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摘 要:基于唬乙红霉素对联H比院钉 (Ru (bpy) / + )电化学发光的增强作用，结合高效毛细管电泳分离技

术，建立了一种毛细管电泳…电化学发光联用检测琉乙红霉素的新方法。分别对分离和检测条件进行了优化。

优化条件下，玻乙红霉素的线性范围为 O. 7 ~ 10. 0 川loVL，检测限为 0.23μmoVL，峰高相对标准偏差 RSD 为

4.1% 。采用堆积放大进样技术可进一步提高检测灵敏度。本方法用于生物体液中琉乙红霉素的测定，回收率为

81. 3% ~93. 0% 。
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A际stract: A new method was developed for detection of erythromycin ethylsuccinate (EES) using capil­

lary electrophoresis (CE) coupled with electrochemiluminescence ( , based on the enhancement of 

ECL on EES to tris (2 , 2 - bipyridyl) mthenium ( II) (Ru (bpy) 3 2
+ ). Some parameters affected 

separation and detection of EES were optimized. The results showed that the EES had a good linearity in 

the range of O. 7 ~ 10. 0μmoVL and low detection limit of O. 23μmoVL. The RSD was 4. 1 %. A 

sweeping stacking method was used to improve the detection sensitivity. The developed method was avail­

able for the detection of EES on plasma and mine from human body with recoveries of 81. 3% ~ 93.0%. 
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玻乙红霉素 ( er艾叮咐1γ抖Y叭t由hr町m川r01刀驯01叫1

EES创)是玻乙红霉素属大环内四酣旨类抗生素?为红霉

素的玻咱酸乙酶?在胃酸中较红霉素稳定。唬乙红

霉素的药理作用与红霉素相似?可在体内水解后释

放红霉素?透过细菌细胞膜?与细菌 70S 核糖体的

50S 亚基结合?阻断细菌蛋白质合成?从而产生抑
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菌或杀菌作用，已成为l临床上广泛应用的一类大环

内酶类抗生素。

我国药典中采用抗生素微生物检定法对玻乙红

霉素进行测定[lL 该方法测定结果准确可靠?但

条件要求严格、操作繁琐、检验周期长且专属性

?达不到快速检验的目的。目前玻乙红霉素的检
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测方法还有:高效液相色谱法、高效液相色谱串联

质谱法、分光光度法、电化学法、化学发光法、电

化学发光法和毛细管电泳[2 斗]。其中?电化学发光

法 (ECL) 和毛细管电泳方法 (CE) 以及两者的

联用颇受关注。 ECL 是在电极表面产生的化学发光

现象，结合电化学固有的灵敏度和化学发光方法的

宽线性范围， ECL 已经被证明是一种有力的分析工

具。然而， CE 与 ECL 的联用更是一种高效分离与

高灵敏度的新方法?其运行缓冲液为无机盐，不需

使用有机溶剂，因而可为复杂基质中物质的分析提

供一种环境友好的方法[9J 。近年来该方法得到了

较大的应用[仁IO]? 但目前未见 CE - ECL 联用检

测玻乙红霉素的报道。

本研究基于玻乙红霉素对三 (2 ， 2 一联毗院)

钉( II) (Ru (bpy) ~ + )电化学发光的增强作用?

