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摘　要　基于鲁米诺在碱性条件下可以被铁氰化钾氧化产生化学发光,利福平对此化学发光具有增

敏作用这一现象,结合流动注射技术建立了一种直接测定利福平的流动注射化学发光分析新方法。该方法

的线性范围为 5. 0×10- 8—3. 0×10- 6g·mL - 1,检出限为 1×10- 8g·mL - 1,对 3. 0×10- 7g·mL - 1的利福

平连续进行 11次平行测定,其相对标准偏差为 4. 5% ,该方法已成功地测定了利福平眼药水中利福平的含

量。
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1　引言
利福平 (R ifamp icin) ,其化学名称为 32{[ (42甲基212哌嗪基)亚氨基 ]甲基}2利福霉素,是利福霉

素类半合成广谱抗菌药,对多种病原微生物均有抗菌活性。外用治疗沙眼及敏感菌引起的眼部感

染。利福平对需氧革兰阳性菌具良好抗菌作用,对军团菌属作用亦良好,对沙眼衣原体、性病淋巴肉

芽肿及鹦鹉热等病原体均具抑制作用[1 ]。

目前,测定利福平分析方法有高效液相色谱法[2 ]、分光光度法[3 ]、毛细管色谱法[4 ] ,化学发光分

析法[5—7 ]上述方法中,高效液相色谱法和毛细管色谱法存在操作复杂,仪器昂贵,对流动相有较高

的要求等缺点,分光光度法的灵敏度不高。化学发光分析法因其具有设备简单、线性范围宽、灵敏度

高,无背景信号等特点而备受人们的关注。现有测定利福平的化学发光分析方法主要有鲁米诺2过
氧化氢化学发光体系测定利福平[5 ]、铁氰化钾化学发光体系测定利福平[6 ]、铜离子催化过氧化氢氧

化利福平产生化学发光从而测定利福平[7 ]等,而鲁米诺2K3Fe (CN ) 6 发光体系测定利福平含量的化

学发光分析方法目前尚未见报道。

我们经过研究发现,在碱性介质中利福平对鲁米诺与K3Fe (CN ) 6 产生的化学发光信号具有强

烈的增敏作用,据此建立了测定利福平的流动注射化学发光分析新方法,该方法已成功地用于利福

平眼药水中利福平含量的测定。
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2　实验部分

2. 1　仪器和试剂

IFFM 2E 型流动注射化学发光分析仪 (西安瑞迈分析仪器有限公司) , Synergy 超纯水机 (美国

M illipo re公司)。

利福平储备液 (5. 0×10- 5g·mL - 1) :准确称取利福平标准品 (中国药品生物制品检定所) 5m g,

用甲醇使其溶解,并定容至 100mL 棕色容量瓶中,摇匀,避光于 4℃储存备用,使用时稀释至所需

浓度; 鲁米诺 (Sigm a公司)储备液: 1. 0×10- 2molöL ,准确称取鲁米诺 0. 1772g 用 0. 1molöL N aOH

溶解后,定容于 100mL 容量瓶中,置于棕色试剂瓶中于冷暗处保存; K3Fe (CN ) 6 储备液浓度为 1. 0

×10- 3mol·L - 1,所用试剂均为分析纯,实验用水为二次蒸馏水。

2. 2　实验方法

如图 1 所示, a 中通人 1. 0×10- 3molöL K3Fe (CN ) 6, b 中通人 2. 0×10- 5moL öL 鲁米诺 (含

0. 1molöL N aOH ) ,将水注入 c中,先做空白实验,测定其发光强度 (I 0) ,待空白稳定将一定浓度的

利福平样品溶液注入 c中,以流动注射发光仪测量体系的化学发光强度 (I s)。化学发光强度增加值

用 ∃ I 表示 (∃ I= I s- I 0) ,以 ∃ I 进行定量。

图 1　流动注射化学发光流路示意图

a——铁氰化钾; b——鲁米诺; c——水或标准品; PC——计算机; P 1, P 2——蠕动泵;

V ——进样阀; F——流通池;W ——废液; PM T——光电倍增管; HV——高压。

3　结果与讨论

图 2　氢氧化钠浓度的选择

鲁米诺: 2. 5×10- 5mol·L - 1;

