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技术与
_

方法

中性粒细胞 LB T4

及 5
一

HE TE测定的反相高效液相色谱法
张 敏 尤忠义 雷政宏 王凤君 (第三军医大学西南医院烧伤研究所 )6 30 0 38

白三烯 B
;

( Le uk otr ie neB
;,

L T B
、
)和 5

一

轻

二 + 碳 四 烯 酸 ( 5
一

h y d r o x y e ie o s a t a t r a e n io e

a e id
,

5
一

H E T E )是花生四烯酸 ( A A ) 5
一

脂氧酶

的代谢产物
。

L T B
`

具有促进白细胞游走
、

趋

化
、

聚集和脱颗粒等作用
` , 一 3 , ,

是炎症反应 的

重要介质
。

5
一

H E T E 在炎症过程中的作用 目前

还不清楚
,

已发现它具有刺激嗜碱性粒细胞释

放组织胺 的作 用
` 4) 。

因此
,

测 定 L T B ;

及 5
-

H E T E 的量
,

不 仅 能 了解 A A S
一

脂氧酶 的活
J

性
,

而且对揭示它们在人类疾病中的作用
,

阐

明疾病的发生机制
,

有一定的意义
。

目前
,

测 定白三烯 的方法有气相
一

质谱联

用
,

放射薄层扫描
,

放射免疫分析及反相高效

液相色谱法 ( R P
一

H P L C )
。

R P
一

H P L C 法因分

辨率和灵敏度高
,

重现性好等优点得到广泛应

用
。

然而
,

目前所用 R P
一

H P L C 分析 L T B ;

及

H E T E s 系列
,

多用线性梯度洗脱方式
,

操作较

复杂
,

并且样品保留时间长
。

此外
,

在 L T B `

及

5
一

H E T E 的分离提取方法上
,

各家报道不一
。

我们在岳氏等人的方法
` 5 ’
上加以改进

,

建立 了

测定 白细胞 L T B
;

和 5
一

H E T E 的 R P
一

H P L C

分析法
。

1 材料与方法

1
.

1 实验仪器

iG lso
n

高效液相色谱系统
:

M
一
1 16 双波长紫外检

测器
,

使用波长为 Zs o n m 和 2 3 5 n m
。

A u F s 为 0
.

0 3
。

O DS
一

C
l 。
反相柱

:
1 0拜m ( 4

.

6 X 2 5 o m m )
。

1
.

2 试剂

L T B
。 、

5
一

H E T E
、

P G B
Z

标 准 品
、

C
a le iu m

i o n o p h
o r e

A
: 3 , s , 、

A A 均为美国 S ig m
a

公司产品
,

P
e r -

co ll 细胞分离液 (华美生物工程公司 )
。

1
.

3 白细 胞 L T B
`

及 5
一

H E T E 样 品 制备及

R P
一

H P L C

取家兔抗凝血
,

用 eP cr ol l液分离得中性粒细胞

(其纯度 > 95 %
,

活力> 9 5 % )
。

将所得中性粒细胞重

悬于无钙的 H a n
k

’ s
平衡盐液 ( H B S S

,
p H 7

.

4 ) 中
,

调

整细胞数 目为 5 又 10
` 。 el l

s
/m l

。

取该细胞悬液 l m l
,

37 ℃ 水浴振荡温孵 10 m in
,

加 入下列物质
,

使其终浓

度分别为
:

A A 1 0拜m
o
l

·

L
一 ’ ,

A
Z。 , 。 ,

]产m
o
l

·

L
一 ’ ,

C
a ’ -

0
.

s m m
o l

·

L
一 ’ ,

M g
, 一 0

.

s m m
o l

·

L
一 ’ ,

继续 温 孵

s m in
,

加人 2 倍体积无水 乙醇终止 反应
,

加双蒸水使

乙醇浓度为 15 %
,

再加入 1。。n g P G B
,

作为内标
,

3 0 0 o r p m
、

4 ℃离心 l o n : in
,

上清液用 l m
o l

·

L
’
H C I

调 p H 为 3 后
,

通过一 反相小柱 (S E P
一
P A K C

】。
C ar

-

t r id g e ,

w
a t e r s

A
s s o e ia t e 、 ,

M il f
o r

d M A )纯化
。

该柱预
、

先用无水 乙醇 活化
,

再分别加入 15 % 乙醇 20 ml
,

样

品
、

双 蒸水 Z o m l
,

石油醚 s m l 及乙酸乙酷 s m l 依次洗

脱
,

收集 乙 酸 乙 酷组 份
,

氮气 吹 干后用 80 % 甲醇

1 0 0 # 1复溶
,

取 5 0尸1进行 R P
一

H p L C 分析
。

取标准品

L T B
;

和 5
一

H E T E 各 Z o n g ,
PG B

Z
z o o n g ,

氮气吹干
,

甲

醇复溶
,

进 R P
一

H P L C 分析作为对 照
;
另取同样量标

准品
,

加 H B S S i m l
,

按前述方法提取 L T B
。 、

5
一

H E T E

及 P G B
Z ,

进 R P
一
H P L C 分析

,

计算 L T B
4 、

5
一

H E T E
、

P G B
之

的 回收率
。

1
.

4 色谱条件

流动相
:

甲醇 /水 /乙酸 ( 8。 / 2。0/
.

02
.

v /V /V )
,

用

N H
;

O H 调 p H 5
.

7 ;
流速

:
0

.

s m l /m i n ( o ~ 1 2m i n )
,

1
.

o m l / m in ( 1 2~ 2 0m in )
。

1
.

