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盐酸丁卡因与赤藓红的荧光猝灭反应及其分析应用

秦明友, 刘绍璞, 刘忠芳, 胡小莉*

西南大学化学化工学院, 重庆  400715

摘  要  在 pH 41 0 的弱酸性介质中, 盐酸丁卡因(TA # HCl)与赤藓红(ET)形成 1B 1 的离子缔合物, 导致

赤藓红溶液荧光猝灭。当分别于最大激发/最大发射(Kex/Kem ) 525 nm/ 556 nm 进行测量时, 荧光猝灭值( $ F )

与 TA # HCl浓度在 01 28~ 41 8 Lg# mL - 1范围呈良好的线性关系。该方法灵敏度高, 检出限为 01 083 Lg #

mL- 1。考察了共存物质的影响, 表明方法有良好的选择性。据此发展了一种高灵敏、简便快速测定微量

TA # HCl的新荧光分光光度法。该法用于人血清及尿样中盐酸丁卡因的含量测定, 结果满意。文章还研究

了反应体系的荧光特性, 并结合量子化学 AM1计算对荧光猝灭机理进行了讨论。
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引  言

  盐酸丁卡因是临床常用的对氨基苯甲酸酯类局部麻醉

药, 化学名为 42(丁氨基)2苯甲酸222(二甲氨基)乙酯盐酸盐。

它具有粘膜穿透力强、无痛、无损伤、作用时间久、起效快

等特点, 其药效强度为同类药物普鲁卡因的 10 倍, 毒性也比

普鲁卡因高 10 倍, 毒性反应发生率也比普鲁卡因高, 使用不

当可导致心脏传导系统和中枢神经系统出现抑制。因此, 发

展和建立快速、简便、高灵敏度、高选择性的检测丁卡因血

药浓度的方法是临床医学中一项十分重要的工作。目前测定

盐酸丁卡因等对氨基苯甲酸酯类局部麻醉药的主要方法有紫

外分光光度法[1]、化学发光法[ 2]、磷光光度法[ 3]、间接原子

吸收光度法[4]、高效液相色谱法[ 527]、气相色谱法[ 8]、顺序注

射法[9]、荧光分析法[10] 等。中国药典采用滴定法[ 11] 测定

TA # HCl的含量, 该法需要将样品加热回流处理, 操作繁琐

费时, 终点不易掌握, 灵敏度较低, 仅适用于药物中高含量

TA # HCl的测定。报道较多的紫外分光光度法易受酯水解产

物(对氨基苯甲酸)的干扰[12] , 故而准确度不够高。荧光分析

法因选择性好、灵敏度高和操作简单、快速等特点而广泛应

用于药物分析领域。但迄今荧光法测定盐酸丁卡因的报

道[13, 14]很少, 白林等根据 TA # HCl自身具有微弱荧光的特

点, 在 Kex /Kem = 311 nm/ 370 nm 处用荧光光度法直接测定

TA # HCl制剂含量[14]。Nevado等采用导数可变角同步荧光

法测定可卡因样品中的丁卡因浓度, 但需要 90% 的乙醇和

81 0@10 - 3 mol # L- 1的 NaOH 溶液作反应介质[ 13]。

赤藓红, 又名四碘荧光素, 属于酸性呫吨类卤代荧光染

料。在弱酸性介质中, 由于它的羟基氢原子发生离解而以负

一价阴离子状态存在, 丁卡因则质子化为正一价阳离子形

式, 二者借静电引力和疏水作用力可形成离子缔合物, 使赤

藓红在Kex/Kem= 525 nm/ 556 nm 处产生荧光猝灭, TA # HCl

