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eso一四苯基卟啉测定微量镉、锌、铅、铜 

的反相高效液相色谱法研究 

中心实验室兰￡趔  B · ， 
化学教研室 李惠芝 

提 要 本文建立了以a、p、7、5-四苯基卟啉 (TPP)为柱前衍生化试剂同时测定镉 (I)、 

锌(I)、铅(I)、铜(夏)的反相高效液相色谱法。方法简便、快速、分离效果好、精密度较高。R． 

S．D在1．9％--5．o％之间，回收率在95．7％一J．04．0％之间。最低检出量为 1lpg镉(1)、0．33pg锌 

(1)、414pg铅(I)、63．5pg铜(Ⅱ)。本方法已试用于正常人全血中四种微量元素的测定，结果较为 

满意 

关键词 a、B、Y、6一四苯基卟啉；反相高效液相色谱法；镉；锌·铅；铜 
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生物及环境样品中多种微量金属元素的 

同时定量测定已成为人们 日益关注的课题。 

其中，金属配合物高效液相色谱一光度 分 析 

在近十年内有了明显进展  ̈。该方法利用选 

定的配合剂与样品中的微量金属离子反应， 

形成金属配合物 (柱前衍生)，再通过正相 

或反相柱分离后逐一检出。由于经过色谱分 

离过程，该法具有多种元素连续测定及检测 

灵敏度高等优点。 

卟啉类试剂因其灵敏度很高，已在金属 

离子的光度分析中受到重视。近几年，这类 

试剂已开始 用 于 金 属 离 子 的 色谱 分 析 

中 ，引。我们曾研i究 了 a、口、Y、 6一四 苯 

基卟啉(TPP)与镉(I)、锌(I)、铅(I)、 

铜(I)的配位反应条件。从结构上探 讨了 

TPP及其金属配合物在反相HPLC中的保留 

规律⋯。在此基础上，本文建立了用TPP同 

时定量 测定镉 (I)、锌(I)、铅(I)、铜 

(I)的反相高效液相色谱法。该方法分离效 

果好，灵敏度高，简便易行，已试用于血中 

上述四种金属离子的测定。 
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实验部分 

1．仪■与试捆 

PHS-2型酸度计；岛津LC-6A型液相色谱仪， 

配用SPD-6AV型 紫外一可见检测器，C—R 3A 型 

数据处理系统，色谱柱为 Shim-Pack CLC-ODS 

柱(150ram×6．Omm)；MILLIPORE溶剂过滤系 

统；CQ 50型超声波振荡器。 · 

TPP按参考文献 提示的方法自合成。 

TPP溶 液：用 N，N一二甲基甲酰胺 (DMF) ． 

配制，浓度为5．0×10一·tool·1～，溶液 可稳 定 四 

周。 

金属离子溶液。准确称 取一 定 量的纯 锌 粉 

(99．99 )、铜 粉 (99．98 )，分 别 溶于少量硝酸 

(1。1)中，加热至近干。再加1：l盐酸溶解。蒸干． 

残渣用DMF溶解定容。再用DMF稀释成5．0×lo一， 

tool·卜 的锌(I)溶 液 和2．0×10—4tool·卜 的铜 

(I)溶液。2．0×10-5tool·卜 的镉(I)和2．0×10。· 

tool·卜 的铅 (I)溶液分别用其硝酸盐 (A．R)以 

DMF配制而成。 

硼砂一硼酸溶液。在o．8tool·-1硼酸溶液中加 

入一定体积的0．o25mol-卜 硼砂溶液，于酸度计上 
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调至所需pH值。 

1
．omol·1-1呲啶溶液；重蒸呲啶加水配成。 

DMF用前重蒸。实验中用水均经二次蒸馏。 

流动相：甲醇(A．R)、氯仿(A．R)经溶剂系统 

抽滤后，用前再经超声波脱气处理． 

2．实验方法 

金属离子-~TPP反应。在经校正的ioml具塞试 

管中．分别加入镉(1)、锌(1)、铅 (1)、铜 (1) 

