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^BSTRACT This paper describes a techni— 

que for selectively extracting plasma cate— 

cholamines prior tO quantification by HPLC— 

EC．The extraction systern was a two-stage 

pfocess．The fjrSt stage involve the tomplex 

formation between dil，henylbrorate and 

catechol(dio1)groups in alkaline medium． 

Thc second stage was a liquid—liquid extrac— 

tion．The．complex combined with tetraOctyl— 

ammonium bromide to form an ion—pair 

formation intO organic solvent． The cate- 

eholam ines in turn was extracted with acid． 

This technique provided a very specific 

extraction procedure which result— jh chro- 

lnat0grams with few interfering compounds 

and gave absolute recoveries (100-103 ) 

of norepinephrine． epinephrine  and dopa— 

mine． Meanwhile． the
．
plasma catcchol- 

amines were concentrated and the detective 

sensitivity was increased． A good linear 

relationship was found between the concen— 

trations and ratio of peak heights of the 

eatccholamines from 0．125—2 ng．The cor— 

relation cocfficients ranged from 0．998- 

0．999．The COefficients of variation of the 

intra- and inter-assay were within 3 and 

6 respectively．The results show that the 

procedure {s very simple and fast． Thc 

method is valuble not only for clinica1 

diagnosis but also for laboratorial research． 

KEY W ORDS high premtwe liquid a[~'OHtlt· 

tography；electrochemistry： catecholamines~ 
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扭耍 本文报道用溶剂提取系统对生物样 本进行预处 

理， 然后用高效液相色谱一电化学检测测定^血浆中 

儿茶酚胺，此怯对生物样本的预处理简单、快违， 能 

专一地提取血浆中的儿茶酚胺， 有效地除去杂峰的干 

扰，同时使血浆中的儿萘酚胺浓缩，减少取样置， 提 

高涮定的灵敏度．在O．125-2 rg之闻去甲肾上睬素和 

肾上腺索的浓度同峰高比之间有良好的蛙性关系， 绝 

对回收率可这 95 以上． 

关■坷 高压液相色谱法J电化学，儿荣酚胺， 血浆 

儿荣酚胺在血浆中含量极低，并存在其它 

一 些具有 电化学活性物质的干扰．因此选择有 

效的血浆预处理方法，是成功地运用高效液相 

色谱法测定血浆中儿荣酚胺含量的关键．近年 

来国内外都巳报道“ ’用氧化铝吸附法提取血 

浆中儿茶酚胺，但此法对儿茶酚胺提职的专一 

性不强，回收率较低．本文采用一种溶剂提取 

系统，对血浆进行预处理，然后用反相高效液 

相离子对色谱一电化学 捡 测i击(HPLC—EC)测 

定人血浆中儿荼酚胺的含量．实验证明此法操 

作简便快速，回收率高，对儿茶酚胺提取的专 

一 性强．用本法测定人和大 鼠尿儿茶酚胺的含 

量也巳获得成功 (未发表 资料)． 
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i10B型输液泵，ALTEX 21O A进样阀，BAS 

LC-4 B／17型 电 化 学 检 测 器(Bioanalytical 

Sys~m lnc，玻璃碳检铡 电极，Ag／AgC1参比 ’ 

