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·检验技术与方法·

紫外分光光度法测定血液中的百草枯

白　云，范川鹏，李素燕，杜书明

（白求恩国际和平医院检验实验科，河北石家庄０５００８２）

　　摘　要：目的　建立百草枯中毒患者血清百草枯定性定量的紫外分光光度法测定。方法　血清经２０％三氯醋酸沉淀蛋白，

－２０℃冰箱放置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ高速离心，取上清液，采用５０μＬ微量比色池，紫外分光光度法测定。结果　血清中百草枯

浓度在０．０５～４０μｇ／ｍＬ范围内呈线性，回归方程犢＝０．０８４２犡＋０．０１３６，其相关系数为０．９９９６，回收率为９２．５％～１０３．０％，

ＲＳＤ为３．６％～４．７％。日内、日间相对标准差分别为２．８％～４．８％和２．２％～４．６％，最低检出限为０．０２μｇ／ｍＬ。结论　该方

法操作简便、分析快速，结果准确。为临床百草枯中毒的定性定量检测提供了一种简便准确的检测方法，适合对血液灌流前、后的

百草枯浓度的测定。

关键词：血清；　百草枯；　紫外分光光度法；　定性；　定量
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　　百草枯是一种广泛使用的吡啶类除草剂，因近年来百草枯

中毒病例不断增多［１］，临床上迫切需要简便、准确、快速的血液

百草枯测定的试验方法。目前测定血液中的百草枯主要采用

高效液相色谱法［２］，一般实验室很难开展。笔者参考有关文

献［２４］，探讨了将患者血清除蛋白，冷冻后高速离心，取上清液

用紫外分光光度法扫描测定血液中百草枯的方法，取得了满意

的效果。

１　资料与方法

１．１　一般资料　健康人血清，百草枯中毒患者血清均由本院

提供。

１．２　仪器与试剂　ＵＶ２６００双光速紫外／可见分光光度计

（上海天美科学仪器有限公司），配置５０μＬ微量比色池；

ＬＧ１６Ｂ型台式离心机（北京雷勃尔离心机有限公司）。百草枯

标准品（纯度为９９％，由国家农业质量监督检验中心提供）；

２０％三氯醋酸，无水乙醇，碳酸氢钠，连二亚硫酸钠（保险粉）均

为分析纯试剂。

１．３　方法　取２支带盖的塑料试管标明Ｖ管和Ｂ管，Ｖ管加

百草枯中毒患者血清０．６ｍＬ，Ｂ管加健康人混合血清０．６

ｍＬ，分别加入２０％三氯醋酸０．２ｍＬ，充分振荡混匀５ｍｉｎ，置

冰箱（－２０℃）冷冻１０ｍｉｎ，然后以１２０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径为

６ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，取Ｂ管（空白）上清液５０μＬ做基线测量，取

Ｖ管（患者）上清液扫描。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计学处理，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　检测波长的确定　用百草枯标准品配制成１０μｇ／ｍＬ的

