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以睾酮为探针测定大鼠 ≤≠° 酶活性的实验研究
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摘要 目的  建立一种简便 !快速 !可靠的以睾酮作为探针药物 评价大鼠 ≤≠ ° 酶活性的高效液相色谱检测方法 ∀方法  色

谱柱为 ⁄≥ ≤ 柱 ≅ Λ 柱温为 ε 检测波长为 内标为氢化可的松 流动相为甲醇 2

# ° 水溶液 Β 流速为 # ∀睾酮以大鼠肝微粒体温孵后 用乙酸乙酯萃取 离心取

上清液挥干后用甲醇 2水 Β 复溶进样分析 ∀结果  睾酮和氢化可的松的保留时间分别为 和 睾酮的孵

育产物 Β2羟基睾酮的保留时间为 回归方程为 Ψ . Ξ . (ρ 线性范围为 ∗

Λ # 检测限下限质量浓度为 ? Λ # ≥ ∴ 提取回收率为 ∗ 方法回收率为

∗ 低 !中 !高三个浓度日内 !日间 ≥⁄均小于 温孵体系中其他内源性物质不干扰测定 ∀结论  所建立

的 ° ≤稳定 !高效 适合睾酮及其代谢产物 Β2羟基睾酮的测定 可应用于药物对大鼠 ≤≠ ° 酶活性的评价 ∀

关键词 睾酮 Β2羟基睾酮 肝微粒体 ≤≠ ° 高效液相色谱法
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  药物代谢的主要场所是肝脏 肝脏进行生物转化则依

赖于微粒体中的多种酶系 其中细胞色素 ° 混和功能氧

化酶系统 ≤≠ ° 是最大的药物代谢酶蛋白超家族 它的

≤≠ ° 亚族是成人肝微粒体中最重要的成分 ∀目前发现

≤≠ ° 亚族参与红霉素 !尼莫地平 !利多卡因 !环孢霉素 !奥

美拉唑等大约 个类别共 多种药物的代谢 约占临床

常用药物的 以上 ≈ ∀因此 准确地评价 ≤≠ ° 亚族的

酶活性对药物相互作用的研究具有十分重要的指导意义 ∀

目前 国内外已广泛认同采用液相色谱 2质谱 ≤ 2 ≥ 或 ≤

标记的检测方法 选用睾酮作为探针底物 通过大鼠肝微粒

体孵育后测定其代谢产物 Β2羟基睾酮的生成量 从而对大

鼠 ≤≠ ° 酶活性进行评价 ≈ ∀但有关文献报道的方法因睾

酮在肝微粒体中的代谢产物较为复杂 分离纯化困难 睾酮

的大多数代谢产物得不到很好的分离 从而影响 Β2羟基睾

酮的定量 ∀本实验在借鉴前人研究的基础上 对样品的萃取

方法及 ° ≤测定条件等进行了改进 建立了一种稳定的大
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鼠肝微粒体温孵体系中睾酮及其代谢产物 Β2羟基睾酮的分

