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N AD
+

的超微量测定法

陈鸿书 彭家和 苏礼民 李蓉芬

生化教研室 )

本文报导一种简便的
、

测定组织中 N AD
`

含量的超微量法
。

此法是利用循环 的 BN T
、

P M S
、

乳酸

及 DL H混合物来测定 N AD
` 。

这种测定方法简单
、

快速
、

灵敏度高
,

最低可测 1 x 10
一

11 M ol e/ m l
。

近年来的研究表明
,

在 动 物 细 胞内
,

N A D
十

除 作为 脱 氢 酶的辅酶外
,

又 是 P
-

A D P
一

核糖合成酶 的底 物
,

用 以 合 成 P
-

A D P
一

核 糖
,

:从而 参 与 很多重要的生命过

程的调节
,

如 D N A 修 复 ( ’ ) ,

细胞生长 (“ ) ,

分化 <“ )及转化 ( ’ )等
。

细胞内 N A D
十

含量的变

化
,

可以作为观察 P
一

A D P
一

核 糖 合 成 酶活

性的指标
,

因此
,

需要建 立 一 种 灵敏
、

准

确
、

简便的方法来测量细胞内的 N A D
+

含量
。

以往已报导了多种测定 N A D
十

的方法
,

如在

3 4 0 n m 波 长测量 N A D
.

Z H 的光吸收 ( 4 )或将

N A D
十

转 变为 荧 光 衍 生 物后测定荧光强

度 ( 5 ) ,

其灵敏度分别为 5 x 1 0 一 。 M及 1 又 1 0
一 8

M
。

酶循环 法 ( e n z y m e e y e
l i n g ) 具有高灵

敏度
,

最低可测 1 x l o ’ “ M (e)
,

但 该法需要

多种酶的制剂
,

操作复杂
。

本文参照 N i s s e
l

-

b a u m 等 v() 的比色法
,

结合本室条件
,

建立

以乳酸脱氢酶为催化剂的超微量法
,

其基本

原理如图 1 所示
,

在乳酸脱氢酶的催化下乳

酸脱下的氢使N A D
`

还原成 N A D
·

Z H
,

最后

将氢传递给氯化硝基四氮哩蓝 ( N B T ) 从而

生成紫蓝色的 N B T
·

Z H
。

此里法i操 作简便
,

无需特殊设备
,

灵 敏 度 为 1 x 1 -0 “ M ol e

/ m l
。

哥仁鑫交

丫
’ 人 D `

丫
P M g

`

” H

丫
“ 盯

l , j 汽
「̀

诬叮乞 了 、 N 八D
.

2 卜干 / \ ,〕 M S 护 月 , N B飞”

(淡黄色》

Z H
噬紫卸

图 2 汉」定N A D
+

的基本原理

材料及方法

一
、

试荆

1
。

氛化稍基四 氮吐蓝 ( N B T ) 溶液
:

N B T是上海前进农场试剂厂产品
,

用重

蒸水配 成 2
.

s m g / m l 浓度的溶液
。

2
.

呀嗓硫酸甲醋 ( P M )S 溶液 :

尸M S 是德国 S e r v a
产品

,

用重蒸水配成

1 m g / m l浓度的溶液
。

新鲜的 P M S溶液为淡

黄 色
,

应避光保存
。

3
.

磷酸钠 缓冲液
:

用重蒸水配成 。
.

I M
,

p H 7
.

4 磷酸钠缓

冲液
,

内含 0
.

5 M乳酸钠
, 0

.

0 2 % B r i j
一 3 5

。
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度
,

测定细胞中 N A D
十

含量
,

进行重复性及

回收率实验
,

结果如表 1
、

2 所示
,

其变异

系数为 2
.

6 % 、 4
.

7%
,

回收 率 为 1 0 2
.

3 3一

9 7
.

8 3 %
,

说明这种 N A D
+

的 测定法有较好

的重复性
,

系统误差在允许范围以内
,

是一

可靠的测定方法
。

二
、

影晌反应的因案

实验证明
,

温度及 p H 对显色反应均有

表 3 重 复 性 实 验 结 果

细胞浓度
( 个 / m l ) 样品数 保温时间

( 分 )

N A D
+

含量
协g / m l )

变异系数
( % )

6
。

0 5 x 1 0 6

1 7
。

6 X 1 0

4 5

1 5

0
。

7 0 9士 0
。

0 1 8

0
。

6 8 8士0
。

0 3 2

明显影响
。

在将反应混 合 物 置 37 ℃保温之

前
,

各种操作均应在 15 ℃以下进行为宜
,

温

度过高
,

会出现非特异的颜色反应
,

以致影

响测定结果
。

从 图 2 的结果可 见
, p H 对灵

敏度有明显影响
,

图中的两条标准 曲线是分

别在 p H 7
.

o及 p H 7
.

4的反应条件下所获的测

定结果
,

前者的斜率比后者为低
,

说明反应

混合物的 p H 越高
,

灵敏度越大
,

但经多次

实验证明
,

当反应混合物的 p H 大于 8 时
,

本底明显升高
。

p H 7
.

4是最适的反应条件
。

此外
,

表 2 的结果表明
,

延长保温时间
,

可

以提高灵敏度
,

保温时间最好是限定在 1小

时 以内
,

否则会影响实验结果
。

光度密

N A D
+

含量 n g / 3 m l

图 2 p H对反应灵敏度的影响
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