
阳离子交换固相萃取 － 流动注射化学发光法测定肾上腺色腙
*

王琳
1，付志锋

1＊＊，王永红
2

( 1． 西南大学药学院，发光与实时分析教育部重点实验室，重庆 400716; 2． 重庆市动物疫病预防控制中心，重庆 401147)

摘要 目的:基于酸性高锰酸钾氧化肾上腺色腙产生微弱的化学发光现象，建立一种简单、灵敏、选择性高，可用于药物质量

控制和体内药物分析的肾上腺色腙的化学发光新方法。方法:药物样品经阳离子交换固相萃取技术净化后，采用流动注射化

学发光法分析。结果:方法测定肾上腺色腙的线性范围为 7. 0 × 10 －10 ～ 1. 0 × 10 －7 μg·mL －1，检出限为 2. 0 × 10 －10 μg·mL －1

( 3σ) ，对 1. 0 × 10 －8 μg·mL －1
的样品连续进行 11 次平行测定，相对标准偏差为 2. 5% ; 用于肾上腺色腙注射剂测定的回收率

为 96% ～98%，而用于尿样中加入肾上腺色腙 1. 00 × 10 －7 ～ 5. 00 × 10 －9 μg·mL －1，回收率为 80. 2% ～ 98. 6%。结论:该方法

具有很高的灵敏度和较好的选择性，不但可以用于制剂的分析，还适用于血样、尿样等复杂的生物样品中极低浓度肾上腺色

腙的分析。
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Cation exchange solid － phase extraction coupled with flow injection
chemiluminescent analysis for detection of carbazochrome*
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Abstract Objective: To establish a sensitive and simple method for the determination of carbazochrome based on
that carbazochrome can be oxidized by acidic potassium permanganate to produce chemiluminescence． This method
should be suitable for drug quality control and in vivo pharmaceutical analysis．Method: Coupled with solid － phase
extraction for sample cleaning － up，carbazochrome was detected using flow injection chemiluminescent analysis． Re-
sults: The linear range was 7. 0 × 1. 0 －10 － 1. 0 × 1. 0 －7 μg·mL －1 with a detection limit of 2. 0 × 1. 0 －10 μg·mL －1

( 3σ) ． Standard sample at the concentration of 1. 0 × 10 －8 μg·mL －1 was repeatedly detected for 11 times，and a
relative standard deviation of 2. 5% was obtained． The recoveries for injection sample was 96% － 98%，and those
for urine samples spiked with carbazochrome standards at the concentrations of 1. 00 × 10 －7 － 5. 00 × 10 －9 μg·
mL －1were 80. 2% －98. 6% ． Conclusion: This method shows high sensitivity and good selectivity for carbazochrome
detection． It can be used for assay commercial preparations as well as biological samples such as serum and urine．
Key words: chemiluminescene; flow injection analysis; cation exchange solid － phase extraction; carbazochrome; po-
tassium permanganate

肾上腺色腙( carbazochrome) 为肾上腺素氧化产

物肾上腺色素的缩氨脲水杨酸钠盐。该药物能增强

毛细血管对损伤的抵抗力，降低毛细血管的通透性，

促进受损毛细血管端回缩而止血。临床上主要用于

毛细血管通透性增加所致的出血，如视网膜出血、胃

肠出血、子宫出血、脑溢血等
［1］。

目前文献中报道的检测肾上腺色腙的方法很

少，且几乎都只用于测定简单的药物制剂。李洁

等
［2］

以高效液相色谱法测定了注射剂中肾上腺色

腙含量，线性范围为 10. 74 ～ 107. 4 μg·mL －1。师

—4391— 药物分析杂志 Chin J Pharm Anal 2011，31( 10)

＊
＊＊

西南大学中央高校基本科研业务费专项资金( XDJK2010C065)
通讯作者 Tel: ( 023) 68250184; E － mail: fuzf@ swu． edu． cn



