
收稿日期!!"!# $"' $#'!修回日期!!"!# $"( $#I

基金项目!生物医学分析化学教育部重点实验室"武汉大

学$开放课题 "OZ\*!"#(""' $!湖北省科技重大专项

"!"#(O\O#"+$!湖北省粮食科技创新项目

作者简介!李小敏"#(('$#女#在读硕士#研究方向为油脂质

量检测与安全控制"012345$!II(I'&"+#9aa<:@2%

通信作者!胡志雄#副教授"012345$ 7j6?H64E4@=D9#!I<:@2!

齐玉堂#教授"012345$ @45Y3X9#I'<:@2%

油料蛋白
!"#! #"<#(("!F><:=G4<HDCH<#""' $%(I(<!#"#+%

米糠蛋白碳量子点的表征及应用

李小敏!胡志雄!张维农!齐玉堂!张燕鹏!杜/言!左/陈

"武汉轻工大学 食品科学与工程学院!武汉 J'""!'$

摘要!以米糠蛋白" \̂f$为碳源!采用水热合成法制备碳量子点!通过紫外$可见吸收光谱%荧光光

谱%高分辨率透射电子显微镜"L0*$%傅里叶变换红外光谱"KLŜ$对制备的米糠蛋白碳量子点

" \̂f$Zd;$的光学性能%形貌结构及表面官能团进行表征!并探究 \̂f$Zd;在不同环境下的稳

定性及应用于传感%细胞成像%荧光染色等领域的效果& 结果表明' \̂f$Zd;在 !&I =2下有紫外

吸收峰!其发射波长具有激发依赖性# \̂f$Zd;的形状近似球形!分散性好!尺寸均一!粒径为 ! g

J =2# \̂f$Zd;表面富含羟基%羧基!亲水性好#在 BPJ g#" 及不同盐浓度条件下! \̂f$Zd;的

荧光性能良好#在 'I+ =2紫外灯长时间照射下!也表现出良好的光学稳定性!但在不同化学环境中

\̂f$Zd;的荧光强度差别较大!主要与其表面缺陷态有关& 荧光传感实验表明! \̂f$Zd;可作

为K7

' N的+L?A= $]YY,型荧光传感器!检出限可达 #+<! =2@5FR& \̂f$Zd;具有较低的细胞毒性!

可用于P7BV$! 细胞的染色成像& \̂f$Zd;可作为一种新型荧光标记材料!应用于细胞标记和

细胞成像领域&

关键词!米糠蛋白#碳量子点#荧光性能#K7

' N传感#细胞成像
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//碳量子点是碳纳米材料家族中尺寸小于 #" =2

的新成员之一(# $!)

#由配体修饰的碳质核心表面组

成#显示出内在的光致发光特性% 碳量子点具有良好

的生物相容性&光学和化学稳定性#丰富的表面官能

团和极好的水溶性等特性#被广泛应用于生物传

感(')

&细胞成像(J)

&药物输送(!)及催化等领域% 碳量

子点主要有-自上而下.和-自下而上.两种合成路

线% 其中-自上而下.法通常是通过各种方法将最大

的宏观结构分解成许多纳米结构#主要包括激光烧

蚀&电弧放电&电化学氧化法(+)等#其碳源包括石墨&

煤炭&活性炭和纳米金刚石(I)等!-自下而上.法的思

路是由小分子构建更大的分子结构体系#主要包括热

解(%)

&水热(&)

&微波合成(()

&化学氧化(#")和模板法(##)

等#碳源包括柠檬酸盐&碳水化合物&有机酸等%

近几年#以天然和生态友好的材料作为碳前体#

合成无毒&量子化产率高&水溶性好&绿色环保的荧

光碳量子点备受关注(#!)

#各种生物质材料如植物果

实&果皮&中草药&奶制品等作为碳源制备荧光碳量

子点的报道很多% M36? 等(#')通过水热合成法处理

橙汁制备高绿色荧光碳量子点#可用于细胞成像!

