
量变化规律 ,发现以坐果 50d作为转折点 ,鲜果中的甙 V含量
急剧上升 ,而总黄酮的含量下降。在生产实践中也发现 ,果龄
少于 50d的罗汉果 ,均以苦味为主 ,随着罗汉果生长期的增加 ,
罗汉果的味道逐渐由苦变甜。

图 3　50d罗汉果皂甙色谱图
Fig. 3　50d Chromatogram of mogrol glycosides

Mogrol glycosides Ⅴ: 14. 5 ;Mogrol glycosides Ⅲ: 31. 7 ; Mogrol glycosides Ⅱ:

55. 0.

图 4　70d罗汉果皂甙色谱图
Fig. 4　70d Chromatogram of mogrol glycosides

Mogrol glycosidesⅤ:14. 7.

为进一步研究罗汉果皂甙的代谢转化规律 ,本研究拟采
集不同生长期罗汉果鲜果 ,并对二糖甙 (甙Ⅱ)、三糖甙 (甙Ⅲ)
和五糖甙 (甙 V)进行分析。结果表明 ,罗汉果在授粉 10d后 ,
已有罗汉果甙Ⅱ和甙Ⅲ次生代谢物产生 ,随着果龄增加 ,甙Ⅱ
逐渐减少 ,甙Ⅲ逐渐增加。果龄 50d的罗汉果中 ,能检测出低
含量的甜甙 V。果龄 70d时 ,罗汉果皂甙成分主要是甙 V ,甙
Ⅱ与甙Ⅲ检测不到。这种现象提示 ,罗汉果五糖甙 (甙 V)可能
是以幼果中低糖甙 (苦甙)作为前体 ,经历生物代谢转化途径
形成的 ,这条代谢转化途径可能与葡萄糖基转移酶 ( Glucosyl2
transferase)有关。葡萄糖基转移酶在许多活性植物次生代谢物

合成中起重要作用 ,史玲玲等 [8 ]报道 ,葡萄糖基转移酶在红景
天甙生物合成中起重要作用 ,葡萄糖基转移酶催化葡萄糖和
酪醇合成红景天甙。因此 ,可以推测葡萄糖基转移酶参与了
罗汉果皂甙的代谢转化 ,在糖基转移酶作用下 ,葡萄糖残基逐
步转移至罗汉果甙元或低糖甙 ,逐步糖基化 ,最后形成呈强甜
味的四糖甙、五糖甙。根据现有研究资料 ,目前尚不清楚有几
种葡萄糖基转移酶参与了罗汉果甜甙的生物合成以及具体的
合成过程。因此 ,探索罗汉果甜甙的生物合成与糖基转移酶
之间的关系 ,分离、克隆罗汉果糖基转移酶基因 ,并研究其功
能将是下一阶段的主要工作。
表 1　不同果龄罗汉果皂甙成分分析 (n = 3)

Table 1　Analysis of mogrol glycosides at different growing period(Content :μgΠ
100 mg extract)

果龄
(d)

甙Ⅴ
(μgΠ100mg)

甙Ⅲ
(μgΠ100mg)

甙Ⅱ
(μgΠ100mg)

10 0. 0 48. 4 3 666. 4

20 0. 0 40. 8 3 195. 9

30 0. 0 476. 0 2 329. 8

40 0. 0 530. 5 1 284. 9

50 95. 1 1 213. 8 828. 9

60 549. 3 41. 6 0. 0

70 1 331. 4 0. 0 0. 0
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高效液相色谱法测定大鼠血清染料木素浓度
任国峰1 ,汤凌1 ,谭鸿毅2 ,杨爱青1 ,阳国平2 ,黄忆明1

(1.中南大学公共卫生学院 ,湖南 长沙 410078 ;2.中南大学湘雅三医院 ,湖南 长沙 410013)
摘要 :目的 :建立大鼠血清中染料木素浓度的 HPLC测定方法。方法 :大鼠血清以叔丁基甲醚萃取 ,萃取物用氮气吹干后 ,用
甲醇溶解用于色谱分析。色谱条件 :采用 Thermo C18柱 (250mm×4. 6mm ,5μm) ;以乙腈 - 0. 02molΠL磷酸二氢钾 (35∶65 ,pH = 4. 3)
为流动相 ;流速为 1. 0mLΠmin ;检测波长为 260nm ;柱温为 40℃;进样量为 10μL。结果 :染料木素最低检测浓度为 0. 01mgΠL ;标准曲
线线性范围为 0. 01～10. 00μgΠmL (r = 0. 9998) ;相对回收率为 (101. 31±3. 47) % ;日内 RSD与日间 RSD均小于 10. 00 %。结论 :该
方法简便、快速、灵敏度高 ,重现性及稳定性较好 ,适用于大鼠血清染料木素浓度测定和药代动力学的研究。
关键词 :高效液相色谱法 ;染料木素 ;大鼠 ;血清浓度
中图分类号 :R927. 2　　文献标识码 :A　　文章编号 :1004 - 311X(2009) 04 - 0051 - 03

