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摘　要: 目的　建立更简便、快速、准确、灵敏的测定血清维生素 C 含量的方法, 并对血清维生素 C 稳定性进行研究。方法

　血清样品经 10% (vöv)偏磷酸溶液提取, 旋涡混匀 30 s, 离心 10 m in (4 000 röm in, 4 ℃) 后, 用带二极管阵列检测 (DAD )

的高效液相色谱 (H PL C) 仪对维生素C 进行定性定量分析, 流动相为 100 mmo löL KH 2PO 4, pH 值为 310, 检测波长为 243

nm , 流速为 1 m löm in。用此方法测定不同处理和储存条件下的血清维生素C 含量, 比较其稳定性。结果　在上述色谱条件

下, 血清中维生素 C 能得到良好分离, 该方法的日内变异系数和日间变异系数分别为 0142% 和 2111% ; 回收率范围为

82%～ 8815% ; 维生素C 的最低检测限为 0105 Λgöm l。在对血清维生素C 稳定性的研究中, 发现血清维生素C 在放置过程

中很容易被氧化降解, 其偏磷酸提取液相对稳定, 但在 5 d 后含量也开始明显下降, 到第 44 d 后血清和提取液中维生素 C

含量均几乎完全消失。结论　建立了高速、高效、高灵敏度的测定血清维生素 C 含量的H PL C 法; 血清维生素 C 在保存过

程中极不稳定, 获得样品后应立即测定, 当无条件立即分析样品时, 也应将样品用偏磷酸提取, 并将提取液冷冻保存在- 70

℃, 5 d 以内分析完毕。
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D eterm ina tion of V itam in C in Serum by HPLC
YAN G J ing,W U X iao2na　 (D ep a rtm en t of C lin ica l L abora tory ,

S ichuan P rov incia l P eop le’s H osp ita l, Cheng d u 610041, Ch ina)

Abstract: Objective　To assay the con ten t and stab ility of vitam in C in serum , a simp le, specific determ ination m ethod

shou ld be set up. M ethods　Serum samp les w ere ex tracted by m etapho spho ric acid, and analyzed on a co lum n C18 of h igh2
perfo rm ance liqu id ch rom atography (H PL C)w ith DAD detecto r at 234 nm. M ob ile phase w as 100 mmo löL KH 2PO 4, pH 3.

00. T he flow rate w as 1 m löm in. Results　U nder the condit ion, the reten t ion tim e of vitam in C w as 5. 76 m in. T he w ith in2
run and betw een2run rep roducib ilit ies tests w ere 0. 42% and 2. 11% respect ively, and the recovery rate ranged from 82% to

88. 5%. Sto red at- 70 ℃ and compared to that of its m etapho spho ric acid ex tract, serum vitam in C con ten t w as stab le on ly

fo r the early tw o days, and then decreased rap idly,w here as it did no t decrease in m etapho spho ric acid ex tract un til the fifth

days. Conclusion　A simp le, sensit ive and reliab le m ethod of H PL C w ith DAD detecto r is estab lished fo r m easu ring serum

vitam in C . V itam in C is less stab le in serum , so it shou ld be determ ined imm ediately once ob tain ing the samp les, o r the

samp les shou ld be ex tracted w ith m etapho spho ric acid as soon as po ssib le, then the ex tracts are kep t at - 70 ℃, and com 2
p lete analysis in five days.

Keywords: V itam in C; H PL C

　　维生素 C 不稳定, 在样品处理和储存过程中

极易氧化, 这使其测定具有很大难度。据报道, 测定

维生素C 常用以氧化还原为基础的比色法或衍生

反应为基础的荧光法, 但这些方法操作复杂费时,

在样品处理过程中很容易使维生素C 损失, 且没

有高的灵敏度和精确度[ 1, 2 ]。为了寻找更好的维生

素 C 测定方法, 使其更适用于社区或流行病学研

究, 笔者通过对色谱条件的优化, 建立了使用先进

的二极管阵列检测器 (DAD )的高效液相色谱 (h igh

perfo rm ance liqu id ch rom atography, H PL C)法。该

方法具有简便、快速、准确、灵敏的特点。

1　材料与方法

111　材料

11111　主要仪器: Beckm an 高效液相色谱系统:

