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前  言

  本标准按照GB/T1.1—2009给出的规则起草。
本标准使用翻译法等同采用ISO/TS14101:2012《特定毒性筛查用金纳米颗粒表面表征:傅里叶变

换红外光谱法》。
与本标准中规范性引用的国际文件有一致性对应关系的我国文件如下:
———GB/T32269:2015 纳米科技 纳米物体的术语和定义 纳米颗粒、纳米纤维和纳米片

(ISO/TS27687:2008,IDT)。
本标准作了如下编辑性修改:
———为与归口标准化技术委员会现有标准系列一致,将标准名称修改为《纳米技术 特定毒性筛查

用金纳米颗粒表面表征 傅里叶变换红外光谱法》;
———符号和缩略语中,由于g 为重力加速度,×g 为相对离心力单位符号,因此将×去掉;
———5.1.3中,为符合离心操作要求,将样品体积1.5mL修正为1mL;
———附录A中,根据柠檬酸盐分子结构,增加注,建议将 C O􀪅􀪅 的振动模式改为COO的振动模

式;根据红外光谱振动频率分类规则,增加注,建议将1581cm-1 C O􀪅􀪅 伸缩改为COO反对

称伸缩,将1396cm-1羧酸C—O—H弯曲改为C—O—H弯曲和COO对称伸缩,将1257cm-1

羧酸C—O伸缩改为C—C伸缩振动,将1111cm-1醇C—O伸缩改为醇和醚的C—O伸缩

振动;
———7.2和附录B中,根据红外光谱振动频率分类规则,增加注,建议将3311cm-1N—H伸缩振

动改为酰胺A带(N—H伸缩振动),将1653cm-1N—H弯曲改为酰胺Ⅰ带(C O􀪅􀪅 伸缩振

动),将1550cm-1N—H弯曲改为酰胺Ⅱ带(N—H弯曲振动)。
本标准由中国科学院提出。
本标准由全国纳米技术标准化技术委员会(SAC/TC279)归口。
本标准负责起草单位:国家纳米科学中心。
本标准参加起草单位:珀金埃尔默企业管理(上海)有限公司、北京大学。
本标准主要起草人:郭玉婷、葛广路、华瑞、翁诗甫。
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引  言

  金纳米颗粒由于尺寸、形状和表面配体易于控制,成为研究理化性质和细胞毒性之间关系的理想模

型体系[1-3]。在金纳米颗粒各种性质中,人们发现其表面配体特性,如化学组成、分子结构和结合分子的

数量,对决定金纳米颗粒的行为起到重要作用,比如在溶液中聚集或团聚的程度、在细胞培养液中与生

物分子的键合,以及对活细胞的毒性[4-12]。另一方面,合成过程中的表面配体改性并不总是成功的,配
体置换的程度宜在金纳米颗粒的特定细胞毒性测试前确定,以获得可靠和一致的结果。

FT-IR(傅里叶变换红外)吸收光谱是纳米颗粒表面配体鉴定和定量分析的重要工具之一。采用

FT-IR方法可对结合在纳米颗粒表面的配体分子的结构和相对数量进行分析[13-20]。然而,金纳米颗粒

是在水中合成的,且浓度很低,对测量结果的解释变得复杂。低浓度的金纳米颗粒测试得到的吸光度值

很小,易受背景噪声或痕量杂质吸收的影响。由于细胞毒性测试是在水相环境中进行的,所以如果想研

究表面特性对金纳米颗粒毒性的影响,需要分析在水溶液中的金纳米颗粒表面存在什么物质。然而,水
分子在很宽的波数范围内对红外光有很强的吸收,所以无法用红外光谱对浓度非常低的溶质进行分析。
因此有必要制定测试指南,使上述问题的影响最小化。在本标准中,力求制定一个检测干燥膜中的金纳

米颗粒的表面结合化学基团的技术规范,以提供水溶液中金纳米颗粒的结合分子的信息。FT-IR测量

程序的标准化将作为这一技术规范的基础,大量篇幅也将用于描述正确进行FT-IR分析所需要的样品

制备过程。
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纳米技术 特定毒性筛查用金纳米颗粒
表面表征 傅里叶变换红外光谱法

1 范围

本标准规定了测试纳米材料细胞毒性实验前后鉴别干燥金纳米颗粒薄膜中表面结合分子的傅里叶

变换红外光谱法(FT-IR)。
注1:金纳米颗粒在测试之前表面可能已经结合了配体,在细胞毒性测试过程中也可能额外覆盖(或包覆)有机或生

物分子。

注2:采用傅里叶变换红外光谱法分别检测磷酸二酯、胺或脂质的有关吸收谱带,可以分别确定结合在金纳米颗粒

上的核酸、氨基酸、脂质或细胞膜的成分,但核酸、蛋白质或脂质的类型不能通过红外光谱具体确定。

2 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件,仅注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本文件。

ISO/TS27687 纳米科技 纳米物体的术语和定义 纳米颗粒、纳米纤维和纳米片(Nanotechn-
ologies—Terminologyanddefinitionsfornano-objects—Nanoparticle,nanofibreandnanoplate)

3 术语和定义

ISO/TS27687界定的以及下列术语和定义适用于本文件。为了便于使用,以下重复列出了

ISO/TS27687中的一些术语和定义。

3.1
衰减全反射模式 attenuatedtotalreflectionmode
ATR模式

一种仪器工作模式,在该模式下红外光在晶体内的入射角要大于临界角。
注:红外光在晶体的上表面被完全反射,其强度由于覆盖在晶体上表面材料的吸收而衰减。吸收的红外光频率用

