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纸上荧光数码成像法快速测定花生壳中的 
木犀草素含量 

 

乐薇，曹艳蓉，杨立 

（武汉工商学院环境与生物工程学院，湖北武汉 430065） 

摘要：本文利用木犀草素在乙二胺四乙酸二钠（EDTA）协同配合下可增强铽离子（Tb3+）荧光强度的特征，建立了一种快速测

定木犀草素含量的纸上荧光数码成像法。将木犀草素溶液及 EDTA、Tb3+、NaOH 等检测试剂点样于纸芯片的检测区，用智能手机在

紫外灯下采集并读取荧光图片的红（R）、绿（G）、蓝（B）颜色数值，研究了该检测体系的显色条件、干扰物质、木犀草素浓度计

算模型等。结果表明：优化后的显色条件为依次在纸芯片检测区加入 0.4 μL 1.0 mol/L NaOH 溶液、1.0 μL 1.0×10-2 mol/L EDTA 溶液、

6 μL 木犀草素标准溶液、0.75 μL 1.5 mmol/L Tb3+溶液，室温下反应 5 min。在此条件下，木犀草素的浓度在 0.05~4.0 mmol/L 时与 B/

（R+G+B）成良好的线性关系，R2=0.9954；用该法测定花生壳中木犀草素含量时，回收率为 96.5%~106.3%，相对标准偏差为 3.9%。

该法快速、简便、成本低廉，能用于复杂样品中木犀草素含量的现场测定。 
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Abstract: A rapid luteolin quantification method based on fluorescence imaging of reagents spotted on filter paper was established in this 

study. The method was based on the ability of luteolin to significantly enhance the fluorescence intensity of Tb3+ in the presence of EDTA. 

Luteolin solution and detection reagent (including EDTA,Tb3+,NaOH) were spotted onto a paper chip, then red (R), green (G), and blue (B) 

fluorescence intensities were captured and read under UV light using a smartphone. Image exposure conditions, interfering substances, and 

luteolin concentration calculation methods were examined using this quantification system. Optimal fluorescence development conditions were 

as follows: add sequentially 0.4 μL1.0 mol/L NaOH solution, 1.0 μL 1.0×10-2 mol/L EDTA solution, 6 μL luteolin solution, and 0.75 μL 1.5 

mmol/L Tb3+solution to the paper chip, then allow reaction to proceed for 5 min at room temperature. Under these conditions, luteolin will have 

a good linear relationship with B/(R+G+B) at concentrations between 0.05 and 4.0 mmol/L, R2=0.9954. When using this rapid quantification 

method to detect the luteolin content in peanut shells, recovery rates were between 96.5% and 106.3%, with a relative standard deviation of 3.9%. 

This method was rapid, simple, and economical, and allowed on-the-spot quantification of luteolin in complex samples. 
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植物界中[1]。它具有消炎、抗过敏、抗肿瘤、抗菌、

抗氧化等药理活性[2-7]，同时还可用于食品的防腐[8]，

有广泛的应用价值和良好的开发前景。目前，木犀草

素的来源有天然提取和人工合成等方法。如木犀草素

可从成本低廉的天然产物玉米须[9]、花生壳[10]中提取，
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也可以芦丁为原料半合成获得[11]。天然提取和人工合

