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甲基紫三波长叠加共振光散射法测定
酒石酸泰乐菌素的含量
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摘要:在 Ｃｌａｒｋ－Ｌｕｂｓ 缓冲溶液中ꎬ基于酒石酸泰乐菌素与阳离子甲基紫试剂发生电荷转移反应ꎬ建立了三波长叠加共振光
散射法(ＴＲＬＳ)测定酒石酸泰乐菌素含量的新方法ꎮ 研究发现ꎬ在实验条件下ꎬ共振光散射图谱中会产生 ３ 个特征散射峰ꎬ分别
在 ３２２、５１０、６２８ ｎｍꎮ 在 ３２２、５１０、６２８ ｎｍ 处ꎬ酒石酸泰乐菌素的质量浓度都在 ０􀆰 ０４~０􀆰 ２ ｍｇ / Ｌ 内呈线性关系ꎻ相关系数分别为
０􀆰 ９９９ ４、０􀆰 ９９９ ５、０􀆰 ９９９ ２ꎻ检出限分别为 ０􀆰 ０３６、０􀆰 ０４０、０􀆰 ０３８ ｍｇ / Ｌꎮ 而采用三波长叠加法测定时ꎬ酒石酸泰乐菌素的质量浓度
在 ０􀆰 ０４~０􀆰 ２ ｍｇ / Ｌ 内呈线性关系ꎬ相关系数为 ０􀆰 ９９９ ９ꎬ检出限为 ０􀆰 ０１３ ｍｇ / Ｌꎬ检出限为单波长检测法的 ３ 倍ꎮ 因建立的 ＴＲＬＳ
新方法简便、省时、灵敏度高ꎬ故可用于酒石酸泰乐菌素含量的大批量检测ꎮ

关键词:酒石酸泰乐菌素ꎻ甲基紫(ＭＶ)ꎻ三波长叠加共振光散射法(ＴＲＬＳ)ꎻ电荷转移反应
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　 　 酒石酸泰乐菌素是一种大环内酯类动物抗生

素ꎬ杀菌作用机理主要为阻断细菌蛋白质的合

成[１]ꎮ 酒石酸泰乐菌素吸收快、排泄迅速且在体内

无残留ꎬ因此在临床上应用广泛ꎮ 尤其是对革兰氏

阳性菌和支原体引起的感染有着特殊的作用[２]ꎮ
因为它对胸膜肺炎放线杆菌有特别高的活性ꎬ因此

是治疗由支原体引起的畜禽慢性呼吸道疾病的首选

药物[３]ꎮ 目前国内外已有检测酒石酸泰乐菌素含

量的方法有 ＨＰＬＣ 法[４]、紫外分光光度法[５]等ꎮ

甲基紫ꎬ属于碱性三苯甲烷类染料ꎬ在水溶液中

以阳离子 形 式 存 在[６]ꎮ 现 已 被 用 于 测 定 红 霉

素[７－８]、阿莫西林[９－１０]、利福平[１１]ꎬ还被用于在生物

方面检测 ＲＮＡ[１２]ꎬ但至今未被用于检测酒石酸泰

乐菌素ꎮ 实验研究发现ꎬ甲基紫之间依靠氢键在波

长为 ３２２、５１０、６２８ ｎｍ 处产生 ３ 个强烈的共振光散

射信号峰的超分子聚集体ꎬ酒石酸泰乐菌素的加入

与阳离子染料甲基紫发生电荷转移反应形成电荷转

移配合物导致共振光散射强度减弱ꎮ 由于散射强度
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ＩＲＬＳ具有加和性ꎬ因此本文中建立了甲基紫三波长叠

