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摘　要：富 G 序列 AGRO100 核酸探针与荧光染料硫磺素 T（ThT）和 N- 甲

基卟啉二丙酸 IX（NMM）结合后，随着铅离子的加入 ThT 和 NMM 的荧光

强度会发生相对变化，从而建立了用于铅离子定量分析的、免标记的广义比

率型荧光传感方法。将该方法与新型荧光定量模型（QFM）相结合，分析 4
个不同地段湘江水中铅离子的浓度。研究结果表明：广义比率型荧光探针结

合 QFM，能够准确定量分析 4 个不同地段湘江水中铅离子的浓度，该分析

结果与电感耦合等离子体质谱仪（ICP-MS）得到的结果基本一致，加标回收

率均在 91%~108% 的范围内。
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1 研究背景

随着经济的不断发展，伴随而来的水质污染已成

为人们不可忽视的问题。水中铅（Pb）含量的测定

是水质检验的重要指标之一。因为铅的无机形式不能

被降解，其最终积累在水和食物中，被人类摄取，这

将对人类造成巨大危害 [1-3]。另外儿童铅中毒的概率

要比成年人的高 [4]，其原因与儿童正处在生长发育阶

段，许多器官尚不成熟，解毒功能不完善，对铅较敏

感，以及接触机会较多有关。一般饮用水中含铅量的

安全界限是 100 µg/L。在我国生活饮用水铅的质量浓

度不能超过 10 µg/L，后来又进一步规定自来水中可

接受的铅最大质量浓度为 50 µg/L。研究表明：如果

饮用水中铅离子质量浓度接近 50 µg/L，那么人的血

样中铅的质量浓度约为 30 µg/L。对婴幼儿，平均血

铅质量浓度不宜超过 15 µg/L。小孩的血铅超标一般

不会有明显症状，但是会影响其智力，包括说话能力、

记忆力和注意力等 [5]。

因此，建立一种准确简单快速测定水中铅含量

的方法是环境监测的一种必要。目前，分析研究工

作者已经研究出一系列的检测铅离子的方法，主要

有分光光度法 [6]、电化学分析方法 [7]、原子吸收分

光光度法 [8]、电感耦合等离子体发射光谱法 [9-10]、电

感耦合等离子体质谱法 [11-13] 等。虽然这些方法能够
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准确测量铅离子的含量，但当铅离子含量非常低，或

者待测环境和生物样本的基质比较复杂时，就需要对

样本进行有效的分离和富集等较为繁杂的前处理或

预处理。通常这些前处理或预处理过程都比较费时、

费力、费成本，并且还会对环境造成一定的污染。

显然这不适应于日常快速原位定量分析实际样本中

铅离子的含量。因此，目前仍然迫切需要研发简单、

灵敏且具有低成本效益的铅离子检测方法。

化学传感器能够较好地满足以上几个要求。近年

来，有较多设计和使用化学传感器来检测铅离子含量

的报道 [14-16]。其中荧光生物传感器的检测方法具有

简单且灵敏度高等优点，但目前报道的方法多是增强

型或淬灭型荧光生物传感器。这类方法在复杂体系中

容易受到背景干扰而使其荧光信号发生变化，从而使

得定量分析结果有一定的偏差。另外，有报道应用

比率型荧光探针 [17-18] 的方法，该方法能够在一定的

范围内消除背景对目标荧光信号的干扰，从而提高

定量分析结果的准确度。但现有的比率型探针较少，

需要根据目标物合成对应的比率型荧光探针，这在很

大程度上限制了它的广泛应用。

基于比率型荧光探针的优点，本研究利用富

G 序 列 AGRO100 核 酸 探 针 与 荧 光 染 料 硫 磺 素 T
（thioflavine T，ThT） 和 N- 甲 基 卟 啉 二 丙 酸 IX
（N-methyl mesoporphyrin IX，NMM）之间会随着铅

离子的加入而使得它们的荧光信号发生相对变化。即

随着铅离子的加入，ThT 荧光信号减弱而 NMM 的荧

光信号增强，基于两个荧光染料荧光强度的相对变

化——强度比率变化，建立了广义比率型荧光传感

器，用于湘江水中铅离子浓度的检测。由于湘江水中

含有较多种类的重金属和微生物，这些物质对荧光光

谱会产生一定的干扰，从而造成所测荧光信号与样本

中目标物的浓度之间的关系不再具有简单的线性关

系。因此本研究将广义比率型荧光传感器与新型荧光

定量模型（quantitative fluorescence model，QFM）[19]

