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摘要：利用柠檬酸钠作还原剂，巯基十一酸（MUA）为稳定剂制备了粒径均匀的纳米金粒子（AuNPs）。将AuNPs引入滤纸表面，用于金属增强室温磷光（MERTP）研究，实验证明AuNPs对二碘荧光素（DIF）的RTP有增强作用；当有微量铅离子（Pb2+）存在时，使DIF的MERTP信号猝灭。据此，建立了Pb2+检测新方法。在最佳实验条件下，所建方法Pb2+的检出限为6.10pmol/L，线性范围为0.474-22.10nmol/L，回收率为89.4%- 111.5%。该方法用于人工合成样品中Pb2+的检测时，结果满意。
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Plumbum ion detection based on gold nanoparticles enhanced room temperature phosphorescence of diiodofluorescein on filter paper substrate
YANG Yan1, ZHU Yaxian1, ZHANG Yong2
(1. Department of Chemistry, College of Chemistry and Chemical Engineering,Xiamen University, Xiamen 361005;
2. State Key Lab of Marine Environmental Science ,Xiamen University, Xiamen 361005)
Abstract: Uniform grading Au nanoparticles (AuNPs) reduced by sodium citrate in the presence of 11-Mercaptoundecanoic acid (MUA) were obtained. Metal-enhanced room temperature phosphorescence (MERTP) signal of diiodofluorescein (DIF) on the filter paper surface in the presence of AuNPs was firstly observed. However, DIF-MERTP was quenched by the addition of trace Plumbum ion(Pb2+). Based on this phenomenon, a new method for determination of Pb2+ had hereby been developed. Under the optimized experimental conditions, the detection limit for Pb2+ was 6.10 pmol/L, the response is linearly proportional to the concentration of Pb2+ in the range 0.474-22.10 nmol/L. The recovery of Pb2+ was in range of 89.4%-111.5%. A satisfactory results were obtained when the established method has been applied to determine Pb2+ in artificial sample. 
Key words:  AuNPs；DIF； MERTP； Pb2+ detection
0 引言
铅是环境中分布广泛的有害重金属污染物之一。发展快速、高灵敏度的Pb2+检测方法具有重要的意义。目前用于检测痕量Pb2+的分析方法有原子吸收光谱法[1, 2]、双硫腙分光光度法[3]、电感耦合等离子体质谱法荧光法等[4]。其中，荧光法具有简单、快捷，仪器相对便宜等特点。目前利用荧光法测定Pb2+的研究主要是荧光探针法，如利用荧光猝灭基团修饰酶联反应的荧光探针法[5]。此外，还有用纳米金粒子比色法检测铅的报道[6, 7]。但上述方法操作较繁琐，成本较高。
AuNPs粒子的小尺寸效应、隧道效应、表面效应、量子效应等已在多个领域被广泛应用。近年来溶液中AuNPs的荧光行为逐渐引起人们的关注，但研究工作大都集中在利用AuNPs自身的荧光猝灭来作为荧光探针[6]，而金属增强室温磷光的分析应用研究尚少[8, 9]。

本文首次研究了Pb2+存在下，AuNPs增强DIF-MERTP的情况。据此，建立了一种检测Pb2+的新方法，并初步讨论了该方法的作用机理。
1 实验部分
1.1 仪器与试剂
Cary Eclipse荧光分光光度计（配磷光寿命附件,美国Varian公司）；Cary 5000紫外-近红外分光光度计（美国Varian公司）；JEM-2100 200kV 高分辨透射电子显微镜（日本电子株式会社）；pHS-3C酸度计（上海感磁仪器有限公司）；WS70-1红外线快速干燥器（上海浦东荣丰科学仪器有限公司）；J2-MC高速冷冻离心机（美国Beckman公司）；BT25S分析天平（德国Sartorius公司）。

AuCl3(HCl(4H2O、乙醇、NaOH、Pb(Ac)2(2H2O（A.R.，国药集团化学试剂有限公司）；二碘荧光素（>98%，美国Alfa Aesar公司）；滤纸（慢速定量，新华造纸厂）；柠檬酸三钠（A.R.，中国医药集团上海化学试剂公司）；巯基十一酸（MUA，纯度>96%，百灵威化学技术有限公司）；Milli-Q超纯水。
1.2 AuNPs的制备
根据文献[10]报道，采用柠檬酸三钠作还原剂、MUA作稳定剂制备AuNPs。AuNPs粒径大小与柠檬酸三钠的用量密切相关，当其他条件恒定时，仅改变柠檬酸三钠的加入量，就可制得不同粒径的AuNPs。AuNPs通过高速冷冻离心机（10000r/min，4°С）离心，水洗三次纯化后备用。

