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偶氮胂Ⅲ探针双波长可见吸收光谱法
测定药物中乌拉地尔
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摘要:在 ｐＨ ７􀆰 ９３ 的弱碱性 Ｔｒｉｓ－盐酸介质中ꎬ乌拉地尔与偶氮胂Ⅲ反应生成具有 １ 个明显正吸收峰和 １ 个明显负吸收

峰的二元离子缔合物ꎬ最大正吸收峰位于 ６２９ ｎｍꎬ最大负吸收峰位于 ５２１ ｎｍꎬ其表观摩尔吸光系数( κ)分别为 ２􀆰 ２７×１０４

Ｌ / (ｍｏｌ􀅰ｃｍ)(６２９ ｎｍ)和 １􀆰 ８１×１０４ Ｌ / (ｍｏｌ􀅰ｃｍ)(５２１ ｎｍ)ꎬ当采用双波长可见吸收光谱法测定时ꎬ其表观摩尔吸光系数( κ)
可达 ４􀆰 ０８×１０４ Ｌ / (ｍｏｌ􀅰ｃｍ)ꎬ线性范围均为 ０􀆰 ０１~ ４􀆰 ２ ｍｇ / Ｌꎬ服从朗伯－比尔定律ꎬ据此建立了测定乌拉地尔的双波长可见

吸收光谱法ꎮ 结果表明ꎬ该方法可用于市售乌拉地尔片剂和针剂药物中乌拉地尔含量的测定ꎮ
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　 　 乌拉地尔是一种苯哌嗪取代的脲嘧啶衍生物ꎬ
是德国 ＢＹＫＧＵＬＤＥＮ 药厂开发的具有起效快、疗效

确切、耐受性好、对心率无明显影响、适于各种类型

高血压等的一种特殊降压药物ꎬ也是临床上用于治

疗重症高血压、妊娠高血压疾病伴先兆子痛、急性冠

脉综合征、高血压危象伴心力衰竭及手术中维持血

压的首选药物ꎮ 该药物对高血压患者降压效果特别

明显ꎬ但对血压正常者无明显降压作用ꎬ因此ꎬ乌拉

地尔是一种降压机制不同于其他降压药的安全性相

对较高的降压药物ꎮ 但使用该药的过程中ꎬ可能出

现某些副作用ꎬ如恶心、呕吐、烦躁、乏力、心悸、心律

不齐、上胸部压迫感或呼吸困难等症状ꎮ 为了合理
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用药ꎬ对其药物含量的快速检测显得非常重要和必

要ꎮ 目前ꎬ国内外对乌拉地尔的检测方法研究较少ꎬ
文献报道的主要有高效液相色谱法[１－５]、色谱－质谱

联用法[６]、化学发光法[７] 及电位滴定法[８－９] 等ꎮ 笔

者以偶氮胂Ⅲ作探针ꎬ采用双波长可见吸收光谱法

来研究药物中乌拉地尔的检测方法ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂

Ｕ－４１００ 型紫外－可见－近红外分光光度计ꎬ日
本日立公司生产ꎻＥＬ１０４ 型电子天平ꎬ上海梅特勒－
托利多仪器有限公司生产ꎻｐＨＳ－３Ｃ 精密酸度计ꎬ上
海虹益仪器仪表有限公司生产

乌拉地尔(简写为 ＵＲＤꎬ中国药品生物制品检

定 所 生 产ꎬ 批 号: １００８４２ － ２００５０１ ) 标 准 溶 液:
２３１􀆰 ７ ｍｇ / Ｌ 贮备液(在电子天平上准确称取适量乌

拉地尔对照品于小烧杯中ꎬ用少量无水乙醇溶解后

转移至 １００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用水稀释至刻度)ꎬ冰箱

４℃保存ꎻ操作液:２３􀆰 １７ ｍｇ / Ｌ(临用时取适量贮备

液用水稀释 １０ 倍)ꎮ 偶氮胂Ⅲ(简写为 ＡＲＮꎬ成都

市科龙化工试剂厂生产)溶液:１􀆰 ００ × １０－３ ｍｏｌ / Ｌꎻ
Ｔｒｉｓ(三羟甲基氨基甲烷) －盐酸溶液:ｐＨ ３􀆰 ０ ~ ９􀆰 ５
(取 适 量 配 制 好 的 ０􀆰 １０ ｍｏｌ / Ｌ 盐 酸 和 适 量

