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3 结果

在 A C S
F 中含 C

a
CI

:

为零时
,

测得突触体胞浆游离 [ C
a Z+

]
:

为 1 8 3
.

2士 29
.

1
,

随着 A C S F C a Z十
浓度增加

,

突触体胞浆游离

〔C a , + 〕
、

也升高 (表 i )
。

当在 A C S F 加入激动剂 K C I 时
,

随 K C I

浓度递增
,

突触体胞浆游离【C
a +2 ]

i

逐渐增加
,

在 30 m m ol / L 时

达到最高值 (表 2 )
。

表 1 F u r a 一 2测定静息状态下 S C F〔C a Z+

]
.
汀士 , )

A C S F 中仁C
a Z+ 〕

1

( m nr o ] / L ) 突触体胞浆游离 〔C a Z+ 〕、 ( n nr o l / L )

1 8 3
.

2士 2 9
.

1

2 7 1
.

1士 4 3
.

2减

3 3 9
.

7士 5 2
.

2减

狱
:

尸 < 0
.

0 1
,

与 A C S F 中 C
a Z+
为零组相比

。

表2 不同浓度 K C I 作用下 S C r [C
a Z+

]
.
厅士

: )

K C I ( nr m o l / L ) 突触体胞浆游离 [ C
a Z+ 〕

;
( n m o l / L )

5

l 0

2 0

3 0

50

3 3 9
.

7士 5 2
.

2

4 11
.

1士 6 2
.

2 减

4 8 2
.

1士 6 9
.

2 减

5 2 2
.

0 士 7 6
.

3 斌

4 9 8
.

2士 7 1
.

1 《

汉
:

P < 0
.

0 1
,

与 A C S F 中 K C I浓度 5 m m o
l / L 相比

。

4 讨论

K o m u l a i n e n
等

仁3三采用 F u r a 一 2荧光探针 测得 S C F

〔C a ’ 一
]

;

为 3 0 0一 4 0 0 n m o l / L
,

V e r
h a g e ( 1 9 8 5 ) 「

5〕应用不

同的提取突触体方法
,

测得的 S C F [ C
a ’ + 」

;

范 围从 2 04

一 6 2 6 n m o l / L
,

他指 出 S C F [ C
a ’ 一

〕
;

还 与 F u r a 一 2负载

量
、

负载时间
、

温度等有密切关 系
。

本实验采用蔗糖密

度梯 度法 制备 突 触体
,

F盯
a 一

2/ A M 负载终 浓度 为 5

拜m ol / L
,

突触体悬液蛋 白含量 1
.

5一 2
.

5 m g /ml
,

负载

温度为 3 7 oC
,

温孵时 间 3 5 m i n
,

并以 9 5% O
:

+ 5旦百C O
Z

的混合气体和牛血清白蛋白 (终浓度 0
.

1% ) 帮助负载
,

测得的静息 S C F 〔C a ,一 〕
、 3 3 2

.

2士 6 2
.

1 ( A C S F 含 C a C 1
2

1 m m o l / L )
,

在激动剂 K C I 作用下
,

S C F [ C
a 卜〕

`

迅速

升高
,

与文献 [ 3
,

5〕报道的结果相似
,

表明本实验方法

是可靠的
。

实验中值得注意的是
:

4
.

1 突触体分 离

突触体功能的好坏是影响测定结果的关键因素
,

若突触体破裂
,

一方 面其脂酶可将 F盯 a 一

2/ A M 水解

成 F ur a 一 2 ,

使其负载减少
,

另一方 面可将胞 内 F ur a 一

2

排出胞外
;突触体功能受损

,

则对荧光剂的负载和对激

动剂反应不明显
;
若 突触体活性丧失则影响更大

,

因为

死亡细胞 内 〔C a Z ,
]

;

比正常细胞高出十几倍
。

因此
,

突

触体分离的每一步骤均必须在 。一 4 ℃进行
。

4
.

Z F盯 a 一 2的 荧光受下 列因素影响

① p H 值
:

荧光素发光的最有利条件是它们的离

子化状态
,
p H 值可影响荧光指示剂 的离子化程度

,

因

此溶液的 p H 值应严格控制
。

生理情况下 p H 值的变化

( 7
.

0一 7
.

4) 对 F ur a 一

2的荧光谱影响不大
。

②温度
:

温

度升高则分子运动增加
,

分子间的相互碰撞使得荧光

减弱
,

测定细胞悬液时可以在室温下进行
。

③ F盯 a 一 2光

漂白
:

激发光能量过强会造成荧光探针化学键断裂
,

从

而损失荧光
。

减少光漂白效应可降低激发光强度和缩

短光照时间
。

④淬灭剂
:

包括 卤酸盐
、

氧化剂
、

重金属离

子等
。

实验时要求采用纯水
,

以去除水 中重金属离子对

F u r a 一 2荧光的影响和 防止水中 C a , +

饱和 F盯 a 一 2
。

另

外
,

由于玻璃管壁可释放出 C a , + ,

所 以实验中应使 用

塑料试管
。

⑤贮存
:
F盯 a 一

2和 F ur
a 一

2/ A M 贮存液分装

置一 20 ℃保存
,

每次测定取一管
,

有效期大于 2个 月
,

干

粉于 一 20 ℃保存 1年有效
。

4
.

