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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 o经 vyx ±°紫外光照射后 o发生光化学反应 o产物的荧光强度kΚ̈¬u{s ±° oΚ̈° wwv ±°l较叶酸本身的增大了 ux

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 t1s ≅ ts p x ∗ t1s ≅ ts p z °²̄#�p t范围

内 o荧光强度与浓度呈良好的线性关系 o检出限为 t1x ≅ ts p | °²̄#�p t o相对标准偏差为 t1y h ∀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k©²̄¬¦¤¦¬§l亦称维生素 �¦o蝶呤的衍生物 o

其分子由蝶啶 !对氨基苯甲酸及谷氨酸组成 o是抗贫

血药 o主要用于巨幼红细胞性贫血 o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 o并能与维生素 �tu共同促进红细胞的生成 ∀

用高效液相色谱法≈t ou  !分光光度法≈v  !吸附溶

出伏安法≈w  !微生物放射法≈x  !荧光衍生法≈y oz 测定

叶酸的含量已见报道 o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 o直

接荧光法测定灵敏度很低 o但叶酸在六次甲基四胺2

盐酸介质中经紫外光照射后 o荧光强度增大了 ux

倍 o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 {xs荧光分光光度计 o岛津

� ∂2uxs紫外分光光度计 o³�≥2u型酸度计k上海第

二分析仪器厂l o�ƒ2�型三用紫外分析仪k上海顾村

电光仪器厂l ∀

叶酸k中国药品生物制品检定所l标准溶液

kt1ss °°²̄ #�ptl }称取纯叶酸 ww1tw °ª加 s1ts

°²̄#�pt �¤� � 溶液数滴溶解 o于 tss °̄ 量瓶中定

容 ∀避光ks ∗ w ε l冷藏保存 ∀使用时用水逐级稀释

收稿日期 }t||{2sz2s{
3 ×¨̄ }kstslyuusz{wv oƒ¤¬}kstslyuussxyz

为所需浓度 ∀试剂均为分析纯 o水为二次重蒸水 ∀

实验方法  取适量叶酸标准溶液于 ts °̄ 具塞

刻度试管中 o加入 s1u °²̄ #�ptk≤ �uly�w ) �≤¯缓

冲溶液k³� x1ul t1s °̄ o用水稀释至 ts °̄ o摇匀 ∀

在 vyx ±°k辐照度为 vs ° • #¦°p ul紫外光下照射

ws °¬±后 o放置 ts °¬±∀在激发波长为 u{s ±° !发

射波长为 wwv ±° !激发通带和荧光通带分别为 {

±°和 ts ±°条件下 o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 t和图 u

所示 ∀

由吸收光谱k图 tl可见 o叶酸本身在 uws ±° o

u{s ±° ovxs ±°有 v个吸收峰 ∀当加入k≤ �uly�w2

�≤¯缓冲溶液后其 uws ±°的吸收峰消失 o且经紫外

光照射后 ou{s ±°处吸收峰明显降低 ovyx ±°处吸

收峰略有紫移且峰强度有所升高 o可见光照后体系

发生了化学反应 ∀由图 u可见 o体系的激发光谱和

吸收光谱相似 o光照与不光照体系的荧光光谱峰位

基本不变 o但叶酸在k≤ �uly�w2�≤¯介质中光照后 o

体系的荧光强度大大提高了 ∀叶酸浓度为 t1s ≅

tsp x ∗ t1s ≅ tsp z °²̄#�p t时 o光照与不光照体系的

荧光强度相差 ux 倍 o说明光照后有强荧光物质生

成 ∀测定时选择激发波长为 u{s ±° !荧光波长为

wwv ±° o测定光照体系的荧光强度 ∀
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ƒ¬ª t  �§¶²µ³·¬²± ¶³̈¦·µ¤ ²© ©²̄¬¦ ¤¦¬§q

≤²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©©²̄¬¦¤¦¬§}t1s ≅ tsp x °²̄#�pt q¤q

