配体检测

法也有报道 [ 35, 36 ]。预计用于检测其他重要金属离

子的类似比色传感器将很快得到重视和研发。

21113　有机小分子

适配体 2纳米粒子探针的高亲和性和选择性对

识别检测某些有机小分子同样有效。L iu等 [ 37 ]基于

对 Pb
2 +的适配体 2纳米比色传感器的研究 ,设计了

一种操作简便、价格低廉、反应快速的腺苷和可卡因

比色传感器 ,为其他靶标分子传感器提供了评价标

准和设计模式。在设计的 3 条适配体序 列

3′AdapAu、5′AdapAu和 L inkerAdap中 , 3′AdapAu的 3′端

与 5′AdapAu的 5′端被标记 AuNP;当靶标分子不存在

时 , 3′AdapAu和 5′AdapAu通过与含有适配体序列的

L inkerAdap分别互补而连接 ,导致 AuNP溶胶交联聚

集成簇而呈蓝紫色 ;而当靶标分子存在时 ,靶标分子

将与适配体特异性结合 ,使得适配体空间结构发生

改变 ,破坏了 5′AdapAu与适配体序列互补 ,金纳米簇

解聚 , AuNP溶胶呈现红色。用肉眼可观察到 2mM

腺苷或 1mM 可卡因存在时产生的颜色变化。该类

腺苷和可卡因的比色传感器的检出限分别为

013mM和 50μM。在此基础上 ,利用适配体纳米结

构的侧向流动 ( lateral flow)分离特性以减弱背景颜

色 ,可以大大提高该类比色传感器的检测灵敏

度 [ 38 ]。该技术已经被成功用于检测人类血清样品

中的腺苷和可卡因 ,对腺苷和可卡因的检出限分别

为 20μM 和 10μM。这种基于适配体 2AuNP的快速

定性或半定量的比色传感器可以像验孕棒一样用于

制作试剂盒 ,使用极其方便。

Zhao等 [ 39 ]设计了与上述颜色变化趋势相反的

比色传感技术。首先 ,将 5′端标记有巯基的核苷酸

短链用于修饰 AuNP;随后 ,靶标分子适配体的一端

与上述核苷酸短链高效率杂交 , AuNP之间因更强

的静电排斥力而更加稳定。在适当盐浓度下 ,靶标

分子腺苷与适配体特异性结合并诱导适配体与核苷

酸短链去杂交并脱离 AuNP表面 ,使 AuNP发生聚

集 , AuNP溶胶由红色变为紫色。这种设计比前面

所述的交联 AuNP检测靶分子的方法更具优势。交
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联 AuNP溶胶因聚集成簇 ,储存时易造成聚沉 ;靶标

