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·研究论文· 

以马铃薯组织为酶供体化学发光新方法测定血清中游离多巴胺 

胡玉斐    章竹君* 

(西南大学化学化工学院分析科学研究所  重庆 400715) 

摘要  基于超常氧化态的 Cu(III)配合物 K5[Cu(HIO6)2]能催化低浓度的鲁米诺-过氧化氢化学发光体系, 用以测定痕量

的过氧化氢; 利用马铃薯组织作为酶的提供体, 建立了一种测定多巴胺的新方法. 多巴胺在马铃薯组织中的多酚氧化

酶催化下被溶解氧氧化产生过氧化氢, 通过测定产生的过氧化氢间接地测定多巴胺的浓度. 实验表明, 相对发光强度

与多巴胺浓度在 2.1×10－10～2.1×10－6 mol•L－1范围内呈良好的线性关系, 检出限为 7.2×10－11 mol•L－1. 对 3.0×10－9 

mol•L－1多巴胺平行测定 7次, 相对标准偏差为 2.1%. 该方法具有极高的灵敏度, 可用于直接测定正常人血清中的游离

多巴胺的浓度.  
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A Novel Chemiluminescence Method for Determination of Unbound 
Dopamine in Serum by Using Potato Tissue as an Enzyme Supply 

HU, Yu-Fei    ZHANG, Zhu-Jun* 
(Department of Chemistry, Institute of Analytical Science, Southwest University, Chongqing 400715) 

Abstract  A novel chemiluminescence-flow injection method was proposed for determination of trace do-

pamine, which is based on an ultrasensitive chemiluminescence system of luminol-H2O2-(diperio- 

dato)cuprate coupled with a selective enzymatic reaction in a potato tissue. The linear range of calibration 

curve was 2.1×10－10 to 2.1×10－6 mol•L－1 and the limit detection was 7.2×10－11 mol•L－1. The relative 

standard deviation for 3.0×10－9 mol•L－1 of dopamine was 2.1% (n＝7). The proposed method was suc-

cessfully applied to the direct determination of inherent dopamine in human serum. 
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多巴胺(dopamine)属于儿茶酚胺类物质, 是人体内

合成肾上腺素的前体, 是一种重要的中枢神经调节物, 

多巴胺的缺乏会导致精神分裂症和帕金森症[1]; 而作为

药物, 多巴胺能增强心肌收缩力, 增加心排血量, 能扩

张内脏血管, 广泛应用于治疗各种类型的休克(中毒性、

心源性、出血性休克)、支气管哮喘、高血压和心脏病[2,3].  

近年来测定人血清中多巴胺的方法主要有分光光

度法[4,5]、高效液相色谱法[6,7]、毛细管电泳法[8,9]、电化

学法[10～13]、荧光法[14,15]、化学发光法[16～18]和生物传感

器[19,20]等. 然而这些方法测定多巴胺的线性范围下限大

多数都在 10－7 mol•L－1左右, 最灵敏的方法也只能达到

10－8 mol•L－1, 只能测定人服用多巴胺后血清中多巴胺

的含量. 没有一种方法能够直接测出正常人血清中内源

性多巴胺的含量. 而正是这个含量值, 对这类神经递质

的研究具有重要意义.  

我们最近发现, 具有超常氧化态的三价铜与过碘酸

络合形成的配合物 K5[Cu(HIO6)2] (DPC)对低浓度的鲁

米诺与低浓度的 H2O2之间的化学发光反应有极强的催

化作用, 远大于通常认为催化能力最强的 Cu2＋, Cr3＋, 

Co2＋

和辣根过氧化物酶(HRP). 据此, 建立起测定过氧
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化氢的高选择性和超高灵敏度的新方法[21].  

本文利用马铃薯组织富含多酚氧化酶的特点, 使用

该组织作为酶的提供体, 由多巴胺通过酶催化的氧化反

应生成的过氧化氢, 在 K5[Cu(HIO6)2]的催化下同低浓

度的鲁米诺(10－7 mol•L－1)反应产生化学发光. 结合流

动注射技术, 实现多巴胺的在线测定. 实验发现, 相对

发光强度与多巴胺的浓度在 2.1×10－10～2.1×10－6 

mol•L－1 范围内与化学发光浓度呈良好的线性关系, 检

出限为 7.2×10－11 mol•L－1 (3σ), 对浓度为 3×10－9 

mol•L－1的多巴胺溶液连续测定 7 次, 相对标准偏差为

2.1%. 这是目前测定多巴胺灵敏度最高的方法, 已用于

测定正常人血清中多巴胺的含量.  

