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胆红素在碱性溶液中稳定性的极谱研究 

摘 要 胆虹素为人体内存在的胆 屯章之一，是细胞的代谢产橱，对人体育重 

要的生理作用。检测人体血液中胆 虹素的合量，可作为诊断肝病的重要依据，在临 

床上有重要意义。但胆k素是一种热敏 性和光敏性较强的橱质，很不稳 定，升 高温 

度和光照都将加速其氧化，使检洲结果偏低。为了确定极谱法拴测胆虹素的最佳操 

作条件，对胆扛素在碱性水溶液中的稳定性进行 了深八研完，试验 了支持 电解质的 

种类和浓度、溶液的酸度、溶液中的溶解氧、光照找厦徽量金属 离子的存在对胆虹素 

稳 定性的影响。本文提 出的极谱法测定胆虹素的最佳操作条件为：0．2 mol／LNH 
一 NH4Cl缓冲溶液， pH=9．5，试液通鼠 6 rain或扣八 4×10 mol／L EDTA 溶 

液，避光，测 定在0．5h内完成。 

关键谒 jj墅堕 ，胆虹素的毽丝 ，、，牡虹素的 ，
．胆色素 、术窆 1√ 

} 

胆红素 (BilirubiⅡ，简称BR)为人体内存在的胆色素2--，是细胞的代谢 产 物 ， 主 

要来源于衰老红细胞中血红紊的降解产物，少量来源于其它色素蛋白、未成熟的红细胞和快 

速转化的游离血 色素。血红素在血红素加氧酶的作用下 生 成 胆 绿 素 (Billv erd Jn，简称 

BV)，再经胆绿素还原酶的作用生成胆红素t 
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成年人体内每天代谢产生约360rag胆红素，血液中胆红素的含量维持在 2×10 ～ 1× 

