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抑制荧光猝灭法测定痕量双酚 Ｓ 的研究
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摘要:建立了一种吖啶橙－Ｆｅｎｔｏｎ 试剂荧光光谱法测定双酚 Ｓ 含量的方法ꎮ 在酸性介质中ꎬ吖啶橙能被 Ｆｅｎｔｏｎ 试剂产生的

羟自由基氧化并引起荧光猝灭ꎬ而双酚 Ｓ 能够抑制羟自由基对吖啶橙的氧化作用ꎬ其抑制荧光猝灭程度在一定范围内与 ＢＰＳ
的浓度呈线性关系ꎮ 研究结果表明ꎬ在最佳实验条件下ꎬ双酚 Ｓ 浓度在 ２􀆰 ５×１０－８ ~１􀆰 ５×１０－７ ｍｇ / Ｌ 范围内与吖啶橙荧光强度变

化 ΔＦ 呈良好的线性关系(Ｒ＝ ０􀆰 ９９６ ５５)ꎬ检出限为 ２􀆰 ６６１×１０－９ ｍｇ / Ｌꎮ 该测定方法简便、快速、需样量少、灵敏度高ꎬ加标回收

率为 ９６􀆰 ０２％~１０１􀆰 ４％ꎮ
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　 　 双酚 Ｓ(ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ ＳꎬＢＰＳ)ꎬ化学名 ４ꎬ４′－磺酰基

二苯酚ꎬ由于双酚 Ｓ 的热稳定性和光化学稳定性ꎬ可
作为聚碳酸酯、环氧树脂、聚酯和酚醛树脂等的前体

物质ꎬ以及聚砜、聚醚砜的原料[１]ꎮ 随着双酚 Ｓ 的

大量生产与使用ꎬ不可避免地进入到环境中ꎮ 近年

来ꎬ已有许多文章报道了双酚 Ｓ 在纺织品和皮

革[２－３]、环境样品[４－５]、生物样品[６－８] 中被检出ꎮ 此

外ꎬ近年来研究发现ꎬＢＰＳ 是一种内分泌干扰物ꎬ过
量摄入对动物和人体健康产生负面影响ꎬ如内分泌

失调[９]、代谢系统紊乱[１０]、神经系统[１１] 异常ꎬ还会

严重干扰人和动物的生殖系统发育和遗传功能[１２]ꎮ
所以双酚 Ｓ 检测方法的发展迫在眉睫ꎮ

国内外诸多学者已经开发了许多针对双酚 Ｓ 的

检测方法ꎬ应用比较广泛的方法为气相色谱－质谱

法、高效液相色谱法[１３－１５]ꎬ色谱法的优点是测定结

果精确度高ꎬ且广泛应用于雌激素双酚的量化ꎮ 但

是色谱法检测过程中ꎬ样品制备复杂ꎬ涉及有毒溶剂

的使用ꎬ仪器的成本高、耗时长ꎬ日常维护费用比较

昂贵ꎮ
荧光分析的主要特点是高选择性、高灵敏度、样

品用量少、操作简单ꎮ 另外ꎬ荧光分析法的灵敏度通

常可以达到 １０－１０ ｇ / ｍＬꎬ最多能达到 １０－１２ ｇ / ｍＬꎬ因
此荧光分析法常用于微量甚至痕量毒物的定量分

析ꎮ 有关染料荧光光度法测定双酚 Ｓ 方法未见报

道ꎮ 本文中利用吖啶橙为荧光染料ꎬ建立了荧光光

度法测定双酚 Ｓ 含量的新方法ꎮ

１　 试验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂

ＤＦ－１ 型集热式磁力搅拌器(江苏省金坛市荣

华仪器制造有限公司)ꎬＦ － ４６００ ＦＬＳＰＥＣＴＯＲＯＰＨ
ＯＴＯ ＭＥＴ ( Ｈｉｔａｃｈｉ Ｈｉｇｈ － Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ

􀅰８４２􀅰
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Ｔｏｋｙｏ Ｊａｐａｎ)ꎬＦＡ１００４Ｂ 电子天平(上海越平科学仪

