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基于荧光纳米传感的 DEHP快速检测方法研究

宋 玮，钱群丽，卢阳阳，宋卫国*

( 上海市农业科学院，上海 201403)

摘要:采用一锅法制备了超支化聚乙烯亚胺-铜纳米簇( hPEI-Cu NCs) ，并利用其构建“turn on”荧光纳米
传感器对邻苯二甲酸二( 2-乙基) 己酯( DEHP) 进行定量快速检测． hPEI-Cu NCs的最佳激发波长为 385 nm，
在 510 nm处有强发射，透射电镜( TEM) 分析结果表明: 其形态呈现良好的分散性，粒径为( 1． 3 ± 0． 3) nm．
在加入 Cu2 +后，hPEI-Cu NCs 的荧光被 Cu2 +淬灭; 但当存在 DEHP 时，Cu2 +不能淬灭 hPEI-Cu NCs 的荧
光，且使其荧光强度比不加 DEHP时有所上升．随着 DEHP质量浓度的增加，hPEI-Cu NCs 的荧光逐渐增
强，从而达到检测 DEHP 的目的．荧光强度变化率( ( I － I0 ) / I0 ) 与 DEHP 的质量分数在 1． 0 ～ 7． 0 mg·

kg －1的范围内呈现良好的线性关系，当信噪比为 3 时计算出 DEHP的最低检出限约为 0． 4 mg·kg －1 ．
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0 引言

邻苯二甲酸酯( PAEs) 作为增塑剂在食品包装
材料、服装、洗涤剂、电子设备、医疗设备皮肤护理产
品、玩具、药物涂层、涂料和建筑材料等领域中得到
了广泛应用，它能提高产品的弹性和耐用性［1-4］． 邻
苯二甲酸二( 2-乙基) 己酯( DEHP) 是目前全球用量
最大的塑化剂．研究表明: DEHP是一种具有毒性的
塑化剂，其毒性与雄激素拮抗剂有关，具有生殖发育

毒性，DEHP的暴露可导致内分泌紊乱、降低人体免
疫力、影响孕妇和儿童的身体健康、危害人体生殖能
力并促使儿童性早熟，长期大量摄入 DEHP 会导致
肝癌［5-6］．由于 DEHP 具有可迁移性，能从食品包装
迁移到饮用水中等，导致其已在各种环境基质和食

品样品中被检出．近年来，不断爆出在一些食品中含
有塑化剂的报道，这不仅严重影响了食品质量安全，

而且进一步引起公众对于食品安全的担忧．因此，对
DEHP进行检测和监管尤为重要． 目前对 DEHP 的
检测方法主要有分析仪器法、免疫分析法和生物传
感器法．最常用的方法是分析仪器法，其中包括高效

液相色谱法 ( HPLC ) ［7-9］、高效液相色谱-质谱法
( HPLC-MS) ［10］、气相色谱-质谱法( GC-MS) ［11］和质
谱法［12］等．但这些检测方法均需要大型的检测仪
器、特定的实验室和专业的分析操作人员，成本高且
检测周期长，不适用于现场大量样品的快速筛查．因
此，寻找快速、低成本和适用于现场快速筛查检测
DEHP的新方法成为目前的研究热点． 现已研究出
酶联免疫吸附法( ELISA) ［13］、电化学传感器法［14］、
荧光光谱法［15］、表面增强拉曼光谱法( SEＲS) ［16］等
方法．然而，这些快速检测方法仍存在一些缺点，如
酶联免疫吸附法存在所需的单克隆抗体制备时间

