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用电子自旋共振自旋捕集技术研究 

吗丙嗪对活性氧自由基的清除作用一 

443 

但 宁 、孛小洁、赵保路 、张革沭。、忻文娟 (中国科学院生物物理研究所，北京 100080，中国) 

Scavenging effects of probimane on active oxygen free radicals 

by electron spin resonance! 
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ABSTRACT Probimane． dl--1。2-bis (4- 

morpholine—methyl一3。 5-dioxopiperazin—l— 

y1) propane， is a new antitumor agent 

synthesized by Shanghai Institute of Mate- 

ria Medica，Chinese Academy of Sciences ． 

scave岵 ing effects of probimane On ac- 

tive oxygen radicals produced in 3 different 

systems were studied with the ESR spin 

trapping methods． 

In Fenton／s reaction．pr0bimane remark- 

ably scavenged hydroxyl radicals (·OH) 

and the rate of scavenging ·OH by probi- 

lTlane 0．05 mmol／L WaS 47％，compared to 

5 by vitainin E (VE)and 30 by sscor— 

bic acid (AA )． In irradiation riboflavin 

system． in which supcroxide (o：) was 
prod uced，the  agent also had the scavenging 

effectS On 0：． TJle rate of scavengin8 

0：by probimane 0．O5 nunol／L was l 3％， 
hizher than that by Vt (7％) but lower 

than that by AA (90％)． cell system 

whe re the active oxygen radicals were pro- 

duced during the  respiratory burst of human 

neutrophi~ (Neu)stimulated by TPA (re- 

tradecanoyIphorbol acetate1，probinmne eX— 

hibited  a dose-dependent sca venSing action 

0n the  radicaIs．The rate ofthe radical SCaV— 
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enging by problmane 0．05 mmol／L WaS 

37％，much higher曲an that byVE(9 ) 

but lo r then that by AA (68％)． Pro- 

bimane had no eff ect On the rate of oxygen 

consumption by human Neu．measured with 

spin probe o芏 蛾 ry． 

KEY W ORI~ probimane；electron spin 

resonance：vhamin E ascorbic acid： tetra— 

decanoylphorbol acetate： neutrophiIs： free 

radica ls 

■■ 用 ■岛t自旋捕集技术研究发现，吗丙嗪可明显 

清除Fent~x反应产生的·0H， 在 0．03mmol／L时， 

其清除率为 30 ，强于抗坏血酸(ascorbic acid，AA) 

和维生素 E(VE)．该药对光照核黄素反应 产 生 的0： 

的清除作用较弱，浓度达 0．1 mdloI／L时， 其清 除率 

仅为 19 ，强于V卸’弱于从 ． 吗丙嗪也能 清 除由 

TPA刺澈引起人多形核白细巍呼吸暴发时产生的活性 

氧 自由基 ． 

美■一 吗丙嚷，电子自旋共振I维生素 E| 抗坏血 

酸，佛波醇，暗中性白细巍， 自由基 。 

吗丙嗪(p∞M目lne， AT一2l53)是由中国 

科学院上海药物所台成的新型抗肿瘤药物，对 

多种实验肿磨有明显抑制作用，并在低剂量范 

围内可选择性抑制小鼠的体液免疫反应“’．我 

们实验室又发现吗丙嗪可对抗阿霉素的心脏毒 

性．由于阿霉素的 脏毒性与活性氧 自由基有 

关 ， 本实验利用电子 自 旋 共振 (electron 

Ipin rd；oIl峨 童S )真攮捕集技术， 观察了 

． ．{ 
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吗丙嗪对 Fenton反应、 光照核黄素反应和促 

癌剂(TPA)刺激引起的人多形核 白细胞呼吸暴 

发 3个实验模型中所产生的活性氧 自由基的请 

除作用，以探讨吗丙嗪抗肿瘤和对抗阿霉素心 

脏毒性的机理． 

o 删 O -cH
CH

-c

I"

u 一o  

dl一1。2-bis( 

dioxopip~ azin一1一y1) propane 

M ATERÎ I5 AND M 删 oDS 

吗丙 嗪 由 中 国科 学 院 上 海 药 物 研 究 

所提供． 5，5-Dimethyl—I—pyrroiine-1-oxide 

(DMPO)Sigma产品，经活性炭纯化其 ESR波 

谱中无杂质信号存在． 3--Carbamoyl一2，2，5， 

5-tvtramethyl——3——pyrroline-l-yloxy (CTPO) 

