
硒化物纳米材料的制备及其在生物传感器中的应用

摘要

本文使用水热合成法，制备了A92Se、PbSe与ZnSe三种硒化物纳米粒子。

在制备过程中对纳米粒子的表面进行修饰，使其在水体系中具有很好的分散性和

生物相容性。使用TEM、SEM、XRD、EDS、XPS、Uv-Vis、FT-IR等对产物进

行了表征，探讨了它们的形成机理，并对制备的硒化物纳米粒子在生物传感器方

面的应用进行了初步探究。

(1)以AgN03，KI，PVP形成的配合物【PVP(A踟I打)r驯。(n妻m)为前驱体

与Na2SeS03在180。C条件下水热反应20小时，制备了单分散A92Se纳米粒子。

透射电镜和扫描电镜测试显示制备的A92Se为大米粒状，长约为60．80nm，宽约

为30—40nm。配合物[PVP(Ag卅I刀)】伽驯。对控制A92Se晶核的生成速度和生长方向

起到了至关重要的作用，使得在高浓度PVP条件下可以制备出尺寸均一、大米

粒状的A92Se纳米粒子。通过XPS和FT-IR的检测证实PVP与A92Se纳米粒子

间以配位键形式的结合，。并表明在A92Se纳米粒子表面有大量PVP存在。利用

PVP中C=O与DNA分子中-NH2易于形成氢键，将制备的PVP修饰的A92Se纳

米粒子作为DNA探针的标记物用于电化学溶出检测DNA。用该方法对对互补序

列、三碱基错配及非互补序列DNA的控制表明，PVP修饰的A92Se对互补的20

碱基PEP基因片段具有很好的选择性，其检测的线性范围为1．Oxl0-12～1．OxlO嗡

tool·L～，检测限为2．3×10。13 mol·L～。

(2)在表面活性剂CTAB存在的条件下，Pb(CH3coo)2与NaHSe在去离子

水中于150℃条件下水热反应24小时制备了PbSe纳米粒子。XRD显示制备的

PbSe为立方晶型，TEM显示PbSe纳米粒子粒径大约40nm。FT-IR检测证实了

CTAB在PbSe纳米粒子表面的存在。PbSe．CTA+使得PbSe纳米粒子表面带正电

性，通过与DNA中的．COO’的负电性的静电作用，将制备的PbSe纳米粒子标记

寡核苷酸制成了新型的DNA探针。用该方法对对互补序列、三碱基错配及非互

补序列DNA的控制表明，CTAB修饰的PbSe对互补的18碱基C心Ⅳ35S基因

片段具有很好的选择性，其检测的线性范围为5．O×10’12 mol·L。1到5．0×10。7

mol·L．1，检测限为6．1X10_3mol·L～。

(3)以生物分子L一谷氨酸辅助水热法合成了ZnSe纳米粒子。XRD检测显

示制备的ZnSe为立方晶型，TEM图像表明制备的ZnSe为尺寸在100纳米左右

的球形粒子。制备过程中，生物分子L．谷氨酸，起到了配位剂和生物分子模板

的作用。FT-IR检测表明，ZnSe纳米粒子表面吸附有L．谷氨酸，谷氨酸作为ZnSe



纳米粒子与DNA分子的连接物，使ZnSe纳米粒子标记于DNA分子上。将ZnSe

纳米粒子标记于合成的5’端氨基修饰的寡聚核苷酸片段上，制成具有电化学活性

的ZnSe纳米粒子标记DNA探针。测定目标DNA的线性范围为1．O×10。1至

1．O×10～mol／L，检测限为4．7x10。12 m01．L～。

关键词： 硒化物纳米材料A92S PbSe ZnSe DNA杂交标记物
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SYlHESIS 0F SELD盯DE NANO—MATERIALS√6心D n正

APPLIC—气TION IN B10LOGY SENSOR

ABSTRACT

Three kinds of selenide nanoparticals have been synthesized through hydrothermal

route．The synthesized nanoparticles are well dispersed and have biology consistent

ability as tl-,eir surfaces ar e modified in the process of synthesis．The morphology and

characteristic were characterized bv TEM、SEM、XRD、EDS、XPS、WVis、FT．IR
respectively,and the possible growth mechanisms were elucidated based on OLU"

experimental results．The application of nanoparticles-based novel electrochemical DNA biosensor

was studied and discussed．

(1)Monodispersed silver selenide(A92Se)nanoparticles have been prepared successfully by a

hydrotherma|reaction ofNa2SeS03 with[PVP(A踟L)】伪—砂which is formed by AgN03，KI

and PVp．’rEM revealed that the nanoparticles are much like husked rice with length of about

60-80 nln alld width of about 30，一40nm．[PVP(A踟k)】‘’冽。acted an important role in the

reaction．孙e formation rate of A92Se crystal cotes and the growth direction could be well

controlled as the protection effect of PVP．Husked rice—like A92Se nanoparticles with uniform size

were obtained in the condition of hi【曲concentration of PVP．The XPS and FT-瓜test indicted

that there Was a great number of PVP modified on the surface of A92Se nanoparticles．The

modification effect was not only a physical adsorption but'also a chemical coordination．A92Se

was bound to the probe DNA via the formation ofthe hydrogen bond between-C=O of PVP in the

modified A92Se and寸哪2 in the probe DNA．The proposed method showed a good and

distinguishable ability to the three—base mismatch or non-complementary sequences with the

complementary sequences．DNA specific-sequence related to PEP promoter gene in the transgenic

plants Was determined with a detection range from 1．OxlO。12 to 1．OxlO’8 mol L-‘and a detection

limit of2．3x 10。13 mol L-I(30)．

(2)Lead selenide(PbSe)nanoparticles were synthesized by the reaction between Pb(CH3COO)2

and NaHSe under hydrothermal conditions in the presence of CTAB at 1 50"C for 24h．The X-ray

diffraction(xmg)pattern indicated that the product Was cubic PbSe．Transmission electron
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microscopy(TEM)revealed that the nanoparticales are about 40 am in diameter．The FT-IR teSt

indicted the adsorption of CTAB on the surface of PbSe nanoparticles．The ionization of CTAB

produced cation CTA+on the surface of PbSe nanoparticles and made the nanoparticles with

positive charge．As the—COO’of DNA made the DNA、析tll negative charge．the PbSe

nanoparticles can adsorbed the negative charged oligonucleptides by electrostatic interaction tO

form a nanoparticle labeled oligonucleotides probe．The PbSe nahoparticles showed a 900d

distinguishable ability to the two—base mismatch or non-complementary sequences with the

complementary sequences．DNA specific-sequence related to CaMV35S promoter gene in the

transgenic plants was determined with a detection range from 5．0x l 0。12 to 5．0x l 0。7 mol／L and a

detection limit of 6．1×1 0‘13 mol／L(30)．

(3)A simple biomolecule—assisted hydrothermal approach Was developed to

synthesize zinc selenide(ZnSe)nanoparticles．The X·ray diffraction(XRD)pattem

indicated that the as-prepared product WaS cubic ZnSe．The TEM images showed the size

of the ZnSe nanosphere was 100nm in diameter．The L·glutamic acid acted as

complexing agent and biomolecule templet to combine、析m Zn计in the process of the

reaction．The FT-IR studies of the as-prepared ZnSe provide preliminary proof for

confirming the adsorption between ZnSe nanoparticles and glutamic acid．Glutamic

acid was the bridging agent between DNA molecule and zinc selenide nanospheres．

So the ZnSe nanoshperes could be used for the detection of the DNA hybridization．

DNA specific·sequence related to PAT gene in the transgenic plants Was determined

with a detection range from 1．0x l 0。¨to 1．0x 1 0‘7 mol L。1 and a detection limit of

4．7x 1 0。12 mol L。1(30)．

KEY WORDS：selenide nano—material A92Se PbSe ZnSe DNA hybridization label
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第一章文献综述

纳米科技是研究纳米尺度范围的物硬．结构和应用的一门热门学科，这个尺

度正好介于大分子与当今光刻技术的最小极限之间。在化学领域，这个尺度空间

正好对应传统研究的胶体、胶束、聚合物分子、共聚物和相类似的结构，如巨大

分子和分子团簇等。在物理和电子工程领域?纳米科技更多的是与量子行为、光

予和电子在纳米结构的行为相关。在生物和生物化学领域，纳米科技直接与细胞

结构单元相关，从DNA和病毒到亚细胞器官等，生物体中的许多有趣结构都可

以视为纳米结构。纳米科技渗透于当今誉i鼓的各个尖端领域，成为现代科技发展

最快的分支，是科技发达程度的典型代表。推动纳米科技发展的驱动力蕴藏于纳

米材料和结构的内在魅力，以及人类孜孜追求的超大或超小的梦想，向着两个极

端不断探索的好奇心。因此开展纳米材料研究具有重大科学理论和实际意义ll喵j。

1．1纳米晶形貌结构与性能关联性

尺寸、形貌、分布和结构等因素影H向着纳米材料性能，因此可以通过人为调

控以上因素调控目标材料的性能。纳米材料早期研究主要重点围绕小尺寸这一问

题进行，开展的工作集中在如何制备纳木材料，即如何将材料尺寸降低到纳米尺

度。深入研究发现，纳米材料的形貌和结构对其性能有着重要的影响，即使同一

材料同一尺度，不同形貌的纳米晶体现出许多不同一般的物理和化学性能，从而

提供了一条从材料形貌角度裁剪材料性能的可行途径一，l 0。。

1．1．1光学性能

由于量子尺寸效应作用，当纳米晶一个方向尺寸降低到某个临界尺寸后，其

光学性能将发生许多奇异的变化，因此纳米晶的光学性能对纳米晶自身尺寸形貌

和表面状况具有很强的敏感性。对于量子点来说量子尺寸效应主要导致吸收峰和

发射峰的蓝移，而一维纳米晶的发射光谱沿着轴向还将发生明显的极化现象。利

用金属催化法Yang等【ll】制备了ZnO纳米线，发现具有很强的紫外一可见发射和

深层绿光发射，比表面积随纳米线直径降低而增加，深层发射增强，这些纳米线

在光电设备中可用作发光元件。Alivisatos等【12】将CdSe纳米棒在高分子有机材料

中组装成薄膜太阳能电池材料，通过调整CdSe纳米棒的长径比可以调控太阳能

电池性能，比单纯使用CdSe量子点具有良好的可控性。

贵金属纳米晶的表面等离子体共振(SPR)性能对纳米晶形貌和结构具有很高
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的敏感性，形貌各异的纳米晶体现出不同于普通纳米颗粒的特性。EI．Sayed等ll副

研究金属Au和Ag纳米线体系SPR性能时发现一维纳米晶存在两种SPR模式，

横向激发和纵向激发。当具有一定直径的Au和Ag纳米线的横向激发模式波长在

(Au)520 am和(Ag)410 nnl时，通过改变它们的长径比能够将它们的纵向激发模

式在可见光到近红外光这一广泛的区域内自由调控。研究还发现长径比2．O．5．4的

Au纳米棒的荧光产率要比单纯的纳米颗粒要高出数百万倍【l 41。加上贵金属Au和

Ag具有良好的生物相容性，Au和Ag纳米棒可作为理想的医学诊断成像设备中

的发光器件、传感器件和着色材料等。

1．1．2磁学性能

纳米颗粒结构及形貌对自身的磁学性能也有显著影响，由于纳米棒体现出各

向异性效应，因此体现出奇特的磁学性能【l 51。Hyeon等【16】用有机金属热降解法

成功制备了Fe纳米棒，研究其磁学性能发现Fe纳米棒的磁性各向异性常数为体

相块材的两倍。Xu等【17】使用多孔氧化铝模板上排列的聚丙胺纳米管作为模板成

功制备Co和Fe纳米线，研究它们的磁学性能发现残余磁化小于饱和磁化，这是

由于紧密排列的纳米线之间具有较强的相互作用，在磁性天线材料和垂直磁记录

材料方面具有潜在的应用价值。

1．1．3力学性能

传统多晶材料的强度和硬度与晶粒尺寸的关系可以用Hell．Petch公式表示，

随着晶粒尺寸的降低呈现提高的趋势，其主要机制是位错增加导致的在晶界相互

缠绕钉扎。卢柯等【l 8】采用电沉积法制备Cu纳米晶材料体现出奇异的超塑性。他

们使用脉冲电化学沉积制备的Cu纳米晶材料的屈服强度达900 MPa，断裂强度

1068 MPa，比传统粗晶材料至少高一个数量级【191。但是对于单晶一维纳米结构来

说，由于缺陷的大量减少，它们的强度要比相应的多晶块材高得多。Lieber等lzUJ

使用AFM研究了SiC纳米线的力学性能发现其杨氏模量可达610-660 GPa，接近

SiC单晶[1 11】方向的理论计算值，渴望在传统材料增强增韧中得到应用。

纤维增强很早就在材料增强增韧的实践中得到应用，能够显著提高柔性材料

的强度，改善脆性材料的韧性。一维纳米结构的出现使以一维纳米线纳米棒增强

传统材料成为现实，现有的大量一维纳米结构都能在改性传统材料中得到广泛的

应用，其中碳纳米管的尝试也得到了令人鼓舞的成功【211。
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1．1．4场发射性能

纳米线和纳米管具有尖锐的尖端是冷场发射阴极的理想材料。Lee掣22】通过

电流一电压测试研究了Si和SiC纳米棒场发射性能，发现两者都具有良好的场发

射性能。Si和SiC纳米棒的场发射电压分别是15和20 V1．tm～，电流密度0．01mA

cm。2，可以与碳纳米管和盒刚石场发射材料性能接近。Lee等【23J研究了低温CVD

生长的ZnO纳米棒阵列的场发射性能，发射电压6 V岬～，电流密度0．01衅cm玉。
当电压提高到11 V1．tm"1后电流密度能提高到几毫安。现在纳米棒和纳米线的制备

技术己经日趋成熟，使用这些一维纳米结构作场发射显示设备的活性部件将具有

重要的潜在意义。

1．2低维纳米晶形貌和结构的控制

纳米材料的研究己经跨越了以单纯降低尺度为目的的纳米材料合成，对形貌

结构的关注成为近年来研究的热点。特别是对一维纳米材料的关注，成功制备了

多种一维纳米结构，如：纳术线、纳米棒、纳米带、纳米条、纳米管以及枝晶、分

形结构等，并且在制备手段里现多样性。

纳米晶的生长与普通晶体生长属于同一个范畴，其中涉及两个重要环节：形

核和长大。正确理解影响形核和长大的工艺和因素对于准确实现对纳米晶形貌结

构的控制具有重要意义。一般来说，要形成一个完整晶体结构必须具备两个条件：

结构单元在固体界面和传输介质(包括气体、液体和熔融态)中的输送具有可逆

性，这样可以保证结构单元能够在正确的位置形核生长以形成长程有序的完整结

构；结构单元在传输介质中输送必须是一个比较恒定的供给速率，以便整个反应

或者传输介质中具有均匀物质浓度，利于形成均匀的形貌结构。在形貌结构控制

研究中，以一维或准一维纳米结构的研究最具有代表性，或多或少地采用人为引

导的办法实现纳米晶的一维生长。纳米材料制备科学遵循的几个主要基本原则：

(1)根据自身晶体结构各向异性和具有择优取向生长的特性，在合适的生长环

境中自发生长； (2)引入固⋯液界面改变籽晶的对称性，实现非均匀形核生长；

(3)直接采用模板限制或者导向晶粒生长； (4)采用超饱和条件改变籽晶生长

习性； (5)选用合适的表面修饰剂限制不同晶面的生长速率，从而实现动力学

角度对晶体形貌的控制； (6)零维粒子的自组装等。 ．

1．2．1自发生长

晶体的外在形貌其实是其内在晶体结构的外在表现，晶体结构的自身特征决
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定着纳米晶的形貌结构。许多固体材料由于其自身晶体结构的各向异性，它们在

