
氢漠酸苦甘草硷对肾上腺髓质释放儿茶酚胺的影响

(附儿茶酚胺组织内的测定法 )

训练部 药理教研 室 姚丹帆 李英衡 程 瑜 曹洪友
带 王 建新

氢澳酸苦甘草检是从苦甘草中分离出的

一种生物硷
,

经制成氢澳酸盐
,

易溶于水①
。

动物实验证明
:

它有较强的平喘作用
,

对豚

鼠离体气管平滑肌有直接松弛作用② ,

此乃

是兴奋 卜受体的结果
。

临床观察对喘息型慢

支交感偏亢型亦有一定疗效①
。

为进一步证

实本药平喘作用是否 与促使肾上腺髓质释放

儿茶酚胺有关 ? 长期用药能否使儿茶酚胺释

放耗竭 ? 现对肾上腺髓质内儿茶酚按的浓度

变化作一测定
,

为分析苦甘草硷的平喘作用

原理
,

提供依据
。

儿茶酚胺又称邻苯二酚胺
,

包括肾上腺

素 ( E )
、

去甲肾上 腺素 ( N E ) 和多巴胺

( D A )
,

它们存在于 组织中的 特定部 位
。

肾上腺髓质细胞所分 泌的儿茶酚胺包括有 E

和 N E两种
,

它由 两种不同类型 的嗜铬细胞

所分泌
,

皆储 存在肾上腺 髓质内囊 泡 结构

— 嗜铬颗 粒之中④ , ’

肾上腺髓质 细 胞内

E
、

N E的变化
,

可以反映出体内 E
、

N E一定

的动态水平
。

现参照上海药研所神经药理组与W e : et
-

r i n k ( 1 9 7 7 )
`

功
、

M i l l
o r ( 1 9 7 0 )⑥ 等对组织内

儿茶酚胺的测定方法
,

结合我们实验室的条

件加以 改进而建立的
,

本方法简便
、

迅速
,

可在同一组织内同时分离
、

提 出E
、

N E等
,

并
立

测定之
。

材料和方法

一
、

试剂
:

所有试剂均为分析纯规格
,

’
屯度口市人民限院进修生

未经特殊处理
,

均用玻璃器皿制各的重蒸馏

水配制
,

所用器皿和试剂均避免橡皮和塑料

的李占污
。

1
.

E D T A 0
.

I M
:

称 E D T A二钠 3
.

72 克
,

加重蒸馏水至 1 0 o m l 使溶解
,

并用N a O H S N

调节 p H至 7
.

0
。

2
。

N a O H S N
: 1 0 0克 N a O H 溶 于重蒸

馏水至 5 00 m l即可
。

3
.

H C IO
` o

.

4 N
:

取高氯酸 16
.

7 ,刀 l

( 相当于 1 2 N ) 加重蒸馏水至 5 0 0m l
。

4
.

H C O O H I N
:

取浓 甲酸 40 m 1( 相当

干 2 1N ) 用重蒸馏水稀释至 8 40 m l
.

即得
。

配 0
.

S N H C O O H
、 0

.

I N H CO O H
、

0
。

o l N

H CO O H皆用 I N H C O OH稀释而得
。

5
.

复方碘溶液
:

取碘化钾 1呢
,

加适量

重蒸馏水使溶解
,

再加碘 5 9 ,

溶于碘化钾溶

浪中
,

搅拌
、

溶解
,

最后加重燕馏水至 5 o 0 m l
.

即成
。

6
。

硷性亚硫酸钠
:

临用前取 O
。

2 5 9无水

亚硫酸 钠溶 于 l m l
.

谊蒸 馏水
,

加入 9 m l
.

SN N a O H即成
。

7
。

醋酸缓冲液 ( ZM p H 6
。

8)
: 用 ZN醋

酸和 ZN氢氧化钠等量混合
,

用 S N N a O H调

P H至 6
.

8
。

8
。

氨水 0
.

01 N
:

取浓氨水 ( N H
`
O H ) (相

当于 1 5N ) o
.

3 n 、 1
.

加重蒸馏水至 4 5 0m l即成
。

9
。

H A o 6 N
:

取冰醋酸 (相当于 17
.

5 N )

17 1
.

4 m l
.

加 重蒸馏水至 5 0 0 0 1
。

10
.

标准液
:
L
一
E及 L

一
N E 按 1

.

o m g / m l

用 0
.

