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摘要：基于赭曲霉毒素 Ａ对鲁米诺—高碘酸钠—吐温２０

发光体系的抑制作用，建立了快速在线监测赭曲霉毒素

Ａ的新方法。经响应面优化试验条件后，该方法的线性范

围为０．００６～１．０００μｇ／ｍＬ；检出限为１．７４×１０
－３

μｇ／ｍＬ

（犛／犖＝３）；加标回收率为８０．６％～９２．４％。对浓度

０．０２μｇ／ｍＬ赭曲霉毒素 Ａ平行测定１１次，相对标准偏

差（ＲＳＤ）为１．６８％。该方法快捷简便，可用于饮用水中

赭曲霉毒素Ａ突发污染的快速在线检测和预警。
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饮用水安全对居民生命健康至关重要，从饮用水供

应处到食品企业和居民区经历的环节复杂［１］，存在人为

投毒和突发性污染的安全隐患［２］。国家对化工污染物和

农药等有毒有害试剂有很严格的管制措施［３］，但是由天

然动植物毒素造成的人为投毒和突发污染易被忽视［４］。

谷物如稻谷、麦粒、玉米等在潮湿的环境下极易发

霉，其中的赭曲霉在生长的过程中容易产生和积累赭曲

霉毒素Ａ（ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎＡ，ＯＴＡ），该毒素一旦进入人体，将

严重危害人体健康和生命。赭曲霉毒素Ａ可严重损害人

的肝肾［５］，致畸致癌，并且可经血液转入母乳，直接危害

婴儿生命健康［６－７］。ＯＴＡ分布广、毒性强，对狗和猪的口

服犔犇５０分别为０．２，１．０ｍｇ／ｋｇ
［８－９］。ＯＴＡ因其方便获得

和富集，容易被不法分子利用在饮用水供应系统中人为

投毒，有可能导致大面积中毒等应急事件。

ＯＴＡ的检测方法主要有高效液相质谱串联法
［１０］、薄

层色谱法［１１］、化学发光酶联免疫分析法［１２］、纳米金核酸

适配体法［１３］、金标记羟胺放大化学发光法［１４］等。这些方

法存在设备维护昂贵、分析周期长、前处理繁琐、纳米金

检测成本高、酶与适配体竞争性反应易受ｐＨ、温度等环

境因素影响及难以对饮用水中 ＯＴＡ实现在线监测等缺

点。流动注射化学发光法灵敏度高、成本低廉、易操作且

可连续进样实现快速在线检测［１５］，已应用于食品检

测［１６］、环境监测［１７］和临床分析［１８］等领域。本课题组前

期已针对饮用水中黄绿青霉素［１９］、棒曲霉素［２０］等毒素开

发了流动注射化学发光的快速检测方法，但由于毒素结

构的差异，检测的化学发光体系也不尽相同。前期预试

验表明，ＯＴＡ对鲁米诺—高碘酸钠发光体系有抑制作

用，但信号很弱，难以检测。本研究拟利用光信号增敏

剂，建立流动注射化学发光新方法用于快速在线监测饮

用水中ＯＴＡ突发性污染。
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１　材料与方法
１．１　主要设备与试剂