10 mol／L范围内 。。当人体患某些疾病时，血液中胆红素含量会超出正常范围 【 。由于 

胆红紊对人体具有重要的生理作用，临床上把捡测人体血液中的胆红素含量作为诊断肝病的 

重要依据，故对胆红素进行准确、快速、简便的定量检测方法的研究具有实际意义。迄今巳 

提出多种检测方法，常用的有分光光度法、偶氨反应法、荧光法和氧化反应法等四类。近年 

来又开发出以偶氮反应为基础的干片化学法，高效液相 色谱法，以及方波伏安法、吸附溶出 

伏安法等电化学分析方法 - 。但由于这些方法 或是未能有效地解决胆红素的水熔 

性和稳定性差的问题，或是灵敏度低，分析程序复杂，而使其应用受到一定局限。因此，仍 

有必要继续探寻捡测胆红素的理想的分析方法。用单扫描极谱法测定胆红素，相对于常用的 

分光光度法来说，方法简便、快速、灵敏度高，可望在临床检测及胆红素的纯度鉴定等方面 

得到应用。由于胆红素是一种热敏性和光敏性较强的物质，银不稳定，升高温度和光照都将 

加速其氧化，使检潞结果含量偏低 。为了确定用单扫描投谱法检测胆红素的最佳操作条 

件，有必要对胆红素在碱性水溶液中的稳定性进行深入的研究。 

1 实验部分 

1．1 主要仪器殛试剂 

JP一2型单扫描示渡极谱仪(成都仪器厂)导数部分，三电极系统，参比电极为饱和甘汞电 

极。 

PXS 5型离子酸度计 (成都仪器厂)。 

胆红素为美国SIGMA公司产品，纯度 99 |牛血清白蛋白为生化试剂，其余试剂均为 

A．R。级试剂{实验用水为二次石英蒸馏术。 

2×10 mol／L胆红素贮备液系准确称取胆红素溶于适量NaOH溶液配制而成，通高纯 

氮气1 0min后冰冻保存，使用时间为三天左右。 

1．2 实验方法 

取 2 ml 1．0mol／LⅣH 3一ⅣH．C埔 冲溶液及 8 mL二次蒸馏水于1 oraL烧杯中，用微量 

进样器注射一定量胆红素标准溶液及其它实验试剂，于一1．2～ 一1．7V (∞．SCF)间作阴 

极化扫描，每15min记录一次胆红素的导数波高，共潞试 2 h。 

2 结果与讨论 

2．1 支持电解质的影响 

试验了生理浓度下的胆红素在 H =9．5的 0．2 mol／LⅣH 一ⅣH CI、 0．04 mol／L 

Na±HPO 、0．06mol／L乙二胺、0．1mol／L Mas0 及0．1mol／L LiAc等介质中的极谱行 

为，发现胆红素在0．2mol／LⅣH。NH．C1缓冲溶液中最为稳定，0．5h被高不变，且波形简 

单，只有一个较尖锐的波，便于测定。故在0．2moJ／L NHs一ⅣH。Cj缓冲溶液中测定胆红素 

较为适宜。 

胆红素在达五种介质中的极谱导数波波形列于图 l。 

2．2 pH的影响 

溶液酸度对胆红索极谱波高的影响如图 2所示。在溶液 pH值为 8．0—10．5时，波高随 
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图 I 胆虹素的极谱导数波波形 

0． 0．2mol／LNH 3一NH ．CI+5×10一 mol／LBR 

＆． 0．04mol／L Na 2HPO‘+5× 0一。mol／L BR 

c． 0．06mol／L乙=胺 +5×10一。mol／L BR 

d． 0．1mol／LMoSO‘+5×10一mol／LBR 、 

B． 0．1tool／L上fAc+5×10一 mol／LB 

图 2 溶液酸度对胆虹素波高的影响 

0。2mol／LNH 3一NH ‘cl+ 

I×10 mol／LBR 

●× 1O一 

圈 3 
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l，mm 

不同酸度时胆虹素波高随时间的变化 

(BR 1×10一 mol／L在 

0．2tool／L NH a 

曲 线 1l pH =8．5 

曲线 3l pH =10．5 

ⅣH C坤 ) 

曲线 2l pH =9．5 

曲线 4l pH =11．5 

0  O  0  O  0 ： 0  
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pH的变化较小，尤以在 H =9．5时为最高。进行2̂ 测定，波高随时间的关系如图 3所示， 

I；~pH 9．5时波高随时间延长的衰减为最小。当溶液 H值小于7．5或大于10．5时，波高明显 

降低，这是因为当pH<7．5时胆红素的溶解度减小，而pH>1 0．5时 胆红素的稳定性变差， 

易被氧亿。因此，宜在pH =9．5的ⅣH。ⅣH c』缓冲溶液中测定胆红索 

2．3 溶鹤氧的影螭疑抗氧化翥尊的作用 

试验了加入微量抗氧化荆EDTA、Ⅳa SO 、抗坏血酸以及溶液通氮除氧后胆红素极谱 

渡高随时间的变化，结果如图 4所示。 

曲线 l 

曲 线 2： 

曲线 3： 

曲线 4 t 

曲 线 5 

1×1O一 mol／LBR+0．2mol／LⅣ日 3一Ⅳ日 ‘Cf(pH =9)， 

1+4×10～mol／LEDTAI 

1 4-4×10一‘mol／LⅣa2SO 3， 

1+4×10 mol／L抗坏血 酸} 

1通 Ⅳ z10rain。 

可以看出，通氮除氧或加入适量抗氧化剂，均能程度不同地提高胆红素在碱性水溶液中 

的稳定性，且胆红素的极谱波不受抗氧化剂的干扰，这样就为胆红素的测定带来了方便。其 

中，通氮气的作甩是除去溶液中的溶解氧，以防止胆红素与溶解氧反 应而被氧化为胆绿素。 

但若测试时间过长 (超过 45min)，则空气 中的氧气重新溶解于 溶 液 ， 影响测定结 果 。 

Na：SO。、抗坏血酸为抗氧化剂，先于胆红素与溶液中的溶解氧反应，以达除氧的目的。FD 

为络合剂 ， 激光拉曼光谱表明， FD 与胆红素以氢键的形式结合，使胆红素稳定 。 

2．‘ 光鹰的黠晌 

取pH=9．5的ⅣH ⅣH．C2溶液四份，加入胆红素，其中两份加适量 FD ，两份不 

加。各取一份受光照射，另一份置于加盖瓷盘内避光保存． 每隔 1 5rnin浏一次胆红素导数渡 

高，连续l测定2̂ 。波高随时间的变化如图 4。 

曲线 l为来加稳定剂的胆红素溶液，不避光，2柚￡高降低46％ 。加入稳定剂EDTA后， 

2̂波高降低19 ，稳定性有明显改善 (曲线 2)。若避光保存，在不加稳定剂的情况下，胆 

红素也较稳定J若加~X．EDTA，则2̂波高保持不变 (曲线 4)。这说明光照对胆红素的稳定 

性影响相当大，应尽量在避光条件下进行测定 
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图5 光照对胆虹素跋高的影响 

