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摘要 目的  制备超氧化物歧化酶传感器 建立清除氧自由基药物的体外筛选方法 ∀方法  将固定化铜锌超氧

化物歧化酶与光纤氧传感器通过特定装置组装为酶传感器 ∀以邻苯三酚的自氧化作为超氧阴离子的发生源 预置

的固定化酶响应为内标 以已知有氧自由基清除作用的 ∂≤为阳性对照 验证测定方法 通过对比加入样品前后邻

苯三酚自氧化速度的变化情况考察样品清除超氧阴离子自由基能力 ∀结果  酶传感器检测限为 1  使用寿命大

于 周 ∀以本传感器对 种样品进行了体外清除氧自由基活性实验 分别验证和发现了部分样品的清除活性 ∀结

论  所研制的传感器信号稳定性较好 测定方法简便 !快速 能直观地获得氧自由基清除的动力学信息 可用于大量

药物的体外初筛实验 ∀
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  超氧阴离子自由基不仅有重要的生物功能 而

且和多种疾病密切相关≈
故在自由基生物学研究

中具有特别重要意义 ∀目前 对于物质清除氧自由

基的研究 主要采用电子顺磁共振波谱法≈ !化学发

光法≈ !单扫描示波极谱法≈等 ∀本课题采用自制

的 ≥⁄酶生物传感器为检测手段 通过邻苯三酚自

氧化体系产生超氧阴离子 以光纤氧传感系统监测

其浓度变化 以固定化 ≥⁄酶为内标 建立了一套

简便的测定超氧阴离子自由基的方法 并将其用于

超氧阴离子自由基清除剂的体外筛选 ∀
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材料和方法

  仪器与试剂   ƒ2荧光分光光度计日本

岛津公司 双臂石英光纤束光纤束随机分布 北京

玻璃研究院加工 荧光猝灭型光纤氧传感器自

制
≈ ∀

  铜锌超氧化物歧化酶  ≤∏≥⁄ 酶  

#
华东理工大学 牛血清白蛋白上海长阳

生化制药厂 壳聚糖粉上海伯奥生物科技有限公

司 脱乙酰度     ∂≤ !香草醛和亚硒酸均为

分析纯 对照品中国药品生物制品检定所 没食

子酸 咖啡酸 肉桂酸 注射剂 参麦注射液华西医

科大学制药厂  Π支 批号  !参附注射

液雅安三九药业  Π支 批号  !香丹注

射液雅安三九药业  Π支 批号  !血塞

通注射液云南植物药业有限公司  Π支 批号 

 !清开灵注射液山西太行药业  Π支 

批号  !阿魏酸钠西南药业 1 Π瓶 批

号  !注射用还原型谷胱甘肽重庆药友制

药 1 Π瓶 批号  药材提取物自制 丹

参提取物黄色干粉 总丹酚酸含量     红景天

提取物红色干浸膏 ∀

ΧυΖνΣΟ∆酶的固定化 取壳聚糖粉末1 

加入戊二醛溶液  在室温下搅拌  后 置于 

ε 下放置过夜 抽滤 用  1磷酸盐缓冲液  

分 次洗涤 得到淡黄色活化的壳聚糖粉末 取活化

后的壳聚糖粉末 1 加入 ≥⁄酶液  在室

温下搅拌 1 置于  ε 下放置过夜 吸除少量上

清酶液 抽滤 用  1的磷酸盐缓冲液  分 

次洗涤 即得到固定化 ≥⁄酶壳聚糖粉末 置于 

ε 下保存待用 ∀另取活化的壳聚糖粉末 1 加

入牛血清白蛋白液  同法可得到空白壳聚糖

粉 ∀

  ΧυΖνΣΟ∆ 酶活力测定 采用以 ∂≤ 为终止

剂 邻苯三酚自氧化比色法≈进行测定 ∀

  酶传感器装置的设计 本传感器是基于溶解氧

对基础氧传感器中敏感膜上荧光物质激发波长

  发射波长  的猝灭而建立的 为了充

分发挥固定化酶和氧传感器的原有性能 组装后的

酶传感器必须同时符合固定化酶反应及溶解氧测定

的一般要求 具体的偶联设计方案如图 所示 ∀

邻苯三酚自氧化曲线的制备  以室温下空气饱

和的水配制的邻苯三酚溶液 #
和 ×2

≤溶液1 #
 1在  ε 的水浴中恒

温  后 由蠕动泵同时泵入流通池 当荧光信

号稳定后 停泵 并进行荧光时间扫描 即可得到邻

苯三酚自氧化 Φ2τ曲线图  ∀

 ≤∏≥⁄  ≥ ƒ  •  

≥∏ ∏  ≤ ¬     ×2 

°∏

ƒ∏  ≥ ≥⁄

空白壳聚糖响应曲线的制备  用空气饱和水冲

洗管道 将邻苯三酚溶液 #
和 ×2≤溶

液1 #
 1由蠕动泵同时通入含有空

白壳聚糖粉末 且已排除空气的酶反应器中 并打开

电磁搅拌器 计时  后 停泵 将反应器中部分反

应液压入流通池 进行时间扫描 计时  后 将

反应器中剩下的溶液压入流通池 计时  后 结

束时间扫描 即可得到酶传感器的 Φ2τ空白曲线图

 ∀

酶传感器响应曲线的制备  在反应器中改为加

入固定化超氧化物歧化酶 重复以上两步 即可得到

酶传感器的响应曲线图  ∀

°∏2¬ °

√

ƒ∏  Φ2τ 

清除超氧阴离子自由基药物筛选方法的建立

∂≤抗坏血酸是自由基清除剂 与超氧阴离子自

由基的作用机理已十分明确≈
本文以邻苯三酚的
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自氧化作为超氧阴离子的发生源 酶传感器中预置

