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　　【摘要】　目的　建立高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定大鼠坐骨神经组织中山梨醇浓度的方法。方法　采用Ａｎ

ｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以Ｌ鼠李糖为内标，乙腈（Ａ）水（Ｂ）为流动相，梯度洗

脱，流速１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长２２８ｎｍ；进样量２０μＬ；柱温２５℃为检测方法，对该方法测定大鼠坐骨神经山梨

醇浓度进行包括专属性试验、线性关系检测、精密度试验、加样回收率试验及稳定性试验等在内的方法学考察。

结果　该方法专属性良好，大鼠坐骨神经山梨醇浓度在７．５～６００ｎｍｏｌ·ｍＬ－１线性范围内线性关系良好（狉２＝０．

９９９９），最低定量限为７．５ｎｍｏｌ·ｍＬ－１。日内、日间精密度小于１０％，加样回收率较高，满足生物样品回收率在

８０％～１２０％内的要求，ＲＳＤ均小于９％；方法稳定性好，反复冻融３次、室温放置４ｈ、－２０℃冻存２８ｄ以及处理好

的标本于进样器放置２４ｈ的ＲＳＤ均小于１０％。结论　该测定方法简便、结果准确、可靠，可用于大鼠坐骨神经组

织中山梨醇浓度的测定。
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　　糖尿病周围神经病变（ＤＰＮ）是糖尿病常见的慢性并发症

之一，其病因和发病机制复杂多样，而山梨醇代谢通路活性的

增强、山梨醇在坐骨神经内大量蓄积是ＤＰＮ发病的重要机制

之一［１］。许多研究表明，糖尿病周围神经功能障碍与神经组织

细胞中山梨醇浓度增加密切相关，故山梨醇浓度异常增加已被

视为ＤＰＮ发病的重要标记物之一
［２］。目前，测定山梨醇浓度

的方法主要包括酶法和色谱法。然而在酶法中，由于山梨醇脱

氢酶除作用于山梨醇以外，还可以作用于木糖醇或其他糖醇，

会导致错误的结果。色谱法中的气相色谱质谱（ＧＣＭＳ）山梨

醇与其他糖醇之间存在干扰，影响山梨醇的准确定量［３］。本文

建立高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定大鼠坐骨神经组织中山梨

醇的浓度，有助于ＤＰＮ的防治及机制研究。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ）；

Ｂｉｏｆｕｇｅ１５Ｒ低温离心机（德国 Ｈｅｒａｅｕｓ）；ＤＶ２１５ＣＤ电子天平

（美国Ｏｈａｕｓ）；ＰＴＦＥ微孔滤膜（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；７４９５４０００００

微量匀浆机（美国 ＫｉｍｂｌｅＣｈａｓｅ）；ＸＷ８０Ａ旋涡混合仪（澳门

市其林贝尔仪器制造有限公司）。

１．１．２　 样品与试剂 　Ｄ山梨醇 （ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，批号为

ＬＢ８７５８７Ｖ），Ｌ鼠李糖（沃凯，批号为２０１２０５１５），乙腈（Ｆｉｓｈｅｒ，

批号为１２５５４９），试剂皆为分析纯。

·６· 检验医学与临床２０１５年１月第１２卷第１期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．１

 基金项目：国家“重大新药创制”科技重大专项（２００９ＺＸ０９１０３３０３）；北京市教育委员会科技计划面上项目（ＫＭ２０１４１００２５０１４）；

首都中医药研究专项（１３ＺＹ０１）。

　　作者简介：杨鑫伟，女，在读博士研究生，主要研究中药复方防治糖尿病周围神经的病变。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｘｕｌｐ＠ｃｃｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。



１．１．３　动物　Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雄性，体质量（１８０±２０）ｇ，ＳＰＦ级，

