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光纤荧光法对吸附于红树叶片表面上荧蒽的测定
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摘　要:利用光纤荧光法实现了吸附于白骨壤(Am)、 海漆(Ea)、 秋茄(Kc)、 桐花树(Ac)和老鼠簕(Ai)叶片

表面上荧蒽(Fla)的定量测定。所建方法测定吸附于 Am、 Ea、 Kc、 Ac和 Ai叶片表面上 Fla的线性范围分别为

2.5～ 500、 2.0 ～ 600、 4.5 ～ 1 100、 15 ～ 600、 3.5 ～ 450 ng/spot, 相应的检出限分别为 0.91、 0.63、 1.12、

3.52、 1.40 ng/spot, 方法的相对标准偏差小于 7.8%(n=15), 加标回收率分别为 97%～ 108%、 78%～ 95%、

77%～ 90%、 84%～ 108%和 78%～ 102%。利用所建方法考察了 5种红树叶片正反面吸附不同量 Fla的信号强

度随时间的变化情况。结果表明:在 200 min内 , 叶片正反面上 Fla的信号均发生不同程度的衰减 , 且反面

的信号衰减率大于正面;5种红树叶片正反面对 Fla的吸附特性均不同;吸附于叶片正面的 Fla多残留在叶片

表面 , 而吸附于叶片反面的 Fla易向叶片内部迁移。
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Abstract:Afiberopticalfluorimetryfordeterminationoffluoranthene(Fla)adsorbedontothesurface

offivekindsofmangroveleaveswasestablished.Experimentalresultsshowedthatthelineardynamic

rangesfordeterminationofFlaadsorbedontoAvicenniamarina(Am), Excoecarlaagallocha(Ea),

Kandeliacandel(Kc), Aegicerascorniculatum(Ac)andAcanthusilicifolius(Ai)leaveswere2.5 -

500, 2.0 -600, 4.5 -1 100, 15 -600 and3.5 -450 ng/spot, withdetectionlimitsof0.91,

0.63, 1.12, 3.52 and1.40 ng/spot, respectively.Therelativestandarddeviationswerelessthan

7.8%(n=15).TheexperimentalrecoveriesforFlaadsorbedontoAm, Ea, Kc, AcandAileaves

were97% -108%, 78% -95%, 77% -90%, 84% -108% and78% -102%, respectively.

ThevariationoffluorescencesignalsofdifferentamountsofFlaadsorbedontoupperandlowersurface

offivekindsofmangroveleaveswithtimewerealsoinvestigated.Theresultsshowedthatfluores-

cenceintensitiesofFlaadsorbedontotwosurfacesofmangroveleavesweredecreaseddifferentlyin

200 min, andthefluorescencedecrementsofFlaadsorbedontolowersurfacewereallbiggerthan

thosefromthecorrespondinguppersurface.Bothofupperandlowersurfacesofthefivemangrove

speciesshoweddifferentcapacitiestoadsorbFla.MostofFlaadsorbedontheuppersurfaceofman-

groveleaveswereremained, whilesomeoftheFlaadsorbedontothelowersurfaceofleavescouldbe

penetratedeasilyintotheinnersidesofmangroveleaves.
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多环芳烃(PAHs)是一类生物累积性强的持久性有机污染物 , 广泛存在于空气 、 水 、 沉积物和土壤

中
[ 1-2]

, 因其 “致癌 、致畸 、 致突变 ” 作用和内分泌干扰作用备受国内外环境科学家的关注
[ 3-4]

。地

球上 80%的陆地表面被植物覆盖 , 而植物叶表面积是所覆盖陆地面积的 6 ～ 14倍 , 加之叶片表面亲脂
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性结构的角质层可吸附大气中的疏水性有机污染物 , 因此 , 叶片吸收被认为是空气中 PAHs进入植物

的最主要途径
[ 5-7]