曲线 ll 1×10 mo1／L曰足+0．2mol／LNH s一．ⅣH．CI(pH =9)，不避光， 

曲线 2l 1+4×10一‘mol／LFD ，不避光I 

曲线 3l 同 l，避 光} 曲线 4 l 同 2， 避光 。 

2．5 共存金一离子的影响 

试验了多种垒属离子存在下胆红素极谱波高的变化，发现微量 (1×10 moll’L)Cu“、 

Zn“、Cd“、Ha“等离子的存在，均加速胆红素的氧化。进一步的实验验证 ，Cu 与 

胆红素的反应为一催化氧化反应 ，其催化机理可能是 Cu“ 先与胆红素生成平面结构的配台 

物，从而改变了胆红素本来的空间结构，增加 了分子中亚甲基桥键的张力，从而增加了胆红 

素的易氧化性 ⋯ 。实验还证明 n“ 亦与胆红素形成平面结构的配合物 ， 加速胆红素的氧 

化，其作甩机理与Cu“的相fc』。实验发现，当Ha“存在时 ，胆红索可被迅速氧化成浅绿色 

产物，在一0．83V( s．SCE)左右产生一灵敏的极谱波。同时．溶液的吸收光谱发生变化， 

原在45Ohm左右的吸收峰降低，而在38Ohm和650nm处出现新的吸收峰，与胆绿素产生的吸收 

峰位置相同，因此，可以认为生成的氧化产物为胆绿素。固定胆红素的浓度不变，测定不同 

Ha“浓度下 一0．83V处波高随时间的变化，发现波高的对数与时间成线性关系，且对不同的 

Ha“浓度所得结果基本一致。故溶液中的化学反应对胆红素为一级，对Ha“ 为零级 “ 。 

溶液中可能有下述反应t 

BR+H 9 ——— H gBRz 

1 

H 9BR + 02—— H 盯B +H 20 

H oBV —— H 十四 

综上所述，支持 电解质的种类和浓度、溶液的酸度、溶液中的溶解氧 、光照以及微量垒 

属离子的存在，均对胆红素在碱性水溶液中的稳定性产生影响，主要原因是胆红素被溶液中 

的溶解氧氧化。为避免由此而 引起的测定误差，一方面应尽量缩短测定时间，另一方面可通 

过避光、除氧 以减慢胆红素的氧化速度。本文提出的极谱法测定胆红素的最佳操作条件为t 

0．2mol／LⅣH。一Ⅳ打 ．Ct(pH =9．5)为底液 ， 测定前 通氮 除氧 6mi13．或加入 4×10‘ 

mol／L EDTA，避光，测定在0．5h内完成。 
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A POLAROGRAPHIC STUDY ON THE 

STABILITY OF BILIRUBIN IN BASIC 

AQUEOUS SOLUTION 

W ang Yah 

(Dcpt．of Natural Scienee) 

ABSTRACT Bilirubin is OnE of bile Pigmcnts existing within marl s 

body ， and is the metabolic products of the cell s． It plays an important 

rol e in phy siology of man s body． To examing th e content of bii irubin 

in th e blood of a body is of great significance iil elinical practie e and is 

an impor rant basis to diagnose a liv er di ease． Bi1i rabi11 has high er sensi— 

tiviti es to heat and light． It wil1 be oxygenated and 1 essened wh en it is 

heated or lighted． To define the best operatio11 conditiOils that the 

conteilt of bilirubin is determined with polarograghY。 thl s paper stadies 

the stability of bili rubln in basic aqueous solution， aild takes expe riments 

in the influences oi battery electrolyte，pH， di ssolved oxyg en in solution， 

light and pr esent of metalic ions． TM s pape r puts forward the best 

operatioil co~ditiOIlS as 0．2 mol／L NH。一NH‘C1 buffer solutioil，pH=9．5， 

solution is ov er flowed by introgen for 6 miil or added by 4×10 moi／L 

EDTA (ethy1enedimine tetra a~etic a~id)， avoiding light， aild th e deter— 

mination is completed in 0．5 h． 
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