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摘要    以 L-半胱氨酸(L-Cysteine)为还原剂和稳定剂, 采用一步法合成了粒径均匀并具有

较强荧光的水溶性金纳米簇(AuNCs), 该金簇的粒径约为 3~5 nm, 在紫外灯下呈黄绿色荧

光. 随后发现, 铜离子(Cu2+)对 AuNCs 的荧光有明显的响应, 基于此建立了荧光探针检测

Cu2+的新方法, 结果表明 AuNCs 的荧光变化与 Cu2+的浓度呈良好的线性关系, 并能用于实

际样品(尿液)中 Cu2+的检测 . 同时 , 研究发现 , 多西环素(DC)的加入能够使混合体系

(AuNCs-Cu2+)猝灭的荧光逐渐恢复, 由此进一步建立了由 Cu2+介导“关-开”(off-on)检测 DC

的荧光分析方法, 并将其用于实际样品(牛奶)中多西环素的检测, 得到了满意的结果. 
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1  引言 

铜是人体中必不可少的, 也是最丰富的过渡金属

元素之一, 它在生物系统和环境中发挥着正面或负面

的作用[1]. 作为过渡元素, 铜离子(Cu2+)对人体健康至

关重要, 能够与某些蛋白结合, 产生大量的酶[2]. 但与

此同时, 当人体摄入过量 Cu2+时, 它可以与分子氧反

应形成反应性氧自由基(ROS), 也可以破坏蛋白质 , 

核酸和脂类. 若不经调节, Cu2+将导致细胞稳态的紊

乱, 其毒性将导致严重的神经变性疾病[3], 如门克斯

病[4]、威尔逊病[5]和阿尔茨海默氏病[6,7]等. 除此之外, 

由于农业和工业中的广泛使用, Cu2+也造成了日益严

重的环境污染. Cu2+对人体的潜在毒性和对环境产生

的污染已经成为世界各国关注的问题 [2]. 迄今为止, 

针对痕量 Cu2+的检测已有大量的报道, 如原子吸收光

谱法 (AAS)[8,9] 、电感耦合等离子体质谱法 (ICP- 

MS)[10]、电感耦合等离子体原子发射光谱法 (ICP- 

AES)[11,12]. 然而, 这些方法通常操作比较复杂, 耗时

且费用昂贵. 因此发展高灵敏度、高选择性、廉价、

易操作的 Cu2+检测方法仍然具有实用价值, 并且对于

环境保护也具有重要的意义. 

多西环素(DC)是四环素类抗生素, 广泛应用于各

种呼吸道和泌尿道感染的治疗中. 它是广谱抑菌化合

物, 对革兰氏阳性和革兰氏阴性细菌具有明显效果[13], 

在预防或控制细菌感染和动物疾病方面起到了显著作

用. DC 通过与细菌的 30S 核糖体结合后抑制蛋白质的

合成, 从而实现对细菌感染的治疗[14]. 然而, 过量摄

入 DC 会严重危害人体健康, 如过敏反应、肝功能损

害、牙齿发黄和胃肠紊乱等[15]. 此外, 若在动物饲料中

不正当使用 DC, 可导致其在动物组织中大量残留, 因

此可以通过食物链在人体中富集, 进而危害人类健 

康[15]. 传统检测 DC 的方法主要包括高效液相色谱法

(HPLC)[13]、 紫外吸收光谱法(UV)[16]、 酶联免疫吸附

分析法(ELISA)[17]等, 上述方法均需要复杂的样品前
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处理, 且操作繁琐. 故发展快速、简单、灵敏的检测

DC 的方法具有一定的应用前景. 

随着纳米技术的发展, 贵金属纳米材料以其独特

的光学性质成为纳米科学和表面等离子体光子学的研

究热点[18~21]. 作为贵金属纳米材料的新星，纳米簇直

径约为 1~100 nm, 具有独特的光学、电学、催化性质, 

可广泛应用于催化剂材料、电池电极材料、低温导热

材料和导电材料等[22]. 近年来, 基于纳米团簇构建的

荧光探针已被用于检测金属离子[23,24]、药物或蛋白质

等大分子物质[25,26], 因此贵金属纳米簇的制备及应用

受到了科研工作者的广泛关注. 本文以半胱氨酸为还

原剂和稳定剂, 在水溶液中一步合成了具有良好荧光

性能的金纳米簇(AuNCs), 合成方法简单, 耗时短, 原

料易得. 随后将所制备的 AuNCs 作为荧光探针用于

Cu2+的检测, 同时基于 Cu2+介导的“关-开”策略, 进一

步建立了对 DC 的荧光分析方法. 

