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摘要:通过罗丹明 Ｂ 与氨曲南的荧光反应建立了测定药物及生物样品中氨曲南的荧光分析新方法ꎮ 在 ｐＨ ６􀆰 ５５ 的弱酸性

介质中ꎬ罗丹明 Ｂ 与氨曲南反应生成红色离子缔合物ꎬ使体系发生荧光猝灭ꎬ氨曲南在 ０􀆰 ０１５~１７􀆰 ４ ｍｇ / Ｌ 范围内与缔合物的荧

光猝灭程度(ΔＦ)呈线性关系ꎬ检出限(３Ｓｂ / Ｓ)为 ０􀆰 ０１０ ｍｇ / Ｌꎮ 同时ꎬ还考察了荧光光谱特征、适宜反应条件及共存物质的影

响ꎮ 结果表明ꎬ该方法可用于药物及人体尿液中氨曲南含量的测定ꎬ加标回收率为 ９７􀆰 ７％~１０３％ꎬ相对标准偏差(ＲＳＤ)(ｎ ＝ ５)
为 ２􀆰 ０％~２􀆰 ８％ꎮ
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谱分析ꎬ通讯联系人ꎬｊｉａｎｇｈｏｎｇｃｈ＠ １６３.ｃｏｍꎮ

　 　 氨曲南 ( ａｚｔｒｅｏｎａｍ) 是一种具有单酰胺环类

(ｍｏｎｏｂａｃｔａｍｓ)的新型 β－内酰胺类抗生素ꎬ是一种

细菌杀菌剂ꎬ抗菌谱较窄ꎬ仅对需氧革兰阴性杆菌

(如大肠杆菌、克雷白杆菌、沙雷杆菌、奇异变形杆

菌、吲哚阳性变形杆菌、枸橼酸杆菌、流感嗜血杆菌、
铜绿假单胞菌及其他假单胞菌、某些肠杆菌属、淋球

菌等)具有抗菌作用ꎬ对许多细菌产生的 β 内酰胺

酶高度稳定ꎮ 临床上ꎬ氨曲南主要用于治疗由敏感

菌所致的呼吸系统感染、泌尿感染、生殖系统感染

(包括急性淋病)、腹腔感染、皮肤感染、软组织感

染、手术前预防感染及其他严重感染等ꎮ 虽然氨曲

南的副作用较小ꎬ但若不合理用药ꎬ仍会产生较严重

的不良反应(如皮疹、紫癜、瘙痒、腹泻、恶心、呕吐、
黄疸、药物性肝炎等) [１]ꎮ 因此ꎬ研究药物中氨曲南

含量的快速检测方法具有重要意义ꎮ 目前ꎬ国内外

对氨曲南的检测方法研究很少ꎬ主要是高效液相色

谱法[２－６]ꎬ也有液－质联用法[７]、原子吸收法[８]、紫
外－可见分光光度法[９]和电化学法[１０]等的报道ꎮ 虽

有荧光法对氨曲南的报道[１１]ꎬ但其研究的是氨曲南

与牛血清蛋白间的相互作用ꎬ并未对氨曲南含量的检

测方法进行研究ꎮ 在酸性条件下ꎬ笔者以罗丹明 Ｂ 作

探针ꎬ采用荧光法检测氨曲南的含量ꎬ该方法具有灵

敏度高、较宽的线性范围及良好的选择性ꎬ用于实际

药物及人体尿样中氨曲南的测定ꎬ结果令人满意ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂

ｐＨＳ－３Ｃ 型精密酸度计ꎬ上海虹益仪器仪表有

限公司生产ꎻＦ－２５００ 型荧光分光光度计ꎬ日本日立

公司生产ꎮ
氨曲南(简写为 ＡＴＮꎬ质量分数为 ９６􀆰 ９％ꎬ中国

食品药品检定研究院生产ꎬ批号:１３０５０７－２０１３０３)

