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Abstract: In this study, a simple yet effective protein detection method was established by using bimetallic Au@Ag core-shell 

nanobrick as SERS active building blocks. The Au@Ag core-shell nanobrick is synthesized by well-defined ‘two-step’ growing 

method, enabling uniform and controllable silver shell growth on the surface of the gold nanorods induced by surfactant replacement. 

The thickness of the silver shell can be programmably adjusted by controlling the amount of silver nitrate in the system, which in turn 

realized the controllable adjustment of the optical properties of Au@Ag core-shell nanobrick. We selected bovine serum albumin as a 

model protein and established a highly-sensitive assay for label-free SERS detection of protein. The detection limit can reach to as 

low as 0.5 µg/mL, enabling promising avenue for its clinical application in ultrasensitive biomarker detection. 
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摘要摘要摘要摘要：：：：本研究以新型双金属金银核壳纳米砖作为SERS活性基元，开发了一种简单高效的蛋白质分子痕量检测方法。通

过可控的两步合成方法，实现了基于表面活性剂置换和引导的金银核壳纳米砖结构生长和形貌调控，同时通过体系中

硝酸银的浓度调控来实现银壳层的厚度，从而整体达到金银核壳纳米砖光学性能的可控设计与调节。我们选择牛血清

白蛋白作为模式蛋白，建立了以牛血清白蛋白为检测靶标的无标记SERS高灵敏检测方法，其检测限度约为0.5 µg/mL，

为后续工作中实现蛋白的特异性捕获、富集及高灵敏无创检测提供了应用基础。 

关键词关键词关键词关键词：：：：贵金属纳米粒子，金银核壳纳米砖，表面增强拉曼散射，无标记蛋白检测 

 

1111．．．．引言引言引言引言    

最近，表面增强拉曼散射（SERS）作为一种检测手

段，由于具有的高灵敏度和选择性、良好的稳定性等优势，

已成为生物化学、生物医学、食品安全和环境监测领域应

用最广泛的分析技术之一[1, 2]。近年来，SERS在生物领

域（例如蛋白质[3]，DNA / RNA[4]，细胞和细菌的研究）

的应用越来越引起研究人员的关注。基于SERS的生物分
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子检测[5]主要有两种方法，无标记法[6]和外源SERS标记

