
中山医科大学学报 ( A e a d J S U M S ) 1 9 9 4
,
1 5 ( 3 ) , 2 2 7 ~ 2 3 1 2 2 7

H P L C
一

E C D 检测尿儿茶酚胺方法的优化
①

廖 瑛② 单济川 余斌杰

(中山医科大学附属第一医院内分泌研究室 ,广州
,
5 1。。8 9)

提 要 本文介绍自制氧化铝微柱提取样品
,

改良洗脱条件与流动相配比
,

用高效液相色谱分离及电化

学检测器 ( H P L C
一

E C D )分析尿儿茶酚胺
。

去甲肾上腺素
、

肾上腺素
、

多巴胺的回收率分别为 91
.

2%
、

80
.

7%和

1 10
.

9写
,

线性范围 3
.

3 ~ 3 3 3 3产mo l/ L
,

批内和批间变异系数均 < 5写
.

此法简便
、

经济
、

快速
、

特异性强
、

回收

率高
,

便于临床和实验室推广应用
.

关锐词 儿茶酚胺 , 高效液相色谱
一

电化学检测 , 氧化铝微柱

中图号 0 6 5 7
·

7 2

儿茶酚胺类 ( C a t e e h o l a m i n e s ,

C A )化合

物
,

主要包括肾上腺素
、

去 甲基肾上腺素和多

巴胺
。

尿中 C A 的含量不仅可作为嗜铬细胞

瘤的诊断根据 l[ 〕
,

而且可应用于其 他与儿茶

酚胺有关疾病的研究
,

因此对其检测方法的

研究具有重要意义
.

传统的荧光法与新近发

展 的放射酶学测定 法 ( R a d i o e n z y m a t iC A s -

s a y )
、

放射免疫测定法 ( R a d i o 一 im m u n a s s a y
,

R I A )
,

或步骤繁琐
,

或价格 昂贵
,

不易实现
。

用 高效 液 相 色 谱
一

电化 学 检 测 法 ( H P L C
-

E C D )测定人尿儿茶酚胺
,

国内外已有不少报

道
,

其所采用的提取方法多为氧化铝和凝胶

吸附法
,

以及溶剂萃取法等
。

但传统的吸附法

回收率低
,

萃取法试剂来源不易
。

作者参照

P e tr 汇2] 方法 自制氧化铝微柱
,

并将洗脱条件

等加以改良
,

具有操作简便
、

易行
、

快速
、

回收

率高的优点
.

1 材料与方法

1
.

1 仪 器

W
a t e r s

高效液相色谱系统包括 5 10 泵
、

4 6 0 电化学检测器
、

U 6 K 进样器及 81 0 数据

处理色谱工作站
。

1
.

2 试剂与标准溶液

1
.

2
.

1 重 酒石 酸肾上睬 素 ( L
一 e p i n e p h r i n e

ib t a r tr a t e ,

E ) 重酒石酸去甲基 肾上腺素 ( L
-

n o r e p i n e p h r i n e b i t a r t r a t e ,

N E )
,

盐酸多巴胺

( d o p a m i n e h y d r o e h l o r i d e ,

D A )
,

二经基节胺

( 2
,

3
一

d ih y d r o x y b e n z y la m in e ,

D H B A )
,

辛基

磺酸钠 ( 5 0 5 )
,

均为美国 S i g m a 厂出品
.

氧化

铝 (进口 分装 )
,

甲醇
、

柠檬酸
、

乙酸钠
、

乙二胺

四 乙酸钠 ( E D T A
一

N a :
)

、

乙酸 乙 醋
、

浓盐酸

( H CI )
、

三轻 甲基氨基甲烷 ( T ir s )等均为国产

分析纯或色谱试剂
.

1
.

2
.

2 标准溶液 准确称取 E
、

N E
、

D A
,

用

0
.

l m o l / L H e l 配制成 2 0 0拌m o l / L 的混合标

准溶液
, 一 3 0℃贮存

,

应 用 液用 0
.

l m ol / L 的

H C I稀释为 2
.

