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叶酸的能量转移荧光测定法及其应用
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摘　要　报道了一种灵敏检测叶酸的荧光新方法。在叶酸ＫＭｎＯ４Ｅｕ
３＋Ｈ２Ｏ２体系中，以 ｐＨ＝４７的乙酸乙

酸钠（浓度为０２ｍｏｌ／Ｌ）为缓冲溶液，利用高锰酸钾和过氧化氢将叶酸氧化形成蝶呤６羧酸，与Ｅｕ３＋配位成
配合物，该配合物被激发后，蝶呤６羧酸通过分子内能量转移将吸收的能量传递到Ｅｕ３＋，从而发射出Ｅｕ３＋的
特征荧光。在 ４×１０－８～４×１０－５ｍｏｌ／Ｌ范围内，Ｅｕ３＋的荧光强度与叶酸的浓度呈线性关系，相关系数为
０９９０２，检测限达到１２×１０－８ｍｏｌ／Ｌ。用于实际样品中叶酸的检测，得到了满意的结果。
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叶酸（ｆｏｌｉｃａｃｉｄ）亦名维生素Ｂｃ，在碱性或中性环境溶液中对热稳定，但在光照（尤其是紫外线）或
酸性条件下易分解，其结构式如下
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叶酸是一种抗贫血药，主要用于巨幼红细胞性贫血，也用于恶性贫血的辅助治疗。同时，叶酸有望

成为抗癌治疗靶点，用于肿瘤诊断［１３］。因此建立灵敏的叶酸测定方法具有十分重要的意义。

目前常用的叶酸检测方法有：分光光度法、电化学法、高效液相色谱法、微生物法和荧光法等，但是

这些方法灵敏度和选择性较低［４１０］。由于稀土元素具有光谱线宽较窄、激发态寿命长、ｓｔｏｃｋｓ位移大、与
生物分子结合能力强等优点，常用于核酸［１１１２］、蛋白质［１３１４］和药物［１５１６］等的定量测定。本文报道的新

荧光检测叶酸的方法，是将叶酸用高锰酸钾氧化形成蝶呤６羧酸，再与Ｅｕ３＋结合成配合物，该配合物被
激发后，蝶呤吸收的能量通过分子内能量转移传递到 Ｅｕ３＋，从而发射 Ｅｕ３＋的特征光谱。该测定方法利
用分子内能量转移将荧光发射峰由紫外区移至可见光区，避免了在紫外区的干扰，快速而且灵敏，选择

性较强。

１　实验部分
１．１　仪器和试剂

ＬＳ５５型荧光分光光度计（美国 ＰＥ公司），激发和发射狭缝宽度均为 １０ｎｍ，波长扫描速度为
５００ｎｍ／ｍｉｎ；ｐＨＳ３Ｂ型精密酸度计；ＵＶ２４０型紫外吸收分光光度计（日本Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）。

三氧化二铕（９９９９％）；叶酸（９８％，美国Ｓｉｇｍａ公司）；高锰酸钾（９９５％）；过氧化氢（３０％）；叶酸
片，标示值５ｍｇ／片；所用试剂均为分析纯或生物纯，用三次蒸馏水配制。
１．２　实验方法

在２５ｍＬ的比色管中，依次加入一定体积的叶酸溶液，３０ｍＬ乙酸乙酸钠缓冲溶液，０１ｍＬ高锰
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酸钾溶液，摇匀，在８０℃恒温水浴中加热４ｍｉｎ，取出后迅速加入０２ｍＬ过氧化氢溶液，剧烈振摇，冷却
后加入１ｍＬＥｕ３＋溶液，稀释至１０ｍＬ。静置５ｍｉｎ后，用１ｃｍ比色皿在激发波长３４３ｎｍ、发射波长
６２０ｎｍ处测定体系的相对荧光强度Ｉｆ（％）（与最大荧光强度之比）。

２　结果与讨论
２．１　缓冲溶液及ｐＨ值

溶液的酸碱度对体系荧光强度的影响如图１所示。从图１可以看出，当溶液的ｐＨ值在４７０±０１０

图１　ｐＨ值对荧光强度的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｓｏｎｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
Ｖ（ＨＡｃＮａＡｃ）＝３．０ｍＬ；ｃ（ＫＭｎＯ４）＝１ｍｍｏｌ／Ｌ；ｃ（ｆｏｌｉｃ