法[7]。无标记法旨在在没有拉曼标签的情况下直接获得生

物分子的SERS光谱；外源SERS标记方法使用拉曼标记来

间接地检测生物分子。相比较而言在检测生物分子方面更

加直接可靠的方法，并且它比外在SERS标记方法更方便。

但是，在某些情况下，无标记检测也具有一些局限性：（1）

它的灵敏度有限，因为相对低浓度的生物分子的固有

SERS光谱通常难以检测；（2）它在一些复杂的混合物中

表现出较差的选择性，因为重叠的拉曼谱带使样品识别变

得困难。尽管存在这些局限性，近年来，在开发基于SERS

的无标记蛋白质检测方法方面进行了大量研究[7-9]。Zhao，

Ozaki和他们的同事进行了系统的工作[10]，以提高基于该

方法的可靠性和多功能性，表明基于SERS的无标记法的

高灵敏度、选择性检测生物分子是非常具有潜力的。 

金纳米粒子[11]，尤其是金纳米棒[12]，由于其化学

稳定性、在可见光和近红外光谱区域内具有可调谐的等离

子共振谱带等性能，已被广泛用作分析和生物化学应用等

领域[13]。然而单组分金纳米粒子有时难以满足具体应用

的需要，就需要两到三种的贵金属组合的纳米粒子[14, 15]。

与其他贵金属相比，银纳米粒子具有更强的拉曼增强效果，

除此之外银纳米粒子还表现出比金纳米粒子更高的折射

率灵敏度和更大的太阳能转换效率。然而，具有均匀形状

和窄尺寸分布的各向异性银纳米粒子的制备仍具有挑战

性。金纳米棒由于其可调节的局域表面等离子共振（LSPR）

性能使得其获得了广泛的应用，以金纳米棒为核的核壳型

金属纳米结构的研究引起了人们的极大兴趣，到目前为止，

多种不同形貌的核壳型金属纳米结构陆续被报道出来。与

其他贵金属相比，金银核壳纳米棒是研究的最多的双金属

纳米结构，通过控制不同的生长条件，例如pH值、表面活

性剂和温度等条件可以获得许多不同的形状，例如圆柱体，

哑铃型，长方体和八面体等[16-21]。 

在本研究中，我们旨在用新型双金属金银核壳纳米砖

作为SERS活性基元开发一种蛋白质检测和鉴定方法，采

用双金属金银核壳纳米砖-蛋白复合体的形式通过SERS检

测实现对蛋白的痕量检测。 我们使用无标记法常用的模

式蛋白牛血清白蛋白测试该方法的性能。这种方法表现出

的高灵敏度为后续工作中实现蛋白的特异性高灵敏无创

检测提供了应用基础。 

2．．．．实验部分实验部分实验部分实验部分 

2.1．．．．材料与仪器材料与仪器材料与仪器材料与仪器 

四氯金酸三水合物(HAuCl4·3H2O，≥49.0% Au basis)，

十六烷基三甲基溴化铵（CTAB，≥99%），十六烷基三甲

基氯化铵（CTAC，25 wt.% in H2O），L-抗坏血酸（AA，

≥99%），硼氢化钠(NaBH4，≥99%)购自Sigma-Alorich；

硝酸银（AgNO3，99.99%）购自Aladdin；牛血清白蛋白

（BSA，Fraction V）购自Solarbio；实验用水均为超纯水，

采自Milli-Q Reference系统。 

用日本SHIMADZU公司的紫外 -可见分光光度计

(UV-2450)表征金纳米棒和金银核壳纳米砖的光学性质，

用美国FEI公司的扫描电子显微镜（SEM，Quanta 250 FEG）

和日本HITACHI公司的透射电子显微镜（TEM，HT7700）

观测金纳米棒的表面形貌，用美国Thermo公司的激光显微

共聚焦拉曼光谱仪（DXR 2Xi）来对其进行SERS检测。 

2.2．．．．实验步骤实验步骤实验步骤实验步骤 

2.2.1．．．．金种子的制备金种子的制备金种子的制备金种子的制备 

取5 mL 0.2 M CTAB水溶液于烧杯中，加入5 mL 1 

mM的HAuCl4溶液，充分混合后快速加入0.6 mL冰水配置

的10 mM NaBH4水溶液，溶液由浅黄色变为棕黄色.，快