I N H C O O H酉己成盼各液
,

存于 2一 4
O

c 冰

盒中 ( 可存一个月 )
。
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标准工作液
:

用 O
。

IN H CO O H稀释赊

备浓
,

每次用前配击、] ( l 协g /m l )
。

1 1
.

葡聚糖 凝胶 ( S e p h a d
e x G

, 。
) G

: 。

(中性 )
,

粒度 1 00 一 2 00 目
,

先经蒸馏水浸泡 24

小时
,
再用 0

.

5N N a
OH和 o

.

SN H C O O H 交

替漂洗处理后
,

方可装入层析柱 内
。

柱为 7 x

s om m
,

流速 < l
.

o m l /分
。

二
、

药品
:

1
。

氢澳酸苦甘草硷注射剂
:

40 m g /m l

由上海南昌制药厂供给
。

2
.

利血平注射剂
; l m g / in l

.

作为阳性

对照 药用
。

为市售广州 第二制 药厂出品
。

三
、

仪器
:

荧光分光光度计 ( 日本 日立 )

氨灯光源
, 1厘米 X l 厘米石英比色杯

,
每次

测定时皆用标准硫酸奎宁 ( 1 0
一 ”

) 溶液校正

仪器 ( 3 7 0 n m / 4 7 0
n m )

。

四
、
动物

:
选用健康大自鼠体重为 1 00 一

1 50 克
,

雌雄均可
,

将其分为
:

1
。

氢澳酸苦甘草硷组
:

又分为两组
:

小剂量组为 1 0 m g k/ g /日 (按体表面

积计算相当于成人 80 m g / 日 )
,

灌胃一月
。

大剂量组为 25 m g 2 k g / 日 (按体表

面积计算相当 于成人 2 00 m g / 日 ) 灌 胃一月
。

.2 生理盐水对照组
:

用量与给药组相

同 ( s m 17k g ) 灌胃一月
。

3
。

利 血平 组 ( 作为 阳性药物对照 )

0
.

4m g Zk g / 日
,

肌注 ,
一周

。

另有盐水组作

为利血平的对照 l m l/ k g /日
,

肌注 ,
一周

。

五
、

方法
:

1
.

组织制备
:

取给药组和对照组大 白

鼠分别断头 活杀
、

放血
,

迅速取一侧肾上腺剥

离去周 围脂肪组织
,

用滤纸将组织表面水分

吸干
,

称重 ,
置于加有 O

。

01 % L
一

半胧氨酸 (每

1 0切 g一 o
.

o l m l )和冷的 o
.

4 N H e 1O
; 3m l中

,

制成匀浆 (全部操作过程均在冰浴冷冻下进

行 )
。

2
.

离心
:

在 4℃ , 5 0 0 0转 2分
,

离心 30

分钟
,

取上清液 (组织样品 ) 作分离提取
。

3
.

分离提取
:

取上清液 o
.

6 m l分为 I

I 两管
, I 管加内标准 ( E

、

N E混合标准液 )

0
.

5卜g / o
.

s m l
, I

、

I 管 皆用 o
.

4N H C IO
`
调

整体积至 3m l
,

分别过柱 ( G一 10 柱 )
,

弃去过

柱的 上清液后
,

立即 用 。
.

01 N H C O O H 洗

脱
,

收集洗脱液 I一 3m l
, x 一 3 m l

,

至两支

刻度离心管内
,

作反应测定之
。

( G
一

10 柱在用

前
,

先用 3 m l o
.

o 1N N H
`
O H 和 3 m l o

.

o 1N

H C O O H洗涤
、

滴干
,

备用
。

详细过程见图 1 )

4
.

荧光 反应
:

取各管洗脱液 l m l
,

分

另Jl加入 0
.

IM E D T A o
.

4m l和 醋 酸 缓 冲 液

1
.

5m l混匀
,

然后置 于 30 ℃水浴 中
,

加碘溶

液 0
.

2 m l
,

摇匀
, 2分钟后

,

加 入新鲜配制的碱

性亚硫酸钠 0
.

4 m l
,

摇匀
,

再过 2分钟后
,

加

入 6 N醋酸 0
.

5 m l
,

摇匀后立即从水浴 中取出

测定之 (图 1 )
。

5
.

荧光强度的测定
:

E一以 激发 光波

长 4 1 0 n m
,

发射光波长 s i o n nr
,

狭缝为 4 ,

S =

3
.