购自北京维通利华实验动物技术有限公司，合格证号为ＳＣＸＫ

（京）２０１２０００１。

１．２　方法

１．２．１　色谱条件　色谱柱 ＡｎｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８（４．６

ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）水（Ｂ），梯度洗脱（０～

５ｍｉｎ，７０％Ｂ；５～１０ｍｉｎ，７０％～８１％ Ｂ，１０～３０ｍｉｎ，８１％～

８３％Ｂ）；流速１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长２２８ｎｍ；柱温２５℃；

进样量２０μＬ。

１．２．２　样品制备

１．２．２．１　标准溶液及内标溶液的配制　精密称取Ｄ山梨醇

标准品０．０１１ｇ，用适量的蒸馏水溶解，置于１００ｍＬ容量瓶

中，加蒸馏水至刻度，即为６０００ｎｍｏｌ·ｍＬ－１的Ｄ山梨醇对照

贮备液，于４℃保存。精密吸取适量，用蒸馏水稀释成摩尔浓

度分别为７５、１５０、３００、６００、３０００、６０００ｎｍｏｌ·ｍＬ－１的Ｄ山

梨醇标准系列溶液。精密称取Ｌ鼠李糖标准品０．０１０ｇ，用适

量的蒸馏水溶解，置于１００ｍＬ容量瓶中，加蒸馏水至刻度，即

为６０００ｎｍｏｌ·ｍＬ－１的Ｌ鼠李糖贮备液，于４℃保存。精密

吸取适量，用蒸馏水稀释成摩尔浓度为６０ｎｍｏｌ·ｍＬ－１的内标

溶液，于４℃保存。

１．２．２．２　组织样品的采集　取健康雄性大鼠１２只，禁食１２ｈ

（自由饮水），以０．３５ｇ·ｋｇ
－１的剂量腹腔注射１０％水合氯醛，

进行麻醉。麻醉后，大鼠俯卧位，用手术刀于大腿两侧臀部纵

向切开皮肤后，用止血钳和玻璃分针钝性分离尽可能长的坐骨

神经。取坐骨神经组织称重，加冷生理盐水，制备成２０％的匀

浆液，于－２０℃保存备用。

１．２．２．３　样品处理方法　取２００μＬ大鼠空白坐骨神经匀浆

液于２ｍＬＥＰ管中，加入１６０μＬ１０％三氯乙酸（ＴＣＡ）
［３］，以

５０００ｒ·ｍｉｎ－１，室温离心１５ｍｉｎ。取上清液１００μＬ，加入６０

ｎｍｏｌ·ｍＬ－１的内标１００μＬ及５００ｍｍｏｌ·Ｌ
－１的Ｎａ２ＣＯ３２００

μＬ，涡旋混匀１ｍｉｎ。依次加入１ｍｏｌ·Ｌ
－１ ＫＨ２ＰＯ４１２０μＬ，

苯甲酰氯１８μＬ，８ｍｏｌ·Ｌ
－１ ＮａＯＨ９０μＬ，涡旋混匀５ｍｉｎ。

混合物加１．４ｍｏｌ·Ｌ－１ Ｈ３ＰＯ４６０μＬ和乙酸乙酯６００μＬ，涡

旋混匀５ｍｉｎ
［４］。静置分层后，取乙酸乙酯相４５０μＬ，置１．５

ｍＬ离心管，真空干燥。残余物加４５０μＬ流动相复溶，超声２

ｍｉｎ使其充分溶解。取２０μＬ进样。

１．２．３　方法学考察

１．２．３．１　专属性试验　取沉淀蛋白的大鼠空白坐骨神经匀浆

上清液１００μＬ，除不加内标外，按１．２．２．３项操作，进样测定。

将一定浓度的Ｄ山梨醇和内标溶液加入空白血浆中，同法操

作，进样测定。

１．２．３．２　标准曲线及定量限　取沉淀蛋白的大鼠空白坐骨神

经匀浆上清液９０μＬ，加蒸馏水１０μＬ，用于测定空白坐骨神经

匀浆中山梨醇浓度。另取大鼠空白坐骨神经匀浆９０μＬ，加入

一系列Ｄ山梨醇标准溶液１０μＬ和内标溶液１００μＬ，制成含

Ｄ山梨醇分别为７．５、１５、３０、６０、１５０、６００ｎｍｏｌ·ｍＬ－１的标准

坐骨神经匀浆样品［５６］。按１．２．２．３及１．２．１项进行测定，得

空白坐骨神经匀浆中山梨醇峰面积 ＡＢ、加山梨醇匀浆峰面积

ＡＳ以及内标峰面积 ＡＩ，分别以加山梨醇匀浆峰面积 ＡＳ／ＡＩ

减去空白匀浆的 ＡＢ／ＡＩ，得差值ΔＡ（ΔＡ＝ＡＳ／ＡＩ－ＡＢ／ＡＩ）。

以ΔＡ为横坐标，ＣＢ／ＣＩ为纵坐标，按最小二乘法计算回归方

