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［摘要］ 目的 探讨二仙汤治疗骨质疏松症的可能作用机制。 方法 成骨细胞以 5 × 103 /孔接种于 96 孔
板，分为正常组、模型组、戊酸雌二醇组和二仙汤高、中、低剂量组，每组 6 孔。除正常组外其余各组用含
600μmol /L过氧化氢 ( H2O2 ) 的完全培养基培养 3h 诱导成骨细胞骨形成模型。正常组用空白对照血清培
养，戊酸雌二醇组给予 8%戊酸雌二醇含药血清培养，二仙汤高、中、低剂量组分别给予 8%、4%、2%二
仙汤含药血清培养 48h，检测成骨细胞增殖、碱性磷酸酶 ( ALP) 活力、钙结节生成以及骨形成蛋白 2
( BMP-2) 和骨保护素 ( OPG) 蛋白表达。另外以钙离子通道阻断剂 Nifdipine ( 10μmol /L) 进行干预，观察
Nifdipine对 H2O2 刺激成骨细胞后细胞增殖、ALP活性及 BMP-2、OPG蛋白表达以及 Nifdipine 干预下二仙汤
含药血清对 H2O2 刺激成骨细胞后细胞增殖、ALP 活性及 BMP-2、OPG 蛋白表达的影响。 结果 与正常组
比较，模型组细胞增殖、ALP活性、钙结节及 BMP-2 表达降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。二仙汤各剂量组能
不同程度促进成骨细胞增殖，提高 ALP 活力和钙结节生成，促进 BMP-2、OPG 蛋白表达 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) 。Nifdipine能提高 H2O2 刺激下成骨细胞 BMP-2、OPG 蛋白表达 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。与 Nifdipine
组比较，二仙汤含药血清和 Nifdipine合用则显著提高 H2O2 刺激下的成骨细胞增殖，降低 BMP-2、OPG蛋白
表达 ( P ＜ 0. 01) 。 结论 二仙汤含药血清能明显改善氧化刺激对成骨细胞骨形成的影响，其机制可能与调
节钙离子通道有关。
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骨质疏松症是一种临床上常见的代谢性疾病，

主要表现为骨痛、易骨折等，病理特征表现为骨量
减少、骨脆性增加、骨微细结构改变等［1］。近年
来研究发现，氧化应激与骨质疏松症之间存在一定

的关联性［2］，并证实氧化应激是骨质疏松症的重

要发病机制之一［3］。成骨细胞在骨重建过程中起
关键作用，成骨细胞数量与功能的变化与骨质疏松

症的发生、发展直接相关［4］。钙离子作为第二信
使，是多种信号传导途径的枢纽，能调节细胞生

长、分化及功能活性等，而钙离子通道是钙离子进
出细胞的关键途径，钙离子通道对成骨细胞增殖、
分化、代谢、凋亡等生理功能起重要作用［5］。活

性氧产生是骨质疏松症产生的主要因素之一［6］。
我们前期研究发现，中药复方二仙汤具有补肾益精

的功效，能抗氧化，提高骨密度，改善骨质疏松

症［7 － 9］。本研究建立过氧化氢 ( H2O2 ) 诱导成骨

细胞骨形成变化模型，探讨二仙汤对成骨细胞骨形

成的影响及钙离子通道在二仙汤改善骨质疏松症中

的作用。

1 材料

1. 1 动物
SPF级雌性 SD 大鼠 38 只，8 周龄，体质量

180 ～ 220 g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公
司，实验动物许可证号: SCXK ( 湘) 2016-0002。
SPF级新生乳鼠 24 只，1 日龄，雌雄不限，购自
江西中医药大学实验动物科技中心，实验动物许可

证号: SYXK ( 赣) 2014-0008。
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1. 2 药品
二仙汤由淫羊藿、仙茅、巴戟天、当归、黄

