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摘　要：随着现场实时快速检测技术的需求和发展，贵金属纳米颗粒由于具有独特的局域
表面等离子体共振（ＬＳＰＲ）光学性能和优点（高稳定性、易于合成、易于表面修饰等），在疾
病诊断、食品安全、环境质量检测领域有着广泛的应用空间。局域表面等离子体共振效应
使得贵金属纳米颗粒在可见光范围内展示出丰富的色彩变化，并且这种色彩变化很容易
通过改变贵金属颗粒的形状、大小、组成、周围介质环境进行调控。将这种可调控的显色
与传统的酶联免疫吸附分析法（ＥＬＩＳＡ）相结合，构建局域表面等离子体共振ＥＬＩＳＡ，相比
传统ＥＬＩＳＡ具有高灵敏度、快速、便携、可靠性高等优点。本文总结了局域表面等离子体
共振ＥＬＩＳＡ显色的方法，并介绍其在疾病诊断、食品及环境检测等领域的比色检测进展，
最后对局域表面等离子体共振ＥＬＩＳＡ当前存在的问题以及未来的发展方向进行了分析。
关键词：贵金属纳米颗粒；局域表面等离子体共振；酶联免疫法；比色传感
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近年来，随着纳米技术的兴起和发展，金属纳米颗粒由于其独特的性能和优点（高稳定性、易于合成、
易于表面修饰等）在传感平台的应用显著增加［１，２］。金属纳米颗粒的局域表面等离子体共振使其拥有尖
锐的光谱吸收、散射峰、增强电磁场，以及可见光范围内的可调光谱和高吸光系数，逐渐成为一种新的优良
显色底物［３］。随着金属纳米结构制备技术的提升，可以通过控制其形状、大小、组成、周围介质环境来响应
生物识别事件并产生颜色变换，构造等离子体生物传感器用于快速、灵敏、便携化的检测［４－９］。在此基础
上，本文总结了将局域表面等离子体共振与传统的酶联免疫吸附分析法（ＥＬＩＳＡ）相结合的新的比色策略：
局域表面等离子体共振ＥＬＩＳＡ的显色原理和方法，并介绍其在疾病诊断［１０］、食品和环境检测［１１］等领域的
比色检测进展，最后对当前存在的问题和未来的发展方向进行了分析。

１　局域表面等离子体共振ＥＬＩＳＡ的原理

１．１　局域表面等离子体共振
局域表面等离子体共振（Ｌｏｃａｌｉｚｅｄ　Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｐｌａｓｍｏｎ　Ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＬＳＰＲ）效应是金属纳米粒子所具有

的一种独特的光学性质。金属中导电的自由电子是由价电子构成的，这些价电子不受带正电的原子核的
束缚，会在原子核之间振荡形成一个平衡的体系，这种正负离子完全分离的体系和原子被电离得到的等离
子体很相似，所以被称为金属中的等离子体。当外界的光或者电磁场对等离子体自由电子产生干扰时，自
由电子就会产生一个相对的位移，同时由于反向的库仑力作用，会在正电荷的周围做往复振荡，这种现象
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就被叫做等离子体振荡，当这种振荡频率与外界入射光频率相同时，就会产生局域表面等离子共振［１２－１５］。
值得注意的是，由于上述局域表面等离子体共振的作用，大部分入射光的能量被限制在金属纳米颗粒

的周围，从而产生了强大的局部电磁场［１６］。增强的局部电磁场提高了金属纳米颗粒的光学性能，使其表
现出高的ＬＳＰＲ的吸光系数，比常规的有机染料的吸光系数高出几个数量级［１７］。金属纳米颗粒的局域表
面等离子体共振一般处于可见光至近红外光波段，其胶体溶液能够显示出醒目的颜色，可用于可视化检
测。金属纳米颗粒的局域表面等离子体共振特性带来的高吸光系数，以及醒目的胶体溶液颜色使其成为
构建高灵敏度、可视化检测比色传感器的优秀显色底物。

１．２　局域表面等离子体共振ＥＬＩＳＡ
１９７１年，瑞典学者Ｅｎｇｖａｉｌ、Ｐｅｒｌｍａｎｎ和荷兰学者Ｖａｎ　Ｗｅｅｒｍａｎ、Ｓｃｈｕｕｒｓｆｅｎ分别报道了将免疫技术