分子由于位阻等作用难以与簇内纳米粒子表面的大

量适配体结合 ;为达到最佳检测性能 ,检测过程中某

些时候需要加热至临近纳米簇的“融化解聚 ”温度 ,

难以满足实际分析检测的需要 ;而且 ,这种方法的灵

敏度更高 ,对腺苷的检出限为 10μM。基于类似原

理和硅纳米粒子 ( silica nanoparticle, SiNP)性质的

三磷酸腺苷 ( adenosine triphosphate, ATP)荧光检测

法也有报道 [ 40 ]。最近 , Zhao等 [ 41 ]进一步简化了检

测过程 ,采用由腺苷适配体修饰的 AuNP成功实现

了对腺苷的灵敏检测。AuNP被腺苷适配体修饰后

由于静电排斥力而保持稳定 ,在高浓度盐存在时 ,

AuNP溶胶发生聚集 ,颜色由红色变为紫色 ;若继续

加入腺苷 ,呈自由伸展形态的适配体与腺苷结合形

成折叠结构 ,电荷密度升高 ,使 AuNP簇解聚 ,颜色

又转为红色。这一过程可用于对腺苷的检测 ,其检

测范围为 20—2 000μM。若适当条件下 ,继续加入

腺苷脱氨基酶 ,腺苷将被酶解为次黄苷 ,失去与腺苷

适配体的结合力进而再次使得 AuNP溶胶呈紫色聚

集态。此过程可实现对腺苷脱氨基酶的识别。研究

证明 ,这种方法同样适用于对 K+等其他靶物质的

检测。这一新的比色设计和检测方法 ,不仅加深了

对适配体复杂结构及其性质的研究 ,而且对传统胶

体理论也有补充说明作用。Chen等 [ 42 ]基于类似原

理 ,对 ATP进行了检测 ,并将灵敏度提高至 10nM。

这一比色传感器在 ATP类似物 (三磷酸鸟苷 GTP,

三磷酸胞苷 CTP和三磷酸尿苷 UTP)中只对 ATP响

应 ,而对腺苷及其磷酸化衍生物 (单磷酸腺苷 AMP、

二磷酸腺苷 ADP)的响应程度类似。将其应用于对

真实尿样中腺苷的分析检测 ,结果令人满意。

W ang等 [ 43 ]和 Zhang等 [ 44 ]采用无任何化学修

饰的 AuNP分别实现了对 ATP和可卡因的检测。在

对 ATP的检测中 ,将含 ATP适配体的 dsDNA加入

AuNP溶胶中 ,在 NaCl存在时 , AuNP溶胶发生聚

集 ;而当靶标分子 ATP存在时 , ATP适配体特异识

别 ATP而使 dsDNA解旋 , AuNP簇解聚。这一 ATP

适配体纳米比色传感器的检出限为 016μM。在对

可卡因的检测中 ,设计的可卡因适配体 (ACA1、

ACA2)可与可卡因特异性结合。当产物加入 AuNP

溶胶并有一定量 NaCl存在时 , AuNP溶胶发生聚

集 ;而在空白或其他分析物和一定量 NaCl存在时 ,

可卡因适配体空间结构保持自由伸展 , AuNP溶胶

可以稳定存在。该可卡因比色检测法不仅操作简

单 ,灵敏度也很高。其视觉观测可以达到 20μM ,检

出限为 2μM ,与可卡因的荧光和电化学检测灵敏度

相当。

基于适配体和纳米材料的比色传感技术在生物

大分子、金属离子和有机小分子等分析研究领域发

展迅速 ,并继续向其他相关研究领域延伸。该技术

具有选择性高、成本低、易操作、反应快等优点 ,许多

传感器可以像石蕊试纸实现定性检测 ,能够很好地

满足现代分析技术对现场快速检测的需求 ,这对生

物分析、环境及公共安全监测和医疗诊断等分析研

究者是一个巨大的鼓舞。如今某些传感器已经面向

市场或正在商品化 ,具有广阔的应用前景。但是 ,比

色法往往只适于实时定性或半定量分析 ,灵敏度相

对较低。在这类传感器得到广泛研究和实际应用的

背景下 ,研究者逐渐将目光转向其他分析检测手段

的研究中。

212　荧光法

荧光法是适配体 2纳米粒子探针研究中普遍采

用的光学检测方法。与比色法相比 ,由于荧光法具

有灵敏度高、特性参数多和动态范围宽的特点 ,且荧

光检测技术中适配体与纳米粒子的作用方式灵活多

样 ,因此相比比色法更具发展潜力。荧光检测技术

中 ,荧光共振能量转移 ( fluorescence resonance energy

transfer, FRET)技术是研究液态环境中生物分子相

互作用的有力工具 [ 45—47 ]。 FRET是一种非辐射跃

迁 , FRET中供体激发态能量是以非辐射的分子间

电偶极相互作用方式转移到受体激发态 ,受体可以

发射强于本身的增强荧光 (敏化荧光 ) ,也可以不发

荧光 (荧光猝灭 ) ,同时伴随荧光寿命的相应缩短或