Determination of Genistein in Rat Serum by HPLC
REN Guo - feng1 , TANGLing1 , TAN Hong - yi2 , YANG Ai - qing1 , YANG Guo - ping2 , HUANG Yi - ming1

(1. School of Public Health , Central South University , Changsha 410078 ; 2. Xiangya 3rd Hospital , Central South University , Changsha 410013 ,China)

Abstract :Objective :An assay method for genistein in rat serum by high performance liquid chromatography was established. Method : Serum
sample was extracted with tert - butyl methyl ether ( TBME) for HPLC analysis. The HPLC assay was conducted using Thermo C18 column
(416mm×250mm , 5μm) with acetonitrile - 0. 02molΠL potassium dihydrogen phosphate (35∶65) as mobile phase at a flow - rate of 1. 0 mL·
min - 1 . 10μL of sample solution were injected into the C18 column where the temperature was 40℃. The detection wave length was 260nm. Re2
sult :The limit of detection for genistein was 0. 01mg·L - 1 in serum sample. The linearity range for genistein was obtained from 0. 01mg·L - 1 to 10.
00mg·L - 1 , r = 0. 9998. The recoveries of genistein were 100. 1 %±1. 8 %. The relative standard deviations of the intra - day and inter - day
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were less than 10 %. Conclusion :The method is simple , rapid , sensitive , and accurate , and has a good reproducibility and stability , which may
be used for serum concentration monitoring and pharmacokinetics study for genistein.
Key words :HPLC; genistein ; rat ; serum concentration
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　　染料木素 (genistein)属于异黄酮类化合物 ,其化学名为 4 ,

5 ,7 - 三羟基异黄酮 ,是一种典型的植物雌激素 [1 ]。近年来其
对中老年慢性疾病的防治作用越来越受到重视 ,动物实验、临
床研究以及流行病学调查表明染料木素能降低乳腺癌、前列
腺癌等疾病的发病率 ,缓解更年期综合征和骨质疏松症 ,调节
血脂、预防心血管疾病 [2 ,3 ]。目前生物样本及食品中染料木素
的测定方法包括高效液相色谱法 ( HPLC) [4 ]、紫外可见分光光
度法 (UV) [4 ]、毛细管电泳法 (CE) [5 ]、薄层扫描法 [6 ]、液质联用
法 (LC - MS) [7 ]、时间分辨荧光免疫分析法 ( TR - FIA) [8 ]等 ,一
般多以高效液相色谱法为主 ,但多使用二极管阵列检测器 [9 ]。
本研究用紫外检测器对其进行检测 ,建立大鼠血清染料木素
浓度的检测方法。

1　材料与方法
1. 1　材料
1. 1. 1 　实验材料 : SPF级健康成年 SD雄性大鼠 80 只 (体重
180～200g) ,由中国科学院上海实验动物中心提供 ,实验动物
许可证 :SCXK(沪) 2007 - 0005。实验期间大鼠喂食无大豆饲
料 ,饲料组成 :小麦粉 20 % ,玉米粉 32 % ,麸皮 25 % ,鱼粉 (进
口) 15 % ,酵母 1 % ,骨粉 1. 7 % ,食盐 1 % ,鱼肝油 1 % ,奶粉
2 % ,矿物质添加剂 0. 3 % ,维生素添加剂 1 %。饲养条件 :中南
大学湘雅实验动物学部屏障环境动物实验室 ,实验动物使用
许可证号 :SYXK(湘) 2005 - 0005。
1. 1. 2　试剂 :染料木素 (含量 99. 3 % ,批号 :06070617 ,上海同
田生化) ;泮托拉唑钠 (含量 95. 1 % ,批号 :100575 - 200301 ,中
国药品生物制品检定所) ;乙腈、甲醇、叔丁基甲醚、二甲基亚
砜 (进口色谱纯 ,美国 TEDIA公司) ;磷酸为国产分析纯 ;水为
重蒸馏水。大豆异黄酮 ,由山东三维长润生物有限公司提供 ,

规格 40 % ,其主要成分的含量分别为 :染料木苷 32. 0 %、染料
木素 0. 6 %、大豆苷 6. 2 %、大豆黄素 0. 2 %、黄豆苷 0. 3 %、黄
豆素苷元 0. 2 % ,批号 : Y07 - 0707。丙酸睾酮注射液 ,上海通
用药业股份有限公司。
1. 1. 3　仪器 :高效液相色谱系统 (岛津 LC - 20A液相色谱仪 ,