百草枯标准水溶液，以蒸馏水为空白对照做基线测量，然后对

１０μｇ／ｍＬ的百草枯标准水溶液进行扫描。结果百草枯在２５７

ｎｍ处有最大吸收峰，因此确定２５７ｎｍ为百草枯检测波长。

２．２　空白实验　取健康人混合血清０．６ｍＬ，分别加入３个带

盖的塑料试管中，用其中１份上清液５０μＬ做基线扫描，然后

再扫描其他２份空白上清液。空白实验表明：采用本试验方法

进行检测，一旦在２５７～２６２ｎｍ处出现最大吸收峰，应考虑血

清中有百草枯的存在。

２．３　线性范围与检出限　配制５０μｇ／ｍＬ的百草枯标准水溶

液，将其用健康人混合血清稀释为４０．０、２０．０、１０．０、５．０、１．０、

０．５、０．０５、０．０２μｇ／ｍＬ的百草枯血清样本，在２５７ｎｍ测得吸

光度值（犢）并对质量浓度（犡）进行回归，得到线性回归方程为

犢＝０．０８４２犡＋０．０１３６，其相关系数为０．９９９６，线性范围为

０．０５～４０μｇ／ｍＬ，检出限为０．０２μｇ／ｍＬ。

２．４　回收率试验　采用加入回收法，用健康人混合血清配制

浓度分别为４．００、１０．００、２０．００、４０．００μｇ／ｍＬ的百草枯血清

样品，采用紫外分光光度法进行扫描测定，回收率为９２．５％～

１０３．０％，ＲＳＤ为３．６％～４．７％，见表１。

表１　　血清中百草枯浓度的回收试验结果（狀＝５）

配制浓度（μｇ／ｍＬ） 实测浓度（μｇ／ｍＬ） 犚犛犇（％） 回收率（％）

４．００ ３．７０ ４．７ ９２．５

１０．００ １０．３０ ３．６ １０３．０

２０．００ １９．２ ４．２ ９６．０

４０．００ ３８．８ ３．９ ９７．０

２．５　精密度试验　用健康人混合血清配制浓度分别为０．５、

１．０、２．０、４．０μｇ／ｍＬ百草枯样品，采用紫外分光光度法进行扫

描测定，分别在日内各测定５次；然后４℃冰箱保存，并隔日对

每个浓度样品连续各测定５次。分别计算日内与日间犚犛犇，

见表２。

表２　　血清中百草枯浓度的精密度实验结果（狀＝５）

百草枯浓度

（μｇ／ｍＬ）

日内

狓（μｇ／ｍＬ） 犚犛犇（％）

日间

狓（μｇ／ｍＬ） 犚犛犇（％）

０．５ ０．４８ ２．８ ０．５１ ２．２

１．０ １．０５ ３．４ ０．９７ ３．８

２．０ １．９７ ３．１ １．９８ ４．４

４．０ ４．０７ ４．８ ４．０２ ４．６

２．６　血清标本品百草枯定量与尿液百草枯定性　分别取本院
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急诊和ＩＣＵ百草枯中毒患者灌流前、后血清０．６ｍＬ，加入

