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金纳米微粒作探针共振瑞利散射
光谱法测定亚甲蓝

鲁群岷 , 何佑秋 , 刘绍璞 , 刘忠芳
(西南大学化学化工学院 , 重庆 400715)

摘要 　在 pH为 615～915的中性或弱碱性介质中 , 金纳米微粒可与亚甲蓝 (MB)阳离子靠静电引力及疏水作

用力结合 , 形成粒径较大的聚集体 (平均粒径从 12 nm增至 20 nm ) , 这种聚集体的形成导致共振瑞利散射

(RRS)强度显著增强 , 最大散射峰位于 371 nm. 在适当条件下 , 散射强度 (ΔI)与亚甲蓝浓度成正比. 该法具

有高灵敏度 , 将金纳米微粒作为测定亚甲蓝的高灵敏 RRS探针 , 对亚甲蓝的检出限为 21117 ng/mL, 该法简

便 , 快速 , 且有较好的选择性 , 可用于血液中亚甲蓝的测定.
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亚甲蓝 (MB )是一种吩噻嗪类染料 , 也是一种杀菌解毒药 , 因为其与 SARS病毒类的 RNA包膜病

毒具有很高的亲和力 , 而且理化性质、生物安全属性、生物学和毒理学研究背景清楚 , 可在 MB /光化

学法中作为光敏剂杀灭 RNA包膜病毒 , 为传染病病毒病原体的体外灭活开辟了一条新途径 [ 1, 2 ] , 因

此 , 近年来在光敏灭活病毒方面得到越来越广泛的应用 [ 3, 4 ]
. 但残留的 MB有致突变的可能 [ 5 ]

, 故痕量

MB的测量显得更加重要. 但目前 MB的痕量分析较少 [ 6 ]
, 因此发展新的简便、快速的高灵敏测定 MB

的方法是一个值得研究的课题. 共振瑞利散射 (RRS)是近几年来发展起来的新技术 , 由于具有高灵敏

度和简易性而受到广泛关注 , 研究工作日益增多 , 目前已在核酸 [ 7 ]、蛋白质 [ 8 ]和多糖 [ 9 ]等生物大分子

及无机离子 [ 10～12 ]、有机物 [ 13 ]和药物 [ 14 ]分析中得到广泛的应用.

近年来 , 金纳米微粒作为光学探针和化学与生物传感器的分析应用已引起了人们的关注 [ 15～17 ]
.

研究结果表明 , 在柠檬酸盐介质中 , 柠檬酸根阴离子靠静电引力自组装于金纳米微粒的表面 , 使整个

金纳米微粒成为带负电荷的超分子化合物. 此时一价阳离子 MB
+能靠静电引力和疏水作用力与金纳

米微粒结合 , 形成体积较大的聚集体 , 从而导致 RRS强度的急剧增强 , 故该方法具有很高的灵敏度和

较好的选择性 , 可用于痕量 MB的测定. 本文研究了金纳米 2亚甲蓝体系 RRS的光谱特征和适宜的反应

条件 , 对反应机理进行了初步讨论 , 并进行了分析应用.

1　实验部分

1. 1　试剂与仪器

质量分数分别为 1. 0%氯金酸 ( HAuCl4 ·4H2 O, 上海试剂一厂 )溶液 , 110%的柠檬酸钠溶液 ,

110%的鞣酸溶液 ; 3010μg/mL亚甲蓝 (Methylene blue, 简称为 MB, 北京化工厂 )标准溶液. B ritton2
Robinson广泛缓冲溶液 (简称 BR缓冲溶液 ).

H itachi F22500型荧光分光光度计 (日本岛津 ) , 狭缝宽度 5 nm; UV28500型紫外 2可见分光光度计

(香港天美公司 ) ; H2600型透射电子显微镜 (日本电子株式会社 ).

1. 2　实验方法

利用鞣酸 2柠檬酸钠还原法 [ 18 ]制备出 12 nm 左右的金纳米微粒溶液 , 此时 Au的质量浓度为
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4718μg/mL. 在 10 mL比色管中依次加入 210 mL金纳米微粒溶液、110 mL pH = 810的 BR缓冲溶液