0 0拼m o l / L ;
同法称取 D H B A

,

配制成 2。。拼m ol / L 的 内标准 溶液
, 一

30 ℃贮

存
,

应用 内标准液为 20
.

0拜m ol / L
.

1
.

2
.

3 T r i s 缓 冲液 Zm o l / L T r i s 和 2 %

E D T A
一

N a :

组成
,

用 H C I调节 p H 一 8
.

8 0
.

1
.

2
.

4 或化铭 的 活化 参照 A nt on 等方

法 [ , 〕 ,

称 10 0 9 氧化铝于 1 o o o m l烧杯中
,

加

Z m o l / L H C 1 5 o o m l
,

9 0℃搅拌 4 5 m i n ,

冷却
,

弃上清液及悬浮粒
;
加 Zm o l / L H C I 2 5 o m l

,

7 0℃搅拌 1 0m in
,

冷却
,

弃上清液及悬浮粒
,

共两 次
;
加 Z m o l / L H C 1 5 0 0 m l

, 50 ℃搅拌

10 m in
,

冷却
,

弃上清液 及悬浮粒
; 反复用纯

水
,

Z o o m l/ 次
,

洗涤至 p H 、 3
.

4
.

将氧化铝转

至蒸发皿
,

1 20 ℃烤 l h
,

20 0℃烤 h2
,

冷却后在

室温下干燥贮存
。

①
②
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ǎ求à哥邻回幽由搽曰(

1 3 色谱条件

反相色谱柱
; 150 x 3

.

g m m
,

5拜m 直径粒

子 ( N o v a 一 p a k C 1 8
,

W
a t e r s )

.

流动相
:

由乙酸

钠 ( 0
.

0 3 2 5 m o l / L )
、

柠檬 酸 ( 0
.

0 2 m o l / L )
、

5 0 5 ( 0
.

6 9 3 m m o l / L ) 和 E D T A
一

N a :

( .0 6 7 m m ol / L ) 组成的混合缓冲液
,

其与甲

醇 之 比为 9 2
:

8
, p H = 4

.

0
,

0
.

2 2拌m 滤膜过

滤
,

超声脱气 10 m in
。

玻璃碳 电极为工作电

极
、

A g / A g CI 电极为参比电极
、

不锈钢电极

为对 电极
,

工作电压 “ o m V
,

流速为 1
.

o m l/

n l l n o

L 4 样品收集

在容器中加入 10 m l 浓 H CI 作防腐剂
,

收 集 2 4 h 尿 液
,

记 录 尿 量
,

混 匀
,

取 少 量

( I Om l) 置 4 ℃
,

用于测定
,

或置 一 30 ℃长期保

存
。

L S 分析步骤

1
.

5
.

1 尿液预处理 上述尿液 2
.

o m l
,

加乙

酸 乙醋 2
.

o m l
,

振荡 3m in
,

离心
,

弃上层
,

共

两次
。

1
.

5
.

2 分 析 取 3 0 0川加样器吸头
,

加

3 o m g 活性氧化铝
,

上下用少许人造丝 固定
,

制成上 口直径 2
.

4 6m m
,

长 1
.

Z e m 的锥状氧

化铝 微柱
.

吸预处理后尿液 3 0 0川
,

加纯水

1
·

o m l
、

2 0
·

o 科m o l / L D H B A 应 用 内 标 准

3 0 0料l
,

最后加 T r i s
缓冲液 0

.

s m l
,

混匀
,

滴加

到 氧 化 铝 微 柱 上
,

用 蠕 动 泵 吸 出 液 体

( 0
·

3 m l / m i n )
.

然后用 Zm l 纯水洗涤微柱
,

用

滤 纸 吸干 残余水分
,

垂 直 固定 微 柱
,

加入

3 0 0拌1 0
.

l m o l / L H C I 洗脱液
,

自然流 出
.

