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摘要

流动注射．化学发光法在药物分析及农药残留分析中

的应用研究

中文摘要

化学发光法被认为具有高灵敏度、线性范围宽、分析快速和仪器设备简单等

优点，近年来在无机物、生物活性物质、有机痕量和超痕量分析领域都得到了广

泛应用。由于化学发光过程无需光源，因此化学发光法的背景发射比荧光法低得

多。任何能影响化学发光反应，引起发光强度、速度和波长发生改变的物质都能

成为化学发光法的分析对象。本文在系统评述化学发光分析法的发展历史、基本

原理、主要反应体系及其与流动注射、电化学、印迹分子、高效液相色谱、毛细

管电泳等联用技术的原理及应用的基础上，介绍了我们在化学发光与流动注射联

用技术应用方面的一些研究工作，并重点介绍了基于碱性鲁米诺、N一溴代丁二酰

亚胺、酸性Ce(IV)-NaS03、KMn04一HCHO、KMn04．Rh 6G等五种化学发光体系，

采用流动注射一化学发光分析方法，对几种药物及农药残留分析测定的研究，对

可能的化学发光反应机理，采用试验数据及文献资料进行了初步探讨。本论文主

要研究内容如下：

1．在碱性溶液中，盐酸多巴酚丁胺与鲁米诺反应能够产生微弱的化学发光，

铁氰化钾／亚铁氰化钾对该发光反应具有明显的增强作用。基于此，建立了一种

新的测定盐酸多巴酚丁胺的流动注射化学发光方法。考察了各种影响因素，确立

了反应的最佳条件。在优化条件下，盐酸多巴酚丁胺在1．OxlO。10 g mL’1到

1．0×10。7 gmL。1范围内与相对化学发光强度有良好的线性关系，检测限为：

2．6xlO。1 g mL4(30)。对含量为1,0×10《g mL。的标准溶液平行测定11次，相对

标准偏差为1．23％。该法已成功用于注射液中盐酸多巴酚丁胺含量测定，结果与

药典方法测定值吻合。利用文献资料及实验结果，对化学发光反应机理做了初步

探讨。

2．基于美洛昔康与N一溴代丁二酰亚胺在碱性介质中的反应，首次提出一种
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快速灵敏的流动注射化学发光测定方法。在优化条件下，在2．2×10。7～2．8x10。

mol／L范围内美洛昔康浓度的对数值与相对化学发光强度的对数值有良好的线性

关系，检测限为7．7×10一molFL(3(，)，对浓度为2．8 x10。6mol／L的美洛昔康标准溶

液平行测定11次，相对标准偏差为；2．14％。该法用于美洛昔康药片含量测定，

结果与药典法吻合，并利用光谱数据对发光机理进行了初步探讨。

3．基于酒石酸美托洛尔对酸性条件下Ce(IW)和Na／S03微弱化学发光反应的

增敏作用，建立了一种简单、快速、灵敏的测定酒石酸美托洛尔的流动注射-化

学发光方法，优化了各种影响化学发光信号的实验条件，在优化条件下，相对化

学发光强度与酒石酸美托洛尔的浓度在1．5×10一～7．3×10。6 mol／L范围内呈现

良好的线性关系。根据IUPAC规定，以空白值的标准偏差的3倍为标准， 计算

方法的检测限为4．7×10一mol／L，对含量为7．3×10。。7 mol／L的标准溶液平行测定

11次，相对标准偏差为2．20％。将该法用于酒石酸美托洛尔片及尿样中的含量

测定，将测定结果与药典规定的标准方法进行比较，同时进行标准加入回收试验，

结果令人满意。

4．基于磺胺嘧啶对酸性条件下KMn04一HCHO化学发光反应的增敏及催化

作用，建立了一种选择性测定复方滴鼻液中磺胺嘧啶的流动注射一化学发光分析

方法。对影响发光的各种因素进行了实验优化，在所选择的实验条件下，磺胺嘧

啶的浓度与化学发光强度在8．0×10。7到2．0×104 mol／L范围内有良好的线性关

系，检测限为：2,0x10刁mol／L(3G)。对5．0x10。5 mol／L的磺胺嘧啶标准溶液平行

测定11次，测量的相对标准偏差为2．53％。本法用于处方药复方滴鼻液中磺胺

嘧啶的测定，结果令人满意。

5．基于速灭威的碱性降解产物在罗丹明6(3存在下，硝酸酸性介质中，与

KMnO。的化学发光反应，建立了一种用于测定速灭威的简单、快速、灵敏的流

动注射．化学发光方法。对影响发光的各种因素进行了实验优化，在优化条件下，

相对化学发光强度与速灭威的浓度在2．0×10母到2．0×10-7 g／mL范围内有良好的

线性关系，方法的检测限是：6．6x10。o g／mL(30)，为了验证方法的精密度，对

2．0×10’8 g／mL的速灭威平行测定11次得到曰内测定的相对标准偏差为2．28％；

每天测定5次，连续测定5天得到日间测定的相对标准偏差为4．85％。本法已用

于蔬菜样品中速灭威的残留量测定，回收率结果令人满意。并利用所建立的方法，

对不同的放置时间及清洗步骤对速灭威残留量的影响进行了比较。
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AbStract

Study on Analysis of Pharmaceutical and pesticide residue

using Flow injection-Chemiluminescence

Abstract

Chemiluminescen analysis(cL)can provide a hi曲versatility in the determination

ofa wide variety oforganic or inorganic substances，biological substances that exhibit

bioactivities even at extremely low concentrations along wim high sensitivity，wide

linear range，rapidity,simplicity,which requke only simple and low-cost·measuring

devices．The noise from CL is much less than fluorescence method，because its

excitation doesn’t need any light source．A substance，which Can affect CL reaction

including the change of intensity,rate，wavelength，can be determined by CL method．

It is introduced in this article the history of CL development，essential principle，most

reaction system，some coupling techniques淅血CL，including flow-injection analysis，

electrochemistry,molecularly imprinted polymer,high performance liquid

chromatography,capillary electrophoresis，and our research work on the application

of FI—CL，with arl emphasis on the determination of SOlne pharmaceuticals and the

residue of pesticide based on alkaline luminal CL system，NBS CL system，acidic

Ce(IV)-NaS03 CL system，KMn04-HCHO CL system，KMn04·Rh 6G CL system，

using a FI—CL method．The possible mechanisms of some CL reactions were

preliminarily discussed using experiment and references．The main content of this

article is as fc)llows：

1．It was found that the weak chemiluminescence produced from the reaction of

dobutamine hydrochloride wi廿l luminol in alkaline solution could be strongly

enhanced by potassium ferricyanide and potassium ferrocyanide．Based on this found，
a new flow injection chemiluminescence method is proposed for the determination of

dobutamine hydrochloride．Under the optimum conditions，the proposed method has a

linear range of 1．0 X 10。10 g ml。1 to 1．0 X 10。7 g ml～．with a detection limit of2．6 x

1 0—11 g ml。1 for dobutamine hydrochioride(3 o)．A complete analysis could be

performed in 40 S including washing and sampling，giving a throughout of about 90

h-1．The relative standard deviation(RSD)for 11 parallel measurements of 1．0×10。8 g

ml～dobutamine is 1．23％．The proposed method has been applied for the
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determination of dobutarnine hydrochloride in its pharmaceutical formulations．The

results obtained compared well with those by an official method．111e possible

mechanism ofthis chemiluminescence reaction was alSO proposed．

2．A rapid and sensitive flow injection-chemiluminescence(FI—CL)method is

described for the determination of meloxicam based on its reaction with

N—bromosuccinimide in alkaline medium．Under the optimum conditions．the

proposed method allows the measurement of meloxicam over the range of 2．2x10。7

mol／1 to 2．8x10‘5 mol／1 with a detection limit of 7．7×10。8 mol／1 r30)．The relative

standard deviation for 11 parallel measurements of 2．8x10。。m01／1 meloxicam iS

2．14％．The method was applied satisfactorily to the determination of meloxicana in

pharmaceutical preparations．The results agreed well with those obtained by

spectrophotometry．111e mechanism of the chemiluminescence reaction was briefly

explained witll spectroscopic evidence．

3．In this paper,a simple，r印id and sensitive flow·injection chemiluminescence

method has been developed for the determination of metoprolol tartrate，which acts as

a kind of sensitizer in the chemiluminescence emission from也e redox of S032。with

Ce(IV)in acidic medium．Under the optimized conditions，the proposed method

allows the measurement of metoprolol tartmte over the range of 1．5×10。8 to 7．3×

10一m01／L with a detection limit of 4．7×10’9 mol／L f301．and the relative standard

deviation for 7．3×10“mol／L metoprolol tartrate(n=11)is 2．20％．111e utility ofthis

method was demonstrated by determining metoprolol tartrate in tablets and human
urine sample．

4．A sensitive flow injection-chemiluminescence method was developed based on

恤e enhancement and catalysis of sulfadiazine on acidic KMn04-HCHO

chemiluminescence reaction，which Was applied to selectively determine sulfadiazine
in compound naristillae．The conditions tllat influence the chemiluminescence signal
were optimized．Under the optimized conditions，the proposed method allows the

measurement of sulfadiazine over the range of 8．0×10。to 2．0×10‘4 mol／L with a

detection limit of 2．0×10“moI／L(3a)，and the relative standard deviation for

5．0x10～mol／L sulfadiazine(n 2 11)is 2．53％．The proposed method was successfully

applied to determine the contem of sulfadiazine in compound naristillae．

5．A sensitive，simple and r印id flow—injection chemiluminescence(CL)method is

described to determine tsumacide pesticide residue based on me CL reaction of the

5



Abstract

alkaline degradation product of tsurnacide with acidic KMn04 when rhodamine 6G

was present．Under the optimum conditions，the relative CL intensity is linear with the

concentration of tsumacide in the range of 2．0x10。9 to 2．0×10～g／mL．The detection

limit is 6．6x10’10 g／mE(30)and the relative standard deviation for 2．0xlO’8 g／mL of

tsumacide solution was 2．28％(intra·day)and 4。85％(inter-day)The proposed method

has been applied to determine the residue of tsumacide in vegetable sample，and the

recovery test iS very satisfactory．

Key words：Flow-injection analysis；Chemiluminescence；dobutamine hydrochlofide；

meloxicam；metoprolol tartrate；sulfadiazine；tsumacide；pesticide residue；
mechanism study
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第一章绪论

1．化学发光的发展历史及特点

第一章 绪论

发光是分子从激发态回到基态时释放出光子的一种现象。这一发光根据激发

能的不同可以分为多种类型，如：光致发光(荧光或磷光，光激发)，电致发光

(电激发)，热致发光(热能激发)，摩擦发光(摩擦作为激发能)，结晶发光(结

晶能作为激发能)，化学发光和生物发光(化学反应能作为激发能)。

化学发光和生物发光是在没有光、电、磁、声、热源激发的情况下，由化学

反应或生物化学反应产生的一种光辐射。吸收化学反应所释放的化学能而处于电

子激发态的反应中间体或反应产物，一种形式是直接回到基态而产生光辐射称为

直接化学发光，另一种形式是将能量转移给其他的分子而产生发光，称为间接或

者增敏化学发光。如果在化学发光的反应过程中，有酶参与催化或者发生在生物

体内，这种发光就被称为生物发光。由于生物发光也经历了化学反应，因此，人

们通常也把生物发光纳入化学发光的范畴。

生物发光和化学发光是自然界中一种普遍的现象。至今人们已经知道能发光

的生物，种类繁多，从低等的细菌到高等的发光鱼类，从植物幼苗、植物枝叶到

人体表面经络穴位、脑、肝、血清等，其发光的主要物质几乎都是由荧光素酶、

荧光素及其辅助因子所组成。15世纪，德国医生Brand发现某种“白色磷光体”

能在黑暗中持续发光，此现象被广泛地关注。1885年，法国生理学家Dubois在

实验室里提取了萤火虫的荧光素和荧光素酶，指出萤火虫的发光是一种化学反

应，把发光现象归属于一种相对简单的有机反应。1877年，Radziszewski『11发

现了洛酚碱(2，4，5一三苯基眯噢)在碱性介质中被过氧化氢等试剂氧化而发出绿

色的光。1928年，Albrecht『21观察到鲁米诺(3一氨基邻苯二甲酰肼)在碱性介质中

的化学发光行为。1935年，Gleu和Petsch[3】报道了光泽精(N，N一二甲基二吖

啶硝酸盐)与过氧化氢反应产生化学发光。然而，大多数化学发光非常微弱，且

存在寿命很短，因此化学发光的研究发展缓慢。直N--十世纪60年代，随着电

子技术的迅速发展，集成电路的广泛使用，高灵敏度光电倍增管的出现，化学发
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光反应才逐渐应用于分析化学。到八十年代，随着分析仪器的发展，化学发光新

体系的发现，化学发光开始广泛地应用于化学分析、环境科学、生命科学和医学

等领域[4—12】。特别是在某些关键技术，如生物传感器[131、基因序列分析[141，活

体细胞ATP『15，16]的测定等方面取得的一系列重大突破，使化学发光的应用范

围进一步扩大，几乎涵盖了现代科学的各个领域。

根据化学发光反应产生的光辐射强度或发光总量来确定反应中相应组分含

量的分析方法称为化学发光分析法。其突出优点是不需要任何外来光源，避免了

瑞利散射和拉曼散射等噪音，没有空白，因而光电倍增管在高压下工作时具有比

荧光法更高的信噪比。化学发光分析法由于具有很高的灵敏度，很宽的线性范围，

同时仪器设备又很简单、廉价、易微型化，在二十世纪的最后十年发展非常迅速。

化学发光和生物发光分析法在无机物、有机痕量和超痕量分析领域内都得到了广

泛应用。特别是近年来，化学发光和生物发光在多类复杂有机物质，如氨基酸、

蛋白质、维生素、核酸、DNA、激素、生物碱及各类药物及毒物的检测，多种

生物活性物质的分析，多种抗体和抗原的免疫分析，基因芯片、蛋白质芯片、受

体芯片、酶芯片、微流控芯片研究中得到了广泛地应用，而且呈现出上升趋势。

为生命科学、环境科学、材料科学的研究提供了许多新的、高灵敏度的、有效的

分析手段，推动了这方面科学理论和高新技术的发展；同时，其他相关学科的研

究成果也为化学发光和生物发光提供了许多新的技术和手段，出现了许多新的化

学发光和生物发光法，如纳米发光、发光成像、发光活体分析，大大促进了化学

发光和生物发光的发展及应用。将化学发光与流动注射、微透析、毛细管电泳、

传感器技术和芯片技术等结合起来可以建立很多高灵敏度的、微型化的和高度自

动化的分析方法和仪器。有关化学发光和生物发光分析的文献和综述已有很多报

道[17．471，本文将仅从化学发光的基本原理、主要发光体系、化学发光与其他技

术的联用及其在药物和农药残留分析中的应用等作一总结评述。

2．化学发光的基本原理

化学发光是指在没有任何光、电、热的作用下，只是靠吸收化学反应放出的

化学能而激发产生光的辐射而进行的发光形式。

最简单的化学发光反应是由两个关键步骤组成：激发和发射。
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化学发光反应可以简单的分为两种类型，两种物质A和B经化学反应生成

一种激发态产物C’，当C4返回到基态时，以光子形式释放能量，产生发光现象。

基本反应式：

A+B_÷C 4+D，

C七一÷C+hu

另一种类型是能量转移化学发光，它主要由三个步骤组成。首先，物质E

和F通过反应形成一种激发态中间体G+，接着G‘迅速将能量转移给另一能量接

受体I，I接受能量跃迁到激发态，形成激发态的I+，I+返回基态，产生化学发光。

基本反应式：

E+F_G++H

G++I_÷I++J

I+_÷I+hu

化学发光反应的必须条件概括起来有以下几方面：

(1)化学反应必须释放出足够的能量，使发光体处于激发态。

根据经典的光化学理论，由于化学发光不包含热和电功，化学发光反应的自

由能变化与发光波长的关系可用如下公式表示：．AG>h c／九。

其中h是普朗克常数，其数值为6．626×10’34焦耳·秒。c为光速，其数值为

2．998x108米／秒。九。。是激发态分子发射的最大波长。

由该公式可知，对于1 mol反应生成物质而言

一△G≥h c／k

=0．119 5肌。焦耳·米

由上式可知，400 nin一700 nlTl的可见光发射所需要的自由能变AG的数值应

在171—299千焦／摩尔之间。而氧化还原反应所提供的能量介于其中，所以大多数

的化学发光反应为氧化还原反应。

(2)反应历程应有利于激发态产物的形成而不至于将能量转化为热能。

(3)激发态产物必须能辐射光或将能量传给另一种发光体而使此发光体被激发。

(4)由于化学激发的瞬时性，激发能必须由某一步骤单独提供，否则，前一步反

应所释放的能量将会因分子振动而被消耗掉。

由于化学发光反应经历两个过程：激发和发射。反应物质在激发过程中生成

激发态的产率OcE定义为：生成激发态的分子数与参加反应的分子数之比。发射
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过程的产率mEM定义为：发光分子数与生成激发态的分子数之比。而化学发光反

应的效率巾cL定义为，发光分子数与参加反应的分子数之比。即0cL=mcE mEM。

化学发光反应的发光强度ICL与化学发光反应的效率mcL及反应物浓度C有

下面关系：

ICL(t)=‘DcE西EMdC／dr=mCLdC／dr

对于给定发光体的发光体系，巾cL为常数。

不同的化学发光反应可以产生不同波长的光的辐射，化学发光分析法的定量

基础就是化学发光的光强度决定于化学发光反应的反应速度，因而一切影响反应

速度的因素都可以作为建立测定方法的依据，通常反应速度决定于反应分子的浓

度，这样通过测定化学发光的光强，间接求出待测物浓度。

化学发光法被普遍认为具有高灵敏度、快速和简便等优点。首先，由于化学

发光的激发过程无需激发光源，因此化学发光法的背景发射比荧光法低得多。此

外，化学发光反应可受各种反应条件的影响。这种影响大多表现在对化学发光强

度的改变，有时也可能表现在发光速度和发光波长的改变。这一特性使得化学发

光分析法有更广泛的应用。因为任何能影响化学发光反应，引起发光强度、速度

和波长发生改变的物质都能成为化学发光法的分析对象。

化学发光分析测定的物质可以分为三类：第一类物质是化学发光反应中的反

应物；第二类物质是化学发光反应中的催化剂、增敏剂或抑制剂；第三类物质是

偶合反应中的反应物、催化剂、增敏剂等。这三类物质还可以通过标记方式用来

测定人们感兴趣的其他物质，进一步扩大了化学发光分析的应用范围。

近年来，应用较为广泛的化学发光体系有：鲁米诺(Lumin01)及其衍生物、光

泽精(Lucigenin)及吖啶酯(Acridinium Ester)、过氧化草酸酯(Peroxyoxalates)、1．2一

二氧杂环丁烷类(Adamantyl Dioxetanes)、三(2，2’一联吡啶)钉(III)

(Tris(2，2'-bipyridyl)ruthenium(III))等金属配合物、KMn04等体系，下面对这些体

系近年来的发展作一阐述。

3．化学发光反应体系

3．1．鲁米诺化学发光体系

10
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鲁米诺f3．氨基．邻苯二甲酰肼，结构式见图1a)，是1928年Albrecht首先发

现的一种发光试齐tj[21。鲁米诺、异鲁米诺(4．氨基冬口苯二甲酰肼，结构式见图

lb)及其衍生物是目前研究最多、应用最广泛的化学发光试剂之一。所有鲁米诺

及其衍生物的化学发光反应均为氧化反应，这些反应或者在疏质子溶剂中发生，

如二甲基亚砜，N，N．二甲基甲酰胺，或者在质子溶剂中发生，如水及低级醇等[48，

491。

0

Nit2
O

NH

NH

I-12N

O

NH

NH

a b

Fig．1 The structure of Luminol(a)and Isoluminol(b)

鲁米诺的化学发光量子产率(吼L)在二甲基亚砜中约为O．05，在水溶液系

统中约为O．01—0．02【48，50]。异鲁米诺比鲁米诺的化学发光弱10—100倍[51，52]。

众所周知，鲁米诺类发光化合物的吼L与其自身结构及氧化条件有关。有文献报

道，当将鲁米诺或异鲁米诺的环形的邻苯二甲酰肼部分进行修饰后，得到的衍生

物完全丧失了化学发光特性【49，50]。

NH2 O

0．

NH
2

NH OH一

司

O

NH2 O

NII 02甜—’

NH2 0

O

0

Fig 2．Possible chemiluminescence reaction of lumin01

人们对鲁米诺的化学发光反应已作过详细大量的研究【53-57]，在不同的反应

条件下反应机理稍有不同，现被普遍接受的鲁米诺反应机理如图2所示[561，在
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水溶液中鲁米诺本身被氧化成3．氨基邻苯二甲酸盐，最大发射波长为425nm。

在碱性溶液中，鲁米诺可以被许多氧化剂(如H202、K3Fe(CN)6、NaCl0、

K104、KMn04、K2S208、活性氧等)氧化而发光，其中H202最为常用，但由于

鲁米诺氧化发光的反应速度较慢，添加某些酶类或无机催化剂是非常有必要的。

其中常用的酶类有：辣根过氧化物酶(HRP)、微过氧化物酶、黄嘌呤氧化酶、

髓过氧化物酶、过氧化氢酶，金属蛋白类有细胞色素c、血红蛋白。无机类催化

剂包括；臭氧分子、卤素、过硫酸盐、Fe3+、Cu2+、C02+以及他们的配合物『46，

48—50]。值得指出的是，某些金属离子与配位剂结合后，具有比金属离子本身更

高的催化活性。如利用鲁米诺．过氧化氢．邻菲哕啉银体系，测定银离子的检测限

达到了2。7x10。1 g／L[58]。另外，一些增敏剂，如对碘酚、6．羟基苯并噻唑、苯基

硼酸对鲁米诺类发光试剂的化学发光反应的增敏作用也已有报道[59—621。由于这

些氧化剂、催化剂、增敏剂不但可以氧化、催化、增敏鲁米诺的化学发光反应，

而且发光强度与氧化剂、催化剂、增敏剂的浓度往往存在线性关系，由此可以对

这些物质进行测定。

研究表明，鲁米诺及其衍生物的晚L部分依赖于芳香邻二羧酸根离子的荧光

量子产率164．691。因此，有较高荧光量子产率的化合物结构，可望成为鲁米诺类

化学发光试剂的骨架结构，这一策略已经被众多研究者运用于某些化学发光化合

物和试剂合成的基本设计中[63—65，701。

鲁米诺及其衍生物由于具有量子产率高、易合成、水溶性好等特点，已成为

迄今应用最为广泛的化学发光试剂之一，广泛应用于包括免疫诊断和非免疫分析

的各个领域。利用鲁米诺化学发光体系，不但可以测定很多金属离子[71。791，还

可以测定很多其它无机物和有机物，如水中的溶解氧[80]、N02181]、卤素[821、

硫[831等。有机物中的氨基醇类，以及带有-N02、-NH2、一OH的苯的衍生物[84，

851，还有一些还原剂如抗坏血酸[861等对Lumin01．H202．Cu2+的发光体系具有抑

制作用，据此可以对这些物质进行测定。同时，大量鲁米诺的衍生物可以用于标

记其它分子包括生物分子等[87．89]，开拓了鲁米诺化学发光体系的应用范围。

3．2．光泽精及吖啶酯化学发光反应体系

1935年，Glue和Petsch[3]首次合成并发现了10，10一二甲基9，9一双吖啶二
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硝酸盐(俗称光泽精)的化学发光特性，现在光泽精已经成为研究和应用最为广

泛的化学发光试剂之一。在碱性条件下，被过氧化氢氧化成N一甲基吖啶酮，发

射出470nto的光[90]，其发光量子效率介于O．01—0．02之间[91]。文献[92，93]认为，

二氧杂环丁烷衍生物是其化学发光反应的关键中间体，由此提出了光泽精的化学

发光反应机理，如图3所示。光泽精的化学发光反应可以被很多的金属离子所催

化，其中包括一些对鲁米诺的化学发光反应无催化作用的金属离子，如Bi(III)。

该体系可用于测定金属离子[94]、抗坏血酸[95】及碱性磷酸酶【96】。光泽精的发光

反应要求的pH条件较为严格，一般在0．1～1．0mol／L的强碱溶液中进行，需

单独加入。光泽精的反应时间较长，发光信号几分钟才能到达峰值。在流动注

射化学发光分析中，由于光泽精的反应产物不溶于水，因此易沉积到流通管道

及检测池壁上，但加入少量表面活性剂如SDS就可以避免沉淀的发生，从而有利

于定量测定。

尊冀曝出一渤暖蛞■酊姒l√一■√
Fig．3．Chemiluminescence reaction ofLucigenin

研究发现许多吖啶类化合物都具有化学发光特性，其中研究最多的是吖啶

酯。1983年Weeks等人[97]合成了第一个用于标记蛋白质的吖啶酯试剂4．(2一琥

珀酰亚胺基氧羰基)苯基．10．甲基吖啶一9一羧酸酯氟磺酸盐。吖啶酯可以通过其分

子结构上特有的取代基团与抗原、抗体、多肽和DNA等生物大分子结构上的氨

基、羧基或者磷酸基直接或间接作用，从而标记这些生物大分子，实现这些生物

物质的化学发光分析测定。吖啶酯发光效率高、背景低，可以在中性或微碱性的

条件下标记多肽、抗体和抗原等，且发光量子产率及生物活性几乎不受影响，已

成为性能优良的化学发光免疫分析标记试剂。通过对其结构的改造，大大增加了

吖啶酯类化合物参与微量免疫分析的可能性，在生命科学领域中应用目趋广泛。

林金明等【98]用吖啶酯类化合物为探针对人类的促性腺激素进行了免疫分析，

Nelson等[991进行了DNA的免疫分析。水解不稳定性是吖啶酯类化学发光标记
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物的一大弱点，但研究人员发现，吖啶酯可以嵌入核酸杂交双链之间，且在嵌入

后其酯键得到保护而不易被水解，由此设计出水解保护分析(HPA)探针。将吖啶

酯用特殊的标记臂标记于探针的某个部位，探针体与待测核酸序列形成杂交体

后，探针上的吖啶酯自发地嵌入核酸杂交双链之间，那些过量的游离探针上的吖

啶酯用特殊的水解试剂进行水解失活。最后通过测定被保护的吖啶酯的化学发光

强度对待测核酸序列进行定量分析。

3．3．过氧化草酸酯类化学发光体系

^舻址趾汹鲨!。Am一墓』一删——

二}越o．贸一
F：FluorQp,hore At；cId N如92cI舀N如≮}

℃}

0--0

o：{一岳。钟

aNP0 bFPlo

Fig，4．Peroxyoxalate chemiluminescence reaction

0

1963年，Chandross[100]在实验中首次发现并报道了过氧化草酸酯的化学发

光(POCL)现象，将草酰氯加到含有荧光物质，如葸、9，10．二苯基蒽或N一甲基

吖啶酮的过氧化氢溶液中，就会有化学发光现象发生。从此以后，有关过氧化草

酸酯类发光试剂的合成、应用及发光机理等已经有大量的研究和报道。过氧化草

酸酯类化学发光体系通常包括：一种二芳基草酸酯，一种氧化剂通常为过氧化氢，

二者之间发生化学反应，生成一种双氧基中间体储能物；一种荧光剂，通常为线

性稠环芳烃。发生反应时，该荧光试剂的分子结构通常保持不变，只是起转移能

量和发射荧光的作用。最典型的芳香基草酸酯化合物是双[2，4-二硝基苯基]草酸

酯(DNPO)、双【2，4，6-三氯苯基】草酸酯(TCPo)。研究表明，化学发光强度与芳香

14
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基草酸酯的结构及所使用的溶剂有关，并且可以通过调节pH值得到改善。Rauhut

