
中国药房 2014年第25卷第42期 China Pharmacy 2014 Vol. 25 No. 42

本文中，临床药师针对住院药房监测到注射用盐酸头孢

替安用量异常这一情况，经调查分析发现，主要存在脊柱外

科、泌尿外科手术预防用药选药不合理、单次给药剂量超量、

预防用药时间过长的现象。通过临床药师与临床科室的沟通

干预，住院药房注射用盐酸头孢替安用量明显下降并呈逐渐

下降趋势，表明用药干预取得一定效果，促进了我院的合理用

药工作的开展。

医院药学部门建立药品动态监测及超常预警是合理用药

工作的重要组成部分，而针对异常使用药品的专项调查和干预

也可以成为临床药师促进临床合理用药的重要手段之一[7-9]，临

床药师和住院药房密切配合，充分发挥药学技术人员的优势，

有效促进合理用药工作开展，切实体现临床药师价值。
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摘 要 目的：建立一种快速、灵敏地测定人尿液中尿酸（UA）含量的新方法。方法：利用在碱性条件下，UA可以选择性地猝灭抗

坏血酸与荧光素-表面活性剂-铜离子混合物产生的化学发光，结合流动注射技术，建立了流动注射化学发光法直接测定人尿液中

UA含量的方法。反应试剂的浓度分别为氢氧化钠溶液0.5 mol/L、荧光素5.0×10－4 mol/L、铜离子1.0×10－4 mol/L、溴化十六烷基三

甲铵（CTMAB）5.0×10－3 mol/L、抗坏血酸 25 mg/L，主泵（P1）、副泵（P2）流速均为 2.5 ml/min，光电倍增管负高压为 800 V。结果：

UA的检测质量浓度在0.1～20 mg/L范围内线性关系良好（r＝0.999 0），检出限为3.3×10－2 mg/L，平均加样回收率为99.63％，精密

度RSD为1.2％（n＝11）。结论：本方法操作简便、灵敏度高、选择性好，为尿液中UA含量测定提供了一种新方法。

关键词 尿酸；流动注射化学发光法；直接检测

Content Determination of Uric Acid by Flow Injection Chemiluminescence
QI Hui-li，GAI Ke，MA Dong-ping（College of Chemistry and Chemical Engineering，Longdong University，Gan-
su Qingyang 745000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a novel，rapid and sensitive method for the content determination of uric acid. METH-

ODS：Chemiluminescence generated by ascorbic acid reacting with fluorescein-copper-surfactant could be selectively quenched in

the presence of uric acid in alkaline solution. Based on flow injection，flow injection chemiluminescence was developed to determine

the contents of uric acid directly. The concentrations of reagents were sodium hydrate（0.5 mol/L），fluorescein（5.0×10－4 mol/L），Cu2+

（1.0×10－4 mol/L），CTMAB（5.0×10－3 mol/L），ascorbic acid（25 mg/L）. The flow rates of main and donkey pumps were set at

2.5 ml/min with negative high voltage of 800 V. RESULTS：The linear range of uric acid was 0.1-20 mg/L（r＝0.999 0）with an av-

erage recovery of 99.63％（RSD＝1.2％，n＝11）. The detection limit was 3.3×10－2 mg/L. CONCLUSIONS：This method is conve-

nient，sensitive and selective，and can provide a new method for the content determination of uric acid in urine sample.

KEYWORDS Uric acid；Flow injection chemiluminescence；Direct determination
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在动物体内，尿酸（Uric acid，UA）是嘌呤碱的氧化产物，

嘌呤代谢紊乱可以导致痛风、高尿血症、Lesch-Nyhan综合征，

而肾脏损伤、白血病或肺炎患者则常会出现高尿血症，白血病
患者 24 h UA 最大排泄量可达 12 g，而正常人只有 250～750

mg[1]。由此可见，进行生理体液中UA的测定，对诊断和治疗
由嘌呤代谢紊乱引起的上述疾病及选择正确的药物治疗处
方，具有重要的指导作用。现行的临床检验方法中，测定UA

