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金纳米棒对 SPR 生物传感器灵敏度的增强效应*

李峰杰1，2，郝 鹏1，吴一辉1

( 1． 中国科学院 长春光学精密机械与物理研究所 应用光学国家重点实验室，吉林 长春 130033;

2． 中国科学院 研究生院，北京 100039)

摘 要: 研究不同长径比的金纳米棒对表面等离子体共振( SPR) 生物传感器灵敏度的增强效应。利用晶

种生长法合成不同长径比的金纳米棒，并对其形貌、光学性质进行表征。采用双抗体夹心法，以金纳米棒

与羊抗人 IgG 的偶联体作为第二抗体，利用实验室自行研制的波长调制 SPR 生物传感器对人 IgG 进行测

试。实验结果表明: 不同长径比的金纳米棒可使人 IgG ( 1 mg /L) 与羊抗人 IgG 的反应信号增强 20 ～
100 倍; 长径比为 2、纵向等离子体共振吸收峰为 630 nm 的金纳米棒的增强倍数最大，为 90 ～ 100 倍; 利用

此金纳米棒增强后，可将 SPR 传感器对人 IgG 的最低检出限由 500 μg /L 减小到 10 μg /L，灵敏度提高

50 倍。金纳米棒能大幅度提高 SPR 生物传感器的灵敏度，且金纳米棒的纵向等离子体共振吸收峰越接近

SPR 分析仪的共振波长，增强效应越好。
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Abstract: The sensitivity enhancement effect of different aspect ratio on gold nanorods ( GNR) surface plasmon
resonance( SPR) biosensor is studied． GNR with different aspect ratio are synthesized using typical seed-mediated
solution phase approach． Characterization of those geometric features and optics properties are performed． By using
double antibody sandwich technique，as the second antibody the GNR-antibody，laboratory-designed wavelength
modulation SPR biosensor is used to test human IgG． It is found that GNR with different aspect ratio can amplify
the response for human IgG-sheep antihuman IgG 20 ～ 100 times． The gold nanorods whose aspect ratio is 2 and
longitudinal SPR is 630nm can achieve maximum enhancement of biosensor sensitivity，about 90 ～ 100 times;
using this gold nanorods，the detection sensitivity of the SPR biosensor is estimated to 10 μg /L，which is 50 times
more sensitive than the SPR biosensor without gold nanorods． GNR could significantly enhance the sensitivity of
SPR biosensor，and maximum enhancement effect can be achieved when the longitudinal surface plasmon
resonance peak wavelength of GNR functionally matches the surface plasmon wavelength．
Key words: surface plasmon resonance ( SPR) biosensor; gold nanorods ( GNR) ; aspect ratio; sandwich tech-
nique

0 引 言

自 Liedberg 等人于 1983 年首次运用表面等离子体共

振( surface plasmon resonance，SPR) 技术进行抗原抗体相互

作用分析，并逐步将此项技术引入生物传感器领域以来，

SPR 技术已广泛应用于分子生物学、医学、环境科学等领

域。实践证明，SPR 传感器与传统检测手段相比，具有无需

对样品进行标记、实时动态检测、高灵敏度等突出优点。因

而，其在生物分子反应研究、免疫学、早期癌症检测等领域

中有着巨大的优势。但是，SPR 传感技术的检测精度要求

在敏感膜上的生物分子吸附量大于1pg /mm2 ，这对于低浓
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度、小分子量分子来说是不够的［1～ 3］。

为了克服这个缺点，一些科研人士将金属纳米粒子用

于 SPR 生物传感器中，能大幅度增强小的生物分子的反应

信号。1994 年，Lenung T 等人就从理论上提出了粒子增强

提高 SPR 灵敏度的不规则团( fractal-cluster) 模式［4］。1998

年，He Lin 等人提出了利用胶体金与贵金属薄膜间的电磁

场耦合谐振效应和胶体金的表面富积效应，提高 SPR 检测

灵敏度的新方法［5］。金属纳米粒子能大幅度增强 SPR 生

物传感器灵敏度的原因主要有 2 个: 1) 金属纳米粒子的表

面富集效应; 2) 金属纳米粒子产生的局域 SPR 与金膜产生

的 SPR 之间的耦合作用。

金纳米棒( gold nanorods ，GNR) 的横向和纵向表面电

荷密度 不 同，因 而 具 有 一 个 横 向 等 离 子 体 共 振 吸 收 峰

( transverse surface plasmon resonance peak wavelength，TSPR)

