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摘要 四 环素类抗菌紊的碱性溶液 ( K O H )在沸水浴 中加 热一 定时间而 发生降解
,

其 降解物的荧光激发光谱和发射光谱均发生改变
,

且 荧光强度较 四 环 素类抗菌 素本

身的天然荧光增强 5 一 19 0 倍
,

认为发生了分子 内亲核断环反应
,

生成具有内醋结构

的降解物
,

此降解物内醋结构中氧原子上孤对 电子与共扼
二 电子相互 作用

.

使分子

中共轨电子体系的离域性增大
,

荧光增强
.

关镇词 四环紊类抗菌素 碱性降解 荧光法

近年来
,

`

荧光分析法在药物分析和生物活性分子分析方面取得 了进展 〔’
·

“ 〕 ,

在与其他仪器

分析方法联用方面
,

如高效毛细管电泳
一

荧光检测和高效液相色谱
一

荧光检测等 [ 3 一 5 ]
,

也取得了

成果
.

目前
,

就荧光法本身来讲
,

以提高方法灵敏度和选择性为目的的研究较多
,

相应的荧光

光谱理论研究则较少
.

分子的荧光
,

是由于其吸光结构在吸收光线之后所产生的
,

它的强度和该分子的吸光能力

和量子产率有关
.

分子的荧光激发光谱形状与其吸收光谱相应部分的形状相对应
,

而且后者

与分子的结构密切相关
.

分子吸光后的激发态电子释放能量的方式有多种
,

因此
,

能产生吸收

的物质不一定产生荧光
,

而产生荧光的物质必然先产生吸收
.

分子荧光光谱的一种情况发生

在具有
二
电子共扼结构的体系中

,

而且随着
7t
电子共扼体系的增长

,

离域
二
电子越容易激发

,

荧光强度增大
.

常用的增加灵敏度的方法为引入其他物质的金属离子络合增敏和荧光标记增

敏等〔6一 9 ]
,

而对于物质自身发生衍生化反应的荧光增敏现象的研究不多
,

而且主要集中在光

化学荧光衍生化方面 〔̀ “ ]
.

我们的研究结果表明
,

通过有机药物自身的降解作用可以建立一些

药物的灵敏度高
、

选择性好的荧光分析方法
,

据此进行了相应反应的荧光增敏作用研究

本文报道了四环素类抗菌素 ( T C s )碱性降解物的荧光增强与降解物结构的关系
,

首次阐

明了分子中内酷结构对荧光的增敏作用
.

通过对降解物结构和分子 内共扼体系的研究
,
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一

2 9 收修改稿

,

国家自然科学墓金和福建省自然科学荃金资助项 目



第 3期 赵 一兵等
:
四环素类抗菌素碱性降解荧光增敏作用研究

了四环素( TC )
、

金霉素 ( C TC )和土霉素( O TC )的亲核断环机理
,

并提 出了 甲烯土霉素 ( M )C 和

强力霉素 ( D )C 的碱性降解机理
.

1 实验部分

1
.

1 仪器

日立 8 50
一

10 5
荧光分光光度计

,

激发和发射单色器狭缝均为 5 n m
,

1 。 m 石英液池
,

各自空

白为参比溶液
.

岛津 u v
一

3 00 型紫外
一

可见分光光度计 ; o ir on s n 型 p H 计
.

1
.

2 试荆

四环素类抗菌素
:
卫生部药品生物制品检定所

,

层析标准品
.

其他试剂均为分析纯试剂
,

水为去离子水
.

1
.

3 降解方法

四环素类抗菌素的 K O H 溶液在沸水浴中加热形成其碱性降解物
,

所需碱浓度分别为
:

T C
,

0
.

3 0 m o l / L ; C T C
,

0
.

0 5 mo l / L ; O T C
,

0
.

1 0 m o l / L ; D〔:
,

0
.

0 5 m o l / L 和 M C
,

0
.

0 5 m o l / L
.

完

全降解所需时间分别为
: T e

,

2 0 m i n ,

e T e 5 m i n ; o T C
,

10 m in ; M C
,

3 0 m i n ;

oc 3 0 m i n
.

