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摘 要：综述了金纳米粒子的几种常见制备方法以及这些方法的特点，并归纳为物理法及化学法。 

前者包括真空蒸镀法、软着陆法及激光消融法；后者又划分为溶胶法、晶种生长法、反胶束法、相转移法 

及模板法等。不同的方法可获得不同粒径和形状的金纳米粒子，应用时可根据需要选择合适的方法。 

金纳米粒子特殊的物理及化学性质使其在化学、生物、医学等领域有广泛的用途，尤其在 DNA检测中有 

重要的应用价值。根据方法的特点，DNA检测可分为光学检测法、电化学检测法、压电检测法等。在这 

些方法中使用金纳米粒子后，检测方法的灵敏度及检测范围有了明显的提高。 
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由于金纳米粒子良好的稳定性、小尺寸效应、表面 

效应、光学效应以及特殊的生物亲和效应，使它成为一 

个研究和应用的热点。在生物分析中，金纳米粒子已 

用于 DNA检测以及免疫检测等。由于 DNA检测在基 

因测序、临床诊断(如各型肝炎、肺癌、性传播疾病，包 

含 HIV的诊断等)、环境监测、生物制药以及蛋白质的 

研究等方面具有重要的应用价值，而常规的 DNA检测 

如 PCR技术需要荧光标记、扩增等复杂过程，使用金 

纳米粒子有望简化其中的一些问题。 

1 金纳米粒子的制备 

金纳米粒子的制备在纳米科技开始发展的 80年 

代末、90年代初就有不少科技工作者在探索。如 

Turkevich和Frens等做了早期的工作，经典的frens法 

到今天还是制备金纳米粒子的主要方法之一。到目前 

为止，已经发展了许多制备金纳米粒子的方法，总体上 

可划分为“从上到下”法(主要是物理法)及“从下到 

上”法(主要是化学法)。 

1．1 物理法 

1)真空蒸镀法。这是一种常见的制备方法，在真 

空中高温加热或等离子体等将金原子蒸发，金原子在 

冷的固体基底(如石英)上冷凝，便可得到纳米尺寸的 

金粒子。这种方法适于对金粒子的粒径和形状要求不 

高的制备。 

2)软着陆法 。这种方法的基本原理还是蒸镀 

法。不同点在于本法是在氩气流中产生金纳米粒子， 

金原子沉积在表面有一层氩气的冷的基底上。这样获 

得的金纳米粒子在外形上更趋于球形，一致性更好。 

3)激光消融法。Mafune-2 等用此方法制备了金 

纳米粒子。在 SDS(十二烷基磺酸钠)水溶液中的金 

盘用激光烧蚀以获得金纳米粒子。在制备过程中要使 

用表面活性剂以阻止金纳米粒子重新聚集。实验发 

现，随着表面活性剂的浓度增加，金纳米粒子的直径变 

小。当表面活性剂的浓度超过 10 mol／m ，就能形成 

稳定的金纳米粒子。直径大于 5 nm的金纳米粒子可 

用 532 nm的激光粉碎成粒径为 1—5 nln金粒子。 

1．2 化学法 ． 

1)．溶胶法。经典的Frens法就属于这种方法。将 

150 mL 0．01％(m／V)的HAuC1 水溶液加热至沸，在 

剧烈搅拌下迅速加入5．25 mL l％(m／V)的柠檬酸钠 

水溶液，保持沸腾状态反应 15 min后关闭热源，继续 

搅拌至室温，透射电镜(TEM)结果显示，粒子的平均 

粒径为l5．7 4-2．0 nm。按完全反应估算，粒子浓度为 

1．2×10 m～，粒子强度约为7．5 molto一，pH6．1[31。 

Dykman 等报道了用大分子量的还原剂，如聚环乙亚 

胺、聚乙二醇及聚乙烯吡咯烷酮(PVP：oolyvinyl—pyrro- 

lidone)等还原 HAuC1 制备金溶胶。Gardea【5 等用紫 

花苜蓿生物质制备金纳米粒子。紫花苜蓿生物质与 

Au(n1)弱键合，能把Au(Ⅲ)还原出来，从而形成金纳 

米粒子。高倍显微镜显示，当Au(Ⅲ)被还原后与紫 
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花苜蓿生物质形成 5种不同类型的金纳米粒子，包括 

