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高效液相色谱法测定生物样品中的磷酸肌酸

刘忆湘 张中兴
（军事医学科学院基础医学研究所，北京）

磷酸肌酸（CP）是肌肉中重要的能量贮存形

式，以往报道的CP测定方法[1—4]复杂且准确性有

限。1980年Juengling等建立了用离子对反相高效液

相色谱法测定心肌组织提取物中的肌酸（Cr）和CP

含量的方法[5]。但国内尚未有 以高效液相色谱

（HP LC）方法分 离测定 CP的报道。我们参考

Juengling等人的方法，经过改进，应用国产试剂

及分离柱，对大鼠骨骼肌组织及线粒体中的CP进

行了分离和测定。

实 验 部 分

（一）仪器与试剂 仪器：Waters高效液

相色谱仪ALC/244型；分离柱：300.4cm YWG

C18不锈钢柱，天津试剂二厂填装；标准品：CP

为EMerk公司产品。

（二）色谱分离条件 流动相:磷酸二氢钾

0.2%，四丁基氢氧化铵0.1％，pH3.0；流速1.0m1/

min；检测器用UV-450型，波长210nm。

（三）样品制备 取大鼠右腿腓璩肠肌2g放

入0℃的分离介质，以Max[6]的方法提取线粒体；另

取胫前肌0.5g立即放入5ml 0.03mol/L的过氯酸溶

液中，剪碎匀浆，低温离心，取 上清 液 2ml用

6mol/L的氢氧化钾中和至PH7.0，再离心去除沉

淀，通过微孔滤膜(Waters 0.45)。

测定线粒体 CP生成量时，室温条件下使线粒

体反应介质中Cr达饱和浓度，反应步骤用Ma[6]

的报道，只是在底物后加入560nmol的ATP，2分

钟后以lml 1.6mol/L过氯酸终止反应。离心中和等

步骤同上。

（四）定量方法 采用外标峰高定量糠法。

结 果 与 讨 论

（一）标准 CP的检测及标准曲线：取

CP标准液注入HPLC系统，在“实验部分 （二）

中所述条件下可得检测峰，保留时间为7'58。以峰

高（mm）对进样量�((nmol)制标准曲线。其直线相关

系数为0.99997，最佳定量范围为0.29—0.57nmol。

（二）样品分离：分别取肌肉组织和线粒

体的样品51和101注入HPLC系统。然后再各加

CP标准液于样品中，以增强的峰高定性。结果见

图1和图3。

用Juerngling等人的原流动相不能使线粒体反

应系统中的CP与杂质峰完全分离 （见图2）我们

分别试验了改变缓冲液pH值、浓度和流速及增大
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Determination of Fensulfothion Residues in Soil Wu

Lieun and Liu Aiguo,Sandong Institute o

Chemistry Jinan
The effect of moisture in sandy gravelly soil

on Soxhlet extraction of Fensulfothion residues

has been studied1t was found that the optimum
recoveries were obtained when untreated air-
dried sandy gravelly soil was extracted directly.
The more the moisture in the soilthe less the

average recoveryGLC determination of feasulfo-
thion residues in the soil was performedFensul
fothion and its sulfone residues in field-treated

soil in which peanuts grew were detected by
this method Confirming residue identity is
described.



流动相极性等方法，结果表明，将其中四丁基磷酸

铵的浓度由0.08％提高到0.1 ，流速由20ml/min

减至1.0ml/min后，可使CP较好分离，准确定量。

（三）回收率的测定及重复性实验：平均回收

率在95.8％—101.5％之间，变异系数为1.5—4.7％。

（四）正常大鼠肌肉组织的CP含量及线粒体

的CP生成量：对82只正常大鼠测定所得资料经统

计为正偏态分布．骨骼肌组织中CP含量的95％的

正常值范围是 13.67～�2204.50微克分子/克干重；线

粒体CP生成量的95％正常值范围是6.83—268.50毫

微克分子/毫克蛋白/2分钟。 （均用百分位数法求

得）。
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HPLC Determination of Phosphorylcreatine in Bio-
logical Samples Liu Yixiang and Zhang Zhongxing,
Institute o Basic Medical Sciences Academy
o Millitary Medical SciencesBeijing
Phosphorylcreatince(CP) is an important

store form of energy in muscle Quantitation of
CP is helpful in studing the effect of various
factors on energy metabolism.

