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摘要:目的:开发组氨酸—色氨酸—谷氨酸—组氨酸—组

氨酸(HWEHH)水溶 性 荧 光 探 针 结 合 酶 标 仪 实 现 水 中

Cu２＋ 的高通量检测.方法:通过选择性试验研究荧光探

针结合 Cu２＋ 的特异性;滴定试验确定探针检测 Cu２＋ 的线

性范围以 及 检 测 限,样 品 加 标 回 收 探 究 探 针 检 测 水 中

Cu２＋ 的准 确 度.结果:多 肽 探 针 溶 液 浓 度 为 ２μmol/L
时,其检测 Cu２＋ 的线性范围为０~１．５μmol/L,线性方程

Y＝－１１３５．０８５７X＋２０４８．１８７６,络 合 常 数 为 １．３×
１０６ mol/L,检测限为０．０３６μmol/L,高通量检测的线性

范围为０~１．５μmol/L,加标回收率为９３．６％~１０１．９％.
结论:HWEHH 多肽荧光探针可以实现水溶液中 Cu２＋ 的

高通量检测.
关键词:铜离子;多肽荧光探针;高通量检测;选择性;饮

用水

Abstract:Objective:A highＧthroughputdetection methodfor

Cu２＋ was developed with a well designed waterＧsoluble

fluorescent probe (HWEHH ) and the microplate reader．

Methods:ThespecificityofthefluorescentprobeforCu２＋ deterＧ

minationwasstudiedwiththeselectivityexperiment．Thelinear

rangeanddetectionlimitoftheprobeforCu２＋determinationwas

detectedwithtitrationexperiment,andtheaccuracyoftheprobe

forthedetectionofCu２＋inwaterwasstudiedwithsamplespiked

recoverymethod．Results:ThefluorescentprobewasabletospeＧ

cificallydetectCu２＋ ．Whentheconcentrationofpeptideprobe

was２ μmol/L,thelinearrangeofCu２＋ detection was０~

１．５μmol/L．Thelinearequation wasY ＝ －１１３５．０８５７X ＋

２０４８．１８７６,andthedetectionlimitwas０．０３６μmol/L．ThebindＧ

ingconstantofHWEHHＧCu２＋ complexwas１．３×１０６ mol/L．The

linearrange of highＧthroughput detection method was ０ ~

１．５μmol/L,andtherecoveryratewas９３．６％~１０１．９％．ConcluＧ

sion:HWEHHpeptidefluorescentprobecanbeusedforhighＧ

throughputdetectionofCu２＋inaqueoussolution．

Keywords:copper ions; peptide fluorescent probes; highＧ

throughputdetection;selectivity;drinkingwater

铜是人体内必不可少的微量金属元素,其需求量仅

次于铁和锌[１].但体内铜离子(Cu２＋ )含量过多又会对脏

器造成负担,还会导致许多神经系统疾病,如阿尔茨海默
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症[２]、威尔逊氏病[３]、唐氏综合征[４]等.金属铜被广泛应

