
基金项目#国家自然科学基金项目'编号+

D#@$@"#/

!

!##C#%"C

!

!#$C#/"!

(*湖南省食品药品监督管理局食品药品安全科

技项目'编号+湘食药科
E"$#/#%

(

作者简介#周彬彬!男!湖南省食品质量监督检验研究院工程师!

博士$

通讯作者#程云辉'

#B%@A

(!女!长沙理工大学教授!博士$

RPJG7(

+

,I9<

Q=

I%@..

"

N7<G),'J

收稿日期#

"$#%

%

#$

%

!#

第
!"

卷第
#$

期

"$#%

年
#$

月
! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

&'()!"

!

*')#$

+,-)"$#%

!"#

+

$%&$'()*

)

+

&,--.&$%%'/)011&*%$(&$%&%$%

基于多肽识别基团的荧光探针及其对

食品中氰化物的检测
F-*$5-("'5

+

"#3-5$5%,,4:%.-5)-"#

6

.%8-,%.)

+

("$'-'-#-)#$%"

$",%%'8(5-'%"(

6

-

6

#$'-.-)-

6

#%.

周彬彬#

)*+,H.'/V.'

#

!

汪霞丽#

!FS28.-/@.

#

!

王芳斌#

!FS2<-'

(

/V.'

#

!

张继红#

)*FS2T./%1'

(

#

杨
!

滔#

9FS2Q-1

#

!

程云辉"

$*"S297'/%7.

"

!

郝远强!

*F+97-'/

0

.-'

(

!

'

#;

湖南省食品质量监督检验研究院!湖南 长沙
!

@#$##C

*

";

长沙理工大学化学与生物工程学院!

湖南 长沙
!

@#$##@

*

!;

商丘师范学院化学化工学院!河南 商丘
!

@C%$$$

(

'

#;*7'-'#'CA.A7A&1

G

<11=W7-@.A

:

>7

R

&ED.C.1'#'C

R

&?A.1'-'=M&C&-E?%

!

$%-'

(

C%-

!

*7'-'@#$##C

!

$%.'-

*

";>?%11@

1

G

$%&P.CAE

:

-'=H.1@1

(

.?-@"'

(

.'&&E.'

(

!

$%-'

(

C%-,'.D&EC.A

:

1

G

>?.&'?&-'=Q&?%'1@1

(:

!

$%-'

(

C%-

!

*7'-'@#$##@

!

$%.'-

*

!;$1@@&

(

&1

G

$%&P.CAE

:

-'=$%&P.?-@"'

(

.'&&E.'

(

!

>%-'

(0

.7S1EP-@,'.D&EC.A

:

!

>%-'

(0

.7

!

*&'-'@C%$$$

!

$%.'-

(

摘要#以
CP

二乙胺基香豆素
P!P

羧酸$甘氨酸$组氨酸为原料#

采用标准多肽合成法成功合成了水溶性的荧光探针分子香

豆素-甘氨酸
P

甘氨酸
P

组氨酸!
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"#利用
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三肽对
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"f 的络合作用形成
0P::WP

0L

"f络合物#使探针分子
0P::W

的荧光猝灭&然后#通过向

体系中加入氰化物后#
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A对
0L

"f的强络合作用形成稳定

的络合物+

0L
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,而使探针分子荧光逐渐恢复#以此实现

对氰化物的定量检测%该法检测限为
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国家标准!
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"中要求最严的矿泉水中氰化物的

限量值
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"#该探针

分子对
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等共存阴离子的影响%经对

实际食物样品中氰化物进行检测#证明该方法的准确度与国

标 !
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"方法一致#且更快捷$简单%

关键词#食品&氰化物&多肽&荧光探针&检测
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氰化物是严重危害食品安全的剧毒化合物!能与细胞线

粒体内高铁细胞色素氧化酶结合!生成氰化高铁细胞色素氧

化酶!从而失去传递氧的作用!造成人体组织缺氧窒息!引起

组织衰竭以至机体死亡,
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$研究,

"

-表明+口服氰化钠&氰化

钾的致死量为
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!口服氢氰酸致死量为
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$氰酸盐是氰化物的主要存在形式!被大量应用
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于电镀&冶炼等行业!造成环境的污染!从而产生食品安全隐

患$另外!含菜豆亭碱的四季豆&五色豆等豆类!以及含氰甙

的竹笋&苦杏仁&木薯及其相关制品等食品中也含有氰化物!