适当的条件下就有生长成低维材料的趋势，体现出一种自发生长习性。这类晶体

一般呈现链状结构，或者由于晶体结构各向异性导致不同方向对于原子或离子团

的结合能力具有取向性，在生长过程中沿某些选择方向生长。’

Se是一类典型的例子，Se一维纳米结构的报道层出不穷，有纳米棒、纳米

线、纳米带和纳米管等。其中最典型的报道是Xia及其合作者对此进行的大量研

究，他们成功实现了大规模合成径向尺寸可控的10．100nm粗的t．Se纳米线【24西j。

首先将H2Se03与过量的N2H4回流反应生成直径"-一300nm的砖红色的非晶Se胶

体，当产物冷却之后，原先溶于溶液中的少量Se开始结晶析出t．Se。在黑暗处陈

化处理，t．Se籽晶长大成纳米线，在室温下通过超声处理同样也获得了结晶良好

的t．Se纳米线。这种工艺的基本过程是首先H2Se03与过量的N2H4反应生成的胶

体干燥重新分散在乙醇中，当施加短暂的超声波照射，空化效应导致t．Se在胶体

表面形核，随后非晶a．Se向t．Se聚集长大直至结晶完全。

第V族的Sb、Bi与第VI族的S、Se所形成的V2．V13化合物中的Sb2S3、Bi2S3

和Sb2Se3也是一种链状结构，通过气相法或者液相化学方法都能很方便的制备一

维纳米结构。Xie等【26】以二乙基二硫代胺基甲酸钠为硫源，通过水热分解单分子

有机络合物成功制备了Sb2S3和Bi2S3纳米棒。Yang等【27】通过简单的气相蒸发沉

积法制备了Sb2S3纳米管。Li等【28】以Na2S为硫源采用水热法合成了Sb2S3纳米棒。

Shao等【29】以硫粉做硫源，采用盐酸辅助水热法制备Bi2S3纳米条。Ye等【30】采用

气相蒸发沉积制备了Bi2S3纳米管。Xie等【31】通过PVA辅助水热法成功制备超长

的Sb2S3纳米线。Shen等【32】采用7,--胺辅助多元醇法制备了Sb2S3纳米线。这些

一维纳米结构的形成除了与制备和方法工艺又关，更与它们自身晶体结构息息相

关。

1．2．2引入固液界面

控制纳米晶体形貌可以从形核和长大入手，通过改变其中的工艺条件实现低

维纳米结构的生长。引入固液界面既是在成核阶段改变成核籽晶的对称性，通过

在固液界面析出成核牵引纳米晶在一维方向生长。在此机制的启发下的气．液一固

(VLS)法是制备一维纳米单晶最成功的方法之一，能够实现一维纳米晶体的大

规模生产【33】。VLS法的典型工艺如下：首先将气相反应物溶解在纳米尺度的催化

剂金属液滴中，随后在液固界面成核生长成纳米晶。生长过程中液滴引导着晶体

的生长，整个过程中气相作为物质输送介质，液相为液态模板，固相是目标材料。

采用VLS法的起码要求是中间形成的合金对目标材料有着良好的溶解度，最好是
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存在共晶成分点。VLS法已经广泛用作制备各种一维纳米线和纳米棒的有效手

段，从金属到元素半导体到半导体化合物等，包括元素半导体Si、Ge、B等：111．V

族化合物半导体GaN、GaAs、GaP、InP、InAs等；II．VI族化合物半导体ZnSe、

ZnS、CdSe、CdS等；氧化物ZnO、MgO、Si02等。在这些化合物中GaN、GaAs、

ZnO和CdSe由于其直接宽带隙特性，在光学和光电应用领域备受关注，因此大

量VLS法的研究都集中在此类材料的制备上，为推动纳米功能器件的产业化应用

迈出了一大步p3。。

1．2．3模板泫

模板法是用于制备纳米材料中最常规的思路，它通过自身的纳米尺度限制或

者引导纳米晶生长，以主体的构造和构型去控制影响和修饰所得客体的形貌和性

质，期望获得粒径及其分布可控，易掺杂和反应易控的超分子材料。由于选定的

组装模板和纳米颗粒之间的识别作用，从而使模板对组装过程具有指导作用，组

装过程更为完善。如果模板仅仅发挥物理空间限制作用，不参与化学反应，反应

体系随后还应进行后处理以除去模板基体，如化学腐蚀或焙烧：而如果模板在反

应过程中逐渐耗尽，那就有可能直接获得纳米产物，这就是一种牺牲模板工艺。

当然，该方法也存在明显不足，后处理去除模板往往将对纳米产物造成损害，并

且获得的纳米材料多为多晶，产率低。但不管怎样，模板法还是被人们普遍接受

为一种重复性高、简便实用、能制备形貌复杂的低维纳米材料行之有效的方法。

根据模板限域能力的不同，可以将模板分为硬模板和软模板。

1．2．3．1硬模扳

1．2．3．1．1孔道模板

采用孔道作为模板能够最大限度的将纳米晶限制在纳米孔道中生长，不至于

超越纳米尺度范围。现在采用的孔道模板多是一些多孔纳米材料，在孔道中合成

纳米材料本身就是一门重要的纳米组装科学，其中涉及两方面的关键技术：多孔

纳米材料的制备；目标纳米材料在孔道中的组装。对于如何将目标材料装入这些

细小的孔洞中，可以通过普通的溶液浸渍、喷涂、气相输送和电气化学沉积等手

段实现。

介孔材料在近年来得到快速发展，最早的研究主要集中在将纳米颗粒组装入

介孔孔道，研究组装体系的特殊物理化学性能。当时的研究主要还是集中在纳米

颗粒制备134】，用于一维纳米结构合成的研究报道较少。近年来使用介孔材料实现
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对纳米晶形貌结构的控制研究也取得显著进展，Yunfeng Lu等【3弼‘7】通过电化学方

法将纳米颗粒组装进入孔道，将介孔模板合成一维纳米结构和三维骨架拓展成为

一种具有普遍性的合成手段，在多种材料类别上获得成功的尝试，如Pt、Co、PtNi、

CdSe、CdS和Bi2Te。由于介孔聚集体相貌的多样性，使用球形介孔球还能很方

便的合成各种空心结构。因为纳米颗粒的组装总是易于将孔道口堵塞，因此在球

形结构中易于形成外壳包裹层，当去除介孔模板之后就能得到空心结构。

1．2．3．1．3纳米结构模板

使用现有的纳米晶为模板是另外一种硬模板使用思路，它直接以模板的形貌

结构影响或者控制目标材料的形貌结构。原则上所有的现有纳米结构都可以作为

模板、包括纳米颗粒、纳米棒、纳米线和纳米管等。在使用过程中首先要解决的

问题是将目标材料吸附或者键合到模板上，其次是如何去除模板材料。

使用现有的纳米线或者纳米管作模板构建一维纳米结构使用更加广泛。虽然

碳纳米管由于在内孔道组装还存在较大困难，但是在外壁组装纳米颗粒的研究还

是取得了很大地成功【3引。由于Se纳米线很容易获得，因此Younan Xia等以Se

纳米线为模板，通过与金属离子反应成功制备了A92Se单晶纳米线【3引、Se和CdSe

同轴缆线和CdSe多晶纳米管【加】。并且由于Se容易升华的特性，能够很方便的用

于制备金属单质纳米管，如Pt、Rh和Ir等14¨。

牺牲模板由于在反应中能逐渐被消耗，省去后续去除模板的工艺，并且也排

除了模板本身对目标材料性能和结构的不利影响。王中林等142】以ZnO为模板通过

与H2S反应制备了ZnO．ZnS纳米缆线和ZnS纳米管。Younan Xia等【4孓46j在成功

制备不同形貌Ag纳米晶后，成功将Ag纳米晶(包括纳米棒、纳米线、纳米立方

块、纳米三角晶等)作为牺牲模板，与Au、Pd和Pt的离子发生质换反应制备了

与Ag外轮廓相似的Au、Pd或Pt空心结构或者合金结构。

1．2．3．2软模板

软模板大多数是基于两亲分子形成的有序聚集体，能够很好地模拟生物矿化

过程，而且形态多样，能够用于合成多种复杂形貌的低维纳米材料，甚至可以认

为所有有机分子参与的形貌控制都可以认为是软模板。软模板构建简单，对工艺

设备要求不高，反应过程具有良好的可控性，当然软模板也存在明显不足，稳定

性差，产率低。现在广泛使用的软模板有胶束／反胶束、单分子膜模板、生物分子

模板及液晶模板等。

微乳液是由表面活性剂(有时候还有助表面活性剂)、油相和水相按一定

6



青岛科技大学研究生学位论文

的比例混合形成的热力学稳定的透明或半透明的、具有纳米尺度反应微区的液．

液均相体系。胶束是指水包油(O／W)微乳液中长链烃分子内形成的烃内核；反

胶束则指油包水(W／o)微乳液中长链烃分子包含的水池。微乳液与反胶束的区

别在于水池的大小，其实是反映在核心自由水的存在与否，反胶束中水核被固定，’

而微乳液中不但有固定的油水界面的水分子，在核心还存在自由度更大的自由

水。利用微乳液形成的微小核心作微反应器是制备纳米材料的有效合成手段，由

于反应物是以高度分散的状态供给，可以防止反应产物局部过饱和，从而使微粒

的形核及长大能够均匀进行，并可通过调节外部因素制备出单分散的纳米晶。此

外，纳米颗粒在水池中受表面活性剂分子的保护而处在稳定状态，不至于形成团

聚，制备的纳米颗粒易于长期保存147-501。这些表面活性剂自组装结构呈现多种形

态，如球形和棒状等，因此通过微反应器形状能够有效控制所得纳米晶的形貌，

不仅仅有纳米颗粒，还有一维纳米线、纳米棒束等．

有时候所制备的纳米晶的尺寸大于胶束或者微乳液所提供的微反应器尺寸，

此时形貌控制更主要是来自表面活性剂在纳米颗粒表面吸附组装结构的影响。

Murphy等【5l’52】发展了一种籽晶生长工艺合成Au纳米线和纳米棒，首先通过强还

原剂直接还原生成大量籽晶纳米颗粒(Au或者Ag)，然后在胶束溶液中通过弱

还原剂提供纳米棒或者纳米线生长所需的物质，缓慢均匀的提供单体。李亚栋等

【53】针对表面活性剂的层状前驱体结构，提出了一种真空裂解前驱物法制备一维纳

米线或者纳米管，以表面活性剂CTAB作为插层骨架形成层状结构，分解后通过

卷曲机制获得W、Co、Cu和Cd纳米线。

一些具有线性结构的高分子和生物分子也是良好的软模板，它们通过物理或

者化学作用力将目标材料吸附到模板材料上，最终生成了与模板形貌相似的纳米

结构。其中DNA由于其对纳米颗粒具有较强的络合能力和静电吸附力，成为最

成功的生物模板【541。与简单的有机分子模板不同，DNA模板组装过程不是通过

模板与纳米团簇的识别，而是通过与纳米团簇的低聚核苷酸分子与模板间的分子

识别来实现。由于DNA具有更加完善和严密的分子识别功能，使得组装过程具

有高度的选择性；并且由于分子模板的高温稳定性较差，升温后DNA被破坏，

组装的纳米团簇将自动分散开。此外，由于组装动力来源于纳米团簇外包覆分子

的分子识别，用这种方法来实现不同种类及不同粒径的纳米团簇的组装将成为可

能，在制备特殊性质和要求的纳米器件等方面具有潜在的应用价值。大量研究报

道成功地将一系列纳米颗粒组装成一维纳米结构，包括Ag、Pd、Au、Ptp扣纠J和

CdSe[581等。
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1．2．4过饱和条件

通过控制纳米晶周边环境的过饱和度能够有效地降低籽晶形核生长的对称

性，促进一维方向的生长，这对于一维纳米晶的制备尤为重要。这在直接气相沉

积生长和水热／溶剂热合成中得到了充分的应用，它们所提供的环境由于所处高温

或者高压介质中，能够提供稳定的目标材料的单体浓度，在纳米晶生长尖端维持

稳定的过饱和度，形成一维生长的驱动力。

1．2．4．1直接气相生长

利用气相法制备低维纳米材料已经十分广泛，该方法被大量用于生长一维纳

米晶。Edwards等【59】使用简单的气相沉积成功制备了Nb3Te4一维纳米结构。

ShiheYangt60】及其合作者通过在高温下控制通入的氧气气流等工艺条件成功实现

在金属铁薄片表面生长一维0【．Fe203纳米带。他们通过调整工艺，将类似方法在

其它金属薄片中生长相应的氧化物或者硫属化合物，如CuO纳米带、纳米线16lJ

和A92S纳米线【621。现在普遍认为控制生长尖端的过饱和度对于获得一维纳米结

构至为重要，大量的实验结果证明这种因素的决定作用，比如晶须等一维结构都

是在较低过饱和度的环境中获得，而结构完整的块体单晶往往在中等过饱和度环

境中生长获得。在这方面的研究中，王中林【63,64】及其合作者开展了大量的理论和

实验工作，成功合成了形貌新奇的纳米结构，采用气相生长具有产率高和高效快

捷的优点，是最有希望实现产业化的一维纳米晶的制备途径。

1．2．4．2水热／溶剂热法

水热法是指在特制的密闭容器(反应釜)中，采用水溶液作反应体系，通过

对反应体系加热而产生压力超过溶解临界点，由于在高压下大多数反应物都能溶

解在水中，促使反应在液相或气相中进行。水热法通过高压反应釜中水热反应实

现从原子、分子级的微粒构建和晶体生长，能够制备物相均匀、纯度高、晶型完

整、单分散、形状尺寸可控的纳米结构。并且反应在密闭容器中进行有利于有毒

体系中产物的合成。溶剂热法是在水热基础上，以有机溶剂代替水溶液，扩展了

在新的溶剂体系中设计新颖的合成路线的思路。同时，某些胺类溶剂还能发挥络

合剂和模板作用，在合适的反应条件下能够很好地控制纳米产物的形貌、尺寸及

分布。使用水热／溶剂热制备低维纳米晶是近lO年来发展最迅速的制备手段，大

量研究人员对此投入了极大的热情。钱逸泰院士【6铀9】及其合作者将该方法广泛用

于制备各种氧化物、硫属化合物、氮化物、磷化物及金属等，成功制备了各种纳
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米粒子、纳米棒、纳米线。李亚栋教授【70-721进一步将此工艺发挥到极致，合成的

