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共振能量转移同步荧光猝灭法测定
水体中孔雀石绿
毛永强+!)

"李"娜+

!
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矿山热动力灾害与防治教育部重点实验室! 阜新 +)D***#

摘"要"采用 EG半胱氨酸%巯基乙酸为稳定剂水相合成 ,AH0量子点!且以 ,AH0量子点为能量供体%孔雀石绿为能量

受体建立荧光共振能量转移体系!从而实现孔雀石绿含量的同步荧光猝灭法测定$ 结果表明!当固定波长差为 ))* /9时!

,AH0量子点的同步荧光最大发射波长位于 D)D /9$ 在最优实验条件下!体系的同步荧光淬灭强度与孔雀石绿的浓度在

*B# I+*B*
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9%&JE范围内呈良好的线性关系!相关系数为 *B!!!#!方法的检出限为 +* /9%&JE$ 该方法用于实际水样中孔

雀石绿含量的测定!加标回收率为 !bC I+*#C$
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作者简介!毛永强"+!>b(#!男!博士!讲师!主要从事功能纳米材料

的研究工作$ 7G95.&)95%=Wd:T3'0A3'X/

!

通讯联系人!7G95.&)&./595%=%/;W.5/;d+)Q'X%9

""孔雀石绿"95&5X-.:0;400/!<n#是一种人工合

成的三苯甲烷类有机染料!易溶于水!曾作为杀菌剂

在水产养殖业中广泛使用$ 但由于孔雀石绿具有潜

在的致癌%致畸和致突变等毒副作用!欧美和中国等

国家已立法禁止其用于水产养殖业$ 然而!由于孔

雀石绿抗菌效果好且价格低廉!少数商贩仍违法使

用!因此孔雀石绿的日常监控对于保障人民食品安

全具有重要意义$ 目前!孔雀石绿的检测方法有紫

外光谱法
*++

%荧光光谱法
*)+

%液相色谱法
*D+

%液相色

谱G质谱法
*bGQ+

和表面增强拉曼光谱法
*>+

等$

近年来!量子点以其激发光谱宽%发射光谱窄%

量子产率高及光稳定性好等优势引起研究者的广泛

关注
*M+

$ 以量子点作为荧光探针!已成功用于金属
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离子
*!G+++

% 蛋 白 质
*+)G+b+

% 生 物 分 子
*+#G+>+

% 兽 药 残

留
*+M!+!+

和农药残留
*)*!)++

等分析检测中$ 荧光共振

能量转移 " 6&3%401X0/X0401%/5/X00/04;=:45/1604!

f̀ 7H#是一种非辐射能量跃迁!通过供体分子和受

体分子间的电偶极相互作用实现分子间的能量转

移!为研究分子间的相互作用及其定量分析提供新

思路
*))!)D+

$

本实验采用 EG半胱氨酸%巯基乙酸为稳定剂水

相合成 ,AH0量子点!发现 ,AH0量子点荧光发射光

谱和孔雀石绿吸收光谱有较好重叠!且两者通过静

电引力结合而拉近距离!故以 ,AH0量子点为供体%

孔雀石绿为受体建立能量共振转移体系!并将该体

系用于孔雀石绿含量的同步荧光猝灭法测定!其线

性范围为 *'# I+*'*

!

9%&JE!检出限为 +* /9%&JE$

相比于液相色谱法等传统方法!本方法操作过程简

单!且避免使用有机溶剂'而与常规荧光法相

比
*)b!)#+

!本方法发射光谱窄而对称%检出限更低!已

成功用于实际水样中孔雀石绿的测定$

:;实验部分

:':;试剂和仪器

+'+'+"试"剂

碲粉"!!B!!C!天津市科密欧化学试剂开发中

心#!硼氢化钠 " !QC!国药集团化学试剂有限公

司#!巯基乙酸 " !#C!天津市光复精细化工研究

所#!EG半胱氨酸"!!C!阿拉丁试剂公司#!,A,&

)