的固定化铜锌超氧化物歧化酶的响应作为内标 以

∂≤作为阳性对照物 利用自行设计的 ≥⁄酶传感

器绘制 Φ2τ曲线 通过比较加入 ∂≤前后邻苯三酚

的自氧化速度即耗氧速度的变化 获得以下信息 

∂≤清除  #
 能力≥⁄酶样活性的大小和 ∂≤

对固定化的超氧化物歧化酶活性的影响 ∀检测流程

为 将 ×2≤缓冲液直接泵入流通池 当荧光信号

稳定后 停泵并进行荧光 时间扫描 得空白响应曲

线图  ∀以 ×2≤配制 ∂≤ 溶液1 ≅ 
 

#
 直接泵入流通池 当荧光信号稳定后 停

泵并进行荧光2时间扫描 可得到 ∂≤1 ≅ 
 

#
的自氧化曲线图  ∀依次用缓冲液和空

气饱和水冲洗管道 分别将 ×2≤缓冲液和含有

不同浓度 ∂≤的邻苯三酚混合溶液泵入酶反应系

统 按/空白壳聚糖响应曲线的制备0项下/计时  

后 , ,0操作 可得到不同浓度 ∂≤ 存在时的传感

器响应曲线 见图 ∗ ∀

  按照上述相同的方法操作 分别绘制其他待测

样品相应的空白 Φ2τ曲线 !自氧化 Φ2τ曲线 !含样品

和不含样品的响应曲线 按照上述量化方法进行测

定各样品均为临时配制 若信号不明显 则加大浓

度测定 ∀

 ∂≤ 1 ≅   # 1 ≅   # 

1 ≅   # ∏2¬ ∏√ ∂≤ 1 ≅   

# ∏√

ƒ∏  ∏√√∏ 

∂≤

结果与讨论

1  酶传感器 Φ2τ曲线制备
测定过程中超氧阴离子 !氧和荧光的关系为 ≠

邻苯三酚耗氧 ψ总氧浓度逐渐减少 ψ荧光强度逐渐

增加 ∀  ≈ #
  Ω邻苯三酚耗氧速度 Ω Φ2τ曲线斜

率 ∀ ≈ 加入 ≥⁄酶或氧自由基清除剂 ψ ≈ #
 减小

ψ Φ2τ曲线斜率减小 ∀

对比图 中 条曲线 可证明 ≠ 在  内 

条曲线均呈现逐步上升的趋势 这是由于停泵后 

流通池内溶液中的邻苯三酚不断发生自氧化 导致

敏感膜的荧光信号逐渐增强 同时对比中还可发现

各曲线 段斜率基本一致 证明流通池中邻苯三

酚的反应速度与是否偶联反应器及反应器中所加物

质无关 在静止条件下 两部分溶液不会产生相互影

响 ∀   时 当反应器中的溶液泵入流通池后 

曲线 上出现一个较小的脉冲 而曲线 荧光信号

则出现了大幅度下降 ∀根据实验经验 的变化主

要是由于流速突然变化造成 随后曲线斜率未变 说

明空白壳聚糖粉末对邻苯三酚的自氧化无明显影

响 而 表明 此时在反应器中与固定化 ≥⁄酶接

触了  后的溶液 含氧量高于流通池中原有的

溶液 由于在反应器和流通池中 邻苯三酚的自氧化