ƒ²̄¬¦¤¦¬§o±²¬µµ¤§¬¤·¬²±~¥qƒ²̄¬¦¤¦¬§n k≤ �uly�w2

�≤¯o±²¬µµ¤§¬¤·¬²±~¦q ƒ²̄¬¦¤¦¬§o º¬·«¬µµ¤§¬¤·¬²±~

§qƒ²̄¬¦¤¦¬§n k≤ �uly�w2�≤¯o º¬·«¬µµ¤§¬¤·¬²±q

ƒ¬ªu  ∞¬¦¬·¤·¬²± ¤±§¨°¬¶¶¬²± ¶³̈¦·µ¤²©©²̄¬¦¤¦¬§q

≤²±¦̈±·µ¤·¬²± ²© ©²̄¬¦¤¦¬§} t1s Λ°²̄ # �p t q¤o¤. q

ƒ²̄¬¦ ¤¦¬§o ±² ¬µµ¤§¬¤·¬²±~ ¥o¥. q ƒ²̄¬¦ ¤¦¬§ n

k≤ �uly�w2�≤¯o ±² ¬µµ¤§¬¤·¬²±~ ¦o¦. q ƒ²̄¬¦¤¦¬§o

º¬·«¬µµ¤§¬¤·¬²±~§o§. q ƒ²̄¬¦¤¦¬§n k≤ �uly�w2�≤¯o
º¬·«¬µµ¤§¬¤·¬²±q

2  酸度及缓冲溶液的选择

试验了 ³� u ∗ ts不同缓冲体系 �≤̄ o��¦2�¤�¦o

k≤�uly�w2�≤̄ o��w�¦2��v o��w�¦o�¤u�°�w2�¤�u°�w

和 �¤u�w �z2�¤� � 对叶酸荧光强度的影响 ∀发现 o

只有在k≤ �uly�w2�≤¯介质中叶酸经光照后其荧光

强度才明显增大 ∀实验选用k≤ �uly�w2�≤¯缓冲体

系来控制溶液的 ³� 值 ∀³� 值对荧光强度的影响

如图 v所示 ∀由图可见 o³� x ∗ y时荧光强度值大

且稳定 ∀实验时选择 ³� x1u的k≤ �uly�w2�≤¯缓冲

介质 o确定其用量以 t1s °̄ 为宜 ∀

3  光照时间的影响

将配好的溶液避光放置 u §o荧光强度变化很

小 ∀同样的溶液在日光下放置时 o发现随放置时间

的增长荧光强度逐渐增大 ∀将其置于 vyx ±°k辐照

度为 vs ° • #¦°p ul紫外灯下照射 o荧光强度随时间

变化的关系曲线如图 w 所示 ∀由图可见 o光照 ws

°¬±后荧光强度趋于平稳 o而且放置 xs «后其荧光

值基本不变 o故实验时选择光照时间为 ws °¬±∀

ƒ¬ªv  ∞©©̈ ¦·²© ³� ²© ¥∏©©̈µ¶²̄∏·¬²± ²± µ̈ ¤̄·¬√¨

¬±·̈±¶¬·¼q ≤²±¦̈±·µ¤·¬²± ²© ©²̄¬¦ ¤¦¬§} t1s

Λ°²̄#�pt q

ƒ¬ªw  ∞©©̈¦·²©¬µµ¤§¬¤·¬²±·¬°¨²± µ̈ ¤̄·¬√¨¬±·̈±¶¬·¼ q

≤²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©©²̄¬¦¤¦¬§}t1s Λ°²̄#�ptk¬µµ¤§¬¤·¬²±

¬±·̈±¶¬·¼ }vs ° • #¦°p ul q

4  干扰试验

以误差 x h为限 otss倍的 ∂ �t和 us倍的 �¯v n

及 �±u n等常见离子对测定无干扰 o∂¦对叶酸的测

定有严重的干扰 ∀

5  工作曲线

叶酸浓度为 t1s ≅ tsp z ∗ t1s ≅ tsp x °²̄#�pt荧

光强度 ∃Φ与浓度 Χk°²̄#�ptl呈良好的线性关系 ∀

当叶酸浓度为 t1s ≅ tsp z ∗ t1s ≅ tsp y °²̄#�pt时 o

其线性回归方程为 }

∃Φ� s1suu| n v1uw ≅ tsy≤ o Χ� s1|||{
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当叶酸浓度为 t1s ≅ tsp y ∗ t1s ≅ tsp x °²̄#�pt时 o

其线性回归方程为 }

∃Φ� s1sz{{ n v1sz ≅ tsy≤ o Χ� s1|||y

6  精密度及检出限

按实验方法平行测定 t1s Λ°²̄ #�p t叶酸标准

溶液 ts份的相对荧光强度 o计算相对标准偏差为

t1y h o说明方法的重现性良好 ∀

按照 ��°�≤ 规定kv ¶l测定 tt份试剂空白溶

液≈{  o得到此法的检出下限为 t1x ±°²̄#�pt ∀

7  样品测定

取叶酸片剂k标示量为每片含叶酸 x °ªlts片 o

研细混匀 ∀称取相当于一片药片的质量 o加入 s1ts

°²̄#�pt �¤� � t °̄ 充分搅拌 o再加水稀释过滤 o洗

涤滤渣数次并于 xss °̄ 量瓶中定容 o然后取 ux1ss

°̄ 定容于 uxs °̄ 量瓶中 o即为样品溶液 ∀取适量

的样品溶液按实验方法测定 o用工作曲线法测得片

剂中叶酸含量每片为 x1sv °ªk ν � vl o相当于标示

值的 tss1y h ∀标准加入法测得回收率为k||1x ∗

tsy1xl h k表 tl ∀实验结果表明 o片剂中的淀粉 !糊

精等辅料对测定无干扰 ∀

Ταβ 1  Ρεχοϖερψεξπεριµεντσ ( ν = 3)

