
过程 , PLA2在炎症介质产生过程中的作用以及调控机

理仍不十分明确 ,有待进一步深入研究。

　　 (致谢: 感谢美国 SmithK line的 Bo lognese博士提供

cPLA2抗体和标准品及相关资料。 )

　　关键词　内毒素 ;磷脂酶 A2;大鼠 ;肾脏

　　中图法分类号　 Q556. 1; R392. 11
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NADase细菌毒素的非放射性测定法
 

Non-radioassay of NADase bacterial toxins

金晓琳
  
　黎　庶　 胡福泉　　 (第三军医大学基础医学部微生物学教研室 ) 重庆 , 430038

　　提　要　目的: 建立一种测定 NADase细菌毒素活性的非放射性测定法。方法:建立一个 N AD(辅酶 I)

依赖的显色系统 ,在该系统中 , N AD接受乳酸脱氢酶 ( LDH)从乳酸脱下来的氢 ,再通过 PMS(吩嗪二甲酯硫

酸盐 )传递给 IN T(碘化硝基四氮唑蓝 ) ,使后者还原而显色。如果 N ADase毒素分解 N AD, 就会打断递氢链

而抑制显色反应。结果:显色系统中 , N AD含量与显色有良好线性关系 ( R= 0. 9898)。绿脓杆菌外毒素 A分

解 N AD而抑制显色反应。以毒素含量为自变量 ,以毒素对显色反应的抑制为应变量 ,建立了对数线性回归

方程 Y= 12. 5X0. 26 ,当 Y= 50%时 [即显色系统中的 NAD有半数 ( 250ng )被分解 ], X= 207( ng )。定义分解

1ng N AD的毒素活性为一个单位 ,则 207ng毒素含有 250个毒素活性单位。该方法的测定敏感性达到“ ng”水

平。结论:本方法是一种敏感的测定 N ADase细菌毒素活性的非放射性测定方法。

　　 NADase细菌毒素是一类由细菌产生的能够分解

NAD(辅酶 I)的毒素 [1 ]。这类毒素包括白喉毒素 [2 ]、霍

乱毒素及大肠杆菌不耐热肠毒素 [3, 4 ] ,绿脓杆菌外毒素

A等
[ 5, 6]及百日咳毒素 [7 ]。过去测定这类毒素的活性采

用的是 ADP核糖基化活性分析 ( ADP-ribosg lation

assay )
[1～ 5 ]。该方法是测定毒素分解14

C-N AD,并将具

有放射性标记的 ADPR转移到延长因子 EF-2上去的

能力。但是
14
C是长半衰期 ( 5730年 )的同位素 ,许多实

验室都限制使用 ,使得该方法的使用受到极大限制。本

研究建立了一种测定 NADase细菌毒素活性的非放

射性测定法。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂
　　①菌株与毒素: 菌株为本室保存的国际标准产毒株 PA-

103株。纯化后的绿脓杆菌外毒素 A, 用 pH 8. 0, 10 mmol /L
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T ris-HCL, 1 mmol /L EDTA的毒素稀液配制成 0. 1μg /μl浓度

的溶液。

　　②乳酸脱氢酶 ( LDH) ,用蒸馏水配成 5 mg /ml浓度的溶

液。

　　③碘化硝基四氮唑蓝 ( INT , Fluka化学试剂公司产品 ) ,

用蒸馏水配制成 4 mg /ml浓度的溶液。

　　④吩嗪二甲酯硫酸盐 ( PM S, Fluka化学试剂公司产品 ) ,用

蒸馏水配制成 1 mg /ml浓度的溶液。

　　⑤ N AD(中科院上海生化所产品 ) ,用毒素稀释液配制为 0.

25 mg /ml浓度的溶液作为贮存液。需要时用相同缓冲液做进

一步稀释。

　　⑥乳酸钠 (上海试剂三厂产品 ) ,用 pH 7. 4, 10 mmol /L

PBS配制成 0. 5 mol /L的溶液 ,内含 0. 02% Brij-35。

1. 2　 NAD依赖的显色系统的建立

　　具体方法是:在各测定管中加入 IN T溶液 0. 2 ml, PMS溶

液 0. 8 ml, LDH 0. 1 ml及乳酸钠溶液 1. 8 ml,置 37℃水浴保温

10 min,再向各测定管中加入 0. 2 ml不同稀释度的 NAD溶液。

对照管中不加 NAD溶液 (补充等量稀释液 )。混匀后置 37℃保

温 5 min。取出后每管加 2 mo l /L HCl 0. 1 ml终止反应 ,于 490

nm波长下比色测定 ,用对照管调零 [8, 9]。

1. 3　 NADase毒素活性测定

　　利用上述建立的 N AD依赖的显色系统来测定 N ADase细

菌毒素分解 NAD的活性。如果显色系统中 N AD被毒素分解 ,

显色系统的显色将受到抑制。具体测定方法是: 根据上述建立

的 NAD依赖的显色系统的结果 ,选择 N AD用量为每反应管

中 0. 5μg为理想用量。先将绿脓杆菌外毒素 A用毒素稀液做

倍比稀释 ,使 7个管中的含量分别是 1000, 500, 250, 125, 62. 5,

31. 25, 15. 625( ng ) ,体积为 10μl。然后向每管中加入 N AD溶液

2μl (即 0. 5μg)。混匀后置 25℃水浴 30 min,再向每管中加入 0.

