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基于纳米技术的表面增强拉曼光谱
在细胞研究中的应用
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[摘要 ] 纳米生物学和医学研究的一个重要目标就是从分子水平上深入了解活细胞的生物学机制,通过实时

探测活细胞的分子结构和功能的改变, 尽早发现病变细胞, 实现对疾病的早期诊断。表面增强拉曼光谱

( SERS)具有较高的表面物种的检测灵敏度, 能从分子水平上获得物质的结构及化学组成信息, 具有指纹识

别特征。与红外、荧光等其它光谱手段相比,更具有不受水干扰、不易猝灭、可用红光激发、受生物样品自身

荧光干扰小等优点,尤其适合于生物体系研究。本文将结合本研究组的研究,从方法学角度介绍近期 SERS

在常规细胞研究乃至癌细胞研究中国内外的研究进展,以及所面临的困难和挑战。
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� � 随着人们对生命体系研究的深入、对疾病发生机

制的探求及战胜疾病愿望的渴望,采用常规组织切片、

蛋白染色等生物医学手段已经不能满足要求。细胞是

生命活动的基本单位,细胞之间的信号传导是实现各

种生命功能的基础, 而疾病的发生发展也与细胞表面

成分改变、细胞凋亡、细胞的增殖分化等密切相关, 越

来越多的工作倾向于从单细胞、单分子水平上探究生

命问题。目前,对单细胞研究的技术主要包括荧光光

谱技术、扫描探针显微技术、微流控技术、毛细管电泳

技术等
[ 1]
,但大多数技术存在侵入性, 会对细胞产生

破坏,并且无法从分子水平上获得细胞内结构的具体

信息。

光学技术具有无侵入、无电离辐射、允许多种模式

成像、可获得实时与定量等多种信息的特点,在生命科

学研究中占有越来越重要的地位。目前已经在生物医

学领域中得到应用的光谱技术主要有紫外可见吸收光

谱、红外光谱、荧光光谱、拉曼光谱 [包括表面增强拉

曼光谱 ( SERS)、受激拉曼光谱 ( SRR )和相干反斯托克

斯拉曼光谱 ( CARS) ]等。其中 SERS作为一种振动光

谱不仅能够提供分子内结构信息,具有指纹识别特征;

并且 SERS借助贵金属纳米结构的局域电磁场增强使

位于纳米结构附近分子的拉曼信号得到几个数量级的

放大,与常规拉曼相比具有更高的检测灵敏度。特别

是随着单分子 SERS的发现
[ 2-3]

, 在特殊结构热点内的

SERS信号可以与荧光信号相比拟。若所研究分子的

电子吸收和激光激发波长相近, 又会产生 10
3
~ 10

4
的

增强,与 SERS效应耦合所产生的表面增强共振拉曼

光谱 ( SERRS )可以达到 10
10
~ 10

14
的增强

[ 4-5]
。然而

SERS光谱与其它光谱相比具有稳定、不易猝灭、可用

红光激发、对生物样品损坏小、不受生物样品自身荧光

及水的干扰等特点, 尤其适合于生物医学的研究。

SERS( SERRS)在生物物理、生物化学以及生物医学中

的应用兴起于上世纪 80年代中期, 在近几年发展迅

猛,目前已经在小分子检测、DNA、适配子、蛋白质、病

毒、细菌、细胞等基础研究以及体外传感、癌症诊断、反

恐化学战争检测、环境污染物分析、艺术考古鉴定等实

际体系得到应用
[ 6-29]
。本文结合近几年国内外 SERS

在细胞研究领域的发展以及我们在该领域多年工作的
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经验,从方法学的角度对这些工作进行综述,并对目前

