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沙丁胺醇与红细胞膜表面 �2 �肾上腺素受体
结合量的高效液相色谱法测定

蒋心惠, 杨俊卿, 周岐新

(重庆医科大学 � 药学院, 重庆 � 400016)

摘 � 要: 建立了同时检测红细胞混悬液中沙丁胺醇 ( SA )与普萘洛尔 ( PR )含量的高效液相色谱法, 并用于红

细胞膜 �2受体 -配体结合实验研究。药物与红细胞悬液保温反应 1 h后, 以 1 500 r /m in离心 5 m in, 将试样

中游离 SA和 PR与含大分子的受体 -药物复合物的红细胞分离, 以 H ypersil C18柱为分析柱, 10 mm o l/L磷酸

二氢钾溶液 (含 0�2% 三乙胺, pH 5�1) -甲醇 (体积比 17 � 83)为流动相; 于激发波长 284 nm, 发射波长 323

nm 处检测。SA在 4� 0~ 48� 0�g /L范围内线性关系良好, 相关系数为 0� 998 9; PR在 2� 0~ 12�0 mg /L范围内

线性关系良好, 相关系数为 0�999 8。 SA与 PR的 RSD分别为 0�85% 、0�79% ; 检出限分别为 0�18、 0� 30

�g /L。测定结果表明, SA的非特异结合和特异结合量均随着 SA加入量的增加而增大。该方法可以用于药物

和受体相互作用的研究。
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Determ ination of Salbutam o l B inding Capac ity w ith �2 �Adrenerg ic Receptor

in Av ian ErythrocyteM em brane by H PLC

JIANG X in�hu,i YANG Jun�q ing, ZHOU Q i�x in

( Pha rmacy Schoo,l ChongqingM edical University, Chongq ing� 400016, Ch ina)

Abstrac:t A n effective h igh perfo rm ance liquid chrom atographicm e thod w as developed for the simu l�
taneous determ inat ion of salbutam o l( SA) and proprano lo l( PR ) in ery throcy te suspensions in order to

invest igate SA b ind ing to �2 receptor. Free SA and PR w ere separated from ery throcy te through 5 m i�
nutes centrifugation w ith a speed o f 1 500 r /m in after SA and PR react ing w ith m em brane receptor ex�
isting on the surface of ery throcy tes for 1 hour. The ana lysis of SA and PR w as perfo rm ed on a hyper�
sil C18 co lum n w ith 10 mm o l/L potassium d ihydrogen phospha te solution containing 0�2% triethy l�
am ine( pH 5�1) - m ethanol( 17 � 83, by volum e) as m ob ile phase. The fluorescence detector w as

selected w ith 284 nm as exc itation w ave length and 323 nm as em ission w avelength. The calibration

curves w ere linear in the range of 4�0- 48�0 �g /L for SA w ith a corre lation coeffic ient of 0�998 9

and 2�0- 12�0 m g /L for PR w ith a correlat ion coe ff icient o f 0�999 8. The re lative standard devia�
t ions of SA and PR w ere 0�85% and 0�79% , respective ly, and the lim its o f detection( LODs) w ere

0�18 �g /L and 0�30 �g /L, respectively. The results ind icated that the non�specific binding and spe�
cific binding capacit ies of salbutam ol to �2 receptor increased w ith the increase o f SA concentration.

Them ethod w as su itab le for the invest igation of the interact ion betw een drugs and receptors.

