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高效液相色谱法测定急性百草枯中毒家兔尿液中的毒物含量
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　 　 摘要： 采用 ＺＯＲＢＡＸ３００ＳＢ⁃Ｃ１８ 柱分离， 流动相 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／
Ｌ 磷酸缓冲液 （含 １２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 庚烷磺酸钠） ⁃乙腈 （９０ ∶ １０，
ＴＦＡ 调 ｐＨ＝ ２􀆰 ８）， 流速 １􀆰 ０ ｍｌ ／ ｍｉｎ， 检测波长 ２５８ ｎｍ， 建立

高效液相色谱法 （ＨＰＬＣ） 并测定百草枯致家兔急性中毒后不

同时间点尿中毒物含量。 家兔灌胃给予 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 百草枯后 ２、
５、 １２、 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 采集尿液， ＨＰＬＣ 测定毒物含量。 所建

立的方法在 ６􀆰 ２５～１００􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ 浓度范围内线性关系良好 （ ｒ
＝ ０􀆰 ９９８）， 定 量 限 为 ６􀆰 ２５ μｇ ／ ｍｌ。 相 对 回 收 率 ９５􀆰 ５１％ ～
９８􀆰 ８２％， 绝对回收率 ８３􀆰 ２４％ ～ ８９􀆰 ６７％， 日内和日间 ＲＳＤ ＜
５％。 兔灌胃 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 百草枯后， 尿中毒物的浓度于 ２～５ ｈ 时

最高， 随后逐渐下降， ７２ ｈ 后尿中检测不出。
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百草枯 （ｐａｒａｑｕａｔ， ＰＱ） 的摄入量与预后密切相关， 而

目前临床检测百草枯的方法以及判断中毒程度的依据缺乏，
给临床及时诊治带来一定困难。 百草枯吸收后， 在肾小管中

不吸收， 多以原形从肾脏排出， 因此在尿液中可以检测到百

草枯成分［１］ 。 通过对口服百草枯后就诊的患者进行动态的尿

液毒物浓度监测， 可为临床诊断和治疗提供依据［２］ 。 目前，
尿液中毒物的检测方法主要有分光光度法、 半定量的尿液检

测试剂盒法［３，４］ 。 本文介绍一种反相离子对高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ） 测定尿中百草枯含量， 并用该法测定百草枯致家兔

急性中毒后不同时间点尿中毒物含量， 以期对尿中毒物浓度

的测定及其救治提供实验参考。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物

普通级健康成年白色新西兰家兔， 雄性， 体重 （２􀆰 ５ ±
０􀆰 ５） ｋｇ， 由广西医科大学实验动物中心提供。 动物生产许可

证： ＳＹＫＧ （桂） ２００９—０００３； 动物使用许可证： ＳＹＫＧ （桂）
２００９—０００５。

１􀆰 ２　 仪器及试剂

ＬＣ⁃２０ＡＢ 高效液相色谱仪 （日本 岛津）， 包含 ＳＰＤ⁃２０Ａ
紫外检测器、 ＳＩＬ⁃２０ＡＣ 自动进样器、 ＳＵＳ ２０Ａ 混合器、 ＣＴＯ⁃
２０ＡＣ 柱温箱； 超声清洗器 （德国 Ｂａｎｄｅｌ）； 高速冷冻离心机

（德国 Ｈｅｒａｅｕｓ）； 电子分析天平 （梅特勒⁃托利多 ２０４ 型）。 百

草枯对照品 （纯度为 ９９􀆰 ４％， 北京普天同创生物科技有限公

司， 批号 ２０１５０６２９）， 乙腈 （色谱纯， 美国天地公司）， 三氟

乙酸 （色谱纯， ＳＩＧＭＡ 公司）， 庚烷磺酸钠 （Ｕｌｔｒａ ｐｕｒｅ 上海

源叶生物科技有限公司， 批号 Ｔ２３Ｍ６Ｃ１）， 实验用水为娃哈哈

纯净水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 ＨＰＬＣ 检测方法的建立

２􀆰 １􀆰 １　 对照品溶液配制　 精密称取百草枯对照品 １０􀆰 ０ ｍｇ 于

１０ ｍｌ 容量瓶中， 加纯净水定容后混匀， 得浓度为 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍｌ
的对照品溶液， 储存于 ４℃冰箱中， 使用前逐级稀释。
２􀆰 １􀆰 ２　 色谱条件 　 色谱柱： ＺＯＲＢＡＸ３００ＳＢ⁃Ｃ１８ （２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）， 流动相为 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲液 （含 １２􀆰 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 庚烷磺酸钠）⁃乙腈 （９０ ∶ １０， ＴＦＡ 调 ｐＨ＝ ２􀆰 ８）； 流速

