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摘要 目的： 基于硫酸庆大霉素对 Mn 掺杂 ZnS 量子点的磷光增敏作用， 建立一种简便且灵敏测定硫酸庆大霉素浓度的新方
法。 方法：在水相中合成巯基丙酸（MPA）包裹的 Mn 掺杂 ZnS 量子点，实验中考察了缓冲溶液 pH 和类型、反应时间及量子点浓
度等因素对室温磷光检测的影响。利用荧光分光光度计通过测定 Mn 掺杂 ZnS 量子点磷光强度的变化，实现对尿液中硫酸庆大
霉素以及硫酸庆大霉素注射液浓度的测定。 结果：成功合成了浓度为 2×10-2mg/L 的 Mn 掺杂 ZnS 量子点。 在 pH=7.4的三羟甲
基氨基甲烷-盐酸缓冲体系中，静置反应时间为 30 min 条件下，硫酸庆大霉素浓度与 Mn 掺杂 ZnS 量子点磷光强度线性关系良
好且相关系数 R2=0.998 5。 结论：该方法灵敏、快捷，可以用于测定尿液中硫酸庆大霉素的浓度。
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Determination of gentamycin sulfat in urine by room-temperature phosphorescence sensor based on Mn-
ZnS quantum dots
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Abstract Objective: To establish a simple and sensitive method for the determination of gentamicin sulfate based on the
photosensitization of Mn-ZnS quantum dots.Methods: propionic acid (MPA) modified Mn-ZnS quantum dots were synthesized in aqueous
phase. The effects of pH，type of buffer solution, reaction time and concentration of quantum dots on the room-temperature phosphorescent
detection were investigated.The concentrations of gentamicin sulfate injection and gentamicin sulfate in urine were determined by
measuring the phosphorescence intensity of Mn-ZnS quantum dots with a fluorescence spectrophotometer. Results: The Mn-ZnS quantum
dots were successfully synthesized. The linear relationship between gentamicin sulfate and phosphorescence intensity of the Mn-ZnS
quantum dots (2×10-2 mg/L) was obtained with a correlation of 0.998 5 after 30 min incubation in Tris-HCl buffer (pH=7.4) at room
temperature.Conclusion：The proposed method is sensitive and simple and can be used for the determination of gentamicin sulfate in urine.
Key words quantum dots; phosphorescence detection; gentamic in sulfate

氨基糖苷类抗生素以其抗菌活性高、抗菌谱广

且水溶性好[1]等优点被广泛应用于临床。其中硫酸

庆大霉素是常用的该类药物之一，主要用于革兰阴

性菌感染的治疗[2]。但其耳毒性和肾毒性[3-4]是制约

该药物临床使用的重要因素。硫酸庆大霉素的血药浓

度与其毒性密切相关[5]，中毒的谷浓度仅为 2 mg/L[6]，

其药代动力学存在较为明显的个体差异，患者的感染

程度、年龄和肾功能状况等都会改变其血药浓度[7]。

因此，为了保证患者用药的安全性和有效性，有必

要进行治疗药物监测（TDM），为制定个体化给药方

案提供依据[8]。目前液相色谱-质谱联用法[9]、高效液

相色谱法[10-11]是较为常用的检测硫酸庆大霉素浓度

的方法。但这些方法成本较大且操作比较复杂繁琐[12]。

荧光检测是常用的定量分析方法，具有准确、灵敏及

操作简便等优点，而磷光具有较荧光更长的寿命，

可以更有效地避免生物体液的自发荧光等的干扰[13]。

量子点是一种半导体纳米微晶，因其良好的耐光漂

白性、吸收光谱宽、发射光谱窄等[14]优点，被广泛应

用于荧光检测，Mn 掺杂的 ZnS 量子点具有室温磷

光性质，故本实验基于硫酸庆大霉素对其磷光的敏

化作用建立一种简便、灵敏且线性范围广的检测硫

酸庆大霉素的方法。

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 实验试剂 实验用水为娃哈哈纯净水，所有

化学试剂的纯度至少是分析纯。所用试剂及其供应
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源：硫酸庆大霉素（上海晶纯生化科技股份有限公

司，上海，规格：1 g），硫酸庆大霉素注射液（江苏康

宝制药有限公司，江苏，规格：2 mL），无水乙醇（天

津市光复科技发展有限公司，天津，规格：500 mL），
氢氧化钠（NaOH，天津市光复科技发展有限公司，

天津，规格：500 g），乙酸锰[Mn（Ac）2，天津市光复科

技发展有限公司，天津，规格：500 g]，二水合乙酸锌

[Zn（Ac）2·2H2O，上海萨恩化学技术有限公司，上海，

规格：500 g]，巯基丙酸（MPA，上海萨恩化学技术有

限公司，上海，规格：100 mL），硫化钠（天津市风船

化学试剂科技有限公司，天津，规格：500 g），Tris-
HCl 缓冲溶液（1×10-2 mol/L，pH=7.4，配制：10 mL
0.1 mol/L 三羟甲基氨基甲烷（Tris）溶液与 42.0 mL
0.1 mol/L 盐酸混匀，用 HCl 调 pH 至 7.4 并用水定