N ovean 色谱工作站, 168 型二极管阵列检测器
(DAD ) , ALL T IM A OD S# C18柱 5 Λ(250 mm ×

416 mm i. d) , 7752i 手动进样器; DL 2120 超声波清

洗器; GTL 216AL 高速台式低温离心机。

11112　试剂: 维生素 C (S IGM A , Chem Co, U SA ,

色谱纯) ; 磷酸二氢钾、磷酸、甲醇、偏磷酸, 以上试

剂均为分析纯; 实验用水为去离子双蒸馏水。

112　方法

11211　色谱条件的优选: 根据对流动相的种类、浓

度及 pH 值的优选, 本实验的最佳色谱条件为: 色

谱柱: ALL T IM A OD SC18 柱 5 Λ ( 250 mm ×416

mm i. d) ; 流动相: 100 mm o löL KH 2PO 4, pH 3. 00,

检测波长: 243 nm ; 流速: 1 m löm in; 进样量: 20Λl。

11212　样品预处理: 取 011m l 血清, 加入 10 gödl
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偏磷酸溶液 0. 034 m l, 旋涡混匀 30 s 后离心 10

m in (4 000 röm in, 4 ℃) , 取上清液 20 Λl 进样测定。

11213　标准工作曲线的绘制: 用电子天平准确称

取维生素C 10 m g, 溶于 50 m l 2. 5% (vöv) 偏磷酸

中, 制成维生素C 标准储备液。用储备液配制维生

素C 系列标准溶液 2, 5, 10, 15, 20, 25 Λlöm l, 其余

操作步骤同样品。每个浓度进样 3 次, 以平均峰面

积积分值, 对进样浓度 (Λgöm l)进行直线回归。

11214　测定方法参数的测定

1121411　准确度: 准确度通过空白血清加标回收

率试验验证。取 6 等份血清样品 (011 m l 份) , 其中

2 份作空白对照, 其余 4 份分别加入维生素C 标准

品 2, 2, 4, 4 Λg, 然后按前述方法进行样品预处理和

测定。

1121412　精密度: 取维生素 C 标准溶液 10 Λgö
m l, 每小时进样 1 次, 共进样 8 次, 计算日内相对标

准偏差。取 15 Λgöm l 维生素C 标准溶液, 每天进样

3 次, 重复 3 d, 计算日间相对标准偏差。进样后维

生素C 标准溶液均保存在- 70 ℃条件下。

1121413　检测限: 用浓度稀释法 (1, 015, 012, 011,

0105, 0102 m göL ) 按信噪比为 3 计算维生素 C 的

最大检测限。

11215　维生素 C 稳定性测定: 将混合新鲜血清分

为两等份, 其中一份分装入塑料离心管, 迅速冷冻

于- 70 ℃冰箱中, 另一份血清按前述样品处理方

法加入偏磷酸提取液预处理后, 分装入塑料离心

管, 放于- 70 ℃冰箱中。

分别于取样的当天及不同时间间隔取出血清

及偏磷酸提取液, 室温解冻, 用H PL C 法测定维生

素C 含量。

2　结果

211　色谱条件　在上述色谱条件下, 维生素C 标

准品溶液、新鲜血清样品均能与偏磷酸峰实现基线

分离, 峰形良好, 保留时间为 5176 m in (图 1, 图 2)。

T im e (m in)

F ig. 1. Ch rom atogram of standard vitam in C

　　由于本实验使用了新型的二极管阵列检测器。

故在得到上面色谱图的同时也得到了二者的光谱

图 (图 3, 图 4)。

T im e (m in)

F ig. 2. Ch rom atogram of samp le

　　 (峰下面的图形表示峰纯度,“—”表示检出峰只有一种

物质,“—ù —”表示检出峰中含有两种以上物质, 峰不纯。)

F ig. 3. Spectrum of standard vitam in C

F ig. 4. Spectrum of serum vitam in C

　　从图中可见, 新鲜血清样品与维生素C 标准

溶液在 243 nm 处具有相同的紫外吸收光谱, 说明

样品和标准品检出的是同一物质, 从而更准确地对

样品中的检出物进行了定性。

212　标准工作曲线　 (图 5)

Concertrat ion (Λgöm l)

F ig. 5. Standard cu rve of vitam in C
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　　经考查, 在 1～ 25 Λgöm l 范围内, 积分峰面积

和维生素C 浓度之间呈线性关系, 回归方程为 Y =

748 19X - 6 668. 5, r= 0. 999 8, 说明维生素 C 的

标准回归方程在线性范围内具有良好的相关性。

213　测定方法参数

21311　准确度 (表 1)。
　T ab le1 　A ccuracy of the m ethod

N o
V itam in C added

(Λg)
Peak A rea

V itam in C detected

(Λgöm l)

R ecovery

(% )

13

23

3　

4　

5　

6　

-

-

2

2

4

4

248 796

254 222

383 851

380 486

507 971

496 857

3141

3149

5122

5117

6188

6173

-

-

8815

8610

8518

8210

　　注·Background, A verage= (3. 41+ 3. 49) ö2= 3. 45; Recov2
ery= (D detected- D background) öadded×100%。

