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流动注射化学发光法对饮用水中黄绿青霉素的
在线检测

吴事正，张旭辉，杨盼盼，唐书泽*
（暨南大学理工学院食品科学与工程系，广东 广州 510632）

摘  要：利用黄绿青霉素对鲁米诺-过氧化氢-纳米氧化铜化学发光体系的抑制作用检测饮用水中可能出现的突发性

污染，并对测定体系的条件进行单因素试验和响应面试验优化。结果表明：在优化的实验条件下，黄绿青霉素检测

线性范围为0.005～3 mg/L，检出限为8.2×10－5 mg/L。对质量浓度为0.005 mg/L的黄绿青霉素进行平行测定11 次，

相对标准偏差为2.3%，黄绿青霉素加标回收率范围为78%～91%。该方法简便快捷、实用性强，可应用于饮用水中

黄绿青霉素突发性污染在线快速检测。
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On-Line Determination of Citreoviridin in Drinking Water by Flow Injection Chemiluminescence
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Abstract: Based on the inhibition of citreoviridin (CIT) on luminol-hydrogen peroxide-nanometer copper oxide 

chemiluminescence system, a new method was proposed for the identification of sudden drinking water pollution. The 

detection system was optimized by one-factor-at-a-time and orthogonal array design methods. Results showed that under 

the optimized experimental conditions, the linear range for CIT determination was 0.005–3 mg/L. The limit of detection 

(LOD) of CIT was 8.2 × 10-5 mg/L. The precision expressed as relative standard deviation (RSD) was 2.3% for 11 replicate 

determinations of 0.005 mg/L CIT, and the recoveries of spiked samples were 78%–91%. This online determination method 

showed the advantages of convenience and strong practicability and could have a great potential application in rapid 

detection of sudden citreovirid pollution in drinking water.
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水是人体生命活动的基本需求，因此饮用水的安全性对

人体生命健康尤为重要[1]。安全的饮用水从水厂到居民饮用

或到食品厂加工需经过一段较长的距离和许多环节[2]，存在

突发性污染或人为投毒的隐患，从而有可能导致饮用水和食

物中毒事件的发生[3]。复旦大学曾经发生饮用水投毒案件，

N-二甲基亚硝胺被投入饮用水中，造成受害学生死亡[4]。

饮用水中发生的突发性污染物主要是化学合成毒物

如农药和工业有害化合物[5-7]，因此对于这类化学合成毒

物一般管控很严格，但是来自天然动植物的有毒物质可

能导致的突发性污染或人为投毒隐患容易被忽视。大米

发霉后产生的黄绿青霉素（citreoviridin，CIT）是一种容

易被忽视的污染或人为投毒物质。CIT是黄绿青霉菌产生
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的生物活性代谢产物[8]，对小白鼠的静脉注射和口服的

