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新型巯基化适配体修饰金纳米粒子比色
检测饮用水中汞离子的研究
关桦楠∗ꎬ薛　 悦ꎬ刘　 博ꎬ宋　 岩ꎬ彭　 勃ꎬ吴巧艳ꎬ徐丽萍ꎬ瑙阿敏

(哈尔滨商业大学食品工程学院ꎬ黑龙江 哈尔滨 １５００７６)
摘要:采用葡萄皮浸泡液绿色还原法制备金纳米粒子ꎮ 基于 Ｈｇ２＋与胸腺嘧啶(Ｔ)中 Ｔ－Ｔ 错配部分可特异性结合的性质ꎬ

在核酸适配体两端引入巯基并修饰金纳米粒子表面ꎬ进而构建出一种新型高效的快速比色检测 Ｈｇ２＋ 的方法ꎮ 结果表明ꎬ以
２０％葡萄皮浸泡液为还原剂可以得到稳定性好且形状均一的平均粒径约为 ８ ｎｍ 的金纳米粒子ꎻ伴随 Ｈｇ２＋浓度的提高ꎬ体系颜
色由红色转变为蓝紫色ꎻ紫外－可见光光谱结果表明ꎬ当汞离子浓度处于 ０􀆰 ０１~１０ ０００ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＲ２ 值为 ０􀆰 ９７１ １ꎬ工作曲线方
程为 ｙ＝－１３􀆰 ２４６ ３ｘ＋０􀆰 １５６ ６ꎻ在去离子水中和饮用水中最低检测限分别为 ４􀆰 ７、５􀆰 ４ μｍｏｌ / Ｌꎻ检测体系对 ５ 种常见氨基酸和 ３ 种
常见金属离子具有明显的抗干扰性能ꎮ
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　 　 近年来ꎬ我国的食品安全问题亟待解决ꎬ而其中

重金属对食品及其制品的污染和残留成为公共关注

的焦点[１]ꎮ 汞元素是重金属中毒性最强ꎬ且最具有

代表性的污染物[２]ꎮ 汞污染物无处不在ꎬ会广泛分

布于空气、土壤和水环境中[３]ꎬ可以通过生物的代

谢系统转化成对人体有害的甲基汞形式ꎬ进而损害

人体中枢神经系统ꎬ并导致运动障碍、瘫痪甚至死

亡ꎮ 现阶段ꎬ汞中毒所引起的水俣病案例数量仍在

逐年递增[４]ꎮ 因此ꎬ重金属汞的有效监测对人类健

康和生态系统来说具有十分重要的意义ꎮ 目前ꎬ对

于痕量汞测定较为常规的方法主要有气相色谱－质
谱(ＧＣ－ＭＳ) [５]、Ｘ 射线荧光光谱法[６]、电感耦合等

离子体质谱法 ( ＩＣＰ － ＭＳ) [７]、 表面增强拉曼散

射[８－９]、电化学法[１０－１１] 和原子光谱法[１２－１４] 等ꎮ 但

是ꎬ这些方法普遍存在着操作步骤烦琐ꎬ技术体系复

杂和仪器价格昂贵的问题ꎮ 这些缺陷使得诸如此类

的技术手段难以应用于现场快速检测ꎮ 因此ꎬ需要

研究出低成本、操作简单、快速且便携的 Ｈｇ２＋ 检测

方法[１５]ꎮ
基于特殊纳米材料的比色法一直是本领域的研
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究热点[１６]ꎮ 纳米材料因独特的量子尺寸效应和表

