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(57)摘要

本发明公开了一种基于适配体功能化的

SERS‑FL传感器，包括：量子点，所述量子点上结

合有核酸适配体，所述核酸适配体用于特异性结

合待测分子；贵金属纳米粒子，所述贵金属纳米

粒子上结合有核酸分子，所述核酸分子在远离所

述贵金属纳米粒子的一端修饰有拉曼分子；其

中，所述核酸分子被配置为能够与所述核酸适配

体发生碱基互补配对而结合形成桥连双链；并且

所述核酸分子上还具有若干个互补碱基，所述互

补碱基被配置为在所述核酸适配体与所述待测

分子特异性结合使所述桥连双链解链时，发生配

对使所述核酸分子形成发卡结构。该基于适配体

功能化的SERS‑FL传感器能够对血清内特定生物

标志物进行定量分析，且检测便捷高效，特异性

强、灵敏度高、准确度高，有利于提高贫血早期的

辨识度。
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1.一种基于适配体功能化的SERS‑FL传感器，其特征在于：包括：

量子点，所述量子点上结合有核酸适配体，所述核酸适配体用于特异性结合待测分子；

贵金属纳米粒子，所述贵金属纳米粒子上结合有核酸分子，所述核酸分子在远离所述

贵金属纳米粒子的一端修饰有拉曼分子；

其中，所述核酸分子被配置为能够与所述核酸适配体发生碱基互补配对而结合形成桥

连双链；并且所述核酸分子上还具有若干个互补碱基，所述互补碱基被配置为在所述核酸

适配体与所述待测分子特异性结合使所述桥连双链解链时，发生配对使所述核酸分子形成

发卡结构。

2.根据权利要求1所述的一种基于适配体功能化的SERS‑FL传感器，其特征在于：所述

量子点为石墨烯量子点。

3.根据权利要求2所述的一种基于适配体功能化的SERS‑FL传感器，其特征在于：所述

石墨烯量子点的粒径为5‑12nm。

4.根据权利要求1所述的一种基于适配体功能化的SERS‑FL传感器，其特征在于：所述

贵金属纳米粒子的粒径为50‑150nm。

5.根据权利要求1所述的一种基于适配体功能化的SERS‑FL传感器，其特征在于：所述

核酸适配体的长度为30‑60base。

6.一种如权利要求1‑5任一项所述基于适配体功能化的SERS‑FL传感器的制备方法，其

特征在于：包括以下步骤：

a.贵金属纳米粒子的制备：

b.量子点的制备：

c.SERS‑FL传感器的制备：

c1.将双链核酸适配体加入到量子点的溶液中，振荡后离心；

c2.将可与c1中的双链核酸适配体其中一条核酸链互补的核酸分子加入到贵金属纳米

粒子的溶液中，振荡后离心，其中核酸分子的末端修饰有拉曼分子；

c3.将c1制得的双链核酸适配体修饰后的量子点及c2制得的核酸分子修饰后的贵金属

纳米粒子分别重悬于水中后混合，振荡后离心，即得。

7.一种检测方法，其特征在于：包括以下步骤：

将人血样离心分离得到血清后，将血清稀释后加入到权利要求1‑5任一项所述的基于

适配体功能化的SERS‑FL传感器的溶液中，孵育后分离形成上清液和下层沉淀，将上清液进

行FL检测，下层沉淀进行SERS检测，并分别与标准线性方程进行对比，得到检测结果。

8.权利要求1‑5任一项所述的基于适配体功能化的SERS‑FL传感器在制备贫血症诊断

试剂盒中的应用。
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一种基于适配体功能化的SERS‑FL传感器及其制备方法和

