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基于双分子识别荧光猝灭法高选择性测定多巴胺
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摘 � 要 � 制备了以二硫基琥珀酰亚胺丙酸酯, 4-巯基苯硼酸功能化 CdT e量子点探针, 对其进行了 X-射线光

电子能谱和透射电镜表征。在 431 nm 激发波长下, 对探针及加入多巴胺后进行发射光谱扫描,最大发射峰

红移,在最大发射波长处, 多巴胺对合成的探针具有猝灭效应, 且多巴胺对体系的猝灭程度与多巴胺的量呈良

好的线性关系,据此建立了一种直接、灵敏、选择性好的测定多巴胺的方法。在最佳条件下,多巴胺的其线性

范围为 0. 02~ 20. 0 mmo l/ L ,线性回归方程为�F= 20. 1+ 31. 7C( mmol/ L) ,相关系数为 R2= 0. 987, 检出限为 4.

9 nmol/ L。本方法已成功用于多巴胺注射液、血清及尿样中多巴胺的测定,结果满意。
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1 � 引 � 言

多巴胺( DA)是一种重要的神经信息传递物质,脑内多巴胺的释放和吸收与精神分裂症和帕金森氏

症密切相关
[ 1]
。因此,建立快速、灵敏、高选择、可靠的多巴胺分析方法对于神经生理学研究、疾病诊断

及相关药物的质量控制均有重要意义。目前, 测定多巴胺的方法有电化学法[ 2~ 4]、色谱法[ 5, 6] 和光谱

法[ 7, 8] , 这些方法中虽然有的灵敏度较佳、选择性较好和操作较简易, 但是仍然不能满足目前要求高选

择、高灵敏和快速的检测方式,限制了其使用范围,对于多巴胺的检测仍是一种挑战。

量子点是一种发光纳米颗粒,与传统的有机荧光染料相比, 量子点具有荧光量子产率高、光化学稳定性

好等优良特性, 是一种很有发展潜力的荧光探针。近年来, 量子点广泛应用于生物成像[ 9]、生物标记[10]。同

时,基于量子点的荧光增强或猝灭效应, 量子点还应用于重金属离子的检测[ 11]和药物含量的测定[ 12] 。

本研究采用二硫基琥珀酰亚胺丙酸酯( DSP) , 4-巯基苯硼酸( M BA)中的巯基与 CdT e量子点相结

合, DSP与 MBA对 CdT e进行功能化( M BA-DSP-CdT e QDs) , 不仅能起到稳定 CdT e的作用, 同时它

们能与多巴胺作用, 具有双分子识别多巴胺的作用,多巴胺引起功能化探针聚合,使得探针荧光发生猝

灭。双分子识别荧光猝灭法将双分子识别的选择性
[ 13, 14]

和荧光猝灭法的高灵敏度
[ 15, 16]

结合,抗坏血酸

与尿酸无需分离,对测定结果无影响。本方法采用量子点为发光源, 多巴胺导致量子点聚集, 引起量子

点荧光猝灭,可直接测定多巴胺,据此建立了一种测定多巴胺的新方法。

2 � 实验方法

2. 1 � 仪器与试剂

F-4500型荧光光度计 (日本岛津公司) ; pHS-3C精密 pH 计 (上海雷磁仪器厂) ; SYZ-550型石英

亚沸高纯水蒸馏器 (江苏金坛医疗器械厂) , JEM-1230透射电子显微镜(日本) , PH I-5000C ESCA X-射

线光电子能谱分析仪(美国 PHI 公司)。

CdCl2 �2. 5H 2O ( AR,上海化学试剂公司) ;碲粉,二硫基琥珀酰亚胺丙酸酯 (DSP)、4-巯基苯硼酸 (MBA)