浓度在 01 28~ 41 8 Lg# mL- 1范围内与荧光猝灭程度有良好

的线性关系, 由此建立了测定 TA# HCl的荧光分析新方法,

适用于人血清及尿样中 TA # HCl的含量测定。文中确定了

离子缔合物的组成, 探讨了离子缔合物的结构, 并用量子化

学 AM1 法计算了反应前后的电荷分布, 说明了电荷转移作

用对于形成稳定的离子缔合物也是十分重要的。此外还讨论

了荧光猝灭机理, 表明丁卡因对赤藓红溶液的荧光猝灭是一

种静态猝灭。

1  实验部分

11 1  仪器和试剂

日立 F22500 荧光分光光度计(日立公司) , PHS23C型精

密 pH 计(中国上海精密科学仪器有限公司)。

盐酸丁卡因 ( t et racaine hydrochloride, 缩写为 TA #

HCl, 渐江九旭药业有限公司)溶液: 称取一定量配成 3001 0

Lg # mL- 1的储备液; 然后稀释成 301 0 Lg # mL- 1的工作液。

赤藓红( erythrosin, 缩写为 ET, E1 Merck 公司) : 配成

21 0@10 - 4 mol # L- 1的工作液。



BR 缓冲液: 01 04 mol# L- 1 H 3PO4 , H3BO3 和 HAc与

01 2 mol # L - 1 NaOH 溶液按一定比例混合, 配成不同 pH 值

的缓冲溶液, 并用酸度计进行标定。

以上试剂都是分析纯, 实验用水为二次蒸馏水。

11 2  实验方法

依次将 11 00 mL BR缓冲溶液, 21 00 mL 赤藓红溶液和

一定量的 301 0 Lg # mL - 1盐酸丁卡因溶液加入 10 mL 比色

管中。用蒸馏水稀释至刻度, 摇匀, 10 min 后, 于 Kex /Kem=

525 nm/ 556 nm 处, 测量试剂空白荧光强度 F 0 及离子缔合

物的荧光强度 F , $ F= F 0 - F。

2  结果与讨论

21 1  光谱特征

盐酸丁卡因有微弱荧光, 其最大激发波长(Kex )和最大发

射波长(Kem )分别位于 311 nm 和 370 nm, 可用荧光法直接测

定 TA # HCl, 但灵敏度较低[ 14]。而赤藓红本身具有较强的

荧光, Kex /Kem为 515 nm/ 556 nm, 赤藓红与盐酸丁卡因形成

离子缔合物后, 引起赤藓红的荧光猝灭, 且 Kem ( 556 nm)保

持不变, 而 Kex红移至 525 nm处, (Kex= 10 nm, 见图 1。图 2

显示了 TA # HCl与 ET 结合形成离子缔合物后, 体系的荧

光猝灭程度在一定范围内与 TA # HCl浓度呈线性关系, 表

明可用荧光猝灭法测定 TA # HCl的含量。

Fig1 1 Fluorescence excitation and emission spectr a

of ET, TA# HCl and TA# HCl2ET
1, 1. , ET : Kex/ Kem= 515 nm/ 556 nm;      

2, 2. , TA # HCl2ET: Kex/ Kem= 525 nm/ 556 nm;

3, 3. , TA # HCl: Kex /Kem= 311 nm/ 370 nm;

