
第 ４０ 卷第 ５ 期 现代化工 Ｍａｙ ２０２０
２０２０ 年 ５ 月 Ｍｏｄｅｒｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ

分分分分分分分分分分分分分分分分分析析析析析析析析析析析析析析析析析测测测测测测测测测测测测测测测测测试试试试试试试试试试试试试试试试试

煤基碳点“关－开”型荧光探针
检测多巴胺的研究

毛永强ꎬ张喆双娇ꎬ莫丽娟ꎬ李　 娜∗

(辽宁工程技术大学化学与化工研究所ꎬ辽宁 阜新 １２３０００)

摘要:以煤为原料ꎬ通过回流法制备具有强烈荧光的煤基碳点ꎮ 铅离子能使碳点荧光显著猝灭ꎬ体系荧光信号“关闭”ꎻ加
入多巴胺后ꎬ能使碳点荧光得以恢复ꎬ体系荧光信号处于“打开”状态ꎮ 据此建立碳点“关－开”型荧光探针检测多巴胺的新方

法ꎮ 在优化实验条件下ꎬ碳点荧光恢复强度与多巴胺浓度在 ０􀆰 ５ ~ ２５􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ 范围内呈良好线性关系ꎬ检出限(３Ｓｂ / Ｓ)为

０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌꎮ 该方法用于样品中多巴胺的测定ꎬ加标回收率为 ９６􀆰 ５％~１０４􀆰 ５％ꎬ相对标准偏差(ＲＳＤ)为 １􀆰 ８％~２􀆰 ７％ꎮ
关键词:碳点ꎻ铅离子ꎻ“关－开”型荧光探针ꎻ多巴胺
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　 　 多巴胺(ｄｏｐａｍｉｎｅꎬＤＡ)是生物体内重要的神经

传递物质ꎬ若其含量失常会引发神经肌肉失调、帕金

森氏症、阿尔茨海默氏病、癫痫症和精神分裂症等疾

病[１－２]ꎮ 多巴胺在临床上广泛用于心肌梗塞、肾功

能衰竭、神经紊乱、支气管哮喘及感染性休克等疾病

的治疗[３]ꎮ 因此ꎬ建立简单快速检测多巴胺含量的

方法对于疾病预防、诊断及治疗具有重要意义ꎮ 目

前多巴胺检测方法主要有紫外－可见光谱法[４]、荧
光光谱法[５]、色谱法[６]、电化学法[７] 和毛细管电泳

法[８]等ꎬ其中荧光光谱法因具有成本低廉、操作简

单和灵敏度高等优势而备受青睐ꎮ
碳点(ｃａｒｂｏｎ－ｄｏｔｓꎬＣＱＤｓ)是一种新型荧光纳米

材料ꎬ因具有制备成本低、细胞毒性低及生物相容性

好等优点ꎬ在生物成像、光催化和生化分析等领域得

到广泛应用[９]ꎮ 然而ꎬ大多数具有良好应用价值的

荧光碳点ꎬ制备过程比较复杂且价格昂贵ꎮ 近年来ꎬ
利用枸杞[１０]、菜花[１１]、红枣[１２] 和油菜籽[１３] 等绿色

原料制备碳点的方法相继出现ꎮ 本文中以丰富、廉
价的煤炭为原料ꎬ通过硝酸回流法制备荧光强度高、
水溶性良好的煤基碳点ꎮ 基于铅离子强烈猝灭碳点
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荧光ꎬ加入多巴胺能使碳点荧光得以恢复ꎬ且荧光恢

