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有机磷农药多残留检测化学发光标记物的 
合成及鉴定 
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(1. 华中农业大学食品科技学院, 武汉  430070; 2. 环境食品学教育部重点实验室, 武汉  430070) 

摘  要: 目的  以 O,O-二乙基硫代磷酰氯和鲁米诺为原料, 合成一种新型的化学发光标记物, 用于后续的二

乙氧基类有机磷农药多残留化学发光免疫法检测。方法  取鲁米诺和 O,O-二乙基硫代磷酰氯溶于二氯甲烷中, 

以三乙胺作为缚酸剂, 冰浴下反应 8 h 后分出有机层, 产物经柱层析纯化, 即得到化学发光标记物。结果  产

物经紫外、红外鉴定, 实验结果表明反应产物即为所需的化学发光标记物, 产物在 BPCL上进行发光特性测定, 

表现出较强的发光能力, 最大发光强度达到 9000 mV。结论  本方法合成的化学发光标记物具有较强的发光能

力, 能用于后续的二乙氧基类有机磷农药多残留的化学发光免疫检测。 
关键词: O,O-二乙基硫代磷酰氯; 鲁米诺; 化学发光标记物; 鉴定 

Synthesis and identification of chemiluminescent markers used in the 
multi-residue determination of organophosphorus pesticides 
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ABSTRACT: Objective  Chemiluminescent markers were synthesized using O,O-diethylthiophosphoryl 
chloride and luminol for the multi-residue determination of organophosphorus pesticides. Methods  Luminol 
and O, O-diethyl phosphoryl chloride were added to dichloromethane under ice-cooling with triethylamine as 
acid binding agent. After 8 h, the organic layer was separated and purified by column chromatography. Results   
The product was the chemiluminescent markers after indentation using UV and IR. It had a strong luminescent 
ability on the BPCL, and the maximum luminous intensity reached 9000 mV. Conclusion  The chemilumi-
nescent markers synthesized by this method had a strong luminescence capability, and it could be used in the 
multi-residue determination of organophosphorus pesticides.  
KEY WORDS: O,O-diethylthiophosphoryl chloride; luminol; chemiluminescent markers; identification 
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1  引  言 

有机磷农药产生于二十世纪 30 年代, 由于具有
高效、广谱、低毒、经济等特点, 被广泛应用于农业
生产中[1-3]。但给农业带来经济效益的同时, 其在环
境中的残留问题也越来越严重, 引起的食品中毒事
件时有发生, 造成了巨大的经济损失。目前, 对于有
机磷农药的检测方法主要有高效液相色谱法 (high 
performance liquid chromatography)[4]、气相色谱法

(gas chromatography)[5]以及气相色谱-质谱(gas chro-
matograph-mass spectrometer-computer)等。虽然这些
方法的灵敏度和可靠性都较高, 但这些方法不仅需
要昂贵的仪器, 还需要专业的操作人员, 分析费用较
高; 再加上有机磷农药品种繁多且复配使用现象严
重, 分解产物复杂多样, 有机磷农药单残留检测已经
不能满足现场快速检测的要求[6-8]。 

1977年, Halmann等[9]将高特异性的抗原抗体反

应与高灵敏度的化学发光反应结合起来, 创建了化
学发光免疫分析方法(chemiluminescent immunoassay, 
CLIA)。相比于气相、液相等经典检测分析方法, 化
学发光免疫分析法具有专一性强, 分析速度快, 准确
度高, 操作系统简单, 成本较低, 在连续使用时所需
要费用较低等优点[10,11]。由于免疫分析法的引入, 化
学发光免疫分析法能特异性地识别具有相同抗原决

定簇的一类农药, 适用于农药的多残留检测分析, 在
现场快速检测中具有良好的市场前景。 

为了建立二乙氧基类有机磷农药的多残留化学

发光免疫分析法, 本文合成了二乙氧基类有机磷农
药的通用发光标记物。在免疫反应中, 此化学发光
标记物和二乙氧基类有机磷原药竞争性地与抗二乙

氧基类有机磷农药多克隆抗体相结合。竞争反应完

全后, 分离出化学发光标记物与多克隆抗体的复合
物, 反应生成的复合物的量与所加入的有机磷原药
的量成一定的线性关系, 加入的原药的量越多, 反
应生成的化学发光标记物与多克隆抗体复合物的量

