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@ z一如 维生素B2和B6的同步荧光分析法及其在 
维生素复合制剂中的应用 

李耀群 黄贤智 许金钩 陈目珍 Rq1]．2Z 

(厦门大学化学系 ，厦门361005) 

提要 本文建立了维生素 B’和 &的同步荧光分析法 。以 A2=58nln进行同步扫描所得的两 

个同步荧光峰 (以发射波长表示 ，分别位于526nm和 389nm)可用以同时分别定量维生素 和 。 

方法快速、灵敏。维生素 &和 B‘的工作曲线线性范围分别为0～ l~g／ml和0～1．5#g／ml，检出 

限分别为0．5 ng／ml和 lng／ml。方法已应用于三种复合维生素 B制剂中维生素 B，和 的分析 。 

关键词 维生素 & ：维生素86：荧光 ：同步扫描 

维生素的分析通常是先经分离后逐个分别测定“)，步骤繁琐 。周其镇等 曾用 CPA分 

光计算法通过计算机矩阵处理的方式同时测定多种维生素 。荧光分析法比分光光度法具有 

更高的灵敏度和更宽的线性范围，是测定低含量维生素的有效方法之一。本文采用一种荧光 

分析新技术一 同步荧光分析法 ，，研究了维生素 B，， 同时快速分析的可能性 ，建立了维 

生素 B ， 的同步荧光分析法 。所提出的方法经应用于三种复合维生素 B制剂中维生素 B’ 

和 B 的同时分析 ，得到较满意的结果 样品无需分离 ，操作方便 。 

同步荧光分析法于7O年代提出后 ，以其谱图简化 、选择性提高 、散射光干扰减少等优点0 

而引起人们的注意 ，获得广泛的应用 。维生素 和 B 的同步荧光分析已见报道 )。和经典 

荧光分析法相比，同步荧光分析法在实验技术上的差别在于同时扫描激发波长和发射波长 。 

根据扫描方式的区别 ，同步荧光分析法又可分为固定波长法 、可变角法和恒能量法 一)。目 

前最广为使用的是固定波长同步荧光分析法 ，即在扫描过程中使激发波长和发射波长两者之 

间始终保持固定的波长间隔 (△ = 一 )。一般进I：1的荧光分光光度计上都具有这种同步扫 ． 

描功能 ，便于该方法的推广应用。与固定波长法相比 ，恒能量法和可变角法虽有特色 ，但在普 

通荧光分光光度计上无法实现 。基于上述考虑 ，本文采用固定波长差扫描技术进行维生素 B̂ 

和 的同步荧光研究，为复杂试样中的维生素 B 和B 同时检出提供了一个有效的灵敏手段
． 

实 验 部 分 

一

． 仪器 、试剂和药品 

荧光分光光度计 Et立 650—10 S型 。激发和发射单色仪带通均为 5nlTl。测绘激发和 

发射光谱时扫描速度为 1 20 nm／min，而同步扫描速度则为60 nm／min。 

缓冲溶液 pH 7．0 用 0．2mol／L磷酸氢二钠溶液与 0．1mol／L柠檬酸溶液按体积 

比 6：1混合调制而成 

本文于 1990年 10月 23日收到 
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维生素B，(VB ，核黄素)贮备液 准确称取 10mg维生素 B，(厦门鱼肝油厂提供)，用 

