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(57)摘要

本发明公开了一种溴化银膜SERS免疫基底

的制备方法，步骤如下：(1)在衬底上溅射一层银

膜；(2)采用原位氧化银膜的方法，将步骤(1)所

得到的银膜浸在由九水硝酸铁、溴化钠和聚乙烯

吡咯烷酮组成的混合溶液中反应；(3)采用光致

还原的方法，将步骤(2)所得到的产物置于紫外

光下光照，生成Ag-AgBr/Ag混合结构；(4)将抗体

溶液滴加到Ag-AgBr/Ag混合结构表面，静置一段

时间后，分别用TBS缓冲液、PBS缓冲液和去离子

水清洗混合结构，然后进行氩气干燥处理，得到

链接有抗体的Ag-AgBr/Ag的SERS免疫基底。本发

明的SERS免疫基底可产生均匀、强度高和稳定性

好的SERS信号。
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1.一种溴化银膜SERS免疫基底的制备方法，其特征在于，包括以下步骤：

(1)制备银膜：采用磁控溅射的方法，在衬底上溅射一层银膜；

(2)制备Ag-AgBr：采用原位氧化银膜的方法，将步骤(1)所得到的银膜浸在由30～

40mM/L九水硝酸铁、20～30mM/L溴化钠和10～20mM/L聚乙烯吡咯烷酮组成的1mL混合溶液

中反应5h，所得产物即为Ag-AgBr；

(3)制备Ag-AgBr/Ag：采用光致还原的方法，将步骤(2)所得到的Ag-AgBr置于紫外光下

光照1h，生成Ag-AgBr/Ag混合结构；

(4)将抗体溶液滴加到所述步骤(3)得到的Ag-AgBr/Ag混合结构表面，静置一段时间

后，分别用0.05％Tween20的TBS缓冲液、PBS缓冲液和去离子水清洗混合结构，然后进行氩

气干燥处理，得到链接有抗体的Ag-AgBr/Ag的SERS免疫基底。

2.根据权利要求1所述的一种溴化银膜SERS免疫基底的制备方法，其特征在于，步骤

(1)中，衬底为单面抛光的硅片，硅片采用单晶硅硅片或多晶硅硅片。

3.根据权利要求1所述的一种溴化银膜SERS免疫基底的制备方法，其特征在于，步骤

(1)中，银膜的厚度为200～800nm。

4.根据权利要求1所述的一种溴化银膜SERS免疫基底的制备方法，其特征在于，步骤

(4)中，滴加的抗体溶液的质量浓度为0.1～0.2mg/mL；滴加到所述Ag-AgBr/Ag混合结构表

面的单位面积的抗体溶液体积范围为10～13μL/cm2。

5.根据权利要求1所述的一种溴化银膜SERS免疫基底的制备方法，其特征在于，步骤

(4)之后，向得到的链接有抗体的Ag-AgBr/Ag基底上滴加牛血清白蛋白溶液，室温下静置3h

后，分别用0.05％Tween20的TBS缓冲液、PBS缓冲液和去离子水清洗基底，对清洗后的基底

进行氩气干燥处理。

6.根据权利要求5所述的一种溴化银膜SERS免疫基底的制备方法，其特征在于，所述牛

血清白蛋白溶液的质量浓度为2％～3％；滴加到所述Ag-AgBr/Ag基底上的单位面积的牛血

清白蛋白溶液体积范围为5～10μL/cm2。
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一种溴化银膜SERS免疫基底的制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于纳米材料的技术领域，具体涉及到一种溴化银膜SERS免疫基底的制备

