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一 � �

组胺的荧光测定法的研究

向军俭 陈华粹

�中国医学科学院墓础医学研究所
,

北京 �

提共 应用多因素正交实验设计等改良的组胺荧光测定法
,

研究了组胺的提取和 组胺
一� ��

荧光产生的最佳条件
、

方法的灵敏度等
�

组胺
一� � � 最适缩合条件为� �� ��

‘

� �。士 �分钟
,

在 ��

� � � 的� � �溶液中其值最强
,

室温下至少在 � 小时内 是 稳定的
�

灵敏度。
�

�� �
,

线性范围 � �

�� 。。� �
,

全 血测定仅需。
�

�� �� �样品
,

回收率 �� � � �肠
�

自� �
� �  
等〔”推荐组胺荧光测定法 以来

,

该方法已 被 广泛应用〔� � � 〕
�

它优于生物法

〔� 翔� 比色法 〔� 〕
,

具有特异
、

敏感
、

重复性好
、

取样少
、

需时短等优点
�

本法改良后
,

其灵

收度
、

瓜复性接近酶同位素组胺测定法〔�’
”〕

。

十多年来
,

研究该方法应用范围和特异性的 资料较 多〔� 一 �
,

��  �幻
,

但关于提 高灵敏

度
、

提取组胺条件以及产生组胺
一
� �� 荧光最适酸碱度的研究却很 少

�

为此
,

本试验探讨并

建立了微量组胺荧光测定法
。

一
、

试荆和仪器 组胺二磷酸盐
,

白色结晶粉末 � 正丁醇
,

分析纯
� 正 庚 烷

,

光学纯 �

邻苯二 甲醛
,

瑞士�� � � � 厂出品
�

三氯 乙酸
,

分析纯
�

氯化钠
,

优级 纯 � 盐酸
,

优级纯 � 甲

醇
,

分析纯
� 三蒸水 � � ��一 �型荧光分光光度计

。

‘

二
、

最适实验亲件的选择
�

�

组胺
一
� �� 荧光产生的酸碱条件

�

组胺在碱性条件下与� �� 缩合
,

产生荧光物 质
�

后

者在酸性条件下稳定
。

酸碱度对其荧光强度有明显影响
。

根 据 ���� �〔, 〕
、

� 。�〔�� 〕和本所测

定痰中组胺方法
,

用正交法试验
,

将主要条件分为四种因素
,

每因素分为四种水平�表 � �
�

裹 � 产生组胺荧光的因素与水平 将表 � 各因素与水平安排在

——————
水 一 平 一 正交表�� ��

‘
勺的 �

、

�
、

�
、

�

因 素 万
�

一飞下
一 �

不厂一
�

几下一
‘

列
,

结果表明�
� 、

�’
、

� �和�
� 的

一万
‘ 一

二石蕊二二几又二下只厂只认
一

一丁厂一丁万丁一二万二丁一丁二了 条件产生荧光最强
。

为选择最适
� � � �稀释组胺的 � � � � � � �

�

� �
�

� � �
�

� � � �
�

� 一� � �� 、 , · ,

一�
� 。

� 一
� ,

一
。� ��� 一一

� �
�

� � �碱化用�
� � � ��  �

�

� �
�

� �
�

� �
�

� 的酸碱条件
,

又将�
、

� 两 种因

� � �� � ��� 甲醇液 � � � �� � ��  ! �
·

� � �� � 素分为四种水平
�

试验设计及结

止止之坚竺型兰竺一一止几止立一翌 果见表 �
�

表 � 结果的方差分析表明�
� � � 各浓度之间

,

� �� 各浓 度之间差别显著 �图 � �
�

它反

映了不同浓度 � � �随� � � � 浓度的改变而影响组胺荧光强度的变 化 趋势
�

最佳浓 度 为�
� �

�
� �

�

�万
、

�
�

�� �� � ��
� �

�

�万
、

�
�

� � �
。

将� � �加大到�
�

� � �
,

可得到既强又稳定的荧光
�

�
�

提取组胺条件的选择
�

用正丁醇将 组胺从碱性水溶液中提出
,

以正庚烷除去干扰物质

后
,

组胺移到酸性水溶液中
,

将提取步骤分子 �
、

�
、

�
、

� 和� 五种 因素
,

撼因素分两种水

平
,

进行多因素正交试验 �表 � �
。

木文� �  �年 � 月 。日收歹��
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酸碱度对产生组胺荧光强度的影响

