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目的
!

采用毛细管电泳法测定大鼠血清中淫羊藿苷的含量%方法
!

用乙酸乙酯萃取!并采用甲

醇沉淀的方法处理血浆!以熔融石英毛细管柱"
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!有效长度
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#为分离柱!

$@HH2'
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磷酸!

!@@HH2'
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67F7

"

$@T

乙腈!

$T$>

丙醇#为缓冲溶液!

/

^g$B@

!检测波长
$:D)H

%结果
!

血清中淫羊藿苷线

性范围
@B!$

!

$B#H

K

*

H6

!精密度
,7F

为
!B#T

!重复性
,7F

为
=B#T

!加样回收率
,7F

为
=B$"T

%结论
!

毛细管电泳法方法简单!结果准确!重复性好!可用于检测血清中淫羊藿苷的含量%
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淫羊藿属于小檗科"具有补肝肾!强筋骨!祛风

湿!抗衰老!抑制肿瘤和提高免疫力等作用#目前"国

内外学者已经从淫羊藿属植物中分离鉴定出具有活

性的黄酮类化合物
!@<

种"主要是一类以羟基!甲氧

基!烃氧基!异戊烯基等为取代基的
$>

苯基色原酮衍

生化合物#其中淫羊藿苷在人内体代谢成淫羊藿苷

元"对白细胞介素&
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'

>;

和肿瘤坏死因子
(

&

UGL>

(

'

H,G9

的产生有一定抑制作用"并促进机体产生促成

骨细胞生长的因子"影响骨细胞的增殖"提高碱性磷

酸酶的活性"从而达到治疗骨质疏松的目的*

!>:

+

#淫

羊藿成分的分析多采用高效液相色谱法&

Ê6&

'"该

方法操作步骤多"流动相处理复杂"试剂量消耗

大*

<>;

+

#高效毛细管电泳&

Ê&O

'作为一种分离分析

技术"具有高灵敏度"高分辨率"缓冲溶液处理简单"

操作简便等优点"有利于开展复杂生化样品的分析"

目前毛细管电泳技术配合不同的测试手段已经在天

然产物化学中开展了的以黄酮化合为主的多项研

究*

">!!

+

#本文以
Ê&O

为分析方法"以十二烷基磺酸

钠&

7F7

'为缓冲溶液添加剂"建立检测血清中淫羊藿

苷代谢物含量的方法*
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材料与方法
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实验动物
!

7F

大鼠"雄性"体质量&

$@@d$@

'

K

"

从重庆医科大学动物实验中心购买"给药前
!$?

禁

食"自由饮水#

!B"

!

仪器与试剂
!

&6!@$@

高效毛细管电泳仪&紫外

检测器"中国北京彩陆科学仪器有限公司'"

P]9>

`G!

型超纯水器&北京普析通用仪器有限公司'"

7Q>

!

涡旋混合器 &常州国旺仪器制造有限公 司'"

9 c̀$$@

电子天平&日本岛津'#

&e$:@

超 声 波 清

洗 器&上海超声波仪器厂'"

UFP!<

台式高速离心机
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*屹谱仪器制造&上海'有限公司+#淫羊藿苷标准品

&有效纯度
";B@T

"批号
!D!!@#@D

"美仑生物科技有

限公司'"磷酸&分析纯"重庆精细化工工厂'-

$>

丙醇

&分析纯"重庆精细化工工厂'-乙腈&优级纯"天津四

友化工有限公司'-十二烷基磺酸钠&

7F7

"相对分子质

量
$#$B=;

"美国'-其他实验试剂均采用分析纯#

!B#

!

方法

!B#B!

!

对照品溶液制备
!

精密称取淫羊藿对照品
:

H

K

"置于
:H6

容量瓶中"加
#@T

乙醇溶解并定容至

刻度"摇匀#

!B#B"

!

动物实验
!

取
<

只健康雄性
7F

大鼠"取对照

品溶液灌胃给药&剂量相当于对照品
@B$H

K

)

!@@

K
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灌胃后分别于
@B!:

!

