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流动注射化学发光法在线检测

饮用水中的
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摘要!利用碱性条件下
!F

硝基丙酸对鲁米诺)高锰酸钾化学

发光体系有显著的抑制作用#结合流动注射分析技术#建立

了一种在线检测饮用水中
!F

硝基丙酸的流动注射化学发光

新方法$在优化的试验条件下#其线性范围为
#

!

#-$G

K

%

O

#

方法的检出限为
$)",G

K

%

O

#相对标准偏差为
#)/1

#

!F

硝基

丙酸加标回收率为
.%)-1

!

/!),1

$该方法具有较好的准

确性和选取性#可实现饮用水中
!F

硝基丙酸的快速在线

检测$

关键词!流动注射&化学发光&

!F

硝基丙酸&在线检测
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硝基丙酸(

!FJC>='

Q
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Q

C'JCH@HCN

!

!F*93

)是一种溶于

水和极性有机溶剂的无色针状晶体.

#

/

!是由某些高等植物或

真菌产生的天然嗜神经毒素.

"2!

/

!可引起人畜中毒.

0

/

"常见

的能在体内合成
!F*93

的真菌包括节菱孢.

!

/

#链丝菌#放线

菌.

#

/

#黄曲霉#米曲霉等.

-

/

"变质甘蔗中毒自
#/."

年在中国

报告以来.

%

/

!在中国
#!

个省和自治区都有案例!由于甘蔗污

染了节菱孢霉产生
!F*93

引起的中毒事件在中国北方地区

时有发生!急性期表现有呕吐#昏迷#阵发性抽搐等!常常表

现为中枢神经系统的损害.

.

/

"

!F*93

对小鼠口服的
AO

-$

为

%$

!

,$G

K

-

R

K

.

,

/

"刘兴阶等.

/

/发现!小鼠#大鼠#猫和狗为该

毒性物质的敏感动物!能引起急性神经中毒和死亡!并推算

出人类对
!F*93

的中毒剂量为
#")-G

K

-

R

K

(

!F*93

对人类

的毒性属剧毒级!人类较啮类动物的敏感性高约
-

倍.

#$

/

)"

!F*93

作为一种常见易得的强毒性神经毒素!很容易作为饮

用水中潜在的投毒物质使用"鉴于近年来!人为投毒事件频

频发生!引起了社会各界的广泛关注和警惕!因此建立一种快

速检测饮用水中
!F*93

的检测方法具有非常重要的意义"

目前对
!F*93

的检测方法多为薄层色谱法.

##2#"

/

#毛细

管电泳法.

#!

/

#免疫离子色谱法.

#0

/

#气相色谱法.

#-

/

#高效液相

色谱法.

#%2#.

/

#固相萃取*超高效液相色谱串联质谱法.

#,

/

等"这些方法存在需使用大量毒性大的有机试剂#操作复

杂#检测周期长等缺点"与上述方法比较!流动注射化学发

光法由于操作简单!灵敏度高!能实现连续进样进行在线监

测!已被广泛应用于食品科学#环境监测和药物分析等领

域.

#/

/

"本课题组已对秋水仙碱.

"$

/

#桔霉素.

"#

/

#棒曲霉素.

""

/

等食源性毒素进行了快速检测和预警研究"本试验拟利用

!F*93

对鲁米诺*高锰酸钾发光体系发光信号的抑制作用

和
!F*93

浓度线性关系!结合流动注射分析技术与化学发

光法!建立一种用于饮用水中
!F*93

突发性污染的快速在

线检测方法"

-0
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!

材料与方法
#)#

!

主要设备与试剂

#)#)#

!

主要设备

微弱发光测量仪'

?9DOFY

型!北京亚泊斯科技有限

公司&

智能流动注射进样器'

6a67FD

型!西安瑞迈分析仪器有

限责任公司&

电热恒温鼓风干燥箱'

8T5F/#0-3

型!上海一恒科学仪

器有限公司&

荧光-磷光-发光分光光度计'

O7F0-

-

--

型!美国
9<=RCJ

E(G<=

公司&

紫外可见分光光度计'

[&F"--$

型!苏州岛津公司&

微量移液枪'

#$$

!

#$$$

#

O

!德国
?:3*8

公司&

电子天平'

EO#$0

型!梅特勒*托利多仪器有限公司"

#)#)"

!

主要试剂

鲁米诺'分析纯!美国
7C

K

G@

公司&

高锰酸钾'分析纯!衡阳凯信化工试剂有限公司&

氢氧化钠'分析纯!天津市福晨化学试剂厂&

!F*93

'分析纯!美国
7C

K

G@

公司"

#)"

!

