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适配体修饰金硒纳米合金共振散射光谱法检测痕量Hg2+
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摘 � 要 � 用硼氢化钠还原法制备了金硒( AuSe)纳米合金。用单链核酸适配体( aptamer)修饰 AuSe纳米合金

制备了汞离子的核酸适配体纳米探针( Apta�AuSe)。在 pH 6� 8 Na2HPO4�NaH2PO4 缓冲溶液中及 NaCl存

在下, Apta�AuSe纳米探针亦不聚集; 当 H g2+ 存在时, 它可以稳定 aptamer 序列中的 T�T 错配, 形成较稳

定的双链 T�H g2+ �T 错配物, 从而使释放出来的 AuSe纳米合金聚集形成较大的微粒, 导致 590 nm 处共振

散射峰增强。H g2+ 浓度在 1� 3~ 1 466 nmol � L- 1范围内与共振散射光强度呈良好线性关系, 其回归方程和

检出限分别为 �I 590 nm = 0� 603c+ 2� 0 和 0� 74 nmol � L- 1。该方法用于水样中 H g 2+ 的检测, 结果满意。
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引 � 言

� � 汞是众所周知的环境污染物, 它的检测意义重大[ 1, 2]。

汞的检测方法有原子吸收光谱、原子发射光谱、感应耦合等

离子体质谱、冷蒸气原子荧光光谱, 以及光学[ 3]、分子探

针[4]和电化学[5]等方法。核酸适配体 ( aptamer )是通过指数

富集配体系统进化技术, 从大容量的寡核苷酸库中筛选出对

靶分子结合具有高特异性和结合性的核酸片段。一些基于

aptamer 反应的分析方法应运而生[ 6�9]。共振散射光谱技术具

有简便、灵敏的特点, 已用于蛋白质、核酸、无机离子等的

分析[10�14] , 结合纳米金的特性, 在纳米分析领域也得到应

用[15, 16]。由于金的价格较高, 因此很有必要制备和应用较价

廉的纳米合金。硒是一种价廉的元素, 但液相的纳米硒不稳

定。本文利用适配体修饰稳定的金硒纳米合金制备了检测

Hg 2+ 的共振散射光谱探针, 并用于水样中 H g2+ 的检测, 与

纳米金比较, 线性范围较宽、灵敏度更高, 效果更好。

1 � 实验部分

1� 1 � 主要仪器与试剂

Cary Eclipse型荧光分光光度计(美国 Var ian 公司) ; 79�
1 磁力加热搅拌器(江苏中大仪器厂 ) ; SYZ�550 型石英亚沸

蒸馏水器(江苏晶玻仪器厂 ) ; 纳米粒度与 zeta 电位分析仪

( nanopart icle & zeta potential analy zer ) (英国 Malvern 公

司) ; FEI Quanta 200 FEG 型扫描电镜 (荷兰)。HAuCl4 �

4H2O(国药集团化学试剂公司) ; 探针 DNA( aptamer) (北京

三博远志生物技术有限责任公司 ) , 其序列如下: 5� �

T TTCTT CT TTCTT CCCCCCTTGTT TGT TGT TT�3� ; 0� 20
mo1� L - 1 Na2H PO4 与 0� 20 mol � L- 1 NaH2PO4 储备液用

于配制不同 pH 值的缓冲溶液; 2� 0 mo l � L- 1 NaCl 溶液;

0� 2 mol � L- 1 K2CO3 ; 1� 00 � 10- 4和 1� 00� 10- 6 mo l � L - 1

H g2+ 溶液; 0� 5 mg � mL- 1 NaBH 4 溶液, 2� 9 � 10- 2 mo l �

L - 1二氧化硒( SeO 2 )溶液。所用试剂均为分析纯, 实验用水

均为二次蒸馏水。

1� 2 � 金硒纳米合金的制备
取 40 mL 水于 50 mL 锥形瓶, 搅拌的同时加入 0� 50 mL

2� 4 � 10- 2 mol � L - 1氯金酸溶液, 25 �L 2� 9 � 10- 2 mo l �
L - 1 SeO2溶液; 0� 2 mL 0� 2 mo l� L - 1 K 2CO3 , 充分混合后,

缓慢滴加 3� 0 mL 0� 5 mg � mL - 1 NaBH4 溶液, 溶液颜色从

暗褐色变为深紫色再变成红色, 之后颜色不再改变, 继续搅

拌 10 m in。定容到 50 mL , 得到浓度为 58� 0 �g � mL- 1 (以

Au 计)的纳米 AuSe合金( Au, Se的摩尔比为 20� 1) , 4 �

密封保存。同法制备纳米硒。

1� 3 � Apta�AuSe探针的制备

通过优化条件, 探针的制备步骤为: 在 50 mL 锥形瓶

中, 加入3� 0 mL 0� 17�mol � L- 1 aptamer, 35� 0 mL 58� 0 �g
� mL - 1 AuSe 纳米合金, 混合均匀, 室温静置 5 min, 使