就越少。然后在 BPCL 微弱发光测量仪上检测复合
物的发光强度, 发光强度由复合物的量决定, 由此
原理可间接测定所加入的原药的量[12]。本文所合成

的化学发光标记物具有良好的发光性能, 为二乙氧
基类有机磷农药多残留化学发光免疫分析法的建立

奠定了基础。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

BPCL 微弱发光测量仪(中科院生物物理研究所); 
UV-1700 紫外可见分光光度计(日本岛津仪器公司); 
NEXUS470 傅立叶红外光谱仪(美国 Nicolet 公司); 
DF-101S 集热式恒温加热磁粒搅拌仪(武汉科尔仪器
设备有限公司); N-1000旋转蒸发仪(上海爱郎仪器有
限公司)。 

O,O-二乙基硫代磷酰氯 (美国 Sigma 公司 , 
99.8%); 鲁米诺(美国 Sigma公司, 99.8%); 二氯甲烷
(美国 Sigma 公司, 99.8%); 乙酸乙酯(国药集团化学
试剂有限公司, 99.5%); 石油醚(国药集团化学试剂有
限公司 99.5%); 三乙胺(国药集团化学试剂有限公司, 
99.5%)。 

2.2  试验方法 

2.2.1  化学发光标记物的合成 
O,O-二乙基硫代磷酰氯是合成二乙氧基类有机

磷农药的重要原料, O,O-二乙基硫代磷酰基是有机磷
农药中的常见基团, 含有此基团的有毒死蜱、二嗪
农、乙拌磷、对硫磷等 20余种硫代磷酸酯类农药[13]。

因此, 本实验选择 O,O-二乙基硫代磷酰氯为原料来
合成化学发光标记物, 合成路线见图 1。 

 

图 1  化学发光标记物的合成 
Fig. 1  Synthesis of chemiluminescent markers 

 
取鲁米诺 0.02 g(约 0.0113 mmol)溶于 20 mL干燥

的二氯甲烷中, 加入 10 mL 三乙胺, 于冰浴下, 缓慢
滴入 0.0188 g (约 0.1 mmol) O,O-二乙基硫代磷酰氯, 
自然升至室温, 搅拌 8 h, 倾入 30 mL 质量分数为 1% 
的盐酸中, 分出有机层, 再用 2×20 mL的二氯甲烷萃
取水层, 合并有机相, 最后用 2×20 mL的蒸馏水洗涤
有机层, 无水硫酸钠干燥, 高真空旋蒸近干[14-16]。 
2.2.2  合成产物的纯化 
2.2.2.1  洗脱液的选择 

层析液采用乙酸乙酯和石油醚体系。配置不同配
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比的层析液进行薄层层析实验, 得出产物中各种物
质在不同层析液中的 Rf 值, 从而选择最佳配比的层
析液和洗脱液对产物进行分离纯化。 
2.2.2.2  柱层析纯化 

产物的纯化采用过硅胶柱层析的方法。装柱时用

湿法装柱, 这样能保证硅胶柱比较结实, 而且没有气
泡。取适量的 100∼200目的柱层层析硅胶, 加入干硅
胶一倍体积的石油醚及五分之一体积的三乙胺, 用
玻璃棒充分搅拌。选用 2×20 cm的层析柱, 将匀浆一
次倾入层析柱内, 填柱高度约为 10 cm。硅胶上方再
加入 0.5 cm 左右的无水硫酸钠以保证硅胶上表面在
层析过程加入层析液时保持平整。打开层析柱的阀门, 
放掉上层多余的石油醚, 当石油醚液面跟无水硫酸
钠上表面持平时, 关闭层析柱下方阀门。 

