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Die Wechselwirkung von funktionellen Nanomaterialien mit
Biomolek�len ist ein zentrales Thema der Nanobiotechno-
logie.[1] Detektion, Markierung und Sensorik von oder mit
Biomolek�len sind nur wenige Anwendungsbeispiele.[2] Die
oberfl�chenverst�rkte Raman-Streuung (SERS, surface-en-
hanced Raman scattering), eine hochempfindliche Raman-
Technik f�r Molek�le, die sich in der N�he von metallischen
Nanostrukturen befinden, spielt dabei eine immer wichtigere
Rolle.[3] Eine SERS-Detektion bietet eine Reihe von Vor-
teilen gegen�ber g�ngigen Markierungsmethoden (mit z. B.
molekularen Fluorophoren), darunter ihre hohe Multiplex-
ing-Kapazit�t. Das enorme Potenzial f�r eine parallele De-
tektion von zahlreichen Zielmolek�len mit SERS-Markern
ergibt sich dabei aus der schmalen Linienbreite von Raman-
Schwingungsbanden.[4] F�r die gleichzeitige Anregung der
charakteristischen Spektren unterschiedlicher Raman-
Marker ben�tigt man zudem nur eine einzige Laserlinie.
Weitere wichtige Gesichtspunkte sind die Quantifizierung der
Zielmolek�lkonzentration und die �ußerst hohe SERS-
Empfindlichkeit, besonders die der oberfl�chenverst�rkten
Resonanz-Raman-Streuung (SERRS, surface-enhanced re-
sonance Raman scattering).[5]

Es gibt bereits einige Nanopartikelsonden zum selektiven
Nachweis von Proteinen[6] und Nucleins�uren[7] mit SERS
oder SERRS. Bisherige Ans�tze beruhen allerdings entweder
auf einer vollst�ndigen, selbstorganisierten Monolage (SAM)

an Raman-Markermolek�len auf der Oberfl�che der Nano-
partikel oder auf einer Submonolage von verkapselten
Raman-Markern. Von einer verkapselten vollst�ndigen SAM
– d.h. einer Kombination beider Ans�tze – wurde bislang
noch nicht berichtet.

Das Aufbringen einer SAM auf die Nanopartikelober-
fl�che hat einige entscheidende Vorteile: So wird z.B. die
Coadsorption st�render Molek�le aus der Umgebung an die
Partikeloberfl�che verhindert oder zumindest verringert,
wodurch eine Interferenz mit ungew�nschten spektralen
Beitr�gen vermieden wird. Zus�tzlich garantiert eine SAM
die maximale Bedeckung der Nanopartikeloberfl�che mit
Raman-Markermolek�len, wodurch eine maximale SERS-
Empfindlichkeit f�r den betreffenden Raman-Marker gege-
ben ist. Spektroskopisch gesehen f�hrt die einheitliche An-
ordnung der Raman-Markermolek�le relativ zur Normalen
der Nanopartikeloberfl�che zu schmalen und reproduzier-
baren Raman-Banden, die nur von wenigen Normalmoden
herr�hren (SERS-Auswahlregeln[3a]). Diese Eigenschaften
sind alle �ußerst wichtig f�r das Multiplexing. Zwei Haupt-
nachteile dieses Konzeptes sind Partikelaggregation und
Desorption der Raman-Markermolek�le von der Nanopar-
tikeloberfl�che, hervorgerufen durch den direkten Kontakt
der SAM mit der L�sungsmittelumgebung. Eine Verkapse-
lung w�rde diese Nachteile aufheben oder wenigstens min-
dern sowie f�r chemische und mechanische Stabilit�t sorgen.
Eine Schutzschicht kann aus unterschiedlichen Materialien
wie Glas oder Polymeren (einschließlich Proteinen) herge-
stellt werden.[1, 2] Besonders Glas ist vielversprechend, weil es
auch bei einer sehr langen Lagerzeit stabil bleibt. Fr�here
Entw�rfe glasverkapselter SERS-Marker beruhten auf der
Coadsorption von Raman-Markermolek�len zusammen mit
Siliciumdioxid-Vorstufenmolek�len auf der Nanopartikel-
oberfl�che, was zur Glasverkapselung von SERS-Markern
mit Submonolagenbedeckung f�hrte;[8] allerdings resultiert
bei dieser Anwendung sicherlich keine vollst�ndige und
dichtgepackte SAM mit den oben genannten Vorteilen.

