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  摘 要:利用敌百虫在碱性介质中能够增敏鲁米诺-铁氰化钾体系产生的化学发光性能,建立了一种测定敌

百虫的流动注射化学发光分析新方法,并对反应机理进行了探讨.在最佳实验条件下,对实际环境水样和蔬菜样品

中残留的敌百虫进行测定,结果显示,其加标回收率在86.4%~94.8%之间,相对标准偏差为1.03%~1.83%;该方

法的线性范围为5×10-7~5×10-3g/L,检测限为1.13×10-7g/L.
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敌百虫是一种高效、低毒、广谱的有机磷杀虫剂.它对害虫有较强的胃毒作用,兼有触杀作用,对植物具

有渗透性,适用于蔬菜、水稻、麦类、果树、桑树、茶树、棉花等作物上的咀嚼式口器害虫及家畜寄生虫、卫生害

虫的防治.由于敌百虫投入使用时间长,并广泛应用于农林、园艺、畜牧、卫生等方面,导致其在环境中的残留

十分常见[1].长期接触敌百虫可抑制胆碱酯酶的产生,造成神经生理功能紊乱;短期内接触大剂量可引起急

性中毒[2-3].近年来,化学农药具有的环境激素效应得到日益增多的关注[4],敌百虫已经被选入我国环境激

素类农药优先名录[5],有关其对生物内分泌干扰的研究也在不断深入[6-7],对敌百虫的测定要求也越来

越高.
敌百虫的化学名称为O,O-二甲基-2,2,2-三氯-1-羟基乙基磷酸酯,目前,对其含量的测定方法主要有气

相色谱、高效液相色谱法以及二者与其他方法的联用[8-11]、生物传感器和电化学法[12-14]、毛细管电泳法[15]、
分子印迹与其他测定方法的联用[16-18]等.上述方法中气相色谱法测定重现性较差,液相色谱法成本高周期

长,分子印迹与其他方法联用程序复杂,使得这些方法对敌百虫的测定不能广泛应用.近年来研究者尝试采

用化学发光法对毒死蜱、乐果等有机磷农药进行测定[19-21],取得了令人满意的效果.
在碱性条件下,鲁米诺能被铁氰化钾氧化而产生微弱的化学发光,而敌百虫对该体系具有显著的信号增

强作用.因此本文研究了鲁米诺-铁氰化钾-敌百虫发光新体系,结合流动注射技术建立了一种快速测定敌百

虫的分析方法,并与固相萃取技术联用,进行样品的预处理,成功用于环境水体和蔬菜样品中敌百虫的含量

测定.此方法检出限达到1.13×10-7g/L,灵敏度高于其他测定方法,具有预处理简单,测定快速,便于实际

样品分析,测定范围宽,灵敏度高,重现性好的优点.此外,对实验测定体系的反应机理进行了探讨,这对化学

发光技术测定结构相近的有机磷农药时,发光体系的选取及实验条件的确定具有一定的参考意义.
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1 实验部分

1.1 仪器与试剂

多功能化学发光检测仪(IFFS-A型,西安瑞迈电子科技有限公司);荧光分光光度计(RF-540型,日本岛

津公司);双光束紫外可见分光光度计(TU-1900型,北京普析通用仪器有限公司);旋转蒸发仪(RE-5285A
型,上海亚荣生化仪器厂);氮吹浓缩仪(TurboVapTMLV型,美国Zymrak公司);SupelcleanEnvi-18固相

萃取小柱(3mL,500mg,美国Supelco公司);电热恒温振荡水槽(DKZ-1型,上海精宏实验设备有限公司);
循环水式多用真空泵(SHB-Ⅲ型,长城科工贸仪器公司).