１．１．１　主要仪器设备

微弱发光测量仪：ＢＰＣＬＫ型，北京亚泊斯科技有限

公司；

六通转换进样阀：ＣＨＥＭＩＮＥＲＴＣ２２Ｚ３１８６型，美国

ＶＩＣＩ公司；

蠕动泵：ＢＴ１００１Ｆ型，保定兰格恒流泵有限公司；

紫外可见分光光度计：ＵＶ３６００Ｐｌｕｓ型，日本ＳＨＩ

ＭＡＤＺＵ公司。

１．１．２　主要试剂

赭曲霉毒素 Ａ 标准品：纯度＞９９．０％，美国Ｓｉｇｍａ

公司；

鲁米诺、吐温２０：分析纯，上海麦克林生化科技有限

公司。

１．２　试验方法

１．２．１　进样方法　如图１所示，ａ、ｂ、ｃ、ｄ管路分别泵入鲁

米诺、样品、高碘酸钠和吐温２０溶液，四通道于六通阀混

合，混合溶液进入化学发光流通池中反应产生荧光。流

通池中的光信号由光电倍增管ＰＭＴ放大、检测，再转化

为电信号由计算机分析和记录，最终以峰型图呈现。

ａ．鲁米诺溶液　ｂ．样品溶液　ｃ．高碘酸钠溶液　ｄ．吐温２０溶

液　Ｐ．蠕动泵　Ｖ．六通转换进样阀　Ｗ．废液池　Ｆ．化学发光流

通池　ＮＨＶ．负高压　ＰＭＴ．光电倍增管　ＰＣ．电脑记录仪

图１　流动注射化学发光流程图
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１．２．２　化学发光动力学特征曲线　以吐温２０为增敏剂，

