
CK-BB活性下降较慢 , 提示缺氧所致脑损伤尚未完全缓解。

经纳洛酮治疗后的患者血清 CK-BB活性下降明显 , 与对照组

比较差异无统计学意义 , 而且患者昏迷时间明显缩短 , 迟发

性脑病的发生率明显降低 , 死亡率下降。

本资料还显示 , ACOP患者血浆 ET-1的含量迅速升高 ,

明显高于正常对照组 , 经纳洛酮治疗的患者血浆 ET-1的含量

下降明显 , 提示 ET-1在 CO中毒后脑损伤的氧化应激过程中

起重要的介导作用 [ 3] , 推测其机制可能与改善内皮细胞缺氧

状态 , 提高血管内皮细胞 NOsmRNA的表达水平 , 抑制或降

低了 ET-1分泌细胞的 mRNA表达基因程度有关 [ 4] 。提示抑制

血浆中 ET-1含量很可能是治疗 ACOP患者或改善其治疗预后

的重要途径。
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微波消解钼蓝比色法测定肺泡灌洗回收液中的总磷脂
DeterminationoftotalphospholipidsinreclaimedBALFwithmicrowave

digestionandmolybdenumbluecolorimetry
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　　摘要:采用有机溶剂提取磷脂 , 微波消解处理样品 , 钼

蓝比色法测定磷脂含量。 本法检出限为 0.02 μg/ml, 线性范

围 0.05 ～ 14 μg/ml, 相对标准偏差平均为 4.0%, 样品加标回

收率平均 98.3%, 样品在 -20℃冰箱可保存 30 d。本法适合

肺泡灌洗回收液中总磷脂含量分析。

关键词:微波消解;钼蓝比色法;肺泡灌洗回收液;总

磷脂
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由于肺泡灌洗回收液中总磷脂含量较低 , 尤其是大容量

肺泡灌洗回收液中磷脂含量更低 , 血清磷脂的分析方法不能

满足肺泡灌洗回收液中总磷脂含量分析要求 , 本文在原化学

法测定的基础上 , 建立了微波消解钼蓝比色法 , 测定肺泡灌

洗回收液中总磷脂含量 , 现介绍如下。

1　实验方法

1.1　原理

用有机溶剂提取磷脂 , 硝酸-盐酸-双氧水微波消化 , 将磷

脂全部氧化为正磷酸盐。 在酸性介质中 , 正磷酸盐与钼酸铵

反应 , 立即被抗坏血酸还原 , 生成蓝色的络合物 。颜色深浅

与正磷酸盐浓度成正比。 经计算可得灌洗回收液中磷脂含

量 。

1.2　仪器和试剂

1.2.1　仪器　分光光度计 , 微波消解仪 , 智能控温加热器 ,

水浴锅;15、 25、 50ml具塞 (磨口)刻度试管等。

1.2.2　试剂　3 mol/L硫酸 , 6 mol/L和 1 mol/L氢氧化钠

(NaOH)溶液 , 硝酸 , 盐酸 , 双氧水 , 氯仿萃取液 (氯仿∶甲

醇 =2∶1), 100 g/L抗坏血酸溶液 (贮于棕色的试剂瓶中 , 在

冷处可稳定几周 , 如不变色可长时间使用), 25 g/L钼酸盐溶

液 , 10 g/L酚酞溶液 , 显色液 (3 mol/LH2SO4∶H2O∶2.5%钼

酸铵∶10%VC=1∶5∶1∶1, 在不断搅拌下将钼酸铵溶液加到

100ml的 3 mol/L硫酸溶液中 , 加水 500 ml, 加入 10%的 VC

溶液 100 ml)。磷标准贮备溶液:称取 (0.439 4±0.001)g

于 110℃干燥 2 h的磷酸二氢钾 (KH2PO4), 用水溶解后移至

100ml容量瓶中 , 加入大约 80 ml水 、 1ml硫酸用水稀释至标

线并混匀 , 1.00 ml此标准溶液含 1 000.0 μg磷。本溶液在玻

璃瓶中可贮存至少 6个月。磷标准应用溶液:将 1.0 ml的磷

标准溶液移至 100 ml容量瓶中 , 用水稀释至标线并混匀 , 此

标准溶液含 10μg/ml磷 , 使用当天配制。

1.3　样品的采集和保存

取 500 ml灌洗回收液加入 1 ml硝酸或不加任何试剂于

-20 ℃冰箱保存。

1.4　分析步骤

1.4.1　样品的处理　取 2.0 ml样品于 15 ml具塞刻度管

中 , 取时应仔细摇匀 。加氯仿 -甲醇萃取液 5 ml, 置混旋器

上振荡萃取 1 min, 1 500 r/min离心 10 min, 弃去上层水

相 。将有机相转入微波消解罐 , 置智能控温加热器 (或恒

温水浴锅)上 , 控制温度在 80 ～ 90 ℃之间 , 挥发出有机

溶剂。加入硝酸 4.0 ml, 盐酸 2.0 ml, 放置 30 min后加入

2.0 ml双氧水 , 再放置 30 min, 置微波消解仪内按表 1程序

消解。

·136· 中国工业医学杂志　2009年 4月第 22卷第 2期　　ChineseJIndMed　April2009, Vol. 22 No.2　　



表 1　微波消解程序

功率 (W) 温度 (℃) 升温时间 (min) 维持时间 (min)