低维纳米材料涵盖了各种无机材料。但是水热和溶剂热法也存在明显的不足，比

如产率低，纯度差，在形貌尺寸及分布上还有待进一步改进，而且机理研究远远

落后于实验研究，其中复杂的反应机制还并不是很明确。

1．2．5表面修饰

Wulff或Gibbs．Curie．Wulf!f晶面理论被认为是晶体生长形貌控制的经典理论，

根据该理论思想，晶体生长形貌受控于各晶面表面能。在平衡态，晶体形貌往往

向最能降低体系表面能的形状生长，由此，晶体形貌反映出晶体结构的对称性。

而且，形貌还反映出晶体生长动力学，生长较快的晶面往往会因为其它生长较慢

的晶面的限制而逐渐消失，使得暴露表面一般是生长最慢的晶面。因此采用表面

修饰剂将某些特定晶面进行修饰能够从动力学角度对晶体形貌进行控制。在制备

半导体硫属化合物中广泛使用的胶体法是依此类指导思想的典型例子。胶体法利

用TOPO的限制作用，通过控制反应动能实现对纳米粒子形貌的有效控制。

Alivisatosl73,74】和Xiaoguang Peng[75,76】及其合作者在这方面进行了大量的研究工

作，成功制备了各种形貌的CdSe纳米晶，包括棒状、箭头状、二叉、三叉形、

三角形等相貌的纳米晶，并对形貌控制生长机理研究进行了卓有成效的尝试。

Xiaoguang Peng纠76】研究发现CdSe纳米晶生长受控于扩散机制，基于纯平衡热
力学的Wulff理论在此时已经不再适用。反应溶液的单体浓度对晶体形貌有着显

著影响，在一定反应体系中，所需单体浓度的大小按以下次序依次升高：’点状，

米粒形状、棒状及分叉状结构。提高溶液中剩余单体浓度，颗粒晶体有向一维方

向生长的趋势；相反，如果剩余单体浓度不够高，一维生长的晶体也会重新生长

成点状颗粒晶体。Xiaoguang Peng提出魔法尺寸“magic size”的概念，指出在形核

过程中往往出现一些能量低于正常形核能量的纳米团簇，它具有单分散的径向尺

寸，因此如果控制反应体系只产生一种类型的“魔法尺寸”的纳米团簇，就能使棒

状纳米晶的径向尺寸几乎维持在一恒定值。“魔法尺寸”的出现还可以解释在更高

单体浓度下形成的多臂和分叉纳米晶结构。通过试验观察发现，不管形貌如何，

CdSe枝晶的内核具有闪锌矿结构籽晶提供足够的单体，使其在四个(111)晶面

完全生长出枝晶。而一般高浓度单体溶液只能提供一个方向的枝晶生长而呈一维

生长，最终产物为棒状。修饰剂一般选择一些具有较大分子量的聚合物，如聚乙

烯吡咯烷酮(PVP)、聚乙烯醇(PVA)等。Younan Xia等【7。7】利用PVP作修饰剂，

采用多元醇方法成功制备了Ag纳米线和立方纳米晶。观察发现立方纳米晶六个

暴露表面为{100}面，因为面心立方{111)生长速度明显快于{100)晶面，导致生长

9
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过程中逐渐消失，仅发现{001)晶面夹角之间尚存小面积的{110}晶面棱。所制备

的Ag纳米线的轴向是{111)，这种结构的产生的关键因素是{100)晶面和{111)晶

面与PVP分子具有不同的作用力，PVP分子大量吸附在{100}晶面，从而极大地

抑制该方向的生长，从而促进沿[11 1】方向快速一维生长【78，791。他们通过类似的方

法同样实现了对Ⅳ80】和pb[引】等金属单质的形貌控制合成。这种对不同晶面的表

面修饰，从动力学角度控制某一个晶面生长的思路在使用CTAB导向制备Au纳

米棒的试验中也得到了验证【82】。虽然大量实验证明高分子聚合物或者表面活性剂

能够选择性的吸附在无机纳米晶的不同晶面，但是理论研究远远落后于实验合

成，很多还处在假设推测阶段，需要更加细致的从微观入手研究不同晶面吸附的

确切机制。

1．3．纳米材料表面的修饰

纳米粒子具有较大的比表面积、较高的活性，在其制备和应用过程中很容易

聚集或团聚，从而影响了材料的质量和性能。为了防止这种弊病，一般对纳米粒

子进行表面改性。纳米粒子的表面改性己成为纳米材科研究开发中的一个极其重

要的课题。纳米粒子的表面改性就是对其进行新的加工，使其表面特性发生较大

的改变，从而赋予其新的功能。表面改性的目的包括以下几个方面：(1)改善或改

变纳米粒子的分散性；(2)改善耐久性，如耐药、耐光、耐热性；(3)提高颗粒表面

的活性；‘(4)使颗粒表面产生新的物理、化学和机械性能及新的功能。纳米粒子表

面改性的方法很多，。分类方法也很多。根据表面改性剂与颗粒间有无化学反应，

大概可以分为表面化学改性和表面物理改性两大类。

1．3．1纳米颗粒表面物理修饰

总的来说，表面物理修饰就是通过吸附、涂敷、包覆等物质作用对微粒进行

表面改性。利用紫外线、等离子射线等对粒子进行表面改性也属于物理修饰。表

面物理修饰主要有以下两种方法。

通过范德华力等将异质材料吸附在纳米微粒的表面，可防止纳米微粒的团

聚。采用表面活性剂对无机纳米微粒表面的修饰就是属于此类方法。液相法制备

纳米粉体过程中存在的最大问题是粉体的团聚，研究表明粉体中硬团聚的存在，

会导致烧制陶瓷时需要较高的烧结温度和得到较差的制成品性能，并影响功能材

料的功能。无机纳米粒子在水溶液中分散，表面活性剂的非极性亲油基吸附到微

粒表面，而极性的亲水基与水相容，这就达到了无机纳米粒子在水中分散性好的

目的。反之，在非极性的油性溶液中分散纳米粒子，表面活性剂的极性官能团吸
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附到纳米微粒表面，而非极性的官能团与油性介质相溶合。例如，．以十二烷基苯

磺酸钠为表面活性剂修饰纳米Cr203，Mll203【83】这些纳米粒子能稳定地分散在乙醇

中。胡金华等184】人以Mg(OH)2吸附硬脂酸钠或油酸钠等，可使亲水性的Mg(OH)2

转变为亲油性，从而能改善其在聚丙烯中分散性和复合材料的机械力学性能。

表面沉积法是将一种物质沉积到纳米微粒表面，形成与颗粒表面无化学结合

的异质包敷层。利用溶胶可以实现对无机纳米粒子的包敷，例如将ZnFe03[ss】纳米

粒子放入Ti02溶液中，Ti02溶胶沉积到ZTlFe03纳米粒子表面，这种带有Ti02包敷层

的Z,廿e03纳米粒子的光催化效率大大提高了。用A1203包敷Ti02纳米粒子也属于

这—类方法。具体过程是，先将纳米Ti02粒子分散在水中，加热至60℃，用浓硫

酸调节pH值到1．5．2．O，同时加入铝酸钠水溶液，结果在纳米Ti02粒子表面形成了

Ai203包敷层。这种方法可以举一反三，既可包敷无机A1203，也可包敷金属。

1．3．2纳米颗粒表面化学修饰

通过纳米微粒表面与改性剂之间进行化学反应，改变纳米微粒的表面结构和

状态，以达到表面改性的目的称为纳米微粒的表面化学修饰。表面化学修饰法在

纳米微粒表面改性中占有极其重要的地位，例如在解决液相法制备纳米粉体的关

键问题，即防止微粒发生团聚的问题时，采用化学表面改性法，存制备过程中通

过添加各种表面改性剂与颗粒表面进行化学反应，改变颗粒的表面状态。当进行

干燥时，由于其吸附或键合在颗粒表面．降低了表面基团的作用力，消除了颗粒

问的氢键作用，阻止氧桥键的形成，从而防止了硬团聚的发生．当温度升高到一定

程度时，改性剂分解成气体放出，留下松散未硬团聚的纳米粉体。表面化学修饰

是纳米粉体获得有效应用的重要措施，是纳米粉体材料研究与开发中的基础性研

究课题。

由于纳米微粒比表面积很大，表面原子配位不全导致悬挂键大量存在，使这

些表面原子具有很高的反应活性，极不稳定，很容易与其它原子配合，这就为人

们利用化学反应方法对纳米微粒表面修饰改性提供了有利条件。对于表面改性过

程中所使用的修饰剂通常为一些典型的表面活性剂，而工业萃取剂由于具有较高

的表面活性，也可用来做修饰剂。表面活性剂分子一般由极性基和非极性基组成，

因其具有双亲性而得到广泛的研究和应用。表面活性剂通常被分为阳离子型表面

活性剂、阴离子型表面活性剂、两性表面活性剂和非离子表面活性剂。目前己受

到研究者关注的可用于无机纳米颗粒表面修饰的表面活性剂主要包括：有机酸

(盐)、有机胺、有机硫磷酸(盐)、聚异丁烯丁二酞亚胺等。曾戎等[861采用水

／-t-二烷基硫酸钠(SDS)／正己醇／环己烷微乳液体系制备了纳米银粒子，然后加入十
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二硫醇，静置后得到十二硫醇修饰的纳米银粒子，发现十二硫醇修饰的纳米银粒

子在溶剂如环己烷、甲苯和丙酮等有良好的分散性。邱孙青等瞵7J用十二烷基硫酸

钠／异辛醇／水微乳化体系制备的Cu粒子分别分散于含有T154(聚丁二酞亚胺)，

T101(石油磺酸钙)Aliquet 336(甲基三烷基氯化铵)的500 SN基础油中，结果表明，

混合使用分散剂能得到更好的实验效果。何峰等【88】分析了单分散粉末颗粒和超细

金属粉末在液体中实现稳定分散和悬浮的条件，结果表明未加包覆的粉末难以在

液相中稳定存在，而表面包覆的超细金属粉末在吸附层厚度大于5 nnl时，由于

粉末表面吸附层产生的空间位阻效应，能在有机溶剂中实现稳定悬浮。

萃取剂也具有两亲性，其界面化学性质与表面活性剂非常类似。根据萃取剂

的分子结构和萃取机理，萃取剂可分为酸性萃取剂(皂化)、胺类萃取剂(盐化)及中

性萃取剂，它们分别类似于阴离子型表面活性剂、阳离子型表面活性剂及非离子

型表面活性剂【891。萃取界逐步从理论和实验上证实了萃取有机相可以形成w／o

型反胶团或微乳液，水相可以形成O／W型正胶团或微乳液。萃取体系的第三相可

与表面活性剂体系的中相微乳液相类比。萃取剂具有对纳米粒子的表面改性作

用，Song 190]等用萃取还原法在有机溶剂中直接制备了含HDEHP(二(2．乙基己

基)磷酸)修饰的Cu纳米粒子。他们认为萃取剂由于具有高的表面活性而吸附

于纳米粒子表面，提高了纳米粒子的稳定性，同样起到了表面修饰的作用。

我们课题组分别用单硫代膦酸萃取剂Cyanex 301和Cyanex 302以及与两亲

嵌段共聚物PEO．PPO．PEO共同作为修饰剂在直接有机溶剂中采用一步反应法

(包括萃取还原、萃取沉淀法)制备了大量高负载量的有机纳银流体，并详细分

析了其中纳米粒子在不同溶剂中的最大含量，其中Cyanex302用作萃取剂和表面

修饰剂来制备金属银或金属硫化物纳米Bi2S3流体【9¨。含2个硫原子的Cyan'ex301

显示出对银纳米颗粒更好的表面修饰作用，不需要任何添加剂，汽油中Ag[叱J、

和A92S[93】粒子的最高负载量均很高，所制备的纳米流体几个月后仍无沉淀析出。

1．4硒化物纳米材料的制备

硒化物是一类重要的半导体材料，广泛用作各种发光装置、激光与红外探测

器件、红外窗口与非线性光学材料、光催化和光敏传感器材料等。在发光材料、

太阳能电池、红外光窗口材料、光纤通讯、现代热电制冷机等多方面有良好的商

业应用前景。

但是硒化物的合成显得相对不足，这主要是因为可供选择的硒源相对较少。

硒与硫同属于氧族元素，与硫化物相对应的硒化物在常规条件下大多不稳定，毒

性较大，而且伴随着恶臭气味，致使合成条件要求苛刻，一般要求在保护气氛或
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密闭反应室内进行，不利于大规模推广。虽然硒化物的合成方法经过长期实践和

发展也是种类繁多，但是主要使用的硒源还是局限于Se和NaESeS03，与硫源相对

应的H2Se、CSe2及有机物合成难度较大，Na2Se见光易分解析出单质Se，这些硒

源的获得都有较大困难。在此，我们将以硒源的不同进行分类对硒化物的液相化

学控制合成进展进行概述。 ．

‘

由于常见硒源反应活性较低，为了解决这个问题，实验中经常使用有机金属

化合物或者有机硒化物来提高反应活性，这些反应一般都是在有机溶剂中进行。

在经典的胶体法制备硒化物的实验中，单质Se溶于TOPO或者TBP中形成有机前驱

物，在高温溶液反应中逐渐分解，以比较恒定的速率释放Se，是一种比较理想的

硒源。Alivisatosl94。9‘q$1Pengt97,9sll等大量使用此工艺合成多种硒化物纳米晶，并且

体现出良好的形貌可控性。所合成的纳米晶表面包裹一层TOPO等有机物，存在

较多的活性基团，能够通过基团交换很好地溶于其它不同极性的溶剂中，这样就

可以根据需要详细地研究半导体纳米材料的各种光学性质以及可能存在的应用

前景，具有非常重要的理论和实际意义。

使用金属单质与元素硒直接反应是最早使用的方法，钱逸泰院士及其合作者

在元素直接反应合成硫化物的基础上以Se粉与金属粉末为原料在乙二胺介质中

采用溶剂热法成功合成多种硒化物纳米棒和纳米颗粒【99,100]。研究表明，选用合适

的溶剂和控制一定的反应温度对产物的尺寸、形貌和分布有着重要影响。使用胺

类有机溶剂主要是因为它们对Se及各种过渡金属离子有很强的络合能力，形成络

合有机前驱物，并在随后的高温溶剂热环境中分解脱除有机物质。当然，提供有

机物分解的能力来源多样化，比如可以采用超声波、微波加热、射线辐射等，由

此衍生出相应的合成方法。但是这些体系合成的硒化物形貌上更多的是随机性

的，研究人员并不能很好地控制纳米晶的生长。Se的化学惰性使研究者在合成硒

化物之前必须将单质还原成Se二，因此使用强还原剂也是经常使用的方法，如

N2H4．H20、NaBH4、KBH4等f101,102】。直接采用还原剂将Se在溶液中还原成Se2’还

能够避免直接使用Se2‘时由于Se2‘不稳定带来的Se沉淀副产物，提高产物纯度。其

中N2H4·H20可以既做还原剂又做溶剂，直接溶解热合成硒化物。由于反应是释放

出N2，特别在密闭反应容器中相当于施加保护气体，能够获得更加纯净的硒化物

晶体。Zhang[103]矛lWangll04】等利用Se与NaOH的歧化反应将Se溶于强碱溶液释放出

Se2‘，通过液相法成功合成了多种硒化物，包括CdSe、PbSe、A92Se、CoSe2、Cu2,．。Se

$1SnSe等。同时为了防止在碱性条件下金属氢氧化物沉淀的析出，适当地添加配

合剂也是不可缺少的，通过配合成配合离-子女IM(EDTA)2+，减缓金属离子的释放

速度。Na2SeSO，作为硒源最早用作化学沉积和电沉积制备各种硒化物薄膜，是一

种良好的可溶性硒源。Gary Hodes等【105，m6】以Na2SeSO：；为硒源通过化学沉积制备
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了PbSe和CdSe薄膜，根据Na2SeS03在碱性条件下能够释放出Se玉，为防止金属氢