发展为检测液体中微量物质的固相免疫测定方法，即酶联免疫吸附分析法（Ｅｎｚｙｍｅ－Ｌｉｎｋｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒ－
ｂｅｎｔ　Ａｓｓａｙｓ，ＥＬＩＳＡ）。在传统的ＥＬＩＳＡ中，信号是由酶催化底物产生的有色或者发光物质组成的，这种
比色或化学发光信号与通过免疫反应附着在免疫复合物上的酶的数量成正比，通过酶标仪对目标分子进
行定量测量［１８，１９］，具有特异性强、灵敏度高、快速检测、廉价、操作简单的优点，目前已经被广泛的用于环
境污染［２０］、食品［１１，２１］、医学［２２］等领域中。在比色ＥＬＩＳＡ中，可以通过肉眼直接观察这种信号来检测一定
浓度的目标分子，适合在无法使用复杂仪器的情况下使用，但是当目标分析物的浓度较低时，肉眼来分辨
浅色溶液的区别会导致较大的误差。由于金属纳米颗粒特殊的光学性质，Ｓｔｅｖｅｎｓ等首先提出将基于金属
纳米颗粒的ＬＳＰＲ现象和传统的ＥＬＩＳＡ相结合，称为局域表面等离子体共振ＥＬＩＳＡ法［２３，２４］，用葡萄糖氧
化酶［１３，２５］、过氧化氢酶［２，４，２６］、碱性磷酸酶［１２，１４，２７－３０］等标记的抗体来实现信号的转化和放大，以金属纳米颗
粒作为酶联中的显色底物，改变金属纳米颗粒的距离、形状、尺寸、种类使得溶液颜色改变。局域表面等离
子体共振ＥＬＩＳＡ与传统的ＥＬＩＳＡ不同之处在于，前者不是基于同种颜色色度深浅的区分，而是基于溶液
不同颜色的明显变化，可通过“裸眼”观察对目标分析物浓度进行定性定量检测［３０］。

在局域表面等离子共振ＥＬＩＳＡ理论提出的初期，溶液的颜色变化主要是由目标分析物的存在导致金
属纳米颗粒的聚集而产生的［２３，２４，３１］，这种颜色变化只能定性的检测溶液中是否存在一定量的待测目标物，
但不能对于待检测物质进行（半）定量分析，因此在应用上还存在一定的缺陷。２０１６年，Ｌｉ等［１４］提出了利
用种子介导的金纳米棒（Ａｕ　ＮＲｓ）的生长过程来实现多色的ＥＬＩＳＡ法，利用不同浓度的目标分析物引起
的多种颜色的变化对待检测物实现半定量检测，补充了前者的不足。接着，在２０１８年Ｌｉｎ等［２６］提出的通
过对银包覆的金纳米双锥体的定量蚀刻来引起溶液颜色彩虹般的变化，进一步增加了颜色变化的数量，提
高了检测的精度，目前有着较大的应用前景。

图１　局域表面等离子体共振ＥＬＩＳＡ法的显色方法
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　ｌｏｃａｌｉｚｅｄ　ｓｕｒｆａｃｅ
ｐｌａｓｍｏｎ　ｒｅｓｏｎａｎｃｅ　ＥＬＩＳＡ

２　局域表面等离子体共振ＥＬＩＳＡ显色方法

到目前为止，各种形貌、组成的金属纳米颗粒已经被用于构建基于局域表面等离子体共振ＥＬＩＳＡ法
的比色传感器，包括金纳米球（Ａｕ　ＮＢｓ）、金纳米棒（Ａｕ　ＮＲｓ）、金纳米双锥体（Ａｕ　ＮＢＰｓ）［２９］、金纳米花
（Ａｕ　ＮＦｓ）［３２］、银纳米三角板（Ａｇ　ＴＮＰｓ）［２０，３３］、核／壳 Ａｕ
＠Ａｇ纳米球［２７］、核／壳Ａｕ＠Ａｇ纳米棒［２６，３４］等，结合了这
些纳米颗粒的等离子免疫传感器已经可以用于检测各种
靶标。局域表面等离子体ＥＬＩＳＡ法的显色方法主要可以
分为两类，如图１所示，分别是基于分散／聚集的距离变
化、基于蚀刻／生长的形貌变化的显色方法。有研究证明，
采用不同的金属纳米颗粒和显色方法，构建的比色传感器
的灵敏度也有所不同［２９］。如何根据目标分析物选择合适
的纳米金属材料以及显色策略，是构建基于局域表面等离
子体共振ＥＬＩＳＡ法的比色传感器的重点。

