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碳点荧光传感器检测茶叶中咖啡因的应用研究

蔡伟雅，卢维玉，陈　晓，黄　燕，于毅鹏

（厦门理工学院 材料科学与工程学院，福建 厦门 ３６１０２４）

摘要：以柠檬酸铵为碳源，采用水热法制备具有蓝光性质的碳点．水热法所合成的碳点，其粒径均一，
化学性质稳定．利用透射电镜、ＸＲＤ等对所制备的碳点进行一系列物理表征，并考察碳点的抗盐性、抗
光漂白性以及不同溶液条件对碳点发光性能的影响．结果表明，所制得的 ＣＤｓＡＯ荧光比率探针具有较
好的灵敏度和选择性，在传感器领域具备良好的应用前景．
关键词：碳点；荧光传感器；荧光分析法；荧光共振能量转移
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　　碳点 （ＣａｒｂｏｎＤｏｔｓ，ＣＤｓ）是碳纳米家族的新
成员，因其尺寸优势，该纳米材料具有较强的量子

局限和边缘效应，以及类似于量子点和荧光染料的

优良发光性质．ＣＤｓ是Ｘｕ等［１］于２００４年通过电泳
的方法纯化单壁碳纳米管首次制得，其具备低毒

性、良好的生物相容性，不仅可以用来代替传统的

碳量子点和荧光染料，而且可用于细胞成像等方

面．因为碳点具有优异的化学惰性、易官能团化以
及上述优点，所以其已成为燃料电池催化剂［２］、

金属离子传感器［３］、阴离子传感［４］、生物分析检

测［５］、生物成像［６］、光催化［７－８］等领域的研究热

点．因此，作为一种新兴的纳米材料，碳点具有广
阔的应用前景．

荧光分析法是用所测得的荧光强度来测定实验

样品荧光物质的含量，而荧光强度不仅与荧光物质

的本性与溶度有关，还与激发波长和荧光仪器的检

测器灵敏度有关．加大激发强度，可以增强荧光强
度，从而提高分析的灵敏度［９］．荧光分析法的灵
敏度相较于一般分析法高出２～３个数量级，具有
很强的选择性．

本文主要讨论了碳点和吖啶橙之间发生荧光共

振能量转移的条件．以吖啶橙为荧光传感器，检测
咖啡因，寻找碳点和吖啶橙之间的最佳比例．此
外，所采用的荧光分析法检测吖啶橙是基于荧光共

振转移原理．而荧光共振能量转移是指化合物分子
受到光激发后，分子内部发生能量供体与能量受体



之间的一种非辐射过程的能量转移．

１　材料和方法

１１　仪器与试剂
ＡＢ１０４Ｎ电子天平 （ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ）；酸度计

（美国 Ｏｒｉｇｉｎ公司）；ＭｉｌｌｉＱ超纯水系统 （美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＫＱ３００ＤＢ数控超声波清洗器
（祁山市超声仪器有限公司）；ＲＣＴＢａｓｉｃ恒温磁力
搅拌器 （德国Ｚｅｉｓｓ公司）；ＦＬＳ９２０稳态／瞬态荧光
光谱仪 （英国 ＥｄｉｎｂｕｒｇｈＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司）；ＵＶ
２６００紫外－可见分光光度计 （日本Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；
Ｆ３０００荧光分光光度计 （日本Ｈｉｔａｃｈｉ公司）．

柠檬酸铵、高锰酸钾、咖啡因、无水乙醇、丙

酮、氯化钠、盐酸 （国药集团上海化学试剂公

司）；吖啶橙 （又称为３，６（二甲氨基）吖啶盐
酸盐）（上海生工生物工程有限公司）．
１２　碳点材料的合成

碳点制备参照文献 ［１０］的方法．将２ｇ柠檬
酸铵溶于２５ｍＬ二次水中，等到柠檬酸铵固体全部
溶解之后，将溶液转移至５０ｍＬ聚四氟乙烯反应釜
内衬中．随后将反应釜内衬放入不锈钢反应釜外衬
中，并转移至烘箱．烘箱温度设置为１６０℃，时间
为６ｈ．待反应结束后，自然冷却至室温．当取出
反应液时，溶液呈现深蓝色，如图１所示．

