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大鼠肝或肾组织中c A M P和 。G M P的同时分离

翟中金 董燕麟 (生物化学教研室 )

3 尸
,

5尹
一

环一磷酸腺普 (
e A M P ) 和 3 / ,

5 尹 一

环一磷酸鸟苔 (
c G M P ) 是激素和某些

药物作用的第二信使
,

对细胞内的物质代谢

和各种生理功能均起着对立统一 的 调 控 作

用
,

观察这两种核普酸在组织细胞内的动态

变化 ( 特别是对
c A M P c/ G M P比值的观察 )

具有重要的理论和临床意义
。

因而
,

同时分

析小样本的组织细胞中两种核普酸的浓度尤

为重要
,

由于在一般组织中
c A M P 含量比

c
GM P 高 50 ~ 1 0。 倍

,

这两种核普酸在放免

测定中有交叉反应
,

若不把二者分开
, c G M P

定量就会出现偏高现象
。

本 文 参 考 M ao (l)

等的方法
,

采用 D d w e x l x 8 C l
一

型树脂柱

层析分离肝
、

肾组织的
c A M P 和 c G M P

,

然后用放射免疫方法测定其含量
,

现报告如

下
。

2
.

柱层析分离 e A M P和 e G M P : D o w e x l x s

树脂柱 ( o
.

s x s e m ) 用水平衡后
,

加 人 2 0 0卜 l上

清液
,

先用 4 m l水洗脱
,

弃去流出液
,

接着加入 6

m l 0
.

5N H C I洗脱
,

收集开始流出液约 3 m l
,

负压

抽干放 一
20

。

冰箱用于 c A M P 的测定 , 继之用 6m l

o
.

S N H CI 洗脱
,

收集开始流出液约 3m l
,

抽干后

用于
c G M P 测定

。

树脂的处理及再生参阅有关文献

` 3 、 .

3
.

放免测定
:

将抽干样品 溶 于 l m l p H 7
,

5
、

0
.

4m ol / L醋酸盐缓冲液中
,

采用上二医同位素室提

供的放免分析药合测定
,

用国产 jF
一
2 1 o l G型双道液

体闪烁计数器计数放射性、 经标准曲线查得 p m ol e

值
,

回归方程计算出 p m ol e/ g 湿组织重
。

结 果

材 料 与 方 法

一
、

实脸动物

18 。~ 2 5 0 9雄性大鼠由本 校动物所供给
。

二
、

化学试 剂

D仰 e x 1 x 8 C I
一

型阴离子交换树脂 ( 2 0 0一

40 0 目) Si g m a 公司产品 , “ H
一 e A M P ( 比放活性

15 ic /m mo le) 标准
, c A M P与 。 GM P放免测定药合

由上海第二医学院同位素室提供 ) , 其它试剂均为

分析纯
。

三
、

实脸方法

1
.

样本的制备
:

大鼠饥俄 1h2
,

断头处死
,

迅速

取出肝肾组织各一小块投入液氮中
。

取出冷冻组织

(以下操作在 4 ℃冷库内进行 ) 称取 1 0 0一 1 5 0 m g

组织块
,

投入匀浆器内 (盛冷的 1 N H C I O ` 1 m l )
,

置冰浴中匀浆
,

6 tn in 后 加 20 % K O H 中 和
,

经

5 o oo x g离心 i s m i n ,

吸 2 0 0卜 l上清液上 D o w e x i

x s 柱
。

此处加 “ H
一 。 A M P 或

“ H
一 c G M P 测 定 回

收率
。

D ow ex l 火 8 C l
一

型树脂柱层析分离 c A M P 和

c G M P结果见图 1
。

两个洗脱峰
, 。 A M P峰出现 于

0
.

o 5N H C I洗脱开始 3 m l流出液处
, e

G M P 峰 出

现在 0
.

5N H CI 洗脱开始 3 m l流出液处
,

并且每次

洗脱峰型重复性好
,

具有高的回收率
。

鼠肝的测定

结果表明
: “ H

一 。 A M P 的回收率在 85 % 左 右
,

而
a H

一 e
G M P的回收率为 7 4一 8 0%之间

。

我们分离了 8 只正常大鼠肝
、

肾皮质的 。 A M P

和 。 GM P
,

用放射免疫法测得结果为
:

肝 脏 c A M P

含量 5 4 2
.

0 士 i g a
.

i ( 又士 S D )
, e G M P 含 量 为

1 4
.

5 5 士 2
.

9 9 ( 又士 S D ) , 肾 皮质
e A M P 含量

1 2 9 5
.

9 0士 2 4 0
.

6 2 (又 士 S D )
, e GM P含量为 8

.

0 7士

1
.

16 (又士 S D )
,

(全部数据以 p m ol e/ g湿组织表

示 )
。

与文献报告结果接近
。

讨 论

M a 。
等报道利用层析系统同时分离纯化

小组织样本中
c A M P 和 c G M P其重复性 和 回

收率较好 (` ’ ,

他们先用中性氧化铝柱层析把

组织中
c A M P和 c G M P与其它核普酸 ( A M P

、

A D P
、

A T P
、

GM P
、

G D P
、

G T P等 ) 分离
,
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5 8

然后用 Do w e x l义 2C l
一

型 阴离子树脂 ( 2 0 0

~ 4 0 0目 ) 将
e A M P和 e G M P分开

。

我们参考

M a 。
等方法

,

省略了中性氧化铝层析纯化一

步
,

减少了纯化过程中
c A M P和 c G M P 的 丢

失
。

放免测定
c A M P和 c G M P特 异 性高 (2 ’ ,

故可省略纯化步骤
,

我 们 用 D o w xe 1 X S

C l
一

型 阴离子树脂层析效果好
,

得到 重 复性

好的洗脱峰型 (见附图 )
,

回收率较高
,

同

样也适用于其它组织细胞中分离
。

5

C人挑P

〔GHP

0 1 2 3 4 5 6 7 a 9 1 0 1 1 12 13 14 毛

分步洗脱 ( m l)

附 图 D
o w e x l x s 柱层析 分离 e A M P

、 。
G M P 峰型
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