1.3 工作液的配制

1.3.1 工作液一
取0.50mL浓度为1.00×10-3 mol/L DIF溶液于若干比色管中，分别加入0、0.25、0.50、0.75、1.00、1.25、1.50、1.75 mL纯化过的AuNPs（1.00×10-9 mol/L），用pH 为7.4 的Tris-HCl缓冲溶液定容至10.0 mL，即得到AuNPs浓度不同DIF浓度均为5.0×10-5 mol/L的工作液。
1.3.2 工作液二 
准确移取0.50 mL浓度为1.00×10-3 mol/L DIF溶液和1.25 mL浓度为1.00×10-9 mol/L的AuNPs溶液于若干比色管中，分别加入系列浓度的Pb(Ac)2溶液，然后用pH为7.4 的Tris-HCl缓冲溶液定容至10.0 mL，即得到DIF和AuNPs的物质的量恒定且Pb2+浓度不同的工作液。空白样不加Pb2+，但其他条件相同。
1.4 检测方法

研究表明，AuNPs粒子的等离子体振荡吸收光谱与荧光分子激发光谱有较大重叠时，有利于两者之间的相互作用[11]。为在滤纸基质上获得强的MERTP信号，在实验条件的选择上主要应考虑：激发波长位于AuNPs粒子的等离子体振荡吸收光谱与荧光分子激发光谱有较大重叠处；同时在此激发波长下能够有效避免滤纸的背景干扰以实现在统一激发波长下对DIF MERTP的检测，并在此条件下能够得到理想的发射强度。为此，考察了AuNPs的吸收及DIF的激发光谱（如图1）。由图1可知，当激发波长为500 nm时，可满足以上要求。以500nm为激发波长，扫描DIF的发射光谱（如图2），此时滤纸的背景干扰较小，加入一定量的AuNPs后，DIF的RTP强度增大，在有微量Pb2+存在下，AuNPs增强DIF的MERTP强度减小。
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1.4.1 MERTP光谱

用微量进样器定量吸取工作液一滴在慢速定量滤纸上并置于红外干燥箱中烘烤1min后，立即置于固体样品架上，在激发和发射狭缝分别为10，10nm，激发波长为500 nm，发射波长范围为600-800 nm条件下测量其MERTP。
1.4.2 紫外可见吸收光谱

用微量进样器定量吸取工作液一点样于慢速定量滤纸上并置于红外干燥箱中烘烤1 min后，立即置于固体样品架上，在扫描波长范围425 nm-600 nm条件下测其吸收光谱。

1.5 Pb2+的检测

将1.3.2配制的空白液按照1.4.1的检测方法记录其MERTP光谱，再分别检测不同Pb2+浓度（0.47，1.82，3.16，4.51，5.85，7.20，8.54，9.89，11.23，12.57，13.92，15.26，16.61，17.95，19.30，20.75，21.83，22.10 nmol/L）AuNPs和DIF物质量比值恒定的工作液的MERTP值。

2 结果与讨论

2.1 实验条件的优化

2.1.1 AuNPs和DIF加入量之比的选择

检测工作液一的MERTP光谱可知，随着AuNPs加入量的增大，DIF的MERTP强度呈先增大后减小的趋势（详见2.5.1）。当加入1.25 mL，1.00×10-9 mol/L AuNPs时，DIF的MERTP增强倍数最大，即DIF和AuNPs的加入量之比为1:2.5。本实验检测Pb2+时控制DIF和AuNPs的比值均为上述值。

2.1.2 pH值的选择

DIF的分子结构随pH值的改变而变化，其光谱性质也随之改变[12]，实验表明：在偏碱性条件下DIF的室温磷光值较大。而MUA上的-COOH在碱性环境中易电离，MUA分子间的相互排斥作用力使DIF与AuNPs间的有效距离增大，从而使得MERTP的增强较大[9]，因此实验选择pH值为7.4的Tris-HCl作为缓冲溶液。
2.2 Pb2+的检测

