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摘要：建立了固相萃取 4高效阴离子交换色谱 4积分脉冲安培法（./34=/&3>4,/&*）测定人体尿液中异黄蝶呤的分
析方法。尿液经 3%!,4#% 与 (’! 型阳离子交换柱串联萃取后，除去了大量干扰物质。采用 ,":/6< &.!# 分析柱
（!," 55 . ! 55），以 "/ "!, 5"# - ? %6+= 溶液为淋洗液，流速为 "/ $" 5? - 5):，在优化的安培检测波形条件下，异
黄蝶呤的质量浓度在 "/ "", & "/ !"" 5@ - ? 范围内与峰面积呈良好的线性关系，相关系数为 "/ ))% $，检出限为
"/ ""’ 5@ - ?。健康人及癌症病人尿液在 ! 5@ - ? 和 , 5@ - ? 两个添加水平的平均回收率在 ),/ $A & )+/ %A 之间，相
对标准偏差小于 ,A。此方法环保、快速、准确，可用于健康人与癌症病人尿液中异黄蝶呤的测定。
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- - 蝶呤类化合物是细胞代谢过程中的重要辅助因
子，广泛地分布于许多生物体内，种类繁多，但含量

极微［#］。蝶呤（ ’G2():）、新蝶呤（ :2"’G2():）、生物
蝶呤（M)"’G2():）、黄蝶呤（ L6:GK"’G2():）、异黄蝶呤
（ );"L6:GK"’G2():）和蝶呤4+ 4羧酸（ ’G2():4+ 4<6(M"L4

7#)< 6<)I）等是其中的主要几种。目前，对于蝶呤类
化合物的研究，以新蝶呤的研究较为深入［!，’］。当

免疫系统被癌症［$］、病毒感染［,，+］、免疫系统疾病［(］

等激活后，人体体液中新蝶呤的代谢水平会发生改

变。然而其他蝶呤类化合物的研究相对较少，但这



! 第 " 期 冯 ! 蕾，等：固相萃取!高效阴离子交换色谱!积分脉冲安培法检测人体尿液中的异黄蝶呤

些化合物也有可能与某些疾病相关［# $ %%］。异黄蝶

呤在黄嘌呤脱氢酶的作用下由蝶呤产生［%&］，由于其

自身的物理化学性质，国内外对异黄蝶呤的研究尚

未深入。

! ! 目前，对异黄蝶呤的分析测定主要采用高效液
相色谱!荧光检测法（"#$%!&$’）［%’ $ %(］。由于蝶呤

类化合物以不同氧化态存在于人体体液中，且只有

高氧化态的蝶呤类化合物才具有较强的荧光响应，

因此在测定之前通常需要对样品进行氧化处理，这

对待测物的检测会造成一定影响。"() 等［%］运用

高效毛细管电泳!激光诱导荧光检测法（"#%*!$+&）
对人体尿液中包括异黄蝶呤在内的蝶呤类化合物进

行了分析检测，灵敏度得到了显著提高，但该方法同

样采用了氧化步骤。以上两种方法均使用了有机溶

剂，不但会对环境造成二次污染，同时也不利于操作

人员的健康。*,-.)/,(!0(),.11( 等［%)］运用分光光

度!偏最小二乘法（#$2）对异黄蝶呤等蝶呤类化合
物进行了分离，但未应用于实际样品的测定。

! ! 随着离子色谱（ +*%）的发展，尤其是安培检测
器的出现，其分析对象已经从水中常见阴、阳离子的

检测，发展到极性有机化合物以及生物样品中糖、氨

基酸、肽、蛋白质等的分析。高效阴离子交换色谱!
积分脉冲安培法（"#3*%!+#3’）是近年来出现的
测定糖和氨基酸的直接分析法。该方法无需衍生，

操作方便，避免了衍生物不稳定，衍生反应的副产物

及试剂本身的干扰等问题；实验不使用有毒的化学

试剂和溶剂，有利于环境保护和操作人员的健康。

目前已经应用于保健食品［%*］、烟草［%#］和液体调味

品［%+］等的分析测定，取得了很好的效果。然而还未

见将 "#3*%!+#3’ 应用于检测人体尿液中蝶呤类
化合物的报道。

! ! 本文在系统地探讨异黄蝶呤色谱分离条件的基
础上，对检测波形进行了优化，并将固相萃取（2#*）
技术应用于样品前处理，成功地去除了大量干扰物

质，建立了 "#3*%!+#3’ 法测定人尿液中异黄蝶呤
的分析方法。该方法具有灵敏度高、选择性好、对环

境造成的二次污染小等特点，为进一步应用到临床

疾病诊断作了方法学的初步探讨。

!" 实验部分

! ! !" 仪器、试剂与材料
! ! +%2!&(,, 型离子色谱仪（美国 ’./)45 公司），
包括 6#(, 四元梯度泵、$%&( 色谱柱箱和 *’(, 电
化学检测器；安培检测池由金电极、37 8 37%1（ ’
9/1 8 $ :%1）参比电极和包含池体的钛对电极组成；

