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摘　要　建立了盐酸丙哌维林缓释胶囊体外释放度的ＨＰＬＣＵＶ测定方法，色谱柱为ＳｈｉｍｐａｃｋＶＰＯＤＳＣ１８（１５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇００５ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲溶液（７０∶３０），检测波长为２３０ｎｍ。对影响盐酸丙哌维林缓释胶囊
体外释放的各种因素进行了考察，最终确定采用小杯法，以蒸馏水２５０ｍＬ为溶剂，转速为５０ｒ／ｍｉｎ，介质温度为（３７±
０５）℃。对体外释放度数据进行多种模型拟合，确定盐酸丙哌维林缓释胶囊体外释放的最佳拟合模型为威布尔模型。采
用 ＬｏｏＲｉｅｇｅｌｍａｎ法计算盐酸丙哌维林缓释胶囊在健康受试者体内的吸收度，与体外释放度进行点对点相关水平分析。结
果表明，其体内外相关性良好。
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　　盐酸丙哌维林（ｐｒｏｐｉｖｅｒｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，图１）
具有抗胆碱和钙离子拮抗双重作用，临床上用于神

经原性膀胱、不稳定膀胱、膀胱刺激状态（如慢性

膀胱炎和慢性前列腺炎）等引起的尿频、尿急和尿

失禁的治疗，具有良好的耐受性［１－３］。１９８１年，德
国（前民主德国）首先批准了盐酸丙哌维林速释片

剂（１５ｍｇ／片）。为了提高患者的依从性，德国

ＡｐｏｇｅｐｈａＡｒｚｎｅｉｍｉｔｔｅｌＧｍｂＨ研制了盐酸丙哌维林
缓释胶囊。本品目前尚未在国内上市，其在中国人

体内的药代动力学行为尚不明确。本研究对拟进

口的盐酸丙哌维林缓释胶囊进行了体外释放度考

察，测定了其累积释放度，对释放度数据进行模型

拟合；并对本品的体外释放百分率与其在中国受试

者给药后各相应时间点的体内吸收百分率进行相

２２５
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关性研究。结果表明，二者具有良好的相关性。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐｒｏｐｉｖｅｒｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

!

　材　料

１１　药品与试剂
盐酸丙哌维林缓释胶囊（规格：３０ｍｇ／粒）、

盐酸丙哌维林对照品（纯度 ９９９６％）（德国
ＡｐｏｇｅｐｈａＡｒｚｎｅｉｍｉｔｔｅｌＧｍｂＨ）；甲醇（色谱纯，德
国 Ｍｅｒｃｋ公司）；其余试剂均为分析纯；双蒸水
（自制）。

１２　仪　器
１１００ＬＣ／ＤＡＤ系统（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＺＲＳ

８Ｇ智能溶出试验仪（天津市光学仪器厂）；Ｆｉｎｎｉ
ｇａｎＴＭＴＳＱＱｕａｎｔｕｍＤｉｓｃｏｖｅｒｙＭＡＸＴＭ液质联用系统
（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）。

"

　方法与结果

２１　体外释放度试验方法的建立与验证［４－５］

２１１　溶液的配制　盐酸丙哌维林标准贮备液：
精密称取盐酸丙哌维林对照品适量，甲醇溶解，定

量配制成１０ｍｇ／ｍＬ标准贮备液。使用时再精确
稀释至所需浓度的标准工作液。

按中国药典（２０１０版）附录方法配制 ｐＨ４５
的醋酸盐缓冲液和ｐＨ６８的磷酸盐缓冲液。
２１２　色谱条件　色谱柱：ＳｈｉｍｐａｃｋＶＰＯＤＳＣ１８
（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇００５
ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲溶液（７０∶３０）；流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；
检测波长：２３０ｎｍ；柱温：４０℃；进样量：２０μＬ；理
论塔板数：按盐酸丙哌维林峰计算不低于６５００。
２１３　专属性　将相当于１粒盐酸丙哌维林缓释
胶囊所含的辅料与１粒空白胶囊壳、３０ｍｇ盐酸丙