器有限公司)ꎬＰＨＳ－３Ｃ 精密酸度计(上海大浦仪器

有限公司)ꎮ
双酚 Ｓꎬ吖啶橙ꎬ硫酸亚铁ꎬ十六烷三甲基溴化

铵ꎬ十二烷基苯磺酸钠ꎬ十二烷基磺酸钠ꎬβ－环糊

精ꎬ醋酸钠ꎬ醋酸ꎬＴｒｉｓꎬ盐酸ꎬ磷酸氢二钠ꎬ磷酸二氢

钠ꎬ无水乙醇、双氧水、硫酸等均为分析纯ꎮ
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 溶液的配制

分别配制浓度为 １􀆰 ０×１０－４ ｍｇ / Ｌ 的吖啶橙储备

液ꎬ２􀆰 ５×１０－４ ｍｇ / Ｌ 的双酚 Ｓ 储备液(用 ５ ｍＬ 无水

乙醇溶解后ꎬ用怡宝纯净水定容)ꎬ１％的过氧化氢的

储备液ꎬ５％的硫酸的储备液ꎮ 使用时ꎬ将吖啶橙储

备液稀释至 １􀆰 ０×１０－５ ｍｇ / Ｌꎻ将双酚 Ｓ 储备液用怡宝

纯净水稀释至 １􀆰 ０×１０－５ ｍｇ / Ｌ(用移液管移取上述

储备液 １ ｍＬ 于 ２５ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用怡宝纯净水定容

至刻度线ꎬ备用)ꎻ将 １％的过氧化氢储备液稀释至

０􀆰 ０１％ꎻ称取硫酸亚铁 ０􀆰 ０６９ ５ ｇꎬ再用 ５％的硫酸储

备液溶解硫酸亚铁ꎬ并定容至 ２５ ｍＬ 容量瓶中ꎬ得到

１􀆰 ５×１０－４ ｍｇ / Ｌ 的硫酸亚铁溶液ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 实验方法

于 １０ ｍＬ 比色管中加入 １􀆰 ０ ｍＬ 吖啶橙溶液

(１􀆰 ０×１０－５ ｍｇ / Ｌ)ꎬ０􀆰 ３ ｍＬ 硫酸亚铁溶液(１􀆰 ５×１０－４

ｍｇ / Ｌ)ꎬ０􀆰 ３６ ｍＬ 的 ０􀆰 ０１％过氧化氢溶液ꎬ其中一支

比色管中不加作为试剂空白ꎬ其余的试管中加入不

同浓度的双酚 Ｓ 标液(１􀆰 ０×１０－５ ｍｇ / Ｌ)ꎬ用怡宝纯净

水定容ꎬ放置 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ在 Ｆ－４６００ 型荧光分析仪

上ꎬλｅｘ ＝ ４９５ ｎｍ 为激发波长ꎬλｅｍ ＝ ５２８ ｎｍ 为发射波

长ꎬ测量试剂空白的荧光强度 Ｆ空白ꎬ试剂试样荧光

强度 Ｆ试样ꎬ计算荧光分析值 ΔＦ＝Ｆ试样－Ｆ空白ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 吖啶橙荧光激发和发射波长的选择

图 １ 为吖啶橙的激发光谱和发射光谱图ꎬ曲线 １
　 　 　 　 　 　 　

１—吖啶橙的荧光激发光谱ꎻ

２—吖啶橙的荧光发射光谱(吖啶橙 １􀆰 ０×１０－５ ｍｇ / Ｌ)

