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摘 要：在 &’( 介质中，吖啶红 !" 与痕量 )*+
# 发生亚硝化反应，使得吖啶红 !"

在激发波长为 $#, -.，发射波长为 $$/ -. 条件下的荧光强度明显下降，其下降

程度在一定范围内与 )*+
# 的加入量呈线性关系，从而建立了荧光熄灭法测定痕

量 )*+
# 的新方法。方法的线性范围为（0 1 !#%）2 3%+ 4 56.7，检出限为 3 8 49 2

3%+ 4 56.7。方法已用于环境水样中痕量 )*+
# 的测定，回收率在 4$: 1 3%$:。
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亚硝酸根广泛存在于天然水、食品、土壤等物

质中，当它进入人体后，可与仲胺、酰胺反应，生成

致癌的亚硝胺化合物，在人体中不断积累，严重威

胁人的健康，因此，检验 )*+
# 的存在是很必要的，

)*+
# 是水质、食品和环境检测的重要指标之一。测

定天然水中和食品中 )*+
# 的方法很多，常用的有

光度法［3］，荧光法［#，!］，催化法［0］等。吖啶红 !" 是

一种生物染色剂，常用于生化分析中。目前，尚未

见到以吖啶红 !" 为指示剂，荧光熄灭法测定痕量

)*+
# 的报道。实验发现：在 &’( 介质中，痕量 )*+

#

的存在可使吖啶红 !" 的荧光强度明显降低，降低

程度在一定范围内与 )*+
# 量呈线性关系，从而建

立了吖啶红 !" 荧光熄灭法测定痕量 )*+
# 的新方

法，方法的操作简单，线性范围宽，用于环境水样中

痕量 )*+
# 的测定。

3 实验部分

3 83 仪器及主要试剂

9$% 型荧光光度计（日本日立公司）；4!% 型荧

光光度计（上海分析仪器厂）；>?@=#%% 型紫外=可
见分光光度计（美国瓦里安公司）。

)*+
# 标准溶液（3%% .567）：使用前稀释成 3 8 %

.567 工作液。吖啶红 !"：0 2 3%+ ! .A(67；水为二

次蒸馏水，所用试剂均为分析纯。

3 8# 实验方法

在两支 #$ .7 具塞比色管中，加入吖啶红 !"
溶液 % 8# .7，其中一支加入 )*+

# 标准溶液 # 8 % .7
或适量待测溶液，另一支为试剂空白，然后均加入

/ .A(67 &’( 溶液 3 8 $ .7，稀释至 #$ .7，摇匀后静

置 3$ .B-，在激发波长为 $#, -.，发射波长为 $$/
-. 的条件下测量溶液的荧光强度，其中含 )*+

# 者

为 !，试剂空白为 !%，计算!! 值（!! C !% + !）。

# 结果与讨论

# 83 吸收光谱和荧光光谱

吖啶红 !" 为一荧光染料，在 &’( 介质中呈红

色，带黄绿色荧光，其吸收光谱如图 3 所示，由图 3
可知，吖啶红 !" 在 $#/ -. 处有一强吸收峰，当有

)*+
# 存在时，吸收峰明显下降。吖啶红 !" 在 &’(

介质中的荧光光谱如图 # 所示。图 # 中，曲线 3，

3D，#，#D分别表示试剂空白和含 )*+
# 溶液的激发和

发射光谱，由图可知，两份溶液的最大激发波长均

位于 $#, -.，最大发射波长均为 $$/ -.。即加入

)*+
# 并不对吖啶红 !" 的激发波长和发射波长产

生影响，仅使荧光强度降低。

# 8# 酸度的影响

分别以 &!E*0，&#@*0，F"G 和 &’( 为介质进行

实验，结果表明：使用 &’( 介质时的效果最好，故本
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实验以 !"# 作为介质。按实验方法，改变 !"# 用量

