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Vo l
,
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A u g
. .No

1 9 9 5 3 5 1

现在 以上条件下 Z h 内呈色稳定
。

2
.

5 重 复试脸

混合 血清进行重复测 定 (n 一 20 )
, 王 ~ 6

.

5
、

so

0
.

1 6
,

O C V 2
.

5 %
; 王 = 6

.

6 2
、

S
, 0

.

1 8
、

R C V 2
.

8 %
。

2
.

6 回收试验

配制 4 2
.

8 4
、

2 1
.

4 2
、

7
.

1 4 m m o l / L 尿素标准液做

回收试验
,

基础值为 4
.

1 m m ol / L
,

测得值分别为 8
.

1
、

5
.

9 6
、

4
.

7 7 m m o l / L
,

回收率分别 为 9 5
.

8 %
、

9 7
.

3 %
、

10 4
.

6 %
,

平均回收率为 9 9
.

2 %
。

2
.

7 与脉晦法
、

二乙耽一肪法对比试验

选用高
、

中
、

低三种浓度病员标本 46 例进行对比试

验 (见图 2
、

3 )
。
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图 2 二乙酥一肪与改良法对比曲线 图 3 服酶法与改良法对比曲线

2
.

8 参考范围

用改良法对 40 例健康成人检测
,

男 28 例
、

女 12 例
,

年龄 2 5一 4 8岁
。

正常参考范围 5
.

2 7士 1
.

9 8 m m o l / L
.

G a b r i e L o p e z
一 C a s t r o 法

,

加用 0
.

5 % + 六烷基三

甲基澳化按改良后
,

消除了标本易混浊的干扰
,

明显提

高了方法的灵敏度
。

在线性范围内的病理情况可灵敏

地反应出来
。

当尿素浓度在 20 m m ol / L 以上需稀释后

再测定
。

改良法与脉酶法
,

二 乙酞 一肪之间无明显差

异
。

经系统的方法学评价实验说明
:

该法具有重复性

好
,

线性范围广
,

且有快速
、

简便
、

试剂稳定
、

用血量少

的优点
,

克服了酶试剂 昂贵
,

不易久存及二 乙酞一肪需

煮沸的缺点
。

为急诊检验的优选方法
。

适用于各种实验

室
,

有一定推广价值
。
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一种快速
、

简便测定腺昔酸含量的高效液相色谱法

A r a P i d
, s im P l e a s s a y o f a d e n i n e n u e l e o t i d e s b y h i g h P e r f o r m a n e e l i q u i d

e h r o m a t o g r a P h y

朱 珠 陈烯伟 (第三军医大学基础部中心实验室 ) 重庆
,

6 3 0 0 3 8

腺昔酸类 ( A T P
、

A D P
、

A M P ) 是参与遗传信息贮 法进行测量
,

方法复杂
,

测定时间长
、

灵敏度低
。

近年来

存
、

传递与表达的核酸
“
构件

”

分子
,

亦是生物氧化
、

能 随 着高效 液相色谱法 ( H P L C ) 的广泛应用
,

已 有用

量代谢 中的能源物质
,

其 中 A T P 又是 临床治疗冠心 H P L C 分析腺昔酸的文献报道 〔`一 6〕
。

本文在参照这些

病及心肌梗塞等的药物
,

因此这些成分的测定意义十 方法的基础上
,

结合国内实际情况加以改进
,

提出用磷

分重大
。

以往采用电泳法
、

层析法
、

酶学方法等分析方 酸钠缓冲液溶剂洗脱分离和测定组织中的腺昔酸
,
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i n m即可分析微小样本
,

取得满意效果
。

1 材料与方法

1
.

1 仪器与试剂

美国 W at er s
高效液相色谱仪

,

配备 51 。泵
,

U 6 K 进样器
,

48 4紫外检测器
,
8 10 色谱工作站

。

A T P
、

A D P
、

A M P 均购自 S i g m a

公司
,

N
a Z H P O ; ,

N
a H Z P O `

为分析纯
,

实验用水为重蒸去离子水
。

A T P
、

A D P
、

A M P 用水配

制成1 m g / m l 的标准储备液
,

4℃保存
。

1
.