０􀆰 ２０ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ 溶液混合ꎬ用 ｐＨ 计测定)ꎮ 样品:
乌拉地尔缓释片(１＃和 ２＃ꎻ市售)ꎻ乌拉地尔注射液

(３＃ꎻ市售)ꎮ 所用试剂均为分析纯ꎬ水为二次蒸镏水ꎮ
１􀆰 ２　 样液的制备

取乌拉地尔缓释片 １＃和 ２＃各 １０ 片ꎬ分别用适

量无水乙醇溶解ꎬ再加适量蒸馏水ꎬ搅拌后过滤ꎬ滤
液置于 １ ０００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用二次蒸馏水稀释至刻

度ꎬ摇匀ꎻ取该定容液 １０􀆰 ００ ｍＬꎬ用二次蒸馏水稀释

至 １００ ｍＬꎬ摇匀ꎬ即配成乌拉地尔缓释片待测液ꎮ
另取乌拉地尔注射液 ２ 支ꎬ将内容物置于 ５００ ｍＬ 容

量瓶中ꎬ加入适量无水乙醇ꎬ再用二次蒸馏水稀至刻

度ꎬ摇 匀ꎻ 取 该 定 容 液 １０􀆰 ００ ｍＬꎬ 用 水 稀 释 至

１００ ｍＬꎬ摇匀ꎬ即配成乌拉地尔注射液的待测液ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

于 １０ ｍＬ 具塞比色管中准确加入一定量的

２３􀆰 １７ ｍｇ / Ｌ 乌拉地尔标准溶液(或样液)ꎬ再加入

０􀆰 ５０ ｍＬ ｐＨ ７􀆰 ９３ Ｔｒｉｓ－盐酸溶液及 ２􀆰 ００ ｍＬ １􀆰 ００×
１０－３ ｍｏｌ / Ｌ 偶氮胂Ⅲ溶液ꎬ用二次蒸馏水稀释至

１０ ｍＬꎬ摇匀ꎬ５ ｍｉｎ 后ꎬ在 Ｕ－４１００ 型紫外－可见－近
红外分光光度计上扫描溶液的紫外－可见吸收光

谱ꎬ以试剂空白作参比ꎬ再以 ５２１ ｎｍ 作参比波长ꎬ

６２９ ｎｍ 作测定波长ꎬ用双波长法测定溶液的吸光

度 Ａ５２１＋６２９ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 ＵＲＤ－ＡＲＮ 的吸收光谱特征

乌拉地尔与偶氮胂Ⅲ体系的紫外－可见吸收光

谱图如图 １ 所示ꎮ 从图 １ 中可以看出ꎬ在可见光区ꎬ
乌拉地尔溶液几乎无吸收(曲线 １)ꎬ偶氮胂Ⅲ溶液

有强吸收(曲线 ２)ꎬ最大吸收峰位于 ５５４ ｎｍꎮ 当在

乌拉地尔的弱碱性溶液中加入偶氮胂Ⅲ溶液后ꎬ由
于乌拉地尔分子结构上有 ５ 个具有孤对电子的氮原

子ꎬ其中 ６－氨基及哌嗪基上的氮原子表现出一定的

碱性ꎬ而偶氮胂Ⅲ是一种双偶氮酸性染料ꎬ分子结构

二磺酸上的氢离子易于离去ꎬ使偶氮胂Ⅲ在溶液中

以阴离子形式存在ꎬ于是乌拉地尔与偶氮胂Ⅲ以静

电引力作用生成二元离子缔合物ꎮ 该二元离子缔合

物在光谱曲线上出现 １ 个具有较大吸光度的正吸收

峰和 １ 个具有较大负吸光度的负吸收峰ꎮ 最大正吸

收峰位于 ６２９ ｎｍꎬ红移 ７５ ｎｍꎬ最大负吸收峰位于

５２１ ｎｍꎬ蓝移 ３３ ｎｍꎮ 波移进一步表明ꎬ乌拉地尔与

偶氮胂Ⅲ确实能反应生成新的物质ꎮ 在 ５２１ ｎｍ 和

６２９ ｎｍ 波长处ꎬ乌拉地尔在一定浓度范围内ꎬ随着

乌拉地尔浓度的逐渐增大ꎬＵＲＤ－ＡＲＮ 体系的吸光

度绝对值( ｜Ａ ｜ )随之增大(曲线 ３~７)ꎬ并服从朗伯－
比尔定律ꎮ 当以 ５２１ ｎｍ 为参比波长ꎬ６２９ ｎｍ 为测

定波长ꎬ用双波长－可见吸收(ＤＷＯ－ＶＩＳ)法测定

时ꎬ一定浓度范围内的乌拉地尔的质量浓度与吸光

度呈线性关系ꎬ仍服从朗伯－比尔定律ꎬ但灵敏度约