�
。

�口 �

� � �� � � �

�
。

� � �

� � � �� �

相对荧光强度

—
艺�

第一次试脸 第二次试验 �
�

� 悦 � � �

�
�

� � � �  

�
�

� � � � �

相对荧光强度

�侣�甘�
�,,占斤了比勺��月工,‘,曰,‘臼了内����,,�

,������ 
口合��一匕八�

�

…
��
, �占,二�‘

�
�

� � � � �

尺�� �

日 �

裹 �

酸碱浓度对组胺荧光产生的影响

‘,�合,二丹���,山,二�廿口�孟目�二旧通,‘口了,口�月吸了月��匕月,月了及�,自,‘印了�合�勺�,�
丹��勺�甘

�

…
品�
‘�‘,上,曰

提取组胺的因素与水平

水平 � 水平 �

三,目口�几已‘吮口,孟,二,通月卫,目�月�
‘

通丹��勺�了,‘�知丹己��工勺�勺�甘�

…
一”,二,孟

八�八���材�甘
,
上

� �

…
�勺月性�勺���人�� !

�
。

� � � � � ��

�
。

� � � � � � �

�
。

� � �  � � ��

�
。

� � � �  ! � �

�
。

� � � � � � �

� � � � � � �

�
�

�� � � � � � � � �

正 丁 醉 � � � �

展 荡 时 间 � 分 �

正 庚 烷 � � � �

提 取 用 � � � � � �

�
。

0

2

。
0

3
。

0

2

。

0

0

一
0 5

将表 3 因素与水平安排在正交表LI
.
(扩竹的 1

、

2
、

4
、

8 和 15 列
,

进行正交试验
.

试验结果方差分析表明A
、

B 因素的两水平之间差异非常显著 ( P < 0
.00 1 )

,
C

、

D

、

E

三因素的两水平间差异不显著
,

据此
,

选用表 3 中A
、

B

、

E 因素 的水平 1
,

C

、

D 因素的水

平 2
。

3

.

温度对组胺
一
O P T 荧光强度的影响

:
最适缩合温度和时间为

: 2 ~ 4
.
C 冰水浴中30 ~

40.C 分钟 , 2 2
~

2 2
.

C 水浴中s~ 一2分钟; 30 ~ 3 1
.
C 水浴中 3 ~ 4 分钟 ( 图 2 )

。

4

.

酸的种类和浓度对组胺
一
O P T 荧光强度

的影响
:
盐酸酸化时

,

p
H

Z
~

3 荧 光 强度最

高且稳定
; 磷酸

,

p H 3
~

6 荧 光 稳 定
;
柠檬

酸
,

没有明显稳定范围 ( 图 3 )
.

相对荧光强度

时间

口 2 组胺
一
O P T 反应时间曲线

5 .组胺芡光的稳定性
:
在 2

.
C和 24

.
C 下

,

组胺荧强度至少在 2 小时 内 稳 定
,

24 小时后

约下降17 呱
。

两种温度存放没有明显差别
。

相对荧光强度

圈 3 酸的种类及浓度对组胺荧光强度的影响
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三
、

实脸方法及共特异性和教感性

1.血液样品的处理
:
肝素抗凝全血0

.
25 m l

,

加三蒸水 1
.4m l

,

完全溶血后
,

缓 缓 加 入25 叻

( W /V )三 氯 乙 酸o
.
35 m l

.
混 匀

,

4 0 0 0 转/分离心 10 分钟
,

取上清l
.6m l

,

相 当于取样的4/5
.

