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摘   要：【目的】采用盐酸硫胺(aneurine hydrochloride, VB1)作为保护配体和还原剂，制备荧光

稳定的 VB1 保护的铜纳米簇(aneurine hydrochloride protected copper nanoclusters, VB1-Cu NCs)，并

用于痕量 Fe3+的检测。【方法】使用 VB1 作为保护配体和还原剂，合成 VB1-Cu NCs。通过紫外-
可见吸收光谱、荧光光谱和粒径进行表征，并探究了 VB1-Cu NCs 的 pH 响应性、对 Fe3+的选择性

以及线性范围。【结果】制备的 VB1-Cu NCs 具有良好的水溶性，优异的稳定性和超细的尺寸。

VB1-Cu NCs 作为荧光探针检测 Fe3+，在 0–5 μmol/L 和 5–500 μmol/L 范围内均呈良好的线性，检

测限为 0.085 μmol/L。利用该方法检测实际微生物样品毛癣菌(Trichophyton)中的 Fe3+，回收率在

95.67%–107.94%之间。【结论】以VB1作为保护配体和还原剂，制备了具有稳定荧光的VB1-Cu NCs，
基于该铜纳米簇对 Fe3+的选择性淬灭，建立了一种简单快速且灵敏的检测 Fe3+的新方法，并成功

应用于毛癣菌中 Fe3+的检测，在实际微生物样品中具有较好的应用前景。 

关键词：铜纳米簇；荧光探针；Fe3+；盐酸硫胺(VB1) 
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detection of Fe3+ in microbial samples 
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Abstract: [Objective] To prepare the fluorescent stable aneurine hydrochloride 
(VB1)-protected copper nanoclusters with VB1 as a protective ligand and reducing agent for the 
detection of trace amounts of Fe3+. [Methods] We used VB1 as a protective ligand and reducing 
agent to synthesize VB1-protected copper nanoclusters. Then, we characterized the copper 
nanoclusters by UV visible absorption spectrum, fluorescence spectrum, and particle size, and 
explored their pH responsiveness, selectivity to Fe3+, and linear range in the detection of Fe3+. 
[Results] The prepared VB1-protected copper nanoclusters had good water solubility, excellent 
stability, and ultrafine size. As the fluorescent probes to detect Fe3+, the copper nanoclusters 
showed good linearity in the ranges of 0–5 μmol/L and 5–500 μmol/L, with the limit of 
detection of 0.085 μmol/L. When being used to detect Fe3+ in the actual microbial sample of 
Trichophyton, the copper nanoclusters showed the recovery rate between 95.67% and 107.94%. 
[Conclusion] We used VB1 as a protective ligand and reducing agent to prepare fluorescent 
stable VB1-protected copper nanoclusters. On the basis of the selective quenching of Fe3+ by 
the copper nanoclusters, we established a simple, rapid, and sensitive method for the detection 
of Fe3+ and successfully applied it to the detection of Fe3+ in Trichophyton. This method has a 
good application prospect in actual microbial samples. 
Keywords: copper nanoclusters; fluorescent probes; Fe3+; aneurine hydrochloride (VB1) 
 
 

金属纳米簇(metal nanoclusters, MNCs)是一

种新型的荧光纳米材料，由于尺寸大小与电子的

费米波长相似，其与光的相互作用，通过电子在

各能级间的跃迁而使得 MNCs 具有独特的化学、

光学、电学性质[1-2]。MNCs 表现出明显的分子

属性，如分立的电子态和在紫外到近红外区域

的尺寸依赖性荧光[3-5]。尺寸依赖性的荧光纳米

簇由于其合成简单、粒径小、生物相容性好、

毒性低等优势，在生物传感成像、癌症治疗、

离子和生物小分子检测分析等领域得到广泛研

究与应用[6-10]。 
相较于贵金属纳米簇 Au NCs 和 Ag NCs，

Cu NCs 因拥有良好的生物相容性、催化性能、

简单易得、成本低和实用性强等特点，受到越来

越多关注。然而，Cu NCs 易被氧化且尺寸难以

控制[11-13]。近年来，研究者们发现采用各种模板

及稳定剂可制备稳定且荧光强度大的 Cu 
NCs[14-18]。Chandran 等制备了具有强烈亮红色荧

光的谷胱甘肽包覆的铜纳米簇 (glutathione- 
coated copper nanoclusters, Cu-GSH NCs)，可作

为一种有效的基于 pH 的癌细胞生物成像     
探针[19]。Huang 等以谷胱甘肽(glutathione, GSH)
为稳定剂，制备了具有稳定蓝色荧光的 Cu NCs，
用以测定实际水样中的 Fe3+[20]。Liao 等以牛血
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清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)为模板合

