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摘　要：报告了一种基于Ａｕ＠Ａｇ／碳纳米管（ＣＮＴｓ）的ＳＥＲＳ荧光双模细胞成像探针，其可以产生表面增强拉

曼散射（ＳＥＲＳ）和荧光信号。在这种探针中，金／银核壳纳米粒子（Ａｕ＠ＡｇＮＰｓ）作为ＳＥＲＳ增强基底首先通过

静电作用组装到碳纳米管表面，然后标记４巯基苯甲酸（４ＭＢＡ）以产生ＳＥＲＳ信号，接着通过氨基与硫碳胺键作

用将异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）和碳纳米管连接以产生荧光信号。使用 ＨｅＬａ细胞作为模型癌细胞，通过荧光和

ＳＥＲＳ成像结果证实了所提出的探针可以实现细胞成像功能。
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细胞是完成生命活动的基本单位，从细胞层面研究纳米粒子与细胞相互作用是现在生物医学领域的

研究热点。荧光技术因其快速、简单的优点成为研究细胞的主要技术。但是基于荧光光谱的材料有一些

缺点，如染料容易光漂白、激发带宽较窄而发射带宽很宽等，这样在多色彩染色时容易出现发射峰的交叠。

发射带宽较窄的量子点因生物毒性问题阻碍了其在生物标记与成像生物的应用［１］。近年来，表面增强拉
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曼散射（ＳＥＲＳ）光谱技术在生物成像与传感等领域被越来越多地使用。ＳＥＲＳ信号不易光漂白，谱线宽度

很窄，检测技术灵敏度高，能实现细胞内分子水平的检测；ＳＥＲＳ技术的检测条件温和，对生物样品损伤

小；可用红外光激发，受生物样品自身荧光以及水的干扰很小；ＳＥＲＳ光谱的指纹特性可以在复杂细胞环

境中对目标物进行有效跟踪与检测［２６］。文献［７ １０］设计了不同类型的ＳＥＲ纳米探针，并进行了应用研

究。虽然ＳＥＲＳ优点明显，但ＳＥＲＳ信号需要较长的采集时间，不利于实时动态监测，而荧光采集时间较

短。因此，同时使用荧光和表面增强拉曼光谱作为分析工具在复杂的细胞环境中实现检测和成像功能得

到学者的广泛关注［４５，１１］。

本文拟提出一种新型的荧光 ＳＥＲＳ双模成像探针。该探针为基于金核银壳纳米粒子修饰的碳纳米

管，该探针进入ＨｅＬａ细胞后可以有效地实现荧光与ＳＥＲＳ双模细胞成像。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器

