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提要 运用色谱法测定了红细胞膜磷脂脂肪酸的组成。首先用双向薄层色谱分析法分离和提纯膜中的类脂，然

后运用毛细管气相色谱法分析其中的组分。类脂中加入G17：�0作内标，硫酸-甲醇液进行甲酯化处理后，上样测

试浴。Ｔ �330mg/L到�8800 mg/L 的姆范段围� 内谙线性 关 系 良好 ，相 关 系 数�均�大 于 0.9 。方 法 ň具 哂有稳 榷 定ㄐ性院 好谩 、⒘度 雀 、重

复性好、操作相对简便的特点，在研究胃肠外营养中脂肪酸乳剂对大鼠多不饱和脂肪酸代谢的影响中，取得了

较好的效果。
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1 前言

亚 油 酸 C18 ）和 α裂亚 麻 酸 C1 8�3n┦ 潜匦需�

脂肪酸（EFA，essential fatty acid。应用葡萄糖氨基

酸系 统 肠 外 营 养 （total parenternal nutrition，

TPN，可以纠正蛋白质和能量缺乏所致营养不良，

同时也出现必需脂肪酸缺乏（EFAD，essential fatty

acid deficiency。TPN中应用长链脂肪乳剂（LCT，

long-chain triglyerides）后，由于其含有丰富的
EFA，因此它既能为机体提供能量，又可纠正和预防

EFAD。但是过量的供给LCT，会导致过量的亚油酸

抑制△6去饱和酶，使得不饱和程度更高，链更长的

衍生物水平下降[12]。为了观察不同剂量的EFA对

红细胞膜磷脂脂肪酸组成的影响，参考有关文

献[3～�55]，我们建立了色谱法测定红细胞膜磷脂脂肪

酸组成的方法。

2 实验部分

2.1仪器与试剂

HP 5890/5971气-质联用仪。色谱柱：HP Ultra-

2�225m×0.2mm×0.33m。交联5 苯基甲基硅

烷。所有试剂均为Sigma公司产品。

2.2 红细胞膜的制备

将4mL血液收集在肝素抗凝管中，立即在4℃�

下 以 1000r/min的转速离心 10min。将红细胞

RBC，red blood cell悬浮在pH 7.6的Tris缓冲

液中（RBC∶Tris缓冲液＝1∶2，V/V ，轻轻倒转，

混合均匀后，在 4℃下以 1000r/min的转速离心

10min，除去上层液体，仅留下RBC。重复洗涤3次，

尽可能地除去粘附在RBC表面的血浆成分。洗净后

的RBC重悬在Tris中，比溶为50 。

RBC膜通过低渗溶解法得到[6]。将4℃下pH

7.6的低渗Tris缓冲液加入到洗净的RBC悬液中

RBC∶低渗Tris 1∶1.2，混合后静止5min，在

4℃下以2000r/min的转速离心20min，倾去上层液

体，避免损失膜。重复4至6次，直到膜溶液变为无

色液体为止。

2.3 红细胞膜脂的薄层色谱分析

2.3.1膜类脂的提取[7]

取 RBC膜液 1mL，加入 3mL氯仿 ∶甲醇 1∶

2混合物，振荡 2min；再依次加入1mL氯仿和 1mL

蒸馏水，分别振荡 30s。过滤后，在分液漏斗中静止

分层，收集含所有类脂的有机层（氯仿层）和前次合

并。

2.3.2双向薄层色谱分析

用自制硅胶G薄层板（20cm×20cm�，双向展

开。每块板用20g硅胶G（青岛海洋化工厂В240mg

羧甲基纤维素钠（ROCH2COONa。

第一相展开系统∶氯仿∶甲醇∶氨水∶水＝80

∶26∶15∶3V/V ；

第二相展开系统：氯仿 ∶甲醇 ∶丙酮 ∶乙酸

∶水＝78∶20∶4∶3∶0.4V/V 。碘蒸气显色，参

考类脂标准品及文献[8,9]的图谱进行定性。

2.4类脂中脂肪酸含量的气相色谱测定
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2 4 1 制 取 薄 层 板 上 的 磷 脂�酰 乙 醇 胺 （≒P ，phos-

