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同多钨酸．阿米卡星相互作用的

共振瑞利散射光谱及其分析应用

胡小莉+ 安兰香 刘绍璞 刘忠芳 宋彦琪

(西南大学化学化工学院，发光与实时分折教育部重点实验室(西南大学) 重庆400715)

摘要在pH值为0．65～1．10的HCI．NaAc缓冲溶液中，同多钨酸(IPr)与阿米卡星(AMK)形成离子缔合

物。能引起共振瑞利散射(RRS)显著增强，并产生新的RRS光谱，其最大散射峰位于340 tim，AMK质量浓度

在1．0×10一一8．0×10“g／mL范嗣内与散射增强程度呈线性关系。建立了测定AMK的RRS新方法，检出

限(3盯)为0．4×10柚g／mL。考察了体系的RRS和吸收光谱特征，优化了测定条件，考察了常见共存物质的干

扰，方法具有良好的选择性。用于人血清中AMK的测定，结果满意。讨论丫离子缔合反应和RRS增强机理。
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阿米卡星为半合成的氨基糖苷类抗生素。抗菌谱广，主要用于治疗需氧革兰阴性杆菌引起的疾病，

但存在一定的耳肾毒性以及对神经和消化系统的过敏反应[1]。为保证用药安全，建立一种准确的检测

方法是十分重要的。目前，阿米卡星的测定方法主要有微生物法[2]、分光光度法[3j、荧光法[4]、化学发光

法[5l、HPLC法[6|、毛细管电泳法[7|、色．质联用法【8o及共振瑞利散射和共振非线性散射法[9j等。其中，

微生物法繁琐费时，色．质联用法仪器昂贵，HPLC和毛细管电泳法的检出限通常在几十到几千ng之间，

不能完全满足临床痕量分析的要求。所以需要开发新的灵敏、简便、快速的测定方法。本文在pH值为

0．65。1．10的酸性介质中，通过同多钨酸(IPT)与阿米卡星(AMK)相互作用，可引起体系的RRS急剧

增强，且最大RRS位于340 nm处，在一定范围内，散射强度(△J，)与AMK浓度成正比，由此建立了测定

痕量AMK的新方法。方法具有很高的灵敏度，检出限(30-)达0．4×10一s／mL，远低于文献【4。L8j报道

的多种方法。

1实验部分

1．1仪器和试剂

F-2500型荧光分光光度计(日立公司，日本)；UV-8500型紫外。可见分光光度计(上海天美公司)；

PHS-3C型精密pH计(上海精密科学仪器有限公司)。

硫酸阿米卡星(Amikaein Sulphate，AMK；中国药品生物制品检定所)；储备溶液质量浓度10．0×

10“g／mL；SE作液质量浓度1．0×10“g／mL；钨酸钠(重庆北碚化学试剂厂)，储备溶液浓度

20．0 mmol／L，工作溶液浓度1．0 mmoL／L。

pH=0．8的HCl一NaAc缓冲溶液，用90 mL 1．0 mol／L HCI、50 mL 1．0 mol／L NaAc和110 mL水混合

配制。

所用试剂均为分析纯，实验用水均为二次蒸馏水。

1．2测定方法

在10．0 mL比色管中依次加入1．0 mmol／L的钨酸钠溶液1．00 mL，pH=0．8的HCl．NaAe缓冲液
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1．0 mL，适量样品溶液，用水稀释至刻度，摇匀，于荧光分光光度计上以A。=A。。方式进行同步扫描，然

后在最大散射波长处测定样品和试剂空白的散射强度Iaas及厶，△，=J，。。。一毛。

2结果与讨论

2．1共振瑞利散射光谱

图l为IPI'．AMK体系的RRS光谱。由图1A可见，单独的IPI'或AMK的RRS强度很弱，但二者的

混合溶液则具有很强的RRS光谱，最大散射峰位于340 nm处。图lB为不同浓度AMK的I胛．AMK体

系的RRS光谱。从图1曰可见，在最大散射波长处，RRS强度与AMK浓度呈良好线性关系。因此，RRS

法可用于AMK的定量测定。

图1散射光谱

Fig．1 RRS spectra of IPT·AMK systems

一．a．IFrr；b．AMK；c．IPr—AMK；c(Na2W04)=O．1 mmoL／L；c(AMK)=O．05×10～g／mL；pH=0．8；

爱口．IPT；b～，IPT-AMK；106。(AMK)／(g·mL一1)：6．0．04；c．0．05；d．0．06；e．0．07；，0．08；c(Na2W04)=O．1 retool／L；pH=O．8

