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组蛋白乙酰化的耦合增强拉曼散射生物传感方法 
龙昊旭 a    甄珍 a,b    唐丽娟 a    蒋健晖*,a 

(a湖南大学  化学化工学院化学生物传感与计量学国家重点实验室  长沙 410082) 
(b深圳市宝安区疾病预防控制中心  深圳 518101) 

摘要  提出了一种组蛋白乙酰化修饰检测的耦合增强拉曼散射生物传感新方法. 该方法以金纳米粒子为表面增强拉曼

散射(SERS)基底, 表面修饰乙酰化组蛋白 H3 多肽为识别探针, 对甲氧基苯硫酚(4-MTP)为拉曼标记物, 制备了组蛋白

乙酰化修饰检测的 SERS 纳米探针. 通过紫外可见吸收光谱与动态光散射分析, 证实了组蛋白乙酰化抗体可介导 SERS
纳米粒子发生可控组装与聚集, 使 SERS 纳米探针间发生局域电场共振耦合, 产生显著增强的 SERS 信号. 基于此, 通
过待测抗原与 SERS 纳米探针对抗体的竞争性相互作用, 我们设计了组蛋白乙酰化修饰检测的竞争免疫 SERS 生物传

感方法. 该法操作简便、快速、重现性好, 且裸眼即能进行可视化鉴定. 通过设计不同染料标记的 SERS 纳米探针, 该
法有望实现多种组蛋白修饰的复合检测.  
关键词  乙酰化; 表面增强拉曼散射; 纳米探针; 免疫分析; 纳米粒子聚集 

 

Surface-Enhanced Raman Scattering Based Biosensor for Histone 
Acetylation Detection 
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(a State Key Laboratory of Chemo/Bio-Sensing and Chemometrics, College of Chemistry and Chemical Engineering, 

Hunan University, Changsha 410082) 
(bBao'an District Center for Disease Control and Prevention, Shenzhen 518101) 

Abstract  A new biosensing approach is developed for the detection of histone acetylation using a surface-enhanced Raman 
scattering (SERS) nanoprobe constructed by decorating gold nanoparticles (AuNPs) with acetylated histone H3 peptide and 
4-MTP. Using absorption spectrum and dynamic light scattering analysis, we observe acteyl-histone antibody is able to me-
diate a network-like assembly of SERS nanoprobes, and strong plasmonic coupling between AuNPs is thus induced with a 
remarkably enhanced SERS signal. Based on this finding, we report the proof-of-principle of a competitive immunoassay 
biosensor for acetylated histone via the competitive interactions of acteyl-histone antibody with target antigen and SERS 
nanoprobe. In the absence of acetylated histone, the binding of acetylated H3 peptide to its antibody triggers the assembly of 
the SERS nanoprobes and thus induces a strong SERS signal. The presence of target antigen, which will competite for  
binding sites of the antibodies, disables the binding of acetylated H3 peptide to its antibody, prevents the assembly of the 
SERS nanoprobes and thus merely generate a weak SERS response. The results reveal that the developed biosensor has high 
sensitivity for detecting the acetylated histone. A linear correlation is obtained for the SERS signals to the logarithmic acety-
lated histone concentration ranging from 0.5 nmol•L－1 to 200 nmol•L－1 with a detection limit of 0.5 nmol•L－1. Additionally, 
the design of the biosensor allows a visual and homogeneous assay of the acetylated histone with no need of antibody label-
ing, which affords improved assay simplicity and throughput. This biosensor strategy may provide a convenient, rapid, highly 
sensitive and selective, homogeneous platform for histone acetylation assay. With the use of different Raman dyes and pep-
tides, this biosensor might be further developed for multiplexed assays of different histone modifications.  
Keywords  histone acetylation; bionsensor; SERS nanoprobe; immunoassay; gold nanoparticle assembly 

   
1  引言 

组蛋白是真核生物体细胞中与 DNA 结合的碱性蛋

白质. 在转录调控中, 组蛋白在修饰酶的作用下, 在 N'
端会产生不同形式的修饰, 如甲基化、乙酰化、磷酸化

等[1], 这些修饰有的能促进基因转录, 有的则可能会抑

制转录[2]. 组蛋白修饰调节基因表达作用的机制在表观

遗传学的研究中, 通常被称之为“组蛋白密码”[3]. 组蛋

白修饰异常会导致各种疾病, 如癌症、糖尿病、炎症、

神经性疾病和心血管疾病等[4]. 因此, 组蛋白修饰的检
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测对基因的表观遗传学研究及疾病的诊断治疗均具有

