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乳汁 1了舀一雌二醇放射免疫测定方法的改进

张孝明 弓广智 王建辰

( 西北农业大学 家畜生殖 内分泌研究室 )

摘 要

本试验发现 了礼汁中干扰 因素对 J邓一 雌二阵放射 免疫测 定方 法的影响 规

律
。

在标准曲线 中设立一个乳 汁干扰 国素 对照点 ( N
,

管 )
,

计算 时用 N
;

管的

c p 。 (每分仲 计数 、 减去与标准 曲线爪管 i( = O
,

1
,

· ·

… 吧 ) 条件一致的

N
Z

管的 c p m ,

其 差数扰是乳 汁干扰 困素所造 成的 cl) m
。

将 C p m 加入标准曲

线的 B i管 中
,

这 时 iB 管 rA] 灼 C 尸二 〔
一

卜 ( N
, 一 N

:
) 〕与礼汁样 品管 的 cP m 条

件一致
。

用标准曲线 iB 管校正 后的 c p m 计算 出的回 归方程
,

所求出 的 乳汁 1 7日

一雌二醇含量 很接近其真实含量
。

关键词 乳汁
; 17 刀一雌二醇

; 放射免疫测定方法

1 7 日一雌二哼 ( 1 7 日一 E Z

) 是卵巢白然分泌的一种生物活性最强的雌激 素
,

它 在

维持母畜的雌性特征和正常繁值过程中起着
一

;
1

分重要的作用
。

1 7 日一 E Z

主要在肝 脏 中

代谢灭活
,

从尿中排出
,

但还有相当一部分以 未灭活的形式进入 乳汁 中
。

T ur n o : 〔” 用

生物学方法
,

L un aa s 〔 2 〕用荧光分光光度法测定了奶牛乳汁中雌激素的 含 量
。

M on k e t

al
. 〔 3 ’ 首次用放射免疫测定法 ( R I A ) 测定了奶牛脱脂乳中雌二醇和雌酮的含量

,

发现

用高度灵敏和 高度特异的 R I A 测出的乳汁雌激素含量比上述方法测出的含量 低 5 00 一

10 0 0倍
。

N a r e n d r a n e t a l
. t ” ` ’ 用类似方法测定了牛和人脱脂乳中 1 7 日一 E

Z

的含 量
。

但所用 R l八 的主要缺点是脱脂乳中 17 日一 E
:

的含量 低 ( 约 6 5 一 7 。% 的 17 日一 E Z

分布

于乳脂中 )
,

使测值不准确或测不出
,

或不能直接测出全乳汁 中 17 日一 E :

的 含 量
。

aB t ar
e t al

. 〔 6 ’ 采用给标准曲线各管中加入
“ 无激素乳 ” ( 用葡聚糖包膜活性炭液重复

处理过的乳汁 ) 的方法直接测定全乳汁中 1 7日一 E :

的含量
,

表明乳汁与血中 1 7 日一 E :

含量的变化趋势相一致
,

但乳汁中的含量比血中高 2一 3倍
。

这种方法的最大缺点是加入

“ 无激素乳 ” 后标准曲线的拟合度不好
,

直接影响到测值的准确 性
。

M c D o
an ld

。 t a l
.

〔 ’ , 吕’ 对上述方法加以改进
,

发展为不经提取而直接测定脱脂乳中 1 7 日一 E :

的含量
,

但

仍克服不了 17 日一 E
:

含量低的缺点
。

在国内
,

张宏伟
〔 , ’ 首次采用国外 的 IR A

,

测 定

了奶牛初乳中的雌激素含量
。

随着我国奶畜业的发展
,

生产中越来越迫切要求研究奶畜在繁殉生理和繁殖病理状

本文于 19 8 6年 9月 2 3 日收到
。

. 兽医八六届学生
。
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况下 1 7日一 E Z

的含量变化
。

与血样测定相比较
,

奶样易于采集
,

不需特殊处 理
,

也 不

会影响生产单位的经济收入
。

再
一

者
,

对不 孕奶畜人工诱 导泌乳所产乳汁 中 1 7 日一 E :

含

量是否会影响吃奶者的健康
, 口服含有雌激素的避孕药物的哺乳妇女乳汁中的雌激素含

量是否对婴儿发育有影响等问题
,

都急需建立测定全乳汁 1 7 日一 E Z

含量的方法
。

本研究 的目的是对以前的方法加以 改进
,

建立起一种操作筒单和测值准确 的 全 乳

1 7 日一 E
Z

的放射免疫测定方法
。

材 料 和 方 法

1
.

