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纳米金探针在基因检测中的应用
周　政
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摘　要：传统的核酸分析中常采用放射性元素、荧光色素以及酶标记等基因探针，这些探针都存在着

一些不足之处。 近年来，纳米金探针作为一种新型的基因探针，已引起了广泛的关注。该探针具有

优良的光谱特征和光化学稳定性，对核酸的非特异吸附性小，与核酸等生物大分子结合后不改变生物分

子的活性。将纳米金探针用于基因检测，具有操作简便、快速、安全、实验成本低等优点。本文

就纳米金探针的发展过程、纳米金探针的制备、检测原理及其在基因分析中的应用等几个方面作了系统

而全面地概述，同时介绍了纳米金探针的最新研究进展，并对其发展前景作了简要评述。
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The application of gold nanoparticles probe in gene detection
ZHOU Zheng

(Teaching and Research Group of Physics, College of Guangzhou Auto, South China University of Technology,
Guangzhou 510800, China)

Abstract: Traditional methods for gene analysis often use the radioactive, the fluorescent, or the enzymatic

probes. These probes all have some disadvantages. Recently, gold nanoparticles as a new kind of gene probe

have attracted wide attention. It has excellent spectral character and photochemical stability, and has little

nonspecific absorption to the nucleic acids. The bioactivity of biomacromolecule wouldn’t be changed after
absorption on gold nanoparticles. The application of gold nanoparticles probe in gene detection has many

advantages, such as simple, rapid, safe and inexpensive. This paper introduced the preparation of the gold

nanoparticles probe, the detection principle, the application and the latest research progress of the probe.
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随着人类基因组计划的初步完成，功能基因的

筛选和分析将成为今后的研究重点。 在传统的基因

分析中，需要用到各种标记探针，如放射性元素标

记、荧光色素标记及酶标记等探针，采用这些探针

进行检测除了操作复杂、费时外，它们各自都还存

在着一些不足之处: 放射性元素探针虽然灵敏度较

高，却存在着放射性危害等安全隐患; 荧光色素探

针价格昂贵，且存在着光漂白、光解等缺点; 酶标

记探针中的酶本身容易失活，不便长期保存[1]。 因

此，发展一种安全、价格低廉、方便实用的新型

基因探针是许多分子生物学家的目标。

纳米金颗粒具有优良的光学、电学性质和生物

亲和性等特殊性质。 将纳米金与生物活性分子结合

制成的探针，在生物大分子的分析检测中已逐渐受

到关注。 20世纪90年代中期，Mirkin等[2]首次将

纳米金探针应用于基因检测，该探针就以其较高的
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灵敏度和选择特异性显示了良好的应用前景。 随

后， Mirkin小组在纳米金探针的应用上又开展了一

系列具有开创性的工作， 其中尤以在基因序列的识

别和点突变检测[3-7]、组装超分子结构物质[8-10]、免

疫检测[11]等方面的研究较为突出。 目前，这种新型

的基因探针在基因表达[12]、单核苷酸多态性分析[13,14]

等领域的应用研究已成为热门话题。 初步的研究结

果预示着纳米金探针在医学、生物学等研究领域将

有广泛的应用前景。

1　利用纳米金探针检测的基本原理

纳米粒子指尺寸<100nm，并具有由于尺寸效

应而表现出独特的物理、化学及生物性质的一类粒

子。 当普通物质的尺寸降低到纳米数量级时，会导

致物质的光、电、磁、热及化学活性等性质与本

体物质有明显的不同。表面效应、体积效应、量

子尺寸效应及量子隧道效应等等是纳米级物质的基

本特性[15]。

当金颗粒的尺寸降低到纳米量级时，表现出独

特的光学和电学性质。 由于纳米微粒尺寸小，电子

能级发生分裂。 能级之间的间距与粒径大小有关，

当能级的间距不同时，具有不同的等离子共振吸收

带，当电子从低能级向高能级跃迁时需要吸收特定

波长的光，导致溶液呈现出不同的颜色。 纳米金颗

粒的尺径越大，吸收谱线越靠近红端。 因此，溶

液的颜色随着粒径的增大而逐渐由红色变成蓝灰

色。纳米金粒径与其等离子吸收峰的关系如图1所

示。而当纳米金粒径分别为5nm、24.5nm、41nm、

71.5nm、 80(含>80)nm时，其溶液外观颜色分别为

橙、橙红、红、紫灰、金色[ 1 6 ] 。

在正常情况下，纳米金颗粒表面带有负电荷，

粒子之间的静电斥力超过粒子间的范德华力，因

此，粒子之间保持一定的间距，溶液保持稳定状

态。 而当外界条件改变时，例如降低温度，或向

其中加入电解质溶液，均可导致粒子之间发生聚

集，从而使其表面等离子共振吸收带发生红移。 溶

液颜色也随着聚集程度的加强，而逐渐由红色变成

蓝色，这就是采用比色法进行基因检测的基本原理[3]。

2　纳米金探针的制备

2.1　柠檬酸三钠还原法制备纳米金溶液[17]

