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人体液中胆汁酸水平异常能灵敏地反映

出消化系统病变。胆汁酸测定对于肝、胆

病变诊断、治疗及基础医学研究有重要价

值[1,2]。

本法用反相色谱分离胆汁酸，柱后串接

3�--羟基类固醇脱氢酶 �33-HSD）固相 酶

柱，胆汁酸在酶催化下，将底物辅酶 Ⅰ

（NAD）定量转换成 NADH�荧光检测

NADH，从而定量测定胆汁酸。方法特异性

强，灵敏度高，样品处理简便，分析速度

快。该法国外已有报道[35]，国内尚未见。

实 验 部 分

（一）仪器 高效液相色谱仪 （A.A.�

型，Resolve C18色谱柱（5μ蘭m,φ.9�1150

mm�，SEP PAK C18样品预处理柱。美国

Waters公司产。
（二）试剂 苏二糖醇(DTT)，NAD,

3 HSD，美国Sima Co.产。氨丙基受控多

孔玻璃珠200 400目，51.5nm(AP CPG)，

美国ElectronucleonicsCo.产。自制甘氨
熊脱氧胆酸 (GUDCA)，牛磺熊脱氧胆酸

(TUDCA)，甘氨脱氧胆酸 (GDCA)，

牛磺脱氧胆酸 (TDCA)，甘氨鹅胆氧胆酸

(GCDCA)，牛磺鹅脱氧胆酸 (TCDCA)，

甘氨胆酸(GCA)，牛磺胆酸(TCA)，纯度大

于99％。

流动相：A液100ml乙腈与317ml、0.005

mol/L K2HPO4液混合；B液100ml乙腈与

270ml、0.005mol/L K2HPO4混旌合，分别鹩用

磷酸调pH7.0�脱气备用。

反应液：1L0.5mol/L NaCl液中加入

K2HPO41.36g,EDTA�22Na300mg,NAD

250mg,DTT25mg,溶解，用6mol/L NaOH

液调pH8.0，备用。

（三）固相酶柱制备 400mgAP-CPG

与3m12.5％戊二醛混合，25℃脱气30min,

常压放置1小时，在砂芯漏斗上以纯水洗

净、抽干。与含50单位3-HSD的pH7.2,

O.Olmol/L K2HPO4液1.5ml混合，0℃脱气

30min，倒入装柱罐，用0.5mol/L NaCl液

将其压入φ3�550mm钢柱，2ml/min,30min,

即可。

（四）样品制备 人胆汁：精确吸取

25蘬l胆汁，与2mlpH7.0的0.5mol/L磷酸缓

冲液混合，并以注射器推入SEP-PAK柱，
然后分别用l0ml纯水、3ml10％丙酮、l0ml

纯水洗柱，3ml甲醇洗脱胆汁酸，真空干燥

洗脱液，用2ml流动相溶解，0.22m膜过

滤，收集滤液，备用。

人胃液：胃镜直视下收取胃液，离心

2000g 10min,吸取上层液2ml。其余处理同

上。

（五）色谱条件 荧光检测Ex340nm,

Em460nm；梯度洗脱：流速0.4ml/min,01
minA液，1 15minB液，15min后A液。分

析周期30min，详见图1 3。

结 果 与 讨 论

（一）固相酶柱使用及保存 酶柱使用

时应防止反应液停泵，流动相单独流入，停机

后应存放于 0.5mol/L NaCl液4℃冷藏（表

1）。酶反应最适条件为柱温25℃妫，反应液



NAD含量 250mg/L,pH8.0，流速0.8ml/

m in。

（二）本法检测线性范围 检测线性范

围为0 500ng，回收率等试验见表2。

（三）临床应用 测定35例胃液标本，

结果统计见表3。

表 1 酶柱存放不同溶剂酶活力损失情况

表 2 方法回收率、重复性、线性关系、最低检知量

表 3 35例胃液胆汁酸测定结果统计表 mol/dL
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Studies on High Performance Liquid Chromatographic
Quantitation of Conjugated Bile Acids in Human Body
Fluid with lmmobilized Enzyme Detection System

Li Bingyuan,Rui Li,Chen Yuquan and Sheng
Hongxun,Nantong Medital Cllege,Jangsu
Using reversed-phase HPLC with post-column

immobilized enzymatic reaction technique,we
established a bighly sensitive and specific quan-
titating method for the bile acids in human body
fluid.Meanwhile,the best conditions for the

enzymatic reaction and enzymatic activity pro-
tection were studied.The recovery,reproduci-
bility,detectable limit and detection linear range

were 88 99％，1.23.7 (n=9)，12-23ng and
0-500ng,respectively.The enzymatic column
activity can last for at least six months under
these conditions.With this method,bile acids of

gastric fluid from 35 patients were determined.

丙烯腈微生物转化产物的反相高效液相色谱分析
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丙烯腈 Àcrylonitrile，简称AN）及其

微生物转化产物丙烯酰胺（Acrylamide，简
称AM）和丙烯酸（Acrylic Acid，简称AA�

的混合样品，通常采用气相色谱法 GC┓分

析[13]。GC法要求分析系统保持恒定高温，

且需将水样进行特殊的预处理。用 HPLC
分析此类化合物，国内尚未见报道。我们用

高效液相色谱法℉HPLC）在常温下对丙烯腈

及其微生物转化产物直接进行了分离分析，

重现性好，周期短，适用于批量样品的连续

测定。

实 验 部 分

（一）仪器与试剂 201型高效液相色

谱仪（WATERS.LTD,Japan�；DU-7HS

紫外分光光度计 (BECKMAN,USA)。
AN,AM,AA和甲醇–CH3OH）均为国产分

析纯试剂。

（二）标准溶液的配制 AN 20mmol/

L,AM及AA均为15mmol/L，配制与上述

相同浓度的AN,AM和AA的混合标液。

（三）AN的微生物转化产物样品的制

备 将丙烯腈转化菌接入含AN的牛肉汁细

菌培养基中，于28℃振荡 （170r/min┡培养

三天，离心取上清液进行测定。

（四）色谱条件

1.分离柱及流动相：由分子结构推

断，化合物极性顺序为AA>AM>AN。因
此，可采用非极性分离柱反相分配色谱进行

分离分析。在室温条件下选用C18径向加压

柱 （RADIAL-PAK CARTRIDGEMIC-

ROBONDAPAK C18)，以甲醇 水混合液

做流动相。

2. UV检测波长：用DU-7HS分光光

度计在205300nm波长范围对AN,AA和
AM的标液扫描 （图1），按其对应的λmx

（分别为214.0,224.0和239.Onm）计算，克

分子吸光度分别为1198,205.5和219.3。为
均衡分析灵敏度，选用214.Onm为UV检测
器使用波长。

3．流动相及流速：固定流动相流速，

改变甲醇和水的百分比率，注入等量混合标

液，采用外标面积定量法，由M730数据处
理机自动完成相应色谱峰的定性和定量分


