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摘要: 以聚苯乙烯(ＰＳ)小球为模板ꎬ采用金属辅助刻蚀和湿法化学刻蚀技术ꎬ制备大面积冠状硅柱阵列ꎬ再
原位生长银纳米粒子后得到银覆盖冠状硅柱阵列(Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ)基底ꎮ 实验表明ꎬ制备的基底具有优良的表面

增强拉曼散射(ＳＥＲＳ)特性ꎬ电磁增强因子达到 １. ８１ × １０６ꎮ 同时ꎬ将制备的罗丹明分子(Ｒ６Ｇ)标记的 ＤＮＡ 发

卡探针与基底链接ꎬ在与 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 互补杂交后进行 ＳＥＲＳ 信号检测ꎬ获得相应的剂量￣响应曲线ꎮ 结果表

明ꎬ基于(Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ)基底的 ＳＥＲＳ 特性ꎬ开展 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 的检测ꎬ具有特异性好和灵敏度高的优势ꎬ检测范

围为 １ ｆｍｏｌＬ － １ ~ １００ ｐｍｏｌＬ － １ꎬ检测极限为 ０. ９１７ ｆｍｏｌＬ － １ꎮ 此外ꎬ与实时荧光定量多聚核苷酸链式反

应(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)方法相比ꎬ不仅检测结果一致ꎬ而且基于 ＳＥＲＳ 光谱技术的检测方法具有更高的灵敏度ꎮ

关　 键　 词: 表面增强拉曼散射ꎻ 硅柱阵列ꎻ 发卡探针ꎻ 肿瘤标志物ꎻ ｍｉＲＮＡ
中图分类号: Ｏ４３３. １　 　 　 文献标识码: Ａ　 　 　 ＤＯＩ: １０. ３７８８ / ｆｇｘｂ２０１９４００３. ０３１７

Ｓｉｌｖｅｒ￣ｃｏｖｅｒｅｄ Ｓｉ Ｃｏｒｏｎａ￣ｐｉｌｌａｒ Ａｒｒａｙ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ: Ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎꎬ
ＳＥＲＳ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｕｍｏｒ Ｍａｒｋｅｒ ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ

ＦＵ Ｈａｏ１ꎬ ＴＯＮＧ Ｌｉ￣ｙｉｎｇ１ꎬ ＬＩＡＮＧ Ｚｈａｏ￣ｈｅｎｇ１ꎬ ＰＥＮＧ Ｌｅ１ꎬ ＷＡＮＧ Ｆｕ￣ｙａｎ２ꎬ ＺＨＯＵ Ｊｕｎ１∗

(１. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｆａｃｕｌｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｎｉｎｇｂｏ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎｉｎｇｂｏ ３１５２１１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｎｉｎｇｂｏ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎｉｎｇｂｏ ３１５２１１ꎬ Ｃｈｉｎａ)

∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ Ａｕｔｈｏｒꎬ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｚｈｏｕｊｕｎ＠ ｎｂｕ. ｅｄｕ. ｃｎ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ(ＰＳ) ｓｐｈｅｒｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｔｅｍｐｌａｔｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｔａｌ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｅｔｃｈｉｎｇ ａｎｄ ｗｅｔ
ｃｈｅｍｉｃａｌ ｅｔｃｈｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｗｅｒｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ｌａｒｇｅ￣ａｒｅａ Ｓｉ ｃｏｒｏｎａ￣ｐｉｌｌａｒ ａｒｒａｙｓꎬ ｓｉｌｖｅｒ ｎａｎｏｐ￣
ａｒｔｉｃｌｅｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｇｒｏｗｎ ｉｎ￣ｓｉｔｕ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｓｉｌｖｅｒ￣ｃｏｖｅｒｅｄ Ｓｉ ｃｏｒｏｎａ￣ｐｉｌｌａｒ ａｒｒａｙ(Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ) ｓｕｂ￣
ｓｔｒａｔｅ. Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｈａｓ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｒａ￣
ｍａｎ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ(ＳＥＲＳ) ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｆａｃｔｏｒ ｉｓ ｕｐ ｔｏ １. ８１ ×１０６ .
Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ ｒｈｏｄａｍｉｎｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ(Ｒ６Ｇ)￣ｌａｂｅｌｅｄ ＤＮＡ ｈａｉｒｐｉｎ ｐｒｏｂｅ ｗａｓ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒ￣
ｆａｃｅ ｏｆ Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ ｓｕｂｓｔｒａｔｅꎬ ａｎｄ ＳＥＲＳ ｓｉｇｎａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｆｏｒ ｇｅｔｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ｄｏｓｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｕｒｖｅ ａｆｔｅｒ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣
１０６ａ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡ￣１０６ａꎬ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＳＥＲＳ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ
ｏｆ Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ ｓｕｂｓｔｒａｔｅꎬ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ０. ９１７ ｆｍｏｌＬ － １ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ １ ｆｍｏｌＬ － １ － １００ ｐｍｏｌＬ － １ . Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ( ＲＴ￣ｑＰＣＲ)