认为化学发光的量子产率随草酸衍生物结构的变化而变化[1011。过氧化草酸酯

的发光机理如图4所示。

过氧草酸酯的化学发光量子效率可达27％，并且允许的pH(4-10)范围较

大。TCPO可在pH5～9的范围内使用，pH 7．50时，发光强度最大；DNPO可

在pH 3．5的条件下使用。过氧化草酸酯类化学发光体系主要用于直接测定过氧

化氢[102．1041，通过过氧化氢间接测定其它样品[105—1 l 6]，如苯醌、葡萄糖、尿

酸、氨基酸、谷氨酸、乙酰胆碱、胆碱、多胺等，也可以用于荧光物质[117．122]

的分析，主要包括多环芳烃及其衍生物和一些丹磺酰或荧光标记的分析物。另外，

一些易被氧化的非荧光物质如二氧化硫、苯胺、有机硫化物等能猝灭[1231化学

体系的发光，通过测定发光强度的减弱也可以进行定量分析。

Makoto Tsunoda等[124]对过氧草酸酯的化学发光反应与液相色谱、流动注

射及毛细管电泳结合起来在分析中的应用中作了综述报道。

3．4．1．2．二氧杂环丁烷类化学发光体系

自1969年Kopecky和Mumford合成1，2-二氧杂环丁烷以来，其化学发光

也研究得比较多，这类化合物经单分子转变后生成两个含羰基的产物，产物之一

可生成激发态。由于许多化学发光和生物发光的中间体都可能生成这种过渡态而

早已受到人们的注意，目前1，2．二氧杂环丁烷及其衍生物已经成为一类重要的

化学发光试剂。通过选择环烷烃、苯基、蒽基、烷氧基等不同取代基修饰1，2．

二氧杂环丁烷，改变1，2一二氧杂环丁烷衍生物的发光和分解动力学性质，1，2．二

氧杂环丁烷类衍生物的化学发光得到不断发展。

在免疫分析中，Kamtekar等将该类化合物作为酶转化的底物[1251，利用碱

性磷酸酶mP)催化1，2．二氧杂环丁烷的磷酸盐衍生物的水解产生化学发光来

测定Zn(II)、Be(II)、Bi(III)。TakeshiImanishi等合成一类新型1，2．二

氧杂环丁烷衍生物，这类物质含有吖啶．10．乙酸酯基团，通过吖啶环平面结构

和螺旋己二环烷烃的稳定作用，使试剂稳定性增强，在碱性试剂中，该化合物发

光快速，具有较好的发光-Ni能[1261。利用1，2．二氧杂环丁烷类化合物作为化学发

光探针和标记物，由于其刚性结构可方便地通过控制温度而产生化学发光，从而
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获取某一点的信息。

^MP∞ ￡嘲ID

Fig．5 The structure ofAMPPD and CSPD

3一(2’．螺旋金钢烷)．4一甲氧基．4．(3”一磷氧酰苯基)．1，2．二氧杂环丁烷(AMPPD，

Fig．5)是1，2一二氧杂环丁烷类中最重要的发光齐1][127]。它在碱性磷酸酯酶(AP)催

化下的AMPPD分解反应是近年来最受人们青睐的化学发光反应。AP，AMPPD

发光体系具有稳态发光特性，量子产率在0．90以上，用于碱性磷酸酶的测定，

灵敏度可以高达10“mol(<1000AP)分子，是目前最灵敏的核酸检测方法之一

『128]；用碱性磷酸酶作为标记物，以该化学发光反应为基础的免疫分析、基因

分析和基因芯片已得到了广泛的应用。在AMPPD基础上加以改进并具有更好的

反应动力学和更高灵敏度的新一代底物CSPD伍ig．5)也已出现。这些体系已广泛

用于各种基因、病原体DNA的鉴定。

3．5．钌(II)配合物化学发光反应

目前，用于化学发光分析的钉(II)配合物主要是--(2，2'-联吡啶)钌(II)[Ru

(bipy)3升】和三(1，10-菲咯啉)钌(II)【Ru(phen)3抖]。1966年，Hercules和Lytle首

次报道了[Ru(bipy)32+】的化学发光现象[129]。此后，钌(II)配合物的化学发光

性质得NT深入的研究，其在化学发光分析中的应用日益广泛[130]。有关钌(Ⅱ)

配合物(RⅡ。3”)化学发光反应机理的研究『131—142]表明，不同物质与它的化学发

光反应都包括以下三个步骤：第一，RuL32+,f12参与化学发光反应的物质分别与氧

化剂(例如固体Pb02或Ce(IV)溶液)作用或在电极上被氧化，生成RuL33+和某

种强还原性的自由基中间体[R]+；第二，RuL33+与强还原性的自由基中间体【R]+

作用，得到发光物质[RuL32+^第三，[RuL32+】+回到基态，将激发态的能量以光

辐射的形式释放出来。上述步骤中所说的“参与化学发光反应的物质”通常是体

系中的被分析物，RuL32+的发光强度与其浓度有关。因此，钌(II)配合物化学发

芯。对。节一
二
。对
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光的机理可以用如下的四个方程表示：

RuL3计+oxidant／一e。—÷RuL33++produch／e。

Analyte+oxidant／一n e-÷[R】’+produch／n e-

RuL33卞+[R】+—虹RuL32十r+product3

『RuL32+]+_RuL32++hv

从上述机理可见，在钌(II)配合物化学发光反应过程中，钌(III)的产生是

最重要的步骤。目前用来产生RuL3”的方法主要有三种：化学氧化法、光化学

氧化法以及电化学氧化法，其中电化学氧化法中的原位电致化学发光法(iIl situ

ECU应用最为广泛。

研究表明，Ru(bipy)3”与脂肪胺的化学发光强度，叔胺是仲胺的10～100倍，

仲胺是伯胺的10倍左右。脂肪族叔胺的检测限可以达到10 nmol／L、1 pmol／L甚

至更低。而另一方面，芳香族胺如苯胺、二苯胺在该体系中却没有化学发光现象。

测定氨基酸的检测限根据结构的不同，可以达到1lamoI／L到1 mmol／L。

由于Ru(bipy)32．在化学发光反应中可以循环使用，因此在某些情况下，将

其固定于电极表面是非常有利的。Ru(bipy)33十可以通过控制电极电势氧化而得

到，分析物在电极表面与Ru(bipy)33+作用，发光反应后，又生成Ru(bipy)32+，

在电极上又可以被氧化成Ru(bipy)3”，从而使反应可以循环进行。近几年来，

有关钌(1I)配合物化学发光分析的新体系和新方法研究得到了迅猛发展，在药

物、环境、食品等生命科学相关领域得到了广泛应用。虽然钌(II)配合物化学

发光新体系有较高的选择性，新方法可进行两组份同时测定，但要进行复杂体系

中特定组份分析，还必须与分离技术结合。因此，将化学发光的高灵敏度与现代

高效的分离技术结合，是化学发光分析一个重要的研究方向。两者结合后在药

物、有机酸和有机碱分离分析中得到了广泛应用，如HPLC—CL联用测定血浆样

品中的三环抗抑郁剂[1431，利用微芯片与化学发光联用测定可待因和草酸等

【144，145]。Lin等人[146]将Ru(bipy)32+固定在阳离子交换树脂上制成了化学发

光传感器，此传感器性质稳定，可用于测定草酸盐、亚硫酸盐和乙醇。Wang等人

[147】将Ru(bipy)32+固定在玻碳电极表面的Eastman-AQ55D．硅胶薄膜上，制成

了一种稳定时间长、响应速度快的电致化学发光传感器，并用其检测草酸盐、三

丙胺以及氯丙嗪，得到了满意的结果。Egashira等人[148]将Ru(bipy)32上固定在

涂敷于电极表面的Nation膜上，得到了一种电致化学发光传感器。此传感器对于
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三甲胺气体具有很强的响应(线性范围为10～310 ppb，检测限为3 ppb)，可用于

监测海产品的新鲜程度。

3．6．高锰酸钾化学发光反应体系

1920年，Crrinberg首次将酸化的高锰酸钾用作化学发光试剂，在过氧化氢

存在下研究了连苯三酚的氧化[149]。2001年Barnett等【27]详细综述了酸性高锰

酸钾化学发光体系的分析应用；最近他们[150]又提出了酸性高锰酸钾化学发光

体系的发光机理，认为这类化学发光是化学反应诱导的激发态Mn(II)的磷光，

类似于固态Mn(II)4T1—6A1，的转换。高锰酸钾在酸性介质中，能够氧化很多

有机物及无机物，并产生光发射，已用于生物碱及药物的分析测定[151-1571。

Townshend用高锰酸钾发光体系测定了尿液、血液、麻醉镇痛药物中吗啡的含量

『158]，并且，他们在酸性高锰酸钾溶液中用甲酸／罗丹明B为载流研究了可作为

辅助还原剂的一些含氮亲核试齐tj[1591。高锰酸钾化学发光反应体系的灵敏度一

般较低，通常需要在体系中加入增敏剂，常用的有：还原性物质，如：甲醛、乙

二醛、戊二醛、Mn(II)、H202、甲酸等，荧光类物质，如罗丹明B、核黄素、奎

宁及一些表面活性剂和13-环糊精等，另外，为了提高该发光体系的灵敏度，高锰

酸钾的酸性介质经常使用多聚磷酸。

3．7．Ce(IV)化学发光反应体系

Ce(IV)作为一种强氧化剂，可以在酸性条件下氧化某些还原性物质而发光。

与Ce(IV)有关的化学发光反应大体可以归纳为如下几类：

1．直接还原Ce(IV)体系。直接还原Ce(IV)体系的发光应用较少。某些药物如萘

普生[1601、盐酸异丙嗪[161】、非那西汀[1621、扑热息痛[163]等可直接还原ce(IV)

发生化学发光反应，由此建立了测定这些药物的化学发光方法。

2．Ce(1V)一亚硫酸盐体系。基于对Ce(IV)．S032"体系化学发光的增强作用，测定了

盐酸环丙沙星、诺氟沙星[1641、可的松及氢化可的松[165]。利用氧氟沙星，氟哌

酸、卷须霉素及洛美沙星等[1661增强Ce0V)．亚硫酸盐体系的化学发光这一性质

对这些药物进行了测定。
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3．Ce(IV)．巯基化合物体系。Ce(IV)与含有巯基或含硫的药物反应，一些荧光物质

如喹琳、罗丹明B或罗丹明6G等对其有增敏作用，据此测定了青霉胺[167]、头

孢氨苄[168]、卡托普利[169]、氟非那嗪、甲氧异丁嗪、异丁嗪等药物[170]。

4．Ce(IV)一联吡啶钌(II)体系。Ce(IV)可氧化Ru(bipy)32+产生化学发光，某些有机

酸、有机碱及药物能增强该体系的发光强度。何治柯等人[1711对结构相似的有

机酸如：乳酸，丙氨酸，丙酮酸，草酸在Ru(bipy)3 2+／Ru(phen)3”一有机酸(HA)

．Ce(Iv)体系中的化学发光反应动力学进行了比较研究。他41'][1721还利用巴比

妥酸对Ce(Ⅳ)氧化钉(II)．联毗啶化学发光反应的增强作用，建立了痕量巴比妥

酸的自动脉冲注射．化学发光测定法。

3．8．N．溴代琥珀酰亚胺化学发光体系

1990年，Halvatzis等[1731首次将N．溴代琥珀酰亚胺fNBS)用于化学发光分

析，他们发现NBS氧化异烟肼时产生化学发光，而铵离子的存在可以大大增强

发光强度，据此，建立了检测异烟阱的化学发光分析法。此后，NBS作为一种

相对稳定和有效的氧化剂，在化学发光领域得到了广泛的应用，并研究了增敏剂

对该化学发光体系的作用。NBS作为氧化剂用于化学发光反应，比直接使用

HBrO更加稳定；同时又比电生HBrO更加方便和简单；和化学发光反应中所常

用的无机氧化剂如高锰酸钾、铁氰化钾、溴水等相比，该试剂的一大优点是没有

颜色，因此对光的自吸收很微弱，有利于灵敏度的提高：此外，该试剂既可以溶

于极性溶剂，又可以溶于非极性溶剂，因此具有应用于有机相的化学发光分析的

潜力。

Halvatzis等[173]将NBS用于化学发光反应检测异烟肼时，发现加入NH4+

时发光强度和灵敏度均得到很大提高，他们认为其增敏机理可能是“协同作用”，

即NH4+被NBS氧化生成激发态N2，然后激发态N2再激发体系的发光体，从而

增强体系的发光强度[173，1741。他tfIJ[1751在研究中还发现，]NTH4+被NBS氧化

时，产生的激发态N2可以激发共存的二氯荧光素，产生化学发光，实现对N地+

的灵敏检测。Wang等[176]建立了检测西咪替丁的NBS．荧光素体系，并与微超

滤采样技术联用，用于研究西咪替丁和牛血清白蛋白的结合反应，计算出该结合

反应的结合位点数和结合常数。方卢秋等[177]基于硫酸沙丁胺醇对NBS一荧光素

19



第一章绪论

化学发光体系的强烈抑制作用，建立了硫酸沙丁胺醇的抑制化学发光分析法，并

探讨了抑制化学发光可能的机理，认为是硫酸沙丁胺醇消耗了NBS，从而抑制

NBS和荧光素的化学发光反应。方禹之等『178]，基于美洛昔康与NBS在碱性

介质中的反应，首次提出一种快速灵敏的流动注射化学发光测定方法，该方法成

功运用于药品中的美洛昔康含量测定，并由光谱证据说明，在NBS氧化美洛昔

康时，产生激发态的中间体，然后将反应产生的能量转移给荧光素，从而产生化

学发光。Safavi等[179]研究了焦酚和NBS的化学发光反应，并发现在体系中加

入盐酸羟胺和表面活性剂十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)时可以大大增强化学发

光。Wang等[180，181]在研究二甲双胍和苯乙双胍在NBS．荧光素体系中的化学

发光行为时发现加入超过临界胶束浓度的cTAB时，化学发光强度可提高上百

倍。对于这种现象，他们认为是由于超过临界胶束浓度的CTAB抑制了激发态荧

光素的内转化过程，提高了量子产率的缘故。

3．9．高碘酸钾化学发光反应体系

高碘酸钾作为无机的化学发光氧化试剂。与KMn04、Ce(4+)相比，高碘酸钾

的水溶液是无色的，因此不会对可见光产生吸收，不会在高浓度时因自吸收而影

响化学发光的灵敏度，与H202、次氯酸钠、次溴酸钠这些无机氧化剂相比，稳

定性更高。高碘酸钾作为化学发光氧化试剂可以单独使用，也可以与过氧化氢、

钌的各种配合物等协同作用，用于测定有机化合物及药物。如采用高碘酸钾．过

氧化氢化学发光反应体系可用于测定盐酸黄连素、盐酸林可霉素、肾上腺色腙、

盐酸土霉素、金鸡纳碱等[182．186]。在焦桔酸存在下，高碘酸钾用于测定葡萄糖、

果糖[187]，利用羟氨增敏用于测定乙二醇[188]。高碘酸钾与钌的各种配合物协

同作用，用于测定空气中的S02『189]及各种氨基酸[190]。

3．10．罗丹明族化合物的化学发光体系

罗丹明族化合物属于碱性咕吨染料，其水溶液具有较大的摩尔吸收系数，分

子结构有较大的刚性平面，因此其单体水溶液可产生很强的荧光，另外罗丹明族

化合物还具有很好的氧化还原特性。近年来，罗丹明族化合物在化学发光分析方
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面也有较多应用，但多数只作为化学发光反应的增敏剂。近来有研究[191，192]

表明，在硫酸介质中，Ce(IV)氧化罗丹明B本身就可以产生很强的化学发光，并

将罗丹明B—Ce(rV)一H2804这一新的化学发光体系用于微量抗坏血酸和DNA的

测定。

3．11．生物化学发光反应

生物发光是化学发光的一个特殊类型，它是由生命活性物质所产生的发光现

象，发光所需的激发能来自于生物体内的酶催化反应。催化此类反应的酶称为荧

光素酶。由于生物发光法具有简便、快速、灵敏、重现性好、设备简单等优点，

因此广泛应用于生化领域某些酶活性(如肌酸激酶，丙酮酸激酶)和激素类(如TSH，

T4、皮质醇)等物质的检测。生物化学发光中研究最多的是萤火虫生物化学发光

和细菌生物化学发光。由于前者发光反应需要ATP的参与，所以萤火虫生物化

学发光又称ATP依赖型发光。在这类反应中，萤火虫荧光素(Firefly Luciferin)和

荧光素酶(Luciferase)在ATP,M92+和02存在条件下可发光，反应式示意如下：
2+

ATP+荧光素+荧光素酶I!L腺苷基荧光素
腺苷基荧光素+02一腺苷基氧化荧光素+h(562nm)

其中，第一步反应对ATP是特异性的，它已成为定量检测各种样品中ATP

的基础。在第二步反应中，腺苷基荧光素与02作用，形成腺苷基氧化荧光素并

发光。在整个反应过程中，放出的光总量取决于荧光素、荧光素酶、02和ATP

的浓度。当所有其他反应物均过量时，发出的光总量和最大光强度与ATP成正

比，借此可以用来测定ATP。

细菌生物化学发光原理是：

NAD(P)H+FMN啊’M垒里堡里!!型氢垡至堕孽FMNH2+NAD(P)+
FMNH2+RCHO+02微生物荧光素酶FMN+ROOH+H20+hv

其中，FMN是脱氢黄素单核苷酸，FMNH2是黄素单核苷酸。烟酰胺腺嘌

呤双核苷酸(NADH)和烟酰胺腺嘌呤双核苷酸磷酸(NAD(P)H)，他们能可逆地脱

氢与加氢，因而具有传递氢的作用，是生物氧化代谢不可缺少的物质。利用上述

氧化还原酶和细菌荧光素酶催化的发光反应，可以定量测定NADH和NADPH

[193]。
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生物发光由于都是有酶参与的反应，因此选择性比较好。而化学发光反应一

般来说由于很多物质的直接测定几乎是在相同条件下，因而选择性较差。近年来，

采用化学发光免疫分析、偶合化学发光分析、液相色谱和毛细管电泳与化学发光

检测联用等分析手段，在选择性和灵敏度两个方面都取得了较好的效果。

4．偶合反应化学发光分析

偶合反应化学发光分析过程中存在着两个化学反应，一个称为偶合反应，这

种反应能够定量生成或定量消耗某一化学发光反应的反应物(或催化剂)，另一个

反应则为相应的化学发光反应。根据测量化学发光反应的化学发光强度(或发光

总量)以测定偶合反应中相关物质浓度(或含量)的方法称为偶合反应化学发光分

析法。

偶合反应可以是酶或非酶动力学反应、氧化还原反应和配位置换反应，也可

以是一些其它有关反应。偶合反应化学发光分析的分析物可以是偶合反应的反应

物，也可以是偶合反应的催化剂。由于可利用的偶合反应数量较多，因而可以用

化学发光法分析的物质种类和数量就借偶合反应化学发光分析法而大大增加了。

更有意义的是分析物可扩展到生命活性物质。如果偶合反应是催化动力学反应，

那么相应的偶合反应化学发光分析就具有高于一般化学发光分析的灵敏度；如

果偶合反应有较好的选择性，那么相对于那些选择性较差的化学发光分析法而

言，相应的偶合反应化学发光分析法的选择性就会得到极大的改善。

吕九如、杜建修从酶联化学发光分析、无机偶合反应化学发光分析、光化学

反应．化学发光分析和电化学反应，化学发光分析四个方面对偶合反应化学发

光分析的研究状况进行了评述[1941。

鲁米诺，光泽精和过氧化草酸酯都是测定过氧化氢的很灵敏的化学发光试

剂。许多分析物如葡萄糖、尿酸、胆固醇、单胺、二胺、氨基酸、乙醇、甲醇、

黄嘌呤、次黄嘌呤、肌苷、胆碱，都能在各自对应的氧化酶催化下，被溶液中的

溶解氧氧化产生过氧化氢。因而他们都能够通过偶合反应，实现灵敏的和选择性

的测定，还可以基于化学发光偶合反应构建化学发光传感器，实现活体的在线、

实时测定[195，1961．

Perez．Ruiz等[197】丰艮道了在乙醇存在下，光诱导维生素K3产生过氧化氢，



第一章绪论

与鲁米诺化学发光体系相偶合测定了维生素K3。David等[198】报道了氯霉素及

其相类似的有关含氮化合物通过光化学反应可产生一种氧化性产物，这一氧化性

产物能氧化鲁米诺产生化学发光。Perez-Ruiz等[1991报道乳酸盐和柠檬酸盐与

Fe(III)N成的络合物的光化学反应，可产生Fe(II)，而Fe(II)对鲁米诺化学发光反

应有强烈的催化作用，基于这一原理建立了测定乳酸盐和柠檬酸盐化学发光法。

5． 化学发光与其它技术的联用

5．1．化学发光与流动注射技术的联用

1975年丹麦学者Ruzicka与Hansen首次提出流动注射分析技术(Flow

InjectionAnalysis，FIA)，20多年来全世界在此领域累计发表论文已近6000篇，

专著10余部。其发展速度在近代分析化学发展中是比较突出的，目前主要应用

领域有：水质检测、土壤样品分析，药物研究、血液分析等。

5．1．1．流动注射分析的原理

在FIA出现之前，充分的、均匀的混合及在此基础上所达到的物理与化学的

平衡状态是溶液化学分析的最基础的观念之一。即使对于那些例外的情况来说，

由于化学反应的特性所决定，无法在化学平衡状态下测定(如动力学测定，化学

发光测定等)但仍要理所当然的尽量实现试样与试剂的均匀混合，因为把试剂加

入试样或相反过程及随后的混合过程是无法精确控制的。从物理意义上来说，在

试样与试剂充分混合之前，在过程开始后的任何一个确定的时间都不可能得到具

有良好重现性的混合状态。既然任何化学反应必然依赖于试样中待测物与反应试

剂的接触，在混合过程无法精确控制的情况下，要取得具有足够精度的响应就只

有等到反应达到化学平衡的稳定状态，此时混合过程初期的非重现状态及反应时

间的长短可以忽略不计。

因此，从一定意义上来说，上述均匀混合与平衡状态下测定的观念是在物

理混合及化学反应过程都无法精确控制的条件下形成的。气泡间隔式连续流动分

析之所以在液流中加入气泡也正是为了利用其搅拌与壁垒的双重功能来创造实

现物理与化学平衡的条件，与传统的手工操作相比，它虽然大大提高了溶液处理
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的工作效率，但并未摆脱溶液分析必须达到物理与化学平衡的观念。FIA技术的

优势之一在于它摆脱了最原始的手工间歇式操作模式，并与自动检测仪器联用，

从而实现了分析检测自动化，使分析效率提高。而其独特优势就在于它是建立在

非平衡状态下实现重现检测的分析手段。它是将一定体积的试样注入到无气泡间

隔的流动试剂(载流)中，保证混合过程与反应时间的高度重现性，在非平衡状

态下高效地完成试样的在线处理与测定。其变革的根本性质在于打破了几百年来

分析反应必须在物理化学平衡条件下完成的传统观念，从而从根本上缩短了检测

时间，大大提高了分析效率，被誉为溶液分析化学质的进展。

正是由于FIA是建立在非平衡状态下实现重现检测，它在不稳定反应的定量

分析中体现了其它分析手段难以取代的绝对优势。在此方面包括一些高灵敏度，

高选择性但不稳定的反应、动力学反应等，本文所涉及的化学发光反应也在此列。

典型的FIA中样品与载流(试剂)的混合总是不会完全的，然而，对一个

固定的实验装置来说，只要流速不变，在一定的留存时间的分散状态都是高度重

现的，因此可以得到重现良好的分析结果。所以，与传统的化学分析操作相比，

FIA既不需要均匀混合，也不需要达到化学平衡，为实现连续自动化分析奠定了

基础。

5．1．2．流动注射分析的特点

F1A只有同特定的检测技术结合才能形成一个完整的分析体系，而一旦实现

了这种结合就会使一些传统的检测方法在分析性能方面有显著的提高，甚至飞

跃。FIA基本系统一般包括流动注射部分和检测部分。流动注射部分主要有：载

流驱动系统，注样器或注样阀，微型反应器；与FIA联用的检测方法主要有分光

光度法、高效液相色谱法、原子光谱法、电化学法、化学发光法、荧光法、酶法、

免疫分析法等，从而实现了FIA技术与多种分析手段的联用，使FIA技术具有

广泛的适应性。另外，流动注射分析还具有低消耗、高精度、高效率和仪器设备

简单价廉等优点。

5．1。3。流动注射化学发光法的特点

由于化学发光(cL)反应速度通常很快，在溶液混合的瞬间就产生发光信号，

在几秒内发光强度达到峰值，而且较易受环境因素的影响，因此反应过程难于控

24
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制，重现性和选择性较差，使其在定量分析中受到一定限制。而诞生于二十世纪

七十年代的流动注射分析技术，是一种在非平衡状态下，溶液自动处理及分析技

术，FIA能使样品和试剂以高度重现的方式混合，从混合到检测的时间间隔可以

严格控制。因此FIA为CL提供了一个非常好的控制手段，在流动过程中，所有

的实验参数，如试剂体积、保留时间、温度、试剂的混合时间和方式等都能严格

的控制并重复操作。因此近年来将FIA与化学发光分析联用，在很大程度上克服

了化学发光分析重现性差、操作费时、不便于实现自动化等缺点，从而使化学发

光作为一种灵敏高效的痕量分析方法在分析化学领域得到了迅速发展。流动注射

．化学发光(FI—CL)分析方法主要具有如下优点：

(1)装置简单：和一般CL分析一样，FI．CL分析无需复杂的分光元件和光

强测量装置，只需用光电转换装置将光信号转换为电信号，一般实验室可根据需

要自行组装，且操作方便。

(2)灵敏度高：与化学发光法联用弥补了FI这一非稳定分析技术造成的灵

敏度的损失，FI-CL法的检测限一般在ng／g～pg／g数量级，对于一些无机离子检

测下限可达10。129／mL，比光度分析低3到4个数量级。

(3)线性范围宽；发光强度与被测物浓度可在4~5个数量级范围内成线性

关系。

(4)重现性好：一般CL分析中，由于化学发光反应速度快，且发光强度

随时闻改变，所以反应过程难于控制，重现性较差。而采用FI技术，试样与试

剂在流动中高度重现地混合，显著提高了分析结果的重现性。

(5)选择性好：化学发光分析主要的缺点是选择性不高，有时需要与分离

方法结合，而FI可以实现高效率的在线分离，例如溶剂萃取、渗析、气体扩散、

离子交换与吸附等分离过程均可引入流动注射系统，形成FI在线分离体系，不

仅实现了分离过程的高效率和自动化，并可与测定过程在线连接，使整个分析过

程连为一体，极大地提高了化学发光分析方法的效率和选择性。

(6)反应条件易于控制：CL对温度、酸度、离子强度等环境因素的变化比

较敏感，但这些因素在FI条件下都不难得到控制。

5．1．4．FI．CL分析流路与实验装置
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丑

Fig．6．General device for FI—CL(a)and flow cell Co)