乳汁样品 在西北农业大学畜牧场随机选取 15 只健康
、

正常分娩后 10 天的西农

萨能奶山羊
, 1 9 8 6年 2至 4月

,

每 4 天上午 ( 7 : 3 0一 9 : 的 ) 采集中间乳 6 一 10 ml
,

立即装

入冰壶中送实验室 一 20 ℃ 保存待测
。

2
.

试剂 ① ( 6 ,
7 一

3
H ) 1 7 日一 E

Z ,

上海原子核研 究 所 生 产
,

比 放 射 性 为

3 9
.

4 iC / m m ol
,

用无水 乙醇配制成 s o o o cP m八 2
.

5川的工作液
; ② 1 7日一 E Z

标 准 品
,

上

海十 二药厂生产
,

用无水 乙醇配制成 1 p g /川的工作液 , ③雌 二醇抗血清
,

上海 市 内分

泌研究 所生产
,

最佳稀释 倍数为 1 , 2 0 0 0 0 ,

交叉反应性为
: 17 刀 一 E

2 1 00 %
,

雌酮 2
.

5%
,

雌三醇 1
.

。%
,

孕酮
、

17 经孕酮
、

窦酮及皮质醇均小于 0
.

01 % ; ④无水 乙 醇
,

分 析 纯
,

西安化学试剂厂生产
; ⑤ O

.

05 M磷酸盐缓冲液 ( 0
.

o 5M PB S
,

P H 7
.

0 )
, 0

.

1% 明胶磷

酸盐缓冲液 ( 0
.

1% G P B S
, 0

.

05 M
, P H 7

。

o )
, 1

.

0% 葡 聚 糖 包 膜 活 性 炭 悬 浮液

( 0
.

1% D C C ) 及闪烁液均按本研究室以前的方法进行
。

3
.

主要仪器 E 丁 一 2 1 0 0型液体闪烁计数器
,

西安二六二厂生产
,

对
“
H 的探测效

率为 55 % ; 旋涡混合器
,

磁力加热搅拌器
,

康 氏振荡器
。

4
.

操作方法 ①乳汁样品的提取 : 室温下解冻乳样
一

充分摇匀后 吸 l ml 乳汁到

l o lln 具塞刻度离心管中一
加入 6 lnI 无水 乙醇一

旋涡振荡 1分钟
,

静置 1 小 时 左 右

一
, 离心 10 分钟 ( 2 0 0 0转 / 分 )

一
吸 Z ml 上清液于相应的反应管 中 ( 双管 )

一
置恒

温干燥箱中 85 ℃烘干 ( 标准曲线管中加入的标准品也同时烘干 )
。

② R I A操作程序见 表

5
.

计算 ①确定标准曲线回归方程
:

先按表 2计算出回归截距
a 、

回归斜率 b 及

拟合度
r ,

再将
a 、

b 值代入直 线 回 归 方 程 Y = a 十 b X 中
,

即 得 Y ` = 3
.

2 6 4 3 一

2
.

1 2 2 9 X
` 。

②样品中激素含量的计算
:

将

X ( 样品 1 7压 E :

含量 ) = 10

B
。

a 宁 1 11 又
碑

一一一一一二 二一一一 一 l 夕

n 一 到 i

一 b

输入计算器中
,

然后每 输入一个样品的平均 cP m ( 即 n 值 )
,

就可以计算出每管的 17 月

一 E
,

含量 ( p g )
,

再按下列公式求出每毫升乳汁 17 刀 一 E
,

的含量
:

1了月一 E
:

( p g /m l)
= 17 刀 一 E

:

( p g /管 ) x 提取液量 ( 6 m l ) + 乳汁水分 ( 0
.