K3Fe(CN ) 6: 1. 0×10- 4mol·L - 1。

3. 1　反应介质及其浓度的影响

鲁米诺2K3Fe (CN ) 6 体系只有在碱性介质中才能产生化

学发光,分别以 0. 1mol·L - 1的N aOH、N a2CO 3、N aHCO 3、硼

砂为反应介质,考察了介质对该化学发光体系的发光强度的

影响,结果表明,在 0. 1mol·L - 1的N aOH 介质中发光强度大

且比较稳定。同时也考察了不同浓度的N aOH 对该化学发光

体系发光强度的影响,结果表明当N aOH 的浓度为 0. 1 mol

·L - 1时该化学发光体系的信噪比最大 (如图 2) ,故本实验选

择N aOH 的浓度为 0. 1mol·L - 1。

3. 2　K3Fe (CN) 6 浓度的影响

K3Fe (CN ) 6 可氧化鲁米诺产生化学发光, K3Fe (CN ) 6 的
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浓度是影响该体系的化学发光强度的重要因素之一。固定利福平浓度为 5. 0×10- 6 g·mL - 1,

N aOH 浓度为 0. 1mol·L - 1,考察了 K3Fe (CN ) 6 浓度在 3. 0×10- 4—1. 0×10- 2mol·L - 1范围内对

利福平增敏化学发光信号的影响。实验结果表明,当K3Fe (CN ) 6 的浓度为 3. 0×10- 3mol·L - 1时,

利福平呈现出最强的增敏化学发光信号作用,故本实验选择K3Fe (CN ) 6 的最佳浓度为 3. 0×10- 3

mol·L - 1。

图 3　鲁米诺浓度的选择

K3Fe (CN ) 6: 3. 0×10- 3mol·L - 1,

N aOH: 0. 1mol·L - 1。

3. 3　鲁米诺浓度的影响

鲁米诺作为发光试剂直接影响着化学发光的强度,本文考

察了浓度在 1. 0×10- 5—1. 0×10- 4molöL 范围内的鲁米诺对该

化学发光体系信噪比的影响。实验结果发现,在 K3Fe (CN ) 6 浓

度为 3. 0×10- 3mol·L - 1、N aOH 溶液的浓度为 0. 1mol·L - 1

时、随着鲁米诺浓度的增加,该化学发光体系信噪比亦增大,当

鲁米诺浓度超过 2. 5×10- 5mol·L - 1时,信噪比开始下降 (如图

3) ,故本实验选择鲁米诺的浓度为 2. 5×10- 5mol·L - 1。

3. 4　校准曲线、检出限和精密度

在上述选定的实验条件下,利福平的浓度在 5. 0×10- 8—3. 0×10- 6g·mL - 1范围内与增敏的

化学发光强度呈良好的线性关系,其线性方程如表 1所示。对 3. 0×10- 7g·mL - 1的利福平连续进

行 11次平行测定,其相对标准偏差为 4. 5% ,按 IU PA C 规定,计算所得利福平的检出限为 1×10- 8

g·mL - 1。

表 1　校准曲线线性范围及回归方程

浓度范围

(mol·L - 1)
回归方程

相关系数

( r)

仪器参数

负高压 (V )

5. 0×10- 8—1. 0×10- 7g·mL - 1 ∃ I= 6. 421C - 9. 421 0. 9996 300

1. 0×10- 7—5. 0×10- 7g·mL - 1 ∃ I= 1. 5C+ 40. 33 0. 9998 300

7. 0×10- 7—3. 0×10- 6g·mL - 1 ∃ I= 0. 647C + 86. 16 0. 9989 300

3. 5　干扰实验

对 1. 0×10- 7g·mL - 1的利福平进行了干扰实验,结果发现 1000 倍量的葡萄糖、淀粉、硫脲,

200倍量的N H +
4 , 100倍量的糊精, 50倍量的 K+、M g2+ ,同倍量的Ca2+ 几乎不产生干扰,同倍量的

N i+、维生素C 产生正干扰。

3. 6　样品分析

按利福平眼药水 (沧州光明药业有限公司,标示量 10mL : 10m g)的说明将药丸和缓冲溶液混合

均匀,吸取适量的利福平眼药水经适当稀释后,进行样品分析,结果如表 2所示。

表 2　样品分析结果

样品
本底值

(10- 7molöL )

