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基于对荧光铜纳米簇合成的抑制检测三聚氰胺
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摘摇 要摇 三聚氰胺能与铜离子(Cu2+)形成配合物,对荧光铜纳米簇的合成有明显抑制作用,且其抑制程度与

三聚氰胺浓度在一定范围内呈线性关系。 基于此构建了一种简单、快速检测三聚氰胺的方法。 以聚 T 单链

DNA 为模板合成的铜纳米簇作为荧光探针,当三聚氰胺存在时,Cu2+与三聚氰胺生成配合物,阻碍铜纳米簇

的合成,导致荧光强度降低。 在优化的实验条件下,三聚氰胺浓度在 5 ~ 120 滋mol / L 范围内呈良好的线性关

系,检出限为 1. 5 滋mol / L,牛奶样品中三聚氰胺加标回收率为 96. 3% ~ 104. 4% 。 与传统纳米金 /银、量子点

等方法相比,本方法具有简单、快速、灵敏等优点。
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1摇 引 言

三聚氰胺是一种低毒性的氮杂环有机化工原料,常用于制造三聚氰胺树脂,是建筑业常用的防火材

料。 由于其分子中含氮量为 66% ,且无味,掺杂后不易被发现,一些不良企业为降低成本,在乳制品和

饲料中添加三聚氰胺,以提高食品检测中蛋白质含量指标。 然而,三聚氰胺会与尿酸结合生成难溶于水

的结石[1],导致肾积水、肾结石等肾脏膀胱疾病,甚至死亡。 因此,发展快速、准确、灵敏的三聚氰胺的

测定方法对保障乳制品安全具有重要的实际意义。
传统的三聚氰胺检测方法包括高效液相色谱法[2]、气相色谱鄄质谱联用法[3]、电位滴定法[4]、酶联免

疫吸附分析法[5]等,上述方法一般需要专业的操作人员,且存在选择性低或者精确度不高的不足,难以

满足实际食品监管中快速、高效、低成本的检测要求。 近年发展的新方法, 如纳米材料比色法[6 ~ 8]、荧
光探针法[9]、分子印迹聚合物法[10]和表面增强拉曼散射技术[11,12]等,与传统方法相比,具有检出限低、
灵敏度高的优势,但是预处理过程繁琐耗时,需要衍生或者昂贵的仪器。

最近,Qing 等[13]发现,富含胸腺嘧啶 T 的单链 DNA 可作为合成铜纳米簇的有效模板。 聚 T 为模板

合成的铜纳米簇荧光强度高,而且尺寸和荧光强度可以通过聚 T 单链 DNA 的长度来调节;此外,基于聚

T 单链 DNA 的铜纳米簇的合成在几分钟内即可完成,比其它金属纳米簇的合成快速、简捷。 如随机

dsDNA鄄铜纳米簇合成中,为了保证双链 DNA 模板的有效杂交,耗时需 1 h 以上[14];DNA鄄银纳米簇的合

成需要在黑暗中反应 24 h[15];BSA鄄金纳米簇的合成需要 2 d[16]。
三聚氰胺可以通过芳香环上的氮原子与 Cu2+形成配合物[17]。 基于此,本研究提出了一种检测三聚

氰胺的方法。 利用聚 T 单链 DNA 为模板合成的铜纳米簇作为荧光探针,由于三聚氰胺与 Cu2+发生配位

反应,阻碍了铜纳米簇的合成,导致铜纳米簇荧光信号减弱。 此方法用于三聚氰胺的检测快速、操作简

单、成本低,并成功用于实际牛奶样品中三聚氰胺的检测,在食品安全监管等方面具有良好的应用前景。

2摇 实验部分

2. 1摇 仪器与试剂

含 30 个碱基的聚胸腺嘧啶寡聚核苷酸链(T30)由上海生工生物工程公司合成。 3鄄(N鄄吗啉基)鄄丙
磺酸(MOPs)、抗坏血酸、CuSO4·5H2O、NaCl 和三聚氰胺(北京鼎国生物技术公司);其它试剂均为分析

纯;实验用水为超纯水(>18. 25 M赘·cm)。
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Cary Eclipse 荧光分光光度计(美国安捷伦公司),激发波长 340 nm,扫描范围 500 ~ 660 nm,激发狭

缝设定为 5. 0 nm,发射狭缝设定为 10. 0 nm。
2. 2摇 荧光铜纳米簇的制备

T30DNA 为模板的铜纳米簇的制备参照文献 [13] 的方法稍作修改,简述如下:将 5 滋mol / L
T30鄄DNA、MOPs 缓冲液(10 mmol / L MOPs,150 mmol / L NaCl,pH 7. 6)、3 mmol / L 抗坏血酸溶液混合均

匀后,加入 300 滋mol / L CuSO4 溶液,避光反应 1 min,得到荧光铜纳米簇。
2. 3摇 三聚氰胺的检测

将 300 滋mol / L CuSO4 溶液与不同浓度的三聚氰胺溶液混匀,室温下孵育 20 min。 反应后的溶液加

入到含有 5 滋mol / L T30鄄DNA、MOPs 缓冲液、3 mmol / L 抗坏血酸溶液的体系中,室温下避光反应 1 min,
立即进行荧光检测。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 实验原理

