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摘要    根据荧光染料在金纳米粒子表面的能量转移, 本文建立了一种具有高灵敏和高

选择性半胱氨酸分析方法. 研究表明, 通过静电作用吸附在柠檬酸根包被的金纳米粒子

表面的阳离子荧光染料如罗丹明 B 分子在受光激发时, 发生从荧光染料到金属纳米微粒

的能量转移, 导致荧光染料的荧光猝灭. 但当体系中存在半胱氨酸时, 由于半胱氨酸与金

纳米粒子之间具有更强的共价作用, 罗丹明B分子远离金纳米粒子表面, 降低了能量转移

效率, 使得罗丹明 B 的荧光得到恢复. 恢复的荧光强度与 0.025~4.5 μmol/L 半胱氨酸呈很

好的线性关系, 检测限为 8.0 nmol/L(3σ), 而其他十九种基本氨基酸的响应非常微弱. 
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1  引言  

金纳米粒子(gold nanoparticles, AuNPs)因其特殊

的化学物理性质如随颗粒尺寸和颗粒间距离而改变

的等离子体共振吸收特性, 比有机染料高几个数量

级的消光系数和非线性光学特性而在生物化学、免疫

分析等领域成为具有优异灵敏度和高选择性的分子

识别探针[1~8]. 近年来, 有研究者报道利用 AuNPs 建

立了纳米材料能量转移(nanomaterials surface energy 

transfer, NSET)体系[9, 10]. NSET 是指有机荧光染料作

为能量给体将能量转移给作为能量受体的 AuNPs 表

面[11~13]. 从本质上来看, NSET 也是偶极-偶极作用, 

但与荧光共振能量转移(fluorescence resonance energy 

transfer, FRET)有很大不同. NSET 的能量受体是纳米

粒子表面, 在几何学上各向同性的偶极向量分布, 从

而可以接受来自于给体的能量, 因而同一个纳米粒

子能猝灭从可见到近红外发射波长的荧光. 这不仅

提高了作为给体的有机染料分子与作为受体的纳米 

粒子之间的能量转移效率, 而且也使得 NSET 具有比

FRET 更大的有效作用距离和作用范围, 其能量转移

效率与距离的关系从 1/R6 变成 1/R4. 因此, 相同能量

转移效率, NSET比 FRET传输的距离更长, 因此研究

NSET 对长距离能量传输具有重要的意义.  

半胱氨酸是生物体内具有巯基的重要氨基酸 , 

它对生物体内依靠二硫键来保持结构和功能的蛋白

质在分子内的交联起着至关重要的作用. 它也是一

个潜在的神经毒素, 是某些疾病的标志化合物. 因此,

检测半胱氨酸在生物化学研究及临床诊断上都有重要

意义. 目前, 已报道的分析方法有分光光度法[14]、电

化学分析法 [15]、荧光分析法 [16~18]、化学发光分析   

法[19, 20]等. 我们课题组也曾报道基于半胱氨酸诱导

CTAB 包被的金纳米粒子聚集导致光散射信号变  

化[21]以及通过改变银纳米粒子的形态而引起颜色变

化[22]来测定半胱氨酸的方法.  

本文建立了一种基于 NSET 对半胱氨酸选择性
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响应的“Turn-on”荧光检测方法. 由于 NSET 作用, 金

纳米粒子可以猝灭吸附于其表面的荧光染料的荧光. 

但加入一种与金纳米粒子或与染料作用更强的物质, 

竞争反应会使得染料远离金纳米粒子表面, 进而使

染料荧光恢复. 此类分析方法现已用于铜离子[23]、汞

离子[11, 24, 25]和半胱氨酸[26]的测定. 本文阐述了纳米

粒子表面能量转移, 并成功用于半胱氨酸的检测, 而

且实验中采用商业上廉价易得的高量子产率的荧光

染料, 省去了合成目标染料的复杂步骤及分离过程,

因而使本方法成为一个简单、灵敏、快速的半胱氨酸

检测方法.  

实验思路如图示 1所示, 罗丹明 B分子通过静电

作用吸附在柠檬酸根包被的 AuNPs 表面. 当有光激

发时, 二者之间发生荧光表面能量转移, 导致罗丹明

B 的荧光猝灭. 半胱氨酸加入后, 因为半胱氨酸的巯

基与 AuNPs 之间更强的共价作用, 使得罗丹明 B 分

子远离 AuNPs 表面, 能量转移效率降低, 从而罗丹

明 B 的荧光恢复. 以此原理建立起测定半胱氨酸的

高灵敏度和高选择性的分析方法.  

