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共药璐币
与方法

今 , 二 , 二 ,

雌
、

孕激素胞桨受体测定方法介绍

陶晓靖 何世荣 (西南医院 妇产科 )

细胞受体含量的测定及对其动力学的研

究是一项专门技术
。

我们系统全面地摸索了

活性炭葡聚搪法 ( D C C法 ) 测定雌激 素 胞

浆受体 ( E Rc) 和孕激素胞浆受体 ( P R c)

的基本条件
,

进一步改进 了雌
、

孕激素胞浆

受体的测定方法
,

现介绍如下
。

材 料 与 方 法

研究付象
1

.

人子宫内膜
:

增生期正常妇女子宫内膜
,

用小号刮匙刮取 50 ~ 3 00 m g
。

2
。

成年雌性大鼠子

宫 , 雌性大鼠体重 2 50 ~ 30 0 9
,

脱颈椎活杀后
,

剖

腹取子宫
。

药 物

“ H
一

E : :

放射比度 40 m C i / n tn ol
,

上海原子能

研究所提供
。 . H

一

R 。 o : o 放射比度 s 7m C i /
n m o l

,

N ew E n g l a n d N u e l e a r C o 口 P a n了 产品
。

葡聚糖

(分子量90 。。。 ) 上海长征制药厂生产
。

实脸方法

刮取的子官内膜或大鼠子宫立即置于冰 T E G D

缓冲液中〔 i o m m o l T r i s ,

1
.

s m m o l E D T A
,

Z m m o l

琉基乙醇
,

s m m ol 相酸钠
,

10 %甘油 ( V / V )
,

p H

7
.

35~ 7
。
吐o〕 ,

洗净血液后剪碎
,

按 i
:
6 (V / V )

的比例加入 T E G D 缓冲液
,

用内切式组织匀浆 器

7 0 0 0~ 1 0 0 0 0 r
P m 匀浆三次

,

每次 1 5 5 ,

间歇 2 0 5 .

制备的匀浆液经20 000 x g离心 60 m in
,

上清液即为

胞浆
。

以上所有过程都在 。 ~ 4 ℃进行
,
以防受体

破坏
。

胞浆蛋白含量测定
:

按 L叮
r y法测定

,

以牛血

清白蛋白为标准
。

受体侧 定

1
.

E R e测定
: 1 0 0卜l 不同浓度的 . H

一

E : ( 0
.

1

~ 3 m m ol )与 2。。川 一定蛋白浓度的胞浆共同孵育

以测定 a H
一

E : 的总结合 ( T a ) , 1 0 0 “ l相应浓度 . H

一

E : 及1 0 0~ 2 0 0倍浓度的非标记 D E S (已烯雌酸 )

和 2 00 川 相同蛋白浓度的胞浆共同孵育
,

以测定非

特异性结合 ( N S B )
。

T a减去 N S B即为 . H
一

E : 的

特异性结合 ( S B )
,

也即 E R c 含量
。

孵育温度为

o ~ 4 ℃
,

孵育到时后加入 30 0林1 0
。
5% D C C 悬

浮液 ( 。
。
5%活性炭

, 。 。

05 %葡聚糖
,

用 T E G D 缓

冲液配制
,

PH 7
。

35 ~ 7
。

40
,

用前于冰浴中搅拌 2

h )
,

于冰浴中间歇性振摇 15 m in 后
,

于 。 ~ 4 ℃

1 0 0 0 x g离心 1 5m i n
,

取全部上清液加入 含 8 m l 甲

苯闪烁液 ( P p o 4 9
,

p o P o P 40 0m g
,

二甲苯 i 0 0 0m l )

的闪烁瓶中振荡 1 m in 后
,

次日送测。 p 功
。

2
。

P R e测定 * a H
一

R 。 o : o 浓度为 0
.

