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ZnSe 量子点增敏鲁米诺鄄铁氰化钾化学
发光测定牛奶中的己烯雌酚
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摘要: 碱性介质中,ZnSe 量子点能够增强鲁米诺鄄铁氰化钾体系的化学发光,己烯雌酚对该体系的化学发光

有很强的抑制作用,据此建立了测定己烯雌酚的新方法,并对可能的反应机理进行了探讨。 结果表明,在优

化实验条件下,己烯雌酚在 6. 0 伊 10 - 9 ~ 4. 0 伊 10 - 5 mol / L 的浓度范围内与发光强度呈良好的线性关系,检出

限为 2. 0 伊 10 - 9 mol / L(信噪比 S / N = 3)。 对于浓度为 4. 0 伊 10 - 6 mol / L 的己烯雌酚,测定 11 次的相对标准偏

差为1. 4% 。将该体系用于牛奶中己烯雌酚的测定,回收率为 94. 47% ~ 107. 61% 。
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Determination of Diethylstilbestrol in Milk with
The Enhanced Chemiluminescence System of

Luminol鄄K3Fe(CN) 6 by Using of ZnSe Quantum鄄dots
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Abstract: It was found that ZnSe quantum dots (QDs) could enhance the chemiluminescence(CL)
of the luminol鄄K3Fe(CN) 6 system. The CL from luminol鄄K3Fe(CN) 6 鄄ZnSe QDs system is strongly
inhibited under the presence of hydroquinone. Based on this inhibition, a novel CL method with a
lower detection limit and wider linear range was developed for determining diethylstilbestrol. The
possible CL mechanism was also discussed. Under the selected experimental conditions, the CL in鄄
tensity was linear with the concentration of diethylstilbestrol from 6. 0 伊 10 - 9 mol / L to 4. 0 伊 10 - 5

mol / L with a detection limit of 2. 0 伊 10 - 9 mol / L(S / N = 3). The relative standard deviation(RSD)
(n = 11)for the determination of 4. 0 伊 10 - 6 mol / L diethylstilbestrol was 1. 4% . The proposed meth鄄
od was successfully applied to analyze diethylstilbestrol in milk samples with recoveries of 94. 47% ~
107. 61% .
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1摇 引摇 摇 言

