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摘要: 采用水作为溶剂模拟尿液中药物并对其进行定量分析, 探讨了荧光分析法对人体内药物代谢程度的

研究。阐述了荧光猝灭剂、敏化剂及浓度效应对其的干扰, 描述了荧光分析法药物定量分析的规程。从 1

10- 7g/ mL 血噗啉水溶液的荧光光谱实验中观察到含 Fe 化合物浓度在 10- 4g/ mL 足以产生严重影响,引起

荧光猝灭;图 1、图 2 分别示出了浓度为 1 10- 3g/ mL 和 1 10- 4g/ mL 的盐酸阿霉素的荧光光谱和激发光

谱。比较可以看到低于 1 个数量级的盐酸阿霉素的发光强度却高。浓度猝灭现象可以从光谱的移动来判断,

随着样品浓度的降低,发光强度却增强, 光谱发生蓝移或红移。排除浓度效应干扰的方法是增加不同浓度发

光强度的测量点,找出线形区域后, 应用实验结果和( 1)式来分析; 采用 F orster 理论讨论了能量施、受主之间

的敏化机制。实验给出了噗啉、盐酸阿霉素、丝裂霉素、依托泊甙、硫酸醛长春碱的荧光光谱和激发光谱; 检测

限分别达到 10
- 3

~ 10
- 7

g/ mL ;表明其完全可以满足此类药物对检测灵敏度的要求。
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1 引 言

药物代谢研究和药物的半衰减期分析是体现

药物性能的重要指标。通常对药物代谢和药物半

衰减期分析是对人血清和尿液采用化学分析得到

的。化学分析法的检测限一般可达 10- 3 ~

10
- 6

g/ mL,分析过程中需要分离,因此操作复杂。

西药分子大多含有共轭结构和羟基或其它亲水基

团。具有共轭结构的分子在光照下能被激发,分

子从激发态跃迁到基态时,会释放出能量产生发

光。单重态之间电子跃迁所发出荧光的强度,在

稀溶液状态下与发光物质的浓度间的关系为

I = I 0K LC (1)

式中 I 0: 激发光强度, K : 仪器常数, : 发光物质

的荧光量子产率, : 克分子消光系数, L : 样品池

的光程长度, C :发光物质的浓度。由上式可以看

到,物质的发光强度与该物质的浓度呈线形关系。

因此可以用荧光强度来表示发光物质的含量。荧

光分析法具有高的选择性,高灵敏度和高分辨率,

其检出极限可达 10- 12g/ mL; 因此荧光分析是很

好的检测方法之一。通过选择激发且可以检测出

复杂混合物中单一分子的含量。本文采用荧光光

谱法进行了药物代谢研究。注射用药要求水溶性

好,大部分西药均具有亲水基团,因此我们采用水

作为溶剂模拟尿液进行药物痕量分析, 为尿液荧

光法药物代谢研究奠定了理论和实验依据。

2 材料与方法

2 1 药物水溶液的制备

采用去离子水作为溶剂, 配制浓度依药物的

实际使用量( 1g / 10kg)。水溶液静置 30min后进

行荧光光谱测量。

2 2 光谱测量

采用日本日立公司产 F-4000 型荧光分光光

度计进行荧光光谱、激发光谱的测量。

3 结果与讨论

3 1 发光中心的分析

稀溶液中有机分子的发光大多属于分立中心

发光,由于分子存在着振动弛豫,依据能量守恒定

律和 Stokes定律, 分子的激发光谱与荧光光谱呈

镜像对称。通过镜像对称分析, 可以鉴别出所测

得到荧光光谱是否是其它杂质的发光, 以便排除

杂质发光的干扰。有机共轭分子的发光主要来源

于 电子跃迁, H kel分子轨道理论分别给出了

单环、多核环状、直链共轭分子的能量 E
[ 1]
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E = + 2 cos(2p / m) ( p = 0, m- 1) (2)

式中 为碳原子轨道能量, 为相邻原子间的交

换积分, m 为环中 电子数。

E = + 2 cos( p / n) ( p = 1, n) (3)

上式中 n 为核中 电子数。

E = + 2 cos( p / k + 1) ( p = 1, k) (4)

上式中 k 为直链中 电子数。采用 H kel近似,

可以通过苯的光谱数据得到 、 数值, 再根据药

品的激发光谱、通过( 1)式的计算可以得到电子跃

迁类、得到分子的 电子数。由于溶剂与药物分

子之间的相互作用、药物分子之间的相互作用、不

同分子之间的相互作用往往使光谱发生红移或蓝

移,通过实验和经验积累可分析排除这两种效应

的干扰。药物分子之间相互作用的干扰可以分为

3种类型: 1 溶液中存在猝灭中心; 2 浓度效应;