２．１　基于分散／聚集的距离变化的显色方法
目标诱导的金属纳米颗粒的分散／聚集是典型的

ＬＳＰＲ显色方法之一［２３，２４，３５］。当金属纳米颗粒间的距离在

９８３



第３期 申珣等：局域表面等离子体共振酶联免疫法的显色方法及检测应用 第３７卷

其粒径长度的２．５倍时，表面等离子体产生的共振耦合使其ＬＳＰＲ光谱红移［３６］，溶液颜色发生显著的变
化，通过观察颜色对目标进行定性测量。Ｓｔｅｖｅｎｓ等［２４］根据这一原理设计出一种免疫传感器，用肉眼检测
血清中的前列腺特异性抗原（Ｐｒｏｓｔａｔｅ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＳＡ）和 ＨＩＶ衣壳抗原ｐ２４的存在。在基于聚集／分
散的距离变化的显色方法中，Ｈ２Ｏ２诱导的金纳米颗粒（Ａｕ　ＮＰｓ）聚集状态的改变将影响纳米颗粒的光学性
质，而实验中Ｈ２Ｏ２的浓度很大程度上决定了纳米颗粒聚集的程度，当 Ｈ２Ｏ２处于高浓度时，纳米颗粒以非聚
集的胶体悬浮液的形式生长，溶液呈现出红色，当Ｈ２Ｏ２处于低浓度时，纳米颗粒聚集成簇使得溶液呈现出蓝
色，因此在检测中控制 Ｈ２Ｏ２的浓度至关重要。Ｙａｎｇ等［１３］通过 Ｈ２Ｏ２抑制苯二硼酸（Ｂｅｎｚｅｎｅ－１，４－Ｄｉｂｏｒｏｎｉｃ
Ａｃｉｄ，ＢＤＢＡ）的硼酸和柠檬酸的α－羟基羧酸盐之间的相互作用，能够使聚集的Ａｕ　ＮＰｓ分散开并伴随溶液颜
色的改变。将Ｈ２Ｏ２／ＢＤＢＡ／Ａｕ　ＮＰｓ探针与免疫分析法相结合，溶液中目标检测物的浓度和Ｈ２Ｏ２的浓度成
正比，Ｈ２Ｏ２的浓度决定Ａｕ　ＮＰｓ的聚集程度和溶液的颜色，成功的测量了人体免疫球蛋白ＩｇＧ和人前列腺特
异性抗原ＰＳＡ，肉眼可检测到的最低浓度分别为０．１ｎｇ／ｍＬ和４ｎｇ／ｍＬ。

２．２　基于刻蚀／生长的形貌变化的显色方法
上述基于金属纳米颗粒的分散／聚集的常规ＬＳＰＲ显色方法具有设计简单、灵敏度高的优点，能够实

现对目标分子的超灵敏检测。但是在反应的过程中，除了由于目标诱导产生的Ａｕ　ＮＰｓ的聚集外，外部环
境造成的温度、ｐＨ、盐和带电分子的改变同样会引起Ａｕ　ＮＰｓ的聚集，这种无响应的自聚集将会导致假阳
性／阴性结果［４，３７］。其次，由于产生颜色变化的种类单一，这种方法只能用于目标分子的定性检测，存在一
定的局限性。近年来，多色变化的等离子体传感器的出现解决了这一问题，通过目标分析物诱导的金属纳
米颗粒形貌的蚀刻／生长来引起其ＬＳＰＲ峰的移动，由于移动的ＬＳＰＲ峰占据了大部分的可见光谱，溶液
颜色产生多色变化［１２－１５，１７］，更适用于裸眼定量检测分析物的浓度。

