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小肠组织中降钙素基因相关肤的放射免疫测定

吴 康 蔡文琴 (第三军医大学基础部组织胚胎学教研室 )6 3。。 8 3

降钙素基 因相关肤 ( C al e it n o in gn e e一 r el at ed p ep
-

t id e
,

C G R P )是近年来应用现代分子生物学技术新发

现的生物活性肤
` ’ ) 。

大量资料表明
,

C G R P 广泛分布于

中枢及周围神经系统
,

并参与机体感觉
、

血流及 胃肠分

泌等多种生理机能的调节
。

目前
,

关于 C G R P 的定量

研究资料较少
,

国内尚无简便易行的定量测定方法
。

从

国外订购放免药盒
,

价格 昂贵
,

手续烦锁
,

周期较长
。

本

文应用国产 同位素
,

进 口 C G R P 抗体及抗原
,

建立了

较优级的放免测定 ( R a d i o im m t , n o a S S 。 y
,

R I A )方法
,

并

成功地应用于大鼠小肠组织中 C G R P 的定量测定
。
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实验所用主要试剂详见表
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2 标本 制备

动物经断头处死
,

取小肠 以生理盐水冲去肠 内容物后
.

迅

速投人沸腾的生理盐水煮 8 ~ 10 m in
,

吸水纸吸去表面水分后
.

剥去明显的系膜脂肪组织
,

称重 (分段组中取头
、

尾 及 中段各

。
.

5 9 组织
,

以保证取材部位的准确性 )
,

于 小烧杯中剪碎
,

加入

0
.

5 m o l / L 醋酸
一
0

.

1 m o l / L p B ( 5 m l / g 组织 )
,

4
一

C过 夜
,

次晨

于 冰盒中用 Z x 一 83 一 1型内切式匀浆器 匀浆 ( 10 0 00 又 g 只 l

m in )
,

继续置 4 ℃提取 6 h
,

然后
,
4 ℃离心 ( 4 5 0 0 火 9 x 3 0 m in )

.

取上清液 2 m l
,

以新配的 I N N a O H 调至 中性
,

并加 P B S 至 4

m l
,

分装后 于 一 20 ℃ 以下保存备用
。

另取大鼠 5只
,

取小肠 剪成

数节
,

煮沸前后称重
,

求得煮后小肠重量丢失系数
.

以换算小肠

每克湿组织 ( g
·

w
·

t ) C G R P 含量
。

R IA 样 品 回收组
:

每克空肠组织中加 入 40
n g C G R P 标准

品
,

提取
、

匀浆
、

离心等处理同前
。

标准品 回收组
:

将装有新配的 C G R P 标准品的试管于沸水

中煮沸 10 m in
,

与未煮标准品同时测定
` 2 ’ 。

1
.

4 浏定方法及加样程 序

采 用平衡加 样程序 (表 1)
` ”

.

二抗分离
。

主要步骤
:

加 样 ~

4 〔
·

丫 4 s h ~ G A R (室温 又 3 0 m in ) ~ 正 常免血清 ( N R S ) ( 室温

丫 Z h ) ~ P B (室温 丫 3 0 m i , 1 )~ 离心 ( 3 0 0 0 \ g 火 2 0 m i n
.

4 C )~

沉淀物计数
。

1 5 数据 处理

采 用苑锡光 编著 (医用统计分析 )程 序包中的
“

M R A 一 l
”

程 序
.

各浓 度 以 标 准 品 管特 异 性结 合比
:

( B / B
。
只 10 。%对

[C G R P ] ( p g / 5 。 川 )进行拟合
,

求出最佳方程
.

作为理论标准 曲

线
,

对〔C G R P ]进行预测
。

用
“

P D A 一 2
”

程序进行单 因素方差分

析
,

并对各组均值进行显著性检验
` S ’ 。

2 结果

2
.

1 R I A 主要方法与指标

N a 一 ” 5
1利 用率

:
7 2

.