􀅰８２２􀅰



２０１９ 年 ４ 月 程乙真等:荧光分析法测定药物及尿样中的氨曲南

标准溶液:４３５􀆰 ４ ｍｇ / Ｌ 贮备液(准确称取一定量的

氨曲南对照品ꎬ加入少许甲醇使其溶解后ꎬ转入

１００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用水定容)ꎬ冰箱 ４℃ 保存ꎬ操作

液质量浓度为 ４３􀆰 ５４ ｍｇ / Ｌꎮ 罗丹明 Ｂ (简写为

ＲｈＢꎬ质量分数为 ９９％ꎬ成都贝斯特试剂有限公司生

产)溶液:１􀆰 ００×１０－４ ｍｏｌ / Ｌꎮ Ｔｒｉｓ－盐酸溶液:取适量

盐酸(０􀆰 １０ ｍｏｌ / Ｌ)和三羟甲基氨基甲烷(简写为

Ｔｒｉｓꎬ０􀆰 ２０ ｍｏｌ / Ｌ) 混合ꎬ用酸度计测定ꎬ配成 ｐＨ
３􀆰 ０~９􀆰 ５ 的系列溶液ꎮ 实验用水为二次蒸馏水ꎮ

样品:市售氨曲南药物(无片剂型)、人体样液ꎮ
１􀆰 ２　 样品预处理

取市售不同规格注射用氨曲南各 １ 支(简写

为 １＃、２＃)ꎬ将内容物分别置于不同烧杯中ꎬ各加入

少许甲醇ꎬ待氨曲南溶解后ꎬ转入 １０００ ｍＬ 容量瓶

中ꎬ用水稀至刻度ꎮ 取 １＃稀释液 １０􀆰 ０ ｍＬ、２＃稀释

液 ５􀆰 ００ ｍＬꎬ分别用水定容至 １００ ｍＬꎬ即为 １＃和 ２＃

待测液ꎮ
取健康学生新鲜尿液(３＃)适量ꎬ过滤ꎬ即得待

测液ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

准确移取 ２􀆰 ００ ｍＬ １􀆰 ００×１０－４ ｍｏｌ / Ｌ ＲｈＢ 溶液

于 １０ ｍＬ 具塞比色管中ꎬ再顺序加入 ３􀆰 ００ ｍＬ ｐＨ

６􀆰 ５５ Ｔｒｉｓ－盐酸缓冲溶液和适量 ４３􀆰 ５４ ｍｇ / Ｌ ＴＮ 标

准溶液或适量样液ꎬ用蒸馏水定容ꎬ摇匀ꎬ室温下

２０℃左右、１５ ｍｉｎ 后ꎬ利用荧光光度计(光电管负高

压 ４００ Ｖꎬ激发和发射光谱通带 ５ ｎｍ)于 λｅｘ / λｅｍ ＝
５５６ ｎｍ / ５８３ ｎｍ 下测定体系及试剂空白的荧光强度

Ｆ 及 Ｆ０ꎬ并计算 ΔＦ＝Ｆ－Ｆ０ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 ＡＴＮ－ＲｈＢ 的激发和发射光谱

ＡＴＮ 和 ＲｈＢ 的激发和发射光谱如图 １ 所示ꎮ
由图 １ 可以看出ꎬ当反复固定最大激发波长扫描发

射光谱和固定最大发射波长扫描激发光谱时ꎬ体系

的激发峰和发射峰在 λｅｘ ＝ ５５６ ｎｍ、λｅｍ ＝ ５８３ ｎｍ 时

最大且稳定ꎬ故选择 λｅｘ / λｅｍ ＝ ５５６ ｎｍ / ５８３ ｎｍ 作为

测定波长ꎮ 从图 １(ａ)中可以看出ꎬＡＴＮ 的固有荧光

十分微弱(曲线 １ꎬ１′)ꎻＲｈＢ 在水溶液中发出强的玫

瑰红荧光(曲线 ２ꎬ２′)ꎬ当在 ＲｈＢ 溶液中加入适量

ｐＨ ６􀆰 ５５ 的 Ｔｒｉｓ－盐酸溶液及 ＡＴＮ 溶液后ꎬ体系发生

荧光猝灭现象(曲线 ３ꎬ３′及 ４ꎬ４′)ꎮ 从图 １(ｂ)中可

以看出ꎬＡＴＮ 在一定浓度范围内与体系的荧光猝灭

程度呈良好的线性关系ꎬ故该体系可用于氨曲南的

定量分析ꎮ
􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜
　 　 (上接第 ２２７ 页)

