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摘要 探究了银胶浓度对于电穿孔导入银纳米粒子获取细胞内表面增强拉曼光谱(SERS)的影响．对 6组含有不同浓度银胶的
鼻咽癌细胞 C666进行电穿孔，测量电穿孔后活细胞内表面增强拉曼光谱．以测得的 SERS信号、光谱强度积分值和谱线重
复性为指标，研究银胶浓度对电穿孔获取细胞内 SERS的影响，对电穿孔后活性 C666细胞内 SERS平均光谱进行初步谱峰
归属．在脉冲电场强度 875 V/cm，脉冲持续时间 1 ms，电脉冲 2次的条件下，每 500 滋l电击缓冲液中含有 50 滋l银胶时测
得的细胞内 SERS光谱信噪比高，且光谱具有较好的重 复性．结果说明，正确选择银胶浓度可以提高电穿孔 -SERS效果，
获取高质量的活细胞内 SERS信号．此研究有助于扩展表面增强拉曼光谱的应用，包括实时检测分析活细胞内生化成分及分
布，实时监测细胞生化变化过程等．
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表面增强拉曼散射 (surface enhanced Raman
scattering，SERS)具有良好的特异性、选择性和敏
感性，在生物化学分析中发挥重要作用．人们将

金、银纳米粒子导入活细胞内增强拉曼信号，然后

检测细胞 SERS光谱，可分析活细胞内生化物质成
分[1](如核酸、蛋白质等)，利用光谱成像监测细胞
内生化物质分布以及变化过程[2-3]．当金、银纳米

粒子结合各种信号探针以及不同抗体、蛋白质后，

导入细胞具有靶向作用，可与细胞内特定物质结

合，利用 SERS光谱的高灵敏性形成 SERS传感作
用，如细胞 pH探针[4]、SERS免疫探针[5]等．当前

将金、银纳米粒子导入活细胞的常用方法是将细胞

与纳米粒子混合孵育培养，利用细胞内吞作用使

金、银纳米粒子进入细胞作为增强基底，测得细胞

内 SERS信号[6-7]，从而分析细胞内的生化结构信

息．但采用上述方法实现 SERS测量前，细胞与纳
米粒子一般要孵育培养 20 h[6]，而细胞生命活动一

直在进行，未能实现实时测量即可能影响所获得信

息的准确度．此外，银纳米粒子对细胞具有生物毒

性，长时间孵育可能影响细胞活性[8]．因此，研究

寻找一种方法使纳米粒子快速进入细胞，以实现细

胞内 SERS光谱实时检测，对细胞等生命组织的研
究具有重要意义．

为实现上述目标，我们首次提出并实现了电穿

孔 -SERS方法，即利用电穿孔技术，在 1 min内快
速将金、银纳米粒子导入活性细胞，并成功测得活

细胞内 SERS信号[8]．电穿孔 -SERS技术将细胞置
于可控电场中，在适当的脉冲电场作用下，细胞膜

出现可逆性微小孔洞，暂时提高细胞膜通透性[9-10]，

使周围介质中的纳米粒子更容易进入细胞内，细胞

膜恢复后纳米粒子就滞留在细胞内，作为拉曼信号

增强基底．控制电脉冲参数使细胞膜发生可逆性穿

孔，就可以在保证细胞活性的情况下，实现快速活
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Fig. 1 UV鄄visible鄄NIR absorption spectra
of pure silver colloid

The inserted picture shows the TEM micrograph of silver colloid.

细胞 SERS检测．之前的实验为了成功测得活细胞
内 SERS信号，采用了高浓度的银胶[8]，但我们注

意到银胶浓度直接影响电穿孔导入活细胞内的银纳

米粒子数量和聚集程度，银胶浓度过低将导致电穿

孔后测不到 SERS信号或信噪比差，而过量的银胶
容易聚集附着于细胞外，难以清洗干净，同时对实

验的重复性造成影响．因此，正确选择银胶浓度对

于提高电穿孔 -SERS方法的效果，实现良好的细
胞内 SERS光谱检测具有重要意义．
本文以人鼻咽癌细胞 C666为研究对象，利用

电穿孔将银纳米粒子导入活细胞内，测量 6组不同
银胶浓度下 C666细胞电穿孔后的 SERS光谱，研
究银胶浓度对于电穿孔法获取细胞内 SERS光谱的
影响，以获取最佳电穿孔 -SERS测量效果．