试验方法

#)")#

!

进样方法
!

如图
#

所示!

3

#

?

流路分别泵入鲁米诺溶

液和样品溶液!在混合管路进行预混合!

D

流路泵入高锰酸

钾溶液!各流路溶液在六通阀处混合反应产生荧光"发光信

号由光电倍增管放大后!再通过信号转换在计算机上以峰高

显示"以水作为空白试验时产生的空白信号为
+

$

!注入

!F*93

产生的抑制信号计为
+

4

!通过相对发光强度
&

+

1A

(

&

+

1A

b+

$

2+

4

)进行定量"

3)

鲁米诺溶液
!

?)

样品溶液
!

D)

高锰酸钾溶液
!

9)

蠕动泵
!

U)

混

合管
!

&)

六通阀进样器
!

a)

流通池
!

W)

废液池
!

*T&)

负高压

!

9UV)

光电倍增管
!

9D)

电脑

图
#

!

流动注射化学发光流程图

aC

K

A=<#

!

7HI<G@>CHNC@

K

=@G'PP('SFCJ

f

<H>C'J

HI<GC(AGCJ<BH<JH<B

L

B><G

#)")"

!

单因素试验
!

选取影响化学发光强度的
!

个主要因

素'鲁米诺浓度#氢氧化钠浓度#高锰酸钾浓度!在控制流动

注射速率为
#GO

-

GCJ

!光电倍增管负高压为
,$$&

的情况

下进行试验!考察
!

个因素对相对化学发光强度的影响"

(

#

)鲁米诺浓度'高锰酸钾浓度为
#̂ #$

2-

G'(

-

O

!氢氧

化钠浓度为
$)#$G'(

-

O

!

!F*93

浓度为
-G

K

-

O

时!比较鲁

米诺浓度在
$)#^#$

20

!

$)-^#$

20

!

#^#$

20

!

"^#$

20

!

!^

#$

20

!

0̂ #$

20

!

-̂ #$

20

!

%^#$

20

G'(

-

O

时的相对化学发光

强度"

(

"

)氢氧化钠浓度'鲁米诺浓浓度为
"̂ #$

20

G'(

-

O

!高

锰酸钾浓度为
#̂ #$

2-

G'(

-

O

!

!F*93

浓度为
-G

K

-

O

时!考

察氢氧化钠浓度在
$)$#

!

$)$"

!

$)$0

!

$)$%

!

$)$,

!

$)#$

!

$)#"

!

$)#0G'(

-

O

时的相对化学发光强度"

(

!

)高锰酸钾浓度'氢氧化钠浓度为
$)#$G'(

-

O

!鲁米

诺浓度为
"̂ #$

20

G'(

-

O

!

!F*93

浓度为
-G

K

-

O

时!高锰酸

钾浓度分别在
$)#^#$

2-

!

#^#$

2-

!

"^#$

2-

!

!^#$

2-

!

0^

#$

2-

!

-̂ #$

2-

!

%̂ #$

2-

!

,^#$

2-

G'(

-

O

时的相对化学发光

强度"

#)")!

!

正交试验
!

根据单因素试验结果!确定正交试验需考

察的
!

个因素的
!

个水平!控制流动注射速率为
#GO

-

GCJ

!

负高压为
,$$&

!采用
O

/

(

!

0

)正交试验表设计试验!每个因

素水平组合进行
!

次平行试验!优化得到相对化学发光强度

最大且稳定的试验条件"在优化的试验条件下!对鲁米诺*

高锰酸钾*

!F*93

体系进行相对发光强度测定!并进行
!

次

平行验证实验"

#)")0

!

干扰试验
!

饮用水中的金属离子!以及样品中的氨基

酸#维生素#糖类等可能存在的杂质对
!F*93

的测定结果有

干扰作用"在优化条件下!当
!F*93

的浓度为
-G

K

-

O

时!

考察样品中可能的共存物对
!F*93

测定结果的影响"

#)")-

!

反应机理探讨
!

为了探讨反应机理!试验利用
O7F

0-

-

--

荧光-磷光-发光分光光度计在最大激发波长
!0-JG

下分别分析鲁米诺溶液#鲁米诺*高锰酸钾混合液#鲁米

诺*高锰酸钾*

!F*93

混合液的荧光光谱"并用
[&F"--$

紫外可见分光光度计在
"$$

!

,$$JG

下对
!

种溶液进行紫

外吸收光谱分析"

"

!

结果与分析
")#

!

