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鼠肾和人肝癌组织中GGT的分离纯化和鉴定 

临床生化教研室 司维柯 王霞丈 蒋纪恺 

提 要 鼠肾(或人肝蝇1组织经匀浆 超速离心，Trito11 X一10幔 取 硫酸锚沉淀．脱氧胆酸钠 

处理。硫酸铵沉淀．术瓜酶处理后再经硫酸镪沉淀．~DEAE—Cellulose 52离子交换柱层析．Sep． 

hadex G200i~ ．最后获得GGT的纯制备物．比活性分别为-Jl7p／mg(~(好1和15 1~／mg(2,． 

肝癌组织 经鉴定达到了电泳纯的均质化程度。该纯 化程序较其它方法简便．价廉 一般实验室均能 

开展 可用于哺乳动物组织中GGT的分离纯化．特男 是丹离提纯原发性肝癌组织中的GGT 

关键词 一奄墨 茎监壁：酋璺 垦苎；免疫；鉴疋 一于 产弼 ‘净 ／砷  
中围分类号 Q555 }2妒 ) 』、7 2 

。 ， 

一 谷氨酰转移酶(GGT)是临床实验室 Signa公司产品．其糸试剂均为国产分析纯以上试 

中诊断肝胆胰疾病较灵敏的指标，但特异性 剂E 

不高 后采用电泳法分离检测 肝癌特异性 2 方法和结果 
GGT”同工酶，提高了检测的特异性 ，但方法 

繁琐费时 1985年日本学者“ 成功地建立了 2 1 GGT提取物蛋白含量测定 以酚试剂 

检测 肝癌GGT”的ELISA法，并应用于临 法和紫外分光光度法测蛋自含量。 

床，证 明有很大的诊断价值 该方法的建立 2．2 GGT提取物酶 活性测定 以重氮试剂 

首先是纯亿原发性肝癌组织中的GGT。关于 法测定酶活性．用：·一谷氨酰 一 一茶胺作底 

GGT的纯化，国外早在50年代就开始摸索 ， 物 ，以双甘肽作接受体。 

因GGT结台在膜上且易戋活的特性．使分离 2．3 GGT的分离纯化 经下列七个主要步 

纯化难 度大。本文参考Suresh和Rekacca 骤将GGT逐步纯化出。 

等。“ 的方法，结台实验室 的条件 ．建立了一 2．3 1 匀浆的制备 4℃ 下将鼠肾53g剪碎 

套切实有敬的分离程序．应用该程序分离纯 后，加人约3倍体积的0．01mol／L．pH8．0的 

亿出了鼠肾和人肝癌组织中的GGT。 Tris—HCl缓冲液(内含0．15mol／L Nac1)． 
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之原发性肝癌切除标本。 

1．2 试剂 Papain(术瓜酶)．Triton X—lOO． 

DEAE—Cellulose 52 Sephadex G200 均 为 

现在第三军医大学临床检验教研室(680038) 

2。C下搅拌30rain后．经100．000×g离心 

60rain．收集沉淀。将沉淀悬浮在0．01mo． 

I／L．pH8．0的Tris—HCI缓冲液250ml中，于 

25±2。C下搅拌 2h，再 16，000 g离 心 

60rain．收集上 清液。 

2．3．3 丙酮沉淀 ，脱氧胆酸钠处理 将上清 

液约210ml，加固体 (NH )!SO．79．8g使达 

50 饱和度(奥氏饱 和度)．边加边搅拌 ，避免 

、 
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起泡沫，于4℃ 放置60rain后 ，在4℃4000r 

