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维生素 B2 含量测定的综合型实验设计

张  岩，陈 岩，周立敏 *

（中国海洋大学化学化工学院，青岛 266100）

摘 要：目的 以实践创新能力培养为核心，通过设计维生素 B2 含量测定的综合型实验，激发学生对仪器分析

实验的兴趣，提升学生运用理论知识创造性开展实验研究的综合能力素质。方法 设计维生素 B2 含量测定综合

实验，让本科生探索荧光法测维生素 B2 含量的原理、流程及操作，探讨不同 pH 和光照条件下其吸收光谱与荧

光光谱变化。结果 确定荧光法测定维生素 B2 的最佳实验条件，使学生熟练地掌握相关仪器的工作原理与构造。

结论 该综合实验达到预定目标，有效地提升了学生的实践能力与创新思维。
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0  引  言

高校作为国家教育强国和人才强国的主要阵地，不仅

要承担科学探索、学术研究和知识创新的任务，为发展

提供前沿科技成果，推动科学进步和社会发展，更重要的

是，还要为社会培养一批又一批具有专业技能、创新和逻

辑思维能力的高素质创新人才。这就需要对包括高校实验

教学在内的大学课程进行不断的改革和创新，从而培育出

适应社会高速发展的高素质人才。

高等学校仪器分析实验是大学化学教学的重要内容，

既能让学生充分了解和学习常见分析仪器的工作原理、仪

器构造和分析方法等理论知识，还能为将来仪器分析工作

领域培养一批知识储备扎实、专业素质高、实践能力强的

毕业生 [1-4]。过去一段时间，高等学校仪器分析实验教学

一直沿用的是传统的教师讲授、学生接收的教学模式。这

种模式虽然可以培养学生的基本实验操作能力，但普遍

存在学生学习兴趣和积极性差、创新性设计不够强等问 

题 [5-7]。为此，我们在仪器分析实验教学中更加注重融入

创新实验设计，更加注重综合型知识掌握运用，更加注重

激发学生对深层次仪器结构和实验原理的兴趣，开展了以

维生素 B2（VB2）含量测定的综合型实验为代表的仪器分析

实验教学。

VB2 易溶于水而不溶于乙醚等有机溶剂，在中性或酸

性溶液中稳定，遇光照易分解，对热稳定。VB2 在特定波

长光的激发下会发出荧光，且荧光强度与 VB2 的浓度成正

比。这一原理为荧光法定量分析 VB2 提供了理论基础。近

年来，国内外学者在荧光法测定 VB2 方面取得了很多进

展 [8-10]，建立了荧光法测定 VB2 的详细步骤。但具体实践

中仍存在一些问题，比如，受样品处理不当、仪器参数设

置不合理、样品受到光热以及酸碱度的影响等，都有可能

导致 VB2 的结果出现偏差。本研究旨在通过综合型实验设

计，为荧光法测定 VB2 提供更加准确、更为可靠的方法，

特别是在实验设计过程中，能够有效激发学生对实验原理

和仪器运用的思考、求证，实现对综合实验知识的整合、

拓展，进而培育学生的创新思维能力。

1  材料与方法

1.1  仪器与试剂

盐酸、氢氧化钠、冰醋酸（分析纯，国药集团化学试

剂有限公司），商品化 VB2 片剂，F-4700 型荧光分光光度

计（日立），T9 紫外可见分光光度计（北京普析通用仪器有

限责任公司），酸度计（上海雷磁）。

1.2  实验方法

1.2.1 VB2 储备液的配制

准确称取 10.0 mg VB2，用适量 1% 的醋酸溶液溶解，

然后转移至 1000 mL 棕色的容量瓶中，用 1% 的醋酸溶液

定容，配制成 10 mg/mL 的储备液避光保存。

1.2.2 VB2 标准溶液的配制

在六支 25 mL 比色管中，避光下分别加入 0.00、
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0.50、1.00、1.50、2.00、2.50 mL 的 VB2 储备溶液，各加

