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高效液相色谱法测定心肌腺苷酸含量 

陈建斌 ，饶邦复 ，周远大 ，何海霞 
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【摘 要】目的：用改良高效液相色谱法测定小鼠心肌腺苷酸含量。方法：ODS C】8柱，检测波长254nm。甲醇一50mmol／L磷 

酸盐(1：99)缓冲液(pH6．07)为流动相。结果：心肌 ATP、ADP和 AMP平均回收率分别为 101．1％±9．3％、94．8％±10．6％ 

及 98．3％±5．7％；日内RSD分别为 3．5％、6．9％和4．8％；日间RSD分别为 6．4％、8．6％及 8．2％。结论：该方法简便 、快速 、 

灵敏。采用该法发现病毒性心肌炎小鼠心肌 ATP、ADP和 AMP含量降低。 
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【Abstract】Objective：A method for the quantitative determination of adenosine phosphates of mouse myocardium by HPLC is de— 

scribed．Methods：A ODS Cl8 colutIln and a mobile phase of methol一50mmol·LI1 phosphate(1：99)buffer solution(pH 6．07)，with 

UV detector at 254nm were used．Results：The average recovery rates ofATP，ADP and AMP vcere 101．7％ ±9．3％ ，94．8％ ±10．6％ and 

98．3％ ±5．7％ respectively；the RSDs of within—day were 3．5％ ，6．8％ and 4．8％ ，an d the RSDs of between—days were 6．4％ ， 

8．6％ and 8．2％ ，respectively．Conclusion：The method is simple．rapid and senstive an d can be used tO analyse the adenosine"phos— 

pha tes in myocardium．The myocardial contents of ATP．ADP as well aS AMP decline notably in mice wi th viral myocarditis． 
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心肌组织腺苷酸含量测定可直接反映心肌能量 

代谢状况。电泳层析及酶学等方法测定腺苷酸，操 

作繁琐、费时、灵敏度低，故近年来国内外多采用高 

效液相色谱法_1 j。本文改进 了一些色谱条件和 

操作步骤，并对样品的保存和处理进行了探索，达到 

快速、简便易行的目的。 

1 材料与方法 

1．1 仪 器 

Bio—Rad高效液相色谱仪系统，UV1306型检测器。 

1．2 试剂 

ATP、ADP和AMP标准品购自Sigma公司，其他试剂均 

为国产分析纯。实验用水为重蒸去离子水。 

1．3 色谱条件 

色谱柱：中国科学院大连生物物理研究所生产的 ODS 

作者介绍：陈建斌(1965一 )，男，副教授，博士， 

主要研 究方 向：心肌疾病。 

C1 (7tma，250ram×4．6m)，柱温 25℃；流 动相：甲醇 一 

50mmol#L磷酸盐(1：99)缓冲液(pH 6．07)，实验当天用微孔 

滤膜(0．45t~m)抽滤，流速 lml／min；检测波长 254nm。样品 

进样体积 20／,1；实验采用外标法 。 

1．4 样 品处理 

成年健康昆明小鼠22只，体重 23．4±3．2g，断头处死 ， 

迅速取出心脏 ，剖开心腔，去净血液，称重，置液氮冷冻贮存。 

实验当日剪碎心肌组织，加入预冷(4oC)的 0．1mmol／L高氯 

酸液(每 mg心肌加 20／,1)，冰浴 中磨 成匀浆 ，低温 (4℃) 

30000×g离心 20min，取上清液作色谱分析。 

2 结 果 

2，1 色谱行为 

图为标准品 ATP、ADP及 AMP混合液(A)与 

小鼠心肌上清液中ATP、ADP及 AMP(B)分离色谱 

图。 

2．2 标准曲线 

分别称取 ATP、ADP和AMP标准品 ，用 0．1 
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mmol／L高氯酸液配制成下列浓度(／~g／m1)。 