,

)'#V

)

e"天津市科密欧化学试剂开发中心#!孔雀石

绿"!!C!阿拉丁试剂公司#!其余所用试剂均为分

析纯!使用前未经纯化$ 实验用水为去离子水$

+'+')"仪"器

荧光分光光度计 "fGb#**!日立公司#!紫外可

见分光光度计 "Z$GD*+*!日立公司#! YV计 " YV@G

D,!上海精密科学仪器#!集热式恒温加热磁力搅拌

器"_fG+*+@!山东鄄城华鲁电热仪器有限公司#!数

控超声波清洗器 "gmG#*_F!昆山市超声仪器有限

公司#!透射电子显微镜 "27<G)+**!日本电子公

司#$

:A<;W.>2量子点的合成

根据文献方法并做轻微修改
*)Q+

!将 *B*bD ;硼

氢化钠和 *B*M* ;碲粉装入小试管中!加入 # 9E去

离子水后于冰浴中反应 M -!得到淡紫色的 (5VH0

水溶液$ 称取 *B)M# 9;,A,&

)

,)B#V

)

e加水溶解

后!转移到 #** 9E的三口烧瓶中!在氮气保护下!加

入 ++#

!

E巯基乙酸和 *'+M* ;EG半胱氨酸!用浓度

为 + 9%&JE的 (5eV溶液调解 YV值至 ++B*!磁力搅

拌 +* 9./ 后!用注射器注入新制 (5VH0水溶液!

+**i温度下回流反应 )'* - 后得到实验所需的

,AH0量子点$

:'=;孔雀石绿的测定

在一系列 # 9E比色管中!依次加入 +B# 9E

,AH0量子点溶液%+ 9EH4.1GV,&缓冲溶液 " YVL

MB*#和一定量的孔雀石绿标准溶液!用去离子水定

容至刻度并混匀!室温下稳定 +* 9./$ 在波长差
()

L))* /9!激发和发射狭缝均为 # /9!同步扫描激

发和发射单色器!测定体系的同步荧光强度$

<;结果与讨论

<A:;W.>2量子点的结构表征

图 + 为所合成的 ,AH0量子点的透射电镜

"H7<#照片$ 由图 + 可知!,AH0量子点颗粒近似呈

圆球形!分散性较好!粒径尺寸分布也均匀!平均粒

径约为 bB) /9$

图 +",AH0量子点的的 H7<照片

f.;'+"H7<.95;0%6,AH0m_1

<A<;W.>2量子点的光谱表征

图 ) 为所合成的 ,AH0量子点的紫外G可见吸收

光谱"曲线 5#%荧光发射光谱"曲线 [#和同步荧光

光谱"曲线 X#$ 由图 ) 可知!,AH0量子点的紫外吸

收峰为 #** /9!荧光发射峰位于 ##* /9"激发波长

)

LD#* /9#'同时!当波长差
()

L))* /9时!同步

荧光发射峰位于 D)D /9'与荧光发射光谱相比!同

步荧光发射光谱的峰形窄而对称%荧光强度也更强$

<'=;共振能量转移体系的构建

共振能量转移体系的建立必须满足 ) 个条件!

首先供体的荧光发射峰与受体的吸收峰峰有一定的

Q#*)
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图 )",AH0量子点的紫外G可见吸收光谱"5#%荧光光谱

"[!

)

0]

LD#* /9#和同步荧光光谱"X!

()

L))* /9#

f.;')"P[1%4Y:.%/ 1Y0X:439 "5#! 6&3%401X0/X01Y0X:439

"[!

)

0]

LD#* /9# 5/A 1=/X-4%/%316&3%401X0/X0

1Y0X:439 "X!

()