３１８　　 发　 　 光　 　 学　 　 报 第 ４０ 卷

ｍｅｔｈｏｄꎬ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＥＲＳ ｓｐｅｃ￣
ｔｒｏｓｃｏｐｙ ｈａｓ ａ ｈｉｇｈｅｒ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ.
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１　 引　 　 言

当前ꎬ 癌症已严重威胁人类的健康和生

命[１]ꎮ 大量医学研究表明ꎬ癌症的有效预防和及

时治疗的关键是能够对癌症进行早期诊断[２￣３]ꎮ
特别是ꎬ肿瘤标志物的发现为开展高通量、高灵敏

度的癌症早期筛查和诊断提供了重要手段ꎮ 例

如ꎬ前列腺特异抗原(ＰＳＡ)、甲胎蛋白(ＡＦＰ)、糖
抗原(ＣＥＡ１９￣９)分别与前列腺癌症、肝癌和胰腺

癌有强关联性[４]ꎻ促肾上腺皮质激素(ＡＣＴＨ)和

绒毛膜促性腺激素(ＨＣＧ)分别与小细胞肺癌和

乳腺癌有强关联性[５￣６]ꎻ癌基因产物中的微小核

糖核酸 ｍｉＲＮＡ￣２１ 与 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 分别在胃癌与

胰腺癌中有过度表达[７￣８]ꎮ 目前ꎬ人们成功发展

了多种有效的肿瘤标记物检测技术ꎬ如酶联免疫

法(ＥＬＩＳＡ)、化学发光免疫法(ＣＬＩＡ)等已成为常

规的临床检测技术[９]ꎮ 然而ꎬ 微小核糖核酸

(ｍｉＲＮＡ) 类肿瘤标志物的检测方法ꎬ如印迹

法[１０]、荧光成像法[１１] 和实时荧光定量多聚核苷

酸链式反应(ＲＴ￣ｑＰＣＲ) [１２] 等ꎬ由于操作复杂、耗
费时间以及检测灵敏度也难以满足肿瘤的早期快

速精准检测的需要ꎬ目前仅适用于实验室操作ꎮ
因此ꎬ开展新的高灵敏度、高通量的 ｍｉＲＮＡ 类肿

瘤标志物的定性和定量检测技术研究ꎬ具有重要

意义ꎮ
１９７４ 年ꎬＦｌｅｉｓｃｈｍａｎｎ 等在粗糙的银电极表面

发现表面增强拉曼散射(Ｓｕｒｆａｃｅ￣ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｒａｍａｎ
ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇꎬＳＥＲＳ)效应ꎬ使金属表面吸附分子的拉

曼信号产生极大增强[１３]ꎮ 特别是基于贵金属纳

米结构局域表面等离子体共振 ( ＬＳＰＲ) 特性的

ＳＥＲＳ 光谱技术ꎬ由于其高灵敏、快速和独特的指

纹谱特征ꎬ可以应用于生物和医学检测ꎬ引起了人

们极大的关注[１４￣１５]ꎮ 例如ꎬＭｏｒｌａ￣Ｆｏｌｃｈ 等[１６]利用

正电性的精胺包裹银纳米粒子(Ａｇ ＮＰｓ)吸附负

电性的 ＲＮＡꎬ进行无标记 ＳＥＲＳ 检测和分析 ＲＮＡ
的分子结构ꎻＧｕｖｅｎ 等[１７] 利用金基底与金纳米杆

探针ꎬ设计了基于 ＳＥＲＳ 的直接检测与三明治检

测方案ꎬ并对肿瘤标志物 ｍｉＲＮＡ￣２１ 进行检测ꎬ其

检测极限分别达到 ０. ３６ ｎｍｏｌＬ － １与 ０. ８５ ｎｍｏｌ
Ｌ － １ꎻ祝一峰等[１８] 利用合成的金包裹四氧化三铁

磁性纳米粒子基底和二氧化硅包裹金纳米粒子探

针ꎬ对肿瘤标志物 ｍｉＲＮＡ￣１４１ 进行检测ꎬ检测限

达到 １. ８ ｐｍｏｌＬ － １ꎮ 然而ꎬ尽管 ｍｉＲＮＡ 是一种

特异性好的高表达肿瘤标志物ꎬ但由于早期癌症

患者血清中的 ｍｉＲＮＡ 浓度较低以及血清采样后

ｍｉＲＮＡ 容易降解等因素的影响[１９]ꎬ应用 ＳＥＲＳ 光

谱技术开展 ｍｉＲＮＡ 的精确定量检测仍面临很多

挑战ꎮ
在我们的工作中ꎬ首先应用 Ｌａｎｇｍｉｕｒ￣Ｂｌｏｇｇｔ

(Ｌ￣Ｂ)膜法[２０] 和金属辅助湿法化学刻蚀法[２１] 制

备冠状硅柱阵列(Ｓｉ ｃｏｒｏｎａ￣ｐｉｌｌａｒ ａｒｒａｙꎬＳｉ ＣＰＡ)ꎬ
并原位生长 Ａｇ ＮＰｓꎬ得到具有优良 ＳＥＲＳ 特性的

银覆盖冠状硅柱阵列(Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ)基底ꎮ 然后ꎬ
制备罗丹明(Ｒ６Ｇ)标记的 ＤＮＡ 发卡探针ꎬ并将探

