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血浆肾上腺素与去甲肾上腺素的荧光测定法

尤忠义 唐成功 (第一附属医院 烧伤中心 )

血浆肾上腺素 ( E )与去甲 肾 上 腺 素

( NE )含量较低
,

给测定带来很大困难
。

近

年来大多应用放射酶法或高效液相层析结合

电化学检测器测定血浆中微量的儿茶酚胺
,

前者同位素标记物与酶试剂不易获得
,

后者

仪器较贵
,

两者方法 目前均不易推广使用
。

本法在严格控制操作的条件下
,

仍不失为一

种较好的测定方法
。

我室根据前 人 的经 验

l()
,

结合本室具体条件
,

作了较大的改进和

简化
,

提高了灵敏度和特异性
,

特别是减少

了样品的用量
,

仅需 1 0 1血浆即可分别测定

E 与 N E
。

方 法

取全血 3。 此亏立即注入抗凝管中 (肝素抗凝 )
,

低温离心 ( 4 ℃
,

1 6 0 0 0 r p ln
,

1 5m i n )
。

取血浆 z垃 1

加 4 N H C IO 4液。
.

l m l
,

混匀后
,

高速冷 冻 离 心

( 4 ℃
,

30 oQ
r p m

,

15 m i n )
,

然后将全部上清液

加入层析柱中 (用 eS 户 a d ex G
一

10 层析柱 )
,

用。 .

01

N 甲酸洗脱
,

弃去前 3山 1 ,

收集 6
.

5m l洗脱液
,

作

荧光测定
。

同时取混合标准液 1二 1 (含 E .so ` g,

N E 8 o gn ) 作内标准
,

与血浆同样处理
,

洗脱液按

下表进行操作 (表 1
、
名 )

。 ’

表 1 去 甲 肾 上 眯 素

洗脱液
(m l )

p H 7
。

4 0
.

05 %
磷酸缓冲液 (扭1) 高铁氰化钾 ( m l)

氧化
时间

4 %

琉墓乙酸 ( m l) 重蒸水 (m l)

洗脱液 1 0
.

3 0
.

5 2 0
.

5

空 白 1 0
.

3 一 分 。 .

5

内 标 1 ( 8 0二 g / m l ) 0
.

3 0
.

5 钟 0
.

5

内 空 i ( 8 0n g / m l ) 0
.

3 一 。 .

5

O
。

5

O
。
5

表 2
’

矛 上 腺 素
. . . ` . , 卜 . . , 吧妇 , ~ = , 味左口 . . , . 已巴主 , . . ` 如 ,

素

赞严
p H 3

.

O O
。

2 5%

醋酸缓冲液 (m l) 硫酸锌 ( m l)

、 _

二
.--9 明丝

二 氧化时间 。 ·

月%万
一

C 尊萎水
简铁氰化钾 ( m l ) 气m l ) ( m l )

洗脱液 1

1

1 ( 8 0 n g / m l )

i ( s o n g / m l )

O
。
5 0

.

5 3 0
。

3 0
。
5

0
。
5

0
.

5

0
。
1

0
。
1

0
。
1

O
。

1

0
。

5

分 0
。
3

钟 0
.

3 0
,

5

0
.

5 0
。
3 1

白标空空内内

注
: 1

、
4% 琉基乙酸

:

用 S N 氢氧化钠液临用时配制
。

2
、

Q
.

2% V
一

C :
10 二 g V

,

C溶于。
.

5 0 1重蒸水中
,

加 10 N N a O H浪选
。

5 ` 1混匀
,

临用时配制
。

3
、 。 .

0 5 %高铁氰化钾
,

用重蒸水临用时配制
。

以上操作要求在冰浴下进行
,

用日立 M P F
一 4 波长

:

去甲肾
_

卜腺素 s o 6n m / 3 o 6n m , 宁等
_

卜腺素

型荧光分光光度计
,

分别测定 E 和 N E荧光强度
。

6 2 On m /连。On m
。
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i
一

卜算
:

洋
l
份

,
介以

: 洋品荧光读数 一 徉
`

书荧光读数

内标荧光汁数 一 内空荧光读数

火才示准液含粉 ( n g /
, n l ) = n g / m l泊l业

结 果 与 讨 论

1
.

分 离与层析柱 儿茶酚胺的洗脱与

层析柱的长短
、

流速有关
,

我们制作的层析

柱
, 0

.

5 x 2
.

5 e n l ,

每柱 装 S e p h a d e x G
一

10

1 9
,

流 速 O一 1一 o
.

s n l
l/ m如

,

在 此条件下

洗脱峰在 5
、

6
、

7 m l处
,

立卜3 : !
1含显很低

,

9 m l以后 已测不 出 E 和 N E
。

如果层析柱减

短或流速加快
,

洗脱峰向前移
,

反 之 则 后

移
。

为 了减少 误差
,

每柱流速应尽 鼠一 致
。

2
.

