
第2 7卷 , 第8期 � � � � � � � � � � � � 光 谱 学 与 光 谱 分 析 Vol� 27, No� 8, pp1625�1628
2 0 0 7 年 8 月 � � � � � � � � � � � � Spectro scopy and Spectr al Analysis August, 2007 �

流动注射化学发光法测定芦丁
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摘 � 要 � 在酸性介质中, 硫酸高铈氧化芦丁能产生弱发光, 而罗丹明 6G( Rh6G )能大大增强此弱发光, 由此

建立了流动注射化学发光法测定芦丁的新方法。研究了影响化学发光强度的各种因素, 优化了硫酸、硫酸高

铈和 Rh6G 等条件, 对样品中可能存在的各种干扰物质进行了研究, 并初步探讨了化学发光反应可能的机

理。该方法的线性范围为 1� 0 � 10- 7~ 1� 0� 10- 4 mol  L - 1 , 方法的检出限为 8� 1 � 10- 8 mol  L - 1 , 对 1� 0

� 10- 5 mol L - 1的芦丁进行 11 次平行测定, 其相对标准偏差为1� 5% , 回收率为99� 0% ~ 104� 0%。该方法
应用于芦丁片剂中芦丁含量的测定, 取得了满意的结果。
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引 � 言

� � 芦丁, 具有抗氧化、抗基因突变的保健功能, 也是一种
维生素类药(维生素 P) , 具有降低毛细血管的异常通透性和

脆性的作用。目前测定芦丁的方法有分光光度法[ 1]、荧光

法[2]、电化学法[ 3]、红外光谱法[4]、高效液相色谱法[ 5]、毛

细管电泳法[6]等。化学发光分析法由于其灵敏度高、线性范

围宽、仪器设备简单, 越来越受到人们的青睐[7�9]。化学发光

法测定芦丁的文献也曾有报道[10�12] , 它们分别采用的是鲁米

诺、次氯酸钠、铁氰化钾体系。本研究发现 Rh6G 在酸性介

质中能大大增强硫酸高铈氧化芦丁的化学发光强度, 据此建

立了一种测定芦丁的化学发光新体系, 并结合流动注射技

术, 建立了一种简单、快速测定芦丁的新方法。与文献[ 10�
12]中测定芦丁的化学发光法相比, 该体系简单, 灵敏, 具有

较宽的线性范围, 且有很好的选择性, 已成功地用于片剂中

芦丁含量的测定。

1 � 实验部分

1� 1 � 主要仪器与试剂
IFFM�D型流动注射化学发光仪(西安瑞迈电子有限公

司) ; 电子分析天平(上海奥豪斯公司 ) ; SZ�93 自动双重纯水

蒸馏器(上海亚荣生化仪器厂) ; DL�60D超声波清洗器(上海

之信仪器有限公司)。

芦丁标准溶液( 1� 0 � 10- 3 mo l  L - 1 ) : 精密称取 0� 015

3 g 芦丁粉末(中国药品生物制品检定所, 对照品) , 加( 35

! )热水溶解并超声振荡 10 min, 然后用水定容于 25 mL 容

量瓶中, 4 ! 冰箱保存, 使用时按适当比例稀释成工作液;
硫酸高铈溶液( 1� 5� 10- 2 mo l L - 1 ) : 精密称取Ce( SO 4 ) 2  

4H2O(汕头市光华化学厂) 0� 606 4 g, 用 0� 5 mol  L - 1

H 2 SO4 (广州市东红化工厂)溶解定容至 100 mL ; Rh6G(中国

医药集团上海化学试剂公司)溶液: 浓度为 1� 0 � 10- 3 mol  

L - 1 , 使用时用水逐级稀释至所需浓度。所用试剂 (除芦丁

外)均为分析纯, 水为二次蒸馏水。

1� 2 � 实验方法
按图 1所示的流程, 将标准溶液或样品溶液与 Rh6G 溶

液混合后注入到硫酸高铈溶液(用一定浓度的硫酸配制, 防

止变浑浊)中, 记录发光信号强度 I , 以此进行定量分析。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 化学发光动力学曲线

在 Rh6G 存在下, 硫酸高铈氧化芦丁属快速发光反应,

从开始发光到化学发光强度达到峰值约需 3� 2 s, 从发光强

度峰值衰减至本底附近约需 8� 0 s(见图 2)。



Fig� 1� Schematic diagram of flow injection

system for CL detection

P: Peris talt ic pum p; V: Injecting valve; F: Flow cell;

PM T: Photom ult iplier tub e; HV: Negat ive high voltag e;

