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含量 ,也能促进肝脏内 GST、GR、GSH2Px 等酶的活

性 ,所以 ,OPS可能通过增强 GST等酶的活性 ,加快·

CCl3的清除作用 ,阻止肝细胞脂质过氧化反应 ,维持

细胞膜的正常结构 ,避免细胞损伤 ,从而发挥护肝作

用。因而 OPS的保肝机制可能与其对抗自由基脂

质过氧化密切相关。

Galati等[8 ]报道仙人掌果汁对 CCl4 中毒大鼠有

保护作用 ,Ncibi等[9 ]报道仙人掌茎提取物对有机含

磷杀虫剂2毒死蜱诱导的肝损伤有保护作用 ,但至今

未见到有关明确指出仙人掌中治疗肝损伤有效成分

的报道。然而 ,OPS中剂量组的抗氧化系统某些指

标优于高剂量组和低剂量组 ,但改善血清转氨酶活

性的能力低于高剂量组 ,提示 OPS护肝作用的机制

除提高机体抗氧化能力外 ,还可能存在其它机制 ,这

有待进一步研究。
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　　摘　要 :目的 建立测定小鼠各组织肌肽含量的高效液相色谱法。方法 采用 C18色谱柱 ,以甲醇和 0. 05 mol/ L

磷酸盐缓冲液 (pH 3. 5)为流动相 ,用邻苯二甲醛为柱前衍生剂 ,在柱温 38 ℃下采用二元梯度洗脱 ,对小鼠各组织中

的肌肽含量进行了测定。结果 肌肽在 0. 63～10. 00μg/ mL时峰面积与进样质量浓度有良好的线性关系 ,其相关系

数为 0. 999 6。回收率在 98. 2 %～99. 7 %之间。检测限为 0. 05μg/ mL (S/ N = 10)。结论 该法灵敏可靠、专属性强、

重现性好。小鼠心脏、肝脏、肾脏、大脑皮层和海马中肌肽含量分别为 123. 67 ,22. 86 ,158. 86 ,76. 57 ,81. 86 mg/ g。
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　　Abstract :Purpose To establish HPLC method for the determination of carnosine in tissue. Methods The

sample was derived with O2phthalaldehyde (OPA) , and then the derivative sample was separated on Kromail

C18 column at 38 ℃. A linear gradient elution of A (methanol) and B (0. 05 mol/ L phosphate buffer ,pH3. 5)

was used. The flow rate was 1 mL/ min , and detected by fluorescence detector with excitation wavelength (λex)

at 338 nm and emission wavelength (λem) at 425 nm. Results The calibration curve was liner within the

ranges of 0. 63210. 00μg/ mL. The correlation coefficient was 0. 999 6. The recoveries were between 98. 2 %2
99. 7 %. Detection limit of carnosine was 0. 05μg/ mL ( S/ N = 10) . Conclusion The result shows that this

method is simple , rapid , specific ,accurate and reproducible. The contents of Carnosine in rat′s heart ,liver ,

kidney ,cortex and hippocampus were 123. 67 ,22. 86 ,158. 86 ,76. 57 and 81. 86 mg/ g (wet weight) .

Key words : carnosine ; HPLC ; fluorescence ; O2phthalaldehyde ;determination

　　肌肽最早在 1900年由前苏联学者 Gulewitsch和

Amiradzibi从牛肉提取物中检测到 ,是一种水溶性的

天然二肽化合物[1 ]。在生物体内由肌肽合成酶利用

β2丙氨酸和 L2组氨酸合成。肌肽具有广泛的生物学
作用 ,如抗氧化、清除自由基、抗糖基化、调节生理

pH值等[2 ]。尽管越来越多的研究表明 ,肌肽可以预

防多种疾病 ,如阿尔茨海默病[3 ]、脑缺血性疾病[4 ]

等 ,但在生物体内肌肽的变化规律依然是一个谜[5 ] ,

因此检测生物体内肌肽的含量具有重要意义。本文

建立了高效液相色谱 ( HPLC)法测定组织中肌肽含

量的方法。

1　仪器与试药

1. 1　仪器

高效液相色谱仪 (包括 LC210Avp 泵、柱温箱、荧

光检测器及柱温箱等) ,日本岛津 ; KQ2250超声波清

洗器 ,昆山市超声仪器有限公司 ;VCR105 型超声波

粉碎机 ,德国 ; Mikro 22R型冷冻离心机 ,德国。

1. 2　试剂与动物

肌肽 (含量大于 99. 0 %) 、邻苯二甲醛 ( O2phtha2
laldehyde , OPA)为 Sigma公司产品。甲醇为色谱纯 ;

