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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k衡阳 wutsst 南华大学化学化工系l

摘要 目的}研究在生理 ³� 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o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 wvs±° 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o这应是丹参素药理作用的一种重要分子机制∀

关键词 丹参素~过亚硝酸根~鲁米诺~化学发光~酪氨酸~硝化

∆ανσηενσυ ινηιβιτ περοξψνιτριτε−ινδυχεδ λυµ ινολχηεµ ιλυµ ινεσχενχε ανδ προτειν τψροσινε νιτρατιον

�¬¤² �¬©∏ k�¬¤² �©lo �∏² ÷ ¬± k�∏² ÷ l k∆ επαρτµ εντ οφ Χηεµ ιστρψ ανδ Χηεµ ιχαλ Ε νγ ινεερινγ o Ν ανΗ υα Υνιϖερσιτψo

Η ενγψανγ wutsstl

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ  ΟΒϑΧΤΙς Ε } × ² ¶·∏§¼ ·«̈ ©̈©̈ ¦·²© §¤±¶«̈ ±¶∏ ²± ·«̈ ³̈ µ²¬¼±¬·µ¬·̈2¬±§∏¦̈§ ∏̄°¬±²̄ ¦«̈ ° ¬̄∏°¬± ¶̈¦̈±¦̈ ¤±§

³µ²·̈¬± ·¼µ²¶¬±¨±¬·µ¤·¬²± ¤·³«¼¶¬²̄ ²ª¬¦¤̄ ³� ¶² ¤¶·² ∏±§̈ µ¶·¤±§·«̈ ° §̈¬¦¬±¤̄ ° ¦̈«¤±¬¶° ²©§¤¶«̈ ±¶∏²± ¤° ²̄ ¦̈∏̄¤µ¯̈ √¨̄q

ΜΕΤΗΟ∆ Σ} × «̈ ¦«̈ ° ¬̄∏°¬± ¶̈¦̈±·³µ²§∏¦·²©±∏°¬±²̄ º ¤¶ √̈¤̄∏¤·̈§º¬·«·«̈ ³̈ ¤® √¤̄∏̈ ²© ¬̄ª«·̈ °¬¶¶¬²± ¤±§·«̈ ±¬·µ¤·̈§

³µ²§∏¦· ²© ·¼µ²¶¬±¨ º ¤¶ ° ¤̈¶∏µ̈§ ¶³̈ ¦·µ²³«²·²° ·̈µ¬¦¤̄ ¼̄ ¤· wvs±° q Ρ ΕΣΥΛΤ} ⁄¤±¶«̈ ±¶∏ ¬±«¬¥¬·̈§ ¥²·« ·«̈

¦«̈ ° ¬̄∏°¬± ¶̈¦̈±¦̈ ¤±§·«̈ ±¬·µ¤·¬²± ¬± ¤ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²±2§̈ ³̈ ±§̈ ±·°¤±± µ̈q × «̈ ¬±«¬¥¬·¬²± ²©§¤±§«̈ ±¶∏ ·² ·«̈ µ̈¤¦·¬²±¶¬¶

°²µ̈ ©̈©̈ ¦·¬√¨ ·«¤± ¤¶¦²µ¥¤·̈ ¤±§ ¦¼¶·̈¬± q̈ ΧΟΝΧΛΥΤΙΟΝ} ⁄¤±¶«̈ ±¶∏ ¦¤± ¬±«¬¥¬··«̈ ³̈ µ²¬¼±¬·µ¬·̈2¬±§∏¦̈§ µ̈¤·¬²±¶

©̈©̈ ¦·¬√¨̄¼q × «¬¶¬¶¤± ¬°³²µ·¤±·° ²̄ ¦̈∏̄¤µ° ¦̈«¤±¬¶° ²©³«¤µ°¤¦²§¼±¤°¬¦¶²©§¤¶«̈ ±¶∏q

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ ⁄¤±¶«̈ ±¶∏o ³̈ µ²¬¼±¬·µ¬·̈o ∏̄°¬±²̄ o ¦«̈ ° ¬̄∏°¬± ¶̈¦̈±¦̈o ·¼µ²¶¬± ö ±¬·µ¤·¬²±

  丹参素是丹参水溶性组分中的一个重要成分o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o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≈t ∀ 近年研究发现o过亚硝酸根

k³̈ µ²¬¼±¬·µ¬·̈o� �� �
p l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≈uov ∀ 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o从而造成细胞损伤引发疾病≈v ∀ 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≈uov ∀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≈w∗ y ∀ 为此o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o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

1q1  试剂与仪器

丹参素为上海医科大学产品o色谱纯o使用时用 ³� zqw

的磷酸盐绶冲溶液k°�≥l稀释至所需浓度~过亚硝酸根按文

献方法合成≈y o其浓度根据在 vsu±° 处的吸光度k摩尔吸光

系数 tyzs�# ° ²̄
p t# ¦°

p t≈y l进行确定o使用时用 sqt° ²̄ #

�
p t氢氧化钠溶液稀释至所需浓度~鲁米诺为 � µ̈¦®产品o用

sqt° ²̄ # �
p t氢氧化钠溶液进行配制~牛血清白蛋白k�≥� l

为国产o使用时用 ³� zqw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∀

≥� � 2t型生物化学发光仪~zxw 型紫外可见分光光度

计~zuv型分光光度计∀

1q2 实验方法

1q2q1  鲁米诺发光反应实验 向发光反应管中加入一定量

³� zqw的 °�≥ 和鲁米诺溶液o再加入一定量丹参素或其他抗

氧剂o然后将反应管推入发光仪o注入一定量过亚硝酸根溶

液并同时记录发光强度o根据相对发光强度确定鲁米诺氧化

产物的相对生成量∀

1q2q2  蛋白质酪氨酸硝化反应实验 向反应管中加入一定

量 ³� zqw的 °�≥ 和 �≥� 溶液o再加入一定量丹参素或其他

抗氧剂o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 ³� 至 tto以未加过亚硝酸根
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的空白溶液为参比液在 wu{±° 处测溶液的吸光度o根据吸

