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摘　要　作为检测槲皮素的有效途径，在荧光法中如何通过简单的方法合成性能优良的荧光探针具有重要
的意义。本文以聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）为保护剂，抗坏血酸为还原剂，化学还原法合成ＰＶＰ保护的分散性好、
稳定性高、强荧光的铜纳米团簇（ＰＶＰＣｕＮＣｓ）。样品表现出良好的水溶性，光稳定性和强离子稳定性。通过
紫外可见光谱（ＵＶＶｉｓ）、分子荧光光谱、透射电子显微镜（ＴＥＭ）和Ｘ射线光电子能谱分析（ＸＰＳ）对铜纳米团
簇的光学性质和结构进行了分析。结果表明：该铜纳米团簇的最大激发和发射波长分别为３６６和４２９ｎｍ，平
均粒径大小为２ｎｍ。基于槲皮素对该铜纳米团簇的猝灭作用，构建了一种可用于检测槲皮素的荧光传感器。
该传感体系检测槲皮素的线性范围为０１～０９μｍｏｌ／Ｌ和１５～６０μｍｏｌ／Ｌ，检测限为００５３μｍｏｌ／Ｌ（Ｓ／Ｎ＝
３）。该传感器对槲皮素的检测具有很高的灵敏度和良好的选择性，可用于实际样品中槲皮素的检测。
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黄酮类化合物作为一种中草药，因其对人体健康的有益作用而备受关注。槲皮素（Ｑｕｅ）作为黄酮
类化合物的一种，广泛存在于水果、蔬菜和饮料中，具有抗氧化和抗炎特性，用于治疗糖尿病、心血管疾

病和癌症等疾病，同时作为抗组胺药、抗炎药、抗氧化剂和抗凝剂的主要成分［１３］。Ｋｉｍ等［４］发现槲皮素

可以增加肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体诱导的细胞凋亡。Ｇｉｌ等［５］证明了替莫唑胺和 Ｑｕｅ的组合在
神经胶质瘤细胞程序性细胞死亡诱导中更有效。到目前为止，市场上已有大量含槲皮素的药物制剂，然

而缺乏快捷便利的分析槲皮素含量的方法。目前，已经报道用于测定槲皮素的分析方法主要包括液相

色谱法［６］、高效液相色谱法［７］、电化学［８］和荧光法［９１１］。在这些方法中，荧光法因其具有高灵敏度、高选

择性、快速响应和简单性等优势而受到相当大的关注，已经报道了许多用于检测槲皮素的荧光探

针［９１１］。然而，大多数报道的有机探针和荧光量子点稳定性差，易于氧化和光稳定性差。此外，它们复

杂的合成路线限制了其实际的应用。

近年来，具有优异的光致发光性质、电化学性质、催化功能、生物相容性及光稳定性的金属纳米团簇

得到广泛关注［１２１７］。这些特性使其成为化学和生物检测应用中理想的荧光探针。贵金属金和银纳米团

簇是目前亚纳米尺度上研究最多的过渡金属纳米团簇［１８２０］。随着制备方法的改进，铜纳米团簇得到越

来越多的关注。据统计，迄今为止用于检测槲皮素的铜纳米团簇（ＣｕＮＣｓ）的荧光探针尚未见报道。
在本文中，我们以聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）为保护剂，抗坏血酸（ＡＡ）为还原剂，采用简单的一锅合成

法制备了超稳定的铜纳米团簇。采用透射电子显微镜（ＴＥＭ）和 Ｘ射线光电子能谱分析（ＸＰＳ）对 ＰＶＰ
ＣｕＮＣｓ的结构和组成进行表征，通过分子荧光和紫外可见光谱对ＰＶＰＣｕＮＣｓ的光学性质进行分析，同
时研究了影响该ＰＶＰＣｕＮＣｓ稳定性的因素。在此基础上，成功开发了一种简单、可靠、有效的荧光检测
槲皮素的方法，并用于检测实际样品中槲皮素的含量。
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１　实验部分
１．１　试剂和仪器