2  实验部分 

2.1  仪器与试剂 

F-2500 型荧光分光光度计(日本日立公司), UV- 

3600 型紫外-可见-近红外分光光度计(日本岛津公

司), MWS-1 型漩涡混合器(江苏其林贝尔仪器制造有

限公司), PHS-3C 型酸度计(成都方舟科技开发公司).  

HAuCl4·4H2O(上海国药集团化学试剂有限公司), 

柠檬酸三钠(上海化学试剂公司), 20种基本氨基酸(天

津光复精细化工试剂公司). 半胱氨酸配制成 1.0×

10−3 mol/L 储备液, 于 4 ℃冰箱中保存并且每天更新, 

工作液通过 1.0 mmol/L 储备液逐级稀释得到. 实验

中使用 Britton-Robinson 缓冲溶液控制溶液酸度. 实

验用水均为超纯水, 试剂均为分析纯.  
 

 

图示 1  NSET 法测半胱氨酸的示意图 

2.2  金纳米微粒(AuNPs)的合成 

采用 Frens 法合成粒径为 13 nm 的 AuNPs[27]. 在

用王水(盐酸:硝酸=3:1)洗净的 100 mL 平底烧瓶中, 

依次加入 47 mL 超纯水, 2 mL 1% HAuCl4 水溶液, 

加热搅拌至沸. 剧烈搅拌下迅速加入 1 mL 5%柠檬酸

三钠水溶液. 保持溶液沸腾和剧烈搅拌, 大约 5 分钟

后溶液变得鲜红. 停止加热, 再继续剧烈搅拌直至溶

液冷却至室温. 用 UV-3600 型紫外-可见-近红外分

光光度计测定出该溶液最大吸收波长在 518.5 nm 左

右. 其浓度依照消光光谱和朗伯-比尔定律计算(摩尔

消光系数 ε(13)520 nm = 2.7×108 cm−1 M−1)[28]为 10 nmol/L.  

2.3  罗丹明B-金纳米粒子(RB-AuNPs)复合物的 

制备 

在用王水洗净、超纯水润洗并烘干的棕色瓶中, 

依次加入 12 mL 10 nmol/L AuNPs 溶液、2 mL 50.0 

mol/L pH 9.0 硼砂-盐酸缓冲溶液、6 mL 超纯水. 磁

力搅拌下加入 20 μL 2 mmol/L 罗丹明 B 溶液, 室温

下避光搅拌反应 2 h. 反应结束后常温下静置保存待

用. 如上制得的复合物浓度定义为 1×.  

2.4  实验方法与步骤 

在 1.5 mL 离心管中 , 依次加入 400 μL 1× 

RB-AuNPs 溶液, 100 μL pH 7.24 的 B-R 缓冲溶液和

一定浓度的半胱氨酸溶液, 用水稀释至 1 mL, 涡旋

混合器混合均匀. 所得溶液在室温静置反应 30 min

后, 在 530 nm 波长激发下扫描 545~700 nm 范围的荧

光光谱.  

3  结果与讨论 

3.1  从罗丹明B到AuNPs表面的NSET 

在水溶液中, 罗丹明 B 是强荧光分子(图 1, 曲线

(a)), 其荧光量子产率高达 0.70, 最大发射峰在 575 

nm. 当它通过静电作用吸附到带负电荷的金纳米粒

子表面时, 由于二者之间发生了能量转移, 罗丹明 B

的荧光几乎被完全猝灭(图 1, 曲线(c)). 而半胱氨酸

的加入使得罗丹明B的荧光得到部分恢复(图 1, 曲线

(b)). 证明半胱氨酸可以阻碍罗丹明 B 与 AuNPs 之间

的表面能量转移. 

NSET 的猝灭常数 Ksv 可由公式(1)计算[12]:  
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其中Φ0和 F0分别表示没有猝灭基团时的量子产

量和发射强度. Φ和 F 是有猝灭基团存在下的参数. kq, 

kc 和 kd 分别指猝灭、发射以及钝化的比率. Ksv 是

Stern-Volmer 猝灭常数, 而 cQ 是猝灭基团的浓度. 

