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化学发光分析中1 0种盆要

发光剂及其应用

呼世斌 冯贵颖 管 棣 1 )李先文 ) 2高向阳 3 )

(基础课部 )

摘 要 本 文重点介绍 了鲁米诺
、

尤泽精
、

洛粉碱
、

硅氧烯和双 (2
, 4 , 6 -

三氛苯基 ) 过氧草酸的结构
、

发光性质及其应用
,

叙述 了 没 食 子 酸
、

罗 丹

明 B
、

连 苯三酚
、

苏木色精
、

对一氛苯甲酸一 5 一澳水杨又 酞脐在分析化 学 中 的

应 用
,

并时化学发 光分析 的发展前景作 了简要评价
。

参考文献 50 篇
。

主题词 化学发光分析
,

发 光分析
,

应用
,

综 述 / 发 光剂

化学发 光分析具有灵敏度高
,

应用面广
,

线性范围宽
,

仪器简单
、

便宜等特 点
,

近

年来在国内外发展很快
。

目前
,

利用各种化学发光体系可测定的物质种类很多
,

但归纳

起来
,

最常用的化学发光试剂主要有鲁米诺
、

光泽精
、

洛粉碱
、

硅氧烯和双 ( 2
,

4
, 6 -

三氯苯基 ) 过氧草酸
、

没食子酸
、

罗丹 明B
、

连苯三酚
、

苏木色精
、

对氯苯甲酸
一 5 一 澳

水杨叉酞麟等几种
。

下面分别予以介绍
。

1 鲁米诺 ( L u m i n o l )

鲁米诺的化学 名称为 3 一
氨基苯二甲酸环拼

,

它在碱性溶液中的氧化是最常见 的 化

学发光反应之一
,

发生化学发光反应时的量子产率介于 0
.

01 ~ 0
.

05 之间
。

鲁米诺在碱性水溶液中
,

或者在二甲基亚甲讽
,

二甲基甲酞胺等极性溶剂中离解为

一价阴离子
,

该阴离子在适当体系中能被某些氧化剂氧化生成氨基邻苯二 甲酸根离子
。

氧化过程中产生的化学能被氨基邻苯二 甲酸根离子吸收
,

使其处于激发状态
,

其价电子

从单线第一电子激发态的最低振动能级跃迁到基态各个不同振动能级时
,

便产生最大幅

射波长为 4 2 5 二 m (水溶液 ) 或 4 8 5 n m (二 甲基亚讽溶液 ) 的光
,

这一反应可表示为
:
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将这一反应的化学发光光谱与氨基邻苯二甲酸根离子的荧光光谱比较
,

证明了这一

反应历程
￡̀ ’ 。 对上述反应具有氧 化

、

催

化或阻化作用的物辱又禽无机物和 有 机

物 ) 都可以此反应为基撼进行钡少定舀章竹

君教授曾就无机分析方面的应用作过专门

评述 〔 2 ’ 。 下 面就鲁米诺 (仓挺暴臀米诺
及鲁米诺的一系列衍生物 ) 在免疫测定和

有机物的化学发光分析中的应用列于表 1
、

表 2
。

几 O H ” M a p c H 二 o 。 : p 指 出
,

某 些 含

表 1 . 米诺化学发光免疫测定

洲定拼
“
屯 标记有 测定物 标记物

人 sGI
〔 3 J

弯 米 诺

率丸徽素
.

’
代瘫

诺衍生物

甲状腺 素 〔 5 〕鲁米诺衍生物

生物素 〔 6 〕 异 普 米 诺

兔 Ig G

皮质醉

异鲁米诺

异普米诺

川8j[

人血清白肮 川 过氧化物酶

地高辛 l[ 。 〕 普米诺

注
: ,

右上角 [ 〕 内为参 考文献号
。

衰2 . 米诺化学发光分析浦定的有机物及风教度 召g / m L

有 机 物 灵 敏 度 有 机 物 灵 敏 度

一一一—
一一一

一
~

一
一-

一 -

一
一

~
- 一一— -

~

一一一气一一 - 一- 一一

一
一

一 一

一一
甘 氨 酸

氮 基 酸

15 0

0 。
0 1

2

0
。

0 2 5

0
。

00 0 1

0
。

0 0 0 1

0
。

0 0 0 0 6

禁酚类 仁 ’ 8 〕

维生素 B
l :

