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细胞和细胞膜内过氧化脂质的微量定量

翁王三格王秀平卢泳才 郭肇铮石 方

(北京中医学院〉

近年来许多学者报道了机体衰老以及脏器

退行性变化与脂质过氧化作 用 有着密 切关

系 [卜 3 )。了解细胞内脂质过氧化作用有助于探

讨某些病变以及某些药物的作用机制。目前测

定细胞或细胞膜内过氧化脂的方法均采用硫代

巴比妥酸比色法[Z-5] ， 但该法需要细胞量较多 ，

而且受到细胞内糖类、 睦类 、 胆红素等干扰。

考虑到荧光微量法测定人血清中过氧化脂质在

灵敏度和选择性等方面优于比色法， 为此本文

探讨了该法应用于测定细胞和细胞膜内过氧化

脂质的可能性。

材料和方法

材料

(1) 兔主动脉平涓肌细胞采用贴壁法培养[7) 。 本

实验所用者是经连续传代并i芽、存后 ， 复芽、生 长 的 第

15~25 代细胞。将 40 万细胞种入 25 ml 培养瓶中 ，稳

定生长 6 天后供实验用。

(2 ) 兔红细胞膜的制备按i~渗溶血法进行，[町， 浴

血后低温离心 (1 0 ， 000 转/分 ， 1 0 分钟 )， 沉淀用缓冲

溶液洗涤 2~3 次 ， 最后悬浮于磷酸缓冲液中。用福

林阶?去测定膜蛋白浓度或细胞蛋白量。

(3 ) 硫代巴比 妥酸(下 简 称 TBA) (F1uka AG 

Buchs ) 。

(4) 1, 1 、 3 ， 3-四甲氧基丙:院门， 1 ， 3 ， 3-Tetrame­

thoxyprepan) (F1uka AG Buchs ) 。

其余试剂均为国产分析纯。 ‘ 仪器为国产 72 1 分光

先度计和日立 MPF- ，j 型荧光分先光度计@

实验操作步骤

方法主要原理g 细胞或细胞膜在稀硫酸酸性条件

下用磷鸽酸沉淀 ，脂质过氧化物也随之沉淀(为防止脂

质过氧化物在沉淀操作中进一步被氧化， 稀酸性条件

是必要的)， 在醋酸酸性条件下与 TBA 反应 ( 9 5 "(;) , 

产物被正丁醇提取， 该产物荧光激发峰波长为 532 nm ，

发射峰波长为 553 nm ， 由于两峰位波长相近 ， 实际测

定采用激发波长 515 nm ， 发射i波长 553 nm ， 其详细步

骤如下[61 : 

(1) 细胞悬液离心 ( 3000 转/分 ， 1 0 分钟 ) , 细胞

用生理盐水洗涤 1~2 次。(细胞膜悬液直接按下步操

作〉。

(2) 在细胞或细胞膜中加入 N/ 1 2 硫酸 4 ml 、 10 %

磷鸽酸 0.5 时， 室温放 置 5 分钟， 离心 (3 5 00 转/分

10 分钟)。

(3) 在沉淀中再加入 N/ 1 2 硫酸 2 m1 , 1 0 % 磷鸽

酸 0.3 m1，摇匀， 离心 ( 3500 转/分 ， 1 0 分钟 〉。

(4 ) 在沉捷中加入 -1 m1 双蒸馆水手n 1 ml TBA 冰

醋酸溶液(0.67 %TBA 溶液与冰醋酸等体积1昆匀 ) ， 充

分悬浮。

(5) 悬液于 95 "(;油浴中加热 1 小时。

(6) 急冷至室温后加入 5 . 0 m1 正丁醉 ，充分指匀 ，

离心(3500 转/分 ， 1 5 分钟) 。

算s

(7) 取上清液测量其荧光强度 f 。

(8) 过氧化脂质(Lipid peroxide 简写 Lp) 的计

Ln = O. !) X ! X → 1 一­
p-v. ,," F " mg 蛋白质

式中 F值为标准管的 荧光强 度，即每 管含

0.5 n mo1 标准物按(4 )至 (7)步骤操作。对于 整个细
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胞， 式中细胞蛋白量可用细胞数量(百万〉直接计算，