用于工业生产中,而生产中的废铜若未经过处理直接排

放会污染环境.动植物能够从环境中吸收 Cu２＋ ,又通过

食物链富集到人体[５].此外,人体对于 Cu２＋ 的摄入还来

源于饮用水.世界卫生组织(WHO)规定,Cu２＋ 在饮用水

中的含量不能超过２mg/L[６],成年人铜的摄取量不应超

过１０~１２mg/d.目前,Cu２＋ 的检测方法主要分为直接

检测法和间接检测法.直接检测法是利用Cu２＋ 本身的物

理、化学特性进行检测,主要包括原子吸收法[７]、电感耦

合等离子体质谱法和生物传感器法[８]等.在利用原子吸

收光谱法进行测定时,不同光源灯对应着不同的元素,对
样品进行测量时需要及时更换光源灯.并且原子吸收光

谱法的标准工作曲线线性范围比较窄,灵敏度低和抗干

扰性弱等[９].电感耦合等离子体质谱法检测离子的方法

简单、速度快,但仪器价格昂贵[１０].间接检测法主要是利

用Cu２＋ 与荧光探针的特定化学反应进行检测.例如:荧
光光谱法、比色法、免疫分析法、酶分析法等.其中,荧光

光谱法因为其高灵敏度、强选择性、操作简单和响应速度

快的优点[１１],可以快速、大批量地检测样品中 Cu２＋ 的含

量,近年来被广泛关注.
荧光探针分析法是一种建立在荧光分析光谱和探针

荧光强度变化上的识别方法[１２].荧光分子探针技术对目

标物进行检测的工作机制主要包括分子内电荷转移[１３]、
光致电子转移[１４]、荧光共振能量转移[１５]、聚集诱导发

光[１６]及激发态分子内质子转移[１７].近年来,大量有机分

子荧光探针被用于Cu２＋ 的检测,但有机分子荧光探针的

合成过程中会使用到大量有毒有害的试剂,污染环境,且
水溶性差.基于水溶性较好的多肽荧光探针因具有结构

简单、生物相容性好等特点[１８]受到关注.而荧光基团标

记探针合成较为复杂,且副产物多.因此采用内源性荧

光的多肽荧光探针能简化合成步骤,提高探针的水溶性,
降低成本.

高通量检测技术是指可以一次检测多个样品或者对

同一种样品进行多种检测的技术[１９],被广泛应用于食品

安全、药物/菌种筛选等领域[２０].高通量检测多基于酶联

免疫测定技术、多重 PCR 技术、基因芯片检测技术等实

现单次多个样品的同时检测.其中多功能酶标仪因为拥

有多种检测模式(吸光度、荧光强度、时间分辨荧光等)、
操作简单、样品消耗量少、成本低等优点被广泛应用于高

通量检测中.
研究拟开发组氨酸—色氨酸—谷氨酸—组氨酸—组

氨酸(HWEHH)荧光探针,其中色氨酸(W)具有强荧光,
组氨酸(H)可以与Cu２＋ 络合,谷氨酸(E)可以增加多肽的

水溶性和稳定性.根据Cu２＋ 与多肽荧光探针络合后探针

荧光强度的变化,实现对Cu２＋ 的检测,并结合酶标仪实现

多肽荧光探针对水中 Cu２＋ 的高通量检测,为实现水溶液

中的Cu２＋ 快速检测提供一种新方法.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

HWEHH(图１)多肽荧光探针:分析纯,探针序列由

实验室设计,由上海强耀生物集团有限公司合成并纯化;

图１　HWEHH 结构

Figure１　ThestructureofHWEHH

　　各金属阳离子:分析纯,国药集团化学试剂有限公司;

浓硫酸、浓盐酸:分析 纯,成 都 市 科 隆 化 学 品 有 限

公司;

４Ｇ(２Ｇ羟乙基)Ｇ１Ｇ哌嗪乙磺酸(HEPES):分析纯,美国

Sigma公司;
试验用水为去离子水;

自来水:中南林业科技大学神农楼;

饮用水:中南林业科技大学神农楼直饮水系统.

１．２　仪器与设备

荧光分光光度计:FＧ４６００型,日本高新技术公司;

紫外分光光度计:UVＧ２６００型,日本岛津公司;

多功能酶标仪:SpectraMaxi３x型,上海美谷分子仪

器有限公司.

１．３　方法

１．３．１　溶液的配制　将冻干多肽探针(HWEHH)粉末直

接溶 于 １０ mmol/L NaOH 溶 液 中,制 成 浓 度 约 为

１mmol/L 的探针储备液,并将其稀释至２μmol/L的标

准工作液.用紫外分光光度计检测多肽溶液的浓度.各

金属离子溶液采用其阴离子所对应的酸配制成浓度为

１mmol/L 的离子溶液.

