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簡述 

 

本研究報告利用 N-GQD 螢光淬滅效應開發偵測氯黴素方法及探討其淬滅

機制。因 N-GQD 生物相容性佳、毒性較小、水溶性好，故使用其為螢光物

質；氯黴素(Chloramphenicol, CAP)是種廣效性抗生素，但因其具有硝基(-NO2）

對人體有潛在毒性，目前已禁止使用於產食動物，在食品中不得檢出。為避免

抗生素濫用對環境的影響及對食品安全把關，應從畜牧業源頭把關，所以飼料

中是否有 CAP 的檢測是必要的。本專題將開發一種螢光淬滅的方法，並利用微

盤高通量、快速、簡單的優點來檢測 CAP，對未來食品安全把關及抗生素藥物

濫用的控管能有所幫助。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



I 

 

摘要 

 

氯黴素(Chloramphenicol, CAP)是種廣效性抗生素，但對人體有潛在毒性會

造成嚴重副作用，醫學證明氯黴素會抑制骨髓造血功能，進而引發貧血症狀及

敗血症亦或是產生抗藥性，目前已禁止使用於產食動物，在食品中不得檢出。

取而代之的是氟甲磺氯黴素(Florfenicol, FF)，結構與氯黴素相似，但不含會造

成上述提及之副作用的硝基(-NO2），故是合法可以使用之抗生素。此兩種抗生

素價差高達 50 倍，所以仍有不肖業者違法使用 CAP 的情形，為避免抗生素濫

用對環境的影響及食品安全把關，應從禽畜飼料源頭把關，所以飼料中是否有

CAP 的檢測是必要的。 

 

但現有檢測 CAP 的方法步驟過於繁瑣且耗時，故本研究專題將開發一種

螢光淬滅的方法，利用微盤高通量、快速、簡單的方法來測量 CAP，可用於飼

料查驗或食品動物用藥殘留快篩及定量，對未來食品安全把關及對抗生素藥物

濫用的控管能有所幫助。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



II 

 

Abstract 

 

Chloramphenicol (CAP) is a kind of broad-spectrum antibiotics, but the 

potential toxicity of the human body can cause serious side effects. CAP will 

inhibit bone marrow hematopoiesis function, and then cause anemia, 

septicemia and drug resistance. Therefore, CAP is banned to add in the 

foodstuffs of poultry and can’t be found in food. Instead, florfenicol (FF) is a 

legal antibiotics, which structure is similar to CAP, and it will not cause side 

effects mentioned above. Due to the cost of florfenicol is 50 times more than 

that of CAP, some unscrupulous businessmen still use of CAP illegally. In 

order to avoid abuse of antibiotics and to ensure food safety, we should inspect 

livestock feed regularly. 

 

  The existing method of detecting CAP is too cumbersome and time 

consuming. This study developed a fluorescence quenching method, which is a 

fast and simple method to measure CAP. It can be used for fast screening CAP 

of livestock feed. This method is benefit for ensuring food safety and 

controlling of the abuse of antibiotics.  
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第一章、 緒論 

 

1-1 前言 

 