实验表明, 当罗丹明 B 与金纳米粒子的浓度分

别为 1.0 μmol/L 和 3.0 nmol/L 时, 荧光猝灭效率可达

为 98%. 而根据图 2 和公式(1), 可计算得出罗丹明 B 

 

 

图 1  罗丹明 B 和 RB-AuNPs 在有无半胱氨酸存在下的荧

光发射光谱. 实验条件: 0.8 μmol/L 罗丹明 B 溶液; 100 

μL pH 7.24 Britton-Robinson 溶液; 0.4× RB-AuNPs 溶液

(分别含 0.8 μmol/L RB 和 2.4 nmol/L AuNPs); 4.0 μmol/L 

cysteine 溶液. (a) 罗丹明 B; (b) RB-AuNPs + cysteine; (c) 

RB-AuNPs 

 

图 2  AuNPs 浓度对 RB-AuNPs 复合物荧光强度的影响. 实

验条件: 1.0 μmol/L 罗丹明 B 溶液; 5.0 mmol/L pH 9.0 硼

砂-盐酸溶液. AuNPs 浓度分别为 (a) 0; (b) 1.5; (c) 2.0; (d) 

2.5; (e) 3.0; (f) 3.5 nmol/L. 嵌入图, 随金纳米粒子浓度而变

化的猝灭效率; λ, 575 nm 

和金纳米粒子之间的 Ksv约为 1.5×1010 mol−1 L. 如此

高的猝灭常数, 使得纳摩尔级的金纳米粒子与荧光

染料之间仍可以观察到灵敏的猝灭现象. 这主要是因

为: 1)较大的比表面积能够容纳更多的染料分子; (2)金

纳米粒子对有机染料达纳摩尔级的键合亲和力[11].  

如前所述, NSET 和 FRET 在本质上都是偶极-偶

极相互作用, 仅仅是由于 NSET 中的受体是纳米粒子

表面, 使得 NSET 比 FRET 具有更广阔的适用性. 发

生 FRET 的给体和受体对, 必须满足给体的发射峰与

受体的吸收峰高度重叠. 它们重叠程度越大, 给受体

之间的能量转移也就越容易发生. NSET 虽然也有这

个规律, 但它却并不受此条件限制. 就本实验中的能

量给体 RB, 其最大发射峰位移在 575 nm, 而作为受

体的 13 nm AuNPs, 其表面等离子共振吸收峰却在

520 nm 附近. 按照 FRET 的理论, 这样的给受体对之

间的能量转移是非常弱的. 然而就实验数据来看, 仅

需 3.0 nmol/L AuNPs 就可以使 1.0 μmol/L 罗丹明 B

荧光猝灭效率达 98%. 另一个显著的优点在于给受

体之间的有效作用距离明显增大. 对于 FRET 来说, 

给体和受体之间的距离小于 10 nm, 才能有效地发生

能量转移. 所以, 在常规的 FRET 体系中, 给体和受

体通常是用 DNA 链连接或杂交[29]以保证其在有效作

用距离之内. 而 NSET 的有效作用距离比 FRET 大了

一倍, 达 20 nm, 这降低了 NSET 对给受体之间距离

的依赖, 同时拓宽了纳米粒子的应用范围.  

3.2  半胱氨酸与金纳米粒子的作用 

在 pH 5.0 条件下, 不仅有半胱氨酸的巯基与

AuNPs 发生共价作用 , 同时其分子内的−NH3
+与

AuNPs 也发生静电作用[30]. 此时金纳米粒子自组装

成网状结构, 其表面等离子共振吸收峰红移, 表现出

从红到蓝或紫的颜色变化. 但我们在整个实验过程

中没有观察到金纳米粒子的聚集. 这一方面是因为

介质的 pH 值高于半胱氨酸的等电点, 使得半胱氨酸

分子中几乎没有−NH3
+存在而与 AuNPs 发生静电作

用; 另一方面也可能是在金纳米粒子表面还吸附有

部分罗丹明 B 分子, 它保护 AuNPs 防止半胱氨酸诱

导的交联聚集的发生. 

