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应 用 鲁 米 诺 化 学 发 光 法 测 定 脂 质 过氧 化

梁小凤 胡天喜 范小兵

���海交大昂立公
卜

�生物医药研究所 上海 ��������

摘要 建 认了一个测定脂质过执化 ����记 ������������
，
����的化学发光体系

，

测试某些抗城化剂清除脂自山

裱的活性
。

取含有不饱和脂肪酸的脂质加入到测量管中
，
��于加入鲁米诺及双重蒸馏水

，

放入顶恒温箱中��℃顶温育

�
�

��
，

取出并力��入启动剂 ���� ��
，
�

’ 一��������
一������������������������������卜 命�即放入预先温度设至 ��一��℃

的生化发光测量仪中
，

用 下�程序测定每 ��钊
，
的脉冲数 ������

，

连续测定
，

观察化学发光 ������������������
，
���

的动力学变化和是否产生脂质过氧化
，

随后加入各类抗氧化剂
，

根据实际需要
，

选其某一次的 ��强度作为评判指

标
。

建仅了一个应用普米诺化学发光法测定脂质过氧化的体系并对比了多种抗执化剂的活性
。

结果发现
，

����
、

茶

多酚 ������
、

还原型谷胧��肤 �����皆有抑制 ��
，

即抗脂质过执化的作用
。

该方法是一种快速
、

灵敏
、

简便

的测定脂质过权化及筛选抗执化剂的新方法
。

关键词 化学发光
，

脂质过氧化
，

抗氧化剂

中图分类号 ���

脂质过氧化物������������������
，

����在白由基

性疾病的发病机理中起着极重要的作用
。

生物体中含

有人量的脂质
，

尤其是生物膜 �细胞膜
、

线粒体膜
、

核膜等�
‘

富有不饱和脂肪酸
。

体内过量的羚基白由基
、

单线态氧极易从不饱和脂肪酸
� 一

甲烯碳中抽取氢原

子
，

使不饱和脂肪酸转化为脂白由基 ��’ �，

脂白由基

极不稳定
，

经历共辘化和氧化形成共辘二烯及脂过氧

白由基����’ �
，

�’ 和 ���’ 进一步启动未被氧化的脂
质

，

如此循环反复
，

故称为脂质过氧化
。

中间产物脂

氢过氧化物
，

类似于过氧化氢
，

也是极不稳定
，

易分

解形成丙一醛�����
，

己烷
、

戊烷等毒性物质�’�
。

脂质过氧化中间产物的检测
，

作为脂质过氧化的

指示器
，

有 �����紫外检测共现二烯
，

比色法或 ����
柱分离与化学发光检测相结合的方法测 ����

，

气相

色谱法测呼吸气体中的己烷
、

戊烷及硫代巴比妥酸与

��� 反应少��比色法或荧光法测 ��� ����
一

���

法 �
、

白旋捕捉 ��� 法测脂质 白由基等
。

其中
，

���
一

��� 的比色和荧光法检测最为普及�’，�，��
。

各种

方法都各有优点和缺点
� ��� 法

、
����法

、

气相色

谱法 定量 明确
，

特异性好
，

但设备要求过 高
�

���
一

��� 法价廉
，

设备要求低
，

但专一性不好
，

灵

敏度差
，

己受到挑战���
。

为了寻找简便
、

价廉
、

专一

性好
、

易于普及的测量 ��� 的技术
，

用作离体条件

卜筛选抗氧化剂之用
，

参阅了前人的技术并改进了化

学发光法 ��
一

��
。

本 「作使用了偶氮化合物 ����

��
，

�
’ 一
������ ��

一
�������������������������������热分

解产生脂质白由基
，

启动不饱和油脂的脂质过氧化
，

产生更多脂自由基与鲁米诺反应产生化学发光
，

以化

学发光强度和发光恢复到原强度���所需时间为指示

终点
，

判断脂质过氧化程度和筛查脂质过氧化的抑制

剂
。

�原理

���� 热分解产生脂白由基��’ �及脂过氧白由基
����’ �， �’ 和 ���’ 进一步启动并扩增不饱和油脂的
脂质过氧化

，

形成更多的�’ 和 ���’ ���
，

体系中存在

鲁米诺时
，

脂自由基的能童转移给鲁米诺
，

使鲁米诺

激发
，

后者在退激时发射 ����� 的光
。

一些抗氧化剂

和自由基清除剂
，

清除了 �’
、
���’ ，

使鲁米诺的化学

发光下降
，

通过发光 卜降值可以判断抗氧化剂的抗脂

质过氧化能力
。
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���

�材料和方法

��� 试剂

鲁米诺
、

枯烯过氧化氢 ����������购白�����
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公司
，