复程度与多巴胺浓度呈线性关系ꎬ据此建立碳点

“关－开”型荧光探针检测多巴胺的新方法ꎮ 该方法

用于实际样品中多巴胺的测定ꎬ结果令人满意ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂

Ｆ－４５００ 型荧光分光光度计ꎬ日本日立公司生

产ꎻＵ－３３１０ 型紫外－可见分光光度计ꎬ日本日立公

司生产ꎻｐＨＳ－３Ｃ 型 ｐＨ 计ꎬ上海精密科学仪器有限

公司生产ꎻＤＦ－１０１Ｓ 型集热式恒温加热磁力搅拌

器ꎬ山东鄄城华鲁电热仪器有限公司生产ꎮ
硝酸(质量分数为 ６５％~６８％ꎬ天津大茂化学试

剂厂生产)溶液:５􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌꎻ盐酸多巴胺(质量分数

为 ９９􀆰 ０％ꎬ天津希恩斯生化科技有限公司生产)标

准溶液:１０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌꎬ准确称取一定量的盐酸多巴

胺对照品ꎬ加水溶解后转入 １００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用水

定容ꎬ４℃冰箱保存待用ꎻ醋酸铅(天津市科密欧化

学试剂有限公司生产)溶液:１０􀆰 ０ μｍｏｌ / ＬꎻＴｒｉｓ－ＨＣｌ
溶液:取适量盐酸(０􀆰 １０ ｍｏｌ / Ｌ)和三羟甲基氨基甲

烷(简写为 Ｔｒｉｓꎬ０􀆰 ２０ ｍｏｌ / Ｌ)混合ꎬ用 ｐＨ 计测定ꎬ配
成 ｐＨ ７􀆰 ０~９􀆰 ０ 系列溶液ꎻ所用试剂均为分析纯ꎬ实
验用水为二次蒸馏水ꎮ
１􀆰 ２　 煤基碳点的制备

山西大同无烟煤研磨并过 ２００ 目筛ꎬ准确称取

０􀆰 ２ ｇ 于三口烧瓶中ꎬ然后加入 １５０ ｍＬ 浓度为

５􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ 硝酸溶液ꎬ加热至 １６０℃回流 １４ ｈꎬ自然

冷却至室温ꎮ １０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ 去除大颗粒

杂质ꎬ得到煤基碳点溶液待用ꎮ
１􀆰 ３　 样品预处理

取健康人体血清(１＃)和尿液(２＃)各 ５􀆰 ０ ｍＬꎬ分
别置于小烧杯中ꎬ各加入 ２５􀆰 ０ ｍＬ 水混合均匀ꎮ 静

置 １２ ｈꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 去除蛋白质后ꎬ分
别取上层清液即得 １＃和 ２＃待测液ꎮ
１􀆰 ４　 多巴胺的检测

准确移取 １􀆰 ０ ｍＬ 的 Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ 缓冲液 ( ｐＨ ＝
８􀆰 ５)于 ５ ｍＬ 具塞比色管中ꎬ再加入 ０􀆰 ８ ｍＬ 的

０􀆰 ５ ｇ / Ｌ 碳点溶液、０􀆰 ５ ｍＬ 的 １０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ 铅离子

溶液和适量 １０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ 多巴胺标准溶液或适量样

品溶液ꎬ然后用水定容至刻度并摇匀ꎮ 室温下反应

５ ｍｉｎ 后ꎬ利用荧光分光光度计(光电管负高压为

４００ Ｖꎬ激发和发射光谱狭缝宽度均为 ５ ｎｍ)测定体

系及试剂空白的荧光强度 Ｆ 及 Ｆ０ꎬ并计算体系荧光

恢复强度 ΔＦ＝Ｆ－Ｆ０ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 多巴胺检测原理

图 １ 为碳点、碳点－铅离子、碳点－铅离子－多巴

胺体系的荧光光谱ꎮ 从图 １ 可以看出ꎬ在 ４１０ ｎｍ 光

激发下ꎬ碳点在 ５０８ ｎｍ 处有强烈荧光(曲线 １)ꎻ加
入铅离子后ꎬ碳点荧光发生显著猝灭(曲线 ２)ꎻ继续

加入多巴胺ꎬ碳点荧光得到恢复(曲线 ３)ꎻ且荧光恢

复强度随多巴胺浓度增加而呈线性增大(图 ２)ꎬ据
此构建碳点“关－开”荧光探针可用于多巴胺的高灵

敏检测ꎮ

１—０􀆰 ０８ ｇ / Ｌ ＣＱＤｓꎻ２—０􀆰 ０８ ｇ / Ｌ ＣＱＤｓ－１􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ Ｐｂ２＋ꎻ