和一定量的亚甲蓝溶液 , 用水稀释至刻度并摇匀 , 放置 15 m in后 , 于荧光分光光度计上以λem =λex方

式进行同步扫描 , 可得到共振瑞利散射光谱 , 于λem =λex处测定产物溶液的散射光强度 IRRS和试剂空

白的散射强度 I
0
RRS (ΔIRRS = IRRS - I

0
RRS ).

2　结果与讨论

2. 1　金纳米微粒及其与亚甲蓝结合产物的形貌和粒径

用透射电子显微镜 ( TEM )观测了金纳米微粒及其与亚甲蓝结合产物的形貌和粒径. 结果如图 1所

示. 从图 1 (A)可看出 , 按实验方法制备的红色金纳米微粒尺寸均匀、分散并基本上呈球形 , 其平均粒

径为 (1210 ±015 nm )左右. 当与亚甲蓝作用形成紫色产物时 [图 1 (B ) ] , 亚甲蓝聚集于金胶表面 , 导

致反应物的粒径增大至 20 nm左右 , 其形貌仍呈均匀分散的球形 , 说明染料在金胶表面聚集后 , 只增

大了体积 , 而未改变金纳米微粒的形貌.

F ig. 1　TEM images of gold nanoparticle and the b ind ing product w ith M B( ×60 000)

(A) Gold nanoparticle ( d = 12 nm) ; (B) supermolecular compound of Au2MB ( d = 20 nm).

2. 2　共振瑞利散射光谱

金纳米微粒、亚甲蓝溶液和两者结合的产物的 RRS光谱如图 2所示. 从图 2中可以看出 , 单独的

F ig. 2　RRS spectra

　 a. MB ( 3100 μg/mL ) ; b. Au; c. Au2MB ( 1150 μg/mL ) ;

d. Au2MB (2125μg/mL) ; e. Au2MB (3100μg/mL ). Au ( 9156

μg/mL) , pH = 810.

亚甲蓝溶液的 RRS十分微弱 , 而金纳米微粒本身

有一定的 RRS强度 , 其最大散射波长位于 368 nm,

当金纳米微粒与亚甲蓝结合 , 形成新的超分子化合

物后 , 散射强度急剧增强 , 最大散射波长位于

371 nm, 另在 280及 510 nm处有两个较小的散射

峰. 并且在最大散射波长处和适当条件下 , 散射强

度随亚甲蓝浓度的增大成比例增强.

2. 3　适宜的反应条件

2. 3. 1　溶液酸度的影响 　实验结果表明 , 当用 BR

缓冲溶液作为介质时 , 反应的最佳 pH 范围在

615～915, 且在 pH = 410～1010之间散射强度变化

不大 , 因而反应有宽松的酸度范围. 且由于 BR缓

冲溶液的适宜用量范围是 018～115 mL, 故以下实

验均加入 110 mL pH = 810的 BR缓冲溶液.

2. 3. 2　金纳米溶液用量的影响 　适宜的金纳米溶液用量为 115～310 mL (金的质量浓度为 7117～

14134μg/mL). 金的质量浓度不足和过量均会导致 RRS强度降低. 故实验选用加入试剂的用量为

210 mL.

2. 3. 3　显色速度及稳定时间 　室温下体系在 15 m in后反应完全 , 并且在 5 h内ΔI值基本不变 , 故实

验选在 15 m in后测定.

2. 3. 4　有机溶剂的影响 　研究了乙醇及丙酮等极性有机溶剂对反应体系 RRS强度的影响. 当在反应
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体系中加入乙醇或丙酮等有机溶剂时 , 体系的红紫色逐渐消失 , 当加入量达到 1 mL时 , 共振瑞利散射

强度显著降低. 这可能是由于金纳米微粒与亚甲蓝形成新的超分子化合物时 , 它们的电荷被中和后具

有强的疏水性 , 从而能与水形成界面. 这种界面有利于 RRS的增强 , 但在有机溶液的存在下这种界面

消失 , 导致 RRS值的降低.

2. 4　金纳米微粒与 M B的结合作用对 RRS的影响

金纳米微粒与亚甲蓝相互作用能形成三层结构的超分子复合物 , 即中间为金纳米内核 , 外层为亚

甲蓝 , 中间的柠檬酸根起着一种“桥 ”的作用. 结合产物具有更大的体积 , 其粒径从金纳米微粒的

12 nm 增至 20 nm左右. 它不仅会导致 RRS的显著增强 , 而且还可观察到新的 RRS光谱.

