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摘要:探究了十六烷基溴化吡啶(ＨＰＢ)存在下铬天青 Ｂ 与维生素 Ｂ１２的缔合反应ꎬ建立了测定药物中维生素 Ｂ１２的高灵

敏共振光散射(ＲＬＳ)新方法ꎮ 在 ｐＨ ７􀆰 ６９ 的弱碱性溶液中ꎬ维生素 Ｂ１２与铬天青 Ｂ－ＨＰＢ 反应ꎬ以静电引力相互作用生成三元离

子缔合物ꎬ使 ＲＬＳ 信号明显增强ꎬ在最大 ＲＬＳ 峰 ３７１ ｎｍ 波长处ꎬ体系的 ＲＬＳ 增强强度(ΔＩＲＬＳ)与 ０􀆰 ００３~２􀆰 ７１ ｍｇ / Ｌ 范围内的维

生素 Ｂ１２的质量浓度呈很好的线性关系ꎬ检出限为 ０􀆰 ００２ ５ ｍｇ / Ｌꎮ 该方法简便、快速、准确、灵敏ꎬ用于药物中维生素 Ｂ１２的测定ꎬ
加标回收率为 ９８􀆰 ２％~１０２％ꎬ相对标准偏差 ＲＳＤ(ｎ＝ ５)为 １􀆰 ５％~１􀆰 ８％ꎮ
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　 　 维生素 Ｂ１２是人体不可缺少的一种重要维生素ꎬ
对人体的造血功能和人体的正常代谢有着重要影

响ꎬ对维持人体大脑的正常功能有着重要作用ꎮ 人

体中如果缺少或存在过多的维生素 Ｂ１２ꎬ将会出现各

种疾病ꎬ如维生素 Ｂ１２缺乏时会影响人体红细胞的发

育和成熟ꎬ尤其会严重影响到婴幼儿的生长发育ꎻ当
维生素 Ｂ１２过多时ꎬ则会使人体产生某些过敏反应

(荨麻疹、湿疹、面部水肿等)ꎬ或造成人体神经兴

奋、心悸或心前区疼痛等ꎬ使人体健康受到严重影

响ꎮ 为了患者能合理用药ꎬ对药物中维生素 Ｂ１２含量

进行研究有着一定意义ꎮ 就目前文献报道的检测方

法看ꎬ主要有高效液相色谱法[１－４]、液 － 质联用

法[５－６]、荧光法[７]、电化学法[８－９] 和我国药典采用的

紫外分光光度法[１０] 等ꎮ 这些方法中有的前处理繁

杂、仪器价格较贵ꎬ有的条件要求苛刻或灵敏度不够

好、选择性不够高等ꎮ 为此ꎬ研究和发展检测维生素

Ｂ１２的简便、快速、灵敏的新方法具有重要意义ꎮ 笔

者通过实验表明ꎬ用铬天青 Ｂ 作探针ꎬ十六烷基溴

化吡啶作增敏剂的共振光散射技术对于维生素

Ｂ１２的检测具有快速、简便、准确ꎬ并有高灵敏度的

作用ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂

精密酸度计:ｐＨＳ－３Ｃ 型ꎬ上海虹益仪器仪表有

限公司生产ꎻ荧光分光光度计:Ｆ－２５００ 型ꎬ设测定狭
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缝 ５ ｎｍꎬλｅｘ ＝λｅｍ ＝ ２２０ ｎｍꎬ日本日立公司生产ꎮ
维生素 Ｂ１２(ＶＢ１２ꎬ中国食品药品检定研究院ꎬ批

号 １００２４８－２０１５０４)标准溶液:１３５􀆰 ５ ｍｇ / Ｌ 水溶液ꎬ
存于棕色瓶中ꎬ冰箱 ４℃避光保存ꎬ用时用水稀释 １０
倍配成操作液ꎮ 十六烷基溴化吡啶(ＨＰＢꎬ百灵