P，peristaltic pump；C，carder stream；R，reagent；S，sample；

M，reflector；B，flow cell；W，waste；PMT,photomultiplier tube

基本的FI．CL试验装置如图6a所示，一般包括两部分，其一是流动体系部

分，控制发光试剂的流速及其混合方式；其二是化学发光检测部分，可以在指定

波长或光发射的波长范围内进行检测，将发光反应产生的光信号转变成电信号，

并由记录仪记录下其发光响应值。光电转换装置多为光电倍增管，也有用光电二

极管的，现已设计出用于CL检测的二极管阵列检测器：流通池通常由玻璃管或

透明塑料管制成平面螺旋型(图6b)，以增加光通量，置于紧靠光电倍增管的光窗

前。由于CL反应速度很快，因此从注射阀至流通池的反应管道一般较短。随着

FIA技术的发展，商品化流动注射化学发光仪也广泛使用，配备微机系统，自动

进样，储存记录，打印结果，使化学发光分析的速度更快。

一般FI．CL的流路有三通路、四通路等多种形式，各发光试剂以某一恒定流

速经蠕动泵驱动，经过进样阀将待测组分与发光试剂混合，在流通池里发生化学

发光反应，所产生的光信号被光电倍增管转换并放大，最后由记录仪记录。在

FI—CL的实验装置中，流通池的设计很关键。由于直管反应器的分散系数较小，

试剂分散度不够，导致发光强度较弱。因此一般采用图6b所示的平面盘管式反

应器。与其它流动光谱检测方法相比(吸收及荧光发射)。FI—CL的流通池体积

一般较大，发光截面尽可能大，且同光电倍增管尽可能靠近。这一方面是由于尽

●●●●僻
●●l
W
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量多的收集发光信号的需要，另一方面是因为CL测量中的背景噪音主要来源于

化学发光反应试剂中存在的杂质，即所谓的化学空白值。

5．1．5．FI．CL的应用

有关FI-CL的应用已有很多的文献及综述报道[200—204]，本文仅就近几年来

的研究按照分析物的类别做一概述。

5．1．5．1．FI．CL在药物分析中的应用

药物是用来预防、治疗、诊断疾病和帮助机体恢复正常机能的物质。任何药

物都必需达到一定的质量标准。药物质量直接影响着治疗和预防的效果，而且密

切关系到人民的健康与安全。

药物检测的目的是保证药物的质量和用药的安全有效。在临床中，通过体内

(体液和组织)药物的检测，可以了解给药后药物在体内的吸收、分布、代谢、排

泄的情况，为药物的药效、毒副作用的评价及其体内的机制研究提供信息。药物

检测一般包括鉴别、检查和含量测定等方面。其中含量测定一般采用化学分析方

法或物理化学分析方法，确定药品中有效成分的含量范围，测定方法力求简便快

速，易于推广和掌握。常用来测定药物的方法包括容量滴定、紫外一可见分光光

度、荧光、原子吸收、气相色谱、高效液相色谱、红外光谱和质谱等方法。药物

分析作为化学分析的一个重要领域，不但要求分析结果准确可靠，而且要求方法

简便、灵敏度高。

化学发光法作为最灵敏的分析方法之一在药物分析中得到了迅速发展，其分

析理论和技术已渗透到药物分析的各个方面，主要包括：

(1)应用化学发光理论和技术对中西药有效成分进行定量分析；

(2)利用化学发光分析的高灵敏性对药物在动物体内的动态变化进行监测，

绘制药时曲线，计算系列药动学参数，为临床安全、合理、有效用药提供理论依

据：

(3)进行药物在动物主要脏器中的分布和残留研究，这对于监测一些毒性大

的药物损伤脏器造成危害的研究有着重要的价值，能为临床医学提供更有效的用

药依据；
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(4)利用化学发光分析法对中草药中所含的生命元素及其吸收代谢进行测

定和监测。

随着药物分析的发展，尤其是体内药物分析的发展，要求分析方法灵敏、快

速、准确、自动化。原有的一些灵敏度低、操作烦琐的化学分析法将被逐步淘汰，

有些大型仪器由于价格昂贵而难以推广，化学发光法与流动注射技术联用，不仅

灵敏度高，线性范围宽，而且分析陕速、重现性好、自动化程度高，作为一种有

效的痕量分析技术，在药物分析中显示了极大的潜力和应用前景。很多研究者对

发光分析在临床及药物检测中的应用作了评述[200-2021。

Ru(bpy)32_化学发光反应体系测定药物近几年来应用较为广泛。如Thongpoon

等人[205]利用在高氯酸介质中，Ru(bpy)32+_KMn04一cL体系测定了四种头孢菌

素，他q][206]还利用在硝酸介质中，Ru(bpy)32--．KMn04一cL体系测定了三种四环

素类药物，且Mn2+对该体系具有增敏作用。林金明等人[207]乖1J用在硫酸介质中

Ru(bpy)32+-Pb02一cL体系测定了药物奈普生，并结合超滤，研究了奈普生与蛋白

质的相互作用，计算了与牛血清白蛋白及与人血清白蛋白的结合常数。Francis

和Adcock[208]综述并比较了各种用于氧氟沙星测定的化学发光方法，对光产生

的途径进行了评价。Tomfis Pfrez．Ruiz等人[209]采用在线紫外光分解N-亚硝基二

甲胺及在线光氧化的方法测定了水体及腌肉中N．亚硝基二甲胺的含量。Gorman

等[210]分别利用Ru(bpy)32十和酸性KMn04化学发光体系测定了几种生物碱。

Nawal．A．A1-Affaj[211]使用Ru(bpy)32+-KMn04m2S04一CL测定了药片及生物流体

中盐酸胃复安的含量。

近年来基于对鲁米诺化学发光体系的增敏或抑制作用进行的药物测定多有

报道。如宋正华等[212]基于c02+对Luminol一02．cL体系的增敏作用测定了药物、

血清、蛋黄及鱼组织中VBl2的含量，基于阿齐霉素[213]和利培酮[214】对

Lumin01．H202一CL体系的增敏作用分别测定了阿齐霉素在药物、血清及尿样中的

含量及利培酮在药物制剂中的含量，基于葛根素[215]对Lumin01．K104一CL体系

的增敏作用测定了微量的葛根素，并对其在体内的代谢速率进行了研究，另外还

结合控制试剂释放技术，对尿样及药片中2，5．二羟基苯磺酸的含量测定及药物代

谢研究[216]。杜建修等[217]采用肾上腺素印迹分子聚合物作为识别材料，基于

鲁米诺化学发光体系测定了血清中肾上腺素的含量，试验结果表明，该法可以明



第一章绪论

显提高化学发光法的选择性。二乙基己烯雌酚对Lumin01．H202．四磺化钴酞菁染

料化学发光反应具有明显的增敏作用，基于此对其进行了测定。机理研究表明，

与其结构相似的烷基酚及雌激素皆可以用本法进行测定[2181。杨季冬等利用反

相胶束及离子对复合物溶剂萃取的方法，结合鲁米诺化学发光的方法，测定了盐

酸氯丙嗪[219】。另外，基于Lumin01．K3Fe(CN)6．cL体系，分别有盐酸多巴酚丁

胺及酚妥拉明的测定及有关机理研究方面的报道[220，221]。Safavi等人[2221基

于异烟肼对碱性介质中SDCC．TCCA．Luminol—CL体系的增敏作用进行了测定。

基于对鲁米诺化学发光体系的抑制作用进行的药物测定，近几年报道的有：盐酸

羟甲唑啉[223]、氨基甲基苯甲酸、氨茶碱[2241、甲硫咪唑、甲亢平[2251、吲达

帕胺[2261、多巴胺[227]等。

Makoto Tsunoda与Kazuhiro Imai[124]综述了从七十年代后期至今，过氧草

酸酯化学发光体系在与高效液相色谱、流动注射分析及毛细管电泳联用在H202、

荧光物质及其衍生物如氨基酸、儿茶酚胺、多环芳烃等测定方面的应用。

高锰酸钾[228．233]、cd+[234—236]、NBS[1781、过氧亚硝酸[237，238]等作氧

化剂的化学发光体系在流动注射药物分析中的应用近年来也较常见。章竹君等人

【229]结合在线微渗透采样技术进行了硫酸特布它林与牛血清白蛋白的研究，

Nicole Anastos等人[233]比较了可溶性Mn4+与酸性KMn04化学发光体系分别采

用流动注射与顺序注射方法测定Vc药片中抗坏血酸的检测限，发现Mn4+体系具

有更低的检测限。林金明等[239]基于SDBS疏水胶束与萘普生的协同作用，构

建了一种简单、快速、灵敏的化学发光方法测定了药物及尿样中萘普生的含量，

并进行了详细的机理研究及药物代谢研究。李保新等[240]币iJ用C102作氧化剂，

构建了在中性及近中性水溶液中的C102一S03化学发光反应，基于吡哌酸对发光

反应的增敏作用进行了测定。

5．1．5．2．FI．CL在无机物分析中的应用

无机物的化学发光分析在整个化学发光分析的研究及应用中占有较重要的

地位。目前可测的金属离子和其它无机组分已经达到40多种，涉及的分析试样

非常广泛，但主要以测定水样、矿石及生物样品中的无机组分为主。所涉及的化

学发光体系以鲁米诺发光体系为主，有一些无机离子可以增强或者抑制鲁米诺发
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光体系的化学发光，另有一些无机离子可以直接氧化鲁米诺而产生化学发光，在

一定的浓度范围内，发光强度与离子的浓度有线性关系，由此可以进行有关测定。

Tortajada．Genaro等[241，242]基于金属离子对luminol。H202一cL不同的动力学催

化特征，采用偏最小二乘法，不需预先的分离，分别同时测定了水样中的Cr3+／C02+

及C02+／cu_2十。Osamu Nozaki and Hiroko Kawamoto[243]用乙烯基尿与尿囊素激活

已经失活的辣根过氧化物酶(HRP)，并用微流注射HRP催化CL的方法测定了

H202。最近Gary W．Miller等人[2441分别采用基于一种吖啶羧酸酯三氟甲基磺酸

酯的FIA．化学发光的方法(AE．CL)、对羟基苯乙酸的静态荧光方法(POHPAA)对

108对有广泛的代表性的海洋水样中H202的含量进行了测定，其中AE．CL不受

丁基过氧化氢及其他痕量金属离子的干扰，是非常理想的测定自然水体中H202

的含量的方法。由于有机过氧化物会干扰POHPAA的荧光测定方法，通过与

HPLC方法的测定结果进行对照，并没有发现显著性差异，因此可以说明H202

是海水中唯一可以测定的过氧化物。Morais等人[245]构建了一种流通式固相基

化学发光光学传感器，用于测定水体中痕量的P043。。Mohammad Yaqoob[246]等

人基于酸性条件下，磷钼杂多酸氧化鲁米诺的化学发光反应，测定了淡水中的

P04孓，检测限可以达到1．0 nmol。将样品流经亚氨基双乙酸盐螯合柱可以消除阳

离子的干扰，加入酒石酸可以掩蔽硅酸盐的干扰，而其他的阴离子不干扰测定。

他们最近[247]通过将硅酸盐转化为硅钼杂多酸，然后利用鲁米诺的化学发光反

应测定了淡水中的硅酸盐，用阴离子交换微柱消除了P04。的干扰。Pavel Mikuka

和ZbynkVeea[248]通过在线光分解，将N03转化为N02‘，基于与鲁米诺的化学

发光反应，可以同时测定水体中的N03。、N02’，其中阳离子的干扰可以通过阳

离子交换柱而消除，而水中普通的阴离子不会引起干扰。赵慧春等人[249]基于

『Eu(EDTA)]‘对Nal04一H202一CL反应的增敏作用，测定了稀土氧化物样品中Eu的

含量。章竹君等人[250l构建了一种反应物体积自动控制的微型设备，其中有一

个空气驱动流体的控制平台，用于流动注射一化学发光测定全血中的氰化物。设

备中包括一个微型蒸馏器用于提取血液中的CN。，其提取效率可以达到98％以

上。Nacapricha等人[251]介绍了一种FI．CL的测定碘化物的方法，先在样品区将

碘化物氧化成12，然后基于12-Luminol的化学发光反应测定碘化物。采用一个气

体扩散单元可以选择性测定425nm的发光强度。实验中还采用了膜控制的方法

提高了方法的精密度与灵敏度。Meseguer．Lloret等人[252]基于过氧草酸的化学发
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光反应，粪卟啉I作为荧光物质，测定了水中的cu2+，其检测限达到了9“g／L，

仅有Fe3．、Fe2+、Pb2+干扰测定，且其容忍限度远高于在水体中的正常浓度。另

外，最近有两篇关于磷的测定的综述性文章1253，2541，介绍并比较了各种测定

方法，其中包括FI．CL。Pradana P6rez等【255付艮道了在强碱性介质中，v(Iv)可

以催化3，4．吡啶二羧酸酰肼／H202化学发光反应，基于此建立了测定水样中

V(IV)的FI．CL方法。Tom,is P6rez—Ruiz等[2561基于偶合化学发光反应建立了测

定蔬菜中草酸盐的方法。草酸盐可以催化甲基红与重铬酸盐的化学反应，而生成

的cr3+又可以催化luminol与H202的化学发光反应。Neil W．Barnea等[2571基于

在稀硫酸的六偏磷酸钠介质中，As(III)与KMn04的化学发光反应测定了水样中

的As(III)，实验发现介质中可以与KMn04发生反应的几种离子如S2。、I。、Fe”

有干扰。宋正华等[258]基于Co>对鲁米诺与溶解氧的化学发光反应的明显的催

化效果，测定了蛋黄、鱼肉及人的血清样品中痕量的Co”，所得结果与放射性免

疫测定的结果相吻合。

5．1．5．3．FI．CL在生物医学样品分析中的应用

相当广泛的生物医学样品通过酶转换反应，生成H202，然后再基于鲁米诺

或过氧化草酸酯的化学发光反应进行定量测定。Fletcher等人[2011对1995．1999

年间的文献作了较好的综述。Kricka[43]综述了近年来化学发光在常规临床试验

及各种临床研究中的应用。在常规临床试验中，化学发光标记试剂(吖啶酯、吖

啶磺胺)以及用于过氧化物酶、碱性磷酸酯酶标记的测定反应，如鲁米诺、1，

2．二氧杂环丁烷类化学发光反应，被广泛应用于免疫测定及核酸探针的测定。在

临床研究中，由于化学发光具有高的灵敏度及宽的动力学测定范围，已经广泛应

用于蛋白质与核酸印迹、微阵列碱基测定、监控活性氧种类等，以及作为检测反

应用于HPLC、CE分离后的物质测定及流动注射的分析手段等。林洁华等[381

介绍了基于电化学及化学发光反应并用于测定肿瘤标记物的免疫传感器近年来

的发展、挑战及发展趋势。本文主要就近年来的发展作一简单介绍。

赵慧春等人[259]基于能线性猝灭Ce(IV)-Na2S03-Tb(III卜氟喹诺酮(FLUQ)

抗生素体系化学发光强度的现象，建立了测定DNA的FI．CL方法。通过光谱研

究得出，DNA能猝灭化学发光的原因是由于其阻碍了一部分能量从FLUQ转移
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给Tb(III)的结论，并且认为这与其结构中的碱基及P043‘结构有关。马永军等[260]

基于DNA能增敏在稀酸介质中，Ce(IV)／RhB化学发光强度，测定了超痕量的小

牛胸腺DNA和鲱鱼精DNA，DNA需预先用咪唑／盐酸(pH 7．0)缓冲溶液进行活

化。Sariahmetoglu等[261]基于褪黑激素对鲁米诺化学发光反应的抑制作用，评

定了褪黑激素的抗氧化效果。李保新等[262]采用FI—CL提出一种自动测定化学

需氧量的方法，有机物首先与KMnO。发生反应，产物Mn2+被吸附到强酸性阳离

子交换小柱上，而反应剩下的KMn04则不被吸附，然后洗脱Mn2+并由

Lumin01．H202化学发光反应体系进行测定，检测限可以达到2mg／L。Jason W-

Costin[263]等采用酸性KMn04化学发光反应体系，对葡萄酒中的总酚含量及抗

氧剂水平进行了检测，所得结果与其他方法相比，有很好的相关性，而且发现化

学发光法所受的干扰较少。Hsiu—Chen Hong等[264]基于HRP对Lumin01．CL反

应的增强作用，借助尿酸酶．HRP结合琼脂糖凝胶柱，测定了血清及尿样中的尿

酸含量。林洁华等[265]基于FI．CL非竞争酶免疫测定的方法对癌胚抗原进行了

测定。林金明等[266]基于在胶束介质中，胆红素与在线产生的过氧亚硝酸盐的

化学发光反应，测定了血清中的总胆红素，该法克服了TCPO—CL法中TCPO不

溶于水的缺点，且抗干扰能力强，避免了其他氧化剂如次氯酸钠、12等与胆红素

反应的干扰问题。卢建忠等[267]基于碱性条件下，Luminol-Nal04．半胱氨酸的化

学发光反应测定了药品中半胱氨酸的含量。Jason W．Costin等【268]采用

Ru(bpy)32+CL体系测定了葡萄酒中的脯氨酸，实验表明，在pi-no时其它氨基酸

及葡萄酒中的共存成分不干扰测定。但对红葡萄酒的测定，需要用固相萃取的方

法除去酚类物质，以减少对Ru(bpy)32+的消耗。NahidAmini和IanMcKelvie[269]

介绍了一种测定沉积层孔隙水及沉积层提取物中卵磷脂的方法，试验包括在控制

孑L径的填充反应柱中，多种酶的共固定技术，卵磷脂的酶反应的最后产物是过氧

化氢，通过co”催化的鲁米诺化学发光反应进行测定，检测限可以达到O．14¨M。

黄玉明等[270]采用猪肝作为分子识别单元，尿酸在组织柱中的尿酸盐氧化酶催

化下，被氧气氧化，产生过氧化氢，最后基于H202．Lminol／K3Fe(CN)6化学发光

反应被测定。该文将动物组织作为识别单元，构建化学发光传感器，通过偶合化

学发光反应测定了血清及尿样中的尿酸含量。谢增鸿等[271]基于酸性高锰酸钾

化学发光反应测定了药片及自来水中的三种雌激素。梁耀东等[2721基于色氨酸．

H202-N021-12S04化学发光反应，构建了测定药片及血清中色氨酸的方法。



第一章绪论

Polyxeni Panoutsou[273]采用FIA／SIA结合的方法，基于偶合化学发光反应，利

用可溶性葡萄糖氧化酶建立了快速测定葡萄糖的方法，用于饮料及蜂蜜中葡萄糖

的测定。Jacqui L．Adcock等[2741使用单柱色谱与酸性高锰酸钾化学发光结合，

不需经过提取步骤，可以直接测定尿样中的神经传递素代谢物。

5．1．5．4．FI．CL在农药分析中的应用

农药是指用来防治农林牧业生产的有害生物(包括害虫、害蜗、线虫、病原

菌、杂草及鼠类1和调节植物生长的化学物质。农业生产中施用农药后，一部分

农药直接或间接残存于谷物、蔬菜、果品、畜禽产品、水产品中以及土壤和水体

中的现象，称为农药残留。我国发生较多的引起农药残留中毒的农药品种主要是

有机磷农药和氨基甲酸酯农药。这些农药是通过抑制昆虫中枢神经中的胆碱酯酶

使之死亡而发挥杀虫作用的。但这些农药对人体内的胆碱酯酶也有抑制作用，它

能阻断神经递质的传递，引起肌肉麻痹造成中毒。

随着农药品种和施用量的不断增加，农药残留问题日益突出。根据中国国家

质监总局公布的2001年第三季度食品卫生抽样调查结果，我国23个大中城市

的181种蔬菜中，有86种蔬菜的农药残留量均超出标准限量值，超标率为47．5％．

2001年8月9日的《参考消息》报道，欧盟委员会宣布：在欧洲人食用的水果、

蔬菜和谷类食品中，有1／3含有杀虫剂，有1／2的农作物杀虫剂含量超标。目前，

农作物农药残留已是世界范围内影响食品安全的主要因素之一。我国己加入世界

贸易组织，农产品对外贸易将日益加大，国际上对我国农产品的质量要求也越来

越高。在世界贸易格局向更自由化方向发展的过程中，今后国际贸易的保护主义

将更多地运用高技术标准措施抵制外国商品的进入，以环保为名义的绿色壁垒将

成为一种最大的、受到保护和鼓励的非关税贸易壁垒。联合国贸易发展会议的一

份资料表明中国每年有多达74亿美元的出口商品受到绿色壁垒的负面影响，我

国纺织品贸易、茶叶出口已倍受绿色壁垒的打击。因此，农药残留和检测体系建

设工作将成为今后一段时间内我国政府和农业部门工作的热点。

对于农药残留的分析，目前最广泛使用的是气相色谱法，液相色谱法，色谱

．质谱联用法，近年来免疫分析法，生物传感器等也用于农药残留分析。

由于化学发光方法本身所具有的高灵敏度及便于与流动分析系统结合的特
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点，使之非常适合于测定环境及蔬菜食品中农药的残留研究，LauraGhrniz．Gracia

等人[275]对1991．2003年间基于直接或间接的各种化学发光反应体系结合流动

注射或者HPLC在农药分析中的应用进行过综述，其中还包括了化学发光基免疫

测定技术。

Hiroaki Kubo等人[276】手艮道了硫代氨基甲酸酯杀真菌剂在碱性条件下与鲁米

诺在催化剂存在时的化学发光现象，K3Fe(CN)6作为氧化剂和共氧化剂、

K4Fe(CN)6作为抑制剂用于反应体系中，为了解释该反应机理，进行了电子自旋

共振测量，通过使用自旋捕获试剂，发现硫代氨基甲酸酯杀真菌剂在碱性溶液中

有羟基自由基生成。Adcock[277]等基于Ru(bpy)32_的化学发光反应，可以无需分

离直接选择性测定工业或商品形式中草甘膦单异丙铵盐的含量。

Soto—Chinchilla[278，279]等先将N一甲基氨基甲酸酯在紫外光照射下，降解生成

甲胺，然后用邻苯二甲醛将其衍生为荧光物质，再借助咪唑催化的过氧草酸酯化

学发光反应定量测定，采用SDS胶束溶液做载流以避免过氧草酸酯在水溶液中

的快速降解反应，借此可以测定自然水体及蔬菜样品中的西维因残留及水体中

N一甲基氨基甲酸酯的总量。Huertas—P6rez等人[280，2811贝t,I基于西维因与克百威

两种N一甲基氨基甲酸酯杀虫剂对碱性介质中Lumin01．KMn04化学发光反应的增

敏，分别测定了西维因与克百威在蔬菜样品及水体中的残留量，检测限分别达到

了4．9 ng／mL和0．02pegmL。Jos6 Antonio Murillo Pulgarin等人[2821最近基于其与

Ce(IV)-HN03．Rh6G的化学发光反应，测定了农药产品中的西维因。实验采用了

固相萃取来富集并将其从基体中分离出来，该法选择性好，其它含萘的杀虫剂如

安图等均不干扰测定。loan M．Ciumasu[283]等人研究了一种用于野外分析的新

型的、通用的微型流动注射免疫传感器。其生物识别单元是一种对待分析物有特

异性识别作用的抗体，将其固定于单用途可替换芯片内部的锥形结构的金表面。

该芯片同时又含有酶结合物及样品池。在最后一步，酶结合物与待分析物因为抗

体．抗原结合位点的竞争，产生化学发光信号，且该信号在给定的浓度范围内，

与待分析物的浓度有反比关系。该仪器用于硝化芳香烃及杀虫剂的测定。

5．2．化学发光与分子印迹聚合物技术的联用

化学发光分析法，以其简单、快速、灵敏、线性范围宽等优点己经被广泛的
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应用于许多有机物和无机物的分析，但是，选择性差却限制了该方法在复杂样品

中的应用。为了提高化学发光的选择性，化学研究者主要从两个方面来考虑：一

是和免疫技术相结合，取得了一定的成绩，但其中用到的酶试剂不稳定，容易失

活。其二是和分离技术相结合，如高效液相色谱，气相色谱，毛细管电泳等，但

这些方法所需仪器昂贵，操作复杂，而且化学发光检测往往是在柱后进行，当分

离条件和化学发光条件不相容时，则很难应用化学发光分析法来检测。

分子印迹聚合物(Molecularly Imprinted Polymer,MIP)技术是近年来出现的制

备对目标分子具有特异性识别的高分子聚合物的合成技术。在理想状态下，由于

印迹聚合物中空腔的空间结构以及空穴中功能基团的种类、数量和位点均与目标

分子高度互补，因而它能有效地识别目标分子。其识别目标分子的能力可以和抗

体一抗原、酶一底物、受体．激素间的特异性识别相媲美，但却有抗体、酶、受体等

生物活性物质所不具备的对环境(高温、高压、强酸、强碱、强离子强度)的耐受

性和长寿命。由于分子印迹聚合物这些优良特征，使之成为分子识别材料中的佼

佼者。目前，分子印迹技术已在色谱分离、固相萃取、化学仿生传感器、模拟酶

催化、药物分析等领域取得一定的进展，并呈现出良好的应用前景。 将分子印

迹聚合物应用于化学发光分析中，这方面的研究最近几年发展较快，如将MIP

的细小颗粒填充在流动注射化学发光分析系统的流通池(反应池)中，利用分子印

迹聚合物对目标分子特异性识别和捕获能力，使目标分子与样品中的共存物质分

离并在填充的分子印迹聚合物上吸附，然后进行化学发光检测，从而能显著地改

善化学发光分析的选择性。许多研究者基于该思路作了这一方面的试验探索。

Karsten Haupt[284]币U用非相关分子探针，基于分子印迹聚合物构建竞争性平

衡键合实验测定2，4-二氯苯氧乙酸，测定类似于竞争固相免疫测定，但是用印

迹聚合物代替抗体，非相关分子探针代替标记抗原。分别采用荧光、化学发光和

电化学进行测定。

林金明等[285]用化学发光的方法研究了HS05。在水溶液中的分解机理。荧

光有机物质(FOCs)可以增强KHS05／C02+体系弱的化学发光。研究发现，

KHS05／Co”催化分解的产物单线态氧是该体系的发光体。FOCs被S04"-氧化成

小分子而分解同时产生光发射。将该法用于FOCs的流动注射化学发光分析，检

测限可达104—104 M。将丹磺酰．L．苯基丙氨酸(FOCs)作为模板分子合成了印

迹分子聚合物。HSOs一／co”混合溶液流经印迹分子聚合物构建的化学发光流通
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池时，模板分子与HSO，一／Co”作用而发光，同时模板分子被分解留下孔穴和特

定的形状，待下一次分析测定。他们还基于分子印迹方法合成了一种功能聚合物

用于催化化学发光反应，并对1，10．邻二氮杂菲具有分子识别能力[286】。将该

过渡金属的结构和催化相互作用应用于材料设计。首先合成由4．乙烯基吡啶、

Cu(II)、1，10．邻二氮杂菲(2：1：1)组成的三元配合物，并将其作为一种功能单

体，三元配合物中的1，10．邻二氮杂菲配体被用作分子印迹聚合物的模板分子。

苯乙烯作为另一个功能单体、二乙烯苯作为交联剂，与上述三元配合物共聚合成

分子印迹聚合物。该聚合物所包含的三元配合物对于过氧化氢的分解是有效的催

化剂。过氧化氢分解时生成过氧化物阴离子自由基，与1，10一邻二氮杂菲作用而

发光。在化学发光反应的同时，1，10．邻二氮杂菲的结构被破坏，留下与Cu(II)