标准溶液．混合后依次加入0．15ml硼砂一硼酸溶液 

(pH4．8)、0．2ml呲啶溶液和i．5ml TPP溶液。混 

匀．在沸水浴中加热30分钟。取出．冷至室温，加 

DMF至5．oral定备． 

金属TPP配合物的色谱分离：采用反相色谱分 

离条件。固定相为ODS硅胶，粒径 5Ftm。流动相 为 

甲醇一氯仿 (87：13，V／V％ ．流 速 i．2ml／mi,~。 

柱温：30℃。满标：0．16AUFS。进样 ic~tl。检测 

波长为422,~m。记录保留时间和峰面积． 

结果与讨论 

1．金属离子与TPP的配位反应 

卟啉类显色剂与金属离子配位的反应机 

理十分复杂，迄今尚未完全研究清楚。一般 

认为它们与金属离子的反应，主要是金属离 

子在适宜条件下进入大环的腔孔中与给电子 

N一原子配位，反应按下式进行： 

M +H2P MP+2H+ 

H：P：中性卟啉分子 

不同金属离子与卟啉类化合物配位反应的条 

件，目前只能通过实验确定。根据前文 与 

本文的研究，金属离子与TPPfi~,位反应的定 

量进行决定于反应介质、催化剂、TPP的用 

量以及加熟时间等因素。 

反应介质的种类、用量及 pH 值会显著 

影响配位反应。我们曾试验锌 (I)与TPP 

分别在醋酸钠一醋酸、Tris-盐 酸、硼 砂一盐 

酸和硼砂一硼酸四种介质溶液 (pH值 均 为 

4．8)中进行配位反应。测得Zn TPP的峰面 

积(x 10 )分别为2．O3、1．4 7、3．15和6．8I。 

表明配位反应在硼砂一硼酸介质中进行较 合 

适。其他金属离子的配位反应也定在该体系 

中进行。研究发现，各种金属离子与TPP配 

位时有其适宜的硼砂一硼酸溶液pH值范围， 

镉(I)为pH 3．7—4．8，锌(I)为pH 4．O一 

5．0，铅(豆)为pH 3．7—5．0，铜(Ⅱ)为 pH 

5．5— 6．5。 

混合离子同时进行配位反应 的条件 如 

。实验方法”所述。为照顾多数离子的配位反 

应，故该条件不完全是单独离子配位时的最 

佳条件。如反应体系中加入吡啶后铅的峰面 

积下降，但因吡啶有利于其他离子配位而被 

采用。介质溶液选用pH4．8时，铜配合物的 

峰面积有所减小，但其他组分配合物的峰面 

积最大。硼砂一硼酸溶液 的 用 量 为 0．15ml 

时各红分 峰面积较大。加热3O分钟 使各 

反应达到平衡。TPP的用量大于1．0ml时各 

配合物的峰面积最大且恒定。 

2．流动相的选择 

考虑到TPP及金属TPP配合物的水溶性 

均较差，我们不用反相色谱中常用的 甲 醇一 

水，而是选用甲醇一氯仿体系作为流 动 相。 

氯仿是良好的质子给与体，对于卟啉类化合 

物的分离具有较强的选择性。从极性看，甲 

0．4 

7．2 

6．0 

4．8 

3 6 

2． 

1 2 

9 1l I 3 15 I7 

CHcl3劳 

5 0 1 4 99 “．97 4．95 4．93 

P-ab 

图1 k 与+cHcl。的关系 
图中，口Cd TPP：△Zn TPPl 

OPb TPP：●TPP, 

×Cu TPP 
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醇的溶剂极性参数P 为5．1，氯仿的溶剂极 

