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摘要　酸性橙Ⅱ在食品工业中是禁用添加剂。针对酸性橙Ⅱ的食品安全检测问题，报道了运用荧光光谱技术检测

其水溶液的实验。实验表明，酸性橙Ⅱ水溶液在２３０～２９０ｎｍ波长激发下，３１０～３９０ｎｍ范围内产生荧光光谱，峰

位波长在３５０ｎｍ，最佳激励波长为２５０ｎｍ；采用垂直偏振片（起偏角为００）起偏照射样品，发现偏振荧光峰位不变，

荧光峰强度随检偏角的增大而呈明显的线性递减关系。由实验数据计算得到荧光偏振度为０．７８３，表明分子具有

一定确定取向；另外，分析认为酸性橙Ⅱ产生荧光，是由于分子中含有苯环和萘环结构吸收紫外光能量，以及氮键

在光子作用下形成顺式异构体的激发单线态后，两者发射的光子所致。整个结果对酸性橙Ⅱ在食品中的违禁使用

检测、特性表征、以及分子规律的更深入研究，有一定的参考价值。
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１　引　　言

酸性橙Ⅱ由对氨基苯磺酸重氮化，与间苯二酚

偶合，其产物再与重氮化的二甲基苯胺偶合而成的

酸性偶氮染料［１］，是重要的精细化工产品，属于常用

酸性水溶性染料，有强致癌性［２］，禁止作为食品添加

剂使用。但是由于酸性橙Ⅱ具有色泽鲜艳，着色稳

定，价廉等特点，不法商贩将其用于食品生产与加

工，严重危害了消费者身体健康。

Ｍ．Ａ．Ｐｒａｄｏ等
［３］提出了运用高效液相色谱技

术检测食品中合成染料的方法，Ｆ．Ｃａｌｂｉａｎｉ等
［４］采
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用液质联合技术检测辣椒制品中的苏丹红系列色

