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DNA/银纳米簇荧光探针在检测 Pb2＋中的应用 

蔺超    宫贺    范楼珍    李晓宏* 

(北京师范大学化学学院  北京  100875) 

摘要  基于 DNA/银纳米簇的荧光特性报道了一种简单、灵敏、高选择性的荧光方法检测 Pb2＋. 以茎部为富 G 结构, 环
状部分为聚 C 结构的发夹型 DNA 为模板合成具有稳定荧光的银纳米簇. 当加入 Pb2＋后, 发夹型 DNA 在 Pb2＋诱导下形

成 G-四链体结构, 破坏了发夹型 DNA 的构型, 极大地影响了合成银纳米簇的模板结构, 导致银纳米簇的荧光强度降

低. Pb2＋存在和不存在时所产生荧光强度的差异与发夹型 DNA 的碱基序列和茎部配对碱基数有关. 依据这一现象, 在
优化 DNA 碱基序列和茎部配对碱基数的基础上, 可实现 100 μmol/L 至 100 nmol/L 范围内对 Pb2＋的定量检测, 检出限

为 10 nmol/L. 该方法对 Pb2＋的检测具有较好的选择性, 并可应用于实际水样中 Pb2＋的检测. 检测结果与原子吸收光谱

进行比对, 显示出较好的一致性.   
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Application of DNA/Ag Nanocluster Fluorescent Probe for the  
Detection of Pb2＋ 

Lin, Chao    Gong, He    Fan, Louzhen    Li, Xiaohong* 
(College of Chemistry, Beijing Normal University, Beijing 100875) 

Abstract  Lead ion (Pb2＋) is one of the most toxic forms of heavy metal, which may affect the environment adversely and 
pose severe risks to human health. Also it usually induces toxic effects in plants and animals, delays physical or mental de-
velopment in children, and damages nervous, renal and immune systems. Therefore, sensitive and on-site tracking Pb2＋ is 
highly desirable in environmental protection, as well as disease prevention and treatment. In this paper, hairpin-DNA with a 
poly-C loop and G-rich stem is selected as a template to synthesize DNA/Ag nanocluster: Ag＋ firstly binds with C in the 
poly-C loop of hairpin DNA, and then is reduced by NaBH4 to form highly fluorescent hairpin DNA/Ag nanocluster. How-
ever, in the presence of Pb2＋, Pb2＋ induces hairpin DNA transforming into Pb2＋-stabilized G-quadruplex with the structure 
of hairpin DNA destroyed, and the synthesized DNA/Ag nanoclusters presented a greatly decreased fluorescence. Impor-
tantly, the fluorescence changes of Ag nanoclusters in the absence and presence of Pb2＋ are largely dependent on sequences 
of hairpin DNA and the number of complementary bases appearing in stem portion (six base pairs are optimized). Based on 
the difference in fluorescent intensity of DNA/Ag nanoclusters (in the absence and presence of Pb2＋), Pb2＋ could be quanti-
tatively detected with the concentration ranged from 100 μmol/L to 100 nmol/L. The detection limit is 10 nmol/L. This assay 
is selective for Pb2＋ and successfully applied to detect Pb2＋ in real water sample. The result of the fluorescent assay for Pb2＋ 
is highly consistent with that of atomic absorption spectroscopy, which presented that the fluorescent assay is reliable. As a 
result, a simple and sensitive fluorescent assay based on DNA/Ag nanoclusters is developed for the detection of Pb2＋, which 
provides a potential application for Pb2＋ detection in the real samples.  
Keywords  Hairpin DNA; Ag nanoclusters; G-quadruplex; Pb2＋ 

   
1  引言 

铅离子(Pb2＋)是一种重金属离子污染物, 具有很强

的毒性. 同时, Pb2＋不易生物降解, 因此容易在环境中

聚积, 进而污染食物和水资源[1]; Pb2＋在电池, 汽油, 染
料等方面的应用甚多, 少量的暴露也会导致神经系统、

生殖系统、心血管系统等各方面的人体疾病 . 因此 ,  
Pb2＋对环境和人类健康都有着巨大的危害[2].  