兆忠
［3］

采用单扫描示波极谱测定片剂中的肾上腺

色腙含量，线性范围为 0. 4 ～ 10. 0 μg·mL －1。此

外，化学发光法测定肾上腺色腙也有报道，晨晓霓

等
［4］

利用恒电流电解产生的高活性 Mn ( Ⅲ) 直接氧

化肾上腺色腙，产生强化学发光，建立了测定肾上腺

色腙的 化 学 发 光 分 析 法，检 出 限 达 5 × 10 －9 g·
mL －1 ; 聂峰

［5］
等以高碘酸钠 － 过氧化氢化学发光体

系，建立了测定肾上腺色腙的另一种流动注射化学

发光分析法，检出限为 2. 7 × 10 －9g·mL －1。和高效

液相色谱法和极谱法相比，这 2 种化学发光分析方

法在灵敏度上均表现出较大优势，但是，和前面的方

法一样，仍然只是测定了成分比较简单的药物制剂，

而未测血样、尿样等复杂的生物样品，这主要是因为

化学发光分析方法选择性较差。

本文拟基于酸性高锰酸钾氧化肾上腺色腙产生

微弱的化学发光现象，建立一种简单、灵敏、选择性

高，可用于药物质量控制和体内药物分析的肾上腺

色腙的化学发光新方法。
1 仪器与试剂

化学发光测定采用 IFFM 型流动注射化学发光

分析仪( 西安瑞迈电子科技有限公司) ，流路如图 1

所示，所有管路为内径为 0. 8 mm 的硅橡胶管，各通

道流速均为 1. 2 mL·min －1，采样环体积为 100 μL。

图 1 肾上腺色腙的流动注射化学发光分析流路示意图

Fig 1 Schematic diagram for flow injection chemiluminescent analysis of

carbazochrome

P1，P2: 蠕动泵( peristaltic pump) V: 进样阀( injection valve) F: 流

通池( flow cell) W: 废液( waste) PMT: 光电倍增管( photomultipli-

er tube) HV: 负高压( high voltage) PC: 计算机( portable computer)

R1: 样品( sample) R2: 载流水( carrier water) R3: 酸性高锰酸钾

( acidic potassium permanganate) R4: 甲醛( formaldehyde)

肾上腺色腙对照溶液: 2. 0 × 10 －4 g·mL －1，准

确称取肾上腺色腙( Sigma，美国) 10 mg，溶于少量超

纯水( 18. 25 MΩ，Millipore，美国) 中，并定容至 50
mL，避光低温保存，使用时用超纯水逐级稀释至所

需浓度。肾上腺色腙注射剂购自徐州莱恩药业有限

公司( 标示量: 10 mg) 。尿液采自实验室健康志愿

者。高锰酸钾和甲醛均购自 Sigma ( 美国) 。其他

试剂均为分析纯，以超纯水直接配制。Strata X － C

强阳离子交换固相萃取柱( 30 mg·mL －1 ) 购自 Phe-
nomenex( 美国) 。
2 实验方法

2. 1 化学发光测定方法 按图 1 的实验装置室温

下操作。将输液管插入各相应溶液，开启蠕动泵，待

基线稳定后，通过进样阀注入 100 μL 对照品溶液或

样品溶液，记录发光信号，以相对峰高定量。
2. 2 尿样固相萃取 阳离子交换固相萃取柱先采

用 1. 0 mL 甲醇活化，再采用 1. 0 mL 水平衡。含肾

上腺色腙的尿样 500 μL 以同体积水稀释后加入 50

μL 甲酸调至弱酸性。将调节了 pH 的样品以 1. 0
mL·min －1

的流速上样后，以盐酸溶液( 0. 10 mol·
L －1 ) 和甲醇各 1. 0 mL 冲洗固相萃取柱，以除去干

扰杂质。真空干燥固相萃取柱 2 min，以 2 × 500 μL

含 5%氨水的甲醇将肾上腺色腙洗脱。洗脱液以氮

气吹干，以 500 μL 水重新溶解。
3 实验条件的选择

3. 1 酸性介质的影响 高锰酸钾需在酸性介质中

才可有效氧化肾上腺色腙产生化学发光，实验中分

别比较了同浓度的硫酸、硝酸、盐酸、高氯酸、磷酸以

及多聚磷酸介质对化学发光强度的影响。结果表

明: 在硫酸介质中发光强度最大。进一步考察了硫

酸浓度对发光强度的影响，发光强度随着硫酸浓度

的增大而提高 ( 图 2 － A) 。但是，当硫酸浓度超过

2. 5 mol·L －1
时，背景噪音明显升高，信号稳定性也

明显变差，同时考虑到高浓度硫酸对管道的腐蚀以

及试剂消耗量等因素，最终选择硫酸浓度为 2. 5 mol
·L －1。
3. 2 高锰酸钾浓度的影响 在 1. 0 × 10 －4 ～ 4. 0 ×
10 －3 mol·L －1

的范围内考察了高锰酸钾浓度对化

学发光强度的影响。结果表明: 高锰酸钾浓度为

4. 0 × 10 －4 mol·L －1
时化学发光强度最大 ( 图 2 －

B) ，因此选择该浓度进行后继实验。
3. 3 增敏剂的影响 一些还原性物质常用于增敏

高锰酸钾化学发光体系，如甲醛
［6，7］、甲酸

［7，8］、乙二

醛
［9］、 H2O2

［10］、 Na2SO3
［11，12］、 Na2S2O3

［13］、

Na2S2O4
［14］

和 Mn( Ⅱ) ［15］
等，此外，也有一些荧光物

质
［16］

和表面活性剂
［17］

也被报道具有增敏作用。本
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图 2 硫酸( A) 和高锰酸钾( B) 浓度对化学发光信号的影响