化学发光抑制作用试验结果

待鲁米诺高锰酸钾发光体系趋于稳定后!分别加入
$)-

!

-

!

-$

!

#-$G

K

-

O

浓度的
!F*93

!发光信号峰值随着
!F*93

浓度的递增呈现下降的趋势(见图
"

)!且相对发光强度与

!F*93

浓度之间有良好的线性关系"由此可见
!F*93

对鲁

米诺*高锰酸钾体系有显著的抑制作用!流动注射化学发光

法可用于对饮用水中
!F*93

进行检测"

")"

!

单因素试验结果

")")#

!

鲁米诺浓度的选取
!

鲁米诺的浓度大小是影响体系

相对化学发光强度的直接因素.

"!

/

"由图
!

可知!体系相对

图
"

!

化学发光抑制曲线

aC

K

A=<"

!

6JIC;C><NHA=+<'P>I<HI<GC(AGCJ<BH<JH<B

L

B><G

%0

安全与检测
!

"$#%

年第
##

期



图
!

!

鲁米诺浓度与相对发光强度的关系

aC

K

A=<!

!

EPP<H>'P(AGCJ'(H'JH<J>=@>C'J'J=<(@>C+<

(AGCJ<BH<JH<CJ><JBC>

L

化学发光强度随着鲁米诺溶液浓度的增加先增大后减小!在

"̂ #$

20

G'(

-

O

左右达到最大!所以!认为
"̂ #$

20

G'(

-

O

为

适宜的鲁米诺浓度"

")")"

!

氢氧化钠浓度的选取
!

由图
0

可知!体系相对化学发光

强度随着氢氧化钠溶液浓度的增加先增加!在
$)#$G'(

-

O

时体

系相对发光强度最大"所以!选取氢氧化钠浓度为
$)#$G'(

-

O

"

")")!

!

高锰酸钾浓度的选取
!

高锰酸钾作为发光体系的氧

化剂.

"0

/

!其浓度的大小对体系相对化学发光强度有显著影

响"由图
-

可知!随着高锰酸钾溶液的浓度增加到
"^

#$

2-

G'(

-

O

前反应体系相对化学发光强度逐渐增强!进一

图
0

!

氢氧化钠浓度与相对发光强度的关系

aC

K

A=<0

!

EPP<H>'P*@ZTH'JH<J>=@>C'J'J=<(@>C+<

(AGCJ<BH<JH<CJ><JBC>

L

图
-

!

高锰酸钾浓度与相对发光强度的关系

aC

K

A=<-

!

EPP<H>'PYUJZ

0

H'JH<J>=@>C'J'J=<(@>C+<

(AGCJ<BH<JH<CJ><JBC>

L

步增加高锰酸钾浓度!相对发光强度逐渐减弱并趋于稳定!

所以!认为
"̂ #$

2-

G'(

-

O

为适宜的高锰酸钾浓度"

")!

!

正交试验结果

依据单因素试验结果!采用
O

/

(

!

0

)正交试验设计因素

水平表见表
#

"

表
#

!

正交试验因素水平表

V@;(<#

!

a@H>'=B@JN(<+<(B'P'=>I'

K

'J@(<X

Q

<=CG<J>B

水平
3

鲁米诺-

(

#̂$

20

G'(

0

O

2#

)

?

氢氧化钠-

(

G'(

0

O

2#

)

D

高锰酸钾-

(

#̂$

2-

G'(

0

O

2#

)

# # $)$, #

" " $)#$ "

! ! $)#" !

!!

由表
"

可知!反应体系最优化组合为'

3

!

?

"

D

#

!在优化试

验条件下选取鲁米诺浓度为
!̂ #$

20

G'(

-

O

!氢氧化钠浓度为

$)#$G'(

-

O

!高锰酸钾浓度为
#̂ #$

2-

G'(

-

O

!通过
!

次平行实

验进行验证得其相对发光强度为
!/,%

!除第
,

组外!大于正

交试验表中所有的因素水平组合的试验结果!考虑到第
,

组

即为优化试验的组合!且微弱发光测量仪存在一定的信噪比!

因此可以认为本试验优化的参数可靠"由表
!

中方差分析结

果
!

个因素的
F

值均小于
F

临界值可知!各因素对化学发光

强度没有显著性影响!分析原因!一方面
!F*93

改变了体系

的碱性环境!降低了鲁米诺的发光效率&另一方面
!F*93

的

加入使高锰酸钾的氧化性增强!提高了体系的发光效率"

表
"

!

O

/

"

!

0

#正交试验设计及结果

V@;(<"

!