近年来, 基于 DNA 检测 Pb2＋的方法[3～14]引起了广

泛关注, 大多数方法是采用能够特异性识别 Pb2＋的

DNA 酶(如 8～17 DNA 酶[3～11])作为探针. 例如: Shen 
等[10]基于 DNA-Au 生物条形码的信号放大构建了一种

检测 Pb2＋的电化学方法. Lu 等[7]报道了利用 DNA 酶和 
Pb2＋适体链检测 Pb2＋的荧光方法. 此外, 依据 Pb2＋诱导

直链DNA形成G-四链体结构, 采用光/电化学方法也可

以实现对 Pb2＋的检测[13～16]. 例如: Dong 等[13]报道了以

G-四链体的 DNA 酶为模板, 采用比色法和化学发光法
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对 Pb2＋进行检测. Li 等[16]基于 Pb2＋诱导的发夹型 DNA
向 G-四链体构型的转变, 报道了一种电化学检测 Pb2＋

的方法.  
近十年来, 金属纳米簇逐渐发展成为纳米科学中的

一种重要的纳米材料[17,18]. 金属纳米簇由几个到几百个

金属原子构成, 由于其独特的物理性质、电学性质、光

学性质, 被广泛地用于生物偶联技术、催化、纳米器件、

成像以及传感等各个领域[19～21]. 其中, 银纳米簇因具有

超小粒径, 无毒性, 较强的荧光发射[22], 以及可以与各

种不同的分子(如高分子聚合物、蛋白质或 DNA)键 
合[23～28], 应用于癌细胞[29]、卤族元素离子[30]以及 pH 的

响应[31]. 但到目前为止, 以 DNA 为模板合成银纳米簇

用于检测铅离子的研究尚未见报道.  
本文报道了一种以发夹型 DNA 为模板合成的银纳

米簇为荧光探针检测 Pb2＋的方法. 具体地, 以一茎部为

富 G 结构(PS2.M 碱基序列), 环状部分为聚 C 结构(dC6)
的发夹型 DNA 为模板合成银纳米簇, 银纳米簇的荧光

强烈地依赖于发夹型 DNA 的碱基序列和茎环构型. 加
入 Pb2＋后, 富 G 结构在 Pb2＋诱导下形成 G-四链体结构, 
并伴随发夹型 DNA 的构型转变, 从而导致银纳米簇的

荧光减弱, 基于这一荧光减弱原理实现了对 Pb2＋的高灵

敏高选择性检测.  

2  结果与讨论 

富 C 的 DNA 链是合成强荧光发射银纳米簇的理想

模板[27,28], 主要是基于 Ag＋和胞嘧啶 C 的特异性相互作

用能够主导银纳米簇的生长. 本文以一条茎部为富G结

构(PS2.M 部分序列), 环状部分为聚 C 结构(dC6)的发夹

型 DNA 为模板进行荧光银纳米簇的合成. 由于 Ag＋和

胞嘧啶C之间具有较强的Ag＋-C特异性作用, 因此发夹

型DNA的环状部分dC6能够捕获Ag＋并与之作用, 继而

被 NaBH4还原形成银纳米簇.  
在 5 μmol/L 发夹型 DNA(1)溶液中加入 30 μmol/L 

AgNO3溶液, 在 4 ℃下避光反应2 h, 此时环状部分 dC6

能够捕获 Ag＋, 与 Ag＋强有力地结合. 随后加入新配制

的 30 μmol/L NaBH4将 Ag＋还原, 生成银纳米簇. 对生

成的发夹型 DNA/银纳米簇体系进行激发光谱和荧光发

射光谱的表征, 结果如图 1 所示. 其最大激发波长为

587 nm, 最大发射波长为 656 nm. 合成的银纳米簇在 4
℃不见光的条件下保存, 稳定性良好. 因此, 以发夹型

DNA(1)为模板合成的银纳米簇是一种具有稳定荧光的

荧光发射团.  
当没有 Pb2＋时, 发夹型DNA(1)/银纳米簇在 656 nm

处发射荧光; 加入 50 μmol/L Pb2＋后, 发夹型 DNA(1)中
的富 G 部分(PS2.M 序列)在 Pb2＋诱导下形成 G-四链体

结构, 茎部的双链结构解螺旋, 发夹型 DNA(1)的构型

转变. 以形成 Pb2＋稳定的 G-四联体为模板合成银纳米

簇, 荧光减弱, 结果如图 2 所示. 荧光减弱可能是缘于 

 
图 1  以 Hairpin-DNA(1)为模板合成银纳米簇的激发光谱和发射光谱 
Figure 1  Excitation spectrum (red) and emission spectrum (black) of 
synthesized hairpin-DNA(1)/Ag nanoclusters 