氯金酸（ＨＡｕＣｌ４·４Ｈ２Ｏ），聚丙烯胺盐酸盐（ＰＡＨ，ＭＷ１５０００），硝酸银（ＡｇＮＯ３），４ 巯基苯甲酸

（４ＭＢＡ），二水合柠檬酸三钠（Ｎａ３Ｃ６Ｈ５Ｏ７·２Ｈ２Ｏ），Ｈ２ＳＯ４（质量分数９８％），ＨＮＯ３（质量分数６５％），去

离子水 （１８ＭΩ·ｃｍ
－１），多壁碳纳米管（ＭＷＣＮＴｓ，直径４０～６０ｎｍ，长度１～２μｍ）。

通过ＳｈｉｍａｄｚｕＵＶ３６００ＰＣ紫外 可见分光光度计测量纳米粒子的吸收光谱，Ｔｅｃｎａｉ透射电镜表征

ＴＥＭ图，英国安道尔公司Ｓｈａｒｍｒｏｃｋ光谱仪装配Ｎｅｗｔｏｎ３０３ｉＣＣＤ采集ＳＥＲＳ信号，ＥｄｉｎｂｕｒｇＦＬＳ９２０

荧光光谱仪测量荧光光谱；ＯｌｙｍｐｕｓＦＶ１０００共焦显微镜配ＣＣＤ测量细胞成像。

１．２　犛犈犚犛 荧光双模光学探针的制备

基于Ａｕ＠Ａｇ／ＭＷＣＮＴｓ的双模成像探针结构如图１所示。具体制备流程如下：

图１　双模式光学成像探针结构示意

１．２．１　氨基化 ＭＷＣＮＴｓ制备　取１０ｍｇ的原始 ＭＷＣＮＴｓ分散到１０ｍＬ浓硫酸和浓硝酸（Ｖ／Ｖ＝

３∶１）混合溶液中超声氧化处理２４ｈ，然后加入大量去离子水到 ＭＷＣＮＴｓ的混酸溶液中稀释溶液，多次

过滤和透析后使溶液达到中性ｐＨ值，此时处理后的 ＭＷＣＮＴｓ表面含有大量的羧基功能团。

１．２．２　聚合物包裹 ＭＷＣＮＴｓ　取１ｍｇ按上述处理过的 ＭＷＣＮＴｓ加入到１０ｍＬ 的 ＰＡＨ 溶液

（１０ｍｇ·ｍＬ
－１）中，超声反应１ｈ后离心１５０００ｒ·ｍｉｎ－１，３０ｍｉｎ清洗３次，所得沉淀物重新分散到

１０ｍＬ离子水中，即得到氨基功能化的 ＭＷＣＮＴｓ。

１．２．３　Ａｕ＠ＡｇＮＰｓ制备　Ａｕ＠ＡｇＮＰｓ通过柠檬酸钠加热还原氯金酸和硝酸银的方法制备。首先制

备ＡｕＮＰｓ。取１００ｍＬ的１．０×１０－４ｇ·ｍＬ
－１氯金酸溶液剧烈搅拌并加热至沸腾，然后迅速加入８ｍＬ

１％的柠檬酸钠溶液并保持沸腾３０ｍｉｎ，待溶液变成酒红色，表明ＡｕＮＰｓ生成。然后以ＡｕＮＰｓ作为核

继续反应包裹Ａｇ壳层，过程如下：加入１６ｍＬ１％的柠檬酸钠溶液到上述沸腾的ＡｕＮＰｓ溶液剧烈搅拌

并保持沸腾，然后逐滴加入５ｍＬ２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的硝酸银溶液并继续加热大约１ｈ，待溶液由酒红色变成

深棕色时且颜色保持稳定后停止加热，即得Ａｕ＠ＡｇＮＰｓ，将溶液冷却至室温备用。

１．２．４　Ａｕ＠Ａｇ／ＭＷＣＮＴｓ制备　取１ｍＬ氨基功能化的ＭＷＣＮＴｓ溶液加入到２０ｍＬＡｕ＠ＡｇＮＰｓ溶

液中超声反应３０ｍｉｎ，然后将反应溶液以３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ２次，去除上清游离的Ａｕ＠ＡｇＮＰｓ

后重新分散到５ｍＬ水溶液中，即得Ａｕ＠Ａｇ／ＭＷＣＮＴｓ。

１．２．５　ＳＥＲＳ标记　取１０μＬ４ＭＢＡ酒精溶液（１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）加入到１０ｍＬ制备好的Ａｕ＠Ａｇ／ＭＷＣ

８５
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ＮＴｓ溶液，在室温暗室条件下过夜搅拌。然后将反应溶液３５００ｒ·ｍｉｎ－１，１０ｍｉｎ离心多次，去除上清溶