phatidyl ethanolamine）和磷脂酰胆碱（PC，phos-

phatidyl choline）

用1∶1的氯仿-甲醇萃取，以1OOOr/min的转

速离心5min，共萃取3次，合并萃取液，氮气吹除溶

剂。加入C17∶内标l00g和硫酸-甲醇液（5 95，

V/V）lOmL，甲酯化后，沸水回流 90min，冷却后用
正 己烷 萃 腿取 脂肪 酸 甲 酯 （ü共 3 危� � 用 C 1内 标，

氮气吹除溶剂，在4℃下保存。

2.4.2 气相色谱条件

HP-气质联用仪，载气为氦气，分流比为60∶1，
柱 前 压 为�00 5MPa 。Ｖ 柱 初跷温 为�6 0妫�持中 续2i； 以�

20℃�//min的速率升至 170℃妫，保持 3min；再以3℃�//

min的 速 率 升 至 228℃妫，保 持 3min，共 运 行

32 .3mn� 溶 剂列效 в � �样�奔间�00 .2min。 Ｑ 进样前

用正己烷稀释，进样量为1L。

2.5动物分组

10周龄雄性 Wistar大鼠由军事科学院动物中

心奶提 供 。4 0淮 笫 笏 婊 � 治为�55椋 �

Sham组（假手术组）：右颈静脉结扎后，不插管，

自 由 饮 食 饮�水 。

NS 组 （生 理 盐 水 组 ）：0.9 NaCl以

330mL/kg.d持续静脉输入，自由饮食。
LCT组（长链脂肪酸组）TPN液体中由10％

I tr liid（华H 鹬埔药 有邢限薰 公� 司 ）提 供�3 30 非堑 鞍 白热

卡。

MCT/LCT组（中长链脂肪酸组）TPN液体中
由 1 L i ofudn  MT/LT （ 德国 贝 朗 医疗 有 限

公司，其中MCT占50 LCT占50 ）提供30％的

非蛋白热卡。

GS组（葡萄糖组）TPN液体中完全由葡萄糖
提 供 非 蛋 白 热卡ā。

3 结果与讨论

红煜 细 胞�膜だ类 脂�的 双�向虮薄 层 色 谱 分 离 见 � 图� ，

红细胞膜的PE和PC的脂肪酸气相色谱图见图2

和图3。PE脂肪酸组成的变化见表 1PC脂肪酸组

成的变化见表2，PC脂肪酸比率的变化见表3。脂肪

酸组分含量测定采用内标法定量，相关系数均大于

0.99，线性范围为350 800mg/L。

表1 磷脂酰乙醇胺类脂中脂肪酸的变化

表2磷脂酰胆碱类脂中脂肪酸的变化



表 3 磷 脂 酰 胆 碱 类脂 中脂 肪 酸 的 比 率 变 化

本法具有稳定性好、灵敏度高、重复性好、操作

相对简便的特点。临床标本提取类脂后，放入-20℃�

冰箱可保存1个月。从表123可以得到以下结论：

脂肪乳剂中脂肪酸与RBC膜磷脂的脂肪酸组成有

重要关系，无 EFA的 TPN可导致 EFAD，加入

MCT/LCT及LCT可预防EFAD。但是过量的EFA

摄取将抑制△6去饱和酶的活性，以部分MCT代替

LCT可以减轻酶活性的抑制。
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Study on the Effect of Lipid Emulsion on the Metabolism

of Polyunsaturated Fatty Acids in Rats for Total Parenteral Nutrition

Zhao Yulan,Li Nan,Tang Yun* and Gu Zhuoyun*
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Abstract A method for the determination of polyunsaturated fatty acids in erythrocyte membrane phospho-

lipid by chromatography was established.At first two-dimensional thin-layer chromatography on silica gel G.

was used for extraction and purification of lipids from biological materials.Blood samples were collected and

centrifuged at 4℃�..Plasma and white blood cells were removed and RBCs were washed with a Tris buffer at

pH 7.6. Membranes of RBCs were obtained through osmosis.Membranes were precipitated after centrifuga-

tion at 4℃�..Lipids of all RBC membrane fractions were extracted with chloroform∶methanol (1∶2,V/V）.

The neutral lipids,phosphatidyl choltne (PC),phosphatidyl ethanolamine (PE) were separated by TLC us-

ing home made plate.Each plate contained 20g silica and 240mg ROCH2 COONa and was developed two di-

mension ally.The phospholipid fraction was identified after comparison with a standard of phospholipids vi-

sualized by treated with iodine vapors.Phospholipids were transmethylated with methanol∶chloroform (1∶

1,V/V)and then they were methylesterified in sulfuric acid∶methanol(5∶95,V/V）.Capillary gas chro-

matography was applied to determine various fatty acids.Initial column temperature was 60℃� and held for 2

minutes,followed by a increase rate of 20℃�//min until 170℃�..After 3 minutes at 170℃�,,the temperature was

programmed to 228℃� with 3℃/min,and held for 3 minutes.With C17:0 as an internal standard,the fatty

acids in lipid emulsion on the metabolism in 40 Wistar mouses were assayed.A good linear relationship of

standards was found in the range of 350mg/L to 800mg/L.All the coefficients of correlation were larger than

0.99. It is a sensitive,stable and relatively rapid method.Our results showed that the beneficial effects of

TPN(total parenternal nutrition) with MCT/LCT(middle-chain triglyerides/long-chain triglyerides) were

exerted in polyunsaturated fatty acids metabolism.
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