2  实验部分 

2.1  试剂与仪器 

L-半胱氨酸(L-Cys)、 磷酸二氢钠(NaH2PO4)、 磷

酸氢二钠(Na2HPO4)购于上海生工生物技术有限公司; 

氯金酸(HAuCl4)、硫酸铜(CuSO4)、多西环素(doxycy- 
cline)、四环素 (tetracycline)、金霉素 (chlortetracyc- 

line)、环丙沙星(ciprofloxacin)、 维生素 C(VitaminC)、 

链霉素(streptomycin)、牛血清白蛋白(BSA)、诺氟沙

星(norfloxacin)和 葡萄糖(glucose)购于美国西格玛奥

德里奇公司; Ag+, Ba2+, Br, Ca2+, Eu3+, Fe3+, Hg2+, I, 

K+, Mg2+, Ni2+, Pb2+, Zn2+等离子及氢氧化钠(NaOH)

和盐酸(HCl)购于成都科龙化学试剂厂; 纯牛奶购于

西南大学竹园教育超市; 所有化学试剂为分析纯, 实

验用水均为超纯水. 

荧光光谱在 F-7000 荧光分光光度计(日立公司,  

日本)上测得, 使用光径为 1 cm 石英池, 电子显微镜

图在 TECNAI G2 F20 高分辨率透射电子显微镜

(HR-TEM, FEI 公司, 美国)上测得, 紫外图谱在 UV- 

2450 紫外-可见吸收光谱仪(岛津公司, 日本)上测得, 

其余用到的仪器还有 DF-101S 集热式恒温加热磁力

搅拌器(郑州长城工贸有限公司, 中国), BS-124S 电

子天平(上海精天电子仪器有限公司, 中国), PS-10 

pH 计(北京赛多利斯系统有限公司, 中国), 圆底烧瓶, 

DHG-9070A 电热恒温鼓风干燥箱(上海齐欣科学仪

器有限公司, 中国). 

2.2  AuNCs 的制备 

取 2 mL L-半胱氨酸(25 mg/mL)于圆底烧瓶中, 

加入 1 mL HAuCl4(0.01 mol L1)混合均匀后, 将圆底

烧瓶置于 37℃水浴加热, 搅拌 15 min, 随后逐滴加入

50 µL NaOH (1 mol L1), 持续搅拌 10 h 后, 溶液变为

淡黄色, 即初步制得 AuNCs 溶液. 将得到的 AuNCs

溶液用 0.22 µm 滤膜过滤后存放于 4℃冰箱以便后续

的实验应用.  

2.3  AuNCs 溶液与 Cu2+的反应 

配置 Cu2+储备液(103 mol L1), 随后将其稀释成

不同浓度的 Cu2+溶液. 室温下, 在 1.5 mL 离心管中

依次加入 50 µL 的 AuNCs 溶液, 50 µL pH 9 的磷酸盐

缓冲液 (Na2HPO4/NaH2PO4), 50 µL 不同浓度的 Cu2+ 

(0 ~100 µmol L1), 混合均匀, 加纯水稀释至 500 µL, 

温和涡旋 30 s, 置于温度 45℃(25~75℃)水浴锅中反

应 50 min(10~100 min), 所得溶液在荧光分光光度计

上进行检测. 

2.4  选择性实验 

在 1.5 mL 离心管中依次加入 50 µL AuNCs, 50 

µL 500 µmol L1 不同离子(Cu2+, Ag+, Ba2+, Br, Ca2+, 

Eu3+, Fe3+, Hg2+, I, K+, Mg2+, Ni2+, Pb2+, Zn2+), 50 µL
磷酸缓冲液(pH 9), 混合均匀后用纯水稀释至500 µL, 

置于最佳条件下进行反应. 同样, 向 AuNCs-Cu2+溶

液体系中分别加入多西环素, 四环素, 金霉素, 环丙

沙星, 维生素 C, 链霉素, BSA, 诺氟沙星, 葡萄糖

(100 µL, 100 µmol L1), 分别置于 45℃水浴锅中反应

45 min. 随后用荧光分光光度计记录荧光强度的   

变化. 

