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基于金属有机框架材料UIO-66 的荧光传感器检测

美洲大蠊多肽3
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摘 要：利用金属有机框架材料 UIO-66 构建荧光传感器，开发了一种能够快速检测美洲大蠊肽的方法。

实验表明美洲大蠊多肽 DPSFNSWG-NH2 可以有效淬灭 UIO-66 的荧光，基于美洲大蠊多肽和 UIO-66 材

料之间的荧光内滤效应（Inner Filter Effect,IFE），构建了一种“turn-off”型荧光传感器用于美洲大蠊多肽的

检测。该体系中，UIO-66 作为荧光的供体，美洲大蠊多肽 DPSFNSWG-NH2 作为荧光的淬灭剂，在最佳条

件下，所设计的荧光传感器线性范围为 50.00 ~ 600.00 μg/mL，检测限为 34.56 μg/mL，且具有良好的重复性

和稳定性。同时，该荧光传感器成功用于加标人尿液样品中多肽的检测。
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DETECTION OF PERIPLANETAAMERICANA POLYPEPTIDE BY
FLUORESCENCE SENSOR BASED ON METALORGANIC FRAME

MATERIALUIO-66
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Abstract: The metal organic framework material uio-66 was used to construct a fluorescent sensor, and a
method for rapid detection of Periplaneta americana peptide was developed. Experiments show that P.
americana polypeptide DPSFNSWG-NH2 could effectively quench the fluorescence of uio-66. Based on the
inner filter effect (IFE) between P. americana polypeptide and uio-66 material, a "turn off" fluorescent
sensor was constructed for the polypeptide detection. In this system, uio-66 was used as the fluorescence
donor and P. americana polypeptide DPSFNSWG-NH2 was used as the fluorescence quencher. Under the
optimum conditions, the linear range of the designed fluorescence sensor was 50 ~ 600 μg/mL, the detection
limit was 34.56 μg/mL, and had good repeatability and stability. At the same time, the fluorescent sensor was
successfully used to detect peptides in the spiked human urine samples.
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动物药用药历史悠久，临床意义重大，是我国

