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A S i m p l e  R o u t i n e - M e t h o d  to  P r e s e r v e  and D e t e r m i n e  B l o o d  S e r o t o n i n  

Several  m e thods  for the  q u a n t i t a t i v e  f luorometr ic  
de t e rmina t i on  of serotonin  in whole  blood or p la te le t s  are 
descr ibed in the  l i t e ra ture  l-s.  These me thods  are t ime-  
consuming  (ext rac t ions  w i th  organic solvents  or condensa-  
t ion  reactions) and need too m u c h  blood, so there  is stil l  a 
need for a m e t h o d  t h a t  can be used in a rou t ine  l abora to ry  
w i t h o u t  any  dif f icul ty  9. Moreover,  t he  ins tab i l i ty  of 
sero tonin  in s tored b lood compl ica tes  its assay. We 
describe here a rapid,  sens i t ive  and  reproducib le  m e t h o d  
for t he  de t e rm ina t i on  of serotonin,  as well as a m e d i u m  in 
which  the  serotonin  con ten t  of blood can be kep t  s tab le  
for a t  least  i week. The small  q u a n t i t y  of blood necessary  
for the  de t e rm ina t i on  (1 ml) allows its appl ica t ion  to  the  
blood of babies.  

Materials and methods. In  plas t ic  tubes,  1 ml blood is 
added  to  0.1 ml  of a 3% solut ion of ascorbic acid in 
s a tu ra t ed  E D T A  Na 2 (15 g/100 ml) 1 and frozen in a 
mix tu re  of d ry  ice and acetone.  W h e n  no t  i m m e d i a t e l y  
used, t he  b lood can be s tored  in th is  form for a t  least  
7 days  a t  --18 ~ Jus t  before de t e rmina t i on  of serotonin,  
the  blood is unfrozen and  2.5 ml  wa te r  is added.  

F r o m  t h a t  t ime  and dur ing  the  whole  procedure ,  t he  
tubes  are kep t  in ice. Af te r  10 min,  in order  to  ensure 
to ta l  hemolysis ,  1 ml 10% ZnSO~ and 0.5 ml  1 N 
N a O H  are added  to  p rec ip i t a t e  t he  prote ins .  Af te r  
add i t ion  of each reagent ,  mix ing  is done  e i ther  manua l ly  
or wi th  a Whir l imixer .  The suspens ion  is cent r i fuged in a 
ref r igera ted  Sorvall  RC2B centr i fuge at  3000 g for 5 rain. 
To 1 ml  of the  clear supe rna t an t ,  0.3 ml  12 N HC1 
(conta ining 5 mg ascorbic acid per  10 ml  HC1)9,1~ is 
added.  This  is done jus t  before measur ing  the  f luorescence 
of t he  sample  wi th  an A m i n c o - B o w m a n  spec t rofo to-  
f luoromete r  a t  540 n m  af ter  exc i t a t ion  at  295 n m  (both 
uncor rec ted  i n s t r u m e n t  values) 11. 

A s tock solut ion of se ro tonin-crea t in ine  sulfate  in 
0.1 N HC1 (corresponding to 100 Fg serotonin/ml)  is 
d i lu ted  wi th  0.1 N HC1 so as to ob ta in  s t a n d a r d  solut ions 
conta in ing  resp.  500, 250 and 125 ng/ml,  which  are 
hand led  in the  same way  as the  samples ;  1 ml  0.1 N HC1 
is used as a blank.  This  should  be done for every  set  of 
de te rmina t ions .  All reagents  are s tored  at  4~ 
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Stability test: e,  blood samples added to ascorbic-acid EDTA and 
cooled in dry ice-aceton. O, blood samples added to Heparine 
(1,000 IU/ml) cooled in ice. 

Results and discussion. The sero tonin  de t e rmina t ions  
made  in our l abora to ry  according to  me t h o d s  descr ibed 
in t he  l i t e ra ture  gave ve ry  low values.  E x p e r i m e n t s  
showed t h a t  sero tonin  d isappears  by  ox ida t ion  as a 
func t ion  of t ime,  the  ox ida t ing  agent  being oxyhemo-  
gtobin 12. The add i t ion  of ascorbic acid t oge the r  w i th  fast  
cooling ill d ry  ice-aceton p reven t s  th is  des t ruc t ion .  

The sens iv i ty  and l inear i ty  of the  m e t h o d  descr ibed 
here were tes ted  wi th  s t anda rds  of se ro tonin-crea t in ine  
sulfate  in t he  range 20-5000 ng, expressed as serotonin.  
W h e n  a given a m o u n t  of se ro ton in  is added  to  a blood 
sample,  the  recovery  lies be tween  80 and  85%. 