氧化物的析出，选择合适的配合剂对于薄膜的沉积质量尤为重要。常用配合剂有

TSC、NTA和N2H4·H20等。

综上所述，我们可能用的硒源主要有以下几种：

1．用硒粉和强还原剂反应，如N2I-14·H20、NaBH4和KBH4等，制得Se二。反

应如下：
。

Se+NaBI-14+3 H20=NaHSe+3 H2T+H3803

2．硒粉和碱性溶液发生歧化反应，如氨水，乙二胺等，制得Se厶。反应如下：

3 Se+6 NH3‘H20=(NH4)2SE03+2(NH4)2Se+3 H20

3．硒粉和亚硫酸钠溶液反应，制得硒代亚硫酸钠，flPNa2SeS03。反应如下：

Se+Na2S03=Na2SeS03

4．亚硒酸n2Se03和亚硒酸钠Na2Se03

1．5半导体纳米粒子在DNA标记中的应用

随着基因结构与基因功能研究的不断深入，特别是“人类基因组项目”的快速

进展，已迅速推动人类疾病的DNA诊断及基因治疗的研究，发现及鉴定了大量致

病基因。由于基因DNA分子序列中微小改变，导致基因突变及多态性，如一个或

几个核昔酸的取代、缺失或插入DNA序列，就会导致遗传性状的改变或各种疾病

的出现。因此，通过对人体的血液、组织、体液等样品中特定DNA序列的测定，

可用来确证感染疾病的根源。通过检测与疾病有关的基因变异，将对基因筛选、

药物的研制与开发、食品及环境污染的控制和在分子水平上对遗传疾病进行诊断

和治疗产生十分深远的意义。

传统的DNA杂交分析以放射性同位素作标记，通过放射自显影进行测定。这

种方法虽然灵敏度高，但由于使用放射性同位素，操作又费时费力，自20世纪80

年代以来已逐渐被一些非放射性标记的其他方法如荧光法、化学发光法、电化学

法等所取代。其中利用电化学原理检测基因的DNA电化学生物传感器是一种新的

基因检测技术。与传统的同位素标记DNA技术方法相比，它具有快速、灵敏、操

作简便、无污染的特点，不仅具有分子识别功能，而且还有无可比拟的分离纯化

基因的功能，因此，在分子生物学和生物医学工程领域中有着很大的实际意义。

纳米技术的出现为纳米材料在分析化学领域的发展和应用开辟了新的思路。

纳米粒子由于其独特的物理和化学性质，使其在纳米科学领域受到广泛的重视，

同时也推动了化学和生物传感器的迅速发展。半导体纳米量子点有望在生物科学

中得到广泛应用。纳米粒子的性质与生物杂交反应和电检测过程结合，使其应用

范围更加广阔(例如纳米生物电子)。其中利用生物分子形成纳米结构或者对纳
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米粒子修饰引起人们很大的兴趣。纳米粒子生物连接可能用于DNA疾病的诊断，

并且对生物分析化学产生巨大的影响。尽管有很好的发展前景，但基于纳米粒子

的基因检测还处于初级阶段。

半导体纳米粒子，也叫做半导体纳米晶或量子点，是由半导体材料制成的稳

定的、溶于水的、尺寸在2-20nm之间的纳米晶体，常见的有ZnS、CdS、PbS等；

半导体纳米粒子在电化学DNA生物传感器的研究中也得到应用。Wangii07]利用

纳米CdS标记的DNA探针和吸附在磁性微粒上的待测DNA杂交后，利用磁场

作用将其分离，电化学溶出法检测Cd2+，大大降低了目标DNA的检测限，可达

20 ng·mL～。Fang等【108】将纳米CdS标记寡核苷酸作为探针，以滴汞电极上阴极溶

出镉的电化学信号作为分析信号，进行DNA序列的检测，互补DNA的检出限可

达0．2 pmol·L一。Wangfm9】利用电化学译码技术(coding technology)，结合CdS、

ZnS和PbS三种纳米粒子的电化学溶出检测，同时测定多个DNA目标分子。磁

性微粒上标记多个不同的单链DNA序列，与不同纳米粒子标记的探针杂交后，

酸性条件下化学法溶出金属离子，利用阳极溶出伏安法在不同电位下检测多个不

同的DNA序列，为多种DNA的序列检测提供了一个新思路，

1．6本课题的提出和研究内容

纳米材料是科学中发展最迅速的分支，是尖端材料科技的最典型代表。纳米

颗粒的比表面积大、表面反应活性高、催化效率高、吸附能力强等优异性质，为

生物医学研究提供了新的研究途径，同时也推动了化学和生物传感器的迅速发

展。纳米粒子的独特性质与生物分子杂交反应的特异性和电化学检测方法的高灵

敏性相结合，使其应用范围更加广阔(例如纳米生物电子)。纳米粒子与生物分子

连接用于DNA疾病的诊断，对生物分析化学将产生巨大的影响。

本论文的目的就是采用水热／溶剂热反应合成硒化物纳米粒子，在制备过程中

通过对纳米粒子表面改性，提高纳米粒子的亲水性和生物相容性，利于DNA在

纳米粒子表面的固定。利用无机半导体量子点标记和纳米粒子修饰电极，将制备

的硒化物纳米粒子用于新型电化学DNA生物传感器。

主要内容包括：

(1) 以高分子聚合物聚乙烯吡咯烷酮为配位剂及修饰剂，水热反应合成了

单分散的A92Se纳米粒子，并做为标记物用于DNA电化学检测。

(2) 以表面活性剂十六烷基三甲基溴化铵为修饰剂，水热反应合成了PbSe

纳米粒子，并做为标记物用于DNA电化学检测。

(3) 以生物分子谷氨酸作为配位剂及表面修饰剂，水热反应合成了球形
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ZnSe纳米晶，并作为标记物用于DNA电化学检测。
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第二章水热合成法制备单分散硒化银纳米粒子

及其在生物电化学中的应用

硒化银(A92Se)具有很多有用的性质，一直备受人们关注。高温相硒化银

以fl-A92Se形式存在，是一种超离子导体，用于光电二次电池中的固体电极材料。

低温相c【．A92Se具有较窄的带隙，作为光敏剂广泛应用于光学材料和热色材料领

域【llmll¨。近几年来，硒化银越来越引起研究人员的关注，并利用不同的化学或物理

方法，合成了具有不同显微结构的硒化银，例如真空蒸发法，化学沉积法，溶剂

热法，声化学法，由Ag或Se粒子作为模板反应法等【112‘1201。

在纳米生物技术发展研究领域，半导体量子点(QDs)与生物材料相结合形

成的混合系统越来越受到关注【1211。最近的研究表明纳米粒子可被用于多种电化学

生物检测。Wangil22‘124】等人用碳纳米管负载CdS、ZnS和PbS作为标记物来检测

DNA杂交。Fangtl25，126】等人利用CdS和PbS作为标记物用于电化学溶出检测DNA

杂交，检测限可达10—3 mol·L～。除了溶出技术以外，电化学交流阻抗谱也可用于

DNA杂交检测【127】。但是目前所报道的除了以RNA．CdSe结合物作为探针检Nd,

干扰RNA(siRNA)以外【12引，大部分标记物用的都是硫化物，这是因为硫化物

在湿法合成中易得到。使用硒化物作为DNA探针标记物的报道目前还较少。

本文以AgN03，KI，PVP形成的[PVP(A踟I玎)】伽-m)。配合物为前驱体，利用水

热法合成了单分散的、形貌良好的、具有亲水特性的PVP修饰的A92Se纳米粒子，

并将其作为DNA探针的标记物用于电化学溶出检测DNA杂交。用该方法对对互

补序列、三碱基错配及非互补序列DNA的控制表明，PVP修饰的A92Se对互补

的20碱基PEP基因片段具有很好的选择性，其检测的线性范围为

1．0x10-12～1．O×10一mol·L～，检测限为2．3×10_’mol·L～。

2．1实验部分

2．1．1实验仪器和试剂

仪器：

JEOL．2000EX型透射电子显微镜(日本JEOL公司)；JSM．5600I_,V低真空扫

描电子显微镜(日本电子光学公司)；D／Max r-B型转靶X射线衍射仪(日本理学

公司)；PHl5702型多功能X射线光电子能谱仪(XPS，美国物理电子公司)；
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UV-vis 756 CRT紫外．可见分光光度仪(上海)；CHl832电化学分析仪(上海辰华

仪器公司)；三电极系统：银．氯化银电极为参比电极，铂丝电极为对电极，碳糊

电极为工作电极；Cary 50型紫外．可见分光光度计(澳大利亚Varian公司)：510P

型红外光谱仪(美国Nicolet公司)；TGL．16C型离心机(上海安亭科学仪器厂)；

79．1型磁力加热搅拌器(江苏金坛市金城国胜实验仪器厂)；GSY-II电热恒温水

浴锅(北京市医疗设备厂)，KQ．50B超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)；

202．1AB型电热恒温干燥箱(天津市泰斯特仪器有限公司)；玻碳电极用于铅的

阳极溶出法测定。

试剂：

硒粉(Se，天津市科密欧化学试剂开发中心)；硝酸银(AgN03，上海化学

试剂总厂)；碘化钾(Ⅺ，天津市北方天医化学试剂厂)；十六烷基三甲基溴化铵

(CTAB，济宁市化工研究所)；聚乙烯吡咯烷酮(PVP，分子量10000)；HAc-NaAc

缓冲溶液(pH 5．4)；2xSSC缓冲溶液(O．3 mol·Lo氯化钠．0．03 mol·L’1柠檬酸钠)

作为杂交液；铁氰化钾(K3Fe(CN)6，天津市瑞金特化学品有限公司)；亚铁氰化

钾(K4Fe(CN)6，上海亨达精细化学品有限公司)；石墨粉(上海胶体化工厂，粒

度兰309m)；高效切片石蜡(上海华灵康复器械厂)；0．2％的十二烷基硫酸钠

(SDS，上海亨达精细化学品有限公司)；亚甲紫(Ⅲ，北京化工厂)；O．20 mol·L以

pH 6．0的Britton．Robinson(B．R)缓冲溶液作为反应的支持电解质；所用试剂均为

分析纯，所有溶液均为Aquapro超纯水(电阻率18 Mr2·cm，由Aquaplus

AWL．1002．P制备，颐洋企业发展有限公司)配制。

检测PEP基因片段的材料：20碱基目标DNA序列(Target ssDNA，即PEP

基因序列中的20碱基片段，也即本文中的DNA探针的互补序列eDNA)，寡核

苷酸探针(Probe ssDNA)，3碱基错配序列(3．base mismatch DNA)和非互补序

列(ncDNA)，由北京赛百盛基因技术有限公司合成。以上DNA序列如下：

Probe NH2一ssDNA．5’一NH2一CAG CACCTAGGC AI'A GGT TC-3’

Target ssDNA：5’一GAA CCTATGCCTAGGTGC TG一3’

ncDNA-5’．TGC GAT A AA GGAAAGGCT AT．3’

3．Base mismatch DNA：5’．GAG CCTCTG CCGAGG TGG TG，3’

2．1．2 A92Se纳米粒子的制备与表征

称取0．3959硒粉和1．269亚硫酸钠，加入50mL水中，加热到接近沸腾，待

溶液变为无色后加盖密封避光保存，得到O．1 m01．L。1的硒代亚硫酸钠(Na2SeS03)

溶液。
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取O．59 PVP加入到装有27．5mL去离子水的锥形瓶中，室温条件下磁力搅拌，

待PVP完全溶解后加入5mL KI溶液(0．1 mol·L‘1)，搅拌一段时间后得到浅黄色

溶液，再加入5mLAgN03溶液(0．1 mol·L‘1)，持续搅拌，溶液颜色略显不透明呈

乳胶状。待溶液稳定后，滴加2．5mLNa2SeS03溶液(0．1 mol·L。1)。随着Na2SeS03

溶液的加入，溶液颜色逐渐加深，最终得到黑褐色溶液。上述溶液共计40mL，

此时PVP浓度为12．59·L～，Ar的浓度是0．0125 mol·L一，I。的浓度是0．0125 mol·L～，

SeS032-的浓度是0．00625 mol·L一。稳定一段时间后，把40mL上述溶液转移至容

积为50mL的内衬聚四氟乙烯的不锈钢反应釜中j在温度180℃下，水热反应20h。

待反应釜冷却到室温后，取出产物离心分离，用去离子水和乙醇分别洗涤三次，

干燥即得黑褐色的A92Se粉末，记为样品1。恒定反应温度，改变反应物的浓度

和反应时间以观察它们对产物形貌的影响。具体实验条件与产品标号列于表2—1。

表2-1水热法l 80℃制备A92Se的实验条件汇总

Table 2-1 Experimental conditions ofA92Se nanoparticles prepared via

hydromatheral route at 180"C

Sample PVP／ KI／ 【A矿]．【I-】 Reaction time／(h)
number (gL’1) (mol L‘1)

