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图 1 mtDNA的琼脂糖凝胶电泳结果
1 、2 、3 、4分别为鼠肝脏 、脾脏 、心脏 、肌肉组织细胞

mtDNA(各 1例);5为人 DNA/Hind Ⅲ标记

2.3 PCR产物分析

细胞总 DNA样品既可扩增出 mtDNA D环的 1 100 bp片段 ,

也可扩增出定位于核 DNA上的脂蛋白脂酶基因 534 bp片段 。而

本实验所获得的 mtDNA样品 , 只能扩增出 mtDNA D环的 1 100

bp片段 ,见图 2。

图 2 PCR产物分析结果

1为mtDNA样品 ,引物P1-P2;2为总 DNA样品 ,引物 P3-P4;3

为 mtDNA样品 ,引物 P1-P2加P3-P4;4为总 DNA样品 ,引物

P1-P2和P3-P4;5为 DNA Marker

3 讨论

本方法是利用非离子型去污剂 TritonX-100能溶

解除核被膜以外的所有细胞膜的特点[ 2] , 通过适当

离心 ,分离细胞核/细胞质 ,来获取 mtDNA。其主要优

点是不需要分离细胞的总 DNA , 也不需要分离和纯

化细胞线粒体 , 而从完整细胞直接分离 mtDNA。方

法简单快速 ,对实验设备和试剂要求不高 ,一般实验

室均可应用。mtDNA样品紫外吸收光谱分析结果表

明 , 所得核酸样品纯度产率较高 , 方法重复性好。

PCR方法检测结果证实所得样品为 mtDNA , 且该样

品中无核 DNA污染。由此可见 ,本方法制备 mtDNA

完全可以满足常规分子生物学和分子遗传学研究工

作的需要 ,因此 ,值得推广应用。
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技术方法 文章编号:1000-5404(2000)04-0392-03

HPLC法测定红豆杉皮粗提物中紫杉醇的含量

Determination of taxol in the crude extract of taxus bark by HPLC
刘松青 ,高振同 ,代 青 ,张春华 (第三军医大学附属西南医院药剂科 ,重庆 400038)

提 要:目的 建立测定红豆杉皮粗提物中紫杉醇含量的HPLC法 。方法 以 C18 柱为固定相 ,以甲醇-乙

腈-水-四氢呋喃(体积比为 15∶40∶40∶5)为流动相 ,检测波长 254 nm ,柱温(30±1)℃,流速 1.2 ml/min ,以峰

高外标法定量。结果 标准曲线:C=0.1098+0.002613R , r=0.9996 ,样品中紫杉醇含量为 12.61%,加样回收率

102.1%,日内精密度 RSD< 2%(n=7)。结论 本法操作简便 ,灵敏度高 ,专属性强。
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紫杉醇(Taxol)是继阿霉素后最热点的新抗癌药 ,

它主要从红豆杉属植物的茎皮中提取分离获得 。紫杉

醇对晚期卵巢癌 , 转移性乳腺癌和非细胞性肺癌等多

种癌症有显著疗效。目前国内外紫杉醇的供药主要依
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靠从植物中提取 , 因此涉及到如何分离并去掉与紫杉

醇结构相似的其它紫杉烷类化合物 。由于这些紫杉烷

类化合物在化学结构和极性等方面与紫杉醇极为相

似 ,因此给分离检测工作带来很大困难。另外 ,粗品中

紫杉醇及其类似物的含量对采用何种分离手段有一定

指导意义 , 因此了解红豆杉皮粗提物中紫杉醇含量十

分必要 。经过试验摸索 ,建立了一种HPLC法测定红豆

杉粗提物中紫杉醇的方法 , 本法操作简便 , 灵敏度高 ,

专属性强。

1 实验条件

1.1 仪器
Waters 810液相色谱 , 包括 510泵 , 484可变波长紫外检测

器 , U6K进样器 , Baseline 810计算机数据处理系统 ,Mill-Qplus超

纯水器(Millipore)。H66025超声波清洗机 。

1.2 色谱条件

μ-Bondapak C18柱(3.9 mm×300 mm , 10μm);流动相为甲

醇-乙腈-水-四氢呋喃(体积比 15∶40∶40∶5)(需超声脱气后

使用);流速为 1.2ml/min ,柱温(30±1)℃,进样量 20μl ,检测波

长 254 nm ,灵敏度 0.005AUFS。

1.3 试剂与药品
紫杉醇 、三尖杉宁碱标准品由中科院昆明植物研究所提供;

红豆杉皮粗提物由重庆赛诺制药公司提供 。甲醇为色谱纯 (天

津四友生物医学技术有限公司生产), 乙腈为色谱纯(浙江黄岩

化工试剂厂生产), 四氢呋喃为分析纯 (郑州化学试剂二厂生

产),水为去离子水 。

2 实验方法和结果

2.1 色谱行为
在本文色谱条件下 , 红豆杉皮粗提物色谱图见图 1。图中

可见紫杉醇与其主要干扰成分三尖杉宁碱分离良好 。

图 1 红豆杉皮粗提物色谱图

1.三尖杉宁碱 2.紫杉醇

2.2 紫杉醇标准曲线的制备
精密称取紫杉醇标准品 5 mg , 溶于 10 ml甲醇中 , 分别取

0.1 、0.2 、0.3 、0.4、0.5 ml于 10 ml容量瓶中 ,用流动相稀释至刻

度 , 得不同浓度的标准液 。取上述标准液 20μl分别进样 , 在本

试验色谱条件下测定紫杉醇峰高 , 经回归得紫杉醇浓度(C)与

峰高(R)的直线回归方程:C=0.1098+0.002631 R , r=0.9996。

紫杉醇在 5 ～ 25μg/ml范围内有良好的线性关系 。

2.3 日内精密度
取高中低 3个浓度标准液于日内连续进样 7次 , 结果见表 1。

2.4 稳定性
取高中低 3个浓度标准液每隔 24 h测定 1次 , 连续测定 3

次 , 结果显示标准液在 24 h内基本稳定 , 48 h后浓度显著降

低 。说明紫杉醇在溶液中不够稳定 ,测定应在 1 d内完成 。

2.5 加样回收率
取已知浓度样品溶液 4 ml 3份(浓度为 17.15μg/ml),分别

加入 50μg/ml的标准液 1、2 、3 ml ,用流动相定容至 10 ml ,混匀;