来确定化学基团,吸光度用于确定化学基团的数量。

3.2
透析 dialysis
小分子或离子通过薄膜扩散与溶液中的大分子或悬浮物分离的过程。
[ISO6107-2:2006,定义38]

3.3
傅里叶变换红外光谱 Fouriertransforminfraredspectroscopy;FT-IR
基于样品中化学基团对红外辐射的吸收,以鉴别和定量化学基团的一种分析化学技术。

3.4
检出限 limitofdetection
LOD
根据给定的测量程序得到的测量值,β为由测量值漏报某种成分的概率,α为误报的概率。

1

GB/T36082—2018/ISO/TS14101:2012



注1:引自ISO/IEC指南99:2007,定义4.18。

注2:根据IUPAC推荐,α和β值均取0.05,重复5次空白实验标准偏差的2.776倍即为LOD。

注3:参见ISO17191。

3.5
定量下限 limitofquantification;LOQ
被测样品在可接受的准确度和精密度下能检测到的最低值。
注1:LOQ可以确定为光度噪声标准偏差的10倍值,对于最小信号水平A 将给出相对精确度σA/A≤10%。

注2:参见参考文献[24]。

3.6
截留分子质量 molecularweightcut-offvalue;MWCO
经过16h的透析后,截留量超过90%以上溶质的分子质量。
注:参见参考文献[25]和[26]。

3.7
纳米物体 nano-object
一维、二维或三维外部维度处于纳米尺度的物体。
注:用于所有相互分离的纳米尺度物体的通用术语。

[ISO/TS27687:2008,定义2.2]

3.8
纳米颗粒 nanoparticle;NP
三个外部维度都在纳米尺度的纳米物体。
注:如果纳米物体最长轴和最短轴的长度差别显著(大于3)时,用纳米棒或纳米片来表示纳米颗粒。

[ISO/TS27687:2008,定义4.1]

3.9
纳米尺度 nanoscale
处于1nm~100nm之间的尺寸范围。
注1:本尺寸范围通常、但非专有地表现出不能由较大尺寸外推得到的特性。对于这些特性来说,尺度上、下限值是

近似的。

注2:本定义中引入下限(约1nm)的目的是为了避免在不设定下限时,单个或一小簇原子被默认为是纳米物体或

纳米结构单元。

[ISO/TS27687:2008,定义2.1]

3.10
预检(合格的)蒸馏水 pre-testeddistilledwater;DW
经过FT-IR检测,证实不含红外吸收杂质的有效蒸馏水。

3.11
相对离心力 relativecentrifugalforce;RCF
相对于地球重力的加速度力。

3.12
表面等离激元共振带 surfaceplasmonresonanceband;SPR
由固体表面附近区域内的电子集体振荡产生的吸收的光的频率范围。
注:SPR发生在金属薄膜或金属纳米颗粒中。

4 符号和缩略语

下列符号和缩略语适用于本文件。
2
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AuNP:金纳米颗粒

IR:红外

MW:分子质量

SCM:含血清的介质

UV/Vis:紫外/可见

g:地球的重力加速度,作为相对离心力的一个参考单位

5 样品制备

5.1 去除未结合的分子

5.1.1 通则

由于FT-IR吸收光谱测量的是样品膜中所有分子,所以在制备样品膜前,除溶剂外,所有未结合的

红外活性分子都需要从溶液中去除,以便正确检测结合在金纳米颗粒表面的分子。

5.1.2 透析

透析是一种采用合适的截留分子质量的膜将未结合分子与金纳米颗粒有效分开的方法。正确使用

时,透析膜可以按照样品和透析液的体积比来降低透析后未结合分子的浓度,一般情况下可截留90%
以上的纳米颗粒。建议截留分子质量小于被保留物质分子质量的一半,大于穿过透析膜物质分子质量

的3倍。由于透析膜的效率取决于分子的电荷和形状,透析膜去除未结合分子的效率应在分离金纳米

颗粒和未结合分子之前进行验证。在效率测试前,需要对透析膜进行测试,看它是否存在红外吸收杂

质。杂质测试流程如下:

a) 将0.5mL~3mL的DW装入透析袋中。

b) 将装有DW的透析袋用合适的夹子封好,在DW(体积≥600mL)水浴中透析16h。

c) 使用溶剂浸湿的棉签清洁ATR晶体或IR窗片的表面。

d) 从透析袋中取出所需体积(2μL或≥200μL)的液体。
注:ATR方法使用2μL,透射方法使用量≥200μL。

e) 将所取液体滴在ATR晶体或IR窗片上,在脱水室中干燥(见5.2),这一过程称为滴干。

f) 采用6.2或6.3的程序测试溶解在所取液体中任何潜在杂质的FT-IR光谱。

g) 如果在关注的频率范围内红外谱带没有高出检出限,则认为透析膜没有红外活性杂质。
这种无红外活性杂质影响的膜可用于透析。检测透析效率的流程如下:

a) 将0.5mL~3mL仅含有能通过透析膜的分子的溶液装入透析袋中:
———通过透析膜的分子为交换前和交换后的表面配体,或血清中的生物分子,或键合实验中的

细胞提取物;
———样品溶液的浓度根据表面配体在纳米颗粒悬浮液可以存在的最大数量设定。这个值可能

与交换过程中的配体分子添加量相等,或者由表面的金原子数估计,这可由晶格常数[27]