能引起急性中毒,

!

-

$因此!食品中氰化物的检测是一项重要

的安全检测指标!也是一项常规检测指标$

在现行国家标准中!氰化物的检测通常采用分光光度

法!以吡啶%巴比妥酸&异烟酸%吡唑酮&异烟酸%巴比妥酸

等作为显色体系$但该法针对不同的样品需采取不同的处

理方法!实际工作中若采用相同的试剂处理样品对检测结果

影响很大!且该法前处理操作较复杂!部分样品毒性较

大,

@AC
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$近年来!学者们研究了色谱法&光谱法&离子色谱%

脉冲安培检测法&银明胶络合法&电化学法&硝酸银滴定法&

及快速检测试纸条法等在氰化物检测方面的应用!这些技术

与传统的分光光度法相比!都具备各自特有的优势$如色谱

法和光谱法灵敏度更高!试剂用量少,

#
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*离子色谱%脉冲安

培检测法线性范围宽&检出限低,

.

-

*银明胶络合法选择性

好,

B

-

*电化学法操作简便,

#$

-

*硝酸银滴定法重现性好$然

而!这些方法都存在耗时较长!影响因素较多&对检测人员素

质要求高等问题$且色谱法&离子色谱%脉冲安培法仪器较

贵!电化学法&硝酸银滴定法易受食品中复杂成分的干扰$

因而这些方法都没能在食品中氰化物检测方面受到广泛推

广应用$另外!现有的氰化物试纸条检测方法虽然具备现场

快速定性的优点,
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!但是!其目前的灵敏度不足以达到世界

卫生组织对饮用水中氰化物含量检测浓度的规定,
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!且当

其针对食品中氰化物进行检测的时候!又易受到食品中其它

复杂成分的干扰$

荧光探针法!因其具有高选择性&高灵敏度&反应速度快

等特点!在食品安全检测方面被广泛应用,
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$近年来!荧

光探针法在氰化物的检测方面!也展现出了潜在的优

势,
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!研究者们设计了荧光探针分子对水中的氰化物进

行了检测!都展现出了较高的灵敏度和选择性$但目前用于

氰化物检测的荧光探针分子往往存在水溶性较差!不利于实

际应用等问题!而且大部分都是基于人工合成的识别基团!

因此带来探针分子合成繁琐以及生物相容性不好等问题$

已有研究,

#.

-表明!将多肽与香豆素结合而得到的荧光探针

分子展现出了很好的生物相容性和水溶性$

本研究设计将香豆素'
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(骨架与甘氨酸
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(缩合得到荧光探针分

子'

0P::W

(!此探针的生色团为香豆素结构!识别基团为

::W

三肽$利用探针分子识别基团与
0L

"f络合形成复合

物'命名为
0P::WP0L

"f

(使荧光淬灭!而复合物
0P::WP

0L

"f在
0*

A的存在下!通过
0*

A与
0L

"f的络合形成更加稳

定的络合物!体系荧光又得到恢复的原理!从而实现对食品

中氰化物的快速检测$
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材料与方法
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!

材料与试剂
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试剂

甘氨酸&组氨酸&

V10

&

W+X-

+分析纯!吉尔生化上海有限

公司*

硫酸铜&

CP

二乙胺基香豆素
P!

羧酸+分析纯!上海安耐吉

化学有限公司*

用于干扰性试验的其它阴离子四丁基铵盐类+分析纯!