加共振光散射技术测定酒石酸泰乐菌素含量的新

方法ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 实验仪器与试剂

Ｆ－ ７０００ 型荧光分光光度计ꎬ日本日立公司ꎻ
ＢＳ２１０Ｓ 型电子天平ꎬ北京赛多利斯天平有限公司ꎻ
ｐＨＳ－ ３Ｄ 型酸度计ꎬ中国上海高致精密仪器有限

公司ꎮ
甲基紫(分析纯ꎬ２×１０－４ ｍｏｌ / Ｌꎬ天津市登峰化

学试剂厂)ꎻ邻苯二甲酸氢钾(分析纯ꎬ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌꎬ国
药集团化学试剂有限公司)ꎻ氢氧化钠 (分析纯ꎬ
０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌꎬ国药集团化学试剂有限公司)ꎻ盐酸(分
析纯ꎬ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌꎬ南京化学试剂股份有限公司)ꎻ实
验用水为去离子水ꎮ

１００􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ 酒石酸泰乐菌素标准储备液制备:
称取 １００􀆰 ０ ｍｇ 酒石酸泰乐菌素于 １ ０００ ｍＬ 容量瓶

中ꎬ加水溶解并且定容ꎬ即得到 １００􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ 标准溶

液ꎮ 使用时将溶液稀释成 ２􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ 的标准溶液ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

在 １０ ｍＬ 比色管中加入适量的 ２􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ 酒石

酸泰乐菌素溶液、０􀆰 ８０ ｍＬ ｐＨ ３􀆰 ２ 的 Ｃｌａｒｋ－Ｌｕｂｓ 缓

冲溶液、０􀆰 ９０ ｍＬ 的甲基紫溶液(２×１０－４ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ加
去离子水定容至刻度线ꎬ摇匀后置于荧光分光光度

计中ꎬ将狭缝设置为 ５􀆰 ０ ｎｍꎬ发射波长和激发波长

都设为 ３２２、５１０、６２８ ｎｍꎬ进行扫描得到空白溶液的

散射强度 Ｉ０ꎬ测定溶液的散射强度 Ｉꎬ计算得出两者

的共振光散射强度差值 ΔＩＲＬＳ ＝ Ｉ０－Ｉꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 光谱特征

