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ＣＤｓ / Ｅｕ３＋ 比率型荧光探针检测四环素
梁　 倩∗ꎬ郑梅琴ꎬ林冠烽ꎬ陈艳希ꎬ王　 群

(福建农林大学金山学院ꎬ福建 福州 ３５０００２)
摘要:本研究通过复合荧光碳点和铕离子ꎬ成功构建出比率型的荧光探针(ＣＤｓ / Ｅｕ３＋)ꎮ 将该探针应用于水体中四环素类

物质的检测ꎬ制备的双荧光探针对四环素展现出优异的灵敏度与选择性ꎮ 基于双荧光强度比值 Ｉ６１３ / Ｉ４５６与四环素浓度之间呈

现良好的线性关系ꎬ可实现检测限低至 １􀆰 ３２ μｍｏｌ / Ｌꎮ 同时ꎬ该探针对常见离子及外源干扰物具有较强的抗干扰能力ꎬ且整个

检测流程成本低廉、操作便捷、结果准确可靠ꎮ
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　 　 ２０２３ 年ꎬ中国生态环境部、工业和信息化部等

部门印发«重点管控新污染物清单» [１]ꎬ将抗生素列

入其中ꎮ 抗生素作为 ２０ 世纪医学领域的重要发现

之一ꎬ为保护人类健康和促进经济发展发挥了积极

重要的作用[２]ꎮ 然而抗生素进入机体后不能被完

全吸收ꎬ导致 ５０％ ~ ８０％的抗生素会以原型药物的

形式直接进入土壤、水、空气等自然环境中[３]ꎬ不仅

会污染土壤、水体等生态环境ꎬ还可能通过食物链进

入人体[４]ꎬ引发细菌耐药性、过敏反应等健康风

险[５]ꎮ 水环境是抗生素的主要归宿地之一ꎬ目前水

环境中大约有 ２２０ 种抗生素药物被检出[６]ꎬ其中四

环素(ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅꎬＴＣ)作为广谱抗菌药物[７]ꎬ被广泛

应用于畜牧业、水产养殖业及人类临床治疗中ꎬ是
水环境中检测到最为频繁的一种抗生素[８] ꎮ 如何

快速、灵敏、准确地检测四环素的含量ꎬ对于保障

食品安全、生态环境安全及人类健康具有很重要

的意义[９] ꎮ
传统的四环素检测方法如高效液相色谱法

(ＨＰＬＣ) [１０]、液相色谱－质谱联用法(ＬＣ－ＭＳ) [１１－１２]

及酶联免疫法[１３] 等ꎬ虽具有较高的检测精度ꎬ但存

在仪器昂贵、操作复杂、检测周期长等缺点ꎬ难以满

足现场快速检测的需求ꎮ 荧光探针检测技术凭借操

作简便、响应迅速、灵敏度高、成本低等优势ꎬ成为近

年来抗生素残留检测领域的研究热点[１４－１７]ꎮ
碳点(ｃａｒｂｏｎ ｄｏｔｓꎬＣＤｓ)作为一类新型零维碳基

纳米材料ꎬ因可调发光性、低毒性、多功能性及成本

低廉等原因ꎬ在生物成像、光电器件及环境传感等领

域展现出广阔应用前景[１８]ꎬ柠檬酸作为制备宏量碳

点最常用的材料之一[１９]ꎬ通过简单参杂然后微波法

即可获取宏量的碳点ꎬ因原料廉价、制备方法简单被

广泛用于碳点的制备及应用[２０]ꎮ 基于碳点的比率

型荧光探针[２１－２３]ꎬ通过引入 ２ 个荧光发射峰的强度

比值作为检测信号[２４]ꎬ可有效消除单荧光探针浓

度、激发光强度、检测环境等因素的干扰ꎬ显著提高

检测的稳定性和准确性[２５－２６]ꎮ
本文中采用微波法以柠檬酸与聚乙烯亚胺为原料

制备了荧光碳点(ＣＤｓ)ꎬ将 ＣＤｓ 与铕离子(Ｅｕ３＋) [２７]

简单混合ꎬ即可构筑 ＣＤｓ / Ｅｕ３＋ 双发射荧光探针ꎬ基
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于碳点的比率型荧光探针ꎬ通过引入 ２ 个荧光发射

峰的强度比值作为检测信号ꎬ可有效消除单荧光探

针浓度、激发光强度、检测环境等因素的干扰ꎬ显著

提高检测的稳定性和准确性[２３]ꎮ 将其用于水溶液

中四环素的比率荧光检测ꎬ无需复杂的化学修饰ꎬ即
可实现在真实水样中四环素的检测ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 主要试剂