2 .方法步骤
:
¹ 取 1

.6m l上清液置于已加 l
.sg N aC I具 塞 10 m l试管中

,

再加 4
.0 m l正丁醇

和。
.
2 m l2

.
S N N

a O H
,

立即混匀
,

置康氏震 荡器震荡 5 分钟
,

静置后取出 3
.6m l正丁醇相加

到已加 1
.2rnl o

.
IN H C I和 2

.
o m l正庚烷的 10 m l具塞试管内

,

震荡 5 分钟
,

弃有机相
,

取 1
.0

m 1H C I相置 15 x 15 om m 试管中
;
º 1
.om 1H C I相用三蒸水稀释一倍

,

加 0
.s m l o

.4N N a0 H 碱

化
,

混匀并迅速加入0
.1肠 (W / V )O P T 甲醇液0

.10 1
,

立即混匀并 在21 ~ 22
.
C反应 10 分钟

,

加 0
.sm 1 0

.SN H C I酸化以终止缩合反应
,

并使荧光物质稳定
;
À 试剂空白

:
步骤 º 中依序加

o .sm lo
.SN H C I

,

o

.

l m l o

.

l 帕 O P T 甲醇液
,

o

.

s m l o

.

4
N N

a

O H

.

3

.

组胺工作曲线
:
组胺二磷酸盐分子量为 307

.148
,

标准液浓度按碱基计
。

碱基与组胺

二磷酸盐分子量 比为卜2
.
76 3

.
称量前将组胺二磷酸盐减压干燥 2 小时

.
用o
.IN H cl 稀释成

今

相对荧光强度

10 0 林g lm l后
,

以0
.IN H C I稀释成 10协g /m l

,

分装小瓶
,

冰

冻保存
。

取 10 m g /m l标准液
,

用 x
.oN H C I稀释成loo

ng/m l
,

分别取 1
.0 、

0

.

8

、

0

.

6

、

0

.

4

、

0

.

2 m l

,

并以0
.IN H C I补足至

1.
om l

,

空 白用 o
.IN H C I

,

l

.

O m l

,

另向各管加三 蒸水0
.5

m l
,

25 肠三 氧乙酸o
.lm l

,

经方法步骤¹ 与º
,

为组胺 内

标准工作曲线
;不加25 肠三抓乙酸

,

仅通过方法步骤 º
,

为组胺外标准曲线 ( 图 4 )
.

4 .方法的特异性
:
用 M P F 一4 型 荧 光分光光度计连

续扫描绘图
,

比较外标准与内标准组胺的激发光光谱和

100 】唱

. 4 组胺工作曲线

荧光光谱
,

二者一致
;
血样品组胺与内标准组胺的激发光光谱和荧光光谱一致 ( 图 5

、

6
)

相对荧光强度相对荧光强度

280

. 6

藕黔瓢
〕nm

组胺激发光光谱

注
.
标准组胺 ( A ) 及其空 白 (

a ) , 人血中提取 的

组技 ( B ) 及其空 白 ( b )

口 6 组胺荧光光谱

注
:
标准组胺 ( A ) 及其空白 (

a ) 人血 中提取 组胺 ( B )

及其空 白 ( b )
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5 .方法的教感性
:
本方法测定组胺的线性范围 1 ~ 10 00 n g

,

灵敏度o
.
sn g

,

二~ l o n g呈 良

好线性关系
。

6

.

回收率与计 算
: 用 相 同 浓 度 组 胺 作 外标准 与内标 准 测 定 其 荧 光 强 度

,

根 据

F IX 4
__ __

一
, 、 、 、 .

~
~

. , 二_

~
。

、, , ,
,

一 一
二_

、。

一
、

.
,

。
_.

