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怛，、．1 3生物发光法测定ATP制剂含量 

医学捡螂 坐  康龇 尼qz7tlf 

提 要 本文采用虫荧光素～虫荧光索酶生物发光法测定ATP制剂含量．在1～2 g／ml范围 

内ATp旅度和发光强度呈线性．CV 4．5 平均回收率102％ 方法简便，结果准确． 

关键词 ATP；圭! 墨些 
中圈分类号 R446·1 

三磷西 泉蔷 

三磷酸腺苷(ATP)是临床上广泛应用的 

药物。由于ATP制剂在制备和储存中易混有 

和产生ADP、AMP等杂质 用常规方法测定 

制剂中ATP含量干扰较大。各省市地方药品 

标准中采用紫外分光光度法进行测 “．需经 

过滤纸电泳分离，手续繁琐 文献报道有用阴 

离子交换树脂和反相离子对高效液相色谱法 

[分析ATP制剂中ATP含量．但仪器试剂昂 

贵．操作手续复杂，不易推广． 

用虫荧光嘉一虫荧光煮酶的生物发光法 

是 目前公认测定ATP最灵敏的方法 已广泛 

用于测定生物样品中ATP“ 。我们用粗制虫 

荧光紊酶(内含虫荧光紊)生物发光法分析了 

药物制剂中ATP含量，方法简单．结果准确。 

仪器与试剂 

GD一1化学发光仪 西北有色地质研究所产品： 

自制同步加样装置． 

粗制虫荧光采酶(内含虫荧光素)：5．0mg／ml 用 

专用缓冲液(,50rmnol／L甘氨酰甘氨酸，lOrmn。1／L硫 

酸镁rlmmol／L B8A)配制·购自上海植物生理研究 

所． 

ATP标准品，SIGMA~ ． 

一 142一 

ATP注射粉 剂：20mg／支；ATP肠溶表片： 

20m 片。均为市售品。 

实验方法与结果 

1．测量方法 

用微量注射器吸取100#IATP标准溶液或样品 

蔽于Icm比色皿中．放A同步加样装置内，然后用注 

射器从加样口注入1．0ml酶溶液 同时记录发光信号． 

以最大发光强度I v)作为定量指标． 

2 发光反应条件 

虫荧光素酶和虫荧光素用量对测定灵敏度和线 

性范围有影响．本实验试验了各种酶浓度对ATP测 

定的影响 考虑到药物中ATP浓度较高 确定 以 

6 0mg／mI]~浓度进行测定．可获得较满意的灵敏度 

和线性． 

试剂注^速度对发光强度有较大影响，实验 中 

应尽量控制注^速度一致． 

3。工作曲线 

分别配制浓度为1．0 5．0 10．0 15．0．20．0u g／ml 

的标准ATP溶液 分别取100ul注^比色皿 在发光 

仪上测量发光信号．以最大发光强度I v)对ATP浓 

度进行 线性 回归 ，得 回归 方 程为 I 9．6C～ 

1．2， =0．9991。 

4，样品测定 

肠溶表片取本品10粒 ，精确称量 ，研细混匀．称 

取相当~20mgATP的样品 用蒸馏水 溶解定容1000 
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ml。注射粉剂：用上述方法处理。分别取上述样品液 

并lo0ul进行测定结果列于袁1． 讨 论 

表1 样品ATP测定结果 =5) 

药品批号 量 矗 cv 
肠溶衣片9305061 16．6 83．0 4．6 

注射粉剂841107 12 5 62．5 4．4 

5、回收率实验 

用样品进 行加标 回收实验考察方法的回收率 

结果见表2，平均回收率为107 ． 

表2 样品回收率实验结果 

编号 样品古量 加人量 测得总量 皿收率 
uff／ml ag／ml u~／m1 

l 880 5,0 18．5 104 

2 8．30 lO l8 97 

3 臣25 5．0 l1̂  103 

4 6．25 10．O 16,3 100 

5 6．25 10．O 16．6 104 

1、该生物发光反应为一酶催化反应，只 

有当ATP浓度较低时和发光强度成正 比。本 

实验适 当加大酶的用量并控制样品中ATP浓 

度在20／~g／mlPA下，可获得良好的线性关系。 

2、实验中使用价廉的粗制虫荧光素酶， 

可直接用于ATP测定而不需外加虫荧光素， 

灵敏度也可满足测定需求，但均匀性和稳定 

性较差，每次测定均应制作标准曲线。 

3、该方法选择性较高，样品溶解后可直 

接测定．手续简便。 
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DETERMINATION OF ATP IN ITS PREPARATION BY BIO-LUMINESCENCE 

Liu Suya，et al 

Dept．of Bioanalytical Chemistry 

The contents of ATP in preparation were determined b bio-Luminescence with tbrefly luciferin 

and lucfferase system．Th e linear range is 1-20#g／ml for ATP
．

The relative日tand ard deviat。ion is les日 

than 4-5 ·Th e average recovery of ATP was found  to be 102％
． The meth 0d i日 日impk and 

accttrate ． 
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