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刘保生，闫潇娜，种宝红，曹世娜，吕运开
（河北大学化学与环境科学学院 药物化学与分子诊断教育部重点实验室，河北 保定　０７１００２）

摘要：室温下，在ｐＨ＝７．４的氨氯化铵缓冲溶液中，铕（Ⅲ）与诺氟沙星反应形成稳定络合物，产生稀土敏化荧
光，其最佳激发、发射波长分别为λｅｘ＝３４０ｎｍ、λｅｍ＝６１２ｎｍ，表面活性剂十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）的加入使其荧光
强度进一步增加。在该反应体系中加入适量硫酸新霉素溶液，铕（Ⅲ）与诺氟沙星络合物的激发、发射峰位置不
变，但荧光强度降低，据此建立了灵敏的测定硫酸新霉素的荧光分析方法。硫酸新霉素的浓度在

０．９０９～２２．７２ｍｇ／Ｌ范围内符合线性关系。该方法的检出限为０．４０ｍｇ／Ｌ，可用于片剂及滴眼液中硫酸新霉素含
量的测定，快速、简便、结果满意。６次平行测定的回收率为９０．５％～１０２．３％，相对标准偏差为１．４％～３．５％。
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１　引　　言
硫酸新霉素是一种易溶于水，性质稳定，用途

较广的氨基糖甙类广谱抗生素［１］，对革兰氏阳

性、阴性细菌［２］均具抗菌作用。医院临床上常被

制成硫酸新霉素滴眼液或滴耳剂，主要用于敏感

细菌引起的角膜炎、结膜炎、眼睑炎及中耳炎等的

治疗。对于硫酸新霉素含量的测定，有微生物检

定法［３５］、薄层色谱法［６］、高效液相色谱法［７９］、分

光光度法［１０］、比色法［１１］、旋光法［１２］和酶联免疫

法（ＥＬＩＳＡ）［１３１４］等，这些方法存在反应时间较长、
使用了较多的有机溶剂或试剂价格昂贵等问题。

迄今尚未见利用荧光法测定硫酸新霉素含量的

报道。

镧系离子（Ｅｕ３＋、Ｔｂ３＋）与某些有荧光或无荧
光的有机化合物配位后，有机配体能够吸收紫外

光并将能量传递给稀土离子，然后发出镧系离子

的特征荧光，这就是所谓的“稀土敏化荧光”［１５］。

这种敏化荧光具有 Ｓｔｏｋｅｓ位移大、发射镧系离子
的锐线光谱、荧光寿命长、稳定、背景干扰小等优

良性能，因此得到日益广泛的应用。

２　实　　验
２．１　仪器与试剂

荧光数据或谱图采用岛津公司 ＲＦ５４０荧光
分光光度计及日立公司 Ｆ４５００荧光分光光度计
获得，酸度由上海雷磁仪器厂 ｐＨＳ３Ｃ型精密酸
度计测定。

硫酸新霉素（ＮＥＯ，Ｓｉｇｍａ公司）：准确称取
０．０９０９ｇＮＥＯ，加少量水溶解并定容于 １００ｍＬ
容量瓶中，配成１．０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ水溶液，用时适
当稀释。诺氟沙星（ＮＦＬＸ，中国药品生物制品检
定所，含量＞９９．０％）：配成５．０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ水
溶液，用时适当稀释。Ｅｕ３＋溶液：准确称取０．１７５９ｇ
Ｅｕ２Ｏ３粉末（含量 ＞９９．９％）于１００ｍＬ烧杯中，
加入少量１∶１的盐酸，并加几滴 Ｈ２Ｏ２，小心加热
使其溶解，蒸发至近干，任其自然冷却至结晶析

出，用蒸馏水将结晶溶解，移至１００ｍＬ容量瓶中
定容，配成１．０×１０－２ｍｏｌ／ＬＥｕ３＋的储备液，Ｅｕ３＋

工作溶液浓度为１．０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ，每天临用时稀
释。十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）：１．０×１０－２ｍｏｌ／Ｌ水
溶液。氯化铵氨水缓冲溶液（ｐＨ ＝７．４）：由０．５
ｍｏｌ／Ｌ的 ＮＨ４Ｃｌ和０．５ｍｏｌ／Ｌ的 ＮＨ３·Ｈ２Ｏ在酸

