


  

发 明 专 利 请 求 书 
请按照本表背面“填表注意事项”正确填写本表各栏 此框内容由专利局填写 

① 
申请号   （发明） 

②分案 

⑥ 

发名 

明称 

一种汞离子检测试剂及检测方法 

提交日 

③ 

申请日 

④  

费减 

审批 

⑦ 

 

发 

明 

人 

      

陈令新  王国庆  李金花  张卫卫 

⑤ 挂号号码 

姓名或名称      中科院烟台海岸带可持续发展研究所 

单位代码或个人身份证号       

国籍或居所地国家或地区           中国 电  话  

邮政 
编码 

264003 省、自治区、
 直辖市名称 

          山东省 
市（县）
名    称

烟台市 

第

一

申

请

人 地

址 城区（乡）、 
街道、门牌号 

     莱山区春晖路 17 号 

姓名或名称        

国籍或居所地国家或地区             电  话  

第 
二 
申 
请 
人 邮政编码  地 址  

姓名或名称  

国籍或居所地国家或地区  电  话  

⑧ 
 

 

 

申 

 

 

请 

 

 

人 

第 
三 
申 
请 
人 邮政编码  地 址  

姓   名             电  话  ⑨联 

  系 

  人 邮政编码            地 址   

⑩ 确定非第一申请人为代表人声明             特声明第    申请人为申请人的代表人 

名   称 沈阳科苑专利商标代理有限公司 代  码 21002 

邮政编码           110004 电  话 024-23983376 

代 

理 

机 

构 
地    址

      辽宁省沈阳市和平区三好街 24号 

姓    名           周秀梅 姓    名 许宗富 

工作证号           2100206639.1 工作证号 2100205210.8 

○11  

 

代 

 

 

 理 代

理

人 

1 
电    话 024-23983376 

代

理

人

2
电    话      024-23983375 

○12 分案申请 原案申请号           原案申请日              年  月  日 

1101  (第 1 页)  2001.7 



  

     

○13  

发名 

明称 
一种汞离子检测试剂及检测方法 

保藏单位            地    址  ○14  

生物材料
样品保藏 

保藏日期              
     

年 月 日 保藏编号  分类命名
 

在先申请 

国别或地区 
在先申请日 在先申请号 ○16  

                         

已在中国政府主办或承认

的国际展览会上首次展出

   

                          

   

已在规定的学术会议或技

术会议上首次发表 

   

   

不
丧
失
新
颖
性

宽
限
期
声
明
 
 

他人未经申请人同意而泄

露其内容 

   

   

   

本专利申请可能涉及国家

重大利益，请求保密处理

   

15 

 

 

要 

求 

优 

先 

权 

声 

明 

   

17 

保 

密 

请 

求 

是否已提交保密证明材料

1 8           申请文件清单 ○19  附加文件清单 

  1.请求书       2  份  每份 2  页  费用减缓请求书  
  2.说明书摘要       2  份  每份 1  页  费用减缓请求证明  

  3.摘要附图  份  每份    页  提前公开声明  

  4.权利要求书   2  份  每份 1 页  实质审查请求书  

  5.说明书   2  份  每份 4 页  实审参考资料  

  6.说明书附图 2 份  每份   3 页  转让证明  

     专利代理委托书  

  权利要求的项数    7   项  经证明的在先申请文件副本 份数   

         原案申请文件副本  

    核苷酸或氨基酸序列表  光盘  软盘  

  其他证明文件(注明文件名称) 

   

   

 20 申请人或代理机构签章 

           

 

 

 

 

                    2009 年 07 月 01 日 

○21 专利局对文件清单的审核 

 

 

 

 

 

                        年    月    日 

1101  (第 2 页)  2001.7 

 



 