２０％三氯醋酸溶液０．２ｍＬ，混匀后样本处理方法处理，取上清

液，采用紫外分光光度法测定。５０例患者灌流前、后血清中百

草枯浓度分别为（１５．７０±９．５０）μｇ／ｍＬ和（７．８１±４．０５）μｇ／

ｍＬ，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。需要一提的是，当血液灌

留后血清中已测不到百草枯成分时，尿液定性试验（连二亚硫

酸钠法）仍有可能呈阳性或弱阳性。应进一步做对症治疗。

３　讨　　论

百草枯化学名为１，１′二甲基４，４′联吡啶二氯化物，分子

式为Ｃ１２Ｈ１４Ｃｌ２Ｎ２，相对分子质量为２５７．２，纯品为白色晶体，

熔点１７５～１８０℃，沸点３００℃，同时分解。易溶于水，微溶于

乙醇，在酸性及中性溶液中稳定，可被碱水解，常用剂型为

２０％水溶液。毒理学研究显示，百草枯进入机体内，与血浆蛋

白结合很少，不经代谢，在肾小管中不吸收，多以原形从肾脏排

出。其在血中浓度有助于判断中毒预后，血液内４ｈ和２４ｈ浓

度分别超过２μｇ／ｍＬ和０．１μｇ／ｍＬ的中毒患者几乎不可能存

活［５］。因此，快速检测血液等体液中百草枯浓度对于其中毒患

者的诊疗和预后至关重要。目前报道检测方法有多种，包括液

相色谱法及液相色谱质谱联用法、气相色谱法及气相质谱联

用法、毛细管电泳法、薄层层析法、免疫法及分光光度法等［２５］。

由于液相色谱法等需要特殊仪器，价格昂贵；而薄层层析法定

量效果较差，目前比较适于临床快速检测为分光光度法。本方

法对赵燕燕等［３］报道的分光光度法进行了改良。文献［３］报道

选用２０％三氯醋酸沉淀血清蛋白，４０００ｒ／ｍｉｎ高速离心１０

ｍｉｎ，取上清液紫外分光光度法扫描测定百草枯。笔者曾采用

此方法但发现浓度越高杂质干扰越大，吸收光谱不是十分理

想。本研究采用的样品处理方法即用三氯醋酸沉淀血清蛋白

后，冰箱－２０℃放置１０ｍｉｎ冷冻促使蛋白凝固，然后以１２０００

ｒ／ｍｉｎ高速离心１０ｍｉｎ，取上清液备用；从空白管取上清液５０

μＬ做基线测定，然后再扫描患者上清液。冷冻、高速离心沉淀

这样特殊的样品前处理方式，能够使吸收光谱基线分离，且操

作简便，回收率高，线性范围宽，杂峰干扰少。值得一提的是，

水溶液中的百草枯测定与血液中的百草枯经三氯醋酸处理后

的测定其最大吸收峰是略有区别的，最大吸收峰为２５７～２６３

ｎｍ，而不一定是２５７ｎｍ。采用本方法对本院急诊和ＩＣＵ百草

枯中毒患者灌流前、后血清标本进行了检测，结果表明本方法

能够满足于临床快速检测可疑患者血液标本中标百草枯浓度

的要求。
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深低温储备库，规模为１０×１０４Ｕ，现存１×１０４Ｕ左右。

４．３　国内应用现状　随着中国首艘成建制８６６医院船装备部

队，医院船不但承担着战时海上医疗救护任务，而且将在未来

远洋护航、灾难救援、巡回医疗和国际人道主义救援等方面发

挥重要作用，初期设想的携行悬浮红细胞方案已远远跟不上需

求，建立与任务性质及规模相匹配的冰冻红细胞储存计划势在

必行。另外，受海洋条件、船体排水量、舰船行驶风向以及减震

状况等多种因素影响常引起摇摆，不利于离心式红细胞洗涤装

置的使用。目前，本科室在研课题致力于建立医院船冰冻红细

胞储存库和研发有自主知识产权的透析式冰冻红细胞洗涤装

置，填补军队医院船冰冻红细胞储存应用的空白。

５　小　　结

随着中国海军实现战略转型，逐渐由浅蓝走向深蓝，医院

船必将执行长时间远洋任务。冰冻红细胞保存期长，且不会因

为舰船摇摆而发生溶血，必将成为医院船远洋救护输血的最佳

选择。建立完善针对冰冻红细胞储存、使用和补给的量化制

度，是将有限血液资源最大限度利用的有效手段，能更好地服

务于远洋血液保障。
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［９］ＰｏｐｏｖｓｋｙＭＡ．Ｆｒｏｚｅｎａｎｄｗａｓｈｅｄｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓ：ｎｅｗａｐｐｒｏａｃｈｅｓ

ａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＴｒａｎｓｆｕｓＡｐｈｅｒＳｃｉ，２００１，２５（３）：１９３１９４．

［１０］ＨａｒｍｅｎｉｎｇＤ．Ｍｏｄｅｒｎｂｌｏｏｄｂａｎｋｉｎｇａｎｄｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎｐｒａｃｔｉｃｅｓ

［Ｍ］．Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ：Ｆ．Ａ．ＤａｖｉｓＣｏｍｐａｎｙ，１９８３：３９．

［１１］冯国基，刘鹏，郑长青，等．水面长航舰艇保存血液红细胞质量的

实验研究［Ｊ］．实用医药杂志，２００６，２３（１２）：１４７０１４７３．

［１２］冯国基，刘鹏，郑长青，等．水面长航舰载保存血液生化指标的实

验研究［Ｊ］．实用医药杂志，２００６，２３（６）：６９６６９９．

（收稿日期：２０１３０１１４）

·２２４１· 国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１１


