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流动注射化学发光法测定中药材中没食子酸
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摘　要　建立快速简便的流动注射化学发光分析法 ,用于中药材中没食子酸含量的测定。利用酸性介质中

Fe3 + 2H2O2体系生成羟基自由基氧化没食子酸产生微弱的化学发光 ,用罗丹明 6G来增敏化学发光。研究了

影响化学发光的各种因素 ,探讨了可能的机理。结果表明 , 0. 18 mol/L HCl, 0. 04 mol/L FeCl3 , 1. 0 mol/L H2O2

与 1. 0 ×10 - 4 mol/L罗丹明 6G溶液组成最优的化学发光体系 ,没食子酸浓度在 1. 0 ×10 - 5～1. 0 ×10 - 2 g/L

和 0. 01～1. 0 g/L范围内与化学发光强度呈很好的线性关系 , r分别为 0. 9984和 0. 9947,检出限为 3. 0 ×

10 - 6 g/L。对 1. 0×10 - 4 g/L没食子酸平行测定 11次的相对标准偏差为 3. 8%。利用本方法成功地测定了中

药材诃子和没食子中的没食子酸含量。

关键词　中药材 ; 没食子酸 ; 流动注射 ; 化学发光 ; 罗丹明 6G

　2010201227收稿 ; 2010204224接受
本文系重庆市教育委员会科学技术研究项目 (No. KJ071304)基金资助
3 E2mail: flq51021519@163. com

1　引　言

没食子酸 ( Gallic acid, Gall) ,是一种广泛存在于水果和中草药等植物中的天然酚酸类化合物 ,是中

药材没食子、余甘子、藏青果、红景天和诃子等的药效成分 ,也是一些纯中药制剂的有效成分。没食子酸

具有较强的抗氧化性 ,具有抗菌、抗病毒和抗肿瘤作用 [ 1 ]
,可用于有机合成、涂料、染料、医药等方面 ,还

可用作食品抗氧剂、防腐剂等 [ 2 ] ,此外 ,某些制药工业废水中含有大量的没食子酸会分解产生有机酸、

沼气等 ,消耗水中的溶解氧 ,致使鱼虾等水生生物缺氧而窒息死亡 ,造成水质恶化 [ 3 ]。因此 ,建立简便、

快速、灵敏的检测方法在食品分析、药物分析、医学研究和环境监测等方面有重要意义。

测定没食子酸多采用高效液相色谱法 [ 4, 5 ]、光度法 [ 6 ]、气相色谱法 [ 7 ]、薄层扫描法 [ 8, 9 ]、毛细管电泳

法 [ 10, 11 ]、振荡化学反应 2脉冲扰动法 [ 12 ]和化学发光法 [ 13, 14 ]等。光度法与薄层扫描法的灵敏度较差、线

性范围窄 ;色谱法和毛细管电泳法需要较复杂、昂贵的仪器设备。化学发光法具有灵敏度高、设备简单、

成本低等优点 ,是一种方便实用的分析方法。已报道的测定没食子酸的化学发光体系主要有 :鲁米诺 2
氧化剂体系 ,铈 (Ⅳ) 2荧光物质体系 ,甲醛增敏 H2 O2氧化没食子酸的化学发光体系。

实验发现 ,在酸性条件下 , Fe
3 +与 H2 O2反应产生活性极强的羟基自由基 (·OH ) ,具有更高的氧化

电极电位。·OH是一种强氧化剂 [ 15, 16 ] ,氧化没食子酸产生微弱的化学发光信号。荧光物质能强烈增

敏该体系的化学发光 ,因此 ,本实验选择 Fe
3 + 2H2 O2 2罗丹明 6G化学发光体系 ,建立了测定没食子酸的

流动注射化学发光分析法。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

IFFM 2D型流动注射化学发光分析仪 (西安瑞迈电子科技有限责任公司 ) ; BPCL型超微弱发光分析

仪 (中国科学院生物物理研究所 ) ; UV23010、U23900型紫外可见分光光度计和 F27000型荧光光谱仪

(日本日立公司 )。

5. 0 g/L没食子酸 (遵义市第二化工厂 )储备液 ; 1. 0 mol/L FeCl3 (成都科龙化工试剂厂 )储备液 ,加

入 0. 20 mol/L HCl; 1. 0 mol/L HCl(国营重庆无机化学试剂厂 )储备液 ; 1. 0 mol/L H2 O2 (重庆无机化学
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试剂厂 ) ,现用现配。0. 0 l mol/L罗丹明 6G(Rhod26G,美国 Fluka公司 )储备液。所有试剂均为分析纯 ,