3 溶液中存在其它有机分子的敏化作用。

3 2 荧光猝灭中心的干扰

Fe离子是荧光猝灭剂,溶液中含有铁离子会

引起荧光猝灭。猝灭剂的存在可以显著地减弱被

测分子的荧光强度, 含 Fe 化合物浓度在 10- 4g/

mL 量级足以对浓度为 1 10- 7g/ mL HpD溶液

的荧光强度产生严重影响,引起荧光猝灭[ 4]。

3 3 浓度效应的干扰

( 1)式仅适用于稀溶液,药物浓度过高能够发

生积聚, 等效减少了发光粒子数, 引起荧光猝灭。

图1、图 2分别示出了浓度为 1 10
- 3

g / mL 和

1 10- 4g/ mL的盐酸阿霉素的荧光光谱和激发光

谱。比较可以看到低于 1个数量级的盐酸阿霉素

的发光强度却高。浓度猝灭现象可以从光谱的移

动来判断,随着样品浓度的降低发光强度却增强,

光谱发生蓝移或红移。排除浓度效应干扰的方法

是增加不同浓度发光强度的测量点, 找出线形区

域后方能应用( 1)式。有机分子随着浓度的提高

容易形成复合物,引起分子能隙的改变,使其荧光

光谱发生大的变动甚至移出探测范围; 另外随着

浓度的提高分子碰撞失活几率上升亦可引起荧光

猝灭。溶剂的 pH 值和溶剂极性对发光强度也有

明显的影响。我们曾详细地研究了溶剂的 pH 值

和溶剂极性对血卟啉发光的影响[ 4] , 结果表明溶

剂理、化环境的影响具有一定的规律性。

3 4 敏化中心的干扰

溶液中如果含有敏化剂能够使样品的发光强

图 1 盐酸阿霉素的荧光光谱和激发光谱

Fig. 1 Fluo rescence and excitation spectrum of poxorubicin

hydrochlo ride.

图 2 盐酸阿霉素的荧光光谱和激发光谱

Fig. 2 Fluo rescence and excitation spectrum of poxorubicin

hydrochlo ride.

度增强造成被测分子浓度升高的干扰。F o rster

详细地讨论能量施、受主之间的敏化机制,给出了

施、受主之间的共振能量传递效率 T
[ 2]

T = R
6
0/ ( R

6
0+ r

6
) (5)

R
6
0 = 8 8 10

- 25
S k

2
n
- 4 - 4

0 F (6)

F = f S( ) A( )d (7)

式中 R 0: 施、受主之间的能量传递的临界距离;

r :施、受主之间的相互作用距离, 与施、受主的浓

度相关; S: 施主荧光量子产率; F: 施主的荧光

光谱与受主的激发光谱的重叠积分。由( 6)式可

以看到施主的荧光光谱与被测分子的激发光谱重

叠面积越大对测量的影响越严重。有机分子的光

谱呈带状很容易造成一个分子的荧光光谱同另一

个分子的激发光谱重叠。测量尿样中的噗啉含量
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时要注意蛋白质的敏化效应[ 3]。溶液中是否存

在着敏化剂可从被测分子的激发光谱观察到, 激

发光谱中除了分子自身的光谱外尚叠加有敏化剂

的光谱,这从血卟啉牛血清溶液的激发光谱可以

清楚地观察到[ 3]。

3 5 药物代谢水平的分析

通常药物代谢是通过尿样的化学分析进行

的,尿液的成分 99%以上为水, 因此采用药物的

水溶液来模拟尿液中药物进行光谱分析是可行

的。抗肿瘤药物大多含有苯环,具有荧光性, 均可

采用荧光光谱法进行其代谢水平的分析。盐酸阿

霉素、丝裂霉素、依托泊甙、硫酸醛长春碱的荧光

光谱分别示于图 1、图 2、图 3、图 4和图 5。

图 3 丝裂霉素的荧光光谱和激发光谱

Fig. 3 F luor escence and excitat ion spectrum of C M ito-

mycin-c for injection.

图 4 依托泊甙的荧光光谱和激发光谱

Fig . 4 Fluor escence and excitation spectrum of etoposide.

图 5 硫酸醛基长春碱的荧光光谱和激发谱

Fig. 5 Fluorescence and excitation spectrum of vincristinal sulfas.

临床用西药大多具有共轭结构, 在低浓度状

态下多具荧光性, 均可以采用荧光光谱法进行其

代谢水平的分析。荧光分析操作简单、检测速度

快、不损伤标本。由于存在以上优点,荧光光谱分

析法还可被广泛应用于工、农业和环保等方面。
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Abstract: The metabolic level of medications w hich treat cancer w as studied by fluorescence spect roscopic

analysis in the pat ients body, the medicat ions w ere quant itat ively analyzed in the urine that was simulated

w ith w ater as solvent . T he measuring condit ions w ere discussed, including the effects of fluorescence

quenching, sensit izat ion medium and the medicat ion concentrat ion change. T he method of quantitat ive

analysis w as researched for the medicat ion metabolizing in body by f luorescence spect roscopy, and the sens-i

t izing pat tern between donor and acceptor of energ y w as discussed w ith Forster theory in this paper.

T he results show that f luorescence is quenched as the compound containing Fe concentrat ion is 1

10- 4g/ mL in 1 10- 7 g/ mL HPD ( hematoporphyrin ) ; the luminescence intensity of poxorubicin hy-

drochloride is higher as its concentrat ion is low er f rom contrast ing concentration 1 10- 3g / mL to 1 10- 4

g / mL for f luorescence and excitat ion spect ra, respect ively, and the spect ra are shift ing red or blue w hen the

concentrat ion quenching arise, then can get rid of the interference of concentrat ion effect by changing the

point of measuring lum inescence intensity on the line area, and the fluorescence and excitat ion spect ra of

Poxorubicin Hydrochloride; Etoposide; Vincristinal Sulfas and M itomycin-c for inject ion could also be ob-

tained from this experiment.

T he detect ion limit of this method can achieve 10- 3~ 10- 7g / mL, and this results show that detect ion

sensit ivity of fluorescence spect roscopy is higher than those of other analyt ic methods.

Key words: t reat medications for cancer; f luorescence spectrum; excitat ion spectrum
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