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上易于凝集水珠
,

这可使杂交液 的 浓 度 和

p H 值发生改变
。

我们除了在滴加杂交 液 后

加盖盖玻片外
,

并将切片放入铝盒中
,

密封

后
,

再将铝盒放入蒸气浴中
,

防止 了水汽凝

集
,

取得 了良好效果
。

7
.

原位杂交实验出现假阳性
,

这是实

验中遇到的最大 困扰
。

我们经反复摸索
,

体

会到试剂纯
、

缓冲液及各种配制液体 p H 的

准确和所用主要试剂必须新鲜配制
,

这三点

是保证防止假阳性出现的重要条件
。
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冷冻治疗鼻屺的技术改进

李伯贞 贺晓宁 裴 文 (第一附属医院 耳鼻喉科 )

自1 9 8 2年以来
,

我科在门诊应用液氮冷

冻治疗鼻帆 79 例
,

由于在冷冻技术上加以改

进
,

收到较满意的治疗效果
。

现报道如下
:

冷冻治疗鼻中隔易出血区反复鼻此的病例优于

手术治疗
。

冷冻治疗简便易行
,

病人不仅可随到随

做治疗
,

而且痛苦少
,

疗效好
。

但由于液氮冷冻探

头多为圆杆状
,

与鼻中隔易出血区粘膜 接 触 面 很

小
,

而鼻中隔易出血区粘膜下即是软骨和骨
,

当冷

冻探头接触粘膜后难于固定
,

若稍一滑动即可造成

粘膜损伤出血
。

为此
,

作者在冷冻区先放一块团形

直径约 1 c m
,

厚约 1 tn m的小棉片
,

这样可使冷冻

探头易于固定 (见图 )
。

这一方法上的改进提高了

冷冻效果
。

一般冷冻 40 至 905 为宜
。

在 79 例中
,

冷

冻一次鼻屺痊愈者八例 ( 8 9
.

9 % )
,

二次痊愈 者 6

例 ( .7 6% )
,

三次痊愈者 2 例 ( .2 5 % )
。

经一 至

一年半随访结果
,

治愈率达 96 %
。

个别复发者可随

时再冷冻治泞
,

疗效亦佳
。
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大白鼠肝线粒体细胞色素定最

董 燕 王松宝 陈宗荣 (卫防系 防原医学教研室 )

JN W i l l i
a o s

J
r于 1 9 e 4年报道了用差分

光谱法测定鼠肝线粒体细胞 色 素 含量 l()
,

并用回收实验证实了方法的可靠性
。

由于此

法不需特殊仪器和试剂
,

且能同时定量四种

图注
:

白色圆形区为小棉片
,

覆盖在易出血区

表面
,

棉片之上为冷冻探头
。

细胞色素 成 份 a(
、

b
、 c 、

C ,
)
,

所以直至

近年
,

国外仍不断有人沿用此法
,

但国内尚

少见报道
。

我们在应用原法的基础上
,

对于测定的
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某些影响因素进行了探讨
,

并加以适当的改

进
,

同时测定了 28 只正常大鼠肝线粒体四种

细胞色素含量的个体值
,

在对方法的精密度

和线性关系的考察中也得到较满意的结果
。

由此说明
,

应用差分光谱法测定细胞色素含

量
,

不失为一个较为准确
、

简便
、

可行的方

法
。

。
.

3二 1
,

将此杯作为氧化杯
,

向另外一个比色 杯 中

加入抗坏血酸钠溶液 。 .

