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基于金纳米颗粒的比色传感体系用于前列腺特异性膜抗原的检测 
冯婷婷*    高首勤    王堃 

(山西中医药大学中药学院  晋中 030619) 

摘要  发展了一种基于金纳米颗粒的比色传感体系用于检测前列腺特异性膜抗原的新方法. 实验中合成了带有正电荷

的金纳米颗粒, 并设计了一段带有负电荷的前列腺特异性膜抗原的底物肽段. 该方法基于金纳米颗粒聚集状态不同导

致颜色变化的性质以及酶与底物的特异性识别作用, 达到前列腺特异性膜抗原的检测. 带正电荷的金纳米颗粒与带负

电的肽段产生静电相互作用, 引起金纳米颗粒的聚集; 当体系中加入前列腺特异性膜抗原后, 由于前列腺特异性膜抗

原与肽段的特异性识别作用, 带负电的肽段水解为谷氨酸碎片分子, 导致金纳米颗粒的分散, 反应体系颜色变化快速、

明显. 该方法简单、灵敏, 线性范围为 2～10 nmol/L, 检测限为 0.5 nmol/L. 此外, 该方法可用于标准加入法测定尿液中

的 PSMA.  
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Colorimetric Sensing of Prostate Specific Membrane Antigen  
Based on Gold Nanoparticles  

Feng, Tingting*   Gao, Shouqin   Wang, Kun 
(College of Traditional Chinese Medicine, Shanxi University of Chinese Medicine, Jinzhong 030619) 

Abstract  Cancer is a major cause of death and its early diagnosis has been a research goal for many decades. For males, 
prostatic carcinoma has become the second leading cause of cancer death worldwide. Prostate specific membrane antigen 
(PSMA) has been widely recognized as a prostate cancer marker. Thus, measurement of PSMA would be more valuable for 
the early diagnosis of prostate cancer. Nanomaterials have the characteristics of small size effect, quantum size effect, mac-
roscopic quantum tunneling effect and surface effect, and have been widely used in various fields, such as cell imaging, anal-
ysis and detection, drug release and treatment. Gold nanoparticles have been widely used in biosensing and medical diagnosis 
due to their simple preparation, high stability and unique photoelectric properties. In this paper, a new colorimetric approach 
is proposed for simple detection of PSMA based on gold nanoparticles. In the experiment, we synthesized gold nanoparticles 
with positive charges, and the polyanionic peptide as the substrate of PSMA. The detection of PSMA was based on the prop-
erty that different aggregation states of gold nanoparticles can lead to the change of color and the specific recognition of 
PSMA for its substrate. The positively charged gold nanoparticles interact electrostatically with polyanionic peptide, resulting 
in aggregation of gold nanoparticles. In the presence of PSMA, however, the polyanionic peptide are hydrolyzed into glu-
tamic acid fragment due to the reaction between the PSMA and the polyanionic peptide, resulting in the dispersion of gold 
nanoparticles. This behaviour leads to the development of a rapid and simple colorimetric method for assaying PSMA activi-
ty, with a detection limit of 0.5 nmol/L and the linear range of 2～10 nmol/L. This approach is simple compared to the exist-
ing ones since the gold nanoparticles-peptide based sensor is easy to be assembled and the detection can be achieved without 
the involvement of complicated procedures. Moreover, the applicability of the method has been demonstrated by detecting 
PSMA spiked into urine samples. 
Keywords  gold nanoparticles; colorimetric sensing system; prostate-specific membrane antigen; specific recognition; pep-
tide 

   
1  引言 

前列腺癌是男性中最常见的恶性肿瘤之一[1,2]. 近

年来, 我国前列腺癌的总体发病率呈上升趋势. 血清前

列腺特异性抗原的测定在前列腺癌的普查、早期诊断和

病情预测中意义重大, 已被广泛应用于临床, 成为我国

前列腺癌诊疗指南中首选的检测项目. 前列腺特异性膜

抗原(prostate-specific membrane antigen, PSMA)是一种

前列腺细胞膜上的 II 型跨膜糖蛋白, 由 750 个氨基酸残

基组成, 相对分子质量为 100000, 是一种较前列腺特异

性抗原更加敏感、特异的前列腺癌肿瘤标记物, 已成为

前列腺癌研究中的热点之一[3～6]. PSMA 在前列腺癌的
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早期诊断、基因治疗、预后评估中所起的作用变得越来

越重要.  

