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3 讨论

A b
一

P A B F 组化染色法的染色原理与 A b
一

P A S 组

化染色法有所不同
。

A b
一

P A S 组化染色法的染色原理

是
:

阿利新兰染料分子 中带正 电荷的盐基和酸性物质

负电荷的酸基结合形成蓝色反应
。

应用过碘酸这一强

的氧化剂 把含有 糖 类物 质氧化 而 产生 双醛 ( C H O
-

C H O )
,

醛可以与 S o hi ff 试剂反应
,

亚硫酸品红与双醛

结合便形成了紫红色 反应物
。

而 A b
一

P A B F 组化染色

法的染色原理是
:

首先应用阿利新兰染料分子中带正

电荷的盐基与酸性物质的负电荷的酸基结合形成蓝色

反应
,

与此同时便阻断了酸性粘液的梭酸分子中的 乙

二醇基
,

而切片进入 P A B F 染液时
,

只有 中性粘液物

质中的乙二醇基或氨醇基才能和未经脱色的碱性品红

与过碘酸结合形成红色的最终反应物
。

小肠粘液可分 为中性与酸性两大类
。

为了使这两

种粘液物质能在同一张切片中同时显示 出来
,

我们将 5

组小鼠小肠组织的连续切片分别应用了 A b
一

P A B F 组

化染色法与 A b
一

P A S 组 化染色法显示其 中不 同的粘

液类型
。

并将这两种染色方法所得到的染色结果进行

了彩色图像分析 与统计处理
,

证 明了 A b
一

P A B F 组化

染色法达到了 A b
一

P A S 组化染色法同样的显色效果
;

A b
一

P A B F 组化染色法同样可在同一张切片上同时显

示不 同的粘液类型
,

且着色对 比清晰
,

反差大
,

而更重

要的是
,

A b
一

P A B F 组化染色法克服 了 A b
一

P A S 组化

染色法中诸多的缺陷与不足
,

而表现 出以下几方面 的

优点
:

A b
一

P A B F 组化染 色法 比 A b
一

P A S 组化染色法

操作简单
。

A b
一

P A S 组化染色法中涉及了 S o hi ff 试剂

的配制
,

而 S o hi ff 试剂 的配 制必须经过加热煮沸
、

冷

却
、

过滤
、

吸附等一系列过程
,

A b
一

P A B F 组化染色法

中省去了 S hc if f 试剂配制的繁琐步骤
,

只需在临染色

前将碱性品红水溶液与过碘酸水溶液按 比例混匀即可

使用
。

此外
,

A b
一

P A B F 组化染色法与 A b
一

P A S 组化染

色法容易掌握
。

A b
一

P A S 组化染色法对实验条件要求

比较高
,

如过碘酸氧化作用时的温度
,

作用时间都对染

色结果有很大的影响
。

如果温度过高
,

作用时间过长
,

则可使某些物质成分发生非特异性反应而致染色结果

出现假阳性
。

而 A b
一

P A B F 组化染色法则避免了上述

条件的影响
,

且要求室温控制在 30 ℃即可
,

极少发生非

特异性染色
,

背景显得十分 干净
。

另外
,

A b
一

P A B F 组

化染色法比 A b
一

P A S 组化染色法更加经济
、

实用
。

A卜

P A S 组化染色法 中碱性 品红的用量是 0
.

5一 1 9 / 1 00

ml
,

而 A b
一

P A B F 组化染色法中碱性 品红的用量只需

0
.

2 9 / 1 0 0 m l 即可
,

后者比前者节约试剂 2 ~ 5倍
。

由于

试剂 的用量减少
,

节省经费对于广泛开展 A b
一

P A B F

组化染色显示小肠粘液物质提供了方便
。

关键词 粘液
,
改 良的 A b

一
P A B F 组化染色

;
A b

一
P A S 组

化染色
;
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梯度洗脱高效液相法测定脑组织三磷酸腺苦及其代谢产物

D e t e r m i n a t i o n o f a d e n o s i n e t r i P h o s P h a t e a n d i t s m e t a b o l i t i e s i n b r a i n

t i s s u e b y g r a d i e n t e l u t i o n h i g h
一

P e r f o r m a n e e Ii q u i d c h r o m a t o g r a P h y

黄永平 黄林清 徐传福 周世文 张诗平 (第三军医大学附属 新桥医院中心实验室 ) 重庆
,
6 3 0 0 3 7

能量代谢是组织细胞赖 以维持其结构和功能正常 ( A T P )是脑组织 中的主要能量物质
。

为配合我院脑移

的物质前提
。

脑组织能量物质的测定是研究脑组织在 植的研究
,

我们建立了测定脑组织 A T P 及 其代谢产

生理
、

病理条件下代谢变化的重要指标
,

而三磷酸腺昔 物的梯度洗脱高效液相色谱技术
,

以了解胎兔脑组织
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的能量代谢情况
。

1 材料和方法

1
.