L))* /9# %6,AH0m_1

重叠!其次能量供体与受体间距离必须足够接近$

图 D 为 ,AH0量子点的荧光发射光谱"曲线 5#和孔

雀石绿的紫外G可见吸收光谱"曲线 [#$ 由图 D 可

知!,AH0量子点的荧光发射峰位于 #D* /9处!而孔

雀石绿的吸收光谱最大峰位于 Q+M /9处!两者的光

谱有较好重叠!这为两者发生有效的能量转移提供

前提条件$ 同时!,AH0量子点表面的巯基乙酸和 EG

半胱氨酸含有丰富羧基!在最佳 YV值条件下!,AH0

量子点表面带负电荷'而孔雀石绿是一种带有正电

荷的三苯甲烷类阳离子染料!两者通过静电引力结

合而拉近距离!进而满足共振能量转移的 ) 个条件$

图 D",AH0量子点的荧光发射光谱

"5#和 <n的紫外G可见吸收光谱"[#

f.;'D"79.11.%/ 1Y0X:439 "5# %6,AH0m_15/A

Z$G$.15[1%4Y:.%/ 1Y0X:439 "[# %6<n

<AS;W.>2量子点与孔雀石绿体系的荧光光谱

在 ,AH0量子点与孔雀石绿的共振能量转移过

程中!由于孔雀石绿作为非荧光染料不会产生荧光!

仅能观察到 ,AH0量子点的同步荧光猝灭现象!因

此通过测定 ,AH0量子点的同步荧光淬灭程度来考

察共振能量转移的发生$ 在 +'# 9E,AH0量子点溶

液%+ 9EH4.1GV,&缓冲溶液"YVLM'*#的 # 9E比色

管中!依次加入不同浓度的孔雀石绿标准溶液!用去

离子水定容至 # 9E!室温下反应 +* 9./ 后!在波长

差
()

L))* /9条件下!测定体系的同步荧光强度!

结果如图 b 所示$ 由图 b 可知!随着孔雀石绿浓度

的增加!,AH0量子点的同步荧光强度逐渐降低$ 由

此推断!孔雀石绿吸收了 ,AH0量子点所发射的荧

光能量!二者之间发生有效的能量传递!通过 ,AH0

量子点同步荧光强度的变化!从而实现孔雀石绿含

量的定量测定$

图 b"不同浓度孔雀石绿对 ,AH0量子点同步荧光

强度的影响

f.;'b"@=/X-4%/%316&3%401X0/X009.11.%/ 1Y0X:45%6,AH0

m_1./ :-0Y4010/X0%6<n\.:- 854.%31X%/X0/:45:.%/1

<'V;实验条件的优化

)'#'+"波长差
()

值的选择

在不同波长差
()

条件下!分别对 ,AH0量子点

溶液%,AH0量子点和孔雀石绿的混合溶液及孔雀石

绿溶液进行同步荧光光谱扫描$ 当
()

L))* /9

时!,AH0量子点的同步荧光强度最大且猝灭程度最

大$ 因此实验选择
()

L))* /9进行孔雀石绿的同

步荧光测定$

)'#')"缓冲溶液 YV值对体系同步荧光强度的

影响

量子点的荧光强度容易受到溶液 YV值的影

响!考察 H4.1GV,&缓冲溶液 YV值在 #B* I!B* 范围

内对体系同步荧光强度的影响$ 当 H4.1GV,&缓冲溶

液 YV值为 M'* 时!体系的同步荧光强度猝灭最大$

因此实验选择 YVM'* 的 H4.1GV,&缓冲溶液为反应

>#*)
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的缓冲溶液$

)'#'D"量子点浓度对体系相对同步荧光强度的

影响

量子点浓度过高或过低会使量子点发生猝灭效

应或反应不完全!考察量子点浓度对反应体系同步

荧光强度的影响$ 当量子点浓度为 *B+#

!

9%&JE

时!孔雀石绿对量子点的同步荧光强度猝灭能力最

大$ 考虑到孔雀石绿测定的线性范围和灵敏度!实

验选择 ,AH0量子点溶液为 *B+#

!

9%&JE$

)'#'b"反应时间对体系同步荧光强度的影响

在最优实验条件下!考察反应时间对体系同步

荧光强度的影响$ 结果表明!溶液反应 +* 9./ 后!

体系的同步荧光强度趋于稳定!且在 b* 9./ 内不

变$ 因此!实验选择反应 +* 9./ 后进行体系同步荧

光强度的测定$

<'I;线性范围与检出限

由图 b 可知!随着孔雀石绿浓度的增加!体系的

同步荧光强度逐渐降低!表明孔雀石绿对 ,AH0量

子点具有荧光猝灭作用$ 进一步考察其线性关系!

结果体系的同步荧光猝灭强度与孔雀石绿浓度在

*'# I+*B*

!