素。酸性橙Ⅱ的常用测定方法有极谱法、高效液相

色谱、反相高效液相色谱［５～７］。但是以上方法都是

基于色谱技术的检测方法，操作时间较长、不经济、

难以推广普及。荧光光谱分析法具有测量更精确、

样品量更少、更快速、操作简单、分辨率更高、适合小

分子样品的特点，应用十分广泛［８，９］。荧光分析和

偏振技术相结合的荧光偏振法，通过对受激发后发

出的偏振荧光光子的性质进行分析比较，可以揭示

物质活动的内在规律，更好地标识、认识物质本质。

在物质分析检测，医学生物［１０，１１］等领域具有很好的

应用前景。

本文采用ＦＬＳ９２０稳态荧光光谱仪，检测出酸

性橙Ⅱ水溶液在３１０～３９０ｎｍ范围内存在荧光光

谱，荧光峰波长为３５０ｎｍ，并给出了其三维表征和

激发图谱。通过荧光偏振实验表征了荧光偏振特

性，并求得荧光偏振度０．７８３和各向异性度０．７４，

进一步揭示了分子取向规律和内在本质。

２　实　　验

ＦＬＳ９２０稳态荧光光谱仪，采用光源为４５０Ｗ

的弧光Ｘｅ灯，单色仪为每毫米１８００刻线的分光光

栅，光电转换器采用Ｒ９２８型光电倍增管（ＰＭＴ），仪

器扫描范围２００～９００ｎｍ，起偏和检偏装置均为仪

器自带的格兰 汤普森（ＧｌａｎＴｈｏｍｐｓｏｎ）棱镜。测

得的数据由计算机经ＦＬＳ９２０软件实时采集、处理

并输出。

所用材料为山东临邑黄河化工有限公司生产的

标准酸性橙Ⅱ样品和无锡华晶公司生产的超纯净水。

将标准酸性橙Ⅱ样品和纯水配置成０．５ｍｇ／ｍｌ

酸性橙Ⅱ水溶液，用３ｍｌ可封闭石英比色皿盛放，

放入样品池。待仪器启动０．５ｈ后，进入正常工作

环境开始实验。

测量酸性橙Ⅱ水溶液以及作为溶剂的纯水，在

相同实验条件下的荧光光谱图。实验参量设置为：

扫描步长１ｎｍ，每点扫描时间０．５ｓ，狭缝宽度都为

８ｎｍ，样品池温度为２６℃。２００～３００ｎｍ间每隔

１０ｎｍ进行激发，扫描范围为３００～４２０ｎｍ。

测出酸性橙Ⅱ溶液的激发光谱，参量设置为：扫

描步长１ｎｍ，每点扫描时间０．１ｓ，狭缝宽度都为

１２ｎｍ，样品池温度为２５．８３℃，扫描范围为２１０～

３００ｎｍ。

测出酸性橙Ⅱ水溶液的荧光偏振光谱。在激发

光入射光路和荧光发射光路中分别放入仪器自带的

起偏和检偏器（格兰 汤普森棱镜）。实验采用垂直

偏振片（起偏角为０°）起偏照射样品，采用不同检偏

角（分别设置为０°，１０°，２０°，３０°，４０°，５０°，６０°，７０°，

８０°，９０°）进行荧光检测，参量设置为：扫描步长

１ｎｍ，每点扫描时间０．２ｓ，狭缝宽度都为１５ｎｍ，样

品池温度为２６℃，扫描范围为３１０～４２０ｎｍ。

３　实验结果

３．１　酸性橙Ⅱ水溶液的荧光光谱

图１给出了酸性橙Ⅱ水溶液荧光光谱的等角三

维投影方式表征。三维荧光表示法能获得激发和发

射波长同时变化时的荧光强度信息，能够提供酸性

橙Ⅱ水溶液的荧光强度随激发和发射波长同步变化

的光谱信息，且更加直观，具有灵敏度高等优点。从

图１中可以发现在２３０～２９０ｎｍ近紫外区下激发

时，３１０～３９０ｎｍ之间出现明显的荧光光谱，荧光峰

值波长固定在３５０ｎｍ。其中用２５０ｎｍ波长进行激

发时，发射的荧光强度最大，达到２．２５×１０７ 个光子

数。从２５０ｎｍ波长开始，随着激发波长的增大，发

射的荧光光子数基本趋于逐渐减小的趋势，只是在

２８０ｎｍ激发时，产生的荧光光子数大于２７０ｎｍ时

激发，其原因是由于酸性橙Ⅱ在２８０ｎｍ产生强烈

吸收。

图１ 酸性橙Ⅱ溶液的等角三维荧光光谱表征

Ｆｉｇ．１ Ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔａｎｇｌｅｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｓｐｅｃｔｒａｏｆａｃｉｄｏｒａｎｇｅⅡｓｏｌｕｔｉｏｎ

３．２　纯水的荧光光谱

在食品工业中违禁使用酸性橙Ⅱ，大都是将其

溶解在水中。其荧光光谱会对要检测的酸性橙Ⅱ荧

光光谱产生干扰。在相同实验参量设置下也扫描了

纯水的荧光光谱如图２所示。可知纯水在２３０～

２９０ｎｍ激发下，不产生荧光，测出的酸性橙Ⅱ水溶

液的荧光光谱为酸性橙Ⅱ本身发出的荧光。

７０１１
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图２ 纯水的荧光图谱

Ｆｉｇ．２ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＨ２Ｏ

３．３　酸性橙Ⅱ水溶液的激发光谱

图３给出荧光峰波长对应的激发光谱。分别在

２５０ｎｍ和２８５ｎｍ附近出现两个吸收峰，２３０～２９０ｎｍ

每隔１０ｎｍ做一条垂直于横轴的虚线，分别交激发

光谱于Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ点，按吸收光子数从小到

大排列分别为 Ａ、Ｇ、Ｅ、Ｆ、Ｄ、Ｂ、Ｃ，与实验３．１在

２３０～２９０ｎｍ各激发波长下发射的荧光强度成正相

关关系，即在特定波长处吸收的光子越多，发射的荧

光强度越大。解释了酸性橙Ⅱ水溶液在２８０ｎｍ激

发下产生的荧光强度要大于在２７０ｎｍ激发的荧光

强度。

图３ 酸性橙Ⅱ水溶液的激发光谱

Ｆｉｇ．３ ＥｘｃｉｔａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆａｃｉｄｏｒａｎｇｅⅡｓｏｌｕｔｉｏｎ