权利要求书 

1、一种汞离子检测试剂，其特征在于：该试剂包括纳米溶胶、拉曼活性分子

标记的核酸适配体和电荷修饰剂，三者摩尔比为 1～6：100～500：5000～20000。 

2、根据权利要求 1 所述的汞离子检测试剂，其特征在于：纳米溶胶、拉曼活

性分子标记的核酸适配体和电荷修饰剂三者的摩尔比为 3：200：10000。 

3、根据权利要求 1 所述的汞离子检测试剂，其特征在于：该纳米溶胶为金或

银纳米溶胶。 

4、根据权利要求 1 所述的汞离子检测试剂，其特征在于：拉曼活性分子为羧

基四甲基罗丹明、罗丹明 B、罗丹明 6G、德克萨斯红、花青素类或荧光素类。 

5、根据权利要求 1 所述的汞离子检测试剂，其特征在于：核酸适配体为含有

胸腺嘧啶的核酸单链。 

6、根据权利要求 1 所述的汞离子检测试剂，其特征在于：电荷修饰剂为精胺、

酸类或盐类。 

7、使用权利要求 1 所述的检测试剂检测汞离子的方法，包括如下步骤： 

    a. 合成纳米溶胶； 

b. 向新鲜纳米溶胶中加入拉曼活性分子标记的核酸适配体，并混合均匀； 

c. 继续向纳米溶胶中加入电荷修饰剂，并混合均匀； 

d. 向上述体系加入待测样品，孵育 1-5 分钟； 

e. 取上述纳米溶胶，测试拉曼散射光谱信号，并进行数据处理。 

 

  



说明书 

 

一种汞离子检测试剂及检测方法 

 

技术领域 

本发明涉及一种检测试剂及检测方法，具体来说是一种汞离子检测试剂及检

测方法。 

背景技术 

    常见重金属一般具有较大的毒性。人体内重金属的过量积累可影响细胞水平

的新陈代谢和生物体正常运作，造成组织器官的不可逆损伤。汞作为最为普遍的

重金属污染物之一，通过燃煤、冶金、火山喷发和废物丢弃等途径大量排放到环

境中。和其他重金属一样，汞不仅不能被微生物降解，相反却在水生微生物作用

下生成毒性更大的金属有机化合物（如甲基汞），并在食物链的生物放大作用下，

经成千百倍地富集，从而对生态系统和人类健康造成巨大危害。因此，对水中Hg2+

的迁移、转化和检测研究显得尤为重要。自上世纪50年代，Hg2+对水环境的污染

问题即引起了人们的关注和分析工作者的重视。目前国内Hg2+检测标准方法主要

采用冷原子吸收光谱法和二硫腙比色法。前者采用氯化亚锡将水样中的Hg2+还原

成单质汞，形成汞蒸汽，并以氮气或干燥空气作载体，将其吹入汞测定仪，进行

冷原子吸收测定。后者则在酸性溶液中利用二硫腙与汞离子生成橙红络合物，经

萃取溶于三氯甲烷，测490 nm波长处吸光度。这些方法或者相对费力、费时，需

要相对复杂的仪器及熟练的相关技术人员方可取得可靠的检测结果；或者属于微

量分析方法，难以满足当前日益增长的环境监测要求。 

水溶液中金属离子种类繁多且价态多变，常规拉曼分析方法无法直接检测，

选择性检测某一种金属离子更是富有挑战性的难题。这些限制因素阻碍了常规拉

曼分析方法成为检测金属离子的普适分析技术。 

  



  

发明内容 

本发明所要解决的技术问题是提供一种汞离子检测试剂及检测方法，它可以

简便快捷、高灵敏度、可选择性检测水中Hg2+，克服了传统Hg2+检测方法及检测

试剂的缺点。 

为了解决上述问题，本发明采用如下技术方案： 

一种汞离子检测试剂，该试剂包括纳米溶胶、拉曼活性分子标记的核酸适配

体和电荷修饰剂，三者摩尔比为 1～6：100～500：5000～20000。 

纳米溶胶、拉曼活性分子标记的核酸适配体和电荷修饰剂三者的摩尔比为 3：

200：10000。 

该纳米溶胶为金或银纳米溶胶； 

拉曼活性分子为羧基四甲基罗丹明（ 6-carboxytetramethylrhodamine, 

TAMRA）、罗丹明 B（Rhodamine B）、罗丹明 6G（Rhodamine 6G）等罗丹

明类（Rhodamine）、德克萨斯红（Texas Red）、花青素类(Cyanine)、荧光素

类（Fluorescein）等； 

核酸适配体为含有胸腺嘧啶（Thymine,T）的核酸单链； 

电荷修饰剂为精胺(spermine)、酸类或盐类，如氯化钠等； 

使用该检测试剂检测汞离子的方法，包括如下步骤： 

a.合成纳米溶胶，其粒度介于 10-100 纳米（nm）之间；这些溶胶是具有表面

增强拉曼散射效应的纳米粒子； 

b. 向新鲜纳米溶胶中加入拉曼活性分子标记的核酸适配体，并混合均匀, 其

中按上述检测试剂中的比例确定纳米溶胶与核酸适配体量的关系； 

c. 继续向纳米溶胶中加入电荷修饰剂，并混合均匀； 

 d. 向上述体系加入待测样品，孵育 1-5 分钟，孵育即混合反应物并等待一定

时间使反应物发生反应； 

e. 取上述纳米溶胶，测试拉曼散射光谱信号，并进行数据处理。这种检测是



  