度计上调节得到。所用试剂除注明外均为分析

纯，实验用水为二次蒸馏水。

２．２　实验方法
于１０ｍＬ比色管中依次加入１．０ｍＬｐＨ ＝

７．４的 ＮＨ４ＣｌＮＨ３·Ｈ２Ｏ缓冲溶液，１．０×１０
－４

ｍｏｌ／Ｌ的 Ｅｕ３＋溶液 １．０ｍＬ，一定量 １．０×１０－５

ｍｏｌ／Ｌ的 ＮＥＯ溶液，１．２５ｍＬ５．０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ
ＮＦＬＸ溶液，０．５ｍＬ１．０×１０－２ｍｏｌ／Ｌ的 ＳＤＳ溶
液，摇匀，用水定容，放置１０ｍｉｎ。在室温条件下，
用１ｃｍ的石英比色皿，入射和出射狭缝均为１０
ｎｍ，固定激发波长３４０ｎｍ，记录发射波长６１２ｎｍ
处的荧光谱图或荧光强度 Ｆ，同时作试剂空白
Ｆ０，以Ｆ－Ｆ０＝ΔＦ作为体系的荧光强度值。

３　结果与讨论
３．１　体系的荧光光谱

各种体系的荧光光谱见图１。由图可知，氯
化铕水溶液中，Ｅｕ３＋不能显现其特征发射峰，且
Ｅｕ３＋与 ＮＥＯ、ＳＤＳ不能发生能量传递效应（曲线
９）；ＮＥＯ为带正电荷分子［１６］，与 ＳＤＳ反应在４１８
ｎｍ附近出现荧光峰（曲线８），但很弱；ＮＦＬＸ与
ＳＤＳ反应，使 ＮＦＬＸ在４１４ｎｍ处发生荧光猝灭，
且在４２０ｎｍ处产生荧光峰，峰位移６ｎｍ（曲线２、
４），两者间发生静态猝灭过程；ＮＦＬＸ和 ＮＥＯ之
间不发生反应（曲线 ３表现为曲线 ４与 ８的合
谱）；Ｅｕ３＋与 ＮＦＬＸ反应，发生能量传递效应，在
５９０，６１２ｎｍ处出现Ｅｕ３＋的特征发射峰（曲线５），
即稀土敏化荧光，也就是说，ＮＦＬＸ将吸收的能量
传递给Ｅｕ３＋，从而敏化了 Ｅｕ３＋的荧光，且在６１２
ｎｍ处的峰值最大。这些特征峰是由于 Ｅｕ３＋

的５Ｄ０
７Ｆｎ（ｎ＝４，３，２，１，０）跃迁引起的。在 ５９０

ｎｍ处（５Ｄ０
７Ｆ１跃迁）和 ６１２ｎｍ处（

５Ｄ０
７Ｆ２跃

迁），ＳＤＳ的加入使６１２ｎｍ处荧光峰增强，能量传
递效率增加（曲线 ７）。ＮＥＯ的加入可猝灭 ６１２
ｎｍ处的荧光（曲线 ６），这是由于 ＮＥＯ和 ＮＦＬＸ
与ＳＤＳ反应竞争的结果。在 Ｅｕ３＋ＮＦＬＸＳＤＳ体
系中加入 ＮＥＯ，由图２知，Ｅｕ３＋ＮＦＬＸＳＤＳＮＥＯ
体系的荧光强度发生规律性猝灭，且发射峰位置

和峰形不变。这表明在该体系内发生了静态猝灭

过程，其中６１２ｎｍ处荧光强度猝灭程度最大。据
此，可建立用 Ｅｕ３＋ＮＦＬＸＳＤＳＮＥＯ体系测定
ＮＥＯ的新方法。本实验选择激发波长为３４０ｎｍ、
发射波长为６１２ｎｍ作为测定波长。
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图１　ＮＦＬＸＮＥＯ（１）、ＮＦＬＸ（２）、ＮＦＬＸＮＥＯＳＤＳ（３）、
ＮＦＬＸＳＤＳ（４）、ＮＦＬＸＥｕ３＋（５）、Ｅｕ３＋ＮＦＬＸＳＤＳ
ＮＥＯ（６）、Ｅｕ３＋ＮＦＬＸＳＤＳ（７）、ＮＥＯＳＤＳ（８）、
ＮＥＯ、ＳＤＳ、Ｅｕ３＋、Ｅｕ３＋ＳＤＳ、Ｅｕ３＋ＮＥＯ（９）体系的
荧光光谱。