成了强荧光及光学稳定的 Cu NCs，用以测定水

样中的 Hg2+[21]。 
铁离子是所有微生物的基本成分，微生物

的许多生物过程都离不开铁的参与，如呼吸链

中氧的转运、电子传递、转录调控等[22]。当铁

离子浓度下降时，微生物生长将受到严重抑制。

并且铁是氧化还原过程的重要成分，当铁离子

浓度升高后，铁离子在反应中可产生活性氧

(reactive oxygen species, ROS)，导致氧化应激及

启动细胞增殖与死亡的关键信号通路[23]。因此，

快速、精确检测铁离子的含量至关重要。近年来，

纳米探针常用于检测金属离子。然而，目前尚无

纳米探针用于检测微生物细胞内的铁离子。 
在本研究中，我们用盐酸硫胺 (aneurine 

hydrochloride, VB1)作为保护配体和还原剂，制

备了具有稳定蓝色荧光的铜纳米簇，并详细研究

了 VB1-Cu NCs 的性质。基于 Fe3+对其荧光的淬

灭，以 VB1-Cu NCs 作为荧光探针，建立了荧光

分析方法，从而实现了对微生物样品毛癣菌

(Trichophyton)细胞内 Fe3+的简单、快速和高灵敏

度的分析检测。 

1  材料与方法  
1.1  仪器和试剂 

离心机 TGL-16 (长沙湘仪实验室仪器开发

有限公司)；85-2 型磁力搅拌器(郑州长城科工贸

有限公司)；UV-2550 紫外分光光度计(岛津公

司)；ZETASIZER Nano-Zs 激光粒度分析仪(马尔

文仪器有限公司)；BSA123S 电子天平(赛多利斯

公司)；Synergy H1 全功能酶标仪(伯腾仪器有限

公司)；F-2700 荧光分光光度计(日立科学仪器有

限公司)。 
五水硫酸铜(CuSO4·5H2O)购自天津永大化

学 试 剂 有 限 公 司 ； 氯 化 锂 (LiCl) 、 硫 酸 镁

(MgSO4)、硫酸锰(MnSO4)、氯化钙(CaCl2)、氯

化钾(KCl)、氯化铝(AlCl3)、氯化钠(NaCl)、七水

合硫酸亚铁(FeSO4‧7H2O)、氯化钡(BaCl2)、氯化

锌(ZnCl2)、氢氧化钠(NaOH)均购自成都市科隆

化学品有限公司；盐酸硫胺(VB1)购自北京迈瑞

达科技有限公司；硫酸铁 Fe2(SO4)3 购自天津市

致远化学试剂有限公司。 

1.2  VB1-Cu NCs 的制备和表征 
将 5 mL CuSO4 (1 mmol/L)加入到 10 mg 

VB1 中，室温搅拌 10 min。然后在不断搅拌下

加 NaOH 溶液(1 mol/L)调节 pH 至 6.0，继续  
室温搅拌反应 4 h，得淡黄色溶液。高速离心 
(10 000 r/min、15 min、4 ℃)纯化，纯化的产品

于 4 ℃冰箱保存备用，制备过程如图 1 所示。 
采用紫外分光光度计采集 VB1-Cu NCs 的紫

外-可见吸收光谱。采用荧光分光光度计记录

VB1-Cu NCs 的荧光光谱。采用 ZETASIZER 
Nano-Zs 激光粒度分析仪对 VB1-Cu NCs 的粒径

进行分析。 

1.3  VB1-Cu NCs 的 pH 稳定性 
量取 100 μL 不同 pH (pH 1、2、3、4、5、6、

7、8、9、10、11、12、13 和 14)的 VB1-Cu NCs，
其中以 100 μL 超纯水为空白对照，室温放置   
15 min，设定激发波长为 344 nm，发射波长为

