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血浆儿茶酚胺荧光测定法氧化铝吸附

葡聚糖凝胶 G一 10 分离纯化

黄美莹 王大深 金绮葺

( 野战外科研究所 )

扭共 本文建立了用氧化 铝
一

葡 聚糖凝胶 G
一

10 分离纯化
,

然后氧化为三轻叫噪的血 浆 儿茶 酚胺测

定法
。

操作为
:

将血浆与氧化铝混合
,

震荡吸附
,

水洗后用过氯酸洗脱直接加于葡聚糖凝胶柱上
,

再用

甲酸洗脱
,

用高铁氰化钾氧化为三经叫噪
,

在岛津 R F
一

52 。型分光光度计上以两组波长 ( 3 9 5 / 4 9 5
,

41 。

/ 5 1 o n m ) 分别读取读数
。

最后根据标准溶液的荧光读数计算出含量
。

从标准
、

样品及空白的扫描图谱看来
,

分离效果满意
。

标准曲线
:

从 。一 Z 0 0 0 n g皆呈线性
。

标准回收率
, N A Zo n g时为 5 4士 2

.

2 0% ( M士 S
.

E
.

)
,

C
。

V
. = 5

.

2 3%
, n = 4 , A Zo n g时为 52士 2

.

4 1%
`

C
。

V
. , 5

。
8 7%

, n = 4
。

添加回收率
:

血浆 4m l加入 N A l o n g时为 8 2士 2
.

6 8%
,

C
.

V一 6
.

5 3 %
, n = 4 , 加入 A 1 0 n g时为 8 0士 2

.

28

%
, C

.

V
. = 5

.

7%
, n = 4

。

血浆儿茶酚胺含量参考值
:
重庆地区30 例 (平均30 岁 ) 健康男女清晨空腹静卧时采血

,

含量为
: N A ,

0
.

4 3土 o
.

o s n g / m l , A : 0
.

2 6士 o
.

o Zo n g / m l , ( M 士S
.

E
.

)
。

本文对分析中的有关条件进行了讨论
,

并结合临床及实验研究作了一些测定
。

本法特点
:

简单
,

快速
,

分离满意
,

费用低
。

关. 词 儿茶酚胺 , 肾上腺素 , 去甲肾上腺素 , 氧化铝 , 葡聚糖凝胶 G
一

10 , 三怒叫噪荧光测定法

由于儿茶 酚 胺 既 由 肾 上 腺髓质所分

泌
,

属于内分泌激素
,

也由交感神经末梢所

释放
,

被认为是神经介质
,

对机体的物质代

谢
、

血液动力学以及体温调节等多方面的生

理和生化变化都具有重要作用
,

因此
,

在临

床检验及基础医学研究中普遍受到重视
。

以往儿茶酚胺含量的测定
,

多收集 24 小

时尿样进行分析
,

虽对嗜铬细胞瘤及高血压

的诊断有意义
,

但不能迅速反映体内儿茶酚

胺的变化
,

且在基础医学研究动物实验中
,

尿

量不易收集准确
,

对结果亦有影响
,

故有必

要建立血中含量的测定方法
。

本文建立 T 以W
e s t e r i n k川 氧化铝及葡

聚糖凝胶G 10 分离纯化的步骤
,

和对 儿茶酚

胺反应灵敏的三经叫噪荧光法为基础的血浆

儿茶酚胺测定方法
。

测 定 方 法

试荆及畏材 试剂为 1~ 2级纯
,

用全玻璃

蒸馏器的重蒸水配制
:

10 % E D T A
一
N a : ; 2

.

8

%肝素钠 , s o m M N a H S O
3 , o

.

SN N a O H , 0
.

5

N H C O O H , 0
.

0 1 N N a
O H , 0

.

0 1N H C OO H ,

o
.

I M p H s
.

5磷酸盐缓冲液 , 0
.

I N H C IO
` ,

0
.

5% Z n SO ` , 0
.

2 5% K
3 F e ( C N )

。 , 0
.

5M

p H S
.

6 T ir s
缓冲液 ,碱性维生素 C液 , 标准

液
: D L去甲肾上腺素 ( N A )及肾上腺素 ( A )

储备液 ( 1 0 0件g / m l ) 及应用液 ( 1林g / m l ) ,

氧化铝
:
经 ZN H C I酸化后 120 ℃千燥 1小时

,

2 00 ℃活化 2 小时备用 ,葡聚糖凝胶 G 10 柱
:

取颗粒为 40 ~ 12 0协的葡聚糖凝 胶 G 10
,

溶

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1985. 03. 006
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胀后用 o
.

SN N a O H浸泡
,

水 漂 洗至中性
,

再用0
.