哌维林对照品和１粒盐酸丙哌维林缓释胶囊均分
别溶于蒸馏水、０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液、ｐＨ４５和 ｐＨ
６８缓冲液中，超声溶解，０４５ｍ滤膜滤过，取续滤
液进样分析，在选定的测定条件下，辅料和胶囊壳

对盐酸丙哌维林的测定均无干扰。

２１４　标准曲线的制备　精密吸取盐酸丙哌维
林标准工作液适量，分别用蒸馏水、０１ｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ溶液、ｐＨ４５和ｐＨ６８缓冲液稀释成浓度分
别为２，５，１０，２０，５０，１００，２００μｇ／ｍＬ的系列溶液，
进样分析，记录样品色谱峰面积。以峰面积 Ａ对
浓度（ｃ，μｇ／ｍＬ）进行线性回归，回归方程见表１。
结果表明，在 ４种介质中，盐酸丙哌维林浓度在
２～２００μｇ／ｍＬ范围内线性关系均良好。

Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓｏｆｐｒｏｐｉｖｅｒｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎｆｏｕｒｍｅ
ｄｉｕｍｓ

Ｍｅｄｉｕｍ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ（ｗ＝１／ｃ）
Ｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ ｃ＝００７６×Ａ＋００４５，ｒ＝０９９９６
Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄ（０１ｍｏｌ／Ｌ） ｃ＝００８３×Ａ－０１２２，ｒ＝０９９９９
Ａｃｅｔａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ４５） ｃ＝００８２×Ａ－００１３，ｒ＝０９９９９
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ６８） ｃ＝００８３×Ａ－００４７，ｒ＝０９９９９

２１５　批内和批间精密度　按标准曲线测定方法
配制含盐酸丙哌维林５、２０和１００μｇ／ｍＬ３种不同
浓度的蒸馏水、０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液、ｐＨ４５和 ｐＨ
６８缓冲液溶液，进样分析。在一个分析批内测定
５次，计算批内精密度；在不同天制备并测定３个
分析批，计算批间精密度。测定结果表明，在４种
介质中，盐酸丙哌维林样品分析的精密度良好，

ＲＳＤ均小于２％。
２１６　加样回收率　将１粒盐酸丙哌维林缓释胶
囊分别溶于蒸馏水、０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液、ｐＨ４５
和ｐＨ６８缓冲液１０００ｍＬ中，使盐酸丙哌维林浓
度约为３０μｇ／ｍＬ，以此作为本底溶液，测得本底浓
度；再向本底中精密加入盐酸丙哌维林对照品适

量，配制成低、中、高３个浓度的溶液（盐酸丙哌维
林加入浓度分别约为３０、６０和９０μｇ／ｍＬ），进样测
定，计算得加样回收率，结果见表２。

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｐｒｏｐｉｖｅｒｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎｆｏｕｒｍｅｄｉｕｍｓ（ｎ＝３）

Ｍｅｄｉｕｍ
３０ ６０ ９０ｍｇ

Ｍｅａｎ ＲＳＤ／％ Ｍｅａｎ ＲＳＤ／％ Ｍｅａｎ ＲＳＤ／％
Ｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ １０１７８ ０５５ ９８０５ ０７６ ９８６８ ０６８
Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄ（０１ｍｏｌ／Ｌ） ９８６５ ０５６ ９８６８ ０５８ ９８４５ ０４５
Ａｃｅｔａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ４５） ９９４３ ０６４ ９９５６ ０６３ ９８３８ ０５８
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ６８） ９９３８ ０６５ ９９２３ ０４９ １０１０７ ０６９

３２５
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２１７　稳定性　按标准曲线测定方法配制含盐酸
丙哌维林５、２０和１００μｇ／ｍＬ３种不同浓度的蒸馏
水、０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液、ｐＨ４５和 ｐＨ６８缓冲液
溶液，室温放置，分别于 ０，８，１６，２４ｈ进样分析。
测定结果表明，盐酸丙哌维林在４种介质中室温放
置２４ｈ稳定。
２２　体外释放度测定
２２１　体外释放度测定条件确定　转速设定为
５０ｒ／ｍｉｎ并固定其它条件，分别以蒸馏水、
０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液、ｐＨ４５缓冲液和 ｐＨ６８缓
冲液为释放介质，测定和比较盐酸丙哌维林缓释胶