２．２．１　单组分金属纳米颗粒的刻蚀与生长　金属纳米颗粒的形貌变化可以通过溶液中的氧化／还原的过
程产生，目标分子诱导溶液中的氧化／还原反应，反应中氧化剂／还原剂的量与目标分子的浓度存在对应关
系，当溶液中的Ａｕ３＋／Ａｇ＋被氧化剂／还原剂逐渐蚀刻／生长在纳米颗粒的表面时，会造成纳米颗粒尺寸／
形状的改变并伴随ＬＳＰＲ共振峰的移动。

氧化剂能够蚀刻金属纳米颗粒并造成形状、尺寸的改变［２８，３３，３８－４１］。例如氧化剂蚀刻的Ａｕ　ＮＲｓ的纵横
比改变，能够引起纵向ＬＳＰＲ峰的显著蓝移和肉眼可见的多色变化。２０１６年，Ｍａ等［３８］设计了一种基于

Ａｕ　ＮＲｓ蚀刻的免疫传感器，能够对蛋白质和核酸进行裸眼半定量检测。在他们的研究中首次提出了将

Ａｕ　ＮＲｓ作为显色底物，通过选择性缩短Ａｕ　ＮＲｓ的长度产生一系列的颜色变化，这些变化几乎覆盖了从

４００ｎｍ到７６０ｎｍ的整个可见光范围，使得通过肉眼能够轻松辨别。接着，在另一项研究中，Ｍａ等［２］用同样
的方法裸眼半定量检测癌胚抗原ＣＥＡ和ＰＳＡ，在溶液中添加具有Ａｕ　ＮＲｓ的酸性溶液，Ａｕ　ＮＲｓ被ＴＭＢ２＋氧
化生成Ａｕ＋。在ＣＴＡＢ存在的情况下，该过程选择性的发生在棒的末端，使得棒的长度缩短而直径几乎保持
不变。除了Ａｕ　ＮＲｓ，具有高纵横比和锋利边缘的Ａｇ　ＴＮＰｓ由于更强的等离子体共振，常被用于构建超高敏
感度的免疫传感器。Ｙｕａｎ等［３９］就利用Ｈ２Ｏ２氧化蚀刻Ａｇ　ＴＮＰｓ产生的颜色变化作为信号，通过构建间接竞
争性ｐＥＬＩＳＡ的方法定性定量检测氟喹诺酮类抗生素，检测限为０．２４ｎｇ／ｍＬ，显示出高灵敏度和良好准确
性。Ｌｉａｎｇ等［３３］用类似的方法检测癌症标志物的浓度，其中Ａｇ　ＴＮＰｓ被 Ｈ２Ｏ２氧化成小尺寸的球形纳米
颗粒，产生蓝紫色颜色的改变。

通过控制反应过程中还原剂的浓度，可以轻松生长或合成不同尺寸和形状的纳米颗粒。Ｌｉｕ等［２５］设计
了一种５ｎｍ直径的Ａｕ　ＮＰｓ生长的方法，利用葡萄糖氧化酶催化生成的Ｈ２Ｏ２改变Ａｕ　ＮＰｓ直径。在此基础
上，Ｚｈａｏ等［４２］利用金纳米团簇（Ａｕ　ＮＣｓ）的催化特性，将Ａｕ　ＮＣｓ和Ａｕ　ＮＰｓ两者同时用于构建等离子体免疫
传感器，通过Ａｕ　ＮＣｓ的催化作用控制溶液中Ｈ２Ｏ２的浓度从而影响Ａｕ　ＮＰｓ的生长过程。以上两种方法都
利用Ａｕ　ＮＰｓ尺寸改变引起的颜色变化作为显色信号，而Ａｕ　ＮＢＰｓ比Ａｕ　ＮＰｓ具有更尖锐的边缘，更高的局
域场增强和灵敏度，是一种良好的显色底物。例如 Ｗａｎｇ等［４０］通过抗坏血酸（ＡＡ）介导Ａｕ　ＮＢＰｓ生长显色
的方法证明了这一策略。在他们的实验中，以抗体作为识别人表皮生长因子受体－２（Ｈｕｍａｎ　Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　２，ＨＥＲ２ＥＣＤ）的探针，水解产生的 ＡＡ还原溶液中的 Ａｕ＋调节金锥体的生长，