应用

技术领域

[0001] 本发明属于纳米材料和生物传感技术领域，特别涉及一种基于适配体功能化的

SERS‑FL传感器及其制备方法和应用。

背景技术

[0002] 随着科技日新月异的发展，人们生活水平也显著提高但也伴随着一些健康状况，

其中贫血症比较常见，大概20％的女性有患贫血症的风险。由于其种类较多，产生机制也不

尽相同，因此其所造成的影响可大可小。贫血症主要包括由造血原料缺乏导致的缺铁性贫

穷、由骨髓造血机制下降导致的再生障碍性贫血、由促红血清生长因子缺乏造成的肾性贫

血、由血红蛋白被大量破坏导致的地中海贫血等等。总之，贫血是一种消耗性疾病，不仅会

降低生活质量，也容易诱发其他疾病的产生，因此贫血症早期的发现、诊断及治疗较为重

要。

[0003] 目前临床上常见预判方法是检测血液中铁蛋白和铁饱和度，只能粗略判断，不稳

定且无法准确。因此，开发一种能对血清直接定量分析的传感器，从而构建早期贫血症生物

标志物的精准诊断分析方法具有重要的研究意义。

发明内容

[0004] 本发明旨在至少解决现有技术中存在的技术问题之一。为此，本发明提出一种基

于适配体功能化的SERS‑FL传感器及其制备方法和应用，该传感器能够对血清内特定生物

标志物进行定量分析，且检测便捷高效，特异性强、灵敏度高、准确度高，有利于提高贫血早

期的辨识度。

[0005] 本发明的上述技术目的是通过以下技术方案得以实现的：

[0006] 一种基于适配体功能化的SERS‑FL传感器，包括：量子点，所述量子点上结合有核

酸适配体，所述核酸适配体用于特异性结合待测分子；贵金属纳米粒子，所述贵金属纳米粒

子上结合有核酸分子，所述核酸分子在远离所述贵金属纳米粒子的一端修饰有拉曼分子；

其中，所述核酸分子被配置为能够与所述核酸适配体发生碱基互补配对而结合形成桥连双

链；并且所述核酸分子上还具有若干个互补碱基，所述互补碱基被配置为在所述核酸适配

体与所述待测分子特异性结合使所述桥连双链解链时，发生配对使所述核酸分子形成发卡

结构。

[0007] 优选的，所述量子点为石墨烯量子点。

[0008] 优选的，所述石墨烯量子点的粒径为5‑12nm。

[0009] 优选的，所述贵金属纳米粒子的粒径为50‑150nm。

[0010] 优选的，所述核酸适配体的长度为30‑60base。

[0011] 一种如上所述基于适配体功能化的SERS‑FL传感器的制备方法，包括以下步骤：

[0012] a.贵金属纳米粒子的制备：
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[0013] b.量子点的制备：

