
第2 9卷 , 第1期 � � � � � � � � � � � � 光 谱 学 与 光 谱 分 析 Vol� 29 , No� 1 , pp 7 3�7 7
2 0 0 9 年 1 月 � � � � � � � � � � � � Spectro scopy and Spectr al Analysis January , 2009 �

甲磺酸帕珠沙星的铽增敏化学发光法测定
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摘 � 要 � 甲磺酸帕珠沙星( PM )与 Tb3+ 容易结合形成配合物 Tb3+�PM , 该配合物通过能量转移反应对 KM�
nO4�Na2 SO3 这一弱化学发光体系有很强的增敏作用。据此, 结合流动注射技术建立了稀土敏化化学发光测

定 PM 的新方法。在最佳试验条件下, PM 的浓度与增强的化学发光强度在 0� 10 ~ 12 mg � L - 1范围内呈良

好的线性关系, 方法的检出限是 0� 04 mg � L - 1 , 对 1� 0 mg� L - 1的 PM 进行 11 次平行测定, 相对标准偏差

RSD为 1� 9%。用于测定注射液和体液中 PM 的含量, 方法简单、快速、灵敏、重现性好, 分析结果令人满

意。实验对该化学发光体系( KM nO 4�NaSO 3�Tb3+ �PM )的发光机理进行了探讨。
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引 � 言

� � 甲磺酸帕珠沙星 ( pazuflox acin mesylas, PM ) 为帕珠沙

星的甲磺酸盐, 具有广谱抗菌活性[ 1] , 于 2002年 4 月在日本

首次上市。其作用机理与其它喹诺酮类抗菌药物一样, 通过

抑制细菌 DNA 拓扑异构酶  和!的活性, 从而抑制细菌

DNA 的合成, 而导致细菌的死亡[ 2] 。由于其分子结构中7 位

引入了氨基环丙基, 光毒性和中枢神经系统毒性较同类药物

降低[3, 4] 。本品对 G+ 和 G�菌、厌氧菌、支原体和衣原体等

均具有较强的抗菌活性, 副作用小, 临床用于治疗革兰氏阳

性菌和革兰氏阴性菌引起的呼吸道、尿道感染等疾病, 取得

了很好的临床疗效。对此类药物的分析方法的研究, 在临床

治疗和药动力学研究上具有重要意义。目前, 高效液相色谱

法[5, 6] 、紫外吸收光谱法等[ 7] 已用于研究甲磺酸帕珠沙星,

但这些方法的灵敏度低操作繁琐。利用化学发光分析法测定

甲磺酸帕珠沙星的研究还没见报道。

化学发光法具有设备简单、线性范围宽、灵敏度高、快

速、可连续测定、重现性好等特点[ 8�10] , 与流动注射技术结

合, 在分析领域内得到越来越广泛的应用。PM 与其他氟喹

诺酮类抗菌药物一样, 含有 ��酮酸结构, 能与稀土 Tb3+ 配

位, 而 T b3+ 易与激发态的配体发生能量转移[ 11] , 发射 T b3+

的特征光。本文研究发现, T b3+� PM 能显著增强 KM nO4�

Na2 SO3 的发光强度, 并发出 Tb3+ 的特征波长的光。增强的

发光强度 � I 与 PM 的浓度( mg � L - 1 )在一定范围内呈很好

的线性关系, 据此, 建立了一种快速、灵敏、简单的测定 PM

的新方法, 并用于注射液和体液中 PM 的分析。本实验通过

测定化学发光波长和 Tb3+ , PM , Tb3+ �PM 的荧光波长对其

发光机理进行了探讨。

1 � 实验部分

1� 1 � 仪器与试剂

IFFM� E 型流动注射化学发光分析仪 (西安瑞迈电子科

技有限公司 ) ; 单管式 Sir ius 化学发光仪 (德国 Bert ho ld 公

司) , UV�8453 型紫外分光光度计和 F�4500 荧光分光光度计

(日本日立公司)。

甲磺酸帕珠沙星对照品(河南省药品检验所)溶液( 100� 0

mg � L- 1) , 将 0� 025 0 g甲磺酸帕珠沙星用水溶解, 并稀释

至 250 mL ; 甲磺酸帕珠沙星注射液(批号: 060602, 100 mL:

帕珠沙星 0� 3 g 与氯化钠 0� 9 g, 重庆莱美药业有限公司) ;

T b3+ 储备液( 1� 0∀ 10- 2 mo l� L - 1 ) , 将 0� 186 9 g Tb4 O7 (上

海迈坤化工有限公司, 纯度> 99� 99% )在沸水浴中用 6 mL

12 mo l� L - 1的盐酸溶解, 蒸至近干, 加水溶解并定容于 100

mL 的容量瓶中; 高锰酸钾溶液( 1� 0 ∀ 10- 2 mo l � L - 1 ) , 准

确称取 0� 158 0 g 用二次水溶解, 并定容于 100 mL 容量瓶

中; 亚硫酸钠溶液( 1� 0 ∀ 10- 2 mol � L- 1) , 准确称取 0� 126 0

g 用二次水溶解, 并定容于 100 mL容量瓶中。高锰酸钾和亚



硫酸钠当天配制当天使用。实验所用试剂均为分析纯, 水为

重蒸水。

1� 2 � 实验方法
如图 1 所示流程路, 将 PM 标准溶液或样品溶液注入到

Na2 SO3 载流中, 再与 KM nO 4 和 Tb3+ 混合。溶液混合后立

即注入光度测量仪, 产生的化学发光信号由 IFFM�E 型流动

注射化学发光仪检测, 信号由 IBM�兼容机记录。以二次水经
a通道进入流通池时测得的峰高为 I 0, 以样品溶液经过 a通

道进入流通池时测得的峰高为 I S , 二者的差值 �I ( I S - I 0 )

与样品浓度成线性关系, 据此进行定量测定。实验参数由

IFFM�E 型流动注射分析仪设定, 仪器实验参数的设置如

表 1所示。

Fig� 1 � Schematic diagram of flow injection CL assembly

a: PM; b: Sodium sulf it e; c: Potas sium p ermanganate + acid; d:

Tb3+ ; P1, P2: Peristal ti c pump; V: Inject ion valve; W : W aste;

FL: Flow cell; H V: H igh voltage; PMT: Photomul tipl ie; AMP:

Amplif ier; RE C: Recorder

Table 1 � Setting of apparatus parameters

主泵速

/ ( r � m in- 1 )

副泵速

/ ( r� min- 1 )

高压

/ V

测量时

间/ s

滤波器截

止频率/ Hz

采样速度

/ (次� s- 1 )