Ａｕ　ＮＢＰｓ的不同生长阶段与不同浓度的ＡＡ对应，视觉检测限在０．５ｎｇ／ｍＬ，该检测限远低于血清中 ＨＥＲ２
ＥＣＤ的截止值，可用于乳腺癌的早期诊断。
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２．２．２　核／壳结构金属纳米颗粒的刻蚀与生长　纳米金属颗粒的ＬＳＰＲ的共振峰的位置对于特定材料具
有高度的特异性，例如直径１３ｎｍ的金纳米球的ＬＳＰＲ在５２０ｎｍ处有吸收峰，然而尺寸相同的Ａｇ　ＮＰｓ
的ＬＳＰＲ吸收峰在４７０ｎｍ处［４３，４４］。将Ａｕ　ＮＰｓ作为生长衬底来生长其他具有良好的读出性能的材料，产
生核／壳型纳米结构，可进一步提高检测范围和灵敏度［１，４，５，２６，２７，２９］。目前，常见的生长衬底有Ａｕ　ＮＢｓ［２７］、

Ａｕ　ＮＲｓ［３４，３５］、Ａｕ　ＮＦｓ［３２］、Ａｕ　ＮＢＰｓ［２６，２９］等。
近年来的研究表明，具有尖锐边缘的材料例如Ａｕ　ＮＢＰｓ，通常具有更好的灵敏度，在其表面包覆银层

得到的Ａｕ　ＮＢＰ＠Ａｇ纳米棒，具有类似于Ａｕ　ＮＲｓ的特性，通过控制Ａｇ　ＮＲｓ的长度可以轻易地在可见
光到近红外区域的宽光谱范围内调整其等离子体波长，为新型基于贵金属纳米颗粒设计的比色传感器的
构建提供了新思路［１６，４６］。例如Ｌｉｎ等［２６］利用羟基自由基介导Ａｕ　ＮＢＰｓ＠Ａｇ　ＮＲｓ的定量蚀刻的方法成
功检测了鳞状上皮细胞癌抗原。在反应的过程中，与蚀刻Ａｕ　ＮＲｓ的单向移动相比，Ａｕ　ＮＢＰｓ＠Ａｇ　ＮＲｓ
表现出多向的ＬＳＰＲ峰的移动，纵向ＬＳＰＲ峰先蓝移，再红移，最后再蓝移，颜色变化的种类较之Ａｕ　ＮＲｓ
的蚀刻的单向移动更多，灵敏度更高。Ｘｕ等［２９］利用４－氨基苯酚还原银沉积在Ａｕ　ＮＢＰｓ表面的过程设计
了一种超灵敏比色法检测 Ｈ５Ｎ１病毒，在生长过程中Ａｕ　ＮＢＰｓ表面银壳厚度的变化改变了金的折射率，
引起ＬＳＰＲ峰的蓝移和颜色改变。接着，在Ａｕ　ＮＢＰｓ＠Ａｇ　ＮＲｓ构建的比色传感器的基础上，Ｗｅｉ等［４７］

设计了一种双模式免疫传感器，以介孔ＳｉＯ２ 纳米球作为载体固定二抗和ＤＮＡ引物，通过杂交链反应捕
获碱性磷酸酶，其催化产生的抗坏血酸具有双重功能，一方面可以充当电子供体来捕获ＣｄＳ／ＺｎＯ空心纳
米棒阵列中的空穴，导致光电流的增加。另一方面，抗坏血酸的还原性使银在Ａｕ　ＮＢＰｓ表面沉积，银壳的
形成和增厚导致了生动的色彩变化和光谱的蓝移，不同的机制和相对独立的信号转导使该方法构建的传
感器具有更加准确可靠的性能。

