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简 化 磺 胺 乙 酞 化 测 定 co A

丁兆冲 许友抑 黄溢明

( 生物学系 )

摘 要 本文报道测定辅酶 A ( C o A )活力的简化磺胺乙酞化法
。

该 法 用 鲜 鸽 肝酶液代

替鸽肝丙酮粉
,

设计了一简单装置贮存鲜酶液
,

简化了操作程序
,

测定准确
,

重现性好
.

关健词 磺胺乙酞化
,

乙酞化酶
,

辅酶 A

C o A是机体内调节糖
、

脂肪和蛋白质代谢之重要因子
〔 ` 〕 。

对 C o A 的活力 测 定
,

中

国药典规定用磺胺乙酞化法
〔 2 〕 .

磺胺乙酞化法有许多优点
,

但因制备此法所用 的 鸽 肝

丙酮粉需要 一 20 ℃冰冻条件
,

一般基层单位难以进行
。

此外
,

该法冗长
,

对大批样品难

以同时测定
.

因此
,

我们参考有关文献
〔 “
~

日〕
对原法进行了改进

.

1 材料与方法

1
.

1 试剂与材料 C o A 标准品由广州药检所和上海生物化学制药厂提供
,

用瑞典 标 准

品校正
.

鸽子是市售健康活鸽
,

买回后饲养数天
.

其他试剂均为A R 或 C P 规格
,

购 自

广州化学试剂商店
。

1
。

2 试剂 配制 按按上海市药品检验标准规定
〔 “ 〕 。

1
.

3 新鲜 乙 统化酶的制备 取活鸽数只杀头放血
,

剖腹迅速取出鸽肝
,

剪去脂 肪
,

用

滤纸吸去血液
,

放入装有预冷的。
.

o l m ol / L K H C O
3

溶液的研钵 ( 冰 冻 ) 中 称 重
,

每

g4 肝重共加预冷的。
.

o l m o
l/ L K H C O

。
溶液 l o m l

.

迅速剪碎鸽肝并研磨成匀 浆 状
.

将

匀浆液装入试管中
,

于 30 ℃恒温水浴 h4
,

破坏抽提液中原有的 C o A
,

再经 2 5 0 0 rP m 离心

10 m i n ,

得鲜红澄明酶液
,

即用或依下述方法保存
。

1
.

4 鲜酶液的保存 于冰壶内装入碎冰块
,

用适量粗食盐混匀
。

在冰壶软塞底 部 安一

小钩
.

把要贮存的酶液装入试管中
,

用塑料薄膜封 口扎好
,

吊于软木小钩
,

放入冰壶中

间
,

再添加碎冰块至酶液全部被包围为止
,

加适量粗食盐
,

塞好软木塞
,

加盖
。

冰壶可

在室温下内存酶液
,

放入普通冰箱内冷藏则更佳
。

1
.

5 C o A 之刚 定 步骤 基本步骤如药典所述
.

但是
,

作了如下简化
:

省去原法中 标 准

品和各样品的低剂呈
;
不用公式计算

,

而用标准 C o A 配制。
.

5一 2
.

5 u 的 系 列 浓 度
,

用
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7 21 一分光光度计于 5 45
n m处测定O D值

,

绘出标准曲线 ( 图 1 )
,

根据标准曲线确定被

测 C o A 之活力
。
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图 1 用鲜酶液测定 C o A活力标准曲线

F 19
.

1 T h e s t a n d a r d e u r v e o f d e t e r m i n i n g C o A a e t i v i t y b y f r e o h e n z y m e s

2 结果与讨论

2
。
1 用鲜酶液与丙 酮粉测 定结果的比较 用这两种酶分别测定规定用的 2u 和 1u 于 5 4 5n m

处的 O D值
,

分别是 0
.

1 85 和 0
.

1 8 7
, 0

.

1 65 和 0
.

1 6 5
.

先后重 复 15 次
,

结 果 都 相 似
.

再

将 自己制备的同一批号的C o A针剂用新鲜鸽肝酶液测定后
,

送请上海生物化学制药厂用

鸽肝丙酮粉按药典规定
〔 “ 〕
进行测定

,

结果分别是 56
.

o u 和 5 7
。
o u .

重 复 5 次
,

相 差 甚

少
.

可见
,

尽管鸽子来源不同
,

酶的制法不同
,

操作人 员不同
,

测得之结果也极相近
.

