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·检验技术与方法·

紫外分光光度法检测血清草甘膦中毒方法的建立和应用
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　　摘　要：目的　建立血清中草甘膦定性、定量测定的紫外分光光度法，为临床草甘膦中毒提供诊疗依据。方法　取０．５ｍＬ

血清加１０％高氯酸甲醇溶液０．２ｍＬ充分振荡，以１００００ｒ／ｍｉｎ高速离心５ｍｉｎ，取上清液进行亚硝基化反应，血清空白做基线，

患者血清亚硝基化液５０μＬ紫外扫描。结果　血清中草甘膦最大吸收峰（２４３±ｌ）ｎｍ，浓度在１０．０～６０．０μｇ／ｍＬ范围内呈线性，

回归方程为犢＝０．０１７３８犡＋０．０３６３（狉＝０．９９９８），回收率为８５．５％～１０２．４％，相对标准差（犚犛犇）为３．５０％～４．９０％。日内、日

间犚犛犇分别为３．７９％～５．１０％和３．８８％～４．５５％，最低检出浓度５．０μｇ／ｍＬ。结论　该方法操作简便、分析快速、结果准确。

为临床诊断草甘膦中毒提供了一个简便准确的检测方法。
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　　草甘膦（ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ）是由美国孟山都公司开发的除草剂，

又称镇草宁、农达、草干膦、膦甘酸。草甘膦除草剂有草甘膦铵

盐和草甘膦异丙胺盐。市售草甘膦多为草甘膦异丙铵盐，因具

有广谱、高效、低毒、安全等优点而被广泛应用。虽然为低毒除

草剂，是相对百草枯而言，口服８５ｍＬ草甘膦就会引起严重的

中毒效应［１］。草甘膦急性中毒基本上是由口服所致，国外和我

国均有较多经口服中毒的报道［２］。但由于草甘膦水溶性高，分

子结构中无紫外吸收基团，且极难溶于有机溶剂，导致血液中

草甘膦的测定方法很难建立。文献［３６］报道关于草甘膦的检

测方法有气相色谱法、高效液相色谱法、流动注射化学发光检

测法、亚硝基化单扫描示波极谱法等，但多是取材和测定废水

中的草甘膦，以鉴定水质情况为目的。中毒患者血液中草甘膦

如何测定尚未见有报道。本文参考文献［３７］，探讨建立了中

毒患者血液中草甘膦异丙胺盐测定方法，该方法简更快速、结

果准确，可以作为临床草甘膦异丙胺盐中毒急救的指标。

１　资料与方法

１．１　一般资料　健康人血清和草甘膦中毒患者血清均由本院

提供。

１．２　检测原理　草甘膦是仲胺化合物，氨基上的氢原子可被

亚硝基取代而变成亚硝基磷甘酸。该化合物在波长２４３ｎｍ有

吸收峰，一定浓度的草甘膦与其吸光度成正比。

１．３　仪器与试剂　ＵＶ２６００双光束紫外／可见分光光度计、

５０μＬ微量比色池为上海天美科学仪器有限公司产品，ＬＧ１６Ｂ

高速离心机为北京雷勃尔离心机有限公司产品，ＳＫ１型快速

混匀器为常州国华电器有限公司产品。草甘膦标准品（纯度为

９９．０％）由美国 Ａｌｄｒｉｃｈ公司提供，高氯酸、甲醇、三氯醋酸、硫

酸、亚硝酸钠均为分析纯。试剂配制：１０％高氯酸甲醇溶液，

２００ｇ／Ｌ三氯醋酸，１０ｍｏｌ／Ｌ硫酸，１０ｇ／Ｌ亚硝酸钠（新鲜配

制），２５０ｇ／Ｌ溴化钾。

１．４　方法

１．４．１　检测波长的确定　配制１００μｇ／ｍＬ的草甘膦标准贮

备液。然后再用蒸馏水稀释草甘膦贮备液，使草甘膦浓度为

５０、２０、１０、０．０μｇ／ｍＬ的标准应用液。各不同浓度标准液

０．５ｍＬ于１０ｍＬ玻璃试管中，进行亚硝基化反应，即加蒸馏水
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作者前期研究表明，炎症过程中支气管上皮细胞ＩＣＡＭ１、