LD50分别为2.0 mg/kg和29.0 mg/kg[9]，毒性很强，容易被

不法分子搜集富积利用导致恐怖袭击事件。本实验主要

研究CIT在饮用水中可能存在的快速检测方法，利用该方

法预警预防饮用水、食品加工用水及湖泊中CIT可能发生

的饮用水中毒事件。

CIT的检测方法有高效液相色谱法[10]、薄层色谱法、

气相色谱法、酶联免疫吸附法[11]等。高效液相色谱法效

率高且选择性好，但是分析成本高，仪器昂贵。薄层色

谱法方法简单且价格低廉，但是其灵敏度和特异性相对

较差。气相色谱法和酶联免疫吸附法都具有较高的灵敏

度[12]，但难以在线检测。流动注射化学发光分析法具有

灵敏度高、线性范围宽、分析速度快，可实现连续进样

进行在线检测，已被广泛应用于食品科学、药物分析和

环境监测等领域[13-16]。但是利用流动注射化学发光法检测

CIT的研究少见文献报道。本实验主要研究流动注射化学

发光法检测体系，探讨其在线快速检测饮用水、食品加

工用水以及湖泊中CIT突发性污染的可行性。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与设备	

实验用水均为采购于兴安超市的怡宝纯净水，以及

加标回收实验中的珠江河水（采样于广州珠江）和明湖

水（采样于暨南大学校内明湖）。

鲁米诺标准品（C A S：5 2 1 - 3 1 - 3；纯度9 8 %）  

美国Sigma公司；过氧化氢溶液 广州东巨有限公司；

纳米氧化铜分散液 宣城晶瑞新材料有限公司；CIT标
准品（CAS：25425-12-1；纯度97%） 广州菲博生物

科技有限公司。

IFIS-C型智能流动注射进样器 西安瑞迈分析仪

器有限责任公司；BPCL-K型微弱发光测量仪 北京

亚泊斯科技有限公司；UV-751GD紫外-可见分光光度计  

瑞利仪器分析有限公司；EL104 电子天平 上海梅特

勒-托利多仪器有限公司；PHS-3C数字式pH计 上海精

密科学仪器有限公司。

1.2 方法

1.2.1 进样方法

图1为流动注射化学发光流程图。a通道泵入鲁米诺

溶液，b通道注入CIT溶液，在混合管路进行预先混合，

c、d流路分别泵入过氧化氢溶液和纳米氧化铜溶液，各

流路溶液在六通阀处混合反应产生荧光。发光信号由光

电倍增管PMT检测，经放大器AMP放大后，再将光信号

转换成电信号输送至计算机上以峰线图的形式显示。
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a.鲁米诺溶液；b.样品溶液；c.过氧化氢溶液；d.纳米氧化铜

溶液；P1与P2.蠕动泵；V.六通阀进样器；F.流通池；W.废液

池；HV.负高压；PMT.光电倍增管；AMP.放大器；R.记录仪。

图 1 流动注射化学发光流程图

Fig. 1 Schematic diagram of flow-injection chemiluminescence system

1.2.2 化学发光反应动力学曲线

纳米氧化铜作为增敏剂[17-19]对鲁米诺-过氧化氢化学

发光体系有很强的增敏作用，实验研究CIT对鲁米诺-过
氧化氢-纳米氧化铜化学发光体系发光强度的影响，并绘

制动力学曲线。

1.2.3 单因素试验

由于鲁米诺pH值、过氧化氢浓度、鲁米诺浓度、纳

米氧化铜质量浓度对体系的发光强度有很大的影响，因

此选取影响化学发光强度的4 个因素鲁米诺pH值、过氧

化氢浓度、鲁米诺浓度、纳米氧化铜浓度进行单因素试

验。在控制其他变量的情况下进行试验，考察4 个因素对

体系化学发光强度的影响。

1.2.3.1 鲁米诺pH值对化学发光强度的影响

CIT质量浓度为0 .005  mg /L时，鲁米诺浓度5× 

10－5 mol/L、过氧化氢浓度0.02 mol/L、纳米氧化铜质量浓

度20 mg/L条件下，考察鲁米诺pH值在12.2、12.5、12.8、
13.1、13.4、13.7、14时对化学发光强度的影响。

1.2.3.2 过氧化氢浓度对化学发光强度的影响

CIT质量浓度为0 .005  mg /L时，鲁米诺浓度5× 

10－5 mol/L、鲁米诺溶液pH 13.1、纳米氧化铜质量浓度

20 mg/L条件下，考察过氧化氢浓度为0.02、0.03、0.04、
0.05、0.06、0.07、0.08 mol/L时对化学发光强度的影响。

1.2.3.3 鲁米诺浓度对化学发光强度的影响

CIT质量浓度为0.005 mg/L时，鲁米诺pH 13.1、过

氧化氢浓度0.05 mol/L、纳米氧化铜质量浓度20 mg/L条
件下，考察鲁米诺浓度在1×10－5、5×10－5、2×10－4、

4×10－4、6×10－4、8×10－4、1×10－3 mol/L时对化学发

光强度的影响。

1.2.3.4 纳米氧化铜质量浓度对化学发光强度的影响

CIT质量浓度为0 .005  mg /L时，鲁米诺浓度4× 

10－4 mol/L、鲁米诺溶液pH 13.1、过氧化氢浓度0.05 mol/L
条件下，考察纳米氧化铜质量浓度为20、30、40、50、
60、70、80 mg/L时对化学发光强度的影响。

