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碳量子点 /曙红 Ｙ 比率型荧光探针测定 Ｌ￣抗坏血酸
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摘要: 以天然生物质去皮的蓖麻为碳源ꎬ采用一步水热法合成了荧光性能优良的绿色荧光蓖麻碳量子点

(ＣＯ￣ＣＱＤｓ)ꎬ对其形貌和发光性能进行了表征ꎮ 通过将该 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 与荧光极强的卤代荧光素染料曙红

Ｙ(ＥＹ)复合ꎬ二者可形成荧光发射峰相距较远的新型 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物ꎮ 在 ｐＨ ＝ ４. ００ 的 Ｎａ２ＨＰＯ４ ￣柠檬

酸缓冲溶液中ꎬ在 ３２０ ｎｍ 的激发波长下ꎬＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物于 ４０５ ｎｍ 和 ５４０ ｎｍ 处显示出两个独立的荧光

发射峰ꎮ 在该体系中加入 Ｃｒ(Ⅵ)ꎬ４０５ ｎｍ 和 ５４０ ｎｍ 两处的荧光信号均显著猝灭ꎮ Ｌ￣抗坏血酸(Ｌ￣ａｓｃｏｒｂｉｃ
ａｃｉｄꎬＡＡ)的加入可使复合物于 ５４０ ｎｍ 的荧光信号恢复ꎬ而 ４０５ ｎｍ 处的荧光强度基本不变ꎮ 据此建立了一种

以 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物为比率型荧光探针测定 ＡＡ 的新方法ꎮ 实验测定了荧光信号恢复的最佳条件和影响

荧光恢复的因素ꎬ初步探讨了反应机理ꎮ 在优化的实验条件下ꎬ该探针于 ５４０ ｎｍ / ４０５ ｎｍ 两处的荧光强度比

值与 ＡＡ 的浓度在 ５. ０ × １０ － ８ ~ ４. ０ × １０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 范围内呈良好线性关系ꎬ检出限为 ３. ７ × １０ － ８ ｍｏｌ / Ｌꎮ 该探针

用于检测药物、水果和蔬菜中 ＡＡ 的含量ꎬ结果满意ꎮ
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ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ ｈｙｄｒｏｔｈｅｒｍａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ｎａｔｕｒａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｐｅｅｌｅｄ ｃａｓｔｏｒ. Ｂｙ
ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ａｓ￣ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ＣＯ￣ＣＱＤｓ ｗｉｔｈ ｅｏｓｉｎ Ｙ(ＥＹ)ꎬ ａ ｎｏｖｅｌ ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｂｅ
ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ ｗａｓ ｆｏｒｍｅｄ. Ｉｎ ｔｈｅ Ｎａ２ＨＰＯ４ ￣ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐＨ ＝４. ００ꎬ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｅｘ￣
ｃｉｔａｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ３２０ ｎｍꎬ ｔｈｅ ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｈｏｗｅｄ ｔｗｏ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｐｅａｋｓ ａｔ ４０５ ｎｍ ａｎｄ ５４０ ｎｍ. Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌｓ ｏｆ ４０５ ｎｍ ａｎｄ ５４０ ｎｍ ｃｏｕｌｄ ｂｅ
ｂｏｔｈ ｑｕｅｎｃｈｅｄ ｂｙ Ｃｒ(Ⅵ). Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｌ￣ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄꎬ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ａｔ ５４０ ｎｍ
ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｔ ４０５ ｎｍ ｓｔｉｌｌ ｒｅｍａｉｎｅｄ ｕｎｃｈａｎｇｅｄ.
Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ａ ｎｏｖｅｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｌ￣ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｉｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒａ￣
ｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｐｒｏｂｅ ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ. Ｔｈｉｓ ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｍｅｔｈｏｄ ｓｈｏｗｅｄ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙꎬ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
ａｃｃｕｒａｃｙ. Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
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ｗａｓ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ. Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ
５. ０ × １０ － ８ － ４. ０ × １０ － ６ ｍｏｌ / Ｌꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ３. ７ × １０ － ８ ｍｏｌ / Ｌ.
Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ Ｌ￣ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｄｒｕｇｓꎬ ｖｅｇｅｔａｂｌｅｓ
ａｎｄ ｆｒｕｉｔｓꎬ ｓｈｏｗｉｎｇ ｇｒｅａｔ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｒｅａｌ ｓａｍｐｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｃａｒｂｏｎ ｑｕａｎｔｕｍ ｄｏｔｓꎻ ｅｏｓｉｎ Ｙꎻ Ｃｒ(Ⅵ)ꎻ ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｂｅꎻ Ｌ￣ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ

１　 引　 　 言

Ｌ￣抗坏血酸(Ｌ￣ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄꎬＡｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄꎬＡＡ)
又称维生素 Ｃꎬ是一种富含于水果和蔬菜中的水

溶性维生素ꎬ也是维持机体正常生理功能的重要

元素之一ꎮ ＡＡ 在美白、组织修补、维持免疫功

能、保持血管完整等过程中起着至关重要的作用ꎬ
而长期缺乏 ＡＡ 则可能会引起败血症[１]ꎮ 由于人

体不能自身合成ꎬ只能从食物和药物中摄取ꎬ因
此ꎬ对于食品药物中 ＡＡ 的分析具有重要意义[２]ꎮ
目前ꎬ定量检测 ＡＡ 的方法有 ＦＴＩＲ[３]、自动电位

滴定[４]、ＨＰＬＣ[５]、紫外分光光度法[６]、动态比浊

法[７]、伏安法[８]和荧光分析法[９]等ꎮ
碳量子点(ＣＱＤｓ)是一种新型的碳纳米功能

材料ꎬ由于其显著的光学性能、低细胞毒性、良好

的光稳定性、易于制备和环境友好等特性ꎬ在生物

成像、光电催化、离子及药物检测等领域受到了广

泛关注[１０]ꎮ 目前ꎬ基于 ＣＱＤｓ 的“关￣开”型 ＡＡ 荧

光探针已有课题组报道[１１￣１２]ꎬ但其信号仅基于单

波长荧光强度信号检测ꎮ 由于荧光强度易受外部

环境(如温度、粘度)、仪器条件(如光散射、光漂

白、背景光)等因素的影响ꎬ具有一定的波动性ꎮ
而比率型荧光探针通常是将具有两种发射特性、
不同发射波长的荧光材料构建成荧光探针ꎬ使用

单一波长激发下的两个发射峰荧光强度比值的变

化为信号ꎬ进行目标分析物的测定ꎮ 两个峰的信

号比值可以减小干扰从而提高分析的灵敏度和准

确度[１３￣１４]ꎮ 因此ꎬ比率型荧光探针可广泛应用于

化学传感、环境检测和生物分析等领域ꎮ 目前ꎬ基
于有机染料和半导体量子点比率荧光探针用于检

测金属离子[１５￣１６]、有机小分子[１７] 已有文献报道ꎬ
但半导体量子点内在的细胞毒性、较差的水溶性

和生物相容性限制了其进一步的发展和应用ꎮ
ＣＱＤｓ 的低毒性和环境友好性使其成为一种良好

的替代品ꎬ但基于 ＣＱＤｓ 的比率型荧光分析法报

道较少[１８]ꎮ

本文以天然生物质去皮的蓖麻为碳源ꎬ只加

入水ꎬ无需添加其他试剂ꎬ采用一步水热法合成了

荧光性能良好的绿色蓖麻 ＣＱＤｓ(ＣＯ￣ＣＱＤｓ)ꎮ 在

紫外灯照射下ꎬＣＯ￣ＣＱＤｓ 的荧光发射峰位于 ４０５
ｎｍ 处ꎬ呈蓝色荧光ꎻ而曙红 Ｙ(Ｅｏｓｉｎ ＹꎬＥＹ)的荧

光发射峰位于 ５４０ ｎｍ 处ꎬ呈绿色荧光ꎮ ＣＯ￣ＣＱＤｓ
与 ＥＹ 可通过静电引力、疏水作用力与氢键作用

紧密结合ꎬ形成具有双发射特性的 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ
比率型荧光探针ꎬ在紫外灯照射下ꎬ具有 ４０５ ｎｍ
与 ５４０ ｎｍ 两个发射峰ꎮ 实验发现ꎬＣｒ(Ⅵ)可显

著猝灭 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物于 ５４０ ｎｍ / ４０５ ｎｍ
双发射峰处的荧光强度ꎬ而 ＡＡ 的加入仅可以使

