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山海丹清除活性氧 自由基的电子自旋共振研究

赵国欣
`

宗建奇
`

南柏松
,

韩巧玲
1

安荣妹
艺

陈惟 昌
2

摘要 本文以 电子 自旋共振方和 自旋捕集技术
,

在体

外以黄嚓吟一黄嗦吟氧化酶体系产生超氧阴离 子自由

基
、

用 F en
t on 反应产生轻自由基

,

观察山海丹对上述

自由基的清除能力
。

结果表明
:

在取与体内吸收后接近

的浓度时
,

山海丹对超氧阴离子自由基的清除率为 94
.

83 %
,

对经 自由基的清除率为 84
.

77 %
,

提示山海丹具

有清除活性氧自由基的能力
,

这可能是山海丹治疗冠

心病的重要药理机制之一
。

主顺词 自由基去除剂 电子 自旋共振 @ 山海丹

复方中药制剂山海丹治疗冠心病临床疗效显著
,

动物实验证实
:

山海丹能增加冠脉血流量
,

减少心肌耗

氧量
,

改善血液循环 lj[
。

自由基医学认为当体内的活性

氧 自由基不能被及时消除时
,

可造成 自由基过剩
,

后者

是冠心病发生的重要因素之一川
。

本文以电子 自旋共

振 (E S R )方法和 自旋捕集技术
,

在体外研究山海丹对

超氧阴离子自由基 ( 0 2 一
`

)和经 自由基 ( O H
·

)的清除能

力
,

尝试从清除 自由基的角度探讨山海丹治疗冠心病

的机理
,

为临床应用提供实验依据
。

1 材料和方法

山海丹粉剂由二炮中医多学科研究所生产
,

按实

验需要制成水混悬液
。

自旋捕集剂 ( D M P O )
、

黄嗦吟 ( X a n t h in
e
)

、

黄嗦吟

氧 化酶 ( x
a n th i

n e o x i d a s e ,

X O D )
、

超 氧化物歧化酶

( S u p e r o x i d
a s e ,

SO D )均购自美国 S ig m a

公司
。

D M P O

使用前经活化处理
,

黄嗦吟和黄嚷吟氧化酶均用 。
.

I M

p H 7
.

8 的磷酸盐缓冲液配制
。

测试仪器 为日本产 R E
I
X 型电子 自旋共振波谱

仪
。

测试条件为 X 波段
、

常温
、

微波功率 s m w
。

产生 0 2 一
`

模型为黄嗦吟一黄嗓吟氧化酶体系
:

.

_ ~
.

_ _ _ X O D
_ _

.
_ _ _ _

_

X a n t h i n
e + 2 0 2 + H ZO

一 : 二二: 二一 U r ie a e id + ZH + 2 0 : 一
’

产生经自由基的模型为 eF nt on 反应
:

H
Z
O

Z+ F
e Z+

一~ F e 3 + + ZO H

对照组加 p H 7
.

8 的磷酸缓冲液
,

实验组加用 p H 7
.

8 磷酸缓冲液稀释的 山海丹混悬液
,

测 0 2 一
`

时以 SO D

作为阳性对照
,

测 O H 时以 V it C 作为阳性对照
,

每组

各测 10 个样品
,

结果作统计学处理
。

2 结果

E S R 波谱分析时
,

信号波的面积与产生该信号的

物质含量呈正 比
。

本文以信号波的峰高分别近似的代

表 O H 和 0
2 一

’

被捕集后的加合物 D M P O 一 O H 和

D M P O 一 O O H 浓度
,

并以下式计算药物对 自由基的清

除率 E
:

E = ( h
。
一 l

、 x
) / h

o 只 1 0 0 %

式 中 h
。

为对照组 E S R 第 2 个峰高均值
,

h
x

为实

验组该峰高均值

C

叫价十旅
t

图 I A 为黄嗦吟氧化酶体系产生的 0 : 一
`

经捕集后形

成的 D M P ( )一 O O H 的 E S R 波谱 (对照 )

B 为加人阳性对照 (S )D 后的 E S R 波谱

C 为加人山海丹 2
.

25 m g /ml 后的 E S R 波谱

B

咋
`
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图 2 A 为 F en ot n 反应产生的 O H 被捕集后的 D M PO 一

O H 的 E S R 波谱 (对照 )

B 为加人阳性对照 iV tC 后的 E S R 波谱

C 为加人山海丹 2
.

2 5m g / m l 的 E S R 波谱
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本实验共观察了山海丹 3种不同的浓度
,

这 3 种

浓度的确定按照山海丹临床应用有效剂量进人人体血

液中被稀释的浓度
,

以及该制剂再被代谢至 1 / 2
、

l 4/

时的浓度
。

如山海丹临床剂量为每次 2
.

5 9
,

成年人全身

总血量以 5。。 oml 计
,

则人体血液中则含山海丹 s m g /

m l
,

故我们共测定 4
.

s m g / m l
、
2

.

2 5m g /m l 及 1
.

1 2 5m g /

m l 3 个浓度分别对 0 2 一
’

及 O H 的清除率
。

图 1 和图 2

分别示实验中加人 山海丹 (2
.

25 m g /m l) 后 D M OP 一

O O H 和 D M P O 一 O H
·

的 E S R 波谱的峰一峰值较对照

组缩小
,

其中对 0 2
一 的清除能力以 SO D 作为阳性对

照
,

对 O H
·

的清除能力以 V it C 对照
。

附表示
,

山海丹对活性氧 自由基的清除率与其浓

度的对数呈正相关
,

其 4
.

s m g / m1 时的清除率 已达

94
.