[0014] c.SERS‑FL传感器的制备：

[0015] c1.将双核酸适配体加入到量子点的溶液中，振荡后离心；

[0016] c2.将可与c1中的双链核酸适配体其中一条核酸链互补的核酸分子加入到贵金属

纳米粒子的溶液中，振荡后离心，其中核酸分子的末端修饰有拉曼分子；

[0017] c3.将c1制得的双链核酸适配体修饰后的量子点及c2制得的核酸分子修饰后的贵

金属纳米粒子分别重悬于水中后混合，振荡后离心，即得。

[0018] 进一步优选的，上述基于适配体功能化的SERS‑FL传感器的制备方法，具体包括以

下步骤：

[0019] a.四氧化三铁/银粒子复合粒子的制备：

[0020] a1 .四氧化三铁的制备：将六水合氯化铁、乙酸钠及乙二醇混合分散后，进行水热

反应，洗涤、干燥后得到四氧化三铁颗粒；

[0021] a2.四氧化三铁/二氧化硅复合粒子的制备：取a1制得的四氧化三铁颗粒，加入乙

醇溶液、氨水，逐滴加入正硅酸乙酯，搅拌，洗涤、干燥后得到四氧化三铁/二氧化硅复合粒

子；

[0022] a3.取a2制得的四氧化三铁/二氧化硅复合粒子，加入乙醇、银氨溶液，搅拌，加入

聚乙烯吡咯烷酮的乙醇溶液，反应后，洗涤、干燥，即得到四氧化三铁/银粒子复合粒子；

[0023] b.2‑甲基咪唑锌盐/石墨烯量子点复合粒子的制备：

[0024] b1.将柠檬酸、青霉胺及水混合后进行水热反应，冷却后用透析袋透析得到石墨烯

量子点溶液；

[0025] b2.取b1制得的石墨烯量子点溶液，加入六水硝酸锌，搅拌后逐滴加入2‑甲基咪唑

溶液，即得2‑甲基咪唑锌盐/石墨烯量子点复合粒子；

[0026] c.SERS‑FL传感器的制备：

[0027] c1.将活化巯基后的双链核酸适配体加入到b制得的2‑甲基咪唑锌盐/石墨烯量子

点复合粒子的溶液中，振荡后离心；

[0028] c2.将可与c1中的双链核酸适配体其中一条核酸链互补的cDNA加入到a制得的四

氧化三铁/银粒子复合粒子的溶液中，振荡后离心，其中cDNA的末端修饰有拉曼分子Cy3；

[0029] c3.将c1制得的双链核酸适配体修饰后的2‑甲基咪唑锌盐/石墨烯量子点复合粒

子及c2制得的cDNA修饰后的四氧化三铁/银粒子复合粒子分别重悬于水中后混合，振荡后

离心，即得。优选的，所述a1中水热反应的温度为190‑220℃，反应时间为6‑10小时。

[0030] 优选的，所述a3中加入聚乙烯吡咯烷酮的乙醇溶液后，反应温度为60‑100℃，反应

时间为6‑10小时。

[0031] 优选的，所述b1中水热反应的温度为150‑200℃，反应时间为2‑6小时。

[0032] 优选的，所述四氧化三铁/银粒子复合粒子的粒径为50‑150nm。

[0033] 优选的，所述核酸适配体的DNA链长度在为30‑60base。

[0034] 一种检测方法，包括以下步骤：将人血样离心分离得到血清后，将血清稀释后加入

到上述的基于适配体功能化的SERS‑FL传感器的溶液中，孵育后分离形成上清液和下层沉

淀，将上清液进行FL检测，下层沉淀进行SERS检测，并分别与标准线性方程进行对比，得到

检测结果。
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[0035] 上述基于适配体功能化的SERS‑FL传感器在制备贫血症诊断试剂盒中的应用。

