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小鼠脑组织中溶血卵磷脂和卵磷脂含量的
：简便分析方法

侯威远1’2，龙鼎新1’2，李琴1’2，李薇1，伍一军1

(1．中国科学院动物学研究所分子毒理学实验室农业虫害鼠害综合治理研究国家重点实验室，北京100101；

2．中国科学院研究生院，北京100039)

【摘要】 目的建立快速准确测定小鼠脑组织中卵磷脂(PC)和溶血卵磷脂(LPC)含量的简便方法。方法

小鼠脑组织经氯仿和甲醇抽提总脂后，以氯仿，甲醇，乙酸／丙酮，水(401251714／2，v／v)为展层剂，采用单相薄层层析

(TLC)并结合铝蓝定磷法测定两种磷脂的含量。结果该法测定PC和LPC的回收率分别为94．9I％±6．74％和

104．00％±5．38％，相对标准偏差分别为5．05％和7．10％，最低检测限为4．80 nmol。用此法测得小鼠脑组织中PC

和LPC的含量分别为20257．14±1022．88 nmol／g脑重、420．91±29．87 nmol／g脑重。结论TLc法用于小鼠脑组织中

LPC等磷脂的测定，简便易操作、重现性好，不仅能够分离测定PC和LPC，而且能够分离测定小鼠脑组织中的另外

其它5种磷脂。
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【Abstract】 Objective To develop a metllod for determining the咖tents of phosphatidyleholine(PC)and

lysophesphatidylcholine(LPC)in moufle brain．Methods The total lipids of mouBe brain w啪extracted with clllomform and

methan01．PC and LPC Wt目t'e separated by one-dimensional thin-layer chromatography(TLC)using chloroform／methanoYacetic

acid／acetone／water(40：25：7：4：2，v／v／v／v)aS solvent and their contents were measured by determination of phesphorus using

phosphomolybdenum blue method．Results The recovery for PC and 12'C was 94．91％±6．74％and 104．00％±5．38％．

respectively，with relative standard deviation of 5．05％and 7．10％．respectively．The limit of quantitation was 4．舳nmoles．The

contents of PC and LPC in whole mouse brain assayed by this method were 20257．14±1022．88 nmoles／g wet brain and 420．91 4-

29．87 nmoles／g wet brain，respectively．Conclusion The procedure described in the present study is simple，easy to deal with。

and reproducible．Not onty PC and LPC but also other five phosphofipids in mouse brain can be assayed by this method．
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卵磷脂(ph08phatidylcholine，PC)是真核细胞中

磷脂的最主要成份，大约占细胞总磷脂的50％It]。

它对质膜和内膜系统的结构稳定和细胞内信号传导

起着非常重要的作用，PC代谢平衡的紊乱可导致细

胞周期阻滞甚至引发细胞凋亡性1。溶血卵磷脂

(1ysophosphatidylcholine，I．PC)是PC代谢的中间产

物，可进一步脱酰基形成甘油磷脂酰胆碱和游离脂

肪酸，并通过酯化反应生成PC。因而，LPC对PC代

谢的调节起着非常重要的作用。近年来的研究表

明，在小鼠体内，LPC是神经毒性有机磷化合物的作

用靶标．神经病靶酯酶(neuropathy target esterase．

NTE)的生理底物¨“’，在病理特征为神经病变为主

的“有机磷化合物引发的迟发性神经毒性

(organophosphate—induced delayed neuropathy。0HDN)”