３　局域表面等离子体共振ＥＬＩＳＡ检测应用

３．１　在疾病诊断中的应用

３．１．１　在疾病相关的分子标志物检测中的应用　许多疾病通常与特定的分子标志物的存在或浓度相关，
例如肿瘤标志物的检测有利于癌症的早期发现和治疗，肌红蛋白可作为判断早期心肌梗死的指标之一等，
对于该类分子标志物的快速、准确的检测在疾病诊断中具有重大的意义。（１）肿瘤标志物的检测（癌症早
期诊断）：目前常见的肿瘤标志物包括前列腺特异性抗原ＰＳＡ、癌胚抗原ＣＥＡ和甲胎蛋白ＡＦＰ等。Ｙａｎｇ
等［１３］通过 Ｈ２Ｏ２抑制Ａｕ　ＮＰＳ聚集的方法设计了一种免疫传感器检测ＰＳＡ，利用聚集／分散过程中溶液颜
色的变化可以进行可视化定量检测，检测限为４ｎｇ／ｍＬ。Ｌｉｕ等［２５］利用Ｈ２Ｏ２诱导Ａｕ　ＮＰｓ生长的方法成
功检测了阿摩尔级别的癌症标志物，在ＡｕＣｌ－４ 的存在下，Ｈ２Ｏ２能够诱导５ｎｍ大小的金球的生长，检测到
血清中４．６ｆｇ／ｍＬ的ＰＳＡ。Ｌｉａｎｇ等［３３］设计了一种基于 Ｈ２Ｏ２介导Ａｇ　ＴＮＰｓ蚀刻的等离子体免疫传感
器，通过葡萄糖氧化酶催化葡萄糖产生 Ｈ２Ｏ２，生成的 Ｈ２Ｏ２能够氧化蚀刻Ａｇ　ＴＮＰｓ的尖端来改变其形状
和尺寸，并伴随ＬＳＰＲ峰的显著蓝移和溶液颜色的变化，通过测量ＬＳＰＲ峰的峰移或者观察溶液的颜色变
化特征能够对ＰＳＡ进行定量测量。以上这些方法的共同点在于利用 Ｈ２Ｏ２实现视觉信号的转导，葡萄糖
氧化酶催化葡萄糖生成的 Ｈ２Ｏ２能够改变溶液中金属纳米颗粒的聚集程度、形状和尺寸，导致吸收峰的蓝
移和颜色信号的产生。此外，Ｘｕａｎ等［３０］利用基于碱性磷酸酶（Ａｌｋａｌｉｎｅ　Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）介导的 Ａｇ　ＮＰｓ
生长的方法来实现对临床血清样本中的甲胎蛋白ＡＦＰ的灵敏、快速、可视化检测。将ＡＬＰ的高催化效率
和Ａｇ　ＮＰｓ的高吸光系数相结合，催化过程中产生的ＡＡ还原溶液中的Ａｇ＋并使其在Ａｇ　ＮＰｓ表面逐渐
生长，由于纳米颗粒的尺寸逐渐变大，溶液颜色由无色变为黄色。这种方法能够检测到０．２３ｎｇ／ｍＬ的

ＡＦＰ，约为常规ＥＬＩＳＡ检测方法的１０倍，在一些资源贫乏地区癌症的早期检测上有着广阔的应用空间。
（２）其他分子标志物的检测：血清中肌红蛋白的含量是诊断急性心肌梗死的早期标志物之一。Ｙａｎｇ等［４１］

提出了一种利用Ｈ２Ｏ２介导Ａｕ　ＮＲｓ蚀刻的方法来检测肌红蛋白含量，将免疫夹心测定法和Ａｕ　ＮＲｓ的等
离子光学特性相结合，通过葡萄糖氧化酶（ＧＯｘ）与抗体偶联，使得ＧＯｘ标记的抗体能够催化葡萄糖水解
生成 Ｈ２Ｏ２，Ｈ２Ｏ２氧化蚀刻Ａｕ　ＮＲｓ并导致ＬＳＰＲ峰的显著蓝移，由于蓝移的程度以及８５０ｎｍ处吸光度
的降低与目标浓度呈正相关，将其与智能手机中的光传感器相结合，开发出便携的等离子体免疫检测阅读
器，能够检测到０．０５７ｎｇ／ｍＬ的肌红蛋白的含量。
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３．１．２　在病原体检测中的应用　（１）病毒颗粒的检测：对于病毒颗粒的检测，Ｚｈｏｕ等［２７］提出了一种ＡＬＰ
诱导金属化的比色检测的方法检测 Ｈ９Ｎ２禽流感病毒。将酶促反应和金属纳米颗粒的独特光学性质结
合起来，可以极大的增强光信号，能够检测到低至１７．５ｐｇ／ｍＬ的 Ｈ９Ｎ２病毒，为病毒颗粒的检测提供了
高效、简便的方法。类似的，Ｚｈａｎ等［４８］利用ＡＬＰ介导的Ａｕ　ＮＰｓ聚集的比色方法来检测呼吸道合胞病毒
（Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　Ｓｙｎｃｙｔｉａｌ　Ｖｉｒｕｓ，ＲＳＶ），ＡＬＰ催化ＡＴＰ去磷酸化生成腺苷和磷酸盐，而腺苷使得溶液中的

