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铁明矾 2
.

59

W al p ol e氏醋酸钠
一

盐酸缓冲液( p H o
.

6 5 )0 0 3 ml

甘油 15 ml

天青石蓝B l g

用时取 M /L 醋酸钠液 100 ml
,

加N / L盐酸 2 00 m l
,

再加蒸馏水至50 o m l
,

即 为 p H 。 。

65 的缓冲液
。

配制

好后 p H如有变化
,

需再次调整
,

这对胞核染色的选择性很重要
。

若 p H < 。 .

60
,

则胞 核不易着色
,

若 p H >

。 .

8。 ,

背景呈灰蓝色
。

体 会

上述染色液的配方
,

经我们几年来的使用
,

认为天青石蓝 B作为核染色剂使用
,

具 有以

下优点
。

( 1 ) 染色操作简便
,

染色时间范围宽
。

一般只需 Z m in 一 s m in
,

不需分化
、

蓝化
,

不会

过染
;
染后在水中略洗

,

即可与伊红相配作为常规染色
。

对经验较少者也能染出较高质量的

H E切片
。

( 2 ) 可作为特殊染色或组化染色中的核染色剂
,

如用于 V
·

G染色中
、

酶 组 化 的核染

色
。

( 3 ) 着色后的胞核耐酸性好
,

不易退色
。

( 4 ) 染液稳定
,

表面不易产生氧化物
,

提高了切片的清洁度
。

用一段时间后
,

溶液 p H值会略有改变
,

需调整 p H
,

以 染色背景无色为度
。

这一染 液主

要是利用它在 p H o
.

6 0~ 。
。

6 5值时
,

染料中的阳离子与细胞核阴离子选择性的结合
,

所形成

的一种铁淀色料
。

所以
,

严格控制 p H值
,

对染色是很重要的
。

因此染色液不需分化
、

蓝化
,

可适用于
“
生物组织切片 自动染色机

” ,

对提高机械化染

色有一定帮助
。

(本文经史景泉
、

陈意生教授审阅
,

特此致谢 )
。

关旅词 细胞染色 , 核 /染色 ; 天青石蓝 B /染色
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用反相高效液相色谱法测定多胺

陈兆珍 杜军英
. (第三军医大学训练部 中心实验室 )

多胺是 1类含有两个或两个以上氨基或亚氨基的脂肪族化合物
。

主要包活腐胺
,

倩眯和

精胺
。

它广泛存在于生物体 内
,

是细胞生长和繁殖的重要调节因素
。

并且对 D N A
、

R N A及

蛋白代谢均有很大影响
。

我们根据 S k a a d en 和 G er ib o k k (
i’ )及赵鹏等 (“ )方法

,

改用国产 色谱柱

建立了O P A 柱前衍生
,

反相高效液相色谱分离测定 多胺 含量的方法
。

衍生过程是
:

当无荧
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光的多胺在疏基乙醇存在下与 OP A反应生成具有很强荧光的叫 噪类物质( ’ )
。

1材 料 和 方 法

1
.

1仪 器

美国P
一

E公司系列 l 型高效液相 色谱仪
,

L c
一

1 0 0 。荧光检测器
,

7 1 0 5进样阀
,

日本岛津公司 C
一

R BI 色

谱数据处理机
。

1
.

2 主要试 剂

甲醇
,

三 乙胺
,

1
.

6己二胺 (内标 )
,

国产A R ; 2
一

疏基 乙醇
,

国产 C R ; O P A (邻苯二 甲醛 )
,

精 脉

瑞士 F l u k a ; B r
i j

一
3 5英国K o i n 一

L i g h t L a b L i d i腐

图 1 多胺标准 色谱 图

z :

精胺 2 :

精脉 3 :

腐胺 4 :

内标 ( 4 o n m o l / m l )

胺
.

精胺美国S ig m a 。

1
.

3 分析柱 O D S ( 4 x 2 5 0 m m ) 5林m 大连物

化 所

流动相①甲醇65 % ~ 90 % 。 ②磷酸缓冲液 0
.

4

m
o l ~ o

。
5 4 m

o l , ③三乙 胺 0
。

o Z m o l~ 0
.

0 , m o l
。

用

0
.

4 5林微孔滤膜过滤
,

真空泵脱气
。

梯 度用21 m 泣

完成
。

流量 l m l/ m in
,

室温
,

检测波长E x 3 4 5刀 m
,

E m 4 4 5 n m
。

灵敏度 又 2 0 0
。

1
。

4 衍生 剂的配 制

A液
: O P A i o o m g

,

B r i j~ 3 5
.

5 0切 g
,

2
一

疏

基乙醇 50 户加甲醇 10 m l混合
。

B液
: 0

.

遗m o l硼酸缓冲液
,

用 ZN K O H调节 p H

为 1 。。

两液在使用前按 1
.

5 ( V , V ) 混合 组 成衍生

溶液避光贮存
。

1
。

5 方 法

取样品 (或标准品 ) 1 00 以加等体积 衍 生 剂充

分孤荡 30
5 ,

室温静置 4 55
。

取 20 闪进样
。

色谱图见

图 1
。

用保留时间时间法窗定性
,

用 C
一

R JB数 据 处 理机内标法定量
。

2 结 果

2
.