3 缺 陷及改善办法

①染料 的泄漏
:

染料随时间延长而漏到细胞外是

较常见的问题
,

可以通过测定前冲洗细胞
、

添加牛血清

白蛋白或缩短测量时间 ( < 10 m in) 来解决
。

②房 室化

现象
:

部分 F u r a 一 2/ A M 进入亚细胞器 官如胞浆 网
、

分

泌囊泡
、

线粒体等变成 F盯 a 一 2
,

后者与 F u r a 一

2荧光相

似
,

但无 C a Z +

结合能力
,

因而影响 F ur a 一 2的测定结果
。

降低 F盯 a 一 2 / A M 的量
、

缩短负载 时间
、

在 室 温负载

F u r a 一

2可能减少这一现象
。
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;
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G a r b r i e L o p e z 一 C a s t r o 尿素比色法改良

A r e f o r m i n t h e G a r b r i e L o P e z 一 C a s t r o u r e a e o l o r im e t r i c m e t h o d

陈 伟 胡 波 石 国冲 (第三军医大学附属大坪医院检验科 )重庆
,
6 3 00 42

G a b r i e L o p e z 一 C a s t r o 尿素比色法是检测肾功能

的常规指标之一
,

其原理是在酸性坏境和安替比林存

在下
,

尿素能与邻苯二甲醛进行偶合反应
,

在偏钒酸按

作用下
,

产生暗蓝色
, 5 90

n m 有最大吸收峰
。

作者对该

法加以改 良
,

加用表面活性剂— 十六烷基三 甲基澳

化按提高了方法的灵敏度
。

现报道如下
。

材料与方法

1
.

1 试剂

试剂 I
:

40 9 安替 比林
,
1

.

33 9 偏钒酸按
,
5 9 十六烷基三

甲荃澳化按
,

溶于 I L 水中
,

室温下可长期保存
.

试剂 I
:
1

.

33 9 邻苯二甲醛
,

溶于 8 00 m l水中
,

再加 33 m l

浓硫酸
,
3 3 m l H 3

OP
` ( 5 5写 )

,

加水至 I L
,

室温 T 可长期保存
.

1
.

2 仅器

1
.

2
.

1 721 一 A 连续分光光度计
.

1
.

2
.

2 日本 日立 7 1 5 0型全 自动生化分析仪
。

1
.

3 方法

1
.

3
.

1 改 良法 取试管分别标明空 白
、

标准
、

测定
,

依次加

蒸溜水
,

标准液 ( 7
.

14 m m ol / L )
、

血清 (血浆或稀释尿液 )各 20

拜 l
,

试剂 1 l
.

s m l
,

试剂 1 1
.

s m l
,

混匀
.

5 7℃ 水浴 1 5 m i n
,

以空

白调
“ o ” ,

读取 A
, , 。

一
A (测定管 ) / A (标准管 ) x 7

.

i 4 ( m m o
l / L ) = B U m m o l / L

1
.

3
.

2 对 比法

1
.

3
.

2
.

1 二 乙酞一厉法 按《全国临床检验操作规程 》〔幻介

绍方法
。

1
.

3
.

2
.

2 脉酶法 用上海长征医学科学有限公司试剂
,

日

立 7 1 5。全 自动生化分析仪进行动力学分析
。

0
.

5%
、

1
.

0%吸光度最高
,

故选用 0
.

5%浓度
。

2
.

2 改 良法与 G a b
r i e L o p e z 一 C a s t r o 原法的吸收

曲线

尿素标准品用原法和改 良法 显色后
,

以 B E C K
-

M A N 一 D U 7。型分光光度计扫描
,

吸收曲线 (见图 1) 显

示
:

原法出现 2个吸收峰
,

55 0 n m 和 59 0 n m
,

易形 成干

扰
;而改良后的方法

,

在 5 90
n m 处出现一最大吸收峰

。

两法吸光度明显差异
,

改 良法吸光度 为原法的 1
.

9倍

(0
.

16 5 / 0
.

08 5 )
,

改良法明显提高了方法的灵敏度和特

异性
.
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图 1 尿素呈色液吸收曲线 (浓度为 7
.

14 m m ol / L )

A
.

原法 曲线 B
.

改 良法曲 线

2 结果与讨论

2
.

1 十六烷基三 甲基澳化按最佳浓度选择

分别配制 2
.

0%
、

1
.

0 %
、

0
.

5%
、

0
.

25 %四种不同浓

度 十六烷基三 甲基滨化钱于试剂 I 中
,

按本法 操作
,

B E C K M A N 一 D U 70 型 分 光 光 度 计 扫 描 显 示
,

为

2
.

3 线性范围

用尿素标准液配制 。
、

3
.

5 7
、

7
.

1 4
、

1 0
.

7 1
、

1 4
.

2 8
、

1 7
.

5 8
、

2 1
.

4 2 m m o l / L 系列 浓度测 定
,

发 现在 。一

2 1
.

4 2 m m o l / L 以 内呈直 线
。 r = 0

.

9 9 8
,

夕 = 0
.

0 5 +

4 3
.

8 7 x 。

2
.

4 呈色德定性

按改良法 显色后分别放置在 4℃
、

25 ℃
、

32 ℃于立

即及 1 5 m i n 、

3 0 m i n
、

6 0 m i n
、

1 2 0 m i n 测定吸光 度
,

发