Wir berichten hier �ber die erste Glasverkapselung einer
vollst�ndigen SAM auf einem metallischen Nanopartikel
(Abbildung 1), welche die Vorteile von SAMs und Glash�llen
in einer einzigen funktionellen Einheit kombiniert. Wir haben
herausgefunden, dass durch die Verwendung einer SAM auf
Gold/Silber-Nanoschalen, die f�r Anregung mit rotem La-
serlicht in biomedizinischen Anwendungen optimiert sind, ca.
180-mal intensivere SERS-Signale als bei bisherigen Ans�t-
zen mit einzelnen Goldnanopartikeln erzielt werden. SERS-
Kartierungsexperimente, kombiniert mit Rasterelektronen-
mikroskopie (REM), zeigen reproduzierbare SERS-Signale
auf einer Partikel-zu-Partikel-Basis. Dar�ber hinaus demon-
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strieren wir die Anwendung dieses Konzeptes in der Immun-
SERS-Mikroskopie[9] anhand der selektiven Lokalisierung
eines Zielproteins in einem Prostata-Gewebeschnitt.

Die hier pr�sentierten SERS-Marker (Abbildung 1) be-
ruhen auf einzelnen kolloidalen Gold/Silber-Nanoschalen mit
durchstimmbaren Plasmonenresonanzen im roten bis nah-
infraroten Spektralbereich.[10, 11] Dies ist wichtig f�r biomedi-
zinische und biologische SERS-Anwendungen, da die Auto-
fluoreszenz von Zellen oder Geweben durch Anregung mit
l�ngerwelligem Laserlicht minimiert und somit das Signal/
Hintergrund-Verh�ltnis erh�ht werden kann; dies ist beson-
ders wichtig f�r SERS-Anwendungen in vivo.[12] Die Gold/
Silber-Nanoschalen bilden das SERS-Substrat, das vollst�n-
dig mit einer organischen SAM aus Raman-Markern bedeckt
ist.[9a, 11b] Die �ußerste Schale aus Glas hat nicht nur eine
Schutzfunktion, sondern erm�glicht auch eine effektive Bio-
konjugation.[13] Verkapselung und Biokonjugation des Na-
nopartikels sind entscheidend f�r das Erreichen der ge-
w�nschten Selektivit�t, Empfindlichkeit und Stabilit�t.

Die Gold/Silber-Nanoschalen wurden gem�ß den Vor-
schriften von Xia und Mitarbeitern hergestellt.[10] Der
durchschnittliche Durchmesser betr�gt ca. 60 nm, die Dicke
der Schale ca. 5 nm (Abbildung 2). Die Glasverkapselung, die
zum Schutz der SAM und zur weiteren Biofunktionalisierung
dient, wurde durch eine Polyelektrolyt-Beschichtung
(Schicht-f�r-Schicht-Aufwachsen) und anschließendes
Wachstum der Glash�lle mit einer modifizierten St�ber-Me-
thode[14] erreicht. Bei der Polyelektrolyt-Methode wird die
SAM zun�chst mit Poly(allylamin-Hydrochlorid) und an-
schließend mit Polyvinylpyrrolidon beschichtet. Das Wachs-

tum der Glash�lle wird mit einem Ammoniak/2-Propanol-
Gemisch und in 2-Propanol gel�stem Tetraethylorthosilicat
(TEOS) erreicht. Die TEM-Bilder der glasverkapselten
Gold/Silber-Nanoschalen in Abbildung 2 belegen die hohe
Reproduzierbarkeit dieser kombinierten Polyelektrolyt/
St�ber-Methode. In Abbildung 2a sind die Gold/Silber-Na-
noschalen mit einer ca. 10 nm dicken Glash�lle beschichtet.
Eine dickere Glash�lle (ca. 25 nm) wird durch die Zugabe
einer gr�ßeren Menge an TEOS erreicht (Abbildung 2b,c).

Um zu belegen, dass die Nanoschalen reproduzierbare
SERS-Signale auf einer Partikel-zu-Partikel-Basis liefern,
wurde ein kombiniertes REM/SERS-Experiment durchge-
f�hrt (Abbildung 3). Das REM-Bild (Abbildung 3a) zeigt,

dass die Mehrheit der Partikel aus Monomeren besteht und
dass nur ein kleiner Teil an verkapselten Dimeren (15–16%)
vorhanden ist. Das �berlagerte SERS-Falschfarbenbild wurde
in einem Raman-Kartierungsexperiment mit den gleichen
Partikeln erhalten (Abbildung 3b). Die sehr hellen Pixel
zeigen an, dass die wenigen Dimere eine hohe Signalintensi-
t�t aufweisen. Die SERS-Spektren (Abbildung 3c) belegen,
dass die SERS-Signale reproduzierbar sind. Als Raman-
Markermolek�l wurde 5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoes�ure)
verwendet, das dominante SERS-Banden bei ca. 1340 (sym-
metrische NO2-Streckschwingung) sowie 1050 und 1550 cm�1

(Phenylringmoden) aufweist.
Das Vorhandensein einer SAM auf einem SERS-Substrat

hat einige wichtige positive Auswirkungen. Ein Gesichts-
punkt ist, wie viele Banden in den entsprechenden SERS-

Abbildung 1. Glasverkapselte, biofunktionalisierte SERS-Marker. Links:
Au/Ag-Nanopartikel mit einer SAM von Raman-Markermolek�len (rot)
und einer sch�tzenden Glash�lle mit Aminogruppen (grau). Mitte: he-
terobifunktioneller Polyethylenglycol-Abstandhalter. Rechts: monoklo-
naler Antik�rper zum Antigennachweis.