ＩＣＡＭ３、ＶＣＡＭ１表达增高
［３］，这些黏附因子介导中性粒细

胞与支气管上皮细胞之间的黏附，加强中性粒细胞的作用。因

此，中性粒细胞和支气管上皮细胞的作用是双向的，二者相互

进行信息传递以完成协调反应。本研究通过建立支气管上皮

细胞与中性粒细胞共培养体系，探讨信号通路在调节细胞表面

黏附分子表达中的作用。

本研究发现，ＢＥＡＳ２Ｂ细胞与中性粒细胞联合培养，可极

大地刺激ＢＥＡＳ２Ｂ细胞表面黏附分子的表达，而对中性粒细

胞，除ＩＣＡＭ１的表达明显增加外，另外２种黏附分子未见明

显变化。这说明ＢＥＡＳ２Ｂ细胞在接受中性粒细胞刺激后，可

增加细胞表面黏附分子的表达。而对中性粒细胞本身黏附分

子的表达影响相对较小（除ＩＣＡＭ１）。Ｗｏｎｇ等
［９］发现ＢＥＡＳ

２Ｂ细胞与嗜酸性粒细胞共同孵育，是通过激活细胞内ＮＦκＢ、

ｐ３８ＭＡＰＫ通路等来调控表面黏附分子的表达。而 ＮＦκＢ、

ｐ３８ＭＡＰＫ通路是否涉及中性粒细胞对支气管上皮细胞的刺

激作用，是本研究的重点。因此，作者在实验中加入 ＮＦκＢ通

路抑 制 剂———ＭＧ１３２ 以 及 ｐ３８ＭＡＰＫ 通 路 抑 制 剂———

ＳＢ２０３５８０，结果发现，ＳＢ２０３５８０、ＭＧ１３２可抑制ＢＥＡＳ２Ｂ细

胞表面黏附分子的表达，这说明ＢＥＡＳ２Ｂ细胞在接受中性粒

细胞刺激后会激活ＢＥＡＳ２Ｂ细胞内ＮＦκＢ、ｐ３８ＭＡＰＫ通路。

对于中性粒细胞，２种抑制剂对ＩＣＡＭ１的表达亦有明显的抑

制作用。本研究还发现 ＭＧ１３２对ＩＣＡＭ１的抑制作用较

ＳＢ２０３５８０强，ＩＣＡＭ３、ＶＣＡＭ１对２种抑制剂的反应差别不

大。这说明ＮＦκＢ通路对调节ＩＣＡＭ１的表达起主要作用。

而ＢＥＡＳ２Ｂ细胞表面ＩＣＡＭ３、ＶＣＡＭ１的表达则是２种通

路共同作用的结果。蛋白质印迹结果与流式细胞分析结果相

一致，ＢＥＡＳ２Ｂ细胞在接受中性粒细胞刺激后，激活细胞内

ＮＦκＢ、ｐ３８ＭＡＰＫ通路。

综上所述，支气管上皮细胞直接参与气道炎症过程，中性

粒细胞在与支气管上皮细胞接触后，主要通过激活支气管上皮

细胞内的ＮＦκＢ、ｐ３８ＭＡＰＫ通路，间接调控ＩＣＡＭ１、ＩＣＡＭ

３、ＶＣＡＭ１的表达，加重气道炎症反应。而 ＮＦκＢ、ｐ３８

ＭＡＰＫ通路抑制剂可有效抑制表面黏附分子的表达。本研究

探讨了炎症通路在气道炎症过程中细胞表面黏附分子表达的

作用，为临床气道炎症治疗提供一定的实验基础。
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１．５ｍＬ混匀，加１０ｍｏｌ／Ｌ硫酸０．２ｍＬ，２５０ｇ／Ｌ溴化钾０．２

