
Ｎｏｖ. ２０１９ 现代化工 第 ３９ 卷第 １１ 期

Ｍｏｄｅｒｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ ２０１９ 年 １１ 月

分分分分分分分分分分分分分分分分分析析析析析析析析析析析析析析析析析测测测测测测测测测测测测测测测测测试试试试试试试试试试试试试试试试试

非标记金纳米粒子快速比色检测
Ｌ－半胱氨酸的研究

关桦楠∗ꎬ刘　 博ꎬ张　 娜ꎬ龚德状ꎬ宋　 岩ꎬ瑙阿敏ꎬ徐丽萍

(哈尔滨商业大学食品工程学院ꎬ黑龙江 哈尔滨 １５００７６)

摘要:建立了一种基于非标记金纳米粒子快速比色检测 Ｌ－半胱氨酸的方法ꎮ 采用废弃葡萄皮的提取物制备金纳米粒子ꎬ
并对其表观形貌、稳定性和催化特性进行表征ꎮ 再利用所制备的金纳米粒子比色检测不同浓度的 Ｌ－半胱氨酸ꎬ并构建工作曲

线ꎮ 结果表明ꎬ葡萄皮提取物所制备金纳米粒子粒径均匀ꎬ且具有良好的稳定性和催化活性ꎻ在 ０􀆰 ０１ ~ １ μｍｏｌ / Ｌ 和 ５ ~ １００
μｍｏｌ / Ｌ 范围内半胱氨酸浓度与吸光度比值(Ａ５３９ / Ａ８６３)具有较为明显的线性关系ꎬ检出限为 ０􀆰 ８３７ μｇ / Ｌ(Ｓ / Ｎ)ꎮ 该类型金纳米

粒子比色检测体系对半胱氨酸具有良好的选择性和灵敏度ꎮ
关键词:金纳米粒子ꎻＬ－半胱氨酸ꎻ比色检测ꎻ食品分析ꎻ非标记
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　 　 半胱氨酸是人体非必需氨基酸之一ꎬ也是一种

重要的含硫化合物[１]ꎮ 半胱氨酸广泛应用于改良

食品风味、食品去毒、食品保鲜和食品脱臭等领

域[２]ꎮ 其中ꎬ运用最多的是半胱氨酸的左旋体 Ｌ－半
胱氨酸ꎬ其是一种具有生理功能的氨基酸ꎬ是唯一具

有还原性基团巯基(—ＳＨ)的常见氨基酸[３]ꎮ 目前

半胱氨酸的检测方法主要有原子吸收光谱测定法、
等离子体原子发射光谱、高效液相色谱法、电化学测

定法、毛细管电泳法等[４－７]ꎮ 这些方法在使用过程

中皆存在着仪器造价昂贵、前处理工艺复杂和检测

成本较高的诸多缺陷ꎮ 因此ꎬ开发一种快速高效灵

敏的方法来检测半胱氨酸有着重要的意义ꎮ
金纳米粒子(ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬＡｕＮＰｓ)是目前

现有的纳米材料中应用和研究最多的材料之

一[８－９]ꎮ ＡｕＮＰｓ 因其所具有的表面等离子共振特

性[１０]、金纳米荧光特性[１１]、电化学特性[１２]、吸附特

性[１３] 和分子识别特性[１４]ꎬ近年来被广泛地应用于

生化分析[１５]、荧光探针[１６] 和生物传感器[１７] 等领

域ꎮ ＡｕＮＰｓ 制备的主要方法是采用化学还原法[１８]ꎬ
主要以柠檬酸盐、聚乙烯吡咯烷酮等为还原剂和稳

定剂ꎬ这就不可避免地引入有毒有害物质ꎬ对人体健

康和环境安全造成威胁ꎮ 而 ＡｕＮＰｓ 常用于医药医

疗和食品分析领域ꎬ需要较高的生物相容性和安全

性ꎬ基于此ꎬ开发一种绿色合成金纳米粒子的方法尤

为重要[１９－２１]ꎮ 笔者采用葡萄皮浸泡液绿色制备

ＡｕＮＰｓꎬ并对 ＡｕＮＰｓ 进行理化性质表征ꎻ再利用所制
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备的 ＡｕＮＰｓ 的表面等离子共振变色特性构建半胱