程和相关系数（Ｒ２）
［７］。

１．２．３．３　精密度试验　取沉淀蛋白的大鼠空白坐骨神经匀浆

上清液９０μＬ，按２．３．２项方法配制低、中、高３个摩尔浓度，即

１５、１５０、６００ｎｍｏｌ·ｍＬ－１的质控样品各５份
［５，８］，按１．２．２．３

项下操作，连续测定３ｄ
［５，８］，计算日内和日间精密度。

１．２．３．４　加样回收率试验　取沉淀蛋白的大鼠空白坐骨神经

匀浆上清液９０μＬ，按１．２．３．２项下方法配制低、中、高３个摩

尔浓度，即１５、１５０、６００ｎｍｏｌ·ｍＬ－１的质控样品各３份，按

１．２．２．３项下操作，进样测定。同时，另取相应浓度的Ｄ山梨

醇标准品，用蒸馏水稀释到相应浓度，进样检测，根据回归方程

计算２组Ｄ山梨醇的摩尔浓度并进行比较。

１．２．３．５　稳定性试验　取沉淀蛋白的大鼠空白坐骨神经匀浆

上清液９０μＬ，按１．２．３．２项下方法配制低、中、高３个摩尔浓

度，即１５、１５０、６００ｎｍｏｌ·ｍＬ－１的质控样品各５份，分别考察

Ｄ山梨醇在坐骨神经中的稳定性，包括反复冻融３次，短期放

置（室温，４ｈ），长期冻存（－２０℃，２８ｄ）以及处理好的标本于

进样器放置２４ｈ（进样器放置０、４、８、１２、１８、２４ｈ）的稳定性
［９］。

２　结　　果

２．１　方法专属性试验　设定的条件下，坐骨神经中其他内源

性物质不干扰Ｄ山梨醇和内标的测定，且Ｄ山梨醇与内标分

离良好，试验结果表明，该法专属性良好。

２．２　标准曲线及定量限　该方法线性方程为 Ｙ＝０．３２２３

犡＋０．０３１９，犚２＝０．９９９９。结果表明，Ｄ山梨醇摩尔浓度在

７．５～６００ｎｍｏｌ·ｍＬ－１呈良好的线性关系，Ｄ山梨醇最低定量

限为７．５ｎｍｏｌ·ｍＬ－１。见图１。

图１　ＨＰＬＣ测坐骨神经山梨醇浓度标准曲线

２．３　精密度试验　低、中、高３个浓度的日内精密度分别为

３．２４％、５．５７％、３．４２％，低、中、高３个浓度的日间精密度分别

为７．９６％、１．３９％、２．７８％。检测结果显示坐骨神经样品测定

的日内精密度和日间精密度 ＲＳＤ都小于１０％，表明该测定方

法的精密度高，重现性好。

２．４　加样回收率试验　该方法得到Ｄ山梨醇的加样回收率

分别为（１１４．３６±６．４２）％、（９２．３４±１．４８）％、（１０４．９５±

９．１７）％，ＲＳＤ分别为５．６１％、１．６０％、８．７４％。

２．５　稳定性试验　该方法所有反复冻融试验测定值的低、中、

高浓度的ＲＳＤ分别为８．６９％、５．０３％、３．９３％；短期放置试验

测定值的低、中、高浓度的 ＲＳＤ 分别为 ９．３２％、７．６０％、

４．７２％；长期冻存试验测定值的低、中、高浓度的ＲＳＤ分别为

４．７６％、５．３３％、８．７８％；处理好的标本２４ｈ稳定性试验测定

值的低、中、高浓度的 ＲＳＤ分别为２．０１％、０．６８％、０．５４％。

ＲＳＤ均符合精密度要求，说明分析测试样品在保存过程中较

为稳定。

３　讨　　论

目前，检测ＤＰＮ时山梨醇浓度的方法主要有酶法和色谱

法。酶法是依据山梨醇在山梨醇脱氢酶催化下被氧化为果糖，

同时使氧化型辅酶Ⅰ还原成型辅酶Ⅰ（ＮＡＤＨ），而 ＮＡＤＨ能

发出荧光而进行测定的。但山梨醇脱氢酶除作用于山梨醇以

外，还可以作用于木糖醇或其他糖醇，特异性差［３］，且要求在

１０ｍｉｎ之内进行荧光强度测试，否则会由于荧光的衰减导致

较大的测定误差［９］。ＧＣＭＳ法需要衍生化以增加挥发性，同

时还要抑制山梨醇与果糖、葡萄糖及其他糖醇之间的干扰，色
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谱峰分离度差，影响准确定量且方法过程相对复杂［１０］。