A: Amplif ier; R : Recorder; a: Ru tin ; b: Rh6G;

c: Ce( SO 4) 2 and H 2SO4 ; W : Waste

Fig� 2 � Kinetic curves of chemiluminescence

a: 1� 0� 10- 5 mol L- 1 rut in+ 0� 015 mol L- 1

Ce( SO4 ) 2+ 0� 5 mol L- 1 H 2SO 4 ;

b: a+ 4� 0� 10- 4 mol L- 1 Rh6G

2� 2 � 条件优化实验

2� 2� 1 � 流路参数的选择
( 1)流速的影响: 在流动注射分析中, 流速是影响测定

灵敏度的一个重要因素。为了保证试样得到及时地更新, 主

泵(图 1 中 a和 b管)的最佳流速为 50 r min- 1 ; 在化学发光
流动体系中, 流速太慢会导致最大发光在流通池之前, 流速

太快会导致最大发光在流通池之后, 本实验考察了在 30~ 80

r min- 1范围内流速对相对发光强度的影响, 发现副泵(图 1

中 c管)的最佳流速为 70 r min- 1时, 化学发光强度最大。
( 2)负高压的影响: 随着负高压的增加, 相对化学发光

信号增强, 而电压很高时基线不稳定。本实验选择负高压-

800 V , 增益为 2。

( 3)采样体积的影响: 随着采样体积的增大, 化学发光

信号值也逐渐增大。但由于反应量的增多, 导致反应不均

匀, 重现性下降。在保证一定灵敏度的基础上, 本实验选择

采样体积为 100 �L。

2� 2� 2 � 反应介质及其浓度的影响

在酸性介质中, 对硫酸高铈�Rh6G�芦丁体系, 分别以
1� 0 mol L - 1的 HC1, H 2 SO4 , H NO 3 , H3PO4 为反应介质,

试验了酸性介质对化学发光体系的发光强度的影响, 结果表

明, 在 H 2SO 4 介质中化学发光强度大且稳定, 故本文选用

H 2 SO4 作为反应介质。同时也实验了 H2 SO4 的浓度对化学

发光强度的影响(见图 3) , 当 H2 SO4 浓度大于0� 5 mo l L - 1

时, 发光强度显著减弱, 这可能是由于过高的酸度导致反应

速度太快, 发光强度峰值在到达流通池时已经开始减弱, 导

致观察到的发光信号减小。本实验选择 H 2 SO4 的浓度为 0� 5

mo l L - 1。

Fig� 3� The effect of H2SO4 concentration on CL intensity

2� 2� 3 � 硫酸高铈浓度的影响
硫酸高铈在此化学发光反应中是氧化剂, 对化学发光强

度影响很大。在硫酸高铈的浓度为 1� 0 � 10- 3~ 2� 0 � 10- 2

mo l L - 1范围内试验了硫酸高铈的浓度对化学发光强度的

影响(见图 4)。当硫酸高铈的浓度增大时, 发光强度也增大,

但浓度过大时, 它本身可吸收光辐射, 发光强度反而下降。

实验结果表明当硫酸高铈的浓度为 1� 5 � 10- 2 mol  L - 1时,

发光强度最大。综合考虑它在硫酸介质中的溶解度和信噪

比, 本实验选择硫酸高铈的浓度为 1� 5 � 10- 2 mol  L- 1。

Fig� 4 � Effect of Ce( SO4 ) 2 concentration on CL intensity

2� 2� 4 � 增敏剂的选择及其浓度的影响
一些荧光物质可以作为化学发光反应的能量接受体而增

强化学发光体系的发光强度。实验分别考察了罗丹明 6G、奎

宁、8�羟基喹啉、荧光素对该发光体系的增敏作用。结果表

明, 只有罗丹明 6G 对该体系发光强度有明显增强作用。发

光强度随罗丹明 6G 浓度的增大而增强, 当其浓度为 4� 0 �
10- 4 mo l L - 1时发光强度达到最大, 此后随着 6G浓度的继

续增大, 发光强度又趋向减小(见图 5) , 这可能是由于过量
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的罗丹明 6G 对光的吸收作用所致。本实验选择 4� 0 � 10- 4