性参数P 为4．1 ，二者极性参数之差／kP 一 

1．0。显然，在反相色谱中，氯仿的洗 脱 能 

力远较甲醇强。因此，随着甲醇一氯仿 体 系 

中氯仿比例的增加，TPP及金属配合物的保 

留值明显减小。而随着氯仿比例的减小，组 

分的分离度增加 (图1)。实验表明，氯仿比 

例在l3一l7％之间较为合适，其对应的流动 

相极性参数 P：b为4．97—4．93。考虑到为保 

证组分的基线分离以利于定量测定，本文选 

用l3 (V／V ％)的氯仿，可使五种组分在 

25分钟内全部洗脱，如图2所示。 

3．测定波长的选择 

我们曾测得镉(I)、锌(I)、铅(I)、 

铜(I)与TPP~2,合物的最大吸收波长分别为 

433、425、465和 412nm[4 。为了照顾四种 

离子的检测灵敏度，检测波长选择在422nm。 

这一波长对于微量铅的检测不利，因此，若 

样品中铅含量很低，可在465nm处单独测定 

铅。 

4．工作曲线 

在其他三种离子存在时，分别配制各离 

子一定浓度梯度的标准溶液。然后按 “实验 

方法”进行，绘制峰面积对离子浓度的工作 

曲线。结果表明，四种离子的工作曲线皆呈 

良好的线性，具体数据如表l所列。 

5．重复性、回收率及最低检出置 

固定离子浓度，进行五次平行测定，求 

出R．S．D；在已知浓度标准溶液中加入一定 

表1 测定镉(量)、锌( )、 

图2 TPP及其金属配合物的色谱图 
1．溶剂峰{2．Cd TPP；3．Zn TPPl 

4．Pb TPPl 5
．
TPP；6

．
Cu TPP； 

Cd(I)o．8p．mol·卜1．Zn(I)0．2Ftmo1．1．1。 

Pb(I)16．0~．mol·1一．Cu(I)8．0p．mol-l。I 

量离子进行测定，求算回收 率；以S／N~2 
● 

时，进样10)zl中所含离子量为最低检出量。 

结果表明，方法的精密度及准确度均较好， 

在422nm检i贝i时，除铅(I)外，其余三种离 

铅(I)、铜(I)的工作曲线 

离子 

Cd(I 

Z-(I 

Pb(I 

Cu(I 

，C{浓度Ftmol·卜 、 

线性方程(A。峰面积×10一．) ＼A
I 峰面积× 一· 

C=0
．

0908+0．1522A 

C=0
．
003636+0．01023A 

C=7
．
3419+ 6．2875A 

C=1
．
0887+ 0．3350A 

线性范围(p．mol·卜，) 相关系数 

0．1～ 24．0 

0．02— 10．0 

1．0～ 50．0 

1．0～ 48．0 

· 一198· 

7  6  0  1  

8  8  8  9  
9  9  9  9  

9  9  9  9  

0  0  0  0  
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表2 重复性、回收率及最低检出量 

离子 

Cd(I) 0．8 2．1％ 0．8 

Zn(I) 0．3 1．9％ 0．3 

Pb(I) 16．0 5．O％ 16．0 

Cu(I) 
．

8．0 3
．
1 8．0 

囵蝗室 一一 一 
加入量 回收率 ． 

v  ‘ 

ttmol·卜 ％ 

96．6 

98．3 

103．3 

96．0 

101．8 

104．0 

103．6 

98．6 

99．0 

95．7 

96．3 

100．3 

最低检出量 

pg 

11 

子的最低检出量均达Npg水平。具体数据见 

表2。 

6．共存离子的影响 

在 4．0nmol Cd(I)、0．15nmol Zn 

(I)、80．0nmolPb(I)和40．0nmol C-(I) 

存在下，测定了1O种共存离子 的 最 大 允许 

量。以测定结果的相对误差 <±5％ 时的离 

子量作为允许量，结果见表3。 

7．人全血中四种离子含量的测定 
● 

取全血1．0ml，加约0．5ml浓HlSO．，混 

匀，放置过夜。在电炉上小火蒸干后放入马 

福炉内加热。先在200℃碳化1．5小时，然后 

升温至350℃ 3小时，520℃ 5小时至完全灰 

化。冷后加少量0．1tool·卜 HCl溶解灰份， 

再微热将HCI蒸干。用少量水分次溶解残渣， 

洗入经校正的离心管中(总 量5．0m1)。离心 

后取上清液进行分析。测锌时需适当稀释。 

为检验方法的可靠性，作样品分析时，甩商 

业部食品检测科学研究所研制的猪肝标准物 

质同时平行测定，进行对照。血中锌、铅、 

铜等元素的测定结果如表4。镉因畲量很低， 

未能检出。 

· 99· 
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表4 样品测定结果 

【1】 

【2】 

袁有宪． 

刘恒橡等 

(2)。118 

斋藤舷一 
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REVERsED PHAsE HPLC FOR DETERMINATION 

OF TRACE AMOUNT OF CADMIUM (II) ，ZINC(II)， 

(Ⅱ)， COPPER(Ⅱ)W ITH MESO—TETRA 

PHENYL PORPHYRIN 

Qi=Zonggin，et al 

Central Lab． 

A new method for simultaneous determination of trace Cd(I )．Zn(I)．Pb(I)． 

and Cu(I)has been developed．The method was based on the reversed phase HPLC 

of metal仅、B、Y、b-tetra phenyl porphyrin chelate．The relative standard deviations 

were 1．9％一 5．0％ and the recoveries were 95．7％一104
．
0％．The detection limits were 

11 Pg for Cd(I)．0．33 Pg f0r Zn(I)。414 Pg for Pb(I) and 63．5 Pg for Cu(I) 

respectively．This method was simple and has been used for sireultaneous determination 

of trace Cd，Zn。Pb and Cu in human blood 

KEY WORDS a、B、Y、b-tetraphe~yl porphyrin}Reversed phase HPLC；Cadmium： 

Zinc；Lead；Copper 
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