柠檬酸、聚乙烯亚胺、氢氧化钠、Ｅｕ(ＮＯ３) ３、四
环素、Ｆｅ(ＮＯ３) ２、Ｎｉ(ＮＯ３) ２、Ｐｂ(ＮＯ３) ２、Ｚｎ(ＮＯ３) ２、
Ｃｕ ( ＮＯ３ ) ２、 Ｍｇ ( ＮＯ３ ) ２、 Ｃｒ ( ＮＯ３ ) ３、 Ｂａ ( ＮＯ３ ) ２、
Ｃａ(ＮＯ３) ２、ＡｇＮＯ３、ＮａＮＯ３、Ｃｄ(ＮＯ３) ２ꎬ所有试剂均

购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司ꎮ 以上试剂

均未经进一步纯化ꎮ
１􀆰 ２　 主要仪器

样品的 ＦＴ－ＩＲ 光谱采用傅里叶变换红外光谱

仪 ＡＶＡＴＡＲ３６０ 型(美国瓦里安公司)测试ꎬＸＰＳ 谱

图由 ＥＳＣＡＬＡＢ２５０Ｘｉ 型 Ｘ－射线光电子能谱仪(美
国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)测得ꎬＺＥＴＡ 电位由

ＺＥＴＡＰＡＬＳ 型 ＺＥＴＡ 及粒度分布仪(美国布鲁克海

文仪器公司)测得ꎬＵＶ－Ｖｉｓ 光谱采用紫外吸收光谱

仪 ＵＶ－２６００(日本岛津公司)测量ꎬ荧光光谱采用荧

光光谱仪 ＦＳ５(英国爱丁堡仪器公司)测得ꎮ
１􀆰 ３　 ＣＤｓ / Ｅｕ３＋的制备

先用微波法制备碳点ꎬ将 ０􀆰 ２ ｇ 柠檬酸和 ０􀆰 １ ｇ
聚乙 烯 亚 胺 溶 解 在 １０ ｍＬ 去 离 子 水 中ꎬ 超 声

１０ ｍｉｎꎬ再将混合液置于 ７００ Ｗ 微波炉中高火加热

５ ｍｉｎꎬ得到褐色固体ꎮ 将其用蒸馏水溶解后离心ꎬ
经 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤除去大颗粒杂质ꎬ多余的小分

子使用透析袋(１ ０００ ｕ)透析 ２４ ｈ 除去ꎬ得到黄色透

明碳点溶液ꎮ
取碳点溶液 ２００ μＬ 与 ５０ μＬ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ 的

Ｅｕ(ＮＯ３) ３ 溶液混合ꎬ即得到 ＣＤｓ / Ｅｕ３＋ 双发射荧光

体系ꎮ
１􀆰 ４　 四环素的检测

在室温条件下ꎬ５０ μＬ ＣＤｓ / Ｅｕ３＋溶液和 ２００ μＬ
磷酸缓冲溶液混合均匀ꎬ不同浓度的四环素溶液加

入到上述溶液中ꎬ快速混合均匀并稀释至 ４ ｍＬꎬ在
最大激发波长条件下分别记录双荧光强度(荧光强

度记 Ｉ１、Ｉ２)ꎬ以 Ｉ２ / Ｉ１ 为纵坐标ꎬ四环素浓度为横坐

标绘制标准曲线ꎬ实验重复 ３~５ 次ꎮ 通过拟合公式

计算出最低响应值(ＬＯＤ)ꎬ计算公式如下:
ＬＯＤ ＝ ３σ / Ｓ (１)

式中ꎬＳ 为斜率ꎻσ 为空白标准差ꎮ
１􀆰 ５　 检测体系稳定性及常用离子干扰

先用超纯水配制 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ、ｐＨ 分别为 ６􀆰 ０ ~
１０􀆰 ０ 的硼酸－四硼酸钠缓冲溶液ꎮ 分别用移液枪移

取 １００ μＬ 的 ＣＤｓ 和 １００ μＬ 的 Ｅｕ３＋至 ４ ｍＬ 离心管

中ꎬ加入 ５００ μＬ 的不同 ｐＨ 缓冲溶液ꎬ最后加入 １００ μＬ
的四环素溶液ꎬ在最大激发波长条件下分别记录双

荧光强度(荧光强度记 Ｉ１、Ｉ２)ꎬ比较不同 ｐＨ 缓冲溶

液中荧光强度比值ꎮ
分别将浓度为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 Ｎａ＋、Ｍｇ２＋、 Ｋ＋、