正四面体型、六角小盘型、二十面体复合孪生型、十面 

体复合孪生型及不规则形状的金纳米粒子。 

2)晶种生长法。这种方法是以小的纳米粒为晶种， 

合成大纳米粒的方法。Natan首先探讨了这种方法。先 

用柠檬酸钠还原 HAuC1 制得粒径为 50±5肿 ，长短轴 

之比为 1．1的水相金溶胶。以此金溶胶为晶种，加入 

适量的 HAuC1 及羟胺，利用金纳米粒子表面的自催 

化反应使晶种逐渐长大。通过控制适当的条件，可以 

制造粒径在 50～110 nm之间的各种金纳米粒子。由 

于大粒径的金溶胶易聚沉，反应完毕后需加入适量的 

聚乙烯吡咯烷酮(PVP)作为胶体稳定剂。朱梓华等 

在 Natan反应的基础上，进一步扩大了粒径范围，制得 

了粒径为60～160 nln的一系列单分散金纳米粒子水 

溶胶。 

3)反胶束法。本法亦称微乳液法。反胶团是指 

表面活性剂溶解在有机溶剂中，当浓度超过临界胶束 

浓度(CMC)后形成亲水极性头向内、疏水有机链向外 

的液体颗粒结构，其内核可增溶水分子或亲水物质。 

微乳液一般由4种组分组成，即表面活性剂、助表面活 

性剂(一般为脂肪醇)、有机溶剂(一般为烷烃或环烷 

烃)和水。它是一种热力学稳定体系，可以合成大小均 

匀、粒径在 10～20 nln左右的液滴。微乳液的组成确定 

以后，液滴的粒径保持定值。ChiangL7 报道了在异新烷 

中表面活性剂气溶胶和非离子表面活性剂脱水山梨 

(糖)醇 一油酸酯形成的微乳液中用肼还原 HAuC1 形 

成的稳定的、各向异性的金纳米粒子。Esumi-8 报道了 

在 2一乙烯基吡啶调聚物的存在下，在水中用 NaBH 还 

原 HAu 制得金纳米粒子。Lin 等报道了在 CTAB 

(Cetyltrimethy Ammonium Bromide)／辛烷 +1一丁 

H O反向胶束中用 NaBH4还原 HAuC1 制得金纳米粒 

子。Selvan等也报道了用微乳液法制备金 一聚吡咯复 

合材料，金粒在聚合物中分散性良好，粒径在 7～9 nm 

之间。 

4)相转移法。先将沉淀制成无机胶体，再用表面 

活性剂处理，然后用有机溶剂抽提，制得有机溶胶。经 

脱水、脱有机溶剂，即制得纳米材料。用这种方法制得 

的纳米材料优点是颗粒均匀、分散性好、原料回收率 

高。缺点是工艺多、有机溶剂消耗较多，需要注意回 

收。实验证明，成胶的pH值、表面活性剂的类型与浓 

度、有机溶剂的类型与配比、金属盐的类型等对合成有 

影响。HAuC1 水溶液与 4一辛基溴化铵甲苯溶溶液 

在剧烈搅拌下混合 ，分离后的有机相依次加入壬烷基 

硫醇甲苯溶液(，l(S)：，l(Au)=1：4)和 NaBH 水溶 

液持续搅拌24 h。分离，蒸发，在得到的底物中加入适 

量的乙醇，一20℃下静置，经过滤得棕黑色产物，用乙 

醇反复洗涤。将干燥后的金粒溶于甲苯即得金溶胶。 

本法制得的金纳米粒子有 良好的稳定性和可分离特 

性 ，粒径在 5．0 nm左右。Esumi‘1 报道了用水相中的 

HAuC1 转移到甲苯或氯仿中(加疏水的聚 (酰胺基 

氨)树状物)。然后，用二甲氨基硼烷还原 Aü 离子。 

这样，在甲苯或氯仿中便生成了2～4‘nIn范围的金纳 

米粒子。 

5)模板法。此法是在模板的微孔中制备金纳米粒 