键合的位点。制各的聚合物颗粒填入玻璃管，并装配成分子识别化学发光流通传

感器用于1，10一邻二氮杂菲的测定，并对该传感器的灵敏度和选择性作了相应的

探讨。

loana Surugiu等[287]采用分子印迹聚合物代替抗体，研究了一种类似于竞争

免疫测定的成像测定技术。抗原2，4-二氯苯氧乙酸(2，4一D)用烟草过氧化物酶标

记，利用鲁米诺的化学发光反应进行测定。用聚乙烯醇胶水将印迹有2，4一D的聚

合物微球涂覆到微滴定盘表面，在竞争模式下，将分析物一过氧化物酶配合物与

自由的分析物在微滴定盘内孵育，然后与配合物结合的部分被定量测定。加入化

学发光底物后，用高通量照相技术测定化学发光强度。校正曲线的响应范围：

O．0l一100¨g／rnL。采用分子印迹聚合物代替抗体，研究了一种类似于酶免疫测定

的流动注射竞争测定方法[288]。玻璃毛细管内壁修饰上分子印迹聚合物，2，4．

二氯苯氧乙酸(除草剂)用作模板分子，且预先用烟草过氧化物酶标记，用PMT

或CCD化学发光技术来测定。

Svitel等[2891研制了一种采用化学发光免疫测定杀虫剂的功能化生物传感

器。将抗体固定到右旋糖苷增强的表面，检测限可以达到10～ng／mL。使用可逆

的血凝素．单糖相互作用，可以得到完全可以更新的表面。采用分子印迹聚合物

代替抗体，可以得到良好的稳定性。

章竹君等人[290]基于分子印迹聚合物在线富集纳克级的克伦特罗，采用高

锰酸钾．甲醛一多聚磷酸．克伦特罗增强化学发光反应，提出一种新型的流动化学发

光克伦特罗传感器。尿样中的克伦特罗被选择性吸附，甲醛、高锰酸钾、多聚磷
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酸流经流通池并与预先富集的克伦特罗产生反应，产生强的化学发光。实验结果

表明，该传感器是可逆的。检测限是：3．0×10-10 g／mL。对克伦特罗测定的相

对标准偏差小于5％fn=3)。该方法具有高的选择性和灵敏度，可以用于动物尿

样中痕量(ng／mL)克伦特罗的测定。他们还研究了--9十基于芯片上的化学发光微

流动，注射分析系统(“FIA)[291]。该技术采用激光消融，在聚甲基丙烯酸甲酯芯

片上构建微通道。采用三采样结构，包括双T采样结构、微阀采样结构和具有精

确时间控制的注射泵。微柱采用具有特异性分子识别功能包括分子印迹聚合物、

酶和细菌等材料提高选择性。这些微流动一注射分析系统(gFIA)已经应用于临床

分析、食品安全评价、活体和实时药物测量以及药物代谢动力学研究。采用类似

的方法，化学工作者合成了多种以药物为模板分子的分子印迹聚合物，并以此作

为识别材料，结合化学发光技术研究了在复方药或复杂基体如尿样中药物含量的

测定，从而拓展了该方法在化学发光中的应用，提高了化学发光法的选择性及实

用性[292-298]。

5．3．电化学发光

5．3．1．基本原理

电化学发光(又称电致化学发光，ECL)，是指通过电化学的方法在电极表面

产生一些特殊的物质，这些物质之间或与体系中其它组分之间通过电子传递形成

激发态，由激发态返回到基态产生发光现象，是电化学与化学发光方法相结合的

产物，因此具备电化学技术与化学发光分析技术二者共同的优点，如：灵敏度高，

选择性好，检出限低，分析应用广，仪器设备简单，操作方便，可以进行连续在

线分析，容易实现自动化，可将发光物质固定到电极上，构建电化学发光传感器

等。但是，有机离子湮灭反应电化学发光为了避免水和氧对激发态的猝灭，必须

在有机溶剂中进行，从而限制了它在分析化学中的广泛应用。对于静态电化学发

光过程，其重现性较差，需要经常对电极表面进行清洗，使得程序繁琐，分析速

度慢。

目前，多种电化学技术，如线性扫描、正矩形和方波扫描、常规脉冲、差分

脉冲、多电位阶跃脉冲、计时电流、电位溶出、化学溶出、控制电位电解、恒电

流电解和化学修饰电极等都已应用到包括单重态激发和三重态激发在内的各类



第一章绪论

电化学发光体系。

一般按激发态物质的产生历程可以将电化学发光过程分为以下几种类型：

1．湮灭电化学发光：

当对电极施加双阶跃正负脉冲电位时，分子A和B在电极表面分别被氧化

还原为A+和B。，这两种物质在电极表面反应生成激发态的A+，A‘返回基态发光。

这种反应一般被称作“湮灭”反应，机理如下[299]：

A—e一—}A’+foxidation)

B+e一_+B一(reductionl

A’++B～—}1A++B f electrontransfer)

(Enegy sufficient system)

A’++B～_3A++B r electrontransfer)

3A++3A+—÷1A’+A(triplet．triplet annihilation)

(Energydeficient system)

A．_÷A+h1J femission)

其中A和B可以是同种反应物分子，也可以不同。1A+表示单重激发态分子，

30表示三重激发态分子。当电生的氧化剂与还原剂的氧化还原反应能够产生足

够的能量以产生激发态分子时，发光反应按照单重激发态途径进行。大多数芳香

烃化合物的电化学发光是按照这种机理进行的。反之，如果氧化还原反应产生的

能量不足以产生单重激发态分子，就只能按照三重激发态途径进行，单重激发态

分子需要通过三重激发态分子之间继续反应来得到。

2．电解产物与共存物质进行二次反应

溶液中存在的另一类物质与电解产物之间发生氧化或还原反应，生成激发态

物质，从而产生化学发光。此类电化学发光反应应用范围最广，也可以称其为共

反应剂电化学发光反应。

共反应剂是一些在氧化或还原时可以产生具有强还原性或氧化性中间体的

物质。产生的中间体能和电化学发光体系的发光体反应生成激发态分子。如三丙

胺(TPA)和草酸离子(c2042-)为吡啶钌电化学发光体系最常用的共反应剂【300，

301]。它们在水溶液中被电化学氧化时产生具有强还原的中间体TPA‘或C02’一

自由基，这些被氧化产生强还原性中间体的共反应剂被称为氧化．还原型共反应

撩J。
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还有一类是被还原后产生具有强氧化性中间体的共反应剂，被称为还原一氧

化型共反应剂[302]。与湮灭电化学发光反应不同，共反应剂电化学发光反应只

需对电极施加单一方向的电位即可。

3．电化学氧化直接发光

电化学氧化一些物质如鲁米诺、维生素B1等使之生成激发态物质而发光。

4．阴极发光

氧化物覆盖的半导体金属电极在溶液中进行阴极极化时，可向溶液中注入热

电子。由于热电子具有极强的还原能力，能在半导体表面的特有微环境中与溶液

中的氧化组分(如过硫酸盐、氧或过氧化氢等)发生反应，产生具有化学发光反应

活性的强氧化性的自由基，而这些氧化性的自由基可与溶液中的其他物质进行进

一步化学发光反应[303，304]。

用于此类氧化物覆盖的金属电极一般有：A1，Ta，Mg，Ga，In等。近年来，铟

锡氧化物(ITO)电极的阴极化学发光也受到了人们的重视。Jachson研究了ITO

电极的伏安及化学发光特。1生[305]，Sato等比较了经过Ru(bpy)32_一链烷硫醇[306]、

Ru(bpy)32+-十三链烷硫醇[307]和Ru(bpy)32+-1 1溴代十一烷基二茂铁[308]等化合

物修饰的ITO合金电极的阴极发光，并测定了草酸根离子。利用ITO电极表面

吸附H202并产生过氧化物自由基离子，测定鲁米诺标记的蛋白质等免疫分析方

面的应用也有报道[3091。也有利用锡氧化物覆盖的硅电极在阴极脉冲极化时测

定一些过渡金属的螯合物的报道【310]。

5．3．3．电化学发光应用

已报道的电化学发光体系有鲁米诺体系、多环芳烃体系、z(2，2'-联吡啶)钌

(III)体系、吖啶酯体系及光泽精体系。这些体系已广泛用于多种无机物、有机物、

生物大分子和生物活性物质的测定、功能性分析及免疫分析等。其中研究和应用

最多的电化学发光体系为鲁米诺和联吡啶钉体系。

5．3．3．1．鲁米诺电化学发光体系

由于鲁米诺电化学发光体系发光效率高、试剂便宜、氧化电位较低，在水溶

液中，无需除氧，已广泛地用于分析测试中。有关鲁米诺电化学发光机理的报道

归纳起来，主要有两种：(1)在电极上产生氧化性物质，进一步氧化鲁米诺产生化

39
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学发光。在电极上施加一定的电压，从而使溶液中的溶解氧还原成H202，H202

进一步反应产生一些具有强氧化性的氧自由基，这些活性氧氧化鲁米诺产生化学

发光；(2)鲁米诺直接接受电极通过的能量生成激发态或自由基离子，从而产生化

学发光。

鲁米诺的电化学发光反应不仅可以用来直接测定鲁米诺[3111，也可以用来测

定鲁米诺标记的物质[312】，而且由于H202的存在能使发光信号极大地增强，因

此可以用来测定H202[313．315]及那些在一定条件下产生H202的其它物质，如许

多底物和酶[313，316．320]。一些金属离子[320]和表面活。I生齐U[3211也能催化鲁米

诺的电化学发光反应，因而该体系也用于测定这些金属离子和表面活性剂。

Nieman等人[311]详细考察了溶液的pH值、鲁米诺浓度及H202浓度对鲁米

诺．HE02一电化学发光信号的影响，结果表明理想条件是碱性介质(pH 9)，但当

H202浓度较高时，反应也可以在中性条件下进行。

Kremeskotter[319]等将葡萄糖氧化酶固定在电极上，插入到一个薄层反应池

内，葡萄糖在葡萄糖氧化酶的作用下转化生成H202，然后用鲁米诺的电化学发

光反应测定生成的H202，实现了对葡萄糖的测定。Laespada[313]等将FIA技术

引入ECL检测，葡萄糖先在其氧化酶的作用下生成H202，再通过定量进样阀注

入另一条流路中的鲁米诺缓冲溶液中，进行电化学发光测定。由于酶促反应和电

化学发光反应均在各自最佳条件下进行，所以可以实现高灵敏度测定。

方禹之等[322]在偶联活化剂碳二亚胺(EDC)的存在下，以异鲁米诺ABEI标

记已知序列的寡聚核苷酸片断，成功地制备了ABEI—DNA ECL探针，并应用于

未知序列DNA的识别及含量测定，获得满意结果，对DNA的测定达到10。11

mom／L。与鲁米诺相比，其衍生物的发光效率虽然较低，但由于其分子结构上含

有特殊的基团，使得它们更容易标记生物大分子，而且标记反应会使其发光效率

进一步提高，因此，该类物质在生物物质的电化学发光分析，尤其是免疫分析和

核酸杂交分析方面会发挥越来越重要的作用。

5．3．3．2．三(2，2'-联吡啶)钌(III)电化学发光体系

Ru(bpy)32+是研究最多，应用最广的一种电化学发光物质。这是由于

Ru(bpy)32+的电化学发光具有如下特点：

1．发光反应可以在相对较低的电位(1．2 V)下进行，且发光效率高，试剂可以
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循环使用；

2，发光反应不仅可以在有机相中进行，而且可以在中性的水相中进行，与

生理条件相近，可以方便的用于生物物质的分析；

3．无论是固体物质还是其水溶液都可以长期稳定的保存，且发光效率不变；

4．发射波长位于可见光区，便于观测。

Ru(bpy)32+的电化学发光反应机理如下：

在阳极Ru(bpy)3”一e----Ru(bpy)3”

在阴极Ru(bpy)3”+e-*Ru(bpy)3+

Ru(bpy)33++Ru(bpy)3+---，[Ru(bpy)32]++Ru(bpy)32+

[Ru(bpy)32+]+-_Ru(bpy)32++ha)

激发态的[Ru(bpy)32+]+也可以从其它途径获得：

Ru(bpy)32+．e---’Ru(bpy)33-还厘性盆揖物[Ru(bpy)32+】+

可以借此类反应测定相关的分析物。如中性胺的自由基具有足够的能量同

Ru(bpy)33+或Ru(bpy)32+反应产生激发态的【Ru(bpy)32+r。

1987年Danielson等[323]首先报道了Ru(bpy)32+与烷基胺的ECL，指出ECL

强度与胺本身的结构有关。对伯仲叔胺而言，由于它们氨基的第一级电离所需能

量为伯>仲>叔胺，使得它们的ECL强度为伯<仲<叔胺。同时他们还发现同一类

烷基胺随烷基链的增长，其ECL强度也增强，这符合烷基胺化合物随烷基链增

长而氨基离子化电位减少的规律。1990年Leland等[324]进行了一些含氮有机化

合物与Ru(bpy)32十的ECL的研究，并提出了可能的反应过程。

虽然Ru(bpy)33+也可用化学或光化学法氧化Ru(bpy)32+得到，如Pb02、

KMn04、铈(Ⅳ)等作氧化剂，但化学氧化法产率低，难于在反应中供给一个很稳

定的试剂源，且引入杂质。这类电化学发光体系已成功地用于有机酸类、胺类、

氨基酸和蛋白质、多种药物分析及免疫分析等[325-331]。目前，Ru(bpy)32+及其

衍生物有机单分子层在电极表面的电化学发光的研究引起了人们很大的兴趣

[332]，在这一领域的研究主要由于Ru(bpy)32+及其衍生物在金电极表面有特殊的

亲和力，结合显微技术，可检测小数量的活性分子在单分子层及溶液界面的分布。

Ru(bpy)32+及其衍生物的聚合膜的ECL已有报道[333]，这些聚合膜在光发射电子

显示器材上的应用有一定的前景。

4l
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5．4．化学发光与高效分离技术的联用

化学发光检测器的结构简单，灵敏度高，线性范围宽，近年来颇受重视，在

大多数情况下，它的灵敏度为紫外．可见检测器的2-3倍，由于它没有光源，不

存在散射光引起的背景，用于荧光物质检测时，灵敏度比荧光检测器更高，对某

些物质的检测甚至可与激光诱导荧光检测器比美，其弱点是许多化学发光和生物

发光体系选择性比较差。如何提高化学发光分析法的选择性，这一直是其发展的

重要方向之一。

液相色谱和毛细管电泳具有高效的分离特性，较快的分析速度和较高的灵敏

度，已成为一种非常有效的分析复杂样品的技术。液相色谱和毛细管电泳的分析

灵敏度决定于它所使用的检测器。常用的有紫外．可见检测器，荧光检测器，化

学发光检测器和电化学检测器。将高灵敏度的化学发光检测技术与高效能、高分

辨率的高效液相色谱和毛细管电泳技术以适当的方式相结合，可以为人们展示一

个分离效能高、检测限低、分析速度快的方法。有关这方面的文献报道及综述也

相继出现[231，334．341]。

5．4．1．化学发光与高效液相色谱技术的联用

液相色谱化学发光检测仪主要包括分离柱、泵系统、混合器和化学发光检测

器。柱后的反应和化学发光检测是这一联用方法成功的关键。

液相色谱和化学发光检测理想的结合应该是以恒定的、均匀的流速无脉动输

液，流动相对化学发光检测不影响，柱后混合均匀，无死体积，混合与发光检测

同时进行，光检测灵敏且无背景干扰，即化学发光和色谱分离均以最优条件结合。

然而，这在实际应用中很难实现，由于化学发光的最佳条件，往往并不是分离的

最佳条件，反之亦然。例如，离子色谱分离金属离子，常用酸性流动相，而金属

离子与鲁米诺的化学发光反应多在pH>10时有最强的发光强度；对于泵系统，

很难达到真正的无脉动、均匀输液。因此，实际分析中往往要综合考虑各方面因

素，既要有利于分离又能保证灵敏、稳定的检测。

要获得好的分离和灵敏的检测，一般要选择下列条件：(1)流动相的选择应

与化学发光检测相适应，选择的溶剂既不应增加背景，也不应该熄灭化学发光信

42



第一章绪论

号；此外还要考虑发光试剂在其中的溶解度，以避免生成沉淀。(2)缓冲溶液及

其pH值的选择。由于pU对化学发光反应的发光强度和寿命影响很大，选择合

适的pH值很重要，加缓冲溶液使流动相和反应试液均可得到缓冲，可控制一定

的pH值，并且要选择合适的化学发光试剂，以适应不同的pH范围。(3)流速的

选择要保证能分离完全，并要考虑减小死体积，使混合均匀，获得较强的化学发

光信号。(4)发光试剂浓度的选择应有利于提高信噪比。一般浓度大时易获得较

强的发光，但较高浓度的化学发光试剂易在与流动相的混合过程中生成沉淀，增

加干扰，反而不利于化学发光的检测。(5)所用试剂均应纯化，以减小化学发光

背景信号。(6)输液泵的脉动会引起试液浓度的局部变化，提高背景噪音，所以

应尽可能保证均匀、恒定、无脉动流速输液。可用注射泵，但其容量小，实际多

用往复泵，后加阻尼器，减小脉动。也可用惰性气体压缩输液。(7)化学发光检

测器的设计应能检测到最大的发光强度，死体积要小，且价格便宜、仪器简单、

易于操作、分析速度快。为此，应使用短的混合反应管和高效光收集装置(如高

质量光电倍增管及光子计数器的使用)，并使流通池尽量靠近光电倍增管。

各类主要化学发光反应都已用于液相色谱或毛细管电泳的化学发光检测，其

中荧光化合物及其衍生物的检测，多是利用过氧化草酸酯体系，被分离的荧光物

质或柱前、柱后衍生的荧光物质，通过化学发光反应过程中的能量转换而发射光

子，用光电倍增管进行检测。近年来，Ru(bpy)32+的化学发光或电化学发光体系、

KMn04、Ce0V)、K3Fe(CN)6等化学发光体系在液相色谱中的应用也逐渐引起重

视。

卢建忠等人[342]采用4-(1’一氰基异吲哚基)苯基异硫氰酸酯(CIPIC)作化学发

光试剂，氨基酸与CIPIC偶联反应及环化反应后，生成的乙内酰硫脲衍生物被分

离及测定。并用LC—MS、NMR对化学发光反应的中间体及发光体的结构进行了

研究。

Tf Ikehara等人[3431将Ru(bpy)32+电化学发光体系与HPLC联用，测定了鼠尿

样品中的羟基脯氨酸。S．Meseguer-Lloret等[344]先将铵类物质用丹磺酰氯衍生

化，然后采用HPLC柱后TCPO．H202 CL的方法测定了不同水体中的铵类物质，

并与克氏定氮法结合测定了水体中氮的总量。

崔华等[3451采用HPLC与Ce(IV)一Rh6G—H2S04化学发光相结合的方法，测

定了化妆品洗涤液及食品中的4种苯甲酸酯类防腐剂。且HPLC所使用的流动相
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与化学发光条件相匹配。后来他们还用类似的体系测定了20种酚类物质，并用

于红葡萄酒中酚的测定[346]。采用等度洗提HPLC—KMn04-Na2S03．B环糊精CL

法测定了蜂蜜中四环素类药物的残留[3471。

I P6rez—Ruiz等人[348]采用自动固相萃取．HPLC，柱后Uv光降解，将亚硝

胺降解为胺类物质，然后与在线光氧化产生的Ru(bpy)3”，产生化学发光，测定

了水体中的亚硝胺残留，其灵敏度比uv提高了9-280倍。

M．Martinez Galera[349】等用HPLC分离，柱后UV光辐射进行衍生处理，

基于K3Fe(CN)6／NaOH一乙腈化学发光体系测定了9种拟除虫菊酯杀虫剂的光解产

物。由于化学发光强度随着乙腈浓度的增大而增大，因此流动相选用高百分率的

乙腈，将该法用于番茄中的拟除虫菊酯杀虫剂残留测定。

H．N．Choi等[350]采用溶胶一凝胶法固定Ru(bpy)3”ECL传感器，用反相

HPLC测定了人类尿样中的吩噻嗪衍生物及红霉素，具有较好的选择性，可用于

生物流体中上述物质的测定。

Hitoshi Kakimoto等[351]用HPLC与荧光或化学发光联用，测定了7个城市

空气微粒中的多环芳烃及硝基多环芳烃，并对其污染源进行了数据分析。

Hitoshi Kodamatani等[352]基于Ru(bpy)3”CL与HPLC联用，测定了土豆球

根中的多种配糖生物碱。他们还研究了HPLC．光化学降解．Ru(bpy)32十CL法测定

芳香化合物[353]，研究结果表明，化学发光强度与芳香环的数目、uv辐射时间、

取代基的类别等有关，将该法用于茶叶中儿茶酚的含量测定。

Jorge J．Soto．Chinchilla等[354]先用荧光胺衍生化，HPLC分离，柱后咪唑催

化，过氧草酸酯化学发光测定的方法测定了牛奶中低浓度水平的磺胺药物残留。

林金明等[355]基于多酚．酸性KMn04 CL反应，与HPLC联用，可同时测定

多种多酚，结合固相萃取，测定了河水中的多酚。

George Z．Tsogas等人[356]研究了载流溶剂预氧化对连苯三酚氧化cL的抑

制效果，拓展了CL技术的应用。研究表明，响应信号与溶剂、连苯三酚的氧化

剂及溶剂的预氧化剂的混合溶液有关，并将其用于HPLC—CL联用分析。后来他

们[357]又进一步研究了LC中的溶剂与直接化学发光反应中常用的氧化剂的兼

容性。结果表明，温和的氧化剂，如H202、104一、ce(Iv)、CIO。与普通的反相

HPLC中的溶剂匹配，而酸性KMn04可以氧化有机溶剂产生强的化学发光信号。

解决的方法是采用温和氧化剂在线柱后预氧化有机溶剂。
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Kazuichi Hayakawa等[358]先将3种硝基芘代谢产物经Pt／Rh涂层的A1203

还原柱，将其还原为相应的氨基衍生物，然后过浓缩柱，分析物经转换阀进ODS

分离柱，最后由TCPO—H202．CL系统进行测定。

化学发光和色谱联用，解决了化学发光选择性差的问题，在各个方面有较为

广阔的应用前景。由于其具有的高灵敏度和分辨率，今后必将成为非常有效的痕

量及超痕量分析的有效手段。但某些化学发光反应体系与色谱体系偶合的条件还

需要进一步研究和优化。拓宽分析物的范围、化学衍生、标记及固定化酶技术的

深入研究是此类分析方法的重要发展方向。

5．4．2．化学发光与毛细管电泳技术的联用

近年来，毛细管电泳(CE)研究进展迅速，被认为是当代分析科学最具活力

的前沿研究领域。纵观电泳的发展历史，CE的成功毫无疑问在很大程度上取决

于窄径毛细管的使用。由于毛细管具有良好的散热效率，允许在其两端加上高至

30 kV的高压，因而可实现高效、快速分离。同时，窄的内径使CE具有很低的

质量检出限和仅需要少量的样品等优点，尤其适合于生物样品分析(如单细胞分

析等)；但同时，窄的内径给样品组分的检测带来了困难，对检测技术提出了较高

的要求。如何提高检测的灵敏度，同时又不造成明显的区带展宽，一直是CE技

术发展中的一个关键问题。一个理想的毛细管电泳检测器应具备以下特点：1、灵

敏度高；2、设计简单；3、死体积小，且对柱分离影响不大；4、价格低廉；5、应

用范围广；6、直接检测，无需额外的化学反应；7、检测不受分离电压的影响。白

毛细管电泳诞生之日起，人们对其检测技术就给予了足够的关注。时至今日，仍

没有一种检测器能同时满足上述要求。如紫外一可见检测通用性好，仪器便宜且

操作简单，但灵敏度不高。在CE的其它类型检测器上，人们也做了许多努力。

电化学检测仪器简单，灵敏度也较高，但要求被测组分具有电活性。此外，分离

高电压对检测可能会产生影响，用于实际样品分析时电极可能也会受到污染。激

光诱导荧光(LIF)检测灵敏度很高，且具有良好的适应性能，已成功地用于单分

子检测。然而，除了仪器昂贵外，LIF对非荧光物质还需进行柱前或柱后衍生。

除了LIF外，质谱、核磁共振和拉曼(Raman)检测也已应用于CE中，但这些检

测方法的仪器不是昂贵就是较为复杂。化学发光(cL)是可选择的另一种检测方

法。化学发光光学系统简单、无须外加光源和分光系统，背景噪音低，避免了杂
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散光和光源不稳定性的影响，因而可提供与LIF相当的灵敏度。同时，CL是实

现小体积，在线检测的理想方法，主要是由于它的反应速度快，允许在相对大体

积的流动池中快速检测，减小因为体积扩散而带来的影响，使它接近于理想的

CE检测器。只要CL的反应速度足够快，分析物在大量扩散到周围溶剂前使发

光快速发生并结束，这样依然能得到相当窄的峰宽。这就是所谓的“化学窄带”

效应。将CE与CL结合，以高效的分离来弥补CL选择性差的缺点，以CL高的

灵敏度来弥补CE中样品取样量少，难以检测的缺点，融合了CE高分辨率和CL

高灵敏度的优点，可直接用于复杂样品中微量组分的分离和测定。

近年来，随着研究的不断深入，CE．CL充分展示了其诱人的发展前景和潜

力。1994年，Baeyens等人[359]首次评述了化学发光作为检测技术的性能、应用

和限制。最近几年研究者们从不同角度对该技术的进展进行了评述[43，124，339，

341，360．365]。其中，x．Y Huang等人[341]综述了毛细管电泳及微芯片毛细管电

泳化学发光测定的应用，并讨论了其发展前景。Aria M．Garcia．Campafia等人[3641

综述了化学衍生生物分子，然后化学发光与毛细管电泳联用，采用普通的发光系

统对生物活性物质及药物进行测定，阐明了直接氧化化学发光、生物发光及基于

上述发光原理构建生物芯片的发展潜力。

CE．C L法的仪器组装相对简单，由于它不需要光源，检测部分一般只需要

光电倍增管即可。然而，CE中的CL反应需要在线引进一种或两种发光试剂到

反应体系中，这样在CE．CL的接口设计中，分析物和CL试剂的混合方式和检

测池的体积大小是取得良好分离效果和灵敏度的关键。同时CE分离的pH条件

与CL反应的pH值间的相容性在设计中也需要严格地考虑。基于柱后流体的混

合模式不同，接口设计可分为合并流，共轴流和池混合等方法。同时根据检测器

的位置分为离柱，在柱和柱端检测等方法。

各种化学发光体系已用于毛细管电泳检测中，其中luminol及其衍生物的反

应是CE．CL检测中应用最为广泛的一类发光反应。

章竹君[366]等人基于氨基酸对Lumin01．BrO．-CL的抑制作用，结合毛细管电

泳技术，测定了氨基酸注射液中的7种氨基酸。他们还基于Cr3+对Lumin01．I-1202

CL的催化作用，在线将Cr042-用H202或Na2S03还原为Cr(In)，然后依据不同的

迁移时间，同时测定了Cr042。和Cr(IID[367，368]。Wang[369]等基于毛细管区带

电泳．在线化学发光测定的方法分离并测定了7种单糖，并将该法用于老鼠脑微
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渗析样中葡萄糖的测定。