鲁米诺储备液(1.0×10-3mol/L)的制备:称取鲁米诺(SIGMA,美国)0.0443g,用0.2mol/L的氢氧化

钠溶解后,定容至250mL,4℃避光放置7d后使用;铁氰化钾储备液(1.0×10-2 mol/L)的制备:称取

0.3293g铁氰化钾(广州化学试剂厂),加水溶解定容至100mL,放置7d后使用;配制1mol/L氢氧化钠

溶液备用;配制0.1g/L敌百虫(国家标准物质中心)储备液,于4℃避光保存,使用时稀释.实验所用试剂均

为分析纯,所用水为二次去离子水.
1.2 化学发光测定流程

流动注射化学发光实验流程如图1所示.鲁米诺(b)与铁氰化钾(c)溶液经蠕动泵(p)在管路中混合,敌
百虫(a)样品溶液通过进样阀(V)与之混合,3者混合后发生化学反应,其反应产物会产生化学发光信号,通
过光电倍增管(PMT)检测此信号,并输出(PC)数据.反应产生的废液(W)经流通池(FC)排出.

按照上述流程,首先将鲁米诺与铁氰化钾溶液经蠕动泵在管路中混合,用蒸馏水通过进样阀与之混合,
测定空白发光信号为I0;再将样品替换蒸馏水,通过进样阀,并测定样品发光值IS.计算相对化学发光强度

值:△I=IS-I0.

1.3 环境样品分析

选取实际环境水样(河水、地下水)和蔬菜样品(上海青和黄瓜,市场随机购买),采用鲁米诺-铁氰化钾-
敌百虫的化学发光体系,分析其中敌百虫的含量.
1.3.1 环境水样的预处理

首先,对固相萃取柱的活化:将10mL甲醇和10mL蒸馏水混合,加入两滴3mol/L的 H2SO4 保持其

pH值在2~3之间.用混合液分3次冲洗C18固相萃取小柱,每次浸润5min,开启真空泵抽去残留液体,再用

20mL蒸馏水浸洗C18小柱,使其处于水溶性状态备用.
将环境水样静置2d,经0.45μm 滤膜过滤除去其中的颗粒物,于4℃下保存.取每种环境水样各

500mL,分别 加 入10 mL 甲 醇,用6 mol/L 的 H2SO4 溶 液 调 节 pH 值 为2~3之 间.保 持 流 速 为

10mL/min,将水样均匀连续的通过已活化的固相萃取小柱进行萃取,用真空泵抽去残留在萃取柱上的水

分.之后用少量甲醇分3次洗脱,每次用真空泵尽量抽去残留在固相萃取小柱上的甲醇.所得洗脱液使用氮
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吹仪浓缩至干,再用蒸馏水稀释至25mL容量瓶中,定容待测.
1.3.2 蔬菜样品的预处理

称取5.0g新鲜的蔬菜样品,直接捣碎后加入5.0g无水硫酸钠,0.5g活性炭,50mL二氯甲烷,振荡提

取.振荡30min后,将混合物进行抽滤,收集滤液,并将滤渣用20mL二氯甲烷再次提取,振荡30min后,再
次抽滤.将两次滤液合并,转移到圆底烧瓶中,在60℃恒温下,用旋转蒸发仪将滤液真空蒸干.冷却后用少量

的乙腈洗涤烧瓶,收集洗涤液,用氮吹仪浓缩至近干,再用蒸馏水溶解至25mL容量瓶中,定容待测.

2 结果与讨论

2.1 仪器参数优化

2.1.1 光电倍增管加载负高压的选择

光电倍增管加载负高压对化学发光存在较大影响.实验保持2.5×10-6g/L的敌百虫,1.0×10-5mol/L
的鲁米诺,1.0×10-5mol/L的铁氰化钾,0.2mol/L的氢氧化钠等实验条件不变,改变负高压数值,探讨相

对化学发光强度与负高压之间的关系.由图2可知,当光电倍增管负高压越大,相对化学发光值△I 也随之

增大.但同时负高压过大,出峰的稳定性降低,仪器噪声增大,影响测定的检出限.当负高压值为800V时,仪
器的稳定性较好,且灵敏度高,故选择最佳光电倍增管负高压值为800V.
2.1.2 混合管长的选择

