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高效液相色谱法测定大鼠血清中视黄醇和视黄酸 
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摘  要：目的 建立高效液相色谱法测定大鼠血清中视黄醇和视黄酸浓度的方法。方法  色谱柱为 Phenomenex Luna C18柱

（150 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为甲醇–10 mmol/L 乙酸铵缓冲盐（90∶10，乙酸调整水相 pH 值至 4）；体积流量为 1.0 
mL/min；检测波长为 340 nm；柱温为 40 ℃；进样量为 20 μL。结果  大鼠血清样品中视黄醇和视黄酸均分离良好，视黄醇

和视黄酸质量浓度在 31.25～1 000 ng/mL（r=0.999 9）与峰面积均呈良好的线性关系。平均回收率大于 90%，RSD 值均小于

10%。结论  本法操作简便、准确、灵敏、专属性强，为建立无干扰的测定大鼠血清中视黄醇和视黄酸的方法及其在大鼠体

内药动学研究提供参考。 
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Determination of retinol and retinoic acid in rat serum by HPLC 
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Abstract: Objective  To establish an efficient and accurate method for detecting the content of retinol and retinoic acid in rat serum 
by HPLC. Methods  The chromatographic separation was carried out on a Phenomenex C18 column (150 mm × 4.6 mm, 5 μm) at a 
flow rate of 1.0 mL/min. Methanol - 10 mmol/L ammonium acetate buffer solution (90∶10, pH 4 adjusted with acetic acid) was used 
as mobile phase. It was monitored at a wavelength of 340 nm, the column temperature was 40 ℃, and the injection volume was 20 μL. 
Results  The retinol and retinoic acid in rat serum also had a good linearity at 31.25 — 1 000 ng/mL (r=0.999 9). The average 
recoveries were above 90% with RSD values less than 10%. Conclusion  This method is accurate, simple, and sensitive ,which is 
suitable for the establishment of non-interference determination of retinol and retinoic acid in rat serum. 
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维生素 A 是人体必须的营养素之一，在体内存

在视黄醇、视黄酸和视黄醛 3 种形式[1]。视黄醇在

酶的作用下氧化成视黄醛，进一步被催化氧化生成

视黄酸，其中第一步是内源性视黄酸生成的限速步

骤[2]。已有研究显示视黄醇在维持眼的功能方面发

挥重要的作用，是维持机体生理功能重要的维生素，

缺乏这种维生素，会引起夜盲症、角膜干燥症和角

膜软化症[3]。除参与视觉调节外，维生素 A 也参与

其他系列生理过程，如胚胎的生长发育，细胞的增

殖、分化和凋亡，免疫以及炎症反应等[4-5]。视黄酸

是核受体视黄醇 X 受体内源性配基，通过激动 X 受

体调节众多目的基因表达[6-7]。当体内视黄醇的代谢

出现转化障碍时，症状最先出现在眼内，表现为夜

盲症[8]。高效液相色谱法因其具有高分离效能、灵

敏快速、可自动化等优点，目前已广泛用于儿童血

清[9]、鸡血清[10]、保健食品[11]及婴儿奶粉[12]中维生

素 A 的测定。本研究拟采用高效液相色谱紫外法测

定大鼠血清中视黄醇和视黄酸，为建立操作简便、 
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准确、灵敏、专属性强的测定大鼠血清中视黄醇和

视黄酸浓度的方法及其在大鼠体内药动学研究提供

参考。 
1  仪器与材料 

LC—10ADVP 高效液相色谱仪、SPD—10A 紫

外检测器（日本 Shimadzu 公司）；HW-2000 色谱工

作站（上海卓典有限公司）；Milli—Q Gradient A10
超纯水器（美国 Millipore 公司）；5810R 台式高速

冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司）；Min—2800D
型氮吹仪（天津奥特赛恩斯仪器有限公司）；XW—

80AC 型涡旋混合器（上海医科大学仪器厂）；85—
2 型恒温磁力搅拌器（上海司乐仪器厂）；B5—110S
电子天平（北京赛多利斯公司）。 

视黄醇、视黄酸、丁羟甲苯对照品（Sigma 公

司，质量分数≥95%）；甲醇、乙腈为色谱纯（德国

Merck 公司）；实验用水为超纯水。 
成年健康雄性 SD 大鼠，体质量 160～180 g，

由南京青龙山实验动物中心提供，动物许可证号

SCXK（浙）2008-0033，适应饲养 1 周后进行试验。 
2  方法与结果 
2.1  溶液的配制 
2.1.1  对照品溶液的配制  精密称取视黄醇、视黄