6 一 0
.

s m l )

测定用抽提液量 ( 2 m l )

= 1 7 召一 E
,

( P g /管 ) x 3
.

3 ( 或 3
.

4 )
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表 1 乳汁 1了刀一 巨
:

川 A 操作程序

管号

标 准 品

l p g / 子̀ l

( 拼 l )

T

N 2 m l抽提 液 8 5℃

左右N

三
烘干

1 O

之沙

)介涡振

荡 2 0秒
,

4 ℃反

应 1口小

时以上
,

或者在

3 8℃水

浴中反

应 30 分

钟
,

置

冰浴 中

1 5分终

止反应

5 0

1 0 0

3
H 一 E :

一 { 抗 血 、:

吕OOO C p m / { 一
, . `飞。 . 、 ` 、 八 .

, n 尸 t 1 1 1 ` 乙 、少 U U 甘
`

上乙 . 。 子̀ 1 一
’ _

!

二
一“ ` ’ 一

…” …
一

二里
) 一…

一 i全i
-

…
干

…些塑呈生兰 {
一

竺i ;一…或 …二生i当乡)二兰…
一2竺

.

…
8 5℃

阵经翌梦
5 。二兰…

一竺
一…三…一少一…一

_

些全一…白 …一星一…
, {

』

{刊二 一 八 。 {

卫全尸 …不…一生兰一 {
一 竺i

一

…
`

…一
()

.

2

…
一三里竺一……一 叼 …
一少兰i

-

{ …一 )些{一 ,

一二1互
.

一

{ …一 111 }
一

-

竺11一 …
,一

一
-

i二
-一

…
1 2

·

5

… 一
”

·

2

…

((( G P B S。而 !!!

}

—
lllll

000
.

555

000
.

5 ……
!!!!!

000
。

555

……
0

。

555

000
.

555

000
。

555

000
。

555

000
。

555

ooo
·

5 ---

000
。

555

康氏振

荡 5 分

钟
,

冰

浴 15 分

钟
, 4 0

OO r P m

离心 5

分钟
,

将上清

液倾倒

于盛有

s n飞1闪

烁 液的

闪烁杯

中

2 0 0

批间

样品

2 m l抽提 液

2 m l抽提液

表 2 回归截距 ( a )
、

回归斜率 ( b ) 和拟合度 ( r ) 计算表

下雨兹…一
“

一
”

!
`

平
城武

N

河一
J, ’ ` 一

…
一 ’

一

i’’
一 ’

…
” ”

夯 …一抓
~

一

{称准盒
’

{
c P m l { 1 一 N

,

} 1 {
_

1
管 号 { {

c p m {
一 N

Z

) { { ( % ” } ( ` g X ) \(`
0 9 “ B ,

{ 回归值
,

}
!

1
8 3 8 3

{ … { … … 1 {
T 卜一 l

—
}

8 2 0 7 } … ! } { }

一圳二 i竺土 二一
-

—
-
匕一一

一}一
- -

一一
} 3 } 15 8 9 一

_ {

一 ! 」 …
N

l

}—
{

—
{ 1 5 0 3 … … } … }

一匕主里11竺创
一匕招一一…一

一 ,

一
…
一月

一

一} 5 { 1 5 6
’

} ! } 1 } {
N

:

}— …

—
1 5 0 … l !

} } }

一一 }粤二竺牛一 {
- -

一
…

-

一
…一 !
一

…
一 }

-

一一{ 7 { 2 7 3 0 } { !
·

}
1

{
B
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一

} 2 6 8 1 }
一

10 3生 1 2 5 3 1 1( 3 0
·
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_ _
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{
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} 2 3 2。
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{
2 1 7。

…
8 5一

{
。

一…
1

一 {
4
一
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一一
一

一
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一
—

一
一

一

一
—

一
一

一
一 一

一一
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,

I Op 。

…份…器…
2 0 3 2

…
3 3 8 5

1
1 8 8 2

…
7 4
一

…
1

一 1
1

一…
1 。
一

: …兰匕{翌〔…竺应{里少
9 。

…
__

:坐
27 9

…
_

丝
S Op g

】器…器
1 2 5 1

…
2 6 0 4

…
1 10 1

…
4 3
一

…
1

一…一…
4 5
一

)……引益{
一

少兰
_

…丽丁飞……丽下…匹…三扭…
2 。。p g

…会…令…
5 4 9

…
1 9 0 2

…
3 9 9

{
1 5
一

…
2

一…一…一
a = 3

。

2 6 4 3 b = 一 2
.

