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组织A T P
、

A D P
、

A M P水平的荧光素酶系测定

严 涛 张 平 段恒春 孟宪钧 (第一附属医院 肝胆外科实验室 )

组织 A T P
、

A D P
、

A M P 水平是反映组

织的细胞功能状态及生活力的参数之一
,

其

测定对于逐渐进入细胞水平和分子水平的外

科临床实验研究是一个有用的手段
。

使用虫

荧光素酶发光系统测定 A T P
、

A D P
、

A M P水

平的方法在国外研究已有多年 ( ` ) (忍 ) ( 3 ) ( 4 ) (5 ) (“ )

v()
,

近几年国内也有有关报道 ( 8 )
,

但将本法用

于 外科 临床实验研究在国外文献中尚不多

见
,

国内亦未见将 本 法 用 于 动 物组织内

A T P
、

A D P
、

A M P 水平测定的报道
。

我们

实验室根据自己的条件
,

建立了用虫荧光素

酶系统测定动物组织 A T P
、

A D P
、

A M P 水

平并进而计算总腺普酸及能荷的方法
。

材 料 与 方 法

1
.

试 剂

虫荧光素
、

虫荧光素酶和肌激 酶 ( M K
,

1 9 5 0

u/ m g蛋白 ) ( S坛m a 公司 产品 )
,

丙 酮 酸 激酶

( P K )
、

磷酸烯醇式丙酮酸 ( P E P )
、

A T P
、

A D P
、

A M P (均为B o e h r i o g e r 公司产品 ) ,

余试剂均为

国产分析纯
。

所有试剂用重蒸蒸馏水配制
。

2
.

仪 器

F G
一

200 型发光光度计
,

上海植物生理研 究所

生产
。

3
.

腺等酸提取液的制备

用液氮预冷之金属钳快速夹取所需动物组织若

干 ( 0
.

2~ 0
.

连g )
,

加入 2 0倍体积的 0
.

峨N H C IO ` 离

心 ( 4 0 o o r p m , 1 5分钟 )
。

取上清液2 ~ 4 m l于试管

内
,

在不断摇动下加入 S M K : C O 3调 p H至了
.

7 5
。

离

心后取上清
,

用0
.

02 M T r is
一

醋酸缓冲液 (含 10 m M

M g S O 一
、

s m M K C I
、

i m M E D T A ) 行三 倍稀释

后待测定或转化
。

上述操作均在冰浴下进行
。

4
,

A D P和A M P转化液的制备

上述腺普酸提取液或标准液20 时
,

加入等体积

P E P
一

P K 混合液
,

总转化体积 40 川
,

内 含 10 m M

M g S O ` 、
5 !n M K C I

、
4 m M P E P

、
4卜1 P K

,
3 7 ℃

保温60 分钟后立即加入 。 .

36 m l 的冷缓冲液 以终止

反应
,

得 A D P测定体系
。

腺普酸提取 液 或标准液

20 川
,

加入等体积 P E P
一

P K
一

M K混合液
,

总转化体

积 4 0卜L I
,

内含 l o m M M g S O ` 、
s m M K C I

、
4 m M

P E P
、

4卜1 P K
、

1 0拼I M K
,

保温及终止反应同上
,

得 A M P测定体系
。

5
.

沮嗯定

在 0
.

sc m光径比色杯中注入。
.

l m l 样品液或标

准液
,

放入发光光度计的暗室里
,

然后从暗室盖的

小孔用注射器快速注入 o
.

g m l 荧光素酶 系 混 合液

(每 m l含荧光素酶粉 1。卜g
、

荧光 素 40 林g
、

牛血清

白蛋白 l m g)
,

所记录之发光曲线的初始峰 值即为

样品光强
。

测定温度 25 ℃
。

6
.

计算

( 1 ) 腺普酸水平
:

如前所述
,

对每一样品分

三管进行不同转化和测定
,

则管 1 为不经转化的腺

普酸提取液
,

获得 A T P的光强
,

由标准 曲线上查

得 A T P的测定浓度
。

管 2 为 A D P 转 化 液
,

获得

A T P 十 A D P的光强
,

以管 2 减去管 1所得光 强查

得 A D P测定浓度
。

管 3 为 A M P转化液
,

获得 A T P

+ A D P + A M P的光强
,

以管 3 减去管 2 所得 光强

查得 A M P 测定浓度
。

乘以稀释倍数 后再分别用回

收率和转化率进行校正
。

, ~ 、 二 , , 二
, .

。 。
_

1
, 。 。

、 , , ,

~ ~

( 2 ) 能荷 = ( A T P + 舟A D P ) / ( A T P +
.

_
. , ,

2 一

A D P + A M P ) ( , 〕

( 3 ) 转化率 =

标准 A D P (或 A M )P 转化为 A T P后测得光强

等克分子 A T P测得光强

义 1 0 0 %

结 果

1
.

