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基于功能化金纳米颗粒的表面增强拉曼光谱检测Ag+

白向茹，谭金龙，罗伟，周文宇，郭心灵

信阳农林学院药学院，信阳 464000 

摘要 为实现准确、无干扰检测 Ag+，建立一种基于功能化金纳米颗粒的表面增强拉曼光谱（surface en⁃
hanced Raman scattering，SERS）传感检测方法。通过形成硫-金键，将对巯基苯甲腈（MBN）修饰在金纳米颗粒

表面，作为功能化金纳米颗粒；基于配位作用，Ag+可与功能化金纳米颗粒表面MBN的氰基发生反应，导致相邻

金纳米颗粒聚集，产生“热点”效应，使MBN在生物“静默区”2 228 cm-1处的SERS信号增强；SERS信号增强强

度随Ag+浓度增加而增大，由此建立Ag+的SERS传感检测方法。结果显示：构建的SERS传感检测Ag+方法，

在 0.1~100 nmol/L区间内线性关系良好，对Ag+的最低可检出浓度为 0.1 nmol/L，远低于美国保护署规定饮用

水中 Ag+浓度应小于 0.93 μmol/L 的限定要求。Ag+实际水样加标回收检测结果显示，回收率为 99.7%~
101.4%。研究结果表明，建立的Ag+的SERS传感检测方法操作简单、耗时较短、特异性强，可应用于痕量Ag+

的快速检测。
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银及其化合物被广泛应用于医药、航空航天、农

业等领域［1］，可以Ag+形式持续在自然环境中的水源

和土壤中积累［2-3］。Ag+的大量聚集，一方面会抑制

良性微生物的生长，导致自然水中菌落失衡，危害水

生生物［4-6］；另一方面可通过食物链或直接饮用水进

入人体聚积，与蛋白质发生相互作用，导致细胞毒

性、器官衰竭和线粒体功能下降，对人体健康造成严

重负面影响［7-8］。因此，Ag+检测对保护环境和维护

人们身体健康具有重要意义。

目前，传统的 Ag+检测方法主要依赖电感耦合

等离子体质谱法［9］、原子吸收光谱法［10］和原子发射

光谱法［11］。传统检测技术精密度较高，但仪器昂贵、

运行费用高，除需要专业测试人员外，还要对样品进

行萃取、浓缩、富集或抑制干扰等复杂的前处理过

程，操作较为繁琐、费时。新兴的传感检测技术因具

有较高的选择性、较快的分析速度、低廉的检测成本

等特点而被广泛关注。迄今为止，研究人员开发了

基于荧光［12-13］、比色［14-15］、电化学分析［16-17］等技术的

检测 Ag+的传感器，且开发不同信号输出模式的

Ag+传感分析技术成为热点研究方向。

近年来，表面增强拉曼散射（surface enhanced 
Raman scattering，SERS）因其灵敏度高、成本低、操

作简单、指纹图谱信息明显而备受研究人员关注，被

广泛应用于食品安全、环境污染、生物和制药分析等

领域［18-19］。SERS 技术在 Ag+检测方面主要有 2 种

模式，一种是将信号分子修饰在金纳米颗粒表面，以

物理吸附或化学键合的方式将 DNA 固定在金纳米

颗粒或金纳米棒表面（DNA功能化），加入Ag+后，基

于 Ag+与胞嘧啶（C）形成类似碱基配对的 C-Ag+-C
结构，导致纳米金聚集，引起拉曼信号分子强度的改

变而实现 Ag+的检测。如聂钰洪等［19］以罗丹明 6G
（R6G）作为拉曼信号分子，设计了 3条DNA探针链，

当溶液中存在 Ag+时，基于 C-Ag+-C 配位作用，ss 
DNA 与 ds DNA 形成具有刚性结构的 ts DNA，导致

修饰有R6G的金纳米颗粒失去 ss DNA保护，发生团

聚而形成“热点”，实现 Ag+检测的目的。另外一种
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检测模式是Ag+直接与分子识别元结合，SERS特征