重要意义.  
传统的蛋白质修饰检测方法主要是酶联免疫分析

技术[5], 其原理是将待检测抗原固定在固相载体上, 加
入特异性抗体反应后再加入酶标记二抗, 再通过底物显

色来检测蛋白质的修饰水平. 此种方法需多步分离且操

作较复杂, 固相免疫反应时间也较长.  
表面增强拉曼散射(SERS)具有灵敏度高, 特征性强

等优点, 在生物检测领域具有广泛的应用前景[6～9]. 金
纳米粒子具有独特的光学性质与电学性质, 是一种良好

的 SERS 基底材料[10], 但其提供的 SERS 信号较为有限. 
近年来, Van Duyne 等小组[11～15]研究表明: 金属纳米粒

子组装聚集后, 纳米粒子间由于距离很近产生强烈的电

场耦合, 使得纳米粒子表面局部电场显著增强, 从而使

得表面修饰的染料分子产生很强的拉曼散射信号. 这种

基于电磁增强的耦合增强拉曼散射现象为生物传感方

法的设计提供了新的机理. 但迄今尚无针对蛋白修饰进

行免疫分析的报道. 本文以金纳米粒子为 SERS 基底, 
表面乙酰化修饰的组蛋白 H3 多肽为识别探针、对甲氧

基苯硫酚(4-MTP)为拉曼标记物, 制备了一种组蛋白乙

酰化修饰检测的 SERS 纳米探针. 运用该探针可建立检

测组蛋白乙酰化的 SERS 生物传感新方法, 该法操作简

便, 快速, 重现性好, 灵敏度与选择性高, 且裸眼即能

进行可视化鉴定[16,17].  

2  结果与讨论 

2.1  组蛋白乙酰化的耦合增强拉曼散射生物传感原理 

实验中在 SERS 纳米探针中加入组蛋白乙酰化抗

体, 抗体介导 SERS 纳米粒子发生可控组装与聚集, 使
粒子之间发生局域电场耦合共振 , 产生显著增强的

SERS 信号. 图 1 给出了该方法的检测原理. 通过在

H3-K9 乙酰化肽的N 端加入一个半胱氨酸, 使其可通过

Au—S 键自组装而修饰于金纳米粒子表面. 所采用的拉

曼标记物为4-MTP, 它也通过Au—S键自组装修饰于金

纳米粒子的表面. 在 SERS 纳米探针溶液中加入 H3-K9
乙酰化肽的抗体时, 因抗体可以特异性识别与结合乙酰

化位点, 从而介导 SERS 纳米粒子形成网络状自组装聚

集体, 诱导粒子间的共振耦合, 使金纳米粒子表面局域

电场显著增强, 这导致金纳米粒子表面等离子共振吸收

光谱发生变化, 颜色改变, 且 4-MTP的 SERS信号增强; 
而在 H3-K9 乙酰化组蛋白抗原存在的情况下, 抗原与

SERS 纳米探针竞争性地与抗体结合时, 使得 SERS 纳
米探针被抗体交联的程度降低, 粒子间共振耦合减弱, 
SERS 信号减弱, 且减弱程度与 H3-K9 乙酰化组蛋白浓

度相关. 据此, 即可实现组蛋白乙酰化的定量检测.  
图 2 是应用 SERS 纳米探针检测组蛋白乙酰化的

SERS 信号谱图. 其中 a 是未加入抗体时纳米探针对应

的 SERS 光谱, 可以看出 SERS 探针仅在 1078 cm－1与 

 

图 1  组蛋白乙酰化的 SERS 检测原理图 
Figure 1  Illustration of biosensing strategy for acetyl-modifying histone 
based on SERS 

 
图 2  纳米探针检测组蛋白乙酰化的 SERS 光谱 
(a)修饰乙酰化 H3-K9 肽的 SERS 纳米探针; (b)修饰乙酰化 H3-K9 肽的
SERS 纳米探针加入抗原后再加入抗体; (c)修饰 H3-K9 肽(非乙酰化)的
SERS 纳米探针加入抗体; (d) 修饰乙酰化 H3-K9 肽的 SERS 纳米探针加入
抗体; (e) SERS 纳米探针加入 10 倍稀释的人血清后再加入抗体 
Figure 2  SERS spectra of SERS nanoprobe 
(a) acetylated H3-K9 peptide-decorated SERS nanoprobe; (b) acetylated 
H3-K9 peptide-decorated SERS nanoprobe adding antigen followed by react-
ing with antibody; (c) H3-K9 peptide-decorated SERS nanoprobe reacting with 
antibody; (d) acetylated H3-K9 peptide-decorated SERS nanoprobe reacting 
with antibody; (e) SERS nanoprobe adding 10-fold dilution of human serum 
followed by reacting with antibody 

1582 cm－1 两处有较弱的 SERS 光谱带, 分别归属于  
C—C的不对称伸缩与对称伸缩振动. 这一较弱的SERS
信号说明粒子间没有产生电场耦合. d是在SERS纳米探

