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柱前衍生化 高效液相色谱法测定 白念珠菌中 多胺的含量
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摘要 目 的 建 、

’

同时测 定 白念珠 菌 中 种 多胺 （ 腐胺 、 尸 胺 、 梢胺 和精胺 ） 的 方法 方法 样 品 经 苯 甲 酰 氣

衍生 化 ， 资 屮带 色谱 往 （ 分 离 ，
以 甲 醇 （ 甲 酸水 （ 为 流 动相 进 行梯度洗脱

；
， 流速 检 测 波 长 结果 腐

胺 胺 、 亚精胺和 精胺浓 度 分别在 、 叫

的 范 围 内线性关系 良好 。 种 多胺 的加样 回收 率为 ， 梢 密

度 。 结论 该 含量测定 方法 灵 敏 、重现性 好
，
能 同 时测 定 白念珠菌中 种 多 胺的 含 娥 ，

关键 词 多胺
；
柱前衍生 化 ； 高 效液 相色谱法

；
白念珠菌

中 图 分类号 文 献标 志码 文 章编号 丨 】 丨 丨
（

，
；

，

’

；
； ； ；

； ； ；

多胺 是一类具 有生物活性 、低分子量 的 念 氮有 （
法测 定卞 物样 品 中 的 多胺 。 常 见 的衍牛化

机化 介物 的总称 ， 广泛 存在于原核 及 真核 牛 物细 试 剂 有邻 苯二 甲 醛 、 丹磺酰 氯 或苯 甲 酰氣 等 ，

胞 屮 多胺具有 多 种 歌要 的生理功能 ， 如 ： 稳定 核酸 邻苯二 甲 醛反应快速
，但只 能与伯 胺 反应 ，

采用忭 前

的电荷 、 淸 除 活 性 氣 ； 调 节细 胞 的 生 和 分 衍十化不能对精胺和亚精胺进 行测 定 ；
丹磺酰氣片

化 有研究衣 明
， 通过控 制 多胺水平可影 响 念 有荧 光响应 但稳定性较差 ；苯 甲 酰氣 则具有 洗脱时

珠萌 菌丝形成 ， 所 以 多胺 可能是诱导 白念珠 菌被 间短 ， 稳定性好 ， 价格便宜的优点 。 故本实验 采用 笨

膜形成的 重要 因 素 之一 。 要研究多 胺在 白 念珠菌被 甲 酰氣柱前衍生化 法测定 白 念珠菌 中 多胺的

膜形成的 作用 ，
则耑建立

一

种简单 、 有效 的测定 白 念 含量 ， 比较浮游铟和 被膜塑 白 念珠 菌 中 多胺的 含 量

珠菌 中多胺含量的 方法 。 变化 ，
为进一步探讨其作用 机制 奠定 基础 。

目 前 ， 多 采 用 化 学 衍 生 化 高 效 液 相 色 谱
胃

二― 试 剂 多胺标准 品 ： 腐胺 、
尸 胺

、精 胺 、亚精胺

均购 自 上海晶纯实业公 司 ； 苯 甲 酰氯 （ 美国 公

通讯作者 朱捧宇
司 ）

；
甲 醇为色谱纯 （ 公 司 ）

；
水 为超纯水 ； 其他
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， ，

试 剂均 为分 析纯 。 清洗 次 ， 加人 预 冷的 高 氯酸 水溶液 ，

菌 铢和培 养基 白 念珠菌 由 冰冻 取 出 至 。代 水浴溶 解
，
重 复冻

教授 惠赠 。 融操作 次 ， 离心 ， 取 淸液

培养液 ： 酵母浸 膏 ， 蛋 白 胨
，
葡 萄 菌体干 的测 定 ： 将所 有提取 后 的 样 品沉淀 在

糖 加三蒸水 溶 解 ，
定 容 至 高 室温 下风干 至伊：重 ， 称 样 品 干 爪 至 少称 次 以

火 歯 （

°

后 保存备用 。 确保样 品 完 全千燥

固体培养基 ：蛋 白胨 ，
葡 萄糖

，
琼脂 对照 品 溶液 的 配制 分別 精 密称取腐胺 、

厂 胺 、

， 加三蒸水 溶解 ，
调 整 值 至 ， 以三 亚精胺和精胺对照品 、 、 、 蒸溜

蒸水定容至 高压灭菌 （ ， 后于 水溶解
，
定容 于 】 容 量瓶 屮 ，

摇匀 。 孜 于

保存 备用 。 冰箱储存 。

