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摘要 研究丝裂霉素 ≤   ≤ 及其衍生物 2氮丙啶 22羟甲基 22甲基吲哚 22二酮 ≈22222

¬2222的细胞毒性 以及结构性雄烷受体 ∏√≤ 

转染对其生物学效应的影响 ∀将质粒 ≤ ≤ 转染 细胞 经 耐药性筛选获得转染 ≤ 的 细

胞 以转染空载体 ≤ ≤ 作为对照 ∀用  ×2°≤ 检测质粒和 ≤≠ °  的表达 用  ××法评价

  ≤和 对 细胞和 细胞在有氧和乏氧条件下的细胞毒性 ∀  ×2°≤ 检测到 ≤ 和 ≤≠ °  

在 细胞中有表达 在 细胞中无表达 此外 在乏氧情况下   ≤和 的细胞毒性比在有氧情况下均有

所增加 Π  1并且转染 ≤ 以后 两者的细胞毒性均增加 但对   ≤的影响较明显 Π  1对 的影响

不明显 Π  1∀提示 ≤ 可在转录水平调节药物的代谢 提高药物的毒性 ≤≠ °可以主要代谢   ≤但不

主要代谢 ∀转染 ≤ 基因可以增加细胞 ≤≠ °  的表达 并可引起   ≤和 毒性的改变 ∀

关键词 丝裂霉素 ≤ 2氮丙啶 22羟甲基 22甲基吲哚 22二酮 细胞毒性 生物还原活性物 结构性雄烷受体 
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¬   ≤ Π  1 ∏ Π  1 ƒ∏ ≤≠°  
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   ≤  × ≤  ¬ ≤≠°

      ¬  ≤ 

Κεψ ωορδσ:  ≤ 22222¬2222 ¬

∏√∏ ∏√ °2

  由于实体肿瘤内不同程度地存在乏氧细胞 使

肿瘤对射线和化疗药物敏感性差 并易引起肿瘤的

复发 ∀生物还原活性物是针对这些乏氧细胞的选择

性细胞毒前药 在乏氧条件下经体内的生物还原酶

活化产生细胞毒性代谢产物 可以增强放疗和化疗

的效果 是今后肿瘤增敏药物研发的方向之一 ≈ ∀

  ≤是目前唯一用于临床的醌类生物还原物 

其辐射增敏效应明确 临床抗肿瘤谱广 对食道癌 !