    氯黴素(Chloramphenicol, CAP)，結構如圖 1，為廣效性抗生素(對革蘭陽性

菌、革蘭陰性菌、某些大型病毒與某些螺旋菌具有抗菌作用)，由於價格便宜，

曾被大量用於肉類動物及水產類的傳染性疾病控制。但對人體有潛在毒性或造

成嚴重副作用，醫學證明氯黴素會抑制骨髓造血功能，進而導致紅血球發育不

全、敗血症及再生不良性貧血，甚至會使心臟衰竭 1。現已為大多數國家所禁

用，我國也於 2002 年禁用，依據衛生福利部「動物用藥殘留標準」2，禽畜水

產品中氯黴素之殘留規定為「不得檢出」。 

    可以取而代之的是，氟甲磺氯黴素(Florfenicol, FF)，結構如圖 2，其結構與

抗菌活性與氯黴素相似，但其克服了氯黴素易產生耐藥性和造成再生障礙性貧

血的問題，具有抗菌譜廣、口服吸收好、體內分布廣泛、生物利用度高、應用

安全等特點。因此取代氯黴素的使用，准予應用畜牧獸醫、水產動物的疾病預

防與治療。 

上述兩種抗生素價差高達 50 倍，所以仍有不肖業者違法使用 CAP 的情

形，為避免抗生素濫用對環境的影響及對食品安全把關，應從畜牧源頭就開始

把關，控管禽畜飼料不要違法使用 CAP。 

    目前測定 CAP 常用的技術包含免疫測定法 3、GC-MS4、HPLC-MS/MS5、

LC-MS/MS6等等，這些方法雖然非常靈敏，但皆需要經過繁瑣的樣品前處裡後

才能上機偵測，並且需昂貴的儀器設備，相當費時費力。或是使用適體接上

CdTe 量子點後和石墨烯的氧化物進行能量轉移，使螢光下降，再加入 CAP

後，CAP 把適體接-CdTe 量子點從石墨烯的氧化物上釋放出，使螢光增強，但

此方法需要找適合的適體並合成 7-10，步驟也較繁瑣。 

https://zh.wikipedia.org/wiki/%E6%B0%AF%E9%9C%89%E7%B4%A0
https://zh.wikipedia.org/wiki/%E8%80%90%E8%8D%AF%E6%80%A7
https://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%86%8D%E7%94%9F%E9%9A%9C%E7%A2%8D%E6%80%A7%E8%B4%AB%E8%A1%80
https://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%86%8D%E7%94%9F%E9%9A%9C%E7%A2%8D%E6%80%A7%E8%B4%AB%E8%A1%80
https://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E6%8A%97%E8%8F%8C%E8%B0%B1&action=edit&redlink=1
https://zh.wikipedia.org/wiki/%E7%94%9F%E7%89%A9%E5%88%A9%E7%94%A8%E5%BA%A6
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故本專題研究欲利用含氮的石墨烯量子點(Nitrogen-doped Graphene 

Quantum Dots, N-GQD)，開發一種螢光淬滅的方法，並利用微盤高通量、快

速、簡單的優點來偵測氯黴素，可用於飼料抽驗及動物用藥殘留的快速篩檢。

最後將探討 CAP 造成 N-GQD 螢光淬滅的機制。 

 

         

圖 1 氯黴素(Chloramphenicol, CAP)結構圖  

 

 

圖 2 氟甲磺氯黴素(Florfenicol, FF)結構圖 

 

    本專題研究將由國立暨南大學傅傳博老師研究室提供具良好螢光效率的N-

GQD，其毒性低、有良好的螢光穩定性、易於表面修飾、生物相容性佳11。依

照文獻所提及，CAP (有-NO2)可以被還原是電子接受者12，並具有π電子，可以

推測N-GQD可能會和CAP產生π-π作用或氫鍵鍵結，進而產生電子轉移(如圖

3)；抑或是N-GQD與CAP兩者間存在吸附13與碰撞之作用，產生螢光淬滅的現

象。本專題研究將做N-GQD偵測CAP之條件最適化及螢光淬滅機制探討。 
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圖 3 N-GQD 與 CAP 反應之示意圖 
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1-2  文獻回顧 含氮石墨烯量子點 (Nitrogen-doped Graphene 

Quantum Dots，N-GQD)在螢光淬滅偵測之應用 

 

    將石墨烯以化學或物理方式將其使尺寸縮小時，會由於量子侷限效應以及

邊際效應而使得其性質改變，當其能階被調控到適當範圍時就有可能會釋放出

螢光，視為石墨烯量子點，其在细胞毒性、生物相容性等方面也有比石墨烯更

好的表現。 

      含氮的石墨烯量子點(Nitrogen-doped Graphene Quantum Dots, N-GQD)，

毒性低、有良好的螢光穩定性、易於表面修飾、生物相容性佳。由於反應時所

添加的試劑不同，可能在其表面上修飾不同官能基，進而利用其具有螢光特性

對於不同目標分析物進行偵測及其他應用。 

    近年來，基於螢光共振能量轉移(fluorescence resonance energy transfer，

FRET)7的傳感器常被使用；在過去，有機染料分子常作為能量提供者，與有機

染料相比，無機量子點(QD)作為多功能能量供體已受到密切關注。量子點表現

出螢光穩定，高量子產率，窄及對稱的發射帶，寬吸收光譜和光致發光

（PL）。基於 FRET 的生物傳感器提供了幾個優點:高速、易於製備、操作簡

單、高選擇性和低成本。分子距離小於 7nm 通常用此方法轉移能量 7，因

Nitrogen-doped Graphene Quantum Dots, N-GQD 的直徑大小大概為 2.5nm，故可

能使用此方法發出螢光。 

    有文獻提到 N-GQD 對於 Fe3+有強的識別性 14-15，因 Fe3+是缺電子的物質，

N-GQD 是電子提供者，故可將電子及能量轉移給 Fe3+，進而造成螢光淬滅的現

象，且螢光淬滅的比例隨著缺電子物質的濃度增加而增加。因此可以預測，或

許含硝基的 CAP 亦會造成 N-GQD 螢光淬滅之結果。螢光淬滅現象是能量轉移

機制或分子間相互作用的結果，當螢光分子與其他分子互相作用，使螢光減弱

之現象稱為-螢光淬滅。但當螢光物質濃度過大時，亦會產生自身淬滅的現象。 
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第二章、 儀器與實驗 

 

2-1 實驗儀器 

 

