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  [摘要] 目的 建立流动注射化学发光法测定血浆头孢哌酮的新方法。方法 在碱性介质中,头孢哌酮

对铁氰化钾与鲁米诺化学发光体系有明显的增敏作用,据此建立了一种测定头孢哌酮的流动注射化学发光新

方法,并对分析条件进行优化。通过方法学评价及对血浆头孢哌酮的测定,评估建立方法的性能。结果 在确

定的最佳实验条件下,该分析体系的相对化学发光强度的变化与头孢哌酮的浓度在0.2×10-5~5.2×10-5
 

g/mL呈良好的线性关系,检测限为7.1×10-7
 

g/mL。对含3.0×10-5
 

g/mL和4.0×10-5
 

g/mL头孢哌酮的

溶液分别平行测定11次,测定结果的相对标准偏差分别为2.49%和0.51%。结论 本方法分析成本低,灵敏

度高、分析速度快,可用于血浆中头孢哌酮浓度的测定。
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  [Abstract] Objective To

 

establish
 

a
 

new
 

flow
 

injection
 

chemiluminescence
 

method
 

for
 

the
 

determina-
tion

 

of
 

Cefoperazone
 

in
 

plasma.Methods Based
 

on
 

that
 

Cefoperazone
 

could
 

enhance
 

the
 

chemiluminescence
 

intensity
 

of
 

potassium
 

ferricyanide-luminol
 

reaction
 

system
 

in
 

alkaline
 

condition,a
 

new
 

flow
 

injection
 

chemilu-
minescence

 

method
 

for
 

the
 

determination
 

of
 

Cefoperazone
 

was
 

developed,and
 

the
 

conditions
 

of
 

the
 

analysis
 

system
 

were
 

optimized.The
 

performances
 

of
 

established
 

method
 

were
 

determined
 

by
 

methodological
 

evalua-
tion

 

and
 

plasma
 

Cefoperazone
 

concentration
 

assay.Results Under
 

the
 

optimal
 

conditions,the
 

change
 

of
 

the
 

relative
 

chemiluminescence
 

intensity
 

of
 

the
 

analysis
 

system
 

had
 

a
 

good
 

correlation
 

with
 

the
 

concentration
 

of
 

Cefoperazone
 

in
 

the
 

range
 

of
 

0.2×10-5-5.2×10-5
 

g/mL,and
 

the
 

lower
 

limit
 

of
 

detection
 

was
 

7.1×10-7
 

g/mL.The
 

relative
 

standard
 

deviation
 

were
 

2.49%
 

and
 

0.5%
 

for
 

the
 

determination
 

of
 

3.0×10-5
 

g/mL
 

and
 

4.0×10-5
 

g/mL
 

Cefoperazone
 

(n=11).Conclusion The
 

established
 

method
 

has
 

the
 

the
 

low
 

cost,high
 

sensi-
tivity,the

 

quick
 

speed
 

of
 

analysis.It
 

could
 

be
 

applied
 

to
 

determine
 

the
 

concentration
 

of
 

Cefoperazone
 

in
 

plasma
 

samples.
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  在治疗细菌性感染的临床实践中,具有β-内酰胺

环结构的头孢菌素是最常用的1种抗生素[1-2]。而头

孢哌酮是第3代广谱半合成头孢菌素,对大多数革兰

阳性厌氧菌、某些类型的革兰阴性厌氧菌和肺炎球菌

都具有良好的治疗作用。因此,临床常常用于治疗敏

感菌 群 所 导 致 的 呼 吸 道 感 染、胆 道 感 染 和 败 血

症等[3]。
近年来,随着细菌耐药性的逐年增加,β-内酰胺类
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抗生素对β-内酰胺酶变得越来越敏感。为了应对这