针固定到 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底上ꎬ进行肿瘤标志物

ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 检测ꎮ 实验结果表明ꎬ对 ｍｉＲＮＡ￣
１０６ａ 的检测不仅具有高灵敏度而且具有高特异

性ꎮ 因此ꎬ基于 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底 ＳＥＲＳ 特性开展

基因类肿瘤标志物的检测具有良好应用前景ꎮ

２　 实　 　 验

２. １　 试剂与仪器

实验所用试剂均为分析纯:４￣巯基苯甲酸(４￣
ＭＢＡ) 和硝酸银(ＡｇＮＯ３ ) 购于 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司ꎻ氢氟酸(ＨＦ)、硝酸(ＨＮＯ３ )购于阿拉丁试剂

有限公司ꎻ聚苯乙烯(ＰＳ)小球购于上海辉质生物

科技有限公司ꎻＲＮＡ 杂交缓冲液(无乙酰胆碱ꎬ浓
度≥４０％ )购于北京雷根生物试剂有限公司ꎻＴＥ
缓冲溶液购自苏州泽科生物科技有限公司ꎻＲ６Ｇ
修饰的与 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 完全互补配对的寡核苷酸

(Ｒ６Ｇ￣ＤＮＡ￣１０６ａ)、ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ、与 ｍｉＲ￣１０６ａ 单

碱基错配的核酸 ( Ｕ / Ｃ￣ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ) 以及 ｍｉＲ￣
ＮＡ￣２１ 均购自上海杰瑞生物工程有限公司ꎮ 实验

用水是电阻率为 １８. ２ ＭΩｃｍ － １的超纯水ꎮ
主要的实验仪器:场发射扫描电子显微镜

(ＳＵ￣７０ꎬ日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司)ꎻ便携式拉曼光谱仪
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(ＢＷＳ４１５ꎬ美国 Ｂ＆Ｗ Ｔｅｋ 公司)ꎻ实时荧光定量

ＰＣＲ 仪(Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ Ｐｌｕｓꎬ 美国 ＡＢＩ 生物系统公司)ꎮ
２. ２　 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底制备

Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底的制备流程如图 １ 所示ꎮ 制

备步骤如下:(１)应用 Ｌ￣Ｂ 膜法在面积为 ５ ｃｍ × ５
ｃｍ 的硅片上平铺一层密堆积 ＰＳ 小球作为模板ꎬ
再分别沉积 １. ５ ｎｍ 厚的 Ｔｉ 膜和 ２０ ｎｍ 厚的 Ａｕ
膜ꎬ然后将硅片浸入 ＨＦ / Ｈ２Ｏ２ (２５ ∶ ２)溶液ꎬ遮光

环境下反应 ２ ｍｉｎꎬ则在 Ｔｉ / Ａｕ 金属层催化作用

下ꎬＨＦ / Ｈ２Ｏ２ 溶液腐蚀硅片形成硅柱阵列ꎻ(２)将
硅柱阵列浸入 ＡｇＮＯ３(２ ｍｍｏｌＬ －１) 、ＨＦ(２ ｍｏｌ
Ｌ － １)和 ＨＮＯ３(５ ｍｍｏｌＬ － １)组成的混合溶液中ꎬ
反应 １５ ｍｉｎ 后取出硅片ꎬ用 ＨＮＯ３ (１０ ｍｍｏｌ
Ｌ － １)清洗 ２ ｍｉｎꎬ由于硅柱的顶端边缘具有低结

晶性ꎬ因而顶端边缘最先被刻蚀ꎬ如此循环 ５ 次ꎬ
最后在硅柱顶端形成 ５ 层台阶的冠状硅柱阵列ꎻ
(３)先用 ＨＦ(１０％ )处理冠状硅柱阵列 １０ ｍｉｎꎬ再
将其浸入 ＡｇＮＯ３ (５ ｍｍｏｌＬ － １ ) 溶液中反应 ３
ｍｉｎꎬ则在冠状硅柱表面还原生长银纳米粒子层形

成 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底ꎬ取出后用超纯水清洗两遍ꎬ并

用氮气吹干密封保存备用ꎮ

Polystyrene spheres(PS) Au deposition Metal assisted
chemical etching

Remove Au and PSWet chemistry etchingReduced Ag NPs

图 １　 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底的制备流程图

Ｆｉｇ. １　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｇ ＮＰｓ / Ｓｉ ＣＰＡ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