CBM - 20Alite系统控制器 ,LC - 20AT输液泵 ,CTO - 20A柱温
箱 ,SIL - 20A自动进样器 ,SPD检测器 , LC solution工作站 ;日
本岛津公司)。Sartrius电子天平 (北京赛多利斯仪器系统有限
公司) ,Centrifuge 5415R冷冻变速离心机 ,LDZ522 低速自动平
衡离心机 (北京医用离心机厂) ,XW280A涡旋混合器 (上海医
科大学仪器厂)。
1. 2　方法
1. 2. 1 　色谱条件 :色谱柱 :岛津 VP - ODS C18 柱 (250mm ×
416mm ,5μm ,Thermo) ;流动相 :乙腈 - 0. 02molΠL磷酸二氢钾 (35
∶65 ,磷酸调 pH 4. 3) ;流速 :1. 0mLΠmin ;检测波长 :260nm ;柱温 :

40℃;进样量 :10μL ;灵敏度 :0. 01AUFS。
1. 2. 2　标准液的配制 : Z精密称取干燥过的染料木素标准品
413mg置于 25mL容量瓶中 ,用甲醇溶解并定容稀释至刻度 ,混
匀 ,即得 0. 172mgΠmL标准储备液 ,放置冰箱中保存。
1. 2. 3　内标液的配制 :精密称取干燥至恒重的泮托拉唑钠
5mg置于 25mL容量瓶中 ,用二甲基亚砜溶液溶解并定容 ,得

0. 2mgΠmL的内标溶液 ,4℃保存。
1. 2. 4　血样处理与测定方法 :取 100μL 大鼠血清样品 ,加入
10μL内标 (0. 2mgΠmL 的泮托拉唑钠) ,混匀 ,加入 1. 5mL 叔丁
基甲醚 ,在涡旋振荡器上混匀萃取 3min ,离心 (3 000rΠmin ,
5min)。取出上层萃取液置另一试管中 ,50℃水浴 ,N2 吹干 ,残
渣用 100μL甲醇溶液混匀至充分溶解 ,取 20μL 进样分析 ,记录
色谱图。以样品峰面积 As与内标峰面积 Ai之比 Y代入标准
曲线计算血清浓度 ,色谱结果见图 1。
1. 3　统计分析 :实验结果采用 SPSS16. 0统计软件包建立数据
库 ,进行描述性统计分析和绘制统计图。

2　结果与分析
2. 1　方法特异性考察
分别取空白血清、空白血清加染料木素和内标及大鼠血
清样品加入内标的样品。从标准及样品色谱图上可知 ,染料
木素和内标色谱峰分离良好 ,无杂质峰干扰 ,保留时间分别为
7. 9min和 9. 0 min。色谱结果见图 1。

图 1　染料木素的 HPLC色谱图
A.空白血清 ;B. 空白血清 +内标 ( IS) +染料木素 ( G) ;C. 大鼠血清样
品色谱图。
Fig. 1　HPLC chromatogram of genistein

A. blank rat serum ; B. blank rat serum + internal standard + genistein ; C.

rat serum sample ( G- genistein , IS - internal standard) .

2. 2　标准曲线的绘制
取 100μL空白大鼠血清置于 10mL 的具塞玻璃试管中 ,分
别加入不同浓度的染料木素标准贮备液 10μL ,混匀 ,使其浓度
分别为 0. 0098、0. 0195、0. 0781、0. 3125、1. 25、5、10μgΠmL。按血
样处理与测定方法操作 ,以不同浓度染料木素系列溶液的峰
面积 (As)和内标峰面积 (Ai)来计算 Y( Y= AsΠAi) ,以 Y为纵坐
标 ,染料木素的浓度 X为横坐标进行线性回归。得回归曲线
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为 : Y= 0. 4396X - 0. 0022 , r = 0. 9998 (n = 7)。结果表明染料木
素在 0. 01～10. 00μgΠmL范围内呈良好的线性关系。见图 2。

图 2　标准曲线
Fig. 2　Standard curve

2. 3　检测限的测定
取标准储备液适量 ,各加血清 0. 1mL ,制成含染料木素为

0和 0. 01μgΠmL 的样品 ,按血样处理与测定方法操作 ,取 20μL
进样 ,用信噪比法 ,得染料木素的最低检测浓度为 0. 01μgΠmL。
2. 4　相对回收率试验
分别于 0. 2mL空白大鼠血清中加入低、中、高三种浓度的
染料木素标准液 20μL ,混匀 ,使其浓度分别为 0. 0195、0. 3125、
5. 0μgΠmL ,按血样处理与测定方法操作 ,以标准曲线计算出染
料木素血清浓度 ,以测得值与加入值之比计算回收率 ,每种浓
度样品重复测定 5次。结果见表 1。
表 1　大鼠血清中染料木素的相对回收率 (n = 5)

