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摘要:以金属-有机骨架材料 UiO-66-(COOH)2 为基底,采用后修饰法负载 Tb3+ 制备了荧光材料 Tb3+ @UiO-66-
(COOH)2,用于选择性检测色氨酸。利用透射电子显微镜(TEM)、X射线粉末衍射仪(XRD)、比表面积分析仪、红外光

谱仪(FT-IR)、X射线光谱仪(XPS)等表征方法分析多孔材料的形貌、成分、孔道特性,利用紫外/可见分光光度计(UV-
Vis)和荧光光谱仪研究材料的发光特性及氨基酸识别性能。结果表明:MOF材料中配体向Tb3+的能量转移,诱导材料

发出明亮的绿色荧光。在13种氨基酸中,只有色氨酸(Trp)对Tb3+@UiO-66-(COOH)2 具有明显的荧光淬灭效应,这

是由于色氨酸的紫外吸收峰和Tb3+@UiO-66-(COOH)2 的荧光激发光谱有较大重合,表明二者对紫外光的吸收具有竞

争性,削弱了Tb3+@UiO-66-(COOH)2 的紫外光吸收,从而降低了材料的发光强度。进一步发现该材料可灵敏地检测

色氨酸(检测限5.53μmol/L),同时具有良好的抵抗来自其他氨基酸干扰的能力。因此,本工作证明了Tb3+@UiO-66-
(COOH)2 可作为选择性检测色氨酸的荧光探针,同时也为未来色氨酸荧光探针的设计提供了一定的借鉴。
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Abstract:ForselectivelysensingTryptophan(Trp),thefluorescentTb3+ @UiO-66-(COOH)2 was
preparedthroughloadingTb3+ into UiO-66-(COOH)2viapost-synthesismethod.Transmission
electronmicroscope(TEM),X-raypowderdiffractometer(XRD),specificsurfaceareaanalyzer,and
X-rayphotoelectronspectroscope(XPS)wereusedtoanalysizethemorphology,compositionandpore
characteristicsoftheporousmaterials.Meanwhile,ultraviolet-visiblespectrophotometer(UV-Vis)

andfluorescencespectrophotometerwereusedtostudythefluorescencecharacteristics.Theresults
showthattheenergytransferfromorganicligandtoTb3+leadstoabrightgreenfluorescence.Among
the13aminoacids,onlyTryptophanhasobviousfluorescencequenchingeffect.Thisisbecausethere
appearsalargeoverlapbetweenUV-VisabsorptionspectrumofTrpandexcitationspectrumofthe
MOF,whichindicatesastrongcompetitioneffectforUVlight.TheabsorptiontoUVlightof
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Tb3+@UiO-66-(COOH)2isdecreasedbyTrp,leadingtotheweakfluorescence.Furtherinvestigation
indicatesthematerialcansensitivelysenseTrp (LOD,5.53μmol/L)andownsexcellentanti-
interferenceabilityfromotherco-existingaminoacids.Thus,thisworknotonlydemonstratesTb3+

@UiO-66-(COOH)2canserveasaselectiveandsensitivesensorforTrp,butalsoprovidesaguideline
fordesigningnovelsensorsforaminoacidsinthefuture.
Keywords:metal-organicframework;post-synthesismodification;Tryptophan;fluorescencequenching

  氨基酸是生物体蛋白质、多肽的主要成分,也是生

物代谢过程中辅酶和核酸的前驱体,是人体不可或缺

的分子[1]。氨基酸的含量直接关系到人体的健康,过
多或过少均会诱发一些疾病(如癌症、白血病等)[2-3]。
其中,色氨酸(Trp)参与调节蛋白质的合成,促进人体