威科技有限公司生产)溶液:４􀆰 ００×１０２ ｍｇ / Ｌꎮ 铬天

青 Ｂ(ＣＭＢꎬ成都市科龙化工试剂厂)溶液:１􀆰 ００ ×
１０－４ ｍｏｌ / Ｌꎮ ＨＣｌ(重庆川东化工集团有限公司)溶

液:０􀆰 １０ ｍｏｌ / Ｌꎮ Ｔｒｉｓ(三羟甲基氨基甲烷ꎬ齐一生物

科技有限公司)溶液:０􀆰 ２０ ｍｏｌ / Ｌꎮ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 溶液:
ｐＨ ２􀆰 ８ ~ ９􀆰 ５ꎬ用 ｐＨ 计测定而成ꎮ 所用试剂均为分

析纯ꎬ水为超纯水ꎮ
样品:市售维生素 Ｂ１２片(１＃)和滴眼液(２＃)ꎮ

１􀆰 ２　 样品处理

取某厂家生产的 ＶＢ１２药片(１＃)２０ 片ꎬ避光去糖

衣ꎬ加水溶解ꎬ超声 １０ ｍｉｎꎬ过滤ꎬ滤液置于 ５０ ｍＬ 棕

色容量瓶中ꎬ用水稀至刻度ꎬ即为 １＃待测液ꎬ避光保

存于 ４℃冰箱中ꎮ
取某厂家生产的 ＶＢ１２滴眼液(２＃)１ 支ꎬ避光下

将内容物置于 １００ ｍＬ 棕色容量瓶中ꎬ用水定容ꎬ即
为 ２＃待测液ꎬ避光保存于 ４℃冰箱中ꎮ
１􀆰 ３　 ＲＬＳ 强度的测定

准确移取 ＣＭＢ 溶液 ２􀆰 ００ ｍＬ、ＨＰＢ 溶液 ０􀆰 １０ ｍＬ、
ＶＢ１２标准操作液 ０􀆰 ００ ~ ２􀆰 ００ ｍＬ 和 ｐＨ ７􀆰 ６９ Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ 溶液 １􀆰 ５０ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 具塞比色管中ꎬ用水定

容ꎬ摇匀ꎬ静置 ２０ ｍｉｎꎬ在荧光仪上同步扫描 ＲＬＳ 光

谱ꎬ记录 ３７１ ｎｍ 处体系的 ＩＲＬ Ｓ 和试剂空白的 Ｉ０ꎬ再
计算 ＲＬＳ 的增强强度 ΔＩＲＬ Ｓ ＝ ＩＲＬ Ｓ－Ｉ０ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 ＲＬＳ 光谱