延长。利用适配体与靶物质结合前后伴随结构转变

的特点 ,可以采用 FRET技术实现高效分析与传感。

由于影响 FRET效率的多种问题 ,例如染料自身性

质、供体与受体染料分子间距和染料分子间相互作

用等 ,尚未得到很好的解决 ,目前对适配体进行荧光

染料分子供体 /受体双标记所取得的进展并不大。

近年来 ,纳米材料光学特性的深入研究为这一难题

提供了解决方案。比如 ,作为受体的 AuNP,在“荧

光染料 2AuNP”供体 /受体对中的 Stern2Volmer猝灭

常数较普通猝灭剂要大几个数量级 ,因而 AuNP在

FRET的研究中得到广泛应用。

Huang等 [ 48 ]在比色法检测 PDGF的基础上 ,发

展了对 PDGF的荧光检测法。他们将与 DNA具有

化学亲和性的荧光团 DMDAP (N , N – dimethyl22,

72diazapyrenium dication, λex/ em = 335 /424nm )加入

由适量 PDGF适配体修饰的 AuNP溶胶中 , DMDAP
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荧光发射被 AuNP猝灭 ;而目标分子 PDGF的加入

将诱导适配体结构变化并将 DMDAP释放到溶液

中 , DMDAP荧光得以恢复 ,以此实现了 PDGF的荧

光法检测。该法对 PDGF2AA 的检出限低至 8pM。

此外 ,向荧光增强的体系中加入 PDGFR,因竞争反

应可实现对 PDGFR的检测 ,对 PDGFR2α检出限为

0125nM。采用类似的方法 ,他们还对 Hg
2 + 进行了

荧光法检测 [ 49 ]。通过控制 AuNP表面适配体的最

佳覆盖密度 , 对 Hg
2 + 浓度检测范围为 0105—

215μM ,检出限为 25nM ,灵敏度远高于比色法。利

用金纳米点 ( gold nanodot, AuND )的荧光特性与

AuNP的猝灭特性结合可以在不使用任何染料的条

件下实现 FRET检测 [ 50 ]。利用 PDGF修饰的 AuND

和 PDGF适配体修饰的 AuNP作为一对 FRET供体 /

受体对 ,供体 /受体对依靠 PDGF和 PDGF适配体之

间强相互作用互相接近 ,以实现 FRET效应即荧光

猝灭。加入 PDGF或 PDGFR2α后导致竞争反应 ,

AuND与 AuNP互相远离 ,荧光强度升高。该法对

PDGF和 PDGFR2α的检出限均达 pM 水平 ,且在除

去杂质的荧光背景后 , 对人的实际血清样品中

PDGF的检出限为 10pM。

W ang等 [ 51 ]以凝血酶为靶标 ,依据 AuNP的荧

光猝灭特性以及适配体与靶标分子结合前后空间结

构的变化 ,设计并验证了荧光法检测的 3个一般策

略 (如图 3所示 )。凝血酶与修饰适配体分别以键

合、杂交和吸附的方式与 AuNP连接或毗邻 ,可以分

别得到 ( a ) Ap – Im – AuNPs、( b ) Ap – Hy–

AuNPs和 ( c) Ap– Ad– AuNPs 3种凝血酶荧光探

针。3种探针均可获得极低的荧光背景 ,凝血酶的

加入会导致荧光信号不同程度的恢复 ,因而可分别

建立灵敏的分析方法。其检测机理分别为 : ( a)凝

血酶适配体 P1修饰于 AuNP表面并与 T1杂交 ,使

标记 T1的荧光团的荧光被 AuNP猝灭。加入的凝

血酶与 P1特异结合 ,使 T1远离 AuNP,荧光恢复 ;

( b) P2修饰于 AuNP表面并与标记有荧光团的凝血

酶适配体 T2杂交 ,荧光被 AuNP猝灭。凝血酶与

T2的结合使 T2释放到溶液中 ,荧光恢复 ; ( c)荧光

团标记的凝血酶适配体吸附到 AuNP表面 ,荧光被

猝灭。凝血酶与适配体结合后使适配体转变为 G2
四分体构象并远离 AuNP表面 ,荧光得到恢复。实

验表明 ,在 ( a)法和 ( b)法中 , AuNP的修饰及 DNA

杂交相对均一 ,其对凝血酶的检出限分别为 0114nM

和 3178nM; ( c)法由于无需 AuNP修饰和 DNA 杂

交 ,方法简易快捷 ,但存在吸附过程不均一导致的吸

图 3　分别以 ( a) Ap– Im – AuNPs、( b) Ap– Hy–

AuNPs和 ( c ) Ap – Ad – AuNPs检测凝血酶的示

意图 [ 51 ]