月见草油
、

多烯康出白上海延安制药厂
，

深海

鱼油源 白澳洲 ������� ������� 公司
，

卵磷脂购

白联合食品添加剂公司
，

麻油购 白食品店
，

偶氮化合

物 �
，

�
’ 一��������

一��������������� ��������������� 即

���� 购白日本 ���� 公司
，

茶多酚 ������上海智

达科技有限公司馈赠 �纯度 ����
，

维生素 �
、

还原型

谷月光甘肤�����
、

����
、

����
、

凡��
�

·

���� 等其它

试剂皆为分析纯
，

购白上海化学试剂公司
。

除兽米诺

先用微量碱性溶液溶解
、

���� 和 ����
�

·

���� 先用极

微童酸性溶液溶解外
，

皆直接用双重蒸馏水配制
。

力学变化和脂质过氧化强度
，

待发光强度进入峰位后

相对较稳定时
，

原位注射法加入各类抗氧化剂 ���林�
，

具体测童次数和取何次为标准视 �� 衰减状况和样品

而定
，

结果以 ����表示
。

��� 仪器

���
一

� 烈生物化学发光测量仪及预恒温箱 �上海

检测技术研究所上立仪器厂产�
，

微量移液器 �北京青

云仪器厂产�
。

��� 方法

取 ���林�含有不饱和脂肪酸的脂质加入到测量管

中
，

再加入 ����������
一 ’
鲁米诺 ���林�及双重蒸馏水

���林�
，

放入预恒温箱中 ��℃预温育 �����
，

取出测

量管加入 ������ 的 �������林�
，

立即放入预先温

度设至 ��℃的生化发光测量仪中
，

用 ���程序测定各

管甸 ��钟的脉冲数������
，

连续测定
，

观察 ��的动

�结果和讨论

��� 脂质对化学发光强度的影响

固定鲁米诺 ����������
一 ’ 、

�����
�

���几 的浓度
，

用含有不同不饱和脂肪酸的油脂原料做脂质过氧化试

验
，

用 ���程序测 ��值的变化
，

结果见表 �
。

由表 �

可见
，

选用的脂质原料不同
，

其 ��值也不同
，

月见

草油 �含 丫 亚麻酸
，
� 个不饱和键�

、

多烯康和深海

鱼油 �含 ���
、

���
，

有 �个和 �个不饱和键�
，

随

着脂质的不饱和键增加
，

其 �� 值相应增高
，

都极人

地超过对照 ������ 白身的脂质 白由基的发光
，

可

以看到���� 的脂 白由基启动了上述不饱和脂质的脂

质过氧化
，

扩增了脂质 白由基的量
。

从选用的脂质来

石
� ，

多烯康
、

月见草油
、

深海鱼油均为良好的脂质原

料
。

其中
，

月见草油
、

多烯康来源容易
，

价廉
，

启动

脂质过氧化过程清晰
，

有较强的发光
，

是可选用的较

理想的脂质
。

���
�

� ����
�����������

��������� �����������

������������

���������������� �������

�������� ���

���� ���

�������

���

��
一

����
������������ ������ ���

�������

������������

��内」

召‘气︸勺」，�工�︶︸�������

����������
勺‘，︼，‘，︸勺‘��������� ����� ����� ����� ����

�������
�

��������� ����� ����� ����� ����

������
乙�勺︸�
了��，��︸��

，�
��

������� ����� ����� ����� ����

������� ���� ����� ����� ����� ����

������������� ����� ����� ����� ����

��� � ����������������� ���� ����������������� �� �����

对照 ������ 白身热分解产生脂质白由基
，

己

有较高的发光水平
。

卵磷脂和麻油可能纯度不够或已

加有抗氧化剂
，

似有抑制 ���� 产生的脂质白由基的

作用
，

原因待查
。

