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迷迭香酸对黄嘌呤氧化酶的抑制作用
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［摘要］　目的：研究迷迭香酸对黄嘌呤氧化酶的抑制作用。方法：将２０、４０、６０μｇ／ｍｌ迷迭香酸或１μｇ／ｍｌ阳性对照别嘌呤

醇，分别加入黄嘌呤溶液（测尿酸生成量：１ｍｍｏｌ／Ｌ；测超氧离子：５０μｍｏｌ／Ｌ）和０．１Ｕ／ｍｌ黄嘌呤氧化酶中，用生化仪测定５

ｍｉｎ尿酸生成量和超氧离子生成（ＮＢＴ显色法）。在１ｍｌ２×１０５／ｍｌＨＬ６０细胞悬液中加入１００μｌ６ｍｏｌ／Ｌ黄嘌呤、１００μｌ

０．１Ｕ／ｍｌ黄嘌呤氧化酶、５００μｇ／ｍｌ迷迭香酸，分别以ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＩ双标试剂盒法（以１μｇ／ｍｌ别嘌呤醇为阳性对照）或细胞

周期法（以１００Ｕ／ｍｌＳＯＤ为阳性对照）测定细胞凋亡率。结果：迷迭香酸显著抑制尿酸生成和超氧离子引起的ＮＢＴ显色，两

种方法测得其ＩＣ５０分别为５６μｇ／ｍｌ和２１μｇ／ｍｌ；对细胞凋亡的抑制率均在４０％以上。结论：迷迭香酸是黄嘌呤氧化酶的竞

争性抑制剂。
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　　丹参是临床上常用的活血化瘀药，是唇形科植
物丹参ＳａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａＢｕｎｇｅ的根，常用于妇科
病、冠心病、缺血性脑卒中、动脉粥样硬化等症的治
疗。临床上丹参制剂对冠心病、脑血栓、肝炎、肝硬
化等有显著的疗效。丹参的活性成分主要分为脂溶
性和水溶性两类。中医传统用药方法是用其水煎
剂，即丹参的水溶性部位，所以研究丹参的水溶性成
分更有意义［１］。研究表明其水溶性成分主要是丹参
素、原儿茶醛、丹酚酸。丹酚酸是一类既有咖啡酰缩
酚酸结构又有新木脂素骨架的水溶性成分。丹酚酸
类化合物包括丹酚酸Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｉ，迷迭
香酸（ｒｏｓｍａｒｉｎｉａｃｉｄ），紫草酸（ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｉｃａｃｉｄ）

等，其中迷迭香酸是由１分子丹参素和１分子咖啡
酸缩合而成。黄嘌呤氧化酶是人体内产生尿酸过程
中的关键酶，同时也是治疗痛风时药物的作用靶点，
本文研究其对黄嘌呤氧化酶的抑制作用。

１　材料和方法

１．１　试剂　ＨＬ６０细胞株，购自上海中国科学院细
胞所；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＩ双标试剂盒购自晶美公司；黄
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嘌呤（ｘａｎｔｈｉｎｅ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；别嘌呤醇
（ａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；四唑硝基氮蓝
（ＮｉｔｒｏＢｌｕｅＢｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；黄
嘌呤氧化酶（ｘａｎｔｈｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ）购自Ｒｏｃｈｅ公司；焦
磷酸钠盐（ｓｏｄｉｕｍｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｃａｈｙｄｒａｔｅａｃｅ
ｒｅａｇｅｎｔ）购自ＩＣＮＢｉｏｍｅｄｉｃａｌ公司；迷迭香酸由中
国科学院上海药物所提供。

１．２　测定尿酸生成　１ｍｍｏｌ／Ｌ黄嘌呤溶液中加入

２０、４０和６０μｇ／ｍｌ的迷迭香酸或阳性对照别嘌呤
醇（１μｇ／ｍｌ），加入０．１Ｕ／ｍｌ黄嘌呤氧化酶，反应体
系中加入焦磷酸钠缓冲液（８０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值８．５）
至终体积１ｍｌ，反应以加入黄嘌呤氧化酶为开始，

