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生物学系统内栅0自由基方法的研究进展及其意义
池翠萍

【摘要】活性氧等自由基与神经变性性疾病、糖尿病、辐射损伤等多种病理过程的发展相关。

检测自由基技术在辐射防护和辐射生物效应方面具有重要的实际意义。该文综述了建立在电子自

旋共振(ESR)基础上的各种自由基检测技术，同时介绍了新近建立的利用免疫电子自旋捕捉技术检

测DNA和蛋白质大分子自由基的方法。
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【Abstract】Free radicals generation and oxidative stress are involved in many pathological processes

including neuro—degenerated diseases，diabetes，tumorigenesis and radiation damage．Measurement of free

radicals is of importance in the field of radiation protection and radiation damage．The electron spinning

resonance位SR)techniques for measurement of free radicals in biological systems are summarized according

to the literature and the author’s research work in this review．The recent emerging immuno。spin trapping

method for analysis of protein radicals and DNA radicals is also introduced．
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I检测自由基的意义

自由基生物学研究已经渗透到与生命科学相关
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的多种领域，目前与自由基研究相关的一些主要领

域包括以下几个方面：

(1)与疾病的发病机制和预后有关Il-习。研究表

明，神经变性性疾病如帕金森病、老年性痴呆、肌

萎缩侧索硬化症等的发病原因与长期过量的自由基

对神经组织的作用，使得大脑中枢系统相应功能部
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位长期背负氧化应激负荷有关。

(2)与生理过程和衰老有关。自由基浓度在正

常水平下，在体内承担信使分子的作用，例如一氧

化氮(nitric oxide，NO)自由基在正常水平下与细胞

的生长分化、凋亡、血管舒张和神经信号的传递等

有关，当过高浓度时与炎症、细胞坏死及细胞因子

的过量释放有关。自由基和机体内氧化还原过程是

细胞老化和衰老的机制之一。

(3)与环境污染物致人体毒性机制有关【蝴。例

如，与镉、汽车尾气等毒理学有关。

．(4)通过检测稳定性自由基可应用于食品、药

物及医疗用品辐照加工等的质量检验，还可以应用

于考古学中年代推算等方面。

自由基研究技术在辐射防护领域中的应用有四

个方面：①自由基是电离辐射损伤机制之一161。辐

射损伤有三大主要机制包括：细胞死亡、自由基产

生和DNA损伤。电离辐射除造成DNA链断裂、分

子损伤和杀死细胞外，由于沉积的能量可以电离组

织中的水分子，产生活性氧和自由基，后者对周围

大分子产生作用，继而改变大分子的结构和性质，

发生功能的改变。所以，对自由基的研究是揭开辐

射损伤机制和特点的不可缺少的内容之一。②用电

子自旋共振(electron spinning resonance，ESR)或称

电子顺磁共振谱仪测量牙釉质中稳定性自由基可作

为辐射生物剂量计用于过去照射的剂量评估。此方

法已经应用于日本原爆幸存者和切尔诺贝利核事故

受照人员的剂量评估l瑚。③用丙氨酸．ESR系统定

量照射剂量191。晶体仅．丙氨酸照射后产生的自由基

(CO’(OH))=C(CH3)NH2+可用ESR谱仪检测，从而定

量照射剂量，此法可以探测x射线、^y射线、电

子、质子和高LET射线，可测的剂量范围在l Gy

至100 kGy之间，可用于辐照加工或肿瘤放疗吸收

剂量的测定。④用于辐射防护药物的筛选。目前

使用的筛选辐射防护剂的指标是动物30 d的存活

率。利用ESR方法检测自由基的变化可以作为筛

选辐射防护剂的一个辅助指标[tOl。

综上所述，正因为自由基生物学的多方面渗

透，所以自由基检测手段和评估机体内氧化应激具

有重要的实际意义。

2 ESR检测自由基的方法

根据自由基寿命的长短，可以分为稳定性自由
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基和非稳定性自由基。在很多情况下，生物体内非

稳定性自由基及其代谢物在生理病理过程中起着重

要作用，所以检测非稳定性自由基更加具有实际意

义，但非稳定性自由基的寿命很短，例如·OH为

1．0x10-％，生成后很快与周围(3 nm范围内)分子

发生反应16,¨l，因此检测起来比较困难。用ESR方

法检测自由基有直接法和间接法。直接法用来测定

寿命长的自由基，即稳定性自由基，间接法用来测

定非稳定性自由基。

2．1直接检测方法

ESR的基本物理学原理与磁共振类似，所不

同的是后者激发的是原子核的共振。由于一般稳定

性物质的电子是成对的，所以ESR的使用没有磁

共振广泛。但正因为ESR针对具有未配对电子的

自由基，决定了其具有较高的特异性。

直接检测方法就是将样品或处理过的样品，未

使用电子自旋探针或电子自旋捕捉剂直接进行

ESR谱测量。样品可以是液体(例如尿液、血液)，

也可以是固体组织(例如皮肤、脑、肝组织等)。在

皮肤、肝、胆汁中，通过ex vivo可直接测到维生

素C自由基。这种检测方法是检测稳定性自由基

的最好方法。

2．2间接检测方法

常用的方法有下列几种：

(I)使用电子自旋捕捉剂的间接检测。用此方

法检测的自由基有NO、·OH、SO，一、血红蛋白硫

中心自由基等112-15。电子自旋捕捉剂本身不是自由

基，不能产生ESR信号，但能捕获特定的自由基，

产生的自由基加合物转化为相对稳定的自由基加合

物及其代谢产物后则能用ESR或高效液相色谱来

检测。由于这种目的，电子捕捉剂与被检测的短寿

命自由基必须有高的反应性和选择性。常用的电子

自旋捕捉剂用来捕捉·OH，而5，5一二甲基一l一吡咯

啉．N．氧ffh防Cs,5-dimethyl-1一pyrroline—N—oxide，DMPO)