 

图 2  发夹型 DNA(1)/银纳米簇在 50 μmol/L Pb2＋不存在(a)和存在(b)
条件下的荧光发射光谱 
Figure 2  Emission spectra of hairpin-DNA (1)/Ag nanoclusters at 656 
nm in the absence (a) and presence of 50 μmol/L Pb2＋ 

没有发夹型 DNA 环状部分聚 C 结构为模板, 合成银纳

米簇容易聚集成大颗粒, 从而荧光强度减弱[28]. DNA/银
纳米簇的透射电镜(TEM)表征结果见支持信息. 基于上

述讨论, 发夹型 DNA/银纳米簇对 Pb2＋的响应机理如图

3 所示. 

 

图 3  检测 Pb2＋的原理示意图 
Figure 3  Representative scheme of the assay for Pb2＋ 
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发夹型 DNA/银纳米簇在加入 Pb2＋前后, 荧光发射

强度的差异对发夹型 DNA 的碱基序列有高度依赖性. 
同时, 为了确定加入的 Pb2＋能够诱导发夹型 DNA 向 G-
四链体结构转变, 而不受 K＋的干扰, 需要选择合适的

DNA碱基序列, 以便选择性的检测Pb2＋. 本文对四种不

同的发夹型 DNA (1 μmol/L)在有、无 K＋或 Pb2＋存在时

分别进行紫外-可见光谱表征, 以便优化发夹型 DNA. 
四种发夹型 DNA 的不同在于茎部互补碱基对数目的不

同, 选择了 6 对互补碱基的 DNA(1), 8 对互补碱基的

DNA(2), 10 对互补碱基的 DNA(3)和 18 对互补碱基的

DNA(4), 而环状部分的碱基数保持不变. 对于四种发

夹型 DNA(1～4), 紫外-可见光谱的最大吸收峰位置均

在 260 nm, 为 DNA 的特征紫外吸收峰. 加入 K＋后, 四
种发夹型 DNA 体系吸收峰强度均没有变化, 表明发夹

型 DNA 的构型在 K＋存在条件下结构稳定. 加入 50 
μmol/L Pb2＋后, 发夹型 DNA(1～4)的吸收峰强度发生

变化. 发夹型 DNA(1)的吸收峰值由 0.324 增大到 0.369, 
如图 4A 所示, 这是因为加入的 Pb2＋能够诱导发夹型

DNA 形成 G-四链体结构, 令原来的发夹状构型改变, 
茎部双链解螺旋, DNA 中暴露的碱基数目相对增多, 从
而使 DNA 的紫外特征吸收强度增大. 相应地, 发夹型

DNA(2)的吸收峰值由 0.397 增大到 0.421, 发夹型

DNA(3)的吸收峰值由 0.447 增大到 0.463, 而发夹型

DNA(4)的吸收峰值不变. 这表明随着茎部互补碱基对

数目的增加, Pb2＋打开茎部结构的能力减弱. 结果说明: 
Pb2＋能够诱导发夹型 DNA 的富 G 结构由双链向 G-四链

体结构转变, 而不受 K＋的干扰, 其中茎部含有 6 对互补

碱基对的发夹型 DNA(1)在加入 Pb2＋前后吸收峰值变化

最大, 对 Pb2＋的响应最好. 此外, 发夹型DNA(1)的构型

转变, 进一步由圆二色光谱进行了表征, 结果如图 4B
所示, 发夹型 DNA(1)在 240 nm 处出现一负峰, 260 nm
处出现一正峰. DNA(1)的茎部具有 6 对互补碱基, 因此

具有手性特征.  加入50 μmol/L Pb2＋后, 在240 nm处的

负峰和 260 nm 处的正峰进一步增强, 同时在 290 nm 处

出现一个新峰, 这表明 DNA(1)在 Pb2＋的诱导下, 形成

了Pb2＋稳定的G-四联体结构[32]. 基于上述讨论, 选取发

夹型 DNA(1)为模板用于合成银纳米簇, 并用于 Pb2＋的

检测.  
依据加入 Pb2＋前后荧光减弱程度的不同, 可以实现

对 Pb2＋的检测和定量分析. 首先, 在 5 μmol/L 发夹型

DNA(1)/银纳米簇中, 加入不同浓度 Pb2＋ (0 至 5×10－4 
mol/L)分别进行荧光光谱测量. Pb2＋不存在时, 5 μmol/L
发夹型DNA(1)/银纳米簇的荧光发射峰值为 223(F0). 加
入 Pb2＋后, 发夹型 DNA(1)/银纳米簇的荧光强度减小. 
随着铅离子浓度逐渐增大, 荧光强度减小的程度越大. 
当加入5×10－4 mol/L Pb2＋后, 荧光发射峰值由223减小