消化,同时作为神经递质的前体,能有效调控情绪、改
善睡眠。一些肾功能衰竭、神经性及免疫性等疾病往

往伴随Trp的代谢紊乱[4]。为了实现疾病的及时预

防和早期诊断,氨基酸的快速灵敏检测具有重要的意

义。目前,已报道的检测方法包括高效液相色谱法、毛
细管电泳法、质谱法、电化学实验法等[5-8]。此类方法

存在成本高、程序复杂、检测耗费时间长、不易通过肉

眼识别等问题。与之相比,荧光分析法具有快速响应、
选择性和灵敏性高等优点,在生物传感技术领域体现

出良好的发展潜力。因此,有必要开发高效的荧光探

针材料,以实现氨基酸的高效检测。目前,基于主客体

氢键作用、π-π堆叠作用、有机反应、紫外光竞争等机

理,已经有几类 Trp荧光探针被报道,如BTAP5、石
墨烯-罗丹 明 复 合 物、芘 二 酮、金 属-有 机 骨 架 材 料

(metal-organicframework,MOF)等[9-13],然而材料的

选择性、灵敏度等指标仍有待提升。
近些年来,作为一种由金属和有机配体组成的多

孔骨架材料,MOFs已被广泛应用于吸附分离[14]、催
化[15]、药物传输[16]、荧光检测[17]等方面,在环境工程

和生物健康等领域发挥着重要作用。丰富的发光体

系、可设计的成键位点及良好的骨架稳定性,使得荧光

MOF材料具备良好的传感性能。目前,MOF材料已

被应用于多种氨基酸的荧光识别,包括 半 胱 氨 酸

(Cys)[17-18]、高半胱氨酸(GSH)[19]、组氨酸(His)[20]、
谷氨酸(Glu)[21]、天冬氨酸(Asp)[22]等。对于Trp的

检测,尽管已有 MOF材料被报道[12-13,23-25],然而材料

的检测性能特别是检测限方面仍有待提高。另外,在
荧光 MOFs方面,镧系 MOFs因其优异的光学性质如

大Stoke位移、高色纯度以及相对较长的荧光寿命而

受到了广泛的关注。其中,利用后合成修饰法在一些

MOF材料上负载镧系金属元素已成为近年来在镧系

MOF制备方面的重要途径之一,而 MOF材料中的螯

合基团如羧基[26]、吡啶[27]、氨基[28]等为具有发光特性

的镧系离子提供了有效的负载位点。
本工作以羧基化的锆基材料 UiO-66-(COOH)2

为平台,利用后合成修饰法负载铽制备荧光探针。良

好的水稳定性、生物相容性及材料配体中丰富的羧基

基团,使得该 MOF可作为良好的镧系金属(如Tb3+)
负载基 底 材 料。并 进 一 步 探 索 了 Tb3+ @UiO-66-
(COOH)2 对Trp检测的灵敏度、响应时间及抗干扰

能力,并对荧光检测机制进行了研究。

1 实验材料与方法

1.1 试剂与仪器

主要试剂:四氯化锆(ZrCl4),1,2,4,5-均苯四甲

酸(H4BTEC),六水硝酸铽(Tb(NO3)3·6H2O),羟乙

基哌嗪乙磺酸(HEPES),L-丙氨酸(L-Ala),L-天冬酰

胺(L-Asn),L-半 胱 氨 酸(L-Cys),L-谷 氨 酰 胺(L-
Gln),L-甘氨酸(L-Gly),L-异亮氨酸(L-Ile),L-亮氨

酸(L-Leu),L-甲硫氨酸(L-Met),L-脯氨酸(L-Pro),

L-丝氨 酸 (L-Ser),L-苏 氨 酸 (L-Thr),L-缬 氨 酸

(L-Val),L-色氨酸(L-Trp)等均购自北京华威锐科化

工有限公司。所购试剂直接使用而没有进行进一步的

纯化。
主 要 仪 器:MiniFlexⅡ X 射 线 衍 射 仪;3H-

2000PS1/2系列全自动比表面及孔径分析仪;F-200
场发射透射电子显微镜;NicoletiS50傅里叶变换红外

分光 光 度 计;UV-6000 型 紫 外/可 见 分 光 光 度 计;

Fluoromax-4荧光光谱仪;X射线光电子能谱仪。

1.2 样品制备

UiO-66-(COOH)2 制备:该材料的合成参考文献[29]
报道的 方 法。在100mL 圆 底 烧 瓶 中 加 入4.3g
H4BTEC,2.3gZrCl4 和50mL去离子水,充分搅拌