Ｃａ２＋、Ｂａ２＋、Ｆｅ２＋、ＳＯ２＋
４ 、Ｃｌ－ ８ 种离子及葡萄糖、尿素

溶液各 １００ μＬꎬ加入 ＣＤｓ / Ｅｕ３＋－ＴＣ 体系在最大激发

波长条件下分别记录双荧光强度(荧光强度记 Ｉ１、
Ｉ２)ꎬ计算双荧光强度比值ꎮ
１􀆰 ６　 实际样品分析

以本研究设计的双荧光探针体系对实际水样中

的四环素进行检测分析ꎮ 实际样品选取至当地湖

水ꎮ 将一定浓度的四环素添加到含有 ＣＤｓ / Ｅｕ３＋ 的

水样中ꎬ记录荧光光谱ꎬ回收率(％)是测试出四环

素的量与加标样品的量之比ꎮ 通过在相同条件下重

复实验 ３ 次获得相对标准偏差(ＲＳＤ)ꎮ 用标准曲线

计算水样中四环素残留物的浓度ꎬ回收率的计算方

式如下:
回收率(％) ＝ (Ａ添 / Ａ测) × １００％ (２)

式中ꎬＡ添 为实际添加四环素的浓度ꎻＡ测 为实际检测

四环素的浓度ꎮ
１􀆰 ７　 数据分析

本研究中所有数据均使用 ＳＰＳＳ 数据分析软件

分析和 ＯＲＩＧＩＮ 作图ꎬ荧光性质数据处理中ꎬ均采用

３ 组平行实验ꎬ计算结果以平均值±方差表示ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 碳点的组成分析

通过微波法制备的碳点溶液在 ３５５ ｎｍ 紫外线

照射下呈现强烈蓝色荧光ꎬ图 １ 为碳点的 ＦＴ－ ＩＲ
图ꎬ位于 ３ ４１０ ｃｍ－１处的吸收峰归属于—ＯＨ / —ＮＨ
的伸缩振动ꎬ１ ５７８ ｃｍ－１处的吸收峰归属于 Ｃ􀪅􀪅Ｃ 伸

缩振动ꎬ而 １ ３８９ ｃｍ－１处的吸收峰可以认为是由 Ｃ—
Ｈ 键的弯曲振动引起的ꎬ１ ３８９~１ ０８０ ｃｍ－１主要归属

Ｃ—ＯＨ 弯曲振动引起ꎬＦＴ－ＩＲ 图标明碳点表面存在

丰富的 Ｎ—Ｈ、Ｏ—Ｈ、Ｃ􀪅􀪅Ｃ 和 Ｃ—Ｈ 等基团ꎮ ＺＥＴＡ
电位测定碳点表面电位为－１１􀆰 ６ ｍＶꎬ使得碳点具有

良好的分散性和稳定性ꎮ
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图 １　 碳点的红外谱图

另外ꎬＸＰＳ 常用于分析碳点的元素组成及化学

键的成键方式ꎮ 从图 ２(ａ)ＣＤｓ 总峰图中可以看出ꎬ
碳点主要由 Ｃ(２８５ ｅＶ)、Ｎ(４００ ｅＶ)、Ｏ(５３３ ｅＶ)３
种元素组成ꎬ含量分别为 ６４􀆰 ０４％、５􀆰 ９％、３０􀆰 ０６％ꎬ
表明 Ｎ 元素成功地掺杂进去ꎮ 从 Ｃ １ｓ 的高分辨谱