此时 Lp 值单位为 nmol/百万细胞。

工作曲线的制作

细胞数量线性范围的试验

分别量取细胞数量为 10 、 20 、 3 0 、 40 、 50、 60 、 80

(万〉的细胞悬液，或分别量取细胞膜浓度为 1000μg/

ml ;息液 0 .1 、 0.2 、 0 . 3 、 0 . 1 、 0. 5 、 0.6 、 0.7 、 0.8 、

0.9 、 100ml ， 扶上述步骤进行操作，所得结果以细胞

数量(或细胞膜蛋白 ll!)对测得的相对荧 光强度作图

(见图 1 ， 2) 。

/^。

' 吕E-R4 6 S 

去氧 d

回 1 细胞量与过氟化脂质 TBA 反

应生成物的荧光强度的关系

A. 培养液中加 2 %高脂和 8%小牛血清，

B. 培养液中加 10%小牛血清。

54 年
v
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江细胞脱Iít<μE蛋白质 )

图 2 红细胞膜浓度曲线

从图 1 、 21书可以看出 : 细胞数量 10~50 万范围

内或细胞膜蛋白:@: 300~1000 陆 范围内两者有良好前

线性关系。 图 1 还表明改变细胞培养的环境， 细胞内

脂质过氧化作用的程度也不同。

回收实验

(1) 含 30 万细胞的悬液 (或 600 ~tg 红细胞膜悬

液) 0 (2) 标准物溶液分别为 0.10 、 0.20 、 0.30 、 0.40 、

0.5011 mol o (3) 细胞(陕) ;层、液加入一定量 标准物浴

液， 分别按上述步骤测定， 并按③+ (①←@) 式子计

算回收率，结果表明细胞组平均回收率为 96.61 % ，标

准偏差 3.212 ， 变异系数 3 . 33% ， 红细胞膜组平均回

收率为 99 .4% ， 标准偏差 4 . 186 ， 变异系数 4.21 % 。

方法量复性实验

同一份新鲜制备的红细胞膜悬液， 由三位操作者

分别独自测定， 其结果分别为 0 . 276 土 0 . 0191 n mol/ 

mg 蛋白质(n == 20) ， 0.304 士 0 .0 194(n == 20)和 0 . 28 0 士

。 .0214(n==20 )。平均值为 0.288 士 0 .0 24 6 n mol / mg 

蛋白质 ( n ==60)，由此可见，本法重复性良好。

结果和讨论

1.试验表明细胞培养中各成份以及 TBA

本身在本实验条件下没有荧光， 故不干扰本测

定。文献报道(9 ， 10 1在醋酸酸性条件( pH = 3.5)下

一定量的糖类、 眩类、血红蛋白等不干扰测定 ，

而且在酸性条件下反应物被正丁醇提取最完

全。

2. 由于荧光方法灵敏度受试验用试剂和

蒸馆水等的荧光空白所限， 本法最低检出浓度

为z 细胞数量 10 万和细胞膜蛋白量 为 300 吨

(以牛血清蛋白为标准物 )。

3. 仪器(荧光计 )的工作状 态 的一致性和

每批实验随做标准管， 并以内标法计算测得结

果，方法可获得稳定可靠的结果。

4. 鉴于方法灵敏、 准确且主现性好 ，干扰

因素少，本法可微量测定细胞培养过程中不同

环境对细胞内脂质过氧化作用的程度，以及定

量了解体内或体外环境对细胞膜内脂质过氧化

作用的程度，这就为以细胞为模型探讨某些病

变机理或药物作用的机理提供一个微量定量方

法。
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超薄切片套片法

肖 露 王玉之

(军事医学科学院放射医学研究所)

超薄切片-捞取方法很多， 近年来， 我们采用铅金

丝环套片法 ， 与目前采用的115片法和水底捞片法相比 ，

具有较多的优点。

钳金丝环套片洁操作简单， 易于学握， 而且能使

切片平整地铺在铜网中央。 沾片法易将带状的连续切

片打乱， 切片也往往有皱?斤。水底捞片法， 固然可以

使切片保持平整， 但操作不易掌握， 对于缺乏经验的

新予来说， 很容易将切片挠'偏，即使是熟练的操作者 ，

也X侄子把漂散的 切片拴在铜网中央。用铀金丝坏套片，

无论是i边连3主二续 f切切3刀UJ尸片J寺t ;川J丰带;