　　结果显示血清中维生素C 具有较高的加标回

收率, 该方法具有较高的准确度。

21312　精密度: 维生素 C 的日内变异系数和日间

变异系数均较小, 分别为 0142% 和 2111% , 说明在

该色谱条件下, 用该方法测定维生素C 含量有较

好的重现性 (表 2)。
　T ab le2 　P recision of the m ethod

Item
w ithin2run rep roducibility

(n= 8) (10 Λgöm l)

betw een2run rep roducibilities

(n= 9) (15 Λgöm l)

Peak

A rea

　

　

730 583

737 583

734 364

737 438

738 470

730 427

735 607

735 779

1 141 700

1 126 778

1 100 077

-

1 131 426

1 082 954

1 091 371

-

1 130 283

1 104 241

1 078 075

-

xθ

s

CV (% )

735 031

3 081107

0142

1 109 656

23 412150

2111

21313　检测限: 当信噪比为 3 时所测的维生素C

最大检出限为 0105 m göL , 换算成绝对进样量为 1

ng, 说明方法的灵敏度较高。

214　血清维生素 C 稳定性　在不同时间间隔测

得的血清及提取液中维生素C 含量见表 3。
　T ab le3 　V itam in C stab ility (Λgöm l)

T im e (days) 0 2 5 9 13 20 27 34 44

Serum

Extract0

9144

9144

9150

9142

6171

9137

5175

8194

2115

5118

1181

3107

1149

2152

1140

1172

0153

0185

　　根据上表作图 6。

　　由结果可见, 在- 70 ℃保存条件下, 在最初 2

d 内血清和提取液中维生素C 含量都比较稳定。从

第 2 d 开始, 血清中维生素 C 含量开始大幅度下

降, 而偏磷酸提取液中维生素C 至少能稳定 5 d,

然后才开始下降。在开始十几天内, 维生素C 降解

最快, 到第 44 d 后血清和提取液中维生素C 含量

均几乎完全消失。

F ig. 6. D egradation trend of vitam in C

　in serum frozed at - 70 ℃

3　讨论

311　色谱条件的优选　根据维生素 C 的性质和

特点, 本实验考察了不同流动相、pH 值、离子对试

剂及提取液对分离效果的影响。

流动相的选择: 流动相的种类、浓度及 pH 值

对维生素C 分离效果和分离时间影响很大。为了

使维生素 C 能得到良好分离, 首先考察了三种类

型流动相 (甲醇ö四丁基氯化铵, KH 2PO 4ö十六烷基

三甲基溴化铵, KH 2PO 4) 对分离效果的影响[ 3～ 5 ],

发现以 KH 2PO 4 为流动相时, 维生素 C 杂质峰能

达到良好分离。然后比较了 6 种不同浓度KH 2PO 4

对分离的影响, 选择 KH 2PO 4 的最佳浓度为

100mm o löL。
　　固定 KH 2PO 4 浓度为 100 mm o löL , 用 H 3PO 4

试验 pH 值 (218～ 515) 对分离效果的影响。当 pH

值为 310 时, 维生素C 能得到良好分离。因此选择

pH 值 310 为最佳 pH 值。

提取液的选择: 分别考察了以偏磷酸和草酸为

提取液时对分离效果的影响。发现以偏磷酸作为提

取液时, 维生素C 与杂质峰能得到良好分离。配置

5 种不同浓度偏磷酸溶液[ 1%～ 20% (vöv) ], 其中

10% (vöv) 的偏磷酸提取液沉淀血清蛋白质最彻

底, 产生的杂质峰最小, 故以 10% (vöv) 偏磷酸为

最佳提取液浓度。

本研究使用Beckm an 高效液相色谱系统的

N ovean 色谱工作站, 通过色谱条件优化, 建立了使

用先进二极管阵列检测器的H PL C 技术测定血清

维生素C 含量。与常规的比色法或荧光法比较, 该

方法具有简便、高速、高效、高灵敏度的优点, 同时,

该色谱系统能对峰面积进行积分, 这比过去单用峰

高表示测定结果的方法更准确。所使用的先进二极

管阵列检测器具有以下三个特点: ①可以得到 190

～ 600 nm 的光谱扫描图, 在全波长范围内进行选

择; ②可以进行峰纯度的鉴定; ③可以自动检出峰

顶端的光谱图, 在定量的同时定性, 从而使测定方
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法更可靠、精确。

312　血清维生素 C 稳定性　血清维生素 C 很不

稳定, 最好是在获得样品后立即测定, 当无条件立

即分析样品时, 也应将样品用偏磷酸提取, 并将提

取液冷冻保存在- 70 ℃, 5 d 以内分析完毕。
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纸片琼脂扩散法检测AmpC 酶的探讨