SERS在细胞研究领域所面临的困难、挑战和机遇进

行了分析。

1 � SERS ( SERRS) 在细胞研究中的基本方

法 � � � 直接检测和间接检测

� � 总的来说, SERS( SERRS)在细胞研究乃至整个生

物医学研究中所采用的研究方法可以归纳为两类: 直

接检测和间接检测。直接检测主要是将待测的生物样

品 (如蛋白、DNA、细胞等 )直接作用于 SERS活性基

底,获得该生物样品自身的分子振动信息。该方法充

分利用了 SERS ( SERRS )具有指纹识别的优势。但

是,由于生物蛋白分子通常是由拉曼散射截面较小的

氨基酸序列构成,且和表面作用力也较弱,直接检测时

信号往往极弱。此外, 对于细胞这种复杂体系,通常所

得到信息非常复杂, 虽然通过后续的信号处理可以得

到一些特征信息, 但如何从获得的 SERS谱图中获取

和生命过程直接相关的信息, 仍是一个巨大的挑战。

直接检测的核心问题是如何发展高重现性、洁净、高灵

敏和高选择性的 SERS基底。

间接检测通常是将具有明确谱峰归属而且拉曼信

号很强的分子 (这类分子一般具有很大的 �共轭体

系,或在所采用的激发光波长处具有共振增强效应 )

标记在具有 SERS效应的纳米粒子上,然后在 SERS标

记的纳米粒子上修饰具有特异识别能力的生物分子

(如抗体、DNA、适配子等 ) , 进而将 SERS ( SERRS)标

记的纳米粒子靶向到细胞特定的位点。此时 SERS

( SERRS)标记分子像荧光分子一样只是作为一个标

记信号,但与荧光光谱相比, 其谱峰非常窄, 在多组分

标记检测中具有突出的优势。间接检测法损失了

SERS( SERRS)光谱直接获得待测体系指纹图谱的优

势,该方法以后的发展方向将是如何实现高靶向性、高

灵敏度、高特异性和多功能性。

近年来 SERS( SERRS)光谱技术在生命医学中得

到越来越广泛的应用,也逐渐由基础研究走向实际应

用,并实现了基于 SERS的流式细胞术
[ 30]
、胶体 Au免

疫检测等。但纵观全局, SERS( SERRS)技术在细胞研

究中的应用一方面取决于人们对于生物识别分子 (适

配子、抗体、DNA )的认识和筛选, 另一方面也和纳米

科学的发展、高活性 SERS基底和高选择性基底 (主客

体识别 )的发展紧密相关。

2� 细胞的直接检测

2. 1� 纳米粒子法
采用纳米粒子作为 SERS基底对细胞进行直接研

究是一种最简单的方法, 通过将纳米粒子与细胞相互

作用,可以研究细胞内分子动力学
[ 31]
、正常细胞和发

生凋亡的细胞鉴别
[ 32]
、外部化学物质与细胞的相互作

用
[ 33 ]
。结合共振拉曼光谱还可以对血红细胞中不同

游离态的血红素及结合在膜上的血红素进行鉴别
[ 34]
。

Kneipp等
[ 31]
首次将 Au纳米粒子用于细胞内分

子动力学变化研究。通过对与细胞共培养不同时间段

的 Au纳米粒子的 SERS光谱分析可揭示细胞内的分

子动力学变化过程 (图 1)。结合透射电子显微镜

( TEM )图发现纳米粒子最后都到达溶酶体。进一步

对两种不同细胞上皮细胞和巨噬细胞的 SERS谱图进

行分析,发现这两种细胞株的 SERS谱图都会随时间

发生变化,且呈现明显不同的谱峰特征。上皮细胞体

系的 SERS谱图主要由多种蛋白、脂及核酸组成, 而巨

噬细胞除了类似的特征谱峰外还存在明显的单体腺苷

或三磷酸盐 ( AMP /ATP)的 SERS信号。

采用 SERS可以对正常细胞及凋亡细胞进行鉴

别。纳米粒子较难进入正常细胞的细胞核, 只能从有

限的纳米粒子上获得 SERS光谱。当细胞发生凋亡

时,内部细胞器的膜结构会被破坏,导致内部生物分子

和纳米粒子在细胞内的分布更均匀,可获得代表性的

信息, 同时在 SERS 光谱中能检测到 DNA 的特

征峰
[ 32, 35]