有关方法学的几项指标

( 1 ) A T P 的标准曲线
:
将标准 A T P

配 成 i x l o 一 。
~ 5 又 x o一 。 m o l

e s / m l 的 5 管

应用液进行测定
,

以光强值 对 A T P 浓度绘

制标准曲线
,

见图 l
。

由于每批测定条件有

差异
,

酶活也不尽相同
,

故对每批测定均应

作标准曲线
。
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/
厂

均 为 A T P 3
.

27 %
,

A D P 6
.

40 %
,

A M F

6
.

4 5 %
。

另取两份肝组织
,

于不同时间分别

抽提并测定各 5 次
,

批间变异 系 数 平均为

A T P 1 4
.

8 2 %
,

A D P 1 5
.

4 8 %
,

A M P 1 6
.

4 0%
。

( 3 ) 回收率
:

分别向 8 份组织 中加入

已知量 A T P或 A D P
、

A M P 进行回收试验
,

回收结果平均为 A T P S O
.

6%
,

A D P l l l
.

6 %
,

A M P 1 0 8
.

5 %
。

( 4 ) 转化率
:

分别向 8 份提取液中加
.

入 已知量 A D P
、

A M P
,

进行转化试 验
,

转

化率平均为 A D P 9 7
.

s %
,

A M P g g
.

7 %
。

2
.

健康 大鼠奸脏的正常值
,

见表 l
。

侧票幼ǎ

区二
一

A T P浓度 ( 1 0
一。 m o l e s

/ m l )

图 1 标准曲线

( 2 ) 重复试验
:

取两份肝组织
,

同时

各做提取液 8 管进行测定
,

批内变异系数平

表 2 正常 大鼠肝组织 A T P
、

A D P
、

A M P
、

总腺普 酸合量及能荷值

A T P A D P A M P 总腺普酸
实验动物数 能 荷

件m o l e s
/ g 刀干 (湿重 )

2
.

9 3 9士 0
.

3 1 5 0
.

9 7 4士 0
.

2 2 9 0
.

2 1 1士 0
.

0 6 5 4
.

1 2 4士 0
.

4 1 5 0
.

8 3 1士 0
.

0 1 9

表中各值为平均值士标准误

讨 论

1
.

本实验结果与文献值的比较
,

见表
·

由表 2 可见
,

各文献正常值略有不 同
,

这是因为所使用的测定方法及实验条件各不

相 I司
,

我们的结果与M a v u b a y a s h i ( 1 9 8 0 )
、

表 2 大 鼠肝脏腺普 酸 文献正常值参考

A T P A D P A M P 总腺普酸
能 荷

协m o l e s
/ g 肝

M a v u b a y a s h i 5 2 0 5 0 0 1 “ )

U k i k u s a
M 1 0 5 1 ( 1 1 )

K o n o Y 1 9 8 2 〔 1 2 )

O h k a w a M 1 9 8 3 ( l a )

F o r n a n d e r J 1 9 8 4 ( 1 ` )

本实验室 1 9 8 4

。
1 4

。

4 8

。

0 8

。

4 1

。

5 1

。

4 8

。

8 0

。
8 3

。

8 3

。

8 5

。

8 5

9 8

9 3 9

.

2 1

。

8 1

。

6 3

。

7 3

2 3

。

9 7
`

1

。
2 1

。

1 8

。

1 0

。

1
一

1

,

1 6

。

2 1 1

0
。

8 2

0
。

8 3 1

F o r n a n d e r ( 一9 5 4 ) 非常接近
。

2
.

本法 A T P 的回收率较低
,

这 是 因

为在 A T P的回收率中包括两个因素
,

第一
,

{ 在抽提过程 中 A T P 的吸附丢失与降解
;
第

·

二 ,

在测定过程中样品 内诸干扰因子所造成

(
的` 衰减

’
这个光衰减是导致 A T P 回 `汝率

较低的主要原因
。

具有光衰减是发光光度计

与吸光光度计的一个不同之处
。

3
.

据文献报道 ( 6 )荧光素酶法可检出的

A T P水平为 1 0 “ ` 7 m ol e ,

我们实验室 因发光

仪本身的性能限制
,

测定水平在 1 0一 m ol e 。

山于动物的大部分组织内 A T P 含量较高
,

而
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A D P
、

A M P的测定又基于 A T P 基础之上
,

故此灵敏度可 以满足临床实验研究的要求
。

另外我们的样品稀释倍数在 2 0 0 0左右
,

因此

对 A T P含量少的组织可采用比较小 的 稀 释

倍数
。

我们已用本法测定了正常和缺血大鼠

肝
、

肾
、

肺
、

心的 A T P水平
,

结果较好
。

4
.

目前国内外的外科临床实验室在腺

普酸测定中较常使用的是
“
己糖 激 酶

一

葡萄

糖
一 6 一

磷酸脱氢酶
”
体系

,

表 2 中O k ik us “ 、

K o n 。 、

O五k a w a
等均使用此法

。

我们实验室

亦曾使用过此法
,

所得结果与荧光素酶法的

结果非常接近
。

但己糖激酶法的测定步骤繁

琐
,

费时较
一

长
,

而虫荧光素酶法简便快速
,

故值得推广
。
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