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摘　要　为实现灵敏、快速、特异性地检测水环境中的 17β-雌二醇  (E2) ，以甘蔗渣衍生的碳量子点作为荧光信

号，核酸适配体  (aptamer) 作为识别元素，构建了一种可以特异性检测 E2的荧光探针，通过荧光强度的变化来

定量检测 E2并对检测效果进行分析。结果表明：核酸适配体能成功修饰在碳量子点的表面形成稳定的荧光探

针；200 mg·L−1 的碳量子点与 1 μmol·L−1 的 aptamer为荧光探针的最佳构建比例；相对荧光强度与 0~10 μg·L−1 质

量浓度的雌二醇成正比，且最低检测限为 0.42 μg·L−1；该荧光探针可成功应用于水体中 E2的检测，回收率为

93.6%~106.5%。与传统的仪器检测方法相比，该荧光探针检测 E2具有良好的选择性和重现性，还具有操作简

单、成本低的优点。本研究成果可为核酸适配体构建的荧光探针在水环境检测中的推广应用提供参考。
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环境雌激素 (environmental estrogens，EEs) 是具有内分泌干扰效应的类固醇类物质 [1]。17β-雌二

醇  (17β-estradiol，E2) 是由性腺分泌的一种具有较高生物活性的天然雌激素，可以通过牲畜粪便和

污水排放进入水环境，从而进入生物体内，即使较低浓度的 E2也会干扰人体及动物体的正常内分

泌功能并使生理系统紊乱[2-4]。

目前，常用的 E2检测技术主要包括高效液相色谱法  (HPLC) [5-6]、液相色谱-质谱联用法  (LC-
MS) [7-8]、气相色谱-质谱联用法  (GC-MS) [9]、免疫分析法 [10-11]、电化学分析法 [12-13] 等。虽然色谱法

具有灵敏度高、准确度高的优点，但由于实际样品的复杂性和 E2的痕量或超痕量残留，需要经过

复杂的预处理过程，因此不适用于现场快速检测 [4]。免疫分析法具有较高的灵敏度，但是缺乏特异

性且抗干扰能力弱。电化学方法检测 E2具有灵敏度高和成本低的优点，但是 E2的电化学活性较

弱，检测过程中需要较高的氧化电位，这可能会导致电极钝化，造成检测的特异性和可重复性较

差。因此，开发一种简便、快速、灵敏度高、特异性好且可实现现场检测雌二醇的方法势在必行。

荧光法因其灵敏度高、重现性好、操作简便等优点受到研究人员的广泛关注 [14]。荧光检测方

法中使用的荧光元件一般包括荧光染料、量子点和生物荧光团 [15]。碳量子点 (CQDs) 凭借其荧光性

能稳定、生物相容性好、水溶性好、低毒性、易合成、生产成本低等优点，现已广泛应用于构建
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环境和食品中有害物质检测的荧光传感器[16-18]。

核酸适配体 (aptamer) 是可以折叠成特定三级空间结构的，通过空间构型互补与目标分子高亲

和性、高特异性结合的一段寡核苷酸序列，具有亲和性强、特异性高、合成简单、稳定性好等优

点[19-20]。目前，核酸适配体传感器已被广泛应用于金属离子、有机分子、胺肽、蛋白质、以及细胞

等方面的检测，而且均表现出良好的检测效果[21-24]。

为减少资源浪费，实现技术的可持续发展，低价值废物转化为高价值生物质的研究越来越受

欢迎 [25]。甘蔗渣是世界上最大的农作物废弃物之一，具有产量大、产地集中、成本低、性能稳定

等优点，有利于工业化生产 [26]。由于甘蔗渣具有较高的半纤维素含量和丰富的碳、氧元素 [27]，且

其灰分含量低于其他农业废弃物。因此，其已成为制备碳材料的理想生物质原料[28]。

本研究以甘蔗渣合成的碳量子点作为荧光信号，以核酸适配体作为识别元素，采用 EDC/NHS
活化法将氨基标记的 E2核酸适配体连接到碳量子点表面，构建了一种新型荧光探针，用于水环境