容至 100.0 mL 容量瓶，密闭保存于室温中待用）。

1.1.2 实验仪器 F-380 荧光分光光度计（天津市

港东科技股份发展有限公司，天津），JA5003A 电子

精密天平（上海精天电子仪器有限公司，上海），真空

干燥箱（上海一恒科学仪器有限公司，上海），X85-
2S 恒温磁力搅拌器（上海梅颖浦仪器仪表制造有限

公司，上海）。

1.2 方法
1.2.1 量子点（quantum dots，QDs）的合成 参考已

发表的文献 [15-16]，用以指导 Mn 掺杂 ZnS QDs 的合

成。在 100 mL 三颈烧瓶中加入 50 mL 4×10-2 mol/L
的MPA，2 mL 1 ×10 -2 mol/L 的 Mn (Ac)2 和 5 mL
0.10mol/L 的Zn(Ac)2 水溶液。用 1 mol/L 的 NaOH 溶

液调节 pH=11，室温磁力搅拌并用氩气脱氧 30
min，之后将新配制的 Na2S 溶液(5 mL 0.10 mol/L)用
注射器加入到三颈烧瓶中。继续通氩气 20 min，随
后将反应液在 50℃中陈化 2 h。将所得 QDs 溶液使

用等体积无水乙醇进行沉淀、离心并在室温下置于

真空干燥箱中干燥 24 h，制备水溶性良好的 Mn 掺

杂 ZnS QDs 粉末。最后把干燥的 QDs 粉末在水中复

溶，即得到 QDs 的水溶液。

1.2.2 硫酸庆大霉素标准溶液和注射液的配制 于

电子天平上准确称量 100.00 mg 硫酸庆大霉素溶于

烧杯中，超声 5 min 待完全溶解后定容于 100.0 mL
的容量瓶中，配制成硫酸庆大霉素初浓度 C0=1.0×
103 mg/L。超声后静置，待溶液分散均匀后，用水稀

释，配制为 C1=20 mg/L 的硫酸庆大霉素储备溶液备

用。用倍比稀释法将 1支 2 mL 8万单位（80 mg）的硫

酸庆大霉素注射液依次稀释，至终浓度 C2=20 mg/L
备用。

1.2.3 硫酸庆大霉素的检测 向一系列 10 mL 比

色管中依次加入 0.50 mLTris-HCl（pH=7.4，0.01 mol/
L）、0.50mLMPA包裹的Mn掺杂 ZnS QDs（C=0.20 mg/
L）、不同浓度的硫酸庆大霉素储备溶液（使最终浓

度依 次 为 C =0.10，0.50，1.00，2.00，5.00，10.00 mg/
L）、然后用水定容至 5.0 mL。于室温下静置 30 min，
以 310 nm 为激发波长，选择激发和发射的狭缝宽

度分别为 10 nm 和 20 nm，PMT 电压为 700 V，测定

560～610 nm 范围内的磷光光谱，并做出相对磷光强

度与硫酸庆大霉素浓度的标准曲线。

1.2.4 尿样中硫酸庆大霉素的检测 尿样采自于健

康志愿者人群，检测前不做任何处理。向 10mL比色管

中依次加入 Tris-HCl（0.50mL，pH=7.4，1×10-2mol/L）、
MPA 包裹的 Mn 掺杂 ZnS QDs（0.50 mL，0.20 mg/L）、
不同浓度的硫酸庆大霉素溶液、尿液（1×10-2 mL），
然后用水定容至 5.0 mL，室温静置 30 min，以 310 nm
为激发波长，选择激发和发射的狭缝宽度分别为10 nm
和 20 nm，PMT 电压为 700 V，测定560～610 nm 范围

内的磷光光谱。本实验平行测定 3次，将测到的磷

光光谱数据代入已做出的标准曲线中，即可得到尿

样中硫酸庆大霉素的浓度。

1.2.5 硫酸庆大霉素注射液的检测 与尿样中硫

酸庆大霉素的检测中其他条件完全相同，将尿液和

不同浓度的硫酸庆大霉素替换为对应浓度的硫酸

庆大霉素注射液。同样进行平行测定 3 次。

2 结果
2.1 影响磷光检测的因素
2.1.1 缓冲溶液类型对室温磷光检测的影响 为

了考察缓冲溶液对室温磷光检测的影响，本实验对

实验室常用的 PBS、Tris-HCl 缓冲溶液中的磷光相

对强度进行检测。由图 1 可知，在 Tris-HCl 缓冲体

系中，磷光增敏的程度比较大，灵敏度相对较高。

硫酸庆大霉素溶液 C=0.10，0.50，1.00，2.00，5.00，10.00 mg/L
a.Tris-HCl 缓冲溶液；b.PBS 缓冲溶液

图 1 缓冲溶液类型对磷光检测的影响
Fig 1 Effect of the type of buffer on the phosphorescence detection
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2.1.2 缓冲溶液 pH 对室温磷光检测的影响 在