方法。

背景技术

[0002] 由于SERS能够极大地放大位于等离子金属纳米结构表面分析物的拉曼信号，且具

有高灵敏度和无损检测的优势，因此SERS光谱技术得到了广泛的关注和快速发展。利用化

学或者物理方法制备等离子金属纳米结构，并制备成具有SERS增强能力的活性基底，就可

以利用SERS光谱技术对位于SERS活性基底表面的分析物进行高灵敏度检测。因此，制备高

性能的SERS活性基底，应用于生物检测、疾病诊断、食品安全检测和医学成像等领域具有重

要意义。

[0003] SERS基底多采用贵金属纳米粗糙表面或纳米结构，以增强拉曼散射信号的强度。

利用贵金属纳米粒子制备SERS基底的常用方法包括溶胶颗粒法、物理刻蚀或电化学沉积

等，这些技术在基底的均匀性、稳定性和重复性，以及工艺的复杂性和可控性等方面或多或

少都存在问题。目前，金属氧化物，卤化银，半导体以及它们的混合结构吸引了广泛的研究，

结果表明这些纳米结构基底具有优异的SERS活性和稳定性。

发明内容

[0004] 为此，本发明提供一种经溴化处理的银膜SERS免疫基底的制备方法，获得的基底

具有较高的SERS性能。

[0005] 本发明采用的技术方案为：

[0006] 一种溴化银膜SERS免疫基底的制备方法，包括以下步骤：

[0007] (1)制备银膜：采用磁控溅射的方法，在衬底上溅射一层银膜；

[0008] (2)制备Ag-AgBr：采用原位氧化银膜的方法，将步骤(1)所得到的银膜浸在由30～

40mM/L九水硝酸铁、20～30mM/L溴化钠和10～20mM/L聚乙烯吡咯烷酮组成的1mL混合溶液

中反应5h，所得产物即为Ag-AgBr；

[0009] (3)制备Ag-AgBr/Ag：采用光致还原的方法，将步骤(2)所得到的Ag-AgBr置于紫外

光下光照1h，生成Ag-AgBr/Ag混合结构；

[0010] (4)将抗体溶液滴加到所述步骤(3)得到的Ag-AgBr/Ag混合结构表面，静置一段时

间后，分别用0.05％Tween20的TBS缓冲液、PBS缓冲液和去离子水清洗混合结构，然后进行

氩气干燥处理，得到链接有抗体的Ag-AgBr/Ag的SERS免疫基底。

[0011] 优选地，步骤(1)中，衬底为单面抛光的硅片，硅片采用单晶硅硅片或多晶硅硅片。

[0012] 优选地，步骤(1)中，银膜的厚度为200～800nm。

[0013] 优选地，步骤(4)中，滴加的抗体溶液的质量浓度为0.1～0.2mg/mL；滴加到所述

Ag-AgBr/Ag混合结构表面的单位面积的抗体溶液体积范围为10～13μL/cm2。

[0014] 进一步地，步骤(4)之后，向得到的链接有抗体的Ag-AgBr/Ag基底上滴加牛血清白
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蛋白溶液，室温下静置3h后，分别用0.05％Tween20的TBS缓冲液、PBS缓冲液和去离子水清

洗基底，对清洗后的基底进行氩气干燥处理。

[0015] 优选地，所述牛血清白蛋白溶液的质量浓度为2％～3％；滴加到所述Ag-AgBr/Ag

基底上的单位面积的牛血清白蛋白溶液体积范围为5～10μL/cm2

[0016] 本发明针对现有SERS基底不均匀、不稳定的特点，提供一种贵金属与半导体纳米

混合结构Ag-AgBr/Ag的SERS免疫基底及其制备方法。由于银纳米粒子的等离子效应和优异

的传导性，使得溴化银在光下能够稳定存在，同时银纳米粒子和溴化银的界面处有强烈的

电荷转移和电磁场的产生，有利于基底产生均匀、强度高和稳定性好的SERS信号。

附图说明

[0017] 图1为实施例1得到的Ag-AgBr结构的扫描电子显微镜照片。

[0018] 图2为实施例1得到的Ag-AgBr/Ag结构的扫描电子显微镜照片。

[0019] 图3为实施例1中制备的Ag-AgBr/Ag结构上链接拉曼标记分子4MBA的多个样品的

SERS光谱图。

[0020] 图4为实施例1中制备的Ag-AgBr/Ag结构上链接拉曼标记分子4MBA的在基底上不

同检测点采集的1078cm-1的SERS峰强度柱状图。

[0021] 图5为实施例3制备的免疫基底检测不同浓度的甲胎蛋白特异性抗原(AFP)对应的

SERS光谱图。

[0022] 图6为实施例3制备的免疫基底检测固定浓度PSA抗原时对应的特异性SERS光谱

图。

具体实施方式

[0023] 下面结合具体实施例，进一步阐述本发明。应理解，这些实施例仅用于说明本发明

而不用于限制本发明的范围。

[0024] 实施例1

[0025] (1)制备银膜：采用磁控溅射在单面抛光硅片的抛光面上上溅射一层800nm的银

膜。

[0026] (2)制备溴化银膜：将步骤(1)所得到的银膜浸在九水硝酸铁(40mM/L)、溴化钠

(30mM/L)和聚乙烯吡咯烷酮(PVP，10mM/L)的1mL混合溶液中反应5h，所得产物即为Ag-

AgBr。

[0027] (3)制备Ag-AgBr/Ag：采用光致还原的方法，将实施例1所得到的Ag-AgBr置于紫外

光下光照1h，最终生成Ag-AgBr/Ag混合结构。

[0028] 实施例2

[0029] 本实施例给出将实施例1所制备的Ag-AgBr/Ag基底链接拉曼标记分子并检测其

SERS光谱的实施过程。具体步骤如下：

[0030] (1)对巯基苯甲酸(4MBA)作为拉曼标记分子，制备浓度为10mM的对巯基苯甲酸溶

液(4MBA)溶液。

[0031] (2)将实施例1制备的Ag-AgBr/Ag基底浸在4MBA溶液中，置于室温3h，用去离子水

清洗未链接到基底的4MBA标记分子，清洗2～3次后，置于室温自然干燥。
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[0032] (3)测量由步骤(2)制备的Ag-AgBr/Ag基底链接的4MBA标记分子的SERS光谱。拉曼