最

后 用 加样 器 稍 加 压压 出余液
,

混 匀
,

进样

5如 l
。

每批样品同时做两个标准校正
。

以混合

应用标准液 3 0 。闪 取代尿样 品
,

按上述方法

处理
,

用 内标准法
,

按峰面积计算进样浓度
,

结果按公式计算
:

、 ,

~ 一 ( C A / D H B A ) 样 品管
.

_
`

_ ,

~ .

2 4 h 总 t s = 锐攀子斗共弓毛共等苍恶是击是 X C二 X 2 4 h 尿 t
“ ’ “

`

. 吕 “ ( C A闰H B A )标准管
、

一 , .
` 、

一
` . `

~ ~

注
: C二为标准的进样浓度

2 结果与讨论

.2 1 氧化铝微柱的鉴定

2
.

1
.

1 瓦化铝 的加入 蚤与回 收率的关来

微柱中氧化铝的加入量
,

对 C A 的提取有很

大影响
,

是提高儿茶酚胺回收率的重要步骤
。

当用 0
.

1 m o l / L H C I 3 0 0拌l 洗脱时
,

氧化铝

的加入量在 Z o m g 以下
,

不能完全吸附 C A ,

而氧化铝的加入量在 40 m g 以上时
,

吸附的

C A 则又不能洗脱完全
;
在 20 一 4 o m g 范围

内
,

提取率基本稳 定 ( 8 1
.

5 % ~ 90
.

6 % ( 图

l )
。

` 二二 二

1 0 2 0

6 NE . E

.

孟
0 6 0 ` 0 7 0

氧化铝加入量 (呱 )

图 1 氧化铝加入量与儿茶酚胺回收率的关系

2
.

1
.

2 洗脱液的影响 洗脱液 H CI 的浓度

高于 0
.

3 m ol / L 时
,

尿 样中的许多干扰物质

与 C A 一起被洗下
,

影响测定结果
,

浓度低于

0
.

o Zm ol / L 时
,

被吸附的 C A 不能完全洗脱
;

降低 回收率
; 用 0

.

l m o l / L H C I 3 0 0拌 l
,

得 到

较好的效果
。

2
.

2 最佳流动相的选择

2
.

2
.

1 p H 值的影响 随 p H 值上升
,

C A 的

保留时间延长
,

在 p H 4
.

0 左右时
,

其保留时

间又开始缩短
,

在 p H 4
.

2 以上
,

基本不受 p H

影响 (图 2)
。

可能与物质的反离子作用和溶

化剂作用的强弱改变有关
。

p H 值过高时
,

C A

易氧化
,

p H 值太低 又不能完全分离
。

在 p H

值 4
.

0 时
,

虽然其保留时间稍长
,

但有最好的

分离效果
。
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( .一a)尽岔妞李

。 ”居 · 皿 。 “ rB^ ·
0̂ 流动相 p H值 。 淞

· E 。
llD B̂

。
D̂ 辛基成酸钠浓度恤

。 1I )L

图 2 流动相 p H 值与保留时间的关系
图 4 辛基磺酸钠浓度与保留时间的关系

2
.

2
.

2 甲醉的影响 甲醇的含量的改变
,

影

响 C A 的保留时间 (图 3 )
.

甲醇含量增加
,

C A

的保留时间缩短
,

含量太高时
,

C A 不能完全

分离
,

浓度太 低
,

C A 的保留时间长
,

延长平

衡时间
,

且峰宽增加
。

甲醇在 8 %
,

流动相流

速 1
.

o m l/ m in 时有理想的分离效果
。

。 朋
. E 口

DH BA
.

DA 甲醇含量 (% )

图 3 甲醇含量与保留时间的关系

2
.

2
.

3 5 0 5 的影响 流动相中加入 5 0 5
,

与质子化的 C A 形成离子对
,

保留时间延长

(图 4 )
。

5 0 5 浓度太高
,

C A 的保留时间过长
,

延 长 平衡 时 间
,

且 峰 宽增 加
,

5 0 5 浓 度 为

0
.