程介克等[370]将4种生物起源的胺，先用N一(4一氨基丁基)-N一乙基异鲁米诺

标记，然后用在线化学发光一胶束电动色谱结合进行分离测定。考察了毛细管区

带电泳及胶束电动色谱的分离效果。并将该法用于湖水中生物起源的胺的测定。

Jiang等[371]报道了基于改良的毛细管电泳一间接化学发光法测定烟叶中的

绿原酸及芦丁的研究。他们采用高电势缓冲溶液池避免了Luminol的电解和CL

基线的偏移，采用低电势流通池，避免电极缓冲溶液被CL反应废液所污染。

李华等[372]基于原儿茶醛、原儿茶酸对Luminol—K3Fe(CN)6 CL增敏作用，

结合毛细管电泳分离测定了药品中原儿茶醛、原儿茶酸的含量。Hu[373]等基于

酚类物质能够被K3Fe(CN)6氧化，使儿茶酚胺定量猝灭Luminol-K3Fe(CN)6 CL

信号，采用间接化学发光一毛细管电泳法测定了4种儿茶酚胺。Tsukagoshi等[374】

报道了采用异鲁米诺异硫氰酸酯标记，UV／CL双检测器测定氨基乙酸、双甘氨

肽等的方法。Zhao等人[375，376]报道了基于扑热息痛对Luminol-K3Fe(CN)6 CL

的抑制作用及叶酸对Lumin01．BrO。CL的增强作用，采用毛细管电泳分离，化学

发光检测扑热息痛及叶酸的方法。

汪尔康等[377]基于Ru(bpy)32+电化学发光测定技术与毛细管电泳分离相结

合，测定了苯海拉明，其中使用铂圆盘电极做工作电极，考察了电势及缓冲条件

的影响，并用于兔子血浆及尿样的测定。

林金明等[378]基于KMn04 CL反应，以多巴胺及儿茶酚为模型样品，构建

了3通道，5液池，1个检测池的毛细管电泳微芯片分离与在线CL测定的方法。

Tsukagoshi等[379]设计在毛细管电泳中，用3根不同的毛细管：普通毛细管、

含聚合物的毛细管、含SDS的毛细管与化学发光结合，用于测定c【-氨基酸、蛋

白质及酚类物质。由于是在毛细管末端的微空间面积内进行反应和化学发光测

定，因此该系统允许三种不同的分离模式同时进行。

Pan等[380]基于在毛细管电泳柱端的Ru(bpy)32卞电化学发光测定了盐酸地芬

尼多片中的有效成分及其与血色素相互作用研究，并计算了结合位点数及结合常

数。

毛细管电泳化学发光检测技术，以其装置简单、灵敏度高、线性范围宽等优

点，越来越受到重视，分析对象己涉及到金属离子、小分子和蛋白质等多种物质。

然而，现有的接口只适用于快速动力学的发光反应，对慢速动力学的反应不能检
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测：仪器多为自组装，自动化程度低，性能不能满足方法的需要，这将成为今后

研究的重点内容之一。

6．化学发光研究的发展趋势

(1)开发量子产率高、水溶性好、发光寿命长的新型发光试剂。例如，在荧

光物质的基础上开发新型发光试剂，根据荧光和化学发光之间的经验规则，在荧

光物质的结构上引入具有选择性的螯合基团，可得到具有较好选择性的化学发光

新试剂。有较高荧光量子产率的化合物结构，可望成为鲁米诺类化学发光试剂的

骨架结构，这一策略已经被众多研究者运用于某些化学发光化合物和试剂合成的

基本设计中。

f21拓展化学发光分析法的应用领域。目前，化学发光的研究已经从常规的

无机物、有机物的分析，拓展到各种生命物质的分析，而且在生命科学研究中的

应用意义及被重视程度已远远超过其在无生命体系中的应用。如化学发光均相核

酸探针技术、化学发光异相核酸探针技术、化学发光杂交技术、化学发光蛋白质

分析技术等，从简单的在一些已建立的方法中替代放射性同位素和荧光标记，到

建立具有化学发光法自身特色的新方法，将纳米技术应用到化学发光分析中，通

过研究纳米颗粒对化学发光体系的影响，结合核酸杂交技术，构建新型免疫标记

及生物传感器，可以预见，化学发光法在生命科学领域中将有十分广阔的发展空

间。

(3)研究化学发光的联用技术。将化学发光与流动注射、微透析、毛细管电

泳、传感器技术和芯片技术等结合起来可以建立很多高灵敏度的、微型化的和高

度自动化的分析方法和器件。开发各种接口技术、达到灵敏度与选择性的完美结

合是以后联用技术发展的关键。

(4)试验装置的微型化、集成化和专一化。目前，将化学发光试剂固定，开

发专属性很强的化学发光传感器，是化学发光发展的一个重要方向。尤其是化学

发光微全分析系统，将试样的采集、预处理、分离、反应和检测集成到芯片上，

是化学发光分析最具发展前景的研究方向之一。

(51从物质的结构预测其化学发光特性的研究。直接化学发光反应是当前化

学发光分析研究的一个重要方向。人们通常通过大量实验筛选氧化反应及反应介
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质，来证明某种有机药物、农药是否具有化学发光特性。这种尝试性的实验筛选

过程，非常费时、费力。最近，Zamora等人基于物质结构与性质关系，把拓扑

法和组合数学引入，从化学图论观点出发，对分子结构进行分析，提出一个DF

值，来预测分子的化学发光特性，并对酚类、多酚类物质、药物、农药、麦角生

物碱及生物胺进行了实验验证，这一研究成果无疑给人们研究化学发光反应提供

了一种新的思路和方法。

(6)化学发光显微成像技术的研究。仪器分析通常以信号形式提供样品体系

的间接信息。而成像技术提供直观图象，这对生物分析、医学临床诊断等显得更

为方便。显微成像技术利用单光子检测，进一步提高了化学发光检测的灵敏度；

另一方面，使化学发光检测做到空间分辨，在不同空间层次或时间过程中所产生

的光学图象可以提供有关活体细胞精细的动态信息。这无疑对研究化学发光反应

机理提供了新的手段，拓宽了化学发光分析的应用范围，如可以研究单个活细胞

内的化学发光行为。

7．本论文的目的及意义

化学发光(cL)是指在没有任何光、电、热的作用下，只是吸收化学反应放出

的化学能而激发，产生光的辐射的发光现象。根据化学发光的发光强度或发光总

量来确定反应中相应组分含量的分析方法称为化学发光分析法。其突出优点是不

需要任何外来光源，避免了瑞利散射和拉曼散射等噪音，没有空白，因而光电倍

增管在高压下工作时具有比荧光法更高的信噪比。

由于化学发光rcL)反应速度通常很快，在溶液混合的瞬间就产生发光信号，

在几秒内发光强度达到峰值，而且较易受环境因素的影响，因此反应过程难于控

制，重现性和选择性较差，使其在定量分析中受到一定限制。而流动注射分析技

术(FIA)是一种在非平衡状态下，溶液自动处理及分析技术，FIA能使样品和

试剂以高度重现的方式混合，从混合到检测的时间间隔可以严格控制。因此FIA

为CL提供了一个非常好的控制手段，在流动过程中，所有的实验参数，如试剂

体积、保留时间、温度、试剂的混合时闯和方式等都能严格的控制并重复操作。

因此近年来将FIA与CL联用，在很大程度上克服了化学发光分析重现性差、操

作费时、不便于实现自动化等缺点，从而使化学发光作为一种灵敏高效的痕量分

49
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析方法在分析化学领域得到了迅速发展。

随着科学技术的发展和人们生活水平的不断提高，人类生命的质量成为人们

最关心的问题之一。一方面，药物作为保障人类健康的重要因素，也就成为人们

研究和关注的热点。药物纯度分析、药物成分分析、药物生产质量控制、药物代

谢以及临床检验等方面的问题急需解决。另一方面，目前，农作物农药残留已是

世界范围内影响食品安全的主要因素之一。我国已加入世界贸易组织，农产品对

外贸易日益加大，国际上对我国农产品的质量要求也越来越高，公众对农药残留

的关心日益强烈，准确测定水果、蔬菜及相关食品以及环境样品中的农药残留量

变得日益重要。因此，从经济发展与保障人民健康两方面考虑，农药残留的检测

体系的建立与健全将成为今后一段时间内我国政府和农业部门工作的热点。

本文的目的就是将化学发光与流动注射技术结合研究开发化学发光体系在

药物分析及农药残留分析测定中的应用，建立一系列简单、快速、灵敏、可靠

的分析方法，从而拓展化学发光分析法的应用领域，希望我们的研究工作能够对

FI—CL技术及理论的研究有一定的推动作用，为使FI．CL这一新技术能够在药物

分析与农药残留检测中得到实际应用起到一定的积极作用。论文主要研究内容如

下：

1．基于碱性溶液中，铁氰化钾／亚铁氰化钾催化盐酸多巴酚丁胺与鲁米诺反

应的化学发光，建立一种新的测定盐酸多巴酚丁胺的流动注射化学发光方法。考

察各种影响因素，确立反应的最佳条件。为建立一种简单、快速、灵敏的盐酸多

巴酚丁胺药物有效成分的测定方法及其代谢研究作一些实验上的探索工作。并对

其化学发光机理做些初步探讨。

2．基于美洛昔康与N．溴代丁二酰亚胺在碱性介质中的化学发光反应，建立

一种快速灵敏的流动注射化学发光测定方法。将其用于药品中的美洛昔康含量测

定，将测定结果与药典方法进行比较，使该法得到实验认证。并利用光谱数据对

发光机理进行初步探讨。

3．基于酒石酸美托洛尔对酸性条件下Ce(IV)和Na2S03的微弱化学发光反应

的增敏作用，建立一种简单、快速、灵敏的测定酒石酸美托洛尔的流动注射．化

学发光方法，研究各种实验条件对化学发光信号的影响，将该法用于酒石酸美托

洛尔片及尿样中的含量测定，并与药典中的标准方法进行比较，同时进行标准加

入回收试验，对方法进行验证。
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4．基于磺胺嘧啶对酸性条件下KMn04．HCHO化学发光反应的增敏及催化

作用，建立一种选择性测定复方滴鼻液中磺胺嘧啶的流动注射．化学发光分析方

法。对影响发光的各种因素进行实验优化，将其用于处方药复方滴鼻液中磺胺嘧

啶的测定，考察方法的可行性。

5．基于速灭威的碱性降解产物在罗丹明6G存在下，硝酸酸性介质中，与

KMnO。的化学发光反应，建立一种用于测定速灭威残留的简单、快速、灵敏的

流动注射．化学发光方法。对影响发光的各种因素进行实验优化，为了验证方法

的精密度，分别测定同一浓度样品的日内及曰问相对标准偏差值。并将其用于蔬

菜样品中速灭威的残留量测定，并对回收率进行考察。
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第二章流动注射化学发光法测定注射液

中的盐酸多巴酚丁胺

摘要在碱性溶液中，盐酸多巴酚丁胺与鲁米诺反应能够产生微弱的化学发光，铁氰化钾／

亚铁氰化钾对该发光反应具有明显的增强作用。基于此，建立了一种新的测定盐酸多巴酚丁

胺的流动注射化学发光方法。考察了各种影响因素，确立了反应的最佳条件。在优化的条件

下，盐酸多巴酚丁胺在1．0×10。10 gmL-1到1．O×10‘’79mL。1范围内与相对化学发光强度有线

性关系，检测限为：2．6×10’11 g mLo(3神。对含量为1．o×104 g mL’1的标准溶液平行测定11

次得到的相对标准偏差为1．23％。该法己成功运用于注射液中的盐酸多巴酚丁胺有效成分含

量的测定，得到的结果与药典方法相吻合。并对化学发光反应机理做了简单探讨。

关键词化学发光流动注射盐酸多巴酚丁胺鲁米诺

1．引言

H

H乱．，≮l／＼／“

H。U
聪一l Chezmcal stnk'tth"e ofdotmVamme hydfochloride．

盐酸多巴酚丁胺，C18H23N03"HCl，化学名称为：4一[2一[【1一甲基-3-(4-羟苯基)

丙基】氨基】乙基]，1，2．苯二酚盐酸盐，结构式见图1，本品为多巴胺同系物，B

肾上腺素受体激动药。主要兴奋B 1肾上腺素受体，有轻微的Ⅱ作用，大剂量时

有B 2的血管扩张作用，对心肌有正性肌力和较弱的正性频率作用，能激活腺苷

环化酶，使ATP转化为c．AMP，促进钙离子进入心脏细胞膜，从而增强心肌收

缩力，增加心排血量，降低肺毛细血管楔压。很少增加心肌耗氧量，可降低外周

血管阻力，能降低心室充盈压，促进房室结传导。用于治疗各种不同原因引起的

心肌收缩力衰弱的心衰，如冠心病引起的急性心肌梗塞泵衰竭，扩张型心肌病，

风湿性瓣膜病引起的心衰，心脏直视手术后所致的低排血量综合症以及难治性心

力衰竭，器质性心脏病所发生的心力衰竭、心肌梗塞所致的心源性休克及术后低
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血压【1]。

目前，盐酸多巴酚丁胺测定的方法主要有，非水滴定法【2]，分光光度法[2】，

高效液相色谱法【3】，碳糊电极吸附伏安分析法[4】，多壁碳纳米管修饰玻碳电极

电化学分析方法[5】。但这些方法，手工操作繁琐、费时，分光光度法通常灵敏

度不够高，色谱法通常要用到挥发性的有机溶剂，且仪器昂贵不容易普及使用，

电化学的方法通常存在重现性差的缺点，因此有必要建立一种简单、快速、灵敏

的测定方法。

近年来，化学发光(Chemiluminescence，CL)分析法以其灵敏度高、线性范围

宽、仪器设备简单、操作方便、分析快速和容易实现自动化等优点，而成为分析

化学中一个十分活跃的研究热点，并与众多学科相交叉，研究和应用领域越来越

广泛。流动注射(Flow-Injection，FI)即在热力学非平衡条件下，在液流中重现地

处理试样或试剂区带的定量流动分析技术，它具有高效率、高精度和快速分析的

特点。将其两者相结合，可使FI．CL分析法同时具有以上优点。FI．CL的检出

限可达10‘9 g·L～，线性范围宽，反应物发光强度与待测物浓度可在4～5个数

量级范围内呈线性关系，有的甚至可达7个数量级，它是一种有效的痕量分析技

术。FI-CL已经成功运用于多种药物的分析测定[6．8】。范顺利[9]等人报道了用酸

性高锰酸钾．甲醛化学发光体系测定盐酸多巴酚丁胺的分析方法，检测限达到

0．07mg／L，宋凤敏等人基于Nal04．H202．H3P04化学发光反应体系，测定了盐酸

多巴酚丁胺，检测限为2．7×10‘9 g mL～。

我们在实验中发现，盐酸多巴酚丁胺与碱性鲁米诺溶液可以产生微弱的化学

发光信号，该信号可以被铁氰化钾／亚铁氰化钾溶液明显增敏。基于此，结合流

动注射技术，建立了一种新的流动注射。化学发光方法用于快速测定痕量的盐酸

多巴酚丁胺。在优化的条件下，本法在1．0×10。10 gmLJ到1．0×10。7 gmL。1范围

内与相对化学发光强度有线性关系，盐酸多巴酚丁胺测定的检测限为：2．6 x 10。11

gmL。1(30)。与已报道的测定盐酸多巴酚丁胺的化学发光方法相比，该法具有

更高的灵敏度和更宽的线性范围，并且已用于医用注射液中盐酸多巴酚丁胺的含

量测定，将本法与药典方法[2】进行比较，所得结果令人满意。并对可能的反

应机理进行了初步探讨。

2．实验部分
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2．1．仪器部分

a

b

c

d

w

Fig．2．Schematic diagram of the FIA-CL manifold employed for the

determination ofdobutamine hydrochloride．a，luminol solution；b，standard or sample

solution；C，potassium ferrocyanide(contained sodium hydroxide)solution；d，

potassium ferricyanide solution；P，peristaltic pump；v，injection valve；F，CL flow cell

PMT，photomulfiplier tube；HV negative high—voltage supply；PC，computer；W，

waste solution．

化学发光强度采用IFFL．D型流动注射一化学发光分析仪(西安瑞迈电子仪器

公司)测定。示意图见图2。采用双蠕动泵传送系统中的样品及所有试剂溶液，

聚四氟乙烯管(0．8 mm内径)用作流路系统中的连接材料。采用装有样品环的

八通注射阀将一部分样品或标准溶液与鲁米诺溶液在线混合，注射到亚铁氰化

钾／NaOH混合溶液载流中，然后与铁氰化钾溶液通过Y型管在流通池前混合，

最后在流通池中产生化学发光发射。流通池中的化学发光信号被光电倍增管检

测、放大并最终由装有IFFL．D型流动注射一化学发光分析软件的计算机纪录和处

理。

该反应系统的化学发光光谱采用日立850型荧光光度计(日本)，关闭激发

光源后迸行研究。

2．2．试剂部分
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本实验所使用的试剂均为分析纯，购自上海化学试剂公司，若没有另外说明，

溶液均采用二次蒸馏水配置。

盐酸多巴酚丁胺储备溶液(10 mg／mL)：准确称取O．0250 g标准样品(对照

品，由上海药检所友情提供)，转入25 mL棕色容量瓶中，加少量蒸馏水超声溶

解后，用蒸馏水定容至刻度线，摇匀后放于4。C冰箱内避光存放，一般可存放5

天左右。工作溶液在使用前用蒸馏水适当稀释后使用。

鲁米诺储备液(O．01 mol／L)：准确称取O．1772 g鲁米诺标准品(Fluka，

Biochemika)，用少量0．5 mol／LNaOH溶液溶解后，转入100 mL棕色容量瓶中，

用相同浓度的NaOH溶液定容到刻度，摇匀后存放于冰箱中备用。

铁氰化钾储备液(O．01 mol／L)：储存于棕色容量瓶中。

亚铁氰化钾溶液(0．2 tool／L)：用0．7 mol／L NaOH溶液溶解并定容，存放于

棕色容量瓶中备用。

实验时，尽量采用最少的稀释步骤来制各溶液。所有化学品未经进一步提纯。

盐酸多巴酚丁胺注射液，购自上海天山中医医院，10mg／mL。

2．3．实验方法

为了得到良好的稳定性，在第一次正式测量前仪器至少要运行10min。如图

2所示，将a，b，c，d四条流通管分别插入1．5×10‘4 mol L。鲁米诺溶液、盐酸多巴

酚丁胺的标准或样品溶液、O．20 rnol／L亚铁氰化钾溶液(含0．7 mol／LNaOH溶液)、

6．0×10巧mol Ld铁氰化钾溶液中。开启蠕动泵冲洗整个系统的流路，直至得到一

个稳定的空白信号。将75／．tL鲁米诺与标准或样品的混合溶液通过八通阀注射到

载流中，然后与铁氰化钾溶液合并后到达流通池，产生化学发光，记录光信号，

样品浓度由相对化学发光强度进行定量测定。

3．结果与讨论

3．1．化学发光反应系统条件优化
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3．1．1．鲁米诺浓度的影响

在IxlO。5 mol L一1到3×10‘4 mol L-1浓度范围内考察了鲁米诺浓度对化学发光

强度的影响。实验结果(图3)表明，当鲁米诺的浓度为1．5x10‘4toolL。1时，信

噪比达到一个最大值，且此时相对化学发光强度较大，因此选择1．5x104 mol Ld

的鲁米诺做后面的实验。

0 5 10 15 20 25 30

Concentmtion of luminol(1 O‘5molll)

Fig．3．Effect ofconcentration ofluminol on the CL intensity ofthe system

Potassium ferricyanide，6．0x 10～mol／L；potassium ferrocyanide，O,2mol／L；

sodium hydroxide，O．5tool／L；dobutamine hydroch／oride，1x10。g／mL；

Negative hi幽一voltage，一800v；flow rate，3．0mL／min．

3．1．2。NaOH浓度的影响

鲁米诺一K3Fe(CN)6化学发光反应要求在碱性条件下。为了研究反应介质对化

学发光的影响，实验中我们考察了载流中NaOH溶液浓度对化学发光强度的影

响。实验结果(图4)表明，当载流中NaOH溶液浓度为0,7 moFL时，化学发

光强度的信噪比可以达到一个最大值，相对化学发光强度也较大，因此本实验选

择的NaOH溶液浓度为O．7 mol／L。
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Concentration of sodium hydroxide(mol／I)

Fig．4．Effect ofconcentration ofsodium hydroxide on the CL intensity

Potassium ferricyanide，6．0xlO—tool／L；potassium ferrocyanide，0．2mol／L；
luminol，1,5xlO～mol／L；dobutamine hydrochloride，lxlO一79／mE；negative high

voltage，一800V；flow rate，3．OmL／min．

2 4 e 8 10 12

Concentration of Potassium Ferricyanide(1 0。5mol／I)

Fig．5．Effect ofconcentration ofpotassium ferricyanide on the CL intensity

Potassium ferrocyanide，0．2 tool／L；luminol，1．5×1 0‘4 mol／L；sodium hydroxide，

0．5mol／L；dobutamine hydrochloride，l x 1 0～g／mL；negative high-voltage，．800v；

flow rate，3．OmL／min．
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3．1．3．铁氰化钾与亚铁氰化钾浓度的影响

在实验中我们发现，盐酸多巴酚丁胺可以在碱性介质中与鲁米诺反应，产生

微弱的化学发光信号，该化学发光反应可以被铁氰化钾所催化，但是如果不加入

亚铁氰化钾，空白信号也会增大很多，这是因为在碱性溶液中，铁氰化钾本身就

可以氧化鲁米诺而产生强的发光信号。Shevlin和Neufeld[11】曾报道过铁氰化

钾与鲁米诺的化学发光反应可以被亚铁氰化钾所抑制。我们推断，如果在反应体

系中，铁氰化钾／亚铁氰化钾的浓度比合适的话，不仅可以有效催化鲁米诺与盐

酸多巴酚丁胺的化学发光反应，而且可以极大的抑制由于铁氰化钾与鲁米诺的化

学发光反应而产生的背景信号。因此，我们分别试验了2．0×104 mol L。1到1．2×10‘4

mol Ld的铁氰化钾(图5)与O．05到O．25moUL的亚铁氰化钾(图6)浓度对化

学发光强度的影响。实验结果表明，最大的信噪比及较大的相对化学发光强度，

在6．0×10。5 mol L。1的铁氰化钾与O．20mol／L的亚铁氰化钾时得到。因此我们分别

选用6．Oxl0。5 mol L。1的铁氰化钾与O．20mol／L的亚铁氰化钾浓度进行实验。

O 05 010 015 O 20 025

Concentration of Potassium ferrocyanide(mol／I)

Fig．6．Effect of concentration of potassium ferrocyanide on the CL intensity

Potassium ferricyanide，6．0×10一mol／L；luminol，1．5×10。4 mol／L；sodium hydroxide，
O．5mol／L；dobutamine hydrochloride，1×1 0～g／mL；negative high-voltage，一800v；flow

rate，3．OmL／min．
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3．1．4．流速的影响

流速在流动注射．化学发光实验系统中，是一个非常重要的影响因素。为了

能在流通池中收集到最佳的化学发光信号，设置一个最佳的试剂传输速度是非常

必要的。本试验考察了1．0到3．5 mL／min的流速对化学发光强度的影响。结果

表明，信噪比及相对化学发光强度随着流速的增加而增加，但当流速达到3．0

mL／min后，增幅趋于平缓。考虑到仪器的稳定性、实验的重现性以及试剂的消

耗等问题，我们选择3．0 mL／min作为我们实验的优化流速。在该流速下，一次

完整的样品分析，包括冲洗、采样和测定，需要40s，一小时之内可以完成90

次样品分析。

3．2．方法的校正曲线、线性范围、检测限及相对标准偏差

在选定的实验条件下，相对化学发光强度与盐酸多巴酚丁胺的浓度在

1．0×10‘10到1．0×10。7 g mL。1范围内有良好的线性关系，线性回归方程为：I=

30．7+0．58×10”C(C是盐酸多巴酚丁胺的浓度，g mL’1)，相关系数是0．9977(n=

5)。检测限为：2．6×10。11 g mLd(3 o)。对含量为1．0×10{g mL‘1的标准溶液平行

测定11次得到的相对标准偏差为1．23％。与文献报道的化学发光方法相比较，

可以看出本法的检测限较文献报道值低2．3个数量级，且线性范围较宽。

3．3．干扰研究

为了测定药品中盐酸多巴酚丁胺的含量，实验对在鲁米诺化学发光体系中可

能引起干扰的常见离子及商业药品中常见的共存成分考察了对本反应体系的干

扰情况。实验以5．0×10。8 g mL‘1的盐酸多巴酚丁胺标准溶液为基准，逐步增加所

考察的成分的浓度进行干扰实验，以所引起的相对化学发光强度的相对偏差不超

过±5％为标准。实验结果表明，500倍的K十，C1。，NH4+，C2042。，SCN。，M92+，P04}，

Na+，柠檬酸，200倍的Ni“，Zn2+，Ac。，苯酚，150倍的苯甲酸，100倍的二甲胺，

A13+，Fe"，Br-，Pb”，Ba2_，N03‘，75倍的三乙胺，5倍的葡萄糖，淀粉，C032’，Fe2十，

邻苯二酚和等量的Cu2+，Mn2+，酒石酸，问苯二酚，0．1倍的尿素都不引起干扰。
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由于医用注射液就是盐酸多巴酚丁胺的灭菌水溶液，上述讨论的某些干扰成分或

者不存在，或者低于其容忍限度，因此医用注射液可以直接用该法进行测定，而

不需要经过任何预先处理。

3．4．应用

准确移取少量盐酸多巴酚丁胺注射液，转入lOOmL棕色容量瓶中，用蒸馏

水稀释到刻度，该溶液作为样品溶液待用。取一定体积的上述样品溶液，适当稀

释后，按照2．3的实验步骤进行化学发光测定，结果见表1，所得结果与用药典

方法所测值相吻合。同时做加标回收率测定，由表2可见，结果令人满意。

nlblel

Determination of dobutamine hydrochloride in pharmaceuticals with the proposed CL

procedure and official method

Average offive determinations

Thble2

The recoveries of standard dobutamine hydrochloride addition in pharmaceutical

preparations

Content Added found (％)

Average of five determinations

3．5．反应机理讨论
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在碱性条件下，铁氰化钾氧化鲁米诺可产生化学发光，Shevlin和Neufeld[1 l】