成中木犀草素含量的测定都是必不可少的环节。目前

木犀草素含量测定方法主要为高效液相色谱法[12-15]，

该方法需要精密仪器，且耗时较长。因此研究一种快

速简便测定木犀草素含量的方法具有现实意义。 
纸芯片是近年发展起来的一种具有广阔应用前

景的微流控分析器件[16,17]，它使用纤维素材料作为基

底，在纸表面加工出具备一定流体通路的分析器件，

具有便携、装置简单、样品量少、可同时进行多种物

质检测等优点[18]，是微流控芯片领域的最新发展方向
[19-23]。纸上荧光成像法是将待测物质点样于纸芯片的

检测区，在黑暗环境中利用紫外灯照射，对滤纸上产

生荧光的样点进行拍摄成像[24]。该方法仅需紫外灯和

拍摄装置（如智能手机）即可检测，通过图片三原色

（红色 R、绿色 G、蓝色 B）数值的读取，可现场快

速定量测定。陈传燕指出在 EDTA 协同配合下，木犀

草素具有增强稀土铽离子荧光强度的特征[25]，并以此

建立了荧光光度法测定木犀草素含量的方法，本文在

此基础上，结合纸芯片和数码成像技术，研究了一种

纸上荧光数码成像快速测定花生壳中木犀草素含量的

方法，以期为现场快速测定方法提供参考。  

1  材料与方法 

1.1  原料 

木犀草素（标准品），北京市酷尔化学科技有限公

司；乙二胺四乙酸二钠（分析纯），天津市百世化工有

限公司；氧化铽（分析纯），天津兰翼生物科技有限公

司；定性滤纸（中速），杭州沃华滤纸有限公司；所有

实验用试剂均为国产分析纯。 

1.2  仪器 

JY02S 型紫外分析仪，北京君意东方电泳设备有

限公司；小米 MI 8 SE 智能手机，小米科技有限责任

公司；F96S 荧光光度计，上海精密仪器仪表厂。 

1.3  试验方法 

1.3.1  纸芯片的设计 

采用剪切-粘贴法获得纸芯片。具体如下：在长方

形定性滤纸上用 6 mm 打孔器每隔一定距离打孔若干

个。将打完孔的滤纸在饱和石蜡庚烷溶液中完全浸没

1 min 左右，取出，70 ℃下加热 5 min，然后冷却至室

温，获得疏水性滤纸基底。将打孔获得的 6 mm 亲水

圆形滤纸片（即检测区）用双面胶重新粘回处理后的

滤纸上（图 1），按照此方法制作若干滤纸片保存备用。 

 
图1 制备的纸芯片实物图 

Fig.1 Product pictures for paper chip  

1.3.2  图像采集及取色 
使用2244×1080像素的小米手机在紫外灯下采集

纸芯片荧光显色图像。将待测纸芯片水平放置于箱式

紫外分析仪的载物台中央，在 365 nm 波长下显色，

手机镜头紧贴紫外分析仪的相机拍照口，并与纸芯片

平行，以保证每次拍照距离一定，拍摄均采用夜景模

式。另在手机上安装颜色识别器 APP（免费，5.3 M），

利用该 APP 对拍摄照片进行 RGB 的取色，读取同一

检测区中心区域、边缘区域、中心与边缘之间区域共

3 个不同位点的 RGB，取平均值，以此平均值作为该

检测区的 RGB 读数。 
为减小光线、手机光源等拍照条件对 RGB 值的

影响，以下各实验项目的平行实验应同时进行操作并

同步拍照。 
1.3.3  纸芯片测定木犀草素的显色条件优化 
1.3.3.1  木犀草素溶液点样体积的影响 

按照 1.3.1 制备 3×6 阵列的纸芯片，每个木犀草

素点样体积重复 3 次实验。在 1~6 号纸芯片检测区域

内均准确加入 0.4 μL 1.0 mol/L NaOH 溶液和 1.0 μL 
1.0×10-2 mol/L EDTA 溶液，然后依次滴加 0、2、4、6、
8、10 μL 0.10 mmol/L 木犀草素标准溶液，再各加入

0.75 μL 1.5 mmol/L Tb3+溶液，室温反应 5 min，进行

图像采集及取色。 
1.3.3.2  Tb3+浓度的影响 

每个Tb3+浓度在 4×6 陈列的纸芯片上重复 3 次实

验，第 4 列为不加木犀草素标准溶液的空白对照组。

在 1~6 号纸芯片检测区均准确加入 0.4 μL 1.0 mol/L 
NaOH 溶液、1.0 μL 1.0×10-2 mol/L EDTA 溶液和 6 μL 
0.10 mmol/ L 木犀草素标准溶液，再分别加入 0.75 μL 
0、0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 mmol/L Tb3+溶液，反应 5 min，
进行图像采集及取色。 
1.3.3.3  NaOH 溶液用量的影响 

每个NaOH溶液用量在 3×6阵列的纸芯片上重复

3 次实验。在 1-6 号纸芯片检测区域内依次加入 0、0.2、
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0.4、0.6、0.8、1.0 μL 1.0 mol/L NaOH 溶液，再在每