电极)，472数字处理器． 

试 音| 去 甲 肾 上 腺素 (norepinephrine 

NE，Serva)； 肾上腺素(epinephfine E) 和 

多巴胺(dopamine DA)为 Fluka产品，3，4--- 

羟基苄胺 (dihydroxybenzylamine DHBA， 

Sigma)．二苯基硼酸 2一氨基乙~(dipheylboric 

acid 2-amino ethyl eSter DPBEA， Sigma)， 

四辛基溴化铵(tetraoctylammoni~tm bromide 

TOABr，Fluka)，离子对色谱试剂(IPR—B )， 

天津化学试剂二厂)，以及正庚烷、 正辛醇和 

乙二胺四乙酸(EDTA)等其它 国 产 AR或 CP 

级试剂，水为超纯水(车院中心测试室)． 

色谱条件 色谱 柱为 Ultrasphere ODS， 

250×4．6mm ID，颗粒度 5 }流动 相为 乙 

酸一乙 酸 钠 缓 冲 液 (pH 4．0， 含 有 0．68 

NaAC，0．01 EDTA，1 离子对色谱试 剂， 

5 乙腈使用前以 0．45 tim滤膜过滤并脱气， 

流量为 1．0 ml／min， 电化 学检 测工 作 电压 

650mV,检测灵敏度为 5 nA． 

标准溶液配制 将标准品 NE， E， DA 

和 DHBA(内标)分别溶于 HC104(O．1 mol／L)， 

配成 0．1 rag／ml浓度的储存液，置 4 避光保 

存， 1— 2月更换一次． 使 用时用乙酸(O．08 

tool／L)稀释到所需浓度，进样量为 100 tt1． 

血样I舒备 取新鲜 EDTA抗凝 血， 离心 

(2000×g／10rain， 4℃)，分离出血浆， O℃ 

储存备用．测定时取血浆1．5ml具塞试管内，1 
加入一定量的 DHBA，l ml NH4C1一NH OH缓 

冲液(2．0moVL，pH 8．5，台有 0．2 DPBEA 

和 0．5 EDTA)，5 ml正庚烷 (含有 1 正 辛 

醇和 0．1 TOBAr)混旋 30 s， 离心(2000×g／ 

10rain， CC)吸取 4ml有机相于 另一具塞试 

5船 

即可完成． 

含量计算 采用内标法计算． 以 血浆 中 

NE含量的计算为例． 将相同 浓 度 的 NE 与 

DHBA 的标准品混合液和血浆样本(内 加等量 

的 DHBA)在相同条件下提取后进样． 先求出 

标准品管中 DHBA和 NE的峰高比 作为 响 应 

因子 P ，( =HD．aA／HNs)．血浆样本管 NE 

的含量 按 公 式 CsE：HNE／HoHBA×CvHaA×Rf 

进行计算．其中C为浓度，H为峰高． 

RESULTS AND DISUSSION 

溶j}I提取洼的原理 爱特点 DPBEA的 硼 

酸根离子在碱性条件下能与儿茶酚胺中的儿茶 

酚基团结合，并带有负电荷，此复台物再与带 

有正电荷的 TOABr结合成离子对 的形 式转入 

有机相，最后用酸性溶液提取，使儿茶酚胺与 

酸形成可溶性盐转入水相中“ ．实验证明，在 

提取过程中如果不 加 DPBEA和 TOABR， 儿 

茶酚胺则完全不能提出．此法能选择性地提取 

含有儿茶酚结构的化台物，能有效地除去血浆 

中杂质的干扰，同时在提取过程 中使血浆的儿 

茶酚胺进一步浓缩，提高了测定的灵敏度． 

分离条件曲选择 本文观察 了 流 动 相的 

pH值， 离子对试剂的浓度和有机 溶剂改性剂 

对样本分离的影响， 以及 EC检'蜊器 工作电极 

f——r— 一厂—— —1 _ 百  
· Tlm e tmt-)． 

{ 营内， 加入2 m 正辛醇， 2o0 1乙酸 Fig 1．ch埘帅t0gr鼻m cat睇h。lamines in 1。。 
1 (O．08 tool／L)， 混旋 30 s， 离 心(2000×g／ Hl of standard solution 1 ng(A)or of the e} 

5m|n，4 c)弃去有机相， 取lo0 l乙酸液注 =ih呻um，扑朋pia队sma：(5B． NmE=noyrder0pf neypbh卸ri n卜ej 
l A色谱系统分析． 整个提取过程在30 rain内 -mineI DA：d ∞． 

维普资讯

 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


5 

Tab 1．1~produeiblltty of retention dine-nd redo 

ot pe矗k height，each compouent 2 ng in 1∞ 1 

l■-删I．r solution．tl；5， i±印 ． 

电位的选择．发现在 pH 4．0， 离予 对试荆浓 

度 l％， 乙腈含量为 5 ， 以及工作电压在 

650mV时能使 NE， E和 DA 获得 完全 的分 

离，血浆样本的分离效果也较好(Fig 1)． 标 

准品进样量在 0．125-2 rig的范围 内 与峰高比 

之间呈良好的线性美系， NE，E和DA的相 

关系数分g 为 0．998，0．999和 0．999． 并计 

算了标准品重复进样的保留时间以及NE， E 

和 DA与 DHBA 峰高比的变异系数(Tab 1)． 

结果表明标准差和变异系数均较小，说明方法 

的重现性较好，完全适用于微量儿茶酚胺的定 

量分析． 

匮收瘁爱精密度 先配制一定浓度系列的 

标准溶液直接进样，再将这一浓度系列的标准 

液分别与 l_5 ml同一混合血浆混台， 按样 本 

制备方法进行提取分离后再进样，绘出峰高对 

浓度的曲线图(Fig 2)， 分别计算两条曲线的 

斜率．回收率按公式 K．／Kb×100％计算，其中 

． 为血浆加标准品经溶剂提取后 所得 曲线 的 

斜率， 为标准品直接进样所得 曲线的斜率． 

Nof piD。phrlne (n~／tO0 p1) 

F_嘻 2．Llnearity of response for noreptnephrine in 

spiked pl=sn~ with s~lvent ex~act|on (a)and in 

NE standard reprelentlng 1OO recovery (b)． 

of NE， E an d DA in plasma 

tI=5． 

determinatto~ 

this method． 

结果表明，与氧化铝提取法比较溶剂提取法具 

有较高的回收率。将一定量的标准品加入混台 

血浆，重复提取后测定批内和批间的变异系数 

(cV)， 三项指标的 CV分别 小 于 3和 6％ 

(Tab 2)． 

正常人血蕞儿蓉■蠢含量的爵窟 用本法 

测定了二组共 20倒正常人血浆儿 茶酚胺的 含 

量，结果表明两组间 E的含量非常接近， NE 

的含量稍有差别．正常人的年龄、情绪“ 、恬 

动状态 ’都会影响测定结果， 这种 差别可能 

是正常人的个体差异引起．血浆中儿茶酚胺含 

量的测定国内外均有报道，但由于取样不同或 

实验方法不同，所得的结果差异较大．我们实 

验的结果与文献值 ’比较 接近 中间水 平 

(Tab 3)． 本法未能测出血浆具 DA的含量， 

这与国内外大部分文献报道 的结 果0 ’相 

符． 人血浆中DA主要以结合 形式 存在 ’， 

95％以上正常人血浆中游 离 的 DA不能 被 捡 

出 ’．因此如何用EIPLC-EC法测定 血浆中结 

合形式或总的儿茶酚胺的含量，也是一个值得 

Tab ．Results of detet'nd aafloa of~atechelam~ - 

∞ human口lasma byl~eelntmdthod compared 

with values stated m ntm tll|．i+SO (舶i，m1)． 

Related BAS publ~ tJorLs．Tissue catechoIamines
． 

LCEC Application N6te№ 12 
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研究的课题．从血浆的色谱图看在 NE和E之 

间有一束知峰， 20侧正常人血浆 中均有这一 

蜂出现，对此峰的定性还有待研究． 

本法测定简便、快速，不仅能测定血浆 中 

儿茶酚胺的含量，也能测定尿中几茶酚胺的含 

量，提示本法对临床诊断和实验室研究有一定 

的应用价值． 
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