对铁氰化钾氧化鲁米诺化学发光反应机理进行了研究，指出其发光体是3．氨基邻

苯二甲酸根离子，其最大发射波长为425nm，其发射光谱与预先报道的其它鲁米

诺氧化体系的光谱相似【12】。Diza等[13，14]通过对在苯环上含一个或二个羟基或

甲氧基的苯甲酸或苯丙烯酸的多酚物质对发光体系的增强和抑制作用的研究，发

现多酚类有机物对该发光体系的增强或抑制作用与有机物的结构和还原性有关，

提出多酚类物质影响化学发光的机理。Barnett等[15】发现Ⅱ，4-二羟基．3．甲氧基苯

乙酸(VMA)对发光体系有增强作用，而结构相似的4．羟基．3．甲氧基苯乙酸

(．COOH的c‘位上少一个．oIO(HVA)对发光体系具有抑制作用，指出了有机物的

基团性质的不同对发光的不同影响，发展了用增强法测定a，4-二羟基．3．甲氧基

苯乙酸(VMA)的方法。崔华【16]等发现绿原酸、芸香苷、邻苯二酚、对苯二酚等

二酚类化合物等对鲁米诺一K3Fe(CN)6发光体系具有抑制作用，结合HPLC利用抑

制法分析了上述物质，崔华【17]等认为其抑制作用是由于还原性有机物与鲁米诺

竞争氧化剂K3Fe(CN)6导致的。

本文为了对发光机理进行解释，采用荧光光度计，关闭激发光源，分别测定

了在盐酸多巴酚丁胺存在和不存在的两种情况下，本发光体系的化学发光光谱。

实验结果表明，二者的最大发射光强度均出现在425nm处，只是在有盐酸多巴

酚丁胺的体系里发光强度被大大增强了。这说明本文所提出的鲁米诺．铁氰化钾／

亚铁氰化钾．盐酸多巴酚丁胺化学发光反应体系的发光体仍然是3．氨基邻苯二甲

酸根离子，即发光体仍然是鲁米诺的氧化产物。

另一方面，当我们将标准溶液、鲁米诺溶液、铁氰化钾溶液、亚铁氰化钾溶

液全部通N2 5分钟，用于清除溶液中的溶解氧后，此时所测得的化学发光强度

约降低了27％，这说明该发光反应是需要溶解氧的参与的。

已有研究[18—231表明，在碱性溶液中，超氧阴离子自由基可以氧化鲁米诺产

生化学发光，而在碱性溶液中，还原剂可以将溶解氧还原成超氧阴离子自由基中

间产物，生成的超氧阴离子自由基再与鲁米诺作用，通过一个不稳定的过氧化物，

转化为激发态的3．氨基邻苯二甲酸根离子，从而产生光发射。在盐酸多巴酚丁胺

的分子结构中，有多个可以被氧化的酚羟基结构，而溶液中的铁氰化钾又可以催

化超氧阴离子自由基与鲁米诺在碱性溶液中的化学发光反应。
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基于上述讨论，可能的化学发光反应机理推断如下：

盐酸多巴酚丁胺+02(a03+NaOH—02‘。

02+鲁米诺K3Ve(CN驻6 3·氨基邻苯二甲酸根离子+

3．氨基邻苯二甲酸根离子+一3．氨基邻苯二甲酸根离子+hU

4．结论

本文提出了一种简单、快速、高灵敏度的流动注射一化学发光方法用于测定

盐酸多巴酚丁胺。方法具有较宽的线性范围，适用于自动连续的分析测定，不需

经过任何预处理，就可以运用于盐酸多巴酚丁胺注射液中有效成分的测定，结果

令人满意。
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第三章采用流动注射N．溴代丁二酰亚胺化学发光体系

测定美洛昔康

摘要：本文基于美洛昔康与N．溴代丁二酰亚胺在碱性介质中的反应，首次提出一种快

速灵敏的流动注射化学发光测定方法。在优化的实验条件下，在2．2x10～～2．8x104mol／L

范围内美洛昔康浓度的对数值与相对化学发光强度的对数值呈线性关系，检测限达到

7．7×10一molF“，对浓度为2．8×10。6 mol／L的美洛昔康标准样品溶液平行测定11次，计

算得到相对标准偏差为：2．14％。该方法成功运用于药品中的美洛昔康含量测定，测定

结果与药典方法相吻合。并利用光谱数据对发光机理进行了初步探讨。

关键词：化学发光；流动注射；N．溴代丁二酰亚胺：美洛昔康

1．引言

美洛昔康(meloxicam)是一种新型非甾体抗炎药(non-steroidal

anti-inflammatory drugs，NSAIDs)，化学名为4-羟基2一甲基-N一(5一甲基一2-噻唑

基)．2H．1，2．苯并噻嗪．3．甲酰胺．1，1二氧化物，结构式见图1。该品化学性质稳定，

不吸湿，对光不敏感，难溶于水，溶解度与pH值有关，其溶解度在pH4时最低，

随着pH值升高而升高[1～3】。

美洛昔康为镇痛、抗炎的非甾体抗炎药新品种，主治风湿性、类风湿性关节

炎、骨关节炎及各种急慢性炎症和疼痛。其镇痛作用与其他非甾体抗炎药无显著

性差异；抗炎作用优于其它非甾体抗炎药。

美洛昔康最突出的临床优势，在于对胃肠道的刺激作用明显小于其他非甾体

抗炎药。这一优势的机理在于：非甾体抗炎药是通过抑制花生四烯酸转化为前列

腺素(PG)的环氧合酶(cox)，减少PG生成而发挥镇痛、抗炎作用的。近年

来发现， COX分为 COX．1 和COX一2两种不同的空间构象。其中COX．1

可作用生成介导胃粘膜保护和肾灌注的PG；COX．2可作用生成介导炎症反应的

PG。美洛昔康可以高度选择性地抑制COX．2，对COX．1的作用很弱，因此具有

较强的抗炎、镇痛效果，而对胃肠道和肾脏的不良反应轻微【4]。其他非甾体抗

炎药对COX．1和COX．2的抑制缺乏选择性，因而人体耐受性差，治疗过程中因
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引起胃肠道溃疡、出血等副作用而导致被迫停药的现象屡见不鲜。

文献报道可以用紫外分光及荧光等光度方法[5～9]、电化学方法[10～14]、毛

细管区带电泳[15]、HPLC法【7，16～20]等测定药品及血浆中美洛昔康的含量。

但是这些方法有的需要昂贵的仪器设备，有的存在灵敏度低、重复性较差、操作

繁琐等不足。

CH3

Fig．1．Chemical structure ofmeloxicam

流动注射．化学发光法具有仪器设备简单、灵敏度高、线性范围宽、快速、

重复性好、自动化程度高等特点，受到人们的普遍关注，已经广泛应用于药品质

量监测及血浆样品的测定[21～271。然而，就我们所知，至今未见到有关化学发

光法测定美洛昔康的文献报道。

本文介绍了一种简单、快速、灵敏的流动注射一化学发光测定美洛昔康的方

法。我们发现在荧光素存在的情况下，美洛昔康与N一溴代丁二酰亚胺(NBs)

在碱性介质中混合后会有很强的化学发光信号产生，而且该化学发光强度与美洛

昔康的浓度在一定的范围内有比例关系，基于此建立了NBS．荧光素一美洛昔康体

系流动注射一化学发光法测定药品中美洛昔康的方法。

2．实验部分

2．1．仪器与试剂

IFFL—D型流动注射化学发光分析仪(西安瑞迈电子科技有限公司)；日立850

荧光光度计(日本)；Cary 50紫外可见分光光度计(美国瓦立安公司)。

美洛昔康标准品(含量为99．8％，由上海市药检所友情提供)储备液

(1mg／mL)：用O．01mol／L的NaOH溶液每天新鲜配制，并于4"C冰箱内避光存

放。工作溶液用相同浓度的氢氧化钠溶液在使用前稀释使用。NBS储备溶液(O．04

mol／L)：称取O．7129 NBS(上海化学试剂公司，中国)溶于少量水中，转入100mL
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棕色容量瓶中，定容，每天新鲜配置，使用时稀释。荧光素储备溶液(2mmol／L)：

称取0．06659荧光素(上海化学试剂公司，中国)用O．Olmol／L的NaOH溶液配

制，转入100mL棕色容量瓶中，定容。

所用试剂均为分析纯或优级纯，水为二次蒸馏水。

2．2实验方法

2．2．1．流动注射．化学发光试验

a

b

C

d

w

Fig．2．Schematic diagram of the FIA-chemiluminescence manifold employed for the

determination ofmeloxicam．

a，fluorescein solution；b，standard or sample solution；C，sodium hydroxide solution

as carrier stream；d，NBS solution；P，peristaltic pump；v，injection valve；F’
chemiluminescence flow cell；PMT,photomultiplier tube；HV,negative high—voltage

supply；PC，computer；W：waste solution．

按图2所示流路进行化学发光测定，以峰高定量。采用双蠕动泵，传送所有

流路的溶液，流通管采用O．8mm内径的聚四氟乙烯管，美洛昔康的样品或工作

溶液与荧光素溶液在线经Y型混合单元合并后，通过八通进样阀采集于载流溶

液并与NBS溶液在进入平面盘管式化学发光流通池之前混合，进入化学发光池

后产生光发射。流通池中的化学发光信号由R456型光电倍增管进行无波长分辨

的强度测量，并由计算机采用IFFL．D型流动注射化学发光分析系统软件进行记
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录。

2．2．2．静态化学发光实验

化学发光反应的动力学特征测量体系由无色玻璃烧杯及IFFL．D型超微弱化

学发光分析仪构成。将玻璃烧杯直接放置于化学发光分析仪暗室内的光电倍增管

光窗玻璃上进行测量。烧杯中预先加入1．50mLl．00×10。59／mL样品溶液、1．50mL

lmmol／L荧光素溶液，然后将100 p．L 4 mmol／L NBS溶液从进样口注入上述玻璃

烧杯中，同时记录化学发光信号。

2．2．3．化学发光光谱实验

反应体系的化学发光光谱用日立850型荧光光度计，将激发光源关闭，出

射狭缝宽度设置在20nm完成。

在实验中，首先在石英比色皿中分别加入O．5 mL 1．00x10-59／mL美洛昔康溶

液及O．50 mL lmmol／L荧光素溶液，然后通过流通管快速注射O．5mL 0．4 mmol／L

NBS溶液至同一比色皿中，同时通过连续扫描模式记录化学发光光谱。

2．2．4．紫外光谱实验

加入NBS溶液前后美洛昔康紫外光谱图的变化，采用Cary 50紫外可见光

谱仪进行测量。为了便于比较，也测定了NBS溶液的紫外光谱图。

2．2．5．样品处理

取20片美洛昔康片，精确称重，求得每片的平均质量，然后将其研磨成均

匀粉末，并彻底混匀。准确称取一部分细粉，置于100mL棕色容量瓶中，加入

适量0．01mol／LNaOH溶液，超声震荡15min，然后用相同浓度的NaOH溶液定

容。用干燥滤纸过滤，弃去最初滤液，取滤液适量，进一步用相同浓度的NaOH

溶液稀释后，待测。



第三章采用流动注射N．溴代丁二酰亚胺化学发光体系测定美洛昔康

Fig．3．Kinetic curve of chemiluminescence．

Conditions：100 pl of 4 mmoI／L NBS was injected into a mixture solution of 1．5 mL

ofl．0mmol／Lfluoresceinandl．5mLofl0¨∥mLmeloxicam，Hi【曲voltage：·600V

3．结果与讨论

3．1．化学发光反应的动力学特征

为了确定本体系化学发光反应的动力学特征，采用静态方法测定了本体系化

学发光强度随时间变化的动力学特征图。图3是由5次平行实验取其平均值得到

的化学发光强度．时间图，由图可见本化学发光反应是快速发光，开始反应后，

在不到1秒的时间内，化学发光强度达到最大值，然后快速衰减。由此可见，采

用流动注射分析将有利于提高方法的重现性、准确度和灵敏度，而且较快的载流

速度将导致较大的化学发光信号强度。

3．2．化学发光反应系统的条件优化

3．2．1。NBS浓度的影响

NBS作为氧化剂用于化学发光反应，一方面比直接使用HBrO更加稳定、方

便和简单；另一方面和其它无机氧化剂如高锰酸钾、铁氰化钾、溴水等相比，该

㈣

蹦

舢h_gt一8‘Ⅸg{
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试剂的一大优点是没有颜色，对光的自吸收很微弱，有利于灵敏度的提高，因此

近几年来被广泛用作化学发光反应的氧化齐1J[26．381，有关光产生的途径及反应机

理也有相关的研究报道[26．34]。在我们的实验中，通过对不同氧化剂的比较，包

括铁氰化钾、高锰酸钾、高碘酸钾、过氧化氢等，发现NBS是本体系最合适的

氧化剂，当加入荧光素后，在NBS体系中可以得到最强的化学发光信号，因此

NBS被选作本体系的氧化剂。

实验考察了NBS浓度在1．O×10。5到1．2x10。3 mol／L范围内对化学发光强度的

影响，结果表明，当NBS浓度为4．0x10。4 mol／L时可以得到最强的化学发光强度，

因此后面的实验都采用4．0×104 mol／L的NBS作为氧化剂。

3．2．2．荧光物质的影响及反应机理探讨

在本实验中，考察了罗丹明B、罗丹明6G、荧光素、二氯荧光素、核黄素、

8．羟基喹啉等荧光物质对化学发光信号强度的影响。结果表明，采用荧光素时可

以看到最强的化学发光信号。实验考察了4．0x10。4到1．4x10。mol／L范围内荧光

素对化学发光强度的影响。当荧光素浓度达到1．0x10。3 mol／L时，化学发光信号

最强。因此选用荧光素浓度为1．0x10‘3 mol／L。

为了解释化学发光反应系统的机理，分别测定了美洛昔康、NBS及二者混合

溶液的紫外可见吸收光谱图(图4)，另外对荧光素溶液的荧光光谱图及美洛昔康

一荧光素-NBS反应系统的化学发光光谱图(图5)做了对照比较。由图4可见，

美洛昔康在362 nln(图4 a)处有一个特征吸收峰，而NBS的碱性溶液在212．5

nrfl(图4 b)处有一个特征吸收峰，然而当将NBS加到美洛昔康溶液中后，美

洛昔康的特征吸收峰消失了，而NBS的特征吸收峰依然存在。由此结果可以说

明当将NBS加到美洛昔康溶液中后，美洛昔康被氧化并转化成它的氧化形式。

由图5可见，美洛昔康一荧光素一NBS碱性反应系统的化学发光光谱图与荧

光素的荧光发射光谱图最大发射波长相同，谱图相似。由上述光谱证据可以说明，

在NBS氧化美洛昔康时，产生激发态的中间体，然后将反应产生的能量转移给

荧光素，从而产生化学发光。这与已报道的以NBS作氧化剂的其它几个化学发

光体系中的发光机理相吻合127—341。
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Fig．4．The UV spectra of meloxicam before and after chemiluminescence reaction in

0．01 mol／L NaOH solution．a，1．00 x 10～g／mL meloxicam；b，O．4 mmol／L NBS；C，

themixture solutionofl．00×1015 g／mLmeloxicamand0．4mmol／LNBS．

Fig．5 The comparison of chemiluminescence spectrum and fluorescence spectrum．a，
fluorescence spectrum of fluorescein，Ex：355nm；b，chemiluminescence spectrum of

meloxicam．fluorescein．NBS．

3．2．3．NaOH浓度的影响

由于本系统仅在碱性体系中可以观察到化学发光，因此采用NaOH溶液作载

流。实验研究了Na0H溶液浓度在0．002到O．06mo／L范围内变化时对化学发光

强度的影响。结果表明最大化学发光强度在Na0H溶液浓度为O．Olmol／L时得到。
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因此在后面的实验中选择O．01mol／LNaOH溶液作载流。

3．2．4．流速的影响

在流动注射一化学发光分析系统中，流速是一个重要的影响因子。根据动力学曲

线(图3)，本反应系统的化学发光属于快速发光，因此较快地将激发产物转移

到流通池将有助于收集到最大的化学发光。实验了每一条流路的流速在2．0．4．0

mL／min范围内对化学发光强度的影响。结果表明化学发光强度随流速的增加而

增大。最后，从化学发光强度和重现性两方面考虑，选择流速为3．5mL／min较为

合适。在此流速下，包括管路冲洗和采样，一次完整的分析仅需要25s，1 h可

以完成144次分析。

3．2．5．采样体积的影响

分别试验了采样体积为50、75、100、150、200¨L时对化学发光强度的影

响。在75儿之前，随着采样体积的增大，可以观察到化学发光信号增强的趋势，

但是大于75此后，化学发光信号会出现双峰的现象。这是由于在样品体积过大

时，其中间区域和边界区域可能会产生不同的反应速度而导致的[39]。因此可以

认为在本实验体系中，采样的最佳体积为75皿。

3．3．标准曲线、检测限及精密度

按实验方法，在优化条件下，该体系的相对化学发光强度的对数值与美洛昔

康溶液浓度的对数值在2．2×10。7到2．8x10‘5 mol／L范围内成正比，方法检出限为

7．7×10一mol／L(3a)。所得到的回归方程为：log(AI)=0．752+0．454109(107 C)，C是

美洛昔康溶液的浓度(mo儿)，(r2=0．9993)，对2．8×10。6 mol／L的美洛昔康溶液平

行测定11次，所得到的相对标准偏差为2．14％。

3．4．干扰研究

为了测定美洛昔康在药品制剂中的含量，采用2．8×10’6 mol／L的美洛昔康溶

液为标准溶液，研究了常见离子及普通的药品赋形剂对测定的干扰。以相对误差
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在±5％之内为限度，测定结果列于表1。

lablel

Effectofother species onthedetermination of2．8×10‘6m01／Lmeloxicam

mol／L)

Starch，lactose，Citrate，EDTA，C03‘，Na+， >50

P04’，K+，Cl一，Br‘，HzP04’，

Glucose，N03。，4S042。

Polyvinylpyrrolidone

HC03一

ASCOrbic acid

Citric acid，A13+，aFe2+，aFe3+

Ca2+

Urea，Ni2+，3c，

M92+

S}，HS03’

cu2+

Mn2+

c02+

NH4+

8

Caused increase in emission intensity

结果表明，M92+，S2。，HS03’，cJ+，Mn2+，C02+，NI-h+，Urea，Ni2十，Cr3+将会在一

定的浓度范围内对美洛昔康的测定产生干扰。有一些离子的干扰可能是由于在化

学发光反应前的碱性介质中产生沉淀而导致的，这些离子的干扰可以预先通过一

个离子交换柱来予以消除。然而由于美洛昔康药片的主要赋形剂是淀粉、柠檬酸

钠、乳糖、聚乙烯吡咯烷酮等，因此测定美洛昔康在药片中的含量几乎没有干扰。

过滤后不需要其它预处理就可以测定美洛昔康在药片中的含量。

3．5．样品分析

如

∞如加m

2。¨呓叭ⅢⅢi薹
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根据在实验部分描述的步骤，本方法被应用到商业药品中美洛昔康的含量测

定。结果列于表2。所得结果与按照药典规定的光度法[40]的测量结果很吻合。

回收率的实验结果见表3。由表3可见，回收率的实验结果令人满意。

●

T￡山le 2

Determination ofmeloxicam in pharmaceutical preparations、Ⅳitll the proposed

chemiluminescence procedure and spectrophotometry

8Average offive determinations．

6
Standard method．

T，出1e 3

Recoveries ofmeloxicam in pharmaceutical preparations

Concentration 8(1a g／mL)

Sample瓦而面面面丽r—]函百———而面r—Recovery(％)

8Mean offive measurements．

6
Measured with the proposed method

5．结论

本文基于美洛昔康在碱性条件下与NBS及荧光素反应，可以产生强的化学发

光信号，提出了一种简单快速灵敏的流动注射．化学发光方法用于测定美洛昔康

在药片中的含量。本法不需要特殊的试剂及仪器设备，且具有较宽的线性范围和

较低的检测限，将其用于药片中美洛昔康的含量测定获得了满意的结果。本文还



第三章采用流动注射N．溴代丁二酰亚胺化学发光体系测定美洛昔康

利用紫外吸收光谱、荧光光谱、化学发光光谱等光谱实验的结果对该化学发光反

应的机理进行了解释。
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第四章流动注射．化学发光法测定药片

及尿样中的酒石酸美托洛尔

摘要 本文基于酒石酸美托洛尔对酸性条件下Ce(IV)和Na2SOs的微弱化学发光反应的增

敏作用，建立了一种简单、快速、灵敏的测定酒石酸美托洛尔的流动注射．化学发光方法，

研究了各种实验条件对化学发光信号的影响，在优化条件下，相对化学发光强度与酒石酸美

托洛尔的浓度在1．5×10一～7．3×104mol／L范围内呈现良好的线性关系。根据IUPAC规定，

以空白值的标准偏差的3倍为标准， 计算方法的检测限为4．7 x 10一mol l，对含量为7．3×

10。7 mob'L的标准溶液平行测定1 1次得到的相对标准偏差为2．20％。将该法用于酒石酸美

托洛尔片及其在尿样中的含最测定，并将测定结果与药典中的标准方法进行比较，同时进行

标准加入回收试验，结果令人满意。

关键词 流动注射：化学发光：酒石酸美托洛尔；Na2SOa；Ce(IV)

1．引言

酒石酸美托洛尔的化学分子式为(c15H25N03)2C4H606，分子结构式如图1所

示，属于口肾上腺素受体阻滞药●心脏选择性13受体阻滞药)。对B 1受体有选择

性阻滞作用，无部分激动活性，无膜稳定作用。用于治疗高血压、心绞痛、心肌

梗死、肥厚型心肌病、主动脉夹层、心律失常、甲状腺机能亢进、心脏神经官能

症等。近年来在有经验的医师指导下尚可用于心力衰竭的治疗。对于高血压患者，

能显著降低血压，但并不引起直立性低血压和电解质紊乱；对一11,绞痛患者，可减

少发作次数并提高运动耐量，长期服用可减少心肌梗死的发生率，用作心肌梗死

后治疗可减少再梗死的发生率，降低心肌梗死后的死亡率，由于能拮抗儿茶酚胺

效应，可治疗甲状腺功能亢进引起的-II,律失常[1—3]。该药非常灵敏，即使较小

的口服剂量，也会引起足够的阻滞作用。另一方面，近年来，B．受体阻滞药常

常被发现作为兴奋剂而在部分运动员中引起滥用，所以被国际奥委会列入了运动

员禁用药的名单[4]。

到目前为止，已报道的测定酒石酸美托洛尔的方法较多，主要包括气相色谱

法[5，6]，采用紫外检测器的高效液相色谱法(HPLC)[7-9]，荧光法[10-12】，电化学
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方法[13—15]和质谱的方法[161。还有两篇报道是有关柱后化学发光检测的HPLC

方法。其中一篇是采用Ru(bpy)3”电化学发光测定[17]，另一篇是基于荧光试剂

标记过氧草酸酯化学发光测定的方法[181。虽然以上方法都能成功用于酒石酸美

托洛尔的含量测定，但是它们大多存在着试样的预处理时间长且操作繁琐的不

足，因此寻找一种简单、快速、灵敏的测定药片及尿样中的酒石酸美托洛尔的含

量的方法具有非常重要的意义。

H30 ]

cHa。¨NH人cH。}
Ot-t

一2

Fig．1 Chemiefl structure ofmetoprolol tartrate

近年来，化学发光(Chemiluminescence，CL)分析法因为不需要任何外来光

源，没有在分光光度法和荧光法中经常遇到的高的背景值，因而降低了噪音，提

高了检测灵敏度，以其灵敏度高、线性范围宽、仪器设备简单、操作方便、分析

快速和容易实现自动化等优点，而成为分析化学中一个十分活跃的研究热点。但

是，由于化学发光现象一般比较短暂且随时间变化较大，若使用间歇式手工操作

较难取得良好的精度。

流动注射分析技术(Flow InjectionAnalysis，FLA)，是一种在非平衡状态下，

溶液自动处理及分析技术，FIA能使样品和试剂以高度重现的方式混合，从混合

到检测的时间间隔可以严格控制。因此FIA为CL提供了一个非常好的控制手段，

在流动过程中，所有的实验参数，如试剂体积、保留时间、温度、试剂的混合时

间和方式等都能严格的控制并重复操作。因此近年来将FIA与化学发光分析联

用，在很大程度上克服了化学发光分析重现性差、操作费时、不便于实现自动化

等缺点，从而使化学发光作为一种灵敏高效的痕量分析方法在分析化学领域得到

了迅速发展。FIA．CL提供了一种多功能、简单快速、高灵敏度、宽线性范围、

重现性好、适合于自动分析的测定多种物质的方法【19．25]。

本文基于酒石酸美托洛尔对酸性条件下Ce(IV)和Na2S03的微弱化学发光反

应的增敏作用，建立了一种简单、快速、灵敏的测定酒石酸美托洛尔流动注射一

92
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化学发光方法。在实验中，我们发现，Ce fIV)和Na2S03在酸性条件下有微弱的

化学发光，而酒石酸美托洛尔的加入，可以极大地增强该化学发光强度，且由此

而产生的相对化学发光强度与酒石酸美托洛尔的浓度在一个较宽的范围内有良

好的线性关系。基于上述实验现象，我们建立了一种简单、快速、灵敏的流动注

射化学发光方法，并对药片及尿液中的酒石酸美托洛尔的含量进行了测定。

2．实验部分

2．1．仪器与试剂

IFFL．D型流动注射化学发光分析仪(西安瑞科电子设备有限公司)

Cary 50型紫外．可见分光光度计(美国瓦里安公司)

850型荧光分光光度计(日本日立公司)

PT-101超声清洗仪(BRANSON德国)

酒石酸美托洛尔(对照品，纯度>／99．8％，上海市药检所友情提供)标准储备

液(1×10。mold．)，置于4℃冰箱中避光保存。

Na2S03(上海化学试剂公司)储备液(0．1000 mold)：每天新鲜配置。

Ce(S04)2(上海化学试剂公司)储备液(O．0250 mold)：溶解于1．0 mold

H2S04(上海化学试剂公司)溶液中，每天新鲜配置。

以上试剂除特别注明外均为分析纯，试验用水均为二次蒸馏水。

实验时，以上试剂均按需要用二次水稀释至所需浓度。

2．2．实验方法

2．2．1．流动注射分析方法

化学发光强度采用IFFL．D型流动注射．化学发光分析仪(西安瑞迈电子仪器

公司)测定。示意图见图2。采用双蠕动泵传送系统中的样品及所有试剂溶液，

聚四氟乙烯管(O．8 rnn2内径)用作流路系统中的连接材料。开启蠕动泵冲洗整

个系统的流路，直至得到一个稳定的空白信号。为了得到良好的稳定性，在第一

次正式测量前仪器至少要运行10min。采用装有样品环的八通注射阀将100“L样
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品或标准溶液注射到5．0x10‘3mol／LNa2S03载流溶液中，然后与3．0×10qmoFL

的Ce(S04h信0．7 mol／L H2804)酸性溶液通过Y型管在流通池前混合，最后在

流通池中产生化学发光发射。流通池中的化学发光信号被光电倍增管检测、放大

并最终由装有IFFL．D型流动注射．化学发光分析软件的计算机纪录和处理。样品

浓度由相对化学发光强度进行定量测定。

2．2．2．化学发光及紫外光谱测定

酒石酸美托的荧光光谱图及反应体系的化学发光光谱均采用日立850型荧

光光度计测量，只是后者在测量时将激发光源关闭，出射狭缝宽度设置在20nm。

化学发光反应前后酒石酸美托的紫外光谱图，采用Cary 50紫外可见光谱仪进行

测量。

a

b

C

W

Fig．2．Schematic diagram ofthe flow-injection chemiluminescence manifold．

a，sample solmion；b，Na2S03 carrier stream solution；c．Ce(S04)2 acidic solution；P1

and P2，peristaltic pump；v，eight-way injection valve；Y Y-shaped mixing element，F，

chemiluminescence flow cell；PMT,photomultiplier tube；Hv，negative hi曲-voltage

supply；PC，computer；W，waste solution．

2。2．3．药品测定方法

准确称量20片酒石酸美托洛尔药片(购自当地药店，O．050∥片)，计算出每片

的平均质量；全部研细混匀，然后准确称取相当于一片药片质量的粉末样品，将
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其转移到50．0 mL的棕色容量瓶中，用适量蒸馏水溶解，超声至少15min助溶，

