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流动体系中维生素 B1 的电致化学发光研究
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摘要 在 O.lmoVL NaOH 水溶液中(pH 12.6) ，维生素 BI 的水解产物在玻碳电极上于 +O.88V (ys.AglAgCl ，下同)处

被氧化，其氧化产物在+1.却V 处与被氧化的 Ru(bpy)~+ 反应，生成激发态的 Ru(bpy)γ 赞而发光，发光波长为

刷nm，研究结果表明水溶液的 pH值影响了维生素矶的水解速率，从而引起发光强度的明显差异
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Electrochemiluminescent Behaviour of Vitamin B1 ( Thiamine) 

and Tris(2 ,2' - bipyridyl) Ruthenium in a F10w System 
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Abstract Upon the elect附hemical oxidation of tris (2.2' - bipyridyl) ruthenium ( II) [Ru ( bpy )~ + ] and 

vitamin B, (由iamine) in 0.1 mollL NaOH (aqueous solution). a bri阱t 伽trochemiluminescence (ECL) was 

observed. Vitamin B, was transformed into a yellow pseudo - base and a colorless thiol formed when treated 

时也 O. 1 mol/L NaOH for 5 and 20min. respectively.ηle 出iol form was oxidized at + O. 88 V ( vs . Ag/ AgCI) 

to produce a free radical. which reacted wi出 Ru( bpy)~ +创 aglωsy c础。n 出ctrode. The li由t emission at 

wavelength ωnm was caused by the transition of the excited state of Ru(bpy H+ to i怡伊und 归te. The pH of 

solution effected the hydrolysis of vitaI回n B,. which caused the different light emission intensity of Ru( bpy)γ 

and vitamin B, solution. ECLs of some coexisting substances such as amino acid睛， sugars. hydroxyl c础。Ixylic

acids. vitamin 鸟， B6 we陀 also detected in this flow system. 

Keywords 由ctrochemiluminescence ， vitamin B,. flow injection analysis , tris(2.2' - bipyridyl) ruthenium 

自 1987 年 Noffsinger 和 Danielson[ 'J发现脂肪胶

与联毗睫钉 [Ru(bpyH+ ]的电致化学发光(ECL) 现

象，并提出其发光反应机理以来，由于 Ru'

(bpy)~+ ECL在生化与药物分析上的高灵敏和很好

的线性范围，其 ECL 的研究与应用日益受到人们的

丰 氧化 a 
Ru(bpy)γ -一一→ Ru(bpy)j 

还原分析物

最 E - mail:xichen@jin职ian. xmu. edu. cn 

重视[2-5J 一般认为 Ru( bpy )~+在电极上被氧化为

Ru(bpy)j+ ，当反应体系中存在还原性的自由基离子

时， Ru(bpy)γ 被还原生成激发态的 Ru(bpy)~+祷而

产生 610 nm 的光辐射.

[Ru(bpy )~+γ 一一→ Ru(bpy)~+ + hν 
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水悔'性维生素 B，广泛存在于食品与药物中，它

的研究和分析应用仍然是人们感兴趣的研究课

题[6， 7J. Hart 等 [8J曾研究过玻碳电极上维生素 B，的

电化学行为，并利用于安培法测定了药剂中维生素

B，的含量.在研究中性介质维生素 C 与 Ru( bpy)5+ 

ECL过程中，我们发现维生素 B，有微弱的发光，其

发光强度随体系 pH 值的增大而增大.本文探讨碱

性水洛液中，维生素 B，和 Ru(bpy)~+体系的电致化

学发光反应机理及流动体系中测定的适宜条件，为

维生素 B，的 HPLC 测定提供了一种新的方法.

1 实验

1. 1 试剂

Ru( bpy hCl2 '6H20，维生素 B，购自 Sigma 公司，

无需进一步提纯，直接使用.其它所有试剂均为优级

纯，实验用水为石英亚蒸馆水.维生素 B，水溶液于

实验前临时配制，并依次稀释.

1. 2 仪器

电致化学发光仪器由相马 S - 34∞ (Tokyo ， 

Japan)化学发光仪改制，流动电解池[9J使用三电极

系统，工作电极为玻碳圆盘(22.1mm勺，流动液出口

的不锈钢细管为辅助电极，参比电极为 Ag/AgCI(饱

和 KCI 榕液) ，溶解池内体积为1. 5件，恒电位仪

(Prinston Appl. Res. Co. , Type 174A , USA)用以控制电

解池电位及进行循环伏安研究，利用 IMUC -7∞多

道荧光检测器(Dtsuka Electronies , J apan)进行 ECL 光

谱测量. UV240 (Simatzu ， Japan) 自动扫描分光光度计

用于检测维生素 B，在碱性水榕液中的紫外可见光

谱变化.

流动分析系统由一台 DM 2M - 1024 (Saruki 

Ltd. ， Japan)蠕动泵和带有 10μL 定量管的Rheod归e

7021 (Cotati , USA)组成，注射维生素 B，后，发光信号

经发光仪转换放大后，用 UP - 6537A 笔式记录仪

(National , Japan)记录[9J

1.3 实验操作

为获得稳定的发光信号，维生素 B，水溶液在临

实验前用水配制，30uún 后使用.循环伏安实验在 10

mL电解池中进行.流动注射分析(FIA)实验流动相

为 O.lmol'L-' NaOH-lmmol'L-' Ru(bpy泞，控制

流速 0.5 mUuún. 