不同粒径的纳米金颗粒可以通过还原氯金酸制

得。常用的还原剂有柠檬酸钠、鞣酸、抗坏血酸、

白磷、硼氢化钠等。 由于粒径为13nm的纳米金颗

粒易于制备，制得的产物粒径偏差小(±2nm)，且

其吸收光谱在520nm 附近呈一尖锐的吸收峰。 因

此，该粒径的纳米金颗粒常被用于制备基因探针。

纳米金(13nm)溶液的制备过程如下: 取0.01％氯

金酸水溶液100mL加热至沸，边搅动边准确加入1%

柠檬酸三钠水溶液0.7mL，金黄色的氯金酸水溶液

在2min 内变为紫红色，继续煮沸15min，冷却后

以蒸馏水恢复到原体积。 如此制备的纳米金颗粒尺

径为13nm，其可见光区最高吸收峰在520nm 附近。

表面带有的柠檬酸根离子使粒子之间保持一定的间

距，溶液保持稳定状态，颜色呈红色。

2.2　纳米金探针的制备[3,18]

纳米金探针的制备过程为: 先合成一段一端带巯

基(-SH)标记的寡核苷酸，加入纳米金溶液并在室温

下孵育24h。 由于Au-S共价键的形成而使寡核苷酸

牢固地连接到金颗粒表面上。 再加入合适盐浓度的

磷酸盐缓冲溶液(PBS)，在室温下放置10h以上。 最

后将混合体系以1 400r/min 离心30min，弃上清，

将油红色沉淀物置于含0.01% 叠氮的PBS中，即制

得表面修饰了寡核苷酸的纳米金探针。

3　纳米金探针的不同检测模式及其在基因检测中

的应用

基因检测主要包括基因序列识别和点突变分析

两大内容。 基因序列识别在基因诊断中具有重要意

义。 点突变检测在诊断遗传性疾病、确定癌基因激

活、抑癌基因失活以及与药物抗性相关的突变中发

挥着重要作用[19]。将纳米金探针应用在基因检测

中，不但可以简化实验步骤，还可大大降低检测成本。

3.1　固相检测模式及其应用

Taton等[5]创立了一种将纳米金探针用于识别靶图1　纳米金粒径与等离子吸收峰的关系
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基因的固相检测模式。 该模式采用预化学处理过的

普通玻片或硅片等作为固相支持物。 检测流程如图

2 所示。

图2　纳米金探针结合银增强法的固相检测模式

的银壳。

Taton等[5]的结果显示这种检测模式的灵敏度能

够达到100pmol/L。Cao等[20] 报道了一种基于纳米

金标记的拉曼分光 DNA 检测方法，在这种方法中

银作为拉曼表面增强因子沉积在金 颗粒表面，检测

银放大后的光散射，可达到 fmol/L 级的检测灵敏

度。同时，Storhoff等[21]和Alexandre等[22]采用这

种检测模式进行基因检测时，能检测到fmol量级的

靶基因，其检测灵敏度超过了传统的荧光探针。 该

检测模式操作简便、安全、快速、成本低，在 DNA

序列分析中具有广阔的应用前景。

3.1.1　纳米金结合表面等离子共振法检测DNA　基

于纳米金特殊的光学性质，Yao等[23]将表面等离子

共振(surface plasmon resonance，SPR)结合纳米金

检测DNA，使检测灵敏度达到了10-18mol/L。表面

等离子共振是一种物理光学性质，它是一种沿着金

属和电介质界面传播的电磁波。SPA 对与金属表面

邻近的介质的折射率的变化很敏感，金属表面邻近

介质的折射率不同，SPA 就会不同。ssDNA 探针

在金属表面的固定以及靶序列与探针序列的杂交都

会引起金属表面邻近的电介质改变。利用纳米金对

表面激元共振的增强作用，可以使金标后的DNA检

测灵敏度提高1 000 倍[24]。

3.2　液相检测模式及其应用

根据检测原理的不同，液相检测模式可分为两

种，现分别叙述如下:

3.2.1　基于DNA/纳米金三维网络结构的比色检测

模式及其应用　Mirkin等[3]于1997年提出了一种高

特异性的靶基因检测模式。 在该检测模式中，以表

面修饰了多条相同序列的寡核苷酸链的纳米金粒子

为探针。 需要用到两种修饰不同寡核苷酸序列的探

针，我们称其中一种为探针 1，另一种为探针 2。

探针1 和探针2 上的寡核苷酸序列不互补，但它们

却分别与靶基因序列的两端互补。 因此，向探针中

加入靶基因进行杂交后，探针1 和探针2 上的寡核

苷酸链不仅分别按特定顺序与靶基因结合，而且形

在固相支持物上修饰一段与靶基因序列一端互

补的寡核苷酸链，我们称其为捕获探针; 加入待测

样品，与支持物上的捕获探针进行杂交; 将未杂交

上的核酸洗去; 加入表面修饰了寡核苷酸链的纳米金

(13nm)探针，该寡核苷酸链序列与靶基因的另一端

互补; 纳米金探针与靶基因杂交并冲洗后，在固相

支持物上形成一种由捕获探针、靶基因、纳米金探

针三种成分组成的夹心结构。 最后，在存在靶基因

的区域将出现红色斑点。 为了增强检测信号，可以

在固相支持物上滴入由坏血酸和硝酸银溶液组成的

银增强液。 由于纳米金颗粒具有催化性[15]，能催化

溶液中的Ag+ 还原成银，被还原出来的银附着在金

颗粒的表面形成一层银壳，起到增强信号的作用。

在没有金颗粒的区域，只有极少的银离子存在，从

而保证了银染色的特异性。 信号的强弱与靶基因的

量呈正比。 靶基因越多，支持物表面被固定的纳米

金颗粒越多，形成的银壳越厚，检测信号越强。

Taton等[5]将这种检测模式用于单核苷酸多态性

分析，具体过程如下: 针对目的碱基，分别设计四

条具有四种不同碱基的捕获探针; 按上述流程在支持

物上形成由捕获探针、靶基因、纳米金探针三种成

分组成的夹心结构，如图3 所示。 随后，逐渐升

高反应体系的温度，与目的碱基错配的捕获探针先

与靶基因发生变性，经过冲洗后，靶基因与纳米探

针均被洗掉; 而与目的碱基配对的捕获探针仍和靶基

因及纳米金探针保持夹心结构，固定在固相支持物

上。 因此，当加入银增强液时，存在错配碱基的

固相支持物上无银壳出现，而配对碱基处可见明显

图3　单核苷酸多态性分析的夹心结构
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成一个聚合网络，每一个纳米探针上都连接有多个