是单波长－可见吸收(ＳＷＯ－ＶＩＳ)法的 ２ 倍ꎮ 因此选

用灵敏度相对较高的双波长法对乌拉地尔进行定量

测定ꎮ

１—２􀆰 ３２ ｍｇ / Ｌ ＵＲＤꎬ水作参比ꎻ２—２􀆰 ００×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＡＲＮꎬ水作

参比ꎻ３ ~ ７—０􀆰 ４６３、１􀆰 ３９、２􀆰 ３２、３􀆰 ２４、４􀆰 １７ ｍｇ / Ｌ ＵＲＤ － ２􀆰 ００ ×

　 　 　 １０－４ ｍｏｌ / Ｌ ＡＲＮꎬ试剂空白作参比ꎻｐＨ ７􀆰 ９３

图 １　 乌拉地尔与偶氮胂Ⅲ体系的

紫外－可见吸收光谱

􀅰５２２􀅰
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２􀆰 ２　 反应条件

２􀆰 ２􀆰 １　 溶液酸度及用量

室温下不同 ｐＨ 的 Ｔｒｉｓ－盐酸溶液对 ＵＲＤ－ＡＲＮ
体系灵敏度的影响如图 ２ 所示ꎮ 从图 ２ 中可以看

出ꎬ无论是用单波长法还是双波长法进行测定ꎬ最佳

酸度均为 ｐＨ ７􀆰 ９３ꎬ但双波长法的吸光度绝对值 ｜ Ａ ｜
最大ꎬ灵敏度最高ꎮ 继而讨论了 ｐＨ ７􀆰 ９３ 的最佳用

量ꎬ结果表明ꎬ适宜用量为 ０􀆰 ５０ ｍＬꎮ 故选择用灵敏

度相对更高的双波长法进行测定ꎬ使用 ０􀆰 ５０ ｍＬ ｐＨ
７􀆰 ９３ 的 Ｔｒｉｓ－盐酸溶液ꎮ

１—５２１ ｎｍꎻ２—６２９ ｎｍꎻ３—(５２１＋６２９) ｎｍ

图 ２　 ｐＨ 的影响

２􀆰 ２􀆰 ２　 偶氮胂Ⅲ溶液的浓度

室温下不同浓度的偶氮胂Ⅲ溶液对 ＵＲＤ－ＡＲＮ
体系灵敏度的影响如图 ３ 所示ꎮ 从图 ３ 可以看出ꎬ
无论是用单波长法还是双波长法进行测定ꎬ偶氮胂

Ⅲ溶液的最佳浓度为 ２􀆰 ００×１０４ ｍｏｌ / Ｌꎬ此时吸光度

绝对值相对最大ꎬ灵敏度最高ꎮ 当偶氮胂Ⅲ溶液浓

度大于或小于 ２􀆰 ００×１０４ ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ吸光度绝对值均

有不同程度的降低ꎮ 其原因是当偶氮胂Ⅲ溶液浓度

大于 ２􀆰 ００×１０４ ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ偶氮胂Ⅲ自身的聚集会影

响到新物质的形成ꎬ因此ꎬ使吸光度绝对值降低ꎻ当
偶氮胂Ⅲ溶液浓度小于 ２􀆰 ００×１０４ ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ则由于

二物质显色反应不完全ꎬ使吸光度值也有所降低ꎮ
从图 ３ 中还可以看出ꎬ单波长法和双波长法相比较ꎬ
双波长法有更高的灵敏度ꎮ 故选用双波长法进行测

定ꎬ并用 ２􀆰 ００ ｍＬ １􀆰 ００×１０３ ｍｏｌ / Ｌ 偶氮胂Ⅲ溶液ꎮ

１—５２１ ｎｍꎻ２—６２９ ｎｍꎻ３—(５２１＋６２９) ｎｍ

图 ３　 偶氮胂Ⅲ溶液浓度的影响

２􀆰 ２􀆰 ３　 试剂加入顺序

在上述选定的实验条件下ꎬ考察了试剂不同加

入顺序对 ＵＲＤ－ＡＲＮ 体系灵敏度的影响ꎮ 结果表

明ꎬ试剂加入顺序对体系灵敏度基本无明显影响ꎬ因
此ꎬ该体系可按任意顺序加入各试剂ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ４　 反应时间及稳定性