后在100℃下回流反应24h。为防止未反应的均苯四

甲酸的析出,趁热过滤收集白色固体。进一步将所得

固体分散于200mL去离子水中,在100℃下二次回

流,以清洗产物中残留的配体和金属。最后,将所得固

体在100℃下干燥24h。

Tb3+@UiO-66-(COOH)2 的制备:在500mL圆

底烧瓶中,加入0.5436gTb(NO3)3·6H2O和200mL
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乙醇,充分溶解后加入300mgUiO-66-(COOH)2 粉

末,在室温下搅拌24h,通过过滤收集白色固体。为

了去除材料表面残留的Tb3+,所得固体用乙醇清洗

2次。最 后,将 得 到 的 固 体 在100 ℃下 烘 干24h
即可。

1.3 氨基酸识别性能研究

1.3.1 选择性实验

以HEPES缓冲液(20mmol/L,pH值为7.4)为溶

剂配制浓度均为10mmol/L的不同种类氨基酸溶液。
取3mL溶液加入4mL的聚丙烯(PP)塑料管中,并加

入3mgTb3+@UiO-66-(COOH)2 固体样品,超声处理

后在室温下陈化12h,然后进行荧光光谱测试。实验所

用的激发波长为322nm,所用狭缝均为2.5nm。

1.3.2 浓度影响实验

用上述HEPES缓冲液作溶剂,分别配制浓度为

1×10-5,2×10-5,4×10-5,6×10-5,8×10-5,1×
10-4,1×10-3,1×10-2,1×10-1mol/L的Trp氨基

酸溶液。取3mL加入3mg的固体中,超声后陈化

12h,进行荧光光谱测试。测试条件同1.3.1。

1.3.3 动力学实验

取3mL浓度为0.01mol/L的色氨酸溶液,加入

3mgTb3+@UiO-66-(COOH)2,超声处理后立刻测试

其荧光强度,然后每隔1min测试其荧光强度,待荧光

强度较稳定后每隔5min测试一次荧光强度,直至荧

光强度趋于稳定。测试条件同1.3.1。

1.3.4 抗干扰能力实验

配制含有Trp氨基酸和另一种氨基酸的混合溶

液,两种氨基酸的浓度均为0.1mol/L。取3mL加入

3mgTb3+@UiO-66-(COOH)2 固体中,超声后陈化

12h,进行荧光光谱测试。测试条件同1.3.1。

1.3.5 pH值影响实验

以去离子水为溶剂,配制5组水溶液和5组Trp
氨基酸水溶液(浓度为1×10-2mol/L),用NaOH和

盐酸溶液调节溶液pH值为2.0,4.0,6.4,8.0,10.0。
取3mL溶液加入3mgTb3+@UiO-66-(COOH)2 固

体中,超声后陈化12h,进行荧光光谱测试。测试条

件同1.3.1。

2 结果与分析

2.1 形貌与结构

通过对比UiO-66-(COOH)2 粉末XRD与其单晶

模拟XRD谱图数据,如图1(a)所示,发现两者的出峰

位置较为一致,同时粉末XRD峰形尖锐,证明了基底

材料的成功制备。在负载Tb3+ 之后,样品的XRD谱

图并未有明显变化,说明了Tb3+@UiO-66-(COOH)2

图1 材料的表征

(a)粉末和模拟XRD谱图;(b)红外光谱图;(c)Tb4d的XPS谱图;(d)77K下N2 吸附-脱附曲线图

Fig.1 Characterizationofmaterials
(a)XRDofpowerandsimulation;(b)FTIRspectra;(c)XPSofTb4dregion;(d)N2adsorption-desorptionisothermsat77K
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具有和原始材料相同的拓扑结构。在红外光谱中

