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表面活性剂增敏 --牛血清白蛋白荧光猝灭法测定槐花中芦丁含量
刘桂林 1 杨慧仙 2△ 魏竞智 2

（1岳阳市云溪区血吸虫病防治站 湖南岳阳 414009；2南华大学公共卫生学院 湖南衡阳 421001）

摘要 目的：应用牛血清白蛋白荧光猝灭法建立一种测定槐花中芦丁含量的新方法。方法：牛血清白蛋白（BSA）具有很强的内源荧
光性，而芦丁溶液本身不产生荧光。当芦丁与 BSA结合后，会导致其荧光强度下降，表面活性剂吐温 -80（T-80）对体系有促进荧光
猝灭作用。BSA在λex=338 nm处的荧光猝灭程度与芦丁的量在一定浓度范围内呈良好的线性关系，据此建立测定槐花中芦丁
含量的新方法。结果：该结合物的最大发射波长为λmax=338nm，与芦丁摩尔浓度在 6×10-7~3.0×10-5 mol·L-1范围内线性关系良
好。其线性回归方程为ΔF=136.36 CRu(×10-5 mol·L-1)-0.5454，相关系数 r =0.9976，检出限为 1.58×10-7 mol·L-1，RSD为 2.8%~4.
3%，加标回收率为 97.6%~101.2%。结论：本方法操作简便、快速，用于实际样本的测定，结果满意。
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Determination of Rutin in FlosSophorae by Bovine Serum Albumin
Fluorescence Quenching Method
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ABSTRACT Objective: To investigate a new method to decte the rutin in flos sophorae by fluorescence quenching of bovine serum
albumin. Methods: The Bovine serum albumin (BSA) has a strong intrinsic fluorescence because of tryptophan and tyrosine. The fluo-
rescebce intensity of BSA decreased when the rutin combination with the BSA, and surface-active agent tween -80 (T-80) inhanced the
fluorescence quenching on the system. In a certain range, the fluorescence quenching of BSA in the λex = 338 nm has a good linear re-
lationship with the concentration of rutin. The new method to detect the rutin in flos sophoraes was established. Results: The conjugate of
BAS and rutin had a max fluorescebec value at 338 nm which was found the decreased intensity of fluorescence at 338nm was proportion
to rutin in the range of 6×10-7~3.0×10-5 mol·L-1.The linear regression equation wasΔF=136.36 CRu(×10-5 mol·L-1)-0.5454 with a cor-
relation coefficient of 0.9976. The detection limit was 1.58×10-7 mol·L-1. The relative standard deviation was 2.8%~4.3% and the aver-
age recovery of sample was 97.6%~101.2%. Conclusion: The method was simple and rapid. It can be applied to detect the trace rutin in
flos sophorae with satisfactory results.
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前言

芦丁为黄酮类化合物(Flavonoids)是色原酮或色原烷的衍
生物，具有增强免疫功能、抗病毒、抗肿瘤、抗氧化等生理活
性[1-2]，为人体所必需的营养素之一，其在槐花中的含量很高，了
解槐花中芦丁的含量可以为人们科学饮食或进行营养搭配提
供理论依据，因此建立槐花中芦丁含量的测定方法具有重要的
意义。

目前，测定芦丁的方法主要有：分光光度法[3]，高效液相色
谱法[4]，电化学方法，卡尔曼滤波光度法，薄层扫描法，单扫示波
极谱法，毛细管电泳法[5]等。然而槐花中芦丁的测定方法很少文
献报道，本研究采用表面活性剂增敏 -牛血清白蛋白荧光猝灭

法测定槐花中芦丁含量，方法灵敏度高,结果准确，简便易行，
且试剂和仪器易获得。

1 资料与方法

1.1 实验试剂
牛血清白蛋白（BSA）标准储备溶液（090119，上海蓝季科

技发展有限公司）：称取 0.0340 g BSA于小烧杯中，加入少量
B-R缓冲液溶解，转移至 50 mL容量瓶中，并用缓冲液定容至
刻度，所得溶液浓度为 1×10-5 mol·L-1，标准工作溶液由标准储
备液稀释至 0.75×10-5 mol·L-1。不同 pH值的标准 B-R缓冲液。
所用试剂均为分析纯，实验用水为二次蒸馏水。
1.2 实验方法