1 12．5 0．0125 1：l 20

2 7．5 0．0125 1：1 20

3 2．5 0．0125 1：1 20

4 12．5 0．033 3：8 20

5 7．5 0．033 3：8 20

6 2．5 0．033 3：8 20

7 12．5 0．033 3：8 48

8 12．5 0．0375 l：3 20

9 7．5 0．0375 l：3 20

10 2．5 0．0375 l：3 20

1．L。1

分别使用XRD，TEM，SEM，EDS，XPS，FT-IR，UV-Vis等对制备的A92Se

进行了表征。

2．1．3电化学检测

取0．5 mL在水中分散的1 g·L‘1的A92Se加入到300 lxL 1．0×104 mol·L’1的探

针ssDNA的水溶液中，室温下搅拌反应过夜。将该反应物在10，000 r·min’1下离

心分离30 min，用水洗涤沉淀物，再离心分离，其沉淀即为A92Se—DNA探针结

合物。A92Se与DNA探针的结合是因为A92Se表面修饰的PVP上的-C=O与

DNA5’端上的-NH2形成了氢键。
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将石墨粉和固体石蜡按3：1(m／m)制成碳糊电极(CPE)，室温下把1．0×10‘2

mol·L‘1CTAB滴在打磨光滑的碳糊电极表面，使其表面不要风干，保持2 h，然后

用二次水洗净，得到CTAB修饰电极，记为CTAB／CPE。

将目标DNA滴在CTAB／CPE表面，使其表面不要风干，保持1 h，然后用二

次蒸馏水清洗，即得到目标DNA修饰电极，记为target DN～CTAB／CPE。

将target DNA／CTAB／CPE放人含有AgESe．DNA探针的杂交缓冲溶液

(2×SSC)中，40 oC水浴中反应30 min；用二次水和0．2％的SDS溶液洗涤电极

3次以除去未杂交的A92Se—DNA，所得电极记为A92Se．dsDN～CTAB／CPE。

将上面的电极置于100 laL 1 mol·L一的HN03液中，A92Se立刻氧化溶解。向

其中加入pH 5．4的HAc-NaAc缓冲溶液2．0 mL作为支持电解质，将玻碳电极放

入上述待测溶液中在搅拌条件下于．O．5 V恒电位预还原150 s，然后从．0．4～0．4 V

记录微分脉冲阳极溶出伏安曲线，在约O．016 V得到银的阳极溶出伏安峰。

2．2结果与讨论

2．2．1单分散A92Se的制备与表征

2．2．1．1 TEM和SEM表征

A92Se样品1的透射电镜(TEM)和扫描电镜(SEM)图像示于图2—1a和

2．1b中。产品为长约60～80 nnl，宽约30-40 nin，单分散大米状微粒，产品分散

均匀，无团聚。图2．1c和图2．1d分别是样品2(PVP 7．5 g·L～，Ⅺ0．0125 mol·L～，

AgN03 0．0125 mol·Ld)和样品3(PVP 2．5 g·L～，K1 0．0125 mol·L～，AgN03 O．0125

mol·Ld)的透射电镜图。其中在Ⅺ和AgN03浓度不变的条件下，’PVP的浓度由

样品1的12。5 g·L_变为样品2的7．5 g·L。1和样品3的2．5 g·L一。与样品1的形貌

相比较，样品2和样品3的形貌是直径在30--60nm和10～30nm的球形粒子。说

明较高浓度的PVP是纳米粒子的尺寸增大，并利于粒子的形貌生长成大米粒形。
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图2-l A＆se纳米柱子fi'§TEM和SEMl日，(a)样品1的1EM图；(b)样品j的sEM囝

(c)样品2的TEM图，(d)样品3的TEM图，(e)样品4的1EM图；

(O样品7的TEM图，(g)样品7的sEM国

Fig 2-1 TEM and SEMimages ofA92Se nanoparticles：(曲TEM of samplel，

(b)SEM ofsamplel，(c)TEM ofsample 2，(d)TEM ofsample 3，

(e)TEM of sample 4；(0TEM of sample 7，(g)SEM ofsample 7

保持其他反应条件不变，而只改变增加KI的量，使物量比【Ag+】：盯为3：8，

分别制备了样品4(PVp 12 5 g'L。÷，K1 0．033 mol 15。，AgN03 0．0125 mol一)，样品

5(PVP 7．5 g L一，K1 0．033 mol L一，AgN03 0．0125 mol r1)和样品6(PVP2 5 g．L。1

K1 0．033molL。÷，AgN03 0,0125molL’1)。结果与[Ag+1：[I】=1：1时相似，产品的

尺寸在PVP浓度为12 5 g'L“要大于PVP浓度为7．5 g'L。和2．5 g'L。÷，但是球形
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粒子并没有向大米粒形粒子生长的趋势。延长样品4的反应时间至48小时，得

到样品7，产品的形貌与样品1类似，透射电镜(TEM)和扫描电镜(SEM)图

分别见图2．1f和图2—19。

2．2．1．2样品的XRD表征

图2—2 A92Se样品1的XRD图

Fig．2-2 XRD pattern of A92Se(sample 1)

样品1的X射线粉末衍射(XRD)峰示于图2．2，其主要的衍射峰与JCPDS

卡No．24．1041很好的相对应。六条主要的强峰20=33．44，34．64，36．93，39．91，

42．5-9和44．94分别对应于p．A92Se 11I勺(112)，(121)，(013)，(031)，(1 13)和(032)

晶面。通过Debye．Scherrer公式计算A92Se纳米微晶的尺寸为15nm。

2．2．1．3样品的EDS表征

图2．3 A＆se样品1 aSEDS匆x-析图

Fig．2-3 EDS pattern of A92Se(sample 1)

样品1的EDS检测结果示于图2．3，结果显示元素Se和元素Ag的比例是
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1：1．94接近于A92Se中元素Se和元素Ag的比例。还显示出有元素C，N和O

存在于AgESe粒子中，证明即使经过去离子水和乙醇的多次洗涤，仍有大量PVP

吸附于粒子上。

2．2．1．4样品的红外表征

匿12-4 PVP(a)和制备的A92Se样品1(b)的红外光谱图

Fig．2-4 FT—IR spectra of pure PVP(a)and aS-prepared A92Se(b)(sample 1)．

样品1和纯PVP的红外吸收光谱示于图2-4。在图2．4a中1463 cm。1和1424

猁燃l
crn"1规属于隰勰的特征吸收峰，在1661 cm。和1018 cm。1的吸收峰分别归属于PVP

中C=O和C-N的特征吸收峰。图2．4b是A92Se的红外吸收光谱，尽管吸收峰

强度低于图2．4a，但是典型的PVP吸收峰均可在图2．4b中发现，表明A92Se上

吸附有PVP，与EDS结果相一致。图2．4a与图2．4b相比较，还可以发现1661 cmq

红移至1647 cm～，说明A92Se上吸附的PVP中O原子与AgESe中Ag发生配位

作用。纯PVP中C-N在1018 cm一处的特征吸收峰在A92Se纳米粒子上分裂为1048

cm"1和1088 cm-1，予示N原子与A92Se中也Ag也有化学结合。

2．2．1．5样品的XPS表征

PVP分子中的N原子被三个C原子包围，为了证实N原子与Ag原子之间发

生配位作用，依次对纯PVP和PVP—AgI(PVP 12．5 tool·L～，I‘0．0125 mol·L一，

Ag+0．0125 mol·LJ)进行了XPS分析，示于图2-5。

oo口墨_—口协g玉l_詹争
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Binding∞e啊(eV)

图2．5 xPs对PⅥ冲N元素的分析(a)和PVP．AgI配合物中N元素的分析(b)

Fig．2-5 XPS spectra of typical N element in pure PVP(a)and the PVP·Agl compound(b)

纯PVP的N原子的1s轨道的越迁能是399．25 eV，与文献‘1291报道的相一致。

可是在PVP．AgI中，可以明显地观察到N原子的1s轨道在407．7 eV处产生一新

的吸收峰，可归因于N与AgI的配位。

2．2．1．6 PVP—AgI前驱物形成的讨论

结合红外吸收光谱和XPS分析结果，认为AgESe与PVP发生的吸附作用不

只是物理吸附，还包括与PVP中N和O原子通过配位与Ag的键合作用。该结

论与Zhang等[1301报道的对PVP．Ag+和PVP．Ag的研究结果相一致。Zhang等认

为A矿与PVP．通过以下方式结合

+嗽～洲+ +咿9井+№一9冉 +掣一％斗

3Ⅳ州一凹0+∥时澄
Wu等【1311同样报道了12或13。与PVP通过配位作用形成配合物PVP．12和

PVP-13’。

+峨一甲一 十H2c一甲咕一I
r／N丫0+匕一 r／N丫占
l I L_|

众所周知，由于AgI溶度积常数较小，A矿和I’在水溶液中可以形成AgI

沉淀。但是随着I’浓度的增加，可形成水溶的多碘犀合物([Agl3]2。(19K=13．68)，

[Agl2】。(19K=l 1．74)，[AgI](19K=6．58)t1321和lA9318】5’09K=46．4))11331。本文中，首

先将Ⅺ溶于澄清的PVP水溶液中，然后缓慢地滴加AgN03溶液，至物质量比为

Ag+：I-=l：1，并没有任何沉淀生成。首先，初始阶段溶液中I’浓度远远大于A矿浓

度，所以I‘和A矿以(Ag，，rI一)似砂形式的配合物存在。其次，A矿与I。在水溶液中可
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形成PVP—Ag+、PVP—I。配合物，阻碍了AgI沉淀的生成。新生成的AgI也会被PVP

包覆，生成PVP．AgI配合物。或者生成的(Ag，，，I刀)‘酬’和AgI由于PVP的保护会
非常稳定，或者认为生成了[PVP．Ag，，fI疗】例。和[PVP．AgI】配合物。稳定的配合物
前驱体的生成，显然有利于降低A92Se晶核的生成速度。

2．2．1．7紫外可见分光光度分析
。

图2-6不lgl浓度条件下溶液的可见紫外光谱图a．PVP 7．5 g·L～；b．PVP 7．5 g·L～，AgN03

0．0125 mol·L～；c．PVP 7．5 g·L～，K1 0．0125 mol·L～；d．PVP 7．5 g·L一，K1 0．0125 mol·L一，

AgN03 0．0125 mol’L一；e．PVP 7．5 g‘L～，K1 0．0125 mol。L～，AgN03 0．0125 mol‘L～；￡PVP

7．5 g’L～，K1 0．0375 mol‘L～，AgN03 0．0125 mol’L一；g．PVP 7．5 g’L～，K1 0．0330 mol’L～，

AgN03 0．0125 tool·L～．(在溶液稀释50倍条件下测定)

Fig．2—6 UV—Vis absorption spectra ofaqueous solutions a．PVP 7．5 g。L一；b．．PVP 7．5 g‘L一，

AgN03 0．0125 mol。L～；c．PVP 7．5 g‘L一，K1 0．0125 mol‘L～；d．PVP 7．5 g‘L～，K1 0．0125

mol·L～，AgN03 0．0125 tool‘L～；e．PVP 7．5 g‘L～，K1 0．0125 mol。L一，AgN03 0．0125

mol‘L～；f PVP 7．5 g。L一，KI O。0375 mol‘L～，AgN03 0．0125 mol·L～；g．PVP 7．5 g‘L～，K1

0．0330 m01．L～，AgN03 0．0125 m01．L～．(All the solutions、vere diluted by 50 times)

本文对以下溶液如PVP(7．5 g·L’1)，PVP·A矿(PVP 7．5 g-L～，AgN03 0．0125

mol’Lq)，PVP—I‘(PVP 7．5 g。L～，K1 0．0125 mol·L以)和PVP—Ag+一I’(PVP 7．5 g．L一，K1

0．0125 tool·L。I AgN03 0．0125 mol-L。)进行了紫外可见分光光度检测，示于图2．6a、

b、c和d。图2．6a中在217 nln处的吸收峰归属与PVP中R2N．C=O的吸收。在

图2．6b、c和d中，该峰分别红移至223 nnl、238 nnl和232啪处。在图2．6c
中，吸收峰238 nln并非源于图2．6d中232 nlil处的吸收峰的红移，而归因于改吸

收峰是PVP．I。和I’共同作用，因为纯Ⅺ在226 nnl表现出1．34x104 L·molq·cm以

强摩尔吸光系数【1341。在图2．6d中从340 mill到420砌出现的吸收平台是黄色

AgI粒子分散于PVP溶液中的可见光吸收，这是由于PVP．(AgI)配合物的生成，

AgI可以以分子水平稳定的分散于溶液中。
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十F12c一州十． 斗H2c一9H+ -I-H2C-cwl- -I-纠-CH2+

凹w吲2宁岔苫+舒--～--r-。K5
不同物质量比A矿：I。=1：2、 3：8和1：3的PVP—A矿一I’水溶液的紫外可见吸收

光谱示于图2-6e、f、g，三条吸收曲线基本一致。与其他吸收曲线相比，在330nm

处出现一新的吸收峰，并迅速下降，认为是AgI与过量的KI结合生成

PVP一[AgmIn】m蚰)-，得到三组澄清溶液。

2．2．I．8 A92Se生长机理

表征实验表明，PVP浓度对纳米粒子的形貌及尺寸有重要影响。在PVP浓度

是12．5 g·L以的条件下制备了大米粒状以及较大尺寸的A92Se纳米粒子。PVP在

这里起到两个作用，既作为配位剂，又通过自身的碳原子长链缠绕在

[PVP-(Ag，，，I力)]m驯。，【PVP(AgI)】以及最终的A92Se纳米粒子上起到保护作用。
． 当反应系统中存在少量的PVP(2．5 g·L。1)，PVP对AgI的配位及空位位阻的作

用都较弱，se玉可以轻易地与A矿反应，同时生成大量的A92se晶核，使A92Se

最终尺寸较小。当PVP(7．5 g·L。1)时，聚乙烯吡咯烷酮单体的配位作用及碳链的空

间位阻作用，使AgaSe晶核的生成量减少，由此导致A92Se最终尺寸变大。当

PVP(12．5 g·L。1)时，AgI同样与PVP发生配位作用，PVP的空间位阻不仅使Se2。

不易进攻Ag的前驱物，而且A窑2Se纳米晶体的生长具有一定的方向性。这归因

于Se2‘对AgI的作用可能垂直于N．Ag—I．O．C的配位面，A92Se晶体向相对方向生

长，从而生成了60～80 nln长、30,-,40 niil宽的米粒状A92Se，例如样品1和样品7。

固定其他反应条件不变，只增加Ⅺ的量，使物质量比达到[A矿】：[I-】=l：3，分

别制备了样品8(PVP 12．5 g·L～，K1 0．0375 mol·L～，AgN03 0．0125 tool·Lo)，‘样品

9(PVP 7．5 g·L～，K1 0．0375 mol·L一，AgN03 0．0125 mol·L。1)和样品10(PVP 2．5

g·L～，Ⅺ0．0375 mol·L～，AgN03 0．0125 mol·L‘1)。样品8的透射电镜显示，生成的

A92Se纳米粒子尺寸大于100nm，而样品9和样品10则有大量黄色AgI存在于

A92Se中。在进行水热反应之前，40mL反应液中Ⅺ和AgN03的量分别为1．5×100

mol和O．5×10一mol，按照PVP的分子量为10000，一分子PVP中的单体数为90

计算，样品8、样品9、样品10中PVP的物质量分别为4．5×10一mol、2．7x10。3 mol

和O．9×10一mol，所以样品10中单体的物质量远低于I‘的物质量。尽管在上述三

个样品制备过程中没有AgI沉淀生成，但是在180"C条件下，PVP对I‘的保护较

弱，所以在样品9和样品10的最终产物中有AgI存在。

为了显示配合物在反应过程中所起到的作用，我们作了以下对比试验：其他
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条件不变，如果不加Ⅺ，水热反应前即会有大量的A92Se生成；如果不加入PVP，

