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摘  要：以银纳米颗粒为牺牲模板，利用 Ag和 HAuCl4之间的置换反应，结合柠檬酸钠同步还原的

方法制备了一种中空金/银双金属纳米颗粒。通过对颗粒形貌及局域表面等离子体共振(LSPR)的分

析，初步研究了此类金/银纳米颗粒的生长机理，并对影响反应的因素进行了探讨。结果表明，通过

控制反应条件可以实现对 LSPR的精密调控。该类金/银双金属纳米颗粒可用作为 SERS基底，苯硫

酚在其表面增强因子可达 10
7，并具有良好的信号重现性。该基底用于 atto610标记的生物素与亲和

素的 SERS检测，检测限可达 80 pg/mL。 
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Fabrication of Ag/Au Hollow Bimetallic Nanoparticles and Their SERS Property 
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Abstract: A novel strategy based on the galvanic replacement reaction (between Ag and HAuCl4) and the 

coreduction of Ag
+
 (by sodium citrate) was proposed for the formation of Au/Ag hollow nanoparticles. In 

the process of synthesis, silver nanoparticles were used as sacrificial templates. The growth mechanism of 

such Au/Ag hollow nanoparticles was preliminarily investigated by analyzing their morphology and 

localized surface plasmon resonance (LSPR). The effects of the pipetting mode, the reaction temperature 

and the amount of reducing agent on the reaction were also discussed. The result shows that, by controlling 

the proper reaction condition, the SPR of Au/Ag nanoparticles from visible to near infrared region can be 

precisely modulated. Surface-enhanced Raman scattering (SERS) spectra of thiophenol on Au/Ag 

nanoparticle substrate were measured, and the enhancement factors could be as high as the value of 10
7
. In 

addition to the significant SERS activity, signals were found excellent repeatability on this Au/Ag 

nanoparticle substrate. The substrate was further used for the SERS detection of avidin through the 

recognition between avidin and atto610 labeled biotin. Avidin could be detected over a wide concentration 

range and the detection limit was 80 pg/mL. 
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表面增强拉曼散射(SERS)是指当分子处于粗

糙金属表面时，其拉曼散射信号相比于本体分子信

号明显增强的现象，这一现象被广泛应用在分析科

学、表面科学、生物科学的众多领域内[1-2]。目前学

界普遍认为 SERS 增强是长程的电磁增强和短程的

化学增强共同作用的结果，而其中起主要贡献的电

磁增强与金属纳米颗粒表面产生的局域表面等离子

体共振(LSPR)有着密切联系[3-4]。研究表明，当 SERS

基底的 LSPR 波长处于激光入射波长与分子特定基

团散射波长之间时，将产生最大 SERS 增强[5]。这
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就要求基底的 LSPR 具有可调谐性。然而单一金属

纳米粒子往往在紫外和可见波段表现出强而窄的吸

收带，限制了其在表面增强拉曼领域的应用。 

为了解决这一问题，目前通常采用的方法有以

下 2 类：第一类是制备特殊形貌的金、银纳米颗粒，

如立方体、三角形等[6-8]。但此类颗粒在合成中往往

需要使用大量的表面活性剂来控制纳米颗粒的生

长，使得纳米颗粒表面活性位点被表面活性剂所占

据，从而降低了颗粒的 SERS 增强效果[9]；另一类

方法则是制备金/银双金属核壳结构，通过双金属的

协同作用及 2 种粒子间电磁场耦合来实现对 LSPR

波长的调谐[10-11]。然而，此类方法对合成条件的控

制要求相对苛刻，且不同批次间重现性不理想。 

近年来，较多文献报道了利用金和银的金属活

泼性差异，通过置换反应制备一类空心金银纳米颗

粒的方法[10, 12-13]。然而，由于反应过程中 3 当量的

银原子仅能置换出 1 当量的金原子，此类金银纳米

颗粒的 SERS 增强效果相对较差，514 nm 激光下甚

至无法得到可测信号。本文以柠檬酸钠还原法制备

的银纳米颗粒为牺牲模板，借助 Ag 和 HAuCl4之间

的置换反应，并利用溶液体系中过量柠檬酸钠同步

还原 Ag
+的方法制备了一种中空金/银双金属纳米

颗粒(gold/silver nanoparticles，Au/Ag NPs)。以苯硫

酚为探针分子研究其 SERS 增强效应，同时以亲和

素以及 atto610 标记的生物素为模型讨论了该种基

底进行定量分析的可行性。 

 

