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紫外分光光度法测定氨茶碱中毒方法的建立与应用

陈姿如，陈礼明，吴　名，杜书明

（武警后勤学院附属医院，天津３００１６２）

　　摘　要：目的　建立血清中氨茶碱定量分析的紫外分光光度法，探讨对氨茶碱中毒患者实际应用的价值，为临床氨茶碱中毒

提供诊疗依据。方法　取０．５ｍＬ血清加０．２ｍＬ的０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液，再加入三氯甲烷：异丙醇（９５：５）的萃取液４．０ｍＬ。充

分震荡萃取，高速离心，取有机层于另一试管中加０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液２．０ｍＬ混匀反提，高速离心后取氢氧化钠层５０μＬ紫

外扫描。结果　血清中氨茶碱最大吸收峰在（２７５±ｌ）ｎｍ处，浓度在５．０～６０μｇ／ｍＬ范围内呈线性，回归方程为犢＝０．０１０１犡＋

０．００６５，相关系数（狉）＝０．９９９８，回收率为８５．５％～１０２．４％，相对标准差（犚犛犇）为３．５％～４．８％。日内、日间犚犛犇 分别为

３．０８％～５．００％和３．１６％～４．９５％，最低检出浓度２．０μｇ／ｍＬ。结论　该方法操作简便、分析快速、结果准确。为临床诊断氨茶

碱中毒提供了一个简便准确的检测方法。
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　　氨茶碱（Ａｍｉｎｏｐｈｙｌｌｉｎｅ）是一种常用药，临床应用广泛，尤

其是治疗支气管哮喘患儿的常用药。由于氨茶碱的有效治疗

剂量与中毒剂量非常接近，容易导致中毒而出现中毒症状。随

着近年中国城市工业化的发展，环境污染日趋严重，哮喘尤其

是小儿哮喘的发病率逐年增高，氨茶碱中毒的病例也随之越来

越多。另外，有一部分患者是因情感纠葛、生气而自杀性地误

服氨茶碱中毒［１］。临床上迫切需要快速检验氨茶碱中毒的方

法，为临床急救提供诊断依据。作者根据自己实验室条件，参

考文献［２５］，建立了适用于氨茶碱中毒快速检验的双光束紫外

分光光度法，应用于临床能够明确诊断是否氨茶碱中毒，并开

展了氨茶碱血药浓度检测，对患者个体化用药有重要意义［６］。

１　资料与方法

１．１　一般资料　５０例氨茶碱中毒患者，女性３８例，男性１２

例，均出现呕吐，烦躁不安，呼吸、心跳加快等中毒症状。健康

人血清和中毒患者血清来源于医院急诊科。

１．２　检测原理　氨茶碱在０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液中，在

（２７５±１）ｎｍ处有最大吸收峰，根据其吸收峰的吸光度大小与

氨茶碱浓度成正比的特点计算其浓度。

１．３　仪器与试剂　ＵＶ２６００双光束紫外／可见分光光度计，

５０μＬ微量比色池（上海天美科学仪器有限公司），ＬＧ１６Ｂ高

速离心机（北京雷勃尔离心机有限公司），ＳＫ１型快速混匀器

（常州国华电器有限公司）。氨茶碱标准品（纯度９９．０％，天津

希思思生化科技有限公司），三氯甲烷、异丙醇为分析纯。

１．４　方法　取带盖塑料试管标注Ｖ和Ｂ，Ｖ管加患者血清０．５

ｍＬ，Ｂ管加健康人混合血清０．５ｍＬ，分别加０．１ｍｏｌ／Ｌ的盐酸

溶液０．２ｍＬ，再加入三氯甲烷：异丙醇（９５：５）的萃取液

４．０ｍＬ。用ＳＫ１型快速混匀器充分震荡萃取，静置５ｍｉｎ，以

８０００ｒ／ｍｉｎ高速离心５ｍｉｎ，取有机层分别于另一试管中，再

加０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液２．０ｍＬ反提，充分震荡，以８０００

ｒ／ｍｉｎ高速离心５ｍｉｎ，取氢氧化钠层待用。设定扫描波长范

围为２００～４００ｎｍ处，取０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液５０μＬ于微

量比色杯中做基线测量，然后扫描 Ｖ和Ｂ管的氢氧化钠溶液

层，氨茶碱最大吸收峰在（２７５±１）ｎｍ处。根据（２７５±１）ｎｍ处

的最大吸收峰进行定性，查标准曲线或回归方程求出患者血清

中氨茶碱浓度。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计学处理，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　氨茶碱最大吸收峰　用０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液配制

１００μｇ／ｍＬ的氨茶碱标准贮备液。然后再用０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧

化钠稀释氨茶碱贮备液，使其氨茶碱浓度为３０、２０、１０μｇ／ｍＬ

的标准应用液。以０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠为空白做基线测量，分
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别对氨茶碱标准应用液进行扫描。结果氨茶碱在（２７５±１）ｎｍ

