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ＨＰＬＣ 法分析乳清蛋白对糖尿病模型
小鼠血浆氨基酸的影响
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　 　 摘　 要　 寻求有效的氨基酸分离方法ꎬ 并探讨乳清蛋白对 ２ 型糖尿病防治的作用机制ꎮ 用 ＨＰＬＣ 法分析

乳清蛋白中氨基酸组分及含量ꎻ 分别以 ０％、 １０％、 ２０％和 ４０％的乳清蛋白 (ＷＰ) 灌胃 １ 型、 ２ 型糖尿病模

型组、 正常组小鼠 ４ 周后ꎬ 观察各组血浆氨基酸的变化ꎮ 乳清蛋白中亮氨酸、 异亮氨酸、 缬氨酸分别占氨基

酸总量的 １４􀆰 ４０％、 ５􀆰 ９３％和 ５􀆰 ３２％ꎬ 即支链氨基酸的含量为 ２５􀆰 ６５％ꎮ 无论是正常小鼠还是造模小鼠ꎬ 乳清

蛋白灌胃后血浆中支链氨基酸 (ＢＡＣＣ) 含量上升ꎬ 并且灌胃浓度越高ꎬ ＢＡＣＣ 含量越高ꎮ 另外ꎬ 造模小鼠

血液中 ＢＡＣＣ 含量高于正常小鼠ꎮ 乳清蛋白富含的 ＢＡＣＣ 灌胃后增加了模型小鼠血浆氨基酸水平ꎮ
关键词　 ＨＰＬＣꎻ 糖尿病ꎻ 氨基酸ꎻ 乳清蛋白ꎻ 支链氨基酸

　 　 糖尿病是严重威胁人类健康的一种慢性

病ꎬ 目前全世界约有 ２􀆰 ８５ 亿糖尿病患者[１]ꎬ
而我国成人 ２ 型糖尿病患病率高达 ９􀆰 ７％ꎬ
其中 ６０ 岁以上的老人患病率高达 ２０􀆰 ４％[２]ꎮ
２ 型糖尿病和饮食因素密切相关ꎬ 本课题组

做的 ｍｅｔａ 分析提示摄入奶制品可以降低 ２ 型

糖尿病的患病风险[３]ꎬ 前期研究提示摄入乳

清蛋白增加了正常小鼠胰岛素的敏感性并能

改善脂代谢[４]ꎮ 糖尿病不仅会对糖脂代谢还

会对蛋白质和氨基酸的代谢产生影响ꎮ 当机

体氨基酸浓度充足时骨骼肌会增加对葡萄糖

的摄取和胰岛素的活性ꎬ 从而促进蛋白质的

合成代谢[５]ꎬ 摄入乳清蛋白可增加肌肉蛋白

质的合成[６]ꎮ 氨基酸是机体活动的重要物

质ꎬ 近年来作为信号分子在胰岛素分泌和葡

萄糖代谢的信号传导中起着非常重要的作

用[７]ꎮ 本项研究拟检测乳清蛋白及糖尿病模

型小鼠血浆中氨基酸的水平ꎬ 以进一步探讨

乳清蛋白对 ２ 型糖尿病防治的作用机制ꎮ
目前氨基酸常用的检测技术有高压液相

色谱法 (ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬ
ＨＰＬＣ)、 氨基酸分析仪法和液相色谱－质谱 /
质谱联用的方法ꎮ 氨基酸分析仪法操作简

单、 不需柱前衍生、 可以批量检测ꎬ 但成本

较高、 检测时间相对较长、 分辨率低ꎻ 液相

色谱－质谱 /质谱联用法方便准确ꎬ 但成本较

高ꎻ 而 ＨＰＬＣ 法具有检测成本低、 重复性

好、 灵敏度高等优点常作为检测氨基酸比较

通用的方法[８]ꎮ 本研究拟采用 ＨＰＬＣ 来检测

乳清蛋白中氨基酸组分及含量ꎬ 并针对乳清

蛋白灌胃后各组血浆氨基酸水平进行分析ꎬ
进一步探讨乳清蛋白对糖尿病防治的作用机

制ꎮ
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物实验

１􀆰 １􀆰 １　 模型制备

ＳＴＺ 采用 ０􀆰 １ｍｏｌ / Ｌ 柠檬酸盐缓冲液

(ＰＨ４􀆰 ２) 配制ꎮ 柠檬酸钠 ２􀆰 １ｇ 溶于 １００ｍｌ
双蒸水 ( Ａ 液)ꎬ 柠檬酸三钠 ２􀆰 ９４ｇ 溶于

１００ｍｌ 双蒸水 (Ｂ 液)ꎬ 将 Ａ 液和 Ｂ 液以 １ ∶
１􀆰 ３２１ 体积比混合ꎬ 以 １０％碳酸氢钠调 ＰＨ
至 ４􀆰 ２ꎬ 即为所需的柠檬酸盐缓冲液ꎮ 临用