P?3=D等(#J)以草莓汁为原料合成含氮碳量子点#并

将其应用于PD

! N的检测% 我国作为稻米生产大国#

稻谷加工过程中的副产物米糠蛋白资源丰富#氨基

酸组成接近KO]FQP]推荐的最佳模式#具有高生

物价&生物效价&消化率及低致敏性等优点#常被用

于婴幼儿食品配方中% 米糠及其副产物米糠蛋白含

有丰富的碳元素#为碳量子点的制备提供了所需的

碳源% 目前使用米糠及其副产物开发新型碳量子点

的报道甚少#米糠蛋白为碳源制备高荧光性能的碳

量子点尚未见报道% 本文首次以米糠蛋白为原料制

备碳量子点#并对米糠蛋白碳量子点进行了表征#探

究其稳定性及应用效果#为米糠蛋白的高值循环再

利用提供了一条创新的思路%

;<材料与方法

#<#/实验材料

米糠#潜江市洪湖浪米业有限责任公司!盐酸&氢

氧化钠&氯化钠&甲醇&丙醇&二甲基亚砜"d*M]$&U#

U$二甲基甲酰胺"d*K$#均为分析纯!无水乙醇为

色谱纯#国药集团!三氯化铁&三羟甲基氨基甲烷#阿

拉丁试剂有限公司!正己烷&乙腈&二氯甲烷#均为分

析纯#科密欧试剂有限公司%

O5B63# $! RdB5?;冷冻干燥机#德国 Z6A4;X公

司!f7AG4= 0527AR32_[3I+" 紫外可见分光光度计!

0=;B4A7酶标仪#美国珀金埃尔默公司!水热反应釜#

河南博硕仪器设备有限公司!傅里叶红外光谱仪#

f7AG4= 0527AKA@=X47A公司!K$JI"" 荧光光谱仪#日

本日立公司!-K$%O手提紫外检测灯#上海宝光电

光仪器厂!JJ L35@;K!"")场发射透射电子显微镜

"L0*$#荷兰飞利浦公司!Ke#!"" 激光共聚焦显微

扫描镜#日本]5C2B?;公司%

#<!/实验方法

#<!<#/米糠蛋白" \̂f$的制备

参考文献(#+)的方法制备 \̂f% 将米糠用正

己烷脱脂#取一定量脱脂米糠粕#按质量体积比

#q#"加入双蒸水#混匀#用 ! 2@5FR的U3]P调节 BP

恒定为 (<"#于 ++m搅拌浸提 ! 6 后#于 #! """

AF24=离心 #+ 24=#沉淀为脱脂脱蛋白米糠#置于

J+m的烘箱烘干#上清液用 ! 2@5FR的 PZ5调节

BP为 J<+#离心#沉淀水洗 ' 次#直至水洗溶液的

BP为 %<"#冷冻干燥获得 \̂f#于 Jm冰箱保存备

用% 凯氏定氮法测定 \̂f的蛋白质含量为 &+c#b%

#<!<!/米糠蛋白碳量子点的制备

采用水热合成法制备米糠蛋白碳量子点

" \̂f$Zd;$% 称取 #<" D米糠蛋白#置入 +" 2R水

热反应釜中#加入 '" 2R蒸馏水#搅拌使其溶解或分

散均匀#于 #&"m反应 #! 6#取出反应后的溶液搅拌

均匀#于 + """ AF24= 离心 #" 24=#过滤后滤液透析

"分子质量 # """ d3$!J 6#每隔 J 6 换 # 次水#透析

后的溶液冷冻干燥即得 \̂f$Zd;粉末%

#<!<'/ \̂f$Zd;的荧光光谱&紫外 $可见吸收光

谱测定

采用K$JI"" 荧光光谱仪#在 '#" gI"" =2范

围内扫描荧光光谱#扫描速度 # !"" =2F;#扫描电压

%"" e#0)F0*狭缝宽度 +F+ =2% 配制 "<! 2DF2R

的 \̂f$Zd;溶液"以 +" 22@5FRBP%<J 的 LA4;$

PZ5缓冲溶液配制$#采用紫外可见分光光度计在

!"" gI"" =2范围内扫描测定#记录其紫外 $可见

吸收光谱%

#<!<J/ \̂f$Zd;的形貌及结构表征

透射电镜测定'配制 # 2DF2R的 \̂f$Zd;水

(+

!"!! 年第 J% 卷第 ! 期/////////////中/国/油/脂



溶液#超声分散均匀#滴加 + g#"

!