443 nm，测定荧光强度。 

1.4  VB1-Cu NCs 对 Fe3+的选择性 
将 50 μL 浓度为 1 000 μmol/L 的不同金属阳

离子(Mg2+、Mn2+、Ca2+、K+、Al3+、Na+、Fe2+、

Fe3+、Ba2+和 Zn2+)的水溶液加入到 50 μL 的

VB1-Cu NCs 中，室温孵育 15 min，设置激发波长

为 344 nm，发射波长为 443 nm，测定荧光强度。 

1.5  灵敏度与线性 
在 500 μL 的 VB1-Cu NCs 溶液中，分别加

入 500 μL 不同浓度的 Fe3+ (Fe3+最终浓度分别

为 0、0.5、1、2、5、10、25、50、100、250 和         
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500 μmol/L)，室温孵育 15 min 后，设定激发波长

为 344 nm，发射波长为 443 nm，测定荧光强度。 

1.6  毛癣菌中 Fe3+的测定 
取毛癣菌(毛癣菌菌株号：340 195)于匀浆器

中，加适量生理盐水，充分研磨至无块状沉淀，

用移液枪吹打均匀(菌液浓度约 108 CFU/mL)，
取菌液超声破碎，即得毛癣菌样品溶液。 

取毛癣菌样品溶液 50 μL，加入 50 μL 
VB1-Cu NCs 溶液，室温孵育 15 min 后，设定激

发波长为 344 nm，发射波长为 443 nm，检测荧

光强度。回收率实验在毛癣菌样品溶液中分别加

入浓度为 5、10、25、50 μmol/L 的 Fe3+，其他

检测条件保持不变。 

2  结果与分析 
2.1  VB1-Cu NCs 的表征 

以 VB1 作为保护配体和还原剂，制备了

VB1-Cu NCs，制备过程如图 1 所示。 
通过紫外、荧光光谱和粒径对上述制备的

VB1-Cu NCs 进行了表征。如图 2A 所示，制备

的 VB1-Cu NCs 在可见光下为淡黄色透明液体，

在紫外光下发出强烈的蓝色荧光，证明了荧光

VB1-Cu NCs 的合成。荧光光谱如图 2A 所示，

VB1-Cu NCs 的最大激发波长在 344 nm 处，最大

发射波长在 443 nm 处，发射光谱峰型对称，半

峰宽较窄，说明合成的纳米簇具有较好的发光性

能。图 2B 所示为 VB1-Cu NCs 的紫外-可见光谱，

VB1-Cu NCs 在 230 nm 和 270 nm 处有较强的吸

收，而 VB1 在 230 nm 和 270 nm 处吸收较弱，

与 VB1-Cu NCs 的紫外-可见吸收光谱具有明显

差别，进一步验证了 VB1-Cu NCs 的合成。利用

激光粒度分析仪对 VB1-Cu NCs 粒径分布进行测

定。如图 2C 所示，VB1-Cu NCs 的平均粒径为

(0.67±0.02) nm，粒径较小且尺寸分布均匀。 
 

 
 

图 1  VB1-Cu NCs 的合成途径及 Fe3+荧光检测示意图 
Figure 1  Schematic diagram of the synthetic pathway of VB1-Cu NCs and the fluorescence detection of Fe3+. 

 

 
图 2  VB1-Cu NCs 的表征 
Figure 2  Characterization of VB1-Cu NCs. A: The excitation and emission spectra of VB1-Cu NCs, insets 
show the photographs taken under day light (1) and UV light (2). B: UV-vis absorption spectra of VB1-Cu NCs 
and VB1. C: Particle size distribution of the VB1-Cu NCs (based on volume). 
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2.2  VB1-Cu NCs 的 pH 稳定性 
为考察 VB1-Cu NCs 作为荧光探针的稳定

性，检测了其在不同 pH 条件下的荧光强度。

如图 3 所示，在 pH 5–11 范围内，VB1-Cu NCs
的荧光强度随着 pH 的升高而升高，当 pH 超

过 11 后，荧光强度随着 pH 的升高而降低；

当 pH 小于 5 时，VB1-Cu NCs 的荧光强度    
大大降低，接近淬灭。结果表明，VB1-Cu NCs
在中性至碱性条件下较为稳定而酸性环境不

稳定。 

2.3  VB1-Cu NCs 对 Fe3+的选择性探究 
为考察 VB1-Cu NCs 对 Fe3+的选择性，选

择了其他 10 种常见的金属离子(Li+、Mg2+、

Mn2+、Ca2+、K+、Al3+、Na+、Fe2+、Ba2+、Zn2+)
作为对照实验中的干扰离子。结果如图 4 所

示，加入 Fe3+后 VB1-Cu NCs 发生了明显的荧

光淬灭，而其他金属阳离子对其荧光强度均无

明显影响。Fe3+的相对荧光强度 F/F0 (F 表示

加入金属离子后 VB1-Cu NCs 的荧光强度，F0

表示未加入金属离子时的荧光强度)为 0.092，
结果表明该荧光纳米探针对检测 Fe3+有良好

的选择性。 
 

 
 

图 3  pH 值对 VB1-Cu NCs 荧光强度的影响 
Figure 3  Effect of pH on the intensity of VB1-Cu 
NCs. 

