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猪肾组织谷氨酸胺生物传感器的研制

邵 方
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脑脊液 ( C S F )中谷氨酞胺 (Gl n) 含量的测

定在临床医学分析中具有重要意义
“ ) 。

传统的

纳氏比色分光光度法费时
、

费事
,

且所需试剂昂

贵
。

本文报告的猪肾组织切片谷氨酞胺生物传

感器制作方便
,

操作简单
,

测量迅速且价廉
,

可

以直接用于临床 C S F 中 lG
n
的测定

。

材料与方法

2
.

1 校正曲线

该传感器具有如下响应特征
:

线性范围
:

7
.

0 5 又 1 0
一 s

m o l / L 一 1
.

1 2 X 1 0 一 ’

m o l / L
,

检查限
:

3
.

2 4 火 1 0
一

’
m o

l /L (下限 )
,

2
.

4 5火 1 0
一 ’

m o
l / L (上限 ) ;

斜率
:
5 2

.

l m V / d
e c a

d
e ,

线性范围对数回 归得
:

截距为 175
.

l m v
,

斜率为

5 2
.

9
,

相关系数等于 0
.
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。
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1 仅器及试剂

1
.

1
.

1 主要仪器

1
.

1
.

1
.

1 S L
一
3型数字显 示离子计 (苏州标准局实验

厂 )

1
.

1
.

1
.

2 P N H
3一 1 型氨气敏电极 (上海电光器件厂 )

1
.

1
.

1
.

3 江湾
一

I 型振动式切片机 (上海二 医大 )

l一 1
.

4 M i ll i p
o r e

超纯水仪 ( 日本 )

1
.

1
.

2 试剂

除专门说明外
,

实验所用溶液均为去离子水 ( R )

16 M。 )和分析纯试剂配制而成
。

1
.

2 生物组 织传感器的制备

1
.

2
.

1 猪肾组织的预处理

取新鲜公猪肾一只
,

用手术刀将皮质部切成截面

为 k m
,

的长条
,

经 4 ℃的生理盐水洗净积血后于
一

20 ℃

下冰冻保存备用
。

1
.

2
.

2 猪肾切片及组织电极的安装

将冰冻的猪肾皮质部组织条用振动式切片机切成
`

.

2m m ~ o
.

6m m 的薄片
,

用双层单丝尼 龙网 ( 150 目 )

夹住该组织片
,

在 20 % 的甘油 P BS 液中浸 泡 5 秒钟
,

再同气透膜一起装入氨气敏 电极端部
,

并将其浸泡在

活化缓冲液 ( 0
.

l m o l / L P B S
,
p H 一 7

.

5 0
,
0

.

0 2 % N a N
3

)

中
,

于 4℃活化一昼夜即可待用
。

每次测量前
,

电极需在

工作缓冲液 ( o一 m o
l / L P B S

,
p H 一 7

.

5 0
,

0
.

0 2 % N a N
3 ,

。
.

O 0l m ol / L 碘代乙酸 )中洗至空白电位低干
一
6 o m V 方

可进行测量
。

一 10

一 30

一 50

图 1 谷氨酞胺校正曲线

测试液
:
0

.

l m o l / L P B S
,
0

.

0 2% N a N
。 ,

0
.

o o l m
o l / L 哄代 乙酸

。

p H 一 7
.

8 0

2 结果

2
.

2 响应速度

该传感器在线性范围内响应时间均在 4 ~ s m in 以

内
,

表明它具有较快的响应速度
。

2
.

3 温度与 p H 的影响

实验发现
,

使用该传感器进行测量时
,

待测液最适

温度为 2 6℃
,

最适 p H 为 7
.

8 0
。
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2
.

4 选择性

该传感器兼有气敏电极气透膜高选择性和谷氨酸

胺酶高度专一性的优点
,

因而在其线性范围内
,

12 种可

能共存物
:
L
一

谷氨酸
、
L
一

丙氨酸
、
L
一

缘氨酸
、
L
一

精氨 酸
、

L
一

丝氨酸
、

L
一

组氨酸
、

L
一

半脆氨酸
、

L
一

天门冬氨酸
、

甘

氮酸
、

L
一

天冬氨酸
、

尿素和肌醉的响应值均在
一
6 0m v 以

下
,

其千扰可忽略不计
。

主要干扰来 自于 C S F 中葡萄

搪酵解所产生的 C O
: 。

我们采取的解决办法是
:

( 1) 控

制溶液的 p H 为 7
.

80
,

抑制糖酵解酶的活性
.

(2 )在工

作液中加入硫基抑制剂一碘代乙酸
,

抑制糖酵解
`” .

实

验结果见图 2
。

2
.

6 寿命实验

该传感器 在 3d2 内
,

连续测定 1 2D 次以上
,

响应特性无显

著变化
,

校正 曲线呈平行下移趋势
,

斜率在 51 士 2 内变化
.