囊释放度。对不同释放介质中盐酸丙哌维林缓释

胶囊释放曲线进行ｆ２因子检验，结果表明，在蒸馏
水中和在 ０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液、ｐＨ４５缓冲液、
ｐＨ６８缓冲液中的释放曲线间的ｆ２分别为６１５７、
６０２１和 ５７５３，在 ０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液中和在
ｐＨ４５缓冲液、ｐＨ６８缓冲液中的释放曲线间的
ｆ２分别为７２２０和８１９２，在ｐＨ４５缓冲液中和在
ｐＨ６８缓冲液中的释放曲线间的 ｆ２为７２８６。相
似因子ｆ２均大于５０，说明盐酸丙哌维林缓释胶囊
在不同释放介质中的体外释放曲线相似，即释放介

质不影响盐酸丙哌维林缓释胶囊的体外释放度。

参考中国药典（２０１０版）二部附录“缓释、控释制剂
指导原则”中“释放溶剂”项下规定“以去空气的新

蒸水为最佳溶剂”，因此选择超声脱气的蒸馏水为

溶出介质。

以蒸馏水为释放介质，分别进行盐酸丙哌维

林缓释胶囊在５０、７５和１００ｒ／ｍｉｎ转速中的释放
度测定，采用美国 ＦＤＡ推荐的相似因子法评价两
种不同转速下体外释放度差异。对不同转速下

盐酸丙哌维林缓释胶囊释放曲线进行 ｆ２因子检
验，结果表明，５０ｒ／ｍｉｎ与７５ｒ／ｍｉｎ比较，ｆ２等于
５９７５，５０ｒ／ｍｉｎ与１００ｒ／ｍｉｎ比较，ｆ２等于５３１７，
７５ｒ／ｍｉｎ与１００ｒ／ｍｉｎ比较，ｆ２等于５９４８，均大于
５０，说明３种不同转速下盐酸丙哌维林缓释胶囊释
放度测定结果无差异，其释放特性受释放介质的流

动形态影响较小。为较好地模拟人体内环境，最终

确定转速为５０ｒ／ｍｉｎ。
２２２　测定方法　采用中国药典（２０１０版）二部
附录中溶出度测定法第三法（小杯法），取盐酸丙

哌维林缓释胶囊１粒，以蒸馏水２５０ｍＬ为溶剂，转
速为５０ｒ／ｍｉｎ，介质温度为（３７±０５）℃。依法操

作，在１，２，４，６，８，９，１０，１１，１３和２４ｈ时分别
取溶液 ３０ｍＬ滤过，并及时补充空白溶出介质
３０ｍＬ，取续滤液，按上述建立的 ＨＰＬＣＵＶ法进
样分析，计算累积释放度（Ｆｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ），平行操作
６次，平均释放度曲线见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｐｒｏｐｉｖｅｒｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅ
ｃａｐｓｕｌｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

２３　释放模型拟合
对以蒸馏水为溶出介质，转速为５０ｒ／ｍｉｎ时

测得的体外释放度数据分析，进行盐酸丙哌维林缓

释胶囊体外释放度规律研究。采用单指数模型、威

布尔（Ｗｅｉｂｕｌｌ）模型、Ｈｉｇｕｃｈｉ模型、ＲｉｔｇｅｒＰｅｐｐａｓ方
程、零级释放和ＨｉｘｃｏｎＣｒｏｗｅｌｌ模型对释放度数据进
行拟合，以各模型拟合方程预测各时间点的累积释