氯化铜，聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ），抗坏血酸（ＡＡ），氯化钠，氯化钾，氯化铵，氯化钙，氯化镁，氯化亚
铁，氯化铁，氯化铅，氯化钡，槲皮素（Ｑｕｅ），谷氨酸（Ｇｌａ），丙氨酸（Ａｌａ）、精氨酸（Ａｒｇ），脯氨酸（Ｐｒｏ），半
胱氨酸（Ｃｙｓ），葡萄糖（Ｇｌｕ）（分析纯，上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；磷酸氢二钠，磷酸二氢钠（分
析纯，天津市富宇有限公司）。实际样品牛血清购买于上海阿拉丁生化科技股份有限公司。截留相对分

子质量（ＭＷＣＯ）２０００透析袋（西安优博生物科技有限公司）。
ＪＥＭ２０１０型透射电子显微镜（ＴＥＭ，日本电子公司）；ＥＳＣＡＬＡＢ２５０ＸＩ型 Ｘ射线光电子能谱分析

（ＸＰＳ，美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＵＶｖｉｓ８４５３型紫外可见光谱仪（ＵＶＶｉｓ，美国安捷伦公司）；
Ｆ７０００型荧光光谱仪（ＦＬ，日本日立公司）；ＦＥ２０型 ｐＨ计（上海梅特勒仪器公司）；ＴＳ１４Ｓ型恒温加热
搅拌器（韩国杰奥特有限公司）。

１．２　ＰＶＰＣｕＮＣｓ的制备
首先，将０５ｇ聚乙烯吡咯烷酮溶于８ｍＬ超纯水中，然后依次加入氯化铜溶液（００１ｍｏｌ／Ｌ，１ｍＬ）

和抗坏血酸溶液（０１ｍｏｌ／Ｌ，１ｍＬ）保持搅拌５ｍｉｎ。随后将上述溶液 ｐＨ值调节至４０左右，该混合物
在７５℃下反应３ｈ。最后，采用ＭＷＣＯ为２０００的透析袋透析溶液２４ｈ。获得的铜纳米团簇溶液（母液）
在４℃下储存用于进一步检测实验。
１．３　槲皮素的检测

首先，将槲皮素溶液添加至１ｍＬＰＶＰＣｕＮＣｓ溶液（母液）和１ｍＬＰＢＳ（磷酸二氢钠和磷酸氢二钠
混合缓冲溶液，ｐＨ＝５７）中，并保持反应２ｍｉｎ。随后检测溶液的荧光强度。研究了该ＰＶＰＣｕＮＣｓ对槲
皮素相对于其他物质的选择性，包括：Ｎａ＋、Ｋ＋、ＮＨ＋４、Ｃａ

２＋、Ｍｇ２＋、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋、Ｐｂ２＋、Ｂａ２＋、谷氨酸、丙氨
酸、精氨酸、脯氨酸、半胱氨酸和葡萄糖。其中被检测物的浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ。
１．４　实际样品的分析

牛血清首先稀释２０倍该血清母液，随后加入不同标准浓度的槲皮素溶液，５ｍｉｎ后记录该溶液的荧
光强度。

２　结果与讨论
２．１　铜纳米团簇的表征

图１　（Ａ）ＰＶＰＣｕＮＣｓ的紫外吸收光谱，荧光激发光谱和荧光发射光谱；（Ｂ）ＰＶＰＣｕＮＣｓ、聚乙烯吡咯烷酮和
抗坏血酸的荧光光谱图

Ｆｉｇ．１　（Ａ）ＵＶＶｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａ，ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｘｃｉｔａｔｉｏｎａｎｄｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＰＶＰＣｕＮＣｓ；（Ｂ）Ｔｈｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＰＶＰＣｕＮＣｓ，ＰＶＰａｎｄＡＡ