( 1
一

亚硝墓
一
2
一

蔡酚 )

〔 1 9 〕

半 光 氛 酸

铁 蛋 白

[ 一3 1

细 胞色素 C
“

一

肌 红 蛋 白 曰 41

血 红 蛋 白 〔 ’ 4 了

经高铁血红素 [ t 4 1

过氧化物酶

神经错乱 毒气 仁` 5 〕

杀虫剂 ( I s o P e s t o x )

阶 [ 1 7 〕

2 。
5~ 2 0

0
。
00 0

多元胺 ( 或经醛基 )

杭坏 血酸 毕
。 j

y B
。 t 2 0 〕

甘油醉 [ 2 0 )

L
一

组氛酸 2[
` 〕

马拉松 〔2 2 :

甲拌磷 〔 2 2 2

0
。

5

20 0

保 棉丰

敌故畏

[ 2 2

【2 ,

0
。

0 2

注
:

右上角〔 〕内为参考文献号
。

N O
Z ,

N H
Z ,

O H基团的苯的衍生物如硝基酚
、

氨基酚
、

苯三酚
、

二硝基酚
、

硝基苯胺
、

苯二胺等都能抑制鲁米诺
一
铜氨液

一过氧化氢的化学发光
。

异构体对体系的发光强度有不

同影响
,

苯的二取代物异构体的抑制次序为
: 邻位> 对位> 间位

。

利用这些差异可分析

二元络合物
,

尤其是用子某些芳香族化合物反应中异构体百分产率的测定
。

苯的三元取

代物的异构体对鲁米诺化学发光反应的淬灭作用
,

同样可以加以区别
。

在水生生物研究中
,

酚的化学发光测定已用于研究微生物藻类在各个生长阶段分泌

物中酚的含量
。 、 、

葡萄糖在特定的酶催化下
,

可生成 H
Z
O

Z ,

然后与鲁米诺等发光物质反应
,

可 间 接

测定葡萄糖含量
。

该方法将酶的特效性与化学发光的灵敏性结合起来
,

能达到相当高的

选择性和灵敏度
,

为临床上迅速测定生物组织中微量葡萄糖含量
,

提供了
一

种新的手段
。
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2光泽精 ( Lu e i g e ni n
)

光泽精 ( N
,

N 一
二甲基二叮咤硝酸盐 )

,

在碱性洛液中与过氧化氢反应可生成电子

激发态 的N 一
甲基叮吮酮产生蓝绿 色的化学发光

,

最大发 光波长为 4 7 0 n m ,

这一反 应 可

受多种离子的催化或抑制
,

借此可测定这些离子
。

其化学反应可表示为
:

\
:

一一咖
1

C I几

{
O

咖l
C H ,

+

,1/月门、/!、UIN
,

、J乡lee八、 .J
J

阿l

乙以一
、
、 J

乙日、

C H

+ 】一v

孟二 4 7 0 n m

它的量子产率介于0
.

0 1一0
.

02 之间
。

某些物质如丙酮
、

甘油
、

尿素
、

抗坏血酸等的存在

会使光泽精的化学发光增强
,

这可能是由于洛剂化作用或氢键的生成引起的
。

利用上述

反应可测定金属离子
扛2 ’ 2 ` 」。 已经 证明许多叮陡盐在碱性溶液中被氧化时也有 类 似 行

为
,

这类化合物都是非水溶性的
,

但如果在 乙精等能与水混溶的溶剂存在下
,

可将其制

成水溶液
,

有利于进行化学发光分析
。

利川光泽 精
一
过硼酸钠化学发光体系还可测定神经性毒气磷酸乙 脂

,

其 灵 敏 度

为 1 0 0 ; g / m L 〔 2 “ ; 。

3 洛粉碱 ( L o p h i n e )

洛粉碱 ( 2
, 4 ,

5一三苯基咪哇 )
,

是

属芳基咪哇 类 化 合

物
,

是最常用的化学

发光试剂之一
。

在碱

性介质和氧化 剂存在

下
,

它的发光机理可

能是经氧化后先生成

过氧化物
,

然后重排

生成一种双氧基化合

物
,

最后分解发光
。

反应历程为
:

比下- 于。

冲
N

一`
h

节
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利用上述发光反应
,

在碱性 H
2
0

:

溶液中 测 定 Cr ( 峨)
,

C “ ( 亚)
,

tP ( W )
,

A u
( I )

,

C d ( l )
,

I r ( W ) 的灵敏度分别为 0
.