／rain离 ~,10min。小心转移出上层漂浮的浅 

咖啡色半固体物质，用0．01mol／L PH8．0 

的Tris—HC1缓冲液100ml溶解．4℃下混合 

等体积的一15℃的丙酮约150m1．边加边轻 

轻 搅拌 ，’立 即在4℃ 下 ，16，000 X g离 心 

30rain。得到的沉淀紧密并斜靠管壁。用含有 

1 脱氧胆酸铺的上述Tris—HC1缓冲液100 

ml溶懈沉淀 ，先用少量缓冲液加入沉淀 中． 

用匀浆器 将沉淀团块研细，使充分分散在缓 

冲液 中。该棍 合液 在4℃ 下搅 拌18h，再 

16．000 X g离 ~,60min，收集上层棕色透明液 

体96ml，定容至100m]。 

2 3 4 硫酸铵沉淀 收集 的上清液 中加 固 

体 (NH。) SO 38g，使达50 的饱和度．边 

加边搅拌。4℃下放置30min后．4000rlmin 

离心10rain．获漂浮在上层的浅咖啡色固体 

状物。收集该物于透析袋 中，在总体积为3L 

的0．05mol／L．pH7．5的磷酸钾缓冲液(内含1 

mmol／L EDTA)中，4℃下搅拌透析18h．其 

间分三次更换透析缓冲液，直到纳氏试剂检 

查无NH 为止。透析后制备物为浅棕色透明 

液体 ．为27ml。 

2．3．6 术瓜酶处理、硫酸铵沉淀 制备物中 

含蛋白97．79rag，加木瓜酶5．8674mg．使木瓜 

酶浓度达0．06mg／mg蛋白．加巯基乙醇0．02 

m1．使其 终浓度达10mmo1／L 混合物在 

37uc下搅拌60mln．4lJc下加 (NH ) S0 4 

14：36g．使达70 的饱和度．充分混匀，4~C下 

放置60rain后．4000r／rain离,~'10min．沉淀 

溶解 于0．01mol／L，pH7．5的磷酸钾缓 冲液10 

ml中，并转移至透析袋内．用同种缓冲液在 

4uC下搅拌透析18h。间隔3—4h更换一次透 

析液，检查至无NH 为止。透析后的制备物 

总体积为13 5ml，在真空冷冻干燥器 中抽 

干 ．使体积浓缩成6ml 

2．3 6 DEAE—cellulose 52 离子交换层 

析 将处理好的DEAE Cellulose 52装1．5 

x 10cm的柱，用0．01mol／L pH7．5的磷酸缓 

冲液平衡 洗涤柱，直到流出液与缓冲液的A 

280值接近(A 280=0．O6)。将GGT制备液 

6ml沿管壁加样，注意床面不可冲裂．待样 品 

液全部进入柱床后 用0．01mol／L，pH7．5磷 

酸缓冲液洗脱．流速控制在6ml／10min，以2 

m1／管收集。同时在uv 26o紫外分光光度仪 

上测定每管蛋白含量。并测每管酶活性 ，收 

集酶活性 高的第6—10管 收集液约10ml，在 

真 空干燥器中抽干 ．~[16ml重蒸水溶解抽干 

物 

2．3．7 Sephadex G200凝胶柱层析 将处 

理 好 的Sephadex G200凝 胶装柱 (2 X 

90cm)，用0．1mol／L pH8．0的Trls—HC1缓 

冲液充分平衡 将上述提取液上柱，用同种 

缓冲液洗脱 ，流速 控制在4ml／10mir,_ 以 

2ml／管收集 同时测每管的蛋白含量和酶活 

性，收集酶 活性峰第9—16管，将收集 的洗脱 

液浓缩至约6ml，移入透析袋 中，在4uc下于 

0．01mol／L，pH8．0的JI．ris—HC1缓冲液中透 

析。获得透析后的GGT纯化物即为最终纯化 

的GGT 比活性417u／mg，分装在安瓿 中，於 

一 20℃冰箱保存。每步分离纯化效 果见表1 

人原发性肝癌组织 (约70g)用同样 的方法纯 

化 得到GGT比活性为15．1u／mg。 

2．4 GGT纯化物的鉴定 

2．4．1 免疫双扩散试验 1 的融化 琼脂糖 

4m1~~0板 (2X 6cm)．冷凝 后打孔 ．中央孔加 

GGT纯化物，周围孔加不同稀释度 的纯化了 

的GGT抗血清 (抗血清的制备和纯化见另 

篇报道)．放于湿盒 中．室温12—24h后观察 

结果。见 图1为GGT纯化物与纯化的抗血清 

的双扩试验结果．可见纯化的GGT与纯化的 

抗血清闻出现单一沉淀线 

2．4 2 聚丙烯酰胺凝胶电泳 常规方法进 

行聚丙烯酰胺园盘电泳．分别作 鼠肾粗提物 

和最终纯化物的电泳 ．结果见图2 可见纯化 

物仅出现一条蛋 白带．结合纯化过程 中酶比 
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表1 鼠肾中GGT的分离纯化 

● 
围1 GGT纯化物鉴定(双扩散试验) 

