
率明显低于观察组#两组患者比较差异有统计学意义$

;

&

$-$!

%+

/-'

!

两组
&W(

治疗前后比较
!

见表
)

+观察组与治疗组在改

善
&W(

方面差异无统计学意义$

;

'

$-$!

%+

表
"

!

两组疗效比较

组别
1

显效 有效 无效 总有效率$

0

%

观察组
)$ "# ! / /1-/

治疗组
)$ ..

=

/ "

=

*1-/

=

!!

注!与观察组比较#

=

;

&

$-$!

+

表
.

!

两组不良反应比较

组别
1

肌肉震颤 心律失常 恶心 总发生率$

0

%

观察组
)$ ) . 1 )1-/

治疗组
)$ $

=

" .

=

"$-$

=

!!

注!与观察组比较#

=

;

&

$-$!

+

表
)

!

两组
&W(

治疗前后比较%

Ed/

&

组别
1

治疗前
&W(

$

R

"

?B7

% 治疗后
&W(

$

R

"

?B7

%

;

观察组
)$ "#"-.!d"$-!1 ./$-"2d")-/*

&

$-$!

治疗组
)$ "#)-/!d""-)/ .//-2)d"2-#.

&

$-$!

'

!

讨
!!

论

中度哮喘发作时主要雾化吸入速效
&

.

受体激动剂和激

素#在此基础上联合应用茶碱类药物可迅速缓解患者的症状+

茶碱具有舒张支气管平滑肌作用#并具有强心,利尿,扩张冠状

动脉,兴奋呼吸中枢和呼吸肌等作用)

2

*

+有研究资料显示#低

浓度茶碱具有抗炎和免疫调节作用+作为症状缓解药#尽管现

在临床上在治疗哮喘时仍然静脉使用茶碱#但短效茶碱治疗哮

喘发作或恶化还存在争议#但是它可能改善呼吸驱动力+茶碱

虽然有扩张支气管的作用#但其不良反应较大+在治疗哮喘时

应在使用茶碱时联合雾化吸入治疗以减少茶碱用量#防治茶碱

中毒的概率+本文研究结果显示#应用多索茶碱与氨茶碱对患

者进行治疗#患者临床症状与体征均能够明显改善#而多索茶

碱其有效率却明显的高于氨茶碱#两组患者均具有一定的不良

反应发生率#此外口服氨茶碱伴有恶心,呕吐,心悸,心律失常,

血压下降,抽搐,惊厥#少数人可有兴奋失眠等)

!

*

+但治疗组不

良反应显著低于观察组#这与相关的文献报道相一致)

1

*

+但其

不良反应的发生率却明显的低于氨茶碱+多索茶碱与传统的

茶碱类药物进行对比#安全有效#费用也不高#不良反应明显减

少#应予临床普遍推广应用+
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!临床研究!

神经元蛋白含量测定方法的比较研究

魏
!

聪"

!刘远程"

!刘
!

寒.

%

"泸州医学院(

"-

附属中医医院检验科'

.-

电教中心!四川泸州
!

121$$$

#

!!

"摘要#

!

目的
!

为培养的小鼠神经元蛋白质含量测定选择最佳方案$方法
!

采用四种较为常用的蛋白质含量

测定方法(考马斯亮蓝法"

J:=8E5:8

#&酚试剂法"

R5>:

H

#&二喹啉甲酸"

J,3

#和
JB54X=8Y,

法分别对培养的小鼠神

经元全细胞蛋白质提取样品进行测定!并对结果进行比较$结果
!

蛋白质含量测定及重复性实验对比分析可见!用

J:=8E5:8

&

J,3

和
JB54X=8Y,

法测定神经元蛋白质样品!结果均较稳定'而
R5>:

H

法不稳定$结论
!

确定神经元蛋

白含量的最佳测定方法为
JB54X=8Y,

法$

"关键词#

!

双向电泳'

!

蛋白质含量测定'

!

酚试剂法

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$/&$1&%'%

文献标志码$

3

文章编号$

"1/.4*2!!

"

.$".

#

"24"/)#4$)

!!