Z=>I'

K

'J@(@==@

L

N<BC

K

JG@>=CX@JN><B>=<BA(>B

试验编号
3 ? D 8

相对发光强度

(

&

+

1A

)

# # # # # ".#%

" # " " " ".%/

! # ! ! ! "-%%

0 " # " ! "//.

- " " ! # "%-!

% " ! # " !"#,

. ! # ! " ",%"

, ! " # ! !//-

/ ! ! " # !!-0

Z

#

"%,0 ",-, !!#$ "/$,

'''''''''''''''''''''''

Z

"

"/-% !#!/ !$0$ "/-$

Z

!

!0$0 !$0% "%/0 !#,%

极差
- ."$ %/" %#% ".,

表
!

!

方差分析结果

V@;(<!

!

&@=C@JH<@J@(

L

BCB'P>I<'=>I'

K

'J@(><B>=<BA(>B

差异源 离差平方和 自由度 均方
F

值
F

$)$-

(

"

!

"

)

3 ./"/.$)/$ " !/%0,-)0$ -),. #/)$$

? #""%0#)%$ " %#!"$)., $)/# #/)$$

D -."#"")/$ " ",%$%#)0$ 0)"0 #/)$$

误差
" %.-0!)00

'''''''''''''''''''''''
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")0

!

干扰试验

由表
0

可知!当
!F*93

浓度为
-G

K

-

O

!干扰允许误差

为
_-1

时!在鲁米诺*高锰酸钾*

!F*93

体系稳定之后分

别对
#$$$

倍的
*@

4

#

Y

4

#

D(

2

#

7Z

"2

0

#

DT

!

DZZ

2

#葡萄糖#

蔗糖#果糖!

-$$

倍的
D@

"4

#

U

K

"4

#

?=

2

#

DZ

"2

!

#谷氨酸#丝氨

酸#丙氨酸!

#-

倍的乙二胺四乙酸二钠(

E8V3

)进行干扰试

验!确定其对发光体系无干扰!

"

倍的
&

H

和
#

倍的
a<

!4

#

a<

"4

#

DA

"4会增强体系的发光强度!对测定结果产生影响"

为了消除金属离子的干扰!通常可以添加
E8V3

作为掩蔽

剂.

"-

/

!试验结果表明可以在每
#$$ GO

样品溶液中添加

#GO

的
.-G

K

-

OE8V3

作为掩蔽剂"

表
0

!

不同干扰物质的耐受浓度比

V@;(<0

!

V'(<=@;(<H'JH<J>=@>C'J=@>C''PNCPP<=<J>

CJ><=P<=CJ

K

BA;B>@JH<

干扰因子 耐受浓度比

*@

4

!

Y

4

!

D(

2

!

7Z

"2

0

!

DT

!

DZZ

2

!葡萄糖!蔗糖!果糖
#$$$

D@

"4

!

U

K

"4

!

?=

2

!

DZ

"2

!

!谷氨酸!丝氨酸!丙氨酸
-$$

E8V3 #-

&

D

"

a<

!4

!

a<

"4

!

DA

"4

#

")-

!

标准曲线&精密度和检出限

以
!F*93

溶液浓度为横坐标!空白体系的发光强度和

加入
!F*93

溶液后的发光强度差值为纵坐标!绘制标准曲

线"结果表明!

!F*93

对照样品浓度在
#

!

#-$G

K

-

O

时与

发光强度呈线性关系!回归方程
3

b#.%)-Q4-#%,

!相关系

数
-

"

b$)//,

!通过对
!F*93

浓度为
#

!

#"G

K

-

O

的
#"

份样

品溶液进行测量!经计算得到方法检出限为
$)",G

K

-

O

"对

-G

K

-

O!F*93

平行测定
##

次!

:78

为
#)/1

!由此说明仪

器的精密度良好"由表
-

可知!本试验的检测方法与薄层色

谱法#毛细管电泳法等传统的检测方法相比具有线性范围

宽!检出限低等优点&与高效液相色谱法和气相色谱法等方

法相比较!虽然检出限相对较高!但其检测时间大大缩短!仪

器简单!操作简便!便于实际应用中的突发性污染快速检测"

")%

!

回收率试验

以屈臣氏蒸馏水#实验室自来水和珠江水为水样在正交

试验优化的条件下!进行
!F*93

的加标回收试验!结果(见

表
%

)表明!加标回收率范围为
.%)-1

!

/!),1

"实验室自来

水和珠江水主要存在金属离子等杂质!由于部分金属离子能

增强体系的发光强度!抵消了
!F*93

对体系的抑制作用效

果!因而回收率偏低"

").