5 回 收率及 L T B ; 、

5
一

H E T E 含量计算方法

本方法的回收率分别为
:
P G B

,

90
,

95 士 4
.

25 %
,

C V 4
.

6 7 % ( , , 一 5 ) ; L T B
`

8 5
.

2 2士 3
.

9 9 %
,

C V

4
.

6 8% (
, , = s ) ; s

一

H E T E 8 3
.

3 8士 5
.

2 9%
,

C V 6
.

3 5 %

(
n 一 5)

。

用记录仪记录色谱图
,

色谱数据处理机打印

峰保留时间和峰面积
,

用 内标法根据 P G B
Z

和 L T B
月

峰面积 比求 L T B
月

含量
,

P G B
Z

与 5
一

H E T E 峰面积 比

求 5
一
H E T E 含量

。

P G B
Z 、

L T B
;

和 5
一

H E T E 消光系数

( 。 )分别为 2 6 8 0 0
、

3 9 5 0 0 和 3 0 5 0 0
。

2 结吴
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2
.

1中性拉细 胞 T LB
;

的鉴别

分别测定白细胞样品中 A A代谢产物与 T B L
。

标准品在 RP
一

H P LC中的保 留时间
,

再将两者混合进

行R P
一

H P L C 分析
,

结果如图 1 示
。

L T B
。

标准品和样

品峰 l 保留时间一致
,

为 10
.

o m in ;
图 I C 示样品与标

准品混合后
,

峰 I 明显增高
。

将峰 I 对应组份收集
,

测

紫外吸收曲线
,

可见 2 6 0
、
2 7 0

、
2 8 I n m 处各有一个峰

(图 2 )与 文献 报道 L T B
`

的紫外吸收 曲线完全 一

致
“ , ,

证明峰 l 为 L T B
;

的吸收峰
。

2
.

2 中性拉细胞 5
一

H E T E 的鉴另
:

」

分别测定白细胞样品 A A 代谢物和 5
一

H E T E 标

准品在 R P
一
H P L C 中的保留时间

,

然后将两者混合
,

再行 R P
一

H P L C 分析
,

结果如图 3 所示
。

5
一

H E T E 标准

品和样品峰 I 的保留时间一致
,

为 18
.

4m in ;
生物样

品与 5
一

H E T E 标准品混合后
,

峰 l 明显增高
。

将峰 I

对应组份收集
,

测定其紫外吸收曲线
,

在 2 3 5 n
m 处有

一峰 (图 4 )
,

与文献报道 5
一

H E T E 紫外吸 收曲线一

致
` ” ,

证明峰 一为 5
一

H E T E
。

日日日日阶A2

BG

!
P

I + L T B 4

5 一 H E T E

图 l

10 0 10 0 10

z / r n m

样品及标准 品 L T B 4 色谱图

|
|
.

|
`

|||é
丫

一
0

A
:

样品 B
: L 丁B 4 标 准 品

C
:

样品 十 L T B 4 标准 品

0 15

I / m l n

图 3 样品及标准 品 5
一

H E T E 色谱图

A
:

样品 B
: 气

一

HE T E 标准 品

C
:

样品 + 叹
一

} IE T E 标 准品

23 5

侧积哪

侧职督

的
内、à

m)
0(n,了,̀240

图 2

图 4 样品峰 I紫外吸收曲线
样品峰 I 紫外吸收曲线
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3讨论

关于 白三烯的测定方法
,

目前国外应用最

多的是放射免疫分析法
,

此法虽然灵敏
,

但需

要制备药盒
,

造价高
,

国内尚不具备此条件
。

我

们采用单泵恒组分溶剂洗脱方式
,

将流动相甲

醇浓度提高到 8 0 %
,

在分析 L T B
、

时采用低流

速以提高分辨率
,

L T B
`

峰 出后 加快流速
,

一

方面使分析时 间缩短
,

另一方面 5
一

H E T E 峰

形变锐
、

避免拖尾现象
。

这样
,

分析一个样品仅

用不到 20 m in
,

且同样得到较满意的分离定量

结果
。

家兔外周血 白细胞在钙离子载体 A
2 3 , 87

的

刺激下
,

可 以产 生多种 A A S
一

氧脂酶代谢产

物
。

我们将这些代谢产物分离提取
,

进行 R P
-

H P L C 分析
,

得到 峰 I 和 峰 I
,

经与 L T B ;

和

5
一

H E T E 标准品比较
,

发现峰 I 与 L T B
`

有相

同的保 留时 间和 紫外吸 收 曲线
,

峰 I 与 5
-

H E T E 有相同的 保留时间和紫外吸收曲线
,

与文献报道一致
` s

·

” ,

故 可确认峰 I 为 L T B
4 、

峰 I 为 5
一

H E T E
。

关键词 中性粒细胞
,
白三烯 B

; , 5
一

轻 二十碳 四

烯酸
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经纤维支气管镜双塞保护采样培养对支气管一肺部感染

病原学诊断的研究

刘平 胡建林 沈寒放 张蔚东 汪愉 沈渝菊 艾卫 东 (第三军医大学西南医院呼吸科 ) 6 3。。3 8

肺部细菌性感染是最常见的感染性疾病

之一
,

其致病菌的分离和判断在治疗上是必不

可少的
。

本文采用经纤支镜单套管双塞保护法

采样培 养对 1 9 9 0 年 1 2 月一 1 9 9 1年 9 月期间


