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自发性高血压大鼠中枢胰岛素的作用

Studies on the rale of insulin in brain in spontaneous hypertension in rat
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　　提　要　目的:研究中枢胰岛素在高血压发病中是否起作用。方法: 用放射免疫法测定 10只自发性高血

压大鼠 、Wistar大鼠大脑皮层、下丘脑、延髓胰岛素含量 ,进行比较分析。结果: 自发性高血压大鼠脑胰岛素

含量明显高于 Wistar大鼠。结论:中枢胰岛素在高血压发病中起重要作用。

　　胰岛素历来被认为是一种外周激素 ,直到 70年代

末人们才开始关注它存在于中枢。1978年 Hav rankova

等 [1 ]用放免法在大鼠脑提取液中检测到胰岛素 , 10余

年来 ,对中枢胰岛素的来源、脑区分布及各脑区的含

量、作用等进行了探讨。但中枢胰岛素与高血压的关系

未引起重视。本研究用放射免疫分析法测定了自发性

高血压大鼠各脑区胰岛素含量。

1　材料与方法

1. 1　样品制备
　　取 10只九周龄 ,雄性 Wistar大鼠 (军事医学科学院动物中

心提供 ) , 10只九周龄 ,雄性 S HR大鼠 (中国协和医科大学阜外

医院动物中心提供 ,动物批准文号 01-1086) ,禁食 12 h,用乌拉

坦 ( 1 g /kg )腹腔麻醉 ,立即断头取出全脑 ,置冰盘上小心切取

大脑皮层、下丘脑、延髓 (各约 120 mg ) ,分析天平称重后 ,置玻

璃匀浆器中用冰冷的 0. 02 mo l / L HCl- 75%乙醇 1 ml匀浆 ,

4℃放置过夜 , 0. 02 mol /L NaHCO3 1 ml中和后置 - 70℃冰箱

待测 [1, 2]。

1. 2　放射免疫测定
　　应用免疫活性胰岛素检测药盒 (中国原子能科学研究院 )

测定。

　　脑组织匀浆胰岛素的换算:

胰岛素含量 ( ng ) /湿重脑 ( g )=
1

11×重量 ( g )
×读数值 U /L

1. 3　统计学处理
　　应用第四军医大学 SPLM统计处理软件 ,方差齐 ,用 t检

验 ;方差不齐 ,应用非参数统计、秩和检验。结果以 x-± sx-表示。

　　 　李　民 ,男 , 35岁 ,主治医师 ,硕士

2　结果见表 1

表 1　各脑区胰岛素含量 (ωB /ng g- 1 ,x-± sx- )

部位 例数 Wistar鼠 S HR鼠

下丘脑 10 6. 37± 1. 20 18. 24± 3. 00*

延髓 10 1. 67± 0. 76 11. 44± 1. 57*

大脑皮层 10 1. 34± 0. 38 4. 43± 0. 80*

* : P < 0. 01与 Wistar鼠比较

3　讨论

　　中枢胰岛素的定量 ,由于关系到对中枢胰岛素的

来源、作用等的认识 ,故常引起争议。Hav rankova最早

报道为平均每克脑组织为 3～ 90 ng [1 ] ,后又修改为 8～

9 ng;但 Baskin用同法测到的含量为 0. 3 ng
[2 ]; Yalow

得到的结果为 1～ 2 ng
[3 ]

;王琼得到的结果为 0. 92

ng
[ 4]。中枢胰岛素的来源有两种途径 ,一是从外周进入

中枢
[5 ]

,一是中枢自身产生。我们测得 Wistar鼠每克

脑组织含量为 1～ 7. 6 ng , SHR鼠为 3. 6～ 21. 2 ng。

SHR鼠各脑区胰岛素含量明显高于 Wistar,差异非常

显著 ( P < 0. 01)。

　　 1991年 Nishim ura脑室内注射胰岛素使心率、血

压下降 ,中枢胰岛素可能参与血压的调节。S HR鼠中

枢胰岛素显著增高 ,说明高血压病时 ,中枢胰岛素代偿

性分泌增加。其机制不明。

　　 SHR鼠存在胰岛素抵抗 ,但是指外周胰岛素抵

抗 ;而未论及中枢胰岛素抵抗。SHR鼠中枢胰岛素明

显增高 ,说明中枢存在胰岛素抵抗 ,其机制有待进一步

研究。

　　关键词　胰岛素 ;中枢胰岛素 ;放射免疫分析法

　　中图法分类号　 R977. 15; R544. 1
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高效液相色谱法测定人血浆中紫杉醇浓度