面效应ꎬ从而具有与其他材料不同的光学性质ꎬ如具

有宽的光吸收频带以及强的光吸收性能等[１７]ꎮ 在

众多纳米材料中ꎬ金纳米粒子(ＡｕＮＰｓ)具有更为独

特的光学性能ꎬ可以通过诱导聚集促使体系由酒红

色转 变 为 蓝 紫 色ꎬ 因 此 常 被 用 作 显 色 成 像 探

针[１８－２１]ꎮ 核酸适配体识别特性类似于抗体ꎬ在保证

识别特异性的同时具有更好的稳定性和更低的成

本[２２]ꎬ且适配体可以进行体外筛选、批量合成并且

容易改造标记ꎬ因此在分析化学领域特别是在重金

属检测领域应用前景十分广阔[９]ꎮ 诸多研究表明ꎬ
重金属汞离子可与核酸序列中胸腺嘧啶错配部分

(Ｔ－Ｔ)特异性结合ꎬ形成“Ｔ－Ｈｇ２＋－Ｔ”(金汞齐)的结

构ꎮ 本研究基于金汞齐结构特点ꎬ首先制备两端带

有巯基的且含有 Ｔ－Ｔ 特定序列的核苷酸片段(核酸

适配体)ꎻ采用绿色还原法制备金纳米粒子ꎻ因巯基

与金纳米粒子具有亲和性ꎬ可以将核酸适配体牢固

地结合在金纳米粒子表面ꎬ当体系中存在 Ｈｇ２＋ 时ꎬ
所形成的金汞齐结构会促进金纳米粒子的快速聚

集ꎬ使得体系颜色发生转变ꎬ进而可以高效定量检测

体系中的 Ｈｇ２＋ 的浓度ꎮ 本研究的开展将为重金属

汞的检测方法改良提供基本资料ꎮ

１　 材料与试剂

傅里叶变换红外光谱仪ꎬ上海诺顶仪器设备有

限公司ꎻ透射电子显微镜ꎬ日本电子株式会社ꎻ磁力

搅拌加热器ꎬ深圳市博大精神科技有限公司ꎻ紫外－
可见光分光光度计ꎬ北京中西远大科技有限公司ꎻ电
子天平ꎬ武汉敬信科技有限公司ꎻｐＨ 计ꎬ上海享东仪

器有限公司ꎻ电热恒温水浴锅ꎬ邢台科拓机械制造有

限公司ꎮ
新鲜巨峰葡萄ꎬ哈尔滨市金安超市ꎻ氯金酸ꎬ东

莞市瓦西化工有限公司ꎻ巯基化核酸适配体ꎬ上海生

工生物工程股份有限公司ꎻ氯化汞、氯化钠、硫酸钾、
氯化镁、硝酸钙、硫酸锌ꎬ杭州晨路科技有限公司ꎻ苯
丙氨酸、赖氨酸和酪氨酸ꎬ广东翁江化学试剂有限公

司ꎻ脯氨酸、甘氨酸ꎬ北京泛博生物化学有限公司ꎻ饮
用水的水样品ꎬ哈尔滨市自来水ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 合成特异性的寡核苷酸片段(新型巯基化适

配体)
根据此体系中核酸适配体的工作原理(胸腺嘧

啶的分布区域以及序列构成的不同)ꎬ设计出排列

结构为 ５′ － ＳＨ(ＣＨ２ ) ４Ａ８ＴＴＣＴＴＴＣＴＴＣＣＣＣＴＴＧＴＴＴ￣
ＧＴＴ(ＣＨ２) ４ＳＨ－３′型的片段ꎮ 加入适量的去离子

水ꎬ溶解稀释后浓度为 １００ μｍｏｌ / Ｌꎬ在实验操作中

使用浓度为 ５ μｍｏｌ / Ｌ 的工作液ꎮ
２􀆰 ２　 金纳米粒子的制备

取新鲜葡萄皮ꎬ称量 １００ ｇ 置于烧杯中ꎬ加入

２００ ｍＬ 去离子水(温度为 ８０℃)ꎬ将葡萄皮充分浸

泡ꎬ并自然冷却至室温ꎮ 再将浸泡液置于离心机中ꎬ
于 ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 的条件下ꎬ离心 ３ ｍｉｎ 后取上清液ꎬ
将此上清液作为母液ꎮ 加入适量的去离子水稀释ꎬ
获得 ２００ ｍＬ 且体积分数为母液 ２０％的葡萄皮工作

