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摘要  目的: 建立一种测定法莫替丁含量的化学发光新方法。方法:在碱性条件下, N -溴代琥珀酰亚胺氧化法莫替丁, 其反

应的能量转移给共存的荧光素物质罗丹明 B,罗丹明 B因此受激发而产生化学发光, 十六烷基三甲基溴化铵对此化学发光体

系有强烈的增敏作用 ;反应物混合后 01 5 s可获发光强度最大值。据此结合流动注射技术, 建立了测定法莫替丁的流动注射

能量转移化学发光分析新方法。结果: 化学发光信号的增加值 $ I与法莫替丁的质量浓度在 110 @ 10- 4 ~ 110 @ 10- 2 m g#

mL- 1范围内呈线性关系;检出限为 51 0 @ 10- 5 m g# mL - 1;对 510 @ 10- 4 mg# mL- 1的法莫替丁进行了 11次平行测定, RSD为

21 1%。并且片剂中的共存组分和药物中常用的赋形剂不干扰样品测定。结论: 本法操作简单、快速,适合于法莫替丁药物的

质量控制。
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Determ ination of famotidine by flow injection chem ilum inescencem ethod

based on energy transfer to fluorescence substance Rhodam ine B

LI J ing
1
, X IE Q iang

1
, XU Lan- qin

2
, Q IU Jian- d ing

1
, WANG Jing- wu

1*

( 1. D epartm en t of Ch em istry, Nanchang Un iversity, Nan chang 330031, Ch ina;

2. Departm ent of Chem istry, GuangzhouM ed icalC ollege, Guangzhou 510182, Ch ina)

Abstract Objective: To establish a rapidmethod for determ ination o f famotidine concentration.Method: In alka line

med ium, famot id ine is ox id ized byN - bromosucc in im ide to release energy, wh ich transfers to the coex isting fluores-

cence substance Rhodam ineB. Therefore, Rhodam ine B is exc ited to generate chem ilum inescence( CL) in the presence

of cetyltrimethy l ammonium brom ide as an enhancer. CL assay system is comb ined w ith flow in ject ion techn ique, the

max imum valume of CL intensity can be obta ined w ithin 0. 5 s afterm ix ing of reacting substances. Results: The en-

hancement value(v I) of CL intensity has good linear re lationship w ith concentrat ion of famot idine in the range of 110
@ 10- 4

~ 1. 0 @10- 2mg# mL- 1. The detection lim it is 510 @10- 5 mg# mL- 1 w ith comp let ingmeasurement oncew ith-

in 10 s. The RSD is less than 2. 1% for the determ inat ion of 510 @ 10- 4
mg# mL- 1

famo tid ine( n = 11). Coex isting

substances in tablets and vehicle in common ly used drug do not interfere in the determ inat ion. Conclusion: Th ismeth-

od is conven ien,t rap id, accurate and may be considered for the quality control of famo tid ine.

Key words: flow injection; energy transfer; chem ilum inescence( CL) ; famot id ine

法莫替丁 ( famotidine)又名胃舒达,它是新一代

组胺 H 2受体阻滞药,有强大持久的抑制胃酸分泌作

用,并能显著抑制胃蛋白酶分泌及各种溃疡出血,还

有增加胃粘膜血流量、保护胃粘膜的作用。由于法

莫替丁无抗雄激素作用及抑制药物代谢酶的作用,

故副作用很少。临床上用于治疗胃十二指肠溃疡和

应激性溃疡、急性胃粘膜出血、胃泌素瘤、反流性食

管炎及 Zo llinger- E llison综合症。

目前测定法莫替丁的方法有高氯酸非水滴定

法
[ 1]
、紫外可见分光光度法

[ 2 ~ 4]
、HPLC法

[ 5 ~ 8]
、毛

细管电泳法
[ 9]
等。高氯酸非水滴定法受温度影响

较大,特别是在温度低于 16 e 时易造成冰醋酸的结

冰, 给实验带来很大麻烦,且结晶紫指示剂终点颜色

变化不太明显,影响测定结果的准确性;紫外分光光

度法不仅操作烦琐,且灵敏度低; HPLC法和毛细管
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电泳法不仅设备昂贵、操作费时,且其灵敏度依赖于

柱后检测技术。化学发光法因其灵敏度高、线性范

围宽、仪器设备简单而倍受关注
[ 10, 11]