据文献报导, PSMA 可以水解 N-乙酰天冬氨酰谷氨

酸, 生成谷氨酸盐和 N-乙酰天冬氨酸[7]. 根据此原理建

立的检测 PSMA 的方法主要有高效液相色谱法[8]. 该方

法灵敏度高, 但也具有前处理繁琐、费时等缺点. 因此, 

发展简单、灵敏的检测 PSMA 的方法非常重要.  

纳米材料具有小尺寸效应、量子尺寸效应、宏观量

子隧道效应及表面与界面效应等特点, 目前已广泛用于

各个领域, 如细胞荧光成像、分析检测、药物释放及治

疗等[9～17]．其中金纳米颗粒由于制备简单、稳定性高以

及光电性质独特等方面的优点使得它在生物传感和医

学诊断方面得到了广泛的应用. 特别是金纳米颗粒溶液

的颜色会根据聚集状态不同而发生变化[18,19], 它的这种

性质已用于蛋白质[20]以及离子[21～23]等物质的分析检测. 

此外, 金纳米颗粒具有高的摩尔吸光系数、较好的水溶

性和稳定性, 是设计比色分析方法的良好平台. 基于金

纳米颗粒的优良性质, 在本论文中, 我们设计了金纳米

颗粒的比色传感体系, 并用于前列腺特异性膜抗原的检

测.  

2  结果与讨论 

2.1  检测原理 

根据文献[24], PSMA 可以水解 γ-谷氨酸肽段, 因

此, 设计了六个 γ-谷氨酸的多肽(Glu6)作为 PSMA 的底

物. 段肽 Glu6的 pI 约为 3.46(通过 ProtParam 软件计算

得到[25]), 在 pH 7.4 的溶液中, Glu6带负电荷. 测定了三

甲基十六烷基溴化铵稳定的金纳米颗粒 [简记为

(＋)AuNPs]在pH 7.4的溶液中Zeta电位为＋32.8 mV[26]. 

Glu6 和(＋)AuNPs 之间存在强烈的静电作用. 这种作用

致使金纳米颗粒产生聚集. 当该体系中加入 PSMA 后, 

PSMA 可以水解肽段 Glu6, 使之断裂为谷氨酸分子; 谷

氨酸分子与(＋)AuNPs 之间的静电作用比较弱, 导致聚

集的金纳米颗粒分散, 体系的颜色发生变化. 据此设计

基于金纳米颗粒的比色传感体系, 并用于 PSMA 的检

测.  

2.2  实验条件的优化 

图 1 考察了加入肽段 Glu6对(＋)AuNPs 的紫外-可

见吸收光谱的影响. 从图中可以看出, 在(＋)AuNPs 中

加入肽段Glu6后, (＋)AuNPs的紫外-可见吸收有很明显

的变化, A520 处吸光度值下降, A670 处吸光度值增加, 体

系的颜色有很显著的变化. 这表明 Glu6与(＋)AuNPs 之

间有强烈的相互作用, 可导致(＋)AuNPs 发生聚集. 还

详细考察了肽段 Glu6浓度的变化对吸光度比值 A670/A520

的影响(图 S1, 支持信息). 随着肽段 Glu6 的浓度增加, 

A670/A520的比值逐渐增大. 当Glu6的浓度为 0～8 μmol/L

时, 二者有很好的线性关系. 作为对照实验, 考察了带

有正电荷的肽段 NH2-KKHHHHHHKK-CONH2(在 pH＝

7.4, 通过 ProtParam 软件计算得到 pI 为 10.48)对

(＋)AuNPs 紫外-可见光谱的影响, 结果表明, 该肽段不

能使(＋)AuNPs 发生聚集(图 S2, 支持信息), 进一步支

持了 ( ＋ )AuNPs 与肽段 Glu6 之间的静电作用使

(＋)AuNPs 发生聚集. 在本实验中, 选择肽段 Glu6 的浓

度为 6 μmol/L 作为最佳反应浓度, 因为该浓度的肽段

Glu6已产生明显的颜色变化(图 1); (＋)AuNPs 的浓度为

4.2 nmol/L, 体系的反应介质为 pH 7.4 的 PBS.  