表 1 儀器設備及廠牌型號 

儀器名稱 廠牌 型號 

五合一多功能光譜儀 Molecular Devices SpectraMax M5 

電子天秤 Sartorius CP224S 

超純水製備裝置 Purity-UV SUNTEX EC-410 

螺旋混合震盪器 Thermolyne Type 65800 

酸鹼度計 SUNTEX  SP701 

96well 微盤 Thermo  

離心機 Hettich UNIVERSAL 32R 

 

 

  

https://sims.csmu.edu.tw/INSTR/InstrFListDetail.asp?InstrNo=0402
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2-2 實驗藥品 

 

表 2 藥品名稱及廠牌 

藥品名稱 廠牌 

Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS) SIGMA 

Chloramphenicol SIGMA 

Florfenicol SIGMA 

Potassium Chloride SHOWA 

Disodium hydrogen phosphate SHOWA 

Sodium dihydrogen phosphate, monohydrate THERMO FISHER 

Ethanol absolute PANREAC 

Zinc Chloride SIGMA 

Copper(Ⅱ) Chloride 2-hydrate KATAYAMA 

Calcium Chloride Anhydrous PANREAC 
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2-3 實驗 

2.3.1  合成 N-GQD  

(1) 秤取尿素及檸檬酸，加入二次水搖勻。 

(2) 放入微波合成儀，加熱 180°，反應 20 分鐘。 

 

2-3.2 使用 N-GQD 螢光淬滅偵測 CAP 之最適化條件探討 

1. 探討螢光物質(N-GQD)的最佳激發及發射波長 

(1) 取 100uL 1mg/mL N-GQD，加入 900uL 二次水，配製濃度為 0.1mg/mL

的 N-GQD 水溶液。 

(2) 用不同激發波長掃其螢光發射波長範圍 325~750 nm 之螢光光譜圖，觀

察其在不同發射波長之螢光強度，找出一個最佳激發及發射波長。 

 

2. 螢光物質(N-GQD)螢光之線性範圍濃度探討 

(1) 取 1mg/mL N-GQD，加入二次水稀釋成不同濃度的 N-GQD 水溶液。 

(2) 取 200uL 放入微盤中，在 EX280nm EM445nm 處(實驗用之激發及發射

波長)測螢光強度。 

 

3. 探討 N-GQD 螢光穩定性 

(1) 取 100uL 1mg/mL N-GQD，加入 900uL 二次水，配製濃度為 0.1mg/mL

的 N-GQD 水溶液。 

(2) 每隔 1 分鐘測一次在 EX280nm EM445nm 的螢光強度，總共測 2 小

時。 

 

4. 探討使用 N-GQD 定量 CAP 的最佳激發波長及發射波長 

(1) 取 100uL 0.1mg/mL N-GQD 加 50uL 0.1mg/mL CAP， 

加入微盤中均勻混合，在 EX370nm、EX250nm、EX280nm、

EX310nm 掃其螢光發射波長範圍 325~750 nm 之螢光光譜圖。 

 

5. 螢光物質(N-GQD)分別和氯黴素(Chloramphenicol, CAP)及氟甲磺氯黴素

(Florfenicol, FF)反應，探討其是否有選擇性 

(1) 取 100uL 0.1mg/mL N-GQD 分別加 50uL 0.1mg/mL CAP、FF，在微盤

中均勻混合，在 EX280nm 掃其螢光發射波長範圍 325~750 nm 之螢光
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光譜圖。 

6. 定量最適化條件探討:pH 值 

(1) 取 1mg/mL N-GQD，分別用不同 pH 值(3、4、5、6、7、7.4、8、9、

10) 之磷酸緩衝溶液，配製濃度為 0.1mg/mL 的 N-GQD 溶液。 

7. 定量最適化條件探討:不同陰離子對 N-GQD 螢光的穩定性探討 

(1) 配製 pH=6 之緩衝溶液(Sodium phosphate、Sodium hydrogen carbonate、

Sodium acetate、Sodium tartate) 

(2) 取 0.1mg/mL 的 N-GQD 溶液分別加入上述四種不同的緩衝溶液。 

8. 定量最適化條件探討:鹽類濃度 

(1) 取 1mg/mL N-GQD，利用含不同 KCl 濃度 pH=6 之磷酸緩衝溶液，配製

濃度為 0.1mg/mL 的 N-GQD 溶液。 

9. N-GQD 定量 CAP 最適化條件之檢量線 

(1) 取 1mg/mL N-GQD，以 pH=6 0.01M KCl 之磷酸緩衝溶液，配製濃度為

0.1mg/mL 的 N-GQD 溶液。 

(2) 取 10mg/mL CAP，加入 pH=6 0.01M KCl 之磷酸緩衝溶液，稀釋成不同

濃度(0.2、0.15、0.1、0.075、0.05、0.0375、0.025、0.0125mg/mL)之

CAP 溶液。 

(3) 取上述 0.1mg/mL N-GQD 溶液加入不同濃度(0.2、0.15、0.1、0.075、

0.05、0.0375、0.025、0.0125mg/mL)之 CAP 溶液，在微盤中均勻混

合，於 EX280nm EM445nm 測螢光強度。 

 