液中游离的４ＭＢＡ后再分散到水溶液中，即得４ＭＢＡＡｕ＠Ａｇ／ＭＷＣＮＴｓ。

１．２．６　荧光标记　在聚合物层上连接异硫氰酸荧光素。将１００μＬ的１０μｇ·ｍＬ
－１ＦＩＴＣ水溶液加入到

上述５ｍＬ４ＭＢＡＡｕ＠Ａｇ／ＭＷＣＮＴｓ。避光反应１２ｈ后１５０００ｒ·ｍｉｎ
－１，３０ｍｉｎ离心清洗３次。所得

沉淀物重新分散至１０ｍＬ去离子水，即得到荧光ＳＥＲＳ双模光学成像探针。

１．３　细胞成像实验

宫颈癌细胞株购自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。培养在含有１０％胎牛血清和１％青链

霉素混合液的９０％ＤＭＥＭ高糖培养基的培养液中。培养液购自南京凯基生物技术有限公司。细胞培养

条件为５％ＣＯ２ 条件下培养，培养温度恒定在３７℃。在细胞成像实验中，先将 ＨｅＬａ细胞接种于培养皿

培养２４ｈ，然后将Ａｕ＠Ａｇ／碳纳米管探针加入到细胞中，继续培育５ｈ。对细胞进行ＳＥＲＳ和荧光成像

前，培养皿用ＰＢＳ磷酸盐缓冲液冲洗３次去除游离的Ａｕ＠Ａｇ／碳纳米管探针后进行光谱采集。

２　结果与分析

２．１　探针的表征

在选取ＳＥＲＳ增强的金属基底材料中，银纳米粒子的增强效果最好，但银纳米粒子的形貌较难控制，

而且通过实验对比，碳纳米管表面修饰银纳米粒子难以实现反应液体中游离银纳米粒子的分离，且溶液制

成的探针容易沉淀，不利于细胞实验。金纳米粒子的形貌控制工艺较成熟，但其构成的探针ＳＥＲＳ增强效

应不高。因此，本研究选取Ａｕ＠ＡｇＮＰｓ作为ＳＥＲＳ增强基底并将其吸附到 ＭＷＣＮＴｓ表面形成ＳＥＲＳ

衬底。柠檬酸钠可以作为还原剂制备出Ａｕ＠ＡｇＮＰｓ，还可以作为Ａｕ＠ＡｇＮＰｓ稳定剂。

图２　金核银壳纳米粒子和金核银壳／

碳纳米管复合纳米粒子的消光谱

实验所得到的Ａｕ＠ＡｇＮＰｓ和Ａｕ＠Ａｇ／ＭＷＣＮＴｓ

的消光光谱如图２所示。根据的Ｓｏｎｇ的研究报道，单

分散１５ｎｍ的金纳米粒子吸收峰在５２０ｎｍ处，本文

以１５ｎｍ的金纳米粒子为核，在其表面通过柠檬酸钠

还原 ＡｇＮＯ３ 沉积一层银壳形成金核银壳纳米球以

后，得到的单分散Ａｕ＠ＡｇＮＰｓ的消光峰在４００ｎｍ

处。

从图３（ａ）可以看出，绝大多数粒子呈球形，并有明

显的核壳结构纳米粒子形成，其尺寸较金纳米粒子发生

显著变化，表明金核银壳纳米粒子的形成。当Ａｕ＠Ａｇ

ＮＰｓ吸附到ＭＷＣＮＴｓ表面后，该消光峰会红移到４３１

ｎｍ，比单分散的Ａｕ＠ＡｇＮＰｓ明显地加宽，这与Ｚｈａｏ

等［１２］报道的实验现象一致。通过该光谱变化，我们判断产生这种现象的主要原因是纳米粒子部分聚集，

由此推断Ａｕ＠ＡｇＮＰｓ已经组装到了ＭＷＣＮｓ的表面。图３（ｂ）是Ａｕ＠Ａｇ／ＭＷＣＮＴｓ的电镜图，其结果

进一步说明Ａｕ＠ＡｇＮＰｓ成功装载到了 ＭＷＣＮＴｓ的表面。还可以看到，碳纳米管表面的金核银壳纳米

粒子之间的距离变得更为紧密且形成了很多的聚集体。这些聚集体的出现可以产生许多的ＳＥＲＳ“热

点”，根据ＳＥＲＳ增强原理描述，Ａｕ＠ＡｇＮＰｓ聚集处的电磁场强度将会极大增强，从而产生更强的ＳＥＲＳ

信号。

为了获得水溶性良好且官能团功能化的碳纳米管，本研究首先将原始的碳纳米管加入到混酸中，通过

超声波处理氧化及去离子水清洗到ｐＨ中性后，其水溶性得到了明显的改善。图３（ｃ）是氧化处理的碳纳

米管的ＴＥＭ图，其尺寸在５００～１０００ｎｍ且均匀分散。为了在碳纳米管表面上修饰金属纳米粒子和荧

光素，我们将具有大量氨基功能团的阳离子聚合物ＰＡＨ与氧化后的碳纳米管直接混合超声分散，从而修

饰上氨基功能团，为下一步实验做铺垫，而且进一步提高了碳纳米管在水溶液中的分散性。

９５
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（ａ）金核银壳纳米球 　　　 （ｂ）金核银壳／碳纳米管 　　　 （ｃ）碳纳米管