 

图 1  (＋)金纳米颗粒的紫外-可见吸收光谱图. (a)金纳米颗粒(4.2 
nmol/L); (b)金纳米颗粒(4.2 nmol/L)＋Glu6 (6.0 µmol/L) 
Figure 1  Absorption spectra and color changes of (＋)AuNPs solution 
(4.2 nmol/L) in the absence (a) and presence (b) of Glu6 peptide (6.0 
µmol/L) 

2.3  比色响应和选择性研究 

在上述确定的实验条件下 ,  研究了反应体系对

PSMA 的比色响应. 如图 2 所示, 随着加入 PSMA 浓度

的增加, 体系的紫外-可见吸收光谱发生明显的变化: 

670 nm 处的吸收逐渐降低, 而 520 nm 处的吸收逐渐增

加. 这说明金纳米颗粒从聚集状态逐渐处于分散状态. 

这是由于PSMA能够与肽段Glu6发生特异性的反应, 使 

 

图 2  (＋)金纳米-Glu6 体系对 PSMA 响应的紫外-可见吸收光谱图

(PSMA 的浓度从 a～e 依次为 0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 nmol/L) 
Figure 2  Absorption spectra of the (＋)AuNPs-Glu6 complex in the 
presence of various concentrations of PSMA (0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 nmol/L 
for curves a～e) 
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肽段 G l u 6 水解 ,  水解后的谷氨酸分子不能够使

(＋)AuNPs 聚集, 因此聚集的(＋)AuNPs 分散开来, 引

起紫外-可见光谱的变化. 根据图 2, 得到检测 PSMA 的

线性方程为 ΔA670/A520＝0.11＋0.06 [PSMA] (nmol/L)  

(γ＝0.97), 线性范围为 2～10 nmol/L. 检测限(3 S/m, S

是试剂空白的标准偏差, n＝11, m 是线性方程中的斜率)

为 0.5 nmol/L[25,27].  

为评价该体系对 PSMA的选择性, 测试了其它蛋白

质对体系的影响. 所测试的物质包括羧酸酯酶、硝基还

原酶和 BSA. 如图 3 所示, 只有 PSMA 能对吸光度

A670/A520 比值产生明显的变化, 而其它蛋白质对体系的

吸光度 A670/A520比值不产生明显影响. 该实验结果表明, 

体系对PSMA具有高选择性, 这是由于PSMA对底物肽

段的特异水解作用所致. 即 PSMA 与肽段 Glu6反应, 使

之水解, 使聚集的金纳米颗粒分散开来, 从而呈现酒红

色, 而其他蛋白质不与肽段 Glu6 发生反应(颜色变化见

图 S3, 支持信息). 

 

图 3  (＋)金纳米-Glu6体系的选择性. (1)羧酸脂酶(0.25 U/mL), (2)硝
基还原酶(0.5 μg/mL), (3) BSA (100 μmol/L), (4) PSMA (6.0 nmol/L), 
反应温度在 37 ℃, 反应时间为 15 min  
Figure 3  Absorbance ratios (at A670/A520 nm) of the (＋)AuNPs-Glu6 
system in the absence (control) and presence of different proteins: (1) 
carboxylesterase (0.25 U/mL), (2) nitroreductase (0.5 μg/mL), (3) BSA 
(100 μmol/L) and (4) PSMA (6.0 nmol/L). The reaction was carried out 
for 15 min at 37 ℃, and the results are the mean±standard deviation of 
three separate measurements 

2.4  酶动力学实验 

考察了传感体系与不同浓度 PSMA 反应的动力学

曲线. 如图 4 所示, PSMA 浓度越高, 体系的 A670/A520 的

值越小, 体系反应速率越快, 15 min 左右反应达到平台. 

因此, 选择 15 min 作为最佳反应时间.  

2.5  抑制剂实验 

为了进一步确认传感体系吸收光谱的变化来自

PSMA的作用, 研究了重金属离子Hg2＋做为抑制剂对该

酶活性的影响. 首先, PSMA 与 Hg2＋在 37 ℃下孵育半

个小时, 然后加入到传感体系中. 由图 5 可知, 含 Hg2＋

的反应体系其吸收光谱发生了明显的变化(曲线 c 和 d), 

 

图 4  (＋)金纳米-Glu6体系对不同浓度的 PSMA 的 A670/A520响应随时

间的变化(PSMA 的浓度依次为 0.0, 2.0, 4.0, 6.0 和 8.0 nmol/L) 
Figure 4  Variation of A670/A520 versus the reaction time for the 
(＋)AuNPs solution containing Glu6 with different concentrations of 
PSMA (0.0, 2.0, 4.0, 6.0, and 8.0 nmol/L) 

 

图 5  (＋)金纳米-Glu6 体系对不同物质响应的紫外-可见吸收光谱图. 
(a) (＋)AuNPs (4.2 nmol/L); (b) (＋)AuNPs (4.2 nmol/L)＋Glu6 (6 
μmol/L); (c)体系(b)＋PSMA (6 nmol/L); (d)体系(c)＋1 μmol/L Hg2＋ 
Figure 5  Absorption spectra of different reaction systems. (a) 
(＋)AuNPs only; (b) (＋)AuNPs-Glu6 complex; (c) system (b)＋PSMA 
(6 nmol/L); (d) system (c)＋1 μmol/L Hg2＋ 

这表明 PSMA 的活性可受到 Hg2＋的抑制, 从而支持了

是 PSMA 的作用导致体系颜色的改变(图 S4, 支持信

息). 