针中加入抗体反应 30 min 后的 SERS 光谱. 对照 a 与 d, 
可以看出在1078 cm－1与1582 cm－1处SERS信号显著增

强, 表明抗体介导了 SERS 纳米粒子自组装聚集, 粒子

间产生共振耦合, 导致 SERS 信号增强. b 是在先加入

H3-K9 乙酰化组蛋白抗原再加入抗体的情况下对应的

SERS 光谱, SERS 信号较无抗原时明显偏弱, 说明抗原

抑制了抗体介导的 SERS 纳米探针的聚集与 SERS 信号

增强, 从而证明了 SERS 信号的减弱与抗原存在的相关

性. 为证明方法的特异性, 我们做了两组对照实验. 其
中一组将 H3-K9 乙酰化肽换成无修饰的 H3-K9 肽用于
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SERS 纳米探针修饰. 结果发现: 加入抗体反应 30 min
后, SERS 光谱 c 较弱, 说明抗体不会介导非修饰的

H3-K9 肽的 SERS 纳米探针组装聚集. 另一组中, 我们

在 SERS 纳米探针中加入了 10 倍稀释的人血清后再加

入抗体 , 光谱 e 说明了其它蛋白不能抑制抗体介导

SERS 纳米探针的组装聚集. 这些控制实验表明了该方

法对组蛋白乙酰化具有良好的特异性.  

2.2  组蛋白乙酰化的吸收光谱分析 

为了证明 SERS 信号的增强是由于抗体介导 SERS
纳米粒子组装与聚集而引起粒子间共振耦合, 我们对反

应体系进行了紫外可见光吸收分析(采用日本岛津公司

UV2450 紫外分光光度计). 图 3 中 a 是未加入抗体时的

修饰乙酰化 H3-K9 肽的 SERS 纳米探针的吸收光谱, d
为 SERS 纳米探针中加入抗体反应 30 min 后的吸收光

谱. 可以看出加入抗体后的 SERS 纳米探针吸光度值大

幅下降, 波长明显红移(从 527 nm偏移到 588 nm), 说明

抗体介导了SERS纳米粒子交联聚集. c是在先加入抗原

再加入抗体的情况下的吸收光谱. 比较 c与 a, 发现吸收

光谱几乎没有变化, 说明抗原抑制了抗体介导 SERS 纳

米粒子的组装聚集. b是非乙酰化H3-K9肽修饰的SERS
纳米探针加入抗体反应30 min后的吸收光谱, 吸收光谱

与 a 相比较无明显变化, 说明抗体不会介导无乙酰化的

H3-K9 肽修饰的 SERS 纳米探针聚集. e 是 SERS 纳米探

针加入 10 倍稀释的人血清再加入抗体后的吸收光谱, 
该光谱曲线与 a 相比也呈现明显的减色与红移, 说明其

它蛋白不能抑制抗体介导 SERS 纳米探针的聚集.  

 

图 3  SERS 纳米探针检测组蛋白乙酰化的吸收光谱 
(a) SERS 纳米探针; (b) 修饰 H3-K9 肽(非乙酰化)的 SERS 纳米探针加入抗
体; (c) 先加入抗原后加入抗体; (d) 加入抗体; (e) SERS 纳米探针加入 10
倍稀释的人血清后再加入抗体 
Figure 3  Typical absorption spectra of SERS nanoprobe 
(a) SERS nanoprobe; (b) H3-K9 peptide-decorated SERS nanoprobe reacting 
with antibody; (c) SERS nanoprobe adding antigen followed by reacting with 
antibody; (d) SERS nanoprobe reacting with antibody; (e) SERS nanoprobe 
adding 10-fold dilution of human serum followed by reacting with antibody 

通过以上紫外可见吸收光谱分析, 我们可以看出, 
SERS 纳米粒子特异性地由抗体诱导交联聚集, 导致等

离子共振吸收光谱减色红移, 同时 SERS 信号显著增强.  

2.3  动态光散射表征 

图4是SERS纳米探针的动态光散射表征图(采用英

国马尔文仪器公司 Zetasizer 3000 HS 粒度分析仪). a 是

CTAB-AuNPs 的水合粒径, 检测出来为 31.5 nm. b 是

SERS 纳米探针的水合粒径, 值为 32.7 nm. c 是 SERS 纳

米探针加入抗体反应 30 min 后的水合粒径, 值为 255.7 
nm, 说明加入抗体后引起了 SERS 纳米粒子的交联聚集

而尺寸显著增大. d 是 SERS 纳米探针加入 H3-K9 乙酰

化组蛋白抗原后再加入抗体反应的水合粒径, 值为 33.7 
nm, 说明加入抗原后抑制了 SERS 纳米粒子的交联聚

集. 这些结果说明了 SERS 纳米粒子特异性地由抗体诱

导交联聚集而导致粒径增大, 抗原可抑制抗体诱导的纳

米粒子组装.  