个检测区加入 1.0 μL 1.0×10-2 mol/L EDTA、6 μL 0.10 
mmol/L 木犀草素标准溶液和 0.75 μL 1.5 mmol/L Tb3+

溶液，室温反应 5 min，进行图像采集及取色。 
1.3.3.4  显色时间的影响 

在纸芯片检测区加入 0.4 μL 1.0 mol/L NaOH 溶

液，1.0 μL 1.0×10-2 mol/L EDTA 溶液、6 μL 0.10 
mmol/L 木犀草素标准溶液和 0.75 μL 1.5 mmol/L Tb3+

溶液，平行操作 3 份。待显色 0.5、2、4、6、8、10、
30、60、120 min 后分别进行图像采集及取色。 
1.3.4  标准曲线的绘制 

每个已知浓度木犀草素标准溶液在 3×6 阵列的纸

芯片上重复 3 次实验。在 1~6 号检测区均加入 0.4 μL 
1.0 mol/L NaOH 溶液、1.0 μL 1.0×10-2 mol/L EDTA 溶

液，再分别加入 0、0.05、0.10、0.15、0.20、0.25 mmol/L
的木犀草素标准溶液 6 μL，再加入 0.75 μL 1.5 
mmol/LTb3+溶液，室温下反应 5 min，进行图像采集及