在水热反应前及最终产物中都有大量的AgI沉淀。试验过程中我们还注意到反应

液酸碱度对最终产品的影响，SeS032"在碱性条件下释放Se2‘，

se游+20H。=Sf-I-S04Z-+H99
如果反应液是酸性溶液，将会有Se沉淀析出，无法提供反应所需的Se厶。

蚶+2H+=s山+so一+H扣
而碱性条件下则需要pH控制在8～9范围内。如果碱性过强，PVP会在水热

反应过程中发生水解反应，失去对AgI配位及保护的作用：

--[-H2C—S3H-]-- 十cH—c屹十

∥一一轧
C00-

总之，本文通过新的配合物[PVP一(Ag，，，k)】(n-m)’或【PVP．(AgI)】在水热反应条

件下与Na2SeS03反应，制备了PVP修饰的单分散A92Se纳米粒子，其中PVP的

浓度及A矿和I’比例对控制最终产物的形貌及尺寸起到了关键作用。

2．2．2．电化学探测目标DNA

本文用DNA／CTAB／CPE传感器以微分脉冲阳极溶出伏安法对转基因植物PEP

基因片段进行检测。分别将1．O×10一mol·Ld的20碱基PEP基因片段、1．O×10一tool·L。1

的20碱基的3．碱基锗配DNA序列和1．0×10巧mol·L0的20碱基非互补DNA序列固定

予CTAB／CPE电极表面，然后分别按实验方法与PEP基因序列互补的A92Se标记的

ssDNA杂交，用l mol·L～HN03溶解，再以玻碳电极对HN03溶解液进行微分脉冲

阳极溶出伏安法测定，并同时对固定有PEP基因片段但未进行杂交反应的电极进

行同样的测定，结果示于图2．7。曲线a为固定PEP基因片段进行杂交后所得的溶

出伏安曲线，在0．016 V得到溶解银的良好溶出峰。曲线b为三碱基错配的DNA序

列的测定曲线，其溶出峰较曲线a大为减小。曲线c为非互补DNA序列的测定曲线，

其溶出峰较曲线b又有明显减小，与电极表面未固定PEP片段所测得的结果(曲线

d)相差不多。曲线d中较小的溶出峰为测定空白峰。从图7可知，由此方法测定

PEP基因片段具有很好的选择性，可以很好地鉴别PEP基因片段和非互荆-DNA序

列及三碱基错配DNA序列。
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摹
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图2．7寡聚核苷酸功能化的A92se纳米粒子与不同基因片段杂交后溶解的银

在玻碳电极上的微分脉冲阳极溶出伏安图： (a)互补的20碱基PEP基因片段，

(b)3碱基错配的寡聚核苷酸序列， (c)非互补的寡聚核苷酸序列，

(d)空白溶液，振幅：50mV，脉冲宽度：60ms，脉冲周期：0．2 S

Fig．2-7 Differential pulse anodic stripping voltammgrams of the dissolved silver at glassy carbon

electrode after oligonucleotides-functionalized A92Se nanoparticle probes hybridized with

complementary 20一base PEP gene fragment(a)；the three-base mismatch oligonucleotide sequences

(b)；and the noncomplementary oligonucleotide sequences(c)；
and the blank solution(d)for the DNA hybridization detection，

pulse amplitude：50 mV，pulse width：60 ms，pulse period：0．2 S．

1．‘

'，2

1．0

乒0．8

麓0．6

0．4

0．2

0 1 2 3 4

Ig(e110。mol凸

图2．8(A)不同浓度的PEP基因序列的微分脉冲阳极溶出伏安图：(a)10000，(b)1000，

(c)100，(d)10，(e)1×lOd2 mol／L。(B)浓度对数值与电流的线性关系曲线。其他参

数同图2．7

Fig．2-8 Differential pulse voltammograms for different target DNA concentrations(A)：(a)1 0000；

(b)1 000；(c)100；(d)1 0；(e)l×l Ou2 mol L_and the resulting logarithmic standard plot(B)．Other

conditions are the same弱in Fig．2—7．

分别将不同浓度的20碱基PEP基因片段固定于CTAB／CPE电极表面，然后按

标准实验方法与AgaSe—ssDNA进行杂交、HN03溶解并进行微分脉冲阳极溶出伏安

法测定，结果示于图2．8。其中A为不同浓度PEP基因片段所得到微分脉冲阳极溶

出伏安曲线，以0．016 V的峰高作为检沏t]20碱基PEP基因片段的检测信号。以三次

平行测定的峰高的平均值对PEP基因片段的浓度的对数值在1．0x10一m01．L。1到
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1．0×10—2 mol·L。1浓度范围内呈良好的线性关系，其线性回归方程为)，=0．2775 logx

+0．1774(其中x为被沏JJPEP基因片段的浓度，单位为10以2 mol·L～：y为Ag的溶出

峰电流，单位为10。7 A)，线性相关系数R=0．9944。在DNA固定步骤中以不含PEP

基因片段的空白溶液代替PEP基因片段溶液进行实验并在同样实验程序下作测

定，11次平行测定的标准偏差为o，根据30法计算此方法检测PEP基因片段的检测

限为2．3x10J3 mol·L一。所提出的方法检测转基因植物PEP基因片段具有很宽的检

测范围和很低的检测限。

对浓度为1．0×10以1 mol·L。1的目标DNA序列进行7次重复测定，其相对标准偏

差(RSD)为3．8％，说明利用AgESe纳米粒子的DNA检测方法对PEP基因片段的

检测具有很好的重现性。

2．3本章小结

通过新的配合物[PVP一(Ag，，，I胛)】似砂或[PVP一(AgI)】在水热反应条件下与

Na2SeS03反应，制备TPVP修饰的单分散球形和大米粒形的A92Se纳米粒子。XRD

表明最终产物的A92Se纳米粒子属于13．A92Se，紫外可见吸收光谱和XPS证明了

[PVP．(A踟I，，)]加-m)。和[PVP—AgI]配合物的存在。EDS和FT—IR证明T PVP在A92Se

表面的物理吸附及化学键合。阐述了一种可能的A92Se纳米粒子生长机理，探讨

了PvP的浓度及A矿和I。比例对最终产物形貌及尺寸的影响。在较高PVP浓度条

件下，长时间的反应有利于生成尺寸均一，大米粒状的A92Se纳米粒子。

进一步将其作为DNA探针的标记物用于识别检测固定在CTAB修饰的CPE上

的目标DNA序列。固定和杂交的DNA的量是利用DPASV间接检测从

Ag，Se．dsDN～CTAB／CPE上释放出来的银得到的。此种方法对转基因植物中PEP

启动子的20个碱基的基因片段的检测范围为1．OxlO。12～1．0×10一mol·L～，检测限为

2．3×10’13 mol·L～。该方法具有良好的选择性、高灵敏度、低检测限、宽线性范围

和良好的重现性等优点。
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第三章水热合成法制备硒化铅纳米粒子及其作为

标记物在电化学检测DNA杂交中的应用

由于具有特殊的尺寸性能和其在纳米尺寸排列组装的可行性，半导体纳米粒

子逐渐被人们所关注【135,136]。而且，半导体纳米粒子的这些性能主要依赖于其尺

寸大小和形貌【137,138】。II—VI半导体体系在光发射二极管以及生物传感器方面有重

要的应用价值【139,140】。其中PbSe作为一种窄禁带宽度半导体【14¨，被广泛应用在

光电二极管，光敏电阻和红外光度计中【142,143】。不同形貌的PbSe纳米材料，例如

有量子点【1删，纳米线【1451和纳米管【1461等已经报道。硒化物的制备方法有很多，其

中包括电化学方法【1471，微波辅助制备[1481，化学沉积法【1 491，高温分解单一前驱物

法【1 501，和光化学方法【151】等。

本章用150℃条件下水热反应24小时合成了表面带有十六烷基三甲基溴化胺

(CTAB)的PbSe纳米粒子，并对其形貌及结构进行了表征。PbSe．CTA+使得PbSe

纳米粒子表面带的正电性与DNA中的．COO。的负电性通过静电作用可标记于人

工合成的寡聚核苷酸片段上。用该方法对对互补序列、三碱基错配及非互补序列

DNA的控制表明，CTAB修饰的PbSe对互补的18碱基CaMV35S基因片段具有

很好的选择性，其检测的线性范围为5．0×10。12 mol·Ld到5．O×10～mol·L～，检测限

为6．】×】O’13m01．I，～。

3．1实验部分

3．1．1实验仪器和试剂

仪器：

JEOL．2000EX型透射电子显微镜(日本厄OL公司)；D／Max r-B型转靶X

射线衍射仪(日本理学公司)；CHl832电化学分析仪(上海辰华仪器公司)；三

电极系统：银．氯化银电极为参比电极，铂丝电极为对电极，碳糊电极为工作电极；

Cary 50型紫外一可见分光光度计(澳大利亚Varian公司)；510P型红外仪(美国

Nicolet公司)；TGL．16C型离心机(上海安亭科学仪器厂)；79—1型磁力加热搅

拌器(江苏金坛市金城国胜实验仪器厂)；GSY-II电热恒温水浴锅(北京市医疗

设备厂)，KQ．50B超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)；202．1AB型电热

恒温干燥箱(天津市泰斯特仪器有限公司)；玻碳电极用于铅的阳极溶出法测定。
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试剂：

硒粉(Se，天津市科密欧化学试剂开发中心)；硼氢化钠，分析纯(上海冠

戈实业有限公司)；醋酸铅，分析纯(天津市盛大化工销售有限公司)；十六烷基

三甲基溴化铵(C1蚀，济宁市化工研究所)；无水乙醇，分析纯(烟台三和化学
试剂有限公司)；N，N．二甲基甲酰胺，分析纯(天津市瑞金特化学品有限公司)；

HAc-NaAc缓冲溶液(pH 5．4)：2xSSC缓冲溶液(O．3 mol·L以氯化钠．O．03 mol·L‘1

柠檬酸钠)作为杂交液；铁氰化钾(K3Fe(CN)6，天津市瑞金特化学品有限公司)；

亚铁氰化钾(磁Fe(CN)6，上海亨达精细化学品有限公司)；石墨粉(上海胶体化

工厂，粒度薹309in)；高效切片石蜡(上海华灵康复器械厂)；0．2％的十二烷基

硫酸钠(SDS，上海亨达精细化学品有限公司)：亚甲紫(MV，北京化工厂)；0．20

mol／L pH 6．0的Britton．Robinson(B．R)缓冲溶液作为反应的支持电解质；所用试剂

均为分析纯，所有溶液均为Aquapro超纯水(电阻率18 MQ·cm，由Aquaplus

AWL．1002．P制备，颐洋企业发展有限公司)配制。

检测PEP基因片段的材料：20碱基目标DNA序列(Target ssDNA，即PEP基因

序列中的20碱基片段，也即本文中的DNA探针的互补序列eDNA)，寡核苷酸

探针(Probe ssDNA)，3碱基错配序列(3-base mismatch DNA)和非互补序列

(ncDNA)，由北京赛百盛基因技术有限公司合成。以上DNA序列如下：

人工合成的18个碱基的CaMV 35S寡核苷酸片段

探针序列：5’．TCT 1TG GGACCACTG TCG．3’

互补序歹0：5’．NH，．CGA CAGTGGTCC CAAAGA．3’

非互补序列：5’一NH2．GCA TCGAGC GAGCAC GTA．3’

两碱基错配序列：5’一NH2．CGAAAG TGGTCC AAAAGA-3’

3．1．2 PbSe纳米粒子的制备与表征

称取O．19硼氢化钠溶于30mL去离子水中，加O．29硒粉，氮气气氛保护下，

常温搅拌大约半小时得到硒氢化钠(NaHSe)澄清溶液，浓度是0．08mol·L～。

将0．259 CTAB溶于制备的30 mLNaHSe溶液中，在氮气保护下持续搅拌1h

至分散均匀，将1．29 Pb(CH3COO)2"3H20溶于10mL去离子水中后加入其中，搅

拌0．5h。总体积大约40mL，CTAB的浓度是6．25 g·L～，Pb(Ac)2的浓度是

0．079mol·L一，NaHSe的浓度为0．08mol·L一。将溶液转移到50mL聚四氟乙烯内衬

的不锈钢反应釜中密封，于150℃反应24h。反应完后自然冷却到室温，离心得

到黑色产物，用去离子水和乙醇分别洗涤三次，50℃干燥6h。

31



硒化物纳米材料的制备及其在生物传感器中的应用

改变温度、溶剂或CTAB浓度，也制备了PbSe，以进行比较。

分别使用XRD，TEM，FT-IR，UV-Vis等对制备的A92Se进行了表征。

3．1．3 PbSe．DNA纳米结合物的制备

取O．5 mL在水中分散的1 g-L‘1的PbSe加入到300 p,L 1．0x104 mol·L’1的探针

ssDNA的水溶液中，室温下搅拌反应过夜。将该反应物在10，000 r／min下离心分离，

用水洗涤沉淀物，再离心分离，其沉淀即为PbSe．DNA探针结合物。

3．1．4电化学检测

对PbSe的电化学检测方法同2．1．4。

3．2结果与讨论

3．2．1 PbSe纳米颗粒的表征

3．2．1．1样品的XRD表征

20／Degree

图3．2制备a．奇PbSe的XRD图像

Fig．3-2 XRD pattem of as-prepared PbSe products

使用D／max r B(日本理学)X．射线衍射仪()am)确定于150"C水热反应

24小时，CTAB浓度为6．25 g．LJ条件下制备的PbSe晶型(铜靶，护1．54178 A)。

如图3．2所示，九个主要衍射峰对应于(111)、(200)、(220)、(311)、(222)、

(400)、(311)、(420)和(422)晶面，制备的PbSe属于立方晶型。尖锐的衍

射峰表明PbSe纳米晶的结晶度良好，由Debye．Scherrer公式算得组成PbSe纳米
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材料的纳米微晶尺寸为16 nnl。

3．2．1．4红外谱图分析

w●、，舶umbef-(c．t-tr-1,)

图3—5 PbSe(a)和CTAB(b)的红外谱图

Fig．3-5 FTolR spectra ofPbSe(a)and CTAB(b)

图3．5a、b分别是PbSe和CTAB的红外谱图，曲线a中在2921 cm"1、2852 cmJ

处的吸收峰与曲线b中CTAB的特征吸收峰相一致，说明所制得的PbSe纳米粒子

表面吸附有大量的CTAB，表面被CTAB成功修饰，提高了PbSe纳米粒子在水溶液

中的分散性。

3．2．1．2 TEM和ED表征

图3．3是在不同条件下反应24h，CTAB浓度为6．259·L。1时制备的PbSe纳米

粒子的TEM和ED图像。从图3．3a中可以看出，在150℃水热条件下制备的PbSe

纳米粒子的粒径大约是40nm分散性良好。ED图像表明PbSe是由六方形PbSe

单晶构成。各试剂浓度同上，在室温条件下于去离子水中合成了PbSe纳米颗粒。

其TEM图像如图3-3(b)所示，从图中可以看出，制备的PbSe形态是粒子、棒状

和片状混合物，形态较杂乱。(3)用DMF作溶剂，代替去离子水进行室温反应，

TEM图像如图3-3(e)，此条件下制备的PbSe形态是纳米棒和纳米粒子。采用溶

剂热法，在150℃条件下，以DMF作溶剂，其制得的PbSe形态是纳米粒子和纳

米棒，TEM图像见图3-3(d)。从图3．3中可以看出，以水热法制备的PbSe为尺

寸、形貌均一的纳米粒子晶体。
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硒化物纳米材料的制备及其在生物传感器中的麻俐

