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Ｎ溴代琥珀酰亚胺二氯荧光素化学发光体系
测定废水中５磺基水杨酸

樊雪梅　王书民　李　倩　王香婷　王宪生　陈凤英
（商洛学院化学与化学工程系　商洛 ７２６０００）

摘　要　建立了测定５磺基水杨酸的流动注射化学发光新方法。研究了影响化学发光强度的因素，并初步探
讨了可能的发光机理。在最佳化学发光条件下，化学发光强度与 ５磺基水杨酸浓度在 ５０×１０－８～
２０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ范围内呈良好的线性关系，检出限为１０×１０－８ｍｏｌ／Ｌ，对５０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ的５磺基水杨酸
平行测定９次，其相对标准偏差为２７％。该法可用于强力霉素废水中５磺基水杨酸的测定。
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５磺基水杨酸是一种重要的芳香族衍生物，常用作合成染料、催化剂和强力霉素的中间体，难以生
物降解，是强力霉素废水的主要污染物之一［１］。因此，废水中５磺基水杨酸的分析测定具有重要意义。
目前，测定５磺基水杨酸的方法有滴定法［２］、电化学法［３］和分光光度法［４５］等。但这些方法存在灵敏度

低、试剂消耗量大、操作繁琐等不足［６］。近年来，化学发光分析法由于其灵敏度高、分析速度快、方法简

便等特点，越来越受到人们的青睐［７８］。但目前利用化学发光法测定５磺基水杨酸的报道非常少［９］。

自化学发光技术发展以来，应用较为广泛的有鲁米诺体系［１０１１］、高锰酸钾体系［１２］、Ｎ溴代琥珀酰亚
胺（ＮＢＳ）或Ｎ氯代琥珀酰亚胺（ＮＣＳ）等体系［１３１４］。吴雄志等［９］研究５磺基水杨酸在高锰酸钾体系中
的发光行为［９］。但利用ＮＢＳ（或ＮＣＳ）体系测定５磺基水杨酸还未见报道。本文在碱性条件下，用 ＮＢＳ
氧化５磺基水杨酸，在二氯荧光素作为能量转移剂的条件下产生化学发光，据此，建立了测定５磺基水
杨酸的流动注射化学发光新方法。该方法操作简单、灵敏度高以及选择性好，可用于强力霉素废水中

５磺基水杨酸的测定。

１　实验部分

１．１　仪器和试剂
ＩＦＦＭＥ型流动注射化学发光分析仪（西安瑞迈电子科技有限公司）；Ｆ４６００型荧光分光光度计（日

本日立公司）。１０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ５磺基水杨酸（海天齐生物科技有限公司）溶液：准确称取００２５７ｇ
５磺基水杨酸，用蒸馏水定容至１００ｍＬ，使用时逐级稀释；００２５ｍｏｌ／ＬＮＢＳ（国药集团化学式集团有限
公司）溶液：准确称取 ０４４４９ｇＮＢＳ，加水溶解并定容至 １００ｍＬ容量瓶中，使用时当天配制。
１０×１０－２ｍｏｌ／Ｌ二氯荧光素（北京化学试剂厂）储备液：称取２０ｇ二氯荧光素，加入１０ｍＬ００５ｍｏｌ／Ｌ
的ＮａＯＨ溶解，用水定容至５００ｍＬ。使用时用００５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ稀释至４２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ。ＮａＯＨ溶液：
００２ｍｏｌ／Ｌ。所用试剂均为分析纯，水为二次蒸馏水。
１．２　实验方法

图１为实验流程图。其中管路为内径 ０８ｍｍ的聚四氟乙烯管（ＰＴＦＥ），光电倍增管负高压为
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６００Ｖ，增益为ｌ。由图１可知，首先，将碱性ＮＢＳ与一定浓度的５磺基水杨酸标准溶液或样品溶液混合，
最后，将混合液注入二氯荧光素的载流中，记录发光信号，以峰高定量。

图１　流动注射化学发光分析流路图
Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｆｏｒｔｈｅｆｌｏｗｉｎｊｅｃｔｉｏｎｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