λｅｍ ＝ ５４０ ｎｍ 处的荧光强度恢复ꎬ但 λｅｍ ＝ ４０５ ｎｍ
处的荧光强度基本不变ꎮ ＡＡ 的浓度与该探针在

５４０ ｎｍ / ４０５ ｎｍ 两处的荧光强度比值呈良好线性

关系ꎬ可用于样品中 ＡＡ 含量的测定ꎮ

２　 实　 　 验

２. １　 试剂与仪器

测试仪器:Ｆ￣２７００ 型荧光分光光度计(日本

日立仪器有限公司)ꎻＩＲ Ｐｒｅｓｔｉｇｅ￣２１ 型傅里叶变

换红外光谱仪(日本岛津仪器有限公司)ꎻＨＴ７７００
型透射电镜( ＴＥＭ) (日本日立仪器有限公司)ꎻ
ＦＬＳＰ９２０ 型瞬态稳态荧光光谱仪(英国爱丁堡仪

器有限公司)ꎮ
ＥＹ(１. ０ × １０ － ３ ｍｏｌ / Ｌ):准确称取 ０. ０６４ ８ ｇ

ＥＹꎬ加入 ５. ００ ｍＬ 乙醇溶解ꎬ搅拌、超声后用水定

容至 １００ ｍＬ 容量瓶ꎬ置于冰箱 (４ ℃) 备用ꎬ使用

时逐级稀释ꎮ
Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７(６. ０ ×１０ －３ ｍｏｌ / Ｌ):准确称取０. １７６ ５ ｇ

Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７ꎬ加适量水溶解后转移至 １００ ｍＬ 容量瓶ꎬ
定容ꎬ摇匀ꎬ备用ꎮ

ＡＡ 标准溶液(１. ０ × １０ － ３ ｍｏｌ / Ｌ):准确称取

０. ０１７ ６ ｇ ＡＡ 标准品(广东光华科技股份有限公

司)ꎬ用水溶解ꎬ定容至 １００ ｍＬ 容量瓶ꎬ置于冰箱

(４ ℃) 备用ꎬ使用时逐级稀释ꎮ
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Ｎａ２ＨＰＯ４ ￣柠檬酸缓冲溶液(ｐＨ ＝４. ００)ꎬ蓖麻

子去皮(市售)ꎬ西红柿和柠檬采购于当地某农贸

市场ꎮ
实验中所用水均是超纯水ꎬ所用试剂均为分

析纯且没有进行任何后期处理ꎮ
２. ２　 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 和 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物的合成

ＣＯ￣ＣＱＤｓ 的合成:将干净无杂质的蓖麻去皮、
研碎ꎬ称取 １５. ００ ｇ 置于 ５０ ｍＬ 有聚四氟乙烯内衬的

高压釜中ꎬ加入 ３０. ００ ｍＬ 水ꎬ１８０ ℃加热 ２２ ｈꎮ 待高

压釜冷却至室温ꎬ得到颜色为深棕色的 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 悬

浮液ꎬ经滤纸、微孔滤膜(０. ２２ μｍ)依次过滤ꎬ定容至

１００ ｍＬ 容量瓶ꎬ即得 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 溶液ꎮ 稀释 ２００ 倍得

ＣＯ￣ＣＱＤｓ 工作液ꎬ备用ꎮ
ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物的制备: 将 ７. ００ ｍＬ

ＣＯ￣ＣＱＤｓ 工作液和 ３. ００ ｍＬ ＥＹ(５. ０ × １０ － ５ ｍｏｌ /
Ｌ)溶液加入 １５. ００ ｍＬ ｐＨ ＝ ４. ００ 的 Ｎａ２ＨＰＯ４ ￣柠
檬酸缓冲溶液中ꎬ将混合物在室温下超声处理 ３０
ｍｉｎ 后ꎬ即得 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物溶液ꎮ
２. ３　 基于 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 比率型荧光探针的 ＡＡ

测定

向一系列 １０ ｍＬ 比色管中依次加入 １. ００ ｍＬ
ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物溶液、１. ５０ ｍＬ ｐＨ ＝ ４. ００ 的

Ｎａ２ＨＰＯ４ 柠檬酸缓冲溶液、１ . ５０ ｍＬ ６. ０ × １０ － ３

ｍｏｌ / Ｌ Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７ 溶液以及不同浓度的 ＡＡ 溶液ꎬ用
超纯水定容ꎬ摇匀ꎬ室温静置半小时ꎬ测定其在单