Ｂ：ａ．ＰＶＰＣｕＮＣｓ，ｂ．ＰＶＰ，ｃ．ＡＡ；ｃ（ＰＶＰＣｕＮＣｓ）＝０．９ｍｍｏｌ／Ｌ，ｃ（ＰＶＰ）＝ｃ（ＡＡ）＝１００μｍｏｌ／Ｌ

采用紫外可见光谱和分子荧光光谱对ＰＶＰＣｕＮＣｓ（母液）的光学性质进行分析，结果如图１所示。
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由图１Ａ可见，铜纳米团簇的ＵＶＶｉｓ谱图中在３００ｎｍ左右处出现明显的吸收峰，在５００～６００ｎｍ处没
有发现吸收峰，表明所合成的铜纳米团簇中没有较大颗粒的铜粒子。此外，ＰＶＰＣｕＮＣｓ的最大激发和
发射波长分别为３６６和４２９ｎｍ，而且ＰＶＰＣｕＮＣｓ水溶液在日光下呈淡黄色，在紫外可见光下发出蓝色
荧光。分别对ＰＶＰＣｕＮＣｓ、ＰＶＰ和 ＡＡ的荧光性质进行分析，由图１Ｂ可见，ＰＶＰＣｕＮＣｓ的荧光谱图中
出现明显的峰，而ＰＶＰ和ＡＡ没有出现，表明该蓝色荧光来源于ＰＶＰＣｕＮＣｓ，而不是来源于ＰＶＰ和ＡＡ。

分别采用ＴＥＭ和ＸＰＳ对ＰＶＰＣｕＮＣｓ的形貌、颗粒分散性和铜的氧化态进行分析，结果如图２所
示。由图２Ａ可见，ＰＶＰＣｕＮＣｓ具有较高的分散性，尺寸大小为２ｎｍ，没有明显形成较大尺寸的铜纳米
颗粒或聚集。对ＰＶＰＣｕＮＣｓ中铜的氧化状态进一步分析，由图２Ｂ可见，铜的 ＸＰＳ谱图中在９３２５和
９５３２ｅＶ处出现两个明显的峰，它们分别对应于 Ｃｕ（０）的 ２ｐ３／２和 ２ｐ１／２的电子结合能吸收峰。且在
９４２０ｅＶ附近没有出现峰，表明在所制备的 ＰＶＰＣｕＮＣｓ溶液中没有出现 Ｃｕ（ＩＩ），Ｃｕ（ＩＩ）已被完全还
原。由图２Ｃ可见，铜纳米团簇表面的官能团主要是ＰＶＰ的官能团。综上所述，采用该方法能够成功地
制备出发蓝色荧光的ＰＶＰＣｕＮＣｓ。

图２　（Ａ）铜纳米团簇的ＴＥＭ；（Ｂ）Ｃｕ２ｐ的ＸＰＳ谱图；（Ｃ）铜纳米团簇（ａ）和ＰＶＰ（ｂ）的红外谱图
Ｆｉｇ．２　（Ａ）ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆＰＶＰＣｕＮＣｓ．（Ｂ）ＸＰＳｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＣｕ２ｐ．（Ｃ）ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＰＶＰＣｕＮＣｓ（ａ）ａｎｄＰＶＰ（ｂ）