1 实验 

 

1.1 实验材料及仪器 

苯硫酚(thiophenol，TP)，atto610 标记的生物素，

亲和素，牛血清白蛋白(BSA)，聚二甲基二烯丙基

氯化铵(PDDA)购自 Sigma-Aldrich；AgNO3 及四水

合氯金酸购自国药集团；其余试剂均为分析纯。实

验用水为经 Millipore 公司超纯水仪过滤的三次水。 

用 FEI-Tecnai G2 及 F20(FEI，USA)场发射透射

电子显微镜表征纳米颗粒形貌。用岛津 UV-3600 测

量颗粒在紫外-可见-近红外区域内的吸收光谱。

Raman 光谱采用配置有 Leica 共聚焦显微系统的

iHR320 拉曼光谱仪(Jobin Yvon tchnology)测量，激

发光波长为 785 nm，激光到达样品的功率为 1 mW。 

1.2 实验方法 

1.2.1 Au/Ag NPs 的制备 

30~40 nm 的单分散银纳米颗粒采用 Lee 法(柠

檬酸钠还原硝酸银)
[14]合成。Au/Ag NPs 的合成则以

银纳米颗粒为牺牲模板，调节反应体系温度为

70~80℃，以 20~30 滴/min 的速度分批滴加浓度为

1.0×10
-4

 mol/L 的氯金酸水溶液 20~200 mL，20 mL

为一批次，每批次间隔 10 min。通过紫外-可见-近

红外光谱对产品进行实时检测，制得等离子体共振

频率连续变化的 Au/Ag NPs 溶胶。 

1.2.2 Au/Ag NPs 作为 SRES 增强基底的固定 

预先洗净的玻璃片置于 0.5% PDDA 水溶液中

浸泡 5 h，彻底冲洗干净后浸入 Au/Ag NPs 溶胶中 8 

h，此时表面荷负电的 Au/Ag NPs 则因静电吸附固

定于玻璃表面形成单吸附层。三次水彻底冲洗后保

存于充有 N2的容器中。 

1.2.3 TP 和亲和素样品的 SERS 检测 

将所制基底浸入 1 mmol/L TP 乙醇溶液中 3 h，

乙醇冲洗，N2 吹干后测量 Raman 光谱。 

亲和素先以 pH=7.2 的 PBS 缓冲液稀释成不同

浓度，Au/Ag NPs 基底随之浸入各溶液中，37℃下

孵育 2 h。三次水彻底冲洗以去除基底表面未吸附的

样品。吸附有亲和素的 SERS 基底随后浸入到含有

1%BSA 的封闭缓冲液中，37℃下孵育 2 h 后取出，

以洗涤液冲洗 3 次后浸入含有 20 µg/mL Atto610-生

物素的溶液中，37℃下识别反应 2 h，取出后以超纯

水彻底冲洗，N2吹干后测 Raman 光谱。 

 

2 结果与讨论 

 