在 10 mL比色管中，依次加入 0.75×10-5 mol·L-1 BSA溶
液 0.5 mL，1.95×10-5 mol·L-1 T-80 表面活性剂 0.5 mL和一定
量的芦丁标准工作溶液，pH 值 9.37 的 B-R 缓冲液定容至 5
mL刻度。将比色管置于室温（22℃）15 min后，荧光分光光度
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计上进行波长扫描，得到荧光光谱。在λex=338.0 nm处测量
溶液的荧光强度 F和试剂空白 F0，（ΔF=F0-F）。

2 结果

2.1 荧光光谱
BSA 的荧光强度随着芦丁含量的增加而逐渐减弱，在

ex=338 nm处荧光峰的荧光强度减弱且与芦丁含量有良好的
线性关系，如图 4（曲线 0-9）。

2.2 实验条件的优化
2.2.1 表面活性剂的影响 分别试验了十二烷基苯磺酸钠
（SDBS）、十二烷基硫酸钠 (SDS)、十六烷基三甲基溴化铵
(CTMAB)、聚乙烯醇（PVA）、乳化剂(OP)、CR、吐温 -80(T-80)、
吐温 -20(T-20)、β-环糊精（β-CD）等多种表面活性剂。结果表
明，T-80表面活性剂对荧光猝灭的促进效果最好，F最大，故
确定 T-80 作为本实验的增敏剂。然后进一步试验不同浓度
T-80 对荧光猝灭的影响。实验结果如图 5，当 T-80 浓度为
1.95×10-5 mol·L-1时，F出现最大值，故而选择浓度为 1.95×
10-5 mol·L-1的 T-80为增敏剂。
2.2.2 BSA 浓度的影响 试验了浓度分别为 1×10-5 mol·L-1，
0.75×10-5 mol·L-1，0.5×10-5 mol·L-1，0.25×10-5 mol·L-1，1×10-6

mol·L-1的工作液。通过实验发现：浓度为 1×10-5 mol·L-1时 F
有最大值。但仪器最大值测量值为 1000，对照组为 983，过于接
近上限，故选择浓度为 0.75×10-5 mol·L-1。
2.2.3 缓冲体系的影响 试验了 B-R缓冲液与磷酸钾盐缓冲液，
得出在 B-R缓冲液猝灭效果较好，进而确定其最佳 pH值，结
果如图 6，当 pH值为 9.37时，F出现最大值，故而选择 pH为
9.37的 B-R缓冲液。
2.2.4 反应温度及时间的影响 按照实验方法配制溶液，分别准
确控制反应温度为 18℃，22℃，40℃，发现 22℃时体系的荧
光猝灭值最大，故选用 22℃作为反应体系的最佳温度。在反应
温度 22℃时的条件下，研究了反应时间对反应体系的影响，得
出结果：反应时间在 10 min后，F值达到最大且 2 h内基本稳
定。故实验选择反应时间为 15 min，在 2 h内完成测定。
2.2.5 试剂加入顺序的影响 分别按（1）BSA，T-80，芦丁，B-R；

（2）BSA，芦丁，T-80，B-R；（3）芦丁，T-80，BSA，B-R；（4）B-R，
BSA，T-80，芦丁，B-R；（5）B-R，BSA，芦丁，T-80，B-R；（6）B-R，
芦丁，T-80，BSA，B-R；六种顺序加入试剂，由实验结果可看出：
按顺序（1）BSA，T-80，芦丁，B-R加入试剂 F出现最小值，即 F
出现最大值，故确定顺序（1）为本实验加入顺序。
2.2 共存物质的影响

在 BSA，T-80，芦丁的浓度分别为 0.75×10-5 mol·L-1，
1.95×10-5 mol·L-1和 2×10-4 mol·L-1的最佳条件下，根据可能
共存的实际情况，考察了槐花中可能含有的多种干扰物质对测
定结果的影响，当相对误差控制在±5 %以内时：1000倍量的
Na+、Cl-、Ca2+、Ba2+、L-Arg、草酸；100倍量的 SO4

2-、K+、肌酸均不
干扰测定。槲皮素（1×10-4 mol·L-1）对本实验是有干扰的，但是
槐花中槲皮素的含量仅仅为芦丁含量的 2 % [6]，该干扰可以忽
略不计。共存物质对芦丁测定的影响较小，说明本方法抗干扰
能力强，有良好的实用价值。
2.3 标准曲线、检出限及精密度
2.3.1 标准曲线的建立 按所选择最佳实验条件，分别移取一定
量的 2×10-4 mol·L-1芦丁标准应用溶液于 10 mL比色管中，按
1.2实验方法，分别测定荧光强度值，em =280 nm，狭缝宽度为
3 nm，波长扫描范围 220~500 nm，狭缝宽度为 5 nm，以 F对芦
丁浓度绘制工作曲线。试验结果表明，芦丁在浓度 6.0×
10-7~3.0×10-5 mol·L-1范围内与 BSA荧光猝灭程度呈现良好
的线性关系。经数据处理得芦丁回归方程为 F=136.36 CRu(×
10-5 mol·L-1)-0.5454,相关系数 r =0.9976。
2.3.2 检出限和精密度 按实验方法进行 11次空白值测定，按
CL=3Sb/k (Sb表示标准偏差, k表示校准曲线的斜率)计算检出
限为 1.58×10-7 mol·L-1。测定溶液中芦丁含量分别为 3.0×10-6