F ig. 3　Princip le of thrombin detection with ( a) Ap– Im

– AuNPs, ( b) Ap– Hy– AuNPs and ( c) Ap – Ad

– AuNPs[ 51 ]

附平衡常数及脱附速率常数分布较宽等问题 ,荧光

强度恢复较弱 ,其检出限为 315nM。 ( a)法中的凝

血酶与适配体结合的亲和势最大 ,因而最灵敏。

( c)法也已用于设计 Hg
2 +的荧光适配体传感器 [ 52 ]。

最近 , Yang 等 [ 53 ] 将碳纳米管 ( cabon nanotube,

CNT)的荧光猝灭性质应用于核酸和蛋白质分析过

程中 ,检测凝血酶的动态响应范围为 410—150nM ,

检出限为 118nM ,证实了具有荧光猝灭性质的 CNT

在这一领域的应用潜力。

Huang等 [ 54 ]以电子束蒸镀法 ( E2beam evapora2
tion)在 SiO2 基底上制备了金纳米线 ( gold nanowire,

AuNW ) ,并将巯基标记的凝血酶适配体修饰在

AuNW表面 ,用于凝血酶分子的检测。适配体特异

识别生物素酰化的凝血酶分子后 ,产物与标记有荧

光团 A lexa Fluor 546的抗生蛋白链菌素 (A lexa Flu2
or 5462labeled strep tavidin)反应 ,最终在 AuNW 上形

成带有负电荷的探针 2靶标 2信号分子 ( p robe2target2
reporter, PTR ) 复合结构。若在 AuNW 上施加

015Hz的低频交流方波电场 ,当 AuNW 线带有负电
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势时 , PTR 复合结构受到静电排斥 ,信号分子在

AuNW表面等离子共振的增强下显示出高强度荧

光 ;当 AuNW带有正电势时 , PTR复合结构吸附到

AuNW表面 ,信号分子由于表面能量转移荧光消失。

可以调控信号分子荧光变化的频率与低频电场频率

保持一致。在极弱的 AuNW 荧光背景下 ,该法可检

测 100pM的凝血酶。通过对待测荧光信号的同步

共振技术 ,可以线性响应范围为 100fM—100nM 凝

血酶 ,检出限为 100fM。该荧光分析法对凝血酶的

检测灵敏度优于以往报道的各种方法。

适配体 2纳米粒子荧光探针作为药物用于癌细

胞诊断和治疗已经较为普遍。Huang等 [ 55 ]以金纳

米棒 ( gold nanorod, AuNR )为“种子 ”生长合成出

金 2银纳米棒 (Au2Ag NR,长 (56 ±7) nm ,宽 (12 ±3)

nm, 横向和纵向的吸收波长分别为 509nm 和

827nm )。Au2Ag NR的表面首先覆盖巯基烷烃和巯

基聚乙二醇 ( SH2PEG) ,然后修饰 TAMRA 标记的

CCRF2CEM细胞适配体。实验表明 ,该功能性 Au2
Ag NR表面的适配体分子对 CCRF2CEM 靶标细胞

的亲和性是单适配体分子的 26倍 ,而对 Ramos细胞

则无特异识别性。其后 ,他们利用具有吸收近红外

光并转化为热这一特性的 Au2Ag NR (长 ( 53 ±7)