2.6  实际样品的测定 

根据文献[28]报道, 前列腺癌病人尿液中 PSMA 水

平明显升高 , 浓度高达 3.5 nmol/L, 而正常人尿液

PSMA浓度低于 0.25 nmol/L, 测定尿液中的 PSMA值具

有非常重要的临床意义. 另外, 尿液容易得到. 因此, 

我们的体系有望用于尿液中 PSMA 的测定.  

为了展示我们建立的传感体系检测 PSMA 的实际

价值, 我们选择尿液作为样品. 首先考察了尿液中潜在

干扰物的影响, 从图 6 可以看出尿素、尿酸、CaCl2、

MgCl2、L-组氨酸、甘氨酸和草酸对尿液 PSMA 的测定

影响很小. 接着我们通过标准加入法, 测定了实际样品

中 PSMA 的含量. 表 1 可以看出, 当 PSMA 浓度很低时, 
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测量的回收率仍然取得了满意效果. 这说明我们建立的

传感体系能够用于尿液中 PSMA 的分析.  

 

图 6  (＋)金纳米-Glu6 体系的选择性. (1)尿素 (20 mmol/L), (2)尿酸

(0.3 mmol/L), (3) CaCl2 (0.5 mmol/L), (4) MgCl2 (0.5 mmol/L), (5) L-组
氨酸(0.1 mmol/L), (6)甘氨酸(0.2 mmol/L), (7)草酸(0.05 mmol/L), (8) 
PSMA (6.0 nmol/L), 反应温度在 37 ℃, 反应时间为 15 min  
Figure 6  Absorbance ratios (at A670/A520 nm) of the (＋)AuNPs-Glu6 
system in the absence (control) and presence of various substance: (1) 
urea (20 mmol/L), (2) uric acid (0.3 mmol/L), (3) CaCl2 (0.5 mmol/L), (4) 
MgCl2 (0.5 mmol/L), (5) L-histidine (0.1 mmol/L), (6) glycine (0.2 
mmol/L), (7) oxalic acid (0.05 mmol/L), (8) PSMA (6 nmol/L). The reac-
tion was carried out for 15 min at 37 ℃, and the results are the mean ± 
standard deviation of three separate measurements 

表 1  尿液中 PSMA 加标回收检测结果 
Table 1  Determination of PSMA spiked into urine samples 

样品 
PSMA added/ 

(nmol•L－1) 

PSMA founda/ 

(nmol•L－1) 
Recoverya/%

A (control) 0 ＜0.5 (detection limit) — 

B 1.0 1.06±0.08 106±8.0 

C 2.0 2.04±0.13 102±6.5 

D 3.0 3.09±0.21 103±7.0 

a 三次测定的平均值±标准偏差. 

3  结论 

本实验发展了一种简单、快速的检测前列腺特异性

膜抗原的比色传感体系. 该方法基于带正电荷的金纳米

颗粒能与带有负电荷的底物肽段之间发生静电相互作

用, 利用 PSMA 与肽段的特异性反应, 导致了金纳米颗

粒聚集状态的改变, 从而发生颜色的变化. 此外, 我们

也证实了该体系可用于实际样品中 PSMA的测定. 这为

前列腺癌病人的早期诊断和监测癌症病人的 PSMA 水

平提供了一条可能的选择.  

4  实验部分 

4.1  仪器与试剂 

紫外-见吸收光谱仪: TU-1900型紫外可见吸收光谱

仪(普析通用, 北京, 中国), 1-cm 石英比色皿; pH 计: 

Delta 320 型 pH 计(Mettler Toledo, Switzerland); Milli- 

Reference 超纯水净化系统(Millipore, USA); 摇床: SKY- 

100C (Shanghai Sukun industry & commerce Co., Ltd); 

Zeta 电位测定仪: ZEN 3600 (Malvern, England).  