2-3.3 實際樣品(雞飼料)前處理及偵測 

1. 萃取飼料 

(1) 分別利用 pH=6 0.01M KCl 之磷酸緩衝溶液及 pH=6 0.1M 之 Sodium 

hydrogen carbonate 緩衝溶液，配製濃度為 0.1mg/mL 的 N-GQD 溶液。 

(2) 飼料萃取液: 取 1g 雞飼料，加入乙醇 10mL，以 5000rpm. 離心 5 分

鐘，取上清液過濾使用。 

(3) 含 CAP 的飼料樣品: 取 1g 雞飼料，加入乙醇 10mL，再加入不同濃度

之 CAP 溶液(用乙醇配製)，以 5000rpm. 離心 5 分鐘，取上清液過濾

使用。 
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第三章、 結果討論 

3-1    TEM of N-GQD 

    下圖 4 為 0.5mg/mL N-GQD 之 TEM 圖，可以看到粒子分散，且直徑皆

小於 10 奈米，證明其為一量子點。 

 

圖 4 N-GQD 之 TEM 圖 (0.5mg/mL) 
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3-2    使用 N-GQD 螢光淬滅偵測 CAP 之最適化條件探討 

3-2.1 探討螢光物質(N-GQD)的最佳激發及發射波長 

根據文獻 N-GQD 放射波長大約 445nm，但不同方法所製造出的 N-GQD 亦

會有所差異，放射波長可能介於 425~520nm 間 14, 16-18，先選用放射波長 445nm

掃 N-GQD 之激發光譜圖(圖 5)。圖 6 為根據不同激發光所得到之螢光光譜圖，

其螢光強度隨波長增加而呈增加的趨勢，但若超過 370nm 的激發光，螢光則呈

下降趨勢。本實驗所使用之 N-GQD 發射波長在 445nm，且螢光值最大是在激

發波長為 370nm 時。 

 

圖 5 0.1mg/mL N-GQD 以放射波長 445nm，掃激發波長範圍 250~435nm 之螢光光譜圖 

 

圖 6 0.1mg/mL N-GQD 以不同激發波長掃發射波長範圍 325~750nm 之螢光光譜圖 
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3-2.2 螢光物質(N-GQD)螢光之線性範圍濃度探討 

    因螢光物質會在高濃度時產生自身螢光淬滅(self-quenching)之現象，故落

在線性範圍內之濃度才可做定量的使用，避免在定量 CAP 時使用過高濃度的

N-GQD，產生螢光物質自身淬滅的影響。 

    由圖 7(A)可看出，N-GQD 濃度到達 0.5mg/mL 時，螢光強度就開始有下降

之趨勢。在濃度 0.05~0.25mg/mL 時，隨著濃度上升，螢光強度亦呈增加趨勢。

圖 7(B)所示，在濃度 0.05~0.1mg/mL，可得一 R2=0.9980 之校正曲線。故本實

驗選用之 N-GQD 濃度為 0.1mg/mL，此濃度在 N-GQD 之線性範圍內，故可用

以定量 CAP 含量。 

(A) 

 

(B) 

 

圖 7 (A)N-GQD 螢光強度與濃度關係圖 (B)N-GQD 校正曲線圖，線性範圍 0.05~0.1mg/mL 
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3-2.3 N-GQD 螢光穩定性探討 

    由圖 8 可知，一開始 N-GQD 的螢光強度為 2197，經過兩個小時的測量時

間，N-GQD 的螢光強度變為 2104；曝光兩小時後 N-GQD 的螢光強度維持在

95%以上；圖 9 為避光保持四個月後，在 EX280nm EM445nm(定量 CAP 之波

長) N-GQD 的螢光強度由 3350 下降至 2991，螢光值的下降可能是因為儀器光

源 decay 亦或是樣品經時間儲存所產生的誤差，但經四個月後其螢光強度仍維

持在 90%。由圖 8、9 均可說明 N-GQD 有非常良好的螢光穩定。 

 

圖 8 0.1mg/mL N-GQD 螢光強度與持續曝光時間關係圖 (2 小時) 

 

 

圖 9 0.1mg/mL N-GQD 螢光強度與保存時間關係圖 (4 個月) 
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3-2.4 探討使用 N-GQD 定量 CAP 的最佳激發波長及發射波長 

