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灵敏的超氧化物岐化酶活力测定法
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超氧化物岐化酶 ( E
.

C 1
.

15
.

1
.

1
.

简称 SO D )是一

类存在于生物体内的金属酶
,

能专一地催化超氧 自由

基发生岐化反应
。

该酶活性的测定对 医学
、

生物物理学

等的研究愈来愈显示其重要性
。

我们参考有关报道川
,

建立了红细胞 SO D 活力测定法
,

现将方法介绍如下
。

原理

次黄嗦 p令( h y op
x a n t h in e

)
、

黄嗦吟氧化酶 (X O D )反 应生成

的超氧自由基能使试剂中的轻胺氧化为亚硝酸盐
,

亚硝酸盐与

氨基苯磺酸
、

盐酸蔡乙二胺行重氮反应生成红色化合物
。

由于

SO D 能专一地清除超氧自由基
,

故能抑制此反应的进行
,

因而

可根据抑制率的高低
,

计算 出样本 中 SO D 亚硝基活力单位

( N U )
。

冷蒸馏水
,

振摇使其充分溶血 (如不调节血红蛋白至 50 9 / L
,

则

可根据测得浓度按此 比例取榕血液和冷蒸馏水 )
,

加无水乙醇

0
.

s ml
,

三氛甲烷 0
.

3 ml
,

于快速混合器上混合约 1 im n ,

稍置
,

3 00 0转 /m in 离心 5 m in
,

上层清晰透明之水—
乙醇混合液即

为 1 0 9 / L 血红蛋白的红细胞 s 0 D 抽提液
,

取出备用
。

3
.

2 S O D 活力 .Nl 定

将上述红细胞提取液用蒸馏水稀释 20 倍
,

按表 1测定酶活

力
。

表 1 酶活力测定加样表 (闪 )

2 。倍稀释红细胞提取液

(相 当未稀释提取液 ) △

管号 对照管 (3 管 )

5 0 ( 2
.

5 ) 10 0 ( 5
.

0 ) 2 0 0 ( 1 0
.

0 )

2 试剂

2
.

1 试剂 I

用 7 8 m m
o
l / L N a Z

B
4

O
,

和 2 0 4 m m o
l / L K H

Z
P O

4

配成 p H 7
.

。的缓冲液
,

该缓冲液 I L 中含次黄嗦吟 1
.

0 m m ol 和盐酸轻胺

1
.

0 m m
o
l
。

2
.

2 试剂 I

用 7 8 m m o
l / L N a Z

B
;

O
,

和 1 0 4 m m
o
l /L K H

:
P O

4

配成 p H S
.

7的缓冲液
,

该缓冲液 I L 中含 E D T A
·

N a Z
0

.

5 m m ol
。

用此液

按 1 0 m l 加入 黄嚷吟氧化酶 3 0 ~ 3 5 产 l ( S ig m
a
产 品

,
S U / 0

.

5

m l) 供用
.

加黄嗦吟氧化酶之试剂放 4 ℃冰箱冷藏可使用约 2个

月
.

2
.

3 试剂 l

( 1 ) 5
.

2 m m
o
l / L 对氨基苯磺酸

,

用 1 6 0 m l /L ( V / V )冰乙酸

配制
;
( 2 ) 7 7

.

2 产m o
l / L 盐酸蔡乙二胺

,

用 1 6 0 nr l / L ( v / v )冰 乙

酸配制
。

临用前将 ( 1 ) ( 2) 试剂等量混 合为试剂 1 供用
。

以上试剂均存放于 4 亡冰箱
。

蒸馏水

试剂 I

试剂 .

(已加 X O D )

试剂 ,

6 0 0 5 5 0 5 0 0 4 0 0

2 0 0 2 0 0 2 0 0 2 0 0

2 0 0 2 0 0 2 0 0 2 0 0

混匀
, 3 7 ,C 水浴 3 0 m i n

2 0 0 0 2 0 0 0 2 0 0 0 2 0 0 0

混匀
,

置 30 ℃水浴 15 m in 呈色

△
:

未稀释提取液为血红蛋 白 10 9 /L 之红细胞提取液

取出
,

静置室温 15 m in
,

用蒸馏水调零
,

在分光光度计 55 0

n
m 处比色

,

记录各管吸光度
。

3
.

3 酶单位定义

一个亚硝基单位 ( N U )是指在特定条件下对氧化经胺产生

5 0 %的抑制所需的酶量
。

3
.

4 酶活 力单位计算

( 1) 按下式求出各测定管酶抑制率
:

~ ~
、 . ,

* 对照管平均 A 一测定管 A
、 , _ _ 。 ,

酶朴口俐卜革 ~ 二止卫址毛一不后号宕景
下丫兰型若匕月

~

= X 1 0 0 %
~

` 甲
’

月一 对照管平均 A

3 方法

3
.