3.3  实验条件的优化 

图 2 表明 13 nm AuNPs 对罗丹明 B 的猝灭受

AuNPs 量的影响, 溶液的荧光强度随着金纳米粒子
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浓度增大而线性地减弱. 进一步研究表明罗丹明 B

与 AuNPs 的比例对实验灵敏度影响非常大. 相对

AuNPs 来说, 如果 RB 量过多, 溶液中游离的 RB 会

导致背景荧光增大; 如果 RB 不足量, 则会引起检测

半胱氨酸的灵敏度降低. 我们通过实验发现(图 2), 

当罗丹明 B 与金纳米粒子的浓度分别为 1.0 μmol/L

和 3.0 nmol/L 时, RB 的荧光刚好被猝灭完全. 当二者

以最优比例制成 RB-AuNPs复合物时, 其用量多少对

体系的信号响应也产生重要影响. 

如图 3 所示, 过少或过多的 RB-AuNPs 复合物均

会减弱信号响应 . 在没有半胱氨酸存在时 , RB- 

AuNPs 复合物的荧光值很弱, 而且基本不随该复合

物的浓度改变. 加入半胱氨酸后, 溶液的荧光强度增

强数倍, 并随着复合物浓度的增大不断增强. 在 0.3×

和 0.4×之间达到平台, 然后随着复合物浓度继续增

大, 荧光信号响应下降.  

我们也考察了体系荧光信号对酸碱度的响应 . 

实验发现, 在 pH 5.0~9.0 的范围间, 酸碱度对体系没

有很明显的影响(图 4). 这可能是罗丹明 B 的荧光发

射比较稳定, 在此酸碱度范围内荧光信号基本保持

恒定. 此外, 半胱氨酸与金纳米粒子间的共价作用, 

受酸碱度影响也比较小.  

实验还发现, 半胱氨酸与RB-AuNPs复合物反应

迅速, 体系的荧光强度在加入半胱氨酸 5 min 之内增

加数倍, 到反应 20 min 后基本达到平台(图 5). 本实

验选择反应时间为 30 min 分钟再进行测定, 此反应

时间可以使反应进行完全并保持信号稳定. 

 

 

图 3  RB-AuNPs 浓度对体系荧光强度的影响. 实验条件: 

100 μL pH 7.24 Britton-Robinson 溶液; 4.0 μmol/L cysteine 

溶液; 反应时间, 30 min; λ, 575 nm 

 

图 4  pH 值的影响. 实验条件: 100 μL pH 7.24 Britton- 

Robinson 溶液; 4.0 μmol/L cysteine 溶液; 0.4×RB-AuNPs 

溶液; 反应时间, 30 min; λ, 575 nm 

 

图 5  反应时间的影响. 实验条件: 100 μL pH 7.24 Britton- 

Robinson 溶液; 4.0 μmol/L cysteine 溶液; 0.4× RB-AuNPs 

溶液; λ, 575 nm 

3.4  其他氨基酸的响应 

为检验本实验的选择性, 我们考察了组成蛋白

质的二十种 L-型氨基酸对体系的响应(图 6). 从实验

结果看, 半胱氨酸对体系的响应远远大于其余的十

九种氨基酸. 这也进一步说明半胱氨酸分子中的巯

基, 是引起体系荧光增强的关键原因. 其中碱性氨基

酸组氨酸和精氨酸, 由于在实验 pH 条件下, 此二者

氨基酸带正电荷, 与金纳米粒子静电作用而产生轻

微荧光信号. 蛋氨酸对体系荧光信号的影响主要是

因为它分子内含有的 S−CH3 基团与金纳米粒子发生

作用.  

我们进一步考察了 L-高半胱氨酸和还原型谷胱

甘肽对体系的响应. 实验发现, 由于这两种物质也含

有巯基基团, 它们与金纳米粒子有类似的反应, 故对 
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图 6  二十种氨基酸对体系的响应. 实验条件: 100 μL pH 

7.24 Britton-Robinson 溶液 ; 0.4×RB-AuNPs 溶液 ; 4.0 

μmol/L 各种氨基酸溶液; 反应时间, 30 min; λ, 575 nm 

本实验也有很强的响应(如图 7), 其中 L-高半胱氨酸

与半胱氨酸的响应几乎一样, 还原型谷胱甘肽能达

到半胱氨酸的 50%.  