传统中药的重要组成部分，我国历代本草书籍都有

关于动物药的记载，《神农本草经》中对动物药的

记载占药物总数的 18.36%[1-2]；明代李时珍的《本

草纲目》中，动物药记载占药物总数四分之一[3]，

2020 年版《中国药典》一部共收载成方制剂和单味

制剂 1607 种，其中含有动物药材中成药品种 504

种[4]，占 31.36%。我国动物种类颇为丰富，动物药

资源潜力巨大，具有广阔的开发前景。

但动物药基原种类繁多，其成分复杂、特殊，

蛋白质、多肽、核苷等是大多数动物药的主要组成

成分[5]，亦是许多动物药材发挥独特疗效的重要物

质基础。动物药美洲大蠊最早在《神农本草经》中

就有应用记载，其体内含有多种多肽成分[6]，具有

抗菌[7]、抗肿瘤[8]、抗炎[9]、组织修复[10]等作用，随

着生物制药研究的深入，市面上出现了越来越多的

多肽类药物，并且较低浓度的多肽给药量就能达到

良好的治疗效果，因此对于多肽类药物中多肽的含

量测定以及人体中多肽含量的测定也具有了重要

的意义和更高的要求。例如“康复新液”、“心脉龙

注射液”等药物现已广泛用于治疗胃肠道溃疡和慢

性心力衰竭[11]，在临床研究中取得了有益的疗效，

但由于缺乏对其多肽活性成分测定的分析方法，美

洲大蠊的多肽提取物尚未完全开发用于临床用途，

并且由于多肽的特殊性以及其它物质的干扰，需要

结合生物学、免疫学和理化分析等方法才能得到比

较可靠检测的结果。

目前，多肽类成分的测定方法众多，主要分为

化学分析法[12]、光谱法[13-14]、色谱法[15]三大类，其

中，凯氏定氮法、双缩脲法、Lowry 法（即福林 －

酚试剂法）、Peterson 法、双辛可宁酸( BCA) 法、

考马斯亮蓝法、OPA 法（邻苯二甲醛法）均为化学

分析法；光谱法有紫外分光光度法和荧光分光光度

法；色谱法有 HPLC 法和毛细管电泳法[16]。其余

的还有高效毛细管电泳联用质谱法和同位素标记

法等[17]。但是多肽是具有生物活性的大分子，结构

复杂，太过复杂的检测过程也容易使多肽失去活

性，由于缺乏适宜的研究思路与方法，中药动物药

质量评价研究不够系统与完善，制约着动物药各方

面的应用与发展[18]。光谱法中的荧光分光光度法具

有检测速度快，灵敏度高，检测方法多样性等优点[19]，

是近几年的研究热点之一。它能够将分子识别到的

信息转化为可视的荧光信号(比如荧光增强或者猝

灭、荧光特征峰位置的移动、荧光寿命的变更等)，

从而对特定物质实现检测[20]。基于荧光改变过程的

各种荧光传感方法，包括有静态猝灭效应(SQE)、

动态猝灭效应(DQE)、光致电子转移(PET)、共振能

量转移(FRET)、电子能量转移(EET)、表面能量转

移(SET)和分子内电荷转移(ICT)[21]。荧光传感具有

灵敏度高、操作简便、检测时间短等优点，作为新

兴的检测手段受到广泛关注。构建荧光传感器需要

提供荧光的发光体，相比于传统荧光分子，荧光纳

米材料具有形貌尺寸可调控、光学稳定性高等优点[22]。

目前新型荧光纳米材料，有金属纳米粒子/团簇、金

属有机框架、碳点及其复合纳米材料[23]。

金属有机框架（metal-organic framework，MOF）

是一类含有机组分的晶态多孔材料，由金属簇（例

如金属羧酸盐簇和金属唑酸盐簇）、金属原子或棒

状簇和含有氧或氮供体的多齿有机连接体之间的

配位键组成，形成了一个具有一维、二维以及三维

的多孔晶体结构[24]，由于其较大的比表面积使得

MOF 在催化[25]、吸附[26]等方面有了广泛的应用，

并含有可以产生荧光的光致发光组分[27]，具有作为

荧光探针的潜力。UIO-66 是一种三维多孔结构

MOF，它以Zr为金属中心，对苯二甲酸（H2BDC）

为有机配体，中心孔笼呈八面体，8 个角笼为四面

体[28]，并且在 280 nm 激发后在 390 nm 波长处表

现出峰值荧光[29]。Schaate等[30]首先发现制备过程中

加入乙酸和苯甲酸可以有效地将共生的 UIO-66

晶体转化为八面体，并且苯甲酸的添加量会影响粒

径。UIO-66 具有优异的热稳定性和化学稳定性，

并具有气体吸附[31]、催化[32]和药物输送[33]等功能。

基于 UIO-66 的荧光特性和多孔性、生物相容性[34]

等各方面优点，在荧光传感器方面也引起了学者广

泛的关注，Ruan等 [35]开发了具有双发射中心的

SRB@UIO-66 可用作 Fe3+ 的比率传感器由于其
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高灵敏度和选择性，可在水溶液中进行 Fe3+ 检测。