    雖然經由實驗找出 N-GQD 螢光值最大的激發波長是在 EX370nm，但圖 10 

A 所示，在加入 CAP 後，使用 EX370nm 激發所呈現之螢光光譜圖並無螢光淬

滅之現象。故再利用 EX250nm(圖 10 B)、EX280nm(圖 10 C)、EX310nm(圖 10 

D)這三種不同的激發波掃螢光光譜圖，可以發現在加入 CAP 後，EM445nm 時

會有螢光淬滅之現象，以方程式(1)計算淬滅比例(Q%)，淬滅比例分別為

20.67%、32.44%、17.56%；其中 EX280nm EM445nm 時 N-GQD 螢光淬滅比例

最大，達 32.44%。故實驗之後使用 N-GQD 定量 CAP 的激發波長為 280nm，發

射波長為 445nm。 

 

Q(%) =
𝐹0−𝐹

𝐹0
× 100%     ------方程式(1) 

F0 代表 N-GQD 加 pbs 之螢光強度，F 代表 N-GQD 加 CAP 之螢光強度 

 

 

圖 10 0.1mg/mL N-GQD 與 pbs 及 CAP，以不同激發波長掃發射波長範圍 325~750nm

之螢光光譜圖         ─表示 N-GQD+pbs   …表示 N-GQD+CAP 
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3-2.5 螢光物質(N-GQD)分別和氯黴素(Chloramphenicol, CAP)及氟甲

磺氯黴素(Florfenicol, FF)反應，探討其是否有選擇性 

    圖 11 為 N-GQD 分別與 CAP 及 FF 混合後之螢光光譜，結果顯示，用

280nm 作為激發波長，CAP 對 N-GQD 之螢光有明顯的減弱效果，而 FF 則無影

響，說明 N-GQD 系統對此兩種抗生素有極佳的選擇性 11, 17, 19-20。 

 

 

圖 11 N-GQD 選擇性之螢光光譜圖，0.1mg/mL N-GQD 分別與 pbs、0.1mg/mL FF、

0.1mg/mL CAP 混合，以波長 280nm 激發所得之螢光光譜圖 
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3-2.6 定量最適化條件探討:pH 值 

    N-GQD 與 CAP 反應，依其結構可能產生 π–π 作用或氫鍵鍵結，產生表面

能量轉移(surface energy transfer，SET)或電子轉移。因 N-GQD 在 pH3~10 這個

範圍螢光很穩定 11，故選用這個 pH 範圍的溶液環境加入 CAP 後觀察其淬滅比

例之變化。 

    由圖 12 實驗結果顯示，在 pH=6 磷酸緩衝溶液淬滅比例最高，故做為條件

最適化的 pH 值。 

 

 

圖 12 不同 pH 值之磷酸緩衝溶液對 N-GQD 螢光淬滅比例之關係圖，0.1mg/mL CAP

與 N-GQD 在不同的 pH 緩衝溶液中，利用 280nm 激發，偵測 445nm 之放射螢光 
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3-2.7 定量最適化條件探討:不同陰離子對 N-GQD 螢光的穩定性探討 

    由於 N-GQD 螢光性質受其溶液內粒子大小、粒子分散成度等因素影響 11, 

16 ，故這裡探討若使用不同陰離子的鈉鹽作為溶液(pH=6 之緩衝溶液)，觀察 N-

GQD 螢光經一小時的穩定性。 

    由圖 13 實驗結果得知，經一小時後 N-GQD 在 0.1M NaHCO3緩衝溶液中

的穩定性最佳，螢光由 856.515 轉為 847.164，僅差 1%。但也可以看到經一小

時，N-GQD 在 0.01M 的磷酸緩衝溶液中螢光強度最大，故選擇此兩溶液做為

後續偵測真實樣品時使用標準添加法加入 CAP 後螢光淬滅情形之探討。 

 

 

圖 13 N-GQD 在不同緩衝溶液之穩定性 
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3-2.8 定量最適化條件探討:鹽類濃度 

    上述提及 N-GQD 螢光性質受粒子大小、粒子分散成度、溶液鹽類等因素

影響 11, 16；故這裡先探討若使用 KCl 作為溶液，並改變其濃度，可能對 N-

GQD 及 CAP 間產生靜電作用，對於 CAP 造成 N-GQD 螢光淬滅比例的影響。 

    由圖 14 實驗結果得知這四組不同濃度的 KCl 溶液與其淬滅比例經 ANOVA

分析後 P 值<0.05，顯示不同濃度的溶液對淬滅比例是有顯著差異的，故選擇淬

滅比例最高的 0.01M 做為條件最適化的濃度。 

 

 

圖 14 不同濃度 KCl 對 N-GQD 螢光淬滅比例之關係圖，0.1mg/mL CAP 與 N-GQD 在

不同濃度的 KCl 中，利用 280nm 激發，偵測 445nm 之放射螢光 
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3-2.9 N-GQD 定量 CAP 最適化條件之檢量線 