1.2.4 响应面优化试验

在单因素试验的基础上，采用响应面分析法[20-22]得
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到最优的检测条件。根据Box-Behnken设计原理，进行四

因素三水平响应面优化试验，采用29 个试验点进行响应

面分析试验，其中共有24 个析因点，为减小误差，其中

取5 组中心点，因素与水平见表1。

表 1 响应面试验因素与水平

Table 1 Coded values and corresponding actual values of independent 

variables used in response surface analysis

水平

因素

A鲁米诺
pH

B过氧化氢
浓度/（mol/L）

C鲁米诺浓度/
（mol/L）

D纳米氧化铜质量
浓度/（mg/L）

－1 12.8 0.04 2×10－4 40
0 13.1 0.05 4×10－4 50
1 13.4 0.06 6×10－4 60

1.2.5 共存物质的影响与加标回收率实验

饮用水中的金属离子及常见水体化学物质对CIT的测

定结果可能有干扰作用[23-24]。在选定的最佳实验条件下，

当CIT的质量浓度为0.005 mg/L时，考察一些常见的干扰

物对CIT测定的影响。在选定的最佳实验条件下，测定珠

江江水、明湖水、怡宝纯净水中CIT的含量，再进行质量

浓度为0.05 mg/L和0.1 mg/L的CIT的加标回收实验。

1.2.6 标准曲线、精密度与检出限

在选定的最佳试验条件下，测定CIT质量浓度为

0.005～3 mg/L的化学发光强度，绘制出标准曲线，并计

算出检出限和精密度。检出限公式[25]表示为：

CL
K Sb

M

式中：CL为检出限；M为标准曲线在低质量浓度范

围内的斜率；Sb为空白标准偏差；K为置信因子，一般取

2或3。
1.2.7 反应机理探讨

为了探讨可能的化学发光反应机理，在200～700 nm
波长范围内对鲁米诺-过氧化氢、鲁米诺-过氧化氢-纳米

氧化铜、鲁米诺-过氧化氢-纳米氧化铜-CIT混合溶液进行

紫外吸收扫描。

1.3 统计学分析

采用Design Expert 8.0软件进行响应面统计学分析

（P＜0.05），使用Origin 8.5软件绘制相关图表。

2 结果与分析

2.1 发光过程的动力学特征

如图2所示，比较曲线c、d，CIT对鲁米诺-过氧化氢

体系有显著的抑制作用。观察曲线a、c，纳米氧化铜可

以作为增敏剂加入到鲁米诺-过氧化氢体系中对体系的化

学发光进行增敏。曲线a、b表明CIT对鲁米诺-过氧化氢-
纳米氧化铜体系仍然有显著的抑制作用，因此，实验选

择鲁米诺-过氧化氢-纳米氧化铜体系对CIT进行检测。
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a.鲁米诺-过氧化氢-纳米氧化铜；b.鲁米诺-过氧化氢-纳米氧

化铜-CIT；c.鲁米诺-过氧化氢；d.鲁米诺-过氧化氢-CIT。
图 2 CIT-鲁米诺-过氧化氢体系化学发光动力学曲线

Fig. 2 Kinetic curves of chemiluminescence of CIT-luminol-hydrogen 

peroxide systems

2.2 单因素试验结果

2.2.1 鲁米诺溶液pH值的选取
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图 3 鲁米诺溶液pH值与化学发光强度的关系