图３　不同材料的犜犈犕图

２．２　探针的犛犈犚犛和荧光特性

实验选取４ 巯基苯甲酸（４ＭＢＡ）作为拉曼分子产生ＳＥＲＳ信号。由于探针表面的金核银壳纳米粒

子表面为银，能产生很强的ＳＥＲＳ增强效应，因此４ＭＢＡ标记在Ａｕ＠Ａｇ／ＭＷＣＮＴｓ上可以得到较强的

ＳＥＲＳ光谱，如图４（ａ）所示。图中１０７７和１５９０ｃｍ－１位置的峰位归属于４ＭＢＡ分子结构中苯环的特征

峰。采集ＳＥＲＳ信号使用的是６３３ｎｍ激光器激发，此时ＦＩＴＣ的荧光不会被激发，从ＳＥＲＳ光谱上也可

以观察到没有荧光背景信号产生，只有４ＭＢＡ的特征峰出现。这主要是因为ＦＩＴＣ是连接在碳纳米管表

面的氨基官能团上，并没有和金核银壳纳米粒子直接接触，因而不能获得拉曼信号增强。探针的荧光光谱

如图４（ｂ）所示，实验采用波长为４８８ｎｍ的激光器激发ＦＩＴＣ的荧光信号，其荧光峰在５１２ｎｍ处，且荧光

光谱上未观察到４ＭＢＡ的ＳＥＲＳ信号。由此可见，通过选择不同的激发光波长，该探针粒子能分别产生

ＳＥＲＳ和荧光信号。

（ａ）探针的ＳＥＲＳ光谱 　　　　　 （ｂ）探针的荧光光谱

图４　探针的犛犈犚犛光谱和荧光光谱

２．３　细胞成像实验

为检验该ＳＥＲＳ荧光双模探针在活细胞成像方面的应用，本研究采集探针进入细胞内的ＳＥＲＳ和荧

光光谱。图５是探针与ＨｅＬａ细胞共同培养后的细胞白光透射图、荧光和ＳＥＲＳ成像图。如图５（ａ）所示，

细胞内具有较多的黑点，这说明碳纳米管进入到细胞中，而且细胞的形貌正常。图５（ｂ）是选用４８８ｎｍ激

发光对ＨｅＬａ细胞进行荧光图像采集。图５（ｃ）是采用６３３ｎｍ激光从 ＨｅＬａ细胞中采集到的ＳＥＲＳ信号

成像图（取４ＭＢＡ在１０７７ｃｍ－１处峰成像）。图５（ｄ）是将细胞荧光和ＳＥＲＳ成像图进行重合。

　 　 　

图５　犎犲犔犪细胞内双模探针的共聚焦成像

０６
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图６　犎犲犔犪细胞与探针共培养的细胞存活率实验

作为活细胞探针，其应具有较好的生物亲和性，实

验利用 ＭＴＴ检验探针的细胞毒性。将 ＨｅＬａ细胞与

探针在３７ ℃下共培养。如图６所示，ＨｅＬａ细胞与

１０μｇ·ｍＬ
－１探针共培养２４ｈ后，探针没有显示出明

显的细胞毒性。因此，这种双模探针具有较低的细胞

毒性，可以运用于细胞光学成像及其他活细胞应用。

３　结　语

本文设计制备了一种基于Ａｕ＠Ａｇ／碳纳米管复合

材料的新型荧光ＳＥＲＳ双模光学成像探针。采用聚合

物包裹的方式使碳纳米管具有良好的生物兼容性和表面氨基功能化，然后将Ａｕ＠ＡｇＮＰｓ组装到碳纳米

管表面再标记上拉曼分子产生ＳＥＲＳ信号，最后通过聚合物连接上荧光标记物ＦＩＴＣ产生荧光信号。该

探针进入活细胞之后，使用不同的激发波长可以实现细胞内荧光与ＳＥＲＳ成像。这种光学探针的形成在

细胞内环境成像、药物载体示踪以及粒子与细胞相互作用分析等领域具有重要的潜在应用价值。
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