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摘要:设计合成了一个识别 Ｈ２Ｏ２ 的荧光探针ꎮ 基于探针与过氧化氢荧光增强现象ꎬ建立了检测过氧化氢的荧光分析方

法ꎮ 检测过氧化氢的线性范围为 ０~１８０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ检出限为 ３􀆰 ４８２ μｍｏｌ / Ｌꎮ 将探针用于测定实际样品中的过氧化氢ꎬ回收率令
人满意ꎮ 本探针具有灵敏度高、选择性好的优点ꎮ
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　 　 过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)是一种强氧化剂[１－３]ꎬ应用在

包括医用杀菌消毒、工业漂白、农业抗菌杀虫以及药

物合成等领域ꎮ 同时因为其漂白、防腐和除臭的特

点ꎬ又可以用作为食品添加剂ꎮ 但是ꎬ过氧化氢的含

量过高将会有致癌性ꎬ对人们的身体健康具有严重

的危害性ꎮ
近年来ꎬ越来越多的研究表明ꎬ过氧化氢与人类

许多重大疾病相关ꎮ 它的浓度与生理机能密切相关ꎮ
当浓度出现异常时ꎬ就会引起生理机能发生紊乱ꎬ导
致癌症、糖尿病、唐氏综合症等疾病的产生[４－８]ꎮ

因此ꎬ对于过氧化氢含量的测定十分重要ꎮ 构

建和开发一些选择性高、灵敏度高的检测方法ꎬ能够

对过氧化氢进行及时准确的分析ꎬ具有十分重要的

意义ꎮ 不仅可以更加深入透彻地了解关于过氧化氢

的代谢以及转化过程ꎬ也可揭示与过氧化氢相关疾

病的发病机理ꎬ为预防、治疗由过氧化氢诱发的各类

疾病和病理研究以及药物筛选和评价提供合理的

数据ꎮ
目前ꎬ测定过氧化氢的方法主要有分光光度

法[９]、电化学法[１０]、共振散射光谱法[１１]、色谱法[１２]

以及荧光光谱法[１３]等ꎮ 荧光技术以其灵敏度高、选
择性好以及响应快速等特点成为广大科研人员的研

究热点[１４－１５]ꎮ 本文中以三氰基呋喃类染料作为荧

光团ꎬ合成了一个具有分子内电荷转移(ＩＣＴ)识别机

理的过氧化氢探针ꎬ实验表明探针具有较高的灵敏度

以及选择性ꎬ线性关系良好以及检出限低等优点ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂

Ｃａｒｙ－Ｅｃｌｉｐｓｅ 分子荧光光谱仪(美国 Ｖａｒｉａｎ 公
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司)ꎮ Ｔｒｉｓ(三羟甲基氨基甲烷ꎬＳｉｇｍａ) －ＨＣｌ 缓冲溶

液ꎬｐＨ ＝ ７􀆰 ４ꎮ Ｈ２Ｏ２(分析纯)其余所有合成原料和

试剂均为市售分析纯ꎬ使用前没有经过进一步处理ꎮ
实验用水为超纯水ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 样品配置

称取一定量的探针配制成 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 的储备溶

液ꎮ 移取 ０􀆰 ２５ ｍＬ 于 ５ ｍＬ 试管中ꎬ加入一定量乙

醇ꎬ再加入一定的 Ｈ２Ｏ２ 溶液ꎬ用 Ｔｒｉｓ(ｐＨ ＝ ７􀆰 ４)缓

冲溶液定容至 ５ ｍＬꎬ使溶液的体系比为乙醇 ∶水 ＝
５ ∶５(体积比)ꎬ探针的浓度为 ５×１０－５ ｍｏｌ / Ｌꎮ 样品放

置 ３０ ｍｉｎ 进行荧光光谱的测定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｈ２Ｏ２ 标准溶液的配制

移取适量 ３６􀆰 ５％的 Ｈ２Ｏ２ 溶液(约 １０ ｍｏｌ / Ｌ)稀
释至 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 作为母液ꎬ用时逐级稀释ꎮ 实验中

所用浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 光谱的测定

将配制好的溶液在荧光光度计上 ４８０ ~ ８００ ｎｍ
范围扫描样品的荧光光谱ꎬ激发波长为 ４６０ ｎｍꎬ激
发和发射狭缝均为 １０ ｎｍꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 探针与 Ｈ２Ｏ２ 反应的特征光谱

