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三种GABA-T测定方法的比较 

生化教研室：李 倩 王征泰 何通川 蒋晓秋 

氨基丁酸 (GABA)是体内主要的抑 

制性神经递质。它在脑内 的含 量 高，分布 

广。它还与一些疾病3~NHtmtington s病，癫 

瘸等发病有关。由：FGABA转氨酶(GABA- 

T， EC2
． 6．1．19)是GABA分 解 代谢的限 

速酶，故在GABA代谢及与行为关系的研究 

中常常涉及 GABA—T的 活性测定．例如在 

肝性脑病发病机制研究中，为研究GABA-T 

抑制物的作用，GARA—T的 测 定是必需的 

手段。近年来报道的 GABA-T测 定方法有 

C̈—GABA法(̈ C一标记法)、3．5一二氨基 苯 

甲酸荧光分光光度法 (DAB法)及GABA-T 

与琥珀酸半醛脱氢酶偶联法 (偶联法)等。 

它们的实验原理和条件各不相同，各有其优 

缺点及实验条件要求。在我们的工作中，常 

受到试剂供应与 仪 器 条 件 限制，需 多 种 

GABA—T测定法互相补充参比。另一方面， 

不同文献中所用方法不同，为比较各文献材 

料，也需要比较各 GABA-T测定方法，而 

至今未见这方面的报导。为此，我们比较了 

‘C一标记法，DAB法及偶联法的灵敏度，重 

复性，可测范围等方法学评价指标，并用三 

种方法测定了小鼠脑 GABA-T活性及加热 

肝匀浆上清液对脑 GABA-T的抑制作用． 

用H()-标记法及 DAB法 测定了小鼠肝及肾 

GABA—T的活性。为今后分离，纯 化 上述 

抑制物作好准备． 

材料与方法 

雄性小鼠，体 重 25—30g．断头处死．迅速取 

· 7O · 

出脑 、肝和肾。制备成 1／i0脑匀浆。J．／s肝与肾匀 

浆。15，000Xg。4℃离 心 30min。取 上清 液于一 

30℃贮存备用(钉，用时稀释。 

取上述肝匀浆上清液 (LHS)于56℃ 水 浴 中 

加热20mln。冷却至室温后。4。sooRPM室温离心 

20rain，取上清液即加热的肝匀浆上清液(HLHS)。 

GABA-T测定：(1) C一标记法【I，2]。其反应 

液通过国产732阳离子交换树脂层析柱(3X j．5cm。 

树脂颗粒为1 00一：00目)．(2)DAB法 ，采用W L6· 

scher(1980年)的方法并加以改进( ．其0．2mole／ 

L 3。5--"氨基苯甲酸溶于3．7％K2CO3溶液中(pH 

6。新鲜配制)，用岛津RF～6l0荧光分光光 度 计。 

以激发光405rim。发射光505rim测定荧光强度(F)， 

以F／h／rag组 织匀 浆上清液蛋白质表示酶的比活 

性．(3)偶联法，采用改良的Th．de．Boer等人的 

方法H。 。 

用考马斯亮兰法【6 测定匀浆上清液的蛋白质浓 

度。 

结果与讨论 

1． 方法学 比较： 

按以上 ‘C一标记法、DAB法及偶联法所 

测脑组织匀浆上清液 (BAS)量与酶活性关 

系如图1所示． 

表1显示了三种方法的最小可检出量， 

可测范围及重复性。实验 结 果 表 明，三种 

GABA—T测定方法 的 最小可检测量均在微 

克BHS蛋白质水平，此灵敏度足以用于小动 

物组织GABA—T测定。同时，三种 方 法 都 

有良好的酶量与反应速度的线性关系，但HC 

标记法测定的线性范围较窄，这可能由于反 
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图1 三种方法所测BHS量与酶活性关系 

A；z4c-标记法 B：DAB法 C：偶联法 

裹I ---T@GABA—T测定方法的方法学数椐 

最小可检测量 

(pgBHS蛋白质／管。S／N~>2) 