峰随之出现、消失或移位［20］，如 Tan 等［21］将 2-巯基

异烟酸（2MNA）通过硫-金键结合在金纳米颗粒表

面，Ag+可通过配位作用与 2MNA发生作用，进而引

起相应化学键散射信号强度的改变，对 Ag+的检出

限低至 25 nmol/L。综上所述，无论是采用信号分子

还是识别元，目前Ag+的SERS检测方式多数依据指

纹区特征分子信号的改变来实现检测，对实际样品

而言，当体系中共存物较复杂时，共存物“指纹区”拉

曼信号极易与特征分子拉曼信号发生重叠，大幅增

加了谱图辨识的正确性，严重影响检测结果的准确

性。因此，迫切需要开发一种准确、灵敏、简单的

SERS检测方式，实现痕量Ag+的快速检测。

本研究构建一种 SERS 检测 Ag+的传感分析

方法，首先采用一步法合成特定粒径的金纳米颗

粒，通过形成硫-金键将对巯基苯甲腈（MBN）修饰

在金纳米颗粒表面，实现金纳米颗粒的功能化；基

于 MBN 中氰基与 Ag+的配位作用实现功能化金

纳米颗粒的可控聚集，形成“热点”效应，利用

MBN 本身在生物“静默区”的拉曼信号随 Ag+浓

度的变化关系实现 Ag+的定量检测，结合便携式

检测设备，旨在为环境中 Ag+的现场定量检测提

供一种快速准确的检测方法。

1　材料与方法

1.1　试剂与仪器

氯金酸（HAuCl4·4H2O，分析纯）购自上海元鼎

生物技术公司，4-巯基苯甲腈（C7H5NS，分析纯）购自

美国 Sigma 公司，二水合柠檬酸三钠（C6H5Na3O7·

2H2O，分析纯）、NaH2PO4、AgNO3均为分析纯，购自

国药集团化学试剂有限公司，PbSO4、FeCl2、FeCl3、

NaCl、K2SO4、ZnSO4、CaCl2、MgCl2等，购自罗恩试剂

有限公司。

紫外可见吸收光谱（UV-vis spectroscopy），日本

岛津公司 Shimadzu UV-2550；拉曼光谱的采集在

Renishaw公司 inVia型共聚焦拉曼光谱仪上进行，采

用 632.8 nm He-Ne激光器，20倍长焦物镜。纳米材

料的透射电子显微镜（TEM）表征采用日本 JEOL公

司 JEOL JEM-2100 透射电镜。美国 Millipore 公司

Direct-Q3 超纯水器、油浴锅、高速离心机、涡旋振

荡仪。

1.2　拉曼光谱试验

采用 8 mm 的 50 倍长聚焦物镜，照射范围为

2 μm×2 μm；激光器为 He-Ne 激光器，激发波长为

632.8 nm，激光功率为 17.2 mW；显微镜为 Olympus 
BX 41 显微镜，光谱分辨率为 2 cm−1；采用 Peltier-
cooled 1 024像×256像素的CCD检测器和空气冷却

