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摘 要

本文报道 了尿去 甲肾上腺素
、 ’

肾上腺素和多巴胺的高效液相 色语分 析 电化

学检浏法
。

用 01
。一2 3 4 阳 离子树脂处理提取尿 中的 儿茶酚胺

/

该法的 回收率

去甲肾上腺素为,. 士5厂 6
肾上腺素为,! 士,拓 6 多巴胺为. 7 士−书 8各进行

/

7 次浏

定9
/

本文同时对不同生理心理状态下尿 儿茶酚胺的分泌量进行 了液相 色语法

测定
。

尿儿茶酚胺 8 9一去甲肾上腺素 8∗ : 9
、

肾上腺素 8: 9和多巴胺 8; 9是 医学
、

生物

学和心理学研究领域中的重要指标
,

其含量的变化与人和 动物机体的各种应激状 态 及许

多疾病有关
。一幻 。

目前
,

国内测定尿儿茶酚胺的主要方法是荧光分光光度法
。

但荧光分光

光度法的准确性和灵敏度都不够理想
,

且肾上腺素和去甲肾上腺素的分离效果也 不 甚满

意
。

近年来
,

国外正迅速发展用高效液相色谱
<

一电化学检测法来分析尿 中儿茶 酚 胺的

含量
,

但制样方法各异
,

大都十分繁琐
〔‘一曰

。

= > ? 3 ≅‘“
等介绍的方法

,

尿 样本先 用 氧 化 铝

吸附儿茶酚胺
,

用醋酸洗脱
。

然后再用硼酸凝胶吸附儿茶酚胺
,

再用硼酸洗脱
。

须数次调

Α % 及水洗
、

离心等
,

操作步骤繁多
。

本文介绍一种简便
、

快速的尿儿茶酚胺的提取及液相

色谱测定法
。

实 验 方 法

一
、

试剂

去甲肾上腺素 80 , Β 3 3 Χ Δ ; > ΕΦ 3 ≅ ,

0 Γ Η Ε3瑞士 9 6 肾上腺素 8: Ι 3 ϑ Γ Ε> Κ美 国9
6
多 巴胺

8Λ ΕΜ Χ Γ (
/

 Ι ‘ϑ
,
Λ Γ Β ≅ 13 0 Μ 3 Ι 3 Η

瑞士 9
,

内标准二 经 节 胺 8; % 0 98# 1Κ ϑ Γ 美国9 6

0 1> Ν 2 3 4 . Ο阳离子交换树脂 80 1>
一
2 Γ Φ ∋ Γ Β > ≅ Γ Π > ≅ ?美国9

6
庚烷磺酸盐 8ΛΕΜ Χ Γ (

,

 Ε1 <

3 ϑ
,

Λ Γ Β ≅ 1> 0 Μ Θ Ι 3 Η
瑞 士 9 6 磷酸二氢钠

6 乙二胺四 乙酸二钠 甲醇
,

冰醋酸
,

高氯酸
,

硼酸

+9 本文于+, − 7年 Ρ 月+. 日收到
/

注
Ν

本文于 + ,−7年+Ο月参加了第五次全国色谱学术报告会



心 理 学 报 +, −.年

8均为国产 9
。

所有试剂均为分析纯以上级别
。

二
、

试剂配制

+
/

% ∀ ∋  流动相

流动相配制如下
Ν Ο

/

Ο. = 磷酸二氢钠
,

++ 拓 甲醇
,

Ο
/

Ο“多 庚 烷 磺 酸
,

+ 万 冰 醋酸
,

&
/

;Ο 7拓: ; ! 二钠
。

配制好的流动相用7
/

Ο = ∗ Γ & % 调 Α % 至Σ
/

−
,

然后净化过滤
,

超声除

气泡后待用
。

/

0 1>
一
2 3 4 . Ο树脂的处理

先用 Ρ 倍于树脂体积的Ο
/

5∗ %  ) 洗
,

然后用蒸馏水洗到Α % 中性
,

再用 Ρ 倍于树脂体

积的&
/

#= ∗ Γ & % 洗
,

再用蒸馏水洗到Α % 中性