一激发波长 λｅｘ ＝ ３２０ ｎｍ 下ꎬλ４０５与 λ５４０处的荧光

强度ꎬ并计算其荧光强度比值 Ｉ５４０ / Ｉ４０５ꎮ

３　 结果与讨论

３. １　 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 的性质表征

图 １(ａ) ＣＯ￣ＣＱＤｓ 的透射电镜(ＴＥＭ)图显示

ＣＯ￣ＣＱＤｓ 呈规则的球形形态ꎬ平均粒径 １０ ｎｍꎬ且
分散性好、无团聚现象ꎮ ＣＯ￣ＣＱＤｓ 的晶格形态可

用 ＸＲＤ 图谱(图 １(ｂ))表征ꎬＣＯ￣ＣＱＤｓ 在 ２θ 为

２０. ３６°处有一个衍射宽峰ꎬ该峰为无定形态碳的

特征峰ꎬ因此该 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 的晶型为无定型碳[１９]ꎮ
随后ꎬ我们对 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 的光学性质进行了表

征ꎮ 首先ꎬ扫描 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 在不同激发下的荧光发

射谱ꎬ结果如图 １(ｃ)所示ꎬ当激发波长从 ３００ ｎｍ
增加到 ３６０ ｎｍ 时ꎬ荧光发射峰从 ３８５ ｎｍ 红移到

４３０ ｎｍꎬ表明 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 的荧光发射峰随激发波长

的变化而改变ꎬ这种依赖关系可能归因于 ＣＯ￣
ＣＱＤｓ 的尺寸和发射位点的不同[２０]ꎬ在激发波长

为 ３２０ ｎｍ 时荧光强度最大ꎬ而此时的发射波长为

４０５ ｎｍꎮ 图 １(ｄ)包含有 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 的红外光谱ꎬ
ＣＯ￣ＣＱＤｓ 的红外吸收光谱(黑线)于 ３ ３８５ ｃｍ － １处
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图 １　 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 的透射电镜图(ａ)和 ＸＲＤ 谱(ｂ)ꎬ不同激发下的 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 的荧光发射谱(ｃ)和红外光谱(ｄ)ꎮ
Ｆｉｇ. １　 Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ(ａ)ꎬ ＸＲＤ ｓｐｅｃｔｒｕｍ(ｂ)ꎬ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ( ｃ)

ａｎｄ ＦＴＩＲ ｓｐｅｃｔｒａ(ｄ) ｏｆ ＣＯ￣ＣＱＤｓ.
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是—ＯＨ 的伸缩振动峰ꎬ２ ９４５ ｃｍ － １处的吸收峰可

能是—ＣＨ２ 的对称和反对称伸缩振动峰ꎬ２ ３５０
ｃｍ － １处的吸收峰是—Ｃ≡Ｃ、—Ｃ≡Ｎ 等的伸缩

振动ꎬ１ ６８０ ｃｍ － １处的特征吸收峰是—Ｃ 􀪅􀪅Ｏ 的伸

缩振动峰ꎬ１ ３８０ ｃｍ － １ 处为—ＣＨ３ 的对称弯曲振

动ꎬ９８５ ｃｍ － １ 处为—Ｃ—ＯＲ 的对称伸缩振动吸收

峰ꎮ 该结果表明ꎬＣＯ￣ＣＱＤｓ 表面含有—ＯＨ、—Ｃ 􀪅􀪅
Ｏ、—ＣＯＯＨ 等亲水性基团ꎮ
３. ２　 基于 ＡＡ 测定的 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 比率型荧

光探针构建

基于已经合成的 ＣＯ￣ＣＱＤｓꎬ构建 ＡＡ 检测的

比率型荧光探针ꎮ ＥＹ(Ｈ２Ｌ)在水溶液中解离常

数 ｐＫａ１ ＝ ２. ６、ｐＫａ２ ＝ ３. ６[２１]、ｐＨ ＝ ４. ００ 时 ＥＹ 不

同型体 Ｈ２Ｌ、ＨＬ 和 Ｌ２ － 分布分数分别为 １. １２％ 、
２８. ２％ 和 ７０. ６８％ ꎬ它的主要存在型体是 Ｌ２ － ꎮ
ＣＯ￣ＣＱＤｓ 表面存在的—ＣＯＲ 和—ＣＯＯＨ 等吸电