来捕捉NO自由基。电子自旋捕捉的方法已成为检

测自由基最常用的方法。

(2)测定耗氧量。此法建立在增加氧敏感性电

子探针ESR谱宽度的基础上，来定量活性氧和自

由基的产生1161。

(3)利用体内ESR方法来监测体内氧化还原反

应和氧化应激负荷071。使用本身产生自由基信号的

电子自旋探针，用ESR检测自由基信号衰减速度
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的变化，根据自由基的代谢可测定体内自由基的产

生情况。当电子自旋探针通过注射给药进入机体

后，其ESR信号强度随时间而变弱。自由基探针

代谢的实质是电子的氧化与还原反应，电子探针得

到电子，成为ESR谱仪检测不到产物。电子探针

在体内ESR信号的衰减被认为有两种原因，一种

原因是电子探针被代谢为非磁性物质，另一种原因

是其从测量范围内扩散到其他器官并排泄到体外。

电子探针在体内的还原速度与其化学结构有关。

Bacic等118l在膀胱内测量到电子探针信号的增强，

说明水溶性的电子探针可以分泌到尿中。最常用的

电子探针有氮氧自由基，其在室温下相对稳定和对

机体的毒性较小1161。自由基探针适用于探测体内生

理、病理状态下氧化还原反应及其氧化应激负荷，

例如缺血再灌注、辐射损伤、衰老、氧中毒和缺

氧、四氯化碳中毒、糖尿病及铁负荷等。

3检测方法的前景与需求

3．1体内ESR测量的最新进展

以往的研究大部分是集中在体外ESR研究。

利用ESR技术来探测体内的生物自由基技术开始

于20世纪80年代。正因为活性氧和自由基氧化与

多种病理过程有关，所以非侵袭性评价体内氧化还

原状态或氧化应激负荷成为研究人员努力的目标。

ESR成像系统的建立就是为了满足这种需求。其

功能与其他成像分析仪器例如CT、MRI显示的表

面解剖结构不同，测定的是自由基的状态，即自由

基的分布、扩散或代谢、转移等情况，是病因显像

或自由基代谢显像技术。ESR成像与MRI或CT联

合使用，即自由基成像与解剖成像结合，使得自由

基氧化应激的非侵袭性可视化评价成为可能。

ESR成像与MRI或CT联合使用，可用于疾病

的早期诊断或病因诊断，例如脑缺氧、冠心病、微

小肿瘤等；用于疾病模型，可进行发病机制和治疗

方法的研究，例如糖尿病模型、汽车尾气肺损伤模

型等。以脑为例，脑是容易产生氧化应激负荷的器

官，这是因为：①脑的耗氧量很高，约占全身总耗

氧量的1／5；②脑膜结构中含有高的可以被氧化的

不饱和脂肪酸成分；③脑内含有低水平的抗氧化

酶；④脑脊液中游离的Fe3+通过Haber-Weiss反应

形成高反应性的·OH㈣。而脑内自由基和氧化应激

负荷与多种病理状况有关，所以非侵袭性地评价脑

内自由基与氧化应激是人们一直关注的领域，应用

氮氧自由基探针的ESR成像结合CT解剖结构成

像，有望探测脑内自由基的代谢、分布和移行等状

况，从而对一些病理变化进行早期发现或进行病因

显像1191。

3．2在同一器官内同时探测不同的自由基

由于机体内往往是不同自由基同时产生，所以

需要检测不同自由基产生场所、量及与抗氧化物的

关系。Matsumoto等[20l报道，通过使用·OH、NO

各自的自由基捕捉剂，应用ESR．CT技术，根据生

成的稳定性自由基的分布，可以探明·OH、NO的

空间分布。利用此法使活体非侵袭性检测自由基和

氧化应激的评估在个体水平上成为可能。

3．3其他检测自由基的方法

蛋白质和DNA是活性氧和自由基氧化的对象，

产生的大分子自由基在发病机制中占有很重要的地

位。利用ESR技术可以探测到小分子的自由基，

而很难检测到大分子的自由基。美国国立卫生研究

院的研究小组建立了用免疫学方法来检测蛋白自由

基和DNA自由基的技术。检测DNA自由基的基本

原理是利用电子捕捉剂DMPO实时捕捉产生的

DNA自由基，生成DMPO—DNA自由基加合物，后

者在体内氧化为较稳定的大分子DMPO—DNA氮氧

化物加合物；提取DNA后用抗捕捉剂抗体来识别

DMPO—DNA氮氧化物加合物，从而达到检测DNA

自由基的目的【2’1。电子捕捉剂及其抗体反应可以使

用酶联免疫吸附测定法或免疫印迹法来检测。

检测蛋白自由基的基本方法与检测DNA自由

基类似阎。DMPO通过C．、N．、S一中心与蛋白自由

基生成DMPO．蛋白自由基，后者被氧化成氮氧化

物加合物；为检测样品中的DMPO一蛋白氮氧化物

加合物，将组织或细胞在含有DNase和蛋白酶抑

制剂的缓冲液中匀浆，用酶联免疫吸附测定法来分

析；再用免疫印迹法分离观察DMPO．蛋白氮氧化

物加合物，转到聚偏二氟乙烯膜上，染色后再消

化，用液相色谱或质谱法来分析；查阅蛋白数据库

比较序列来鉴定蛋白。

总之，检测自由基的产生和评价氧化应激在生

物医学研究领域具有实际意义。建立在体内ESR

基础上的ESR成像技术在不久的将来应该会成为

重要的诊断技术。同时，相应会有适合各种组织或

脏器的电子自旋捕捉剂和电子自旋探针开发出来。
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