2.5  多西环素的检测 

随后, 将标准浓度的 DC 溶液加纯水稀释成 103 

mol L1 的溶液, 作为实验用 DC 的储备液, 待使用时

将其稀释成不同浓度. 在 1.5 mL 离心管中依次加入

50 µL 磷酸缓冲液 (10 mmol L1, pH 9, Na2HPO4/ 

NaH2PO4), 50 µL不同浓度的DC溶液(0~100 µmol L1), 

50 µL AuNCs-Cu2+混合液, 用纯水稀释至 500 µL, 涡

旋 30 s, 45℃水浴反应 10 min, 测定其荧光强度. 
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3  结果与讨论 

3.1  机理 

如图 1 所示, 由于 L-Cys 上的巯基能与 Au 原子

形成 Au–S 键[27], 所以本文以 HAuCl4 为原料, L-Cys

为还原剂和稳定剂, 成功合成了AuNCs. 在Cu2+与该

金簇反应过程中, 由于 Cu2+能与 L-Cys 中的–NH2 和

–COOH 结合[28], 故可导致合成的金纳米簇发生聚集, 

从而猝灭该体系的荧光. 此外, 据文献报道[29], DC与

Cu2+有较强的结合力, 容易形成络合物{[Cu(doxycy- 

cline)(1,10-phenanthroline)(H2O)(ClO4)]}, 且在酸性

环境下, DC 带有负电荷, 使其更易与 Cu2+结合, 因此

当加入 DC 时, 会使得 AuNCs 荧光恢复. 

3.2  AuNCs 的表征 

3.2.1  AuNCs 的光谱表征 

首先通过荧光分光光度计考察了 AuNCs 的荧光

激发和发射光谱, 如图 2(a)所示. 设置激发和发射的

狭缝为 5 nm，测得其激发位置在 375 nm 处, 最大发

射波长为 520 nm. 同时如图 2(b)(II)所示, 在紫外灯

光照下能看到 AuNCs 溶液发出肉眼可见的黄绿色荧

光 , 而在白光下则为淡黄色的澄清溶液 (I), 表明

AuNCs 溶液具有良好的光致发光特性. 为了进一步

探索该金簇的其他光学性质, 对其进行了紫外吸收

光谱扫描, 如图 2(b)所示, AuNCs溶液在 370 nm左右

有一个弱的吸收峰, 说明有新物质(金簇)的生成. 

3.2.2  AuNCs 的电子显微镜图 

为了表征 AuNCs 的粒径尺寸、粒径分布及其结

构. 我们对合成的 AuNCs 采用高分辨率透射电子显

微镜进行分析. 如图 3 所示, AuNCs 的粒径相对比较

均匀, 平均粒径约为 3~5 nm, 表明合成的 AuNCs 颗

粒具有较好的分散性. 

3.3  条件优化 

为了考察时间、温度及 pH 对 AuNCs 检测 Cu2+

体系的影响, 本文对其进行了系统优化. 首先在 1.5 

mL 离心管中依次加入 50 µL Cu2+溶液(105 mol L1), 

50 µL AuNCs, 50 µL 不同 pH 的磷酸缓冲液, 混合均

匀后加超纯水稀释至 500 µL 进行反应. 如图 4(a)所示, 

当 pH 为 9 时, 荧光猝灭最明显, 即检测 Cu2+的效果

为最佳, 因此检测过程选择的最优 pH 为 9. 同上, 固

定 pH 为 9, 反应时间范围为 10~100 min. 如图 4(b)

所示, 当反应时间为 50 min 时, 荧光猝灭最明显, 故

选择最佳反应时间为 50 min. 最后, 为了考察温度对 

 

图 1  AuNCs 检测 Cu2+以及 AuNCs-Cu2+复合物体系检测

DC 示意图 

 

图 2  (a) L-Cys 和金簇的紫外可见吸收光谱图; (b) AuNCs 的荧光光谱图, ex = 375 nm, em = 520 nm, I 和 II 分别为 AuNCs
在白光、紫外灯下的照片 



中国科学: 化学   2015 年  第 45 卷  第 1 期 
 

93 

 

图 3  AuNCs 的高分辨率透射电子显微镜图, 内嵌为 AuNCs 粒径图分布图 
 

 
图 4  Cu2+检测条件的优化. (a) pH(3~11); (b) 时间(10~100 min); (c) 温度(25~75℃); (d) 缓冲溶液的优化. 图中曲线 1 和 2
分别表示没有加入和加入 Cu2+(106 mol L1)后所测得 AuNCs 的荧光强度 
 

检测过程的影响, 固定 pH 为 9, 时间为 50 min, 优化

的温度范围从 25℃到 75℃. 如图 4(c), 45℃为最佳  

检测温度. 因此，随后的实验都在此最佳条件(pH 9,  

t = 50 min, T = 45℃)下进行. 除此之外, 实验还选 

择 Gly-NaOH, 硼砂-HCl, Tris-HCl, PBS, 乙酸-乙酸

钠, 磷酸缓冲溶液对检测体系进行优化, 如图 4(d), 

磷酸缓冲的缓冲效果最好, 因此实验选择磷酸缓冲

溶液. 