在上述条件下进行测定 , 分别得回收率为:102.7%、 103.7%、

100.0%,平均为 102.1%,RSD为 1.87%。

2.6红豆杉皮粗提物的含量测定
准确称取红豆杉皮粗提物约 12 mg , 于 100 ml容量瓶中 ,先

加甲醇:乙腈(3∶8)混合溶剂 55ml ,充分振摇 ,使紫杉醇充分溶

解 , 再用水:四氢呋喃(8∶1)混合溶剂稀释至刻度 ,取以上溶液

适量 , 离心(130 000 r/min , 5min), 取上清液在本文色谱条件下

进行测定 , 记录峰高 ,代入回归方程 , 求得红豆杉皮粗提物中紫

杉醇含量 ,结果见表 2。

3 讨论

在本试验中 ,曾出现溶剂与流动相不相匹配 ,造成

出峰时间变化大等问题 , 影响测定结果。后采用流动

相配制对照品及样品 , 消除了溶剂与流动相不匹配的
问题。

在色谱条件的摸索中 ,流动相曾用甲醇-乙腈-水

(体积比 12∶40∶48), 分离较好 , 但保留时间太长

(tR>20 min)。后选用甲醇-乙腈-水-四氢呋喃(体积

比 15∶40∶40∶5)此条件下分离较好 , 保留时间大大

缩短。
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肺组织中磷的研究对临床医学具有一定意义 [1] 。

近年兴起的微波消解在试样前处理中以快速 、 分解完

全 、元素无挥发损失 、酸耗量少等优点 , 日益受到青睐
[ 2] 。本研究采用微波消解-光度法测定肺组织中磷 ,大

大缩短了样品处理时间 ,方法的灵敏度 、精密度及准确

度高 ,适用于生物样品的分析测定。

1 材料与方法

1.1 仪器和试剂
市售格兰仕微波炉;UV9501紫外分光光度计 (天津鲜一器

械有限公司);CS501超级恒温器(重庆实验设备厂)。

磷标准储备液:用 KH2PO4配成含 PO3 -
4 10μg/ml的储备液 ,

用时逐级稀释成不同浓度的溶液 。

Tris缓冲液:pH 7.0

定磷试剂:3 mol/L硫酸溶液 , 3%钼酸铵溶液 , 20%抗坏血

酸溶液 ,临用时等体积混合 。

以上试剂均为分析纯 ,用二次蒸馏水配制 。

1.2 实验方法
1.2.1 微波消解 称取试样 0.25 g于微波消解罐中 , 加入
4∶1 HNO3-HClO4的混合消解试剂 2.0 ml , 盖好密封内盖和外

作者简介:熊 刚(1969-), 男 , 重庆市人 ,医师。电话:(023)

68754000-73055
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盖 ,置于微波炉中 ,高火消解 5 min。将消解罐取出后以空气或水

冷却至常压 ,先将消解液加热赶尽 NO2 ,再转移至 100 ml容量瓶

中 ,定容。

1.2.2定量测定 分别取试液 3.0 ml和适量磷标液于刻度试管

中 , 加水补足各管溶液至 3.0 ml , 加入 Tris缓冲液 3.0 ml , 摇匀

后再加定磷试剂 3.0 ml , 将试管置于 45℃恒温水浴中反应 20

min ,取出冷却后 , 以试剂空白作参比 , 用 1 cm比色皿 , 在在 800

nm波长处测定吸光度值 。

2 结果与讨论

2.1 消解试剂的选择

为了获得好的消解效果 , 提高回收率 , 本法选用

HNO3-HClO4为微波消解剂 , 并对其体积比为 1∶1 , 2∶

1 , 3∶1 , 4∶1分别进行了标准加入回收实验 , 结果表

明 ,随着高氯酸在消解混合液中的比例不断减少 ,肺组

织中磷的回收率逐渐提高 。这主要是因为利用微波能

在较高温度和压力下进行试样分解 , 使高氯酸的氧化

能力大大增强 ,若消解混合液中其比例过高 ,由于氧化

能力过强 ,反应过快 ,易使样品发生碳化而使回收率降

低[ 3] ,同时因为分解反应为放热反应 ,更增强了这种趋

势 。所以本法选用 4∶1的 HNO3-HClO4 混合液为消解

试剂。
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提 要:目的 研究肺组织中磷的分析方法 。方法 利用微波处理试样 ,并采用光度法测定消解液中的磷

含量。结果 该法的测定结果与湿法消化 、干法消化相当;磷钼蓝的最大吸收波长为 800 nm ,表观摩尔吸光系数

为 2.32×10
4
L·mol

-1 · cm
-1 ,磷在 0 ～ 1 μg/ml内符合比尔定律。结论 本法具有快速 ,灵敏度 、准确度 、精密度

高的优点 ,适用于生物试样中磷的测定。
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