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联吡啶二氯化物$百草枯中毒在我国发生率高!口服死亡

率高达
('@

以上!中毒征象波及多器官系统!目前无有效解毒药$该文就百草枯浓度定量的高效液相色谱法
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百草枯又名克无踪)对草快(化学名称为
&

(

&,

二

甲基
,8

(
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联吡啶季铵盐(分子式为
/

&.

?

&8

N

.

(相对分

子质量
&93

(为中等毒性的有机杂环类接触性脱叶剂

及除草剂'百草枯结构式见图
&

'百草枯既是一种除

草剂(又是一种剧毒毒物(虽水剂被禁止销售使用(凝

胶剂仍在我国农林行业广泛使用'对人畜有较强的

毒性(可经皮肤)呼吸道)消化道吸收造成急性中毒'

百草枯大鼠经口给药
H0

;'

为
&;'U

Z

"

Y

Z

(尽管在毒

理学分类上被列为中等毒性毒物(但由于具有很高的

致死率(口服死亡率为
('@

(临床上应列为剧毒毒物'

肺是百草枯中毒损伤的主要靶器官之一(它同时会造

成严重的肝肾损害'百草枯中毒晚期则出现肺泡内

和肺间质纤维化(称为-百草枯肺.(是急性呼吸窘迫

综合征$

<*0T

&的一种变异形式*

&,.

+

'

急性百草枯中毒是指短时间接触较大剂量或高

浓度百草枯后出现的以急性肺损伤为主(伴有严重肝

肾损伤的全身中毒性疾病(口服中毒患者多伴有消化

道损伤(重症患者多死于呼吸衰竭或多脏器功能衰

竭'百草枯目前尚无特效解毒药'近年来关于百草

枯中毒的基础与临床研究国内外已经取得了部分进

展(但是对于中)重度百草枯中毒的救治仍然没有形

成突破*

2

+

'百草枯受自身理化性质因素影响(在反相

色谱柱上很难保留(浓度测定存在较大难度(百草枯

的分析检测方法有紫外分光光度法)色谱法)毛细管

电泳法等多种方法(其提取方法也有液液萃取法)固

相萃取法等多种(但操作繁琐(费时费力(不利于临床

实践应用'目前国内外报道的检测方法主要有气相

色谱
,

串联质谱法$

P/,JT

&)高效液相色谱法$

?EH/

&

和液相色谱
,

串联质谱法$

H/,JT

"

JT

&'

$

"
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液相色谱法尤其是
?EH/

是最常用的百草枯检

测方法*

2

+

'建立专一)灵敏)快速的
?EH/

法检测血

浆中百草枯浓度(可为评估患者中毒程度(建立百草

枯中毒预后判断指标(评价临床治疗方案效果提供方

法学支持'为了测量人血浆中百草枯的浓度(孙斌

等*

8

+建立了一种专一)灵敏)快速的
?EH/

法检测血

浆中百草枯浓度'使用福立
OH..''

$

高效液相色谱

仪(

)$5UB$Ĉ ,̀/

&9分析柱$

813UUh;'UU

(

;

(
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紫外光谱仪为检测器'样本加入
2;@

高氯酸
&''

(

H

后低温高速涡旋
;U57

(取上清进行高效液相色谱分

析(检测波长为
.;97U

'结果显示血浆中百草枯峰形

良好(分离完全(不受血浆内杂质峰干扰(百草枯保留

时间为
-U57

左右(具有较好的专一性'最低检测限

$

T

"

Nf2

&可达
'1&

(

Z

"

UH

'

叶仕远等*

;

+在样品前处理的步骤中(使用三氯乙

酸代替高氯酸沉淀蛋白(效果更好(定量限$

H+:

&为

'1';

(

Z

"

UH

(相比上述方法定量限更低'在其他测定

血浆中百草枯浓度的研究中*

2

(

3,&'

+

(多数使用高氯酸沉

淀蛋白*

2

(

-,9

(

&'

+

(也可以使用乙腈沉淀蛋白*

(

+

(流动相水

相均采用含庚烷磺酸钠的磷酸缓冲液(用三乙胺调

b

?

