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摘　要　在 pH 为 11. 82 的 B-R 缓冲溶液中,美他环素与溴化十六烷基吡啶反应形成离子缔合物,导

致体系的共振散射强度急剧增强, 并在 300nm、429nm 处产生两个新的散射峰。研究了体系的光谱特征、反

应的适宜条件和共存物质的影响。在最强散射波长 429nm 处, 美他环素的浓度在 0. 02—12. 0�g·mL - 1范

围内与体系的散射强度呈现良好的线性关系, 其回归方程为 � I 429nm= 8. 845C + 1. 600(�g·mL - 1, r=

0. 9969) , 检出限为 7. 5ng·m L- 1( 3 ) , 据此,建立了一种测定痕量美他环素的共振散射光谱法。该方法操

作简便、灵敏度高,已用于美他环素胶囊和片剂的快速检测 ,结果满意。
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1　前言
美他环素为半合成四环素类抗菌药物, 具有广谱抗菌活性, 抗菌能力比四环素强,对耐四环素

的耐药菌株敏感。其定量分析主要有高效液相色谱法[ 1]、紫外光度法[ 2]和荧光光度法[ 3]等。紫外光

度法操作简便, 灵敏度不够高; 荧光法灵敏度高, 背景干扰较大;色谱法灵敏, 特异性高, 操作烦琐、

费时、分析成本高。自从 1993年Pastermack等人首次将共振散射( Resonance scat tering, RS)技术用

于卟啉类化合物在核酸上聚集的研究后,该技术在分析化学中的应用有了突飞猛进的发展,已用于

生物大分子[ 4—6]、无机离子[ 7]、药物 [ 8, 9]和免疫[ 10 ]等。本文研究发现阳离子表面活性剂溴化十六烷基

吡啶与美他环素反应的产物导致体系的散射强度急剧增强, 且在一定条件下美他环素浓度与体系

的散射增强有良好的线性关系, 据此,建立了一种测定痕量美他环素的共振散射新方法。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

仪器: Cary Eclipse 荧光光度计(美国瓦里安公司) ; TU -1901S 紫外可见分光光度计(北京普析

通用仪器有限责任公司)。

试剂:美他环素标准品( Metacycline, M TC, 中国生物制品检定所, 批号: 130499- 200101) , 配

制成 100�g·mL
- 1的储备液,置冰箱 4℃保存,使用时用稀释成 20. 0�g·mL

- 1工作液;盐酸美他环

素胶囊(大同长兴制药有限公司,批号: 0804101) ;盐酸美他环素片(江苏平光制药有限责任公司,批

号: 0804111) ;溴化十六烷基吡啶( Cetylpyridinium bromide, CPB,国药集团化学试剂有限公司) , 配



制成 200�g·mL
- 1的工作液;配制不同 pH 值Brit ton-Robinson( B-R)的缓冲溶液,其他试剂均为分

析纯。实验用水均为超纯水。

2. 2　实验方法

在 10mL 的比色管中, 依次加入 pH 11. 82 的 B-R缓冲溶液 1. 0mL、200�g·mL
- 1
CPB 溶液

1. 0 mL、一定量的MTC 标准品溶液,用水稀释至刻度,混匀。反应 15min后在荧光分光光度计上以

!ex= !em同步扫描得到共振散射光谱,在最强散射波长 429nm 处测定散射强度 I , 以不加 MT C为试

剂空白 I 0, 计算 � I 值( � I= I- I 0 )。

3　结果与讨论

3. 1　共振散射光谱和吸收光谱

共振散射光谱图 1表明,在 pH11. 82的 B-R 缓冲溶液中, CPB 和 MT C 各自的 RS强度都很

弱,当两者相互作用形成离子缔合物后,体系的 RS 强度急剧增强, 并在 300nm 和 429nm 处产生两

个新的散射峰,最强散射峰为 429nm,位于其吸收带(图 2)。

在弱酸性溶液中, M TC 分子酰胺键水解成羧基负离子,酚羟基也离解为酚氧负离子, M TC 负

离子与 CPB 中的吡啶环上 N 正离子通过静电作用、疏水作用等结合形成离子缔合物,导致缔合微

粒疏水性增加,形成固-液界面;同时, 由于正、负离子间的相互制约增加了分子的平面性和刚性, 使

体系的共振散射效应增强[ 11, 12]。

图 1　MT C-CPB 的 RS 光谱

a——C MT C= 6. 0�g·mL - 1;