HAuCl4, 分析纯, Acros; 三甲基十六烷基溴化铵

(CTAB), 分析纯, J&K Chemical; NaBH4, 分析纯, Sig-

ma; PSMA, Sino Biological Inc.; 牛血清白蛋白(BSA), 

分析纯, Sigma; 多肽 NH2-KKHHHHHHKK-CONH2, 北

京赛百盛基因技术有限公司; 多肽 γ-Glu-γ-Glu-γ-Glu- 

γ-Glu-γ-Glu-γ-Glu (Glu6), 北京赛百盛基因技术有限公

司; 羧酸酯酶, 分析纯, Sigma-Aldrich; 硝基还原酶, 分

析纯, Sigma-Aldrich; Na2HPO4•12H2O, 分析纯, 北京化

工厂; KH2PO4, 分析纯, 北京化工厂; HCl, 分析纯, 北

京化学试剂公司; HNO3, 分析纯, 北京化学试剂公司; 

EDTA 钠盐, 分析纯, 北京化学试剂公司; CaCl2, 分析

纯, 北京化工厂; MgCl2, 分析纯, 北京化学试剂公司; 

草酸, 分析纯, 北京化学试剂公司; 尿素, 分析纯, 百灵

威试剂公司; 尿酸, 分析纯, 百灵威试剂公司; L-组氨

酸, 百灵威试剂公司; 甘氨酸, 百灵威试剂公司.  

实验中使用的缓冲溶液为磷酸盐缓冲溶液(PBS: 2 

mmol/L, pH 7.4). 将 10 μg PSMA(冻干粉末)溶于 1 mL 

PBS 中, 此时浓度为 100 nmol/L. 把酶溶液分装, 保存

在－70 ℃, 以确保酶的活性不受影响. 实验中所用的

烧瓶用王水清洗干净. 收集健康男性的晨尿, 以备实验

所用. 实验中使用的水为 Milli-Q 超纯水(电导率超过 18 

MΩ•cm); 所用的其它试剂均为分析纯.  

4.2  金纳米颗粒的制备 

金纳米颗粒的制备按照文献[26]合成. 具体步骤为: 

取 2 mL 10 mmol/L 的 CTAB 溶液加入到 15 mL 1.0 

mmol/L HAuCl4 溶液中, 在室温搅拌 15 min; 然后, 边

搅拌边滴加 2 mL 100 mmol/L NaBH4溶液, 继续搅拌直

至溶液颜色变为酒红色. 放入冰箱备用. 其浓度根据金

纳米颗粒在 520 nm 处的摩尔吸光系数(2.7×108 L• 

mol－1•cm－1)[29]计算为 10.5 nmol/L.  

4.3  比色传感体系的制备 

肽段 Glu6储备液的制备: 称取 1 mg 的肽段 Glu6粉

末于离心管中, 溶于 1 mL PBS 缓冲液(2 mmol/L, pH 

7.4), 超声 1 min, 得到储备液浓度为 1 mmol/L. 将溶液

保存于 4～8 ℃.  

除非特别说明, 金纳米颗粒-Glu6 比色传感体系的

制备按照以下步骤进行: 取 400 μL 的金纳米颗粒(浓度

为 10.5 nmol/L)和 6 μL 的肽段 Glu6(储备液浓度为 1 

mmol/L)于 2 mL 的离心管, 然后加入 PBS 缓冲液(2 

mmol/L, pH 7.4), 定容为 1 mL, 混合均匀.  

4.4  检测前列腺特异性膜抗原的实验步骤 

除非特别说明, 所有的操作均按照以下步骤进行. 

在 2 mL 的离心管里加入 0.5 mL PBS 缓冲液(2.0 

mmol/L, pH 7.4)以及 200 μL的金纳米颗粒储备溶液, 混
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合均匀后加入所需的酶溶液. 整个溶液体系最终用 PBS

定容为 1 mL, 混合均匀. 在 37 ℃反应 15 min 后, 全部

反应溶液被转移到1 cm光程的石英样品池, 在TU-1900

型紫外可见吸收光谱仪上测量吸收光谱.  

4.5  尿液样品的处理和分析 

室温下, 收集的尿液 14000 r/min 离心 5 min, 然后

取上层清液备用. 为了避免尿液中可能存在的干扰离

子, 加入 EDTA(最终浓度为 0.1 mmol/L)络合金属离子, 

以除去离子的干扰. 最后于尿液样品中添加不同体积的

PSMA, 用于样品的检测. 其中不加 PSMA 的尿液作为

空白对照实验.  
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