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摘　要　建立一种增强型（ｔｕｒｎｏｎ）罗丹明衍生物荧光探针检测ＨＳＯ－３ 和硫磺熏蒸中药材中二氧化硫残留量的方法。

此方法基于探针中的醛基和ＨＳＯ－３ 在ｐＨ４８的水醇条件下发生加成反应，伴随有罗丹明衍生物中的螺内酰胺开环可使探

针荧光明显增强，荧光增强程度与ＨＳＯ－３ 的浓度呈线性相关，线性范围０００５～２０μｍｏｌ／Ｌ，相关系数ｒ＝０９９８５。此方法对

ＨＳＯ－３ 具有高灵敏度和选择性，检测限低至２０ｎｍｏｌ／Ｌ。常见的阴阳离子及还原性物质对 ＨＳＯ
－
３ 的检测均没有干扰。此

外，将此荧光探针用于检测硫磺熏蒸中药材二氧化硫残留量，操作简便、快速，回收率良好。
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第４６卷第４期 周　琳等：一种快速检测中药材中二氧化硫残留量的荧光探针的合成及其应用

　　硫磺熏蒸是传统中药养护方法之一，既可防
虫、菌，又能达到增白增色的效果［１］。近年来，研

究发现，中药材在熏蒸过程中，性状及化学成分

多发生改变，导致药效的降低或散失，且熏蒸后

残留的二氧化硫（ＳＯ２）及硫酸盐对呼吸道、胃肠
道、神经系统等均有不同程度的危害［２］。同时，

二氧化硫衍生物亚硫酸氢盐是药品中常用的抗

氧化剂，当其含量超过一定限度，会对皮肤、眼、呼

吸道产生刺激［３］。因此，药品中 ＳＯ２和亚硫酸氢
盐的含量及安全性受到高度重视。世界卫生组织

规定每人每天ＳＯ２摄取量不能超过０７ｍｇ／ｋｇ
［４］，

中国药典对中药材及饮片中 ＳＯ２残留限量为
１５０ｍｇ／ｋｇ［５］，美国药典限定亚硫酸氢盐作为药
用辅料的加入量为５～８０ｍｇ／ｋｇ［６］。由于药品的
成分复杂，且其中 ＳＯ２和亚硫酸氢盐的含量低，
因而急需开发一种灵敏度高、选择性好且成本低

的方法，用于药品中 ＳＯ２和亚硫酸氢盐含量的快
速测定。

由于 ＳＯ２易溶于水，因此常将 ＳＯ２转换成
ＨＳＯ－３ 进行检测。目前，检测 ＨＳＯ

－
３ 的方法主要

有：比色法［７］、电化学法［８］、色谱法［９］、化学发光

法［１０］和毛细电泳法［１１］。其中比色法和化学发光

法灵敏度低且选择性差，而色谱法等方法需要昂

贵的设备或繁琐的样品处理过程。与这些方法

比较，荧光探针法具有操作简单、灵敏度高和选

择性好的优点，是检测复杂样品中 ＨＳＯ－３ 的备选
技术。

荧光探针通常由两部分组成：识别基团和信

号基团［１２］。罗丹明及其衍生物是一类典型的荧

光信号基团，有机化学经常利用亚硫酸氢盐与醛

发生加成反应形成醛亚硫酸氢盐加合物，分离提
纯醛类化合物。因此本研究设想：将醛基作为识

别基团用于检测 ＨＳＯ－３，同时利用罗丹明特殊的
“螺环”结构在与分析物作用后开环，颜色和荧光

表现明显的增强型（ｔｕｒｎｏｎ）响应，具有很高的灵
敏度，并且其具有较长的最大激发、发射波长，可

以有效降低背景荧光［１３］。从中受到启发，本研究

将罗丹明与醛基结合起来，开发一种“ｔｕｒｎｏｎ”型
罗丹明衍生物荧光探针 Ｃ１，考察了探针工作的检
测条件，分析选择性和反应机制，并将此荧光探

针用于检测 ５种市售硫磺熏蒸中药材中潜在的
ＳＯ２残留量，快速、准确，具有很强的实用性。

!

