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[bookmark: _Toc196262290][bookmark: _Toc196352758][bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK71][bookmark: OLE_LINK20][bookmark: OLE_LINK5]摘要：通过溶剂热法，以二价锰离子（Mn2+）为金属节点、均苯三甲酸（H3BTC）为有机配体，成功合成了锰基金属有机框架（Mn-BTC）。所制备的Mn-BTC具有类氧化酶活性，能够催化溶解氧转化为活性氧自由基（ROS），进而将无色底物3,3',5,5'-四甲基联苯胺（TMB）氧化为蓝色产物氧化态TMB（oxTMB）。在亚硝酸盐（NO2–）存在下，NO2–与oxTMB发生重氮化反应，生成黄色重氮化合物，使其在652 nm处的吸光度下降，同时在450 nm处出现新的吸收峰，溶液颜色由蓝色渐变为黄色。基于此，成功构建了NO2–高灵敏、高选择性的比率比色传感方法，其检测范围为50-250 μM，检出限为1.90 μM，并成功应用于泡菜样品中NO2–的含量测定。
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[bookmark: OLE_LINK8]亚硝酸盐（NO2−）对人体健康和环境安全构成潜在威胁。在人体内，NO2−可与仲胺反应生成致癌性的亚硝胺，也能将血红蛋白中的Fe2+氧化为Fe3+，形成高铁血红蛋白，从而降低血液的氧运输能力[1]。此外，农业生产中过量施用氮肥导致NO2−大量渗入饮用水，使其成为常见环境污染物。为控制风险，世界卫生组织（WHO）规定饮用水中NO2−的最大容许浓度为3 mg/L（65.2 μM）[2]。然而，NO2−在食品工业中应用广泛，常用作添加剂和防腐剂。其主要功能体现在：一方面，它能够有效稳定食品的风味与色泽[3, 4]；另一方面，通过抑制微生物的氧摄取和代谢酶活性发挥防腐作用[5]。鉴于此，开发操作简便、测量准确、灵敏度高且选择性良好的方法，用于定量检测食品中的NO2−含量，已成为环境和食品安全领域的研究重点。
[bookmark: OLE_LINK58][bookmark: OLE_LINK59]近年来，随着分析化学技术的发展，NO2−的检测方法体系日趋完善，主要包括色谱法、毛细管电泳法、循环伏安法、荧光法和比色法等[6-9]。相较于其他依赖昂贵复杂仪器的检测技术，比色法因操作简便、响应快速、设备要求低、灵敏度高且结果可视性等优势，展现出良好的应用前景[10, 11]。该方法基于NO2−与化学试剂的特异性显色反应，通过紫外-可见分光光度计测定特定波长下的吸光度，建立标准曲线实现定性与定量分析[12]。然而，传统比色法多依赖单一波长处的信号变化，易受显色试剂差异、溶液pH波动、共存离子干扰、光程变化以及环境光散射等因素影响，导致定量分析的准确性和重复性受限[13, 14]。为突破上述技术瓶颈，比率比色分析方法应运而生。该策略以两个波长处的吸光度比值作为检测信号，可减小试剂浓度波动、背景吸收等非目标因素的干扰，显著提升检测的准确性与灵敏度[15]。



纳米酶是一类具有类酶催化活性的纳米材料[16]，主要包括类氧化酶、类过氧化物酶、类过氧化氢酶和类超氧化物歧化酶等[17]。与天然酶相比，纳米酶具有成本低、稳定性高、耐受性良好以及可大规模制备等优势[18]。基于这些特性，纳米酶传感器能够实现对分析物的宽范围、低浓度快速检测，在医疗诊断、环境污染物监测及食品安全等领域展现出广阔的应用前景[19]。在众多纳米酶中，金属有机框架（MOFs）因其独特的类酶催化活性而备受关注[20-22]。MOFs由有机配体与金属离子或金属簇通过配位键连接而成，具有微孔-介孔复合结构及超高的比表面积[23]。其类酶催化活性可通过调控组成与结构进行改变，从而在生物传感[24]、环境修复[25]和
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[bookmark: OLE_LINK50][bookmark: OLE_LINK54][bookmark: OLE_LINK45]生物医学治疗[26]等领域显示出巨大潜力。然而，目前报道的过渡金属MOFs主要展现出类过氧化物酶活性，即需要通过添加额外的H2O2作为底物，从而介导催化显色反应[27-29]。但H2O2不稳定、容易分解，同时可能引入其他不确定的副反应，从而影响检测的准确性。幸运的是，目前已有报道Mn-MOFs具有的类氧化酶活性，能够直接利用溶解氧或水催化显色底物氧化，无需外加H2O2，从而避免了H2O2不稳定及其对检测体系的潜在干扰[30-32]。
[bookmark: OLE_LINK51][bookmark: OLE_LINK46]鉴于此，本工作采用简单溶剂热法，以Mn2+为金属节点、均苯三甲酸（H3BTC）为配体，成功合成了具有类氧化酶活性的Mn-BTC（图1）。在溶解氧存在下，所制备的Mn-BTC能催化无色底物TMB氧化为蓝色氧化产物oxTMB。当体系中存在NO2−时，其与oxTMB发生重氮化反应，使652 nm处的吸光度降低，同时在450 nm处出现新的吸收峰。利用这一现象，我们构建了比率比色检测NO2−的方法。该方法灵敏度高、选择性好，并成功应用于不同泡菜样品中NO2−的检测。
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[bookmark: _Ref196325374][bookmark: OLE_LINK81]图1 Mn-BTC合成以及比率比色检测NO2−的示意图
Fig.1 Schematic illustration of the synthesis of Mn-BTC and the ratiometric colorimetric detection of NO2−