最常用的是磷钨酸还原法[2]，但体液中存在的还原性物质和有
色物质对比色法有干扰，同时，体液中的蛋白能与UA血浆形
成共沉淀，导致有色溶液的浑浊，给检测带来困难；采用高效
液相色谱法[3-5]可提高检测的选择性，但这些方法涉及昂贵的
仪器或复杂的装柱过程、蛋白质的分离过程，造成了检测操作
上的不便；利用酶促反应的特异性，也可以提高选择性[6-7]，但
酶试剂昂贵，稳定性较差，且酶分析法操作复杂；直接电化学
方法具有快速、简便和灵敏度高等优点，但由于UA和抗坏血
酸（AA）在人体液中同时存在，且具有类似的氧化峰电位，用裸
电极检测时易受干扰。目前，许多化学修饰电极用于AA共存
体系中UA的测定取得了较好的效果[8-10]，但由于临床需要，仍
需对简便、高灵敏度和高选择性的方法进行研究。化学发光
法具有仪器简单、灵敏度高、线形范围宽的优点，但将化学发
光法用于UA测定的报道并不多见[11-12]。在试验中，笔者发现，

荧光素、溴化十六烷基三甲铵（CTMAB）、铜离子（Cu2+）的混合
物与可以发生化学发光反应，UA则是该化学发光反应的猝灭
剂。AA基于这一现象，结合流动注射技术，建立了测定人尿
液中UA含量的方法，对此猝灭现象的特性进行了研究。

1 材料
1.1 仪器

BPCL超微弱发光分析仪（中国科学院生物物理研究所）；

F-7000荧光分光光度计（日本日立公司）；pHS-3C型数字酸度
计（上海精密科学仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

UA 标准品（美国 Sigma 公司，含量＞99.6％，批号：

050K08822）；铜粉（天津市致远化学试剂有限公司）；硝酸
（HNO3，天津市科密欧化学试剂有限公司）；氢氧化钠（NaOH，

天津百世化工有限公司）；CTMAB（北京奥博星生物技术责任
有限公司）；荧光素（上海试剂三厂）；AA（成都市科龙化工试剂
厂）；试验所用试剂均为分析纯，水为二次蒸馏水。

2 方法与结果
2.1 溶液的配制

2.1.1 UA标准溶液。称取UA标准品0.200 0 g溶于1 L水中，

作为贮备液（200 mg/L）。0.1～20 mg/L的UA标准溶液则由贮
备液稀释而成，且保证其中AA的含量为25 mg/L。

2.1.2 Cu2+贮备液（1.0×10－2 mol/L）。称取铜粉 0.635 0 g，用
1∶1 HNO3溶解，定容至1 L。

2.1.3 荧光素标准溶液（5.0×10－3 mol/L）。称取荧光素1.662 0

g，用0.1 mol/L NaOH 10 ml 溶解，定容至1 L。

2.1.4 混合化学发光试剂的配制。依次向 1 L 量瓶中加入
5.0×10－2 mol/L CTMAB100 ml 和Cu2+贮备液 10 ml，最后边振
摇边缓慢加入5.0×10－3 mol/L荧光素标准溶液100 ml ，配制成
混合化学发光试剂。

2.2 试验方法

流动注射化学发光法测定UA的流路如图1所示。蠕动泵

P1用来输送混合化学发光试剂和NaOH，蠕动泵P2用来输送

载液（水）和样品。两个泵的流速均为 2.5 ml/min。管路的连
接均采用 0.8 mm 内径的聚四氟乙烯（PTFE）管，采样环体积
30 μl。将混合化学发光试剂与NaOH溶液混合后，由水载流再
与UA标准溶液（或UA样品）混合，UA标准溶液系列和UA样
品中均加入AA，保证其中AA浓度为25 mg/L。以水作空白得
到发光强度 I0；待空白稳定后将UA溶液注入，测定其发光强度
Is。光电倍增管的工作电压为－800 V。化学发光信号值由
BPCL超微弱发光分析仪检测、记录。以ΔI＝I0－Is与质量浓度
c的线性关系进行定量。