１．３．２　紫外可见分光光度法　扫描范围２００~８００nm,
以１０mmol/LHEPES缓冲溶液为空白背景调零,紫外分

光光度计对储备液稀释液进行检测.根据朗伯比尔定

律[２１]按式(１)测定可溶性多肽的浓度.

A＝Σbc, (１)

式中:

A———吸光度;

Σ———色氨酸的摩尔吸光系数,５４００L/(molcm);

b———吸收池的厚度,cm;

c———溶液的摩尔浓度,mol/L.

１．３．３　荧光分光光度法

(１)测定多肽荧光探针光谱:以２８０nm 为激发波长,

１６
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发射波长为２９０~４５０nm,室温下对 HWEHH 多肽探针

溶液进行荧光测量.狭缝设置１０．０nm,电压５００V.对

HEPES溶液、探针溶液、含有 Cu２＋ 的多肽探针溶液进行

３次荧光测量.
(２)温度对探针稳定性的影响:选取不同的温度(２５,

３０,３５,４０,４５,５０,５５,６０℃)孵育２μmol/L的标准工作液

１０min后进行荧光测量,记录不同温度下多肽探针的荧

光强度.
(３)pH 对多肽荧光探针的影响:使用 HCl和 NaOH

溶液调节 HEPES缓冲溶液的pH 分别为２．０,４．０,６．０,

７．４,８．０,１０．０.采 用 不 同 pH 缓 冲 溶 液 稀 释 储 备 液 得

２μmol/L 的标准工作液,进行荧光测量记录溶液的荧光

强度,再向其中滴加 Cu２＋ ,使溶液中 Cu２＋ 最终浓度为

１．５μmol/L,计算不同pH 下多肽探针的荧光变化率.
(４)标准曲线:

① 单个样品检测的标准曲线:向多肽探针溶液中滴

加Cu２＋ 进行荧光测量,直至荧光强度不再变化,记录每次

滴加Cu２＋ 的体积、浓度及荧光强度,绘制Cu２＋ 标准曲线,

并按式(２)计算解离常数[２２].

ΔF＝F０－FL＝[(F０－Fα)/２M０]{(L＋M０＋Kd)－
[(L＋M０＋Kd)２－４M０L]１/２}, (２)

式中:

F０———无Cu２＋ 存在下的荧光强度,AU;

FL———Cu２＋ 存在下的荧光强度,AU;

Fα———Cu２＋ 饱和的荧光强度,AU;

M０———多肽与Cu２＋ 结合的实际浓度,μmol/L;

L———游离的Cu２＋ 浓度,μmol/L;

Kd———解离常数,mol/L.

② 高通量样品检测的标准曲线:配置含有不同浓度

Cu２＋ 的多肽荧光探针溶液(０．１,０．２,０．３,０．４,０．５,０．８,１．０,

１．２,１．５μmol/L),加入３８４孔板中,于酶标仪中进行荧光

测量,激发波长２８０nm;发射波长３１０~４５０nm;记录荧

光强度并绘制标准曲线.

(５)选择性试验:标准工作液中滴加不同的金属阳离

子,使其最终浓度均为１．５μmol/L,对其进行荧光测量,

再向含有不同金属阳离子的工作液中滴加Cu２＋ ,使 Cu２＋

浓度为１．５μmol/L.记录荧光变化强度,并与只含 Cu２＋

工作液的荧光变化强度进行对比.

１．４　HWEHH荧光探针检测限的确定

重复扫描标准工作液２０次,按式(３)计算该荧光探

针在该浓度下的检测限[２３].

LOD＝３σ/S, (３)

式中:

LOD———检测限,μmol/L;

σ———空白条件下扫描溶液２０次的标准偏差;

S———标准线性方程的斜率.

１．５　实际样品的测定

对样品的荧光强度进行测量以排除样品自有的荧光

强度对试验准确性的影响.测量含有样品的工作液的荧

光强度,根据对应标准曲线计算样品中Cu２＋ 浓度,并进行

样品加标回收试验检测该方法的准确性.