nm,宽 (14 ±2) nm,横向和纵向的吸收波长分别为

513nm和 800nm) ,结合适配体识别和定位靶标的特

性 ,应用于 CCRF2CEM 癌细胞的光热治疗 [ 56 ]。在

激光 (λ = 808nm, 600mW )照射下 , Au2Ag NR将吸

收的激光能量短时间内转化为热释放 ,引起癌细胞

大量死亡 ,死亡率高达 ( 93 ±11) % ,而空白细胞的

死亡率则只有 ( 5 ±1) %。这些结果表明该适配体

修饰的纳米棒具有高选择性识别和杀死癌细胞的

功能。

量子点 ( quantum dot, QD )材料在 3个维度的尺

寸都小于 100nm,其内部电子受到显著的量子局限

效应不能自由运动 ,因此能量在 3个方向上都是量

子化的。在解决了水溶性和生物相容性的问题之

后 [ 57, 58 ] , QD在生物医学分析等领域的应用才迅速

成为研究的热点。与传统荧光染料相比 , QD 荧光

探针具有稳定性好、量子产率高、荧光寿命长和发射

光谱峰窄等特点。Levy等 [ 59 ] 设计了 strep tavidin2
coated QD525 (量子点荧光供体 )和 Eclip se (荧光猝

灭分子 )分别作为 FRET的供体和受体 ,将其应用于

蛋白质凝血酶的检测。5′端被生物素酰化的凝血酶

适配体首先与较短的 3′端标记有 Eclip se分子的互

补核苷酸链杂交后 , 用于修饰 strep tavidin2coated

QD525,则 QD荧光被有效猝灭 ;在适当条件下 ,与

凝血酶适配体完全互补的核苷酸单链或凝血酶均可

与适配体特异性结合 ,使标记有 Eclip se分子的核苷

酸短链与凝血酶适配体去杂交 ,并释放到溶液中 ,

QD的荧光得以恢复。这是 QD在 FRET用于核酸

和蛋白质检测研究中的一次有益尝试。Choi等 [ 60 ]