@B:

!

!

!

$
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尾静脉

采血
@B$

!

@BDH6

"置于放有肝素的塑料离心管中"

D

@@@0

)

H()

离心
!@H()

"取上层血浆置于
%$@h

冰箱

中保存备用#再取
=

只健康雄性
7F

大鼠"同法处理

收集空白血浆备用#

!B#B#

!

血浆样品处理
!

取空白血浆
=

份约
@B:H6

于

:H6

塑料离心管中"直接加入对照品溶液
!@@

)

6

"漩

涡混合均匀"分别比较乙酸乙酯萃取
>

甲醇沉淀!甲醇和

乙腈直接沉淀两种处理血浆的电泳图"最后确定使用乙

酸乙酯萃取法
>

甲醇沉淀的方法处理血浆#

!B#B$

!

样品淫羊藿苷浓度测定
!

采用
#:

)

Hf<#BD

*H

石英毛细管柱&有效长度
:!*H

"河北永年瑞丰色

谱配件有限公司'-分离电压
$@I[

-进样方式采用电

动进样"进样电压
!:I[

-进样时间
:.

-操作温度

$:h

-缓冲溶液
$@HH2'

)
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磷酸"

!@@HH2'

)

67F7

&

$@T

乙腈"

$T$>

丙醇'"

/
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"检测波长
$:D)H

#

"

!

结
!!

果

"B!

!

血浆样品处理方法考察
!

血浆处理方法有
=

种"甲醇直接沉淀法"甲醇!乙腈沉淀法"乙酸乙酯沉

淀法#甲醇直接沉淀血浆"易出现乳化现象"首先排

除#血浆中由于内源性干扰物较多"对比甲醇乙腈沉

淀法和乙酸乙酯沉淀法"结果显示"采用乙酸乙酯萃

取后"可明显减少内源性干扰物&见图
!

'#故本试验

先采用乙酸乙酯进行萃取"然后采用甲醇沉淀处理"

具体操作(取.

!B=B$

/项下直接加入淫羊藿苷对照品

溶液的空白血浆"加入
$B:H6

乙酸乙酯"振荡萃取
=

H()

"离心&

:@@@0

)

H()

"

:H()

'"移取上清液"于
=#h

水浴氮气吹干"残渣加入
!@@

)

6

甲醇漩涡振荡
!H()

溶解"高速离心 &

!@@@@0

)

H()

"

$ H()

'"取 上 清

液*

!!>!$

+

#

"B"

!

采血时间的考察
!

将.

!B=B$

/项下的大鼠灌胃

给药后血样按.

!B=B=

/项下电泳条件进样"以成分峰

响应值为指标"分析考察血药浓度达到最大的时间"

作为淫羊藿苷代谢物含量测定时间&见图
$

'"结果显

示"给药后
=?

后"血药浓度达到峰值#

"B#

!

方法学考察

"B#B!

!

专属性试验
!

精密吸取实验方法.

!B=B!

/项

下对照品溶液-实验方法.

!B=B$

/项下灌胃
7F

大鼠血

浆样品和.

!B=B$

/项下空白血浆各
@B:H6

"作为对照

品溶液"供试品溶液和阴性对照溶液"按实验方法.

!B

=B=

/项下电泳条件进行测定"记录电泳图&见图
=

'"结

果显示阴性对照没有干扰峰"而供试品溶液的出峰时

间相比对照品溶液有所后移"分析是因为淫羊藿苷在

体内代谢成淫羊藿次苷
#

所致#

!!

9

(甲醇
Y

乙腈沉淀血浆-

W

-乙酸乙酯萃取"甲醇沉淀血浆

图
!

!!

淫羊藿苷不同处理条件下的血浆
Ê&O

图
$

!!

<

只
7F

大鼠体内不同时间淫羊藿苷

电泳峰面积响应值

"B#B"

!

线性关系考察
!