至 60(F), 荧光变化值∆F(F0－F)为 163. ∆F 与 Pb2＋浓度

的关系如图 5 所示. 该荧光方法对 Pb2＋的检出限为 10  

 

图 4  发夹型 DNA(1)的紫外-可见(A)和圆二色光谱图(B): 加入 50 
μmol/L Pb2＋前(黑色线)后(红色线) 
Figure 4  UV-Vis (A) and CD (B) spectra of hairpin DNA(1) in the 
absence (blank) and presence (red) of 50 μmol/L Pb2＋ 

 

图 5  ∆F(F0－F)与 Pb2＋浓度关系图(■). 插图为响应的线性范围. 误
差线表示至少 5 个溶液测量结果的标准偏差 
Figure 5  Relationship between ∆F(F0－F) and the concentration of  
Pb2＋(■). The inset shows a linear range from 0.5 μmol/L to 0.01 μmol/L. 
Error bars are derived from a minimum of five times 

nmol/L. Pb2＋浓度在 0.5 至 0.01 μmol/L 范围内时, ∆F 与

Pb2＋浓度负对数具有很好的线性关系, 相关系数为 R2＝

0.997. 
为了进一步探究所设计的荧光检测 Pb2＋方法的选

择性, 本文考察了体系对其他金属离子的响应情况, 如: 
Al3＋, Cu2＋, Ca2＋, Mn2＋, Fe3＋, Mg2＋, Co2＋, Ni2＋, 结果如 
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图 6  检测铅离子的选择性 
Figure 6  Selectivity of the assay for Pb2＋ 

图 6 所示. Cu2＋, Ca2＋, Mn2＋, Co2＋加入 DNA/银纳米簇的

体系后, 荧光略有减小, 而 Al3＋, Fe3＋, Mg2＋, Ni2＋加入

DNA/银纳米簇体系后, 荧光略有增大. 相比之下, Pb2＋

使银纳米簇的荧光明显减小, 猝灭程度较大. 而且, 在
Pb2＋与其他离子的混合体系中的荧光淬灭程度亦较为

明显. 结果表明所设计的传感器对 Pb2＋检测具有很好的

选择性, 不受其他可能共存金属离子的干扰. 
此外, 对实际湖水中的 Pb2＋进行有效地检测和定量

分析对环境和人体健康具有重要的意义, 因此将这种荧

光检测 Pb2＋的方法应用于对实际水体系的分析. 对 5 
μmol/L 发夹型 DNA(1)/银纳米簇加入湖水, 及用湖水配

制的不同浓度 Pb2＋ (10 nmol/L到 5 μmol/L)体系分别进

行荧光光谱测量. 加入湖水后, 荧光发射光谱无明显变

化, 说明湖水样中的 Pb2＋很小以至于无法检测. 然而, 
加入湖水配制的不同浓度 Pb2＋溶液后, 银纳米簇的荧光

强度明显减小, 依然可以检测出湖水样品中 10 nmol/L 
Pb2＋, 如图 7 所示. 结果表明: 所设计的荧光银纳米簇

对湖水样品中的 Pb2＋仍然具有较好的响应, 可用于检测

实际水样中存在的 Pb2＋. 该荧光方法的结果与原子吸收

光谱所测结果进行比对, 准确率可达 90%以上(见支持

信息), 说明该方法可以为实际体系中检测 Pb2＋提供可

靠的数据支持. 该荧光检测 Pb2＋的方法, 与其他基于

DNA 检测 Pb2＋的荧光方法进行比对(见支持信息),  

 

图 7  ∆F(F0－F)与湖水中 Pb2＋浓度关系图. 误差线表示至少 5个溶液

测量结果的标准偏差 
Figure 7  Relationship between ∆F(F0－F) and the concentration of  
Pb2＋ in lake water. Error bars are derived from a minimum of five times 

显示出较低的检测限, 并成功的应用于实际体系. 

