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摘要:建立了简便、快速、灵敏的测定药物中吡哌酸的双波长负吸收光谱法ꎮ 在 ｐＨ ６􀆰 ６３ 的酸性介质中ꎬ吡哌酸与亮绿反

应ꎬ在 ５００~７００ ｎｍ 范围内生成具有 ２ 个较强负吸收峰的绿色二元离子缔合物ꎬ２ 个负吸收峰分别位于 ５７８ ｎｍ 和 ６４８ ｎｍꎬ表观

摩尔吸光系数(κ)分别为 ７􀆰 ２２×１０４ Ｌ / (ｍｏｌ􀅰ｃｍ)(５７８ ｎｍ)和 ７􀆰 ８１×１０４ Ｌ / (ｍｏｌ􀅰ｃｍ)(６４８ ｎｍ)ꎮ 当用双波长叠加法负吸收光谱

法测定时ꎬ其表观摩尔吸光系数(κ)可达 １􀆰 ５０×１０５ Ｌ / (ｍｏｌ􀅰ｃｍ)ꎬ吡哌酸的质量浓度在 ０~５􀆰 ５ ｍｇ / Ｌ 范围内与吸光度绝对值( ｜Ａ
｜ )呈线性关系ꎬ并服从朗伯－比尔定律ꎮ 将双波长法用于市售吡哌酸片和胶囊中吡哌酸的测定ꎬ加标回收率和相对标准偏差

ＲＳＤ(ｎ＝ ５)分别为 ９７􀆰 ２％~１０３％和 ２􀆰 ３％~２􀆰 ６％ꎮ
关键词:吡哌酸ꎻ显色反应ꎻ吸收光谱ꎻ亮绿
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子光谱分析ꎬ通讯联系人ꎬｊｉａｎｇｈｏｎｇｃｈ＠ １６３.ｃｏｍꎮ

　 　 吡哌酸是一种合成类抗菌药ꎬ主要用于治疗敏

感革兰阴性杆菌和葡萄球菌所引起的尿路感染、肠
道感染及耳道感染等ꎮ 若用药不当或过量ꎬ则会引

起某些胃肠道的不良反应(如恶心、嗳气、上腹不

适、食欲减退等)或头痛、头晕、皮疹、瘙痒等不良症

状ꎮ 为了保障用药质量ꎬ减少药物对患者的副作用ꎬ
满足临床急检需要ꎬ对药物中吡哌酸的快速检测方

法进行研究显得很有必要ꎮ 目前ꎬ国内外所报道的

对吡哌酸的检测方法主要有液－质联用法[１－３]、高效

液相色谱法[４－８] 及我国药典采用的紫外分光光度

法[９]ꎬ也偶有电化学法[１０－１１] 和荧光法[１２] 等的报道ꎮ

高效液相色谱法和液－质联用法的前处理工作较为

麻烦、费时ꎬ且仪器价格较贵、不易普及、维护成本

高ꎮ 紫外分光光度法的灵敏度和选择性欠佳ꎮ 笔者

利用易于普及的紫外－可见分光光度计ꎬ并用简便、
快速、灵敏的双波长负吸收光谱法对药物中吡哌酸

进行定量分析ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂

紫外－可见分光光度计ꎬＵ－３０１０ 型ꎬ日本日立

公司生产ꎻ精密酸度计ꎬｐＨＳ－３Ｃ 型ꎬ上海虹益仪器

􀅰８２２􀅰
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仪表有限公司生产ꎮ
亮绿(ＢＬＧꎬ上海将来实业股份有限公司生产)

溶液:１􀆰 ０×１０－４ ｍｏｌ / Ｌꎻ吡哌酸(ＰＰＡꎬ批号:１００１５１－
２０１１０３ꎬ中国食品药品检定研究院生产)标准溶液:
称取适量吡哌酸对照品(精确至±０􀆰 ０００１ ｇ)ꎬ用少

量 ０􀆰 ０１０ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 溶解后ꎬ用水定容ꎬ配成 ３０３􀆰 ３
ｍｇ / Ｌ 贮备液ꎬ保存于冰箱(４℃)中ꎻ取贮备液用水