在上述选定的最佳实验条件下ꎬ考察了反应时

间对 ＵＲＤ－ＡＲＮ 体系灵敏度的影响ꎮ 结果表明ꎬ乌
拉地尔与偶氮胂Ⅲ溶液的显色反应在 ５ ｍｉｎ 内即可

进行完全ꎬ５ ｍｉｎ 前ꎬ曲线表现为一条吸光度随时间

逐渐增大的一条斜线ꎬ表明此时反应并未完全ꎻ
５ ｍｉｎ 后至 １００ ｍｉｎꎬ吸光度基本不随时间而变化ꎬ曲
线几乎处于同一平台上ꎬ表明生成的新物质至少可

稳定约 １􀆰 ５ ｈꎮ 因此ꎬ实验中选在 ５ ｍｉｎ 后进行

测定ꎮ
２􀆰 ３　 标准曲线

用移液管准确移取 ２３􀆰 １７ ｍｇ / Ｌ 乌拉地尔标准

溶液 ０􀆰 ００、０􀆰 ２０、０􀆰 ６０、１􀆰 ００、１􀆰 ４０、１􀆰 ８０ ｍＬꎬ分别置

于 １０ ｍＬ 比色管中ꎬ根据选定的最佳实验条件ꎬ加入

其他试剂溶液ꎬ用水稀至 １０ ｍＬꎬ摇匀ꎬ５ ｍｉｎ 后按

１􀆰 ３ 中所述的实验方法扫描各溶液的吸收光谱ꎮ 再

以体系的吸光度为纵坐标ꎬ以乌拉地尔的质量浓度

为横坐标作 Ａ５２１－ρ、Ａ６２９－ρ 及 Ａ５２１＋６２９－ρ 标准曲线ꎬ结
果图 ４ 所示ꎬ相关参数见表 １ꎮ

１—５２１ ｎｍꎻ２—６２９ ｎｍꎻ３—(５２１＋６２９) ｎｍ

图 ４　 标准曲线

表 １　 标准曲线相关参数

方法 ＳＷＯ－ＶＩＳ ＳＷＯ－ＶＩＳ ＤＷＯ－ＶＩＳ

波长 λ / ｎｍ ５２１ ６２９ ５２１＋６２９

回归方程 ρ / (ｍｇ􀅰Ｌ－１) Ａ＝０􀆰 ００１４４－

０􀆰 ０４４５４ρ
Ａ＝０􀆰 ００１３０＋

０􀆰 ０５７１９ρ
Ａ＝－０􀆰 ０００１４＋

０􀆰 ０１２６５ρ

相关系数 ｒ －０􀆰 ９９８８ ０􀆰 ９９９６ ０􀆰 ９９８７

线性范围 ρ / (ｍｇ􀅰Ｌ－１) ０􀆰 ０１~４􀆰 ２ ０􀆰 ０１~４􀆰 ２ ０􀆰 ０１~４􀆰 ２

表观摩尔吸光系数

　 κ / [Ｌ􀅰(ｍｏｌ􀅰ｃｍ) －１]
１􀆰 ８１×１０４ ２􀆰 ２７×１０４ ４􀆰 ０８×１０４

􀅰６２２􀅰
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２􀆰 ４　 干扰试验

考察了双波长法测定时某些常见共存物质对乌

拉地尔(２􀆰 ３１７ ｍｇ / Ｌ)测定的影响ꎮ 结果表明ꎬ下列

物质不干扰测定(相对误差≤±５％):１００ 倍的 Ｋ＋、
Ｎａ＋、ＮＨ＋

４、ＮＯ
－
３、Ｌ－赖氨酸、Ｌ－色氨酸、葡萄糖、蔗糖ꎻ

８０ 倍的麦芽糖、Ｄ－甘露糖、Ｄ－果糖、乳糖、Ｌ－亮氨

酸、甘氨酸、Ｌ－组氨酸、谷氨酸、Ｌ－白氨酸ꎻ４０ 倍的

Ｂａ２＋、Ｓｒ２＋、Ｍｎ２＋、Ｓｎ２＋、Ｐｂ２＋、Ｓ２Ｏ２－
３ 、ＳＯ２－

３ 、Ａｃ－、Ｃｌ－ꎻ２０
倍的 Ｆｅ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃａ２＋、Ｈｇ２＋、Ｍｇ２＋、Ｃ２Ｏ２－