Fig. 3 Relationship between pH of luminal solution and 

chemiluminescence intensity

在碱性环境较弱的时候，碱性环境可增强鲁米诺化

学发光体系的灵敏度[26]。如图3所示，当鲁米诺pH值为

13.1时，化学发光强度最大。当碱性过强会抑制体系化学

发光，可能是因为过多的氢氧根离子会阻碍鲁米诺与过

氧化氢反应，因此选择鲁米诺溶液pH值为13.1。
2.2.2 过氧化氢浓度的选取

10 000
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5 000
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图 4 过氧化氢浓度与化学发光强度的关系

Fig. 4 Relationship between hydrogen peroxide concentration and 

chemiluminescence intensity

如图4所示，在过氧化氢浓度为0.05 mol/L时，化学

发光强度达到最大值。由于过氧化氢作为氧化剂在较小

浓度范围内可快速氧化鲁米诺，当氧化剂浓度过大反而

会抑制其与鲁米诺的化学反应。因此，实验选择过氧化

氢溶液浓度为0.05 mol/L。
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2.2.3 鲁米诺浓度的选取
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/ 10 4 mol/L

图 5 鲁米诺浓度与化学发光强度的关系

Fig. 5 Relationship between luminol concentration and 

chemiluminescence intensity

如图5所示，随着鲁米诺浓度的增大，体系的化学发

光强度随着增大。到达4×10－4 mol/L后，随着鲁米诺浓

度的增大，体系的化学发光强度增强缓慢，说明在此时

体系中的过氧化氢大部分已经充分与鲁米诺反应。即使

继续增大鲁米诺溶液的浓度，化学发光体系增加发光强

度的幅度仍然很小，考虑到成本和环保，实验选定鲁米

诺溶液浓度为4×10－4 mol/L。

2.2.4 纳米氧化铜质量浓度的选取
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图 6 纳米氧化铜质量浓度与化学发光强度的关系

Fig. 6 Relationship between nanometer copper oxide concentration 

and chemiluminescence intensity

如图6所示，在纳米氧化铜质量浓度为50 mg/L时，

体系的化学发光强度达到最大。说明纳米氧化铜溶液作

为增敏剂在此时的质量浓度最有助于增敏体系发光，当

增敏剂质量浓度过大可能会阻止鲁米诺与过氧化氢的相

互接触，从而导致发光强度的降低，因此实验选定纳米

氧化铜质量浓度为50 mg/L。

2.3 响应面优化试验结果

2.3.1 响应面试验设计及结果

利用响应面对检测条件进行优化，响应面试验优化

结果见表2。回归方程的方差分析结果见表3。P值的大小

表明了模型及各因素之间的显著水平。P值小于0.05时，

表明模型或各因素有显著影响；P值小于0.01时，表明模

型或各因素极显著[27]。

表 2 响应面试验设计与结果

Table 2 Box-Behnken design with experimental results for response 

surface analysis

试验号
A鲁米诺

pH值
B过氧化氢

浓度
C鲁米诺
浓度

D纳米氧化
铜质量浓度

化学
发光强度

1 －1 1 0 0 38 603
2 0 －1 －1 0 8 583
3 －1 0 1 0 48 136
4 0 1 －1 0 9 628
5 1 0 0 －1 9 225
6 0 0 1 1 9 048
7 1 0 －1 0 8 271
8 0 0 0 0 45 121
9 0 1 0 －1 23 297

10 0 1 0 1 36 792
11 －1 0 －1 0 8 119
12 0 0 0 0 43 877
13 1 0 1 0 9 276
14 0 0 －1 －1 12 505
15 0 0 0 0 44 079
16 0 0 1 －1 10 768
17 0 1 1 0 10 945
18 －1 0 0 1 10 499
19 0 －1 0 －1 19 328
20 0 0 －1 1 9 839
21 1 －1 0 0 10 927
22 1 0 0 1 13 210
23 0 －1 1 0 13 313
24 0 －1 0 1 18 451
25 0 0 0 0 46 098
26 －1 －1 0 0 24 438
27 1 1 0 0 32 162
28 －1 0 0 －1 29 530
29 0 0 0 0 46 727

