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摘要 目的  建立 ° ≤同时测定人尿草酸和枸橼酸含量的方法 ∀方法  采用 ≥ ≤ ≅ Λ 色谱柱

¬ ¬ 2≤ ≅ Λ 为保护柱 以 # 磷酸二氢钾 含 # 四丁基硫酸氢铵和

≅ ∞⁄× ∗ 为流动相 检测波长 流速 # 柱温 ε 进样量 Λ 以 磺

基水杨酸沉淀尿蛋白 ∀结果  草酸最低检测限为 Λ # ∀线性范围为 ∗ Λ # 平均回收率为 日内

及日间精密度 ≥⁄ ∀枸橼酸最低检测限为 Λ # ∀线性范围为 ∗ Λ # 平均回收率为

日内及日间精密度 ≥⁄ ∀结论  该方法简便 灵敏度高 重复性好 可用于尿路草酸钙结石成因的研究 ∀
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  尿路结石是我国的常见病 !多发病 其中以草酸钙结石

最为多见 ∀高草酸尿症是草酸钙结石的重要病因 而枸橼酸

及其盐是泌尿系结石的重要抑制因子 ∀准确测定尿液中的

草酸和枸橼酸 是判断尿草酸结石病因必不可少的工具 ∀目

前国内常用比色法测定尿液中枸橼酸含量 ≈ 方法灵敏度

低 专属性差 无法对尿液样品中微量的枸橼酸进行准确的

定量分析 ∀而现有的高效液相色谱法测定草酸的方法 ≈ 2 在

前处理时往往需要将样品中的草酸沉淀出来方可测定 对于

样品中不能沉淀的枸橼酸则无法同时测定其含量 ∀笔者在

国内未见应用高效液相色谱法同时测定尿液中草酸和枸橼

酸的报道 ∀国外使用的离子色谱法 ≈ 和毛细管电泳技术 ≈

可以同时测定尿液中的草酸和枸橼酸 但在国内因仪器不易

获得而受到限制 ∀笔者对现有的高效液相色谱法测定草酸

的方法加以改进 建立了 ° ≤同时测定尿液中草酸和枸橼

酸的方法 从而可对尿液中草酸和枸橼酸这两种至关重要的

结石风险因子一次采样 同时进行评估 ∀笔者同时测定了

名健康人尿草酸和枸橼酸的含量 为从病因学角度定量研究

尿草酸 !枸橼酸与草酸钙结石的关系提供了依据 ∀

1  材料

1 1  仪器

型高效液相色谱仪 包括 四元泵 !在线脱

气机 !∂ • ⁄检测器 !色谱工作站 ∀雷磁 ° ≥ ≤型精密

计 上海雷磁仪器厂 ∀台式离心机 × 上海安亭科学

仪器厂 ∀ 精密电子天平 瑞士产 ∀

1 2  试剂

草酸 !枸橼酸 !磷酸二氢钾 !四丁基硫酸氢铵 !磺基水杨

酸为分析纯试剂 ∀实验用水为二次蒸馏水 ∀

1 3  色谱条件

色谱柱 ≥ ≤ ≅ Λ 保护柱

为 ¬∞¬ 2≤ ≅ Λ ∀流动

相为 # 磷酸二氢钾 含 # 四丁基

硫酸氢铵和 ≅ ∞⁄× ∗ ∀检测波
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长 ∀流速 # ∀柱温 ε ∀进样量