种情况,临床医生常常将β-内酰胺类抗生素与β-内酰

胺酶抑制剂联合使用治疗敏感菌群所导致的感染[4],
但合理的使用抗生素需要实时监测患者体内抗生素

的血药浓度。相关报道显示,头孢哌酮在人体内的药

代动力学个体差异非常大,特别是对于那些颅内感染

的患者,由于人类血脑屏障的天然存在,很大程度阻

止了抗菌药物在脑脊液中的渗透,因此,药物在患者

颅内就很难达到有效的抑菌浓度[5]。而对于肝肾功

能不全的患者,由于其自身原因使药物的半衰期延

长,造成药物在体内积累,极易引起严重的不良反应。
因此,临床上常常需要监测这些患者体内抗菌药物的

浓度,最大限度地减小药物毒性并提高药物疗效,从
而降低药物不良反应的发生率[6]。基于以上原因,急
需发展一种监测人体内头孢哌酮浓度新的方法,现报

道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

MPI-B型多参数化学发光分析仪购自西安瑞迈

公司;Millipore-Q 纯 水 仪 购 自 密 理 博 中 国 公 司;

KQ3200DB型数控超声清洗器购自昆山市超声仪器

公司;Thermo高速离心机购自赛默飞世尔公司。

1.2 方法

1.2.1 储备液制备

头孢哌酮标准储备液(1.0×10-4
 

g/mL)的制备:
称取0.010

 

0
 

g的头孢哌酮标准品(华工标准物质),
用适量的去离子水溶解后,定容至100

 

mL并置于

4
 

℃冰箱备用。铁氰化钾储备液(2.0×10-3
 

mol/L)
的制备:称取0.065

 

9
 

g铁氰化钾(上海生工生物工程

有限公司)用适量的去离子水溶解后,定容至100
 

mL
并贮 于 容 量 瓶 备 用。鲁 米 诺 储 备 液(2.0×10-3

 

mol/L)
 

的制备:称取0.035
 

4
 

g鲁米诺(上海生工生

物工程有限公司),用适量的0.12
 

mol/L氢氧化钠(上
海生工生物工程有限公司)溶解后,定容至100

 

mL,贮
于棕色容量瓶中备用,使用时用0.12

 

mol/L氢氧化钠

溶液逐级稀释。所有试剂均为分析纯级别且未经进一

步纯化,实验中所使用的水均是18
 

MΩ的去离子水。

1.2.2 实验方法

试剂和样品溶液(A~D)通过蠕动泵输送,通过

旋转注射阀(V)将样品溶液和试剂引入流通检测池

(E)中,充分混合后发生化学反应并产生发光信号,由
于产生信号微弱,需经光电倍增管(PMT)放大后并输

入计算机中进行检测分析,见图1。其中,当 A流路

为纯水时产生的信号为空白信号记为I0,当A流路为

头孢哌酮时产生的信号为增强信号记为Ia,那么该体

系的相对发光强度则为Ia-I0,记为ΔI。

  A:样品溶液或空白溶液;B:鲁米诺溶液;C:氢氧化钠溶液;D:铁

氰化钾溶液;P1和P2:蠕动泵;V:旋转注射阀;E:流通池;W:废液池;

PMT:光电倍增管;HV:负高压;PC:计算机。

图1  流动注射化学发光法测定头孢哌酮示意图

1.2.3 仪器参数

1.2.3.1 采样时间的选择

由于该体系的反应动力学快,因此,选择合适的

采样时间就显得非常重要。本研究评估了5~20
 

s仪

器采样时间对该体系的相对发光强度的影响,参考相

关文献及经验发现,当采样时间为5
 

s时,该反应体系

的相对发光强度就能够达到最大且信号稳定。因此,
采样时间确定为5

 

s。

1.2.3.2 泵速的选择

泵速过大或过小都可能影响整个方法的分析性

能,为了获得较低的检测限和较宽的线性范围,本研

究观察了蠕动泵的速度对该体系的相对发光强度的

影响,参考相关文献及经验发现,当泵速达到30
 

r/

min时,该体系的能够获得较高相对发光强度且信号

稳定。因此,泵速确定为30
 

r/min。

1.2.3.3 光电倍增管负高压的选择

为了获得该体系相对发光强度的最佳信噪比,本
研究评估了光电倍增管的负高压在600~800

 

V的变

化对该体系相对发光强度的影响,参考相关文献及经

验发现,当负高压为650
 

V时,该体系的信噪比最优。
因此,光电倍增管负高压确定为650

 