ƒ²̄¬¦¤¦¬§¤§§̈ §

r Λ°²̄#�p t

ƒ²̄¬¦¤¦¬§©²∏±§

r Λ°²̄#�p t

� ¦̈²√ µ̈¼

r h

s   s quv

s qus s qww tsy qx

s qws s qyw tsu qx

s qys s q{v || qx

s q{s t qsv tss qs

t qss t quv tss qs

按片剂配比 o精密称取叶酸纯品及辅料适量 o混

匀 o按上述方法操作 o测得回收率为 tss1w h k ν �

vl o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 o叶酸在k≤ �uly�w2�≤¯介质中经紫外光照射后发

生了光化学反应 o有强荧光物质产生 ∀为了探讨

k≤ �uly�w2�≤¯介质在光化学反应中的作用 o试验了

叶酸光照前和光照后加入k≤ �uly�w2�≤¯时体系的

荧光强度的变化情况 ∀发现光照前加入k≤ �uly�w2

�≤¯的体系其荧光强度比不加k≤ �uly�w2�≤¯的增

大了 ux倍 o而光照后再加k≤ �uly�w2�≤¯的体系其

荧光强度与不加k≤ �uly�w2�≤¯的基本一致 o说明叶

酸的光化学反应只有在k≤ �uly�w2�≤¯存在的条件

下才能发生 ∀由此可见 o体系中的k≤ �uly�w2�≤¯不

仅起到了缓冲溶液的作用 o而且还促进了光化学反

应的进行 ∀

以硫酸奎宁ks1us °²̄ #�pt �u≥�w 溶液l为标

准物k± � s1xxl o测定了k≤ �uly�w2�≤ k̄³� x1ul介

质中叶酸不光照和光照后体系的相对荧光量子效率

k±l o测得值分别为 s1ssuu和 s1txv ∀显然 o光照后

所得产物比叶酸具有更强的荧光 ∀

据 • ¬··̄̈ 等报道≈|  o叶酸与 �� ±�w 反应生成

强荧光产物蝶呤k≤z �w�x�vl o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 o

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 o因此我们推测在k≤ �uly�w2�≤ k̄³�

x1ul介质条件下 o叶酸光照后生成了强荧光物质蝶

呤 ∀
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5中国学术期刊k光盘版l6是我国第一部具有权威性 !集成化 !多功能的中英文学术电子期刊 ∀本刊由光盘国家工程研究

中心 !北京清华信息系统工程公司联合组建的学术电子出版物编辑部主办 o清华大学出版社出版 ∀本刊以现代信息技术手段

为支撑 o以全面 !系统 !集中地反映我国各学科领域的科学研究成果和发展动态为宗旨 o通过全文现刊 !全文过刊与详细摘要

索引相结合的方式 o分理工 !医疗卫生 !农业 !经济法律 !教育 !政治 !文史哲和社科综合八个专辑 o按月定期向社会出版发行 ∀

5中国学术期刊k光盘版l6各专辑均将包含国内优秀学术期刊五百余种 o每期总文字量计 t亿以上 ∀每类专辑既保证各学

科专业文献的相对集中 o又考虑了相关专业之间 !科研与应用之间的交叉关联 o使其既便于专业研究 o又便于边缘学科研究和

了解相关学科的发展动态 ∀现刊光盘既容纳了当月各期刊全文 o保证了信息传播的及时性 o又配置了各期刊前五年过刊文献

的摘要索引 o实现了在现刊光盘中对过刊的追溯式查询 ∀而过刊光盘可实现全文可追溯查询与阅读 ∀

本刊以/清华全文光盘检索管理系统0为支撑软件 o且有全文检索 !多窗口编辑 !传真 !打印 !计时 !自动收费 !无人值守自动

查询打印等多项查阅管理功能 ∀该软件可在单机 !局域网 !广域网多种环境下运行 o从而可适用于大 !中 !小各类图书资料单

位 o并可为国际国内科研教育网k如 ��×∞� �∞× 和 ≤ �����∞×l提供在线服务k�± p �¬±̈ ≥ µ̈√¬¦̈l ∀

本刊将对我国科学研究 !技术开发及其管理手段的高度信息化 o对图书情报和新闻出版管理手段的现代化 o对促进我国

学术期刊国际地位的提高产生重大影响 o并必将对学术领域信息高速公路的建设和国民经济信息化建设产生积极的推动作
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