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荷移荧光光谱法测定加替沙星
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摘 � 要 � 研究了加替沙星( GFLX) 与电子受体四氯对苯醌( T CBQ)之间的荷移反应, 建立了测定加替沙星的

新方法。实验结果表明, 在甲醇- 水介质中于45 � 水浴恒温 20 min, GFLX与 TCBQ 可形成稳定的 1 1 电
荷转移络合物, 其荧光发射强度较 GFLX本身有显著的增强。在 0� 19~ 5� 6 mg ! L- 1浓度范围内, 荧光强度

与 GFLX 浓度呈良好的线性关系, 检出限为 0� 005 6 mg ! L- 1。用于药物制剂中 GFLX的含量测定, 其回收

率为 101� 1% ~ 103� 9% ; 标准偏差为1� 0% ~ 1� 9%。同时建立了测定尿样中 GFLX的荷移同步荧光光谱法,

GFLX 浓度在 0� 023~ 3� 4 mg ! L- 1范围内与荧光强度呈良好的线性关系, 检出限为 0� 003 4 mg ! L - 1。用本

方法测定尿液中的 GFLX, 结果与文献值基本一致, 回收率为 93� 9% ~ 101� 0% ; 标准偏差为 1� 0 % ~

1� 7%。
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引 � 言

� � 加替沙星( g atiflox acin, GFLX) 是日本杏林制药株式会

社继诺氟沙星、氟罗沙星之后研制开发的又一新型氟喹诺酮

类合成抗菌剂, 具有抗菌谱广、抗菌活性强、口服生物利用

度高、临床副作用小等优点, 应用前景广阔[1]。单剂口服加

替沙星 200 mg , 约用药量的 83% 在 48 h 内由尿液排出[2]。

目前加替沙星的分析方法有高效液相色谱法[ 3�8] , 紫外�分光

光度法[ 9�13] , 化学发光法[ 14] , 荧光光谱法[15]等。而采用荧光

光谱对加替沙星荷移反应的研究至今尚未见文献报道。作者

曾用荧光猝灭法和同步荧法分别测定过中草药、茶叶中的微

量 Fe[ 16]和尿中的依诺沙星[ 17] , 本文对加替沙星与四氯对苯

醌的荷移反应条件和产物的荧光性质进行了研究, 发现加替

沙星在适宜的条件下, 可与四氯对苯醌发生电荷转移反应,

并能生成稳定的 n∀ �络合物, 其荧光发射显著增强。据此建
立了直接法测定药物制剂及同步荧光光谱法测定尿液中加替

沙星含量的新方法。经样品测定, 结果令人满意。

1 � 实验部分

1� 1 � 仪器与试剂
F�3010 型荧光光谱仪(日本日立公司) ; H H�S 型恒温水

浴(巩义市英峪予华仪器厂)。

加替沙星( GFLX ) (中国药品生物制品检定所提供 )储备

液: 5# 10- 4 mo l! L - 1 , 使用时逐级稀释至所需浓度 ; 四氯

对苯醌( TCBQ ) (北京市北苑化工厂, 分析纯)溶液: 3 # 10- 3

mo l! L - 1的甲醇溶液; 其余试剂均为分析纯, 实验用水为二

次蒸馏水。

1� 2 � 实验方法

吸取适量加替沙星溶液于 10 mL 具塞比色管中, 加入

1� 5 mL TCBQ 甲醇溶液, 用甲醇定容至刻度, 摇匀, 于 45

� 水浴中恒温 20 min, 取出冷却至室温, 以 334 nm 为激发

波长, 在 476 nm 处测定荷移反应产物的荧光强度, 同时做

空白实验。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 激发和发射光谱
按实验方法配制溶液, 分别对所得荷移反应产物、加替

沙星和空白试剂进行荧光激发和发射扫描, 结果见图 1。在

甲醇�水介质中加替沙星自身能发射微弱荧光, 其最大激发

和发射波长分别为 300 和 412 nm。当与 T CBQ 发生荷移反

应后, 荧光激发和发射峰分别红移至 340 和 476 nm, 产物的

荧光强度较加替沙星本身增强了 5 倍, 这表明 GFLX 与

T CBQ 荷移络合物的生成。



2� 2 � 反应温度的影响
按实验方法, 分别测定在 20~ 60 � 的水浴中 GFLX 与

TCBQ 电荷转移反应的荧光强度。从20 � 起, 随温度的升高
荧光强度逐渐增强, 40 � 以后荧光强度受温度的影响不大,

本实验选择 45 � 为反应温度。
2� 3 � 反应时间的影响

在确定的温度下, 选择反应时间为 5~ 60 min 内的不同

时间段进行荧光光谱考察。结果表明 GFLX与 T CBQ 15 min

后即可反应完全, 实验选择反应时间为 20 min。荷移反应产

物在室温放置 24 h, 荧光值无明显变化, 说明电荷转移络合

物具有较好的稳定性。

Fig� 1 � Fluorescence spectra of TCBQ, GFLX

and TCBQ/ GFLX complex

a, a∃ : TCBQ; b, b∃ : GFLX, �ex / �em= 300/ 412 nm;