。

此外,借助纳米粒子 SERS基底还能对外部化学

物质与细胞的相互作用进行研究。例如,人们发现自

由的抗癌药物阿霉素 ( DOX )可进入癌细胞的细胞核,

加入 Ag纳米粒子后便能获得 DOX�DNA复合物的
SERS信息。若将 DOX首先吸附在 Ag纳米粒子表面

再和细胞共培养,复合纳米粒子则无法穿过细胞核膜

只能滞留于溶酶体中, 得不到任何 DNA信息
[ 33]
。这

一工作借用已知分子结构的外来物种研究其与细胞内

物质的相互作用,从而间接地反映细胞与外来物质的

相互作用。另外一个比较典型的例子是将可能刺激细

胞产生特殊响应的化学物质加入到细胞中, 通过检测

细胞 SERS谱峰的变化来监测细胞对外来刺激所作出

的反映。例如将钙离子载体 ( ionomycin, 一种常用触

发细胞释放钙离子的试剂 )加入到 CHO细胞中, 在

1 643 cm
- 1
会出现一个新峰 (归属于氨基酸 �级结

构 ) ,且峰强随时间变化迅速增长并到达平台。这一

结果与用荧光探针检测 Ca
2+
释放的实验比较一致, 只

是在时间尺度上不同。与荧光探针法检测 Ca
2 +
释放

不同,采用 SERS光谱直接借用细胞本体分子作为探

针,反映了细胞与钙离子载体的相互作用,此外 SERS

光谱还能提供细胞的本体信号, 通过细致的分析可获
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A. 在 t0时刻将 Au纳米粒子加入到细胞培养基内, 共培养一段时间 ( tP ) ,随后继续于不含纳米粒子的培养基内培养一段时间 ( t),

在 PBS清洗后进行拉曼检测 ; B. 分散于细胞培养基后 Au纳米粒子的透射电子显微镜图, 比例尺: 500 nm; C. 透射电子显微镜表

明单个 IRPT细胞通过细胞内吞可摄取纳米粒子; D. 细胞 SERS检测的示意图; E~ I. IRPT细胞与 Au纳米粒子共培养不同时间后

所获得的典型 SERS谱图

图 1� 实验流程图 [ 31]

A. Gold nanopa rtic les were applied w ith the ce ll cu lture m edium at tim e t
0
as a pu lse o f duration t

P
, fo llow ed by incubation in m ed ium

w ithou t nanopartic les for d ifferen t tim es t, a t wh ich the Raman expe rim en ts w ere carr ied ou t in PBS buffer; B. T ransm ission electron

m icrograph o f gold nanopartic les imm ersed in ce ll cu ltu re m edium, sca le ba r: 500 nm; C. T ransm ission e lectron m icrograph show ing the

endocytotic uptake o f an indiv idua l go ld nanoparticle by an IRPT ce l,l sca le bar: 500 nm; D. Schem atic of the SERSm easurem en ts inside

the endosom al com pa rtm ent; E� I. T ypical surface�enhanced Ram an scatte ring( SERS) spectra from ce lls o f the ep ithe lia l ce ll line IRPT afte r

incubation w ith go ld nanopa rtic les for different tim e

F ig 1� Schem atic of the exper im en t[31]

得比荧光光谱更丰富的信息
[ 36]
。利用 SERS还能够

在单细胞水平监测神经递质的释放。例如, 人们已采

用 Ag纳米粒子实现了小鼠 PC12细胞在 K
+
环境下所

分泌的一些神经递质如儿茶酚胺、去甲肾上腺素、多巴

胺的检测
[ 37]

,但目前要同时实现对细胞分泌物的高空

间分辨率及高时间分辨率的检测还比较困难。采用高

SERS活性基底可以实现毫秒级时间分辨率的检测,

但对细胞进行逐点扫描成像, 在获得高空间分辨率的

同时也极大地降低了时间分辨率, 有可能丢失某一时

刻某一位点的细胞释放物信息。若采用数值孔径较小

且放大倍数较低的显微镜降低空间分辨率则可直接对

整个细胞进行检测,可能满足时间分辨率的要求,却又

丢失了空间分辨率的信息, 无法确切知道某一时刻是

在细胞哪个位点释放物质。另外对于细胞分泌物的检

测,若采用聚集的纳米粒子作为 SERS基底,基底均一

性较差,很难实现定量检测,而另一方面纳米粒子将可

能被细胞内吞。若采用均一的组装 SERS基底将可以

获得更均一的信息, 且可探测细胞下膜的物质

释放
[ 38]
。

纳米粒子进入细胞后大多是进入溶酶体, 无法进

入细胞核或其它细胞器。一个解决方法便是对纳米粒

子表面进行核定位肽修饰, 从而大大增加纳米粒子进

入细胞核的可能性。尽管采用十六烷基三甲基溴化铵

( CTAB)作为保护剂法所获得的 Au纳米棒在连接核

定位肽后存在 CTAB及核定位肽本体信号的干扰, 但

仍可以对细胞核 /细胞质及正常细胞 /癌细胞进行

区别
[ 39-40]

