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基于 Fe3+催化荧光增强的抗坏血酸检测 
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摘  要: 目的  建立了一种基于 Fe3+催化的荧光增强的传感平台用于抗坏血酸的灵敏检测。方法  抗坏血酸可

以和邻苯二胺反应生成一种具有 π 键共轭结构的氮杂环的荧光化合物, 从而实现检测抗坏血酸; Fe3+能够加速

上述反应的进程。结果  在 0.2~1.7 mmol/L浓度范围内, 体系荧光信号和抗坏血酸浓度成线性关系, 相关系数

r=0.997, 检测限为 0.35 μmol/L。此外, 常见的干扰物不影响抗坏血酸的选择性测定。结论  该方法具有较高

的灵敏度, 低廉的成本和简便的操作步骤, 并且易于实现定量分析。 
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The determination of ascorbic acid based on the fluorescence  
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ABSTRACT: Objective  To construct a fluorescence sensing platform for sensitive detection of ascorbic acid based 

on the catalysis of Fe3+. Methods  Ascorbic acid can react with o-phenylenediamine to form a N-heterocyclic 

fluorescent compound with large conjugated p-bond structure, while Fe3+ can accelerate the reaction, which could 

realize the detection of ascorbic acid successfully. Results  The fluorescence value was linearly dependent on the 

concentration of ascorbic acid in the range of 0.2~1.7 mmol/L with the correlation coefficient of 0.997, and the limit 

of detection was 0.35 μmol/L. In addition, the common interference had no effect on the selective determination of 

ascorbic acid. Conclusion  The proposed method is sensitive, costless and simple, which can be readily applied to 

acquire quantitative information. 
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1  引  言 

抗坏血酸(ascorbic acid, AA)是体内胶原蛋白生物合

成不可或缺的成分, 同时也是脯氨酸和赖氨酸羟化酶的辅

因子。作为一种天然抗氧化剂, 它能高效的去除体内的自

由基进而延缓衰老。大量研究表明 AA 对很多老年性疾病

有预防作用, 例如动脉粥样硬化、癌症、神经组织退化以

及眼部疾病[1,2]。然而, 有文献报道在过渡金属离子铜或铁
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存在时, AA对组织的过氧化有着促进作用[3-5]。因此, 这些

小分子的异常代谢将严重威胁我们的健康。鉴于 AA 分子

对人类健康的深远影响, 设计和构建性能优良的检测手段

用于这些小分子的监测显得非常重要。目前为止, 很多方

法已经被开发出来用于 AA 的检测, 其中电化学检测是主

要的方法之一[6]。然而这类方法常常因 AA 的氧化电位和

多巴胺以及尿酸的氧化电位相近而导致选择性不高[7]。除

此之外, 其他诸如化学发光[8]、高效液相色谱[9]、毛细管电

泳[10]、流动注射[11]以及比色[12]等检测方法也有报道, 但是

这些方法在样品制备、分析时间和分析成本方面的不足限

制了它们的推广应用。因此, 开发一种简便而有效的 AA

分析技术在医学诊断等方面具有非常重要的现实意义。 

近年来, 荧光法由于具有简单、方便以及灵敏度高等

优点而受到科研工作者的重视[13]。借助于 DNA 酶、量子

点、金纳米簇等功能材料, 许多 AA 荧光的检测方法被开

发出来[14-20]。然而当前荧光检测 AA大都基于荧光猝灭的

检测机制, 易受到外界环境和其它猝灭物的影响而产生假

阳性信号, 且灵敏度也较低。因此, 有必要开发一种低成

本、信号增强的荧光检测方法对血清或者血浆中的 AA 实

现定量检测。 

本研究建立了一种基于 Fe3+催化的荧光法用于 AA 的

灵敏检测。不同于现有的检测技术, 此方法具有较高的灵敏

度、低廉的成本和简便的操作步骤, 且易于实现定量分析。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Cary 500 紫外-可见分光光度计(美国 Varian公司);  

Fluoromax-4分光光度计(日本 HORIBA Scientific公司); 

所有测量均在室温下操作。 

实验中所用试剂均购自北京鼎国生物技术有限公

司。如无特殊说明, 所用试剂均为分析纯且使用时未经

进一步纯化。每次实验所用 1 mol/L 的 AA 溶液均为新

制, 放置 4 ℃冰箱内保存。 

2.2  实验方法 

AA检测: 磷酸盐缓冲液(0.1 mol/L, pH=7.0, 460 μL), 

FeCl3 (5 μL), EDTA (5 μL), OPDA (10 μL), H2O2 (88 
mmol/L, 10 μL)和 10 μL不同浓度的 AA溶液在离心管内混

合, 混合液在 37 ℃下孵育 200 s。于 467 nm的激发波长下

记录 480~650 nm之间的荧光光谱。 

3  结果与分析 

3.1  信号产生机制 

AA 在水溶液中有 2 种同分异构体: 醇式和酮式。其

酮式异构体可以和邻苯二胺(o-phenylenediamine, OPDA)反

应生成一种氮杂环的化合物, 这种杂环化合物具有大的 π

键共轭结构, 在 350 nm左右有紫外吸收(图 1A), 在 500 nm 

(图 1B)处产生最大荧光发射, Fe3+通过诱导AA自由基的生

成可加速上述反应的进程[21-23]。生成的 AA自由基易歧化

成 AA 和脱氢 AA, 后者能快速地和 OPDA 反应生成杂环

荧光物质。基于上述实验现象, 本研究构建了一种简便的

传感体系用于 AA的灵敏检测(见图 2)。 
 
 