Lu等[36]通过 MOF 纳米材料UIO-66 与铜离子配位

键合制备Cu/UIO-66。Cu/UIO-66 含有大量金属缺陷

位点，可通过磷酸盐与锆的强配位与磷酸盐修饰的

核酸适体结合，形成“turn-on”传感器检测氯霉素。

MOF 相对于其他发光材料的潜在优势包括结合了

有机和无机成分的灵活性，以及非常高的比表面积

和结构灵活性，这些特性使得 MOF 的电子性质能

够通过改变连接的配体或其相对空间排列，以此引

入所需的功能，为特定的应用进行定制，这也是一

系 列 具 有 荧 光 特 性 的 UiO-66 功 能 材 料

（UIO-66-Type）合成的基础，常见的 UIO-66 功

能 化 衍 生 物 有 UIO-66-NH2 ， UIO-66-ONa ，

UIO-66-OH以及复合材料AuNCs@UIO-66 等，均可

被用于各种目标物的检测[37]。

与其他荧光猝灭材料相比，MOF 在生物传感

器方面具有许多优势：通过调节金属离子、有机配

体或反应条件能够使 MOF 具有不同物理化学性

质、形状和大小；具有较高的比表面积、孔隙率和

可调的多孔结构，有利于材料与生物分子之间的相

互作用；金属离子和有机配体含有丰富的易于功能

化的活性位点，可以结合不同的生物分子或修饰特

定的官能团，以满足现实的传感要求。目前在生物

领域中 MOF 的应用也得到了广泛的研究，尤其是

在蛋白质组学和肽类研究的样品制备中[38-39]，并也

成功应用于基于核酸的开关荧光生物传感器的构

建，用于体外检测不同类型的分析物，包括 DNA、

RNA、酶、蛋白质、抗生素、重金属离子和其他分

析物[40]，这为我们检测多肽提供了新的方向。目前

对多肽的研究还较少，尤其是动物药中的多肽，因

为动物药中的成分更为复杂，提取过程也更加困

难。为了动物药的长远发展，需要更为准确和灵敏

的检测方法。结合荧光传感的优点和 MOF 的各方

面特性，基于内滤效应[41]建立了一种“turn-off”型

荧光传感器用于检测美洲大蠊多肽，并对该传感器

进行条件优化，实验表明该方法具有良好的重现性

和稳定性，操作简便，检测速度快，并且成功用于

加标人尿液样品中多肽的检测，表明该方法在生物

样品和中药材的检测中具有潜在的应用前景。

1 实验部分

1.1 试剂与仪器

试剂：UIO-66，多肽DPSFNSWG-NH2 标准品，

氯化锆（ZrCl4），甲醇（分析纯，西陇科学股份有

限公司），对苯二甲酸（H2BDC，上海阿拉丁生化

科技股份有限公司），N-N-二甲基甲酰胺（DMF，

上海阿拉丁生化科技股份有限公司）。

仪器：KQ-500DE型超声波清洗器（昆山市超

声仪器有限公司），紫外分光光度计（UV-3200，

Mapada），FS5 型荧光光谱仪（英国Edinburgh公司），

XS105 电子分析天平（梅特勒-托利多国际股份有限

公司），ZF-20D 暗箱式紫外分析仪，1mL 注射器，

0.22 μm 微孔滤膜。

尿液样本来源于实验室成年健康志愿者在未

服用任何药物情况下取得的空白尿液。

1.2 实验方法

1.2.1 对照品的制备

精密称取多肽DPSFNSWG-NH2标准品 3.00 mg，

加入 1.0 mL 超纯水制备成 3.00 mg/mL 的多肽

DPSFNSWG-NH2 标准品溶液，之后再用超纯水稀

释至所需浓度，分装后置于 -20℃ 保存备用。

1.2.2 UIO-66 的合成

根据文献[24]的方法进行合成 UIO-66 材料：

将（0.223 g，1.0 mmol）ZrCl4 和（0.166 g，1.0 mmol）

H2BDC分别溶解在 30 mL DMF 溶剂中，超声分散

15 min后将 2 种溶液混合搅拌 10 min，向混合液中

加入 12 mL的醋酸，再继续匀速搅拌 60 min，将混

合母液密封放入 100 mL 聚四氟乙烯内衬不锈钢

高压釜中于 120℃烘箱保温 24 h。样品自然冷却后

离心分离取出固体，用 DMF 和甲醇离心洗涤多

次，将最后获得的固体放置在 70 ℃烘箱干燥 12 h，

即可得到UiO-66 样品。

1.2.3 美洲大蠊多肽对 UIO-66 荧光的响应

将 1.00 mg UIO-66 分散在超纯水中，通过超声
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10 min 形成稳定的悬液。将不同浓度的美洲大蠊多