稀释 １０ 倍ꎬ配成 ３０􀆰 ３３ ｍｇ / Ｌ 操作液ꎻＴｒｉｓ(三羟甲基

氨基甲烷) －ＨＣｌ 溶液:取适量 Ｔｒｉｓ(０􀆰 ２０ ｍｏｌ / Ｌ)与

盐酸 ( ０􀆰 １０ ｍｏｌ / Ｌ) 混合ꎬ用 ｐＨ 计测定ꎬ配成 ｐＨ
３􀆰 ０~９􀆰 ７ꎻ水:二次蒸馏水ꎻ所有试剂均为分析纯ꎻ样品

为市售不同厂家的吡哌酸片(１＃)和吡哌酸胶囊(２＃)ꎮ
１􀆰 ２　 样品处理

取某厂家生产的吡哌酸片(１＃)６ 片和吡哌酸胶

囊(２＃)５ 粒ꎬ去包衣或胶壳后ꎬ将内容物分别置于烧

杯中ꎬ用 ０􀆰 ０１０ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ １０ ｍＬ 溶解ꎬ搅拌ꎬ再加适

量蒸馏水ꎬ搅拌ꎬ过滤ꎬ滤液用水定容至 １０００ ｍＬꎮ
取前述溶液 １０ ｍＬꎬ加水定容至 １０００ ｍＬꎬ摇匀后即

配成 １＃和 ２＃待测液ꎮ
１􀆰 ３　 吸光度 Ａ 的测定

依次移取 １􀆰 ５０ ｍＬ ｐＨ ６􀆰 ６３ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ 溶液、
３􀆰 ５０ ｍＬ １􀆰 ００× １０－３ ｍｏｌ / Ｌ 亮绿溶液及适量 ３０􀆰 ３３
ｍｇ / Ｌ 吡哌酸标准溶液于 １０ ｍＬ 具塞比塞管中ꎬ用水

定容ꎮ １０ ｍｉｎ 后ꎬ在 Ｕ－３０１０ 光谱仪上ꎬ以试剂空白

作参比ꎬ利用双波长叠加负吸收光谱法测定体系溶

液的吸光度 Ａ５７８＋６４８ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 ＰＰＡ－ＢＬＧ 的吸收光谱

吡哌酸与亮绿的吸收光谱如图 １ 所示ꎮ 由图 １
可以看出ꎬ在可见光区ꎬＰＰＡ 溶液基本无吸收ꎬＢＬＧ
溶液在弱酸性溶液(ｐＨ ６􀆰 ６３)中有 １ 个强吸收峰和

１ 个弱吸收峰ꎬ最大吸收波长位于 ６２４ ｎｍꎮ 当在

ＢＬＧ 的弱酸性溶液中加入不同质量浓度的 ＰＰＡ 标

准溶液后ꎬ光谱曲线在 ５００ ~ ７００ ｎｍ 范围内呈现 ２
个较大的、吸光强度相当的负吸收峰ꎬ分别位于

５７８ ｎｍ(蓝移 ４６ ｎｍ)和 ６４８ ｎｍ(红移 ２４ ｎｍ)ꎮ 结果

表明ꎬＰＰＡ 与 ＢＬＧ 间确实能够发生反应生成新物质

(以阳离子形式存在于溶液中的 ＢＬＧ 与以阴离子形

式存在于溶液中的 ＰＰＡ 以静电引力结合生成二元

离子缔合物)ꎮ 从图 １ 中曲线 ３ ~ ７ 可以看出ꎬ在
５７８ ｎｍ 和 ６４８ ｎｍ 处ꎬＰＰＡ 的质量浓度在一定范围

内与体系的吸光度绝对值 ｜ Ａ ｜呈线性关系并服从朗

伯－比尔定律ꎮ 故 ５７８ ｎｍ 和 ６４８ ｎｍ 均可选作单波

长法的测定波长ꎮ 由于吸光度的加和性及双波长法

具有比单波长法更高灵敏度的特点ꎬ当采用双波长

叠加负吸收光谱法来测定 ＰＰＡ 时ꎬ一定质量浓度范

围的 ＰＰＡ 的质量浓度与体系 ｜Ａ ｜仍呈线性关系并遵

从比尔定律ꎬ且双波长法的灵敏度约是单波长法的

２ 倍ꎮ 故选用双波长法来定量检测 ＰＰＡꎮ
􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜
　 　 (上接第 ２２７ 页)
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(ａ)吡哌酸与亮绿缔合物的吸收光谱

(ｂ)吡哌酸、亮绿的吸收光谱

１—３􀆰 ０３ ｍｇ / Ｌ ＰＰＡꎬ水作参比ꎻ２—３􀆰 ５０×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＢＬＧꎬ水作参比ꎻ
３~ ７—０􀆰 ６０７、１􀆰 ８２、３􀆰 ０３、４􀆰 ２５、５􀆰 ４６ ｍｇ / Ｌ ＰＰＡ－ ３􀆰 ５０ × １０－４ ｍｏｌ / Ｌ
　 　 　 ＢＬＧꎬ试剂空白作参比ꎻｐＨ:６􀆰 ６３

