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用镱离子和邻苯二酚紫定性定量检测 

人体尿液和血清中的无机磷酸根 
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摘要 用摩尔比为2：1的YbC1 和邻苯二酚紫，在pH=7．0的HEPES缓冲溶液中，定性、定量检测人体尿液 

和血清中的无机磷酸根．随着尿液或经过处理后血清液的加入 ，在 uV—Vis吸收光谱上，由623 nm的最大吸 

收峰逐渐向444 nm的最大吸收峰转移，同时体系的颜色由蓝变黄．该体系对尿液和血清中的无机磷酸根相 

对其它成分显示 了很好 的选择性．测得健康人尿液 和血清 中无机磷酸根的平均含量分别 为 23．25和 

1．14 mmol／L，测定结果与无机磷酸根正常释放基本吻合． 
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磷酸根参与许多重要的生物矿化过程，诸如骨骼的形成以及肾结石起源这些病理过程，因此其在 

生物液体中的检测非常重要 J̈．已有人研究尿结石和肾结石形成的因素 ，结果表明，尿液中含有 

过多的无机磷酸根是形成尿结石和肾结石的原因之一．虽然许多仪器方法已用于检测尿液中的无机磷 

酸根 J，但在临床样品中检测尿液中的无机磷酸根时，离子色谱等仪器只有较窄的线性范围．由于 

直接测量浓度太高，这些检测仪器需要对试样进行广泛的人工稀释，才能使测量结果准确．因此开展 

直接检测尿液中的无机磷酸根是一个挑战性的任务． 

在临床上，检测血清中的无机磷酸根作为常规血样分析的一个部分．在人体血清中标准的无机磷 

酸根的浓度范围是 0．81～2．26 mmol／Llloj．个体血清中含有反常高的无机磷酸根可确定为高磷酸盐过 

多，这表明其有急性的或慢性的肾衰竭，而血清中无机磷酸根含量低的个体将因血磷酸盐过少而引发 

软骨病、甲状腺机能亢进等疾病  ̈． 

我们研究发现了一种简单、灵敏的在水溶液中检测无机磷酸根的探针，这种体系由在 pH=7．0的 

HEPES缓冲溶液中加入摩尔比为2：1的YbC1 和邻苯二酚紫组成  ̈．人体尿液和血清中的无机磷酸根 

的浓度与生理和病理密切相关  ̈，以往用于检测血清中无机磷酸根的比色法，有的基于磷钼酸进一步 

还原为杂聚钼蓝  ̈ ，有的基于直接的测定亚钼和亚钒磷钼酸⋯’ J，或者基于磷钼酸和碱性染料的 

配合物  ̈．这些方法存在钼酸盐还原受轻微的 pH变化影响，配合物形成的速率受蛋白浓度的严重影 

响，需要的 pH值将导致有机磷的水解等严重的缺陷，这样都会导致测得的无机磷酸根的浓度偏 

高 ．本文应用此体系定性、定量地检测人体尿液和血清中的无机磷酸根，该方法不仅克服了窄的线 

性范围，而且避免了以上局限性，具有低的分析价格、高的选择性、稳定性和长寿性．由于其显著的优 

点，适合于临床使用，而且有望取代钼试剂． 

1 实验部分 

1．1 仪器与试剂 

Hewlett Packard HP一8453型紫外分光光度计；贝克曼酸度计；微量进样 口和微量进样枪；PO一120 

石英比色皿；Amicon Model 8010超滤器；截留分子量为 10 000的PM-10超滤膜；TGL一16B高速台式离 
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心机 ；N2气． 

HEPES为 Sigma产品，邻苯二酚紫(上海化学试剂三厂)，氧化镱购于中国稀土研究所，Na HPO 

购于北京化学试剂厂，YbC1 用氧化镱和质量分数为37％的浓盐酸加热制备，所有的溶液用去离子水 

配制，人尿从健康的自愿者收集并于4℃保存，取健康人血样通过离心得到血清，再经过超过滤得到 

待测的血清液． 

1．2 实验过程 

光谱法：PV—HEPES—YbC1 体系，通过紫外一可见光谱定性、定量检测尿液和血清中的无机磷酸根． 

比色皿中盛有含 PV(50．00~mol／L)和 YbC1 (100．00~mol／L)的浓度为 10．00 mmol／L，pH=7．0的 

HEPES缓冲溶液，把所收集的某一健康人的尿液或血液经过离心和超过滤得到的血清液，逐渐加到此 

比色皿内，同时在紫外一可见分光光度仪上检测，发现体系在 623 nm处的吸收逐渐减弱，而在 444 nm 

处的吸收逐渐增强，直到这种变化不再发生时停止加样．重复实验 3次以上，即可求得尿液和血清中 

无机磷酸根的含量． 

2 结果与讨论 

2．1 紫外光谱图 

图1(A)为在含有 PV(50．00~mol／L)，YbC1 (100．00~mol／L)的浓度为 10．00 mmol／L，pH=7．0 

的HEPES缓冲溶液中逐渐加入某一健康人的尿样时，随着尿样的加入，体系在623 nm处的吸收逐渐 

减弱，而在444 nm处的吸收逐渐增强，直到加入的尿样为2O．oo L时，这种变化不再发生，重复3次 

试验，按照公式：c(PO：一)=[Yb̈ ]X 2／ 液可以计算出该尿液中无机磷酸根的浓度为10．00 mmol／ 
L．同样，向上述的体系中加入处理后的某一健康人的血清液[图 1(B)]，当加入的样尿体积达到 