    經由最適化條件的溶液條件-pH=6 0.01M KCl 磷酸緩衝溶液，隨著 CAP 濃

度增加，F/F0的比例也逐漸下降(淬滅比例增加)，如圖 15(A)。 

    微盤中 CAP 濃度範圍為 0.1~0.025mg/mL，呈一線性關係，R2=0.9965，如

圖 15(B)，偵測極限 0.0012mg/mL (使用 3Sb/m)，約為 1.2 ppm。 

 

(A) 

 

(B) 

 

圖 15 (A) CAP 濃度對 N-GQD 螢光強度(F/F0)之關係圖 (B) N-GQD 定量 CAP 之校正曲
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3-3 CAP 與 N-GQD 螢光淬滅作用機制探討 

3-3.1 探討螢光物質(N-GQD)和氯黴素(Chloramphenicol, CAP)間是否  

有分子作用 

    據文獻顯示 15，N-GQD 加待測樣品所得之螢光光譜圖，若隨著待測樣品的

濃度增大而光譜圖有紅移的現象，表示 N-GQD 與待測樣品間有π-π作用。因

兩物質間若有π-π作用，N-GQD 會放出能量，造成能量減少，故螢光放射波

長會往長波長處移動，且波長紅移現象會隨待測物濃度增大而越趨明顯。但本

實驗所得到之結果圖 16 顯示，螢光光譜圖並無隨著 CAP 濃度增大而有紅移現

象發生，說明螢光淬滅的機制可能並非π-π作用力所致。 

 

圖 16 N-GQD 加不同濃度 CAP 之螢光光譜圖，0.1mg/mL N-GQD in pH=6 0.01M KCl 磷

酸緩衝溶劑，利用 280nm 激發，所得之螢光光譜圖 
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3-3.2 探討螢光物質(N-GQD)和氯黴素(Chloramphenicol, CAP)間是否有螢光

共振能量轉移(fluorescence resonance energy transfer，FRET)  

    據文獻顯示 14，N-GQD 的螢光發射光譜圖與待測物之吸收光譜圖，若有相

互重疊之現象，表示 N-GQD 與待測樣品間有螢光共振能量轉移。圖 17 所示，

N-GQD 的螢光發射光譜圖與 CAP 之吸收光譜圖相互重疊的波長區域甚小，在

EM445nm 處，CAP 的吸收值更趨近於 0，說明 CAP 使螢光淬滅的機制可能並

非螢光共振能量轉移所致。 

 

 

圖 17 CAP吸收光譜圖(■)與N-GQD以激發波長 280nm所得之螢光光譜圖(▲)，0.1mg/mL 

CAP 之吸收光譜圖與 0.1mg/mL N-GQD，利用 280nm 激發，所得之螢光光譜圖 
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3-3.3 探討螢光物質(N-GQD)和氯黴素(Chloramphenicol, CAP)間是否

有作用 

圖 18 為 N-GQD 與 CAP 之吸收光譜圖，兩者混合的吸收理論值，以

「curve1+curve2」表示；實際 N-GQD 加 CAP 混合反應後所測出的吸收值，以

「N-GQD+CAP 實驗值」表示。 

    可以發現在 280nm 處「N-GQD+CAP 實驗值」小於「curve1+curve2」，故

可說明 CAP 造成 N-GQD 螢光淬滅並非全因在 280nm (CAP 吸收值最大處) 時

CAP 吸光所導致 17，因此 N-GQD 及 CAP 間仍有其他作用力存在。  

 

 

圖 18 N-GQD 與 CAP 之吸收光譜圖疊圖，0.1mg/mL N-GQD 與 0.1mg/mL CAP 個別與混

合後之吸收光譜圖 
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3-3.4 探討螢光物質(N-GQD)和氯黴素(Chloramphenicol, CAP)反應時