激光器、光栅为 1 800 g/mm；拉曼仪器狭缝宽度为

100 μm，针孔大小为1 000 μm。

1.3　金纳米颗粒的制备及对巯基苯甲腈的修饰

使用的金纳米颗粒粒径为 30 nm，采用经典的高

温柠檬酸钠还原氯金酸的方法合成。具体合成步骤

是，29.9 mmol/L 的氯金酸 1 mL 加入到 99 mL 的超

纯水中，油浴加热并搅拌，向其中加入 38.8 mmol/L
的柠檬酸三钠溶液 1.4 mL，加热搅拌 20 min 后溶液

变成酒红色。取出磁子，停止加热和搅拌后，将溶胶

自然冷却到室温。取上述合成的金纳米颗粒 10 
mL，加入 50 μL 2 mmol/L 的对巯基苯甲腈乙醇溶

液，静置 2 h 后，一定转速和时间下，离心 3 次，等体

积分散在 pH 为 7.5 的磷酸缓冲溶液中，保存于 4 ℃
冰箱备用。

1.4　Ag+检测

取 80 μL上述离心处理过的金纳米粒子溶液，分

别加入 20 μL 不同浓度的硝酸银溶液，室温放置 20 
min进行后续拉曼光谱采集实验。测试样品时，将毛

细管作为样品池，曝光时间 10 s，积分 1次，每个样品

多次测量取平均值。

2　结果与分析

2.1　Ag+的检测原理及相关表征

Ag+的 SERS检测原理如图 1所示，取一定量对

巯基苯甲腈（MBN）修饰的金纳米颗粒，Ag+加入后，

相邻金纳米粒子通过 Ag+与修饰在其表面的 MBN
发生配位作用，形成-CN-Ag+-CN-结构，将相邻金

纳米粒子连接起来，形成链状结构，且随着检测体系

中 Ag+浓度的增加，链状结构的长度逐渐增大。依

据链状结构形成带来的“热点”效应，修饰在金纳米

粒子表面的 MBN 在生物“静默区”2 228 cm−1 处的

SERS 谱带强度逐渐增大，且不受体系中共存物“指

纹区”信号的干扰。

如图 2A所示，当检测体系中Ag+浓度分别为 0、
0.1、1、10 nmol/L 时，随着 Ag+浓度的增加，MBN 在

2 228 cm−1处的 SERS 谱峰强度逐渐增大。如图 2B
中透射电子显微镜（TEM）图所示，当检测体系中

Ag+浓度为 0 nmol/L 时，功能性金纳米颗粒呈单分

散状态，当Ag+浓度增加（0.1、1、10 nmol/L），对应形
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成链状结构的长度（图 2C-E）逐渐增大；图 2F对应的

Ag+浓度为 100 nmol/L，检测体系形成的链状结构

长度更大。SERS 检测技术的重现性取决于聚集度

是否可控，区别于传统的不可控聚集，该 Ag+的

SERS传感检测方法形成了长度可调的链状结构，产

生高度可控的“热点”效应，具有较好的重现性。因

此，本研究工作建立的SERS检测Ag+的方法具有较

高的可靠性，可大幅提升检测结果的准确性。

2.2　Ag+的SERS检测条件优化

从拉曼信号分子MBN的用量、缓冲溶液的浓度

及 pH、反应时间等 4 个参数对反应体系的检测条

件进行优化。由于 MBN 既作为信号分子又提供连

接基团用于后续 Ag+检测，所以 MBN 用量对试验

结果产生较大影响。如图 3A 所示，当 MBN 用量大

于 5 μL/mL 时，SERS 谱带强度开始急剧增强，这

是由于 MBN 过量使用导致金纳米颗粒的聚集。因

此，修饰在金纳米粒子表面的 MBN 最佳用量为 5 

μL/mL。如图 3B 所示，缓冲溶液缓冲能力与其浓

度成正比，然而当缓冲溶液的浓度大于 10 mmol/L
时，会引起功能化金纳米颗粒的聚集，所以缓冲溶

液的最佳浓度为 10 mmol/L。如图 3C 所示，缓冲

溶液酸性过强，易造成功能化金纳米颗粒的聚集，

而碱性过强，Ag+易发生水解，结合 2 种效应，缓冲

溶液最佳 pH 为 7.5。如图 3D 所示，Ag+加入检测

体系后，随着时间增加，MBN 谱带强度逐渐增大，

当 Ag+与 MBN 作用时间超过 20 min，SERS 谱带强

A：SERS 光谱图 SERS spectra；B-F：透射电镜图 Transmission electron micrographs；B：［Ag+］=0 nmol/L；C：［Ag+］=0.1 nmol/L；

D：［Ag+］=1 nmol/L；E：［Ag+］=10 nmol/L；F：［Ag+］=100 nmol/L.
图2 检测体系中不同浓度Ag+对应的SERS光谱图（A）和透射电镜图（B~F）

Fig.2 SERS spectra（A） and transmission electron micrographs（B-F） of the detection 
system with different concentrations of Ag+

图1 检测原理

Fig.1 The detection principle
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度不再发生明显改变，因此，Ag+与 MBN 最佳反应