1 2 2 9 r = 一O
。

9 9 9 0

·
标准品回归值要用

+
( N

、一 N Z ) 栏 的cP m计算
。

结 果

( 一 ) 回收率

将已知量的 17 刀 一 E :

标准品加入同一样品中
,

混 匀后 的提取与测定方法均 与 样 品

相同
,

五批测定的回收率见表 3
。

表 3 乳汁中加入 17 月 一 E Z

标准品的回收率

, L 汁 量 …力口入 1 7尽 一 E :

… 回收量 ( p g ,

已经体积换算 ) } 回 收 率

」标准品 ( p g ’ … 平 均 数 … 标 准 差 … ` % ’

一
1

.

一万谕
而

一

…一 i办` 一…一
2

.

1 3

…
8 9

.

7 2

… 6 0
·

0 0

…
` 7

·

` 2

…
7

·

9 。

…
1

1。。
·

。。

…
1 0 6

·

1 2

}
3

·

1 4

…
1 0 6

·

1 2

{
’

1 2 0
·

。。

!
1 2 1

.

6 4

{
1 0

.

2 5
{

1 0 1
.

3 7

一l不
一

}
2。。

.

。。

厂
18 0

.

3 8

下一丁而
-

-
- -

-

一斌
6 9
一

.

_

) :
.

“
.

……
…

.

于
` “

· r

。“ …

…
二

二

…资{:
.

: 4 8
: . `

二

…
二 `

):
二

` 6
.̀ 二 上

:

}
` 0

.

5
·

2 0
.

_
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(二 )精密度

1
.

批 内变异系数 同一乳汁样品分 5份穿插在样品 中测定
,

其变异系数为 9
.

74 %
。

2
.

批间变异系数 同一乳汁什品 在 8 批 中分别测定
,

其变异系数为 1 0
.

13 %
。

( 三 ) 标准曲线拟合度

乳汁样品迸行了 8 批测定
,

其标准曲线拟合度平均为
r = 一 。

.

9 9 8 4
。

( 四 ) 灵敏度

用 2 倍标准差法计
一

算出 8 批测定的灵敏度为 1
.

9 1p g /管
。

( 五 ) 乳汁中 17 刀 一 E
Z

的含量

15 只西农萨能奶 山羊乳汁 1了刀 一 E
Z

含量为
:

2 月份 6 0
,

别 士 32
.

9 3P g /间
; 3 月 份

6 4
.

5 8 士 3 8
.

6 9 p g / m l ; 4 月份 6 7
.

理7士 3 6
.

z 4 p g /
。飞1

。

讨 论

1
.

N
:

管的意义

N
,

管与乳汁样品管相同之处是 既有乳汁的抽提物
,

又加有 0
.

1%明胶磷 酸 盐 缓 冲

液
,

其不同之处是没有加入雌二醇抗血清
。

所以
,

N
,

管的 c p
l n 反映了乳汁干扰 因 素

( 经研究主要是乳脂 ) 和 明胶磷酸盐缓冲液所造成的非特异仁结合的 程 度
。

刀陈么
,

N
,

管的 c p m 减去 N
:

管的 c p m ( G P B S 造成的非特异结合和木厌值等造成的计数 ) 就 是

乳汁干扰 因索造成的计数
。

标准曲线 B 管中没有加入乳汁抽提物
,

只受 G P B S 等的 影

响
。

因此
,

将 N
I 一 N

Z

的 印 m分男}J加到标准曲线 B 管原 c p m 中之后
, B

.

管就相当 于 受

到 了乳汁干扰 因素 的影响
,

这时 B 管尽 c p m 〔 十 ( N
, 一 N

Z

) 〕就与乳汁样品管 的 c p m

条件一致了
,

用标准曲线 B 管校正后 的cP m 计算出的回归方程所求出的样品 1丁月 一 E
Z

含量就很接近真实含量
,

所以 乳公卜中加入 17 月 一 E
Z

的回收率高
。

2
.