1 试荆

5 ’ 一

腺昔三磷酸 ( A T P )
、

s
’ 一

腺昔一磷酸 ( A M P )
、

肌昔 ( I
n o -

s
ine

,

IN O )
、

次黄嗦吟 ( H yp
o x a n t h i

n e ,

H x )
、

黄嗦吟 ( X
a n th i

n e ,

X ) 系 上 海 生 物 化 学 研 究 所 制 品 , 5
’ 一

腺 昔 二 磷 酸

( A D P )
,

德国
、

R u
ak

,

A R ,甲醇
、

磷酸按等试剂均为国产分析纯级
.

1
.

2 仪器

H P L C 色谱仪
:

S sy t e m G l o
d

T M ,

美国 eB
e

k m a n 公司产品
.

1 6 7紫外检测器
,

1 26 泵
,

4 06 转换器均为美国 eB ck m a n
产 品

.

A S T 2 8 6计算机
,

香港
。

E P S O N L X 一 8 0 0型打字机
,

日本
.

1
.

3 色谱条件

5 拜m U L T R A S P H E R E O DS C I .

柱 ( 4
.

6 X 1 5 o m m )
.

参照文

献 [ z
,
2〕报道的方法加以修改

.

流动相为 0
.

o 5 M ( N H . ) :
P O

.

缓

冲液 ( p H 6
.

0) 和甲醇
,

采用线性梯度
,

其 甲醇含量在。 ~ 5 m in

内由 o 写升至 2肠
,

5 ~ 1 2 m i n 内维持在 2 %水平
,

1 2 ~ 1 5 m i n
由

2 %升至 8 %
,

15 m in 后甲醇为。写
.

流速
: l m l /m in

。

检测波长
:

2 5 0 n m
。

进样量
:

2 0 拜 1
.

压力
:

1
.

9 k p s i
.

1
.

4 样品来源及处理

样品来源于 23 ~ 24 d 的免胚胎
.

孕兔以 3 % 戊巴比妥钠 ( 30

m g k/ g 夕静脉 注射麻醉
,

消毒铺巾
,

剖腹
,

从子宫中取出兔胎
,

剪

开头皮
、

颅骨及脑膜
,

暴露脑组织
,

以锐利刀片切下
,

立即置于

液氮中保存
。

检测前取出
,

在预冷 (0 ℃ )的乳钵中研磨
,

加冷冻

的 3
.

6 %高敏酸 ( H CI O
;

)3 m l
,

冰浴中用内切式组织匀浆机制成

匀浆
,

9 0 0 0 x g 离心 3 0 m i n ( o ℃ )
.

取上清
,

用 5 m o l / L K O H
,

0
.

5 0 mo l /L K
:

C O :

中和
,

调 p H 为 5
.

0 ~ 6
.

0
,

放置 1 2 h 后

( o ℃ )
,

再次离心 ( o ℃
,

1 0 m i n ,
6 0 0 x g )

,

取上清液
,

用 0
.

4 5 拜m

徽孔德膜过滤
。

2 结果与讨论

2
.

1 标准 曲线的制作

准确称取 A T P
、

A D P
、

A M P
、

I N O
、

H x 、

X
,

置于 1 0

m l 棕色容量瓶 中
,

加 水 稀 释 至 刻度
,

混 匀 配 成 含

A T P
、

A D P
、

A M P
、

I N O
、

H x 、

X 的贮备液
,

其含量分别

为
: l 义 1 0 一 5 ,

3 x l o 一 5 ,

0
.

5 又 1 0 一 5 ,

0
.

3又 10 一 5 ,

l x l o 一 ’ ,

6
.

4 X 10
一 5

m ol / L
,

并逐次两倍稀释 5次
,

配成 6个等比

梯度的标准液
,

通过检测其不同浓度的相应峰面积
,

计

算各直线回归方程和检测结果的相关系数
。

( A T P : y

= 0
.