中雌二醇的灵敏、快速、特异性检测，并对实际水样进行分析探讨，旨在为基于核酸适配体修饰

的碳量子点荧光探针对水体中污染物的检测机理、痕量污染物的高灵敏和特异性检测提供理论依

据和技术支持。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

17β-雌二醇 (E2，≥98%) 、雌三醇 (E3，≥98%) 、双酚 A (BPA，≥99%) 、1-(3-二甲氨基丙基)-
3-乙基碳二亚胺盐酸盐  (EDC，≥99%) 、N-羟基琥珀酰亚胺  (NHS，≥99%) 、Trizma盐酸盐  (Tris-
HCl，≥99%) 、氯化钠  (NaCl，≥99%) 、氯化镁六水合物  (MgCl2·6H2O，≥99.0%) 、氯化钾  (KCl，
≥99%) 、牛血清蛋白  (BSA，≥98%) 、吐温 20 (Tween 20，≥98.5%) 购自西格玛奥德里奇  (上海) 贸
易有限公司；炔雌醇  (EE，≥98%) ，吗啉乙磺酸  (MES，≥99%) 购自阿拉丁生化科技有限公司  (中
国 ) 。硫酸  (H2SO4，98%) 、硝酸  (HNO3，68%) 均为分析纯级别。17β-雌二醇核酸适配体序列为

5'-AAGGGATGCCGTTTGGGCCCAAGTTCGGCATAGTG-NH2-3'，由上海生工生物工程有限公司合

成。透析袋  (1 kDa) 购自上海生工生物工程有限公司。所有检测实验均在缓冲溶液  (100 mmol·L−1

Tris-HCl，200 mmol·L−1 NaCl，25 mmol·L−1 KCl，10 mmol·L−1 MgCl2，pH 8.0) 中进行。

 1.2    实验仪器

管式炉  (OTF-1200X，合肥科晶技术材料有限公司) ；行星式球磨机  (XQM-4L，南昌市恒顺化

验设备制造有限公司 ) ；聚四氟内衬高压反应釜  (湖南力辰科技仪器有限公司 ) ；电子天平

(ME104，梅特勒-托利多  (上海) 有限公司) ；UV-vis (2600，日本岛津公司) ；荧光分光光度计  (RF-
5301PC，日本岛津公司) ；TEM (JEOL-2100F，日本电子株式会社公司) ；FT-IR (IR Affinity，日本

岛津公司) 。
 1.3    甘蔗渣生物碳衍生量子点的制备

首先将购自水果店的甘蔗渣用去离子水洗净并烘干，利用管式炉在缺氧的条件下将甘蔗渣热

解。待甘蔗渣充分碳化后，将得到的碳材料在行星式球磨机中研磨。再利用粒度筛选法得到纳米

大小碳颗粒。称取质量为 50 mg的碳颗粒，将其均匀分散于 6 mL H2SO4 和 2 mL HNO3 的混合液

中，于 85 ℃ 条件下超声 5 h。随后将混合液放入 25 ℃ 摇床中，以 200 r·min−1 的转速反应 48 h。将

酸化处理获得的碳颗粒溶液用去离子水稀释并用氢氧化钠调节 pH至中性 [29]。最后将其于聚四氟乙

烯内衬的高压釜中 180 ℃ 下水热反应 5 h。待反应溶液冷却至室温后，经过 0.22 μm微孔过滤器过

滤并透析处理，去除小分子和盐分，最终获得碳量子点溶液，并避光保存于 4 ℃ 冰箱中待用。

 1.4    CQDs-aptamer探针的合成

利用质量浓度为 200 mg·L−1 的碳量子点，在 MES缓冲体系下 (100 mmol·L−1，pH = 5) ，先后加
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入 10 mg EDC和 10 mg NHS，并在 25 ℃ 摇床中充分混匀 30 min，以活化碳量子点表面的羧基官能

