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白酒中邻苯二甲酸二(2-乙基)己酯荧光探针 

测定方法的构建 

王燕飞 1*, 高雨嫣 2, 陈  盛 1, 陈  莉 1, 黄  丹 1, 王国军 1 

(1. 台州市质量技术监督检测研究院, 台州  318000; 2. 浙江工商大学食品与生物工程学院, 杭州  310018) 

摘  要: 目的  构建一种塑化剂邻苯二甲酸二(2-乙基) 己酯(di(2-ethylhexyl)phthalate, DEHP)含量测定的荧光

探针检测方法。方法  基于芘分子满足激基缔合物的要求, 本文选择以芘为荧光探针, 设计合成了芘-聚氧乙

烯蓖麻油体系(芘-EL 体系)。结果  芘荧光探针在该体系中结合 DEHP 后发生荧光猝灭, 且荧光强度的降低与

DEHP 的浓度之间存在线性关系。荧光探针检测的最优条件为波长为 374 nm, 400 μmol/L 芘-EL 体系, 相互作

用时间 30 min。该方法对 DEHP 测定的线性范围为 5~30 μmol/L, 线性方程为△ F=-23.153+24.179C, 线性相

关系数 r=0.9929, 检出限为 0.063 μmol/L, 相对标准偏差为 4.43%(n=6)。结论  本方法具有可视化、成本低、

高灵敏度、高选择性、操作简便等优点, 适用于白酒中 DEHP 的测定。 
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Establishment of new fluorescence probe method for detection of 
di(2-ethylhexyl)phthalate in white spirit 

WANG Yan-Fei1*, GAO Yu-Yan2, CHEN Sheng1, CHEN Li1, HUANG Dan1, WANG Guo-Jun1 

(1. Research Institute of Quality & Technical Supervision and Inspection, Taizhou 318000, China; 2. School of Food 
Science and Biotechnology, Zhejiang Gongshang University, Hangzhou 310018, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a method for the determination of the content of the plasticizer phthalate 

(di(2-ethylhexyl)phthalate, DEHP) by fluorescence probe detection. Methods  Based on the requirement that the 

pyrene molecule satisfies the radical connective compound, pyrene was selected as the fluorescent probe in this paper, 

and pyrene-polyoxyethylene castor oil system (pyrene-EL system) was designed and synthesized. Results  The 

fluorescence quenching of pyrene fluorescence probe combined with diethylene phthalate(2-ethyl) hexyl ester 

(DEHP) occurred in the system, and a linear relationship existed between the reduction of fluorescence intensity and 

the concentration of DEHP. The optimal condition for fluorescence probe detection was a pyrene-EL system with a 

wavelength of 374 nm and interaction time of 30 min. The linear range of the method for the determination of DEHP 

was 5-30 μmol/L, the linear equation was F=-23.153+24.179C (r=0.9929), and the limit of detection was 0.063 

μmol/L, the relative standard deviation was 4.43% (n=6). Conclusion  The method has the advantages of 

visualization, low cost, high sensitivity, high selectivity and simple operation, which is suitable for the determination 
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of DEHP in liquor. 
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1  引  言 

塑化剂邻苯二甲酸二 (2-乙基 )己酯 (di(2-ethylhexyl) 