肽DPSFNSWG-NH2 溶液分别加UIO-66 悬液中，在

250 nm 激发波长下用荧光光度计检测荧光强度。

1.2.4 实际样品的处理

将人尿样品过 0.22 μm的微孔滤膜，取续滤液

备用。向人尿样品续滤液中加入DPSFNSWG-NH2

多肽标准品，稀释成所需浓度。然后将含不同浓度

DPSFNSWG-NH2多肽的尿液 50 μL 混合加入 200 μL

UIO-66 悬液，设置激发波长为 250 nm，利用建立

的荧光传感器进行检测。

2 实验结果与讨论

2.1 UIO-66 的表征

UIO-66 可通过 ZrCl4 和H2BDC 配体直接自

组装，用酸性 DMF 溶液处理。利用扫描式电子显

微镜观察合成的UIO-66（如图 1），可以观察到合成

的 UIO-66 像是相互团聚在一起的不规则小晶体，

尺寸约为 200 nm。

图 1 扫描式电子显微镜下的 UIO-66

Fig. 1 UIO-66 under scanning electron microscope

2.2 多肽 DPSFNSWG-NH2 对 UIO-66 荧光的响应

利用金属有机框架材料 UIO-66 为荧光探针，

考察在DPSFNSWG-NH2 多肽存在的情况下材料荧

光信号的变化。荧光结果如图 2 所示，在激发波

长为 250 nm的情况下，UIO-66 在 480 nm至 530 nm

范围内有荧光，在 500 nm左右有很强的荧光。而在

加入多肽DPSFNSWG-NH2 后荧光信号明显降低。

这一结果表明多肽DPSFNSWG-NH2 能够有效淬灭

UIO-66 的荧光。

图 2 加入 DPSFNSWG-NH2 前（a）、后（b）的荧光光谱

Fig. 2 Fluorescence spectra before (a) and after (b) adding
DPSFNSWG-NH2

2.3 条件优化

2.3.1 最大激发波长的选择

将 UIO-66 分散在超纯水中，超声 10 min，制

备成 100 μg/mL 的 MOF 材料稳定悬液。设置不同

激发波长进行荧光测定，观察不同激发波长下的荧

光强度。从图 3 中可以看出，当激发波长为 255 nm

时，UIO-66 峰形发生了改变，故选择 250 nm 为

最佳激发波长。

（a.240 nm; b.245 nm; c.250 nm; d.255 nm）

图 3 不同激发波长下 UIO-66 的荧光光谱

Fig. 3 Fluorescence spectra of UIO-66 under different
excitation wavelengths

2.3.2 UIO-66 浓度的选择

将 UIO-66 分散在超纯水中，超声 10 min，制

备成 1.00 mg/mL 的稳定悬液，再用超纯水稀释成

不同浓度，设置激发波长为 250 nm进行荧光测定，

观察不同浓度的 UIO-66 的荧光强度。从图 4 中

可以看出，当浓度为 200 μg/mL 时，UIO-66 荧光

强度最大。但是考虑到合成的UIO-66 材料的量较
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少，选择 100 μg/mL 的浓度仍然可以达到理想的实