团。在反应体系中加入 E2核酸适配体 (1 μmol·L−1) ，摇床内的温度为 37 ℃，转速为 200 r·min−1，避

光反应 12 h。将反应后的溶液使用超速冷冻离心机在 12 000 r·min−1 的条件下，用超纯水彻底清洗

4~5次。将所得沉淀物用超纯水定容至 450 μL，再加入 500 μL的 2% BSA (1%) 溶液和 50 μL的

Tween 20 (0.05%) 溶液，最终反应体系为 1 mL。在摇床温度为 25 ℃，转速为 200 r·min−1 的条件下，

避光振荡培养 2 h。该过程封闭了碳量子点表面未与 E2核酸适配体结合的羧基位点，以防后续检

测 E2时出现非特异性结合。为了去除反应溶液中过量存在的封闭剂，使用与上述相同的离心条

件，对反应液彻底离心洗涤 4~5次。最终得到的复合物即为 CQDs-aptamer荧光探针，保存在 4 ℃
条件下以备使用。

 1.5    雌二醇的检测

在 2 mL的离心管中加入 50 mg·L−1 的 CQDs-aptamer探针和不同质量浓度的 17β-雌二醇，使得

检测体系中 E2的最终质量浓度分别为 0、2、5、8、10、20 μg·L−1。充分混匀后，将混合液置于 25 ℃，

200 r·min−1 条件下的摇床内反应 30 min。最后将反应后的溶液用荧光分光光度计进行荧光光谱扫描

(激发波长 Ex = 475 nm，发射波长 Em = 530 nm，激发和发射狭缝均为 5 nm) 。此外，荧光探针还加

入了雌炔醇  (EE) 、雌三醇  (E3) 和双酚 A (BPA) 等内分泌干扰物，考察了 CQDs-aptamer探针对

E2的选择性。检测实验均设置 3个平行样，以保证数据的可靠性和准确性。相对荧光强度的计算

方法见式 (1) 。

R =
F −F0

F0
(1)

式中：R 为相对荧光强度；F0、F 分别为投加污染物前后的荧光强度；F – F0 为荧光恢复的增量。

 1.6    实际样品检测

为评估构建荧光探针的可行性与实用性，将其应用于自来水和长春市南湖水样品的检测。用

0.22 μm的微孔滤头过滤掉 2种水样中的大颗粒杂质，加入不同质量浓度的 E2标准溶液  (5、8、
10 μg·L−1) ，测定荧光强度，平行测定 3次，外标法定量并计算加标回收率。

 2    结果与讨论

 2.1    荧光传感机理

荧光适配体探针快速检测 E2的原理见图 1。首先以甘蔗渣为碳源，利用高温热解、酸化与水

热等方法合成含有丰富表面官能团的发光碳量子点。采用 EDC/NHS偶联剂，将带有氨基的核酸适

配体修饰于含有羧基的碳量子点表面，合成 CQDs-aptamer探针。由于核酸适配体还会通过 π-π键

结合于碳量子点表面发生静态荧光淬灭 [30]，因此，相比于荧光碳量子点，探针具有较低的发光特

性。向荧光适配体探针加入 E2后，E2的特异性核酸适配体以强亲和力结合 E2，使其从碳量子表
 

图 1    CQDs-aptamer荧光探针的构建及检测 E2的机理图

Fig. 1    Schematic illustration of CQDs-aptamer fluorescent probe for E2 detection
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面释放出来，从而使碳量子点的荧光发生恢复。因此，可以通过测量荧光强度的变化来检测 E2的