降

解产物在相应的仪器条件下测定荧光光谱
.

2 结果与讨论

四环素类的化学结构上
,

都具有氢化并四苯环
,

而且都具有广谱抗菌能力
,

故统称为四环

素类抗菌素 ( T C s )
.

常见的有 T C
,

C T C
,

O T C
,

M C 和 D C
,

它们都有下面的基本结构 (如图 1 )
.

尸 一 一 一 一 一 一 一 一 刁

! R
,

R
,

R , R
.

!
( C H 3

)
: 结构中符号列表如下

凡丽oOHH
、右.

一HHHHx一CCCC厂一一 一 一 一 一 一 n 凡
`

T sC

H

H

OOOHHH

HCIHH
0 H

C O N H z

1 O H 0 0 H
}一 一 _ _ _ _ _ _ J

红 2 _ _ _ _ _ _ J H ’

“ C线 …

四环索

金 . 家

土 . 索

强力 . 素

甲烯土 . 索

图 l 四环素类抗菌素结构

T cs 的紫外
一

可见吸收光谱在 2 75
n m 和 3 80

n m 左右显示两个强吸收峰
,

从分子结构上

看
,

它们都有两个独立的共扼体系
,

这两个共扼体系都是含有酮基的不饱和体系
,

根据陈国珍

介绍的经验规则 [川
,

可以大致计算出这两个共扼体系的最大吸收波长
.

将共扼体系 I 看做不饱和烯酮体系
,

将苯环作延伸双键处理
,

同时考虑成环的
Q 取代

,

则

最大吸收波长为
:

又m a : = 2 1 5 n m + 2 x 3 o n m (延伸双键 ) + 2 x s n m (环外双键 ) + 2 x l o n m ( 。 取代烷基 ) +

Z X 12 n m ( p取代烷基 ) + Z x 3 0 n m ( p取代 O H ) 一 s n m (溶剂校正 ) = 3 5一n m

共扼体系 n 为 p二酮体系
,

将其中的酞胺基作延伸双键处理
,

则 :

几nBI
: = 21 5 mn

十 30 mn (延伸双键 ) + 12 mn ( p取代烷基 ) + 30 mn ( p取代 oH ) 一 s lnn (溶剂校正 ) 二

2 7 9 n m
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比较 TC s 吸收光谱中 27 5和 38 0
nm 左右的两处强吸收

,

可认为 2 75
n m 处的吸收为共扼

体系 11 吸光所致
,

而 3 8 0 n m 处的吸收为共扼体系 工吸光所致
.

表 l 列出了四环素类抗菌素天然荧光及其碱性降解物荧光的激发和发射波长的实验值
,

表 1 T sC 及其降解物的荧光激发和发射波长

天然荧光 / n m 降解物荧光 / n m

T C
s

— —
人

。 :

风
。二 人。 人

.二

T C 3 7 9
.

4 5 19
.

0 3 3 3
.

1 4 16
.

0

C T C 3 8 5
.

6 52 4
.

2 3 4 5
.

1 4 19
.

2

( )
产

r C 3 7 3
.

6 5 16
.

4 3 3 4
.

1 4 16
.

2

M C 3 8 2
.

9 52 7
.

6 3 8 0
.

3 4 9 6
.

9

I) C 3 7 8
.

2 52 2
.

6 3 7 4
.

6 4 9 0
.

1

由于有机物荧光激发波长与其吸收波长相对

应
,

而四环素类抗菌素天然荧光的激发波长与

按经验规则计算的共扼体系 工的吸收波长值

和实验值几乎一样
,

与共扼体系 n 的吸收波长

值相差很远
,

因此可以认为四环素类抗菌素的

天然荧光是由于共扼体系工吸光后发光所致
,

而与共扼体系 n 无关
.

金霉素分子苯环上 C l

原子的未成键电子的 p
一二
共扼作用

,

以及甲烯

土霉素分子中增加的共扼键数 目
,

使它们的荧

光激发波长明显地 比其他几个稍长一些
.

T C s
在碱性条件下

,

降解产生强荧光化合物
,

其中 C T C 在室温放置即可降解
,

而其他几种

抗菌素需沸水浴加热才能降解
.