子基团和 Ｌ２ － 之间存在静电引力作用ꎻＥＹ 的稠环

芳烃和 ＣＱＤｓ 表面存在的—ＣＨ２、—ＣＨ３ 以及—Ｃ￣
ＯＲ 均具有较强的疏水性ꎻ且 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 表面的羰

基还可能与 ＥＹ 分子中未解离的羧基之间形成氢

键[２２]ꎬ这有利于两者的结合ꎬ因此 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 与

ＥＹ 之间可能由静电作用、疏水作用力及氢键作

用紧密结合形成稳定的 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物[２３]ꎮ
为了证明 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 与 ＥＹ 的复合ꎬ分别扫描了

ＣＯ￣ＣＱＤｓ、ＥＹ 及 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物的红外吸

收曲线ꎬ结果如图 １(ｄ)所示ꎮ 与 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 和 ＥＹ
的红外光谱相比ꎬＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物同时保留

了两者的特征基团ꎬ但 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 在—Ｃ 􀪅􀪅Ｏ
的伸缩振动峰位置与 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 相比发生了明显

红移ꎬ说明有 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物生成ꎮ
随后ꎬ实验发现(图 ２)ꎬ在 ３２０ ｎｍ 的紫外光

照射下ꎬ单独的 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 与 ＥＹ 的发射峰分别位

于 ４０５ ｎｍ(黑线)与 ５４０ ｎｍ(红线)处ꎮ 而 ＣＯ￣
ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物出现了两个发射峰(蓝线)ꎬ分
别位于 ４０５ ｎｍ 与 ５４０ ｎｍ 处ꎬ这分别显示出 ＣＯ￣
ＣＱＤｓ 和 ＥＹ 的特征峰ꎬ相较单一 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 与

ＥＹꎬＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物发射峰位置没变ꎬ荧光

强度略有降低ꎬ进一步说明 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 与 ＥＹ 二者

之间有相互作用发生ꎮ 二者复合实现了用单一波

长激发而得到两个荧光发射峰的设想ꎮ
进一步实验表明ꎬ于 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 溶液中加

入 Ｃｒ(Ⅵ)时ꎬＣｒ(Ⅵ)可以与 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物

相结合ꎬ形成有效的电子转移[２４] ꎬ使 ＣＯ￣ＣＱＤｓ /
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图 ２　 不同物质结合的荧光发射谱

Ｆｉｇ. ２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ＥＹ ４０５ ｎｍ 与 ５４０ ｎｍ 处的荧光强度均显著降低(图
２ 绿线)ꎬ形成双猝灭ꎮ ＦＬＳＰ９２０ 型瞬态稳态荧光光

谱寿命拟合结果显示ꎬＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 和 ＣＯ￣ＣＱＤｓ /
ＥＹ￣Ｃｒ(Ⅵ)的加权平均荧光寿命[２５] 分别为 １. ６５ ｎｓ
和 １. ６９ ｎｓꎬτ０ / τ≈１ꎬ表明 Ｃｒ(Ⅵ)与 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 体

系之间是以静态猝灭的方式相互作用的ꎮ
于 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ￣ Ｃｒ(Ⅵ)体系中加入 ＡＡ 后

(图 ２ 粉线)ꎬＥＹ 的荧光逐渐恢复ꎬ而 ＣＱＤｓ 的荧

光强度基本保持不变ꎮ 图 ３(ａ)为 Ｃｒ(Ⅵ)与 ＡＡ
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图 ３　 Ｃｒ(Ⅵ)￣ＡＡ体系的紫外￣可见吸收光谱(ａ)和 ＣＯ￣ＣＱＤｓ /

ＥＹ与不同浓度 ＡＡ 溶液作用的荧光发射光谱(ｂ)

Ｆｉｇ. ３　 ＵＶ￣Ｖｉｓ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ Ｃｒ(Ⅵ)￣ＡＡ ｓｙｓｔｅｍｓ(ａ)

ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＡ ｓｏｌｕ￣

ｔｉｏｎｓ(ｂ)
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作用的紫外￣可见吸收光谱ꎬ由图可知ꎬ于 Ｃｒ(Ⅵ)
溶液中加入 ＡＡꎬＣｒ(Ⅵ)和 ＡＡ 之间可发生电子