和金纳米颗粒的直径计算得到。配体分子的最大数目是假设在配体之间无空间位阻条件

下单层键合时表面上的金原子个数。

b) 将装有样品的透析袋用合适的夹子封好,在DW(体积≥600mL)水浴中透析16h。

c) 从透析袋中取出所需体积(2μL或≥200μL)的样品。

d) 在ATR晶体或IR窗片上滴干样品溶液。

e) 采用6.2或6.3的程序测样品膜的FT-IR光谱。

f) 从水浴中取出所需体积(2μL或≥200μL)的样品。
3
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g) 在ATR晶体或IR窗片上滴干样品溶液。

h) 采用6.2或6.3的程序测试样品膜的FT-IR光谱。

i) 比较步骤e)和h)得到的光谱。如果两个光谱都没有高于LOD的谱带,提高样品溶液浓度重

复测试。由于透析袋和水浴中的样品在经过适当透析后具有相同的组分,所以如果它们的谱

带都高于LOD并且强度在测试不确定度范围内相等,则认为膜是有效的。

5.1.3 离心

离心法可以用于分离金纳米颗粒与未结合的分子,尤其是当未结合的分子的分子质量太大找不到

合适的截留分子质量透析膜时。离心速度不足将导致金纳米颗粒悬浮在上清液中,这可以从使用紫外/
可见吸收光谱观察到的SPR谱带吸收来确定。离心速度过高将导致未结合的分子沉降。在使用离心

方法进行FT-IR分析时,要确保溶液中重新悬浮的金纳米颗粒有足够的浓度。紫外/可见吸收光谱的

SPR谱带能提供有效沉降和重新悬浮的信息。如果未结合分子的吸收谱能从SPR吸收区中排除,聚
集/团聚程度则可通过金纳米颗粒的SPR吸收带变宽来估计。

为了保证金纳米颗粒有效地沉降而不受未结合分子的干扰,确定离心力和离心时间组合的程序

如下:

a) 将1mL的金纳米颗粒溶液置于2mL的微量离心管中。

b) 采用表1中推荐的离心力和离心时间离心沉降金纳米颗粒。

c) 尽可能多地移走管中的上清液,而不扰动沉积物;以DW为参比测量400nm~750nm范围内

上清液的紫外/可见吸收光谱:
———在探讨未结合分子的吸收情况时,检查金纳米颗粒的SPR谱带是否出现。

d) 如果SPR谱带的吸光度最大值高于0.05,即紫外/可见光谱定量分析的低限[28],增加离心力

或离心时间20%,重复步骤a)~c)[28]。

e) 如果SPR谱带的吸光度最大值低于0.05,沉降所需的离心力和离心时间已经足够。

表1 金纳米颗粒沉降所推荐的相对离心力和离心时间与颗粒直径的函数关系

金纳米颗粒直径

nm

样品体积

mL

相对离心力

×g

离心时间

min

5 1 19000 60

15 1 10000 20

30 1 5000 20

50 1 2000 20

100 1 1000 20

  确定离心力和离心时间上限的程序如下:

f) 将1mL除了金纳米颗粒外含有所有其他组分的溶液,如交换前后的自由配体溶液、SCM 或

细胞提取物,置于2mL微量离心管中。

g) 按照步骤a)~e)确定的离心力和离心时间进行离心。

h) 取1mL不包含任何潜在沉积物的上清液。

i) 取所需体积(2μL或≥200μL)上清溶液;置于ATR晶体或IR窗片上滴干溶液,并测量FT-
IR光谱。

j) 振荡离心管中剩余溶液,取所需体积(2μL或≥200μL)剩余溶液,置于ATR晶体或IR窗片

上滴干溶液,并测量FT-IR光谱。
4
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k) 重复步骤f)~j)三次作为重复性实验;分别对上清液FT-IR光谱(光谱IR-1)和剩余溶液的

FT-IR光谱(光谱IR-2)取平均值。

l) 比较“光谱IR-1”和“光谱IR-2”;如果“光谱IR-2”中高于定量下限(LOQ)的任何吸收谱带强度

大于“光谱IR-1”的1.3倍,则应该减小离心力或离心时间以避免未结合分子沉降。如果“光谱

IR-2”中高于定量下限(LOQ)的所有吸收谱带强度是“光谱IR-1”吸收谱带强度的0.7倍~
1.3倍,则离心力和离心时间的上限值确定。

m) 如果由步骤a)~e)确定的离心力和离心时间高于由步骤f)~l)确定的上限值,则离心力和离

心时间可以减小,直到上清液SPR吸光度最大值达到0.05时定为下限值。
确定离心力和离心时间后,金纳米颗粒将通过以下步骤与未结合分子进行分离:

n) 将1mL金纳米颗粒溶液置于2mL微量离心管中。

o) 根据步骤a)~m)确定的离心力和离心时间沉降金纳米颗粒。

p) 在不扰动沉积物的情况下,尽可能多地移走上清液。

q) 在沉积物管中加入1mL的DW,振荡离心管30s得到稳定的悬浮物。

r) 重复步骤o)~q)三次。

s) 将步骤r)得到的溶液制备成样品膜用于FT-IR测试。

t) 如果在步骤q)中得到的金纳米颗粒沉积物由于发生团聚而不能重新悬浮,为了使沉积物有效

地重新悬浮,可加入少量的酸或碱:
———对于胺类功能化的金纳米颗粒,在步骤q)后加150μL浓度为1mol/L的 HCl溶液到

1mL金纳米颗粒的悬浮液中,再次振荡30s;
———对于羧酸盐功能化的金纳米颗粒,在步骤q)后加150μL浓度为1mol/L的NaOH溶液

到1mL金纳米颗粒的悬浮液中,再次振荡30s;
———这些添加物在步骤r)中被洗掉。

5.2 脱水干燥

水对红外光有强的吸收,样品膜应脱水。为了在 ATR晶体或IR窗片上制备干燥的金纳米颗粒

膜,应避免污染,应该按照下列程序做空白实验进行验证:

a) 测量在脱水室中金纳米颗粒溶液完全脱水所需的时间。脱水室可以是(真空)烘箱或(真空)干
燥器。在使用真空烘箱或干燥器时,真空泵要选无油型,或者在干燥室和真空泵之间配备