在上述显色反应过程中ꎬ溶液始终都是澄清的ꎬ
可以确保双偶合反应的顺利进行ꎮ 假设偶合过程染

料 Ｍ 是定量生成ꎬ则可以计算出溶液中 ＤＣＢ 重氮

盐质量分数为 ４􀆰 ６８％ꎬ进而获得 ＤＣＢ 重氮化反应的

收率为 ９８􀆰 ５％ꎮ

３　 结论

通过使用饱和 Ｎａ２ＣＯ３ 溶液调节偶合剂溶液

ｐＨ 约 ９􀆰 ５ꎬ并配制偶合剂溶液质量浓度低于 ３ ｇ / Ｌꎬ
使生成的染料 Ｍ 溶液处于澄清状态ꎬ保证双偶合反

应的顺利进行ꎮ 建立了通过测量染料 Ｍ 的质量浓

度来间接计算 ＤＣＢ 重氮盐质量浓度的方法ꎮ 确定

了在 ｐＨ ＝ ８􀆰 ５ ~ ９􀆰 ５ꎬ质量浓度为 １ ~ ６８ ｍｇ / Ｌ 范围

内ꎬ染料 Ｍ 质量浓度与吸光度有良好的线性关系ꎬ
该方法解决了偶氮颜料生产过程中重氮化收率测定

难的问题ꎬ为优化重氮化反应条件提供了依据ꎮ
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１~４—激发光谱ꎻ１′~４′—发射光谱ꎻ１ꎬ１′—ＡＴＮꎻ２ꎬ２′—ＲｈＢꎻ
３ꎬ３′—ＲｈＢ (ｐＨ ６􀆰 ５５)ꎻ４ꎬ４′—ＡＴＮ－ＲｈＢ (ｐＨ ６􀆰 ５５)ꎻ

ＡＴＮ—４􀆰 ３５ ｍｇ / ＬꎻＲｈＢ—２􀆰 ００×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ
(ａ)ＡＴＮ－ＲｈＢ 的激发和发射光谱　

１~７—０􀆰 ０、２􀆰 １８、４􀆰 ３５、６􀆰 ５３、８􀆰 ７１、１０􀆰 ９、１３􀆰 １ ｍｇ / Ｌ ＡＴＮ

溶液－２􀆰 ００×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＲｈＢꎬｐＨ ６􀆰 ５５
(ｂ)ＡＴＮ－ＲｈＢ 的发射光谱