建立了一种毛细管电泳分离后 ECL 检测的新方法。

该方法可应用于人血浆和尿样中唬乙红霉素的测定。

1 材料与方法

1. 1 

MPI ~B 型多功能化学发光检测仪(西安瑞迈

分析仪器有限公司) 0 43 cm 长(内径 50 抖风外

径 320μm) 的熔融石英毛细管(河北永年光学纤

维厂)用于 CE 分离。初次使用前用 0.1 moVL 

氧化纳浸没过夜，每次实验前均用水和运行缓冲液

各冲洗 5 mino ECL 检测采用 500μL ECL 电解油和

三电极体系完成?其构造如文献[ 11 ]所述。直

径 300μm 的 Pt 圆盘电极为工作电极?铅丝作为辅

助电极， AgI AgCI (饱和区CI 溶液)电极作为参比

电极。每次实验前?电极必须在电位为 O. 2 ~ 1. 3 

V (对比 Ag/AgCI) 范围内 50 mmoVL 磷酸缓冲液

(PBS) 中经过反复的循环?直至获得可重复的循

环伏安图。电化学信号由安装在电化学电解池下面

的光电倍增管测量而得。光电倍增管提供 700 V 的

电压。

Ru (bpy) /+ ，分析纯，购于 Fluka 公司。玻

乙红霉素购于中国药品生物制品检定所。盐酸、磷

酸氢二销和磷酸二氢销，均为分析纯?购于国药集

团化学试剂有限公司。实验用水为二次蒸馆水。实

验中所用试剂和溶液均用 0.22μm 滤膜过滤。

1. 2 标准曲

。. 1 ~ 10.0μmoνL 的玻乙红霉素标准溶液用
。.1 mmoVL 的盐酸稀释储备溶液制备。随后按照

1. 1 操作获得 ECL 一时间曲线图。其线性通过分析

分析物的 ECL 强度加权线性回归获得。检出限为 3

倍{言噪比对应的浓度。

1. 3 

等分的 O. 1 ~ 10.0μmoVL 的玻乙红霉素标准

溶液被添加到 1 mL 从健康人体采得的新鲜血浆或

尿样中，被涡震荡 30 s 混合?接下来添加 50μL 1 
moVL NaOH 溶液，再游涡震荡 30 8 0 随后添加 5

mL 乙酶，被涡震荡1. 5 自由。接着，取出乙酿层置

于小试管中， 37 oC 在水浴上用氮气吹干。残渣最

终溶解于 0.1 mmoVL 盐酸，并用 0.22μm 膜过滤

作为测试样品。用同样的方法处理不含玻乙红霉素

的血浆或尿样，测得空白值。通过比较添加坡乙红

霉素样品的 ECL 强度和标准唬乙红霉素 ECL 强度

获得到加标回收率。

2 结果与讨论

2. 1 Ru (bpy) /十一琼乙红薯素的 ECL

研究表明，含有叔胶基基园的化合物通常可以

大幅度地诱导增强 Ru (bpy)二十的电化学信号山。

由于玻乙红霉素的分子结构中存在叔胶基因?理论

上其有助于 Ru (bpy)32+ 和玻乙红霉素之间的

的添加能显著增

强 Ru ( )/十的电化学发光强度。在最大氧化电

极电位下， ECL 强度的增加与玻乙红霉素的浓度成

一定比例关系。说明用 ECL 的方法检测玻乙红霉

素是完全可行的。

2.2 

2.2.1 分离电压 研究了不同分离电压 (6 20 

kV) 对唬乙红霉素分析物的分离效率和迁移时间

的影响。结果发现?当分离电压为 20 kV 时?仍保

持较好峰宽和峰形?且噪声小?基线稳定。故使用

该 20 kV 作为分离电压。在此电压下?唬乙红霉素

的迁移时间为 250 8 0 

2.2.2 运行缓冲液 运行缓冲液(即磷酸缓冲

液， PBS) 的浓度和 pH 值可以显著影响分析物的

ECL 强度和迁移时间。通过对这两个参数进行优化

发现，当运行缓冲液浓度为 10 mmoVL (图川、

pH 值为 7.5 日才(图 2) ，能够获得最大的 ECL 强度

和最短的迁移时间。

2.2.3 进样电压和进样时间 进样电压和进样时

间是影响 ECL 强度的重要参数。实验发现， ECL 
强度随着进样电压 (5 15 kV) 和进样时间 (5

20 8) 的增加而增加?但柱效却相应减小。最后综
合考虑 ECL 强度和分离效率后选定:最佳进样电

压为 10 kV，进样时间为 10 8 0 此条件下获得的

ECL 峰形尖锐、强度大。
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图 1 不同运行缓冲液浓度对 EES 的

ECL 强度和迁移时间的影响

Fig. 1 Effect of concentration of running buffer on 

ECL intensity and migration time of EES 

分离电压: 20 kV; 运行缓冲液: pH 7. 5; 检测池熔液:

5 mmoVL Ru (bpy)γ ， 50 mmoVL PBS (pH 7. 0) 

300 

4273 250 7飞
~420 

;E回ít! 200 

d u I43150 
-o- B迁C移L时强间度

6.0 6.5 

@一↓360

7.0 7.5 8.0 8.5 
pH 

图 2 运行缓冲液的值对 EES 的

ECL 强度和迁移时间的影响

Fig. 2 Effect of pH of running buffer on 

ECL intensity and migration time of EES 

分离电压: 20 kV; 运行缓冲液为 10 mmoVL PBS; 

溶液: 5 mmoVL Ru (bpy) ~ + , 50 mmoVL PBS (pH 7. 0 ) 