2~ 3 n m o l
,

非标记孕酮为 . H
一

R . o z o浓度的 40 0~ 50 0 倍
。

其余

方法同 E R c测定方法
。

胞浆受体浓度以每 m g 胞浆蛋白质中受体的结

合位点 f m ol 值表示
,

即 f m ol / m g 胞浆蛋白
。

根据

饱和曲线及 S c ac 比 p l ot 计算
,

证实所测定的标记

激素特异性结合蛋白为具有低容量
、

高亲和力的特

异性受体
。

人和大鼠子宫 E R c 、

P R c
厕定的 kol 值

绝大多数在 10
一 , 。 m ol 水平

。

结 果 与 讨 论

一
、

胞装蛋 白浓度时 E R c
、

P Rc 测定的

影响

将胞浆稀释为不同蛋白的浓度后
,
与标
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记激素及非标记激素在毛一 4 ℃孵育一定时

间后观察不同胞浆蛋白浓度对
“
H
一

E :
及

“ H
-

R
。 。 2 。

特异性结合的影响
。

结果表 明
:

ER c

测定时
,

胞浆蛋白的浓度在一个较大范围内

变化
,

不影响测定结果
,

与陈贵安等 ( ’ )的结

果相同
。

但在 P R c
测定时

,

人子宫内膜及大

鼠子宫胞浆蛋白浓度在 1 ~ 3 m g /m l时
,

S B

随蛋白浓度增加而增加
,

相关系数
r = 。

.

99
,

当胞浆蛋白的浓度为 4 ~ 6 m g /m l时
,

S B稳

定在一定水平
,

不再随胞浆蛋白浓度变化而

变化
。

见图 1
。

, .

一
`
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’ `
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图 2 孵育时间时E R c 、

P R c 测定的影响
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(m g / m l) 胞浆蛋白浓度 4

日于间
·

—
·

人子宫内膜 P R 。 二

—
二

大鼠子宫 P R c

。 -

一
。

人子宫内膜 E R 。 , - 、

一大鼠子宫 E R c

图叫训耐洲叫引司
图1 月包浆蛋 白浓度衬E R c 、

P R
c 侧定的影响

’

大 鼠 分 宫 二吴毛
·

人子宫内膜
-

一 37 ℃

孵育温度衬 E R c .mJ 定的影响

二
/

一 、
,

、 `

一
二二:

、
,

忍沁丫/

(工d
.

的日/10̀妇)国的
二

、

孵育时间时 E R。 、

P R c 浏定的影响

同一蛋白浓度的胞浆与
. H

一
E

:

或
。 H

一
R

。 。 : 。
及非标记激素在 O ~ 4 ℃孵育

,

观察不

同孵育时间对 S B 测定的影响
。

人子宫内膜

E R c
及 P R。 测定孵育时间分别在 2 ~ 1 6 h及

4 ~ 1 6 h不会影响 S B的结果
,

大鼠子宫 E R。

及 P R c 测定时孵育 2 ~ 1 6 h
,

S B 保持相对稳

定
。

见图 2
。

三
、

孵育温度时 E R。 、

P R c 浏 定的影响

一定蛋白浓度的胞浆与标记激素及非标

记激素在 37 ℃
、

25 ℃
、

及 O ~ 4 ℃孵育相同

时间后
,

观察不同孵育温度下
“ H

一
E :
及

名 H
-

R。 。 : .
的特异性结合情况

。

如图 3
、

4 所示
:

E Rc侧定时以 25 ℃孵育时所测 S B最高
,
但稳

2。

}产
’

、 二 _
.

一
·

一一
`

.

~ 一~
一

_

3 4

时间 ( h )

·

人子宫内膜 —
0 ℃

_ 一 _

一 2 5℃
二

大 鼠 子 宫
·

一 37 ℃

图 4 孵育温度时 P R c浏定的影响

定时间较短
, 0 ~ 4 ℃孵育时 S B 较 高

,

稳

定时间长
,

37 ℃孵育时 S B 最低
,

且不稳定
。
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PR
。测定时则以 0 ~ 4℃孵育时S B最高

,

最

稳定 , 25 ℃和 37 ℃孵育下 S B 均不稳定
,

随

孵育时间延长
,

S B 迅速降低
,

与刘 以 训 !()

的观点相符
,

即受体是一种热不稳定的蛋白

质
,

遇热后受体破坏
,

孕酮受体尤为娇嫩
。

通过对上述条件的摸索
,

我们认为人子

宫内膜 E R。 、

P R
c
的测定条件与大鼠子宫 E

-

R
。 、

P R。
测定条件基本相同

。

在 E R
。 测定时

胞浆蛋白浓度在较大范围内不影 响 测 定 结

果石因此在临床上取材少的情况下
,

可将胞

浆稀释至 0
.

