
Science and Technology of Food Industry 分 析 检 测

2012年第1期

高 虹，周 杨，孙远明，吴 青，杨瑞丽*

（广东省食品质量安全重点实验室，华南农业大学食品学院，广东广州510642）

摘 要：建立了检测巨噬细胞培养上清液前列腺素E2（PGE2）含量的高效液相色谱法，为检测体外细胞培养液PGE2提

供快速定量的方法。色谱条件为：Ultimate XB-C18反相柱（250mm×4.6mm，5μm）；以乙腈和0.02mol/L磷酸二氢钾水溶液
（60∶40，v/v）作为流动相；流量为1mL/min；检测波长为196nm。 结果表明：该方法标准曲线良好，线性范围为0.5625～
90μg/mL，相关系数为R2=0.999，出峰时间为3.988min，最低检测限为0.1448μg/mL，平均回收率为100.71%。本方法简单
快速，适用于样品数目较多的PGE2的快速定量检测。
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Abstract：A HPLC method was developed for determination of PGE2 contents in supernatants of RAW264.7
murine micropages. The samples were separated on Ultimate XB-C18 column （250mm×4.6mm，5μm），eluted
with mixture of acetonitrile and potassium dihydrogen phosphate solution 0.02mol/L （60∶40，v/v） at 1mL/min，and
detected at 196nm. Results showed that the calibration curves of PGE2 had good linearity. The developed
method exhibited good linearity over the range from 0.5625 to 90μg/mL with a correlation coefficient of 0.999.
The minimum detection limit was 0.1448μg/mL and the peak time was 3.988min. The average recovery rate for
PGE2 was 100.71%. This method was simple and fast，which was suitable for determination of PGE2 with a large
sample.
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前列腺素E2（prostaglandin E2）是巨噬细胞体外

炎症模型的指示物，处于静止状态的巨噬细胞分泌

PGE2的量很少，而在受到某些致炎物质的刺激时，

PGE2的分泌量显著升高[1-2]。一般认为，在炎症过程中
PGE2具有致炎、致痛作用[3]。食品科学中常利用巨噬
细胞模型研究一些食品的功能因子的抗炎症以及免

疫调节活性 [4-6]。目前大多采用酶联免疫（ELISA）法
和放射免疫（RIA）法检测PGE2，但是ELISA法的成本
较高，RIA法又具有放射污染的缺点。近期高效液相
色谱-荧光检测法（HPLC-FD）逐渐用于检测PGE2，

此方法通常需要采用BrMMC作为催化剂进行柱前衍
生化，虽然灵敏度高，但是前处理繁琐，出峰时间比

较长，易造成污染，样品较多时无法快速检测[7-8]。荔
枝（Litchi chinensis Sonn.）是我国的岭南佳果，有“果
王”之称，但“一颗荔枝三把火”，部分人群食用荔枝
后出现发热、牙龈肿痛、口舌生疮、咽喉肿痛等炎症
症状（俗称“上火”），对消费者健康造成危害。本研究
利用巨噬细胞评价平台研究荔枝对小鼠巨噬细胞产

生PGE2炎症介质的影响，以阐明其引发炎症性“上火”
反应的机理。本实验建立了一种高效快速的检测巨
噬细胞培养液中PGE2的HPLC定量检测方法，该方法
对样品的前处理非常简单，特别适用样品数目较多

的PGE2的快速定量检测。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器
荔枝乙酸乙酯提取物 自制；巨噬细胞RAW264.7
购自广州中医药大学免疫学教研室；DMEM培养
基干粉 美国GIBCO；胎牛血清FBS 杭州四季青生

HPLC法检测细胞培养上清液中
前列腺素E2的含量
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物工程材料有限公司；前列腺素E2（PGE2）标准品 Sigma
公司；磷酸二氢钾 分析纯；乙腈 HPLC级。

2515型高效液相色谱仪、2414型可变波长紫外
检测器 美国Waters公司。

1.2 实验方法
1.2.1 待测样品的提取 小鼠巨噬细胞株RAW264.7
用DMEM培养液（含10%胎牛血清）培养在6孔培养板
（6×105个/mL）中，在37℃，5% CO2和饱和湿度的条件