柏、知母等组成，比例为 2 ∶ 2 ∶ 2 ∶ 2 ∶ 1 ∶ 1，中
药饮片均购自江西樟树天齐堂中药饮片有限公司，

统一煎煮，用双蒸水漫过药液面 2 cm，先浸泡
30 min，后武火煮沸，转换成文火煎煮 40 min，反
复煎煮 2 次，收集 2 次药液合并，浓缩成为二仙汤
浓缩液 1. 2 g /ml。戊酸雌二醇片购于拜耳医药保健
有限公司，批号: 306A。
1. 3 主要试剂与仪器
钙离 子 阻 断 剂 Nifdipine 试 剂 ( 批 号:

MKCB9232) 购自 Sigma公司; H2O2 购于天津市风

船化学试剂科技有限公司 ( 分析纯，批号:

20170401 ) ; 二 甲 基 亚 砜 ( DMSO， 批 号:
302A0323) 、茜素红 ( 批号: 412A039 ) 、噻唑蓝
( MTT，批号: 6041053 ) 、氯化十六烷基吡啶 ( 批
号: 6004-24-6) 均购自 Solarbio 公司; 细胞碱性磷
酸酶 ( ALP) 活性检测试剂盒 ( 批号: 20170927 )
购自南京建成生物工程中心; BCA 检测试剂盒
( 批号: ＲD231234) 购自 Thermo 公司; 骨形成蛋
白 2 ( BMP-2，批 号: ab14933 ) 和 骨 保 护 素
( OPG，批号: ab73400 ) 抗体购自 Abcam 公司;
0. 25% Trypsin-EDTA ( 批号: 71160101100 ) 购于
美国 Genview公司; β-actin 抗体 ( 批号: AF7018)
购自 Affinity 公 司; L-DMEM 培 养 液 ( 批 号:
AB10179384) 购自 Hyclome公司。

ELX800 酶标仪 ( 美国 BioTek仪器有限公司) ;
Mini-PＲOTEAN 电泳仪 ( 美国 Bio-Ｒad 公司 ) ;
DMIL-LED倒置相差显微镜 ( 德国 Leica公司) 。

2 方法

2. 1 二仙汤含药血清的制备
将 SD 大鼠体重分布相差 10 g 以内的大鼠归

类，然后从同类大鼠中简单随机抽取 3 只分别为 3
个组即: 空白对照组、戊酸雌二醇组、二仙汤组，
其余依上法进行。空白对照组 15 只，其余两组每
组 8 只。空白对照组灌服生理盐水 10 ml /kg，戊酸
雌二醇组则灌服戊酸雌二醇 0. 8 mg / ( kg·d) ，二
仙汤组则灌服二仙汤浓缩液 12 g / ( kg·d) 。各组连
续给药 7 天，最后 1 次给药后 1h 腹主动脉取血，
即获得空白对照血清、戊酸雌二醇含药血清、二仙
汤含药血清。
2. 2 原代成骨细胞的分离和培养［10］

取新生乳鼠乙醇浸泡消毒处死。无菌条件下剪

开头盖骨，PBS 液清洗，剪成 1 mm2，均匀接种至

底面积为 25 cm2 的培养瓶，随后加入 5 ml 含有
20%胎牛血清的 L-DMEM培养液。4 天后根据细胞
贴壁程度半量换液，细胞融合时 0. 25% Trypsin-
EDTA 消化并以 1 ∶ 2 传代。传至第 3 代 ( P3) ，经
鉴定为成骨细胞则用于研究。
2. 3 二仙汤含药血清对 H2O2 刺激成骨细胞功能

的影响［11］

实验分为 6 组，即正常组 ( 无 H2O2 处理 ) ，

模型组 ( H2O2 处理) ，戊酸雌二醇组 ( 8%戊酸雌
二醇含药血清 + H2O2 处理 ) ，二仙汤高剂量组

( 8%二仙汤含药血清 + H2O2 处理) ，二仙汤中剂

量组 ( 4% 二仙汤含药血清 + H2O2 处理) ，二仙

汤低剂量组 ( 2%二仙汤含药血清 + H2O2 处理) ，

每组设 6 个复孔。
2. 3. 1 MTT 法检测细胞增殖 P3 代成骨细胞以
5 ×103 /孔接种于 96 孔板，培养 12 h后，正常组更
换空白对照血清的完全培养基，其余各组则根据分