。红树林生态系统具有特殊生态功能 , 对有其分布的海岸带区域 、 特别是河口地区

污染物的去除作用显著。近年来 , 红树林污染生态学的研究备受关注
[ 8-9]

。然而 , 直接研究吸附于红

树叶片上 PAHs的相关工作却少见报道
[ 10-11]

。

目前 , 测定植物样品中 PAHs的方法主要有液相色谱
[ 12 -13]

、 气相色谱
[ 14]

、气相色谱 -质谱
[ 15-17]

等 。这些方法虽然选择性好 、 灵敏度高 , 但样品往往需要萃取分离 , 不仅费时 、费力 , 造成二次污染 ,

而且无法实现原位检测。另外 , 传统的破坏性提取方式 , 破坏了植物中 PAHs的原始赋存形态 , 所得

结果无法指示 PAHs在样品中的时空分布 。文献 [ 10 -11]虽有所改进 , 但活体原位测定仍是亟待解决

的问题 。因此 , 为更好地开展原位研究红树叶片与大气中 PAHs的相互作用 , 建立一种适用的原位分

析方法十分必要 。

基于已有的工作
[ 10 -11]

, 本文以 Fla为 PAHs的代表物质 , 以新鲜的红树叶片为基质 , 利用光纤荧

光法易实现原位 、在线 、 实时 、远程检测目标物的优点
[ 18-21]

, 建立了原位定量测定吸附于 5种红树叶

片表面 Fla的新方法 , 并借此开展其有关过程的研究 。

1　实验部分

1.1　仪器与试剂

CaryEclipse荧光分光光度计 , 150 W脉冲式氙灯 , 配光纤附件(美国 Varian公司);荧光模式 , 激

发和发射狭缝分别为 20、 10 nm, 扫描速率为 600 nm/min, 光电倍增管电压 600 V;10 μL平口微量进

样器(上海医疗激光仪器厂), 5 mL移液管(上海申立玻璃仪器有限公司)。红树叶片样品:白骨壤

(Am)、海漆(Ea)、秋茄(Kc)、桐花树(Ac)、 老鼠簕(Ai)。

Fla储备液:称取 0.010 0 gFla(纯度大于 99%, 美国 Aldrich公司)用丙酮定容于 100 mL棕色容量

瓶中 , 配成 100 mg/L储备液 , 储于 4 ℃冰箱中备用。实验时采用逐级稀释法配制 Fla工作液。

样品准备:5种红树叶片采自云霄漳江口红树林自然保护区 , 选取较平整和成熟度相近的叶片于

密封塑料袋中 , 存于 4 ℃冰箱中备用 。

1.2　实验方法

先后用自来水 、 Milli-Q水各冲洗叶片 3次 , 自然晾干后用平口微量进样器在标定位置点加适量系

列浓度的 Fla丙酮溶液 。待叶片上的丙酮挥发后 , 保持光纤探头与叶片所在平面倾斜度为 45°, 光纤荧

光法测定。每次实验时 , 分别选取 5片外观相近的叶片 , 测定叶片前 、 中 、 后 3个位置上吸附 Fla的荧

光强度 , 取平均值 , 并计算其相对标准偏差。

图 1　吸附于 Kc叶片正面上和水溶液中 Fla的
荧光激发 /发射光谱

Fig.1　ExcitationandemissionspectraofFlaadsorbedonKc
leaf(λem/λex=466 nm/286 nm)andstandardaqueous

solution(λ
em
/λ

ex
=466 nm/280nm)

1，1:blank;2，2:blank+acetone;3，3: 15 ng/spotFla;

