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荜茇宁与邻硝基苯基荧光酮的荷移反应及其测定

敖登高娃，安　娜，领　小，苗　澍
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摘要：建立了一种测定荜茇宁的方便快捷的荷移分光光度法。荜茇宁和邻硝基苯基荧光酮在中性三酸缓冲液

中发生电荷转移反应，荷移络合物在５１５ｎｍ处有最大吸收，表观摩尔吸光系数为６．５７１×１０４Ｌ·ｍｏｌ－１·ｃｍ－１。
该络合物的组成是 １∶１，药物质量浓度在 ０．０５４６～１０．９２μｇ／ｍＬ范围内服从比尔定律，检出限为
０．０１５３μｇ／ｍＬ。对反应机理进行了初步探索，并利用本方法对生物样品中的荜茇宁进行了加标回收，回收率为
９９．８％～１００．９％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为０．９０％。
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１　引　　言
荜茇（Ｌｏｎｇｐｅｐｐｅｒ）是胡椒科植物荜茇（Ｐｉｐｅｒ

ｌｏｎｇｕｍＬ．）的未成熟果穗，是常用的中、蒙、藏药。
具有温中散寒、理气止痛之功效。荜茇宁（Ｐｉｐｅｒ
ｌｏｎｇｕｍｉｎｉｎｅ）是从荜茇中经提取分离获得的胡椒
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碱类衍生物，具有明显的降血脂作用［１２］。但迄

今为止都没有发现能有效地测定其在生物样品中

含量的文献。

生物体光学检测已应用于体内药物含量与代谢

作用的研究。我国这一方面的未来发展方向上，应

着力发展新的分析检测技术与方法，特别是应用于

解决一系列化学药、蒙药、中药、生物技术药等质量

控制所面临的关键问题的新原理和新技术［３］。

本文在实验室合成荜茇宁对照品的基础上，

首次对荜茇宁的显色反应进行研究，建立了分光

光度法检测的新方法，具有简便快速、灵敏度高的

优点。利用本方法对生物样品中的荜茇宁进行了

加标回收，回收率为９９．８％ ～１００．９％，有望测定
生物样品中荜茇宁的含量。

２　实　　验
２．１　仪器与试剂

仪器：紫外可见分光光度计ＵＶ３４００（日本日
立）；ｐＨＳ３Ｃ型酸度计（上海第二分析仪器厂）；
数显恒温水浴锅ＨＨＳ（金坛市医疗机械厂）等。

试剂：邻硝基苯基荧光酮 （上海长科试剂研究

所）乙醇溶液，１０ｍｍｏｌ／Ｌ的储备溶液，１ｍｍｏｌ／Ｌ
的工作液溶液；荜茇宁对照品（自制，９９．９％）乙
醇溶液，１ｍｍｏｌ／Ｌ的储备溶液，０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的工
作液；三酸缓冲溶液（Ｈ３ＰＯ４、ＣＨ３ＣＯＯＨ、Ｈ３ＢＯ３
ＮａＯＨ），ｐＨ＝７．０。实验所用的其他试剂均为分
析纯，水为二次蒸馏水。

２．２　实验方法
在１０ｍＬ比色管中，依次加入０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的

ｏＮＰＦ溶液２．０ｍＬ、荜茇宁溶液适量及三酸缓冲
溶液（ｐＨ＝７．０）２．０ｍＬ，用二次水稀释至刻度，室
温放置１０ｍｉｎ后，以试剂空白为参比，用１ｃｍ比
色皿在波长５１５ｎｍ处测定吸光度。

３　结果与讨论
３．１　 吸收光谱

在３００～６００ｎｍ范围内测定溶液吸光度如图
１所示。荜茇宁在可见光区无吸收峰（曲线 ａ），
ｏＮＰＦ在４６７ｎｍ和４９８ｎｍ处有吸收峰（曲线ｂ），
荜茇宁与 ｏＮＰＦ的荷移产物的最大吸收波长在
５１５ｎｍ处 （曲线ｃ）且在该处的吸光度与荜茇宁
的浓度成正比，据此拟定测定荜茇宁的分析方法。