３—０􀆰 ０８ ｇ / Ｌ ＣＱＤｓ－１􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ Ｐｂ２＋－２５􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ ＤＡ

图 １　 碳点、碳点－铅离子、碳点－铅离子－多巴胺

体系的荧光光谱

１~１１—０􀆰 ０８ ｇ / Ｌ ＣＱＤｓ－１􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ Ｐｂ２＋－０􀆰 ０、０􀆰 ５、１􀆰 ０、２􀆰 ０、

４􀆰 ０、６􀆰 ０、８􀆰 ０、１０􀆰 ０、１５􀆰 ０、２０􀆰 ０、２５􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ ＤＡ

图 ２　 多巴胺浓度对碳点－铅离子体系

荧光光谱的影响

检测原理:当铅离子加入碳点溶液时ꎬ铅离子结

合于碳点表面ꎬ直接从光激发的碳点的导带吸收电

子ꎬ导致碳点导带中激发态电子不能有效回到价带ꎬ
而以一种非辐射电子转移方式释放其能量ꎬ碳点荧

光猝灭ꎬ体系荧光信号“关闭”ꎮ 在猝灭的碳点溶液

中加入多巴胺后ꎬ多巴胺中氨基能与铅离子形成较

强的配位键ꎬ能够将铅离子从碳点表面移除下来ꎬ使
碳点导带中激发态电子有效地返回到价带ꎬ荧光得

到恢复ꎬ体系荧光信号处于“打开”状态(图 ３)ꎮ
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图 ３　 检测原理示意图

２􀆰 ２　 实验条件的优化

２􀆰 ２􀆰 １　 铅离子浓度的影响

改变铅离子浓度ꎬ考察其对碳点荧光强度的影

响ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ 从图 ４ 可以看出ꎬ铅离子加

入碳点溶液后ꎬ碳点荧光发生猝灭ꎬ且荧光猝灭程

度随铅离子浓度增加而增大ꎮ 当铅离子浓度为

１􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ碳点荧光猝灭程度为 ７６􀆰 ７％ꎻ继续

提高碳点浓度ꎬ对碳点荧光猝灭程度没有明显影响ꎮ
考虑到碳点荧光恢复效率和线性范围ꎬ实验选择铅

离子浓度为 １􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌꎮ

图 ４　 铅离子浓度对碳点荧光强度的影响

２􀆰 ２􀆰 ２　 缓冲溶液 ｐＨ 的影响

改变缓冲溶液 ｐＨꎬ考察其对体系荧光恢复强度

ΔＦ 的影响ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ 从图 ５ 可以看出ꎬ随
着 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲溶液 ｐＨ 升高ꎬΔＦ 先增强后降低ꎻ
当 ｐＨ 为 ８􀆰 ５ 时ꎬΔＦ 达到最大ꎮ 故后续实验选择在

