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血浆和组织中皮质酮的荧光测定法

熊　忠　　索有瑞

中国科学院西北高原生物研究所, 810001　西宁

摘　要　皮质酮是肾上腺皮质激素之一。本文试验研究了用荧光分光光度法测定小哺乳动物血浆

和组织中皮质酮含量的方法。方法的线性范围为0101～ 0124ΛgömL ( Κex = 470nm、Κem = 525nm ) ,

标准回收率平均为 9610◊ ,相对标准偏差 (n = 10) 为412%。本法具有快速、简便、准确和灵敏等

特点, 能同时运用于血浆或肾上腺组织中皮质酮的测定。
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　　皮质酮是肾上腺皮质分泌的一种糖皮质激素, 其分泌受下丘脑促肾上腺皮质激素释放激素 (CR F) 和垂

体促肾上腺皮质激素 (A CTH )的调控。目前皮质酮在血浆和组织中含量的测定有荧光分光光度法和放射免疫

测定法, 两者各有优缺点, 比较起来还是多用荧光法测定。早期文献 [1～ 6 ] 报道的方法各异, 实际运用时均

存在操作手续繁杂, 条件要求严格, 分析精度不高等缺点, 而近年来采用荧光法测定皮质酮的文献未见报道,

本文建立了一种适用于一般实验室测定血浆和组织中皮质酮含量的快速简便的方法。

原 理

　　皮质酮经二氯甲烷萃取后在紫外光照射下发出紫蓝色荧光, 再经过硫酸乙醇反萃取, 在470nm 处激发,

发出特定的绿色荧光, 荧光峰在525nm。根据荧光强度与皮质酮含量成正比, 用标准曲线法定量测定血浆或组

织中皮质酮含量。

仪器、试剂和材料

　　一、仪器　R F540型荧光分光光度计。

二、试剂　标准溶液 (100ΛgömL 皮质酮) : 准确称取皮质酮10m g 溶于100mL 无水乙醇中, 使用时取40ΛL

用0104mo löL N aOH 稀至10mL 制成浓度为014ΛgömL 的标准溶液; 二氯甲烷 (分析纯) ; 硫酸乙醇呈色液; 量

取7份分析纯浓硫酸和3份分析纯无水乙醇混和; 0104mo löL N aOH 溶液。

三、材料　 (1) 血浆制备: 将W istar 大鼠迅速断头, 取血, 离心得血浆, 置冰箱- 30℃冷冻贮藏。

(2) 肾上腺组织制备: 大鼠或根田鼠 (M icro tus O econom us) 断头法处死, 剖腹、摘取双侧肾上腺, 仔细剔

去脂肪等结缔组织, 准确称重, 置冰箱- 30℃冷冻贮藏。

测 定 方 法

　　一、样品测定

11血浆皮质酮测定: 取大鼠血浆0150mL , 加入0150mL 0104mo löL N aOH 溶液, 充分混匀后置60mL 分



液漏斗中, 加5mL 二氧甲烷充分振荡2m in, 静置分层后, 弃水相, 用10mL 试管收集二氯甲烷, 加入215mL

(7+ 3) 硫酸乙醇呈色液, 充分摇匀2m in 后静置30m in, 小心用细头吸管将二氧甲烷层吸去, 呈色液静置30m in

后在荧光分光光度计上, Κex = 470nm、Κem = 525nm (激发波长狭缝10nm , 发射波长狭缝20nm )处测定荧光值。

21肾上腺组织皮质酮测定: 在冰水浴中用1mL 0104mo löL N aOH 溶液研磨肾上腺组织, 研磨液在60mL

分液漏斗中经5mL 二氯甲烷萃取, 以下步骤同血浆测定方法。

31标准曲线制作: 将浓度为014ΛgömL 标准液用0104mo löL N aOH 稀释成浓度为: 0102、0104、0106、

0108、0110、0112、0116、0120ΛgömL , 取各浓度标准溶液1100mL 于分液漏斗中, 加5mL 二氯甲烷振荡萃

取, 以下按样品分析手续测定荧光强度值。绘制标准曲线。

实 验 结 果

　　一、荧光物质的光谱特性

图1　皮质酮的激发光谱 (左)和发射光谱 (右)