Key words: sa lbutam o l( SA ); proprano lo l( PR) ; erythrocyte m embranes; �2�adrenerg ic receptor;

h igh perform ance liquid chrom atography

受体是存在于细胞膜、细胞浆或细胞核上的大分子化合物 (如蛋白质、核酸、脂质等 ) , 能与特异

性配体 (如药物、递质、激素、内源性活性物质等 )结合并产生药理学效应。与受体结合的特异性物质
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图 1� 硫酸沙丁胺醇 ( A )与盐酸普萘洛尔

( B) 的化学结构式

F ig� 1� Chem ical struc ture of sa lbutamo l su lfate( A ) and

proprano lol hydroch lo ride( B)

称为配体或配基, 受体上能与配体相结合的活性

基团称为受点或位点。配体与受体结合是药物发

挥临床疗效的基本条件。药物与受体的亲和力一

般可用受体 -配体反应的平衡解离常数 ( KD )表

示, KD越小, 亲和力越大, 临床所用剂量越小。

肾上腺素受体属于膜受体, 存在于细胞膜上, 红

细胞膜表面存在含量丰富的肾上腺素能 �2 受

体
[ 1]
。硫酸沙丁胺醇是特异性的肾上腺素能 �2受

体激动剂, 盐酸普萘洛尔为非选择性肾上腺素能

�2受体的阻断剂, 与 �2受体的亲和力较沙丁胺醇 ( SA )更高。硫酸沙丁胺醇和盐酸普萘洛尔的结构如图

1所示。

受体和配体结合实验的研究方法是基于 C lark提出的受体占领学说而设计的离体制备量 - 效曲线

法
[ 2- 3]
和放射性配体结合实验法

[ 4- 5]
。采用分子生物学技术和光谱分析与分子结构分析等技术建立的

转激活实验和计算机软件模拟是近年采用较多的研究受体 -配体相互作用的方法
[ 6- 8]
。上述方法虽各

有优点, 但在实际应用中存在诸多缺陷: 或污染环境和有害健康, 或生物误差大和过高估计药物对受

体的亲和力, 或成本、技术条件要求高, 或理论数据与药物和受体的实际结合情况差别较大, 不能充

分反映药物发挥临床疗效的分子生物学基础。因此建立考察受体和配体之间相互作用的新技术和新方

法具有重要意义。

为此, 本文以易于分离的鸡红细胞膜 �2受体和具有专一激动该受体的 SA为工具药, 尝试了兼具

分离与分析功能的高效液相色谱法进行受体和配体结合实验结果的检测。通过考察普萘洛尔 ( PR )存在

的情况下药物 -受体反应达到平衡时游离药物 SA的含量, 获得 SA与 �2受体的特异结合量; 再将无

PR存在时测得的游离 SA量减去特异结合量即得 SA的非特异结合量。计算公式为 B s = C 1 - C2, Bn s =

C2 - B s。其中, C1为有 PR时游离 SA的含量, C2为无 PR时游离 SA的含量, B s为 SA的特异结合量,

Bn s为 SA的非特异结合量。

1� 实验部分

1�1� 试剂与仪器
硫酸沙丁胺醇和盐酸普萘洛尔标准品 (中国药品生物制品检定所 ) , 分别以超纯水配成 1�0 g /L的

储备液, 临用时根据需要以生理盐水逐级稀释为标准工作液。甲醇为色谱纯, 其余试剂均为分析纯,

实验用水为超纯水。

Ag ilent 1100高效液相色谱仪 (美国 Ag ilen t公司 ) , 配备有四元梯度泵、自动进样器、荧光检测器

和紫外检测器; H ypersil C18色谱柱 (大连伊利特分析仪器有限公司 ); pH S�3C型精密酸度计 (上海雷磁

仪器厂 ) ; AL204电子天平 (瑞士 M ettler To ledo公司, 精度为 10
- 4

g) ; WHY�2型恒温振荡器 (江苏金坛

市环宇科学仪器厂 ); WKY III�250微量可调移液器 (上海求精生化试剂仪器有限公司 ); M illi�Q超纯水
器 (美国 M illipore公司 )。

1�2� 样品的制备

取用生理盐水混悬的红细胞 0�2 m L(含红细胞 1�2  10
10
个 )置于 2 mL的 EP管中, 分别准确加入

100 m g /L的 PR标准工作液 100 �L与系列浓度的 SA标准工作液 100 �L, 或者单独加入系列浓度的 SA

标准工作液。所有 EP管内补加生理盐水至总体积为 0�5 mL。旋混均匀, 将此混悬液置于 37 ! 水浴振
荡保温反应 1 h, 取出, 1 500 r/m in离心 5 m in, 吸取上清液 0�2 mL, 于此上清液中加入等体积的甲

