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Abstract 

Based on the enhanced effect of levofloxacin on the electrochemical luminescence of ruthenium 

bipyridyl [ ( )2

3Ru bpy +
], an electrochemiluminescence (ECL) method for the determination of 

levofloxacin was established. The results showed that the ECL intensity was directly related to the 
logarithm of levofloxacin concentration in the range of 1.0 × 10−9 mol/L~1.0 × 10−3 mol/L, with a 
detection limit of 3.0 × 10−10 mol/L. With the advantages of simple, sensitive, stable, high recovery 
rate, this method could be used for rapid detection of levofloxacin injection. 
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摘  要 

基于左氧氟沙星对固定于SWCNTs/Nafion复合膜修饰玻碳电极上的吡啶钌弱电化学发光信号有强的增

敏作用，建立了一种高灵敏检测左氧氟沙星的电化学发光分析方法。实验结果表明，在1.0 × 10−9 

mol/L~1.0 × 10−3 mol/L的浓度范围内，电化学发光的强度与其左氧氟沙星的浓度呈良好的线性关系，

检出限为3.0 × 10−10 mol/L。本方法操作简便、灵敏、稳定、回收率高，可用于左氧氟沙星注射液的快

速测定。 
 
关键词 

电化学发光，碳纳米管，联吡啶钌，左氧氟沙星 

 
 

Copyright © 2018 by authors and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

  
 

1. 引言 

左氧氟沙星[1] (levofloxacin, LVFX)系第三代喹诺酮类药物，又名氟嗪酸，属广谱抗菌药物，对细菌、

支原体及部分厌氧菌有效，左氧氟沙星结构式见图 1。服用不当或长期使用，会出现过敏反应、中枢神

经反应、精神障碍、血液系统反应等不良反应及致病菌易产生耐药性和某些喹诺酮类潜在致癌性质。目

前测定左氧氟沙星的方法有紫外光谱法[2] [3]、荧光光谱法[4] [5]、高效液相色谱法[6] [7]、毛细管电泳

法[8] [9]、电化学分析法[10] [11]、电化学发光分析法[12]以及化学发光法[13]等，但这些方法存在操作复

杂、灵敏度较低、线性范围窄、操作繁琐等不足。因此，建立一种检测左氧氟沙星的新方法十分必要。 
电化学发光(electrochemiluminescence, ECL)是电化学和化学发光相结合的产物，是指通过对电极施加

一定的电压进行电化学反应，在电极表面上产生激发态物质，该产物从激发态回到基态时而产生的一种

发光现象。电化学发学发光分析法灵敏度高、线性范围宽、操作方便、快速等优点[14]。联吡啶钌/Nafion/
单壁碳纳米管( ( )2

3Ru bpy + /Nafion/SWCNTs)复合膜，应用于电化学发光的研究中在很短时间内得到了飞速

的发展。因为 Nafion 是一种离子交换型聚合物，具有很高的抗化学侵蚀性质，强的抗氧化性，碳纳米管

具有良好的导电性，催化活性和较大的比表面积，这样就能够稳定有效的固定 ( )2
3Ru bpy +
，而且可以防

止其泄露，因而保持了 ( )2
3Ru bpy +
电化学发光的持久稳定性，提高了检测的效率。 

 

 
Figure 1. The chemical structure of levofloxacin 
图 1. 左氧氟沙星的结构式 
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本文采用 Nafion/SMCNTs 复合膜固定 ( )2
3Ru bpy +
的固定方法，利用 Nafion/MCNT 复合膜固定技术，

实现了 ( )2
3Ru bpy +
高效稳定的固定，成功组装在了修饰电极表面，制备出了 ( )2

3Ru bpy + /Nafion/SWCNTs/ 
GCE 修饰电极，利用该修饰电极对左氧氟沙星的电化学发光行为进行了探究。 

2. 实验部分 

2.1. 仪器与试剂 

左氧氟沙星注射液(0.2 g，100 mL 四药有限公司)；羧基化单壁碳纳米管(SWNTs，长：~30 μm)购自

深圳纳米港公司(中国)；钌联吡啶化合物 ( )2
3Ru bpy +
，Nafion (全氟代磺酸脂)，氯金酸和柠檬酸钠购自

Sigma 公司；三丙正胺(Tri-n-propylamine，简称 TPrA)、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、氯化钾、铁氰化钾、

亚铁氰化钾均购自国药集团化学试剂有限公司。磷酸盐缓冲溶液(PBS)，用磷酸氢二钠和磷酸二氢钠配制；

其它试剂均为分析纯，实验用水为二次蒸馏水。所有试剂均为分析纯。 
电化学发光测量过程用 MPI-E 型电化学发光仪(西安瑞迈电子公司)进行检测。25 mm × 25 mm 称量