4 ,

测定之
。

待 E全部 测定完毕后
,

再于沸水

浴中加热 2分钟
,

取出后在 自来水中冷却
,

又

以激发光波 长 3 8 5 o m和发射光波长 4 8 5 n m ,

测定 N E的荧光强度
。

E和 N E的组织空白管
,

是取每组第 I

管洗脱浪中 l m l
,

先加碱 性亚硫酸钠溶液
,

后加氧化剂复方碘溶液
,

其他试剂加入顺序

相同
,

此即谓非氧化空白对照管
。

每次测定各组样品
,

均随 同作外标

准 (不经 G一 10 柱 ) 的测定
。

每个组织 样品所测定的 E
、

N E荧光读

数
,

均代入以下 公式计算其含量和回收率
。

外标准 ( S e ) 二 外标准加入量

标准荧 光读数
二 X n g /格

内标准 ( 5 1) = 内标准加入量

内标准荧光读数一样品荧光读数
二 X n g /格



组织含量 ( C )
_( s i )x样品荧 光读数 X (取上

组织重量 (克 )
噎返量圣

l

壑量 2
= x随 /g

~
, ,

~
,

_
、

S e

四 叹 革 又K ) = 一于几
~

入 I U U为 二 人 为
〕 1

肾上腺组织 十 。 .

4 N H C IO ` 3m l + 0
.

01 % L 一 半肌氨酸 (按 10 印 g 一 。 .

01 m l)

(冰浴中)

仅 ℃
,
5 0 0 0转 /分

,
3 0分钟 )

幸浆心幸|中
匀离

(每一样本取 o
.

6m l 分 I
、

且管 ) 上清液 (

盖郭欲;盘
+ o

.

4N H C IO `
调体积至 s m l

十 E
、

N E标准液 o
.

S LL .g 调体积同上
,

过柱程序

令
G 一 1 0柱先用 3m l 0

.

o i N N H ` O H 和 3 m l o
.

o 1N H C O O H洗涤

管

中日创11
/

幸 幸 幸

L! t】
“ e p h e ` e ` G 一 `。柱

l !
I 管 互管 工管

1
寺

各柱管皆用 3 m lo
.

o 1N H c 0 0 H洗脱卜 ) 分别收集第 I 管
一
3ml 洗脱液

}
中

同上再用 3 m l o
.

o 1N H C O O H洗脱 …一分别收集第亚管 一 3 nI l洗脱液

!l
.ō丫

l 一
一 一

— 一 — —

…J
、

二管塑i{塑备翌i些少齐哑屯

.

4 m l o
.

IM E D T A 摇匀

中
1

。
5 m l醋酸缓冲液 摇匀

{
.

(置于 3。℃水浴进行反应 )

幸
、

且
“ “ “ 勺 J/ 、 l目 巴 , 」

战址 ; 产

。
.

2 m l复方碘溶液 摇匀

2 分钟后

。 .

4 lm 硷性亚硫酸钠 摇匀

2 分钟后

。 .

s m l 6N醋酸 摇匀

斗
立即测定 E萤光强度 ( 4 1。 / s o on m )

{
(沸水浴 2 , ,

自来水 ·
I
J冷去!: )

钡l定N E萤光强度 ( 3 8 5 / 吐8 5 n m )

图 1 肾上腺组织内E
、

N E分离
、

提取和测定的程序



结果和讨论
、

各组大白鼠肾上腺内儿茶酚胺的含量

变化 (表 1 )
。

从各织所测得的 E
、

N E的含 量 提示
,

氢澳酸苦甘草硷不论大 剂 量 组 ( 25 m g / k g /

日 ) 或小剂 鼠织 ( 1 0 m g / k g / 日 ) 与盐水对那

组比较
, ’

肾上膝内 --1J 茶酚 胶含量相差不显著

表 1 氛澳酸苦
一

寸草检
、

利血平付肾上腺 内E
、

N E含量 的影响

.

药物织与盐水对照组比较

( P > O
。

2以上 )
,

也就是说对大 白鼠肾上腺

嗜铬细胞内 E
、

N E含量无重大影响
。

但利血

平组肾上腺内 E
、

N E 含量明显降低
,

与对照

组比较相差显著 ( P < 0
.

05 以上 )
。

根据我们

所测得的大白鼠肾上腺内 E
、

N E的正常含量

按 卜m o l / g计算
,

分另,!为 2
.

4冬̀m o l户g ( E ) 不} {

0
.

3 2卜m o l / g ( N E )
,

与H e a d
一

( 2 9 7 7 ) 儿

茶酚胺的半自动测定所得 的结果相比稍偏低

(大 白鼠肾上腺内 E为 2
.

