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Eu- TTA 体系测定条件的优化及其在小麦代谢研究中的应用

曾福礼来 吴晕 安宜 邓汝温 王怀公
(兰州大学生命科学学院化学化工学院 兰州 73α削)

摘要 研究了错(田) -1TA(邻一喽吩甲酷三氟丙酣)体系在有机溶剂和邻菲咿琳衍生物存在下的荧光性质，发现

醇类有机溶剂能使 Eu( 皿) -πA体系荧光强度大幅度提高;三种邻菲咿琳衍生物中，4 ， 7 -二苯基- 2 ， 9- 二甲基-

1 ， 10- 邻菲哼琳的加入也能提高体系灵敏度.优化了反应条件，并用此法研究了小麦根施 Eu3 + 数天后， Eu3 + 在根和

叶片细胞膜和细胞内的分布定位，为稀土元素的植物代谢研究提供了一种重要的辅助研究手段.
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localization of Eu (囚) - TIA system has been undertaken. The presence of alcohol solvent and 4 ,7 - diphenyl 
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铺是一种十分重要的稀土生命元素，在一定条

件下具有内源荧光，其多种生理活性在医药研究中

早已引起人们的广泛关注.近年来，铸在植物生理学

上的生理活性也得到广泛的研究[1- 3J 随着稀土资

源的开发利用(稀土农肥、农药) [刻， Eu 也不可避免

地越来越多进入生态环境，所以，铺的分析在研究稀

土对农作物的增产机理、稀土在植物体甚至人体内

的分布和生物大分子降解过程时占有越来越重要的

地位.近年来， Eu - TIA 荧光体系由于适用范围广，
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操作简便而日益受到科研工作者的关注[川J 但该

体系检测限高，灵敏度低，不能满足某些特定体系中

错的测定，且多数需要萃取，受第三组分影响较大，

使其应用受到一定限制.本文在以往应用 Eu - TIA 

荧光体系检测铺在小麦细胞内分布定位研究的基础

上，在原体系中加有机溶剂优化测试条件，并用此法

研究了小麦在根施 Eu3 + 数天后， Eu3 + 在根和叶片细

胞膜和细胞内的定位，初步探讨了有机溶剂化效应

和兰元配合物的生成对 Eu - TIA 体系荧光性质的
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影响，结果表明优化后的 Eu- TIA 荧光体系使荧光

强度增大，检测限变低，灵敏度提高，排除了第三组

分干扰测试结果的影响，扩展了适用范围.铺在细胞

内与蛋白质的结合不具有随机性，而主要是富集和

积累在细胞膜上和线粒体内.

1 实验

1.1 试剂与仪器

锦标准榕液: EU203 (99.999毛)用少量 HCl 榕解，

配制成 lμg/mL EuC13 溶液 ， EDTA 标定 .π'A: 0.01 

mol/L 的乙醇溶液.邻菲咿琳衍生物均为~(乙醇) = 

1%溶液.缓冲榕液: pH 4. 7 HAc - NaAc 溶液，纤维

素酶 ONOZUK'R - 10( 日本 Yakult 公司产品) ，果胶

酶(澳大利亚 Serva 公司产品)其余试剂均为国产分

析纯，水为二次蒸锢水.

岛津盯 540 荧光光度计;PHS2 型酸度计.

1.2 方法

小麦 (triticum. aestivum L) 种子经 ψ(HgC12) = 

0.1%消毒 20min 后，浸泡 12h ，吸胀， (23 ::t O.5) "C暗

箱萌发，用缺钙的Hoagland完全培养液(每升溶液含

KN03 O. 5mmol , KH2凹14 2mmol , M~泊'4 • 7H2 0 2mmol , 

5%酒石酸铁溶液 lmL， A - Z 溶液 lmL，其中 A-Z

榕液中含 2.86mg H3B03 , O. 08mg CUS04 .4H20 , 

0.22mg znS0 4 • 7H20 , O. 09mg MnC12 • 4H20 , O. 09mg 

H2 Mo04 .4日2 0 ) 进行饥饿培养，待苗长至 3 - 4cm 

(4d) ，换用 5mmolJL EuC13 榕液[对照除不含 Eu3 + 外

其余条件与处理相同，培养温度 (25 ::t 2) "C，湿度

70% - 809毛]，幼苗长至 6-7cm 时，剪取根与叶片用

EDTA及二次蒸馆水冲洗 5 次，吸于水分，分离原生

质体备用.