35 20 850 6 50 5

2 � 结果与讨论

2� 1 � 化学发光动力学曲线

在没有 PM 存在时 KM nO4 + NaSO3+ Tb3+ 产生弱的发

光, 当 PM 存在时, 化学发光强度明显增强。我们研究了 PM

加入前后的化学发光动力学曲线, 由图 2 曲线可见, 该体系

是个快速发光体系, 注入待测液 1 s 后即产生化学发光, 1� 2

s 时发光强度达到最大值, 2 s 内反应完成回到基线。

Fig� 2 � The kinetic curve

1: KMnO 4+ Na2S O3+ T b3+ ; 2: KMnO 4+ Na2S O3+ T b3+ + PM

2� 2 � 化学发光反应条件的选择
2� 2� 1 � 酸介质的选择及其浓度优化

酸的选择, KM nO 4�NaSO 3� Tb3+� PM 化学发光体系在酸

性介质中反应。为了保证介质的酸性, 在高锰酸钾溶液中加

入酸。作为介质的酸的种类和浓度对化学发光强度及其稳定

性都有影响。本文研究了高锰酸钾溶液中用硫酸、盐酸、磷

酸、硝酸作为反应介质的情况, 结果表明, 用磷酸作介质时

发光强度最大。

磷酸浓度的优化, 考察 10- 2 ~ 8 ∀ 10- 5 mol � L- 1范围内

磷酸浓度对发光反应的影响, 发现发光强度在磷酸浓度为 5

∀ 10- 4 mo l� L - 1时最高。

2� 2� 2 � 增敏剂的选择及其浓度优化

KM nO4�Na2 SO3 和 KM nO 4�Na2 SO3�PM 都是弱的化学

发光体系, 通过加入一些强荧光物质可以使体系的发光强度

增强。选择常见的增敏剂如 Tb3+ 、Eu3+ 、La3+ 、罗丹明 B、

罗丹明 6G、荧光素、荧光黄, 配成溶液 (浓度为 10- 3 mol �

L - 1 )实验其对 KM nO 4�Na2 SO3�PM 体系发光强度的影响,

发现发光强度有不同程度的增强, 其中 Tb3+ 的增强作用最

为显著, 故选用 T b3+ 作为该实验的增敏剂。在 10- 2 ~ 10- 5

mo l� L - 1的范围内, 研究了 Tb3+ 的浓度对发光的影响, 实

验发现, 随着T b3+ 浓度的增大发光强度增大, 但空白发光值

也随之增大, 并且 T b3+ 浓度大时, 稳定性降低; 当 T b3+ 浓

度超过 10- 3 mol � L- 1时, 发光强度的增强趋势变缓, 因此,

综合考虑, 实验选用 10- 3 mo l� L - 1的 T b3+ 。

2� 2� 3 � 高锰酸钾和亚硫酸钠浓度的影响
在整个反应体系中高锰酸钾是氧化剂, 亚硫酸钠是还原

剂, 它们的浓度都对化学发光强度产生影响。在 5 ∀ 10- 2 ~ 5

∀ 10- 5 mo l� L - 1的范围内, 进行亚硫酸钠浓度的优化, 结果

如图 3, 在 10- 3 mo l � L - 1时最好, 选用该浓度的亚硫酸钠。

研究了 10- 3 ~ 10- 5 mol � L- 1浓度范围内高锰酸钾的浓度对

化学发光强度的影响, 结果如图 4, 当 KM nO4 的浓度太低

时, 化学发光信号弱; 而浓度过高时, 高锰酸钾溶液可吸收

光辐射, 也会导致化学发光信号降低。KM nO 4 浓度在 6 ∀

10- 5 mo l� L - 1时, 化学发光强度最大, 用该浓度的高锰酸

钾。

Fig� 3� Effect of sodium sulf ite concentration on CL intensity

1: Blan k; 2: PM 5 mg � L- 1 ; Tb3+ 10- 3 mol � L- 1 ; phosph oric

acid, 5∀ 10- 4 mol� L- 1 phosph oric acid, 5∀ 10- 4 mol� L- 1 ; potas�

sium permanganate, 10- 4 mol� L- 1
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Fig� 4 � Effect of potassium permanganate