Fig 2 Dependence of chemiluminescence signal on the concentrations of

H2 SO4 ( A) and KMnO4 ( B)

实验中比较了这些增敏物质的作用，结果表明: 甲醛

的增敏效果最为明显。在 1% ～ 6% 的范围内考察

了甲醛浓度对化学发光的影响，发现发光强度随甲

醛浓度增大而提高。考虑到甲醛为易挥发的有毒物

质，选择 3%的甲醛进行后继实验。

4 校准曲线、精密度及检出限

在选定的最优实验条件下，化学发光信号与肾

上腺色腙浓度在 7. 0 × 10 －10 ～ 1. 0 × 10 －7 g·mL －1

范围内呈良好的线性关系; 回归方程为:

I = 4. 727 × 103C + 6 r = 0. 9984

对 1. 0 × 10 －8 g·mL －1
的样品连续进行 11 次平行测

定，RSD 为 2. 5 % ; 根据 IUPAC 建议，算出本法检出

限为 2. 0 × 10 －10 g·mL －1 ( 3σ) 。

5 干扰试验

对于质量浓度为 1. 0 × 10 －8 g·mL －1
的肾上腺

色腙，当测定的相对误差在 ± 5% 范围以内时，肾上

腺色腙片剂与注射剂中共存组分的允许量为: 50000

倍 蔗 糖，20000 倍 NaAC，400 倍 Na2SO3，150 倍

NaH2PO4，100 倍 Na2HPO4 与葡萄糖，20 倍草酸钠，5

倍抗坏血酸。

6 样品分析

6. 1 制剂分析 取市售肾上腺色腙注射剂逐级稀

释至检测的线性范围内，按照实验方法检测其含量，

所得结果为 10. 5 mg( 标示量为 10 mg) 。并以标准

加入法测定回收率，结果满意，说明本方法具备较好

的准确性，见表 1。
表 1 注射剂标准加入法测定回收率试验结果

Tab 1 Results of recovery test on injection

样品

( sample)

原始量

( original)

/g·mL －1

加入量

( added)

/g·mL －1

测得量

( found)

/g·mL －1

回收率

( recovery)

/%

注射剂( injection) 1. 05 × 10 － 8 0. 50 × 10 － 8 1. 54 × 10 － 8 98. 0

1. 00 × 10 － 8 2. 01 × 10 － 8 96. 0

6. 2 尿样分析 在尿样中分别加入不同浓度肾上

腺色腙对照品溶液，以流动注射化学发光法分析其

浓度，发现背景干扰较大，所得结果与实际值差异较

大。基于此原因，考虑采用固相萃取对尿样进行净

化。由于该药物极性较大，故决定采用阳离子交换

固相萃取柱处理尿样，实验中发现强阳离子交换固

相萃取柱具有较好的回收率。故采用该固相萃取柱

净化样品后以流动注射化学发光法测定含量，并计

算回收率，所得结果在 80. 2% ～ 98. 6% 之间 ( 见表

2) ，符合生物样品测定要求。这表明选用的固相萃

取方法具备较好的萃取能力。

表 2 尿样标准加入法测定回收率实验结果

Tab 2 Results of recovery test on urine samples

样品

( sample)

加入量

( added)

/g·mL －1

测得量

( found)

/g·mL －1

回收率

( recovery)

/%

尿样( urine) 5. 00 × 10 － 9 4. 01 × 10 － 9 80. 2

1. 00 × 10 － 8 0. 84 × 10 － 8 84. 0

5. 00 × 10 － 8 4. 93 × 10 － 8 98. 6

1. 00 × 10 － 7 0. 93 × 10 － 7 93. 0

7 结论

在甲醛增敏作用下，高锰酸钾氧化肾上腺色腙

可产生强烈的化学发光，基于此建立了肾上腺色腙

的化学发光分析方法，其灵敏度超过目前所有文献
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报道。该法还具备简单、快速、低成本等优势。同

时，还发现阳离子交换固相萃取技术可有效地从生

物样品中萃取该药物，以排除生物样品中复杂的共

存物质的干扰。将两法联用，可体现出很高的灵敏

度和较好的选择性，不但可以用于制剂的分析，还可

用于血样、尿样等复杂的生物样品中极低浓度肾上

腺色腙的分析，为药代动力学的研究提供了一个有

用的工具。
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