ａｃｉｄ） ＝１．０×１０－５ ｍｏｌ／Ｌ； ｃ（Ｈ２Ｏ２）＝１０ ｍｍｏｌ／Ｌ；

ｃ（Ｅｕ３＋）＝１ｍｍｏｌ／Ｌ

时，体系的荧光强度值Ｉｆ达到最大。在此ｐＨ值范围
内，研究了乙酸乙酸钠、磷酸氢二钠柠檬酸、柠檬
酸柠檬酸钠、ＢＲ溶液、甲酸氢氧化钠和ＨＭＴＡＨＣｌ
等缓冲溶液对体系荧光强度的影响。结果表明，乙

酸乙酸钠缓冲溶液效果最好，其体积以３０ｍＬ为
宜。

２．２　氧化剂的选择
由于Ｅｕ３＋的荧光是由叶酸吸收能量后通过分

子内能量转移后而发射的，故在选择氧化剂时仅考

虑叶酸发射的荧光。在所使用的氧化剂高锰酸钾、

过氧化氢及高锰酸钾和过氧化氢中，将高锰酸钾和

过氧化氢结合使用时荧光发射效果最好。由于高锰

酸钾是过量的，导致溶液颜色加深，影响测定，故用

Ｈ２Ｏ２还原剩余的高锰酸钾。ＫＭｎＯ４和 Ｈ２Ｏ２的最佳
浓度分别为１和１０ｍｍｏｌ／Ｌ。
２．３　温度和加热时间的影响

在ＨＡｃＮａＡｃ（ｐＨ＝４７，０２ｍｏｌ／Ｌ）３０ｍＬ、ＫＭｎＯ４１０ｍｍｏｌ／Ｌ、叶酸 １０×１０
－５ｍｏｌ／Ｌ、Ｈ２Ｏ２

１０ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｅｕ３＋１０ｍｍｏｌ／Ｌ条件下，当温度为 ６０、７０、８０和 ９０℃时，荧光强度 Ｉｆ分别为 ８９３％、
９８７％、１００％和９９１％，可见最佳温度为８０℃。加热时间的影响如图２所示。从图２可以看到，在
８０℃时加热４ｍｉｎ为宜。

图２　８０℃下加热时间对荧光强度的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｈｅａｔｉｎｇｔｉｍｅａｔ８０℃ ｏｎｔｈｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

图３　Ｅｕ３＋浓度对荧光强度的影响

Ｆｉｇ．３　 ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＥｕ３＋ ｏｎｔｈｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
Ｖ（ＨＡｃＮａＡｃ（ｐＨ＝４．７，０．２ｍｏｌ／Ｌ））＝３．０ｍＬ；ｃ（ＫＭｎＯ４）＝

１ｍｍｏｌ／Ｌ；ｃ（ｆｏｌｉｃａｃｉｄ）＝１×１０－５ ｍｏｌ／Ｌ；ｃ（Ｈ２Ｏ２）＝

１０ｍｍｏｌ／Ｌ
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２．４　Ｅｕ３＋浓度的影响
Ｅｕ３＋浓度对体系荧光强度的影响见图３。从图３可见，体系的荧光强度随着 Ｅｕ３＋浓度的增加而增

大，当Ｅｕ３＋浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ时，体系的荧光强度达到最大值，此后呈现出下降的趋势。
２．５　稳定性

在最佳实验条件下，当体系各组分在室温下混合孵化５ｍｉｎ后，荧光强度达到最大值，且在１５ｈ内
基本不变。

２．６　干扰离子
在最佳实验条件下，相对误差为±５％的范围内常见的离子所允许的最大浓度如表１所示。从表１

可见，除Ｆｅ３＋外，大部分物质无明显干扰。

表１　干扰物质的影响
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｏｌｅｒａｎｃｅｏｆｃｏｅｘｉｓｔｉｎｇｓａｌｔｓ

Ｃｏｅｘｉｓｔｉｎｇｓａｌｔｓ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｏｅｘｉｓｔｉｎｇ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） ＣｈａｎｇｅｏｆΔＩｆ／％