其余试剂均为国产分析纯。

昆明种小鼠 ,体重 18～20 g ,雌雄各半 ,由辽宁

医学院动物中心提供。

2　方法与结果

2. 1　溶液的配制

对照品溶液的制备 :称取肌肽对照品 2. 5 mg ,加

水稀释至 500 mL ,即得 5μg/ mL肌肽对照品溶液。

供试品溶液的制备[6 ] :取小鼠组织 10～50 mg ,

加水 1 mL后 ,超声粉碎 5个循环 ,每个循环为 10 s ,

间隔 10 s ,强度为 90 %。再加入三氟乙酸 10μL ,混

匀 ,12 000 r/ min离心 20 min ,分离上清 ,上清过 0. 22

μm微孔滤膜 ,为供试品溶液。

2. 2　对照品和供试品的衍生化

OPA衍生化溶液的配制 :称取 OPA 10. 0 mg ,加

甲醇 1. 0 mL ,pH 9的 0. 04 mol/ L 硼酸钠溶液 9 mL ,

二巯基乙醇 40μL ,混匀避光保存。当日使用。

衍生化方法 :取供试品或对照品溶液 200μL ,加

入OPA衍生化溶液 400μL ,混匀避光 3 min内 ,取 20

μL进样。

2. 3　色谱条件

色谱柱 : Kromail C18 (250 mm×4. 6 mm ,5μm) ;流

动相 A为甲醇 ,流动相 B为 0. 05 mol/ L 磷酸盐缓冲

液 (pH 3. 5) ,梯度洗脱 (表 1) ,流速 1. 0 mL/ min ;荧

光检测波长 425 nm ,激发波长 338 nm。柱温 :38 ℃;

进样量 10μL。
表 1　梯度洗脱条件

Tab. 1　HPLC gradient conditions

t/ min 流动相 A/ % 流动相 B/ %

0. 0 20 80

30. 0 25 75

31. 0 60 40

35. 0 60 40

36. 0 20 80

48. 0 20 80

2. 4　方法学研究

2. 4. 1　专属性　肌肽对照品与供试品按照含量测

定色谱条件进行实验 ,色谱图见图 1 和 2。表明供

试品中杂质不干扰肌肽含量测定。

图 1　肌肽对照品 HPLC图

Fig. 1　HPLC Chromatograms of standard carnosine
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图 2　供试品 HPLC图

Fig. 2　HPLC Chromatograms of sample

2. 4. 2　标准曲线、稳定性、检测限　取 10. 00 ,5. 00 ,

2. 50 ,1. 25 ,0. 63μg/ mL 的肌肽对照品溶液 ,依法衍

生化后各取 10μL ,分别注入液相色谱仪测定 ,以对

照品浓度 ( C ,μg/ mL)为横坐标 ,以相应的峰面积

( A)为纵坐标 ,进行回归分析 ,回归方程为 : A = 106 C

+ 448 520 , r = 0. 999 6 ,说明肌肽在 0. 63～10. 00μg/

mL内与峰面积呈良好的线性关系。

为考察供试品溶液中肌肽的稳定性 ,将供试品

溶液在室温放置 0 ,3 ,9 ,12 h 后再衍生进行含量测

定 , RSD为 0. 91 % ,表明肌肽溶液在未衍生条件下 ,

室温 12 h内稳定。

将肌肽对照品溶液逐级稀释进样 ,测定其峰高

响应值和基线噪声强度 ,在 S/ N = 10 时 ,检出限为

50μg/ L。

2. 4. 3　回收率　取已知含量的不同样品组织 ,分别

准确加入肌肽对照品后 ,制备供试品溶液 ,衍生化后

进行测定 ,结果见表 2。本法回收率在 98. 2 %～

99. 7 %之间。
表 2　肌肽加标回收率 ( n = 3)

Tab. 2　Recoveries of carnosine ( n = 3)

组织 平均回收率/ % RSD/ %

心脏 98. 8 1. 8

肝脏 99. 8 1. 3

肾脏 98. 2 1. 6

大脑皮层 99. 0 1. 3

脑海马组织 99. 7 1. 8

2. 5　小鼠组织中肌肽含量测定

分别取小鼠的心脏、肝脏、肾脏、大脑皮层、脑海

马组织 10～50 mg ,加水 1 mL ,超声粉碎 5个循环 ,每

个循环为 10 s ,间隔 10 s ,强度为 90 %。再加入三氟

乙酸 10μL ,混匀 ,12 000 r/ min离心 20 min ,分离上

清 ,上清过 0. 22μm微孔滤膜。取上清溶液或对照

品溶液 200μL ,加入 OPA衍生液 400μL ,混匀避光 3

min ,取 20μL注入液相色谱仪。按外标法以峰面积

计算肌肽含量 ,结果见表 3。可见 ,肾脏和心脏中肌

肽含量较高 ,而肝脏中含量最少。
表 3　小鼠各组织所含肌肽测定结果 ( x±s , n = 6)

Tab. 3　Content of carnosine in mouse tissue ( x±s , n = 6)

组织 肌肽 (mg/ g湿重)

心脏 123. 67±25. 73

肝脏 22. 86±4. 28

肾脏 158. 86±42. 36

大脑皮层 76. 57±12. 03

脑海马组织 81. 86±19. 69

3　讨　论

肌肽含量测定有比色法[7 ]、HPLC法及化学发光

法[8 ]。HPLC法测定肌肽含量常采用紫外监测器测

定[9210 ] ,但由于紫外检出限较高 ,所需样品量较大

(通常需要几克) ,不适合样品量小 ,如仅有十几毫克

的小鼠海马组织中肌肽含量的测定。本文利用 OPA

对肌肽进行了衍生 ,选用 C18柱、荧光检测来测定肌

肽含量 ,建立了一种需样品量较少、且更灵敏的测定

生物体内肌肽含量的方法。为进一步研究在各种病

理情况下肌肽变化规律提供了可靠的手段。
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