水为二次蒸馏水。

2. 2　实验方法

流动注射化学发光流路由四路组成。A流路为待测样品或者没食子酸标准溶液 ; B流路为

1. 0 ×10
- 4

mol/L罗丹明 6G溶液 ,作为载流 ; C流路为 0. 18 mol/L HCl, 0. 04 mol/L FeCl3溶液 ; D流路

为 1. 0 mol/L H2 O2溶液。首先启动蠕动泵 ,样品或者没食子酸标准溶液由 A流路经进样阀按时间进样

方式定量并入 B流路中的载流 ,并与 C流路和 D流路通过三通混合 ,混合液进入流通池 ,经信号检测窗

检测化学发光信号 ,记录化学发光信号强度值 ,以相对峰高定量。A流路和 B流路由一个蠕动泵泵入溶

液 , C流路和 D流路由另一个蠕动泵泵入溶液。实验参数的设定和数据的处理通过 IFFM 2D型流动注
射化学发光分析仪的 Remex软件完成。

2. 3　样品制备

称取干燥的中药材样品 25. 0 g,在植物样品粉碎机中粉碎过 1 mm筛 ,储于棕色细口瓶中。准确称

取粉碎样品 5. 00 g,加甲醇 ,索氏提取 24 h,冷却过滤 ,以 4000 r/m in离心 15 m in,吸取上清液 5 mL,在

沸水浴中蒸干 ,定容到 50 mL棕色容量瓶中备用。

3　结果与讨论

3. 1　化学发光体系的选择与优化

3. 1. 1金属离子的选择　金属离子可以催化 H2 O2分解产生自由基 ,对化学发光性质产生重要影响。考

察了 Fe3 + , Fe2 + , Co2 + , N i2 + , Cu2 + , Mn2 + , Zn2 +在不同酸碱性条件下对化学发光信号强度的影响 ,如

表 1。结果表明 :当没食子酸浓度为 10 mg/L,在 HCl介质中 , Fe3 +与 H2O2反应产生强烈的化学发光信号 ,

信噪比和相对化学发光强度值最高。为此 ,选择 Fe3 + 2H2 O2 2罗丹明 6G构成的化学发光体系进行研究。

表 1　金属离子对 H2O2 2荧光物质化学发光体系的影响
Table 1　Effect of metal ions in H2O2 2fluorescer chem ilum inescence system

金属离子 /化合物
Metal ions/compounds

酸碱性条件
Acid2base condition

信噪比
Signal2to2noise ratio

相对 CL值
Relative CL intensity

Fe3 + /FeCl3 (0. 04 mol/L) 0. 18 mol/L HCl
0. 10 mol/L NaOH

14
3. 9

280
194

Fe2 + /FeSO4 (0. 04 mol/L) 0. 09 mol/L H2 SO4

0. 10 mol/L NaOH
1. 0
1. 8

22
54

Co2 + /CoSO4 (0. 04 mol/L) 0. 09 mol/L H2 SO4

0. 10 mol/L NaOH
0

1. 1
0
22

N i2 + /N iSO4 (0. 04 mol/L) 0. 09 mol/L H2 SO4

0. 10 mol/L NaOH
0

2. 3
0
25

Cu2 + /CuSO4 (0. 04 mol/L) 0. 09 mol/L H2 SO4

0. 10 mol/L NaOH
0. 38
4. 0

5
12

Mn2 + /MnSO4 (0. 04 mol/L) 0. 09 mol/L H2 SO4

0. 10 mol/L NaOH
0

1. 8
0
10

Zn2 + /ZnSO4 (0. 04 mol/L) 0. 09 mol/L H2 SO4

0. 10 mol/L NaOH
0

3. 8
0
30

仪器参数 ( Instrumental parameters) : 负高压 (Negative high2voltage) 1. 2 kV,测量间隔时间 (Measurement interval) 0. 1 s。H2O2 , 1. 0 mol/L;