ＶＢ１２、ＣＭＢ、ＨＰＢ 及它们的混合溶液的 ＲＬＳ 光

谱曲线见图 １ꎮ 从曲线可知ꎬ单独的 ＶＢ１２、ＣＭＢ、
ＨＰＢ 溶液的 ＲＬＳ 十分微弱ꎬＣＭＢ 的弱碱性溶液的

ＲＬＳ 也很微弱ꎬ当在弱碱性的 ＣＭＢ 溶液中加入

ＶＢ１２后ꎬ尽管它们之间可以发生反应生成新物质

(从图 ２ 结构式可知)ꎬ但新物质的 ＲＬＳ 也很弱ꎬ不
能用于 ＶＢ１２定量分析ꎮ 当在弱碱性的 ＣＭＢ 溶液中

加入 ＨＰＢ 溶液后ꎬＲＬＳ 显著增强ꎮ 从图 ２ 结构式可

知ꎬＣＭＢ 与 ＨＰＢ 间可以发生反应ꎬＨＰＢ 可以增敏

ＣＭＢꎬ使 ＲＬＳ 显著增强ꎮ 当在 ＣＭＢ－ＨＰＢ 的弱碱性

溶液中加入 ＶＢ１２标准溶液后ꎬ体系溶液的 ＲＬＳ 信号

随着 ＶＢ１２溶液质量浓度的增大而增强ꎬ在 ＶＢ１２一定

浓度范围内ꎬ体系的 ＲＬＳ 增强强度(ΔＩＲＬＳ)与 ＶＢ１２

的质量浓度呈很好的线性关系ꎮ 故该体系可用于

ＶＢ１２的定量分析ꎮ 可能的反应机理:从图 ２ 中物质

结构式可知ꎬＣＭＢ 带 ２ 个单位负电荷ꎬＨＰＢ 带 １ 个

单位的正电荷ꎬＶＢ１２结构中有多个含孤对电子的 Ｎ
原子ꎬ接受质子后在溶液中以阳离子形式存在ꎮ 可

见ꎬ体系中存在 ２ 种竞争反应ꎬ一是 ＨＰＢ 先增敏

ＣＭＢꎬ生成带负电荷的缔合颗粒ꎬ再与 ＶＢ１２以静电

引力结合生成电中性的三元离子缔合物ꎻ二是 ＣＭＢ
先与 ＶＢ１２反应生成带负电荷的缔合颗粒ꎬ再与 ＨＰＢ
作用生成电中性的三元离子缔合物ꎮ

１—１􀆰 ３６ ｍｇ / Ｌ ＶＢ１２ꎻ２—２􀆰 ００×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＣＭＢꎻ

３—４􀆰 ００ ｍｇ / Ｌ ＨＰＢꎻ４—２􀆰 ００×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＣＭＢꎬｐＨ ７􀆰 ６９ꎻ

５—１􀆰 ３６ ｍｇ / Ｌ ＶＢ１２－２􀆰 ００×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＣＭＢꎬｐＨ ７􀆰 ６９ꎻ

６~１０—０􀆰 ００、０􀆰 ６７８、１􀆰 ３６、２􀆰 ０３、２􀆰 ７１ ｍｇ / Ｌ

ＶＢ１２－２􀆰 ００×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＣＭＢ－４􀆰 ００ ｍｇ / Ｌ ＨＰＢꎬｐＨ ７􀆰 ６９

图 １　 ＶＢ１２与 ＣＭＢ－ＨＰＢ 的 ＲＬＳ 光谱

图 ２　 ＶＢ１２与 ＣＭＢ 及 ＨＰＢ 结构式

２􀆰 ２　 反应条件

２􀆰 ２􀆰 １　 酸度

室温下ꎬ考察了 ＶＢ１２标准溶液为 １􀆰 ００ ｍＬꎬＣＭＢ
溶液为 ２􀆰 ００ ｍＬꎬＨＰＢ 溶液为 ０􀆰 １０ ｍＬ 时ꎬ不同 ｐＨ
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的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 溶液对体系灵敏度的影响ꎬ结果见图 ３ꎮ
从图中曲线可知ꎬ三元反应的最适酸度为 ｐＨ ７􀆰 ６９ꎬ
此时体系的 ΔＩＲＬＳ最大ꎬ方法的灵敏度相对最高ꎮ 故

实验选用 ｐＨ ７􀆰 ６９ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 溶液ꎮ

图 ３　 ｐＨ 对 ΔＩＲＬＳ的影响

２􀆰 ２􀆰 ２　 ｐＨ ７􀆰 ６９ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 的用量

室温下ꎬ考察了 ＶＢ１２标准溶液为 １􀆰 ００ ｍＬꎬＣＭＢ
溶液为 ２􀆰 ００ ｍＬꎬＨＰＢ 溶液为 ０􀆰 １０ ｍＬ 时ꎬ不同用量

的 ｐＨ ７􀆰 ６９ 对体系灵敏度的影响ꎬ结果见图 ４ꎮ 从

曲线可知ꎬｐＨ ７􀆰 ６９ 的最佳用量为 １􀆰 ５ ｍＬꎬ此时的
ΔＩＲＬＳ最大ꎬ方法的灵敏度相对最高ꎮ 故实验选用

１􀆰 ５０ ｍＬ ｐＨ ７􀆰 ６９ 来控制三元反应的酸度ꎮ

图 ４　 ｐＨ ７􀆰 ６９ 的用量对 ΔＩＲＬＳ的影响

２􀆰 ２􀆰 ３　 ＣＭＢ 溶液的浓度

室温下ꎬ考察了 ＶＢ１２标准溶液为 １􀆰 ００ ｍＬꎬｐＨ
７􀆰 ６９ Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ 为 １􀆰 ５０ ｍＬꎬＨＰＢ 溶液为 ０􀆰 １０ ｍＬ
时ꎬＣＭＢ 溶液的浓度对体系灵敏度的影响ꎬ结果见