��� 不同启动剂对脂质过氧化发光强度的影响

固定鲁米诺 �� ��
一

� �����
一 ’ ，

脂质取月见草油
，

用不同的启动剂启动脂质过氧化
，

化学发光法测得 ��

值结果如
一

卜 �见表 ��
。

可见
，
���� 作为脂质过氧化的启动剂启动效果

最好
，

其启动因子是 ���� 热分解产生 �’
、

��’ 、
���’

等脂白由基
，

这类白由基促使月见草油的脂质过氧化
。

其它启动剂所致���的��值则低得多
，

甚至启动不了
，

很明显
，

��
��

花
��� 没能启动月见草油的脂质过氧化

。
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���� ����� ��� ���

��� 温度对脂质过氧化发光强度的影响

温度对启动脂质过氧化非常重要
。

固定鲁米诺
�� ��

一

� ���
·

�
一 ’ ，

�����
�

������ 的浓度
，

脂质取

月见草油
，

实验中发现脂质原料预温育 ��而
� 左右后

加入启动剂
，

再放入发光仪中
，

��� 程序测定
，

当

发光仪测量室温度 比原预温育温度高 �一�℃左右

时有利于脂质过氧化的启动
。

从测量温度 ��℃ 、

��℃ 、

��℃ �次试验结果看
，

温度越高
，

���化学发光值也

越高 �见表 ��
。

可见
，

有无鲁米诺对 �� 值影响较人
，

鲁米诺在 ��
一

�

一��
一

� ����� ’范围内��值与之成正比关系
，

鲁米诺

浓度越高
，
��值越大

�
鲁米诺浓度 ��

一

������
一 ’和 ��

一，

�����
一 ’
时

，

发光强度衰减较快
，

发光值相对偏低
。

�����

�����

�����

客
��。 。 。

�

��� 鲁米诺浓度对脂质过氧化发光强度的影响

���定 ������������的浓度
，

脂质为月见草油
，

温育温度 ��℃ ，

分别取不同的鲁米诺浓度进行脂质过

氧化试验
，

用化学发光法 ���程序测 ��值的变化
，

结果见图 �
。

图 �的 ��值均以第 �次发光强度为准
。

一
�

一
�

一
�

一， 一

�
一

�
一
�

������
��

·
�

·
�

���
�

� ����
������� �������������������� �� ������������

���
�

� ����
���� ���������������� ������川���

����
�������

下��������������

��℃ ��℃ ��℃

��������� 巧�� ���� �����

����� ���� ���� ���� �����

�����������������

��
������� 巧�� ���� �����

�

�切������� ���� ���� ���� �����

������������� ���� ���� �����
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价“了����

��� ��值对脂质过氧化发光强度的影响

固定鲁米诺 ����������
一 ’ 、

������������ 的浓

度
，

脂质为月见草油
，

分别取不同 �� 值的双蒸水稀

释定容
，

温育温度 ��℃ ，

进行脂质过氧化试验
，

用化

学发光法 ���程序测 ��值的变化
，

结果见表 �
。

从表

�中可以石出
，

脂质过氧化体系 �� 条件中性为好
，

发

光强度适中
，

发光动力学曲线较平稳
，

较适于生物物

质 �抗氧化剂�的存在
� 碱性条件 卜��值由高到低

，

峰值不明显
，

不利于抗氧化剂筛选
，

而且其对照 ��

值往往偏高
，

不利于脂质过氧化体系的建立
�
酸性条

件 卜则不能启动脂质过氧化
。

脂白由基
，

同时也清除了 ���� 热分解产生的脂质自

由基
。

一定浓度 下
，

抗氧化剂之间的抑制能力有所不

同
，

其中���不�一���
�

�浓度在 ��
一

����
·

�
一 ’
一��

一

����
·

�
一 ’