取
:

份空白血浆样品
@B:

H6

于
!@H6

塑料离心管中"依次加入实验方法.

!B

=B!

/项下对照品溶液
@B@!

!

@B@:

!

@B!

!

@B:

!

!H6

漩涡

混合均匀"先乙酸乙酯萃取!然后甲醇沉淀"取上清

液"得质量浓度为
@B@@$

!

@B@!

!

@B@$

!

@B!

!

@B$H

K

)

H6

梯度血浆溶液"按实验方法.

!B=B=

/项下条件进行电

泳测定"以淫羊藿苷质量浓度为横坐标&

E

'"以电泳峰

面积为纵坐标&

G

'进行回归计算"得到回归方程为(

G

g!$#=":E%$!<;"=

"

1g@B"";#

#结果表明"淫羊

藿苷在
@B!$

!

$B#H

K

)

H6

范围内线性关系良好#

"B#B#

!

精密度试验
!

精密吸取实验方法.

!B=B!

/项下

对照品溶液
@B:H6

与实验方法.

!B=B$

/项下空白血浆

中"按.结果
!

/项下方法处理血浆"连续进样
<

次"测定

电泳峰面积"计算淫羊藿苷峰面积
,7Fg!B#T

#
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(阴性对照-

W

(对照品溶液-

&

(供试品溶液

图
=

!!

专属性试验

"B#B$

!

重复性试验
!

另取
<

只健康雄性
7F

大鼠"取

实验方法.

!B=B!

/项下对照品溶液灌胃给药"并于给

药后
=?

进行尾静脉采血"按实验方法.

!B=B$

/项下要

求进行血样处理"按实验方法.

!B=B=

/项下要求进行

电泳测定"计算淫羊藿苷峰面积的
,7F

为
=B#T

#

"B#BB

!

加样回收率试验
!

按实验方法.

!B=B$

/项下

方法制备
<

份血浆样品各
@B:H6

"按实验方法.

!B=B

=

/项下方法进行电泳测定"记录
<

份样品淫羊藿苷的

电泳峰面积-再依次向
<

份样品中加入等质量淫羊藿

对照品
@B$H

K

"按实验方法.

!B=B=

/项下方法进行电

泳测定"记录
<

份样品中淫羊藿峰面积"并计算加样

回收率结果&表
!

'#

表
!

!!

回收率试验结果!

)g<

"

编号
加样前

含量&

H

K

'

加入量

&

H

K

'

加样后含量

&

H

K

'

加样回收率

&

T

'

平均加样

回收率&

T

'

,7F

&

T

'

! @B=D@# @B$ @B:$:= "$B= "<B: =B$"

$ @B=D$! @B$ @B:=:# "<B;

= @B=@:! @B$ @B:@#< !@!B=

D @B=@$$ @B$ @BD""; ";B;

: @B=$#" @B$ @B:!#: "DB;

< @B=@#D @B$ @BD"#: ":B!

"B$

!

含量测定
!

取
=

只健康雄性
7F

大鼠"按实验方

法.

!B=B!

/项下对照品溶液灌胃给药&剂量相当于对

照品
@B$H

K

)

!@@

K

'"灌胃后
=?

采血"并按实验方法

.

!B=B$

/项下方法处理血浆"按实验方法.

$B=B!

/电泳

条件测定"测得大鼠体内淫羊藿苷的含量&见表
$

'#

表
$

!!