长、多克隆抗体质量不均匀等问题． 因此，DEHP 的
快速检测方法仍有待优化研究．
铜纳米簇( Cu NCs) 以其高荧光量子产率、优异

的生物相容性、强抗光漂白能力，且其荧光发射波长
在紫外、可见和红外范围内可调的优点，广泛应用于
荧光光谱快速检测中． 本文以超支化聚乙烯亚胺
( hPEI) 为模板，合成超支化聚乙烯亚胺-铜纳米簇
( hPEI-Cu NCs) ，利用其较好的荧光性能，以其作为
荧光输出信号，构建“turn on”荧光纳米传感器对
DEHP 进行检测． 如图 1 所示，在发绿色荧光的
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hPEI-Cu NCs中加入 Cu2 +，Cu2 +与 hPEI形成铜氨配
体，Cu NCs 的荧光被淬灭． 但当同时存在 Cu2 + 和
DEHP时，在 Cu2 +的作用下 DEHP 会和三磷酸尿苷
( UTP) 形成复杂结构的化合物，Cu2 +

无法淬灭
hPEI-Cu NCs的荧光，从而达到检测 DEHP的目的．

图 1 “turn on”荧光检测 DEHP原理图

1 材料与方法

1． 1 实验材料

仪器: 分析天平( 赛多利斯仪器系统有限公司，

北京) ，ＲCT basic safety control 磁力搅拌器( 艾卡仪
器设备有限公司，广州) ，F-7000 FL 荧光分光光度
计( Hitachi 公司，日本) ，JEM-2010 透射电子显微镜
( 日本电子株式会社，日本) ，WFh-203 三用紫外分
析仪( 精科实业有限公司，上海) ．
试剂: 超支化聚乙烯亚胺( hPEI，阿拉丁生化科

技股份有限公司，上海) ，硝酸铜( A． Ｒ． 级，国药集
团化学试剂有限公司，上海) ，乙酸( A． Ｒ．级) 、氢氧
化钠( ACS级) 、抗坏血酸( ACS 级) ( 阿拉丁生化科
技股份有限公司，上海) ，三磷酸尿苷( UTP，质量分数为
95%，西格玛奥德里奇( 上海) 贸易有限公司，上海) ．
1． 2 超支化聚乙烯亚胺-铜纳米簇( hPEI-Cu NCs)
的合成与表征

1． 2． 1 超支化聚乙烯亚胺-铜纳米簇( hPEI-Cu NCs) 的
合成 将 120 mg hPEI 加入 2 mL 的超纯水中搅拌
10 min使其溶解．所得溶液用乙酸调节其 pH值至5，然
后边搅拌边加入 2 mL 1 mmol·L －1的 Cu( NO3 ) 2．待
Cu( NO3 ) 2 和 hPEI 反应 10 min 后，将 7 mg 抗坏血
酸( AA) 加入反应溶液中，保持搅拌使混合溶液继续
反应 8 h． 所有反应均在室温下进行． 将制备好的
hPEI-Cu NCs放置于 4 ℃冰箱中保存待用．
1． 2． 2 hPEI-Cu NCs的表征 利用 F-7000 FL荧光
分光光度计( Hitachi 公司，日本) 对 hPEI-Cu NCs 的
荧光光谱进行表征; 利用 EM-2010 透射电子显微镜
( 日本电子株式会社，日本) 对 hPEI-Cu NCs 的形态
进行表征．

1． 3 DEHP的检测

在 40 μL 6 μmol·L －1 Cu2 +的溶液中加入 40 μL
4 mmol·L －1的 UTP 和 40 μL 10 × NaNO3-MOPS 缓
冲溶液( pH 值为 7． 0) ，再加入40 μL不同质量分数
的 DEHP溶液和 80 μL超纯水．混合溶液在 37 ℃下
孵育 15 min后，加入 160 μL的 hPEI-Cu NCs溶液在
37 ℃下孵育 10 min．将混合溶液加入荧光分光光度
计微量比色池中，用荧光分光光度计测其荧光光谱．

