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摘  要

尿样经苯朋酸亲和柱处理,以 尿嘧啶核苷为内标物用反相高效液相色法测定了几例正常

人和癌症病人尿样中的假尿嘧啶含量,色谱柱 Bond睥rk C1:,流动相 0.02nlol/L磷 酸二氢胺

+5%甲 醇(pH=5.0),检 测波长 254nm。 线性范围 0.(X)9~0.072Illg/L,平 均收回率为

94.2%,相对误差(RSD)为 0~85%。
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假尿嘧啶核苷(Pseudotlodine简 称假尿苷)为尿嘧啶核苷的异构体 ,存在于核糖核酸

(RNA)中 ,是 tRNA降 解的最终产物,不 能被机体重新吸收而全部从尿中排 出

(Palmisallof.1989)。 尿中假尿苷含量变化往往是某种疾病的征兆,正如 Borek等 (1977)

提出的尿中假尿苷含量的增加不是细胞坏死所致 ,而是因肿瘤组织中 tRNA的高转变率

所引起 ,并指出,尿中假尿苷可作为肿瘤的诊断指标。因此 ,准确检测尿液中的假尿苷含

量在临床上具有明显的意义。目前用高效液相色谱法测定人尿或血清中的假尿苷的方法

较多,但因样品的前处理方法不大理想 ,使检测方法的回收率和重复性较差 ,作者用苯硼

酸亲和柱处理尿样 ,并建立了用反相高效液相色谱测定人尿中假尿苷 ,检测了几例正常人

和癌症病人尿液中假尿苷的含量。结果表明:经苯硼酸亲和柱处理过的尿样 ,可除去其他

杂质 ,使样品中的核苷类物质得到纯化 ,提高了样品检测的灵敏度和选择性 ,也提高了回

收率和精确度。为临床观察和检测人尿液或人血清中假尿苷的含量提供了较为方便的分

析方法。

实 验 部 分

1.仪器和试剂

仪器 :Toy0mdo I牙 803A型高效液相色谱仪 ,配有 770型可调波长紫外检测器及

Cp 8型数据处理系统。

试剂 :假尿苷和尿嘧啶标准品(购 自 slgna公司);苯羽酸亲和填料 (购 自 slgrm公
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司);甲酸、磷酸二氢胺(A.R北京化工厂);甲醇、醋酸胺〈A,R西安化学试剂厂)。

2,样品制备

(1)样 品的来源:正常人尿液由本所职工提供 ,癌症病人的尿样由青海医学院附属医
院肿瘤科提供 ,尿样均在早晨空腹收集 ,经过滤后冰箱贮存。

(2)样品纯化

取约 0.5~1.0g苯 朋酸亲和填料 ,用水浸泡后,湿法装柱 (4× ⒛mm)先用 25d
0.25ml/L的酷酸胺溶液(pH=8.8)平 衡 ,然后准确量取 0,5ml尿样加在苯硼酸亲和柱
上 ,先用 0,25mol/L的醋酸胺溶液 5ml洗脱 ,弃去不用 ,再用 0.01mol/L甲 酸 5n·1洗脱 ,

并收集洗脱液 ,过滤后冰箱贮存。

3.标准溶液和内标溶液的制备

分别准确称取0.0100g的假尿苷和尿嘧啶各置于 10ml的容量瓶中,用 0.01mol/L的
甲酸溶解后 ,用去离子水定容。

4,色谙分析条件

色谱柱:Bondapak C1:250× 4.6nm I,D,流动相 0.01mol/L磷酸二氢胺 +5%甲醇
pH为 5.0;流速:1.0ml/min;紫外检测、254nm。 假尿苷与尿苷色谱的分离图见图 1。

结果和讨论

1.样品前处理方法的研究

因尿样中含的成分比较多 ,在上机分析前先要进行样品处理 ,将尿样中的杂质除去。
按常规处理方法 Ku()(1978),操 作步骤复杂 ,样品需量大,所用的试剂多。如按胡永师等
〈1997)的 血清样品处理方法虽很简便 ,但没有除去杂质 ,不仅污染色谱分析柱而且分离时
间较长。本文选用苯硼酸亲和柱对尿样处理后便可除去尿样中的杂质 ,使样品得到纯化 ,

