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血清纤维蛋白肤的高效液相色谱定蚤测定

安 静 黎 鳌 杨宗坡 王凤君 尤忠义 (西南医院 烧伤研究所 )

纤维蛋白肤 A与 B ( F P A
、

F P B ) 是纤维蛋白原在凝血酶的作用下
,

从 a链和 p链的 N末

端释放出来的分别含16 和 14 个氨基酸的低分子肤
。

具有许多生物活性
,

可能在急慢性炎症反

应的发生发展中起重要作用
。

因而检测其在血液中的生成量
,

不仅能较确切地反映凝血酶的活

性
,

而且对于揭示 F P A
、

F P B在某些疾病中的作用
,

阐明疾病的发生机制
,

可能具有重要意义
。

自 1 9 6 6年
,

B la m bac k(
` ’
等第 1 次报告了纤维蛋白肤的分离方法后

,

陆续出现了纤维蛋

白肤测定方法的报告
。

本文在 K
e砚 ( 2!)(

’
等人的方法的基础上加以改进所建立的高效液相色谱

法 ( H P L C法 )
,

简化了实验步骤
,

比较实 用
,

能够直接检测血清 F PA
、

F PB的含量
,

可广泛

地应用于基础和临床医学的研究
。

1 材料和方法

1
.

1 血 清标 本的处理

取血分离血清后
,

按 1 :
5 (血清 : 氯仿 ) 的比例加人氯仿

,

充分混合后离心 10 m垃 ( 3 00。 印 m )
。

将上

清移至另一试管
,

以双蒸水稀释 1 ~ 2 倍
,

置 1。。℃水浴中煮沸 3 ~ 6 o in
,

离心 10 nI in ( 3。。 0 rP m )
、

取

出上清
,

加人适量的甲醇
,

混合后静置 1五
,

离心 15 ~ 20 m in ( 3。。。 rP 二 )
,

上清液经样品过滤器 (0
.

群 )n

过滤后收集在小试管内
,

置真空干燥器内干燥
,

用一定的流动相溶解后上柱分析
。

标准品 F P A
、

F P B 经

上述程序处理
,

以检验处理过程对待测物有无破坏作用
。

1
。
2 实验仪器

G i l s o n 高效液相色谱系统 , M
一
1 1 6双波长紫外检测器。 使用波长为2 10和 Zs o n m

。
A U F S加

.

0 3
。

O D S

C
一

18反相柱
: 1 0林m ( 4

.

6 又 2 5 o m m )
。

1
。

3 试 剂

F PA
、

F P B
:

人工合成
,

美国S ig m a 公司生产
。

凝血酶
:

上海生物制品研究所生产
。

其它试剂均 为国

产
,

分析纯
。

1
·

4 色谱条件

流动相
:

为含0
.

05 m ol / L三乙胺的。 .

1也 ol / L磷酸
,

p H 3
.

。
。

用前按3 9 : 6 1 ( v/ v) 的比例将甲醇和磷 酸 液

混合
,

以 0
.
2协m的微孔滤膜过滤并脱气后应用

。

流速
. 1 m l / m i n , 压力 1 2 0~ i 3 o b a r , 室温 2 3~ 2 5℃

。

1
。

5 色谱峰的定性与定量

本实验根据以下 4 个条件确认 F PA
、

F P B的色谱峰
:

①根据标准品 F P A
、

F P B的保留时间
,

找出待测

样品中保留时间相同的峰
。

②向待测样品中加入少许标准品
,

观察标准品与待测样品的峰是否叠加
。

③将

同一待测血液分为两份
,

一份加少许凝血酶
,

另一份不加凝血酶
,

观察加入凝血酶的待测样品吸收峰是否

较未加者高
。

④检测待测样品 F P A
、

F PB在波长 2 10 和 2 3 o n m处的吸收率的比值是否与标准品一致
。

1
.

6 本方法浓度与峰高呈 良好的线 性关系

F P A
、

F P B的相关系数均大。 .

”
。

本法的回收率 F P A为78
.

14 %
,

F P B为66
.

78 %
。

日内变异系数 F PA

为 5
.

3或%
,

F P B为 5
.

6 3%
。

日间变异系数 F P A为7
。
5 2%

,

F PB为 6
.

3。%
。
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2 结果

本方法血清处理过程对待测物 P FA
、

FP B无破坏作用
。

标准品 P A F
、

P FB 和血清 P A F
、

P B F的色谱

图 l
、
2 所示

。

在上述色谱条件下
,

F P B较 F P A 在柱上保留为强
,

故在 F PA 之后被洗出
。

环境温度为23 ℃

10 2 0

时间 ( . i n )

2 0 3 0

时问( 一 i n )

10 2 .

时间( . 1。 )

图 1 标准品 F P A
一
B 色语图 图 2 血清F P A

一

B 色语图

①未加凝血酶 ②加凝血酶

时
,

F P A
、

F PB 的保留时间分别是 1 2
.

