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Triton X�100微乳液中铈与 L�色氨酸荧光反应的研究与应用
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摘 � 要 � 研究了 T r iton X�100 微乳液( T riton X�100�M )对荧光法测定 L�色氨酸的增敏作用。在酸性条件中

Ce4+ 可将色氨酸氧化为强荧光性物质, 以此为基础建立了分析色氨酸的新方法。与 T riton X�100 胶束相比,
T r iton X�100 微乳液对荧光法测定 L�色氨酸具有更好的增敏作用, 在该介质中测定灵敏度提高了 225 倍。实

验中对影响荧光测定的各种因素进行了优化, 同时考察了共存离子的干扰并做了回收试验, 对荧光增敏机

理也进行了初步探讨。试验结果表明: 在优化条件下, 色氨酸浓度在 0� 1~ 1� 0 �g � mL - 1范围内与荧光强度

成线形关系, 其线性方程为 F= 342� 37+ 30� 45c, r = 0� 998 4, 检出限为 0� 09 �g � mL - 1。在优化参数条件
下, 对实际样品进行分析, 结果令人满意。
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引 � 言

� � L�色氨酸是重要的氨基酸 , 是人体和动物生命活动中必

需的氨基酸之一, 广泛应用于医药、食品和饲料等方面。近

年来发现, L�色氨酸不只是用于静脉营养输液, 对于抑郁
症、失眠症、高血压及止痛等亦有良效, 在欧美一些国家已

广泛应用于临床[ 1]。色氨酸长期缺乏, 临床上会引发粗糙

病, 严重者甚至会造成死亡。与生命科学紧密相关的手性氨

基酸同人类某些疾病的发展有着密切的关系, 近年来已成为

研究的热点[ 2]。测定色氨酸的方法主要有荧光法[ 3] , 色谱

法[4] , 电化学法[ 5] , 毛细管电泳法[ 6, 7] , 分光光度法[8] , 流动

注射化学发光法[1]等。

微乳液一般是由表面活性剂、助表面活性剂、油、水等

组分在适当比例下组成的无色、透明 (或半透明 )、低粘度

的热力学稳定体系。我们先前的研究工作表明: 由于其具有

超低界面张力和很高的增溶能力, 作为胶体缔合结构之一的

微乳液对分光光度分析具有增敏作用。与表面活性剂胶束体

系相比,微乳液具有更好的增溶、增敏及增稳作用, 能改善

反应条件, 拓宽光谱分析的应用范围[9�12]。我们曾将非离子

型微乳液用荧光猝灭法测定痕量镍[13] , 阳离子微乳液 8�羟

基喹啉体系荧光法测定铝[14] , 非离子型微乳液 ICP�AES 测

定铂族元素[15] , 但微乳液增敏荧光法测定氨基酸尚未见报

道。本文研究了 T r iton X�100 微乳液介质对荧光法测定 L�色
氨酸的增敏作用, 酸性条件中 Ce4+ 可将色氨酸氧化为强荧

光性物质, 以此为基础建立了分析色氨酸的新方法。本法操

作简便, 稳定性和选择性好, 用于样品中 L�色氨酸的直接测

定, 取得了令人满意的结果。

1 � 实验部分

1� 1 � 主要试剂与仪器

Ce4+ 标准贮存液 ( 10- 3 moL � L- 1 ) : 准确称取硫酸铈

0� 040 4 g 于烧杯中, 加少量水, 浓硫酸 1~ 2 mL , 转移入

100 mL 的容量瓶中, 摇匀, 冷却, 定容至刻度; L�色氨酸贮

存液( 5� 5 mg � L- 1) : 称取 0� 027 5 g L�色氨酸固体, 将其溶

解于 50 mL 蒸馏水中。用时稀释 100 倍; 0� 1mol � L - 1硫酸

溶液: 取 98% 浓硫酸 2� 2mL, 用蒸馏水稀释至 400 mL;

T rit on X�100微乳液( T riton X�100�M)为, T r iton X�100: 正
丁醇 正庚烷 水= 10 4 1 85(质量比) ; T riton X�100

胶束( T r iton X�100�M�m)为, T r iton X�100 水= 10 90(质

量比) ; RF�4500 荧光光度计(日本岛津)。
仪器参数选择: Ex= 5� 0 nm, Em= 5� 0 nm, 扫描速度:

60 nm � min- 1 , 液池: 1 cm, �ex= 303 nm, �em = 350 nm, 扫

描间隙: 0� 2 nm, Em star t WL: 300 nm, Em End WL : 400
nm, Delay: 1 s, PMT Vo ltag e: 400, Response: 2。