从而大大提高样品中检测假尿苷的灵敏度 ,缩短分析时间,减少对色谱柱的污染。

2.色谱分离条件的选择

在本实验中,为准确无误的检测假尿苷的含量 ,选用尿嘧啶为内标物 ,而假尿苷和尿
嘧啶是异构体 ,在反相柱上仅用磷酸盐洗脱系统难以将二者分离。另一方面,尿样虽经前
处理后,除 去了大部分杂质,但尿样中核苷类的物质仍存在。经过实验比较,选 择
0.02mol/L磷酸二氢胺 +5%甲醇、pH为 5.0组成的流动相系统 ,尿样中的假尿苷便可达
到了最佳分离(图 2)。

3.方法学研究

(1)线性范围

将假尿苷配成 0.009~0.o72mg/耐 系列浓度的标准溶液 ,依照选择的色谱条件进行
测定 ,以假尿苷的浓度和相应的蜂面积进行回归处理 ,得回归方程 Y=23778.9-51.74x,
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图 2 人尿中假尿苷的色谱分离图

1.假尿苷

Rg,2 chmmtogran,of pmon unne

1.pseudou.o.d.he

44     8

图 1 标准假尿苷利内标物尿嘧啶的色谙分离图
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相关系数 r=o.9999。

(2)回收率和精确度

取正常人尿样 0,5ml加不同浓度的标准假尿苷溶液按上述的样品处理方法进行操

作 ,测定了回收率和精确度c如表 1c

表 1 回收率和和确度

1·al)lc 1   Rcc()v·Cry alld I)recislon

样号

No,

加标堇 Additon

洫X)unt(ug)

实澍值

Dα.eⅡlunatlon

valuc(ug)

回收率

Rcco、 c,〈 %)

相对标准侣差

RSD〈 %)(n=6)

10,o

20.o

30.o

40.o

50.o

8.67

19.2

26.2

40.8

49,5

86.7

96.o

87.o

102 4

99,07

f l∝)

o.78

0.53

0 68

1.24

4.人尿中假尿苷的含呈

(1)校正因子 K值的测定

用已配好的假尿苷和尿嘧啶的混合标准液(浓度 0.02myml)在选定的色谱条件下 ,
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以假尿苷和尿嘧啶的峰面积比值计算出校正因子 K值为 1.57。

(2)尿样中假尿苷的测定

依照确定的色谱条件 ,对 5例正常人尿和 3种癌症、15例病人尿样中的假尿苷进行
了测定 ,并应用校正因子 K值计算了含量。如表 2。

表 2 正常人与癌症病人尿中假尿苷含】

Tablc 2 (0ntents of urine p&:udotridine in nOIⅡ 沮l per吖 )n and cancer patient

Contents of pseudo11r dhe(ug/浏
)

例 教 1 3 4 平均值

Ave:鸭 e

value

正常

Ncnul

肺癌

Iヵ lgca· lcer

宫颈癌

ovana△cancer

食道疝

E陶p炀gi￡mncer

0.5832 () 6911

2,498 2 549

3,641

3,680 3 871

() 5789
(∶) 4368 () 5160 0 5612

2 391 1 98】 2,372 2 359

3.248 2.972 2 718 3 109

2,978 2 874 3 571 3.395

从表 2数据可以明显看出,癌症病人尿液中的假尿苷含量远远高于正常人的 5~6
倍 ,与 Ku(1978)的结果一致。
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ANALYsIs OF PSEtJD OURI DINE IN PERsON uRINE BY

REVERSED ⅡIGH PERFORMANCE LIQUⅡ)cHROMATOGRAPHY

Hu Fengzu son.g Yali shi zhixian
(Northwcst Phteau Institute of岱 olvgy the Chin6e Aca(mly of(妇 ences,Xining,81(XX)1)

Abstract

A劝由 fic,擞:ItiVe alld rapid method to meas1re pseudourldne in pmon unne is dα rlbed~Ths method
sho吓 that IxseudouidIne σln be drectly mmmrd m unne usIng a r(nlarkably钾 ntive and sdectlve chum~

tographic metkxi and 16s∞ !nplc.
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The data∝ ncemIng the“ x)very a1】 d the preci⒊ on arnlysIs of pseudoundine determnation are rclDrt(3~

T11e r∝αery range is be0een 8(ˉ .7%to lO2.4%,and g∞ d pr∝ i·,I()n(m啦 nR.s.D)rangc is bemeen

o.53%to 1.24%.(∞ c table 1)
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