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光谱法研究盐酸多塞平与固绿的相互作用及其分析应用

吴呈珂, 冯素玲* , 樊 � 静

河南师范大学化学与环境科学学院, 河南新乡 � 453007

摘 � 要 � 研究了盐酸多塞平与固绿相互作用的共振光散射光谱及紫外-可见吸收光谱的光谱特征。在 pH 4� 0

的缓冲溶液中, 盐酸多塞平与固绿由于静电引力而相互结合, 使体系在 344 和 468 nm 处的两个共振光散射

峰显著增强, 其中 344 nm 处共振光散射的灵敏度最高。研究了试剂加入顺序, 介质种类和酸度以及固绿用

量对体系的影响。在最佳实验条件下, 共振光散射增强的强度与浓度在 8� 75 � 10- 3~ 4� 88 � 10- 2 mg �
mL- 1的盐酸多塞平具有良好的线性关系。方法的检出限为 1� 72 � 10- 5 mg � mL- 1。对浓度为 0� 025 mg �

mL- 1的盐酸多塞平溶液进行 11 次平行测定, 其相对标准偏差为 1� 4%。该方法用于测定药物中的盐酸多塞
平, 并与药典中的测定方法进行了对照 , 经 t-检验证明两种方法无显著性差异。
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引 � 言

� � 盐酸多塞平(结构见图 1)属三环类抗抑郁药, 镇静作用

较强, 有一定的抗焦虑作用。近年来用于治疗急、慢性麻疹

和顽固性瘙痒症获得较好的疗效[ 1] , 还可以治疗老年抑郁

症、功能性消化不良等疾病[ 2]。测定盐酸多塞平的方法主要

是药典上报道的紫外分光光度法[3]。

Pasternack[ 4]等用共振光散射( RLS)技术研究了卟啉类

化合物在核酸上的聚集, 从而首次将该技术与化学过程联系

起来。黄承志[ 5]和万新军[ 6]等利用这种技术研究了生物大分

子体系的散射光谱, 建立了共振光散射技术定量测定生物大

分子的新的高灵敏度分析方法。目前这种技术被广泛应用于

核酸[5- 7]、蛋白质[ 8]、多糖[ 9]、无机离子[ 10]和药物[ 11, 12]等分

子的研究和测定。本实验根据盐酸多塞平可使固绿 (结构见

图2)的共振光散射信号明显增强的现象, 研究固绿与盐酸多

塞平作用的光谱特征, 考察了酸度等因素对体系的影响, 建

立了测定盐酸多塞平的新方法。该方法具有快速、简便、灵

敏度高、稳定性好等特点。用于测定市售的盐酸多塞平药

物, 结果令人满意。

1 � 实验部分

1� 1 � 仪器和试剂

FP-6200 型荧光分光光度计 (日本分光公司) , TU-1900

双光束紫外-可见分光光度计(北京普析通用仪器有限责任公

司) , pH S-3C 型数字酸度计(杭州东星仪器设备厂)。



� � 盐酸多塞平( 0� 25 mg � mL- 1 ) , 准确称取盐酸多塞平对
照品 0� 025 0 g, 溶解后定容于 100 mL 容量瓶中, 备用; 固

绿( 1� 0� 10- 3 mol� L - 1 ) , 准确称取固绿 0� 808 9 g, 适量水
溶解后定容于 1 000 mL 容量瓶中, 备用; B-R 缓冲溶液 0� 2

mol� L - 1 NaOH 溶液和混合酸溶液( 0� 04 mo l� L - 1 H3PO 4 ,

CH 3COOH 和 H3BO3 )按不同比例混合均匀, 并用 pHS-3C

型数字酸度计校正溶液的 pH 值; 其他试剂均为分析纯, 所

用水为去离子水。

1� 2 � 实验方法
在 10 mL 容量瓶中分别加入适量的 0� 25 mg � mL - 1盐

酸多塞平溶液、1� 0 � 10- 3 mol � L- 1固绿溶液 1� 2 mL , pH
4� 0 的 B-R缓冲溶液 1� 0 mL , 定容, 混合均匀。在荧光分光

光度计上低灵敏度条件下保持激发和发射狭缝均为 5 nm,

以�ex = �em (即��= 0 nm)同步扫描得到体系的共振光散射光

谱; 在最大共振散射波长 344 nm 处测定体系的散射光强度

I RLS及空白的散射光强度 I RL S0 , 计算 �I RL S= I RL S- I RLS0。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 图谱特征

