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摘要 
 

以 chemiluminescent法, 用 lucigenine當 luminous定量檢測 hydroxy free radical的發生, 已
於期間報告詳述. 由於 luminous激光存在時間僅 120秒, 祇適用於 on-line分析, 並不適合臨床

人體血液分析. 
以 chemiluminescent法分析 platonine之 sod-like活性, 以 hypoxanthine(100uM)和 xanthinase反
應之 hydroxy free radical 為定量標準, 實驗發現以 10uM的 platonine即可抑制 68±２%的 free 
radical活性, 故 chemiluminescent法適用於體外直接分析 sod-like 物質之活性. 
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前言 
 

Chemiluminescent法分析 free radical之活性, 其原理是利用 hydroxy free radical激發
luminous(lucigenine)產生 luminescent, 並由檢測激光值而達到定量分析的目的. 由於實驗操做
簡單, 快速, 是現今最被廣為使用的方法之一. 本計劃目的在於利用本院現有之

chemiluminescent detector設備, 嘗試開發適用於臨床分析之方法. 
 
於今年六月的期間報告, 以說明以 chemiluminescent法分析 free radical的活性, 由於受限於
luminous(lucigenine)受 hydrox free radical  
激光存在謹有 120秒. 由於這種特性, 使得臨床檢品分析, 因檢品製備時差而造成分析差異, 
甚至誤判. 唯 chemiluminescent分析法 由於可以直接檢測 hydroxy freeradical的存在, 適用於直
接定量分析或相對檢測 sod-like物質活性. 
 
實驗以 hypoxanthine產生 hydroxy free radical並以 sod-like物質(platonin)與之反應後. 檢測殘留

之 hydroxy free radical即可得之知 
該 sod-like物之活性. 此實驗之部份結果已發表於 1999 年 11月之亞太藥理學會(見附件) 
 
 

實驗方法 
 
 
試藥&儀器 
 
各項特級試藥均購自Wako chem. Co., Tokyo, Japan 或Sigma Co., NJ,USA . hypoxanthine(500ul), 
xanthanoxidase(50iu), lucigenine (100uM), ferrous sulfate(1uM), EDTA(3mM)均以 PBS配製備用, 
chemiluminescence 檢品皆於 4°C分析. 
 
自由基檢測 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     



Chemiluminenscent之分析 
以 PBS為溶媒配製 hypoxanthine(50uM), lucigenine(10uM), ferrous sulfate(0.1uM), EDTA(0.3uM)
溶液 1ml, 置於 chemiluminescent detector之 reactor內測其 luminescent reading 此值為
background.  同法於 reactor on-line 注入 xanthinoxidase 0.5iu攪拌均勻反應並檢測其
luminescent (此值為定量之 hydroxy free radical), 同法於 background檢測之溶液中加入
platonine(10~100uM)並 on-line 加入 xanthinoxidase 0.5iu, 檢測殘留之 free radical所產生之
luminescent, 此值和前述定量產生之 free radical之 luminescent相比即可得知 platonine之抗
hydroxy free radical活性.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

結果與討論 
 

由 hypoxanthine 50uM和 Fe++被氧化之後產生的 hydroxy free radical 激發 lucigenine產生
luminescent經檢測之後其激光值為 95223±933 counts/10seconds(CV%=8%)(參見圖一)  
 
以 50uM的 hypoxanthine所激發之 hydroxy free radical為固定來源, 再於期中加入
platonine(10~100uM)(hypoxanthine 50uM於最末 on line加入反應). 此法可以直接檢測platonine
抑制hydroxy free radical的相對活性, 由圖一可見50uM的hypoxanthine所產生之 free radical 以
10uM的 platonine即可有 68%的抑製率, 可見 platonine具有 sod-like 的活性(此相關結果已發表
於 1999 年 11月之亞太藥理學會). 
 
由上述實驗可見以 lucigenine 來檢測 hydroxy free radical, 其有效檢測期僅有 120秒, 且即使是
on-line分析以 50uM的 hypoxanthine`為例, 因操做所致之偏差也有 8.1%. 在臨床上分析血液檢

品, 由於一般抽血至送檢之時差約在 60分鐘以上, 在此期間由於離體血液本身的變化和時差

等不確定因素, 造成臨床分析差異可能高 2達 150%以上. 即使將檢品於離體後立刻和

lucigenine反應並以 chemiluminescent分析, 也因 lucigenine的 luminescence僅有 120秒,易因人
為操做而造成無法預期的偏差(一般約 30%以上) 
故以 lucigenine當 luminous 不適用於臨床分析. 
 
唯以 50uM之 hypoxanthine經 xanthineoxidase等於 4°C催化產生之 hydroxy free radical, 以

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     



lucigenine當 luminous, on-line分析可以定量檢測其 free radical之產生值為(95223±933 
counts/10seconds (CV%=8%)), 以此法應用於分析 sod-like物質之活性, 由於可以 on line產生重
復之化學反應. 實驗得知 10uM的 platonine相對可以抑制高達 68%的上述 free radical. 
 
更高濃度的 platonine並無法完全抑制 50uM之 hypoxanthine經由 xanthineoxidase等於 4°C催化
產生之 hydroxy free radical, 其原因應為 hydroxy free radical 和 platonine或 lucigenine 相掽撞之
機率問題. 故更高濃度之 platonine也無法完全抑製 hydroxy free radical 為合理結果. 
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