光谱仪记录的4MBA标记分子的特征SERS光谱如图3、4所示。采集SERS光谱的积分时间为

10s，照射激光的功率为26mw，激光波长为785nm。

[0033] 由图3可知，实施例2制备的基底具有优异的SERS特性，且重复性好。图4为在基底

上25个不同检测点采集的拉曼标记分子1078cm-1特征峰强度大小，从图中可以看出该基底

稳定性较好。

[0034] 实施例3

[0035] 本实施例给出制备一种Ag-AgBr/Ag的SERS免疫基底的实施过程。具体步骤如下：

[0036] (1)将抗体溶液滴加到实施例1得到的Ag-AgBr/Ag基底表面，在4℃的环境下静置

12h，分别用0.05％Tween20的TBS缓冲液、PBS缓冲液和去离子水清洗基底，对清洗后的基底

进行氩气干燥处理，得到链接有抗体的Ag-AgBr/Ag。

[0037] (2)向步骤(1)得到的链接有抗体的Ag-AgBr/Ag基底上滴加牛血清白蛋白溶液，室

温下静置3h后，分别用0.05％Tween20的TBS缓冲液、PBS缓冲液和去离子水清洗基底，对清

洗后的基底进行氩气干燥处理，得到具有特异性选择功能的SERS免疫基底。

[0038] 实施例4

[0039] 本实施例给出制备一种Ag-AgBr/Ag的SERS免疫基底用于甲胎蛋白(AFP)的免疫检

测实施过程。具体步骤如下：

[0040] (1)从浓度为0fg/mL、2fg/mL、2  0fg/mL、200fg/mL、20pg/mL、20pg/mL、和200pg/mL

的待测AFP抗原溶液样品中分别取15μL滴加到由实施例3制备的7个SERS免疫基底上。在37

℃的恒温条件下反应2h后，分别用0.05％Tween20的TBS缓冲液、PBS缓冲液和去离子水清洗

基底，再对SERS免疫基底进行氩气干燥处理，得到7个对应不同AFP抗原浓度的SERS免疫基

底。

[0041] (2)按照现有技术，如2009年发表在Materials  Chemistry  and  Physics杂志上的

文章(113期276–282页)公开的金银合金纳米粒子的制备方法，制备直径大小为20nm的金银

合金纳米粒子。在浓度为1mM的对巯基苯甲酸溶液(4MBA)溶液中取10μL滴加到1mL的所述的

金银合金纳米粒子中，充分混合并静置12h后，进行离心处理，以8000rpm的转速离心20min，

之后去除离心管中的上层清液，再将沉积物溶于1mL的磷酸盐缓冲溶液(PBS)中。制备得到

修饰有4MBA的20nm的金银合金纳米粒子探针溶液，在缓慢搅拌的情况下，向探针溶液中加

入20μL且浓度为0.1mg/mL的anti-AFP抗体溶液，在4℃恒温下反应3h，再离心处理，以

8000rpm的转速离心20min，以去除未吸附在金银合金纳米粒子表面的anti-AFP抗体，之后

去除离心管中的上层清液，再在超声波振荡环境下，将离心管中的沉积物溶于1mL的磷酸盐

缓冲溶液中。由此，制备得到金银合金纳米粒子免疫探针溶液。

[0042] (3)从步骤(2)制备的免疫探针溶液中分别取15μL滴加到步骤(1)制备的链接有待

测抗原的7个SERS免疫基底上，在温度为4℃的恒温条件下反应3h，使所滴加的待测AFP抗原

溶液中的抗原与SERS免疫基底上的anti-AFP抗体以及免疫探针中的anti-AFP抗体发生免

疫复合反应。之后，分别用0.05％Tween20的TBS缓冲液、PBS缓冲液和去离子水对每个SERS

免疫基底进行冲洗，再对所有SERS免疫基底进行氩气干燥处理，即得到7个检测样品。

[0043] (4)利用拉曼光谱仪对步骤(3)处理后得到的7个检测样品进行SERS光谱测量。由

本实施例得到的7个样品的SERS光谱如图5所示。
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[0044] 从图5中可以看出，在AFP抗原溶液浓度低至2fg/mL时，在拉曼位移1078cm-1处仍然

有明显的SERS信号。所以，由实施例4制备得到的SERS免疫基底进行AFP抗原浓度检测，具有

高灵敏度。

[0045] (5)为检测免疫基底的特异性，选取了PSA抗原，按照步骤(1)、(3)和(4)的流程进

行SERS光谱测量。特异性SERS光谱如图6所示。

[0046] 由图6可知，实施例4制备的免疫基底只对特异性抗原AFP具有理想的检测结果，对

非特异性抗原PSA无明显的SERS增强效果，表明实施例4制备得到的SERS免疫基底具有优异

的特异性。

[0047] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员来说，凡是未脱离本发明技术方案的内容，依据本发明的技术实质对以上实施例所做的

任何简单修改和修饰，均仍属于本发明技术方案保护的范围内。
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图1

图2

图3
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图4

图5
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图6
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清洗混合结构，然后进行氩气干燥处理，得到链接有抗体的Ag‑AgBr/Ag
的SERS免疫基底。本发明的SERS免疫基底可产生均匀、强度高和稳定
性好的SERS信号。
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