V。

1.2.4 干扰实验

药物中包含的各种无机物化合物、有机化合物及

其赋形剂和血浆中的一些物质可能对头孢哌酮测定

的存在影响。为了验证该方法的特异性,在选定的最

优实验条件下,以相对标准偏差小于5%的允许量,检
测样品中的常见物质对血浆头孢哌酮测定的可能

影响。

1.2.5 样品分析

为了进一步评价该方法的可靠性和实际样品的

检测能力。取健康志愿者血浆,用适量去离子水稀释

并加入头孢哌酮,待用。检测时,用去离子水稀释至

该方法的线性范围内,用建立的流动注射化学发光法

测定后,计算出血浆中头孢哌酮的含量,最后对测定

样品行加标回收实验。

2 结  果

2.1 分析条件的优化

2.1.1 反应物混合顺序的选择

该反应体系中许多试验条件都影响着相对化学
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发光强度,其中反应物混合顺序对相对化学发光强度

的影响比较明显。研究表明,(头孢哌酮+鲁米诺)+
(氢氧化钠+铁氰化钾)相对化学发光强度比另两种

(头孢哌酮+氢氧化钠)+(鲁米诺+铁氰化钾)和(头
孢哌酮+铁氰化钾)+(氢氧化钠+鲁米诺)相对化学

发光强度大且稳定。因此,选择(头孢哌酮+鲁米

诺)+(氢氧化钠+铁氰化钾)作为后续试验的混合

顺序。

2.1.2 鲁米诺浓度的选择

鲁米诺是该反应体系中的发光基质,其浓度的变

化对该体系的相对化学发光强度有明显影响,因此,
为了获得较高和稳定的化学发光信号,本研究评估了

鲁米诺浓度在1×10-6~11×10-6
 

mol/L的变化对

该体系相对发光强度的影响。结果表明,当鲁米诺浓

度为9×10-6
 

mol
 

/L时,该反应体系的相对发光强度

较高且稳定,见图2。

图2  鲁米诺浓度

2.1.3 铁氰化钾浓度的选择

该体系中的氧化剂是铁氰化钾,很明显其浓度变

化对相对化学发光强度有影响。因此,本研究评估了

浓度在8×10-6~30×10-6
 

mol/L的铁氰化钾溶液

对相对发光强度产生的影响。结果如图3所示,随着

铁氰化钾浓度的增加,该体系的相对发光强度持续增

强,但当铁氰化钾浓度超过25×10-6
 

mol/L后,该体

系的相对发光强度反而逐渐减弱且稳定性变差,见
图3。

图3  铁氰化钾浓度

2.1.4 碱性介质的选择

碱性介质对该反应体系的相对发光强度也有明

显的影响,氢氧化钠比碳酸钠和碳酸氢钠对铁氰化钾

与鲁米诺体系的发光强度增敏作用大且信号稳定,故
选用氢氧化钠作为本研究的碱性介质。本研究分析

了氢氧化钠在30×10-3~140×10-3
 

mol/L变化对

该体系相对化学发光强度的影响。研究表明,当氢氧

化钠浓度为120×10-3
 

mol/L时,该体系的相对发光

强度最大且稳定,见图4。

图4  氢氧化钠浓度

2.2 标准曲线、检出限及精密度

通过对影响实验的主要条件(包括鲁米诺的浓

度、铁氰化钾的浓度及碱性介质的选择及其浓度的确

定等)优化,确定了最优的实验条件。在此条件下,采
用流动注射化学发光法检测血浆中头孢哌酮的浓度,
见图5。该体系相对发光强度与头孢哌酮在0.2×
10-5~5.2×10-5

 

g/mL呈良好线性关系,该反应的

线性方程是ΔI=2
 

672.60+2.76×108
 

C,相关系数

为0.986
 

0,根据IUPAC建议,以3倍空白标准偏差

计算该方法的检出限为7.1×10-7
 

g/mL,该方法精

密度的确认是采用多次平行测定不同浓度的头孢哌

酮方法(浓度为3.0×10-5
 

g/mL,4.0×10-5
 

g/mL,
 

n=11),测定结果的相对标准偏差(RSD)分别为

2.49%和0.51%。因此,该体系所建立的分析方法有

良好的重复性。

图5  头孢哌酮的校正曲线

2.3 干扰实验结果

300 倍 的 K+、Na+、NH4+、SO42-、NO3-、

PO43-,60倍的复合维生素、复合氨基酸、淀粉、葡萄

276 重庆医学2021年2月第50卷第4期



糖和糊精均不影响血浆中头孢哌酮测定。因此,该方

法具有良好的特异性。

2.4 样品分析结果

该方法对血浆中头孢哌酮回收率在100.5%~
101.0%,RSD为1.10%~6.11%,见表1。

表1  建立的方法对血浆头孢哌酮的回收实验

序号
标示值ρ
(μg/mL)