１􀆰 ０ ｍｌ ／ ｍｉｎ； 检测波长 ２５８ ｎｍ， 柱温 ３０℃。
２􀆰 １􀆰 ３　 样品处理　 取尿液样品 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 上

清液经 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤， 取续滤液 ２０ μｌ 进样。
２􀆰 １􀆰 ４　 标准曲线　 取家兔空白尿液稀释对照品溶液， 分别配

制浓度为 ６􀆰 ２５、 １２􀆰 ５、 ２５􀆰 ００、 ５０􀆰 ００ 和 １００􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ 的百草

枯尿液标准系列液， 按 ２􀆰 １􀆰 ３ 项进行样品处理， 测定各浓度

的峰面积。 以百草枯浓度为横坐标， 以峰面积为纵坐标， 进

行线性回归， 得线性方程为 ｙ＝ ４６ ５６１ｘ＋１２４ ４５９ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９８），
表明百草枯在 ６􀆰 ２５～１００􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ 浓度范围内线性关系良好，
定量下限为 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｍｌ， 以信噪比≥３ 计， 检出限为 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ。
２􀆰 １􀆰 ５　 专属性　 分别取空白兔尿、 空白兔尿＋百草枯对照品

溶液、 待测兔尿按照 ２􀆰 １􀆰 ３ 项条件进样， 百草枯保留时间在

６􀆰 ２ ｍｉｎ， 尿液中的内源性物质对百草枯色谱峰干扰少， 分离

较好。 见图 １。

　 　 空白兔尿　 　 空白兔尿＋百草枯标准样品 待测兔尿

图 １　 兔尿 ＨＰＬＣ 图谱
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２􀆰 １􀆰 ６　 回收率　 取空白兔尿， 加入一定量百草枯对照品溶

液， 配制成浓度为 １０􀆰 ００、 ５０􀆰 ００、 １００􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ 的样品， 按

照 ２􀆰 １􀆰 ３ 项处理后测定， 将标准曲线计算浓度与实际配制浓

度比较， 计算相对回收率。 同样方法各取上述样品 ２０ μｌ 进
样， 记录峰面积， 计算百草枯尿液峰面积和对照品溶液峰面

积比值， 为绝对回收率。 该法相对回收率 ９５􀆰 ５１％ ～ ９８􀆰 ８２％，
绝对回收率 ８３􀆰 ２４％～８９􀆰 ６７％。 见表 １。

表 １　 兔尿液中百草枯回收率 （ｘ±ｓ） 例

样品浓度

（μｇ ／ ｍｌ）
ｎ

相对回收率 绝对回收率

％ ＲＳＤ（％） ％ ＲＳＤ（％）

１０􀆰 ００ ６ ９５􀆰 ５１±５􀆰 ０３ ５􀆰 ２１ ８３􀆰 ２４±２􀆰 ３４ ２􀆰 ５２

５０􀆰 ００ ６ ９６􀆰 ３４±２􀆰 ２１ ２􀆰 ４３ ８５􀆰 ３７±３􀆰 ３４ ３􀆰 ９６

１００􀆰 ００ ６ ９８􀆰 ８２±３􀆰 ４２ ３􀆰 ８６ ８９􀆰 ６７±４􀆰 ６１ ５􀆰 １５

２􀆰 １􀆰 ７　 精密度　 取空白兔尿， 加入一定量百草枯对照品溶

液， 配制成浓度为 １０􀆰 ００、 ５０􀆰 ００、 １００􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ 的样品， 按

照 ２􀆰 １􀆰 ３ 项处理后测定， 于同一天重复测定 ６ 次， 连续测定

３ ｄ， 分别考察日内和日间精密度。 该法日内和日间 ＲＳＤ 均在

５％以内。 见表 ２。
表 ２　 兔尿液中百草枯精密度

样品浓度

（μｇ ／ ｍｌ）

日内精密度 日间精密度

ｎ
测定浓度

（μｇ ／ ｍｌ）
ＲＳＤ
（％）

ｎ
测定浓度

（μｇ ／ ｍｌ）
ＲＳＤ
（％）

１０􀆰 ００ ６ ９􀆰 １５±０􀆰 ４１ ４􀆰 ５２ ３ ９􀆰 ０７±０􀆰 ４３ ４􀆰 ７０

５０􀆰 ００ ６ ４９􀆰 １７±１􀆰 １４ ２􀆰 ３２ ３ ４８􀆰 ７０±１􀆰 ７１ ３􀆰 ５１

１００􀆰 ００ ６ ９７􀆰 ８４±１􀆰 ３９ １􀆰 ４２ ３ ９６􀆰 ４７±２􀆰 ２０ ２􀆰 ２８

２􀆰 ２　 兔百草枯急性中毒模型的建立及尿液毒物含量测定

６ 只新西兰家兔， 分别灌胃染毒 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 百草枯， 于染

毒后 ２、 ５、 １２、 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 收集尿液， 尿液 （个别样品先