的溫度對淬滅效果影響 

    由實驗結果可推測 CAP 造成 N-GQD 螢光淬滅並非因為π-π作用、螢光共

振能量轉移，又 N-GQD 的 LUMO 為-1.8eV，HOMO 為-5.15eV；CAP 的

LUMO 為-2.34eV，HOMO 為-7.27eV，故亦可排除電子轉移的可能性。 

    N-GQD 與 CAP 間可能存在吸附與碰撞的關係。若兩者間是吸附作用，會

隨著溫度增加而減少吸附的作用，進而減少 CAP 造成 N-GQD 螢光淬滅的比

例；若兩者間是碰撞作用，會隨著溫度增加而增加碰撞作用，進而增加 CAP 造

成 N-GQD 螢光淬滅的比例 13。圖 19 實驗結果所示，取濃度較高的 5 個範圍分

別做 ANOVA 分析，P 值皆小於 0.05，說明各溫度間是有顯著差異的；再經由

兩兩 paired t-test 做分析，僅 25°C 與 60°C 間是無顯著差異的。說明了吸附與碰

撞這兩種作用力可能同時存在，故隨著溫度的改變，CAP 造成 N-GQD 螢光淬

滅的比例呈現一鐘型分佈。溫度高時，吸附作用減少、碰撞作用增加；溫度低

時，反之。在 30°C 時，N-GQD 與 CAP 間吸附與碰撞作用達到最理想之狀態，

造成淬滅比例最高。 

    故經實驗推測 CAP 造成 N-GQD 螢光淬滅可能是藉由彼此間的碰撞與吸附

作用而導致。 

 
圖 19 溫度對 CAP 淬滅 N-GQD 之關係圖，0.1mg/mL N-GQD 與各濃度 CAP 在不同溫

度下，利用 280nm 激發，偵測 445nm 之放射螢光 
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3-4    實際樣品(雞飼料)前處理及偵測 

3-4.1 探討有機溶劑對 N-GQD 螢光的影響 

    CAP 的萃取溶劑常見的有乙酸乙酯、甲醇、乙醇……等有機溶劑 4-5, 21，故

本次實驗使用上述所提及的三種有機溶劑與條件最適化所使用之溶液做螢光比

較的測試。 

    圖 20 結果顯示，乙酸乙酯與乙醇對條件最適化所使用之 pH=6 0.01M KCl

磷酸緩衝溶液的螢光維持率高達 95%左右，但因乙酸乙酯為油溶性，其與 N-

GQD 之水溶性系統相容性不佳，會有分離之現象。且因 CAP 對乙醇溶解度

大，又乙醇萃取所需試劑用量少、污染小、生物毒性也較低、萃取效率高、省

時故此實驗最後選用乙醇萃取飼料中所添加之 CAP。 

 

 
圖 20 不同有機溶劑對條件最適化之緩衝溶劑螢光維持率(F/F0)之關係圖，F代表 N-GQD

在不同有機溶劑中的螢光強度，F0 代表 N-GQD 在 pH=6 0.01M KCl 磷酸緩衝溶劑中的

螢光強度 
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3-4.2 探討飼料內其他成份對 N-GQD 螢光的影響 

    所選用的飼料為廣成牌大山雞飼料，包裝標示此飼料中含 120 ppm ZnCl2、

30 ppm CuCl2、0.8% CaCl2，故欲探討這些成份是否會對此系統偵測 CAP 造成

影響。 

        圖 21，以大於飼料外包裝上所標示的濃度與 N-GQD 混合，結果顯示與

ZnCl2、CaCl2反應後螢光是增加的，淬滅比例為負值；其與 CuCl2反應後螢光

與和 CAP 反應後有相同之趨勢，螢光都會變小，也就是有淬滅現象發生。飼料

內的 Zn、Ca 會使螢光增強，Cu 會使螢光減弱；且銅離子對 N-GQD 的淬滅不

可忽視，因此樣品測試應考慮基質效應。 

 

 

圖 21 飼料內成份對 N-GQD 螢光淬滅之關係圖，各物質濃度為 CAP:33 ppm、ZnCl2:133 

ppm、CuCl2:33 ppm、CaCl2:1.2% 
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3-4.3 探討實際樣品(廣成牌大山雞飼料)添加 CAP 後的萃取回收率

(recovery) 

    圖 22 為添加無 CAP 之飼料萃取液做基質修飾所得之 CAP 的檢量線，隨著

CAP 濃度增加，F/F0的比例也逐漸下降(淬滅比例增加)，呈一線性關係，

R2=0.9996，如圖 22。線性範圍為 0.02~0.0025mg/mL，偵測極限可達

0.0018mg/mL (使用 3Sb/m)，約為 1.8 ppm。 

在雞飼料中添加兩種不同濃度的 CAP 樣品，經萃取、分析，將所得的兩個

螢光強度帶入圖 22 所得的校正曲線，所算出的萃取回收率分別為 97.1±0.2%、

102.6±0.2% (表 3)。 

 

 

圖 22 添加基質修飾(matrix modification)所得之 CAP 校正曲線 

 

表 3，每克飼料內所添加之 CAP 濃度與回收率關係圖 

CAP 樣品含量(mg) 測得樣品中 CAP 含量(mg) Recovery(%) 

0.5 0.513±0.001 102.6±0.2 

1 0.971±0.002 97.1±0.2 
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3-4.4 探討不同種類的實際樣品(雞飼料)添加 CAP 後的萃取回收率

(recovery) - N-GQD 溶於 0.01M pH=6 之磷酸緩衝溶液 

    N-GQD 於 0.01M pH=6 之磷酸緩衝溶液中螢光強度最佳，圖 23 為四種不同

種類之雞飼料(廣成牌大山雞、福壽牌小雞、廣成牌小雞、台糖牌小雞飼料)添

加無 CAP 之飼料萃取液做基質修飾所得之 CAP 的檢量線，可以看到隨著 CAP

濃度增加，F/F0的比例也逐漸下降(淬滅比例增加)，呈一線性關係。經 ANOVA

分析乙醇與四種雞飼料萃取液，P<0.05 說明每做一種飼料的檢測需使用標準添

加法先做一條檢量線。 

    添加到微盤中的 CAP 經由其螢光淬滅比率(取淬滅比例>0 者)計算 recovery

範圍為 94~110.7%，如表 4 所示。 

 