2．2吸收光谱

AMK、IPrr及其混合溶液吸收光谱如图2。图中可见，IPI’在近紫外区有一定的吸收，而AMK的吸收

非常弱，二者的混合溶液的吸收光谱基本不变，吸光度略升高，最大吸收波长(A。。。)293 nm。计算出摩

尔吸光系数(占。，)仅为2．20 x 104 L／(mol·cm)。表明该反应虽可用于分光光度法测定AMK，但灵敏度

太低。

图2吸收光谱

Fig．2 Absorption spectra

a．AMK(against water)；b．IPT(against water)；

c．IPT—AMK(asaimt water)；d．IPT·AMK(against reagent blank)：

c(Na2W04)=O．1 mmol／L；

c(AMK)=o．05×10—6 g／mL；pH=0．8

图3酸度的影响

Fig．3 Effect of acidity On，R砧

c(Na2W04)=0．1 retool／L；

c(AMK)=O．05×10—6 g／mL；

口．IPT；b．IPT-AMK
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2．3测定条件的确定

2．3．1 溶液酸度不同酸度HCI—NaAc溶液中IPT—AMK结合产物RRS强度的变化如图3。图中可见，

最大光散强度的pH值为0．65～1．10，酸度过高或过低均不利于离子缔合物的生成。故选用pH=0．8

的HCl．NaAc缓冲溶液。

2．3．2 Na2WO。用量 Na2WO。浓度对于I盯．AMK体系的RRS强度有影响，适宜的Na2WO。浓度为
0．1～0．3 mmol／L。当Na：WO。浓度较低时，离子缔合反应不完全，△，。。。偏低，当Na：WO。浓度过高时，

△，RRs也会降低，故确定Na：WO。浓度为0．1 mmol／L。

2．3．3 离子强度考察了加入NaCI对IPT—AMK体系光散射强度(△，。。。)的影响(图4)。可以看出，单

独IPT的光散射强度基本不受电解质NaCI浓度影响。当NaCI浓度小于0．10 mol／L时，也基本不影响

IPT．AMK缔合物的RRS光强度。当NaCI浓度大于0．10 mol／L时，缔合产物的△，。。。迅速下降。这是由

于高浓度的Na+、Cl一对同多钨酸根阴离子和AMK质子化阳离子之间产生竞争作用。削弱了I盯和

AMK之间缔合作用，导致体系光散射强度降低。因此，测定体系中应尽量降低其他盐类的浓度。
2．4 IPT-AMK之间缔合反应与JR。。增强机制

钨酸根阴离子在酸性溶液中能聚合成一系列的同多酸阴离子【J0|。当[H+]／[wo：一]≥1．67时，钨

酸根主要以[W60．9]2一存在。本实验的pH值为0．65～1．10，Na：WO。浓度为0．1—0．3 mmol／L，因此

[H+]／[wo；一]>1．67，溶液中钨酸根主要应以[W。O。。]2一存在。而AMK在该介质中会质子化为正

2价阳离子(AMK2+)一]。经用等摩尔连续变化或摩尔比法测定离子缔合物组成为Na，WO。与AMK的比

为6：1，即1个[W。O，，]2一可结合1个AMK“。二者靠静电引力和疏水作用力结合形成电中性的离子缔

合物：

6wo：一+10H+F兰[W6019]2。+5H20 (1)

[W60．9]2一+AMK2+；=一[W60。9]2一·[AMK2+] (2)

f(NaCl)／《mo|-L一‘)

图4离子强度的影响

Fig．4 Effect of ionic strength‘on laRs

c(Na2W04)=0．1 retool／L；

c(AMK)=O．05×10—6 e／mL；pH=0．8

^／m

图5吸收光谱和RRS光谱的比较

Fig．5 Comparison of absorption and RRS

spectra for IPT—AMK system

1．Absorption spectrum；2．RRS spectrum

形成离子缔合物后，溶液的光散射强度显著提高是由于IPT．AMK离子缔合物的瑞利散射位于其吸

收带中(见图5)，因此满足共振增强瑞利散射条件[111；I盯与AMK形成缔合物后分子量增大，分子量M
从587增加至1 995。按，=kloMc[12]式，分子量增加会提高光散射强度，。

因共振瑞利散射强度与分子的摩尔吸光系数(s)相关，摩尔吸光系数越大，共振瑞利散射愈强【l 3I。

因在A一=293 rim处，AMK无光吸收，I盯的摩尔吸光系数(占。。)为4．8×103 L／(tool·cm)，IPr．AMK
离子缔合物的摩尔吸光系数(s。，)为2．20×104 L／(mol·cm)。因此，形成离子缔合物可使光散射强度

提高。

2．5对AMK分析测定

2．5．I AI。。。与AMK浓度的线性关系在优化的反应条件下，测定了340 nm处不同浓度AMK与I盯
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形成复合物的△，吣，并对AMK浓度作线性回归。得到标准曲线的回归方程为AI吣=39．4+40 300c