取色。建立各种 RGB 值对木犀草素浓度的数学模型，

通过比较相关系数（r），获得最优的标准曲线方程。 
1.3.5  干扰物质的影响 

每种干扰物质在 3×7 阵列的纸芯片上重复 3 次实

验，固定木犀草素浓度为 0.20 mmol/L。其中 1~6 号检

测区为加入干扰物质的待测定木犀草素荧光显色体系

溶液，7 号检测区为未加干扰物质的木犀草素荧光显

色体系溶液，室温下反应 5 min 后，进行图像采集及

取色。 
1.3.6  花生壳中木犀草素含量的测定 

1.3.6.1  木犀草素提取液的制备 
将 2 g 花生壳粉碎过 40 目筛，加入 60 mL 70%

（V/V）的乙醇水溶液，浸泡 24 h，在 80 MHz、60 ℃
下进行超声提取 30 min[26]，提取完毕后，过滤，弃去

固体残渣，用 70%乙醇水溶液稀释至 100 mL，得木犀

草素提取液，备用。 
1.3.6.2  标准曲线法 

按 1.3.4 的方法，在 3×7 阵列纸芯片的 1~6 号检

测区加入各试剂。同时在 7 号检测区加入对应的

NaOH 溶液、EDTA 溶液、6 μL 木犀草素提取液和 Tb3+

溶液，各木犀草素溶液及木犀草素提取液均重复 3 次

实验。取 3 次实验的 RGB 平均值绘制标准曲线，计

算木犀草素的含量。 
1.3.6.3  标准加入法 

在纸芯片 1~6 号检测区依次准确加入 6 μL 0、
0.05、0.1、0.15、0.20、0.25 mmol/L 的木犀草素溶液，

晾干，再加入 0.4 μL 1.0 mol/L NaOH 溶液、1.0 μL 
1.0×10-2 mol/L EDTA 溶液、6 μL 木犀草素提取液和

0.75 μL 1.5×10-3 mol/L Tb3+溶液。室温显色 5 min 后，

进行图像采集及取色。于 3×7 阵列纸芯片上平行操作

3 次，取 3 次实验的 RGB 平均值绘制标准曲线，计算

出花生壳中木犀草素的含量。 
1.3.7  花生壳中木犀草素含量的计算 

含量/%=（C×D×Mr/W）×100 

式中：C 为由标准曲线方程计算得到的木犀草素浓度

（mmol/L）；D 为稀释体积（mL）；Mr 为木犀草素的相对分子

量（286.23 g/mol）；W 为称取的花生壳的质量（mg）。 

2  结果与讨论 

据陈传燕报道在一定浓度范围内，木犀草素的浓

度与对应检测体系的荧光强度成正比例，可用于木犀

草素的定量分析[25]。本研究也发现在紫外灯照射下，

木犀草素显色斑点颜色的深浅与木犀草素浓度呈相关

性，经智能手机图像采集及取色后，可将颜色深浅转

化为 RGB 值，从而建立 RGB 值与木犀草素浓度的关

系。 

2.1  显色条件的优化 

2.1.1  木犀草素溶液点样体积的影响 

不同木犀草素溶液点样体积下的木犀草素检测体

系荧光显色图片及 RGB 值如图 2 所示。从显色图片

看，当点样体积小于 4 μL 时，样斑边界不清晰；从

RGB 值来看，点样体积小于 4 μL 或大于 8 μL 时 RGB
值相对标准偏差较大（超过 5%），这是由于点样体积

过小时，溶液未完全浸没检测区，而点样体积过大时，

则会造成边界的显色物质聚集，即点样体积过小或过

大都会引起斑点显色不均匀，造成读取的 R、G、B
值重现性下降。综合考虑，选择点样体积为 6 μL。 

 
图2 木犀草素溶液点样体积对RGB值的影响 

Fig.2 The influence of volume of luteolin solution on RGB 

value 

2.1.2  Tb3+溶液的浓度对荧光图片 RGB 值的

影响 

实验发现 Tb3+本身有微弱荧光，在实验浓度范围
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下 Tb3+自身的荧光图片 RGB 值变化较小，故 Tb3+自