b——CCPB= 20�g·mL- 1;

c—h——CMT C= 2, 4, 6, 8, 10, 12( �g·mL- 1) ,

CCPB= 20�g·mL- 1。

图 2　M TC-CPB 的吸收光谱

a——CCPB= 20�g·mL- 1; b——CMT C= 6. 0�g·mL- 1;

c—d——CCP B= 20�g·mL- 1, CMT C= 6, 12( �g·mL- 1)。

3. 2　反应条件的影响

3. 2. 1　溶液酸度和溴化十六烷基吡啶用量的影响

不同pH值的 B-R缓冲溶液对体系散射强度的影响结果表明, pH 在 11. 70—11. 92范围、用量

为 0. 8—1. 4mL 时体系的灵敏度较高,且 � I 稳定。故选择 1. 0mL pH 为 11. 82的 B-R缓冲溶液。

试验了浓度为12. 0—80. 0�g·mL
- 1

CPB的影响, CPB在16. 0—28. 0�g·mL
- 1范围内体系的

散射强度值较大且稳定。当高于 28. 0�g·mL- 1时, �I 逐渐降低。故选择 CPB 的浓度为 20. 0

�g·mL - 1。
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3. 2. 2　体系的稳定性与精密度

室温下 MTC 与 CPB在 10min 内反应完全,体系的散射强度趋于稳定, 4h内 � I 基本不变, 本

实验选择反应 15min后开始测定。

按实验方法对浓度为 1. 0、6. 0、10. 0�g·mL - 1的 MT C溶液分别进行 11次平行测定, RSD分

别为 2. 1%、1. 7%、1. 6%。

3. 3　离子缔合物的组成

以等摩尔比连续变化法测定了离子缔合物的组成,结果为 n( M TC)∶n( CPB) = 1∶2,即 MTC

与 CPB结合形成[ M TC( CPB) 2] n缔合物。

3. 4　共存物质的影响

在 10mL 比色管中,当 MTC 含量为 10�g、测定误差为±5%时, 共存物的允许量(以 �g 计)分

别为: 枸橼酸钠( 700) ,硫酸铜( 50) ,硫酸镁( 260) , D-果糖( 3800) ,硫酸锌( 300) , 氯化钙( 60) , 碘化

钾( 1600) ,氯化铝( 1400) , L -天冬氨酸( 3500) ,牛血清白蛋白( 1. 2) ,人血清白蛋白( 0. 8) , r-球蛋白

( 2) , L -谷氨酸( 800) ,尿素( 3000) ,肝素( 100) ,硫酸小诺霉素( 2500) ,盐酸普鲁卡因( 4000) ,硫酸阿

托品( 550) ,氯化钡、烟酸( 200) ,硼酸、妥布霉素( 500) ,碳酸钠、草酸钠、葡萄糖、甘油、西米替丁、维

生素C、D -木糖、蔗糖(高于 5000, 未做上限试验)。实验结果表明,常见化合物基本不干扰测定。

3. 5　离子强度的影响

实验中以加入氯化钠和硫酸钠进行离子强度实验。结果表明, 当硫酸钠的浓度小于 0. 30

mol/ mL时,对体系 RS 强度影响较小, 高于 0. 30mol/ mL 后,随着硫酸钠浓度的增大, RS 强度大大

减弱。而氯化钠的浓度要高于 0. 25mol/ mL 后,才对 RS强度有较小的增敏作用。这说明了较高浓

度的 SO
2-
4 比 Cl

- 更容易与 CPB发生竞争性结合,导致 CPB与 MTC 形成离子缔合物减少, 因此,

体系的 RS 强度降低更明显。在实际操作中, 应注意控制离子强度,避免高浓度电解质的加入。

3. 6　校准曲线及方法灵敏度

在最佳反应条件下,按照实验方法测定了不同浓度 MTC 的散射强度, 以� I 对 MT C浓度绘制

校准曲线。结果表明, MT C的浓度在 0. 02—12. 0�g·mL
- 1
范围内与体系的 � I 值呈良好的线性关

系,回归方程为 �I 429nm= 8. 845C+ 1. 60( �g·mL
- 1
, r= 0. 9969) ,检出限( 3 )为 7. 5ng·mL

- 1
。

3. 7　分析应用

3. 7. 1　盐酸美他环素片剂及胶囊的测定

取 4粒盐酸美他环素片剂(标示量为含 MTC 0. 1g/粒) ,准确称量。研匀后称取总量的 1/ 20,用

0. 01mol·mL
- 1

HCl溶解并稀释定容至 100mL, 过滤。取滤液 10. 0mL,用超纯水稀释定容至

100mL,制得含 MT C约为 20. 0�g·mL
- 1供试品溶液(按照标示量换算) ; 取 4粒盐酸美他环素胶

囊,去胶囊壳后按片剂方法处理配制成约为20. 0�g·mL
- 1供试品。分别取盐酸美他环素片剂及胶

囊供试品溶液各 2. 5mL,按照实验方法测得样品中 MT C的含量,测定值与高相液相色谱法 [ 1]进行

对照,结果与本法一致(表 1)。

表 1　样品中美他环素的测定结果

样品
标示量

( g·粒- 1)

本法测定值

( g·粒- 1)

RSD

( % )

HPLC法测定值

( g·粒- 1)

RSD

( % )

片剂 0. 1 0. 0979 2. 1 0. 0989 1. 5

