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丹参素抑制过亚硝酸根引发的鲁米诺发光和蛋白质酪氨酸硝化

廖力夫 周 昕 衡阳 南华大学化学化工系

摘要 目的 研究在生理 条件下丹参素对过亚硝酸根引发的鲁米诺化学发光反应和蛋白质酪氨酸硝化反应的影响 以便

从分子水平上了解丹参素的药理作用机制∀方法 用发光强度和 处的吸光度分别对鲁米诺发光产物和酪氨酸硝化产物

进行定量∀ 结果 发光反应和硝化反应都剂量依赖地受到丹参素的抑制∀ 丹参素对反应的抑制强于抗坏血酸和半胱氨酸∀ 结

论 丹参素可有效抑制过亚硝酸根引发的反应 这应是丹参素药理作用的一种重要分子机制∀
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  丹参素是丹参水溶性组分中的一个重要成分 已证明其

具有保护心肌!抗动脉硬化等重要药效∀ 了解丹参素药理作

用的分子机制对于丹参素的合理应用具有重要意义∀已有研

究表明清除自由基和抗氧化是丹参素药理作用的重要分子

机制 但这些研究都是考察丹参素对羟自由基和超氧阴离子

引发的反应的抑制作用≈ ∀ 近年研究发现 过亚硝酸根

¬ 是体内产生的除羟自由基和超氧阴

离子之外的又一重要细胞毒性物质≈ ∀ 过亚硝酸根可以通

过氧化反应!过氧化反应和硝化反应攻击许多生理活性物

质 从而造成细胞损伤引发疾病≈ ∀ 已有研究证明过亚硝酸

根是心肌损伤!动脉硬化等疾病的重要介导者≈ ∀因此了解

丹参素对过亚硝酸根引发的反应的影响有助于进一步阐明

丹参素药理作用的分子机制∀过亚硝酸根使鲁米诺氧化发光

和使蛋白质酪氨酸硝化是两个用以研究过亚硝酸根的常用

反应≈ ∗ ∀ 为此 本文研究了丹参素对过亚硝酸根引发的鲁

米诺氧化发光反应和蛋白质酪氨酸硝化反应的影响 并将丹

参素对反应的影响与抗坏血酸!半胱氨酸等抗氧剂对反应的

影响进行了比较∀

1  材料与方法

1 1  试剂与仪器

丹参素为上海医科大学产品 色谱纯 使用时用

的磷酸盐绶冲溶液 ° ≥ 稀释至所需浓度 过亚硝酸根按文

献方法合成≈ 其浓度根据在 处的吸光度 摩尔吸光

系数 # # ≈ 进行确定 使用时用 #

氢氧化钠溶液稀释至所需浓度 鲁米诺为 产品 用

# 氢氧化钠溶液进行配制 牛血清白蛋白 ≥

为国产 使用时用 的 ° ≥ 稀释至所需浓度∀实验中所

用的其他化学试剂均为国产分析纯试剂∀

≥ 2 型生物化学发光仪 型紫外可见分光光度

计 型分光光度计∀

1 2 实验方法

1 2 1  鲁米诺发光反应实验 向发光反应管中加入一定量

的 ° ≥ 和鲁米诺溶液 再加入一定量丹参素或其他抗

氧剂 然后将反应管推入发光仪 注入一定量过亚硝酸根溶

液并同时记录发光强度 根据相对发光强度确定鲁米诺氧化

产物的相对生成量∀

1 2 2  蛋白质酪氨酸硝化反应实验 向反应管中加入一定

量 的 ° ≥ 和 ≥ 溶液 再加入一定量丹参素或其他

抗氧剂 然后加入一定量的过亚硝酸根溶液进行反应∀ 将反

应后的溶液用氢氧化钠溶液调 至 以未加过亚硝酸根
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的空白溶液为参比液在 处测溶液的吸光度 根据吸

光度值确定酪氨酸硝化产物硝基酪氨酸 摩尔吸光系数

# # ≈ 的生成量∀

2  结 果

2 1  丹参素等物质对发光反应的影响

丹参素!半胱氨酸和抗坏血酸对过亚硝酸根引发的鲁米

诺化学发光反应的影响见表 ∀在鲁米诺发光反应实验中 反

应物过亚硝酸根的浓度为 Λ # 鲁米诺的浓度为

Λ # 反应液的 值保持在 ? 的范围内∀

表 1 丹参素!半胱氨酸和抗坏血酸对发光反应的影响

组 别
浓度

Λ #

相对发光强度

对  照 ?

丹 参 素   ?

丹 参 素 ? 3

丹 参 素 ? 3

丹 参 素 ? 3

丹 参 素 ? 3

半胱氨酸 ?

半胱氨酸 ? 3

半胱氨酸 ? 3

半胱氨酸 ? 3

半胱氨酸 ? 3

抗坏血酸 ?

抗坏血酸 ?

