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烧伤焦痴毒性组分 D l

的进一步分离和毒性测定
’

楼淑芬 陈宗荣 舒素湘 (第三军医大学预防医学系复合伤研究室 ) 6 3 0 0 38

我室过去报道了烧伤焦痴提取液对大鼠肝线粒体

呼吸的抑制作用
` ” 和焦痴提取物 中可溶于乙酸乙酚的

毒性组分 D
,

的抑制作用
` , , .

本文拟就 D
,

组分的进一

步分离及其亚组分的毒性作一初步报道
。

材料与方法

W is at r
大鼠

,

雌雄不拘
,

体重 2 00 ~ 2 50 只
.

背部 剃毛
,

以 5

k w 澳钨灯照射 1 2 5 (距离 7 0 。 m )
,

产生 占体表面积 1 5 %的 .

度烧伤
。

以 3 %碘配涂搽伤面
.

腹腔注射生理盐水 5 ,
111

.

梅天 1

次
,

连续 Z d
.

分笼 饲养
。

伤后 7 d 取焦痴
.

剔去皮 下脂肪组织后
.

以 氮仿除去焦痴 上

附着脂性物
.

投入液氮迅速冷冻 Z h
。

取出后 在 4 亡冷室解冻过

夜
。

剪成碎片
。

用 0
.

9环 N a
C I ( p H 7

.

4 ) 按 l
:

9 ( W
,`

V )混 合
。

以

内切式组织打碎机打成匀浆
,

于 4 c 离心 10 inr
n

( 1。。 o o x g 》
。

此

液分为 3层
。

弃去上层脂质物 及下层组织碎片
,

取中问混浊液

经 四 层纱布过滤
。

所得液为焦痴粗提液 ( C E B E )
.

( C
r

ud
。 。 x -

t r a e r o f b
u r n e s e h a r

)

1
.

1 焦痴粗提液 中可溶于 有机溶剂组 分 D
:

的制 备

在 25 0 m l量筒中放入一定量的 C E B E
.

取一段透析袋 (截

留分子量 8 0 0 0 ~ 1 0 0 0 0 )
。

以丝线结扎一端
,

在透析袋内放 0
.

1

m ol / L 磷酸钾缓冲液 ( p H 7
.

4 )
,

其量为 C E B E 的 l /」
。

于冷室透

析 16 h
,

弃去透析液
,

以等量乙酸乙酷提取透析后的 C E B E 3

次
,

合并提取液用旋转蒸发仪于 4。℃ 水浴减压蒸干
。

加少许乙

酸乙酷溶解
.

移人 称好重量的具塞试管内
,

以氮气流在室温 中

吹干
.

放入干燥器 中
,

负压下干燥过夜
。

取出再称重
。

此为 D
, 。

1
.

Z D
:

组分硅酸柱层析分离

按 D itt m el
一

法
’ 3 `

用 硅酸 柱层析进一 步分离 D
. 。

硅酸 ( 1 20

目 ) 1 1 0 〔
、

活 化 Z h
。

玲 却 至 室 温 即装 柱 便 用
。

层 析 柱 7 丫

1 6 0 m m
。

装硅酸 2 9
.

氯仿平衡
。

1
.

2
.

1 第 l 次过柱
:

将 D
,

若干毫克落 于 1 m l 氮仿巾
。

上样后

以 0
.

s m l氯仿洗 残 留于 柱 顶 的 D
, 。

洗 脱液
:

氯仿 2 ( ) n l l 流速

I O m ! / h
。

收集流下的氯仿
。

此组合为简单脂
。

继 用甲衅 2 0 m l

洗脱
。

流速 10 m lh/
。

收集洗脱液
。

此组分为复合脂
。

将收集的

两个组分分别在氮气流下吹干
,

称重
.

按 B
o r lt e tt 法

’ ` ’

测磷
。

1
.

2
.

2 第 2 次过 柱 ( 简单脂的分析 )
:

从预实验中得知毒性物

质主要存在于简单脂组分内
,

故再作第 2 次过 柱
。

取已活化硅

酸 2 9 加 己烷 4 m ! 装柱
。

将第 l 次过柱所得氛仿洗出的组分榕

于 0
.

5 m l 己烷上柱
.

用己烷 10 m l
,

15 %苯 一 己烷 20 m l
、

5 % 乙

醚 一 己烷 4 0 m l
、

5炜乙醚 一 巳烷 4 0 m l
、

3 0 % 乙醚一 己烷 2 0 m l

及 乙醚 20 ml 顺序洗脱
,

流速 20 m ! h/
、

依次得 1 一 6 号亚组分

样 品
。

分别测其对线拉体呼吸的抑制作用
` 2 ’ ;
甘油三醋含量测

定 ” , ;
胆固醇含量测定“ ’ ;

红外光谱分析 (由西安 10 4 所协助进

行 )
.

