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摘 要

木文报告了应用国产 F J一 353 液体闪澡计数器
,

在水溶液中对 ’ ZP 所标记的一些生物 样

品 : 消化的红血细胞溶液和低活性的水稻幼苗 R N A 提取液进行切伦科夫计数的结果
,

样品

的计数率一般比 G一M计数法提高约 2 一 4 倍左右
。

在生物样品中存在颜色时会产生淬灭而使计数率下降
,

这可以通过脱色或用其他淬灭校

正法消除
。

当带电的快速粒子以均匀速度通过透明介质时
,

其电磁波脉冲使粒子轨迹附近的物

质暂时极化
,

同时每一个极化的粒子都成了辐射中心
,

并放射出电磁波
,

这些电磁波互

相干涉而抵消
,

当带电粒子速度` ) 青c( 为光速 = ” ” , ” ’ 。厘米 /秒” ,

为介质折射钓 时
,

就会互相迭加而产生电磁辐射
,

即 “ 切伦科夫辐射
” 。

根据
“ 切伦科夫辐射

”
的原理

,

人们利用水作为介质
,

方便地测量高能夕核素如
3 “
P,

“ N O , “
05

1

一
。
0Y

, 名6 R乙等的放射性
,

采用这种方法能够测量高能 夕辐射 体 的 低 水 平放

射性
,

山田昭二 ( 1 9 6 2 ) 〔
` 〕报告了应用切伦科夫辐射可探测水中的浓度低达 1 0

“ 7
微 居 里

/ 毫升的
。。 S:
一 90 Y

。

不少学者已把这种技术用于生物 样 品 的 测 量 上
。

H
a n

en l o r e
等

( 196 4 ) 川 测量组织薄片样品 (重量 30 — 50 毫克 )中的
2 4N a

(在水溶液中 ) 的放射性
,

G ou ld 等 ( 1 9 7 2 ) 〔3〕报导了在光 (合 )磷酸化的研究中应用切伦科夫计数技术测量 “ P的优越

性
.

上海农科院 ( 1 9” ) 〔
`
) 应用切伦科夫计算法

,

用吕
甲示踪研究土壤中的磷肥形态

。

我们从生物学示踪的实际需要出发
,

考虑到样品数量多
,

有的样品体积大或活性低

的特点
,

有必要建立切伦科夫计算技术
,

因而对此作了一些初步的试验
.

材 料 与 方 法

1
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.
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G一 M钟罩型计数管
。

2
。

材 料

① 核素
:

N a z 3 2H P O 。
为北京4 0 1所提供

.

。 生物材料与方法
:

A
.

血液样品
:

健康人血由广州市血站所提供 , 鸡
、

兔
、

豚鼠血取自木系动 物 饲 养

场
。

鸡自翼下动脉取血
,

兔
、

豚鼠于心脏穿刺取血
。

B
。

血球的标记
:

取 N a Z
H ” Z P O

;

10 微升含有 4一 6微居里 〔“ “ 〕于 10 毫升离心管中
,

并用

0
.

1毫升生理盐水稀释摇匀
,

加入2毫升抗凝血 (或 2
。
5毫升抗凝血内含。

。
5毫升 16 4 0 细胞

培养液 )摇匀
,

取 o
。
2毫升全血准备消化

,

其余血样在 37 ℃ (鸡血为 40 ℃ )水浴中孵 育 1一

1
.

5小时
,

每隔 15 分钟摇动一次
,

保温完毕
,

在 3 0 0 0转 / 分离心机中分离血球
,

小 心 吸

去上清液
,

并用生理盐水将沉淀的血球洗涤三次
,

使洗涤液 接 近 本底水平
,

弃去上清

液 (不要移去红 血胞 )
,

并用生理盐水回复至原来体积
,

取 0
.

2毫升血球悬液 (即标记红血

球 )准备消化
。

全血及血球之消化
:

参考动物组织的消化方法 氏
8〕将上述全血和血球样品 0

.

2 毫 升

(或。
。

25 毫升 )置于试管中
,

加入 2 毫升甲酸
, 1 毫升过氧化氢

, 1 滴辛醇
,

把试管置于

水浴 ( 80 ℃ )中消化约 10 一 30 分钟
,

至消化液呈淡微黄色为止
。

另取 。
。
2毫升悬浮 血 球

,

加入 3 毫升蒸馏水使溶血
,

作不退色的对照
,

观察颜色淬灭的影响
.

C
.

