
书书书

!""# 年 $ 月
!"#$% !""#

色 谱
!"#$%&% ’()*$+, (- !"*(.+/(0*+1"2

&’() !% *’) !
&%" ’ &%$

收稿日期：!""( +"% +$"
第一作者：王 ) 瑞，女，硕士研究生，,+-".(：/"01#2.&*+*&&!&, &#$ ) $’-)
通讯联系人：唐爱国，男，教授，硕士生导师，34(：（"+$&）((("!(-，,+-".(：".12’5"01 , 6"%’’) $’-) $0)
基金项目：湖南省医药卫生科研计划课题（7!""("&*）和湖南省科技计划项目课题（"(89$"!#）)

高效液相色谱法同时测定血清中的犬尿氨酸和色氨酸

王 ) 瑞，) 唐爱国
（中南大学湘雅二医院检验科，湖南 长沙 %&""&&）

摘要：建立了一种能同时检测血清中的犬尿氨酸（ 9602#40.04，:60）和色氨酸（ 5#6;5’;%"0，3#;）的高效液相色谱 +
紫外检测法。采用的色谱柱为 <6--45#6 <%.4(= >?+7&- 柱（&(" -- . $/ * -- ./ =/ ，( !-），流动相为 &( --’( @ A
乙酸钠 +乙酸溶液（含 !/ +B 乙腈，;C $/ #），流速为 &/ " -A @ -.0，紫外检测波长为 !!( 0-。血清标本经 (/ "B（体积
分数）高氯酸溶液去除蛋白质后取上清液直接进样分析测定。研究结果表明，:60 保留时间为 $/ ( -.0，线性范围
为 "/ "*- ’ %* !-’( @ A，最低检出浓度为 "/ "! !-’( @ A，回收率为 *"/ -!B ’ *$/ %(B；3#; 保留时间为 -/ & -.0，线性
范围为 %/ * ’ %*" !-’( @ A，最低检出浓度为 "/ !" !-’( @ A，回收率为 *(/ (&B ’ *-/ #+B。:60 和 3#; 日内、日间测定
的相对标准偏差均小于 %B，苯丙氨酸、酪氨酸、( +羟色胺和犬尿喹啉酸等物质对该法均无干扰。该方法简便、快速、
稳定、可行，可应用于临床和科研工作。
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) ) 色氨酸（ 5#6;5’;%"0，3#;）是人体必需氨基酸之
一，除了能在人体内合成蛋白质外，还可在肝、肾、脑

等组织中代谢为多种生物活性分子。在哺乳动物

中，摄入的 3#; 绝大多数经犬尿氨酸代谢途径代谢，
即 3#; 在吲哚胺+!，$ +双加氧酶（ .0=’(4"-.04+!，$ +

=.’O6140"84，MPD）的催化下合成重要的中间代谢
产物犬尿氨酸（ 9602#40.04，:60）。当机体处于细
胞免疫激活状态时，3 细胞释放的 !+干扰素可活化
多种细胞中的 MPD。研究表明，:60、3#; 与肾脏疾
病、神经精神疾病、异常妊娠等［& ’ $］的发生发展密切
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相关，!"# 与 $%& 在血清中的含量之比是反映人体
内免疫状态的敏感指标。因此，定量分析血清中的

!"# 和 $%& 可为相关疾患的诊断治疗和基础研究提
供重要依据。

! ! 目前，国内外科研人员主要应用高效液相色谱
法检测 !"# 和 $%&。由于 !"# 本身不能产生荧光，
高效液相色谱’荧光检测法（()*+’,*-）一般采用
柱后衍生法［#］，操作较为复杂，应用较少。国外用