根据 T C s
降解物荧光激发和发射波长 (表 1) 可以把这些抗菌

素分为两类
:

T C
,

C T C 和 O T C 为一类工( : 和 M c 为一类
,

前者的激发和发射波长均较后者要

短一些
,

可以预期这两类抗菌紊的降解机理和降解产物结构是有差别的
.

T C
,

CT C 和 O T C 这类抗菌素碱性降解的作用机理普遍认为是由于 O H
一

的作用
,

蛛 上的

轻墓形成氧负离子
,

向 C I ,
发动分子内亲核进攻

,

经 电子转移
,

c 环断裂
,

生成具有内酷结构的

异构体 ( 见图 2 )
.

9眠
N ( C H

3
)

2
C H

3

O H O
O H O

豁

倒踢
一{书

, , 皿

} 全护全至CH 3)2
_

犷i淤脚淤
嚣眠

图 2 T C
,

C T C 和 O T C 碱性降解机理

如果 T C
,

C T C 和 O T C 的上述

亲核断环机理成立
,

那么
,

反应产物

与反应物相 比
,

只发 生了分子 内化

学键的变化
,

各原子组成仍然不变
.

以 C T C 为 例
,

其 分 子 式 为

q Z H 23 Os N Z CI
,

降解 后生成 的含 内

酷产物 的分子式 仍为 q 践
3
q 从 a

,

分子量 47 8
.

86
,

计算各元素的百分

组成为
: C 5 5

.

18 %
,

H 4
.

8 4 %
,

N

5
.

8 5 %
,

C l 7
.

4 0 %
,

0 2 6
.

7 3 %
.

对经过分离
、

提纯得到的 C T C 降解物的 固体作元素分析的结果为
: c 54

.

84 %
,

H 4
.

90 %
,

N

5
.

7 6 %
,

C l 7
.

4 3 %
.

质谱分析得到 的降解物分子量为 4 76
,

由此计算降解物分子 中各元素原

子数为
: C 22

,

H 23
,

N Z
,

C l l
,

0 8
,

分子式为 q Z H 23 O S N Z CI
,

与按前面机理降解所得产物的

分子式相同
.

C T C 碱性降解物的红外分析结果
,

证明了含内醋结构降解物的形成
.

比较 C T C 及其降

解物的红外光谱
,

其显著差异是降解物在 1 7 58
C m

一 `处有一个很强的拨基吸收峰
.

这是由于

形成内酷后
,

酷内氧的吸电子作用
,

使拨基中碳原子上的电子云密度减小
,

碳氧双键的力常数

增加
,

同时也 由于成环后张力变大
,

使拨基的红外吸收峰明显地向高波数方向移动
,

而且强度
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增大
.

综合上述的分析结果
,

可以确认
,

C T C 碱性降解物结构如机理中所示
,

即上述机理是正确

的
,

对 T C 和 O T C 的研究得到同样的结论
.

从降解物的结构上看
,

原有的共扼体系 I 由于 C 环断裂
,

双键数目减少
,

形成新的共扼体

系 111
,

因此可以预期其光吸收波长必然变小
.

同样
,

把共扼体系 111 看作 。 ,

日不饱和体系
,

将苯

环作延伸双键处理
,

同时考虑成环的
。
取代

,

用经验规则对降解物共扼体系 111 的最大吸收波长

进行计算
,

得
:

几anr
二

= 2 17 n m + 2 x 3 o n m (延伸双键 ) + l o n m ( 。
取代烷基 ) + 12 n m ( p取代烷基 ) +

3 0 n m (日取代 O H ) 一 s n m (溶剂校正 ) = 3 2 1 n m

此计算值与实验中 T C
,

C T C 和 O T C 的碱性降解物荧光的激发波长接近
,

同时考虑共扼

体系 11 在降解前后不发生变化
,

可以认为这 3 种抗菌素的碱性降解物的荧光是 由共扼体系 111

吸光后发出的
,

其荧光增强效应显然是由于内酷的形成
.

这种内酷结构 的荧光增强现象尚属

首例
.

