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~evels of toxjc dectbylateO lidocaine 

rnetabolites is to be expected jn such circum． 

stance ”
．  

Sum ming up，the present study points out 

a possibility of a leakage of basic drugs into 

the gastric juice after jv injection． However， 

in the case of a single bolus iv injection of 

Ndocainethisphenomenon 0e锄 0notto have a 

laaiOr clinica1 Seque1． 
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ABSTRACT Th e scavenging effects of sodium 

f~rulate(SF)and glycyrrhetic acid(GA)on oxygen 

free radicals wcre studied by using |prn trapping 
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techniqna and chemiluminesconce(CL1 methods． SF 

0．3 nanxol／L and GA 0．3 molol／L effectively 

scavenged oxygen free radicals produced by phorbol 

mydstate acetate (PMA)-stimulated polymer'- 

phonwlcar o -【PMN)，but had no effect on 

the oxygen consumption by PM N，leaIured with spin 

probe oxymetry． In 3cell-free oxyge~ free radica l 

generating systems,b0m SF and GA ~ owed - re· 

m-rktbly~avenging effect．oo 0i and 0H ． sF 

30 mol／L and GA 30 mnol／L prominently inhib． 

ited the CL respoose of PM A--stimulated PMN． 

The results demonstratedthat SF andGA are oxy薛 n 

free radica l~~,svaogers． 

KEY WORDS sodium fcrulate；l即— ycyrrl~etilfic 

acid； electron spin resooaoce ； lumlne scenoe； 

ne utrophils；anIioxidaat freersdlca ls 
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提要 用白旋捕集技术和化学发光法研究了阿魏酸钠 

fsF)和 l8 甘 草次 政(GA)对 氧 自由基 的清除作 

用．SF和 GA0．3mmol／L对人多形棱白细胞(MPN) 

释放的氯自由基有明显的蒲除作用．它们对 PMN的氧 

{冉耗无影响．SF和 GA对水溶液体系产生的 0i和 

OH。有明显的清除作用．两药 30tool／L对 PMN产 

生的化学发光有显著抑制作用．结果证实 SF和 GA 

有直接捕获氧自由基作用． 

关量加 阿魏酸钠；J即一甘草次酸 电子白旋共振；发 

光；嘈中性白细胞：抗氧化剂：自由基 

阿魏酸钠(sodium fcrulatc．SF)能抑制血 

小板脂质过氧化产物丙二醛的生成I”．抑制丙 

二醛和羟自由基(oH’)诱发的溶血及过氧化氢 

o{2o2)和超氧阴离子自由基(o 引起的脂质过 

氧化 反 应 】．甘 草 次 酸 (glycyrrhctic acid． 

GA)能抑制多种化学物质诱发的鼠肝微粒体脂 

质过氧化反应，对四氯化碳诱导的鼠肝傲粒体 

产生的自由基有抑制作用．抑{55酵母多糖刺激 

的小鼠腹腔巨噬细胞生成 oi和H'o 以上作 

用被认为是 GA有保肝作用的机理之一0)．然 

而以上实验结果都是用间接方法得到的．为进 
一

步了解 SF和 GA的抗氧化作用．本文用电 

子自旋共振(electron spin rcsonartc~， ESR)自 

旋捕集技术研究 sF和 GA对 0；和 OH‘的直 

接作用，并用化学发光法检测它们对人多形核 

白 细 胞 (polymorphonuclcar leukocytcs， 

PMN)氧化代谢的影响． 

MLA'I~ RIALS AND M ETHODS 

Phorbol myristatc acetate (PMA)， 

5，5一dimcthyl—l—pyrroline-I—oxide(DMPO)， 

3-carbam oyl一2⋯2 5 5一tetramcthyl一3一pyrrolinc 

一 1-yloxy(CTPO)，黄 嘌呤 ()(an)和鲁米 诺 

0umino1)是 Sigma产 品．PMA用丙酮溶解 ， 
一 20℃ 保 存 ， 用 前 以 磷 酸 缓 冲 液 (50 

mmol／L， pH 7．4)稀释舞f所需浓度．DMPO 

经活性碳处理 ，ESR检 测未见 到杂质信 

号．CTPO用少量乙醇溶解．用前以磷酸缓冲 

液(50mmo|／L．pH 7．4)稀释到所需澈度．鲁 ‘ 
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米诺用二甲基亚砜配成 l mraol／L的储备 