设 N
,

管应注意的问题

① N
I

管所用的乳汁必须是每个课题所采奶样的混合样
,

即用随机抽样法抽出 能 够

代表整体的奶 徉 ( 以 样品 总数 的 1 / 5 一 1 / 3为宜 )
,

从每个抽出的样品 中 吸 出 1 m l乳

样 ( 吸前必 须摇匀 )
,

将其充分混匀后再分装到小瓶 中 ( 4 一 s n 、
l/ 瓶 )

,

每测一 批 样

况
:

时拿出一瓶
,

其中 1 一 2 m l供 N
:

管用
,

l m l供批问样用
。

②由于受乳汁干扰因素的影响
,

N
;

管双管的 c p m 有时差异较大
。

为了减小误差
,

每个标准曲线中可设 2 个以上 N
,

管 ( 」
一

旨双管 )
,

其平均 cP m 会更真实地反 映乳 汁 干

扰因素的程度
。

再者
,

在正式测样前
,

可以对 N
,

管进行专门测定
,

即在标准 曲线 中 设

10 个以上 N
、

管 ( 双管 ) 和 2 一 4 个N
。

管
,

求出 N
, 一 N

:

的 平 均 cP m ,

以 此 cP m 代

表全部乳汁样
.

异
,

的干扰程度
。

这样
,

在遇到某一批测定中 N
,

单针
c p m 差 异太 大 时

,

就可将其中N
; 一 N

:

的 cP m 偏离平均 N
l 一 N

Z

的 cP m 较大的单竹去掉
,

以保 证 每批

测定中N
:

管 cP m 的正确性
。

3
.

减小乳汁样品 ( 包括 N
,

管 ) 测定误差的办法

①由于乳汁 17 月 一 E Z R I A 中 i均主要干扰因素是乳脂
,

17 月 一 E Z

也主要分布于 乳

脂中
,

所以
,

提取时必须将乳样摇匀后再取 1 m l于提取管中
。

②虽然在提取过程中乳脂均匀分布于提取液中
,

但离心后有部分乳脂浮于抽提液最
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上层
,

故最好将 2 m l 定量取液器垂直固定
,

分装时将取液尖插入抽提液中部吸 取
,

以

减少双管中乳脂量不同而造成 cP m 的差异
。

4
。

关于灵敏度的问题

本文采用 2 倍标准差法计算灵敏度
。

在乳汁 17 月 一 E
:

测定中
,

也可用水空 白值 代

表灵敏度
,

但需要注意的是
,

因水空 白管中没有加入乳汁抽提 物
,

其 cP m 也 需 加 上

N
, 一 N

:

的
C p m 后才能计算水空白值

。

结 论

1
.

本方法的成功之处在于
,

发现了乳汁干扰因素对 17 月 一 E
:

放射免疫测定 的 影

响规律
,

不必给标准曲线 B
、

管中加入
“ 无激素乳

” ,

也无须将乳汁脱脂后 测 定
,

而巧

妙地在标准曲线中设立一 个乳汁干扰因素对照点 ( N
,

管 )
,

以此将标准 曲 线 B
i

管 的

cP m 校正成与样品管的 cP m 条件一致
,

因而回收率高
,

测值准确
,

可靠
。

2
.

与国外现有方法相比较
,

本方法的优点是
:

①不经脱脂而直接测定出全乳汁 17 月 一 E
Z

的含量
,

这样不会因脱脂乳中 17 月 一 E
,

含量很低造成测值不准确或不可测
。

②乳汁中加入 17 月 一 E
:

标准品回收率高 ( 现有方法均为脱脂乳中加入 17 刀 一 E
:

标

准品回收率 )
,

不仅测值准确
,

而且含量很低的样品也可测出
。

③标准曲线不受无激素乳的影响
,

因而拟合度好
,

由此计算出的样品激素 含 量 准

确
。

④本方法也适用于乳汁其他类固醇激素的放射免疫测定
。

⑤操作筒单
,

节约试剂和时间
,

易于在科研和生产中应用
。
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