ATP：7．5，l5，30，60，120，240，480 

ADP：6．5，l3，26，52，104，208，416 

AMP：3．5，7，14，28，56，ll2，224 

进样分析每一标准 品液 ，以峰高和相应的浓度 

进行回归分析，三者的回归方程和相关系数分别为： 

ATP：Y=280X+391．，·=0．9991 

ADP：Y=383X+2497．，．=0．9977 

AMP：Y= 1669X+2191．，．=0．9995 

昌 

图 I 标 准品混合 液 图 Ⅱ 心 肌组织上 清液 

①ATP ②ADP ③AMP 

2．3 回收 率 

在心 肌 上 清 液 中 加 入 标 准 品 A1、P、ADP和 

AMP，使标 准品 ATP、ADP及 AMP的浓度均 为 60 

Fg／ml，进样分析 ；同时进 样分析 以 0．1 mmol／L高 

氯酸配制的相 同浓度 的 ATP、ADP和 AMP标准品 

混合液 。重复 5次，求 得三 者的平 均 回收率分 别 

为 ：101．7％ ±9．3％、94．8％ ±10．6％及 98．3％ ± 

5．7％ 。 

2．4 精 密度 

同日内将加入了ATP、ADP和 AMP标准品的 

心肌上清液(标准品浓度均为 60Fg／m1)进样分析 5 

次，其 日内 RSD分别 为 3．5％、6．9％和 4．8％。上 

述样品分装 ，置 一20℃保存，不同日进样分析，重复 

5次 ，ATP、ADP及 AMP 日间 RSD分别 为 6．4％ 、 

8．6％和 5．2％。 

2．5 灵敏 度 

将心肌上清液用 0．1mmol／L高氯酸稀释 ，结果 

显示心肌 中 ATP、ADP及 AMP最低 检 测 限 可达 

109-g／g湿组织重。 

2．6 昆明 小鼠 心肌 腺 苷 酸含 量 

经液 氮贮 存 2周 、4周 后 健康 昆 明小 鼠心肌 

ATP、ADP和 AMP含量与新鲜心肌各相应值比较 

均无显著性差异(P>0．05，表 1)。 

表 1 健康 昆明小鼠 心肌腺苷酸 含量 

( g·g一 湿 组织重 。 =7。 ± ) 

2．7 病毒性心肌 炎小鼠心肌腺苷酸含量 

6～8周龄 近交系雄性 Balb／c小 鼠随机分为柯 

萨奇 B 病毒感染组和对照组。感染组每只小鼠腹 

腔接 种 含 CVB3的 MEM Eagle液 0．1ml(TCID5n 

10 )。对 照 组 每 只 小 鼠腹 腔 接 种 不 含 CV 的 

MEM Eagle液 0．1ml。感染组和对照组各时相点结 

束时速取心肌组织 ，按本实验建立 的方法测定 心肌 

腺苷酸含量。与对照组 比较，感染组心肌 ATP， 

ADP和 AMP含量第 3天无明显变化 ，第 l4天明显 

降低 ，第 30天较第 14天升高(表 2)。 

表 2 病毒性心肌炎小鼠心肌 ATP。ADP和 AMP含量( g／g湿组织重。 ：5。 ± ) 

注：感染组与对照组 比较，一 P<0 01；感染组第 14天与第 3天比较 ，◆◆P<0．O1；感染组第 30天与第 14天比较 ，☆P< 

0．05。 

3 讨 论 

流动相的组成和比例直接影响样品的分离。本 

实验发现以甲醇 一50mmol／L磷酸盐 (1：99)缓 冲液 

(pH=6．07)为流 动相，心肌 ATP、ADP和 AMP均 

能达到较满意分离 。分析一个样 品能在 15min内完 

成 ，较 文献 报道 的时 间明 显缩 短[ ，3l。本 法 ATP、 

ADP和 AMP的最低检测限为 10Fg／g湿组织重，因 

而能满足测定心肌腺苷酸含量的要求。(下转第490页) 
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作者用本法动态测定了病毒性心肌炎小鼠心肌腺苷 

酸含量。结果发现 CVB 感染早期(第 3天)ATP、 

ADP和 AMP含量无明显变化，急性期(第 14天)明 

显降低，急性期后 (第 30天 )心肌 ATP、ADP和 

AMP含量仍明显低于健康对照组。从而证实病毒 

性心肌炎心肌存在能量生成障碍。 

腺苷酸是生物材料中一种不稳定化合物，容易 

分解，所以在处理样品时应力求迅速。作者尝试将 
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