2拼m ol / g
,

N E为 0
.

5

件m o l /幻
。

二
、

本测定法之研讨
:

1
。

浓度与荧光强度的关系
:

按上述显

荧光方法
,

分别观察了各种不 同浓度的已知

标准混合溶液 ( E与 N E )
,

含 。一 0
.

05 件g 、

O一 0
.

1件g
、
O一 0

。

巧林g
、

O一 。
.

2协g 与荧光强度

之间的关系
,

在所测定的浓度范围内
,

两者

存在直线关系
。

2
.

S e p he d e x G
一

10 柱的性能 与洗脱液
,

G一 10 柱 能较好地将儿 茶酚胺分离
、

提取
,

按W e s t
e r i n k ( 1 9 7 7 )⑥方法修改后

,

用 o
.

0 1N

H CO O H 作洗脱浓
,

其洗脱峰大部分集中 在

第 J 管 3m l内
,

第 卫管洗脱液 (3 二 1) 含量很

少或几乎无有
。

据 iV k t or a( 1 9 6 8 )⑧ 意见
,

柱

的洗脱液最适当的量为 3 m l
. ,

它可将 85 % E

N E被回收
,

若增加洗脱液的量
,

仅增加稀释

度而不能提高洗脱的百分率
。

我们实验的结

果与其相符
。

故证明 G一 10 层析柱
,

分离效

果好
,

特别是 H CO O H洗脱液
,

能迅速而较完

全地将 E
、

N E从柱上洗脱下来
,

比过去用醋

酸 ( H A c ) 洗脱峰值集中
,

无拖尾现象
。

3
。

E
、

N E的分测
:

用三轻酬噪荧 光 法

( T H I )
,

以碘俗液作氧化剂
,

将 E
、

N E形成气

化产物
,

在碱性亚硫酸钠溶液中荧光较稳定
,

但 E荧光衰退比N E荧 光衰退快
,

利用其稳定



性不同用来鉴另JIE 与N E⑨
。

并利用 E和N E的

激发光波 与发射光波上的不同
,

分另11测定
:

( E为 4 1 0 / 5 0 0 n rn
,

N E为 3 8 5 / 4 8 5 n m )
。

但 目

前国内外多用 K
。
F

e
( C N )

。
作为氧化剂⑧ ,

它

较 I
:

溶液氧化产生 的荧光强
,

1
2

氧化变异较

大
,

我们分测 E
、

N E的含量其标准差较大
,

可

能是其原因之一
,

尚待今后研究改进
。

C h an g

提出L E 在反应后 1一 2分钟荧光强度最大
,

萤光形成快
,

但在室温下衰减也快
,

沸水浴

上很快消失
。

N E 萤光发生较慢
,

室温下萤

光达最强要 0G 分钟
,

而沸水浴上加热 2分钟
,

即可达最大
,

加热后在室温萤光可稳定 60 分

钟
。

因而我们利用 E
、

N E 萤 光 形成的快
、

慢不同和加热后消退和增强的区另lJ
,

将 E 在

反应后立即测萤光强度
,

而后再在沸水浴中

加热 2分钟
,

使 E 萤光消退 (约 70 % 以上 )
,

而 N A萤光最强时测定之
,

这样将可排除 E对

N E的萤光干扰
。

最近 H e a d① 报告儿茶酚胺的测定
,

用

o
。

2咒w /
v V i t C

.

和 1%v
/
v T

.

G
.

A ( T h i o g l y e a l

h c A o id )作稳定剂
,

用 V it C
.

稳定剂时 E
、

N E

等混合物可产生典型的荧光图
,

但用 T
.

G
.

.A

时
,

则可消除 E的荧 光
,

仅使 N E产生一稳定萤

光
,

如此分测
,

将更加准确可靠
,

此方法我

们尚在摸索
。

4
。

试剂空白和非氧化空白对照
,

其荧

光强度皆显示出很低的值
。

如每次测定样品

荧光强度时
,

皆用 S = 3
。

4 ,

此时对照管测不

出荧光值
,

只有将放大系统 S =
10

,

才出现

很低峰值
。

5
.