放百分率，与实测值进行比较，计算实测值和拟合值

的绝对偏差和相对偏差。以各模型拟合方程的 ｒ
值、ＡＩＣ值及拟合绝对偏差和相对偏差，确定盐酸
丙哌维林缓释胶囊体外释放的最佳拟合模型［６７］。

ＡＩＣ（ＡｋａｉｋｅｓＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎＣｒｉｔｅｒｉｏｎ）的计算公
式为：ＡＩＣ＝ｎｌｎＲｅ＋２Ｐ，式中 ｎ为实验数据的个
数，Ｐ为所设模型参数的个数，Ｒｅ按下式计算：
Ｒｅ＝∑Ｗｉ（Ｆ实测 －Ｆ拟合）

２。

各模型拟合结果见表３。由表可知，各模型拟
合以威布尔模型方程拟合的 ｒ最大，ＡＩＣ及拟合绝
对偏差和相对偏差最小，因此为最佳拟合模型。

Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓｏｆｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅｉｎｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ

　Ｍｏｄｅｌ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ ＡＩＣ
Ｍｏｎｏｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｌｎ（Ｆ∞ －Ｆ）＝－０１４７４×ｔ＋４７００３ ０９６２９ ６７８２
Ｗｅｉｂｕｌｌ ｌｎｌｎ［１／（１－Ｆ）］＝１７６６９×ｌｎｔ－３８１８１ ０９８４２ ６０５４
Ｈｉｇｕｃｈｉ Ｆ＝２９０３×ｔ０５－２４１８５ ０９４０６ ７５３２
ＲｉｔｇｅｒＰｅｐｐａｓ ｌｎＦ＝１３７８７×ｌｎｔ＋１００２ ０９５８７１００８５
Ｚｅｒｏｏｒｄｅｒ Ｆ＝４４８６×ｔ＋１６６８１ ０８５３９１３６７７
ＨｉｘｃｏｎＣｒｏｗｅｌｌ （１００－Ｆ）１／３＝－０１４３５×ｔ＋４５２５７ ０９３１８ ７３７５

２４　盐酸丙哌维林体内血药浓度的测定［８］

盐酸丙哌维林体内血药浓度测定试验以盐酸

西替利嗪为内标，乙酸乙酯提取后，ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ

４２５
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分离、分析。质谱采用电喷雾离子化正离子选择
性检测方式，盐酸丙哌维林测定离子：ｍ／ｚ３６８３→
１１６１，盐酸西替利嗪测定离子：ｍ／ｚ３８９２→
２０１０。盐酸丙哌维林在０２～２００ｎｇ／ｍＬ浓度范
围内线性关系良好（ｒ大于 ０９９），最低检测限为
００５ｎｇ／ｍＬ，高、中、低３种浓度的平均提取回收率
均大于 ９０％，批内、批间精密度良好（ＲＳＤ＜
１５％），分析方法符合生物样本测定要求。

试验经国家药物临床试验机构南京医科大学

第一附属医院伦理委员会批准后实施。１２名健康
志愿者（男女各半）签定试验知情同意书后参加试

验。受试者单剂量口服盐酸丙哌维林缓释胶囊

１粒（３０ｍｇ／粒），分别于服药前（０ｈ）和服药后２，
４，６，８，９，１０，１１，１３，２４，３６，４８，６０，７２，８４，９６ｈ肘静
脉采血３ｍＬ，置肝素抗凝管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，分离血浆，－２０℃冷冻保存，备测。应用
所建立的分析方法测定了１２名健康志愿者的血药
浓度（图２），根据血药浓度数据计算出１２名受试
者平均的药代动力学参数如下：ＡＵＣ０－９６ｈ为
（１４１０９２ ±５１９４９）ｎｇ·ｈ／ｍＬ， ＡＵＣ０－∞ 为
（１４６７３６±５４７６４）ｎｇ·ｈ／ｍＬ，ｃｍａｘ为（４４３８±
１１８８）ｎｇ／ｍＬ，ｔｍａｘ为 （８７５ ±１５５）ｈ，Ｖ为
（６２１５１±２６４４７）Ｌ。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｍｅａｎｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｏｆｐｒｏｐｉｖｅｒｉｎｅｈｙｄｒｏ
ｃｈｌｏｒｉｄｅｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｃａｐｓｕｌｅｉｎ１２ｍａｌｅｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