液 ．用前以 Hank s液稀释．黄嗓岭氧化酶是 

中国科 学 院上 海生物 化学 所 产品 (批号 

8705114)其余试剂均为国产 AR级，SF是 白 

色结晶．由中国科学院药物研究所提供．18口一 

甘草次酸为白色粉末，由呼和浩特制药厂提供． 

PMN 的分离提纯 正常人 新鲜抗凝血 

购 自北京市红十字血液中心．将全血与 6％的 

葡聚糖按 2：l(vol／v01)混匀，静置 1h．取上 

层富含白细胞的悬液，经冰水低渗法溶解残留 

的红细胞，离心后(160 g。 4 min)回收白细 

胞 ，用 Ficoll经梯度离心得 PMN．将 PMN 

重 悬 于 Hank s液 中 并 调 细 胞 数 至 5× 

10 ／ml台盼蓝染色表明活细胞占95％以上． 

PMN释放氲自由基的测定 将含有 

PMN l'7x 10 ／ml， 二 乙 三 胺 五 乙 酸 

(dictylcnetriamincpentacetic acid． DETA— 

PAC)0．1 mmol／L，药物O对照样品用等量溶 

媒代替)和 DMPO 90 mmol／L的混合物置 

37"C水 浴 2 nlin后 ．立 刻 加 入 PMA 100 

ng／m1．将混合液吸人石英毛细管中，置人 

ESR谐振腔内测定． 

0；和 OH‘的潮定 按本组已建立的自 

旋捕集方法测定 o；和OH．【”．用黄嘌呤／黄 

瞟呤氧化酶系统和光照核黄索体系产生 o 

用 Fenton s反应产生 oH‘．在上述 3个水溶 

液体系中加人药物及对照．在一定时间内描记 

ESR波谱． 

波谱仪为美国 Vafian E-109 ESR．测定 

条件：微波功率 15mW， x波段．调耐频率 

100 kHz．调翩幅度 0．1 mT，中心磁场 324 

rat．扫宽 20mT，扫速 5mT／min，时向常数 

为 0．128．温度为 25℃． 

PMN呼吸爆发时氧消耗的测定 用自旋 

探 针氧测 定 法 (spin probe oxymctry) 测 定 

PMA 刺 激 PMN 产 生 呼 嗳爆 发 时 的 氧 消 

耗 ．将含有PMN 1．7×10 细胞／ml， CTPO 

0．3mmol／L，药物和 PMA】舯 ng／ml的棍 
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合物 密封于 石英 毛细管 中 置 37℃水浴 1 

rain．分别于加入 PMA后 2， 7， 12和 17 

rain时描记 ESR波谱 ，捌试条件为：微波功率 

1mW，调制幅度 5 T，扫宽 1mT，扫速 37 

,aT／rain，其余条件同前． 

PMN 产生化学发光的测定 ’ 把已预温 

O7℃， 45rain)的 PMN (1×10。／m1)0．5m1 

加入容量 为 5 ml的聚丙烯小管内．加药物 50 

I(对照用等量 Hank s液代替)，再加鲁米诺 

(0．1 mmol／ L)0．9 ml和 PMA(1．25,ag／m1) 

50 l，立刻计时，用 LKB-1250型发光仪测 

定 4，8，12，】6和 20min时化学发光峰值． 

相对发光强度用 V表示． 

RESULTS 

SF和 GA对 PMN释放 的活性一自由基 

的影响 PMN 受 PMA 刺激后 产生呼吸爆 

M 州 

}i 

发．释放 出 o 和 OH_I”．Fig 1 A a， b， c 

分别为不含或含 SF或 GA所得到的 ESR波 

谱 ．加药后 自旋 加台 物 DMPO-OOH 和 

DMPO-OH信号明显减弱，说明两药均能清 

除 ／抑制 o 和 OH‘． 

SF和 GA对 PMN氧消耗的影响 自旋 

探针 CTPO是一种顺磁性物质，在特定条件 

下其 ESR波谱如 Fig 2 B，如果介质中有较高 

浓度的氧，则顺磁性的氧与 CTPO 间产生 自 

旋一自旋相互作用。使 CTPO的 ESR谱线加 

宽．超超精 细分 裂消失 ．故观 察 CTPO 的 

ESR波谱变化可 了解氧浓度的高低，用参 

数 Jr表 示 渡 诺 变 化 速 率 )， 值 按 公 式 

Jr：(b+c)／2a计算，其中 a．b，c的测量如 

Fig 1 B．K值大，PMN 氧消耗越多，反之亦 

然．结果表明 sF和 GA对 PMN 呼吸爆发时 

的氧消耗无 明显影响{Fig 2 SF未列出)． 

V 

矾 C 

FIg 1．Ekctron~q,ln re柏Ⅱ-n佳 (EsR)specⅡum of free rad -I暑．A ESR tnm of DMP0 addnet of oxygen free 

radicals prod~ ed by phorbol myrl摹cate acetate【PM )̂一stimulated it~utr0phIl目．【I)Control， )Sodium rttlIIa 0．3 

B oI／L，‘t)glycyrx~betl~add‘GA)0．3 mmoI／L．B)ESR spt．~l／Mna of砷ln brobe CTP0 at the begtnn|ng(upper)or 

the end(Iower)of the respiratory buret of PMA—stimulated neutrophil&C)Upper：the auperoxide spin adduet spectra 

0f DMPO pr~tuced by Xlll1]thIM O-32 mm o1／L DETAPAC 0．16 mmol／L．DMPO 80 mmol／L and xantblne 

oxMa~ 0，1IU／ml 50mmol／L phosphate bufire pH 7．4．Lower： hydroxyl spin adduct spectra ofDMPO 

ced by1％ H 0 ferrouammonlum rodfate 1QO umol／L andDM P0 0．1tool／L In 50mmol／L phosphate 

hlIhr，pH 7．4．DM PO 5,5一dlmethyl一1-pyrrollne一1一oxide． CTPO = 3-carbamoyi一2．3,5
．5_tetramethyl一 