处有最大吸收峰。因此确定（２７５±１）ｎｍ为氨茶碱检测波长，

这与文献［３］报道相符。

２．２　空白试验　取健康人混合血清０．５ｍＬ，分别加入３个带

塞塑料试管中，按本文１．４方法萃取血清样品。用其中１份

５０μＬ做基线扫描，然后扫描其他２份空白液。空白试验表

明：健康人血清在２２０～４００ｎｍ无吸收峰。

２．３　线性范围与检出限　用０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液精确配

制１００μｇ／ｍＬ的氨茶碱标准贮备液。取配制好的１００μｇ／ｍＬ

的氨茶碱标准贮备液，用健康人混合血清逐级稀释为０．０、

５．０、１０．０、２０．０、３０．０、４０．０、８０．０μｇ／ｍＬ的氨茶碱工作应用

液，取０．５ｍＬ于７个带盖塑料试管中。分别加０．２ｍＬ的

０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液，再加萃取液４．０ｍＬ。下面步骤按方法按

本文１．４操作进行。设定扫描波长范围为２００～４００ｎｍ，取

０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液５０μＬ于微量比色杯中做基线测量，

然后扫描不同浓度的氨茶碱标准和空白管上层液（氢氧化钠溶

液层），氨茶碱最大吸收峰在（２７５±１）ｎｍ。按上述操作方法做

５次平行试验，根据在（２７５±１）ｎｍ测定的平均吸光度值（犢）并

对氨茶碱质量浓度（犡）进行回归，得线性回归方程犢＝０．０１０１

犡＋０．００６５，相关系数（狉）＝０．９９９８，线性范围为５．０～

６０μｇ／ｍＬ，氨茶碱最低检出浓度为２．０μｇ／ｍＬ。

２．４　精密度试验　取健康人混合血清２０．０ｍＬ，分别配制

０．０、５．０、１０．０、１５．０、２０．０μｇ／ｍＬ氨茶碱浓度血清样品，分别

取其０．５ｍＬ于５支塑料试管中。其他操作按本文１．４操作进

行。在同一日不同时间及不同日间按上述方法测定氨茶碱浓

度（狀＝５），计算日内日间相对偏差，结果见表１。

表１　　血清中氨茶碱浓度的精密度试验结果（狀＝５）

氨茶碱浓度

（μｇ／ｍＬ）

日内

狓（μｇ／ｍＬ） 犚犛犇（％）

日间

狓（μｇ／ｍＬ） 犚犛犇（％）

５．０ ４．８６ ３．０８ ５．０５ ３．１６

１０．０ ９．６５ ４．３５ １０．８５ ４．７９

１５．０ １５．９５ ５．００ １４．５５ ４．１２

２０．０ １９．２０ ４．１１ ２０．４０ ４．９５

２．５　方法回收率试验　采用加入回收法，取健康人混合血清

配制的氨茶碱浓度为５．０μｇ／ｍＬ的血清样品１．０ｍＬ，分别加

入５．０、１０．０、１５．０、２０．０、３０．０μｇ氨茶碱标准品混匀，理论浓

度值为１０．０、１５．０、２０．０、２５．０、３５．０μｇ／ｍＬ，各取０．５ｍＬ于带

盖塑料试管中，并取空白血清０．５ｍＬ作对照，按本文１．４操

作进行（狀＝５），求出回收率值。结果经统计学处理，其回收率

为８５．５％～１０２．４％，相对标准差（犚犛犇）为３．５％～４．８％。

表２　　血清中氨茶碱浓度的回收试验结果 （狀＝５）

配置浓度（μｇ／ｍＬ） 实测浓度（μｇ／ｍＬ） 犚犛犇（％） 回收率（％）

１５．０ １３．８ ３．５ ９２．０

２０．０ １７．１ ３．８ ８５．５

２５．０ ２５．６ ４．８ １０２．４

３５．０ ３２．１ ４．５ ９１．７

２．６　血清氨茶碱定量与血液透析　氨茶碱有效治疗浓度较小

（５～２０μｇ／ｍＬ），个体差异大，当血药浓度低时，不能有效缓解

哮喘，血药浓度高又会引起中毒症状，在临床上经常遇见氨茶

碱中毒病例。本文统计５０例氨茶碱中毒患者，血液氨茶碱透

析前 后 浓 度 分 别 为 （４８．８０±２１．７０）μｇ／ｍＬ 和 （７．６２±

３．８６）μｇ／ｍＬ，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。说明及时进行

透析治疗是降低氨茶碱血药浓度，控制中毒症状发作的有效

措施。

３　讨　　论

目前测定氨茶碱血药浓度的方法包括高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ）、荧光偏振法（ＴＤＸ）、均相酶免疫法等，但这些方法所

需仪器昂贵，操作繁琐，当疑似氨茶碱中毒需要做出鉴别时，上

述仪器是不能做出快速鉴定的，紫外分光光度法则显现出快

速、简便、准确的优点。作者参考有关 ＨＰＬＣ和紫外分光光度

法文献［７１０］，根据自己实验室中毒标本较多的情况，建立了适

用于氨茶碱中毒快速检测的双波长紫外分光光度法，对样本的

萃取进行了改良，减少反提液０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液的量，

提高方法的检出率和准确度，增加离心速度（８０００ｒ／ｍｉｎ），提

高了氢氧化钠扫描液的清晰度，使测定减少了许多干扰因素。

本方法测定氨茶碱血清药物浓度的方法回收率为８３．８％～

１０２．８％，犚犛犇 为３．１％～４．９％。日内、日间 犚犛犇 分别为

３．０８％～５．００％和３．１６％～４．９５％，最低检出浓度２．０μｇ／

ｍＬ。本方法操作简便、分析快速、结果准确，比较适用于基层

医院开展氨茶碱血药浓度监测，实行个体化用药［１１１２］，避免或

减少茶碱中毒的危险；另外通过氨茶碱测定方法的实际应用表

明：该方法操作时间不多于２０ｍｉｎ，非常适用于对疑似氨茶碱

中毒的快速诊断和疗效观察。
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