3.5  线性范围、精密度及样品测定 

在最优实验条件下, 我们研究了RB-AuNPs在半

胱氨酸存在下的荧光恢复, 所有的荧光信号强度均

取自 575 nm 处(图 8). 实验发现, 半胱氨酸浓度在

0.025~4.5 μmol/L 范围时, 荧光强度差值与其浓度呈

线性关系 ,  线性回归方程及相关系数分别是

ΔΙ = 20.7 + 217.0c (其中, ΔI 为体系的荧光强度增加

值, c 为半胱氨酸浓度, μmol/L) 和 R = 0.9978, 检测 

 

 

图 7  L-高半胱氨酸和还原型谷胱甘肽对体系的响应. 实验

条件 : 100 μL pH 7.24 Britton-Robinson 溶液 ; 0.4 × 

RB-AuNPs 溶液; 4.0 μmol/L Cys, HCys 和 GSH 溶液; 反应

时间, 30 min; λ, 575 nm 

 

图 8  Cys 的线性响应曲线及荧光光谱图. 实验条件: 100 μL 

pH 7.24 Britton-Robinson 溶液; 0.4× RB-AuNPs 溶液; 反

应时间, 30 min. 嵌入图, 575 nm 处的荧光增加值与半胱氨

酸浓度的线性响应曲线 

表 1  合成样品中半胱氨酸的测定 

样品
加入浓度

(μmol/L)
合成样 

回收浓度

(μmol/L) 
回收率 
(%) 

相对偏差

(%, n=3) 
1 0.75 a 0.69, 0.71, 0.74 92.0~98.7 3.5 

2 1.50 b 1.46, 1.47, 1.56 97.3~104.0 3.7 

3 2.50 c 2.48, 2.47, 2.49 98.8~99.7 0.4 

cRB-AuNPs, 0.4×; B-R 缓冲溶液 pH 7.24, 各氨基酸浓度与所加

入的半胱氨酸浓度一样. 合成样 a: His, Trp, Arg, Phe, Ser, Val, Lys; 

合成样 b: Glu, Gln, Gly, Pro, Asn, Asp; 合成样 c: Ala, Thr, Leu, Ile, 

Tyr, Met. 

限(3σ)为 8.0 nmol/L. 为验证本方法的可行性,我们对

合成样品进行半胱氨酸标准加入回收实验(表 1), 得

到回收率在 92.0%~104.0%之间, 相对标准偏差小于

3.7% (n=3). 从实验结果来看, 该方法具有良好的准

确度和精密度.  

4  结论 

本文描述了一个基于金纳米微粒的表面能量转

移测定半胱氨酸的简单方法 . 由于 NSET 的作用 , 

RB-AuNPs 复合物在 575 nm 处的荧光非常微弱, 半

胱氨酸加入后, 减弱NSET的转移效率, 使得罗丹明B

的荧光得以恢复, 以此建立起检测限(3σ)达 8.0 nmol/L

的半胱氨酸分析方法. 我们相信, NSET 在生物分析

中有更加广阔的用途, 在细胞成像分析及毛细管电

泳分析中展示了很好的应用前景. 
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Gold nanoparticles surface energy transfer and its application to 
highly selective and sensitive detection of cysteine  

LIU Chun1, WU Tong1 & HUANG ChengZhi1,2 
1 Key Laboratory on Luminescence and Real-Time Analysis, Ministry of Education; College of Chemistry and Chemical 

Engineering, Southwest University, Chongqing 400715, China 
2 College of Pharmaceutical Sciences, Southwest University, Chongqing 400715, China 

 
Abstract:  In this contribution, we report a highly selective and sensitive method for detecting cysteine based on 
surface energy transfer from fluorophore to gold nanoparticles. Cation dyes, such as Rhodamine B, can be adsorbed 
onto the surface of citrated-gold nanoparticles through the electrostatic interaction, and the fluorescence of the 
Rhodamine B absorbed on the surface of the as-prepared gold nanoparticles gets quenched because of the occurrence 
of surface energy transfer from the fluorophore of Rhodamine B to the gold nanoparticles. With the addition of 
cysteine, the strong covalent combination between the mercapto group of cysteine and gold nanoparticles drives 
Rhodamine B molecules apart from the gold nanoparticles’ surface, which reduces the energy transfer efficiency and 
results in a significant increase of fluorescence of the solution. It was found that the fluorescence gets increased 
linearly with the concentration of cysteine ranging from 0.025 μmol/L to 4.5 μmol/L. This phenomenon allows 
sensitive detection of cysteine with a detection limit of 8.0 nmol/L (3σ). Other 19 kinds of natural amino acids have a 
weak influence on the surface energy transfer. 

Keywords:  fluorescent dye, Rhodamine B, gold nanoparticles, surface energy transfer (SET), cysteine 
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