1 实验器材与方法

1援1 实验试剂

硝酸银(AgNO3)、氢氧化钠(NaOH)、盐酸羟胺
(HONH3Cl)均为分析纯化学用品；RPMI 1640细胞
培养液购自 GIBCO 公司；PBS 购自 BOSTER 公
司；实验均使用超纯水．

1援2 实验仪器

ECM 830电穿孔仪(BTX公司)；电极杯(间距
4 mm，BTX公司)；Renishaw inVia型共聚焦显微
拉曼光谱仪．

1援3 银胶制备

银胶制备采用盐酸羟胺还原硝酸银方法[11]．将

4.5 ml氢氧化钠溶液(0.1 mol/L)加入到 5 ml盐酸羟
胺溶液(0.06 mol/L)中，再将混合物快速添加到
90 ml 硝酸银溶液(1.1伊10-3 mol/L)中，加入过程中
快速搅拌直至得到均匀乳灰色溶液．室温下避光封

存．使用前，10 000 r/min离心 10 min后弃去上层
液即可获得银胶．

1援4 细胞培养

人鼻咽癌 C666 细胞株由福建省肿瘤医院提
供，福建师范大学医学光电科学与技术教育部重点

实验室培养．C666 细胞单层贴壁生长于 pH 7.4，
含 10%小牛血清及双抗(100 U/ml青霉素、链霉素)
的 RPMI 1640培养基中(以下简称 RPMI 1640完全
培养液)，于 5% CO2、饱和湿度、37℃培养箱中传
代培养．选择对数期细胞进行实验，电穿孔前收集

C666细胞，离心并重悬于 RPMI 1640完全培养液
中(电击缓冲液即为 RPMI 1640完全培养液)，计数
调节细胞密度为 1伊106/ml．

1援5 实验方法

分别将 5 滋l、10 滋l、25 滋l、50 滋l和 75 滋l银
胶用 RPMI 1640 完全培养液稀释成 100 滋l，再取
100 滋l 银胶(不稀释)，制成 6 组不同浓度银胶各
100 滋l．将这 6组银胶各取 100 滋l，分别与 400 滋l
细胞悬液充分混匀于电极杯中．6个电穿孔组中每
500 滋l银胶浓度分别为：5 滋l、10 滋l、25 滋l、50 滋l、
75 滋l和 100 滋l．对照组不加银胶，直接将 100 滋l
RPMI 1640完全培养液与 400 滋l 细胞悬液均匀混
合于电极杯中．穿孔前电极杯冰浴(0～4℃ ) 10 min.
电穿孔脉冲参数参考我们之前的研究报告[6]，脉冲

电场强度 875 V/cm，脉冲持续时间 1 ms，电脉冲
2次．电击后将电极杯冰浴 10 min．穿孔结束后，
将细胞从电极杯移至 EP管中，PBS清洗细胞 3次
后，将细胞置于样品池中，使用 Renishaw inVia型
共聚焦显微拉曼光谱仪测量细胞拉曼光谱．对照组

及 6个不同银胶浓度组均随机测量 30个形态结构
完整的细胞拉曼光谱．

测量条件为激发光波长 785 nm，功率 20 mW，
CCD取谱时间 10 s．在 50伊物镜下测量细胞拉曼信
号，加入 pinhole，调节光斑大小使其覆盖整个细
胞，从而获取全细胞信号．测量获得的光谱原始数

据均扣除荧光背景，从而获取细胞 SERS光谱．

2 结果与讨论

2援1 银胶电镜鉴定及紫外/可见/近红外吸收光谱
银胶透射电镜鉴定由中国科学院福建物质结构

研究所完成，银纳米粒子直径约为 40 nm．使用
Lambda 950紫外 /可见 /近红外分光光度计测定银
胶吸收光谱，银胶吸收峰在 416 nm处(图 1)．
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Fig. 2 SERS spectra of cells treated in electroporation experiments with different silver colloid concentration
SERS spectra (a) and the integrated SERS intensity (b) obtained from control experiment (electroporation without silver colloid) and 6 electroporation

experiments of different silver colloid concentration: 5 滋l/500 滋l, 10 滋l/500 滋l, 25 滋l/500 滋l, 50 滋l/500 滋l, 75 滋l/500 滋l, and 100 滋l/500 滋l. (c) The

mean spectrum for 50 滋l, 75滋l, 100 滋l silver colloid concentration experiments. The shaded areas represent the SD of the means.