phthalate, DEHP), 是一种被广泛使用的邻苯二甲酸酯类塑

化剂, 广泛应用于聚氯乙烯(polyvinyl chloride, PVC)及食

品塑料包装材料中, 与邻苯二甲酸二丁酯(dibutyl phthalate, 

DBP)、邻苯二甲酸二异壬酯(diisononyl phthalate, DINP)一

起是我国食品包装塑料常用的邻苯二甲酸酯类(phthalic 

acid esters, PAEs)[1]。关于塑化剂的危害, 近年来常有报道
[2-4]。为保护消费者的健康, 维护生态环境安全, 世界各国

纷纷出台相关政策限制邻苯二甲酸酯类塑化剂的使用, 且

限制的种类越来越多 [5-7], 欧洲化学品管理署现已将

DEHP、邻苯二甲酸丁苄酯(butyl benzyl phthalate, BBP)、

邻苯二甲酸二异丁酯(di iso butyl ortho phthalate, DIBP)和

DBP 列为需要授权的物质。近年来, 白酒类产品中频繁检

出塑化剂 DEHP 的存在, DEHP 在乙醇中迁移率较高, 究其

原因, 环境污染、包装材料和管道迁移污染等都有可能导

致白酒中含有塑化剂[8]。 

PAEs 的测定方法主要有紫外分光光度法(ultraviolet 

spectrophotometry, UV)[9]、液相色谱法(liquid chromatography, 

LC)[10,11]、气相色谱法(gas chromatography, GC)[12-14]、气相

色谱-质谱联用法(gas chromatography-mass spectrometry, 

GC–MS)[15,16]、液相色谱-质谱联用法(liquid chromatography- 

mass spectrometry, LC–MS)[17]等。目前食品中 DEHP 检测

的国家标准为 GB 5009.271-2016《食品安全国家标准 食品

中邻苯二甲酸酯的测定》[18], 检测方法为气相色谱-质谱联

用(GC-MS)。由于乙醇对 DEHP 有较好的溶解性, 因此标

准在使用正己烷溶剂萃取白酒中的 DEHP 时, 回收率差, 

影响结果, 且存在仪器设备价格昂贵、不易普及等问题。

近年来, 荧光分析方法慢慢地得到了发展, 此方法也被运

用到许多领域[19-23], 荧光法相较于一般的分光光度法, 有

着灵敏度高、选择性好、费用较为低廉的优点。因此, 在

化学的分析以及仪器的分析方面充当着重要的角色, 也有

着较为广阔的前景。荧光法包括荧光偏振法、荧光传感器、

荧光猝灭法、荧光免疫法以及荧光探针法等。 

荧光探针法在检测领域表现出很大的实用价值, 并

且在很多领域占据它的一席之地[24-26], 但利用荧光探针法

检测酒中塑化剂的报道并不多见。本文将通过荧光探针法

来检测白酒中的塑化剂, 选用芘作为荧光探针对塑化剂邻

苯二甲酸二(2-乙基)己酯(DEHP)含量进行测定研究。本研

究利用芘作为荧光探针[27], 在芘的晶体中, 可以观察到激

基缔合物的荧光。由于芘分子在晶体中是成对平行排列的, 

形成的是二单元组, 满足激基缔合物的要求。再通过对实

验所形成的反应体系条件的优化, 如最佳表面活性剂浓

度的选择, 相互作用时间的影响, 标准曲线的建立, 共存

物质的影响等几个方面来进行研究白酒中邻苯二甲酸二

(2-乙基)己酯荧光探针法测定方法的构建, 以期为食品安

全监管中过程中利用荧光探针来检测塑化剂的含量提供

参考。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

芘(纯度≥97%, 德国 Fluka 试剂公司); 氯化钠(纯度

98%)、邻苯二甲酸二(2-乙基)己酯(DEHP)(纯度 99%)、聚

氧乙烯蓖麻油(EL)、蔗糖、乙酸乙酯(纯度≥99.5%)、无水

乙醇(纯度≥99.7%)(上海阿拉丁生化科技股份有限公司); 

吐温 80(纯度 99%)(上海晶纯生化科技股份有限公司); 十

二烷基苯磺酸钠(纯度≥90%, 成都市科龙化工试剂厂); 

所用试剂均为分析纯, 实验用水为双重蒸馏水。 

2.2  仪器与设备 

F-7000 三维荧光光谱仪(日本日立公司); AL 1049 电

子天平、FE20 pH 计(美国梅特勒-托利多仪器有限公司); 