9和 2 4
.

5m i为 如将甲醇的比例降为 35 %
,

保留时间明显延长
,

且有

拖尾现象
。

如甲醇的比例为 41 %
,

保留时间缩短
,

血清中F P A
、

F P B 的峰与其它未知峰重叠
,

分离度小于

1
. 。。

故甲醇比例为39 %较合适
。

血浆加入凝血酶孵育后
, P P A

、

F P B 的 色谱

峰明显高于未加凝血酶的同一血清标本 (图 2 )
。

根据紫外扫描光谱得知
: F P A

、

F P B在波长 2 1O n m

处吸收率远远大于 2 3 0 n m处
,

其峰高比值 F P A 为

10
.

; 5
,

F P B为 1 0
.

6 0 (附表 )
。

向血清中加入一定

量的标准品
,

发现标准品的峰与待测血 清 F P A
、

F PB 的峰叠加
。

附表 标准品与待测血清F P A
、

B在

波长 2 1 0和2 3 0 n m 处峰高比

标准品 待测血清

F P A

F P B

1 0
。
4 5 1 0

。
3 9

1 0
。

60 1 0
。
5 6

3 讨论

有关 F P A
、

F P B 的测定方法
,

70 年代以来
,

应用最多的是放射免疫法
。

该法比较敏感
,

但需制备放免药盒
,

操作复杂
,

人力物力消耗较大
。

80 年代初
,

K he l( ” (4 ’
等人报告了 F P A

、

FP B测定的新方法一 H P L C法
。

该法首先分离纤维蛋 白原
,

然后加入凝血酶使其分解
,

检测

分解物中的 F P A
、

F P B的量
。

这种方法不仅操作复杂
,

且所测得的 F P A 和 F P B含量不能直

接反应血清 F P A
、

F P B的实际浓度
。

本实验所建立的 H P L C法
,

具有下述优点
: ① 不需预

先纯化纤维蛋 白原
,

血清处理过程简便
。

② 本方法未用凝血酶处理血液标本
,

所得结果受

纤维蛋白原浓度影响较小
,

比较确切地反映了血液中 F P A
、

F P B 的实际含量
。

因而本方法

可广泛地应用于基础和临床医学的研究
,

如检测某种病理条件下
,

使液 F P A
、

P B含量的动

态变与疾化病的关系等
。

根据色谱理论脚
,

同一物质在相同条件下
,

其保留时间一致
,

且在不同波长吸收率的
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比值保持不变
。

本实验中不仅血
.

清F P A
、

F P B 的保留时间与标准品一致
,

且在波长 2 10 和 23 0

n m处的吸收率比值亦与标准品十分接近
。

向待测物中加入标准品
,

标准品的峰与待测物中

所确认的峰叠加
,

加入凝血酶孵育的血浆的 F P A
、

F P B峰明显高于未加入者
,

说明在 凝血

酶的作用下
,

F P A
、

F P B 从纤维蛋白原中释放出来
。

上述分析表明
:

我们所确 认 的 峰为

F P A
、

F P B的色谱峰
。
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气体色分析呼吸气体O :
及 c o : 的含量

宋新明 蒋耀光 (大坪医院 胸外科 )

芍 俊 (训练部 中心实验室 )

自气相色谱问世 以来
,

国外不少作者 ( ’ )( “ ) ( “ )( ` ) (” )利用气相色谱对呼吸气体进行分析
,

为

临床上一些疾病的诊断提供了有效的手段
。

但国内此项工作开展较少
。

在探讨连枷胸
“

摆动

气体
” 问题时

,

我们用家犬实验
。

利用气相色谱对气管
,

左
、

右主支气管 内吸气相和呼气相

0 : 、

C O :
的含量进行了分析

。

本文主要对其方法学问题加以讨论
。

1 仪器及操作条件

日本岛津公司生产的 G C
一

T AG 型气相色谱仪
。

操作条件
: ① 检测器为热导检测器

。

②色谱柱
:

选用

3
.

2 m m中 x Z
.

om 的玻璃柱
,

内填 G DX
一
1 04 分子筛 (天津化学试剂二厂 ) 60 一 80 目

。

③载气
: N : ( 四 川

分析化学九厂 ) 9 9
.

9 9 9 9%
,

尾气 50 m l/ m in
。

④温度
:

进样池温 90 ℃
,

柱温50 ℃
,

检测器温度 50 ℃
。

( 5

其它
:

桥流 100 m A
,

衰减
: A T = 16

,

低速 与 , m / m in
。

2 操作过程

2
.

1 气体样品的采集
:
用戊巴比妥钠 30 m g / kg静脉麻醉家犬

,

在气管镜的直视下分别于左
、

右主支气

管插入细塑料管 ( L ,
5c0 m

,
l d l

.

s m m )
,

末端置气管隆凸上 6 C m处
。

用自制同步抽气架固定注射器作为 气 体