２．２　铜纳米团簇的稳定性
众所周知，只有满足良好的水溶性和较强的荧光强度的要求，ＰＶＰＣｕＮＣｓ才能在实际应用中作为

水性介质中的荧光传感器。其次，ＰＶＰＣｕＮＣｓ必须在周围环境中表现出很强的稳定性。因此，我们研究
了储存时间、紫外照射时间和氯化钠浓度对该铜纳米团簇稳定性的影响，研究结果如图３所示。首先，
我们研究了储存时间的影响，如图３Ａ可见，该铜纳米团簇在４℃下储存３５ｄ后，其荧光强度没有出现
明显变化。随后，我们研究了紫外照射对该铜纳米团簇荧光强度的影响，由图３Ｂ可见，ＰＶＰＣｕＮＣｓ的
荧光强度在３６０ｎｍ的紫外光下照射６０ｍｉｎ后保持稳定，表明该ＰＶＰＣｕＮＣｓ具有优异的光稳定性。最
后，我们研究了高离子强度对ＰＶＰＣｕＮＣｓ荧光强度的影响，如图３Ｃ所示，即使在２５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶
液中，该铜纳米团簇的荧光强度与没有ＮａＣｌ情况下的荧光强度没有明显变化，表明ＰＶＰＣｕＮＣｓ在高离
子条件下具有出色的稳定性。
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图３　储存时间（Ａ）、紫外照射时间（Ｂ）和氯化钠（Ｃ）对ＰＶＰＣｕＮＣｓ荧光强度的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｓｔｏｒａｇｅｔｉｍｅ（Ａ），ＵＶｌｉｇｈｔｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎｔｉｍｅ（Ｂ），ａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＮａＣｌ（Ｃ）ｏｎｔｈｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＰＶＰＣｕＮＣｓ

２．３　检测条件的优化
我们研究了ｐＨ值和反应时间对该铜纳米团簇检测槲皮素的影响，结果如图４所示。如图４Ａ所示，

随着检测系统ｐＨ值增大，铜纳米团簇的相对荧光强度（Ｆ０－Ｆ）逐渐降低，结合实际应用情况，随后在
ｐＨ＝６的情况下研究了反应时间对检测系统的影响。由图４Ｂ可见，当反应时间为２ｍｉｎ时，Ｆ０－Ｆ值
基本达到最大。可见，该铜纳米团簇检测槲皮素的最优检测条件为：ｐＨ＝６和反应时间为２ｍｉｎ。

图４　溶液ｐＨ值（Ａ）和反应时间（Ｂ）对检测系统的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨ（Ａ）ａｎｄｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ（Ｂ）ｏｎｔｈｅＦ０－ＦｏｆｔｈｅＣｕＮＣｓＱｕｅｓｙｓｔｅｍ

２．４　槲皮素的检测
基于该铜纳米团簇出色的荧光稳定性，研究了该探针的荧光响应。为了评估ＰＶＰＣｕＮＣｓ探针对槲

皮素的灵敏性，测量了添加不同浓度槲皮素后探针的荧光响应。其中槲皮素的最终浓度分别为０、０１、
０３、０５、０７、０９、３、５、１５、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０和１００μｍｏｌ／Ｌ（图５Ａ）。由图５Ａ可见，随着槲皮
素浓度逐渐增加，探针的荧光响应逐渐减弱。当槲皮素的浓度增加至１００μｍｏｌ／Ｌ时，荧光猝灭程度达
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到９３２％。以４２９ｎｍ处的荧光强度为基准，以槲皮素浓度为横坐标，以探针的Ｆ０／Ｆ为纵坐标考察了探
针检测槲皮素的线性范围。当槲皮素的浓度范围为０１～０９μｍｏｌ／Ｌ和１５～６０μｍｏｌ／Ｌ时，Ｆ０／Ｆ对槲
皮素的浓度表现出很好的线性关系，其中线性拟合方程分别为 Ｆ０／Ｆ＝０１５５５［Ｑｕｅ］＋０９９２７（Ｒ

２＝
０９９５７）（图５Ｂ）和Ｆ０／Ｆ＝００５８［Ｑｕｅ］＋０３９９０（Ｒ

２＝０９７２７）（图５Ｃ），其中，Ｆ和 Ｆ０分别是存在和不
存在槲皮素情况下探针的荧光强度），槲皮素的检测限为００５３μｍｏｌ／Ｌ。

图５　（Ａ）不同浓度的槲皮素对ＰＶＰＣｕＮＣｓ荧光强度的荧光光谱图；（Ｂ）相对荧光强度（Ｆ０／Ｆ）与槲皮素浓

度（０１～０９μｍｏｌ／Ｌ）的线性关系；（Ｃ）相对荧光强度（Ｆ０／Ｆ）与槲皮素浓度（１５～６０μｍｏｌ／Ｌ）的线性关系

Ｆｉｇ．５　（Ａ）ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＰＶＰＣｕＮＣｓｗｉｔｈｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＱｕｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ．
（Ｂ）ＴｈｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｐｌｏｔｏｆＦ０／ＦｖｓＱｕｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｒａｎｇｅｆｒｏｍ０１ｔｏ０９μｍｏｌ／Ｌ．（Ｃ）Ｔｈｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｐｌｏｔｏｆ

Ｆ０／ＦｖｓＱｕｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｒａｎｇｉｎｇｆｒｏｍ１５ｔｏ６０μｍｏｌ／Ｌ
Ａ：ｃ（Ｑｕｅ）＝０，０．１，０．３，０．５，０．７，０．９，３，５，１５，２０，３０，４０，５０，６０，７０，８０，９０ａｎｄ１００μｍｏｌ／Ｌ

图６　在不同物质存在下ＰＶＰＣｕＮＣｓ的相对荧光强度
Ｆｉｇ．６　ＲｅｌａｔｉｖｅＦＬｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆＰＶＰＣｕＮＣｓａｔ４２９ｎｍ
ｗｉｔｈａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
ｃ（ＰＶＰＣｕＮＣｓ）＝０．４５ｍｍｏｌ／Ｌ；ｃ（Ｔｅｓｔｏｂｊｅｃｔ）＝ｃ（ｄｉｓｒｕｐｔｏｒｓ）＝

１００μｍｏｌ／Ｌ

２．５　选择性检测
为了研究 ＰＶＰＣｕＮＣｓ探针对槲皮素的选择

性，以Ｎａ＋、Ｋ＋、ＮＨ＋４、Ｃａ
２＋、Ｍｇ２＋、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋、Ｐｂ２＋、

Ｂａ２＋、谷氨酸、丙氨酸、精氨酸、脯氨酸、半胱氨酸和
葡萄糖为对照，研究了其对探针荧光强度的响应程

度。如图６所示，当加入槲皮素以后，探针的荧光发
生明显的猝灭，而加入其它对照物后，探针的荧光强

度几乎不发生变化。可见，基于ＰＶＰＣｕＮＣｓ建立的
荧光检测系统对检测槲皮素具有出色的选择性。

２．６　实际样品的检测
我们进一步评估了该探针在实际样品（牛血

清）中检测槲皮素的实用性。牛血清经过一定稀释，

然后加入不同浓度槲皮素，同时对其荧光强度进行

测定。通过表１可见，槲皮素的检测结果与加入浓
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度基本一致，其回收率在９３９％～１０８０％之间。研究表明，该探针检测实际样品中的槲皮素具有很好
的应用前景。

表１　牛血清中槲皮素的测定（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＱｕｅｉｎｓｐｉｋｅｄｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝３）

Ｓａｍｐｌｅ Ａｄｄｅｄ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） Ｆｏｕｎｄ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％

Ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ ０．５ ０．５４ １０８．０
２０ ２０．２１ １０１．１
３５ ３６．８０ １０５．１

Ｌａｋｅｗａｔｅｒ ０．５ ０．４８ ９６．０
２０ １８．７８ ９３．９
３５ ３６．８９ １０５．４

３　结　论
本文以聚乙烯吡咯烷酮为保护剂，抗坏血酸为还原剂，在７５℃下通过一步还原法合成聚乙烯吡咯

烷酮稳定的水溶性铜纳米团簇（ＰＶＰＣｕＮＣｓ），具有分散性好、稳定性高、强荧光等特性。基于槲皮素对
ＰＶＰＣｕＮＣｓ的猝灭作用，建立了一种用于检测槲皮素的荧光检测系统。该探针检测槲皮素的线性范围
为０１～０９μｍｏｌ／Ｌ和１５～６０μｍｏｌ／Ｌ，检测限为００５３μｍｏｌ／Ｌ，该探针表现出很高的灵敏度和选择性，
对实际样品中槲皮素的检测具有很好的应用前景。
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