中央孔为纯化抗原 1—6孔为1：2—64稀释的纯化抗 

血清。抗原抗体间出现单一沉淀线。 

活性逐步提离．可肯定该单一带为GGT蛋白 

带 说明GGT纯化物达到了均质化程度 

3 讨论 

分离纯化GGT的方法较多．有的虽方法 

简便、快速，但分离效果差 有的方法分离效 

果好 ，但 太繁琐 且价格 昂贵 如亲和层析 

法 ，本文彳r绍的方法是取Suresh和Rebac． 

ca的方法之长，结 台自己实验室的条件加以 

改进而建立的。其 中免 去了亲和层析的步 

骤．而以较之价廉、简便的非亲和层析法进 

围2 GGTt~化物的搬再烯酰胺团盘电泳 

1．为GGT纯化物：2． GGT粗提桕(第5步)；3为G( 

粗提桕(帚2步 

行分离：试剂中以本瓜酶取代菠萝酶．以Td． 

ton x一100取代Lubrol Wx这些不易得且 

价格昂贵的试剂：同时反复摸索最佳层析条 

件．摄后认为可不用梯度洗脱，以简便的等 

度洗脱可得到满意 的结果(见另篇报道)：同 

时还在一些小的方法作了简化步骤 减少试 

剂用量和种类等方面的改进等 现在建立的 

方法与其 它分离提纯GGT的方法相比，具有 

简便 、经济、快速、分离效果好的优点，是现 

今国内外非亲合层析方法中较好的方法。纯 

化得到的肝癌GGT为研制早期诊断肝癌的 
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ELISA试剂盒．测得GGT的真实含量(g．／I )． 

比酶活力法更准确。因GGT在血清中有活性 

型和非活性型两种，酶活力法只能测到活性 

型 得到的肝癌GGT和其抗体还可用于组织 

化学染色，有助于肝癌的诊断 
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PURIFICATION AND IDENTIFICATION OF r—GLUTAMYL TRANSPEPTIDASE 

IN RAT KIDNEY AND HI AN HEPATOCARCINOMA TISSUES 

si Weike et al 

Faculty of Medicial Laboratory Sciences 

Afr rat k试 ney for hnman hepatocarcinoma tissues) homogenate was ultracen· 

trifuged． 。一Glutamyl transpeptidase(GGT) was punfied fl'om the preparation by a procedllre 
invoIvl l Triton X—100 exta,action，ammonium sulfate fractionatien．acetone preeipitation，trea- 

tm ent vdth sodimn deoxycholate，anmlonilUn sulfate fractionation，treatment with papain．then 

aidmen1llln sulfate fractionation agam Colum n chromatography on DEAE —eellulose 52 and 

sephadex G were used．The specific activity of the final preparation．which was apparently 

homogeneous on polyacrylamide gel electrophoresi~．was ,tl7u／mg (rat lddney) and 15．iu／mg 

(human hepatocarcinoma tissues)r~pectively．This method is convement and cheaP when compared 

with others and is suitable for cora1]fen laboratory ttse It can be used to Se1)arate and pttrffy the 

GGT from other mammalian tissues 

KET W 0RD ： S —Glutamvl tran．~peptidase：Separatlon anc【Purification：II3~Dllaity；Identificat 
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A STUDY ON THE CHANGES OF ACTIVATION OF RENIN ANGIOTENSIN 

SYSTEM AND PHARMACEUTIC INTERVENT10N IN CHILDREN WITH HEART 

FAILURE 

Qian Yongru，et al 

Dept．of Paediatrics，Children Hospital 

The role of renin angiotensm system and the efficaci器 of angiotensin converting e~ yme 

inhibitor(ACEI) were ob~rved in 30 childl,en with heart failm'e A group of 18 eases were 

admimstrated ACEl(Benazepril)and B group of 12 cafes only given regular treatment Tlhe results 

after treatm ent with  ACEl showe(【 an improvement in cardiac function．a decrease 

cardiothoratic ratio in left ventriCU]ar frie s index．in Icyels of angiotensin Ⅱ and angiotensin 

conyexting enzvrne and increase in ejecting fraction fP<0 05．<0 05．(0．001，<0．01 and <0．05 

respectively,compared with the regular treatment group)These results suggest that inducing 

pr0eos3 of venhicular rem od elling was resisted by ACEI Tl1e study provide th eroretic evidenee and 

effective measurement fbr the treatment in chlldren with  refraetory hear t failure 

KEV W 0ROS Benin angiotensm system；Congestive heart failare；An otensin eonverl _mg 

enzyme inhibitor 
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