说明用鸽肝鲜酶液代替鸽肝丙酮粉是可行 的
,

而且还解决了制备鸽肝丙酮粉时往往因低

温 ( 一 20 ℃ ) 和减压抽干等条件不易控制而致酶失活 的问题
。

2
.

2 新鲜鸽肝醇液的贮存 鸽肝丙酮粉的主要优点是利于贮存
,

鲜酶液也能贮存 一 定

时间
.

我们用上述简易装置贮存鲜酶液 20 天 ( 每隔 5 夭向室温放置的冰壶内加碎冰块和

粗食盐一次
,

若冰壶是置于冰箱内的则可省去此步 )
,

仍保持鲜酶液原有的 活 力 和颜

色
.

分别用贮存 1
、

3
、

5
、

10
、

15
、

20 天的鲜酶液测定同一批 号的 C o A针剂
,

结果分

别是 5 6
.

0 u ,

5 4
。

o u , 5 5
.

0 u , 5 3
.

0 u , 5 4
.

0 u ,

5 4
。

o u ,

差异很少
。

2
.

3 用鲜酶液测 定的重现性 我们曾 5 次 ( 每次隔一个月 ) 对同一批号的 C o A 针剂进

行测定
,

结果分别是 5 6
.

0 。 , 5 6
。

Z u , 5 6
.

o u , 5 5
.

5 u , 5 5
.

o u ,

表现出很好的重现性
。

2
.

4 结果的计算 原法冗长
,

工作量大
,

易出差错
,

计算麻烦
.

我们经过反复的 测定

比较后
,

改用标准曲线查结果
,

省去原法的低剂量
.

改良后只测高剂量查标准曲线所得

的结果
,

和原法测定高低剂量按公式计算的结果很接近 ( 表 1 )
。
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表 1 标准曲 线法和公式法计算 的结果比较

T a b
.

1 C o m p a r
i s o n o f r e s u l t s e a e u l a t e d b y t h e s t a n d a r d

( C
o A 单位 为 u

)
e u r v e a n d f o r m u l a

序号 标准曲线法 公式法 序
一

号 标准曲线法 公式法

`

42
La几J245峥J4OJn甘,自,自,一0

八U。Q,1八廿
。

4
... .

……
nV八“n甘nU八曰八八曰川八U八曰n

一一十一一一十十十一1 6
。
7

3 0
。
0

2 8
。
8

1 7
。
7

2 8
。
8

2 3 1
。
0

8 3
。
5

1 5 0
。

0

1 8 0
。
0

1 9 0
。
0

4 0
。

0

1 7 0
。

0

1 7
。

0

3 0
。

0

2 8
。

7

1 7
。
8

2 8
。
8

2 3 1
。
2

8 3
。
7

1 5 0
。

0

1 8 0
。
1

1 9 0
。
3

4 0
。
2

1 7 0
。
5

一 1
。
7 6

0

+ O
。
3 5

一 0
。
5 6

0

一 0
。
0 9

一 0
。
2 4

一 0
。
0 6

一 0
。
1 6

一 0
。

50

一 0
。
2 9

2 54
。
4

2 2 5
。
0

1 6 0
。
0

1 5 5
。
6

2 2 1
。
0

1 8 2
。
0

1 8 5
。
0

1 5 3
。
0

2 5 4
。

4

4 0
。

4

5 6
。
0

5 6
。
0

2 5 4
。
5

2 2 4
。
5

1 6 0
。

4

1 5 5
。
8

2 2 0
。
9

1 8 2
。
1

1 8 5
。
6

1 5 2
。
8

2 5 4
。
2

4 0
。
6

5 6
。
1

5 6
。
0

一 0
。
1 8

1314巧161718201921222324123465789101112

。
以公式法的结果为 100 % 计算

可见
,

标准曲线法和公式法计算的结果相差率绝对值最高不超过 1
.

76 帕
,

相差率绝

对值平均为 0
.

25 肠
。

因此
,

改用标准曲线法不但可以
,

而且大大地减少了工作量
,

提高

了工效
。

原法用高低剂量之主要 目的是为了消除样品中的有色成分 的干扰
.

用我们的改良方

法
,

略去低剂量时
,

可在一批测定中增加一支空白管的办法
,

消去样品中有色物质的干扰
。
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