140．00 时，类似的紫外一可见光谱的吸收峰不再发生变化，同时根据公式C(PO：一)：[Yb̈ ]X 2／ 

清计算出该血清中无机磷酸根的浓度为0．95 mmol／L(取平均值)． 
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Fig·1 UV·Vis spectra of PV·HEPES-Yb” with V=0_20．o0 into which the urine from adult was aaaea(A) 

and PV·HEPES·Yb̈ with V：0— 140
．00 L̈ into which the serunl was aaaea(B) 

2．2 选择性 

PV—HEPES—YbC13对磷酸根相对其它阴离子如 cl一，sO 一，CH COO一，HCO；和c102等显示了很好 

的选择性 ．尿液和血清中除了含有上述离子外，还含有如肌氨酸酐、糖、钙、草酸盐、二价等物种 

和过渡离子螯合物等多种成分．为研究这些成分是否会干扰无机磷酸根的测定，在 2 mL的 HEPES缓 

冲溶液中分别加入 10．o0 L尿样和 10．o0 L血清，在 A=350～1 000 nm处，未见到任何吸收．表明 

在测定的紫外吸收波长范围内，没有来自尿液和血清中组分的吸收峰．因此，可以断定在研究的波长 

范围内，吸收峰的变化完全来自测定过程，而没有其它效应的累加和干扰． 

为了进一步证实尿液和血清中许多阴离子和过渡金属离子螯合物不干扰无机磷酸根的测定，排除 

铁离子和其它阳离子干扰测定的可能性，把稍过量的YbC1，加入到磷酸根的溶液中，立即生成沉淀，通 

过离心、移液获得清晰的溶液，然后将清液逐渐加入到 PV—HEPES—YbC1，中，发现无论加入的量多少， 

在波长A=400～800 nm内，紫外吸收峰的强度和溶液的颜色都没有任何变化，即未检测到磷酸根．此 
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实验充分证明 YbC1 可以彻底去除磷酸根．同样，将稍过量的 YbC1 加到已经测定磷酸根含量的尿液和 

血清液中，通过离心和移液，得到处理后的尿样和血清液，将处理后的尿样和血清液分别加到 

PV—HEPES—YbC1 体系中，在波长A=400～800 nm内，紫外吸收峰的强度没有变化，同时，体系的颜色 

也始终没有任何变化．表明此体系中检测到的是无机磷酸根，而不是其它的阴离子．另外，将足够的 

没有除去磷酸根的尿样和血清液加入到 PV．HEPES中，在波长 A=400～800 nm内，未发现吸收峰强 

度和溶液颜色的变化，说明阳离子未干扰测定． 

以上结果均排除了尿液和血清清液中的其它成分，其中包括阴、阳离子干扰测定无机磷酸根的可 

能性，说明所研究的体系在测定尿液和血清中的无机磷酸根时选择性很好． 

2．3 线性和检测极限 

尽管有许多仪器方法可用于检测尿液和血清中的无机磷酸根，但在l临床样品的分析和检测中，离 

子色谱等仪器存在窄的线性范围的缺点．然而，我们对尿液 (0～70．O0 mmol／L)和血清(0．50～ 

2．50 mmol／L)的测量方法却很好地遵循了朗伯．比尔定律，其线性相关系数分别为 0．999 76和 

0．999 95(图 2)． 

c<PO~一)(Serum)／(mmol·L- ) 

Fig．2 The working curves for urine(A)and serum(B)measurements plotted with the absorbance values 

against various concentrations of urine(O—-7O．00 mraol／L)and serum(O—-2．50 mraol／L) 

2．4 方法的准确性 

为了证实该方法的准确性，采用医院现有的标准程序(钼蓝检测磷酸根)与本实验方法作对照，得 

到了一致的结果．表 1是两种方法对照的结果，表 1的结果证明该方法准确可行． 

Table 1 Comparison results of the method in this paper、vitII the method (molybdenum blue assay for phosphate) 

Numbers。f 
l 唱 i phosph0 。 l rg i 

Numbers。f 
l 唱 i phosph0 。 l 曙 

． ． 

from molybdenum blue phosphorus from our 
． ． 

from molybdenum blue phosphorus from our 

unne p assay／(mmo1．L一 ) meth。d／(mn1。1．L一 ) un
‘

。 

J

k 

Ly／( ‘o1． J一 ) --，( 1assay／mmol L memo(t／mmo1．-L一 ) 

1(Urine) 17．73 17．85 4(Serum) 1．35 1．34 

2(Urine) 17．54 17．54 5(Serum) 0．93 0．95 

3(Urine) 8．27 8．33 

回收实验结果列于表 2中．计算得到的回收值令人满意，表明该方法是准确的 

Table 2 Recovery of phosphate in samples 

Added(inorganic Found(inorganic Added(inorganic Found(inorganic 

Sample phosphorus)／ phosphorus)／ Recovery(％) Sample phosphorus)／ phosphorus)／ Recovery(％ ) 

(mmol·L ) (mmol·L ) (mmol·L ) (mmol·L ) 

Urine l —— l4．3O Urine 3 5．20o l5．10 99．2 

5．2O l9．30 99．0 Serum l —— 1．11 

Urine2 —— l2．40 O．6o0 1．73 lO2．O 

5．2O l7．6o 99．3 Serum 2 —— 1．48 

Urine 3 ——一 9．98 O．6o0 2．O2 95．9 
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