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B̂STR̂ cT Probimane． is (4一morpholia- 

methyl 3 5--dioxopipweazin-1一y1) propane first 

s,／nthee ized in China，is a dioxopiperazin compound 

with anfincoplasfic，antimetastatic and radiopotentiat． 

in8 activitits． In order to evaluate the mechanisms 

of cnrdiotoxity protective action of probimane．也e 

ee radical induced by doxorubicin were analysed by 

electron smn l~sonancc(ESR)techniques． 0ur StUd- 

ies lhowed that doxorubicin stimulated the formation 

of scmiquinone fr∞ radicals in the rat hcarl 

homogenate and heart cell mitochoadria systems，and 

probhnanc inhibited the free radieal formatiOll in both 

~llte3ns．with the dose-depcndea t and time--depen． 

dent rts∞ n B． The inhibitory mtes of doxorubicin 

free radical formation in rat heart homogcnate system 

by probhnane 0．6mmol-L『 attime of 3，5。10，15， 

30，45 and 60 min 宵c 44．6％ 。43．0％ ，51．5％ ，74 3％ ， 

68 1％ ． 56．1％ and 39．S respectively． The 

inhibitory rates of~miqainone free tadicaI formation 

in mitochondria system by probimane at the coneelI． 

U'ation of0．02。0．06。0．6，1 2 and-2．4 mmol·L『’wcrc 

17．07％ 。 29．87％， 63 95％， 64．62％ and 83．64％， 

r~ ctiw ly． Prohimanc had no cff~ct on NADH，． 

but inhibited N ADH dehydrogenase activity at higher 

concentration． 

KEY W ORDS probimanc； doxorubicin； antiaeo- 

plm tic a,j~mts；electron spin rcsonan~ frec radicals； 

heart mitoehondria 
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提要 丰文用 ESR技术及 uv分光光度法分别研究 了 