酸对照品各 10 mg，置于 10 mL 量瓶中，加甲醇溶

解（超声助溶）并稀释至刻度，摇匀，即得 1 mg/mL
视黄醇、视黄酸储备液。于−80 ℃冰箱保存待用。

临用时以甲醇稀释至相应的浓度。 
2.1.2  丁羟甲苯溶液的配制  精密称取丁羟甲苯

10 mg 置于 100 mL 量瓶中，加乙腈溶解（超声助溶）

并稀释至刻度，摇匀，即得 100 μg/mL 溶液，于 4 ℃
冰箱备用。 
2.2  色谱条件 

色谱柱为 Phenomenex Luna C18 柱（ 150 
mm×4.6 mm，5 μm），柱温为 40 ℃；流动相为甲

醇–10 mmol/L 乙酸铵缓冲盐（90∶10，乙酸调整

水相 pH 值至 4）；体积流量为 1.0 mL/min；检测波

长为 340 nm；进样量为 20 μL；灵敏度为 0.01 AUFS。 
2.3  血清样品处理 

取 100 μL大鼠血清样品置于 2.0 mL离心管中，

加入终浓度 100 μg/mL 丁羟甲苯的乙腈溶液 200 
μL，涡旋混匀，再加 800 μL 正己烷提取，涡旋混

匀 3 min，2 000 r/min 离心 10 min，取上清液 0.6 mL。
重复 3 次，合并上清液于 N2 吹干，残渣用 100 μL
甲醇复溶，2 000 r/min 离心 10 min，取 20 μL 进样。 

2.4  专属性试验 
在以上色谱条件下考察空白血清、空白血清加

视黄醇或视黄酸对照品、血清样品的色谱行为，见

图 1。结果峰形良好，分离完全，基线噪音小，血

清中的杂质峰不干扰样品测定，血清中视黄醇和视

黄酸保留时间分别为 6.7、13.9 min。 

1-视黄醇  2-视黄酸 
1-retinol  2-retinoic acid 

图 1  空白血清（A）、视黄醇对照品（B）、视黄酸对照品（C）、

大鼠血清（D）高效液相色谱图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of blank rat serum (A), 
retinol reference substance (B), retinoic acid 
reference substance (C), and rat serum sample (D) 

2.5  标准曲线的制备 
取空白血清 100 μL，精密加入视黄醇、视黄

酸储备液，使其浓度分别为 31.25、62.5、125、250、
500、1 000 ng/mL，按 2.3 血清样品处理项下操作，

记录样品峰面积。以质量浓度对峰面积作直线回

归，得回归方程。视黄醇 Y=205 938 X＋52.22，
r=0.999 9，线性范围 31.25～1 000 ng/mL；视黄酸

Y=201 883 X－ 1 043.2，r=0.999 9，线性范围

31.25～1 000 ng/mL。 
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2.6  精密度试验 
精密配制视黄醇、视黄酸质量浓度为 62.5、125、