氨酸快速比色检测体系ꎬ并验证其检测性能ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 实验仪器和试剂

磁力搅拌加热器ꎬＣＪＪ７９－１ 型ꎬ杭州仪表电机厂

生产ꎻ数显恒温真空干燥箱ꎬＤＺＦ－１５０ 型ꎬ郑州长城

科工贸有限公司生产ꎻ超声波清洗器ꎬＫＱ－１００ 型ꎬ
昆山市超声仪器有限公司生产ꎻ电子天平ꎬＦＡ１１０４
型ꎬ上海天平仪器厂生产ꎻ激光粒度分布仪ꎬＢＴ －
９３００Ｈ 型ꎬ昆山市超声仪器有限公司生产ꎻ恒温培养

箱ꎬＤＨＰ －９１６２ 型ꎬ上海一恒科学仪器有限公司生

产ꎻ离心机ꎬＬＸ－４００ 型ꎬ金坛市科析仪器有限公司

生产ꎻ紫外－可见光分光光度计ꎬＵＶ２２５０ 型ꎬ北京桑

翌科技发展有限公司生产ꎮ
硼氢化钠、碳酸钠、４－对硝基苯酚、无水乙醇和

冰醋酸ꎬ上海振兴化工一厂生产ꎻＬ－半胱氨酸和氯

金酸ꎬ分析纯ꎬ中国医药集团上海化学试剂公司生

产ꎻ新鲜巨丰葡萄购自哈尔滨市家乐福超市ꎮ
１􀆰 ２　 金纳米粒子的绿色制备

将 １００ ｇ 葡萄皮浸泡于 ２００ ｍＬ 水温为 ８０℃的

去离子水中ꎬ自然冷却至室温ꎮ 将浸泡液于 ４ ０００
ｒ / ｍｉｎ 条件下离心 ３ ｍｉｎꎬ取上清液作母液ꎮ 利用去

离子水将母液稀释获得质量分数为 ２０％的工作液

２００ ｍＬꎬ冰箱 ４℃条件下保存(不超过 ２ ｄ)ꎮ 室温条

件下ꎬ将提前 ４℃预冷的 ２０ ｍＬ 氯金酸溶液(１％)置
于反应皿中ꎬ伴随磁力搅拌器温和搅动ꎻ２ ｍｉｎ 后ꎬ
迅速加入 ２０％的工作液 ５ ｍＬꎬ随即观察颜色的变

化ꎬ即由黄色变为紫色再变为酒红色ꎬ当体系颜色出

现酒红色时ꎬ搅拌速度提升ꎬ２０ ｍｉｎ 后结束反应ꎬ将
反应液置于冰箱 ４℃条件下保存ꎮ 吸取 １ ｍＬ 浸泡

液所制备的 ＡｕＮＰｓ 溶胶ꎬ加入到比色皿中ꎬ再加入

２ ｍＬ 去离子水ꎬ混合均匀后ꎬ置于紫外－可见光分光

光度计中ꎬ扫描金纳米粒子的吸收光谱ꎮ
１􀆰 ３　 金纳米粒子的稳定性和催化活性的研究

针对所制备的 ＡｕＮＰｓ 进行稳定性的评估ꎮ 分

别在 ２ ｈ 和 ２、４、６、８、１０ ｄ 时间间隔(室温条件下)
下吸取 １ ｍＬ ＡｕＮＰｓ 溶胶ꎬ加入到比色皿中ꎬ再加入

１ ｍＬ 去离子水ꎬ混合均匀后ꎬ置于紫外－可见光分光

光度计中扫描 ＡｕＮＰｓ 的吸收光谱ꎬ比较分析最大吸

收峰峰值及波长的变化ꎬ进而评估所制备的 ＡｕＮＰｓ
的稳定性ꎮ

选择催化 ４－硝基苯酚(４－ＮＰ)液相还原为对氨

基苯酚(４－ＡＰ)探针反应ꎬ验证所制备的 ＡｕＮＰｓ 的

催化活性ꎮ 向 ２０ ｍＬ 的 ４ －硝基苯酚溶液 ( ２􀆰 ５ ×
１０－４ ｍｏｌ / Ｌ) 中依次加入不同体积的 ＡｕＮＰｓ 溶胶
(０~０􀆰 ５ ｍＬ)和 １ ｍＬ 新鲜配制的 ＮａＢＨ４(０􀆰 ２５ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
混匀后静置不同时间间隔ꎮ 在总体系中吸取反应液

