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中国南海海绵提取物ｒｅｎｉｅｒｏｌ对黄嘌呤氧化酶的抑制作用
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［摘要］　目的：本实验的目的是探讨中国南海海绵提取物ｒｅｎｉｅｒｏｌ对黄嘌呤氧化酶的抑制作用及对小鼠高尿酸血症的影响。

方法：从海绵中分离提取ｒｅｎｉｅｒｏｌ成分，将２０、４０、６０μｇ／ｍｌｒｅｎｉｅｒｏｌ或１μｇ／ｍｌ阳性对照别嘌呤醇（１μｇ／ｍｌ），分别加入黄嘌呤

溶液（５０μｍｏｌ／ｍｌ）和０．１Ｕ／ｍｌ黄嘌呤氧化酶中，利用５ｍｉｎ超氧离子生成量来测定黄嘌呤氧化酶活性（ＮＢＴ显色法）。再将

２０、４０、６０μｇ／ｍｌｒｅｎｉｅｒｏｌ或１００Ｕ／ｍｌ阳性对照ＳＯＤ加入２５℃预热过的邻苯三酚，在波长４２０ｎｍ处测定吸光值，观察ｒｅｎｉｅｒｏｌ
对自由基的直接清除作用。建立尿酸酶抑制剂氧嗪酸钾造成小鼠高尿酸血症模型，并给高、中、低剂量ｒｅｎｉｅｒｏｌ组小鼠口服

１０、２０、３０ｍｇ·ｋｇ－１ｒｅｎｉｅｒｏｌ，别嘌呤醇组给药量为２ｍｇ·ｋｇ－１，用全自动生化分析仪测定实验鼠的血清尿酸值，观察ｒｅｎｉｅｒｏｌ

体内降尿酸作用。结果：Ｒｅｎｉｅｒｏｌ体外是黄嘌呤氧化酶的竞争性抑制剂，其ＩＣ５０为１．３６μｇ·ｍｌ
－１，在体内也有明显的降尿酸

作用。结论：Ｒｅｎｉｅｒｏｌ通过抑制黄嘌呤氧化酶来降血尿酸。
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　　目前治疗痛风的药物主要有：（１）降尿酸药：包
括促尿酸排泄药和尿酸生成抑制剂，临床使用的是
黄嘌呤氧化酶的竞争性抑制剂别嘌呤醇。（２）抗炎
药：包括秋水仙碱、非类固醇抗炎药和肾上腺皮质激
素等。痛风急性发作时主要使用抗炎药，慢性期主
要应用别嘌呤醇，但长期应用别嘌呤醇会造成严重
的变态反应、肝毒性等不良反应，但到目前为止仍未
找到理想的药物［１，２］。海绵属于最简单的多细胞动
物，种类繁多，已知的有１万多种，分布极广，其中蕴
含的次生代谢产物结构新颖，具有多方面的生物活
性，作用机制往往比较独特［３］。自２０世纪７０年代以

来，人们已从海绵中发现许多结构独特、具有强烈的
抗菌、抗病毒、抗心血管和抗肿瘤等生理活性的化合
物。我国南海地处热带、亚热带，海域辽阔，海绵资源
极其丰富，是世界上海绵集中分布的海域之一［４］。本
文主要研究中国南海海绵中提取的化合物ｒｅｎｉｅｒｏｌ对
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黄嘌呤氧化酶的抑制作用和体内降尿酸作用。

１　材料和方法

１．１　药物和试剂　黄嘌呤、别嘌呤醇、四唑硝基氮
蓝（ＮｉｔｒｏＢｌｕｅＢｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ）、超氧化物歧化酶购自
美国Ｓｉｇｍａ公司；黄嘌呤氧化酶购自Ｒｏｃｈｅ公司；邻
苯三酚购自上海国药集团化学试剂有限公司；氧嗪
酸钾（ｏｘｏｎｉｃａｃｉｄ，ｐｏｔａｓｓｉｕｍｓａｌｔ）购自 Ａｌｏｒｉｃｈ公
司；焦磷酸钠盐（ｓｏｄｉｕｍｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｃａｈｙｄｒａｔｅ
ａｃｅｒｅａｇｅｎｔ）购自ＩＣＮＢｉｏｍｅｄｉｃａｌ公司。

１．２　Ｒｅｎｉｅｒｏｌ的分离纯化　我国南海海绵于２００４
年在中国南海海域采集，并由中国科学院上海药物
研究所鉴定，丙酮提取，提取液减压浓缩至无有机溶
剂，得浸膏，用水溶解粗浸膏，然后用乙醚萃取数次，
合并乙醚萃取液减压浓缩得到乙醚浸膏，该浸膏经
硅胶柱层析，石油醚乙醚梯度洗脱，石油醚乙醚