2.3.2 模型拟合及回归方程的显著性检验 

发光强度（ y）和各因素变量的二次回归方程

为：y=45 180.40－6 354.50A＋4 698.92B＋3 711.75C－

567.83D＋1 767.50AB－9 753.00AC＋5 754.00AD－

853.25BC＋3 593.00BD＋236.50CD－9 994.57A2－

9 485.70B2－20 490.20C2－14 982.58D2。

表 3 回归方程的方差分析结果

Table 3 Analysis of variance of regression equation

方差来源 自由度 平方和 均方 F值 P值
模型 14 5.257×109 3.755×108 5.86 0.001 1**

A鲁米诺pH值 1 4.846×108 4.846×108 7.57 0.015 6*
B过氧化氢浓度 1 2.650×108 2.650×108 4.14 0.061 3
C鲁米诺浓度 1 1.653×108 1.653×108 2.58 0.130 4

D纳米氧化铜质量浓度 1 3.869×106 3.869×106 0.06 0.809 4
AB 1 1.250×107 1.250×107 0.20 0.665 4
AC 1 3.805×108 3.805×108 5.94 0.028 7*
AD 1 1.324×108 1.324×108 2.07 0.172 4
BC 1 2.912×106 2.912×106 0.045 0.834 2
BD 1 5.164×107 5.164×107 0.81 0.384 3
CD 1 2.237×105 2.237×105 3.494×10－3 0.953 7
A2 1 6.479×108 6.479×108 10.12 0.006 7**
B2 1 5.836×108 5.836×108 9.12 0.009 2**
C2 1 2.723×109 2.723×109 42.53 ＜0.000 1**
D2 1 1.456×109 1.456×109 22.74 0.000 3**
残差 14 8.964×108 6.403×107

失拟项 10 8.903×108 8.903×107 57.91 0.000 7**
纯误差 4 6.149×106 1.537×106

总和 28 6.153×109

注：*.差异显著，P＜0.05；**.差异极显著，P＜0.01。
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由表3可知，模型P值为0.001 1小于0.010 0，表明该

拟合模型极显著。其中A和AC的影响显著，A2、B2、C2、

D2的影响极显著，而B、C、D、AB、AD、BC、BD、CD均

呈不显著。由图7可直观看出不同因素交互作用的显著性。
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图 7 各因素交互作用的响应面分析结果