徐伟红, 张正银, 左雪梅　 (上海市长宁区中心医院, 上海　200336)

摘　要: 目的　建立一种简便、快速适用于普通临床微生物室的AmpC 酶表型检测方法。方法　分别采用纸片琼脂扩散法

和三维实验检测 244 株试验菌中产AmpC 酶的情况。结果　三维实验检测 244 株试验菌中, 产AmpC 酶的有 67 株, 产酶

率为 27145% (67ö244) , 其中阴沟肠杆菌 46167% (21ö45) , 铜绿假单胞菌 35109% (20ö57) , 嗜麦芽寡养假单胞菌 33133%

(2ö6) , 鲁民不动杆菌 2010% (1ö5) , 鲍曼不动杆菌 26183% (11ö41) , 产气肠杆菌 2816% (4ö14) , 大肠埃希菌 1010% (5ö50) ,

肺炎克雷伯菌 11154% (3ö26)。纸片琼脂扩散法检测产酶率 24159% (60ö244) , 经统计学处理得出两者检测无显著性差异。

结论　纸片琼脂扩散法是一种简便快速的AmpC 酶表型检测方法, 易在普通实验室推广。

关键词: Am pC 酶; 纸片琼脂扩散法; 三维实验

中图分类号: R 44615　文献标志码: A 　文章编号: 167127414 (2007) 052047202

　　产Am pC 酶2Β内酰胺酶是革兰阴性菌对广

谱、超广谱 Β2内酰胺抗生素耐药的重要机制, 其比

ESBL s 更宽的底物谱且对酶抑制剂不敏感已经造

成了临床治疗的严重问题[ 1 ]。质粒Am pC 酶的出

现和不断增加的种类以及在菌种之间的传递更加

剧了这一耐药问题。研究简便、快速、准确的Am pC

酶检测方法应用于临床实验室, 对耐药菌进行检

测、监控, 指导临床合理正确使用抗生素, 是控制减

缓耐药蔓延发展的迫切需要。有必要建立一种简

便、快速适用于普通临床微生物室的表型检测方

法。

1　材料与方法

111　菌株　从各种临床标本中分离得到的对第

一、二代及一种以上第三代头孢菌素耐药的无重复

革 兰 阴 性 杆 菌 244 株。 均 经 V IT EK 系 统
(B ioM erieux)鉴定确认。

112　培养基, 药敏纸片　M ueller2H in ton (M H ) 琼

脂,M H 肉汤和胰大豆蛋白肉汤培养基, 购自上海

伊华公司。亚胺培南 ( IM P) , 头孢吡肟 (CPE) , 头孢

他啶+ 克拉维酸 (CDO 2) , 头孢噻肟+ 克拉维酸
(CD 03) , 头孢噻肟 (CTX) 等药敏纸片均为OXO ID

提供。

113　仪器设备　高速低温离心机, 台式高速离心

机, - 80 ℃冰箱, V IT EK32 半自动细菌检测及药

敏分析仪。

114　质控菌株　E. cloA TCC25922 为Am pC 酶

阴性对照, E. cloacae2029M 为Am pC 酶阳性对照。

115　方法

11511　头孢西丁三维实验

1151111　酶粗提物的制备: 取血平板上过夜培养

的待检菌制成 015 麦氏单位菌液, 取 50 Λl 菌液加

入 12 m l 胰胨肉汤, 35 ℃培养 4～ 6 h, 将 12 m l 培

养液以 4 000 röm in 离心 25 m in, 充去上清液, 将

沉淀 - 80 ℃反复冻融 5 次以上, 加入 115 m l

0101m o löL PBS 旋涡混匀, 再以 14 000 röm in 离

心 2 h, 弃去沉淀, 取上清液。

1151112 　Am pC 酶鉴定实验: 将大肠埃希菌
(A TCC25922) 调制菌液浓度 015 麦氏单位, 常规

涂布M 2H 平皿, 取头孢西丁纸片 (30 Λgö片) 置于

平皿中心, 使用自制刀片在离纸片边约缘 5 mm 处

放射状由里向外切割一道狭缝, 用微量加样器或无

菌毛细管取 25～ 30 Λl 酶粗提物由里向外加入狭

缝内, 酶液切勿溢出狭缝,M 2H 平皿 35 ℃培养过

夜。狭缝与抑菌圈交界处出现扩大的长菌区域, 视

为三维实验阳性, 即该菌产Am pC 酶。

11512　纸片琼脂扩散法: 用 IM P, CPE, CDO 2,

CD 03, CTX 5 种纸片进行表型筛选。评定标准为:

①在靠近 IP, CDO 2 和CD 03 的抑菌环出现向内的
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