清除铺及其它金属离子在小麦实验材料部位的

残留:利用二次蒸锢水和lOmmol/L EDTA 各 50mL洗

涤(浸泡 0.8h)对照样与处理实验材料样后，取清洗

液 2mL测定荧光强度的变化.结果显示:用 E町A 溶

液和二次蒸馆水间隔清洗 3 次后，溶液的荧光强度

已降低到对照(元 Eu3 + 离子)水平，从而排除了样品

分析过程中，附着的 Eu3 + 及其官金属离子干扰测定

的可能性.

原生质体制备:酶液组成为 2% Cellulose R -

10 , 5 % Pectinase , O. 5mol/L 甘露醇， 3mmolJL CaC12 

2H2 0 分离所得原生质体悬浮分为两组，一组用以测

定原生质体相对荧光强度，另一组按方法[IOJ 进行.

所有操作均需在 0-4"C下进行，取原生质体悬浮

液，破碎细胞， 10，栅g 20min 沉降线粒体粗制品井

纯化[11] ， 80，栅g lh 沉淀细胞质膜，不连续密度梯度

离心纯化，悬浮，上清液为胞质可溶性部分，含细胞

内大部分蛋白.

荧光强度测定:移取 0.25μg Eu( 田)标准溶液于

25mL比色管中，依次加入 πA 标液， lmL HAc -

NaAc 缓冲液 (pH4.7) 后，加人 2mL 1% 4 ， 7- 二

苯基 -2 ， 9- 二甲基- 1 ， 10- 邻菲咿琳榕液，959毛乙

醇稀释至刻度，摇匀，于(60 土 3) "c水浴上加热 30min

室温放置 20min. 在盯'540 荧光分光光度计上于

Àex = 365nm , Àem = 616nm 处以试剂空白为参数测定

相对荧光强度.

2 结果与讨论

2.1 有机溶剂对体系荧光性质的影晌

实验结果表明:醇类有机试剂的加人，使 Eu 一

TIA 体系荧光强度增大，其中乙醇提高荧光强度的

幅度最大，但最大儿， Àem变化小，说明溶剂没有参

加配位反应.而且，醇类对体系荧光强度有不同程度

增强，常用的非醇类溶剂丙酣和 1 ， 4 -二氧六环则

没有增敏作用，有机溶刑增敏次序为:乙醇>正丁醇

>正丙醇〉叔丁醇〉异丙醇〉异丁醇〉甲醇〉乙二

醇，本实验选用乙醇作溶剂.荧光强度的增强与有机

溶剂的物理性质如粘度[llJ 、表面张力等没有明显的

依赖关系，这表明有机溶剂对配合物荧光性能的影

响是复杂的和多方面的[口J 可能的情况是醇类有机

溶剂的加人使 Eu - TIA 配合反应的微环境发生了

变化，它可能在没有破坏 Eu- TIA 二元配合物的荧

光中心的前提下保护了配合物的激发单线态，此外，

有机榕剂能排斥水分子进入配位内界，增大了络合

物溶解度提高了荧光强度.不同醇类，其最住 pH 范

围不间，这与不同结构的溶剂具有不同榕剂化效应

有关，而且，只有当有机醇类溶剂在体系中的含量超

过 80%时，才有较大增敏作用.

2.2 二元配合物的组成及儿，溶剂化鼓和溶剂化

常数的测定

分别用摩尔比法及平衡移动法测定配合物组

成，二者一致结果为 Eu( 皿): TIA=I:3(摩尔比) , 

Ks = 2. 03 X 1016 ，由平衡移动法所测得溶剂化数及

溶剂化常数说明溶剂化常数与荧光强度没有定量关

系.

2.3 三元配合物的形成对 Eu-πA体系荧光性质

的影晌

从表 l 可知，邻菲哼琳衍生物的加入，不仅改变
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了体系荧光强度，激发波长也有改变.第三组分取代

基不同，分子激发所吸收能量发生改变，导致激发波

长发生变化[时，体系V 的灵敏度高，线性范围宽.这

是由于基团的增敏效应顺序为:苯基+甲基>甲基

>H> 硝基，供电子能力强的基团可对体系提供更

多的配位体微扰 m→m 头跃迁[l3] ，本实验选用体系

V进行测定.