1  实验 

1.1  试剂 

鲁米诺(Luminol, 陕西师范大学提供, ＞95%). 高

碘酸钾(KIO4), 过二硫酸钾(Na2S2O8), 五水合硫酸铜

(CuSO4•5H2O), 氢氧化钾(KOH), 过氧化氢(H2O2)等试

剂均为分析纯, 实验用水为二次蒸馏水. 盐酸多巴胺注

射液(上海禾丰制药厂, 批号 20070518).  

多巴胺(1.0×10－3 mol•L－1), 购自 Sigma, 需要每天

配制. 配制 1.0×10－2 mol•L－1鲁米诺储备液: 将 1.772 g

鲁米诺用 0.1 mo1•L－1 NaCO3溶液溶解, 用二次水稀释

至1 L. 0.01 mol•L－1的KOH-KH2PO4缓冲溶液作为载流. 

K5[Cu(HIO6)2] (DPC, 0.01 mol•L－1)储备液按文献方法[22]

合成.  

马铃薯购自当地的市场, 不用时放在冰箱 4 ℃保

存.  

1.2  仪器 

利用马铃薯组织作为酶的提供体, 在多酚氧化酶作

用下 , 多巴胺被氧化产生等量的过氧化氢 . lumi-

nol-H2O2-DPC 化学发光体系已成功用于测定痕量的

H2O2. 通过定量测定酶反应产生的 H2O2 实现多巴胺的

测定.   

化学发光检测系统如图 1所示, 所有流路用蠕动泵

(HL-2, 上海沪西)输送. PTFE管(内径 0.8 mm)连接所有

元件, 体积为 75 μL的采样环是 PTFE管(内径为 1 mm). 

试样通过组织柱产生 H2O2, 通过 Y 型三通与鲁米诺汇

合, 混合溶液经过采样环同DPC一同流经流通池, 产生

化学发光 , 其信号由联机的超微弱化学发光分析仪

(BPCL, 北京生物物理研究所)检测记录. 流通池(内径 1 

mm×长度 80 mm)放在靠近 CR-105光电倍增管的地方. 

数据的获取与处理用Window98下的 BPCL分析软件.  

 

 

图 1  流动注射-化学发光系统示意图 
TC: 植物组织柱; M:“Y”型三通; V: 注样阀; F: 流通池; PMT: 光电倍增

管; PC: 计算机; H: 暗盒; W: 废液; P: 蠕动泵. a: DPC 溶液; b: 鲁米诺溶

液; c: 二次水或多巴胺标准溶液或样品 

Figure 1  Schematic diagram of the FIA-CL system 

1.3  组织反应器的制备 

取新鲜马铃薯用刀片切成碎块(2 mm×2 mm×1 

mm), 然后用 0.01 mol•L－1 pH＝7.0 的磷酸缓冲溶液

(KH2PO4-KOH)冲洗, 取 1.0 g处理好的马铃薯组织装在

玻璃管(内径4 mm×长度75 mm)中, 并将两端用玻璃棉

封住. 使用前用二次蒸馏水以 2.5 mL•min－1的速度冲洗

30 min.  

1.4  样品 

样品是由西南大学校医院提供的血清样品. 准确吸

取 2 mL 的血清样品, 加入 HClO4 (6%, V/V), 混合后

3000 r•min－1离心 5 min去除蛋白, 吸取上层清液 1 mL, 

用0.01 mol•L－1 pH＝9.0的磷酸缓冲溶液(KH2PO4/KOH)

稀释到合适的浓度直接用于测定. 