将实验得到的粗产物溶于尽可能少的二氯甲烷

中(0.3∼1 mL), 沿层析柱壁缓缓加入。为保证洗脱时
柱内压力稳定, 将洗脱液转移至分离漏斗中, 置于层
析柱上方, 控制分离漏斗的流速, 使其等于洗脱液从
层析柱内流出的流速。每 5 mL收集一管, 共收集 60
管, 全部进行点样跑板, 合并 Rf 值相同的收集管并
高真空旋蒸近干, 即得到纯度较高的单一产物。 
2.2.3  产物的表征 

2.2.3.1  紫外表征 
分别配置二乙氧基硫代磷酰氯、物质 a和物质 b

的二氯甲烷溶液以及鲁米诺的氢氧化钠溶液, 进行
200∼500 nm波长扫描。 
2.2.3.2  红外表征 

由于合成产物是淡黄色油状物, 所以红外表征
时采用涂布法。先将产物溶于少量的二氯甲烷中, 再
取少量的溶液涂布于 KBr 薄片上, 待二氯甲烷挥干
后进行测定。 
2.2.4  化学发光标记物的发光动力学测定 

分别取一定量的鲁米诺溶液和化学发光标记物

溶液, 用 0.01 mol/L的碳酸盐缓冲液(pH 9.6)定容至
10 mL, 然后分别取 300 μL 加入到测量杯中, 注入
0.5 mmol/L的 H2O2溶液 200 μL, 于 BPCL微弱发光
测量仪上检测, 记录动态曲线[17]。 

3  结果与分析 

3.1  化学发光标记物的合成 

刚开始加入鲁米诺时, 鲁米诺不溶于二氯甲烷

中, 搅拌一段时间后, 溶解性没有增强。待加入 O,O-
二乙基硫代磷酰氯反应一段时间后, 鲁米诺溶解, 溶
液呈淡黄色。加入盐酸溶液后, 溶液立刻分层, 下层
是淡黄色的油状液体。高真空旋蒸后得到淡黄色的油

状产物, 由实际产物量与理论产物量之比得出产物
得率为 22.3%。 

3.2  产物的纯化 

3.2.1  洗脱液的选择 

经初步点板反应发现产物中存在两种物质, 表 1
为产物中的两种物质在不同配比的层析液里的 Rf
值。分析表 1 中数据可得, 当乙酸乙酯: 石油醚=3:4
时, 两种产物的Rf值相差最大, 因此, 选择乙酸乙酯: 
石油醚=3:4为层析液。根据洗脱液的选择原则: 一般
以待分离样品Rf 值在 0.2∼0.3 为宜 [18], 综合考虑两
者的 Rf 值之差, 最终选择乙酸乙酯:石油醚=1:2 为
洗脱液, 对产物进行洗脱纯化。 

 
表 1  产物中两种物质的 Rf 值(n=3) 

Table 1  Rf value of the two substances in the product 
(n=3) 

乙酸乙酯: 石油醚 Rf1 Rf2 △ 

4:3 0.890 0.780 0.110 

6:5 0.780 0.700 0.080 

1:1 0.720 0.520 0.200 

5:6 0.710 0.540 0.170 

3:4 0.700 0.475 0.225 

1:2 0.680 0.470 0.210 

1:3 0.226 0.170 0.056 

1:4 0.200 0.100 0.100 

2:7 0.245 0.150 0.095 

4:13 0.222 0.111 0.111 

 
3.2.2  柱层析纯化结果 

对收集到的 60 管洗脱液全部进行点板反应, 实
验结果如下: 1∼10管无任何物质, 11∼18管为同一种
物质, 记为物质 a, 22∼45管为同一种物质, 记为物质
b, 46∼60管无任何物质。分别将 11∼18管和 22∼45管
合并, 并减压浓缩近干。 

3.3  产物的表征 

3.3.1  紫外表征结果 

分别取二乙氧基硫代磷酰氯、物质 a 和物质 b
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的二氯甲烷溶液以及鲁米诺的氢氧化钠溶液进行