光度值确定酪氨酸硝化产物硝基酪氨酸k摩尔吸光系数

wuss�# ° ²̄
p t# ¦°

p t≈y l的生成量∀

2  结 果

2q1  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 t∀在鲁米诺发光反应实验中o反

应物过亚硝酸根的浓度为 uΛ° ²̄ # �
p to鲁米诺的浓度为

xsΛ° ²̄ # �
p to反应液的 ³� 值保持在 zqw? sqt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° ²̄ # �p t

相对发光强度

h

对  照 p tssqs? xqu

丹 参 素  x zzqy? wqz

丹 参 素 ts xxq{? xqt3

丹 参 素 tx wtqu? vqy3

丹 参 素 us uzqx? vqu3

丹 参 素 ux txqs? vq{3

半胱氨酸 us ztq|? xqx

半胱氨酸 vs yuqt? wq{3

半胱氨酸 ws xuqy? uq|3

半胱氨酸 xs wxqt? xqw3

半胱氨酸 ys vzqw? vqs3

抗坏血酸 us {yq|? wq{

抗坏血酸 ws zuq{? wqx

抗坏血酸 ys x|q{? uqx3

抗坏血酸 {s w{qz? xq{3

抗坏血酸 tss v{qx? vqv3

ξθ ? σoν� xo3 Π� sqsto与对照组比较

从表 t中数据可以看出o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o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o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o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o以相对发光强度对丹参素等物质的浓

度作图k图略lo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 �≤ xs分别为 tvqwΛ° ²̄ # �
p t!wvqxΛ° ²̄ #

�
p t和 zzq{Λ° ²̄ # �

p t∀

2q2  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 u∀ 在蛋白质酪氨酸硝化反应

中o反应物过亚硝酸根的浓度为 sqx°° ²̄ # �
p to�≥� 的浓

度为 sqxª# �
p to反应液的 ³� 值同样保持在 zqw? sqt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° ²̄ # �p t

硝基酪氨酸产量

Λ° ²̄ # �p t

对  照 p wuqu? vqt

丹 参 素 us vtqz? vqu

丹 参 素 ws uvqx? uq{3

丹 参 素 ys tzqs? uqu3

丹 参 素 {s ttqv? uqx3

丹 参 素 tss zqv? uqx3

半胱氨酸 tss vsqt? uqz

半胱氨酸 txs uyq{? vqv3

半胱氨酸 uss uvqw? vqs3

半胱氨酸 uxs utqu? uqs3

半胱氨酸 vss t{q{? uqv3

抗坏血酸 tss vxqu? uq|

抗坏血酸 uss u|qx? tq{

抗坏血酸 vss uwqs? tqx3

抗坏血酸 wss usqx? vqs3

抗坏血酸 xss tyq|? uqw3

ξθ ? σoν� xo3 Π� sqsto与对照组比较

从表 u中数据可以看出o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o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o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o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o以硝基酪氨酸产量对丹参素等物质的

浓度作图k图略lo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 �≤ xs分别为 wyquΛ° ²̄ # �
p t!uxxΛ° ²̄

# �
p t和 v{xΛ° ²̄ # �

p t∀

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o在体内主要由一氧化氮k�� l与超氧阴离子结合生

成o亦可由��
2与氧分子结合生成≈uov ∀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o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k底物l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o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k� �� � � l再均裂产生羟自由基和二氧化氮等中间活泼

体o然后中间活泼体再与底物发生作用o这种方式的反应级

数对底物则为零级≈uovoz ∀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≈{o| o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≈w∗ y ∀

本文研究结果表明o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o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o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o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o这表明丹参素

在与过亚硝酸根直接作用的同时o也可以通过第二种反应方

式o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o过亚硝酸根是心肌损伤!动脉硬化等疾病

的重要介导者o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o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o当

丹参素存在时o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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连建伟 邵传森3 陆金芳3 陆淼泉 陈士景

陈国神3 陈枢青3 陈曾湘 陈静宜k女l3

周大兴  周宏民  季 晖k女l 郑梁元  姜丽丽k女l

胡富强3 徐康森 钱伯初 曹观坤 章 捷k女l

章可铭 黄宗玉k女l3 曾 苏3 谢旭一3

韩桢中 楼宜嘉k女l3 虞和永 颜小锋

蔡俊超 魏尔清3

特邀编委k以姓氏笔划为序l}  尤启冬 王金鼎

江观玉   江海碧   孙静芸k女l  庄林根

关美君k女l 邢水德 李大魁 李 萍k女l

李汉林 吴晓明 吴金民 金宏义

林 泉 周有作 杨苏蓓k女l 竺芝芬k女l

郑树森 相秉仁 赵正言 俞海琪

桑国卫 奚念朱 谢 辛 滕建荣

编辑部主任}  李 菁k兼l
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