子。Shi等 ̈ 报道了在氢气的气氛中，在浸有 HAuC1 的 

SiO 的微孔中还原产生金粒，反应温度973 K，反应时间 

1 h。这种新材料用 x一射线衍射、TEM(透射电镜)等 

方法进行表征。金纳米粒子相互隔离并均匀地分散在 

SiO 的细孔中，粒径小于 4肿 。Comes-1 等报道了用 

AuC1与长链胺 (C H NH ；，l‘8，12，16)形成复合 

物 AuC1(NH2R)，(R=C8Hl7’Cl2H25，Cl6H33)。他们 

用经典的方法在固体基底上自组装纤维状物质。在超 

分子的框架中，复合物发生分解产生单层有序的金纳 

米粒子。 

制备金纳米粒子的方法除了上面介绍的几种之 

外，还有如电解法、多相反应法、水热法、喷雾热解法、 

溶剂热法等 引̈。这里就不再一一介绍。 

2 金纳米粒子的应用 

由于金纳米粒子特殊的稳定性、小尺寸效应、量子 

效应、表面效应等使得它在许多领域表现出潜在的理 

论和应用价值。在临床医学中，免疫金标记技术具有 

独特的优点，已称为第四大免疫标记新技术。在纳米 

化学、凝聚态物理及纳米材料科学中，金纳米粒子是首 

选的衬底材料之一。在 DNA检测中，金纳米粒子的作 

用尤其突出。 

2．1 光学检测法。 

1995年，Natan研究组首次利用金属粒子 (Au， 

Ag)组装到膜表面，并研究了其作为 SELLS(表面增强 

拉曼散射)基底等方面的应用。该研究组还报道了纳 

米粒放大SPR(表面等离子体共振)超灵敏检测DNA 

杂交新方法 引̈。使用金纳米粒子标记导致角移超过 

10倍，相应的检测靶核苷酸灵敏度与未经放大相比提 

高了1 000倍以上。SPR反射率的强移是表面质量、 

金粒的介电常数、金粒与金膜之间的电磁偶合等因素 

显著增加的一个综合结果。DNA的相变与消化实验 

进一步支持了 DNA杂交研究方法的可行性。在金粒 

增强的SPR中观察到极大的角移使 SPR在DNA阵列 

的影像实验变得可能。用肉眼可见的4×4的阵列，用 

24一mer寡核苷酸可达到 10 nmoL／m3(10 mol／m3) 

的定量检测限。即使没有更深入的优化 ，这种方法的 

灵敏度也开始接近传统的荧光检测 DNA杂交的方法。 

这些结果显示了纳米粒增强的SPR在阵列 DNA分析 

和寡核苷酸超灵敏检测中的应用前景。 
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美国西北大学的 Mirkin 15]等在研究中创造了一 

种精巧的方法(见图 1)，用于检测溶液中是否存在某 

种特别的遗传顺序。他们的方法使用了13 nm大小的 

金粒子。这里采用2组金纳米粒子。第 1组金纳米粒 

子所带的 DNA同靶顺序 的一半结合；第 2组所带的 

DNA同靶顺序 的另·半结合。有着完整靶顺序 的 

DNA迅速地粘附在两种类型的金粒子上，把它们连接 

在一起。由于每个金粒子都有许多DNA触手，带有这 

种靶顺序的多片遗传物质就将许多金粒子粘接在一 

起。当这些金粒子结合在一起时，其光学性质便发生 

了显著的变化，使溶液由红色变成蓝色。由于实验结 

果无需任何检测仪器就很容易看出来 ，这种方法对于 

家庭检测 DNA或许特别有用。1997年 Mirkin研究小 

组报道了用比色检测灵敏度达到 10 fmol(10 mo1) 

