
光谱法测定药物的含量



î紫外可见分光光度法概念

q是基于物质分子对200-760nm
区域光的选择性吸收而建立起
来的分析方法。

 
一、基本概念



î  紫外可见分光光度法分类



二、分析条件的选择



2.入射光波长的选择



        对多种物质进行测定，常利用显色反
应将被测组分转变为在一定波长范围有吸
收的物质。

多糖类成分

黄酮类成分

生物碱类成分

皂苷类成分

专属显色反应是什么？



这些显色反应，必须满足以下条件：

  

4. 反应生成物的组成恒定。

3. 反应生成的产物有足够的稳定性，以保证测
量过程中溶液的吸光度不变；

2．反应有较高的选择性，即被测组分生成的化合
物吸收曲线应与共存物质的吸收光谱有明显的差
别；

1．反应的生成物必须在紫外-可见光区有较强的
吸光能力，即摩尔吸光系数较大；



        测定试样溶液的吸光度，需先用参比溶液

调节透光度为100%（吸光度为0），以消除其

它成分及吸光池和溶剂等对光的反射和吸收带

来的测定误差。



如：平行操作参比    用不含被测组分的
试样，在相同的条件下与被测试样同时
进行处理，由此得到平行操作参比溶液。



1.  单组分定量方法

        单组分是指样品溶液中含有一种组分，
或者是在混合物溶液中待测组分的吸收峰与
其他共有物质的吸收峰无重叠。

其定量方法包括校准曲线法、标准对
比法和吸收系数法等。



（1） 校准曲线法

方法：配制一系列不同含量的标准溶液，
选用适宜的参比，在相同的条件下，测定
系列标准溶液的吸光度，作A-c曲线，即
标准曲线/线性回归方程。

     在相同条件下测定未知试样的吸光度，
从标准曲线上就可以找到与之对应的未知
试样的浓度。
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（2） 对照品比较法

       将待测溶液与某一标样溶液，在相同
的条件下，测定各自的吸光度，建立朗
伯-比尔定律，解方程求出未知样浓度与
含量。 

   As=Kcs               Ax=Kcx
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例.巴比妥类药物的含量测定

酸性介质中
互变异构
无明显紫外吸收

pH13
二级电离
5,5-取代—255nm；
1,5,5-取代不发生
二级电离，仍为240nm

pH10
一级电离
5,5-取代
1,5,5-取代类
 最大吸收240nm



巴比妥类药物的紫外光谱特点





（3） 吸收系数法

       C=A/EL 

注意：百分吸收系数E值小于100的一
般不宜采用，并注意溶剂、溶液pH值的
影响。

   





双波长法基本原理
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例题

如图分别在以下四个波
长处测定吸光度λ 1 ，λ 4，
λ2，λ 3 。
请问：
△A 直链，△A 支链
分别如何计算？



作业



四、比色法及其应用

r 1. 酸性染料比色法
Ø 溴甲酚绿比色法测铁皮石斛中总生物碱含量

r 2. 四氮唑比色法
Ø MTT法



MTT法
n 又称MTT比色法， 四甲基偶氮唑盐比色法

n  MTT全称为3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide，汉语化学名为 3-(4，
5-二甲基噻唑-2)-2，5-二苯基四氮唑溴盐，商品名：
噻唑蓝。是一种黄颜色的染料。



n             MTT法，是一种检测细胞存活和生长的方法。其检测
原理为活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶（SDH）能使外源
性MTT还原为水不溶性的蓝紫色结晶甲臜 （Formazan）并
沉积在细胞中，而死细胞无此功能。

      二甲基亚砜（DMSO）能溶解细胞中的甲臜，用酶联免
疫检测仪（酶标仪）在490nm波长处测定其光吸收值，可
间接反映活细胞数量。在一定细胞数范围内，MTT结晶形
成的量与细胞数成正比。

它的特点是灵敏度高、经济。





目前MTT法常用于以下几个方面的研究：

n 1、检测细胞活性：常作为细胞毒性试验的一种方法。

n 2、体外药物敏感实验：该方法简便、经济、快速，重复
性好，所需的细胞数较少，没有放射性，目前广泛的用于
临床前的抗癌药物的筛选研究。

n 3、一些细胞因子活性的研究。

n 4、肿瘤放射敏感性测定。



检测细胞活性

                                   OD对照组-OD实验组

n 细胞死亡率%  =
                                             OD对照组









练习题