双向电泳$

.4YW

%作为蛋白质组研究的三大核心技术之

一#是目前分离复杂蛋白质组分最常用的工具+而蛋白质样品

的制备及蛋白质含量的测定则是双向电泳的基础+在双向电

泳之前必须对蛋白质含量进行测定以确定蛋白质的上样量#如

果测定结果不精确会对蛋白质电泳的结果造成相当大的影

响)

"

*

+因此#蛋白质含量测定是蛋白质组分析中一项基本而重

要的环节+

由于不同组织,不同细胞中的蛋白质的差异具有统计学意

义#它们对蛋白质含量测定方法也有不同的要求+针对不同的

组织细胞如何选择一种适合,简便,快速,灵敏的蛋白质含量测

-

#)/"

-
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定方法就成为首先要解决的问题+目前蛋白质含量的测定方

法有十几种#一般实验室中最常用的是考马斯亮蓝法$

J:=84

E5:8

%,酚试剂法$

R5>:

H

%,二喹啉甲酸$

J,3

%和
JB54X=8Y,

法+为了比较这几种方法在神经细胞蛋白样品测定中的优缺

点#本研究采用以上
2

种方法分别测定培养的成年小鼠神经细

胞蛋白质含量并进行比较#最后通过十二烷基硫酸钠$

IYI

%

4

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

IYI4&3eW

%进一步验证测定结果#为神

经元蛋白质含量测定选取适宜的测定方法#为后续实验研究提

供有力的技术保障+

$

!

材料与方法

$-$

!

试剂
!

丙烯酰胺,甲叉双丙烯酰胺,甘氨酸,过硫酸铵,标

准蛋白,尿素,酚试剂,两性电解质$

JB5C

H

<9

%,

IYI

,磷酸三丁酯

$

+J&

%,丙磺酸$

,%3&I

%,四甲基乙二胺$

+WSWY

%,

JB54X=8

Y,

蛋白测定试剂盒#均购自
JB54X=8

公司(

e4.!$

为
IB

G

?=

公

司产品(其他常用试剂为国产分析纯+

$-/

!

溶液配制

$-/-$

!

细胞裂解液
!

20,%3&I

#

#?5C

"

R

尿素#

"0+J&

#

$-!0JB5C

H

<9

由纯水配置而成+

$-/-/

!

固定液
!

!$0

甲醇#

"$0

乙酸#

2$0

蒸馏水+

$-/-'

!

显色液
!

$-.!0 J:=8E5:8e4.!$

#由固定液配置而成+

$-/-1

!

标准蛋白
!

用细胞裂解液将标准蛋白配制成浓度为
!

?

G

"

?R

的母液#临用前稀释为
.?

G

"

?R

+

$-'

!

实验方法

$-'-$

!

蛋白质的提取
!

用含
$-$.0WY+3

的
$-.!0

的胰酶

收集培养瓶中小鼠神经细胞)

.

*

#

"!$$:

"

?B7

离心后取细胞沉

淀#按
"m!

的比例加入细胞裂解液#

2V

震荡
)$?B7

+

2V

#

".

$$$:

"

?B7

离心
"@

#收集的上清液即为蛋白质提取物+分装#

h#$V

保存备用+

$-'-/

!

蛋白质含量的测定

$-'-/-$

!

J:=8E5:8

法
!

以不含
JB5C

H

<9

的细胞裂解液为空白#

.?

G

"

?R

标准蛋白作标准#按参考文献)

)

*操作#测定神经细

胞的蛋白质含量+每个样本为三复孔#取平均值计算其蛋白质

含量+

$-'-/-/

!

R5>:

H

法
!

按参考文献)

2

*操作#先加入
!?R

碱性

铜液#室温放置
"$?B7

#再快速加入
$-!?R

酚试剂#摇匀#室

温放置
)$?B7

#用
1!$7?

波长比色+余同上+

$-'-/-'

!

J,3

法
!

按参考文献)

!

*操作#将样品溶液与工作

试剂混合#

)/V

放置
)$?B7

#用
!1.7?

波长比色+余同上+

$-'-/-1

!

改良
JB54X=8Y,

法
!

JB54X=8Y,

法是
JB54X=8

公

司为了减少蛋白质样品中一些还原剂,去污剂对蛋白质含量测

定的影响而在
R5>:

H

法的基础上建立的一种蛋白质含量的测

定方法#它主要包括了试剂
3

,试剂
J

,试剂
,)

种#但是在应

用过程中#本实验人员发现该法仍然存在一些不足之处#故对

此法作了以下的一些技术改良#具体如下$

"

%试剂
,

的处理!

"

?R

试剂
3

中加入试剂
J.$

-

R

#混匀#立刻加热使之澄清#需

临用前配制+$

.

%加入试剂
,

,试剂
J

后的两次静置都需要避

光放置+其余步骤按试剂盒要求操作#余同上+

$-'-'

!

IYI4&3eW

!

按文献)

1

*的电泳法进行#每个加样孔依

次加入按以上
2

种方法测定的
"$$

-

G

蛋白质#各为双复孔#再

进行
IYI4&3eW

!浓缩胶电流
#?3

"

F?

#分离胶电流
"!?3

"

F?

#直至溴酚蓝前沿至胶前沿约
"F?