３．４　酸性橙Ⅱ水溶液的荧光偏振光谱

垂直偏振片（起偏角为００）起偏照射样品，采用

不同检偏角（分别设置为０°，１０°，２０°，３０°，４０°，５０°，

６０°，７０°，８０°，９０°）进行荧光检测。图４（ａ）、图４（ｂ）

为２５０ｎｍ波长激励下的三维和二维偏振荧光光谱

图。实验表明，不同检偏角测得的偏振荧光的峰位

和波形基本无变化，峰位波长依旧在３５０ｎｍ附近，

只是发射的荧光强度有明显变化，当检偏角增大时，

测得的荧光强度降低。当偏振光激励酸性橙Ⅱ水溶

液时，发射荧光也具有偏振特性。

图４ 不同检偏角检测得到的三维（ａ），二维（ｂ）

荧光偏振图谱

Ｆｉｇ．４ Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ （ａ），ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ （ｂ）

ｐｏｌａｒｉｚｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆａｃｉｄｏｒａｎｇｅⅡ

ｓｏｌｕｔｉｏｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｂｉｎｇａｎｇｌｅｓ

　　图５给出不同检测角下的荧光偏振峰强度和检

测角度的关系。作出线性回归拟合方程：

犢＝８８４０３８－８４２０４犡，其中相关系数 犚＝

０．９８９８，实验数据呈很好的线性关系，直线即为拟合

直线。

图５ 偏振荧光峰强度和检测角度的关系及线性拟合结果

Ｆｉｇ．５Ｆｉｔｔｉｎｇｌｉｎｅａｎｄｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｐｅａｋｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｗｉｔｈｃｈａｎｇｅｏｆｐｒｏｂｉｎｇａｎｇｌｅ

４　讨论分析

由上述实验结果可知，在波长短于２９０ｎｍ（最
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佳２５０ｎｍ）的紫外光激励下，酸性橙Ⅱ水溶液能够