Λ ∀

2  方法与结果

2 1  方法的专属性

在上述色谱条件下 测得尿液中草酸和枸橼酸的色谱

图 草酸的保留时间为 枸橼酸的保留时间为

空白尿液中含有内源性代谢的草酸和枸橼酸色谱峰 其余内

源性物质不干扰两者的测定 ∀

2 2  标准贮备液的配制

精密称取分析纯草酸 纯度 适量 加水定容稀

释成 # 的草酸标准贮备液 ∀精密称取分析纯枸橼

酸 纯度 适量 加水定容稀释成 # 的枸

橼酸标准贮备液 ∀ ε 室温备用 ∀

2 3  尿液的预处理

取健康人的新鲜尿液 按照尿液 Β浓盐酸 Β的比例

加入浓盐酸酸化 然后以 Λ 孔径的微孔滤膜滤过 ∀取

续滤液 加入 磺基水杨酸溶解 混匀 ε 放置

后 # 离心 上清液供进样 ∀

2 4  标准曲线的制备

尿样品按照 / 0项下的方法预处理 ∀取续滤液

加入 磺基水杨酸溶解 混匀 ε 放置沉淀

后 吸取 分别加入 # 草酸标准贮备液 Λ

和 # 枸橼酸标准贮备液 Λ 即同时含 Λ #

草酸和 Λ # 枸橼酸尿液 按照倍比稀释的方法

配制成同时含草酸和枸橼酸分别为 和 和

和 和 和 和 和

Λ # 尿液 ∀并另取空白尿液按照 / 0项下的方

法预处理 ∀各浓度含草酸和枸橼酸尿液以 # 离

心 上清液供进样 ∀分别以草酸峰面积 ¬
对浓度 ≤ ¬

Λ # 枸橼酸峰面积 对浓度 ≤ Λ # 进行

线性回归 得草酸工作曲线

¬ ≤ ¬  ρ

可见在 ∗ Λ # 内 草酸峰面积与草酸浓

度呈良好的线性关系 ∀

枸橼酸工作曲线

≤  ρ

可见在 ∗ Λ # 范围内 枸橼酸峰面积与

枸橼酸浓度呈良好的线性关系 ∀

2 5  最低检测限和最低定量限

在选定的色谱条件下 按信噪比为 测定草酸的最低

检测限为 Λ # 枸橼酸的最低检测限为 Λ #

∀按信噪比为 测定草酸的最低定量限为 Λ #

枸橼酸的最低定量限为 Λ # ∀

2 6  精密度和回收率试验

按照 / 0项下配制同时含草酸 Λ #

和枸橼酸分别为 Λ # 尿液各五份

在上述色谱条件下 分别测定峰面积 计算日内 !日间精密度

和回收率 ∀结果见表 和表 ∀

表 1  草酸在人尿液中的日内 !日间精密度和回收率 ν

Ταβ 1  ∏ √ ¬ ∏

ν

加入草酸浓度

Λ #

测得浓度

Λ #

方法回收率 日内精密度

≥⁄

日间精密度

≥⁄

? ?

? ?

? ?

表 2  枸橼酸在人尿液中的日内 !日间精密度和回收率 ν

Ταβ 2  ∏ √ ∏

ν

加入枸橼

酸浓度

Λ #

测得浓度

Λ #

方法回收率 日内精密度

≥⁄

日间精密度

≥⁄

? ?

? ?

? ?