(图1(b)),1705cm-1处的峰对应于自由羧基的振动

峰,配位羧基峰(—COO—Zr)的对称伸缩振动和不对

称伸缩振动分别位于1397cm-1和1587cm-1,均来源

于UiO-66-(COOH)2 材料配体中的羧基基团;负载

Tb3+后,自由羧基峰被明显削弱,同时配位羧基峰的

位置也发生了明显的偏移(1556cm-1和1381cm-1),
该结果共同表明了自由羧基和Tb3+ 的配位。进一步

地,对比图1(c)的XPS谱图黑线和蓝线,可以明显发

现Tb3+@UiO-66-(COOH)2 中含有Tb4d的峰,确认

了Tb元素在样品中的存在。材料的多孔性通过77K
下 氮 气 吸 附-脱 附 曲 线 确 定。经 计 算,UiO-66-
(COOH)2 的比表面积为418m2/g,而对应于Tb3+@
UiO-66-(COOH)2 的数值为343m2/g。负载 Tb之

后,材料仍具有良好的孔道性质。

  图2为材料的TEM 形貌图。可以看出 UiO-66-
(COOH)2 材料由35nm左右的不规则颗粒组成,与
之前报道类似[30];负载Tb3+后(图2(b)),材料颗粒尺

图2 UiO-66-(COOH)2(a)和Tb3+@UiO-66-(COOH)2(b)的TEM图

Fig.2 TEMimagesofUiO-66-(COOH)2(a)andTb3+@UiO-66-(COOH)2(b)

寸主要分布在35~45nm之间,且尺寸较为均匀。

2.2 Tb3+ @UiO-66-(COOH)2 的发光性能

图3为Tb3+@UiO-66-(COOH)2 固体粉末的发

光性质图。自然光下,UiO-66-(COOH)2 和 Tb3+ @
UiO-66-(COOH)2 均为白色粉末,但在254nm波长

的紫外光照射下,Tb3+@UiO-66-(COOH)2 表现为明

亮的绿色荧光而前者无荧光发出。进一步利用荧光光

谱仪测试固体粉末的激发光谱和发射光谱。之前的工

作[31]表明UiO-66-(COOH)2的发射光谱为398nm的

宽 峰,这 一 较 弱 的 荧 光 信 号 源 自 配 体 的π→π* 过

图3 固体材料Tb3+@UiO-66-(COOH)2 的激发和发射波谱

(插图为自然光和254nm紫外光照射下材料的发光性质)

Fig.3 ExcitationandemissionspectraofsolidmaterialTb3+@

UiO-66-(COOH)2(theillustrationistheluminosityunder

naturallightand254nmultravioletlight)

渡[32]。经负载Tb3+ 之后,材料的发射光谱发生了明

显的变化。在激发波长为322nm下,共出现5个发射

峰,其中400nm处较弱的峰为有机配体(BTEC)的荧

光峰;488,544,585,621nm等4处的峰均分别为归属

Tb3+的不同电子能级跃迁,即5d4→7f6,5d4→7f5,5d4
→7f4,5d4→7f3 跃迁,其中对应于最强发射峰(544nm)
的5d4→7f5 跃迁是Tb3+的特征绿色荧光的主要原因。
在发光机理方面,由配体向Tb3+的能量转移为材料发

光的主要原因。

2.3 Tb3+ @UiO-66-(COOH)2 对氨基酸的识别性能

为了研究Tb3+@UiO-66-(COOH)2 对氨基酸的

选择性识别性能,样品分散于含有不同 氨 基 酸 的

HEPES溶液中,氨基酸的种类包括 Ala,Asn,Cys,

Gln,Gly,Ile,Leu,Met,Pro,Ser,Thr,Val和Trp。如

图4所示,Tb3+@UiO-66-(COOH)2 对不同氨基酸展

现出了差异性的荧光响应,特别地,在Trp氨基酸溶

液中,材料的荧光强度发生了明显的削弱,而其他氨基

酸溶液的荧光降低程度较小或无降低。插图给出了样

品在空白和Trp环境下的荧光实像图,可以看出,悬浊

液的绿色荧光被明显淬灭。在此基础上,通过Stern-
Volmer方程对氨基酸的淬灭效应进行定量分析:

I0/I=1+KsvC (1)
式中:I0 和I分别是材料在氨基酸溶液中浸泡前后的

荧光强度;C为溶液中的氨基酸浓度,0.01mol/L;Ksv
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图4 322nm激发波长下Tb3+@UiO-66-(COOH)2 在不同