研究了探针与 Ｈ２Ｏ２ 反应前后荧光光谱的变化

情况ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ 从图 １ 可看出ꎬ探针本身荧

光强度比较弱ꎬ加入 Ｈ２Ｏ２ 后ꎬ在 ６２１ ｎｍ 处形成一

个强发射峰ꎮ 可能的原因是 Ｈ２Ｏ２ 将酯基氧化ꎬ改
变了探针体系内的 ＩＣＴ 效应ꎮ

图 １　 探针加入 Ｈ２Ｏ２ 前后的荧光对比谱图

２􀆰 ２　 探针分子的响应时间

在 Ｔｒｉｓ 缓冲溶液中检测了探针与 Ｈ２Ｏ２ 的响应

时间ꎮ 探针在加入 Ｈ２Ｏ２ ２０ ｍｉｎ 后达到荧光强度的

最大值ꎬ并且不随 Ｈ２Ｏ２ 浓度变化而发生变化ꎮ 同

时探针本身的荧光强度随时间的增加没有什么明显

变化ꎬ表明探针本身比较稳定ꎮ 因此ꎬ本实验选择加

入 Ｈ２Ｏ２ 后 ３０ ｍｉｎ 测量荧光强度ꎮ
２􀆰 ３　 Ｈ２Ｏ２ 的测定研究

根据选定的条件ꎬ研究不同浓度的 Ｈ２Ｏ２ 对探

针荧光光谱的影响ꎬ结果如图 ２ 所示ꎮ 在未加入

Ｈ２Ｏ２ 时ꎬ探针本身的荧光强度比较弱ꎮ 随着 Ｈ２Ｏ２

浓度的增大ꎬ６２１ ｎｍ 处的荧光强度不断增强ꎮ 并且

在 ０~１８０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的浓度范围内ꎬ６２１ ｎｍ 波长处的

荧光与 Ｈ２Ｏ２ 浓度呈线性关系(图 ３)ꎮ 关系曲线为

ｙ＝ ０􀆰 ８７３ １ｘ＋５􀆰 ２１５ ８ꎬＲ ＝ ０􀆰 ９９４ ０ꎮ 计算得到相检

出限 ３􀆰 ４８２ μｍｏｌ / Ｌꎮ 结果表明ꎬ探针可用于检测痕

量 Ｈ２Ｏ２ꎮ

图 ２　 不同浓度的 Ｈ２Ｏ２ 对探针的荧光光谱的影响

图 ３　 不同度 Ｈ２Ｏ２ 与荧光强度线性拟合曲线

２􀆰 ４　 选择性测定

为了验证本方法对 Ｈ２Ｏ２ 的选择性ꎬ选择了一

些普遍存在的物质分别加入到含有探针的溶液中ꎬ
扫描相应溶液的荧光光谱ꎬ记录荧光光强度ꎬ取
６２１ ｎｍ 处的荧光强度并以含有 Ｈ２Ｏ２ 溶液的强度为

基准做归一化处理ꎬ结果列于表 １ꎮ 从结果可以看

出ꎬ在加入 Ｎａ＋、Ｃａ２＋、ＮＯ－
３、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋、ＳＯ２－

４ 、ＰＯ３－
４ 、

Ｃｕ２＋、Ｐｂ２＋、Ｃｌ－、Ｓ２－、Ｆｅ３＋、ＣｌＯ－等物质后ꎬ探针的荧光

强度非常小ꎮ 结果证明探针对 Ｈ２Ｏ２ 有很高的选

择性ꎮ
２􀆰 ５　 干扰性测定

研究了可能存在干扰物质情况下ꎬ探针对于

Ｈ２Ｏ２ 的响应情况ꎬ取 ６２１ ｎｍ 处的荧光强度并以含

有 Ｈ２Ｏ２ 溶液的强度为基准做归一化处理ꎬ如表 １

􀅰８３２􀅰
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所示ꎮ 由表 １ 可看出ꎬ在其他物质存在情况下ꎬ荧光