色谱数据采集和处理采用 %;4914/) )- # 色谱工作
站；2#* 装置（美国 2<-41=/ 公司）；0.11.!>2 超纯
水装置（美国 0.11.-/?4 公司）；3#&%, 电子天平（美
国 @;(<, 公司）。
! ! 异黄蝶呤标准品（纯度大于 +*A，美国 2.79(
公司）；B(@"（质量分数为 (,A，美国 &.,;4? 公
司）；氨基酸标准品（美国 &1<C( 公司）；其他试剂均
为分析纯；实验用水电阻率为 %#- & 0!·=9。
! ! 2<-41=/ *BD+!%# 2#* 小柱（(,, 97 8 ’ 9$）；
D(?.() E/)F *1<G4!23H 2#* 小柱（(,, 97 8 ’ 9$）。
*’& 型阳离子交换树脂（上海争光树脂厂）经碾磨过
筛（), . %,, 目），水洗至中性备用。依次用水、&
9/1 8 $ B(@" 和 & 9/1 8 $ "%1 各浸泡 # ;。取 ’ 9$
2#* 小柱空柱（美国 2<-41=/ 公司），并用 &- , 9$
处理好的树脂装柱，上下各垫一个聚乙烯筛板，压

紧，无气泡，其上用 %- , 9$ 水浸润，备用。*%* 型阴
离子交换树脂（上海争光树脂厂）经碾磨过筛（), .
%,, 目），水洗至澄清后依次用水、& 9/1 8 $ "%1 和 &
9/1 8 $ B(@" 各浸泡 # ;。其他处理步骤同上。
! ! #" 实验方法
! ! # ! !" 标准溶液的配制
! ! 滴加数滴 ,- % 9/1 8 $ 的 B(@" 溶液溶解，用超
纯水稀释至刻度，摇匀，配制成 %,, 97 8 $ 异黄蝶呤
标准储备液，并置于 " I冰箱内保存，使用时用超纯
水稀释至所需浓度。

! ! # ! #" 色谱条件
! ! 淋 洗 液：,- ,&( 9/1 8 $ B(@"；流 速：,- ",
9$ 8 9.)；进样体积：&( "$；色谱柱：+/)#(= 36&% 保
护柱（(, 99 / & 99），+/)#(= 32&% 分析柱（&(,
99 / & 99）；柱温：’( I；安培检测器检测波形见
表 %。

表 !" 测定异黄蝶呤的 "#$% 检测器检测波形
&’()* !" %*+*,+-./ 0’1*2.34 .2 +5* "#$% 6*+*,+.3 2.3

+5* 6*+*34-/’+-./ .2 -7.8’/+5.9+*3-/

J.94 8 ,
#/G4)G.(1（ K,L 37 8 37%1）
2M9N/1 D(1<4 8 D

+)G47?(G./)

, L ,, *% $ , L (,
, L ," $ , L (,
, L ,( *& $ , L "(
, L &% $ , L "( ,G(?G
, L && *’ ! , L ’,
, L ") ! , L ’,
, L "* *" $ , L "(
, L () $ , L "( 4)F
, L (* *( $ & L ,,
, L (# $ & L ,,
, L (+ *) ! , L ),
, L ), $ , L (,

·+,"·
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! ! " ! #$ 尿液前处理
# # 准确量取 $% & !" 人尿液，通过 #$%&’’" 与 ()!
阳离子交换柱的串联柱，待尿液基本流出后，用 ’$
!" 超纯水淋洗，调节流速为 )$ 滴 ( !)*，淋洗液弃
去。移去 #$%&’’" 柱，用 !$ !" $% ’ !+, ( " $-./
洗脱 ()! 阳离子柱，调节流速为 )$ 滴 ( !)*，收集洗
脱液于 !& !" 棕色容量瓶中，超纯水定容，取 !& !"
进行色谱分析。