鲁米诺和铁氰化钾体系存在后化学发光现象,实验在二者充分反应时对敌百虫进行测定,发现虽然此时

空白有所减小,但相对化学发光值△I 也有显著减小,而所需试剂量增加.在这种情况下,对鲁米诺和铁氰化

钾溶液二者汇合点与进样阀之间的混合管长度的选择就显得尤为重要,若混合管太短,鲁米诺和铁氰化钾反

应产生的化学发光值过大,背景值太高;若混合管太长,鲁米诺和铁氰化钾充分反应,加入样品产生后化学发

光,而此时化学发光的信号太弱.兼顾以上两种情况,当泵载流速固定为4mL/min时,在5~70cm范围内

对混合管的长度进行选择.发现当混合管的长度为25cm时,化学发光信号最大,且有最大信噪比.
2.1.3 其他参数的选择

(1)阀池距:固定输液管内径0.8mm,当阀池距从8cm增加到16cm时,体系的相对化学发光强度△I
不断减小,因此选择阀池距为8cm.

(2)泵速:固定其他实验条件不变的情况下,通过调整不同的泵速研究其对△I 的影响.结果表明,当泵

速过低时,最大发光信号在进入流通池前已经出现,导致△I 减小;而过高的泵速则引起试剂耗量增加.因此

综合考虑,选择主泵转速为80r/min(流速4mL/min).
2.2 反应条件优化

2.2.1 铁氰化钾浓度的影响

铁氰化钾浓度对体系的化学发光强度有很大影响.因此在保持2.5×10-6g/L的敌百虫,1.0×10-5mol/L
的鲁米诺,0.2mol/L的氢氧化钠等不变的情况下,考察了体系的△I 随铁氰化钾溶液浓度的变化趋势(图

3).结果表明,随着铁氰化钾浓度的增加,△I快速增强;当铁氰化钾浓度增加到1.0×10-5mol/L时,△I 增

长开始减缓,且信号稳定性降低,重现性差.因此1.0×10-5mol/L为最佳铁氰化钾浓度.
2.2.2 鲁米诺浓度的影响

保持其他实验条件不变(2.5×10-6g/L的敌百虫,1.0×10-5mol/L的铁氰化钾,0.2mol/L的氢氧化

钠),对鲁米诺溶液在1.0×10-7~2.5×10-5mol/L浓度范围内,体系的相对化学发光强度△I 随其浓度的

变化情况进行了考察,结果如图4所示.在鲁米诺浓度较小时,△I 随着溶液浓度升高而显著增大,当鲁米诺

溶液浓度达到1.0×10 -5mol/L时,△I 达到最大值,且具有最佳信噪比.继续增加溶液浓度,使得基线增

大,而△I 不仅没有随之增大,反而缓慢降低.因此,实验选择鲁米诺溶液浓度为1.0×10-5mol/L.
2.2.3 碱性介质及浓度的影响

在不同的碱性介质中,鲁米诺的化学发光强度有所不同.为了考察该参数,在2.5×10-6g/L的敌百虫,

1.0×10-5mol/L的鲁米诺,1.0×10–5mol/L的铁氰化钾的条件下,选择相同浓度的氢氧化钠,碳酸氢钠-
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氢氧化钠,碳酸钠-氢氧化钠,碳酸钠-碳酸氢钠等物质作为碱性反应介质的情况,测定并记录体系相对化学

发光强度△I.结果发现,以氢氧化钠作为反应介质时△I 最大.同时在0~0.7mol/L浓度范围内,考察了氢

氧化钠浓度对相对化学发光强度△I 的影响.实验结果如图5所示,实验体系的△I 随氢氧化钠浓度的增大

而快速增强,当氢氧化钠浓度为0.2mol/L时化学发光达到最大值,此时再增加溶液浓度,化学发光值反而

显著降低.故实验选择氢氧化钠溶液浓度为0.2mol/L.