By th is  m e t h o d  we de t e rmined  the  blood serotonin  
concen t ra t ion  of 50 normal  chi ldren  aged be tween  6 
m o n t h s  and  16 years.  The blood serotonin  levels were 
calcula ted f rom the  f luorescence of the  samples  compared  
wi th  the  f luoresence of t he  s tandards .  The m e a n  to ta l  
serotonin  blood level was 189 ng/ml,  wi th  a range f rom 
76 to  317 ng /ml  (These values  are no t  correc ted  for t he  
80-85~ recovery  of sero tonin  added  to  blood.) whole  
blood: These resul ts  are in ag reemen t  w i th  those  found  
by  Tu and  PARTINGTON 13 and others .  

S tab i l i ty  tes t s  show (see Figure) tha t ,  for a t  least  
7 days,  the re  is no var ia t ion  in tile serotonin  co n t en t  if t he  
sample  is frozen immed ia t e ly  and kep t  a t  - -18~  unt i l  
de te rmina t ion .  

Rdsumd. Une nouvelle  m6thode  de rou t ine  pour  le 
dosage par  spec t rophotof luorom6t r ie  de la s6rotonine 
dans  1 ml de sang est  d6crite.  GrAce A l ' emplo i  d ' u n  
a n t i o x y d a n t  et  & une cong61ation imm6diate ,  le t a u x  de 
s6rotonine res te  co n s t an t  p e n d a n t  au moins  une semaine.  
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I s o l e m e n t  de f r a g m e n t s  nuc166s et  anuc166s d'ceufs de l ' ours in  Sphaerechinus granularis 
De nombreuses  exp6riences biologiques et  b ioch imiques  

on t  6t6 fai tes sur des f r agmen t s  nuc166s et  anuc166s d'ceufs 
d 'oursin.  Elles on t  tou tes  6t6 effectu6es sur le m~me genre 
d 'oursin,  Arbacia,  en effet,  il est  facile de couper  en deux  

moit i6s les oeufs vierges de ce t te  esp~ce par  cent r i fugat ion ,  
comme l 'a  mont r6  HARVEY d ~  19361. I1 serait ,  6videm- 
ment ,  souhai tab le  d '6 tendre  c e s  exp6riences A d ' au t r e s  
esp~ces, afin de savoir  si on est  ell droi t  de g6n6raliser les 
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conclusions  qui  en on t  4t6 tir6es. E n  outre ,  l 'ceuf d'Arbacia 
est  f o r t e m e n t  p igmen t6 ;  au  cours  de la cen t r i fuga t ion ,  le 
p i g m e n t  (6chinochrome) s ' a ccumule  dans  les moit i6s  lour-  
des, 6nuc166es qui  p r 6 s e n t e n t  une  in tense  co lora t ion  rouge.  
Ce p i g m e n t  est  g~nan t  pou r  ce r ta ines  mesures  b iochimi-  
ques  et  il emp4che  l ' o b s e r v a t i o n  pr6cise, au microscope,  
des c h a n g e m e n t s  qui  se p r o d u i s e n t  lorsque les f r a g m e n t s  
anucl f6s  son t  f6cond6s ou soumis  A u n  t r a i t e m e n t  pa r th6-  
nog6n6t ique.  

Nous  a v o n s  donc  essay6 de couper  en  deux  moi t i6s  
(nuc166e et  anuc166e) des ceufs d ' a u t r e s  esp6ces d ' ou r s in  
bu'Arbacia, en u t i l i s a n t  le p r inc ipe  d6couver t  pa r  HAR- 
VEY 1. De n o m b r e u x  essais sur  des eeufs de Paracentrotus 
se son t  tous  sold6s p a r  u n  6chec. P a r  contre ,  des r6su l t a t s  
sa t i s fa i san t s  on t  6t6 o b t e n u s  dans  le cas de Sphaerechinus 
granularis, en u t i l i s an t  la t e c h n i q u e  qui  est  d f c r i t e  ci- 
dessous. 

Fig. 1. Fragments nucI66s d'oeufs vierges de Sphaerechinus granularis. 
A noter, l'aecumulation des graisses en une eoiffe eentrip&te. • 100. 

Les ours ins  p r o v e n a i e n t  de la S t a t i o n  zoologique de 
Naples  et  a v a i e n t  6t6 r6colt6s p a r  plong6e sous-mar ine .  
Les ovai res  6 ta l en t  diss6qu6s e t  plac6s dans  de l ' eau  de 
mer  st6rile, puts  fi l tr6s sur  4 @aisseurs  de gaze. Les 
ceufs vierges 6 ta i en t  ensu i te  lav6s, h p lus ieurs  reprises,  
p a r  d 6 c a n t a t i o n  dans  de l ' eau  de mer  add i t ionn6e  de 
p6nici l l ine (100.000 U/100 1) e t  de s t r e p t o m y c i n  e (0.1 g/ 
100 1). C 'es t  ce t te  eau de mer  a d d i t i o n n f e  d ' a n t i b i o t i q u e s  
qui  a 6t6 uti l is6e pour  t o u t e s  les op6ra t ions  ul t6rieures.  
Seules les pon te s  qui  6 t a i en t  f6condables  avec  une  effi- 
cacit6 d6pas san t  85% o n t  6t6 utilis6es. 