样品的测量
:

用注射器定量取 10 0微升之消化血样 2 ~ 3 个平行样品
,

然 后 加

入 5 毫升蒸馏水于闪烁瓶中
,

另取等量血样在测量小碟上于红外线灯下烘千
,

分别在液

体闪烁计数器及 G一 M计数器上 (样品与 G一 M计数管距离 2 厘米处 )测量其放射性
。

D
。

水稻幼苗的标记 ( R N A的提取和测量 )
:

取水稻三叶期秧苗 60 一 80 株
,

洗去根部

泥沙
,

移入 sZ P比活性为。
.

5微居里 / 毫升的 K n o p培养液中
,

置于室温 19 ℃ 及 25 ℃
,

经

2 4及 4 8小时
,

取出幼苗叶片
,

作R N A的提取
.

水稻叶片 R N A的提取
,

按 J
.

H
.

C h e r r y ( 1 9 7 3 ) 〔
。〕的方法略加修改

,

准备称取 2 0 0 毫

克 (两个平行样品 )于玻璃研淋中加入 4 毫升冷甲醇在冰浴上匀浆
,

匀浆液 在 3 5 0 0转 / 分

下离心 5 分钟弃去上清液
,

再用 4 毫升冷甲醇 (二次 )
,

4 毫升。
。

ZM冷高氯 酸 (二次 )
,

4 毫升冷乙醇 (二次 )洗沉淀离心
,

均弃去上清液再加 5 毫升乙醇乙 醚 ( 2 : 1 )
,

置 于

50 ℃水浴中处理 30 分钟
,

离心弃去上清液
,

在沉淀物中加入 5 毫升 O
。
SM氢氧化钾

,

在 37 ℃

中抽提 16 小时
,

离心所得上清液即为R N A提取液
。

R N A提取液的测量
:

把上述 R N A提取液全部移入闪烁瓶中进行测量
,

样品所带的

黄颜色可用酸中和至无色
,

再进行放射性测量
。

本实验所得之数据
,

经标准差 。 =

了
,

习丝二兰梦
刀 一 l

统计处理
。

实 验 桔 果

( 1 )用
“ Z

P 对红血细胞的标记
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实验表明以
“ Z P标记的人和各种动物的血球标记效率

,

在G一 M计数器和切伦科夫辐

射的测量中
,

其结果相接近
. ”
甲对人血球的标记效率为 2 5

.

8肠 及 26
.

7肠
,

兔 血 球 为

1 3
。
5肠及 15

。

4肠
,

豚鼠为22
。
9肠及 2 3

.

7肠
,

鸡血都为 3
.

2肠
.

各种样品的标记效率虽 较

接近
,

但其计数效率却有明显差异
,

见表 l
。

在颜色淬灭效应的 试 验 中
,

经消 化 退

色处理的样品比不消化带红颜色的样品
,

切伦科夫计数率提高 1
.

5一 1
.

7倍
,

结果如表 2

所示
。

表 z 用“ Z
P标记血液 C

e r e n k o v
计数与 G一M 计数 C P m 比较

全全全 血血 血 球球 血球标记效率率

AAAAAAA BBB 连连 CCC DDD 里里 %%% %%%

CCCCC e r e n k o vvv G一 M计数数 BBB C e r e n k o vvv G一M 计数数 DDD C e r e n k o vvv G一M计数数

计计计 数数数数 计 数
、、、、

计数数数

人人人 10 1 0 1士2 2 1 333 3 2 1 2+ 9 1 888 3
。

111 2 70 6士4 9222 8 30士 1 9 222 3
。
333 2 6

。

777 2 5
。

888

兔兔兔 1 36 24士2 1 4 999 39 2 1土 1 0 111 3
。

555 2 1 0 1士 10 333 5 30+ 台444 4
。

000 1 5
。

444 1 3
。

555

豚豚鼠鼠 13 5 14士 33 333 4 5 0 9士1 3000 3
。

000 3 20 9+ 888 103 5士8 111 3
。

111 2 3
。

777 22
。

999

鸡鸡鸡 e 63 0士6 4 333 2 76 0士3 7 000 3
。

555 31 2士8 111 9 0+ 1 000 3
。
555 3

。

222 3

:
222

表 2 颜 色伴灭对许数率的影响

标标标记血球经消化 和退色处理理 未经消化和不退色处理理

AAAAAAA BBB 奎奎 CCC 奎奎 DDD 旦旦
CCCCC e r 亡n k o vvv C一 M计数数 BBB C e r e n k o vvv BBB G一 M计数数 DDD

计计计数数数数 计数数数数数

人人血球球 319 8士2 4 444 620士 2 222 5
。

222 20 64士 6 333 1
。

555 5 85士 1000 1
。

000

兔兔血球球 2 78 3士9 555 8 50士 1000 妞
.