胰腺癌 !乳腺癌 ≈等均有疗效 ∀但由于其乏氧选择

性不够理想 !毒副作用较大 限制了使用 ∀而 是

以   ≤为先导化合物合成的醌类化合物 初步研

究显示具有良好的乏氧选择性 在乏氧条件下具有

更强的杀伤作用 值得对其作用机制进行深入了解 ∀

另外 细胞色素 °是哺乳动物肝脏药物代谢的主

要酶类 ∀在肿瘤治疗中 它不仅参与大量抗肿瘤药

的代谢转化 还在一些与细胞增殖分化有关的内源

性物质的代谢中发挥重要作用 ≈ ∀因此 °同

工酶的活性改变也会影响到肿瘤治疗的疗效 ∀本研

究以 细胞为材料转染 ≤ 确定在 ≤≠°

表达增高的情况下   ≤和 细胞毒性的改变 ∀

材料和方法

试剂  购于 √ƒ

√∏≤ ≤限制性核酸内切酶

 和 ÷ ! ×  °≤  

和 ×   ≥   °≤  ∂ 均购自

× 大连  ± 2柱式总  

抽提纯化试剂盒和 ± 2柱式基因组 ⁄抽

提试剂盒购于生工生物工程技术服务有限公司

上海  ±∞质粒 ⁄ 纯化试剂盒  

购自基因公司  购于 ≤≤∞ ∞ ⁄

≥ ⁄ ≤≤  ÷  

购于   ƒ德国 丝裂霉素 ≤   ≤ 购

于 ≥ ≤ ≤ ≥∏    ≤ 

≤  质粒由  ∞≥ 的   ≥ 和

 教授馈赠 所有引物均由赛百盛基

因技术有限公司合成 北京 ∀

质粒 µ ΧΑΡ 1 / πΧΡ 3的转化  用双蒸水溶解

≤ ≤ 加入感受态 ⁄中混匀 冰浴 

  ε 热休克  立即置冰浴  加入 

培养液 1 ≅ γ振荡培养   ε  1

≅ γ离心  弃上清液 留约  Λ液体悬浮

菌体 均匀涂布于含 的 平板上   ε 培

养  ∗  ∀

质粒 ∆ΝΑ的大量制备  依照 ±∞°

 说明大量纯化 ≤ ≤ 质粒 ⁄并

用微量紫外分光光度仪测定 ⁄溶液的 Α 和

Α 值 以 Α  Α 比值判断 ⁄的纯度 比

值为 1时达纯度要求 将质粒 ⁄ 调整为

 Λ# Λ
置  ε 冻存备用 ∀

质粒 µ ΧΑΡ 1 / πΧΡ 3的鉴定  将 °≤ 反应所

有试剂按比例混合 分装于 ∞管  Λ管 

然后用无菌牙签挑取菌落涂于管底 将预变性时间

延长至  反应条件和其他程序同上 ∀以

≤  ≤ ⁄为正反向引物进行 °≤ 鉴定

≤ 基因是否插入质粒 以 × ≤ ⁄为正

反向引物进行 °≤ 鉴定基因片段的插入方向 ∀抽

取 °≤ 阳性克隆的质粒 ⁄以  ÷ 进

行双酶切 观察能否切下   的产物 ∀以 ⁄

序列分析验证目的基因的读码框架是否准确 ∀

转染  实验设转染 ≤ ≤ 组 所得细胞

称为 !转染 ≤ 空载体组 所得细胞在文中

称为 ≤ 和非转染组 每组 个复孔 ∀按

√提供的说明操作 ∀以含 1 # 


的  ° 完全培养基 含 小牛血清 

筛选 每隔  ∗  换液 直至出现 抗性细胞克

隆 收集抗性细胞 有限稀释后加入 孔平底细胞

培养板 使每孔细胞分别达 个 !个 !1个和

1个 置 ≤孵箱培养 ∀定期观察每孔细胞的生

长及细胞克隆数 周后将呈单克隆生长的细胞孔

细胞转种 孔板进行扩增培养 ∀收获扩增后的单

克隆细胞冻存备用 ∀

基因组 ∆ΝΑ抽提和总 Ρ ΝΑ抽提  分别按

± 2柱式基因组 ⁄抽提试剂盒和总  抽

提纯化试剂盒说明书操作 ∀

ΠΧΡ 和 Ρ Τ2ΠΧΡ  °≤ 鉴定和检测质粒

≤ ≤ 按 × °≤  试剂

盒说明书操作 ∀  ×2°≤ 检测 ≤ ≤ 及

## 药学学报 °∏≥  



≤≠°表达按 ×   ≥   °≤ 

 ∂ 试剂盒说明书操作 ∀

ΜΜΧ及其类似物 629的细胞毒性  待 

细胞和 细胞进入对数生长期后 消化 调细胞

数至  ≅ 
 # 


  Λ孔接种 孔板 ∀  

后分别换含不同浓度的   ≤和 乏氧组通  

然后于  ε   ≤继续培养   后 换不含药

物的完全培养基培养  隔天换液 ∀实验结束前

 加入  # 


 ××  Λ ε  ≤继

续培养  吸弃培养液 加入 ⁄ ≥  Λ于 

测定吸收度 ∀

统计分析  对不同情况下   ≤和 的细胞

毒性用 °°软件计算其各自的 ≤ 各