是同时进行的 且  !邻苯三酚浓度 !溶液含氧量等

条件完全一致 所以此时邻苯三酚在反应器中自氧

化耗氧速度低于流通池 说明壳聚糖固定化的 ≥⁄

酶 发挥了歧化抑制作用 并能被氧传感器检测 ∀ ≈

 后 曲线 均以原有的斜率向上延伸 证明

反应器中的固定化酶已与溶液分离 对流通池中溶

液不再产生影响 邻苯三酚以原有的自氧化速度继

续进行反应 ∀

2  谱图的量化

由以上各 Φ2τ图谱中 也可间接反映溶液流通

池中中超氧阴离子的浓度 ∀通过对图谱中曲线斜

率进行量化 可对实验结果进行比较 并为进一步建

立超氧阴离子的检测方法奠定基础 ∀图  曲线

≤ƒ为无样品参与时的响应曲线 曲线 ≤为加

入样品后的响应曲线 ∀ ⁄为  处 ∀

曲线 ≤ƒ斜率 κ    ≤Π⁄邻苯三酚自

氧化速率和超氧阴离子浓度水平

曲线 ≤斜率 κ   ≤Π∞加入 ≥⁄酶

后 邻苯三酚自氧化速率和超氧阴离子浓度水平

曲线 ≤斜率  κχ    ≤Π⁄∂≤ 存在

下 邻苯三酚的自氧化速率和超氧阴离子浓度水平

曲线 ≤斜率 κχ   ≤Π∞∂≤ 或样

品溶液和 ≥⁄酶共存时 邻苯三酚自氧化速率和超

氧阴离子浓度水平

≥⁄酶对邻苯三酚自氧化反应的抑制率  Ι 

κ  κΠκ ≅  

加入样品如 ∂≤对邻苯三酚自氧化的抑制

率反映样品溶液清除超氧阴离子活力大小 Ι 
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κ  κχΠκ ≅  

样品与 ≥⁄酶共存时对邻苯三酚自氧化的抑

制率 Ιχ  κ  κχΠκ ≅  

≥⁄酶抑制率的变化反映酶活力的变化 ∃Ι

 Ιχ  Ι

ƒ∏  ±∏ 

3  清除超氧阴离子自由基药物筛选方法的建立

由图 可看出 ≠ 对比 ∂≤ 自氧化曲线图

和空白时间扫描曲线图  可观察到单纯 ∂

≤在本测定系统中为碱性环境有一定的耗氧作

用 ∀  对比曲线 和 发现邻苯三酚自氧化体系

中加入 ∂≤浓度同曲线 后 曲线斜率并未因二

者共同耗氧进一步增加 反而有所降低 说明 ∂≤

对邻苯三酚的自氧化抑制作用较自身耗氧作用更为

明显 ∂≤在本系统中主要作为超氧阴离子自由基

的清除剂 而非抗氧剂 ∀ ≈ 随着 ∂≤ 加入量的增

大 对邻苯三酚自氧化的抑制率相应增加 当 ∂≤

与固定化酶共存时 对邻苯三酚自氧化的抑制率 Ιχ

较其单独作用邻苯三酚的抑制率 Ι 有所增加

∃Ι   说明 ∂≤ 在 1 ≅ 
 

# ∗ 1 ≅


 