待充分溶解后，蒸馏水稀释到刻度，过滤，取部分滤液进一步稀释，使稀释后的

溶液浓度处于本实验的线性范围之内，最后按照2．2．1的分析方法进行含量测定。

2．2．4．尿样测定方法

两名健康志愿者，清晨空腹服用200 mg酒石酸美托洛尔药片，4 h后收集健

康志愿者的尿样，1 mL尿样中加入0．5 mLT",腈，混匀后，在离心机上以3000 r／min

的转速离dj,5min，移取上清液，并用N2将剩余的乙腈缓慢吹干，最后，一部分用

蒸馏水稀释后直接进行测定，另一部分用标准加入法进行回收率测定。样品采集

后处理及测定均立即进行。同时，按照相同的分析步骤，对空白尿样进行分析测

定得到空白值。

3．结果与讨论

3．1．化学发光反应的动力学特征

0 1 2 3 4 5

t(s)

Fig．3．The characteristics offlow—injection chemiluminescence reaction

a，Chemiluminescence intensity in the absence ofmetoprolol tartrate

b，Chemiluminescence intensity in the presence ofmetoprolol tartrate f2．4×10。6

mol／L)
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图3是采用静态系统测定的酒石酸美托洛尔／s032-／Ce(IV)酸性化学发光反应

系统的动力学特征图。由图可见，s032‘同Ce(rV)在酸性条件下发生氧化还原反

应可以产生一个弱的化学发光信号(图3曲线a)。然而在该化学发光反应系统

中，加入酒石酸美托洛尔，发光信号会极大地增强(图3曲线b)。两个反应的

发光速度都非常快。

枷
m”l嚣h加啦

蛳

Fig．4．The UV spectra of metoprolol tartrate

a．2．9×10-5 mol／L of metoprolol tartrate solution

b．2．9×10。5 mol／L ofmetoprolol tartrate solution containing 2．0×10。mol／L

ofNa2S03 and 1．2×1 0‘4 mol／L of Ce(S04)2 solution．

有文献报道表明，在化学发光反应中，$032-可以作为化学发光的发光体

[26．28】，在Ce(IV)一S032-体系中，Ce(IV)在酸性条件下将s032’氧化成Hs03’，两分

子HS03’结合形成s2062。，s2062。分解产生激发态s02‘而发光，发光波长在

300-450nm[291，另外也可以将反应产生的能量转移给反应体系中的荧光化合物

【30—33]，后者吸收该化学反应能后，被激发至激发态，从激发态回到基态时产生

光发射。为了考察本文中的化学发光机理，我们比较了化学发光反应对酒石酸美

托洛尔紫外吸收光谱图的影响，以期得到化学发光反应是否引起其结构变化的有

关信息，另外我们还研究了酒石酸美托洛尔的荧光及化学发光光谱图。
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500 6 00 700

Wavelength[nln)

Fig．5．The comparison of chemiluminescence spectrum and fluorescence

spectrum

a，chemiluminescence spectrum ofmetoprolol tartrate／Ce(4+)IS032一

b，fluorescence spectrum ofmetoprolol tartrate，Ex：224．7 nln

由图4我们可以清楚地看到，加入化学发光试剂前后，酒石酸美托洛尔的紫

外吸收光谱图是非常相似的，由此我们可以推断，化学发光反应前后，酒石酸美

托洛尔的化学结构没有变化。

另一方面，酒石酸美托洛尔本身属于荧光化合物，在224．7 nrn激发光照射下，

它能够产生较强的荧光发射，其荧光光谱图见图5(Fig．5a)，因此若有合适的化

学反应发生，并且该反应的反应途径能够提供足够的能量，那么我们可以推测，

此时它也能吸收化学反应能而被激发，回到基态时产生光发射。由图5，我们可

以看到，酒石酸美托、洛尔／S032／Ce(IV)酸性体系的化学发光光谱(Fig．5b)与酒石酸

美托洛尔本身的荧光光谱图，峰形相似，且具有相同的最大发射峰位。因此我们

有理由相信，该化学发光体系的发光体有着与荧光光谱相同的发光体，即都是激

发态的酒石酸美托洛尔。因此结合文献报道及上述光谱实验的结果，本化学发光

反应体系的化学发光反应过程可以假定如下：

HSO，‘+Ce4+_‘HSO{+Ce3+
2"HS03一$2062。+2W
82062__S042。+S02’
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S02’+metoprolol tartrate_metoprolol tartrate’+S02
metoprolol tartrate+一metoprolol tartrate+h 1)

3．2．实验条件的优化

3．2．1酸性介质的选择及浓度优化

Ce(IV)易溶于酸性溶液，实验发现，在反应系统中采用不同种类及浓度的

酸会对发光强度产生较大的影响。因此，分别考察了HCI，HN03，H2S04，和

H3P04四种不同的酸在0．05_2．40mol／L浓度范围内对发光的影响。实验结果表明，

在H2S04介质中可以得到最好的发光信号，而且当Ce(S04)2中的H2S04浓度在

0．6．0．8mol／L时可以得到最高的化学发光强度。选择Ce(S04)2中的H2S04浓度为

O．7mol／L，然后再考察Na2S03溶液中H2S04浓度变化对发光的影响，结果表明

Na2S03溶液中HzS04浓度在0．0lNo．3 mol／L范围内对发光强度影响都不大，因此

本实验选择Na2S03溶液中H2S04浓度为0．2mol／L，Ce(S04)2中的H2S04浓度为

0．7mol／I，。

3．2．2．Na2S03溶液浓度的影响

Na2S03的浓度变化对化学发光强度信号及背景的影响见图6，由图可见，

Na2S03的浓度变化对本化学发光体系的背景值影响甚微，但随着Na2S03浓度的

增大，化学发光信号强度增加非常明显，在5．0×10一．6．0×10。3 mol／L之间可以

得到最强的化学发光信号，随后又开始降低。因此实验选择5．0×10。3 mol／L的

Na2S03继续后面的实验。

3．2．3．Ce(S04)2溶液浓度的影响

实验考察Tee(S04)2浓度在1．0×10‘4到9．0×10。4 mol／L范围内对化学发光

强度的影响。由图7可见，Ce(S04)2浓度在1．0×104—3,0×10’4 mol／L之间变化时，

化学发光强度随着Ce(S04)2浓度的增加而增大，但是当Ce(S04)2浓度大于3．0×

10‘4 mol／L时，化学发光强度开始下降，这可能是因为Ce(IV)本身为有色溶液，浓

度越大颜色越深，当浓度过高时，会因为对发射光的吸收而导致发光强度降低

[34】。因此，本实验选择CeflV)的浓度为3．0×10‘4 m01／L。
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2 4 6 8 10

Theconcentration of NaS03(mmol／I)

a2S03 solution concentration in the absence(a)and presence(b)

of4．3×10一mol／L metoprolol tartrate．

0 0 0 2 0 4 0 6 0 8 1 0

The concentration of Ce(SO．)2 solution(retool／I)

Fig．7．The effect ofCe(S04)2 solution concentration in the absence(a)and presence

Co)of4．3×10。6 mol／L ofmetoprolol tartrate

3．2．4．流速的影响

由于该化学发光反应为快速发光，为了能在流通池中测得最大的化学发光，

首先将Y型混合单元与流通池之间的距离设置为仪器所允许的最短距离，其次通

过逐渐增加主泵(P2)的转速来增加样品与试剂混合后传送到流通池的速度，实

验结果表明，当b，c两条流路(Fig．2)的流速在1．0—4．0 mL／min之间变化时，化学
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发光强度及信噪比先是随着流速的增加而增大(1．0．3．5 mL／min)，但是当流速

超过3．5 mL／min时，化学发光信号的重现性和峰形都开始变差，信噪比开始降低，

且甭管磨损较快。因此综合考虑上述因素，实验选择3．5 mL／min为本测量系统的

最佳流速。在该流速下，单次样品测量包括采样及管路冲洗可以在20s内完成，

因此可以计算出样品的测量频率为180样／d,时，考虑到P1的流速为2．OmL／min,P2

的流速为3．5 mL／min，单次样品测量的试剂消耗小于3．0mL。

3．2．5采样体积和光电倍增管负高压的影响

分别试验7"50，75，85，100和125 gL的采样体积对化学发光强度的影响，当

采样体积为851aL和100 IxL时，可以得到最大的化学发光强度及信噪比。

分别采用859L和100皿。的采样体积，试验了光电倍增管的负高压从一600V

到．800V变化对化学发光强度的影响。实验结果表明，当采样体积为100此，

光电倍增管的负高压为．725V时，化学发光强度及信噪比最大。因此本实验采用

光电倍增管的负高压为．725 v，采样体积为100肛L。

3．3．方法的校正曲线、线性范围、检测限及相对标准偏差

100 0 100 200 300 400 500 600 700 800

The concentration of metoprolol tartmte(104mol／I)

Fig。8。The calibration CUrVe ofmetoprolol tartrate

Na2S03：5．0×10一mol／1 in 0．20 mol／1 H2S04；Ce(S04)2：3．0 x 10。4 mol／1 in 0．70 mol／1

H2S04；Flow rate：3．5mL／min；Sample volume：100 Ixl；Negative high-voltage，·725v
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在选定的实验条件下，相对化学发光强度与酒石酸美托洛尔的浓度在

1．5xlO。8到7_3×104 mol／L范围内有良好的线性关系，校正曲线见图8。线性回

归方程为：△I_2．00+O．15x108 C(c是酒石酸美托洛尔的浓度，mol／L)，相关系

数是O．9997。按照IUPAC组织的规定，以空白值的标准偏差的3倍，计算方法

的检测限为：4．7x10。9mol／L(30)。对含量为7．3x10。。7mol／L的标准溶液平行测定

11次得到的相对标准偏差为2．20％。

3．4．干扰研究

Tablel

Tolerable limit ofsome foreign substances on the determination ofmetoprolol tartrate

Substance Concentration ratio to metoprolol tartrate

K．，Na+，ca2+，Mg抖，Fe针，Fe2。，

Zn2+，c矿，Mn2+，Ni2+，NH4+，

Ba2+，C1’，C2042。，P043。，Ac。，Br。， _>200

N03‘，C032．'

Urme，tartaric acid，

Dimethylamine

Uricacid

Starch

Polyvinyl Alcohol

B—Cyclodextrin，Ascorbic acid

Sucrose，lactose，glucose

Glutill

Ethanol，maltose

Galactose．

考虑到要将所建立的方法用于药品及尿样的测量，本文评价了常见离子、药

品中的常见赋形剂及尿样中的普通共存组分等对该化学发光反应体系的干扰情

况。实验以3．6x10‘7 mol／L的酒石酸美托洛尔标准溶液为基准，进行干扰实验，

容忍限度以测定值的相对偏差不超过±5％为评价标准。所得结果列于表1，由表

1可以看出，在优化的实验条件下，几种常见的药品赋形剂及尿样中的常见成分，

101
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并不影响酒石酸美托洛尔的化学发光测定。因此所建立的方法可以直接用于药片

及尿样稀释后的直接测定，而不需要经过其它的预处理步骤。

3．5．酒石酸美托洛尔药片的测定

将本文建立的方法，按照2．2．3的步骤，用于药片中酒石酸美托洛尔的含量测

定，并采用标准加入的方法进行了回收率测定。由表2可以看出，测定结果与药

典规定的滴定方法的结果相吻合，回收率结果也令人满意。

T{lble2

‘Dcterminafion ofmetoprolol tartrate(MT)in tablets

8

Average of five measurements．

b
Nonaqueous titration method．

3．6．尿样中酒石酸美托洛尔含量的测定

考虑到B-阻滞剂在体育运动中有滥用的现象，且被国际奥委会组织列为禁

用药，而本文所建立的方法又具有较高的测定灵敏度，因此将其用于检测尿液中

酒石酸美托洛尔的含量。由表3可见，尿样中回收率的测定结果令人满意。
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T{出1e 3

Recoveries ofmetoprolol tartrate in human urine samples

H岫an urine Concentration’(10。mol／L)
Recovery f％1

sample Content Added Found

4．结论

基于酒石酸美托洛尔对Ce(IV)和Na2S03在硫酸介质中微弱化学发光极大的

增敏现象，建立了一种直接测定酒石酸美托洛尔的新的流动注射化学发光方法。

该法简单、快速、灵敏，已将其用于药片与尿样中微量酒石酸美托洛尔的含量测

定，结果满意，并对其可能的发光机理进行了实验探讨。
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第五章流动注射．化学发光法选择性测定

复方滴鼻液中的磺胺嘧啶

摘要本文基于磺胺嘧啶对酸性条件下KMnOa．HCHO化学发光反应的增敏及催化作用，建

立了一种选择性测定复方滴鼻液中磺胺嘧啶的流动注射．化学发光分析方法。对影响发光的

各种因素进行了实验优化，在所选择的实验条件下，磺胺嘧啶的浓度与化学发光强度在

8．0x10’7到2．0x104 mol／L范围内有线性关系，按照IUPAC组织的规定，以空白值的标准

偏差的3倍，计算方法的检测限为：2．0x10。7 mol／L(3∞。对5．0×104 mol／L的磺胺嘧啶标准

溶液平行测定11次，计算测量的相对标准偏差为2．53％。本法用于处方药复方滴鼻液中磺

胺嘧啶的测定，结果满意。

关键词：流动注射，化学发光，高锰酸钾，复方药测定，磺胺嘧啶

1．引言

磺胺类药是三十年代发现的能有效防治全身性细菌感染的第一类化疗药物。

在临床上现已大部分被抗生素及喹诺酮类药取代，但由于磺胺药对某些感染性疾

病(如流脑、鼠疫)具有疗效良好，使用方便、性质稳定、价格低廉等优点，故

在抗感染的药物中仍然占有一定的地位。

磺胺嘧啶麻黄碱滴鼻液为医院制剂，处方为磺胺嘧啶50 g，盐酸麻黄碱10 g，

氯化钠6 g，羧甲基纤维素钠5舀苯甲酸钠39，注射用水加至1000mL。盐酸麻

黄碱(结构式见图1a)为拟肾上腺素药，可使皮肤、黏膜以及内脏血管收缩；磺胺

嘧啶f结构式见图1b)为治疗全身感染的中效磺胺，抗菌谱广。口服易吸收，给药

后3～4 h，血药浓度达峰值，血浆t1，2为10～13 h。抗菌力强，血浆蛋白结合率

最低约25％，易透过血脑屏障，脑脊液浓度可达血浆浓度的40％～80％。是治疗

流行性脑脊髓膜炎的首选药物，也适用于治疗尿路感染。有关磺胺嘧啶的测定方

法，药典规定用亚硝酸钠滴定液滴定的方法进行测定[1]。文献报道可以采用分

光光度法和高效液相色谱法单独测定磺胺嘧啶【2，3]。上述方法，有的操作繁琐，

有的灵敏度不够高，有的需要昂贵的仪器。

化学发光分析法具有灵敏度高、线性范围宽、仪器设备简单等优点，将其与

流动注射的快速分析与高精度相结合而形成的流动注射一化学发光(FI．CL)分析
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法具有分析速度快、精度高、易实现自动化等优点，其研究和应用越来越广泛，

已经被成功地运用于多种药物的测定【4—6】。Pasekov￡i等人[7】报道了一种基于在

线光化学反应的流动注射．化学发光法测定单独磺胺类药的方法，其中磺胺嘧啶

的检测限为80¨g／L，检测频率为60／h。吕九如等人[8]曾经报道用高效液相色谱

分离，结合基于KMnOt．多聚磷酸．B环糊精的化学发光体系检测药物中的麻黄碱

类生物碱物质，其中麻黄碱的检测限为1．O×10～eCmL。

矾1呲≮卜s叫≤≥
a b

Fig．1 The structures of sulfadiazine and ephedrine hydrochloride

但是通常由于选择性差的问题限制了化学发光分析法在实际样品中的应用。

如何提高化学发光分析法的选择性，使其真正应用于实际样品的测试，这一直是

化学发光分析发展的一个重要方向之一。我们在实验中发现磺胺嘧啶在多聚磷酸

．KMn04．HCHO体系中可以产生较强的化学发光，而上述滴鼻液中包括麻黄碱在

内的其它共存组分皆不干扰测定，基于此建立了一种简单、快速、灵敏的流动注

射．化学发光方法，并将其用于选择性测定滴鼻液中的磺胺嘧啶。在优化的试验

条件下，磺胺嘧啶与相对化学发光强度在8．0×10。7到1．0x10‘4mol／L范围内有良

好的线性关系，检测限达到2．0x10～mol／L，测定频率为120／ll，将其用于医院处

方复方滴鼻液中磺胺嘧啶的含量测定及加标回收率实验，所得结果令人满意。

2．实验部分

2．1．试剂

本实验所使用的试剂均为分析纯，购自上海化学试剂公司，若没有另外说明，

溶液均采用二次蒸馏水配置。

磺胺嘧啶(／>99．5％，由上海药检所友情提供)储备溶液(1．0 mg／mL)：准
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确称取0．0050 g磺胺嘧啶对照品，先加入适量1．0 mol／L的HCl溶液，超声助溶

后，最后在5 mL棕色容量瓶中用蒸馏水定容，在4。C冰箱中存放备用。工作溶

液在使用前用二次蒸馏水适当稀释后使用。KMn04储备溶液(O．05 mol／L)：将

3．951 gKMn04溶解在500mL蒸馏水中，将溶液加热至沸，保持微沸约1 h，放

置2．3天，用玻璃纤维过滤除去沉淀，储存于棕色试剂瓶中，置于暗处待用。甲

醛溶液(O．5 6 mol／L)每天用蒸馏水新鲜配置。硝酸、磷酸、硫酸、多聚磷酸、

盐酸分别配置1．0．5．0 mol／L的储备溶液待用。磺胺嘧啶麻黄碱滴鼻液，从当地

医院购买。

2．2．仪器

化学发光强度采用IFFL—D型流动注射．化学发光分析仪(西安瑞迈电子仪器

公司)测定，流动注射．化学发光分析流路示意图见图2。采用双蠕动泵传送系统

中的样品及所有试剂溶液，聚四氟乙烯管(0．8 mm内径)用作流路系统中的连

接材料。采用装有样品环的八通注射阀将一部分样品或磺胺嘧啶标准溶液注射到

甲醛载流中，然后与KMnO。和多聚磷酸的混合溶液在流通池前混合，最后在流

通池中产生化学发光发射。流通池中的化学发光信号被光电倍增管检测、放大并

最终由装有IFFL—D型流动注射一化学发光分析仪的分析软件的计算机纪录和处

理。

测定化学发光反应的动力学特征的静态试验，采用一个1．0 mL平底无色石

英比色皿，在IFFL．D型超微弱化学发光分析仪上完成。预先将磺胺嘧啶溶液、

甲醛溶液、多聚磷酸溶液各100此分别加到无色石英比色皿中，直接放置于暗

室内的光电倍增管的光窗上，然后通过进样口将100 p．L的KMn04溶液注射到

此比色皿中，同时记录化学发光强度信号，运用IFFL．D型化学发光分析软件进

行数据收集及处理，可以得到反映化学发光强度随反应时间变化的动力学特征曲

线。
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a

b

C

d

W

、

Fig．2．Schematic diagram ofthe flow-injection CL system for the determination

of sulfadiazine：a，sample solution；b，HCHO carrier stream solution；C，

Polyphosphoric solution；d，KMn04；P1 and P2，peristaltic pump；V eight-way

injection valve；Y Y-shaped mixing element，F，CL flow cell；PMT,photomultiplier

tube；I-IV,negative high-voltage supply；PC，computer；W：waste solution．

2．3．实验方法

2．3．1．流动注射．化学发光试验

为了得到良好的稳定性，在第一次正式测量前仪器至少要运行10 min。将流

通管分别插入蒸馏水、0．56 mol／L甲醛溶液、0．5 mmol／L KMn04溶液与O．7 mol／L

多聚磷酸中，将流路a的流速设置为2．0 mL／min，蠕动泵P2驱动的所有流路的

流速设置为2．5 mL／min。开启蠕动泵冲洗整个系统的流路，直至得到一个稳定的

空白信号，然后将100此磺胺嘧啶溶液经流路a由八通阀注射到载流中，KMn04

与多聚磷酸通过Y型混合器混合后，与载流溶液合并，进入化学发光流通池进

行发光测量。磺胺嘧啶的浓度用相对化学发光强度进行定量。

2．3．2滴鼻液中磺胺嘧啶含量的测定方法

由于磺胺嘧啶不溶于水，磺胺嘧啶麻黄碱滴鼻液为悬浊液，将一整瓶滴鼻液

(10 mLl全部转入100 mL棕色容量瓶中，加1．0 mol／L的盐酸溶液超声溶解，加水

稀释到刻度，摇匀后，即为分析试液，放入冰箱中避光保存。定量移取部分试液

进一步稀释，使其稀释后的浓度在本实验的线性范围之内，最后按照2．3．1的分

析方法进行分析检测。
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3．结果与讨论

3．1．化学发光反应的动力学特征

Fig．3．The characteristics of flow-injection CL reaction

a，CL intensity in the absence of sulfadiazine

b，CL intensity in the presence ofsulfadiazine(1．0×10’4 tool／L)

在初步试验中，我们发现在KMn04的酸性溶液中，单独加入磺胺嘧啶或者

甲醛，都可以产生较微弱的化学发光信号，但若将二者同时加入，则可以极大地

增敏该发光信号，说明磺胺嘧啶与甲醛对酸性KMn04的化学发光现象有协同增

敏作用，且在甲醛浓度不变时，相对化学发光强度随着磺胺嘧啶浓度的增大而增

大。图3是由静态实验得到的本反应体系的化学发光动力学特征图。我们可以清

楚地看到，磺胺嘧啶能极大地增敏酸性高锰酸钾与甲醛的弱的化学发光信号，另

外磺胺嘧啶对本体系的发光不但有增敏作用，而且还使发光速度明显加快，这说

明磺胺嘧啶对该发光体系有明显的催化作用。由于该发光反应为快速反应，因此

采用流动注射．化学发光的方法将有助于提高方法的精密度与重现性。

3．2．流动注射．化学发光反应系统条件优化

3．2．1．流路系统优化

们
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a

b

C

d

e

W

Fig．4．Schematic diagram ofthe flow—injection CL system 3

a，sample，b．HCHO，c．Water,d．acid，e．KMn04
，

实验发现，采用不同的流动注射．化学发光反应流路系统，化学发光强度及

背景值有较大的变化。系统l、2的流路图见图2，但系统2是将样品做载流，甲醛

经采样阀注入，系统3的流路图见图4，将光电倍增管的负高压设置为一750V，分

别采用1．0 mol／L的多聚磷酸、1．12 mol／L的HCHO、O．5 mmol／L KMn04、1．0×10‘4

mol／L的磺胺嘧啶进行试验，结果见表1。 由表1可以看出，采用系统1可以得到

最高的信号、较低的背景及最好的信噪比，因此本实验采用流路系统1进行化学

发光测量。

Table l

The effect of system on the CL signal

为了进一步提高信／噪比及方法的灵敏度，将磺胺嘧啶溶液浓度恒定为5．0

×10一mol／L，光电倍增管的负高压为．750 V，采用单因子实验设计的方法，依次

考察了酸种类及浓度、KMn04及甲醛浓度以及一些流动注射系统的物理参数，

如流速、采样体积等对化学发光相对强度及信／噪比的影响。
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3．2．2．酸介质的选择及浓度优化

酸的种类及浓度对本反应体系的化学发光强度有很大的影响，因此实验考察

了HCI，HN03，H2N04，H3P04和H6P4013在一定的浓度范围内对本体系化学发光

相对强度及信／噪比的影响。由表2的结果可见，在0．7 mol／L的H6P4013介质中，

反应可以给出最高的信号及信／噪比。因此实验中选择0．7 mol／L的H6P4013作为

反应介质。

Table2

1k cffect of acid mediunl and concentration on CL

3．2．3． 甲醛浓度优化
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a b

Fig．5 The effect ofHCHO concentration on CL

Conditions：KMn04，0．5 mmol／L；H6P4013，0．7 mol／L

实验考察了多种增敏剂及表面活性剂对该体系化学发光强度及信噪比的影

响，结果表明甲醛的增敏效果较明显，且由图5可以看出，甲醛在O．56到1．22



第五章流动注射一化学发光法选择性测定复方滴鼻液中的磺胺嘧啶

mol／L的范围内可以得到较高的相对化学发光强度，但从图5b可以看出，随着

甲醛浓度的增大，由于空白值也增大，信噪比逐渐降低，因此综合考虑，本实验

选择O．56 mol／L的甲醛作为反应的增敏剂。

3．2．4．KMn04浓度的影响

在该化学发光反应体系中，KMn04是氧化剂，它的浓度直接影响化学发光

强度及信／噪比的大小。实验考察了O．1到0．9 mmol／L的KMn04对化学发光强度

的影响。实验结果表明，随着KMn04浓度的增大，化学发光信号及背景值皆增

大，导致在实验的区间内，信噪比变化不大，但实验也发现，当KMn04的浓度

在0．5～0．9mmo]fl。的范围内，相对化学发光强度(图6)增大到一个较稳定的值，

因此本文选择0．5 mmoVL的ⅪvIn04用于后面的实验中。

02 04 0 6 0 8

The concentration of KMn04(mmol／L)

Fig．6．The effect of KMn04 concentration Oil CL intensity

Conditions：HCHO，0．56 mol／L；H6P4013，0．7 m01／L

3．2．5． 流动注射系统的物理参数的影响

流速和采样体积对化学发光的影响很大，不仅能影响化学发光强度、精密度，

同时流速还会决定样品的分析速度。由于本化学发光反应速度较快，因此本实验

采用了仪器所能允许的最短的注射阀与流通池之间的距离(6cm)。另外分别考

察了1．5到3．5 mL／min的流速与55到150 uL的采样体积对化学发光信号的影

响。结果表明，采用2．5mL／min的流速与100 gL的采样体积时可以得到较大的
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相对化学发光强度、信／噪比和较好的重现性。光电倍增管负高压在．600—，900V

之间，随着负高压的增大，空白与信号都增大，而对信噪比的影响不大，因此

2．5 mL／min的流速、100儿的采样体积及一750V的光电倍增管负高压，被我们在

后面的实验中分别予以采用。

3．3．方法的校正曲线、线性范围、检测限及相对标准偏差

实验证明，在上述优化的实验条件下，实验所记录的化学发光强度与磺胺嘧

啶的浓度在8．0x10。7到2．0×104 mol／L范围内有良好的线性关系，按照IUPAC

组织的规定，以空白值的标准偏差的3倍，计算方法的检测限为：2．Oxl04 mol／L

(30)。线性回归方程为：I=29．13+O．074×10
7
C(c是磺胺嘧啶的浓度，mol／L)，

相关系数为：O．99856，对5．Oxl04 mol／L的磺胺嘧啶标准溶液平行测定11次，

计算得到测量的相对标准偏差为：2．53％。

3．4．干扰研究

Thble 3

Tolerance limit of some foreign substances on the determination of sulfadiazine

Substance Concentration ratio to Sulfadiazine

Lactose，glucose，starch，citrate，PVP，K+，

Nd，Zn2+，NH4+，Ni2+，Cr3+，c2+，A13。， ／>200

C1。，C2042。

Maltose，galactose，cyclodextrin，

carboxymethyl cellulose，ephedrine 50

hydrocbloride+．Cu2+

Benzoic sodium+ 1 0

Sucrose，riboflavin 5

+The biggest times tested．

考虑到要将所建立的方法用于药品的测量，试验评价了常见离子、药品中常

见的共存组分对该化学发光反应体系的干扰情况。实验以5．0x10。5 mol／L的磺胺
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嘧啶标准溶液为基准，进行干扰实验，容忍限度以所实验的干扰成分引起化学发