2.4 放置时间与反应温度的影晌

实验表明，温度对体系荧光强度影响较大，随温

度升至 50 - 70"C，体系荧光强度达稳定，本文选用

ω℃加热 30min，室温放置 20min.

表 1 邻菲哼琳及其衍生物对 Eu(O.OlμglmL) -1TA 荧光性质的影晌

体系 I H E N V 

第三组分 邻菲~琳
5- 硝基一 1 ， 10 一 2,9 二甲基 -1 ， 10 4 ， 7 二苯基 2 ， 9 -二甲基一

邻邻菲愣琳 邻菲R罗琳 1,10 邻菲口罗琳

À",JÀ= 347/617 374/613 373/617 350/617 365/616 

荧光强度 30.0 108 1∞ 137 195.3 

最佳 pH 范围 4.4-5.0 4.5-6.3 5.0-5.9 4.5 向 5.0 4.5-5.0 

I寸A 用量(mL) 1.0 1.0 2.0 0.7 2.0 

第三组分用量(mL) 0.5- 1. 1 0.5 - 1.5 1. 5-2.5 < 1.0b 1. 3-2.7 

检测限(μ.g) O.∞5 O.ω4 O.∞4 。∞3 O.∞2 

线性范围(时mL) 。- 0.012 。- 0.015 。 -0.014 。 -0.020 。- 0.030 

a 当 2 ， 9- 二甲基 -1 ， 10 一邻菲愣琳用量大于 lmL时，荧光强度低于 Eu - 'ITA 体系荧光强度 ，t.F<O; b 各体系内均含甲(乙醇) =0.80. 

2.5 共存离子的影响

按实验方法测定了 17 种金属离子的干扰，结果

表明，对在允许误差 3% 范围内， 10 倍的La(皿) , 

Y( 皿) ， Ho( 皿)， Sm( 皿)， Er( 皿)， Mg(II) ， 1∞倍的

Ba( II ), Cr( 田) , Ni ( II ) , Al (田) ， 2∞倍的 Co( II ) ;50 

倍的 Mn( II ), Ca( II ),Ge( II) 对反应不产生干扰;

Fe( 皿)， Cd(II) ， Ce( 囚)对体系有干扰，这些物质可

在样品处理过程中被除去.

3 样品分析

3.1 分析结果

分离所得的原生质体、质膜、线粒体与胞质部

分， 80"C强酸消化 V(HCI04 ): V(HN03 ) = 1: 3 ，所得白

色粉末用去离子水溶解，置于lOmL比色管中加一滴

0.1% 甲基红指示剂，用 cp(N~OH) = 0.05 和伊(HCl)

=0.03 调节搭液使其变红后，依实验方法测定，结果

见表 2.

表 2 显示， Eu3+ 进入植物细胞后，与胞内蛋白质

的结合并不是随机的，根和叶片中线粒体均比质膜

有更高的亲合性，积累的 Euh 多，植物一旦受到稀土

元素毒害时，首先受伤害的部位可能是线粒体.因

此，检测其积累稀土离子的量可以作为检测土壤中

稀土元素程度量的重物质指标之一.

表 2 Eu03 处理后根和叶片细胞不同部分

Eu( ][)含量的变化[ 10- 4问/mg( Pr) ] 

原生质体 质膜 线粒体
胞质可

溶性部分

根 26.849 士1. 172 40.267 士 1.584 86.562 士 1.012 0 

叶 34.233 士1. 511 19.812 土 2.331 27.056 土 0.297 0 

3.2 回收实验

表 3 回收实验[Eul0-4μglmg(阶)J

样品 测得值

质膜(根) 40.267 土 1.584

线粒体(根) 86.562 土 1.012

加入量 回收量回收率(%)

20 

20 

19 

18 

98 

% 

表 3 表明，体系回收率较好，结果令人满意.

以上分析表明: Eu - TI A - 4 ,7 -二苯基- 2 ,9-

二甲基 -1 ， 10- 邻菲咿琳体系具有检测限低，操作

简便，精确度高，操作时间短，测定过程中不需要萃

取等优点.因此，用该法进行痕量 Eu 的荧光分析不

仅在植物代谢研究中具有广泛的应用前景，而且可

应用于不同学科领域的类似研究，是一种可信的、重

要的辅助研究方法.
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