Tab. 1　Relative recovery of genistein in rats serum (n = 5)

加入量
(mgΠL)

测得量
(mgΠL)

相对回收率
( %)

平均回收率
( %)

0. 0195 0. 0190 97. 59

0. 3125 0. 3183 101. 87 101. 31±3. 47

5. 0000 5. 2234 104. 47

2. 5　精密度测定
取 0. 0195、0. 3125、5. 0μgΠmL 的低、中、高三种浓度 ,按血
样处理与测定方法操作 ,以 1d内每种浓度每个样品重复 5次
测得的染料木素浓度计算日内精密度 ,分别为 1. 37 %、
1108 %、0. 89 % ;以 1w内连续 3d测得的染料木素浓度计算日
间精密度 ,分别为 2. 53 %、1. 98 %、2. 28 %。
2. 6　染料木素的室温稳定性
用空白血清配制 0. 0195、0. 3125、5. 0mgΠL的低、中、高三个
不同浓度的样品 ,于室温分别放置 2h、4h、8h、12h ,进行稳定性
考察。测定结果显示 ,血清中染料木素在室温下放置 12 h具
有良好的稳定性 ,三个浓度的 RSD值分别为 2. 16 %、2. 18 %、
2. 52 %。
2. 7　样品测定

80只大鼠按体重随机分为 5组 :A组为正常对照组 ,B组
为模型组 ,C、D、E分别为低、中、高剂量组。除正常对照组外 ,

其余 4组大鼠腹部皮下注射丙酸睾酮 3mg·kg - 1·d - 1 ,正常对
照组注射麻油。连续注射 1w后 ,低、中、高剂量组分别按大豆
异黄酮 60mg·kg - 1·d - 1、120mg·kg - 1·d - 1、240mg·kg - 1·d - 1灌
胃 ,正常对照组和模型组灌胃 0. 5 %CMC - Na ,连续 28d。第
28d开始灌胃后 2h尾静脉取血 ,离心分离血清。取 0. 2mL 血
样按血样处理与测定方法操作 ,以标准曲线计算出染料木素
血清浓度 ,结果见表 2。血清染料木素浓度 E组 > D组 > C
组。

3　讨论
大鼠血清中染料木素浓度低 ,干扰物质较多 ,给直接测定
带来很大的不便 ,一般多采用有机溶剂萃取后进行测定。本
实验中选择叔丁基甲醚不仅可以有效地提取样本中的染料木
素 ,而且其干扰峰很少。在测定染料木素的 HPLC方法中使用

的流动相往往都含有大量的水及一定的酸 ,易造成染料木素
水解 ,因此选择岛津 VP - ODS C18色谱柱作为检测柱 ,在长期
的检测过程中体现了良好的重现性及稳定性。传统方法中流
动相为甲醇 - 醋酸铵体系或甲醇 - 水体系 ,前者易造成仪器
内部堵塞、损伤色谱柱 ,后者则易出现色谱峰出峰过快或峰形
不好 ,经过试验摸索 ,本方法选择采用乙腈 - 0. 02molΠL磷酸二
氢钾缓冲液 (35∶65 ,pH 4. 3)作为流动相 ,可避免前述方法的诸
多缺点 ,节省试剂及试验时间 ,延长色谱柱的使用寿命。
为研究不同剂量大豆异黄酮对良性前列腺增生雄性大鼠
的影响 ,根据文献 [10 ]报道 SD大鼠摄入染料木素 2h后血清水
平达到峰值 ,对这一时点大鼠血清染料木素测定的结果显示 ,

本实验方法简便、快速、灵敏 ,重现性及稳定性较好 ,无需使用
较为昂贵的质谱仪 ,广泛适用于大鼠血清染料木素浓度测定
和药代动力学的研究 [11 ,12 ]。
表 2　大鼠血清中染料木素浓度
Tab. 2　Concentration of genistein in rat serum

组别 n 血清染料木素 (mgΠL)

A 16 ND

B 16 ND

C 16 1. 49±0. 12a

D 16 2. 67±0. 22b

E 16 3. 57±0. 29c

注 :ND ,未检测出。表中数字表中同列数字右上角字母不同者 ,表示各
组间差异有显著性 ( P < 0. 05) ;反之 ,表示差异无显著性( P > 0. 05)。
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