图 １　 氨曲南与罗丹明 Ｂ 的激发和发射光谱

反应机理:ＲｈＢ 是一种碱性染料ꎬ在溶液中以

阳离子形式存在ꎬＡＴＮ 在溶液中ꎬ结构上的羧酸和

磺酸上的 Ｈ＋离去后ꎬＡＴＮ 以阴离子形式存在于溶液

中ꎬ于是二者以静电引力结合生成二元离子缔合物ꎮ
２􀆰 ２　 反应条件

２􀆰 ２􀆰 １　 溶液酸度及用量

改变 Ｔｒｉｓ－盐酸溶液 ｐＨꎬ考察其对体系荧光强

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)ｐＨ 的影响

(ｂ)ｐＨ ６􀆰 ５５ 用量的影响

图 ２　 ｐＨ 及用量的影响
　 　 注:ＡＴＮ 的质量浓度为 ４􀆰 ３５ ｍｇ / ＬꎻＲｈＢ 的浓度为 ２􀆰 ００× １０－５

ｍｏｌ / Ｌꎮ

度 ΔＦ 的影响ꎬ结果如图 ２(ａ)所示ꎮ 由图 ２(ａ)可以

看出ꎬ当缓冲溶液 ｐＨ ＝ ６􀆰 ５５ 时ꎬ体系的荧光猝灭程

度最大ꎬ灵敏度最高ꎮ 继而改变 ｐＨ ６􀆰 ５５ 的缓冲溶

液用量ꎬ考查其对体系荧光强度 ΔＦ 的影响ꎬ结果如

图 ２(ｂ)所示ꎮ 由图 ２(ｂ)可以看出ꎬ缓冲溶液用量

在 ２􀆰 ５０~ ３􀆰 ２０ ｍＬ 范围内ꎬ体系荧光猝灭程度相对

较大ꎬ灵敏度较高ꎮ 故选用 ｐＨ ６􀆰 ５５ Ｔｒｉｓ－盐酸溶液

３􀆰 ００ ｍＬ 控制反应酸度ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＲｈＢ 溶液的浓度

改变 １􀆰 ００×１０－４ ｍｏｌ / Ｌ ＲｈＢ 溶液的用量ꎬ考察

其对体系荧光强度 ΔＦ 的影响ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ
由图 ３ 可以看出ꎬＲｈＢ 溶液的最佳浓度为 ２􀆰 ００×１０－５

ｍｏｌ / Ｌꎬ此时体系的荧光猝灭程度最大ꎬ灵敏度相对

最高ꎮ 当 ＲｈＢ 溶液的浓度大于或小于 ２􀆰 ００ × １０－５

ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ体系的荧光猝灭程度均有减小ꎮ 故选用

１􀆰 ００×１０－４ ｍｏｌ / Ｌ 罗丹明 Ｂ 溶液 ２􀆰 ００ ｍＬꎮ

图 ３　 ＲｈＢ 溶液浓度的影响
　 　 注:ＡＴＮ 的质量浓度为 ４􀆰 ３５ ｍｇ / ＬꎻＴｒｉｓ－盐酸的 ｐＨ ６􀆰 ５５ꎬ用
量为 ３􀆰 ００ ｍＬꎮ

２􀆰 ２􀆰 ３　 试剂加入顺序

考察了试剂加入顺序对体系荧光强度 ΔＦ 的影

响ꎮ 结果表明ꎬ试剂的加入顺序对体系荧光强度有

一定影响ꎬ当加入顺序为 ＲｈＢ、Ｔｒｉｓ－盐酸、ＡＴＮ 溶液

时ꎬ体系荧光猝灭程度相对较大、灵敏度较高ꎮ 故按

该加入顺序加入各试剂溶液ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ４　 反应时间及缔合物的稳定性

考察了反应时间对体系荧光强度 ΔＦ 的影响ꎮ
结果表明ꎬ１５ ｍｉｎ 前ꎬ随着反应时间的进行ꎬ体系的

｜ ΔＦ ｜逐渐增大ꎬ曲线表现为 １ 条向上的斜线ꎬ表明

此段时间内荧光反应并未完全ꎻ当反应进行到 １５
ｍｉｎ 后ꎬ ｜ ΔＦ ｜ 基本处于同一平台上ꎬ说明荧光反应

在 １５ ｍｉｎ 内可以进行完全ꎬ１５ ｍｉｎ 后ꎬ体系的荧光

猝灭基本完成ꎬ ｜ ΔＦ ｜基本不变ꎬ稳定时间至少 １ ｈꎮ
故选在 １５ ｍｉｎ 后进行测定ꎮ
２􀆰 ３　 ＡＴＮ 标准曲线及相关参数

在选定条件下ꎬ对不同质量浓度的 ＡＴＮ 标准系

列溶液进行测定ꎬ并作 ΔＦ－ρ 标准曲线ꎬ结果如图 ４
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所示ꎮ 由图 ４ 可以看出ꎬＡＴＮ 在 ０􀆰 ０１５ ~ １７􀆰 ４ ｍｇ / Ｌ
范围内与体系的荧光猝灭程度呈线性关系ꎬ一元线