２. ３　 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 探针制备与链接

采购的 Ｒ６Ｇ￣ＤＮＡ￣１０６ａ、 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ、 Ｕ / Ｃ￣
ｍｉＲ￣１０６ａ 和 ｍｉＲＮＡ￣２１ 的碱基序列如表 １ 所示ꎮ
在 Ｒ６Ｇ￣ＤＮＡ￣１０６ａ 中ꎬＤＮＡ 的 ５ 端修饰 Ｒ６Ｇ 分

子ꎬ两个带下划线的碱基序列片段能够互补配对

形成发卡状ꎬ黑体部分的碱基序列能与 ｍｉＲ￣１０６ａ
互补配对ꎬＤＮＡ 的 ３ 端修饰￣ＳＨꎻ在 Ｕ / Ｃ￣ｍｉＲＮＡ￣
１０６ａ 中ꎬ单碱基错配核苷酸中的 Ｃ 为胞嘧啶ꎬ它
与 ｍｉＲ￣１０６ａ 中的尿嘧啶 Ｕ 错配ꎮ

表 １　 Ｒ６Ｇ￣ＤＮＡ￣１０６ａ 与 ｍｉＲＮＡ 的碱基序列

Ｔａｂ. １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｒ６Ｇ￣ＤＮＡ￣１０６ａ ａｎｄ ｍｉＲＮＡ

名称 序列

Ｒ６Ｇ￣ＤＮＡ￣１０６ａ
５′￣Ｒ６Ｇ￣ＧＧＣＧＡＧＧＣＴＡＣＣＴＧＣＡＣＴＧＴＡＡＧ
ＣＡＧＴＴＴＴＣＣＴＣＧＣＣＡＡＡＡＡＡ￣ＳＨ￣３′

ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ ５′￣ＡＡＡＡＧＵＧＣＵＵＡＣＡＧＵＧＣＡＧＧＵＡＧ￣３′

Ｕ / Ｃ￣ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ ５′￣ＡＡＡＡＧＵＧＣＵＵＡＣＡＧＣＧＣＡＧＧＵＡＧ￣３′

ｍｉＲＮＡ￣２１ ５′￣ＵＡＧＣＵＵＡＵＣＡＧＡＣＵＧＡＵＧＵＵＧＡ￣３′

我们首先将 Ｒ６Ｇ￣ＤＮＡ￣１０６ａ 溶解在浓度为

１０ μｍｏｌＬ － １的 ＴＥ 缓冲溶液中ꎬ然后取 ８０ μＬ 溶

液放入水浴锅中加热到 ９５ ℃并保持 ５ ｍｉｎꎬ接着

降温到 ６５ ℃后保持 ５ ｍｉｎꎬ再将其放入冰水浴中

冷却并保持 ２０ ｍｉｎꎬ则 Ｒ６Ｇ￣ＤＮＡ￣１０６ａ 中的碱基

序列片段互补配对形成发卡状结构ꎬ即为 ｍｉＲＮＡ￣
１０６ａ 探针ꎻ然后ꎬ用 ＴＥ 缓冲液将制备的 ｍｉＲＮＡ￣
１０６ａ 探针溶液的浓度稀释到 １ μｍｏｌＬ － １ꎬ再吸

取 ２００ μＬ 探针溶液滴入到细胞培养盒的单孔中ꎬ
每个孔中放入 １ 片 １ ｃｍ ×１ ｃｍ 大小的 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ
基底ꎬ在室温下静置 ２４ ｈꎬ使探针与基底链接ꎬ再
加入 ２０ μＬ(１ ｍｏｌＬ － １ꎬｐＨ ＝ ７. ４)的 ＮａＣｌ 溶液

老化处理 ３ ｈꎬ取出基底后用 ＴＥ 缓冲液清洗ꎬ并

保存在 ＴＥ 缓冲液中备用ꎮ
２. ４　 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 的检测

首先ꎬ用 ＲＮＡ 杂交缓冲液按照 １０ 倍稀释比稀

释购置的 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａꎬ分别制备浓度为 １００ ｐｍｏｌ
Ｌ － １、１０ ｐｍｏｌＬ － １、１ ｐｍｏｌＬ － １、１００ ｆｍｏｌＬ － １、
１０ ｆｍｏｌＬ － １、１ ｆｍｏｌＬ － １的 ６ 个样品溶液ꎬ并从

每个样品溶液中取 ５００ μＬ 滴入经灭菌处理的细

胞培养盒的单孔ꎬ接着将链接有探针的基底放入

每个单孔中ꎬ置于 ３７ ℃恒温箱中 ３ ｈ 后ꎬ取出基

底依次用 ＴＥ 缓冲液和超纯水清洗ꎬ随后用氮气

吹干进行后续实验ꎮ 探针的 ＳＥＲＳ 光谱测量和

ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 的检测过程如图 ２ 所示ꎮ 由于基底

上链接的 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 探针的碱基序列与待检测的
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ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 互补杂交ꎬ探针中形成发卡结构的碱基