2.3 试验条件的优化

本方法测定UA是基于UA能猝灭荧光素混合化学发光体
系与AA的化学发光。因此，笔者详细研究了影响荧光素混合
化学发光体系与AA反应的因素。

2.3.1 反应介质浓度的选择。该化学发光反应必须在碱性条
件下进行，试验中分别采用相同浓度的NaOH、碳酸氢钠、碳酸
钠、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠和NaOH-碳酸钠作为反应介质考
察对信号强度的影响。结果表明，用NaOH 溶液稀释鲁米诺
（3-氨基邻苯二甲酰肼）溶液，不仅可以增强测定体系的化学发
光信号，还可提高化学发光信号的重现性。因此，试验中选择
NaOH溶液作为反应介质。

试验中考察了 NaOH 浓度对化学发光强度的影响，见图
2。在1.0×10－2～0.25 mol/L范围内，ΔI随NaOH浓度的增大而
增大；NaOH 浓度为 0.25 mol/L 时，ΔI 达最大值；在 0.25～0.5

mol/L范围内，ΔI随NaOH浓度的增大反而减小。因此，试验
中选择0.25 mol/LNaOH作为最佳浓度。

2.3.2 荧光素浓度的选择。荧光素浓度与测量的灵敏度和重
现性直接相关。笔者考察了荧光素浓度在1.0×10－4～2.5×10－3

mol/L范围内对化学发光强度的影响，见图 3。荧光素浓度在
1.0×10－4～5.0×10－4 mol/L范围内，随着荧光素浓度的增大，ΔI

值增大；当荧光素浓度增大至5.0×10－4 mol/L时，ΔI达最大值；
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图1 流动注射化学发光法测定UA的流路示意图
a.样品；b.载液；c.混合化学发光试剂；d.NaOH溶液；P1、P2.蠕动泵；V.

进样阀；CL cell.化学发光池；PMT.光电倍增管

Fig 1 Schematic diagram of uric acid determined by flow in-

jection chemiluminescence
a. sample；b. carrier liquid；c. mixed chemiluminescence reagent；d.

NaOH；P1，P2. peristaltic pump；V. admission valve；CL cell. chemilu-

minescence cell；PMT. photomultiplier

图2 NaOH浓度对ΔI的影响

Fig 2 Effects of NaOH concentration on ΔI
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进一步增大荧光素的浓度，ΔI值反而降低。因此，在试验中选
用5.0×10－4 mol/L的荧光素。

2.3.3 表面活性剂浓度的选择。表面活性剂CTMAB可以增
敏AA和混合化学发光试剂的发光强度。笔者考察了CTMAB

浓度在 0～1.0×10－2 mol/L 范围内对体系化学发光强度的影
响，见图 4。无CTMAB时，体系的化学发光强度非常弱；CT-

MAB 的浓度在 5.0×10－4～5.0×10－3 mol/L 范围内，ΔI 值随着
CTMAB 的浓度增大而增大；当 CTMAB 浓度超过 5.0×10－3

mol/L时，ΔI值不再明显增大。因此，试验选用浓度为5.0×10－3

mol/L的CTMAB作为增敏剂。

2.4 含量测定方法学考察

2.4.1 线性关系与检出限考察。通过试验研究，确定测定体
系的反应试剂浓度分别为：NaOH溶液 0.5 mol/L、荧光素 5.0×

10－4 mol/L、铜离子 1.0×10－4 mol/L、CTMAB 5.0×10－3 mol/L、

AA 25 mg/L，主泵（P1）、副泵（P2）流速均为2.5 ml/min，光电倍
增管负高压为800 V。在上述优化的试验条件下，对一系列浓
度的UA溶液进行测定。以水作空白测得发光强度 I0；待空白
稳定后将浓度分别为 0.1、0.5、1.0、2.5、5.0、10、15、20 mg/L 的
UA溶液注入，测定其发光强度 Is。以ΔI＝I0－Is与质量浓度c的
线性关系进行定量。结果线性回归方程为：ΔI ＝－306.58 c+