前将 １００ｍｇ ＳＴＺ 溶于 １０ ｍｌ 上述柠檬酸盐缓

冲液ꎬ 用前再过滤除菌ꎮ 整个配制过程应在

冰盒上操作ꎮ
８ 周龄 ＳＰＦ 级健康雄性 ＩＣＲ 小鼠购自中

国科学院上海实验动物中心ꎬ 饲养于 １２ｈ 光

照 / １２ｈ 黑暗、 相对湿度 ４０％ －７０％、 室温１８－
２２℃的标准化动物房内ꎬ 动物适应 １ 周后进

行实验ꎮ ＩＣＲ 小鼠一次腹腔注射 １００ｍｇ / ｋｇ 体

重配制好的 ＳＴＺ 制备 ２ 型糖尿病模型ꎬ 腹腔

注射 １６０ｍｇ / ｋｇ 体重制备 １ 型糖尿病模型[７ꎬ８]ꎬ
三天后测空腹血糖>５ｍｍｏｌ / Ｌ 即造模成功ꎬ 进

入实验ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 方法

共有三组小鼠进入实验ꎬ 分别是正常

组、 １ 型糖尿病模型组、 ２ 型糖尿病模型组ꎬ
每组 ３２ 只小鼠分别分为四个亚组 (每组 ８
只)ꎬ 分别以 ０％、 １０％、 ２０％和 ４０％的 ＷＰ
０􀆰 ５ｍｌ 灌胃ꎬ ＷＰ 水溶液现配现用ꎬ 灌胃时

间为每天下午 ４: ００ 左右ꎬ 持续 ４ 周ꎮ 实验

开始前和开 ４ 周后结束实验ꎬ 空腹摘眼球取

血血浆冷冻保存ꎮ

１􀆰 ２　 ＨＰＬＣ 分析

１􀆰 ２􀆰 １　 仪器与试剂

Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ ａｌｌｉａｎｃｅ 高效液相色谱仪ꎬ
Ｗａｔｅｒｓ ２４８７ 紫外检测器ꎬ Ｗａｔｅｒｓ ２４７５ 荧光

检测器ꎬ 自动进样器 (ＳＭ７ꎬ Ｗａｔｅｒｓ)ꎻ 全自

动型时间分辨和稳态荧光光谱仪 (ＦＬＳ９２０ꎬ
ＥＤＩＮＢＵＲＧＨꎬ Ｓｃｏｔｌａｎｄꎬ ＵＫ)ꎻ 高压微射流

设备 (１１０Ｓꎬ ＮＥＷＴＯＮꎬ ＭＡＳＳＡＣＨＵＳＥＴＴＳꎬ
ＵＳＡ)ꎻ 超纯水系统 ( Ｂａｒｎｓｔｅａｄ Ｄ８９８２３３ꎬ

ＵＳＡ)ꎮ 色谱纯乙腈 (纯度≧ ９９􀆰 ９％ꎬ 型号:
８００２Ｇ－０４ꎬ 天津市康科德科技有限公司)ꎬ
Ｃ１８ Ｖｅｎｕｓｉｌ － ＡＡ 氨基酸分析柱和分析包

(４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ×５ μｍꎬ 天津博纳艾杰尔

科技有限公司)ꎮ
氨基酸衍生的方法采用 ＰＩＴＣ 法 (异硫

氰酸苯酯)ꎬ 用 Ｃ１８ Ｖｅｎｕｓｉｌ－ＡＡ 氨基酸分析

柱在高效液相色谱仪 (美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司)
上进行分析ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ２　 溶液配制

