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一种测定四环素类抗生素的光谱新方法
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摘 � 要 � 四环素类抗生素属于弱荧光物质, 不能在荧光计上直接检测, 一般需要经过衍生反应。为了能在荧

光计上实现了四环素类抗生素的直接检测, 必须采用新的光谱技术, 使荧光计达到了一机两用的功能。实验

结果表明四环素类抗生素的线性范围均为 0� 10~ 9� 00 �g � mL- 1 , 四环素、土霉素、金霉素和多西环素的检

测限分别为 0� 065, 0� 067, 0� 068 和 0� 070 �g� mL - 1。
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引 � 言

� � 四环素类抗生素是由生物合成的广谱抗菌素, 被广泛应

用在预防、控制和治疗水产动、植物的病虫害等方面。由于

它们的广泛使用而造成的食品中抗生素残留问题越来越受到

人们的关注。因此必须建立起灵敏、快速、准确的四环素类

抗生素的分析检测方法。

关于四环素类抗生素的测定方法已有许多报道, 如微生

物法[1]、分光光度法[ 2]、化学发光法[3]、电化学法[4]和荧光

法[5]等。药典普遍采用微生物法, 该法能够反映生物效价,

但操作烦琐, 误差较大。分光光度法方法简便、分析精度高,

但灵敏度不高, 其他方法又不够简便。荧光法灵敏度高, 但

四环素类抗生素属于弱荧光物质, 不能在荧光计上直接检

测。作者根据一种新的光谱技术[ 6]提出一种新的四环素类抗

生素测定方法, 运用该技术在荧光计上实现了四环素类抗生

素的直接检测。另外, 由于实验过程采用的是流动注射式的

微量进样, 可以展望将该技术与毛细管电泳以及高效液相色

谱等技术联用。建立起的四环素类抗生素的测定方法的主要

特点就是操作简便、灵敏度高、检测限低并且具有良好的应

用前景。

1 � 实验部分

1� 1 � 仪器与试剂

Shimadzu RF�5301 荧光分光光度计, Beckman�DU7400

紫外分光光度计。

四环素、土霉素、金霉素和多西环素对照品均由中国药

品生物制品检定所提供; 盐酸 (分析纯) , 钙黄绿素 (分析

纯) , 荧光素钠(分析纯)。四环素、土霉素、金霉素和多西环

素标准液: 精密称取四环素、土霉素、金霉素和多西环素对

照品适量, 用适量甲醇溶解并用水稀释成 100 mg� L- 1的溶

液, 摇匀, 即可。放入 4  的冰箱中保存, 可使用一周。

1� 2 � 实验原理和方法[6]

根据荧光分析原理和分光光度分析的原理可以推导证

明: 如果在荧光液池放置标准荧光物质, 在激发或发射光路

中放置非荧光或弱荧光性的吸光物质(待测物质) , 当荧光物

质和待测物质均满足�bc ! 0� 05 的条件时, 测量荧光强度或

扫描荧光光谱, 荧光强度的变化值与待测物质的浓度呈线性

关系; 如果将激发光的强度进行归一化处理, 所得的荧光激

发或发射光谱与待测物质的紫外�可见吸收光谱具有同样的
光谱特征, 但其信号强度却大约是常规分光光度测量的 102

~ 103 倍。

使用本实验组自行研制的荧光分光光度计紫外�可见吸

收附件, 采用激发光路, 用钙黄绿素作标准荧光物质, 于

270/ 514 nm 处测信号值 S。整个实验过程的进样方式均为流

动注射进样, 流通池的体积约为 70�L。

2 � 结果和讨论

2� 1 � pH的选择
四环素类抗生素的摩尔吸光系数随 pH 的不同而有所变

化(见图 1)。当 pH 小于 5� 5 时, 随着 pH 的减少, 四环素族

抗生素的摩尔吸光系数逐渐增大, 当 pH 达到 1� 2 时, 达到



平台。因此实验选择 pH 1� 2。

Fig� 1 � Effect of pH on tetracyclines absorbance

1, Oxytetracycline; 2, Doxycycline;

