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高效液相色谱法测定大鼠血浆和全血中核黄素的含量
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摘要：为了直接反映核黄素营养状况对血中核黄素水平的影响，建立了高效液相色谱测定大鼠血浆及全血中核黄

素含量的方法。采用/0123450*6%+色谱柱（!’"227,8&220898，’!2）分离，以甲醇#’223*／:乙酸铵（体积比为

.’;&’）为流动相，流速%8!2:／204，荧光检测器检测（激发波长：,’"42，发射波长：’!"42）。样品经乙腈、三氯甲
烷处理后进样分析。核黄素测定的线性范围为’"!""423*／:，最低检测限为!8’423*／:（!／"<!），日内测定的
峰面积的相对标准偏差（=>/）为%8!?，日间测定的=>/为,8.?。核黄素在血浆样品中的加标回收率为$@8"?
"%",8"?，在全血样品中的加标回收率为$@8,?"%",8,?。
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核黄素是人体生长发育需要的重要水溶性维生

素之一，其在体内形成两种主要衍生物 黄素单

核苷酸（_‘O）和黄素腺嘌呤二核苷酸（_B/），作为
黄素酶的辅酶参与体内一系列生化代谢过程。!"
世纪$"年代全国营养调查结果显示，我国公民膳食
中核黄素摄入严重不足，仅为中国营养学会推荐供

给量的’+8,?。核黄素缺乏可以引起口角炎、舌
炎、阴囊皮炎等，核黄素缺乏还与贫血、一些肿瘤的

发生密切相关［%］，因此，研究核黄素营养状况的评

价方法具有十分重要的理论与实践意义。核黄素营

养状况评价主要采用间接的功能性指标（如红细胞

谷胱甘肽还原酶活性系数和尿中核黄素类物质排出

量等）来评价［!］。核黄素测定一般采用微生物法或

荧光比色法［!］，但由于方法比较繁琐或特异性不

够，不能区分核黄素及其衍生物，难以满足研究工作

深入进行的需要。随着高效液相色谱（XY:6）分析
技术的发展和应用，国内外建立了一些血中核黄素

的测定方法，但是操作过程与结果不尽一致［."@］。

为了直接反映核黄素营养状况对血中核黄素水平的

影响，我们参考国内外有关文献，通过优化操作条

件，选择用乙腈、三氯甲烷处理血样，以甲醇#乙酸铵
作为流动相，建立了测定大鼠血浆和全血中核黄素
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含量的高效液相色谱分析方法，为进一步开展人体

核黄素营养状况评价奠定了基础。

! 实验部分

!"! 仪器与试剂

!"#$%&’((型输液泵与)*)荧光检测器。核黄
素及其两种主要衍生物+,-和+./标准品购自

0123"公司；甲醇、乙腈为色谱纯，冰醋酸为优级纯，
三氯甲烷、乙酸铵为分析纯；实验用水为高纯水。

!"# 色谱条件
色谱柱/1"345&16789（:;(33<)=’331=>=，

;!3）和保护柱?"&@AB"%>789（933<)331=>=，

;!3）均购自/1C3"公司；流动相：甲醇D;3346／E
乙酸铵（体积比为F;G’;，HI’=;），流速8=:
3E／315；荧光检测器激发波长);(53，发射波长

;:(53；柱温为室温；进样体积为8((!E。

!"$ 标准溶液配制
分别准确称取F*=’，J=)，8*=’32的核黄素、

+,-和+./标准品，用(=(:346／E冰醋酸溶液溶
解并分别定容至;((，8((，8((3E，得到浓度均为

:((!346／E的标准储备液，分装后置于K:(L冰箱
中避光保存。临用时用(=(:346／E冰醋酸将其稀
释成相应的工作液。

!"% 样品处理
取大鼠血浆样品F((!E，加乙腈F((!E，振荡

8(&以沉淀蛋白，以8((((%／315速率离心8(315。
吸取上清液，加三氯甲烷’((!E，振荡8(&以萃取
乙腈，以8((((%／315速率离心8(315，取上清液

8((!E直接进样分析。
对于大鼠全血样品需首先溶血，方法如下：取全

血:((!E，加去离子水:((!E，混匀，于)L冰箱中
放置8(315，然后加乙腈)((!E，振荡8(&沉淀蛋
白，以8((((%／315速率离心8(315，吸取上清液，加
三氯甲烷9((!E，振荡8(&，以8((((%／315速率离
心8(315，取上清液8((!E直接进样分析。

# 结果与讨论

#"! 流动相
核黄素由异咯嗪与核糖醇侧链组成，水溶性较

小，在微酸性条件下较为稳定，对碱性环境和紫外线

敏感，分析时应在避光和微酸性条件下进行，必要时

加一定比例的有机溶剂增溶。由于生物样品中除了

核黄素外，还含有其衍生物+,-和+./，因此，良
好的分离效果是获得理想方法的关键。文献［F，)］
报道采用反相高效液相色谱法测定血中核黄素时，

流动相一般选择一定比例的甲醇或乙腈加上缓冲盐

溶液，HI范围为8=9")=(，必要时加离子对试剂以
改善分离效果。我们参考文献［F］的方法，以甲醇D;
3346／E乙酸铵（HI’=;）（体积比为F;G’;）作为流
动相，对核黄素与其衍生物+,-、+./的分离效果
较好，保留时间分别为9=99，;=J(，)=)9315（见图

