
进行估计。A260 /280值应大于 1. 8,说明无 DNA、酚和蛋

白质残余 ;同时 ,该值应小于 2. 0,表明 RNA未发生降

解。既混有 DNA、酚、蛋白质残余 ,又已发生降解的

RNA样品 ,该值也可在 1. 8～ 2. 0之间。因此 ,有必要进

行 RNA的甲醛变性电泳以检测 RNA样品的完整性。

　　 SDS-Phenol法是一种细菌总 RNA制备方法 ,我

室将其适当改进后用于动物细胞总 RNA的快速提

取 ,经我们验证 ,改进 SDS-Pheno l法提取的 RNA样

品甲醛变性电泳证实 RNA完整性好 ,蛋白质测定为

阴性 ,纯度略高于 AGPC法 ,我们已将该法提取的

RNA成功地用于 RT-PCR、斑点杂交、 Nor thern印迹

及 Runof f Assay等 RNA分析技术中。若样品 RNA

纯度要求还高 ,可增加一次乙醇沉淀操作 ,收获的

RNA样品 A260 /280值可达 1. 85± 0. 03( n= 19) ,纯度达

92%± 3% ( n= 19)。同时 ,改进 SDS-Phenol法 RNA

产量明显高于 AGPC法 ,特别适用于从少量细胞标本

中提取 RNA,如外周血及骨髓新分离的单个核细胞、

体液脱落细胞等。改进 SDS-Phenol法也适用于各种

细胞培养、大量培养的细菌样品的 RNA提取。总之 ,

该法操作简单 ,全程只需 2 h,无需超速离心和多次酚-

氯仿抽提 ,是一种快速高效的细胞总 RNA提取方法 ,

值得推荐使用。

　　关键词　 RN A纯化 ;细胞 RN A

　　中图法分类号　 Q522
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氨气敏电极终点法测定腺苷脱氨酶活性

Assay of adenosine deaminase activity by end-point method with NH3 sen-

sitive electrode

阳明福
 
　李　文　 张世德　 牟绍洪　　 (第三军医大学医学检验系分析化学教研室 )重庆 , 400038

　　提　要　目的: 建立血清腺苷脱氨酶传感器分析方法。方法:血清样品与腺苷溶液恒温反应 30 min。三氯
乙酸终止反应 ,调溶液 pH值 9. 0,氨气敏电极测定 ,标准曲线法定量。结果:线性范围 5～ 100 U /L ,日内、日间
相对标准偏差 ( RSD)分别为 2. 86% 、 3. 92% ,平均回收率 101. 7%。结论:方法线性范围宽 ,准确度高 ,重现性

好 ,且操作简便 ,无需较多的酶试剂 ,可用于临床样品测定。

　　腺苷脱氨酶 ( Adenosine deaminase, ADA, EC: 3.

5. 4. 4)是一种与机体免疫系统有重要联系的核酸分解

代谢酶类 ,可特异性催化腺苷产生不可逆的脱氨反

应 [1 ]。近年来 ,测定体液中 ADA水平对白血病等多种

疾病的诊断与鉴别诊断 ,治疗和免疫功能障碍研究都

有重要意义 ,已被越来越广泛地应用。现行的测定方法

主要有 N H3比色法
[2 ]
、酶偶联分光光度法

[3, 4 ]
和凝胶电

泳法 [5 ]。尚未见过传感器进行测定的研究报道。本文以

氨气敏电极为传感器 ,建立了血清腺苷脱氨酶活性的

传感器分析方法 ,准确、精密 ,成本低 ,操作简便 ,适用

于临床样品测定。

1　材料与方法

1. 1　原理

腺苷+ H2O
ADA

肌苷+ N H+4

　　通过调节溶液的 p H值 ,使 N H+4 N H3 ,然后用氨电极测

量。 NH3的生成量与 ADA活性相关 ,氨电极的响应值 ( E)与

N H3浓度负对数线性相关。故可通过氨气敏电极测定 N H3浓度

而测定 ADA活性。

1. 2　仪器与试剂
1. 2. 1　仪器　　 PXJ-130离子分析仪 (萧山科学仪器厂 ) ,

pNH3-1型氨气敏电极 (泰县电分析仪器厂 )。

1. 2. 2　试剂　　腺苷、腺苷脱氨酶均为 Sigma产品 , KH2PO4、
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Na2 HPO4、 HCl、 NaOH均为分析纯 ,水为双蒸水。