2 结果与分析

2． 1 hPEI-Cu NCs表征

hPEI含有丰富的胺基，能与金属离子相互作用
并且使其稳定，是合成金属纳米配合物的良好模板

剂和保护剂［17］． 因此，本文以 hPEI 为模板合成
hPEI-Cu NCs［18］．在 pH值约为 9 时，hPEI能与 Cu2 +

相互作用形成稳定的 hPEI-Cu2 +络合物，阻碍 Cu2 +

还原，即使使用强还原剂也很难将 Cu2 +还原成 Cu0

形成 Cu NCs．因此，在添加还原剂前，需将 pH 值调
至弱酸性，以防止 hPEI与 Cu2 +相互作用，从而促进
Cu NCs的合成． 当混合溶液在紫外灯下变为绿色
时，表明成功地合成了 hPEI-Cu NCs． 对合成的
hPEI-Cu NCs进行荧光光谱检测，研究其最佳激发
波长．如图 2 ( a) 所示，随着激发波长的改变，hPEI-
Cu NCs的发射波长也随着发生变化．当选择激发波
长为 385 nm时，hPEI-Cu NCs在 510 nm处的荧光峰
最强．进一步通过透射电镜( TEM) 对 hPEI-Cu NCs
进行形态表征，结果如图 2 ( b) 所示，hPEI-Cu NCs
呈现良好的分散性，没有团聚的现象产生，这为后续

实验提供了稳定的荧光探针． 从 hPEI-Cu NCs 的粒
径分布图( 见图 2 ( b) 内插图) 可以看出，hPEI-Cu
NCs的平均粒径为( 1． 3 ± 0． 3 ) nm． 这些结果表明
以 hPEI为模板成功地制备了 hPEI-Cu NCs．
为得到荧光特性较佳的 hPEI-Cu NCs，对其合

成方法进行了优化．首先，对 hPEI 的质量浓度进行
优化．如图 3( a) 所示，随着 hPEI 质量浓度的增加，
制备的 hPEI-Cu NCs 的荧光强度也随之增强． 当
hPEI质量浓度为 60 mg·mL －1时，hPEI-Cu NCs 的
荧光强度达到最大． 如图 3 ( b) 和图 3 ( c) 所示，当
CuNO3的物质的量浓度为 1 mmol·L －1、反应时间为
8 h时，hPEI-Cu NCs 的荧光强度达到最大． 故本文
选择 hPEI的质量浓度为 60 mg·mL －1、CuNO3 的物

质的量浓度为 1 mmol·L －1、反应时间为 8 h来合成
hPEI-Cu NCs．
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注: ( a) hPEI-Cu NCs在不同激发波长下的荧光发射光谱，( b) hPEI-Cu NCs的 TEM图( 内插图为其粒径分布图) ．
图 2 hPEI-Cu NCs表征

( a) hPEI质量浓度优化 ( b) Cu( NO3 ) 2 物质的量浓度优化 ( c) 反应时间优化
图 3 hPEI-Cu NCs合成条件优化

2． 2 hPEI-Cu NCs荧光纳米传感器检测 DEHP 的
检测原理

众所周知，表面配体是影响纳米簇荧光的主要

因素． hPEI-Cu NCs 之所以有较强的荧光，是由于
hPEI中的富电子基团氨基可以与 Cu NCs 表面相互
作用，直接将离域电子转移到 Cu NCs 核心，这在很
大程度上促进了荧光的产生．然而，当存在 Cu2 +时，

Cu2 +会与 hPEI 表面的氨基相互作用，阻止 hPEI 的
电荷转移到 Cu NCs的核心，从而导致荧光淬灭［18］．

如图 4 所示，当同时存在 Cu2 +和 DEHP 时，UTP 和
DEHP以 Cu2 +为交联剂形成复杂结构的化合物［19］，

Cu2 + 无法与 hPEI 表面的氨基相互作用，使得
Cu NCs的荧光保持不变． DEHP的质量分数越高，与
其反应的 Cu2 +越多，使得可以淬灭 Cu NCs 荧光的
Cu2 +越少，Cu NCs的荧光被淬灭得越少，Cu NCs 的
荧光强度越强( 与只存在 Cu2 +时的荧光强度相比) ，