7 4 6 7 3 x 一 0
.

0 4 0 8 5 ; r ~ 0
.

9 9 9 0 3 ; A D P
:

y ~

1
.

0 1 6 6 0 x 一 0
.

1 1 6 9 1 ; r ~ 0
.

9 9 9 9 9 ; A M P
: 少 ~

0
.

4 9 1 4 6 x + 0
.

0 0 3 5 8 ; r
= 0

.

9 9 5 4 4 ; I N O
: 夕 -

0
.

5 7 5 6 7 x 一 0
.

0 1 6 3 2 ; r 一 0
.

9 9 9 0 3 ; H x :
y =

0
.

6 2 18 9 x 一 0
.

0 4 6 4 8 ; r ~ 0
.

9 9 9 4 5 ; X
:

,

y = 7
.

2 1 0 8 3 x

一 0
.

4 9 4 6 1 ; r = 0
.

9 9 9 0 6 ;
检测值均乘以 1 0 一 5

m o l / L )
.

2
.

2 标准物质的保留时间

在上述设定条件下
,

能较好地分离上述 6种标准物

质
,

其保 留时 间分别 为 ( m i n )
:

I N O 一 5
.

5 2 ; A T P 一

7
.

7 4 ; A D P 一 8
.

2 4 ; H x 一 8
.

58 ; X 一 9
.

59 ; A M P一 1 1
.

5 7
。

2
.

3 六种标准物质的重复性和 回 收 率

对 6种标准物质进行重复性实验 ( n 一 5 )
,

并经统

计学处理
,

其变异系数 ( C V )在 0
.

34 写~ 3
.

45 %之间

(见表 1 )
。

兔胎脑组织中分别加入一定量的标准物质
,

未加入和加入标准物质的脑组织分别上柱检测
,

计算

样品的回收率为96
.

7 % ~ 1 05
.

2 % (见表 2)
。

表 1 标准物质的三复性 (峰面积
. ~ )S

标准物质 C V ( 写 )

IN O

A T P

A D P

A M P

H x

X

0
.

5 5 06 6 0
.

0 0 8 1 5

1
.

3 8 8 4 0 0
.

0 3 3 7 4

1
.

4 8

2
。

4 3

3
.

0 6 6 5 2 0
.

1 0 5 7 9

1
.

0 0 0 0 7 0
.

0 2 19 0

1
.

6 8 6 2 5 0
.

0 3 15 3

0
.

9 5 4 7 7 0
.

0 0 3 2 5

表2 样本的回收率

物质 IN O A T P A D P A M P

加入 t ( n g )

测得量 ( n g )

回收率 ( % )

1 2
。

7

1 2
。

3

3 1
.

9

3 2
.

6

4
.

4

4
.

6 3

10 5
.

2

24
.

3

2 4
.

1

9 8
.

5 9 6
.

7 1 0 2
.

3 10 1
.

2 9 9
.

3

综上所述
,

我们应用反相 H P L C
,

采用梯度洗脱技

术
,

可同时测定脑组织中与 A T P 代谢有关的 6种化合

物
。

尽管测定生物样本能量物质的方法较多
,

如活体核

磁共振技术 ( N M R ) 「
3 〕 ,

但其设备 昂贵
,

难于推广应用
;

酶学方法
、

生物发光技术和等速 电泳等方法 [’]
,

操作繁

琐
,

影响因素多
,

不能同时检测多种代谢产物
。

而本文

介绍的方法检测精度和准确度均符合方法学要求
,

具

有操作简便
,

测定时间短
,

标本用量少等优点
,

是测定

脑组织中能量物质的理想技术
。

关键词 三磷酸腺昔 ; 色谱法
;

高效液相

中图法分类号 R 4 46
.
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离子型与非离子型两种造影剂的比较研究

C o m P a r a t i v e s t u d y o f i o n i e a n d n o n i o n i e c o n t r a s t m e d i a

刘凤秀 谢 兵 陈 洁 牟 玮 游 箭 (第三军医大学附属西南医院放射科 ) 重庆
,
6 3 0 0 3 8

血管造影检查质量保证 ( Q A )
,

是 80 年代初期产

生的
,

是医学物理学发展的重要成果
。

随着介入放射学

的发展
,

造影剂 引起的不良反应也时有发生
,

成为介入

放射性血管造影并发症发生的重要因素之一 1[]
。

为减

少此类并发症
,

文中就离子型与非离子型造影剂进行

对比
,

结果报道如下
。

显造影明显优于 76 %泛影葡胺
.