1� 2 � 实验方法
1� 2� 1 � 荧光强度的测定

在 10 mL 容量瓶中依次加入 0� 8 mL Ce4+ 标准液, 适量
L�色氨酸贮存液, 0� 6 mL 硫酸溶液, 5� 0 mL 表面活性剂溶

液, 用蒸馏水稀释至 10 mL , 放置 15 min, 测定其荧光强度,

同时做试剂空白。

1� 2� 2 � 样品测试
取一定量的粮食样品放入厚壁玻璃管中, 加入 5� 0 mL

氢氧化钠溶液( 4 mol� L - 1 )后充氮密封。在 110 ! 条件下水
解 24 h 后用硫酸溶液中和至 pH 6� 0。过滤, 滤液稀释至一

定体积后, 取适量溶液按上述实验方法进行测定。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 吸收光谱
分别测定了水、T r iton X�100胶束、T riton X�100 微乳液

介质体系中络合物的荧光光谱图。由图 1 可见, 络合物在不

同介质体系中荧光强度 F 大小为 F Triton X�100�M > FT riton X�100�m>

FH2O
。T riton X�100�M 增敏作用最显著, 比水介质中提高 225

倍。因此, 本试验选用 T r iton X�100 微乳液介质作为介质体
系。

Fig� 1� Fluorescence spectroscopy of

L�tryptophan in diff erent medium
1: T riton X�100�M; 2: Triton X�100�m; 3: H 2O

2� 2 � 硫酸用量的影响

改变加入溶液中硫酸的量, 体系的最大荧光值随硫酸量

变化见图 2。当 0� 1 mo l� L- 1硫酸的加入量为 0� 6 mL 时荧

光强度最大。

Fig� 2 � Effect of H2SO4 content on F

2� 3 � Ce4+ 溶液用量的影响
试验了不同 Ce4+ 溶液用量对荧光强度的影响。由图 3 可

见, Ce4+ 溶液用量为 0� 8 mL 时荧光强度最强, 因此本实验
Ce4+ 溶液加入量选用 0� 8 mL。

Fig� 3 � Ef fect of Ce4+ content on F

2� 4 � Triton X�100 微乳液用量的影响
试验了不同 T r iton X�100 微乳液溶液用量对荧光强度的

影响。由图 4 可见, 开始时随着 T r iton X�100 微乳液用量的
增加荧光值迅速增加, 当 T r iton X�100 微乳液用量达到 5

mL 时体系的荧光值基本达到最大值, 加入量继续增加时,

荧光强度基本不变。

Fig� 4 � Ef fect of Triton X�100�M content on F

2� 5 � 温度的影响
通常, 荧光分析中温度是重要影响因素之一。本试验测

定了温度对体系荧光强度的影响(图 5)。结果表明, 微乳液

介质中, 在试验的温度范围内, 体系荧光值基本不变, 说明

温度对荧光值的影响不大。本实验在 20 ! 时荧光强度有一
最大值。因此本实验在此温度条件下进行。

Fig� 5� Effect of temperature on F

2� 6 � 时间的影响

本试验测定了时间对荧光强度的影响 (图 6)。实验体系

静置 1 h 后, 其荧光值基本保持不变, 本实验控制反应时间
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为 1 h。

Fig� 6 � Effect of time on F

2� 7 � 干扰离子的影响
在 L�色氨酸浓度为 0� 5 �g � mL - 1时, 考察了一些离子

和氨基酸的影响, 发现 3 倍的 Fe3+ ; 150 倍的 Mg 2+ 无干扰;

300 倍的 K+ 和 Ca2+ 无干扰; 400 倍的 Co2+ , Mn2+ , Cu2+ ,

Hg 2+ , Cd2+ , Zn2+ , 亮氨酸, L�丝氨酸, L�半胱氨酸无干扰;
900 倍的 Cl- 无干扰; 1 200 倍的 Al3+ 无干扰。

2� 8 � 工作曲线
在最佳条件下测定荧光强度, 发现色氨酸浓度在 0� 1~

1� 0 �g � mL- 1范围内与荧光强度成线性关系。F = 342� 37+
30� 45c, r= 0� 998 4, 检出限为 0� 09 �g � mL- 1。

2� 9 � 样品分析
样品测量结果列于表 1 中, 样品测定回收率在 96� 8% ~

101� 3%之间。

Table 1 � Analytical results of the samples

样品
加入量

/ ( m g � ( 100 g) - 1 )
平均值( n= 6)