在“１􀆰 ２ 实验方法”项下ꎬ扫描 ２００ ~ ８００ ｎｍ 范

围内的共振光散射图谱ꎬ如图 １ 所示ꎮ 空白溶液

(曲线 １)引起强烈的共振光散射现象ꎬ但随酒石酸

泰乐菌素溶液的加入(曲线 ２)ꎬ体系的共振光散射

强度减弱ꎬ分别在波长 ３２２ ｎｍ 处出现最大的特征

峰ꎬ其次是在 ５１０ ｎｍ 和 ６２８ ｎｍ 出现次大特征峰ꎮ
这是因为酒石酸泰乐菌素在实验条件下ꎬ以泰乐菌

素形式存在ꎬ分子结构上具有带孤对电子的叔胺ꎬ可
作为电子给予体与阳离子染料甲基紫电子接受体试

剂发生反应ꎬ生成电荷转移配合物ꎬ从而使得体系共

振光散射信号减弱ꎮ 研究发现ꎬ波长在 ３２２、５１０、

６２８ ｎｍ 处时ꎬ体系的共振光散射强度差值达到最

大ꎬ故实验选用 ３２２、５１０、６２８ ｎｍ 为检测波长ꎮ 由于

散射强度 ＩＲＬＳ具有加和性ꎬ因此采用三波长叠加检

测法进行测定ꎮ

１—空白溶液ꎻ２—测定溶液

图 １　 共振光散射图谱

２􀆰 ２　 实验条件的优化

２􀆰 ２􀆰 １　 ｐＨ 的影响

分别考察了 Ｂｒｉｔｔｏｎ－Ｒｏｂｉｎｓｏｎ、ＨＡｃ－ＮａＡｃ、Ｃｌａｒｋ－
Ｌｕｂｓ 等不同缓冲溶液对体系共振光散射强度值的

影响ꎬ研究发现ꎬ在 Ｃｌａｒｋ－Ｌｕｂｓ 缓冲溶液中ꎬ体系的

共振光散射强度差值最大ꎬ故选择 Ｃｌａｒｋ－Ｌｕｂｓ 缓冲

溶液ꎮ 对 ｐＨ ２􀆰 ４~３􀆰 ８ 范围的 Ｃｌａｒｋ－Ｌｕｂｓ 缓冲溶液

进行测定ꎬ结果如图 ２ 所示ꎮ 不论波长为 ３２２ ｎｍ
时ꎬ还是波长为 ５１０ ｎｍ 和 ６２８ ｎｍ 时ꎬ ｐＨ ３􀆰 ２ 的

Ｃｌａｒｋ－Ｌｕｂｓ 缓冲溶液的散射强度差值 ΔＩＲＬＳ都为最

大ꎮ 当采用三波长叠加检测法(ＴＲＬＳ)测定时ꎬ灵敏

度要高于单波长检测法 ( ＳＲＬＳ)ꎬ故实验选用 ｐＨ
３􀆰 ２ 的 Ｃｌａｒｋ－Ｌｕｂｓ 缓冲溶液ꎮ

１—检测波长 ３２２ ｎｍꎻ２—检测波长 ５１０ ｎｍꎻ

３—检测波长 ６２８ ｎｍꎻ４—检测波长(３２２＋５１０＋６２８) ｎｍ

图 ２　 不同 ｐＨ 的 Ｃｌａｒｋ－Ｌｕｂｓ 缓冲溶液

对体系共振光散射强度的影响

２􀆰 ２􀆰 ２　 缓冲溶液的影响

考察了体积在 ０􀆰 ６０ ~ １􀆰 ３０ ｍＬ 范围的 Ｃｌａｒｋ －
Ｌｕｂｓ 缓冲溶液对体系共振光散射强度的影响ꎬ结果

如图 ３ 所示ꎮ 当波长为 ３２２、５１０、６２８ ｎｍ 时ꎬｐＨ ３􀆰 ２
的 Ｃｌａｒｋ－Ｌｕｂｓ 缓冲溶液的体积在 ０􀆰 ８０ ｍＬ 的共振

光散射强度差值 ΔＩＲＬＳ 最大ꎬ且三波长叠加检测法
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(ＴＲＬＳ)灵敏度高于单波长检测法(ＳＲＬＳ)ꎬ故选用