2.3 方法检出限和重现性

在最佳实验条件下(1.0×10-5 mol/L的鲁米诺,1.0×10-5 mol/L的铁氰化钾,0.2mol/L的氢氧化

钠),对5×10-7~5×10-3g/L浓度范围内的敌百虫进行检测,发现相对化学发光强△I (mV)与敌百虫溶

液浓度c(g/L)呈线性关系.为了提高测定的精密度,校准曲线可按敌百虫浓度数量级分段绘制.
△I=15.3806×104c+167.497(c:5×10-5 ~5×10-3g/L,r2=0.9974), (1)

△I=2.0564×106c+37.923(c:5×10-7 ~5×10-5g/L,r2=0.9976). (2)

  然后,在选定的最佳实验条件下,对浓度为1.0×10-6g/L的敌百虫标准溶液进行11次连续测定.结果

如图6所示,测定相对标准偏差为0.21%,检出限为1.13×10-7g/L,具有较好的重现性和很高的灵敏度.
2.4 干扰实验

在最佳条件下,考察水体和蔬菜中常见干扰物对敌百虫测定的影响.设定敌百虫标准溶液浓度为2.5×
10-6g/L,加入干扰物质后测定敌百虫的含量,以测量误差不超过5%为限.实验结果表明,在1000倍的乙

醇、甲醇、K+,CO2-3 ,NO-
3 ,Na+,Ca2+,Cl-,PO3-4 ,NH+

4 ,SO2-4 ,500倍的丙酮、葡萄糖、Br-,HPO2-4 ,

C2O2-4 ,S2O2-3 ,100倍的Zn2+,Mg2+,Al3+,NO-
2 ,淀粉、蔗糖、L-谷氨酸、糊精、二氯甲烷,10倍的Pb2+,

Hg2+,维生素C、维生素B在共存情况下对敌百虫的含量测定无干扰.但在实验选定条件下,一些金属如

Cu2+等可产生干扰,可以通过加入1.0×10-3mol/L的EDTA(乙二胺四乙酸)溶液进行掩蔽,效果良好.
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2.5 反应机理探讨

通过研究鲁米诺-铁氰化钾体系和鲁米诺-铁氰

化钾-敌百虫体系的化学发光光谱(图7),发现两个

光谱的最大发射波长均在425nm处,差别只在于

强度的不同,由此可知两个反应拥有相同的发光

体-鲁米诺的氧化产物,即激发态3-氨基邻苯二甲

酸根离子(3-AP*)[22].在敌百虫浓度不变的情况

下,鲁米诺-铁氰化钾-敌百虫体系的化学发光强度

随鲁米诺浓度的增大而增强,而铁氰化钾的影响可

忽略不计,说明敌百虫的增敏作用可能是针对鲁米

诺的.
为了进一步确定体系加入敌百虫样品后,反应

产物是否有所变化,在鲁米诺1.0×10-4mol/L、铁
氰化钾1.0×10-4 mol/L、氢氧化钠0.2mol/L的

条件下,考察了其紫外可见吸收光谱,结果如图8所示.从图中可以看出,加入敌百虫前后,体系的特征吸收

不变,只是峰高增加,即反应产物并无明显变化,说明敌百虫仅是体系的增敏剂而没有参与反应.实验还发现

减小敌百虫浓度和在通N2 除O2 的条件下,都对增敏效果有影响,说明敌百虫的增敏作用也和溶解氧相关.
基于上述试验结果和讨论,敌百虫对鲁米诺-铁氰化钾体系的化学发光有增敏作用,其可能的反应机理

为:铁氰化钾和鲁米诺在碱性条件下发生氧化还原反应,生成亚铁氰化钾和不稳定的3-AP*,当不稳定的3-
AP*跃迁回到基态时,就会产生部分化学发光.而回到基态的3-氨基邻苯二甲酸根离子(3-AP)存留于反应

后的溶液中,在一定的时间仍可保持活性,通过吸收一定的能量即可被激发[22].此时加入的敌百虫(Tri-
chlorfon)在碱性条件和溶解氧存在的情况下,可转化为激发态的产物(Product*);此产物又与基态的3-AP
发生能量交换,重新生成敌百虫和激发态3-AP*.而所产生的3-AP* 回到基态时,又产生另一部分化学发

