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碳量子点的制备及其在生物巯基化合物检测中的应用 
——推荐一个大学化学研究型综合实验 

郭颖*，尚永辉，郑敏燕 
咸阳师范学院化学与化工学院，陕西 咸阳 712000 
 

摘要：介绍了一个综合性化学实验，实验涵盖了碳量子点的制备、表征以及利用碳量子点荧光性质检测生物巯基化

合物等内容。该实验既能让学生了解碳量子点及化学生物学检测等当前科学研究的前沿热点，还能通过本实验使学

生熟悉膜过滤、透析、水热合成、紫外-可见光谱仪及荧光光谱仪等相关原理及操作，对于培养学生综合素养和创新

意识具有积极意义。 
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Synthesis of Carbon Quantum Dots and the Application in Biothiol 
Detection 
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Abstract:  A comprehensive chemical experiment is introduced in the paper, including the synthesis, characterization 

of carbon quantum dots and the fluorescence detection of biothiol. This experiment not only makes students 

understand the hot spots in the frontier of science, but also enables students to master the structures, principles and 

operational skills of UV-Vis and fluorescence spectrometers, which are helpful for the innovative consciousness and 

comprehensive application ability training. 
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碳量子点简称碳点，是一种尺寸小于10 nm的新型荧光碳纳米材料。由于具有良好的荧光特性，

同时具有尺寸小、水溶性好、毒性低、生物相容性好、合成成本低等优异性能，已成为基于荧光光

谱检测生物标志物的新型荧光探针候选物。经过十几年的发展，碳点已经在生物传感、环境监测及

生命诊疗等领域展现出了广阔的应用前景[1–3]。为了将科研工作与实验教学相结合，将这一前沿领域

研究介绍给学生，我们以科研课题研究成果为基础，设计了“碳量子点的制备及其在生物巯基化合

物检测中的应用”这一研究型综合实验。实验内容主要包括碳点合成、碳点的表征以及基于荧光“off-

on”测定巯基化合物。首先以天然植物为碳源通过一步水热法合成荧光碳点，再通过紫外-可见光谱、

荧光光谱等对碳点进行表征。再利用Cu2+可猝灭碳点的荧光，而在生物巯基化合物存在时碳点的荧

光恢复的现象，实现对生物巯基化合物的检测。通过本综合实验，使学生熟悉纳米材料合成、形貌



大 学 化 学 Univ. Chem. 2021, 36 (8), 2105020 (2 of 6) 

结构表征、光学性能测试等相关原理，并掌握相关基本实验技能。教学实践表明，该实验对学生消

除科技前沿神秘感、激发学生实验兴趣、提升学生的创新意识和综合运用知识能力等方面效果显著。 

 

