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人参皂甙抗腾质过氧化作用爱对大曩蕾再灌注 

损伤的保护作用 

储 国祥、 陈 修 (湖南医科大学药理教研室， 

长沙 410078，中国) 

撮宴 用阻断 4血管的方法造 成太鼠急性脑缺血再灌 

注损伤．在虢血40mln后再谭 1 h时人参皂甙 Rb+ 

Ro 100mg／kg iv能显著保 护脑 组织 CK及 SOD活 

性，抑制脑水忡形成并碱少MDA产生，而且能显著 

促进脑内 PGI2释放并抑制 TXA 台成． 用吲哚 羹辛 

5 ms／ks iv能显著阻断Rb-bRo对脑缺血再灌注损伤 

的保护作用， 逸表明{燕保 护作用是部分通过PGI，中 

介的． 

关■词 暂时瀣脑缺血 再灌注掘伤 前列腺素x类} 

血拴索A" 游离基j过氧化脂质类I脑水肿1人参} 

皂前，哼J哚美辛 

图药理学报 Acta Pharmacologfco Sintca 19g0 Mar；l1(2)：123—126 

维埃克斯的需氧代谢与混合功能氧化酶 

傅风华、孙曼霁 (军事医学科学院毒物药物研究所．北京]OOS~0，中围) 

Aerobic metabolism of VX 

and mixed function oxldases 

FU Feng-Hua．SUN Man-Ji(SUN Man-Chi) 

(m 寡l赴“押 P~ rmaco／ogy 鲫 4 Tox'Icology，Aca- 

demy oy Military Medtc~ Sciences，Beffing 1008S9， 

Oz0sa) 

^BSrRACT In our prelim inary study． it has 
"

DiSh foand tlmt VX oxi[]~tae exi咖 in t micro- 

some franion of rat liver and the estblytjc re— 

action needs the participation of molecular oxygen 

and coenzyme 1 0rⅡ．In tllis 呻per， the data 

showed tllat deoxynh ohate inactivated bo th the 

mixed function 雠 idase and VX oxidase． The 

specific inhibitor peoadifen 0f the m ixed lobe~ 

tion 傩 idasc also profoundty inhibited VX oxi． 

du e activity．The complex of VX and cytochrome 

P-g89 exhibited typical diffefence Sl~ trtun 

Received 1989 May 3 Accepted 1989 

＼ 

of type I． Aniline competitively tnhibited the 

inactivation of VX catalyzed mic1'D~Ollries
． 

These results indicate that VX is one of th e 

substrates of mixed function oxidase．VX 0xidase 

in tlle rat liver cells is exactly the mixed 

function oXidase． 

KEY W ORDS mLxed function oxidases； VX； 

aniline hydroxylase； spectrum a
．

i~alysis； proad— 

if％；cholinesterase inhibitors；organo曲o*phor~s 

compounds 

撮娶 脱氧胆酸钠可使混台功能氧化酶及VX氧化酶 

活性 同时丧失， 混台 功能氧化 酶的 特异性抑 制剂 
proadifcn对 yx氧化酶也有明显抑制作用，显示两种 

酶促反应的 密切相关性．Vx与细胞色素P-480结台 

显示典型 的I型差示光谱，苯胺可抑制 微粒体对vx 

的酶促解毒， 均表明 VX是混台 功能 氧化酶 的底物 ． 

大鼠肝脏细胞中的Vx氧化酶就是混台功能鬟化酶． 

关■四 混台功能氧化酶类，维埃克斯，苯胺轾化酶， 

光谱分析}普罗地芬}胆碱腊礴抑制剂}有机辫化台曲 
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微粒体时混合功能氧化酶(mixed-function 

oxidases，MFO)是生物体内重要的解毒酶， 它 

由细胞色素 P-450， NADPH-细胞色素 P-450 

还原酶及卵磷 脂组成“’． 肝脏中的MFO亦称 

为。肝药酶 ，在药物及毒物的生物转化中起着 

重要作用，催化反应需要 及辅酶 I豉辅酶 Ⅱ 

参与．维埃克斯(VX，s一(2一二异丙胺乙基)一甲 

基硫赶磷酸乙酯，Ethyl(S-2-<liisopropylamino— 

ethy1)mefllylphosphonothiolate)是v类有机磷 

毒剂的典型代表，是强烈的胆碱酯酶(ChE)抑 

制剂．大鼠肝脏代谢 VX的 VX氧化酶存在于 

微粒体中，Vx代谢也需要Oz及辅酶 I或辅酶 

Ⅱ的参与 ’， 与MFO极其 相似． 本文对 Vx 

氧化酶与MFO的关系作了研究． 

CI-I~ O 

＼ 
P CH(CH3)2 

／＼ ／ 
C2 0 SCHiCH2N 

＼ 
CH(CI-Is)2 

Ethyl(S 一2-dIM propy]amizzoelhy1)methy1-- 

pho|phonothlolale (VX) 

