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摘　要　发现了 Luminol-Cu(Ⅱ) -乙酰半胱氨酸化学发光体系, 探讨了影响化学发光反应的各个因

素, 建立了测定乙酰半胱氨酸的流动注射化学发光新方法。该方法的线性范围为7. 0×10- 10—1. 0×10- 7

g/ mL,检出限为2. 0×10- 11g/mL, 相对标准偏差为1. 0% ( 1. 0×10- 8g/ mL, n= 11)。该方法已用于药物制剂

中乙酰半胱氨酸含量的测定。
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1　引言
乙酰半胱氨酸是生物体内和药物中重要的巯基化合物

[ 1]
。目前文献报道的测定乙酰半胱氨酸

的方法有分光光度法[ 2, 3]、荧光法[ 4]、电化学方法[ 5]、高效液相色谱法[ 6 ]和化学发光法 [ 7]。本文发现,

在Cu(Ⅱ)存在条件下,乙酰半胱氨酸与鲁米诺( Luminol )在碱性介质中反应可检测到强的化学发

光。结合流动注射技术,对影响化学发光反应的各种因素进行考察,建立了测定乙酰半胱氨酸的流

动注射化学发光新方法。由于本方法无需外加氧化剂,方法的背景信号很低,检测灵敏度高。该方

法已用于药物制剂中乙酰半胱氨酸含量的测定,结果与药典方法[ 8]的测定值无显著性差异。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

IFFS-D 型流动注射化学发光仪(西安瑞迈电子科技有限公司) ; IFFS-A型多功能化学发光检

测器(西安瑞迈电子科技有限公司)。

配制乙酰半胱氨酸(西安舟鼎国生物技术有限责任公司)标准溶液( 5. 0×10
- 3
g/mL)。该溶液

冰箱中保存, 使用时用水逐级稀释至所需浓度。Luminol溶液( 5. 0×10- 4
g/mL)参照文献[ 9]配制。

配制Cu(Ⅱ)溶液( 2. 0×10- 5
mol/ L)。本实验所有试剂除Luminol外均为分析纯。实验用水为二次

蒸馏水。

2. 2　实验方法

流路如文献[ 9]所示,如图1, a、b和c三个管道分别连接Luminol 溶液、Cu(Ⅱ)溶液和乙酰半胱

氨酸标准液(样品溶液)。待基线稳定后,通过进样阀将50�L Luminol溶液注入到Cu(Ⅱ)溶液和乙

酰半胱氨酸溶液的合并流中, 引发化学发光反应,记录化学发光信号。以相对峰高( � I= I s- I b)对

乙酰半胱氨酸定量,式中: I s——样品的化学发光信号; I b——空白信号。



图 1　流动注射化学发光流路图

a——鲁米诺溶液; b——Cu ( Ⅱ) 溶液; c——乙酰半胱氨酸溶液;