图 １　 吖啶橙的激发与发射光谱

为吖啶橙的激发光谱ꎬ当 λｅｘ ＝ ４９５ ｎｍ 时ꎬ吖啶橙的

荧光信号较强ꎬ所以该实验中选择吖啶橙的荧光激

发波长为 ４９５ ｎｍꎮ 以 ４９５ ｎｍ 作为激发波长ꎬ在波

长为 ５００ ~ ７００ ｎｍ 范围内ꎬ对试样吖啶橙进行扫描

如曲线 ２ꎬ发现在波长 ５２８ ｎｍ 处荧光信号最强ꎬ因
此ꎬ选择吖啶橙的荧光发射波长为 ５２８ ｎｍꎮ
２􀆰 ２　 抑制荧光猝灭光谱图

以 ４９５ ｎｍ 作为激发波长ꎬ不同溶液的荧光光谱

图如图 ２ꎬ实验结果表明ꎬ在激发波长 ４９５ ｎｍ 条件

下ꎬ双酚 Ｓ 和硫酸亚铁溶液与过氧化氢溶液本身无

荧光信号ꎬ向吖啶橙中加入适量双酚 Ｓ 标液后ꎬ吖啶

橙－双酚 Ｓ 荧光分析体系的荧光分析现象并不显

著ꎮ 然而ꎬ向吖啶橙溶液中加入适量的 Ｆｅｎｔｏｎ 试剂

(硫酸亚铁溶液与过氧化氢溶液)后ꎬ发生了显著的

荧光猝灭现象ꎬ在这个体系中加入不同量双酚 Ｓꎬ荧
光信号再次恢复ꎬ且随着双酚 Ｓ 的增加ꎬ荧光信号有

规律地增加ꎮ

１—１ ｍＬ 吖啶橙ꎻ２—１ ｍＬ 吖啶橙＋１ ｍＬ(１􀆰 ０×１０－４ ｍｇ / Ｌ)双酚 Ｓ＋

Ｆｅｎｔｏｎ 试剂ꎻ３—１ ｍＬ 吖啶橙＋１ ｍＬ(１􀆰 ０× １０－５ ｍｇ / Ｌ)双酚 Ｓ＋

Ｆｅｎｔｏｎ 试剂ꎻ４—１ ｍＬ 吖啶橙＋１ ｍＬ(１􀆰 ０× １０－６ ｍｇ / Ｌ)双酚 Ｓ＋

Ｆｅｎｔｏｎ 试剂ꎻ５—１ ｍＬ 吖啶橙＋１ ｍＬ(１􀆰 ０× １０－７ ｍｇ / Ｌ)双酚 Ｓ＋

Ｆｅｎｔｏｎ 试剂ꎻ６—１ ｍＬ 吖啶橙＋ １ ｍＬ Ｆｅｎｔｏｎ 试剂ꎻ７—Ｆｅｎｔｏｎ 试

　 　 　 剂ꎻ８—１ ｍＬ 双酚 Ｓ

λｅｘ ＝ ４９５ ｎｍꎻ吖啶橙(１􀆰 ０×１０－５ ｍｇ / Ｌ)ꎻ

双酚 Ｓ(１􀆰 ０×１０－４、１􀆰 ０×１０－５、１􀆰 ０×１０－６、１􀆰 ０×１０－７ ｍｇ / Ｌ)ꎻ

硫酸亚铁溶液(１􀆰 ５×１０－４ｍｇ / Ｌ)ꎻ过氧化氢溶液(０􀆰 ０１％)

图 ２　 吖啶橙－Ｆｅｎｔｏｎ 试剂－双酚 Ｓ 荧光特征

光谱图

２􀆰 ３　 反应条件

２􀆰 ３􀆰 １　 硫酸亚铁溶液用量的影响

取 １ 只 １０ ｍＬ 比色管ꎬ加入 １􀆰 ０ ｍＬ 吖啶橙工作

液ꎬ用怡宝纯净水定容ꎬ摇匀ꎬ静置 ３０ ｍｉｎꎬ测定荧光

强度为 Ｆ空白ꎻ再取 ６ 只 １０ ｍＬ 比色管ꎬ向这 ６ 只试管

中依次分别加入 １􀆰 ０ ｍＬ 吖啶橙ꎬ硫酸亚铁溶液(０~
０􀆰 ５ ｍＬ)ꎬ０􀆰 ３６ ｍＬ 过氧化氢溶液(０􀆰 ０１％)ꎬ定容ꎬ摇
匀ꎬ静置 ３０ ｍｉｎꎬ所测得的荧光强度为 Ｆ试样(Ｆ０ ~
Ｆ６)ꎬ计算 ΔＦꎬΔＦ＝Ｆ空白－Ｆ试样(Ｆ０ ~Ｆ６)ꎬ结果如图 ３
所示ꎮ
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图 ３　 硫酸亚铁溶液用量的影响