１１洗脱部分经凝胶ＬＨ２０柱（石油醚氯仿／甲醇

２１１洗脱），得到纯化合物ｒｅｎｉｅｒｏｌ。结构使用
核磁共振法确定。

１．３　Ｒｅｎｉｅｒｏｌ对黄嘌呤氧化酶活性的影响

１．３．１　利用超氧离子致ＮＢＴ显色测定黄嘌呤氧化
酶活性　反应方程式见图１。

图１　黄嘌呤氧化酶抑制剂作用机制

Ｆｉｇ１　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｘａｎｔｈｉｎｅｏｘｉｄａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

　　反应体系分为３组，其中模型组中加入黄嘌呤
（５０μｍｏｌ／Ｌ）、黄嘌呤氧化酶（０．１Ｕ／ｍｏｌ）和 ＮＢＴ
（５０μｍｏｌ／Ｌ），而实验组中按样品ｒｅｎｉｅｒｏｌ的浓度分
别再在模型组的基础上加入２０、４０和６０μｇ／ｍｌ的

ｒｅｎｉｅｒｏｌ，阳性对照组也在模型组基础上加入１μｇ／

ｍｌ的别嘌呤醇，反应体系中加入磷酸盐缓冲液（５０
ｍｍｏｌ／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，以每分钟的光
密度增加量作为反应速度，将实验组和阳性对照组
测得的光密度值除以模型组的光密度值算出其抑制

率后加以比较。黄嘌呤溶解于１μｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，其

他组分溶解于５０ｍｍｏｌ／Ｌ 磷酸盐缓冲液和０．１
ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ所配溶液［５］。

１．３．２　邻苯三酚自氧化实验　将实验分为３组，即
模型组、ｒｅｎｉｅｒｏｌ样品组按其浓度再分为２０、４０和

６０μｇ／ｍｌ浓度组及阳性对照ＳＯＤ（１００Ｕ／ｍｌ）组。
加入邻苯三酚前，先加入样品组和阳性对照组中的
物质，于２５℃恒温２０ｍｉｎ后加入２５℃预热过的邻
苯三酚，迅速摇匀，立即倾入光径１ｃｍ比色杯中，在
波长４２０ｎｍ处测定光密度值Ｄ０、Ｄｒｅｎｉｅｒｏｌ样品和ＤＳＯＤ。
抑制率＝（Ｄ０－Ｄｒｅｎｉｅｒｏｌ样品／ＤＳＯＤ）Ｄ０×１００％［６］。

１．４　高尿酸血症模型的建立和ｒｅｎｉｅｒｏｌ的影响　
昆明种雄性小鼠，体质量１８～２２ｇ，随机分成６组，
每组１０只，即假手术组、模型组、高、中、低剂量ｒｅ
ｎｉｅｒｏｌ组和别嘌呤醇组，实验中高、中、低剂量每天

ｉｇ给药１次，连续３ｄ，高、中、低剂量组ｒｅｎｉｅｒｏｌ的
剂量分别为１０、２０、３０ｍｇ·ｋｇ－１，别嘌呤醇剂量为２
ｍｇ·ｋｇ－１，模型组给予相同体积生理盐水，在最后１
ｄ给药前１ｈ，除假手术组外所有组均腹腔注射９００
ｍｇ·ｋｇ－１的氧嗪酸钾，１ｈ后眼眶取血，用全自动生
化分析仪测定血清中尿酸值［７］。

１．５　统计学处理　ＳＡＳ统计学软件，结果均以珚ｘ±
ｓ表示。体内实验采用成组资料的ｔ检验。

２　结　果

２．１　Ｒｅｎｉｅｒｏｌ的分子结构和理化性状　Ｒｅｎｉｅｒｏｌ
的分子结构见图２。Ｒｅｎｉｅｒｏｌ的理化性状如下：黄色
粉末。ＥＩＭＳ（ｍ／ｚ）：２３３（Ｍ＋）；１ＨＮＭＲ（ＣＨＣｌ３，
４００ＭＨｚ，δ）：８．９４（ｄ，Ｊ＝４．９Ｈｚ，Ｈ３），７．９２
（ｄ，Ｊ＝４．９Ｈｚ，Ｈ４），５．１９（ｄ，Ｊ＝４．７Ｈｚ，Ｈ
９），４．１５（ｓ，ＯＣＨ３），２．１０（ｓ，ＣＨ３）；１３ＣＮＭＲ
（ＣＨＣｌ３，１００ＭＨｚ）：１６０．３（ｓ，Ｃ１），１５２．８（ｄ，

Ｃ３），１１８．２（ｓ，Ｃ４），１３９．１（ｓ，Ｃ４ａ），１８４．５（ｓ，

Ｃ５），１２１．７（ｓ，Ｃ６），１５８．２（ｓ，Ｃ７），１８１．６（ｓ，

Ｃ８），１３０．７（ｓ，Ｃ８ａ），６４．１（ｔ，Ｃ９）。

图２　Ｒｅｎｉｅｒｏｌ的分子结构

Ｆｉｇ２　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｒｅｎｉｅｒｏｌ

２．２　Ｒｅｎｉｅｒｏｌ对黄嘌呤氧化酶活性的影响　通过
超氧离子致ＮＢＴ显色法测定超氧离子生成量，显示

ｒｅｎｉｅｒｏｌ对黄嘌呤氧化酶有显著的抑制作用，Ｌｉｎ
ｅｒｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ作图（图３）提示其为黄嘌呤氧化酶
的竞争性抑制剂。通过抑制剂浓度对抑制率作图，
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测出其半数抑制浓度（ＩＣ５０）为１．３６μｇ·ｍｌ
－１。