aptamer 与 AuSe微粒充分形成 Apta�AuSe, 备用。以 Au 计

算, 其浓度为 53� 4 �g� mL - 1 Apta�AuSe。



1� 4 � 实验方法
在 5 mL 刻度试管 中, 依次加入 350 �L pH 6� 8

Na2H PO 4�NaH 2PO 4 缓冲液, 350 �L 53� 4 �g � mL - 1 Apta�

AuSe, 混合均匀, 室温静置 5 min, 加入一定量 Hg 2+ 溶液,

再加入 25 �L 2� 0 mol � L - 1 NaCl, 定容到 1� 5 mL。用荧光

分光光度计 vo lt = 500 V, excited slit = emission slit = 5 nm,

em ission filter= 1% T attenuator , 激发波长等于发射波长

( �ex - �em= ��= 0)条件下同步扫描获得共振散射光谱。测量

溶液 590 nm 波长处的共振散射光强度 I 590 nm , 以不加 H g2+

的溶液做试剂空白, 并测定共振散射峰值( I 590 nm ) 0 , 计算 �I

= I 590 nm- ( I 590 nm ) 0 值。

2 � 结果与讨论

� � 金硒纳米合金与适体结合形成 Apt a�AuSe探针后, N aCl

不能使之聚集[图 1( a) ] , 平均粒径为 20 nm; 当加入 H g2+

时, 汞离子与探针中的适体形成双链结构, 释放出 AuSe纳

米合金, 在 NaCl存在时发生聚集[图 1( b) ]形成粒径较大的

颗粒, 导致共振散射信号增强。随着汞离子浓度增大, 共振

散射信号线性增大, 据此可测定汞离子的含量。

Fig� 1 � SEM of AuSeDNA particles

2� 1 � 共振散射光谱

在 pH 6� 8 Na2H PO 4�NaH2PO 4 缓冲溶液中和 0� 033

mol� L - 1 NaCl存在时, aptamer 能与 AuSe纳米微粒结合形

成较稳定的 Apt a�AuSe复合物, 其散射信号较弱(图 2a)。当

溶液中存在 H g 2+ 时, Hg 2+ 与 apt amer形成非常稳定的双链

T�T 错配复合物, 从而使 Apta�AuSe中的纳米 AuSe 析出并

聚集形成较大微粒, 溶液颜色由红变蓝, 使体系共振散射强

度增大。图 2b � 图 2f 表明, Apta�AuSe�H g2+ 体系在 590 nm

处有一最强的散射峰, 在 440 和 730 nm 处均有一个不明显

的散射峰。由于金纳米微粒及其聚集体在 550 nm 处有一个

共振散射光峰, 与其相似, 590 nm 处的散射峰是由金硒纳米

合金微粒及其聚集体产生的共振散射峰。Hg 2+ 浓度越高,

AuSe纳米微粒聚集越多, 该共振散射峰线性增强。本文选

择 590 nm 检测 H g 2+ 。

2� 2 � 条件优化

实验考察了 Na2H PO4�NaH2PO4 缓冲溶液对体系 � I 的

影响。当 pH 为 6� 8 时及缓冲溶液用量为 350 �L( 5� 33 mmol

� L- 1 ) 时, �I 达到最大值, 本文选择加入 350 �L pH 6� 8

Na2H PO 4�NaH 2PO 4 缓冲溶液。探针浓度对 �I 值的影响表

明, 当 Apta�AuSe 浓度为 13� 528 �g � mL - 1时, �I 有最大

值, 本文选择 13� 528 �g� mL- 1Apta�AuSe。NaCl是金纳米

微粒的良好聚集剂, 亦是金硒纳米合金的较好聚集剂。实验

表明, 在 0~ 0� 033 mol � L- 1范围内, �I 随 NaCl 浓度的增

大而增大, 当体系中 NaCl溶液浓度为 0� 033 mol � L - 1时,

体系 � I 最大, 本文选用 0� 033 mo l� L - 1 NaCl。

Fig� 2 � Resonance scattering spectra of Apta�AuSe�Hg2+

a: 13�528 �g � mL- 1 Apta�AuSe�pH 6� 8 NaH2 PO4�Na2HPO 4�0� 033

mol� L- 1 NaCl ; b: a�40 nmol � L- 1 H g2+ ; c : a�333 nmol � L- 1

H g2+ ; d : a�666 nmol � L- 1 H g2+ ; e: a�1 200 nmol � L- 1 H g2+ ;