R于碳膜上#自然

晾干#于 !"" Ge电压下观测样品的微观形态%

傅里叶红外光谱"KLŜ$分析'按质量比 #q#""

将 \̂f$Zd;与溴化钾混合#研磨均匀#压片后于傅

里叶红外光谱仪测定#波数扫描范围 J """ gJ""

:2

$#

#扫描次数 '! 次#分辨率 J :2

$#

%

#<!<+/ \̂f$Zd;的稳定性分析

BP的影响'配制一定浓度的 \̂f$Zd;溶液#

取 ! 2RBP! g#! 的 +" 22@5FRLA4;$PZ5缓冲溶

液加入 !""

!

R \̂f$Zd;溶液#期间采用 PZ5和

U3]P调节 BP#使 \̂f$Zd;最终质量浓度为 "<!

2DF2R#于激发波长 ''J =2&发射波长 J#+ =2处测

定其荧光强度"R$#以 ! 2RBP%<J LA4;$PZ5缓冲溶

液加 !""

!

R \̂f$Zd;为空白#测定荧光强度"R

"

$#

计算R8R

"

#考察 BP对 \̂f$Zd;稳定性的影响%

盐浓度的影响'向 +" 22@5FRBP%<'J 的LA4;$

PZ5缓冲溶液中添加U3Z5#使其浓度范围为 " g!<"

2@5FR#加入 \̂f$Zd;粉末使其质量浓度为 "<!

2DF2R#于激发波长 ''J =2&发射波长 J#+ =2处测

定其荧光强度"R$#以未添加 U3Z5的 \̂f$Zd;溶

液为空白#测定荧光强度"R

"

$#计算 R8R

"

#考察盐

浓度对 \̂f$Zd;稳定性的影响%

光学稳定性'紫外灯"波长为 'I+ =2$距离 "<!

2DF2R \̂f$Zd;溶液"以 +" 22@5FRBP%<J 的

LA4;$PZ5缓冲溶液配制$+ :2处持续照射 " g#!"

24=#于激发波长 ''J =2&发射波长 J#+ =2处测定

其荧光强度"R$#以未紫外灯照射"" 24=$为空白#

测定荧光强度"R

"

$#计算 R8R

"

#考察紫外光照射时

间对 \̂f$Zd;光学稳定性的影响%

化学稳定性'使用多种不同溶剂配制 \̂f$

Zd;溶液#使其质量浓度为 "<! 2DF2R#于激发波长

''J =2处测定其荧光发射光谱#考察溶剂对 \̂f$

Zd;稳定性的影响%

#<!<I/ \̂f$Zd;的应用评价

#<!<I<#/阴&阳离子猝灭实验

取 !<+ 2R+" 22@5FRBP%<J 的LA4;$PZ5缓冲

溶液#加入 !+"

!

R"<! 2DF2R \̂f$Zd;溶液#然后

分别添加 #"

!

R不同阴&阳离子溶液""<# 2@5FR$#混

匀后在激发波长 ''J =2&发射波长 J#+ =2处测定其

荧光强度% 以未加离子的 \̂f$Zd;的LA4;$PZ5缓

冲溶液为空白#计算加入相应离子时体系的荧光强度

"R$与未加离子的荧光强度"R

"

$比值"R8R

"

$%

#<!<I<!/K7

' N的传感测定

按 #<!<I<# 的方法操作#调节 K7

' N浓度范围为

"<"+ gJ""

!

2@5FR#记录其荧光发射光谱"激发波长

''J =2$#并作相关统计分析#考察碳量子点对 K7

' N

的灵敏度&准确度%

#<!<I<'/细胞毒性实验

采用ZZ.$& 试剂盒测定 \̂f$Zd;对人肝癌

细胞"P7BV$!$的毒性% 将 P7BV$! 接种到 (I 孔

板"每孔 # """ 个细胞$中#每孔 #""

!

R的P7BV$!

细胞悬浮液#将培养板于 '%m培养箱"+b Z]

!

$中

孵育 !J 6% 向培养板中加入 #"

!

R不同质量浓度

""&+"&#""&!""&J""&&""

!

DF2R$的 \̂f$Zd;溶

液"以无菌去离子水配制$#孵育一段时间后加入 #"

!