图 3是体系的共振光散射光谱。在 pH 4� 0酸性介质中,
盐酸多塞平和固绿在 300~ 550 nm 波长范围内的共振光散射

都很微弱(图 3 中曲线 1 和 2)。当体系中盐酸多塞平与固绿

共存时, 体系在 344和 468 nm 处共振散射峰明显增强。原因

可能是在酸性溶液中, 盐酸多塞平分子中的氮原子质子化后

使分子带正电荷, 从而与带负电荷的固绿分子产生静电作

用, 形成体积较大的离子缔合物, 其共振光散射强度随着盐

酸多塞平浓度的增大而增大(图 3 曲线 3~ 8)。其中 344 nm

处的 RLS 峰较强, 且灵敏度较高。所以实验选用 344 nm 作

为测定波长。

Fig� 3 � Resonance light scattering spectra of system

1: Dox epin hydroch loride ( DH ) + B-R, ; 2: Fast green ( FG) + B- R, ;

3 ~ 8: DH + FG+ B-R; DH concent t ration ( mg � mL- 1 ) : 1: 0� 025 0;

2: 0� 000 0; 3: 0� 010 0; 4: 0� 017 5; 5: 0� 025; 6: 0� 032 5; 7:

0�040 0; 8: 0� 047 5 mg � mL - 1� FG: 1� 2� 10- 4 mol� L- 1� pH 4� 0

� � 图 4 是不同体系的紫外-可见吸收光谱图。单独的盐酸

多塞平是无色溶液, 体系在 300 ~ 700 nm 之间没有吸收峰;

单独的固绿在 410 和 635 nm 处有吸收峰, 其中最大吸收波

长位于 635 nm 处, 加入盐酸多塞平后, 吸收峰仍在原位, 并

且峰形没有发生变化, 但对上述光的吸收强度降低。由此也

说明盐酸多塞平与固绿发生了相互作用。

体系以 344 nm 为中心的共振光散射峰和 468 nm 附近的

散射峰分别与其波长位于 320~ 390 nm 的吸收带和 430~

600 nm 范围的吸收带相关。通过对比图 3 与图 4 可知, 共振

散射光谱最强的两个峰与吸收带中弱的吸收一致, 说明该反

应体系为共振光散射体系。

Fig� 4� Absorption spectra of system

1: DH + B-R; 2: Fas t green+ DH+ B-R; 3: Fast green+ B-R;

FG: 2� 0� 10- 5 m ol � L- 1; DH : 0� 025 mg � mL- 1; pH 4� 0

� � 固绿的紫外-可见吸收光谱图如图 5 所示。当固绿的浓

度小于 5� 0 � 10- 5 mo l � L - 1时, 分别在 310, 410 和 635 nm

处有吸收峰, 且峰强度与固绿的浓度呈线性增加。当固绿的

浓度大于 5� 0 � 10- 5 mol � L - 1时, 其 635 nm 处的最大吸收

峰发生分裂。可能是因为固绿的浓度小于 5� 0 � 10- 5 mol �
L - 1时, 其分子以单分子的形式存在, 所以吸收峰强度随着

固绿浓度的增加而线性增加; 当固绿的浓度大于 5� 0 � 10- 5

mo l� L - 1时, 固绿分子自身发生聚集, 导致吸光度向浓度轴

弯曲。实验所选用的固绿浓度为 1� 2 � 10- 4 mol � L - 1 , 大于
5� 0 � 10- 5 mo l� L- 1 , 此时的固绿分子自身已经聚集, 不利

于再发生缔合反应。但是盐酸多塞平的加入使得固绿的共振

光信号增强, 这可能是因为固绿与盐酸多塞平的缔合能力大

于自身聚集的能力, 盐酸多塞平的加入使得固绿向单分子的

形式转化, 溶液中单分子的固绿多于聚集形式固绿的缘故。

Fig� 5� Absorption spectra of fast green

FG( m ol� L- ) : 1: 1� 0� 10- 5 ; 2: 2� 0� 10- 5; 3: 3�0� 10- 5;

4: 4� 0� 10- 5; 5: 5�0� 10- 5; 6: 6� 0� 10- 5 mol� L- 1 ; pH 4� 0

2� 2 � 试剂加入顺序的影响
实验了三种试剂加入顺序: 盐酸多塞平+ 固绿+ 缓冲溶
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液, 盐酸多塞平+ 缓冲溶液+ 固绿, 缓冲溶液+ 盐酸多塞平