大鼠体内淫羊藿苷含量

编号 大鼠体质量&

K

' 给药量&

H

K

' 血药浓度&

H

K

)

H6

'

! $!; @BD=: @B!=

$ $@# @BD!D @B!D

= $!= @BD$< @B!$

#
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本文研究目的是以
Ê&O

为检测手段"检测血清

中淫羊藿代谢物的血药浓度"为淫羊藿的体内药物分

析提供新的方法和检测途径#

本文的检测对象是含药血液样本"血液中内源性

干扰物多"如果直接进行电泳分析"会导致信噪比降

低"目标信号被噪音掩盖"因此血液样本的前处理是

关键"前处理的目的是去除内源性物质同时不会影响

目标物的检测"本文比较了目前常用的
=

种血液处理

方法"最后采用乙酸乙酯萃取血浆"甲醇沉淀的方法"

避免样品乳化现象的同时"降低了内源性干扰物影

响"有效提高了信噪比#

本文对大鼠采用灌胃方式给药"淫羊藿进入体内

后受代谢过程影响"血药浓度呈现连续变化过程"为

了准确测定淫羊藿血药浓度"本试验连续测定了给药

后
!$?

的大鼠血药浓度"确定在灌胃给药后
=?

"血药

浓度达到峰值"以此时间作为采样时间"可降低检测

结果的相对误差"保证结果准确度#

淫羊藿苷给药后"在大鼠体内是以代谢物形式存

在"分析代谢物可能是淫羊藿次苷
#

"本文并未采用

淫羊藿次苷
#

为对照品"而是采用淫羊藿苷为对照

品"比较了淫羊藿苷对照品的电泳图!空白血清电泳

图和给药后血清电泳图"证明了淫羊藿苷在体内代谢

后仅仅是出峰时间出现延后"但不妨碍定量分析#

淫羊藿苷及其代谢物分子接近电中性"本文在缓

冲溶液中加入
7F7

"调整
/

^

到
$B@

"可增加待测组分

带负点能力"克服缓冲溶液电渗流"利于电泳分离#

但加样回收率试验
,7F

偏高"分析原因可能是
7F

大

鼠个体差异!给药方式等多种因素综合导致含药量差

异偏大#除此之外"进样方式存在系统误差"进样量

准确度偏低"最终结果
,7F

偏高"后期可通过更改进

样方式解决#毛细管电泳方法简便"试剂消耗量少"

与高效液相色谱相比"不需要对流动相进行脱气和过

滤处理"仅采用以磷酸为主的缓冲溶液即可满足分析

要求#在本文中"淫羊藿苷在血浆中的含量随时间逐

渐降低"本文可实现
@B!$H

K

)

H6

的定量分析"具有

较低定量限#同时相比于高效液相色谱"不易堵塞柱

子"更适合生化样本的分析#
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社会各方面压力的改变"这些压力是导致大学生亚健

康的重要原因*

!=

+

"而高年级学生相对于低年级学生的

某些压力更大"如学习压力!就业压力等"他们的亚健

康程度较低年级大学生更重*

!D

+

-另外一个原因是"本

研究并没有特别的要求大五年级学生一定学习过养

生康复知识"也没有排除大一年级学生里面有接触过

养生知识的人群"以上因素会产生干扰和混杂#

综上所述"本研究提示中医专业知识对于改善大

学生女性状况以及以女性状况为主的亚健康状态可

能有一定的优势"它可能是女性状况以及以女性状况

为主的亚健康状态的一个保护因素"值得将来进一步

的研究加以验证#对于躯体状况!情志状况!生活状

况!精力状况!禀赋状况!社会环境状况及以上述表现

为主的亚健康状态"尚不能得出中医专业知识的学习

能有效改善上述情况的结论"需要进一步更有针对性

的研究加以验证和解释#

参考文献

*

!

+

68P

"

c8OL

"

a9G7

"

-1+'B75J?-+'1?

(

A-S()(1(2)

"

*0(1-0(+

S20A(+

K

)2.(.+)A

/

21-)1(+'

/

0-M+'-)*-()1?-*-)10+'0-

K

(2)

2S&?()+

*

4

+

BWV&E5J'(* -̂+'1?

