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阴性细胞均保持良好的形态结构
。

对一些甲醛固定石蜡包埋组织中的微量抗原也能得到很好

的效果
。

若用恒冷切片效果更佳
。

因用坚固红作用底物液
,
使其反应的最终产物颜色为玫瑰

红色 ,
容易与组织或组织中的色素颗粒鉴别

, 避免了 D A B产物 (棕褐色 )难与色素区别的缺

点
。

当前国内多数单位用 D A B作底物显色剂
,

但D A B是 l 种致癌性较强的晒试剂
, 常致操作

者恐惧
,
且不易处理

,

尤其对显微摄影及幻灯 片的制作
,
效果往住不好

,
反之

,
A P A A P法

则无此隐患
,
其优越性就显得更为突出

。

另外该法还可用于双标和多标
。

目前应用较多的是

P A P
一
A P A A P和 A B C 一 A P A A P双标记

,
也有已 应 用到免疫金银染色上

。 、

4
.

3 注意事项

4
.

3
.

1 底物液临用前 3 o m in 配制
。

染色时间在显微镜下控制
,

显色时间一般在 15 m in ~ 30 m in

都能获得较满意的效果
。

4
.

3
.

2 第一抗体可根据 自己的需要进行搭配
。

最好是分装保存
, 以免冻融 次数 多减 少 试

剂的效价
。

4
.

3
.

3 在 P BS中尽量充分洗涤
,

有微量振荡器效果更好
。

4
.

3
.

4 对抗原较弱的组织可将二抗和 A P A A P复合物重复 1 次
, 可增强染色深度

。

4
.

3
.

5 显色后不脱水
, 用甘油明胶封片

。

切片放在 4 ℃下保存半年效果仍然很好
。

在 复染

中可根据 自己的习惯进行对比染色
,

如
: M a

ye
r氏苏木素

、

甲基绿或伊文斯蓝均可
。

4
.

3
.

6 灭活内源性过氧 化物酶可省略
,
因 A P A A P染色 除小肠组织内都不受内源性过 氧 化

酶的干扰
。
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临床常用孕激素制剂生物活性比较

陶晓靖 何世荣 (西南医院 妇产科 〕

在妇产科疾病的临床诊治中
, 孕激素制剂的应用非常广泛

,
尤为孕酮 (黄体酮 )

、

甲孕

酮 (安宫黄体酮 )
、

甲地孕酮 (妇宁片 )
、

氯地孕酮
、

炔诺酮 (妇康片 ) 及 1 8
一

甲基炔诺酮

等
。

孕激素必须与特异性受体结合后才能发挥其生物活性
。

我们测定并比较了临床常用几种

孕激素制剂与人子宫内膜及大鼠子官雌激素胞浆受体 ( E R
。 ) 和 孕激素胞浆受体 ( P Rc) 的

结合能力
,

为指导恰当的临床用药提供了理论依据
。

材 料 和 方 法

研 完付象 ( 1 ) 人子宫内膜
:

20 例正常妇女增生期子宫内膜
,

用小号刮匙刮取 50 nI ` ~ 300 m ` ( 2 )
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成年大鼠子宫
,

45 只成年雌鼠
,

体重 25 0 9~ 3。。g
,

脱颈推活杀后剖腹取子宫
。

1
.

2 药物 3 H
一

E : (放射比度 40 m iC n/ m ol
,

上海原子能研究所提供 )
、

N e w E 应g l a n d N u e l e a r C o m aP n y产品 )
、

乙烯雌酚
、

孕酮
、

甲孕酮
、

18
一

甲基炔诺酮 (由中国科学院上海药物研究所提供 )
。

3 H
一

R s o Z o (放射比度 s 7 m C i / n m o l
-

甲地孕酮
、

氯 地 孕 酮
、

炔诺酮及

1
.

3 实验方法 ( 1 ) 雌
、

孕激素胞浆受体测定
:

采用 D C C法 ( ” 。

测绘出饱和曲线并根据S ca t c h a dr lP ot

计算出平衡解离常数 ( k d值 )
。

( 2) 孕激素与 E R 。 、

P R c结合能力测定
:

同时测定在一定浓度药物存在情

况下标记激素与胞浆蛋白质的特异性结合量 (S B )
,

及无药物存在情况下标记激素的特异性结合量 s( B’ )
,

计算出每一药物与标记激素竞争E R 。 、

P R c的结合率
,

即 S B’ / S B x
10 。% 及药物对标记激素与 E R c 、

P R c结

合的 抑制率
,

进一步作出每一药物的竞争抑制曲线
,

采 用线性回归法计算出药物抑制标记激素与胞浆受体

结合达50 % 时的浓度 ( IC 。 。 )
,

根据 I C 。 。
及标记激素的 k d值换算得到药物的抑制常数 ( K l)

。

以 孕 酮的

IC 。 。为标准计算每一药物与胞浆受体的相对结洽率 ` R B A )
。

根据 IC 。 。 、

K l及 R B A 的大小则可对药物与 受

体结合能力的大小作出比较
,

即 I C 。 。
和K l值愈小

.

R B A愈大
,

则该药物与受体的结合能力愈高
.

2 结 果

2
。
1 E R

c 、

PR
c 浏 定的饱和 曲线及 k d位

, H
一

E : 和 s H
一

R s o Zo 与人子宫内膜 E R e 、

P R e结合的饱和曲线见图 1
、

2
。

根据 S
c a t c h a r d P lo t分别计

算出 , H一 E : 与E R e 、 ’ H
一

R s o Zo与 P R e结合的 k d值分别为 5
.