己烯雌酚(Diethylstilbestrol,DES),化学名为

(E)鄄4,4鄄(1,2鄄二乙基鄄1,2)鄄亚乙烯基双苯酚,是
一种人工合成的雌性激素,常用来调节动物的生

理机能,医学上用于治疗雌激素缺乏症。 其质量

控制较严,但 DES 也被不恰当地滥用于饲料添加

剂中作为动物的促生长素[1]。 DES 的检测是食

品安全检测的重要项目之一,对药物、动物尿液及

食品中 DES 的检测已引起了国内外的高度重视。
用于 DES 检测的方法有循环伏安[2鄄3]、高效液相

色谱 ( HPLC) [4鄄5]、气相色谱鄄质谱 ( GC鄄MS) 联

用[6鄄7],酶免疫测定(EIA) [8鄄9] 等方法。 利用化学

发光法结合流动注射分析检测 DES 的报道

很少[10]。
量子点(Quantum dots,QDs)又称半导体纳米

粒子( Semiconductor nanoparticles),是一种由域鄄
遇族或芋鄄吁族元素组成的纳米颗粒,由于量子点

的表面效应和特殊结构,它具有很多特殊的光效

应,被广泛应用于传感器及生物标记等方面,在分

析检测领域具有广阔的应用前景。 从以往报道的

研究工作可以看出,量子点可以作为能量接受体、
微尺度反应平台、还原剂、催化剂等参与化学发光

反应,可以有效地提高化学发光检测的灵敏度,弥
补目前化学发光分析法普遍选择性差的缺

点[11鄄12]。 ZnSe 量子点是在紫外到蓝光区发光的

量子点,克服了常用的镉系量子点高毒性的缺陷,
有着非常广泛的应用前景[13],但目前尚未见

ZnSe 量子点化学发光研究的有关报道。
本文研究了 ZnSe 量子点增强鲁米诺鄄铁氰化

钾体系的化学发光反应,并利用己烯雌酚对该体

系的强抑制作用,结合流动注射技术,建立了一种

直接测定己烯雌酚的新方法。 实验结果表明,结
合固相萃取技术,该方法可用于牛奶中己烯雌酚

的检测。

2摇 实摇 摇 验

2. 1摇 仪器与试剂

IFFM鄄E 型流动注射化学发光分析仪(西安瑞

迈分析仪器公司);UV鄄2550 紫外光谱仪(日本岛

津公司);F鄄4500 荧光分光光度计(日本 Hitach 公

司);JEM鄄2100 透射电子显微镜 (日本电子公

司);Cleanert PAX 阴离子固相萃取柱(天津博纳

艾杰尔科技有限公司)。
鲁米诺储备溶液 ( 1 伊 10 - 3 mol / L):称取

0. 017 8 g鲁米诺 ( luminol) (美国 Alfa Aesar 公

司),用 0. 01 mol / L 的 NaOH 溶液 20 mL 溶解后,
用水定容至 100 mL,低温避光保存;铁氰化钾储

备溶液(1 伊 10 - 3 mol / L):称取 0. 032 9 g 铁氰化

钾[K3Fe(CN) 6](国药集团(上海)化学试剂有限

公司)用水定容至 100 mL 棕色容量瓶中,避光保

存;己烯雌酚储备溶液(1 伊 10 - 3 mol / L):称取己

烯雌酚(德国 Dr. Ehrensorfer 公司)0. 026 8 g 甲

醇溶解后,用水定容至 100 mL,4 益保存,使用时

再用水按适当比例稀释成工作液;ZnSe 量子点为

实验室自制。 上述所用水均为二次去离子水。
2. 2摇 ZnSe 量子点的制备

在密闭的小玻璃瓶中依次加入 0. 014 8 g
NaHB4 和 3 mL 二次蒸馏水,振荡使之溶解,并置

于冰浴中冷却。 再加入 0. 007 9 g 硒粉,迅速用带

有针头的橡胶塞密闭玻璃瓶口。 将 0. 153 7 g 谷

胱甘肽加入到 100 mL 浓度为 0. 004 mol / L 的

Zn(AC) 2·2H2O水溶液中,用 2 mol / L 的 NaOH
溶液调节 pH 至 10. 5,倒入三颈烧瓶中,通 N2 并

于磁力搅拌器上加热搅拌。 30 min 后加入制备好

的 NaHSe(10 - 4 mol)溶液,95 益下加热回流,继续

搅拌,持续一定时间,得到透明无色溶液,即为制

备好的 ZnSe 量子点溶液。
2. 3摇 实验方法

流动注射化学发光分析流路参照文献[14],
分别将水、鲁米诺、铁氰化钾以及 ZnSe 量子点通

过相应的管道输入分析系统,待基线稳定后注入

样品溶液,记录反应的发光信号。 将其中未加入

己烯雌酚的体系所产生的化学发光强度定义为本

体发光值 I0,而将己烯雌酚加入到发光体系中所

得到的化学发光强度定义为 I,则降低的化学发

光值 驻I = I0 - I,以 驻I 作为定量分析的依据。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 ZnSe 量子点的表征

取制备好的 ZnSe 量子点溶液稀释一定倍数,
于紫外分光光度计上记录紫外吸收图谱 (图 1
(a));于荧光分光光度计上以 320 nm 为激发波

长,记录荧光光谱(图 1( b))。 随着制备时回流

时间的增加,ZnSe 量子点的紫外吸收光谱及荧光

发射谱带均发生红移。 本次实验使用的为加热 7
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h 后的 ZnSe 量子点。 将 ZnSe 量子点溶液滴在碳

支持膜上,在 200 kV 加速电压和相应参数下通过

透射电镜测定加热 7 h 后 ZnSe 量子点的形貌(图
1(c)),实验发现所制备的 ZnSe 量子点粒径约为

4 nm。
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图 1摇 ZnSe 量子点的表征。 (a)紫外吸收光谱;(b)荧光

光谱;(c)透射电镜照片。
Fig. 1 摇 Characterization of ZnSe QDs. ( a) UV absorbance

spectra;(b)PL spectra;(c) TEM mage of the ZnSe
QDs. 摇

3. 2摇 化学发光动力学曲线

利用建立的流动注射化学发光体系,对己烯

雌酚鄄ZnSe 量子点鄄luminol鄄K3Fe(CN) 6 反应体系

的化学发光信号进行测定。 如图 2 所示,从 luminol鄄
K3Fe(CN)6、ZnSe 量子点鄄luminol鄄K3Fe(CN)6、己
烯雌酚鄄ZnSe鄄luminol 鄄K3Fe(CN) 6 三个体系的动

力学曲线可以看出, 加入 ZnSe 量子点(曲线 b)
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图 2摇 体系化学的发光动力学曲线

Fig. 2摇 CL kinetic curves of the systems. (a)luminol + K3Fe鄄
(CN) 6;(b)luminol + K3Fe(CN) 6 + ZnSe QDs;(c)
luminol +K3Fe(CN)6 +ZnS QDs + diethylstibesttrol.