Determination of Taxol in human plasma by HPLC

董　慧 　 赵春景　 马文秀　 代　青　　 (第三军医大学附属西南医院药剂科 )重庆 , 400038

肖文华　 胡绍毅　　 (第三军医大学附属西南医院肿瘤科 )重庆 , 400038

　　提　要　目的:建立人血浆中紫杉醇的高效液相色谱测定法。方法: 血浆中紫杉醇用醋酸乙酯提取后在

C18柱上以甲醇 -水 ( 65 35, v /v )为流动相 ,检测波长 227 nm ,以峰面积外标法定量。结果: 该法萃取回收率为

94. 58% ,方法回收率为 99. 19% ;日内、日间 RSD均小于 4% ( n = 5) ,应用本法测定了两例癌症患者静脉输

注紫杉醇的经时血药浓度符合二室开放模型。结论:本法操作简便 ,灵敏度高 ,专属性强。

　　紫杉醇 ( Taxo l)是一种具有抗肿瘤活性的天然产

物 ,其化学结构新颖 ,作用机制独特 ,它在癌细胞分裂

时能与细胞微管蛋白结合 ,促使细胞中微管稳定和聚

合 ,使细胞有丝分裂受到阻断 ,从而抑制肿瘤生长 ,是

近年来受到广泛重视的一类新型抗肿瘤药物 [ 1, 2]。为了

研究紫杉醇在人体内的代谢过程 ,我们建立了简便灵

敏的 HPLC-UV检测法 ,能定量地分析血浆中紫杉醇

的含量。

1　材料与方法

1. 1　药品与试药
　　紫杉醇注射液 (商品名: 紫素 ,北京协和药厂 ,批号:

960625);紫杉醇对照品 (纯度 > 99% ,由四川省凉山洲生物研

究所提供 ) ;甲醇为色谱纯 ,醋酸乙酯为分析试剂 ;超纯水 (由

M illipo re超纯水器制备 )。

1. 2　仪器与色谱条件
　　Waters 810液相色谱仪 ,包括 510泵 , 484可变波长紫外检

测器 , Baseline 810计算机控制及处理系统 ;μ-Bondapak C18柱

( 3. 9× 150 mm, 10μm) ;流动相为甲醇 -水 ( 65 35, v /v ) ;流速为

1 ml /min;柱温为 30℃± 1℃ ;检测波长为 227 nm;灵敏度 0. 002

AU FS。

1. 3　对照品溶液的制备
　　贮备液: 精密称取紫杉醇对照品适量 ,用甲醇配成浓度为

　　 　董　慧 ,女 , 62岁 ,主任药师

200 mg /L和 20 mg /L的对照品贮备液 ,置 4℃保存 ,两周内稳定。

　　工作液: 临用时精密吸取贮备液 ,用甲醇稀释成浓度为

0. 2～ 30 mg /L的工作液备用。

1. 4　血浆样品处理
　　取 1 ml待测血浆 ,加醋酸乙酯 4 ml在旋涡混合器上混匀 3

min, 1 000× g离心 15 min,分离醋酸乙酯层 ,同法重复萃取一

次 ,合并醋酸乙酯 ,于 40℃恒温水浴中 ,用氮气流吹干 ,残留物

以流动相 200μl溶解 ,取 20μl进样。

2　结果

2. 1　方法学研究
2. 1. 1　色谱行为　　图 1中 a、 b、 c分别为空白血浆 ,空白血浆

加紫杉醇及患者血浆样品的 HPLC色谱图 ,血浆中内源性物质

对紫杉醇测定无干扰。

2. 1. 2　血浆标准曲线　　取 0. 9 ml空白血浆 7份 ,精确加入紫

杉醇工作液各 100μl,配成 0. 02、 0. 05、 0. 1、 0. 5、 1. 0、 2. 0、 3. 0

mg / L的标准浓度 ,按 1. 4项方法处理、测定。以峰面积对浓度进

行回归 ,回归方程为: C = 167 406. 6965X - 5695. 9522, r =

0. 999 8。最低有效检测浓度为 0. 01 mg /L。

2. 1. 3　回收率实验　　萃取回收率 :于空白血浆中加入不同

量的紫杉醇对照品工作液 ,配成浓度为 0. 05 mg /L和 3. 0 mg /L

的溶液 ,经预处理后测定 ,并与相应量的未经处理的标准品对

照测定 ,按峰面积比计算得平均萃取回收率为 94. 58% , RSD为

1. 15%。

　　方法回收率: 于空白血浆中加入一定量的紫杉醇对照品工

作液 ,分别配成高、中、低 3个不同浓度的样品 ,经预处理后测
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