4，4:400 ng/spotFla;5，5:0.1 mg/LFlain

water;6，6:1 000 ng/spotFla

2　结果与讨论

2.1　吸附于红树叶片表面上 Fla的荧光

激发 、 发射光谱
按实验方法 , 光纤荧光法扫描得到 Fla在每

种红树叶片上的最佳激发 /发射波长分别为:Kc

286/466 nm、 Ea280/465 nm、 Am 285/465 nm、

Ac285/466 nm、 Ai283/464 nm。为考察 5种红树

叶片背景荧光是否干扰 Fla的测定 , 分别扫描其

空白 、 叶片上滴加适量丙酮挥发后及叶片上滴加

不同浓度 Fla丙酮溶液后的荧光光谱 , 并将其与

Fla标准水溶液的荧光光谱比较。图 1为 Kc叶片

上 Fla的荧光激发 /发射光谱 。由图 1可知 , Kc叶

片的自发荧光很弱 , 微量体积的丙酮对叶片背景

荧光的影响很小 , 说明二者均不影响叶片上 Fla

的原位测定;与 Fla水溶液谱图对照 , 发射峰位
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置没有发生明显的位移 , 而激发峰位置红移 6 nm。其它 4种红树叶片上所得的实验结果与之相似 。因

此 , 可采用光纤荧光法分析测定吸附在红树叶片上的 Fla。

2.2　吸附于红树叶片正 、反面 Fla的荧光信号强度随时间的变化

因叶片正反面的生理结构不同
[ 22-23]

, 为综合研究 5种红树叶片对 Fla的吸附行为 , 实验考察了

200 min内叶片正 、 反面吸附不同量 Fla的信号强度随时间的变化 , 并测定了 200 min后叶片上 Fla信号

的衰减率(结果见图 2和表 1)。图 2列出了 Kc和 Am的实验结果。由图 2可知 , 在一定的时间内 , 吸

附于叶片正面上的 Fla荧光强度随时间没有发生明显的变化;而吸附于叶片反面上 Fla的荧光信号强度

的下降趋势普遍大于正面(除了 Kc正反面吸附 400 ng/spotFla的信号衰减率为正面大于反面 , 其他 3

种红树叶片均是反面的荧光信号衰减率明显大于正面 , 数据未给出)。同时 , 对于相同吸附量的 Fla,

经相同时间 , 其在 5种叶片上的信号强度为 Ea>Kc>Am>Ai>Ac, 可见 , 在相同时刻 , 残留在不同红

树叶片表面上的 Fla量不同 , 这表明 , 在相同的实验条件下 , 不同的红树叶片对 Fla的吸附能力不同 。

由表 1可知 , 吸附于叶片正面上的 Fla, 在 200 min内 , 大部分 Fla残留在叶片的表面;而对于吸附在

叶片反面上的 Fla, 其可能更易向叶片内部迁移。

图 2　400 ng/spot(A)、 15 ng/spot(B)Fla在 Kc和 Am叶片正反面上荧光信号强度随时间的变化(n=15)
Fig.2　Variationoffluorescencesignalsof400 ng/spot(A)and15 ng/spot(B)Fla

ontheupperandlowersurfaceofKcandAmleaves(n=15)

表 1　200min后 Kc和 Am叶片正反面相对荧光信号的衰减百分数
Table1　Percentagesofrelativefluorescenceintensitiesdecreasedafter200minfor

uppersurface(US)andlowersurface(LS)ofKcandAmleaves(n=15)

Mangrove
400 ng/spot

US(mean＊±SD) LS(mean＊±SD)

15 ng/spot

US(mean＊±SD) LS(mean＊±SD)

Kc 25.68 ± 5.61%　　 22.40 ± 5.87%　　 9.23 ± 3.17%　　 49.14 ± 4.08%　　

Am 22.84 ± 9.44% 51.03 ± 6.00% 15.14 ± 5.69% 72.01 ± 4.63%

　＊ standsfortheaveragevalueof15 measurements;SD:standarddeviation

2.3　工作曲线 、 线性范围 、检出限

为实现吸附于 5种红树叶片正面上 Fla的定量测定 , 配制了系列浓度的 Fla丙酮溶液 , 按 “1.2”