从图 ３ 可以看出ꎬ随着硫酸亚铁溶液用量的增

加ꎬΔＦ 呈现增加至平稳的趋势ꎬ在硫酸亚铁用量为

０􀆰 ５ ｍＬ 时ꎬΔＦ 达最大值ꎬ即该条件下的现象最为显

著ꎮ 硫酸亚铁溶液的最佳用量为 ０􀆰 ５ ｍＬꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 过氧化氢溶液用量的影响

取 ６ 只 １０ ｍＬ 比色管ꎬ依次分别加入 １􀆰 ０ ｍＬ 吖

啶橙ꎬ 硫 酸 亚 铁 溶 液 ０􀆰 ５ ｍＬꎬ 过 氧 化 氢 溶 液

(０􀆰 ０１％) ０~０􀆰 ６０ ｍＬꎬ定容ꎬ静置 ３０ ｍｉｎꎬ分别测定

各种溶液的荧光强度为 Ｆ试样(Ｆ０ ~ Ｆ６)ꎬ计算 ΔＦꎬ
ΔＦ＝Ｆ空白－Ｆ试样(Ｆ０ ~Ｆ６)ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ

图 ４　 过氧化氢溶液用量的影响

从图 ４ 可以看出ꎬ随着过氧化氢溶液用量的增

加ꎬΔＦ 呈现突然增加至平稳的趋势ꎬ在过氧化氢溶

液用量为 ０􀆰 １ ｍＬ 时ꎬΔＦ 达最大值ꎬ即该条件下的

现象最为显著ꎮ 且实验现象表明ꎬ过氧化氢用量小

范围地增加一点ꎬＦｅｎｔｏｎ 试剂产生的羟基自由基就

会与吖啶橙立即发生反应ꎬ氧化吖啶橙ꎬ使其荧光猝

灭ꎮ 本实验过氧化氢溶液最佳用量为 ０􀆰 １ ｍＬꎮ
２􀆰 ３􀆰 ３　 吖啶橙用量的影响

取 ５ 只 １０ ｍＬ 比色管ꎬ依次加入 ０􀆰 ２ ~ １􀆰 ０ ｍＬ
吖啶橙ꎬ硫酸亚铁溶液 ０􀆰 ５ ｍＬꎬ０􀆰 １ ｍＬ 过氧化氢溶

液(０􀆰 ０１％)ꎬ定容ꎬ摇匀ꎬ静置 ３０ ｍｉｎꎬ分别测定其荧

光强度ꎬ所测得的荧光强度为 Ｆ空白ꎬ再取 ５ 只 １０ ｍＬ
比色管ꎬ上述同样条件下分别加入 １􀆰 ０ ｍＬ 双酚 Ｓ
(１􀆰 ０× １０－７ ｍｇ / Ｌ)ꎬ分别测定其荧光强度ꎬ记作

Ｆ试样ꎬ计算 ΔＦꎬΔＦ＝Ｆ试样－Ｆ空白ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ
从图 ５ 可以看出ꎬ随着吖啶橙溶液用量的增加ꎬ

ΔＦ 呈现递增至平稳的趋势ꎬ在吖啶橙的用量为

０􀆰 ８ ｍＬ 时ꎬΔＦ 差值最大ꎬ现象最为显著ꎬ且吖啶橙

　 　 　 　 　 　 　