的发生过程中起着重要作用b】。此外，研究还发现

LPC含量与机体病理变化相关，如：在发生动脉粥样

硬化时硬化结块的12C含量升高，在卵巢癌患者的

血浆中LPC水平升剐“引。实际上，LPC是一种重
要的信号分子，它可以作用予G蛋白偶连受体引起

细胞增殖、钙动员等细胞反应【8】。因此，研究小鼠这

种作为医学实验中最常用的实验动物的脑组织中

LPC水平的变化不仅对于认识OPIDN的发生过程，

而且对于了解某些重要疾病的发生机理都具有重要

的意义。

以往对于磷脂的分离多用HPLC法，分离时需

用正相柱，且仪器、试剂昂贵、洗脱条件复杂、技术条

件也不易掌握归J。本研究应用并改进薄层层析法

(’IK法)分离并测定小鼠脑组织中的LPC和PC的

含量，效果甚为理想。

1材料和方法

1．1仪器与试剂

分光光度计(Beckman DU800)，离心机

(Beckman GS一6KR)，消化炉，氮吹仪，上行展层层析

缸。

PC和LPC标准品为Signm公司产品，氯仿、甲

醇、乙酸、丙酮、钼酸钠、盐酸肼均为国产分析纯试

剂。TLC板(硅胶GF254，20 cm×20 cm，0．25 mm

厚)为Merck产品。

1．2实验动物

昆明小鼠(KM系)购自北京大学医学部实验

动物中心，5—6周龄，体重20～25 g(动物合格证

号：SCSK(京)2002．2006)。每3只饲于一笼，自由摄

食、饮水，饲养室温度保持在(22 4-2)℃左右，自然

光照，适应3 d后用于实验。

1．3小鼠脑组织制备及总脂的抽提

参考Folch等n训的方法略加改进，具体步骤如

下：小鼠断颈处死后，分离脑组织置于盛有冰冷的

TE缓冲液(50 mmollL Tris．HCl，0．2 mmol／L EDTA，

pH 8．0)的平皿中，仔细剥离脑膜和血管，用吸水纸

吸干脑组织表面的缓冲液后称重。将脑组织置于带

有四氟乙烯转头的电动玻璃匀浆器中，加入10％

(w／v)TE缓冲液匀浆。匀浆液转移到洁净的10 mL

离心管中3 000 r／min离心10 min，上清(s1)加入5

倍体积的氯仿，甲醇(2／1，v／v)充分混匀后3 000 r，

rain离心10 min，上清(s2)转移到另一离心管中l

000 r／min离心5 min，溶液分为上下两层，下层为富

含脂类的抽提液(T1)。将沉淀(P2)与第1次离心

后的沉淀(P1)合并，然后加入20倍体积脑重的氯

仿／甲醇(2／1，“v)匀浆后3 000 dmin离心10 rain，

沉淀再用10倍体积的氯仿，甲醇(2／1，“v)再抽提1

次，3 000 dmin离心10 min后，弃沉淀，合并两次抽

提的上清液，加入0．2倍体积的0．1 mol／L KCI，充分

混匀后1 000 dmin离心5 min，吸去上层，下层即为

抽提液它，将T1、亿合并，用氮气流缓慢吹干后一

20℃保存备用。

1．4点样、展层、显色

将上述吹干样品用400 ttL氯仿，甲醇(1／1，v／v)

溶解后用于点样。点样时距离层析板底缘和两侧边

缘各1．5 cm点成3 cm(用于LPC测定)或1 cm宽

(用于PC测定)的条带。将展层剂氯仿／甲醇，乙酸／

丙酮／水(40，25，7，4／2，“v)预先在层析缸内饱和1—

2 h⋯1。展层大约需要2 h，当溶剂前沿距层析板前

端1．5 cm时停止展层，用铅笔标记溶剂前沿的位

置。展层后层析板在空气中干燥30 min，然后放入

碘缸内显色5 min，待条带清晰后取出层析板并用铅

笔圈出条带的位置。

1．5磷脂消化

用刀片将层析后LPC和PC对应的条带刮到称

量纸上，然后倒入耐热试管中，轻轻振荡试管使粘在

管壁的硅胶粉末都落人试管底部。加入200 pL的

72％高氯酸使硅胶完全湿润。将试管放在消化炉内
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先在190。C消化20 min，保证磷脂完全消化，然后将