实验选择５１５ｎｍ作为测定波长。

３．２　酸度及缓冲溶液的影响
改变溶液的ｐＨ值将会影响络合物的组成和

稳定性，从而影响体系的光谱性质［４］。我们实验

了不同 ｐＨ值的 Ｎａ２Ｂ４Ｏ７·１０Ｈ２ＯＨＣ、三酸和
ｔｒｉｓＨＣｌ缓冲体系对体系灵敏度的影响，结果表
明，在ｐＨ值为７．０的三酸缓冲溶液中体系的 ΔＡ
最大。本实验用 ｐＨ值为７．０的三酸缓冲溶液，
实验得知最佳用量为２ｍＬ。
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图１　溶液的吸光度。（ａ）荜茇宁；（ｂ）邻硝基苯基荧光
酮；（ｃ）邻硝基苯基荧光酮荜茇宁络合物。

Ｆｉｇ．１　Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｓｏｆｔｈｅｓｏｌｕｔｉｏｎｓ．（ａ）Ｐｉｐｅｒｌｏｎｇｕｍｉｎｉｎｅ；
（ｂ）ｏｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｆｌｕｏｒｉｎｅ；（ｃ）ｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｏｆｐｉｐｅｒ
ｌｏｎｇｕｍｉｎｉｎｅａｎｄｏｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｆｌｕｏｒｉｎｅ．
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图２　酸度对体系的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｃｉｄｉｔｙｏｎｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎ

３．３　ｏＮＰＦ溶液的用量
在酸度条件确定后，实验了ｏＮＰＦ溶液用量对

体系灵敏度的影响，结果表明：当ｏＮＰＦ溶液用量为
１．５～３ｍＬ时，ΔＡ最大且保持稳定；当ｏＮＰＦ用量小
于１．５ｍＬ时，体系反应不完全，显色程度随ｏＮＰＦ
用量的增大而增大；当ｏＮＰＦ用量过大时，ΔＡ变小，
有可能是ｏＮＰＦ相互缔合，使得荜茇宁不能与ｏＮＰＦ
充分接触。实验选择ｏＮＰＦ的用量为２ｍＬ。
３．４　表面活性剂的影响

分别研究了 ＣＴＭＡＢ、ＣＰＢ、Ｚｅｐｈ、ＡＥＳ、ＡＧＳ、
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ＦＡＳ、乳化剂ＯＰ、Ｔｒｉｔｏｎｘ１００、吐温８０等表面活性
剂及β环糊精对体系灵敏度的影响，未发现有明
显的增敏作用，故实验中未加入任何表面活性剂。

３．５　试剂加入顺序的影响
在确定试剂浓度、酸度条件下，考察不同的加

入试剂次序对反应体系灵敏度的影响。实验表

明：不同的试剂加入顺序对测定结果是有影响的，

当加入次序为ＢＲ缓冲溶液、ｏＮＰＦ溶液、荜茇宁
时，体系的ΔＡ最大。
３．６　稳定性及温度的影响

分别实验了不同温度（１０，２０，３０，４０，５０，６０，
７０，８０，９０℃）及不同反应时间对体系的影响。

结果表明：在１０～４０℃ 范围内，ΔＡ随温度的变
化不大；而高于５０℃时，络合物的分解使 ΔＡ降
低。反应１０ｍｉｎ后，体系的吸光度达到最大且恒
定，且５ｈ内基本保持不变。故实验中选择室温
下放置１０ｍｉｎ后，再测定溶液的吸光度。
３．７　络合物的组成和反应机理

分别采用摩尔比法和连续变化法，测得ｏＮＰＦ
与荜茇宁络合物的组成比为 １∶１。根据文献［５］
及反应物的结构推断，其反应机理如图３所示：
ｏＮＰＦ是一个很强的平面型 π电子受体，而荜茇
宁分子中的氧杂环为较强的供电子体且空间位阻

小，所以可以形成１∶１型的ＣＴ络合物。

!"

!"

!"

!

#

$

!

%

!

!

!

$

"

!

$

"

!

!

!"

!"

!"

!

#

$

!

!

!