０􀆰 ８０ ｍＬ ｐＨ ３􀆰 ２ 的 Ｃｌａｒｋ－Ｌｕｂｓ 缓冲溶液ꎮ

１—检测波长 ３２２ ｎｍꎻ２—检测波长 ５１０ ｎｍꎻ

３—检测波长 ６２８ ｎｍꎻ４—检测波长(３２２＋５１０＋６２８) ｎｍ

图 ３　 Ｃｌａｒｋ－Ｌｕｂｓ 缓冲溶液的用量

对体系共振光散射强度的影响

２􀆰 ２􀆰 ３　 甲基紫的影响

甲基紫是整个体系中最重要的反应试剂ꎬ决定

着整个体系反应的进行ꎬ因此其用量对体系有着重

要的影响ꎬ故考察了体积在 ０􀆰 ６０ ~ １􀆰 ３０ ｍＬ 范围对

共振光强度的影响ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ三波长叠加检测

法(ＴＲＬＳ)的灵敏度优于单波长检测法(ＳＲＬＳ)ꎬ并
且在波长为 ３２２、５１０、６２８ ｎｍ 时ꎬ体积在 ０􀆰 ９０ ｍＬ 的

甲基紫溶液的共振光散射强度差值 ΔＩＲＬＳ最大ꎮ 故

本研究选用 ０􀆰 ９０ ｍＬ 的甲基紫溶液为最佳用量ꎮ

１—检测波长 ３２２ ｎｍꎻ２—检测波长 ５１０ ｎｍꎻ

３—检测波长 ６２８ ｎｍꎻ４—检测波长(３２２＋５１０＋６２８) ｎｍ

图 ４　 阳离子染料甲基紫用量

对体系共振光散射强度的影响

２􀆰 ２􀆰 ４　 试剂加入顺序的影响

考察了酒石酸泰乐菌素、Ｃｌａｒｋ－Ｌｕｂｓ 缓冲溶液

以及甲基紫 ３ 种溶液不同的加入顺序对体系共振光

散射强度的影响ꎮ 实验研究表明ꎬ不管是采用三波

长叠加检测法(ＴＲＬＳ)还是单波长检测法(ＳＲＬＳ)ꎬ
试剂加入的顺序为:酒石酸泰乐菌素溶液、Ｃｌａｒｋ －
Ｌｕｂｓ 缓冲溶液、甲基紫溶液时ꎬ体系的散射强度差

值最大ꎬ故本实验选用此顺序ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ５　 反应时间的影响

在室温下ꎬ对体系反应时间进行了考察ꎬ反应时

间为 ０~４５ ｍｉｎꎮ 通过对有规律的时间间隔进行测

定ꎬ不论选用单波长检测法(ＳＲＬＳ)ꎬ还是三波长叠

加检测法(ＴＲＬＳ)ꎬ反应时间都在 ０ ｍｉｎ 时刻ꎬ体系

的共振光散射强度差值 ΔＩＲＬＳ最大ꎬ此时间后就呈下

降趋势ꎮ 故选择反应时间为 ０ ｍｉｎꎬ即溶液即配即

测ꎬ与其他方法相比ꎬ该方法大大节省了时间的

消耗ꎮ
２􀆰 ３　 工作曲线与检出限

确定了所有最佳的条件ꎬ准确移取不同体积的

浓度为 ２􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ 酒石酸泰乐菌素溶液ꎬ在“１􀆰 ２ 实

验方法”项下ꎬ测定共振光散射图谱ꎬ得到图 ５ꎮ 根

据得到的空白溶液的共振光散射强度 Ｉ０ 和测定溶

液的共振光散射强度 Ｉꎬ计算出两者的共振光散射

差值 ΔＩＲＬＳꎮ 以酒石酸泰乐菌素溶液的质量浓度 Ｃ
为横坐标ꎬ共振光散射差值 ΔＩＲＬＳ为纵坐标ꎬ绘制出

工作曲线如图 ６ 所示ꎮ

１—空白溶液ꎻ２—０􀆰 ０４ ｍｇ / Ｌꎻ３—０􀆰 ０８ ｍｇ / Ｌꎻ

４—０􀆰 １２ ｍｇ / Ｌꎻ５—０􀆰 １６ ｍｇ / Ｌꎻ６—０􀆰 ２０ ｍｇ / Ｌ

图 ５　 不同浓度酒石酸泰乐菌素溶液的

共振光散射光图谱

１—检测波长 ３２２ ｎｍꎻ２—检测波长 ５１０ ｎｍꎻ

３—检测波长 ６２８ ｎｍꎻ４—三波长叠加法

图 ６　 不同浓度酒石酸泰乐菌素溶液的工作曲线

选择单波长检测法时:当波长为 ３２２ ｎｍ 时ꎬ酒
石酸泰乐菌素的质量浓度在 ０􀆰 ０４ ~ ０􀆰 ２ ｍｇ / Ｌ 内呈

线性关系ꎬ线性回归方程为 ΔＩＲＬＳ ＝ ２３ ９９３Ｃ＋２５􀆰 ５ꎬ
Ｒ＝０􀆰 ９９９ ４ꎬ检出限为 ０􀆰 ０３６ ｍｇ / Ｌꎻ当波长为 ５１０ ｎｍꎬ酒
石酸泰乐菌素的质量浓度在 ０􀆰 ０４ ~ ０􀆰 ２ ｍｇ / Ｌ 内呈

线性 关 系ꎬ 线 性 回 归 方 程 为 ΔＩＲＬＳ ＝ １７ ８２２Ｃ ＋
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４６９􀆰 ７４ꎬＲ＝ ０􀆰 ９９９ ５ꎬ检出限为 ０􀆰 ０４０ ｍｇ / Ｌꎻ当波长