1  实验目的 
(1) 了解碳点的性质及应用领域。 

(2) 学习碳点的制备及表征方法。 

(3) 熟悉荧光光谱、紫外-可见吸收光谱的原理及操作。 

(4) 学习基于荧光探针“off-on”型检测原理及方法。 

2  实验原理 
实验设计如图1所示。碳点在制备过程中除需碳源材料外，通常还需要加入钝化剂或掺杂剂以调

节碳点的结构和荧光性能。在此，掺杂是将碳源材料与含掺杂异元素材料进行共合成，让掺杂元素

直接参与碳核的形成[4,5]。苜蓿和大蒜因含有丰富的碳水化合物可作为碳点合成的碳源材料，并且苜

蓿和大蒜中氮、硫含量均较高，因此在合成碳点过程中可自我掺杂形成氮、硫共掺杂的碳点。 

所合成的氮及硫掺杂碳点具有强的荧光，而Cu2+的外层电子结构是4s13d9，外围的d轨道不是全

充满状态，因此，加入Cu2+后，碳点的电子被转移到Cu2+的d轨道上，进而碳点荧光猝灭。当向碳点-

Cu2+体系中加入硫醇衍生物(以半胱氨酸Cys作为研究对象)后，Cys能通过络合作用使Cu2+从碳点的

表面被移除[6]，碳点的荧光强度也随之发生改变。将上述荧光强度变化与检测物Cys含量相关联，即

可实现对Cys的检测。 

 
图1  碳点的合成及其荧光检测生物巯基化合物原理示意图 

3  试剂和仪器 
3.1  实验试剂 

大蒜、苜蓿取自咸阳周边农田，使用前用二次蒸馏水清洗若干次。本实验所用其余试剂见表1，

实验所用超纯水由Milli-Q-Plus系统(18.2 M·cm−1)提供。 

表1  主要试剂 

试剂名称 规格 生产厂家 试剂名称 规格 生产厂家 

Cys ≥ 98% 上海阿拉丁试剂有限公司 Na2HPO4 分析纯 天津市化学试剂三厂 

CuSO4 分析纯 上海国药化学试剂公司 硫酸奎宁 分析纯 上海阿拉丁试剂有限公司 

NaH2PO4 分析纯 天津市化学试剂三厂 H2SO4 分析纯 上海国药化学试剂公司 
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3.2  实验仪器 

本实验所用主要仪器见表2。 

表2  主要实验仪器 

仪器名称 型号 生产厂家 

pH计 PB-10 赛多利斯科学仪器(北京)有限公司 

循环水式多用真空泵 SHB-II 郑州长城科工贸有限公司 

电子天平 BBA124S 224S 赛多利斯科学仪器(北京)有限公司 

电热鼓风干燥箱 DHG-9030 上海一恒科学仪器有限公司 

冷冻离心机 Z383K 德国Hermle公司 

荧光分光光度计 F-4600 日本Hitachi公司 

紫外-可见光度计 Lambda 36 美国珀金埃尔默 

漩涡混合器 QL-9011 江苏林琪贝尔仪器有限公司 

微孔滤膜 0.22 μm 天津市津腾实验设备有限公司的 

透析袋 1000D 索莱宝科技有限公司 

4  试剂和仪器 
4.1  Cys溶液的配制 

在分析天平上准确称取0.0351 g的Cys置于小烧杯中，加入少量蒸馏水溶解后，定容至50 mL，配

制成4.0 × 10−3 mol·L−1 Cys标准溶液，使用时逐级稀释至所需浓度。 

4.2  N, S共掺杂碳点的制备 

将切成均匀碎块的2 g苜蓿和2 g大蒜加入到聚四氟乙烯内衬的反应釜内，并加入26 mL超纯水。

在230 °C烘箱中恒温加热4 h后，自然冷却至室温，混合液在13000 r·min−1下离心20 min。上清液用

0.22 μm微孔滤膜过滤，滤液经用截留分子量1000 Da的透析袋透析48 h后，冻干处理即可得到两种非

金属(N, S)同时掺杂的碳点固体粉末，称重并分散于超纯水中，即可得到质量浓度为2 mg·mL−1的碳

点分散液。 

4.3  紫外-可见吸收及荧光光谱测试 

将2 mg·mL−1的碳点分散液稀释10倍，测试其紫外-可见吸收光谱。设定激发和发射狭缝为5 nm，

在350 nm–440 nm激发波长范围内，每隔20–30 nm测试荧光发射光谱。 

4.4  荧光量子产率测定 

(1) 分别取硫酸奎宁、碳点溶液于比色皿，测定其紫外吸收光谱，记录硫酸奎宁、碳点在380 nm

处的吸光度值(AR和A)，确保该吸光度值小于0.05。(2) 以380 nm为激发波长，在荧光分光光度计上

分别获取硫酸奎宁、碳点在410–600 nm范围内的积分荧光强度值(IR和I)。 

4.5  荧光检测Cys 

取7支离心管，向其中依次加入100 μL碳点(2 mg·mL−1)、500 μL PBS (20 mmol·L−1，pH 6.0)以及

20 μL Cu2+ (2.5 mmol·L−1)，涡旋混匀。在室温下反应5 min后，再向其中分别加入10 μL不同浓度(0、

1 × 10−5、1 × 10−4、2 × 10−4、4 × 10−4、7 × 10−4、1.1 × 10−3 mol·L−1) Cys，之后用超纯水补充至体积

为1000 μL，涡旋混匀静置1 min，在380 nm激发下扫描其荧光光谱。 

5  结果与讨论 
5.1  碳点的光学性质 

图2a为碳点的紫外-可见吸收及荧光最佳激发与发射光谱图。从吸收曲线可以看出，所合成的碳



大 学 化 学 Univ. Chem. 2021, 36 (8), 2105020 (4 of 6) 