基于ＯＴＡ对鲁米诺—高碘酸钠—吐温２０发光体系的抑

制作用，通过对比加入吐温２０和 ＯＴＡ体系前后化学发

光强度的变化，绘制化学发光动力学特征曲线。

１．２．３　增敏剂最适浓度选择　为探究增敏剂吐温２０最

适浓度，在氢氧化钠浓度０．２ｍｏｌ／Ｌ，鲁米诺浓浓度６×

１０－４ ｍｏｌ／Ｌ，高碘酸钠浓度５×１０－４ ｍｏｌ／Ｌ，ＯＴＡ 浓度

０．００６μｇ／ｍＬ时，考察吐温２０浓度（１０，２０，３０，４０，５０，６０，

７０ｍｇ／Ｌ）对体系化学发光强度的影响。

１．２．４　单因素试验　为探究反应条件中各因素对体系化

学发光强度的作用，单因素试验依次考察氢氧化钠、鲁米

诺、高碘酸钠溶液浓度对体系化学发光强度的影响。

（１）氢氧化钠浓度选择：在吐温２０浓度４０ｍｇ／Ｌ，鲁

米诺浓度６×１０－４ ｍｏｌ／Ｌ，高碘酸钠浓度５×１０－４ ｍｏｌ／Ｌ，

ＯＴＡ浓度０．００６μｇ／ｍＬ时，考察氢氧化钠浓度（０．０５，

０．１０，０．１５，０．２０，０．２５，０．３０，０．３５ｍｏｌ／Ｌ）对体系化学发光

强度的影响。

（２）鲁米诺浓度选择：在吐温２０浓度４０ｍｇ／Ｌ，氢氧

化钠浓度０．２ｍｏｌ／Ｌ，高碘酸钠浓度５×１０－４ｍｏｌ／Ｌ，ＯＴＡ

浓度０．００６μｇ／ｍＬ时，考察鲁米诺浓度（１×１０
－４，２×

１０－４，４×１０－４，６×１０－４，８×１０－４，１×１０－３，１．２×

１０－３ ｍｏｌ／Ｌ）对体系化学发光强度的影响。

（３）高碘酸钠浓度选择：在吐温２０浓度４０ｍｇ／Ｌ，氢

氧化钠浓度０．２ｍｏｌ／Ｌ，鲁米诺浓度６×１０－４ｍｏｌ／Ｌ，ＯＴＡ

浓度０．００６μｇ／ｍＬ时，考察高碘酸钠浓度（５×１０
－５，１×

１０－４，３×１０－４，５×１０－４，７×１０－４，９×１０－４，１．１×

１０－３ ｍｏｌ／Ｌ）对体系化学发光强度的影响。

１．２．５　响应面试验设计　根据单因素试验，采用三因素

三水平的响应面试验探讨反应条件氢氧化钠浓度、鲁米

诺浓度、高碘酸钠浓度之间可能存在的交互作用，并对试

验条件进行优化。

１．２．６　共存物干扰试验　城市饮用水中常见的无机离子和

金属离子等可能会对ＯＴＡ的测定有一定干扰作用，在最佳

试验条件下，ＯＴＡ 浓度０．００６μｇ／ｍＬ，允许干扰误差±５％

时，考察可能的共存物和常见离子对测定结果的影响。

１．２．７　标准曲线、检测限、精密度及加标回收测定　在最优

试验条件下，考察ＯＴＡ浓度为０．００６～１．０００μｇ／ｍＬ时体系

化学发光强度的变化，绘制标准曲线，计算检测限和精密度。

分别测定宿舍饮用水、怡宝水、鼎湖山泉水中ＯＴＡ 的含量，

并以０．０５，０．５０μｇ／ｍＬＯＴＡ进行加标回收测定。

１．２．８　反应机理探讨　紫外可见分光光度计分别对吐温

２０溶液、ＯＴＡ溶液、鲁米诺—高碘酸钠溶液、鲁米诺—高

碘酸钠—吐温２０溶液、鲁米诺—高碘酸钠—吐温２０—

ＯＴＡ混合溶液在２００～５００ｎｍ波长范围内进行紫外吸

收光谱扫描。

２　结果与分析

２．１　化学发光动力学特征曲线

如图２所示，对比曲线ａ、ｃ，说明吐温２０可作为敏化

剂，使鲁米诺—高碘酸钠发光体系的化学发光强度显著

增加。分析曲线ｂ、ｃ，说明 ＯＴＡ对鲁米诺—高碘酸钠—

吐温２０发光体系有抑制作用，因此选择该发光体系对

ＯＴＡ进行快速检测。

２．２　增敏剂最适浓度选择

随着吐温２０浓度的增加，体系的化学发光强度增强

（图３）。当吐温２０浓度为４０ｍｇ／Ｌ时，体系的化学发光

强度较大，此时峰形很好，基线稳定，当吐温２０浓度继续

增大时，峰形的稳定性变差，基线有一定的波动，综合考
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图２　化学发光体系动力学特征曲线
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图３　吐温２０浓度对发光强度的影响
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虑最佳信噪比、试剂消耗、峰形及平台区的稳定性和重现

性等因素，选择最佳吐温２０浓度为４０ｍｇ／Ｌ。

２．３　单因素试验

２．３．１　氢氧化钠浓度　氢氧化钠浓度会直接影响鲁米诺

的氧化 光 反 应。如 图 ４ 所 示，当 氢 氧 化 钠 浓 度 为

０．２０ｍｏｌ／Ｌ时，体系的发光强度达到最大且较稳定，过高

的氢氧化钠浓度反而会抑制发光强度，可能碱性过强会

影响氧化剂的电极电位和氧化能力［２１］，从而降低发光强

度，因此选取氢氧化钠浓度０．２０ｍｏｌ／Ｌ。

２．３．２　鲁米诺浓度　鲁米诺作为发光剂会直接影响体系

的化学发光强度。如图５所示，体系的化学发光强度随

鲁米诺浓度的增加而增强，而鲁米诺浓度高于 ６×

１０－４ ｍｏｌ／Ｌ时，体系的化学发光强度增长较为缓慢，考虑

试剂的消耗和环保等因素，最终选取鲁米诺的浓度为６×

１０－４ ｍｏｌ／Ｌ。

２．３．３　高碘酸钠浓度　高碘酸钠作为发光体系的氧化

剂，其浓度的高低会显著影响体系的化学发光强度。由

图６可知，体系的化学发光强度先随高碘酸钠浓度的增

大而增强，当高碘酸钠浓度为５×１０－４ｍｏｌ／Ｌ时体系的发

光强度达到最大，随着浓度继续增大，体系发光强度反而

图４　氢氧化钠的浓度对发光强度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍｈｙｄｒｏｘｉｄｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｎｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

图５　鲁米诺浓度对发光强度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｕｍｉｎｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