2援2 不同银胶浓度电穿孔后细胞内 SERS光谱
图 2a为对照组及 6个不同银胶浓度组电穿孔

后细胞内 SERS光谱．图中编号 5、10、25、50、
75和 100 滋l分别代表 6个银胶浓度组中测得的细
胞 SERS谱线，谱线 Ctrl为对照组(电穿孔时不加
银胶)．如图 2a 所示，对照组没有明显的拉曼谱
峰，说明在激发光功率 20 mW，CCD取谱时间 10 s
的测量条件下，未导入银纳米粒子的 C666细胞难
以测得拉曼信号．5 滋l银胶浓度组同样难以获取拉
曼信号．在 10 滋l银胶浓度组中，谱线出现了一些
SERS谱峰，但是光谱信噪比较差．在 25 滋l银胶
浓度组中，出现更多 SERS谱峰，光谱信噪比有很
大改善．在 50、75和 100 滋l银胶浓度组中，细胞
都能获取信噪比很好的 SERS光谱．说明随着银胶
浓度增加，在两次 875 V/cm，1 ms电脉冲作用下，

有足量银纳米粒子通过细胞膜上由电脉冲刺激而产

生的孔洞进入到细胞内部，滞留聚集成簇，对细胞

内 SERS测量起到很好的表面增强作用．
拉曼光谱强度积分值直接反映导入细胞的银

纳米粒子数量和 SERS增强效果[8]，我们通过强度

积分值统计图来比较不同浓度银胶电穿孔后 SERS
增强效果．对于每一条光谱，计算谱线下方 400～
1 800 cm-1所包围面积的积分值(即为光谱强度积分
值)．对照组和 6个银胶浓度组均计算并统计测得
的 30条光谱的强度积分值，形成强度积分值统计
图(图 2b)．

如图 2b 所示，对照组的光谱强度积分值最
低．5 滋l银胶浓度组的光谱强度积分值与对照组相
比没有改善．10 滋l银胶浓度组测量的 30 个细胞
中，有 3个细胞出现了较高的光谱强度积分值，说
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Peak position /cm-1 Vibrational mode Assignment Reference

580 Out of plane ring deformations A, G, C [16]

661 Vibration of the RNA backbone G, T, tyrosine [17]

727 C-C stretching A, proline [16, 18]

809 O-P-O symmetric stretching Phosphate [5, 16, 18]

826 O-P-O stretching Tyrosine [18-19]

914 C-O stretching Ribose-phosphate [16]

971 C-O stretching Ribose-phosphate [16]

1003 C-C skeletal Phenylalanine [5, 17, 20]

1028 Protein: C-N stretching Phenylalanine [17]

1251 Ring stretching T, C, A [5]

1292 CH2, CH3 deformation Proteins, lipids: amide 芋 [5]

1343 CH2 deformation Nucleotides [20]

1427 Ring stretching, CH deformations A, G [5, 16-17]

1606 Protein: C＝C Tyrosine, phenylalanine [17, 19]

* A: Adenine, G: Guanine, C: Cytosine, T: Thymine.

Fig. 3 The averaged SERS spectra of living
C666 cell after electroporation

明这 3个细胞测得信噪比较好的 SERS信号．低浓
度银胶电穿孔后只有个别细胞获得增强效果，这是

由于低浓度下进入细胞的银纳米粒子较少，只有当

银纳米粒子聚集成簇才能形成较好的增强效果[12-14].
在 25 滋l银胶浓度组中，半数细胞测得到信噪比较
好的 SERS光谱，而在 50、75和 100 滋l银胶浓度
组中，每组 30个细胞都有很高的光谱强度积分值.
拉曼谱线的重复性对于谱线分析是必需的．