DF-101Z 集热式磁力搅拌器(郑州长城科工贸有限公司); 2 

cm 柱形磁力搅拌子(杭州常盛化工仪器有限公司); KQ-C

型气流烘干器(巩义予华仪器有限责任公司); KQ2200DB

数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)。 

2.3  实验方法 

在一系列 10 mL 的容量瓶中依次加入 0.5 mL 浓度为

0.5 μmol/L 的芘水溶液作为荧光探针 , 0.5 mL 浓度为   

400 μmol/L 的聚氧乙烯蓖麻油溶液, 然后取其中一瓶作为

空白对照组 , 并向其他容量瓶中依次加入不同体积的

DEHP 水乙醇溶液, 振荡使其充分反应, 静置 30 min 后, 

用波长为 335 nm 的激发光激发, 测定其在 350~450 nm 波

长处的荧光强度 F, 同时在相同条件下测定空白对照液的

荧光强度 F0, 并求其差值。再通过各个实验条件的优化, 

来考察这些共存物质对实验结果的影响。 

3  结果与分析 

3.1  芘探针与 DEHP 相互作用的荧光光谱 

本实验通过测定芘探针分子对塑化剂 DEHP 的作用, 

发现在 350~450 nm 的波长下, 荧光效应较明显。本实验考

察了 DEHP 浓度为 0、10、20、30 μmol/L 时对芘荧光强度
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的影响, 详见图 1。从图 1 可看到, 随着塑化剂浓度的增加, 

荧光强度是呈现线性下降的趋势。可观察到, 图中荧光强

度减少的程度与加入的 DEHP 的浓度有一定的线性关系, 

具有良好的分子识别能力 , 可以敏感地有选择地识别

DEHP, 因此认为该体系可用于 DEHP 含量的测定。至于图

中所出现的现象, 猜测可能是在这个体系的反应中发生了

荧光猝灭[28]。 

 

 
 

图 1  不同 DEHP 含量的荧光光谱 

Fig.1  Fluorescence spectra of different DEHP contents 

 
3.2  实验条件的优化 

3.2.1  荧光发射波长的影响 

芘是一种疏水探针, 对溶液的微极性很敏感。当荧光

激发波长为 335 nm 时, 芘会出现 5 个发射峰。在图 1 荧光

光谱图中可以观察到比较灵敏的峰是在波长 374、385、395 

nm 处。荧光猝灭是可能导致荧光强度下降的原因。也表

明荧光信号的变化, 激发态的芘分子形成一种激基复合物

与塑化剂之间存在着某种作用, 这也证实芘探针可以用于

此体系。本实验利用在相同条件下测定未加塑化剂 DEHP

时的荧光强度(F0), 以及加入 DEHP 后的荧光强度(F), 计

算荧光猝灭值△ F(F0-F)。图 2 中的(a), (b)和(c)3 组图分别

是在波长 374、385、395 nm 处的荧光光谱图。以上的结

果是每个样品现配现测并且重复 3 次实验之后得出的结

果。在判断哪处峰灵敏时, 利用 DEHP 浓度为 30 μmol/L

时的最高峰的△ F 减去 DEHP 浓度为 20 μmol/L 的差值以

及 DEHP 浓度为 20 μmol/L 时的最高峰的△ F 减去 DEHP

浓度为 10 μmol/L 的差值来进行计算说明。显而易见, 通过

比较差值的大小, 可以发现(a)图的差值最大, 荧光光谱峰

较为灵敏 , 接下去对于体系各个条件的优化 , 都会以  

374 nm 波长作为考察对象进行分析。 

 
 

图 2  不同波长(a)波长 374nm 处(b)波长 385nm 处(c)波长 395nm

处的荧光光谱峰(n=3) 

Fig.2  Fluorescence peaks at different wavelengths of 374 nm (a), 
385 nm (b) and 395 nm(c) (n=3) 

 
3.2.2  表面活性剂的影响 

实验共选取 3 种较为常见的表面活性剂, 分别是阴离

子型表面活性剂十二烷基苯磺酸钠 SDBS、非离子型表面

活性剂聚氧乙烯蓖麻油-EL 以及非离子型表面活性剂吐温

80。这 3 种表面活性剂分别与芘探针形成芘-SDBS、芘

-EL、芘-Tween-80 体系。且吐温 80 临界胶束浓度(critical 
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micelle concentration, CMC)为 20 μmol/L, EL 的 CMC 为  