离和定量分析的方法 该方法可应用于体外 ≤≠ ° 酶活性

的评价 本课题已将该方法用于紫杉烷类药物对大鼠 ≤≠ °

作用效应的系列研究 ∀

1  实验材料

1 1  药品与试剂

睾酮 ×≥ ≥ 公司 纯度 ∴ Β2羟

基睾酮 Β2 ¬ Β2 × ≥ 公司

纯度 ∴ 还原型辅酶 ⁄° ≤ 德国

甲醇 !乙酸乙酯 色谱纯 × 乙二胺四乙酸 ∞⁄×

焦磷酸钾 !三 羟甲基 氨基甲烷 × !盐酸 !二硫

基赤藓醇 !甘油 !磷酸二氢钾 !磷酸氢二钠 !氯化钠 !氯化钾均

为国产分析纯 水为灭菌注射用水 ∀

1 2  仪器

• 高效液相系统 • ∏ 自动进样器

• ⁄∏ Κ 检测器 ∞ 色谱工作站

• 公司 ≥ ∞×× ∞ ∞2 电子分析天平

⁄ ≥ ƒ2 真空干燥箱 上海一恒科学仪

器有限公司 恒温水浴振荡器 富年 ≥ 2 ÷ • 2 旋涡

混合器 上海医科大学仪器厂 ± 2 ∏ 超纯水净化系

统 ≥ ∀

1 3  实验动物

≥ ∏ 2⁄ ≥⁄ 大鼠 雄性 体重 ? 由中

山大学实验动物中心提供 实验动物质量合格证明号

∀

2  实验方法

2 1  色谱条件

色谱柱 大连依利特 ⁄≥ ≤ 柱 ≅

Λ 柱温 ε 检测波长 流动相 甲醇 2

# ° 水溶液 Β 流速

# ∀

2 2  主要试剂的配制

2 2 1  睾酮 ×≥ 标准储备液的配制  精密称取

睾酮至 量瓶中 加甲醇溶解稀释至刻度 摇匀 得到

# 的睾酮母液 置于 ε 冰箱中保存 临用前用甲

醇 2水 Β 稀释至所需浓度 ∀

2 2 2  Β2羟基睾酮 Β2 × 标准储备液的配制 精密称取

Β2羟基睾酮 置于 量瓶中 加甲醇溶解并稀

释至刻度 漩涡混匀 得到 # 的 Β2羟基睾酮

的标准储备液 置于 ε 冰箱中保存 临用前用甲醇 2水 Β

稀释至所需浓度 ∀

2 2 3  氢化可的松标准储备液的配制  精密称取氢化可的

松 至 量瓶中 用甲醇 2水 Β 溶解并稀释至刻

度 摇匀 即得到 # 的储备液 置于 ε 冰箱中

保存 临用前用甲醇 2水 Β 稀释至所需浓度 ∀

2 2 4  磷酸盐缓冲液 的配制  分别称取

≤ ° ≤ ° 用 #

的 ≤ 调 至 定容至 置于 ε 冰箱保存 用

于肝微粒体的孵育实验 ∀

2 2 5  焦磷酸钾溶液 的配制  取 # 的

焦磷酸钾溶液和 # 的 ∞⁄× 溶液混匀 用 #

的 ≤ 溶液调节 至 ∀

2 2 6  × 2 ≤ 缓冲液的配制  取 #

的 × 溶液 ! # 的 ∞⁄× 溶液 ! # 的

二硫基赤藓醇溶液 ! 甘油混匀 用 # 的 ≤ 调

节 至 ∀

2 3  ≥⁄大鼠肝微粒体的制备

用差速离心法制备大鼠肝微粒体 ∀将大鼠断头处死 剖

腹 取出肝脏 用冰冻生理盐水冲洗 滤纸吸干 用剪刀将肝

脏剪成小块 用冰冷的蔗糖溶液洗涤 ∗ 次 至洗出液呈无

色或淡黄色 ∀用剪刀把肝小块剪碎 然后加约 倍肝重的蔗

糖溶液 在冰浴中匀浆 重复 次 匀浆液转移至离心管

中 # 高速离心 ε 取上清液于

# 超速离心 ε 弃上清液 沉淀用

焦磷酸钾溶液混悬均匀 再次于 # 超速离心

ε 弃上清液 沉淀用 倍肝重的 × 2 ≤ 缓冲液混

悬均匀 分装 于 ε 保存备用 ≈ ∀

2 4  体外孵育代谢实验

精密吸取睾酮标准储备液 Λ 用甲醇 2水 Β

Λ 稀释至终浓度为 # ∀精密吸取 #

的睾酮溶液 Λ 于 玻璃离心管中 加入适量制备好

的肝微粒体 使药物反应体系中肝微粒体蛋白浓度 用

法测定肝微粒体蛋白浓度 ≈ 为 # 用

的磷酸盐缓冲液补足体系至 Λ 于 ε 水浴中预孵育

后 加入 Λ 的 ⁄° # 启动反应

ε 水浴 后 加入 Λ # 的内标氢化可的松

Λ 再加入 冰冷的乙酸乙酯终止反应 ∀

2 5  样品处理

取终止代谢的样品 旋涡混匀 室温放置

# 离心 吸取上清液转移至另一离心管

中 于真空干燥箱中挥干后用甲醇 2水 Β Λ 溶解 旋