２　结果与分析

２．１　HWEHH的激发特征及Cu２＋ 对其荧光的淬灭作用

由图２(a)可知,HWEHH 荧光探针在２８０nm 处有

最大 吸 收 峰,吸 光 度 为 ０．０３３,此 时 储 备 液 浓 度 为

１．２２mmol/L.由 图 ２(b)可 知,HEPES 缓 冲 溶 液 在

３５４nm 处无荧光峰,HWEHH 探针溶液在３５４nm 处有

较强的荧光峰.色氨酸的特征荧光峰约在３６０nm[２３],但

是多肽中色氨酸的峰会由于周围原子和电子的影响而发

生偏移,因此 HWEHH 荧光探针的荧光峰的峰值位于

３５４nm.当向探针溶液中加入 Cu２＋ 后,溶液在３５４nm
处荧光值大幅度降低,从２１３６降低至９００．５,表明 HWEＧ

HH 荧光的淬灭是由Cu２＋ 引起的.

２．２　温度对 HWEHH荧光探针稳定性的影响

由图３可知,在试验范围内,３０℃的荧光强度最大,

图２　HWEHH 特征谱图

Figure２　HWEHHcharacteristicspectrum
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随着温度的升高,探针溶液的荧光强度峰值将会降低(由

２４８５降至１８７７).这是因为溶液温度(３０℃以上)越高,

介质黏度越低,分子之间的热运动越剧烈[２４],从而增加荧

光分子同溶剂分子之间的碰撞几率.由此得出荧光探针

的最佳工作温度为３０ ℃.而２５,３０ ℃的荧光强度差异

率为６％,考虑工作时的检测成本,后续所有试验均在

２５℃ 下进行.

２．３　pH对 HWEHH荧光探针的影响

由 图４(a)可知,当pH为２．０~８．０时,随着pH的升

图３　HWEHH 溶液在不同温度下的荧光强度

Figure３　FluorescenceintensityofHWEHHsolution
atdifferenttemperatures

高,荧光探针溶液在３５４nm 处的荧光强度也随之升高.

这是因为溶液pH 值的变化影响荧光物质的电离状态,从
而影响荧光物质的荧光强度.由图４(b)可知,Cu２＋ 加入

引起的多肽探针荧光变化率也会受到pH 的影响,多肽荧

光探针在酸性条件下与 Cu２＋ 结合较弱,荧光淬灭效果不

明显,变化率为０~０．２.增大pH,淬灭效果越来越明显,

变化率达到０．６以上,说明其灵敏度也升高.当pH 增大

到７．４,８．０时变化率达到最佳,８．０之后pH 越大,灵敏度

随之降低.这是因为酸性条件下,谷氨酸带正电,与Cu２＋

产生静电斥力,难以络合,中性环境下,谷氨酸带负电,与

Cu２＋ 有静电吸引作用,使络合更加稳定[２５].组成多肽的

氨基酸等电点均≤７．６,在pH１０时,４个多肽分子均带较

多负电荷有斥力作用,与Cu２＋ 的结合能力比pH７．４,８．０
的稳定性差.通常情况下液体酸碱值大部分为中性,因
此后续所有试验均在pH７．４下进行.

２．４　HWEHH 荧光探针检测 Cu２＋ 的标准曲线、解离

常数和检测限

　　由图５(a)可知,Cu２＋ 对该探针的淬灭效果具有浓度依赖

性.由图５(b)可知,当Cu２＋ 浓度为０~１．５μmol/L时,随着

Cu２＋ 浓度的增加,多肽探针的荧光强度降低,且其荧光强

度与Cu２＋ 呈负相关,此时解离常数为７．５×１０－７ mol/L,

图４　不同pH 下 HWEHH 荧光探针的荧光强度及荧光变化率

Figure４　FluorescenceintensityandchangerateofHWEHHfluorescentprobeatdifferentpHvalue

a~k中Cu２＋ 浓度依次为:１．５,０．２５,１,０．７５,０．５,０．４,０．３,０．２,０．１,０．０５,０μmol/L
图５　不同浓度 Cu２＋ 的 HWEHH 溶液荧光光谱图及标准曲线