5~ Z m幻m l 的低蛋白浓度水平
,

不影响结果
,

在 25 ℃孵育 2 ~ 3 h 可测得高

水平的 S B
,

而且节约时间
,

也 可 在 O ~ 4

℃下孵育 2 ~ 16 h
,
测得较 高 水 平 的 S oB

PR
c
测定时

,

过去认为由于 P R。
的含量高

,

可以用较低浓度胞浆蛋白的胞浆进行测定
,

我们的结果表明
,
在 1 ~ 3 m g / m l胞浆蛋白

浓度时
,

随胞浆蛋白浓度升高
,

S B 进 行 性

增高
,

因此在胞浆蛋白浓度在此范围内测得

的S B是不可靠的
,
这一点值得注意

。

PR。
的

测定宜采用 。 ~ 4 ℃孵育
,

以免受体受热破

坏
,

孵育时间以 3 ~ 4 h 为 宜
,

即缩短实验

时间
,

又保证了结果的可靠
,

与M a e k l a
n d ( , )

的结果相一致
。

总之
,

我们认为D C C法测定 E R e 、

PRe

是一种简便易行的方法
,

所需样本少
,

实验

周期短
,

并且由于各项影响实验结果的因素

容易控制
,

故方法稳定
,

测定结果可靠
,

为

临床科研及诊治疾病中可行而实用的一种新

的检测手段
。

今 考 文 献

。

陈贵安
,

: 8 8

.

刘以训
。

M CG U i t e

等
。

中华妇产科杂志 1 98幻 ”

生殖与避孕
。

W L
, e t

1 9 7 8多 1 ( 2 ) `
53

R
e e e

P t o r s i n

s u e s
.

R州 e n

、 38

(收稿
: 1 98 8

,

N o r m扭 I A ” d

P t e s吕
,

N , w

P t o g e s t e r o n e

N e o P l a s t i e T i s
-

Y o r k
,

1匆下了:
23

.
7

,

修回 . 19 8 8
,

6
.

25 )

P V C固定化眠酶膜测定尿素氮的研究

王厚行 (野战外科研究所中心室 )

临床测定尿素氮常用二乙酞乙肘法
,

因

其要在强酸中煮沸
、

有异味
,

特异性
、

重复

性
、

稳定性均欠佳而深感不便 ( ` )
。

用 B e r t h e -

fo t 氏脉酶法测定尿素氮则有反应条件温和
、

准确
、

特异
、

稳定
、

灵敏的优点 ; 但是脉酶

昂贵
,

而且其活性中心的
一
S H基极其容易与

重金属离子结合而使酶失活扩 因此对水质和

器具的处理要求甚高
。

为了克服这些缺点
,

作者试图研制贮存期及使用寿命长的 P V C固

定化脉酶膜以代替天然脉酶
。

现将初步结果

报告如下
。

一
、

试荆

1 , Pv C固定化膝酶膜
.

本室制备
。

脉酶由四

川省校办企业公司生化试剂一厂购得
。

本研究便用

者为 s m g腮酶 l/ l m g膜重
。

2
.

B e r ht el ot 氏 崛酶法测定尿素氮的试剂参

照文献 《 2 )配制
。

其中
,

硫酸按标准溶液与尿素氮

标准溶液亦用相应 p H 值的 20 m m ol / L 磷酸盐 一 10

m o ol / L E D T A 缓 冲 液 (以下简称缓冲液 ) 配制

和稀释
。

二
、

操作
1

.

酶活力测定及尿素氮含量测定参 照 文献

( 么 )

2
。

K 口值计算按 L i n e w e a v e r 一 B u r k作图法
.

三
、

结果与讨论

1
。

酶膜德定性 天然脉酶在室温很快