。

2. 2� 细胞内生长纳米粒子法
另一种对细胞进行直接检测的方法则是通过细胞

自身的还原作用对外部溶液中所添加的金属离子进行

还原。此时所获得的纳米粒子会在细胞质甚至细胞核

内出现,从而避免常规细胞对纳米粒子摄取后纳米粒

子只能到达溶酶体的问题。并且避免了化学合成过程

中表面活性剂及其它分子在纳米粒子表面的吸附导致

对细胞内弱吸附能力物种检测的干扰
[ 41]
。若将从内

部生长 Au纳米粒子上所获得的 SERS谱图与合成 Au

纳米粒子与细胞共培养所获得的 SERS谱图进行对

照,可发现最明显的区别在于后者的 SERS谱图上将

出现 500 cm
- 1
双硫键振动 (溶解酶蛋白具有大量的双

硫键 ), 这很好地说明纳米粒子与细胞共培养后, 最终

将位于溶酶体内。而直接在细胞内生长的纳米粒子上

未得到任何该峰的信息, 说明纳米粒子更会在细胞质

�256� 东南大学学报 (医学版 ) � 2011年 2月, 30( 1)



内出现。

2. 3� 纳米吸管法

采用纳米粒子进行细胞研究, 如果不进行特殊的

表面修饰,不可避免地存在纳米粒子在细胞内发生聚

集,只能停留在溶酶体内,无法靶向到达细胞核或其它

细胞器等问题;若进行复杂的表面修饰又无疑会影响

到 SERS的直接检测; 细胞内直接生长纳米粒子则又

会对细胞本身的状态有一定的影响。SERS活性纳米

吸管 ( nanop ipette)可以很容易地进行细胞质和细胞核

内不同细胞器的定位研究, 并且能够检测细胞在外界

刺激后的变化。另外纳米吸管吸附 Au纳米粒子后仍

保持畅通,可以进一步地进行药物注射研究
[ 42]
。

2. 4� 组装纳米粒子 SERS基底

采用组装 SERS基底,可获得细胞膜蛋白信息, 有

望为细胞信号传导、正常细胞与癌细胞的鉴别、物质跨

膜运输等的理解提供有益的数据。通过在 ITO上组装

Au纳米粒子获得高重现性的 SERS基底, 利用碘离子

的强吸附能力取代基底表面吸附的杂质,然后通过电

化学氧化法将强吸附的碘离子氧化成弱吸附的碘酸根

离子获得干净的 SERS基底, 并应用于单个活细胞膜

蛋白的研究 (图 2 )
[ 43]
。尽管在电化学氧化过程中也

伴随着少量的金溶出并导致 1 /3 ~ 1 /2的 SERS活性

的降低,但是干净的基底却为未知物或弱吸附物种的

检测提供了可靠的基础, 从而使得 SERS可以可靠地

应用于未知物或弱吸附物种的痕量分析以及生物体系

和界面水的研究。然而活细胞体系非常复杂且细胞膜

具有流动性及通透性, 这就给 SERS光谱的分析带来

困难。由于所获得的谱峰信息一直在变化, 这就需要

在获得大量数据的前提下进一步采用数学方法 (如

PCA )处理。但是对于正常细胞和癌变细胞差别往往

就是蛋白质结构发生变化或发生蛋白质甲基化, 这种

细微的变化能否灵敏地在 SERS光谱上体现出来就并

没有定论。这需要结合其它的光谱或者电化学手段进

行进一步研究。

3� 细胞的间接检测

3. 1� 癌细胞检测
利用功能化 SERS标记纳米粒子对癌细胞进行间

接检测的基本原理与 SERS标记免疫检测以及在组

织、活体肿瘤检测中所涉及的原理一致。主要是基于

生物分子的相互识别作用及拉曼探针分子标记纳米粒

子的高灵敏性及高分辨率等特点。目前研究的重点集

中在功能化纳米粒子设计上, 围绕如何提高 SERS活

性 ( SERS活性基底的设计和标记分子的选择 )、如何

提高功能化纳米粒子的稳定性 (保护性壳层的设计 )、

图 2� A. 采用 SERS进行细胞膜检测的实验示意图; B. 共聚

焦拉曼仪透射模式下所获得的 CHL细胞图像; C. 从单个活

细胞不同点所获得的 SER S谱图; D. 以不同氨基酸的拉曼强

度作为成像信息对图 B中矩形区域进行成像所获得的拉曼成

像图: ( a) 苯丙氨酸 ( 1 005 cm- 1 ) , ( b) 色氨酸 ( 1 357 cm- 1 ),

( c) 脯氨酸 ( 1 377 cm- 1 ), ( d) 甲硫氨酸 ( 1 239 cm- 1 ), 每个

点的采谱时间为 5 s,照到样品的激光功率为 0. 4 mW [ 43]

Fig 2� A. Schematic d iagram showing the experim ental

