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① HPLC法测定仔猪小肠刷状缘膜囊孵育体系中的二肽含量

代建国　李德发3 　朴香淑　杨文军　武玉波
(中国农业大学动物科技学院, 北京 100094)

摘　要　用高效液相色谱法测定了经仔猪小肠刷状缘膜囊水解后的甘2L 2脯、L 2亮2甘和 Β2丙2组共 3种二肽

的剩余含量。分别以水2三氟乙酸 (质量浓度分别为 0. 1% , 0. 08%和 0. 1% , pH 值分别为 2. 20, 2. 30和 2. 20)

和乙腈2三氟乙酸 (三氟乙酸质量浓度 0. 1% )为流动相,经 Phenom ennex OD S 分析柱 (250 mm×4. 60 mm ,

5 Λm , C18)分离,在 200～ 400 nm 处检测。结果表明, 3种二肽在 0～ 300 ΛgõmL - 1之间,其峰面积 (X )对质量浓

度 (Y , ΛgõmL - 1)回归得方程分别为 Y = 0. 000 1X - 5. 694 5, (R 2= 0. 994 6) ; Y = 0. 000 4X - 1. 416 7, (R 2=

0. 999 9) ; Y = 0. 184 2X - 7. 365 4, (R 2= 0. 994 8)。平均回收率依次为 100100% , 100. 01%和 99. 92% ,保留

时间依次为 7. 63, 8. 01和 4. 17 m in,最大吸收波长依次为 201, 200和 280 nm。该方法快速、简便和准确,结果

稳定,重现性好,可以用来评定单个已知的二肽在动物小肠刷状缘膜孵育液中的水解状况。
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Abstract　 T he concen tra t ion s of Gly2L 2p ro , L 2L eu2gly and Β2A la2h is in p ig let sm all

in test ine b ru sh bo rder m em b rane incubat ion system w ere analyzed by u sing h igh perfo rm ance

liqu id ch rom atography. W ater2t rif luo roacet ic acid (concen tra tes w ere 0. 1% , 0. 08% and

011% respect ively, pH value w ere 2. 20, 2. 30 and 2. 20 respect ively ) and trif luo roacet ic

acid2aceton it rile (concen tra te w as 0. 1% ) w ere u sed as mob ile phase, samp le w ere separa ted

by Phenom ennex OD S analyt ica l co lum n ( 250 mm × 4. 60 mm , 5Λm , C 18 ) and detected

betw een 200～ 400 nm. T he resu lts ind ica ted that the regression equat ion s of peak area (X )

again st concen tra te (Y , ΛgõmL - 1) of the th ree dipep t ides w ere, betw een 0～ 300 ΛgõmL - 1,

Y = 0. 000 1X - 5. 694 5, R
2 = 0. 994 6; Y = 0. 000 4X - 1. 416 7, R

2 = 0. 999 9 and

Y = 0. 184 2X - 71365 4, R
2 = 0. 994 8 respect ively, the average recovery w ere 100100% ,

100. 01% and 99. 92% respect ively. T he determ inat ion m ethod is rap id, simp le, accu ra te,

stab le and rep roducib le, and is p ropo sed to be u sed fo r determ ine con ten t of the single and

know n dipep t ide in p ig let sm all in test ine b ru sh bo rder m em b rane vesicle incubat ion system.
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　　成年动物肠腔、刷状缘膜以及肠上皮细胞内均分布着一定的二肽酶[1, 2 ] ,因而小肠中的二

肽在进行跨膜转运的同时,往往伴随着自身的水解,而且水解程度因动物种类及年龄的不同而

可能呈现出一定的差异[3～ 5 ]。因此在研究断奶仔猪小肠刷状缘膜囊对小肽转运的时候,必须探

明动物对小肽水解的程度,为衡量小肽的运输效率提供必要的参数。目前,关于小肽水解的研

究在国内尚属空白,国外多利用产物紫外吸收[6, 7 ]或同位素标记技术[3～ 5 ]研究二肽的水解,产

物紫外吸收仅用于研究那些含苯环氨基酸的小肽水解,而同位素标记试验可以适合于测定任

何小肽的水解, 且灵敏度高, 但试剂标记和检测成本极其昂贵, 且易造成环境污染, 而通过

H PL C 直接测定水解前后二肽 (底物)的含量来评价小肽的水解的报道尚不多见。本试验用

H PL C 法对引入到仔猪小肠刷状缘膜囊孵育体系中经过水解过程后剩余的 3种二肽的含量进

行了测定,并对此方法进行了评价。

1　材料与方法

111　仪器与试剂

A lliance W aters 2690高效液相色谱仪 (美国W aters公司) : 包括 2690 四元梯度高压泵、

M asslynx 3. 5 操作系统和W aters996 二极管阵列检测器等; Co le2Pam er8892 超声振荡仪;

H eraeu s Sepatech B iofuge 22R 超速离心机;微量进样器 (Eppendo rf 200和 Eppendo rf 1000) ;