, 用化学发光

法并联用流动注射技术测定法莫替丁尚未见报道。

在化学发光分析中,以 N -溴代琥珀酰亚胺 (N

- bromosucc in im ide, NBS)为氧化剂氧化法莫替丁,

以荧光素接受反应转移的能量而发生化学发光虽己

有报道
[ 12, 13 ]

,但以罗丹明 B ( rhodam ine B, RDM B )

接受反应转移的能量而产生化学发光的体系尚未见

报道。经实验发现, 本文指示反应为快速化学发光

反应, 而且发光强度与反应物的加入顺序密切相关,

因此本文流动注射 ( F I)流路反应管道 (即图 1中的

MN部分 )长度仅有 3 cm ; 采用双泵三道流路有利

于各种试剂有序加入;整个测试系统由 Remax软件

(MPI- A型多参数化学分析测试系统自备 )控制实

现程序化操作, 而且自动化操作程度也明显提高。

从而建立了快速化学发光联用流动注射测定法莫替

丁新方法,本法已成功用于法莫替丁片剂中法莫替

丁含量的定量分析。

1 仪器与试药

MPI- A型多参数化学分析测试系统, 数控流

动注射进样器, M CFL- A型多功能化学发光 /生物

发光分析系统 (西安瑞迈电子设备有限公司 )。整

个分析过程中采样、注样、实验数据采集、处理均由

W indow s XP系统下设备自带的 Remax软件完成。

AB 104- N型电子天平 ( M ettler To ledo公司 )。改

装的 RF540荧光分光光度计 (日本岛津 )。

系列标准溶液: 准确称取法莫替丁化学对照品

(中国药品生物制品检定所 ) 010500 g, 用 011 mo l#
L
- 1
醋酸溶解, 用二次水定容至 50 mL棕色量瓶中

(当天配制并避光保存 ) , 即得 110 mg# mL
- 1
的法

莫替丁标准溶液储备液, 再由此逐级稀释成浓度为

110 @ 10- 2
~ 110 @ 10- 4 mg# mL- 1

的系列标准溶液;

5 @ 10- 3
mol# L

- 1
罗丹明 B储备液: 准确称取罗丹

明 B 012396 g, 用二次水定容至 100 mL量瓶中,使

用时用浓度为 011 mol# L
- 1
的氢氧化钠溶液逐级稀

释; 0101 mo l# L
- 1
十六烷基三甲基溴化铵 ( cety ltr-i

methyl ammon ium brom ide, CTMAB)储备液: 准确称

取十六烷基三甲基溴化铵 019112 g,用二次水定容
至 250mL量瓶中,使用时逐级稀释。

本文所用试剂均为分析纯,水为二次蒸馏水。

2 试验方法

按图 1所示流路将十六烷基三甲基溴化铵、罗

丹明 B的碱性溶液、N - 溴代琥珀酰亚胺溶液均以

416 mL# m in
- 1
的流速泵入,待基线稳定后,通过进

样阀向载流中注入法莫替丁标准溶液或样品溶液

50 LL, 分别记录空白和试样峰高, 以其差值 v I定

量。光电倍增管负高压为 800 V。

图 1 流动注射分析流程图

F ig 1 Schem at ic d iagram of FIA

P1, P2:蠕动泵 ( perista lt ic pum p) V:进样阀 ( sam pl ing valve)  W:废

液 (w aste)  F:流通池 ( flow cel l)  PMT:光电倍增管 ( photomu lt ip lier

tub e)  AM P:放大器 ( am p lifier)  NHV: 负高压 ( n egat ive h igh vol-t

age)  R:记录仪 ( recorder)  CTMAB:十六烷基三甲基溴化铵 ( cety-l

trim ethyl amm on ium brom id e)  RDM B: 罗丹明 B ( rhodam ine B )  

NBS:N -溴代琥珀酰亚胺 (N - b rom osuccin im ide)  