()*+ 同时测定血清中的 !"# 和 $%& 需荧光和紫外
检测器联合应用［$］，操作较复杂，实验室条件要求

较高。国内易咏红等［%］报道用高效液相色谱’紫外
检测法（()*+’./）同时检测血清中的 !"# 和 $%&，
但该法灵敏度较低，在 $%& 负荷试验时才能检测到
!"#，因而无法测定正常人血清中的 !"# 含量。陈
凤英等［&］建立的 ()*+’./ 法可测定孕妇体内升高
的 !"# 含量，但未同时测定 $%&；也未见测定正常人
血清中 !"# 的报道。本研究在参考国内外相关研
究的基础上建立了同时测定血清中 !"# 和 $%& 的
高效液相色谱’紫外检测法，方法灵敏度高，可用于
测定正常人血清中 !"# 的含量。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
! ! 仪器：0123%4 )+’(( 型高效液相色谱仪，包括
$)( 色谱泵、#’% 紫外检测器、)+’(( 数据处理系统；
56378"#3 &&"$ 手动进样器（带 "( !* 进样环）。
(* #$ !9 滤膜及其抽滤器（:;<<;&7%3 公司），:;<<;’=
纯水器（:;<<;&7%3 公司），-. >3%;34 %(( 紫外’可见
分光仪（美国 ?3@A91# 公司）；$B**’)’ 台式高速
冷冻离心机（江苏太仓医疗器械厂）。

! ! 试剂：!"#、$%&、$ ’羟色胺（$ ’($）、犬尿喹啉酸
（!CDE）、苯丙氨酸（ )63）、酪氨酸（ $"%）和肌酐
（+%）均购自 >;F91 公司；乙腈、甲醇均为色谱纯（美
国 $38;1 公司）；磷酸二氢钾、乙酸钠、乙酸等均为国
产分析纯；高氯酸为国产优级纯。配制试剂用水均

为 :;<<;’= 纯水器处理的超纯水。
! ! #" 色谱条件
! ! 色谱柱：>"9932%" >6;3<8 5)’+)’ 柱（)$( 99
+ ,* - 99 ;G 8G，$ !9，0123%4 公司）；流动相：)$
997< H * 乙酸钠’乙酸溶液（含体积分数（下同）为
"* &I的乙腈，&( ,* %）；流速：)* ( 9* H 9;#；紫外检
测波长：""$ #9；进样量："( !*；室温下测定。
! ! $" 试剂的配制
! G $ G ! ! 应用试剂的配制
! ! 蛋白质沉淀剂：用超纯水分别配制体积分数为
$* (I的高氯酸溶液。

! ! 流动相：准确吸取冰乙酸溶液、乙腈溶液，称取
乙酸钠晶体加水制成 )$ 997< H * 乙酸钠’乙酸溶液
（含 "* &I乙腈），再用 (* #$ !9 微孔滤膜过滤，使用
前超声脱气 ,( 9;#。
! ! 干扰样品溶液：用体积分数为 "* $I的高氯酸溶
液分别配制一定浓度的 )63，$"%，$ ’($，!CDE 和
+% 的标准溶液。
! G $ G # ! 标准溶液的配制
! ! 准确称取 !"# )(* ’ 9F、$%& )(* ( 9F，分别用
体积分数为 "* $I 的高氯酸溶液溶解并稀释至 )(* (
9*，混匀，制成 )* -%( 997< H * !"# 标准储备液和
#* -(( 997< H * $%& 标准储备液，分装后置于 . ,(
J冰箱中备用。使用前分别取两种标准储备液加超
纯水配成混合标准工作液（含 !"# )* -% !97< H *，
$%& "#* $ !97< H *）。
! ! %" 样品的收集与处理
! ! 血清样品的收集：取研究对象空腹（上午 ’ / -
时）静脉血 " 9*，置于洁净的促凝管内，采血后 ,(
9;# 内于常温下以, ((( % H 9;# 的速率分离血清（若
不能及时测定则需置于 . ,( J冰箱内保存）。
! ! 血清标本的预处理：取 ) 份血清于塑料离心管
内，加入等体积的 $* (I 高氯酸溶液，加盖后于旋涡
混匀器上混匀 (* $ / ) 9;#，室温下放置 )( / )$ 9;#
以充分沉淀血清中的蛋白质，然后以)( ((( % H 9;#
的速率离心 )( 9;#，取上清液 "( !* 进样分析。
! ! 混合血清的制备：随机选取 $ 名研究对象的血
清，置于一大试管中混匀，分装后于 . ,( J冰箱中
保存，用于精密度和回收率的测定。