影响 QDs 强度与稳定性的因素中，溶液的 pH 最为

重要。本实验考察了在其他条件不变时，反应体系

pH 值在 5.0～9.5 范围内检测体系的稳定性。由图 2
可知，溶液 pH 在 7.0～7.5 之间时，磷光强度虽相比

于其它 pH 较低，但 QDs 的磷光强度具有较好的稳

定性。

2.1.3 体系反应时间对室温磷光检测的影响 考

察不同反应时间下，硫酸庆大霉素对体系磷光强度

的影响。其他条件不变时，测量反应体系静置 10～
50 min 内磷光强度的变化，每隔 5 min 测量 1 次。由

图 3 可知，静置时间在 30 min 左右时，磷光强度开

始变得稳定，且在随后的 20 min 内保持稳定。

2.1.4 QDs 浓度对室温磷光检测的影响 在保证

其他条件不变，一定浓度硫酸庆大霉素存在的情况

下，我们加入不同浓度的 QDs 并检测其磷光强度。

低浓度的硫酸庆大霉素会对 Mn 掺杂 ZnS QDs 产生

磷光增敏。但当 Mn 掺杂 ZnS QDs 的浓度过高或者

过低时，硫酸庆大霉素引起磷光的增敏都会大大降

低（图 4）。当 Mn 掺杂 ZnS QDs 的浓度为 2×10-2 mg/L
左右时，其磷光强度增强幅度较大。

2.1.5 溶液加入顺序对室温磷光检测的影响 比

色管中含有以下成分：Mn 掺杂 ZnS QDs 溶液、硫酸

庆大霉素溶液、Tris-HCl 缓冲溶液、尿液以及水溶

液，分别以 3 种不同的顺序加入到比色管中，静置

30 min 后测量磷光强度。结果显示，加入顺序对磷

光检测体系几乎没有影响（图 5）。本实验选择的顺

序是先加入 Tris-HCl 缓冲溶液，再加入 Mn 掺杂

ZnS 的 QDs 溶液、硫酸庆大霉素溶液，尿液，最后用

水定容至比色管刻度。

2.1.6 共存离子对室温磷光检测的影响 考察了

几种常见的离子对 Mn 掺杂 ZnS QDs 磷光检测硫酸

庆大霉素的影响。当硫酸庆大霉素的浓度为 0.20
mg/L 时，500 倍的 Na+、K+，5 倍的 Ca2+、Mg2+对其室温

磷光强度影响均不大（表 1）。
2.2 Mn 掺杂 ZnS QDs 对硫酸庆大霉素的磷光
响应 在 pH=7.4 的 Tris-HCl 缓冲体系中检测，于

室温下放置 30 min。不同浓度硫酸庆大霉素的加入

图 2 pH对Mn掺杂 ZnS QDs稳定性的影响
Fig 2 Effect of pH on the RTP stability of the Mn-doped ZnS QDs

图 3 反应时间对磷光检测体系稳定性的影响
Fig 3 Effect of reaction time on the phosphorescence detection

system stability

图 4 QDs浓度对Mn掺杂 ZnS QDs相对磷光强度的影响
Fig 4 Effect of QDs concentration on the relative phosphorescence

intensity of the Mn-doped ZnS QDs

硫酸庆大霉素 C=0.10，0.50，1.00，2.00，5.00，10.00 mg/L
图 5 加入顺序对磷光检测体系的影响
Fig 5 Effect of the order of addition on the phosphorescence

detection system stability
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对 Mn 掺杂 ZnS QDs 磷光发射光谱的影响如图 6 所

