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组织中去甲肾上腺素的荧光测定法
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摘　要　本文研究了去甲肾上腺素荧光分光光度测定方法。测定范围在10～ 100 ng 则与荧光值呈良好线性

关系, ΚexöΚem = 410 nm ö505 nm , 回收率为 91168%～ 96164% , 标准偏差平均为 611% (n = 10) 。本法具有准

确、简便、快速等特点。
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　　去甲肾上腺素 (N o rep ineph rine, 简称N E) 是儿茶酚胺

类激素之一, 动物体内N E 含量变化反映了机体植物神经系

统交感神经的活动状况, 因而其测定在临床和基础研究中有

其重要作用。荧光分析是一种灵敏而特效的方法。本文研究了

直接采用A l2O 3吸附后洗脱氧化法, 省去装填层析柱等手续。

1　原　　理

　　组织中的去甲肾上腺素经中性A l2O 3吸附后, 采用013

mo löL 醋酸浸提, 中和后用 K3Fe (CN ) 6氧化, 氧化产物在碱性

溶液中生成三羟基吲哚类的荧光化合物, 该化合物经本实验

条件确定激发波长410 nm , 发射波长505 nm , 根据荧光强度

与N E 含量成正比, 用标准曲线法定量测定组织中N E 含量。

2　仪器、试剂和材料

211　仪器

R F2540型荧光分光光度计。

212　试剂

标准溶液 (1 ngö1 ΛL N E) : 准确称取10 m g N E 溶于011

mo löL 盐酸中, 作为贮备液, 使用时, 从中取1 mL 加到99 mL

0101 mo löL 盐酸中即成标准溶液; 中性A l2O 3颗粒[层析纯 ];

1184 mo löL 三氯乙酸溶液; 013 mo löL 醋酸溶液; 1 mo löL

N aOH 溶液; 015% K3Fe (CN ) 6溶液; 10% ED TA ; T ris2HC l

缓冲液 (0105 mo löL , pH 816) ; V c2N aOH 溶液: 称取60 m g 维

生素C (分析纯) 溶于30 mL N aOH (10 mo löL ) 溶液中, 即成

V c2N aOH 溶液。

213　材料

组织制备: 将大鼠迅速断头, 取所需组织块, 称重, 置冰

箱- 30 ℃冷冻贮藏。

3　测定方法

311　样品测定

11组织中N E 含量测定: 首先准确称取015 g A l2O 3与

4 mL T ris2HC l 缓冲液混和若干份; 第二步, 将一定量的组织

用1184 mo löL 三氯乙酸011 mL 和1 mL 0101 mo löL 盐酸研

磨, 3 000×g 离心10 m in, 取上清液倒入事先准备的缓冲液和

A l2O 3中, 再加入1 mL ED TA 溶液, 搅拌后, 让A l2O 3颗粒自

然沉淀, 10 m in 后, 弃上清液。沉淀用8 mL 蒸馏水洗一遍, 同

样弃上清液。洗脱所吸附的物质用013 mo löL 醋酸2 mL , 搅拌

浸泡15 m in, 3 000×g 离心3 m in, 测定时取115 mL 上清液。

在115 mL 上清液中加入1 mo löL N aOH 013 mL 中和,

再加1 mL 蒸馏水, 氧化时采用015% K3Fe (CN ) 6溶液0103

mL , 反应90 s 后, 加入V c2N aOH 终止反应。静置10 m in 即可

用荧光分光光度计进行测定。条件为 ΚexöΚem = 410 nm ö505

nm , 狭缝均为10 nm。

21标准曲线制作: 将含量为15、30、40、50、60和70 ng

N E 的溶液分别加入三氯乙酸后用A l2O 3吸附, 整个操作均按

样品分析步骤进行。结果绘制标准曲线。

4　实验结果

411　荧光物质的光谱特性

标准N E 和组织中N E 经氧化反应后形成的荧光物质显

示出一致的光谱特性, 即 ΚexöΚem = 410 nm ö505 nm 。当标准

品或样品浓度变化时, 荧光光谱峰位不变, 仅改变峰高。

412　线性范围

N E 含量在10～ 100 ng 之间与荧光值呈现良好的线性关

系, 回归方程 Y = 01878x - 9138, r = 01996 4。

413　方法精密度

取N E 标准品在不同时间重复测定10次, 其结果见表1。

表1　方法的精密度

标准品含量öng n 平均值öng SD RSD (% )

15100 10 13181 1122 818

35100 10 36174 1190 511

60100 10 57142 2148 413
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414　标准品加入回收

将大鼠组织匀浆后离心取上清液1100、1150和2100 mL

各2份, 其中一半各加入标准品, 进行标准回收实验, 结果见

表2。

表2　标准加入回收实验

组织上清液ömL 加入标准品öng 测得值öng 回收率 (% )

1100 0 30142 ö

1100 25100 54131 95156

1150 0 47189 ö

1150 25100 72105 96164

2100 0 58177 ö

2100 25100 81169 91168

5　讨　　论

　　利用本方法测得一些大鼠器官的基础值, 例脑组织中, 大

脑皮层N E 含量为250～ 300 ngög 湿组织, 下丘脑为118～ 210

Λgög 湿组织, 海马为300～ 400 ngög 湿组织, 小脑为120～ 150

ngög 湿组织, 脾脏中为3～ 4 Λgög 等等, 数据均与采用不同荧

光法测得的文献值[1 ]以及与采用H PL C 法[2 ]一致。

经典的荧光法中[3 ]采用A l2O 3吸附均需经历操作繁杂的

装填层析柱过程, 吸附、洗脱, 耗时费力, 使实验时间延长。

本研究操作直接在试管中, A l2O 3吸附N E, 洗脱亦在同一试

管中, 最后实验完毕还可回收A l2O 3, 因此方法经济实用, 值

得在研究及临床检验中运用。
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Abstract　T h is paper repo rted the determ ination of no rep ineph rine (N E) by spectrofluo rom etry in tissue. T he linear rela t ion2
sh ip betw een the fleco ro scence in tensity and the con ten t of N E w as in the range of 10—100 ng ( ΚexöΚem = 410 nm ö505 nm ).

T he rate of recovery is 91168% —96164% and R SD ( n = 10 ) is 611%. T h is m ethod is simp le, rap id and sensit ive.
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