较短的双链片断。 纳米粒子的光学性质部分依赖于

它们在聚合网络中的距离，当此距离远大于粒子的

平均直径时显红色，大致相等时显蓝色。 杂交能使

粒子间距缩短，形成纳米粒子的聚合物，从而导致

体系产生相应的颜色变化，此过程如图4所示。 因

此，随着杂交的进行，体系的颜色将逐渐由红色变

成蓝色，根据颜色的变化即可判断体系中是否含有

靶基因。 在该检测模式中，纳米探针比传统探针具

有更好的选择特异性，其检测灵敏度能够达到fmol

级。 Reynolds等[25]采用粒径较大(50nm或100nm)的

纳米金探针进行基因检测，也取得了较为理想的

结果。

突变检测[3,27]; 在形成了三维网络结构的体系中，逐

渐升高体系温度，当温度升高到一定程度时，存在

错配碱基的双链DNA开始变性。 纳米粒子之间的距

离随着双链DNA的变性重新恢复到聚集之前的距离

(>15nm)，溶液的颜色也逐渐恢复到红色；而完全

互补的双链DNA在该温度下仍保持稳定状态， 纳米

金颗粒之间仍维持一种稳定的三维网络结构，溶液

保持蓝色。 在该检测中，由单个碱基错配引起的颜

色变化非常明显。 因此，可采用该法进行点突变检

测。

3.2.2　基于纳米金颗粒和DNA之间静电相互作用的

比色法检测模式及其应用　Rothberg等[28,29]设计了一

种无需对纳米金颗粒表面进行修饰的基因检测模

式，其检测的基本原理: 纳米金溶液由于粒子间存

在静电斥力而保持稳定状态。 当向其中加入少量的

电解质溶液(如NaCl溶液)时， 由于电解质溶液能屏

蔽掉纳米颗粒之间的静电斥力，导致粒子间发生聚

集，溶液颜色由红色变成蓝色。 单链DNA 与纳米

金颗粒之间由于存在范德华力而能够被吸附到颗粒

表面，表面吸附了单链DNA 的纳米金颗粒能在较高

浓度的电解质溶液中保持稳定状态[30];  而双链DNA

由于其骨架中带负电的磷酸根基团(PO4)暴露在外，

与表面带负电的纳米金颗粒之间存在静电斥力，不

能被吸附到纳米金颗粒表面。 因此，分别向纳米金

溶液中加入单链 DNA 或双链 DNA 后，再加入一定

浓度的盐溶液时，加入了单链DNA的混合液颜色保

持红色; 而加入了双链DNA的混合液颜色由红色变

成蓝色，如图 5 所示。

纳米金比色法结合等位特异性扩增技术应用于

K-ras基因点突变检测中[31]，能够检测到pmol量级

的样品。这种检测模式无需对探针进行标记，省去

了复杂的探针制作过程，且具有操作简便、快速、

结果直观、实验成本低及无需使用特殊仪器等优

双链DNA的熔解曲线半峰宽(full width at half

maximum)一般为12ºC 左右。 而与纳米金颗粒共价

连接的双链DNA，其熔解曲线半峰宽一般只有4ºC
左右，且曲线形状更为陡直。 因此，与纳米金颗

粒连接的双链DNA对于由碱基错配引起的变性温度

的改变更为敏感[26]。 据此， 研究人员将其应用于点

图5　比色法检测单链DNA 和双链DNA 示意图

图4　纳米金粒子表面修饰的寡核苷酸和靶基因杂交引

起粒子聚集示意图
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点，显示了该方法在临床检测上的巨大潜力。

3.2.3　纳米金结合电化学分析方法检测DNA　基于

纳米金特殊的介电特性，将纳米金结合电化学方法

用于DNA 检测吸引了各个国家的研究人员的兴趣。

Sun等[32]用电化学方法定量检测了花椰菜花叶病毒

(cauliflower mosaic virus，CAMV)35S启动子基因序

列，灵敏度达到pmol/L。蔡宏等[33]以金胶为标记

物将其标记于人工合成的 5'端巯基修饰的寡聚核苷

酸片断上，制成具有电化学活性的金胶标记 DNA

电化学探针。在一定条件下使其与固定在玻碳电极

表面的靶序列进行杂交反应，利用 ssDNA 与其互

补链杂交的高度序列选择性和极强的分子识别能

力，以及纳米金胶的电化学活性，实现对特定序列

DNA 片断的电化学检测以及对 DNA 碱基突变的识

别。

根据单链 DNA 探针杂交前后构型的改变，导

致电化学信号的变化来研究 DNA 的杂交，从而研

制出许多新型的 DNA 电化学传感器。石英晶体微

天平(QCM) 是通过测定振子基频共振频率的变化来

检测微小的质量变化的，检测灵敏度达到纳克级。

Pang等[34]以 ssDNA 修饰的金纳米粒子为放大探针，

通过靶标分子与固定在 QCM 电极上的探针杂交形

成 dsDNA 后，在高温下变性，发现与探针存在单

个碱基错配的靶基因的震荡频率不变，而与探针完

全配对的靶基因震荡频率减少。根据这一发现，实

现了对β地中海贫血基因的点突变检测。Castañeda
等[35]利用纳米金结合微分脉冲伏安法，用于检测乳

腺癌基因BRCA1。 基于纳米金标记的阳极溶出伏安

法(SWSV)检测甲状腺乳头状肿瘤基因BRAF，灵敏

度达到了amol/L量级[36]。

将纳米金与电化学方法结合起来的这种新型生

物传感器(chronocoulometric DNA sensor，CDS)，

检测灵敏度能达到10 fmol/L，远远超过了传统荧光

的检测灵敏度。同时该生物传感器大大缩短了实验

时间，使需要 3d 才能完成的实验缩短到 2h 内完

成[37 ]。

4　结论与展望

纳米金探针在光谱特征、光化学稳定性，以

及对靶基因选择特异性等方面都超过了传统的荧光

探针，将其应用于基因检测，可弥补传统探针的不

足。 纳米金探针液相检测模式操作简便、耗时短、

费用低廉，为检测朝简单化和实用化方向发展提供

了条件。在固相检测模式中，以纳米金颗粒的散射

光变化作为检测信号，能大大提高检测灵敏度[38]。

目前，纳米金探针在免疫分析、临床病原体检测、

单细胞分析、基因芯片分析技术和药物运输[39-41]中

也得到迅速发展。

纳米金是纳米粒子中应用较为成熟的纳米探

针。除了纳米金探针，其他纳米探针，如半导体

纳米晶体(semiconductor nanocrystals)[42]、磁性纳米

传感器(magnetic nanosensors)[43]、发光量子点

(quantum dot)[44]等也越来越受到重视，在分子生物

学和医学领域中同样具有广阔的应用前景。 随着研

究的深入，在芯片上实现样品检测的自动化和智能

化，是纳米探针技术结合生物分析技术发展的最终

目标。 正如美国伯明翰大学的菲利普教授所说的：

“ 纳米技术最终目的还在于生物本身”。这些新型的

纳米探针在生物基础研究中的应用，为更好的理解

生物系统提供了一种新的手段和新的思维方式，在

解决人类重大疾病的诊断、治疗和预防中将发挥更

重大的作用。
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