#能与 ≥⁄酶协同抑制邻苯三酚产生的

超氧阴离子 ∀

4  酶传感器测定条件的考察

分别固定其他条件 依次改变邻苯三酚浓度 !溶

液  !溶液温度和固定化酶的加入量 测定相应的

酶传感器响应曲线 计算 κ κ和 Ι 值 结果发现 

邻苯三酚耗氧速度 κ与邻苯三酚浓度 !溶液 

值 !温度成正性相关 邻苯三酚浓度增加 使检测灵

敏度有所提高 但超氧化物岐化酶对邻苯三酚自氧

化抑制率Ι却有所下降 固定化酶粉量则与超氧化

物岐化酶的抑制率Ι呈正性相关 综合试验结果 

确定邻苯三酚浓度为  #


溶液  值为

1 反应温度为  ε 酶的加入量为 1 ∀

5  酶传感器的性能考察

5 .1  精密度测定  在优化的条件下测定精密度 ∀

κ κ和 Ι日内精密度 ν  分别为 1  1 

和 1  日间精密度  ν  分别为 1  

1 和 1  ∀

5 .2  检测限(以固定化 ΣΟ∆酶的活力表示)  在优

化的条件下 当固定化酶粉加入量为 1 时即

1  测得的响应曲线在  时 荧光信号下降

值约为空白曲线在此处产生的脉冲的 倍 故本传

感器检测限为 1  ∀

5 .3  使用寿命  在优化的条件下 在 个月内 连

续使用同一固定化酶粉进行测定 考察固定化酶对

反应的抑制率 Ι 值的变化 ∀结果发现 固定化酶粉

活力在使用 周后开始逐渐下降 ∀

6  超氧阴离子检测方法的日内精密度考察

在同一工作日内 连续 次测定含 ∂≤高 !中 !

低 种不同浓度1 和  #
的邻苯三酚

溶液的响应曲线 并按上述量化方法计算 Ι  ≥⁄分

别为 1  1 和 1  说明 ∂≤ 的各种浓度

下测得的抑制率都有较好的重现性 ∀

7  清除超氧阴离子自由基活性物的筛选

由表 可知 对超氧阴离子有清除作用的样品

有分别按清除能力 Ι排序 ∂≤ !谷胱甘肽 !香草

醛 !亚硒酸 !阿魏酸钠 参麦注射液 !参附注射液 丹

参提取物 !红景天提取物 ∀以上各物质均可与 ≥⁄

酶共同作用于超氧阴离子自由基∃Ι   ∀

Ταβλε 1  Θυαντιφιχατιον οφ τηε σαµ πλεσ. σιγναλσ

(ορδερεδ ωιτη Ι1 )

≥ Ι ∃Ι
∃ΦΠ
 

∂ ≤  ≅   #     

∞  ≅   #      

∂  ≅   #      

≤ ≅   #      

≥∏ ≅   #     

≥∏∏ ≅   #     

≤ ≅   #        

  ≅   #        

≥   #      

≥ ƒ∏  #      

±  #     

÷∏≥×  #     

÷⁄  #        

∞¬ Σαλϖια µιλτιορρηιζα  #      

∞¬ Ρηοδιολα ροσεα  #      

∃ΦΠ ≤∏    ∏2¬ ∏√

在实验中发现 自氧化速度最快的样品如没食
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子酸 !香丹注射液 !咖啡酸均未测到有明显的清除自

由基活性 而且出现了负抑制率 其 Ι分别为

 1  1和  1的现象 ∀由于本实验所采

用的氧传感装置是以氧浓度为信号进行间接的测

定 若样品自身在此实验条件下较不稳定 !有较强的

还原作用 可能会掩盖样品清除超氧阴离子自由基

的信号 ∀

考察各具有较强氧自由基清除活性样品的化学

结构 发现其分子中多存在酚羟基 !双键等还原性结

构 推测这些基团可能是与超氧阴离子作用的主要

活性部位 ∀

体外实验具有简便 !高效 !直观等优点 对大量

微量化合物清除超氧阴离子自由基的活性进行初

筛 本法具有突出的优越性 ∀本课题通过自制的超

氧化物歧化酶传感器建立了清除超氧阴离子自由基

药物的体外筛选方法 反应器中采用悬浮酶粉 使底

物与酶反应更充分 同时也便于仪器的拆卸和酶粉

的更换 传感器性能考察表明 信号稳定性较好 初

步用于有关样品的测定 尚未见类似报道 ∀

Ρεφερενχεσ

≈ ƒ ≠  •  Φρεε Ραδιχαλ ανδ Ενζψµε ) Βασιχ Τηεοριεσ

ανδ Αππλιχατιονσιν Βιολογψανδ Μεδιχινε 自由基与酶基础

理论及其在生物学和医学中的应用 ≈    

≥°    

≈ ÷∏ ≠≤  • ≥∏≥∏ √

2≈  Χηεµ ϑ Χηιν Υνιϖ
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第五届德彪奖颁奖仪式近日在上海隆重举行