氨基酸溶液的荧光光谱(插图为材料在缓冲溶液和

Trp溶液中的荧光实像图)

Fig.4 FluorescenceemissionspectraofTb3+@UiO-66-
(COOH)2underexcitationwavelengthof322nminbuffer

solutionscontainingdifferentaminoacids(theillustratoristhe

realimageofthematerialinblanksolutionandTrpsolution)

为淬灭系数,L/mol。经计算,Trp的淬灭系数为417.8
L/mol,远高于其他的氨基酸(平均为1.488L/mol)。
因此,该材料具有选择性检测Trp的潜力。

  同时深入研究了不同浓度Trp氨基酸对Tb3+@
UiO-66-(COOH)2 的淬灭能力。图5为不同情况下材

料的荧光强度。如图5(a)所示,随Trp浓度的升高,样
品的荧光强度逐渐降低;当浓度低至10-5mol/L时,材
料的淬灭程度仍可达到30%,显示出材料对低浓度Trp
响应的潜力。在浓度为10~100μmol/L范围内,材料

的荧光强度和浓度呈现良好的线性关系(图5(b)),拟合

得到的线性回归方程为I=-0.00438C+3.1695,相关

系数R为0.9902。通过式(2)计算材料对Trp的检测

限(limitofdetection,LOD):

LOD=3S/k (2)
式中:S 为10次 空 白 样 品 荧 光 强 度 的 标 准 偏 差

(0.00808);k为线性拟合方程的斜率(0.00438)。
经测定、计算得到LOD为5.53μmol/L。与其他荧

光探针尤其是 MOF材料相比[9-13,23-25],该材料具有相

对较好的检测限(表1)。BTAP5和1,8-pyrenedione虽

然检测限较低,然而其适用体系为水和有机溶剂的

混合液,有机相的存在限制了其在生物体内检测的

应用。

图5 不同情况下材料的荧光强度 (a)浓度范围为1×10-1~1×10-5mol/L;(b)浓度范围为1×10-4~

1×10-5mol/L(线性区域);(c)时间范围0.5~135min;(d)二元氨基酸混合溶液

Fig.5 IntensityofTb3+@UiO-66-(COOH)2undervariousconditions
(a)concentrationrangeof1×10-1-1×10-5mol/L;(b)concentrationrangeof1×10-4-1×10-5mol/L(linearregion);

(c)timerangeof0.5-135min;(d)binaryaminoacidssolutions

  进一步对 Trp的荧光淬灭动力学进行了测试。
如图5(c)所示,快速的荧光淬灭发生在大约11min,
而最终的荧光强度则在35min达到了平衡。最后,考

虑到实际环境中,Trp氨基酸常和其他氨基酸共存,因
此 有 必 要 调 查 在 多 元 组 分 中 的 荧 光 响 应 能 力。
图5(d)统计了波长在544nm处12种其他氨基酸溶
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表1 色氨酸探针的性能对比

Table1 PerformancecomparisonofdifferentTrpprobes

Material Range/(μmol·L-1) LOD/(μmol·L-1) Solvent Reference
BTAP5 -  0.28 Water/DMSO [9]

rGO-RhBcompound 200-2000 132.6 Water [10]

1,8-pyrenedione 0-7  0.15 Acetonitrile/Water [11]

Cd(Ⅱ)carboxyphosphonates 10-20 - Water [12]
[Tb2(H3L)-(C2O4)3(H2O)4]·2H2O 0-360 25.2 Water [13]

SUMOF-7Ⅱ 167-500 167 PBS [23]

Tb(ppda)(npdc)0.5 0-200 69.9 Water [24]

Zn-Hbtc-BPY/Tb3+ 0-196 15.2 PBS(pH=7.4) [25]