的化学发光强度明显大于未加 ZnSe 量子点(曲
线 a)的化学发光强度,而己烯雌酚(曲线 c)的加

入能明显抑制该化学发光强度。
3. 3摇 测定条件的选择

3. 3. 1摇 氢氧化钠的浓度

以 4. 0 伊 10 - 6 mol / L 己烯雌酚实验,考察了

0. 01 ~ 0. 1 mol / L 的 NaOH 介质对化学发光强度

抑制率的影响,如图 3(a)所示。 当 NaOH 浓度为

0. 04 mol / L 时,加入己烯雌酚后化学发光强度抑

制率(Y)最大。 确定后续实验中 NaOH 的浓度为

0. 04 mol / L。
3. 3. 2摇 鲁米诺的浓度

以 4. 0 伊 10 - 6 mol / L 己烯雌酚,0. 04 mol / L
的 NaOH 实验,考察了 6. 0 伊 10 - 4 ~ 6. 0 伊 10 - 3

mol / L 的鲁米诺的浓度对化学发光强度抑制率的

影响,如图 3(b)所示。 当鲁米诺的浓度为 1. 0 伊
10 - 3 mol / L 时, 加入己烯雌酚后化学发光强度抑

制率(Y)最大。 确定后续实验中鲁米诺的浓度为

1. 0 伊 10 - 3 mol / L。
3. 3. 3摇 铁氰化钾的浓度

以 4. 0 伊 10 - 6 mol / L 己烯雌酚,0. 04 mol / L
的 NaOH,1. 0 伊 10 - 3 mol / L 鲁米诺实验,考察了

1. 0 伊 10 - 5 ~ 8. 0 伊 10 - 4 mol / L 的铁氰化钾的浓度

对化学发光强度抑制率的影响如图 3( c)所示。
当铁氰化钾的浓度为 2. 0 伊 10 - 5 mol / L 时, 加入

己烯雌酚后化学发光强度抑制率(Y)最大。 确定

后续实验中铁氰化钾的浓度为 2. 0 伊 10 - 5 mol / L。
3. 3. 4摇 ZnSe 量子点的浓度

以 4. 0 伊 10 -6 mol / L 己烯雌酚,0. 04 mol / L 的

NaOH,1. 0 伊 10 - 3 mol / L 鲁米诺,2. 0 伊 10 - 5 mol / L
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图 3摇 实验条件的优化

Fig. 3摇 Optimization of the experimental conditions

铁氰化钾实验,考察了 4. 0 伊 10 - 7 ~ 4. 0 伊 10 - 6

mol / L 的 ZnSe 量子点的浓度对化学发光强度

抑制率的影响,如图 3 ( d)所示。 当 ZnSe 量子

点的浓度为 1 . 0 伊 10 - 6 mol / L 时, 加入己烯雌

酚后化学发光强度抑制率 ( Y) 最大。 确定后

续实验中 ZnSe 量子点的浓度为 1 . 0 伊 10 - 6

mol / L。
3. 4摇 标准曲线、精密度及检出限

在选定的最佳条件下,己烯雌酚的浓度在

6. 0 伊 10 - 9 ~ 4. 0 伊 10 - 5 mol / L 范围内与相对化学

发光强度呈线性关系。 为提高方法的准确度,标
准曲线按己烯雌酚浓度的数量级分段绘制。 在

6. 0 伊 10 - 9 ~ 4. 0 伊 10 - 7 mol / L 范围内,其回归方

程为 驻I = 9. 9489 + 309. 53c( 伊 10 - 7mol / L),相关

系数 r2 =0. 994 2;在 4. 0 伊10 -7 ~4. 0 伊10 -5 mol / L
范围内,其回归方程为 lg驻I = 6089. 2 + 2789. 2lgc
( 伊 10 - 7 mol / L),相关系数 r2 = 0. 996 7。 方法检