时
，

抑制后会反弹
，

而 ���� 则只在 ��
一“ �����

一 ’时才

会反弹
，

且反弹时间较后
。

浓度 ��
一

�
一��

一， �����
一 ’
的

抗氧化剂
，

总体评价其抑制脂质过氧化强弱次序为

��������
�

����� �见表 �不��图 ��
。

��� 抗氧化剂对脂质过氧化的抑制作用

选���抗坏血
�

酸 ����
�

��
、

茶多酚 ������
、

还原

型谷胧甘肤 �����各 ��
一， ��一�

一 ’
一��

一

� ���
·

�
一 ’ ，
观

察它们对脂质过氧化发光强度的影响和发光值抑制后

恢复 ���所需的时间 ��值�
。

结果发现
，

它们都是良

好的脂质过氧化的抑制剂
，

抑制率很高 ���
一

� �����
一 ’

以上皆超过 ��� �
，

不仅抑制了油脂过氧化所产生的

� �全全‘ 一‘ 奋“ ‘ 一▲通一▲一

“
�

“

� 厂
�

�
�

一�
二
广

，，�钱协厄价叭卜�‘砂尹户月声」
，
凡

�

护

﹂眨�卜��卜�‘‘����卜��

����﹃����������������

︵���口︶曰�

� ��� ��� ���� ���� ���� ���� ���� ����

���

���
�

� �����������
�����������

��������������������������� ��
一

�

���
·

�
一

���� ����������笋 ， ���� ����
�

�
， ▲����

介�
�

� �们飞������ �� �����������

������ 。 ���������� 一一一一一一一一一一一一一一习坦

�
�

� �� ��
�

�

�����

�����

�����

�����

�����

�����

�����

�����

�����

�����
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综上试验我们组成了一个脂质为月见草油
、

发光

剂为 �
�

�� ��
一

�

���
·
�

一 ’鲁米诺
、

启动剂为 �����
·
�� ’

����
、
���

�

�
、

总体积为 �
�

���及温育温度 ��℃ ，

测量温度为 ��℃的脂质过氧化化学发光体系
。

该离体

脂质过氧化模式体系
，

其发光强度不仅与脂质的性质
、

鲁米诺的浓度有关
，

而且有 ��
、

温度的依赖性
，

在筛

查各因素的基础上建立了一个最佳的体系
。

以抗氧化

剂 ���
、
����

、

���� 及其它一些大然抗氧化剂�另

文发表�作消除脂质白由基的试验
，

证明该体系是可行

的
。

���是知名的脂质过氧化的阻断剂
，

����
、
����

皆有较低的氧化还原电位
，

试验证明它们不仅是氧白

由基
、

氮白由基的清除剂
，

而且也是良好的
、

优于���

的脂质过氧化的阻断剂
。

本研究确定的 ����一不饱和

脂质一鲁米诺的脂质过氧化模式体系
，

所用的油脂方便

易得
，
���� 是热分解产生 �’

、
���’ 特异的脂质过

氧化启动剂
，

鲁米诺化学发光灵敏度极高
，

体现了该

体系简便
、

特异
、

灵敏
、

价廉的特点
，

颇有应用前景
。

试验中发现
，

月见草油未经充分乳化处理
，

与水

相很难混溶
，

本体系的发光主要来自油水界面的发光
，

由于受油水混溶过程中油的分散度和管壁粘附的影

响
，

界面发光的变异系数较大
，

以后拟作预处理
，

使

油水形成微囊 �微团�或选用脂质体红细胞影泡为脂

质材料
，

扩人油水界面发光
，

以完善发光体系
。
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