! ! &" 犬尿氨酸、色氨酸的定性和定量分析
! ! !"#、$%& 均采用峰保留值比较法和叠加法进行
定性分析，用外标法测定峰面积进行定量分析，数据

处理均由 )+’(( 色谱工作站完成。本实验所有定
量结果均用平均值 0标准差（931# 0 >-）表示。
! ! 血清中 !"# 的浓度（!97< H *）1
血清中 !"# 的峰面积
标准液中 !"# 的峰面积

+标准液中 !"# 的浓度 + "

! ! 血清中 $%& 的浓度参照上式计算。

#" 结果与讨论

# ! !" 分离条件的选择与优化
# G ! G ! ! 检测波长的选择
! ! 用流动相稀释一定浓度的 $%& 与 !"# 标准溶
液，以流动相空白调零，经 -. >3%;34 %(( 紫外’可见
分光仪在 "(( / #(( #9 内扫描。结果显示：!"# 在
""$ #9 处有灵敏的响应，$%& 的最佳响应在 "") #9
处。由于血清中 !"# 含量明显低于 $%&，且 $%& 在

·)#)·
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!!# !" 处仍有较好的灵敏度，因此选择 !!# !" 作
为紫外检测波长。

! # " # ! $ 流动相的选择
$ $ 分别以流动相!（! ""$% & ’ ()!*+"，含 %&,
（体积分数，下同）甲醇）、流动相"（&’ % "$% & ’ 乙
酸钠，含 !’ #,乙腈）、流动相#（%# ""$% & ’ 乙酸钠-
乙酸，含 !’ (,乙腈）对同一份混合标准工作液各测
定 # 次，求其平均值（见表 %）。表 % 的结果表明，采
用流动相!时，虽然分析速度快（约 # ".!），但 (/!
峰面积响应值较低；采用流动相"时，(/! 和 012 的
峰面积响应值均较低；采用流动相#时，(/! 和 012
的峰面积响应值均较高。由于血清中 (/! 的含量
较低，故选 %# ""$% & ’ 乙酸钠-乙酸（含 !’ (, 乙腈）
组成本研究工作所用的流动相体系。

表 "# 不同流动相对 !"# 和 $%& 测定的影响（! ) #）
$’()* "# +,,*-. /, 01,,*%*#. 2/(1)* &3’4*4 /#

0*.*%21#’.1/# /, !"# ’#0 $%&（! ) #）

3$4.%5
26785%）

(/!

"9 & ".! 257: 7157 &
（$;·8）

012

"9 & ".! 257: 7157 &
（$;·8）

! ! # "* ! # %+& , %&" " # #& * # !!( , %&#

" * # (- ! # *.# , %&" + # .& ! # "%" , %&#

# * # #& * # (*" , %&" + # %& " # !*! , %&#

$ %）3$4.%5 26785 !：! ""$% & ’ ()! *+" 8$%<=.$! >$!=7.!.!?

%&,（ @ & @）"5=67!$%；"$4.%5 26785 "：&’ % "$% & ’ 8$A.<"
7>5=7=5 8$%<=.$! >$!=7.!.!? !’ #,（ @ & @） 7>5=$!.=1.%5；"$4.%5
26785 #：%# ""$% & ’ 8$A.<" 7>5=7=5-7>5=.> 7>.A 8$%<=.$!
>$!=7.!.!? !’ (,（ @ & @）7>5=$!.=1.%5#

图 "# 流动相中有机溶剂的含量对保留时间的影响
5167 "# +,,*-. /, .3* -/#.*#. /, /%6’#1- 4/)8*#.