出限(S / N = 3)为 2. 0 伊 10 - 9 mol / L,对 4. 0 伊 10 - 6

mol / L 的己烯雌酚平行测定 11 次,相对标准偏差

为 1. 4% 。
3. 5摇 干扰试验

在最佳实验条件下,研究了牛奶中常见物质

对测定己烯雌酚的影响(测量误差在 5% 以内),
结果表明:对于浓度为 4. 0 伊 10 - 6 mol / L 的己烯

雌酚,1 000 倍的 K + 、Na + 、Ca2 + 、Cl - 、 I - 、 SO2 -
4 、

NO -
3 ,500 倍的蔗糖、糊精,100 倍的 Al3 + 、葡萄

糖,50 倍的 Zn2 + 、Fe3 + 、柠檬酸、维生素 C,5 倍的

Mg2 + 、Ni2 + ,2 倍的 Ag + 、Cu2 + 均不干扰测定,但等

倍的雌二醇、雌三醇、己烷雌酚、雌酮存在时有类

似的抑制效应而对测定产生干扰,建议在今后的

应用中可根据 驻I 的大小来测定样品中这些结构

相近的雌激素总量。
3. 6摇 样品分析

参照国标 GB/ T 22992鄄2008 的方法,取 1 mL 牛

奶与 4 mL 乙腈涡旋混合后,4 000 r / min 离心10 min
后取上清液于离心管中,50 益下氮吹至体积小于

0. 1 mL后加水 5 mL 溶解,用 1 mol / L NaOH 调至

pH =11. 0,9 000 r / min 离心 5 min,备用。
将上述样品上清液上柱,流速为 1 mL / min,

依次用 1 mL 淋洗液[V(氨水)颐 V(水) = 1颐 19 ],
0. 5 mL 甲醇以 3 mL / min 的速度淋洗,通入 20
mL 空气以 4 mL / min 的速度吹过 PAX 柱,用 4
mL 洗脱液[V(甲酸) 颐 V(甲醇) = 1颐 19]洗脱,流
速为 1 mL / min,加入 30 mL 空气以 6 mL / min 的

速度吹过 PAX 柱,收集洗脱液。 将洗脱液 40 益
下氮吹至干,加入 5 mL 水溶解用于测定。 用上

述实验得到的优化条件,对牛奶样品中己烯雌

酚含量进行测定,结果如表 1 所示。
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表 1摇 牛奶样品中己烯雌酚的测定

Table 1摇 Determination results of diethylstilbestrol in milk samples

Sample Added / (mol·L - 1) Found / (mol·L - 1) Recovery / % RSD / % (n = 6)

1 1 伊 10 - 6 1. 08 伊 10 - 6 107. 61 1. 6

2 8 伊 10 - 6 7. 56 伊 10 - 6 94. 47 1. 2

3 2 伊 10 - 5 1. 92 伊 10 - 5 95. 75 2. 3

3. 7摇 发光反应机理探讨

采用紫外可见分光光度计扫描了本发光体系

中不同溶液混合后的吸收光谱(图 4)。 从图中可

以看出,ZnSe 量子点(b)最大吸收波长在 350 nm
处,鲁米诺鄄K3Fe(CN)6体系(c)在 300 nm 与 346 nm
处有两个最大吸收,而在体系中加入 ZnSe 量子点

后混合液(d)的紫外图谱等于 ZnSe 量子点(b)的
紫外吸收谱图和 luminol鄄K3Fe(CN) 6 体系( c)的

紫外吸收谱图的叠加,说明量子点的加入并没有

引起新的化学反应,由此可推断出发光强度的增

大可能仅仅是由于 ZnSe 量子点的催化作用而引

起的。 推测 ZnSe 量子点增强鲁米诺鄄K3Fe(CN) 6

发光体系的机理可能是 ZnSe 量子点与该体系的

反应物或中间产物发生反应而生成了 OH· 及

O· -
2 等自由基,这些自由基的存在加快了鲁米诺

的氧化反应进程,从而促进了发光强度的增大。
在体系中加入了己烯雌酚后,己烯雌酚( a)

与 luminol鄄K3Fe(CN) 6 鄄ZnSe 量子点体系(c)的紫

外吸收谱图的叠加并不等 luminol鄄K3Fe ( CN) 6 鄄
ZnSe 量子点鄄己烯雌酚(e)的紫外吸收谱图,己烯

雌酚本身在 268 nm 处的最大吸收消失,表明己烯

雌酚确实参与了体系的化学发光反应。 推测己烯

雌酚抑制该发光体系的机理可能是由于其结构中

的还原性基团酚羟基,使其具有一定的还原性而

对发光反应中的自由基具有清除作用, 进而可能

影响鲁米诺化学发光反应历程,导致化学发光抑

制信号出现。
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图 4摇 溶液紫外吸收光谱

Fig. 4摇 ZUV鄄Vis absorption spectra of some mixing solutions
(a) diethylstilbestrol; ( b) ZnSe QDs; ( c) luminol鄄
K3Fe( CN) 6; ( d) luminol鄄K3Fe ( CN) 6 鄄ZnSe QDs;
(e)luminol鄄K3Fe(CN)6鄄ZnSe QDs鄄diethylstilbestrol.

4摇 结摇 摇 论

研究了 ZnSe 量子点对 luminol鄄K3Fe ( CN) 6

化学发光体系的影响,结果表明,ZnSe 量子点能

增强该体系的化学发光信号,己烯雌酚对该体系

的化学发光有很强的抑制作用。 据此建立了测定

己烯雌酚的新方法,并对可能的反应机理进行了

探讨。 该方法具有灵敏、准确、简单的优点,适用

于牛奶中己烯雌酚含量的测定。
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