本研究证明，ＨＰＬＣ法可检测坐骨神经中山梨醇的浓度。

糖和糖醇的柱前衍生化可增加 ＨＰＬＣ检测糖醇的灵敏度。其

中苯甲酰化法已被应用于 ＨＰＬＣ检测红细胞中山梨醇的浓

度［４］，故本研究采用苯甲酰化方法检测坐骨神经中山梨醇的

浓度。

高效液相色谱分析一般不要求复杂的样品预处理过程，但

对于生物样品，则要求它的预处理过程具有富集药物，降低干

扰物浓度的能力。因此，本研究采用蛋白沉淀法对坐骨神经进

行生物样品前处理，以达到净化样品的目的，蛋白沉淀法是在

满足分析条件的情况下的首选方法［１１］，其操作简单，并且本研

究采用的蛋白沉淀试剂三氯乙酸有利于山梨醇的定量回

收［１１］，确保了加样回收率的准确度。

本研究采用内标法对大鼠坐骨神经中山梨醇进行测定，可

以减少由仪器系统或操作过程产生的误差，提高分析的准确

度。由于使用 ＨＰＬＣ法测定山梨醇浓度的报道很少，曾有报

道用半乳糖醇为内标［１２１３］，应用 ＨＰＬＣ法检测坐骨神经和晶

体中的山梨醇浓度，故试验初期选择了半乳糖醇为内标物质，

但预试验结果显示山梨醇与半乳糖色谱峰分离度较差。本研

究选择动物体内不存在的Ｌ鼠李糖作为内标，经预试验发现

Ｌ鼠李糖与山梨醇达到很好的分离，且坐骨神经匀浆中内源性

物质不干扰测定。经过系统的方法学考察，本研究所建立的

ＨＰＬＣ测定方法灵敏度高、重复性好，方法简便易行，为坐骨神

经中山梨醇浓度的准确测定提供了依据，进而为糖尿病周围神

经病变的防治提供了较好的测定手段。
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ｔｉｅｎｔｓｏｆＨａｚａｒａＰａｋｉｓｔａｎ［Ｊ］．ＶｉｒｏｌＪ，２０１１，８（４６６）：２６．

［１０］ＤｏｎｇＺＸ，ＺｈｏｕＨＪ，ＷａｎｇＪＨ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｈｅｐａ

ｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓｇｅｎｏｔｙｐｅｓｉｎＣｈｉｎｅｓｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｈｒｏｎｉｃ

ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣ：Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｐａｔｉｅｎｔｓ′ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄ

ｃｌｉｎｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓ［Ｊ］．ＪＤｉｇＤｉｓ，２０１２，１３（１１）：５６４５７０．

［１１］ＲａｉｍｏｎｄｉＳ，ＢｒｕｎｏＳ，ＭｏｎｄｅｌｌｉＭＵ，ｅｔａｌ．ＨｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉ

ｒｕｓｇｅｎｏｔｙｐｅ１ｂａｓａｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｆｏｒｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉ

ｎｏｍａｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ：ａｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＪＨｅｐａｔｏｌ，２００９，

５０（６）：１１４２１１５４．

［１２］ＣｈｕｎＴａｏＷａｉ，ＧｒｅｅｎｓｏｎＪＫ，ＲｏｂｅｒｔＪ，ｅｔａｌ．Ａｓｉｍｐｌｅ

ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｉｎｄｅｘｃａｎｐｒｅｄｉｃｔｂｏｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｆｉｂｒｏｓｉｓａｎｄ

ｃｉｒｒｈｏｓｉｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＣ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌ

ｏｇｙ，２００３，３８（２）：５１８５２６．

［１３］ＺｅｉｎＮＮ．ＣｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓｇｅｎｏ

ｔｙｐｅｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌＲｅｖ，２０００，１３（２）：２２３２３５．

［１４］ＧｈａｎｙＭＧ，ＳｔｒａｄｅｒＤＢ，ＤｉａｇｎｏｓｉｓＤＬ．Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔａｎｄ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＣ：ａｎｕｐｄａｔｅ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２００９，

４９（２）：１３３５１３７３．

（收稿日期：２０１４０３１３　　修回日期：２０１４０８０１）

·８· 检验医学与临床２０１５年１月第１２卷第１期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．１