+ 固绿。其中第一种试剂加入顺序的灵敏度最高, 说明缓冲

溶液在盐酸多塞平与固绿发生作用之前加入, 不利于形成体

积较大的粒子。所以本实验采用第一种试剂加入顺序。

2� 3 � 介质的种类及酸度的影响
由于盐酸多塞平与固绿是靠静电引力发生相互作用的,

不同的介质会对其相互作用产生一定的影响。考察了下列缓

冲溶液对体系的影响: 盐酸-醋酸钠、丁二酸-硼砂、醋酸-醋

酸钠和 B-R 缓冲溶液。实验表明, 在 B-R 缓冲溶液中, 方法

的灵敏度最高且线性较好, 故实验选用 B-R缓冲溶液来调控

体系的 pH 值。此外, 不同 pH 值的 B-R缓冲溶液对体系的

共振光散射强度也有一定的影响。在 3� 1~ 4� 4 的 pH 范围内

研究了酸度对体系灵敏度的影响。结果表明 , 随着 pH 的降

低, 体系的 �I RLS增大; 当 pH 达到 4� 0时, 方法的灵敏度最

高; 继续降低 pH , �I RLS减小。其原因可能是: 随着 pH 的降

低, 溶液中氢离子浓度增大, 质子化后带正电荷的盐酸多塞

平分子增加, 导致形成了更多的离子缔合物; 当 pH 小于

4� 0 时, 在氢离子浓度增大的同时, 溶液中其他的阴离子浓

度也同时增大, 这些阴离子会与带正电荷的盐酸多塞平发生

相互作用, 从而影响盐酸多塞平与固绿发生作用, 最终导致

体系的共振光散射强度降低。因此实验选用 pH 4� 0 的 B-R

缓冲溶液作为反应介质。进一步考察了缓冲溶液用量对体系

共振光散射强度的影响。当缓冲溶液用量在 0� 90~ 1� 05 mL
之间时, 体系的 � I RLS达到最大且基本保持不变, 故实验选

用缓冲溶液的用量为 1� 0 mL。
2� 4 � 固绿用量的影响

在 0� 8� 10- 4~ 1� 6� 10- 4 mo l� L- 1之间考察了固绿浓
度对体系 �I RL S的影响。结果表明, 随着固绿浓度的增加,

� I RLS增大; 当固绿浓度为 1� 2 � 10- 4 mol � L- 1时, �I RLS最

大; 当固绿浓度大于 1� 2 � 10- 4 mol � L - 1时, � I RLS反而降

低。原因可能是, 随着固绿浓度的增加, 形成了更多的离子

缔合物。实验选用固绿浓度为 1� 2 � 10- 4 mo l� L - 1。
2� 5 � 离子强度的影响

用氯化钠溶液考察了离子强度对体系的影响。当体系中

氯化钠的浓度在 0~ 0� 1 mol � L- 1时, 样品溶液和试剂空白

的共振光散射强度几乎没有变化。说明在此浓度范围内, 离

子强度对体系没有影响。

2� 6 � 共存物质的影响
在最佳实验条件下考察了多种金属离子、酸根离子、氨

基酸、糖类、腺苷、蛋白质、尿酸等对测定 0� 025 mg� mL - 1

的盐酸多塞平的影响, 结果列于表 1。在实际药物样品测定

中这些共存物质的含量很小, 不影响盐酸多塞平的测定。

2� 7 � 工作曲线和方法的精密度

在最佳实验条件下 , 分别测定不同浓度的盐酸多塞平溶

液与固绿相互作用的共振光散射强度 �I RL S , 以 �I RLS对盐酸

多塞平的浓度绘制方法的工作曲线。�I RLS与盐酸多塞平的

浓度 c在 8� 75� 10- 3~ 4� 88� 10- 2 mg� mL - 1的范围内具有
良好的线性关系。其线性回归方程为 �I RL S = 4� 04 � 103 c

( mg� mL - 1 ) - 19� 02, 相关系数 r= 0� 998 1( n= 5)。方法的
检出限为1� 72� 10- 5 mg � mL- 1(按 3S D/斜率计算, 其中 SD