相结合，从而成功实现了湘江水中铅离子的准确定量

分析。

2 实验部分

2.1 试剂和化学药品

所有溶剂和试剂均为分析纯，不需要进一步的

纯化处理。三羟甲基氨基甲烷（tris(hydroxymethyl)
methyl aminomethane，Tris，质量分数为 99.9%）、

Pb(NO3)2、硫磺素 T，均购于阿拉丁试剂有限公司；

N- 甲基卟啉二丙酸 IX 购于百灵威科技有限公司；汞、

钙、铜、锰、锌、镍、镉、铝、镁、铬、铁的标准

溶液，均购于国家有色金属及电子材料分析测试中

心；核酸探针 AGRO100 购于上海生工生物工程有限

公司，其序列为 5’-GGTGGTGGTGGTTGTGGTGGT
GGTGG-3’；湘江水样品采自湖南省长沙市湘江河段；

整个实验用水均为超纯水（18.2 MΩ·cm-1），由中国

重庆艾科浦的超纯水仪提供。

2.2 样本的制备

1）试剂的配制 探针 AGRO100 先以 6 000 r/min
的转速离心 2 min，然后加入适量的灭菌水配制成

1 µmol/L 的 AGRO100 工作液。准确称取 0.003 2 g 
ThT，加入适量的超纯水溶解并稀释到 100 µmol/L。

准确称取 0.005 8 g NMM，加入适量的超纯水溶解并

稀释到 10 µmol/L。准确称取 0.605 5 g Tris，加入适

量的超纯水溶解，再用乙酸调节其 pH 至 7.0，最后

用超纯水定容到 50 mL 容量瓶中，得到 100 mmol/L 
pH 为 7.0 的 Tris-Ac 缓冲溶液。

2）铅离子标准样本的配制 准确称取 0.003 3 g 
Pb(NO3)2，加入适量的超纯水配制成 207 2 µg/L Pb2+

储备液；然后用超纯水稀释，配制成质量浓度分别

为 4.14, 10.36, 51.80, 103.60, 155.40, 310.80, 414.40, 
518.00, 621.60 µg/L 的 9 个 Pb2+ 标准溶液。取 40 µL 1 
µmol/L AGRO100 和 10 µL 100 µmol/L ThT 混合，反

应 5 min 后，加入 20 µL 10 µmol/L NMM、20 µL 不

同质量浓度的 Pb2+ 标准溶液和 20 µL Tris-Ac 缓冲溶

液，最后加入超纯水，使其总体积为 200 µL，得到 9
个 Pb2+ 标准样本。混合均匀后，继续反应 30 min，

然后进行荧光检测。9 个 Pb2+ 标准样本中，校正样

的质量浓度分别为 0.41, 1.04, 5.18, 31.08, 44.14, 62.16 
µg/L，验证样的质量浓度分别为 10.36, 15.54, 51.80 
µg/L。

3）湘江水实际样本的配制 取 40 µL 1 µmol/L 
AGRO100 和 10 µL 100 µmol/L ThT 混合，反应 5 min
后，加入 20 µL 10 µmol/L NMM、20 µL 不同地段的

湘江水、20 µL 不同质量浓度的 Pb2+ 标准溶液和 20 
µL Tris-Ac 缓冲溶液，最后加入超纯水，使其总体积

为 200 µL，制备成湘江水实际样本 [20]。混合均匀后，

继续反应 30 min，进行荧光检测。湘江水实际样本中，

加入的 Pb2+ 标准溶液质量浓度分别为 0, 5.18, 15.54, 
31.08 µg/L。

新型荧光定量模型用于湘江水中铅离子的检测
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2.3 仪器参数设置

FS5 稳态荧光光谱仪产于英国爱丁堡仪器公司，

激发波长为 400 nm，发射光谱的扫描范围为 450~650 
nm，间隔为 1 nm，激发和发射狭缝宽度分别为 5 nm
和 3 nm。每个样本重复扫描 3 次。