２５　体内外相关性
按中国药典（２０１０版）规定，用简化的 Ｌｏｏ

Ｒｉｅｇｅｌｍａｎ法计算体内吸收度。计算公式如下：
Ｆａ ＝（ＸＡ）ｔ／（ＸＡ）∞
＝［ｃｔ＋ｋ１０ＡＵＣ０ｔ＋（Ｘｐ）ｔ／Ｖｃ］／ｋ１０ＡＵＣ０∞

其中，Ｆａ为ｔ时药物吸收百分数，ＸＡ为体内已
吸收药量，ｃｔ为 ｔ时体内血药浓度，ｋ１０为从中央室
消除的表观一级消除速率常数，Ｖｃ为中央室表观
分布容积，Ｘｐ为周边室药量。

选择以蒸馏水为溶出介质，转速为 ５０ｒ／ｍｉｎ

时测得的盐酸丙哌维林缓释胶囊的体外累积释放

度６次平均数据（Ｆｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ）与１２名受试者各对应时
间点的体内吸收百分数平均数据（Ｆａ）进行相关性研
究。回归方程为 Ｆａ＝０８９７６Ｆｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ＋００９９３，
ｒ＝０９７３３。根据相关系数临界值表：ｒ（０００１，７）＝
０８９８２＜０９７３３，Ｐ＜０００１，说明盐酸丙哌维林
缓释胶囊体外累积释放度与体内吸收百分数显著

相关，体内外具有良好的相关性［９１１］。

#

　讨　论

３１　释放度测定条件的优化
对于仪器装置的选择，应考虑具体的剂型及可

能的释药机制。因盐酸丙哌维林缓释胶囊的规格

为每粒３０ｍｇ，故考虑选择所需溶出介质较少的小
杯法，溶出介质体积为 ２５０ｍＬ，此时所建立的
ＨＰＬＣＵＶ测定方法能完全满足浓度测定的要求。

实验分别考察了５０、７５和１００ｒ／ｍｉｎ３种不同
转速以及蒸馏水、０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液、ｐＨ４５和
ｐＨ６８缓冲液４种不同的释放介质对盐酸丙哌维
林缓释胶囊体外释放度的影响。结果表明，转速和

释放介质均不影响其体外释放。经综合考虑，选定

转速为５０ｒ／ｍｉｎ，释放介质为蒸馏水。
３２　体内外相关性

体内外相关性水平可以归纳为３种（三级水
平）［１２］，本文采用了相关性水平最高的点对点相

关性分析。结果表明，回归方程的相关系数 ｒ＝
０９７３３，盐酸丙哌维林缓释胶囊体外累积释放度
与体内吸收百分数相关性显著，体内外具有良好

的相关性。说明本试验建立的体外释放度测定

方法合理，可用于盐酸丙哌维林缓释胶囊的质量

控制与评价，并能在一定程度上预测其体内过

程，指导临床合理用药。

$

　结　论

本文建立了盐酸丙哌维林缓释胶囊体外释放

度的 ＨＰＬＣＵＶ测定方法，所建立的方法操作简
便、专属性强、准确性好。利用该方法测定了本品

的体外释放度并对其进行了多种模型拟合，确定盐

酸丙哌维林缓释胶囊体外释放的最佳拟合模型为

Ｗｅｉｂｕｌｌ模型。采用 ＬｏｏＲｉｅｇｅｌｍａｎ法计算盐酸丙
哌维林缓释胶囊在健康受试者体内的吸收百分

数，与体外释放度进行点对点相关水平分析。结

５２５
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果表明，其体内外相关性良好，即可以用体外释

放度试验结果间接反映盐酸丙哌维林的体内吸

收情况。
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荧光共振能量转移淬灭法测定维生素 Ｂ２的含量

钟文英
１，２
，黄　斌１，２

，陈　琳１，２
，舒　畅１，２

（１中国药科大学分析化学教研室；２中国药科大学药物质量与安全预警教育部重点实验室，南京 ２１０００９）

摘　要　以Ｌ谷胱甘肽（ＧＳＨ）为稳定剂合成了性能良好的水溶性ＺｎＳｅ量子点，并利用其与维生素Ｂ２（ＶＢ２）组成荧光
共振能量转移体系，考察ＺｎＳｅ量子点（供体）和ＶＢ２（受体）之间荧光共振能量转移的最佳条件，建立了荧光共振能量转移