萨恩化学技术'上海(有限公司*

用于合成的有机溶剂+分析纯!天津大茂化学试剂厂*

所有溶液的配制+用去离子水'电阻率
#.6
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,J

(!密

理博超纯水机$

#)#)"
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样品的采集

研究过程中的食物样本为本单位监督抽检过程中所抽

取的样品!检验过程中发现氰化物含量较高的样品!留样进

行本试验研究*部分种类样品采取加标方式$
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仪器与设备

荧光分光光度计+

2P"/$$

型!日本日立公司*

核磁共振谱仪+

>6 P̂@$$

型!瑞士
XHL89H

公司*

高分 辨 质 谱 仪+
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型!美 国
4I9HJ'P27NI9H

公司*

紫外可见分光光度计+

D&"@/$

型!日本岛津公司*

高效液相色谱仪+

%>V

型!日本岛津公司$
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方法
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三肽的合成
!

::W

三肽的合成照参文献,
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利用
W+X-

和
V10

通过标准的多肽液相合成法来合成!合成

产率为
%Cb

$

#)!)"

!

0P::W

荧光探针的合成
!

将
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二乙胺基香豆素
P!P

羧酸'
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!
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(室温条件下加入
V62

'

#$J]

(中!搅

拌下加入
V10

'

"JJ'(
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W+X-

'

"JJ'(

(活化反应
#I

$将

含有三肽
::W

'

/!.J

Q

!

"JJ'(

(的
V62

'

#$J]

(溶液缓慢

滴入到上述反应液中!继续室温搅拌反应
!I

$待反应结束

后!向最终反应液中加入冰乙醚'

.$J]

(!析出黄色沉淀$在

冷冻条件下高速离心并收集沉淀产物$用高效液相色谱分

离纯化粗产物!得到黄色固体产物
C.BJ

Q

'收率+

CCb

($

#)!)!

!

产物表征
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核磁共振氢谱'

#

WP*6E

(表征+共振频率

为
/$$6WS

!

V
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+

重水作为溶剂!

464

作为内标物!室温进

行扫描$质谱'

R31P63

(表征+采用电喷雾离子源'

R31

(形

式!选择正离子模式!扫描范围为从
#$$

!

#$$$P
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氰化物的检测
!

将合成的荧光探针分子
0P::W

'

#)$

#

J'(

)

]

(溶解于水体系的
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缓冲溶液中'

O

We

#$)$

(中!加入等浓度的铜离子'
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(混合得到
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"f溶液$然后分别加入含不同浓度氰化物的溶液

后均匀混合!测试络合物探针溶液的荧光光谱!以溶液在

@C$<J

处的荧光发射值对氰根离子浓度作图$作为对照!

食物样品中的氰化物含量参考
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中规定的检测方法进行

检测并比较$
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结果与分析
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0P::W

荧光探针分子的合成与表征
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荧光探针分子的合成路线见图
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二乙胺基

香豆素
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羧酸上的羧基适合标准的多肽缩合反应!可与氨基
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安全与检测
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图
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酸或多肽的氨基缩合$但考虑到香豆素的位阻效应可能会

影响到下一步反应的产率!本研究中先合成
::W

三肽!再与

CP

二乙胺基香豆素
P!P

羧酸缩合$另一方面!为了避免缩合过

程中出现
::W

三肽分子内或自身分子间反应的情况!合成

过程中先将
CP

二乙胺基香豆素
P!P

羧酸活化!再采取将
::W

溶液缓慢滴入到活化反应液中的方式!整个滴加过程控制在
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液相法合成以后!向反应液中加入冰乙醚析出固体!再

用高效液相分离提纯!得到纯度
B$b

以上的
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$然后

通过质谱对探针分子进行表征!'
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(!表征结果与理论值

吻合$进一步的核磁表征也对合成产物进行了证实'见
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($质谱和核磁的表征结果说明!通过以上所述

合成路线及合成方法顺利得到了
0P::W

探针分子$

")"

!

