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摘要 目的: 建立电感耦合等离子体质谱 ( ICP- MS)测定大鼠尿中钙元素含量的方法。方法: 将大鼠尿样用 2%硝酸稀释后, 选

用合适的内标元素对钙基体干扰进行校正, 采用电感耦合等离子体质谱法直接测定尿中钙元素的含量。结果: 钙的含量测定方

法在 012~ 81 0Lg# mL- 1范围内呈良好的线性关系 ( r= 01 9995, n= 6),日内和日间精密度的 RSD均小于 216% ,相对误差小于

213% ,回收率为 991 1% ~ 10111%。结论:此方法简单、准确, 灵敏度高,精密度及准确度均符合要求,结果令人满意。
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Abstract Objec tive: To develop a induct ively coupled plasmamass spectrometry( ICP- M S) method to determ ine

calcium in rat urine.Methods: U rine samplesw ere dilu ted w ith 2% HNO3. The interference of ca lcium matrixw as

corrected by selecting appropria te in ternal standard izat ion elemen.t U rine samplesw ere d irect ly determ ined by ICP

- M S. Results: A good linear re lationsh ip w as obta ined betw een the range of 0. 2- 810 Lg# mL
- 1

( r= 019995,
n= 6) ; The inter- day and intra- day accuracy w ere both low er than 216%, and the relat ive errorw as low er than

213%; The recovery rate w as 9910% - 10111% 1 Conclusion: Themethod is simp le, rap id, accurate and reliable

and can be applied to the sample w ith sa tisfactory results1
Key words: induct ive ly coupled p lasma mass spectrometry( ICP- M S); calc ium; urine

钙制剂是药、食同源的制剂。作为药物,可以治

疗因钙缺乏引起的百余种疾病,疗效显著; 作为保健

品,在预防各种钙缺乏疾病发生,保证人体健康方面,

也有良好的效果。体内测定钙元素的方法有偶氮砷

Ó测定法、电极电位法、原子吸收光谱法、电感耦合等

离子体原子发射光谱法 ( ICP- AES)
[ 1]
、快原子轰击

质谱法 ( FAB- M S)
[ 2 ]
、放射性核素示踪法

[ 3]
等。电

感耦合等离子质谱方法具有检测限低、动态线性范围

宽、干扰少且易消除等优点
[ 4]
,已经在环境分析、卫生

防疫方面有广泛的应用
[ 5]
。本研究建立了尿中钙元

素的分析方法, 并测定了 18只大鼠的尿钙累积排泄

量,为钙制剂的吸收利用程度的评价奠定了基础。

1 仪器和材料

111 仪器与动物  电感耦合等离子体质谱仪 (美国

Ag ilent 7500Ce ICP- M S), Bab ing ton雾化器, 镍采样

锥和截取锥 ( Ag ilent Technolog ies Co1 Ltd1, USA )。

超纯水处理系统 M illi- Q E lementA10痕量元素分析

型超纯水系统 (美国 M illipore S1A1S1 )。3K15低温

高速离心机, 德国 SIGMA公司。万分之一精密电子

天平, 北京医用天平厂。健康 SD大鼠 18只, 体重

200~ 250 g,军事医学科学院实验动物中心提供,实验

动物合格证 SCXK (军 ) 2007- 004。大鼠饲养遵照军
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事医学科学院药物代谢重点实验室标准操作规程。

实验温度维持在 20~ 25 e ,相对湿度为 30% ~ 50%。

112 药品与试剂 氨基酸螯合钙 (钙含量 1115% ~

1315%,批号 20080618, 许昌元化生物科技有限公

司 ); 钙尔奇 D片 (每片相当于钙 600 mg, 批号

0812312,惠氏制药有限公司生产 );混合内标液 ( part#

5184- 3566, Ag ilent公司 ): 包含 Sc、In、Ge、Y、Tb、B i

元素,浓度为 10mg# L
- 1
;调谐液 ( Part# 5184- 3566,

Ag ilent公司 ) :包含 L i、Y、Ce、T l、Co元素,浓度为 10

Lg# L
- 1
;标准储备液为美国安捷伦公司提供的混合

标准液 ( Par#t 5183- 4688),浓度为 10mg# L
- 1
;硝酸

( 65%,优级纯, M erck公司 );水为 M illi- Q超纯去离

子水 ( \1812M8 # cm )。

2 实验方法

211 ICP- M S工作条件 高频发生器 ( RF )功率:

115 kW;采样深度: 7 mm; 雾化器温度: 2 e ; 载气流

量: 1122 L# m in
- 1
;采样锥: 014mm;截取锥: 012mm;

