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摘要  目的 研究叶酸的光化学行为并提出测定叶酸的光化学荧光分析方法 ∀方法 叶酸在六次甲基四胺2盐酸

介质中 经 紫外光照射后 发生光化学反应 产物的荧光强度 Κ¬ Κ 较叶酸本身的增大了

倍 ∀根据光化学反应产物的荧光强度测定叶酸的含量 ∀结果 叶酸的浓度在 1 ≅ ∗ 1 ≅ # 范围

内 荧光强度与浓度呈良好的线性关系 检出限为 1 ≅ # 相对标准偏差为 1 ∀结论 本方法适用于

片剂中叶酸的测定 ∀

关键词  光化学荧光光度法 叶酸

  叶酸 亦称维生素 蝶呤的衍生物

其分子由蝶啶 !对氨基苯甲酸及谷氨酸组成 是抗贫

血药 主要用于巨幼红细胞性贫血 也可用于恶性贫

血的辅疗药物 ∀本品在人体内参与氨基酸及核酸的

合成 并能与维生素 共同促进红细胞的生成 ∀

用高效液相色谱法≈ !分光光度法≈ !吸附溶

出伏安法≈ !微生物放射法≈ !荧光衍生法≈ 测定

叶酸的含量已见报道 但用光化学荧光法测定叶酸

的含量至今未见报道 ∀叶酸稀溶液的荧光较弱 直

接荧光法测定灵敏度很低 但叶酸在六次甲基四胺2

盐酸介质中经紫外光照射后 荧光强度增大了

倍 极大地提高了荧光法测定的灵敏度 ∀此法突出

的特点是简便 !无需外加试剂 !稳定性及重现性好 !