通过简易方法合成了凝血酶适配体修饰的 QD

( PbS, λem = 1 050nm) ,加入靶标分子凝血酶后 , QD

荧光强度随凝血酶浓度增加而依次降低。由于凝血

酶只吸收紫外光 ,故可排除 FRET发生的可能性。

其工作机理被认为是 , QD与适配体结合后 , QD与

凝血酶的某些官能团 (如胺基 )之间发生电子转移 ,

从而导致 QD的吸光度和荧光强度减弱。这种免标

记凝血酶荧光检测法检测线性范围在 1—30nM ,检

出限为 1nM。

QD用于癌细胞影像技术进行检测诊断一直是

生物医学研究的热点 , QD与适配体的结合则大大

提高了其在细胞研究领域的功能。Chen等 [ 61 ]将对

肌腱蛋白有特异识别性的 GB I210适配体修饰于 QD

表面 ,成功地应用于对表达此蛋白的神经胶质瘤细

胞的寻靶定位和影像 ,结果显示了 QD较好的抗光

漂白性以及适配体优于抗体蛋白质的抗失活性及高

效选择性。阿霉素 ( doxorubicin, Dox)是一种带有

荧光的抗肿瘤药物 ,可以以嵌入作用方式与 RNA或

DNA形成的双链 CG序列结合。以 QD为载体 ,适

配体可作为定位靶标的功能分子 [ 62 ]。据此 , Bag2
alkot等 [ 63 ]发展了由 Dox、适配体和 CdSe /ZnS量子

点组成的双 FRET体系 ,并将其成功地应用于体外

前列腺癌细胞的影像、治疗及药物输送。首先 ,将前

列腺特异膜蛋白抗原 (p rostate specific membrane an2
tigen, PSMA ) A10 PSMA适配体修饰于 QD表面形

成 QD2Ap t耦联物 ;然后 ,向此耦联物中加入 Dox形

成 QD2Ap t(Dox) ,逐渐提高 Dox浓度 ,可以观察到

QD荧光强度依次减弱 ;若保持 Dox浓度一定 ,逐步

提高 QD2Ap t耦联物浓度 , Dox荧光强度依次降低。

这些现象证明 , QD、适配体和 Dox三者之间 , QD作

为能量供体 ,将能量转移至 Dox(产生荧光 ) ,紧接着

Dox将能量转移至适配体 (荧光猝灭 ) ,从而形成了

两个顺序 FRET供 2受体对。在 37℃下 ,将 QD2Ap t

(Dox)分别与前列腺癌细胞系 LNCaP和 PC3培养

015h,发现 QD2Ap t (Dox)只有效吸附于表达 PSMA

的 LNCaP细胞系内 ,证实了适配体的高效选择性。

为检验该体系的灵敏度 ,运用共焦激光扫描显微镜

观察 QD2Ap t(Dox)与 LNCaP细胞系的荧光影像 ,可
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以观察到 ,在培养之初 , QD 和 Dox的荧光均微弱 ,