ｍＬ，１０ｇ／Ｌ亚硝酸钠（新鲜配制）０．２ｍＬ，立即混匀盖塞，室温

放置３０ｍｉｎ。以空白做基线测量，分别对草甘膦标准应用液进

行扫描。

１．４．２　草甘膦浓度的测定　取２支带盖塑料试管标注 Ｖ管

和Ｂ管，Ｖ管加患者血清０．５ｍＬ，Ｂ管加健康人混合血清

０．５ｍＬ，分别加１０％高氯酸甲醇溶液０．２ｍＬ，用ＳＫ１型快速

混匀器充分震荡，静置２ｍｉｎ，以１００００ｒ／ｍｉｎ高速离心５ｍｉｎ，

取上清液０．４ｍＬ分别于玻璃试管中，加蒸馏水１．５ｍＬ混匀，

加１０ｍｏｌ／Ｌ硫酸０．２ｍＬ，２５０ｇ／Ｌ溴化钾０．２ｍＬ，１０ｇ／Ｌ亚

硝酸钠（新鲜配制）０．２ｍＬ，立即混匀盖塞，室温放置３０ｍｉｎ。

设定扫描波长范围为２００～４００ｎｍ，取血清空白液５０μＬ做基

线测量，然后扫描 Ｖ 管亚硝化液。草甘膦最大吸收峰在

（２４３±１）ｎｍ。根据（２４３±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草甘膦浓度。

１．４．３　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１．４．２方法沉淀蛋白，上清液进行亚硝基

化。用其中１份硝化液５０μＬ做基线扫描，然后扫描其他２份

空白硝化液。

１．４．４　线性范围与检出限　精确配制１００μｇ／ｍＬ的草甘膦

标准贮备液。取配制好的１００μｇ／ｍＬ的草甘膦标准贮备液，

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、５０．０μｇ／ｍＬ的草甘膦工作应用液，分别取０．５ｍＬ置于