1 研究方法

1.1 试剂与仪器
试剂：1,3,5-苯三甲酸、四水合磷酸锰、3,3',5,5'-四甲基联苯胺、亚硝酸钾和无水氯化钙购于阿拉丁生化科技股份有限公司（中国上海），冰乙酸、无水乙酸钠、甲醇、无水乙醇、六水合氯化铬、硝酸银和氯化钾购于成都市科隆化学品有限公司（中国成都），氯化钠购于重庆川东化工集团有限公司（中国重庆），四水合氯化锰购于西陇科学化学试剂有限公司（中国成都），二水合氯化铜购于山东西亚化学工业有限公司（中国山东）。
[bookmark: _Toc196352764]仪器：UV-2500型紫外-可见分光光度计（日本岛津公司），Regulus 8220型扫描电子显微镜（日本Hitachi公司），D8 ADVANCE X射线粉末衍射仪（德国布鲁克公司）。

[bookmark: _Hlk196248196]1.2 溶剂热法制备Mn-BTC
[bookmark: _Toc196352765]根据参考文献制备Mn-BTC[33]：准确称取0.3885 g H3BTC（1.85 mmol）溶解于18 mL甲醇溶液中，超声处理2 min以形成均匀分散液；同时，将0.0714 g Mn(NO3)2•4H2O超声溶于2 mL甲醇溶液中。将两种溶液超声混合后，转入50 mL反应釜中，于125 oC反应2 h。自然冷却后，离心收集棕色沉淀，并用超纯水洗涤3次。将所得的棕色固体沉淀于60 oC真空干燥过夜，随后在120 oC下真空活化10 h，得到活化后的Mn-BTC。

1.3 比率比色检测NO2−
[bookmark: OLE_LINK42][bookmark: _Toc196352768]首先，在5 mL的离心管中加入500 μL HAc-NaAc缓冲溶液（pH=3.5），接着依次加入160 μL Mn-BTC（100 μg/mL）、125 μL TMB（0.8 mM），再用超纯水稀释溶液至2 mL。在室温环境下反应6 min后，向其中加入不同浓度的NO2−，继续反应17 min后测量350 nm-800 nm范围内的紫外-可见吸收光谱，平行三次实验。

[bookmark: _Toc196352769]2 结果与讨论

2.1 Mn-BTC的形貌与结构表征
[bookmark: OLE_LINK61][bookmark: _Hlk196248664][bookmark: OLE_LINK47]采用溶剂热法成功制备了Mn-BTC，并利用扫描电子显微镜（SEM）对其形貌进行表征。如图2a所示，所制备的Mn-BTC呈现典型的八面体结构，颗粒大小均匀，无明显团聚现象。粒径统计分析表明其平均粒径约为279 nm（图2a内嵌图）。此外，能量色散X射线光谱（EDS）分析结果显示，Mn-BTC骨架中均匀分布有C、O、Mn元素，证实了该材料的成功合成（图2b）。
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图2 （a）Mn-BTC的SEM照片和（b）对应的EDS图
Fig.2 (a) SEM image of Mn-BTC and (b) corresponding EDS mapping

[bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK80][bookmark: _Ref196317287][bookmark: _Ref196317283][bookmark: OLE_LINK63][bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK19][bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK13][bookmark: OLE_LINK17][bookmark: OLE_LINK18]为了进一步表征Mn-BTC的结构特征，采用X射线衍射（XRD）、傅里叶变换红外光谱（FT-IR）及氮气吸附-脱附（BET）等方法进行分析。如图3a所示，所制备Mn-BTC的衍射峰与文献报道一致，峰形尖锐、强度高，且无其他杂质峰，表明产物具有较高的结晶度与纯度[33]。在傅里叶变换红外光谱（FTIR）中，H3BTC配体的羰基（C=O）伸缩振动峰位于1630 cm-1，而Mn-BTC中该峰红移至1610 cm-1（图3b），表明羧酸基团（COOH）发生去质子化生成COO⁻，并与Mn2+离子配位[34]。此外，Mn-BTC的FTIR光谱在505 cm-1处出现Mn–O伸缩振动峰，进一步证实了Mn2+与H3BTC羧基之间的配位作用[34]。BET分析结果表明，该材料的比表面积为1805 m2/g，总孔容为0.8765 cm3/g，利用BJH模型计算的平均孔径约为2.0 nm（图3c和图3d），说明其具有良好的孔隙结构。综上所述，以上表征结果充分证明了Mn-BTC的成功制备。
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[bookmark: OLE_LINK41]图3 Mn-BTC的（a）XRD图谱；（b）红外图谱；（c）N2吸附-脱附等温线；（d）孔径分布曲线
[bookmark: OLE_LINK83]Fig. 3 Mn-BTC: (a) XRD pattern; (b) FT-IR spectrum; (c) N2 adsorption-desorption isotherm, and (d) pore size distribution curve

[bookmark: _Toc196352770][bookmark: OLE_LINK55]2.2 NO2−比率比色检测的可行性研究
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[bookmark: _Ref196325522]图4 加入NO2−前后反应体系的紫外-可见吸收光谱（pH=3.5, Mn-BTC 4 μg/mL, TMB 50 μM, 反应时间23 min）
Fig4 UV-Vis absorption spectra of the reaction system before and after the addition of NO2−（pH=3.5, Mn-BTC 4 μg/mL, TMB 50 μM, Reaction time 23 min）

[bookmark: OLE_LINK21][bookmark: OLE_LINK9]为验证所构建的比率比色检测方法的可行性，对加入NO2−前后反应体系的紫外-可见吸收光谱进行了测试。如图4所示，在仅含有Mn-BTC及TMB的反应体系中，溶液在652 nm波长处呈现出明显的特征吸收峰，其归属于oxTMB的特征吸收，表明所制备的Mn-BTC具有良好的类氧化酶活性，能够有效催化水中溶解氧生成活性氧自由基，进而将无色底物TMB氧化为蓝色oxTMB。当向上述反应体系中加入NO2−后，光谱特征发生显著变化：652 nm处的吸光度大幅下降，同时在450 nm波长处出现一个新的吸收峰。与此同时，溶液颜色由初始的蓝色逐渐转变为黄色（图4插图）。根据文献报道[35-39]，在酸性环境中，NO2−可与oxTMB发生重氮化反应，生成黄色的oxTMB重氮化合物。该反应过程消耗了体系中的oxTMB，导致其在652 nm处的特征吸收减弱；而重氮化合物的生成则在450 nm处产生新的特征吸收峰。该实验现象为基于吸光度比值的比率比色检测方法提供了依据。相较于单一波长检测模式，该方法能够有效降低环境因素和仪器波动的干扰，从而提升检测结果的准确性与可靠性。
[bookmark: _Toc196352771]
[bookmark: _Hlk196248756][bookmark: OLE_LINK30]2.3 比率比色检测NO2−的条件优化
[bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK49][image: ]
[bookmark: _Ref196319548][bookmark: OLE_LINK82]图5 Mn-BTC检测NO2−条件的优化。（a）优化反应pH（3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、6.0）；（b）优化Mn-BTC浓度（1、2、3、4、5、6、7、8 μg/mL）；（c）优化TMB浓度（10、20、30、40、50、60、70 μM）；（d）优化反应时间（11、13、15、17、19、21 min）
Fig.5 Optimization of conditions for NO2− detection by Mn-BTC. (a) Optimization of reaction pH (3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、6.0); (b) Optimization of Mn-BTC concentration (1、2、3、5、6、7、8 μg/mL); (c) Optimization of TMB concentration (10、20、30、40、50、60、70 μM); (d) Optimization of reaction time (11、13、15、17、19、21 min)
[bookmark: OLE_LINK28][bookmark: OLE_LINK84]
[bookmark: OLE_LINK14]为获得最佳检测性能，我们以信背比（S/B）为评价指标，对pH、Mn-BTC浓度、TMB浓度及反应时间等实验条件进行了优化。S/B定义为存在NO2−时A450/A652与不存在NO2−时该比值的比值。如图5a所示，当pH由3.0升至5.0时，S/B值先增后减，在pH=3.5时达到最大，表明此时反应最充分且背景吸收最低。图5b显示，Mn-BTC浓度为4 μg/mL时S/B值最大；该浓度远低于饮用水中锰离子的最大允许浓度（0.1 mg/L）[40]，表明在实际应用中具有较好的环境安全性。在最优Mn-BTC浓度基础上，进一步对TMB浓度进行优化（图5c），其S/B值在20–50 μM范围内持续上升，50–80 μM范围内趋于平稳，故选择50 μM为最佳TMB浓度。图5d表明，随反应时间延长，S/B值先升后降，17 min时达到最高，因此最佳反应时间确定为17 min。综上，比率比色检测NO2−的最优实验条件为：pH=3.5，Mn-BTC浓度4 μg/mL，TMB浓度50 μM，反应时间17 min。
[bookmark: _Toc196352772]
[bookmark: OLE_LINK33]2.4 比率比色检测NO2−
[bookmark: OLE_LINK64][bookmark: OLE_LINK37][bookmark: _Hlk196512246][bookmark: _Hlk196512910][bookmark: _Hlk196512300][bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK3]在最优实验条件下，对不同浓度的NO2−进行检测，以建立比率比色传感器的标准曲线。如图6a所示，随着NO2−浓度的逐渐升高，450 nm处的吸光度不断增加，而652 nm处的吸光度不断降低。与之对应的是，溶液颜色也逐渐从蓝色逐渐变为到黄色（图6a内嵌图）。如图6b，在50-250 μM浓度范围内，吸光度比值（A450/A652）与NO2−浓度呈现良好的线性关系，其线性方程为A450/A652=0.0209c+0.1490（c代表NO2−的浓度，μM），相关系数R2=0.998，检出限为1.90 μM。
[bookmark: OLE_LINK12][image: ]
[bookmark: _Ref196319595][bookmark: OLE_LINK36][bookmark: OLE_LINK34][bookmark: OLE_LINK38][bookmark: _Hlk196511962]图6 （a）在不同浓度NO2−存在下Mn-BTC的紫外-可见吸收光谱（1-5：50, 100, 150, 200, 250 μM）；（b）A450/A652吸光度比值与NO2−浓度的线性关系
[bookmark: _Toc196352773]Fig.6 (a) UV-Vis absorption spectra of Mn-BTC in the presence of different concentrations of NO2− (1-5：50, 100, 150, 200, 250 μM）; (b) Linear relationship between the absorbance ratio A450/A652 and the concentration of NO2−