样品过滤器及滤膜 (Gelscience, 0. 45 Λm ) ; M anopu re 超纯水器。乙腈 (色谱纯)、三氟乙酸

T FA (优级纯)和高氯酸 (分析纯)均购自国内; Gly2L 2P ro (分析纯)、L 2L eu2Gly (分析纯)和 Β2
A la2H is (分析纯)等 3种二肽均购自美国 Sigm a 公司。

112　色谱条件

参照文献[ 8, 9 ]选择色谱条件,并做适当改动。Phenom ennex OD S分析柱 (250 mm×4160

mm , 5 Λm , C18,美国迪马公司) ; 流动相A 为H 2O 2三氟乙酸 T FA ,其浓度依次为 0. 1% T FA

(pH 2. 20) (体积比为 1 000∶1)、0. 08% T FA (pH 2. 30) (体积比为 1 000∶0. 8)和 0. 1% T FA

(pH 2. 20) (体积比为 1 000∶1) ;流动相B 为乙腈2T FA (0. 1% T FA ) (体积比为 1 000∶1) ;柱

箱温度: 38℃;流速: 0. 6 mLõm in - 1。检测波长 200～ 400 nm ,进样量为 20 ΛL。

1. 3　工作液的配制

精密称取甘2L 2脯二肽 (Gly2L 2P ro )、L 2亮2甘二肽 (L 2L eu2Gly)和 Β2丙2组二肽 (Β2A la2
H is)等 3种二肽各 30 m g,分别加入超纯水,超声振荡使之完全溶解,最终均定容于 50 mL 的

容量瓶中,使之浓度均为 600 Λgõ mL - 1。各取 10 mL 标准样品溶液,加入等体积的 0. 6 mo lõ

L - 1的高氯酸,在 10 000×g, 4℃下离心 15 m in,取上清液- 20℃保存,为标准工作储备液。

1. 4　仔猪小肠刷状缘膜囊 (BBM V)的制备

选择体重为 7. 0～ 7. 5 kg 左右的三元杂交 (长白×大白×北京黑) 35～ 40 日龄断奶的健

康仔猪 6头,饲喂常规日粮。屠宰取小肠之前,饥饿 24 h。参照文献[10 ]所介绍的M gC l2 沉淀法

制备BBM V ,超低温冷冻保存。

用 25号针头吸起离心管底的BBM V ,转移到另一装有BBM V 前置液离心管中,前置液为

pH 为 715的 1 mmo lõL - 1 T risöH epes (1 mmo lõL - 1 T ris液,用H epes调节 pH 到 7. 5)液,内

含 300 mmo lõL - 1的甘露醇溶液。用此溶液多次冲洗洗涤BBM V、离心、弃上清液, 终末将

BBM V悬浮于该溶液中超低温冷冻保存。孵育水解前,用Keenw ood 匀浆机全速匀浆BBM V ,

破坏其封闭的囊状结构,用前置液将其稀释成 0. 8 m gõmL - 1溶液,超低温冷冻保存。
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115　水解样品的处理

参照文献[ 11, 12 ]方法,并略加改动进行处理。在硬质玻璃试管中准确加入pH 值为 715

和浓度为 281. 25 ΛgõmL - 1和的 Gly2P ro 二肽底物溶液 800 ΛL , 然后移入 pH 值为 715 的

1 mmo lõL - 1 T risöH epes缓冲液, 25℃下充分振荡预热 10 m in,再向试管加入经 25℃下充分

振荡预热的仔猪小肠刷状缘膜囊悬浮液 100 ΛL ,置于微型振荡器上迅速混匀; 25℃和 100 rõ

m in - 1的条件下准确孵育 15 m in,之后立即将试管放入 100℃沸水浴中振荡 1 m in,以终止二

肽酶对二肽的水解反应,之后将试管置于微型振荡器上充分混合均匀,所得的水解溶液为样品

溶液。在10 000×g和 4℃条件下离心 15 m in, 取上清液, 加等体积的 0. 6 mo lõL - 1高氯酸,

10 000×g 和 4℃离心 15 m in,收集上清液,经 0. 45 Λm 滤膜过滤,滤液上机分析。

L 2L eu2Gly 和 Β2A la2H is 的水解采用同样的方法进行, 二者的底物浓度分别为

355. 00 ΛgõmL - 1和 470. 00 ΛgõmL - 1。每个处理做 6个重复。

2　结果与讨论

211　色谱分离条件的选择

3种二肽的的极性较大,在H PL C 中对非极性固定相之间的作用力较弱,样品保留时间随

流动相极性增大而减少,故对流动相中的乙腈等极性物质较敏感。在流动相中若乙腈用量高,

会使保留时间提前以及基线漂移,并出现典型的吸收峰干扰。采用B 液从 0到 12. 0 m in 匀速

上升至 2% ,可以有效改善洗脱条件,减少杂峰干扰。

此外,流动相 pH 值的变化直接影响 3种二肽的分离效果。本试验以pH 值为 2. 20, 2. 30

和 2. 20的流动相进行洗脱,取得了较好的分离效果。在pH 值为 2. 20时,分离 3种二肽的混

合液,结果发现仅仅出现甘2L 2脯二肽和 Β2丙2组二肽的峰形,在pH 值为 2. 30时,仅仅出现L 2
亮2甘二肽的峰形。各样品中的二肽图谱见图 1。如何使几种二肽在同一条件下同时得到分离