2.2.1 Pb2+对DIF MERTP的影响

配制一系列不同浓度Pb2+的DIF水溶液（DIF浓度为5.0×10-5 mol/L），测定其RTP。结果如图3所示，在本实验考察的Pb2+浓度范围内，Pb2+对DIF的RTP强度没有显著影响，可排除Pb2+直接作用导致DIF的RTP强度下降的可能。
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图3 不同浓度Pb2+对DIF-RTP的影响（Pb2+浓度分别为0、1.53、7.72、26.05、8.58、87.87 nmol/L）
Fig.3 Effect of different amount of Pb2+ on the DIF-RTP ([Pb2+] in sample are 0, 1.53, 7.72, 26.05, 8.58, 87.87 nmol/L, respectively)
2.2.2 标准工作曲线

按2.4.1的步骤检测Pb2+浓度不同AuNPs和DIF物质的量比值恒定的工作液的MERTP。随着Pb2+的加入，DIF的MERTP强度逐渐下降。Pb2+浓度在0.47-22.10 nmol/L范围内，其与DIF MERTP强度下降程度（ΔIP/IP0）成线性关系。线性方程为y=0.03x+0.11，R2=0.9911。以不加Pb2+的溶液为试剂空白，以其3倍标准偏差除以工作曲线的斜率计算检出限[13]，得到该方法测定Pb2+的检出限为6.10 pmol/L。

2.3 干扰实验
实验研究了常见的金属离子对Pb2+测定准确度的影响。在所选择的实验条件下，对于测定12 nmol/L Pb2+，设定5%为允许最大相对误差，结果如表1所示，实验用到的大部分金属离子对本体系的干扰较小。

2.4 人工合成样品中回收率实验

用超纯水配制3份浓度分别为3.50、10.50、17.50 nmol/L的Pb2+溶液作为人工合成样品，按照实验方法进行检测。同时，用标准加入法作回收率实验，结果列于表2。从表中可看出，所建方法的回收率为76% -135%。 
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2.5 机理的探讨

2.5.1 AuNPs对DIF-RTP的增强

根据2.1.1实验结果可知，当加入1.25 mL，1.00×10-9 mol/L AuNPs时，DIF的MERTP增强倍数最大，为3.3倍（图4）。根据已有的报告，在上述实验条件下，大部分DIF分子位于有效的能量传输距离内，增强的局域场提高了荧光分子的激发效率，由S0跃迁至Sn的电子增多，导致更多的激发单线态电子通过系间串越到达三线态[9]；按1.4.2所示方法测其加入AuNPs前后DIF的吸收光谱，结果表明加入AuNPs后DIF的吸收有所增强，即整个体系的净吸收有所增强（图5），另外MERTP的增强也源于T0-Tn吸收的增强[9]。随着溶液中金纳米浓度的进一步增加，信号逐渐减弱。这可能是由于部分DIF与金纳米粒子表面直接接触，从而导致MERTP强度的降低[12]。
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图4 滤纸上不同量的AuNPs增强DIF的RTP（DIF: 5.0×10-5 mol/L ，AuNPs粒径为17.1 nm）
Fig.4 RTP emission spectra of DIF containing different amount of MUA-AuNPs mixed solution on filter paper (DIF: 5.0×10-5 mol/L, the diameter of Au are 17.1 nm)
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图5 在有无AuNPs存在下滤纸上DIF的吸收图谱
Fig.5 Absorption spectra of DIF with and without the presence of AuNPs solution on filter paper
2.5.2 AuNPs对DIF-MERTP增强机理的验证初探

根据文献及已有的实验基础[9,14]，MERTP存在两种可能的解释：增强系统的净吸收；增强单线态和三线态的辐射跃迁速率从而使量子产率提高。因此本文通过考察AuNPs对DIF吸收光谱的影响以及对DIF MERTP寿命的影响来验证其增强机理。对比有无AuNPs存在下DIF的紫外吸收光谱（图5），发现有AuNPs存在时DIF的吸收强度增大。对比不同加入量的工作液一RTP和紫外可见吸收的增强倍数，发现两者的增强趋势大致相同（图6），但不重叠。证明AuNPs增强DIF MERTP主要是通过提高DIF分子的激发效率来实现的。这与文献中解释MERTP现象的机理一致[9,14]。
为了进一步研究AuNPs增强DIF的MERTP机理，考察了AuNPs加入前后DIF MERTP的寿命。加入AuNPs后DIF的室温磷光寿命减小（从0.6053ms减小到0.5877ms）。表明AuNPs存在下，DIF MERTP的增强，一方面是由于吸收效率的提高，可能增大了体系DIF MERTP辐射跃迁的机率；另一方面是减少了DIF MERTP的寿命，从而提高了分子激发三线态的辐射跃迁速率[12]。
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图6 AuNPs增强DIF RTP和吸收的增强倍数比较
Fig.6 The comparison of enhancement fold of AuNPs enhanced DIF-RTP and absorbance with different ratio of volume
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图8 AuNPs聚集的电镜图（d=17.1 nm）
Fig.8 TEM images of aggregated Gold nanoparticles (d=17.1 nm)
由上述实验结果可知，DIF分子主要在表面与AuNPs发生作用，因此AuNPs的大小也将影响增强强度[15]。通过改变柠檬酸钠的加入量，可制得不同粒径的AuNPs。图7所示为五种平均粒径分别为7.1，10.5、17.1、22.5、27.5 nm的AuNPs来增强DIF的MERTP，固定DIF的浓度，其引起MERTP的增强强度随纳米粒子粒径的增大呈先增强后减小的趋势，粒径为17.1 nm的Au增强效果较好。可能的原因是随着粒径的增大，表面积减小，AuNPs对DIF-RTP的增强效应逐渐减弱[15]。
2.5.3 Pb2+对AuNPs和DIF混合液的MERTP的影响