如图 2b 所示， 50、 75 和 100 滋l银胶浓度组的
SERS 强度积分值统计平均值和标准差分别为：
1.03伊107依0.27伊107(26%)、1.37伊107依0.45伊107(33%)
和 1.65伊107依0.61伊107(37%)．银胶浓度增加，SERS
强度积分值标准差增大，说明同一电穿孔组不同细

胞个体 SERS谱线差异随着银胶浓度增加而增大．
我们通过平均谱线来比较 50、75和 100 滋l这 3个
银胶浓度组的 SERS光谱重复性．每组 30条谱线
均面积归一化[14]后计算平均谱及标准差，形成平均

光谱(图 2c)，图中谱线的阴影部分为平均谱的标
准差．

如图 2c所示，50 滋l银胶浓度组显示了较好的
光谱重复性．在 75和 100 滋l银胶浓度组中，随着
银胶浓度增大，平均谱的标准差(谱线阴影部分)也
增大．说明增加银胶浓度降低了谱线重复性，这可

能是由于高浓度银胶带来显著的 SERS增强效果，
而 SERS的高灵敏度造成不同细胞个体之间 SERS
谱线差异．此外，随着银纳米粒子数量及聚集程度

增加，SERS 特有的光谱“闪烁”现象 (blinking
effect)也更加明显[15]．

综合对比 6个不同银胶浓度组电穿孔后测得的
细胞 SERS信号、光谱强度积分值和谱线重复性，
500 滋l电击缓冲液中含有 50 滋l银胶时电穿孔后测
得的细胞内 SERS效果最好，不仅可以测得信噪比
很好的 SERS信号，而且谱线重复性好，这有利于
通过细胞 SERS谱线分析细胞内生化成分．因此，
在电场强度 875 V/cm，脉冲持续时间 1 ms，电脉
冲 2次的条件下，选择每 500 滋l电击缓冲液中含有
50 滋l银胶可以获取最佳电穿孔 -SERS测量效果．
2援3 C666细胞内 SERS光谱
将 50 滋l银胶浓度组中测得的 30条 SERS光谱

取平均值以获取平均 SERS光谱(图 3)．电穿孔将
银纳米粒子导入细胞内作为增强基底，测得的

SERS光谱包含丰富的细胞内生化物质信息．谱峰
初步归属见表 1．

Table 1 SERS peak positions and tentative vibrational mode assignment

400 600 800 1 000 1 200 1 400 1 600 1 800
Raman shift/cm-1
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3 结 论

本文基于我们研发的电穿孔 -SERS 技术，研
究不同浓度银胶电穿孔后 C666 细胞内 SERS 光
谱．在穿孔脉冲电场强度 875 V/cm，脉冲持续时
间 1 ms，电穿孔 2 次的条件下，每 500 滋l电击缓
冲液中含有 50 滋l银胶测得的细胞内 SERS信号信
噪比好、且光谱具有较好的重复性．对活性 C666
细胞内 SERS光谱进行初步谱峰归属．研究表明，
正确选择银胶浓度以及相应的实验条件，可以提高

电穿孔 -SERS效果，快速获取高质量的活细胞内
SERS信号，从而有可能进一步扩展 SERS方法在
生物医学领域的应用，包括实时检测分析活细胞内

生化成分及分布，实时监测细胞生化变化过程等．
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Effect of Silver Colloid Concentration on Electroporation for
Intracellular Surface Enhanced Raman Scattering*
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Abstract The effect of silver colloid concentration was explored for fastest delivery of silver nanoparticles into
living C666 cells (a human nasopharyngeal carcinoma cell line) for intracellular surface enhanced raman scattering
(SERS) by Electroporation. SERS spectra, the integrated SERS intensity and the reproducibility of spectrum were
compared in 6 electroporation experiments of the same electric pulse parameters but different concentration of
silver colloid. The silver nanoparticle concentration is best under the condition of 500 滋l electroporation buffer
containing 50 滋l silver colloid using 875 V/cm, 1 ms rectangular electric pulses for electroporation twice.
Increasing the concentration of silver nanoparticle could improve the SERS intensity while decrease the
reproducibility of the spectrum. Moreover, the observed SERS bands of living C666 cell were tentatively assigned.
This work is promising for the practical application of SERS technology, such as real time detection and analysis of
the biochemical substance in living cells.
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