瓶用来作为电化学发光的检测池。电极体系为传统的三电极系统，玻碳电极(直径 2.0 mm)作为工作电极，

铂丝电极作为对电极，饱和 Ag/AgCl 作为参比电极。检测时光电倍增管(PMT)的高压为−600 V，除非另

外有说明。电化学测量过程使用 CHI 660D 电化学工作站(上海辰华仪器公司，中国)。pHS-25 型 pH 计购

于上海雷磁仪器厂；KQ-100B 型超声波清洗器购于昆山超声仪器有限公司。 

2.2. 裸电极预处理 

直径 2 mm 的玻碳电极用粒径为 0.3 和 0.05 µm 的 Al2O3 泥浆中打磨抛光，然后依次用体积比 1:1 的

硝酸、无水乙醇和二次蒸馏水超声清洗 2 分钟，最后用氮气吹干备用。 

2.3. SWNTs 的预处理 

称取约 100 mg 的 SWNTs，将 2 M 的浓硝酸 100 mL 置于 500 mL 圆底烧瓶中加热冷凝回流 48 h。然

后通过超速离心(9000 rpm)、洗涤、再分散循环预处理三次，最后在真空干燥箱中干燥。为了使单壁碳纳

米管截短和氧化，将上述处理的单壁碳纳米管在体积比为 1:3 的硝酸和硫酸混合液中超声 2 h，将纯化的

SWNT 变短。接着用水充分洗涤，直至滤液呈中性为止。干燥后的单壁碳纳米管进行进一步分散超声分

散在 0.4 mL 0.5 wt%的 Nafion 溶液中，得到 0.5 mg∙mL−1 的碳纳米管悬浮液。 

2.4. 电化学发光传感器的制备 

滴加 Nafion/SWCNTs 悬浮液到预先处理好的玻碳电极电极表面，自然晾干后在滴加 5 µL ( )2
3Ru bpy +

得到 ( )2
3Ru bpy + /Nafion/SWCNTs 修饰的玻碳电极，将该传感器避光保存于 4℃环境下备用。用 0.01 mol/L 

pH = 7.4 的 PBS 溶液冲洗电极，去除非特异性吸附的 ( )2
3Ru bpy +
，再用循环伏安技术将 ( )2

3Ru bpy + /Nafion/ 
SWCNTs/GCE 电极在 0.9 V~1.4 V 的电位窗口下扫描至稳定，除去电极表面多余的 ( )2

3Ru bpy +
，最终可制

得修饰电极 ( )2
3Ru bpy + /Nafion/SWCNTs/GCE。图 2 为 ( )2

3Ru bpy + /Nafion/SWCNTs/GCE 修饰电极的制备

过程及检测图。 

3. 结果与讨论 

3.1. 电化学发光传感器的发光稳定性研究 

在预先处理好的玻碳电极上滴加 5.0 μL 0.5 mg/mL 的 Nafion/SWCNTs 悬浮液，室温晾干，再滴加 5.0 
μL 1.0 × 10−2 mol L−1 的 ( )2

3Ru bpy +
溶液，室温晾干备用，形成 ( )2

3Ru bpy + /Nafion/SWCNTs/GCE 修饰电极， 
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Figure 2. Schematic diagram of ( )2

3
Ru bpy +

/Nafion/SWCNTs/GCE 

图 2. ( )2

3
Ru bpy +

/Nafion/SWCNTs/GCE 修饰电极的原理图 

 
即为电化学发光传感器。图 3 为该修饰电极在电化学发光检测仪上连续扫描 10 圈得到的电化学发光曲线

图，可以看出连续扫描后电化学发光强度依然保持稳定，结果说明 ( )2
3Ru bpy + /Nafion/SWCNTs 复合膜良

好，三联吡啶钌能够稳定的固定在 GCE 电极上。这是由于 Nafion 良好的成膜效应，Nafion 带负电和三

联吡啶钌带正电，二者由于静电作用相互吸引，使三联吡啶钌能够稳定的固定在电化学发光传感界面上。 

3.2. 可行性讨论 

为了证明该试验方法的可行性，采用电化学发光技术进行研究。对比了修饰的玻碳电极上存在目标

物左氧氟沙星和不存在目标物左氧氟沙星的电化学发光强度。如图 4 所示，为修饰电极与不同浓度的左

氧氟沙星反应后检测的电化学发光强度。曲线 a 为不存在左氧氟沙星时，电化学发光强度非常低。曲线 b
为 1.0 × 10−8 mol/L 的左氧氟沙星与修饰电极结合后的电化学发光强度，电化学发光强度增强。当左氧氟