时间为 20 min。
2.3　Ag+的SERS定量检测

在上述优化后的检测条件下进行Ag+的检测工

作，利用 MBN 在 2 228 cm−1拉曼位移处 SERS 谱带

强度随不同浓度 Ag+的变化，建立 SERS 定量检测

Ag+ 的 标 准 工 作 曲 线 。 如 图 4A 所 示 ，在 0~
1 mmol/L的浓度区间内，随Ag+浓度的增加，溶液保

持酒红色，且未发生明显颜色改变。图 4B 为图 4A
中对应浓度条件下检测体系的紫外可见吸收光谱

图，由图 4B可见，在 0~30 nmol/L的浓度区间内，检

测体系在 530 nm 左右的吸光度极微弱减小，吸收谱

图高度重叠；30~100 nmol/L的浓度区间内，检测体

系在 530 nm左右的吸光度逐渐减小，发生微小红移，

且 700 nm以后出现吸光度逐渐增大的吸收峰。而以

往文献报道中，当检测体系聚集度增加时，由于纳米

材料的不可控聚集沉积形成大量团簇体，导致检测

溶液视觉上呈现从酒红色到蓝紫色的颜色转变，且

金纳米溶胶在 530 nm 左右的吸光度急剧减小，700 
nm以后的吸光度逐渐增大。然而，本研究工作构建

的可控聚集效应，基于长度可控链状纳米结构的构

建，不同于传统大量团簇体的形成，检测溶液颜色未

发生明显颜色转变。随 Ag+浓度的增加，MBN 在

2 228 cm−1处的SERS谱带强度逐渐增大，且在 0.5~
100 nmol/L 的浓度区间内（图 4C），MBN 在 2 228 
cm−1处谱带强度的增大与Ag+浓度的增加呈线性关

系。根据 MBN 的 SERS 谱带强度与 Ag+浓度之间

的变化，建立标准工作曲线（图 4D），标准工作曲线线

性方程为：y=12414.95x+3796.85，其中，Ag+的单

位为 nmol/L，x为对Ag+的浓度取对数值，该线性方

程的相关系数为 0.948 9，且对 Ag+的最低检出浓度

为 0.1 nmol/L，远低于美国环境保护署规定饮用水中

Ag+浓度应小于0.93 μmol/L的限定要求［20］。

2.4　SERS检测体系对Ag+的选择性

为了考察建立的 SERS 检测方法对 Ag+的选择

性，使用构建的SERS传感检测体系对环境中常见的

金属离子进行检测。金属离子包括 Pb2+、Co2+、

Cd2+、Ca2+、Fe2+、Fe3+、K+、Al3+、Mn2+、Na+、Cu2+、

Ni2+、Zn2+、Cr3+等，试验过程中干扰物质的浓度为

3 μmol/L，Ag+浓度为 3 nmol/L。如图 5 所示，同样

的试验条件下，当 3 nmol/L Ag+加入检测体系时，

Ag+能引起MBN的修饰金纳米颗粒的可控聚集，这

主要是由于Ag+与MBN的−CN 基团发生特异性的

配位作用形成的，而其他金属离子与MBN修饰的金

图3 MBN用量（A）、缓冲溶液浓度（B）、缓冲溶液pH（C）及反应时间（D）对检测体系SERS谱带强度的影响

Fig.3 Effect of MBN amount（A）， concentration of buffer solution（B）， pH of buffer solution（C） and reaction time（D） 
on SERS intensity of the detection system
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纳米颗粒作用时，MBN 的 SERS 谱带强度并没有发