1 红细胞抽提液制备 :2[

肝素抗凝血 2 ml
,

离心分离血浆及白细 胞层
,

红 细胞层用 3

~ 4倍体积冷生理盐水洗涤两次
,

每次3 0 00 转 / m in 离心 s m in
,

除去上层清液
,

下层红细胞加冷蒸馏水约 3倍体积
,

振摇
,

使溶

血
,

测血红蛋白
,

并调节至 50 9 / L
,

取该溶血液 0
.

5 m l
,

加 1
.

5 m l

以抑制率为纵座标
,

未稀释 10 9 / L 血红蛋白红细胞提取液 (川)

为横座标
,

在半对数纸上绘出抑制曲线
,

找出抑制 50 % 时对应

的红细胞提取液微升数
,

再按下式求出每毫克血红蛋白所含酶

活力单位 ( N U /m g
·

H b )
。

( 2) 酶活力单位计算式
:

1 0 0 0 0 0

V

又

赢
一 SO D N U / m g

·

H b

V
:

抑制 5 0 %时红细胞提取液微升数
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酶活力曲线示例见图 1
.

测定
,

批间变异为 8
.

70 %
。

表 2 与其它方法灵敏度之比较

方 法 作 者
抑制 5 0写所需

醉蛋 白量 (拜 g )

灵敏度高于

他法之倍数

(料 l )

图 1 酶活力曲线 (红细胞提取液 )
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冯华芳
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汪义军
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8
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5 0

12
。

1 6

7060勒3040
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0
.

08

0
.

0 5

1
.

3 3

0
.

8 5

4 结果与讨论

4
.

1 重 氮反应产物光谱 曲线

用 B E C K M A N D U 一 7分光光度 计取波长 3 8 0 ~

7 0 0 n m 扫描
,

有色物 质的峰值在 54 7 n m 处 (见 图 2 )
,

故试验中取波长 5 50

A 0
.

2 0 0

4
.

4 干扰试验

实验证明
,

用本法测定红细胞内 S O D 不受血浆内

正常量的抗坏血酸盐
、

尿酸
、

还原型谷胧甘肚的干扰
,

血浆中存在的过氧化氢酶
、

铜兰蛋 白对试验的灵敏度

也无影响
。

且红细胞在抽提过程中经过两次洗涤
,

血浆

成份已 除
,

对试验可能产生一定影 响的糖类也在洗涤

和抽提 中除去
。

因此
,

可以认为
,

本法与其它直接取末

梢血作检测的方法所受的干扰要微
。

.4 5 正常参考值

测定 1 0 1名健 康人 (年龄 2 0一 4 8岁
,

男 4 8例
,

女 5 3

例 )红细胞提取液 SO D 活力
,

从频率分布看
,

基本呈正

态分 布 (见图 3 )
,

中位数 为 21
.

5 N U / m g
·

H b
,

范 围为

2 .2 1士 .5 5 ( 历 士 ` ) N U / m g
·

H b
。

本年龄段 以及男女性

别均无显著差异
。

0
.

0 0 0 ` ~

3 8 0

图 2 有色产物光谱曲线
叁

, n

尽 、 ~ ~

4
.

2 呈色稳定性

反应 所生成 的红 色化 合物稳 定性 良好
,

放置 15

m in 与 3 h 比色抑制率无变化
。

4
.

3 方法学指标

灵敏度
:

用系列酶标准液作出反应抑制 曲线
,

抑制

5 0%时的酶量为 6 0 n g
,

每毫克酶蛋 白为 1 6 6 6 7 N U
,

灵

敏度高于其他方法 (见表 2 )
。

精密度
:

同一样本同时作

10次测定
,

批 内变异为 4
.

75 % ; 同一样本二周内分 10 次

“
一兮厂咭厂碳尸京尸有一鑫

N U / m g
·

H b

图 3 1 01 名健康人红细胞 S O D 频率分布

由于 S O D 所岐化的底物— 超氧 自由基是在反

应体系中产生
,

因而
,

控制适量的超氧 自由基浓度在实
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等
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简易
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灵敏的超氧化物岐化酶活力测定法 3 6 7

验中至关重要
。

作者通过加入不同量的黄嗓吟氧化酶

观察到
,

随着 X O D 量的增加
,

产生的超氧 自由基也随

之增加
,

而 S O D 在个体样本中是相对恒定的
,

因而 出

现随着 X O D 的增多和减少酶活性表达呈降低和升高

的趋势
。

以 5 lxl 10 9 / L 血红蛋 白红细胞提取液实验为

例
,

当 X O D 的浓度分别为 1 5
、

3 0
、

4 5
、

6 0 胖l / 1 0 m l 时
,

其抑制率分别为 52 %
、

45 %
、

34 %
、

22 % (见图 4 )
,

说明

X O D 的加入量是保证实验有 良好的重现性和可比性

的关键 一环
。

应 当说 明的是 不 同 厂家
、

不 同批 号 的

X O D 以及保存时间
、

保存方法等均可使反应有一定差

异
,

故应根据实际情况加入
,

使每次实验对照管的吸光

度均值能保持在一定范围 (本方法为 0
.