脂肪酸测定利用气相色谱法分析 ” , 。

气相色谱分析条件
:

岛津 G C 一 7 A 气相 色谱仪
。

使用氢焰 检测器
.

填充柱
:

4 x

1 6 0 m m 玻璃 柱
.

1 0 % D E G S + 10 % O V 一 2 2 5
,

6 0 ~ 8 0 目

G
a s e

h
r o m o s o r

b w A w 一 D M C S
,

柱温
:

1 9 6 ,C
.

汽化室及检测器

温度
:

2 70 C
。

载气
:

N
:

4 0 m l/ m in
.

空气及氢气流速
:

0
.

5 k g /

e n飞 ’
j些样量 l 产 l

。

2 结果

2
.

1 第 1次 硅酸柱 层 析

上 徉 量 3 5
.

s m g
.

氯 仿 洗 脱 组 分重 2 9
.

l m g
,

占
.

总重

81
.

9 7 %
。

甲醉洗脱组分重 6
.

3 m g
,

占总重 17
.

5 %
.

两者共重

3 5
.

4 m g
。

回收率 99
.

72 %
。

(该实验共做 5 次
,

回收率分别为

9 7
.

2另
,

9 9
.

7 %
.

9 2
.

3环
.

9 2
.

7另平均 9 5
.

6 4 % )
。

无机磷测定结果
:

氯仿洗脱组 分无机磷浓度为 33
.

65

拌m ot / L
.

甲醇洗脱组分无机磷浓度为 35 。 产m ol /L
,

二者之 比为

l
:

1 0
.

3
。

用上述 两组分与正常鼠肝线粒体在 o C 孵育 10 m in
,

分别

测其对线粒体呼 吸控制率的影响
.

发现毒性部分主要在教仿洗

脱组分
.

2 m g / m ! 即可达到完全抑制 (7 次实验结果 )
。

甲醇洗脱

组分对线粒体呼 吸几无影响
。

2
.

2 第 2 次硅酸柱层析

取第 1 次过 柱后 氯仿洗脱组分 15
.

6 m g 上柱
.

经 6 种不同

组合的洗脱液顺序洗脱后
,

分别得 0
.

5
、

。
.

1
、

8
.

5
、

2
.

3
、

1
.

8及

0
.

9 m g
。

6 个亚组分共重 1 4一 m g
。

回收率为 9 0
.

3 8写
.

(该实

验共作 3 次
.

回收率 分 别为 9 2
.

7 %
.

9 3
.

2 %
,

9 0
.

3 8 %平均

9 2
.

0 9环 )各组分占总重 之 百分数依 次 为 3
.

55 %
,

0
.

71 写
.

6 0
.

3 8 %
.

1 6
.

3 1环
.

1 2
.

7 7 %
.

6
.

3 8 %
。

分别用上述 6 个亚组分测 试对大鼠肝 线粒体呼吸的抑制

作用
。

结果见表 l
。

从以上结果看
.

2
“

及 3
“

亚组分 无抑制作用
,

l
“

及 5
“

亚 组

分有 轻度抑制作用
.

4 “

及 6
“

亚组分 抑制作用较强
,

尤其是 4
“

亚组分
,

在 3 m g / nlt 之剂量已可产生完全抑制
.

将 4
“

亚且分置

1 00 C 沸水浴中 10
n 飞i n

再行测试
,

其毒性丝毫未减弱
,

该组分

有较高耐热性
。

对 6 个亚组分别进行了甘油三酷及胆 固醇含量的定性及

定量测定
。

甘油三酷定性试验显示除了 3
“

及 4
“

为阳性
,

其余均

为阴性
.

甘油三酷定量
:

3
“ 。

.

87 m m ol L/
,

4
“

l
.

64 m m ol / L
。

胆

固醉含量定性试验 4
“

及 5
“

为阳性
,

余者皆为为阴性
。

胆固醇定

量
:

4
“

1
.

6 n l m o
l / L

,

5
“

0
.

6 m m
o

l / L
。

`
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第 1期 楼淑芬
,

等
.

烧伤焦痴毒性组分 D
.

的进一步分离和毒性测定

表 1 D
.

亚组分对线粒体呼吸的抑制作用 月旨肪酸测定结果见表 2
。

亚组分

正常线拉体

1

2

3

R C R

4
.

8 5

抑制率%

::
4

.

6 5

完 全抑制

3
.

8 3

3
。

4 2

8
.

8 7

5
.

16

4
.

1 2

1 0 ()
.

( ) 0

1 1
.

哎) 4

2 9
.

4 8

线拉体 蛋 白浓度 4 0 m g / m l ;
D

、
浓度 5 m g / m l ; ·

D
.

浓度

3 m g / m l

表 2 D
.