醇, 混悬均匀, 13 000 r /m in离心 5 m in, 取上清液待测。

1�3� 色谱条件
H ypersilC18色谱柱 ( 250 mm  4�6 mm, 10 �m ); 流动相为 10 mm o l/L磷酸二氢钾溶液 (其中含

0�2%三乙胺, 磷酸调 pH 5�1) - 甲醇 (体积比 17 � 83), 流速为 1�0 mL /m in; 检测器为荧光检测器,

检测波长为激发波长 284 nm, 发射波长 323 nm; 柱温 30 ! ; 进样量 5 �L。
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2� 结果与讨论

2�1� 流动相的选择
由于普萘洛尔和沙丁胺醇均含有胺基, 显弱碱性, 目前报道的此类药物的色谱分离方法以离子对

色谱法为主
[ 9- 16 ]

。由于离子对试剂价格较贵, 且对色谱柱的损伤较大。通过反复试验, 考察了不加入

三乙胺, 而改变磷酸盐缓冲液 pH值时样品的分离情况。实验结果表明, 随着 pH值增大, 色谱峰稍有

所改善, 但色谱峰峰形不对称, 加入少量的扫尾剂三乙胺后, 峰形得到明显改善。

2�2� 检测器的选择
在紫外波长 276 nm处检测。样品测定时, 空白红细胞

样品在 SA色谱峰附近有一干扰峰, 调节流动相的比例无

法将其与 SA基线分离。若使其与 SA达基线分离, 且 PR

不被洗脱, 则 SA的保留时间太长, 采样时间在 30 m in以

上, 效率较低。改用荧光检测器后, 检测的灵敏度提高了

100倍 (定量下限低至 1�0 �g /L ) ; 同时空白红细胞样品中

的杂质峰无荧光吸收, 不干扰 SA的检测; 整个采样时间

只需 12 m in, 色谱分离谱图见图 2。

2�3� 离心速率的选择

受体与配体 (药物 )的结合属于可逆反应, 离心速率过

高 (大于 3 000 r /m in)会使已经结合形成的受体 -配体复合

物中的药物再次解离, 同时使红细胞破裂。而离心速率太

慢 (小于 1 000 r /m in)时, 上清液与受体 -配体复合物之间

无法完全分离, 导致测定结果不准确。因此, 本文选择的

最佳速率为 1 500 r/m in。

2�4� 净化条件的选择
药物与细胞膜受体结合形成的复合物为生物大分子物

质, 易溶于水, 在甲醇等有机溶剂中易变性沉淀。本文采

用的反相高效液相色谱法的流动相中使用甲醇, 若未将水

溶性的大分子物质分离除去, 当样品注入色谱柱后, 大分

子的物质会被甲醇沉淀而堵塞色谱柱, 导致柱压升高而无

法进行正常的色谱分离操作; 因此, 净化条件的优劣对测

定结果有较大影响。通过反复预试验, 得到样品的最佳净

图 2� 空白红细胞样品、对照品及加标
红细胞样品的色谱图

F ig� 2� Ch rom a tog ram s of b lank erythro cy te,

standards and sp iked blank ery throcyte

A. blank erythrocyte, B1. SA s tandard, B2. SA and

PR standard, C1. SA after add ed in b lank erythrocyte,

C2. SA and PR after added in b lank eryth rocyte;