回收率
:

根据上述分离提取的程序
,

代入公式计算其回收率 (表 2 )
,

总回收率

平均在 60 一 80 %
,

表 2 肾上腺组 织 内儿 茶酚胺测定 的 回收率
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通过本实验证明
,

氢澳酸苦廿草检的平

喘作用与肾上粉髓质释放儿茶酚胺无直接关

系
,

虽较
一

民期服药 (灌胃一月 )
,

不论其小

齐」量 ( 1 0m g / k g /日 )或大剂量 ( 25 m g / k g Z日 )
,

均对肾上腺嗜铬细胞内儿茶酚胺含量无 明显

影响
。

然而用利血平作为阳性对照药仅肌注

一周
,

测其肾上腺内儿茶酚胺含量与对照组

相比
,

明显下 降
,

差异显著 (P < 0
.

05 以上 )
。

故用此测定方法再次证实
,

利血平有促使 肾

上腺髓质内儿茶酚胺释放耗竭之效
。

组织内儿茶酚胺的测定方法
,

经以上实

验证明
,

该方法简便
、

迅速
、

可靠
,

但由于

E和 N E萤光强度的稳定性易受多种因素的干

扰
,

组间误差较大
,

为更好地排除干扰
,

缩

小误差
,

尚待进一步探索改进
。
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两相Q热立克次体在鸡胚细胞中繁殖的初步研究

训练部微生物 学教研室 渐佩蓉 朱红 阳

Q 热立克次体在原代或传代单层细胞上

生长繁殖的研究已有不少报导①一⑦ ,

由于

采用的细胞株与检查方法的不同
,

不同相的

Q 热立克次体在不同细胞或简种细胞内的繁

殖量及最早发现立克次体的时间不尽一致
。

国内对 Q 热立克次体在细胞培养中的繁殖动

态研究不多
,

特别是 I 相 Q 热立克次体尚未

见报导
。

由于自人体或动物体初分离之 Q 热

立克次体 均属 I 相
,

为探讨组织培养方法应

用于 Q 热立克次体的实验检查及疫苗制备的

可能性
,

有必要对 I 相 Q 热立克次体在组织

培养细胞中的繁殖情况进行研究观察
。

本文

就 I 相及 11 相 Q热立克次体在鸡胚纤维母细

胞中的生长繁殖特点
,

以及应用离心吸附和

感染细胞计数法于 Q 热立克次体的培养与检

查
,

一并加 以报告
。

材料及方法

一
、

毒种

Q 热立克次体 H e n z e r l i n g株
,

本 室鸡胚

卵黄囊及小 白鼠腹腔交替传代 10 次 , 九里株

鸡胚传代 42 次
,

经血清学及三胜黄试验测定

分别为第 I 相及第 11 相
。

试验前取冰冻保存

的强度感染的鸡胚卵黄囊
,

称重后置组织研

磨器研磨
,

加维持液 (2 %小牛血清。
.

25 %乳

米 淤

(3 ) 氢嗅酸苦甘草硷治疗舫例喘息型慢支炎

临宋疗效的观察
,

第三军医大学附三院气管炎

防治组
,

1 9 7 8
,
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白蛋白水解物 E ag l 液 ) ④ 制成 10 % 悬液
,

经每分钟 2 0 0 0转离心沉淀 10 分钟
,

吸取中层

悬液
,

再以维持液稀释成 1 0 一 2

备用
。

二
、

细胞培养

取 9 一 10 日令鸡胚
,

按常规法经胰酶消

化后之细胞悬液用四层纱布过滤后
,

用生长

液稀释计数
,

以每毫升 1 00 万细胞数接种至

盖片培养 (盖片大小 18 m m X 6 m 和
,

水平位

置放于瓶底 ) 每瓶 1 毫升
,

然后直立装入铝

制饭盒内
,

置 37 ℃孵育箱 48 小时
,

细胞长成

单层
,

备用
。

三
、

培养基

生长液
: 5 %小牛血清 0

.

25 %乳 白蛋白

水解物 H a n k s
液

,

每毫升加 青 霉 素 10 0单

位
,

链霉素 x 0 0 微克
。

用 7 % N aH C O 3 调 p H

至 7
。
6

。

维持液
: 2 %小牛血清 O

。

25 %乳白蛋 白

水解物 E a g l e 液
,

用 7 % N a H C O
3调 p H至 7

.

6

未加抗菌素
。

四
、

细胞的感染与立克次体的检查

取已长成单层的细胞培养瓶
,

吸去生长

液
,

用 H an ks 液洗涤 1 次
,

加入 1 0
一 z

立克次

体悬液 1 毫升
,

于国产 L X J n 型号水平式离

心机室温下 以每分钟 2 0 0 0转 离心 10 分钟
,

然

后吸去立克次体悬液
,

用 H a n
ks 液 洗 涤 l
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