 

圖 23 N-GQD 溶於 0.01M pH=6 之磷酸緩衝溶液，四種飼料添加基質修飾(matrix 

modification)所得之 CAP 校正曲線 

 

  

y = -21.056x + 1.0191
R² = 0.9916

y = -16.035x + 1.1132
R² = 0.9891

y = -17.466x + 1.1506
R² = 0.9654

y = -10.677x + 1.0401
R² = 0.9949

y = -9.4881x + 0.9788
R² = 0.9977

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025

F/
F0

CAP濃度 (mg/mL)

乙醇

廣成大山雞

福壽小雞

廣成小雞

台糖小雞



27 
 

表 4 N-GQD 溶於 0.01M pH=6 之磷酸緩衝溶液，不同種類之雞飼料經標準添加法加入

CAP 後所計算之回收率 

廣成大山雞    

CAP 添加濃度(ppm)  Q (%) 推算 CAP 濃度(ppm) Recovery (%) 

7.5 0.78% 7.5 100% 

10 5.89% 10.7 107% 

15 11.95% 14.5 96.7% 

 

廣成小雞    

CAP 添加濃度(ppm)  Q (%) 推算 CAP 濃度(ppm) Recovery (%) 

5 1.19% 4.9 98% 

7.5 4.65% 8.1 108% 

10 6.04% 9.4 94% 

15 12.02% 15 100% 

20 17.43% 20.1 100.5% 

 

台糖小雞    

CAP 添加濃度(ppm)  Q (%) 推算 CAP 濃度(ppm) Recovery (%) 

5 7.05% 5.2 104% 

7.5 9.14% 7.4 98.7% 

10 11.68% 10.1 101% 

15 15.93% 14.6 97.3% 

20 21.38% 20.3 101.5% 

 

福壽小雞    

CAP 添加濃度(ppm)   Q (%) 推算 CAP 濃度(ppm) Recovery (%) 

10 3.49% 10.6 110.7% 

15 9.75% 14.2 94.7% 
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3-4.5 探討不同種類的實際樣品(雞飼料)添加 CAP 後的萃取回收率

(recovery) - N-GQD 溶於 0.1M pH=6 之 NaHCO3緩衝溶液 

    從 3-2.7 不同陰離子對 N-GQD 螢光的穩定性探討可以得知 N-GQD 於 0.1M 

pH=6 之 NaHCO3緩衝溶液中穩定性最好。但若將 N-GQD 溶於此溶液中做真實

樣品測定，其 CAP 濃度與 F/F0之線性關係並無使用 0.01M 之磷酸緩衝溶液來

的佳；說明在偵測真實樣品時，最適化條件為將 N-GQD 溶於 0.01M pH=6 之磷

酸緩衝溶液中做後續測定。 
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第四章、 結論 

 

本研究利用 N-GQD 螢光淬滅開發偵測氯黴素方法，發現在激發波長

280nm 時加入氯黴素會造成 N-GQD 螢光淬滅的現象，且在發射波長 445nm 時

淬滅比例最高，可用以定量氯黴素。就 N-GQD 與 CAP 間的作用機制來說，因

加入 CAP 後 N-GQD 的螢光淬滅比例隨著溫度的改變而呈一鐘型分佈，但最低

溫(25°C)及最高溫(60°C)的實驗數據兩者間又是沒有顯著差異的；溫度高，吸附

作用減少、碰撞作用增加；溫度低，吸附作用增加，碰撞作用減少，說明了 N-

GQD 與 CAP 間可能同時存在吸附與碰撞的作用而造 N-GQD 螢光淬滅。 

在真實樣品部份，為了從源頭就對此禁藥做把關，選用的是最可能含不法

添加氯黴素的家禽養殖類飼料-雞飼料。規範中提到飼料中若加入粗製的抗菌素

最多不可超過 1000 ppm，氯黴素為一種抗生素，涵蓋於抗菌素範圍內 22。本研

究結果顯示，以 N-GQD 偵測飼料中氯黴素之最適化條件為添加 pH=6 0.01M 

KCl 的磷酸緩衝溶液，線性範圍 0.02~0.0025mg/mL，偵測極限可達 1.8 ppm，

回收率達 97~102%。且樣品只需用乙醇萃取、過濾後即可直接與 N-GQD 反

應，不需繁複的前處理，故若以此方法偵測家禽飼料中是否違法添加氯黴素是

可行的。 
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