"$ 结果与讨论

" ! !$ 淋洗液的选择
# # &#0 分离的机理主要是基于离子交换树脂上可
离解的离子与淋洗液中具有相同电荷的溶质离子之

间进行的可逆交换，因此淋洗液的浓度直接影响离

子交换平衡和离子的保留。本实验选用 &+*1-2
34!’ 分析柱，考察了不同浓度的 $-./ 溶液对异
黄蝶呤分离效果的影响。结果表明随着 $-./ 浓
度逐渐增大，异黄蝶呤保留时间随之缩短。考虑到

人体尿液成分复杂，异黄蝶呤出峰时间太早，易存在

干扰，故采用 $% $!& !+, ( " $-./ 为淋洗液，在排除
共存物干扰的同时，尽可能缩短检测时间。

" ! "$ 检测波形的优化
# # &135 法是一种新型的脉冲安培检测法，于
’*"* 年由 67,28 等［!$］首先提出，并应用于氨基酸

的检测。0,-9:7 等［!’］通过对检测波形的优化克服

了基线漂移，获得了良好的线性及重现性，并且降低

了金工作电极的损耗。新的检测波形由 + 步组成，
分为 ) 个区，包括吸附 (引发区、电流积分区和清洗 (
活化区，其中 #’ 为吸附电位、#! 为引发电位、#) 和
#, 为检测电位、#& 为清洗电位、#+ 为活化电位。
本文中异黄蝶呤检测波形参照氨基酸检测的六电位

脉冲波形［!’］，对其中影响较大的电位进行优化。将

’ !; ( " 的异黄蝶呤标准溶液在选定的色谱条件下
进行分析测定，考察了吸附电位 #’、引发电位 #! 和
检测电位 #)（如图 ’ 所示）对检测峰面积的影响。
从实验结果可以看出：当 #’ 在 - $% * . - $% ’ % 变
化时，异黄蝶呤峰面积在 - $% & % 达到最大值；当 #!
在 - $% ,& . $% ’ % 变化时，异黄蝶呤峰面积逐渐减小；
#) 从 $% ’ % 增加到 $% ) %，异黄蝶呤峰面积逐渐增
大，考虑到金电极氧化的限制，本实验 #) 最终选择
$% ) %。因此本文 #’、#!、#) 最终分别选择为 - $% &、
- $% ,&、$% ) %。
" ! #$ 干扰试验
# # 本文分别考察了 ’ $$$ 倍于异黄蝶呤质量浓度
（’ !; ( "）的 < -、0, -、$. -

! 、$.
-
) 、4.

! -
, 等无机阴

图 !$ （"）吸附电位 #!、（$）引发电位 #"、（ %）检测电位 ##
对异黄蝶呤峰面积的影响

&’(! !$ #))*%+, -)（"）#!，（$）#" "./（ %）## -.
+0* 1*"2 "3*" -) ’,-4".+0-1+*3’.

离子和尿素；’$$ 倍的甘氨酸、丙氨酸、缬氨酸、异亮
氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、半胱氨酸、苏氨酸、谷酰胺、

天门冬酰胺等氨基酸，葡萄糖、半乳糖等小分子糖，

乳酸、苹果酸等小分子酸；以及 ’$ 倍的生物蝶呤、新
蝶呤、黄蝶呤、蝶呤’+ ’羧酸、蝶呤、胆红素等尿液中
可能存在的共存物质对异黄蝶呤检测的影响。实验

结果显示，在已优化的实验条件下，以上物质对异黄

蝶呤的分析没有影响。

" ! %$ 样品前处理方法的选择
# # 由于尿液基体复杂，本实验进一步研究采用固
相萃取技术除去尿液中未知干扰物。选用 #$%&’
’"，可以成功地去除尿液中脂肪、蛋白质等有机物，
但无法消除尿液中无机物、离子型化合物等对异黄

蝶呤检测的影响。因此拟采用 41# 柱串联的方式

·$’,·
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对尿液进行净化处理。实验考察了以下 # 种串联方
式的净化效果。

! ! "#$%!$% 与 &’() "*+, -./ 串联：实验分别采
用了 &、%、$’、$(、$& 01 的二次水淋洗串联柱，结果
表明，在异黄蝶呤峰附近有很大的干扰峰出现（如

图 ( 所示），严重影响了异黄蝶呤的检测。由于异
黄蝶呤和干扰物质均不被串联柱保留，无法通过

"#$%!$% 与 &’() "*+, -./ 串联柱分离，故此串联
方式不适用于尿液样品前处理。

图 !" 尿液经 !"#$%#$ 与 &’() !*+, -./ 串联柱
净化后的色谱图

0123 !" 456’78,’2687 ’9 +61(: 96’7 8 5+78( ;’*+(,::6
89,:6 <*:8(+= =6’<:)+6: +>1(2 !"#$%#$ 8() &’()
!*+, -./ 1( <’7?1(8,1’(