。
、 , 。 , , ,

, , : 」
一

_

、。

一
、
I , , 」 _ _ ‘_ 二

二
.
认

护于之 x 100 肠公式计算回收率
.
F :为组胺内标准荧光值

,

F

:

为组胺外标准荧光 值
.
本实验

F :X 3
‘、 ‘ 一 ’ , 只月

护 ,

汗 曰叭一
‘ ’ / “

~ 肠
「 J

j’J ” ‘“

~

夕‘

~

’ 一 ‘ / 砂

~ 一
‘ ’

l.J ” ‘一

~

z 目
~

. ‘

尸 ~ 一

回收率87 ~ 91 肠
。

四
、

讨论

本实脸对组胺的提取和荧 光产生的条件做了较大的 改 进
。

其 灵 敏 度 0
.
sn g

,

为Sh or
。

法〔”的10 倍
.
是A nt o

n 法〔3 〕的50 倍
,

与酶同位素法相当 〔8 〕
。

且需血量 少
,

线性范旧大
,

荧光物质在室温至少稳定两小时
,

回收率也较高
。

不少作者研究了此方法的特异性问题〔3
, 1 2. ’4

、

‘“〕
.
睛脉 ( Sp

e:m idin e ) 至少在脑 组织

和肌肉样品中母荧光干扰物质
.
根据H akans

on和L or e
n z的资料〔12, 魂〕,

标准组 胺 与样品

组胺的激发光光谱和荧光光谱酷似
.
本试验证明

,

甲醛可阻止组胺
一
O P T 的荧光形成

.

应用于测定正常和病理情况下人的全血样品共100。余份
.
证明方法稳定

.
其中58 例正常

人的组胺值元士 S x 86
.
。士 4

.
o n g / m l

,

有的与P or ter 〔16 〕的报告相似
;
有的偏高

,

似 因年龄选

择之差
。

实验证明
,

温度对组胺
一

O P T 缩合时间有明显影响
。

在不同 温 度 条 件下
,

最 高荧光产
生率各异

.
而经典报道的最适缩合时间为 3 ~ 4 分钟

.
本实验还 说明

,
p H 值或酸的种类对

荧光强度都有影响
.
用盐酸pH Z ~ 3 时荧光稳定且荧光值 最高

;
磷酸 PH Z ~ 6 时荧 光稳

定
,

但荧光强度比盐酸的稍低
:
柠檬酸随pH 值 的升高

,

荧光强度持续 下 降
;
使用 H C I时

,

p
H 值 2 ~ 3 比 l时 荧光强度增加 33肠

.
而 Sh o re〔1 〕最初方法用 H C I调pH 至 1 ,

K
r e m z n e r

和W il s
o n〔17 〕报告用磷酸可以提高荧光值

; A nt
o n〔3 〕报告用柠檬酸产生荧光最强

.

(正交试验设计由本所刘云嵘同志指导
,

谨致谢意 )
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儿童胸主动脉狭窄的外科治疗

右 邹家强等
:
中华外科杂志 19 ( 6 )

,
3 2 3

,

1 9 8 1

本文报道 自1964一 1979 年手术治疗的24 例儿童先天性胸主动脉狭窄
。

儿共先天性胸主动

脉狭窄临床症征
、

E C G 异常
、

心脏扩大之儿童应作主动脉造影
,

以便 明 确 诊断
,

并藉心导

管术 了解狭窄的确切部位及严重程度
。

为外科进一步治疗创造条件
。

本组 17例曾作逆行性主

动脉造影
,

其中10 例呈主动脉闭塞
,

4 例呈重度狭窄
。

2 例为动脉导管前主动脉狭窄
,

13 例

为导管后狭窄
,

另 2 例为导管旁映窄
.
对手术适应证 及手术方式选择作 了讨 沦

,

对适用于儿

童的手术方式作了详细描述
。

术后 14 例好转
,

3 例部分症状改进
,

无 1例死亡
。
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