
第
?C

卷!第
=

期
! !!!!!!!!!!!

光 谱 学 与 光 谱 分 析
G-,I?C

!

F-I=

!

TT

B$B"B#=

C$CC

年
=

月
!!!!!!!!!!! !

8

T

&*(.-1*-

T4

+'K8

T

&*(.+,3'+,

4

1)1 L+.*/

!

C$CC

!

稀土配合物分子印迹荧光探针的制备及检测孔雀石绿的残留

邵可满!傅桂瑜!陈素艳!洪诚毅!林郑忠#

!黄志勇#

集美大学食品与生物工程学院!福建 厦门
!

=>#$C#

摘
!

要
!

孔雀石绿是一种人工合成的三苯甲烷类化合物%孔雀石绿的常规检测方法前期处理复杂"耗时长"

需要使用大型仪器等缺点导致不能及时的对其进行检测%所以研究出一种能够高效"便捷"快速的检测孔雀

石绿残留的方法具有十分重要的意义%分子印迹聚合物&

L\61

'是一种多孔隙材料!具有特定的识别位点!

可以对特定的目标分子进行识别和吸附%稀土配合物在
>#B'0

处发射荧光!孔雀石绿的最大吸收波长是

>#B'0

!二者重合产生荧光猝灭效应!由此研究出了一种稀土配合物分子印迹荧光探针来检测水产品中的

孔雀石绿的方法%利用分子印迹技术固定稀土配合物并吸附水产品中的孔雀石绿!通过在
>#B'0

处检测其

荧光猝灭程度来计算水产品中孔雀石绿的具体含量%采用沉淀聚合法!以隐性孔雀石绿为模板!甲基丙烯酸

为功能单体!二甲基丙烯酸乙二醇酯为交联剂!改性二氧化硅为核!稀土荧光配合物
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&

L33
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6/&'

为荧

光物质!在模板
o

单体
o

交联剂
V#o?o#$

!稀土配合物为
#H0

%

!乙腈
>$07

的条件下!制备了一种孔雀

石绿分子印迹聚合物!通过对其进行
:UL

和
9:\D

的扫描分析验证了已经成功合成稀土配合物分子印迹!

检测荧光寿命时发现在未加入孔雀石绿前荧光寿命为
#$!?I##

!
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!而加入孔雀石绿后的荧光寿命为
HB@I?!

!

1

!荧光寿命的减少说明孔雀石绿对
L\61

的猝灭属于荧光共振能量转移
9DU:

%在验证
L\61

的选择性和

吸附性能以后!对孔雀石绿进行检测%结果表明!优化条件下聚合物对孔雀石绿的线性范围为
$
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与孔雀石绿浓度呈现良好的线性关系!线性方程为
6
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'!检出限为
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'!将其作为荧光探针成功应用于鱼肉中孔雀石绿的检测!加标回收率在
!HI>#W

"

#$CIH#W

范围%说明研究出的稀土配合物分子印迹荧光探针可以便捷"快速"准确地检测出孔雀石绿的残

留量%
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孔雀石绿&

L2

'是一种有效的水产养殖杀菌剂和寄生性

杀菌剂#

#

$

!作为治疗真菌和原虫感染的药物!能起到驱虫杀

菌!延长鱼类的存活时间的作用!在水产养殖业得到广泛应

用#

C

$

%研究发现
L2

具有高残留"高毒性!会产生致畸"致

癌"致突变等/三致效应0

#

=

$

%但由于
L2

价格低廉且杀菌效

果好!仍然有不少商家违法添加使用!近年来发生了多起

L2

残留的食品安全事件!因此
L2

的日常检测是非常有必

要的%

目前常用于
L2

检测的方法主要有高效液相色谱法#

?
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"

液相色谱
"

质谱联用&

7P"L8
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#

H

$

"气相色谱
"

质谱联用&

2P"

L8

'
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"以及表面增强拉曼光谱法&

8UD8

'
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%虽然这几种检

测方法灵敏度高"选择性好!但样品前处理复杂"操作繁琐"

仪器昂贵等缺点限制了这些方法的使用%因此寻找一种快速

高效的
L2

检测方法仍有十分重要的意义%

分子印迹聚合物&

L\61

'是一种多孔隙材料!有特定的

识别位点!对特定的目标分子具有较强的识别功能#

B
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%由于

其制备简单!具有良好的化学性能"机械性能!在食品分析!