处于猝灭态 ; 115h后 ,由于 LNCaP细胞内各种酶对

PSMA适配体的生物降解作用 ,耦联体解离 , Dox得

到释放 ,因此 QD和 Dox均显示出较强的荧光。这

表明 QD2Ap t(Dox)荧光的背景噪声低 ,可用于体外

单细胞影像。关于 Dox对肿瘤细胞的疗效 ,通过对

LNCaP细胞和 PC3细胞与 QD2Ap t(Dox) 培养 3h后

的存活率考察 ,发现 LNCaP只有 (5215 ±116) % ,而

PC3细胞存活率为 ( 7712 ±311 ) %。对比实验发

现 ,单独 QD或适配体对两种细胞均无副作用 ,单独

Dox对两种细胞副作用大小类似。因此 ,通过 QD2
Ap t(Dox)这一双 FRET体系 ,可以同时实现靶细胞

定位、治疗以及药物输送。显然 ,这种基于适配体和

量子点的细胞影像及药物输送技术对生物医学的研

究具有重要实用价值。

基于适配体特异识别和纳米技术的荧光传感技

术具有巨大的发展潜力。多种纳米材料技术的使用

以及荧光检测法固有的高灵敏度等特性 ,使得适配

体 2纳米探针技术在环境分析、生物医学分析等痕量

传感分析领域有了更大的应用空间。有理由相信这

一领域的研究将会得到越来越多的关注。

213　表面增强拉曼光谱法

拉曼光谱是指光通过介质时 ,入射光子和分子

相互碰撞 ,分子的振动 /转动能量和光子能量叠加 ,

因频率发生变化而产生的散射光谱。但拉曼散射光

强度仅约为入射光强的 10 - 10 ,要对表面吸附物种进

行拉曼光谱研究几乎都需要贵金属 (金、银和过渡

金属元素等 )界面的某种增强效应 ,如粗糙金属表

面和纳米粒子表面等 ,这就是 SERS。SERS自发现

后 ,很快在分析科学、生命科学和纳米材料科学等相

关领域得到广泛研究和应用 [ 64—66 ]。一定条件下 ,

SERS增强因子可达 14—15个数量级 [ 67 ]
,灵敏度可

与荧光相当 ,可用于研究分子水平的信息。

SERS保留了拉曼光谱的优点 ,即可以作为获

取物质分子结构信息和对物质定性的工具 ,同时又

可以实现高灵敏度定量分析。较之荧光光谱 ,物质

的拉曼散射光谱谱峰狭窄且丰富 ,逐渐发展成为极

为重要的高灵敏度分析技术 ,在食品及环境污染物

检测领域吸引了分析化学家的注意。近年来 ,利用

金、银等纳米粒子 ,结合微流控技术 , SERS在进行

定性、定量分析方面取得了较大进展 [ 64, 68, 69 ]。基于

适配体结构变化特性和纳米粒子的 SERS相结合 ,

可以发展灵敏的探针分析技术。W ang等 [ 70 ]应用适

配体 SERS传感成功实现了对蛋白质凝血酶的检

测。将巯基化的凝血酶适配体键合到金基底表面 ,

随后加入的α2凝血酶的一个活性位点与基底表面

的适配体特异性结合 ,此时再加入表面修饰有罗丹

明 6G ( R6G) 和凝血酶适配体的 AuNP (粒径为

13nm) ,则 AuNP表面的适配体与α2凝血酶的另一

活性位点结合 , 形成“三明治 ”结构。 13nm 的

AuNPs并无拉曼增强效应 ,而在 AuNP周围沉积适

量 AgNP后 ,即可检测出 R6G的 SERS信号。这一

α2凝血酶 SERS检测法保持了α2凝血酶适配体的高

度选择性 ,其检出限为 015nM。但因 R6G周围的

AgNPs易产生不均一聚集 ,该研究并未得到 R6G的

SERS信号与凝血酶浓度的定量曲线。Fabris等 [ 71 ]

合成了 AgNP二聚体 ,以 4, 4′2二巯基联苯作为连接

两个 AgNP的拉曼信号分子 ,随后在 AgNP二聚体表

面修饰巯基标记的凝血酶适配体 ,以此作为检测凝

血酶的 SERS传感界面。采用凝血酶适配体和巯基

十六烷酸修饰银基底 ,向基底表面加入目标分子凝

血酶后 ,加入 AgNP二聚体 ,即可实现对凝血酶的检

测 ,检出限达 100pM。Cho等 [ 72 ]则通过加入目标分

子凝血酶来控制拉曼分子标记的适配体与 SERS增

强基底之间的距离 ,进而通过显示出的 SERS信号

差异实现了凝血酶高灵敏度检测。他们将 5′和 3′

端分别标记有巯基和亚甲基蓝 (methylene blue,

MB )的凝血酶适配体通过物理和 S2Au化学作用吸

附至制备的 AuNP基底上 ,作用一定时间后 ,加入目

标分析物 ,凝血酶适配体可与凝血酶特异结合 ,转变

为折叠构象。物理吸附至 AuNP基底的凝血酶适配

体远离 AuNP基底 ,使 MB的 SERS信号强度降低 ;

而化学吸附至 AuNP表面的凝血酶适配体在凝血酶

存在时仍维持一定的 SERS强度。这一凝血酶

SERS检测方法简易、选择性高且灵敏 , 检出限

为 100pM。

基于 SERS适配体传感器分析有机小分子的研

究较多。Chen等 [ 73 ]利用可卡因适配体与可卡因结

合前后结构的变化对可卡因进行了 SERS检测。首

先 , 3′端被标记四甲基罗丹明 ( tetramethylrhodam ine,

TMR)、5′端修饰有巯基的可卡因适配体和 32巯基丙

酸 (32mercap top rop ionic acid, MPA ) 先后在纳米银

基底形成自组装结构。此时适配体 3′端的 TMR分

子因适配体不规则热运动和基底的静电排斥远离

AuNP表面 ,故在激光激发下产生较弱的 SERS信

号。目标分子可卡因的加入令适配体形成特定封闭

结构 , 3′端的 TMR分子接近银基底表面 ,使 SERS信

号增强。以此建立的 SERS可卡因适配体传感器选
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择性高 ,检出限为 1μM ,灵敏度高于可卡因的荧光

和电化学传感器。在他们建立的以 SERS检测腺苷

的方法中 [ 74 ]
,首先将腺苷适配体 ( 322mer)与 TMR

标记的互补 DNA (122mer)通过杂交形成 dsDNA ,目

标分析物存在时可诱导双链解旋并与腺苷适配体特

异结合 ,故 TMR标记的 DNA处于游离态。将反应

后的产物加入到修饰有与 TMR标记的 DNA序列互

补的 ssDNA的纳米粒子 (Ag2clad Au nanoparticles)