3.4  离子选择性 

为了验证该方法对不同离子的选择性, 本文考

察了常见离子对该金纳米簇构建的检测方法的响应. 

F0F 表示各种离子对 AuNCs 荧光的影响程度, 值越

大表明影响越大. 如图 5 所示, 常见的其他离子对

AuNCs 的荧光强度几乎没有影响, 只有 Cu2+的加入

会对该金簇的荧光强度产生明显影响, 表明 AuNCs

荧光探针用于 Cu2+检测具有较好的特异性.  
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图 5  不同离子对 AuNCs 荧光强度的影响, Cu2+(106 mol 

L1), 其他离子浓度均为 105 mol L1. ex = 375 nm, em = 
520 nm 

3.5  Cu2+的检测 

由于 Cu2+与 AuNCs 中 L-Cys 的–NH2 和–COOH

能够相互作用, 因此该金簇可以用于检测 Cu2+. 为了

考察 Cu2+的浓度对该金簇荧光强度的影响, 在该溶

液中加入不同浓度的 Cu2+, 并得到其相应的荧光光

谱. 如图 6所示, AuNCs的荧光强度在 520 nm处随着

Cu2+浓度增加而相应地降低. 同时, 图 6(b)表明 Cu2+

浓度在 1 nmol L1~10 µmol L1 的范围内与该金簇的

荧光强度的变化呈现良好的线性关系, 其回归方程

为 y = 362.73x + 3118.5, 相关系数为 0.9724. 通过计

算, 其检出限为 0.34 nmol L1.  

3.6  Cu2+的实际样品检测 

为验证 AuNCs 检测 Cu2+方法的可行性, 本文对

人体尿液进行了检测, 将获得的尿液用纯水稀释 10

倍后对其进行加标. 按照上述检测 Cu2+的方法在荧

光分光光度计上对样品进行检测. 根据上述线性回

归方程计算尿液中的 Cu2+浓度, 得到的回收率如表 1

所示. 结果表明, 本方法能够应用于尿样中 Cu2+的检

测, 具有一定的应用前景. 

3.7  针对多西环素的特异性 

前期研究表明，该金簇溶液与 Cu2+反应后, 形成

AuNCs-Cu2+复合体系, 同时金簇荧光强度降低. 由

于 Cu2+能够与 DC 特异性结合且作用较强, 在进一步

的研究中, 考察了 DC 及其余抗生素和生物基质对该

体系的影响. 如图 7 所示, F–F0 表示其他物质对

AuNCs-Cu2+的复合体系荧光的影响程度, 值越大表 

 

图 6  (a) AuNCs 加入不同浓度 Cu2+ (0, 1, 10, 40, 80, 100 
nmol L1, 1, 20, 60, 80, 100 µmol L1)荧光光谱图； (b) 
AuNCs 荧光强度的变化与不同浓度 Cu2+的线性关系 
 
表 1  尿样中 Cu2+的加标实验 (n = 3) 

Sample
Cu2+ supplemented

(µmol L1) 
Cu2+ measured 

(µmol L1) 
Recovery (%)

1 0.80 0.78 97.5 
2 1.00 0.97 97.0 
3 1.20 1.23 102.5 

 
明影响越大. 从实验结果来看, 其他基质对 AuNCs- 

Cu2+的复合体系的荧光强度影响较小, 只有 DC 能与

Cu2+特异性地结合, 进而对该体系有明显的荧光恢复

作用, 表明该方法可以用于 DC 的检测. 

3.8  多西环素的检测 

由于 DC 与 Cu2+能够特异性结合, 在酸性条件下, 

DC的逐渐加入会导致 AuNCs的荧光不断恢复. 在此

基础上，提出了一种高效的荧光“关-开”式策略特异

性地定量检测 DC. 如图 8(a), AuNCs 的荧光强度在
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520 nm 处随着 DC 浓度的增加随之恢复. 图 8(b)表明

DC 浓度在 100 nmol L1~100 µmol L1 的范围内与该

体系的荧光强度变化呈现良好的线性关系, 其回归

方程为 y = 5.0371x + 34.213, 相关系数为 0.9317. 通

过计算, 其检出限为 16.7 nmol L1.  