结

果 见图 3
。

故每 日测定前
,

需用标准点进行抽查
,

我们实验发

现
,

最长不过 3d 必须重 做标准 曲线
,

否则难 以获得理想的实

验结果
。
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孰
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P (G I n
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P (G In )

穿已)国

J

了G

广
/

/ P

图 2 (
a
)未加碘代乙酸时 lG

n

校正曲线
;
(b 功 D有

l m m ol / L 碘代乙酸时 lG
n

校正曲线
“ 。”

示 在缓 冲 液 中浏 试 点 ; ”

△
”

示 在加 有

3mm ol / L 葡萄糖的缓 冲液 中测试 点
。

到 3 标准曲线随时间变化图

( 1 )
、

( 2 )
、

( 3 )
、
( 4 ) 4 条 曲线分另

,

】为电极制好后

第 6
、

1 0
、
1 4

、
1 6d 所沮11曲线

。

3 讨论

2
.

5 重现性与回 收率

在 2 x l 。 `
m ol / L ~ l x lo

一

, m ol / L 范围内重现性实

验表明
,

该传感器最大变导系数为 3
.

17 %
,

回收率为

95
.

7% ~ 10 2
.

8 %
。

能够满足一般临床医学常规分析的

要求(附表 )
。

附表 实验重现性与谷氨酸胺回收率

Gl
n

浓度

(m o l / L )

Z X 10
一 ,

1又 10
一 3

1又 10
一

2

平均 电位响应 标准差 回收率

( rn V )

变异 系数

( % ) ( % )

2 1
.

8 0 8 0 3
.

6 7 9 5
.

7

1 5
.

3 0
.

23

6 9
.

8 0
.

6 0 0
.

8 6 10 2
.

8

本文报道的猪肾组织谷氨酸胺生物传感器

对国内现有的这类传感器
` 3’ “ )

作了多方面的改

进
:

把使酶活性损失较大的戊二醛 固定液换成

了较温和的甘油固定液
,

从而提高 了电位响应

值和检测灵敏度
,

扩宽了检测范 围
;
更换 T ir s -

H CI 缓冲液为 P B S 缓冲液
,

提高了需磷酸型谷

氨酞胺水解酶的活性
;
我们还特别注意了 C S F

中葡萄糖酵解产生的 C O
:

对测定的干扰
,

首次

选用 了国内易得的碘代乙酸 为糖酵解酶抑制

剂
` 2’ ` 5 ) ,

从而消除了糖的干扰
,

使得该传感器可

直接用于 C S F 中 lG
n
的测定

,

具有一定的临床

应用价值
。

关键词 谷氨酞胺
;
生物传感器

;
猪

; ’

肾
;
脑脊髓液
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给予强的松 1 5m g /晨
,

优 降糖 2
.

s m g /早
、

晚
,

降糖灵

75 m g d/
,

血糖在 2 周后缓降至正常范围
,

尿糖转阴
。

半

月后
,

多次在午夜 2~ 5 时出现心悸
、

大汗
、

头晕
,

两 次

测得血糖为 3
.

o m m ol / L
、
5

.

6m mo l / L
,

随即停用全部降

糖药
,

半月后仍有上述症状
,

但程度略减轻
,

在排除饮

食和药物因素后
,

连续测定夜间 23 时
、
1 时

、
3 时

、
7 时

血糖
,

生长激素
、

胰岛素
、

糖皮质激素
,

胰高糖素水平
,

结果
:

血糖 1
.

44 ~ 3
.

6m m ol / L
,

血浆皮质醇分别为
:

6 6
.

2 1 n
m

o
l /L

、
3 8

.

6 3 n m o
l / L

、
3 3

.

1 2 n m o l /L
、
4 1

.

4 n
m

o
l /

L
,

余激素水平正常
。

皮质醇节律测定呈低水平曲线
,

晨

8 时无峰值
。

尿 17
一

O H 及 17
一

K S 明显低于正常
。

因缺

药
,

未行 A C T H 兴奋试验
。

依检查及临床表现
,

诊断
:

多

腺体自身免疫综合征 I 型
。

经调整强的松剂量与用法
,

中
、

晚餐前服 D “ 。 。
.

5 9
,

患者白天高血糖得到控制
,

夜间

低血糖现象消失
,

症状改善出院
。

而被忽略
,

本例低血糖突出
,

在于患者同时存在 N ID

D M
,

按常规剂量投入了降糖药
,

使低血糖表现明显化
。

P G A S 是一种自身免疫性内分泌疾病
,

从大量的研

究已得 到证实
` , “ , “ “ “ 。

由于各腺体病变出现可前可

后
,

表现变化不一
,

诊断十分 困难
,

提高对本病的认识

非常重要
。

治疗上无固定模式
,

具体病人具体对待
。

若

患者抗体滴度高可考虑用免疫抑制剂
、

血浆置换川
。

关键词 内分泌疾病
,

肾上腺皮质疾病
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讨论

多腺体自身免疫综合征 ( P G A S )是指患一种内分

泌腺功能减退的病人伴有另一种或多种其它内分泌靶

腺特异性或 /和非器官特异性 自身免疫性疾病
。

其中甲

状腺
、

甲状旁腺
、

肾上腺
、

胰岛及性腺最易受累
。

根据受

累器官不同常分 I
、

I
、

l 型
。

本例根据患者有甲亢
、

皮

肌炎和肾上腺皮质功能减退
,

诊为 P G A S I 型
.

较特殊

的是通过寻找低血糖原因而发现了肾上腺皮质功能减

退
,

而此时 尚未出现皮肤色素沉着
.

低血糖是慢性肾上

腺皮质功能减退常见的症状
,

临床上常因表现不典型

1
.
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