1# .3* 2/(1)* &3’4* /# %*.*#.1/# .12*
% # 012；! # (/!#

! # " # $ $ 流动相中有机溶剂的含量对保留时间的影响
$ $ 配制含有不同体积分数（!’ &,，!’ (,，"’ &,，
.’ &,，+’ &,）乙腈的流动相，以混合标准工作液作
为样品进行分析，结果如图 % 所示。随着乙腈体积
分数的增加，012 和 (/! 的峰保留时间相应缩短；乙
腈体积分数为 +’ &,时，012 和 (/! 分离欠佳；乙腈
体积分数为 !’ &,时，二者可较好地分离，但分析时
间显著延长；乙腈体积分数为 !’ (,时，二者在 %&
".! 内可以较好地分离。

! # " # % $ 流速对分离的影响
$ $ 分别以流速 &’ #，& # +，% # &，% # ! 和 % # # "’ & ".!
进行实验，结果见图 !。实验表明，随着流速的加
快，(/! 和 012 的保留时间明显缩短，但峰面积也相
应地减小，色谱系统的后压加大；而流速为 &’ # 和
&’ + "’ & ".! 时分析时间太长。为了得到合适的分
析时间和响应值，实验选用的流速为 %’ & "’ & ".!。

图 !# 流速对保留时间的影响
5167 !# +,,*-. /, ,)/9 %’.* /# %*.*#.1/# .12*

% # 012；! # (/!#

! 7 !# 方法学的评价
! # ! # " $ 标准品和血清样品的色谱分离图
$ $ 混合标准工作液、血清样品分别按“% # "”节方
法处理，然后各取 !& $’ 进样测定。图 * -7，4 分别
是混合标准工作液和正常人血清样品的色谱分离

图。(/! 和 012 保留时间分别为 *’ #& 和 +’ %& ".!，
二者分离良好。

图 $# （’）混合标准工作液和（(）正常人血清样品的色谱图
5167 $# :3%/2’./6%’24 /,（’）4.’#0’%04

’#0（(）’ #/%2’) 4*%;2 4’2&)*
B$!A.=.$!8：C/""5=1/ C6.5%A 9*-B%+ >$%<"!（%#& "" ,

*’ - "" .’ A’ ，# $"）；"$4.%5 26785，%# ""$% & ’ 8$A.<" 7>5-
=7=5-7>5=.> 7>.A 8$%<=.$!（ 2) *’ .） >$!=7.!.!? !’ (,（ @ & @）
7>5=$!.=1.%5；D%$E 17=5，%’ & "’ & ".!；A5=5>=.$! E7@5%5!?=6，!!#
!"；.!F5>=.$! @$%<"5，!& $’#

! # ! # ! $ 标准曲线和检测限
$ $ 取 012 与 (/! 标准储备液，用超纯水配制系列
浓度的混合标准工作液（(/! 浓度为 &’ &&! / %&&
$"$% & ’，012 浓度为 &’ &% / %&&& $"$% & ’），每个样
品进样 * 次，取其平均值用最小二乘法进行相关与

·!"%·
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回归分析，结果见表 "。其中，! 为峰面积（ !!·
"），" 为被分析物的进样浓度（!#$% & ’）。以流动
相为空白，按信噪比为 # 确定检测限。由表 " 可看
出：二者的峰面积与进样浓度线性关系良好，线性范

围宽，最低检测限低，灵敏度高。

表 !" !"# 和 $%& 的回归分析结果及其检测限
$’()* !" +*,%*--./# ’#’)"-.- ’#0 0*1*21./# ).3.1-

/4 !"# ’#0 $%&

($#)$*+*,
-+./+""0$*
+123,0$*$） #

’0*+3/
/3*.+ &
（!#$% & ’）

4+,+5,0$*
%0#0,"）&
（!#$% & ’）

67* ! % & ’’’( ) "(#*+" ( 8 ,,,’ ( 8 (,* & -, ( 8 ("
9/) ! % & -"(. ) $."#"" ( 8 ,,,+ - 8 , & -,( ( 8 "(