Abbildung 2. TEM-Aufnahmen von glasverkapselten SERS-Markern mit
einer ca. 10 nm (a) und einer ca. 25 nm (b,c) dicken Glash�lle. Der
Durchmesser der Au/Ag-Nanoschalen betr�gt ca. 60 nm.

Abbildung 3. a) Rasterelektronenmikroskopie(REM)-Aufnahmen von
glasverkapselten SERS-Markern auf einem Siliciumwafer. b) SERS-
Falschfarbenbild, �berlagert mit REM-Aufnahme. c) In den Quadraten
1–8 aufgenommene SERS-Spektren. Als Raman-Markermolek�l wurde
5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoes�ure) verwendet.
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Spektren beobachtet werden. Abbildung 4 zeigt einen Ver-
gleich zwischen 4-Mercaptobenzoes�ure (4-MBA) als SAM
und Rhodamin 6G (R6G) auf Gold/Silber-Nanoschalen. Es

ist offensichtlich, dass eine SAM von Vorteil f�r das Multi-
plexing ist: Das SERS-Spektrum von 4-MBA (Abbildung 4 a)
zeigt lediglich zwei dominante Raman-Banden bei 1082 und
1592 cm�1, das R6G-Spektrum dagegen deutlich mehr
Banden (Abbildung 4b).

Die Signalintensit�t der SERS-Marker ist ein weiterer
wichtiger Aspekt; hier sind die Vorteile einer kompletten
SAM offensichtlich: Sie gew�hrleistet die maximale Ober-
fl�chenbedeckung und damit die h�chstm�gliche Empfind-
lichkeit. Die signifikant h�here Empfindlichkeit einer voll-
st�ndigen SAM verglichen mit einer Submonolage an
Raman-Markern (beide auf dem gleichen SERS-Substrat)
wird in Abbildung 5a verdeutlicht. Kolloidale L�sungen von
Gold/Silber-Nanoschalen wurden mit a) 4-MBA und b) 1:9-
Mischungen von MBA und 3-Mercapto-n-propyltrimeth-
oxysilan (MPTMS) inkubiert (beide in Ethanol/PVP). Diese
und andere St�chiometrien (1:20) wurden in fr�heren An-
s�tzen zur Glasverkapselung der SERS-Marker verwendet,
bei denen das MPTMS den Nanopartikel vitreophil macht.[8]

Die SERS-Signale des Raman-Markers (4-MBA) wurden auf
eine der Raman-Banden des L�sungsmittels Ethanol bei
882 cm�1 normiert. Bei einer Bedeckung mit einer vollst�n-
digen Monolage waren die SERS-Signale 22� 5-mal (n = 3
Messungen) h�her als bei Bedeckung mit einer Submonolage
(Abbildung 5a). Außer der maximalen Bedeckung der
Oberfl�che mit etwa 45000 Markermolek�len[15] muss auch
die Effizienz des SERS-Substrats f�r die Anregung mit rotem
Laserlicht ber�cksichtigt werden (siehe Hintergrundinfor-
mationen).[11b] Der Vergleich zwischen Gold/Silber-Nano-
schalen und Gold-Vollkugeln als SERS-Substrate ist in Ab-
bildung 5 b gezeigt. In beiden F�llen wurde der gleiche
Raman-Marker, 5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoes�ure), verwen-
det. 60 nm große Gold/Silber-Schalen weisen ein 4.6� 0.7-
mal (n = 4) h�heres Signal als Gold-Vollkugeln auf. Zur
Entfernung von Dimeren wurden beide kolloidalen L�sungen
gefiltert (Porengr�ße: 220 und 100 nm) und anschließend bei

gleicher optischer Dichte vermessen. In Anlehnung an Mie-
Rechnungen ist der Extinktionskoeffizient der Gold/Silber-
Schalen 1.7-mal gr�ßer als der von Gold-Vollkugeln (siehe
Hintergrundinformationen). Dies entspricht einer 8-fachen
Signalintensit�t bei gleicher Partikelkonzentration. Beide
Parameter – Oberfl�chenbedeckung (SAM gegen�ber Sub-
monolage) und SERS-Effizienz des Substrates (Au/Ag-
Schalen gegen�ber Au-Vollkugeln) – f�hren zu einer insge-
samt 176 = 22 � 8-mal h�heren Signalintensit�t als bei her-
k�mmlichen SERS-Markern, die auf Gold-Vollkugeln mit
Submonolagenbedeckung beruhen.[8]