 
 

图 4  VB1-Cu NCs 对 Fe3+和其他金属离子的选择

性实验 
Figure 4  Selectivity of the VB1-Cu NCs toward 
Fe3+ and the other metal ions. 

 
2.4  VB1-Cu NCs检测Fe3+的灵敏度和线性

探究 
采用 VB1-Cu NCs 对不同浓度的 Fe3+进行测

定，以探究本检测方法的线性范围与检测限。图

5A 为在不同浓度 Fe3+下 VB1-Cu NCs 的荧光光

谱 ， 随 着 Fe3+ 浓 度 从 0 μmol/L 增 加 到        
500 μmol/L，VB1-Cu NCs 的荧光强度逐渐降低。

由图 5C 可知，VB1-Cu NCs 的相对荧光强度 F/F0

与 Fe3+浓度在 5–500 μmol/L 范围内呈良好的线

性关系，回归方程为 F/F0=−0.001[Fe3+](μmol/L)+ 
0.879，线性相关系数 R2 为 0.992 8。而由图 5B
可知，VB1-Cu NCs 的相对荧光强度 F/F0 与 Fe3+

浓度在 0–5 μmol/L 范围内也呈良好的线性关系，

其线性回归方程为 F/F0=−0.023[Fe3+](μmol/L)+ 
0.999，线性相关系数 R2 为 0.991 3，检测限为

0.085 μmol/L。与之前报道的检测 Fe3+的方法相

比，如碳点[24]、CuNCs@PVP[25]、CuNC@Trp[26]、

Au NCs[27] 、 GHRP-6-Au NCs[28] ，所制备的

VB1-Cu NCs 具有较低的检测限和较宽的线性范

围(表 1)。 
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图 5  VB1-Cu NCs 检测 Fe3+的灵敏度与线性 
Figure 5  Sensitivity and linearity of VB1-Cu NCs for detecting Fe3+. A: The fluorescence spectra of VB1-Cu 
NCs with different concentrations of Fe3+ (0–500 μmol/L). B, C: The linear relationship between relative 
fluorescence intensity F/F0 and Fe3+ concentration. 

 
表 1  基于不同纳米材料检测 Fe3+的性能比较 
Table 1  Comparison of analytical performance of analytical methods based on different nanomaterials for 
detection of Fe3+ 
Nanomaterials Linear range (μmol/L) Detection limit (μmol/L) Reference 

Carbon dots 2.500–30.000 0.800 [24] 

CuNCs@PVP 0.400–20.000 0.140 [25] 

CuNC@Trp 10.000–1 000.000 2.200 [26] 

Au NCs 0.750–125.000 0.227 [27] 

GHRP-6-Au NCs 2.000–1 000.000 1.400 [28] 

VB1-Cu NCs 0.000–5.000, 5.000–500.000 0.085 This work 

 
2.5  在微生物样品中使用 VB1-Cu NCs 检

测 Fe3+的含量 
为了验证本方法的实用性，以 VB1-Cu NCs

为荧光探针，检测毛癣菌中 Fe3+的含量，并进

行回收率的测定。结果如表 2 所示，回收率范 

围 在 95.67%–107.94% 内 ， 相 对 标 准 偏 差

(relative standard deviation, RSD) 范 围 在

0.43%–1.27%间，表明该方法该具有良好的准

确度，可用于实际微生物样品毛癣菌中 Fe3+的

检测。 
 

表 2  毛癣菌中 Fe3+的含量测定及回收率实验结果 
Table 2  Determination of Fe3+ in Trichophyton samples and the results of recovery test 
Content in sample (μmol/L) Added (μmol/L) Total found (μmol/L) Recovery (%) RSD (%) 

12.16 5.00 17.56 107.94 0.43 

10.00 22.03 98.71 0.83 

25.00 38.12 103.84 1.27 

50.00 60.00 95.67 1.18 
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3  讨论与结论 
几乎所有微生物的细胞过程都需要铁离子。