转移的氧化还原反应ꎬ使 Ｃｒ(Ⅵ) ３４９ ｎｍ 处的吸

收峰消失ꎮ 由于 ＡＡ 与 Ｃｒ (Ⅵ) 反应ꎬＡＡ 可将

Ｃｒ(Ⅵ)从 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物的表面脱落下

来ꎬ阻隔了 Ｃｒ(Ⅵ)与 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 的反应ꎮ 由

于 ＥＹ 是包裹在 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 的周围ꎬ所以其表面

的 Ｃｒ(Ⅵ)首先脱落下来ꎬＥＹ 荧光恢复ꎬ其恢复

程度与 ＡＡ 浓度呈线性关系(图 ３(ｂ))ꎬ而 ＣＱＤｓ
荧光强度不变ꎬ从而实现了用于检测 ＡＡ 的比率

型荧光探针的构建ꎮ 该方法的基本原理如图 ４
所示ꎮ
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图 ４　 ＣＯ￣ＣＱＤｓ 比率型荧光探针作用机理图

Ｆｉｇ. ４　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＣＯ￣ＣＱＤｓ ｒａｔｉｏ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅ

３. ３　 测定条件的优化

３. ３. １　 酸度、缓冲溶液的种类及用量的影响

在不同酸度环境中ꎬＣＯ￣ＣＱＤｓ 和 ＥＹ 有不同

的形态和存在型体ꎬ因此酸度对其荧光性质有很

大的影响ꎮ 试验了不同酸度对 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 体

系的影响ꎬ如图 ５ 所示ꎬ其荧光强度比值 Ｉ５４０ / Ｉ４０５
在 ｐＨ 为 ３. ７８ ~ ９. ００ 的范围内保持恒定ꎬ因此ꎬ实
验选择体系的酸度为 ４. ００ꎮ 此外ꎬ考察了 ＨＡｃ￣
ＮａＡｃ、Ｎａ２ＨＰＯ４￣柠檬酸、柠檬酸￣柠檬酸钠和 ＢＲ 等

缓冲溶液种类和缓冲溶液的用量对体系 Ｉ５４０ / Ｉ４０５的
影响ꎮ 结果表明ꎬ加入 １. ５０ ｍＬ ｐＨ ＝ ４. ００ 的

Ｎａ２ＨＰＯ４￣柠檬酸缓冲溶液时ꎬＩ５４０ / Ｉ４０５值最佳ꎮ
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图 ５　 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ、ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ￣Ｃｒ(Ⅵ)、ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ￣
Ｃｒ(Ⅵ)￣ＡＡ 的 ｐＨ 值优化图ꎮ

Ｆｉｇ. ５　 ｐＨ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹꎬ ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ￣Ｃｒ
(Ⅵ)ꎬ ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ￣Ｃｒ(Ⅵ)￣ＡＡ.

３. ３. ２　 Ｃｒ(Ⅵ)用量的影响

考察了 Ｃｒ(Ⅵ)用量对体系的影响ꎮ 结果表

明ꎬＣｒ(Ⅵ)用量太少ꎬ反应不完全ꎬ荧光响应值

小ꎻＣｒ(Ⅵ)用量过大ꎬ影响荧光恢复的效率ꎮ 试

验了 Ｃｒ(Ⅵ)溶液用量在 ０. １ ~ ２. ０ ｍＬ 范围内对

体系荧光强度比值 Ｉ５４０ / Ｉ４０５ 的影响ꎬ如图 ６ 所示ꎬ
实验选择 Ｃｒ (Ⅵ) 溶液用量为 ６. ０ × １０ － ３ ｍｏｌ /
Ｌ １. ５０ ｍＬꎮ
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图 ６ 　 Ｃｒ (Ⅵ) 的用量对 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ￣Ｃｒ (Ⅵ) 和 ＣＯ￣
ＣＱＤｓ / ＥＹ￣Ｃｒ(Ⅵ)￣ＡＡ 体系的影响

Ｆｉｇ. ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｒ(Ⅵ) ａｍｏｕｎｔ ｏｎ ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ￣Ｃｒ(Ⅵ)
ａｎｄ ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ￣Ｃｒ(Ⅵ)￣ＡＡ ｓｙｓｔｅｍ