,

最后用双蒸水冲洗一遍后保存在 #; ϑ =醋

酸
一
醋酸钠缓冲液中

,

Α % 一 7
/

7
。

Ρ
/

标准品制备

用 Ο
/

Ο+ = 高氯酸分别配制成 + 召Κ Τ 琪 + 的去甲肾上腺素
,

肾上腺素
、

多巴胺 及 内 标准

; % 0 贮存液8冰箱中可贮存Σ一7周 9
,

然后再稀释成) ;Ο Υ Κ Τ ϑ Ε的使用液
。

所有试剂均用全玻璃系统双蒸水配制
。

三
、

尿儿茶酚胺的提取

尿样品在Α % 二 Ρ时可贮存在 一 7℃的冰箱中一月左右
。

尿样提取步骤如下
Ν

+
,

Ηϑ Ε尿内加入+ 5 ϑ +Ο
/

+多 : ; ! 二钠
。

/

Η> > Υ Κ 的 ; % 0 加入到每一尿样本中
。

Ρ
/

用Ο
/

5= ∗ Γ & % 调尿样到∀% ς 7
/

Σ一7
/

7
。

Σ
/

+
/

5, 处理好的 0 Ω> 一2 3
4! &树脂装入直径 +

/

ΗΘ ϑ 长 + −Θ ϑ 的玻璃柱内
,

约沥千+; 分

钟
。

然后将样品加入柱子
,

流出物弃去
。

5
/

ΣΟ ϑΕ 双蒸水冲洗柱子
,

流出液弃去
。

7
/

5 ϑ +Σ 男的硼酸加入柱中
,

从树脂中洗脱出儿茶酚胺
。

最初两滴洗脱液不要
。

四
、

仪器

日立 7 Ρ5 高效液相色谱仪
6
检测器—

∋ 一Σ 0 电化学检测器 801> Γ Υ ΓΕ ?Π 1Θ ΓΕ #?Η Π<

“ϑ Η )Υ Θ/ 美国9
,

其工作电极
Ν 玻璃碳电极

,

参考电极
Ν Κ Τ Κ )

6
分离柱
—

内径 Σ 毫米

长 5 Ο毫米不锈钢柱
,

填料为 ∋ 13 Ι ≅ > Η > ≅ Β 2 Α 一 + −
,

粒度 Ο户ϑ
/

8:
/

= 3 ≅ 3 Χ德 国9
,

填充压

力为 Ρ 5 > Χ Κ Τ
 ϑ

, &

五
、

色谱条件

流动相 的流速为 +
/

ϑ ΕΤ 分
,

样品注射量 +Ο川
,

检测器电位&
/

. Ξ
,

灵敏度范围 )Υ
,

补偿

Ο
/

ΗΥ
。

草

结 果 和 讨 论

一
、

儿茶酚胺标准品及尿样的色谱分离图和保留时间

图 工
,

图 分别为儿茶酚胺标准品及尿样的色谱分离图
。

根据标准品图谱 中每一组

分的保留时间可鉴别尿样中的去甲肾上腺素
、

肾上腺素及多 巴胺
。

并在未知的履样 目业
别加入 已知样品来对分离图谱作进一步核对

。

在每一特定实验条件下
,

儿茶酚 胺 每一组
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; % 0

∗ : 口

Σ − +

时间 8分9
− +

时间 8分9

架坦

6
备娜

Ε

图 + 儿茶酚胺标准品色谱分离图
+Ο“Ε注射量 内含∗ :

/

:

; % 0
/

; 各)Υ Κ

图 尿样儿茶酚胺色谱分离图
+ Ο“Ε 注射量

,

内含; % 0 1 Υ Κ

及尿儿茶酚胺

时 Ω,<Ψ 8分 9

图 Ρ 双蒸水提取液色谱分离图

8注射 掀 +Ο 川
/

所有提取步骤

与尿制样本相同9

分的保留时间稳定 8在一次实验的 7 个样品分析中
,

∗ : 的保留时间为 Ρ
/

,7 士Ο
/

Ο+ 分
6 : 为

5
/

Σ, 士Ο
/

Ο 5分
6 ; % 0 为 .