三聚氰胺可以通过芳香环上的 N 与

Cu2+形成配合物[17],基于此,本研究构建了

检测三聚氰胺的策略,如图 1 所示。 以含

30 个碱基的聚胸腺嘧啶的单链 DNA 为模

板,以抗坏血酸为还原剂, Cu2+ 被还原为

Cu0,并富集在 T30 单链 DNA 上,生成具有强

荧光的铜纳米簇,并作为信号报告探针

(图 1A)。 当三聚氰胺存在时,与 Cu2+发生配

位反应,不利于 Cu2+被还原为 Cu0 簇拥在单链

DNA 上,从而阻碍铜纳米簇的合成,导致合成

铜纳米簇的荧光强度大大降低(图 1B),荧光

强度降低的程度与三聚氰胺的浓度相关,基
于此可以实现三聚氰胺的检测。
3. 2摇 三聚氰胺对荧光铜纳米簇合成的影响
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图 1摇 实验原理示意图: (A)以富胸腺嘧啶 DNA(T30)为模

板的铜纳米簇合成; (B)三聚氰胺阻碍铜纳米簇合成

Fig. 1 摇 Schematic illustration of experimental procedure. ( A)
Synthesis of copper nanoclusters using 30鄄mer thymine鄄rich DNA
as template (T30鄄CuNCs); (B) Inhibition of generation of T30鄄
CuNCs by melamine (Mel)
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图 2摇 荧光光谱图: (a) T30 DNA + 抗坏血酸, (b) (T30 DNA
+ 抗坏血酸) + Cu2+,(c)(T30 DNA + 抗坏血酸)+ (Cu2++ 三聚

氰胺)。 Cu2+, 300 滋mol / L; 抗坏血酸, 3 mmol / L, 三聚氰胺

120 滋mol / L
Fig. 2摇 Fluorescence emission spectra of CuNCs under different con鄄
ditions: (a) T30 DNA + ascorbate; (b) (T30 DNA + ascorbate)
+ Cu2+; (c) (T30 DNA + ascorbate) + (Cu2++ Mel). Cu2+, 300
滋mol / L; ascorbate, 3 mmol / L; Mel, 120 滋mol / L.

为了考察三聚氰胺是否能够间接抑制

CuNCs 的合成,测定了三聚氰胺存在与否时

CuNCs 的荧光光谱。 如图 2a 所示, Cu2+ 不

存在时,无荧光信号,说明未合成 CuNCs;
Cu2+存在时,630 nm 出现强的荧光发射峰

(图 2b),证明在抗坏血酸作用下,Cu2+被还

原为 Cu0,聚集在 T30 单链 DNA 上,生成

CuNCs, 产 生 强 的 荧 光 信 号。 当 加 入

120 滋mol / L三聚氰胺后,荧光强度大大降低

(图 2c),说明三聚氰胺与 Cu2+形成配合物,
阻碍了铜纳米簇的合成,导致体系的荧光强

度降低。 以上结果表明,可以利用三聚氰胺

对铜纳米簇荧光强度的减弱程度检测三聚

氰胺。
3. 3摇 实验条件优化

铜纳米簇的合成时间对荧光检测三聚

氰胺有重要影响。 研究表明,随着铜纳米簇
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合成时间的延长,不加三聚氰胺时的空白荧光信号值 F0 基本趋于平稳,但是加三聚氰胺的响应荧光信

号强度 F 有略微的增加,导致 F0 / F 逐渐降低,降低了信噪比(图 3A)。 因此,实验选用铜纳米簇合成时

间为 1 min。
三聚氰胺与铜离子发生配位反应,继而阻碍铜纳米簇的合成,导致荧光强度降低。 因此,配位反应

时间也是一个重要因素。 从图 3B 可见,随着络合时间延长,F0 / F 逐渐增加, 20 min 达到最大并趋于平

稳。 故选取三聚氰胺与 Cu2+的配位反应时间为 20 min。
Cu2+被还原为 Cu0 结合在单链 DNA 上,形成荧光铜纳米簇[14]。 低浓度的 Cu2+不利于合成铜纳米

簇。 但是高浓度的 Cu2+可与抗坏血酸产生氧的自由基降解 DNA 链,导致模板浓度降低,从而使铜纳米

簇荧光强度降低[18]。 因此,Cu2+的浓度对铜纳米簇的荧光信号有重要影响。 从图 3C 可见,Cu2+浓度在

100 ~ 700 滋mol / L 范围内时,F0 / F 先增加,于 300 滋mol / L 达到最大值,继续增大 Cu2+浓度,F0 / F 反而降

低。 故选择最佳 Cu2+浓度为 300 滋mol / L。
抗坏血酸浓度也是影响铜纳米簇合成的一个重要参数。 从图 3D 可知,随着抗坏血酸浓度的增加,

F0 / F 逐渐增大,在 3 mmol / L 处达到最大。 故选取 3 mmol / L 作为最佳抗坏血酸浓度。
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图 3摇 (A)铜纳米簇合成时间,(B)Cu2+和三聚氰胺反应时间,(C)Cu2+浓度和(D)抗坏血酸浓度对传感

器的影响

Fig. 3摇 Effects of (A) time of CuNCs synthesis; (B) reaction time between Cu2+ and melamine; (C) concen鄄
tration of Cu2+ and (D) concentration of ascorbate on fluorescence response of the sensor for melamine detec鄄
tion.