RZZ.$& 溶液#孵育 ' 6#酶标仪测定吸光度"测

定波长 J+" =2$% 按下式计算细胞存活率"I$%

Ik"*

;

$*

_

$8"*

:

$*

_

$ p#""b "#$

式中'*

;

为实验孔吸光度"含有细胞的培养基&

ZZ.$&&待测物质$!*

:

为对照孔吸光度"含有细胞

的培养基&ZZ.$&&无待测物质$!*

_

为空白孔吸光

度"不含细胞和待测物质的培养基&ZZ.$&$%

#<!<I<J/细胞成像实验

取 \̂f$Zd;#以无菌去离子水配制质量浓度

#<" 2DF2R的溶液并缓慢加入到含 P7BV$! 细胞

的培养基中#使 \̂f$Zd;最终质量浓度为 "<!

2DF2R#孵育 J" 24=后于 # !"" AF24= 离心 #" 24=#

弃去上清液#用 +" 22@5FRBP%<J LA4;$PZ5缓冲

溶液清洗 ' 次#置于玻片上用于成像%

细胞成像通过Ke#!"" 激光共聚焦显微扫描镜

测定#分别在 J"+&J&&&+J' =2处激发#收集蓝&绿&

红色发射光谱带%

#<!<%/数据处理

所有数据均采用 ]A4D4= &<+ 绘图软件进行处

理#碳量子点的粒径采用 U3=@*73;?A7软件进行统

计分析%

=<结果与分析

!<#/不同米糠原料水热合成法制备的碳量子点的

荧光强度对比

分别以过 "<!+ 22"I" 目$筛的米糠&脱脂米

糠&脱脂脱蛋白米糠&米糠蛋白为原料#按 #<!<! 方

法制备碳量子点#按照 #<!<' 方法进行荧光光谱扫

描#结果如图 # 所示% 由图 # 可看出#相同条件下#

\̂f$Zd;的荧光强度大大强于过 "<!+ 22"I"

目$筛的米糠&脱脂米糠&脱脂脱蛋白米糠碳量子

点#因此本文采用米糠蛋白为原料制备高荧光碳量

子点#同时测得其量子化产率为 'c%Ib#元素组成

中Z&U&]原子质量比为 %"q#"q#&%

"I
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/注'米糠蛋白激发波长为 ''J =2!其他 ' 种原料激发波长

为 '%" =2%

图 ;<不同米糠原料碳量子点的荧光光谱

!<!/ \̂f$Zd;的荧光光谱及紫外 $可见吸收

光谱

图 ! 为不同激发波长下 \̂f$Zd;的荧光发射

光谱%

图 =<不同激发波长下[\̂ J$!*的荧光发射光谱

//由图 ! 可看出'随着激发波长从 '#" =2增加至

+"" =2时# \̂f$Zd;荧光强度呈现先升后降的趋

势#激发波长 ''" =2时荧光强度达到最大值!发射

峰位置由 J"" =2 逐渐红移至 ++" =2# 显示

\̂f$Zd;具有明显荧光激发依赖性#这可能与碳

量子点的尺寸效应与不同表面发射缺陷态的广泛分

布有关(#I)

%

图 ' 为 \̂f$Zd;的紫外$可见吸收光谱和激

发&发射波长的确定% \̂f$Zd;在日光下为黄棕

色#在紫外灯照射下呈明亮的蓝色荧光% 由图 ' 紫

外$可见吸收光谱发现# \̂f$Zd;在 !&I =2处有

一细微的弱吸收峰#可能归因碳量子点结构中
&&

Z ]

的 ' $

%#

和
&&

Z Z的
%

$

%#

跃迁% 另外#由图 '