两种造影剂从开始注入体内至 l h 观察其不良反应
,
2 40 例

优维显造影中64 例次有不适热感 ( 26
.

7 % )
,

70 。例 76 %泛影葡

胺中62 4例有轻度反应不适热感 (8 9
.

1 % )
,

见表 2
。

表 2 两种造影剂不适反应发生情况

例 数 发 生率 ( % )

反应表现

一般资料
优 维显

( n 一 2 4 0 )

泛影葡胺

(
n

= 7 0 0 )

优维显 泛影葡胺

我院自1 9 8 8年 4月至 1 9 9 2年 4月共进行介入造影 9 40 例
,

98 0

例次
。

造影剂选用的是国产76 %泛影葡胺和德国
“

先灵公司
”
的

优维显 ( u h ar vi , t 24 0一 37 0)
.

造影剂用量根据各部位不同分别

决定
,

也根据造影全程情况而定
.

造影剂均为高压注射器推注
,

“
P U C K ”

大片进行造影
。

用先灵公司的优维显一般不 用 镇静

剂
。

用国产 76 %泛影葡胺时
,

在造影前用地塞米松 5 m g 静脉推

注或肌注
。

我们对两种不同造影剂的造影质量及造影反应进行

了观察
.

首先用光密度计 (温州自动化设备厂产的 M D x 一 5光

密度计 )进行造影后的胶片测定
,

得出各密度区优良差之密度

值
.

各区密度 (胶片 )标准为
:

全透明区 (未感光 区 ) 以 。
.

10 ~

。
.

20 为优
, 。

.

21 ~ 。
.

29 为良
, 。

.

30 以上为差
.

胶片全黑化区
:

2
.

。

以上为优 z[]
,

1
.

70 ~ 1
.

99 为良
,

低于 1
.

69 为差
。

无血管区
: 。

.

50

~ 。
.

60 为优
,

0
.

60 ~ 0
.

80 为良
, 。

.

81 以上为差
。

血管区
:

1
.

80 一

2
.

50 为优
,
1

.

60 ~ 1
.

79 为良
,

低于 1
.

59 为差
,

全部造影的投照条

件
、

方式
、

距离及洗片等均按常规操作不变
。

将两种造影剂造影

后的胶片影像质量进行对比和评价
。

结果见表 1
。

重 热 感

轻度热感

全身不适

呼吸困难

恶心呕吐

抽搐头痛

1
.

6 6

2 6
.

6 7

0
.

8 3

0

2
.

8 5

8 9
.

14

1 2
.

7 1

2
.

28

1
.

2 5 5
.

14

1
.

28

n连Oéó七口n口自弓自n611tj

右

1
.

2 5

(病人反 应的一过 性感觉和 症状
,

经对症处 理 后未做

客观标准记录 )

统计处理
,

得到 t 一 2
.

0 2 4
,
尸 < 。

.

0 01
,

相差显著
,

优维 显

造影引起的不适远少于泛影葡胺
.

表 1 两组造影剂胶片影像质量比较

组别
百分 比 ( % )

差 合计 优 良 差

优维显 1 80 60

7 6沁泛影葡胺 4 2 1 2 74

2 4 0 7 5
.

0 2 5

7 0 0 6 0
.

1 3 9 0
.

7 1

合计

10 0
.

0

1 0 0
.

0

统计处理
,

得 到 t ~ 7
.

58
,

P < 。
.

01
,

相差 显著
,

说 明优维

2 讨论

血管造影 (包括介入 )质量保证
,

在造影剂的选择

上十分重要
,

为了尽可能的使病人安全和保证 造影成

功
,

我们主张在进行血管造影时将优维显 (非离子型 )

作为首选造影剂
,

个别 自费病人在剂量较大的血管造

影中也应选择优维显作为首选药
。

国产泛影葡胺虽然

价格低
,

影像质量也较好
,

但不 良反应不少
,

在造影过

程中或造影后除了病人有一过性热感外
.

约 5 %的病人

出现不同程度的头痛
、

头晕
、

心悸
、

恶心呕吐
、

抽搐等过

敏反应或重症并发症等
,

影响摄片质量
,

增加病人痛

苦
,

而优维显为一种水溶性非离子造影剂
,

注射后不离