最近 借上海市药学会 !瑞士德彪集团联合举办的5中国新药走向世界国际研讨会6召开之际 第五届/ 德彪2≤≤ ƒ0中国奖颁奖仪式于 

年 月 日在上海第二医科大学隆重举行 ∀

大会由上海市药学会理事长白东鲁教授主持 中科院上海药物所所长 !首席科学家陈凯先院士致开幕词 ∀欧洲极负盛名的临床医学专

家 !化学生物学专家 !制药企业研发部负责人 !教授 !博士及国内知名肿瘤专家 !药物研发领域著名学者孙燕教授 !朱大元教授等

诸多专家学者做了关于药物注册法规 !药物设计 !专利申请 !临床试验 !国际抗癌领域的最新进展 !欧盟新药法规 !中国植物药到欧洲注册上市

的几点建议等方面的高水平的学术报告 为中国医药研究单位及企业走向国际市场 提供一些思路和启发 ∀特别是德彪药业集团中国部负责

人鞠利雅博士所作的5世界最佳新药注册法规2欧洲法规解读及中国新药走向世界几点具体建议6引起与会者极大反响 ∀

王振义 !杨胜利 !裴刚 !李载平 !唐希灿等教授在内的两院院士 !多位中国及欧洲著名专家学者 !上海市科委领导及德彪公司总裁 ∏√

博士等医药届同仁和新闻界人士 多人出席了颁奖大会 ∀正式会议之外 大会还组织了圆桌会议 众多研究机构和企业带着具体项目和中

外专家交流 有几个项目和德彪药业集团达成了合作意向 ∀会议还举行了第五届/德彪2≤≤ ƒ0中国奖颁奖仪式 由著名肿瘤专家 !工程院院士 !

德彪奖秘书长孙燕教授和欧盟 ∞ ×≤ 临床研究方案评审委员会主席 !德彪奖评委会主席 ° 教授主持仪式 ∀

/德彪2≤≤ ƒ0中国奖是由瑞士德彪药业集团和中国癌症基金会于 年创立 旨在鼓励创新药物的发展 寻找和发现科学家和发明家 将

他们的科研成果产业化 ∀德彪奖迄今已连续举办了五届 中外评委本着/实事求是 !公正透明0的原则 发掘了一批既有相当学术水平 又有一

定开发应用前景的科研项目 并为一些项目提供了开发建议 ∀德彪奖目前已在新药开发领域特别是抗肿瘤和抗老年性疾病新药方面树立了较

高的信誉 成为一个向欧洲乃至世界展示中国医药科学进步的窗口 ∀

本届/德彪2≤≤ ƒ0中国奖的一等奖由中国医学科学院药物研究所石建功和张建军博士5一种传统藏药的抗老年性痴呆作用研究6获得 二

等奖由汕头大学医学院石刚刚博士5碘化 Ν2正丁基氟哌啶醇抗心肌缺血作用及机理6获得 三等奖由中国医学科学院药物研究所陈晓光博士

5新型化合物 ÷ƒ22治疗肾功能不全的临床前开发研究6获得 ∀三位受奖者对获奖项目做了重点介绍 其中陈晓光博士还介绍了她两度获

得德彪奖的体会和由此带来的思路和机遇 ∀其中一等奖获奖项目由于其开发前景 德彪集团已有投资意向 有望和中国医学科学院药物所携

手合作 这将是德彪集团继和中科院上海药物所成功合作之后 尝试与中国药物研发领域另一领军人物的牵手 ∀

第六届/德彪2≤≤ ƒ0中国奖的申请工作将于 年下半年启动 ∀届时欢迎对德彪奖感兴趣的单位和个人踊跃参加 ∀

##冉良骥等 ≥⁄酶生物传感器筛选清除超氧阴离子自由基的活性物