淬灭法测定ＶＢ２的新方法。ＶＢ２在１５４×１０
－８～２７７×１０－７ｍｏｌ／Ｌ浓度范围内与ＺｎＳｅ量子点的荧光强度变化Ｆ０／Ｆ呈现

良好线性关系（ｒ＝０９９６７），检测下限（Ｓ／Ｎ＝３）为１０×１０－８ｍｏｌ／Ｌ。将１５４×１０－７ｍｏｌ／ＬＶＢ２标准溶液平行测定９次，
ＲＳＤ为１２％。将该方法用于３个不同厂家生产的 ＶＢ２的含量测定，用加标的方法测得平均回收率为９９２８％ ～１０１９％
（ｎ＝６），结果满意。相比紫外分光光度法，本方法测得ＶＢ２的含量更接近于标示量，这为痕量ＶＢ２的含量测定提供了一种
简便灵敏的方法。

关键词　ＺｎＳｅ量子点；荧光共振能量转移；维生素Ｂ２；荧光淬灭
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　　维生素Ｂ２（ＶＢ２）由于其分子结构中含有核糖
醇，且呈黄色，故又名核黄素（ｒｉｂｏｆｌａｖｉｎ）。它是生
物细胞必需的，也是重要的生物氧化还原辅酶，例

如参与三羧酸循环中的直接氧化磷酸化以及脂肪

酸的合成与氧化等代谢过程［１］。另外，ＶＢ２暴露在
光照下易降解［２］，所以建立一种简单有效成本低

的测定方法具有重要的意义。目前常用于检测维

生素Ｂ２的方法有高效液相色谱法
［３］、毛细管电泳

法［４－５］、荧光法［６］、紫外分光光度法［７］、循环伏安

法［８］等。但有些方法（如 ＨＰＬＣ法和毛细管电泳
法）需要较长的分析时间和大量流动相溶剂，紫外

分光光度法的专属性不强，都有各自的局限性。

最近，有人提出将荧光共振能量转移（ＦＲＥＴ）
原理用于维生素的测定，通常将 ＶＢ２作为受体，与
合适的能量转移供体建立ＦＲＥＴ体系，克服了传统
荧光法测定 ＶＢ２时瑞利光散射强，重复性差的缺
点，为ＶＢ２的测定开辟了新思路。如 Ｂｈａｔｔａｒ等

［９］

利用二萘嵌苯（ｐｅｒｙｌｅｎｅ），Ｖｉｓｈａｌｋｕｍａｒ等［２］利用诺

氟沙星，Ｐａｔｉｌ等［３］利用硫酸奎宁（ｑｕｉｎｉｎｅｓｕｌｆａｔｅ）
分别作为能量转移供体和ＶＢ２组成ＦＲＥＴ体系，实
现了 ＶＢ２的含量测定，线性范围与检测限都在微
摩尔级别。由于量子点（ＱＤｓ）优异的光学性能，如
激发光谱宽、发射光谱窄，可将其作为 ＦＲＥＴ体系
十分理想的能量供体，有望在进一步提高物质检测

的灵敏度方面作出贡献。

本文首先合成光学性能优良的水溶性ＺｎＳｅ量
子点，通过紫外及荧光光谱、透射电镜（ＴＥＭ）对其
进行表征分析。利用 ＺｎＳｅ量子点（供体）和 ＶＢ２
（受体）组成荧光共振能量转移体系，研究二者之

间荧发生ＦＲＥＴ的最佳条件，建立了荧光共振能量
转移淬灭法测定 ＶＢ２的新方法，检测下限能达
１０×１０－８ｍｏｌ／Ｌ。本研究是首次利用高质量的
ＺｎＳｅ量子点来检测 ＶＢ２，并且把这个体系应用于
实际样品的含量测定，为 ＶＢ２含量测定提供了一
种快速、灵敏、经济的方法。

!