值至
2

(有机相均为乙腈'紫外检测器波长均为

.;97U

'由于仪器及其他条件等因素影响(最低检测

限在
.'7

Z

"

UH

"

;''

(

Z

"

UH

'

?EH/

法测血浆中百草枯浓度简单易行(成本较

低(符合生物样品分析方法要求(重现性好(可应用于

临床百草枯中毒患者的血药浓度快速检测(但灵敏度

与精确度较低(检测限也较高(对于极微量样品定量

存在困难'
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为分离手段(

JT

为检测器的一
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门综合性分析技术'具有选择性高(准确度高)精密

度较好等特点(成本适中且可重复性强'为了测定人

血液和尿液中的百草枯浓度(

P<+

等*

&&

+建立了气相

色谱
,

串联质谱法'使用
T%5UBKaLP/,JT:E.'&'

气相色谱仪
,

串联质谱仪(

*$_,;

交联毛细管色谱柱

$
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'1.UH

样品

中加入
&UH'1&U#"

"

HNB+?

溶液和
8'

(

H

紫精二

溴乙酯内标溶液$

&''

Z

"

UH

&(随后加入
.'U

Z

硼氢化

钠$

NB̀ ?

8

&和
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(

H

氯化镍$

N5/"

.

&溶液$

&'@

(

c

"
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&在
3'e

中反应
&'U57

(随后加入
&UH.'@

$

c

"

]

&

NB/"

溶液用于固相微萃取'结果表明在
3' e

中反

应
3'U57

后加入
.'@

$

c

"

]

&氯化钠$

NB/"

&萃取结

果较好'血浆和尿液两种基质中检测限$

H+0

&和定

量限$

H+:

&分别为
'1'&

(

Z

"

UH

和
'1';

(

Z

"

UH

'在

其他使用
P/,JT

法测定百草枯浓度的研究中*

&.,&2

+

(

使用甲基紫精和联苄作为内标(前处理方法为固相萃

取'血浆中
H+0

和
H+:

分别为
8-1.7

Z

"

UH

和

;81.7

Z

"

UH

(尿液中
H+0

和
H+:

分别为
-137

Z

"

UH

和
.21&7

Z

"

UH

'较
?EH/

法(此方法灵敏度有

了提高(但样品前处理过程较为复杂(色谱分析过程

较为费时(不能满足高通量分析的要求(因此具有卓

越分析检测能力的
H/,JT

"

JT

技术应用越来越广

泛'

&

"

H/,JT

'

JT
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H/,JT

"

JT

法是液相色谱作为分离系统与质谱

作为检测系统的分析方法'它集
H/

的高分离性能

与
JT

的高灵敏度)强专属性于一体(较好地适应了

体内药物分析对高通量)高精密度和准确度的需求(

近年得到越来越广泛地应用'此方法具有分析速度

快(灵敏度高(准确度高的特点'目前已报道的文献

中多使用电喷雾离子源(使用正离子多反应监测模式

$

J*J

&进行检测*

&8,.'

+

'表
&

从
3

个方面对近年来百

草枯
H/,JT

"

JT

定量检测方法进行比较分析'

表
&
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百草枯
H/,JT

'

JT

定量检测方法比较

文献 前处理方法 色谱柱 流动相$水相& 定量离子对 内标 线性范围
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"
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*

J

+
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!
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外标法
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"
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"
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"
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+
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"
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(
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"
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溶解过滤
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*

J

+

.Q

!

(2

"
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"
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"
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(
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"
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固相萃取
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柱 $
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(

U

(

.1&UU
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&
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H

甲酸铵水$含

'1;@

甲酸&

*

J

+

Q

!
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"

&-'1(

b
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=
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"
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Z

"
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H
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固相萃取
?AHA/
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;1'

(

U

(

.1&UU

h&;'UU

&

.;' UU#"

"

H

甲 酸 铵 水

$

b
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&

*
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!
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"
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b

B[B

=
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"
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Z

"

UH '1327

Z

"
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乙腈沉淀蛋白
?AHA/
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(
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(
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&

8' UU#"

甲 酸 铵 水 $含
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甲酸&

*

J,?

+
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!