０􀆰 ５ ｍＬꎬ加入到比色皿中ꎬ再加入 ２ ｍＬ 去离子水ꎬ混
合均匀后ꎬ置于紫外－可见光分光光度计中ꎬ扫描反

应体系的吸收光谱ꎬ观察波长 ２９５ ｎｍ 和 ４００ ｎｍ 处

的特征吸收峰变化ꎮ
１􀆰 ４　 金纳米粒子对 Ｌ－半胱氨酸比色检测优化性及

选择性研究

向比色管中依次加入 ２􀆰 ００ ｍＬ 的 ＡｕＮＰｓ 溶胶、
２００ μＬ 新配制的不同浓度的 Ｌ－半胱氨酸溶液(０、
１、１０、 ５０、 １００、 ２５０、 ５００、 １ ０００ μｍｏｌ / Ｌ 和 ２ ０００
μｍｏｌ / Ｌ)和 ７００ μＬ 去离子水ꎬ定容后ꎬ于 ６０℃水浴

下反应 １５ ｍｉｎꎬ冰水冷却 ５ ｍｉｎ 终止反应ꎮ 最后观

察体系的颜色变化ꎬ扫描体系的 ＵＶ－Ｖｉｓ 吸收光谱ꎮ
选择合适浓度的 Ｌ－半胱氨酸进行选择性实验ꎮ 本

研究中选择含有 １００ μｍｏｌ / Ｌ 的 Ｌ－半胱氨酸体系作

为参照ꎬ分别向检测体系中添加甘氨酸、甲硫氨酸、
赖氨酸、酪氨酸、葡萄糖、麦芽糖、脯氨酸和苯丙氨酸

８ 种食品样品中常见的物质用作检测选择性研究ꎬ
每种干扰物质的浓度为半胱氨酸浓度的 ２ 倍ꎬ即
２００ μｍｏｌ / Ｌꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 金纳米粒子的表征及稳定性研究

选择含有丰富还原性物质的葡萄皮浸泡液制备

ＡｕＮＰｓꎮ 葡萄皮浸泡液具有良好的还原性ꎬ可以通

过步步种子生长法合成不同粒径的金溶胶ꎮ ２０％葡

萄皮浸泡液制备金纳米粒子的紫外－可见光吸收光

谱如图 １ 所示ꎮ 由图 １ 可以看出ꎬ２０％浸泡液所制

备的金纳米粒子在波长 ５３９ ｎｍ 处具有明显的吸

收峰ꎬ根据吸光度值初步判断获得了合适数量的

ＡｕＮＰｓꎮ

图 １　 ２０％葡萄皮浸泡液制备金纳米粒子的

紫外－可见光吸收光谱
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将葡萄皮提取液所制备的 ＡｕＮＰｓ 置于室温条