Sigm a产品，先用少量乙醇溶解， 再用磷酸缓 

冲液(O．05mol／L， pH 7．4)稀释至适 当浓度 

备用． 促癌剂 tetradecanoylphorbol acetate 

(TPA，Sigma)溶解于少量丙酮后置 一20℃ 保 

存， 临用前用磷酸缓冲液(0．05mol／L， pH 

7．4)稀释至所需浓度．核黄素为上海化学试剂 

采购供应站试剂厂产品，临用前用磷酸缓冲液 

(0．05mol／L，pH ．4)稀释至所需浓度， 避 

光．其他均为国产 AR级试剂． 

人多形辕白细胞 (human neutrophils， 

Neu)的分离摄纬 ’ 在 4℃下从新鲜抗凝健康 

人血中分离出 Neu， 将其悬浮于磷 酸 缓冲液 

(0．05mol／L，pH 7．4)备用． 

Fenton反应 ’ 将 1 H± ， 硫酸亚铁 

铵 100pmol／L， DMPO 0．1 mol／L和不同浓 

度的药物(对照组用等容量的磷 酸缓冲液 0．05 

mol／L，pH 7．4代替之)混匀后 2rain，放入 

ESR谐振 腔测试 ． 

党愚辕董素反应 ’ 将含核黄素 0．3 tool／ 

L．EDTA 5mmol／L，DMFO 0．1 mol／L和不 

同浓度的 药 物 艉 匀后，经由【灯照射 O．5mia 

(功率 1 kw 光距 70 cm)后， 立 印测试 ESR信 

号 ． 

Neu呼吸■发实验 将 dicthylenetri— 

aminepentacetic acid (DETAPAC)0．1 retool／ 

L，Neu 1．5×10 ／ml， TPA 1 00ns／ml和不 

同浓 度 药 物 的 混 合 物 置 37℃ 水 浴 2min 

后，加入 DMPO 0．1 mol／L，混匀后立即测试 

ESR信号 

用 Varian E-109型 ESR波谱仪铡试ESR． 

澳l试条件为：功率 15mW，X波段， 100kHz 

高频调制，调{IilI幅度 1mT， 扫描速度 25roT／ 

min，时间常数 0．128S，温度 25℃． 

Nea的■精耗膏定 ’ 将 含 TPA 100 

r~／ml,Neu 2．5×10 ／m1． CTPO lmmo]／L 

和吗丙嗪 0．05mmo]／L 混匀后密封 于 石英毛 

细管中置 37℃水裕 1 min，分 于混匀后 2， 

7，12，17 min测试，ESR仪器条件同前，但调 

制幅度 0．05mT，功率 lmW，扫描速度 0．37 

mT／min． 

RESUI S AND DIslcUSSION 

吗丙II对Fenton反应产生的羟基自由基 

· OH的iI昧作用 Fenton反应是产生纯 ·OH 

的经典反应 ．Fig 1中，A，B分别是在 Fen- 

ton 反应体系中不加和加入吗丙嗪所得的自旋 

捕集剂 DMPO与 ·OH形成的 D l̂P(删 的 

ESR谱．用各谱线的第二组峰对峰高度 h表示 

ESR信号 的 相 对 强度 (Fig 1A)． 吗丙嗪对 

- OH的清除作用以清除率 日表示： 

E=( 。一h )／ ×100％ [1] 

ho为对照样品 DMFO-OH 的第二组的峰对峰 

高度的均值， h 为加药样品 DMPO-OH 的第 

二组的蜂对峰高度的均值． 

结果表明， 吗丙嗪可清除 Fenton反应生 

成的 ·OH．其浓度为 0．03 mmol／L时， ESR 

信号显著减小， 清除率达 3O ， 浓度愈大清 

除作用愈强(Fig 2)． 

吗丙唪对党愚辕董素体系产生的超■阴离 

子自由基 O；的清豫作用 光照核黄素体系 
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量计算实验结果， 我们以 ESR 波谱中第一组 