示。由图 6 A 可知，随着硫酸庆大霉素浓度的增加，

Mn 掺杂 ZnS QDs 的磷光峰值显著升高；由图 6 B 可

知，校正曲线（y=3.85×10-4x + 1.54×10-4）的线性范围

为 0.10～10.00 mg/L，R2=0.998 5。

2.3 Mn掺杂 ZnS QDs对硫酸庆大霉素的测定 在荧

光分光光度计上选择激发波长 310 nm、发射波长

560～610 nm 进行磷光扫描，并测定最大发射波长下

的磷光强度，再将最大磷光强度代入校正曲线中

（y=3.85×10-4x +1.54×10-4）计算尿液中硫酸庆大霉素

以及硫酸庆大霉素注射液浓度，结果列于表 2。

3 讨论
本实验先对有可能影响 QDs 在检测体系中稳

定性和磷光强度的因素进行了考察，验证了缓冲溶

液 pH 及类型、体系反应时间、QDs 的浓度及溶液加

入顺序等条件对检测体系的影响。该 QDs 用于检测

硫酸庆大霉素浓度，需要保证其磷光强度和稳定相

较好的反应体系，由图 1 可知，不同类型的缓冲溶

液对 Mn 掺杂 ZnS QDs 磷光强度的影响存在差别，

本实验最终选用 Tris-HCl 作为缓冲溶液。由图 2 可

知，体系的 pH 对 Mn 掺杂 ZnS QDs 稳定性和磷光

强度影响很大，pH 过大或者过小 QDs 的磷光强度

均不稳定，而硫酸庆大霉素为酸性溶液，不同浓度

的硫酸庆大霉素溶液会使体系的 pH 产生变化，因

此需要加入适当的缓冲溶液维持体系在一个相对

稳定的 pH 环境中。同时，由于硫酸庆大霉素对 Mn
掺杂 ZnS QDs 的磷光存在增敏效果，为了获得更高

的灵敏度，应该尽可能降低空白样品（只含有 QDs
而不含有被测物）的磷光强度。因此，本实验选用的

反应体系为 pH=7.4 的 Tris-HCl 溶液，由图 3 可知，

QDs 在体系中静置时间较短时，其磷光强度呈不规

则变化，这是由于反应时间短，QDs 和硫酸庆大霉

素的相互作用不充分，反应时间在 30～50 min 时磷

光强度相对稳定，而时间过长，又违背了快速检测

原则，基于此本实验选择的体系反应时间为 30 min。
由图 4 可知，QDs 浓度过低时，硫酸庆大霉素引起

磷光增敏的灵敏度会大大降低；而浓度过高时，随

着药物浓度的增加，磷光强度会超出磷光测量的最

大范围，同时 QDs 也会发生自淬灭现象，导致灵敏

度也会降低，因此本实验选择 2×10-2 mg/L 的 Mn 掺

杂 ZnS QDs 用于硫酸庆大霉素的室温磷光检测。由

图 5 及表 1 可知，溶液的加入顺序和共存离子对

Mn 掺杂 ZnS QDs 的室温磷光检测结果影响不大。

由图 6A 可知，硫酸庆大霉素对 Mn 掺杂 ZnS QDs
的磷光强度存在明显的增敏作用。硫酸庆大霉素的

浓度与 QDs 的磷光强度成良好的线性关系，其线性

范围为 0.10～10.00 mg/L，R2=0.998 5（图 6B）。基于此

样品
样品浓度/
（mg/L）

本法测定浓度/
（mg/L）

回收率/
%

RSD/
%

尿样 1 0.50 0.52 104 4.28

尿样 2 5.00 5.14 103 2.89

注射液 1 0.50 0.49 98 2.15

注射液 2 5.00 5.07 101 3.60

表 2 硫酸庆大霉素测定结果
Tab 2 Results for determination of gentamicin sulfate

硫酸庆大霉素浓度 a→f：C=0.10，0.50，1.00，2.00，5.00，10.00 mg/L，
P0=1.8146×103

图 6 不同浓度硫酸庆大霉素对 Mn 掺杂 ZnS QDs 磷光光谱（A）和
标准曲线（B）的影响

Fig6 Influence of the concentration of added gentamicin sulfate on
the phosphorescence spectra (A) and on the calibration curve
(B) of the Mn-doped ZnS QDs
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表 1 共存离子的影响
Tab 1 Effect of coexisting ions

干扰离子 浓度/（mg/L） 室温磷光强度改变/%

Na+ 100 +2.8

K+ 100 -3.6

Ca2+ 1 -4.5

Mg2+ 1 -3.9
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建立了一种高灵敏度且简便的硫酸庆大霉素的检

测方法。庆大霉素在人体内几乎不被代谢，大多是

以原型从尿中排出体外，因此尿液药物浓度可高达

100.0 mg/L[13]。由表 2 可知，用该方法可以测定尿液

中硫酸庆大霉素以及硫酸庆大霉素注射液的浓度。

尿样的采集无创且便捷，如果可以用尿药浓度间接

反映血药浓度，从而指导患者用药，将大大降低患

者反复取血的痛苦等缺点。至于尿药浓度是否可反

映血药浓度的变化情况需进一步研究。关于血药浓

度与尿药浓度对比实验，是我们下一步将要展开的

工作。本文基于硫酸庆大霉素对 Mn 掺杂 ZnS QDs
的磷光增敏现象，建立了一种简便、快速测定尿液

硫酸庆大霉素浓度的新方法，该方法有望用于生物

体液中硫酸庆大霉素的检测。
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