３. ３. ３　 反应温度的影响

实验考察了不同温度对体系荧光强度比值

Ｉ５４０ / Ｉ４０５的影响ꎬ结果表明ꎬ加热对体系无任何增

敏作用ꎬ实验选择不进行加热ꎮ
３. ３. ４　 体系的稳定性

实验研究了不同的反应时间对体系荧光强度

比值 Ｉ５４０ / Ｉ４０５的影响ꎬ如图 ７ 所示ꎮ 结果表明ꎬＣＯ￣
ＣＱＤｓ / ＥＹ 体系的荧光信号比值在室温下反应 ３０
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ｍｉｎ 可达稳定ꎬ且在 ７. ５ ｈ 内保持不变ꎮ
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图 ７　 反应时间对体系的影响

Ｆｉｇ. ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

３. ４　 检出限及线性范围

在优化的实验条件下ꎬＡＡ 浓度在 ５. ０ × １０ －８ ~
４. ０ × １０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 范围内与 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 体系位

于两发射波长处荧光强度的比值 Ｉ５４０ / Ｉ４０５ 呈良好

线性关系ꎬ线性方程为 Ｉ５４０ / Ｉ４０５ ＝ ２. ５１ ＋ ９. ３ × １０５ｃ
(ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ｒ ＝ ０. ９９３ ９ꎬ对浓度为 １. ０ × １０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ
的ＡＡ 进行５ 次平行测定ꎬ相对标准偏差为０. ８５％ꎮ

根据 ＩＵＰＡＣ 规定ꎬ方法检出限σ ＝３Ｓ / Ｋ ＝３. ７ ×１０ － ８

ｍｏｌ / Ｌꎮ
３. ５　 共存物质的影响

考察了可能存在的离子和药剂辅料对体系荧

光强度 Ｉ５４０ / Ｉ４０５的影响ꎮ 在选定的实验条件下ꎬ相
对误差为 ± ５％ 时ꎬ选择 １. ０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＡＡ 溶液

进行测定ꎬ则 １ ０００ 倍的淀粉、蔗糖、葡萄糖、草
酸、Ｎｉ２ ＋ 、Ｃｏ２ ＋ 、Ｆ － 、Ａｌ３ ＋ 、Ｍｇ２ ＋ 、Ｃａ２ ＋ 、ＮＯ －

３ ꎬ５００ 倍

的 Ｄ￣果糖、 Ｚｎ２ ＋ 、 Ｃｕ２ ＋ 、Ｍｎ２ ＋ 、 ＣＮ － 、 Ｃｌ － 、 ＳＯ２ －
４ ꎬ

１００ 倍的 Ｆｅ３ ＋ ꎬ２０ 倍的 Ａｇ ＋ ꎬ５ 倍的 Ｈｇ２ ＋ 等不影

响 ＡＡ 的检测ꎬ说明该方法具有良好的选择性ꎮ
３. ６　 实际样品分析

３. ６. １　 药片中 ＡＡ 含量的测定

随机抽取同一批次的维生素 Ｃ １０ 片(规格:
０. １ ｇ)ꎬ研磨成粉ꎬ准确称取适量粉末(相当于

０. ０１７ ６ ｇ ＡＡ)ꎬ加水溶解ꎬ超声后定容至 １００ ｍＬ
容量瓶ꎬ摇匀、静置 １０ ｍｉｎ 后过滤ꎮ 准确移取滤

液适量ꎬ按照实验方法进行测定ꎬ同时进行加标回

收实验ꎮ 结果见表 １ꎮ

表 １　 药片中 ＡＡ 测定及回收率实验(ｎ ＝５)
Ｔａｂ. １　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡＡ ｉｎ ｔａｂｌｅｔｓ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ(ｎ ＝ ５)