用空白兔尿稀释 ５ 倍） 按 ２􀆰 １􀆰 ３ 项进行样品处理， 所得峰面

积代入标准曲线计算尿液中毒物浓度， 结果见表 ３。 兔尿中毒

物的浓度以 ２～５ ｈ 时最高， 随后逐渐下降， ７２ ｈ 后尿中检测

不出。
表 ３　 染毒后不同时间点尿中毒物含量变化 （ｘ±ｓ）

时间 （ｈ） ｎ 毒物含量 （μｇ ／ ｍｌ）

２ ６ ２４６􀆰 １５±３０􀆰 ２９

５ ６ ２３７􀆰 １７±３９􀆰 ５６

１２ ６ １５９􀆰 ７７±４５􀆰 ４０

２４ ６ ８５􀆰 ２８±１０􀆰 ５０

４８ ６ ２７􀆰 ２０±４􀆰 ３２

７２ ６ —

３　 讨论

百草枯中毒具有中毒剂量小、 发病快、 死亡率高的特点，
其被吸收后， 通过血液循环到达身体各个脏器， 中毒 ２ ｈ 左

右， 血液中百草枯浓度迅速下降， １０％左右被组织吸收， 特

别是在肺部积蓄并造成功能损伤而危及生命［５］ ， ９０％左右百

草枯以原形从肾脏排出， 通过尿毒物浓度测定， 一方面可明

确诊断， 判断口服毒物的量与预后； 另一方面， 可指导治疗。
有研究表明［６，７］ ， 尿液中的毒物浓度可作为提示患者预后的重

要指标， 其敏感性甚至高于血液检测结果。
目前检测尿液中百草枯浓度的分光光度法、 半定量尿液

检测试剂盒法， 虽然操作简便， 但干扰因素多、 灵敏度不够

高［３，４］ ， 新型二维液相色谱测定尿液中百草枯浓度也有报

道［８］ ， 但实际应用中受到仪器成本、 操作复杂性等因素制

约。 ＨＰＬＣ 具有准确、 灵敏、 快速的特点， 目前在检测分析

中得到广泛应用， 尤其适用于分析不易挥发、 热稳定性差、
极性强的化合物。 本文根据百草枯为季铵盐类化合物， 具有

强极性、 易溶于水、 不容易被非极性的疏水固定相 Ｃ１８ 柱吸

附的特征， 采用反相离子对 ＨＰＬＣ 测定尿中百草枯浓度， 以

庚烷磺酸钠作离子对试剂， 改变百草枯极性， 得到较好的保

留时间和分离度， 并根据百草枯在酸性溶液中稳定性好的特

点， 以耐低 ｐＨ 且尤其适用于采用 ｐＨ 偏低的流动相分离的

ＺＯＲＢＡＸ３００ＳＢ⁃Ｃ１８ 柱进行分离， 采用 ＴＦＡ 调流动相 ｐＨ 至

２􀆰 ８， 并以磷酸缓冲液为水相缓冲获得较好峰形。 进样检测

时间＜１０ ｍｉｎ， 在检测中未见有明显杂峰干扰， 峰形良好。
结果表明， 所建立方法的专一性、 回收率和精密度均符合规

定， 可为研究尿中百草枯浓度测定提供一种良好的检测

方法。
尿检浓度与患者死亡率有明显相关性， 尿液中百草枯浓

度越高， 死亡率也越高。 采用该法对百草枯急性中毒家兔 ２～
７２ ｈ 尿液中的毒物含量进行测定， 发现中毒 ２ ｈ 尿液中毒物浓

度最高， 随着时间推移， 毒物浓度逐渐降低甚至难以测出，
说明尿液中毒物浓度与中毒时间相关。 在实际工作中， 建议

以服毒 ６ ｈ 以内的百草枯尿液浓度来大致判断口服百草枯的量

以及评估预后。
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