2.4 数据分析

在 9 个不同质量浓度的 Pb2+ 标准样本中，选取 6
个样本作为校正集，其余 3 个样本作为验证集，用校

正集和验证集建立荧光定量模型（QFM）；然后将 4
个地段的湘江水样本及其加标样本共 16 个样本作为预

测集；最后应用 QFM 定量分析预测集中 Pb2+ 的质量

浓度。采用预测均方根误差（ ，其中 ci

和 分别表示第 i 个预测样本中，Pb2+ 的真实含量和预测

结果）和平均相对预测误差（ ）

评估 QFM 的定量分析性能。

2.5 实验原理

本研究设计了一种广义比率型免标记的荧光探

针用于 Pb2+ 的检测，其原理图如图 1 所示。

荧光染料硫磺素 T（ThT）自身的荧光信号很弱，

但与功能核酸 AGRO100 相互作用后，可以形成 G-
四链体结构，使得 ThT 在 494 nm 处的荧光信号急剧

增强；而荧光染料 N- 甲基卟啉二丙酸 IX（NMM）

自身的荧光信号也较弱，并且它不能与 AGRO100 结

合，但 NMM 与 G- 四链体能发生强烈的相互作用。

在 AGRO100 和 ThT 的 体 系 中 加 入 NMM， 会 使 得

ThT 荧光信号稍有减弱，而 NMM 的荧光信号会增

强；但是当加入一定量 Pb2+ 后，AGRO100 可以与

Pb2+ 形成更稳定的 G- 四链体结构，可以把 ThT 染料

从 AGRO100 上挤出去，使得体系中 NMM 能与更

稳定的 G- 四链体结构发生更好的作用，其在 611 nm
处的荧光信号大幅度增强，而 ThT 在 494 nm 处的荧

光信号显著下降，如图 2 所示。因此，可以用此强度

比率变化的方法实现对 Pb2+ 的检测。

3 结果与讨论

3.1 荧光染料浓度的优化

荧光体系的荧光强度与实验条件有直接关系，

包括 AGRO100、ThT 和 NMM 的浓度。为了实现对

Pb2+ 高灵敏度的检测，首先选定 AGRO100 与 ThT 的

浓度。因为 AGRO100 和 ThT 浓度过高，会影响 Pb2+

与 AGRO100 的相互作用；它们的浓度过低又会减

弱对 Pb2+ 的响应。综合考虑选定 AGRO100 的浓度

为 200 nmol/L，ThT 的浓度为 5 µmol/L。然后在 200 
nmol/L AGRO100 和 5 µmol/L ThT 的 体 系 中， 考 察

NMM 浓度。因为 NMM 会与 G- 四链体发生强烈的

相互作用，在无 Pb2+ 时，它也会影响 ThT 的荧光信号，

所以要确定 NMM 的浓度，就需要考察在不同 NMM
浓度时，体系在 494 nm 和 611 nm 处荧光强度比值的

变化，变化幅度最大的说明对 Pb2+ 感应最好，灵敏

度高。图 3 给出了不同 NMM 浓度下，不加 Pb2+ 与

加 207.2 µg/L Pb2+ 时，体系在 494 nm 和 611 nm 处荧

光强度的比值。从图 3 可以看出，在 494 nm 和 611 
nm 处荧光强度的比值随着 Pb2+ 的加入变化较大的是

NMM 浓度为 1 µmol/L 的体系，其变化比值约为 2.8
倍。因此选择 1 µmol/L 的 NMM 为最佳浓度。

图 1 广义比率型探针检测 Pb2+ 的示意图

Fig. 1 Schematic representation for the detection of Pb2+ 
based on generalized ratiometric fluorescent probe

图 2 ThT、NMM 及其混合物的荧光光谱图

Fig. 2 The fluorescence emission spectra of ThT, NMM 
and mixtures with other substances

2019 年 第 11 卷 第 2 期 Vol.11 No.2 Mar. 2019
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3.2 广义比率型探针选择性的考察