/ ( mg � ( 100 g) - 1)
RSD

/ %

平均回

收率/ %

小麦面 0 62� 2 1�5

10� 0 71� 9 97� 0

玉米面 435� 4 6�3
100� 0 532� 2 96� 8

小米面 112� 9 2�3

50� 0 162� 2 98� 5

蜂乳 1 239� 4 5�1

500� 0 1 745� 9 101� 3

2� 10� 增敏作用机理探讨
表面活性剂对荧光是否具有增敏作用主要取决于两个方

面的因素, 一是增溶能力, 二是其介质的微环境是否有利于

荧光的产生[ 14]。

微乳液体系比相应的胶束介质对测定体系有更好的增敏

效果, 这主要与微乳液与胶束在组成上的差别有关。与胶束

体系相比, 微乳液体系增加了合适的助表面活性剂(中等碳

链的直链醇)和油相。可能有以下四种情况: ( 1)直链醇在栅

栏层中与 T riton X�100 交替排列形成膜相。( 2)助表面活性
剂的加入使得胶束体积变大, 胶束内核增加, 从而有利于络

合物在胶束内核的增溶( 3)油相在 O/ W 微乳液液滴中的存

在使胶束体积变大, 胶束栅栏层空间增大, 有利于络合物在

胶束界面上的吸附和插入胶束栅栏层内 ( 4)同时由于液滴核

内油相共存减少了络合物在液滴内的增溶量。影响因素 ( 2)

和( 3)大于( 1)和 ( 4) , 使得络合物在 T riton X�100 微乳液体
系中总的增溶量和富集程度增加, 使体系的荧光强度增加,

从而提高了体系的灵敏度。即与胶束液相比, O /W 微乳液具

有更好的增敏效果。

体系中微环境的变化会导致荧光强度的改变。表面活性

剂的存在改变了∀ 溶剂#的微观性质, 提供了对激发单重态的

一种保护性环境。荧光质被分散和联结于微乳液液滴或胶束

中, 使它们的流动性更小了, 从而得到了很有效的屏蔽。这

种保护性的环境降低了荧光质点自身的浓度猝灭及外部猝灭

剂的猝灭作用, 从而大大降低了激发单重态非辐射去活化的

速率常数。与相应的胶束液和其他微乳液相比, T riton X�
100 微乳液的荧光强度更大, 这可能是由于 T r iton X�100 微

乳液液滴能将荧光物质更大限度的组织在液滴中, 改变了荧

光体的微环境, 降低了非辐射过程的速率, 提高了荧光量子

产率, 从而增强了荧光强度。

3 � 结 � 论

� � 本实验探讨了 T r iton X�100 微乳液增敏作用, 将 T r iton

X�100 微乳液介质体系用于 L�色氨酸的测定, 建立了一种用

荧光分光光度法测定色氨酸的新方法。实验结果表明, 色氨

酸浓度在 0� 1~ 1� 0 �g � mL - 1范围内与荧光强度呈线性关
系。此实验方便快捷, 灵敏度高 , 测定结果准确令人满意。
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Investigation and Application of Fluorescence Reaction of

Cerium�L�Tryptophan in Triton X�100 Microemulsion

GONG Ai�qin1, 2 , ZHU Xia�shi1* , GUO Rong1 , MA X iao�qin1

1. Depar tment o f Chemistr y, Yang zhou Univer sity, Yang zhou � 225002, China
2. Yangzhou Po lyt echnic Inst itute, Yang zhou� 225002, China

Abstract � In the present article, the sensitizing effect of T r iton X�100 micr oemulsion media ( T r iton X�100�M) on the determina�

t ion of L�tr yptophan by fluo rescence spectr ophotometr y was studied, w hich was based on a st rong fluo rescence substance pro�
duced when L�t ryptophan was ox idized by Ce4+ in acid medium. Compared with T riton X�100 micelle ( T r iton X�100�m) , it was

found that in the medium of T r iton X�100�M the int ensity o f f luorescence was enhanced by 225 times. Var ious facto rs that influ�
ence fluorescence determination and interfer ing ions were examined. T he mechanism of sensit izing effect of T riton X�100 m icroe�

mulsion was also discussed. Under the optimum condit ions, the liner range and detection limit are 0� 1�1� 0 �g � mL - 1 and 0� 09
�g� mL - 1 ( co rr elation coefficient r= 0� 998 4) , respectively . The linear equation w as F = 342� 37+ 30� 45c. T he propo sed met h�

od has been successfully applied to determ ine fo od sam ples.

Keywords� L�trypt ophan; F luo rescence; M icr oemulsion; Sensit izing effect
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