2 7  稳定性试验

尿液样品按照 / 0项下的方法预处理后 分别在

测定 草酸峰面积的 ≥⁄为 枸橼酸峰面积

的 ≥⁄为 ∀ 内样品稳定 ∀

2 8  样品测定

收集 名健康人的 新鲜尿液样品 按照 / 0项下

的方法预处理后进样测定草酸浓度 ∀测得健康人 尿液

中的草酸含量平均值为 ? ∗

枸橼酸含量平均值为 ? ∗

∀其中 尿草酸含量异常者有 人 尿枸橼

酸含量异常者有 人 尿草酸和尿枸橼酸含量均异常者

有 人 ∀

3  讨论

3 1  流动相条件的选择

草酸和枸橼酸作为有机阴离子而非结构化合物 在 ≤

色谱柱上保留时间较短 ∀笔者曾试过在磷酸二氢钾流动相

中加入不同浓度的乙二胺和三乙胺 虽然枸橼酸均可以在

左右出峰 但草酸在 ∗ 之间出峰 与尿样

的前部杂峰重合 导致草酸无法定量测定 ∀流动相中加入四

丁基硫酸氢铵后 尿液中的枸橼酸峰位仍在 左右 却

可以使草酸峰位推迟到 ∀加入 ≅ ∞⁄2

× 有助于改善峰形 减少拖尾 使样品中的草酸与枸橼酸峰

达到良好分离 ∀在有 ∞⁄× 的条件下 流动相中四丁基硫酸

氢铵达到 # 时 草酸和枸橼酸峰可以基线分

离 且随着加入的量增大 两者分离越明显 ∀考虑到流动相

中含盐量少有利于延长色谱柱寿命 所以确定四丁基硫酸氢

铵的量为 # ∀

3 2  样品处理方法

尿样前处理中最重要的是除去尿样中少量的蛋白等杂

质 ∀参考文献方法 ≈ 以磺基水杨酸作为沉淀剂按照

尿样 置 ε 放置 后蛋白基本沉淀完全 离心可见
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试管底部少许红棕色沉淀 杂峰数量可明显减少 ∀新鲜尿液

加入浓盐酸酸化的目的是为了防止尿液中的维生素 ≤在中

性和碱性的条件下转化为草酸而影响测定 ≈ ∀

3 3  健康人尿草酸和枸橼酸含量

我国是世界上泌尿系结石的三个主要流行地区之一 ≈ ∀

尿石中 以草酸钙结石最为多见 草酸代谢异常所致的高草

酸尿在结石形成上具有重要意义 ≈ ∀枸橼酸是尿路结石的

重要抑制因子 枸橼酸根离子由于其特殊的空间结构 不但

能与钙离子强烈配位 抑制草酸钙等尿石矿物的成核和生

长 还可以碱化尿液 使酸性类结石如尿酸结石和胱氨酸结

石的溶解度增加 ≈ ∀低枸橼酸尿症的人群患尿石症的危险

性是尿枸橼酸水平正常人群的 倍多 ≈ ∀本实验建立的

高效液相同时测定尿草酸和枸橼酸含量的方法无疑为尿石

症病因的研究打下了良好的基础 ∀

经测定 名健康人尿草酸和枸橼酸 尿草酸平均含

量为 ? ∗ 尿枸橼酸平

均含量为 ? ∗ ∀可见

从本实验测试的小样本来看 健康人的 尿草酸和枸橼酸

含量差别均可有十倍之多 ∀

据文献报道 ≈ 尿草酸含量在 以上的人群有

的可能产生尿路结石 ∀本研究中 虽然 尿草酸含量

的平均值趋于正常 但含量在 以上的有 人 另有两例

尿草酸含量在 ∗ 共 人 占受试人数的 ∀

可见有产生尿路结石倾向的人群数量不可低估 ∀

一般而言轻度至中度低枸橼酸尿多与环境因素有关 例

如 食用过量动物性蛋白和盐 !饥饿等 此时尿中枸橼酸排泄

量约为 ∗ ≈ ∀本研究中尿枸橼酸排泄量低于

的有 人 占受试人数的 ∀值得关注的

是 人的 尿草酸含量在 以上 同时 尿枸橼酸

含量低于 理论上较易形成尿路结石 占总受试人

数的 ∀

来源于饮食肠道吸收的草酸 虽然仅占尿草酸总来源的

∗ 但对尿草酸浓度变化的影响很大 ≈ ∀因此 提高

人群健康意识 改变饮食习惯 控制草酸的摄入 同时增加进

食富含枸橼酸的食物已非常必要 ∀本实验尚属小样本研究

对国人饮食和排泄的草酸 !枸橼酸的含量以及与尿路结石的

关系 还有待深入探索 ∀
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高效液相色谱法测定溃疡宁胶囊中靛蓝的含量

楼云雁 田涛 葛卫红 杭清 杭州第四医院 杭州 成都军区联勤部成都药材供应站 浙江中医药大学 杭州市疾

病控制中心预防保健门诊部

摘要 目的  为溃疡宁胶囊质量控制提供新方法 ∀方法  色谱柱 ⁄≥ ≅ Λ 流动相 甲醇 2

水 Β 检测波长 柱温 ε 流速 # ∀结果  靛蓝线性范围 ∗ Λ # 相关系

数 ρ分别为 回收率为 ≥⁄为 ∀结论  本方法简便 !可靠 !重现性好 能起到控制溃疡宁胶囊中靛蓝

含量的作用 ∀
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