和一个纵向等离子体共振吸收峰( longitudinal surface plas-

mon resonance peak wavelength，LSPR) ［6～ 8］。TSPR 在 520nm

左右; LSPR 在 600nm 至近红外区域，随金纳米棒的长径比

增加而红移。LSPR 对周围介质的折射率的变化极其敏感，

基于这种特性，将金纳米棒用于 SPR 生物传感器中，有很强

的增强效应。

1 实 验

1． 1 合成不同长径比的金纳米棒

金纳米棒的合成采用晶种生长法，以十六烷基三甲基

溴化铵( CTAB) 为表面活性剂，通过改变硝酸银的量来控制

合成的金纳米棒的长径比［9，10］。

合成步骤: 1) 种子溶液的制备: 将 5 mL 0． 5 mmol /L 的

HAuCl4 溶液与 5 mL 0． 2 mol /L 的 CTAB 溶液混合，搅拌

1 min后，加入 0． 6 mL 0． 01 mol /L 冷冻的 NaBH4 溶液，搅拌

2 min，溶液变为棕黄色。水浴 28 ℃下静置 3 h 后备用。2 )

生长溶液的制备: 取 4 支充分洗净的 50 mL 的试管，每个试

管加入 20 mL 0． 2 mol /L 的 CTAB 溶液，向 4 支试管分别加

入 0． 2，0． 4，0． 6，0． 8 mL 0． 004 mol /L 的 AgNO3 溶液，混合

后向每个试管加入 20mL 0． 001mol /L 的 HAuCl4 溶液，搅拌

1 min 后，每个试管加入 0． 28 mL 0． 0788 mol /L 的抗坏血酸，

搅拌 2 min 后溶液变为无色透明的生长溶液。3) 金纳米棒

的合成: 向上述 4 瓶生长液中分别加入 48 μL 种子溶液，摇

晃 2min 后，在水浴 28℃下静置 1 d。金纳米棒合成后，离心

处理( 13 000 r /min ，15 min) 两遍，抽掉上层清夜，将下层的

金纳米棒复溶于 40mL 5mmol /L 的 CTAB 溶液，这样金纳米

棒溶液便能保存几个月。

1． 2 金纳米棒与抗体的偶联

在金纳米棒的制备中，CTAB 也是金纳米棒的稳定剂和

保护剂，得到的金纳米棒的表面都吸附有 CTAB。但是，

CTAB 对细胞具有高毒性，会阻碍金纳米棒与生物分子的偶

联。本文所采用的方法是在金纳米棒表面包覆一层聚丙烯

酸( poly ( acrylic acid) ，PAA) ，以消除 CTAB 的影响。PAA

具有—COOH 官能团，能很好地与生物分子结合［11］。

实验步骤: 配制 1mmol /L NaCl 溶液，将 PAA( 35WT) 用

1 mmol /L NaCl 溶液稀释至 10 g /L 。取一 3mL 离心管，注入

3 mL 制备的金纳米棒溶液，离心( 8000 r /min ，6 min) 后，金纳

米棒颗粒沉淀在离心管底部，缓慢抽掉上层液体。向离心管

内注入 1 mL 1 mmol /L NaCl 溶液和 200μL 10 g /L PAA 溶液，

摇晃 15 s 后，静置 30 min，然后离心( 8 000 r /min，6 min) 清洗

两遍，抽掉上层清液，注入 1mL 去离子水。逐滴加入 100μL

0． 01 mol /L EDC 和 100 μL 10 mg /L 羊抗人 IgG，摇晃 20 s 后

静置 1 d。然后离心 ( 8 000 r /min，6 min) 处理，溶于 1 mL

PBS。

2 实验结果与讨论

2． 1 金纳米棒的合成与表征

利用晶种生长法，以 CTAB 为表面活性剂，可以制作长

径比为 2 ～ 5 的金纳米棒; 以 CTAB 和 BDAC( benzyldimethyl-

hexadecylammoniumchloride) 混合物为表面活性剂，改变两

者的比例，可以制作长径比为 2 ～ 25 的金纳米棒; 且金纳米

棒的产量可达到 97 %，副产品为金纳米球。

由于金纳米棒的短轴和长轴的表面电荷密度不同，因

而具有 2 个等离子体共振吸收峰。短轴对应 TSPR，一般在

520 nm，金纳米棒的长径比的变化对它基本无影响。长轴

