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摘　要　通过电化学氧化肾上腺素,使其生成羟基吲哚类荧光物质(�em= 490nm) ,实现了药物中肾上

腺 素 含量 的 电化 学 氧化-荧光 检 测。研究 结 果表 明, 荧 光强 度 与肾 上 腺 素浓 度 分 别在

2. 00×10- 7—1. 00×10- 6mo l/ L 和 1. 00×10- 6—4. 00×10- 5mol/ L 范围内呈良好的线性关系, 检出限为

6. 70×10- 8mol/ L。该方法用于药物制剂中肾上腺素含量的测定,相对标准偏差小于 1. 88% ( n= 7) ,加标回

收率为 88. 4%—116. 6%。
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1　引言
肾上腺素( Epinephrine, Ep) , 化学名称为( R) -4-[ 2-甲氨基-1-羟基乙基] -1, 2-苯二酚, 它与多

巴胺、去甲肾上腺素、异丙肾上腺素等一系列酪氨酸的衍生物同属于儿茶酚胺类物质,是主要存在

于交感神经细胞、中枢神经系统和肾上腺髓质中的一类重要的神经递质
[ 1]
。作为应用于人体的药

物, Ep可以用来治疗神经失常、急性过敏、哮喘、支气管哮喘、心脏缓搏、青光眼, 也可以用作止血

剂。过量使用可能会改变毛细血管通透性,引致急性肺水肿 [ 2]。由于 Ep的重要性和广泛应用,准确

检测药物制剂中 Ep 的含量非常重要。已报道的测定 Ep的方法较多。传统的方法包括分光光度

法
[ 3]
和高效液相色谱法

[ 4]
。一般来说,由于样品前处理复杂和检测仪器灵敏度的限制,传统方法对

Ep的检测往往难以满足临床诊断和基础研究的需要
[ 5]
。近年来,报道了许多以电化学法为基础的

检测技术,包括毛细管电泳法[ 6] ,高效液相色谱电化学检测法 [ 7] , 化学修饰电极法[ 8, 9]等。但电化学

法灵敏度欠佳,选择性不好,与毛细管电泳或液相色谱的联用技术仪器成本较高且操作复杂。荧光

分析法操作简便, 应用广泛,它主要可以分为 2种类型,一是由不同的氧化剂氧化后,生成三羟基吲

哚类的荧光物质[ 10] ,该方法选择性较好,但产物的荧光稳定性较差,氧化剂的氧化能力也不易控

制;另一种是加入乙二胺二盐酸,使之与待测物缩合,生成对二氮萘类的荧光物质 [ 11] , 这一方法灵

敏度较高,稳定性好,但缺点在于儿茶酚类化合物几乎都能发生这类缩合,选择性不好。另外,导数

-同步荧光法
[ 12]
和双波长标准加入荧光法

[ 13]
只是数据处理上的改进, 与一般荧光法没有本质上的

区别。本文将电化学法和荧光光度法相结合,用易于控制的电化学氧化代替化学氧化剂的氧化作

用,并在电解后加入乙二胺四乙酸( EDTA )稳定荧光,较好的解决了制约传统荧光法中氧化反应不

易控制和产物荧光不稳定的问题。对 Ep 实际药品的测定结果表明,本方法是一种灵敏度高、选择



性较好的绿色分析方法。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

F-4500荧光光度计(日本 Hitachi公司) ; CHI832B 电化学工作站(上海辰华仪器有限公司) ; 直

流稳压电源(美国 Atten公司) ; 圆柱形避光电解池;电化学氧化采用两电极系统: 工作电极为铂片

电极(面积为 16×8mm) ,铂电极为辅助电极; 循环伏安实验采用三电极系统: 工作电极为铂电极,

Ag/ AgCl电极为参比电极,铂电极为辅助电极。

Ep(美国 Sigma 公司)标准溶液( 1. 0×10
- 3

mol/ L ) :准确称取 0. 0184g Ep标准品于小烧杯中,

用适量 0. 1mol/ L HAc溶解,然后用水定容至 100mL 棕色容量瓶中,于冰箱中冷藏保存,稀浓度的

Ep标准溶液用电解液逐级稀释;电解液由 pH 7. 4的磷酸盐缓冲溶液( PBS)和 0. 05mol/ L NaCl支

持电解质组成; EDTA 二钠盐(烟台三和化学试剂有限公司) ,先初配成 0. 01mol/ L 的溶液,再标定

至准确浓度; 其他试剂均为分析纯。实验用水为二次去离子水。

2. 2　实验方法

将工作电极于 4mol/ L HNO 3溶液中浸泡, 然后在二次蒸馏水中超声清洗,干燥备用。将 Ep标

准或样品溶液注入电解池中,加入 5mL 电解液,将工作电极和辅助电极固定于电解池中,连接好稳

压电源,控制电压在 0. 45V,通电反应 5min。电解结束后,立即加入一定量的 Na2CO3 和 EDTA 溶

液,充分混匀后进行荧光测定,以荧光强度定量 Ep。

3　结果与讨论

图 1　肾上腺素电解产物的荧光( a)和激发光谱( b)