(21';9

"

&-&1'(&

紫精二溴乙酯
&

"

&'''7

Z

"

UH

血浆
'127

Z

"

UH

)尿

液
'1&7

Z

"
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注!流动相中有机相均为乙腈

图
.
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百草枯裂解规律

""

超高灵敏度$

$

'1&7

Z

"

UH

&)快速高通量的
H/,

JT

"

JT

百草枯定量方法还需要继续优化'表
&

中(

由于仪器性质及洗脱条件等的差异(水相中添加剂甲

酸铵的浓度在
&'

"

.;'UU#H

"

H

(适合浓度的甲酸铵

或同类添加剂将有助于百草枯的离子化'文献*

&8

(

&3,&-

+使用
U

"

a

!

(2

"

&-&

作为定量离子对(文献*

&9

+

使用
U

"

a

!

&93

"

&-&

作为定量离子对(百草枯的相对分

子质量为
&93

(但由于其特殊的结构(准分子离子峰可

能以
2

种形式存在(分别是*

J

.Q

"

.

+

U

"

a

!

(21&

)*

J

.Q

QC

+

U

"

a

!

&931&

)*

J

.Q

,?

Q

+

U

"

a

!

&9;1&

*

&3,&-

+

'在前期

研究中发现(百草枯为季胺盐(本身带两个电荷(准分

子离子峰为
(21&

(但在转移过程中会失去一个电荷以

一个电荷的形式存在(质荷比为
U

"

a

!

&931&

(也可能

失去一个代正电荷氢离子(质荷比为
U

"

a

!

&9;1&

(最

常见的子离子是失去一个甲基和一个电子后的自由

基结构(质荷比为
U

"

a

!

&-&1.

(百草枯质谱裂解规律

见图
.

所示'由于分离和制备中广泛应用的反相液

相色谱对极性物质的保留和分离能力相对较弱(故近

年来一种新的色谱分离类型///亲水作用色谱(在极

性化合物分离方面的应用得到了越来越多的关

注*

.',.&

+

'多数文献使用的色谱柱为
?AHA/

柱*

&8,&(

+

(

原因是百草枯的极性很强(在普通的
/&9

柱子上无法

或很难保留(而
?AHA/

柱是亲水作用液相色谱柱(百

草 枯 在
?AHA/

柱 中 保 留 效 果 较 好*
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+

'

>)N,

#

8;-&

#

国际检验医学杂志
.'&9

年
-

月第
2(

卷第
&8

期
"

A7$GHBIJCK

!

GL"

M

.'&9

!

F#"12(

!

N#1&8



N<E)!

等*

&8

+在测定血浆及尿液中百草枯的含量时

使用了紫精二溴乙酯作为定量内标(紫精二溴乙酯的

结构是
&

(

&,

二乙基
,8

(

8,

联吡啶(与百草枯结构相似'

其余则使用了百草枯的同位素标记物'因仪器的型

号)性能各不相同(所以线性范围及检测限各有差异'

'

"

结语与展望

""

目前(百草枯定量检测方法的研究取得了一定进

展(但其毒代动力学研究尚不清楚(相信随着时间的

推移(百草枯定量检测方法不断成熟及仪器灵敏度不

断提高(会对这些问题进一步的深入研究提供帮助'

?EH/

法简单易行(成本较低(但灵敏度及精确度不

高%

P/,JT

法较
?EH/

法灵敏度有了提高(但前一种

处理方法费时费力(检测时间较长(应用较为不便'

H/,JT

"

JT

法由于其精密度好)准确度高及灵敏度

高的优势而被越来越广泛地使用'

目前进行百草枯中毒检测的相关文献中(多数使

用
?EH/

检测血浆中的百草枯含量(检测结果为

'1.

"

;1'

(

Z

"

UH

*

..,.3

+

'但在百草枯中毒检测中更应

关注患者组织内百草枯的浓度从而进行患者的预后

分析(组织中的百草枯含量比血浆中少(有研究报道

百草枯肺组织中浓度为
.''

"

&'''7

Z

"

UH

*

.;

+

(但是

其他组织或血液中的百草枯浓度可能低于此范围(所

以灵敏度)准确度更高的
H/,JT

"

JT

法更符合百草

枯测定的需求(在救治百草枯中毒患者能提供更大的

帮助'
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要"肝豆状核变性"

>0

#是一种隐性遗传铜代谢障碍所致的结节性肝硬化和大脑基底神经节神经细胞

变性坏死为主的变性疾病$血清游离铜的增多可能是部分患者在驱铜治疗过程中临床症状加重的重要因素!