测量值ρ
(μg/mL)

加入量ρ
(μg/mL)

测得量ρ
(μg/mL)

回收率

(%)
RSD
(%)

1 2.0 5.00 100.5 5.13

2 3 2.99 4.0 7.03 101.0 6.11

3 6.0 9.03 100.6 1.10

3 讨  论

  本课题组成功构建了一种检测血浆中头孢哌酮

的流动注射化学发光的新方法。本研究中优选了反

应物的混合顺序,通过对各反应物浓度的逐项研究,
确定了在本研究中当鲁米诺为9×10-6

 

mol
 

/L、铁氰

化钾 为25×10-6
 

mol/L、氢 氧 化 钠 为120×10-3
 

mol/L时,该体系的相对化学发光强度最大且稳定。
同时还优化了实验仪器的关键参数,优选出了5

 

s的

采样时间,30
 

r/min的泵速及650
 

V的负高压。在此

实验条件下,该反应体系的相对化学发光强度与

0.2×10-5~5.2×10-5
 

g/mL的头孢哌酮呈良好的

线性关系。检出限为7.1×10-7
 

g
 

/mL,该方法的灵

敏度高、选择性强、精密度优,并成功地运用于人血浆

中头孢哌酮含量测定。
 

据报道,目前检测头孢哌酮大多采用高效液相色

谱法[7-9]、芯片电泳[4]、紫外分光光度法[10]、二维高效

液相色谱法[3]、液相色谱-串联质谱法[11-13]等。毫无疑

问,以上这些方法可以准确地监测患者体内头孢哌酮

的浓度,但是仍然存在一些明显缺点,如高效液相色

谱法/二维高效液相色谱法不仅需要高纯度的有机溶

剂和复杂的前期样品准备,且方法稳定时间较长;液
相色谱-串联质谱法除需要昂贵的实验仪器外,还需要

专门人才进行操作。因此,建立一种简便、灵敏、低成

本的检测头孢哌酮的新方法十分必要。
一般来说,化学发光是在放热化学反应过程中产

生的电磁辐射[14]。近年来,流动注射化学发光法作为

一种定量分析方法,因其具有宽泛的线性范围、较高

的灵敏度及较快的响应速度等优点,在环境检测、医
药卫生、食品分析等领域得到了广泛应用[15-17]。迄今

为止,以鲁米诺体系为基础的头孢哌酮流动注射分析

方法还少见报道。因此,本课题组建立了以鲁米诺体

系为基础的流动注射化学发光法分析血浆中头孢哌

酮的浓度。
综上所述,本文基于头孢哌酮对鲁米诺与铁氰化

钾化学发光体系的增敏作用,首次建立了一种流动注

射化学发光法测定血浆中头孢哌酮。相对于彭国茳

等[3]报道的传统的色谱分析法,该方法不仅克服了包

括仪器昂贵、预处理工艺复杂、操作专业等明显缺点,
且实现了操作简单、5

 

s内快速完成采样、低成本的检

测人血浆中的头孢哌酮的浓度。为了使该方法达到

最优性能,本课题组对可能影响该方法的实验因素进

行了优化,最终确定了适合该方法的最佳鲁米诺和铁

氰化钾的浓度及最佳碱性介质及其浓度等,在此实验

条件下,本研究建立了检测头孢哌酮的标准曲线,该
曲线展示出了较宽的线性范围(达1个数量级),较高

的灵敏度(检出限达7.1×10-7
 

g/mL)及较快的分析

速度。该方法不仅可满足该药的临床治疗浓度监测,
且为其他抗生素的血药浓度监测和快速分析检测提

供了一种新思路。更进一步讲,这种基于铁氰化钾与

鲁米诺化学发光体系所建立流动注射化学发光法为

生物医学研究、临床化学、新药研发及环境监测等领

域的广泛应用奠定了坚实的基础。
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