一个不容忽视的因素是 内醋环上氧的未成键电子对共扼体系 扭的影响
,

其作用机理需

进一步研究
.

由于 C T C 分子中 q 上的抓原子的空间排斥作用
,

使 q 上的经基更易发生分子内的亲核

反应
.

因此
,

c T C 较 T C 和 O T C 容易发生降解反应
.

同时 由于 c T C 分子在苯环上的取代基

c l 上的未成键电子的 P
一二
共扼作用

,

降解物的荧光激发波长明显 比 T c 和 O c T 降解物荧光

激发波长红移
.

T C 和 O T C 虽然在 几 上相差一个轻基
,

但此经基对共扼体系 m 影响甚微
,

因

此 T C 和 O T C 的降解物荧光激发波长差别很小
.

M C 和 D C 这类抗菌素由于在 q 上没有轻基
,

因此 C 环不发生断裂
,

即其降解机理与 T c

等不同
.

但是
,

M c 和 cD 可以通过分子 内的互变异构作用在 B 环 的 1C 2上形成酮拨基
,

而 C S

上的轻基同样可以在 O H
一

的作用下
,

形成氧负离子
,

并向 1C 2
发动分子内亲核进攻

,

经 电子转

移
,

B 环断裂
,

亦生成具有内醋结构的异构体如图 3
.

O H N ( C 3H )
2

凡? H 叮( C氏 )
2

胜 --ou ----ol
图 3 M C 和 以二的碱性降解机理

产物中新形成的共扼体系 W与反应物的共扼体系 I 几乎一样
,

其最大 吸收波长不会发生

明显变化
.

根据经验规则估算的最大吸光波长仍为 3 81
n m

,

这与实验中 M C 和 D C 及其碱性

降解物的荧光激发波长是一致的
,

这说明所推测的机理是可能的
,

而且降解物结构分析数据也

说明生成了内醋结构化合物
.

相应的荧光增强效应显然也是由于内酷形成所造成的
.

比较 M C 和 D C 在 B 环上的亲核断环机理与 T C
,

C T C 和 O T C 在 C 环 上的断环机理
,

由
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于前者包含有分子内的互变异构过程
,

因此 M C 和 D C 较 T C
,

C T C 和 O T C 难降解
,

反映为降

解所需时间较长
.

同时如图 4 所示
,

由于 M c 和 D c 降解物分子内的 内酷结构不象 T c
,

c T c

和 O T C 的降解物内酷结构那样紧靠苯环的大
二
键体系

,

内醋环上氧原子的孤对电子不能更有

效地作用于苯环大
二
键体系

,

因此增敏作用相对较弱
.

:o协
产

岁

图 4 T C
.

C T C 和 O T C 降解物 (
a

)和 M c
,

DC 降解物 ( b) 共扼体系的电子云图

M c 和 cD 降解物结构上的差别在于它们在 c 6 上的取代基不同
,

前者为亚 甲基 c H Z ,

以双

键与 蛛 相连 ;后者为甲基 c H。 ,

以单键与吼 相连
.

因此
,

前者的共扼体系双键数 目较后者多

一个
,

反映在荧光光谱上
,

前者的荧光激发和发射波长均较后者红移
.

利用 T C s
的碱性降解特性可以建立这些抗菌素的高灵敏度测定方法

,

结果如表 2 所示
.

表 2 T C
s
的碱性降解测定

降解时 间 / m in 线性范围 / m ol
·

L
一 ’

检测限 / m ol
·

L
一
` 较天然荧光增 强 (倍 )

OC
O八U
尸Jùt一rJ

g,
ù,二

刁.孟

M C

U咬二

8
.

o x l o
一 9 一 1

.

0 只 10
一

5

4
.

0 x 10
一 9 一 5

.

0 冰 10
一 6

7
.

0 x 10
一

9一 5
.

0 x 10
一 6

5
.

0 火 10
一 8一 5

.

0 x 10
一 5

8
.

0 x 10
一 吕一 5

.

0 x l 0 一 ,

6
.

0 X 10

3
.

0 x 10

5 0 x 10

5
.

0 X 10

8
.