30 μmol/L, SDBS 的 CMC 为 1200 μmol/L。表面活性剂在

水中形成胶束的条件是 , 表面活性剂的浓度要大于

CMC[29], 故三者的浓度分别选择为 400、400、2000 μmol/L, 

所用的浓度可以形成胶束, 并且保证能够充分地形成, 浓

度越高, 胶束可能越多。如图 3 所示, 可以观察到在 3 种

实验体系下重复 3 次实验之后, 通过比较响应值△ F 的大

小, 可以看到在芘-EL 体系下进行实验时, 加入 DEHP 后

的△ F 值最大, 变化最为明显, 在最高峰处的△ F 值是在

110 左右。相似地, 芘-SDBS 体系在最高峰处的△ F 值是在

90 左右, 芘-Tween-80 体系最高峰处的△ F 值是在 40 左右。

故认为芘-EL 体系较为灵敏, 体系也相对稳定, 所以本实

验选取芘-EL 体系。 

 

 
 

图 3  不同种类的表面活性剂对芘探针荧光信号的影响(n=3) 

Fig.3  Effects of different kinds of surfactants on the fluorescence 
signals of pyrene probe(n=3) 

 
3.2.3  聚氧乙烯蓖麻油浓度的影响 

实验中选取了芘-EL 体系, 确定了 EL 为最终选择的

表面活性剂。本实验共选取了 EL 的 3 种浓度进行对比实

验, 实验的结果如图 4 中所示。图中显示的是在 366~378 

nm 之间不同含量的 EL 对应的荧光响应值△ F 的分布情

况。选取这 3 种间隔较大的含量是为了让实验结果更清晰

可见。显而易见, 400、800、1200 μmol/L EL 这 3 种浓度下, 

400 μmol/L 浓度 EL 的峰值最高, 后两者的峰值则比较接

近, 且前者明显比后两者高出很多。故本次实验选取 EL

的浓度为 400 μmol/L。 

3.2.4  相互作用时间的影响 

本实验还考察了相互作用时间对实验结果的影响。在

控制其他反应条件不变的情况下, 分别将相互反应的时间

设置在配制完溶液之后等待 0 min(立即去测), 等待 30 min

后以及等待 60 min 之后去测, 每个样品现配现测并且重复

3 次实验, 检测结果如图 5 所示。从图中可以看到, 等待   

0 min(立即去测)的荧光响应值△ F 在 140 左右; 等待 30 

min 后荧光响应值△ F 在 180 左右; 等待 60 min 后荧光响

应值△ F 在 150 左右。从数值上的大小来比较, 等待 30 min

后的荧光强度变化最大, 反应最为灵敏。所以本实验选取

反应 30 min 后进行, 使得体系的反应更加充分。 

 

 
 

图 4  不同浓度的聚氧乙烯蓖麻油对芘探针荧光信号的影

响(n=3) 

Fig.4  Effect of different concentrations of castor oil on the 
fluorescence signal of pyrene probe (n=3) 

 

 
 

图 5  相互作用时间对芘探针荧光信号的影响(n=3) 

Fig.5  Effect of interaction time on fluorescence signal of pyrene 
probe (n=3) 

 
3.2.5  乙醇浓度的影响 

因白酒体系中乙醇的存在, 所以通过在体系中分别

加入 0%vol、10%vol、50%vol 的乙醇, 来考察乙醇是否会

对测定结果有影响。至于选择这 3 种间隔较大的浓度也是

为了让实验的结果更加清晰明了。每个样品现配现测并且

重复 3 次实验之后, 检测结果如图 6 所示。 

从图中可看到, 无水乙醇浓度不同, 但是荧光响应值

F 的变化不大, 3 条曲线所对应的荧光强度的变化值也相

差不大。可看出无水乙醇溶剂对体系的影响是比较小的, 
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几乎没有, 这说明此方法用于酒中的 DEHP 检测, 酒精的