1. 3　方法
1. 3. 1　氨气敏电极的准备与洗涤　　将 N H3电极中的 p H玻

璃电极浸在内电解液 ( 0. 1 mol / L NaCl溶液 )中活化 2 h,然后

装好透气膜 ,加入内电解液 ,将活化后的 p H玻璃电极装入 ,注

意 p H电极与透气膜之间不能挤压太紧。再将装好的 N H3电极

在内电解液中活化 5 h ,备用。检测过样品的氨气敏电极可插入

p H= 1. 0的 HCl溶液中 ,连续搅拌洗涤。

1. 3. 2　 ADA活性测定　　 2 ml 6 mmo l / L腺苷—— 磷酸盐缓

冲液 ( 0. 1 mo l /L KH2PO4- 0. 1 mo l /L Na2HPO4 ) ,加入 0. 2 ml

血清样品 ,混匀 37℃水浴 30 min。加入 0. 4 ml 50%三氯乙酸溶

液终止反应。然后用 1. 0 mo l /L NaOH溶液调至 p H值 9. 0,再

加双蒸水至总体积 10. 0 ml。以氨气敏电极为指示电极 ,饱和甘

汞电极为参比电极 ,插入此溶液后 ,搅拌 5 min读数。从标准曲

线上查得 ADA活性。

　　单位定义每升血清标本中 ADA在上述条件下 ,每分钟解

腺苷生成 1μmol / L NH+
4为 1单位 ( U /L)。

2　结果与讨论

2. 1　最适 pH选择

2. 1. 1　酶促反应体系的 pH值　　在 pH为 4. 0～

10. 0的磷酸盐缓冲溶液中 ,配成相同浓度腺苷溶液 ,然

后测定同一样品的 ADA活性。结果显示 pH为 7. 4的

缓冲溶液中酶活性最大。故酶反应均在 pH为 7. 4的磷

酸盐缓冲溶液中进行。

2. 1. 2　氨气敏电极测试的 pH条件　　取酶反应终

止后的溶液 2 ml分别用 1. 0 mo l /L NaOH溶液调至

pH为 7. 4、 8. 0、 9. 0、 10. 0,观察氨电极的响应。在 pH

值 7. 4～ 9. 0之间 ,电极响应信号随 pH值升高而增大 ,

pH为 9. 0、 10. 0的两溶液中 ,电极响应值相差甚微 ,由

于溶液 pH值太高 ,会导致含氮化合物分解产生 NH3 ,

影响分析结果的准确与稳定。所以 ,本文用氨电极测定

时 ,均把待测溶液的 pH值调至 9. 0。

2. 2　氨气敏电极的响应时间

　　 NH3从待测溶液中通过透气膜扩散进入内电解

液 ,在内电解液中建立 NH3+ H
+

NH
+
4的平衡 ,这

些过程均需要时间。因此 ,不能将电极插入待测液中即

读数 ,需稳定一定时间。实验结果表明 ,电极插入溶液 5

min内仪器显示数值变化较大 , 5 min后基本不变或变

化甚微。故具体测定时 ,均在电极插入待测液 5 min后

读数。

2. 3　标准曲线

　　称取 ADA标准品 ( 1. 5 Uni t /mg )于 pH= 7. 4的

磷酸盐缓冲溶液中 ,配成 100 U /L溶液。取此溶液用磷

酸盐缓冲稀释为 5、 10、 20、 40、 60、 80 ( U /L)的酶标准

液。将 0. 2 m l酶标准液加入腺苷溶液中 ,再加入 0. 1 ml

人血清 (经过 70℃灭活 ) ,然后按 ADA活性测定方法

测定。以标准酶活性单位对数为横坐标 ,电位响应值的

负值为纵坐标。电位响应值与 ADA活性之间有良好

线性关系 ,线性范围的活性单位为 5～ 100 U /L。

2. 4　精密度

　　取一份正常人血清样品 , 1 d内重复取样测定 10

次 ,测定结果为 22. 78± 0. 65 U /L,日内相对标准偏差

RSD为 2. 68%。样品藏于 4℃ ,每天测 4次 ,连续测定 3

d,测定结果为 23. 86± 0. 94 U /L,日间 RSD为 3.

92%。

2. 5　回收率

　　标准加入法进行回收实验。以正常人血清为样品 ,

分别加入 5、 10、 20、 30、 40、 60( U /L)酶标准液进行测

定 ,结果如附表。

附表　回收实验结果

实验编号 加入酶标 ( U /L) 回收酶 (% ) 回收率 (% )

1 5 5. 22 104. 4

2 10 10. 36 103. 6

3 20 20. 78 103. 9

4 30 29. 31 97. 7

5 40 39. 4 98. 5

6 60 61. 20 102. 0

平均回收率 (% ) 101. 7

2. 6　应用实例

　　我们用本法测定了 10个健康人血清样品 ,结果为

21. 34± 0. 72 U /L,与文献基本一致。

3　结论

　　本方法测定血清腺苷脱氨酶 ,所用仪器简单 ,操作

简便 ,无需复杂价昂的酶试剂 ,测定成本低 ,结果准确

可靠。可用于临床非批量样品测定。

　　关键词　氨气敏电极 ;终点法 ;腺苷脱氨酶

　　中图法分类号　 Q557. 3
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口服左氟沙星患者血清和胆汁的体外杀菌效价