入 2.00 mL 冰醋酸（体积比 1∶1），加水稀释至刻度，摇

匀，避光保存。

1.2.3 样品的处理

避光条件下，称取十片 VB2（0.0607 g/ 片），进行研磨

处理，从研细的粉末中称取一片的质量 0.0607 g，将其溶

解在 50 mL 的 1% 的醋酸中，超声 10 min 使其溶解。取

5 mL溶解的VB2溶液，转移至 1000 mL棕色的容量瓶中，

用 1% 的醋酸溶液定容，避光保存。

2  结果与分析

2.1  VB2 最佳激发波长和发射波长的选择

VB2 由异咯嗪衍生而成，其结构中含有苯环及多个共

轭双键，在紫外和可见区会出现紫外吸收光谱和荧光发射

光谱。依据荧光光谱产生的作用机理，当分子吸收特定能

量的光子后发生电子跃迁，处于激发态的电子再返回基

态时会发射荧光，且发射峰位置具有特征性，不会随着

激发波长的改变而变化。确定发射波长后，反向扫描激

发光谱得最佳激发波长值，实验结果见图 1。由图可知，

VB2 的最大激发波长和最大荧光波长为：λex = 443 nm，

λem = 523 nm。

2.2  酸度对 VB2 紫外吸收和荧光光谱的影响

Drössler 等 [9] 对 VB2 进行研究时发现溶液的酸碱度

对其紫外吸收和荧光特性有明显的影响。在不同酸碱环

境中，VB2 的紫外吸收光谱均呈现出四个显著的吸收峰。

这些峰中包括在紫外区由苯环所产生的 B 带和 E 带，另

外两个吸收峰则位于近可见区和可见区，结果见图 2。从 

图 2 中可以看出 B 带和 E 带的波长和吸光度受酸度的影响

较小。在盐酸和醋酸中，VB2 的吸收光谱几乎没有变化，

而在碱性溶液中，VB2 最大吸收波长从 374 nm 向短波长

移动。这主要是由于 VB2 在 pH 介于 0.2 至 9.5 的范围内

主要以中性形态存在，而在强酸和强碱中分别以阳离子态

和阴离子态存在 [10]。这种不同的存在形式导致了 VB2 紫

外吸收光谱的相应变化。
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图 1 VB2 激发波长和发射波长的选择
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注：A 和 A′ 为 0.1 mol/L HCl；B 和 B′ 为 0.1 mol/L NaOH；C 和 C′ 为 0.1 mol/L HAc，荧光的激发波长为 443 nm。

图 2 不同酸度下 VB2 的紫外吸收光谱（A~C）和荧光的谱图（A ~ C′ ′）

从图 2 中可以看出，荧光光谱受酸碱度的影响更加明

显。在激发波长为 443 nm 时，醋酸中的荧光强度最强，

而在氢氧化钠溶液中几乎无荧光。这可能是由于碱性条件

下 VB2 发生光分解，转化为光黄素或其他无荧光物质，导
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致荧光强度降低 [11]。

为了深入探究 pH 对 VB2 的影响，我们采用浓度为

10 mg/L VB2 的溶液，选择 λex = 443 nm，λem = 523 nm，对

不同 pH 条件下的 VB2 荧光强度进行了测定，具体结果如

图 3 所示。当 pH 值从 4.0 逐步提升至 6.0 时，VB2 荧光

强度缓慢增大，直至 pH 达到 6.5，荧光强度达到峰值。

然而，当 pH 超过 6.5 时，荧光强度逐渐减弱，当 pH 达到

11 强碱性环境时，VB2 荧光强度几乎完全消失。实验结果

表明，VB2 在碱性溶液中表现出明显的不稳定性，而在酸

性环境中则相对更为稳定 [12]。因此，我们选择了 pH = 6.5

的醋酸环境作为最佳的测定条件。
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图 3 不同 pH 下 VB2 的荧光强度的变化曲线