图3．3(a)水热(b)室温，在去离子水中(c)室温，在DMF!-(d)溶剂

热，在DMF中，得到的PbSe样品的TEM和ED图

Fig 3-3 TEM and ED ofPbSe samplespreparedvia(a)hydrothermal

t'Ollte；(b)at room Temperature，indistilledwater；(c)at Foomtemperature，

in DMF；(d)solvolthermal route in DMF

改变CTAB的浓度，进行了三组对比实验以观察不同CTAB的浓度对PbSe

纳米颗粒的影响，如图3-4所示。

CTAB对PbSe纳米颗粒的形成起很重要的作用。CTAB不只是起表面活性剂

的作用，它还是纳米粒子的表面模板剂。没有使用CTAB条件下，只能得到尺寸

较大的易团聚的颗粒，并且不易在水溶液中分散(图3-4a)。使用一定量的CTAB

不仅可以减小PbSe纳米粒子的尺寸，还使制各的PbSe纳米粒子在水溶液中具有

较好的分散性，利于作为标记物，在DNA检测中的使用。
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蕊翅鏊
图34不同cTAB浓度得到的Pbse的TEM图像(曲09L1，(b)125

g一；(c)L5 g|。

Fig 34TEM ofas-prepared PbSe sampleswith differentCTAB

concentration(a)0 gLl，(b)1．25 gL。，(c)L5 gr。

3 2 2电化学探测目标DNA

32 2 1紫外．可见光谱分析

如 枷 枷
Wavglln脚f胁l

图3-6 PbSe(a)和PbSe纳米粒子标记DNA探针(b)的UV-vis谱图

Fig 3-6uV-vis spectraofPbSe(a)and PbSelabeledDNA probe(b)

通过carv 50紫外光谱分光光度计对Pbse．DNA纳米结合物和Pbse的检测，得

到如图3．6所示的UV-Vis谱图。和未与DNA．"结合能IPbSe,}[J比，与DNM结合的PbSe

有一个大约在260 ran处的新吸收峰出现，此特征吸收峰是DNA分子中一NH2的特征

吸收峰，表明TDNA分子在PbSe．上的吸附。这证明TPbSe,陂成功地标记在J'DNA

上，PbSe．DNA纳米结合物可用于DNA的检测。
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3．2．2．2 PbSe纳米材料的筛选

萋

—O

旬

-0

E／V

43．7 PbSe修饰的ssDNA探针ASV信号图：(a)水热法制得的PbSe，(b)

室温蒸馏水中制得PbSe，(c)室温DMF中制得的PbSe，(d)溶剂热法

制得的PbSe

Fig．3—7 ASV ofPbSe labeled ssDNA probe，the preparation ofPbSe is(a)

Hydrothermal route(b)At room temperature，in distilled water(c)At

room temperature，in DMF and(d)Solvothermal route

利用微分脉冲阳极溶出伏安法检测溶解铅的溶出峰，通过溶解铅的溶出峰的

强度检测PbSe纳米对DNA标记能力。图3．7是不同实验条件下制备的PbSe纳米材

料作为标记物对应的铅的溶出峰电流。由图示可知，水热条件下制备的PbSe纳米

粒子作为标记物用于检测的灵敏度最好，检测峰电流值最高。而常温水溶液中和

DMF溶液中及溶剂热条件下制备的PbSe纳米粒子作为标记物用于检测的灵敏度

不是很好。这可能是由于常温水溶液中制备的PbSe纳米粒子与CTAB的吸附作用

没有水热条件下的强，CTAB分子在洗涤纳米粒子流失较多，导致PbSe对DNA的

吸附作用减弱，使得DNA链上吸附的PbSe纳米粒子量减少，导致检测峰电流值强

度减弱。以DMF为溶液和溶剂热条件下制备的PbSe纳米粒子，亲油性较强，在水

溶液中分散差，烷基链空间位阻和弱极性导致PbSe对DNA的吸附作用减弱，同样

使得DNA链上吸附的PbSe纳米粒子量减少，导致检测峰电流值强度减弱。所以选

区水热条件下制备的PbSe纳米粒子作为标记物进行最终检测限的测定。

36



青岛科技大学研究生学位论文

E～
图3．8不同CTAB浓度得到PbSe标记的ssDNA的ASV信号图：(a)1．25 g-L"1(b)2．59·L’1(c)

6．259·L。1(d)1 2．5 g．L-1

Fig．3—8 ASV ofPbSe labeled ssDNA probe with different concentration ofCTAB：(a)1．25 g'L’1；(b)

2．59·L～；(c)6．259·L。1；(d)1 2．5 g．L-1

图3．8为不同浓度CTAB下通过水热反应得到的PbSe纳米粒子最为标记物对

应的铅溶出峰电流曲线。随着CTAB浓度的增加，铅溶出峰电流值增加，当CTAB

的浓度大于6．259·L。1时，铅溶出峰电流变化不大。因为CTAB电离后，PbSe．CTA+

使得PbSe纳米粒子表面带的正电性，而DNA中的．COO。的负电性，正电性的增加

利于PbSe对DNA的吸附。所以随着CTAB浓度的增加，最终制备的PbSe表面吸附

的CTAB的量增加，使得PbSe纳米粒子表面带的正电性增强，使得DNA结合的PbSe

纳米粒子增加，铅溶出峰电流变大。但是当CTAB浓度增大到一定程度以后，PbSe

纳米粒子表面吸附的CTAB不再增加，PbSe表面的正电性达到最大值，PbSe纳米

粒子与DNA结合的量达到最大。由此可知CTAB的浓度影nlhJPbSe对DNA的标记能

力。

综合上述实验结果，本文选择水热条件下，CTAJ3浓度为6．259·L。1时制备的

PbSe纳米粒子作为标记物进行检测限的测定。
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3．2．2．3 CaMV35S’基因片段的微分脉冲阳极溶出伏安法检测

置
：专

图3-9寡聚核苷酸功能化的PbSe纳米粒子与不同基因片段杂交后溶解的铅在同位镀汞膜玻

碳电极上的微分脉冲阳极溶出伏安图： (a)互补的18u藐基CaMV35S基因片段， (b)2碱基

错配的寡聚核苷酸序列，(C)非互补的寡聚核苷酸序列，(d)空白溶液，振幅：50mV，

脉冲宽度：60 ms，脉冲周期：0．2 S

，Fig。3-9 differential pulse anodic stripping voltammgrams of the diss01．ved lead at an in-situ

prepared mercury film glassy carbon electrode after oligonucleotides-functionalized PbSe

nanoparticle probes hybridized with complementary 1 8一base CaMV35S gene fragment(a)，the

two—base mismatch oligonucleotide sequences(b)，and the non-complementary oligonucleotide

sequences(c)，and the blank solution(d)for the DNA hybridization detection，amplitude：50 mV，

pulse width：60 ms，pulse period：0．2 S

用DNA／CNTs．COOH／CPE传感器以微分脉冲阳极溶出伏安法对转基因植物

CaMV35S启动子基因片段进行检测。分别将10 uL 0．5 Iamol·L。1的18碱基CaMV35S

基因片段、10 HL 5¨m01·L。1的18碱基的2．碱基错配DNA序列和10¨L 5-tmo]·L。1的

18碱基非互补DNA序列固定于CNTs．COOH／CPE电极表面，然后分别按实验方法

与CaMV35S基因序列互补的PbSe标记的ssDNA杂交，用l mol·L～HN03溶解，再

以同位镀汞膜玻碳电极对HN03溶解液进行微分脉冲阳极溶出伏安法测定，并同

时对固定有CaMV35S基因片段但未进行杂交反应的电极进行同样的测定，结果示

于图3．9。曲线a为固定C心Ⅳ35S基因片段进行杂交后所得的溶出伏安曲线，在
．0．84 V得到溶解铅的良好溶出峰。曲线b为两碱基错配的DNA序列的测定曲线，

其溶出峰较曲线a大为减小。曲线c为非互补DNA序列的测定曲线，其溶出峰较曲
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线b又有明显减小，与空白试验(表面未固定DNA)所测得的结果(曲线d)相差

不多。曲线d中较小的溶出峰为测定空白峰。从图3．9可知，由此方法测定CaMV35S

基因片段具有很好的选择性，可以很好地鉴别C蝴V35S基因片段和非互；：i}bDNA
序列及两碱基错配DNA序列。

7
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图3．10(A)不同浓度的caMv35S基因序列的微分脉冲阳极溶出伏安图：(a)500000，(b)

50000，(C)5000，(d)500，(e)50，(f)5，(g)0 x10—2mol／L；(B)浓度对数值

与电流的线性关系曲线。其他参数同图3-9

Fig．3—10(A)．DPASV diagrams for different concentrations ofCaMV35S gene sequence：(a)

500000，(b)50000，(c)5000，(d)500，(e)50，(f)5 and(g)0 X 1 0q2 mol／L．(B)．The logarithmic

standard plot．Other conditions are the same aS in Figure 3-9
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分别用109L不同浓度的18碱基CaMV35S基因片段固定于CNTs．COOH／CPE

电极表面，然后按标准实验方法与PbSe．ssDNA进行杂交、HN03溶解并进行微分

脉冲阳极溶出伏安法测定，结果示于图3．10。其中A为不同浓度CaMV35S基因片

段所得到微分脉冲阳极溶出伏安曲线，以．o．84 V的峰高作为检测18碱基CaMV35S

基因片段的检测信号。以三次平行测定的峰高的平均值对CaMV35S基因片段的浓

度的对数值在5．O×10～mol·L～N5．0x10。12 mol·L‘1浓度范围内呈良好的线性关系，

其线性回归方程为y=O．8252 log X+1．1223(其中X为被测C心Ⅳ35S基因片段的浓

度，单位为10。12 mol·L～；y为Pb的溶出峰电流，单位为10刁A)，线性相关系数r=

0。9932。在DNA固定步骤中以不含CaMV35S基因片段的空白溶液代替CaMV35S

基因片段溶液进行实验并在同样实验程序下作测定，11次平行测定的标准偏差为

o，根据30法计算此方法检测C心Ⅳ35S基因片段的检测限为6．1×10以3 mol·L一。

所提出的方法检测转基因植物CaMV35S启动子基因片段具有很宽的检测范围和

很低的检测限。

3．3本章小结

使用水热法于150℃制备了CTAB修饰的立方晶型约40nm的PbSe纳米粒子，此

法制备PbSe纳米颗粒在水溶液中具有良好的分散性。CTAB是一种常见的表面活

性剂，在此方法中CTAB不仅起到了防止PbSe纳米颗粒团聚的作用，还起到了对

纳米粒子表面改性的作用。对PbSe的红外吸收光谱分析，证实了PbSe表面吸附有

一定量的CTAB。CTA+与DNA上得．COO。以静电结合，使PbSe纳米粒子作为标记

物标记在DNA上。对不同条件下制备的PbSe样品铅的溶出峰电流值进行比较，得

出水热法制备的PbSe纳米粒子的铅溶出峰电流值最高。在水热法中，随着CTAB

浓度的增加，PbSe的铅溶出峰电流值增加并且会趋近于恒定，并不会随着CTAB

浓度的增加而无限增加。PbSe纳米粒子做DNA探针检测有高灵敏度，而且对于

ASV探测互补DNA有选择性，可以用于电化学检测和生物传感器。利用阳极溶出

伏安法，PbSe纳米粒子标记的DNA探针对互补序列DNA的检测有较高的灵敏度和

较好的选择性，其检测的线性范围为5．O×10以2 mol·L～N5．0x10一mol·L～，检测下

限达6．1×10‘13 mol-L～，能够被用于电化学检测。
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第四章水热条件下生物分子辅助法制备硒化锌纳米晶

及其在寡核苷酸标记上的应用

生物分子作为生命组成的最基本物质，不仅具有特殊的分子结构，在自组装

方面还有着奇特的性能。基于这些特性，生物分子被用作在分子水平上，设计、

合成复杂结构材料的模板【152,153】。因此，许多合成方法都使用生物分子作为模板

进行纳米结构妾勺组装f1捭”61。在生物分子中胺基和羧基之间通过化学反应可以形

成多肽，多肽可以作为模板来组装纳米粒子、二维和三维的结构IlF71。在胺基酸的

辅助下，已经合成出纳米线，纳米管，纳米棒并被报道【l，7。15 9|。

半导体纳米晶展现了其潜在的应用，其范围从光电子设备1160,1611到生物标记
【162’l 631。这是出于此半导体纳米晶体的尺寸小，具有独特的量子效应和优异的化

学性能。在种类繁多的II—VI半导体纳米晶体中，CdSe和CdTe纳米晶体的研究

最为广泛，但是目前关于ZnSe纳米晶体制备和应用的研究还很少。Hines等人Il¨I

采用有机金属法台成了高质量的ZnSe纳米晶体。但是，此方法合成的ZnSe纳米

晶体只能分散于有机溶剂中，而不能直接分散在水溶液中。Murase等人[1651在水

溶液中制备出光致发蓝光的ZnSe纳米晶体，。但是此方法所需Se的前驱物为H2Se

气体，极易被氧化，实验室操作十分不方便。

本文以在水热条件下以Na2SeS03为硒源，以谷氨酸为配位剂，合成了谷氨

酸修饰的硒化锌纳米粒子。利用谷氨酸中的一COOH可与DNA中的-NH2发生共价

作用，谷氨酸作为ZnSe纳米粒子与DNA分子的连接物，使合成的硒化锌纳米球

用于寡核苷酸的标记物，用于DNA的电化学检测。

4．1实验部分

4．1．1实验仪器和试剂

仪器：

JEOL．2000EX型透射电子显微镜(日本JEOL公司)；D／Max r-B型转靶X

射线衍射仪(日本理学公司)；Cttl832电化学分析仪(上海辰华仪器公司)；三

电极系统：银．氯化银电极为参比电极，铂丝电极为对电极，碳糊电极为工作电极；

Cary 50型紫外．可见分光光度计(澳大利亚Varian公司)；510P型红外仪(美国

Nicolet公司)；TGL一16C型离心机(上海安亭科学仪器厂)；79．1型磁力加热搅
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拌器(江苏金坛市金城国胜实验仪器厂)；GSY-II电热恒温水浴锅(北京市医疗