７个带盖塑料试管中，分别加１０％高氯酸甲醇溶液０．２ｍＬ，用

ＳＫ１型快速混匀器充分震荡，静置２ｍｉｎ，以１００００ｒ／ｍｉｎ高

速离心５ｍｉｎ，取上清液按１．４．２方法进行亚硝基化。设定扫

描波长范围为２００～４００ｎｍ，取血清空白液５０μＬ做基线测

量，然后扫描不同浓度的草甘膦标准液，草甘膦最大吸收峰在

（２４３±１）ｎｍ。按上述操作方法做５次平行试验，根据在

（２４３±１）ｎｍ测定的平均吸光度值（犢）对草甘膦质量浓度（犡）

进行回归分析。

１．４．５　回收率试验　采用加入回收法，取健康人混合血清配

制浓度为１５．０、２０．０、２５．０、３５．０μｇ／ｍＬ草甘膦血清样品，各

取０．５ｍＬ于带盖塑料试管中，并取空白血清０．５ｍＬ作对照，

按１．４．２样品测定方法进行扫描。

１．４．６　精密度试验　取健康人混合血清２０．０ｍＬ，分别配制

浓度为０．００、１０．０、２０．０、３０．０μｇ／ｍＬ草甘膦血清样品，分别

取０．５ｍＬ于５支带盖塑料试管中。其他操作按样品测定部

分进行。在同一日不同时间及不同日间按上述方法测定草甘

膦浓度（狀＝５），计算日内、日间相对标准偏差（犚犛犇）。

２　结　　果

２．１　空白试验结果　健康人血清在２００～４００ｎｍ无吸收峰。

表１　　血清中草甘膦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

３０．０ ２８．４ ４．２ ９４．６

２．２　线性范围及检出限　线性回归方程：犢＝０．０１７３８犡＋

０．０３６３，相关系数（狉）＝０．９９９８，线性范围为１０．０～６０．０μｇ／

ｍＬ，最低检出限为５．０μｇ／ｍＬ。

２．３　回收试验结果　回收率为８５．５％～１０２．４％，犚犛犇 为

３．５％～４．９％，见表１。

２．４　精密度试验结果　日内、日间犚犛犇 分别为３．７９％～

５．１０％和３．８８％～４．５５％，最低检出浓度５．０μｇ／ｍＬ。见

表２。

表２　　血清中草甘膦浓度的精密度试验结果（狀＝５）

草甘膦浓度

（μｇ／ｍＬ）

日内

狓（μｇ／ｍＬ） 犚犛犇（％）

日间

狓（μｇ／ｍＬ） 犚犛犇（％）

１０．０ ９．７ ５．１０ １０．８ ３．８８

２０．０ １９．５ ３．７９ １９．４ ４．０２

３０．０ ２８．６ ４．６５ ３１．２ ４．５５

３　讨　　论

百草枯中毒引发的高病死率已经引起农业部、卫生部、公

安部门的高度重视，用草甘膦替代百草枯除草剂成为必然。近

年来草甘膦作为低毒除草剂广泛应用于农林畜牧业，临床上草

甘膦中毒有逐年增多的趋势。草甘膦不易被胃肠吸收，不经代

谢很快经肾、胃肠道排出，在体内不蓄积，所以血液透析可以尽

快清除血液中的草甘膦，应及早应用［８］。当草甘膦浓度在

１０μｇ／ｍＬ以下时，临床中毒特征并不明显，当草甘膦浓度达到

２０．０μｇ／ｍＬ以上时，则出现明显的中毒症状，如恶心呕吐、咳

嗽、胸闷、呼吸困难、抽搐、昏迷等。为了配合临床诊断、救治草

甘膦中毒患者，建立患者血液草甘膦测定方法非常必要。

市售草甘膦一般为草甘膦异丙铵盐，水溶性高，分子结构

中无紫外吸收基团，且极难溶于有机溶剂，导致血液中草甘膦

的测定方法很难建立。作者曾试图直接用二氯甲烷、三氯甲

烷、乙酸乙酯等有机溶剂萃取血液中草甘膦，用气相色谱法、高

效液相色谱法、紫外分光光度法测定都没有成功。草甘膦化学

结构中氨基上的氢原子可被亚硝基取代而变成亚硝基磷甘酸，

该化合物在波长２４３ｎｍ有吸收峰，因此作者想到了对血液中

草甘膦进行硝基衍生化后进行测定，那么选择血清蛋白沉淀剂

成为关键。作者选择１０％高氯酸甲醇溶液与２０％三氯醋酸溶

液做血清蛋白沉淀剂进行比较，发现含有草甘膦的血清经

１０％高氯酸甲醇溶液沉淀后的上清液经亚硝基化反应，回收率

达８５．５％～１０２．４％，草甘膦最大吸收峰为（２４３±１）ｎｍ，与草

甘膦标准水溶液亚硝基衍生化反应相吻合，而２０％三氯醋酸

沉淀蛋白上清液亚硝基化反应，草甘膦结果不稳定且最大吸收

峰不在２４３ｎｍ。本研究表明，取患者０．５ｍＬ血清加１０％高

氯酸甲醇溶液０．２ｍＬ沉淀血清蛋白，取上清液进行亚硝基化

反应，草甘膦最大吸收峰为（２４３±１）ｎｍ，灵敏度和准确度完全

能够达到临床要求。

草甘膦中毒患者生物样品检测一直是个难题，作者用高氯

酸甲醇溶液沉淀血清蛋白，并将草甘膦进行亚硝基化反应，使

草甘膦有了最大吸收峰能够用紫外分光光度法检测，其测定方

法简便快速，灵敏度较高，结果准确。
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