为验证广义比率型荧光探针对 Pb2+ 的选择性，

在 AGRO100、ThT 和 NMM 体 系 中 加 入 了 一 些 常

见的金属离子，如 Hg2+、Ca2+、Cu2+、Mn2+、Zn2+、

Ni2+、Cd2+、Al3+、Mg2+、Cr3+、Fe3+，它们的质量浓

度均为 50.00 µg/L，考察它们对 Pb2+ 广义比率型荧光

探针的响应情况。在实验过程中，各种其它金属离子

的测定条件都和 Pb2+ 的检测条件一致，其结果如图 4
所示。

从图 4 可看出，探针对质量浓度为 33.15 µg/L 
Pb2+ 在 494 nm 和 611 nm 处荧光强度的比值是最小

的，探针对其它金属离子荧光强度的比值远高于 Pb2+

的，且它们的荧光强度比值基本和背景信号差不多，

这说明该探针对 Pb2+ 有较高的选择性。从图 4 还可

看出，Al3+ 和 Fe3+ 对 Pb2+ 的检测稍有干扰，可能是

因为 Al3+ 和 Fe3+ 的质量浓度较大对染料的荧光有一

定的淬灭作用。这也说明复杂体系存在背景对体系待

测物质的荧光信号有干扰，但这种干扰可以用荧光定

量模型（QFM）予以消除，因此，后续实际样品中

Pb2+ 的检测需要将探针与 QFM 结合，以实现湘江水

中铅离子浓度的准确预测。

3.3 湘江水中铅离子的定量分析

在 494 nm 和 611 nm 处，样本荧光强度的比值与

Pb2+ 质量浓度的关系如图 5 所示，其中内嵌图为 Pb2+

质量浓度在 0~3.30 µg/L 范围内的局部放大图。

 
由图 5 可知，在 494 nm 和 611 nm 处，随着 Pb2+

质量浓度的增加，样本荧光强度的比值先逐渐减小，

当 Pb2+ 质量浓度较大时，其比值发生转变，有增大

的趋势，说明反应体系中 ThT 的荧光信号逐渐减

弱，NMM 的荧光信号逐渐增强。当 Pb2+ 质量浓度超

过 100 µg/L 时，在 494 nm 和 611 nm 处荧光强度的

比值随着 Pb2+ 质量浓度的增加变化比较平缓，说明

该反应体系对 Pb2+ 的响应已经达到了饱和状态。另

外 Pb2+ 质量浓度在 0~66.30 µg/L 范围内，在 494 nm
和 611 nm 处荧光强度的比值与 Pb2+ 的浓度并没有良

好的线性关系。只有在小范围，即 Pb2+ 质量浓度为

0~3.30 µg/L 的范围内，荧光强度比值与 Pb2+ 质量浓

度具有较好的线性关系，其线性相关系数为 0.977 6。

荧光定量模型（QFM）能够处理非线性的数据。

图 6 为 QFM 对铅离子标准样本中校正集和验证集的

Pb2+ 质量浓度（0.41~62.16 µg/L）的预测结果。QFM
能够同时准确预测校正集和验证集中 Pb2+ 质量浓度，

图 3 不同浓度的 NMM 和 Pb2+ 对体系荧光

强度比值（I494/I611）的影响

Fig. 3 Intensity ratio I494/I611 versus the concentration of  
NMM with and without Pb2+

图 4 广义比率型探针检测 Pb2+ 选择性图

Fig. 4 The selectivity of the proposed method for 
Pb2+ detection

图 5 样本荧光强度比值（I494/I611）与

Pb2+ 质量浓度的关系曲线

Fig. 5 Intensity ratio I494/I611 versus the 
concentration of Pb2+

新型荧光定量模型用于湘江水中铅离子的检测
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并且 3 个相同 Pb2+ 质量浓度的样本预测值波动较小。