图３　Ｒｅｎｉｅｒｏｌ对黄嘌呤氧化酶的

ＬｉｎｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ曲线

Ｆｉｇ３　ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋｃｕｒｖｅｏｆｒｅｎｉｅｒｏｌ’ｓ

ｅｆｆｅｃｔｏｎｘａｎｔｈｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ

２．３　邻苯三酚自氧化法测定ｒｅｎｉｅｒｏｌ对超氧离子
的直接清除作用　其中ＳＯＤ组的清除率为７７％，
而ｒｅｎｉｅｒｏｌ组的清除率仅为９．５％，结果显示其对氧
自由基没有直接清除作用。

２．４　Ｒｅｎｉｅｒｏｌ对高尿酸血症小鼠血清尿酸水平的
影响　在此实验条件下，模型组小鼠血清尿酸水平
（０．３０５±０．０８９）μｍｏｌ·ｍｌ

－１与假手术组（０．０７５±
０．２０）μｍｏｌ·ｍｌ

－１相比有明显升高，ｒｅｎｉｅｒｏｌ高、中、
低剂量组（１０、２０、３０ｍｇ·ｋｇ－１）与模型组相比，均
有明显的下降［（０．２１７±０．０７６）、（０．１７８±０．０６６）和
（０．１３３±０．０４７）μｍｏｌ·ｍｌ

－１，Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜
０．０１］，并呈量效关系，别嘌呤醇组为（０．１３９±
０．０３７）μｍｏｌ·ｍｌ

－１，说明ｒｅｎｉｅｒｏｌ在体内也有明显
的降尿酸作用。

３　讨　论

　　由于在人体内黄嘌呤和次黄嘌呤都能在黄嘌呤
氧化酶的催化下生成尿酸和超氧离子，同时本反应
还是体内产生超氧离子的主要反应之一［８］。所以可
以分别通过测定尿酸和Ｏ２



的生成量来观察样品对

黄嘌呤氧化酶的抑制作用，本实验采用Ｏ２



致ＮＢＴ
显色的方法，间接观察ｒｅｎｉｅｒｏｌ对黄嘌呤氧化酶的
抑制作用，结果显示ｒｅｎｉｅｒｏｌ能显著降低 Ｏ２



对

ＮＢＴ引起的显色反应，也就是说其抑制了Ｏ２



的生

成，说明ｒｅｎｉｅｒｏｌ有可能有抑制黄嘌呤氧化酶的作
用，但也有可能本身具有清除氧自由基的作用，所以
又采取了邻苯三酚自氧化实验来证明其本身是否有

此清除作用，实验证明ｒｅｎｉｅｒｏｌ本身几乎没有清除
氧自由基的作用，故得出结论为Ｏ２



生成的减少确

实是由于ｒｅｎｉｅｒｏｌ抑制了黄嘌呤氧化酶的作用，通
过不同浓度的ｒｅｎｉｅｒｏｌ对黄嘌呤氧化酶抑制率作
图，可以看出ｒｅｎｉｅｒｏｌ和别嘌呤醇同样是黄嘌呤氧
化酶的竞争性抑制剂。

人体内尿酸主要随尿液排除体外，而在小鼠体
内由于存在尿酸氧化酶，所以尿酸可以进一步被分
解。氧嗪酸钾是尿酸氧化酶的抑制剂，小鼠腹腔注
射氧嗪酸钾可以造成小鼠高尿酸血症模型，在给小
鼠造模之前给予小鼠ｒｅｎｉｅｒｏｌ，观察ｒｅｎｉｅｒｏｌ是否能
抑制尿酸的生成，实验证明ｒｅｎｉｅｒｏｌ对此模型有明
显的降尿酸作用。

海绵是地球上最原始的多细胞生物，出现于距
今６００万年前的寒武纪时代，分布自潮汐地带，到水
深上千米的世界各大海域中。海绵的种类繁多，约
有５０００多种。多数海绵具有寿命长、不易被其他
生物捕食、不能被细菌分解等特点，有研究者认为，
这可能是海绵存在多变的化学防御物质，产生众多
生理活性物质的一个原因。另外，海洋微生物与海
绵共生是使海绵产生多种强烈生理活性及化学结构

新颖化合物的又一因素［４］。我们证明了ｒｅｎｉｅｒｏｌ在
体外有明显的黄嘌呤氧化酶抑制作用，在体内也有
明显的降尿酸作用，而且作为天然产物，来源很丰
富，取材较为简单方便，成本较低且毒性较小，有希
望开发成为抗痛风的新药。
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