0．02 mol／L醋酸溶解 ，配制成200ml浓度为 50~g／ml的贮备液 维生素 B，较难溶解必要 

时可略加温以促进溶解 。使用时用缓冲液加以稀释 。 

维生素B (VB ，毗哆辛 )贮备液 准确称取20mg维生素 (厦门鱼肝油厂提供 )，用 

二次蒸馏水配制成 100 ml浓度为 200 g／ml的贮备液 。使用时用缓冲液加以稀释 。 

复合维生素 B溶液 市售品。准确移取5ml复合维生素 B溶液于 25ml量瓶中 ，用水 

稀释至刻度 。 

复合维生素 B片 市售品 ，取 1O片复合维生素 B片 ，准确称其重量后研磨混和 。准 

确称取约半片的粉重 ，溶于水后定容至50ml 吸取 0．4ml于l0ml量瓶中，用缓冲液稀 

释至刻度 。 

复合维生素 B注射液 市售品 准确吸取 0．5m1注射液于 50m1量瓶中，加水定容 。 

准确吸取该溶液O 3ml于 10ml量瓶中 ，加缓冲液稀释至刻度 。 

二 ．测定方法 

取试液置于 l L33"1石英液池中，在荧光分光光度计上以 △i=58nm进行同步扫描 。以 

所得的同步荧光光谱中526nm(以发射波长表示 ，下同)和 389nm波长处的同步荧光峰高 

分别测定 VB 和 V 的含量 。 

结 果 与 讨 论 

一

． 激发光谱和发射光谱 

取维生素 B1和 的贮备液 ，分 

别用缓冲液配制成浓度为 O，8和 

l~g／ml的标准溶液 ，测绘各 自的激 

发光谱和发射光谱 (图 1) 维生素& 

和 的荧光发射峰分别位于 523 nm 

和 393 nm。维生素 B̂的荧光激发峰 

有 276，377和 472(最强)rim 等数 

个 ：而维 生 素 的 激 发 峰 位 于 

328nm 。 

尺 一
＼ 

＼ 
二 ．固定波长差 △̂ 的选择 。 。 。 。 ) 。 。 。 

用同步荧光技术同时分析混合物 Fig 1 Flu ∞excitatJon and en~ssi0n sDcc forVB2 

的最重要参数是两个单色仪之间的最 (—— 0．8ug／n~)andVB6(⋯ 1 ug／n~)． 

佳波长差 △i。为此 ，测绘了不同Ai时混合物的同步荧光光谱 。由图 1可知 ，维生素 & 和 

的 (主)激发和发射峰波长间隔分别为 51 nm和 65nm，因而采用△ 为51～ 65 rim之间 

的值进行同步扫描 ，实验所得的同步荧光光谱均出现对应于V 和 V 的二个同步荧光峰 ， 

无光谱重叠现象 ，可用于定量分析 。但峰强度随 △̂ 不同有所差异 。选择 A2=51 nm，有 

利于VB，的荧光激发和发射 ，因此VB，荧光信号相对较强 ；反之 ，选择 A2=65 rim，则 VB 

的荧光信号相对较强 。 

本实验采用 △Z=58nm ，这个△ 值对两种维生素都较适宜 。该条件下 ，VB1的同步荧 

光峰位于526nm ，V 的同步荧光峰在 389nm 波长处 图2a为VB 浓度相同 VB 量不同 
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的同步 荧光光谱 (A2=58nm) 由图可见 ，VB 

的存在对VB，没有影响 ，VB 本身的同步荧光信号 

与浓度成正比关系 罔2b为VB 浓度相同 、VB， 

量不『司的情形。实验结果均证明VB，和VB 之间 

瓦不干扰 ，同步荧光峰适合用以进行各自的定量测 

定 

三 ．标准曲线 

取不同量的维生素 B，和 B 贮备液于 +系列 

l0ml量瓶中，分别用缓冲液稀释至划度 ，配制成维 

生素B，和 B 的系列标准溶液 。以 526nm和 389 

nm处的同步荧光峰高分别对 VB 和 VB 浓度绘 

制标准曲线 VB 在 O～ l／tg／ml的范围内同步 

荧 光强度 与浓 度之 间呈 线性 关 系 ，相 关 系 数 为 

0．9992，检出限为0．5 ng／ml；VB 的线性范围 

为 O～ 1．5 ug／m[，韩{关系数为 0．9996，检 出限为 

l ng／ml。 

试样浓度若过高 ．会产生荧光白熄灭或组分间 

能量转移问题 ，不利f分析 。 

四 ．精密度 

Fig 2．Synchronous JluoITeSCCllCC spectraf△ =58nm) 

(a)VB2【0 4#g／int)and VN (0-0 5，1 0#g／m1) 

(b)VN (0 6,ug／mt)and VB2《0．0 5．1．0,ug m1)． 

取含维生素 B10 7~g．／ml和B 0_8 ug／ml的混合标准溶液7份 ，平行测定 ，相对标准 

偏差分别为 1．3％ 和 1．6％ 

五 ．加料回收试验 

分别在蔓种 剂 (复合维生素 B溶液 片剂和注射剂 )配成的溶液中加八已知量的 VB： 

和VB 进行回收实验 ，结果如袭 l。 

Tab1．Result of rec州 盯ies(n=3、 

六 ．样品测定 

复合维生素 B溶液，复合维生素B片和复合维生 

素B注射液的同步荧光光谱均和标准溶液的光谱一致， 

于526nm和389nm 出现同步荧光峰。三种样品虽然 

都含有VB ．烟酰胺 泛酸盐及保护剂等，但这些物质 

在实验条件 _F均不显现同步荧光信号，不干扰 VB2和 

VB 的测定。图3为复合维生素B溶液的同步荧光光 

谱 测定结果如表2 

em(nm ) 

F唱 3．syIlc|lronolls fluoresccncc stx~trurn 

ofmultivitamin B solution． 
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Tab 2 Determination of sam pies 

三种复合维生素B制剂的实验结果已证明了本方法的可靠性 。该法可望推广到其它实 

际体系中 ，只要其共存组分不发生同步荧光干扰 。实际样品中可能含某些其吸收光谱与 VB 

或VB 荧光发射光谱交叠的吸收物质 ，为保证不发生荧光重吸收现象 ，可在工作曲线的中下 

部进行测定 
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SYNCHRoN0US SPECTRoFLUoRIM ETRY FoR SIM UL— 