双链会刚性打开ꎬ使 Ｒ６Ｇ 分子远离基底上的 Ａｇ ＮＰｓ
层ꎬ导致 Ｒ６Ｇ 分子的 ＳＥＲＳ 信号减弱ꎮ 待测 ｍｉＲＮＡ￣

１０６ａ 样品的浓度越高ꎬ远离基底的 Ｒ６Ｇ 分子越多ꎬ
则检测到的 ＳＥＲＳ 信号越弱ꎬ从而 ＳＥＲＳ 信号强度与

待测样品的浓度呈现负相关表达ꎮ

H
S-

Anneal

miRNA鄄106a probe

H
S-

R6G

Hairpin loop

Laser

High SERS

Laser

miRNA鄄106a

Low SERS

图 ２　 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 探针的制备与 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 检测示意图

Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ ｐｒｏｂｅ ａｎｄ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ

３　 结果与讨论

３. １　 硅柱基底的形貌表征与特性分析

实验制备的圆形硅柱阵列与冠状硅柱阵列

基底的扫描电镜照片如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３(ａ)可
见ꎬ圆形硅柱阵列呈有序周期性排列ꎬ硅柱直径

为 ９００ ｎｍꎬ硅柱高度为 １. ２ μｍꎬ硅柱之间的间

隙为 ３５０ ｎｍꎬ硅柱顶端边缘比较粗糙ꎻ在图 ３(ｂ)

中ꎬ圆形硅柱阵列经湿法化学刻蚀后即为冠状硅

柱阵列ꎬ硅柱顶端形成光滑的冠状结构ꎬ冠高为

５００ ｎｍꎻ再从图 ３( ｃ)可以发现ꎬ原位生长的 Ａｇ
ＮＰｓ 的平均粒径约 １２０ ｎｍꎬ绝大部分覆盖在冠

状硅柱的顶端ꎬ硅柱侧面附着的 Ａｇ ＮＰｓ 较少ꎬ因
此制备的 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底的 ＳＥＲＳ 特性主要取

决于覆盖在冠状硅柱顶端的银纳米粒子层的

性质ꎮ

（a） （b） （c）

1 滋m 1 滋m 1 滋m
2.00 滋m2.00 滋m2.00 滋m

（c）

图 ３　 硅柱阵列(ａ)、Ｓｉ ＣＰＡ(ｂ)与 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底(ｃ)的扫描电镜图ꎮ
Ｆｉｇ. ３　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｓｉ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｐｉｌｌａｒ ａｒｒａｙ(ａ)ꎬ Ｓｉ ｃｏｒｏｎａ￣ｐｉｌｌａｒ ａｒｒａｙ(ｂ) ａｎｄ Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ(ｃ).

为研究硅柱基底的电磁增强特性ꎬ我们在

７８５ ｎｍ 激光波长、２０ ｍＷ 激光功率和 １０ ｓ 积分时

间的实验条件下ꎬ对硅片以及基底位于 ５２０. ７
ｃｍ － １处的 Ｓｉ—Ｓｉ 键振动的拉曼特征峰进行检测ꎬ
结果如图 ４ 所示ꎮ 从图 ４ 看出ꎬ平面硅片的特征

峰强度很弱ꎬ而圆形硅柱阵列基底的特征峰强度

增大ꎬ冠状硅柱阵列基底的特征峰再度增大ꎬＡｇ /
Ｓｉ ＣＰＡ 基底的特征峰强度又进一步增大ꎮ 分析

表明ꎬ硅柱基底的硅特征峰强度增大主要有两个

原因[２２]:一是硅片经刻蚀后形成的硅柱阵列的面

积占比减小ꎬ使入射材料的透射光增强ꎬ由漫散射

导致的光损失减少ꎻ二是硅柱间隙的陷光特性也
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图 ４　 各种硅基底的 ５２０. ７ ｃｍ － １拉曼特征峰

Ｆｉｇ. ４ 　 Ｒａｍａｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｐｅａｋｓ ｏｆ ｓｉｌｉｃｏｎ ｗａｆｅｒ ａｎｄ ｔｈｅ

ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ａｔ ５２０. ７ ｃｍ － １
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图 ５　 圆形硅柱阵列(ａ)、冠状硅柱阵列(ｂ)和 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底(ｃ)的电场分布ꎮ
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｆｉｅｌｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ. (ａ) Ｓｉ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｐｉｌｌａｒ ａｒｒａｙ. (ｂ) Ｓｉ ｃｏｒｏｎａ￣ｐｉｌｌａｒ ａｒｒａｙ. (ｃ) Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ.