1. SA, 2. PR

化条件为: 37 ! 水浴恒温振荡反应 1 h后, 1 500 r /m in离

心的上清液与甲醇等体积混合, 13 000 r/m in高速离心 10

m in后取上清液进样测定, 色谱分离效果好, 柱压稳定。

2�5� 加热反应时间对配体受体结合的影响
为测定药物与其特异受体的结合特性, 采用正常人体

温 37 ! 为反应温度, 其达到平衡所需要的时间通过药物

与受体的结合程度 (即含有红细胞的生理盐水中游离药物

的浓度变化 )来体现。实验结果表明, 加热时间为 15、 30、

60、90 m in时, 游离药物 (即 SA )的峰面积分别为 45 549、

42 387、40 776、 40 653。可见, SA与红细胞膜受体的结

合反应随着水浴加热时间的延长而增加, 但加热到 60 m in

后反应达平衡, 再延长加热时间, 结合率无明显增加, 所

以本实验选用加热 60 m in作为沙丁胺醇与红细胞膜受体的
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反应平衡时间。

2�6� 方法的线性范围、检出限与重复性
于生理盐水中分别加入不同浓度的 SA和 PR标准工作液, 制得样品中 SA浓度为 4�0、8�0、16�0、

20�0、24�0、48�0 �g /L的系列溶液和 PR质量浓度为 2�0、 4�0、6�0、 8�0、 10�0、 12�0 m g /L的系列

溶液, 分别进样测定, 以峰面积 (y )对质量浓度 ( x )进行线性回归, 得到 SA与 PR的线性范围分别为

4�0~ 48�0 �g /L, 2�0~ 12�0 m g /L; 线性方程分别为 y = 14�03x - 227�4, r= 0�998 9; y = 828�4x +

440�7, r= 0�999 8。以 S /N = 3测定检出限 ( LOD) , SA与 PR的检出限分别为 0�18、 0�30 �g /L。另分

别于生理盐水中加入 SA或 PR, 使终质量浓度分别为 16�0 �g /L和 6�0 mg /L, 各平行处理 6份, 进样

测定, 计算峰面积的 RSD分别为 0�85%和 0�79%。

2�7� 沙丁胺醇与细胞膜受体的特异性结合
取系列浓度的 SA溶液各 100 �L, 分别加入到 0�2 m L用生理盐水混悬的红细胞 (含红细胞 1�2  

10
10
个 ) EP管中, 各浓度的样品平行处理 6份, 其中 3份同时加入 100 �L 100 m g /L的 PR, 所有反应管

均补加生理盐水到反应液总体积为 0�5 mL, 旋混 30 s后, 将反应液置于 37 ! 水浴振荡恒温反应 1 h,

取出, 1 500 r /m in离心 5m in, 吸取上清液 0�2 mL, 于此上清液中加入 0�2 mL甲醇, 混悬均匀, 静置

10 m in后 13 000 r /m in离心 5 m in。取上清液 5 �L进样测定。样品测定结果见表 1。从表 1可知, SA

的非特异性结合与特异性结合均随着加入量的增加而增大。

3� 结 � 论
表 1� SA与红细胞膜特异与非特异结合测定结果

Tab le 1� Ana ly tica l resu lts o f sa lbutam o l( SA ) b inding

w ith ery throcyte membranes receptor

Added Found

SA /�g C 1 /�g C2 /�g
B s /�g B ns /�g

1�2 0�976 0�926 0�050 0�876

1�8 1�432 1�379 0�053 1�326

3�0 2�433 2�195 0�238 1�957

6�0 5�207 4�675 0�532 4�143

12�0 10�506 9�299 1�207 8�092

� C 1. free of SA w ith PR ex isted, C 2. free of SA w ithou tPR ex isted; B s. specific

b ind ing, B ns. non�specific b ind ing

� � 本文以 C lark配体与受体竞争性结合理

论为指导, 采用高效液相色谱荧光法检测了

沙丁胺醇与红细胞膜 �2受体的结合情况。

针对沙丁胺醇和普萘洛尔存在于红细胞膜悬

液的特殊环境, 对色谱分离条件、样品净化

条件、膜用量进行优化, 测定了红细胞样品

中游离沙丁胺醇与普萘洛尔的含量。结果表

明, 沙丁胺醇的非特异和特异结合量均随着

沙丁胺醇加入量的增加而增大。由此可见,

高效液相色谱法配合合适的分离条件可以用

于药物和受体相互作用的研究。
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