! "*+2(,：’) ’( 0’* 3 1 #4567 8*’9 :4,2：’) "’ 01 3 0;(7 <’*!
+0( ,20=2:4,+:2：#& > 7 $’*+02 ;(?2@,2)：(& !17 A2,2@,;’(：
%B.A @’();,;’(C 4C ;( D4E*2 $ 7
! $ 7 ;C’F4(,G’=,2:;(7

表 %" 健康人及癌症病人尿液加标回收结果和相对标准偏差（! & ’）
@8?*: %" A:<’;:61:> 8() 6:*8,1;: >,8()86) ):;18,1’(>（A-B>）’9 1>’C8(,5’=,:61( ):,:671(8,1’( 1( +61(: >87=*:>（! & ’）

H:;(2 C40=*2 &4@IJ:’+() 3（0J 3 1） .))2) 3（0J 3 1） 8’+() 3（0J 3 1） K2@’L2:M 3 N K-A 3 N
624*,GM =2:C’(C ’ 7 *+& ( 7 ’’ ( 7 *’ ,+ 7 % " 7 "’

& 7 ’’ & 7 && ,& 7 * # 7 %#
<4(@2: =4,;2(,C ’ 7 ,,’ ( 7 ’’ ( 7 ,$ ,+ 7 ’ # 7 ("

& 7 ’’ & 7 *+ ,& 7 " ( 7 "+

! ! "#$%!$% 与 *$* 阴离子交换柱串联：实验分别
采用了 ’) ’$ 0’* 3 1 6<*、’) ’& 0’* 3 1 6<*、’) ’$
0’* 3 1 #456、’) ’& 0’* 3 1 #456、’) $ 0’* 3 1
#456、’) ’& 0’* 3 1 #6#·6(5 等洗脱 *$* 阴离子
交换柱，结果显示，干扰物质得到了很好的去除，但

由于 *$* 阴离子交换柱对异黄蝶呤的保留能力较
强，异黄蝶呤的回收率均小于 (’N。
! ! "#$%!$% 与 *#( 阳离子交换柱串联：考察了不
同洗脱剂对异黄蝶呤回收率的影响（见表 (）。结果
表明，选用 ’) $’ 0’* 3 1 #456 洗脱，在不影响异黄
蝶呤检测的同时，洗脱效果最好。因此，实验选用

"#$%!$% 与 *#( 阳离子交换柱串联的方式对尿液进
行前处理。其尿液的分离色谱图如图 # 所示。

表 !" 不同洗脱剂对异黄蝶呤加标（! 72 D E）回收率
的影响（! & (）

@8?*: !" A:<’;:61:> ’9 +61(: >87=*:> >=1F:) G1,5 ! 72 D E
1>’C8(,5’=,:61( +>1(2 ;861’+> :*+:(,>（! & (）

"*+2(, K2@’L2:M! 3 N
’ 7 ’$ 0’* 3 1 6<* +& 7 ( - # 7 ,
’ 7 ’# 0’* 3 1 6<* ** 7 ( - + 7 ’

’ 7 ’& 0’* 3 1 #6#·6(5 +* 7 , - & 7 &
’ 7 ’& 0’* 3 1 #456 *$ 7 ’ - " 7 %
’ 7 $’ 0’* 3 1 #456 ,% 7 ’ - " 7 #

! A4,4 4:2 CG’9( 4C 024( - C,4()4:) )2L;4,;’(（! . &）7

图 %" 尿液经 !"#$%#$ 与 )%! 阳离子交换柱
串联净化后的色谱图

0123 %" 456’78,’2687 ’9 +61(: 96’7 8 5+78( ;’*+(,::6
89,:6 <*:8(+= =6’<:)+6: +>1(2 !"#$%#$ <’*+7(
8() )%! <8,1’(%:C<58(2: <’*+7( 1( <’7?1(8,1’(

! 47 +:;(2 C40=*2 C=;I2) 9;,G ( 0J 3 1 ;C’F4(,G’=,2:;( C,4()4:)
C’*+,;’(；E7 E*4(I +:;(2 C40=*27 DG2 2F=2:;02(,4* @’();,;’(C
4C ;( 8;J7 ( 7
! $ 7 ;C’F4(,G’=,2:;(7

! 3 (" 线性方程、线性范围及检出限
! ! 取适量的异黄蝶呤标准贮备液，分别稀释成
’) ’’&、’) ’$、’) ’(、’) ’"、’) ’%、’) $、’) ( 0J 3 1 的标
准工作溶液，按选定的色谱条件进行分析，以峰面积