图６　高碘酸钠浓度对发光强度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍｐｅｒｉｏｄａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｎｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

缓慢降低，因此选取高碘酸钠浓度为５×１０－４ ｍｏｌ／Ｌ。

２．４　响应面试验

２．４．１　试验设计方案及结果　综合单因素试验结果，在

最佳增敏剂浓度时，根据ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心组合设计原

理，以体系化学发光强度为响应值，设计了三因素三水平

的响应面优化试验。因素和水平见表１，试验方案及结果

见表２，响应面回归模型方差分析结果见表３。
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表１　响应面试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｆａｃｔｏｒｓ

ａｎｄｌｅｖｅｌｓ ｍｏｌ／Ｌ

水平 Ａ氢氧化钠浓度 Ｂ鲁米诺浓度 Ｃ高碘酸钠浓度

－１ ０．１５ ４×１０－４ ３×１０－４

０ ０．２０ ６×１０－４ ５×１０－４

１ ０．２５ ８×１０－４ ７×１０－４

表２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验方案和结果

Ｔａｂｌｅ２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ 化学发光强度

１ －１ －１ ０ １１８８０

２ １ －１ ０ １９７７８

３ ０ －１ １ ２７３７９

４ ０ －１ －１ ２５３９８

５ ０ ０ ０ ４１８８０

６ １ １ ０ ２８９８６

７ １ ０ －１ ２６４５０

８ １ ０ １ ２８８０４

９ ０ ０ ０ ４３７３６

１０ －１ １ ０ １３２８６

１１ ０ １ １ ３１５１３

１２ －１ ０ １ １５１６３

１３ ０ １ －１ ３００３６

１４ ０ ０ ０ ４１７６７

１５ ０ ０ ０ ４１６７９

１６ －１ ０ －１ １３５４７

１７ ０ ０ ０ ４３７０３

表３　响应面回归模型方差分析


Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

方差来源 自由度 平方和 均方 犉值 Ｐ值

模型 ９ １．９９８×１０９ ２．２２０×１０８ ２５４．８２０＜０．０００１

Ａ １ ３．１４３×１０８ ３．１４３×１０８ ３６０．７４０＜０．０００１

Ｂ １ ４．６９８×１０７ ４．６９８×１０７ ５３．９２０ ０．０００２

Ｃ １ ６．８９７×１０６ ６．８９７×１０６ ７．９２０ ０．０２６０

ＡＢ １ １．５２２×１０７ １．５２２×１０７ １７．４７０ ０．００４１

ＡＣ １ １．３６２×１０５ １．３６２×１０５ ０．１６０ ０．７０４４

ＢＣ １ ６．３５０×１０４ ６．３５０×１０４ ０．０７３ ０．７９５０

Ａ２ １ １．０５５×１０９ １．０５５×１０９１２１１．１９０＜０．０００１

Ｂ２ １ ２．８５９×１０８ ２．８５９×１０８ ３２８．１５０＜０．０００１

Ｃ２ １ １．３８３×１０８ １．３８３×１０８ １５８．７７０＜０．０００１

残差 ７ ６．０９８×１０７ ８．７１２×１０５


失拟项 ３ １．５４２×１０７ ５．１３９×１０５ ０．４５０ ０．７３０４

纯误差 ４ ４．５５７×１０６ １．１３９×１０６