抗坏血酸 ? 3

抗坏血酸 ? 3

抗坏血酸 ? 3

ξθ ? σ ν 3 Π 与对照组比较

从表 中数据可以看出 丹参素能有效抑制过亚硝酸根

引发的鲁米诡化学发光反应 这种抑制作用剂量依赖地随丹

参素浓度的增加而增强∀ 同样地 半胱氨酸和抗坏血酸也均

能抑制发光反应且其抑制作用也均剂量依赖地随抗半胱氨

酸和抗坏血酸浓度的增加而增强∀但在反应条件相同的情况

下 丹参素对发光反应的抑制作用明显强于半胱氨酸和抗坏

血酸∀ 根据实验数据 以相对发光强度对丹参素等物质的浓

度作图 图略 可求得丹参素!半胱氨酸和抗坏血酸对发光

反应的半抑制浓度 ≤ 分别为 Λ # ! Λ #

和 Λ # ∀

2 2  丹参素等物质对硝化反应的影响

丹参素!半胱氨酸和抗坏血酸对过亚硝酸根引发的蛋白

质酪氨酸硝化反应的影响见表 ∀ 在蛋白质酪氨酸硝化反应

中 反应物过亚硝酸根的浓度为 # ≥ 的浓

度为 # 反应液的 值同样保持在 ? 的范

围内∀

表 2 丹参素!半胱氨酸和抗坏血酸对硝化反应的影响

组 别
浓度

Λ #

硝基酪氨酸产量

Λ #

对  照 ?

丹 参 素 ?

丹 参 素 ? 3

丹 参 素 ? 3

丹 参 素 ? 3

丹 参 素 ? 3

半胱氨酸 ?

半胱氨酸 ? 3

半胱氨酸 ? 3

半胱氨酸 ? 3

半胱氨酸 ? 3

抗坏血酸 ?

抗坏血酸 ?

抗坏血酸 ? 3

抗坏血酸 ? 3

抗坏血酸 ? 3

ξθ ? σ ν 3 Π 与对照组比较

从表 中数据可以看出 丹参素能有效抑制过亚硝酸根

引发的蛋白质酪氨酸硝化反应 这种抑制作用剂量依赖地随

丹参素浓度的增加而增强∀ 同样地 半胱氨酸和抗坏血酸也

均能抑制硝化反应且其抑制作用也均剂量依赖地随半胱氨

酸和抗坏血酸浓度的增加而增强∀但在反应条件相同的情况

下 丹参素对硝化反应的抑制作用明显强于半胱氨酸和抗坏

血酸∀ 根据实验数据 以硝基酪氨酸产量对丹参素等物质的

浓度作图 图略 可求得丹参素!半胱氨酸和抗坏血酸对硝

化反应的半抑制浓度 ≤ 分别为 Λ # ! Λ

# 和 Λ # ∀

3  讨 论

过亚硝酸根是近年发现的可在体内产生的一种强氧化

性物质 在体内主要由一氧化氮 与超氧阴离子结合生

成 亦可由 2与氧分子结合生成≈ ∀许多研究都认为过亚

硝酸根的生成是一氧化氮产生细胞毒性引发疾病的最主要

原因 因为过亚硝酸根是氧化性比过氧化氢强数百倍的物

质∀

过亚硝酸根反应的机制已有研究报道∀过亚硝酸根与有

关物质 底物 作用时主要有两种反应方式∀第一种反应方式

是过亚硝酸根直接与底物碰撞反应 这种方式的反应级数对

底物为一级∀第二种反应方式是过亚硝酸根先质子化为过亚

硝酸 再均裂产生羟自由基和二氧化氮等中间活泼

体 然后中间活泼体再与底物发生作用 这种方式的反应级

数对底物则为零级≈ ∀已有研究表明抗坏血酸和半胱氨酸

等抗氧剂与过亚硝酸根反应时主要是按第一种反应方式进
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行≈ 而过亚硝酸根使鲁米诺氧化发光和使酪氨酸硝化的

反应则主要是按第二种反应方式进行≈ ∗ ∀

本文研究结果表明 丹参素对过亚硝酸根引发的鲁米诺

发光和蛋白质酪氨酸硝化反应都有抑制作用 并且这些抑制

作用均剂量依赖地随丹参素量的增加而增强 与抗坏血酸和

半胱氨酸对过亚硝酸根引发的反应的抑制作用相似∀这表明

丹参素在抑制过亚硝酸根引发的反应中与过亚硝酸根反应

的主要方式是第一种反应方式 即丹参素与过亚硝酸根直接

碰撞反应∀ 但丹参素是已知的自由基清除剂 这表明丹参素

在与过亚硝酸根直接作用的同时 也可以通过第二种反应方

式 即与过亚硝酸根产生的中间活泼体作用的方式进一步抑

制过亚硝酸根引发的反应∀

实验表明丹参素抑制过亚硝酸根的能力比半胱氨酸和

抗坏血酸强得多 过亚硝酸根是心肌损伤!动脉硬化等疾病

的重要介导者 半胱氨酸和抗坏血酸是体内的两种基本抗氧

剂∀ 当体内的半胱氨酸和抗坏血酸不足以抑制过亚硝酸根

时 将导致过亚硝酸根引发的心肌损伤等疾病∀ 由于丹参素

对过亚硝酸根的抑制作用比半胱氨酸和抗坏血酸强得多 当

丹参素存在时 就能有效保护机体免受过亚硝酸根损伤∀ 这

说明丹参素对过亚硝酸根的抑制是丹参素具有保护心肌等

药理作用的又一重要分子机制∀
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