cTA # H Cl= 21 4 Lg# mL- 1 , cET = 4@10- 5 mol# L- 1, pH 41 0

21 2  溶液酸度的影响

试验了溶液酸度对离子缔合物的形成和荧光强度的影

响。实验表明 pH 31 9 ~ 41 3 时体系的荧光猝灭值最大

(见图 3) , 实验选用 pH 41 0 的 BR 缓冲溶液, 用量以 11 00

mL 为宜。

21 3  显色时间和缔合物的稳定性

室温下, 该体系的反应 5 min 内完成, 其荧光猝灭值可

稳定 4 h, 本实验选择在 10 min 后进行测定。

21 4  反应机理

21 41 1  离子缔合反应

用摩尔比法和等摩尔连续变化法分别测定了离子缔合物

的组成比, 结果表明盐酸丁卡因与赤藓红形成为 1B 1 的电

中性离子缔合复合物, 该复合物的形成增大了 TA # HCl酯

基周围的空间位阻, 使酯键不易水解而较为稳定[ 15]。由于

ET - 和 HTA+ 是带相反电荷的有机离子, 它们之间有较强

的静电引力。此外 ET 的羧苯基和氧杂蒽酮具有疏水性, 而

TA 除质子化亚氨基之外的苯甲酸乙酯母体可视作疏水基

团, 因此也有较强的疏水性, 两者借静电引力和疏水作用力

彼此接近至一定距离即可形成较稳定的离子缔合物。

Fig1 2  Fluorescence spectra of ET in the presence of

differ ent concentr ation TA# HCl
cTA # HCl(Lg# mL- 1) : 1: 0; 2: 112; 3: 21 4; 4: 31 6;

cET= 4@10- 5 mol# L- 1 , pH 41 0

Fig1 3  Effect of pH
cET= 4@10- 5 mol# L- 1 , cTA # HCl= 31 6 Lg# mL- 1

  在 pH 41 0 左右的弱酸性介质中, 赤藓红主要以负一价

阴离子存在。从结构上看, 它虽然可能有羟基离解和羧基离

解的两种互变异构型体 , 但此时主要应为羟基离解而羧基保

持不变。因为在呫吨基上的羟基附近有较强的卤素吸电子基

团, 使羟基氧的电子密度降低, 从而它比苯基上的羧基更易

离解[ 16]。在相似条件下, 如用羧基被乙基酯化的乙基曙红代

替赤藓红, 发现仍可与 TA # HCl 反应, 也说明此时主要是

羟基离解。量子化学 AM1 法计算结果也表明, 呫吨基上的

390 光谱学与光谱分析                    第 28 卷



羟基和苯基上的 ) COOH 离解时体系的焓变分别为- 2851 8

和- 1651 5 kJ # mol - 1 , 前者比后者多放出 1201 3 kJ # mol- 1

热量, 同样也说明按羟基离解方式体系更稳定。此外, AM1

计算显示 TA # HCl分子中的 2 个 N 原子的电荷分布并不均

匀, 与苯环直接相连的仲 N 原子和与酯基相连的叔 N 原子

电荷密度分别为 - 01 366 和- 01 249, 因此在弱酸性条件下,

前者更易质子化而使 TA # HCl成为带一个正电荷的阳离子

( HTA+ ) , 此时 ET - 阴离子与 HTA+ 阳离子借静电引力和

疏水作用力而形成 1B 1 型电中性离子缔合复合物, 其结合

反应如下:

  由于质子化的 HTA+ 阳离子中带正电荷的 N 原子直接

作用于赤藓红分子结构中位于大共轭体系中带负电荷的羟基

O原子, 引起赤藓红P 电荷分布和能量的变化, 因此导致荧

光光谱的变化。这里用量子化学 AM1 法计算了反应前后

ET - 和 HTA+ 之间的电荷分布的变化, 结果表明 ET - 的总

电荷从反应前的- 11 00 变化为反应后的- 01 64, 而质子化的

HTA+ 从反应前的 11 00 降至反应后的 01 64, 说明反应的结

果发生了电荷转移作用。从光谱实验也可说明这种电荷转移

作用的发生, 实验表明单独的 TA # HCl无色, 仅在紫外区

310 nm附近有吸收带; 而 ET 的最大吸收位于526 nm, 当形

成离子缔合物后, Kmax红移至 542 nm(见图 4)。在染料共轭

体系中P 电子云分布发生变化, 导致激发能 $ E 降低, 吸收

带红移, 因此离子缔合物的形成除静电引力和疏水作用力

外, 电荷转移作用的贡献也是不能忽视的。

赤藓红与盐酸丁卡因形成 1B 1 的基态配合物时, 也应

符合关系式 $ F / F = K [ Q] , K 表示离子缔合物的结合常

数[17] , 由此计算出赤藓红与盐酸丁卡因缔合物反应常数 K

为 41 5@104 L # mol - 1。

21 41 2  荧光猝灭反应类型

荧光猝灭包括动态猝灭和静态猝灭[18]。动态猝灭是指

猝灭剂与荧光物质的激发态分子之间所发生的与扩散有关的

相互作用过程, 如能量转移或电子转移过程。静态猝灭是猝

灭剂和荧光物质分子在基态时生成不发光的配合物, 从而导

致荧光强度降低的过程。二者的显著区别是: ( 1) 基态配合

物的生成往往将引起荧光物质吸收光谱的改变。相反, 动态

猝灭只影响荧光分子的激发态, 并不改变荧光物质的吸收光

谱; ( 2)温度升高可降低基态配合物的稳定性, 因而减小静

态猝灭的程度。而动态猝灭与扩散有关, 温度升高将增大扩

散系数, 从而增大双分子猝灭常数。以下从吸收光谱和温度

效应两方面来探讨猝灭机理。

图 4显示了赤藓红本身的最大吸收光谱 Kmax位于 526

nm, 而二者反应后吸收光谱发生明显变化, 不仅吸光度值显

著降低, 而且 Kmax红移至 542 nm(以水作空白) , $ K= 16 nm;

同时, 温度的改变对荧光猝灭也有较大影响, 图 5 表明随着

温度的升高荧光猝灭率($ F / F 0 )降低。由于吸收光谱的改变

和荧光猝灭作用随温度升高而降低是静态猝灭反应的两个重

要特征[18] , 并且在一定条件下猝灭剂浓度与 $ F 值成正比,

因此由上述两实验结果可推断丁卡因对赤藓红荧光猝灭是一

种静态猝灭。

Fig1 4 Absorption of ET and TA# HCl2ET
1: E T; 2: TA # HCl2ET

cET= 41 0@10- 5 mol# L- 1 ; cTA# HCl = 310@10- 4 mol# L- 1 ; pH 41 0

Fig1 5  Effect of tempera ture

21 5  标准曲线

在 10 mL 比色管中, 依次加入 11 00 mL pH 41 0 的 BR

缓冲溶液, 21 00 mL 2@10- 4 mol # L - 1的赤藓红溶液和适量

的 301 0 Lg # mL - 1的盐酸丁卡因溶液。用水稀释至刻度, 摇

匀, 10 min 后, 按实验方法测量荧光强度, 并用 $ F 对盐酸

丁卡因的浓度作标准曲线, T A # HCl 浓度在 01 28 ~ 41 8

Lg # mL- 1范围内与荧光猝灭值呈良好的线性关系。标准曲

线的回归方程为 $ F= - 01 52+ 251 03c(Lg # mL - 1 ) , 相关系

数为 C= 01 999 2, 检出限为01 083 Lg # mL - 1 , 可见方法具有

较高的灵敏度。

391第 2 期                     光谱学与光谱分析



21 6  共存离子的影响

考察了 24 种共存物质对实验的影响, 结果列于表 1 中。

从表中可以看出常见的糖类、氨基酸、淀粉及盐类物质对该

体系的干扰都较小, 表明方法具有较好的选择性和潜在的实

际应用价值。

Table 1  Effects of coexistent substance ( cTA # HCl= 31 0 Lg# mL- 1)