333 17 11士 9000 1
。

666 6 91士 1000 1
。

222

屏屏鼠血球球 3 00 0士1 5777 7 11士 10222 4
。

222 17 76+ 6999 1
。

777 68 1士999 1
。
000

月......,!J

!

( 2 )
“ “

P标记的 R N A提取液的测量结果

以“ Z
P标记的水稻三叶期幼苗

,

用上述方法进行 R N A 提取
,

由于活性太低
,

把每个样

品的全部提取液 ( 约 5 毫升 ) 装入计数瓶中
,

切伦科夫计数的结果如表 3
。

实验表明
,

在合适水稻生长的温度 ( 25 ℃ ) 下处理
, s ,

P` 众N A 提取液的 c Pm为 1 37 土 17
,

而室温

19 ℃处理组
,

由于温度偏低
,

其
“ “ P一 R N A提取液的 C P m 明显降低为64 士 2 5

.

48 小时取

样的结果
,

由于示踪时间延长
,

植物能充分吸取韶 P合成体内物质
,

因此 R N A 提取液的

计数率在两种温度下都比24 小时增高一 倍
,

分 别 为 3 53 士 92 及 146 士 2 1
。

加 酸 退 色

后
“ 3 P一 RN A提取液各组的计数率都有所提高

。
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表 3 用 “
aP 标记的水稻幼 苗 R N A提取液浏量结果

未未未退色的的 加酸退色的的 AAA 未退色的的 加酸退色的的 里里
33333 2
P一 R N AAA 3: P一 R N AAA BBB 3 2P一 R N AAA s Z

P一 R N AAA DDD

提提提取液液 提取浓浓浓 提取液液 提取液液液

((((( C P m ))) ( C P m ))))) ( C P m ))) ( C P M )))))

((((( B ))) ( A ))))) ( D ))) ( C )))))

取取样时间间 2 4小时时 4 8小时时

2225
O

C幼苗苗 1 3 7士 1777 2 37士 1000 l
。

777 35 3士 9222 5 8 7士 1 9777 1
。

777

1119
O

C苗幼幼 64+ 2 555 11 5士 3 111 1
。

888 1 4 6士 2 111 2 0 2士 1 888 1
。

444

讨 论

( 1 ) 由于磷是组成红细胞的成份之一
,

当
“
甲进入红血球后 与非放射性磷 酸 根 离

子一起迅速地参与磷代谢活动 ( 包括磷酸化作用 ) 川
,

在新生成的磷酸醋分子以 及 血

细胞中含磷的组分中
,

便含有韶 P
,

根据有关资料
,

用
“
甲对正常人血球的 标 记 效 率 为

18 一 25 % 闰
,

也有报导为30 %
,

我们的实验结果为25
.

8 %
,

与 上 述 报 导 相 接近
.

至

于
3 2 P对动物血球的标记效率较少报导

.

前人的工作着重应用各种核素标记 血 球
,

研 究

血细胞的寿命
,

或用于测定动物血容量以及研究血浆中磷醋代谢的速率等等
。

我们用对

人的血球标记的实验条件和操作步骤多次重 复
,

应用于鸡血细胞的标记
,

但标记效率较

低
,

仅为 3
.

2肠
,

鸡为鸟类动物
,

血球的结构与其他哺乳动物不向之处是其红血球有核
,

至于标记效率为什么这么低 ? 是否由于细胞膜透性有所不同还是由于细胞化学成份的特

性
,

使 32 P难与结合
,

抑或其它原因
,

有待进一步的研究
.

鼠
、

兔红血球的标记效率也有所不同
,

这些结果说明不同种类动物血液中磷代谢作用

有很大的差异
,

我们通过用
“ “

P标记各种红血球
,

然后用切伦科夫计数法和 G一M计数器

的测定法分别测量其标记效率
,

并比较两种测量方法的计数效率
。

实验表明
,

两种方法

所测得的标记效率颇为接近
,

但其计数率则有差异
,

前者比后者高 2一 4倍
,

这是由于水

样本身可以直接作为发光体
,

放射性物质能够比较均匀地分散在水相中
,

而当用 G一 M

计数管来测量口粒子时
,

则由于夕粒子通过计数壁
,

才能被记录
,

在几何效率上不能象前

者达到 100 %
,

因而切伦科夫计数效率就比较高
。

( 2 ) 核酸是生物体所特有的
、

分子量很大的物质
,

含有C
、

H
、

O
、

N
、
P 等五等元

素
,
来源于生物材料的核酸有一定比例的含磷量

,
因此用

“
甲能够对核酸进行标记 〔 。̀ , ` ’ )

,

本实验仅用 20 0毫克鲜重植物样品进行提取
,

由于材料量少
,

加上提取过程的损失 和 标

记效率
,

计算效率等等因素
,

因此韶 P一R N A的活性是很低的
.