[bookmark: OLE_LINK39]2.5 Mn-BTC-TMB体系对NO2−的选择性研究和抗干扰研究
[image: ]
[bookmark: _Ref196319700][bookmark: OLE_LINK22][bookmark: _Hlk228973414]图7 （a）选择性与（b）抗干扰研究（NO2−浓度为150 μM，抗干扰离子浓度为1500 μM）
[bookmark: OLE_LINK74]Fig.7 (a) Selectivity and (b) anti-interference studies. The concentrations of NO2− and interferents were 150 μM and 1500 μM, respectively
[bookmark: _Toc196352774]
[bookmark: _Hlk196259060][bookmark: OLE_LINK40][bookmark: _Hlk196259265][bookmark: OLE_LINK23][bookmark: OLE_LINK48]腌制食品的基质组成复杂，常共存多种离子，给实际样品中NO2−的测定带来挑战。为了研究该方法的选择性，将多种潜在干扰离子置于与NO2−相同的反应条件下进行测试。所有干扰离子的浓度均为NO2−浓度的10倍。如图7a所示，只有NO2−存在时，反应体系的A450/A652比值才会发生显著变化，而其他离子几乎不引起响应，这充分说明此方法在检测NO2−时具有良好的选择性。为进一步探索该方法检测NO2−的抗干扰能力，向反应体系中同时加入NO2−及其共存物质后进行测定。实验结果如图7b所示，在NO2−存在的反应体系中加入干扰物后，并未导致其检测信号A450/A652比值的显著变化，表明该方法具有良好的抗干扰性。