(AR,中国医药化学试剂公司) ;硼氢化钠( AR,天津环威精细化工有限公司) ; PBS 缓冲溶液:分别准确称取

17. 91 g Na2HPO4 �12H 2O和 7. 80 g � NaH 2PO4 �2H 2O溶于水中,定容至 100 mL, 调整两种溶液的

混合比, 可得到不同 pH 值的 PBS缓冲溶液;所有试剂纯度至少为分析纯,实验用水为二次去离子水。



2. 2 � MBA-DSP-CdTe QDs的制备

将 0. 0694 g CdCl2 �2. 5H 2O 溶解在 100 mL 超纯水中, 磁力搅拌除氧 30 m in 后加入 20 mL 1

mmo l/ L MBA 与10 mL 1 mmol/ L DSP, 磁力搅拌 30 m in,用 1 mol/ L NaOH 溶液调节至 pH 9. 0,然后

加入 50 mL 超纯水。在 NaHT e 溶液加入过量 50 mmol/ L H 2SO 4 ,将产生 H 2T e气体; 在磁力搅拌下,

通入 Cd2+ 溶液,加热回流 1~ 7 h, 得到 MBA-DSP- CdTe QDs探针。

2. 3 � 实验方法

多巴胺的羟基和氨基分别与功能化量子点探针表面的 MBA和 DSP的结合,导致探针聚集(图 1) , 引起

荧光猝灭,取不同量多巴胺,依次加入 0. 4 mL MBA-DSP-CdTe QDs, 1. 5 mL pH 7. 4的 PBS缓冲溶液于 10

mL 比色管中,稀释至刻度; 室温下放置10 min,于激发波长431nm 下进行荧光测定。在最大发射波长下测定

探针( F0 )和不同浓度多巴胺与探针结合后的荧光强度( F1 ) ,并计算荧光强度值 �F= F0 -F1。

� 图 1 � 多巴胺与 MBA-DSP-CdT e QDs 探针相互作用

F ig . 1� I nter act ion of dopamine( DA ) and 4-mercaot o-

phenylboronic acid-dithiobis succinimdylpropionat-

CdT e

quantum do ts ( MBA-DSP-CdTe QDs) probe

2. 4 � 样品处理

2. 4. 1 多巴胺注射液处理 � 取盐酸多巴胺注射液

( 32. 68 � 103mmo l/ L ) 10 支, 将药液混合均匀后准确

移取 1 mL 置于 100 mL 容量瓶中,用水稀释至刻度,

摇匀。准确移取上述溶液1 mL 于 10 mL 比色管中,

加入 0. 4 mL MBA-DSP-CdT e QDs, 用 pH 7. 4 PBS

缓冲液稀释至刻度, 摇匀后,待测。

2. 4. 2 � 血清处理 � 采用本方法直接测定血清样品,

测定结果偏差稍大; 将血清进行处理后,测定结果理

想。血清处理方法: 吸取血清 1. 0 mL, 加酸性正丁

醇 4. 0 mL, 超声波处理 3 m in, 2000 r/ min 离心 5

min, 准确取上清液 3. 0 mL, 加入正己烷 3. 0 mL 和

0. 1 mol/ L H Cl 0. 5 mL 于带塞离心管中, 超声 3

min后, 以3000 r/ min离心 5 min, 多巴胺被萃取到

下层水相中,同时作试剂空白试验。

2. 4. 3 � 尿液处理 � 尿样无需分离, 可直接进行测

定。取 1. 0 mL 正常人尿样, 加入 5. 0 mL pH 7. 0

PBS, 稀释至 10. 0 mL, 按实验方法进行测定。

3 � 结果与讨论

3. 1 � MBA-DSP-CdTe QDs探针的 X-射线光电子能谱和透射电镜

对于 MBA-DSP-CdT e QDs探针的 X-射线光电子能谱见图 2。约在 163. 9 eV 出现 S2p峰, 在 400. 9

eV 处出现了 N 1 s峰,在 191. 3 eV 附近有 B1 s峰。结果表明, M BA 和 DSP 成功连接到 CdTe量子点。

采用透射电镜表征制备的 MBA-DSP-CdT e QDs探针及加入多巴胺后的探针(图 3) ,制备的探针呈

球形, 颗粒均匀,且呈现良好的分散性,粒径约为 2. 9 nm;当向探针中加入多巴胺,多巴胺引起探针的聚

集,形成的颗粒越来越大,且形状不规则。

3. 2 � 荧光光谱

合成的 MBA-DSP-CdTe QDs探针具有光学性质稳定、发射光谱宽而且连续, 同时还具有很宽的

荧光激发波长范围, 其发射峰峰形近似对称, 半峰宽约 60 nm ; 与多巴胺结合后, M BA-DSP-CdT e QDs

探针( 542 nm)到 MBA-DSP-CdT e QDs探针的发射波长逐渐红移,且荧光强度逐渐被猝灭(图 4)。

3. 3 � pH值的影响

在邻苯二甲酸氢钾-氢氧化钠、醋酸-醋酸钠、磷酸氢二钠-柠檬酸、PBS 缓冲介质中进行测定。结果

表明, PBS缓冲溶液最适宜。探针荧光强度变化的适宜酸度范围为 pH 5. 5~ 8. 0。pH= 7. 4时,荧光

强度强且与生物体液中酸度基本一致, 适宜用量为 1. 2~ 1. 8 mL。因此在后续实验中选择 1. 5 mL pH
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� 图 2 � X-射线光电子能谱

