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　　从天然单味药中筛选出具有较好抗氧化性能的

药物是国内外广泛重视的课题 ,但关于中药复方有

效抗脂质过氧化及清除自由基方面的研究报道甚

少 ,鉴于四逆汤之组方中三味药均对氧自由基有不

同程度的清除作用 ,为进一步探讨其作用机制及各

单味药间协调或拮抗作用 ,及探索开发新药 ,指导老

药临床新用 ,我们采用碱性二甲基亚砜 -鲁米诺化学

发光法
[1, 2]
研究了四逆汤提取液及各单味药提取液

清除超氧阴离子自由基 (O
÷
2 )作用的体外实验。

1　材料与方法

1. 1　试剂与药品:附子、干姜、甘草购自天津药材公

司 ,并经作者鉴定。鲁米诺 ( Luminol )为德国 M erck-

Schuch ra t公司产品 ,二甲基亚砜 ( DM SO)、磷酸二

氢钠、二乙三胺五乙酸 ( DTPA)、无水乙醇、丙酮均

为国产分析纯试剂 ;乙酸豆蔻佛波醇 ( PM A)为 Sig-

ma公司产品 ,所用水均为双蒸水。 DM SO使用前需

经活性炭处理 , PM A用丙酮溶解 , - 20℃保存 ,用

前以磷酸缓冲液 ( PBS pH 7. 4)稀释到所需浓度。

1. 2　仪器: LKB-1210液体闪烁计数器 ,瑞典产。

1. 3　人多形核白细胞 ( PMN )的分离提纯
[3 ]

: 正常

人新鲜抗凝血购于天津血研所。将全血与 6%葡萄

糖按 2: 1比例混匀后 ,静置 1 h ,取上层富含白细胞

的悬液离心 ( 100× g, 12 min) ,得白细胞 ,经冰水低

渗法除去残留的红细胞后 ( 160× g ,离心 4 min) ,回

收白细胞。用 Ficoll淋巴细胞分离液经离心 ( 250×

g , 20 min)后得 PM N,将 PMN重悬于 Hank液中

并调 PM N到 5× 10
10

/L备用。经台酚蓝活力检查

活细胞占 95%以上。

1. 4　四逆汤提取液对 PMN释放的活性氧自由基

的影响
[5 ]

:将已预温 ( 37℃ ) 45 min的 PM N ( 3. 3×

10
8
/L ) ,与 4种提取液 (对照品用含 1 /60 DM SO的

PBS代替 )混匀 ,加 PM A ( 42μg /L) 并立刻计时 ,

用计数器测定 4, 8, 12, 16和 20 min时的化学发光

峰值 ,强度用 cpm表示。

1. 5　四逆汤及 3味药提取液对 O
÷
2 的影响

1. 5. 1　四逆汤及组方中 3味中药供试液的制备: 四

逆汤按中国药典 2000年版取附子 10 g、干姜 6. 67

g、甘草 10 g细粉混合均匀 ,放入 250 mL平底烧瓶

中 ;另取附子、干姜、甘草细粉各 20 g ,分别放入 3

个 250 m L平底烧瓶中 ,各用 80% 乙醇溶液 150

mL冷浸 ,回流提取 ,蒸馏浓缩 ,分别进行除菌抽滤 ,

定容 ,得供试液母液 ,用时定量移取并稀释到所需

浓度。

1. 5. 2　清除 O
÷
2 的测定: 将供试液 ( 0. 05～ 0. 5

mL)定量加入测定专用瓶内 ,依次加入鲁米诺液

( 3× 10-4
mol /L ) 2 mL,供试液加入量 0. 5 mL和

PBS ( p H8. 6)液补足 ,在 55℃水浴箱中混匀 ,临测

定时 ,快速向测定管中加入 55℃ 的碱性 DM SO溶

液 0. 5 mL,快速混匀 , 10 s时立刻计数 ,记录 1 min

内的单光子发光率 ,以脉冲值 cpm表示 ,每种样品

平行配制 ,测定 3次 ,取其平均值。

2　结果

2. 1　测量条件的优化选择及结果:系统测定了氢氧

化钠、鲁米诺、碱性二甲基亚砜的浓度及测量时间、

温度及溶剂对发光强度的影响。从相应曲线上确定

最佳测定条件是: 5 mmol /L NaO H配制的 DM SO

溶液 0. 5 mL, 0. 3 mmol /L鲁米诺 , PBS的 p H8. 6

为最佳。 测定时机的确立直接影响实验结果的准确

性 ,从启动反应到 20 s内信号衰减较慢 ,而在 30 s

后衰减速度逐渐加快 ,数分钟后 cpm值接近本底。

每次测定应在 10 s时开始 ,数据采集 1 min,必须在

70 s内完成测定 ,以保证结果准确 ,重现性好

(图 1)。

采用 55℃ 恒温水浴中处理样品 , cpm值可比

文献值提高一个数量级 ,且重现性好。溶剂的选择只

影响 DM SO溶解度 ,对 cpm值基本无影响。

2. 2　系统稳定性实验: 以甘草供试液为测定对象 ,

平行测定 5次 ,其抑制率为 50%时的浓度 ( IC50 )
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图 1　起始测定时间对发光强度的影响