9 6士 1
.

s o x i o
一 ’ o

m
o l和 5

.

5 5士 i
.

s 6 x z o
一 ’ o m o l

。

饱

和曲线及 k d值证实所测定的标记激素特异性结合蛋白质为具有高亲和力
、

低容量
、

可饱和性的特异性受休

蛋白质
。

2
。

2 6 种 药物与 E R c 、

P R c 的 结合能力

随着药物浓度增加
,

6 种药物与 P R c的结合率相应增加
,

直至达到受体饰和
,

即结合率为 100 %
。

但除。

炔诺酮在浓度为 1 0
一 ` 、

10
一 “ 、

l 。“ m ol 时与大鼠子宫 E R c 的结合率分别为2 4
.

4%
、

3 4
.

3 %和 7 3 % 外
,

其余 5

种孕激素制剂在上述浓度范围内均不与E R c结合
。

2
.

3 6 种药物 与 3 H
一

R
。 。 : 。 竞争结 合 P R e 的能力比较

六种药物和人子宫内膜 P R c结合的 R B A与和大鼠子宫 P R c结合的 R B A略有不同
,

见表 1
、

表 2
。

各种

药物竞争结合 P R c 的能力大小与药物浓度有关
,

但并不呈直线关系
,

见图 3
。
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c 浏定饱和 曲线
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表 1 6 种孕激紊药物与大 鼠子 宫 P R c作用的 K l
、

I C
。 。 、

R BA

R BA

药 物
K I

王土 s玉 (火 1 0
一 7 m o l / L )

I C o o

王士 s王 ( K i o
一 , m o l / L ) 子士 s王(% )

甲 孕 酮

甲地孕酮

氯地孕酮

孕 酮

炔 诺 酮

18
一

甲基炔诺酮

1 5
.

5 2士 6
.

5 0

2 0
。
4 4士 9

。
4 3

17
。

7 4土2
。
6 1

2
。
3 3士 0

。
1 2

0
.

4 2士 0
.

0 2

0
。
0 4士 0

。
0 2

3 5
。

1 1士 5
。
7 0

5 1
。

6 3士 x s
。
6 2

` 6
.

寸。士 9
。

8 1

3
.

3 4士 l
。
2 1

0
.

7 7士 0
.

1 7

o
。

0 6土 0
。

0 1

2 3
.

2 6土 2
.

砚。

7
。
2 0土 2

.

6砚

1 0
.

3 9士 2
.

2 5

1 0 0
。

5 6 7
。
0 5士 37

.

5 6

2 7 0 9
.

76士 76
.

2 1

表 2 6 种孕激素类药物 与人子宫 内膜 P R
c 作用 的 K l

、

CI
。 。 、

R BA

K I

至士 s牙 ( x 1 0
一 l om o l / L )

IC o o

万士 s王( x 1 0
一 l om o l / L )

R B A

药 物

甲 孕 酮

甲地孕酮

氯地孕酮

孕 酮

炔 诺 酮

18
一

甲基炔诺酮

2
.

9 2士。 。
4 3

9 2 2
。
0 0土 7 3

。
0 0

1 4
。
6 0士 7

。
1 0

l
。
5 5士。 。

7 1

0
。
4 5土 0

。
2 2

0
.

魂。士。 。
1 2

2 2
.

70士 0
.

1 7

3 5 7
。
0 0土 2 5 7

。
0 0

7 4
。
5 0士 4 0

。
8 0

4
。
8 8土 2

。
3 4

2
.

1 4士 l
。
5 7

0
.

峨 l士 0
.

22

王士 s万 (% )

1 2
.

7 2士 0
.

3 4

o
。
8 2土 0

。
4 0

3
。

1 9士 1
.

1 5

1 0 0

3 7 0
。
1 4土 1 5 5

.

0 2

一5 6 2
.

1 6土 6 4 0
.

2 7

3 讨
·

论

目前临床广泛应用 的孕激素制荆是人工合成的孕酮及孕激素衍生物
。

甲孕酮
、

甲 地 孕

酮
、

氯地孕酮是孕酮衍 生物
,

炔诺酮
、

1 8
一

甲基炔诺酮是雌烷衍生物 (” 。

人 工合成物与孕激

素受体的结合能力 已做为评价 其生物活性的基本标准 《 3 , ` ’ 。

线性 回归分析表明 R B A 与生物活

性间并非直线正 比羊系 (` ’ 。
6种孕衡素药物与 P R c 结合能力大小依次为 1 8

一

甲基炔 诺 酮 > 炔 诺

3 匕/

. 。。
!

` 一闷 l一甲 基炔诺胡
` ~ ~ .

炔诺酮

一
孕酮

酮> 孕酮 ) 甲孕酮 > 氯地孕酮 > 甲地孕酮
。

但应注意的是孕激素制剂生物活性 的 挥发

还与临床给药途径
、

方式有关 ( “ ’ ,

吸收率还

受制剂的理化性质及剂型影响
。

因此
,
妇产

科医生除了解孕激素制剂的生物活性
、

药理

作用
、

毒副反应外
,
还应了解不同制剂的最

佳给药途径和方式
,

以发挥药物 的 最 大效

育巨
。
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药物浓度 (M)

图 3 6 种 午激素药物 与子宫内膜尸R C

竟争抑制 曲线
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