2  结果和讨论 

2.1  化学发光体系条件优化 

碱性介质条件下, 鲁米诺与 H2O2 的反应在金属离

子(Co2＋, Cu2＋

等)的催化下产生化学发光. 在该类反应

中, DPC显示了出色的催化作用. 在DPC的催化作用下, 

低浓度的鲁米诺溶液(1×10－7 mol•L－1)亦能被低浓度的

H2O2 (≤1×10－8 mol•L－1)所氧化产生化学发光. 该发光

反应的动力学曲线如图 2所示.  

作为催化剂, DPC溶液的浓度对该体系有较大的影

响. 浓度过低, 不稳定的性质直接影响催化效果; 浓度

过大, 由于高浓度溶液中的自吸收亦影响其催化作用. 

考察DPC的浓度在 1×10－5～5×10－4 mol•L－1范围内对

化学发光强度的影响. DPC的最佳浓度为 1×10－4 mol• 

L－1. 作为化学发光试剂, 鲁米诺浓度亦直接影响化学

发光强度, 因此考察鲁米诺浓度在 1×10－8～1×10－6 

mol•L－1 范围内对化学发光强度的影响并比较了在不同

催化剂的催化作用下, 鲁米诺浓度对相对发光强度的影

响(如图 3所示). 鲁米诺的最佳浓度为 1×10－7 mol•L－1. 
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图 2  luminol-H2O2-DPC化学发光反应的动力学曲线 

Figure 2  Kinetics curve of luminol-H2O2 catalyzed by DPC 
luminol: 2×10－7 mol•L－1; H2O2: 1×10－10 mol•L－1; the injected DPC: 2× 

10－5 mol•L－1 

 

图 3  在不同催化剂如 K3Fe(CN)6, Cr3＋, Co2＋, Cu2＋和 DPC催

化下, 鲁米诺浓度对发光强度的影响 

Figure 3  Effect of luminol concentration on CL intensity under 

the catalytic activity of catalytes such as K3Fe(CN)6, Cr3＋, Co2＋, 

Cu2＋and DPC 
K3Fe(CN)6, Cr3＋, Co2＋, Cu2＋and DPC: 1×10－4 mol•L－1; H2O2: 5×10－9 

mol•L－1; flow rate: 2.0 mL•min－1 

pH 值不仅直接影响酶反应, 也对化学发光反应有

影响. 在此化学发光体系中, 因为DPC溶液中的Cu(III)

在NaOH条件下易析出, 我们选用了KH2PO4-KOH缓冲

溶液化学发光反应的介质. 多酚氧化酶(PPO)最合适的

pH值为 7.0, 而鲁米诺与过氧化氢的化学发光反应的最

佳 pH值是 10～11, 综合 pH值对两者的影响, 得到最佳

pH值为 9.0.  

2.2  组织反应器的性能 

由于马铃薯组织中富含 PPO, 不需要任何固定化步

骤, PPO可以保持较高的活性且时间相对于分离纯化的

酶要长一些. 不同时期的马铃薯的活性是不同的, 实验

表明新马铃薯的活性是最高的. 当不用时将传感器放在

冰箱中 4 ℃保存. 此传感器在三周后其信号可保持原来

的 90%, 可重复使用 200 次. 马铃薯组织反应柱不仅易

于制备、更换且价廉.  

2.3  温度的影响 

在酶反应中, 温度是影响酶活性的重要因素. 温度

太低, 酶活性不高, 发光信号低; 温度过高, 酶容易变

性失活. 大多数情况下, 酶的活性随着温度的升高而增

大. 我们考察 10～45 ℃范围内温度对化学发光强度的

影响, 结果表明在测试温度范围, 温度高时相对化学发

光信号值也高, 而当温度超过 45 ℃后, 发光信号值随

着温度的升高而下降, 可能是由于植物组织的结构和新

陈代谢受到损害及酶的失活. 此外高温时, 马铃薯组织

柱的寿命会缩短. 考虑到组织柱的寿命和操作的简便, 

选定室温(25 ℃)作为实验温度.  

2.4  流速的影响 

流速也是一个重要的影响因素. 流速小, 产生的化

学发光信号小; 流速越大, 样品同马铃薯组织的接触时

间越短, 产生的H2O2的量会减少, 因此化学发光信号值

也小. 因此选择合适的流速是很重要的. 我们考察了在

0.5～2 mL•min－1范围内流速的影响, 如图 4所示, 最佳

的流速为 1.5 mL•min－1.  