冷阱。

b) 在金纳米颗粒脱水过程中,将空白的ATR晶体或IR窗片放在脱水室中。

c) 测量通过空白ATR晶体或IR窗片的IR单光束光谱。

d) 用高纯度异丙醇湿棉签清洁ATR晶体或IR窗片表面。测量通过清洁后的ATR晶体或IR
窗片的IR单光束光谱。

e) 计算在脱水干燥室中干燥过的ATR晶体或IR窗片的FT-IR光谱。

f) 如果在所关心的频率区域内没有出现高于LOD的红外谱带,则脱水过程没有引进红外活性

杂质。否则需要找出杂质的来源,而且在重复步骤b)~e)时,将红外谱带吸光度降到LOD
以下。

5.3 样品管释放到蒸馏水中的杂质筛选实验

一些锥形管或微量离心管在装有蒸馏水超过几分钟后,会释放出烃类杂质;虽然这些杂质的吸光度

值非常低(<10-3),但它会严重影响对金纳米颗粒表面配体的分析,因为金纳米颗粒本身的FT-IR吸

光度值也可能非常低。最好避免使用释放烃类杂质的样品管。在检测来自样品管的杂质前,要检测蒸

馏水是否含有杂质。蒸馏水的杂质检测流程如下:
5
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a) 取所需体积(2μL或≥200μL)的蒸馏水;

b) 在ATR晶体或IR窗片上滴干的蒸馏水;

c) 测试通过ATR晶体或IR窗片的IR单光束光谱(见6.2或6.3);

d) 用高纯度异丙醇湿棉签清洁ATR晶体或IR窗片表面,测量通过清洁后的ATR晶体或IR窗

片的IR单光束光谱;

e) 计算滴干的蒸馏水的FT-IR光谱;

f) 如果在所关心的频率区域内没有出现高于LOD的红外谱带,那么所用的蒸馏水不含红外活

性杂质,这种蒸馏水称作“预检(合格的)蒸馏水(DW)”。否则需要找出杂质的来源,而且再重

复步骤a)~e)时,将红外谱带吸光度降到LOD以下。
在证实蒸馏水不含杂质后,来自样品管的FT-IR活性杂质对蒸馏水的污染可通过以下步骤测试:

a) 样品管(微量离心管或锥形管)中加入DW至80%体积;

b) 盖上盖子,振荡样品管30s;

c) 蒸馏水在样品管中保留30min以上;

d) 从样品管中取所需体积(2μL或≥200μL)的液体;

e) 在ATR晶体或IR窗片上滴干样品液体;

f) 测量存放在样品管中的蒸馏水潜在杂质的FT-IR光谱(见6.2或6.3);

g) 如果在所关心的频率区域内没有出现高于LOD的红外谱带,说明样品管不含红外活性杂质,
这种样品管称为“预检(合格的)样品管”。否则用DW 或高纯度的异丙醇清洗样品管,干燥样

品管并重复步骤a)~f)。如果在所关心的频率区域内仍有超过LOD的红外谱带,则使用其

他公司提供的样品管,并从步骤a)~f)重复测试。

6 FT-IR测试程序

6.1 通则

在本章中,描述了FT-IR分析的测试过程。可以使用ATR和透射法测试,透射法应使用非水溶性

红外透光材料。

6.2 ATR方法

ATR方法适用于薄膜定量分析,如溶液制备的金纳米颗粒薄膜。将一定量的金纳米颗粒悬浮液或

溶液滴在ATR晶体元件上。溶剂蒸发后,金纳米颗粒或溶剂化分子形成薄膜,其厚度与浓度成正比。
假设该膜与晶体保持紧密接触,而且膜的厚度小于ATR晶体表面隐失波的穿透深度,则测得的吸收信

号正比于薄膜厚度。因为溶液中金纳米颗粒的浓度通常很低(<1μmol/L),溶液制备的样品膜是非常

薄的(厚度<1μm)。推荐使用ZnSe或金刚石作为ATR晶体材料,并具有2mm左右直径的圆形有效

检测区域。这些材料是用作IR窗片的很好材料,因为它们是非水溶性的,并且在红外区域具有高透

过性。
使用ATR模式的主要优点之一是,由于ATR晶体有效区域小,FT-IR测试所需样品体积很小(约

2μL)。使用ATR方法得到的FT-IR光谱吸收图形不能直接与采用透射方法得到图形进行比较,因为

光在ATR晶体表面的穿透深度与其频率有关。然而,使用ATR方法得到的FT-IR光谱,如果和用同

样的方法获得的光谱进行比较,并且在不超出方法的线性范围时,可以提供定量信息。将背景干扰降到

最小,采用ATR方法进行FT-IR光谱测量的程序如下:

a) 打开FT-IR光谱仪,开启干燥氮气(N2)气源,吹扫红外光学台光路。然后预热和吹扫仪器

60min以上。充分吹扫所需时间应根据6.4中吹扫测试程序确定。通常建议将仪器一直保持

在开机状态以维持仪器稳定。
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b) 如果需要,使用液氮(N2)或设备附带的其他冷却系统冷却红外探测器。建议使用在6.4程序