身的荧光对木犀草素测定体系的荧光影响可忽略。不

同浓度Tb3+溶液下木犀草素检测体系的荧光显色图片

及 RGB 值如图 3 所示。可知，R、G、B 值均随着 Tb3+

溶液浓度的增大而呈现上升趋势，当 Tb3+溶液的浓度

达到 0.15 mmol/L 时，R、G、B 值基本趋于稳定。因

此后续实验中选择 Tb3+溶液的浓度为 0.15 mmol/L。 

 
图3 Tb3+溶液的浓度对荧光图片RGB值的影响 

Fig.3 The influence of volume of Tb3+ solution on RGB value 

2.1.3  NaOH 用量的影响 

 
图4 NaOH用量对RGB值的影响 

Fig.4 The influence of volume of NaOH solution on RGB value 

不同NaOH用量对木犀草素检测体系荧光显色图

片的 RGB 值影响如图 4 所示。可知，随着 NaOH 溶

液用量的增加，显色斑点的 R、G、B 值均呈现先上

升后下降的趋势，在 0.6 μL 时数值达到最大，即荧光

强度也最强。这是因为在碱性溶液中，木犀草素酚羟

基上的氢离子容易发生解离，有利于和 Tb3+、EDTA
生成三元配合物，强化了 Tb3+的特征荧光，但碱性太

强又会生成 Tb(OH)3沉淀，造成荧光强度下降。因此

为增强检测过程的灵敏度，选择 NaOH 溶液的用量为

0.6 μL。 
2.1.4  显色时间的影响 

不同显色时间下的木犀草素检测体系的 RGB 值

如图 5 所示。可知显色 4 min 后，R、G、B 值趋于稳

定，在后续 10 min、30 min、60 min、120 min 拍照处

理得到的 R、G、B 值仍较稳定，证明该体系荧光能

够长时间稳定存在，长时间放置结果依旧有效。本实

验选择显色时间为 5 min。 

 
图5 显色时间对RGB值的影响 

Fig.5 The influence of time on RGB value 

2.2  标准曲线方程的建立 

对不同浓度下木犀草素荧光显色的 RGB 值进行

多种数学模型的处理，并进行线性拟合，其结果如表

1 所示。通过比较相关系数，可知采用 B/（R+G+B）
对木犀草素浓度的拟合方程线性最好，R2>0.99，木犀

草素浓度 C 与 B/（R+G+B）呈负相关性，由此建立

的标准曲线方程为 B/（R+G+B）=-0.4851 C+0.5322。
继续呈梯度增加木犀草素标准溶液浓度，观察木犀草

素浓度与 B/（R+G+B）值的线性关系，发现当木犀草

素浓度在 0.05~4.0 mmol/L 时，荧光样点的 B/
（R+G+B）与木犀草素浓度依旧成线性关系。对空白

溶液进行 11 次重复实验，按照检出限 LOD=空白测定

值标准差的 3 倍/标准曲线斜率，得到检测限为 0.028 
mmol/L。 

表 1 各种数学模型拟合方程及相关系数 

Table 1 The fitted equations of mathematical model and 

correlation coefficients  

拟合方程 R2 

1 R+G=B=310 C+299.9 0.9777

2 R/(R+G+B)=0.5827 C+0.1571 0.9847

3 G/(R+G+B)=-00976 C+0.3107 0.7723

4 B/(R+G+B)=-0.4851 C+0.5322 0.9954

5 △R+△G+△B=310 C+46.9 0.9777

6 △R/(△R+△G+△B)=1.901 C+0.0542 0.9412

7 △G/(△R+△G+△B)=-0.3086 C+0.3234 0.732

8 △B/(△R+△G+△B)=-1.5925 C+06224 0.9412

注：C 为木犀草素标准溶液的浓度（mmol/mL），

△R=R-Rblank，△G=G-Gblank，△B=B-Bblank。 

2.3  共存物质的影响 

固定木犀草素浓度为 0.20 mmol/L，测定了金属离
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子、葡萄糖、氨基酸和黄酮类化合物对木犀草素荧光