生明显改变。因此，该传感检测方法对 Ag+具有优

异的选择性。

2.5　实际样品检测

实际样品检测采用加标回收法进行。取实验室

自来水样，在其中加入不同量Ag+，得到浓度分别为

1、10、30 和 50 nmol/L 的 Ag+待测样品，基于构建的

SERS传感检测方法检测以上待检样品，检测结果见

表 1。如表 1 所示，SERS 检测 Ag+的实际检出结果

与加标结果吻合较好，证明本研究工作建立的 Ag+

检测方法具有较高的准确度。

3　讨 论

本研究构建了一种新型的 SERS 传感检测 Ag+

方法，基于MBN修饰的功能化金纳米颗粒与Ag+之

间特异性配位作用，实现了 Ag+的准确、无干扰、快

速检测。相邻金纳米颗粒通过其表面修饰 MBN 中

−CN 基团与Ag+之间配位相互作用，引起金纳米颗

粒可控聚集，产生“热点”效应，导致 MBN 在 2 228 
cm−1 处的 SERS 谱带强度随 Ag+浓度的增加而增

大，进而实现 Ag+的定量检测。从拉曼信号分子

MBN 的用量、缓冲溶液的浓度及 pH、反应时间 4 个

参数对反应体系的检测条件进行优化，在最优参数

下，建立 Ag+的 SERS 检测线性关系；采用加标回收

图4 SERS检测Ag+体系的颜色变化（A）、紫外可见吸收光谱图（B）、SERS光谱图（C）及标准工作曲线（D）

Fig.4 The color change（A）， UV-vis spectroscopy（B）， SERS spectroscopy（C），

and standard working curve（D） for SERS detection system of Ag+

表1　实际样品的加标回收检测结果

Table 1　The spiked recovery for actual samples

添加量/
(nmol/L)

Additive amount

1

10

30

50

检出量/(nmol/L)
Detected amount

1.01±0.02

10.14±0.05

29.92±0.04

49.83±0.07

回收率/%
Recovery

101.0

101.4

99.7

99.7

相对标准

偏差/%
RSD

7.23

5.64

1.28

2.46

图5 SERS检测Ag+体系的选择性

Fig.5 The selectivity for SERS detection system of Ag+
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法对 4个不同浓度样品进行检测，SERS检测 Ag+的

实际检出结果与加标结果吻合较好。

不同于传统构建的传感检测方法，本研究开发

的Ag+的SERS传感检测方法具有两大优势，一是金

纳米颗粒形成长度可控的纳米珠串带来可控的“热

点”效应，大幅提升了检测技术的重现性；二是MBN
在“静默区”2 228 cm−1处拉曼特征峰作为定量标准，

完美规避了体系中复杂共存物“指纹区”信号带来的

干扰，使检测结果具有较高的准确度。该SERS传感

检测方法对 Ag+的最低可检出浓度为 0.1 nmol/L，

远低于美国环境保护署规定饮用水中Ag+浓度应小

于 0.93 μmol/L 的限定要求。值得强调的是，该技

术操作简单、耗时较短、特异性强、样品用量少，结

合便携式检测设备，有望满足现场检测的实际

需求。
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Accurate and interference-free SERS detection of Ag+ based on 
functionalized gold nanoparticles

BAI Xiangru,TAN Jinlong,LUO Wei,ZHOU Wenyu,GUO Xinling

Department of Pharmacy， Xinyang College of Agriculture and Forestry， Xinyang 464000， China

Abstract The silver ion（Ag+） poses serious threats on the environment and the health for human.  
Therefore， the accurate and interference-free detection of Ag+ is of great scientific significance with practi⁃
cal value of application.  The surface-enhanced Raman spectroscopy（SERS） sensing detection technology 
based on functionalized gold nanoparticles was established to realize the accurate and interference free detec⁃
tion of Ag+.  When Ag+ was present， adjacent gold nanoparticles were connected and underwent controlled 
aggregation to form a chain-like structure based on the coordination effect between Ag+ and cyanogroup
（−CN） in merhydryl benzonitrile（MBN） modified on the surface of gold nanoparticles， generating a “hot⁃
spot” effect.  The SERS signal of MBN at 2 228 cm−1 in the biological “silent zone” was enhanced， and 
the degree of enhancement increased with the increase of the concentration of Ag+ .  The results showed 
that the SERS sensing technology established for detecting Ag+ had a good linear relationship in the concen⁃
tration interval of 0. 1 nmol/L and 100 nmol/L.  The minimum detectable concentration of Ag+ was 0. 1 
nmol/L， much lower than the limit requirement of the US Environmental Protection Agency that the con⁃
centration of Ag+ in drinking water should be less than 0. 93 μmol/L.  The detection with Ag+ spiked re⁃
covery was performed in actual water samples， with a recovery rate ranged from 99. 7% to 101. 4%.

Keywords surface-enhanced Raman scattering； functionalized gold nanoparticles； merhydryl benzoni⁃
trile （MBN）； silver ion detection
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