2 色谱条件

色谱柱
:

W
a t e r s 拌B o n d a p a k C 1 8柱 ( 一5 e

m x o
.

3 8 e
m )

,

流

动相
: 5 0 m m o

l / L 磷酸钠缓冲液 ( p H = 6
.

0 )
,

流速
:

0
.

5 m l /m i n ,

紫外检测波长
:

25 4 n m
,

样品进样体积
:

50 川
。

1
.

3 样本处理

体重 2 50 9 左右的大鼠
,

断头处死
,

迅速解剖
,

取出心脏置

液氮中冷冻
,

加 0
.

1 m ol L/ 高氯酸冰浴中磨成匀浆 (1 m g 组织

加 2 0 产l )
,

在 4 ℃ 3 0 0 0 0 x g 离心 2 0 m in ,

取上清液作 色谱

分析
。

2 结果

2
.

1 实验 色谱图

腺普酸混合标样及大 鼠心肌样本中腺普酸分离的色谱图

见图1和图 2
.

从图中可 以看出 A T P
、

A D P
、

A M P 均能达到基线

分离
,

且生物样本中腺昔酸的测定无明显 杂质干扰
。

2
.

2 线性

在本文实验条件下
,

分别用不同浓度的混合标样进样分

析
,

观察浓度与峰面积之间的关系
,

结果表明在 5
.

。一 1 0 0 0 n g

范围内三种物质线性关系 良好 (图 3)
.
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.
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.
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A M P
:

C 二 2
.
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·

R 一 3
.

7 9

图 3 A T p
、

A D p
、

A M P 标准曲线

r = 0
.

9 9 9 0

r ~ 0
.

9 9 9 9

r = 0
.

9 9 9 0

2
.

3 精确度及回 收 率实验

本法无论是精确度还是回收率都是令人满意的 (附表 )
。

附表 A T P
、

A D P
、

A M P 三种化合物精确度及回收率实验

结果 ( 。 = 5 )

变异系数 CV ( % )

回收率 ( 至 士 J )

A D P A T P

日内 日间

2
.

1 0 3
.

6 0 9 5
.

12士 4
.

3 2

A D P 3
.

3 7 5
.

25 9 7
.

10士 4
.

9 8

A M P 3
.

5 8 4
.

9 3 9 6
.

29士 5
.

4 3

t /m i n

2
.

4 样本 .Nl 试

按照本文实验条件
,

我们测定了 30 份正常大鼠心肌组织中

腺昔酸的含量
,

结果分别为 A T P
:

1 6 5
.

38 士 1 1
.

2 1
,

A D P
:

89
.

75

士 7
.

4 2
,

A M P
:

4 3
.

3 6士 5
.

3 4年 g / g 组织
,

王 士 ` )
。

图 1 腺苔酸混合标准液分离谱图
3 讨论

r / m in

图 2 大鼠心肌组织腺昔酸分离谱图

采用磷酸钠缓冲液进行洗脱
,

避 免了使用 四丁基

氢氧化按和乙睛这两种价格昂贵
、

毒性较大的试剂
,

从

分离效果 (图 1
、

图 2) 来看
,

A T P
、

A D P
、

A M P 均能达到

基线分离
,

样本分析时 间也较文献 报道
〔 ,一 6〕的 40 m in

左右缩短到 12 m in
。

此外
,

由于采用恒溶剂洗脱
,

避免

了离子交换法梯度洗脱中严重 的基线漂移
,

操作更加

简便
。

腺昔酸是生物材料 中一种不稳定化合物
,

所以在

制备 心肌组织样本时应力求迅速
,

以免 A T P 发生分

解
。

本文采用将组织液氮冷冻保存
,

低温匀浆离心
,

取



第 4期 朱 珠
,

等一种快速
、

简便测定腺昔酸含量的高效液相色谱法 3 5 3

上清液直接进样分析的前处理方法
,

容易操作
,

样本预

处理时间短
,

对 防止 A T P 分解及测试结果的准确性

起到了好的效果
。

关键词 腺普酸类
;
色谱法
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高效液相
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E G F R 和 P 21 r a s

在胶质瘤表达率均很高
,

但可能主要参与胶质

瘤恶变的早期阶段 ,而 sP
,

过度表达和 /或在细胞内积聚则涉及

胶质瘤发生
、

发展的整个过程
.