然而游离铜是以离子状态存在于血清中且含量相对较低!如何将血清中的游离铜进行可靠分离并精确测定!目

前还没有成熟的方法$本文拟对血清游离铜检测的临床意义%血清游离铜测定前样品的处理及检测技术方面

进行总结阐述$
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肝豆状核变性$

>0

&是一种常染色体隐性遗传性

铜代谢障碍疾病(该病的发病机制主要是
<DE-̀

基

因突变导致铜蓝蛋白$

/E

&和铜结合障碍(引起肝)脑)

肾等脏器铜过量沉积而致病*

&

+

'

>0

是少数可以治

疗的神经遗传病之一(临床以肝硬化)神经"精神症

状)肾损害及角膜
!,O

环为主要表现(严重者可危及

生命*

.

+

'铜是人体不可缺少的微量元素之一(在机体

的生长发育)代谢等方面起着重要的作用*

2

+

'铜在人

体血液中主要以结合铜和游离铜
.

种形式存在(其中

约有
(;@

的铜主要以结合状态存在(大部分$约

;'@

&与
#

球蛋白结合(其次与
'

球蛋白$约
.;@

&和
%

球蛋白$约
.;@

&结合(这些与球蛋白较牢固结合形成

的
/E

具有多酚氧化酶作用(而以
#

球蛋白铜复合物

效能最大(它们不能直接与二乙二硫氨甲酸钠起反

应(称间接反应铜(即
/E

结合铜(简称结合铜'而血

液中极少量的铜与清蛋白及其他肽内物质形成疏松

结合物(可以分离成离子状态铜(直接与二乙二硫氨

甲酸钠起反应(称直接反应铜(或称非
/E

结合铜(亦

即游离铜*

8

+

'目前临床测定的血清铜实际上是结合

铜和游离铜的总和'近年不少学者认为(游离铜与

>0

患者的诊断)治疗及其预后更加密切相关(下文

对
>0

游离铜的临床意义及检测方法的进展进行

综述'

$

"

>0

患者血清游离铜检测的临床意义

""

>0

患者由于遗传缺陷导致铜排出障碍(由于铜

不断沉积到组织中(临床通常检测到血清总铜降低(

但游离铜增高往往被忽视'现在的观点认为(组织和

肝脏内与
/E

或其他伴侣蛋白结合的结合铜常无毒

性(导致
>0

的发病机制不仅仅是铜离子在体内的沉

积(且与增高的游离铜的毒性作用有关*

;

+

'

$1$

"

血清游离铜增高的临床意义
"

国外有学者研究

也发现(铜是否对细胞产生有害的影响与血清中游离

铜的水平有关*

3

+

'国内张永红等*

-

+研究发现(暴发型

肝衰竭
>0

血清铜大于非暴发型肝衰竭
>0

和重型

肝炎%当血清游离铜
%

'18U

Z

"

H

时(患者病死率高(

其原因可能是肝细胞破坏(大量游离铜入血%游离铜

水平明显升高可能预示着肝衰竭的发生'此外(不少

学者发现在使用重金属络合剂如青霉胺等药物的驱

铜过程中(部分
>0

患者可能出现神经损害症状加

重(他们认为可能与患者体内游离铜的水平升高和重

新分布有关'

*<NG<N

等*

9

+报道有
8

例患者在经过

青霉胺驱铜治疗后出现神经系统症状加重的情况(颅

脑核磁共振$

J*A

&白质)丘脑)脑桥等部位出现新的

病灶(这些新病灶的产生及神经系统症状的加重与自

由铜的氧化应激相关'周香雪等*

(

+研究也发现(

>0

患者在金属螯合剂排铜治疗过程中(部分患者会出现

神经系统症状的加重(而这些患者大部分都监测到了

游离铜水平的升高%同时还发现(游离铜水平的升高

出现在神经系统症状加重之前(因此在金属螫合剂排

铜治疗过程中如果血清游离铜水平明显升高(预示神

经症状可能加重'

$1%

"

血清游离铜可作为
>0

治疗方案选择和疗效判
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