8）。按照文献［F］的方法，我们曾经使用冰醋酸将流
动相HI调整为)=(，结果+./保留时间后移，

+,-和核黄素分离不佳，荧光强度均有所下降。

E4H$MD.5"@"和,"@$%&4N5［)］报道随着溶液HI的升
高，核黄素、+,-及+./的荧光强度均随之下降，
影响检测灵敏度。这可能是由于溶液酸性增加对其

结构有一定影响所致。鉴于上述情况，我们认为测

定时流动相HI不宜调得太低。

图! 核黄素、&’(和&)*混合标准色谱图
&+,"! -./01230,/21043.51+637/504/+80492:+;，492:+;2<5;+;5
<+;7=9503+<5（&)*）2;<492:+;10;0;7=9503+<5（&’(）>32;<2/<>

#"# 样品前处理
分析血中核黄素及其衍生物+,-、+./时，有

人采用三氯醋酸沉淀蛋白提取后进行测定的方

法［F，;］。我们曾经试验用8(O（体积分数）三氯醋酸
沉淀蛋白，发现用8(O三氯醋酸处理样品对核黄
素、+,-和+./的荧光强度、保留时间均有一定影
响，回收率也不能令人满意。洪卫国等［*］采用高温

高压盐酸水解的方法处理样品，结果核黄素回收率

变化幅度较大。我们又选用乙腈、三氯甲烷提取的

方法［)］，结果较为满意。该方法不仅有效地去除了

蛋白和脂肪等干扰物质，而且还排除了前处理对样

品的稀释作用。

除了少数样品外，我们在对大鼠血浆和全血中

核黄素检测时没有记录到明显的+./和+,-的
吸收峰（图:）。这是因为+./和+,-主要存在于
细胞内，血浆样品中的含量可能太低而不易被检测

到；红细胞内含量虽然较多，但是由于+./和+,-
与黄素蛋白酶结合较为牢固，可能需要采用水解或

酶解的方法才能将其完全解离下来［:］；+./在酸性
条件下不稳定，可以自动分解为+,-［F］；+,-在酸
性条件下可出现异构化现象［9］。生物样品如血中
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图! 大鼠血浆（"）和全血（#）中的核黄素分析色谱图
$%&’! ()*+,"-+&*",.+/*"-01".,"（"）"23#1++3（#）

/+**%#+/1"4%2"2"15.%.

还存在磷酸酯酶，对!"#具有分解作用［$］。因此，
对于血中!"#和!%&的分析条件尚有待于今后
进一步摸索。

!’6 标准曲线和灵敏度
将浓度为’((!)*+／,的核黄素标准储备液用

(-(’)*+／,的冰醋酸溶液分别稀释成.，/(，0(，.(，

/((，’((1)*+／,的溶液进行测定。以核黄素标准品
浓度!（1)*+／,）为横坐标，峰面积"为纵坐标绘制
标准曲线，得回归方程为"2/’030!4/(56’，#2
(-3336，由此表明核黄素在此浓度范围内线性良
好。核黄素的检测下限为’-.1)*+／,（按$／%2’
计）。

!’7 精密度和回收率
取浓度为’(1)*+／,的核黄素标准溶液，分别

于日内和日间重复测定数次，以测定方法的精密度，

结果日内测定的核黄素峰面积的相对标准偏差

（78&）为/-’9（&2’(），日间测定的78&为$-09
（&2/(）；取大鼠血浆和全血样品各/(份，分别加
入’(和$(1)*+／,的核黄素标准品，测定回收率分

别为3:-(9"/($-(9和3:-$9"/($-$9。

!’8 动物试验
实验一：健康雄性 ;<=>?@大鼠，体重6("/((

A，随机分为正常对照组和核黄素缺乏组，每组/(
只。正常对照组喂饲含核黄素的饲料，缺乏组喂饲

无核黄素的饲料，喂饲’周后于眼眶采血，并用肝素
抗凝，离心分离血浆。测定结果显示，正常对照组和

核黄素缺乏组大鼠血浆中核黄素含量分别为（:.-5
B//-0）1)*+／,和（.-3B(-6）1)*+／,，’检验表明
差异具有非常显著性意义（(!(-(/），说明核黄素
缺乏可使血浆中核黄素含量很快下降。

实验二：健康雄性 ;<=>?@大鼠，体重’/."’$.
A，随机分为正常对照组和完全饥饿组，每组/.只，
喂饲第/(C于眼眶采血，并用肝素抗凝。测定结果
显示正常对照组和完全饥饿组大鼠全血中核黄素含

量分别为（::-:B6-$）1)*+／,和（.’-’B/(-$）

1)*+／,，’检验显示两组间差别具有显著性意义
（(!(-(.），表明饥饿后血中核黄素含量也有显著
变化。
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