2 结果与讨论

2.1 pH 对发光强度影晌

Maier 等曾研究过碱性水洛液中维生素 B，的水

解过程[10] 在水洛液中， OH- 的浓度是影响维生素

B，水解速率的关键.维生素 B，在 OH 作用下，首先

产生黄色的假碱式 (B) ，然后生成无色的硫醇式

(C)[IO].维生素 B，在配制 5uún 后的吸收光谱显示

(图 1) ，体系的 pH 在 12.6 时， 342nm 处有一新的吸

收峰出现，同时2ωm处吸收峰消失，相应的体系的

pH从 6.9 至 9.0 时，观察不到 342nm 的吸收峰，而

2ωm处的吸收强度变化很小 .pH对维生素B， - Ru­

(bpy)~+ 体系的 ECL影响结果表明，在维生素 B，配

制 30uún 后的中性或微碱性 Ru( bpy )~+水榕液中，

只能观察到微弱的发光信号，当体系的 pH 增大至

11 后，体系的发光强度明显增大 .pH 达到 12 以后，

发光强度基本上保持不变.这表明维生素 B， - Ru' 

(bpy)~+ 的 ECL 与维生素 B，的水解有关，有利维生

素 B，水解产生的 OH- 浓度，明显影响其发光强度.
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图 1 体系 pH对维生素 B1 水解的影响
1-pH 12.65; 2-pH 9.0; 3-pH 6.90 

维生素 B，浓度1O- 4mol'L-'，放置 5min
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2.2 维生素Bt溶液搁置时间的影响

由于维生素 B， (A)的第一步水解产物是黄色的

假碱式(B) ，不稳定的 B 在 OH- 作用下将进一步水

解为无色的硫醇式(C) .维生素 B，水解吸收光谱实

验表明维生素 B，在 342nm 处的吸收随其榕液搁置

时间的增加而减少，搁置 20uún 后该波长的吸收几

乎为零(图 2). FIA 系统中维生素 B， - Ru (bpy )~+ 

ECL 结果显示，在 O.lmol'L-' NaOH 溶液中，使用初

配制的维生素 B，溶液其发光强度很弱，在海液配制
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并搁置 30min 后进样，发光强度达到最大，且稳定不

变.这些结果说明，氧化的 Ru(bpy)~+ 与维生素 B，

水解的最后产物作用而产生光辐射.
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图 2 搁置时间对维生素 B，水解的影响

1-1喘气 2-2'37飞 3-3'46飞 4-20'

维生素 B1 浓度 1O- 4mo!.L- 1 ， 0.lmo!'L- 1 NaOH (pH 12.6) 

2.3 循环伏安实验及施加电极电势对发光强度的

影晌

O.IM NaOH 水榕液中维生素 B，的循环伏安实

验结果如图 3a 所示.初配制维生素 B，在+ O.30V 

(vs. Ag/ AgCl)处出现一个不可逆的氧化峰，随溶液

搁置时间的增长， +O.30V 处氧化峰电流降低，在

+ O.88V处出现一个新的不可逆氧化峰，该处氧化

电流随配制时间增加，溶液搁置 30 min 后其峰电流

值保持恒定.维生素 B，溶液搁置初始其主要形式为

黄色的假碱式(时，相应的+ 0.30V 处应为假碱式

B 的氧化电流，而硫醇式的水解产物(c)浓度随配制

时间增加而增加，对应地出现了+ O. 88V 处新的氧

化峰. Hart 曾指出[剖，在 pH 11 水溶液的玻碳电极

上维生素B，的水解产物(C) ，在施加电极电势大于

+ 1.0V 时将失去一个电子，氧化生成自由基离子:

飞义:址:1飞汇吐了2艺

喇--

Ru(bpy H+ 在 O.IM NaOH 中，在+ 1. 20V 处的

氧化是可逆的过程(图 3b). 在碱性 Ru(bpy)~+ -维

生素 B，水榕液中，当施加电极电势小于+ 1. 20V 

时，观察不到体系的发光，这表明体系的发光与Ru'

(bpYH+ 的氧化有关.对 +0.88V 氧化峰的循环伏安

实验结果表明，在 pH 9.0-13.0 范围内，其峰电流

随 pH值的增加而增大的比率为 1.28p.A1pH，峰电位

不随 pH 变化而改变，说明硫醇式水解产物(C) 的氧

化过程中没有质子的介入;另外改变电位扫描速率，

+ O. 88V 氧化反应显现出典型的不可逆反应特征，

即提高电位扫描速率，其氧化峰电位正移.在扫描速

率分别为 50 mV/s , 1∞ mV/s ， 2∞ mV/s 时，其峰电

位分别为+ 0.88V , + O. 94V 和+1.∞V.
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回 3 碱性水溶液中维生素 B，