3 m l
,

作为还原杯
,

分别混

匀
,

静置 1 m i n
,

再向还原杯中加入数粒固体连 二

亚硫酸钠
,

搅动至完全溶解后置 2 m i n
。

以空气 校

正仪器零点
,

再以氧化杯为空白扫描还原杯
,

即可

得到细胞色素的差分光谱曲线 (见图 )
。

材 料 与 方 法 恻
臼眨

睁

一
、

大鼠杆线拉体的制备和呼吸功能浏

定

W i s t a r种正常大鼠
,

体重 2 0 0~ 3 0 0 9
,

空腹过

夜后断头活杀
,

立即取肝组织按 A p rP il l 法
` , ,

制备

线粒体
。

制备好的线粒体标本用 L ow
r y 氏

` s ’

法测定

蛋白含量
,

然后用氧 电极测耗氧量
,

计算呼吸控制

率 ( R C R ) “ , 。

R C R 为表达线粒体呼吸功能的 灵

敏指标
,

用此项指标可以检验制得的线粒体样本的

质量
。

本文所述进行细胞色素定量的28 只正常大鼠

肝线粒体样本均先测定了 R C R ,

其均值及标 准 差

为
: 4

.

62 士。 .

37
,

说明线粒体样本的制备质量是 合

格的
。

二
、

扦 线枉体细 胞 色素定童

1
.

试剂

i ) 。 .

l m o
l/ L磷酸盐缓冲液

,
p H 7

.

4

2 ) 20 %去氧胆酸钠溶液

3 ) 。 .

o s m ol / L抗坏血酸钠溶液 `如没有抗坏

血酸钠
,

可用 N a O H 中和抗坏血酸至 p H 6 一 7
,

也可以取得同样效果
。

)

4 ) 。 .

0 5 m ol / L高铁氰化钾溶液

5 ) 固体连二亚硫酸钠 (保险粉 )

2
.

仪器及侧量条件

B ec k ln a n D U
一
7 H S 型紫外可见光扫描分 光

光度计
。

扫描速度
: 600

n m / m in
,

扫描范 围
: 5 00

~ 6 5 o n m
,

比色杯光径
:

1 e m
。

3
.

操作步骤

将制备好的线粒体稀释成 10 nI g蛋白 / m l
,

取此

稀释样本 3
.

6 m l
,

加磷酸盐缓冲液 (P H 7
.

4) 1
.

“ m l
,

再加 20 %的去氧胆酸钠溶液 。 .

72 m l 和重蒸 水 。 .

72

二 l
,

混匀后在 4℃
,

一0 o o o x g离心 3 o m i n
,

然后取

上清液测定
。

分别向两个比色杯中各加入 上 清 液
2

.

7m l
,

向其中一个比色杯中加入高铁银化钾 溶液

一 .Q 0 3

5 3 0 5 6 0 5 9 0 6 2 0

细 胞色素定量差分光谱曲线图

分别读取 5 3 5
、

5 4 0
、

5 5 4
、

5 6 3
、

5 7 7
、

石0 。 -

6 3 o n m处的吸光值
,

代人公式计算
。

4
.

结果的计算

原文根据每种细胞色素的特异吸收光谱
,

通过

回收
、

抑制试验等推导了以下的计算公式
:

① a l 。 = A
。 。 o 一 A . 3 。

a : 。 = A
。 。

一 A 。 ` o

a 5 . = A 。 ` 。 一 A 。 , ,

a 一。 = A . o 。 一 A . s o

注
: A代表吸光值

,

A的角码数字代表波长
。

式中a : 。 、 a : . 、 a 。 。 、 a 一。分别代表了细胞色素

c 、

C I 、 b
、 a的吸收光谱

。

然后继续代入下式计算
:

②b : 。 = a l 。
/ 2 1

.

0

e : 。 = ( a z 。 一 6
.

s i b l 。 ) / 1 5
.

6 0 7

d a 。 = ( a 。。 + 1
.

1 6 b 一。 一 i
.

4 7 9 e : 。 ) 八 5
.

7。`

. e 一 s = ( a 一。 + 0
.

2 2 b i 5 一 o
.

6 9 s e 2 5 + o
.

i o d : 一 )

八 1
.