共存物质 浓度/ (Lg# mL- 1 ) 相对误差/ % 共存物质 浓度/ ( Lg# mL- 1 ) 相对误差/ %

麦芽糖 50 000 - 21 4 L2半胱氨酸 250 - 41 8

乳糖 5 000 - 31 2 NaCl 2 950 21 8

葡萄糖 5 000 51 2 NH 4NO3 50 000 - 01 1

蔗糖 5 000 41 4 FeCl3* 300 51 6

淀粉 3 220 - 11 8 KI 239 000 - 11 1

人血清蛋白 250 41 9 CuCl2 725 61 0

L2色氨酸 12 000 - 61 0 MnSO4 2 500 - 31 6

D2色氨酸 100 11 1 NaAc 164 - 21 1

苯丙氨酸 250 01 7 AlCl3 500 - 21 3

DL2天氡酸 50 31 4 Zn( Ac) 2 115 41 6

甘氨酸 56 - 11 7 CaCl2 2 800 21 4

尿素 2 500 51 3 MgSO4 350 61 1

 * 加入 01 01 mol# L- 1 EDTA 11 0 mL

3  分析应用

31 1  人血清样的测定

15 份人血清样品各取 11 00 mL, 每份加入 21 0 mol# L - 1

三氯乙酸 01 25 mL, 混合后, 3000 r # min - 1离心分离 5 min,

使血清中的蛋白质沉淀完全[19]。取上层清液 01 50 mL, 依次

加入 11 00 mL BR缓冲溶液和 21 00 mL 赤藓红溶液, 用二次

蒸馏水定容至 101 0 mL, 摇匀。按实验方法每种浓度平行测

定 5 份, 并用标准加入法检查了方法的回收率, 结果列于

表 2。

31 2  人尿样的测定

取过滤后的新鲜人尿 11 00 mL 于比色管中 , 然后依次加

入 11 00 mL 缓冲液、21 00 mL 赤藓红溶液, 定容至 101 0 mL,

摇匀。按实验方法每种浓度平行测定 5 份, 并用标准加入法

检查了方法的回收率, 结果见表 2。

由表 2看出, 方法用于血清和尿液中丁卡因的测定, 重

复性好, 相对标准偏差01 73% ~ 11 3% , 准确度高, 平均回收

率 951 7% ~ 1031 4%。为临床分析中丁卡因血药和尿药浓度

的监测及药代动力学的研究提供了新的方法, 为科学合理、

安全有效地使用丁卡因提供了有价值的依据。

Table 2 Determination r esults of TA# HCl in the human serum and ur ine liquid samples

样品 测得 TA # HCl/ ( Lg# mL- 1 ) 加入 TA # HCl/ (Lg# mL- 1) 测得值( n= 5) 回收率/ % RSD/ %

血清 1 0 11 2 11 21 11 20 11 21 11 19 11 22 1001 5 01 95

血清 2 0 21 4 21 38 21 37 21 36 21 41 21 39 991 3 01 81

血清 3 0 31 6 31 75 31 68 31 74 31 67 31 78 1031 4 11 3

尿样 1 0 11 2 11 14 11 16 11 15 11 14 11 15 951 7 01 73

尿样 2 0 21 4 21 41 21 44 21 41 21 39 21 43 1001 7 01 80

尿样 3 0 31 6 31 47 31 55 31 50 31 49 31 52 971 4 01 87
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Fluorescence Quenching Reaction of Tetracaine Hydrochloride with
Erythrosine and Their Analytical Applications

QIN Ming2you, LIU Shao2pu, LIU Zhong2fang, HU Xiao2li*

School of Chemistry and Chemical Engineer ing, Southwest Univer sity, Chongqing  400715 China

Abstr act I n Britton2Robinson (BR) buffer solution at pH 41 0, erythrosine ( ET ) r eacts with tet racaine hydrochlor ide ( T A #

HCl) to form an ion associat ion complex that quenches the fluorescence of erythrosine and has a compound ratio of 1B 1. The

measurement wavelength of fluor escence quenching was located at Kex /Kem= 525 nm/ 556 nm. T he linear range for TA # HCl is

from 01 28 Lg # mL- 1 to 41 8 Lg# mL - 1 , and its detection limit is 01 083 Lg# mL- 1. The influence of coexisting substance was

also inspected, and the r esult shows that this method has a better selectivity. Therefore, a new fluorospect rophotomet ry, being

high sensitive, sample and rapid, was developed to determinate T A# HCl at tr ace amounts. The method has been applied to the

determinat ion of TA # HCl in human serum and ur ine samples with satisfactory results. In t his study, the spectr al char acter istics

and the optimum reaction conditions were discussed with quantum chemistry AM1 method.

Keywords Tetr acaine hydrochloride; Erythrosine; Fluorescence quenching; F luorospectrophotometry
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