[ Ep] = 1. 0×10- 6mol/ L

3. 1　物质的荧光光谱性质

未经过氧化的 Ep 几乎没有荧光发

射,经电化学氧化后的产物在碱性条件下

生成三羟基吲哚类物质,它能够发射出特

征荧光峰。如图 1所示, 其激发波长位于

328nm ,发射波长位于 490nm ,与文献[ 14]

基本相同。

3. 2　氧化电位的选择

电化学氧化时, 对溶液施加的氧化电

位大小直接影响到氧化的反应程度, 为了

寻找合适的氧化电位, 首先进行了Ep的循环伏安扫描。图 2是浓度为 5. 00×10- 4
mol/ L 的 Ep在

pH9. 0的PBS 缓冲溶液中的循环伏安曲线。从图中可以看到, Ep的氧化峰位于0. 200V 左右,考虑

到过电位等因素的影响,体系研究了当施加电压在 0. 350—0. 600V 间变化时氧化后产物的荧光强

度。当电压在 0. 45V时,相同时间内电化学氧化能获得最大的荧光。因此,本文选择 0. 45V 作为体

系的最佳氧化电解电压。

3. 3　电解时间的选择

电致荧光分析法测定的灵敏度是建立在 Ep的电化学氧化的基础上, 电解时间即样品氧化反

应时间是一个非常重要的参数。在工作电极面积一定的情况下,较长的电解时间可以使氧化反应进

行的较完全并获得最大的灵敏度。但电解时间过长会降低分析速度,甚至会导致过度氧化而使荧光

强度降低。本文研究了电解时间在 2—20min 范围内对 Ep测定的影响,其结果显示, 电解反应 5min
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图 2　肾上腺素的循环伏安曲线

[ Ep] = 5. 00×10- 4mol/ L; �= 100mV/ s。

后荧光强度即达到最高点, 之后随时间增长,产物

荧光峰的强度开始逐渐下降, 这可能是因为过长

的电解时间,导致了其他没有荧光活性的氧化产

物生成,从而导致荧光猝灭,荧光强度减弱。因而,

选择电解时间为 5min。

3. 4　电解液 pH值的确定

文献报道磷酸盐缓冲溶液是 Ep发生氧化反

应的良好介质
[ 15]
。同时实验发现, 当 Ep 浓度为

1. 00×10- 6
mol/ L ,在 BR和NH3-NH4Cl缓冲溶液

中按同样条件进行试验, 电解后的溶液没有观察

到荧光, 说明在此环境中 Ep 不能被氧化, 或是产

物没有荧光活性。本文研究了在不同 pH 值的PBS

中, Ep的电化学氧化情况,实验结果表明,在中性

和弱碱性的 PBS 中电化学氧化反应可以顺利进行,生成具有荧光活性的物质, 这与文献[ 15]的结

论相同。但为了避免在碱性介质中 Ep的自然氧化,本文选择 pH= 7. 4的 PBS 作为电解的反应介

质。

3. 5　Na2CO3浓度的影响

Ep氧化后的产物只能发出微弱的荧光,它需要在碱的作用下, 才能转变成具有较强荧光的三

羟基吲哚类物质[ 5]。经试验发现,在氧化后的溶液中再加入适量的碱,溶液的荧光强度有显著增强。

不同种类的碱对荧光的增强效果不同,本文研究了加入 Na2CO 3、Na2B4O 7和 Na2HPO 4 3种碱性化

合物时对电解产物荧光的影响。结果显示在其他相同条件下,加入Na2CO3并使其在测试液中的浓

度为 0. 01mol/ L 时, 荧光强度最大。

3. 6　EDTA浓度对荧光的影响

经氧化反应得到的荧光物质,在碱性溶液中很不稳定,需要加入合适的荧光稳定剂来稳定荧

光,以便检测。在常用的几种荧光稳定剂中, 由于 EDT A成分简单,易于取得,性质稳定,并且不含

可能影响荧光测定的元素, 所以我们选择 EDTA 作为本体系的荧光稳定剂。试验后发现,在溶液电

解后, 加 入适量 EDTA, 能获 得更大 的荧光强 度。在确 定荧光稳 定剂的 浓度时, 在

1. 0×10- 6—4. 0×10- 4
mol/ L的浓度范围内进行了试验。结果表明, 当 EDT A 浓度为 1. 0×10- 5

mol/ L 时是最佳浓度。

3. 7　分析方法的评价

在以上所确定的最佳实验条件下, 对一系列标准 Ep 溶液进行测定, 并绘制校准曲线,结果如

图 3所示, 荧光强度与肾上腺素浓度分别在 2. 00×10- 7—1. 00×10- 6mol/ L 和 1. 00×10- 6—4. 00

×10- 5mol/ L 范围内呈良好的线性关系。其线性回归方程分别为 F= 167C+ 7( r2 = 0. 9988)和

F= 11. 856C+ 179. 5( r
2= 0. 9956)。其中 F 为荧光强度, C 为 Ep 浓度( mol/ L )。方法的检出限为

6. 70×10
- 8
mol/ L ( S / N = 3) ,对 7份浓度为 1. 00×10

- 6
mol/ L 的 Ep溶液进行重复测定, 相对标准

偏差( RSD)为 1. 36%。

3. 8　干扰实验

由于EDT A 的存在,一般的金属元素不影响Ep的测定。在 Ep浓度为 1. 0×10- 6
mol/ L ,控制
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相对误差在 5%以内时, 低于 500倍 Ep浓度的 NH
+
4 、SO