基于纳米粒子聚集度不同造成的拉曼散射强度或溶胶颜色变化。 

与现有技术相比，本发明具有如下优点： 

1、本发明采用拉曼散射（Surface-enhanced Raman Scattering, SERS）分

析技术，，对Hg2+响应快，检出限在nmol/L水平，同时具有高选择性，整个操作

过程只需 10 分钟，简便快捷，适于环境水中痕量Hg2+的快速检测。 

2、本发明所采用的纳米溶胶合成方法（N. Leopold and B. Lendl. J. Phys. 

Chem. B., 2003, 107: 5723–5727）合成后的纳米溶胶则具有表面增强拉曼效应。 

3、本发明采用新鲜的纳米溶胶，则避免了因纳米溶胶放存时间久，纳米粒子

聚集，影响拉曼散射效果的增强。 

4、本发明采用精胺作为电荷修饰剂，既可以使带负电的核酸适配体吸附到带

负电的纳米粒子表面，又具有聚集纳米粒子的功能，起到聚集剂的作用。 

本发明采用如下原理： 

本发明基于Hg2+的存在引起纳米粒子聚集度和拉曼散射（Surface-enhanced 

Raman Scattering, SERS）信号变化这一原理，实现Hg2+检测。汞等重金属在环

境水中大多以离子态形式存在，普通拉曼分析手段无法直接检测。依靠纳米粒子

簇表面“热点”（hot spots）的电磁和化学增强效应的SERS检测，可获得高灵敏

度的可观的检测信号，而无聚集或聚集度低的纳米溶胶无法产生有效增强。通常

金、银等金属溶胶因表面负电荷（根据制备方法的不同也可以带正电荷）的排斥

作用而分散地稳定存在。适量聚集剂精胺存在时，标记有拉曼活性分子（例如

TAMRA）的带负电性适配体可借助精胺的电荷修饰和“桥梁”作用有效覆盖纳米

粒子表面，并起到稳定溶胶的作用。这时因溶胶聚集度低，可以检测到较弱的SERS

信号。Hg2+存在时，基于T-Hg2+-T配位作用，适配体与Hg2+结合并伴随构象折叠变

化， 故纳米粒子（例如Silver nanoparticles, AgNPs）表面部分暴露令排斥作用和

位阻减小，纳米粒子在范德华力主导下聚集，“热点”数量的增多使TAMRA拉曼

信号急剧增强，并随适配体与一定浓度范围下Hg2+结合数量的增加而增强，从而



  

可以建立SERS信号和Hg2+浓度的关系。 

附图说明 

图 1：Hg2+检测原理示意图。 

图 2： 对空白和一定浓度Hg2+溶液的SERS响应谱图，内插图为SERS响应强

度随时间的变化情况 （稳定性考察）。 

图 3：对 5 nmol/L—5 µmol/L 浓度范围Hg2+溶液的SERS响应图谱，自下而

上SERS相对强度依次增加。 

图 4：1651 cm-1处的SERS强度与Hg2+浓度关系及响应曲线（3 次测量），其

中内插图显示Hg2+在 5-100 nmol/L浓度范围内与SERS响应强度呈线性关系（线性

相关系数为 0.982）。 

图 5：对Hg2+的选择性实验暨其他常见金属离子的响应。 

具体实施方式 

实施例 1： 

a.室温下合成银纳米溶胶（N. Leopold and B. Lendl. J. Phys. Chem. B., 2003, 107: 

5723–5727）：首先向含 84 mL去离子水的锥形瓶中加入 5 mL盐酸羟氨（0.03 mol/L）

和 1 mL NaOH （0.6 mol/L），并伴有强力搅拌。然后再向其中以 2-3 滴/秒匀速滴

加AgNO3（0.01 mol/L）共 10 mL。继续搅拌 1 小时后得到亮黄色AgNPs，粒度为

35 ± 8 nm，作为储备液纳米粒子溶胶，备用。 

b. 向含 200 µL 新鲜 AgNPs 中加入 1 µL 适配体溶液（100 µmol/L），并混合均

匀。适配体序列为： 5’ – TAMRA - TTCTT TCTTC CCTTG TTTGTT - 3’。 

c. 向上述溶液中加入 5 µL 精胺（100 µmol/L），并混合均匀（D. Graham, W. E. 