5 N H C O O H浸泡
,

水漂洗中性
,

装入

7 x 2 00 m m玻璃层析柱中
,

室凝胶层高 度为

S Om m ; 岛津R F
一

52 0型荧光分光光度计
。

血样采集 静脉采血2 ~ 7m l置于预冷的

离心管中 (加有 2
.

8 % 肝 素 钠 1 7
.

5卜1
, 1 0%

E D T A
一
N a 。 7 0件1及 s o m M N a H S O

。 2 7
。
5冬: 1)

,

0 ℃ 3 0 0 0 r p m 分离血浆
。

分离纯化
:

取血浆 1~ 3 m l于具塞试管

中
,

加 20 % E D T A
一
N a : 7 0协1

,

s o m M N a H S O
3

1 7
.

5协1
,

水 3m l
,

氧化铝 l o o m g ,
T r i s缓冲液

l m l
,

振摇 15 分钟
,

吸弃上清液
,

用 5m l水洗

氧化铝共两次
,

将氧化铝悬浮液转移至 4 X 8 0

巴吵澳导衍缈二什查奥色赘瞥替牲胶层析柱的上端 (预先用 0
.

o 1N N H
`
O H 3 m

几

然后 0
.

o i N H C O OH 3m l洗柱 )
,

在氧化铝柱

中加入 o
.

I N H C IO
; 1

.

o m l
,

任其洗脱 液滴

入葡聚糖凝胶柱中
,

滴完后
,

取掉氧化铝柱
,

用 0
.

ol N H C O O H 对 葡聚糖凝 胶柱进行洗

脱
,

根据实验室气温的变化
,

收集洗脱液的适

当 部 分 3m l (室温 20 ℃ 时
,

收 集 o
。

01 N

H C O O H第 5 ~ 7 的 3 m l )
。

荧光测定 将洗脱液均分为两管
,

一为样

品管
,

一为空白管
。

另取 N A及 A标准液各两

管
一

( 1
.

0或 5
.

0或 i o
.

o n g / o
.

o 1N H COO H I
.

5

m l视样品中含量多少而定 )
,

一为标准管
,

一为空白管
,

各管皆按下列顺序加入试剂
,

磷酸盐缓冲液 。
。
7 5 m l

, 0
.

5% Z n S O
` 5 0林l

,

0
.

2 5% K
3

eF ( C N )
。 5 0件1(空白管不加 )

。

在每

个样品管及标准管加 入 K
3

eF ( C N )
。
液后开

始计时
,

准确的 5 分钟后加入碱性维生素 C

液 o
.

3m l
,

同时空白管也加入碱 性维生素 C

液 0
.

3 m l
。

然后根据实验室气温
,

放置适当

时间 (见讨论 )
,

倾入光径 cI m 比色杯中
,

在 R F
一

52 0型荧光分光光度计上
,

分别以3 9 5 /

4 9 5
, 4 1 0 / 5 1 o

n m波长下读取读数
。

计算
:

根据下列联立方程式进行计算
:

,

m = A a o

X + N a
o

Y

A b

简化后
, Y 二 ( m 一 几可了 一 n 夕 十

( aN器
一 “ b )

X = (
n 一 N b

一

Y ) + A b

m 及
n
分别为 3 9 5 / 4 9 5及 4 1 0 / s l o n m 时样

品管减空白管的荧光读数 , A a
及 A b分别 为

3 9 5 / 4 9 5
, 4 1 0 / s z o

o m 时肾上腺素 ( A ) 标准

管减空白管的荧光读数
,

再除以标准管的浓

度
,

得到的 I n g肾上腺素 的 荧 光 读 数
。

同

样
,

N a 及 N b分别为 3 9 5 / 4 9 5
, 4 1 0 / 5 1 0

n m时

去甲肾上腺素 ( N A ) 每 in g的荧光读数
。

X

及Y分别为 1
.

s m l洗脱液中肾上腺 素 及去甲

肾上腺素的含量
。 g

。

血浆 N A含量 ( n g / m l ) = Y
·

1

血浆用量 m l

血浆 A 含量 ( n g / m l) = X
·

3 m王
1

。

5动
’

3 m l

丁拓m l
.

1

血浆用量 m l

结 果

钱性关系 曾分别作N A及 A 三组浓度
,

o ~ 1 0
, o ~ 4 0

, o~ 2 0 0 0 : g
,

皆呈线性
。

荧光

强度与浓度的相关系数皆大于 0
.

99 4 ,

图 1 为

0 ~ 1 0 n g的标准曲线图
。

60
.

4050加
.

20
.