2 ml p H 7. 4的 10 mmol /L PBS。将此毒素处理过的 NAD加入

显色系统相应各管中 ,混匀后 37℃保温 5 min,每管加入 0. 1 ml

2 mol /L HCl终止反应 ,在 490 nm下比色测定。实验测定设置

阴、阳性对照: 阳性对照管中含同样量的 NAD但不含毒素 ,阴

性对照管中不含 N AD,其余条件与测定管相同。D490比色

测定时用阴性对照管调零。

2　结果

2. 1　 NAD含量与显色反应的线性关系

　　在测定 N AD含量与显色反应的线性关系中共做了六个不

同 N AD浓度 ,分别是: 100, 150, 200, 300, 450, 600( ng )。每个浓

度做三支复管。以 N AD含量为横坐标 ,以各浓度 D490测定值的

均值为纵座标 ,绘制下列曲线。

图 1　 NAD含量与显色的关系

　　从曲线中 ,可以看出 NAD含量与显色反应有良好的线性

关系 ( R= 0. 9898)。根据此结果 ,选用 500ng含量的 N AD作为

N ADase毒素活性测定中的理想用量。

2. 2　 NADase毒素活性测定
　　在测定中分别用了七个不同浓度的绿脓杆菌外毒素去处

理 N AD( 500ng )。每个浓度均做三个复管。计算出各浓度下三

个复管测得的 D490的均值。以阳性对照管 ( N AD未用毒素处

理 ) 的 D490值为 100%显色看待 ,计算出各毒素处理管的显色率

和显色抑制率:

显色率 ( RCR) =
毒素处理管 D490值
阳性参照管 D490值

× 100%

抑制率 ( R I) = 100-
毒素处理管 D490值
阳性参照管 D490值

× 100%

表 1　不同浓度的 NADase毒素对显色反应的影响

Conten t of toxin( ng) 1000 500 250 125 62. 5 31. 2 15. 6 0(对照 )

D490值 0. 265 0. 443 0. 635 0. 786 0. 826 0. 888 0. 933 1. 280

RCR(% ) 20. 6 34. 4 49. 4 61. 1 64. 2 69. 1 72. 6 100

RI(% ) 79. 4 65. 6 50. 6 38. 9 35. 8 30. 9 27. 4 0. 0

　　以毒素含量做为自变量 ,显色抑制率为因变量 ,做对数线

性回归分析 , R2= 0. 9723747, SSR= 56. 7801,建立了对数线性

回归方程: Y= 12. 5X0. 26。

3　讨论

　　细菌的 NADase毒素是一类能够分解 NAD为腺

嘌呤二磷酸核糖基 ( ADPR)及尼克酰胺 ,并将 ADPR

转移到靶分子上去的毒素 [1～ 5 ] ,其反应如下:

NAD
NADase毒素

ADPR+ 尼克酰胺+ H+

　　靶分子因核糖基化后失去活性从而引起疾病。本

文中建立的测定 NADase细菌毒素活性的非放射性

测定法的原理如下:
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　　实验建立了一个 NAD依赖的显色系统 ,显色原

理是:乳酸脱氢酶从乳酸上脱下两个氢 ,通过 NAD及

PM S传递给氧化型 IN T, IN T还原后发生显色反应而

呈红紫色。在 490 nm波长下定量测定成色反应。如果

NADase细菌毒素分解了 NAD,则打断了递氢链的传

递。通过毒素对成色反应的抑制率即可反映出毒素的

活性。

　　在建立的对数线性回归方程中 , Y为抑制率 ,当 Y

= 50%时 ,其含意是显色系统中的 NAD有半数已被

分解。在本文条件下 ,显色系统中投入的 NAD量为

500 ng ,半数量即为 250 ng。我们规定能够分解 1 ng

N AD的毒素量为一个毒素活性单位 ,则能够使显色系

统发生 50%抑制时的毒素活性量即为 250单位。根据对

数线性回归方程 y= 12. 5X 0. 26,当 Y= 50时 , X= 207

( ng )。这就是说本文中使用的 207 ng毒素具有毒素活

性 250单位。

　　在标本实测中 ,既不知道毒素活性单位 ,也不知道

毒素含量。但只需将标本做连续倍比稀释 ,找到发生

50%的抑制时的稀释度 ,最后用稀释度乘以 250即求得

被测样品中的毒素活性单位数。

　　关键词　细菌毒素 ; NAD酶 ;非放射性测定

　　中图法分类号　 R978. 19
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“瘢痕贴”防治创面增生性瘢痕的临床研究

Clinical study of CRSS on prevention and treatment of hypertrophic scar

李世荣
 
　 张　玄　 王珍祥　 毋巨龙　 胡　 钧

  
　 云逢芹

**
　　 (第三军医大学附属西南医院整形外科 )重庆 ,

400038

　　提　要　目的: 为了寻求一种更好的防治增生性瘢痕的方法 ,对瘢痕贴的抗瘢痕作用进行研究。方法:以

88例患者的中厚皮片供区同增生性瘢痕为研究对象 ,采用同体对照方法 ,共观察 3个月。结果: 瘢痕贴使用简

单方便安全 ,瘢痕增生厚度明显低于对照组 ( P < 0. 01)。结论: 瘢痕贴有较好的推广应用价值。

　　烧伤、外伤后形成的创面增生性瘢痕严重影响患

者的外观及功能。目前临床上仍缺乏一种简单有效而

副作用小的防治方法 , 80年代初期 ,国外学者发现硅凝

胶膜有防治瘢痕增生的作用后 ,引起医学界广泛关注。

随之便有颇多关于硅凝胶膜防治瘢痕增生的报道 ,并

不断有硅凝胶膜商品问世。结合我科多年来的临床应

用硅凝胶膜的经验 , 1996年 ,我们同上海东月医疗保健

用品有限公司一道 ,综合了国外 10多年的资料 ,分析国
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