Ｆｉｇ１　ＴｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｃｏｍｉｎｇｆｒｏｍＮＦＬＸＮＥＯ
（１），ＮＦＬＸ（２），ＮＦＬＸＮＥＯＳＤＳ（３），ＮＦＬＸＳＤＳ
（４），ＮＦＬＸＥｕ３＋（５），Ｅｕ３＋ＮＦＬＸＳＤＳＮＥＯ（６），
Ｅｕ３＋ＮＦＬＸＳＤＳ（７），ＮＥＯＳＤＳ（８），ＮＥＯ，ＳＤＳ，
Ｅｕ３＋，Ｅｕ３＋ＳＤＳ，Ｅｕ３＋ＮＥＯ（９）．ＣＮＦＬＸ＝６．５×１０

－５
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图２　Ｅｕ３＋ＮＦＬＸＳＤＳＮＥＯ体系的荧光光谱。曲线 １～４：
Ｅｕ３＋ＮＦＬＸＳＤＳＮＥＯ（ＣＮＥＯ ＝０，０．５，１．５，２．０）×

１０－５ｍｏｌ／Ｌ。
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＥｕ３＋ＮＦＬＸＳＤＳＮＥＯ．

Ｃｕｒｖｅ１～４：Ｅｕ３＋ＮＦＬＸＳＤＳＮＥＯ（ＣＮＥＯ＝０，０．５，

１．５，２．０）×１０－５ｍｏｌ／Ｌ．ＣＮＦＬＸ＝６．０×１０
－５ｍｏｌ／Ｌ，

ＣＥｕ３＋＝１．０×１０
－５ｍｏｌ／Ｌ，ＣＳＤＳ＝５．０×１０

－４ｍｏｌ／Ｌ．

３．２　溶液酸度的影响
固定ＮＥＯ用量为１．５ｍＬ（１．０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ），

改变溶液酸度，按实验方法操作，体系随 ｐＨ值的
变化见图３。当介质 ｐＨ值在 ７．３～７．５之间时，
诺氟沙星为两性分子［１７１８］，体系的荧光强度变化

较大。在实验中，分别尝试了 Ｎａ２ＨＰＯ４ＫＨ２ＰＯ４、

ＴｒｉｓＨＣｌ和ＮＨ４ＡｃＮＨ３·Ｈ２Ｏ等缓冲溶液，效果都
不理想。最后确定浓度为０．５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ＝７．４的
ＮＨ４ＣｌＮＨ３·Ｈ２Ｏ缓冲溶液１．０ｍＬ为最佳用量。
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图３　缓冲溶液ｐＨ值对体系的影响

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎａｃｉｄｉｔｙｏｎｔｈｅｓｙｓｔｅｍ

３．３　诺氟沙星、Ｅｕ３＋、ＳＤＳ的用量选择
分别改变ＮＦＬＸ、Ｅｕ３＋和ＳＤＳ的用量，按实验

方法操作。结果表明：当 ＮＦＬＸ用量为１．２～１．４
ｍＬ（６．０×１０－５～７．０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ）、Ｅｕ３＋用量为
０．９～１．１ｍＬ（９．０×１０－６～１．１×１０－５ｍｏｌ／Ｌ）及
ＳＤＳ的用量为０．４～０．６ｍＬ（４．０×１０－４～６．０×
１０－４ｍｏｌ／Ｌ）时，体系的荧光强度猝灭最大。实验
中也考察了十二烷基磺酸钠和十二烷基苯磺酸

钠。结果表明：十二烷基磺酸钠不能使体系显现

Ｅｕ３＋的特征发射谱线，十二烷基苯磺酸钠则使体
系产生大量沉淀。因此，本实验选定反应物的最

佳用量分别为 ５．０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ的 ＮＦＬＸ１．２５
ｍＬ，１．０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ的 Ｅｕ３＋１．０ｍＬ，１．０×１０－２

ｍｏｌ／Ｌ的ＳＤＳ０．５ｍＬ。
３．４　反应时间

考察反应时间对该体系稳定性的影响。结果

表明：反应１０ｍｉｎ后，Ｅｕ３＋在６１２ｎｍ处的荧光特
征峰猝灭程度最大，且３０ｍｉｎ内不变。本实验选
择放置１０ｍｉｎ后测定，并在１０ｍｉｎ内完成。
３．５　干扰实验