图[图 ２(ｂ)]可以得出 Ｃ １ｓ 由 Ｃ—Ｃ ２８４􀆰 ３ ｅＶ 和

Ｃ—Ｏ ２８５􀆰 ６ ｅＶ 组成ꎬＮ １ｓ 主要形成了 Ｎ—Ｈ(３９９􀆰 ７
ｅＶ)和 Ｃ—Ｎ(４０１ ｅＶ)键[图 ２(ｃ)]ꎬ从 Ｏ １ｓ 的高分

辨谱图[图 ２(ｄ)]可以得出 Ｏ １ｓ 由 Ｃ—Ｏ、Ｃ􀪅􀪅Ｏ 键

组成ꎬ这些结果与红外谱图所得结论一致ꎮ

(ａ)ＣＤｓ 的 ＸＰＳ 全谱图 (ｂ)Ｃ １ｓ 的 ＸＰＳ 谱图

(ｃ)Ｎ １ｓ 的 ＸＰＳ 谱图 (ｄ)Ｏ １ｓ 的 ＸＰＳ 谱图

图 ２　 ＣＤｓ 的 ＸＰＳ 能谱图

２􀆰 ２　 ＣＤｓ / Ｅｕ３＋比率探针检测 ＴＣ 及机理分析

作为比率荧光探针ꎬ利用四环素(ＴＣ)与探针之

间的特异性相互作用实现定量检测ꎬ图 ３(ａ)荧光光

谱图显示ꎬ在 ３５５ ｎｍ 光激发下ꎬＣＤｓ / Ｅｕ３＋探针呈现

出 ２ 个 特 征 荧 光 发 射 峰 ＣＤｓ 呈 现 蓝 色 荧 光

(４５６ ｎｍ)ꎬ而 Ｅｕ３＋则呈现红色荧光(６１３ ｎｍ)ꎬ且随

四环素浓度增加呈现反向同步变化ꎮ 即随着四环素

浓度的升高ꎬＣＤｓ 的蓝色荧光逐渐减弱ꎬ而 Ｅｕ３＋的红

色荧光逐渐升高ꎬ体系颜色变化如图 ３(ｂ)所示呈蓝

色→粉色→红色变化过程ꎬ二者的比值与 ＴＣ 的浓

度具有一定关系ꎬ可用于 ＴＣ 的定量检测ꎮ

(ａ)荧光光谱图

(ｂ)紫外灯照射照片

图 ３　 不同四环素浓度(μｍｏｌ / Ｌ)荧光光谱图和

紫外灯照射照片

从图 ４ 紫外图谱中可以看出ꎬ在 ３５０ ｎｍ 处ꎬＴＣ
溶液有明显的紫外吸收峰而 ＣＤｓ / Ｅｕ３＋ 体系无明显

紫外吸收ꎬ当 ＴＣ 溶液和 ＣＤｓ / Ｅｕ３＋混合后在 ３９０ ｎｍ
处出现一个新的吸收峰ꎬ说明 ＣＤｓ 与 Ｅｕ３＋ 成功络

合ꎮ 原因是 ＴＣ 分子具有 β－二酮结构ꎬ能够与 Ｅｕ３＋

形成稳定的配合物(Ｅｕ－ＴＣ)ꎬ在紫外光激发下ꎬＴＣ
吸收的能量通过“天线效应”高效转移给 Ｅｕ３＋ꎬ进而

激发和增强 Ｅｕ３＋在 ５９０ ｎｍ 处和 ６１３ ｎｍ 处的特征荧

光ꎮ ＴＣ 分子则通过内滤效应吸收激发光能量ꎬ导致

ＣＤｓ 的蓝色荧光强度(４５６ ｎｍ)逐渐减弱ꎮ

１—ＣＤｓ / Ｅｕ３＋ꎻ２—ＴＣꎻ３—ＣＤｓ / Ｅｕ３＋＋ＴＣ

图 ４　 ＣＤｓ / Ｅｕ３＋、ＴＣ、ＣＤｓ / Ｅｕ３＋＋ＴＣ 的

紫外吸收光谱图

２􀆰 ３　 比率荧光法检测四环素

由图 ５ 可知ꎬＣＤｓ 的荧光强度(４５６ ｎｍ)随着 ｐＨ
的升高而降低ꎬ而 Ｅｕ３＋的荧光强度在 ｐＨ 为 ８ 时最

强ꎬ当溶液在 ｐＨ ＝ ９􀆰 ０ 时ꎬ体系的荧光强度比( Ｉ６１３ /
Ｉ４５６)最大ꎮ 由于过高的 ｐＨ 可能会使 Ｅｕ３＋水解导致
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荧光强度减弱ꎬ因此实验采用 ｐＨ ＝ ９􀆰 ０ 的 ＢＲ 缓冲

溶液进行后续实验ꎮ

１—Ｉ４５６ꎻ２—Ｉ６１３ꎻ３—Ｉ６１３ / Ｉ４５６

图 ５　 不同 ｐＨ 缓冲溶液检测体系荧光强度及

荧光比值

在最佳的实验条件下ꎬ实验记录了滴加不同浓

度 ＴＣ 后 ＣＤｓ－Ｅｕ３＋荧光强度变化情况ꎮ 如图 ３(ａ)
所示ꎬ 随 着 ＴＣ 浓 度 的 增 大ꎬ ＮＣＤｓ 荧 光 强 度

(４５６ ｎｍ)逐渐下降ꎬＥｕ３＋在 ６１３ ｎｍ 处的荧光发射峰

强度不断增强ꎮ 图 ６ 为荧光强度比( Ｉ６１３ / Ｉ４５６)与 ＴＣ
浓度在 ５~１ ０００ μｍｏｌ / Ｌ 范围内呈线性关系ꎬ线性方

程为:Ｉ６１３ / Ｉ４５６ ＝ ０􀆰 ０１１６×[Ｃ] ＋０􀆰 ２４５ ２ꎬ线性相关系

数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ９ꎬ经计算最低检测限为 １􀆰 ３２ μｍｏｌ / Ｌꎮ
同时ꎬ实验选取了一些水体中常见的离子和其他干