2.6 实际样品中NO2−的测定
为了评估所构建的比率比色法在实际样品检测中的潜在应用价值，本研究选取不同产地和不同种类的泡菜溶液作为实际样本，采用加标回收法对该方法检测食品中NO2−含量的准确性与可靠性进行验证。实验结果如表1所示，该比率比色法在泡菜溶液NO2−的检测中，加标回收率介于93.52%~101.97%之间，表明该方法具有良好的准确度；同时，三次平行测定结果的相对标准偏差（RSD）处于0.91%~1.91%范围内（n=3），显示出良好的精密度和重复性。为验证本方法的准确性，我们进一步采用国标方法GB 5009.33-2025中的分光光度法，对相同泡菜样品进行加标回收实验（表2）。结果显示，两种方法的测定值基本一致，验证了本方法在实际样品中测定NO2−的准确性。上述实验结果充分证明，所构建的比率比色检测法能够有效克服实际食品样品中复杂基质成分的干扰，具备良好的准确性与稳定性，可用于泡菜溶液等实际食品样品中NO2−含量的检测。
[bookmark: _Ref195544176][bookmark: _Ref195544172][bookmark: OLE_LINK15]表1 加标回收检测泡菜溶液样本中的NO2−（n=3）
Tab.1 Spiked recovery determination of NO2− in pickled vegetable solution samples(n=3)
	样品编号
	加标量
(μM)
	测量值
(μM)
	回收率
(%, n=3)
	相对标准偏差
(%, n=3)

	贵州泡菜
	0
	31.47
	—
	—

	
	50
	78.23
	93.52
	1.42

	
	100
	126.60
	95.10
	1.91

	四川泡菜
	0
	9.81
	—
	—

	
	50
	60.79
	101.97
	0.91

	
	100
	109.93
	100.12
	0.91

	重庆泡菜
	0
	12.32
	—
	—

	
	50
	63.51
	102.38
	1.82

	
	100
	113.36
	101.04
	1.29



表2 标准方法检测泡菜溶液样本中的NO2−（n=3）
Tab. Standard method for determination of NO2− in pickled vegetable solution samples(n=3)
	[bookmark: _Hlk229104658]样品编号
	加标量
(μM)
	测量值
(μM)
	回收率
(%, n=3)
	相对标准偏差
(%, n=3)

	贵州泡菜
	0
	30.05
	—
	—

	
	50
	80.53
	100.97
	0.80

	
	100
	130.50
	100.45
	0.79

	[bookmark: _Hlk229080107]四川泡菜
	0
	10.02
	—
	—

	
	50
	60.35
	100.66
	0.78

	
	100
	111.51
	101.49
	0.41

	重庆泡菜
	0
	11.58
	—
	—

	
	50
	62.13
	101.11
	0.94

	
	100
	111.62
	100.41
	0.41


[bookmark: _Toc196352775]3 结论

[bookmark: OLE_LINK27][bookmark: OLE_LINK56][bookmark: OLE_LINK65][bookmark: OLE_LINK26]本研究以Mn2+为金属节点、H3BTC为有机配体，通过溶剂热法成功制备了Mn-BTC，并采用SEM、XRD等手段对其微观形貌与结构进行了表征。所合成的Mn-BTC展现出优异的类氧化酶活性，能够有效催化氧化TMB生成蓝色的oxTMB。NO2−可与oxTMB发生重氮化反应，导致oxTMB在450 nm 处的吸收增强，而在652 nm处的吸收减弱。基于此构建的比率比色法具有较高的灵敏度与选择性，并成功应用于实际样品中NO2−的检测。综上所述，这项工作为食品中NO2−的检测提供了新思路，在食品安全保障领域展现出良好的应用前景。
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Manganese-Based Metal-Organic Framework for Ratiometric Colorimetric Detection of Nitrite

WANG Lu, JIANG Zhongwei, WANG Yi
(Chongqing Key Laboratory of Green Catalytic Materials and Technology, College of Chemistry and Materials Science, Chongqing Normal University, Chongqing 401331, China)
[bookmark: OLE_LINK25]ABSTACT: A manganese-based metal–organic framework (Mn-BTC) with oxidase-like activity was successfully synthesized via a solvothermal method using divalent manganese ions (Mn2+) as metal nodes and trimesic acid (H3BTC) as the organic ligand. It can catalyze the conversion of dissolved oxygen into reactive oxygen species (ROS), thereby oxidizing the colorless substrate 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine (TMB) to the blue product oxidized TMB (oxTMB). In the presence of nitrite ions (NO2⁻), NO2⁻ undergoes a diazotization reaction with oxTMB to form a yellow diazo compound, leading to a decrease in absorbance at 652 nm and the appearance of a new absorption peak at 450 nm, accompanied by a gradual color change of the solution from blue to yellow. Based on this phenomenon, a highly sensitive and selective ratiometric colorimetric sensing method for NO2⁻ was constructed, with a detection range of 50–250 μM and a limit of detection of 1.90 μM, and successfully applied to the determination of NO2⁻ in pickle samples.

Keywords: Manganese-based metal-organic framework; Nanozyme; Nitrite; Ratiometric colorimetric sensing
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