图１　水热法合成碳点样品的流程

１３　ＣＤｓＡＯ荧光探针的制备
将ＣＤｓ溶液与吖啶橙溶液 （Ａｃｒｉｄｉｎｅｏｒａｎｇｅ，

ＡＯ）按照一定比例混合，利用磁力搅拌器混合搅
拌２５ｈ，即可获得ＣＤｓＡＯ荧光探针．
１４　 检测咖啡因

取１０ｍＬ比色皿，加入４ｍＬ的中性ＰＢＳ缓冲液
（ｐＨ＝７），再加入一定比率的碳点和吖啶橙，最后在
比色皿中滴加一定浓度的咖啡因，用二次水定容至

１０ｍＬ，摇匀静置一段时间，测定荧光强度ＩＣＤｓ与ＩＡＯ．

２　结果与讨论

２１　碳点的物理表征
为了证明碳点的成功制备，对所合成碳点的形

貌进行ＴＥＭ表征，如图２（ａ）所示．碳点溶液在

室温条件下，长期稳定，没有任何明显的沉降．碳
点样品的透射电镜图显示出较为均一的球形颗粒，

碳点的粒径集中分布在３０７ｎｍ＋０５５ｎｍ范围内．
与石墨烯不同的是，这些荧光碳点粒子可以自由分

散在水中，实验过程中没必要再次超声分散，因

此，其被称为 “水溶性荧光碳点”．
图２（ｂ）为碳点 Ｘ射线衍射表征结果，从图

２（ｂ）可以看出，所测得的碳面晶间距为０３３ｎｍ
（或根据布拉格公式计算），与石墨相 （００２）相
似．由此可以断定，所制备的荧光碳点颗粒是石墨
相的碳纳米颗粒．

图２　（ａ）碳点的透射电镜图像，（ｂ）碳点的Ｘ射线衍射图

２２　抗盐性考察实验
将一定量的碳点储备液分配在８支比色管中，

分别加入不同体积的ＮａＣｌ溶液，定容至５ｍＬ，使
得其中的 ＮａＣｌ溶液的浓度分别为 ０，０２，０４，
０６，０８，１０，１５，２０ｍｏｌ／Ｌ，将配置好的溶
液摇匀静置３０ｍｉｎ后测定其荧光光谱．由图３可
见，碳点的荧光强度性质基本保持稳定．

　　图３　碳点在不同浓度ＮａＣｌ溶液中的荧光强度
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２３　抗光漂白性考察实验
将制备好的碳点水溶液放在３６５ｎｍ紫外灯下

照射，每间隔一段时间就表征样品的荧光性质，实

验结果如图４所示．在１２０ｍｉｎ内，碳点的荧光强
度基本保持不变，说明所合成的 ＣＤｓ很稳定，几
乎没有光漂白现象．

　　图４　ＣＤｓ荧光强度随紫外光照时间变化曲线

２４　碳点与吖啶橙之间的荧光共振能量转移
图５为碳点和发射光谱与吖啶橙的吸收光谱．

从图５看出，二者的重叠性很大．碳点在４３８ｎｍ
的位置具有较大发射信号峰，吖啶橙在４９０ｎｍ具
有最大吸收峰，存在很大一部分重叠．

图５　吖啶橙的吸收光谱与ＣＤｓ的发射光谱

２５　酸碱度对检测体系的影响
ＣＤｓＡＯ荧光探针与一定浓度的咖啡因在不同

的酸碱条件下会有不同的响应效果，实验结果如图

６所示．在中性条件 （ｐＨ＝７）下，碳点和吖啶橙
的荧光强度比值最大，说明咖啡因对检测体系的荧

光增强效果最好．因此，在后续研究过程中，均选
用中性条件进行研究．

首先，选取吖啶橙浓度为 １０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ，
加入不同浓度的碳点溶液，表征碳点与吖啶橙的荧

　　　图６　ｐＨ对荧光探针ＣＤｓＡＯ的影响

光强度变化情况，实验结果如图７（ａ）所示．由
图７（ａ）可知，加入碳点后，碳点与吖啶橙的荧
光强度变化依次增强．其次，确定碳点浓度为
４２２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ，加入不同浓度的吖啶橙溶液，
检测吖啶橙溶液为单一变量的情况下的碳点与吖啶

橙的荧光强度变化情况，实验结果如图７（ｂ）所
示．碳点的荧光信号峰在吖啶橙加入后逐渐减弱，
而吖啶橙的荧光强度是先增强，当吖啶橙浓度超过

１６０μｍｏｌ／Ｌ时，吖啶橙的荧光强度变弱．综合以
上实验结果说明，选择合适的比率，碳点与吖啶橙

之间会发生能量转移．
以上实验证明，控制ＣＤｓ与ＡＯ的浓度比可以

得到一系列不同的荧光强度比值．在之后的研究工
作中，为了使体系中ＡＯ荧光增强效果明显，选取
４２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ的 ＣＤｓ和８０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ的 ＡＯ
混合制备的用于检测咖啡因的荧光比率探针．

图７　（ａ）ＡＯ在不同浓度ＣＤｓ下的荧光强度与浓度的关系趋势图，

（ｂ）ＣＤｓ在不同浓度ＡＯ下的荧光强度与浓度的关系趋势图
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２６　ＣＤｓＡＯ荧光比率探针对咖啡因的传感
在上述实验条件下，进一步研究了ＣＤｓＡＯ比率