　材　料

１１　试剂和样品
罗丹明Ｂ、亚硫酸氢钠（分析纯，国药集团化学

试剂有限公司）；水合肼（纯度 ９９０％，美国 Ａｌｆａ
Ａｅｓａｒ公司）；乙二醛（４０％，阿拉丁试剂有限公
司）；其他试剂均为市售分析纯；实验用水为二次

蒸馏水。

山药（Ｄｉｏｓｃｏｒｅａｅ）、金银花（Ｌｏｎｉｃｅｒａｅｊａｐｏｎｉ
ｃａｅ）、党参（Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓ）、枸杞（Ｌｙｃｉｉ）以及黄芪（Ａｓ
ｔｒａｇａｌｉ）均来自安徽亳州中药饮片厂。
１２　仪　器

ＵＶ１７００紫外分光光度仪、Ｆ４６００荧光光谱仪
（日本日立公司）；ＦＴ／ＩＲ４１００傅里叶变换红外光
谱仪（日本Ｊａｓｃｏ公司）；液相色谱质谱联用仪（液
相美国 Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０，质谱美国 Ａｇｉｌｅｎｔ６２２４ＴＯＦ
ＬＣ／ＭＳ）；ＡｖａｎｃｅＡＶ３００核磁共振波谱仪（德国
Ｂｒｕｋｅｒ公司）。

"

　方　法

２１　探针（Ｃ１）的合成及表征
探针（Ｃ１）合成路线如图１所示。称取罗丹

明 Ｂ粉末１２ｇ，置１００ｍＬ圆底烧瓶中，加入甲
醇３０ｍＬ溶解，缓慢加入过量水合肼 ４０ｍＬ，水
浴回流直到粉红色消失。将反应混合物倒入去

离子水中，用乙酸乙酯萃取（２５ｍＬ×３），无水硫
酸钠干燥，蒸除溶剂，得浅粉色粉末罗丹明 Ｂ酰
肼（０８ｇ，收率：６６６％）。取罗丹明 Ｂ酰肼
０４ｇ，溶于乙醇１５ｍＬ，加入过量乙二醛２ｍＬ，室
温搅拌８ｈ，将反应混合物倒入饱和氯化钠溶液
中析出沉淀，抽滤，用水洗涤 ２次，干燥，以石油
醚乙酸乙酯（６∶１）为洗脱剂，经色谱柱纯化得到
橙黄色固体 Ｃ１（０３ｇ，收率 ７５０％）。１ＨＮＭＲ
（３００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１１６（１２Ｈ，ｔ，Ｊ＝６８Ｈｚ，
ＮＣＨ２ＣＨ３），３３３（８Ｈ，ｑ，Ｊ＝７１Ｈｚ，ＮＣＨ２ＣＨ３），
６２４（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝６６Ｈｚ，ＸａｎｔｈｅｎｅＨ），６４３（２Ｈ，
ｄ，Ｊ＝２４Ｈｚ，ＸａｎｔｈｅｎｅＨ），６５２（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８８
Ｈｚ，ＸａｎｔｈｅｎｅＨ），７１０（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７２Ｈｚ，ＡｒＨ），
７４０（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７２Ｈｚ，Ｎ＝ＣＨ），７４７～７５６
（２Ｈ，ｍ，ＡｒＨ），８０３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７２Ｈｚ，ＡｒＨ），
９４４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７５Ｈｚ，ＣＯＨ）；１３ＣＮＭＲ（３００
Ｈｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１２８，４４６，６６３，９８４，１０４２，
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１０８５，１２４３，１２６９，１２７８，１２８９，１３５２，１４１６，
１４９６，１５２９，１５３２，１９２９；ＥＳＩ＋ＭＳ（ｍ／ｚ）：

４９７２５５３［Ｍ＋Ｈ］＋。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｙｎｔｈｅｔｉｃｒｏｕｔｅｏｆｒｈｏｄａｍｉｎｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｅＣ１

２２　溶液配制和荧光检测
亚硫酸氢钠储备液的配制：称取适量亚硫酸氢

钠，用Ｎａ２ＨＰＯ４柠檬酸缓冲液（ｐＨ４８，０２ｍｏｌ／
Ｌ）溶解，配成不同浓度的亚硫酸氢钠溶液。

荧光检测样品的配制：于１０ｍＬ量瓶中，依次
加入乙醇１０ｍＬ，探针 Ｃ１（５００μｍｏｌ／Ｌ）４０μＬ，
Ｎａ２ＨＰＯ４柠檬酸缓冲液 （ｐＨ ４８，０２ｍｏｌ／Ｌ）
１０ｍＬ，不同浓度亚硫酸氢钠储备液５０μＬ，加水
定容至１０ｍＬ，摇匀，室温避光静置２０ｍｉｎ，在激发
波长５１０ｎｍ下，扫描荧光光谱，采集发射光谱５８８
ｎｍ波长下的荧光强度。
２３　中药材ＳＯ２残留量的检测