１) 三乙胺乙腈溶液: 三乙胺 １􀆰 ４ｍｌꎬ 加

乙腈 ８􀆰 ６ｍｌꎬ 混匀

２) 异硫氰酸苯脂乙腈溶液: 取异硫氰

酸苯脂 １ 瓶ꎬ 加乙腈 ２ｍｌꎬ 混匀

３) 流动相 Ａ: 称取 １５􀆰 ２ｇ 醋酸钠ꎬ 加水

１８５０ ｍｌꎬ 溶解后用冰醋酸 ＰＨ 至 ６􀆰 ５ꎬ 然后加

乙腈 １４０ｍｌꎬ 混匀ꎬ 用 ０􀆰 ４５μｍ 滤膜过滤

４) 流动相 Ｂ: ８０％乙腈

５) 正亮氨酸内标溶液: 称取正亮氨酸

１０ｍｇꎬ 加 ０􀆰 １ｍｏｌ / Ｌ 盐酸溶液 １０ｍｌ 使溶解ꎬ
混匀

１􀆰 ２􀆰 ３　 样品处理

１) 乳清蛋白水解: 精确称取乳清蛋白

粉 ２ｍｇꎬ 溶于 １ｍｌ ＰＨ ８􀆰 ０ 的 Ｔｒｉｓ －ＨＣＩ 中ꎬ
将其配成 ２ｍｇ / ｍｌ 的乳清蛋白溶液ꎮ 在配制

好的溶液中分别加入 ３􀆰 ５μｌ 的胰蛋白酶、
１０μｌ 的肽酶、 １００μｌ 的 α－糜蛋白酶ꎬ 混匀后

放在 ３７ ℃水浴 ２４ 小时ꎬ 于 ４℃储存备用ꎮ
２) 血浆沉淀蛋白: 取血浆样品 ８０μｌꎬ

加入浓度为 １２ｍｏｌ / Ｌ 高氯酸 １００μｌ 混匀ꎬ
１５０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ｍｉｎꎬ 将上清移入新的离

心管中于 ４℃储存备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 氨基酸标准溶液和样品溶液的

衍生化处理

准确取氨基酸标准品溶液及样品 ２００μｌꎬ
于 １􀆰 ５ｍｌ 的 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管中ꎬ 加入 ２０μｌ 的正

亮氨酸内标ꎬ １００μｌ 的三乙胺乙腈ꎬ １００μｌ
的异硫氰酸苯脂乙腈混匀ꎬ 室温反应 １ 小

时ꎬ 加入 ４００μｌ 正己烷ꎬ 振摇孵育 １０ｍｉｎꎬ
吸取下层衍生产物苯基硫代氨甲酰－氨基酸

溶液 ( ＰＴＣ －ＡＡ)ꎬ 用 ０􀆰 ４５μｍ 针式滤器过
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滤ꎬ 于 ４℃储存备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 色谱条件及分离测定

１) 色谱柱: Ｖｅｎｕｓｉｌ－ＡＡ 氨基酸分析柱

(４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ×５μｍ)ꎮ
２) 检测波长: ２５４ｎｍꎮ
３) 柱温: ４０℃ꎮ
４) 梯度 (见表 １):
５) 分离测定: 取滤液 ２μｌꎬ 注入高效液

相色谱仪ꎬ 记录色谱图ꎮ

表 １　 流动相梯度

时间(ｍｉｎ) 流动相 Ａ(％) 流动相 Ｂ(％)