件下(约 ２８℃)ꎬ不同时间间隔后ꎬ利用紫外吸收光

谱分析考察金纳米粒子的稳定性ꎬ结果如图 ２ 所示ꎮ
从图 ２ 中可以看出ꎬ２０％浸泡液所制备的 ＡｕＮＰｓ 在

７ ｄ 内的稳定性变化不大ꎬ吸收峰值下降了 ０􀆰 １５ꎬ大
约 １７％ꎻ１０ ｄ 后下降程度仅为 ２０％ꎬ具有良好的贮

存稳定性ꎮ

１—２ ｄꎻ２—４ ｄꎻ３—６ ｄꎻ４—８ ｄꎻ５—１０ ｄꎻ６—１５ ｄꎻ

７—２０ ｄꎻ８—３０ ｄ

图 ２　 ２０％浸泡液所制备的金纳米粒子的

稳定性研究

２􀆰 ２　 催化活性研究

选择将还原对 ４－硝基苯酚为对氨基苯酚的反

应作为模型来衡量 ＡｕＮＰｓ 的催化活性ꎬ此催化反应

基本符合一级反应定律ꎬ因为当体系中硼氢化钠的

浓度远远高于对 ４－硝基苯酚时ꎬ硼氢酸根离子可以

保护反应生成的对 ４－硝基苯酚不被氧化ꎮ 当把硼

氢化钠和金纳米粒子按顺序加入对 ４－硝基苯酚溶

液时ꎬ溶液颜色变化从浅黄色变为黄绿色ꎬ随着反应

的进行逐步退为无色ꎮ 相对应的是紫外－可见光光

谱波长 ４００ ｎｍ 处ꎮ 即对 ４－硝基苯酚所对应的吸收

峰逐渐降低ꎬ３００ ｎｍ 处ꎬ即对氨基苯酚所对应的吸

收峰强度逐渐增加ꎮ 由此可知ꎬ伴随着不同类型

ＡｕＮＰｓ 的加入量的增加ꎬ在相同的时间间隔下都能

催化还原反应的进行ꎮ 由图 ３ 可以看出ꎬ当体系中

没有 ＡｕＮＰｓ 时ꎬ在波长 ４００ ｎｍ 处具有明显的吸

收　 　 　 　 　

１—０ ｍＬ ＡｕＮＰｓꎻ２—０􀆰 １ ｍＬ ＡｕＮＰｓꎻ３—０􀆰 ２ ｍＬ ＡｕＮＰｓꎻ

４—０􀆰 ３ ｍＬ ＡｕＮＰｓꎻ５—０􀆰 ４ ｍＬ ＡｕＮＰｓꎻ６—０􀆰 ５ ｍＬ ＡｕＮＰｓ

图 ３　 ２０％浸泡液所制备的金纳米粒子的

催化活性研究

峰ꎬ而 ３００ ｎｍ 处没有任何特征峰ꎬ说明对 ４－硝基苯

酚没有被还原为对氨基苯酚ꎬ该还原反应没有进行ꎮ
而当体系中加入 ＡｕＮＰｓ 催化剂时ꎬ对 ４－硝基苯酚开

始与硼氢化钠反应生成对氨基苯酚ꎮ 当 ＡｕＮＰｓ 的

添加量逐渐增加时ꎬ催化反应逐渐加强ꎮ 综上所述ꎬ
所制备的 ＡｕＮＰｓ 具有良好的催化活性ꎬ可以用于诸

多领域ꎮ
２􀆰 ３　 金纳米粒子比色检测不同浓度的半胱氨酸

针对半胱氨酸的结构设计 ＡｕＮＰｓ 比色传感检

测体系ꎮ Ｌ－半胱氨酸具有丰富的氨基和巯基ꎬ可以

引起 ＡｕＮＰｓ 的聚集ꎬ从而造成 ＡｕＮＰｓ 的体系颜色由

酒红色变为蓝色ꎬ通过颜色的变化可以迅速判断出

半胱氨酸的浓度ꎮ 采用绿色合成的金纳米粒子作为

比色探针ꎬ对不同浓度的 Ｌ－半胱氨酸进行直观比色

检测研究ꎮ 结果表明ꎬ当检测体系中没有半胱氨酸

时ꎬ体系颜色为酒红色ꎻ当体系中存在浓度为 ０􀆰 ０１~
１ μｍｏｌ / Ｌ 的半胱氨酸时ꎬ颜色逐渐加深ꎬ由酒红色

变为深红色ꎻ当体系中 Ｌ －半胱氨酸的浓度达到

１０ ~ １００ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ体系颜色逐渐变为深蓝色ꎬ且
出现颗粒状沉淀ꎮ 颜色的变化说明微小的 ＡｕＮＰｓ
在 Ｌ －半胱氨酸的作用下逐渐聚集成团ꎬ导致

ＡｕＮＰｓ 的粒径大小和形态在逐渐发生变化ꎬ造成

了金纳米粒子的表面等离子共振特性发生变化ꎮ
不同浓度半胱氨酸比色传感检测体系的紫外－

可见光谱如图 ４ 所示ꎮ

１—对照ꎻ２—０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌꎻ３—０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌꎻ４—１ μｍｏｌ / Ｌꎻ