质量浓度。

 2.2    CQDs的表征

本研究对甘蔗渣来源碳量子点进行透射电镜  (TEM) 表征。如图 2(a)所示，碳量子点的粒径大

小约为 2 nm，并具有球形结构。如图 2(b)所示，FT-IR光谱显示了碳量子点的官能团，碳量子点

在 3  433  cm−1 处的峰对应 N—H和 O—H的伸缩振动， 1  620  cm−1 处对应 C=C的伸缩振动，

1 384 cm−1 处属于 COO—的伸缩振动，1 126 cm−1 处属于 C—O的对称伸缩 [31]。结果表明，碳量子

点表面富含大量的羟基和羧基，具有良好的水溶性与生物相容性。

 2.3    CQDs和 CQDs-aptamer的紫外和荧光光谱定性分析

本研究利用紫外-可见吸收光谱探究了核酸适配体固定在碳量子点表面的情况并进行分析。如

图 3(a)所示，质量浓度为 200 mg·L−1 的碳量子点在 226 nm和 280 nm波长处有特征吸收峰，分别对

应于 C=C键的 π-π*转换和 C=O键的 n-π*转换 [32]。1 μmol·L−1 游离的核酸适配体在 253 nm处有明

显的特征吸收峰，对应 DNA的特征峰值 [33]。50 mg·L−1 的 CQDs-aptamer在 226 nm处出现碳量子点

的特征吸收峰，在 267 nm处呈现一个较宽的肩峰，说明核酸适配体和碳量子点的成功偶联。如

图 3(b)所示，在 475 nm激发波长下，碳量子点的发射波长为 530 nm。将核酸适配体与碳量子点偶

 

图 2    CQDs的透射电镜图与红外表征

Fig. 2    TEM and FT-IR image of CQDs

 

图 3    紫外-可见吸收光谱图和荧光光谱图

Fig. 3    UV-vis absorption spectra and fluorescence spectra
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联后，荧光强度下降了约 62%，加入质量浓度为 20 μg·L−1 的 E2后，荧光强度恢复。上述实验结果

表明，成功合成了 CQDs-aptamer荧光探针，该探针可用于 E2的定量检测。

 2.4    实验条件的优化

1) 核酸适配体的投加量对检测效果的影

响。核酸适配体投加量是影响灵敏检测 E2的

重要参数之一。为了探索最佳核酸适配体投加

量，本实验使用不同起始浓度的核酸适配体

(0、0.2、0.5、0.8、1、2 μmol·L−1) 构建了荧光

探针。如图 4所示，随着核酸适配体浓度的增

加，复合探针的荧光强度逐渐减弱。当核酸适

配体添加量为 1 μmol·L−1 时，合成的荧光探针

有最佳的结合效率。核酸适配体添加量为

2 μmol·L−1 的荧光探针与添加量为 1 μmol·L−1 的

荧光探针相比，荧光强度变化不大。该现象产

生的原因是碳量子点表面被核酸适配体覆盖，

随着核酸适配体投加量的增加，碳量子点表面

覆盖率增加，从而使量子点荧光减弱。但后续

适配体投加量达到一定程度，碳量子点表面覆

盖率达到最大，信号达到饱和，荧光强度则不

再产生变化。因此，在后续实验中采用 200
mg·L−1 的碳量子点与 1 μmol·L−1 的核酸适配体

构建 CQDs-aptamer探针并检测雌二醇。

2) 荧光探针投加量对雌二醇检测效果的影

响 。 利 用 200  mg·L−1 的 碳 量 子 点 与 浓 度 为

1 μmol·L−1 的核酸适配体合成 CQDs-aptamer探
针，在相同的实验条件下，考察不同投加量对

雌二醇  (20 μg·L−1) 检测效果的影响。如图 5所

示，当 CQDs-aptamer探针的投加量为 50 mg·L−1 时，达到最大的荧光恢复量。原因是随着 CQDs-
aptamer探针的投加量的增加，体系中的核酸适配体的含量增加，检测体系中雌二醇结合效果增