方法测其吸附于叶片后的相对荧光信号强度 , 结果见表 2。由表 2可知 , 吸附于不同红树叶片上的 Fla

在一定浓度范围内与其相对荧光信号强度呈良好的线性关系 。对吸附于 5种红树叶片表面上 200 ng/

spotFla, 每个平行测定 15次 , 相对标准偏差均小于 7.8%, 表明方法具有较好的精密度。这为现场原

位分析吸附于红树或其他植物叶片上的 Fla提供了可能。

表 2　方法的分析特性
Table2　Analyticalcharacteristicsofthemethod

Mangrove Regressionequation Linearrange(ng/spot) Correlationcoefficient Detectionlimit(ng/spot)

Kc Y=0.790X+17.6 4.5～ 1 100 0.992 0 1.12

Am Y=0.731X+8.19 2.5～ 500 0.996 5 0.91

Ea Y=1.120X+23.0 2.0～ 600 0.982 6 0.63

Ac Y=0.536X+14.9 15～ 600 0.986 1 3.52

Ai Y=0.669X+1.89 3.5～ 450 0.998 4 1.40

　YstandsforfluorescenceintensityofFlaadsorbedonthesurfacesofmangroveleaves, XstandsforconcentrationofFlaaddedtothesurfaceof

mangroveleaves
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2.4　回收率实验

在测定各种红树叶片表面上 Fla的线性范围内选择高 、中 、低 3个浓度 , 分别点加在叶片正面上 ,

测其相对荧光信号强度;然后在原点样处添加一定浓度的 Fla, 测其荧光信号强度 , 按文献 [ 10 -11]方

法 , 求其回收率 , 结果见表 3。由表 3可知 , 5种红树叶片上吸附 Fla的回收率为 77%～ 108%。表明所

建方法的准确度可以满足实验要求。

表 3　5种红树叶片上 Fla的加标回收率(n=15)

Table3　ResultsofrecoveryexperimentsforFlaadsorbedonfivekindsofmangroveleaves(n=15)

Mangrove
Original

cO/(ng· spot-1)

Added

cA/(ng· spot-1)

Total

cT/(ng· spot-1)

Found

cF/(ng·spot-1)
RecoveryR/%

Kc 10.0 20.0 38.1 18.1 90

100.0 200.0 254.2 154.2 77

400.0 300.0 644.2 244.2 81

Ea 10.0 10.0 18.8 8.8 88

100.0 200.0 255.0 155.0 78

250.0 300.0 535.5 285.5 95

Ai 5.0 5.0 8.9 3.9 78

100.0 50.0 151.1 51.1 102

200.0 150.0 342.8 142.8 95

Ac 30.0 20.0 47.8 17.8 89

100.0 50.0 142.0 42.0 84

200.0 300.0 523.9 323.9 108

Am 10.0 20.0 31.7 21.7 108

100.0 50.0 148.7 48.7 97

200.0 200.0 401.0 201.0 100

3　结　论

上述实验结果表明 , 所建的方法具有简单 、快速 、 准确 、重复性好 、 灵敏度高 、环境友好等特点 。

经过对叶片前处理和实验方法的改进 , 所建方法可在更接近实际环境的条件下考察植物叶片对 PAHs

的吸附行为 , 可更加简便 、快速定量吸附在叶片上的 PAHs, 在活体原位测定 Fla或其它 PAHs的环境

行为方面更有应用潜力。由于植物样品(尤其是在一些偏远地区)比大气样品更容易收集 , 该技术在确

定 PAHs的污染状况 、 测定较大尺度范围内 PAHs的迁移 、 转化过程 , 进而估算污染物的全球浓度水

平 、通量变化等方面具有潜在的应用价值 。然而 , 本方法仅可以检测吸附在红树叶片表面的 PAHs, 无

法检测进入叶片内部的 PAHs。另外 , 实际环境中 PAHs大多是以混合物或多组分的形式存在 , 因此 ,

建立测定吸附于叶片上多组分 PAHs的新方法将成为今后的工作方向之一。
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