10

荧光强度

n = A b
o

X + N b
o

Y

浓度 n g

图 1
、

标准曲 线图
( 1 ) A 3 9 5 / 4 9 5 ( 3 ) NA 3 9 5 / 4 o s o m

( 2 ) A 4 1 0 / 5 1 0 ( 4 ) N A 4 1 0 / 5 10 n m
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标准落液回收率

( 1 )直接经荀聚糖凝胶柱
:

N A 2 0n g: 91
。

5士 2
.

7 9% ( M士 S
.

E
, n 二 6 )

A Z On g : 8 9
.

8 士 3
。
0 5% ( M 士 S

.

E
, n = 4 )

(z ) 经氛化侣
、

荀聚糖凝胶 柱 的总回收

率
:

N A 2 0 n g : 8 4士 2
。
2 0% ( M士 S

.

E
。

)
,

C
。

V
。

= 5
。

2 3%
, n = 4

A 2 0红 g : 8 2士 2
。

4 1% ( M 士 S
。

E
.

)
,

C
.

V
.

二 5
。

8 7%
, n 二 4

添加回收率 血浆 4 m l加入 N A I On g的总

回收率为82 士 2
.

68 % ( M 士 S
.

E
.

)
,

C
.

V
.
二

6
.

5%
, n = 4

。

加入 A 10 n g时为8 0士 2
.

2 8% ( M

士 5
.

E
.

)
,

C
。

V
。

= 5
。

7 0 %
,
n = 4

。

血桨儿茶酚胺含 t 参考值
:

重庆地区 30

名 (男 2 4名女 1 6名 ) 1 5 ~ 5 5岁 (平均 3 0岁 )

健康人清晨空腹静卧采血
。

N A : 。
.

4 3 士。
.

08
n g / m l (M 士 5

.

E
.

)
,

A
: 0

.

2 6 士 0
.

0 2 9 0 9 / m l

( M士 S
。

E
。

)
。

献血员空腹坐位采血 18 例
,

血浆中含量
:

N A为 0
.

4 0 士 o
.

o s s n g /m l
,

A为 0
.

2 5士 o
.

o 4 n g

/ m l ( M 士 S
。

E
。

)
。

少数病人及实验动物血浆儿茶酚胺含量

见表 1
。

表 1 各种情况血 装儿茶酚胺含量
n g / m l

一J
ù
匕JQ甘

、一1tl
111óJ, .占占一

ù0nj八U240

一n甘nùn.000自
!

ó

I
J.̀.1于... .̀. ,. ,

`一心JQ曰月八性O。é,̀3
乃ù一ù勺J任Od,1了
一丫引上一O

ù八U
ù

Uǐ022
1工

一洲
、
节引咨日曰r行ù二日月一,10乙no孟任J刀ō刁月4I/一

J侧“了,土Q山ù
护

们引t八Ll卜
.

狗狗脊髓压迫损伤
,

动脉采血血 0
。
6 222

狗狗钢珠致软组织贯通伤前n = 777 2
。

000

111, 1, 后 o6 n 二 777 3
。
1 333

兔兔挤压伤前“ = 777 1
。

2 2士 0
。

3 000

兔兔挤压
,

松开 12
。

后
, n = 777 3

。
2 5士 1

。
1 333

大大鼠
,

断头后颈部采血 ” = 5 {{{一
2

·
7 888

讨 论

1
。

菊浓抢凝胶的纯化原理

葡聚糖凝胶是右旋糖普的聚合物
,

具有

分子筛的作用
,

葡聚糖凝胶 G 10 适宜分离分

子量小于 7 0 0的化合物
,

另外
,

葡 聚糖凝胶

具有很弱的酸性
,

对芳香族和碱性物质有迟

滞作用 ()z
,

故能分离纯化分子量为 18 。左右
,

并含芳香基团
,

具有碱性的去 甲肾上腺素和

肾上腺素
。

2 ,
纯化步蕊 以往多采用一次性氧化

铝吸附 ( 3 )或离子交换树脂仔 )分离纯化
。

1 9 7 7

年W
e st e r

in k应用葡聚糖凝胶 G 10 分离组织中

儿茶酚胺
, 1 9 8 2年 ( ’ )报 导 氧化铝及葡聚糖

凝胶 G 10 联用分离尿中儿茶 酚 胺 较单油用

葡聚糖凝胶分离效果好
。

本文应用于血浆也

比单独用氧化铝或单独用葡聚糖凝胶好
。

因

荧光空白读数较低
,

说明具荧光的杂质去除

较完全 ; 也较单独用离子交换树脂好
,

并且

操作简单快速
,

省力省时
。

具体优点是 ( 1)

分离血浆后不必制成血滤液
,

既省力省时又

避免损失 ( 5 ’ ; ( 2 )纯化时加入定量 T r is 缓冲



2铭

液即可
,

不必用强碱调节酸碱度 , (3 ) 洗

脱时任其自然流下
,

无需控制流速 ; ( 4 )

显荣光前无需再一次调节酸碱度 , ( 5 ) 显

荧光时从未出现过混浊现象
。

卿 图 2 为家兔损伤后采血
,

经氧化铝及葡

聚糖凝胶纯化
,

三经 司 噪 荧光法的扫描图

谱
,

可见血样的图谱与标准 的 图 谱极为一

巍 说明纯化效果满意
。

3
.