Figure５　FlourescencespectrastandardcurveofHWEHHcontainingdifferentconcentrationsofCu２＋
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络合常数是解离常数的倒数,为１．３×１０６ L/mol,证明其

络合能力较强.其线性方程为Y＝ －１１３５．０８５７X＋
２０４８．１８７６(R２＝０．９９９),检测限为０．０３６μmol/L.

２．５　HWEHH荧光探针对Cu２＋ 的选择性

由图６(a)可知,只有Cu２＋ 能引起探针荧光的显著变

化(０．８１),其他金属阳离子对该探针无明显的淬灭效果

(０．０３~０．０５).由图６(b)可知,当溶液中存在其他金属阳

离子时,不会对 HWEHH 荧光探针识别Cu２＋ 产生影响.

２．６　HWEHH高通量检测Cu２＋ 的标准曲线

由图７ 可 知,关 于 Cu２＋ 浓 度 的 线 性 方 程 为 Y ＝

－２８３９５８．４３７X＋６８０７５０．９５４(R２＝０．９８１),说明可以利

用多肽荧光探针法同高通量检测技术结合来检测食品中

的Cu２＋ 浓度.

２．７　实际样品中Cu２＋ 的测定

自来水、饮用水在３１０nm 左右有水的拉曼峰,在其

他位置无峰出现,说明样品自身在３５４nm 处无荧光值,

不会影响 HWEHH 荧光探针对样品中 Cu２＋ 浓度的检

测.由表１可知,自来水和饮用水中的加标回收率为

９３．６％~１０１．９％,表明该荧光探针可以用于实际样品中

Cu２＋ 含量的检测.

图６　含有不同金属阳离子的多肽溶液的荧光变化率

Figure６　FluorescencechangerateofHWEHHpeptidesolutioncontainingdifferentmetalcations

图７　高通量检测 Cu２＋ 浓度的标准曲线

Figure７　StandardcurveofCu２＋ concentrationin
highＧthroughputdetection

表１　加标回收率

Table１　Standardrecoveryrate

样品
样品Cu２＋ 浓度/
(μmolL－１)

加标浓度/
(μmolL－１)

测量浓度/
(μmolL－１)

加标回

收率/％

１ ２．１１ １００．７
自来水 １．１０±０．０５ ５ ５．９０ ９６．１

３ １３．３０ ９３．８

５ ５．００ ９３．６
饮用水 ０．３５±０．０１ ８ ８．５０ １０１．９

１３ １３．２０ ９８．８

３　结论

利用组 氨 酸—色 氨 酸—谷 氨 酸—组 氨 酸—组 氨 酸

(HWEHH)多肽作为荧光探针,检测了样品中 Cu２＋ 的含

量.结果表明,当样品中存在 Cu２＋ 时,Cu２＋ 与 HWEHH
络合,阻断多肽分子内电子转移,导致 HWEHH 荧光的

淬灭,使探针荧光值降低.当荧光探针浓度为２μmol/L
时,其对Cu２＋ 有较高的选择性,且检测的线性范围为０~
１．５μmol/L,线性方程为Y＝ －１１３５．０８５７X＋２０４８．１８７６,

检出限为０．０３６μmol/L.利用３８４孔板结合 HWEHH
荧光探针可实现对Cu２＋ 的高通量检测.通过对实际水样

品(自来水、饮用水)中 Cu２＋ 进行加标试验发现其回收率

较高,可有效实现水溶液中Cu２＋ 的检测.此外,该探针与

Cu２＋ 的络合机制没有进行深入研究,后续可以采取核磁

共振、计算机模拟等方法对其作用机理进行进一步探究.
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