Ｐ：ｐｅｒｉｓｔａｌｔｉｃｐｕｍｐ；Ｖ：ｓｉｘｗａｙｖａｌｖｅ；Ｆ：ｆｌｏｗｃｅｌｌ；ＰＭＴ：ｐｈｏｔｏｍｕｌｔｉｐｌｉｅｒ；ＨＶ：ｈｉｇｈｖｏｌｔａｇｅ；Ｗ：ｗａｓｔｅ；Ｒ：ｒｅｃｏｒｄｅｒ

２　结果与讨论
２．１　化学发光动力学曲线

用ＩＦＦＭＥ的静态系统研究了ＮＢＳＮａＯＨ二氯荧光素５磺基水杨酸的化学发光动力学曲线，结果
如图２所示。由图２可知，当将５磺基水杨酸注入碱性ＮＢＳ溶液中时，无发光现象，继续注入二氯荧光
素可产生化学发光，从开始出现发光到化学发光强度最大值约２５ｓ，７５ｓ后发光强度衰减至本底附
近。

图２　化学发光动力学曲线
Ｆｉｇ．２　Ｋｉｎｅｔｉｃｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ

ｃ（ＮＢＳ）＝２．０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ；ｃ（ＮａＯＨ）＝０．０２ｍｏｌ／Ｌ；

ｃ（ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ）＝ ４２ × １０－５ ｍｏｌ／Ｌ；

ｃ（５ｓｕｌｆｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ）＝１．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ

图３　二氯荧光素浓度对化学发光强度的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｎｔｈｅＣＬｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｃ（ＮＢＳ）＝２．０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ；ｃ（ＮａＯＨ）＝０．０２ｍｏｌ／Ｌ；

ｃ（５ｓｕｌｆｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ）＝３．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ

２．２　实验条件的选择
２．２．１　荧光物种类及浓度的影响　分别以８羟基喹啉（１０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）、核黄素（１０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）、
罗丹明Ｂ（１０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）、罗丹明 ６Ｇ（１．０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）、荧光素（１０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）、荧光素钠
（１０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）和二氯荧光素（１０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）为能量转移剂，研究了其对发光强度的影响。结果
表明，当以二氯荧光素为能量转移剂时，发光强度最大。故选择二氯荧光素为能量转移剂。图３为二氯
荧光素浓度对发光强度的影响。由图３可知，当二氯荧光素浓度达到４２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ时，发光强度最
大，故选择４２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ二氯荧光素进行后续实验。
２．２．２　ＮａＯＨ浓度的影响　图４为在００１～１ｍｏｌ／Ｌ范围内 ＮａＯＨ浓度对化学发光信号的影响曲线。
由图４可知，当ＮａＯＨ浓度为００２ｍｏｌ／Ｌ时，体系的化学发光信号最大，故选００２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ用于后
续实验。
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图４　ＮａＯＨ浓度对化学发光强度的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅＮａＯＨｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅＣＬ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｃ（ＮＢＳ）＝２．０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ；ｃ（ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ）＝４．２×

１０－５ｍｏｌ／Ｌ；ｃ（５ｓｕｌｆｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ）＝３．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ

图５　ＮＢＳ浓度对化学发光强度的影响
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅＮＢＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅＣＬ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｃ（ＮａＯＨ）＝０．０２ｍｏｌ／Ｌ；ｃ（ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ）＝４．２×

１０－５ｍｏｌ／Ｌ；ｃ（５ｓｕｌｆｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ）＝３．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ

２．２．３　ＮＢＳ的影响　本文 ＮＢＳ是化学发光反应中的氧化剂，其浓度的大小直接影响化学发光强度，
图５为５０×１０－４～５０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ范围内ＮＢＳ浓度对化学发光强度的影响。由图５可知，当 ＮＢＳ的
浓度增大时，发光强度也增大，但浓度过大时，发光强度反而下降。当ＮＢＳ浓度为２０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ时，
发光强度最大，故实验中选择ＮＢＳ的浓度为２０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ。
２．２．４　表面活性剂的影响

研究表明，表面活性剂吐温４０（中性）、十六烷基三甲基溴化铵（阳性）和十二烷基磺酸钠（阴性）均
对化学发光强度有不同程度的抑制作用，故本实验不使用任何表面活性剂。

２．３　干扰试验
在优化实验条件下，选择强力霉素废水中可能含有的物质进行干扰实验。对于６０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ

５磺基水杨酸，当相对标准偏差小于±５％时，８００倍的Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｆ－、ＳＯ２－４ 和ＮＯ
－
３；５００倍的Ｎｉ

２＋、Ｃｒ３＋、
Ｍｎ２＋、Ｃｏ２＋和Ｓｎ２＋；１００倍的Ｚｎ２＋、Ｂａ２＋、Ｃｕ２＋、Ｆｅ３＋、Ａｇ＋和Ｃａ２＋不干扰测定；５０倍的Ｆｅ２＋、甲醇和乙醇
对该体系产生负干扰。本文通过加热除去甲醇和乙醇；加入少量 ＥＤＴＡ（乙二胺四乙酸二钠）溶液除去
Ｆｅ２＋。
２．４　工作曲线、精密度和检出限

在上述最佳条件下，５磺基水杨酸浓度与发光强度 Ｉ在５０×１０－８～２０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ范围内呈良
好的线性关系，线性回归方程为Ｉ＝９４２＋８７６５×１０６ｃ，相关系数为０９９７，检出限为１０×１０－８ｍｏｌ／Ｌ，
对５０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ５磺基水杨酸标准溶液平行测定９次，相对标准偏差为２７％。
２．５　样品分析

取某制药厂强力霉素废水样１００ｍＬ，用蒸馏水将其稀释１０００倍。然后分别移取０５、１和３ｍＬ并
稀释到１０ｍＬ的容量瓶中，分别作为样品Ａ、Ｂ和Ｃ。按实验方法测定其中５磺基水杨酸的含量，同时，
用标准加入法进行回收率实验，其相对标准偏差为２６％ ～３３％，加标回收率为９８７％ ～１０４０％，结
果令人满意。

表１　样品测定和回收率试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ

Ｓａｍｐｌｅ １０６Ｍｅａｓｕｒｅｄ／（ｍｏｌ·Ｌ－１） ＲＳＤ／
! １０６Ａｄｄｅｄ／（ｍｏｌ·Ｌ－１） １０６Ｆｏｕｎｄ／（ｍｏｌ·Ｌ－１） ＲＳＤ／

!

Ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ／％

Ａ １．６１ ２．６ ３．００ ４．５７ ３．２ ９８．７
Ｂ ３．０６ ３．３ ３．００ ６．０４ ２．７ ９９．３
Ｃ ４．４５ ２．９ ３．００ ７．５７ ２．９ １０４．０
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２．６　发光机理探讨

图６　化学发光及荧光（插图）光谱
Ｆｉｇ．６　ＣＬａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（ｉｎｓｅｔ）ｓｐｅｃｔｒａ

ｃ（ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ）＝１０×１０－６ ｍｏｌ／Ｌ；ｉｎｓｅｔ：２０×

１０－３ｍｏｌ／ＬＮＢＳ＋０．０２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ＋４．２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ

ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ＋１．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ５ｓｕｌｆｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ

分别用 ４００、４２５、４５０、４７５、５００、５２５、５５０、５７５、
６００和６２５ｎｍ滤光片测定了 ＮＢＳＮａＯＨ二氯荧光
素５磺基水杨酸体系的发光强度，发现其在５２５ｎｍ
处发光强度最大，与二氯荧光素的荧光发射波长一

致（图６），表明其发光体为二氯荧光素。参考文献
［１５１８］，我们认为，碱性条件下，ＮＢＳ水解生成具有
氧化性的ＨＢｒＯ，其可以氧化５磺基水杨酸，所产生
的能量激发共存的二氯荧光素，当激发态的二氯荧

光素回到基态时产生化学发光。

ＮＢＳ＋ＯＨ →－ ＢｒＯ－ （１）
ＢｒＯ－ →＋５ｓｕｌｆｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔ （２）
ｐｒｏｄｕｃｔ →＋ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ

ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ （３）
ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ →

ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ＋ｈｖ （４）

３　结　论
基于在碱性介质中，ＮＢＳ氧化５磺基水杨酸，在能量转移剂二氯荧光素存在的情况下，产生化学发

光，发光强度与５磺基水杨酸浓度在一定范围内成正比关系，建立了一种测定５磺基水杨酸的流动注
射化学发光新方法。该法操作简单且灵敏度高，用于强力霉素废水中５磺基水杨酸的测定，结果令人满
意。
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