０ １００ ０

２ １００ ０

１５ ９０ １０

２５ ７０ ３０

３３ ５５ ４５

３３􀆰 １ ０ １００

３８ ０ １００

３８􀆰 １ １００ ０

４５ １００ ０

１􀆰 ２􀆰 ６　 回收率的测定

准确配制缬氨酸 (Ｖａｌ)、 亮氨酸 (Ｌｅｕ)
和异亮氨酸 (Ｉｌｅ) 三种混合支链氨基酸标准

品ꎬ 用 ０􀆰 １％的盐酸溶液稀释成浓度为 ０、

５０、 １００、 ２００、 ４００ 和 １０００ μｍｏｌ / Ｌ 的标准

品ꎬ 分 别 将 １００、 ２００ 和 １０００ μｍｏｌ / Ｌ 的

Ｖａｌ、 Ｌｅｕ 和 Ｉｌｅ 混合标准品加入到已知浓度

的同一样本中测定回收率ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＨＰＬＣ 分析

采用 ＨＰＬＣ 测定乳清蛋白中氨基酸组分

及含量ꎬ 并对 １􀆰 １􀆰 ２ 中收集的血浆进行测

定ꎬ 分析其中氨基酸水平ꎮ

１􀆰 ３　 统计分析

所有 数 据 用 Ｍｅａｎ ± ＳＤ 表 示ꎬ 采 用

ＳＰＳＳ１３􀆰 ０ 软件进行统计学处理ꎮ 差异显著性

检验采用单因子方差分析(ｏｎｅ ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 标准品氨基酸分析

根据材料与方法的叙述ꎬ 用 ＨＰＬＣ 专用

色谱柱进行了氨基酸标准品的分析ꎬ 色谱图

如下 (图 １)ꎬ 乳清蛋白中富含支链氨基酸ꎬ
本研究针对支链氨基酸进行分析ꎬ 可以看出

Ｖａｌ 在 ２３􀆰 ５８ｍｉｎ 出峰ꎬ Ｉｌｅ 和 Ｌｅｕ 出峰相隔很

近分别在 ２６􀆰 ５２ｍｉｎ 和 ２６􀆰 ８３ｍｉｎ 出峰ꎬ 本方

法具有很好的分离效果ꎬ 混标中每种氨基酸

都得到了有效的分离ꎬ 每种氨基酸所对应的

峰近似于对称形正态分布曲线ꎮ

图 １　 １８ 种混合性氨基酸标准品的色谱图

１􀆰 天门冬氨酸 Ａｓｐꎬ ２􀆰 谷氨酸 Ｇｌｕꎬ ３􀆰 丝氨酸 Ｓｅｒꎬ ４􀆰 甘氨酸 Ｇｌｙꎬ ５􀆰 组氨酸 Ｈｉｓꎬ
６􀆰 精氨酸 Ａｒｇꎬ ７􀆰 苏氨酸 Ｔｈｒꎬ ８􀆰 丙氨酸 Ａｌａꎬ ９􀆰 脯氨酸 Ｐｒｏꎬ １０􀆰 酪氨酸 Ｔｙｒꎬ
１１􀆰 缬氨酸 Ｖａｌꎬ １２􀆰 甲硫氨酸 Ｍｅｔꎬ １３􀆰 胱氨酸 Ｃｙｓꎬ １４􀆰 异亮氨酸 Ｉｌｅꎬ １５􀆰 亮氨酸 Ｌｅｕꎬ
１６􀆰 正亮氨酸 Ｎｌｅꎬ １７􀆰 苯丙氨酸 Ｐｈｅꎬ １８􀆰 赖氨酸 Ｌｙｓ
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２􀆰 ２　 回收率分析

由于乳清蛋白中富含支链氨基酸ꎬ 本研

究测定了支链氨基酸的回收率ꎬ 选取了

５０μｍｏｌ / Ｌ、 ２００μｍｏｌ / Ｌ、 １０００μｍｏｌ / Ｌ 三个浓

度点来分别测定缬氨酸、 异亮氨酸、 亮氨酸

的回收率ꎬ 结果见表 ２ꎮ 可以看出三种支链

氨基酸都有很高的回收率ꎬ 基本都在 ９０％以

上ꎬ 尤其是 １０００μｍｏｌ / Ｌ 的回收率最高ꎮ

表 ２　 不同浓度缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸的回收率

浓度(μ)
回收率(％)

缬氨酸 异亮氨酸 亮氨酸

５０ ９２􀆰 ９６ ８４􀆰 ６１ ９４􀆰 ０８

２００ １０７􀆰 ５６ ９２􀆰 ７７ ９１􀆰 ９８

１０００ １０３􀆰 ５４ １００􀆰 ０８ １０３􀆰 ４０

２􀆰 ３　 乳清蛋白氨基酸组分及含量分析

本研究中正亮氨酸作为内标物用来计算

其他氨基酸的含量ꎬ 用含对照品和内标物的

对照溶液所得色谱峰响应值ꎬ 按下式算出校

正因子 (ｆ):
ｆ ＝ (Ａｓ / ｍｓ) / (Ａｒ / ｍｒ)