涡混匀 后 # 离心 ∀吸取上清液

Λ 进样测定 ∀

2 6  方法专属性

取灭活的大鼠肝微粒体 Λ 加至离心管中 用磷酸盐

缓冲液 补足体系至 Λ 按照 / 0项下方法操

作 进行 ° ≤分析 另取 支离心管 各加入灭活大鼠肝微

粒体 Λ 再分别加入 Λ # 的 Β2羟基睾酮 Λ

Λ # 的内标氢化可的松 Λ # 的睾酮

溶液 Λ 按照 / 0项下方法操作 进行 ° ≤分析 另将

Λ 灭活大鼠肝微粒体 Λ # 的 Β2羟基睾酮

Λ Λ # 的内标 Λ # 的睾酮溶液

Λ 一起加入离心管中 用磷酸盐缓冲液 补充体系

至 Λ 按照 / 0项下方法操作 进行 ° ≤分析 另取

肝微粒体和灭活肝微粒体各 Λ 至两支离心管中 分别加

入 # 的睾酮各 Λ 按照 / 0项下方法操作
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表 1  大鼠肝微粒体内 Β2羟基睾酮的方法回收率与提取回

收率 ν

Ταβ 1  ¬ √ Β2 × .

√ ν

浓度

Λ #

提取回收率

ξ ? σ ≥⁄

相对回收率

ξ ? σ ≥⁄

? ?

? ?

? ?

表 2  Β2羟基睾酮批内与批间精密度 ν

Ταβ 2  2 2 Β2

× ν

浓度

Λ #

日内精密度

ξ ? σ ≥⁄

日间精密度

ξ ? σ ≥⁄

? ?

? ?

? ?

3 5  稳定性

室温放置条件下各浓度的 ≥⁄均小于 表明样品

在 内稳定 ε 冰箱中储存各浓度的 ≥⁄均小于

表明该样品在 ε 条件下至少稳定 周 ∀

4  讨  论

目前国内外大都采用 ° ≤检测 ≤≠ ° 酶系活性 以此

为基础 本实验室所建立的以睾酮为探针底物的 ° ≤ 从萃

取溶剂 !色谱柱规格 !上样量 !检测波长 !保留时间 !流速等方

面对 ° ≤的条件进行了细致研究 最终确定以乙酸乙酯作

为睾酮及其代谢产物的萃取溶剂 以磷酸氢二钠缓冲液

2甲醇 Β 为流动相 可使睾酮和 Β2羟基睾酮出峰

时间提前 且与睾酮的多个代谢产物及内标物质氢化可的松

的色谱峰分离良好 满足检测需要 ∀与文献报道 ≈ 的方法比

较 本实验的样品处理过程较简便 消耗时间短 在确保稳定

高效的同时简化了实验流程 适合体外睾酮及 Β2羟基睾酮

的定量 为本课题进一步开展药物对 ≤≠ ° 酶系活性及酶

动力学研究提供了方法学依据 ∀

此外 据文献报道和本试验考察 睾酮在肝微粒体中的

代谢产物较为复杂 除在 左右有 Β2羟基睾酮峰

外 在 和 左右亦有色谱峰出现 极可能是睾

酮经由其他 ≤≠ °酶系亚型孵育后的代谢产物 ∀有文献报

道 ≈ 睾酮的 Β2 ×代谢物可作为 ≤≠ ° 活性的指标 而

Α2 ×! Α2 ×代谢物可作为 ≤≠ ° ≤活性的指标 本课

题将进一步对所建立的 ° ≤进行优化 以同时进行多个

≤≠ ° 酶系亚型的研究 ∀
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氨磷汀预防顺铂所致肾毒性
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摘要 目的  观察氨磷汀对顺铂所致肾毒性的预防性保护作用 ∀方法  随机将大鼠分成 组 即空白对照组 顺铂 #

组 顺铂 # 组 顺铂 # 氨磷汀 # 组和顺铂 # 氨磷汀 # 组 分别测

定肾脏脏器系数 !血尿素氮 !肌酐水平 并做肾组织病理学检查 ∀结果  顺铂 # 及 # 组大鼠 !≤ 值均

明显高于对照组和加用氨磷汀组 差异有显著性 Π 或 Π 氨磷汀组肾脏脏器系数明显下降 病理分级显示氨磷

汀肾损害保护率分别为 和 ∀结论  氨磷汀能有效地预防顺铂所致肾毒性 ∀

关键词 氨磷汀 顺铂 肾毒性 化疗
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