configuration for the SERS m easurement of the cell membrane;

B. V ideo image of a CHL cell ob tained in the transm issionm ode

on a confocal m icroprobe Raman instrumen t; C. SERS spectra

ob tained at different spots of a living cell; D. SERS images

ob tained in the rectangular region ofB using the SERS intensities

of d ifferent am ino acids as the imaging signal: ( a) Phe (1 005

cm- 1 ), ( b) Cys (1 357 cm- 1 ), ( c) Pro (1 377 cm- 1 ); and ( d)

M et (1 239 cm- 1 ). The acqu isition time for each point was 5 s,

and the laser power at the samp le was 0. 4 mW [ 43]

如何赋予纳米粒子更多的功能 (多模式成像以加强对

癌症诊断的准确性 )、如何提高多功能化纳米粒子的

靶向性 (在靶分子的选择上由通过抗原抗体作用逐渐

向适配子发展 )等方面展开。

癌细胞的细胞膜表面通常具有一些与正常细胞不

同的蛋白或者糖基 (物种或者浓度 ), 常用的标志物包

括表皮生长因子受体 ( EGFR)、磷酸酶 ( PLC�1)、叶酸

受体等。将这些癌细胞标志物的抗体与 SERS标记的

纳米粒子相连,可实现对癌细胞的靶向检测。然而蛋

白的活性与其结构和存在的环境密切相关, 如果条件

选择不当,容易发生变性导致检测中的假阳性或假阴

性。而采用核酸适配体这种稳定的 DNA序列可以有

效地克服这一问题, 显著提高检测的可靠性。而为了

提高间接检测的灵敏度, 人们发展了 Au@ Ag纳米粒

子 (图 3)
[ 44]
、Ag纳米粒子镶嵌的 S iO2纳米粒子

[ 45]
、
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Au纳米花
[ 46]
、有机 �无机复合纳米粒子 ( CO INs)

[ 47]
等

不同结构的 SERS标记纳米粒子。

( a). 标记量子点对正常细胞的荧光成像图: (左 )明场成像图,

(右 )荧光成像图; ( b) . 单个正常细胞的 SERS成像图: (左 )

明场成像图, (右 )对单个正常细胞以 R6G分子 1 650 cm- 1峰

进行的拉曼成像图, 扫描步长为 1 �m; ( c). 单个正常细胞明

场成像和拉曼成像的叠加图, 彩色点表示激光斑点沿着 y轴方

向穿过细胞的中间; ( d). 标记量子点对癌细胞的荧光成像

图: (左 )明场成像图, (右 )荧光成像图; ( e ). 单个癌细胞的

SERS成像图: (左 )明场成像图, (右 )对单个癌细胞以 R6G分

子 1 650 cm - 1峰进行的拉曼成像图, 扫描步长为 1 �m; ( f). 单

个癌细胞明场成像和拉曼成像的叠加图,彩色点表示激光斑点

沿着 y轴方向穿过细胞的中间

图 3� 正常人胚胎肾细胞 (HEK293)及磷酸酶 (PLC�1)表达的

HEK293细胞的荧光及 SER S成像 [ 44]

( a) . QD�labe led fluo rescence im ages o f norm a l ce lls: ( left)

br ightfield im age, ( r ight) fluo rescence im age; ( b). SERS im ages

o f sing le no rma l ce l:l ( left) brightfie ld im age, ( r ight) Ram an

m apping im age of sing le norm a l ce ll based on the 1 650 cm- 1 R6G

peak, the ce ll area w as scanned w ith an interval of 1 �m;