从而可以达到“turn on”荧光定量检测 DEHP 质量
分数的目的．

图 4 DEHP与 UTP在 Cu2 +作用下的反应示意图
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2． 3 hPEI-Cu NCs荧光纳米传感器检测 DEHP 的
实验条件优化

为了使检测效果最佳，对实验条件进行优化．首
先，对 Cu2 +物质的量浓度进行优化． 在 DEHP 质量
分数为 0%时，选择在 Cu2 +淬灭 hPEI-Cu NCs 荧光
效果最佳时的浓度．如图 5( a) 所示，当 Cu2 +的物质的
量浓度为 6 μmol·L －1时，hPEI-Cu NCs 荧光强度最
低．如图 5( b) 所示，对 Cu2 +淬灭 hPEI-Cu NCs 荧光
的反应时间进行优化，当反应 10 min 时，hPEI-Cu
NCs荧光强度最低．因此选择 Cu2 +的物质的量浓度

为 6 μmol·L －1、反应时间 10 min 为 hPEI-Cu NCs
荧光淬灭最佳反应条件．再对 UTP 物质的量浓度和
反应时间进行优化． 如图 6( a) 和图 6 ( b) 所示，当
UTP的物质的量浓度为 4 mmol·L －1、反应时间为
15 min时，hPEI-Cu NCs的荧光强度最强，这说明在
该条件下，以 Cu2 +为桥梁，UTP 能和 DEHP 充分反
应．因此，选择 UTP 的物质的量浓度为 4 mmol·
L －1、反应时间为 15 min 作为 DEHP 检测的最佳反
应条件．

( a) Cu2 +物质的量浓度优化 ( b) 荧光淬灭反应时间优化

图 5 Cu2 +淬灭 hPEI-Cu NCs荧光条件优化

( a) UTP物质的量浓度优化 ( b) 荧光淬灭反应时间优化
图 6 检测 DEHP反应条件优化

2． 4 hPEI-Cu NCs荧光纳米传感器检测 DEHP

在最优的实验条件下，利用 hPEI-Cu NCs“turn
on”荧光纳米传感器方法定量检测 DEHP的质量分
数．当不存在 DEHP时，Cu2 +会淬灭 hPEI-Cu NCs的
荧光．如图 7( a) 所示，当加入不同质量分数的 DE-
HP时，随着 DEHP 质量分数的逐渐增加，参与 UTP
和 DEHP反应的 Cu2 +逐渐增多，能够淬灭 hPEI-Cu
NCs荧光的 Cu2 +逐渐减少，导致 hPEI-Cu NCs 的荧
光逐渐恢复，荧光强度逐渐增强，从而达到荧光

“turn on”定量检测 DEHP质量分数的目的．曲线1 ～
曲线 11 是在 DEHP 质量分数分别为 0、1． 0、1． 5、
2． 0、3． 0、4． 0、5． 0、6． 0、7． 0、10． 0、40 mg·kg －1时

hPEI-Cu NCs的荧光光谱曲线．由图 7 ( a) 看出，DE-

HP的质量分数在 0 ～ 40 mg·kg －1范围内能被此

hPEI-Cu NCs荧光传感器检测． 如图 6 ( b) 所示，荧
光强度变化率( ( I － I0 ) / I0 ) 与 DEHP 的质量分数在
1 ～ 7 mg·kg －1的范围内呈现良好的线性关系． 因
此，hPEI-Cu NCs荧光“turn on”荧光传感器检测 DE-
HP的质量分数，其线性范围为 1 ～ 7 mg·kg －1 ． 当
信噪比为 3 时计算出最低检出限约为 0． 4 mg·
kg －1 ．在 GB 9685—2016《食品接触材料及制品用
添加剂使用标准》和《卫办监督函{ 2011} 551 号》中规
定在食品和食品添加剂中DEHP的限量均为 1． 5 mg·
kg －1［20-21］．在最新颁布的 GB /T 39110—2020《消
费品 塑胶材料 邻苯二甲酸酯类增塑剂快速筛