亚组分脂肪酸组成

亚组分 1 4 : t ) ( % ) 1 6
: o ( % ) 18

: 一) ( % ) 18
: 1 ( % ) 1 8

: 2 ( % )

1 4 1
.

8 4 1
。

2 17
.

0

2 10 ( )
.

0

3 3 6
.

0 2 7
.

5 14
.

0 2 2
,

5

4 8
.

2 3 9
.

3 1 9
.

5 3 3
.

0

5 1 5
.

1 5 0
.

9 3 4
。

0

6 9
.

3 4 2
.

8 2 9
.

9 1 8
.

0

红外光谱分析见图 l
、

图 2
.

乃05356595邓..1197.B2.67.52旅

卜次

引加目 35 00 3侧】0 2 5 00 2的0 1污面 1而面 一 不角
C m 一 I

0 0 0 3 5 00 3 0 0 0 2 5 00 2忆阅旧 1 5 00 1 0 侧】 4 00
r m 一 l

图 1 D
.

组分 4
“

红外光谱图 图 Z D
,

组分 6
“

红外光谱图

红外光谱分析结果表明 D
.

的 4
“

亚组分有 酚的强吸 收峰

( V e = o )
。

峨
“

光谱在 1 7 4 6 e
m

一 ’ ,

1 2峨o e
m

’

处有强吸收峰
,

很

可能是 乙酸 乙酷的谱带
;
在 2 9 2 7

、

2 8 54
c

m
一 ’

处有吸收峰
.

相当

于 甲基团谱带
.

6
“

亚组分在 1 1 8 1
、

1 1 3堪
、

2 o 8 2 c
m

’

处皆出现

多重线是
。 一 。 伸缩振动

,

与 。 一 。 振动有偶合现象
, 。 一 。 伸缩

振动为 9 3 8
、

8 3 8
c

m
一 ’ 。

6
招

可能为过氧化物
.

3 讨论

S u : u ik
`吕’

曾对烧伤焦痴盐水提取物可溶于乙醚的

毒性组分进行研究
。

他发现这种物质具有抑制线粒体

呼吸的作用
。

在硅胶 G 板上点样
,

以异丙醚
一

醋酸
一

水展

开得 5 条带
,

其中第 3 条带有毒性
。

定性试验提示是脂

肪酸
。

本文采用硅酸柱层析法分离焦痴盐水提取物中可

溶于乙酸乙酷的组分 D
: 。

发现占总重 81
.

9 7 %的组分

可被氯仿洗脱下来
.

即 D
.

的 4/ 5 是 由简单脂构成的
,

其余 17
.

7 5 % (约占总重 1 / 5) 为复合脂
,

其中绝大部分

为磷脂
。

换用不同浓度的系列洗脱液
,

可将第 1 次洗脱下

来可溶于氯仿的组分进一步析解为 6 个亚组分
,

其 中

4 ”

及 6 ”

二个亚组分对线粒体呼吸抑制能力较强
。

气相

色谱分析表明 6 个亚组分均含有脂肪酸
。

两个毒性最

强的亚组分 ( 4
”

及 6 ” ) 中饱和脂肪酸 + 单不饱和脂肪

酸与多不饱和脂肪酸之比分 别为 82
:

18 及 67
:

33
。

其它几个亚组分中的脂肪酸也 以饱和脂肪酸为主
。

实

验证实 D
`

能使线粒体不饱和脂肪酸含量下降
` , , .

如果

线粒体膜中不饱和脂肪酸少于 20 %
,

线粒体将失去氧

化磷酸偶联能力和 iP / A T P 交换能力
“ “ , 。

以前的实验

多次证 明烧伤后大 鼠肝线粒体呼吸功能下降
,

提示 D
:

使线粒体中不饱和脂肪酸减少可能是引起线粒体呼吸

功能异常的原因之一
’̀ “ ’ 。

红外光谱分析也表 明 4 ”

主要

内容为醋类
,

6 ”

为过氧化物
。

焦痴毒素能否进入循环 ? 以什么形式存在于血液

中 ? 血浆中能否测得这种物质 ? 这些都是 尚未解决的

I司题
。

最近 S p a r k e s “ ` ’

用人皮焦痴毒素 ( C u t a n e u s b u r n

t o x i : 、 ) ( C B T )制得抗人 C B T 血清
,

以酶联法 ( E L I S A )

在重度 烧伤 患者血 浆内测得有 C B T 存 在
。

测得 的

C B T 为脂蛋白的蛋白辅基部分
。

至于脂蛋 白以什么形

式吸收入血
.

又经过什么代谢过程
,

尚有待进一步的探索
。

关键词 烧伤焦痴
;
毒物 /分离 和提纯

中图法分类号 R 6刊
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石蜡切片 A R F 免疫组化检测 P
5 3

蛋白的初步报告

王 东 史景泉 (第三军医大学基础部病理学教研室 , 6 3 0 0 3 8

抗癌基因 P
o 3

定位于人类染色体 1 7 p 1 3( ” ,

其等位

基因的缺失和突变在肿瘤的发生发展过程中起着重要

的作用
。

该基因编码一个 5 3k d 的核磷蛋白
.