速搅拌2 min后置于室温静置1 h后备用。 

2.2.2．．．．金纳米棒的制备金纳米棒的制备金纳米棒的制备金纳米棒的制备 

取5 mL 0.2 M CTAB水溶液于15 mL离心管中，加入5 

mL 1 mM HAuCl4水溶液、0.2 mL 4 mM AgNO3水溶液，

上下颠倒几次使之充分混合，然后加入0.08 mL 80 mM 

AA水溶液，上下颠倒几次溶液随之从淡黄色变为无色，

加入0.012 mL晶种溶液，充分混合后置于30℃水浴静置生

长2 h。 

2.2.3．．．．金银核壳纳米砖的制备金银核壳纳米砖的制备金银核壳纳米砖的制备金银核壳纳米砖的制备 

将上述合成的金纳米棒取10 mL以转速7000 rpm离心

20 min，去除上清液，加入等量的80 mM CTAC水溶液重

悬，该步骤重复两次以确保表面活性剂的充分置换；将上

述置换后的金纳米棒置于20 mL的玻璃瓶中，顺序加入0.8 

mL的10 mM AgNO3水溶液，0.4 mL的0.1 M AA水溶液，

充分混匀后置于60℃水浴中速搅拌反应3 h；反应完成后，

撤去水浴，待其冷却至室温后以转速7000 rpm离心20 min，

去除上清液加入等量去离子水重悬。 

2.2.4．．．．BSA蛋白与金银核壳纳米砖复合物的制备蛋白与金银核壳纳米砖复合物的制备蛋白与金银核壳纳米砖复合物的制备蛋白与金银核壳纳米砖复合物的制备 

将上述制备的金银核壳纳米砖浓缩10×，与等体积的

不同浓度的BSA（1 mg/mL、0.1 mg/mL、0.01 mg/mL、1 

µg/mL）水溶液混合（BSA终浓度分别为500 µg/mL、50 

µg/mL、5 µg/mL、0.5 µg/mL），室温下静置1 h，然后将

金银核壳纳米砖-BSA蛋白复合物置于1×1 cm
2
硅片表面上

待其干燥后用于SERS表征。测试所用的仪器为Thermo 

Scientific DXR 2Xi激光显微共聚焦拉曼光谱仪，选择633 

nm的二极管激光器作为光源，选择目镜为50×，所有测量

均使用2 mW的激光功率，激光在样品上的曝光时间均为

10 S。每个样品均测量五次以上。 

3．．．．实验结果与讨论实验结果与讨论实验结果与讨论实验结果与讨论 

3.1．．．．金纳米棒的表征金纳米棒的表征金纳米棒的表征金纳米棒的表征 

金纳米棒具有两个等离激元振动模式[22]，一个是电

子的横向等离激元共振产生的横向吸收峰（TSPW），另

一个是电子的纵向等离激元共振产生的纵向吸收峰

（LSPW）。如图1（A）所示，制备的金纳米棒的TSPW

在520 nm处附近，其LSPR在660 nm处附近，峰型及其半

峰宽均良好，无其他杂峰出现。金纳米棒的TEM图如图1

（B）所示，可以看出金纳米棒单分散性较为良好，基本

没有其他球状杂质。 
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3.2．．．．金银核壳纳米砖的表征金银核壳纳米砖的表征金银核壳纳米砖的表征金银核壳纳米砖的表征 

金银核壳纳米砖的紫外可见吸收光谱图和其TEM图

如图2所示。如图2（A）所示，金银核壳纳米砖表现出四

个等离激元共振带[19]，将等离激元谱带从低能量到高能

量依次定义为峰1-4。峰1和峰2分别代表纵向吸收峰和横

向吸收峰，当银壳的厚度达到一定值之后出现峰3和4，其

具体的振动模式尚不明确。金银核壳纳米砖表现出胶体的

性质，透光呈现出橙色或橙红色。金银核壳纳米砖的TEM

图如图2（B）所示，其外观形貌表现为长方体结构，棱角

较为尖锐，其中金纳米棒侧边的银壳厚度比两端的银壳要

厚。通过调整体系中AgNO3的量可以调整银壳的厚度。 

 

图图图图1 金纳米棒的紫外可见吸收光谱图（A）和TEM图（B）。 

 