图 ５　 吖啶橙液用量的影响

溶液加入量在 ０􀆰 ８０ ｍＬ 以后时ꎬ该反应会更完全ꎬ该
体系较为稳定ꎮ 本实验吖啶橙溶液的最佳用量为

０􀆰 ８ ｍＬꎮ
２􀆰 ３􀆰 ４　 试剂加入次序的影响

试剂加入次序不同ꎬ吖啶橙－Ｆｅｎｔｏｎ 试剂－双酚

Ｓ 荧光体系的荧光强度不同ꎮ 实验结果表明ꎬ按吖

啶橙＋双酚 Ｓ＋硫酸亚铁与过氧化氢为加入次序时ꎬ
反应更完全ꎬ故测得的 ΔＦ 最大ꎬ现象最显著ꎬ所以

选择试剂的加入次序为:吖啶橙＋双酚 Ｓ＋硫酸亚铁

与过氧化氢ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ５　 反应时间的影响

考察反应时间对荧光强度的影响ꎬ结果表明ꎬ随
着反应时间增加ꎬΔＦ 在缓慢增加ꎬ反应 ３０ ｍｉｎ 时又

开始快速降低ꎬ即 ３０ ｍｉｎ 时 ΔＦ 最大ꎬ因此ꎬ该实验

中选择让双酚 Ｓ 与吖啶橙、硫酸亚铁与过氧化氢反

应 ３０ ｍｉｎꎬ然后测定其荧光强度ꎮ
２􀆰 ４　 标准曲线与线性范围

最佳条件下ꎬ对不同质量浓度双酚 Ｓ 标准系列

溶液进行测定ꎬ结果如图 ６ 所示ꎮ 从图 ６ 可以看出ꎬ
　 　 　 　 　 　 　

１—为 １ ｍＬ 吖啶橙＋双酚 Ｓ＋Ｆｅｎｔｏｎ 试剂ꎻ２—为 １ ｍＬ 吖啶橙＋双

酚 Ｓ(２􀆰 ００２×１０－７ ｍｇ / Ｌ)＋Ｆｅｎｔｏｎ 试剂ꎻ３—为 １ ｍＬ 吖啶橙＋双酚

Ｓ(１􀆰 ５０２×１０－７ ｍｇ / Ｌ)＋Ｆｅｎｔｏｎ 试剂ꎻ４—为 １ ｍＬ 吖啶橙＋双酚 Ｓ

(１􀆰 ２５１×１０－７ ｍｇ / Ｌ) ＋Ｆｅｎｔｏｎ 试剂ꎻ５—为 １ ｍＬ 吖啶橙＋双酚 Ｓ

(１􀆰 ０× １０－７ ｍｇ / Ｌ) ＋ Ｆｅｎｔｏｎ 试剂ꎻ６—为 １ ｍＬ 吖啶橙 ＋双酚 Ｓ

(７􀆰 ５０８× １０－８ ｍｇ / Ｌ) ＋ Ｆｅｎｔｏｎ 试剂ꎻ ７—１ ｍＬ 吖啶橙 ＋双酚 Ｓ

(５􀆰 ００５×１０－８ ｍｇ / Ｌ) ＋Ｆｅｎｔｏｎ 试剂ꎻ８—为 １ ｍＬ 吖啶橙＋双酚 Ｓ

　 　 　 (２􀆰 ５０３×１０－８ ｍｇ / Ｌ)＋Ｆｅｎｔｏｎ 试剂

图 ６　 吖啶橙－Ｆｅｎｔｏｎ 试剂－双酚 Ｓ 荧光特征

光谱图
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当双酚 Ｓ 用量在 ２􀆰 ５×１０－８ ~ １􀆰 ５×１０－７ ｍｇ / Ｌ 范围内

时ꎬ双酚 Ｓ 的用量与 ΔＦ 呈现较好的线性关系ꎮ 工

作曲线的线性回归方程是:ΔＦ ＝ ７􀆰 ９８５ ４ × １０９ Ｃ －
７１􀆰 ９６８ ４３(Ｃ 为 ｍｇ / Ｌ)ꎬ相关系数 Ｒ＝ ０􀆰 ９９６ ５５ꎮ
２􀆰 ５　 检测限的计算