Ａｕ　ＮＰｓ分散，颜色由蓝色变为红色。金属离子的引入使得去磷酸化的反应加速，进一步加速了反应时
间，血清中ＲＳＶ的检测限低至０．０２１ｐｇ／ｍＬ。（２）其他病原体的检测：Ｍａｒｉｌｅｎｅ等［４９］利用局域表面等离
子共振ＥＬＩＳＡ的方法成功检测了利什曼原虫，这种检测方法不需要复杂的仪器，检测利什曼原虫的灵敏
度为９４．７％，特异性为１００％，在受感染地区可作为检测利什曼原虫感染的辅助工具。而Ｎｉｅ等［５０］开发了
一种用于梅毒螺旋体检测的等离子体ＥＬＩＳＡ的方法，溶液中存在的梅毒螺旋体导致免疫复合物的形成，乙
酰胆碱酯酶催化乙酰硫胆碱水解产生硫胆碱，硫胆碱使得Ａｕ　ＮＰｓ团聚，利用ＬＳＰＲ吸收光谱的移动和溶
液颜色的显著改变定量测量梅毒螺旋体，检测限为０．９８ｐｇ／ｍＬ，是传统的ＥＬＩＳＡ法灵敏度的１　０００倍。

３．２　在食品和环境的检测应用

３．２．１　有毒有机物的检测　有毒有机物的实时、快速监测对于食品安全和环境保护都有着重要的意义。
利用酶催化生成的 Ｈ２Ｏ２影响金属纳米颗粒的生长过程、存在状态是局域表面等离子共振ＥＬＩＳＡ的常见
方法之一。例如Ｐｅｎｇ等［５１］设计出了一种基于 Ｈ２Ｏ２介导Ａｕ　ＮＰｓ生长的比色传感器，成功检测了甲基睾
酮（Ｍｅｔｈｙｌｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＭＴ）的浓度。ＭＴ是一种在牛的生产周期被非法使用的生长促进剂，随着食物链
进入人体后能潜在威胁人体健康，破坏生态环境。通过这种方法可以快速、灵敏的检测低至０．０３ｎｇ／ｍＬ
的 ＭＴ，具有重要的实用价值。Ｚｈａｎ等［５２］利用 Ｈ２Ｏ２还原Ａｕ３＋在金种子表面生长的原理，设计了一种免
疫传感器检测玉米中的伏马菌素Ｂ１（Ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ　Ｂ１，ＦＢ１）的浓度，ＦＢ１浓度的增加引起Ａｕ　ＮＰｓ的生长，
溶液产生无色到紫色的颜色变化，肉眼观察的检测限为１．２５ｎｇ／ｍＬ，具有较高的准确性和灵敏度。类似
的，Ｌｉａｎｇ等［３５］利用 Ｈ２Ｏ２、辣根过氧化物酶（Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ　Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）和酪胺诱导的Ａｕ　ＮＰｓ聚集／
分散的方法检测农产品中的赭曲霉毒素Ａ（Ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎ　Ａ，ＯＴＡ）的含量，以Ａｕ　ＮＰｓ聚集／分散的状态改
变引起的颜色变化作为检测过程中的输出信号。在 ＨＲＰ催化 Ｈ２Ｏ２的诱导下，酪胺的酚聚合可以引发

Ａｕ　ＮＰｓ的聚集，而被ＯＴＡ标记过的过氧化氢酶（Ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）则作为消耗 Ｈ２Ｏ２的竞争抗原，这种方
法可以用肉眼检测到１５０ｐｇ／ｍＬ的ＯＴＡ。而在另一项研究中，Ｐｅｉ等［３２］利用脲酶诱导银金属化的方法同
样对农产品中ＯＴＡ的含量进行了检测。ＯＴＡ标记的脲酶作为竞争抗原能够水解尿素为氨，在氨分子存
在的情况下，葡萄糖中甲酰基还原Ａｇ＋在Ａｕ　ＮＳｓ的表面生成银壳，肉眼检测ＯＴＡ的检测极限在４０ｐｇ／