由于切伦科夫计数具有测 量

体积不受限制的特点
,

我们可以方便地把样品的全部体积装进闪 烁 瓶 中 进 行计 数
.

不久前P a ul 等 〔’ 2〕应用切伦科夫计数对
3 2

P一R N A
, “
印一 D N A

, 3“ P一醋类 等 的植物提

取液进行了提高
“ “ P计数效率的研究

,

他们在水溶液
,
}
,
加入一定量的 T r i t 。 ” x

一 100
,

对

上述样品能很好地提高
“
甲的计数效率

。

( 3 ) 生物样品中存在的或实验过程产生的颜色
,

在进行切伦科夫计数之前要进行
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脱色
,

否则计数效率明显下降
。

这是由于切伦科夫辐射也同样受到颜色淬灭的影响
,

因

为颜色缩短了光子的平均自由路程
,

减少光输出
。

在我们上述实验中
,

血液不经消化处

理而带红颜色以及碱性 R N A提取液不加酸中和而带黄颜色
,

都使计数率明 显下降
,

这

是由于这些颜色吸收了切伦科夫光的一部分的结果闭
.

颜色淬灭 也 可用内标准法
、

外

标准法等等加以校正伽〕
.

( 4 ) 切伦科夫辐射技术的优越性
:

在水溶液中应用切伦科夫辐射技术
,

对” P示踪的样品进行放射性测量
,

有许多优越

性
。

水是最好的溶剂
,

各种生物学反应都是在水介质中进行的
,

因此
,

以水为溶剂进行切

伦科夫计数
,

与液体闪烁测量技术比较显得更为简便
、

快速
、

经济
,

样品 制 备 极 为简

单
,

样品测量后还能回收
。

另外
,

可测样品量很大
,

现用的闪烁瓶体积可达 20 毫升
,

克服了闪烁液系统溶水量

有限的缺点
,

对于一些活性较低的提取液如
昌ZP一 R N A

, “ Z P一 DN A等样品
,

可以测量其

全部体积
,

这是 G一 M计数法所不能比似的
。

今 考 文 献

〔 i 〕 山田昭二
,

,

1司位素应用译丛
,

19 6 3
, 2 , 18一 22

.

〔 2 〕 B r a u n s b e r g H
. ,

G u g v e r A
. ,

A n a l
.

B l’o e h e m
. ,

10 ( 29 65 )
,

5 6一 9 0
.

〔 8 〕 G o u l d
, J ,

M
, e t a l

.
, A n a l

.

B l’O e h e 阴
.
, 50 , ( 19 72 )

,

5 40一 5峨5
.

〔 4 〕 王遗宝
,

张国强
,

上海农业科学
,

19” , 3 ,
2 .2

〔 5 〕 H
.

H 伊万诺夫
,

放射性同位素在医学和生物学中的应用
,

人民卫生出版社
,
19 5 7 ,

23 8一 2 1 0
.

〔 6 〕 S m i t h P
.

H
.

S
s l , t

.

J
.

A PP I
.

R a d I’a t
.

I s o t o P e s 2 5 ( 1 9 74 ) , 弓,
13 7一 1 3 0

.

〔 7 〕 F o X B
.

W
.

, T e e h n `夕u e s o j S a 川 P l e P r e 户a r a t`o n f o r L ig u 1’d S e i n t il l a r i o ,:

C o o n t讯夕,

N o r t人一H o l la n d P u b l 。̀ hi路夕 C o m P a n夕 , ( 20 76 ) ,
12 3

.

〔 s 〕 H o u t m a n A
.

C
. s l ”索,

J
, A P P I

.

R a d `a 矛, I s o t o P心 s ,

1 6 ( 1 9 65 ) , 2 ,
65

.

〔 9 〕 J
,

H
,

彻里
,

植物分子生物学实验指导
,

科学出版社
,

( 19 79 )
,

81
.

〔10 〕 K i s s e l e v 0
.

1
.

e t 0 1
. ,

M
o l e e

.

& C e l l
.

B fo e he 川
.

,
6 ( 29 75 ) ,

2 149一 2 5 3
.

〔 1 2〕 V o l e k a e r t G
. e t a j

. ,

刁 n a l
.
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