和 Ru(bpy)俨循环伏安图

(a) 维生素 B1 (l0-4 mol1L); (h) Ru (hpy)j+ (10- 3 moνL) 

1一搁置 2min; 2一搁置lOmin; 3一搁置 30min

扫描速率 50mV/s ， 0.1阳l' L -1 NaOH (pH 12.6) 

因此体系的 ECL 与 Ru( bpy)~ +的氧化有关.当

施加电极电势大于+ 1. 20V 时， Ru(bpy )~+失去一个

电子，被氧化为 Ru(bpy)γ ，体系的发光强度随施加

电极电势的增大而增加，但由于 Ru(bpyn+ 背景

发光的存在，噪音也随之增大.选用施加电极电势为

+ 1. 70V( vs. Ag/ AgCl). 

Ru(bpy )~+←→Ru(bpy)~+ + e 

2.4发光光谱

在碱性水榕液中， Ru(bpy n+ 在选用的施加电

极电势下有较弱的本底发光，最大发光波长为

例nm，其发光强度随体系 OH- 浓度的增加而增大.

当体系加人维生素 B，后，发光强度增强，最大发光

波长保证不变. Yarr皿hita[ l1 J指出 Ru( bpy)~ +本底发

光源于强氧化性的 Ru(bpy)~+ 与体系中 OH- 反应

生成激发态的 Ru(bpy)~+祷:

2Ru( bpy)j + + 40H 一→Ru(bpyh+ + 2H20 + O2 

Ru(bpy){ + Ru(bpy)j+ →Ru(bpy)~+ +Ru(bpy)~+ 快
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同时 Ru(bpy)~+ 易与体系中的还原性自由基作

用生成激发态的 Ru(bpy)~+ 势 ['2] 在碱性维生素 B，

水洛液中，维生素 B，经过水解，首先生成黄色的假

碱式(B) ，不稳定的 B 进一步水解，生成无色的硫醇

式水解产物(C) ，在一定电极电势下，具有一定电活

性的 C 在+ O. 88V 处被氧化，形成自由基离子

(RS') .该自由基离子与 Ru(bpy)γ 反应，生成激发

态的 Ru(bpy)γ 祷而发出 609nm 的光，同时在碱性

介质中， (RS' )被氧化生成二聚体(RS-SR)[I3].其反

应过程可能为:

均气íNy阳Z飞f( S丫阳工LH3kγNy飞 S'yC帆。H
N，卢气。i，"一一飞。电 N 乒人、i，N一一气叫

LH℃211立了。H

RS-一一"RS' + e 

Ru(bpy )~+一→Ru(bpy)~+ + e 

2RS' + Ru( bpy H +旦斗Ru(bpyH+ 气 RS→SR
Ru(bpy )~+祷一→Ru(bpyH+ + h).)( À. max = 6仰nm)

为进一步证实维生素 B，的水解，以及水解产物

的电氧化所产生的时·自由基离子是 ECL 产生的关

键，在相同实验条件下，检测了具有哇哇和毗皖基团

的 3 ， 4- 二甲基- 5 - (2- 起乙基)甲唾瞠腆和 2-

甲基 -3-(自-起乙基)口比脏澳的 ECL，结果均无法

观察到它们的 ECL 信号.

2.5 维生素Bt测定条件及共存物质的影晌

实验结果表明施加电极电势、体系 pH、支持电

解质浓度、流动相的流速等均影响维生素 B，的

ECL，较低的流速，较高的施加电极电势、体系 pH 值

和电解质浓度，虽然能获得较强的发光信号，但相应

的噪音信号和本底发光也增加，选用合适的实验条

件为 :û.lmol'L-' NaOH (pH 12.6) ，施加电压为+l.
7ûV，流速为 O.5mL1min，该条件下维生素 B，的最低

检测浓度为 2 X 1O -6 moIlL，线性范围为1. 0x lO- 4

- 5 X 10- 6 mollL.该体系中除维生素 BI 有较强的发

光信号外，胶、氨基酸、糖、带起基有机酸和维生素

鸟，民等都可观察到它们的发光信号(表 1) .从表中

看出一些氨基酸，醇类和带有起基的有机酸在该体

系中均可观察到相应的发光信号，通过适当的分离

条件的选择，利用 HPLC 方法，可以对这些物质进行
ECL 检测.

表 1 一些共存物质在联毗睫钉流动体系中的目立4 晌应

化合物 检测限 (runol)

脯氨酸(proline) 。 α)8

起基脯氨酸(hydro町proline) O.α郑

组氨酸( histidine) O.但O

甲醇(me由anol) 35 

乙醇(础皿01) 40 

D 葡萄糖( D - glucose) 30 

D- 果糖( D - fructose) 32 

酒石酸(tar阳c acid) 8.2 

拧橡酸(citric acid) 2.8 

维生素 C (asco由ic acid) 0.55 

苹果酸(malic acid) 5.9 

葡萄糖酸( D - gluconic acid) 28 

维生素 Bt(由iamine) 20 

维生素Bz ( riboflavin) 48 

维生素Bt，(p归doxine) 65 
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