"

$@!=

"

!=

(

DD<B

*

$

+

&̂ OG4

"

&̂ OGP4

"

68̀ a

"

-1+'B9..2*(+1(2).J-1Z--)

J0-+IS+.1-+1()

K

?+J(1.+)A?-+'1?>

/

02H21()

K

'(S-.1

3

'-

"

.5>

J2

/

1(H+'?-+'1?.1+15.()7251?-0)&?()+

(

+

/

2

/

5'+1(2)

J+.-A

"

*02...-*1(2)+'.15A

3

*

4

+

B4U0+).'V-A

"

$@!D

"

!$

(

=D;B

*

=

+

489G6W

"

^ 9̀GPa

"

c89Ra

"

-1+'B9..2*(+1(2)2S'(S->

.1

3

'-S+*120.+)A.5J2

/

1(H+'?-+'1?.1+15.

(

+*02..>.-*1(2)>

+'.15A

3

2S&?()-.-.15A-)1.

*

4

+

BWV4R

/

-)

"

$@!D

"

D

&

<

'(

-:!:<B

*

D

+

E,8&O4,

"

V8U&̂ O66O

"

U8FaO

"

-1+'B&2

K

)(1(M-J->

?+M(2501?-0+

/3

S20*?02)(*S+1(

K

5-.

3

)A02H-()+A5'1.

*

4

+

B&2*?0+)-F+1+J+.-7

3

.1,-M

"

$@@;

&

=

'(

F!@$#B

*

:

+ 杨菊香"涂春兰"李志峰"等
B

治未病理念应用于亚健康人

群体检中的健康促进效果观察*

4

+

B

护理学报"

$@!D

"

$!

&

!:

'(

<!><DB

*

<

+ 孙大中"修宗昌"胡嘉雯
B

中医养生理论干预大学生亚健

康状态的相关性研究*

4

+

B

当代医学"

$@!:

"

$!

&

!:

'(

!<=>

!<DB

*

#

+ 刘保延"何丽云"谢雁鸣"等
B

.亚健康状态调查问卷/的设

计思想与内容结构*

4

+

B

中国中医基础医学杂志"

$@@#

"

!=

&

@:

'(

=;$>=;#B

*

;

+ 姚万霞"刘键
B

中医健康教育对痛经女生脉图的影响研究

*

4

+

B

辽宁中医杂志"

$@@;

"

=:

&

"

'(

!==D>!==:B

*

"

+ 王博"王明闯"王忠民
B

运用中医理论心理干预女大学生

月经疾病*

4

+

B

中医药临床杂志"

$@!:

"

$#

&

#

'(

"@#>"!@B

*

!@

+邹慧英
B

健康教育用于崩漏患者的临床护理体会*

4

+

B

中

国伤残医学"

$@!D

"

$$

&

;

'(

$;#B

*

!!

+张翠英"石鹤峰"蔡永敏"等
B<;$

例亚健康状态与月经异

常调查分析*

4

+

B

辽宁中医杂志"

$@@"

"

=<

&

!$

'(

$@;#>$@;"B

*

!$

+林晓生"王海燕"曾纪斌"等
B

中医.治未病/综合干预对体

检亚健康人群心理健康的影响*

4

+

B

世界中西医结合杂

志"

$@!D

"

"

&

D

'(

="">D@!B

*

!=

+

&̂ OG4

"

c89GP^

"

489GPE

"

-1+'BU?-02'-2S?-+'1?

3

'(S-.1

3

'-()1?-(H

/

'-H-)1+1(2)2S0-

K

0-..()

K

.5J2

/

1(H+'

?-+'1?.1+15.+H2)

K

*2''-

K

-.15A-)1.()&?()+

(

9)-.1-A

*+.->*2)102'.15A

3

*

4

+

B8)14O)M(02),-.E5J'(* -̂+'1?

"

$@!#

"

!D

&

=

'(

$D@>$:;B

*

!D

+赵秀荣"赵连志"王晶"等
B

医学生亚健康流行病学分布特

征及影响因素*

4

+

B

中国公共卫生"

$@!$

"

$;

&

=

'(

=;@>=;$B

&收稿日期(

$@!;>@$>@D

!

修回日期(

$@!;>@:>$$

'

&上接第
$":@

页'

!!