0 x 10

0叮
ùnUù110

内乙1人八j3

sC一℃rCCT毛一T朋丁

由于 T C s
的理化性质非常相似

,

而且其产品往往含有其他抗菌素杂质
,

因此其混合物的

分别测定一直是这类抗菌素生产和临床检测希望完善解决的问题
.

我们利用金霉素室温即降

解而其它抗菌素室温不发生降解的特性
,

进行 了 C T C 与其他抗菌素两组分混合物的分别测

定 ;同样
,

利用 T C
,

C T C
,

O T C 与 M C
,

D C 降解机理和产物的差异
,

研究了这两类抗菌素的两组

分混合物的分别测定 ;还进行了一些三组分混合物的分别测定
,

表 3 列 出了尿液中的测定结

果
.

实验还发现 L̀ 2〕 ,

四 环素类抗菌素碱性降解物 与一些金 属离子
,

如 M扩
十 ,

c a “ + ,

s产
` ,

B扩
十 ,

nz
Z 十 ,

c 矛
十

等
,

形成强荧光的鳌合物
,

如 M扩
十

鳌合物荧光强度较相应降解物的荧光强度

分别增强
: T C : 4 0 %

,

C T C
:

5 %
,

O T C
:

3 0 %
,

M C
: 4 0 0 %

,

D C
:

3 5 0 % ; 较 T C s
的天然荧光分别增

强
:

T C
:

81 倍
,

C T C
:

19 9 倍
,

O T C :
26 倍

,

M C
:

60 倍
,

D C
:

17 倍 ; 而且重要 的是形成鳌合物后荧

光激发和发射的峰位置较降解物本身的峰位置不发生改变
,

这显然是金属离子微扰的配位体

发光
,

其发光方式表示为
:

M 一 L + h , e x

~ M 一 L
甘

M 一 L
价

~ M 一 L + h , ~
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表 3尿液中 T Cs混合物的回收测定

加入 t / o m卜 L
一 ’
测得 t / o m卜 L

一 ` 回收率/ %

0n U00n UO八 Uù 11ó Un 000 C0000
ǎ UOXXXX盆火 XXXXXXXXXXXXXX飞ú8

内J
` .1

14
. .二nù 4尸、ù̀曰ó Un ynón Uó 11ó
40

月,ù70
口Dnù80
才nUR一,几SQ
夕
89
一洲00
内̀RùOJno了,二飞ù ,二比J4

J.i月呼飞ù404,̀
月,1几,内且,ù4
月吟,几,人nllnǎU00

nlln0on
ù
0o000n
ù
0nnUO火XXXXXXXXXXXXXXXXX又X0000000000000000000000000000000000000000

,二
4
`.二
4弓
ù,几̀J月J气一侣且哎曰气一̀é,二11舟,ù足J工、曰11,̀盗哦CCT眠cD哦优CCTcM哦票cM眠cT峨峨cT黑

这一结果显示
,

T C s
降解物与金属离子形

成鳌合物的荧光由降解物配体的共扼体系 m

( T C
,

C T C 和 O T C 降解物 )和 lV ( D C 和 M C 降

解物 )吸光后发射
,

据此认为金属离子同相应

共扼体系 111 和 VI 上相关的配位原子整合
,

而不

是与共扼体系 n 上的配位原子鳌合
.

由此
,

可

对荧光鳌合物的整合方式进行合理的表示 (图

5 和图 6
,

M 为金属离子 )
.

+十+十

R
: C H J 凡 N ( CH

, ) 2

O H

以〕N氏

L||||匕班

图 5 T C
,

C T C
,

O T C 降解物与金属离

子的整合方式

10 3

9 7

10 3

9 5

9 8

10 4

9 6

10 3

9 7

9 5

9 7

9 7

9 8

10 0

10 2

10 6

9 7

9 8

10 3

9 9

N ( C氏 )
2 一 r 一 一 〕

N ( C氏 )
2

厂|ó比
、

|匕

O H

C O N姚

O H

(力N氏

厂|ó“火|L

图 6 M C
,

I X : 降解物与金属离子的彼合方式

类似地
,

可正确表示 T C 。
与 E u 3 十

反应生成的强荧光整合物的整合方式
.
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