3.9  多西环素的实际样品检测 

为验证方法的可行性, 本文对实际样品进行了

检测. 因为牛奶中大部分是酪蛋白, 而酪蛋白聚沉的

最佳 pH为 4.6, 所以将从西南大学竹园教育超市买来

牛奶，用 0.5 mol L1 的盐酸溶液调节 pH 到 4.6[30], 静

置 10 min 后以 8000 r min1 的转速离心, 取上层清液

用 0.22 µm 的滤膜过滤[31], 得到的滤液稀释 25 倍后

对其进行加标处理. 按照上述检测 DC 的方法在荧光

分光光度计上对样品进行检测. 根据线性回归方程

计算牛奶中的 DC 浓度, 得到的回收率如表 2 所示. 

结果表明, 本实验方法能够应用于牛奶中 DC 的检测, 

具有一定的应用前景. 

4  结论 

本文利用L-Cys一步合成了AuNCs, 该金簇具有

良好的光致发光特性 . 重要的是 , 基于 Cu2+与

–COOH和–NH2能以共价键结合, 建立了一种检测重

金属离子 Cu2+的方法. 同时, 基于 DC对 AuNCs-Cu2+ 

 

 

图 7  DC 检测的特异性, blank 表示 DC (105 mol L1), 四
环素、金霉素、环丙沙星、维生素 C、链霉素、BSA、诺

氟沙星、葡萄糖均为 104 mol L1, ex = 375 nm, em = 520 nm 

 

图 8  (a) 加入不同浓度 DC(100, 20, 10, 5, 2 µmol L1, 500, 
100, 5, 0 nmol L1)后的 AuNCs-Cu2+复合体系的荧光光谱图; 
(b) AuNCs-Cu2+复合体系的荧光强度的变化与 DC 的线性

关系 
 

表 2  牛奶样品中 DC 的加标实验 (n = 3) 

Sample 
DC 

supplemented 
(µmol L1) 

DC measured 
(µmol L1) 

Recovery (%)

1 8.00 7.84 98.0 
2 10.00 9.71 97.1 
3 12.00 12.07 100.6 

 
复合物体系有明显荧光恢复作用, 建立了 Cu2+介导

的“关-开”荧光探针检测 DC 的方法. 相比较其他方法, 

该方法简单, 所用原料经济易得, 灵敏度高, 并成功

应用于牛奶中 DC 的快速检测, 获得了可靠的结果. 

该检测方法对于 DC 的检测具有潜在的应用价值, 为

构建新的分析体系提供了重要的理论依据. 
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Synthesis of gold nanoclusters based on L-Cysteine for selective 
sensing Cu2+ and doxycycline 

Yuanjiao Feng, Xiaoming Yang, Shanshan Zhu, Hongbo Liao, Hanru Liu* 

College of Pharmaceutical Scicences, Southwest University, Chongqing 400716, China 
*Corresponding author (email: liuhr1118@126.com) 

 
Abstract: L-Cysteine, serving as both a reducing agent and stabilizer, was employed for synthesis of gold 
nanoclusters (AuNCs) in aqueous solution. The AuNCs existed in sizes of 3−5 nm, and emitted yellow-green 
fluorescence under UV light. Subsequently, the AuCNs prepared here were applied for detections of Cu2+ on the 
basis of interactions between Cu2+ and the groups of the AuCNs, which lead to the fluorescence quenching of the 
AuCNs, and can be used for detection of Cu2+ in the real samples (urine). In addition, the fluorescence of 
AuNCs-Cu2+ complex will recover while doxycycline(DC) were introduced, mainly due to the more intensive 
interactions between Cu2+ and DC, thus this complex were employed as a fluorescent probe for assaying DC. 
Moreover, the optimal conditions for sensing both Cu2+ and DC have also been explored, and the results showed 
favorable liner relationships and satisfactory recoveries. Significantly, this new fluorescent probe was used for 
determining DC in milk samples, demonstrating its practical value. Therefore, the current AuCNs implied potential 
of broadening avenues for analyzing both Cu2+ and DC.  
 
Keywords: gold nanoclusters(AuNCs), copper ions(Cu2+), doxycycline(DC), off-on mechanism 
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