La  t e c h n i q u e  util is6e p o u r  s6parer  les f r a g m e n t s  nu-  
c166s e t  anuc166s est  celle de SELVIG et  aI. ~ avec  que lques  
modi f ica t ions .  Son pr inc ipe  est  de d6poser  les o~ufs vierges 
sur  u n  g r ad i en t  de saccharose  e t  de lea cen t r i fuger  5" 
12.000 r p m  p e n d a n t  20 rain,  dans  le ro to r  SW 27 d ' u n e  
nltracentri~ugeuse Spinco.  

Les g rad ien t s  6 t a l en t  p r @ a r 6 s  de la maniSre  s u i v a n t e :  
3 ml  de saccharose  0.72 M,  15 ml  de saccharose  0 . 6 M ,  15 
ml  de saccharose  0.514 M et  3 ml  de saccharose  0.4 M 
6 ta i en t  d61ica tement  superpos6s.  Les g rad ien t s  6 ta i en t  
ensu i te  laiss6s p e n d a n t  une  n u i t  5" 4~ (LANYON et  al.8), 
af in  de leur  p e r m e t t r e  d ' a t t e i n d r e  leur  6quil ibre.  2 ml  
d ' u n e  suspens ion  ~concentr6e d'c~ufs vierges  lav6s 6 ta i en t  
dispos6s au  dessus  de c h a q u e  g rad ien t ,  puts  cent r i fug6s  
dans  les cond i t ions  indiqu6es  ci-dessus. 

Apr~s cen t r i fuga t ion ,  les moitids nuclddes, plus  16g~res, 
son t  localis6es dans  la  p a r t i e  sup6r ieure  du  g r a d i e n t ;  leur  
faible dens i t6  es t  due  5" l ' a b o n d a n c e  des lipides, qui  for- 
meri t  une  coiffe ~ l ' ex t r6mi t6  cen t r ip~ te  de chaque  frag- 
m e n t  (Figure 1). Les moi t i6s  nuc166es son t  recueill ies 5" 
l ' a ide  d ' u n e  ser ingue m u n i e  d ' u n e  grosse aiguil le;  a f in  de 
ne  pas  les briser,  on  les t r a n s l a t e  ensui te  d61ica tement  
dans  u n  g r a n d  v o l u m e  d ' eau  de met .  

Des ceufs en t ie r s  se t r o u v e n t  dans  la p o r t i o n  cen t ra le  
du g r a d i e n t ;  ils son t  61imin6s p a r  le m~me proc6d6. Q u a n t  
au x  moitids anuclddes, lourdes,  elles se local i sent  5" la 
pa r t i e  inf6r ieure du grad ien t ,  5, env i ron  3 cm du fond  du  
tube.  El les  son t  recueil l ies de la  m~me mani~re  que  les 
f r a g m e n t s  nuc166s. Comme le m o n t r e  la F igure  2, elles son t  
plus vo lumineuses  et  plus  homog~nes  au microscope  que  
ceux-ci.  

F i n a l e m e n t ,  les deux  types  de f r a g m e n t s  son t  lav6s 4 5" 
5 fois p a r  d 6 c a n t a t i o n  avec  de l ' eau  de mer ,  de fa~on 
61iminer c o m p l g t e m e n t  le saccharose.  Le r e n d e m e n t  en 
f r a g m e n t s  nuc166s et  anuc166s var ie  d ' u n e  p o n t e  5" l ' au t r e  ; 
mais  ce r e n d e m e n t  est  su i f i sant ,  5" cond i t ion  d 'u t i l i se r  
quelques  ours ins  femelles,  pou r  p e r m e t t r e  des 6 tudes  
enzymolog iques  qui  son t  a c t u e l l emen t  en tours .  

Summary. A m e t h o d  for t h e  i so la t ion  of nuc l ea t e  and  
anuc lea t e  f r a g m e n t s  of Sphaerechinus granularis unfer t i l -  
ized eggs is descr ibed.  I t  is based  on  cen t r i f u g a t i o n  in a 
sucrose g r a d i e n t ;  i ts  yield is suff ic ient  to  al low e n z y m a t i c  
s tud ies  to  be  made.  
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Laboratorio di Embriologia molecolare, Consiglio Nazionale 
delle Ricerche, 
Arco Felice (Napoli, Italic), 
7 fdvrier 7974. 

Fig. 2. Fragments anuc166s d'0~ufs vierges de Sphaerechinus granularis. 
Ils sont plus volumineux et plus homog~nes que les fragments 
nuc166s. • 100. 
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