中验证的持续时间内,能提供LOD至少为3.0×10-4吸光度单位的探测器。

c) 确认仪器已经稳定。

d) 用高纯度异丙醇湿棉签清洁晶体。

e) 在晶体上滴干样品。

f) 测试样品单光束光谱,记录分辨率和测试所用时间。

g) 使用溶剂浸湿棉签在原位清洁晶体。

h) 测试背景的单光束光谱。

i) 从背景和样品单光束光谱计算样品的吸收光谱。
最好先测试样品,后测量背景,因为这样时间间隔更短,并且不需移开晶体。

6.3 透射方法

高压压出来的锭片经常用在FT-IR光谱测量的透射方法中,然而锭片形态引起的背景变化会严重

干扰金纳米颗粒的红外弱吸收。在制备透射方法测试所用的样品时,推荐在非水溶性、透红外光的窗片

上制备脱水样品膜。从背景稳定性考虑,这种方法比锭片法得到的结果更可靠。利用透射法进行FT-
IR光谱测定的过程如下:

a) 打开FT-IR光谱仪,开启干燥氮气(N2)气源,吹扫红外光学台光路。然后预热和吹扫仪器

60min以上。充分吹扫所需时间应根据6.4中吹扫测试程序确定。通常建议将仪器一直保持

在开机状态以维持仪器稳定。

b) 如果需要,使用液氮(N2)或设备附带的其他冷却系统冷却红外探测器。建议使用在6.4程序

中验证的持续时间内能提供LOD至少为3.0×10-4吸光度单位的探测器。

c) 确定仪器已经稳定。

d) 用高纯度异丙醇湿棉签清洁IR窗片。

e) 在IR窗片上滴干样品。

f) 测量样品单光束光谱,记录分辨率和测试所用时间。

g) 取下IR窗片,利用溶剂浸湿棉签擦掉样品膜。

h) 测量背景的单光束光谱。

i) 从背景和样品单光束光谱计算样品的吸收光谱。

j) 尽可能使用样品穿梭器取代步骤g)和h),样品穿梭器上可以安装两个窗片,分别用于样品和

背景测量:
———仪器配备样品穿梭器后,在测试样品和背景的单光束光谱过程中,红外光束方向的吹扫气

氛保持稳定;
———在这种情况下,背景单光束光谱应采用清洁的、和制备样品膜所用窗片的材料和形状相同

的空白窗片来进行测量;
———分别测试样品空白窗片和背景空白窗片的红外吸收光谱,从样品的吸收光谱中减去这两

个光谱的差谱。

6.4 充分吹扫所需时间的确定

6.4.1 通则

即使在气态,FT-IR方法仍可以非常灵敏地检测分子化合物,所以需要吹扫红外光路,避免空气中

水汽、二氧化碳和其他可能杂质的干扰。可以采用流动的干燥氮气(N2)吹扫红外光经过的整个区间。
不充分的吹扫通常会在水汽和二氧化碳区出现红外谱带,这是由于测量样品和背景光谱时这些分子存
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在浓度差。因此,在测量红外单光束光谱之前,应该确定充分吹扫所需的时间。充分吹扫所需时间应按

照以下程序确定。

6.4.2 ATR方法

ATR方法如下:

a) 在提供干燥氮气进入仪器吹扫入口的同时,将清洁的ATR晶体放置在仪器晶体位置处。

b) 采集ATR晶体反射的红外单光束光谱作为背景。

c) 等待预先设定的吹扫时间,例如10min。预先设定的时间最好和日常分析中样品和背景测试

之间的时间间隔相同。

d) 采集ATR晶体反射的红外单光束光谱作为样品信息;计算清洁的ATR晶体的FT-IR吸收

光谱。

e) 继续等待预先设定的时间间隔,例如10min,和c)相同,进行进一步吹扫。

f) 采集ATR晶体反射的红外单光束光谱作为样品信息;计算清洁的ATR晶体的FT-IR吸收

光谱。

g) 比较由最后两次测量所获得的光谱:
———如果在整个波长范围内,这两个红外光谱吸收谱带均小于LOD,则充分吹扫所需时间确

定为直到前一次测量的吹扫时间;
———否则,重复步骤b)~g),直到在整个光谱范围内最后两次测量所得红外光谱吸收谱带在

LOD内一致。

6.4.3 透射方法

透射方法如下:

a) 在提供干燥氮气进入仪器吹扫入口的同时,将清洁的IR窗片放置在仪器窗片位置处。

b) 采集穿过IR窗片的单光束光谱作为背景。

c) 等待预先设定的吹扫时间,例如10min。预先设定的时间最好和日常分析中样品和背景测试

之间的时间间隔相同。

d) 采集通过IR窗片的红外单光束光谱作为样品信息;计算清洁的IR窗片的FT-IR吸收光谱。

e) 继续等待预先设定的时间间隔,例如10min,和c)相同,进行进一步吹扫。

f) 采集通过IR窗片的红外单光束光谱作为样品信息;计算清洁的IR窗片的FT-IR吸收光谱。

g) 比较由最后两次测量所获得的光谱:
———如果在整个波长范围内,这两个红外光谱吸收谱带均小于LOD,则充分吹扫所需时间确

定为直到前一次测量的吹扫时间;
———否则,重复步骤b)~g),直到在整个光谱范围内最后两次测量所得红外光谱吸收谱带在

LOD内一致。

6.5 红外谱带的强度对浓度的线性范围

为了进行定量分析,需要确定特定振动模式的红外谱带吸光度对金纳米颗粒浓度的线性范围;因为

分子振动频带的吸光度可能会在分子与金纳米颗粒结合后发生改变,所以这里的定量不是对与金纳米

颗粒结合的配体数量进行定量,而只是对谱带强度进行定量。当红外谱带强度对浓度的线性关系建立

后,就有可能通过测量相关的谱带强度,确认配体交换程度(见7.1)。通过分别测量由一系列金纳米颗

粒稀溶液制备的样品膜的红外谱带强度,可以得到配体的交换程度。确定红外谱带强度对浓度的线性

范围的实验程序如下:

a) 取所需体积(2μL或≥200μL)的样品,在ATR晶体或IR窗片上滴干溶液;
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b) 按照6.2或6.3的步骤测试FT-IR光谱;

c) 采取浓度减半的方式配制一系列溶液(例如1/2、1/4、1/8、1/16),至少配制四个系列稀释

溶液;

d) 测量每个稀释溶液的FT-IR吸收光谱;

e) 设定稀释因子的倒数为“x”(例如1/2、1/4、1/8、1/16)和最强的红外谱带的吸光度为“y”,在线

性刻度坐标系中标出这些值;

f) 确定吸光度与稀释倍数倒数线性相关的浓度范围(至少通过三个点);

g) 计算一系列稀释液的每一张光谱各个谱带对最强谱带的相对强度比值;

h) 红外谱带相对强度比值对稀释因子倒数作图,确定相对强度比值与稀释因子无关的浓度范围

(至少通过两个点);

i) 有效FT-IR光谱分析的浓度范围应同时满足步骤f)和h)中的条件。

6.6 检测限和定量下限的确定

6.6.1 通则

为了进行定量分析,需要确定每个振动频率的检测限和定量下限。根据ISO17191,σA/A≤10%
是按照光度计噪声标准偏差的10倍计算得到的。因此,LOD和LOQ可以分别按照光度计噪声标准偏

差的2.776倍和10倍计算(LOD取2.776σA,LOQ取10σA)。用于对每一频率的LOD和LOQ估算的

光度计噪声分析流程如下(同样重要的是按照6.2或6.3中所述设置和稳定仪器)。

6.6.2 ATR方法

ATR方法如下:

a) 在仪器中的晶体位置安装一个清洁的ATR晶体;

b) 采集从ATR晶体反射的红外单光束光谱;

c) 利用溶剂浸湿棉签清洁ATR晶体表面;

d) 采集ATR晶体反射的红外单光束光谱,作为背景;

e) 计算清洁的ATR晶体的FT-IR吸收光谱;

f) 重复步骤b)到e),测量至少五个独立的IR光谱;

g) 计算从步骤a)到f)得到的五个FT-IR吸收光谱每个频率吸光度的标准偏差;

h) 该标准偏差乘以2.776得到该频率的LOD;

i) 该标准偏差乘以10得到该频率的LOQ。

6.6.3 透射方法

透射方法如下:

a) 在仪器中的样品位置安装一个清洁的IR窗片;

b) 采集透射过IR窗片的红外单光束光谱;

c) 取下窗片,利用溶剂浸湿棉签进行IR窗片的表面清洁;

d) 重新安装清洁后的窗片,采集透射过IR窗片的IR单光束光谱作为背景;

e) 计算清洁窗片的FT-IR吸收光谱;

f) 重复步骤a)到e),测试至少五个独立的IR光谱;

g) 计算从步骤a)到f)得到的五个FT-IR吸收光谱每个频率吸光度的标准偏差;

h) 该标准偏差乘以2.776得到该频率的LOD;

i) 该标准偏差乘以10得到该频率的LOQ。
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6.7 重复性测定

为了进行定量分析,应确定IR吸收谱带的测量重复性。重复性可用重复吸收测量的95%置信区

间进行评价[29]。IR吸收谱带重复性分析流程如下:

a) 按照6.2或6.3,取所需体积的样品溶液,进行干燥样品的FT-IR光谱测试:
———样品溶液的浓度应按照6.5调整在线性范围内。

b) 分析高于LOQ强度的红外谱带强度。

c) 通过重复制样、测量和光谱计算流程获得相同溶液制备的样品膜的至少三个独立红外光谱。

d) 从得到的红外光谱中计算红外谱带的标准偏差。

e) 使用式(1),由标准偏差和独立观察的光谱数目计算相对重复性的95%置信区间(CI95%,rRpt)。

CI95%,rRpt=[k×s(Aν)/ N]/Aν,m ……………………(1)
式中:

CI95%,rRpt———相对重复性的95%置信区间;

k ———对于给定的置信水平和数据个数的包含因子(k值总结在参考文献[30]中);

s(Aν) ———从N 个光谱数据得到的吸光度的标准偏差;

N ———独立的光谱数;

Aν,m ———测得的吸光度的平均值。

7 应用举例

7.1 配体交换度

从一种化合物到另一种化合物的配体交换程度可以通过比较相对强度来评估。在评估过程中,所
有强度高于LOQ的吸收谱带都可以使用。此外,光谱强度应如6.5所述与金纳米颗粒溶液浓度线性相

关。下面列举了证实配体交换的程序:

a) 在配体交换之前,取1mL金纳米颗粒溶液。按照步骤5.1.2或5.1.3将金纳米颗粒与未结合

的配体分开,并提供金纳米颗粒悬浮液。

b) 在ATR晶体或IR窗片上滴干在步骤a)中制备的溶液,测量其FT-IR光谱。通过这项测量,
得到配体交换前金纳米颗粒的IR光谱。

c) 取所需体积用于金纳米颗粒表面交换的自由配体溶液。在ATR晶体或IR窗片上滴干溶液,
测量其FT-IR光谱;通过这项测量,得到自由配体分子的IR光谱。

d) 在配体交换后,取1mL金纳米颗粒溶液。按照步骤5.1.2和5.1.3将金纳米颗粒从未结合的

配体中分离出来,并提供金纳米颗粒悬浮液。

e) 在ATR晶体或IR窗片上滴干步骤d)中制备的溶液,测量其FT-IR光谱。通过这项测量,得
到配体交换后金纳米颗粒的IR光谱。

f) 按照从最高频到最低频的顺序,列出在配体交换前金纳米颗粒红外光谱中超过LOQ的吸收

谱带。从频率最高的谱带对应的“1”开始给吸收谱带编序号。

g) 对—CH2 伸缩振动谱带强度归一化后,分别计算步骤b)、c)和e)中得到的三个光谱中每个红

外谱带的相对吸光度值。

h) 如果任一光谱的—CH2 伸缩振动谱带强度低于LOQ,则选用其他谱带归一化,在步骤b)、c)
和e)得到的所有FT-IR光谱,选用谱带的强度都应高于LOQ。

i) 红外谱带相对强度对谱带编号作图。

j) 比较交换前金纳米颗粒和自由配体的相对强度图。检查在两张光谱中,任何红外谱带相对强
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度比是否存在差异:
———如果没有红外谱带存在相对强度差异,则不能使用这种方法;
———如果有红外谱带存在相对强度差异,则标记出红外谱带用于比较。

k) 比较配体交换后金纳米颗粒光谱中标记的红外谱带强度与另外两个光谱的谱带强度相对比

值。从不同的红外谱带的相对比值定性估计交换的程度。

l) 金纳米颗粒表面配体交换验证案例研究结果参见附录A。

7.2 生物分子结合的定性测量

主要生化分子在金纳米颗粒表面的结合情况可以通过胺基、磷酸二酯或脂质振动模式来测定。可

以在金纳米颗粒细胞毒性实验前后进行测定。测定结果可用来推断金纳米颗粒表面生化分子的结合情

况。在细胞毒性实验过程中,采用FT-IR检测金纳米颗粒的表面分子的步骤如下:

a) 测量用于细胞毒性实验的金纳米颗粒的FT-IR光谱。

b) 在盛放活细胞和细胞培养液的样品管中加入固定体积的金纳米颗粒溶液。

c) 将混合物在培养箱中放置固定的时间。

d) 在预定的时间间隔,取出管中的上层液,而不汲取细胞。

e) 将约2mL样品溶液置于微量离心管里,以250×g 离心力将所取的上层液中的细胞或细胞碎

片沉降。

f) 取出可能含有金纳米颗粒、未结合的生物分子和盐的上清液。将盐和未结合的分子通过透析

或离心的方法从溶液中除去。

g) 测量分离出的金纳米颗粒的FT-IR光谱。将此光谱和步骤a)中得到的光谱进行比较。检查

在最后一次测量的FT-IR光谱中是否有新的红外谱带出现:
———结合在金纳米颗粒表面的蛋白质类生化特征基团可以通过同时检测3510cm-1~3310cm-1

(脂肪族/芳香族的伯胺/仲胺伸缩)谱带、1650cm-1和1550cm-1(脂肪族/芳香族的伯

胺/仲胺弯曲)谱带定性测量[31-33];
注:根据红外光谱振动频率分类规则,建议将1650cm-1和1550cm-1(脂肪族/芳香族的伯胺/仲胺弯曲)改为

1650cm-1和1550cm-1[脂肪族/芳香族的酰胺Ⅰ带(C O􀪅􀪅 伸缩振动)和酰胺Ⅱ带(N—H弯曲振动)]。

———结合在金纳米颗粒表面的脂质或生物膜的生化特征基团可以通过检测增强的谱带

2935cm-1~2915cm-1(亚甲基的C—H反对称伸缩振动)、2865cm-1~2845cm-1

(亚甲基的C—H对称伸缩振动)和1485cm-1~1445cm-1(亚甲基的C—H弯曲振动)
定性测量[34-36];

———结合在金纳米颗粒表面的核酸类生化特征基团可以通过同时检测1240cm-1~1220cm-1,

1130cm-1~1080cm-1(磷酸二酯骨架反对称/对称伸缩振动)谱带和1500cm-1~
1300cm-1(糖基振动)谱带定性测量[37-39]。

h) 关于官能团的红外谱带指认信息可在参考文献[40]中查阅。

i) 在含血清的介质中,金纳米颗粒表面的蛋白质的生化特征基团的定性测量案例参见附录B。
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附 录 A
(资料性附录)

验证配体交换的实例

  本附录描述采用FT-IR方法分析金纳米颗粒表面配体交换的一个验证案例。金纳米颗粒表面的

柠檬酸盐交换为 HS—(CH2)11—(OCH2CH2)3—OH(三乙二醇单-11-巯基十一烷基醚triethylene
glycolmono-11-mercaptoundecylether;TEMUE),监测了配体交换前后的FT-IR光谱。在此案例中,
配体交换反应在两个独立实验中进行,获得两批独立的金纳米颗粒溶液(图A.1中的第1和第2批次)。

因为在柠檬酸盐中有两个亚甲基基团和三个羧酸根基团,在FT-IR光谱中,—CH2 振动模式(模式1
和模式2)的吸光度值与比 C O􀪅􀪅 的振动模式的吸光度值(模式3和模式4)要相对低些。另一方面,

TEMUE有17个亚甲基基团,没有羧酸根基团,在FT-IR光谱中,—CH2 振动模式(模式1和模式2)的
吸光度值变得高于 C O􀪅􀪅 振动模式的吸光度值(模式3和模式4)。这种差异可通过比较FT-IR光谱