显色图片 RGB 值的影响，由于标准曲线是以 B/
（R+G+B）为纵坐标，因此以 B/（R+G+B）的变化

量为考察指标，结果如表 2 所示。 
由表 2 可知，Zn2+、Al3+以及葡萄糖对体系的 B/

（R+G+B）值影响相对较大。可能是因为木犀草素在

EDTA 的协同和碱性条件下才能显著增强 Tb3+的荧光

强度从而引起 RGB 值的显著变化，本体系中 EDTA
的用量明显过量，因此显著影响体系碱性和木犀草素

浓度的因素是造成干扰的主要因素。葡萄糖对检测体

系的影响可能是由于其会消耗 NaOH，造成检测体系

的碱性下降；Zn2+、Al3+对实验的影响则可能是由于

Zn2+、Al3+能与木犀草素形成配合物，造成与 Tb3+反

应的木犀草素的量变少。实验也发现牡荆苷、芦丁、

儿茶素、葛根素等黄酮类物质对该检测体系干扰较小，

在测定体系中，这些黄酮类物质可以与木犀草素高浓

度共存。说明该测定方法具有一定的选择性，能适合

于复杂混合样品中木犀草素的含量测定，但在实验过

程中要注意避免能与木犀草素发生配位作用的离子干

扰和体系碱度的控制。 
表 2 共存物质的影响情况 

Table 2 The influence of coexistent matter 

共存物质 加入的共存物质浓度/(mol/L) 共存物质与木犀草素的摩尔数比 B/(R+G+B)的变化量/%

Na+、Cl- 0.1 500:1 +4.2 

NH4
+、Cl- 0.1 500:1 +3.1 

K+、Cl- 0.1 500:1 -2.5 

Mg2+、Cl- 0.1 500:1 -3.0 

Ca2+、Cl- 0.1 500:1 +2.7 

Zn2+、SO4
2- 0.02 100:1 -4.5 

Al3+、Cl- 0.02 100:1 -5.6 

BSA 0.1 500:1 +2.1 

酪氨酸 0.02 100:1 -3.4 

甘氨酸 0.02 100:1 +2.1 

芦丁 0.02 100:1 +2.9 

牡荆苷 0.02 100:1 +3.0 

儿茶素 002 100:1 -2.1 

葛根素 0.02 100:1 -2.7 

葡萄糖 0.02 100:1 +5.0 

表 3 纸上荧光数码成像法和荧光光度法测定木犀草素含量的重复性实验结果 

Table 3 The results of two methods for luteolin concentration 

方法 
花生壳中木犀草素的含量/% 

含量的平均值/% RSD/%
1 2 3 4 5 

纸上荧光数码成像-标准曲线法 0.491 0.417 0.450 0.483 0.442 0.457 6.7 

纸上荧光数码成像-标准加入法 0.474 0.486 0.501 0.462 0.510 0.487 4.1 

荧光光度法-标准曲线法 0.478 0.451 0.494 0.483 0.465 0.474 3.5 

2.4  花生壳中木犀草素含量的测定 

2.4.1  重复性实验 
按 1.3.6 操作，分别采用纸上荧光数码成像-标准

曲线法和纸上荧光数码成像-标准加入法测定花生壳

中木犀草素含量，平行 5 次，并与荧光光度法（按文

献[25]操作）平行测定 5 次的结果进行比较，如表 3 所

示。可知，荧光光度法与纸上荧光数码成像-标准加入

法的重复性良好，RSD 均在 4%左右，而纸上荧光数

码成像-标准曲线法的重复性略低。此外从木犀草素含

量的平均值来看，各种测定方法的结果较为接近。 
2.4.2  加标回收实验 

为验证纸上数码成像法测定花生壳中木犀草素含

量的准确性，针对标准曲线法和标准加入法分别进行

了加标回收实验，如表 4 所示。可知，标准曲线法的

样品回收率在 90.4%~110.4%之间，RSD 为 7.1%；标

准加入法的样品回收率在 96.5%~106.3%，RSD 为

3.9%。表明标准加入法的精密度和准确度均优于标准

曲线法。这是因为花生壳木犀草素提取液的组分较复

杂，相对于标准曲线法，标准加入法能消除一些基本
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成分对测定的干扰。因此采用纸芯片荧光数码成像法 测定复杂样品时宜采用标准加入法进行测定。 
表 4 标准曲线法和标准加入法的回收率结果 

Table 4 The result of standard curve method and standard addition method for recoveries 

样品 加标量

/μmol 

标准曲线法 标准加入法 

测得量

/μmol 
加标后测得量

/μmol 
回收率

/% RSD/% 测得量

/μmol 
加标后测得量

/μmol 
回收率

/% RSD/%

1 0.25 0.321 0.544 95.3 7.1 0.342 0.574 96.5 3.9 

2 0.25 0.321 0.516 90.4  0.342 0.584 98.6  

3 0.25 0.321 0.563 98.6  0.342 0.612 103.4  

4 0.5 0.321 0.864 105.2  0.342 0.895 106.3  

5 0.5 0.321 0.906 110.4  0.342 0.876 104.0  

6 0.5 0.321 0.841 102.4  0.342 0.826 98.1  

注：标准曲线法测得量指按 1.3.6.2 操作得到的 5 次测定结果的平均值，标准加入法的测得量指按 1.3.6.3 操作得到的 5 次测定结

果的平均值。 

表5 纸上荧光数码成像法与荧光光度法的比较 

Table 5.The Comparison of Fluorometer method and Fluorescence Digital Imaging method Based on Filter Paper 

比较项目 纸上荧光数码成像法 荧光光度法 

线性范围 5.0×10-5~5.0×10-3 mol/L 5.0×10-9~5.0×10-6 mol/L 

相关系数 0.9954 0.9999 

检测限 3.7×10-5 mol/L 1.0×10-9 mol/L 

所需检测试剂 NaOH、EDTA、Tb3+ NaOH、EDTA、Tb3+ 

试剂用量的数量级 μL mL 

检测仪器 剪贴法自制的纸芯片、紫外灯、智能手机 荧光光度计 

2.5  纸上荧光数码成像法与荧光光度法的比较 

对本文研究的纸上荧光数码成像法和陈传燕报道

的荧光光度法[25]进行了比较，结果如表 5 所示。可知，

荧光光度法具有线性范围更广、检测限更低的特点，

但纸上荧光数码成像法试剂消耗量极少、除智能手机

外检测设备可自制、成本更低廉，因此在一些条件相

对简陋的现场测定中，纸上荧光数码成像法更具有优

势。 

3  结论 

本研究利用智能手机数码成像的功能，开发了一

种纸上荧光成像法快速测定木犀草素含量的方法，在

优化的实验条件下，木犀草素的浓度在 0.05~4.0 
mmol/L 时与其荧光显色图片的 B/（R+G+B）成良好

的线性关系，R2=0.9954。该方法仅需滤纸、相应试剂、

紫外灯和智能手机即可开展检测，试剂消耗量极少，

成本低廉，简便快速，能满足现场快速测定分析。但

应注意荧光图片受拍照条件的影响，因此样品和标准

系列溶液的测定应在同一纸芯片上同步拍照进行，要

注意避免 Zn2+、Al3+等离子的干扰，同时测定复杂样

品时采用标准加入法更合适。 
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