灵敏度高 ∀

实 验 部 分

仪器及试剂  日立 荧光分光光度计 岛津

∂2 紫外分光光度计 ≥2 型酸度计 上海第

二分析仪器厂 ƒ2 型三用紫外分析仪 上海顾村

电光仪器厂 ∀

叶酸 中国药品生物制品检定所 标准溶液

1 # 称取纯叶酸 1 加 1

# 溶液数滴溶解 于 量瓶中定

容 ∀避光 ∗ ε 冷藏保存 ∀使用时用水逐级稀释

收稿日期 2 2
3 × ƒ ¬

为所需浓度 ∀试剂均为分析纯 水为二次重蒸水 ∀

实验方法  取适量叶酸标准溶液于 具塞

刻度试管中 加入 1 # ≤ ) ≤ 缓

冲溶液 1 1 用水稀释至 摇匀 ∀

在 辐照度为 • # 紫外光下照射

后 放置 ∀在激发波长为 !发

射波长为 !激发通带和荧光通带分别为

和 条件下 以试剂为参比测定其相对荧

光强度 ∀

结 果

1  吸收光谱及荧光光谱

叶酸体系的吸收光谱和荧光光谱如图 和图

所示 ∀

由吸收光谱 图 可见 叶酸本身在

有 个吸收峰 ∀当加入 ≤ 2

≤ 缓冲溶液后其 的吸收峰消失 且经紫外

光照射后 处吸收峰明显降低 处吸

收峰略有紫移且峰强度有所升高 可见光照后体系

发生了化学反应 ∀由图 可见 体系的激发光谱和

吸收光谱相似 光照与不光照体系的荧光光谱峰位

基本不变 但叶酸在 ≤ 2 ≤ 介质中光照后

体系的荧光强度大大提高了 ∀叶酸浓度为 1 ≅

∗ 1 ≅ # 时 光照与不光照体系的

荧光强度相差 倍 说明光照后有强荧光物质生

成 ∀测定时选择激发波长为 !荧光波长为

测定光照体系的荧光强度 ∀

## 药学学报 ° ∏ ≥ Β ∗



ƒ  

≤ 1 ≅ #

ƒ ƒ ≤ 2

≤ ƒ

ƒ ≤ 2 ≤

ƒ  ∞¬

≤ 1 Λ # .
ƒ . ƒ

≤ 2 ≤ . ƒ

. ƒ ≤ 2 ≤

2  酸度及缓冲溶液的选择

试验了 ∗ 不同缓冲体系 ≤ 2

≤ 2 ≤ 2 ° 2 °

和 2 对叶酸荧光强度的影响 ∀发现

只有在 ≤ 2 ≤ 介质中叶酸经光照后其荧光

强度才明显增大 ∀实验选用 ≤ 2 ≤ 缓冲体

系来控制溶液的 值 ∀ 值对荧光强度的影响

如图 所示 ∀由图可见 ∗ 时荧光强度值大

且稳定 ∀实验时选择 1 的 ≤ 2 ≤ 缓冲

介质 确定其用量以 1 为宜 ∀

3  光照时间的影响

将配好的溶液避光放置 荧光强度变化很

小 ∀同样的溶液在日光下放置时 发现随放置时间

的增长荧光强度逐渐增大 ∀将其置于 辐照

度为 • # 紫外灯下照射 荧光强度随时间

变化的关系曲线如图 所示 ∀由图可见 光照

后荧光强度趋于平稳 而且放置 后其荧光

值基本不变 故实验时选择光照时间为 ∀

ƒ  ∞ ∏ ∏ √

≤ 1

Λ #

ƒ  ∞ √

≤ 1 Λ #

• #

4  干扰试验

以误差 为限 倍的 ∂ 和 倍的

及 等常见离子对测定无干扰 ∂ 对叶酸的测

定有严重的干扰 ∀

5  工作曲线

叶酸浓度为 1 ≅ ∗ 1 ≅ # 荧

光强度 ∃Φ与浓度 Χ # 呈良好的线性关系 ∀

当叶酸浓度为 1 ≅ ∗ 1 ≅ # 时

其线性回归方程为

∃Φ 1 1 ≅ ≤  Χ 1
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当叶酸浓度为 1 ≅ ∗ 1 ≅ # 时

其线性回归方程为

∃Φ 1 1 ≅ ≤  Χ 1

6  精密度及检出限

按实验方法平行测定 1 Λ # 叶酸标准

溶液 份的相对荧光强度 计算相对标准偏差为

1 说明方法的重现性良好 ∀

按照 ° ≤ 规定 测定 份试剂空白溶

液≈ 得到此法的检出下限为 1 # ∀

7  样品测定

取叶酸片剂 标示量为每片含叶酸 片

研细混匀 ∀称取相当于一片药片的质量 加入 1

# 充分搅拌 再加水稀释过滤 洗

涤滤渣数次并于 量瓶中定容 然后取 1

定容于 量瓶中 即为样品溶液 ∀取适量

的样品溶液按实验方法测定 用工作曲线法测得片

剂中叶酸含量每片为 1 ν 相当于标示

值的 1 ∀标准加入法测得回收率为 1 ∗

1 表 ∀实验结果表明 片剂中的淀粉 !糊

精等辅料对测定无干扰 ∀

Ταβ 1  Ρεχοϖερψεξπεριµεντσ ( ν = 3)

ƒ

Λ #
ƒ ∏

Λ #
√

  

按片剂配比 精密称取叶酸纯品及辅料适量 混

匀 按上述方法操作 测得回收率为 1 ν

测定结果表明该方法准确可靠 ∀

讨 论

由叶酸体系的吸收光谱和荧光光谱的变化可

知 叶酸在 ≤ 2 ≤ 介质中经紫外光照射后发

生了光化学反应 有强荧光物质产生 ∀为了探讨

≤ 2 ≤ 介质在光化学反应中的作用 试验了

叶酸光照前和光照后加入 ≤ 2 ≤ 时体系的

荧光强度的变化情况 ∀发现光照前加入 ≤ 2

≤ 的体系其荧光强度比不加 ≤ 2 ≤ 的增

大了 倍 而光照后再加 ≤ 2 ≤ 的体系其

荧光强度与不加 ≤ 2 ≤ 的基本一致 说明叶

酸的光化学反应只有在 ≤ 2 ≤ 存在的条件

下才能发生 ∀由此可见 体系中的 ≤ 2 ≤ 不

仅起到了缓冲溶液的作用 而且还促进了光化学反

应的进行 ∀

以硫酸奎宁 1 # ≥ 溶液 为标

准物 ± 1 测定了 ≤ 2 ≤ 1 介

质中叶酸不光照和光照后体系的相对荧光量子效率

± 测得值分别为 1 和 1 ∀显然 光照后

所得产物比叶酸具有更强的荧光 ∀

据 • 等报道≈ 叶酸与 反应生成

强荧光产物蝶呤 ≤ 其荧光强度比叶酸增

大很多 ∀本实验采用紫外灯作光化学反应的光源

叶酸光化学反应产物的紫外吸收光谱等实验现象与

报道的很类似 因此我们推测在 ≤ 2 ≤

1 介质条件下 叶酸光照后生成了强荧光物质蝶

呤 ∀
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ΠΗΟΤΟΧΗΕΜΙΧΑΛ ΒΕΗΑςΙΟΥΡ ΟΦΦΟΛΙΧ ΑΧΙ∆ ΑΝ∆ ΙΤΣ ΑΠΠΛΙΧΑΤΙΟΝ

∏ ∏ ≤ × × × × ƒ ∏ ƒ ±

( ∆επαρτµεντ οφ Χηε µιστρψ, Βειϕινγ Νορµ αλ Υνιϖερσιτψ, Βειϕινγ 100875)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ  ΑΙΜ: × ∏ √ ∏

∏ ΜΕΤΗΟ∆Σ: ≤ 2 ≤ ∏

∏ √ × ∏

∏ Κ¬ Κ

∏ ΡΕΣΥΛΤΣ : ×

∏ √ 1 ≅ ∗
1 ≅ # 1 # √ √ 1 ×

√ 1 ∗ 1 ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ:

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ  ∏
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