600 50 5 2

800 100 5 5

1 000 180 5 20

　　消解结束后 , 将微波消解罐置于智能控温加热器 , 控制

温度在 110 ～ 120 ℃ (或将溶液转移至 50 ml烧杯中 , 置电热

板上加热), 挥发溶液至 0.5 ～ 1.0 ml时 , 应无色透明 , 如个

别样品消化不完全 , 可加 2.0 ml左右的高氯酸 , 直至消化完

全 , 放冷。

以生理盐水代替试样进行空白实验 , 并加入与测定时相

同体积的试剂。

向三角烧瓶中加入 5 ml左右的纯水 , 加 1滴酚酞指示剂。

滴加 6 mol/L氢氧化钠溶液至刚呈微红色 , 再滴加 3 mol/L硫

酸溶液使微红刚好退去 , 充分混匀。 转移至具塞刻度管中 ,

用水稀释至 25ml。

1.4.2　工作曲线的绘制　取 7支具塞刻度管分别加入 0.0,

0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ml磷酸盐标准溶液。 加水至 10.0

ml。各加入 2.0 ml钼酸盐溶液充分混匀。 50 ℃水浴放置 15

min, 使用光程为 1.0 cm比色皿 , 在 800 nm波长下 , 以水做

参比 , 测定吸光度。扣除空白实验的吸光度后 , 和对应的磷

的含量绘制工作曲线 。

1.4.3　样品的测定　分别取消化后的样品 10.0 ml, 按工作

曲线的分析步骤进行操作。扣除空白吸光度后 , 从工作曲线

上查得磷的含量。

1.5　计算

磷含量 c1 (mg/L) =2.5m/V1 , 式中 m为试样测得含磷

量(μg), V1为试样体积(ml);磷脂含量 c2 (mg/L) =25c1;

全肺灌洗回收液中磷脂总量 c3 (mg) =c2V2 , V2为灌洗回收

液体积 (L)。也可以用以下公式 c(mg) =62.5m/V1 ×V2直

接计算肺灌洗回收液中磷脂总量。

2　结果与分析

2.1　萃取效率的测试

将同一份灌洗回收液样品加入不同量的氯仿-甲醇萃取

液 , 平行样 6份 , 按照样品分析方法测定 , 样品磷脂测定结

果见表 2。由表 2可见 , 用 5 ml萃取液与 8、 10 ml萃取效率

差异无统计学意义 (P>0.05)。

表 2　萃取效率测试结果 (以磷计)

溶剂用量 (ml) 测得浓度 (均值 , mg/L)

2 2.63

5 4.26

8 4.11

10 4.39

2.2　微波消解条件的选择

用 CEM微波炉消解 , 取 1.0 ml萃取液 , 试验不同用量 、

不同配比酸对消解程度影响 , 结果表明用 2 ml盐酸 +4 ml硝

酸 +2 ml双氧水能够消解完全 , 且空白值不至过高。

2.3　线性范围和检出限的测试

分别取磷标准液 1.0 ml稀释于 10 ml比色管中 , 如

“ 1.4.2” 条件下操作。 空白管调零 , 于 800 nm处测定吸光

度 , 以吸光度值 0.02对应的磷的含量确定为检出限 , 本法最

小检测限为 0.02 μg/ml, 在 0.05 ～ 14.0μg/ml范围内成线性。

2.4　方法精密度的测试

分别取浓度在线性范围内的 2份灌洗回收液 , 按照样品

测定方法分别在第 1、 3、 5天进行测定 , 平行样 6个 , 计算

样品相对标准偏差 (RSD), 相对标准偏差在 2.95% ～ 5.32%

之间 , 结果见表 3。

表 3　方法精密度测试结果 (以磷计)

测定时间 浓度 (mg/L) 测定浓度均值 (mg/L) RSD(%)

第 1天 1.65 1.58 3.45

5.15 5.29 5.32

第 3天 1.65 1.45 4.68

5.15 5.01 3.68

第 5天 1.65 1.62 2.95

5.15 5.06 3.91

2.5　方法准确度的测试

取浓度≤1.0 mg/L(以磷计)灌洗回收液 2.0 ml, 加入

标准液 , 使加标浓度为 2.0、 5.0、 10.0 mg/L, 按照样品测定

方法 , 平行样 6个 , 样品加标回收率在 95.1% ～ 102.7%之

间 , 结果见表 4。

表 4　方法准确度测试结果

原样品浓度 加入浓度 (mg/L) 测定浓度均值 (mg/L) 平均回收率 (%)

0.82 2.0 2.71 96.3

0.82 5.0 5.98 102.7
0.82 10.0 10.29 95.1

2.6　样品稳定性测试

将浓度为 6.18 mg/L的样品保存在 -20 ℃冰箱 , 分别在

第 1、 3、 7、 14、 30天测定。以第一天测定结果为 100%, 分

别计算不同天数的样品保存率。由表 5可见 , 样品在 -20 ℃

可保存 30d, 保存率仍然在 95%以上。

表 5　样品稳定性测试结果

放置时间 (天) 样品数 测得浓度 (均值 , mg/L) 保存率 (%)

1 6 6.18 100.0

3 6 6.28 101.6

7 6 5.91 95.6
14 6 6.09 98.5

30 6 5.95 96.2

2.7　应用

应用本方法对 36份尘肺患者肺灌洗回收液进行了测定 ,

全肺磷脂总量在 0.78 ～ 2.26 g之间。

3　小结

生物样品的前处理直接影响分析结果的精密度和准确度。

传统的湿法消化操作时间长 、 试剂用量大 , 而微波消解具有

操作简便 、 溶剂用量少以及样品消化完全的优点。 因此 , 本

文采用了微波消解作为样品预处理方法 , 在样品萃取后直接

转入微波消解罐进行挥发 (有机溶剂)—消解—挥酸过程 ,

减少了转移步骤 , 提高了分析方法的精密度和准确度。该方

法简便 , 不需特殊试剂和仪器 , 精密度和回收率高 , 适用于

肺泡灌洗回收液中总磷脂含量的测定。
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