SERS基底上后 ,发生 DNA杂交 ,即标记分子 TMR

接近 SERS增强基底 ,产生 TMR的 SERS信号。依

据这一原理 ,可以实现对腺苷的 SERS高灵敏检测 ,

检出限达 10nM。这两种适配体 SERS传感器灵敏

度远高于已报道的其他检测方法 ,且用于 SERS增

强的纳米粒子基底经简单清洗均可重新使用 ,方便

快捷。基于静电力的作用 ,他们还设计并实现了凝

血酶 SERS 高灵敏度检测 [ 75 ]。 SERS 基底采用

AuNP (粒径为 56nm )覆盖 ,随后巯基标记的凝血酶

适配体被修饰到 SERS基底。经简单热处理 ,凝血

酶适配体由自由的线状转变为发夹结构。目标蛋白

质凝血酶不存在时 ,加入的拉曼活性分子结晶紫

( crystal violet, CV )在适配体折叠结构阻碍下少量

静电吸附到纳米基底 ,产生的 SERS信号较弱。凝

血酶存在时 ,适配体与凝血酶的结合改变了其空间

结构 ,弱化了对 CV吸附的阻碍作用 , SERS信号增

强。基于 SERS对目标分子浓度及 CV与基底间距

的高度灵敏性 , 这一方法对凝血酶的检出限为

20pM ,检测的线性范围为 011—10nM。 SERS检测

重金属离子也一直是这一领域的难点。与阴离子相

比 ,水溶液中的金属离子由于价态的多变表现出种

类繁多和难以测定 ,因此实现 SERS对特定金属离

子的测定相对困难。在借鉴了前人利用适配体的高

亲和性比色法检测金属离子的基础上 ,王国庆等 [ 76 ]

成功实现了 SERS技术高灵敏度、高选择性检测

Hg
2 + 。将 TAMRA染料标记的 Hg

2 +适配体加入到

AgNP溶胶中 ,此时适配体因 N2Ag强亲和性吸附至

AgNP表面 [ 77 ]
,加入适量具有聚集 /修饰双重功能的

精胺后 ,由于适配体的抗聚集作用 , AgNP出现轻度

聚集 ,可检测到较弱的 SERS信号。当加入 Hg
2 +

后 , AgNP表面的 Hg
2 +适配体变为折叠构象 ,无法阻

止 AgNP聚集 , SERS信号因 AgNP聚集度提高而增

强。由此实现了 Hg
2 +的高灵敏度和高选择性检测 ,

检出限可达 5nM ,低于已报道的比色、荧光分析

技术。

3　结论与展望

基于适配体 2纳米粒子的光学传感技术操作简

便、灵敏度高且选择性好 ,在生物大分子、金属离子

和有机小分子检测等领域已得到广泛研究和普遍应

用 ,展现了广阔的发展前景。基于 SELEX筛选技

术 ,多数物质都有对应的能够与其特异性结合的适

配体序列。适配体的靶分子范围非常广泛 ,金属离

子、有机分子、核酸、多肽、蛋白、细胞、细胞聚集体、

亚细胞器、大分子聚集物、新鲜分离到的整块组织或

体外培养的组织等 ,理论上都可以通过 SELEX技术

筛选到其相应适配体。然而 ,大量有重要生物学意

义的癌细胞标志蛋白和功能蛋白、功能小分子和离

子等靶标适配体序列尚未筛选成功。随着 SELEX筛

选技术的不断发展完善 ,相信适配体筛选的效率和

速度都将不断得到提高 ;随着纳米器件、纳米制剂等

相关纳米技术的飞速发展 , 更多生物相容性好、低

毒性的纳米材料和适配体相结合 ,有望进一步提高

适配体传感器的实用性能。发展基于适配体探针分

析技术的关键是如何将适配体的识别机理转变为可

检测信号。除本文介绍的比色、荧光和表面增强拉

曼等光学检测方法外 ,电化学、电化学发光、质敏和

表面等离子共振等相关适配体传感器也被广泛研究

和开发。寻求更多优势技术与适配体传感器结合 ,

并方便地获取可检测信号无疑是这一领域发展的一

个趋势。研究高灵敏、高通量、微型化和集约化的适

配体传感分析技术也将是未来适配体分析化学发展

的一个重要方向。商品化适配体传感器的研制和应

用将被持续关注 ,例如生物医学诊断、药物输送、食

品卫生、环境监测和公共安全等领域 ,都离不开适配

体传感和纳米分析技术的支持协助。
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