 

图 4  SERS 纳米探针水合粒径动态光散射图 
(a) CTAB-AuNPs; (b) SERS 纳米探针; (c) SERS 纳米探针加入抗体; (d) 
SERS 纳米探针加入抗原后再加抗体 
Figure 4  Hydrodynamic sizes of AuNPs determined by DLS analysis 
(a) CTAB-AuNPs; (b) SERS nanoprobe; (c) SERS nanoprobe reacting with 
antibody; (d) SERS nanoprobe adding antigen followed by reacting with anti-
body 

2.4  组蛋白乙酰化的耦合增强拉曼散射的定量分析 

图 5 是在抗体浓度固定为 50 nmol•L－1下(请参见支

持信息)SERS 纳米探针检测不同浓度抗原的 SERS 光谱

图. 从图中可以看出随着抗原浓度的增大, 拉曼峰强度

逐渐减小, 说明随着抗原浓度增大, 抗体诱导纳米粒子

交联聚集的程度逐渐下降. 图 6 是在不同抗原浓度下

1078 cm－1 处 SERS 峰值的工作曲线, 可以看出此处

SERS 峰强度随抗原浓度动态下降 . 由其插图可见 , 
SERS 峰强度随抗原的对数浓度呈线性负相关. 对空白

溶液进行 5 次 SERS 检测, 其相对标准偏差(RSD%)为
3.6%, 可估算抗原的检出限为 0.44 nmol•L－1, 具有较高

的灵敏度. 
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图 5  不同浓度抗原下获得的 SERS 光谱 
Figure 5  SERS spectra responses of the biosensing strategy to antigen 
of varying concentrations 

 

图 6  1078 cm－1处 SERS 峰值随抗原浓度变化的工作曲线 
插图为 SERS 峰值对浓度对数的曲线 
Figure 6  Corresponding peak SERS readings at 1078 cm－1 versus anti-
gen concentrations 
Insert is the curve of peak SERS readings versus logarithmic antigen concen-
trations 

3  结论 

本文基于金纳米粒子交联聚集引起共振耦合表面

拉曼增强机制设计了一种新型检测组蛋白乙酰化的生

物传感方法. 与传统的免疫分析方法相比, 该法简便快

速, 不需抗体标记, 具有较高的灵敏度与选择性, 且可

通过裸眼进行可视化鉴定. 通过设计不同染料标记的

SERS 纳米探针, 此法有望实现组蛋白多种修饰的同时

快速检测, 从而可获得组蛋白修饰相关疾病的有价值的

信息. 该方法也可推广用于其它多种蛋白的复合检测.  

4  实验部分 

4.1  多肽修饰的 SERS 纳米探针的制备 

金纳米粒子的制备: 金纳米粒子 CTAB-AuNPs 采

用种子生长法制备[18](请参见支持信息), 制备好的纳米

金粒子紫外可见光吸收最大吸收波长为 527 nm, 吸光 

度为 0.897, 浓度约为 3.7 nmol•L－1. 透射电镜表征金纳

米粒子平均粒径为 25 nm (请参见支持信息). 制备好的

金纳米粒子于 4 ℃保存.  
SERS纳米探针的制备: 将150 μL 30 μmol•L－1拉曼

染料 4-MTP 加入到 500 μL 5 nmol•L－1 CTAB-AuNPs 溶
液中, 剧烈振摇 2 h. 再加入 150 μL 50 μmol•L－1 H3-K9
乙酰化肽序列[19], 剧烈振摇 24 h, 让多肽充分置换掉

CTAB. 其后加入 9 μL 10% BSA 溶液使其终浓度约为 
0.1%, 进行纳米粒子表面封闭, 静止 2 h 后, 溶液于

13000 r/min 离心. 吸走上清液后, 将金纳米粒子分散于

500 μL 水中, 重复三次, 洗掉置换下来的 CTAB、游离

的多肽与拉曼标记物. 最后, 将制备好的 SERS 纳米探

针分散于水中, 终浓度约为 5 nmol•L－1, 保存于 4 ℃.  

4.2  组蛋白 H3 乙酰化的耦合增强拉曼散射检测 

于 25 μL SERS 纳米探针(5 nmol•L－1)溶液中, 加入

6 μL 100 mmol•L－1 NaAc-HCl 缓冲液(pH 7.2)、25 μL 超

纯水、2 μL 给定浓度的人重组乙酰化组蛋白抗原, 摇匀

后加入 2 μL 乙酰化 H3-K9 抗体(抗体终浓度为 50 
nmol•L－1). 反应 30 min 后, 取 2 μL 体积反应液进行拉

曼检测(采用英国 Renishaw 公司激光共聚焦倒置显微拉

曼光谱仪, 以 632 nm 的 HeNe 激光作为激发光, 曝光时

间为 30 s). 
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