金纳米微粒与亚甲蓝的结合作用使 RRS增强的主要原因可能在于 : (1) 金纳米微粒与 MB结合产

物的最大 RRS波长在 371 nm处 , 位于金纳米微粒的吸收带中 , 因此可能产生一种共振增强的散射效

应 , 从而使 RRS增强. (2) 由于结合产物之间相互作用生成了粒径更大的聚集体 , 散射微粒体积的增

大将导致散射强度增大 ; (3) 反应前 , 带负电荷的金纳米微粒和带正电荷的 MB阳离子均易溶于水 ,

不能与水形成界面 , 而结合产物形成后 , 电荷被中和 , 且复合物的外围是疏水性的吩噻嗪芳环骨架 ,

因此能与水之间形成界面 , 这种界面增强的散射效应 , 对于 RRS增强也有一定的贡献.

通过研究 MB和 MB 2Au的热力学性质发现 , 在 29812 K和 1101 ×10
5

Pa时 , MB和 MB2Au的焓分

别为 - 3 103 866110和 - 5 097 198121 kJ /mol, 熵分别为 29109和 56167 J / (mol·K). 用ΔG0 =ΔH0 -

TΔS0公式计算可得出 ΔG0 = - 185 113126 kJ /mol, 根据ΔG0判断亚甲蓝与金纳米微粒结合的过程是自

发进行的.

3　分析应用

3. 1　标准曲线

按照实验方法在最佳条件下得到一元线性回归方程 : ΔI = - 23 + 1247c, 相关系数 r 01999 1, 线性

范围为 01071～31000μg/mL, 该方法的灵敏度高 , 对于 MB的检出限 ( 3σ)为 21117 ng/mL. 分别对

1150和 0175μg/mL的 MB体系平行测定 5次 , 求得其相对标准偏差 (RSD , % )各为 015%和 017%.

3. 2　共存物质的影响

按实验方法考察了一些常见金属离子、非金属离子和糖类以及氨基酸的影响 , 结果发现 , 1 200倍

量的 Mn
2 + 、尿素、NO

-
3 、Ca

2 + 、Hg
2 + 、Ba

2 +
, 500倍量的 NH

+
4 、SO

2 -
4 及葡萄糖 , 300倍量的 A l

3 +及

H2 PO -
4 , 200倍量的 Fe3 + 、B r- 及乳糖 , 100倍量的麦芽糖、CH3 COO - 、Zn2 +及 Pb2 + , 10倍量的 L 2异白

氨酸、甘氨酸、烟酸和 D, L 2半胱氨酸等不干扰测定. 可见 , 除了氨基酸的允许量较低外 , 其它常见的

金属离子、非金属离子和糖类的允许量都比较大. 说明该体系具有较好的选择性 , 可用于实际样品的

测定.

3. 3　血清中亚甲蓝的测定

按实验方法 [ 18 ]各测定了 3份人血清样品 , 结果列于表 1. 由表 1可见 , 相对标准偏差均在 015% ～

111%范围内 , 准确度高. 平均回收率为 9818% ～10210%. 故该方法可用于临床亚甲蓝血药浓度的监

测和药代动力学的研究 , 为患者个体间和个体自身的变化制定合理用药方案提供了有价值的参考.

Table 1　Results for the determ ina tion of serum sam ples( n = 5)

No. ρ(Added) / (μg·mL - 1 ) ρ( Found) / (μg·mL - 1 ) Recovery( % ) RSD ( % )

1 0110 01101 10110 018

2 0150 01494 9818 111

3 1100 11020 10210 015
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Resonance Rayle igh Sca tter ing Spectra l M ethod for D eterm ina tion

of M ethylene Blue w ith Gold Nanoparticle a s Probe

LU Qun2M in, HE You2Q iu, L IU Shao2Pu
3

, L IU Zhong2Fang
(School of Chem istry and Chem ica l Eng ineering, Sou thw est U niversity, Chongqing 400715, China)

Abstract　 In a neutral or weak alkaline medium (pH = 615—915) , the gold nanoparticle can combine with

methylene blue by the virtue of electrostatic and hydrophobic interaction, form ing aggregate with bigger diame2
ters ( average diameter increase from 12 to 20 nm ). The aggregate arouse Resonance Rayleigh Scattering

(RRS) intensity enhancing greatly. The maximum scattering peaks are at 371 nm. Under op timum condi2
tions, there is a linear relationship between scattering intensity (ΔI) and the concentration of methylene blue.

This method has a high sensitivity. So gold nanoparticle can be used as the RRS p robe of high sensitivity for

methylene blue. The detection lim it of methylene blue is 21117 ng/mL. The method which is simp le and rap id

has good selectivity. It was successfully app lied to the detection of methylene blue in clinic serum samp les.

Keywords　Gold nanoparticle; Resonance Rayleigh scattering spectrum; Methylene blue
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