处停止电泳+经
J:=84

E5:=C

染色后观察电泳图谱#对采用不同蛋白质含量测定方法

所得的等量蛋白质电泳图谱#进行对比+

/

!

结
!!

果

/-$

!

神经细胞蛋白质含量的测定
!

用以上
2

种方法#以标准

蛋白为测定经培养的成年小鼠神经细胞蛋白质#样品分别用细

胞裂解液稀释
"

倍#结果见表
"

+

表
"

!

2

种方法测定神经细胞蛋白质的含量%

?

G

*

R

+

Ed/

&

方法 神经细胞蛋白质

J:=8E5:8

法
.-$")d$-$."

R5>:

H

法
.-/!)d$-"!*

J,3

法
.-"")d$-$)"

JB54X=8Y,

法
.-*)2d$-$.$

/-/

!

实验性重复
!

取
)

份不同成年小鼠神经细胞蛋白质样品

$样品用细胞裂解液稀释
"

倍%#采用以上
2

种方法每份重复

"$

次+求均数$

E

%和标准差$

/

%并测定批内变异系数#结果见

表
.

+另取
"

份成年小鼠神经细胞蛋白质样品#连续测定
/8

#

每天
"

次#结果见表
)

+

表
.

!

2

种方法测定结果的批内变异系数%

0

+

Ed/

&

方法 神经细胞蛋白质

J:=8E5:8

法
.-1d$-$.

R5>:

H

法
2-*d$-$1

J,3

法
.-)d$-$)

JB54X=8Y,

法
)-"d$-$.

表
)

!

2

种方法测定结果的批间变异系数%

0

+

Ed/

&

方法 神经细胞蛋白质

J:=8E5:8

法
.-/d$-$2

R5>:

H

法
!-*d$-$/

J,3

法
.-#d$-$)

JB54X=8Y,

法
.-*d$-$)

'

!

讨
!!

论

'-$

!

测定结果和重复性实验显示
!

对于神经细胞蛋白质样

品#

J:=8E5:8

法和
J,3

法的结果略低于改良
JB54X=8Y,

法#

批内系数和批间系数都较为稳定#

R5>:

H

法的批内系数和批间

系数皆偏高#提示测定结果不稳定+

IYI4&3eW

电泳图谱显示

与蛋白质含量测定结果基本一致+神经细胞蛋白质样品#改良

JB54X=8Y,

法测定样品的电泳效果明显好于
J:=8E5:8

法,

J,3

法和
R5>:

H

法#条带清晰,无拖尾现象+

'-/

!

由于在蛋白质提取中广泛应用的两性电解质,变性剂和

去污剂等可能对实验结果造成影响#本研究观察了两性电解质

JB5C

H

<9

对蛋白质测定的影响)

"

*

+在蛋白质含量测定过程中#

分别采用含有和不含有
JB5C

H

<9

的细胞裂解液作为空白#观察

JB5C

H

<9

对实验结果的影响+结果表明对于
J:=8E5:8

法,

J,3

法和
R5>:

H

法#若选用含有
JB5C

H

<9

的细胞裂解液为空白#空白

管背景色会明显加深#导致蛋白质含量的测定结果明显偏低#

甚至测不出结果#原因可能与
JB5C

H

<9

的多氨基多羧酸结构与

-

*)/"

-
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X.!$

显色液或酚试剂的某些基团发生反应#从而导致使标本

底偏高#影响实验结果#但确切原因仍有待于进一步的实验研

究+对于改良
JB54X=8Y,

法#若选用含有
JB5C

H

<9

的细胞裂解

液为空白#则蛋白质含量的测定结果明显比不含有
JB5C

H

<9

的

细胞裂解液为空白的测定结果较高#约提高
.$0

左右#故在测

定过程中最好以不含
JB5C

H

<9

的细胞裂解液为对照#蛋白质样

品在样品测定后再加入
JB5C

H

<9

+实验结果显示对于神经细胞

蛋白质含量测定可选用
J:=8E5:8

法,

J,3

法和改良
JB54X=8

Y,

法+其中改良
JB54X=8Y,

法更佳+

R5>:

H

法不适于神经

细胞蛋白质含量测定#这可能与神经细胞中脂质含量比较高#

细胞裂解液中的一些还原剂和去污剂影响测定结果有关+
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!临床研究!

快速自动微板血源筛查法在疑难配血中的应用

钟展华!严凤好!李雪群!万小春"广东省惠州市中心血站
!

!"1$$$

#

!!

"摘要#

!

目的
!

建立一种为需要进行疑难配血的患者自动化&快速&准确的血源筛查方法$方法
!

从医院送检

的疑难配血标本中选取
.