2.3 ECL 

2.3.1 工作电极电位 施加在工作电极上的电位

能显著影响 CE 分离后 ECL 的检测。本实验~寄电极

电位控制在一 0.2 1. 40 V 范围内做循环伏安扫

描。结果发现，在1. 2V 时?唬乙红霉素有最大氧

化电位。因此选择1. 2 V 作为后续实验中 CE

ECL 恒电位检测的最佳电位。

2.3.2 检测池溶液 ECL 检测池中 Ru (bpy)32+ 

的浓度对发光强度的影响较大(图 3 )。控制

Ru (bpy)二十浓度在~ 10 mmoVL 中变化?实验

发现?当 Ru (bpy) 3 2 十的浓度为 5 mmoVL 时?有

最大的信噪比?最终选定此浓度为 Ru (bpy) 3 2 十的

最适浓度。接着还考察了 PBS 浓度在 10 ~ 100 

mmoVL 范围内对 ECL 强度的影响?结果发现?当

PBS 浓度为 50 mmoVL 时， ECL 强度达到最大。故

将 ECL 池中 PBS 浓度选定为 50 mmoVL。在此浓度

下?进一步研究了缓冲液 pH 对发光强度的影响。

值的实验范围从 6. 0 ~ 8.0。结果发现?当 PBS

的 pH 为 7.0 时， ECL 强度达到最大。

100 
1234567 

c(Ru(bpy);+)/(mmol'L-') 

图 3 Ru (bpy) 3 2 +浓度对 ECL 强度的影响

Fig. 3 Effect of the concentration of 

Ru (bpy) 3 2
+ on ECL intensity of EES 

1μmoνL 珑乙红霉素;分离电压: 20 kV; 

运行缓冲液: 10 mmoVL PBS (pH 7. 5); 

检测池溶液: 50 mmoVL PBS (pH 7. 0) ; 

工作电极电位: 1. 2 V 

2.4 

为了增强分析的灵敏度?研究

堆积放大效果。通过测定溶于 10 mmoVL 磷酸缓冲

溶液( 7.5) 的玻乙红霉素(浓度为 0.2 ， 0 、

10.0 阳1oVL) 的 ECL 强度与溶于 O. mmoVL 盐

酸的玻乙红霉素(浓度为 O. 2 、1. 0 、 10.0μmoV

的 ECL 后发现?溶于盐酸的玻乙红霉素能获得

更强的 ECL 信号(大约 3 倍)。

2.5 续性范围、精密度和检出限

在上述获得的最佳优化条件下?考察了一系列

琉乙红霉素标准溶液浓度 (0. 1 、 0.3 、 0.5 ， 0.7 , 

o 、 3.0 、 5.0 、 7.0 和 10.0 抖moVL) 对所建立

CE ECL 分析系统的响应情况。结果表明?琉

红霉素的迁移时间在 180 s 左右， ECL 强度与境乙

红霉素浓度具很好的线性关系，其线性范围在 O. 7 
~ 10.0μmoνL (R2 = O. 997 5) ，检测限为 0.23

μmoVL (S/N = 3) 。该检测限与王建国等[6] 报道

的结果相当。用该方法平行测定浓度为 5μmoVL

的珑乙红霉素 7 次?其迁移时间和 ECL 强度的相

对标准偏差 RSD 分别为 3.8% 和 4.1% 0 

6 生物液体中

按照1. 3 的方法?将一系列不同浓度的唬乙红

霉素标准溶液加标到人血浆和尿样中。在优化的

CE ECL 检测条件下?测定其回收率。从表 1 可

以看出?人血浆和尿中珑乙红霉素的回收率为
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81. 3% ~ 92.6% 和 83. 8% ~ 93. 0% 。当分析物标

准的添加量为 5.0μmoVL 时?两种样品的回收率

均为最高。

表 1 人血浆和尿样中的珑乙红霉素的加标回收率

Table 1 Recovery of EES in spiked human plasma 

and urine samples 

口
阳

样
加入量/ 测定值/ ( f.Lrr叫 ωL -1) 

回收率/%
(f.Lmol ' L -1 ) (mean 土 SD ， n =3) 

O. 8 。.65 土 O. 10 81. 3 

1. 0 0.82 :t 0.23 82.0 

5.0 4.63 :t 0.61 92.6 

10.0 8. 88 土1. 18 88. 8 

0.8 0.67 土 0.08 83. 8 

1. 0 O. 87 士 O. 14 87.0 

5.0 4.65 土 0.43 93.0 

10.0 8.91 土 0.92 89. 1 

血浆

尿

3 

基于所研究化合物对 Ru( ) /+的 ECL 增强

作用?本研究建立了用于测定生物体液中琉

素检测的 CE - ECL 新方法。与其他已报道的许多

方法如分光光度法、高效液相色语法和毛细管法相

比 9本方法具有检测灵敏度高、检测速度快、重现性

好以及环境友好的特点?适合于复杂基质，特别是极

少量生物学样品中碗乙红霉素的痕量检测。
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