研究表明[16]，AuNPs溶液中加入Pb2+会使AuNPs发生聚集，表面积减少。因此分别考察加入Pb2+后其对AuNPs和DIF MERTP的影响。图8为Pb2+存在下，AuNPs的电镜形貌，与图7c相比，分散性良好的AuNPs在加入Pb2+后变成大颗粒的聚集物。AuNPs配体MUA上的-COOH易电离，使其表面带负电，Pb2+加入后发生离子模板螯合作用，使MUA-AuNPs发生聚集[16]，MUA-AuNPs局域场增强效应减弱，在此体系中加入微量的Pb2+，发现DIF的MERTP的信号强度减小。
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图7 不同粒径的AuNPs电镜图（柠檬酸钠（质量分数为1%）加入量分别为：4.5、4.0、3.6、2.4、1.8mL）
Fig.7 TEM images of Gold nanoparticles with different diameter (The volume of sodium citrate (mass fraction of 1%):4.5, 4.0, 3.6, 2.4, 1.8 mL) 

3 结论

上述试验结果表明，在滤纸基质上利用AuNPs增强室温磷光法检测Pb2+是可行的。本方法与传统方法相比，检出限提高了三个数量级，操作简便，且不需要加入任何诱导剂和除氧剂；与其他Pb2+有机荧光探针相比，本体系成本低廉。上述特点表明该方法有望研制成检测Pb2+的滤纸并直接应用于生物体系，特别是用于金属纳米粒子在固体基质表面对金属污染物以及小分子有机化合物的研究。
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图1 AuNPs粒子的吸收和DIF激发光谱的归一化光谱图


Fig.1 Normalized absorption and excitation spectra of Au nanoparticle and DIF
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图2 加入微量Pb2+（14.59 nmol/L）DIF的MERTP光谱强度变化图


Fig.2 MERTP emission spectra of Au-DIF solution in the presence of trace Pb2+(14.59nmol/L)





表1 常见离子对Pb2+检测的影响(Pb2+浓度为12 nmol/L)


Table.1 Effect of foreign ions on the determination of Pb2+ (Concentration of Pb2+ is 12 nmol/L)


Coexisting


ions�
Tolerance


ratios(nmol/L/nmol/L)�
Variation of the


calculated value(%)�
�
Na+


K+


Cd2+


Ca2+


Mg2+


Mn2+


Al3+


Cu2+


Zn2+


Fe3+�
100


100


50


35


35


14


6


4


3


2�
+5.1


+4.3


+5.2


+5.0


+2.7


+2.9


-4.8


-2.3


+2.5


-3.5�
�






表2 加标回收率实验


Table.2 Result of the addition standard recovery experiments


样品NO.�
原含量Content(nmol/L)�
加标量


Added (nmol/L)�
测定值


Found (nmol/L)�
回收率


Recovery(%)�
�
1�
3.50�
0.52�
4.05�
105.8�
�
�
�
2.18�
5.45�
89.4�
�
�
�
4.13�
7.69�
101.4�
�
2�
10.50�
0.52�
11.08�
111.5�
�
�
�
2.18�
12.54�
93.6�
�
�
�
4.13�
14.52�
97.3�
�
3�
17.50�
0.52�
17.97�
90.4�
�
�
�
2.18�
19.61�
96.7�
�
�
�
4.13�
21.53�
97.6�
�
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