2.1 Au/Ag NPs 颗粒的表征 

图 1 为银纳米颗粒与氯金酸溶液反应前后的透

射电镜(TEM)、高分辨透射电镜(HRTEM)及元素分

布能谱扫描(EDX)表征图像。 

图 1(a)为用作牺牲模板的银纳米颗粒，粒径约

为 30~40 nm 且分布相对均匀。图 1(b)为制得的中空

Au/Ag NPs，其粒径较初始银纳米颗粒有一定增大；

由插图高倍率的 HRTEM 图像清晰可见明显的中空

结构。通过 HRTEM(图 1(c))可观察到纳米颗粒表面

金、银不同晶面的分布情况，内插的 EDX 图则给

出了对纳米颗粒成分的进一步确认。图 1(d)~(g)为

单个纳米颗粒的暗场照片以及金、银的元素成像图。

由图可以清晰地观察到金和银在纳米颗粒表面彼此

融合，均匀分布，从而证明了 Au/Ag NPs 颗粒是一

个整体，而不是简单地由金和银纳米颗粒通过物理

方法堆砌而成。图 1(g)为碳元素在颗粒表面的成像

图，表明在合金颗粒表面吸附有柠檬酸根离子，其
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(a). Ag 溶胶(Ag nanoparticles); (b). Ag 溶胶与 1 mmol/L HAuCl4溶液反应后(Ag nanoparticles after reacted with 1 mmol/L HAuCl4 solution);  

(c). Ag/Au 纳米粒子的 HRTEM, 插图为纳米结构的 EDX (HRTEM of Ag/Au nanoparticles, the inset is EDX of nanostructures); 

(d). 银纳米颗粒与 HAuCl4 (80 mL)溶液反应后的高角环形暗场-扫描透射和 EDX (HAADF-STEM and EDX mapping analysis of the silver nanoparticle 

after reacted with HAuCl4 solution; (e). Ag-L; (f). Au-L; (g). C-K 

图 1 银纳米粒子的透射电子显微表征  Fig.1 TEM Characterization of Ag nanoparticles 

 

负电荷的特性使得粒子表面静电相斥，保证了粒子

在较长时间内不发生团聚而得以稳定保存。 

2.2 温度对制备 Au/Ag NPs 的影响 

合适的温度对于Au/Ag NPs的成功制备至关重

要。图 2 为不同温度条件下所制得的 Au/Ag NPs 的

透射电镜图像。

 

 

(a). 100 mL-90℃; (b). 100 mL-60℃; (c). 100 mL-75℃; (d). 180 mL-75℃ 

图 2 银纳米颗粒在不同温度条件下与 1 mmol/L HAuCl4 水溶液(不同体积)反应后的 TEM 图像 

Fig.2 TEM images of Ag nanoparticles after reacted with 1 mmol/L aqueous HAuCl4 solution (different volume) at different temperatures 

 

由图 2(a)可见，当温度为 90℃时，部分氯金酸

溶液在滴加过程中被柠檬酸钠直接还原为金纳米颗

粒，而不发生与银的置换反应。与之相反，图 2(b)

中，当温度过低时(例如 60℃)，尽管氯金酸的直接

还原反应受到抑制，但置换反应速率也相应降低，

导致金、银纳米合金颗粒的中空结构难以形成。合

适的温度可在保证置换反应顺利进行的同时，抑制

氯金酸的直接还原，当温度设定为 70~80℃之间时，

尤其是温度控制在 75℃附近时，Au/Ag NPs 得以有

序生成，如图 2(c)所示，中空结构随氯金酸加入量

的增加逐渐清晰。更重要的是，纳米颗粒的形貌及

表面等离子共振频率可因此得到精细调控，这恰恰

是 SERS 检测中选择合适的增强基底的首要标准。 

根据前述实验，金/银双金属纳米颗粒的制备机

(a) (b) (c) 

(d) (e) (f) (g) 
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理可简单解释为：以原有的银纳米颗粒为模板，银

纳米颗粒首先与氯金酸发生置换反应得到金纳米颗

粒，生成的银离子随后被溶液中的还原剂柠檬酸钠

在一定温度下原位还原为新的银纳米颗粒，从而在

模板表面形成具有中空结构的 Au/Ag NPs。也就是

说，银纳米颗粒在 Au/Ag NPs 生成过程中相当于牺

牲模板，一方面作为反应物用于置换氯金酸，另一

方面又作为新生成的金/银纳米颗粒的支撑骨架。这

一反应机制也可在后叙的可见-近红外光谱变化规

律中得到进一步的证明。 

2.3 氯金酸用量对 Au/Ag NPs 在可见-近红外区域

内吸收的影响 

反应温度为 75℃时，不同氯金酸用量制备所得

Au/Ag NPs 在可见-近红外区域内的吸收光谱如图 3

所示。 

 

 