8 3%
,

与 SO D 的清除率接近
。

附表 山海丹不同浓度对活性氧自由基的

清除率的影响

浓度 ( m g / ilII ) E 0 2 (% ) E O H (% )

山海丹 1
.

1 2 5 7 0
.

5 1 6 4一 Li

2
.

2 5 8 2
.

0 5 7 4
.

8 2

4 5 9 4
.

8 3 8 4
.

7 7

S O D 2
.

2 5 9 9
.

9

V i t C 2
.

2 5 9 0
.

7 2

3 讨论

在测定 自由基的各种方法中
,

E S R 是大家普遍推

祟的直接测量方法
。

活性氧 自由基很不稳定且寿命很

短
,

如 O H
·

的寿命大约为 1 0 一 6

秒
,

常规的 E S R 技术无

法测量
,

为了克服这一不足
,

我们采用了一种对活性

氧 自由基捕集效率很高的 自旋捕集物一 D M P O
,

使其

与 自由基反应后产生一种寿命较长的适用 E S R 检测

的物质一自旋加合物
。

图 1
、

2 波谱的峰值与相应的活

性氧自由基有良好的正相关性
。

因此
,

可以用该波的峰

值反映相应的自由基浓度闭
。

体内自由基产生过多或清除不及时
,

可造成机体

内自由基过剩
,

后者可与体内多种生命物质如核酸
、

蛋

白质
、

脂质
、

多糖等发生反应
,

造成机体损伤
,

而导致各

种病理状态
。

自由基的大量产生
,

是造成血管 内皮损

伤
、

心肌再灌注损伤
、

再灌注心律失常的重要原因闭
。

山海丹由人参
、

黄蔑
、

川曹
、

丹参
、

山羊血
、

三七等

16 味中药组成
,

治疗冠心病疗效显著
。

动物实验证实
:

山海丹能增加冠脉血流量
,

减少心肌耗氧量
,

改善血液

循环
。

本研究表明
:

在体外
,

当山海丹取与体内吸收后 1

个半衰期
、

2 个半衰期接近的浓度时
,

对活性氧 自由基

具有强的清除能力
,

且清除率与山海丹浓度的对数呈

正相关关系
,

提示山海丹对活性氧自由基的清除
,

可能

是其治疗冠心病的重要机制之一
。

本实验中
,

黄嗓吟一

黄嚓吟氧化酶体系所产生的超氧阴离子浓度及 F en
t on

反应产生的经 自由基浓度远远大于生物体内可能存在

的自由基浓度
,

因此
,

我们推测山海丹在体内的实际清

除率可能还大于实验得到的清除率
,

但是
,

由于本实验

是在体外模型中进行的
,

与高度复杂的体内环境不同
,

如 p H 值
、

电解质浓度
、

温度以及各种酶的存在等等
,

因

此
,

要了解山海丹在体内对 自由基的确切清除情况
,

尚

需进一步研究
。
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j匕京科苑达技术开发公司经销下列医疗针灸器械
1

.

华佗环球牌针灸针 。
.

5~ 3寸19 元/ 巧
.

竹火雄10 元/套
百支 4、 6寸30元/百支 16

.

月球车磁疗按摩器(保健型)

2
.

无菌针灸针24 元/百支 58
.

8元/只

3
.

纯艾条4
.

5元/ 10 支 17
.

月球车磁疗按摩器(治疗型)

4
.

药艾条 5
.

8元/ 10支 73
.

8元/只

5
.

徽烟艾条4元/盒 18
.

纯牛角刮瘩板 16 元/只

6
.

针灸器械小包21元/个 中包 36元/ 19
.

远红外经络通 2
.

5元/付
个 大包62元/个 2 .0 标准穴位人体摸型( 5c0n

l ) 58元/只

7
.

双头梅花皮肤针 8元/支 21
.

标准穴位耳模型( 22c二 ) 36元/只

8
.

灸架 l。元/个 (10em ) 16元/只 ( 6cm ) 9元/付
9

.

徽烟灸疗器19
.

8元/个 22
.

医作保健康保牙刷6
.

5元/只

加
.

医用傲金磁珠30 元/ 1。的 粒 绍
.

五星滋吸针 l加 元/套
11

.

医用耳穴治疗板12元/块 24
.

狱针
、

皮内针1元/包
U

.

玲穴查尺 35元/只 25
.

家庭万用神灵针灸器98 元 /台
13

.

医用磁疗真空拔火峨带图 72元 /套 26
.

青岛G6805一 1综合针灸治疗仪
14

.

80 8理疗拔火雌54 元/套 175元 /台

27
.

上海G6805 一 ZA探穴综合针灸治疗 38
.

g 1A海较探穴针灸按堆治疗仪

仪 330元/台
28

.

WQ
1002韩氏针灸治疗仪260元/台

29
.

W SZI” 型轻便脚踏吸引器
250元/台

30
.

路德鼻炎自动导药治疗仪168 元/台
31

.

路德眼全息穴位治疗仪138元/台
32

,

路德载波沮控药物导人抬疗仪
350 元/台

33
.

xZ 一 90 B福康胆石治疗仪66。元/台
34

.

Q 2T一1速效自动止痛仪 72元/台
肠

·

QZ 卜8多功能自动选穴治疗仪
148 元/台

3 .6 QZ T一100 多功能选穴按摩治疗仪
198 元/台

37
.

KX - 1风湿关节治疗仪186 元/台

395元/台
39

.

XN一3 心脑检查治疗仪223。元/台
40

.

DJ S 胆结石治疗仪191。元/台
41

·

Cz-- 3骨质增生药物电泳治疗仪
2080元/台

42
,

小天使舒筋活络仪298 元/台
,

邮晌方法
: ( 1) 以上离品凡确 50 元以

上均办理邮晌
,
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