图 １　 吡哌酸与亮绿的吸收光谱

２􀆰 ２　 反应条件的选择

２􀆰 ２􀆰 １　 酸度及用量

在 ＰＰＡ 质量浓度为 ３􀆰 ０３ ｍｇ / Ｌ、ＢＬＧ 浓度为

３􀆰 ５０×１０－４ ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ考察了用单波长法和双波长法

测定时ꎬ不同 ｐＨ 对 ＰＰＡ－ＢＬＧ 体系吸光度绝对值

｜Ａ ｜的影响ꎬ结果如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 可以看出ꎬ
ＰＰＡ 与 ＢＬＧ 反应的最适酸度为 ｐＨ ６􀆰 ０ ~ ７􀆰 ０ 之间ꎬ
在此范围外ꎬ ｜Ａ ｜均有不同程度降低ꎮ 曲线还表明ꎬ
用双波长法测定的灵敏度比单波长法高ꎮ 继而考察

了不同用量的 ｐＨ ６􀆰 ６３ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 溶液对体系 ｜ Ａ ｜的
影响ꎬ结果表明ꎬ适宜用量为 １􀆰 ５０ ｍＬꎮ 故选用 １􀆰 ５０
ｍＬ ｐＨ ６􀆰 ６３ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 溶液来控制反应的酸度ꎮ

１—５７８ ｎｍꎻ２—６４８ ｎｍꎻ３—(５７８＋６４８) ｎｍ

图 ２　 ｐＨ 对体系 ｜Ａ ｜的影响

２􀆰 ２􀆰 ２　 显色剂的浓度

在 ＰＰＡ 质量浓度为 ３􀆰 ０３ ｍｇ / Ｌ 及选定的 ｐＨ 条

件下ꎬ考察了用单波长法和双波长法测定时ꎬ不同浓

度的显色剂溶液对 ＰＰＡ－ＢＬＧ 体系吸光度绝对值

｜Ａ ｜的影响ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３ 可以看出ꎬ无
论是单波长法还是双波长法ꎬ最佳 ＢＬＧ 浓度为

３􀆰 ５０×１０－４ ｍｏｌ / Ｌꎬ当大于或小于该值时ꎬ ｜ Ａ ｜均有不

同程度降低ꎮ 同时ꎬ用双波长法测定的灵敏度比单

波长法高ꎮ 故实验选用双波长法进行测定ꎬＢＬＧ 的

浓度控制在 ３􀆰 ５０×１０－４ ｍｏｌ / Ｌꎮ

１—５７８ ｎｍꎻ２—６４８ ｎｍꎻ３—(５７８＋６４８) ｎｍ

图 ３　 亮绿浓度对体系 ｜Ａ ｜的影响

２􀆰 ２􀆰 ３　 试剂加入顺序

在 ＰＰＡ 质量浓度为 ３􀆰 ０３ ｍｇ / Ｌ 及选定的 ｐＨ 和

ＢＬＧ 浓度的条件下ꎬ考察了用单波长法和双波长法

测定时ꎬ各试剂的加入顺序对 ＰＰＡ－ＢＬＧ 体系吸光

度绝对值 ｜Ａ ｜的影响ꎮ 结果表明ꎬ最佳加入顺序为:
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 溶液、ＢＬＧ 溶液及 ＰＰＡ 溶液ꎬ此顺序下ꎬ
ＰＰＡ 与 ＢＬＧ 反应生成的新物质的 ｜ Ａ ｜ ＝ １􀆰 ４８ꎬ该方

法的灵敏度相对于其他加入顺序是最高的ꎬ双波长

法测定的灵敏度仍比单波长法高ꎮ 故实验中选用双

波长法并在最佳试剂加入顺序下进行测定ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ４　 反应时间

在上述选定的条件下ꎬ考察了用单波长法和双

波长法测定时ꎬ反应时间对 ＰＰＡ－ＢＬＧ 体系吸光度

绝对值 ｜ Ａ ｜的影响ꎮ 结果表明ꎬＰＰＡ 与 ＢＬＧ 的反应

在 １０ ｍｉｎ 内可以进行完全ꎬ１０ ~ １００ ｍｉｎ 内ꎬ ｜ Ａ ｜ 基
本不变ꎬ即生成的新物质的稳定时间至少 １􀆰 ５ ｈꎮ 因

此ꎬ实验选在 １０ ｍｉｎ 后进行测定ꎮ
２􀆰 ３　 ＰＰＡ 的标准曲线

在选定的最佳条件下ꎬＰＰＡ 质量浓度在 ０~ ５􀆰 ５
ｍｇ / Ｌ 范围内与 ＰＰＡ 和 ＢＬＧ 反应生成的缔合物的

｜Ａ ｜呈线性关系ꎬ服从比尔定律ꎮ 标准曲线如图 ４ 所

示ꎬ相关参数如表 １ 所示ꎮ
２􀆰 ４　 干扰试验

在选定的最佳条件下ꎬ用双波长法考察了相对

误差≤±５％时ꎬ某些常见共存物质对测定 ＰＰＡ 的干

扰情况ꎮ 结果表明ꎬ下列倍数的共存物质不干扰测

定:１００ 倍的蔗糖、麦芽糖、葡萄糖、Ｌ－色氨酸、Ｌ－赖
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１—５７８ ｎｍꎻ２—６４８ ｎｍꎻ３—(５７８＋６４８) ｎｍ