下培养，细胞生长至单层80%底面积左右时，以提取
的不同浓度的荔枝乙酸乙酯提取物刺激细胞产生

PGE2，以不加提取物（无血清DMEM替代）作为空白
对照，24h后收集培养液上清，1000r/min离心10min，
上清液经0.22μm水系滤膜过滤，备用。
1.2.2 高效液相色谱条件 色谱柱：Ultimate XB-C18

反相柱（250mm×4.6mm，5μm）；流动相为乙腈∶0.02mol/L
磷酸二氢钾溶液（60∶40，v/v）；流速：1.0mL/min；进样
量：10μL；柱温：30℃；检测波长：196nm。
1.2.3 标准溶液的配制与曲线绘制 精密称取PGE2

1mg溶解于1mL乙腈，并配制成浓度为100μg/mL的储
备液。精密吸取储备液，分别稀释成0.5625、1.125、
5.625、22.5、45、90μg/mL，用孔径0.22μm滤膜过滤后，
置于样品瓶中，-20℃冰箱保存待用。按照上述色谱
条件进行HPLC测定，作峰面积对浓度的标准曲线，
求出直线回归方程。
1.2.4 样品分析 在相同的液相色谱条件下，分别
将标准溶液和样品溶液注入液相色谱仪中，以保留

时间定性，以试样峰面积与标准比较定量。

2 结果与分析
2.1 样品前处理条件的选择
经过不同浓度荔枝乙酸乙酯提取物刺激的细胞

培养液1000r/min离心10min，水系滤膜过滤即可，操作
简单，这使得在样品量较多的情况下检测更及时。
2.2 色谱条件的选择
本研究发现PGE2在196nm处有最大吸收峰，流

动相为乙腈和0.02mol/L磷酸二氢钾水溶液，流速为
1mL/min时能够快速有效地分离PGE2，其保留时间为

3.988min，具体分析图谱见图1。在细胞样品中，目标
峰也与细胞培养液中其他杂峰分离良好。

2.3 PGE2标准曲线

在规定的色谱条件下，将标准溶液系列进样10μL
进行测定，结果表明，PGE2的线性范围是0.5625～
90μg/mL；作PGE2浓度Y-相应峰面积X的线性回归方

程，其回归方程为：Y=17000X+14200，R2=0.999066。

2.4 方法学考察
2.4.1 精密度实验 取浓度为500μg/mL的荔枝乙酸
乙酯提取物刺激巨噬细胞24h，获得巨噬细胞培养液
的样品，连续6次测定的实验结果显示，精密度实验
相对标准偏差（RSD）为2.87%，表明该方法具有良好
的精确度。

2.4.2 重现性实验 取同一批6份经过荔枝乙酸乙
酯提取物700μg/mL刺激细胞培养液样本，进行样本
处理作重复性考察。结果显示，重复性实验相对标准
偏差（RSD）为7.39%，表明此检测PGE2方法有较好的

重复性。

2.4.3 回收率实验 准备已知PGE2含量的细胞液样

品各6份，分别加入不同浓度的PGE2标准品，按上述

HPLC方法作加样回收率考察。结果显示，回收率在
90.03%～116.80%之间，表明HPLC检测PGE2方法具有

良好的准确性。

2.5 巨噬细胞培养液中PGE2的检测

用不同浓度荔枝乙酸乙酯提取物处理巨噬细

胞，24h后按实验建立的方法对巨噬细胞培养液PGE2

进行检测，与空白对照组相比，100～700μg/mL浓度的
荔枝乙酸乙酯提取物组的细胞上清PGE2显著升高

（P<0.05）。随着荔枝乙酸乙酯提取物剂量增加，细胞

图1 PGE2标准品液相色谱图

Fig.1 HPLC chromatogram of PGE2 standards
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图2 PGE2标准曲线

Fig.2 Standard curve of PGE2
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表1 精密度实验
Table 1 Precision of the measured results