总和 １６ ２．００４×１０９

　　表示差异显著，Ｐ＜０．０５；表示差异极显著，Ｐ＜０．０１。

２．４．２　模型拟合和显著性检验　各因素经回归拟合后，

体系化学发光强度对氢氧化钠浓度、鲁米诺浓度、高碘酸

钠浓度的多元二次回归拟合方程如下：

　　犢＝４２５５３．００＋６２６７．７５犃＋２４２３．２５犅＋９２８．５０犆＋

１９５０．５０犃犅＋１４８．５０犃犆－１２６．００犅犆－１５８３０．５０犃２ －

８２４０．００犅２－５７３１．５０犆２。 （１）

由表３可知，模型显著水平Ｐ值＜０．０００１，说明模型

的拟合效果很好，可准确描述各变量与响应值之间的关

系。模型决定系数犚２＝０．９９７０，表明预测结果和响应值

结果有很好的一致性，模型校正系数犚Ａｄｊ＝０．９９３０，表示

试验结果有９９．３０％受试验各变量的影响，说明该模型可

用于分析和预测响应值结果。比较各变量对响应值的影

响可知，Ｃ项为显著水平，Ａ、Ｂ、Ａ２、Ｂ２、Ｃ２和ＡＢ交互项均

为极显著水平，说明回归模型中各因素不是简单的线性

关系，存在一定的交互作用，其交互作用通过３Ｄ图和二

维等高线图可直观看出，如图７所示。

２．４．３　响应面最优条件预测和验证　结合响应面模型优

化和分析预测功能，得到体系检测最佳条件为：吐温２０

浓度４０ｍｇ／Ｌ、氢氧化钠浓度０．２１ｍｏｌ／Ｌ、鲁米诺浓度

６．３４×１０－４ ｍｏｌ／Ｌ、高碘酸钠浓度５．１６×１０－４ ｍｏｌ／Ｌ，此

时体系化学发光强度为４３４５３。考虑实际操作的方便，

将最佳检测条件修正为：吐温２０浓度４０ｍｇ／Ｌ、氢氧化钠

浓度０．２０ｍｏｌ／Ｌ、鲁米诺浓度６．０×１０－４ ｍｏｌ／Ｌ、高碘酸钠

浓度５．０×１０－４ ｍｏｌ／Ｌ。在此条件下进行３次平行测定，

实际体系的化学发光强度为 ４２５９６，与预测值偏差

１．９７％，说明响应面优化条件真实可靠。

２．５　共存物干扰试验

考虑到检测方法的实用性，探讨了一些可能的共存

物和常见离子对体系发光强度的干扰作用［２２］，试验结果

表明，在最佳检测条件下，ＯＴＡ浓度为０．００６μｇ／ｍＬ，允

许干扰误差为±５％时，不同离子的最大耐受浓度分别

为：８００ 倍 （１．１９×１０－５ ｍｏｌ／Ｌ）的 Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｃｌ－、

ＣＨ３ＣＯＯ
－、ＨＣＯ－３ 、ＮＯ

－
３ ，５００倍（７．４３×１０

－６ ｍｏｌ／Ｌ）的

ＮＨ＋
４ 、Ｃａ

２＋、乙醇、甲醇，２００倍（２．９７×１０－６ ｍｏｌ／Ｌ）的丙

氨酸、缬氨酸，１００倍（１．４９×１０－６ ｍｏｌ／Ｌ）的 Ａｌ３＋、Ｎｉ２＋、

Ｍｇ
２＋，５倍（７．４３×１０－８ ｍｏｌ／Ｌ）的Ｆｅ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃｒ３＋、柠

檬酸。

２．６　标准曲线、检测限、精密度及加标回收测定

在最佳条件下，对不同浓度的 ＯＴＡ进行梯度试验，

试验表明，体系的化学发光强度（狔）与 ＯＴＡ浓度（狓）在

０．００６～１．０００μｇ／ｍＬ时有良好的线性关系，线性方程为

狔＝－３１０１．５狓＋４２１２０，相关系数犚
２＝０．９９３１。对浓度

０．２μｇ／ｍＬＯＴＡ平行测定１１次，计算得到相对偏差为

１．６８％，说明仪器精密度良好。按照ＩＵＰＡＣ组织的规定，

以 ３ 倍 的 标 准 偏 差 计 算 方 法 的 检 测 限 为 １．７４×

１０－３μｇ／ｍＬ。在最优检测条件下，分别对宿舍饮用水、怡

９８
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宝水、鼎湖山泉水进行加标回收测定，结果见表４，经计算