为 11 份空白溶液的标准偏差)。对浓度为 0� 025 mg � mL - 1

的盐酸多塞平溶液进行 11 次平行测定, 其相对标准偏差为

1� 4%。

Table 1 � Effects of foreign substances on the

determination of doxepin hydrochloride

物质
含量

/ (�g� mL- 1 )
相对误

差/%
物质

含量

/ (�g� mL - 1 )
相对误

差/ %

Ba2+ 20 - 4� 29 果糖 75 - 5� 98

Ca2+ 50 5� 41 甘氨酸 100 5� 00

Cd2+ 100 4� 48 腺苷 250 - 4� 93

Co2+ 160 5� 74 葡萄糖 250 - 7� 9

Cr3+ 200 7� 00 麦芽糖 100 5� 19

Fe2+ 50 6� 36 蛋氨酸 500 - 5� 96

Fe3+ 250 - 4� 61 胃蛋白酶 200 4� 54

M g2+ 340 - 4� 67 丝氨酸 250 - 4� 89

M n2+ 90 6� 02 淀粉 2� 5 5� 70

Zn2+ 10 - 5� 99 硬脂酸盐 12� 5 5� 69

Br- 150 - 5� 31 蔗糖 100 - 5� 02

CO2-3 10 - 3� 19 磺胺嘧啶 100 - 4� 55

C2O
2-
4 30 4� 87 胸腺嘧啶 20 5� 42

NH +
4 200 4� 09 色氨酸 125 - 5� 12

PO3-4 220 - 5� 26 酪氨酸 25 - 4� 11

SO2-4 50 - 5� 07 尿酸 100 - 6� 27

溶菌酶 200 6� 12 胰蛋白 40 5� 36

2� 8 � 样品的测定
分别取 20 片盐酸多塞平 , 准确称其重量, 研磨后, 准确

称取相当于主成分 25 mg, 溶解于 100 mL 容量瓶中, 过滤,

取续滤液于干燥的容量瓶中备用, 按实验方法测定药物中盐

酸多塞平的含量。并采用标准加入法进行回收实验。为进一

步评价本实验方法应用的可能性, 将本方法与药典法[ 3]进行

了对照, 经 t-检验证明两种方法无显著性差异。所得结果列

于表 2。

Table 2 � Determination of doxepin hydrochloride in pharmaceutical forms

样品
标示量

/ ( mg � 片- 1 )

本法测定值

/ ( m g � 片- 1, n= 6)

相对标准偏差

/ ( % , n= 6)

药典法

/ ( mg � 片- 1, n= 5)
t-检验a

加入量

/ ( mg � 片- 1 )

回收率

/ ( % , n= 6)

1 25� 0 24� 2 1� 33 24� 1 0� 88 0� 125 105

2 25� 0 24� 3 1� 05 24� 5 0� 97 0� 125 101

3 25� 0 24� 2 0� 88 24� 2 1� 10 0� 125 104

� � � t 0�05, 9 = 2�26
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Spectrometric Study on the Interaction of Doxepin Hydrochloride and Fast

Green and Its Application

WU Cheng-ke, FENG Su- ling * , FAN Jing

Co llege of Chemistr y and Envir onment al Science, Henan No rmal University, Xinx iang � 453007, China

Abstract� T he character istics of r esonance light scat tering and abso rption spectr a of doxepin hydrochlo ride with fast g reen w ere

investig ated, and a new analy tical method fo r doxepin hydro chlor ide w as described. I n the buffer solution of pH 4� 0, doxepin
hydrochlo ride can str eng then the signal of r esonance light scat tering of fast gr een. The effectiv e factors, including the o rder of

addition of the reagents, acidit y and kinds of the buffers, and concentr ation of fast g reen w ere investig ated. Under the optimum

conditions, the scatt er ing peaks of the system are at 344 and 486 nm, w hile the max imum is at 344 nm. The enhanced intensit y

of RLS is propo rtional to the concentr ation o f doxepin hydrochlor ied in the range o f 8� 75 � 10- 3-4� 88 � 10- 2 mg � mL - 1 . The
detection limit for doxepin hydrochlo ried is 1� 72 � 10- 5 mg � mL- 1 . The relative standa rd deviation obtained from eleven deter-

minations for a 0. 025 mg � mL- 1 standard solution of doxepin hydrochlo ried is 1� 4% . The method w as applied to the determina-
t ion of doxepin hydro chlor ic in pharmaceut ical preparations. The r esults w ere compared w ith those obtained by the refer ence

met hod, and t- test showed no significant differ ence betw een t he tw o methods.
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