寡核苷酸的水平 引̈。这在新药的发现和基因诊断等 

方面有很好的前景。最近，Mirkin等利用核 一壳 Ag／／ 

Au进行 DNA检测ⅢJ。先用文献方法制备 Ag纳米 

粒，用 0．3 mmolBSPP[Bis-(sulfonatopheny1)一pheny- 

lphosphine]钝化，Ag粒直 径约 12 nm。然后 加入 

HAuCI 和 NaBH 等 ，便在 Ag核表面形成单层金膜， 

膜厚近似一个金原子的厚度。这样就形成了A暑核 Au 

壳的结构。这样做的好处是，Ag粒的光学性质优于 

Au粒，金膜不会掩盖 Ag核的光学性质。但 Ag粒易 

聚集，稳定性差，难以用巯基修饰的DNA链钝化。包 

上金膜后，由于金的稳定性及与巯基的强亲和性，这为 

比色检测 DNA增添了一种新方法。 

图 1 比色法金标 DNA杂交 

纳米金的应用研究在国内外都很活跃。除了Na． 

tan和Mirkin等研究组之外，Beomseok̈ 等研究了大 

金纳米粒子(粒径 16～170砌 )自组装二维阵列及 良 

好的光学及光电性质，尤其是做 SERS基底等。北京 

大学的刘忠范研究小组对纳米金有深入的研究。如 

“金纳米粒子通过 Au—S键的组装”̈引、“金纳米粒子 

组装体系粒子密度与 SERS强度的关系” 】、“金纳米 

粒子在平整硅基表面上的组装” ¨、“金纳米粒子组 

装结构中的表面重组现象” ]、“基于 AFM纳米氧化 

技术的金纳米粒子定点组装” ]、“金纳米粒子的二 

维组装与表面增强拉曼散射的研究” ]、“金纳米粒 

子在氨基表面上的组装——pH值的影响” J，等等。 

Vellmloweth L26 等报道了金纳米粒子增强的 AFM成像 

及提高多核苷酸检测灵敏度的方法。在金表面上形成 

探针／~_／DNA一金纳米粒子夹心式结构，用原子力显 

微镜检测多核苷酸。17一mer探针固定在金表面上， 

与多核苷酸靶进行杂交。由于探针 一靶在表面上杂交 

的单调 的方 向性及与未杂交探针的空间位阻，使得 

AFM成像不清晰。由于表面特征没法改变，杂交效率 

很低，约1．1％。使用30一mer寡核苷酸戴帽的纳米 

金，不仅提高了选择性范围，还使原先形成的探针 一靶 

杂交链重新取向。这种重新取 向改善了杂交分子的 

AFM图像，并且使杂交效率显著提高。 

2．2 电化学检测法 

Joseph等 报道了一种基于纳米粒电化学检测 

DNA杂交的方法(见图2)。他们用抗生蛋白链霉素 

包被的磁珠，固定上生物素修饰的DNA探针，与生物 

素修饰的靶基因互补配对，生物素再捕获包有抗生蛋 

白链霉素的金纳米粒子，经洗涤，最后溶解这些被捕获 

的金粒，用记时电位分析法测出金的量，从而算出杂交 

量。Authier 等也报道了用电化学方法定量检测4O6 
一 碱基对人类细胞巨型病毒DNA序列(HCMV DNA— 

human cytomegalovirus DNA)。这种检测方法基于：I) 

单链的靶HCMV—DNA与寡核苷酸修饰的金纳米粒 

子探针的杂交；2)固定在杂交物上的金粒的溶解；3) 

在夹心式的丝网印刷微条纹电极(SPMBE：Sreen．prin— 

ted microband electrode)上用阳极溶出伏安法检测可 

溶性 Au 离子，从而间接得出DNA检测结果。由于在 

电沉积过程 中非线性扩散的 AuⅢ质量转移的增加， 

SPMBE电极能灵敏地检测静态溶液 中小体积 中的 

Au ，每个探针释放出的纳米金数量较大，在 SPMBE 

电极上灵敏的Au 的检测结合起来，可使 HCMV—DNA 

片段的检测限达到 5 nm0l／，m (5×10 mol／m )的水 

平。Willner等研究了单层和多层金纳米粒子组装结 

构在电催化方面的应用。张波 等用 Frens法制备了 

不同粒径的金纳米粒子，并用透射电镜、紫外可见分光 

光度法进行了表征，用自组装技术得到金膜电极表面 

的金纳米粒子二维阵列电极。用扫描电镜、电化学等 

方法对该微阵列电极进行了表征。结果表明，当金电 

极表面被自组装膜完全覆盖后，电化学反应不再发生。 

而将金纳米粒子组装到膜上以后，又得到电化学信号。 

这对理解电荷跨膜转移机制、电荷隧穿有一定指导 

意义。 

压电检测法也是一种特殊的电化学检测法，此法 

是利用石英晶体微天平，响应机理为：金电极表面质量 

变化 Am与石英晶体振荡频率变化 △F的关系可用 

Sauerbry公式计算，△F：一2 Am／A( lg) ， 是 

石英晶片的剪切模量， 是石英的密度； 是振子的 
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振荡基频。1 Hz的频率变化约合0．8 ng。 