强度几乎不发生变化ꎬ对于 Ｈ２Ｏ２ 的测定几乎不产
生干扰ꎮ 结果表明ꎬ此探针对于测定 Ｈ２Ｏ２ 具有较

高的选择性以及较强的抗干扰能力ꎮ
表 １　 选择性与干扰性实验测定

加入

物质

选择性相对

荧光强度

干扰性相对

荧光强度

加入

物质

选择性相对

荧光强度

干扰性相对

荧光强度

Ｈ２Ｏ２ １ １

Ｎａ＋ ０􀆰 ０２２ ０􀆰 ９９６９

Ｃａ２＋ ０􀆰 ０２１ ０􀆰 ９８００

ＮＯ３－ ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ９７６７

Ｍｇ２＋ ０􀆰 ０６１ ０􀆰 ９９０２

Ｚｎ２＋ ０􀆰 ０４５ ０􀆰 ９５６３

ＳＯ２－
４ ０􀆰 ０２０ ０􀆰 ９６６５

ＰＯ３－
４ ０􀆰 ０２２ １􀆰 ０１３８

Ｃｕ２＋ ０􀆰 ０２１ ０􀆰 ９９８９

Ｐｂ２＋ ０􀆰 ０２０ ０􀆰 ９６６１

Ｃｌ－ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ９６３１

Ｓ２－ ０􀆰 ０４２０ ０􀆰 ９７３３

Ｆｅ３＋ ０􀆰 ０１９ ０􀆰 ９４９６

ＣｌＯ－ ０􀆰 ０２２ ０􀆰 ９２９３

２􀆰 ６　 合成样的测定

为了验证探针对于实际样品的适用性ꎬ将探针

用于自来水的测定ꎬ结果列于表 ２ꎮ 由自来水的回

收率 在 ９８􀆰 ００％ ~ １０７􀆰 ００％ꎬ 湖 水 的 回 收 率 在

９１􀆰 ００％~ １０３􀆰 ００％可以看出ꎬ探针对于测定 Ｈ２Ｏ２

有良好的准确度和精密度ꎬ结果令人满意ꎮ
表 ２　 实际样品的测定结果

样品
加标量 /

(ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

测得值 /

(ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

回收率(ｎ＝ ３) /
％

ＲＳＤ / ％

自来水 １􀆰 ００ １􀆰 ０７ １０７􀆰 ００ １􀆰 ４５

　 １􀆰 ５０ １􀆰 ４７ ９８􀆰 ００ ３􀆰 １０

　 ２􀆰 ００ ２􀆰 ０９ １０４􀆰 ５０ １􀆰 ８７

湖水　 １􀆰 ００ １􀆰 ０３ １０３􀆰 ００ ２􀆰 １０

　 ２􀆰 ００ １􀆰 ８２ ９１􀆰 ００ １􀆰 ９８

　 ３􀆰 ００ ２􀆰 ８２ ９４􀆰 ００ ２􀆰 ０５

　 　 注:湖水样品取自吉林省吉林市松花湖ꎮ

２􀆰 ７　 反应机理探讨

反应机理如图 ４ 所示ꎮ 探针是一个三氰基呋喃

的衍生物ꎬ在探针中存在酯基ꎬ此为过氧化氢的识别

基团ꎮ 酯基基团所连接的苯甲醛在与过氧化氢的反

应过程中被氧化掉ꎬ探针转化成苯酚结构以后ꎬＩＣＴ
效应增强ꎬ呋喃衍生物的荧光团就会发射荧光ꎮ

图 ４　 反应机理

３　 结论

设计合成了一个用于识别 Ｈ２Ｏ２ 的荧光探针ꎮ

在加入 Ｈ２Ｏ２ 之前ꎬ探针本身有微弱的荧光信号ꎮ
加入 Ｈ２Ｏ２ 之后ꎬ探针的荧光强度显著增强ꎬ并且强

度在 ０~１８０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的浓度范围内呈现出良好的线

性关系ꎬ检出限可达 ３􀆰 ４８２ μｍｏｌ / Ｌꎮ 实验结果表

明ꎬ该方法简单ꎬ选择性好ꎬ灵敏度高ꎬ抗干扰性强ꎬ
检出限低ꎬ有望可以用于环境样品中 Ｈ２Ｏ２ 的测定ꎬ
为环境监测以及治理提供一定的数据以及参考

价值ꎮ
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