强，从而使荧光恢复的效果增强。当 CQDs-aptamer探针的投加量超出 50 mg·L−1 时，荧光恢复量开

始降低。原因可能是 CQDs-aptamer探针投加量的增加也伴随着本底荧光值的增加，本底荧光值的

增加会导致实验误差的增加。为了获得较高的荧光恢复量，在后续实验中，选择投加量为 50 mg·L−1

的 CQDs-aptamer探针检测雌二醇。

3) 反应温度和时间对雌二醇检测效果的影响。在检测过程中，反应温度会影响 CQDs-
aptamer探针中核酸适配体与 E2结合的速度与稳定性，从而影响检测效果。通过控制不同的反应温

度  (20、25、30和 35 ℃) 来检测质量浓度为 20 μg·L−1 的 E2，探究其最佳的检测温度。如图 6(a)所
示，随着温度的升高，荧光相对强度呈现先增大后减小的趋势。当反应温度为 25 ℃ 时，荧光相对

强度最大。因此，选择 25 ℃ 作为最佳反应温度。

CQDs-aptamer探针与 E2需要一段时间才能完成结合过程，故应对反应时间进行优化。如图 6(b)
所示，随着反应时间的增加，荧光相对强度逐渐增加，当反应时间达到 30 min时，相对荧光强度

最大，此后稍有降低。因此，最终的反应时间确定为 30 min。

 

图 4    核酸适配体的投加量对荧光探针的影响

Fig. 4    Effect of aptamer concentration on fluorescence probe

 

图 5    荧光探针投加量对雌二醇检测信号的影响

Fig. 5    Effect of CQDs-aptamer dosage on detection of E2
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 2.5    雌二醇的检测及样品分析

1) 雌二醇的灵敏度检测。为了探索该方法的检测灵敏度，在最佳实验条件下，利用 CQDs-
aptamer探针对 E2进行定量检测。如图 7(a)所示，荧光强度随 E2质量浓度的增加呈逐渐增加的趋

势。如图 7(b)所示，相对荧光强度与质量浓度为 0~10 μg·L−1 的 E2存在良好的线性关系，检出限

(LOD)为 0.42 μg·L−1。

该荧光探针检测方法与其他雌二醇检测方

法的对比结果如表 1所示。值得注意的是，该

荧光适体探针对 E2的检测不但具有响应快、

操作方便、检测效果较好等优点，还具有较高

的成本效益。

2) 雌二醇的特异性检测。为了验证该荧光

探针的特异性，分别对雌二醇  (E2) 20 μg·L−1、

雌炔醇  (EE) 100 μg·L−1、雌三醇  (E3) 100 μg·L−1

和双酚 A (BPA) 100 μg·L−1 进行检测，通过比较相对荧光强度来说明该检测方法的选择特异性。相

对荧光强度如图 8所示。可以看出，与目标物 E2的高荧光强度变化相比，其他内分泌干扰物质

 

图 6    溶液温度和孵育时间对雌二醇检测的影响

Fig. 6    Effect of reaction temperature and time on detection of E2

 

图 7    CQDs-aptamer探针对不同浓度雌二醇的荧光测量和雌二醇检测标准曲线

Fig. 7    Fluorescence measurements of CQDs-aptamer to different concentrations of E2 and E2 detection standard curve

表 1    各种雌二醇检测方法的比较

Table 1    Comparison of various detection methods for E2

方法 检测质量浓度/(μg·L−1) 检出限/(μg·L−1) 来源

适配体传感器法 0~10 0.42 本研究

液相色谱法 0.035~2.4 0.1 [34]

电化学法 27~272 1.4 [35]

免疫分析法 0.1~100 1.0 [36]
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(EE、E3和 BPA)的相对荧光强度变化很小，