ＫＣｌ ４６ －４．８
Ａｌ（ＮＯ３）３ ３０ －４．６
ＮａＣｌ １００ －４．８
ＣａＣｌ２ ２０ －５．３
ＺｎＳＯ４ １４ －５．４
ＣｕＣｌ２ ２０ －４．１
ＦｅＣｌ３ ５ －３．４
ＭｇＣｌ２ １８ －５．１
Ｄｇｌｕｃｏｓｅ １０ －３．９
Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ １２ －４．７
Ｖｃ ４２ －４．８
Ｖｂ６ ３６ －５．２

　　Ｖ（ＨＡｃＮａＡｃ（ｐＨ＝４．７，０．２ｍｏｌ／Ｌ））＝３．０ｍＬ；ｃ（ＫＭｎＯ４）＝１ｍｍｏｌ／Ｌ；ｃ（Ｈ２Ｏ２）＝１０ｍｍｏｌ／Ｌ；ｃ（ｆｏｌｉｃａｃｉｄ）＝１×１０－５ｍｏｌ／Ｌ；

ｃ（Ｅｕ３＋）＝１ｍｍｏｌ／Ｌ．

２．７　在分析叶酸样品中的应用
２．７．１　工作曲线与检出限　在最佳实验条件下，体系的荧光强度与叶酸的浓度在一定范围内呈线性关
系，其回归方程为 Ｉｆ＝１１７１４７＋５９６７２×１０

６ｃ，相关系数为 ０９９０２，线性范围为 ４０×１０－８～４０×
１０－５ｍｏｌ／Ｌ，检出限为１２×１０－８ｍｏｌ／Ｌ。由此法与其它荧光法的灵敏度比较（表２）可见，本法的灵敏度
较高，线性范围较宽。

表２　荧光检测方法比较
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈｏｔｈｅｒｍｅｔｈｏｄｓ

Ｍｅｔｈｏｄ Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ／（ｍｏｌ·Ｌ－１） Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ／（ｍｏｌ·Ｌ－１） Ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ

Ｈ２Ｏ２ ０～１．３×１０－５ １．２×１０－５ ７
ＫＭｎＯ４ １．７×１０－６ ８
Ｋ２Ｓ２Ｏ８ １×１０－６～５×１０－５ ３．０×１０－７ ９
ＫＭｎＯ４ １．７×１０－８～１．４×１０－６ １．０×１０－８ １０
Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ ４×１０－８～４×１０－５ １．２×１０－８

２．７．２　叶酸片中叶酸的测定　取１０片叶酸片剂（由叶酸、淀粉、乳糖、硬脂酸镁等组成）在研钵中研细

表３　叶酸样品的检测
Ｔａｂｌｅ３　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｆｏｌｉｃａｃｉｄｉｎａｃｔｕａｌｓａｍｐｌｅ

Ｓａｍｐｌｅ Ｍｅｔｈｏｄ Ａｖｅｒａｇｅｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） ＲＳＤ／％

Ｆｏｌｉｃａｃｉｄ Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ ２．２７ ５．３
ＨＰＬＣ ２．２５ ５．３

　　Ｖ（ＨＡｃＮａＡｃ（ｐＨ＝４．７，０．２ｍｏｌ／Ｌ））＝３．０ｍＬ；ｃ（ＫＭｎＯ４）＝１ｍｍｏｌ／Ｌ；ｃ（Ｈ２Ｏ２）＝１０ｍｍｏｌ／Ｌ；ｃ（Ｅｕ３＋）＝１ｍｍｏｌ／Ｌ．
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混匀，称取５ｍｇ粉末，加入适量０１ｍｏｌ／Ｌ的氨水充分溶解，过滤洗涤，用水定容至５０ｍＬ，稀释后进行
测定。取平行测定５次的平均值，结果如表３所示。从表３可以看出，这种方法的准确度和精密度均比
较满意。

２．８　反应机理
体系的激发和发射光谱如图４所示。从图４可以看出，在ｐＨ＝４７０的乙酸乙酸钠缓冲溶液中，激

发波长为３４３ｎｍ时，在５９５和６２０ｎｍ处有２个发射峰，分别对应于Ｅｕ３＋的５Ｄ０
７Ｆ１和

５Ｄ０
７Ｆ２跃迁。

图４　激发光谱（Ａ）和发射光谱（Ｂ）
Ｆｉｇ．４　Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａ（Ｂ）