c, c∃ : TCBQ/ GFLX, �ex / �em= 340/ 476 nm

cT CBQ = 3# 10- 4 m ol! L- 1 ; cGFLX = 5# 10- 6 mol! L- 1

2� 4 � 溶剂的影响
在所选择反应温度和反应时间下, 分别以水、甲醇、乙

醇、丙酮、正丙醇、乙醚、氯仿、四氢呋喃和其中任意两者的

混合液作为溶剂进行试验。结果表明, GFLX 与 TCBQ 的荷

移反应在甲醇�水介质中进行, 其灵敏度最高。试验醇水比对
荷移反应的影响, 发现醇水比为 9 1~ 7 3 荧光强度最大

且稳定。本实验选择醇水比为 8 2。
2� 5 � TCBQ用量的选择

当 TCBQ 用量在 1� 0~ 2� 5 mL 范围时荧光强度最大且
稳定。浓度过低则反应不完全, 而浓度高导致荧光强度下

降。选择 3 # 10- 3 mol ! L- 1的 TCBQ 1� 5 mL。
2� 6 � 干扰实验

实验条件下, 考察了药物制剂中常见辅料对加替沙星测

定的干扰情况。1 500 倍量的萄葡糖, 1 200 倍量的乳糖,

1 000倍量的蔗糖、谷氨酸, 45 倍量的淀粉, 20 倍量的糊精

等均不干扰测定。同时考察了体内常见金属离子对加替沙星

测定的干扰情况。330 倍量的 K + , 175 倍量的 Ca2+ , 50 倍量

的 Na+ , 20倍量的 Zn2+ , 15 倍量的 Al3+ , 2 倍量的 Mg2+ ,

0� 1 倍量的 Fe3+ , 0� 06 倍量的 Cu2+ 等金属离子均不干扰测

定。

2� 7 � 标准曲线与检出限
配制浓度为 1� 0~ 100 mg ! L�1的加替沙星系列标准工

作液, 按上述实验方法操作, 分别对不同浓度的荷移反应体

系进行荧光光谱扫描, 在所选取的最佳实验条件下, 荧光强

度与加替沙星浓度在 0� 19~ 5� 6 mg ! L�1范围内呈良好线性
关系, 其线性回归方程为 F = - 23� 787 + 202� 13c( c: mg !

L�1) ; 相关系数 r = 0� 999 0 ; 检出限为 0� 005 6 mg! L�1。
2� 8 � 络合物组成比的测定

用平衡移动法和斜率比法测得 GFLX/ TCBQ 络合物的

组成比为 1 1。

2� 9 � 反应机理初探
T CBQ 是一个平面型�电子受体, GFLX分子内含有一

个哌嗪基, 其 N 原子上有一孤电子对, 可作为电子给体, 两

者在最佳反应条件下可形成 1 1 的 n∀ �络合物。其形成过

程见 Scheme 1,

Scheme 1 � Process of formation

3 � 样品分析

3� 1 � 药物制剂中加替沙星含量及回收率的测定

3� 1� 1 � 试样的制备
取加替沙星胶囊 5 粒, 准确称重后, 研成粉末混匀。准

确称取总质量的 1/ 5 样品粉末, 用水溶解, 定量转移至 100

mL 容量瓶中, 过滤, 弃去初滤液, 精确量取续滤液 10 mL

于 100 mL 容量瓶中, 用水稀释至刻度, 摇匀作为试样溶液。

准确移取 10 mL 加替沙星氯化钠注射液于 100 mL 容量

瓶中, 用水稀释至刻度, 摇匀作为试样溶液。

3� 1� 2 � 试样含量及回收率的测定
取适量加替沙星试样溶液于 10 mL 比色管中, 按实验方

法操作, 求得样品实际含量。准确称取适量加替沙星对照品

加入到适量的样品中, 其余按试样溶液制备进行。取适量此

溶液按实验方法操作, 由所得荧光强度计算回收率, 结果见

表 1。

3� 2 � 尿样中加替沙星含量及回收率的测定
3� 2� 1 � 实验方法

准确取 1 mL 空白尿液于 10 mL 比色管中, 加入适量加

替沙星溶液, 1� 5 mL TCBQ 甲醇溶液, 用甲醇定容至刻度,

摇匀 , 于45 � 水浴中恒温 20 min, 取出冷却至室温 , 在
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Table 1� Analytical results of GFLX samples and recoveries( n= 5)

样品 标示量/ mg 本方法测得值/ m g 加入量/ mg 测得值/ % 回收率/ % RSD/ %

1 200 197� 0 18� 77 19� 50 103� 9 1� 7

2 100 98� 75 28� 16 29� 11 103� 8 1� 0

3 200 195� 2 18� 77 18� 98 101� 1 1� 9

� � 样品 1为山东罗欣药业股份有限公司产品(批号: 05050441) ; 样品 2为成都恒瑞制药有限公司产品(批号: 031205) ; 样品 3为成都倍特药