可测范围 ( gBHS蛋白质／管) 
X+S．D 

(n) ’ 
C．V嘶 

·C标记法 DAB法 偶联法 

2 

O一 1O 

4，403±224 

(10) 
5．1 

5 

5O一 4OO 

88．3±1．04 

(10) 
，  1

．
5 

1O 

O一 4OO 

84
．4±2．4 

(8) 
3．7 
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应体系中底物浓度较低 (低于Km值)所致。 

我们增加体系中 一酮戊二酸浓度至2mmole／ 

L，线性范围增~ ．0--20gg BHS蛋 白质． 

弓外，DAB法在酶活性较 低 (<5O g BHS 

蛋 i质／管)对测得的F值偏低。其原因可能 

f 珀酸半醛 在 pH8．4溶 液中不太稳定． 

DAB法和偶聪法需要琥珀酸半醛怍为标准， 

后者 不稳定，不符合作为标 准 物 的 要 

求，故酶活性不能以活性单位表示。 

三种方法批内重复性的变异系数均在允 

许范围内。实验中发现，在DAB法中，pH 

值对3．5一二氨基苯甲酸与半醛缩合所产生的 

荧光强度有很大影响。DAB溶 液偏酸荧光 

较强，反之，荧光减弱。当DAB溶液 pH大 

于7时，几乎无荧光产生；溶液pH为4时， 

荧光强度约为 pH 6时 的1O倍。因此，维持 

DAB试剂pH恒定是十分重要的，而按照原 

方法用K：CO。调节 pH很难避免邃一干扰因 

素．为此，我们改用3．7％ K CO。溶液配制 

DAB溶液，使每次配制溶液p}I较相近． 

2
． 酶活性铡定； 

以三种方法测定了小鼠脑、肝 肾匀浆 

上清液 (BHS、LHS及KHS)的GABA—T 

活性．结果如表2。 ’ 

两两比较三种方法所得结果，三种方法 

对BHS的 GABA—T活性测定相互之间的相 

关系数均大于0．9； C̈标记法 与 DAB法对 

LHS GABA-T·活一性 测 定 的 相 关 系数为 

0
．

855；对KHS GABA-T的 相 关 系数为 

0．773．经两因数线性回归 系数方差检验P均 

小于0．05． 

可见三种方法对酶活性的测定有较好的 

一 致性。 C̈标记法和DAB法不仅能测定脑 

匀浆上清液中 GABA-T活 性，也能较一 

地表示肝和肾匀浆上清液中GABA-T活性 

偶联法能较满意地 于脑GABA—T测定 ， “ 

于肝、肾中琥珀酸毕醛脱氢酶活性较低，如 

不外加此酶，则 偶 联 法 不 能 测 定 肝、肾 

GABA—T活性。 

三、HLHS对三种方法』 。删131‘IS GAB· 

A-T}N性的抑制作竭 

已有实验证 明，肝 匀 浆 中 有 抑 制 脑 

GABA-T的 物质c5】。该 物 质 在 55℃加 热 

20min仍 能保持抑制活性。在分离、捉纯这 

种抑制剂的研究中，GABA—T测定是必需构 

设测手段。用三种方法观察HLHS对BHS中 

GABA-T的抑制作用(图2)。可见三种 法 

可观察到这种抑制剂的作用，但其灵敏度 

HLH ■ 【I ／0 9rot 

图2 三种方法铡定~HLHS对BHS 
GABA—T的抑制作用 ，’ 

注：1．在 一定量‘BHS中加入不同曼HLH．S， 

按上述方法测定GABA—T，并计算 

抑制百分率(I％) 

． *：“C标记法(一0～)，DABA法(一× 
-- )N偶联法(～▲～)中BH 白质浓 

度各为5．7t-tg，0．!m O．2rag／管 

不同，其中以偶联法最高， ‘c标记法次之， 

而DAB法灵敏度最低。其原 因可能 是 抑 制 

剂除抑制 GABA-T外对琥珀酸半醛脱氢酶 

表2 三种方法测定脑、肝、肾匀浆上清液GABA-T的活性(n=8) 

uC标记法 

(nmole／h／mg Prot) 