进一步导致拉曼散射增强ꎮ 此外ꎬ由于 Ａｇ ＮＰｓ 层
的 ＳＥＲＳ 效应ꎬ从而 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底的硅特征峰

的强度最大ꎮ
为阐释上述现象ꎬ我们用时域有限差分法

(ＦＤＴＤ)进行电场分布计算ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ
计算中ꎬ入射光波长 λ ＝ ７８５ ｎｍꎬ偏振方向沿 ｘ
轴ꎬ硅的相对介电常数 εＳｉ ＝ １１. ９ꎬ银的复介电常

数[２３]εＡｇ ＝ － ２８. ４６６８５７ － ０. ３６４６１１９７ｉꎮ 由图 ５
可见ꎬ尽管圆形硅柱阵列与冠状硅柱阵列的最大电

场强度几乎相同ꎬ但是冠状硅柱的顶端和柱之间的

电场强度均大于圆形硅柱相应处的电场强度ꎬ特别

是 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 的硅柱表面电场强度更大ꎮ 一般而

言ꎬ拉曼强度与激发电场强度的 ４ 次方成正比[２４]ꎬ所
以 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底具有更好的拉曼增强特性ꎮ
３. ２　 Ａｇ ＮＰｓ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底的 ＳＥＲＳ 特性分析

为研究 ＡｇＮＯ３ 浓度对 Ａｇ ＮＰｓ 原位生长的影

响ꎬ选用结构简单的 ４￣ＭＢＡ 分子作为拉曼标记分

子表征基底的 ＳＥＲＳ 特性ꎮ 我们在制备的 Ａｇ / Ｓｉ
ＣＰＡ 基底上滴加 ２０ μＬ(１ ｍｍｏｌＬ － １)的 ４￣ＭＢＡ
溶液ꎬ对不同 ＡｇＮＯ３ 浓度下制备的 ５ 种基底进行

ＳＥＲＳ 光谱测量ꎬ实验条件与前述一致ꎬ结果如图

６ 所示ꎮ 由图 ６( ａ)可见ꎬ当 ＡｇＮＯ３ 浓度较低时ꎬ
在基底 １ 和 ２ 的冠状硅柱表面的 Ａｇ ＮＰｓ 的尺寸

较小ꎬ相邻间隙较大ꎬ产生的 ＬＳＰＲ 热点较少ꎻ当
ＡｇＮＯ３ 浓度较高时ꎬ基底 ４ 和 ５ 的冠状硅柱表面

的 Ａｇ ＮＰｓ 团聚成较大颗粒ꎬ间隙减少ꎬＬＳＰＲ 热点

也少ꎻ而在 ５ ｍｍｏｌＬ － １的 ＡｇＮＯ３ 浓度下制备的

基底 ３ 的冠状硅柱表面ꎬＡｇ ＮＰｓ 的尺寸适中、分
布均匀、间隙较多ꎬ因而 ＬＳＰＲ 热点多ꎬ对应的

ＳＥＲＳ 效应强ꎮ 由图 ６(ｂ)可以直观地看出ꎬ与基

底 １ ~ ５ 相对应的位于 １ ０７８ ｃｍ － １与 １ ５９０ ｃｍ － １

的 ４￣ＭＢＡ 的拉曼特征峰强度先增大后减小ꎬ而在基

底 ３ 上的 ４￣ＭＢＡ 的拉曼特征峰强度最大ꎬ具有优

良的 ＳＥＲＳ 增强特性ꎬ因此选定其应用于 ｍｉＲＮＡ￣
１０６ａ 的检测ꎮ

（a）

（b）
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图 ６　 (ａ)Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底的扫描电镜图ꎬ其中基底 １ ~ ５
分别对应于 ３ꎬ４ꎬ５ꎬ６ꎬ７ ｍｍｏｌＬ － １ 的 ＡｇＮＯ３ 浓度

制备条件ꎻ ( ｂ) 在 ５ 种基底上测量的 ４￣ＭＢＡ 的

ＳＥＲＳ 光谱ꎮ
Ｆｉｇ. ６　 (ａ) ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ １ －５ꎬ ｗｈｉｃｈ

ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｔ ３ꎬ ４ꎬ ５ꎬ ６ꎬ ７
ｍｍｏｌＬ －１ ｏｆ ＡｇＮＯ３ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. (ｂ)
ＳＥＲＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ４￣ＭＢＡ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ５ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ.
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为表征 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底的 ＳＥＲＳ 增强性能ꎬ
按照如下公式计算其 ＳＥＲＳ 增强因子:

Ｆ ＝

ＩＳＥＲＳ

ＮＳＥＲＳ

æ
è
ç

ö
ø
÷

Ｉｂｕｌｋ
Ｎｂｕｌｋ

æ
è
ç

ö
ø
÷

ꎬ (１)