concentration on CL intensity

1: Blank; 2: PM 5 mg � L- 1; T b3+ 10- 3 mol� L- 1; phosp horic

acid 5∀ 10- 4 m ol � L- 1; sodium su lfi te 10- 3 mol� L- 1

2� 3 � 干扰实验

在最佳实验条件下, 在 PM 为 2 mg � L - 1时, 对一些常

见离子、药物赋形剂和其他结果相似的抗生素类药物对 PM

的干扰情况进行了考查。结果表明, 允许测量误差 # 5% 内,

100 倍的 K + , N a+ , Ca2+ , Zn2+ , Ba2+ , 10 倍的 Fe3+ 和

Cu2+ 不产生干扰, 50 倍的硬脂酸镁、淀粉, 20 倍的葡萄糖、

蔗糖、糊精、脲、明胶均不干扰测定。而同倍量的其他抗生

素, 如氧氟沙星、司帕沙星、门冬氨酸洛美沙星、克林霉素、

螺旋霉素、阿齐霉素, 都对实验产生干扰。

2� 4 � 工作曲线、精密度和检出限
在最佳实验条件下, 测定 PM 的工作曲线, 相对化学发

光强度 � I 与 PM 的浓度 c 在 0� 10~ 12 mg � L- 1范围内呈线

性关系, 为了提高测定的精密度与准确度, 校准曲线按 PM

的浓度分段绘制, 见表 2。对 11 次空白溶液的测定结果, 根

据 IUPAC( 3 )建议, 计算出方法的检出限为 0� 04 mg � L- 1。

对 1� 0 mg � L - 1的 PM 对照品溶液进行 11 次平行测定, 相

对标准偏差 RSD为 1� 9%。

Table 2� Regression equation and linearity range

回归方程 浓度范围/ ( m g � L - 1) 相关系数

�I = 1176� 1c+ 77� 394 0� 10~ 2� 0 0� 999 5

�I = 676�28c+ 1 268� 9 2� 0~ 12 0� 997 7

2� 5 � 样品的测定
2� 5� 1 � 注射液中 PM 的测定

在最优条件下, 以工作曲线法测定了注射液中甲磺酸帕

珠沙星( 0� 30 g, 100 mL )的含量。准确移取 1� 00 mL 注射液

于 1 000 mL 容量瓶中, 加水稀释定容, 得 3� 0 mg� L - 1的溶

液; 准确移取 5� 00 mL 3� 0 mg � L- 1的溶液加水稀释定容到

50 mL 容量瓶中得 0� 30 mg� L - 1的溶液。在上述最佳条件

下进行测定, 同时进行加标回收率实验, 并用紫外�分光光度

法[ 7] 进行对照实验。结果见表 3, 用本法测得的结果与紫外�
分光光度法所测结果吻合。

Table 3 � Determination resulus of PM in the injection( n= 11)

样品
标示量

/ ( g � L- 1 )

本法

/ ( g � L- 1 )

紫外

/ ( g � L- 1)
RS D/ %

原始量

/ ( mg � L- 1)

加入量

/ ( mg � L- 1 )

测得量

/ ( m g � L- 1)
回收率/ %

0� 310 5 0� 15 0� 462 3 98

注射液 3 3� 104 8 3� 151 5 2� 1 0� 30 0� 604 5 101� 2

3� 104 8 1� 5 4� 568 2 97� 6

3� 0 6� 165 7 102

2� 5� 2 � 血浆和尿液中 PM 的测定

本文所提出的方法可初步用于血浆和尿液中 PM 的测

定。文献[ 12]报道, 单剂量静脉滴注甲磺酸帕珠沙星注射剂

300 mg 后, 最大血药浓度为 ( 6� 63 ∃ 1� 86) mg � L - 1。据此

浓度配成人工合成血样, 用高氯酸除去血浆中蛋白的干扰,

适当稀释后用标准加入法测定, 结果见表 4。

Table 4 � Determination of PM in plasma

样品
测得量

/ ( m g� L - 1)

加入量

/ ( m g� L- 1)

总量

/ ( mg � L- 1)