Smith, A. M. T. Linacre, C. H. Munro, N. D. Watson and P. C. White. Anal. Chem., 

1997, 69: 4703–4707）。 

d. 分别向 90 µL溶胶中加入一定浓度的Hg2+溶液 10 µL，孵育 5 min。 

e. 采用玻璃毛细管吸取少许溶胶，收集拉曼散射信号。检测过程收集拉曼散



  

射的仪器参数分别为：激光波长—632.8 nm，激光功率—12 微瓦，积分时间—10

秒（此条件下的检测原理参见图 1）；对空白和一定浓度Hg2+溶液的SERS响应谱图

不同，而且SERS响应强度随时间的稳定性很好（参见图 2）。 

f. 定量实验：重复实验步骤d–e，得到不同浓度Hg2+的SERS响应信号（参见图

3），以 1651 cm-1处拉曼峰为标准峰，进行数据处理，可得到Hg2+浓度在一定范围

内与SERS强度呈线性关系（参见图 4）。 

g. 选择性实验：实施过程与实验步骤的a-e步骤相同，将待测溶液由Hg2+分别

变为等浓度的其它金属离子。这些金属离子分别为：K+, Mg2+, Ca+, Zn2+, Fe3+, Cu2+, 

Co2+, Ni2+, Ba2+, Cd2+, Pb2+。本发明用于Hg2+检测具有高选择性（参见图 5）。 

该实施例对Hg2+检出限低于 5 nmol/L，对Hg2+浓度的线性响应范围为 5-100 

nmol/L，同时具高选择性，整个检测过程只需 5-10 分钟。 

实施例 2： 

实施过程中采用实施例 1 银溶胶合成法得到新鲜银溶胶后，将其离心，加入

少量水得到粒子浓度为初始浓度 2.5 倍的AgNPs。向含 200 µL新鲜AgNPs中加入

2.5 µL适配体溶液（100 µmol/L），并混合均匀。适配体序列与实施例 1 中相同。

向上述溶液中加入 10 µL精胺（100 µmol/L），并混合均匀。分别向上述溶胶中加

入高浓度Hg2+溶液，1：1（体积比）混合，孵育 5 min。采用玻璃毛细管吸取少许

溶胶，收集拉曼散射信号。实验条件与实施例 1 相同。以 1651 cm-1处拉曼峰强度

为标准峰，进行数据处理。该实施例对Hg2+检出限低于 5 nmol/L，对Hg2+浓度的

线性响应范围为 5-150 nmol/L，同时具高选择性，整个检测过程只需 10-15 分钟。 

实施例 3： 

a. 同实施例 1；b. 向含 200 µL新鲜AgNPs中加入 1 µL适配体溶液（100 

µmol/L ） ， 并 混 合 均 匀 。 适 配 体 序 列 为 ：  5’ – TAMRA - 

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT - 3’；c–g 同实施例 1。该实施例对Hg2+检出限低于

2 nmol/L，对Hg2+浓度的线性响应范围为 5-80 nmol/L，同时具高选择性，整个检



  

测过程只需 5-10 分钟。 
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说明书摘要 

本发明公开了一种汞离子检测试剂及检测方法，该试剂包括纳米溶胶、拉曼

活性分子标记的核酸适配体和电荷修饰剂；其检测方法是先合成纳米溶胶，再向

适量新鲜纳米溶胶中加入适量适配体，并混合均匀；继续加入适量电荷修饰剂，

并混合均匀；然后加入待测样品，孵育 1-5 分钟.最后取上述纳米溶胶，测试拉曼

散射光谱信号，并进行数据处理。本发明基于Hg
2+
加入致使纳米粒子表面核酸适配

体的结构变化，即银溶胶中纳米粒子聚集和信号分子的表面增强拉曼散射信号增

强。本发明采用SERS分析技术，对Hg
2+
检出限在nmol/L水平，对Hg

2+
浓度的线性响

应范围快，同时具有高选择性，适于环境水中痕量Hg
2+
的快速检测。 
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