吗丙嚷对阿霉素和太鼠心肌匀浆及心肌线粒体相互作 

用产生的半醒自由基的清除作用及吗丙嚷对还原型辅 

酶 I 还原型辅酶 I脱氢酶的影响 吗丙嚷可明显清除 

阿霉素与心肌作用后所产生的半醒自由基，其清除率 

呈时间依赖及剂量依赖关系，同时吗丙礤在太剂量时 

可以通过还原型辅酶I增加 NADH2含量． 

关键词 吗丙嚷：阿霉素：抗肿瘤药；电子自旋共振；自 

由基：心脏线粒体 

吗丙 嚷(probimane，AT-2l53)是 80年代 

初 由中国科学院上海药物所合成的新药。对多 

种实验肿瘤有抑制作用，可抑制小 鼠体液免疫 

反应”，．本实验室发现吗丙唪不仅能增强阿霉 

素的抗肿瘤作用，而且还可对抗其心脏毒性． 

用 电 子 自 旋 共 振 fclectron spin rcsoBaI1cc， 

ESR)自旋捕集技术研究 发现 ：吗丙唪可清除 

Fcnton反应产生的 ·OH，也能清除 由 TPA 

刺激人多形核白细胞呼吸暴发时产生的活性氧 

自由基 ，由于阿霉素的心脏毒性 与 自由基 

有关 ，本实验用 ESR观察 吗丙嚷对心肌匀 

浆及心肌线粒体中所产生的半醌自由基的清除 

作用． 

<=>一：一 《 一 

M ATERIALS AND M ETHoDS 

吗丙嗪，白色粉末，由中国科学 院上海药 

物研究所提供，用前溶于水；阿霉素，红色粉末， 

由意太利 Farmitalin公司提供，用前溶于生理 

盐水；还原型辅酶 I二钠盐 一nicotinamide 

[二u 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


adchine diducledite 1 cP试剂 ，白色粉末 ，避 

光，4"C保存，用前用 Tris—KC1(pH 7．4)缓冲液 

配制；N-2-羟乙基哌嗪一 一2一乙磺酸( 一2一 

hydroxyethyl pipcrazinc--Ⅳ 一ethancsulfonic 

acid，HEPES)中国科学院生物化学所产品，其 

它均为国产 AR试剂． 

心肌匀浆的制备及波谱测定 Wistar大 

鼠7只，体重 258±SD 21 g， ，ip戊巴比妥钠 

45 mg·kg 麻 醉后立即取心，4"12盐水 冲洗， 

滤纸吸干水分，除去结缔组织，称取心肌组织 

0．8 g，用 l：4(wt／vo1)4"C的 HEPES—KC1缓 

冲 液 (HEPES 50 mmol· L～，KC1 125 

mmol·L～，pH 7、4)为介质，2400 g制成匀 

浆．全部操作在冰浴 中进行 ．实验分 7组，每 

组均设 对照组(用等容量 的 HEPES—KC1缓冲 

液)及用药组，每组 4个平行管．用药组分别取 

吗丙嗪 0．6mmo|·L 与 心肌匀浆孵育 3，5， 

10，15，30，45和 60 min再 加入 阿霉 袁 1280 

／anol·L_。作 用后立即加入还原型辅酶 I 2 

mm0{·L 混 匀，吸人石 英 毛细管 中，放人 

ESR谐振腔内测试． 

线粒体的分离与波谱测定 取 264±24 g 

的 Wistar大 鼠，8，麻 醉后立 即取心，4"C盐水 

冲洗，用剪刀剪碎，碎块悬于 5倍的预冷分离 

液 中 (蔗 糖 0．3 tool·L～，EDTA—Na，2 

mmol· L～，Tris-HC1 10 mm ol· L一，pH 

7．2)制成匀浆，将匀浆移人离心管中 2倍稀释。 

然后置于西德产 24K型高速离心机中，300 

x g离心 10rain，取上清在 50o0 g离心 10 

rain取沉淀加分离液再悬浮，在 5000 g再 

次离心 10 minⅡ)．取沉淀(线粒体沉积物)加入 

适量分离液混匀后-4℃保存备用、线粒体蛋 

白}岔度用 F 01jn一酚试剂法测定 】． 

取线粒体 25．4 mg(1272 mg·m rJ)加入吗 

丙嚷作用 5rain后，加入阿霉素 1280#mol· 

L 及还原型辅酶 I 2mmol·L一，混匀后吸人 

石英毛细管中，放人 ESR谐振腔中测试． 

用 日本 电子 自旋共振渡谱仪(JES-RE1X) 
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测试渡谱 条件为 x波段，功率 5 mW，100 

kHz高频调制，调制 幅度 2．5 G，扫描速度 25 

Groin～，时间常数 0、3 s，温度 20℃． 

还原型辅酶 I(NADHz)的 iiv分光光 度的 

测定 

1吗丙嗪与 NADH，作用在 llv分光光度 

测定 实验分为对照组(用等容量的 Tris缓冲 

液、及用药组(2 m1不同浓度的吗丙嚷)分别与 1 

mlNADH2 0．3mg·ml (以 Tris缓冲液 20 

mm ol·L．。PH 8
．1l临用前 配制)在 37"C水浴 

中作用 3 min后，立 即加入 1．67％偏磷酸沉淀 

液(H3PO3 16．7 g，EDTA 0．5 g，NaC1 280 g加 

蒸馏水 至 1000 ml制成)0 2 ml中止反应 ，混 

匀，在分光光度计上测定 A值 

2 吗 丙嗪 在 线粒 体 存 在 的 条 件 下 与 

NADH2作用在 uv分光光度测定 按前述方 

法制备线粒体，实验分组同 1，在与 NADI,r，作 

用后，分别加入线粒体 3．0 mg(300 mg·ml ) 

37℃水浴中作用 10 min后，立即加入偏磷酸， 

混匀，用 日本 岛津 uv-365型分光光度计测定 

A值，波长 340 nm，10mm石英 比色皿，蒸馏水 

调零．标准曲线的绘制采用 llV分光光度法仰 

B 

FI2 1、ESR spectrm of doxombkia Bcm|q|lnoue m llcml 

obtm|ned_1也 r*tt hetrt hamegeatte．A)without mad B) 

wlth probIm_ 《0．6 mmo!·L ) 

兰  

=、1 
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RESULrS 

对心肌匀浆的半醌自由基的清除作用 对 

照组所得 的 ESR波谱如 Fig 1所示 ，其 ESR 

渡谱由单峰构成，其 g值为 2．006，线宽 2．9G， 

与文献 中报道的半醌 自由基相符；用药组(吗丙 

礤 0．6 mmol·L )与对照组的 EsR波谱的线 

型及线宽均相同，仅波幅不同，故用其一次微 

分线的峰对峰幅度 h近似代表 ESR信号的相 

对强度“ Fig 1)．药物对阿霉素半醌自由基的 

清除作用以清除率 E表示 

E=b0一h ／h0× 100％ [1] 