设备厂)，KQ．50B超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)；202．1AB型电热

恒温干燥箱(天津市泰斯特仪器有限公司)；玻碳电极用于铅的阳极溶出法测定。

试剂：

硒粉，Na2S03，ZnS04，L一谷氨酸，NaOH均为分析纯；十六烷基三甲基溴

化铵(CTAB，济宁市化工研究所)；HAc-NaAc缓冲溶液(pH 5．4)；2×SSC缓冲

溶液(0．3 tool·L4氯化钠．0．03 mol·L以柠檬酸钠)作为杂交液；铁氰化钾

(K3[Fe(CN)6】，天津市瑞金特化学品有限公司)；亚铁氰化钾(瞄[Fe(CN)6]，上

海亨达精细化学品有限公司)；石墨粉(上海胶体化工厂，粒度兰309m)；高效切

片石蜡(上海华灵康复器械厂)；0．2％的十二烷基硫酸钠(SDS，上海亨达精细

化学品有限公司)；乙基．3．(3．二甲基氨基丙基)碳二亚胺(EDC)(Sigma)；N一羟

基琥珀酰亚胺(NHS)(上海延长生化公司)；亚甲紫(MV，北京化工厂)；0．20

mol·LJ pH 6．0的Britton．Robinson(B．R)缓冲溶液作为反应的支持电解质；所用试

剂均为分析纯，所有溶液均为Aquapro超纯水(电阻率18 Mr2·cm，由Aquaplus

AWL．1002．P制备，颐洋企业发展有限公司)配制。

检测PEP基因片段的材料：20碱基目标DNA序列(Target ssDNA，即PEP

基因序列中的20碱基片段，也即本文中的DNA探针的互补序列eDNA)，寡核

苷酸探针(Probe ssDNA)，3碱基错配序列(3-base mismatch DNA)和非互补序

列(ncDNA)，由北京赛百盛基因技术有限公司合成。以上DNA序列如下：

Probe ssDNA：5’·NH2一ACA CGG TCGACTCGG CCGTCCAGT C·3’

Target NH2．ssDNA-5'-NH2一GAC TGGACG GCCGAGTCGACC GTG T一3’

4．1．2 ZnSe纳米粒子的制备与表征

硒代亚硫酸钠(Na2SeS03)被用来做为硒源，将0．005 mol硒粉加入到0．2

mol·L～Na2S03的50ml水溶液中，加热至沸水条件下反应30分钟，得到澄清的

0．1mol·L。1的Na2SeS03水溶液。

0．3 g L一谷氨酸加入盛有30ml去离子水的锥形瓶中，在室温条件下磁力搅拌

至澄清溶液，并使用一定浓度的NaOH溶液调pH值在8-9之间。取0．1 mol·L以

ZnS04溶液5 mL加入到谷氨酸的澄清溶液中，并持续搅拌半小时。然后取0．1

tool·L～Na2SeS03溶液4 mL加入到ZnS04与谷氨酸形成的前驱物溶液中，并将总

计40ml反应液加入50ml聚四氟乙烯内衬的不锈钢反应釜中密封。其中ZnS04，谷

氨酸和Na2SeS03的浓度分别是0．0125 mol·L～，0．0500 mol·L“和0．0100

mol·L～。在160℃条件下反应10小时。反应完后自然冷却到室温，离心得到亮
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黄色产物，’用去离子水和乙醇分别洗涤三次，50℃干燥6h。

分别使用XRD，TEM，FT—IR，Uv—Vis等对制备的Ag：Se进行了表征。

4．1．3电化学检测

4．1．3．1 ZnSe．DNA纳米结合物的制备

取O．5 IIlL在水中分散的1 g-L‘1的ZnSe加入到含有300此1．0×10‘4 mol·L’1的

P-DNA乘15．0 mmol·L—EDC、10．0 mmol·L。1 NHSI拘pH 7．O的PBS中，室温下搅拌反

应过夜。将该反应物在10，000 r／min下离心分离，用去离子水洗涤沉淀物，再离心

分离，其沉淀即为ZnSe．DNA探针结合物。

4．1．3．2羧基化碳纳米管(CNTs．COOH)和CNTs．COOH／CPE的制备

参照文酬166]处理碳纳米管，取1 g CNTs力II入40 mL 3：1的H2s04(98％)和

HN03(16 mol·L‘1)混合酸，超声5 h，离心分离，用蒸馏水洗至中性，然后100 oC

下烘干，即得到实验所需羧基化CNTS(CNTs—COOH)。

将CNTs．COOH超声分散于DMF中，使其浓度为1 g·L～。将石墨粉和固体

石蜡按3：1(m／m)制成碳糊电极，取5 gL CNTs．COOH的混合液滴于电极表面，

室温下自然晾干，用二次蒸馏水清洗。即得到CNTs．COOH修饰电极，记为

CNTs．COOH／CPE。

4．1．3．3 DNA的固定，杂交和检测

将CNTs．COOH／CPE浸泡在含有5．0 mmol·L。1 EDC和1 0．0 mmol·L_NHS的

pH 7．0的PBS中15 min，活化电极表面的羧基。然后将10¨L目标DNA滴在电

极表面，室温下自然晾干，用二次蒸馏水清洗，即得到目标DNA修饰电极，记

为Target DNA／CNTs—COOH／CPE。

将Target DNA／CNTs．COOH／CPE放人含有ZnSe．DNA探针的杂交缓冲溶液

(2xSSC)中，40 oC水浴中反应30 min；用二次水和0．2％的SDS溶液洗涤电极

3次以除去未杂交的ZnSe．DNA，所得电极记为ZnSe—dsDN～CNTS．COOH／CPE。

将上面的电极置于100 gL 1 mol·L。1的HN03液中，ZnSe立刻氧化溶解。向其

中加入pH 5．4的HAc-NaAC缓冲溶液2．0 mL作为支持电解质及200 gL 0．1 g·L“

HgCl2，将玻碳电极放入上述待测溶液中于．1．2 V恒电位预还原400 S，然后从

．O．8～1．6 V纪录微分脉冲阳极溶出伏安曲线，在约1．24 V得到Zn的阳极溶出伏安

峰。
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4．2结果与讨论

4．2 1硒化锌纳米的制备与表征

4．2】1 TEM表征

p ●

～
●

●～

。淹
图4-l不同L．谷氨酸衷度条件下制备的ZnSe透射电镜国，谷氧酸浓度分别为(a1 0．025tool L

(b)0 050mol|1，(c)0100molrl

Fi94·I TEMimages ofZnSe preparedwilh differen!concentrations ofL-glutamic acidfmO 025

tool L～，(b)O 050m。I．L1，rcl 0100toolLl

不同条件下制各的样品的透射电镜图示于图4-1，图4．Ia是谷氨酸浓度在

O 025 mol L。1条件下制各的ZnSe样品，其尺寸大约在500rim左右。图4—1b是谷

氨酸浓度增加到O 050 tool L。1的时候，制各的ZnSe样品的尺寸减小至100nm左

右，其形貌为类球形。当谷氨酸浓度增加到O 100 mol一，图4—1c显示得到了

尺寸均匀的ZnSe纳米球。以上事实证明，高浓度谷氨酸条件下进行水热反应，

易于得到尺寸均匀，形貌为球形的纳米粒子。选取图4．1c中的ZnSe样品进行后

续检测。
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4．2．1．2样品的XRD表征

20／Degreo

图4．2 ZnSe的XRD图

Fig．4—2 XRD pattem ofZnSe

图4．2是160。C条件下谷氨酸浓度为O．100 mol-L。1通过水热法制备的ZnSe纳

米粒子的X射线粉末衍射谱图，其主要的衍射峰与JCPDS卡No．37．1463很好地

相对应。七条主要的强吸收峰在20=27．15，31．56，45．17，53．58，56．1 5，65．81和

72．56分别对应于立方ZnSe的(111)，(200)，(220)，(311)，(222)，(400)禾n(331)晶

面。没有明显的其他杂质峰。

4．2．1．3样品的红外检测

HOOC

OH

图4．3 L．谷氨酸的分子结构式

Fig．4·3 Chemical structure of L—glutamic acid

图4．3为本文使用的L一谷氨酸的结构示意图，在谷氨酸分子中存在-NH2和

-COOH和官能团，在本反应中锌离子与谷氨酸配位形成前驱物。此外，-NH2和

-COOH发生化学反应可能生成二肽或者多肽，而二肽或者多肽也可以与Zn2+配

位生成前驱物。
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图4．4制备的ZnSe(a)和L．谷氨酸(b)的红外光谱图

Fig．4-4 FT-IR spectrum of as—prepared ZnSe(a)and pure L-glutamic acid(b)

对制备的ZnSe进行红外光谱分析见图4．4，为谷氨酸与ZnSe分子见的结合

提供了证据，图4．4a为ZnSe纳米粒子的红外吸收曲线，图4．4b为纯谷氨酸的

红外吸收曲线。图4．4a吸收曲线中的1635 cm。1和3426 cm_与图44b吸收曲

线中的1641 em。1和3431 cm‘1对应于小m2的特征吸收峰。图4—4a吸收曲线中

的1402 cmo是-COOH的特征吸收峰，而2923 cm～，2845 cm以和1462 cm。1则是

-CH2的特征吸收峰，由此可以确定ZnSe纳米粒子表面吸附有谷氨酸。

4．2．2．电化学探测目标DNA

4．2．2．1紫外分析

图4—5 znse纳米粒子(a)和标记有DNA的znSe纳米粒子探针(b)的可见紫外光谱图

Fig．4-5 UV-Vis spectra of ZnSe(a)and the ZnSe nanoparticles-labeled DNA probes(b)
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标记有ZnSe纳米粒子的DNA探针的紫外一可见吸收光谱见图4．5，可以看出，

经寡聚核苷酸修饰的ZnSe纳米粒子在约260 nm处出现一个新的吸收带(曲线b)，

表明ZnSe纳米粒子已成功标记在寡聚核苷酸表面。这是因为ZnSe纳米粒子表面修

饰有L．谷氨酸，其自由羧基可与DNA5’端上的．NH2在EDC和NHS作用下共价作用

结合【167】；所以纳米ZnSe很容易标记在DNA探针上。

4．2．2．1 PAT基因片段的微分脉冲阳极溶出伏安法检测

5．0

4．5

．拿4D

‘啬3．5

3．0

2r5

2 3 4 5

辑吠1 0．Ⅱ瑚UL)】

图4．6(A)不同浓度的PAT基因序列的微分脉冲阳极溶出伏安图： (a)10000，(b)1000，

(c)100， (d)10，(e)1， (g)0×10‘11 mol／L。 (B)浓度对数值与电流的线性关系曲

线，振幅：50mV，脉冲宽度：60ms，脉冲周期：0．2 s

Fig．4．6(A)．DPASV diagrams for different concentrations of PAT gene sequence：(a)

10000，(b)1000，(C)100，(d)10，(e)1，(f)0x1011 mol·L～．(B)．111e logarithmic

standard plot．pulse amplitude：50 mV，pulse width：60 ms，pulse period：0．2 S．
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分别将不同浓度的20碱基PEP基因片段固定于CTAB／CPE电极表面，然后按标

准实验方法与ZnSe．ssDNA进行杂交、HN03溶解并进行微分脉冲阳极溶出伏安法

测定，结果示于图4—6。其中A为不同浓度PEP基因片段所得到微分脉冲阳极溶出

伏安曲线，以0．016 V的峰高作为检N20碱基PEP基因片段的检测信号。以三次平

行测定的峰高的平均值对PEP基因片段的浓度的对数值在1．0x10’11 mol·L“到

1．0×10～mol·Lo浓度范围内呈良好的线性关系，其线性方程回归方程为Y=0．4638

Log X+2．5298(其中X为被澳]PEP基因片段的浓度，单位为10d
1

mol-L一；y为Zn的

溶出峰电流，单位为10。7 A)，线性相关系数R=0．9959。在DNA固定步骤中以不

含PEP基因片段的空白溶液代替PEP基因片段溶液进行实验并在同样实验程序下

作测定，11次平行测定的标准偏差为o，根据3 O法计算此方法检钡tJPEP基因片段

的检测限为4．7×10‘12 mol·L～。

将浓度为1．0×10一mol·Lq的目标DNA固定在电极表面，进行7次平行测定，

其相对标准偏差为3．9％，具有较好的重现性。

4．3本章小结

本文在生物分子谷氨酸的辅助下，以水热合成法制备了谷氨酸修饰的ZnSe纳

米粒子。谷氨酸作为生物分子，在本文中不仅做为配位剂，还在最终产品上起到

了修饰剂的作用，红外光谱图证明了谷氨酸吸附于ZnSe纳米粒子表面。

以谷氨酸修饰的ZnSe纳米粒子作为标记物，通过共价作用，将其标记于合

成的5t端氨基修饰的寡聚核苷酸片段上，制成具有电化学活性的ZnSe纳米粒子

标记DNA探针。在一定条件下，使其与固定在碳糊电极表面的PAT基因的目标

DNA特定序列进行杂交，杂交过程通过氧化溶解标记的ZnSe纳米粒子和微分脉

冲阳极溶出伏安法间接测定Zn2+来检测。此方法对PAT基因可进行有效测定，其

测定目标DNA的线性范围为1．O×10。1至1．0×10～mol／L，检测下限为4．7×10_z

m01．I，～。
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结论

本论文使用水热合成法分别制备了硒化银、硒化铅、硒化锌纳米粒子。在制

备过程中分别使用高分子聚合物、表面活性剂、氨基酸为修饰剂，对产物的尺寸

和形貌进行控制。通过修饰剂对纳米粒子表面的改性，使得制备的纳米粒子在水

体系中具有很好的分散性和生物相容性。利用三种修饰剂可以与DNA通过不同

键合方式结合，将制备的纳米粒子做为标记物用于DNA的电化学检测。通过对

实验总结得出以下结论：

(1)以[PVP(AgmI疗)】伽驯’配合物为前驱体与Na2SeS03进行水热反应，制备了

单分散的A92Se纳米粒子。PVP的浓度和[Ag+】与【I。]LL例对A92Se纳米粒子的尺

寸和形貌影响显著。高浓度PVP条件下可以制备出尺寸均一、大米粒状的AgESe

纳米粒子。利用PVP中C=O与DNA分子中-NH2易于形成氢键，将制备的PVP

修饰的A92Se纳米粒子作为DNA探针的标记物用于电化学溶出检测DNA杂交。

可用于PEP基因片段的检测，线性范围为1．0x10q2～1．0x10一mol·L～，检测限为

2．3x10’13 m01．L～。

(2)在表面活性剂CTAB存在的条件下，Pb(CH3coo)2与NaHSe在去离子

水中水热反应制备了CTAB修饰的PbSe纳米粒子。高浓度CTAB条件下易得到

尺寸较小、分散性较好的PbSe纳米粒子，和较好的DNA电化学检测信号。

PbSe．CTA+使得PbSe纳米粒子表面带的正电性，而DN'A中的．COO。负电性，利

用静电作用将制备的PbSe纳米粒子标记寡核苷酸制成了新型的DNA探针。此

PbSe纳米粒子标记的DNA探针对互补序列、两碱基错配及非互补序列有良好的

选择性。检测的线性范围为5．0xlO。12 mol·LJ到5．0x10～mol·L～，对互补序列的检

测限为6．1x10-13m01．L～。

(3)以生物分子L．谷氨酸辅助水热法合成了ZnSe，得到了尺寸在100纳米

左右的球形纳米粒子。制备过程中，生物分子L．谷氨酸和Zn2+作用，起到了配位

剂和生物分子模板的作用。对ZnSe纳米粒子的尺寸起到了控制作用。谷氨酸作

为ZnSc纳米粒子与DNA分子的连接物，通过共价作用，使ZnSe纳米粒子标记

于DNA分子上。将制成具有电化学活性的ZnSe纳米粒子标记DNA探针用于测

定目标DNA，检测的线性范围为1．0×10。1至1．0x10～mol／L，检测限为4．7×10以2

m01．I，～。
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