O —一  
c — — 一  
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图 2 计时电位金标 DNA杂交 

赵红秋等 利用双硫醇分子作连接剂，将金纳米 

粒子固定在金片上。先在金片上加 2滴体积分数为 

0．5％的 HS(CH2)6SH乙醇溶液，30 rain后用乙醇和 

水冲洗，自然晾干。这样 ，在金片上便形成了1，2一己 

二硫醇自组装成的单分子膜。在修饰过双硫醇的金电 

极上加 2滴制备好的金溶胶，1 h后用水冲洗并晾干。 

用石英晶体微天平(QCM—quartz c~stal microbalance) 

技术研究 DNA探针在金片上的固定。并对 DNA识别 

能力进行了初步探讨。在实验条件下，经过纳米颗粒 

修饰的金片对 HS—DNA探针的吸附量比未经修饰的 

金片可提高 3～5倍，并将传感器的灵敏度提高3倍至 
0．35 Ixg／mL。 

笔者所在的实验室利用具有 自主知识产权 u的 

压电生物传感器，在金电极表面上固定 DNA探针，可 

进行一些疑难疾病的临床检测L3 。电极上用纳米金 

修饰以后，通过控制反应条件，可以提高探针对样品的 

吸附量，从而提高检测的灵敏度。经过动态在线监测 

还可以获得有关的动力学信息，对提高生物传感器的 

可靠性及实用性具有重要意义。 

3 存在的问题及展望 

用金纳米粒子进行 DNA检测，不但是现有荧光方 

法的补充，在某些方面甚至优于后者。目前已经可以 

将纳米粒子附于蛋白质上，这样就可观察该蛋白质处 

于细胞的哪一特定结构中，甚至将来还可以观察其在 

细胞中的情况。因为大小不同的无机纳米粒子可以发 

出不同颜色的荧光，所以在标记细胞的不同部分时，正 

逐渐用它们代替有机染料。纳米粒子在生物标记中的 

发展为大量多色实验和诊断学带来了新的机会，其所 

具有的光学可调谐特点使它们可直接用做探针或作为 

传统探针的敏化剂。而利用蛋白质对 DNA片断的识 

别，将能实时观测 DNA和蛋白质的结合以及酶催化动 

力学 ，如 DNA的复制和转录。将来，直接免疫标记和 

定位杂化的进一步发展会有更重要的应用，如在血细 

胞记数和免疫细胞生物学方面的应用。当然将纳米粒 

子作为生物荧光标记物还存在一些问题，如稳定的、发 

光效率高的纳米粒子的制备条件较为苛刻，其生物可 

相容性、大分子可接近性还有待进一步提高。总之，金 

纳米粒子在生物化学中的应用是一个大有前途和值得 

引起重视的领域。 
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Gold Nanoparticles Preparation and Application in DNA Detection 

TAN Bi-shen~，CAO Xiao-hon#，MO Zhi-hon~， 
(1．College of Chemisty&Chemical Engineering，Chongqing University，Chongqing 400044，China； 

2．College of Biological Engineering，Chongqing University，Chongqing 400044，China) 

Abstract：Several conventional methods for preparing nanoparticles and their features are reviewed
，Which are sep- 

arated into physical methods．The physical method s include vacuum evaporation，soft landing an d laser ablation
，
an d 

chemical methods the chemical ones have colloidal method s，crystal species genemtlng method s
，rever$e micellar meth— 

od s，phase tran smi ssion an d model method s．etc．．Gold nanoparticles with different size an d shape  can be produced by 

different methods．Peculiar physical and chemical properties of gold nanoparticles make them have wide applications in 

fields of chemi stry，biology an d medicine，especially in DNA detection．Th ere are optical
， electrochemical and piezoe— 

lectric method s for detection of DNA．Th e sensitivity an d detection range of these methods can  be  significantly improved 

with the using of gold nan oparticles． 

Key words：gold nan oparticles；DNA detection；piezoelectric detection 
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