[图A.1a)]观察到。由于配体交换程度不同,各种振动模式相对于模式1来说相对吸光度图形发生了

变化[图A.1b)]。比较各种振动模式的相对强度,可以看出,第一批次的交换比第二批次的更加有效。
这样的定性解释无法由简单的谱带检测推断出来。

注:根据柠檬酸盐分子结构,建议将 C O􀪅􀪅 的振动模式改为COO的振动模式。

a) 自由配位体分子和金纳米颗粒表面配体由柠檬酸盐交换为TEMUE后的FT-IR光谱

图 A.1 自由配位体分子和金纳米颗粒表面配体交换后的FT-IR光谱及其

各种振动模式的相对吸光度
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b) 自由配体和与配体结合的金纳米颗粒的相对吸光度

  说明:

每条线上的数字表示不同的振动模式。振动频率和官能团的关系如下:

1———2924cm-1CH2 反对称伸缩;

2———2854cm-1CH2 对称伸缩;

3———1581cm-1 C O􀪅􀪅 伸缩;

4———1396cm-1羧酸C—O—H弯曲;

5———1257cm-1羧酸C—O伸缩;

6———1111cm-1醇C—O伸缩。

相对吸光度是通过振动模式1归一化后得到的。

注:根据红外光谱振动频率分类规则,建议将1581cm-1 C O􀪅􀪅 伸缩改为COO反对称伸缩,将1396cm-1羧酸

C—O—H弯曲改为C—O—H弯曲和COO对称伸缩,将1257cm-1羧酸C—O伸缩改为C—C伸缩振动,将

1111cm-1醇C—O伸缩改为醇和醚的C—O伸缩振动。

图 A.1(续)
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附 录 B
(资料性附录)

金纳米颗粒表面结合生物化学分子的定性分析实例

  本附录描述了生物化学分子结合到烷基链羧酸保护的金纳米颗粒上的FT-IR光谱证据。生物分

子在金纳米颗粒表面的结合情况可以通过胺、磷酸二脂或脂质振动模式的指认进行观察。
图B.1表明,吸附在金纳米颗粒表面上的生物分子可通过观察FT-IR光谱的相对强度进行监测。表

面用Carboxy-EG6-undecanethiol[20-(11-Mercaptoundecanyloxy)-3,6,9,12,15,18-hexaoxaeicosanoicacid)]
修饰的30nm金纳米颗粒溶液和20%FBS(胎牛血清)细胞培养液按体积比1∶1混合。在预定的时间

间隔内采样固定体积的混合溶液。然后将金纳米颗粒与未结合的分子分离,测试FT-IR光谱。
如图B.1所示,金纳米颗粒在10%FBS细胞培养液保持一段时间后,出现与酰胺基团相关的振动

模式。N—H伸缩对应的3311cm-1、N—H弯曲对应的1653cm-1和1550cm-1的吸收谱带强度按

CH2 反对称伸缩振动对应的2924cm-1的吸收谱带强度进行归一化后,SCM(10%FBS细胞培养液)
混合物所得吸光度值远高于混合前溶液的吸光度值。

a) 使用ATR模式获得金纳米颗粒膜的FT-IR光谱

图B.1 金纳米颗粒膜的FT-IR光谱及酰胺对应的红外吸收谱带的相对吸光度
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b) 金纳米颗粒表面酰胺对应的红外吸收谱带的相对吸光度

样品膜是由在DW或SCM(10%FBS细胞培养液)中配体修饰的金纳米颗粒通过离心方法去除未结合分子后制

备的。

相对吸光度是通过—CH2 反对称伸缩振动吸收峰归一化后得到的。

图B.1(续)

  如图B.2所示,金纳米颗粒的DLS尺寸增加约50%,而与SCM 混合后溶液中金纳米颗粒的紫外/
可见光吸收光谱几乎不变。这些结果表明,金纳米颗粒流体力学半径的增加是由于金纳米颗粒与额外

的分子结合造成的,考虑到在较长波长区域SPR谱带吸收光谱几乎不变,故半径的增加不是由金纳米

颗粒团聚引起的。

a) 蒸馏水或10%SCM中结合配体的金纳米颗粒不同培养时间的DLS尺寸

图B.2 蒸馏水或10%SCM 中结合配体的金纳米颗粒不同培养时间的

DLS尺寸及UV/Vis吸收光谱
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b) 不同培养时间结束后,金纳米颗粒在DW 或10%SCM中的UV/Vis吸收光谱

DW曲线中0天表示刚刚通过离心方法去掉自由基。10%SCM曲线中0天表示金纳米颗粒与20%SCM 以1∶1
体积比例混合后1h。

图B.2(续)

  以上三种不同技术的综合结果表明,蛋白质在10%SCM溶液中与金纳米颗粒结合,使金纳米颗粒

的流体力学半径增加,使酰胺谱带(3311cm-1为N—H伸缩振动,1653cm-1和1550cm-1为N—H
弯曲)的红外吸收强度增加。按照7.2中所述步骤进行细胞毒性实验,就有可能检测和识别与金纳米颗

粒结合的生物分子类型。
注:根据红外光谱振动频率分类规则,建议将3311cm-1 N—H 伸缩振动改为酰胺 A带(N—H 伸缩振动),将

1653cm-1 N—H弯曲改为酰胺Ⅰ带(C O􀪅􀪅 伸缩振动),将1550cm-1 N—H弯曲改为酰胺Ⅱ带(N—H弯曲

振动)。 
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附 录 C
(资料性附录)

窗片材料选择指南

  透射模式所用的IR窗片应高度透光,并且在红外频率范围内几乎没有吸收带。IR窗片也要求在

水中是稳定的,因为大部分的金纳米颗粒是以水溶液形式提供的。由于IR窗片的透射率曲线是随窗

片的厚度变化的,建议参阅供应商网站或产品目录中提供的透射率曲线。
例如硒化锌、硅和金刚石是红外吸收光谱应用中合适的窗片材料。它们是非水溶性的,并且比大多

数IR窗片材料的截止波长更长。
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