M ^TERÎ Is 

二硫苏糖醇(dlthioth~itol，DTT，SERVA 

公司)I proadifen(SKF-525-A，2-(diethylamino) 

ethyl diphenylPzopylacerate，SKF公司)，VX由 

本所 合成， 纯度 95—96 ． 其他 试剂 为国产 

AR级．Wistar大鼠， ，体霞 217±sD 40 g， 

20 PR-50型自动冷 冻高速离心机及SCP 

85 H型超速离心机(均为日立)I uV一250分光 

光度计(岛滓)． 

一的爿鲁 以差 这离 心法 ’制备 亚细 胞 

成分， 以比色洼“’测定蛋 白质含量．S-为肝 

匀浆经 600×g离心 10rain之上清液． 蛋白含 

量 为 l4．2mg／m1． S：为 S】在 9OOO×g离 心 

30min之上靖液．P8为 在 105 000×g离心 

帅rain之沉淀 (微粒体)． 微粒体悬液l将 P| 

悬浮于 SPN缓冲液(蔗睹 126 mmol／L，K PO． 

44mmol／L，尼克酰胺 28n~nol／L，pH 7．3)中， 

蛋白含量 35．4 rag／rot．微粒体加去垢剂制品l 

以 65：44．5：14．8：14．8：1．5：7．6容量比将微粒 

体悬液， 甘油．柠檬酸钾缓冲液 (1 tool／L)， 

KCI 1mol／L，DTT 0．1 moz／L及 1O％脱氧胆 

酸钠的混合液在冰浴 中搅拌 20 rain而成， 蛋 

白含量为 15．5mz／m1． 溶液化微粒体酶；微 

粒体加去 垢剂 制品 经 105 000×g离心 60 rain 

之上清液，蛋白含量为 14．6 mg／m1． 

去垢锕对 徽粒体中 VX氧化 毒及 MFO活 

性的髯响 苯胺对 位羟 化酶 活性作为 MFO 

活性的 指标． 苯胺对位 羟化酶的 活性以比色 

’法 ’测定苯胺 的对位璺 化产物对 氨基酚为指 

标．苯胺对位鞋化酶测定步骤如下。取 0．1ml 

苯胺(30retool／L)及 0．1mlMgC12(0．16mo1／L) 

分别加入不同的酶制品(肝句浆上清液 0．65 ml， 

微粒 体悬液 0．32ml， 微粒 体加 去垢 剂制 品 

0．78ml或溶 液化 微 粒 体酶 0．78m1)， 再加 

20 pl NADPH (10retool／L)， 并 以SPN缓冲 

液补至 1m1．在 37℃振荡 20min后，加 15％ 

三氯醋酸(TCA)0．5 ml， 离心取上清液，测定 

对氨基酚的含量．肝匀浆上清液非酶对照管在 

加^ TCA后再加酶制品， 其他组对 照管不加 

NADPH, 以 H20代之． VX氧化酶 话性以酶 

抑制法 ’测定． 

实验结果见 Tab 1， 大鼠肝匀浆上清液及 

微粒体悬 液中 MFO及 VX氧化酶都 有良好的 

活性，而加^去垢剂后两种酶的活性均全部丧 

失． 

VX蛾苯胺与P-450复台懈的麓示光话 

以比色法 ’检测到微粒体悬液中存在着P-450， 

其差示光谱表明微粒体悬液的部分P-450转变 

成P-420． 

取 2．9ml微粒体悬 液分 别置 于参比杯及 

样品杯(光径 1 cm)中， 在 350—590 nm扫描记 

录基 线届， 分别 向参 比钚 和样 品杯 中加 ^ 

O．1ml O和 VX2mmol／L或苯胺 30mmol／L， 

记录差示光谱．苯胺与P一450结台显示Ⅱ型差 
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量· 1． Vx ox~ase activity tn vadou#eⅡ玎m 

preparations of ret llvm'． n=5， ± sD ． 

VX ~xidase 

vx／ 
(h-mg protein) 

M F0 

nmol aniline／ 
(h·mg protein) 