和检测出来,有待于进一步探索。

图 1　仔猪小肠刷状缘膜囊孵育液中 3种二肽的 HPLC图谱

212　工作曲线

用超纯水准确稀释标准工作储备液, 分别制得 0, 9. 38, 18. 75, 37. 50, 75. 00, 150. 00 和

300. 00 ΛgõmL - 1的 3种二肽标准溶液,经过 0. 45 Λm 滤膜超滤后上机测定,进样 20 ΛL (每种

样品进样 2次,记录色谱图) ,用各样品的峰面积 (X )对质量浓度 (Y , ΛgõmL - 1)回归得方程分

别为 Y = 0. 000 1X - 5. 694 5, R
2 = 0. 994 6; Y = 0. 000 4X - 1. 416 7, R

2 = 0. 999 9;

Y = 01184 2X - 7. 365 4, R
2= 0. 994 8。结果表明, 3 种二肽标准品的峰面积 (X )与质量浓度

(Y , ΛgõmL - 1)呈现显著的直线线性关系。
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213　回收试验

分别于 6个试管中准确移入已知浓度的Gly2L 2P ro 二肽样品溶液 0. 1, 0. 2, 0. 4, 0. 6, 0. 8

和 1. 0 mL ,然后用预冷的超纯水均补足至 1. 0 mL。置于微型振荡器上迅速混匀; 25℃和100 rõ

m in - 1的条件下准确孵育 15 m in,立即将试管放入 100℃沸水浴中振荡 1 m in,之后将试管置

于微型振荡器上充分混合均匀,然后在 10 000×g 和 4℃条件下离心 15 m in,取上清液,加等

体积的 0. 6 mo lõL - 1高氯酸, 10 000×g 和 4℃离心 15 m in,收集上清液,经 0. 45 Λm 滤膜过

滤,滤液上机分析测定,计算样品处理方法回收率。同法测定L 2L eu2Gly 和 Β2A la2h is的回收

率。结果发现样品处理方法的平均回收率依次为 100. 00% , 100. 01%和 99. 92% (表 1) ,样品

抽样测定结果见表 2。

表 1　3种二肽的回收率测定 ΛgõmL - 1

Gly2L 2P ro

加入 测定 回收ö%

L 2leu2Gly

加入 测定 回收ö%

Β2A la2H is

加入 测定 回收ö%

14. 06 14. 06 100. 00 17. 75 17. 74 99. 94 23. 50 23. 45 99. 79

28. 13 28. 14 100. 04 35. 50 35. 51 100. 03 47. 00 46. 93 99. 85

56. 25 56. 23 99. 96 71. 00 71. 02 100. 03 94. 00 93. 95 99. 95

84. 38 84. 36 99. 98 106. 50 106. 50 100. 00 141. 00 140. 95 99. 96

112. 50 112. 51 100. 01 142. 00 142. 01 100. 01 188. 00 187. 95 99. 97

140. 63 140. 66 100. 02 177. 50 177. 53 100. 02 235. 00 234. 96 99. 98

平均 (% ) 100100 平均 (% ) 100. 01 平均 (% ) 99. 92

标准误 (SE, % ) 1. 17 标准误 (SE, % ) 1. 38 标准误 (SE, % ) 3. 18

表 2　样品 3种二肽的浓度测定结果 ΛgõmL - 1

pH Gly2L 2P ro L 2leu2Gly Β2A la2H is

3. 5 112. 94±0. 36 142. 36±0. 97 186. 63±0. 31

4. 0 112. 75±0. 44 141. 85±0. 26 187. 12±1. 34

4. 5 112. 44±0. 44 142. 07±0. 46 186. 66±1. 78

5. 0 112. 76±0. 46 140. 65±0. 34 187. 03±2. 05

5. 5 112. 26±0. 52 142. 22±0. 73 187. 30±1. 98

6. 0 112. 25±0. 59 142. 56±0. 78 187. 79±1. 09

6. 5 112. 62±0. 45 142. 71±0. 78 187. 64±1. 90

7. 0 112. 62±0. 43 142. 31±0. 73 189. 30±1. 80

7. 5 112. 86±0. 39 141. 52±0. 94 187. 76±1. 70

8. 0 112. 71±0. 36 141. 77±0. 97 187. 21±2. 95

　　注:数值均以平均数±标准误表示,均为 6个重复的数据计算而来

3　结　论

H PL C 法测定仔猪小肠刷状缘膜囊水解孵育液中的二肽的含量快速、简便和准确,结果稳

定,重现性好,可以用来测定单个已知的小肽在动物小肠中的水解状况。
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