时，结果如图 $ 所示，当 !"# 用量为 %&’ ()（浓度为

*&$+ (,#-)）时!! 值最大。所以本实验选用 + (,#-)
!"# 的加入量为 % &’ ()。

图 % 吸收光谱

!"# & % $%&’()*"’+ &),-*(./
!"# . 吖啶红 $/

图 0 荧光光谱

!"# & 0 !0.’(,&-,+-, &),-*(1
%，%1 2 !"# . 吖啶红 $/；0，01 2 !"# . 吖啶红 $/ . 342

0

0 &$ 显示剂用量的影响

按实验方法，改变显示剂的用量，结果如图 5
所示，当显色剂用量大于 * & $ () 时，!! 值趋于 *，

随着显色剂用量减少，!! 值增大，但荧光强度下

降，综合考虑显色剂用量对!! 值和荧光强度的影

响，考虑到要有一定的荧光强度并有较大!! 值的

要求，确定显示剂的用量为 * &0 ()。

图 $ !"# 的影响

!"# & $ 233,-* ’3 450

图 5 吖啶红 $/ 的影响

!"# & 5 233,-* ’3 1-("6"+, 7,% $8

0 &5 反应时间的影响

按实验方法，改变反应时间，结果表明，在 %*
(67 内吖啶红 $/ 与 342

0 的反应即达平衡，反应时

间在 %* 8 5* (67 内，!! 值不变，本实验选用反应

时间为 %’ (67。

0 &’ 工作曲线

按照实验方法，改变 342
0 的加入量，结果表

明，当 %"9-() 342
0 的加入量在 * &% 8 : () 范围内

时，342
0 浓度与!! 呈线性关系，线性良好，即方

法的线性范围为（5 8 $0*）; %*2 < 9-()，以最小二乘

法拟合，得回归方程：

!! = %&’>$ . >>&><!（"9-() 340
2 ）

相关系数为 * & <<+，方法的检出限为 % & <: 79-()
（$?@-斜率，" = %0）。

0 &+ 干扰试验

对 0’ 种常见离子进行了干扰试验，结果表明，

当 342
0 加入量为 5"9，相对误差在 A ’B以内，各

种离子的允许倍数为：3C. ，"C0 . ，"#2 ，D70 . %***
—’’—
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倍；!" ，#$%
& ’(( 倍；)*+ " ，,-" ，./’ " 0(( 倍；

1$+
’ & ，2& ，34’ " ，15+ " ，.6’ " 7( 倍；.5+ " ，.8’ " ，9:

（!），;-’ " ’( 倍；3:& ，<-’ " 0( 倍；= & ，9>’ " ，25% " 7
倍；,?% " ’ 倍；.:（"）0 倍。,?% " 、25% " 、9>’ " 等的

干 扰 可 通 过 加 入 @A), 进 行 掩 敞，当 加 入

( B(’ C/?DE的 @A), 溶液 0 CE 后，它们的允许倍数

分别为：,?% " 0((( 倍以上；25% " ’( 倍；9>’ " ’(( 倍

（@A), 的用量在 ’ CE 以内无干扰）。

’ BF 样品分析

按实验方法，分别加入电厂污水，煤矿废水，酒

厂地下水各 07 CE，( B(’ C/?DE 的 @A), 溶液 0 CE，

测得的#! 值代入回归方程计算水样中 #$&
’ 的

量，并进行加标回收试验，结果如表 0 所示。

表 0 水样中 #$&
’ 的测量结果

!"# B 0 $%&%’()*"&)+* ’%,-.&, +/ 0)&’)&% )* 1"&%’ ,"(2.%,

样品名称
本法

!D（$-DCE）

G1ADH
（" I +）

%J萘胺法

!D（$-DCE）

加入 #$’
& 量

!D$-

回收率

DH

电厂废水 (B0+F %BKF (B07+ ’B( L7
煤矿废水 (B007 ’BKL (B0(L ’B( 0(7

酒厂地下水 (B(’M MB0’ (B(’0 ’B( LKB7

% 反应机理探讨

吖啶红 %3 属二苯并吡喃类碱性阳离子染料，

多用作生物染色剂，其结构如式 0 所示。由式 0 可

知，吖啶红 %3 分子存在一仲胺基，在酸性条件下易

与溶液中的 #$&
’ 发生亚硝化反应。亚硝化反应使

得仲胺基这一推电子基团消失，同时引入了吸电子

基团亚硝基，使产物分子的&电子共轭度降低，导

致产物分子的荧光效率降低。从而使整个反应体

!! "
"
""

系的荧光强度下降。
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