对应 LSPR，一般为 600 nm 至近红外区域，随金纳米棒长径

比的增大而红移［12］。

本文合成了 4 种金纳米棒，用扫描电子显微镜对其

形貌特征进行表征。图 1 是 4 种金纳米棒的扫描电镜图

像，由图 1 可得 4 种金纳米棒的几何尺寸。4 种 金 纳 米

棒的几何 尺 寸 与 硝 酸 银 的 用 量 对 应 关 系 如 表 1 所 示。

随着硝酸银的用量增加，金纳米棒的长径比由 2． 04 增

加到 3． 12。

表 1 SEM 观察到的 Ag + 的用量对金纳米棒的长度、直径、

长径比的影响

Tab 1 Effect of Ag + amount on length，diameter，aspect ratio

by SEM charactrization

AgNO3 用量( mL) 0． 2 0． 4 0． 6 0． 8

直径( nm) 20． 4 19． 6 18． 6 16． 1

长度( nm) 41． 7 46． 8 51． 7 50． 2

长径比 2． 0 2． 4 2． 8 3． 1

用紫外—可见分光光度计测得 4 种金纳米棒的吸收光

谱，如图 2 所示。图中，左边的峰值比较小，对应 TSPR，右

边的峰值较大，对应 LSPR。TSPR 基本无变化，LSPR 随着

长径比的增大而逐渐红移。TSPR 和 LSPR 与长径比的对应

关系如表 2。
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图 1 金纳米棒的 SEM 图(0． 004 mol /L 的 AgNO3)

Fig 1 SEM photos of gold nanorods (0． 004 mol /L AgNO3)

图 2 金纳米棒的 UV-vis 光谱表征(金纳米棒的长径比

分别为:(a)2． 04;(b)2． 39;(c)2． 78;(d)3． 12)

Fig 2 UV-vis spectroscopy of gold nanorod(The aspect ratio

of gold nanorods are (a) 2． 04;(b)2． 39;(c)2． 78;(d)3． 12)

表 2 4 种金纳米棒的 TSPR 和 LSPR

Tab 2 The TSPR and LSPR of four kinds of gold nanorods

GNR 的长径比 2． 04 2． 39 2． 78 3． 12

TSPR( nm) 518 516 516 526

LSPR( nm) 630 650 690 734

通过增加硝酸银的量可制得更大长径比的金纳米棒，

但纵向等离子体吸收峰已超出 SPR 传感器的波长范围，不

予研究。

2． 2 免疫测定

将金纳米棒与不同浓度抗体的偶联体作为抗体，直接

测试其与抗原的反应，虽也可得出其反应信号，但由金纳米

棒与抗体的偶联过程可知，偶联体中抗体的浓度不能确定，

抗体与金纳米棒的结合是否达到饱和也不能确定。因而，

免疫测定采用双抗体夹心法，将金纳米棒与抗体的偶联体

作为第二抗体，测试其对抗原与第一抗体的反应信号的增

强效应。

在室温下，向流通池中通入不同的第二抗体，实时记录

共振波长的变化。如图 3 所示: 曲线 d 对应的第二抗体为

金纳米棒( GNR734，LSPR 为 734 nm) 与羊抗人 IgG( 10 mg /

L) 的偶联体，曲线 f 对应的第二抗体为没有与抗体偶联的

金纳米棒( GNR734) 。图 3 表明: 没有与抗体偶联的金纳米

棒对前面抗原抗体的反应无影响; 金纳米棒只有与抗体偶

联后，通过抗原抗体反应连接到金膜上，才会对抗原抗体的

反应信号有增强作用。

图 3 夹心法测得的共振波长随时间的动态响应(第二抗体

分别为:(d) GNR734-antiIgG; ( f) unconjugated GNR734)

Fig 3 Dynamic response of resonance wavelength on time

measured by sandwich(The second antibody are:

(d) GNR734-antiIgG;( f) unconjugated GNR734)