3  结论 

本文报道了一种发夹型 DNA/银纳米簇荧光探针检

测 Pb2＋的方法. 以茎部含富 G 结构, 环状为聚 C 结构

(dC6)的发夹型 DNA 为模板合成银纳米簇. 加入 Pb2＋后, 
富 G 结构在 Pb2＋诱导下形成 G-四链体结构, 发夹型

DNA构型转变, 荧光减弱. 依据加入Pb2＋前后的荧光差

异 , 实现了对铅离子的选择性检测 , 检出限为 10 
nmol/L. 该方法成功地应用于实际湖水样品中 Pb2＋的检

测, 并与传统方法比对, 检测结果可靠, 在实际应用方

面具有较好的前景.  

4  实验部分 

试剂与仪器: TB-114 分析天平, UB-7 酸度计, 90-1
型恒温磁力搅拌器, IKA MS3 数字混匀器, KQ-50E 型超

声波清洗器, TU-1901 紫外可见分光光度计, Varian Cary 
Eclipse 荧光分光光度计.  

实验中所用到的四条Hairpin-DNA序列由上海生工

生物工程技术服务有限公司利用全自动 DNA 合成仪器

采用标准固相合成技术而合成. DNA 序列如下(划线部

分为发夹型 DNA 茎部互补部分):  
(1) 5'-ACCCACCCCCCCGTGGGTAGGGCGGGTTGG-3'  
(2) 5'-CTACCCACCCCCCCGTGGGTAGGGCGGGTTGG-3' 
(3) 5'-CCCTACCCACCCCCCCGTGGGTAGGGCGGGTTGG-3'  
(4) 5'-CCAACCCGCCCTACCCACCCCCCCGTGGGT 
AGGGCGGGTTGG-3'   

AgNO3(ACS 试剂, 纯度≥99.9%), NaBH4, Tris(三
羟甲基氨基甲烷 ), Co(ClO4)2•6H2O, Ni(ClO4)2•6H2O, 
Mn(ClO4)2•6H2O, Cu(ClO4)2•6H2O, Al(ClO4)3•9H2O, 
Ca(ClO4)2•4H2O, Pb(ClO4)2•3H2O 均购买于 Aldrich 公司, 
并且无需纯化直接使用. Fe(ClO4)3•9H2O, Mg(ClO4)2 从
Fluka 公司购买并直接使用. 整个实验过程中均使用经

Milli-Q 微孔过滤器过滤后的去离子水(电阻率为 18.2 
MΩ•cm). 高氯酸(分析纯)从天津东方化工厂购得, 用去

离子水稀释备用. 湖水取自河北省白洋淀湖.  
DNA溶液的配制  向 20 OD DNA固体粉末中加入

新配制的 20 mmol/L Tris-ClO4 缓冲溶液(pH＝7.4) 740 
μL, 即制得 100 μmol/L DNA 溶液. 将制得的 DNA 溶液

加热至 90 ℃, 保持 10 min, 再慢慢冷却至 4 ℃, 以形

成所需要的发夹型 DNA 构型.  
银纳米簇的制备  向 5 μmol/L DNA 溶液(20 

mmol/L Tris-ClO4, pH＝7.4)中加入 30 μmol/L AgNO3溶

液, 充分振荡混匀, 在 4 ℃下避光反应 2 h. 向 DNA- 
Ag＋混合体系溶液中加入新配制的 30 μmol/L NaBH4溶

液, 充分振荡混匀, 在 4 ℃下避光反应 18 h. 得到的荧

光银纳米簇溶液在 4 ℃下避光保存以备用.  
紫外-可见光谱  室温条件下, 对 1 μmol/L 发夹型
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DNA 在有、无 K＋或 Pb2＋存在的条件下分别进行测量, 
并 收 集 发 夹 型 DNA/ 银 纳 米 簇 体 系 (20 mmol/L 
Tris-ClO4, pH＝7.4)在不同浓度 Pb2＋存在条件下的紫外

可见光谱图.  
荧光光谱  室温条件下, 对 5 μmol/L 发夹型 DNA/

银纳米簇体系(20 mmol/L Tris-ClO4, pH＝7.4)在不同浓

度 Pb2＋存在条件下分别进行荧光光谱测量. 发射和激发

狭缝宽度均为 5 nm, 扫速为 600 nm/min, 平均采样时间

为 0.1 s, PMT 检测电压 600 V. 
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