3. 4摇 传感器的分析性能

在最佳的实验条件下,对不同浓度的三聚氰胺进行了检测。 图 4A 为 630 nm 处荧光强度与三聚氰

胺浓度的校正曲线图。 结果表明,随着三聚氰胺浓度升高,荧光信号逐渐降低,在 5 ~ 120 滋mol / L 范围

内呈良好的线性关系,线性相关系数为 R2 =0. 998,检出限为 1. 5 滋mol / L (S / N=3),远低于国家规定的

三聚氰胺限量值 1 mg / kg[19]。 与文献报道的纳米金、纳米银等方法[6,7,8,11,12] 相比, 本方法检出限更低,
并且方法操作简单、快速。

为了证明本方法对三聚氰胺检测的特异性,考察了牛奶中存在的常见金属离子(Ca2+,Fe3+,Zn2+)及
氨基酸(甘氨酸 Gly,赖氨酸 Lys,组氨酸 His)等其它可能产生干扰的物质(葡萄糖 Glc,苯胺 Ani)的影
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图 4摇 (A) 630 nm 处荧光强度与三聚氰胺浓度的线性关系。 三聚氰胺浓度:5、10、20、30、40、50、60、70、
80、90、100、110 和 120 滋mol / L);(B)传感器的选择性考察。 三聚氰胺和干扰物浓度均为 120 滋mol / L)
Fig. 4摇 (A) Plot of fluorescence intensity of the CuNCs versus melamine concentration. Concentration of mela鄄
mine is 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 and 120 滋mol / L,respectively). (B) Selectivity of
the proposed method towards melamine detection. Concentrations of melamine and other interferences are
120 滋mol / L respectively

响。 从图 4B 可见,只有三聚氰胺会导致铜纳米簇荧光显著降低,大多数干扰物质的加入对铜纳米簇荧

光没有影响。 尽管 L鄄组氨酸的咪唑环也可与 Cu2+发生配位反应,导致铜纳米簇荧光减弱,但是响应信

号远小于三聚氰胺。
3. 5摇 实际牛奶样品分析

采用本方法检测了牛奶样品中三聚氰胺。 牛奶样品处理方法同文献[20]:在牛奶样品中加入三氯

表 1摇 牛奶中三聚氰胺的加标回收率
Table 1摇 Recovery of of melamine in milk samples

序号
No.

加入值
Added

(滋mol / L)

测定值
Found

(滋mol / L)

回收率
Recovery
(% )

相对标准偏差
RSD

(% , n=3)

1 30. 0 30. 8 102. 7 3. 5
2 50. 0 52. 2 104. 4 4. 8
3 70. 0 67. 4 96. 3 4. 1

乙酸,超声提取 20 min,15000 r / min 离心两次。
上清液过滤后,用 NaOH 溶液调至 pH 7. 0,采
用本法进行检测。 结果表明,牛奶样品中未检

测出三聚氰胺。 加标回收实验结果见表 1。 样

品的加标回收率在 96. 3% ~ 104. 4% 之间,表
明本方法具有良好的可靠性和准确性,可用于

实际样品中三聚氰胺的检测。

4摇 结 论

基于三聚氰胺与 Cu2+络合形成配合物,阻碍铜纳米簇的合成,从而降低铜纳米簇的荧光,建立了一

种检测三聚氰胺的灵敏方法。 本方法成本低、无需标记,操作简单、快速、灵敏度高、特异性好,可用于牛

奶样品中三聚氰胺检测,具有良好的的应用前景。
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Lable鄄Free Fluorescencet Detection of Melamine Based on
Its Inhibition on Synthesis of Copper Nanoclusters

OU Li鄄Juan*, LUO Jian鄄Xin, SUN Ai鄄Ming, CHEN Si鄄Yu, WANG Ling鄄Yun
(Key Laboratory of Green Functional Building Materials, College of Material and Chemical Engineering,

Hunan Institute of Technology, Hengyang 421002, China)

Abstract摇 Based on melamine鄄Cu conjugate and subsequent interruption of formation of polythymine (Poly
T)鄄templated copper nanoclusters ( CuNCs), a novel fluorescent strategy was developed for detection of
melamine. The method relied on the principle that the coordination of melamine to copper would be
unfavorable for the reduction of Cu2+ in the poly T鄄CuNCs synthesis process, and thereby resulting in the
decrease of fluorescence intensity of CuNCs. By this method, the fluorescence response of CuNCs displayed an
linear relationship with melamine concentration in the range from 5 滋mol / L to 120 滋mol / L. The detection
limit was 1. 5 滋mol / L. Furthermore, the assay was successfully applied in the detection of melamine in milk
samples with good recoveries.
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