蠕动泵: 0112 rps;样品提升速度: 015 rps;离子径: 软

提取模式; 碰撞池模式: He模式; H e流量: 5 mL #
m in

- 1
。

212 同位素及内标元素的选择 在质谱测定中,许

多元素具有多个同位素, 按照丰度大、干扰小、灵敏

度高的原则选择同位素。在质谱分析过程中, 分析

信号会随时间而发生漂移, 而且分析样品时基体效

应明显,被测物信号会出现抑制或增强效应。内标

元素的选用,不仅能改善精密度,而且还能补偿随浓

度倍增的干扰,较有效地解决了信号被抑制或增强

的问题。本实验选择
45
Sc作为内标, 符合下列内标

选择的原则:内标在样品中不存在;与
44
Ca的质量数

相近; 电离电位相近; 沸点相近。

213 干扰及消除 方法的干扰有质谱干扰和非质

谱干扰。质谱干扰主要有同量异位素、多原子、双电

荷离子、氧化物等, 采用优化仪器条件、干扰校正方

程等方法消除。非质谱干扰主要为基体效应, 采用

稀释样品、内标校正、标准加入、基体消除等方法克

服。由于通过在线加入内标溶液以及用内标法定

量,可避免仪器漂移影响测量的准确性。

214 系列标准溶液的制备 取标准储备溶液, 加入

2% (w /v )硝酸溶液稀释成 010, 012, 110, 210, 410,
810 Lg# mL

- 1
系列标准溶液。

215 样品处理 未给药大鼠尿样处理方法:取出尿

样放置使达到室温, 充分摇匀, 8000 r# m in
- 1
离心 5

m in,取出上清液, 将 014 mL置于样品管里, 加入

2% (w /v )硝酸溶液 316 mL, 混匀供测定; 给药后大

鼠尿样处理方法:取出尿样放置使达到室温,充分摇

匀, 8000 r# m in
- 1
离心 5 m in, 取出上清液, 将 011

mL置于样品管里, 加入 2% ( w /v )硝酸溶液 319
mL,混匀供测定。

216 内标溶液的配制以及引入 精密称取混合内

标液 5 mL, 加入 2% (w /v )硝酸溶液稀释至 50 mL,

得到 1 mg# L
- 1
的内标溶液。内标溶液的引入采用

双蠕动泵进样系统,将内标溶液与空白溶液、标准溶

液、样品溶液分别采用 2支不同内径的泵管, 以同样

泵速导入仪器,在进入雾化器前混合。这样可减少

大量的溶液配制工作,同时可有效节省内标溶液,内

标溶液在整个分析过程中保持恒定。

3 方法学确证

311 线性关系考察 分别取 / 2140项下系列标准

溶液,按选定测定工作条件进行测定。以 Ca浓度

( Lg# mL
- 1

)为横坐标,以 Ca与内标 Sc的计数比为

纵坐标,得到标准曲线方程为:

Y= 11998 @10- 5
X + 0101504 r= 019995( n= 6)

C a元素浓度在 012 ~ 810 Lg# mL
- 1
范围内线性关

系良好,定量下限为 012 Lg# mL
- 1
。

312 精密度和准确度 分别制备低、中、高 3个浓

度 ( 110, 210, 810 Lg# mL
- 1

)的质量控制 ( QC )样

品, 每个浓度点 6份, 依法与标准曲线同批测定, 重

复测定 3 d,随行标准曲线, 以当日的标准曲线计算

QC样品的浓度。据此求算方法的准确度和精密度。

分析方法的准确度用相对误差 ( relat ive error, RE )