30 0士 0
.

0 2 )
。

由于酶活性是以血红蛋白所含单位表示
,

故低色

素贫血患者可能出现 S O D 活性偏高
,

应予注意
。

(方法建立中蒙博士生赵学同志提出参考意见
,
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图 4 不同浓度 X O D X( O D 川 / 10 m D 对酶活力的影响
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检钳展开时
,

嘱患者减小呼吸动度
,

不能用力咳嗽
。

如患者出现

剧烈咳嗽
,

应立即关闭活检钳
,

以防损伤肺组织
,

形成气胸
。

2
.

2
.

3 严密观察病情
:

注意患者有无发缉
,

观察心率
、

呼吸
、

面

色及神志变化
。

出现呼吸急促者
,

给予吸氧 3~ 4 L / m in
。

患者口

中分泌物应立即擦除
,

确保呼吸道通畅
.

术中可能出现支气管

痉挛
,

呼吸心跳骤停
,

一旦发生异 常情况
,

立即报告医生
,

停止

操作
,

及时抢救
。

2
.

3 术后护理

2
.

3
.

1 一般护理
:

拔管后患者卧床休息 5~ 10 m in
,

门诊患者

观察 30 m in 后方可离去
。

禁食 3 h
.

叮嘱患者不能用力咳嗽
,

同

时说明可能发生的一些反应
,

如鼻腔
、

咽喉不适
、

疼痛
、

声嘶等
。

发生上述症状
,

不必处理
,

1 ~ 2 日可自愈
。

2
.

3
.

2 咯血的观察及护理
:

本组 5 60 例患者 B F 检查后
,

少量咯

血者占 8 2
.

5%
,

表现为痰中带血或少量血性痰液
,

其原因主要

是 B F 导管对支气管壁摩擦
,

细胞刷检或活检后粘膜被刷破或

撕裂所致的创伤性 出血
。

未经特殊处理
,

上述患者 2~ 3 d 内咯

血均 自愈
。

对于这类患者
,

应告之不必紧张
,

注意观察血丝或血

块颜色
,

有无进行性咯血增多
,

当咯血总量 > 50 ml 时
,

立即报

告医生
.

3例患者拔管后即出现 大咯血
。

大咯血的处理
:

①患者

取患侧卧位
,

及时清除 口
、

鼻腔内的血凝块
,

保持呼吸道通畅
。

②吸氧
,

建立输液通道
。

③肌注安定 10 m g
,

立 止血 l u
加入 5 %

葡萄搪 2 0 m l 内静注
,

垂体后叶素一o u
加入 s %葡萄糖 5 0 0 m l 内

静滴
,

10 ~ 15 滴 / m in
。

经 及时抢救
,

3例大咯血患者病情缓解
,

无

1例死亡
。

2
.

3
.

3 体温 的观察
:
B F 检查后

,

大多数患者体温 正常
,

少数出

现发热
。

本组 56 0例患者中7例体温 37
.

5~ 38 ℃
,

未做特殊处理

自愈
。

对于低热患者
,

应密切观察体温变化趋势
,

当温度超过

39 ℃
,

应及时照 X 线胸片
,

排除支气管异物
,

做细菌培养药敏试

验
。
2例体温 39 ℃ 以上

,

根据病情
、

体症
、

血象等
,

给予退热
、

抗感

染治疗
.

3 d 后体温降至正常
。

2
.

3
.

4 呼吸的观察
:

本组 1例患者术中发生呼吸困难
,

立即拔

出 B F 导管
,

停止操作
,

给予吸氧
,

静注地塞米松 10 m g
,

10 m in

后缓解
。

术后无 1例患者发生呼吸困难
.

本组未见气胸发生
,

但

有报道气胸发生率为 1~ 6% 〔3 , ,

因此
,

术后应注意观察呼吸次

数
、

深度
,

有无呼吸 困难
.

如患者发生呼吸困难进行性加重
,

及

时给予胸部 X 光透视
、

拍片
。

如确诊气胸
,

首先使患者保持镇

静
,

卧床休息
,

吸氧
,

配合医生做好应急处理
.

(承蒙张楚毅教授指导
,

谨此致谢 )I
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