0 6 3

〔. e ` 。 一 式经用电子计算机解原方 程
,

所 得

结果与原文略有不同
。

卑
:为

: “ ` 。 = ( “ . 。 十 “
.

22

b : 。 + 0
.

峨3 2 e 2 。 一 o
.

o 7 6 d a 。 ) / 1 2
.

0
,

以本文
’ e 一。公式

计算的细胞色素 a 比原公式平均偏低约 8 %
,

其它

成份的结果基本不变
。

〕

③X ` = e ` . 二 细胞色素 a (林m o l / m l比色液 )

X : = d : 。 + 0
.

0 2 6 3X . = 细胞色 素 b (林m o l /。 l

比色液 )



3 2 6

X : == e : 。 一 0
.

0 ` a 峨X ` 一 o
.

2 2 s 4 X : 二 细胞色素C x

(林m ol / m l比色液 )

X : = b 、 。 一 0
.

4 0 0 s X : + o
.

1 4 s 6 X 。 一 o
.

0 3 X 一 =

细胞色素c ( “ m ol / m l比色液 )

然后将实验结果的单位换算成 n m ol 细胞色素 /

m g线粒体蛋白
。

表 3 n 例样本重复性浏 定的平均值
、

标准差和变异系数

结 果

l
。

正常 大鼠杆线 拉体细胞 色素含量

我们测定了28 只正常大鼠肝线粒体细胞色素含

量
,

结果见 (表 1 )
。

W川 ia m s 对正常鼠肝线粒体细胞色素含量以
“
比 率

,,

形式进行 T 计算
,

K a t y a r e ` ” 也于 1 0 7了年

以同一形式做了报道
,

现连同本文结果 一 并 列 于

( 表 2 )
。

表 1 正常 大鼠扦线拉体细胞 色素含量

细胞色素 又士 S D CV %

a o
。
1 8 3士 0

。
0 0 5 2

。
8 5

b o
。
2 3 0士 0

。
0 08 3

。
6 1

C 1 0
.

1 3 9士 0
.

0 0 9 6
。
6 5

e o
。

16 8士 0
。
0 0 8 5

。
0 1

3
。

细 胞 色素含量与线拉体蛋白含量的

线性关系

我们分别用 6 m g蛋白 / nI l
、

10 m g 蛋白 /也 l
、

20

m g蛋白 / m l和 30 m g 蛋白 /山 1的线粒体样本按前述步

骤进行细胞色素定量
。

所得结果以线粒体蛋 白为横

座标
,

以细胞色素含量为纵座标
,

绘出曲线如下
.

二 0
.

, , `
切.3Cǎ1。.日à

D翻司留界

细胞色素 又土 S D

`
一 - ~ ~ ` ~ ` - ~ ` ~ ~ ~ ~ `

5 10

r = 0 , , ,

15 0 9蛋 白

:5
22

0
。
1 7 1土 0

。
0 3 1

0
。
2 3 0士 0

。
0 1 0

0
。
1 4 3士 0

。
0 1 3

0
。
1 7 5士 0

。
0 2 1

ablCe

(10目u)

单位
: n 二 oI / m g线粒体蛋白

表 2 正常大鼠杆线拉体细胞色素比率

作 者 C -

细 胞 色 素

伦 老 a :

b
:

C
。 : c

5 10 15
尸 门

蛋自

.ls.lC肠。稍̀司界契

0
。
8 6 6

.40知.2010
ǎ言.唱à山健稍切早

W i l l i a m s 0
.
9 52

O
。

5 9 4
、
-

. , .