化学传感器和固相萃取等方面广受人们的关注#

!
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%沉淀聚合

法属于非匀相溶液聚合!聚合物不溶于溶剂中!聚合物自发



地从溶剂中沉淀出来!得到的聚合物微球粒径小!形态均

匀!不需要经过研磨"过筛等特殊处理!可避免印迹位点的

丢失!操作简便%

以硅烷偶联剂&

JXH@$

'改性的二氧化硅为核!
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&

L33

'
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为荧光物质!隐形孔雀石绿&

7L2

'为模板!丙

烯酰胺&

3L

'为功能单体!双甲基丙烯酸乙二醇酯&

U2<"

L3

'为交联剂!

C

!

C

1

"

二偶氮异丁腈&

3\;F

'为引发剂!乙腈

为溶剂!采用沉淀聚合法制备了
L\6

荧光微球%这也是国内

外首次用稀土配合物为荧光源制备
L\6

的研究报道%采用

9:\D

"荧光寿命等对荧光探针进行了表征(考察了
L\6

和

F\6

的荧光性能"吸附性能"选择特异性(考察了
L\6

与

L2

浓度的线性关系(将制备的
L\6

用于水产品中
L2

的加

标回收测定实验中%结果表明!制备的荧光探针具有灵敏度

高"特异性强的优点!能实现对
L2

的快速检测%
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试剂
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'"金氯素&
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'"萘啶酸

&
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&上海阿拉丁生化科技有限公司'(氧化铕"磺胺胍&
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'"磺

胺嘧啶&
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'均购于&上海麦克林生化科技有限公司'(孔雀石

绿"偶氮二异丁腈购于&国药集团化学试剂有限公司'%丙烯

酰胺购于&西陇化工有限公司'%试剂均为分析纯%
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稀土荧光配合物
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!

FCC

#

$
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的制备

稀土荧光配合物的制备参考文献#
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$的做法并加以改

进.往
$I=H

%

UE

C

Q

=

中加入
C$07

浓盐酸!加热至出现晶

膜!加入
C$07

无水乙醇溶解!得到
UEP,

=

无水乙醇溶液%

在三口烧瓶中加入
H#$

!

7L33

"

$I=>

%

6/&'

"

C$07

无水

乙醇!并用
CHW

"

CBW

氨水调节
T

X

值约为
@

%搅拌下将

UEP,

=

无水乙醇逐滴加入!升温至
>$j

持续搅拌反应
?/

!

静置"抽滤后用乙醇洗涤沉淀数次!于
H$j

真空干燥
B/

!

得到白色固体粉末
UE

&

L33

'

=

6/&'

%
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!

FG9

!

*,L

#

!

P0

!

FCC

#

$9=)4

的制备

往
#$$07

圆底烧瓶中加入
H07

乙腈!

$I#CH00-,

7L2

和
$I@H00-,3L

!超声分散均匀后放置在
?j

冰箱中

预聚合
C/

%随后往上述溶液中加入
#H0

%

稀土配合物!

JXH@$

处理过的
8)Q

C

微球
>$0

%

!

3\;FH$0

%

和
#ICH

00-,

交联剂
U2<L3

!超声
=$1

混合均匀后通入
F

C

C$0)'

以除去溶液中的氧气!随后加入
H$0

%

3\;F

%在
>$j

水浴

下磁力搅拌&

#$$$.

-

0)'

A#

'反应
=$0)'

!后将转速调至
B$$

.

-

0)'

A#反应
HIH/

%反应结束后抽滤得到粗聚合物!将其置

于乙醇
o

乙腈
V@o=

&

'o'

'混合液中索氏抽提!直至紫外

分光光度计下无
7L2

检出!得到聚合物
L\6

!将
L\6

干燥

后备用%不加入模板的分子印迹聚合物&

F\6

'的合成过程除

不加
7L2

外!其余步骤与
L\6

的制备一致%

!"O

!

荧光测试

往离心管中加入浓度为
$I$C0

%

-

7

A#的配合物溶液

C$$$

!

7

!分别用含有
L2

的乙腈溶液和纯乙腈定容到
C$H$

!