P——蠕动泵; V——进样阀; F——流通池; HV——高压; PMT——

　　 光电倍增管; PC——计算机; L——混合管; W——废液。

3　结果与讨论

图 2　化学发光动力学曲线

a——将 1. 0mL 5. 0×10- 4mol / L Luminol 溶液

注入到 1. 0mL 1. 0×10- 6g/mL乙酰半胱氨酸溶

液; b——将 1. 0mL 5. 0×10- 4mol / L Luminol 溶

液注入到 1. 0mL 5. 0×10- 3mol / L Cu(Ⅱ)和 1. 0

×10- 6g/mL乙酰半胱氨酸混合溶液。

3. 1　化学发光反应的动力学性质

系统研究了 Luminol-Cu(Ⅱ) -乙酰半胱氨酸的化学发

光反应动力学性质, 如图 2所示。当将 1. 0mL 5. 0×10- 4

mol / L Luminol溶液注入到1. 0mL 1. 0×10- 6
g/mL乙酰半

胱氨酸溶液,产生一个弱的化学发光信号(峰a)。在Cu(Ⅱ)存在

下,这一化学发光信号被显著增强(峰b)。从试剂混合到出现最大

化学发光信号仅需3s。可见,该化学发光反应为一快反应。

3. 2　实验条件的选择

实验了 Cu(Ⅱ)、Cr (Ⅲ)、Co (Ⅱ)、Ni (Ⅱ) 、Zn(Ⅱ)、

Mg(Ⅱ)、Mn(Ⅱ)和Cd(Ⅱ)等金属离子对 Luminol-乙酰半

胱氨酸化学发光反应的影响。结果表明, Cu(Ⅱ)、Co(Ⅱ)、

Cr(Ⅲ)均具有增强作用,但Cu(Ⅱ)的增强作用最大。进一步考

察了Cu(Ⅱ)浓度在1. 0×10
- 5
—6. 0×10

- 5
mol/ L范围内对化

学发光反应的影响。相对化学发光强度随着Cu(Ⅱ)浓度的增大而增大, 当Cu(Ⅱ)浓度增大到2. 0×10
- 5

mol / L时,相对化学发光强度达到最大值。因此本实验选择Cu(Ⅱ)浓度为2. 0×10- 5
mol/ L。

考察了Luminol浓度在5. 0×10- 5—1. 0×10- 3
mol / L范围内与相对化学发光强度的关系。实

验表明,相对化学发光强度随着Luminol浓度的增大而增大。当Luminol 浓度为5. 0×10- 4
mol/ L

时,反应有较高的相对化学发光强度。因此本实验选择Luminol浓度为5. 0×10- 4
mol/ L。

本实验采用0. 1mol / L NaHCO3-NaCO3缓冲溶液为反应介质。考察了Luminol溶液的pH值在

10. 5—13. 0范围内对Luminol-乙酰半胱氨酸化学发光反应的影响。相对化学发光强度随Luminol

溶液的pH值增大而增大, 当Luminol溶液的pH值为12. 5时,相对化学发光强度有最大值。故本文

选择Luminol溶液的pH值为12. 5。

阀池距过短或过长都会影响混合溶液进入检测器的时间。为了检测到最大的化学发光强度,固

定试剂流速为 0. 83mL/min, 在10—40cm范围内,考察了阀池距对乙酰半胱氨酸相对化学发光强

度的影响。结果表明, 阀池距为15cm时,反应具有最大的相对化学发光强度。

3. 3　校准曲线、精密度和检出限

在最佳实验条件下,乙酰半胱氨酸浓度在7. 0×10
- 9
—1. 0×10

- 7
g/ mL范围内与相对发光强度

呈良好的线性关系。校准曲线方程为 � I = 6. 73C( 10
- 8
g/mL ) + 1. 24( r= 0. 9981)。对浓度为

1. 0×10
- 8
g/mL乙酰半胱氨酸溶液进行11次平行测定的相对标准偏差为1. 0%。按照 IUPAC建

议,计算得该方法的检出限为2×10- 11
g/mL。
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3. 4　干扰试验

对1. 0×10- 8
g/mL乙酰半胱氨酸溶液进行了干扰试验。在保持测量相对误差在±5%范围内,

1000倍的乳糖、葡萄糖、蔗糖、糊精、淀粉、糖精钠、尿素、Sr
3+ 、Ca

2+ 、Ba
2+ 、Na

+ 、K
+ 、NH

+
4 、SO

2-
4 、

NO
-
3 、Cl

- 、Br
- ; 100倍的精氨酸、酪氨酸、赖氨酸、组氨酸、果糖、亚硫酸钠、Mg

2+ ; 50倍的色氨酸、

异白氨酸、白氨酸、亮氨酸、苯丙酸钠、山梨醇、Zn
2+ ; 10倍的异亮氨酸、缬氨酸、甲巯氨酸、氨基丙

酸、苯甲酸钠、丝氨酸、甘氨酸、天冬氨酸、苏氨酸、柠檬酸、CO2-
3 、Cd2+ ; 5倍的核黄素、苯甲酸; 1倍

的胱氨酸、Pb2+ 对测定不干扰。

3. 5　样品分析

该方法被用于乙酰半胱氨酸颗粒和泡腾片中乙酰半胱氨酸的含量测定, 并与药典方法
[ 8]
进行

对照,结果见表1。经 t检验, 在95%的置信水平上两种方法的测定结果无显著性差异。

表 1　样品中乙酰半胱氨酸含量的分析结果

样品 标示量 本方法 RSD( n= 3) 药典方法

颗粒( 08A05/ 01) 0. 1g/包 0. 104g/包 1. 2% 0. 103g/包

泡腾片( 080103) 0. 6g/片 0. 620g/片 1. 6% 0. 612g/片

4　结论
在Cu(Ⅱ)存在条件下,无需外加氧化剂,乙酰半胱氨酸与Lumino l反应可检测到强的化学发光

信号。详细研究了影响化学发光的各种因素,建立了乙酰半胱氨酸的流动注射化学发光新方法,并

将其应用于实际样品的分析。
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Determination of Acetylcysteine in Luminol-Cu(Ⅱ) System
by Flow Injection Chemiluminescence

LI Hong　YANG Yu-M in
( Weinan V ocat ional and Tech nical Coll ege ,W einan, Shaanx i 714000, P. R . China)

Abstract 　 A new chemiluminescence sy stem , Lum inol-Cu ( Ⅱ ) -acety lcy steine w as
investig ated. T he experimental conditions that affected the chem iluminescence react ion w ere
carefully optim ized. U nder the selected conditions, the concentrat ion of acety lcy steine was linear
related to the chemilum inescence intensity in the r ange of 7. 0×10- 10—1. 0×10- 7

g/ mL. T he
detect ion limit w as 2. 0×10- 11 g/ mL. The relat iv e standard deviat ion w as 1. 0% for the 11
replicate determ inat ions o f 1. 0×10

- 8
g/ mL acetylcysteine so lut ion. T he method was applied to

the determ inat ion of acetylcysteine in pharmaceut ical preparat ions.
Key words　Chemiluminescence; Flow Injection; Acety lcysteine
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