为 ６２８ ｎｍ 时ꎬ酒石酸泰乐菌素的质量浓度在 ０􀆰 ０４~
０􀆰 ２ ｍｇ / Ｌ 内呈线性关系ꎬ线性回归方程为 ΔＩＲＬＳ ＝
１４ ２４３Ｃ＋６８􀆰 ５２ꎬＲ＝ ０􀆰 ９９９ ２ꎬ检出限为 ０􀆰 ０３８ ｍｇ / Ｌꎮ

选用 ３２２、５１０、６２８ ｎｍ 处的共振光散射强度差

值进行三波长叠加法检测时ꎬ酒石酸泰乐菌素的质

量浓度在 ０􀆰 ０４~０􀆰 ２ ｍｇ / Ｌ 内呈线性关系ꎬ线性回归

方程为 ΔＩＲＬＳ ＝ ５６ ０５７Ｃ＋５６３􀆰 ７６ꎬＲ＝ ０􀆰 ９９９ ９ꎬ检出限

为 ０􀆰 ０１３ ｍｇ / Ｌꎮ 研究表明ꎬ三波长叠加检测法的灵

敏度约是单波长检测法灵敏度的 ３ 倍ꎮ
２􀆰 ４　 回收率实验

依据处方ꎬ精密称量酒石酸泰乐菌素模拟可溶

性粉适量ꎬ置于 １ ０００ ｍＬ 的容量瓶中ꎬ加去离子水

定容至刻度ꎬ摇匀备用ꎮ 准确移取该溶液 １􀆰 ００ ｍＬꎬ
在“１􀆰 ２ 实验方法”项下进行平行测定 １０ 次( ｎ ＝
１０ 次)ꎬ得到的结果如表 １ 所示ꎮ 酒石酸泰乐菌素

的回收率在 ９９􀆰 ５５％ ~ １００􀆰 ９０％ꎬ 平均回收率为

１００􀆰 １０％ꎬＲＳＤ＝０􀆰 ４２％ꎮ 因相对偏差 ＲＳＤ 值≤±５％ꎬ
说明该结果符合药物分析的实际工作要求ꎮ

表 １　 酒石酸泰乐菌素的回收率实验结果

波长 / ｎｍ 次数

浓度 /

(ｍｇ􀅰

Ｌ－１)

测定

浓度 /

(ｍｇ􀅰Ｌ－１)

回收率 /

％

平均

回收

率 / ％

ＲＳＤ /

％

三波长叠加法

　 (３２２、５１０、

　 ６２８ ｎｍ)