Fig. 2� X-ray photo electron spect roscopy ( XPS) spectr a
1: CdT e; 2: MBA-DSP-CdTe QDs

� 图 3 � MBA-DSP-CdTe QDs 探针 ( a )及加入多巴胺后

( b)的透射电镜

F ig . 3� TEM o f M BA-DSP-CdT e QDs probe ( a) and

MBA-DSP-CdT e QDs-DA ( b)

7. 4的 PBS缓冲溶液维持体系酸度。

3. 4 � MBA-DSP-CdTe QDs用量的影响

MBA-DSP- CdT e Q Ds作为荧光探针,其用量对

荧光强度有很大影响, 浓度过低, 其荧光信号低, 但

浓度过高则会导致噪音急剧增大,信号值不稳定,灵

敏度降低,所以需选择合适的 MBA-DSP-CdT e QDs

用量。实验发现,随着 MBA-DSP- CdTe QDs用量的

增大,体系的化学发光强度相应增高, 当 MBA-DSP-

CdTe QDs 溶液用量为 0. 4 mL 时, 荧光猝灭值最

大,且多巴胺对发光强度的抑制效应最大。

3. 5 � 稳定性和重现性

为了考察探针的使用寿命, 将制备好的探针在

� 图 4 � 发射光谱 MBA-DSP-CdTe QDs ( 1)和 MBA- DSP-

CdTe QDs + DA( 2~ 5) 4. 0, 10. 0, 15. 0, 20. 0 mmol/ L

F ig . 4 � Em ission spectra MBA-DSP-CdT e QDs ( 1 )

and MBA-DSP-CdTe QDs + DA ( 2 - 5) 4. 0, 10. 0,

15. 0, 20. 0 mmo l/ L

4 � 冰箱中存放, 利用该探针分别在 7, 30, 60 和

120 d进行对多巴胺进行测定,测定结果的相对偏差分

别为 3. 8%,4. 1%, 3. 5%和5. 2%,结果表明该探针至少

在120 d内,能够使用,且测定结果良好。为了研究制备

的探针的重现性,对该探针分别用于4种浓度( 0. 5, 1. 0,

5. 0和 10. 0 mmol/ L)多巴胺的测定,每个浓度测定5次,

本方法检测多巴胺的相对标准偏差分别为4. 7%, 3.

9%, 6. 1%和5. 2%;分别采用不同批次制备的4个探针

对同一浓度的多巴胺(10. 0 mmol/ L)进行了测定, 测定

结果的相对标准偏差分别为 2. 9%, 3. 1%, 5. 3%和 2.

7%,说明制备的探针具有很好的重现性。

3. 6 � 干扰离子的影响
生物体液样本中 DA可能与抗坏血酸( AA)或尿

酸( UA)共存。实验表明, 以 1 mmol/ L DA为研究对

象, 100倍的 AA和 UA对 DA 测定的无明显干扰; 20

倍的肾上腺素、去肾上腺素、葡萄糖和二羟基苯乙酸, 50倍的腺苷和 D-色氨酸对 DA 测定结果无影响。实

验考察了 DA制剂中其它可能共存物质的干扰, 500倍的尿酸、Al3+ 、Ca2+ 、Zn2+ 、Mg2+ 、K + 、SO4 2- 和 Cl-

对测定无影响; 100倍量 NaHSO3 无干扰;牛血清白蛋白、人血清白蛋白和卵清白蛋白也均无干扰。通过

双分子识别反应大大提高了方法的选择性,只有通过多巴胺能够引起功能化量子点探针的聚集,导致其荧

光猝灭,对于共存物质未能引起量子点探针的荧光猝灭与其它方法相比
[ 8, 17]

,本方法可以直接、无需复杂样
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品处理即可用于多巴胺的测定。