业有限公司产品(批号: 20040802)

�ex/ �em = 337/ 472 nm 处( �= 135 nm) , 测荧光强度, 同时做

试剂空白实验。

3� 2� 2 � 同步荧光光谱
分别对 GFLX / TCBQ 络合物和空白尿样进行荧光光谱

扫描, 如图 2 所示。由图可以看出测定尿液中 GFLX 时, 由

于尿液中内源性荧光物质的背景干扰, 用常规荧光分析方法

难以测定。同步导数荧光光谱法能很好的解决这个问题, 在

同步荧光光谱测定中,  �是最重要的参数, 它直接影响方法

的灵敏度和选择性。分别在  �= 20, 40, 60, 80, 100, 120,

125, 130, 135, 140, 145 和 150 nm 时, 对含有 GFLX 的尿

液进行了同步荧光光谱扫描, 结果表明  �= 135 nm 时,

GFLX 与尿液中的内源性荧光物质分辨率最好, 灵敏度最

高, 结果见图 3。

Fig� 2 � Fluorescence emission spectra

a: Flu orescence subs tance of human urine;

b: GFLX/ TCBQ complex

cT CBQ = 3# 10- 4 m ol! L- 1 , cGFLX = 3# 10- 6 mol! L- 1

3� 2� 3 � 标准曲线及检出限
按 3� 2� 1实验方法操作, 设置  �= 135 nm, 分别对不同

Fig� 3� Synchronous f luorescence emission spectra

a∃ : Fluorescence substance of human urine;

b∃ : GFLX/ T CBQ complex

cT CBQ = 3# 10- 4 mol! L- 1, cGFLX= 3# 10- 6 mol! L- 1

浓度的荷移反应体系, 在波长为 220~ 420 nm 范围内进行同

步荧光光谱扫描。结果表明, GFLX浓度在 0� 023~ 3� 4 mg
! L - 1范围内与荧光强度呈良好线性关系, 其回归方程为 F

= 23� 036+ 183� 46c( c: mg! L - 1 ) ; 相关系数 r= 0� 999 1; 检
出限为 0� 003 4 mg ! L - 1。

3� 2� 4 � 试样的制备
准确量取口服加替沙星胶囊 200 mg 的健康受试者 24 h

之内的尿样 10 mL 于 100 mL 容量瓶中, 用水稀释至刻度,

摇匀作为试样溶液。

3� 2� 5 � 试样含量及回收率的测定
取 1 mL 试样溶液于 10 mL 比色管中, 按 3� 2� 1 实验方

法操作, 求得样品实际含量。同时进行标准回收实验, 结果

见表 2。

Table 2� Analytical results of GFLX samples and recoveries( n= 5)

样品 文献[2]测定值/ % * 本方法测得值/ % * 加入量/ mg 测得值/ mg 回收率/ % RSD/ %

1 83� 4 83�9
5� 631
11� 26

5� 289
11� 37

93� 9
101� 0

1� 7
1� 0

� � � 样品 1为山东罗欣药业股份有限公司产品(批号: 05050441) ; * 表示 48h内由尿液排出的加替沙星的量占用药量( 200 mg)的百分数。
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Fluorescence Spectrometric Determination of Gatifloxacin by Charge

Transfer Reaction

AODENG Gao�wa, TAO Yu�lo ng , FAN H ai�yan
Co llege of Chemistr y and Chemical Engineer ing , I nner Mongolia Univ ersity , H ohhot � 010021, China

Abstract� A new method fo r the determination of g atif lox acin ( GFLX) has been developed based on the char ge tr ansfer r eact ion

betw een gatiflox acin as the donor and chlor anil( TCBQ ) as the accepto r by fluo rimetr y. Experiments show that GFLX has r eac�
ted w ith TCBQ in a mixtur e o f met hanol and water at 45 � for 20 min and the complex w as formed. The composition ratio was

1 1. A linear ca librat ion g raph w as obtained over the GFLX concent ration range from 0� 19 to 5� 6 mg ! L - 1 with a detect ion

lim it of 0� 005 6 mg ! L - 1 . The met hod has been applied to the determ inat ion o f GFLX in the pr epar ation, the recoveries are

101� 1%�103� 9% , and the relative standard deviation is 1� 0%�1� 9% . At the same time w e proposed a method for t he determi�
nation o f GFLX in ur ine by char ge tr ansfer�synchronous fluorescence spectr oscopy. Beer∃ s law is obeyed in the range of 0� 023�

3� 4 mg ! L- 1 o f GFLX w ith a det ection limit o f 0� 003 4 mg! L - 1 , the recoveries are 93� 9%�101� 1% , and the relat ive standard

deviation is 1� 0%�1� 7% .

Keywords� Gat iflo xacin; Chloranil; Charg e transfer r eact ion; F luor escence spectro scopy
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