准确称取法莫替丁 50片 (标示量: 20 mg#

片
- 1
) ,将其研磨成均匀粉末, 准确称取该样品粉末

010200 g,用 011mo l# L
- 1
醋酸溶液 20 mL溶解, 再

加水定容至 50 mL, 超声振荡 15 m in。用干燥滤纸

过滤,弃去最初滤液, 收集续滤液 (约 30 mL), 摇匀

备用。

3 实验条件选择与讨论

311 流路的选择  静态实验表明, 反应物混合后

015 s发光强度即可达到最大, 2 s后衰减为零,因此
本文指示反应是一个快速化学发光反应;而且反应

物加入顺序对发光强度的影响很大, 在指示反应尚

未发生之前, 碱性介质必须与氧化剂 N -溴代琥珀

酰亚胺分开,且 N -溴代琥珀酰亚胺应最后加入, 发

光强度才能到达最大。为此, 本文针对性地尝试了

8种流路,发现 N -溴代琥珀酰亚胺只有等待携带

样品的十六烷基三甲基溴化铵与碱性的罗丹明 B

先期混合后, 最后注入 N -溴代琥珀酰亚胺才能获

取最强的发光强度。因此, 本文设计了双泵三道流

路系统 (如图 1所示 ), 并且反应管道的长度仅有 3

cm长 (即:图 1中 MN段 ), 只有这样才能捕捉到最

强的发光信号,并且 10 s内可完成一次测定。

312 泵速对化学发光反应的影响  泵速的快慢对

捕捉最强化学发光信号起到了关键作用。泵速太

慢, 化学发光反应在进入流通池之前就已经进行;泵

速太快,化学发光反应在检测器后发生,这 2种泵速

均不能捕捉到最强的发光信号。本文试验了 10 ~

)114) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 1)



80 r# m in- 1的泵速, 在泵速为 60 r# m in
- 1
(即相当

于体积流速为 416 mL# m in
- 1
)时, 发光信号最强,

且峰形最佳,故本文选定泵速为 416mL# m in- 1
。

313 荧光物质及其浓度的选择  荧光物质在本文
中作为能量转移的接收试剂,其激发态的能级必须

同化学发光反应释放的能量相匹配。在此前提下,

荧光物质的量子产率越高,则化学发光强度也越强。

本文对 6种不同的荧光试剂 (浓度均为 5 @ 10- 5 mol
# L

- 1
)进行了分析对比, 它们分别是: 罗丹明 B、丁

基罗丹明 B、罗丹明 6G、荧光素、硫酸奎宁、曙红等

不同的荧光试剂。实验表明:罗丹明 B、丁基罗丹明

B、曙红、荧光素均有化学发光作用, 但曙红的基线

过高, 信噪比较小,在更低浓度范围内考察曙红对发

光的影响,虽然基线有所下降, 但增强值却无明显提

高。为此,进一步的实验在 1 @ 10- 6 ~ 5 @ 10- 4
mo l#

L
- 1
浓度范围内考察罗丹明 B、丁基罗丹明 B ( bu tyl

rhodam ine B, BRDM B)和荧光素 ( f luo resceie, FRC )。

这 3种物质的发光效果如图 2所示,罗丹明 B的信

噪比最大,基线较稳定,相对发光强度 (峰值 )最高,

至此, 本文选定发光试剂为罗丹明 B。

图 2 荧光素物质浓度对化学发光强度的影响

Fig 2 E ffect of f luorescence concentrat ion on the CL in tensity

十六烷基三甲基溴化铵 ( cetyltrim ethyl amm on ium brom ide) : 215 @

10- 3 m ol# L- 1; N -溴代琥珀酰亚胺 (N - brom osu ccin im ide) : 0101

m ol# L- 1;氢氧化钠 ( sod ium hydrox ide) : 011 m ol# L- 1; 流速 ( flow

rate) : 416 mL# m in- 1;光电倍增管负高压 ( negative h igh vo ltage of

photomu ltipl ier tub e) : 800 V;进样体积 ( in ject ion volum e) : 50 LL

1.荧光素 ( f luorescein)  2.丁基罗丹明 B( butyl rhodam ine B )  3.罗

丹明 B( rhodam in e B )