验现象，综合各方面因素选择 100 μg/mL 的浓度进

行后续实验。

(a.500 μg/mL;b.200 μg/mL;c.100 μg/mL;d.50 μg/mL)
图 4 不同浓度 UIO-66 的荧光光谱

Fig. 4 Fluorescence spectra of different concentrations of
UIO-66

2.3.3 溶剂的选择

精密称取 1.0 mg UIO-66，用超纯水制备成

1.0mg/mL的母液，再分别用不同的溶剂（超纯水，

PBS，PB，Tris-HCl）稀释成 100 μg/mL，混匀后设

置激发波长为 250 nm，检测其荧光强度，结果如图

5 所示。在选定的溶剂中用超纯水的荧光强度最

强，故选用超纯水作为溶剂。

(a.H2O;b.PBS;c.Tris-HCL;d.PB)
图 5 不同溶剂下 UIO-66 荧光强度

Fig. 5 Fluorescence intensity of UIO-66 under different solvents
2.3.4 响应时间

在最佳波长、浓度、溶剂的条件下，将终浓度

为 100 μg/mL 的多肽 DPSFNSWG-NH2 加入到

UIO-66 溶液中，测定反应不同时间多肽对 UIO-66

的荧光淬灭的程度。结果如图 6 所示，从图中可

以看出，随着时间变化淬灭率并无明显改变，保持

稳定，因此将多肽 DPSFNSWG-NH2 加入到

UIO-66 溶液中，随后混匀即可立即检测荧光。

图 6 UIO-66 对 DPSFNSWG-NH2 的响应时间

Fig.6 UIO-66 response time to DPSFNSWG-NH2

2.4 方法学验证

2.4.1 线性方程

实验研究不同浓度多肽 DPSFNSWG-NH2 对

UIO-66 材料荧光强度的影响。从图 7 中可以看出，

随着多肽 DPSFNSWG-NH2 浓度的增加，UIO-66

荧光强度逐渐降低。同时发现多肽浓度在 50.00 ~

600.00 μg/mL 范围内有良好的线性关系，回归方程

是：I0-I =0.3240C+25.9362，R=0.9914（C是多肽

DPSFNSWG-NH2 的浓度（μg/mL），I0是 UIO-66

的荧光强度，I为加入不同浓度 DPSFNSWG-NH2

后UIO-66 的荧光强度，R是相关系数）。

（a.0 μg/mL;b.50 μg/mL;c.100 μg/mL;d.150 μg/mL;e.200

μg/mL;f.300 μg/mL;g.450 μg/mL;h.600 μg/mL）

图 7 UIO-66 荧光传感器对不同浓度 DPSFNSWG-NH2

的荧光光谱

Fig. 7 Fluorescence spectra of different concentrations of
DPSFNSWG-NH2 by UIO-66 fluorescence sensor

2.4.2 检测限和精密度

通过三倍信噪比计算出该方法的检测限为

35.23 μg/mL。
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对同一样品进行 6 次测定，得到结果的 RSD

为 4.35%，说明该方法具有较好的精密度。

2.4.3 重复性试验

在最佳条件下制备 6 份浓度相等的多肽

DPSFNSWG-NH2 溶液，各取 50 μL 加入 200 μL

的 100 μg/mL的UIO-66 混悬液中，分别测定者六份

样品的荧光强度。得出的结果的 RSD为 3.99%，说

明该方法的重复性良好。

2.5 多肽 DPSFNSWG-NH2 的淬灭机理研究

荧光内滤效应（inner filter effect， IFE）是指

吸收体对荧光体激发光或发射光（或对两者同时）

的吸收，导致荧光体的荧光强度降低的现象。多肽

DPSFNSWG-NH2 的 紫 外 吸 收 图 谱 显 示 多 肽

DPSFNSWG-NH2 在 250 nm至 270 nm处有紫外吸

收，275 nm附近有强吸收峰。由图 8 可以看到多肽

DPSFNSWG-NH2 的紫外吸收与UIO-66 的激发光

谱 有 部 分 重 叠 ， DPSFNSWG-NH2 能 够 吸 收

UIO-66 的激发光从而导致UIO-66 荧光强度下降，

符合荧光内滤效应。从图 9 中可看出，当加入淬灭

剂DPSFNSWG-NH2 后，UIO-66 荧光寿命有明显降

低。故推测多肽DPSFNSWG-NH2 对UIO-66 淬灭为

动态淬灭机制。因此内滤效应和动态淬灭效应为多

肽DPSFNSWG-NH2 有效淬灭UIO-66 材料荧光的

主要机理。

图 8 UIO-66 的荧光激发(a)与发射(c)光谱图及

DPSFNSWG-NH2 的紫外吸收图谱(b)

Fig. 8 Fluorescence excitation (a) and emission (c) spectra of
uio-66 and ultraviolet absorption spectra (b) of

DPSFNSWG-NH2

图 9 加入 DPSFNSWG-NH2前（a）、后（b）的 UIO-66 荧

光衰减曲线

Fig. 9 Fluorescence attenuation curve of uio-66 before (a) and
after (b) adding DPSFNSWG-NH2