对浓度作图。结果表明，峰面积（"）与质量浓度
（#，0J 3 1）呈良好的线性关系，线性方程为 " .
$$) ("$# / ’) ’&$ ,，相关系数为 ’) ,,% "，线性范围
为 ’) ’’& 0 ’) (’’ 0J 3 1。根据信噪比（ $ % &）为 #
计算，异黄蝶呤的检出限为 ’) ’’# 0J 3 1。
! 3 ’" 回收率与精密度试验
! ! 为验证方法的可行性，选取健康人和癌症病人
尿液进行加标回收试验。样品经 $) () # 节所述方法
净化处理进行检测，计算异黄蝶呤在不同添加水平

的回收率。实验结果（见表 #）显示，异黄蝶呤在健

·$$"·
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康人及癌症病人尿液中两个添加水平的平均回收率

在 #$% &! ’#(% "! 之间，相对标准偏差小于 $!，表明
本方法测定结果准确可靠，可用于实际尿液中异黄

蝶呤的检测。

! ! "# 样品测定
) ) 应用所建立的分析方法，对 *+ 个健康人尿液
（由南昌大学志愿者提供）以及 *+ 个癌症病人尿液
（由江西省肿瘤医院提供）进行分析。图 & 为 # 号
尿液的色谱图。实验结果（见表 &）显示，健康人尿
液中异黄蝶呤含量在（+% !!" , +% +*!）’（+% -." ,
+% +&(）"# $ % 之间，平均含量为 +% &(" "# $ %；癌症
病人尿液中异黄蝶呤浓度范围为（+% $$! , +% +&"）
’（*% $"- , +% +"-）"# $ %，平均值为 +% #$* "# $ %。
结果表明，虽然健康人及癌症病人尿液中异黄蝶呤

浓度范围有所重叠，但癌症病人尿液中异黄蝶呤的

平均含量大于健康人尿液中异黄蝶呤的平均含量。

图 $# 实际尿液（% 号）的色谱图
"#$! $# %&’()*+($’*) (, -’#./ ,’() * &-)*.

0(1-.+//’（2(! %）!
) &’( ()*(+,"(-./0 12-3,.,2-4 /4 ,- 5,#6 ! 6
) * 6 ,42)/-.’2*.(+,-6

表 $# 健康人及癌症病人尿液中异黄蝶呤分析结果（! & ’）
3*41/ $# 5.*167#7 (, #7(8*.+&(9+/’#. #. &-)*. -’#./

,’() &/*1+&6 9/’7(.7 *.: ;*.;/’ 9*+#/.+7
（! & ’）

7/"*0(
826

942)/-.’2*.(+,- $
（"# $ %）

7/"*0(
826

942)/-.’2*.(+,- $
（"# $ %）

* + 6 !"( , + 6 +.& ** + 6 -($ , + 6 +(-
! + 6 .(* , + 6 +&. *! * 6 *.! , + 6 +(.
. + 6 .-& , + 6 +&( *. * 6 !#$ , + 6 +.$
& + 6 &". , + 6 *&+ *& * 6 $"- , + 6 +"-
$ + 6 !!" , + 6 +*! *$ * 6 !!& , + 6 +#"
( + 6 ((" , + 6 +-" *( + 6 (.- , + 6 +.$
- + 6 ("* , + 6 +&# *- + 6 $$! , + 6 +&"
" + 6 $"" , + 6 +.# *" + 6 $(# , + 6 +&-
# + 6 -." , + 6 +&( *# + 6 ".# , + 6 +$.

*+ + 6 !-+ , + 6 +*$ !+ + 6 #*! , + 6 +(*

) :/./ /+( 4’2;- /4 "(/- , 4./-3/+3 3(<,/.,2-（! / $）6
) 82.(：7/"*0(4 * ! *+ /+( ’(/0.’= *(+42-4’>+,-( 4/"*0(4；
7/"*0(4 ** ! !+ /+( 1/-1(+ */.,(-.4’>+,-( 4/"*0(46

(# 结语

) ) 本文建立了 7?@AB?CD@A9?C: 法测定人体尿
液中异黄蝶呤的分析方法，系统考察了 9?C: 检测
器各电位对异黄蝶呤测定结果的影响，并对色谱条

件进行了优化，使得异黄蝶呤具有较高的检测灵敏

度。应用 7?@ 技术对尿液进行净化处理，除去了大
量干扰物质，结果令人满意。实验发现癌症病人尿

液中异黄蝶呤含量和健康人相比存在差异，这为今

后深入研究异黄蝶呤和某些癌症的关联打下了一定

基础。
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