( c). Over lay image o f brightfie ld and Ram an m apping for sing le

norm a l ce l,l co lorfu l spots indicate the laser spo ts across them idd le

o f the cell along the y ax is; ( d). QD�labeled fluorescence im ages

o f cancer cells: ( left) brightfie ld im age, ( right ) fluorescence

im age; ( e). SERS images of s ing le cancer cel:l ( left) brightfield

im age, ( r ight) Ram an mapp ing im age o f sing le cancer ce ll based

on the 1 650 cm- 1 R6G peak, the ce ll area was scanned w ith an

in terva l of 1 �m; ( f). Overlay im age of br ightfield and Ram an

m apping fo r sing le cancer cel,l colorful spots ind icate the lase r

spots across the m idd le o f the cell along the y ax is

F ig 3� F luorescence and SERS im ages of normal HEK293 ce lls

and PLC( 1�expressing HEK293 cells[ 44]

肿瘤细胞很容易从一病灶脱落, 通过血液循环进

行转移,因此直接从全血进行肿瘤标志物及肿瘤细胞

的检测对肿瘤的早期诊断是极其重要的。目前一般的

癌细胞诊断只是局限于实验室培养的细胞, 并没有真

正应用于全血检测。Oxonica公司发展了一系列 SERS

探针 (包括 Au@ SiO2、磁性的 SERS tag), 首次将 SERS

技术应用于无洗涤、无分离、全血活细胞检测
[ 48]
。通

过利用抗体修饰的磁性纳米粒子将癌细胞进行捕获浓

缩,并结合 SERS标记免疫纳米粒子进行特异性检测,

检测限 ( LOD)可以优于 10 cells�m l
- 1
并获得 99. 7%的

高准确率。与其它光谱相比, 由于 SERS可采用近红

外光激发,因此不会受到背景的干扰可直接应用于全

血体系检测。在此基础上, 后人进一步将 SERS检测

和磁性分离集成到同一个纳米粒子中,避免了繁琐的

多步操作
[ 49-50]

。

此外,还可将 SERS和瑞利散射、荧光等多种光学

性质集成于同一个纳米粒子,并将其用于细胞成像、癌

细胞检测等。由于瑞利散射信号强,即使只有单粒子

也可以通过肉眼观察,因此可利用单个纳米粒子的瑞

利散射对纳米粒子与细胞的相互作用进行研究。若借

助金属纳米粒子强瑞利散射首先对细胞进行成像, 快

速发现兴趣点,进一步进行细致的 SERS研究
[ 51]
将极

大地提高检测的目的性及效率。对 A g /氧化铁复合物

进行 SERS标记, 然后包裹上 S iO 2, 再通过硅烷化试剂

在表面上接上荧光分子, 获得集磁性、SERS、瑞利散

射、荧光性质于一体的纳米粒子,可望用于生物成像和

传感
[ 52]
。此外近年来荧光�SERS ( F�SERS )多模式纳

米粒子在癌细胞诊断中的研究也受到人们越来越多的

关注
[ 53-57]

。通过合理地选择 SERS分子和荧光分子可

以获得既有 SERS信号又有荧光信号的多模式观察体

系,为生物医学的多组分分析和诊断奠定基础。将

SERS技术与瑞利散射、双光子发光成像、SEM等技术

相结合,可对细胞膜上受体的聚集度及其在细胞表面

的分布进行多模式成像
[ 58]
。

3. 2� 细胞内 pH传感

对于细胞内微环境的 pH传感仍然是细胞研究中

极具挑战性的课题。通过合理的选择探针分子, 同样

也可以利用 SERS光谱对细胞进行 pH传感,仍属于需

要探针分子的间接检测方法。这种传感器设计的主要

原理是通过选择 pH敏感分子对纳米粒子进行修饰,

在不同 pH值下, 该分子某一官能团会发生质子化和

去质子化的转变, 导致 SERS光谱能灵敏反映分子结

构的变化。通过质子化和去质子化官能团 SERS光谱

相对强度的变化可间接获取分子周围环境的 pH 信

息。这种 pH纳米传感器可通过细胞内吞作用进入细

胞,反映细胞内微环境 pH的改变
[ 59-62]