组更换含不同含药血清的完全培养基，连续培养

48 h。除正常组更换完全培养基外，其余各组分别
更换含 600μmol /L H2O2 的完全培养基，继续培养

3 h，去除孔内培养液更换新鲜培养液，每孔加
20μl 5 g /L MTT，继续培养 4 h，DMSO溶解，用酶
标仪测定样本在 490 nm波长处的吸光度值。
2. 3. 2 成骨细胞 ALP 活性检测 将 P3 代成骨细
胞以 5 × 103 /孔接种于 24 孔板中，培养 12h，按上
述方法每组细胞加入含药血清，3 天换液 1 次，第
5 天除正常组外，各组更换含 600μmol /L H2O2 的

完全培养基，继续培养 3h，根据试剂盒方法检测
ALP活性。
2. 3. 3 茜素红法检测成骨细胞钙结节的形成 P3
代成骨细胞以 5 × 103 /孔接种于 24 孔板，培养
12 h，按上述方法细胞分组给药 12 h，除正常组外，
各组更换含 600μmol /L H2O2 的完全培养基，连续

培养 3h后按细胞分组给药更换培养基，每 3 天以
H2O2 刺激 3 h并换液 1 次，第 21 天后以 95%乙醇
固定 30 min，0. 1%茜素红于 37 ℃染色 30 min，光
镜下观察照相，10%氯化十六烷基吡啶定量钙结节。
2. 3. 4 Western blot 法检测成骨细胞 BMP-2、OPG
蛋白表达 P3 代成骨细胞，传代后接种于直径为
60 mm的培养皿中。按上述方法每组细胞加入含药
血清，连续培养 48 h，除空白组外，更换含
600μmol /L H2O2 的完全培养基，继续培养 3h，弃
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去培养基，用 4℃ 预冷的 PBS 冲洗一遍，加入
200μl ＲIPA 裂解液，冰上裂解细胞 40min，将裂解
后的样品离心 10min，以 BCA 试剂盒测定 BMP-2、
OPG蛋白浓度。
2. 4 Nifdipine对 H2O2 刺激成骨细胞骨形成变化的

影响

实验分为 4 组，即正常组 ( 无 H2O2 处理 ) ，

模型组 ( H2O2 处理) ，正常 + Nifdipine组，模型 +
Nifdipine组。H2O2给药浓度为 600μmol /L，Nifdipine
给药浓度为 10μmol /L。依照 2. 3 相同的方法、时
间培养细胞，检测各组细胞增殖、ALP活性及成骨
细胞 BMP-2、OPG蛋白表达。
2. 5 Nifdipine作用下二仙汤含药血清对 H2O2 刺激

成骨细胞骨形成的影响

实验分为 4 组，即模型组 ( H2O2 处理) ，模

型 +二仙汤组，模型 +Nifdipine组，模型 +二仙汤 +
Nifdipine组。二仙汤含药血清给药量选择 8%的高
剂量二仙汤含药血清，Nifdipine 给药剂量为
10μmol /L。依照 2. 3 相同的方法、时间培养细胞，
检测各组细胞增殖、ALP 活性及成骨细胞 BMP-2、
OPG蛋白表达。
2. 6 统计学方法
采用 SPSS 17. 0 软件处理数据，计量资料符合

正态分布且方差齐性以 ( 珋x ± s) 表示，采用单因素
方差分析，P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3. 1 二仙汤对 H2O2 刺激成骨细胞后细胞增殖、