F ig11　Exc ita tion ( lef t)and em ission

　　　 ( l ight) of corticosterone

　　标准皮质酮和血浆、组织中皮质酮经荧光反应

后形成的荧光物质, 经光谱扫描后显示出一致的光

谱特性,激发波长Κex470nm (狭缝10nm ) ,发射荧乐波

长 Κem 525nm (见图1)。当标准品或样品浓度变化时,

荧光光谱相位不发生改变, 仅改变峰高。

二、线性范围

皮质酮标准溶液在0101～ 0124ΛgömL 范围内呈

现良好的线性关系, 曲线方程为

Y = 328x + 318, r = 019991

　　三、方法精密度

取皮质酮标准品0104ΛgömL 和0120ΛgömL 在不

同时间分别重复测定10次, 以考证方法在实际样品

分析中的精密度, 其结果见表1。

表1　方法的精密度

Tab11　Prec is ion of the method

标准浓度
ΛgömL

n
平均值
ΛgömL

SD R SD (◊ )

0104 10 01039 01002 511

0120 10 01199 01007 315

　　四、标准加入回收

将大鼠血浆3100mL 分成4份, 0150mL 和1100mL 各两份。1份015mL 和1份1mL 各加入0105Λg标准皮质

酮, 进行标准回收实验, 结果见表2。

表2　标准加入回收实验

Tab12　Recovery exper imen ts

血浆量ömL 加入标准öΛgömL 测得值öΛgömL 回收率 (% )

0150 0 01018 ö

0150 0105 01065 94

1100 0 01039 ö

1100 0105 01087 98

832 　　　　　　　　光谱学与光谱分析　　　　　　　　　　　　　第18卷



讨　　论

　　采用本法和经典的Royer肾上腺皮质酮荧光法[5 ]和 Zenker血清皮质酮测定法[6 ]进行比较, 测定同一血

样结果基本一致, 本法测得血浆 (大鼠) 含量为411±0156Λgö100mL , 用 Zerker 法测得为3171±0149Λgö

100mL , 此结果与杜继曾等[7 ]采用 Zenker法测得结果3146±0157Λgö100mL 基本一致。作者用本方法测定了

根田鼠的肾上腺皮质酮水平昼夜节律, 其峰值在上午10: 00 (1132±0112Λgö100m g 湿组织) , 谷值在下午

20: 00 (0147±01054Λgö100m g 湿组织) 根据肾上腺皮质酮白天含量普遍高于黑夜含量的结果, 提出这又是

一个昼行性活动的野生动物的显著特征。

最后, 该方法应注意三点: ①用二氯甲烷萃取皮质酮时, 当有少量乙醇存在时, 会干扰萃取量, 使皮质

酮不能完全被提取。而且随乙醇含量增加, 干扰越大, 最后可能致荧光信号波动不稳; ②皮质酮标准溶液

(指浓度为014ΛgömL 的) 应现用现配; ③硫酸乙醇呈色液配好后在三天之内使用。
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Abstract　Co rtico sterone is one of the adrenal ho rmones. T h is paper repo rted the determ ination of co rt ico s2
terone in p lasm a and tissue of sm all m amm als w ith spectrofluo rom etry. T he linear rela t ionsh ip betw een the

fluo rescence in tensity and the concen tra t ion of co rt ico sterone is over the range of 0101～ 0124ΛgömL ( Κex =

470nm , Κem = 525nm )。T he average rate of standard recovery is 9610% and R SD ( n = 10) is 412%. T h is

m ethod is simp le, rap id and sensit ive.
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