[0036] 本发明的基于适配体功能化的SERS‑FL传感器的制备方法得到的SERS‑FL传感器

是将具有专一性的双链核酸适配体修饰在量子点粒子表面，其互补链核酸分子修饰在贵金

属纳米粒子表面，通过碱基互补配对形成双模桥联结构。当目标分子被双链核酸适配体识

别后，核酸适配体的双链断开，贵金属纳米粒子表面上核酸分子因自身结构互补生成环状

“发夹”DNA，导致核酸分子末端修饰的拉曼分子被迅速拉近至贵金属纳米粒子表面，在激光

照射下产生强大的SERS增强信号，而此时被释放出来的量子点因荧光恢复得到蓝色的FL信

号，这种独特的SERS‑FL双模传感设计可成功用于实现人血清中乳铁蛋白和铁离子Fe3+双目

标物的检测。

[0037] 本发明的有益效果是：

[0038] (1)本发明基于适配体功能化的SERS‑FL传感器的制备方法制备得到SERS‑FL传感

器具有性质稳定，制备简单，均一性强和稳定性好等优点，能够实际应用于血清等生物样品

中。

[0039] (2)本发明基于适配体功能化的SERS‑FL传感器的检测方法其便捷高效，特异性

强、灵敏度高、准确度高，有利于提高贫血症患者体内血清标志物的辨识度，构建早期贫血

症的SERS‑FL精准诊断分析方法。

附图说明

[0040] 图1为本发明基于适配体功能化的SERS‑FL传感器制备及应用的实验流程示意图；

[0041] 图2为本发明基于适配体功能化的SERS‑FL传感器制备过程中各粒子的的形态表

征图；

[0042] 图3为制备上述基于适配体功能化的SERS‑FL传感器的过程中分别对2‑甲基咪唑

与六水硝酸锌的摩尔比、石墨烯量子点加入体积、柠檬酸与青霉胺的摩尔比、适配体孵育盐

浓度、适配体浓度和孵育时间等进行优化的结果图；

[0043] 图4为采用上述基于适配体功能化的SERS‑FL传感器分别对Lac和Fe3+的选择性和

重现性考察；

[0044] 图5为采用上述基于适配体功能化的SERS‑FL传感器分别对Lac建立的SERS线性方

程以及对Fe3+建立的FL线性方程；

[0045] 图6为采用Lac商业试剂盒和Fe3+商业试剂盒建立的线性方程，以及分别采用上述

传感器和试剂盒对8份人血清的检测结果对比图。

具体实施方式

[0046] 下面结合具体实施例对本发明做进一步的说明。

[0047] 实施例1：

[0048] 一种基于适配体功能化的SERS‑FL传感器，包括：量子点，所述量子点上结合有核

酸适配体，所述核酸适配体用于特异性结合待测分子；贵金属纳米粒子，所述贵金属纳米粒

子上结合有核酸分子，所述核酸分子在远离所述贵金属纳米粒子的一端修饰有拉曼分子；

其中，所述核酸分子被配置为能够与所述核酸适配体发生碱基互补配对而结合形成桥连双

链；并且所述核酸分子上还具有若干个互补碱基，所述互补碱基被配置为在所述核酸适配
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体与所述待测分子特异性结合使所述桥连双链解链时，发生配对使所述核酸分子形成发卡

