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摘 要

本文报道的酶催化荧光技术测定大气水相中
, 可 以在野外采集样品

, 经简单前处理后带回中心实
验室测定 方法的最低检侧限为 。一 子 , 在 又 。一 , 至 。一 , 浓度范围内工作曲续呈续性

,

在 。一 和 。 时的变异系数小于 。 若用流动注射方式工作
,

样晶量小子
,

一 , 油 泣 可

以侧定一个样品
。

酸雨形成的一个重要途径是大气中的二氧化硫在水相中被氧化成硫酸
,

大气中气态

二氧化硫 在大气水相中溶解
。

生成溶解态二氧化硫
,

助 解离成
十 ,

百
,

盆
一
等

,

及 轰
一

统称为溶解态 随着大气水相

降低
, 万 溶解度减小

, ,
氧化 及铁

、

锰催化氧化 的速度减慢
,

与之相

反
,

由于酸催化作用 溶解态
。

氧化 的速度不受 的影响 「
, , ,

这就造成这些

反应物在通常大气浓度下
,

在 小于 浦一 时
,

大气水相中 氧化 是 扮

被氧化的最快途径 〔 ’
。

在一次降水过程中
,

氧化 形成硫酸的多少决定于大气中 和 的

含量 因此
,

积累不同时间
、

不同地点大气水相 云
、

雾
、

雨
、

雪等 中 的数据

是研究控制酸雨的重要一步

大气水相中溶解态 来自大气中气态 的溶解 或水相中自巳生成的 峥 ’
,

直接测定气态 比较困难 但 作为氧化剂是在水相中氧化
,

测量水相中

溶解态 不能不算是一种有效途径
礴 ’ 由于鲁米诺试剂化学发光法测量大气水相中

受到干扰 〔
‘ ’ ,

最近发展的酶催化荧光法
,

充分利用了荧光法的高灵敏度和酶催化

反应的专一性
,

使该法广泛用于大气水相 的测定 ‘”’

本文报道一种酶催化荧光法测定大气水相中的
,

尽量使用国产药品
,

可以在

野外多点采样
,

集中到中心实验室测定 可以是流动注射式
,

也可以是非 流动 式
,

这

样
,

很多型号的荧光仪都可以利用
。

基 本 原 理

过氧化物酶催化还原过氧化物
,

使对轻基苯乙酸 人 形成二聚物
‘“ ’,

例

如
,

对 有如下反应式
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过氧化物酶

—
一 , 一

·叫

反应是定量的
,

即每打开一个过氧键
一 一 一 ,

就有一个二聚物生成 二聚物在激发

峰波长 时产生荧光
,

发射峰波长为 因此
,

二聚物荧光强度与过氧化物浓

度成正比
,

二聚物在几天内是稳定的
,

可以在采样点反应生成
,

带到中心实验室测定 ’
”’

实 验 部 分

仪器和试剂

所用仪器及试剂的生产厂家及规格列于表
,

除对拄基苯乙酸外
,

其余均为国产试

剂
。

用酶催化荧光法测定 , 对去离子水的纯度要求较高 「
” ’ 本实验用新蒸的二次蒸

馏水或市售蒸馏水通过阴阳离子交换柱的去离子水
。

衰 试 剂 和 仪 器

如

三经甲基氮基甲烷
, 分析纯

过长化物醉 辣根
, 单位 口 醉

对羚基笨乙成 人

乙二胺四 乙酸二钠
, 分析纯

过氛化氢
, 分析纯

成都化学试荆厂

上海生物化学研究所

东京化成工业株式会社

成都化学试荆厂

中国医药公司北京采购供应站

一 。。。荧光分光光度计
一 荧光分光光度计
一 。荧光分光光度计

卜 。荧光分光光度计
一 型蟠动泵

不锈钢聚四氟乙烯六通闷

石英荧光比色杯 也

功

岛津

岛津

日本分光

中科院科仪厂

温州市南郊电器元件厂

上海玻璐四厂

仪鹅

操作步骤

标准液用市售 试剂经多次稀释得到
,

在 标准储备液中

加入
一 ”

锡酸钠
,

的分解速度每月小于 ‘”’ ,

制作工作曲线的 标准

液由 的标准储备液每天配制 标准液用高锰酸钾法标定
,

高锰酸钾溶液用草

酸钠标定 ’