200∼500 nm 波长扫描, 扫描结果如图 2 所示。四种
物质的最大吸收峰均在 200∼400 nm之间, 物质 a和
二乙氧基硫代磷酰氯的紫外图谱基本相同, 可以初
步判断物质 a是未反应的少量的二乙基硫代磷酰氯。
物质 b出现了三个大的吸收峰, 与二乙基硫代磷酰氯
相比, 其最大吸收峰向长波方向发生了移动, 这是因
为分子中引入了鲁米诺中的共轭基团, 最大吸收峰
发生了红移, 红移到了 235 nm处, 属于 K吸收带。
物质 b 的另两个吸收峰出现的位置及峰形与鲁米诺
基本相似, 只是发生了很小的位移, 这两个吸收峰一
个在 305 nm处, 另一个在 356 nm处, 均属于 B带吸
收, 是由分子中引入了苯环的原因。由此可初步推 
断出物质 b 就是二乙基硫代磷酰氯与鲁米诺的偶联
产物。 

 

图 2  二乙氧基硫代磷酰氯、物质 a、物质 b和鲁米诺紫外
图谱 

Fig. 2  UV spectrum of O, O-diethyl phosphoryl chloride, 
substance a, substance b and luminol 

 
3.3.2  红外表征结果 

采用涂布法分别对二乙基硫代磷酰氯、物质 a
和物质 b 进行了红外扫描, 扫描结果如图 3、图 4、
图 5所示。图 4为物质 a的红外图谱, 其与二乙基硫
代磷酰氯的红外图谱基本一致, 由此可进一步推出
物质 a就是二乙基硫代磷酰氯。对比物质 b和二乙基
硫代磷酰氯的红外图谱, 可发现, 两者在 2980 cm−1

处均有一个强的吸收峰, 此吸收峰是 C-CH3 的吸收

峰; 物质 b在 1764 cm−1处出现了一个新的强吸收峰, 
这是 C=O键的吸收峰; 1601 cm−1和 1464 cm−1为鲁米

诺的苯环上的 C-C 双键骨架吸收峰;  1034 cm−1 为

P-N键的吸收峰; 在 809 cm−1处出现了一个较强的吸

收峰, 在 651 cm−1处出现了一个中等强度的吸收峰,  

 

图 3  二乙基硫代磷酰氯红外图谱 
Fig. 3  Infrared spectra of O,O-diethylthiophosphoryl chlo-

ride 

 

图 4  物质 a的红外图谱 
Fig. 4  Infrared spectra of substance a 

 

图 5  物质 b的红外图谱 
Fig. 5  Infrared spectra of substance b 

 
这两个吸收峰是分子中引入的鲁米诺的苯环 1,2,3 取
代特征吸收峰[19]。综上可得, 物质 b即为目标产物。 
3.4  化学发光标记物的发光动力学测定结果 

图 6 为鲁米诺和合成的化学发光标记物的发光
动力学曲线, 相比于鲁米诺, 化学发光标记物的发光
强度有所下降, 这是因为鲁米诺上连接了新的基团, 
对其发光性能有一定的影响, 使其最大发光强度降
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低 [11], 但是, 此化学发光标记物仍表现出了较好的
发光动力学, 最大发光强度达到 9000 mV, 可以用于
后续的实验研究。 

 

图 6  化学发光标记物和鲁米诺的发光动力学曲线 
Fig. 6  Luminescence kinetics of chemiluminescent markers 

and luminol 
 

4  结 论 

本文选择二乙氧基类有机磷农药的中间合成原

料 O,O-二乙基硫代磷酰氯作为通用半抗原, 与鲁米
诺进行偶联反应, 合成化学发光标记物。本文所用的
合成方法操作简单, 具有较高的产率, 合成产物经紫
外、红外表征, 鉴定结果表明合成的产物即是所需的
化学发光标记物, 鲁米诺成功地偶联到了 O,O-二乙
基硫代磷酰氯上。发光动力学测定结果表明由于新基

团的引入, 鲁米诺的发光能力有所下降, 但是此化学
发光标记物仍表现出较好的发光动力学, 能用于后
续的试验检测。 
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