3. 7 � 分析性能
将不同量的多巴胺加入到 MBA-DSP-CdTe QDs 探针中, 在最佳条件下进行测定, 激发波长 431

nm 时,随着多巴胺的加入,荧光发射峰逐渐红移,荧光发生猝灭; 在最大发射峰位置, 其荧光猝灭强度

与多巴胺浓度在 0. 02~ 20. 0 mmol/ L 内呈良好线性关系, 线性回归方程 �F= 20. 1+ 31. 7C( mmol/ L ) ,

相关系数R
2
= 0. 987。按照实验方法, 5. 0 mmol/ L 多巴胺的标准偏差为 5. 25( n= 11) ;根据 IUPAC规

定,计算得到的检出限为 0. 0049 mmo l/ L。

3. 8 � 样品分析

取盐酸多巴胺注射液经处理后,按照实验方法测定,进行标准加入回收法实验, 并与药典方法对照,

测定结果见表 1。

表 1� 多巴胺注射液的测定结果
Table 1� Det ermination r esults of DA injection

样品
Samples

测定值
Found

( mm ol/ L)

相对标准偏差
RSD

( % , n= 6)

加入量
Added

( mmol/ L)

回收量
Recovered
( mm ol / L)

回收率
Recovery
( % , n= 6)

药典方法测定值
Pharmacopoeia
( mmol/ L)

1 31. 44 4. 37 19. 61 18. 17 92. 7 30. 26

2 33. 14 3. 59 19. 61 21. 24 108. 3 31. 50

3 31. 18 5. 68 19. 61 20. 46 104. 3 32. 75

�

� � 采用本方法直接测定血清样品,测定结果偏差稍大。将血清进行处理后,测定结果见表 2。尿样适

量稀释后测定, 结果见表 2。

取 2份血清( 1# 和 2# )和尿样各 1 mL,各加入 0. 1 mL 浓度分别为 19. 61, 32. 68和 65. 36 mmo l/ L

的多巴胺标准液,混匀后按多巴胺测定方法操作, 作回收率实验,测定结果见表 2。

表 2� 血清和尿样的测定结果
Table 2� Det ermination r esults of serous and urine

样品
Samples

测定值
Found

( mm ol / L)

相对标准偏差
RSD

( % , n= 6)

加入量
Added

( mm ol/ L)

回收量
Recovered
( mmol/ L)

回收率
Recovery
( % )

血清 Serous 1 1. 18 5. 01 19. 61 2. 03 103. 6

血清 Serous 2 1. 76 2. 73 32. 68 3. 18 97. 4

尿样 Urin e 0. 07 6. 18 65. 36 6. 82 104. 4

�

� � 实验表明,本方法用于注射液、血清和尿样中多巴胺的测定, 相对标准偏差小于 6. 18%, 回收率在

97. 4%~ 104. 4%之间,说明本方法具有良好的精密度和准确度。
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Fluorescence Quenching Method for Determination of Dopamine

Based on Double Molecular Recognition

YAN Mei, GE Shen-Guang, LU Juan- Juan, YU Jing-H ua*

( Shandong Prov incial K ey L aborator y of Fluor ine Chemistr y and Chemical Mater ials ,

School of Chemistr y and Chemical Engineer ing , Univer sity of J inan, J inan 250022)

Abstract � CdT e quantum dots probe w ith both 4-mercaptopheny lbo ronic acid and dithiobis( succinim-i

dylpropionate) w as designed and funct ionalized, and characterized by XPS and T EM. Emission spec-

tra of CdT e quantum dots probe and dopamine w as scanned under 431 nm excitat ion w aveleng th. The

maximum emission w avelength shif t red. At the max imum emission w aveleng th, dopam ine r esults in

fluorescence quenching of the probe. A dir ect, selective, and sensit ive st rateg y for the determinat ion

of dopamine w as established. T he ef fects o f determ inat ion condit ions w er e invest ig ated. Under the

opt imal condit ions, a good linear ity ( R
2
= 0. 987) w as obtained betw een f luo rescence intensity and

dopamine concentrat ion in the range of 0. 02- 20. 0 mmol/ L . T he linear regression equat ion w as �F=

20. 1+ 31. 7C( mmol/ L) . The lim it of detect ion w as 0. 0049 mmol/ L . T he method has been successfully

applied to determ ine dopamine in inject ion, serous and urine w ith sat isfactory result .

Keywords � Double mo lecular recognit ion; Fluorescence quenching method; Cadmium tellur ide; Quan-
tum dots; Dopam ine
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