7

%控制狭缝为
#$'0

!在激发波长为
C@$'0

下测定发射波

长
>#B'0

处的荧光强度!计算猝灭效率
6

$

)

6

!

6

$

为未添加

L2

时溶液的荧光强度!

9

为添加了
L2

后溶液的荧光

强度%

!"T

!

加标回收实验

将
H

%

剁碎的鱼肉加入质量分数为
C$W

的盐酸羟胺
#IH

07

和
$I$H00-,

-

7

A#的乙酸铵溶液
=IH07

!匀浆
H0)'

后!取
#

%

匀浆液!加入
L2

乙腈标准溶液!用
C07

乙腈超

声提取
H0)'

!于
#$$$.

-

0)'

A#离心
H0)'

!收集提取液!

重复
C

次!合并两次提取液!将提取液用
F

C

吹干!吹干后!

用
>07

乙腈复溶!加入
L\6

!混匀于室温下静置
C$0)'

后!

在
C@$'0

激发波长下测定溶液的荧光强度%

C

!

结果与讨论

#"!

!

%PF

利用
:UL

表征了
L\6

!

F\6

和
8)Q

C

的结构和形态%由

图
#

可知.

L\6

!

F\6

和
8)Q

C

均呈球状结构!从图
#

&

*

'中可

以看出
8)Q

C

粒径较小!以
8)Q

C

为核!采用沉淀聚合法合成

L2

的分子印迹聚合物!由图
#

&

+

'和&

N

'可以看出!

L\6

和

F\6

的粒径明显比
8)Q

C

的粒径大!可以说明稀土配合物

UE

&

L33

'

=

6/&'

已负载在
8)Q

C

的表面%

图
!

!

FG9

!

&

#"

KG9

!

'

#和
*,L

#

!

.

#的透射电镜图
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<

"!

!

%PF,@&

<

)-12FG9

&

&

'!

KG9

&

'

'

&45*,L

#

&

.

'

#"#

!

红外光谱分析

由图
C

可以看出
L\6

和
F\6

具有相似的振动峰!说明

L\6

中模板已基本洗脱干净%在
C!B@*0

A#的
P

*

X

伸缩振

动!

#=B?

和
C!H?*0

A#的
P

*

X

弯曲振动!

#?HH*0

A#的

!$B
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P

*

X

面内弯曲振动!

#@C@

和
=?=>*0

A#的
11

P Q

伸缩振

动!都证实了
U2<L3

的存在!说明交联剂成功修饰在聚合

物骨架里#

##

$

%

#H?@*0

A#为
F

*

X

面内弯曲振动!

!>C

和

@!!*0

A#为
F

*

X

面外弯曲振动!

#>=#*0

A#为
11

P P

振动

峰!这些证实了
3L

的存在#

#C

$

%

###$*0

A#的
8)

*

Q

*

8)

反

对称伸缩振动峰!

@!!*0

A#的
8)

*

Q

*

8)

对称伸缩振动!

?@=

和
B$$*0

A#的
8)

*

Q

*

8)

弯曲振动!

#>=$*0

A#处的硅烷偶

联剂
JX"H@$

分子的
Q

*

X

的弯曲振动峰!说明聚合物成功

印迹在
8)Q

C

表面#

##

$

%以上结果表明聚合反应成功制备出了

L\6

和
F\6

!红外光谱研究也进一步说明了聚合物的组成与

结构%

图
#

!

FG9

和
KG9

的红外光谱图
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<
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!

;%GE-

7

).+/&12FG9&45KG9

#"$

!

荧光寿命

荧光寿命的测量在
97!B$"8:L

稳态)瞬态荧光光谱仪

上进行%测量加入
#$

!

0-,

-

7

A#

L2

前后
L\6

的荧光寿命

图谱!按照式&

#

'进行数据拟合%

!

&

#

'

)

N

.

$

@

1

)

#

P

1

&b

T

&

,

#

)

,

1

' &

#

'

式&

#

'中!

N

为背景!

!

&

#

'是对应时间的
L\6

的荧光强度(

,

#

和
,

C

分别为
L\6

辐射和非辐射寿命%

P

#

和
P

C

是对应的统

计权重%平均荧光寿命&

,

+5

'根据式&

C

'计算%

,

+5

)

$

P

1

,

C

1

$

P

1

,

1

&

C

'

式&

C

'中!