3 557.9（r＝0.999 0，n＝5），表明在 0.1～20 mg/L 质量浓度范

围内，相对化学发光强度变化值（ΔI）与UA的质量浓度（c）呈

良好的线性关系，检出限为3.3×10－2 mg/L。

2.4.2 精密度试验。配制1 mg/L的UA标准溶液，在优化的试

验条件下，对1 mg/L的UA进行11次平行测定，得相对标准偏

差（RSD）为1.2％，表明方法精密度良好。

2.4.3 加样回收率试验。取3份已知含量的样品，分别加入等

量UA溶液，按“2.2”项方法操作，测定UA的含量，计算加样回

收率。结果 3份样品的加样回收率分别为 101.0％、99.5％、

98.4％，平均加样回收率为 99.63％；RSD 分别为 0.57％、

0.81％、1.40％，总平均值为0.93％（n＝3）。结果表明该方法准

确可靠，见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝3）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝3）

样品含量，mg/L
3.70
4.15
4.49

加入量，mg/L
1.00
1.00
1.00

测得量，mg/L
4.82
5.13
5.42

回收率，％
101.0

99.5
98.4

RSD，％
0.57
0.81
1.40

2.4.4 干扰试验。为了考察该体系测定UA的选择性，配制合

成尿样作为干扰物。合成尿样含有尿液中除UA以外的大部

分物质，见表 2。其中，每种物质的量都按成人 24 h最高排泄

量计，而成人 24 h排尿量按 1 L计[1]。将含有 1 mg/L UA的合

成尿样与1 mg/L的标准UA溶液分别进样，所得信号值差异＜

5％。结果表明，正常量的共存物质并不干扰UA的测定，2倍

量的共存物质有5％的正干扰。

表2 合成尿样的成分

Tab 2 The composition of the urine sample

共存物质
尿素
牛血清白蛋白
Mg2+

Ca2+

Cl-

K+

浓度
3％

138 mg/L
1.60×10-2 mol/L
1.80×10-2 mol/L
2.56×10-1 mol/L
9.10×10-2 mol/L

共存物质
葡萄糖
L-苏氨酸
赖氨酸
L-丝氨酸
丙氨酸

浓度
500 mg/L

2.25×10-4 mol/L
7.77×10-4 mol/L
2.34×10-4 mol/L
1.25×10-4 mol/L

2.5 样品分析

分别取 3名志愿者的新鲜尿液，稀释后按“2.2”项方法进

行化学发光法测定，同时将样品送检医院实验室检查（采用

UA酶-过氧化物酶偶联法[2]测定样品中UA的含量）。测定结

果表明，本方法对尿样中UA含量的测定结果与医院实验室检

查的结果一致，见表3。

表3 尿样分析结果

Tab 3 Results of the urine sample analysis

样品
编号

1
2
3

pH
6.72
5.46
5.83

流动注射化学发光法
测定结果，mg/L

3.82
4.13
4.48

医院实验室检查结果，
mg/L

3.90
4.10
4.54

相对误差，％

-2.10
0.73

-1.30

3 讨论
3.1 流路的选择

流路中各管道加入的反应试剂不同将影响反应的进程。前
期试验中试验了3种不同流路对化学发光强度的影响，结果选
择a、b、c、d 4个管道分别加入UA标准溶液、水、混合化学发光试
剂和NaOH溶液时，该流路发光信号比较稳定且ΔI值较大。

3.2 混合化学发光试剂稳定时间
通过试验发现，该体系的发光强度与混合化学发光试剂

的稳定时间有关。在5 d时间内，放置时间越长，试剂与AA所
产生的化学发光强度越大。稳定期超过5 d，化学发光强度在
3个月内趋于稳定。故本试验所使用的发光混合试剂均放置
5 d以上。