可见#激发波长为 ''J =2#发射波长为 J#+ =2%

图 ><[\̂ J$!*的紫外J可见吸收光谱

!<'/ \̂f$Zd;的表征

!<'<#/透射电镜

图 J 为 \̂f$Zd;的透射电镜图%

图 ?<[\̂ J$!*的透射电镜图

//由图 J 可看出# \̂f$Zd;粒子数目较多且分

散性较好#尺寸大小较均一#形状呈类球形% 利用

U3=@*73;?A7软件对 \̂f$Zd;的粒径进行测定#

发现 \̂f$Zd;颗粒大部分集中在 ! gJ =2#计算

得到 \̂f$Zd;颗粒的平均粒径为"'<JJ r"<!!$

=2#粒径分布图大致呈正态分布"见图 +$%

图 D<[\̂ J$!*的粒径分布图

!<'<!/KLŜ

通过KLŜ 对 \̂f$Zd;的表面官能团进行表

征#结果见图 I%

图 G<[\̂ J$!*的VS#[谱图

//由图 I 可看出#' !(& :2

$#的宽吸收峰归因于

碳量子点表面存在大量的*]P#! (I! :2

$#处的吸

收峰对应亚甲基伸缩振动## I+( :2

$#处的吸收峰

归因于
&&

Z ]弯曲振动## IJ( :2

$#处的吸收峰对

应于 Z*U伸缩振动和 U*P弯曲振动## !J"&

# "J& :2

$#处的吸收峰表明存在 Z*]*Z伸缩振

动## J+#&# '(&&I(% :2

$#处的吸收峰与Z*P弯曲

振动相关#以上结果分析表明碳量子点表面可能具

#I
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有羟基&氨基&羧基等多种官能团#侧面说明其水溶

性良好%

!<J/ \̂f$Zd;的稳定性

图 % 为 BP&盐浓度&紫外光照射时间&溶剂对

\̂f$Zd;荧光的影响%

由图 %"O$可看出#在 BPJ g#" 时#R8R

"

稳定#

说明此 BP范围内 \̂f$Zd;的荧光强度相对稳

定#而在强酸&强碱的条件下# \̂f$Zd;荧光强度

明显下降% 由图 %"\$可看出# \̂f$Zd;在不同浓

度的U3Z5溶液中#R8R

"

变化不大#说明不同盐浓度

下# \̂f$Zd;可保持较好的荧光稳定性% 由图 %

"Z$可看出#在波长为 'I+ =2紫外灯连续照射 #!"

24=条件下# \̂f$Zd;的 R8R

"

变化不大#说明

\̂f$Zd;的光学稳定性较好% 由图 %"d$可看出'

在 d*K&d*M]&甲醇&无水乙醇的化学环境中#

\̂f$Zd;的荧光强度有所增强!在异丙醇&乙醚&

丙酮&正己烷&乙腈&二氯甲烷环境中# \̂f$Zd;的

荧光强度下降幅度较大% 表明有的化学环境能增加

\̂f$Zd;的表面缺陷态#使 \̂f$Zd;能够保持

其优秀的荧光特性!有的则能破坏 \̂f$Zd;表面

缺陷态使其荧光强度降低%

///

///

图 H<1R"盐浓度"紫外光照射时间"溶剂对[\̂ J$!*荧光的影响

!<+/ \̂f$Zd;的应用

!<+<#/阴&阳离子对 \̂f$Zd;的猝灭效果

按照 #<!<I<# 方法测定多种不同阴&阳离子对

\̂f$Zd;的猝灭效应#结果如图 & 所示%

由图 & 可看出'阴离子对 \̂f$Zd;的荧光强

度基本均无影响!而部分阳离子对 \̂f$Zd;有猝

灭效果#如 Z?

! N

&L4

! N

&K7

' N等#其中 K7

' N的猝灭效

果尤其显著#猝灭率可达 %'<&b#呈现较强选择性#

这种现象与大多数以生物质碳源碳量子点具有相似

性#其原因可能是 K7

' N与 \̂f$Zd;表面的羟基&

氨基&羧基发生相互作用#改变了 \̂f$Zd;表面态

的缺陷结构及电子转移进程#从而导致动态猝灭过

程的出现%

//

图 I<[\̂ J$!*对不同阴离子$8%和阳离子$\%的猝灭效果

!I
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!<+<!/对K7

' N的传感

基于K7

' N对 \̂f$Zd;的显著猝灭效果与良好

选择性#按 #<!<I<! 方法对 \̂f$Zd;作为-L?A= $

]YY.型荧光传感器测定 K7

' N的效果进行了评价#结

果分别见图 (&图 #"%

图 B<不同浓度V'

> _的[\̂ J$!*的荧光发射谱图

图 ;C<343

C

和V'

> _浓度之间的关系

//由图 (&图 #" 可看出#随着 K7

' N浓度的增加#

\̂f$Zd;在最大发射波长 J#+ =2处的荧光强度

逐渐降低#并且体系中K7

' N浓度在 +" g'""

!