,

1

是测量的寿命!

P

1

是统计权重的数值%

荧光寿命试验结果如图
=

所示!

L\6

的荧光寿命为

#$!?I##

!

1

!而加入
L2

后荧光寿命为
HB@I?!

!

1

%荧光寿

命减少说明
L2

对
L\6

的猝灭属于荧光共振能量转移

9DU:

#

#=

$

%这是因为
L\6

的荧光峰与
L2

的吸收峰重叠!且

两者以均相形式存在!荧光给体和受体的距离很短!因此可

以发生显著的
9DU:

效应%

#"N

!

选择性

按照
#IH

的实验方法!考察在
CIH

!

0-,

-

7

A#的
82

!

8<

!

8<L

!

P36

!

:P

!

7PG

!

PG

!

P:P

和
F3

乙腈溶液和

L2

乙腈溶液对
L\6

和
F\6

的荧光猝灭程度!结果如图
?

所

示%

图
$

!

加入
FB

前后
FG9

的荧光寿命图谱

;,

<

"$

!

;(01/)-.)4.)(,2)+,@)@&

77

,4

<

12FG9-

')21/)&45&2+)/+=)&55,+,1412FB

图
N

!

不同药物对
FG9

和
KG9

的猝灭效率

!浓度为
#"O

"

@1(

-

:

[!

#

;,

<

"N

!

_

0)4.=,4

<

)22,.,)4.

>

12FG9&45KG9'

>

5,22)/)4+

5/0

<

-

&

&+&.14.)4+/&+,1412#"O

"

@1(

-

:

[!

'

!!

虽然这几种物质也能对荧光探针的荧光造成猝灭!但猝

灭程度均低于
L2

!这是由于这些物质的吸收波长与荧光探

针的吸收峰的位置&

>#B'0

'有不同程度的重叠!也能发生不

同程度的荧光共振能量转移!特别是
PG

的重叠程度较大%

由于
F\6

不存在印迹位点!

PG

和
L2

的猝灭程度相差不

大!

L2

及其类似物的荧光均会下降(而在
L\6

中!

PG

的

猝灭程度则小于
L2

!这是由于在
L\6

中存在能够与
L2

特

异性结合的印迹位点%

#"O

!

荧光响应时间

在
L\6

和
F\6

中分别加入
CIH

!

0-,

-

7

A#

L2"

乙腈溶

液!考察其在不同反应时间下的荧光强度!同时以不加
L2

作为对照%由图
H

可以看出!在不加入
L2

时!

L\6

和
F\6

的荧光强度保持相对稳定!加
CIH

!

0-,

-

7

A#

L2

后!

L\6

和
F\6

的荧光强度在短时间内迅速降低!并且在
C$0)'

后

趋于稳定%因此!实验中选择加入样品
C$0)'

后再测量荧

光值%

#"T

!

FB

标准曲线

分别测定加入
L2

浓度为
$

!

$I#

!

$I=

!

$IH

!

$I@

!

$I!

!

#

!

=

!

H

!

@

!

!

!

#$

!

#H

和
C$

!

0-,

-

7

A#时
L\6

的荧光强度!

$#B

光谱学与光谱分析
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结果如图
>

所示%可以看出!

L\6

在与
L2

发生荧光猝灭之

后!荧光探针的发射峰波长位置没有发生变化!说明荧光探

针与
L2

之间是非辐射能量转移#

#?

$

%

L2

与荧光探针之间的

荧光猝灭符合
8(&.'"G-,0&.

方程#

#H

$

!

6

$

)

6V#g7

8G

#

3

$%其

中!

6

$

表示无
L2

时聚合物的荧光强度(

6

表示加入
L2

后

聚合物的荧光强度(

7

8G

为猝灭效率(

3

为
L2

的浓度%

图
O

!

FG9

和
KG9

的动力学曲线

;,

<

"O

!

H,4)+,..0/6)-12FG9-&45K,

7

-

图
T

!

FG9

对
FB

荧光猝灭程度!插图为
FG9

加入
FB

前后

在
$TO4@

紫外灯下的荧光图

;,

<

"T

!

%=)5)

<

/))12F

<

2(01/)-.)4.)