３７℃反应５ｍｉｎ，在全自动生化分析仪（日立７６００
０２０）测定尿酸生成量，以５ｍｉｎ的尿酸生成量作为
反应速度。

１．３　测定超氧离子生成

１．３．１　ＮＢＴ显色反应　反应体系中加入黄嘌呤
（５０μｍｏｌ／Ｌ）、黄嘌呤氧化酶（０．１Ｕ／ｍｌ）、ＮＢＴ（５０

μｍｏｌ／Ｌ）和２０、４０和６０μｇ／ｍｌ的迷迭香酸或阳性
对照别嘌呤醇（１μｇ／ｍｌ），反应体系中加入磷酸盐缓
冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值７．２）至终体积６００μｌ。反
应以加入黄嘌呤氧化酶为开始，室温反应５ｍｉｎ，用

ＣＥ２０２１分光光度计在 ５６０ｎｍ 下测定光密度
（Ｄ５６０），波长５６０ｎｍ，以每分钟的光密度增加量作为
反应速度。黄嘌呤溶解于１μｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，其他组
分溶解于５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液和０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ所配溶液［２］。

１．３．２　细胞凋亡测定

１．３．２．１　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＩ双标试剂盒测定细胞凋
亡　将ＨＬ６０细胞离心（１５００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），弃上
清，无血清培养基洗涤２次，再用无血清培养将细胞
定容至２×１０５／ｍｌ，取１ｍｌ细胞悬液加入１００μｌ６
ｍｍｏｌ／Ｌ黄嘌呤和浓度为５００μｇ／ｍｌ的迷迭香酸或

１μｇ／ｍｌ阳性对照别嘌呤醇，再加入１００μｌ０．１Ｕ／

ｍｌ黄嘌呤氧化酶，反应４～６ｈ，将反应好的细胞离
心（１５００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），用ＰＢＳ充分洗涤，取出总
数约（５～１２．５）×１０４的细胞待测，用结合缓冲液重
新悬浮细胞并使其密度为（２～５）×１０５／ｍｌ，取１９５

μｌ的细胞悬液加入５μｌ的 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＦＩＴＣ，室温
避光１０ｍｉｎ，用１９０μｌ的结合缓冲液洗细胞１次，

１９０μｌ结合缓冲液重新悬浮细胞，加入１０μｌ２０μｇ／

ｍｌ的碘化丙啶（ＰＩ）溶液，流式细胞仪分析［３，４］。

１．３．２．２　细胞周期法测定细胞凋亡　取无血清培
养基定容细胞密度２×１０５／ｍｌ，取１ｍｌ细胞悬液加
入１００μｌ６ｍｍｏｌ／Ｌ黄嘌呤和浓度为５００μｇ／ｍｌ的

迷迭香酸或浓度为１００Ｕ／ｍｌ阳性对照ＳＯＤ，加入

１００μｌ０．１Ｕ／ｍｌ黄嘌呤氧化酶反应１２ｈ和２４ｈ，反
应好的细胞离心（１５００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），用ＰＢＳ充分
洗涤１～２次，在最后一次洗涤后加入等体积的

７５％乙醇将细胞悬浮、固定。将固定后的细胞离心
（１５００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），用ＰＢＳ洗涤１～２次，在最后
一次洗涤后加入３００μｌ的ＰＩ将细胞重新悬浮，每管
中再加入５μｌＲＮＡ酶，反应０．５ｈ，流式细胞仪测
定［５，６］。

２　结　果

２．１　迷迭香酸对尿酸生成的影响　Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ
Ｂｕｒｋ作图（图１）表明迷迭香酸显著抑制了尿酸的生
成，是黄嘌呤氧化酶的竞争性抑制剂。以抑制剂浓
度对抑制率作图得迷迭香酸的半数抑制剂量（ＩＣ５０）
为５６μｇ／ｍｌ，其９５％的可信区间为５３．２～５８．８μｇ／