 
 

图 1  紫外-可见吸收光谱图 

(A): 1.AA/OPDA; 2.H2O2/AA/Fe3+/EDTA/OPDA;  
3.OPDA和荧光光谱(B)表征 

Fig. 1  Spectrum chart of ultraviolet visible(UV-Vis) 
(A) 1.AA/OPDA; 2.H2O2/AA/Fe3+/EDTA/OPDA;  

3.OPDA and fluorescence (B) characterization. 
 
 

 
 

图 2  抗坏血酸的检测原理 

Fig. 2  Detection mechanism of AA 
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3.2  反应时间优化 

以 500 nm处的荧光发射强度为依据对反应所需的时

间进行优化。实验结果如图 3A所示, 催化反应开始后, 随

着时间的延长体系荧光强度迅速增强, 一定时间以后趋向

平缓, 即反应已达到平衡。图 3B给出了催化反应在加入目

标前后的荧光比值, 由图可知反应在进行到 200 s 时信噪

比达到最大, 进一步延长反应时间并不能提高检测的灵敏

度。综合考虑, 将反应时间定为 200 s。 

3.3  方法的线性范围及检出限 

通过加入不同浓度的 AA, 考察了所提出检测方法的

定量分析性能。图 4A给出了 AA浓度在 0~1.7 mmol/L之间

变化时的荧光响应, 随着浓度的增加, 体系在 500 nm 处的 

荧光信号明显增强, 表明荧光强度和 AA 浓度之间的相关

性。图 4B为 AA的定量分析校正曲线, 在 0.2~1.7 mmol/L

之间, 体系荧光信号和 AA 浓度成线性关系, 线性方程为

F=5.20×108C7.38×104 (F为 500 nm处的荧光强度, C为AA

浓度), 相关系数 r=0.997, 检测限为 0.35 μmol/L, 这与之前

已报道的检测方法相当[24-27]。 

3.4  选择性考察 

在 2%的血清样本中考察了常见干扰物对 AA 检测的

影响。如图 5所示, 尽管干扰物浓度大于目标分子的浓度, 

只有 AA 存在时才能引起体系荧光信号的显著改变, 而在

加入干扰物后其荧光响应和空白相比差别不大。结果表明, 

检测体系的荧光是由 AA 特异引起的, 从而证明该方法对

AA有良好的选择性。 
 

 
 

图 3  反应时间对体系荧光响应的影响 

(A)荧光强度随反应时间的变化(λem=500 nm, λex=467 nm, AA浓度

为 2 mmol/L);(B)目标加入前后荧光响应的比值 

Fig. 3  The effect of reaction time on the system of  
fluorescence response 

The effect of reaction time on the fluorescence intensity(λem=500 nm, 
λex=467 nm, addition of AA (2 mmol/L);(B) the ratio between the 

fluorescence of the target and blank. 

 
 
 

图 4  AA浓度对体系荧光响应的影响 

(A)加入不同浓度的 AA体系的荧光发射光谱(B)荧光响应和 AA

浓度之间的线性校正曲线 

Fig. 4  The effect of concentration of AA on the system of 
fluorescence response 

(A) The fluorescence emission spectra of the system adding various 
concentrations of AA. (B) The linear calibration curve between 

fluorescence response and AA concentration 
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图 5  2%的人血清样本中的选择性分析。 

备注: 所用试剂终浓度分别为 AA 1.0 mmol/L, 葡萄糖 10 mmol/L, 

果糖 10 mmol/L, 尿酸 2.6 mmol/L, 维生素 E 10 mmol/L和多巴胺

10 mmol/L。2%人血清作为空白对照(n=3) 

Fig. 5  Selectivity of the proposed method to the interferents in 
human serum samples (2%). 

Note: The concentration of AA, glucose, fructose, UA (uric acid), VE, 
and DA (dopamine) were 1.0 , 10, 10, 2.6, 10, and 10 mmol/L 

respectively. Used Human serum (2%) as a control sample(n=3) 
 
 

3.5  实际样品测定 

为了测试该方法的实用性, 我们在人血清样本中做

了 AA的实际样检测, 将 0.20~1.50 mmol/L浓度的 AA 分

别加入到 2%的人血清中并测试其荧光响应。如图 6 所示, 

在人血清中, 体系的荧光响应和在磷酸盐缓冲液中的响应

差别不大, 表明该方法可以用于 AA的实际样本分析。 
 
 

 

 
图 6  不同浓度的 AA在磷酸盐缓冲液和稀释的人血清 

样本中的分析 

Fig. 6  The analysis of AA with different concentration in diluted 
serum samples (2%) and PB buffer 

4  结  论 

本研究建立了一种基于 Fe3+催化的荧光传感体系进

行抗坏血酸的检测。该方法具有简单、快速等优点, 实现

了被测物的灵敏检测。此外, 该方法呈现出良好的重现性

和可靠性以及可扩展性, 有望在食品分析领域广泛应用。 
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