图图图图2 金银核壳纳米砖的紫外可见吸收光谱图（A）和TEM图（B）。 

3.3．．．．基于金银核壳纳米砖的基于金银核壳纳米砖的基于金银核壳纳米砖的基于金银核壳纳米砖的BSA检测检测检测检测 

本研究所采用SERS检测蛋白质的方法为无标记法。

无标记法充分体现了拉曼光谱的优势，因为它能提供待检

测生物分子的固有振动特性。所用的待测蛋白质为牛血清

白蛋白（BSA）[23]，BSA常作为SERS法检测蛋白的模式

蛋白。BSA是一种球状水溶性蛋白质，其主要结构是已知

的，分子量为66267 Da，等电点为pH 4.5-5.0，这意味着在

中性溶液中，BSA整个分子带负电荷。然而，BSA具有带

负电荷的氨基酸结构域，如谷氨酸或天冬氨酸，以及带正

电的结构域，如赖氨酸或组氨酸。因此，BSA可以在中性

环境中吸附在带正电荷和带负电的粒子表面上。纯BSA固

体粉末的拉曼图谱如图3所示。纯BSA的SERS峰出现在

640、756、847、887、1000、1029、1204、1441和1666 cm
-1

等位置，其中较强的1000 cm
-1
附近位置的特征峰是由苯丙

氨酸（Phe）的苯环振动引起的[24]。 

如上文中所提到的，BSA具有带正电和带负点的结构

域使得其可以通过静电吸附结合到金银核壳纳米砖表面。

其次由于BSA中的半胱氨酸（cys）残基含有的巯基也可

以通过Ag-S键与金银核壳纳米砖以共价键方式结合。当

BSA浓度较高时（≥50 µg/mL）时，BSA取代掉大部分金

银核壳纳米砖表面的CTAC，会使得金银核壳纳米砖因缺

少表面稳定剂而聚沉，其SEM图如图4（B）所示。对金银

核壳纳米砖与BSA蛋白的复合物进行SERS检测，其SERS

图谱如图4（A）所示。由于该方法检测蛋白会使得蛋白的

变性，使得其具有与原状态不同的拉曼特征峰。我们重点

比较其在1000 cm
-1
处附近的特征峰，该位置的特征峰是由

BSA所具有的色氨酸（Trp）和苯丙氨酸（Phe）的振动引

起的。通过比较该特征峰的强度，可以看出随着BSA浓度
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的逐渐降低，该特征峰的强度也呈现出逐渐递减的趋势。

当BSA浓度减少至0.5 µg/mL时，该特征峰的强度已经非常

弱，表明该方法检测BSA的限度能达到8 nM。 

基于SERS的无标记法蛋白质检测的三个主要问题是

灵敏度、重现性和天然状态。灵敏度主要是由SERS基底

所决定的。第二个也是最主要的挑战是重复性差，特别是

对于没有发色团的蛋白质。第三个问题是蛋白质的变质问

题。通过本文实验可知，通过采用金银核壳纳米砖与BSA

蛋白结合进行SERS检测可以实现待测蛋白较高限度的

SERS增强效果；其次，上述各浓度BSA的实验数据均是

通过重复测量多个位置，显示出极高的重复性，说明使得

使用该金银核壳纳米砖-BSA复合物检测蛋白质具有较好

的重复性。基于该方法的蛋白检测仍旧会造成蛋白一定程

度的变性，但通过检测氨基酸残基可以一定程度的弥补蛋

白变性带来的局限性。 
 

图图图图3 BSA固体粉末的拉曼图。 

 

图图图图4 金银核壳纳米砖-BSA复合物的SEM图（A）和金银核壳纳米砖-BSA蛋白复合物的SERS图谱（B），BSA浓度分别为500 µg/mL、50 µg/mL、5 µg/mL、

0.5 µg/mL、0 µg/mL。 

4．．．．结论结论结论结论 

为了解决蛋白质SERS检测中重现性差，检测灵敏度

低的问题，我们提出了一种基于新型双金属金银核壳纳米

砖作为SERS活性激元用于蛋白质的无标记法SERS检测。

通过控制双金属金银核壳纳米砖银壳的厚度可以实现在

可见光到近红外光谱区域中可控调整其等离激元波长，以

提供高度增强的电磁场实现其作为SERS活性激元的性能。

我们通过以BSA作为目的蛋白，初步实验结果表明该方法

对BSA的检测限度能达到0.5 µg/mL，表明通过该方法可以

实现高度可重复和较强的SERS信号。实验结果证实了该

方法简单有效，并且可以显着提高无标记SERS检测方法

的可靠性、再现性和灵敏度。 
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