在铜网中央。不至切片多少的限制， 成功率较高。

袖金丝坏的íulJj乍方法很简单。 取直径 。 .1 毫米的

铀金丝， 做成不同规格的环， 最大直径的环，不得超

过铜网大小(直径t':J 2 . 5 毫米〉。把做好的环烧按在玻

璃棒上。切片少时选用直径较小的钳金丝环(小于 <:!.5

毫米直径的环) I 切片多时则选用直径较大的铛金丝

环(直径接近于 2.5 毫米的 环) 。具体选择视情况而定。

具体操作是， 左手持眉毛笔， 将切片带或漂散的

切片集中于水槽中央。 右手持有铀金丝坏的玻璃棒，

将钳金丝环平放 ，准确地套丘切片土。旋转玻璃棒 ，使

拍金丝坏的平面与水面呈 1 5
0

j;jJ_L 。 轻轻挺起妇金丝

环。把带有ï'J()民H司切片平稳、 j位 i的j j也放在i而有支持膜

的铜网上， 待水膜i汲附在钢网土!己 ， 轻轻捉:恒生自金丝

环。如果套片时切片捞不起来， 可能是由于铀金丝环

上有污物。 把红l金丝坏放在酒精卫丁上扫一下， 然后浸

入干净的蒸饱水中 ì?t洗干净， 豆莎「使用。

一一 … … … -
纪念 Robert Hooke 诞生 350 周年、上海市细胞生切结学会成立

18 8S i l-: 7 月 18 日 _ f". 'F- 中 国细胞生物学学会和上海细胞生物学学会筹委会在上沟联合 召开了 "纪念观克诞生

350 )均年旦_UífiìJ~fII J归 d.:.物学学会成立大会飞 lil邱 会议的-市上海市科协代表、 :(L: Û ~ I 公 )Jfl I j 1 ! :U~1l 1 JJf.l生物学学会第

二届三次主巴 士兵会的Hli ~j:i 1z.上海J山~会员共 1 50 余人。 上海市利协付主席刘山才 Il J长作人权段、 I:U，，';比仅搜!当边5'1JO

了会议。

大会由中 !lj细胞生物学学全 也!U 七二炕主主挠。 上;'h细 !也 /'二物学研究所各誉所 民:庄学 i.~;H:所 i己王亚可'1:分别作了

(.从胡克到细胞生物学"和"细胞生物学发展趋势"的报告 。

报告之码 ， t月兆庆同志 lé'J代表们汇报了仁1f!J il:í细胞生物学学会的筹备经过， 之{ .rJ~ 丁 J.:. i与 '， ÌJ 别弘|办主"关于同

意上海市细胞生物学学会边立"的批复 ， :Ii二宣布 丁 7 月 6 日出会员通信边举理事的结果2 丘孝J忠、 地王富、 李文安 、

汤雪明 、 陈丽远、 白:水华 、 张志鸿 、 唐:惕 、 王 代学、 黄世梢、 沈大棱、 严缘昌 、 胡 ;J l~庆 、 比延斌、 l峰J电兮5号a 民立丰~Ij占趋i

炼等 l刊6 位同王洁志七豆;当迫y却j上海细E胞包生物学学会;理应因阻1斗φ寻牛亭寻争J耳F。此外考虑到j开展生物教学的高雯 ， 为中字放师 保臼理学各在Di一

名 。 接着 h母 ïlT科协{寸主陀刘吉在会上让|话 ， 对 上海细胞生物学学会的成立表示祝贺。

下午举行了上海细胞生物学学会第一届理事会第一次会议， 推选庄三李德任 j亚 平坛 ， /元二~'1圳 、 巳: 1五 iJí~ 卫Jl ~Þ

长、胡兆庆任秘书民。 ) 1 )A -tii':而与世-及二方而 ì't ì合丁子F民年术活动等亏的、L .

Uvi;己以 )
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