3-pyrrolin~-1一y|oxy．DETAPAC = dle~ylenetrltmlnepentacetic acid． 
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FIE 2．Effect of G^ H t-e 0 colmsm，tIOil by 

蕾- p眦 iMdSll tim n卸 -协fy I~~TIIt．(0)GA 0．3 

mmol／L，‘●'Coal~ml，’，>0．05． 

SF和 GA对 o；和 OH。的 直接 作 用 

Fig 1 C上下曲线分别是 Oi或 OH’与自旋 

捕 集 剂 DMPO 形 成 的 自 旋 加 台 物 

DMP(卜OoH或 DMPO-OH l的 ESR波谱． 

用 DMPO-OOH 信号的第 一峰 的峰 高和 

DMPO-OH第二峰的峰高表示 ESR信号的 

相对强度 J．用抑制率 E表示药物作用强弱， 

按公式：E= o-h~)／h0×100％．计算，其中 

为对照样品 ESR波峰高度，h，为加药后相 

应的 ESR波峰高度．结果表明 SF和 GA均 

有直接清豫 Oi和OH。的作用(Tab1)． ／ 

SF和 GA对 PMN产生化学发光的影响 

PMN呼吸爆发释放的氧 自由基能使鲁米诺 

氧化成激发态的氨基肽酸盐离子．当它从激发 

态返回基态时对化学发光起增强作用．故测定 

Tsb 1． T■e ·c-T捌I毫Ih毫 ，He 吐·蕾爵 of sodium 

fe~lzte(S ·-d Ilycynketk add‘GA)¨ 0 sad 

OH 。 In 3 ~eH-i~ e sys~mL 一3． ± S D． 

⋯ P O．01． X-● 一 Xsmhlae, X0 簟 Xsntklue 

oxldm~．,0i —sul~eroxkleIIlIOI，OH kydroxyl 
redjca1． 
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化学发光是检测上述氧化代谢产物的一种灵敏 

而准确的方法‘ ．PMN 受 PMA 蒯激后，随 

着呼吸爆发的进行，发光逐渐增强并于 l2 

rain时达高峰．此后又逐渐减弱．SF和 GA 

对于PMN产生的化学发光有显著的抑制作用 

(Fig 3)． 

Fig 3． The chemllumluescemce (CLl te#po_se of 

PMA-sttmelated ileutropUl (0l Control，(● '·0dIum 

ferulzte 30#tool／L，and(× A 30#tool／L． 一3， 

⋯ P<0。Ol ∞ n州 ． 

DISCUSSION 

氧自由基与炎症、自身免疫性疾病 心脑 

缺血性疾病及肿瘤的发生，发展关系密切 ． 

自由基生成过多和／或机体抗氧化能力下降 

时．需要用外豫性抗氧化剂进行纠正或治疗， 

故 研 究 抗 氧 化 剂 有 重 要 的 理 论 及 实 际 意 

义．PMN是体内生成氧 自由基的重要细 胞．本 

文首先观察到 SF和 GA使 PMA激活的 

PMN释放的 Oi和 OH。明显减少．产生这一 

结果有两种可能：一是药物抑制了 PMN产生 

呼吸爆发而使 Oi和 OH’拐 一种可能是药物 

并不影响 PMN呼吸爆发的进行，而是对此过 

程释放出的 Oi和 OH 有清除作用．本文结果 

表明：两药对 PMN 呼吸爆发过程 中的氧消耗 

无明显影响，这有力地证明了药物使 Oi和 

OH‘减少不是抑制呼吸爆发所致而是其直接 

清除自由基的结果． 

／／ 

＼ ． 
～ 

／ ．．＼／．．一 

 ̈ 眦  ̈

一己 u Jo E ：  

0  0  0  0  
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由于本文测到的 PMN释放的氧 自由基的 

ESR波谱是由自旋加合物 DMPO—OOH 和 

DMPO-OH叠加而成．因此，对药物的作用只 

能给出定性结果 ．为了定量研究药物对o 和 

OH。的作用，本实验采用了两个产生 o；和一 

个产生 OH’的非细胞体系对两药做了定量观 

察．结果表明两药对 oj和 OH。均有明显的清 

除作用． 

PMN呼吸爆发时除了释放 O1和 oH 

外 ， 还 有 H o 等 活 性 氧 化 代 谢 物 生 

成．o：的清除剂超氧化物歧化酶，OH。的清除 

剂苯甲酸钠及 H o 的清除剂过氧化氢酶均揶 

制 PMN 产生化学发光 ．文献报道 sF和 GA 

有 清除 H2O2的作用 ，。敢认 为 sF和 GA 

抑制化学发光是它们清除 o；、OH。和 H2O2 

的综合结果． 

本所 ESR技术组提供技 

术帮助，中国医学科学院药物研究所徐理纳研究员提 

供阿奠瞳钠． 
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