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内毒素的碘化标记及其影响因素的探讨
`
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提 要 根据内毒素可以和一种亚胺脂试剂 ( P
一

O H M et h y l ben iz m id at
e ,

M P H BMI )在碱性条件下发生共

价键结合这一原理
,

对大肠杆菌 内毒素 (脂多糖
,
E

.

C
o
l i 0 1 1 2

:
B

.
L ip o p o

l y
s a e e

h
r id

e s ,
L P S )进行碘化连接标

记
,

经过对一些实验条件的反复摸索和改进
,

获得了 93
.

6写的标记率和 1
.

6士 0
.

25 x l 。 ,

均 /昭 M
一
L P S 的比

活性
。

经层析
、

电泳扫描仪等鉴定
,

表明标记物结合峰的面积在 96 % 以上
,

生物活性与未标记脂多糖基本相

同
。

体外存放 10 d 及体 内结合试验未见明显脱碘现象
,

符合体内示踪研究的要求
。

文中对一些影响标记效果

的因素作了较深入的探讨
。

关键词 内毒素
,
亚胺脂

,

碘化标记

中图法分类号 R 3 61
.

1

内毒素是存在于革兰氏阴性细菌细胞壁中的重要

致病物质
,

其化学成分 为脂 多糖 ( L i p o p o l y s a c c h r i d e s ,

L P S )
。

在烧伤
、

创伤
、

感染
、

休克等情况下
,

内毒素血症

十分常见且有重要致病作用
。

为研究病理状态下该物

质在体内的分布与定位及 其变化规律
,

作者经反复实

验摸索
,

获得 了适用于体 内示踪研究的碘化标记 内毒

素
,

并对其影响因素作了初步探讨
。

1 材料与方法

1
.

1 脂多糖偶联物 ( M 一 L P S )的 制 备

用 0
.

0 5 m ol / L
, p H S

.

。 的 硼酸盐缓冲 液配制 50 m m ol / L

的 M p H B IM 溶液
。

用 M p H B I M 溶液按 1 nr g L p S / m l 配制成

脂多糖溶液
,

置 37 ℃孵育 24 h 后
,

用无菌生理盐 水在 4℃透析 24

h
,

换透析液两次
,

以 除去未结合的 M P H BMI
,

获得的偶联物

(M 一 L P S )经紫外分光光度计测定 ( 20 。 ~ 30 0 n
m )

.

M 一 L P S 和

L p S 均为 入 , 。 二 = 2 5 0 n
m

.

M p H B IM 的 入 , u x
= 2 5 5 n

m
,

根据

O D 求得偶联物溶液中的 L P S 的浓度约为 1
.

31 m g /m !
.

1
.

Z M 一 L P S 的碘化标记

在 l m l M 一 L P S 溶液中
,

加入
” ,

I 一 N a I 7 4 m鞠
,

磁力搅

拌下喷入氯氨 一 T ( e h 一 T ) 5 0 拜 1( Z m g /m l )
,

室温搅拌 3 o m in 后

加入 N a
s O 溶液 1 5 0 产 ] ( 2 nr g / nr 一)终止反应

,

反应液 于透析袋内

用无菌生理盐水透析 3一 4 d
,

每天换透析液 3次
,

直至透 析外液

中放射性计数率接近本底时止
。

。
.

36
,

本底 12
.

4 c p m
。

数次结果经统计学处理
,

碘利用率平均

55
.

7% 士 1 6
.

7写
,

标记率为 93
.

6 % 士 3
.

7%
,

比活性为 (l
.

6士 .0

2 5 ) 只 一o ,

qB /产 g M 一 L P S
。

2
.

2 放化纯度

将透析后产 品用新华 1
.

滤纸 和醋酸纤维膜分别进行 层析

和 电泳
。

层 析 展 开 剂同 上
,

电泳液 。
.

05 m ol / L 硼 酸缓冲液

( p H l o )
,

电压 3 o V /
e m

,

电泳 0
.

2 m A /
c m

,

电泳 l h
。

层析和 电泳

条用 FJ 一 2 1 0 9扫描仪扫描
。

在
” ,

l一 M 一 L P S 的纸层 析扫描图

中结合峰的面积为 92
.

2%
,

游离峰的面积为 1
.

78 %
。

经多次层

析扫描
,

结合峰的平均面积为 9 6
.

3 4 % 士 2
.

29 %
,

游离峰的平均

面积为 3
.

“ % 士 2
.

29 %
。 ” ,

I一 M 一 L P S 的纸电泳放射扫描图 中

结合峰的面积为96
.

64 写
,

游离峰为 3
.

36 %
;
醋酸纤维膜电泳扫

描 也获得同样结果
。

2
.

3 生物活性鉴定

2
.

3
.