光,使得总体的化学发光增强.反应过程分析如图9所示.
2.6 实际样品分析

2.6.1 环境水样中敌百虫含量的测定

将1.3.1中经过预处理的环境水样,按照最佳实验条件进行测定,同时做加标回收实验见表1所示.
由表1可知,经过预处理的两个地表水样品和地下水样品1,直接测定,均有微量敌百虫残留,地下水样

品2中未检出敌百虫;为了进一步验证方法的有效性,在实验的4个样品中分加入0.5μg/L的敌百虫标准

品,测定结果显示回收率在89.8%~94.8%之间,相对标准偏差(RSD)在1.03%~1.83%之间.
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表1 环境水样中敌百虫的测定结果(n=6)

样品 测定平均值/(μg·L-1) 进样量/(μg·L-1) 测得量/(μg·L-1) 回收率/% RSD/%

地表水1 0.26 0.5 0.727 93.4 1.1

地表水2 0.144 0.5 0.593 89.8 1.03

地下水1 0.05 0.5 0.524 94.8 1.83

地下水2 未检出 0.5 0.468 93.6 1.52

2.6.2 蔬菜样品中敌百虫含量的测定

在优化条件下,对上海青和黄瓜样品直接检测,均未检测出敌百虫;之后分别在1kg蔬菜样品中加入

0.25mg和0.5mg的敌百虫标准品,测定结果显示,所选用的蔬菜样品中敌百虫的回收率在86.4%~94.8%
之间,RSD在1.48%~1.56%之间.结果见表2.

表2 蔬菜样中敌百虫的测定结果(n =6)

蔬菜样品序号 测定平均值/(μg·L-1) 加样量/(mg·kg-1) 测得量/(mg·kg-1) 回收率/% RSD/%

上海青 0.00 0.25 0.216 86.4 1.48

黄瓜 0.00 0.5 0.471 94.2 1.56

3 结 论

利用在碱性介质中,敌百虫

能够增强鲁米诺-铁氰化钾体系的

化学发光,结合流动注射技术,建
立了一种测定敌百虫的新的分析

方 法.在 选 取 进 样 管 管 径 为

0.8mm,阀池距8cm,混合管的

长度为25cm,光电倍增管加载负

高压 为 800 V,泵 载 流 速 均 为

4.0mL·min-1时,方法的检测性

能最佳;并对敌百虫进行11次检

测,发现方法具有较好的重现性

和很高的灵敏度,且多数共存物

质均不干扰该测定.机理探讨显

示,在碱性介质中,敌百虫对鲁米

诺-铁氰化钾体系的化学发光有增

敏作用,但其仅是体系的增敏剂

而没有参与反应.该方法用于环境

水体和蔬菜中残留敌百虫 的 测

定,回收率在86.4%~94.8%之间,相对标准偏差小于1.83%.
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Flowinjectionchemiluminescencedeterminationandreaction
mechanismoftrichlorfoninenvironmentalsamples

YangBo1,FanShunli2,QinGe3,ZhuGuifen2

(1.XinxiangDrainageEngineeringCo.,LTD.,Xinxiang453000,China;2.SchoolofEnvironment,KeyLaboratoryforYellowRiverand

HuaiRiverWaterEnvironmentandPollutionControl,MinistryofEducation,HenanKeyLaboratoryforEnvironmentalpollution

Control,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China;3.Collegeoflifescienceandtechnology,XinxiangUniversity,Xinxiang453000,China)

  Abstract:Basedontheenhancementoftrichlorfononchemiluminescenceoftheluminol-K3Fe(CN)6systeminalkaline
solution,anovelchemiluminescencemethodwasdevelopedfordeterminationoftrichlorfonwithflowinjectiontechnique,and
thepossiblemechanismwasalsodiscussed.Thetrichlorfoninactualwasterandvegetablesweresuccessfullydeterminedunder
theoptimalconditionswiththerecoveryofstandardadditionof86.4%-94.8%.Therelativestandarddeviationwas1.03%-
1.83%.Thelinearstandardcurveofthisnew methodwasfrom5×10-7to5×10-3 g/Landthedetectionlimitwas
1.13×10-7g/L.

Keywords:trichlorfon;flow-injection;chemiluminescence;solid-phaseextraction;environmentalsamples
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