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提 要 用HPLC/ECD法，采用国产10cm C18柱，测定激活因子诱导的血小板5-HT释放反应。日内变异系数

为4.65％。线性范围为0.0025～�11mg/L。方法具有速度快、灵敏度高、特异性强、样品制备简便、所需样本量少、

试剂成本低等优点，能准确反应血小板激活状况，可应用于其它生物样本。
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1 前言

5-羟色胺（5-HT）是广泛分布于人体多种组织

的活性物质，对心血管及神经系统均具有重要的生

理作用。作为一种弱血小板激活剂，能显著增强二磷

酸腺苷（ADP）、血栓素A2（TXA2）、凝血酶、胶原等

的血小板聚集作用。目前，对5-HT测定多采用荧光

法，但其操作繁琐，特异性差[。本文参考文献[2，

利用高效液相色谱系统，采用电化学检测器及国产

10cmC18柱，建立了测定非聚集诱导剂引起血小板

活化后上清液中5-HT的方法。

2 实验方法

2.1仪器及试剂

日本岛津LC-6A高效液相色谱仪，L-ECD-6A

电化学检测器（工作电极：玻璃碳糊精电极，参比电

极：银／氯化银，辅助电极：SUS316），Spherisorb C18

柱（4.6mm i.d.×100mm,3μ蘭m，中国科学院大连

化学物理研究所）。C-R3A数据处理机。5-HT（Sig-

ma），庚烷基磺酸钠（Sigma），乙腈（分析纯，西安化

学试剂厂），角叉菜胶（Sigma），其余试剂均为分析

纯。

2.2 色谱条件

流动相（1L）：110mL乙腈，2.0mmol/L庚烷基

磺酸钠，14.7mmol/L NaH2PO4·2H2O,30mmol/L

柠檬酸钠，0.027mmol/L EDTA·2Na·2H2O, 1

mL二乙野胺，用磷酸调整pH3。流速0.6mL/min，电

化学检测器测电压+0.65V，量程8nA，标准响应

值0.5s。测试温度 22 。

2.3标准品制备

准确称取 5-HT标准品，用含 1mmol/L Ca2+

Tyrod's液和 0.05mmol/L EDTA（5:1）配制标准

液，质量浓度依次为1,0.5,0.25,0.1,0.05,0.025,

0.01,0.005,0.0025mg/L，取标准液10μL在上述

条件下进行分析，以对应的峰面积计算回归方程。

2.4 样品制备

柠檬酸-柠檬酸钠-葡萄糖（ACD）抗凝血，分离

富含血小板血浆（PRP）。以20mmol/L EDTA·

2Na洗 PRP，将血小板置于无Ca2+的Tyrod'液中

（37 20min。然后离心保留血小板，用含1mmol/

LCa2+Tyrod'液悬浮并计数血小板108/mL，取

0.5mL此悬浮液并加入角叉菜胶于 37 ，孵育3

min。用100μ蘈L 0.05mmol/L EDTA终止反应，4下以15000r/min速率离心5min，取上清液经

0.22μ蘭m滤膜过滤，-20℃下贮存。测定时上柱10

μ蘈L检测，以保留时间定性，峰面积定量分析。

3 结果

3.1线性关系及灵敏度

以不同浓度标准品进样测定，色谱图见图1。以

峰面积为纵坐标，进样量为横坐标作图，计算出标准

曲线回归方程为Y=197895X-11061，相关系数

为0.9998。线性范围0.0025～1mg/L，说明在实

验浓度范围内，浓度与峰面积呈良好线性关系。5-

HT的最低检出量（按信噪比大于 2计算）为0.004

ng，最低检出质量浓度为0.4μg/L。
3.2精密度测定

取出置于4℃冰箱中相同浓度的标准品，每天

重复5次测定5-HT日 内变异系数为4.65％。

3.3 回收率实验

在以上色谱条件下，在血小板悬浮液中加入标

准品进行回收率实验，重复 5个样品测定5-HT回

收率为（83.5±6.3）％，可见本品回收率尚可。

3.4样品测定

本法对角叉菜胶诱导血小板释放的5-HT进行

了测定，不同剂量诱导剂所诱导的5-HT释放量见

表1。
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