Ａｓ 和 Ａｒ 分别为内标物和对照品的峰面

积或峰高ꎬ ｍｓ 和 ｍｒ 分别为加入内标物和对

照品的量ꎮ
再取各品种项下含有内标物的待测组分

溶液进样ꎬ 记录色谱图ꎬ 根据含内标物的待

测组分溶液色谱峰响应值ꎬ 计算含量 (ｍｉ):
ｍｉ＝ ｆ×Ａｉ / (Ａｓ / ｍｓ)
Ａｉ 和 Ａｓ 分别为供试品和内标物的峰面

积或峰高ꎬ ｍｓ 为加入内标物的量ꎮ 必要时ꎬ
再根据稀释倍数、 取样量和标示量折算成为

标示量的百分含量ꎬ 或根据稀释倍数和取样

量折算成百分含量ꎮ
乳清蛋白经胰蛋白酶、 肽酶、 α－糜蛋白

酶处理后测定其氨基酸组分ꎬ 图 ２ 和表 ３ 显

示了典型的乳清蛋白溶液中氨基酸组分的色

谱图和乳清蛋白溶液中氨基酸的含量ꎮ 本研

究中内标物的校正因子是 ０􀆰 ０８５９ꎬ 根据公式

可计算氨基酸的含量ꎮ 乳清蛋白富含的氨基

酸种类多ꎬ 赖氨酸含量最高占 １７􀆰 １６％ꎬ 缬

氨酸、 异亮氨酸、 亮氨酸三种支链氨基酸的

含量占 ２５􀆰 ６５％ꎬ 其中亮氨酸约占 １４􀆰 ４０％ꎬ
异亮氨酸占 ５􀆰 ９３％ꎬ 缬氨酸占 ５􀆰 ３２％ꎮ

图 ２　 ２ｍｇ / ｍｌ乳清蛋白溶液中氨基酸的色谱图

１􀆰 天门冬氨酸 Ａｓｐꎬ ２􀆰 谷氨酸 Ｇｌｕꎬ ３􀆰 丝氨酸 Ｓｅｒꎬ ４􀆰 甘氨酸 Ｇｌｙꎬ ５􀆰 组氨酸 Ｈｉｓꎬ
６􀆰 精氨酸 Ａｒｇꎬ ７􀆰 苏氨酸 Ｔｈｒꎬ ８􀆰 丙氨酸 Ａｌａꎬ ９􀆰 脯氨酸 Ｐｒｏꎬ １０􀆰 酪氨酸 Ｔｙｒꎬ
１１􀆰 缬氨酸 Ｖａｌꎬ １２􀆰 甲硫氨酸 Ｍｅｔꎬ １３􀆰 胱氨酸 Ｃｙｓꎬ １４􀆰 异亮氨酸 Ｉｌｅꎬ
１５􀆰 亮氨酸 Ｌｅｕꎬ １６􀆰 正亮氨酸 Ｎｌｅꎬ １７􀆰 苯丙氨酸 Ｐｈｅꎬ １８􀆰 赖氨酸 Ｌｙｓ
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表 ３　 ２ｍｇ / ｍｌ乳清蛋白溶液中氨基酸的含量及浓度

标号 峰名称 所占比例 (％) 浓度 (μｍｏｌ / Ｌ)