荧光显色时暇玻度的润挤 据文献

叫报导
,

不同酸碱度时
,

N A及 A的荧光强度

不一样
,

酸碱度低时 (如p H 3
.

5 ) A的荧光强度

较 N A大
,

酸碱度高时 (如 p H 6
.

5) N A 的荧

光强度较 A大
,

故若显荧光的 p H值选在 6 ,

则对N A的测定有利
,

最近金律 (,) 也提及 A的

回收率不如 N A
,

考虑是否 N A峰过高
,

而 N A

及 A 的吸收峰又极为靠近
,

是否 因此影响 A的

回收率
。

特别是当测定 A的含量大大低于N A

含量的样品时
。

本文减少了 p H 6
.

5磷酸盐缓

冲液的用量 (但加入量确准 )
,

使显荧光时

的p H值低于 6 ,

此时有一组波 长 ( 4 10 / 51 。

n m ) A 的荧光强度较N A荧光强度大 (见图 1 )
。

ff A 10 . `

荧光强度

争O幼 40 0 5 0价

激发波 n m 激发波 n m

( 发射波 4 9 5 n m ) ( 发射波 5 10 n m )

图 2 N A
、

A样品 及空 白的光谱图

此时测定N A l o n g及 A 3 n g 的混 合标 准溶液

中N A及 A的含量与实际含量基 本一致
,

见表

2
。

表2 混合标 准溶液中N A及 A耐定位及回收率

g一一Òn一一荧 光 强 度

!!!}}}}}
NNN AAA AAA

回 收
、

率 %
声
户ó一
月了了一OU口目O目宅夕一nù一J峡丹心内匕

一曰.1一ù月趁一标

NA

A

准 溶 液
39 5 / 49 5 n m

1 0习g

1 0 n g

N A 1 0 n g + A 3 n g

4 9
。
9 5

3 7
。
2

6 1
。
5

4
。

层析通度与洗脱 加温可减少被分

离的组分在层析柱中的保留体积是各种层析

的共性
。

本文观察到将经过氧化铝的过氯酸 1

m l加在葡聚糖凝胶柱上
,

用。
.

01 N H C OO H

洗脱时
,

室温降低
,

其洗脱曲线也随之后移

(见图 3 )
。

故在层析管无恒温外套或实验室无

恒温设备时
,

应根据室温的变化来确定收集

殊脱谁的适当部分
。

5
.

读取荧光强度的最佳时间 文献报
导温度对荧光的强弱有影响

。

示女还 观察

到温度对达到最天荧光强度所需时间也有影

响
,

见表 3
。

6
.

血桨用 t 当测定生理 浓 度 血 样

时
,

应为 3 ~ 4 m l
,

高于生理浓度时
,

可减

少为 2 一 3 m l
,

应激时血样
,

一

可仪用 l m l
。

了,
血攀儿爷盼 玻 参考位 据 文 献
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V
e nd sa

l
u( ` )

、

Ma r ts n( , )
、

D s a血 a o t ( 5 )用三经弓I

噪荧光法测定健康人血浆 N A及 A 的含 量 分

别为 0
·

3 9 ,

0
.

1 7 , 0
.

5 7
,

0
。
1 6 , 0

。

3 8士 0
。

0 3
,

0
。

0 9

士 o
.

o o 7 5 n g / m l (M 士 S
.

E
.

)
。

本文所得结果

为 0
.

4 3士 O
。

0 8
,

0
.

1 6士 O
。

0 2 9 0 9 /二 1 ( M 士

S
。

E
。

)
,

与之基本一致
。

、、、、

、
、

2
.。

户̀

含量业

4 6 8 盈0 1 2
’

1 4
`,山

..Lf

se
es

esee

l
es

se
...̀

ó6̀20

洗脱液扭 1

令N A Z o n g / o
.

i N H C 10 . i m l上柱
幸。 .

ol N H C OO H开始洗脱

一 10 ℃ , 一 2 0℃

图 3
、

洗 脱 曲 线

表 3 读 取 荧 光 强 度 最 佳 时 间 表

室温 (℃ ) 2 6 2 0 12 丫

最佳时 .dfe
(
分钟 )
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