使用液用 改进的方法制备 以
’ 准确称取

, ,

和 辣根过氧化物酶
,

加去离子水及 盐酸使其溶解
,

转移至

容量瓶中用去离子水稀至刻度
,

此溶液称 混合液
,

保存在冰箱中可使用

一周 混合液用去离子水稀释 倍称 使用液
,

保存在冰箱或冰瓶中

可使用一
、

二天
。

准确吸取 雨水于 具塞试管中
,

准确加入 二 使用依
,

保存
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在冰箱或冰瓶中 若样品可能有 干扰时
,

在 雨样中加入 甲醛溶

液
,

摇匀
,

放置一分钟再加入 使用液

在稀释到不同浓度的 标准 溶液中
,

各加入 使用液
,

在

荧光仪上测定荧光值
,

绘制工作曲线
。

图 是侧定 二聚物荧光值的流动注射装置示意图
‘ ’ 用 玻璃往射器

吸取样品
,

注入六通阀的进样圈中
,

转动六通阀
,

样品即被蠕动泵驱动的去离子水
载入

一

型荧光仪的流动池
,

流速为 荧光仪的输出信号记录

在记录仪上
,

如图

国内大多数荧光仪未安装流动池
,

用 荧光比色杯同样可以测定

诊诊诊诊诊诊诊诊
习习习梦

蠕蠕蠕动泵泵泵

荧荧荧光仪仪仪

田 流动注射式酶催化萤光法测定 装

置示意图
了

份

爪

圈 流动注射式测定不同浓度 ,

的记录
以七 以

助 卜 书全己
一

戈

结 果 与 讨 论

,

浓度在
,

至
一 ”

范围内
,

荧光值与 浓度呈线性相关
,

相关
系数大

,

工作曲线呈直线 以 倍空白样的标准偏差为最低检侧限
,

测 得为 沐

犷 ’ 在 。 浓度分别为
一 , 一 “

时
,

一个样品 次测量的变异系数为

和
。

大气水相中 平均以每小时 的速率衰减 ‘ ’ 用化 学 发 光 法
‘“ ’、 荧 光

法
一

” , ‘“ ’测
,

采集的水样要立即分析
,

这就要求在每一个采样点上都需配备一 台

仪器及相应的实验条件
,

用酶催化法侧
,

生成的 二聚物是稳定的
,

在
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℃的冰箱中保存 天后荧光值没有显著变化 因此
,

不论在什么条件的采样点上
,

只要

将大气水样加入适量的 使用液
,

保存在冰箱或冰瓶中
,

采样完毕
,

带回中心

实验室测定
,

不影响其准确性 不同型号的荧光仪测定结果都较理想
,

工作曲线如图

所示
。

器耐赫赫
竺
叶 司

划宋袱

认切 场氏加 玩 , 加

即

坷米粼

场伪如 肠伽 跳肠加

圈 不同型号荧光仪测定 的工作曲线

月 加
岛津 一 炎光仪 , 岛津 一 通。炎光仪 , 一

恤
一 荧光

仪 , 一班口
一 荧光仪 , 日本分光 一 荧光仪 , 本分光

荧光仪
、

为有 皿 时的工作曲线

用过氧化物酶催化 和过氧化物反应生成二聚体
,

测得的实际上是样品中的

总过氧化物
,

包括过氧化氢
、

甲基过氧化氢
、

正丙基过氧化氢及过氧 乙酸等
。

用过氧化氢

酶除去样品中的过氧化氢
,

酶催化荧光技术可以测有机过氧化物
,

由差减法求得过氧化

氢 ‘
“ ’ 大气有机过氧化物主要是甲基过氧化氢

,

亨利系数 ℃时为
,

而

为
” ,

在通常的大气条件下
,

大气水相中过氧化物主要是过氧化氢 【。 ”
‘ ,

因此
,

可以测量大气水相中总过氧化物
,

并认为是过氧化氢

用鲁米诺试剂化学发光法测量大气水相中的
,

受到金属离子等无机物及 等

有机物的干扰 “ ’ 而在 混合液中加入了 以掩蔽金属离子的干扰
,

又由

于酶催化的专一性 【
” ’ ,

酶催化荧光法受到的干扰小

大气中有
,

等痕量气体
,

云水
、

雨水会洗脱这些气体
,

并在水相中反应

在地面收集雨水并测定 由于 的干扰
,

测得的浓度和采样必析方法有关 例

如
,

在地面采集半小时雨样
,

在雨样中立即加入 使用搏 此时
,

采样开始时收
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集到的雨水中的 有足够长的时间 半小时 和 反应
,

已基本完成
,

而采样

结束时收集到的雨水尚未完成反应 如果在采样器中加入 亡
,

使雨样中最终

浓度为 左右 雨水中 万 优先和 进行加成反应

︹占“国河

百二
二

之 万

消除去 的干扰 〔
”, “ ’ 这时测 量 的

浓度代表降雨到达地 面 时 浓 度

在有 存在时
,

工作曲线的斜率

比没有 时小 左右 见图
, ,

对其他参数没有影响
。

由于大气水相中 和 反应

速度快 鱼
’‘ ,

在大气水相中不可能两 者 同

时以高浓度存在 即有 。 存 在 时
,

万 就很少 有 存在时
,

就

很少 两神方法测得结果相差不很大

图 是在贵阳地区测得分 段 雨 样 中

浓度频率分布图
,

典型的采样时间

为半小时
。

如图所示
,

在城区基本上测不

出
,

在远郊区测得 的频度还比

较高
。

重 百分橄召〕

图 贵阳地区分段降雨中 浓度分布
城区 远郊区

宝纽

劝

佗

刁
“

结

本文报道的荧光法测定大气水相中 的方法比较实用
,

基本上使用国产试剂
,

几

乎每个地方都能找到可以使用的荧光仪 不过要测量云水等少量珍贵样品或 大 量样 品

时
,

最好使用流动注射式
·

样品量可小于
,

二
、

三分钟可测一个样况
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