6 9 3 m m ol / L 时得到满意的分离效果
。

2
.

3 线性范围
、

检测限
、

回收率及重现性

2
.

3
.

1 线 性 范 围和 检 浏限 本系统 对于

C A 在 3
.

3 5 5一 3 s 3 3 n m o l / L 有良好的线性

关系
,

N E
、

E
、

D A 浓度与电流响应值的相关

系数分别为 0
.

9 9 9 5
、

0
.

9 9 9 7
、

0
.

9 9 9 3
, r
均 >

0
.

9 9 9
。

检测限
:

仪器稳定状态下
,

以 S / N 一 3

为检测限测得
,

N E = l l p g
,

E = 1 5 p g
,

D A -

3 3 P g
。

2
.

3
.

2 重复性和回 收率 重复性
:

取同一尿

标本分多次在同 日或不同的试验 日测定
,

得

方法重复性
:

批 内变异 系数 (n ~ 6) 为 2
.

2 %

~ 4
.

6 % ;
批间变异 系数 ( n 一 6 ) 为 2

.

7 % ~

4
.

9 %
。

回收率
:

取 4 份混合尿样
,

分别加入

2
.

0 0拜m o l / L 标准 应用液 。 ,
5 0 , 10 0

,

2 0 0拌l
,

(加入标准量分别为 0
,

1
.

0
,

2
.

0
,

4
.

o p m o l )混

匀
,

按尿液分析步骤测定 C A 含量
。

将所测得

含量与加标准 。川样品含量的差值比对应加

入标准量得方法回收率
:

其中 N E 的
; 回收率

为 8 6
.

7 %一 9 3
.

8 %
; E 的回收率为 8 0

.

2 % ~

8 1
.

0 % ; D A 的回收率为 1 0 4
.

8 % ~ 1 1 5
.

5 %
。

2
.

4 尿样品测定结果

用本法测定 了 19 例正常人尿 标本 (男

1 2 例
,

女 7 例 ) 结 果
,

2 4 h 尿 N E 一 0
.

1 7 5 士

0
.

0 9 8 ( 0
.

0 6 1 ~ 0
.

4 7 3 )
,

E = 0
.

0 5 5 士 0
.

0 2 7

ǎu一月畜旦妞举
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(0
.

0 16 ~ 0
.

10 9 )
,

D A ~ 1
.

6 0士 0
.

4 2 ( 0
.

9 3 ~

2
.

5 9冲m o l ;
与国内外文献 [ ,

, ` ·
s〕相符

。

见附

表
。

附表 正常人尿 C A 测定结果 产mo l/ 2 h4
r

尿

本文报告 文献 lL] 文献L’] 文献s[J

( 月 ~ 1 9 ) (几 ~ 导7 ) ( n = 2 2 ) ( n = 1 8 )

N E 0
.

0 6 1 ~ 0
.

4 7 3 0
.

0 8 2 8~ 0
.

4 7 3 0
.

0 6 9 7~ 0
.

3 0 3 0
.

0 6 0 ~ 0
.

6 5 4

E 0
.

0 1 6 ~ 0
.

1 0 9 0
.

0 2 7 3 ~ 0
.

1 0 9 0
.

0 2 8 4 ~ 0
.

1 0 2 0
.

0 1 0 ~ 0
.

2 0 2

D A 0
.

9 3 ~ 2
.

5 9 0
.

4 2 5 ~ 2
.

6 1 1
.

1 5~ 5
.

4 5 0
.

2 8 2~ 2
.

3 3

在临床尿样品分析中
,

检测嗜铬细胞瘤

患者 3 例
,

尿 C A 显著高于正常人
,

原发性高 3

血压患者也高于正常人
.
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C H R O M A T O P R A P H Y
一

E L E C T R O C H E M I C A L D E T E C T I O N

L i a o Y i n g S h a n J ie h u a n Y u B i n ji e

( E n d oc
r
i n o l o g y R e s e a cr h U n i t o f F i

r s t A f if li a t e d oH
s p it
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n
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