ho为对照组 EsR信号相对强度的平均值， 

为用药组样品ESR信号相对强度的平均值． 

F幢2为吗丙礤 6mmol·L 不同作用 

时间对半醌自由基的清除率．15 min前其清 

除率随时间延长而增强；15 min后其清除率逐 

渐下降．实验结果表明；吗丙嗪可明显清除阿 

霉素与心肌匀浆作用后所产生的半醌自由基， 

其累积清除率里时间依赖关系． 

对心肌线粒体的半醌自由基的清除作用 

阿霉素与心肌线粒体作用后加入还原型辅酶 I 

所测得的 ESR信号与Fig 1类似，它由单峰构 

成，g值，线宽与上述心肌匀浆所得的信号相 

同．吗丙礤作用 5 min后再加入阿霉素及还原 

nt 2．S∞他-l1 effect of 曲i皿-H 【0．6mmo|·L一‘1 

011 4oxorebicln Ⅻ Iq~none mdksls In 1'St heart 

holnogenste． ^=3． j_土SD 

型辅酶 I所得的 ESR信号也是 由单峰构成，g 

值，线宽与对照组相同，故其 ESR相对强度用 

峰对峰高度表示，吗丙嗪对半醌自由基的清除 

作用按[1】式计算 ． 

实验结果表明吗丙嚎可明显清除阿霉素与 

心肌线粒体作用后所产生的半醌 自由基，其清 

除率呈剂量依赖关系． 

Tsb 1．Scav~ glng efIh t 0f probJmA e on sdflamyc~ 

semlqu~ ue mdlcals． =4， 土 SD． ’，>O．0S． 

”P<0．05． ⋯ P<O．Ol r．ontzo)． 

对 NADI-I1含量的影响 Tab 2是不同浓 

度的吗丙嚎与 NADH，作用后对 NADH，含 

量的影响，结果提示吗丙嗪对 NADH，含量无 

影响， 以 NADH，加线粒体 为对照组在 340 

nm处读取 A值，样品管则 以不同浓度的吗丙 

嗪代 替对 照组 中的 Trts液 ．结果见 Tab 2． 

NADH2含量随吗丙 嗪浓度的增大而增加，呈 

剂量依赖关系． 

DlSCUSSl0N 

阿霉素的心脏毒性与 自由基，即阿霉 素半 

Tab 2．E~ect ofprobJmane on HAD scflvIty，  ̂ 4， 

±SD． ‘P>o．o5, ”P<O．05． v contro1． 

Probimanc NADH2 activity(ug·mr ) 
(retool·L-1) without with mitochondri& 
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醌 自 由 基 (adriamycin∞miquinone radical， 

ADR)超氧阴离子 自由基(superoxide dismu— 

tase，O )及 羟 自由基(·oHM 关 ． 国外用 

ESR方法测定 阿霉素半醌 自由基的产生大多 

是以心肌线粒体(tt,t2)或是 以肝细胞锻粒 

体“ 为材料．而我们在实验中采取心肌直接 

匀浆的方法，并且在室温下也测试到了阿霉素 

半醒 自由墓的存在，这在实验方法上尚属于一 

种新 的尝试． 用匀浆 的方法 可以破坏部分细 

胞膜，使部分线粒体渗出并使药物较容易进入 

细胞膜而与线粒体发生反应．匀浆的方法较 

之线粒体、微粒体的分离简便易行．故此法 

可以作为研究阿霉素半醌自由基及药物对其影 

响的一个手段． 

阿霉素与心肌匀浆孵育后，只有再加入 

NADH2才 能测 试到 阿霉 索半 醌 自由基 的 

ESR信号，所以我们认为此半醌自由基仍是由 

心肌线粒体 NADH脱氢酶催化诱导的，这一 

推论在阿霉素与心肌线粒体这一模型中得到了 

证实． 

吗丙嗪可以明显清除阿霉紊半醌 自由基， 

而大剂量吗丙嗪在线粒体存在的条件下，使 

NADH 含量增加 ，推测吗丙嚷可能通过 对线 

粒体 NADH 脱 氢酶 (NADH dehydrogenase) 

的抑制，使 NADH2脱氢受阻，则产生 的阿霉 

素半醌 自由基减少 ，进而使产生的 Oi及 

·OH 也减少，从而减轻阿霉素的心脏毒性． 

吗丙嗪作为一种抗癌药在不干扰阿霉素抗 

肿瘤作用的情况下，又能拈抗 其心脏毒性，为 

此药的临床应用提供 了一些理论依据，但吗丙 

嗪是否可 以清除 阿霉 素诱 导产 生的 Oj 及 

·OH，尚需研究． 
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