液ꎬ于冰箱中保存(冰箱温度控制在 ４℃左右ꎬ保存

时间不超过 ４８ ｈ)ꎮ 常温下ꎬ准确量取氯金酸溶液

(１％ꎬＷ / Ｖ)２０ ｍＬꎬ进行冷却(温度为 ４℃)ꎬ冷却后

放入反应皿ꎬ使用磁力搅拌器进行缓慢、温和搅动ꎻ
２ ｍｉｎꎬ立即倒入提前量取好的 ５ ｍＬ 体积分数为

２０％的工作液ꎬ并观察体系颜色的变化(黄色－紫色

－酒红色)ꎮ 当变为酒红色时ꎬ加快搅拌速度ꎬ继续

反应 ２０ ｍｉｎ 后停止ꎬ将反应液放置在冰箱中冷藏

(冰箱温度控制在 ４℃左右)ꎮ
２􀆰 ３　 金纳米粒子的表征

将 １ ｍＬ 金纳米粒子溶胶液和 ２ ｍＬ 去离子水依

次加入试管中ꎬ搅拌均匀后ꎬ为确定最大吸收峰波

长ꎬ运用紫外－可见光分光光度计进行扫描ꎬ与不同

梯度浸泡液所制得的金纳米粒子的可见光吸收光谱

对比ꎬ从而初步判定金纳米粒子的粒径大小ꎮ 为确

定溶液中金纳米粒子的粒度分布情况ꎬ采用激光粒

度分析仪进行研究ꎮ 采用透射电子显微镜观察金纳

米粒子表观形貌特征ꎮ
２􀆰 ４　 巯基化适配体修饰金纳米粒子比色检测汞离

子体系的构建

取 ２ ｍＬ 样品瓶ꎬ依次量取去离子水 ２００ μＬ、核
酸适配体水溶液 １００ μＬ(浓度为 ５ μｍｏｌ / Ｌ)及金纳

米粒子溶液 １ ０００ μＬ 倒入其中ꎮ 充分混合样品瓶

中的物质后在室温下静置一段时间(时间控制在

１０ ｍｉｎ 左右)ꎮ 再依次加入汞标液 (浓度分别为

０􀆰 ０１、０􀆰 １、１、５０、１００、２００、１ ０００、１０ ０００、２０ ０００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ
在室温的条件下反应 １０ ｍｉｎꎮ 观察并拍照记录溶液

颜色的变化ꎮ 使用紫外－可见光分光光度计对整个

体系的吸收光谱进行扫描ꎬ然后以汞离子的浓度为

横坐标ꎬ以吸光度值为纵坐标ꎬ初步构建该检测体系

的工作曲线ꎬ测定出不同汞离子浓度所对应的吸光
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度比值 Ａ６２０ / Ａ５２０ꎬ于坐标图中绘制出吸光度比值