1 线性 范围和 最小检测 限

按不同浓度标准混合样品以相同浓度进样
,

以多胺面积 ( A i) 与内标面积 ( A s ) 对 多胺 浓 度作图
。

见图 2
。

经 作回归分析相关系数 r :

分别为腐胺。 .

9 9了5精胖 。 .

9 9 9 3精胺 。 .

9 8 7 8
,

P均 < 。 .

01
。

最小检 测 限腐

胺2 5 p m o l
,

精眯 s p m o l
,

精 胺 s p m
o l

。

2
.

2 重复性和 回收 率 试验 ( 见附 表 )

3 讨 论

3
.

1 我们根据赵鹏等方法使 用国产色谱柱先进行恒溶剂洗脱
,

发现精胺和精眯分离 不 好
。

后参考 S k aa d e n
法改为三溶剂成 分的二元梯度

,

并且选用了“ % ~ 90 %的甲醇梯度结果回收率

平均在 90 % 以上
,

重现性与原法接近
、

保留时间比原法较长
。

原因是我们是在室温里分析的
,

因

为温度愈高衍生物愈易降解会影响分析的稳定性
。

3
.

2 最小检测限比原法略高估计与所使用检测器型号和灵敏度以及色谱柱有关
。

3
.

3 多胺分析结果的好坏很大程度上取决于衍生反应 的 程 度 及 反应 的稳定性
。

对反应时

间
,

温度
,

衍生剂的组成以及 p H值需严格控制
。

本法所选择的色谱条件和衍生反应条件对三



7 4 6第二军医大学学报 1 9 91 年第” 卷耸 5 期

附表 多胺 组 分的 变异系数和回收率

名哄 芝异系数 (% ) n= 1 1 回收率 (% ) n二 7

眨 \叫 V

腐胺

精眯

精胺

9
。

9 7 2 8
。

0

5
。

6 0

4
。

3 0

9 0
。

4

9 2
。

9

1 0 0 2(j3 0 405 0
:价。 l/ m l

种多胺分离较好
,

不受杂峰干扰
。

3
.

4 我们用此方法对动物肺
,

动 脉和心肌

等组织进行了多胺含量测定结果很好
。

因此

本方法可作为临床和实验室快速测定人和动

物组织中多胺含量的 1 种好方法
。

图 2

O 精肺

校正 曲 线

. 精胺 口腐胺

关抽饲 液相色谱 /分析 ; 多胺
;

高效应

今 考 文 献

z
,

S k a a d e n T
,

G r e i h r o k k T
.

D e t e r m i n a t i o n o f P o l y a m i n e s b y P e r 一

C o l u m n D e r i v a t i z a -

t i o n w i t h o 一

P h t h a l a l d e h y d e a n d e t h a n e t h i o l w i t h r e v e r s e d
一

P h e s e h i g h
.

P e r f o r 切 a n e e

1i q u i d C h r o m a t o g r a p h y
,

J C h r o m a t o g r 1 9 8 2 , 2 4 7
,
1 1 1 ~ 2 2 2

2
.

赵鹏 何崇乐 陈俊玲
,

等
。

反相高效液相色谱分析生理多胺
。

色谱 1 9 88 ; 6 (l ) ,

51 ~ 53

(收稿
: 1 9 9 1

.

0 1
.

2。 :

修回
: 1 9 9 1

.

0 6
。

1 8 )

丘脑生殖细胞瘤一例报告

冯
’

华 王宪荣 张存生 (第三军医大学西南医院 脑外科 ) 6 3 0 0 3 8

丘脑生殖细胞瘤罕见
,

现报道一例于下
。

息儿
,

男
,

n 岁
。

因右侧肢体不全偏瘫 1 例入院
。

查体
:

神清语畅
,

视乳头边界清楚
,

右侧肢体轻瘫

及痛温觉减退
,

无性早熟征象
。

C T示左丘脑多个环状影
,

约 7
.

gc m x 3
.

c6 m
,

环内C T值 ” H u ,

环壁增强

前后 C T 值分另}}为 36 H u 及 49 H u 。

全麻下行丘脑肿瘤大部切除术
,

肿瘤呈鱼肉样
,

无 包膜
,

有 20 m l囊液
。

术

后恢复顺利
。

病理诊断生殖细胞瘤
。

术后血 H C G (人绒毛膜促性 腺 激 素 ) 2 n g / m l
,

A F P (甲胎蛋白 )

< 31 gn / ml
,

C E A (癌胚抗原 ) ( 一 )
。

脑脊液未查到瘤细胞
.

术后放疗
,

病灶区 i g G y s/
,

全脑 21 G y / s ,

脊髓 ZOG y s/
。

放疗后偏瘫好转
。

2 年后门诊复查偏瘫已完全恢复
。

讨 论

国内文献中生殖细胞瘤占颅 内肿瘤的 1
.

4 %
,

日本 4 % ( ` )
。

O n o( : )复习文献中生殖细 胞 瘤 37 9例
,

其中

松果体区 2 70 例
,

鞍区 66 例
,

基底节区 28 例
;

我科近年共收治生殖细胞瘤 15 例
,

其中松果体区 12 例
,

鞍上 2
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