更进一步的实验考察了 1 @ 10- 5 ~ 1 @ 10- 4
mol

# L
- 1
范围内罗丹明 B的浓度对化学发光的影响,

如图 3所示, 当罗丹明 B浓度为 5 @ 10- 5
mo l# L

- 1

时,在其他实验条件不变的情况下,可得最大发光强

度,故本文选定发光试剂为罗丹明 B,其浓度为 5 @

10
- 5
mo l# L

- 1
。

图 3 罗丹明 B浓度对化学发光强度的影响

F ig 3 E f fect of rhodam ine B con centration on th e CL in tens ity

十六烷基三甲基溴化铵 ( cety ltrim ethyl amm on ium brom ide) : 215 @

10- 3 m ol# L- 1; N - 溴代琥珀酰亚胺 (N - b rom osuccinim ide) : 0101

m ol# L- 1;氢氧化钠 ( sod ium hyd roxide) : 011 m ol# L- 1; 流速 ( f low

rate) : 416 mL# m in- 1; 光电倍增管负高压 ( negat ive h igh voltage of

photom u lt ip lier tube): 800V;进样体积 ( in jection volum e) : 50 LL

314 氢氧化钠浓度对发光强度的影响  氢氧化钠
为发光体系提供了碱性的介质环境,既影响 N -溴

代琥珀酰亚胺与法莫替丁的氧化还原反应, 又影响

罗丹明 B的量子产率。研究了 0101~ 014mol# L
- 1

氢氧化钠对发光强度的影响,实验发现,发光强度随

氢氧化钠浓度增大而先增后减, 在 011 mo l# L
- 1
时

发光强度最大。所以,选择氢氧化钠浓度为 011mo l
# L

- 1
。

315 表面活性剂及其浓度的影响  考察了十六烷

基三甲基溴化铵、曲拉通 X - 100(T ritonX- 100)、十

二烷基硫酸钠、十二烷基磺酸钠、十六烷基吡啶基

氯、聚乙二醇 6000共 6种表面活性剂对化学发光的

影响。实验表明: 十六烷基三甲基溴化铵及十六烷

基吡啶基氯对 N -溴代琥珀酰亚胺 -罗丹明 B-法

莫替丁化学发光体系具有强烈的增敏作用, T ritonX

- 100对体系的化学发光有抑制作用, 而其他 3种

表面活性剂对化学发光无影响。比较十六烷基三甲

基溴化铵及十六烷基吡啶基氯对发光的影响, 尽管

两者对发光的增强程度相差无几, 但十六烷基吡啶

基氯的基线较高,反应的信噪比小,故本文选用十六

烷基三甲基溴化铵表面活性剂为增敏剂。并考察了

1~ 10 mmo l# L
- 1
范围内十六烷基三甲基溴化铵对

化学发光信号的影响,当其浓度为 215 mmol# L
- 1

时, 化学发光信号最强, 故本文选定十六烷基三甲基

溴化铵的浓度为 215 mmo l# L
- 1
。

316 N -溴代琥珀酰亚胺浓度的影响  实验考察

了 1~ 50mmol# L
- 1
范围内 N -溴代琥珀酰亚胺对

化学发光信号的影响, 发光强度随 N - 溴代琥珀酰

)115)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 1)



亚胺浓度增大而先增后减, 浓度为 10 mmo l# L
- 1
时

化学发光信号最强,故本文选定此浓度的 N - 溴代

琥珀酰亚胺用于后续实验。

317 进样环体积的选择  研究了采样环体积为 20

~ 100 LL时对发光强度的影响。当进样体积为 60

LL时,可得最强的发光强度,且峰形最佳; 当进样体

积超过 60 LL后峰形开始变差、超过 80 LL时出现

了双峰, /双峰0意味着进样体积过大而试剂相对不
足所致。故本文选择注样体积为 60 LL。

4 标准曲线、精密度与检出限

按实验方法,在优化的实验条件下,增强的化学

发光信号强度 ($I )与法莫替丁浓度在 110 @ 10
- 4
~

110 @ 10- 2
mg# mL

- 1
范围内呈良好线性关系, 其回

归的线性方程为:

v I= 4113 @ 105C+ 195163 r= 019991
对浓度为 5 @ 10- 4

mg# mL
- 1
的法莫替丁标准

溶液连续进行 11次平行测定, 得 RSD小于 211% ;