ALP活性、钙结节及 BMP-2、OPG蛋白表达影响
表 1 示，与正常组比较，模型组细胞增殖、

ALP活性、钙结节及 BMP-2 表达降低 ( P ＜ 0. 05
或 P ＜ 0. 01 ) ，OPG 表达差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。与模型组比较，戊酸雌二醇组 ALP 活性、
钙结节及 BMP-2、OPG蛋白表达升高 ( P ＜ 0. 01) ;
二仙汤高剂量组细胞增殖、钙结节及 BMP-2、OPG
蛋白表达升高，二仙汤中、低剂量组细胞增殖、
ALP活性及 BMP-2、OPG 蛋白表达亦升高 ( P ＜
0. 01) 。与二仙汤高剂量组比较，二仙汤中剂量组
钙结节及 BMP-2 蛋白表达降低，二仙汤低剂量组
细胞增殖、钙结节及 BMP-2 蛋白表达亦降低 ( P ＜
0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) 。二仙汤低剂量组钙结节及
BMP-2、OPG蛋白表达低于二仙汤中剂量组 ( P ＜
0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。
3. 2 Nifdipine 对 H2O2 刺激成骨细胞后细胞增殖、
ALP活性及 BMP-2、OPG蛋白表达影响
表 2 示，与正常组比较，模型组细胞增殖、

ALP活性及 BMP-2 蛋白表达明显降低 ( P ＜ 0. 01) ，
正常 + Nifdipine 组各指标差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。与模型组比较，模型 + Nifdipine 组 ALP 活
性及 BMP-2、OPG蛋白表达升高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) 。与正常 + Nifdipine组比较，模型 + Nifdipine

表 1 各组成骨细胞细胞增殖、ALP活性、钙结节及 BMP-2、OPG蛋白表达比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数
细胞增殖
( OD值)

ALP活性
( 1 金氏 U /100ml)

钙结节
( OD值)

BMP-2
( 灰度值)

OPG
( 灰度值)

正常组 6 0. 560 ± 0. 015 1. 066 ± 0. 064 0. 259 ± 0. 006 0. 878 ± 0. 04 0. 605 ± 0. 02
模型组 6 0. 425 ± 0. 034＊＊ 0. 925 ± 0. 028* 0. 195 ± 0. 015＊＊ 0. 401 ± 0. 01＊＊ 0. 715 ± 0. 04
戊酸雌二醇组 6 0. 431 ± 0. 038 1. 911 ± 0. 086△ 0. 249 ± 0. 017△ 0. 483 ± 0. 01△ 0. 920 ± 0. 06△

二仙汤高剂量组 6 0. 574 ± 0. 038△ 0. 986 ± 0. 079 0. 239 ± 0. 005△ 1. 249 ± 0. 01△ 1. 100 ± 0. 13△

二仙汤中剂量组 6 0. 572 ± 0. 032△ 1. 079 ± 0. 069△ 0. 216 ± 0. 020▲ 1. 042 ± 0. 01△▲▲ 1. 166 ± 0. 00△

二仙汤低剂量组 6 0. 535 ± 0. 029△▲ 1. 204 ± 0. 076△ 0. 186 ± 0. 010▲▲## 0. 666 ± 0. 01△▲▲## 1. 039 ± 0. 07△#

注: ALP，碱性磷酸酶; BMP-2，骨形成蛋白 2; OPG，骨保护素; 与正常组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜

0. 01; 与二仙汤高剂量组比较，▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01; 与二仙汤中剂量组比较，# P ＜ 0. 05，## P ＜ 0. 01

表 2 Nifdipine对 H2O2 刺激各组成骨细胞后细胞增殖、ALP活性及 BMP-2、OPG蛋白表达比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数
细胞增殖
( OD值)

ALP活性
( 1 金氏 U /100ml)

BMP-2
( 灰度值)

OPG
( 灰度值)

正常组 6 0. 239 ± 0. 016 3. 646 ± 0. 087 1. 528 ± 0. 19 0. 777 ± 0. 04
模型组 6 0. 123 ± 0. 012* 3. 269 ± 0. 073* 0. 726 ± 0. 11* 0. 753 ± 0. 04
正常 + Nifdipine组 6 0. 239 ± 0. 011 3. 770 ± 0. 217 1. 074 ± 0. 29 0. 739 ± 0. 05
模型 + Nifdipine组 6 0. 130 ± 0. 009▲▲ 3. 512 ± 0. 172△▲ 1. 665 ± 0. 47△△ 0. 895 ± 0. 05△△▲▲

注: ALP，碱性磷酸酶; BMP-2，骨形成蛋白 2; OPG，骨保护素; 与正常组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜

0. 01; 与正常 + Nifdipine组比较，▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01
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表 3 Nifdipine干预下二仙汤含药血清对 H2O2 刺激各组成骨细胞后细胞增殖、ALP活性及 BMP-2、OPG蛋白表达比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数
细胞增殖
( OD值)

ALP活性
( 1 金氏 U /100ml)

BMP-2
( 灰度值)

OPG
( 灰度值)

模型组 6 0. 480 ± 0. 047 5. 071 ± 0. 285 0. 692 ± 0. 02 0. 931 ± 0. 04
二仙汤高剂量组 6 0. 551 ± 0. 032* 5. 312 ± 0. 007 0. 857 ± 0. 01＊＊ 0. 873 ± 0. 03
Nifdipine组 6 0. 531 ± 0. 061 4. 899 ± 0. 179 1. 278 ± 0. 01＊＊△ 1. 392 ± 0. 04＊＊△

二仙汤高剂量 + Nifdipine组 6 0. 636 ± 0. 051＊＊△▲ 4. 810 ± 0. 092△ 0. 724 ± 0. 02＊△▲ 1. 021 ± 0. 04＊△▲

注: ALP，碱性磷酸酶; BMP-2，骨形成蛋白 2; OPG，骨保护素; 与模型组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与二仙汤高剂量组比较，

△P ＜ 0. 01; 与 Nifdipine组比较，▲P ＜ 0. 01

组细胞增殖、ALP 活性降低，OPG 蛋白表达升高
( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。
3. 3 Nifdipine干预下二仙汤含药血清对 H2O2 刺激

成骨细胞后细胞增殖、ALP 活性及 BMP-2、OPG
蛋白表达影响

表 3 示，与模型组比较，二仙汤高剂量组细胞
增殖及 BMP-2 蛋白表达升高，Nifdipine 组 BMP-2、
OPG蛋白表达升高，二仙汤高剂量 + Nifdipine组细
胞增殖及 BMP-2、OPG蛋白表达亦升高 ( P ＜ 0. 05
或 P ＜ 0. 01 ) 。与二仙汤高剂量组比较，Nifdipine
组 BMP-2、OPG 蛋白表达升高，二仙汤高剂量 +
Nifdipine组细胞增殖、OPG蛋白表达升高，而 ALP
活性及 BMP-2 蛋白表达降低 ( P ＜ 0. 01 ) 。与
Nifdipine组比较，二仙汤高剂量 + Nifdipine 组细胞
增殖升高，BMP-2、OPG蛋白表达降低( P ＜0. 01) 。

4 讨论

成骨细胞骨形成和破骨细胞骨吸收间的动态平

衡是维持骨质量的重要因素，成骨细胞的骨形成减

少是导致骨量丢失的主要原因。ALP活性的增加是
成骨细胞分化的主要表现，而 BMP-2、OPG 是骨
形成的重要标志［12］。活性氧 ( ＲOS) 是细胞代谢
过程中产生的有较强氧化刺激活性的副产物，包括

超氧负离子 、羟自由基和 H2O2等，ＲOS 对成骨细

胞有明显的损害作用［13］。本研究证实，H2O2 能明

显抑制成骨细胞的增殖和分化，抑制骨形成相关蛋

白 BMP-2 蛋白的表达。
中医学认为，骨质疏松症多属“骨痿” “骨

痹”“腰痛”等范畴，表现为腰膝酸软、疼痛。从
病机来看多伴有肾虚，肾为先天之本，藏精，主骨

生髓。肾精亏虚，骨髓失充则出现骨骼脆弱、腰膝
酸软等。二仙汤是已故名医张伯讷教授针对围绝经
期综合征研制的名方，全方由仙茅、淫羊藿、巴戟
天、当归、知母及黄柏组成，具有滋阴泻火、调理
冲任、平衡阴阳之功效，使肾精充实，化生有源，
骨坚固有力，近年来临床上常用来改善骨质疏松