ｍｌ。

图１　迷迭香酸对黄嘌呤氧化酶的ＬｉｎｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ曲线

Ｆｉｇ１　ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋｃｕｒｖｅｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔ

ｏｆｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄｏｎｘａｔｈｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ

２．２　迷迭香酸对超氧离子所致ＮＢＴ显色反应的影
响　迷迭香酸显著抑制了黄嘌呤黄嘌呤氧化酶反
应体系中产生的超氧离子所致的ＮＢＴ显色反应，同
样以抑制剂浓度对抑制率作图得迷迭香酸的ＩＣ５０为

２１μｇ／ｍｌ，其９５％的可信区间为１９．５～２２．５μｇ／

ｍｌ。

２．３　迷迭香酸对超氧离子所致细胞凋亡的影响

２．３．１　通过ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＩ双标试剂盒测定　结果
表明，空白细胞的凋亡率为０．２０％，当在细胞中加
入了黄嘌呤及黄嘌呤氧化酶反应后细胞凋亡率有了

明显的增加（１２．２２％），而在加入别嘌呤醇或迷迭香
酸后细胞凋亡率就分别下降到７．２１％和４．２１％
（Ｐ＜０．０１），说明迷迭香酸显著抑制了超氧离子的
生成。

２．３．２　细胞周期法测定细胞凋亡　在孵育１２ｈ后
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空白细胞的凋亡率为６．７８％，加入黄嘌呤及黄嘌呤
氧化酶反应１２ｈ，其凋亡率就上升到了３２．４３％，而
在加入ＳＯＤ和迷迭香酸后其细胞凋亡率分别下降
到了１６．１８％和１１．７０％（Ｐ＜０．０１）；孵育２４ｈ空白
组细胞凋亡率为３．７５％，加入黄嘌呤及黄嘌呤氧化
酶反应２４ｈ后其凋亡率上升到了２８．７８％，而在加
入ＳＯＤ和迷迭香酸后其细胞凋亡率分别下降到了

１５．５１％和１７．２７％（Ｐ＜０．０１），同样说明迷迭香酸
显著抑制了超氧离子的生成。

３　讨　论

　　迷迭香酸的抗炎、抗过氧化作用已有报道［７］，而
其对黄嘌呤氧化酶的抑制作用未见国内外文献报

道。我们首次发现其为较强的黄嘌呤氧化酶抑制
剂，已 申 请 了 国 家 发 明 专 利 （申 请 号：

２００４１００８４６２０），最近日本学者也发现迷迭香酸的类
似物咖啡酸也有较强的黄嘌呤氧化酶抑制作用［８］，
而且这类化合物与黄嘌呤的结构有相似之处，推测
这类结构的物质对黄嘌呤氧化酶的活性中心有竞争

性的结合，动力学作图也证明其为竞争性抑制剂。
尿酸在体内沉积不仅会导致高尿酸血症和痛风，还
会通过多种机制如：刺激呼吸系统中中性粒细胞的
大量浸润和白三烯的大量生成等，引起炎症反应［９］，
其中呼吸作用过程中产生的超氧离子也是导致炎症

的原因之一，所以在实验中对迷迭香酸对超氧离子
的清除作用做了进一步的研究，以证明迷迭香酸在
缓解炎症作用的效果。本实验初步证实迷迭香酸有
可能成为治疗高尿酸血症和痛风的药物。

　　通过尿酸生成法测定的迷迭香酸对黄嘌呤氧化
酶的ＩＣ５０为５６μｇ／ｍｌ，而通过超氧离子生成法测定
的迷迭香酸对黄嘌呤氧化酶ＩＣ５０为２１μｇ／ｍｌ，从理

论上讲两者的值应该是一致的，但显然后者值要低
很多，可能的原因是迷迭香酸除了对黄嘌呤氧化酶
有抑制作用之外，还有直接清除自由基的作用，这在
我们设计的迷迭香酸对邻苯三酚产生的自由基清除

作用中得到证实（结果另文发表）。
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