选》［22］中，DEHP 的检出限为50 mg·kg －1，定量下
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限为 100 mg·kg －1．因此，本文方法可定量检测 DEHP 的质量分数，且最低检测限符合国家标准的限量值．

( a) 检测 DEHP的荧光光谱图 ( b) 检测 DEHP的线性
图 7 hPEI-Cu NCs荧光“turn on”方法定量检测 DEHP

2． 5 hPEI-Cu NCs 荧光纳米传感器对实际样品中
DEHP 的检测
为证明 hPEI-Cu NCs荧光“turn on”纳米传感器

能够在实际样品中对 DEHP 进行检测，采用标准加
入法对白酒中 DEHP 的质量分数进行检测． 在白酒
样品中加入不同质量分数的 DEHP标准品进行加标
回收率实验，结果如表 1 所示． 表 1 结果说明 hPEI-
Cu NCs荧光“turn on”纳米传感器有望用于实际样
品中 DEHP的质量分数检测．

表 1 在白酒中 DEHP的质量分数检测

添加质量分数 /

( mg·kg －1 )

检出质量分数 /

( mg·kg －1 )
回收率 /%

3． 0 2． 7 90． 0 ± 0． 6
6． 0 5． 5 91． 0 ± 0． 8
9． 0 8． 0 88． 9 ± 0． 5
12． 0 14． 2 109． 2 ± 0． 8

3 结论与讨论

本文以 hPEI为模板合成 hPEI-Cu NCs，利用其
作为荧光探针，构建荧光“turn on”纳米传感器对
DEHP进行定量快速检测．采用一步法合成 hPEI-Cu
NCs避免了复杂的偶联、修饰和标记过程，达到纳米
材料免标记的目的． 合成的 hPEI-Cu NCs 分散且稳
定．用 hPEI-Cu NCs构建的荧光“turn on”纳米传感
器，荧光随 DEHP质量分数的增加而增强，荧光强度
变化率( ( I － I0 ) / I0 ) 与 DEHP 质量分数在 1 ～ 7 mg·
kg －1的范围内呈现良好的线性关系，当信噪比为 3
时计算出 DEHP的最低检出限约为 0． 4 mg·kg －1 ．
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The Fluorescent Nanosensor-Based Ｒapid Detection Assay for DEHP

SONG Wei，QIAN Qunli，LU Yangyang，SONG Weiguo*

( Shanghai Academy of Agricultural Sciences，Shanghai 201403，China)

Abstract: A " turn on" fluorescent nanosensor is constructed for rapid detection of DEHP by using one-pot method
prepared hPEI-Cu NCs． The best excitation wavelength of hPEI-Cu NCs is 385 nm，and has a strong emission at
510 nm． The morphology of hPEI-Cu NCs is characterized by transmission electron microscopy ( TEM) ． It shows
good dispersion and its particle size is ( 1． 3 ± 0． 3 ) nm． After adding Cu2 +，the fluorescence of hPEI-Cu NCs is
quenched by Cu2 + ． When DEHP is present，the fluorescence will rise becasuse the fluorescence of hPEI-Cu NCs
can not be quenched by Cu2 + ． With the increase of DEHP concentration，the fluorescence of hPEI-Cu NCs gradually
increased，so as to achieve the purpose of detecting DEHP． The fluorescence intensity change rate and DEHP con-
centration show a good linear relationship in the range of 1． 0—7． 0 mg·kg －1 ． When the signaql-to-noise ratio is 3，
the lowest detection limit is calculated to be about 0． 4 mg·kg －1 ．
Key words: DEHP; rapid detection assay; fluorescent nanosensor
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