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反相高效液相色谱法测定血浆和组织中的谷氨酸及谷氨酞胺

T h e d e t e r m i n a t i o n o f G l u a n d G l n i n P l a s m a a n d t i s s u e b y R P
一

H P L C

尤忠义 余 斌 雷政宏 赵 云 (第三军医大学西南医院烧伤研究所 ) 6 3 0 0 3 8

近年来
,

随着肠道营养研究的不断深入
,

人们发现

谷氨酸胺 ( lG n) 在肠道营养中的作用愈来愈受到人们

的重视
〔`」。

因此
,

测定体液和组织 内谷氨酸 ( lG u) 和谷

氨酸胺的确切含量有很大的现实意义
。

在室温下 lG
n

极易被分解
,

因而
,

以往用氨基酸分析仪 测定 lG
n 含

量重现性差
、

费时
,

且往往较实际含量低
,

而且大部份

氨基酸分析仪缺乏 G ln 标准
,

而 不能测定
。

我们用反

相高效液相色谱法测定
,

既快速
、

准确
、

又简便
。

为进一

步开展和研究 lG
n
在创伤和烧伤营养代谢 中的作用

,

特别对肠道本身结构和功能影响的研究
,

提供了方便
。

并 可根据酶学分析原理
〔2」 ,

进一步计算 出谷氨酞胺合

成酶及分解酶的活力
。

(4 ℃ 1 2 0 0 X g )
,

取上 清液衍生后进样
。

组织样 品
:

取组织 0
.

5

g ,

加生理盐水。
.

s ml
,

置匀浆器匀浆 (4 ℃ )
,

然后取。
.

s ml 匀浆

液 (剩余部份作蛋白定量测定 )
,

加。
.

2 m ol / L 高氯酸 0
.

5 m l
,

离

心 2 0 m i n ( 4 ,C 1 2 0 0 X g )
,

取上清液衍生后进样
。

1
.

4 衍生

取 20 川去蛋白的血浆或组织匀 浆液
,

加 100 川 O P A 液

( 1 3
·

s m g O P A
,
l m l 甲醇

,
9

.

o m l 4 o m m o
l /L 硼酸缓冲液

,

p H g
.

5和 。
.

2 m l二硫基乙醇 )
,

混匀后在室温下反应 90
, ,

取 20

拜 l 进样
。

实验部份

1
.

1 仪器和试 剂

吉尔森 ( G IL SO N )高效液相色谱系统
,

谷氨酸
、

谷氨酞胺
、

二琉基丙醇
、

E D T A ( S IG M A )
,

磷苯二 甲醛 ( F l u k a )
,

甲醇为色

谱纯 (上海吴径化工厂 )
,

其他试剂为分析纯
。

1
.

2 色谱分析

色谱柱 产 B o n d
a p a

k
,

C 1 8
,
, 2 5 o x 4

.

6 m m
,
1 0 拜m (大连国

家色谱中心 ) ;
流动相

:

10 m m ol /L 磷酸缓冲液 ( p H 6
.

8 5 )
:

甲

醇 ;检测器
:

U V
,

G IL S O N l l 6型
,
3 4 0 n m

,
0

.

0 0 5 A U F S
,

进样量

2 0 产I
,

全程 1 5 m in (见表 一)
。

2 结果和讨论

2
.

1 流动相

流动相中甲醇浓度 比例与组份的出峰及次序有很

大关系
,

特别是 G l n
。

我们曾参照 F r a n e is M [ ,〕等人的

恒速
、

恒溶剂洗脱的方法进行洗脱
,

结果发现 G ln 与

杂峰不能完全分离
,

且出峰时间较长
。

采用本法浓度和

流速梯度洗脱
,

分离效果好
,

样品分析时间短
,

见色谱

图 l
。

b

表 l 浓度和流速梯度洗脱

时间 ( rn i n ) 磷酸缓冲液 ( % ) 甲醇 ( 写 ) 流速 ( m l/ m i )n
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2 0 0
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6 0

4 0

4 0

1
.

0 0 0
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.
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1 3
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.
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.

