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用反相高效液相色谱法分析黄疸血清中胆红素 

组分的初步临床应用 

姗 教研室量监 壁  晦宏础尺 啤 
提 要 用我们建~nLqtT'~ 胆红素组分分析的反相高教液相色 i~(RP--HPLC) 分析了 

一 组黄疽血清标本，发现在高结合胆红素血症血清中胆红索的四个组讣均存在 而在高未结合胆红 

素血症 中只有胆红素双酯(BY) 胆红素单酯( )及米结台胆红素(B|)存在 束测出与白蛋白共价结合 

胆红素( )，并且发现在病毒性肝炎的恢复期，B ／TB比值升高 提示预后良好。 

关键词 高教液相色谱法 ； 堕 塑生 
中图分类号 R446 1 0657．72 

目前临床上常用的测定胆红素的方法是 

重氮法 ．它不能分别铡定每一种胆红素组分． 

并且结舍胆红素的视0定尚无参考方法，常受 

反应时间、温度、介质等影响，可比性较差“ 。 

高效液相色谱法的建立弥补了重氮法的不 

足，该法准确、快速，更能反应疾病的情况。特 

别是 胆红素的测定有更重要的应用价值。现 

将我们的实验结果报告如下． 

稿聃s齑法 

1 试剂 

未结合胆红素(Sigma公司)．三氟乙酸(TFAA， 

Merck~司)，异丙醇、抗坏血酸及二 甲基亚砜均为国 

产分析纯。 

2．仪器 

日本 岛 津 LC一6A高 教 渡 相 色 谱 仪 ，岛津 

SPD一6Av紫外可见检测器．岛津C-R3A数据处理装 

置．色谱柱为C．(150mm×4．6mini．D．) 粒径5 m，孔 

径3ttm，进 ~Nucleosil填料 中科 院大连化物所装 

填。 
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3 标本预处理 

用古0 6 抗坏血酸和2 二甲基亚砜的稀释液 

将血清稀释2O—8O倍后高速离心，取上清液5O“l直接 

进样． 

4 色谱条件 

流动相A：0．5 TFAA．用浓氨水诃pH至2 0．流 

动相B：80 异丙醇，用流动相A稀释．进样后进行线 

性梯度洗脱，韧始流动相为100％(V／V)的流动相A． 

13分钟后流动相A与流动相B之比为55：45(V／V) 维 

持至22分钟 然后回到初始流动相．流动相流速为 

1 Oml／min．测定波长为436mm ，柱温45 C。 

5定 性及定量标准 

用样品保留时间进行定性分析．用峰面积进行 

定量分析．由于只有B 有标准品，所以其它几个组分 

以B。为标准进行定量计算． 

结 果 

1 四种胆红素的分离 

一 个典型的肝性黄疸血清可以分离得到 

四个峰，经鉴定依次为 、 、 及Ⅸ胆红素．其保 
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留时间分别为14．2、15．7、t7 及19．1rnin，如 

图L 一 
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囤1 HPLC分离胆红素组分色谱囤 

2．不同疾病胆红素的组成 

共分析了取 自41个黄疸病人的54份I『『【消 
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标术 其中 辅毒 性肝炎24例 肝硬化8例，胆 

结石3例 妊娠胆癣、壶膜 氏癌各1例，新生儿 

黄疸2例．溶贫2例。发现新生儿黄疸、{；筝贫这 

类高未结合胆红素I『『【症血清中 只有B 、B 

及B ，而未测到B 。而在肝炎、胆结石这类高 

结合胆红素血症血清中 四种组分均可测得。 

3 病毒性肝炎不同阶段胆红素各组分的变 

化 

对一例 乙型病 毒性肝炎病人 连续观察 

得到如图2所示结果。图A表明在总胆红素浓 

度升高时，结合胆红素中以B 升高为主；随着 

总胆红素的降低 胆红素各组分也逐渐降低， 

但B 降低缓慢。图B中可见随着病 情的好转。 

B 、B 、B 与TB的比值都是逐渐下降，而 

B ／TB却逐渐升高。 
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图2 病人血清中胆红素各组分随时间的变 

化情况 

注：TB(▲)，B。(·) B (△)、B (口)、B (O) 
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讨 论 

1． 从结果中我们发现在高未结合胆红 

素血症 中 胆红素的升高以B 为主 在高结合 

胆红素血症中 各个胆红素组分均升高 但在 

三种结合胆红素中 以B 升高为主．这可能与 

它的形成机理有关。 

2．Weiss等 发现在高结合胆红素血症 

血清中存在着不同浓度的 而在高未结合 

胆红素血症中检测不到B ，正常人血中也无 

B ．我们除了未做正常人血清外，从黄疽血清 

中得到同样结果 因此我们认为B 可以用来 

作为区别高结合胆红素血症和高未结合胆红 

素血症的指标。 

3．通过对病例的连续观察 发现随着病 

情的好转，B ／TB、B ／TR、B ／TB均逐渐下 

降，而B ／TB却逐渐升高，Lauff~ 、Weiss 

等 及Adachi等“。均得到这样的结果 我们 

的实验也得到同样的结果 这可能与 分子 

中自蛋白的半衰期长有关。另外 Weiss等 

在他们的实验中还发现2例肝功能衰竭病人 

的B ／TB不但未升高反而进行性下降 直至 

病人死亡。因此B ／TB对判断肝胆疾病的预 

后有重要意义。 
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3 不同浓度苦参作用K562细胞二天后 

计数，结果如下 

结果与MTT法一致 ，反映细胞增殖能力下 

降。 

讨 论 

实验结果表明．苦参可以诱导分化K562 

细胞．在形态学上变化明显．并有抑制细胞增 

殖的能力。有报告沸波酯(TPA)对K562有分 

化作用，维甲酸可分化HL一60细胞，而对 

K562无作用．说明二株细胞分化机理有差 

异。但已有报告苦参对m — 0有较强诱导分 

化作用n ，本文又提示苦参对K562也有明 

160 

显诱导分化作用，给我们今后的研究提出了 

新课题。另外从苦参中可分离出苦参碱 氧化 

苦参碱等17种生物碱 复杂的组分也给研究 

工作带来困难．有报告血液肿瘤 中乳酸脱氢 

酶 (LDH)活性呈上升趋势，在我们工作中 经 

苦参诱导K562细胞内LDH活性呈下降趋势。 

这是由合成减少，还是细胞增殖数量减少所 

致有待探讨。诱导分化肿瘤细胞 使其逆转向 

正常细胞分化．是新近开展起来的非杀伤性 

治疗肿瘤的有前途的方法之一。 
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