液体培养液 ：

混合 标准溶 液 的 配制 精 密 移取 对 照 品储 济

， 吗啡啉丙磺酸 （
公 液用蒸馏 水逐级稀 释

，
得 个浓 度梯度 的混合标准

司 ） 加三蒸水 溶 解 ，
调 值 至 溶液 （ 腐 胺 为 ：

、
、

：

，
三蒸水定容至 微孔 滤 尸 胺为 、

膜过滤除菌 ，
分装后于

°

保存备用 ， 亚精胺为 、

液 、
、

精

加 三 蒸 水 定 容 至 胺 为 、
、

丨
、 、 、 、

高压灭 菌后 保存 备用 。 问 。 测 定前 配制 。

仪 器 型 高效液 相色谱仪 ；
衍 生 化 取胞 内提取 液

，
加到 带盖

紫外检测 器 ； 十万 分之一 电子 天 平 （ 美 国 梅特勒公 料离心管 中 ， 加 人 苯 甲 酰氣 、

司 ）
；
微 型漩 涡 混合仪 （ 公 ； 型 智 能 溶 液 混匀 ， 水浴反应 ，

加入 饱和

霉菌培养箱 ； 型超净 化 二作 台 （ 苏 州 安 泰 溶液 混匀后用乙醚振荡提取 合并醚

空气技 术有限公 司 ） 。 相 ， 真空干燥 。 ⋯ 甲 醇溶 解 滤膜 过滤 ，

以 条 色谘进样 。

方
色谱 条件 色谱朴 ： 资生堂 色谱柱 （

白 念珠 菌 样品 制 备 流 动相 ： 相 为 甲醇 ， 相 为

真 阐培 养 甲酸水溶 液 ，
梯度 洗脱

，
洗脱程序 ： ，

浮游型
：
从平板 挑取 白 念 珠菌单 克隆 ， 接 种

于 培 养液 ， 于 振荡 培养 流速 柱温 ；
进样

至对 数生长后期 ，
收集 细 胞 ， 洗涤 次

，
重悬于 量 ⋯ ；

检测波长

培养 基
，
以血球计数 板 数 ， 调 整细 胞浓

， 、

入

度至 丨 。 各 锥形瓶 中 加 人

振 荡培 养后
， 于 收 集 样 品

，
备用 浮 衍 生 化条 件 的 优化 实验 表 明 ， 温度 和吋 「 对

游 沏 白 念珠菌平行培养 份 。 多胺衍 生物 的影 响较 大 ， 反应

被膜峒 ： 从平板上挑取 白 念珠菌单克隆 ，
接种于 物产率最高 。 因 此

，
最终 采用 仵 〗 ？ 的 水 浴 中 反

培 养 液 ， 于 振荡 培养至对 。 对照 品 的色谱 阍 阽 图

数中 长后期 ，收集细胞 ， 洗涤 次 ’ 重悬于

培养 祛 ，
以 血球 汁 数板 数

， 调 幣 细 胞 浓 度 至

各塑料组织培 养瓶 中加 人 ：

静 ：
，
弃 沽 ， 重新加人新 鲜 丨 培 养堪

，

振荡培养 ，
收集样 品 济用 。 被膜

型 白 念珠 闲 平 行培养 份 。

“

样品 前处理 样 品 淬灭 ：
往样 品 中 加 人等体

不只 的 甲 醇溶 液 预 冷 航 ） 后 ， 迅速 混匀 ’

混 合 对 照 品 的 色 谱图
； 冰箱放置 丨誦

’ 取 出 后 ， 离心 。
丨 腐胺 尸胺 亚精胺 精胺

胞 内 多 胺 的 提 取 ： 收 集 培 养 的 白 念珠 菌
， 用
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线 性 关 系 将 系 列 混 合 标 准 溶 液 分 别 按 表 种 多胺的 回 收 率 实验结 果
（

“ ”

项下 方法进行衍 生 化 ， 色 谱进样 测 定 ， 分 别 供 品 ？ 加人 测得 问收 申 均 收 申

以峰 面积和 浓度 进行 回 归得线性方程 ， 结 果 表 明 ————

丨

）
（― 丨

） （一 丨
） （

％

腐胺 丨

种 多胺 的线性关 系 良 好 （ 表 丨

） 。

表 种 多 胺 的线性 回 归 方程 、 定 量 限 及 检 测 限 尸 胺

定 极限 检测限
多时称 丨侧抓

纖 收 桁胺

胺

业 辛 胺

衲 肢 粘胺

加样 回收 率 向样 品 中分别加人精密称取的腐 — — —

胺 、 尸胺 、梢胺 、

丨 精胺对 照品适量 按
“ ”