波峰内幅度最大的两峰的峰尖间距 h表示 ESR 

信号的相对强度(Fig 1 E)． 按[1]式计算清 

除率 F． 

吗丙嗪可使 TPA刺激 引起的 Neu呼吸暴 

发时产生的活性氧自由基的DMPO加台物ESR 

信号明显减弱，其作用随浓度增加而增强 (Fig 

2)． 

吗丙嚎对Neu■漓耗的影响 必须在确 

定吗丙嗪不影响 Neu 正常呼吸暴发活性的条 

件下， 才能认为吗丙嗪减弱 Neu 呼吸暴发试 

验中活性氧自由基 DMPO加台物的 ESR信号 

是由于该药清除活性氧自由基的直接结果．用 

自旋探针 CTPO氧测定法观察 Neu受 TPA刺 

激后产生呼吸暴发时的氧消耗可做为观察 NeU 

呼吸活性的一项指标 ’． 实验证明， 吗丙嗪 

0．05 mmol／L不影响 TPA 刺激引起韵 Neu呼 

吸暴发时氧消耗速率，表明在 Neu呼吸暴发试 

验中，吗丙嗪使活性氧 自由基 DMPO 加合物 

的 ESR信号减弱， 不是通过直接或间接抑制 

Neu对氧的利用造成的，而是清除 了活性氧 自 

由基的结果． 

吗丙嚎、 V 和AA 清除活性■自由基作 

用的比较 由Tab l可见， 在 0．05mmol／L 

时，吗丙嗪对 Fenton反应产生的 ·OH的清除 

作用强于 V 和 AA， 对光照核黄 素反应产生 

的 o：的 清 除作用强于 Vt， 明显弱于 AA． 

Tab 1． Comparative study of the scavenging 

effects(％)of probimane． vitamin E ‘VE)and 

aseorbie acid (AA ) at the coneeniration of O．05 

mmol／L on the active oxygen radicals in 5 differ- 

ent syst~ ． P> 0．05， ” 。P< O．01 vs cont~'o1． 

t < 0．05， ttfP< O．01 vs probimane． 

在 Neu呼吸暴发试验中， 虽然， 吗丙嗪对活 

性氧 自由基的清除作用强于 V ，但弱于AA． 

在以上 3体系中， Vz的活性氧自由基清除作 

用都弱于吗丙嗪， 这可能与 V 在水溶液中星 

悬浮状态有关． 

大量实验证明 ’， 阿霉素心脏毒性与 

活性氧自由基有关．阿霉紊的蒽醌核能可逆地 

转 变 成 半 醌 自由基，后者将电子传递结 oj， 

使之还原 为 o：，进 而产生 ·OH， 通过脂质 

过氧化反应损伤细胞，尤其是心肌细胞．本实 

验发现吗丙嗪可以清除活性氧自由基，尤其是 

· OH， 这可能是吗丙嗪对抗阿霉素心脏毒性 

的原因之一．但是，由于心肌细胞中超氧化物 

歧化酶含量较低 ”，阿霉素的心脏毒性可能主 

要由 o：直接引起．因此，吗丙嗪对抗阿霉素 

心脏毒性的作用除通过清除活性氧 自由基外， 

可能还有其他作用机理． 

t 本所 ESR技术组提供技术帮助． 侯京武同志 

参加部分实验工作． 
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Influence of laurocapram on ultrastructures of mouse skin 

and sarcoma 1 80 membrane 
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ABSTRACT I~urorapram(Lau)．1—dodeeyl- 

hexahydro一2 H-azepin-2-one， (azone) i毒 

a flew pereutane0us penetra tio~ enhance g, 

However，the mechanism of its action for 

absorption promoter of othe r agents js st．1 

unknown． In this naper the effect of Latl 

on ultrastructures of skin surface and 

tumor cell membrane were studies． Latt 

(2％)suspensiod WaS applied to abdominal 

skin of ICR／JCL，C 57BL mice or one 
side of abdominal skin of nudemouse witlt 

drug and other side with the vehiele solvent 

once daffy for 2—3 d． The skin was excised 

at 4 h after the final medication for ex咖 一 

ination under scanning electron microscope 

Received 1988 Sep 22 Accepted  1989 Mar 12 

。Drug Ana sis and Test Ittstitttte oJ Shanghai 

PMm,naceutto~ Adrainistrat[on， Shanghai 200434， 

China 

(SEM )．The results showed the nuDmegous 

small infolding lines which divided the 

skin surface into small a拙 swith vesiru ]a- 

tion and peeled the epidermal surface to 

form a few Hlinor holes． The cuticles ofthe 

hair shaft dropped off and became thinner． 

Nume rous desquame ted celIs aroun d the 

Orifice of the hais Were fl翟otur司 ． detached 

and wide ned． 

Sarcoma 180 ee lIs were ineubated with 

Lau 25~g／ml at 87℃ for 4 h．The nl~go- 
villi of some  eells dropped off and the 

size of villi became  thinner and shorter． 

The top of sonic villi of the eells appeared 

occasionally thick to ma ke the profile as a 

bat． The stirface of numerous naked cdls 

became rugged and m ugh and showed ma ny 

black m inor holes in th e area of de nuded 

cell membrane啊 |IK ■皤 mkmvilli．一Mere 

J
． }j II 
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