0P::WP0L

"f在氰化物作用下的荧光变化

将
0P::W

'

#)$

#

J'(

)

]

(溶解于水体系的
WR?R3

缓冲

溶液中!加入不同浓度的
0L

"f

'硫酸铜形式(后测试荧光光

谱!发现当
0L

"f浓度达到等物质的量时!

0P::W

荧光基本

猝灭$因此研究中选择将
#)$

#

J'(

)

]

的
0P::W

加入等浓

度的
0L

"f混合得到
0P::WP0L

"f探针溶液$然后分别加入

不同浓度的氰根离子后均匀混合!测试络合物探针溶液的荧

图
"

!

0P::W

核磁表征结果
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!

?H'-'<*6EN

O

9,-HLJ'Y0P::W

光光谱!结果如图
!

所示!随着不同浓度氰根离子的加入!络

合物探针溶液的荧光逐渐恢复!当氰根离子的浓度达到探针

分子浓度
!$

倍时!荧光强度恢复到最大值$以溶液在

@C$<J

处的荧光发射值对氰根离子浓度作图见图
@

!发现氰

根离子浓度在
$)#/

!

#/)$$

#

J'(

)

]

时!两者之间呈现良好的

线性关系$检测限为
$)$#/

#

J'(

)

]

$根据
:X"C/C

%

"$#"

&

:X"C#/

%

"$$/

和
:X./!C

%

"$$.

规定!氰化物在蒸馏酒与

配制酒中的限量值为
.)$J

Q

)

]

'以
W0*

计!折算酒精度为

#$$b

(!粮食中氰化物限量值为
$)$#/J

Q

)

8

Q

!自来水中限量

值为
$)$/J

Q

)

]

!矿泉水中限量值为
$)$#J

Q

)

]

!以限量值要

求最高的矿泉水计算!矿泉水中氰化物的限量值折算为摩尔

浓度后为
$)!./

#

J'(

)

]

!远远高于检测限!说明该荧光探针

分子的灵敏度足以满足食品中氰化物的检测$

图
!

!

#

#

J'(

)

]

的
0P::WP0L

"f在不同浓度氰化物作用下

的荧光变化
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图
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0P::WP0L

"f对氰化物检测的标准曲线
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'<N9'Y0P::WP

0L

"f

!

#)$
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"
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A

")!
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0P::WP0L

"f对氰根离子的选择性

由于
0L

"f和
0*

A有非常强的结合能力!能络合形成很

稳定的
0L

'

0*

(

"

'

Z

C

R

e!)"g#$

A"$

($因此
0L

"f与
0*

A

螯合的机理也被广泛应用于
0*

A 荧光及比色法探针的开

发,

"$A"#

-

$以上试验发现!

0*

A能够夺取
0P::WP0L

"f 络合

物中的
0L

"f

!从而使荧光探针分子
0P::W

的荧光恢复$这

也就意味着借助
0L

"f与
0*

A的强结合力!探针分子
0P::W

可以实现对氰化物的检测$但是食物样品相较于其它体系

的特点就是其复杂性!因此!本研究通过测定其它阴离子存

在的情况下!

0P::WP0L

"f的荧光光谱的变化!对检测体系

%@

第
!"

卷第
#$

期 周彬彬等+基于多肽识别基团的荧光探针及其对食品中氰化物的检测
!



的选择性进行了考察$如图
/

所示!

0*

A 能引起
0P::WP

0L

"f荧光光谱的显著变化!而其它阴离子如'

30*

A

!

2

A

!

0(

A

!

XH

A

!

1

A

!

?+

!A

@

&

*

!A

&

*+

A

!

&

>,+

A

&

3+

"A

@

&

0+

"A

!

(都没

能引起
0P::WP0L

"f荧光光谱的变化!原因可能是这些阴离

子与
0L

"f不具有强的结合能力!或者是结合能力弱于
::W

三肽与
0L

"f的结合能力$同时!本研究进一步通过竞争性

试验!即在其它阴离子存在的条件下!考察
0P::WP0L

"f对

0*

A检测响应变化的情况!从图
%

可以看出!所有其它考察

的阴离子!都不能对本体系中
0*

A的检测产生影响$因此!