式中ꎬＩＳＥＲＳ与 Ｉｂｕｌｋ分别代表 ４￣ＭＢＡ 分子的 ＳＥＲＳ 特

征峰和拉曼特征峰的积分强度ꎻＮＳＥＲＳ与 Ｎｂｕｌｋ分别

表示在激光照射光斑内吸附在基底和平面硅片上
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图 ７　 (ａ) 由基底 ３ 测量的 ４￣ＭＢＡ 的 ＳＥＲＳ 光谱和拉曼

光谱ꎻ(ｂ)基底上 ２５ 个点位于 １ ０７８ ｃｍ － １ 的 ＳＥＲＳ
峰强度ꎻ(ｃ)基底放置不同时间后测量的 ４￣ＭＢＡ 的

ＳＥＲＳ 光谱ꎮ
Ｆｉｇ. ７ 　 ( ａ) ＳＥＲＳ ａｎｄ Ｒａｍａｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ４￣ＭＢＡ ｏｎ ｓｕｂ￣

ｓｔｒａｔｅ. (ｂ) Ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ＳＥＲＳ ｐｅａｋｓ ａｔ １ ０７８ ｃｍ － １

ｆｏｒ ２５ ｓｐｏｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ. ( ｃ) ＳＥＲＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ
４￣ＭＢＡ￣ｌｉｎｋｅｄ Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ
ｉｎｔｅｒｖａｌｓ.

的 ４￣ＭＢＡ 分子数ꎮ 这里ꎬ计算图 ７( ａ)中 ４￣ＭＢＡ
位于 １ ０７８ ｃｍ －１处拉曼峰的积分强度ꎬ得到 ＩＳＥＲＳ ＝
１. １３９ × １０６ꎬＩｂｕｌｋ ＝ ８. ４９１ × １０３ꎻ然后ꎬ根据实验

参数(激光光斑直径 ｄ ＝ １. ４７３ μｍ、激光光斑的

有效面积 Ａ ＝ ０. ９４５ μｍ２、激光穿透深度 ｈ ＝ １. ８６
μｍ 和 ４￣ＭＢＡ 分子所占的面积[２５] σ ＝ ２. ０ × １０９

ｃｍ２ ｍｏｌ － １ )ꎬ计算得到 Ｎｂｕｌｋ ＝ ３. ８１７ × １０１０ꎬ
ＮＳＥＲＳ ＝ ２. ８３６ × １０６ꎮ 则由公式(１)可得基底 ３
的增强因子 Ｆ ＝ １. ８１ × １０６ꎮ 此外ꎬ在基底上随

机取 ２５ 个测试点ꎬ测量得到 ４￣ＭＢＡ 位于 １ ０７８
ｃｍ － １处的拉曼峰强度如图７(ｂ)所示ꎬ各点峰强

的相对标准差为 ３. １７％ ꎬ表明基底的均匀性良

好ꎮ 同时ꎬ图 ７(ｃ)给出了链接 ４￣ＭＢＡ 的样品基

底在间隔一周和一个月后测量的 ＳＥＲＳ 光谱ꎬ可
见基底具有很好的时间稳定性ꎮ
３. ３　 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 的检测分析

实验中ꎬ将链接 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 探针的 Ａｇ / Ｓｉ
ＣＰＡ 基底作为初始基底分别浸入不同浓度的

ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 样品溶液进行互补杂交处理后ꎬ进行

ＳＥＲＳ 光谱测量ꎬ如图 ８(ａ)所示ꎮ 由图可见ꎬ在初

始基底的 ＳＥＲＳ 光谱中ꎬ位于 １ ６５０ ｃｍ － １ 处的

Ｒ６Ｇ 特征峰强度最大ꎬ而随着样品溶液浓度的增

加ꎬ该特征峰强度逐渐减弱ꎬ直到 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 的

浓度为 １００ ｐｍｏｌＬ － １时ꎬＲ６Ｇ 的特征峰仍清晰可

辨ꎬ表现出强度与浓度的负相关性ꎮ 需要指出的

是ꎬ对应 ＤＮＡ 碱基双键伸缩振动模型的拉曼特征

峰位于 １ ５５０ ~ １ ７５０ ｃｍ － １ 区域ꎬ而实验中 ｍｉＲ￣
ＮＡ￣１０６ａ 探针和待检测的 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 互补杂交

形成的 ＤＮＡ￣ＲＮＡ 双链却没有位于 １ ６５０ ｃｍ － １处

的特征峰ꎬ所以 Ｒ６Ｇ 的特征峰选择是特异性

的[１６ꎬ２６]ꎮ 为直观反映 ＳＥＲＳ 信号与 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ
浓度的关系ꎬ以 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 的浓度 Ｃ 为横坐标ꎬ
初始基底的背景信号强度 Ｉ０ 与样品溶液的检测

信号强度 Ｉ 的差值为纵坐标ꎬ得到对数坐标下的

剂量￣响应曲线如图 ８(ｂ)所示ꎮ 在图中ꎬΔＩ１６５０与
ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 的浓度 Ｃ 成正比关系ꎬ其拟合直线