参照《中华人民共和国药典》（２０１０版）中药
材残留ＳＯ２酸蒸馏法提取残留 ＳＯ２。选取市售的
枸杞、金银花等５种药材，采用改良的酸蒸馏法对
药材进行前处理［１４］。分别称取各药材约５０ｇ，置
两颈圆底烧瓶中，加水６０ｍＬ和６ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液
２ｍＬ，导入氮气至瓶底，连接回流冷凝管，在冷凝
管上端连接导气管，将导气管插入到１００ｍＬ锥形

烧瓶底部，锥形瓶内加ｐＨ４８的Ｎａ２ＨＰＯ４柠檬酸
缓冲液２５ｍＬ作为吸收液。加热两颈烧瓶内溶液
至沸，保持 ２０ｍｉｎ，以确保 ＳＯ２收集完全。所得
ＳＯ２吸收溶液密封，避光保存。

为了检测药材中的ＳＯ２残留，取乙醇１０ｍＬ，
５００μｍｏｌ／ＬＣ１溶液４０μＬ，Ｎａ２ＨＰＯ４柠檬酸缓冲
液（ｐＨ４８，０２ｍｏｌ／Ｌ）１０ｍＬ，样品吸收溶液
５０μＬ，依次加入到１０ｍＬ量瓶中，用水定容至刻
度，摇匀，室温避光静置 ２０ｍｉｎ。在激发波长为
５１０ｎｍ下，扫描荧光光谱，采集发射光谱 ５８８ｎｍ
波长下的荧光强度。

#

　结果与讨论

３１　检测机制
探针Ｃ１与ＨＳＯ－３ 反应机制如图２所示，Ｃ１本

身是一种几乎无色、无荧光的化合物，其结构中的

醛基与ＨＳＯ－３ 发生加成反应后，由于电子转移使螺
环结构打开，生成粉红色有强荧光的化合物，从而

实现可视化和荧光检测ＨＳＯ－３。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＰｒｏｐｏｓｅｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｆｏｒｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｙｃｈａｎｇｅｓｏｆＣ１ａｆｔｅｒｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆＨＳＯ－３

　　采用紫外分光光度法、红外光谱和液质联用法
对反应机制进行验证。如图３Ａ，探针Ｃ１本身几乎
没有紫外吸收，加入ＨＳＯ－３ 后，在５６５ｎｍ处出现明
显的吸收峰，溶液由无色变成粉红色，颜色的变化证

明探针与ＨＳＯ－３ 反应导致螺环结构的开环。从红外
光谱图（图 ３Ｂ）中可得出，１７４１４１和１７０２８４

ｃｍ－１是探针中醛和酮的碳氧双键（Ｃ＝Ｏ）特征吸收
峰，加入ＨＳＯ－３ 后，１７４１４１ｃｍ

－１峰消失，而酮羰基

的吸收峰转移至１６９７０５ｃｍ－１，验证了探针Ｃ１结
构中的醛基与ＨＳＯ－３ 发生了反应。

进一步利用液质联用的方法研究了该反应过

程。图３Ｃ是质谱的总离子流图，探针本身在ｔＲ＝
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１８０２７ｍｉｎ出峰（质谱图见图 ３Ｄ，［Ｍ＋Ｈ］＋

４９７２５５３），加入 ＨＳＯ－３ 后，探针峰消失，在 ｔＲ ＝
１２８８０ｍｉｎ出现新的色谱峰，提取该色谱峰的质谱
图（图３Ｅ），出现的 ｍ／ｚ５７９２２６３推算为［Ｃ１＋