铁离子参与了大量关键的细胞过程，包括氨基酸

合成、氧气运输、柠檬酸循环和 DNA 生物合成

等[29]，但过量的铁也可能导致细胞损伤和死亡，

且不同氧化还原状态的铁可能引起不同的生理

病理过程[30]。如高氧化活性的 Fe3+可造成蛋白质

的氧化变形和沉淀，而低浓度的 Fe2+具有还原

性，是电子传递中不可缺少的金属离子[30]。因

此对不同氧化还原状态的铁种及其通量进行单

独检测至关重要。 
中国药典中采用硫代硫酸钠容量法测定

Fe3+，但该方法灵敏度较低，不能用于样品中痕

量 Fe3+的测定。国家标准方法(GB7873—87)中采

用邻菲罗啉比色法和原子吸收光谱法来检测铁

离子。邻菲罗啉比色法可用于直接测定 Fe2+，但

检测 Fe3+则需要通过测定 Fe2+和总铁，然后通过

差减法获得，准确度大大降低。原子吸收光谱法

可定量检测样品中的总铁量，但不能区分 Fe2+

和 Fe3+。因此建立一种直接快速检测 Fe3+的方法

尤为重要。近年来，纳米探针常用于金属离子的

快速、简单分析，如 Hg2+[31]、Cu2+[32]、Ag+[33]

等。但目前尚无纳米探针用于微生物细胞内 Fe3+

的检测。 
VB1 是一种含硫化合物，其噻唑环上的硫离

子易与金属 Cu2+形成 Cu-S 配位键吸附在 Cu 
NCs 外，形成保护层。其嘧啶环上的质子型 N+

易与 Cu2+形成 Cu-N 配位键，生成更稳定的

VB1-Cu NCs。因此，本研究选择以 VB1 作为保

护剂和还原剂，制备荧光铜纳米簇。随后，我们

对 VB1-Cu NCs 的性质进行了研究，发现具有蓝

色荧光的 VB1-Cu NCs 能够被 Fe3+特异性淬灭，

且不受 Fe2+和其他金属离子(Li+、Mg2+、Mn2+、

Ca2+、K+、Al3+、Na+、Ba2+和 Zn2+)的干扰。 

为探究 VB1-Cu NCs 对 Fe3+选择性淬灭的机

制，我们测定了加入 Fe3+前后 VB1-Cu NCs 的粒

径，紫外吸收光谱以及不同温度下的淬灭效率。

结果显示，加入 Fe3+后铜簇的粒径变为(148.00± 
18.54) nm，与加入前的粒径(0.67±0.02) nm 相比

明显增大，说明 VB1-Cu NCs 发生了聚集。且加

入 Fe3+后，VB1-Cu NCs在 270 nm处的吸收增强，

说明 VB1-Cu NCs 与 Fe3+在基态发生相互作用。

而温度对淬灭效率的结果显示，随着温度的升

高，相对荧光强度增加，这与静态淬灭特征一致，

进一步表明 VB1-Cu NCs 与 Fe3+形成非荧光的基

态配合物。基于上述结果，我们推断 VB1-Cu NCs
对 Fe3+选择性淬灭是因为 VB1-Cu NCs 表面的

–NH2、–OH 基团，与 Fe3+形成配合物而聚集，

从而导致荧光淬灭。 
基于此原理，我们建立了一种以 VB1-Cu 

NCs 作为荧光探针，简便快速灵敏地检测毛癣菌

细胞内 Fe3+的方法，并与经典的硫氰酸盐法进行了

比较。硫氰酸盐法测定结果为 11.00 μmol/L，与

VB1-Cu NCs 的检测结果 12.16 μmol/L 相比，相

对 偏 差 为 5.01% ， 两 者 结 果 一 致 ， 表 明

VB1-CuNCs 作为荧光探针检测 Fe3+具有较高的

准确性。硫氰酸盐法作为检测 Fe3+常用的方法，

因所用试剂具有较强的毒性，测定时吸光度会随

时间的延长而降低，在应用中受到一定限制。与

硫氰酸盐法比较，VB1-Cu NCs 对于环境和人体

更加安全，稳定性好，结果不受测定时间的影响。

而且本法检测限仅为 0.085 μmol/L，与之前报道

的采用纳米材料检测 Fe3+的方法相比[24-28]，具有

较高的灵敏度和较宽的线性范围，在微生物样品

中有较好的应用前景。 
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