结构。

[0049] 如图1所示，一种基于适配体功能化的SERS‑FL传感器的具体制备方法，包括以下

步骤：

[0050] a.四氧化三铁/银粒子复合粒子的制备：

[0051] a1.四氧化三铁的制备：称取1‑4g六水合氯化铁和2‑6g乙酸钠加入100mL烧杯中，

加入20‑80mL乙二醇用玻璃棒搅拌10min，超声分散20min后,转入聚四氟乙烯反应釜，并置

于190‑220℃高压反应釜中水热反应6‑10h，冷却至室温后，通过磁性分离用乙醇和水各洗

涤数次，然后在60℃真空干燥12h，得到四氧化三铁颗粒；

[0052] a2.四氧化三铁/二氧化硅复合粒子的制备：称取20mg  a1制得的四氧化三铁颗粒，

加入20mL乙醇和水的混合液(v/v,4:1) ,0.2mL氨水，搅拌20min,待搅拌均匀后，逐滴加入

0.2mL正硅酸乙酯,然后在室温下搅拌8h，通过磁性分离用乙醇洗3次，60℃真空干燥12h，得

到四氧化三铁/二氧化硅复合材；。

[0053] a3.取a2制得的四氧化三铁/二氧化硅复合粒子，加入20mL乙醇，将现配的银氨溶

液缓慢加入溶液中，搅拌1h，提前10min加入50mL  20‑60mg/mL聚乙烯吡咯烷酮的乙醇溶液，

置于60‑100℃条件下反应6‑10h，通过磁性分离用乙醇洗3次，60℃真空干燥12h，得到四氧

化三铁/银粒子复合粒子，四氧化三铁/银粒子复合粒子的粒径为50‑150nm；

[0054] b.2‑甲基咪唑锌盐/石墨烯量子点复合粒子的制备：

[0055] b1.称取1‑3g柠檬酸和0.5‑2.0g青霉胺加入烧杯中，倒入20mL去离子水，搅拌均匀

后，转入到聚四氟乙烯反应釜中，置于150‑200℃烘箱中反应2‑6h，冷却至室温后，用3KDa透

析袋连续透析24h，得到石墨烯量子点溶液，石墨烯量子点的粒径为5‑12nm；

[0056] b2.取2mLb1制得的石墨烯量子点溶液，加入6.25mg/mL六水硝酸锌，搅拌20min，使

其充分混匀，逐滴加入2‑甲基咪唑溶液，继续搅拌2‑6h，离心2次得到2‑甲基咪唑锌盐/石墨

烯量子点复合粒子；

[0057] c.SERS‑FL传感器的制备：

[0058] c1.取500μL  1μM  DNA与等体积的三(2‑羧乙基)膦溶液置于暗处1h,活化巯基，然

后加入到b制得的2‑甲基咪唑锌盐/石墨烯量子点复合粒子的溶液中，置于振荡器反应12h，

离心分离两次，其中DNA链长度在为30‑60base；

[0059] c2.将可与c1中的DNA其中一条核酸链互补的cDNA加入到a制得的四氧化三铁/银

粒子复合粒子的溶液中，置于振荡器反应12h，离心分离两次，其中cDNA的末端修饰有拉曼

分子Cy3；

[0060] c3.将c1制得的DNA修饰后的2‑甲基咪唑锌盐/石墨烯量子点复合粒子及c2制得的

cDNA修饰后的四氧化三铁/银粒子复合粒子分别重悬于水中后混合，振荡后离心，即得。

[0061] 图2中图A为四氧化三铁、图B为四氧化三铁/二氧化硅复合粒子，图C和图D为四氧

化三铁/银粒子复合粒子，XRD图谱可证明石墨烯量子点(图E)和四氧化三铁/银粒子复合粒

子(图F)制备成功，XPS图谱可进一步证明2‑甲基咪唑锌盐/石墨烯量子点复合粒子(图G)和

四氧化三铁/银粒子复合粒子(图H)制备成功。

[0062] 实施例2：

[0063] 一种检测方法，包括以下步骤：
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[0064] (1)将乳铁蛋白标准品用PBS稀释至0、1、10、30、50、70和100ng/mL，将铁离子标准

品用水稀释至0.01、0.5、0.1、0.2、0.4、0.6μΜ，然后取0.02mL双标准品混合品加入0.5mL实

施例1制得的SERS‑FL传感器溶液中，37℃摇床上避光孵育20min，通过磁性分离吸出上清

液，用PBS清洗2次，将上清液进行FL检测，下层沉淀用于SERS检测，得到不同浓度相应线性

方程；

[0065] (2)将获取的新鲜人血样在室温条件下放置半小时，然后置于4000rpm离心机离心

5min，即得到上层黄色正常血清样品，分管储存于‑20℃冰箱备用，取0.2mL血清稀释50倍，

各取3mL加入实施例1制得的SERS‑FL传感器溶液中，在37℃摇床上孵育培养12h，通过磁性

分离吸出上清液和下层沉淀，将上清液进行FL检测，下层沉淀进行SERS检测，并分别与步骤

(1)中相应线性方程进行对比，得到检测结果。

[0066] 为了制备均一性强和稳定性好的传感器，分别对制备过程中2‑甲基咪唑与六水硝

酸锌的摩尔比、石墨烯量子点加入体积、柠檬酸与青霉胺的摩尔比、适配体孵育盐浓度、适

配体浓度和孵育时间等反应条件进行优化，结果如图3所示；

[0067] 为了考察传感器的选择性和重现性，分别采用一定浓度的Lac、Cys、Thr、GSH、His、

Glu、Na+、K+、Fe2+、Fe3+、Mg2+等不同物质进行考察，结果说明该传感器对Lac和Fe3+的响应最

高，因此选择性良好；并且经过9次重复测试，Lac和Fe3+的RSDs均在5％以内说明重现性好，

如图4所示；

[0068] 为了对两种目标标志物进行定量分析，采用上述传感器对Lac和Fe3+分别构建

SERS/FL线性方程曲线，结果如图5所示；

[0069] 为了更好地判断传感器检测的准确性，采用Lac商业试剂盒和Fe3+商业试剂盒分

别对Lac和Fe3+建立线性曲线方程，然后采用上述传感器和试剂盒等两种方法对8份不同人

血清进行定量分析，其RSDs小于10％，说明该方法准确可靠，结果如图6所示。

[0070] 上述实施例为本发明较佳的实施方式，但本发明的实施方式并不受上述实施例的

限制，其他的任何未背离本发明的精神实质与原理下所作的改变、修饰、替代、组合、简化，

均应为等效的置换方式，都包含在本发明的保护范围之内。
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图1
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图2
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图3
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图4

图5
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图6
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