图３　荷移反应机理
Ｆｉｇ．３　Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｃｈａｒｇｅｔｒａｎｓｆｅｒｒｅａｃｔｉｏｎ

３．８　离子强度的影响
在最佳实验条件下，考察了不同量的ＮａＣｌ对

ΔＡ值的影响。结果表明，当体系中 ＮａＣｌ的质量
浓度小于０．３３７５ｍｇ／ｍＬ时，体系的ΔＡ基本不变；
大于０．３３７５ｍｇ／ｍＬ时，体系的 ΔＡ显著下降。这
是因为Ｃｌ－是以静电引力的方式与荜茇宁中带正
电荷的氮原子相互作用，Ｃｌ－的存在可减弱 ｏＮＰＦ
溶液与荜茇宁的结合作用，使体系的ΔＡ降低。
３．９　干扰离子的影响

在最佳实验条件下，实验了体内氨基酸、糖

类、蛋白质、ＤＮＡ及常见的金属离子等对体系吸
光度的影响，在测定误差不超过 ±５％的范围内，
其最大倍数分别为：Ｌ丙氨酸（１５８），Ｌ赖氨酸
（１３５），Ｌ亮氨酸（７６），Ｌ色氨酸（５４），Ｌ组氨酸
（４８），Ｌ酪氨酸（３９），Ｌ谷氨酸（３５），Ｌ苯丙氨酸
（１８），Ｌ脯氨酸（１５），ＢＳＡ（３．６７），ＤＮＡ（１４．４５），

乳糖（３８４），葡萄糖（３０１），淀粉（９０），Ｃａ２＋（３８），
Ｋ＋（２０），Ｍｇ２＋（１１），Ｚｎ２＋（６．１５），Ａｌ３＋（２．２），
Ｆｅ３＋（１．８），Ｃｕ２＋Ａ（１．１），糊精（３６２），尿素（１７６），抗
坏血酸（８）。从上可见，本方法具有较好的选
择性。

３．１０　工作曲线与精密度
在所选实验条件下绘制工作曲线，并用 ΔＡ

对相应的荜茇宁质量浓度作图，绘制标准曲线，结

果表明：荜茇宁质量浓度为０．０５４６～１０．９２μｇ／
ｍＬ时，与体系吸光度呈良好的线性关系，回归方
程为：Ａ＝０．２０１１ρ＋０．１２１４（ρ：μｇ／ｍＬ），相关系
数为ｒ＝０．９９９８。对质量浓度为２．７４μｇ／ｍＬ的荜茇
宁溶液进行了１１次平行测定，相对标准偏差ＲＳＤ为
０．９０％，表明本方法的精密度良好。
３．１１　样品测定

取血清和健康人的尿样适量，各加入１％的
表１　尿样和血样中荜茇宁的测定结果

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｉｐｅｒｌｏｎｇｕｍｉｎｉｎｅｉｎｕｒｉｎｅａｎｄｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓ

样品 加入量／（μｇ·ｍＬ－１） 测得值／（μｇ·ｍＬ－１） 平均值／（μｇ·ｍＬ－１） 回收率

尿样

０．５５４６
２．７７３３
８．３１９９

０．５５５４，０．５５３４，０．５５４４
２．７７４７，２．７７１３，２．７７３７
８．２９７４，８．２９３１，８．３０２３

０．５５４４
２．７７３２
８．２９７６

９９．９％
９９．９％
９９．７％

血样

０．５５４６
２．７７３３
８．３１９９

０．５５４９，０．５５５３，０．５５６１
２．７７４６，２．７７３９，２．７７４１
８．３２３４，８．３３１２，８．３１１２

０．５５５４
２．７７４２
８．３２１９

９９．９％
１００．０％
１００．０％
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三氯乙酸１０ｍＬ，摇匀，转速为３０００ｒ／ｍｉｎ，使其
中的蛋白质沉淀完全。取上层清液，之后将尿样

稀释１０倍，将血清稀释１００倍，按照实验方法直
接测定荜茇宁（未检出）并进行加标回收，结果见

表１。

４　结　　论
建立了一种测定荜茇宁的方便而快捷的荷移

分光光度法。在 ｐＨ值为７．００的缓冲溶液中，邻
硝基苯基荧光酮与荜茇宁反应生成荷移产物，该

产物在５１５ｎｍ处有最大吸收。实验结果表明，本
方法具有反应体系灵敏、线性范围宽、选择性高等

优点。利用本方法对生物样品中的荜茇宁进行了

加标回收，回收率为 ９９．８％ ～１００．９％，ＲＳＤ为
０．９０％。本文所建立的荜茇宁测定方法对临床应
用与研究具有非常重要的作用。
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