3, Tet racy cline; 4, Chlortet racy cline

2� 2 � 激发波长和发射波长的选择
从本法的原理可看出: 在测定条件相同的情况下, 本法

的灵敏度只与标准荧光物质的荧光强度有关, 而与它们的种

类无关。图 2 和图 3 分别是采用钙黄绿素和荧光素钠作标准

荧光物质测定四环素时, 灵敏度与荧光强度的关系曲线。从

中可看出本法的灵敏度确实与标准荧光物质的种类无关, 实

验选用钙黄绿素作为标准荧光物质。

Fig� 2 � Effect of calcein fluorescence intensity on sensitivity

Fig� 3 � Effect of fluorescein sodium fluorescence

intensity on sensitivity

� � 当采用激发光路时, 光先照射到待测物质, 被其吸收一

部分后照射到标准荧光物质, 发出荧光, 由检测器检测, 此

时标准荧光物质的激发光谱必须与待测物质的吸收光谱有重

叠。实验考察了钙黄绿素的激发和发射光谱(见图 4)以及四

环素等的吸收光谱(见图 5) , 因此实验选择 ex = 270 nm,  em

= 514 nm。

Fig� 4� The excitation spectrum and

emission spectrum of calcein

Fig� 5 � Absorption spectra of tetracyclines
1, Tet racycline; 2, Oxytet racyclin e;

3, Chlortet racycline; 4, Doxycycline

Fig� 6 � Effect of calcein concentration on sensitivity

2� 3 � 钙黄绿素浓度的选择
由于本法的灵敏度与标准荧光物质的荧光强度 ( F0 )成

正比, 而标准荧光物质浓度与 F0 也成正比, 因此随着标准

荧光物质浓度的提高, 灵敏度会增大。图6 是测定四环素时,

灵敏度随钙黄绿素浓度的变化曲线。实验选择钙黄绿素浓度

为 4 ∀ 10- 6 mo l� L - 1。

2� 4 � 线性范围和检测限
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在上述条件下进行四环素、土霉素、金霉素和多西环素

的定量测定, 实验结果见表 1。

Table 1 � Determination results of tetracyclines

抗生素
线性范围

/ (�g � mL- 1)
线性相关系数

检测限

/ ( �g� mL- 1)

四环素 0� 10~ 9� 00 0� 995 0� 065
土霉素 0� 10~ 9� 00 0� 996 0� 067

金霉素 0� 10~ 9� 00 0� 996 0� 068

多西环素 0� 10~ 9� 00 0� 996 0� 070

2� 5 � 本法与分光光度法的比较
从本法和分光光度法的定量公式可看出: 本法的灵敏度

要比分光光度法高出 2� 303 F0 倍
[ 6]。分别用两种方法对四

环素类物质进行测定, 实验结果表明两种方法的灵敏度之比

基本能与理论相符, 并且在测定低浓度四环素类物质时, 本

法仍然具有良好的线性关系, 而分光光度法线性关系却不

好。图 7 为本法和分光光度法测定低浓度四环素的信号�浓
度( S�c)关系曲线。

Fig� 7 � The working curves of this new
method and spectrophotometry

1, T his new method; 2, Spect rophotometry

3 � 结 � 论

� � 通过实验建立了一种测定四环素、土霉素、金霉素和多
西环素的光谱新方法, 实现了四环素等弱荧光物质在荧光光

度计上的直接检测, 且灵敏度可以达到传统荧光法的灵敏

度, 使荧光光度计达到了一机两用的功能。
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Determination of Tetracyclines by a New Spectrum Technique
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Abstract � Tetracyclines are light�fluo rescence subst ances, which cannot be detected directly by fluor ometry . H erein a new spec�

t rum met hod w as propo sed to detect tetracyclines directly by fluor ometry . Under optimal condit ions, the calibration g raph is lin�
ear over the r ange 0� 10�9� 00 �g � mL - 1 for tetracyclines, and the detection limits of tet racycline, ox ytetr acycline, chlor tet racy�

cline and doxycycline ar e 0� 065, 0� 067, 0� 068 and 0� 070 �g� mL - 1 , respectively .
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