250 ng/mL 血清样品各 5 管，按 2.3 血清样品处理项

下方法操作，1 d 测定 5 次，计算日内精密度。连续

测定 5 d，计算日间精密度，见表 1。结果表明 3 组

不同质量浓度的视黄醇、视黄酸样品批内变异和连

续 5 d 内的批间 RSD 值均小于 10%，符合生物样品

测定的方法学要求。
 

表 1  精密度试验结果（n=5） 
Table 1  Results of precision test (n=5） 

日内精密度 日间精密度 
成 分 

质量浓度 

/(ng·mL−1) 测定质量浓度/(ng·mL−1) RSD/% 测定质量浓度/(ng·mL−1) RSD/% 

62.5 65.10±5.74 8.82 62.10±3.86 6.22 视黄醇 

125 123.50±7.64 6.54 124.50±5.24 4.21 

 250 255.40±13.77 5.39 254.40±8.39 3.30 

视黄酸 62.5 64.80±4.56 7.03 64.20±3.55 5.53 

 125 127.60±6.32 4.95 129.50±6.23 4.81 

 250 241.00±4.73 1.96 242.70±4.87 2.01 

 
2.7  回收率试验 

精密配制视黄醇、视黄酸质量浓度为 62.5、125、
250 ng/mL 血清样品，每个质量浓度进行 3 个样品，

按 2.3 血清样品处理项下方法操作，以血样中视黄

醇、视黄酸的峰面积与相同质量浓度视黄醇、视黄

酸对照品溶液的峰面积的比值计算提取回收率，见

表 2。结果表明 3 组不同浓度的视黄醇、视黄酸样

品提取回收率均大于 90%。 

表 2  回收率试验结果（n=5） 
Table 2  Results of recovery test (n=5） 

成 分 质量浓度 / 

(ng·mL−1) 
回收率/% RSD/% 

62.5 92.56±2.23 2.41 视黄醇 

125 93.85±1.25 1.33 

 250 91.56±3.06 3.34 

视黄酸 62.5 91.66±3.16 3.45 

 125 92.57±1.68 1.81 

 250 93.05±1.97 2.12 

 
2.8  稳定性试验 

精密配制视黄醇、视黄酸质量浓度为 62.5、125、
250 ng/mL 血清样品，每个浓度 10 份样品，5 份样

品立即分别测定样品中视黄醇、视黄酸浓度。剩余

的 5 份样品放置−70 ℃冰箱冷藏 1 周，37 ℃恒温

水浴解冻后，按 2.3 血清样品处理项下方法操作，

分别测定大鼠血清样品中视黄醇、视黄酸的浓度，

见表 3。结果表明视黄醇、视黄酸在血清样品中较 

表 3  稳定性试验结果（n=10） 
Table 3  Results of stability test (n = 10） 

成 分 质 量 浓 度 / 

(ng·mL−1) 

测定质量浓度/ 

(ng·mL−1) 
RSD/% 

62.5 60.73±4.07 6.70 视黄醇

125 123.88±4.67 3.77 

 250 245.56±7.51 3.06 

视黄酸 62.5 61.70±3.91 6.33 

 125 125.38±4.27 3.40 

 250 246.23±5.10 2.07 

 
稳定，受冻融操作影响较小。1 周内无明显变化，

其 RSD 值均在 10%以下，符合生物样品测定的方

法学要求。 
2.9  药动学参数的测定 

取 SD 大鼠 6 只，试验前 1 d 禁食 12 h，自由

饮水，ig 45 mg/kg 视黄醇，分别于给药前和给药后

1、2、4、6、8、12、18、24、36 h 眼眶静脉丛采血

0.4 mL，于 1.5 mL 离心管中静置 10 min，2 000 r/min
离心 10 min，取上清，于−20 ℃保存备用，测定，

结果见图 2。结果表明大鼠 ig  45 mg/kg 视黄醇后，

视黄醇峰浓度（Cmax）为（0.62±0.09） μg/mL，达

峰时间（tmax）为（4.73±2.41）h，血药浓度–时间

曲线下面积 AUC0-36 h 为（6.65±0.81）μg·h/mL。此

外，通过建立的 HPLC 方法，测定大鼠血清中视

黄醇和视黄酸的基础水平分别为（0.43±0.04）、
（0.040±0.006）μg/mL。 



现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 29 卷  第 6 期    2014 年 6 月 ·602· 

 
图 2  大鼠 ig 视黄醇 45 mg/kg 的血药浓度-时间曲线 
Fig. 2  Serum concentration-time of retinol after 

ig administration 45 mg/kg of retinol to rats 

3  讨论 
3.1  样品处理方法的优化 

所建立的测定方法可以同时测定血清中视黄醇

和视黄酸水平，而文献方法多是单独测定视黄醇[13]

或视黄酸[14]。视黄醇、视黄酸对光敏感，见光容易

分解，在空气中易氧化。为了保证测定结果的准确

性，采血后应尽快测定，样品的均在暗室中处理，

提取液用氮气吹干。有文献报道采取固相萃取技术

处理血液标本的方法可以去除更多杂质，但固相萃

取小柱比较昂贵，用于常规检测成本较高，本实验

采用正己烷从生物样品提取视黄醇和视黄酸，提取

效率达到 90%。在提取液和沉淀剂中加入抗氧化剂

丁羟甲苯，防止提取过程中视黄酸和视黄醇的降解，

以上各种处理均保证了结果的可靠性。 
3.2  色谱条件的优化 

以视黄醇和视黄酸的特征吸收 340 nm 作为检

测波长，血清中其他组分在此波长上没有吸收，避

免了杂质对测定的干扰。比较了 Phenomenex Luna 
C18色谱柱、Waters Symmetry C18色谱柱和Shimadzu 
Inertsil ODS-SP 色谱柱，结果表明在 Phenomenex 
Luna C18 色谱柱上可以获得分离完全、峰形对称的

色谱峰。pH 6 逐渐调整 pH 4，可以显著改善峰形。 
3.3  检测的临床意义 

已有文献报道血清维生素A＞1.05 μmol/L为正

常值；血清维生素 A 水平在 0.35～0.70 μmol/L 为维

生素 A 含量较低；血清维生素 A 水平＜0.35 μmol/L
为维生素 A 高度缺乏[15]。同时也有文献报道慢性支

气管炎患者血浆中视黄酸水平明显低于正常人群。

提示视黄酸缺乏与支气管上皮细胞的炎症反应可能

有密切关系[16]。因此维持体内视黄醇和视黄酸的正

常水平对保持内环境的稳态具有重要意义，测定视

黄醇和视黄酸水平具有重要的临床意义。 
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