测试 4 种金纳米棒对抗原抗体反应信号的增强效应，

然后与金纳米球的增强效应进行对比，如图 4 所示。第一

抗体为羊抗人人 IgG( 200mg /L) ，抗原为人 IgG( 1mg /L) ，第

二抗体分别为 4 种金纳米棒和金纳米球( 直径为20 nm) 与

羊抗人 IgG( 10 mg /L) 偶联后的偶连体。对每种金纳米棒重

复测 量 5 次 GNR630 所 对 应 的 增 强 倍 数 为 90 ～ 100 倍，

GNR650 所对应的增强倍数为 60 ～ 75 倍，GNR690 所对应的

增强倍数为 40 ～ 50 倍，GNR734 所对应的增强倍数为 20 ～

30 倍。对于单一长径比的金纳米棒重复测量所得的增强倍

数不能完全相同，产生误差的原因主要有: 采用晶种生长法

制得的金纳米棒溶液的产量只有97 %，溶液中的金纳米棒

不是完全相同的; 结合在传感芯片上的金纳米棒排列的无

规则性; 金纳米棒与金膜的距离的变化。因而，重复测量所

得的结果不能完全一致，但只是在范围内波动，基本趋势不

变。

图4 夹心法测得的共振波长随时间的动态响应(第二抗体分别为:

(a) GNR630-antiIgG;(b) GNR650-antiIgG;(c) GNR690-antiIgG;

(d) GNR734-antiIgG;(e) Colloidal Au-antiIgG)

Fig 4 Dynamic response of resonance wavelength on time

measured by sandwich(The second antibody are:

(a) GNR630-antiIgG;(b) GNR650-antiIgG;(c) GNR690-antiIgG;

(d) GNR734-antiIgG;(e) Colloidal Au-antiIgG)

以 GNR630 为例，改变与之偶联的抗体的浓度，将其分
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别与浓度为 5，20，50 mg /mL 的羊抗人 IgG 偶联后，测的其

对抗原与第一抗体反应信号的增强倍数在 90 ～ 100 范围

内，与浓度为 10 mg /L 所对应的增强倍数相一致，说明浓度

为 10 mg /L 的羊抗人 IgG 与金纳米棒的结合已达到饱和。

计算金纳米棒和金纳米球的表面积，如表 3 所示。

表 3 金纳米棒与金纳米球的表面积

Tab 3 Surface area of gold nanorods and colloidal Au

样 品 GNR630 GNR650 GNR690 GNR734 Colloidal Au

表面积

( nm2)
2671． 14 2882． 72 3020． 07 2536． 68 1256． 00

4 种金 纳 米 棒 的 表 面 积 均 远 大 于 金 纳 米 球 的 表 面

积。金 纳 米 球 对 SPR 传 感 器 灵 敏 度 最 大 能 增 强 20

倍［13，14］，本实验测得的增强倍数约为 10 倍。金纳 米 棒

对 SPR 传感器灵敏度的增强效应优于金纳米球，有表面

富集效应的原因，但最主要的原因是金纳米棒与金膜之

间的等离体耦合。

GNR630 的表面积小于 GNR650 和 GNR690 的表面积，

大于 GNR734 的表面积，但 GNR630 的增强效果是最好的，

证明表面富集作用对之影响甚微。实验条件下，SPR 传感

器的共振波长为 632 nm，GNR630 的 LSPR 最接近这个值，

增强倍数最大，GNR650，GNR690，GNR734 的 LSPR 逐渐远

离这个值，增强倍数逐渐降低。金纳米棒对 SPR 生物传感

器灵敏度的增强效应主要取决于金纳米棒的 LSPR，金纳米

棒的 LSPR 越接近 SPR 生物传感器的共振波长，金纳米棒

与金膜之间的等离体耦合越好，增强效应越强。

实验室自制的小型波长 SPR 生化分析仪对人 IgG 的最

低检出限为 500 μg /L，利用增强倍数最大的 GNR630 放大

后，可测出对人 IgG 的最低检出限为 10 μg /L，灵敏度提高

了 50 倍。

3 结 论

本文根据金属纳米粒子增强 SPR 传感器灵敏度的机

理，利用晶种生长法合成金纳米棒，并将之用于 SPR 传感器

中，研究不同长径比的金纳米棒对 SPR 传感器灵敏度的增

强效应。实验结果表明: 长径比为 2、LSPR 为 630 nm 的金

纳米棒的增强效应最好，可放大反应信号 90 ～ 100 倍; 将

SPR 传 感 器 对 人 IgG 的 最 低 检 出 限 由 500 μg /L 降 低 到

10 μg /L，灵敏度提高了近 50 倍。金纳米棒的 LSPR 越接近

SPR 传感器的共振波长，金纳米棒与金膜之间的等离体耦

合越好，增强效应越强。
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