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一种简便的原位测定红树叶片表面菲的荧光分析方法
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摘 要 采用自行设计的多用途荧光比色皿，建立了一种秋茄( Kandelia obovata，Ko) ，桐花树( Aegiceras
corniculatum，Ac) 和白骨壤( Avicennia marina，Am) 叶片表面菲( Phenanthrene，Phen) 简便的原位测定方法，本

方法测定 Ko，Ac 和 Am 表 面 Phen 的 线 性 范 围 分 别 为 6． 5 ～ 1200 ng /spot，18． 5 ～ 600 ng /spot 和 3． 2 ～
700 ng /spot，检出限分别为 0． 6，0． 7 和 1． 3 ng /spot，加标回收率分别为 92． 4% ～ 101． 0%、94． 8% ～ 108． 2% 和

93． 8% ～ 103． 6%，相对标准偏差小于 6． 5%。本方法的检出限和相对标准偏差均优于固体表面光纤荧光法

( Solid surface optical fiber fluorimetry，SSF) ，线性范围与 SSF 法处于同一数量级。本方法与 SSF 法测得的红树

叶片表面 Phen 的浓度并无显著差异 ( p＞0． 05) ，但本方法极大地简化了操作，提高了重现性。
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1 引 言

多环芳烃( Polycyclic aromatic hydrocarbons，PAHs) 是环境中广泛分布的一类持久性有机污染物，具

有“三致”作用，且可通过大气长距离传输，在全球范围内迁移，危害人类健康［1 ～ 3］。已有研究结果证

实，大气-植物叶片的界面交换过程是气相中 PAHs 去除的重要途径［4，5］。
传统的植物叶片 PAHs 的测定方法虽选择性好、灵敏度高，但破坏性的提取方式，使其无法测定叶

片表面吸附的 PAHs，继而限制了大气-植物叶片 PAHs 界面交换过程机制的探讨［6，7］。鉴于荧光光谱法

具有原位测定 PAHs 的能力［8，9］，本课题组先后建立了固体表面光纤荧光光谱法( Solid surface optical
fiber fluorimetry，SSF) 、同步固体表面荧光光谱法( Synchronous solid surface fluorimetry，S-SSF) 及激光诱

导纳秒时间分辨荧光光谱法( Laser induced nanosecond time-resolved fluorescence，LITRF) 等，较好地实

现了植物叶片表面 PAHs 的原位测定［10 ～ 14］。然而，上述几种方法需额外配置固体样品荧光测定附件，

增加采购成本，更为重要的是，此类方法所使用的固体样品架、光纤与样品的相对距离、夹角等因素均需

在每次使用前进行调整，增加了操作难度，不利于植物叶片表面 PAHs 原位测定方法的应用及推广。
本研究以菲( Phenanthrene，Phen) 为 PAHs 代表物质，以新鲜红树［15］的叶片为基质，利用自行设计

的多用途荧光比色皿，建立一种简便的红树叶片表面 Phen 的原位测定方法。

2 实验部分

2． 1 仪器、试剂与样品准备

Cary Eclipse 荧光分光光度计( 美国 Varian 公司) 及光纤、固体样品架附件，仪器的工作参数: 激发

和发射狭缝为: 5 nm，激发光波长为 250 nm: 发射光的波长扫描为: 300 ～ 450 nm，PMT 电压为: 600 V。
10 μL 平口 微 量 进 样 器 ( 上 海 医 疗 激 光 仪 器 厂) ，5 mL 移 液 管 ( 上 海 申 立 玻 璃 仪 器 有 限 公 司) ，

Phen( 纯度＞99%，美国 Aldrich 公司) ，丙酮( 分析纯，国药集团化学试剂有限公司) 。
称取 0． 1015 g 菲，用丙酮配制成 100 mL 1． 00 g /L 储备液，于 4℃储存备用。实验时采用逐级稀释

法得到不同浓度的菲工作液。
植物叶片准备: 将采集自福建漳州云霄县红树林自然保护区( 东经: 117°24' ～ 117°30'，北纬:
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23°53' ～ 23°56') 的秋茄( Kandelia obovata，Ko) ，桐花树( Aegiceras corniculatum，Ac) 和白骨壤( Avicennia
marina，Am) 3 种红树胚轴，沙培种植 8 个月。选取成熟度相近的叶片进行实验。