５—５ μｍｏｌ / Ｌꎻ６—１０ μｍｏｌ / Ｌꎻ７—２５ μｍｏｌ / Ｌꎻ８—５０ μｍｏｌ / Ｌꎻ

９—１００ μｍｏｌ / Ｌ

图 ４　 金纳米棒检测不同浓度半胱氨酸的

紫外－可见光光谱

由图 ４ 可以看出ꎬ当体系中半胱氨酸的浓度为

０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ吸收峰位置出现在波长 ５３９ ｎｍ
处ꎬ与对照(无半胱氨酸)差异不大ꎻ当体系中的半

胱氨酸的浓度为 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ吸收峰的位置则开

始出现红移 (向大波长移动)ꎬ吸收峰的波长由

５３９ ｎｍ 变为 ５４７ ｎｍ 左右ꎬ同时峰值开始出现下降ꎻ

􀅰４１２􀅰
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当体系中的半胱氨酸的浓度在 ２５ ~ １００ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ
红移后的吸收峰的位置基本不再变动ꎬ并在波长

８６３ ｎｍ 处出现新的吸收峰ꎬ说明体系中的 ＡｕＮＰｓ 在
半胱氨酸的作用下逐渐发生聚集ꎮ

通过考量 ２ 个波长所对应的吸光度的比值

(Ａ５３９ / Ａ８６３)与半胱氨酸的线性关系ꎬ构建半胱氨酸

比色检测体系的工作曲线ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ

图 ５　 半胱氨酸比色检测的工作曲线

由图 ５ 中可以看出ꎬ 回归方程分别为 ｙ ＝
－６２􀆰 ５２ｘ＋８􀆰 ９１ 和 ｙ ＝ －０􀆰 ００２ｘ＋１􀆰 １４ꎬ其中 ｙ 为吸光

度比值ꎬｘ 为半胱氨酸浓度(μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ相关系数 Ｒ
分别为 ０􀆰 ９８４ ２ 和 ０􀆰 ９７９ ５ꎬ在 ０􀆰 ０１ ~ １ μｍｏｌ / Ｌ 和

５~１００ μｍｏｌ / Ｌ 范围内半胱氨酸浓度与吸光度比值

具有明显的线性关系ꎬ最低检出限(基于 ３ｓ / ｂ 计算

得出)为 ０􀆰 ００６ ２ μｍｏｌ / Ｌꎬ即 ０􀆰 ８３７ μｇ / Ｌ(Ｓ / Ｎ)ꎬ说
明该检测体系具有良好的灵敏度ꎮ
２􀆰 ４　 比色检测体系选择性研究

在相同的体系中添加不同的物质ꎬ体系颜色基

本没有变化ꎬ说明这些物质对比色传感没有明显的

影响ꎮ 该比色传感检测 Ｌ－半胱氨酸具有较高的选

择特异性ꎮ

３　 结论

研发出一种快速且灵敏的比色检测 Ｌ－半胱氨

酸的方法和金纳米粒子绿色合成的新方法ꎮ 采用

２０％葡萄皮浸泡液所制备出的金纳米粒子具有良好

的稳定性和催化活性ꎬ利用葡萄皮绿色合成的金纳

米粒子构建出快速比色检测 Ｌ－半胱氨酸的体系ꎮ
结果表明ꎬ该比色检测体系具有较高的灵敏度和选

择性ꎬ可用于实际样品中半胱氨酸的快速检测ꎮ
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性ꎮ 在 ０􀆰 ０５１ ~ ４􀆰 １２１ μｍｏｌ / Ｌ 范围内双酚 Ａ 在

ＭＷＣＮＴ－ＰＥＤＯＴ－ＧＣＥ 上呈线性关系ꎬ线性关系为

Ｉ＝２２􀆰 ７２ｃ＋４􀆰 １９ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９４ꎬ检出限为 ０􀆰 ０２４ μｍｏｌ / Ｌꎬ
具有较高的电灵敏性ꎮ 复合修饰电极具有极高的稳

定性、重现性和抗干扰能力ꎮ
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