8

0)4.=,4

<
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FG9*

&
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&55,+,1412F

<

045)/$TO4@ X̂(&@

7

'

!!

在优化条件下!向聚合物乙腈溶液中加入不同浓度的

L2

乙腈溶液!

C$0)'

后分别测定加入
L2

前后的探针荧光

强度!荧光光谱如图
>

所示%以猝灭效率&

6

$

)

6

'和
L2

浓度

建立标准曲线!

9

$

)

9

与
L2

浓度呈现良好的线性关系&图

@

'!在低浓度下线性方程为
6

$

)

6V#I$$B3g$I=??

&

$I#

"

#

!

0-,

-

7

A#

!

!

C

V$I!!#

'(在高浓度下线性方程为
6

$

)

6V

$IHB@3g$IH@$

&

#

"

C$

!

0-,

-

7

A#

!

!

C

V$I!!!

'%检出限为

$I$=@

!

0-,

-

7

A#

&

=

"

)

O

!

@V!

'!因此实验中所制备的聚合

物
L\6

可用于实际样品中
L2

的快速检测%

#"W

!

加标回收实验

将
L\6

用于鱼肉样品中进行加标回收实验!实验中
L2

加标浓度为
#

!

H

和
#$

!

0-,

-

7

A#

!回收率结果如表
#

所示%

可以看出!本方法对鱼肉中
L2

的加标回收率在
!HI>#W

"

#$CIH#W

之间!相对偏差低于
HIC#W

%

图
W

!

&

S

%

&

与
FB

浓度线性关系

;,

<

"W

!

:,4)&//)(&+,14-=,

7

')+A))4&

S

)

&

&45FB.14.)4+/&+,14

表
!

!

不同方法检测鱼肉样品中
FB

的回收率
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#$ !HI!@ #$BIH>

# !HI># !!IH=

2.+11*+.

T

H #$CIH# B!I=H

#$ !>I!C !$I#=

!!

为了验证方法的准确性!利用国标方法#

#>

$对鱼肉样品

进行加标检测!回收率结果如表
#

所示%可以看出两种检测

法的检测结果相当!国标方法的加标回收率在
B!I=HW

"

##=IH#W

之间!相对偏差低于
>I#@W

%本方法的加标回收率

说明了本方法检测鱼样中
L2

残留具有快速"准确"方便的

优势%

=

!

结
!

论

!!

采用沉淀聚合法!以稀土荧光配合物为荧光光源!制备

了一种孔雀石绿分子印迹聚合物!该聚合物荧光发射峰在

>#B'0

!与
L2

的最大吸收波长匹配!两者之间可以发生

9DU:

效应!因此配合物的荧光能被
L2

猝灭%聚合物对

L2

的线性范围为
$

"

C$

!

0-,

-

7

A#

!线性方程为
6

$

)

6V
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!
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!

!

C

V$I!!!

'!检出限为

$I$=@

!

0-,

-

7

A#

%将其作为荧光探针应用于鱼肉中
L2

的

检测!加标回收率在
!HI>#W

"

#$CIH#W

范围内!本文创新

性地以
7L2

为替代模板用于
L2

的检测"首次以稀土配合

物为荧光制备
L2"L\6

!使荧光探针对
L2

的检测灵敏度进

一步提高%

##B
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(光谱学与光谱分析)投稿简则

!!

+光谱学与光谱分析,是由中国科协主管!中国光学学会主办!钢铁研究总院"中国科学院物理研究所"北京大学"清华大学

共同承办的专业学术期刊%国内外公开发行!从
C$$?

年起为月刊!大
#>

开本!每期
==C

页%+光谱学与光谱分析,主要报道我

国光谱学与光谱分析领域内具有创新性科研成果!及时反映国内外光谱学与光谱分析的进展和动态(发现并培育人才(推动和

促进光谱学与光谱分析的发展%为科教兴国服务%读者对象为从事光谱学与光谱分析的科研人员"教学人员"分析测试人员和

科研管理干部%

栏目设置和要求

#I

研究报告
!

要求具有创新性的研究成果!一般文章以
B$$$

字&包括图表"参考文献"作者姓名"单位和中文"英文摘要!

下同'为宜%

CI

研究简报
!

要求在前人研究的基础上有重大改进或阶段性研究成果!一般不超过
H$$$

字%

=I

评述与进展
!