3.3 AA用量的选择
试验研究表明，样品或 UA 标准溶液中 AA 质量浓度越

低，测定UA的检出限就越低。为了获得足够低的检出限、更
好的重现性和足够宽的线性范围，且考虑到尿液中含有 20～

30 mg/L的AA（成人）[1]，笔者考察了10～60 mg/L的AA对UA

测定的影响。试验结果表明，当加入的 AA 质量浓度为 25

mg/L时ΔI值达最大值，同时可得到足够低的检出限和足够好
的重现性。因此试验选用质量浓度为25 mg/L的AA。

图3 荧光素浓度对ΔI的影响

Fig 3 Effects of fluorescein concentration on ΔI
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图4 CTMAB浓度对ΔI的影响

Fig 4 Effects of CTMAB concentration on ΔI
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本研究建立了化学发光法测定人尿液中UA含量的新方
法，该方法无需对样品进行分离，可直接检测；尿液无需特殊
处理，直接稀释后，其中的UA可以选择性地猝灭AA与荧光
素-表面活性剂-铜离子混合物在碱性条件下产生的化学发
光。本方法采用化学发光结合流动注射技术测定人尿液中
UA含量，分析结果与医院实验室的检查结果具有很好的一致
性。本法分析系统设备简单，操作简便，结果可靠，能对尿液
中UA含量进行快速测定，可用于监测由于代谢紊乱和使用药
物所引起的UA异常，为临床诊断和处方提供依据。
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RP-HPLC法测定人血浆中莫西沙星的浓度
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摘 要 目的：建立测定人血浆中莫西沙星浓度的方法。方法 ：血浆样品采用萃取法处理后进行反相高效液相色谱（RP-HPLC）

法分析，色谱柱为Agilent Eclipse XDB-C18，流动相为乙腈-水（含0.05％三氟醋酸，22∶78），流速为1.0 ml/min，紫外检测波长为296

nm（0～2.5 min）、256 nm（2.5～4.5 min）、296 nm（4.5～8.0 min），柱温为25 ℃，进样量为20 μl。结果：莫西沙星与内标的保留时间

分别为6.2 min和3.4 min。莫西沙星血药浓度在0.05～10 μg/ml范围内线性关系良好（r＝0.999 6），定量下限为0.05 μg/ml，日内、

日间 RSD 分别低于 3.96％、4.72％，低、中、高 3个质量浓度及内标的提取回收率分别为 72.13％、84.12％、85.85％和 97.31％。结

论：该检测方法简便、准确、专属性强，适用于临床莫西沙星的血药浓度检测及Ⅰ期临床试验。

关键词 莫西沙星；血浆；反相高效液相色谱法；血药浓度；药动学

Determination of Moxifloxacin Concentration in Human Plasma by RP-HPLC
HUANG Juan，YONG Xiao-lan，FENG Shi-yin，WANG Lan-tian，DU Xiao-lin，LI Nan（Dept. of Clinical Pharma-
cy，General Hospital of Chengdu Military Command，Chengdu 610083，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of moxifloxacin concentration in human plasma. METH-

ODS：After extracted，plasma sample was analyzed by RP-HPLC. The determination was performed on Agilent Eclipse XDB-C18

column with mobile phase consisted of acetonitrile-water（0.05％ TFA，22∶78）at the flow rate of 1.0 ml/min. UV detection wave-

lengths were set at 296 nm（0-2.5 min），256 nm（2.5-4.5 min）and 296 nm（4.5-8.0 min），respectively. The column temperature

was 25 ℃ and injection volume was 20 μl. RESULTS：The retention time of moxifloxacin and internal standard were 6.2 min and

3.4 min，respectively. The linear range of moxifloxacin were 0.05-10 μg/ml（r＝0.999 6）. The lower limit of quantitation（LLOQ）

was 0.05 μg/ml. Intra-day and inter-day RSD were below 3.96％ and 4.72％. The extraction recovery of low，medium，high concen-

tration and internal standard were 72.13％，84.12％，85.85％ and 97.31％. CONCLUSIONS：The method is simple，accurate and

specific，and suitable for the determination of moxifloxacin plasma concentration andⅠphase clinical test.

KEYWORDS Moxifloxacin；Plasma；RP-HPLC；Blood concentration；Pharmacokinetics
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