测定９．０８９ｍｇ／Ｌ的 ＮＥＯ，相对误差在 ±５％
范围内。体系对一些常见金属离子和药品辅料的

允许浓度分别是Ｎａ＋（９２ｍｇ／Ｌ）、Ｋ＋（３９０ｍｇ／Ｌ）、
Ｍｇ２＋（１２ｍｇ／Ｌ）、Ｃａ２＋（８．８０ｍｇ／Ｌ）、Ｚｎ２＋（２０
ｍｇ／Ｌ）、Ｂａ２＋（６．８７ｍｇ／Ｌ）、Ｃｕ２＋（１．２７ｍｇ／Ｌ）、
Ａｌ３＋（６９３．９μｇ／Ｌ）、Ｎｉ２＋（１．４７ｍｇ／Ｌ）、Ｍｎ２＋

（２．２０ｍｇ／Ｌ）、Ｆｅ３＋（７８４μｇ／Ｌ）、Ｐｂ２＋（２０．７ｍｇ／Ｌ），
大量的淀粉、糊精自然沉降后不影响测定。
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３．６　工作曲线
按实验方法操作，加入不同量的ＮＥＯ标准溶

液，测得相应的 ΔＦ值，绘制工作曲线，得其线性
回归方程为：ΔＦ＝１．９６２７＋１．３２５７Ｃ（ｍｇ／Ｌ），线
性相关系数 ｒ＝０．９９９０；硫酸新霉素在０．９０９～
２２．７２ｍｇ／Ｌ浓度范围内服从线性关系。按３σ／Ｋ
方法测得方法检出限为０．４０ｍｇ／Ｌ。

３．７　样品分析
（１）滴眼液中硫酸新霉素的测定
对不同厂家的硫酸新霉素滴眼液进行检测。

取硫酸新霉素滴眼液（ＮＥＯ含量为 ３．５ｍｇ／ｍＬ）
１．０ｍＬ定容至１００ｍＬ容量瓶中，取稀释后溶液
２．０ｍＬ，按实验方法进行操作，测定含量的同时
进行回收试验，测定结果见表１。

表１　硫酸新霉素滴眼液或硫酸新霉素片中硫酸新霉素的测定结果（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＮＥＯｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｅｙｅｄｒｏｐｓａｎｄｐｉｌｌｓ（ｎ＝６）

样品 ＮＥＯ含量 测定量／（ｍｇ·Ｌ－１） 加入量／（ｍｇ·Ｌ－１） 回收率／％ 相对标准偏差／％

滴眼液

１
２
３

３．３６ｇ／Ｌ
３．６３ｇ／Ｌ
３．５２ｇ／Ｌ

６．７２
７．２６
７．０４

４．５４
９５．４１
９３．８０
１０２．２５

２．８４
１．４２
３．０３

片剂

１
２
３

９９．３ｍｇ／片
１０５．９ｍｇ／片
９７．４ｍｇ／片

９．９３
１０．５９
９．７４

４．５４
９５．６６
９０．４７
９０．６０

２．０５
１．４９
３．５１

　　（２）片剂中硫酸新霉素含量的测定
取硫酸新霉素１０片（含量１００ｍｇ／片），精确

称定、研细，准确称取相当于一片的量，用水溶解

并定容至１Ｌ容量瓶中，过滤弃去初滤液，取续滤
液１．０ｍＬ于１０ｍＬ比色管中，按实验方法进行测
定，再根据平均片重计算出每片的含量。经平行

６次取样测定，测定结果见表１，结果满意。

４　结　　论
荧光光谱分析法具有灵敏度高、选择性好、快

速简便等特点。本文研究发现诺氟沙星与铕

（Ⅲ）形成稳定配合物使铕（Ⅲ）光致发光，表面活
性剂ＳＤＳ的增敏作用又使铕（Ⅲ）的荧光进一步
敏化增强。优化了 ＮＥＯ猝灭 Ｅｕ３＋ＮＦＬＸＳＤＳ三
元配合物荧光的最佳酸度、最佳试剂用量等反应

条件，据此建立了测定 ＮＥＯ的新荧光分析方法。
该方法由于利用了稀土荧光 Ｓｔｏｋｅｓ位移大、发射
锐线光谱、谱线窄、荧光寿命长、稳定、背景干扰小

等优良性能，用于实际样品中ＮＥＯ的测定结果满
意。该研究对于拓展稀土元素在荧光分析中的研

究及应用具有一定的指导意义。
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