　材　料

１１　药品和试剂
硒粉（海美兴化工股份有限公司）；硼氢化钠

ＮａＢＨ４（天津市化学试剂研究所）；醋酸锌Ｚｎ（Ａｃ）２·
２Ｈ２Ｏ（西陇化工股份有限公司）；氢氧化钠 ＮａＯＨ
（南京宁试化学试剂有限公司）；还原型Ｌ谷胱甘肽

（国药集团化学试剂有限公司）；巯基丙酸（阿拉丁

试剂）。ＺｎＳｅ量子点（１０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ）；维生素Ｂ２
标准品（用棕色量瓶配置浓度为１０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ储
备液）；维生素Ｂ２片（南京白敬宇制药有限责任公
司，金陵药业有限公司利民制药厂）；复合维生素Ｂ
片（金陵药业有限公司利民制药厂）；十二烷基苯

磺酸钠（ＳＤＢＳ）；溴化十六烷基三甲铵（ＣＴＭＡＢ，上
海凌峰化学试剂有限公司）；实验所用溶液不作特

殊说明均用重蒸馏水配制。

１２　仪　器
ＲＦ５３０１荧光分光光度计（日本岛津公司）；

ＢＳ１２４Ｓ电子天平（北京赛多利斯仪器系统有限公
司）；ｐＨＳ２５酸度计（上海雷磁仪器厂）；ＳＺＣＬＢ数
显智能控温磁力搅拌器（南京科尔有限公司）；

ＩＸ７１荧光倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ有限公司）；
ＺＦ９０暗箱式紫外投射仪（上海顾村电光仪皿厂）；
ＪＥＭ２１００透射电镜（日本精工公司）。

"

　方　法

２１　Ｌ谷胱甘肽修饰的ＺｎＳｅＱＤｓ的制备［１０－１１］

向密封的三颈瓶中依次加入硼氢化钠（ＮａＢＨ４）
００１５ｇ和硒粉０００８ｇ，注入重蒸水５００μＬ，在Ｎ２
环境下磁力搅拌约４５ｍｉｎ，待黑色硒粉全部消失后
冰浴１０ｍｉｎ，所得的上清液即为 ＮａＨＳｅ溶液。将
Ｌ谷胱甘肽（还原型）０１５１７ｇ加入到０００４ｍｏｌ／Ｌ
Ｚｎ（Ａｃ）２·２Ｈ２Ｏ水溶液１００ｍＬ中，调节溶液ｐＨ至
１０５，通入Ｎ２并加热搅拌。３０ｍｉｎ后加入制备好
的ＮａＨＳｅ（１×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）溶液，１００℃下继续搅拌
回流 ９０ｍｉｎ，得到透明无色溶液即为制备好的
１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＺｎＳｅＱＤｓ溶液（以ＨＳｅ－浓度计）。量
子点溶液用异丙醇沉淀、离心，纯化３次，用水复
溶，放４℃冰箱保存备用。
２２　光谱测定

量子点与ＶＢ２荧光光谱测定：在２０℃温度条
件下，按顺序依次移取３５×１０－６ｍｏｌ／ＬＺｎＳｅ溶液
３ｍＬ，１×１０－３ｍｏｌ／ＬＣＴＭＡＢ溶液３５ｍＬ，逐次加
入１０×１０－５ｍｏｌ／ＬＶＢ２标准溶液１０～１８０μＬ，摇
匀。以３００ｎｍ为激发波长，激发和发射狭缝分别
为１０ｎｍ和５ｎｍ，记录４５０～６５０ｎｍ波长范围内荧
光发射光谱变化。

紫外光谱法用于 ＶＢ２的含量及回收率测定参
考文献［１２］进行。

８２５