ｐＨ 为 ８􀆰 ５ 的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲溶液中进行ꎮ

图 ５　 ｐＨ 对体系荧光恢复强度的影响

２􀆰 ２􀆰 ３　 碳点浓度的影响

改变碳点浓度ꎬ考察其对体系荧光恢复强度 ΔＦ
的影响ꎬ结果如图 ６ 所示ꎮ 从图 ６ 可以看出ꎬ随着碳

点浓度增加ꎬΔＦ 先增强后有所减弱ꎻ当碳点浓度为

０􀆰 ０８ ｇ / Ｌ 时ꎬΔＦ 达到最大ꎬ因此后续实验选取碳点

浓度为 ０􀆰 ０８ ｇ / Ｌꎮ

图 ６　 碳点浓度对体系荧光恢复强度的影响

２􀆰 ２􀆰 ４　 反应时间的影响

室温下改变反应时间ꎬ考察其对体系荧光恢复

强度 ΔＦ 的影响ꎮ 结果表明ꎬ当多巴胺加入体系后ꎬ
ΔＦ 达到最大ꎬ且在 ３０ ｍｉｎ 内保持稳定ꎮ 故后续实

验选择在混匀 ５ ｍｉｎ 后进行荧光测定ꎬ并在 ３０ ｍｉｎ
内完成全部测定ꎮ
２􀆰 ３　 标准曲线

在优化实验条件下ꎬ对不同浓度的多巴胺标准

溶液进行荧光光谱扫描ꎬ以碳点体系荧光恢复强度

对多巴胺浓度作图ꎬ结果如图 ７ 所示ꎮ 从图 ７ 可以

看出ꎬ多巴胺浓度在 ０􀆰 ５ ~ ２５􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ 范围内与碳

点荧光恢复强度 ΔＦ 呈良好的线性关系ꎬ线性回归

方程为 ΔＦ ＝ ５􀆰 ２６５ ６４ｃ ＋ １０􀆰 ５００ ３８ꎬ相关系数为

０􀆰 ９９９ ２ꎬ检出限(３Ｓｂ / Ｓ)为 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌꎮ

图 ７　 标准曲线

２􀆰 ４　 共存物质的影响

当多巴胺浓度为 １０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ考察人血清

和尿液中可能共存物质对检测结果的干扰ꎮ 在相对

误差 ± ５％ 范围内ꎬ ２００ 倍的 Ｋ＋、 Ｎａ＋、 Ｃａ２＋、 Ｍｇ２＋、
ＮＯ－

３、Ｃｌ
－、葡萄糖、蔗糖ꎬ１００ 倍的甘氨酸、苏氨酸、精

氨酸、丙氨酸、赖氨酸、谷氨酸、酪氨酸、脯氨酸ꎬ１０
倍的抗坏血酸和尿酸ꎬ对多巴胺测定均无明显影响ꎮ
表明该方法对检测多巴胺具有较好的选择性ꎮ
２􀆰 ５　 分析应用

通过加标回收法对人血清和尿液样品中多巴胺

浓度进行检测ꎬ取 １＃和 ２＃待测液各 １􀆰 ０ ｍＬꎬ分别加

入不同浓度的多巴胺标准溶液ꎬ然后按实验方法测

定各样品荧光强度ꎬ求得各样品中多巴胺含量(各

􀅰５２２􀅰
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平行测定 ５ 份)ꎬ结果如表 １ 所示ꎮ 从表 １ 可以看

出ꎬ平均加标回收率为 ９６􀆰 ５％ ~ １０４􀆰 ５％ꎬ相对标准

偏差为 １􀆰 ８％~ ２􀆰 ７％ꎬ表明该方法具有较高的准确

度和精密度ꎬ可用于实际样品中多巴胺的定量分析ꎮ
表 １　 样品分析结果及回收试验(ｎ＝５)

样品
加入标准量 /

(μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

测得平均值 /

(μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

平均回收率 /

％

相对标准

偏差 / ％

１＃ ４􀆰 ０ ４􀆰 ０６ １０１􀆰 ５ ２􀆰 ３

　 ８􀆰 ０ ８􀆰 ２８ １０３􀆰 ５ １􀆰 ９

　 １２􀆰 ０ １１􀆰 ５８ ９６􀆰 ５ ２􀆰 ６

２＃ ５􀆰 ０ ４􀆰 ９１ ９８􀆰 ２ １􀆰 ８

　 １０􀆰 ０ １０􀆰 ４５ １０４􀆰 ５ ２􀆰 １

　 １５􀆰 ０ １４􀆰 ９４ ９９􀆰 ６ ２􀆰 ７

３　 结论

建立基于煤基碳点“关－开”型荧光探针检测多

巴胺含量的荧光分析法ꎮ 该方法具有操作简单快

速、灵敏度高及选择性好等优点ꎬ可用于人血清和尿

液中多巴胺的快速定量分析ꎮ
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