2.3  光照对 VB2 紫外吸收和荧光光谱的影响

VB2 在光照条件下容易发生光解。为了探讨光照

对 VB2 光谱特性的具体影响，我们取 pH = 6.5，浓度为

10 mg/L 的 VB2 溶液，分别在冷藏避光、室温避光和室温

日光三种条件下，选择 λex = 443 nm，λem = 523 nm，每小时

测量一次荧光强度，结果如图 4 所示。从图可以看出，在

冷藏避光和室温避光的条件下，VB2 的荧光强度 5 h 内相

对稳定，变化不大。但是，在室温日光的环境中，VB2 的

荧光强度却显著下降。经过 5 h 的照射后，其荧光强度降

低了 61%。

0 1 2 3 4 5
时间 /h

荧
光

强
度

450

400

350

300

250

200

150

100

图 4 不同光照条件下 VB2 的荧光强度的变化曲线

为了更深入地了解 VB2 在光照条件下的变化过程，

我们分别在光照前后对其进行了紫外 – 可见吸收光谱和荧

光发射光谱的测定，结果见图 5。在有机化合物的光谱特

征里，E 带与 B 带主要源于分子中苯环的 π→π* 跃迁，其

光谱特性能够直观反映苯环的结构状态。对比光照前后的

吸收图谱，E 带与 B 带并未发生显著的位移、强度改变或

者峰形变化。这说明光照条件并未对 VB2 分子中苯环的

共轭电子体系以及整体结构造成明显的分解。光照 5 h 后

445 nm 处的吸收峰消失，而在 383 nm 处出现了新的吸收

峰。这一结果说明光照导致了 VB2 的分解，使得除苯环以

外的共轭结构受到破坏。同时 VB2 光照后荧光强度大大减

弱，且并未观察到新的荧光物质的生成。这一实验结果进

一步印证了 VB2 对光的敏感性。因此，在进行相关实验

时，我们必须确保样品的新鲜配制，并在整个实验过程中

严格保持避光条件。
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注：A 和 A′ 为光解前；B 和 B′ 为光解 5 h 后。

图 5 VB2 的紫外吸收光谱（A，B）和荧光光谱（A′ ， B′） 

2.4  药品 VB2 含量的测定

选择 λex = 443，λem = 523 调零后，测试 pH = 6.5 醋酸配

制的 VB2 的标准溶液的荧光强度见表 1，做工作曲线见图

6。测得样品的浓度为 0.478 mg/mL，折合成每个药品的

含量为 4.78 mg，与药品的含量 5 mg 接近。
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表 1 VB2 标准溶液的荧光强度

VB2 浓度 /（mg/mL） 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 样品

It 35 1150 2558 3219 4200 5300 2562

浓度 /（μg / mL）
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图 6 VB2 的标准曲线

3  讨论与结论

VB2 含量测定是我校化学化工学院面向化学专业开设

的常规实验教学项目之一，综合型实验设计不仅包含 VB2

稳定性影响因素的考察，还涉及 pH 计、紫外 – 可见分光

光度计和荧光分光光度计的应用，提高了学生实际操作的

能力，加强了对知识的掌握。

本实验主要探究了不同 pH 及光照条件对 VB2 的影

响，并评估了综合型实验对学生的作用。在酸度影响方

面，不同 pH 下 VB2 以不同形态存在，对其吸收光谱及荧

光发射光谱产生一定的影响。实验数据表明，在 pH = 6.5

的醋酸环境中，VB2 荧光强度达到最强。结果说明特定酸

度环境是 VB2 呈现高荧光的关键条件。光照条件对 VB2

浓度的影响显著，在冷藏避光和室温避光条件下，VB2 荧

光强度保持稳定，当暴露于室内自然光下，VB2 的荧光强

度迅速下降，经过 5 小时的照射后，其荧光强度降低了

61%。说明光照作用能够破坏其荧光结构，导致荧光强度

减弱。结果说明在储存和使用 VB2 过程中，避免光照的

重要性，也为相关实验操作和实际应用提供了关键的注意

事项。

综合型实验的开展，对学生专业素养提升效果显著。

它不仅让学生全面且深入地理解了荧光法测定 VB2 含量的

原理，还通过仪器操作训练提高了学生的实验操作技能，

如仪器参数的精准设置、样品的规范处理等。同时，在对

实验数据的分析与讨论过程中，极大地锻炼了学生分析问

题、解决问题的能力，进一步巩固了理论知识与实践操作

之间的联系。

通过综合型实验，学生能够更深入地掌握专业知识，

并在实践中灵活运用所学，为未来在科研或实际工作中解

决复杂问题奠定了坚实基础，以便更好地适应化学领域不

断发展的需求。
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