。

4� SERS技术在细胞研究中的难点和展望

SERS作为一种高灵敏、无损伤、具备指纹分析特

征且可用于含水体系研究的光谱技术,在细胞体系乃

至生物医学研究中具有其它谱学技术如 CT、磁共振成

像、荧光等技术无法比拟的优势。同时 SERS作为在
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细胞研究中的新兴技术, 不可避免地还存在一些亟待

解决的问题。当 SERS技术以直接检测方式应用于复

杂的细胞体系研究时, 主要存在选择性检测、定量检测

及谱图分析等问题。 ( 1) 选择性检测:细胞生物体远

比一般纯样品体系复杂。体系中的任何分子都可能吸

附在 SERS基底表面, 使谱图复杂化, 这为 SERS谱图

的解析带来了巨大的困难。 SERS检测中, 设计分子

和 SERS基底间选择性的相互作用, 细胞体系中一些

感兴趣的分子不可避免的由于电性或亲疏水基团的原

因导致无法与 SERS基底表面强烈作用,造成一些重

要信息的丢失。而利用该特点, 如果能对 SERS基底

表面进行特殊的改性, 能够变劣势为优势, 在 SERS基

底修饰对某一类分子或某一种分子具有特性吸附的基

团,便能使 SERS技术在复杂体系中得到应用。 ( 2) 定

量检测: 与常规拉曼光谱相比, SERS光谱的谱峰强度

受电磁场增强分布、分子吸附取向、SERS选律等影

响,与分子浓度并不存在简单的线性关系。目前还没

有一种可以兼具大面积均匀、增强因子高和表面洁净

的 SERS基底, 这就使得 SERS难以应用于定量分析。

尽管已有一些工作尝试将 SERS技术用于定量分析,

但目前基本上还依赖于定点检测或多点平均这两个方

法。然而定点检测操作较为困难, 不可能得到实际应

用。多点平均的方法会受超强增强位点的影响, 难以

获得很好的重现性。内标法可能是最可信也是最合适

的方法,可以消除基底的差异性所带来的影响,但内标

分子与待测物的竞争吸附, 将对检测过程中内标的稳

定性及可靠性提出挑战。 ( 3) 谱图分析:在理想状态

下, SERS的指纹图谱特征可以使我们很好地鉴别不

同种细胞、细胞膜内及膜外的不同成分、细胞的应激释

放物、正常或癌变细胞的差异等等。但必须考虑到以

下几个实际问题:细胞的差异以及细胞实时变化的释

放物是否都可以与基底相互作用并被 SERS检出; 其

次,如何对获得的复杂谱图进行解析;最后也是最关键

的一点,如何将谱图中获得的信息与具有生命意义的

过程对应。目前,借助大量的数据库及数据统计分析

可以实现对细胞谱峰的初步解析, 对于一些主要峰的

指认亦能与从文献中找到相似的结果进行对照。然而

由于细胞种类繁多,即使是同一类细胞当其来源不同,

所获得的谱峰整体峰形、谱峰的位置及相对强度将可

能不同。因此,很难获得很可信的数据使得不同组之

间进行平行比较。另外, 目前对于谱峰的解释还停留

在对某个氨基酸或碱基的振动的简单归属, 还很难进

一步将其与生命过程联系。

当 SERS技术应用于细胞生物体的间接检测时,

将主要涉及到信号灵敏度、特异性、生物相容性等问

题。 ( 1) 信号灵敏度:当 SERS应用于间接检测时, 所

起的作用与荧光类似, 只是一个标志物。与荧光相比

具有稳定、可采用近红外光激发、以及不受水干扰等优

势。最显著的优势是其半峰宽很窄,无需借助复杂的

数学处理即可用于多组分分析。然而与荧光光谱相

比,信号弱是 SERS标记必须面对和解决的首要问题。

目前荧光成像因荧光信号强可以达到录像的速度, 而

且荧光分子小不易受生物体免疫系统的排斥。然而

SERS信号的强度和纳米粒子的稳定性是一对难以调

和的矛盾体。尽管目前从一些聚集体上获得的

SERRS信号可达到单分子检测水平, 在近红外区甚至

优于荧光方法,但应用于生物体系研究时,却需要避免

团聚体的形成。因为在进行活体研究时,团聚体通常

会被免疫系统排除而不能到达目标。如果能发展体积

小且增强较大的二聚体纳米粒子可以实现这一目标,

目前已有一些相关的报道
[ 63]