罗丹明 6G(Rhodam ine 6G, Rhod26G) , 1. 0×10 - 4mol/L。没食子酸每次的进样量 ( Injection volume of gallic acid, Gall) : 50μL。

　　在化学发光体系中 , Fe3 +作为催化剂参加化学反应 , Fe3 +的浓度与羟基自由基的浓度密切相关。考

察了相同浓度的 K3 Fe (CN ) 6 , FeCl3 , Fe2 ( SO4 ) 3及它们的混合溶液对化学发光信号的影响。实验表

明 , FeCl3溶液产生的发光信号最高 ,化学发光迅速。研究了 0. 005～0. 06 mol/L Fe3 +对化学发光强度

的影响。当 Fe
3 +浓度达到 0. 04 mol/L时 ,化学发光强度值最大 ,基线稳定 ,重复性良好。因此 , 选择

Fe
3 +浓度为 0. 04 mol/L。

采用静态化学发光法和流动注射化学发光法研究了体系的发光光谱。静态法 (图 1A ) 研究表明 ,

FeCl3溶于 HCl介质 ,加入 H2 O2产生微弱的化学发光信号 ,加入罗丹明 6G后 ,化学发光信号有较大增

加 ,加入 10 mg/L没食子酸溶液 ,化学发光信号增加显著。动态法 (图 1B )研究表明 ,不同浓度的没食子
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酸与产生的化学发光信号存在线性关系。

图 1　Fe3 + 2H2O2 2荧光物质体系的静态法 (A)和动态法 (B)的化学发光谱图

Fig. 1　Chem ilum inescence spectrogram of Fe3 + 2H2O2 2fluorescer system

0. 04 mol/L FeCl3 + 0. 18 mol/L HCl; 1. 0 mol/L H2O2 : 1. 0 ×10 - 4mol/L Rhod26G; A: Gall, 1. 0 ×10 - 4 g/L;

B: Gall( a - e) , 1. 0, 3. 0, 5. 0, 7. 0, 9. 0 mg/L.