图 ５ꎮ 从曲线可知ꎬ最适宜的 ＣＭＢ 用量为 ２􀆰 ００ ｍＬ
(即浓度为 ２􀆰 ００×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ此时体系的 ΔＩＲＬＳ最

大ꎬ方法的灵敏度相对最高ꎮ 故实验选用 １􀆰 ００ ×
１０－４ ｍｏｌ / Ｌ ＣＭＢ 溶液 ２􀆰 ００ ｍＬꎮ

图 ５　 铬天青 Ｂ 浓度对 ΔＩＲＬＳ的影响

２􀆰 ２􀆰 ４　 ＨＰＢ 溶液的浓度

室温下ꎬ考察了 ＶＢ１２标准溶液为 １􀆰 ００ ｍＬꎬｐＨ

７􀆰 ６９ Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ 为 １􀆰 ５０ ｍＬꎬＣＭＢ 溶液为 ２􀆰 ００ ｍＬ
时ꎬ不同浓度的 ＨＰＢ 溶液对体系灵敏度的影响ꎬ结
果见图 ６ꎮ 从曲线可知ꎬＨＰＢ 溶液的最佳质量浓度

为 ４􀆰 ００ ｍｇ / Ｌꎬ此时体系的 ΔＩＲＬＳ最大ꎬ方法的灵敏度

相对最高ꎮ 故实验选用 ０􀆰 １０ ｍＬ ４􀆰 ００ × １０２ ｍｇ / Ｌ
ＨＰＢ(即 ４􀆰 ００ ｍｇ / Ｌ) 溶液用于增敏体系的 ＲＬＳ
强度ꎮ

图 ６　 十六烷基溴化吡啶质量浓度

对 ΔＩＲＬＳ的影响

２􀆰 ２􀆰 ５　 试剂加入顺序

室温下ꎬ考察了 ＶＢ１２标准溶液为 １􀆰 ００ ｍＬꎬｐＨ
７􀆰 ６９ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 为 １􀆰 ５０ ｍＬꎬＣＭＢ 溶液为 ２􀆰 ００ ｍＬꎬ
ＨＰＢ 溶液为 ０􀆰 １０ ｍＬ 时ꎬ这几种试剂的加入顺序对

体系灵敏度的影响ꎬ结果见表 １ꎮ 可知ꎬ它们的最佳

加入顺序为:ＣＭＢ、ＨＰＢ、ＶＢ１２、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌꎮ 按该顺序

加入各试剂溶液ꎬ体系的 ΔＩＲＬＳ相对最大ꎬ方法的灵

敏度最高ꎮ 故实验选择按最佳顺序加入各试剂

溶液ꎮ
表 １　 试剂加入顺序的影响

　 　 试剂加入顺序 ΔＩＲＲＳ

ＶＢ１２－ＣＭＢ－Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ－ＨＰＢ ６０２

ＶＢ１２－Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ－ＣＭＢ－ＨＰＢ ６１８

ＶＢ１２－ＨＰＢ－ＣＭＢ－Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ ６２２

ＣＭＢ－Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ－ＨＰＢ－ＶＢ１２ ５８６

ＣＭＢ－ＨＰＢ－ＶＢ１２－Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ ６３５

２􀆰 ２􀆰 ６　 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 ＶＢ１２、
ＣＭＢ 及 ＨＰＢ 三者的反应时间对体系灵敏度的影

响ꎬ结果见图 ７ꎮ 从曲线可知ꎬ２０ ｍｉｎ 前ꎬΔＩＲＬＳ随时

间的增加逐渐增大ꎬ曲线表现为一条斜线ꎬ表明此时

间段内的三元反应并未完全ꎮ ２０ ~ ８０ ｍｉｎ 范围内ꎬ
ΔＩＲＬＳ基本不随时间的增加而增大ꎬ表明此段时间内

三元缔合物较为稳定ꎮ ８０ ｍｉｎ 后ꎬΔＩＲＬＳ随时间的增

加有逐渐下降的趋势ꎬ表明缔合物的稳定性从此有

所降低ꎬ不再处于稳定状态ꎮ 故缔合物稳定时间约

１ ｈꎬ实验选在 ２０ ｍｉｎ 后测定ꎮ
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图 ７　 反应时间对 ΔＩＲＬＳ的影响

