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提� 要� 用高效液相色谱法定量分析了 z 酮基胆固醇在胎肝细胞上清液及细胞裂解液中的含量∀ 色谱柱为 Λ

�²µ¤¶¬̄ �¬� u柱o流动相为正己烷Β 异丙醇k|tΒ |oς ςl∀ 方法回收率高�色谱重复性好�分析速度快∀

关键词� 高效液相色谱法oz 酮基胆固醇o人胎肝细胞上清液o人胎肝细胞裂解液

分类号� � yx{ � xw

�� 前言

z 酮基胆固醇kz ® ·̈²¦«²̄ ¶̈·̈µ²̄ oz �� l是主要

的胆固醇自氧化产物o存在于人及动物的多种组织

中o并具有多种生物学作用�t�o如细胞毒性�抑制胆

固醇合成酶等∀国外已报道 z �� 在人血浆�动物组

织中的含量测定�u�∀我们过去的工作证明o在胎儿组

织中存在一类体内外具有抑制肿瘤细胞生长的低分

子抑瘤物�v�o从胎肝细胞悬液中提取�分离得到一体

外对多种瘤株细胞具有选择性抑制活性物质o经结

构鉴定为 z �� k另文报道l∀本文用高效液相色谱法

定量分析该化合物在胎肝细胞上清液及细胞裂解液

中的含量o以反映该物在细胞内外的含量分布∀

�� 实验部分

� � � 仪器和试剂

� ¤·̈µ¶液相色谱仪o包括 yss泵�||y二极管阵

列检测器�usts � ¬̄̄ ±̈±¬° 色谱管理系统�zzux进样

器∀ z �� 标准品为 �¬ª°¤产品o纯度约 |sh o经中

压液相色谱分离o纯度达 || uh ∀异丙醇�正己烷为

分析纯o经重蒸∀

� � � 色谱条件

色谱柱}Λ �²µ¤¶¬̄ �¬� u tsΛ°ow y°° ≅ vss°°

k国家色谱研究分析中心o大连l∀

流动相为正己烷Β 异丙醇� |tΒ |kς ςlo流速

t s°� °¬±∀

二极管阵列检测器o设定波长范围 usx ∗

uys±° oz �� 最大吸收峰为 uvv±° o选取该波长色

谱图做定量分析∀ 标准品及样品的色谱图见图 t∀

� � � 胎肝细胞上清液及细胞裂解液的制备���

从水囊引产的 w∗ y个月的胎儿体内取出肝脏o

用生理盐水制成单细胞悬液o有核细胞浓度为 t≅

tsz 个 °�∀取 ts s°�该细胞悬液经 t xssµ°¬±离

心后分离收集上清液o称为胎肝细胞上清液k���l∀

在沉淀细胞中加入 ts s°�蒸馏水o置 wε 冰箱放置

uw«o经 v xssµ°¬±离心后分离收集上清液o称为胎

肝细胞裂解液k���l∀

� � � 胎肝细胞上清液及裂解液中 �-ΚΧ 的提取

按文献�u�方法k略加改进l提取∀ 吸取 t s°�

胎肝细胞上清液和裂解液分别加入 ts°�具塞离心

管中o加入 w s°�氯仿 甲醇混合液kuΒ toς ςlo

振荡 v°¬± 后ow sssµ°¬± 离心 ts°¬±o样品分为两

层o仔细吸取有机层k下层l∀ 上层溶液再加 v s°�

提取液提取一次o合并有机层o吸取 t s°�蒸馏水

加入有机层o振荡o离心o吸取下清液o放入尖底瓶

中o�u吹干∀分析时用 xsΛ�或 tssΛ�异丙醇溶解样

品o进样 usΛ�∀

�� 结果与讨论

� � � �-ΚΧ 的分离及定性

在上述色谱条件下oz �� 能够与其它脂类物质

如胆固醇良好分离o见图 t∀ 色谱重现性好o二极管

阵列检测器检测 z �� 峰纯度良好∀对 z �� 的定性

采用下列方法}外加标准品o样品中的 z �� 与标准

品的保留时间一致o二极管阵列检测器的实时紫外

光谱与标准品一致∀ 定量分析采用外标法∀

� � � 标准曲线�线性范围及最小检测量

z �� 的标准曲线在 us±ª至 twws±ª范围内呈

良好的线性关系∀ 曲线方程 Ψ� xwv{yΞ n tvv ywoρ

� s |||z∀ 最小检测量为 t±ª水平∀

� � � 精密度

对 |号试液ks tsuΛªl日间 y次测定的结果kΞ

" Σ∆ l为 s s|zz" s ssuto变异系数 Χς� u txh ∀
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� � � 回收率试验

结果见表 to平均回收率为 |w uh ∗ tsv wh ∀

� � � 胎肝细胞上清液及裂解液中 �-ΚΧ 含量测定

结果见表 t∀胎肝细胞上清液中 z �� 的含量明

图 � � �-ΚΧ分离色谱图

Φιγq�� ΧηροP ατογραP οφ �-κετοχηολεστερολ
上图}人肝细胞悬液样品o下图}标准品∀

� ³³̈ µ³¤µ·} z �� ¬± «̧ °¤± ©̈ ·¤̄ ¬̄¹ µ̈¦̈ ¯̄ ¶̧ ³̈ µ

±¤·¤±·~ �²º µ̈³¤µ·} z �� ¶·¤±§¤µ§q

显高于胎肝细胞裂解液o反映了细胞内外 z �� 含

量的差异∀

表 �� 各样品外加 ���P γ 后 �-ΚΧk� 号试样l的回收率结果

Ταβλε �� Ρ εχοϖερψ οφ �-ΚΧk���P γl φροP ηυP αν φεταλ

λιϖερ χελλσυSερναταντ ανδ λψσατε

样� � 品

�¤°³̄¨

z �� 测定值kΞ " Σ∆ l

z �� ¤° ²̧ ±·¶k®ª �l

平均回收率

� ¹ µ̈¤ª̈ µ̈¦²¹ µ̈¼

细胞上清液 s uut" s st{s

� ¨̄¯¶̧ ³̈ µ±¤·¤±·

细胞上清液n z �� s vuu" s stv tsth

� ¨̄¯¶̧ ³̈ µ±¤·¤±·n z �� kν� wl

细胞裂解液 s szs" s stu

� ¨̄¯ ¼̄¶¤·̈

细胞裂解液n z �� s tyu" s ssx |uh

� ¨̄¯ ¼̄¶¤·̈n z �� kν� wl

� � 利用本法测定 z �� 含量o样品处理操作方便o

回收率高o色谱重复性好o分析速度快o并可用于其

它液体样品如血清中 z �� 含量的测定∀
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