要求评述国内外本专业的发展前沿和进展动态!一般不超过
#$$$$

字%

?I

新仪器装置
!

要求介绍新型光谱仪器的研制"开发"使用性能和应用!一般不超过
H$$$

字%

HI

来稿摘登
!

要求测试手段及方法有改进并有应用交流价值!一般以
=$$$

"

?$$$

字为宜%

稿件要求

#I

投稿者请经本刊编委&或历届编委'一人或本专业知名专家推荐!并附单位保密审查意见及作者署名顺序!主要作者介

绍%文章有重大经济效益或有创新者!请说明!同时注明受国家级基金或国家自然科学基金资助情况%

CI

来稿要观点明确"数据真实可靠"层次分明"言简意明"重点突出%来稿必须是网上在线投稿&含各种符号和外文字母大

写"小写"正体"斜体(希腊字母"拉丁字母(上角"下角标位置应标清楚'%中文摘要以
B$$

字为宜!英文摘要&建议经专业英语翻

译机构润色'与中文摘要要对照(另附关键词%要求来稿应达到/齐"清"定0!中文"英文文字通顺!方可接受送审%

=I

为了进一步统一和完善投稿方式"缩短论文发表周期!本刊只接收网上在线投稿!不接收以邮寄方式或
&"0+),

方式的

投稿!严禁/一稿多投0!对侵权"抄袭"剽窃等学术不端行为!一经发现!取消三年投稿资格%

?I

文中插图要求完整!图中坐标"线条"单位"符号"图注等应标注准确"完整%如作者特殊要求需出彩色插图者!必须

在投稿时事先加以说明!并承担另加的彩印费用%图幅大小.单栏图
@IH*0

&宽'

i>*0

&高'(双栏图.

#?*0

&宽'

i>*0

&高'(图中

数字"图题"表题全部用中文"英文对照!图中数字"中文"英文全用
>

号字%电子文档中除实物图外!曲线图要用
L+(,+N

!

Ub"

*&,

!

G)1)-

或
Q.)

%

)'

等软件制作!稿件中图片的原图并转成相应&可编辑'的文件格式&

ZS)

%

!

Zb,1

!

Z51K

!

Z-

T_

'!非/

Z

_T%

0格式

的文档!随电子版修改稿一同发送到本刊的修改稿专用邮箱%

HI

文中出现的单位必须按/中华人民共和国计量标准0及有关
2;

标准规定缮写%物理量符号一律用斜体!单位符号和词

头用正体字母%

>I

名词术语!请参照全国科学技术名词规定缮写%

@I

参考文献!采用顺序编码制!只列主要文献(以
#H

"

C$

条为宜%内部资料'私人通讯'未经公开发表的一律不能引用*

日文"俄文等非英文文献!请用英文表述(中文文献和中文图书采用中"英文对照表述!文献缮写格式请参照本刊%

BI

请在投稿第一页左下角写明投稿联系人的电话和两个
)D@&,(

"以便及时联系*

稿件处理

#I

自收到稿件之日起!一个月内作者会收到编辑部的稿件处理意见%请根据录用通知中所提出的要求认真修改!希望修

改稿在
=$

天内寄回编辑部!并作为作者最终定稿&当作者接到校样时"以此修改稿为准进行校对"请勿再做大的改动'!若二个

月内编辑部没收到修改稿!将视为自行撤稿处理*

!!

CI

有重大创新并有基金资助者可优先发表(不录用的稿件!编辑部将尽快通知作者!底稿一律不退!请自留底稿%

=I

来稿一经发表将酌致稿酬并送样刊
C

册%

?I

遵照+中华人民共和国著作权法,!投稿作者须明确表示!该文版权&含各种媒体的版权'授权给+光谱学与光谱分析,期

刊社%国内外各大文献检索系统摘录本刊刊出的论文(凡不同意被检索刊物无稿酬摘引者!请在投稿时事先声明!否则!本刊一

律认为已获作者授权认可%

HI

修改稿请寄.

#$$$B#

北京市海淀区学院南路
@>

号&南院南门'!+光谱学与光谱分析,期刊社&收'

电话.
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传真.
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邵可满等.稀土配合物分子印迹荧光探针的制备及检测孔雀石绿的残留