１ 天门冬氨酸 Ａｓｐ ５􀆰 ９９ １１６􀆰 ８５

２ 谷氨酸 Ｇｌｕ ５􀆰 １７ １００􀆰 ８４

３ 丝氨酸 Ｓｅｒ ４􀆰 １２ ８０􀆰 ３５

４ 甘氨酸 Ｇｌｙ ４􀆰 ３５ ８４􀆰 ７８

５ 组氨酸 Ｈｉｓ １１􀆰 ０５ ２１５􀆰 ６０

６ 精氨酸 Ａｒｇ ３􀆰 １４ ６１􀆰 ３３

７ 苏氨酸 Ｔｈｒ ３􀆰 ０６ ５９􀆰 ７５

８ 丙氨酸 Ａｌａ ８􀆰 ２３ １６０􀆰 ５４

９ 脯氨酸 Ｐｒｏ ０􀆰 １５ ２􀆰 ８６

１０ 酪氨酸 Ｔｙｒ ４􀆰 ２０ ８１􀆰 ９６

１１ 缬氨酸 Ｖａｌ ５􀆰 ３２ １０３􀆰 ７５

１２ 甲硫氨酸 Ｍｅｔ ３􀆰 １５ ６１􀆰 ４０

１３ 胱氨酸 Ｃｙｓ １􀆰 ０６ ２０􀆰 ６８

１４ 异亮氨酸 Ｉｌｅ ５􀆰 ９３ １１５􀆰 ６２

１５ 亮氨酸 Ｌｅｕ １４􀆰 ４０ ２８０􀆰 ９０

１６ 苯丙氨酸 Ｐｈｅ ３􀆰 ５２ ６８􀆰 ７５

１７ 赖氨酸 Ｌｙｓ １７􀆰 １６ ３３４􀆰 ７９

２􀆰 ３　 血浆样品中氨基酸组分及含量分析

血浆样品按 １􀆰 ２􀆰 ２ 样品处理所提供方法

处理后测定ꎬ 其氨基酸的色谱图见图 ３ꎬ 可

以看出血浆样品中三种支链氨基酸都得到了

很好的分离ꎮ 从图 ４ 可以看出无论是正常小

鼠还是造模小鼠ꎬ 乳清蛋白灌胃后血浆中支

链氨基酸含量上升ꎬ 并且灌胃浓度越高ꎬ 支

链氨基酸含量越高ꎮ 另外ꎬ 造模小鼠血液中

支链氨基酸含量高于正常小鼠ꎬ 但无统计学

差异ꎮ

图 ３　 血浆中氨基酸的色谱图

１􀆰 缬氨酸 Ｖａｌꎬ ２􀆰 异亮氨酸 Ｉｌｅꎬ ３􀆰 亮氨酸 Ｌｅｕꎬ ４􀆰 内标: 正亮氨酸 Ｎｌｅ
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图 ４　 不同浓度乳清蛋白灌胃后小鼠血液中亮氨酸 (Ａ)、 异亮氨酸 (Ｂ)、 缬氨酸 (Ｃ)、
支链氨基酸 (Ｄꎬ 亮氨酸＋异亮氨酸＋缬氨酸) 的浓度ꎬ ０％乳清蛋白 (对照组)ꎻ

１０％乳清蛋白ꎻ ２０％乳清蛋白ꎻ ４０％乳清蛋白ꎮ

３　 讨　 论

本课题前期研究发现乳清蛋白可改善正

常小鼠血糖和脂代谢ꎬ 而氨基酸作为一种改

善骨骼肌蛋白合成的重要物质备受关注ꎬ 为

了进一步探讨乳清蛋白的作用机制ꎬ 本研究

首先测定了乳清蛋白的氨基酸组分及含量ꎮ
目前常用的检测氨基酸的方法有很多ꎬ
ＨＰＬＣ 由于具有分析速度快、 检测性能好、
分离效能高、 检测成本低、 适用范围广及分