大鼠离体心脏的作用及对血液流变学的影响*

4

+

B

中国药

科大学学报"

$@@#

"

=;

&

:

'(

D$">D=$B

*

=

+ 李翠玲"张玲"顾洪涛"等
B

淫羊藿苷体内抑瘤作用及其机

制*

4

+

B

中国肿瘤生物治疗杂志"

$@@#

"

!D

&

$

'(

!=#>!D$B

*

D

+ 狄凯军"章静波
B

国内外淫羊藿苷药理作用研究要览*

4

+

B

自然杂志"

$@@=

"

$:

&

D

'(

!"!>!"<B

*

:

+ 李梨
B

淫羊藿苷对缺血再灌致脑损伤保护作用的实验研

究*

F

+

B

重庆(重庆医科大学"

$@@:

(

";>!@DB

*

<

+ 沙明
B

高效液相色谱法测定朝鲜淫羊藿中淫羊藿甙的含

量*

4

+

B

色谱"

!""#

"

!:

&

$

'(

!<<>!<#B

*

#

+ 王明权"毕志明"李萍"等
B

高效液相色谱法测定淫羊藿中

淫羊藿定
&

和淫羊藿苷的含量*

4

+

B

中国中药杂志"

$@@=

"

$;

&

!!

'(

!@$:>!@$#B

*

;

+

&̂ OGc4

"

P̀ RW6

"

687E

"

-1+'B7(H5'1+)-25.A-1-0>

H()+1(2)2S!:S'+M2)2(A.()O

/

(H-A(5H5.()

K/

0-..50(N-A

'(

b

5(A-X10+*1(2)+)A?(

K

?>

/

-0S20H+)*-'(

b

5(A*?02H+12

K

>

0+

/

?

3

*

4

+

B4&?02H+12

K

09

"

$@@#

"

!!<=

&

!

)

$

'(

"<>!@DB

*

"

+ 张静姝"余丽丽
B

流动注射毛细管电泳测定益母草中
D

种

黄酮*

4

+

B

西北大学学报&自然科学版'"

$@!<

&

=

'(

=;!>=;DB

*

!@

+赵有轩"王敦青
B

毛细管电泳在线富集技术在黄酮类化合

物分析中的应用*

4

+

B

化学试剂"

$@!<

&

D

'(

=$=>=$<B

*

!!

+王冠"唐苑融
B

毛细管电泳安培检测在线富集分析生物胺

研究*

4

+

B

华东师范大学学报&自然科学版'"

$@!<

&

!

'(

!$=>

!==B

*

!$

+丽娜"马莹慧"赵伟"等
B

淫羊藿属植物中化学成分分析研

究进展*

4

+

B

中国新药杂志"

$@!=

"

$$

&

;

'(

"!">"$$B

*

!=

+王雨"李亦捷
B

淫羊藿苷在肿瘤细胞抑制方面的研究进展

*

4

+

B

中国中药指南"

$@!:

&

D

'(

:@>:!B

*

!D

+

68̀ 4

"

6R̀ aBF-1-0H()+1(2)2S(*+0(()+)AH-1+J2'(1-.

()0+1.-05HJ

3

*+

/

(''+0

3

N2)--'-*102

/

?20-.(.

(

0+1

/

?+0>

H+*2I()-1(*.15A(-.+S1-0+AH()(.1-0-A2S(*+0(()

*

4

+

B4

E?+0HW(2H-A9)+'

"

$@@D

"

=<

&

$

'(

=<:>=#@B

*

!:

+

&̂ OGP7L

"

]9GP7B̂ E6&+)+'

3

.(.+)A

/

?+0H+*2I(>

)-1(*.2S(*+0(()()0+1.

*

4

+

B47-

/

7*(

"

$@@#

"

=@

&

"

'(

!=@#>

!=!$B

&收稿日期(

$@!;>@$>@$

!

修回日期(

$@!;>@:>$@

'

::"$

重庆医学
$@!;

年
;

月第
D#

卷第
$$

期