TAN EoUS D ETERM INATIoN oF RIBoFLAVIN AND PY· 

RIDoXINE AND ITS APPLICATIoN IN M ULTIVITAM IN 

PREPARATIoNS 

YQ Li，XZ Huang，JG Xu andGZ Chen 

Department ofChe．dstry，XMtrvn Universl～，Xiamen 361005、 

ABS|TRACT A new method for the simultancous determination of riboflavin and 

PYridoxine by synchronous spectrofluorimetry is described。 The measurement was carried 

out in a buffer solution ofDH 7 with A2=58 nlTl for synchronous scanning。 Under the 

experimental conditions two peaks ap~．ared at 526 nlTl and 389 rim jn the obtained 

synchronous fluorescence spectrum ，corresponding to riboflavin and pyridoxine，respective- 

1v．This method was proved to be simple and specific．The fluorescence relative intensity 

jslinearly related with co ncentrafion over the range of0～ l~g／ml and 0～ 1．5 ug／m1 for 
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riboflavin and pyridoxine，respectively．The detection limit was 0．5 ng／ml for riboflavin 

and l ng／mlfor pyridoxine．The rdatNe el'I'OI'Softhemeasurementswereles$than 5％ for 

artifical samples． 

The proposed method has been applied to the analyses ofriboflavin and pyridoxine in 

three kinds ofcomrllercia1 multivitamin preparations．The obtained synchronous spectra of 

multivitamin preparations coincided with thOS~ of the mixed standard solution of 

riboflavin and pyridoxine．Recoveries of93．5～ 105．7％ were obtained． 

Key words Riboflavin；Pyridoxine；Fluorescence；Synchronous scanning 
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耋 誓 ． ※ ※ ’ 
童 全国药物分析学术报告会会讯 ※ 
登 誊 

中国药学会垒国药物分析学术论文报告会于 1991年 l1月 7～ 10日在武汉召 

※ 开 。这次会议是自 1987年中国药学会成立 80周年庆祝大会以来 ，药物分析内容全 ※ 

面的一次大会 ，参加人数多、内容丰富 。共有 I89名代表参加，会议共收到论文470 笺 

窖 余篇，大会交流了146篇，其中：综述和新技术在药物分析中的应用 l2篇 ：液相色 ※ 

乓 谱法39篇(包括超临界流体色谱 、胶束动电毛细管色谱等)；紫外分光光度法及比 未 

童 色法44篇：荧光(鳞光)分析8篇以及红外光谱法、原子吸收分光光度法，电化学 誊 

蠢 分析法等． 

誉 此次学术报告会内容广泛 ，具有以下特点 ： ※ 

喜 1．分析理论和基础的探讨 未 

驾 (1)手性色谱柱分离对映体的三点作用是适用于外消旋体红外光谱分析，其规 眷 

※ 律是只有含有三个和三个以上极性基团的分子，其外消旋体的图谱才与对映体的图 桌 

谱不一致 。 

※ (2)胶束动电毛细管色谱法中，胶束相(或称假固定相)和水相(即流动相 )都同 桑 

时在毛细管中移动，与经典的液相或气相色谱法有不同之处 ，在经典的分配色谱公 萼 
※ 式中引入胶束和水相流速比，，即可应用经典的保留方程于本法 。 ※ 

2．新分析技术的应用 轰， ． 
※ (1)傅立叶变换质谱用于合成产物的研究及聚合物分子量分布、组成等 。 ※ 

三 (2)胶束动电毛细管色谱用于复方制剂(复方磺胺药)的分析。 

※ (3)超临界流体色谱法应用于中药牛膝中齐墩果酸的测定 。 ．※ ‘ 

薅 (4)发光化学分析在国内正在从事研究，并取得不少成绩。 

警 3．HPLC法在本次学术报告中占l／3，特别是应用于中药分析占 l／4，药品体 ※ 

耍 液分析占l／4，其余 l／2是西药定量及杂质检查。 量 

誉 4．气相色谱法用GC／MS联机以及裂解色谱、顶空进样等技术的探讨和应 誉 

用 ． 禁 
5．药物品型问题有新的发现，其中多数是用红外光谱测出，辅以 一射线衍射 誊 

※ 及其它方法证实 。 菇 

美 6．计算分光光度法应用于多组分分析 (本刊讯1 
谢  

※※ ※ ※※ ※※※ ※ ※※ ※ ※※ ※※ ※ ※ ※ ※ ※ ※ ※ ※ ※ ※ ※ ※ ※ ※ ※※ ※※ ※ ※ ※ ※ ※ ※ ※ 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