２􀆰 ３　 标准曲线

在前面选定的最佳实验条件下ꎬ配制 ０􀆰 ００ ~
２􀆰 ００ ｍＬ ＶＢ１２标准系列溶液ꎬ并按 ＲＬＳ 强度的测定

方法同步扫描 ＲＬＳ 光谱ꎬ做 ΔＩＲＬＳ－ρ 标准曲线ꎬ见图

８ꎮ 从图 ８ 可知ꎬ该方法有很好的线性关系ꎬ线性范

围为 ０􀆰 ００３~２􀆰 ７１ ｍｇ / Ｌꎬ回归方程为 ΔＩＲＬＳ ＝ －５􀆰 ４０１＋
４８６􀆰 ７ρ(ρ:ｍｇ / Ｌ)ꎬ相关系数 ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ９ꎬ检出限

(３Ｓｂ / Ｓ)为 ０􀆰 ００２ ５ ｍｇ / Ｌꎮ

图 ８　 ＶＢ１２工作曲线

２􀆰 ４　 共存物质的影响

在选定的最佳实验条件下ꎬ考察了某些常见的

有机物和无机物对测定 ＶＢ１２的影响ꎬ在相对误差不

大于 ± ５％时ꎬ１００ 倍的 Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋、Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｍｎ２＋、
Ｆｅ２＋、Ｂａ２＋、ＮＨ＋

４、Ｃｕ２＋、Ｃｌ－、Ｉ－、Ｓ２Ｏ２－
３ 、ＮＯ－

３、Ｃ２Ｏ２－
４ 、蔗

糖、葡萄糖、甘氨酸、Ｌ－谷氨酸、Ｌ－异亮氨酸、Ｌ－色氨

酸、Ｌ－亮氨酸、Ｌ－丙氨酸、Ｌ－白氨酸ꎬ５０ 倍的 Ｓｎ２＋、
Ｓｒ２＋、Ｐｂ２＋、Ａｌ３＋、Ｚｎ２＋、ＳＯ２－

３ 、ＣＯ２－
３ 、ＳＯ２－

４ 、Ｌ－赖氨酸、Ｌ－
组氨酸、尿素、麦芽糖、Ｄ－果糖、柠檬酸三钠ꎬ２０ 倍的

Ｆｅ３＋、淀粉、维生素 Ｂ２ 等不干扰测定ꎮ 可见ꎬ该方法

有很好的选择性ꎮ

３　 分析应用

分别取１􀆰 ２ 节下的１＃和２＃ ＶＢ１２待测液各１􀆰 ００ ｍＬꎬ

按 １􀆰 ３ 节下的实验方法和条件测定各样液中 ＶＢ１２

的含量ꎬ分别做 ５ 次平行测定ꎮ 根据回归方程及谱

图求得待测液及原始药样品中 ＶＢ１２的含量ꎮ 为了

判断方法的准确度ꎬ再通过样品的加标回收试验ꎬ各
样品做 ５ 份平行测定ꎬ结果见表 ２ꎮ

表 ２　 样品分析结果及回收试验 (ｎ＝ ５)

样品 １＃ ２＃

标示量 / (ｍｇ􀅰片－１或支－１) ０􀆰 ０２５ １􀆰 ６０

测得值 / (ｍｇ􀅰片－１或支－１) ０􀆰 ０２３６ １􀆰 ５６

加标量 / μｇ ６􀆰 ７８ ６􀆰 ７８

测得平均值 / μｇ １６􀆰 １ ２２􀆰 ５

平均回收率 / ％ ９８􀆰 ２ １０２

ＲＳＤ / ％ １􀆰 ８ １􀆰 ５

４　 结论

用铬天青 Ｂ 作探针ꎬ十六烷基溴化吡啶作增

敏剂检测 ＶＢ１２的共振光散射技术具有高灵敏的优

点ꎬ并简便、快速、准确ꎬ方法的选择性良好ꎬ适于药

物中 ＶＢ１２的定量检测ꎮ
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