取 １０ 只 １０ ｍＬ 比色管ꎬ依次加入 ０􀆰 ８ ｍＬ 吖啶

橙、０􀆰 ５ ｍＬ 硫酸亚铁、０􀆰 １ ｍＬ 过氧化氢ꎬ用怡宝纯

净水定容ꎬ摇匀ꎬ静置 ３０ ｍｉｎꎬ测定其荧光强度ꎬ记作

Ｆ空白ꎮ 计算 １０ 次空白的标准偏差 Ｓ０ꎮ
检测限＝ ３Ｓ０ / Ｋꎬ其中 Ｋ 是双酚 Ｓ 标准曲线的斜

率ꎮ 检测限为 ２􀆰 ６６１×１０－９ ｍｇ / Ｌꎮ
２􀆰 ６　 分析应用

取实验室里的自来水 １􀆰 ０ ｍＬ 于 １０􀆰 ０ ｍＬ 的比

色管中ꎬ再加入 １􀆰 ０ ｍＬ 吖啶橙ꎬ０􀆰 ５ ｍＬ 硫酸亚铁溶

液与 ０􀆰 １ ｍＬ 过氧化氢溶液ꎬ加怡宝纯净水定容至刻

度ꎬ摇匀ꎬ静置 ３０ ｍｉｎꎬ测定其荧光强度ꎬ同时进行回

收实验ꎬ结果如表 １ꎮ
表 １　 样品分析及回收率实验

本地值 /

(ｍｇ􀅰Ｌ－１)

加入量 /

(ｍｇ􀅰Ｌ－１)

测量值 /

(ｍｇ􀅰Ｌ－１)

回收率 /
％

平均回

收率 / ％
ＲＳＤ /
％

０􀆰 ０００ ５􀆰 ００５×１０－８ ４􀆰 ９３５×１０－８ ９８􀆰 ６０ １０１􀆰 ４０ ２􀆰 ５４
０􀆰 ０００ ５􀆰 ００５×１０－８ ５􀆰 ０９６×１０－８ １０１􀆰 ８０ 　 　
０􀆰 ０００ ５􀆰 ００５×１０－８ ５􀆰 １９１×１０－８ １０３􀆰 ７０ 　 　
０􀆰 ０００ １􀆰 ００１×１０－７ ９􀆰 ６１９×１０－８ ９６􀆰 ０９ ９９􀆰 ５９ ２􀆰 ９９
０􀆰 ０００ １􀆰 ００１×１０－７ １􀆰 ０００７×１０－７ ９９􀆰 ９７ 　 　
０􀆰 ０００ １􀆰 ００１×１０－７ １􀆰 ０２０×１０－７ １０１􀆰 ９０ 　 　
０􀆰 ０００ １􀆰 ５０２×１０－７ １􀆰 ４３５×１０－７ ９５􀆰 ５３ ９６􀆰 ０２ ２􀆰 １３
０􀆰 ０００ １􀆰 ５０２×１０－７ １􀆰 ４１６×１０－７ ９４􀆰 ２７ 　 　
０􀆰 ０００ １􀆰 ５０２×１０－７ １􀆰 ４７６×１０－７ ９８􀆰 ２７ 　 　

从实验结果发现ꎬ实验测得的回收率在 ９６􀆰 ０２％~
１０１􀆰 ４％ꎬ相对标准偏差在 ２􀆰 １３％~２􀆰 ５４％ꎮ

３　 结论

对吖啶橙－Ｆｅｎｔｏｎ 试剂－双酚 Ｓ 荧光体系进行

了研究ꎬ通过单因素实验法探讨了硫酸亚铁的用量、
过氧化氢的用量、硫酸的用量、时间、溶液的放入顺

序对实验结果的影响ꎬ确立了最佳反应条件为:硫酸

亚铁溶液的最佳用量为 ０􀆰 ５ ｍＬꎬ过氧化氢溶液的最

佳用量为 ０􀆰 １ ｍＬꎬ吖啶橙的最佳用量 ０􀆰 ８ ｍＬꎻ最佳

的试剂加入次序为:吖啶橙＋双酚 Ｓ＋硫酸亚铁与过

氧化氢ꎻ最佳反应时间为 ３０ ｍｉｎꎮ 在最优条件下进

行实验ꎬ得到标准曲线方程式为 ΔＦ＝７􀆰 ９８５ ４×１０９ Ｃ－
７１􀆰 ９６８ ４３ꎬ相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９６ ５５ꎮ 该实验方法的

检出限能够达到 ２􀆰 ６６１×１０－９ ｍｇ / Ｌꎬ双酚 Ｓ 的回收率

能够达到 ９６􀆰 ０２％~１０１􀆰 ４％ꎮ
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