2.6 加标样品的测定

将三种不同浓度的 DPSFNSWG-NH2 多肽标

准品溶液加入尿样中，检测样品对 UIO-66 荧光淬

灭程度，以此验证该荧光传感器可能用于检测尿液

样品中的DPSFNSWG-NH2 多肽。测量浓度由标准

曲线确定，实验结果表明多肽DPSFNSWG-NH2 的

回收率在 93.32% ~ 1.06%之间，表明该方法具有应

用于检测尿液中多肽的潜力。

表 1 尿液中多肽含量的测定

Table 1 Determination of polypeptide content in urine

Sample Concentration(μg/mL) Found(μg/mL) Recovery RSD

150 159.86 ± 3.67 106.57% 0.75%

urine 250 253.91 ± 4.06 101.56% 0.91%

400 373.29 ± 1.77 93.32% 0.71%

3 分析与讨论

内滤效应 (IFE) 是荧光光谱法中重要的非辐

照能量转换模型，它是由检测系统中吸收体吸收激

发或发射光产生的结果。基于 IFE 的传感方法具

有显著优点：(1)基于 IFE 的荧光传感系统不需要

吸收器与荧光器的连接，具有相当大的灵活性和简

便性；(2)可以通过控制吸收器和荧光器的相对量

来调整系统的响应斜率、动态工作范围和检测极

限；(3)对分析物的荧光响应比使用低浓度水平的

http://www.baidu.com/link?url=0J1jHDaZQDKvj83Kwy6xTbIqM9Bf1j8ehpNTUi9h3C-ARnDAyyxahOAl97HkrcG3GnRhzKqGg8gdHKFH0q76WoJEcR0-L5UmhTTKJqRSnmm
https://www.baidu.com/link?url=Wux3ia9zrjltACWq8t5fkjIdBXGIKlhA7jkQNF4jxpndE5O0kLLB7VK6dMhrl5XH3fIOPFY_uoMkBgE5I8jO_Of1c-qV5PkAMM1S-VpQDKi&wd=&eqid=8e9ffc4c0004563b0000000661e571f8
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紫外-可见吸收要灵敏，提高了检测灵敏度。然而基

于IFE的传感方法也存在一些缺点：(1)材料选择有

限；(2)传统吸收器通常的消光系数小，这限制了

基于 IFE 的荧光分析的灵敏度；(3)在复杂的生物

环境中的应用潜力容易受到外部环境的干扰而导

致的灵敏度不足。MOF为固体发光材料的发展提供

了一个独特的平台，因为它们具有一定程度的结构

可预测性，新型材料的发展和合成技术的进展将会

为荧光光谱法提供更多种可能。

UIO-66 材料合成过程中pH对 UIO-66 的结

构和比表面积均有较大影响，因此在合成过程中加

入了醋酸作为酸度调节剂，研究表明UIO-66 粒径

随着酸度调节剂添加量增加而增大，并呈现出更具

规则的八面体结构，根据研究本实验合成过程中采

用n（ZrCl4）:n（H2BDC）:n（HAc）= 1:1:200 的

比例进行材料的合成。同时也更需要关注在检测环

境中体系抗酸碱度、温度干扰的问题，这仍需要进

一步分析和完善。

与传统的多肽测定方法相比，如柱前或柱后衍

生的氨基酸分析方法测定多肽水解后得到的各种

氨基酸及其含量[42]，本实验建立的方法具有操作更

为简便，成本低以及检测速度快等优点，在这方面

具有一定的研究价值。在探究该方法选择性的过程

中，由于动物药药材中多肽种类多且相似性较高，

该方法目前无法区分不同序列美洲大蠊多肽，但

UIO-66 具有明确的孔径与良好的生物相容性，运用

于物质复杂多样的生物样品中，可以排除生物大分

子的干扰，故本方法可为尿样等复杂生物样品中多

肽的检测提供新思路和新方法。

目标分析物是生物分子（如核酸、多肽、酶）

的荧光生物传感器涉及与目标分析物的特异性结

合，可以通过相关的生化反应实现对目标的特异性

生物识别感知，产生荧光信号响应。为了进一步提

高方法的选择性和降低检测限，后续拟进一步进行

体系的条件优化以及结合多肽的抗体或是核酸适

配体等进行荧光免疫传感器的研究。

4 小结

以 ZrCl4 为中心，H2BDC 为配体直接自组装，

再用酸性 DMF 溶液处理能够得到具有荧光性能

的 UIO-66 材料。在扫描式电子显微镜下观察所获

得的UIO-66 材料呈团聚的颗粒状，形态良好，并且

经过荧光检测表明其具有作为荧光探针的条件。本

实验研究基于 IFE 利用制备的 UIO-66 材料构建

“turn-off型传感器，并对传感器的各方面条件进行

优化，实验结果表明该方法能够对生物样品中的美

洲大蠊多肽 DPSFNSWG-NH2 进行检测，且具有灵

敏度高，检测速度快，操作简便，成本低等优点，

这为多肽的检测提供了新思路和新方向。但是由于

多肽生物活性成分的复杂性和不稳定性，对于药材

中多肽含量测定也依旧存在着挑战。随着 MOF 材

料的发展以及生物学、免疫学和理化分析等方法的

发展，更加简便、准确的技术将成为今后多肽检测

的主要发展方向，为中药动物药的开发和现代化、

产业化、国际化的发展提供技术支持。
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