胶囊 0. 1 0. 0997 1. 4 0. 1008 0. 9
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　　分别取 0. 5、1. 5、2. 5mL 的供试品溶液,再加入相同体积的 20. 0�g·mL
- 1

MT C标准品,按照

实验方法进行回收实验,结果见表 2。

表 2　样品中回收率测定

样品
供试品含量

( �g)

加入量

( �g)

回收量

( �g)

平均回收率

( % )

RSD

( % )

9. 79 10. 0 9. 64 96. 4 2. 0

片剂 29. 37 30. 0 30. 89 103. 0 1. 8

48. 95 50. 0 48. 59 97. 2 1. 6

9. 97 10. 0 9. 97 99. 7 2. 7

胶囊 29. 91 30. 0 31. 43 104. 8 1. 5

49. 85 50. 0 48. 50 97. 0 2. 1

3. 7. 2　人血清和尿样中美他环素回收率的测定

在 2. 0mL 正常人血清中加入 3. 0mL 乙腈,离心30min( 4000r/ m in)后取上清液1. 0mL 稀释 10

倍。取 1. 0mL 稀释液, 再分别加入 2. 0、6. 0、10. 0�g 的MTC 标准品,按实验方法测定血清中MTC

的含量, 计算出MTC 的平均回收率为 101. 9%( n= 6, RSD= 1. 0%)。取正常人的新鲜尿液稀释 10

倍,再取 0. 5mL 稀释液按照血清中回收率测定方法测得尿样中 MTC 的平均回收率为 101. 5% ( n

= 6, RSD= 1. 2% )。
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Determination of Trace Metacycline by Resonance Scattering Spectrometry

J IANG Bo　JIANG Zhang-Yong　HU Qing-Hong
( Pharmacy Dep ar tment , Zuny i M ed ical Col lege ,G uiz hou, Zunyi 563003, P . R. China)

Abstract　In the pH11. 82 B-R buffer solut ion, metacycline reacts w ith cetylpyridinium bromide
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to form association part icles, w hich enhanced resonance scattering ( RS) signals g reat ly, and produce

tw o new RS peak at 300nm and 429nm. T he spect rum character of metacycline-cetylpyridinium

bromide have been invest igated. The opt imum react ion condit ions and the effect of the foreign

substances for the determ inat ion of metacycline w ere also studied. T he RS intensity is linear to the

concentration of metacycline in the range of 0. 02—12. 0�g·mL
- 1

at the strongest RS w avelength

429nm w ith a regress equation of � I 429nm= 8. 845C+ 1. 600(�g·mL
- 1
, r= 0. 9969) and the detection

limit of 7. 5ng ·mL - 1 ( 3 ) . A new RS resonance scatterin spect rum method w as described for

determinat ion of t race Metacycline. T he method has high sensitivity, good selectivity, simplicity, and

w as applied to determination of metacycline rapidity in gelat in capsule and tablets, with sat isfactory

results.

Key words　Resonance Scattering ; Metacycline; Cety lpy ridinium Brom ide
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