加入值

(10- 7molöL )

测得值

(10- 7molöL )

回收率

(% )

RSD (% )

(n= 3)

样品 1 0. 82 0. 6 0. 58 97 4. 3

样品 2 1. 13 1. 0 1. 04 104 3. 9

4　结论
基于利福平对鲁米诺2K3Fe (CN ) 6 化学发光体系的化学发光信号具有强烈的增敏作用而建立
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了测定利福平的流动注射化学发光分析新方法,在所选定的实验条件下,利福平浓度与增敏的化学

发光强度呈现良好的线性关系,该方法已成功地测定了利福平眼药水中利福平的含量。

参考文献
[ 1 ] 陈新谦,金有豫. 新编药物学[M ]. (第 14版). 北京:人民卫生出版社, 2000. 216—217.

[ 2 ] 李平,匡佩琳. HPLC 测定利福平胶囊含量[J ]. 中国抗生素杂志, 2002, 25 (1) : 68—69.

[ 3 ] 回瑞华,候冬岩. 三波长2光谱法测定利福平的含量[J ]. 光谱学与光谱分析, 1995, 15 (5) : 95—98.

[ 4 ] 张亮,毕宝英. 毛细管色谱法测定复方利福平片中异烟肼和吡嗪酰胺的含量[J ]. 中国现代应用医学杂志, 1999, 6 (6) : 41—43.

[ 5 ] 陈文山,张迎雪. 鲁米诺2过氧化氢化学发光体系测定利福平[J ]. 化学研究, 2004, 15 (1) : 38—39.

[ 6 ] 张琰图,杨维平,章竹君等. 铁氰化钾化学发光体系测定利福平的研究[J ]. 分析试验室, 2003, 22 (2) : 33—35.

[ 7 ] 刘伟,保新,章竹君等. 测定利福平的化学发光新体系[J ]. 分析化学, 2002, 30 (1) : 86—88.

D eterm ination of R ifampic in w ith L um inol-K3Fe (CN) 6

Chem ilum inescence System

Q U Ying2Juan　DUAN Shu2E　W AN G Shao2Ying
(D epartm ent of Chem istry , X i’an U niversity of A rts and S cience, X i’an 710065, P. R. China)

Abstract　A m ethod fo r the determ ination of rifamp icin by chem ilum inescence coup led w ith flow

in jection w as developed based on the chem ilum inescence of the ox idation of 1um ino1 by K3Fe (CN ) 6 in

alkaline so lution. T he relative chem ilum inescence in tensity is p roportional to rifamp icin concen tration

over the range 5. 0×10- 8—3. 0×10- 6 g·mL - 1 w ith a detection lim it of 1×10- 8g·mL - 1. 11 tim es

of parallel determ ination of 3. 0×10- 7 g·mL - 1 rifamp icin show that the relative standard deviation

(R SD ) is 4. 5%. T he p roposed m ethod has been successfully app lied to the determ ination of rifamp icin

in eye drop s samp les.

Key words　Chem ilum inescence, F low In jection A nalysis, R ifamp icin,L um ino12K3Fe (CN ) 6.

2008年《光谱实验室》征订启事

《光谱实验室》2008年订价与 2007年相同:

双月刊, 16开,每册 240页,单月 25日出版,每份年订价为 240元 (1- 6期) ; 零售价为: 第 1期 70元ö本,

其余 40元ö本。

欲订阅的读者请到全国各地邮电局 (所)办理订阅手续,邮发代号为 822863。错过时间者,可直接通过邮

局汇款向本编辑部联络处订阅。

地址:北京市 81信箱 66分箱　刘建林,邮编: 100095,电话: (010) 62452937。

《光谱实验室》编辑部

2007年 9月 25日

189第 5 期 屈颖娟等:鲁米诺2铁氰化钾化学发光体系测定利福平