表示,即测得值的均值与理论值之间的百分误差值。

采用单因素方差分析法计算分析方法的日内和日间

精密度。 3个浓度点的准确度、日内精密度与日间

精密度分别列于表 1, 结果均符合目前生物分析方

法指导原则的要求。

表 1 准确度与精密度 (n= 6)

Tab 1 The accuracy and precision of the assay

浓度 ( concentra tion)

/L g# mL - 1
? RE /%

精密度 ( precision), RSD /%

日内 ( intra- day ) 日间 ( inter- day )

110 019 119 213

210 111 216 115

810 014 119 210

313 回收率 分别制备标准溶液, 浓度分别为

110, 210, 810 Lg# mL
- 1
, 测定钙元素的加样回收率

和 RSD。结果见表 2。

4 方法应用

SD大鼠 18只,随机分为 3组,空白组灌胃纯净

水 , 给药组和对照组按照体重剂量 600mg# kg
- 1
分
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表 2 回收率及 RSD试验结果 (n= 6)

Tab 2 Resu lts of recovery and RSD

加入量 ( concentration)

/L g# mL - 1

回收率

( average recovery ) /%
RSD /%

11 0 9911 213

21 0 10111 117

81 0 9916 210

别灌胃给予氨基酸螯合钙与钙尔奇;给药前 12 h禁

食,给药后禁食 6 h, 期间自由引用纯净水。给药后

在 0~ 6 h、6~ 12 h、12~ 24 h、24~ 48 h、48~ 72 h时

间区间收集尿液, 记录尿体积, 并保存于 - 20 e 。

用经可靠性确证的分析方法测定尿钙的浓度, 根据

不同时间段尿钙排泄量,可得尿钙排泄总量,将所求

得的尿钙排泄总量扣除空白组的尿钙排泄总量与灌

胃的钙量相比, 可得尿钙累积排泄率。绘制尿钙累

积排泄率见图 1。

图 1 大鼠口服 600 mg# kg- 1后平均尿钙累积排泄率 -时间曲线

Fig 1 M ean excretion ratio of calcium in u rine after a s ingle oral 600

m g# kg- 1 dose of calcium in rats

5 讨论
测定体内钙离子浓度通常采用原子吸收分光光

度法,但该方法共存离子干扰大,线性范围窄,需加入

电离剂方可测定。放射性核素示踪法由于稳定同位

素价格昂贵,对仪器的检测要求高, 受实验条件的限

制,该技术在国内应用较少。FAB- M S设备简易, 样

品处理简单 (只需将尿钙用草酸铵沉淀离心后,再以

盐酸溶解即可进样 ), 但该方法的精密度和灵敏度相

对较低。电感耦合等离子光谱法具有抗干扰强、线性

范围广的特点,因而本实验采用该方法测定体内钙离

子浓度,简化测定程序,提高了检测精确度。采用该

方法测定体内内源性钙离子尚未见报道。

现行国家标准方法对尿样等生物材料中元素测

定前处理多采用酸消解方法,操作烦琐费时,引入污

染多。本方法采用 2%硝酸稀释后直接进样, 利用

ICP- M S高灵敏度的特点, 简化了分析步骤
[ 6]
。

为降低空白大鼠尿钙的本底干扰, 各组大鼠自

由饮用纯净水,并且喂食含钙较低的食物。在样品

处理过程中,空白大鼠尿样稀释 10倍,而给药大鼠

尿样稀释 40倍,可使样品中钙的含量不超出线性范

围, 保证测定的准确性
[ 7 ]
。

在 ICP- M S分析过程中, 分析信号会随进样时

间而发生漂移,因此选用内标法进行测定。选用内

标法可以改善测定的精密度和补偿基体浓度变化的

干扰,选择内标的原则是: 质量接近 (差别小于 50

amu), 电离能尽量接近, 沸点相近, 本实验选择 Sc

作为内标,符合选择的原则。
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