自行设计的多用途荧光比色皿结构如图 1 所示。将吸附有 PAHs 的红树植物叶片放置于石英底板

图 1 多用途荧光比色皿的示意图

Fig． 1 Self-designed multipurpose
fluorescence colorimetric cell

( a) 上，将石英底板缓缓插入通用型荧光比色池( b) 中，进行植物

叶片表面 PAHs 的荧光光谱扫描。
2． 2 实验方法

选取 3 片大小、成熟度相近的叶片，用自来水、Mill-Q 分别冲

洗 5 遍，洗去浮尘后，自然晾干。采用文献［16］的方法，在叶片标

定位置点上点加一系列浓度的 Phen 的丙酮溶液，待丙酮完全挥

发后，利用自行设计的多用途荧光比色皿进行红树叶片表面菲的

荧光光谱测定。
2． 3 不同温度下，红树叶片表面的消减过程

按 2． 2 节的方法，将 5 μL 100 mg /L 菲的丙酮溶液均匀涂覆

于叶片标定位置点，然后将每种已被污染的红树植物平均分为 3
组，分别将其转移至恒温培养箱中，温度控制分别为( 13±2) ℃，

( 25±2) ℃，( 30±2) ℃，在 180 h 时取出红树植物，利用光纤和自

图 2 Ko 叶片表面 Phen 的荧光发射光谱

Fig． 2 Emission fluorescence spectra of phenan-
threne ( Phen) on kandelia obovata ( Ko) leaves
λex = 250 nm． 0: blank; 1 －5: 100，200，300，400，

500 ng /spot Phen．

行设计的多用途荧光比色皿分别对残留在红树植物叶片

表面 Phen 的量进行原位测定。
2． 4 统计分析

实验所得荧光光谱数据采用 Microscoft Excel 2007 进

行处理、分析，本方法与 SSF 法间的显著性差异分析利用

SPSS 13． 0 完成。

3 结果与讨论

3． 1 红树叶片表面菲测定方法的分析特性

图 2 为在 250 nm 激发下 Ko 叶片表面菲的荧光发射

光谱( 最大发射波长 367 nm) ，吸附于 Ac 和 Am 叶片表面

Phen 的光谱性质与 Ko 相似，故未列出。由图 2 可知，Ko
叶片背景荧光较弱，不影响叶片表面 Phen 的测定。在一

定浓度范围内，3 种红树叶片表面 Phen 的浓度与其相对荧

光强度呈良好的线性关系。本方法的标准曲线方程、线性

范围及检出限等分析特性见表 1。方法的相对标准偏差小于 6． 5%，表明其具有良好的重现性和精密度。
利用 文 献［1 6］的 SSF 方 法 测 定 Ko ，Ac 和 Am 叶 片 表 面 Phen 的 浓 度 ，其 线 性 范 围 分 别 为5 ． 0 ～
1000 ng /spot，12 ～ 500 ng /spot 和 4． 5 ～ 650 ng /spot，检出限分别为 0． 90，1． 15 和 2． 12 ng /spot，相对标准

表 1 方法的分析特性
Table 1 Analytical merits of this method

叶片
Leaf

标准曲线方程
Calibration equation

线性范围
Linear range
( ng /spot)

相关系数
Correlation
coefficient

检出限a

Detection limit
( ng /spot)

相对标准偏差
RSD

( % ，n=9)

Ko yb =0． 188xc +9． 5 6． 5 ～ 1200 0． 9935 0． 55 3． 5
Ac y=0． 259x+61． 7 18． 5 ～ 600 0． 9949 0． 73 6． 3
Am y=0． 127x+9． 4 3． 2 ～ 700 0． 9855 1． 3 5． 5

a : 3 倍空白样的标准偏差除以标准曲线方程的斜率; b : 相对荧光强度; c : 吸附于红树叶片表面 Phen 的浓度 ( ng /spot) 。
a : It was calculated by 3SB /m，where‘SB’is the standard deviation of the blank and‘m’is the slope of calibration curve; b : Relative fluores-
cence intensity; c : Concentration of Phen on mangrove leaf surface ( ng /spot) ．
Ko: Kandelia ovovata; Ac: Aegiceras corniculatum; Am: Avicennia marina．
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偏差分别为 5． 5%，8． 0%和 7． 7%。本方法的检出限和相对标准偏差均优于 SSF 法，线性范围与 SSF 法

处于同一数量级。
3． 2 回收率实验

在所建方法的线性范围内，按 2． 2 节所述实验方法向叶片表面点滴加 5 μL 一定浓度( 10，50，

100 mg /L) 的菲溶液( 此时浓度记为 C1 ) ，测定其荧光信号强度后，利用线性回归方程计算出初始浓度

C2。然后，再向原点样位置加入 5 μL 10 mg /L 菲溶液( 此时浓度记为 C3 ) ，同样方法测得其浓度 C4，根

据公式 R= ( C4 －C2 ) / ( C3 －C1 ) ×100%，求其回收率。由表 2 可知，本方法测定 Ko，Ac 和 Am 叶片表面

PAHs 的回收率分别为 92． 4% ～101． 0%，94． 8% ～ 108． 2% 和 93． 8% ～ 103． 6%。本方法的回收率优

于 SSF 法，准确度可满足实验要求。

表 2 加标回收率
Table 2 Recoveries of standard addition experiments

叶片
Leaf

C1
( ng /spot)

C2
( ng /spot)

C3
( ng /spot)

C4
( ng /spot)

回收率
Recovery ( % )

Ko

Ac

Am

50． 0 45． 4 100． 0 92． 5 94． 2
250． 0 252． 3 300． 0 298． 5 92． 4
500． 0 497． 8 550． 0 548． 3 101． 0

50． 0 47． 6 100． 0 101． 7 108． 2
250． 0 247． 6 300． 0 300． 7 106． 4
500． 0 502． 3 550． 0 549． 7 94． 8