! $）"：5$*5+*,/3,0$*，!#$% & ’；!：)+3: 3/+3，!!·"8
! "）4+,+5,0$* %0#0," ;+/+ <+,+/#0*+< =3"+< $* "0.*3% ,$
*$0"+ /3,0$ $> #（$ % & % #）8

! 8 ! 8 # ! 精密度试验
! ! 在“$ 8 "”节的色谱条件下，取混合血清样品进
行日间和日内精密度试验，结果见表 #。

表 #" !"# 和 $%& 的日内和日间测定的精密度（’ % "(）
$’()* #" 5%*2.-./#- /4 .#1%’0’" ’#0 .#1*%0’"

0*1*%3.#’1./# /4 !"# ’#0 $%&（’ % "(）

($#)$*+*,
?*,/3<37

（#+3* / @4）&
（!#$% & ’）

-@4 &
A

?*,+/<37

（#+3* / @4）&
（!#$% & ’）

-@4 &
A

67* # 8 .’ / ( 8 (, " 8 #+ # 8 .$ / ( 8 $# # 8 ..
9/) #’ 8 *. / ( 8 ’- $ 8 ’( #. 8 ’- / ( 8 ,+ " 8 .’

! 8 ! 8 $ ! 回收率试验
! ! 取混合血清样品 $0 . #’ 平均分为 - 组，每组 #
份。第 $ 组每份加入 (0 $ #’ 水作为基础样品；后 #
组每份分别加入高、中、低浓度的混合标准工作液

(0 $ #’；每组 # 份样品按“$ 8 -”节和“$ 8 "”节所述处
理及测定，取其平均值计算回收率，结果见表 -。

表 $" !"# 和 $%& 的回收率（’ % #）
$’()* $" +*2/6*%.*- /4 !"# ’#0 $%&（’ % #）

($#)$*+*,
B<<+< &
（!#$% & ’）

C$2*< &
（!#$% & ’）

-+5$D+/7 &
A

-@4 &
A

67* ( 8 ,* ( 8 *, ,( 8 *" # 8 ’
$ 8 ,. $ 8 +, ,$ 8 #" " 8 "
- 8 ,( - 8 ’* ,# 8 -’ " 8 .

9/) - 8 ,( - 8 .* ,’ 8 ’$ " 8 -
-, 8 (( -+ 8 #$ ,. 8 ’’ " 8 +
,* 8 (( ,. 8 "+ ,* 8 .+ # 8 ,

! 8 ! 8 % ! 干扰实验
! ! 为了探讨人体内一些也有紫外吸收的物质是否
干扰 67* 和 9/) 的测定，分别取 EF+，97/，6GHB，’ I
J9，(/ 配成一定浓度的 67* 和 9/) 的混合标准溶
液，分别进样分析，结果表明这些物质对本法均无干

扰（见表 ’）。

表 %" 干扰实验结果
$’()* %" +*-7)1- /4 .#1*%4*%*#2* 1*-1

($#)$*+*, (（($#)$*+*,）&（!#$% & ’） -+,+*,0$* ,0#+ & #0*
(/ ’# 8 ’ $ 8 -"
97/ ’’ 8 ( " 8 $#
EF+ $""( 8 ( " 8 #"
67* $ 8 ,. # 8 ’(
’ IJ9 ’. 8 + ’ 8 *#
9/) "- 8 ’ * 8 $(
6GHB $# 8 " $$ 8 "*

#" 结语

! ! 建立了同时测定血清中 67* 和 9/) 的高效液
相色谱I紫外检测法，并可间接评价目前免疫学研究
所关注的 ?4K 的酶活性。结果表明，该法操作简
单、快速，灵敏度高，方法的精密度、准确度满足分析

要求，可用于 67* 和 9/) 含量的测定。该方法的建
立为相关疾病的诊治、病情监测等提供了可以借鉴

的分析方法。
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