Ｈ２ＳＯ３＋Ｈ］
＋，即为加成反应的产物。综合紫外分

光光度法、红外光谱和质谱的结果，证实了探针Ｃ１
与ＨＳＯ－３ 反应机制是醛基结构与 ＨＳＯ

－
３ 加成反应

伴随有螺内酰胺开环。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ａ：ＵＶｓｐｅｃｔｒｕｍ；Ｂ：ＩＲｓｐｅｃｔｒｕｍ；Ｃ：ＬＣＭＳｓｐｅｃｔｒｕｍ：ｔｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（ｃｏｌｌｅｃｔｅｄｏｆｍ／ｚａｒｒａｎｇｉｎｇｆｒｏｍ２００ｔｏ８００，ｔｈｅｆｉｒｓｔ３ｍｉｎ
ｗａｓｃｕｔｏｆｆ）；Ｄ：ＣｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＥＳＩＭＳｓｐｅｃｔｒｕｍｆｏｒｏｎｌｙＣ１；Ｅ：ＥＳＩＭＳｓｐｅｃｔｒｕｍｆｏｒｍｉｘｔｕｒｅｏｆＣ１ｗｉｔｈＮａＨＳＯ３Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：［Ｃ１］＝
２０μｍｏｌ／Ｌ，［ＨＳＯ－３］＝８０μｍｏｌ／ＬＴｈｅＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈａＣ１８ａｎａｌｙｔｉｃａｌｃｏｌｕｍｎ（４６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ）ｕｎｄｅｒ２８０ｎｍＴｈｅ
ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓｃｏｍｐｏｓｉｔｅｄｏｆｍｅｔｈａｎｏｌａｎｄ０１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ（８０∶２０）ｉｓｏｃｒａｔｉｃｅｌｕｅｎｔ（ｆｌｏｗｒａｔｅ，１０ｍＬ／ｍｉｎ）ａｔ３０°Ｃ

３２　检测条件优化
考察 ｐＨ对荧光强度的影响，如图 ４Ａ，加入

１０μｍｏｌ／ＬＨＳＯ－３ 后，在 ｐＨ４８时，体系的荧光强
度达到最大，同时探针在此 ｐＨ值条件下有相对较
低的荧光背景，为了确保待测离子以ＨＳＯ－３ 形式存
在，因而选择ｐＨ４８的Ｎａ２ＨＰＯ４柠檬酸缓冲液作
为反应介质。考虑到探针 Ｃ１在乙醇中的溶解性
较好，因此在溶液中加入乙醇以提高检测灵敏度。

溶液中乙醇水比例和荧光强度关系如图 ２Ｂ所
示，在乙醇水（１０∶９０）的体系中荧光最强。在探针
溶液中加入 ＨＳＯ－３，考察反应时间的影响，在反应
５ｍｉｎ时荧光强度达到最高，５～１５ｍｉｎ内略微下降，
在６０ｍｉｎ内保持稳定。因此选择反应２０ｍｉｎ以保
证反应进行完全。总之，本研究中ＨＳＯ－３ 检测的条
件为：在乙醇水（１０∶９０）的Ｎａ２ＨＰＯ４柠檬酸缓冲液
（ｐＨ４８，２０μｍｏｌ／Ｌ）介质中，室温反应２０ｍｉｎ。

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ａ：ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎＦ／Ｆ０ｖａｌｕｅｏｆｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｏｆＣ１（２μｍｏｌ／Ｌ）ｗｉｔｈｂｉｓｕｌｆｉｔｅ，Ｉｎｓｅｔ：ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｖｅｒｓｕｓｐＨ；Ｂ：Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｔｈａｎｏｌ
ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｏｎＦ／Ｆ０ｖａｌｕｅｏｆｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｏｆＣ１ｗｉｔｈｂｉｓｕｌｆｉｔｅ，Ｉｎｓｅｔ：ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｖｅｒｓｕｓｅｔｈａｎｏｌｃｏｎｔｅｎｔＷｈｅｒｅＦａｎｄＦ０ａｒｅｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅａｎｄａｂｓｅｎｃｅｏｆＨＳＯ－３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

７４４



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１５，４６（４）：４４４－４４９ 第４６卷

３３　探针的选择性考察
在探针浓度为２μｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ４８条件下，考察

不同干扰离子单独存在以及与 ＨＳＯ－３ 共存情况下
对荧光强度的影响。如图５所示，向溶液中加入浓
度为ＨＳＯ－３ 浓度 ５倍的干扰离子时，无论是常见
的阴、阳离子，还是还原性物质谷胱甘肽（ＧＳＨ）等
存在的情况下，干扰几乎可以忽略，说明该探针对