K a t y a r e
1

。
35

1
。
4 6 0

、

一
. , . 一2

1
。

7 6

0
。
8 3 6 1

。

0 2 3

本 文 1 1
。

3 4 5 ~ 一一
1

。

86 0

. . . . . . . . . . . . . . . 自 15
. 9蛋白

.40.3C.20.10ǎ-.0二à幼截扣溜界

本文所得的细胞色素b
、

C I 、 C 的比率 均 高 于

W il l ia m s 报导值
,

这与前面所述因计算公式的差

别导致本文所得细胞色素 a 偏低有一定关系
。

但本

文所得值与 K at y a r e 报导的结果十分相近
。

2
。

精密度 ( 双管重复性试验 )

我们采用双管重复测定了 11 份不同线粒 体样

本
,

所得平均值
、

标准差和变异系数为见 (表 8 》
.

15
-

. 9蛋白
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四种细胞色素含量与蛋 白含量的相关系数值均

为} 川> r o
.

olP < 。
.

0 1 相关非常显著
。

讨 论

在实验中
,

我们根据测定结果易受以下几

个因素影响的情况
,

采取了适当的改进措施
:

1
.

线粒体样本的纯 度
: A p rP ill 法 是

依照差速离心原理来分离线粒体的
,

所得线

粒体约有80 士 %的纯度
,

显然线粒体样本的

纯度会直接影响细胞色素定量
。

例如血红蛋

白即对测定有干扰作用
。

所以在制备肝匀浆

以前
,

剪碎肝组织的过程中
,

应多次洗涤肝

糜以除去残血
,

离心时要准确选用离心力和

控制离心时间
,
制备线粒体的全过程要严格

在低温条件下进行
,

注意保持各次制备条件

的一致性
, 以保证制得的线粒体样本的纯度

和质量
。

这是进行细胞
.

色素定量的前提
。

2
.

在细胞色素定量过程中增加离心的

步骤
:
在定量时加入 20 %去氧胆酸钠溶液的

作用是使线粒体膜溶解
。

如果样 本 的 纯 度

差
,

则溶解后的液体易受其它杂质影响呈较

明显的浑浊
,

即使纯度较好的样本
,

其经溶

解后的液体也有轻度浑浊
,

且浑浊度随时间

不同有变化
,

这就影响了被测溶液的稳定性

和测量的重复性
。

为此
,

我们在加入 20 %去

氧胆酸钠溶液后
,

增加了离心的步骤 ( 4 ℃
、

1 0 0 0 0 x g
、

3 o m i n )
,

可将不溶解物全 部 沉淀

掉
,

得到完全清亮
、

稳定的上清液用以进行测

定
。

我们对经过离心后的样本经第 一次扫描

测定后
,

间隔 10 m in 再进行第二次重复扫描
,

根据两 次扫描所得差分光谱计算出 的
a : 。 、

a : 。 、 a , 。 、 a ` 。

的数值基本完全重复 (见表 4 )
。

表 4 重复扫描值的比较

说明经过离心后的被测溶液本身及其反

应在一定时间内是稳定的
,

排除了未离心样

本的浊度变化的干扰
。

3
。

减少加样及加液的误差
:

此实验属

于微量定量分析
,

有的细胞色素成份如细胞

色素
a
的吸光值甚小

,

除了要求仪器要有较

高的灵敏度和精密度外
,

还应尽量减少两个

比色杯的加样误差
。

鉴于离心以前的加样
、

加液步骤 两杯均是相同的
,

所以我们将原文

中从一开始就分别分杯加样
、

加液
,

改为按

两倍体积合并加样加液
,

待离心后再将上清

液分杯测定
。

这样可以减少多次分别加样
、

加液的误差
,

既提高了测定的准确性
,

又简

便了操作程序
。

(本文所用计算公式经卫勤教研室许汝福同志

帮助推导验证
,

特表感谢
。

)

(说明
:

本文所用计算公式 ② 中
“ e ; 。 ”

一式

经推导与原文略有差别
。

本文所报细胞色素定量结

果均按本文公式计算而得
。

)
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吸 光 值 差
细胞色素

一
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a一 O
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0 2 2 9

a : 一 0
。
0 2 1 5 0
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0 2 1 9
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0 1 6 2
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。
0 10 4
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