析精度高等特点在各领域得到了广泛的应

用ꎬ 现已成为不可或缺的分离手段[８]ꎮ 本研

究采用 ＨＰＬＣ 分析乳清蛋白中氨基酸组分及

含量ꎮ 氨基酸衍生的常用方法有 ＯＰＡ 法

(邻苯二甲醛)、 ＰＩＴＣ 法 (异硫氰酸苯脂)、
２ꎬ ４－二硝基氟苯法ꎮ ＯＰＡ 法反应速度快ꎬ
但对于赖氨酸及胱氨酸衍生物荧光较弱ꎬ 灵

敏度低ꎬ 甘氨酸、 赖氨酸衍生物不稳定ꎬ 同

时样品中的盐分影响衍生效果ꎻ ２ꎬ ４－二硝

基氟苯法残留试剂对柱效影响较大ꎬ 影响检

测结果ꎻ ＰＩＴＣ 法ꎬ 具有分析速度快、 灵敏

度高、 重复性好的特点[８]ꎮ 综合以上本研究

采用了 ＰＩＴＣ 法进行氨基酸衍生ꎬ １８ 种氨基

酸标准品都得到了很好的分离ꎬ 每种氨基酸

所对应的峰近似于对称形正态分布曲线ꎬ 用

ＨＰＬＣ 分析氨基酸分离效果好ꎮ 由于血浆中

的蛋白质等生物大分子会不可逆的吸附在反

相柱上ꎬ 使色谱柱柱压升高ꎬ 柱效下降ꎬ 所

使用寿命缩短ꎮ 故分析前要先去除血浆中的

蛋白质等大分子物质ꎮ 目前常用的去蛋白质

的方法有乙醇、 甲醛、 乙腈和高氯酸等ꎬ 经

过预实验ꎬ 发现在本研究条件下高氯酸去除

蛋白质的效果最好[９]ꎮ
乳清蛋白中氨基酸种类齐全ꎬ 必须氨基

酸组成模式与人体相似ꎬ 容易消化ꎬ 具有极

高的生物利用效价ꎮ 乳清蛋白中氨基酸尤其

是 ＢＡＣＣ 含量丰富ꎬ 缬氨酸 (Ｖａｌ)、 亮氨酸

(Ｌｅｕ) 和异亮氨酸 ( Ｉｌｅ) 含量均高于 ＦＡＯ /
ＷＨＯ 推荐量ꎬ Ｌｅｕ 和 Ｉｌｅ 含量均高于酪蛋白

和大豆蛋白[１０]ꎮ 本研究所用的乳清蛋白中

Ｌｅｕ、 Ｉｌｅ、 Ｖａｌ 分别占氨基酸总量的 １４􀆰 ４０％、
５􀆰 ９３％和 ５􀆰 ３２％ꎬ 即 ＢＡＣＣ 的含量为 ２５􀆰 ６５％ꎮ
我们的结果和文献报道一致[１１ꎬ１２]ꎮ

本研究发现乳清蛋白灌胃后血浆中支链

氨基酸含量上升ꎬ 并且灌胃浓度越高ꎬ ＢＡＣＣ
含量越高ꎮ Ｎｉｌｓｓｏｎ 研究发现摄入乳清蛋白后

胰岛素反应和早期血浆氨基酸增加尤其是乳
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清蛋 白 富 含 的 ＢＡＣＣ 增 加 高 度 相 关[１３]ꎮ
Ｖｅｌｄｈｏｒｓｔ 的研究发现摄食 １０％乳清蛋白增加

了血浆中苏氨酸、 异亮氨酸、 色氨酸、 亮氨

酸和赖氨酸水平[１４]ꎮ 同样ꎬ 本研究中同一

批小鼠随着乳清蛋白浓度的增加血浆中

ＢＡＣＣ 的含量也逐渐增加ꎬ 因此乳清蛋白促

胰岛素的分泌可能有赖于积极快速的释放某

些氨基酸ꎮ
另外ꎬ 本研究发现糖尿病小鼠的血浆中

ＢＡＣＣ 水平高于对照组ꎬ Ｋｕｚｕｙａ 的在糖尿病

大鼠中也发现了该现象ꎬ 这可能是糖尿病影

响了调节 ＢＡＣＣ 的代谢的支链 α－酮酸脱氢

酶[１５]ꎮ Ｋｒｅｂｓ[１６]研究发现血浆氨基酸水平增

加会阻碍肌肉对葡萄糖的转运吸收ꎬ 减少肌

糖原合成ꎬ 诱发出现肌肉组织的胰岛素抵

抗ꎮ 这是由于胰岛素绝对或相对不足导致葡

萄糖、 脂肪酸的氧化受阻ꎬ 蛋白质分解增

加ꎬ 故需要动员大量 ＢＡＣＣ 入血作为能源来

补充ꎮ 另一方面ꎬ 胰岛素不足导致肌肉组织

从血中摄取 ＢＡＣＣ 受到抑制ꎬ 使肌肉分解代

谢亢进ꎬ 产生过多的氨基酸入血ꎬ 故使血浆

中 ＢＡＣＣ 浓度增加ꎮ 马乃诚[１７] 的研究发现控

制不良的糖尿病者血浆 ＢＡＣＣ 水平与正常人

相比明显增加ꎬ 控制良好组与控制不良组相

比 ＢＡＣＣ 浓度明显降低ꎮ 本研究中 １６０ｍｇ / ｋｇ￣
ＳＴＺ 组的血浆 ＢＡＣＣ 水平大于 １００ｍｇ / ｋｇＳＴＺ
组ꎬ 而后者又大于正常小鼠组ꎬ 这可能是由

于一方面补充的乳清蛋白增加了血浆 ＢＡＣＣ
水平ꎻ 另一方面由于模型小鼠本身的血浆

ＢＡＣＣ 水平高于正常小鼠ꎮ
本研究发现 ＨＰＬＣ 可以作为一种简单快

速的氨基酸分析方法ꎬ 摄取乳清蛋白可增加

小鼠血浆中氨基酸水平尤其是支链氨基酸水

平ꎬ 本研究为以后继续研究乳清蛋白对糖尿

病防治的作用机制提供了方向和一定的科学

依据ꎬ 今后将进一步研究乳清蛋白中富含的

ＢＡＣＣ 尤其是亮氨酸的作用机制ꎮ
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