2 0 0

样本 标准
: /m i n

图 l 色谱图

A
.

血样本
.
B

.

标准液
; 。 .

谷 氛酸 ( lG u)
. b

.

谷 氛耽胺

( G l n )

1
.

3 样品处理

血样 品
:

取全血 Z lrr
,

置肝素抗凝管 中
,

离心 10 m in (4 ℃

2 5 0 0 又 g )
,

血浆 0
.

5 m l
,

加等量 0
.

2 m o
l / L 高氯酸

,

离心 2 0 m in

衍生时问

衍 生剂 中 O P A 浓度 不宜过高
,

不然其他氨基酸
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杂峰高而多
,

而衍生时间的控制非常重要
,

谷氨酞胺和

谷氨酸与 O P A 的衍生反应 比其它氨基酸快
,

时间以 1

一 Z m in 为宜
, Z m in 以后其它氨基 酸的杂峰很快 出

现
; 由于谷氨酞胺极易分解

,

衍生时间超过 10 m in
,

不

仅谷氨酞胺峰降低
,

而且其它氨基酸杂峰高而多
,

严重

影响 G ln 的分离效果
。

2
.

3 线性 范围
、

重复性和 回收率

谷氨酸和谷氨酞胺浓度在 0
.

07 5一 1
.

2 拜m o l / L 之

间
,

呈 良好的线关系
,

最低检测量 75 n m ol / L (见图 2 )
。

取 0
.

5 m l 血浆 (或肠粘膜匀浆液 )
,

加不同量的标准

液
,

按本方法处理
,

经 O P A 衍 生后进样检测
,

谷氨酞

胺和 谷氨酸回收率分别为 95
.

3%和 98
.

2%变异系数

( c v ) 批 内分别为 2
.

9 %和 2
.

5%
,

批间分别为 3
.

9%和

3
.

3%
。

2
.

4 贵州 小型香猪血浆和组织 内谷氛酞胺
、

谷氛酸的

含量 (见表 2)

表 2 血桨和组织中谷氨酸胺
、

谷氨酸含 t

(仁m o l / L )

谷氨酞胺 谷氨酸

血浆

用卜肠肌

小肠淋巴 结

肠粘膜

6 3 3
.

7 0士 3 6
.

7 2

1 8 0 0
.

0 1士 2 3 0
.

5 0

4 2 7
.

8 1士 2 1
.

4 2

2 1 6
.

4 7士 3 3
.

0 3

4 5 3
.

84士 7 5
.

4 3

8 7 5
.

3 8士 9 7
.

4 6

5 7 7
.

3 7士 7 3
.

0 3

5 2 5
.

6 4士 5 5
.

3 6

谷氨酞胺的浓度在肌 肉组织中为最高
,

血浆 中次

之
,

而在肠粘膜组织中其浓度明显低于血浆
,

这与大量

的文献报道相一致 4[,
5〕

。
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茎突 X 线摄影方法的改进

T h e im P r o v e m e n t o f r a d i o g r a P h y f o r P r o c e s s u s s t y l o i d e u s

席道友 (第三军医大学新桥医院放射科 ) 6 3 。。 3 7

颗骨茎突位于茎乳孔前方
,

自上而下向内前延伸
,

呈针状
,

根部略粗
,

远端逐渐变细
,

两侧常不对称
,

长度

差异较大
,

一般约为 2
.

5一 3 。 m
,

国内有文献报道
,

左侧

平均为 3 。 m
,

右侧平均为 1
.

8 ` m
。

如果超过平均值时
,

可诊断为茎突过长
〔`

· ’ 〕 。

当临床疑 为茎突过长症时
,

常

规作 X 线摄影来 了解其长度
、

形状和位置的情况 以达

到诊断之 目的
。

但是
,

如何将茎 突的 X 线片拍摄的更

清楚
,

是达到诊断要求的关键
。

茎 突摄影方法
,

有许多

学者介绍过并取得了一定的效果
,

但因方法较为复杂
,

应用的不够广泛
。

在现实工作中
,

我们采用双侧茎突一