方程 ΔＩ ＝ ３９１４. ４９５５６ × Ｃ ＋ ６７８１６. ６４６０３ꎬ相关系

数 Ｒ２ ＝ ０. ９９８ ０４ꎮ 这表明ꎬ基于 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底

ＳＥＲＳ 特性的 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 的检测具有宽的动态

检测范围(１ ｆｍｏｌＬ － １ ~ １００ ｐｍｏｌＬ － １)ꎬ并定义

初始基底背景信号强度的 ３ 倍标准偏差所对应的

浓度为检测限ꎬ则得到 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 的检测限低

至 ０. ９１７ ｆｍｏｌＬ － １ꎮ
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图 ８　 (ａ)初始基底与对应不同浓度 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 的 ＳＥＲＳ
光谱ꎻ(ｂ)对数坐标下的剂量￣强度曲线ꎮ

Ｆｉｇ. ８ 　 ( ａ) ＳＥＲＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ａｎｄ ｃｏｒｒｅ￣
ｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉＲＮＡ￣
１０６ａ. (ｂ) Ｄｏｓｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｃｕｒｖｅ ｉｎ ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ ｃｏｏｒ￣
ｄｉｎａｔｅｓ.

为验证检测结果的特异性ꎬ图 ９ 给出了初始

基底分别与 ｍｉＲＮＡ￣２１、ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 单碱基失配

核苷酸以及 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 杂交后检测的 ＳＥＲＳ 光

谱ꎮ 从图中可见ꎬ初始基底经过完全不互补的

ｍｉＲＮＡ￣２１ 杂交处理后ꎬ位于 １ ６５０ ｃｍ － １处的 Ｒ６Ｇ
特征峰强度 Ｉ１６５０比初始基底的 ＳＥＲＳ 信号有较小的

减弱(≤１１％)ꎬ与 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 单碱基错配核苷酸杂

交后ꎬＩ１６５０减少了２８％ꎬ而与互补的ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 杂交

后ꎬＩ１６５０减少了约 ９２％ꎮ 因此ꎬ我们的检测结果具有

良好的特异性ꎬ甚至能在 ｍｉＲＮＡ 只有一个单碱基突

变的情况下也可保证对靶基因的检测ꎮ
最后ꎬ采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 方法对我们提出的 ｍｉＲ￣

ＮＡ￣１０６ａ 检测方法进行可靠性验证ꎮ 对不同浓度

的 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 样本溶液ꎬ分别进行 ＳＥＲＳ 光谱检

测和 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测ꎬ结果列于表 ２ 中ꎮ 从表 ２ 可

以看出ꎬ利用链接 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 探针的 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ
基底对 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 进行检测与由 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 方法
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图 ９ 　 初始基底和分别经 １００ ｐｍｏｌＬ － １ 的 ｍｉＲＮＡ￣２１、
Ｕ / Ｃ￣ｍｉＲ￣１０６ａ及 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 杂交处理后测量的

ＳＥＲＳ 光谱ꎮ
Ｆｉｇ. ９　 ＳＥＲＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ａｎｄ ＳＥＲＳ ｓｐｅｃ￣

ｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲＮＡ￣２１ꎬ Ｕ /
Ｃ￣ｍｉＲ￣１０６ａ ａｎｄ ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ ｏｆ １００ ｐｍｏｌＬ － １ꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

检测的结果基本一致ꎬ并且具有更高的检测灵敏

度ꎮ 因此ꎬ基于 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底开展基因型肿瘤

标志物 ｍｉＲＮＡ 的检测具有很好的实用性ꎮ
表 ２　 样品的检测结果

Ｔａｂ. ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

样品
ＲＴ￣ｑＰＣＲ /

(ｆｍｏｌＬ － １)

ＳＥＲＳ /

(ｆｍｏｌＬ － １)
相对偏差

１ １０ ８００ ９ ９３０ － ８. ０６％

２ ７７６. ００ ８２８. ０９ ６. ７１％

３ ２６６. ３７ ２４５. ２３ － ７. ９３％

４ １３１. ３７ １２４. ２９ － ５. ３９％

５ － １６. ９９ －

６ － １. ２７ －

４　 结　 　 论

通过制备 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 的基底ꎬ研究了不同

ＡｇＮＯ３ 浓度对冠状硅柱阵列 ＳＥＲＳ 特性的影响ꎬ
并采用 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 探针链接的 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底

对 ｍｉＲＮＡ￣１０６ａ 进行检测ꎬ检测极限达到 ０. ９１７
ｆｍｏｌＬ － １ꎬ呈现出极高的灵敏度和良好的特异

性ꎮ 因此ꎬ基于 Ａｇ / Ｓｉ ＣＰＡ 基底优良的 ＳＥＲＳ 特

性ꎬ开展基因类肿瘤标志物 ｍｉＲＮＡ 的检测ꎬ对于

癌症的早期诊断具有极大的应用潜力ꎮ
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