影响不大。 
 

 
 

图 6  乙醇的浓度对芘探针荧光信号的影响(n=3) 

Fig.6  Effect of concentration of ethanol on fluorescence signal of 
pyrene probe (n=3) 

 

3.2.6  NaCl 浓度的影响 

通过向体系中添加氯化钠水溶液来考察离子强度会

对测定结果存在怎样的影响。本实验通过在体系中分别加

入 0、10、100 mmol/L 3 种浓度的氯化钠水溶液, 来考察

NaCl 浓度的大小是否会对测定结果有影响。每个样品现配

现测并且重复 3 次实验之后, 检测出来的结果如图 7 所示。 
 

 
 

图 7  NaCl 浓度对芘探针荧光信号的影响(n=3) 

Fig.7  Effect of NaCl concentration on the fluorescence signals of 
pyrene probe(n=3) 

 

相似地, 在图中可以发现, NaCl 溶液的 3 个浓度跨度

较大, 但是荧光响应值△ F 的变化不大, 3 条曲线所对应的

荧光强度的变化值也相差不大。故本实验最后也选择不加

入 NaCl 溶液。 

3.2.7  共存物质的影响 

白酒中总酯、糖分普遍存在, 在反应体系已被优化的

实验条件下, 将一些常见的共存离子及物质放入反应体系

中, 来考察共存物质对塑化剂 DEHP 的含量测定结果是否

存在影响。 

本次实验在体系中加入一定量的蔗糖以及乙酸乙酯

来进行实验, 进行部分模拟。检测结果如表 1 所示, 可看

到, 体系中加入部分共存物对塑化剂 DEHP 的检测结果影

响并不大, 相对误差均＜5%。 

3.3  检出限、精密度和标准工作曲线 

通过对体系各个条件的优化, 并且按照之前的实验

方法得到荧光强度 F, 同时在相同条件下测定空白对照液

的荧光强度 F0, 并求其差值△ F=F0-F, 以△ F 对应 DEHP

的各个浓度作图, 得标准曲线。测定塑化剂 DEHP 含量的

标 准 工 作 曲 线 如 图 8 所 示 , 线 性 方 程 为 : 

△ F=-23.153+24.179C, 线性相关系数 r=0.9929, 线性范围

为 5~30 μmol/L, 检出限为 0.063 μmol/L。对含量为 10 

μmol/L 的 DEHP 标准溶液进行平行 6 次测定的平均值为

10.2 μmol/L, 相对标准偏差 (relative standard deviation, 

RSD)为 4.43%。 
 

 
 

图 8  荧光强度与塑化剂 DEHP 之间的线性关系 

Fig.8  Linear relationship between fluorescence intensity and 
DEHP concentration 

 

4  结论与讨论 

本实验以芘为荧光探针, 构建了白酒中塑化剂邻苯

二甲酸二(2-乙基)己酯(DEHP)含量测定的荧光探针检测

法。考察了荧光发射波长、表面活性剂种类及其浓度、相

互作用时间、乙醇浓度、NaCl 浓度、共存物质等多种因素

对检测体系的影响, 最终选取波长为 374 nm, 400 μmol/L

芘-EL 体系, 相互作用时间 30 min, 作为荧光探针检测的

条件, 其他共存物、乙醇、NaCl 溶液等影响都在可控范围

之内。本检测方法线性范围宽、检测限低, 此方法实验操

作简便、设备便宜, 检测速度快、灵敏度高, 可延伸应用

到其他酒类产品或饮料等的分析检测, 广泛应用到企业等

的快速检测分析中。 
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表 1  部分共存物质的影响 
Table 1  Part of the coexistence of material effects 

共存物质 浓度/(mmol/L) 相对误差/% 共存物质 浓度/(mmol/L) 相对误差/% 

蔗糖 1 +1.2 蔗糖 10 +3.9 

乙酸乙酯 1 +0.8 乙酸乙酯 10 +2.7 
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