3. 1. 2　酸及酸浓度的选择　Fe
3 +在不同酸碱性条件下的化学形态不同 ,催化活性差异较大 ,影响化学

发光特性。考察了提供 H
+以相同物质的量浓度的常见强酸 ,如 HCl, HNO3和 H2 SO4对化学发光的影

响。结果表明 , HCl对化学发光信号的影响最强。当溶液 pH > 3. 0时 , Fe
3 +发生水解 ,如果 pH值太低 ,

过多的 H
+猝灭化学发光反应过程中产生的自由基。在 FeCl3溶液中 ,考察 0. 10～0. 25 mol/L HCl对化

学发光信号的影响。当 HCl浓度为 0. 18 mol/L时 ,化学发光信号最高。

3. 1. 3　荧光素种类及其浓度的优化　比较了几种常用荧光物质 ,如荧光素、荧光素钠、二氯荧光素、罗

丹明 6G和罗丹明 B溶液增敏化学发光反应的情况。研究表明 ,以罗丹明 6G产生的化学发光信号最

高 ,稳定且峰形好。因此选用罗丹明 6G增敏体系。考察了 6. 0 ×10
- 5～6. 0 ×10

- 4
mol/L罗丹明 6G对

化学发光的增强。当罗丹明 6G浓度高于 1. 0 ×10
- 4

mol/L,对化学发光增强最显著。因此 ,实验选用

110 ×10
- 4

mol/L罗丹明 6G溶液。

3. 1. 4　H2 O2浓度的优化　H2O2分解产生强氧化活性的羟基自由基 ,其浓度直接影响体系的化学发光

强度。研究了 0. 20～1. 5 mol/L H2O2对体系产生化学发光信号的影响。结果显示 ,化学发光强度随

H2 O2浓度的增加而迅速增大 ,当 H2 O2浓度达到 1. 0 mol/L时 ,化学发光信号达到最大值 ,故本实验中

H2 O2的最佳浓度为 1. 0 mol/L。

3. 2　工作曲线、检出限和精密度

在选定的最佳实验条件下 ,对不同浓度没食子酸溶液的化学发光强度进行了测定 ,并绘制工作曲

线。结果表明 :没食子酸浓度在 1. 0 ×10 - 5～1. 0 ×10 - 2 g/L和 0. 01～1. 0 g/L范围内与化学发光强度

呈良好的线性关系 ,回归方程分别为ΔI = 47. 648C ( 10
- 4

g/L ) + 243. 88 ( r = 0. 9984) ,ΔI = 461762C

(10
- 2

g/L) + 537. 11 ( r = 0. 9947) , 其中 ,ΔI是相对化学发光强度 , C是没食子酸的浓度 ; 负高压分别为

850和 550 V ,转速为 30 r/m in,液体流速为 1. 8 mL /m in。对 1. 0 ×10
- 4

g/L没食子酸平行测定 11次的

相对标准偏差为 3. 8% ,检出限 (3σ)为 3 ×10 - 6 g/L。

表 2　干扰实验结果
Table 2　 Interfering species for gallic acid

干扰物质种类
Interfering
substances

允许干扰倍数
A llow interference

multip le

干扰物质种类
Interfering
substances

允许干扰倍数
A llow interference

multip le

柠檬酸 Citric acid 10 酒石酸 Tartaric acid 10

草酸钠 Sodium oxalate 10 EDTA 10

蔗糖 Sucrose 500 Na + , K + , Cu2 + , Fe3 + 10

可溶性淀粉 Starch 500 Mg2 + , Zn2 + , Ca2 + 100

麦芽糖 Maltose 100 A l3 + 1000

草酸 Oxalic acid 100 NH +
4 250

维生素 C V itam in C 100 Pb2 + 1

葡萄糖 Glucose 400

3. 3　干扰实验

在选择的最优实验条件下 ,对

0. 1 mg/L没食子酸溶液的抗常见

物质分子及离子干扰能力考察 ,如

表 2所示 ,在高浓度的物质干扰

下 ,对没食子酸的测定相对误差在

±5%范围内 ,说明建立的化学发

光测定体系的抗干扰能力较强。

3. 4　样品测定及回收率

按照上述实验方法 ,进行了样
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品中没食子酸含量的测定及加标回收实验 ,结果列于表 3。

表 3　中药样品中没食子酸含量测定及加标回收实验
Table 3　Determ ination results of gallic acid in samp les and recoveries experiment

样品
Samp les

本法测定值
Found by

this method
( g/g)

紫外法测定值
Found by UV

spectrophotometry
( g/g)

初始浓度
O riginal

concentration
(mg/L)

加入浓度
Added

concentration
(mg/L)

测得浓度
Measured

concentration
(mg/L)

回收率
Recovery

( % )

相对标准偏差
RSD

( % , n = 7)

诃子
Myrobalan 0. 112 0. 114

没食子
Gallic 0. 0353 0. 0369

2. 94 3. 000 5. 94 100. 1 3. 4

6. 03 6. 000 11. 98 99. 1 2. 9

0. 966 1. 000 2. 01 104. 8 4. 1

1. 95 2. 000 3. 90 97. 4 3. 7

3. 5　化学发光机理的探讨

通过静态注射化学发光实验研究可能的化学发光机理 ,采用添加带通滤光片的方法测定化学发光

体系的发光波长。分别使用 400, 425, 440, 460, 490, 535, 555, 575, 620和 640 nm系列带通滤光片

　图 2　化学发光体系的发光光谱图

Fig. 2　Lum inescence spectrogram of chem ilum i2
nescence system

0. 18 mol/L HCl; 1. 0 mol/L H2O2 ; FeCl3 : 0. 04 mol/L;

Rhod26G: 1. 0 ×10 - 4mol/L, Gall : 0. 2 g/L.