1 白细胞和 腹腔 巨噬 细胞 吞噬情况观察 根据文献

【sj 方法
,

将培养结束的细胞用生理盐水洗两次
,

用多头细胞收

集器把细胞收集在 49 型玻纤滤纸 上
,

以蒸馏水
、

10 %三氯醋酸

等处理
,

取下膜片测其放射性
,

计算细胞摄取的放射性占投入

量的百分数
。

结果如表 1所示
。

从表中可见 ” 5
1一 M 一 L P S 作为一

种异物被细胞所摄取
,

而 ” ,
I一 N al 为钠盐仅在细胞上粘附一 小

部分
。

2 结果

2
.

1 碘利 用率
、

标记率和比活性

分别测定透析液
、

产 品和透析袋内残 留放射性
,

同时用新

华 1 # 滤纸
,

将反应液点样层 析
,

展开剂为正丁醇
:

醋酸
:

水 ( 4
:
l

: 5
,

V /V )
,

样条用 FJ 一 2 1 0 9扫描仪扫 描
,

首先确定 产品 (
” ,

I 一

M 一 L P S )峰 的 R F = 0
.

0 6
,

并 以 ” ,

I 一 N a
l 做 对照

,

其 R F =

表 l 白细胞和 巨噬细胞摄取标记脂多糖的观察

T a b 1 O b s e r v a t i o n o f le u k o e y t e s a n d m
a e r o P h a g e t a k i n g

i n
’ 2 ,
I 一 M 一 L P S 任士

s ,

% )

1 2 5
1一 M 一 L P S

1 2 51一 N a
l

L e u k o c y t e

M
a e r o p h

a g e

l 5

1 5

1 8
.

2 士 3
.

6

2 4
.

7土 2
.

2

1
.

7士 0
.

3 4 ( 0
.

0 0 1

1
.

5士 0
.

2 ( 0
.

0 0 1
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外液之中
,

从而使透析袋内的前体纯度提高
。

同时
,

利

用紫外分光光度计对前体进行检测
,

首先确定二者偶

联成功后方行碘化标记
,

从而避免了标记的盲 目性
。

放射化学纯度是衡量一种标记化合物产品质量的

重要指标之一
。

鉴于 U le v i t 。 h [̀ ]对标记产品 ( ”
,
I一 M 一

L P S )的放化纯度问题未予提及
,

本研究采用纸层析
、

纸电泳和醋酸纤维膜电泳经 F J一 2 1 09 归
、

y 色层扫描

对该产品的放化纯度进行反复测试
,

证明了三种不同

的鉴定方法所获结果一致
,

放化纯度均在 95 %以上
,

从

而提供了证明该方法可靠性的重要参数
。

影响 L P S 碘化标记效果的因素诸 多
,

作者先后应

用不 同的脂多糖产品
,

不同的偶联物
,

不同产地 。 h 一 T

和不同的分离方法等作了对 比实验和 筛选
,

兹将主要

影响因素讨论如下
:

3
.

1 L P S 制 品纯度的影响

预试验 中
,

首先采用 国产 L P S 制品进行多次 标

记
,

结果标记率很低
,

重复性差
,

经紫外分光光度计检

测
,

发现其吸光 率接近 2 80
n m

,

提示其中附加蛋白成

分过高
,

而 iS g m a L P S 制品系无蛋 白
、

无核酸的脂 多

糖纯 品
,

能达到本方法的要求
。

3
.

2 不 同偶联 剂对标记的 影响

曾用 B S A 和 L P S 进行偶联 (戊二醛法 )
,

经紫外

检测
,

B S A 一 L P s 的 O D , a 二
为 2 6 0 n

m
,

居 L P s ( o n , 。 -

2 5 0 n m )和 B s A ( O D , a二
= 2 8 0 n m )之 l可

,

从波峰看似

乎偶联成功
,

但经葡聚糖 G 2 0。

过柱
,

收集液中出现 3~ 4

个峰
,

提示放射性杂质过多
,

不及 M 一 L P S
。

3
.

3 氛氛 T 纯度及用童对碘化标记 效 果的 影响

使用国产化学纯
。 h 一 T 按文献用量

,

碘利用率在

2%左右
,

标记率在 10 %左右
,

加大 10 倍用量
,

碘化效果

仍不理想
,

后改用 iS g m a 分析纯产品
,

用量也适当加

大
,

方使产品达到技术要求
,

其原因可能与此反应体系

偏 碱 ( p H S
.

0 )
,

消耗 hc 一 T 量较多
,

且对 。 h 一 T 纯度

要求也高有关
。

3
.

4 分离试荆的影响

曾用葡聚糖 G
7 5

和 G 20 。

分离反应液
,

得到的产品结

合 峰与盐峰往往不易区分
,

且峰值后移
,

可能与 L P S

分子过大
,

不易过柱有关
,

因为葡聚糖透析使游离盐极

易进入液相之中
,

后改用盐水透析法方取得满意效果
。
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