BHS 306．2±33．8 

LHS 27．1±3．6 

KHS 32．5±5．7 

· 72 ·， 

DAB法 

(Fib／rag Prot) 

204．7±24．9 

偶联法 

(FIh／mg PrOt) 

181．4±32．9 

14．4±2．2 — 

14．3±3．08 一 
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医 
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也有抑制作用，因此，用偶联法测定 时 l 

最大．另一方面，抑制物的抑制活性可能受 

pH 或 一些离子 的影 响。而三种方法酶促 反 

应条件不屙 ，如D B法反应在 H8．4硼‘酸绥 

冲液中进行，丽 C标记法反应 在 pH8．0磷 

酸盐缓冲液中进行。这可能是 DAB法测定 

中抑制剂活性大大小于其他两法的原因。由 

此可见，GABA—T抑制物分离纯化过程中， 

以 ．C 标 记 汝进行测定最努恰当 它最能表 

示蜜抑制物对GABR：T的抑制作用 此绪采 

可觯释文献1中 同的数据材料t 趴． 

总结三种方法可见；(1)， 标l记法是最 

直接、最简便，干 因茅最少的 法。但由于 

HC-GABA国内尚无生产，加之测定需要液 

体闪烁技术，故往往受到条件限制l(2)， 

DAB法较可靠， 爨生物样品中其他因素影响 

较小，主要问题是琥珀酸半醛不太稳定。另 

外，3．5一二氨基苯甲酸需要国外进口，也给 

实验造成不便 (3)，倩联法是 间接测定 

GABA—T活性的方法，必需满足的前提是 

琥珀酸半窿脱氢酶活性大犬高于GABA—T。 

茵此，它仅适于脑 GABA_T测定，对于琥 

珀酸半醛脱氢酶含量低的周围组织，此法不 

造用．此法受生物样品中其砸因素影响较 

·  

，K 渤 毪 

l简讯妻 
翁‘黔(勃(钐 

大，测定空自较高。但此方法所需试剂及实 

验条件简单，较易开展。另 外，DAB法和 

偶联法均需琥珀酸半醛作标准， 丽后者极不 

稳定 敞只 能用F檀进行酶’漕任；醐黼 比 
较 

尽管以上三种方法原理、实 验 条 件 不 

同，各有其优缺点，但从我们的实验可见， 

三种方法能较一致地反映GABA—T的活性． 

因此， 我们司 根糖 佯选择踅警方法用于 

G‘筐BA—T 定及其抑箭 物 究． 
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第六届金国高等医学检验专业校际会议在大连睡学院举行 

全国第六属医学院检验专业校际会议于1989年10月25日至28日在大连医学院学术馆举行，大连医学院赵 

宝昌剐院长主持了10月25日的开幕式，康格非理事长作了会议议题 报告，大会收到了教委王镭司长、卫生 

部周动海司长的来电来信祝贺。大连医学院吴功侃院长对来自全国3 所院校 6(位代表表示热烈 ·欢迎。 

这次校际会议的主要议题是 ： 

一

、 关于医学检验专业术科生 一 培养目标——检验医师的岗位职责及其知识结构的基本要求，检验专业 

教背三个层次 (本 科、大专、中专) 合理结构。 一 

二、大学本科及专科检验专业教材∞编写出版情况。 

三、各专业组的教学研讨、教学训划、教学大纲、教 方法及师资培训。 

四，实习、 业论文、研究生培养、专业评估、函授教育等方面的经验交流，．大会收到经验交流文章稍 

篇 (其中校际会议专集——大医教研8 1三第 3期双重医大医学检验系建系五周年专集共2本专檠)收蓟餍览 

教材及本专业多选题集等 8种，还有教材征订及编书情息 ￡项 
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