症［8 － 9］。本研究发现，二仙汤含药血清同样能提高
H2O2 抑制的成骨细胞增殖和分化，提高成骨细胞

的钙结节形成能力，提高 BMP-2 和 OPG 蛋白的表
达，促进骨形成，充分说明二仙汤能抵抗 H2O2 对

成骨细胞骨形成的损害作用。
近年来，已发现成骨细胞细胞膜上存在离子通

道［14］，钙离子通道功能变化直接影响成骨细胞的增

殖等［15］。本实验发现钙离子通道阻断剂 Nifdipine并
不直接影响成骨细胞增殖，这与文献报道［14］相同，

但 Nifdipine能直接抑制 BMP-2 蛋白的表达，也能
使 H2O2 抑制的成骨细胞分化及 OPG、BMP-2 蛋白
表达提高，表明钙离子通道参与氧化应激状态下的

成骨细胞骨形成。二仙汤和 Nifdipine 同时应用能
显著提高成骨细胞增殖，提高成骨细胞 ALP 活性，
二仙汤也能明显抑制 Nifdipine 对成骨细胞 OPG、
BMP-2 蛋白表达的提高作用，这充分说明二仙汤能
促进成骨细胞增殖、分化，促进骨形成，还可能直
接调节钙离子通道的功能。
总之，不同剂量的二仙汤含药血清均能不同程

度促进成骨细胞骨形成功能，改善氧化刺激对成骨

细胞骨形成的影响，同时也能抑制钙离子通道阻断

剂对氧化刺激对成骨细胞骨形成的作用，提示二仙

汤促进成骨细胞骨形成作用还可能与调节钙离子通

道有关。
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Effect of Serum Containing Erxian Decoction ( 二仙汤) on Bone Formation of Osteoblasts Induced by Hydro-
gen Peroxide
LIU Bo，WU Qi，LIU Zhiwen，XU Peng，YANG Shuo，XIE Huihui，WANG Ying
( College of Pharmacy，Jiangxi University of Traditional Chinese Medicine，Nanchang 330004)

ABSTＲACT Objective To explore the possible action mechanism of Erxian Decoction ( 二仙汤) in the treatment
of osteoporosis． Methods Osteoblasts were inoculated into 96-well plates at 5 × 103 holes and divided into normal
group，model group，estradiol valerate group and Erxian Decoction high，medium and low dose groups，with 6 holes
in each group． All groups except the normal group，were cultured in complete medium containing 600μmol /L hydro-
gen peroxide ( H2O2 ) for 3 h to induce osteoblast formation model． The normal group was cultured with blank control
serum． The estradiol valerate group was given serum containing 8% valerate estradiol，and the Erxian Decoction high，
medium and low dose groups were given 8%，4%，2% Erxian Decoction respectively． The drug-containing serum was
cultured for 48 h． The osteoblast proliferation，alkaline phosphatase ( ALP) activity，calcium nodule formation，and
the expression of bone morphogenetic protein 2 ( BMP-2) and osteoprotegerin ( OPG) protein were detected． In addi-
tion，the intervention of Nifdipine ( 10μmol /L) was used to observe the effects of Nifdipine on cell proliferation，ALP
activity，BMP-2 and OPG protein expression after H2O2 induced osteoblasts and its effects under the intervention of
Nifdipine． Ｒesults Compared with the normal group，cell proliferation，ALP activity，calcium nodules and BMP-2
expression were decreased in the model group ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Groups with different doses of Erxian Decoc-
tion could promote osteoblast proliferation，increase ALP activity and calcium nodule formation，and promote BMP-2
and OPG protein expression ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Nifdipine could increase BMP-2 and OPG protein expression of
osteoblasts induced by H2O2 ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01 ) ． The combination of serum containing Erxian Decoction and
Nifdipine could significantly increase the proliferation of osteoblasts induced by H2O2 and decrease the expression of
BMP-2 and OPG protein as compared with simple use of Nifdipine ( P ＜ 0. 01 ) ． Conclusion The serum contai-
ning Erxian Decoction can significantly improve the effect of oxidative stimulation on the formation of osteoblasts，the
mechanism may be related to the regulation of calcium channels．
Keywords osteoporosis; Erxian Decoction; osteoblasts; hydrogen peroxide; calcium channel
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