回收率

/ %

RSD

/ %

1 1� 96 1� 00 2� 93 97� 0 1� 56

2 2� 01 2� 00 4� 05 102� 0 1� 94

3 2� 04 3� 00 5� 07 101� 0 1� 23

4 5� 03 1� 00 6� 01 98� 0 1� 72

5 4� 99 3� 00 8� 12 104� 3 1� 91

6 4� 93 5� 00 9� 86 98� 6 1� 65

� � 文献[ 13]报道, 健康志愿者单次静脉滴注甲磺酸帕珠沙

星 300和 600 mg 后, 主要经过肾脏排泄, 其 24 h 尿药累积

排泄率分别为( 92� 2 ∃ 2� 6) %和( 93� 2 ∃ 3� 0) %。为了使尿药

浓度在工作曲线范围之内, 尿液适当稀释之后用标准加入法

测定, 结果表明, 尿样中的回收率在 96� 8% ~ 103� 6% , 令人

满意。

3 � 机理探讨

� � KM nO 4�Na2 SO3 体系的发光体是激发态的 SO *
2

[ 14] , 发

光波长在300~ 450 nm [ 15] , 但是由于 SO*
2 的发光效率低, 发

光强度很弱, 通过加入在此范围内有吸收的荧光基团, 可以

通过能量转移( SO*
2 %荧光基团)反应[ 16] , 使发光强度增大。

在 KM nO4�Na2 SO3 体系中分别加入 PM 和 Tb3+ , 发光强度

没有明显的增强, 当 PM 和 Tb3+ 同时加入 KIO 4�Na2 SO3 体

系中时发光强度明显增大。为了探讨发光的机理, 我们做了

PM , Tb3+ , Tb ( PM ) 3+
2 的荧光光谱和 KM nO4�Na2 SO3�

T b3+�PM 体系的化学发光光谱 , 如图 5 所示。实验发现,

PM 在 397 nm 处荧光强度最大, T b3+ 发出波长为 488, 545,

585, 620 nm 的光, 分别对应于 5 D 4 % 7 F6 , 5 D 4 % 7 F5 , 5 D 4
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% 7 F4 和5 D4 % 7F3
[ 17] 。当 PM 和 Tb3+ 混合时, PM 的荧光

强度显著降低, 而 Tb3+ 的荧光强度显著增强, 说明 PM 和

Tb3+ 发生了络合反应, 有 Tb( PM ) 3+
2 配合物生成, 在配合物

内部发生了能量转移反应。由 KM nO4�Na2 SO3�Tb3+ �PM 体

系的化学发光光谱可以看出, 该体系发出 Tb3+ 的特征波长

的光, 说明 T b3+ 是发光体。

发光机理可用下式表示

KM nO 4+ H SO-
3 HSO *

3

2H SO*
3 S2 O2-

6 + 2H+

S2 O 2-
6 SO 2-

4 + SO*
2

PM + T b Tb( PM ) 3+
2

SO *
2 + T b( PM ) 3+

2 % SO2 + Tb( PM * ) 3+
2

� � T b( PM * ) 3+
2 Tb* PM ) 3+

2

T b* ( PM ) 3+
2 Tb( PM ) 3+

2 + h!

Fig� 5 � CL spectra and fluorescence emission spectra

1: Fluorescence em ission spect ra of PM; 2: Fluorescence emis sion

spect ra of Tb( PM) 3+
2 ; 3: Fluorescence emission spect ra of T b3+ ; 4:

CL spect ra of KMn O4�Na2 SO 3�Tb3+ �PM
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Determination of Pazufloxacin Mesylas by Terbium Sensitized

Chemiluminescence Method

LI Jian�jun1 , ZH ANG Zu�ling 1 , QU L ing�bo1, 2 , YANG Ran2

1. Depar tment o f Chemistr y, Zheng zhou Univ ersity , Zhengzhou� 450001, China

2. Henan Univ ersit y of T echnolog y, Zhengzhou � 450001, China

Abstract � Tb3+ can fo rm chelate with pazuflox acin mesylas ( PM ) , and the com plex of terbium�pazuflox acin mesylas( Tb3+ �PM )

can sensitize the chemiluminescence ( CL) intensit y of KM nO 4�Na2 SO3 system through energ y tr ansfer. Based on the chemilumi�

nescence reaction, a new sensitized chemiluminescence method w as developed for the determ inat ion of PM by f low�injection. Un�
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der t he optimum conditions, the enhanced CL intensity w as linear w ith the concentr ation o f PM in the r ange o f 0� 10�12 mg� L - 1

with the detect ion limit of 0� 04 mg � L - 1 . The relative standard dev iation fo r elev en continuous determinations o f 1� 0 mg� L - 1

PM w as 1� 9% . T his met hod has been applied t o the determination of PM in injection and body fluid with sat isfact or y r esults.

This method has the merits o f simpleness, speediness, sensitiv ity and good repr oducibility . An or ig inal mechanism w as propo sed

to explain this phenomenon.