Noqe 0．00土 O．0O 

Supernatant Of liver 

homogenate(S1) O．42土0．01 

M lcro~oine sos- 

per~ion (P1) 0．30+ 0．03 

M icmsome 

+detergent 0．O0± 0．OO 

Solubfllzed enzyme 

from m i~os；1me 0．0O土 0．OO 

0．O0±0．O0 

7．S1± 1．09 

3．16土0．91 

0．O0± 0．O0 

0．O0± 0．O0 

Rat JJycr eI]zyme preparatJo~ Mgal l8∞ D】／L| 

Vx 2 Izmo!／L or ar】iline 3 mm；1l／L~SIPN(sllcrose 

126 mm；11／L，KH：PO=44 mmol／Lt nicotinambie 28 

mmol／L)buffer，pH 7．3；NADPH (Ricotinamide 

adenine dincle；1tide phosphate-reduced)0．4 mm；11／ 
L|incubatedin；1pen air with shaking at'37~C for 

3O or 20 min in cases of VX oxidase of m ed 

fu；1ction ；1xldascs (MFO)respectively． 

W=veteu~tb tam 

Fig 1． Difference specUa of complexes of A ) 

a~line(1 retool／L)and P=450，B)Vx (67~moll 

L)and P-450． 

●I Base line In abes；1ce of subs~ate (v)(or 

aniline)． 

忏雎亚细 胞部 分sz在37℃30min内可 催化 

0．48 p．g VX解 毒， 而加 入 proadifcn可使 VX 

氧化酶活性抑制约 90 ． Proadifen浓度 对酶 

抑制法中外加 AChE活性无影响 (proadifen对 

照组 AChE活性是正常 AChE对照组的98 )． 

苯艘对 VX曩化砖活性的膨晌 职 D_2丑tI 

s2部 分， 加入 终 浓 度 为 2~mol／L的 VX及 

3ttmol／L的苯胺， 37=C振荡 30min后用 酶抑 

制法测定 Vx氧化酶活性．如 Tab 2所示，大 

鼠肝脏亚细胞部分sz在 37℃ 30min内可催化 

0．28“g VX解毒； 苯胺 可使 VX氧化 酶活性 

抑制 82 ．苯胺浓度对酶抑制法中外加 AChE 

活性 无影 响(苯 胺对 照组 AChE恬性 是正 常 

AChE对照组的99％)． 

Tab 2． Inhibition of v)(oxidase of rat liver 

by prestdJfen and anlfl；1e．n=5， ￡±SD ． 

VX metabolized 

(I工g) 

v)(oxidase 

activity ( ) 

Proadffen- 

None 0．00
_

+ 0．O0 

S| 0．48±0．05 

Sj+proadifen O．05±0．09 

AnilineI 

None 0．OO±0．00 

、  Si O．28±0．08 

Si+aniline 0．05± 0．08 

100 

1O 

1O0 

18 

Proadife；1l rat liver S，，proadffen 1mmolp~， 

inhibRed in ice for 30 min， then VX 2lI】叮o1／L。 
Incubated at 37℃ for 30m in in open air with 

shaking． Aflili~el rat liver ，aniline 3 mmot／LI 

VX 2itmol／L，incubated at 37℃ for 30min in 
0pen air with shaking． 

bI DJffe~nee spectr~ of the complexes ot P-450 DISCUSSION 
with VX or azdlitte． 

示光谱(Fig 1 A)， 这与已有报道 相同． 而 

VX与 P-450结合 显示 典型 的 I型差示 光谱 

(FiB 1B)． 

Pre~ifen对 VXt化蘸活 性柏菇 取 

0．2ml S2加入终浓度为 lmmol／L的pro~lifen． 

VX氧化酶的 催化 反应 需要 及辅酶 I 

或辅酶 Ⅱ的参与‘”， 脱氧咀酸 钠处理所 显示 

的MFO和VX氧化酶的同步失活现象及IvlFO 

特异挂抑 制剂proadifen对VX氧化酶的强烈 

抑制现象， 提示 VX的氧 化代 谢可能由MFo 

催化进行． 

1 在冰浴中反应30min，每 5min振荡 1次，然 各种化台物与P-450结合可显示 3种类型 

； 后测定vx氧化酶活性·如T曲。所示，大鼠 的差示光谱 ’I 型， 型及反 型 型 ! 
＼ 
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l2岳 