个具有代表性的标本!一个标本同时含有
]

G

e

类抗
4,

和抗
49

!另一个标本含有
]

G

e

类抗
4

Y

!使用
Z

型板&凝聚胺溶液和自动加样器联合应用的方法在
!.#

个供血者全血标本中为上述两个标本筛查相合血

源!同时使用手工试管法进行平行实验!记录并对比上述两种方法筛查总过程使用的时间!筛查出的供者标本数$

结果
!

快速微板自动血源筛查法&试管法均能筛查出相合血源!微孔板筛查所需要的总时间较短!试剂用量也较少$

结论
!

快速微板自动血源筛查法在疑难配血中筛查相合血源!具有快速&准确的效果$

"关键词#

!

快速自动微板血源筛查法'

!

凝聚胺溶液'

!

疑难配血

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$/&$1&%'$

文献标志码$

3

文章编号$

"1/.4*2!!

"

.$".

#

"24"/2$4$.

!!

输血前试验的
)

个步骤!

3JP

,

X@Y

血型检定,抗体筛查

和交叉配血是保证临床输血的安全和有效手段#通常情况下#

只要
3JP

,

X@Y

血型检定正确#供$受%者
3JP

,

X@Y

同型配血

都是相容的(如果同型配血不相容#则被称疑难配血#在疑难

配血中#医务人员有时遇到的情况是受血者血清中含有临床意

义的同种抗体#需要筛选相应抗原阴性的供血者+如果相应抗

原阴性的供血者$特别是多种抗原同时为阴性的%在人群中的

频率较低的时候#就需要对大量的供血者标本进行筛查#才能

筛选出相应抗原阴性的供血者+作者建立一种使用
Z

型板,

凝聚胺溶液,全自动加样器联合应用的自动化,快速,准确的供

血者标本快速筛查方法#可以为需要进行疑难配血的受血者从

血站的血库中快速筛查出相合血液#现报道如下+

$

!

资料与方法

$-$

!

标本来源
!

本市医院
.$"$

年至
.$""

年送检到本实验室

的疑难配血标本
""#

例#本课题选取有代表性的标本
.

例#分

别标号
UP-"

,

UP-.

+

UP-"

为已经确认血清中同时含有
]

G

e

类型抗
49

,抗
4,

,.

P

/型受血者标本#

UP-.

为已经确认含
]

G

e

类型的抗
4Y

.

P

/型受血者标本+

.$""

年
!

月
"1

!

"*

日在本

站献血的献血者全血标本
!.#

例#血型均为
P

型#标本均按

0献血者健康检查标准1化验完毕且均合格+

$-/

!

主要试剂
!

J3IP

凝聚胺三步法试剂#由珠海贝索公司

生产(抗球蛋白,谱细胞,

]

G

S

的 抗
4Y

,抗
4W

,抗
49

,抗
4,

,抗
4F

试

剂均由上海血液生物医药有限公司生产(抗
S

,

U

#,

O=

,

TOK

,

I

,

;

试剂由加拿大
Y5?B7B57

公司生产,已经本实验室确认的
"

人份无意外抗体及自身抗体的献血者红细胞和血浆,生理盐

水+以上试剂均在有效期内使用+

$-'

!

主要器材
!

I+3X

全自动加样器#瑞士
%=?BC<57

公司生

产#配套英文控制软件版本为
)-.-$-).#*

(恒温振荡器$上海

微百科技%(

,+1Y

平板离心机$日本日立%(

Yg41$$I

三用水浴

箱$广东环凯%(

g34..$$

离心机$日本久保田%(

=7<@5;@<)

酶

标仪$奥地利
=7<@5;

%(

"$

!

"$$

-

R

,

.$

!

.$$

-

R

可调量程微量

移液器$美国
+@9:?5

%(

*1

孔
Z

型板和
*1

孔平底板+

$-1

!

疑难配血标本的处理
!

用常规方法对医院送检的疑难标

本进行检测#包括血型鉴定和抗体筛查#使用手工试管法和

J3IP

凝聚胺试剂#判定疑难配血的标本所含的抗体类型及是

否含有自身抗体+

$-2

!

I+3X

全自动加样仪过程

$-2-$

!

将
""#

个献血者全血标本分
!

次排列在
I+3X

加样器

上#将献血者的全血标本进行稀释到
!0

后进行加样#用平底

板做稀释板#将献血者稀释后的血样分别加
)$

-

R

到
.

块
Z

型板上+

$-2-/

!

将标本
UP-"

和
UP-.

的标本分别加
)$

-

R

到
.

块
Z

-

$2/"

-

检验医学与临床
.$".

年
/

月第
*

卷第
"2

期
!

R=KS98,CB7

!

T6C

H

.$".

!

'5C-*

!

U5-"2