Ａ６２０ / Ａ５２０和汞离子浓度的线性关系ꎬ并计算最低检

出限ꎮ
２􀆰 ５　 比色检测体系的抗干扰性研究

以去离子水作为实验对照ꎬ分别向最适体系中

添加浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ５ 种常见的氨基酸(苯丙

氨酸、甘氨酸、赖氨酸、脯氨酸、酪氨酸)及 ３ 种常见

的金属离子(Ｋ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋ )后观察溶液中颜色的

变化并拍照记录下来ꎬ采用紫外－可见光分光光度

计将整个体系的吸收光谱进行扫描ꎬ分析上述食品

中常见的物质的加入对检测结果的影响程度ꎮ
２􀆰 ６　 实际样品的检测

为了探究本研究体系在实际样品检测中的加标

回收率及精密度ꎬ选择常见的饮用水作为实验模型ꎮ
选择浓度为 ５０、１００ μｍｏｌ / Ｌ 汞离子样品液(用饮用

水配置)ꎬ每种浓度 ５ 次重复实验ꎮ

３　 结果与讨论

３􀆰 １　 金纳米粒子的表征

在众多制备金纳米粒子的方法中ꎬ化学还原制

备法是最常用的方法之一ꎮ 原理是将化学还原剂加

入到事先确定好浓度的金离子溶液中ꎬ使 ３ 价态的

金离子被还原成零价态的金ꎬ即为金纳米粒子ꎮ 鉴

于此ꎬ本文中采用 ２０％葡萄皮浸泡液(含有维生素 Ｃ
等多种还原性物质)进行金纳米粒子的制备ꎬ所得

结果见图 １ꎮ 由图 １ 中金纳米粒子透射电子显微镜

图片可以看出ꎬ采用此法所制得的金纳米粒子形状

均一ꎬ颗粒饱满ꎬ大多呈球形ꎮ 整理分散度较好ꎬ基
本无聚集现象ꎮ 由激光粒度仪测定结果可知ꎬ该方

法制得的金纳米粒子平均粒径约为 ８ ｎｍꎮ

图 １　 体积分数为 ２０％的葡萄皮浸泡液所制备

金纳米粒子的透射电子显微镜图片

３􀆰 ２　 基于巯基化适配体修饰金纳米粒子比色检测

饮用水中汞离子的机理

３􀆰 ２􀆰 １　 比色检测体系的构建

本文中设计的两端带有巯基的镊子型 ｄｓＤＮＡ:
一部分为双螺旋结构ꎬ是通过互补碱基形成的ꎻ另一

部分为 Ｔ－Ｔ 错配的形状ꎮ 错配的部位要保持单链

的状态同时还可以通过巯基牢固附着在金纳米粒子

的表面ꎮ 当体系中存在 Ｈｇ２＋时ꎬ一部分核酸适配体

序列便会形成“Ｔ－Ｈｇ２＋－Ｔ”结构ꎬ两段牢固的巯基结

合位点会促使金纳米粒子快速发生团聚ꎬ从而提高

反应的灵敏度和稳定性ꎮ 利用金纳米粒子与巯基化

适配体可高效结合的特性ꎬ构建金纳米比色探针ꎬ进
行 Ｈｇ２＋浓度的测定ꎬ比色结果如图 ２ꎮ

由左至右依次为:对照、０􀆰 ０１、０􀆰 １、１􀆰 ０、５０、１００、２００、１ ０００、１０ ０００、２０ ０００ μｍｏｌ / Ｌ

图 ２　 新型巯基化适配体修饰金纳米粒子比色检测不同浓度汞离子

　 　 从图 ２ 中可以看出ꎬ伴随着样品中 Ｈｇ２＋浓度的

增加ꎬ检测体系颜色也随之发生变化(由酒红色逐

渐转变为蓝紫色)ꎮ 在 Ｈｇ２＋ 的浓度为 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ
时ꎬ检测体系与对照组的颜色基本无差异ꎻ而当汞离

子浓度为 ２００ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ颜色开始发生显著变化ꎻ
当汞离子浓度为 ２００~２ ０００ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ溶液颜色继

续加深直至转变为蓝紫色ꎮ
由图 ３ 可看出ꎬ该体系中汞离子的浓度与吸光

度峰值线性关系较为明显ꎬ吸光度峰值随着汞离子

浓度的增大而线性升高ꎮ 以上结果表明ꎬ在该体系

中ꎬ汞离子对金纳米粒子的聚集具有诱导作用ꎬ同时

发生了表面等离子体增强效应ꎬ造成了吸收峰波长

的移动ꎮ 当汞离子在体系中的浓度为 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ
时ꎬ检测体系的吸收峰峰值和波长(５２０ ｎｍ)与对照

样品基本一致ꎬ说明低浓度的汞离子没有显著影响

金纳米粒子的聚集ꎬ没有造成体系的颜色变化ꎮ 而

当汞离子在体系中的浓度大于 ２００ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ原本

波长 ５２０ ｎｍ 处的吸光度数值开始下降ꎬ且吸收峰波
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长发生移动ꎬ表明金纳米粒子开始大量聚集ꎮ 该结

果与图 ２ 中的颜色变化规律基本吻合ꎮ

图 ３　 基于巯基化核酸适配体修饰金纳米粒子

检测饮用水中汞离子的紫外－可见光光谱

鉴于吸收峰波长发生移动ꎬ参考相关研究[１３]ꎬ
选择波长 ５２０ ｎｍ 与 ６２０ ｎｍ 处的吸光度进行对比ꎬ
测定不同浓度下汞离子的吸光度比值 Ａ６２０ / Ａ５２０ꎬ进
行 ３ 次重复实验ꎬ确定最低检出限(３ｓ / ｂ)ꎮ 由紫

外－可见光光谱的结果显示ꎬ基于巯基化适配体修

饰金纳米粒子比色检测汞离子体系中ꎬ当汞离子浓

度处于 ０􀆰 ０１ ~ １０ ０００ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＲ２ 值为 ０􀆰 ９７１ １ꎬ
说明该比值(Ａ６２０ / Ａ５２０)与汞离子浓度具有较为明显

的线性关系ꎬ工作曲线方程为 ｙ＝－１３􀆰 ２４６ ３ｘ＋０􀆰 １５６ ６ꎮ
最低检测限为 ４􀆰 ７ μｍｏｌ / Ｌ(国家标准为 １×１０－６ꎬ即
９ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ此结果低于国家标准ꎮ 上述结果表明ꎬ
含有巯基的适配体可明显提升该检测体系的灵