沙星浓度继续升高为 1.0 × 10−7 mol/L 时，曲线 c 为 1.0 × 10−7 mol/L 的左氧氟沙星，电化学发光强度也增

强(如曲线 c 所示)。这表明随着溶液中左氧氟沙星的浓度增加电极的电化学发光强度显著增强。因此，修

饰电极 ( )2
3Ru bpy + /Nafion/SWCNTs/GCE 可用于检测左氧氟沙星。 

3.3. 电化学发光传感器检测左氧氟沙星的性能研究 

图 5 为相同的修饰电极在不同浓度左氧氟沙星与其对应的电化学发光强度，此图分析研究了电化学

发光传感器与不同浓度左氧氟沙星相互作用情况，在此实验条件下对左氧氟沙星进行了定量检测。由图

可以分析出，当左氧氟沙星的浓度不断增大时，电化学发光越强，同时也可以验证出左氧氟沙星对联吡

啶钌 ( )2
3Ru bpy +
的电化学发光信号有较强的增敏作用。 

图 6 为不同浓度的左氧氟沙星与其在修饰电极上电化学发光强度的线性曲线，结果表明随着左氧氟

沙星溶液浓度的不断增大，电化学发光强度值也不断增大。以三次平行测量左氧氟沙星所得电化学发光

强度的平均值对左氧氟沙星浓度的对数作图在 1.0 × 10−9 mol/L~1.0 × 10−3 mol/L 的浓度范围内，电化学发

光的强度与其左氧氟沙星的浓度呈良好的线性关系，线性方程为 I = 1774logC + 19092，线性相关系数 R = 
0.9853，检出限(S/N = 3)为 3.0 × 10−10 mol/L。结果表明，相对于电化学方法[10] [11]和化学发光法[13]具
有较高的灵敏度和较低的检出限。而且无需加入杂交指示剂，使操作程序大大简化。 

3.4. 传感器的重现性和贮存稳定性 

通过研究 5支按相同方法制备的修饰电极与同一浓度(1.0 × 10−5 mol/L)的左氧氟沙星杂交前后电化学

发光强度的变化值来考察传感器的重现性，5 支电极测定结果的 RSD 为 5.3%。结果表明，该电化学发光

传感器测定左氧氟沙星有良好的重现性。构制的传感器不用时 4℃下于 PBS 中避光保存。在 20 d 时间内，

间断性地考察修饰电极 ( )2
3Ru bpy + /Nafion/SWCNTs/GCE 传感器对 1.0 × 10−5 mol/L 的左氧氟沙星的响应 
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Figure 3. ECL intensity-time curves obtained from conti-
nuous potential scanning over 10 cycles in 0.10 M TPA - 
0.10 M PBS (pH 7.4) with a scan rate of 50 mV/s at 

( )2

3
Ru bpy +

/Nafion/SWCNTs/GCE 

图 3. 修饰电极 ( )2

3
Ru bpy +

/Nafion/SWCNTs/GCE 在 0.10 

M TPA - 0.10 M PBS (pH 7.4)混合溶液中连续扫描 10 圈

的电化学发光强度–时间曲线图(扫描速率：50 mV/s) 
 

 
Figure 4. ECL intensity vs potential profiles of the ECL 
sensor before (line a) and after interaction with 1.0 × 10−8 
mol/L levofloxacin (line b) and 1.0 × 10−7 mol/L (line c) le-
vofloxacin. The ECL measurement conditions were the same 
as in Figure 3 
图 4. 电化学发光传感器与浓度 1.0 × 10−8 mol/L (曲线 b)
和 1.0 × 10−7 mol/L (曲线 c)左氧氟沙星的响应电化学发光

强度–电压曲线图。电化学发光检测条件与图 3 的相同 
 
情况，以此考察传感器的贮存稳定性，实验结果如表 1 所示，结果显示该传感器具有相对较好的贮存稳

定性。 

4. 结论 

本文将 ( )2
3Ru bpy +
固定在 Nafion/SWCNTs 膜修饰的玻碳电极表面，构建了电化学发光传感器。以左

氧氟沙星为目标物质，以钌联吡啶为信号物质，发展了一种快速、高灵敏测定左氧氟沙星的电化学发光

传感器。由于碳纳米管有较大的比表面积和电催化作用，固定化的联吡啶钌的氧化还原电流大大增加， 
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Figure 5. ECL intensity-potential profiles of ECL sensor 
after interaction with different concentrations of levoflox-
acin. (a) 0 mol/L, (b) 1.0 × 10−9 mol/L, (c) 1.0 × 10−8 
mol/L, (d) 1.0 × 10−7 mol/L, (e) 1.0 × 10−6 mol/L, (f) 1.0 × 
10−5 mol/L, (g) 1.0 × 10−4 mol/L, (h) 1.0 × 10−3 mol/L 
图 5. 电化学发光传感器与不同浓度左氧氟沙星反应的

电化学发光强度–电压曲线图。(a) 0 mol/L, (b) 1.0 × 
10−9 mol/L, (c) 1.0 × 10−8 mol/L, (d) 1.0 × 10−7 mol/L, (e) 
1.0 × 10−6 mol/L, (f) 1.0 × 10−5 mol/L, (g) 1.0 × 10−4 
mol/L, (h) 1.0 × 10−3 mol/L 

 

 
Figure 6. Calibration curve of levofloxacin 
图 6. 电化学发光强度与左氧氟沙星浓度间的线性关系 

 
Table 1. Determination results of sensor storage stability 
表 1. 传感器贮存稳定性测定结果(n = 3) 

时 间 当天 7 天 15 天 20 天 

与目标物反应后 ECL 强度值 8180 7894 7427 670 

传感器贮存前后 ECL 强度下降值百分比 3.5% 9.2% 18% 

 
电化学发光信号也有很大的增强。该传感器具有制作简单，快速等优点，该研究工作建立的固定化方法

为构建 DNA 杂交传感器、适体传感器的构建和药物的检测提供了新思路。 
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