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建立两步沉淀蛋白质
-

石墨炉原子吸收法测定血清中非蛋白结合铜和锌的方法"无水乙醇以
!k#

与血清混合后!再经
C$l

温度变性处理!可将蛋白质完全沉降"用氘灯校正背景!石墨炉原子吸收法进行

测定!方法检测限&
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"利用此方法测定了肿瘤患者血清中游离铜与锌!并与健康人作了对比"
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由于锌#铜等微量元素代谢紊乱与冠心病#肝硬化#糖

尿病#肿瘤等疾病关系密切所以测定人血和组织中的铜和锌

在医学诊疗中非常重要*
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"在临床分析中!一般以总铜和总

锌的含量作为健康或疾病的医学诊断指标"微量元素的生物

活性或毒性主要取决于它在人体血清内存在的化学形态!用

总量不足以说明体内微量元素与各种异常症状的内在联系"

肝豆状核变性患者就是因为体内血清铜蓝蛋白结合铜离子能

力差!从而导致血中游离铜增多!以致引起体内器官蓄积浓

度增加!对脏器造成损害!导致神经系统或精神的异常*
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所以!了解血清中非蛋白结合铜和锌水平!可以帮助我们获

得不同疾病患者不同形态铜和锌在体内更多的信息!加深对

铜和锌代谢异常机制的了解"

目前报道测定血清游离锌和铜的方法甚少"采用超滤膜
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%滤掉分子量较大的蛋白质!可以实现在超滤液中测

定游离铜离子水平*
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"另一种方法是将蛋白质吸收在一种塑

料聚合物表面!通过固相萃取分离后测定游离金属离子水

平*
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"但上述两种方法!条件不易控制!影响因素太多"考

虑到蛋白质可以通过变性沉淀除去!我们建立了两步沉淀蛋

白质
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石墨炉原子吸收法测定血清非蛋白结合铜和锌的方法"

本方法操作简单!条件很容易控制!测定结果重现性好!可

大批量测定样本"

作者曾试验硫酸铵饱和沉淀法去蛋白质!发现蛋白质去

除率不理想!且溶液盐分太大!石墨管加热时会喷出大量烟

雾!严重污染环境和产生基体干扰"本文选用乙醇与血清
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体积比混合!经
C$l

温度处理!通过低温超速离心后!
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"沉降后离心得到的清液用石墨炉

原子吸收法测定!结果令人满意"且乙醇是易挥发性的物

质!不会对测定带来干扰"
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头大学医学院附一医院检验科提供!肿瘤病患者血清由汕头



大学医学院附属肿瘤医院检验科提供"
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%按考马斯亮蓝法*
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+分别测定血清及其血清变性沉降

分离后的清液所含蛋白质浓度!以两者浓度差去除血清蛋白

质浓度计算蛋白质沉降率"
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结果与讨论
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测锌时线性范围的确定

由于锌的灵敏度很高!线性范围窄!且低浓度时易受污

染!参照了文献*
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+除了严格控制空白值外!并经试验确定

原子化时通以内气流
#(+G

/

D:7

Y#以降低灵敏度!线性范围

可以由
$

!

!$

$

M

/

G

Y#提高到
$

!

H$

$

M

/

G

Y#

"

#"#

!

乙醇与血清不同体积比的选择

乙醇与血清不同体积比混合后经温度处理!离心后所得

上清液铜含量测定结果与蛋白质沉降率见图
#

"图
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表明!

当血清与乙醇体积比达到
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时!沉降率有
""(JE

!而铜

的吸光度降至最低!再加大乙醇的倍数!基本上没有多大变

化"锌和铜两种元素的吸光度变化 与所选的样品处理条件

有类似规律!本文只对铜元素加以讨论$以下相同%"
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温度及加热时间的选择

从图中可看出!没有经过加热处理的血清经乙醇沉降

后!由于蛋白质沉降率不理想!离心后的溶液含铜量仍然较

高"考虑乙醇的挥发性!我们选择温度
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进一步沉淀血

清中的蛋白质"图
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离心力对蛋白质去除率的影响

由图
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干扰影响与校准曲线

按离心后的清液与不同浓度的标准溶液混合制作工作曲

线!曲线方程为&
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用水溶液标准工作曲线代替上述工作曲线!两者测定的

结果非常一致!表明大量的金属离子随着蛋白质沉降而去

掉!对被测元素不会造成干扰"
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