吸收激励光的能量并发出荧光，荧光峰值波长为

３５０ｎｍ。根据物质吸收紫外光理论，当分子吸收一

定的能量时，就发生相应能级间的电子跃迁。有机

物在紫外 可见光区域内电子跃迁的方式一般有

π→π
，狀→π两种类型。酸性橙Ⅱ分子必须有相应

的吸收结构，分子结构式如图６所示。该结构式中

一个偶氮键将一个苯环和一个萘环连接在一起，形

成大共轭结构（用字母Ａ表示），π轨道几乎扩散至

整个分子，但苯环和萘环之间无其他键连接，分子不

易保持平面，这对荧光的产生起到抑制作用。激发

波长为２３０～２９０ｎｍ，这样的波段对于Ａ这种长共

轭结构的紫外吸收过短。酸性橙Ⅱ分子结构中含有苯

环和萘环，是常见的紫外吸收结构，对２３０～２９０ｎｍ

的波长都有很好的吸收，产生π→π电子跃迁，发射

荧光光子。萘环在２８６ｎｍ有最强吸收峰
［１２］，与实

验３．３中酸性橙Ⅱ水溶液吸收光谱的第二吸收峰位

波长２８５ｎｍ 十分接近。观察苯和萘的吸收光

谱［１３］，发现苯环在２３０～２６０ｎｍ形成吸收带，萘环

在２５０～２９０ｎｍ形成吸收带，并且萘环的荧光峰位

波长在３２１ｎｍ
［１３］，落在３１０～３９０ｎｍ之间。另外，

酸性橙Ⅱ作为偶氮类染料，结构中的氮键在光子作

用下形成顺式异构体的激发单线态，产生３５０ｎｍ

左右波长的荧光光子［１４］，也是产生荧光的原因。

图６ 酸性橙Ⅱ的分子结构式

Ｆｉｇ．６ ＳｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｏｒｍｕｌａｏｆａｃｉｄｏｒａｎｇｅⅡ

根据荧光偏振公式犘＝（犐∥－犐⊥）／（犐∥＋犐⊥），

其中犐∥为检测角为０°时测得的荧光强度，犐⊥为检

测角为９０°时测得的荧光强度。将实验数据代入公

式得：犘＝（７４８７００－９１１５０）／（７４８７００＋９１１５０）＝

０．７８３。表明去偏效果不明显，发射荧光团较好的记

忆了激发光的偏振信息。另方面也说明吸收跃迁偶

极距和发射跃迁偶极距之间的夹角很小，可近似看

作平行［１５］。

图７为酸性橙Ⅱ水溶液荧光偏振光谱的犐∥和

犐⊥检测光路。偏振光沿犣轴偏振，从犡 轴入射，在

犢轴检测犐∥、犐⊥，分子取向以吸收跃迁偶极距和发

射跃迁偶极距表示。假设酸性橙Ⅱ水溶液为随机取

图７ 酸性橙Ⅱ溶液荧光偏振光谱的犐∥和犐⊥检测光路

Ｆｉｇ．７ Ｌｉｇｈｔｐａｔｈｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇ犐∥ａｎｄ犐⊥ｉｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆａｃｉｄｏｒａｎｇｅⅡ

向的分子，激发分子取向在θ＋ｄθ和＋ｄ之间的

概率为［１３］

犳（θ）ｄθ＝ｃｏｓ
２
θｓｉｎθｄθ， （１）

发射 的 沿 犣 轴 方 向 偏 振 的 荧 光 概 率 正 比 于

犺·犽 ２，犺为吸收跃迁偶极距矢量，犽为犣轴单位矢

量，即发射概率正比于ｃｏｓ２θ。则沿犣轴偏振的荧光

相对强度犐∥ 为

犐∥∝犕∫
２π

０

ｄ∫
π

０

ｃｏｓ２θ犳（θ）ｄθ＝

犕∫
２π

０

ｄ∫
π

０

ｃｏｓ４θｓｉｎθｄθ＝
４

５
π犕， （２）

　　其中犕为假设比例系数。发射的沿犡轴方向偏

振的荧光概率正比于ｓｉｎ２θｃｏｓ
２

［１６］，则沿犡 轴偏振

的荧光相对强度犐⊥ 为：

犐⊥∝犕∫
２π

０

ｄ∫
π

０

ｃｏｓ２ｓｉｎ
２
θ犳（θ）ｄθ＝

犕∫
２π

０

ｃｏｓ２ｄ∫
π

０

ｃｏｓ２θｓｉｎ
３
θｄθ＝

４

１５
π犕， （３）

　　 将犐∥ 和犐⊥ 代入犘＝（犐∥－犐⊥）／（犐∥＋犐⊥）得

到犘＝０．５。

将酸性橙Ⅱ溶液分子假设为随机取向的分子，

推导得到的荧光偏振度与实验测得的相差很大，所

以认为酸性橙Ⅱ溶液分子为具有确定取向的分子，

具有一定方向性的链式、环式结构。

５　结　　论

在２３０～２９０ｎｍ紫外激发下，酸性橙Ⅱ水溶液

在３１０～３９０ｎｍ 范围内发射荧光光子，峰位在

３５０ｎｍ，最佳激励波长为２５０ｎｍ。

垂直偏振片（起偏角为０°）起偏照射样品，采用

９０１１
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不同检偏角（分别设置为０°，１０°，２０°，３０°，４０°，５０°，

６０°，７０°，８０°，９０°）进行荧光检测，偏振荧光的峰位和

波形基本无变化，荧光强度随检偏角增大而越来越

小，呈现出十分明显的线性关系。

根据实验结果分析，初步认为：酸性橙Ⅱ产生荧

光，是由于分子中含有苯环和萘环结构，吸收紫外光

能量后发射出荧光光子；氮键在光子作用下形成顺

式异构体的激发单线态，产生３５０ｎｍ波长附近的

荧光光子。

由实验数据通过偏振公式求得犘＝０．７８３，与随

机取向分子荧光偏振度相差很大，认为酸性橙Ⅱ水

溶液分子为具有一定确定取向的分子，各向异性度

狉＝２犘／（３－犘）＝０．７４。
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