点在紫外-可见区有强的吸收，在270 nm附近有特征吸收峰，对应于C＝O键的n–π*跃迁[7]。此外，碳

点还有对称的激发和发射光谱，最大激发和发射波长分别位于380 nm和481 nm。图2b为碳点在不同

激发波长下的荧光光谱，可以看出碳点在350–440 nm范围内有激发波长依赖性行为，即碳点的荧光

强度随着激发波长的增加而不断降低，而且荧光发射光谱也随之变化，逐渐红移，呈现出多元激发、

多元发射的光谱特性。 
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图2  碳点的光学性质 

(a) 碳点的紫外-可见吸收光谱及荧光光谱图；(b) 碳点在不同激发波长下的荧光光谱 

电子版为彩图 

 

5.2  碳点的荧光量子产率测定 

按照实验4.5方法测定出硫酸奎宁和碳点的AR和A值以及硫酸奎宁、碳点在410–600 nm范围内的

IR和I。代入下述公式计算得到碳点的荧光量子产率为10%，相关测试数据如表3所示。式中ηR和η为

溶剂的折射率，因实验中硫酸奎宁和碳点的浓度均很低，因此可忽略溶质的影响，折射率视为一致，

均为1.33 [8]。 

Φ = ΦR

R R R

I A

I A




    

 

表3  碳点在水溶液中的荧光量子产率 

样品 I A η Φ 

硫酸奎宁 805.815 0.035 1.33 0.54 

碳点 160.050 0.038 1.33 0.10 

 

5.3  碳点荧光探针检测Cys 

如图3a所示，在没有加入Cys时，碳点-Cu2+体系有较弱的荧光，说明Cu2+明显猝灭了碳点荧光。

随着Cys浓度的增加，碳点-Cu2+的荧光强度显著增强。根据图3a，计算出碳点-Cu2+体系在不同浓度

Cys中的荧光恢复率F/F0 (F0为碳点-Cu2+体系的荧光强度，F为碳点-Cu2+体系中加入Cys后的荧光强

度)，并绘制F/F0与Cys浓度的关系曲线。如图3b所示，随着Cys溶液浓度增加，F/F0值逐渐增强。通

过拟合获得线性方程Y = 0.032X + 1.1，相关系数R = 0.9958，说明在该浓度范围内，碳点恢复的荧光

与Cys浓度呈良好的线性关系。根据公式LOD = 3σ/k计算检测限为8.6 × 10−8 mol·L−1 (其中LOD为检

测限，σ为测定11次空白溶液的标准偏差值，k为线性方程的斜率)。因此，基于这种荧光强度的变化

可实现对Cys的检测。 
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图3  (a) 碳点对不同浓度Cys的荧光光谱图；(b) F/F0与Cys浓度的关系曲线 