In this paper the determination of CP in
skeletal muscle tissue and mitochondrial reactive
system of rat by a modified HPLC method
with in 8 minutes is presentedBoth reagents and

column used are made in China The precision
and accuracy of the method are satisfactory 82
rats are used for determination Range of 95％
normal value:CP in muscle tissue is 13.67—

204.50 nmol/g(dry weight)and that in mitochon-
drial reactive system is 6.83—268.50 nmol/mg
protein/2min.

用 纸 色 谱 法 测 定 岩 石 及 矿 物 中
金、锑、硒、砷、铊琛、（铋）

马 国 中
（河南师范大学化学系，新乡）

文献1报道了用纸色谱法测定岩石及矿物中

铜、铅、锌等十二种元素的研究，并对其影响因素

也作了探讨 2]。而金、锑、硒、砷椤、铊、 ）

在4mol/L饱和正丁醇展开剂中用纸色谱法进行分

离文献[3已有介绍，但利用此方法在岩石及矿物

中对它们进行测定却未见报道。本文在此基础上，

利用新华大张定性滤纸 （5060cm）作载体展开

后，将谱带分别剪下进行测定。经实验表明，这种

方法既简单、又快速还能解决干扰 问题，若和文

献[1结合起来，对于研究成矿规律及指导找矿是

大有帮助的。

分 析 方 法

（一）分析前的准备

1．层析滤纸 将新华大张定性滤纸裁成如文

献[1]P61的形状 2层析剂 用4mol/L HCI饱和

的正丁醇。3硫脲+碘化钾混合显色剂的配制：

在 5％硫脲逯中加入一定量固体碘化钾，它们之间的

比例是V（体积）:W （重量）=10:0.54柠-E

混合液 称10克柠檬酸铵和10克EDTA二�钠盐溶

于100m1水中。

（二）分析手续

称取0.25g试样置于10ml离心管中，加lml王

水，(1+1)，加热半小时后取 觯�吻搴笥�0.1ml吸

量管吸取0.02ml于层 析滤纸下端1.5cm处，烘

干，放入盛有10ml层析剂烧杯中，盖上表面皿进

行层析，待前沿上升到离滤纸上端1cm时取 龀

底烘干后，喷以硫脲+碘化 钾混合显色剂，显出

黄色色带分别为锑(0.91)、鉍、(0.71)、硒(0.70)、

砷 (0.47)。将锑带上方剪下用王水 （1+3）溶解

后，取一份溶液按文献[4]测定金；取另一份溶液

按文献5测定铊、硒，因显色晾干后颜色褪去，

此时应将色带剪下，加5％HCI 5ml+5滴HNO3

(1+1在水浴上加热溶解后蒸发至干，取下，加10％

甲酸2ml，加柠-E混合液2ml,摇匀后转移到10ml

比色管里，加0.2％硒试剂1ml（此试剂不稳定，应

现用现配，过滤后使用）放置半小时后，加氨水

(2+1)1m1，加甲苯1ml，振荡后若有机层显黄色

或黄棕色示有硒存在。

问 题 讨 论

（一）本方法是以滤纸作载体，在同一展开剂

中将金、锑、硒、砷、铊、（鉍）等离子展开，其色谱

图如图1所示。然后根据它们的Rf值不同 （见表

1）分别剪下而进行测定，其优点是，方法简单、无干

扰、能在大量干扰组分存在时进行某元素的测定。

（二）众所周知，与热液成矿有关的那些岩石

与矿物都有铁的存在。虽然Fe3+的Rf值为0.50，