Keywords� Pazuflo xacin mesylas; Flow�injection; Terbium; Sensitized chemiluminescence; Body f luid
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第二届全国表面增强光谱专题研讨会在苏州大学召开

� � 2008 年 10 月 29 日~ 11 月 1 日, 第二届全国表面增强光谱专题研讨会在苏州大学召开。全国表面增强光谱界专家学者

齐聚古城苏州, 畅谈表面增强光谱的现状及发展前景。此次会议受中国光散射专业委员会委托, 由苏州大学和厦门大学承

办, 并由苏州大学顾仁敖教授和厦门大学田中群教授任会议主席, 苏州大学姚建林教授和厦门大学任斌教授任会议秘书长。

苏州大学顾仁敖教授主持了开幕式并致欢迎辞。苏州大学副校长路建美教授、厦门大学田中群院士、中国光散射专业委员会

秘书长刘玉龙教授、苏州大学化学化工学部执行主任郎建平教授在会上分别讲话, 并预祝大会取得圆满成功。

早在 1988 年 10月, 受中国光散射专业委员会委托, 由苏州大学凌德洪教授和顾仁敖教授承办了首届表面增强拉曼光谱

( SERS) 专题研讨会, 国内表面增强拉曼光谱的研究学者交流和研讨了该领域的发展, 这次会议奠定了我国表面增强拉曼光

谱研究和发展的基础。现在距离 1988 年第一届专题研讨会已经二十年, 这二十年中, 表面增强拉曼光谱在中国得到了快速

发展, 期间表面增强红外效应的发现进一步拓展了表面增强光谱的研究和应用。随着表面增强光谱研究队伍的不断壮大, 研

究水平的不断提升, 我国在国际表面增强光谱学界己占有一定地位。

二十年过去了, 当年开展 SERS 研究的先行者已经或即将退休, 而年青学者在此领域中也已开始独挡一面, 为了聚集表

面增强光谱的老、中、青研究者共话表面增强光谱的发展前景, 交流和展示我国在表面增强光谱及相关领域所取得的最新研

究进展及成果, 增进广大表面增强光谱科学工作者和支持者的交流与合作 , 以求得互相促进, 共同发展, 中国光散射专业

委员会决定由苏州大学和厦门大学承办, 在苏州大学召开第二届全国表面增强光谱专题研讨会。

本届研讨会共遴选论文 55 篇, 参加会议的单位 40 多个, 参加会议的代表 100 余人。会议论文包括表面增强拉曼、表面

增强红外、荧光增强, 表面等离子体等光谱技术在化学、物理、材料、生物、医药、环境等方面的最新研究成果。会议邀请

国际著名 SERS 研究专家美国 Emory 大学聂书明教授等 4 个大会特邀报告, 来自国内表面增强光谱主要研究小组的 20 个分

会邀请报告, 同时会议采用圆桌讨论及墙报展形式进行了充分的讨论和交流。此外, 有 7 家主要的国内外光谱仪器厂商到会

展示或报告光谱仪器等方面的最新进展。

此次研讨会的首个特邀报告由聂书明教授介绍单分子和单纳米粒子的 SERS, 及其从物理学基础到癌症检测方面的进

展, 聂教授还以个人的亲生经历勉励年轻学者踏实从事科学研究, 随后的特邀报告和邀请报告均来自国内表面增强光谱研究

主要课题组, 他们介绍了课题组的最新研究成果, 报告后的讨论十分热烈, 学术气氛浓厚。会议期间展出的墙报同样体现了

该领域最新的研究成果, 学者们的交流异常活跃, 最终经专家认真评审后颁发了八名优秀墙报奖。在最后一天的圆桌讨论会

上, 与会代表畅谈了表面增强光谱的发展前景, 不仅为表面增强光谱的发展指明了道路, 同时也殷切期盼年轻一代能继承和

发扬前辈们刻苦钻研的精神, 大胆探索, 勇于创新, 敢于把理论知识实践化。在闭幕式上, 厦门大学田中群院士为表面增强

光谱规划了蓝图, 他的报告不仅再一次为年轻学者夯实了基础, 同时也指出了学者们研究表面增强光谱所存在的问题。与会

代表盛赞这次会议学术氛围好, 受益匪浅。

会议期间, 苏州大学校长朱秀林教授会见了部分专家, 感谢他们长期以来与苏大的真诚合作和支持。
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