mol·L-1（低）、1.2×10-5 mol·L-1（中）和 3.0×10-5 mol·L-1（高），各
作 9份平行实验，计算得相对标准偏差分别为 4.3 %、2.8 %和
3.7 %。
2.4 样品分析及回收率测定
2.4.1 样品处理 将三角平底烧瓶置于超声波清洗槽的指定位
置上，于瓶中加入槐花米粗粉 20 g，水 200 mL，3 %硼砂 0.7 g。
用石灰乳调 pH值为 8左右，开动电动搅拌器及超声波发生
器，于室温下提取 20 min，过滤，滤渣加入水 100 mL，硼砂 0.5
g，再超声辐射 20 min，过滤，合并两次滤液。以盐酸调 pH 2～
3，放置过夜使结晶全部析出，抽滤得到粗芦丁，用沸水重结晶
得到淡黄色芦丁[7]。
2.4.2 样品分析及回收率试验 采集 3份来自不同药店的样品，
按 1.2实验方法测定，每份样品做 6次平行测定，实验结果如
表 1。

3 讨论

BSA、芦丁、BSA与芦丁结合后的三维荧光光谱如图（1~3）
所示。由图 1可见，BAS在λmax=338 nm处有很强的荧光，而
芦丁标准液（图 2）在λmax=338 nm处并没有荧光。图 3，BAS
液中，随着芦丁的加入，BAS在λmax=338 nm处的荧光峰明
显下降，这表明 BAS和芦丁发生了结合。根据白蛋白的空间结
构，它含有三个结构域，每个结构域由两个亚结构域以槽口相
对的方式形成圆筒结构，几乎所有的疏水性氨基酸残基都处在

图 1 荧光光谱λex=338 nm, CBSA=0.75×10-5 mol·L-1, CRu(×10-5

mol·L-1): 0,0.06,0.18,0.3,0.6,1.2,1.8,2.4,3.0,3.6 CT-80=1.95×10-5mol·L-1）
Fig. 1 Dimensions spectra of the system（λex=338 nm, CBSA=0.75×

10-5 mol·L-1, CRu(×10-5 mol·L-1): 0,0.06,0.18,0.3,0.6,1.2,1.8,2.4,3.0,3.6

CT-80=1.95×10-5 mol·L-1）
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圆筒内部，形成一个疏水腔。芦丁分子结构既有疏水性基团，又
有脂溶性基团，当芦丁与白蛋白作用时，通过疏水作用力而被

结合，结合部位处于三个结构域的疏水腔中[8]。

表 1 样本测定结果
Table 1 Sample results for the determination（n=6）

样品
Sample

测定均值
Found

加标量
Added

总测定值
Total found

回收率
Recovery

RSD

（%）
(10-6 mol·L-1) (10-6 mol·L-1) (10-6 mol·L-1) （%）

1 0.28 5.00 5.34 101.2 2.8

2 0.65 5.00 5.55 98.0 3.1

3 0.55 5.00 5.43 97.6 4.1

图 4 BSA和芦丁结合后的三维荧光光谱
Fig. 4 Three-dimensions fluorescence spectra of BSA-Rutin system

图 2 BSA的三维荧光光谱
Fig. 2 Three-dimensions fluorescence spectra of BSA

图 3 芦丁的三维荧光光谱
Fig. 3 Three-dimensions fluorescence spectra of Rutin

由实验可得出，在 pH 9.37的 B-R缓冲液中，BSA与芦丁
结合，在 ex=338nm处产生荧光猝灭，该处的 BSA荧光猝灭程
度与芦丁的量呈良好的线性关系，据此建立测定槐花中芦丁含

量的新方法。该方法简便快速，灵敏度高准确性好，可用于槐花
中芦丁含量的测定且结果满意。
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前化疗、放疗等对 PRPT的疗效不确切，手术仍是首选治疗方
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