9%&JE范围内存在良好的线性关系$

线性方程为 ,

*

N,L###'QD-j)>'bDM!相关系数为

*'!!!#!检出限为 +* /9%&JE$ 对浓度分别为 )B*%

b'* 和 Q'*

!

9%&JE的孔雀石绿溶液平行测定 +*

次!其相对标准偏差分别为 +'*C%+'MC和 )')C!

表明该方法具有良好的精密度$

<'J;干扰实验

在最优实验条件下!考察水中共存离子对孔雀

石绿测定的影响!结果如表 + 所示$ 从表 + 可知!当

孔雀石绿浓度为 +B*

!

9%&JE!孔雀石绿浓度 )** 倍

的 g

j

% (5

j

% ,&

N

% (e

N

D

和 @e

) N

b

! #* 倍的 <;

) j

%

,5

) j

%R/

) j

%P&

D j

和 </

) j

!对孔雀石绿的测定不产生

干扰"相对误差在 k#C范围内#!表明该方法对水

体中孔雀石绿具有很好的选择性$

表 :;共存离子对 W.>2量子点同步荧光强度的影响"!ZI#

>-)42:;!332/'+3/+2C%&'%,1 &*)&'-,/2&+,'02&8,/0(+,+*&

34*+(2&/2,/2%,'2,&%'8 +3W.>2[$&"!ZI#

共存

离子

浓度

"

!

9%&JE#

相对误差

"C#

共存

离子

浓度

"

!

9%&JE#

相对误差

"C#

g

j

)** jD'+

<;

) j

#* ND'M

(5

j

)** N)'D

,5

) j

#* N)'b

,&

N

)** j+'M

R/

) j

#* jD'b

(e

N

D

)** j)'Q

P&

D j

#* jb')

@e

) N

b

)** j)'D

</

) j

#* j)')

<'G;实际样品的分析

取某渔业养殖户养鱼用水样 + *** 9E加热浓

缩!待溶液冷却后!用 *B))

!

9滤膜过滤!收集滤液

定容于 +** 9E容量瓶中$ 取适量处理过水样!加入

一定量 7_HP掩蔽剂!按实验方法和传统分析方法

"V?E,法#测定孔雀石绿含量!同时进行加标回收

实验!结果见表 )$ 由表 ) 可知!水样均未检出孔雀

石绿!加标回收率为 !QC I+*#C$ 与V?E,法进行

对照检测处理后样品中孔雀石绿含量!结果相吻合!

故该方法能够用于实际水样中孔雀石绿含量的测

定$ 但相比于 V?E,法等传统方法!本法实验操作

更简单!且避免使用有机溶剂$

表 <;水样中孔雀石绿的测定结果"!ZI#

>-)42<;$2'2(@%,-'%+,(2&*4'&+3K\%,9-'2(&-@542&"!ZI#

样 品
空白值!

"

!

9%&JE#

加标量

"

!

9%&JE#

V?E,法测定值

"

!

9%&JE#

本法

测定值 k̀ @_

"

!

9%&JE#

回收率

"C#

养鱼用水 + ( *'#* *'b! *'bM k+'b !Q

养鱼用水 ) ( +'** *'!M +'*# k+'Q +*#

养鱼用水 D ( #'** #'+) b'!D k)'* !M

""注)

!空白值以 V?E,法检测! N表示未检出$

=;结;论

采用水相法合成 EG半胱氨酸%巯基乙酸修饰的

,AH0量子点!且以 ,AH0量子点为能量供体%孔雀石

绿为能量受体构建荧光共振能量转移体系$ 基于

f̀ 7H体系!实现 ,AH0量子点与孔雀石绿之间的能

量转移!建立一种孔雀石绿含量的同步荧光猝灭法$

在最优实验条件下!孔雀石绿浓度在 *B# I+*B*

!

9%&JE范围内!与体系的同步荧光猝灭强度呈良好

的线性关系!相关系数为 *B!!!#!检出限为 +*

/9%&JE$ 该方法操作简单%灵敏度高!能够用于实际

水样中孔雀石绿含量的测定!这将为环境检测提供

新参考!对于保障食品安全具有重要意义$

M#*)
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