Ｓａｍｐｌｅ
Ｌａｂｅｌｅｄ

(ｅａｃｈ ｔａｂｌｅｔ) / ｍｇ
Ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ

(ｅａｃｈ ｔａｂｌｅｔ) / ｍｇ
Ａｄｄｅｄ /

(μｍｏｌ􀅰Ｌ － １)
Ｆｏｕｎｄ /

(μｍｏｌ􀅰Ｌ － １)
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ /

％
ＲＳＤ /
％

Ｔａｂｌｅｔ １ １００. ００ ９９. ９２ １. ００ ０. ９９９ ９９. ９ １. ２

Ｔａｂｌｅｔ ２ １００. ００ １００. １ １. ００ １. ０３７ １０３. ７ １. ０

注:１. 广东恒健制药有限公司ꎬ产品批号:Ｈ４４０２１１７１ꎻ２. 西安利君制药有限责任公司ꎬ产品批号:１８０４１７６０３０ꎮ

３. ６. ２　 水果和蔬菜中 ＡＡ 的测定

将新鲜蔬菜西红柿和水果柠檬去皮取果肉ꎬ分
别称 ２０ ｇ 置于研钵中ꎬ各加少许石英砂和 ２０ ｍＬ
０. ００１％ ＨＣｌ 充分研磨至匀浆ꎬ双层纱布过滤至 ５０

ｍＬ 容量瓶中ꎬ０. ００１％ ＨＣｌ 反复浸洗残渣并滤入容

量瓶ꎬ０. ００１％ ＨＣｌ 定容[２６]ꎬ混匀ꎬ稀释 １００ 倍备用ꎮ
取 １. ００ ｍＬ 待测果蔬提取液ꎬ按照实验方法进行测

定ꎬ同时进行加标回收实验ꎬ结果见表 ２ꎮ
表 ２　 水果和蔬菜中 ＡＡ 的测定(ｎ ＝５)

Ｔａｂ. ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡＡ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｆｒｕｉｔｓ ａｎｄ ｖｅｇｅｔａｂｌｅｓ(ｎ ＝ ５)

Ａｎａｌｙｔｅ
Ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ /

(ｍｇ􀅰１００ｇ － １)
Ａｄｄｅｄ /

(μｍｏｌ􀅰Ｌ － １)
Ｆｏｕｎｄ /

(μｍｏｌ􀅰Ｌ － １)
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ /

％
ＲＳＤ / ％

Ｌｅｍｏｎ ３４. ８９ １. ００ ０. ９２５ ９２. ５ １. ７

Ｔｏｍａｔｏ １７. ０２ １. ００ ０. ９９７ ９９. ７ ２. ０

４　 结　 　 论

本文构建了一种基于 ＡＡ 高灵敏度检测的

ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物比率型荧光探针ꎮ 以天然生

物质蓖麻为前驱体一步水热法合成了绿色荧光

ＣＯ￣ＣＱＤｓꎬ与荧光极强的卤代荧光素染料 ＥＹ 复

合ꎬ二者形成了荧光发射峰相距较远的新型 ＣＯ￣
ＣＱＤｓ / ＥＹ 复合物ꎮ 基于 Ｃｒ(Ⅵ)的加入可使复合

物 ４０５ ｎｍ / ５４０ ｎｍ 处的荧光发生双猝灭、而 ＡＡ
只使 ５４０ ｎｍ 处的荧光有恢复作用的现象ꎬ实现了
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基于 ＣＯ￣ＣＱＤｓ / ＥＹ 双发射比率型荧光探针对 ＡＡ
的测定ꎮ 该体系简单、灵敏ꎬ有效消除了荧光测定

的背景干扰ꎬ为 ＡＡ 测定提供了新方法ꎬ为碳量子

点在分析化学领域的应用提供了新思路ꎮ
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武文波(１９９４ － )ꎬ女ꎬ山西忻州人ꎬ
硕士研究生ꎬ２０１７ 年于吕梁学院获

得学士学位ꎬ主要从事分子光谱分

析的研究ꎮ
Ｅ￣ｍａｉｌ: １５５１６７０７４７＠ ｑｑ. ｃｏｍ

马红燕(１９６６ － )ꎬ女ꎬ陕西延安人ꎬ硕
士ꎬ教授ꎬ硕士研究生导师ꎬ２００４ 年于

陕西师范大学获得硕士学位ꎬ主要从

事发光分析的研究ꎮ
Ｅ￣ｍａｉｌ: Ｍａｈｙ６６１４＠ １６３. ｃｏｍ

张越诚(１９９０ － )ꎬ男ꎬ陕西西安人ꎬ
博士研究生ꎬ助教ꎬ２０１６ 年于陕西

师范大学获得硕士学位ꎬ主要从事

生化分析与分子诊断方面的研究ꎮ
Ｅ￣ｍａｉｌ: ＹｕｅｃｈｅｎｇＺｈａｎｇ＠ ｏｕｔｌｏｏｋ. ｃｏｍ