mol L - 1罗丹明 6G 溶液进行测定。

Fig� 5 � The eff ect of Rh6G concentration on CL intensity

2� 3 � 工作曲线、精密度与检出限

在选定的最佳实验条件下, 芦丁浓度在 1� 0� 10- 7~ 1� 0
� 10- 4 mol  L- 1范围内与相对化学发光强度呈良好的线性

关系, 其回归方程为 I= 33� 837 � 105 c+ 285� 04( n= 11, r=

0� 994 8, c�芦丁浓度( mo l L - 1 ) , I 为相对化学发光强度)。

对浓度为 1� 0� 10- 5 mo l L - 1的芦丁溶液进行 11 次平行测

定, 得相对标准偏差为 1� 5%。以空白信号平均值加上其标

准偏差的 3 倍所对应的浓度为检测限, 计算出方法的检出限

为 8� 1� 10- 8 mo l L - 1。

2� 4 � 干扰试验
为了评价所建立分析方法的选择性, 在已优化的实验条

件下, 考察了芦丁片剂中可能添加组份对芦丁含量测定的干

扰。对 1� 0 � 10- 5 mol  L- 1的芦丁标准溶液的干扰进行了研

究, 实验结果表明(以对发光强度的影响不超过 ∀ 5%计) 共
存物的最大允许量: 1000 倍的 K + , N a+ , Ca2+ , SO 2-

4 ,

Cl- ; 700倍的淀粉、糊精、蔗糖; 400 倍的葡萄糖、甘露醇;

200 倍的聚乙二醇; 100 倍的山梨醇。由于样品中这些物质

的实际含量均低于允许量, 因此无需分离或其他预处理, 可

直接测定。

2� 5 � 样品分析

准确称取 20 片芦丁(每片标示量 20 mg , 四川亚宝光泰

药业有限公司) , 于研钵中研细混匀, 然后准确称取相当于 1

片药片质量的粉末于烧杯中, 用温水溶解, 超声振荡 15

min, 砂芯漏斗过滤, 定容于 100 mL 容量瓶中。测定时从

100 mL 容量瓶中取出 10 mL 定容于 50 mL 容量瓶, 作为样

品溶液, 按实验所述方法测定其含量。测得样品溶液浓度为

6� 29� 10- 5 mo l L - 1 , RSD%为 1� 1% , 计算出 1 片药片中

含芦丁 19� 2 mg。同时进行标准加入回收试验, 测得回收率

为 99� 0% ~ 104� 0%(见表 1) , 表明该方法准确可靠, 片剂中

的共存组份对测定无干扰。

Table 1 � Results of recovery test(n= 5)

Added

/ ( 10- 5 mol L- 1)

Found

/ ( 10- 5 mo l L- 1 )
Recovery

/%

RSD

/%

A verage

/ %

1� 00 1� 02 102� 0 1� 4

3� 00 2� 97 99� 0 1� 5

5� 00 5� 20 104� 0 1� 3 101� 6

7� 00 7� 10 101� 4 1� 1

2� 6 � 反应机理的探讨

在没有罗丹明 6G 存在时, 硫酸高铈与芦丁的反应为微

弱化学发光反应, 观察不到明显的化学发光信号, 当罗丹明

6G存在时, 即产生明显的化学发光, 其机理可能是罗丹明

6G为活性较高的荧光物质[13] , 在硫酸高铈与芦丁进行氧化

还原反应时, 它可以快速吸收反应释放的能量而跃迁至激发

态, 处于激发态的罗丹明 6G 分子又以光辐射的形式返回基

态从而产生化学发光[ 14, 15]。
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Determination of Rutin by Flow Injection Chemiluminescence Method

LI L i�jun1 , ZHONG Zhao�heng2 , FENG Jun2 , CH EN Qi�feng2 , KONG H ong�x ing1 , WU Jian�ling 2

1. Depar tment o f Biolo gica l and Chemical Engineer ing , Guangxi Univer sity o f Technolog y, L iuzhou � 545006, China

2. Co llege of Chemistr y and Chem ical Engineering , Guangxi University, Nanning � 530004, China

Abstract� A new f low injection chemiluminescence method fo r the determination of rutin w as established. The method w as based

on the chemiluminescence reaction o f rutin with cer ium ( #) sulfate in sulfuric acid condit ion sensitized by rhodamine 6G. Vari�

ous factor s affecting the chemiluminescence intensity o f the system were investig at ed, and the condition of sulfuric acid, cerium

( #) sulfat e and Rhodamine 6G etc was optimized. We have done research on a ll kinds o f po ssible disturber s in the sample. The

po ssible mechanism of the proposed met hod w as also studied. The met hod is sim ple, convenient and sensitiv e. T he linear rela�
t ionship betw een the intensity o f chemiluminescence and t he concentr at ion of rutin is o ver the r ange o f 1� 0 � 10- 7�1� 0� 10- 4 mol

 L- 1 . The detection limit is 8� 1� 10- 8 mo l L - 1 , t he r elative standard dev iation is 1� 5% fo r 11 measur ements of 1� 0 � 10- 5

mol L - 1 standard so lution. This method has been successfully applied to the determ inat ion o f rutin in tablets w ith recoveries

betw een 99� 0% and 104� 0% .

Keywords� F low injection; Chemiluminescence; Cerium( #) sulfate; Rhodamine 6G; Rut in
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