加标回收率为８０．６％～９２．４％。

２．７　反应机理探讨

基于 鲁 米 诺 和 氧 化 剂 在 碱 性 条 件 下 的 发 光 机

理［２３－２４］，为进一步探讨本试验发光机理，对不同发光体

系的混合溶液采用紫外波谱扫描。由图８可知，吐温２０

没有吸收峰（曲线ａ），ＯＴＡ在３３０ｎｍ有最大吸收峰（曲

线ｂ），而ｃ、ｄ、ｅ３组溶液均有２个吸收峰分别在３０１，

３４７ｎｍ 处，说明吐温２０和ＯＴＡ加入后没有参与体系的

反应，ｃ、ｄ、ｅ３组溶液的发光体仍是激发态的３氨基邻苯

二甲酸根离子（３ＡＭＰ）
［２５］，其在返回到基态的过程中

表４　不同水样中赭曲霉毒素Ａ的加标回收测定结果

Ｔａｂｌｅ４　ＯｂｔａｉｎｅｄｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＯＴＡ

ｉｎｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓ（狀＝３）

样品
ＯＴＡ

含量

加标量／

（μｇ·ｍＬ
－１）

测出量／

（μｇ·ｍＬ
－１）

回收率／

％

相对标

准偏／％

宿舍饮

用水　
未检出

０．０５ ０．０４１ ８２．０ ３．２

０．５０ ０．４０３ ８０．６ ３．５

怡宝水 未检出
０．０５ ０．０４４ ８８．０ ２．８

０．５０ ０．４６２ ９２．４ １．７

鼎湖山

泉水　
未检出

０．０５ ０．０４２ ８４．０ ３．１

０．５０ ０．４１６ ８３．２ ２．３

图７　三因素交互作用的３Ｄ图和等高线图
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图８　紫外—可见吸收光谱图

Ｆｉｇｕｒｅ８　ＵＶＶｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＣＬｓｙｓｔｅｍ

释放能量产生荧光。吐温２０作为非离子表面活性剂，其

对鲁米诺—高碘酸钠发光体系的增敏作用，可能通过静

电影响加速了发光体系中激发态中间离子的聚集和产

率［２６］，同时形成的微胶束也可能改变了化学发光体系的

微环境［２７］，有助于激发态中间离子的稳定性，从而促进体

系的化学发光强度。由于鲁米诺和高碘酸钠在碱性环境

下的氧化光反应会形成如 Ｏ－２ ·等一系列活泼的氧化性

自由基［２８－２９］，推测可能由于 ＯＴＡ中一些还原性基团会

与鲁米诺竞争这些活泼的氧化性中间体，使鲁米诺自由

基的产率降低，导致３ＡＭＰ数量减少，从而抑制体系的

化学发光强度。

３　结论
本试验建立了流动注射化学发光快速在线监测饮用

水中 ＯＴＡ 的 新 方 法，方 法 的 线 性 范 围 为 ０．００６～

１．０００μｇ／ｍＬ，检出限为１．７４×１０
－３

μｇ／ｍＬ（犛／犖＝３），

加标回收率为８０．６％～９２．４％。本法成本低、灵敏度高、

可实时在线监测，适用于饮用水中ＯＴＡ突发性污染的快

速应急预警。但目前的研究主要针对单一毒素，对于混

合毒素可考虑化学发光仪等设备的串联进行多毒素的同

时在线监测，并结合核磁共振、液相质谱等方法对毒素的

结构作更深入分析。
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设１０个，营养学维度设１０个，生理生化指标维度设１０

个，组织器官维度设１０个，食品维度设１００个，重复维度

设３个，人种维度设３个，人群维度设５个，动物维度设

３０个，饲料维度设５个等。所需实验性研究论文应在１

亿篇以上。诚然，这是短时间内难以完成的，人类只能在

边作边吃、边改边禁的１００～２００年中取得大数据或“安

全印象”。
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