图 3 银纳米与不同体积 HAuCl4 溶液反应所得 

金/银纳米颗粒悬浮液的 UV-Vis-NIR 光谱 

Fig.3 UV-Vis-NIR spectra of AuAg NPs suspensions of Ag nano- 

particles after reacted with different volumes of HAuCl4 solution 

 

氯金酸用量对Au/Ag NPs的吸收有着显著的影

响。由图 3 可知，Au/Ag NPs 表面等离子体共振随

氯金酸溶液滴加量增加而发生连续变化。根据图 3，

银溶胶在可见光区域的 LSPR 峰位于 409 nm 处，随

着氯金酸的加入，409 nm 处的吸收峰逐渐降低，直

至消失。同时在长波方向上出现新吸收峰，并不断

红移。这可以归结为随反应生成的金/银纳米颗粒之

间的共振耦合而产生的新 LSPR 峰。而在反应末期，

随反应体系中还原剂消耗殆尽，参与置换的纳米银

无法通过还原 Ag
+而再生，导致支撑骨架的坍塌，

Au/Ag NPs 实际已转变为金纳米颗粒，此时纳米颗

粒的 SPR 峰蓝移至 580 nm 附近，这一点从图 2(d)

中亦可得到证明。 

以本方法所制备的 Au/Ag NPs 可实现 LSPR 吸

收峰在可见光区域内的调谐，通过改变反应条件甚

至可以实现近红外区域内的吸收。这就为不同激发

波长以及不同使用条件，特别是生物样品的 SERS

检测提供了理想的增强基底。 

2.4 苯硫酚的 SERS 检测 

反应温度为 75℃时，加入不同体积的氯金酸，

制备得到 Au/Ag 纳米颗粒。在 785 nm 激光激发下，

考察吸附在所得纳米颗粒表面的苯硫酚的 SERS 吸

收，结果如图 4 所示。 

 

 

图 4 不同体积 HAuCl4 溶液制备所得 Au/Ag 纳米颗粒 

吸附的苯硫酚的 SERS 光谱(785 nm 激光激发) 

Fig.4 SERS spectra (785 nm excitation) of TP adsorbed on Au/Ag 

nanoparticles prepared with different volumes of HAuCl4 solution 

 

由图 4 可见，SERS 光谱的强度变化完全符合

图 3 中 LSPR 的变化规律。氯金酸加入量较少时，

纳米颗粒外层尚未被金/银合金所包围，作为模板的

银纳米颗粒仍然在 SERS 增强中起主导作用，SERS

强度随颗粒中银含量的减少而降低。加入量为 70 

mL 时，银纳米颗粒的 LSPR 峰完全消失，而金银

耦合的 LSPR 吸收峰在 630 nm 处，远离激发波长及

苯硫酚特征峰的散射波长，因此增强效果差，峰强

度最低。随氯金酸加入量的进一步增加，吸收峰继

续红移，苯硫酚特征峰的 SERS 强度逐渐增强。加

入量为 110 mL 时，纳米颗粒 LSPR 峰红移至 770 

nm，位于激发波长 785 nm 附近，因此获得最大增

强。另外，实验表明，氯金酸溶液的加入方式对于

纳米颗粒形貌控制以及增强效果的影响也很关键。

在相同的反应条件下，采取分批并结合加样间隔的

方法缓慢滴加氯金酸所获得的多孔中空金/银合金
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颗粒与一次性加入或连续滴加方式相比，其增强效

果分别增加了近 10 倍和 7 倍。其原因可能是：分批

加入氯金酸的方法降低了溶液中氯金酸的浓度，避

免其被直接还原为金纳米颗粒，从而保证置换反应

的充分进行。 

实际工作中往往使用增强因子(EF)作为评价拉

曼基底活性的重要指标[15]： 

bulk surf

surf bulk

N I
EF

N I
=                 (1) 