81. 6 mg /L,复管重复测定 RSD= 7. 5% ,表明该测

定体系比较稳定。

2. 3　溶剂对发光抑制程度的影响:本实验测定了甘

草水提液及 80%乙醇提取液在不同浓度下发光抑

制程度曲线 ,结果发现两反应曲线基本重合。证明该

体系受溶剂影响不大。

2. 4　 4种供试液清除 O
÷
2 效能测定:以抑制发光强

度为纵坐标、中药浓度 ( mg /L )为横坐标做图 ,可得

到提取液的效能曲线 ,找出每组内抑制率为 25% ,

50% , 75% , 90%时相应浓度值 ,见表 1。结果显示 , 4

种提取液均对 O
÷
2 有较强的清除能力 ,且浓度与发

光抑制率均呈显著剂量依赖性关系 ,在一定浓度范

围基本呈线性关系。 3种单味药比较 ,干姜清除作用

最强 (同等浓度下 ) ,甘草、附子作用相似 ,且清除率

均超过 90% 。单味药组方四逆汤后 , 3种单味药清除

作用保留 ,共同发挥。在 75%～ 90%抑制范围 ,清除

效力随浓度变化而平稳改变 ,更象一种缓冲液 ,使药

效得以有效持续、平稳发挥 ,体现出组方比单味药更

优越的药理作用。 且组方后附子有效成分乌头碱毒

性大大降低。为评价其抗氧化效力 ,以公认抗氧化剂

Vit E为阳性对照 ,在相同条件下测定它对 O÷2 的清

除作用 ,可以看出 ,干姜提取液清除 75% O÷2所需试

剂量低于 Vit E,显示干姜有较强的抗 O÷2 活性 ,甘

草、附子次之。

　　　表 1　四逆汤清除自由基效能比较 (mg /L)

发光抑制率 (% ) 四逆汤 干姜 甘草 附子 Vit E

5 7 462 18. 2 58. 0 — 53. 3

50 90. 2 21. 3 81. 6 — 67. 9

75 156 38. 6 272 117 123

90 503 103 683 336 328

2. 5　四逆汤提取液对 PM N产生化学发光的作用:

PM A作用于 PM N膜上的蛋白激酶 C并使之激活

引起呼吸爆发 ,释放大量 O÷2 , PM N是人体内产生

活性氧自由基的重要来源 ,图 2显示四逆汤浓度为

90 mg /L时的化学发光值随时间变化情况 ,从而证

明四逆汤对刺激呼吸爆发释放的 O
÷
2 有明显清除作

用 ,且发光强度随时间增加而逐渐增强 , 12～ 20 min

达到高峰 ,而后渐渐降低 ,但该法定量性较差。

图 2　四逆汤对 PMA刺激的多形核白细胞产生

化学发光过程的影响

3　讨论

　　生物体在需氧代谢过程中的氧化还原反应伴有

O
÷
2 、 H2O2及 O H等生成 , O

÷
2 和 O H可以引发生物

膜多不饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应 ,损伤膜结

构及其功能 ,产生一系列毒性反应 ,导致某些疾病的

发生。体内存在酶及非酶类清除自由基的完整体系 ,

当自由基代谢失衡时 ,则需要补充外援性抗氧化剂

辅助或治疗。而现代药理研究证明 ,四逆汤除具有回

阳救逆之效外 ,还有抗休克、强心、增加冠状动脉血

流量等功效 ,常通过加味或剂型改革而用于心血管

等疾病的治疗。其三味药及配伍后均对 O
÷
2 有较强

的清除作用 ,保护了血管内皮细胞及生物膜免受自

由基损坏。本研究为其药理机制提供了新证据 ,为扩

大该药应用提供了依据。

本测定体系灵敏 ,使分析单个细胞成为可能 ,特

异性强 ,检测速度快 ,在活细胞及溶液体系有一致的

清除自由基作用 ,而其在体内的作用机制尚待进一

步研究。
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