１

２

３

４

５

６

７

８

９

１０

０􀆰 ２０

０􀆰 ２０

０􀆰 ２０

０􀆰 ２０

０􀆰 ２０

０􀆰 ２０

０􀆰 ２０

０􀆰 ２０

０􀆰 ２０

０􀆰 ２０

０􀆰 ２０１８

０􀆰 ２００５

０􀆰 １９９８

０􀆰 １９９５

０􀆰 ２００１

０􀆰 １９９３

０􀆰 ２０１０

０􀆰 ２０００

０􀆰 １９９１

０􀆰 ２００９

１００􀆰 ９０

１００􀆰 ２５

９９􀆰 ８８

９９􀆰 ７６

１００􀆰 ０５

９９􀆰 ６７

１００􀆰 ４８

９９􀆰 ９９

９９􀆰 ５５

１００􀆰 ４４

１００􀆰 １０ ０􀆰 ４２

２􀆰 ５　 共存物质的影响

考虑到样品中会存在许多共存物质ꎬ可能会对

本实验造成干扰ꎮ 于是本实验在室温下考察了一些

常见物质对体系共振光散射强度的影响(计算得到

的结果相对误差≤±５％ꎬ说明无干扰)ꎮ
实验研究发现ꎬ５０ 倍的 Ｌ－谷氨酸、甘氨酸ꎬ８０

倍的 Ｌ－胱氨酸、山梨酸、丝氨酸ꎬ１００ 倍的 Ｋ＋、Ｃｌ－、
Ｎａ＋、Ｆ－、Ｍｇ２＋ꎬ１５０ 倍的硬脂酸镁、苯甲酸钠ꎬ２００ 倍

的蔗糖、葡萄糖、可溶性淀粉均对酒石酸泰乐菌素没

有干扰ꎮ
２􀆰 ６　 样品分析

精密称量市面上销售的注射用酒石酸泰乐菌素

０􀆰 １００ ０ ｇ(标示量为 ２ ｇ /瓶)ꎬ置于 １ ０００ ｍＬ 容量瓶

中ꎬ加去离子水定容至刻度ꎬ得到酒石酸泰乐菌素原

样溶液ꎮ 将原样溶液稀释 ５０ 倍得到待测样品溶液ꎮ
根据本实验方法平行测定 ６ 次共振光散射强度ꎬ计
算出注射用酒石酸泰乐菌素的含量和 ＲＳＤꎬ如表 ２
所示ꎮ 与紫外分光光度法[５] 对比ꎬ２ 种方法得出的

结果基本一致ꎮ
表 ２　 样品中酒石酸泰乐菌素含量的分析结果

样品

本法(ＴＲＬＳ 法) 紫外分光光度法

平均

测定值 /

(ｇ􀅰瓶－１)

相对于标

示量的平

均含量 / ％

ＲＳＤ /

％

平均

测定值 /

(ｇ􀅰瓶－１)

相对于标

示量的平

均含量 / ％

ＲＳＤ /

％

１ １􀆰 ９９８ ９９􀆰 ９２ ０􀆰 ５７ ２􀆰 ０００ ９９􀆰 ９８ １􀆰 ９８

２ １􀆰 ９９７ ９９􀆰 ８６ ０􀆰 ６４ １􀆰 ９９５ ９９􀆰 ７３ １􀆰 ２１

３　 反应机理

在实验条件下ꎬ溶液中只存在甲基紫时会引起

强烈的共振光散射现象ꎬ这是由于阳离子甲基紫分

子之间依靠氢键作用构筑形成了超分子聚集体ꎬ从
而引起强烈的共振光散射现象ꎬ如图 ７(ａ)ꎮ 但随着

不同浓度酒石酸泰乐菌素的加入ꎬ共振光散射强度

会随之减弱ꎬ这是因为甲基紫分子之间依靠氢键作

用构筑的超分子聚集体被破坏ꎬ转而依靠静电引力

作用与酒石酸酸根发生反应生成离子缔合物ꎮ 而酒

石酸泰乐菌素此时是以泰乐菌素分子形式存在ꎬ因
泰乐菌素上具有带孤对电子的叔胺ꎬ所以可作为电

(ａ)
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(ｂ)

图 ７　 反应机理

子给予体ꎬ与甲基紫和酒石酸形成的离子缔合物

(电子接受体试剂)发生电荷转移反应ꎬ生成电荷转

移配合物ꎬ如图 ７(ｂ)所示ꎬ因为生成了电荷转移配

合物而破坏了体系中甲基紫分子之间依靠氢键而构

筑的超分子聚集体ꎬ从而导致体系的共振光散射信

号强度减弱ꎮ

４　 结论

在 ｐＨ ３􀆰 ２ 的 Ｃｌａｒｋ－Ｌｕｂｓ 缓冲溶液中ꎬ甲基紫

分子之间依靠氢键形成了超分子聚合物ꎬ引起强烈

的共振光散射现象ꎻ在实验条件下ꎬ与酒石酸泰乐菌

素发生反应生成电荷转移配合物ꎬ破坏了超分子聚

合物ꎬ导致共振光散射强度减弱ꎬ并产生 ３ 个特征散

射峰ꎮ 因 ＩＲＬＳ具有加和性ꎬ故首次建立了三波长叠

加共振光散射光谱法测定酒石酸泰乐菌素含量的新

方法ꎮ 该方法具有选择性好、灵敏度高ꎬ且用于检测

实际药物也取得了满意的结果ꎬ故可适用于酒石酸

泰乐菌素大批量的检测ꎮ
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