Die verbesserten SERS-Marker wurden in der SERS-
Mikroskopie[9] an Gewebeschnitten getestet. Dazu wurde das
Prostata-spezifische Antigen als Zielprotein verwendet. Die
entsprechenden Immun-SERS-Marker tragen ca. 225 Anti-
k�rper pro Nanopartikel (siehe Hintergrundinformationen).
SERS-Mikroskopieexperimente unter Anregung mit rotem
Laserlicht zeigen deutlich das spezifische Binden der SERS-
markierten PSA-Antik�rper im Epithel der Prostata, kom-
biniert mit intensiven Signalen bei minimaler Autofluores-
zenz (siehe Hintergrundinformationen).

Abbildung 4. a) Im SERS-Spektrum von 4-Mercaptobenzoes�ure, das
als SAM auf den Au/Ag-Nanoschalen vorliegt, zeigen sich nur zwei
dominante Raman-Banden. b) Das SERS-Spektrum von Rhodamin 6G
weist deutlich mehr Banden auf. Beide Spektren wurden mit roter
Laseranregung erhalten (l = 632.8 nm).

Abbildung 5. a) Einfluss der Oberfl�chenbedeckung auf die SERS-In-
tensit�t: vollst�ndige SAM verglichen mit einer Submonolagenbede-
ckung an Raman-Markermolek�len. b) Einfluss des SERS-Substrats:
Au/Ag-Nanoschalen verglichen mit Au-Vollkugeln f�r Anregung mit
rotem Laserlicht.[16]
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Experimentelles
Silbernitrat, Polyvinylpyrrolidon (PVP), Ethylenglycol, Tetrachlor-
golds�ure (HAuCl4), 5,5-Dithiobis(2-nitrobenzoes�ure) (DTNB), 4-
Mercaptobenzoes�ure (4-MBA), Poly(allylamin-Hydrochlorid)
(PAH), Tetraethylorthosilicat (TEOS), 3-Amino-n-propyl-
trimethoxysilan (APTMS), 3-Mercapto-n-propyltrimethoxysilan
(MPTMS), 2-Propanol, Ethanol und Phosphat-gepufferte Kochsalz-
l�sung (PBS) wurden bei Sigma/Aldrich/Fluka erworben. Succin-
imidyl[(N-maleimidopropionamido)(dodecaethylenglycol)]ester
(heterobifunktionales Vernetzungsreagens) wurde von Pierce Bio-
technology erworben. Monoklonales Maus-anti-Mensch-Prostata-
spezifisches Antigen (PSA) wurde von Dako cytomation bezogen. In
allen Reaktionsschritten wurde 18.2 MW Wasser (Millipore) ver-
wendet.

Glasverkapselung von SAM-beschichteten SERS-Markern: Die
Synthese der SERS-Marker ist in den Hintergrundinformationen
beschrieben. Zur Entfernung �bersch�ssiger Raman-Markermole-
k�le wurde die kolloidale SERS-Markerl�sung zweimal zentrifugiert
(40 min, 4000 Umin�1) und in Wasser aufgenommen. Unter starkem
R�hren wurde die L�sung zu einer w�ssrigen PAH-L�sung (2 gL�1

PAH und 3.5 gL�1 NaCl) gegeben und 15 min im Ultraschallbad be-
handelt. Die L�sung wurde 3 h ger�hrt und anschließend 40 min bei
4000 Umin�1 zentrifugiert. Das Gold/Silber-Kolloid wurde in H2O
aufgenommen und tropfenweise zu einer w�ssrigen PVP-L�sung
(4 gL�1 PVP in H2O) gegeben. Die L�sung wurde anschließend �ber
Nacht ger�hrt. Die Polyelektrolyt-beschichtete Partikell�sung wurde
zweimal je 40 min lang bei 4000 Umin�1 zentrifugiert und in einer
Mischung aus Wasser und 2-Propanol aufgenommen. Ein Gemisch
aus Ammoniak und 2-Propanol (4 Vol-% NH3) wurde zugegeben.
Unter starkem R�hren wurde TEOS (1 Vol-% TEOS in 2-Propanol)
in sechs Schritten �ber 6 h hinzugef�gt. Die Dicke der Glash�lle kann
durch die Menge an zugegebenem TEOS eingestellt werden. Ein
�hnliches Verfahren wurde bei der Glasverkapselung von CTAB-
stabilisierten (CTAB = Cetyltrimethylammoniumbromid) Goldst�b-
chen verwendet.[17] Morphologie und Schichtdicke der glasverkap-
selten SERS-Marker wurden transmissionselektronenmikroskopisch
(TEM) bestimmt (Abbildung 2).
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