本体系对
0*

A的检测具有较高的选择性!适宜应用于食物

样品中氰化物的检测$

图
/

!

0P::WP0L

"f对不同阴离子的响应图
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!

不同阴离子的竞争检测结果图
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0P::WP0L

"f对实际样品的检测

以上研究证明
0P::WP0L

"f探针对氰化物的检测具有

很高的灵敏度和选择性!但食物样品成分复杂!因此!本研究

选取了酒&面粉&水等较易出现氰化物含量超标的食物样品

作为代表!将该荧光探针法与国标'
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(检测方法进行对

比研究!以确定该方法的准确度$由表
#

可知!本研究的荧

光探针方法与以上国际方法相比!在对配制酒中氰化物检测

上!误差率为
"b

!

!b

!对白酒的误差率更低!仅为
#)##b

!

可能因为白酒的成分相对配制酒更简单!另外配制酒一般都

带颜色!对检测结果也会稍有影响$面粉&自来水&矿泉水的

误差率相对稍微高点!分别为
%)@/b

!

@).#b

!

.)!!b

!原因主

要为该类食品中氰化物的含量非常低!但即使有略高的误差

值!其结果也完全不会影响到对食品中氰化物含量的判定$

因此!从表
#

中的对比研究数据可以确定!本研究中的荧光

探针方法能准确检测食品中氰化物的含量!其准确度与国标
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(检测方法一致$

表
#

!

荧光探针对实际样品的检测
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G<7597<H9G(NGJ
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Q

)

]

食品种类
限量值'酒根据

酒精度折算(

对应国标方法
国标法

检测值

荧光探针

法检测值

配制酒
#

'

!%

度(

")..$ :X

)

4/$$B)@.

%

"$$! ")CC$ ")%.$

配制酒
"

'

!B

度(
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)
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%

"$$! @)C@$ @)./$

白酒'
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矿泉水
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结论
本研究以甘氨酸&组氨酸&

CP

二乙胺基香豆素
P!P

羧酸为

原料!采用标准多肽合成法成功合成了水溶性好的荧光探针

分子
0P::W

!该探针分子与等物质量的
0L

"f 作用形成
0P

::WP0L

"f

!荧光猝灭!新形成的
0P::WP0L

"f络合物随着氰

化物的加入荧光又逐渐恢复$研究结果发现
0P::WP0L

"f

对氰化物表现出了高灵敏度和高选择性!经对实际食物样品

中氰化物进行检测!证明该方法的准确度与国标'
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(检

测方法一致$该法与现有常用的食品中氰化物检测方法相

比!具有简单&快捷&低毒性等优势!因此!该方法在食品中氰

化物的快速检测方面具有较大的潜在应用价值$
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=

G<

Q

!

9-G()

39(9,-7Z9G<5N9<N7-7Z959-9,-7'<'Y,

=

G<759;GN95'<-I957NP

O

(G,9J9<-N-HG-9

Q=

LN7<

Q

GUG-9HPN'(L;(9Y(L'H9N,9<-

O

H';9

,

K

-

)

K'LH<G('Y><G(

=

-7,G(69-I'5N7<0I9J7N-H

=

!

"$#%

!

"$#%

'

#

(+

#P%)

,

#.

-

W>+ FLG<P

T

7G<

Q

!

0WR* MG<PN'<

Q

!

MG<

Q

]7P

T

7G<

Q

)>H9P

-H79ZG;(9

!

UG-9HPN'(L;(9G<5;7','J

O

G-7;(9Y(L'H9N,9<-

O

H';9Y'H

H9,'

Q

<7-7'<'Y0L

'

11

(

G<5NL(Y759;GN95'<G

O

9

O

-759H9,9

O

-'H

,

K

-

)

4G(G<-G

!

"$#/

!

#@!

'

"!

(+

!$CP!#@)

,

#B

-
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