并用 3倍空白值的标准差除以灵敏度 (即: 工作曲

线的斜率 ), 计算出本法的检出限为 510 @ 10
- 5
mg

# mL
- 1
。

5 干扰实验

研究药物中常见的赋形剂和共存物质的干扰情

况,结果表明:在相对偏差小于 5%的情况下,对于 5

@ 10- 4 mg# mL- 1
的法莫替丁标准溶液, 500倍量的

醋酸钠、300倍量的硝酸钙、200倍量的淀粉、200倍

量的乳糖、200倍量的葡萄糖和硫酸镁、200倍量的

蔗糖、100倍量的酒石酸、100倍量的环糊精、50倍

量的草酸钠、20倍量的硫酸钠、1倍的抗坏血酸不干

扰本测定。

6 机理初探

法莫替丁分子中有多个还原性的胺基和取代胺

基,其结构式如图 4所示, 在碱性条件下, N -溴代

琥珀酰亚胺的氧化性来自其新产生的水解产物 ) 次
溴酸 (HBrO)

[ 14]
, 次溴酸具有氧化性而将法莫替丁

氧化。该氧化 -还原反应释放的能量转移并激发共

存的物质罗丹明 B,从而产生化学发光。实验中用

改装的 RF- 540荧光光度计,观察了连续流动注射

扫描发光光谱, 发现其最大发射波长为 578 nm, 与

罗丹明 B自身的荧光发射光谱相同。

图 4 法莫替丁结构式

Fig 4 S tructu ral form u la of fam ot id ing

根据上述实验情况,可推测本发光体系可能的

反应机理如下:

  N -溴代琥珀酰亚胺 +水 N -溴代琥珀酰

亚胺 +次溴酸

  法莫替丁 +次溴酸 + OH
-

产物
*

  产物*
+罗丹明 B 罗丹明 B

*
+产物

  罗丹明 B
*

罗丹明 B+ hT

7 样品分析

按照实验部分所述方法, 对法莫替丁片剂中法

莫替丁的含量进行了测定,并将本法与药典法对照,

结果列于表 1。实验证明, 本法测定结果与药典法

基本一致,并且在测定速度、操作过程、试剂及样品

消耗等方面优于药典法。取样品适量,加一定量标

准溶液,进行回收率试验,结果见表 2。
表 1 本法与药典法对照

Tab 1 The assay of fam otidine tab lets by proposed

m ethod compared w ith pharm acopoeiam ethod

样品号

( sample

N o1)

标示量

( labeled) /

mg per table t

本法 ( propo sed

method) /mg per

tab let( n = 5)

药典法

( pha rmacopoe ia

m ethod) /mg per tablet

相对误差

( re lative

erro r) /%

1 20 191 81( 118) 20112 - 1154

2 20 191 93( 215) 20121 - 1139

  注 ( note): 括号内为 RSD (R SD in the parentheses, % )

表 2 法莫替丁片的回收率试验 (n= 7)

Tab 2 Recovering resu lts for fam otidine in tablets

初始浓度

( o rig inal) /mg# mL- 1

加入浓度

( added) /mg# mL- 1
回收率

( recovery) /%
RSD /%

1106

218

1

2

1

2

102

103

97

101

213

212

215
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第十五届全国药学史本草学术研讨会征文通知

  中国药学会药学史专业委员会组织的 /第十五届全国药学史本草学术研讨会定于 2009年 8月上旬

在我国红山文化的发祥地 ) ) ) 内蒙古赤峰市召开。在此衷心希望得到国内外广大医药学工作者、科学
史、社会学等相关学科研究者的广泛关注,特别期盼关注我国民族药学事业发展的专家学者热情赐稿。

同时要求本专业委员会的各位委员积极参与、推荐本专业或相关专业的学术论文。以论文参会代表可

按国家相关规定享受继续教育学分。有关征文的具体事宜通知如下:

一、本次会议的主题: /蒙药历史、现况及加速蒙药产业化进程的研讨 0。
二、征文范围 (请查询: http: / /www. cpa. org. cn)

三、论文要求:

论文立意要有创新性,引证资料可靠。字数除特约稿外,一般在 3000字以内,并附 400字以内的摘

要。原则上要求投送电子Word文档,个别无条件者也可投送手写稿。但要求字迹工整清楚。论文入

选后,将统一编印论文集。

四、论文截止日期: 2009年 6月 15日。

五、会议时间地点: 2009. 8上旬,内蒙古赤峰市。

六、论文请寄:

100700 纸质文稿请寄:北京东直门南小街 16号中国中医科学院中国医史文献研究所 万芳

电子文稿请发: jinda@ cpa. org. cn

详情请查询: http: / /www. cpa. org. cn
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