进行实验。结果显示 :体系的化学发光经 490, 535, 555和

575 nm带通滤光片滤光后仍可以观察到较强的化学发光

信号 , 且经 555 nm带通滤光片后的化学发光最强 ,说明化

学发光波长在 555 nm处 (图 2) ,与罗丹明 6G的最大荧光

发射波长 552 nm相近。Fe
3 + 2H2 O2 2没食子酸体系化学发

光十分微弱 ,但当罗丹明 6G存在时 ,在 552 nm处有较大荧

光信号 ,表明化学发光体系中发光体是罗丹明 6G。紫外光

谱研究表明 :罗丹明 6G在 526 nm处存在强烈的可见吸收 ,

化学发光体系中存在荧光物质时 ,在相同波长处有减弱的

可见吸收 ,说明罗丹明 6G在化学发光反应中没有发生分

子改变 ,可能是受化学能激发而释放出化学发光信号 ,可见

吸收略有减弱。 Fe3 + 2H2 O2 是能够产生羟基自由基的体

系 ,羟基自由基可与没食子酸反应。可以初步推断 ,在化学

发光体系中 ,荧光体是罗丹明 6G,获得了羟基自由基氧化没食子酸产生的化学能而被激发 ,回到基态 ,

释放出光子 ,产生化学发光信号。结合 Fenton反应的机理 [ 15 ]
,推测 Fe

3 + 2H2 O2 2没食子酸化学发光体系
的可能机理如下 :

Fe3 + + H2 O2 Fe2 + +·OOH + H +

·OOH + H2 O2 ·OH + H2 O + O2

(Gall)
3
ox + Rhod26G Rhod26G

3
+ (Gall) ox

ox:氧化态

Fe2 + + H2 O2 Fe3 + +·OH + OH -

Gall +·OH ( Gall) 3
ox

Rhod26G3 Rhod26G + hν (λ = 555 nm)
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D eterm ina tion of Ga llic Ac id in Ch inese Herba l M ed ic ine w ith

Flow In jection Chem ilum inescence M ethod

FANG Lu2Q iu3 1, 2 , L I Hai2Fang 2 , ZHENG Guo2J in2, 3

1 (D epartm ent of Chem ica l Eng ineering and Chem istry, Yang tze N orm al U niversity, Fu ling 408100)
2 (D epartm ent of Chem istry, Tsinghua U niversity, B eijing 100084)

3 (Comm on Course D epartm en t, Chuxiong M edical College, Chuxiong 675000)

Abstract　The rap id and easy flow injection chem ilum inescence method was established to measure the

content of gallic acid in the chinese herbal medicines. It was based on the enhanceed chem ilum inescent em it2
ted during the oxidation of gallic acid by p roducing of hydroxy free radical with chem ical reaction between

Fe3 + and H2 O2 solution in HCl medium condition in the p resence of rhodm ine 6G as energy transfer in chem i2
lum inescence system , in which various factors influenced the chem ilum inescence system were investigated

carefully. The possible mechanism of the p roposed method was also studied p relim inarily. The results showed

that 0118 mol/L hydrochloric acid solution, ferric chloride concentration of 0. 04 mol/L, hydrogen peroxide

1. 0 mol/L, and 1. 0 ×10 - 4 mol/L rhodam ine 6G solution was the chem ical composition of the op timal chem i2
lum inescence system. The detection lim it is 3 ×10 - 6 g/L ( 3σ) , the linear range of determ ination was from

1. 0 ×10
- 5

- 1 ×10
- 2

g/L and 0. 01 - 1. 0 g/L , r = 0. 9984 and 0. 9947, the relative standard deviation was

3. 8% (1 ×10
- 4

g /L, n = 11). This method is p roved to be of high sensitivity, low detection lim it, simp le

operation and inexpensive devices. The recommended method has been successfully used for the analysis of

gallic acid in chinese herbal medicine of gallnut and medicine term inalia fruit.
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