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生物组织 中 L P O 的 荧 光测 定

王 涛 汪江淮 陈惠孙 (野战外科研究所 )

近年来的研究表明
,

脂质过氧化物 ( iL p id

Per
o ix d e s ,

简称 L P O ) 在休克
、

创伤
、

器官缺血

及缺血 / 再灌流损伤
、

白内障等病理过程中均起着

重要作用
` l ’

。

因此
,

测定体内 L P O的 水平对于了

解自由基与疾病的关系有着一定的意义
。

目前
,

组织和血清 L P O的测定大多采 用 硫代

巴比妥酸荧光法旧
了, ’ ,

本文介绍采用三氯 甲烷
`

甲

醉混合浓抽提
,

以硫酸奎宁为标准荧光强度的另一

种生物组织中 L P O的荧光测定方法
.
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性别不拘
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体重 23 。士 15 9
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禁食 12 h
,
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方 法

侧 定 原 理 ( ` ) ( , ,

L P O的分解产物丙二醛的默基可与含有氨基的

物质产生分子内或分子间交联
,

形成荧光产物
,

又

称共辆希氏硷 ( C o n ju g a t e d S五i f f B a s e ,
N 一 C

, C 一 C = N ) , 、

此类荧光产物有脂溶性
、

水溶性

和非溶性三种
,

其中脂溶性荧光产物主要为丙二醛

与磷脂分子中丝氨酸或乙醇胺的交联物
,

该脂溶性

荧光产物经三氯 甲三烷
一

甲醇混 合 浓 抽 提后
,

即可

在相应的最大激发波长和发射波长处侧定其荧光强

度
。
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1
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三氯甲 烷
一

甲 醇混合液
:

三氯甲烷 ( A R )
,

甲

醉 (人R )
,

临用前按 2 ; 1比例配制
。

硫酸稀释液 (0
。

I N ) :

硫酸 (人 R ) 。

按常规

方法配制
。

硫酸奎宁标准波 l( 卜g /m l) , 称取硫 酸奎 宁

1
。

操作步骤

参考 F l e t e h e r “ ,和陈援
` . ,

方法并加以改良
。

动

物放血致死
,

取心
、

歼
、

肾
、

肺
、

肠组织
,

准确称重

各器官组织各15 o m g
,

剪碑
,

至玻璃匀浆管内迅速

磨至无块状物
,

加入三氯甲 烷
一

甲 醇混合液 2扭 l,

在 Y Q
一

3型匀浆机上匀浆 l m扭
,

再用三氯 甲烷一甲

醇混合液 2m l 洗涤匀浆管后并入
,

45 ℃ 水溶 I Om in

后用强紫外线照射 3。 玩
,

加入重蒸水4 “ 1
,

旋涡混

合器混匀 l m in
,

3。。。 r P也离心 15 边妞
,

吸取三氯甲

烧层 l m l至三氯甲烷
一

甲醇混合液2 0 1中
,

总体积为

3 m l
。

2
.

测定条件

分别扫描心
、

肝
、

肾
、

肺
、

肠各组织丙二醛脂

溶性荧光产物的激发光和发射光光谱
,

以确定其最

大激发波长和发射波长
。

各组织 L P O的测定波长见

表所示
。
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各种组 织 L P O的测 定波长

测定波长 心 肝 肾 肺 肠 标准

最大激发波长 ( n m ) 3 5 0 3 5 3 3 4 5 3 5 0 3 5 5 3 5 5

最大发射波长 ( n 二 ) J 3 5 4 5 5 4了5 4 6 5 理 6 0 凌嫂5

测定时激发光和发射光的狭缝放在 10 : m处
,

放

大倍数为的
。

吸取硫酸奎宁标准液 l m l至硫酸稀释

液 2二 1 中作为标准荧光强度
,

三氯甲院
一

甲醇 混合

液 3m l作为空白对照
。

3
。

计算
, 。 ~

, , , 、

~ _
,
~ _

、

m C
L 厂口 吸几 rn 0 1 / g 褪夏

、

组 织 , = 一苏一 一芬西尸
·

匕
0 VV

这里 m和 S 分别为测定管和标准 管 的 荧光 读

数
,

C 为标准管浓度
,

W为测定样品湿重
,

b 为稀

释倍数系数
。

3 4 0 n m
,

E m : 4 7 5 n m )
,

因此在测定 L P O 前 必 须

用强紫外线照射破坏维生素 A
,

否则测定结果误差

较大
。

4
.

F le t c h e
州

,
和陈暖

` . ’

法最终测定样品体积

均为 l m !
,

而我们听用岛津 R p
一
5 20 型荧光分光光

度计需要的测定样品字积为 3m l
,

因 此我们在 l m l

三氯甲晓
一

甲醇抽提液中加人 2免 l 三氯甲烷
一

甲醇混

合液
,

相 应的在 l m l硫酸奎宁标准液中加入 Z m l硫

酸稀释液
。

5
.

本方祛应用三氯甲烷
一

甲醇混 合液抽提
,

测定生物组织中L P O的水平
.

较之 目前常用的硫代

巴比妥酸荧光法
` 2 ’ ` 3 ’

不但操作简便
,

快速
,

而 且测

定试剂易得
。

(荧光测定承蒙本所中心仪器室侯淦泉老师大

力协助
,

特此致谢 )
。
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甲醇混合液进 行组织匀浆
。

我们的体会是按

此操作很难匀浆
,

原因是组织蛋白变性
,

形成较大

的凝块
,

组织不易打碎
。

我们采用先将组织剪碎在

玻璃匀浆管内快速手工磨至无块状物
,

然后再加三

氯甲烷
一

甲醇混合液在组织 匀 浆机上彻底匀浆
。

陈
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即法是先加缓冲液匀浆后
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混合液抽提
,

我们认为虽然用缓冲液组织易制成匀

浆
,

但液体反复转移且不用三氯 甲烷
一

甲醇混合液

制成匀浆易造成误差
。
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