, 但制备方法的可操作性

及产率还需进一步改善。若 SERS技术要像 CT、MR I

等影像技术一样作为癌症诊断的手段,必须进一步提

高其灵敏度。 ( 2) 特异性: 许多在均相反应具有较好

特异性的生物标志物当吸附到纳米粒子表面时, 如果

没有进行合适的表面预修饰,很容易失活。生物标志

物特异性结合率与蛋白的质量及来源密切相关, 若缺

乏合适的选择,将无法很好实现特异性检测。另外目

前纳米粒子与细胞相互作用及进入细胞后的途径及机

制仍然模糊不清, 如何借助 SERS技术对这一过程进

行追踪表征,如何使纳米粒子突破溶酶体靶向到各个

细胞器,真正将靶向治疗及诊断紧密结合等将是极具

挑战性的课题。 ( 3) 纳米粒子的生物相容性: 纳米粒

子毒理学现在已经是一个独立的学科,甚至专门设有

机构对纳米粒子的毒性进行评估。合适的表面修饰是

降低纳米粒子毒性的一大方法, 基于 SERS的纳米粒

子靶向诊断也不可避免涉及到纳米粒子生物相容性这

一问题。

正是由于 SERS在细胞研究中具有的优势, 以及

SERS在细胞领域中的应用存在诸多问题, 该学科的

发展存在很多的机遇和挑战。这一学科继续发展, 必

然需要纳米材料、生物技术、信息处理等多学科的交叉

和共同推动。
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聚磷酸酯纳米凝胶载药系统的研究进展

熊梦华,杜金志,王均

(中国科学技术大学 生命科学学院,安徽 合肥 � 230027)

[摘要 ] 纳米载药系统是纳米药物实现产业化的重要基础之一。作为纳米载药系统的一种,纳米凝胶在药物

载体领域的研究倍受关注。纳米凝胶是一种能够在水溶液中分散并具有纳米尺寸的水凝胶颗粒,通常由物

理或化学交联的聚合物网络结构所组成。纳米凝胶具有特定的优势,例如优异的药物负载能力、较高的化学

结构稳定性以及对外界环境的刺激作出灵敏的响应性等。与此同时, 作为一种具有良好生物相容性和生物

降解性的高分子材料, 聚磷酸酯在化疗药物和基因药物的运输以及组织工程领域都表现出很好的潜力。本

文综述本课题组最近几年在聚磷酸酯纳米凝胶药物载体系统的研究工作。
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� � 纳米药物的研究是纳米医学研究领域的重要组成

部分。纳米药物可使药物具有更高的生物利用度, 而

纳米药物载体能增强难溶性药物的溶解性, 增强药物

输送的靶向性, 并控制药物的释放, 因而有效提高药

效,并降低药物的毒副作用。纳米药物和纳米药物载

体系统的研究也因此成为当前国际医药学界的前沿和

热点
[ 1-2]
。纳米药物应用的关键之一是纳米载药系统

的设计与研发。目前广泛研究的纳米载药系统包括聚

合物纳米载药系统 (包括纳米凝胶 )、基于脂质材料的

纳米载药系统,以及基于无机材料的纳米载药系统等。

纳米凝胶是一种能够在水溶液中分散并具有纳米尺度

的水凝胶颗粒,通常由物理或化学交联的聚合物网络

结构所组成
[ 3-6 ]
。与其它载药系统相比, 纳米凝胶载

药系统除了具有极高的药物携载能力外,还具有很好

的化学稳定性,同时也具有易修饰的特点。因此,纳米

凝胶载药系统正引起越来越多的研究者的关注。

考虑到医学应用的特殊要求, 纳米载药系统在材

料的选择上有着严格的标准, 材料本身应具有良好的

生物相容性及生物降解性。以磷酸酯键为主链链接的

聚磷酸酯可被水解, 在一些体内存在的酶的催化下聚

磷酸酯水解加速,而且,通过合理设计的聚磷酸酯大都

显示良好的生物相容性。聚磷酸酯在传统药物和核酸
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