组分
名称

测定值（μg/mL） 平均值
（μg/mL）

RSD
（%）1 2 3 4 5 6

PGE2 1.405 1.455 1.438 1.505 1.405 1.398 1.434 2.87

表2 重现性实验
Table 2 Reproducibility of the measured results

组分
名称

测定值（μg/mL） 平均值
（μg/mL）

RSD
（%）1 2 3 4 5 6

PGE2 1.659 1.612 1.401 1.402 1.601 1.605 1.547 7.39

表3 回收率实验
Table 3 Recoveries of the measured results

本底值
（μg/mL）

加标浓度
（μg/mL）

测得浓度
（μg/mL）

回收率
（%）

RSD
（%）
平均回收率
（%）

0.605 1 1.515 91.03 0.94

100.71

0.605 2 2.406 90.03 1.10
0.901 1 1.892 99.13 0.61
0.901 2 2.983 104.10 0.95
1.181 1 2.349 116.80 3.52
1.181 2 3.245 103.18 2.12
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在模型浓度范围内选择出发点，使用快速上升法进行

优化得到的菊芋蛋白提取的最佳方案为：pH14.00，提
取温度81.79℃，提取时间：2.11h，菊芋渣蛋白得率
23.3187mg/g。为检验响应曲面法所得结果的可靠性采
用上述优化提取条件提取南瓜多糖，考虑到实际操作

的便利，将提取工艺参数修正为pH14.0，提取温度
82℃，提取时间2h。以上述条件进行实验结果的验证，
重复3次实际测得的蛋白得率分别为22.6252、23.1173、
22.5890mg/g，平均蛋白得率为22.7747mg/g。与理论预
测值相比，其相对误差约为2.33%。说明通过响应面优
化后得出的回归方程具有一定的实践指导意义。

3 结论
采用碱提的方法对菊芋渣中蛋白质进行提取，

通过单因素实验和Box-Behnken中心组合设计原理
以及响应面分析法对提取工艺进行优化，拟合了pH、
提取温度、提取时间这3个因素对蛋白的原料提取率
的回归模型，经检验证明该模型合理可靠，能较好地

预测菊芋渣中碱溶性蛋白的原料提取率。由该模型
确定的最优工艺条件为pH14.0，提取温度82℃，提取
时间2h。在此条件下，得到菊芋渣平均蛋白得率为
22.7747mg/g。通过模型系数显著性检验，得到因素的
主效应关系为：pH＞提取温度＞提取时间。
同时，在单因素实验时与菊芋干粉做了对照实验。

结果表明虽然菊芋干粉中碱溶性蛋白的提取率比菊芋

渣的高，但从资源充分利用的角度来看，菊芋渣还是具

有很大的开发潜力。目前，国内外对菊芋渣的研究未
见报道，因此，为了充分开发利用菊芋渣蛋白这一植

物蛋白资源，仍需加大科研力度，完善菊芋蛋白提取

分离基本理论和方法，满足工业产业化生产的要求。
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图7 提取时间和提取温度对蛋白提取率影响的响应面图
Fig.7 Response surface of extraction time and extraction

temperature on the extraction rate of protein
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上清PGE2含量呈上升趋势。

3 结论
本研究所得的HPLC检测PGE2色谱条件为：以

Ultimate XB-C18反相柱为色谱柱，以乙腈和0.02mol/L
磷酸二氢钾水溶液（60∶40，v/v）作为流动相，流量为
1mL/min，用紫外检测器在196nm波长处检测。PGE2保

留时间为3.988min，检出线性范围为0.5625～90μg/mL。
本方法对样品的前处理只需离心过滤，简单快速，出

峰时间短，特别适合样品量较多的实验。
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表4 细胞培养上清液中PGE2的检测

Table 4 Results of PGE2 in RAW264.7 murine macrophages
stimulated by ethyl acetate extracts of litchi fruit
组别 浓度（μg/mL） PGE2（μg/mL）
对照组 0 －

荔枝乙酸乙酯提取物

100 0.617±0.0015
300 1.119±0.0072
500 1.405±0.0236
700 1.601±0.0345
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