性回归方程为 ΔＦ ＝ －１８􀆰 １４－５７􀆰 ８９ρꎬ相关系数 ｒ ＝
０􀆰 ９９９ １ꎬ检出限(３Ｓｂ / Ｓ)为 ０􀆰 ０１０ ｍｇ / Ｌꎮ

图 ４　 标准曲线

２􀆰 ４　 共存物质的影响

当 ＡＴＮ 溶液质量浓度为 ４􀆰 ３５ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ考察了

多种氨基酸、糖类及常见阴、阳离子对其测定的影

响ꎮ 结果表明ꎬ相对误差≤±５％时ꎬ下列物质不干

扰测定:２００ 倍的麦芽糖、蔗糖、葡萄糖、Ｌ－赖氨酸、
Ｌ－亮氨酸、Ｌ－色氨酸、Ｋ＋、Ｎａ＋、ＮＨ＋

４、Ｃｌ
－、ＮＯ－

３ꎻ１００
倍的 Ｌ－丙氨酸、Ｌ－组氨酸、Ｌ－白氨酸、Ｌ－谷氨酸、柠
檬酸三钠、Ｍｇ２＋、Ｐｂ２＋、Ｓｒ２＋、Ｉ－、Ｓ２Ｏ２－

３ 、ＳＯ２－
４ ꎻ５０ 倍的

Ｃｕ２＋、Ｈｇ２＋、Ｆｅ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋、Ｂａ２＋、ＳＯ２－
３ 、Ｃ２Ｏ２－

４ 、
淀粉、尿素ꎻ２０ 倍的 Ｓｎ２＋、Ａｇ＋ꎻ１０ 倍的 Ｆｅ３＋、Ａｌ３＋ꎮ
可见ꎬ该法具有良好的选择性ꎮ

３　 分析应用

取 １􀆰 ２ 中的 １＃ ~３＃待测液各 １􀆰 ００ ｍＬꎬ按所述实

验方法加入 ＲｈＢ 溶液及缓冲溶液ꎬ再按选定的仪器

参数条件测定各样品的荧光强度ꎬ求得各样品的含

量(各平行测定 ５ 份)ꎮ 同时做 ３ 种不同加标梯度

的回收试验ꎬ结果如表 １ 所示ꎮ
表 １　 ＡＴＮ 样品的分析结果及回收试验 (ｎ＝ ５)

样品

测得值 /
(ｍｇ􀅰

支－１)

标示量 /
(ｍｇ􀅰

支－１)

取样量

ρ / (ｍｇ􀅰

Ｌ－１)

加入

标准量

ρ / (ｍｇ􀅰

Ｌ－１)

测得

平均值

ρ / (ｍｇ􀅰

Ｌ－１)

平均

回收

率 / ％

ＲＳＤ /
％

１＃ ４９２ ５００ ４􀆰 ９２ ２􀆰 １８ ７􀆰 １２ １０１ ２􀆰 ２

　 　 　 　 ４􀆰 ３５ ９􀆰 ３５ １０２ ２􀆰 ０

　 　 　 　 ６􀆰 ５３ １１􀆰 ６ １０２ ２􀆰 ３

２＃ １０２２ １０００ ５􀆰 １１ ２􀆰 ６１ ７􀆰 ６９ ９８􀆰 ９ ２􀆰 ５

　 　 　 　 ５􀆰 ４５ １０􀆰 ５ ９８􀆰 ９ ２􀆰 ４

　 　 　 　 ８􀆰 １８ １３􀆰 ２ ９８􀆰 ９ ２􀆰 ２

３＃ ＮＤ — ０􀆰 ００ １􀆰 ３１ １􀆰 ３５ １０３ ２􀆰 ７

　 　 　 　 ２􀆰 ６１ ２􀆰 ６７ １０２ ２􀆰 ４

　 　 　 　 ３􀆰 ９２ ３􀆰 ９９ １０２ ２􀆰 ６

４　 结论

利用 ＲｈＢ 荧光分析法测定氨曲南的质量浓度ꎬ
与高效液相色谱法相比ꎬ具有操作简便、前处理简单

的优点ꎮ 与分光光度法相比ꎬ该方法有更高的灵敏

度ꎬ准确度和精密度满足痕量分析要求ꎬ并有较宽的

线性范围和良好的选择性ꎬ测定结果符合允许误差

要求ꎮ 该方法可用于药物及尿样中氨曲南的定量

分析ꎮ
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