2@5FR

范围内#R8R

"

"G$与 K7

' N浓度"J$呈现良好的线性

关系#线性回归方程为Gk$"<""# JJN"<%+I &#I

!

为 "<((" I#检出限为 #+<! =2@5FR"S8Ak'$% 由此

可见# \̂f$Zd;可以作为荧光探针对 K7

' N进行高

灵敏的传感检测分析%

!<+<'/细胞毒性及成像

!<+<'<#/细胞毒性

为了探索 \̂f$Zd;在细胞成像和传感领域中

的应用潜力#通常需要评估其是否具有光学优点及

低细胞毒性(#%)

% 按 #<!<I<' 方法测定了 \̂f$Zd;

对P7BV$! 的毒性#结果如图 ## 所示%

图 ;;<[\̂ J$!*对R'1OJ= 细胞的毒性效应

//由图 ## 可看出'随着 \̂f$Zd;质量浓度的升

高#细胞存活率缓慢降低#在 \̂f$Zd;质量浓度为

!""

!

DF2R时#细胞存活率为 ('<Ib! \̂f$Zd;质

量浓度高达 &""

!

DF2R时#细胞存活率仍可达到

&&<+b% 可见# \̂f$Zd;的细胞毒性非常低#具有

良好的生物亲和性#可以安全应用于细胞标记与细

胞成像领域中%

!<+<'<!/细胞成像

按 #<!<I<J 方法#采用 "<! 2DF2R"兼顾毒性&

染色效果与成本$的 \̂f$Zd;溶液对 P7BV$! 细

胞孵育进行细胞成像实验#使用激光共聚焦显微扫

描镜对细胞进行观察#结果如图 #! 所示%

/注'"O$J"+ =2#蓝色荧光!"\$J&& =2#绿色荧光!"Z$+J'

=2#红色荧光!"d$明场%

图 ;=<[\̂ J$!*标记的R'1OJ= 细胞激光共聚焦图

//由图 #! 可看出#与未标记的P7BV$! 细胞"明

场$比较#以 \̂f$Zd;标记的 P7BV$! 细胞通过

不同波长的激光进行激发#呈现明亮的多色荧光#细

胞状态良好#且荧光主要分布于细胞膜&细胞核区

域#说明 \̂f$Zd;具有良好的细胞通透性&生物相

容性%

><结<论

本文以米糠蛋白为碳源#采用水热合成法制备

强荧光&水溶性良好的荧光碳量子点" \̂f$Zd;$#

原料资源丰富&低廉易得#操作过程简便&绿色环保%

通过紫外&荧光&L0*&KLŜ 对 \̂f$Zd;的光学特

性及结构进行表征#制备的 \̂f$Zd;分散性较好#

粒径主要集中在 ! gJ =2#平均粒径为 'cJJ =2!其

表面富含羟基&羧基等亲水基团#碳量子点水溶性良

好% 将 \̂f$Zd;置于不同 BP&U3Z5浓度&紫外光

照射时间以及不同化学环境中#发现 \̂f$Zd;在

BPJ g#"&不同浓度的盐环境中#其荧光性能良好!

而不同化学环境其荧光强度差别较大#主要是与其

表面缺陷态有关!在 'I+ =2紫外灯长时间照射下#

'I
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\̂f$Zd;表现出良好的光学稳定性% 通过阴&阳

离子的猝灭实验发现 K7

' N对 \̂f$Zd;的荧光猝

灭效果较好! K7

' N浓度在 +" g'""

!

2@5FR时#

\̂f$Zd;荧光强度与K7

' N浓度之间呈现良好的线

性关系#表明 \̂f$Zd;对 K7

' N的荧光传感有较高

灵敏度!细胞毒性实验发现 \̂f$Zd;细胞毒性较

低#将其用于 P7BV$! 细胞染色#发现其对细胞的

染色效果较好#细胞状态良好#表明其具备良好的生

物相容性% 基于 \̂f$Zd;上述优良特点#其在荧

光染料&细胞成像等领域的应用前景广阔%
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