ａ．ｆｏｌｉｃａｃｉｄＫＭｎＯ４Ｈ２Ｏ２Ｅｕ３＋；ｂ．ｆｏｌｉｃａｃｉｄＫＭｎＯ４Ｈ２Ｏ２；ｃ．Ｅｕ３＋；ｄ．ｆｏｌｉｃａｃｉｄ；ｅ．ｆｏｌｉｃａｃｉｄＥｕ３＋；Ｖ（ＨＡｃＮａＡｃ（ｐＨ＝４．７，

０．２ｍｏｌ／Ｌ））＝３．０ｍＬ；ｃ（ＫＭｎＯ４）＝１ｍｍｏｌ／Ｌ；ｃ（ｆｏｌｉｃａｃｉｄ）＝１．０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ；ｃ（Ｈ２Ｏ２）＝１０ｍｍｏｌ／Ｌ；ｃ（Ｅｕ３＋）＝

１ｍｍｏｌ／Ｌ

图５　叶酸高锰酸钾过氧化氢的荧光光谱
Ｆｉｇ．５　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｆｏｌｉｃａｃｉｄＫＭｎＯ４Ｈ２Ｏ２

ｏｔｈｅｒｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｓｅｅＦｉｇ．４

图６　叶酸高锰酸钾过氧化氢体系的吸收光谱
Ｆｉｇ．６　ＡｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｆｏｌｉｃａｃｉｄＫＭｎＯ４Ｈ２Ｏ２

ａ．ｆｏｌｉｃａｃｉｄＫＭｎＯ４Ｈ２Ｏ２Ｅｕ３＋；ｂ．ｆｏｌｉｃａｃｉｄＫＭｎＯ４Ｈ２Ｏ２；ｃ．Ｅｕ３＋

ｏｔｈｅｒｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｓｅｅＦｉｇ．４

叶酸本身的荧光较弱，其溶液在酸性条件下，经加热被高锰酸钾氧化，生成了蝶呤６羧酸［１７］，从而

发射出较强的荧光。图５为叶酸高锰酸钾过氧化氢的荧光光谱。从图５可以看出，ｆｏｌｉｃａｃｉｄＫＭｎＯ４
Ｈ２Ｏ２中加入Ｅｕ

３＋后，蝶呤６羧酸的荧光强度显著降低。从吸收光谱（图６）也可看出，加入 Ｅｕ３＋后，吸
收峰发生了蓝移，而且吸收强度增加，这充分说明二者之间形成了配合物。通过摩尔比法对其配比测

定，结果如图７所示，其拐点在摩尔比７∶３处，说明配合物的组成约为２∶１，其可能结构如 Ｓｃｈｅｍｅ１所
示。

从图５可以看出，当Ｅｕ３＋加入到叶酸ＫＭｎＯ４Ｈ２Ｏ２中时，蝶呤６羧酸的荧光强度减弱，而Ｅｕ
３＋的荧

光强度则增强（见图４Ｂ）。因此，可以认为当配合物被激发时，蝶呤６羧酸吸收了能量后又通过分子内
能量转移传递给Ｅｕ３＋，从而使体系发射出Ｅｕ３＋的特征荧光峰。
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图７　摩尔比法测定叶酸与Ｅｕ３＋的配比

Ｆｉｇ．７　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒａｔｉｏｏｆｆｏｌｉｃａｃｉｄｔｏＥｕ３＋ ｕｓｉｎｇ
ｔｈｅｍｏｌａｒｒａｔｉｏｍｅｔｈｏｄ

Ｓｃｈｅｍｅ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｃｏｍｐｌｅｘ

３　结　论

叶酸氧化后形成蝶呤６羧酸，可与Ｅｕ３＋形成配合物，该配合物将吸收的能量通过分子内能量转移
传递给Ｅｕ３＋，从而发射Ｅｕ３＋的特征荧光，据此建立了荧光测定叶酸的新方法。在ＨＡｃＮａＡｃ（ｐＨ＝４７，
０２ｍｏｌ／Ｌ）３０ｍＬ、ＫＭｎＯ４１ｍｍｏｌ／Ｌ、叶酸１０×１０

－５ｍｏｌ／Ｌ、Ｈ２Ｏ２１０ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｅｕ
３＋１ｍｍｏｌ／Ｌ条件下，

体系的荧光强度与叶酸的浓度在 ４×１０－８ ～４×１０－５ ｍｏｌ／Ｌ范围内呈线性关系，检测限达到
１２×１０－８ｍｏｌ／Ｌ。
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