(2 )应用细胞内显微注射和流式细胞术等方法研究了

N D G A 对人恶性胶质瘤细胞系 S H G
一

44 生长
、

分化的影响及其

机制
.

结果显示
,

S H G
一

44 细胞具有 G F A P
一

访m en it n 共存特性
,

并发现有 P
” ar s

和 sP
3

蛋白表达
,

CP N A 阳性反应强
.

在含有

10 。
阿ol /L 的培养基中瘤细胞生长受抑制

,

细胞增殖活性降

低
,

细胞周期也有明显改变 ( OG G I

期细胞增多
,

s 和 G :
/M 期细

胞显著减少 )
,

但活力细胞百分比无显著变化 ,细胞异型性变

小
,

甚至呈正常星形细胞表现 ,胞浆中胶质细丝增多
,

且其中

G F A卫 增加而 vi m
e nt in 减少

,

并伴有线粒体退变 , P” 蛋白表达

也减弱
。

N D G 产
.

可能是通过抑制 S H G
一

44 细胞 D N A 合成
、

阻遏

细胞增殖周期等环节抑制瘤细胞生长
,

并诱导其分化
,

对 P , ,

过

度表达或积聚也有一定程度的抑制作用
。

本研究建立了胶质瘤细胞内微量注射的方法并首次应用

于 N D C A 作用的观察
,

结果发现
,
N D G A 直接进入细胞内 (约

。
.

01 5 gP /细胞 )后对细胞的影响与其在细胞外的作用相似
,

但

作用更迅速
、

持久
,

表明 N D G A 可能不需要首先对细胞表面或

受体的影响而发生上述作用
.

( 3) 制作了人恶性胶质瘤细胞异种移植瘤模型
,

应用流式

细胞术和中间丝蛋白免疫电镜等技术观测了 N l 〕G A 对异种移

植瘤生长和分化的影响
.

本实验所制作的移植瘤在裸鼠体内传

代稳定
,

保持了人恶性胶质瘤特性
.

N D G A 可降低此移植瘤成

瘤率
,

并具有抑制肿瘤生长
、

诱导分化作用
,

与体外实验结果一

致
。

本结果首次证实了 N l x二A 对胶质瘤异种移植瘤具有诱导

分化治疗作用
,

并探讨了它对血管生成因子 b F G F 表达 的影

响
.

N D G A 这种抗肿瘤作用除了干扰线粒体结构和功能
、

抑制

DN A 合成和阻遏细胞周期外
,

可能还与影响 b F G F 表达水平

密切相关
,

并有促进含 G F A P 中间丝合成
、

组装作用
。

(4 )合成 N
一

乙基
一

N
一

亚硝基睬 (E N U )并经胎盘和皮下给药

分别在妊娠晚期孕鼠子代和 3 d 龄 w ist a r

大鼠经 12 个 月诱发

出 C N S 胶质瘤
,

成瘤率分别为 73
.

2环和 68
.

3 % (其中胶质瘤占

90
.

。%和 92
.

9% ) ,胶质瘤呈小灶性
、

多灶性
、

混合性特点并伴

有胶质增生存在
,

后者在胶质瘤组织发生学上有重要意义
.

先

经胎盘给药
、

仔鼠生后 3 d 再经皮下追加给药 1次可增加胶质瘤

发生率
,

恶性胶质瘤的比例也增加
,

并伴有更多的胶质增生病

灶出现
。

N D G A 可降低胶质瘤发生率
、

间变率及 C N S 外肿瘤的

发生
,

对主要脏器无明显毒性
,

提示其良好的应用前景
.

其预防

作用可能与其抗突变
、

在胶质瘤的促发阶段起阻遏作用有关
.

关健词 神经胶质瘤
.

去甲二氢愈创木酸 ( N D G A )
.
诱导

分化治疗
,
免疫细胞化学

,
流式细胞术

,
N

一

乙基
-

N
一

亚硝墓脉 (E N U )
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