2-
4 , 100倍的葡萄糖不影响 Ep 的测定。强

氧化性的Cr2O
2-
7 、MnO

-
4、H2O2有干扰。一般待测药品中不含有以上物质,所以不需要掩蔽,可直接

进行测定。本文研究了与Ep结构相似的化合物,如去甲肾上腺素( NEp)、去氧肾上腺素( IPt )、异丙

肾上腺素( NOEp)、多巴胺( DA)对测定结果的影响。研究结果表明(图4) ,除去甲肾上腺素外,同浓

度的其他 4种化合物不影响 Ep的测定。

图 3　不同浓度肾上腺素电解产物的荧光光谱

曲线从下到上: [ Ep] /×10- 6mol/ L: 0. 20, 0. 40, 0. 60, 0. 80,

1. 00, 2. 00, 4. 00, 6. 00, 10. 0, 20. 0, 40. 0;�ex= 328nm。

图 4　肾上腺素和干扰物质电解产物的荧光光谱

曲线从下到上: DA, NEp, IPt , NOEp, Ep. C = 1. 00×10- 6

m ol/ L; �ex= 328nm。

3. 9　样品的测定

取购自药店的 Ep注射液,用纯水稀释至适合浓度,按实验方法进行含量测定。同时进行加标

回收实验, 结果见表 1。可见本方法对实际样品测定的 RSD 小于 1. 88% , 加标回收率在

88. 4%—116. 6%之间。

表 1　肾上腺素注射液中肾上腺素的测定结果

样品序号
标示量

( mg)

本法结果

( mg, n= 7)

RSD

( % , n= 7)

加入量

( mg)

测得总量

( mg)

回收率

( % )

1 1. 00 0. 928 0. 77 0. 50 1. 494 98. 8

2 1. 00 1. 037 1. 53 0. 50 1. 515 95. 6

3 1. 00 1. 006 0. 84 0. 50 1. 448 88. 4

4 1. 00 0. 899 1. 01 0. 50 1. 482 116. 6

5 1. 00 1. 010 1. 88 0. 50 1. 545 107. 0
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Determination of Epinephrine by Electrooxidized-Fluorescence Analysis

L I Ying　DU Hong　ZHAO Chang-Zhi
( K ey Laboratory of Eco-Chemical Engineering, M inistry of Education, Col lege of Chemistry & Molecular Engineering ,

Qingdao University of Science & Technology ,Qingdao,Shand ong 266042,P . R. China)

Abstract　A simple and sensitive elect rogenerated f luorescence method has been developed by

combining elect roly sis and f luoremetry for the determ inat ion of epinephrine, and its product has a

characteristic fluorescence at 490 nm . Under the opt imum condit ions, the elect rogenerated fluorescent

intensity is proport ional to the concentrat ion of epinephrine in the range of 2. 00×10- 7—1. 00×10- 6

mol/ L and 1. 00×10- 6—4. 00×10- 5
mol/ L , and the detect ion limit is 6. 70×10- 8

mol/ L. The relative

standard deviat ion is less than 1. 88% ( n= 7) and the recovery is in the range of 88. 4%—116. 6% for

the determinat ion of epinephrine in pharmaceutical samples.

Key words　Electroox idize-Fluorescence Analysis M ethod; Epinephrine

这真是令人啼笑皆非——重大发明创造被视为“旧货”!

欢迎作者将被退稿佳作,再投本刊

在 20世纪的科技成就中, 激光可算是重大发明创造之一。第一台激光器是 1960 年由美国物理学家梅曼

(见《邮票上的科学家——佼佼者之路》中之 M 4)研制出来的。然而《物理评论快报》却拒绝刊登梅曼的论文,

理由是:这是微波激射物理学方面的文章,对快速出版物不再有价值。这真是令人啼笑皆非!

接着,梅曼将论文寄到了英国《自然》杂志,这篇 300 字的简短文章立即被接受。发表后引起全世界轰动。

后来,梅曼被列入了美国发明家名人堂。

为了吸取历史教训,本刊收到的论文, 即使其观点与审稿人有尖锐的意见冲突,只要是言之有理, 也给予

发表。因为“仁者见之谓之仁,智者见之谓之智”(《周易 ·系辞上》) , 不同人从不同角度看问题, 难免不同。我

们欢迎作者将被退稿佳作, 再投本刊。
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