7 4 %

标记率
:

58
.

8%

, 2’
I
一
C G R P 比放射 活性

:
1 4 5 拜 C i乍 g
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.

% ( 4)
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`
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M
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/ L

“

效点评分
” :

30 分

2
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2 正常大 鼠小肠 C G R P 含量

C G R P 在正常大鼠各段小肠的含量详见表 3
。

表 3 正常大鼠各段小肠 C G R P 含量 ( h g / g
·

w
·

t ) ( 了 士

全段小肠 十二指 肠 空 肠 回 肠

59
.

9 9 6士 13
.

5 8 3 5 7
.

9 8 1士 1 2
.

5 4 8 7 1
.

5 68 士 2 5
.

6 3 5 7 4
.

2 4士 2 1
.

5 5 4

3 讨论

有关 C G R P 的 R I A 资料较少
,

O k im u r a
等用 R I A

测定了大鼠十二指肠 c G R P
,

含量为 26
.

6士 .2 7 n g / g’

w
·

t “ ’ ,

显著低于本文所得结果
,

可能与标本处理有关
。

本文采用国产同位素 ( N a 一 ” 5 1 )
、

进 口 C G R P 标准品及

其放免抗血清等主要试剂
,

用氯胺
一

T 法 自制标记抗原

(
` , 5 1

一

e G R P )
、

s e p
一

P a k e l s纯化标记物
、

平衡加样程序

加样等建立了较优级的 C G R P
一

放 免分析方法 (效点评

分 3 0分 > 2 8分 ) “
) 。

主要体会如下
:

3
.

1 标本的制 备

R I A 为敏感性很高的定量测定方法之一
。

在肤类

物质的测定中
,

断头处死动物后
,

以煮后称重的顺序取

材为好 ; 这样可使组织内的肤酶迅速得 以灭活
,

且可不

用抑肤酶等制剂 (血液标本例外 ) ; 以后的操作应尽量

在 4℃或低温条件下完成
。

3
.

2 才元原标记方 面

标记用同位素应具有高的放化纯度
,

同位素应尽

量新鲜 (即购进后尽早使用 )
,

否则放化纯度下降
,

不易

制得高比活性的标记物
; 采用 S e p

一

P a k C 18 柱分离
、

纯

化标记物
,

方法简单
、

省时
,

只要用后清洗完全
,

可反复

使用数次
; 标记物一经鉴定 (结合试验 ) 合格后

,

宜立即

分装和尽早使用
。

3
.

3 测定

在血清有限的情况下
,

采用非平衡加样程序加样

不 能达到满意 的结 合率 时
,

可 试用平衡 加样程序加

样 “ ) 。

3
.

4 R I A 结果的处 理

一般 R I A 结果的处理
.

常用人工绘制标准曲线
、

人工根据曲线查值后再进行统计计算的方法
。

本文根

据各浓度标准品管的特异结合比 ( B / B x 1 00 % )
,

先在

平面坐标线上绘制散点图
,

发现其近似指数曲线分布
,

故用包括指数关系式的五种曲线关系进行拟合
,

选 出

最佳 回归方程
,

作为理论标准曲线
,

根据结合比来预测

相应的物质含量
,

最后进行统计检验
。

由于标准曲线的

公式比
.

既可避免 由于人工绘制曲线和人工查值带来

的双重误差
,

提高精度 ; 又 便于计算工具 (计算机
、

计算

器等 )进行机器运算
,

从而减轻 了工作强度
。

但需要强

调的是
:

在进行拟合时
,

应以纵坐标去拟 合横坐标
,

也

即被预测项应为物质含量
,

因为
,

相互关 系的拟合方

程
,

是根据残差最小而选出的
,

若将因变量与 自变量关

系变换后
,

对物质含量进行预测
,

其残差不一定是最小
。

关键词 降钙素基因相关肤
;
放射免疫测定

中图法分类号 Q s z 6 ; R 4 4 6
.
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