式(1)中，Isurf和 Ibulk 分别为 TP 分子在 SERS 状

态下 1074 cm
-1 拉曼峰及本体对应峰的积分强度，

Nsurf和Nbulk代表共聚焦激光光斑区域内的增强表面

及本体分子数[16]，激光波长为 785 nm，50 倍长焦

物镜，光斑直径大约 3 µm，TP 分子横截面积为 0.20 

nm
2。经计算，EF可达 2.3×10

7。由此推测，本文所

述中空金/银纳米颗粒独特的形貌特征是其 SERS信

号能够实现 10
7数量级增强的主要原因：1) 原位反

应生成的金、银纳米颗粒之间紧密而均匀结合，使

得两者之间的电磁场得到有效耦合，产生大量拉曼

“热点”；2) 后续生成的银纳米颗粒可以继续发生

置换，从而形成纳米尺度范围内的多孔结构，增加

空心金/银纳米颗粒的比表面积；3) 合成过程中避

免使用表面活性剂，纳米颗粒表面相对洁净，而还

原剂柠檬酸根离子在金属表面属于弱吸附类型，进

行 SERS 检测时可被吸附能力更强的探针分子所取

代，也是 SERS 强度增强的另一个重要原因。 

除优异的 SERS 增强效果外，Au/Ag NPs 基底

还展现出令人满意的信号重现性。选取相同条件下

制备的 5 批 Au/Ag NPs，每一批次基底上随机测量

10 个样品点，对 TP 分子 1074 cm
-1 处的拉曼峰强度

进行了计算，其强度间的相对标准偏差为 10.6%。 

2.5 亲和素样品的 SERS 检测 

本文制备的中空金/银双金属纳米颗粒具有表

面等离子共振频率可调，超强的 SERS 增强效果以

及良好的信号重现性，可以满足生物样品半定量检

测要求。选用生物素和亲和素体系，以标记的

atto610 为探针分子，进行了相关的定量检测。根据

前述实验，实际检测中我们以氯金酸溶液加入量为

110 mL 所制得的中空金/银纳米颗粒作为优选的增

强基底。图 5 是浓度范围为 0.1~50 ng/mL 的亲和素

在优选基底上的 SERS 谱图。 

 

 

图 5 不同浓度亲和素的 SERS 光谱图(785 nm 激光激发) 

Fig.5 SERS spectra of different concentrations of avidin 

(785 nm laser excitation) 

 

由图 5 可知，随亲和素浓度增加，引入的标记

分子 atto610 的 SERS 信号相应增强。由图 5 内插图

可以看到，当浓度低至 0.1 ng/mL 时，atto610 分子

538 cm
-1 处的特征拉曼峰仍清晰可见。 

图 6是以 538 cm
-1处峰强度(每个数据点数值为

5次平行测定的平均值)与亲和素浓度负对数作相关

曲线。由图 6 可知，在较大范围内，拉曼峰强度随

浓度增加而增强，并且在 0.3~5 ng/mL 范围内浓度

负对数与强度间存在着良好的线性关系(如图 6 内

插图所示)，最低检测限可达 80 pg/mL。这一结果表

明，金/银双金属纳米颗粒作为一种新颖的 SERS 基

底，能够完成高灵敏的定性和半定量分析。 

 

 

图 6  SERS 强度(538 cm-1)和浓度的关系 

Fig.6 SERS intensity (538 cm-1) as a function of the concentration 
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3 结论 

 

1) 以纳米银为牺牲模板，结合置换反应和 Ag
+

的原位还原制备了一类中空金/银双金属纳米颗粒，

金和银在所得纳米颗粒表面彼此融合，均匀分布。 

2) 反应温度以及反应物比例影响产物制备。75

℃为获得稳定有序 Au/Ag NPs 的最佳反应温度；通

过控制氯金酸的投加量可实现对金/银双金属纳米

颗粒 LSPR 的有效调谐。 

3) 以苯硫酚为探针分子进行的 SERS 检测表

明，785 nm 激发波长下，氯金酸投加量为 110 mL

时可获得最大增强效果并具备良好的信号重现性。 

4) 通过亲和素和 atto610 标记生物素的验证性

实验表明，以 Au/Ag NPs 为增强基底，一定范围内

亲和素浓度与标记分子 SERS 强度间存在线性关

系，其最低检测限达到 80 pg/mL。 
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