QFM 对验证样本的预测均方根误差和平均相对误差

分别为 0.98 µg/L 和 2.8%。此外，应用 QFM 预测三

次背景的浓度值，然后求得三次浓度值的标准偏差，

最后将其标准偏差分别乘以 3.3 和 10，即得到该方法

的检测限和定量限分别为 0.04 µg/L 和 0.11 µg/L。上

述实验结果表明，广义比率型荧光探针结合 QFM 能

够准确定量分析超纯水样本中 Pb2+ 的含量。

因此，可以利用广义比率型荧光探针与 QFM 模

型相结合对真实环境水样中 Pb2+ 含量进行定量检测，

即利用超纯水配制的 Pb2+ 标准溶液作为校正集和验

证集，并利用它们的荧光光谱建立 QFM 模型，再

利用该模型来预测 4 个不同地段的湘江水中 Pb2+ 含

量。表 1 列出了 QFM 模型对 4 个不同地段（A、B、C、

D）湘江水中 Pb2+ 质量浓度的定量分析结果。所获

得的结果令人满意，其加标回收率均在 91%~108%
之间。

另外，为验证 QFM 模型对 4 个不同地段湘江水

样本中 Pb2+ 含量分析结果的准确性，同时应用安捷

伦 7700X 系列电感耦合等离子体质谱仪（inductively 
coupled plasma massspectrometry， ICP-MS） 对 这

4 个不同地段（A、B、C、D）湘江水中 Pb2+ 质量

浓度进行了分析，检测出 Pb2+ 质量浓度分别为 0.50, 
3.47, 0.68, 0.21 µg/L， 这 与 QFM 模 型 得 到 的 结 果

（Pb2+ 质量浓度分别为 0.49, 3.41, 0.71, 0.20 µg/L）

基本一致，说明 QFM 模型得到结果的准确度可媲美

于 ICP-MS。综合以上实验结果，表明广义比率型

荧光探针结合 QFM 模型能够快速准确地定量分析湘

江水中 Pb2+ 的含量。

4 结论

在富 G 序列 AGRO100 核酸探针与荧光染料硫

磺素 T（ThT）和 N- 甲基卟啉二丙酸 IX（NMM）的

体系中，随着铅离子的加入，ThT 荧光信号逐渐减弱，

而 NMM 的荧光信号相应增强，基于 ThT 和 NMM
两个荧光染料荧光强度的比率变化，建立了一种广义

比率型荧光传感器，用于铅离子含量的检测。然后将

广义比率型荧光探针结合新型荧光定量模型（QFM）

定量分析湘江水中铅离子的含量。该方法具有简单、

灵敏度高且检测成本低等优点。实验结果表明：建立

在超纯水配制的 Pb2+ 标准溶液作为校正集和验证集

的荧光光谱数据上的 QFM 模型，能够准确预测 4 个

不同地段的湘江水中铅离子含量。该方法测得 4 个不

同地段的湘江水中铅离子质量浓度分别为 0.49, 3.41, 
0.71, 0.20 µg/L，其加标回收率均在 91%~108% 之间，

与 ICP-MS 检测得到的结果基本一致。另外，该方

法对铅离子的检测限和定量限分别为0.04 µg/L和0.11 
µg/L。因此，广义比率型荧光探针与 QFM 模型相结合，

能快速、低成本、高灵敏度和高选择性地定量检测湘

江水中的铅离子含量。

图 6 QFM 对铅离子标准样本中校正集和验证集

Pb2+ 质量浓度的预测结果

Fig. 6 Mass concentrations of Pb2+ in both the calibration 
and validation samples predicted of the QFM

表 1 QFM 模型对 4 个不同地段湘江水中

Pb2+ 质量浓度的预测结果

Table 1 The mass concentrations of Pb2+ in four different 
sections of Xiang River determined by fluorescence 

spectroscopy in combination with QFM

水样

A

B

C

D

加入 Pb2+ 的质量

浓度 /（µg·L-1）

0 0
05.18
15.54
31.08
00   0
05.18
15.54
31.08
0 0

05.18
15.54
31.08
00   0
05.18
15.54
31.08

预测 Pb2+ 的质量

浓度 /（µg·L-1）

00.49
05.22
15.95
32.73
03.41
08.70
20.10
34.52
00.71
05.82
15.94
31.89
00.20
05.33
15.96
31.37

加标回收率 /
%

091.4
099.5
103.7

102.1
107.4
100.1

098.7
098.0
100.3

099.0
101.4
100.3
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Detection of Pb2+ in Xiang River Using New Quantitative Fluorescence Model

LIU Cun，TANG Ying，CHEN Yao，TANG Jianxin

（College of Life Sciences and Chemistry，Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 412007，China）

Abstract：A label-free generalized ratiometric fluorescence sensing method for quantitative analysis of Pb2+ was 
designed based on the interaction between the G-rich sequence AGRO100 nucleic acid probe, the fluorescence dyes 
thioflavin T (ThT) and N-methylporphyrin dipropionic acid IX (NMM) with the addition of Pb2+. Simultaneously, this 
method combined with quantitative fluorescence model (QFM) was used to analyze the concentration of Pb2+ in four 
different sections of Xiang River. The results showed that the generalized ratiometric fluorescent probe combined with 
QFM was accurate in quantitative analysis of Pb2+ in four different sections of Xiang River. The quantitative analysis 
results obtained by the proposed method were basically consistent with those obtained by ICP-MS analysis. The 
recoveries of standard addition were all in the range of 91%~108% for the concentrations of Pb2+ in different water 
samples.

Keywords：Xiang River；Pb(II) ion；ratio probe；quantitative fluorescence model
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