50． 0 47． 8 100． 0 99． 6 103． 6
250． 0 251． 7 300． 0 298． 6 93． 8
500． 0 501． 0 550． 0 549． 8 97． 6

3． 3 不同温度下，红树叶片表面菲的消减过程研究

由图 3 可知，在相对距离一定的条件下，光纤与样品间的夹角由 35° ～ 55°变化时，Phen 的荧光强度

测定值呈现先增大后减少的变化趋势，在 45°时达到最大，而在夹角一定的条件下，当光纤与样品间的

相对距离为 0． 5 cm，菲的荧光强度测定值最大。因此，为确保测得红树植物叶片表面菲的荧光光谱的

重现性，要求在每次测定之前对夹角及相对距离进行严格控制，而本方法在测定前不需经过此过程，直

接进行红树叶片表面菲的荧光光谱测定，极大地简化了操作、提高了重现性。

图 3 光纤与样品间夹角( a) 及相对距离( b) 对 Ko 叶片表面菲荧光强度的影响( λex = 250 nm，

λem = 369 nm)

Fig． 3 Effects of the angle and relative distances between optical fiber and sample on fluorescence
intensity of Phen on Ko leaf surface ( λex = 250 nm，λem = 369 nm)

分别利用本方法和 SSF 法测定不同温度下 3 种红树植物叶片表面 Phen 的残留量，通过显著性差异

分析可知，两方法所得结果并无显著差异( p＞ 0． 05) 。图 4 为消减实验结束时( 180 h) ，3 种红树植物叶

片表面菲的百分残留量。随着温度的升高，Phen 的百分残留量显著降低，但 Ko，Ac，Am 表面 Phen 的百

分残留量受温度的影响各不相同，这可能与不同红树植物叶片富集 PAHs 的作用方式差异有关。通过

与文献［17］对比还可知，菲百分残留量受温度的影响高于荧蒽( Fluoranthene，Fla) ，以 Ko 为例，温度从
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图 4 不 同 温 度 条 件 下，消 减 过 程 结 束

时( 180 h) 3 种红树叶片表面菲的百分残留量

Fig． 4 Percentage of Phen retained on three
mangrove leaf surface after 180 h depuration under
different temperatures

13℃增至 30℃，Fla 百分残留量由 52． 2% 降至25． 3%，而

菲百分残留量则由 60． 1% 降至 18． 4%，这表明高温更加

有利于低环 PAHs 向大气分配。

4 结 论

实验表明，本方法的测定结果与 SSF 基本相同，检出

限和相对标准偏差优于 SSF 法、操作简便且平行测定次数

明显减少。此外，此多用途荧光比色皿可不需改装直接应

用于标配的荧光光谱仪 ( 如英国 Edinburgh 公司的 FLS
920 /980) 上，这使其具备测定叶片表面低浓度( pg /spot ～
ng /spot) PAHs 含量的潜力，有助于进一步拓展叶片表面

PAHs 原位测定方法的应用范围。
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A Simple in situ Fluorimetry for Determination of Phenanthrene
Adsorbed on Mangrove Leaf Surface

LI Rui-Long1，ZHU Ya-Xian2，ZHANG Yong* 1，3

1( State Key Laboratory of Marine Environmental Science of China ( Xiamen University) ，

Environmental Science Research Center，Xiamen University，Xiamen 361005，China)
2( Department of Chemistry，Xiamen University，Xiamen 361005，China)
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Abstract A self-designed multipurpose fluorescence colorimetric cell was employed to establish a simple in
situ method for the determination of phenanthrene ( Phen ) adsorbed on leaf surfaces of Kandelia obovata
( Ko ) ，Aegiceras corniculatum ( Ac ) and Avicennia marina ( Am ) ． The linear dynamic ranges for the
determination of phenanthrene ( Phen ) on Ko，Ac and Am leaf surfaces were 6． 5 －1200 ng /spot，18． 5 －
600 ng /spot and 3． 2－700 ng /spot，with the detection limits of 0． 6，0． 7 and 1． 3 ng /spot，respectively． The
recoveries of standard addition for Phen on Ko，Ac and Am leaf surfaces were 92． 4% －101． 0%，94． 8% －
108． 2 % and 93． 8% －103． 6%，respectively． The relatively standard deviations were less than 6． 5% ． The
detection limit and RSD of the established method were superior to solid surface optical fiber fluorimetry
( SSF) while the linear range of these two methods were in the same order of magnitude． There was no
significantly difference ( p＞0． 05) between the concentrations of Phen on mangrove leaf determined by SSF and
the established method． Besides，the established method had the advantages such as simplified experimental
operations and good repeatability．
Keywords Phenanthrene; Mangrove leaf; In situ; Fluorimetry

( Received 17 January 2015; accepted 22 March 2015)

This work was supported by the National Natural Science Foundation of China ( No． 21177102) and the Ph． D． Programs Foundation of Minis-

try of Education of China ( No． 20130121130005) and Fundamental Research Funts for the Central Universities ( No． 213121052) ．

819 分 析 化 学 第 43 卷