温度调高到220℃，直到高氯酸完全挥发干净。整

个消化过程在通风橱内进行。

1．6无机磷定量

I．6．1钼蓝生成反应的试剂配制¨引：将60 mL含lO

g钼酸钠的4 mol／L盐酸溶液与14 mL含400 mg盐

酸肼的4 mol／L盐酸溶液混合后沸水浴加热20 min，

冷却后加入14 mL 98％的浓硫酸，充分混匀后加水

至100 mL，此即为贮存液。临用时取4 mL贮存液加

入1 mol／L硫酸48 mL，加水至100‘mL即成工作液。

1．6．2 定磷标准曲线制作：将无水KH2PO。在

120℃烘烤至恒重后，用三蒸水配制成30 mmol／L的

标准溶液，等比稀释出不同浓度的标准液(0—600

肛mol／L)，取各浓度溶液0．3 mL加入钼蓝生成反应

工作液2．7 mL。每个浓度设3个平行，以0．3 mL三

蒸水加2．7 mL钼蓝生成反应工作液为空白。充分

混匀后，在沸水浴加热5 min，冷却后在815 am处测

定吸光度值。

1．6．3样品中无机磷含量的测定：将消化后的样品

冷却后，每管加入0．3 mL三蒸水，然后再加入2．7

mL的钼蓝生成反应工作液，沸水浴5 min，1 500 r／

min离心5 min，冷却后测上清液在815 am处的吸光

值。无机磷含量根据标准曲线计算。

1．7回收率实验

取6．5 mmol／L的PC标准溶液和11．5 mmol／L

的LPC标准溶液各10弘L于硅胶板上分别点成l cm

和3 cm宽的条带，展层、消化后测定其回收量，设6

个平行，计算平均回收率。

回收率=测定值／添加量×100％。。

1．8数据处理

根据标准曲线计算回归方程及相关系数。样品

测定值以平均值±标准差表示。

2结果

2．1磷脂的消化和磷含量测定

用KH2P04做定量标准曲线的磷含量在所测浓

度范围呈现良好的线性关系，R2=0．9996(图1)。

最小检测限度为4．80 nmol。用72％高氯酸在190℃

消化20 min可使磷脂消化率达到95％以上。由于

在强酸条件下抑制钼蓝生成，因此磷脂消化完全后，

要将高氯酸挥发去除。这样既可以促进颜色反应，

又可以防止由于较长时间放置后高氯酸溶液中水分

的挥发而带来测定液体积变化引起的误差。该法测

定PC和LPC的回收率分别为94．9l％±6．74％和

104．00％±5．38％，回收率在理想范围。

2．O

1．5

专 1．0

O．5

O

O 20 40 ∞ ∞ l∞120 140 160 180

Pi(moles)

图1钼蓝显色法测定磷含量的标准曲线

啦．1 Standard curve of absorbance of the chromophore
ve玛us equivalent Pi quantity at 815 nm wavelength

2．2 TLC分离小鼠脑组织中的磷脂

采用展层剂氯仿／甲醇，乙酸／丙酮／水(40／25／7，

4／2。v／v)和上行展层法，小鼠脑总脂的粗提取物中

各磷脂成分可得到较好的分离(图2)。LPC的极性

较大，其Rf值(0．11)小于PC的Rf值(0．33)。经

此法测得的数据表明，正常小鼠脑组织中PC含量

比较丰富，达到20257．14±1022．88 nmol／g脑重，而

LPC含量不到PC含量的五分之一，仅为420．91±

29．87 nmol／g脑重。

1、2,3道上样量为∞皿，用于测定LI，c；4、5、6道上样量为5

IlL，用于测定Pc。

图2 TLC法分离小鼠脑组织中的磷脂

Loading amounts of the samplesm60 m and 5一，respectively，on
line 1，2 and 3 for LPC assay and on line 4，5 and 6 for PC assay

飚．2 Separation of mouse brain phospholipids by’I比

3讨论

TLC是一种较为经典的用于磷脂分析的方法，

通常有双相和单相之分，前者耗时长，且每次只能分

析一个样品，但适合将所有的磷脂类型完全分离。

然而，在很多情况下只要研究样品中一种或几种磷

脂含量的变化而并不需要将所有的磷脂类型全部分
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