/

;) 士Ο
/

;Ρ 分
6 ; 为+ Ο

/

7, 士Ο
/

+ 分9
。

为确证制样过程中
,

无其它

试剂杂质峰的干扰
,

我们用双蒸水作为空白样品通过整个提取系统
,

其硼酸洗脱液的色谱

图见图 Ρ
。

从图 Ρ 看出双蒸水提取液在尿儿茶酚胺的出峰时间内无峰出现
。

这表 明在整

个提取系统中不存在其它试剂杂峰 的干扰
。

实验中我们曾试用三氧化二铝替换 01
。一2 3 4

树脂
,

但发现单纯用三氧化二铝处理的尿样由于杂峰的干扰而不能进行% ∀∋  测定
。

二
、

儿茶酚胺的标准曲线及回收率

从Ο
/

) Υ Κ 到)Υ Κ 的含量范围内
,

标准 ∗ :
、

: 和; 的峰高与 ; % 0 8)Υ Κ 9峰高的比值呈

良好的线性关系 8图 Σ 9
。

在实际测定中
,

+ Ο川尿样中的∗ : 和 : 的含量大约在 >
/

ΕΥ Κ 到 )Υ Κ

的范围内
。

而多巴胺的最高含量则可能超过+
/

Υ Κ 范围
,

因而我们对 Ρ Υ Κ 范围内的; 进

行了定量测定
,

发现与图 Σ 中; 的标准曲线相符合
,

即为该曲线的直线延伸
。

本法的回收率 ∗ : 为,. 士5拓 6 : 为 ,. 土,男6 ; % 0 为 , Σ士5拓 6 ; 为 !7 士−形8各进

行 7 次测定9
。

从结果可知
,

; % 0 的回收率与 ∗ : 和 : 的回收率基本相同
,

因而可 以从

每一样品中; % 0 的回收率来估计∗ : 和 : 的回收率
,

据此来计算尿样 中的 实 际 含量
。

本法 ∗ :
、

: 和 ; % 0 的回收率较国外文献的报道值稍高
,

而 ; 的回收 率则稍低 /
。

这

与我们所用样本制备及测定方法与国外文献报道不全部相同有关
。

三
、

不同生理心理状 态下尿儿茶酚胺的液相色谱测定值

我们对三 名被试进行 了应激实验研究
。

被试在进实验室前排空膀胧
,

然后 休 息一小

时
,

收集尿标本一次
,

测定结果作为对照值
。

接着在一定时间压力下要求被试完成颜色一

词冲突实验及进行一系列心算
,

使被试处于紧张状态下
,

实验结束再次收集尿 标 本一次
,

以观察应激后尿内儿茶酚胺排出量的变化
。

实验结束后休息一小 时收集第三 个 尿标本
,

以观察儿茶酚胺排出的恢复情况
。

结果见表 +
。

由表 + 可见尿儿茶酚胺在实验应激状态
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贫

,‘
8留目月客

卜

洲卜
之

匆玉祖奢

标准品量
Υ Κ

图 Σ 标准曲线

下分泌量增高
,

∗ : 和 : 的增高均达显著水平
。

实验后休息一小时儿茶酚胺排出量 又 下

降
,

但尚未能恢复到实验前休息状态时的水平
。

这一结果与我们大批数量的荧光分 光 光

度法测定结果一致
。

但本实验仅 用 Ρ 名被试就将三种不 同状态下儿茶酚胺排出量的差异

清楚地显示出来
。

这可能与高效液相色谱电化学测定法的高灵敏度及准确性有关
。

表 Ε 不同生理心理状态下尿儿茶酚胺的液相色谱测定值

Ζ %∀∋ Θ 测定值 8Υ ΚΤ 分9

测 试 状 态 [

二
∴

Ζ
∗ :

Ζ
,

: Ζ ;

实验前休息状态 Ζ
Ν 5

,

。士么Σ

+
。

/

。士
/

6

[
+ Ρ Ο

/

7士5+
/

。

实验应激状态 + 7 −
,

−士 +7
/

Ο肠 + .
/

5土,
/

7价 + Ρ .+
·

5士 +
·

,

二∴ 二

哭贡华护
,

/ ++ , // +/
∴

/

卜
‘ /

理赞+
/

⋯

卜
二‘7

/ΠΗ/Π ”
++

⋯
Ν

Ζ
/

⋯/

少
‘士

竺
⋯ ⋯]

注 Ν

所有值为⊥ 士#
/

; 8Υ ς Η9

与实验前休息状态比Π考验∀_ Ο/ Ο5

尿儿茶酚胺含量的计算如下
Ν

根据内标法标准曲线8或外标峰高定量法9
,

计算出+Ο 月 尿样中+ ΟΟ 男回收率的

含量
/

然后按下列公式计算外周 尿儿茶酚胺的分泌量⊥
,

计算公式如下
Ν

⊥ 一

命
〔每。, 尿样中的含“‘

Υ Κ阳‘9〕4 Η。。Ο〔洗脱液总 , 8。‘9〕令 5〔用尿量 ‘二, , , 4 尿 排 出 总量‘二 , , 令 尿

在体内滞留的时间8分9〕ς Τ
Υ Κ 分

/

Ψ 卜
、
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