(10“s／mL)，线性范围为0．001×10～～0．08×10～g／mL，相关系数r=0．998 6，检出限(3盯)为0．4×

10‘9 g／mL。方法的灵敏度分别比毛细管电泳法高1 250倍【7|，比HPLC法高170倍[6】，比化学发光法高

200倍[5]。比荧光法高50倍[4】。因此，RRS法特别适用于痕量AMK的测定。

2．5．2体系中共存物质对AMK测定的影响 在最佳的实验条件下，考察了AMK质量浓度为0．05×

10。g／mL下20余种物质对于测定AMK的影响，结果列于表1。从表中可看出，常见无机化合物、尿

素、淀粉、氨基酸及糖类的允许倍量较大，方法具有较好的选择性。

表1共存物质的影响

Table 1 Effects of coexistent substances(c(AMK)=O．05×10“g／mL)

Foreign 106c(substam·e)／ Relative Foreign 106c(substance)／ Relative

substance (g·mL“)deviation／％ substam‘e
(g·mL一1)deviation／％

Na+．SOi— I 700 0．5 A13+．Cl一 10 3．7

Na+，PO：一 150 2．8 starch 62 1．7

K+．Cl一 650 4．5 lactose l 024 2．5

K+．Br一 1 190 3．4 sucrose I 000 —0．9

NH；．Cl_ 250 3．2 maltose 1 000 1．4

Ca2+．Cl一 50 —3．1 gluco∞800 —3．1

M92+，soj一 30 4．3 DNA 30 一2．2

Mn“，soi一 132 4．5 HSA 15 3．2

Zn2+．Ac一 2 000 —2．5 phenylalanine 11)13 0．6

Cu“，SOi一 600 4．8 glycin 100 4．7

Fe“，SOj一80 3．6 D—tryptophan 500 —3．7

Fe“．NOr 50 4．1 urea I 000 一3．9

2．5．3人血清中AMK的测定10份健康人血清样品各取1．00 mL，每份加入一定量的AMK标准溶液

和适量2．0 mol／L三氯乙酸，混合后，以3 500 r／min离心分离5 min，使血清中的蛋白质沉淀完全。移出

全部上层清液，并用少量水洗涤沉淀3次，将洗涤液与上清液合并，定容至50．0 mL作待测液。取待测

液1．00 mL依次加入0．1 mmol／L的钨酸钠溶液1．00 mL。pH=0．8的HCl．NaAc缓冲液1．00 mL，加水

定容至10．0 mL，摇匀，测定AMK的浓度，每种浓度平行测定5份，同时以不加AMK的血清样品作空

白，结果见表2。表2结果显示，在阿米卡星的有效血药浓度范围(15×10一一25 x 10“g／mL)‘14]内，本

法可准确地测定血清中的AMK浓度。方法具有较好的重复性，对于人血清样品中AMK的5次测定值

的相对标准偏差为3．6％．5．5％，加标回收率为94．7％～105．0％。方法简便灵敏，适合临床血液AMK

的测定。

表2血清样品中AMK的测定结果

Table 2 Results for the determination of AMK in human serum samples

ND：no detection．口．without AMK
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Resonance Rayleigh Scattering Spectra of Interaction

Between Isopoly Tungstic Acid·Amikacin

and Its Analytical Application

HU Xiao—Li‘，AN Lan—Xiang，LIU Shao—Pu，LIU Zhong—Fang，SONG Yan—Qi

(School of Chemistry and Chemical Engineering，MOE Key Laboratory of Luminescence

and Real—Time Analysis，Southwest University，Chongqing 4007 15)

Abstract In a pH 0．65一1．10 HCl一NaAc buffer solution，isopoly tungstic acid(IPT)was reacted with

amikacin(AMK)to form an ion．association complex．which resulted in great enhancement of resonance

Rayleigh scattering(RRS)and the appearance of a new RRS spectrum．％e maximum scattering peak was

located at 340 am．The scattering intensitv was proportional to the concentration of AMK in a range of

0．00l X 10～～0．08 X 10～g／mL．based on which a new RRS method for the determination of AMK was

established．ne method exhibited a hi}gh sensitivity and the detection limit(30")was 0．4 X 10一g／mL．ne
RRS and absorption spectral characteristics and optimum reaction conditions of the system were discussed．

Effects of coexisting substances were tested，and the results demonstrated that this method had a good

selectivity．It Writs applied to the determination of AMK in human serum samples with satisfactory results．The

reaction mechanism and reasons for RRS enhancement were discussed．

Keywords amikacin，isopoly tungstic acid，resonance Rayleish scattering，determination
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