扰物研究 ＣＤｓ / Ｅｕ３＋比率荧光探针的抗干扰性ꎬ由图

７ 可以看出ꎬ多数干扰物不会影响该比率荧光探针

的荧光强度ꎬ只有 ＴＣ 的加入才会使荧光强度变化ꎬ
说明常见的离子及葡萄糖、尿素等小分子均不会影

响双荧光体系对 ＴＣ 的检测ꎮ

图 ６　 不同浓度四环素溶液与荧光比值线性关系

图 ７　 不同离子及干扰物对荧光比值的影响

２􀆰 ４　 比率荧光探针在水体中检测四环素及其回收

效率

为了进一步验证比率荧光探针在实际水样中的

应用ꎬ实验选取当地湖水为检测水样ꎮ 水样先以

１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ后用 ０􀆰 ２２ μｍ 的滤膜过

滤ꎮ 将不同用量的四环素加到实际水样中进行加标

回收实验ꎮ 实验结果如表 １ 所示ꎬ回收量与加入量

基本吻合ꎮ 回收率在 １００％ ~ １０５％范围内ꎬ每个样

品平行实验 ３ 次得到的相对标准偏差(ＲＳＤ)均低

于 ５％ꎮ 这表明所提出的方法具有较好的重现性

和准确性ꎬ证实了其在实际水体中测定四环素的

可行性ꎮ
表 １　 实际水体中四环素的检测

样品
加入量 /

(μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

回收量 /

(μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

回收率 /
％

ＲＳＤ /
％

１ １００ １０４􀆰 ５ １０４􀆰 ５ ３􀆰 ７６

２ ２００ ２００􀆰 ４ １００􀆰 ２ ２􀆰 ８３

３ ３００ ３０７􀆰 ２ １０２􀆰 ４ ３􀆰 ２５

３　 结论

本研究以柠檬酸作为碳源、聚乙烯亚胺作为氮

源通过一步微波法制备可发射强烈荧光的碳点ꎬ和
稀有金属铕离子通过简单混合即获得具有双发射波

长的荧光探针ꎮ 将其应用于四环素的检测中ꎬ双荧

光强度比值和四环素浓度有良好的线性关系ꎬ探针

的最低响应值为 １􀆰 ３２ μｍｏｌ / Ｌꎬ检测限优于大部分

四环素类物质的检测方法ꎬ同时对常见金属离子及

外源物抗干扰能力强ꎬ整个检测过程成本低廉且快

速准确ꎬ在实际水样中的添加回收率实验也表现出

了良好的灵敏度和选择性ꎮ 以上结果表明ꎬＣＤＳ /
Ｅｕ３＋比率荧光探针在四环素的检测具有良好的潜

力ꎬ后续将进一步验证该荧光探针在动植物食品、土
壤等环境中四环素检测的实际应用ꎮ
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蓝星推出全新 ＰＵＲＥＳＩＬ 有机硅美妆原料

　 　 近日ꎬ蓝星有机硅正式推出三项美妆原料创新成

果———两款有机硅原料 ＰＵＲＥＳＩＬ ＯＲＧ ０４１５、ＰＵＲＥＳＩＬ

ＯＲＧ ０５１５ 及多功能乳化剂 ＰＵＲＥＳＩＬ ＥＳＧ ０３ꎬ进一步丰

富公司化妆品领域高性能、可持续原料解决方案ꎮ

两款 ＰＵＲＥＳＩＬ ＯＲＧ 系列产品采用生物基、可再生

且易生物降解的载体体系ꎬ有效降低化石基原料使用比

例ꎬ兼具稳定技术性能与卓越肤感ꎮ ＰＵＲＥＳＩＬ ＥＳＧ ０３ 可

实现颜料和矿物防晒成分超均匀分布ꎬ减少团聚现象ꎬ提

升产品的长期稳定性、功能性与感官体验ꎬ尤其适用于无

水体系ꎮ 三款新品的推出ꎬ为美妆行业提供了兼顾性能

与环保的原料新选择ꎮ (中化蓝星)
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