图 ４　 标准曲线

表 １　 ＰＰＡ 标准曲线相关参数

回归方程 ρ / (ｍｇ􀅰Ｌ－１)
相关系数

ｒ

表观摩尔吸光系数

κ / [Ｌ􀅰(ｍｏｌ􀅰ｃｍ) －１]

Ａ５７８ ＝－０􀆰 ００１７－０􀆰 ２３７５ρ ０􀆰 ９９９９ ７􀆰 ２２×１０４

Ａ６４８ ＝ ０􀆰 ０００２５－０􀆰 ２５７５ρ ０􀆰 ９９９９ ７􀆰 ８１×１０４

Ａ５７８＋６４８ ＝－０􀆰 ００１４５－０􀆰 ４９５０ρ ０􀆰 ９９９９ １􀆰 ５０×１０５

氨酸、Ｌ－亮氨酸、Ｌ－谷氨酸、Ｌ－组氨酸、ＮＨ＋
４、Ｎａ

＋、
Ｋ＋、ＮＯ－

３、Ｃｌ
－ꎻ５０ 倍的 Ｌ－白氨酸、Ｌ－异亮氨酸、甘氨

酸、Ｍｎ２＋、 Ｃａ２＋、 Ｍｇ２＋、 Ｆｅ２＋、 Ｂａ２＋、 Ｓｒ２＋、 Ｓｎ２＋、 Ｓ２Ｏ２－
３ 、

ＳＯ２－
３ 、Ｃ２Ｏ２－

４ ꎻ２０ 倍的 Ａｌ３＋、柠檬酸三钠、淀粉ꎻ５ 倍的

Ｃｕ２＋和 Ｆｅ３＋ꎮ 可见ꎬ该方法的选择性良好ꎮ

３　 分析应用

精密移取已处理好的待测液 １＃和 ２＃各 １􀆰 ００ ｍＬ
分别代替实验方法中的标准溶液ꎬ按实验方法加入

其他试剂溶液ꎬ扫描吸收光谱ꎬ依据吸收曲线及双波

长法的回归方程或标准曲线求得待测液中的吡哌酸

质量浓度及药片、胶囊中吡哌酸的质量浓度ꎬ各样品

平行测定 ５ 份ꎮ 进行 ３ 种加标水平的回收试验ꎬ各
水平平行测定 ５ 份ꎮ 结果如表 ２ 所示ꎮ

表 ２　 样品分析结果及回收试验 (ｎ＝ ５)

样品 测得值 标示量

取样量

ρ / (ｍｇ􀅰

Ｌ－１)

加标量

ρ / (ｍｇ􀅰

Ｌ－１)

测得值

ρ / (ｍｇ􀅰

Ｌ－１)

平均

回收

率 / ％

ＲＳＤ /
％

１＃ ２４７ ｍｇ / 片 ２５０ ｍｇ / 片 １􀆰 ４８ ０􀆰 ６０７ ２􀆰 １０ １０２ ２􀆰 ５

　 　 　 　 １􀆰 ５２０ ３􀆰 ０４ １０３ ２􀆰 ６

　 　 　 　 ２􀆰 ７３０ ４􀆰 ２６ １０２ ２􀆰 ４

２＃ ２４２ ｍｇ / 粒 ２５０ ｍｇ / 粒 １􀆰 ２１ ０􀆰 ６０７ １􀆰 ８０ ９７􀆰 ２ ２􀆰 ６

　 　 　 　 １􀆰 ２１０ ２􀆰 ４０ ９８􀆰 ３ ２􀆰 ４

　 　 　 　 ２􀆰 ６４０ ３􀆰 ８２ ９８􀆰 ８ ２􀆰 ３

４　 结论

用亮绿作探针测定吡哌酸的双波长负吸收光谱

法简便、快速ꎬ具有较高的灵敏度 [ κ ＝ １􀆰 ５０ × １０５

Ｌ / (ｍｏｌ􀅰ｃｍ)]、较高的准确度和精密度ꎬ测定结果符

合药物分析要求ꎮ 该方法适于市售吡哌酸药片及胶

囊中吡哌酸的定量检测ꎮ
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