光强度信号的相对偏差不超过±5％为标准。将所得结果列于表3。由表3可以看

出，在优化的实验条件下，常见离子及本处方药的几种共存组分，均不影响磺胺

嘧啶的化学发光测定。因此所建立的方法可以直接用于测定复方滴鼻液中磺胺嘧

啶的含量测定，而不需要经过其它的预处理步骤。

3．5．样品分析

Table 4

Dtermination of sulphadiazine in compound naristillae

8Average offive measurements．

按照2．3．2的方法不需要分离，选择性地测定了磺胺嘧啶麻黄碱滴鼻液中磺

胺嘧啶的含量。表4是含量测定结果，可以看出，测定结果与标示量吻合，且回

收率试验结果令人满意。

4．结论

本文建立了一种简单、灵敏并具有一定选择性的测定磺胺嘧啶的流动注射．

化学发光分析方法。在优化的实验条件下，磺胺嘧啶的浓度与化学发光强度在

8．0×10。7到2．0×10’4mol／L范围内有线性关系，方法的检测限为：2．O×10。7moUL

(3G)。对5．0×10’5 mol／L的磺胺嘧啶标准溶液平行测定11次，测量的相对标准偏
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差为2．53％。本法用于处方药复方滴鼻液中磺胺嘧啶的测定，结果满意。
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第六章流动注射化学发光法测定蔬菜样品中

速灭威残留量的研究

摘要本文基于速灭威的碱性降解产物在罗丹明6G存在下，在硝酸酸性介质中，与KMn04

的化学发光反应，建立了一种用于测定速灭威的简单、快速、灵敏的流动注射．化学发光方

法。实验优化了化学发发光反应的实验条件及流动注射的各实验参数，在所优化的条件下，

反应所产生的相对化学发光强度在2．O×10-9到2．O×10。7 g／mL范围内与速灭威的浓度成正

比，按照IUPAC组织的规定，计算方法的检测限是：6．6x10“”g／mL(30)，为了验证方法的

精密度，分别研究了同一浓度样品测定的日内及目间相对标准偏差值。对2．0x104 g／mL的

速灭威平行测定11次得到的日内测定的相对标准偏差为2．28％：每天测定5次，连续测定5

天得到的日间测定的相对标准偏差为4．85％。本法己用于蔬菜样品中速灭威的残留量测定，

所得到的回收率结果令人满意。

关键词；流动注射：化学发光；速灭威：氨基甲酸酯；农药残留

1．引言

速灭威，化学名称为间一甲苯基-N．甲基．氨基甲酸酯，是一种常用的酚氧型

N．甲基氨基甲酸酯杀虫剂，其结构式列于图1。速灭威是一种广谱的杀虫剂，具

有强烈的触杀作用，击倒力强，并有一定内吸和熏蒸作用，属于高效、低毒、低

残留杀虫剂。对水稻叶蝉、飞虱、蓟马等有特效，尤其对马拉硫磷有抗性的叶蝉、

飞虱具有突出的效果，对果树、蔬菜、茶叶、棉花的蚜虫、棉红蛉虫、红蜘蛛、

茶小绿叶蝉、长白蚧、龟甲蚧有良好的防治效果。

Fig．1 The chemical structure oftsumacide

N．甲基．氨基甲酸酯在二十世纪五十年代早期就被引入杀虫剂的应用之中，

氨基甲酸酯杀虫剂是在研究毒扁豆碱生物活性与化学结构关系的基础上发展起

来的。毒扁豆碱含在毒扁豆中，所以说氨基甲酸酯杀虫剂从来源上划分属于植物
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源杀虫剂。20世纪60年代以来，此类杀虫剂进入高速发展时期，新品种不断出

现，在全世界得到广泛应用，成为继有机磷杀虫剂之后又一重要杀虫剂，大多数

品种的速效性好，持效期短，选择性强，对害虫的作用机理是抑制胆碱酯酶的活

性，阻断正常神经传导，引起整个生理生化过程的失调，使害虫中毒死Z：Z[1．3]。

这与有机磷杀虫剂相类似，但也有不同。有机磷杀虫剂对胆碱酯酶的抑制是不可

逆的，而氨基甲酸酯杀虫剂对胆碱酯酶的抑制是可逆的。氨基甲酸酯杀虫剂的毒

性差异大，多数品种如异丙威、仲丁威、混灭威、速灭威等的毒性低。由于分子

结构接近天然有机物，在自然界易被分解，残留量低。少数品种毒性高，如克百

威、涕灭威等，但可加工成使用安全的剂型，如颗粒剂。氨基甲酸酯杀虫剂增效

性能多样。拟除虫菊酯杀虫剂用的增效剂，如芝麻油、芝麻素、氧化胡椒基丁醚

等，对氨基甲酸酯杀虫剂，亦有增效作用。不同结构类型的氨基甲酸酯杀虫剂的

品种间混合使用，对抗药性害虫有增效作用。氨基甲酸酯杀虫剂也可作为某些有

机磷杀虫剂的增效剂。

目前，氨基甲酸酯农药以高活性、低毒及容易分解的特性成为全球范围内广

泛使用的高效杀虫剂，在水果、水体及蔬菜上常常会有杀虫剂残留，由于对胆碱

酯酶的抑制作用从而对人类健康产生危害。有一些氨基甲酸酯杀虫剂不仅有毒，

而且还被怀疑有致畸及致癌的作用【4]。因此，建立灵敏、快速及可信的测定这

些化合物残留的方法对保护环境及人类健康是非常有意义的。国际组织规定氨基

甲酸酯农药的最大残留限量是：O．02—7．00 j，tg／g[5]5。这一严格的限制，加上氨基

甲酸酯杀虫剂所处的基体的复杂性，促使研究者们开发灵敏及特效的分析测定目

标化合物的方法。

由于氨基甲酸酯类杀虫剂的热不稳定性，因此它们不适合用气相色谱法来

分析测定[6】。氨基甲酸酯类杀虫剂对热非常敏感，受热极易分解生成甲基异氰

酸酯和酚类物质，因此高效液相色谱法为分析氨基甲酸酯的传统方法[7】，通常

采用紫外【8】或者柱后衍生荧光测定[9】的方法，但uv检测器不够灵敏；柱后衍生

及荧光检测器的HPLC系统，操作较为繁琐，我国《生活饮用水卫生规范》2001

年版【10】及美国国家环保局EPAMethod 531．2111]中均采用该方法。从二十世纪

八十年代早期，人们越来越多地采用联用技术GC／MS[12．14】和HPLC／MS

f15．18]来进行氨基甲酸酯类杀虫剂的直接或者衍生分析测定研究。由于色谱与质

谱的联用技术可以提供很好的选择性和灵敏度，目前，在农药残留的测定应用方
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面，仍被广泛的采用。然而质谱仪器价格昂贵，而且操作人员需要经过培训才能

正确的操作，并对结果进行正确的解释。因此，对于极大地依赖于农业的发展中

国家的分析实验室，这种色谱与质谱的联用技术目前还难以普及。

化学发光分析法具有灵敏度高、线性范围宽、仪器设备简单等优点，将其与

流动注射的快速分析与高精度相结合而形成的流动注射．化学发光(FI．CL)分析

法具有分析速度快、精度高、易实现自动化等优点，其研究和应用越来越广泛，

已经被成功地运用于有机磷[19—20]、有机氯[21-221和氨基甲酸酯类[23-32]杀虫剂

的分析测定。然而，目前已经报道的测定氨基甲酸酯类杀虫剂的化学发光方法，

有的包括复杂的水解、光解、衍生或相对较贵的酶类试剂的预处理[23—29]，有的

尽管采用直接化学发光反应，但灵敏度还不够高130．32]。因此，研究开发新的简

单、灵敏的流动注射化学发光方法用于测定氨基甲酸酯类杀虫剂是非常有意义

的。

就我们所知，目前还没有发现采用酸性高锰酸钾直接化学发光体系测定氨基

甲酸酯类杀虫剂的文献报道。在实验中，我们发现，速灭威的碱性降解产物在罗

丹明6G存在下，与酸性KMnOa的化学反应，能够产生分析上有用的光发射信

号。在优化的实验条件下，采用本流动注射一化学发光方法，实验所产生的相对

化学发光强度与速灭威的浓度在2．0x104到2．0x10’7 g／mL范围内成正比的关

系，方法的检测限是：6．6x10。10 g／mL(3a)。我们已将本法用于蔬菜叶子上速灭威

残留量的研究，并比较了放置不同时间和采用不同的冲洗步骤后对其残留量的影

响。

2．实验部分

2．1．试剂

本实验所使用的试剂均为分析纯，购自上海化学试剂公司，若没有另外说明，

溶液均采用二次蒸馏水配置。

速灭威(≥99。5％，)储备溶液(O．5 mg／mL)先用适量1．0 mol／L KOH溶液

进行水解，15min后用盐酸溶液进行酸化，最后在容量瓶中定容，在4。C冰箱中

存放备用，每天新鲜配置。工作溶液在使用前用二次蒸馏水适当稀释后使用。
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KMn04储备溶液(O．05mol／L)：将3．951 gKMn04溶解在500mL蒸馏水中，将

溶液加热至沸，保持微沸约1 h，放置2-3天，用玻璃纤维过滤除去沉淀，储存

于棕色试剂瓶中置于暗处待用。罗丹明6G储备溶液(O．5 mmol／L)每天用蒸馏

水新鲜配置。硝酸、硫酸、多聚磷酸、盐酸、甲酸分别配置1．0 mol／L的储备溶

液待用。

2．2．仪器

S

a

b

W

Fig．2．Schematic diagram ofthe FI—CL manifold

a，Rhodamine 6G solution；b，KMn04 solution in HN03 medium；S，the alkaline

degradation solution of tsumacide；P，peristaltic pump；v，injection valve；L，the spot

of reagent mixing；F，CL flow cell；PMT，photomultiplier tube；HV negative

high·voltage supply；PC，computer；W，waste solution；the distance from L to F is 6

cm

化学发光强度采用IFFL—D型流动注射．化学发光分析仪(西安瑞迈电子仪器

公司)测定。分析采用的流路示意图见图2。采用双蠕动泵传送系统中的样品及

所有试剂溶液，聚四氟乙烯管(O．8 ITIITI内径)用作流路系统中的连接材料。采

用装有样品环的八通注射阀将一部分样品或速灭威标准的碱性降解溶液注射到

载流中，然后与KMn04和硝酸的混合溶液在流通池前混合，最后在流通池中产

生化学发光发射。流通池中的化学发光信号被光电倍增管检测、放大并最终由装

有IFFL．D型流动注射．化学发光分析仪分析软件的计算机纪录和处理。

测定化学发光反应的动力学特征的静态试验，采用一个2 mL平底无色玻璃
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烧杯，在IFFL．D型超微弱化学发光分析仪上完成。预先将速灭威的碱性降解溶

液与罗丹明6G溶液分别加到无色玻璃烧杯中，直接放置于光电倍增管的光窗

上，然后通过暗室的进样口将KMn04与硝酸的混合溶液注射到此烧杯中，同时

记录化学发光强度信号，运用IFFL．D型化学发光分析软件进行数据收集及处理，

可以得到反映化学发光强度随反应时间变化的动力学特征曲线。

2．3．实验方法

2．3．1．流动注射试验

为了得到良好的稳定性，在第一次正式测量前仪器至少要运行lOmin。将流

通管分别插入蒸馏水、0．05mmol／L罗丹明6G溶液、O．05mmol／L KMn04酸性溶

液(含0．25mol／L硝酸)中。所有流路的流速均设置为3．0 mL／min。开启蠕动泵

冲洗整个系统，直至得到一个稳定的空白信号。将100此速灭威的碱性降解溶

液注入到载流中，与KMn04与硝酸的混合溶液合并，进入化学发光流通池进行

发光测量。溶液中速灭威的浓度用相对化学发光强度进行定量。

2．3．2．发光光谱试验

本反应系统的化学发光光谱用日立850型荧光光度计(Hitachi，Japan)测量，

关闭激发光源，出射狭缝设置在20 nnl。

实验中，先将0．25 mL罗丹明6G溶液(O．05 mmol／L)和1．0 mL速灭威的

碱性降解溶液(3×10。4 mol／L)分别加到专用的石英比色皿中；然后将1．0 mL

KMn04(O．05 mmol／L)与硝酸(0．25 mol／L)的混合溶液通过流通管快速注射到同

一比色皿中，注射的同时开启连续扫描程序，记录本反应体系的化学发光光谱。

2．4．蔬菜中速灭威残留的测定

为了评价不同的冲洗步骤与放置时间对速灭威残留量的影响，我们从当地市

场购买部分小青菜，取新鲜的叶子部分120 g，擦去表面泥沙，均匀喷洒60 mL浓

度为2．0x10‘4 g／mL的速灭威甲醇标准溶液，置于通风橱中放置30 min，以除去

表面上的溶剂，以此来模拟青菜叶上的速灭威残留进行定量分析。
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喷洒过速灭威标准溶液的样品，每份约10 g被准确称重，按照不同的清洗

步骤进行清洗，或者在室温下放置24 h，最后都用甲醇进行洗脱。所有的甲醇洗

脱溶液分别收集并定容至100 mL。取适量洗脱溶液用1．0 mol／L KOH溶液水解

15 min后，用盐酸溶液酸化并进一步稀释后，按照2．3．1．的分析步骤进行定量测

定。

Time(s)

Fig．3．Kinetic curve of chemiluminescence．

Conditions：100肛l of acidic KMn04 solution(o．1 mmol／L including 0．5 mol／L

nitric acim was injected into amixture solution of25pl of 0．05 mmol／L rhodamine 6G

and 100¨l of alkaline degradation solution of tsumacide(3x10·4 mol／L)，High
voltage：-800V

3．结果与讨论

3．1．化学发光反应特征

采用静态化学发光反应系统研究了化学发光反应的动力学特征。如图3所

示，化学发光的强度对时间图表明本化学发光反应是一种快速反应。化学发光强

度在起始反应后的2．2s时间之内就可以达到最大值，之后化学发光强度快速衰

减。

由图4速灭威的碱性水解反应平衡方程式可见，间甲酚作为速灭威碱解反应

的主要产物，其结构中苯环上的酚羟基及甲基，在酸性高锰酸钾条件下都很容易
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被氧化。

-I-CH3NH2 -I-co#

Fig．4．The equation of alkaline degradation reaction oftsumacide

Fig．5．The comparison ofchemiluminescence spectrum and fluorescence

spectrum．

a，fluorescence spectrum of Rhodamine 6G Ex：253nm；b，chemilttminescence

spectrum of the alkaline degradation solution of tsumacide／Rhodamine

6G／／KMn04／HN03 reaction system．

图5是罗丹明6G的荧光光谱图(5a)和本反应体系的化学发光光谱图(5b)。

比较图5中的曲线a和曲线b，可以发现，在罗丹明6G的荧光光谱和本反应体

系的化学发光光谱之间，有着相似的发射光谱特征，这使我们有理由相信，本化

学发光反应体系的发光体是由于罗丹明6G被激发而产生的。因此我们可以将本

化学发光反应过程解释为：酸性条件下，高锰酸钾氧化速灭威的碱解产物一间甲

酚，将反应产生的能量转移给罗丹明6G，接受能量后的罗丹明6G被激发到激

发态，回到基态时，产生光发射。

洲d一
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3．2．化学发光反应系统条件优化

在我们的初步试验中，当溶液中有罗丹明6G存在时，速灭威的碱性降解溶

液与酸性KMn04反应，能够发射出分析上可用的化学发光信号。我们首先对速

灭威碱性降解的实验条件进行了验证。结果表明在1．0mol／LKOH溶液中反应15

min后的速灭威溶液，与相同浓度的间甲酚所得到的化学发光强度没有区别，因

此该碱性降解条件被采用。为了提高测定的灵敏度和好的信／噪比，恒定速灭威

的碱性降解溶液浓度为5．0×10一g／mL，光电倍增管负高压为．800 V，采用单因子

实验设计的方法，依次考察了酸、增敏剂的种类、KMn04、酸、增敏剂浓度以

及一些流动注射系统的物理参数，如流速、采样体积等对化学发光强度及信／噪

比的影响。

3．2．1．酸介质的选择及浓度优化

13

12

11

10

g

B

忆7

6

5

4

3

0 0 01 0 2 0 3
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Fig．6．Effect of different acid on the signal／blank ratio

Conditions：KMn04，0．25mmol／L；Rhodamine 6G，O．1mmol／L；tsumacide：5．0×10。8

g／mL

酸的种类及浓度对本反应体系的化学发光强度有很大的影响，因此实验考察

了HCl，HN03，H2S04，HCOOH及H6P4013几种常用酸在0．025．0．35 mol／L浓度范

围内对本化学发光体系信／噪比的影响。由图6的结果可见，不同种类的酸，浓
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度变化所引起的化学发光强度与噪音的比值的变化规律是不同的，其中在HN03

介质中可以得到较好的信噪比。由表1我们可以清楚地看到，在O．25 mol／L的

HN03介质中，体系可以给出最高的相对化学发光强度及信／噪比。因此实验中选

择0．25 mol／L的HN03作为反应介质。

Tr山1e1

The effect of acid medium and concentration on CL

3．2．2．增敏剂的选择及浓度优化

0 00 0 05 010 015 0 20 0 25 0 30

The concentration of Rh6G(mmogL)

Fig．7 The effect ofRh 6G concentration Oil CL

Conditions：HN03，0．25 mol／L；KMn04，0．25 mmol／L；tsumacide：5．0x 10。8 g／mL

实验分别考察了在酸性KMn04化学发光反应体系中常用的几种增敏剂包括

罗丹明B、罗丹明6G、甲醛、乙醛、戊二醛、乙二醛等对化学发光的影响。结
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果表明，罗丹明6G对本反应体系有最明显的增敏效果，由图7可以看到，随着

载流中罗丹明6G溶液浓度的增大，相对化学发光强度逐渐增大，且在罗丹明6G

溶液浓度为0．05 mmol／L时可以获得最大的信／噪比及较高的化学发光相对强度。

因此本实验选择O．05 mmol／L的罗丹明6G作为反应的增敏剂。

3．2．3．K_NIn04浓度的影响

在该化学发光反应体系中，KMn04是氧化剂，它的浓度直接影响化学发光

强度及信／噪比的大小。实验考察了0．025到O．35 mmol／L的KMn04对化学发光

强度的影响。实验结果表明，在KMn04的浓度为0．05 mmol／L时可以达到最大

的相对化学发光强度及信／噪比。再继续增大KMn04的浓度，反而引起化学发光

强度的降低，这是由于KMn04浓度增大，颜色加深，本身会对发射光产生吸收

所导致的[33，34]。因此O．05 mmol／L的KMn04被应用于后面的实验工作中。

3．2．4．流动注射系统的物理参数的影响

流速和采样体积对化学发光的影响很大，不仅能影响化学发光强度、精密度，

同时流速还会决定样品的分析速度。由于本化学发光反应是快速发光，因此本实

验采用了仪器所能允许的最短的样品、试剂混合点与流通池之间的距离(6cm)。

另外分别考察了1．5到3．5 mL／min的流速与55到150此的采样体积对化学发光

的影响。结果表明，随着流速的增大，化学发光信号会明显增大，但超过3．0

mL／min后会使甭管磨损加快，信号的重现性变差；另外，采样体积增大，发光

信号增大较为缓慢，且会出现双峰的现象。这是由于在样品体积过大时，其中间

区域和边界区域可能会产生不同的反应速度而导致的。综合考虑各因素，采用

3．0mL／min的流速与100 I-tL的采样体积时可以得到较高的化学发光信号强度、信

／噪比和较好的重现性。因此3．0mL／min的流速与100儿的采样体积，被我们在

后面的实验中分别予以采用。

3．3．方法的校正曲线、线性范围、检测限及相对标准偏差

实验证明，在上述优化的实验条件下，实验所记录的化学发光强度与速灭威

的浓度在2．0x10‘9到2．0x10。7 g／mL范围内有线性关系，按照IUPAC组织的规定，
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以空白测定值的标准偏差的3倍，计算方法的检测限是：6，6×10。10 g／mL(30)。线

性回归方程为：AI=3．18+6．41×108C(c是速灭威的浓度，g／mL)，相关系数为：

0．9998，对2．0x10{g／mL的速灭威标准溶液测量的相对标准偏差：2．28％(日内)

和4．85％(日间)。一天之内，平行注射11次2．0×10‘89／mL的速灭威碱性降解溶

液，计算日内测量的精密度；每天平行测量5次，连续测量5天得到日间精密度。

由日内和日间测得的相对标准偏差均小于5％可见，本法的精密度令人满意，从

而使本法得到了精密度方面的确认。

3．4．干扰研究

对于2．0x10‘8 g／mE的速灭威标准溶液，考察了一些常见组分对本化学发光体

系测定速灭威的影响。容忍限度以引起的相对标准偏差小于5％为参考标准。实

验结果表明，100倍的K+，Na+，NH4+，Ni2+，Fe"，c一，c一，P043。，A13十，M92+，zn2+，

N02一，C2042‘，抗芽威，甲醇，丙酮，40倍的抗坏血酸，10倍的对苯二酚，5倍的邻

苯二酚，苯酚，和1倍的西维因不干扰测定，然而，20倍的对苯二酚，10倍的

邻苯二酚，苯酚，5倍的间苯二酚，1倍的西维因，1．萘酚，2．萘酚可以引起化

学发光的正干扰，这是由于这些干扰物质与速灭威的碱解产物间甲酚有着相似的

结构所致。总的来说，本化学发光反应体系对常见的金属离子有着好的抗干扰能

力，但一些与问甲酚有着相似结构的有机化合物会干扰速灭威的测定。

另一方面，考虑到氨基甲酸酯类杀虫剂在环境条件下，极容易发生光降解，

我们使用一只8W的紫外灯，模拟光降解条件，考察了光降解对化学发光的影响。

由图8可见，随着光降解的进行，化学发光强度衰减很快。紫外灯光照射5 h以

后，化学发光强度降低到可以忽略不计的程度。由此我们可以推断，速灭威的光

降解产物不会影响本反应的化学发光测量。
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Fig．8 Effect oftsumacide photodegradation

Conditions：HN03，0．25 mol／L；KMn04，0．05 mmoVL；tsumacide：5．0x10—8 g／mL；

Rhodamine 60,0．05mmol／L．

3．5．不同的冲洗步骤及放置时间对速灭威在蔬菜上残留量的影响

由于速灭威在自然环境条件下，容易发生光降解，因此被认为是高效、低毒、

低残留和相对安全的杀虫剂。我们试图通过模拟试验，按照2．4．描述的实验步骤，

直接测定甲醇洗脱溶液中速灭威的浓度，来评价不同的冲洗步骤及放置时间对速

灭威在蔬菜上残留量的影响。

Thble 2

The amount oftsumacide residue on cole leaves after different pretreatment

4 1 h yes yes 3．0

Meall ofthree determinations

4：Before methan01 elution．the sample was soaked in 200 mL water 30 min．

}+：Before methanol elution．the sample WaS washed wi血water 3 times，200

mL佑me．
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表2的结果表明，将喷洒过速灭威的青菜叶，在空气中放置1h，速灭威在青

菜叶上的残留量由原来喷洒时的10．0 gg／g降到了7．8 ug幢(样品1)，在空气中

放置24 h后(样品2)，青菜叶上的速灭威残留量又由7．8 gg／g降到了5．o“g／g。

这说明，喷洒在蔬菜上的速灭威在空气中放置一定时间，由于光降解等使其残留

量减少。样品3、4都是将喷洒过速灭威的青菜叶，在空气中经过1h的放置时间，

样品3不经浸泡，直接用定量的水冲洗3次，测得速灭威的残留量为5．Ogg／g。

样品4先在水中浸泡30 min，然后再用定量的水冲洗3次，就使速灭威的残留量

降到了3。0¨∥g。这一事实说明，如果我们将被速灭威污染的蔬菜先在水中浸泡

足够长的时间，然后再清洗，将对清除蔬菜上的速灭威残留非常有帮助。

为了证明本方法的可靠性，我们根据速灭威加入的时间的不同，考察了两种

回收率试验的结果。一种是表观回收率(R’：在用甲醇开始洗脱之前，将准确计

量的速灭威甲醇溶液喷洒到青菜叶上，表观回收率与整个分析过程引起的全部系

统误差有关；另一种称为校正回收率(R。)，速灭威是在化学发光测量之前加入到

样品溶液中，校正回收率仅与基体效应引起的系统误差有关。结果列于表3。

首先在实验中，运用该方法在所实验的清洁、新鲜的蔬菜样品上未发现有速

灭威残留。其次，表3的结果表明，得到的两种回收率均令人满意。因此我们可

以得出结论，甲醇可以洗脱蔬菜表面上的速灭威残留，并且该方法可以成功运用

于测定蔬菜上的速灭威残留。

Bmle 3

Determination oftslmaacide in cole and recovelies

Mean ofthree determinations士standard deviation

4．结论

本文基于在溶液中有罗丹明6G存在时，速灭威的碱性降解产物与酸性

KMnOa的化学发光反应，提出了一种简单、快速、灵敏的流动注射-化学发光方



第六章流动注射化学发光法测定蔬菜样品中速灭威残留量的研究

法用于速灭威的测定。该法具有宽的线性响应范围，且已经成功运用于测定经过

不同的清洗步骤及放置时间之后，蔬菜叶上速灭威残留量的比较研究。

本法的另外一个可能的应用，是作为高效液相色谱或毛细管电泳的灵敏的检

测系统，用于酚氧型氨基甲酸酯农药的分离与分析测定。
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师对我的悉心指导，每一次讨论都能从他那里得到灵感与启迪，何老师在科研上

勇于创新的精神及忘我的工作态度，值得我终生学习。从选题到脱稿成文，点点

滴滴都得到两位恩师的悉心关怀与指导，他们不仅在学业和科研方法上，给予我

教诲，而且在生活上给予我无微不至的关怀，我会在今后的人生道路上，以恩师

为楷模，严谨求实，积极奋进，绝不让恩师失望。在此我谨向两位恩师表示我最

衷心的感谢和最崇高的敬意!

同时我还要感谢金利通教授、叶建农教授、陆嘉星教授、张以群教授的热情

帮助和指导。

感谢程圭芳、王清江、张文、杜冉老师三年来给予的大力支持与帮助。感谢

丁先泉、庄荣华、谢美然、张贵荣等老师给予的热情帮助。感谢郝玉红、任娟娟、

张玲、周景明、向美云等同学在实验中的不懈努力与通力合作。感谢汪沽、祝宁

宁、徐颖、常竹、赵琨、杨琳、郑静、王莉清、唐祝兴、王晓英、王爱芳、郭喜

风、刘燕、徐风铃、戴晴、叶晓燕、宋海燕、徒永华、吕金、周韵、林莉等师兄

师姐师弟师妹们在实验与论文写作过程中给予的热情帮助。

感谢青岛大学化工学院的领导与同事们，特别是唐建国教授、王瑶师妹及好

友王正彦等在我攻读博士学位期间所给予的支持与帮助。

特别感谢我的父母及所有亲人。三年来，丈夫给予我体贴、支持与关爱，在

自己工作任务重、压力大的情况下，主动分担了很多家务，他是我的坚强后盾。

女儿尽管年幼，但聪明懂事，善解人意，经常用她的进步来激励我，逗我开心，

使我能放心地投入更多的精力到学业上。

最后，感谢三年来给予我无私的关心与支持的所有人，我的博士论文能够如

期完成，离不开你们的帮助，谢谢!

刘海燕

2006年4月
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