项下 方

法 制 济测定 用标准曲 线计算 ， 并求 回 收率 ，结果表明
卩艮 各 待测 物 的 检测 附

此方法的准确性 良好 ， 符合含量测定的要求 （ 表 和定量限

，
）
分 别 以 信噪 比 （ 和 来

精 密 度 实验 取 低 、 屮 、 高 个 浓度 的混合 标
结来 洋见 人

准溶液
，
按上述 衍生 化及 色 条 件 于一 天 内 连 续 进

“ 样 品 测 定 收 集泞 游 咽 和 被 脱： 咽
丨

丨 念珠 阐 的

样 次 连续 进样 进 亍 日 内精密度 和 日 间精 密
胞 内提取液 按上述方法对 种 多胺 进行 应 量 测定

度考察 结果显示 种 多胺峰面 积的 均 分析
， 每个样 品的 各 个峰 面积除 以 细胞 的

丨

‘

，

表明 法 的 取现性 良 好 。

含量 变— 。

浮游型
磁 ’

‘ 、

一

四 彼脱增
被

°

， ，

°

國 ⑨

騎 ■

。
丨 卜 關 自 齒 ■

腐胺 服 业精胺 粘胺

图 浮游型 （■ 和被膜型 （ 白 念珠菌胞 内 种 多胺 的含量柱状 图

’

’ 与 被脱 念珠菌比较

从图 以 到 ， 念珠菌胞 内精胺 和亚精胺 的 结 果表明该方法 灵敏度 高 、重现性好 ， 可用 于测定

含 明显 ；

丨 腐胺和尸胺 这与 等 的报道相— 念珠 菌 中 多胺的含 量 ’从而 为进— 步 研究 多胺对

致 有报道称 控制 多胺 穴 以 影响 白念珠菌的形 念珠 被 膜形成机 制 的 作川 奠 定 基础

态转化 本文的研究结果 炎 明 ， 浮游 吧 念珠 闸 屮

多胺的含量均 高 被膜 型 念珠歯 其 屮 尸胺 、 亚 精

胺和精胺有 明显 差异 ， 有统计学意 义 （ 赵隊 热 敏 等 离 子色谱法同 时测定 水 《水 中

。 这从另一方 面揭示 多胺在 白念珠 阐形态转 的 种 丨 物胺

化过程 中起重要作用 但其潜在 的作用机制 尚需进一

步研允 。

：

结论

：

本实验采用 柱前衍生 化 高 效液 相 色谱 柱法 测
、

下转 弟 页 ）

定 白 念珠菌中多胺 的 含量 方法学考察和样 品测定
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表 加样 回收率试验

分 取样 丨
）

样品 中 量 （
加人秕 （ 糾 猁得镢

（ 叫 ）
丨 收率

（
％ 平均 收肀

黄 芩 汀 丨

丨

肉 桂酸 】

丨

表 样品 含置剷定结果
■

编号 批号 黄芩 疰 肉桂酸 编 号 批 ， 黄 芩 庄 肉桂酸

—

丨

丨

丨 丨 丨 丨

丨 丨

笔者前期 曾 对扁咽 口 服液 中 黄芩 苷 的含最进行 北仏 屮
丨对化卞 〖 业 出版针 丨 丨

测 定 ， 并 对 其 在 生产 过 程 中 的 转 移率 进 行 了 评
饼 芳 黄

丨 药理 作 丨 丨丨
研究进 城 厂 屮 约仏 加 丨

价 ° 为 了 更加 准 确 地检 测 有效 成分 ’
提供 扁 咽

张 乐 宋輯 ，陈祥化 等 肉 梓 酸及 其衍屯 物 的抑歸 性

口 服液质 量评价 与控 制 的相 关依据 ， 本 实 验通 过 研究 埂 门 大卞学报 然科卞版 所 ）
丨

法同时 测 定 黄 芩 苷 和 肉 桂酸含 量 ， 能够有 效
〔

翔 刘皈 阳 、建丽 等 测记 扁 咽 服液 中 黄芩

保证制 剂的 一致性和稳定性 。
丨 丨

： 的 解放军药卞，报 丨

乍 翔 ， 刘 皈 等 扁 咽 服液 产过 程 中 黄芩
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一
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上接 第 页 ）

付 敏 赵 卫红 ， 苗 辉 ， 等 高 效液相 色 测定 海水 中 游

典 态腐胺 、 亚 精胺 和精 胺 ■ 分析化 研 究报

：

’
以“叫

°
：训山“

；
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