ＨＳＯ－３ 具有很好的选择性。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＳｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｐｒｏｂｅＣ１（２μｍｏｌ／Ｌ）ｔｏＨＳＯ－３ （１０
μｍｏｌ／Ｌ）ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｖａｒｉｏｕｓａｎｉｏｎｓ（５０μｍｏｌ／Ｌ）ｉｎＨ２Ｏｅｔｈａ
ｎｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ（９０∶１０，２０ｍｍｏ／ＬＮａ２ＨＰＯ－４ ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄｂｕｆｆｅｒ，ｐＨ４８）

３４　荧光检测及线性
探针Ｃ１与ＨＳＯ－３ 反应的荧光滴定曲线如图６

所示。随着 ＨＳＯ－３ 浓度的增加，荧光强度逐渐增
强，当ＨＳＯ－３ 浓度达１００μｍｏｌ／Ｌ，荧光强度基本保
持稳定。在此条件下，记录在最大发射波长 ５８８

ｎｍ处的荧光强度，得到测定 ＨＳＯ－３ 浓度的标准曲
线。标准曲线显示，ＨＳＯ－３ 浓度（ｃ）的线性范围
０００５～２０μｍｏｌ／Ｌ，线性方程为：Ｆ－Ｆ０＝２８９２ｃ＋
８５０７（ｒ＝０９９８５）。根据ＩＵＰＡＣ规定，由空白信号
的标准偏差得出检测限２０ｎｍｏｌ／Ｌ（ｎ＝１０）。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＣ１（２μｍｏｌ／Ｌ）ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＨＳＯ－３（０１００μｍｏｌ／Ｌ）Ｔｈｅｉｎｓｅｒｔｐｉｃｔｕｒｅｓｈｏｗｓｔｈｅｆｌｕ
ｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｖｅｒｓｕｓｂｉｓｕｌｆｉｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

３５　中药材ＳＯ２残留量检测
为了检测此探针的实用性，本实验选取了５种

常见中药材：金银花、枸杞、黄芪、山药、党参，用酸

蒸馏法提取 ＳＯ２，使 ＳＯ２在 ｐＨ４８的缓冲液中全
部转换成ＨＳＯ－３，用探针Ｃ１进行检测，检测结果用
加样回收率验证（表１），结果证明：ＨＳＯ－３ 的回收
率在１００％ ～１１５％之间，此方法可以用于实际样
品的检测。

Ｔａｂｌｅ１　ＡｎａｌｙｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＳＯ２ｒｅｓｉｄｕｅｉｎｆｉｖｅｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｈｅｒｂｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｓａｍｐｌｅ ＳＯ２ ｒｅｓｉｄｕｅｓ／（μｇ／ｇ）
ＡｄｄｉｔｉｏｎｏｆＨＳＯ－３ ／
（μｍｏｌ／Ｌ）

ＦｏｕｎｄｏｆＨＳＯ－３ ／
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％

Ｌｏｎｉｃｅｒａｅｊａｐｏｎｉｃａｅ ５２５±０１７ ００１ ００１０３±０００１ １０３００
００３ ００３１９±０００４ １０６６７
００５ ００５０８±０００２ １０１６０

Ｌｙｃｉｉ ２８８４±０４０ ００３ ００３１３±０００２ １０４１４
００７ ００７４２±０００２ １０６０４
０１０ ０１０６７±０００４ １０６７５

Ａｓｔｒａｇａｌｉ ２２７±０２０ ００１ ００１１６±０００１ １１５７４
００２ ００２０４±０００３ １０２３３
００３ ００３１８±０００２ １０６０２

Ｄｉｏｓｃｏｒｅａｅ ２８５５±０１１ ００４ ００４２±０００１ １０４９８
００８ ００８２５±０００２ １０３１３
０１２ ０１２４２±０００１ １０３５０

Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓ ７４８±００３ ００２ ００２０７±０００１ １０３５０
００５ ００５０８±０００２ １０１６０
００８ ００８０１±０００２ １００１３
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$

　结　论

本研究报道了一种增强型罗丹明衍生物荧光

探针 Ｃ１，在水醇介质中与 ＨＳＯ－３ 发生加成反应，
导致了探针溶液颜色和荧光显著变化，可进行裸眼

检测和荧光检测，具有很强的实用性。此探针对

ＨＳＯ－３ 具有高选择性和高灵敏度特点，成功地应用
于５种中药材中ＳＯ２痕量残留的检测，与传统的滴
定法比较，具有操作简便并且检测迅速的优点。选

择性好且环境友好型荧光探针可为药品中 ＨＳＯ－３
的快速检测和鉴定提供一定的参考与借鉴。
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