0 1
,

0
.

0 8
,

0
.

1 , 0
.

1
,

10 0 , o
.

Zp p b t 2 . 飞;

测定 V ( W )
,

C u
( I ) 的灵敏度为 10 0 和 1 0 p p b 〔 2 , 〕。 在 碱 性 10 厂 溶 液 中 测 定

0 5
(顶 )

,
p b ( I ) 的灵敏度分别为 4 , 4 0 p p b 〔 2 ’ J。

4 硅氧烯 ( S Il o x e n e
)

硅氧烯是最早用于化学发光分析的化合物之一
。

它是由硅化钙与浓盐酸在乙醇中反

应制得的
。

硅氧烯及其衍生物是一种高聚合固体
,

它们具有一种交换体结构
,

也就是它

们存在一些独立的网状结构
。

硅氧烯的单体 iS
。
H

。
0

。

由 硅 的

六元环组成
,

每个硅原子都联接一个氧原子
,

作为氧桥与邻近

的硅六元环联接
,

见硅氧烯结构图
。

在硅氧烯结构中 iS 一 H 键和 iS 一 iS 键是特别活泼的
,

硅氧

烯单元上的 6个氢原子可被卤素
、

经基
、

氨基和竣酸脂等所置换
。

硅氧烯是一种强还原剂
,

在 iS 一 is 键上 可加入氧 或氢
,

或者与

水 或氨反应放出氢气
。

砖氧烯在强氧化剂存在下会产生强烈的

化学发光
,

波长取决于氧化剂的种类
,

颜色一般由黄色到橙色
。

0 z

、
、

H `

岌 /

/
S `

\
、 / “

侧
: \ 0

/ H \1
乳!01

J: \ 3 ;
/

/ 、
,

J丁

硅氧烯结构

早在 50 年代
,

有人就把硅氧烯的化学发光反应作为氧化还原滴定和沉淀滴定的指示

剂
, 用于硫酸饰与硫酸亚铁

〔’ 8 ’ ,

K r C r O
.

与 p b
“ + 仁2 。 , 3 。 〕 、

T I
+ ` “ ’ 】 ,

以及K 3 F c
( C N )

。

与 C d
“ 十 ￡3 2 」溶液的滴定

。

之后
,

发现利用砖氧烯与高锰酸钾之间的化学发光反应可测 定

M
n O

; 一 ,

如果 在 A g N O
。

存在下
,

用过硫酸按氧化M
n “ 十

成 M n O 一
,

也可进行M
二 2 +

的测

定 〔 “ “ ’ 。 最近有人利用硅氧烯化学发光反应测 微 量 A u ,

检测限 可达 5 p p b
, 1 00 倍 的

N i
“ + ,

C d
“ + ,

B i
“ ` , C u Z 千 ,

M g “ 十 ,
A I

“ 十

和 Z n “ 卜

不干扰测定
〔 3 ` 〕 。

5 T C P O

T C P O指双 ( 2
, 4 ,

6一三氯苯基 ) 过氧草酸
。

它是过氧草酞类化合物的一种
,

这 类

化合物普遍具有很高的量子产率
。

经典的非生物 (非酶 ) 发光常指洛粉碱
、

鲁米诺
、

光

泽精的发光
,

量子产率较低 (在 1 %以下 )
。

60 年代开始报道的一类新的发光体系
,

即

在适当稳定的荧光剂存在下
,

某些含草酸基团的衍生物与 H
:
0

2

反应能产生高效率的化

学发光
。

这个领域的开创性工作是以草酸氯与 H
:
0

2

在蕙存 在 下 的 化 学 发 光 开 始

的
〔 3 “ ’ 。 后来研究发现

:
L

草酸醉
、

草酸脂及草酸胺等过氧草酞类化合物反应的量子产率

都很高 (一般在 5 %左右
,

其中草酸脂类与荧光体如红荧烯作用
,

量 子 产 率 可 高 达

22 % ~ 27 % )
。

之所以有这样高的量子产率
,

除了对发光条件进行 详 细 的优选外
,

更

重要的是使用了高效率的荧光发光体 ( F L )
,

反应历程可表示为
:

O 0

!1 !1
C

se
C

} }
RO O R

O O

}} !1
+ H :

O
: 一

.

) C

—
G

! !
O

ee
O

+ F L

一
ZCO : + F L .

杏
(荧光剂 ) F L + h v

(中间体 )
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该反应的 几。 。 二

取决于所使用的荧光剂性质
。

荧光剂的作用可能是对中间 休能量 释

放起催化作用
,

而使荧光剂本身被激发
。

这样
,

利用 T C P O 可直接测定 H
:
O

:

和 反 应

中能定量产牛 H
:
0

:

的许多物质
。

过氧草酞发光体系用于无机离子和有

机化合物的分析均属刚刚起步
。

由于荧光

剂的种类很多
,

不同荧光基团具有不同的

发光光谱
,

同时
,

金属离子对不同基团具

有不同的作用
,

这两种优势结合
,

可大大

提高反应的选择性
。

另外
,

这类反应的量

子效率很高
,

灵敏性必然很高
,

如果能克

服该类化合物的制备
、

稳定以及所用发光

反应 中荧光剂的溶解问题
,

那么
,

该体系

在化学发光分析中的应用必将取得很大发

展
。

表 4 T C P O化学发光反应测定的物质

无机物 检测限 ( m ol / L ) 有 机 物

H 2 0 2 [ 3 e 〕

M o ( V l ) 〔 3 7 1

V ( V ) [ 3 7 〕

C
r ( V l )

七 3 丁了

Z
n ( 11) [ 1 吕

、

2 只 1 0
一
7 多环芳胺 类 〔 3 鱿

l x 10
一

4

1 火 1 0
一

4

葡萄糖 仁4 0 1

甲醛 〔“ 〕

甲酸 [ 4 ,了

s p g 丹磺酞类 [ 峨牡

6 其它发光剂

除上述 5 种发 光剂外
,

还有 没 食 子 酸 ( G a )
、

罗 丹 明 B ( R D B)
、

连 苯 三 酚

( p g )
、

对
一
氯苯甲酸

一 5一浪水杨 叉 酞 麟 ( B S H C B A )
、

苏 木 色 精 ( h e m a t o X y l i n ) 5

种发光剂
。

利 用 它 们 可 测 定 的 金 属 离 子 有
:

C o ( I ) 〔 4 3
1

,

M n ( I )
,

C d ( I )
,

p b ( I ) 仁“ 〕 , A g ( I ) 七
` 6 ,

C r ( \I ) 仁̀ 6 1 , l r ( W )
、

0 5 (珊 )
、

R t : ( W ) 厂
` 7 二等

。

非 金 属

有
:

5
2 一 〔` 8 、

o
。 「̀ “ 、 「;“醛 ￡5 0 1等

。

测定的 灵 敏度 分 别 为
: (、

.

: , 4 0 0 , 8 0 0 p p b ;

2 p p m ; 3 又 r o
一 “ m o l / 工; 2 8 , 0

.

2 , 5 , l o p p b ; s o o p p t ; 1 , 1 p p b
。

上述 l 。种发光剂在 目前分析化学中应用较多
,

不太常用的还有许多
。

如黄素单核昔

酸 (孙 I N )
、

硫峻双麟酞嗓 ( D l
一

10 2)
、

叠氮化合物等
。

由干它们在化学发光 反 应 机

理
_

{: 的差异
,

因而在特定的反应条件下能各显优势
、

互有长短
。

严格讲
,

很难说谁更重

要
。

庄具体分析中
,

可根据情况选择使用
。
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