 

图 4  流速对发光强度的影响 

Figure 4  Effect of flow rate 
luminol: 1×10－7 mol•L－1; DPC: 1×10－4 mol•L－1; dopamine: 1×10－9 mol•  

L－1; flow rate: 2.0 mL•min－1 

2.5  工作曲线 

在已优化的实验条件下 , 多巴胺浓度在 2.1×    

10－10～2.1×10－6 mol•L－1 的范围内与化学发光强度呈

良好的线性关系. 在 2.1×10－10～2.1×10－8 mol•L－1的

范围内其线性方程为ΔI＝13.85c＋27.60 (c: 多巴胺的浓

度, nmol•L－1); 在 2.1×10－8～2.1×10－6 mol•L－1的范围

内其线性方程为ΔI＝26.69c＋169.98 (c: 多巴胺的浓度, 

0.1 μmol•L－1). 检出限为 7.2×10－11 mol•L－1 (3σ). 对于

3×10－9 mol•L－1多巴胺平行测定 7次, 相对标准偏差为

2.1%.  
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2.6  干扰试验 

为了应用该方法对实际样品的测定, 需要考察干扰

离子的影响, 方法是分析 1×10－9 mol•L－1 多巴胺标准

溶液, 不断增加干扰物的量, 可以容许的限度是相对误

差小于 5%. 考察结果为 1000 倍的 Co2＋, Cr3＋, Cr2＋, 

Cr(VI), Ni2＋, Cu2＋, Cu＋, Mg2＋, Fe2＋, Fe3＋, Pb2＋, Al3＋, Zn2＋, 

Mn2＋, Cd2＋, Sn2＋, 3
6Fe(CN) － , 4NH＋ , F－, Br－, 2

2 4C O － , 

3IO－ , 2
3SeO －不干扰; 500倍的尿酸, 尿素, 乳酸不干扰; 

100倍的Vc不干扰; 10倍的葡萄糖, 去甲肾上腺素不干

扰. 干扰实验结果表明该方法具有良好的选择性.  

2.7  样品测定 

2.7.1  多巴胺注射液样品分析 

多巴胺的注射液用二次水稀释至不同浓度, 作为样

品溶液进行检测. 并与其他方法的测定值进行了对照, 

结果见表 1. 从表中可看出用本方法测得的结果与报道

方法测得的结果一致. 

2.7.2  血清样品测定 

用分立取样方法估算血清中的多巴胺含量, 取新鲜

血清 1 mL稀释到 10 mL, 分成两份, 其中一份用 0.5 g

新鲜的马铃薯组织处理 20 min, 将两者进行分立取样方

法测定的差值与用 2.1×10－10 mol•L－1多巴胺标准溶液

的测定值相比较, 可估算出血清样品中的多巴胺的含

量.  

取新鲜血清稀释 100 倍, 按照实验方法(FIA-CL)对

血清中的多巴胺进行标准加入回收实验, 结果见表 2. 

表 1  多巴胺针剂中含量的测定(n＝3) 

Table 1  Determination results of dopamine in injection with the proposed CL method and the official method (n＝3) 

样品 本法测定值 a/(μmol•L－1) 分光光度法测定值[4]a/(μmol•L－1) RSD/% 

No.1 1.03 1.06 2.8 

No.2 4.20 4.27 1.6 

No.3 8.70 8.61 1.0 
a
表示三次测定的平均值.  

表 2  人血清中多巴胺的浓度及加标回收试验 

Table 2  Results of the determination of dopamine in human’s serum and recovery 

样品 
血清样品中多巴胺含量/ 

(10－11 mol•L－1) 

加入浓度/ 

(10－9 mol•L－1) 

测得浓度 a/ 

(10－9 mol•L－1) 
回收率/% RSD/% (n＝3) 

1.00 1.12 112 1.21 

3.00 3.06 102 0.98 No. 1 25.6 

5.00 4.90 98 1.71 

4.00 4.07 102 2.44 

8.00 7.96 99 1.15 No. 2 28.3 

12.00 12.05 100 3.27 
a
表示三次测定的平均值.
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