!

反应机理探讨

通过考察鲁米诺#鲁米诺*高锰酸钾#鲁米诺*高锰酸

钾*

!F*93

三组溶液的发射光谱(图
%

)可知!鲁米诺*高锰

酸钾与鲁米诺*高锰酸钾*

!F*93

两个化学发光体的最大

发射波长与鲁米诺的均在
0"-JG

左右!因此说明这两个化

学发光体系的发光体均为激发态的
!F

氨基邻苯二甲酸根"

鲁米诺*高锰酸钾*

!F*93

体系的发光强度与鲁米诺*高

表
-

!

已报道的
!F*93

检测方法数据分析

V@;(<-

!

3J@(

L

>CH@(

Q

<=P'=G@JH<N@>@'P

Q

=<+C'AB(

L

=<

Q

'=><N

S'=RBP'=>I<N<><=GCJ@>C'J'P!F*93

检测方法 基质
线性范围-

(

G

K

0

O

2#

)

检出限-

(

G

K

0

O

2#

)

参考

文献

薄层色谱法 甘蔗
#

!

#$ "

.

#"

/

毛细管电泳法 甘蔗
#

!

#$$ $)!

.

#!

/

免疫离子色谱法 甘蔗
$)#

!

-$)$ $)$!

.

#0

/

气相色谱法(电子

捕获检测器)

动物血浆
2 $)$$0

.

#-

/

反相高效液相色

谱法
米曲霉

$)#

!

#)- $)$#

.

#.

/

超高效液相色谱

串联质谱法

甘蔗#血

清#尿液
$)$$#

!

$)$-$

$)$%̂ #$

2!

!

$)!̂ #$

2!

.

#,

/

固相萃取-超高效

液相色谱
2

电喷

雾质谱串联法

酶制剂
$)$#"-

!

$)#"-$ $)$$-

.

"%

/

固相萃取
2

超高

效液相色谱串联

质谱法

甘蔗
$)$$0

!

$)$0$ $)$$#

.

".

/

流动注射化学发

光法
饮用水

#

!

#-$ $)",

本文

表
%

!

不同水样中
!F

硝基丙酸的回收率试验

V@;(<%

!

:<BA(>BP'=>I<N<><=GCJ@>C'J'P!F*93CJ

<J+C='JG<J>@(S@><=B@G

Q

(<B

"

/b!

#

样品
加标量-

(

G

K

0

O

2#

)

测出量-

(

G

K

0

O

2#

)

回收

率-
1

:78

-

1

屈臣氏蒸馏水
$ $ 2 2

# $)/!, /!), #)%

实验室自来水
- 0)-$! /$)$ ")%

#$$ ,%)-!/ ,%)- !)#

# $).%- .%)- 0)!

珠江水
!!!

- 0)$#, ,$)0 /)#

#$$ .,)%0$ .,)% ")0

图
%

!

荧光光谱图

aC

K

A=<%

!

a(A'=<BH<JH<B

Q

<H>=AG

锰酸钾体系相比明显降低!说明
!F*93

的加入一定程度上抑

制了鲁米诺*高锰酸钾的发光强度"紫外可见光谱图(图
.

)

,0

安全与检测
!

"$#%
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图
.

!

紫外可见吸收光谱图

aC

K

A=<.

!

[&F&CB@;B'=

Q

>C'JB

Q

<H>=AG'PDOB

L

B><G

结果表明!

!

组溶液均在
!$#JG

和
!0,JG

处有吸收峰!加

入
!F*93

之后发光体系吸收峰的位置并没有改变!也没有

新的峰产生!说明
!F*93

加入体系后并没有新的物质产生"

以上分析可知
!F*93

并没有参与体系的反应!推测其机制

可能是激发态的
!F

氨基邻苯二甲酸根夺去了
!F*93

的氢离

子!改变了体系的发光环境!导致体系发光受到抑制"

!

!

结论
本试验利用

!F*93

对鲁米诺*高锰酸钾体系有明显的

抑制作用!建立了一种流动注射化学发光检测
!F*93

的新

方法"该方法在
#

!

#-$G

K

-

O

范围内!具有良好的线性关

系!

-

"

b$)//,

!检出限可达
$)",G

K

-

O

!回收率在
.%)-1

!

/!),1

"该方法与现有的检测方法相比具有检测时间短!仪

器简单!操作简便!而且能够实现在线连续检测等优点!可用

于快速检测和预警饮用水中
!F*93

的突发性污染"
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