敏度ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ２　 检测体系抗干扰性研究

抗干扰性能是整个比色检测体系中一项重要的

指标ꎮ 在实际检测中ꎬ食品样品成分复杂ꎬ本研究仅

选取食品中对金纳米粒子具有潜在诱导聚集作用的

常见氨基酸和常见金属离子作为干扰物质ꎬ评估检

测体系的抗干扰性能ꎮ 本实验以 ５００ μｍｏｌ / Ｌ 汞离

子浓度作为参照标准ꎬ选取 ５ 种常见的氨基酸(苯
丙氨酸、甘氨酸、赖氨酸、脯氨酸、酪氨酸)和 ３ 种常

见的金属离子(Ｋ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋)干扰性物质ꎬ每种氨

基酸和金属离子的浓度均为汞离子浓度的 ５０ 倍)ꎮ
新型巯基化适配体金纳米粒子比色传感体系抗

干扰性的紫外－可见光光谱见图 ４ꎮ

图 ４　 新型巯基化适配体金纳米粒子比色传感

体系抗干扰性的紫外－可见光光谱

研究结果显示ꎬ除添加 Ｈｇ２＋ 的溶液以外ꎬ其他

干扰物质的溶液仍保持酒红色ꎬ与空白组颜色几乎

没有差异ꎮ 而加入了 Ｈｇ２＋(５００ μｍｏｌ / Ｌ)的溶液颜

色发生了肉眼可见的变化(由酒红色变为蓝紫色)ꎮ
证明加入 Ｈｇ２＋ ( ５００ μｍｏｌ / Ｌ) 后ꎬ促使了溶液中

ＡｕＮＰｓ 的快速聚集ꎬＵＶ－Ｖｉｓ 光谱显示出红移ꎮ 这

也证明了该体系的重复性较好ꎮ 相应地ꎬ由图 ４ 显

示ꎬ加入含有 Ｈｇ２＋的 ＡｕＮＰｓ 溶液的表面等离子体共

振吸收带出现红移并变宽ꎬ而空白组以及其他干扰

组的光谱几乎没有变化ꎮ 进一步说明在向该体系中

添加高 ５０ 倍干扰物质的条件下也不干扰其实验ꎮ
综上所述ꎬ新型巯基化核酸适配体修饰的金纳米粒

子在检测 Ｈｇ２＋的方面具有良好的抗干扰性ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ３　 新型巯基化检测方法在自来水中汞离子测

定的应用

为了评估开发的比色传感器的实用性ꎬ将巯基

化适配体修饰的金纳米粒子比色方法用于检测实际

水中的 Ｈｇ２＋ꎮ 本文中选取自来水为实验样本ꎬ运用

比色法检测其含汞量ꎮ 将已配好浓度的汞离子溶液

添加到用巯基化适配体修饰的金纳米粒子溶液中ꎬ
ＡｕＮＰｓ 发生聚集ꎬ随汞离子浓度的增加ꎬ溶液的颜

色会发生变化(由红色逐渐转变为蓝紫色ꎬ如图 ５
所示)ꎮ 并对 ＡｕＮＰｓ 溶液进行紫外－可见吸光光谱

的分析ꎬ得到本方法对不同浓度梯度 Ｈｇ２＋ ( ０ ~
２０ ０００ μｍｏｌ / Ｌ)的反馈ꎮ

由左至右依次为:对照、０􀆰 ０１、０􀆰 １、１􀆰 ０、５０、１００、２００、１ ０００、１ ００００、２０ ０００ μｍｏｌ / Ｌ

图 ５　 饮用水样本中汞离子的比色检测体系
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　 　 与上述去离子水的实验条件下相比ꎬ在日常实

物的水样本的检测中ꎬ相同浓度处呈现完全不相同

的颜色梯度ꎬ原因可能是自来水中含有些许化学杂

质ꎬ例如消毒剂、吸附剂等ꎬ这些化学杂质影响了寡

核苷酸片段上的巯基与金纳米粒子的结合程度ꎮ 重

复多次实验ꎬ测得此体系精密度 ＲＳＤ 范围处于

７􀆰 ３２％~ ９􀆰 ５６％ꎬ并且能够很好地稳定在 ８􀆰 １８％ ~
８􀆰 ７４％ꎬ可见该检测体系的精密度符合要求ꎮ 清楚

地证实ꎬ该比色纳米传感器可适用于准确测定实际

水样中的 Ｈｇ２＋ꎮ

４　 结论

本研究在核酸适配体两端引入巯基ꎬ通过巯基

与金纳米粒子的超强亲和力ꎬ使两者能够稳定结合ꎮ
通过汞离子与适配体特殊序列的错配ꎬ可使整个检

测体系中颜色发生显著变化ꎮ 通过观察颜色变化实

现了待检测样品中汞离子的比色分析ꎮ 新型巯基化

适配体修饰金纳米粒子比色检测饮用水中汞离子体

系有较低的检测限ꎬ且该检测体系具有良好的抗干

扰性、稳定性以及特异性ꎮ 此方法操控简单、实时性

好、针对性较高ꎬ可成功地用于分析饮用水中 Ｈｇ２＋

含量的测定ꎬ也为目前的食品质量检测工作提供了

一种高效便捷的途径ꎮ
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