f : a�1 466 nm ol � L- 1 H g2+

2� 3 � 共存离子的影响
考察了共存离子对测定 333 nmo l � L - 1 Hg 2+ 的干扰情

况, 当相对误差在 � 7% 以内, 11� 6 �mol � L- 1 Mn2+ , 23

�mo l� L - 1 L i+ , 20 �mol � L - 1 Ni2+ , 3� 8 �mo l � L- 1 Al3+ ,

2� 8 �mol� L- 1 Pb2+ , 2� 9 �mo l� L - 1 Ca2+ , Cu2+ , 2� 0�mol

� L - 1 Co2+ , 1� 1 �mo l� L - 1 Fe2+ , 0� 9�mol � L- 1 Sn2+ 常见

的重金属离子不干扰测定。该法具有较好的选择性, 这是由

于核酸适配体反应具有较高的选择性所致。

2� 4 � 工作曲线
考察了金纳米粒子以及三种不同摩尔比的金、硒纳米合

金( 20� 4, 20� 1, 20� 0� 4)体系测定 Hg 2+ 的分析特性。由

表 1 可看出, 金硒摩尔比为 20� 1 体系的测定范围较宽, 灵

敏度也较高。该体系 Hg 2+ 浓度在 1� 3~ 1 466 nmo l� L- 1范

围内与共振散射光强度呈良好的线性关系, 其回归方程为

�I 590 nm= 0� 603c+ 2� 0, 相关系数为 0� 995 8, 检出限为 0� 74
nmol � L- 1。与已报道汞离子分析方法比较[9, 17, 18] , 本法的

灵敏度较高, 线性范围较宽, 简便快速, 成本低廉。

2� 5 � 水样的测定

取一定体积水样, 过滤处理后, 取适量再加入一定量的

H g2+ , 按实验方法测定汞离子含量 (表 2) , 相对标准偏差

( RSD)在 5%左右。

3 � 结 � 语

� � H g2+ 可稳定 ssDNA 序列中的 T�T 错配结构, 使探针中

的金硒纳米合金释放出来, 在 NaCl作用下聚集形成较大粒

径的纳米合金簇, 此后将特异性高的适体反应与 Apta�AuSe

探针催化反应和共振散射光谱技术结合, 建立适体修饰纳米
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合金催化共振散射光谱法测定 Hg 2+ 的新方法。该法具有较 高的灵敏度、高选择性、方法简便快速等优点。

Table 1 � Analytical features for the gold nanoparticles and AuSe systems

System s Regress equ at ion
Linear range

/ ( nmol� L- 1)
Coef f icien t

Detect ion l imit

/ ( nmol � L - 1)

Au �I590 nm= 0� 504c+ 6� 7 33� 3~ 1 333 0� 991 1 3� 8

AuSe( 20� 4) �I590 nm= 0� 584c- 6� 0 33� 3~ 1 333 0� 991 5 1� 6

AuSe( 20� 1) �I590 nm= 0� 603c+ 2� 0 1� 3~ 1 466 0� 995 8 0� 74

AuSe( 20� 0� 4) �I590 nm= 0� 582c- 4� 1 33� 3~ 1 000 0� 990 8 0� 56

Table 2� Results of water samples

S am ple Found/ ( nm ol � L- 1)
Average

/ ( nm ol � L - 1)
Added H g2+

/ ( nmol� L- 1 )
Recovety/ % RSD/ %

1 931, 944, 953, 989, 994 962� 2 1 000 95 2� 9

2 40� 2, 42� 3, 43� 4, 40� 6, 39� 6 41� 2 40 93 3� 6
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Resonance Scattering Detection of Trace Hg2+ Using Aptamer Modified

AuSe Nanoalloy

JIANG Zhi�liang , ZH ANG Yi, Q IN H ui�min, ZH OU Lian�ping, L IANG Ai�hui, WANG Peng�fei, OUYANG H ui�xiang

Key Labor ator y o f Eco log y of Ra re and Endangered Species and Environmental P rotection, M inistr y o f Education, School of

Env ironment and Resource, Guangx i Normal Univer sity , Guilin � 541000, China

Abstract� Under the condition of sodium citrate as stabilizer, the gold�selenium ( AuSe) nano�allo y w as pr epar ed by sodium

bo rohydr ide reduction pro cedure, and w as modified by sing le�strand aptamer to obtain an aptamer nano�alloy probe ( apta�AuSe)

for H g ( � ) . In pH 6. 8 Na2H PO4�NaH 2PO4 buffer so lution and in the presence of NaCl of 33 mmo l � L- 1, the Apta�AuSe

probe is not agg r egation. The apt a�AuSe interacts with Hg 2+ to fo rm stable double�strand T�H g ( � )�T mismatches and t o

release AuSe nano�alloy par ticles from the probe. The released AuSe nano�alloy part icles ( 20� 1) aggr egated to form big ger

cluster s that resulted in t he r esonance scatt ering ( RS) int ensity ( I 590 nm ) increasing at 590 nm. The increased intensit y �I 590 nm

was propor tional to the Hg 2+ concentration fr om 1� 3 to 1 466 nmo l� L - 1 , with a detection limit of 0� 74 nmo l� L - 1 . The r eg ress

equat ion w as �I 590 nm = 0� 603c+ 2� 0. Thus, a new resonance scatt ering ( RS ) spectr oscopy of apta�AuSe w as applied to the

analysis of t race mercury ion. T his simple, r apid, select ive and sensitiv e apt amer AuSe nano�allo y RS assay was applied to the

determinat ion of H g2+ in wastew ater, with satisfacto ry results.

Keywords� Mercury ion; Aptamer ; AuSe nano�allo y; Resonance scatter ing spect ral assay
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