6  思考题 
(1) 哪些因素会影响碳点的荧光性质？为什么？ 

(2) 采用参比法测定荧光量子产率时，为什么要求公式中AR和A值要小于0.05？ 

(3) 碳点纳米探针用于生物分子检测，有何优点？ 

(4) 相比于荧光淬灭型检测，碳点荧光“off-on”型检测有什么优点？ 

7  实验教学特点及教学组织运行方式 
7.1  实验特点 

(1) 实验内容综合性强。本实验内容结合学科前沿，涉及到多种方法原理和大型仪器的综合运

用：碳点的合成、碳点的紫外及荧光光谱性能测试。通过综合运用这些方法原理及仪器设备能使学

生对所学的大学化学知识融会贯通。 

(2) 增强学生的科学研究意识。本实验内容来源于教师的科研项目成果，通过让学生参与到实

验所有环节，既能培养学生进行文献调研获取信息的能力，同时也能使学生领悟到科学探索和研究

的方法，培养了学生独立、严谨的科研态度。 

7.2  教学组织运行方式 

本实验是一个涉及碳点的合成、表征及应用等内容的综合实验，面向化学专业3年级本科生开

设，是一个开放性兴趣实验。实验采用小班开课方式，每班16人左右，4人一组，实验学时为16学时。

分为三个阶段进行。第一阶段：实验前教师引导学生进行文献调研，要求学生课前先查找资料，熟

悉碳点的制备及巯基化合物检测的背景知识，根据文献调研结果讨论汇报实验原理及实验方案，此阶

段学时数为2学时。第二阶段：碳点的制备、荧光量子产率测定以及紫外、荧光光谱表征，此阶段需

10学时。按照以下学时分配分别完成相应两个单元实验。第一单元，碳点制备，计划学时3学时。碳

点制备需在实验课前一天由学生准备好制备碳点的反应前驱体，在教师指导、示范下让学生将反应

物装入反应釜，升温至实验所需温度，期间有实验员老师在实验室值守(1学时)，特别注意恒温箱处

于正常工作状态。待温度降至室温后，由学生将反应釜移出烘箱，用2个学时进行碳点的纯化及冷冻

干燥处理，48 h透析期间，学生需每隔约12 h换一次水，在换水约定时间实验员老师在场。第二单元，

碳点的表征部分，计划7个学时，其中碳点的荧光量子产率测试3学时，紫外-可见吸收光谱及荧光光

谱测试各2学时。分两个小组每组交叉进行两个单元实验，分别由两名教师指导学生实验。第三阶段：

碳点检测Cys，此阶段需4学时。实验教学中，以启发式引导学习基于荧光探针“off-on”型检测原理

及方法。 
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8  实验安全规范培训 
本实验涉及水热合成和高速离心分离等操作，有必要专门就此进行有关安全规范培训。其主要

包括以下内容： 

(1) 高速离心及使用的相关规范培训。 

离心机使用前必须检查面板上的各按钮是否处于规定的位置上，检查其他部位有无松动及不正

常情况；使用前必须检查离心管是否有裂纹、老化等现象，如有应及时更换；每支试管中放置等量

样品，对称放入转鼓内，以免由于重量不均及不对称放置引起离心机激烈振动；离心机在高速旋转

时切不可打开盖门；使用完毕，将转鼓和仪器搽拭干净，以防试液玷污而产生腐蚀。 

(2) 恒温烘箱相关使用规范。 

认真检查恒温箱自动控制系统是否正常，严禁使用线路老化、存在隐患的温度传感器及继电器

的恒温箱；最好使用具有运行自检功能的恒温箱，在发生异常时能够自动断电保护。 

(3) 有关反应釜使用的相关规范培训。 

认真检查反应釜，不能存在任何程度的细微裂缝；确保反应釜体下垫片位置正确(凸起面向下)，

然后放入聚四氟乙烯衬套和上垫片，先拧紧釜盖，再用螺杆将釜盖旋钮拧紧为止；将反应釜置于烘

箱内，要按规定的升温速率升温至所需反应温度(切勿高出反应釜耐压的安全范围)；确保反应釜内

温度低于反应体系沸点后，方可打开釜盖进行后续操作。 

9  结语 
本文设计了一个分析化学综合实验。以混杂生物量为原料，通过水热法合成了一种非金属掺杂

的荧光碳点。并利用Cu2+可以有效猝灭该碳点的荧光，在加入Cys后，由于Cys与Cu2+的络合，阻碍

了Cu2+对碳点荧光的猝灭，碳点荧光得以恢复。利用这一性质实现了对Cys的“off-on”荧光检测。

实验紧跟前沿热点，内容丰富、综合性强，所制备的碳点应用广泛，与化工学院多个专业联系紧密，

适合于不同专业的学生。本实验的开设使学生熟悉了纳米材料的制备及表征手段以及生物分子检测

过程的基本研究手段，有助于激发学生的学习兴趣和创新能力，培养学生的综合科研能力。 
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