４ 、淀粉、尿素、
柠檬酸三钠ꎻ１０ 倍的 Ｃｕ２＋ꎻ５ 倍的 Ａｌ３＋ꎻ３ 倍的 Ｆｅ３＋ꎮ
可见ꎬ绝大多数常见阴、阳离子及糖类、氨基酸等不

干扰测定ꎮ Ｆｅ３＋、Ａｌ３＋允许量虽然较小ꎬ但可通过加

入 １􀆰 ０ ｍＬ １ ∶２的三乙醇胺予以掩蔽ꎮ 故该方法具有

良好的选择性ꎮ

３　 分析应用

取已制备好的乌拉地尔缓释片待测液 １＃和 ２＃

各 ０􀆰 ６０ ｍＬꎬ乌拉地尔注射液待测液 ３＃ １􀆰 ５０ ｍＬꎬ分
别置于 １０ ｍＬ 具塞比色管中ꎬ按所述实验方法分别

加入其他试剂溶液ꎬ用二次蒸馏水稀至 １０ ｍＬꎬ摇
匀ꎬ５ ｍｉｎ 后ꎬ在 Ｕ－４１００ 型紫外－可见－近红外分光

光度计上扫描各溶液的紫外－可见吸收光谱ꎮ 根据

ＤＷＯ－ＶＩＳ 法的标准曲线回归方程及样液谱图ꎬ求
各待测样液中乌拉地尔的含量ꎬ再进一步求出原始

药物中乌拉地尔的质量浓度ꎬ各平行测定 ６ 份ꎮ
加标回收试验:取适量样品ꎬ加入一定量的对照

品溶 液ꎬ 按 １􀆰 ２ 中 所 述 的 样 液 制 备 方 法 制 备

　 　 　 　 　 　 　表 ２　 样品分析结果及回收试验 (ｎ＝ ６)

样品 １＃ ２＃ ３＃

标示量 ３０ ｍｇ / 片 ３０ ｍｇ / 片 ２５ ｍｇ / 支

测得值 ２９􀆰 １２ ｍｇ / 片 ２８􀆰 ９７ ｍｇ / 片 ２４􀆰 ８４ ｍｇ / 支

取样量 / (ｍｇ􀅰Ｌ－１) １􀆰 ７４７ １􀆰 ７３８ １􀆰 ４９０

加入标准量 / (ｍｇ􀅰Ｌ－１) １􀆰 １５８ １􀆰 ８５４ ２􀆰 ０８５

测得平均值 / (ｍｇ􀅰Ｌ－１) ２􀆰 ８９１ ３􀆰 ６４２ ３􀆰 ５５７

回收率 / ％ ９８􀆰 ７９ １０２􀆰 ７ ９９􀆰 １４

相对标准偏差 / ％ ２􀆰 ７ ２􀆰 ５ ２􀆰 ２

“样＋标”待测液ꎬ再按 １􀆰 ３ 中所述方法配制溶液并

用双波长法测定各样加标溶液中 ＵＲＤ 的质量浓度ꎬ
各平行测定 ６ 份ꎬ最后求出实际样品中 ＵＲＤ 的质量

浓度ꎬ并判断方法的准确度和精密度ꎮ 结果如表 ２
所示ꎮ

４　 结论

在弱碱性溶液中ꎬ以偶氮胂Ⅲ作探针测定乌拉

地尔的双波长的可见吸收光谱法具有灵敏度较高、
线性范围较宽、操作简便、快速、药品处理简单安全、
仪器易于普及等优点ꎬ准确度(回收率为 ９８􀆰 ７９％ ~
１０２􀆰 ７％)和精密度(相对标准偏差为 ２􀆰 ２％ ~２􀆰 ７％)
满足痕量分析要求ꎬ测定结果与标示量相比ꎬ药品符

合允许误差要求ꎮ 该方法可用于市售乌拉地尔注射

液及片剂中乌拉地尔质量浓度的测定ꎮ
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