ｍＬ，具有更高的灵敏度。这种方法对其他常见的霉菌毒素也具有出色的选择性，在定性和定量测量真菌
毒素和其他污染物方面有着较大的应用价值。

３．２．２　细菌的检测　对于水和食品中细菌的快速、准确检测是目前食品安全和环境检测中迫切需要解决
的问题。Ｃｈｅｎ等［５３］设计了一种基于ＣＡＴ介导的Ａｕ　ＮＰｓ生长的方法检测食品中的单核增生李斯特菌
的数量。该方法采用夹心形式，通过携带聚丙烯酸刷的ＳｉＯ２ 纳米粒子作为“ＣＡＴ的容器”，极大的增加了
酶的负载和对于信号的放大作用，从而能够在超低浓度下检测李斯特菌的数量。使用这种方法检测磷酸
盐缓冲液中李斯特菌的检出限在８×１０１　ＣＦＵ／ｇ，具有良好的特异性和敏感性，能够超灵敏检测细菌病原
体。Ｇａｏ等［４５］设计了一种基于脲酶诱导银金属化的免疫传感器测量肠炎沙门氏菌，捕获的脲酶能够催化
脲水解为二氧化碳和氨，在葡萄糖存在的情况下，生成的氨可以还原Ａｇ＋并形成银壳沉积在Ａｕ　ＮＲｓ的
表面。随着银壳厚度的增加和长宽比的减小，ＬＳＰＲ峰出现明显的蓝移和溶液颜色的多色变化，通过肉眼
观察的检出限在１．２１×１０１　ＣＦＵ／ｍＬ。

３．２．３　有毒阳离子的检测　随着工业的快速发展，越来越多不可降解的重金属离子通过各种途径排放
在土壤和水体中，使得生态系统和食物链处于高污染的状态，对于这些重金属阳离子的检测对人体健
康和环境保护有着重要的意义。Ｙａｏ等［２０］提出了通过Ｈ２Ｏ２对Ａｇ　ＴＮＰｓ蚀刻的方法来检测水中Ｃｒ（Ⅲ）
含量，利用竞争性ＥＬＩＳＡ来构建一个信号产生的机制，其中Ａｇ　ＴＮＰｓ被 Ｈ２Ｏ２ 蚀刻的程度与溶液中Ｃｒ（Ⅲ）
含量的浓度密切相关，随着蚀刻的程度不同，溶液产生的相应的颜色变化，肉眼可检测样品中６．２５ｎｇ／ｍＬ
的Ｃｒ（Ⅲ）。
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４　总结与展望

本文主要介绍了局域表面等离子体ＥＬＩＳＡ方法的原理以及构建的比色传感器在可视化“裸眼”检测
中的应用。由于这种传感策略将传统的ＥＬＩＳＡ的方法和金属纳米颗粒相结合，既提高了检测的灵敏度和
检测范围，在疾病诊断、食品安全监测和环境质量控制等方面都有着较大的应用空间。但是这种基于金属
纳米颗粒构建的比色传感策略仍然存在一些问题需要解决。首先，这种传感机制是基于金属纳米颗粒的
距离、尺寸、形貌、构成的变化来实现的，因此研究制备出具有光学和化学稳定性的纳米材料至关重要，目
前制备金属纳米颗粒的方法不能满足合成大规模使用的高度均匀的纳米材料，而且大多数合成方案都需
要较长的孵育时间和繁琐的洗涤步骤，限制了这些传感器的实际应用。其次，贵金属纳米材料胶体的色彩
变化灵敏度还需进一步提高，大部分检测目标物在低浓度时引起的色彩变化还不足以通过肉眼直接分辨。
因此制备出稳定的具有高度均匀性的金属纳米颗粒，以及对其光学性质的理论研究仍然是未来这一领域
需要持续探索的方向。

总之，和传统的ＥＬＩＳＡ检测方法相比，基于局域等离子共振ＥＬＩＳＡ构建的比色传感器具有更高的灵
敏度和更易于“裸眼”观察的多色变化。这些明显的优势为其在医疗、卫生、食品、环境检测中的应用奠定
了良好的基础。
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