E 矛
,

N E 的分 测
一

早期的测定为
`

法

只能测定其总量
,

因为 E 与 N E 不易分离
。

H e a d等 ()z 指出 E 与 N E可利用不 同的 p H
,

不

1司的稳定剂
,

不 同的 稳定时间
,

以及不 l
l

J的

激发光与发射光波
一

长
,

一

,

丁以较好地将两者区

别
。

我们采用上述方法
,

墓本达到了 E 与N E

的分测
。

但琉基乙酸同样对 N E 有较大的
一

损

耗作用
,

N E 的荧光强度低于 E
,

可能是原

因之一
。

:
.

空 白对照 刚 定 试剂空 白和非氧化
弓

注自的荧光强度很低
,

约为经氧化后的 E 或

N E标准液荧光强度的 2
.

3 % 左右
,

_

且两者相

似
。

试剂空白荧光强度的高低
,

与加入试剂

的量及浓度有关
,

经试验
,

本法所加的试剂量

及浓度
,

空自较低
,

而且样品与标准液的荧光

强度较高
,

这样实际上提高了测定的灵敏度
。

4
.

标 准农度与荧光强度 的关系 按上

述测定荧光的方法
,

根据实验的需要
,

分别

观察了各种不 同浓度的荧光强度
。

肾上腺素

为 2 、)一 3 2 o n g /
n l

l
,

去甲肾上腺素为 1 0一 1 6 0

。 g / lIT l
。

在此范围内
,

内标与外标的浓度与

荧光强度均呈直线关系
。

5
.

特异性 用标准 E 与 N E 氧化后测

定其激发光谱与发射光谱
,

’

它们的最大激发

光波长分别为 4 00 与 3 9 6 n m
,

其最大发射光波

长为 5 20 与 5 0 6 n m
。

血浆样品的激发光谱和发

射光谱与标准极为相似
,

图 1
、

2为肾上腺素

激发光和发射光光谱图形
。

去甲肾上腺素的

激 发光和发射光光谱图形亦相似
。

6
.

回收率 内含 S On g的 E 和 N E 作回

户
一一

l|
||卜l||se|||l|||

乃即巧”5
.柑衬协伟术内

{
号
口自竺.,̀̀沛强光节对贾

” O 枷 夕盯 护才口 5 2口 左6 。

波长 ( 。 n一) 找十“ n rt ,、

图 1 肾
_

!二眼素激发光光谱

社

日 2 ;
,

川 呢索发射光光语

一
A :

标准液
, B

:

收实验
,

回收率一般较高
。

E 的 回 收 率 为

8 9
.

9 9士 5
.

8 9%
, n = 1。 ; N E I份 巨{收率为

9 0
.

58 士 3
.

86 %
, n = 1 0

。

当把相同浓度的标

准液加入血浆后
,

E 的回收率为 9 .1 11 士 1
.

3 6

%
, n = 8 ; N E的回收率为 9 0

.

0 0士 2
.

89 %
,

, ` 二 8
·

此回收率高于文献报导值 (3 ) (” ) 。

7
.

样品 的 重复性和可 靠性 我们用变

异系数 (尺C V ) 作为检验方法的重复沙和可

靠性
, 一 般来说变异系数不大于 5 %

,

则方

法是
一、 ,

!
一 “
妇均

,

吸复性是好的
。

我们分别作了

标准液和火 血浆样
l

异
:

(呼吸道烧伤后的犬 血

封炙) 的测定
,

结果如衷 3 :



1吕甘

表3 标准液和血 装样品的 变异系数侧 定

〕工万 口

E
一

卜N E混合标准液( 5 0 二 g /m l夕

N E E

大血浆样翻
`( n g /m ) l

EN E

11
]

:
,上。介nqùn

均值

S D

I之C V

1 2

9 4
。

1 1

1 0

8 8
.

2 3

4 7

5 6写

2

1
。

2
。

2 7

5 8%

。

凌0

7 6

1早6

9

1 5
。

3 8

O
。

8 5

5
.

5 2 ;石

8
.

血装肾上腺素与去 甲 肾上腺素的含

量 我们对 n 只四川地区健康杂种犬在作呼

吸道烟雾吸入伤实验时进行了伤前血浆 E 和

N E的测定
,

动物经麻醉从股动脉导管取血
,

E 的含量为 22
.

16 士 6
.

49 n g /m l
,

N E 的含量

为 1 2
.

5 0士 4
.

5 3 n g /。 l
,

明显高于 T a b o r s k y J r

等间的正常值
。

从 E 值大于 N E 值看
,

说明

被测动物有明显的应激反应
。

在致伤后立即

E 值 增 高 到 3 5
.

31 士 9
.

7 4 n g / m l
,

( P <

0
.

0 2 6 )
,

N E值为 2 0
.

3 0 士 l o
.

5 4 n g / m l
,

( P

< 0
.

05 )
。

故本法能 反应致伤后血浆 E 与 N E

的改变
。

人静脉血浆 (献血员 ) E 的含量为 O ~

3
.

s n g /
, n l ( n = 。 ,

其中一例为 。 )
,

N E 含

量为 。一 s n g /
n〕 l ( n = 1 0 ,

其 中 4 例为 。 )
,

均较 B u h l e r ( 6 )与 V a n L o o n
等

` 7 )的结果较高
,

说明本法的灵敏度不如放射酶法
,

一般来说

荧光法只能测到
n g水平

,

而放射酶法可测至

p g水平
。
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