Fig. 7 Response surface plots showing the interactive effects of four 

factors on response variable

2.3.3 响应面检测条件的预测与验证

结合软件的最优化预测功能，预测得到CIT的最佳

检测条件为鲁米诺pH 12.98、过氧化氢浓度0.05 mol/L、 

鲁米诺浓度4×1 0 －4   m o l / L、纳米氧化铜质量浓度

49.26 mg/L，发光强度为 47 295。最终确定修正后的检测

条件为鲁米诺pH 13.0、过氧化氢浓度0.05 mol/L、鲁米诺

浓度4×10－4 mol/L、纳米氧化铜质量浓度50 mg/L。在此

条件下进行3 次平行检测实验，得到化学发光强度平均值

为46 437，与理论值偏低1.8%，重复性好，说明采用响

应面法优化的提取条件可靠。

2.4 共存物质的影响与加标回收率实验

考虑到要将所建立的方法应用到实际样品的在线检

测，实验评价了常见离子和共存组分对该化学发光体系

的干扰情况。结果表明，在优化的实验条件下，当CIT质

量浓度为0.005 mg/L，干扰允许误差为±5%时，500 倍

的Na＋、Cl－、Br－、CO3
2－、SO4

2－、CH3COO－、蔗糖、甲

醛不干扰测定，300 倍的Ca2＋、K＋、Mg2＋、乙醇、葡萄

糖、酒石酸、糊精不干扰测定，100 倍的淀粉、乳酸、

丙氨酸、醋酸不干扰测定，50 倍的Zn2＋、Mn2＋、Fe2＋、 

Pb2＋、苯甲酸钠、赖氨酸不干扰测定，10 倍的乙二胺四

乙酸二钠、硬脂酸、核黄素对实验无干扰，5 倍的抗坏血

酸（VC）、柠檬酸、Fe3＋、邻硝基苯酚不干扰测定。在

优化的实验条件下，对不同水样进行3 次平行测定，取平

均值报告测定结果。同时进行加标回收实验，每个加标

水样平行测定3 次，取平均值报告回收率，结果见表4，

回收率的平均值在78%～91%之间。

表 4 加标回收率实验结果

Table 4 Results of recovery tests

样品 CIT含量 加标量/（mg/L）测出量/（mg/L） 回收率/% 相对标准偏差/%

怡宝矿泉水

未检出

0 0   

珠江河水
0.05 0.044 88 1.9

0.1 0.091 91 2.3

明湖水
0.05 0.039 78 2.7

0.1 0.084 84 3.1

2.5 标准曲线、检出限与精密度实验结果

在优化的实验条件下，以CIT溶液质量浓度为横坐

标，化学发光强度为纵坐标，绘制标准曲线。化学发光

强度与CIT的质量浓度在0.005～3 mg/L范围内有良好的

线性关系，线性回归方程为y=－1 257.3x＋38 026，相关

系数R2为0.996 1。按照IUPAC组织的规定，以3 倍标准偏

差计算的方法得到检出限为8.2×10－5 mg/L，对质量浓度

为0.005 mg/L的CIT进行平行测定11 次，相对标准偏差为

2.3%，说明仪器的精密度良好。
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2.6 反应机理探讨
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图 8 紫外-可见吸收光谱图

Fig. 8 UV-Vis absorption spectra of CL systems

为探讨CIT对鲁米诺-过氧化氢-纳米氧化铜体系抑

制作用的反应机理，采用紫外-可见分光光度计对不同

溶液混合方式进行扫描，扫描后对紫外吸收光谱进行

研究。紫外-可见光谱如图8所示，CIT的最大吸收峰在

384 nm处（曲线a），曲线c、d、e 3 组溶液均在301 nm

和351 nm处有两个吸收峰，由此说明将纳米氧化铜加

入鲁米诺-过氧化氢体系后，并没有新的物质产生，可

以推断纳米氧化铜在鲁米诺-过氧化氢体系中仅起到催

化作用，并未参加反应。加入CIT之后发光体系吸收峰

的位置并没有改变，也没有新的峰产生，说明CIT加入

体系后并没有新的物质产生，曲线c、d、e 3 个体系的

发光体仍然是激发态的氨基邻苯二甲酸根离子，激发

态的氨基邻苯二甲酸根离子在返回基态的过程中以光

子的形式释放出能量[28]。在水溶液中，鲁米诺氧化的最

终产物是3-氨基邻苯二甲酸根离子，从鲁米诺到3-氨基

邻苯二甲酸根的形成此过程中形成了一系列中间产物

如·OH、O2
－·[29-30]等，由于这些中间产物为氧化性自

由基，推测这些氧化性自由基可能与CIT中的还原性基

团作用形成了使激发态的3-氨基邻苯二甲酸根离子的数

目减少的产物，导致鲁米诺化学发光体系的化学发光反

应受到抑制。

3 结 论

基于CIT对鲁米诺-过氧化氢-纳米氧化铜化学发光体

系具有显著的抑制作用，本实验将流动注射化学发光检

测技术成功应用于饮用水中CIT的测定，建立了测定饮用

水中的CIT的流动注射化学发光分析方法。测定方法灵敏

度高、线性范围宽、运行费用低、分析速度快、仪器设

备简单。可用于饮用水、食品加工用水以及湖泊中CIT突

发性污染的快速检测，且效果显著，实用性强。
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