称为 P
5 3

蛋

白
。

正常情况下 P
5 3

蛋白半衰期很短
,

且极不稳定
,

而当

其突变时
,

则与其它蛋白成份形成复 合物在细胞核 内

聚集
,

从而可以用免疫组化的方法进行检测
。

但是
,

目

前的 P
5 3

抗体仅适用于冰冻切片
,

对常规固定
、

石蜡包

埋的组织反应极弱
,

难以观察
,

从而限制了它的应用
,

亦很大程度上困扰了目前的研究
。

本文着重介绍一种新的杭原复性液 A R F ( A nt i
-

g e n R e t r i e v a l F IL: i d )介导的方法
,

使得 p
5 3

蛋白免疫组

化染 色完全适用于常规固定
、

石蜡包埋的组织
。

l 材料与方法

1
.

1 组织 来源

8 5 例人原发性肝 细胞性肝癌和 5 例胆管细胞癌均来源于

我校附属西南医 院病理科 1 9 8 7 ~ 1 9 9 2 年存档的石蛤包埋组

织
.

癌组织作常规石蜡连续切片
.

片厚 5拜m
,

分别做 H E 和免疫

组化染色
。

1
.

2 P
5 3
才元体

1
.

2
.

1 P
a b l 8 0 1 (英国 I C R F

,

rD
.

L
.

C r a w f o r
d 惠赠 ) 是 人特异

的抗 sP
:

单克隆抗体
.

能识别人 sP
,

多肤中位于 第 32 ~ 73 氨 基

酸残基之 间的抗原决定簇
,

与野生型和突变型均起反应
.

工作

滴度 l
,

5
。

1
.

2
.

2 C M
一

l (英国 D
u n d e e

大学
,

D r
.

D
.

P
.

L a n e 惠赠 》为一种

抗 人 P
, ,

的免坛G 多克隆抗体
,

与野生型 sP
3

起反应
.

工作滴度

l : 10 0 0
。

1
.

2
.

3 免疫组 化 染色
:

应 用 V e e t a s t a i n
A B C 试剂盒 ( V e e t o r

L
a

b
o : a t o : i e s

.

I n c ) ,

参照 s h i”
`

和 V e n
d

e n

eB
r g 等

, ”
报道的提

高免疫组化染色强度的方法
.

改 良如下
:

①载玻片预涂粘贴剂
.

②石蜡切 片 5 尸m
,

室温 干燥
,

常规脱蜡
,

逐级酒精水化入水
。

③

将切片放入含有 A R F 的带盖玻璃缸中
,

置于微波炉内
.

④将微

波炉温度调至 95 ℃
.

加 热 10 m in
.

整个过程也可分 2次
,

每次 5

m in
,

间隔 l m in
.

③玻璃缸移出微波炉
,

室温冷却巧 m in
。

⑥切

片用蒸馏水和 P B S 各洗 5 m in
.

⑦0
.

3 % H
: O

:

甲醇液孵育 10 ~

3 0 m i n .

P BS 振洗 5 m i n .

⑧正常血清孵育5 0 m i n .

⑨加单克隆抗

体 P ab l 80 1和多克隆抗体 C M
一

1
,

37 ℃ l h
,

4 ℃冰箱过夜
,

P BS

振洗 5 m in
.

L生物素化免抗鼠或羊抗免孵育40 m in
.

P BS 振洗 5

m in .

@ A B C 液孵育 4 0 m i n ,

P B S 振洗 5 m i n .

@ D A B 显色
.

1
.

2
.

4 对照设计
:

①不用微波炉加热
,

切片用 0
.

5写 T ir ot
n
和

。
.

1 %胰酶预处理
。

②用蒸馏水替代 A R F
,

按上述方法染色
。

③

用 P B S 代替一抗做阴性对照
。

2 结果与讨论

组织切片经 T r i ot , 1 和胰酶预处理 A B C 法免疫组

化 染色
.

85 例肝细胞性肝癌 中 22 例阳性 ( 25
.

8 % )
,

5例

胆管细胞癌中 l例阳性 ( 2 0 % )
.

但阳性反应很弱 (如图 1

和 3所示 )
。

用 A R F 方法可非常显著地提高染色强度

( 如图 2和图 4所示 )
。

85 例肝细胞性肝癌 中 30 例 阳性

( 3 5 % )
,

5例胆管细胞癌中 2例阳性 ( 40 % )
.

以蒸馏水替

代 A R F
,

亦见部分病例染 色增强
,

但远不及 A R F 明

显
。