荧光探针检测咖啡因的线性范围和检测限．从８（ａ）
可知，加入不同浓度的咖啡因，ＣＤｓ和ＡＯ的荧光光
谱，随着咖啡因浓度增大，ＣＤｓ荧光强度基本不变，
而ＡＯ荧光强度逐渐增强．此外，由图８（ｂ）可以看
出，ＩＣＤｓ／ＩＡＯ与咖啡因具有良好的线性关系，本方法的
线性回归方程为ＩＣＤｓ／ＩＡＯ＝０００１０×Ｃ＋０５５３０，式子

中Ｃ的单位是μｍｏｌ／Ｌ，检测范围６０×１０－６～８０×
１０－４ｍｏｌ／Ｌ，检测限为４４×１０－７ｍｏｌ／Ｌ（３ＳＤ／Ｋ）．

２７　选择性表征 （共存物质干扰）

在茶叶或者茶类饮料中，常见的主要成分有茶

多酚、氨基酸、矿物质以及咖啡因．在研究过程
中，选用Ｌ茶氨酸、儿茶素、没食子酸以及常用
的４种金属离子作为干扰物质 （咖啡因浓度为

１００μｍｏｌ／Ｌ，Ｌ茶氨酸、儿茶素、没食子酸的浓
度为５００μｍｏｌ／Ｌ，Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋的浓度
为１０００μｍｏｌ／Ｌ），见图９．在这些干扰物质共存
下检测咖啡因，经过测试，没有其他成分能够使得

吖啶橙荧光显著增强．

图８　（ａ）含有不同浓度咖啡因溶液的荧光光谱图，（ｂ）ＩＣＤｓ／ＩＡＯ与咖啡因浓度的线性关系图

图９　在常见物质共存下ＣＤｓＡＯ探针的选择性

３　实际应用与机理探讨

为研究ＣＤｓＡＯ探针在实际生活中的应用，选
取荷花茶作为研究对象 （荷花茶样品如图１０（ａ）
所示），称取２ｇ茶叶样品于烧杯中，加入８０℃的
开水后静置６ｈ，让茶水冷却至室温，过滤掉溶液
中的茶叶．按照之前所设计的实验操作步骤检测茶
叶样品中的咖啡因和金属阳离子．从 １０（ｂ）可
知，样品溶液中分别加入１００μｍｏｌ／Ｌ咖啡因或者
各类１０００μｍｏｌ／Ｌ的金属阳离子，对 ＣＤｓＡＯ探
针检测茶叶样品中的咖啡因的性能影响较小，从而

验证了ＣＤｓＡＯ探针检测茶叶中的咖啡因具有较好

的选择性和灵敏度．
ＡＯ溶液中的单体和二聚体之间存在化学平

衡．然而，ＡＯ的单体有荧光峰，而 ＡＯ的二聚体
没有荧光．咖啡因单体能够与咖啡因形成 ππ复
合物 （如图１１），促使化学平衡向吖啶橙单体方向
移动，体系荧光逐渐增强．

此外，ＡＯ的单体和二聚体都有紫外吸收信
号．ＡＯ单体的紫外吸收在４９０ｎｍ，而 ＡＯ二聚体
的吸收在４６７ｎｍ．当体系中不存在咖啡因或者咖
啡因含量较少时，ＡＯ的吸收有两个明显的紫外吸
收峰．当增加咖啡因含量时，ＡＯ单体峰逐渐增
强，二聚体峰逐渐减弱，说明此时在溶液中发生了

二聚体向单体的化学平衡移动．

４　结论

以ＣＤｓ为能量供体，ＡＯ为能量受体，基于荧
光共振能量转移，构建比率荧光传感体系来检测咖

啡因．将 ＣＤｓＡＯ的比率传感体系用于检测咖啡
因，检测范围为６０×１０－６～８０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ，检
测限为４４×１０－７ｍｏｌ／Ｌ，表明本方法能够实现对
咖啡因的快速检测．此外，ＣＤｓＡＯ双荧光比率传
感体系检测咖啡因可以提高检测的准确度．
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图１０　（ａ）茶叶样品，（ｂ）ＣＤｓＡＯ探针对于茶叶样品中的咖啡因的选择性检测

图１１　吖啶橙与咖啡因作用示意图

　　在ＣＤｓ传感体系中加入咖啡因时，ＡＯ的荧光
强度逐渐增强，碳点的荧光强度变化不够明显，其

原因可能是加入咖啡因时，咖啡因与ＡＯ作用形成
ππ复合物，使得 ＣＤｓ与 ＡＯ之间的距离不易调
控，二者发生荧光共振能量转移的效率较低．因
此，对于进一步提高碳点荧光共振能量转移效率仍

需深入研究．
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