在一定程度上可以忽略。由此可以推断该

CQDs-aptamer探针对 E2具有较高的特异性。

3) 实际样品分析。为了评估构建的 CQDs-

aptamer荧光探针的可行性与实用性，将荧光

探针用于检测自来水和湖水样品中的 E2。自

来水取自实验室，湖水取自长春市南湖。在分

析检测样品的荧光强度的基础上，计算加标回

收率。如表 2所示，相对标准偏差 (RSD)为

2.35%~3.84%，回收率为 93.6%~106.5%。可以

看出，本方法构建的荧光探针具有较高的准确

度和精密度，适合实际样品分析。

 3    结论

1) 利用绿色合成、成本低廉的甘蔗渣生物碳衍生碳量子点作为荧光信号元件，核酸适配体作

为特异性结合雌二醇的识别元件，成功构建了可以特异性检测 E2的荧光探针。

2) 在 CQDs-aptamer投加量为 50 mg·L−1、核酸适体的投量为 1 μmol·L−1 条件下，反应温度为

25 ℃，反应时间为 30 min，取得最佳雌二醇检测效果。在最优的实验条件下，相对荧光强度与雌

二醇的质量浓度在 0~10 μg·L−1 区间内成正比且检测限为 0.42 μg·L−1。

3) 自来水和湖水样品的加标回收实验结果表明，该方法具有实际样品检测能力。与传统的仪

器检测方法相比，该荧光探针检测 E2具有操作简单、成本低的优点，并可实现 E2高特异性检

测，具有良好的应用前景。

 

图 8    CQDs-aptamer探针在不同内分泌干扰物存在下

相对荧光强度的变化

Fig. 8    Changes of relative fluorescence intensity of CQDs-
aptamer probe in the presence of different endocrine disruptors

表 2    实际水样中 E2检测效果 (n=3)
Table 2    Detection of E2 in real water samples (n=3)

样品来源 加入的E2质量浓度/(μg·L−1) 检测的E2质量浓度/(μg·L−1) 回收率/% 相对标准偏差/%

自来水

5 4.75 95.0 3.13

8 8.22 102.8 2.81

10 10.39 103.9 3.75

湖水

5 4.68 93.6 2.35

8 8.52 106.5 2.69

10 10.26 102.6 3.84
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Preparation  of  fluorescent  aptamer  probe  based  on  bagasse  derived  carbon
quantum dots and its detection effect on 17β-estradiol
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Resources and Environment of the Ministry of Education, Changchun 130021, China

*Corresponding author, E-mail: yxpiao@jlu.edu.cn

Abstract    In order to realize the sensitive, rapid and specific detection of 17β-estradiol in water environment, a
fluorescent  probe  that  can  specifically  detect  E2  was  built  with  bagasse  derived  carbon  quantum  dots  as
fluorescence signal and aptamer as recognition element,  which could quantitatively detect  E2 according to the
change of fluorescence intensity, and the detection effect was also analyzed. The results show that the aptamer
can  successfully  modify  the  surface  of  carbon  quantum  dots  to  form  stable  fluorescent  probes.  200  mg·L−1

carbon  quantum dots  and  1  μmol·L−1  aptamer  was  the  optimal  ratio  for  fluorescence  probe  construction.  The
relative  fluorescence  intensity  was  proportional  to  the  mass  concentration  of  estradiol  in  the  range  of  0~
10 μg·L−1, and the lowest detection limit was 0.42 μg·L−1. The fluorescence probe can be successfully applied to
detect E2 in water with a recovery rate of 93.6%~106.5%.  Compared with the traditional instrument detection
method,  the  fluorescence  probe  has  good  selectivity  and  reproducibility  for  E2  detection,  as  well  as  the
advantages  of  simple  operation  and  low  cost.  The  results  of  this  study  can  provide  a  reference  for  the
popularization and application of fluorescent probes constructed by aptamers in water environment detection.
Keywords    bagasse; carbon quantum dot; aptamer; 17β-estradiol; fluorescent probe; static quenching
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