Tb3+@UiO-66-(COOH)2 10-100  5.53 HEPES(pH=7.4) Thisstudy

液的荧光强度,当向每份溶液中加入等量的 Trp时,
悬浊液的荧光强度均发生了显著的下降,且与 Trp
单组分体系的荧光强度较为接近。进一步反映材料

具有良好选择性的同时,也体现了材料较好的抗干

扰能力。
羧基和Tb3+ 的配位可能会受到pH值的影响,

从而进一步影响材料对Trp氨基酸的检测性能。因

此,为了优化检测条件,进一步研究了材料在不同

pH值下的荧光检测性能。图6为不同pH 值对于

Tb3+@UiO-66-(COOH)2 荧光检测 Trp的影响,如
图6所示,在不含 Trp氨基酸的体系中,强酸溶液

(pH值为2)破坏了羧基和Tb3+的结合,使材料自身

发光强度明显降低。在pH值为4,6.4,8,10的水溶

液中,材料的发光强度同上述缓冲液中的荧光强度

类似,淬灭幅度也相似。因此,该材料可在较宽的

pH值范围(4~10)内实现Trp的检测。

图6 不同pH值对于Tb3+@UiO-66-(COOH)2
荧光检测Trp的影响

Fig.6 IntensityofTb3+@UiO-66-(COOH)2for

detectingTrpunderdifferentpHvalues

2.4 检测机理

以上结果表明,Tb3+ @UiO-66-(COOH)2 能够

选择性检测色氨酸。目前,基于镧系 MOF的Trp荧

光探针报道较少,检测机理仍需进一步完善。通常,
待检测分子的紫外吸收光谱和荧光材料的发射或激

发光谱的重叠会严重削弱材料的发光强度,这是由

于被检测分子和荧光材料对紫外光的竞争或者发射

光能量向被检测客体小分子转移。因此从光谱重合

的角度对淬灭机理进行了探索。图7为13种氨基

酸溶液的紫外光谱图。由于材料的发射光谱远远偏离

氨基酸的紫外吸收峰,因此本工作重点比对了材料的激

发光谱和所测氨基酸的紫外吸收峰。

图7 不同氨基酸缓冲液的紫外吸收光谱和材料的激发

光谱图(除Trp外,其他氨基酸的浓度均为0.01mol/L)

Fig.7 Ultravioletabsorptionspectraofdifferentaminoacids

HEPESsolutionsandfluorescenceemissionspectraofthe

material(theconcentrationsofalltheaminoacids

solutionsare0.01mol/LexceptTrpsolution)

如图7所示,大部分氨基酸溶液(0.01mol/L)的
紫外吸收峰多集中在200~250nm之间;Cys的吸收

峰较宽,延伸至300nm左右;而同等浓度下的色氨酸

双吸收峰无法区分开来,因此进一步测 定 了 其 在

0.001mol/L浓度下的谱图,可以看出色氨酸的两个

吸收峰分别位于227nm和279nm处。从图7可以

明显看出,色氨酸的紫外吸收谱与 Tb3+ @UiO-66-
(COOH)2 的激发光谱有很大的重合区域,意味着荧

光材料和色氨酸同时对紫外光产生了强烈的竞争作

用,导致 Tb3+@UiO-66-(COOH)2 的荧光在色氨酸

溶液中发生淬灭;同时,由于半胱氨酸和材料的激发光

谱也存在少量的重合区域,因此材料在Cys中的强度
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也有小幅的削弱;其他氨基酸的吸收峰和材料的激发

峰几乎没有重合,故很难对样品的荧光产生大的淬灭

作用。

3 结论

(1)通过后合成修饰法成功制备了新型荧光材料

Tb3+@UiO-66-(COOH)2,材料中有机配体向Tb3+ 的

能量转移使其在紫外灯照射下显示为绿色荧光。
(2)在常见的多种氨基酸中,色氨酸能够灵敏地、选

择性地淬灭材料的绿色荧光,检测限为5.53μmol/L。
(3)Tb3+@UiO-66-(COOH)2 用于识别色氨酸,

其动力学结果表明35min荧光淬灭达到了平衡,同时

该材料还具有良好的抵抗其他氨基酸和溶液pH值干

扰的能力。
(4)检测机理为材料的荧光激发光谱和色氨酸的

紫外吸收谱存在较大重合,二者对紫外光信号的竞争

作用导致了荧光的淬灭。
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