Bactericidal effects of serum and bile in patients after oral administra-

tion of levof loxacin In vitro

林　彩
 
　董　慧　 罗　东　 陈勇川　 白　洁　　 (第三军医大学附属西南医院药剂科 )重庆 , 400038

　　提　要　目的:测定口服左氟沙星后的血清和胆汁的杀菌效价。方法:采用微量平板稀释法。结果: 左氟

沙星对链球菌、变形杆菌、肺炎克雷伯氏菌有强大的杀菌活性 ,且杀菌作用能维持在 8 h以上 ;对大肠埃希氏

菌、金黄色葡萄球菌也具有良好的杀菌作用 ,其杀菌作用也能维持 8 h以上 ,但其血清杀菌效价为 1 4,对绿

脓假单胞菌的杀菌作用较低 , 8 h后无作用。结论:左氟沙星对胆道的链球菌、肺炎克雷伯氏菌、变形杆菌、大

肠杆菌、金黄色葡萄球菌有较好的杀菌作用 ,对绿脓假单胞菌作用较差。

　　左氟沙星 ( Levof lox acin,可乐必妥 )是日本第一制

药株式会社于 1986年开发的新喹诺酮氧氟沙星的光学

活性 L-型异构体 [ S-( -) -0 FLX ]。对革兰氏阳性菌及

革兰氏阴性菌有高度抗菌活性 [1 ]。本研究测定 9例患胆

囊炎、胆管炎、胆结石和施胆囊切除手术并均行胆管引

流的患者 ,应用可乐必妥后的血清及胆汁杀菌效价 ,旨

在了解可乐必妥对常见临床分离细菌的杀菌效价 ,为

临床制定合理的给药方案 ,提高临床疗效提供实验

依据。

1　材料与方法

1. 1　病例选择
　　 9例肝胆外科住院者。男性 2例 ,女性 7例 ;平均年龄 47±

15. 1( 23～ 66)岁 ;平均体重 54. 7± 8. 0 kg ( 44～ 68 kg )。

1. 2　抗菌药物
　　可乐必妥片 100 mg /片 (日本第一制药株式会社 )。

1. 3　培养基
　　液体 M -H培养基和固体 M-H琼脂培养基 (中国药品生物

制品检定所 )。

1. 4　给药方法和标本收集
　　每位受试患者在试验前 1周停用抗生素 ,分别口服可乐必

妥片 ,剂量均为 200 mg ,分别于给药后 1. 5 h(峰时 )和 8 h(谷时 )

采取血标本 ;于给药后 3～ 4 h (峰时 )及 6～ 8 h(谷时 )收集胆汁

标本 ,将血和胆汁标本 3000× g离心 ,分离上清液 ,置 4℃冰箱保

存待测。

1. 5　菌液配制
　　 78株受试菌均由西南医院细菌室从临床标本分离 ,经细菌

室常规鉴定 ,包括大肠埃希氏菌 9株 ,金黄色葡萄球菌 24株 ,绿

脓假单胞菌 10株 ,链球菌 10株 ,变形杆菌 9株 ,肺炎克雷伯氏菌

13株。以金黄色葡萄球菌 ( ATCC25923) ,大肠埃希氏菌

( ATCC25922) ,绿脓假单胞菌 ( ATCC27853)为标准菌株质控。

　　受试菌除链球菌转入含 5%脱纤维兔血平板 ,其余均转入

营养琼脂斜面上经 37℃培养 24 h再分别接种于 M-H培养液

中 , 37℃增菌 2～ 3 h ,然后以 M-H培养液稀释为 105C FU /ml浓

度的菌悬液。

1. 6　杀菌效价测定方法
　　采用微量平板稀释法 ,将血清和胆汁用 M-H培养液 (链球

菌用含 5%脱纤维兔血 M-H培养液 )倍比稀释成不同浓度 ,取

50μl各系列浓度血清或胆汁以及 50μl菌悬液 ,接种于 96孔平

皿中 ,振荡混匀 ,经 37℃培养 24 h。次日将未长菌小孔内容物接

种于不含抗菌药物的 M H平皿上 (链球菌接种于含 5%脱纤维

兔血 M H平板上 ) , 37℃再培养 24 h,以未见细菌生长的最低血

清或胆汁稀释度为杀菌效价。

1. 7　数据处理
　　分别统计应用可乐必妥后的血清和胆汁的峰时及谷时对
每类细菌的杀菌效价的中位数。

2　结果

　　六类细菌中 ,可乐必妥对链球菌、变形杆菌、肺炎克雷伯氏
菌的胆汁杀菌效价最高 ( 1 32～ > 1 256) ,血清杀菌效价也最
高 ( 1 8～ 1 16) ,杀菌效价能维持 8 h以上 ;对大肠埃希氏菌和

金黄色葡萄球菌的胆汁杀菌效价较高 ( 1 8～ 1 16) ,其杀菌作
用也能维持 8 h以上 ,但血清杀菌效价为 1 4,对绿脓假单胞菌
的杀菌效价较低 , 8 h后无作用 ,且效价低于治疗水平 ,故建议

61

第 21卷第 1期

1999年 1月
　

第　三　军　医　大　学　学　报

　 ACT A ACADEMIAE MEDICIN AE MIL ITARIS TERTIAE 　
　

Vo l. 21, No. 1

Jan. 1999

 林　彩 ,女 , 32岁 ,主管药师 ,学士