差示光谱 ⋯̂ =385 Tim， t =420llm． Ⅱ型 

差示光谱 ． =425~435 nm． E =990~410 

nm．VX与 P-450结合显示典型的 I型差示光 

谱，苯胺与 P-450结合显示 Ⅱ型差示光谱．苯 

胺对微粒体悬液 VX为底物的酶促反应产生 

明显的抑制作用． I挚化台物通常是MFO的 

底物， Ⅱ型化台物通常是 MFO以 1型化 台物 

为底物时的 竞争性抑 制剂 ． 综畲以上结果 

证明 VX是 MFO的底 物， 即肝脏 中催化 VX 

需氧代谢的酶是微粒体中的 MFO． 

1 Stm bel HW ，Lu AYH，Heidema J
． Coon MJ． 

Phosphatidyleholine requirement in the enzy． 

matic reduction of hemoprotein P_450 and in 

fatty ackl，hydrocarbon，and drug hydroxyla- 

tion．， BI C m 1970；245 ：4851． 

2 FIn FH，Sun MC．Occurrence of VX oxidase． 

l J pJI棚 oD 1989； ：e64 

3 Coon MJ． Recons[rnetion of cytnc hrome p- 

450-containing mixed--function oxidase system 

of liver micIosDⅢes． Method~ ≈ m ． 口 - 

membrances Part C 1978；52 ：200． 

4 Lowry 0H，Resebrou曲 『J，Farr AL．Randall 

RJ．Pratein measurement with FoIin phen~ 

reagent．， Biot em 1951；1 95 ：265． 

5Imai Y． Ito A， Sate R． Eviden~． t。r bio- 

chemically different types of v~icles in the 

hepatic microsomaI fraction． ，Biochera 1966； 

80 ：417． 

0 Oiilllra T，Sate R．The carbon monoxide-bind— 

ing pigment of liver micresomes．I
． Evide／lee 

for its hem oprotein nature
．
J B I C m 1964； 

船 9 ：2370． 

7 Jefcoate CR．M easurement of substrate and 

inhibitor binding to mierosomal cytnc hrome 

P-4,50 by optical-difference sp@a troscop y． 

Methods Enz3nnot， BiomembrOJ~．ce,s Parf C 

l978：．52 ：258． 
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乙酰胆碱酯酶的抑制性质 

袁伯使 、秦伯益 (军事医学科学院毒物药物研究所，北京 100850，中国) 

Inhibitory properties of eyclogtmnide 

phenylsulfone on acetyleholines terase 

Yuan Bo—Jun，Oin Bo-Yi 

(Institute ot Phartr~ ology ＆ Toxicology，Aca- 

dsmy 吖 Mititary Medica／ Scfenc~， 删 f 

1008S0，China) 

A~-"fRACT Mouse brain homogenates， mouse 

RBe．immobilized enzyme of pig brain，and  hu- 

山 n RBC were chosen as sourL~ of AChE．AChB 

activities were determined by colorimetric and 

gasametric methods．Cyclogtmnide phenylsulfone 

f∞ P)exerted a moderate inhibitory effect oll 

AC旺 ．The pI (negative logarithm of molar 

concentration cansinB 50 inhibition of AChE) 

towards AChE in mouse RBc and brain were 

Received 1988 Nov 18 Accepted 1980 Aug 29 

1 Now  iJl Laboratoryfor Anttmalaria~Drug R 砷 ． 

Second Mititary Medica1． University ot PLA， 

,Shanghai 200488， China 

5．78 and 5．5O，respectively．The bindingpotency 

to AChE Wn$ very  loosc． The AChE inhibi- 

tion was easily reversed by washing
． It showed  

that COP belonged to the contra--compctitivc 

AChE inhibitor ． 

KEY WORDS acetylcholiqesterase； cholin． 

esterase inhtbitors； cyeloguanide phenylsulfmle； 
sulfones；triazin~；physostignlinc ；搴0 nan 

提要 环胍 苯矾 对真 性胆 碱酯酶 (小鼠 全脑、 小鼠 

RBC．人RBe  Ac B和猪脑固相酶)有选择性抑制作 ’ 

用，结合疏松，抑制酶易恢复， 是 AChE的一种反竞 

争性抑翩剂． 

关■调 乙酰胆碱酯酶} 乙酰胆碱酯酶抑制剂}环胍 

苯砜}矾类，三嗪-毒扁豆碱J索曼 

’ 

环胍苯砜 (cyclogtmnidc phenylstflfone， 

CGP)化学名为双一对一(4，6一二氨基一2，2一二甲 

基一I，2一二氢 均三 礤)二 苯 砜 盐 酸 盐 (1，1一 
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