组之间的比较使用 τ检验 ∀

结果

1  质粒 µ ΧΑΡ 1 / πΧΡ 3的鉴定和检测

用  和 ÷ 双酶切质粒 ≤ ≤ 

后 琼脂糖凝胶电泳发现  及   两个条

带 图  ∀分别以 细胞的基因组 ⁄

≤ ≤ 为模板  ≤  ≤ ⁄为引物 

Φιγυρε 1     

≤ ≤   ⁄∏  

÷   × ≤ ⁄  ≤  ≤ ⁄



均可扩增出 个   大小的 °≤ 产物 以

× ≤ ⁄为引物均可扩增出 个   的

产物 而以 或 ≤ 细胞的基因组

⁄为模板时 上述两种引物都没有 °≤ 产物 图

说明 ≤ 正向插入质粒 ≤ 并顺利转染

入 细胞 ∀质粒 ≤ ≤ 经 ⁄序列分

析发现 ×和 ≥°启动子之间的序列包含了正向全

长的 ≤  ≤⁄≥∀

2  质粒 µ ΧΑΡ 1 / πΧΡ 3和 ΧΨΠ2Β6的表达

琼脂糖电泳发现 以 细胞总  为模

板 × ≤ ⁄≤  ≤ ⁄或 ≤≠° 

≤≠°⁄为引物 可分别扩增出   及 

大小的  ×2°≤ 产物 而以 或 

≤ 细胞的总  为模板 上述 种引物都没有

产物出现 图 ∀

Φιγυρε 2    ¬   

≤ ≤   ≤≠°   

  ≤  

 ×2°≤ ≤

##

张江虹等 转染结构性雄烷受体对丝裂霉素 ≤和 2氮丙啶 22羟甲基 22甲基吲哚 22二酮的

细胞毒性的影响



3  ΜΜΧ和 629的细胞毒性

由表 可知 在乏氧条件下    ≤对 

细胞和 细胞的 ≤分别为 1和 1

# 

有氧条件下分别为 1和 1

# 

   ≤ 对两种细胞的乏氧细胞毒比

¬¬ ≤ 分别为 1Π 

1和 1Π  1∀表明乏氧条件下   ≤

对 细胞和 细胞的毒性均有所增高 另

外 在乏氧条件下 对这两种细胞的 ≤分别为

1和 1 # 

有氧条件下分别为 1

和 1 # 

其 ≤ 分别是 1Π 1

和 1Π 1表明乏氧情况下 对 

细胞和 细胞的毒性也较有氧条件下有所增

加 ∀此外 比较 细胞和 细胞的毒性 在

乏氧条件下   ≤和 对 细胞的 ≤分别

为 1和 1 # 

分别比 细胞减

少了 1 # 

Π  1和 1 # 



Π 1而在有氧条件下    ≤和 对 

细胞的 ≤分别为 1和 1 # 

分别

比 细胞减少了 1 # 

Π  1

和 1 # 


Π  1提示转染了 ≤

后 两种细胞对两种药物的敏感性均有所增加 但增

加的程度不一样 ≤ 对   ≤的细胞毒性影响程

度比 大 ∀此外 比较   ≤和 的毒性 表

不论是在乏氧情况下还是有氧情况下 不论是

细胞还是 细胞  的 ≤值均比

  ≤低 对于 细胞 在乏氧条件下  的

≤值比   ≤下降了 1 # 

在有氧条

件下下降了 1 # 

对于 细胞 在

乏氧情况下  的 ≤值比   ≤下降了 1

# 

在有氧条件下下降了 1 # 

 ∀

提示 的细胞毒性强于其母体药物   ≤∀

Ταβλε 1  ≤   ≤   

¬¬  ≤ 

⁄∏ ≤
≤ # 

 

 ≤

 

  ≤  1 1 1

1  1 1  1

 1 1 1

1  1 1  1

  1 1 1

1  1 1  1

 1 1 1

1  1 1  1

讨论

乏氧细胞普遍存在于各种类型的实体肿瘤中 

其对射线和抗癌药物的抗性往往是肿瘤复发的根

源 ∀虽然乏氧区的存在妨碍了肿瘤治疗疗效的提

高 但由于其为肿瘤组织所特有 也可以成为抗癌药

物作用的靶点 ∀生物还原药物正是利用了乏氧细胞

的酶系特点 选择性地作用于乏氧的肿瘤细胞 成为

兼有细胞毒性的新一代的抗肿瘤增敏药 ∀吲哚醌类

生物还原药物的先导化合物   ≤是一种天然产

物 目前常与其他抗癌药物合用于治疗胸部 !头颈部

肿瘤 !非小细胞肺癌 !膀胱癌和食管癌 ≈等 ∀但是

  ≤作为乏氧增敏剂主要存在两大不足 ∀首先 乏

氧选择性不够理想 ∀这主要由   ≤的抗癌机制所

决定   ≤结构中的醌在还原酶的作用下形成氢

醌 后者与 ⁄产生交联 同时   ≤结构中还有

一个氮丙啶的结构 也可充当烷化剂 在有氧条件下

也可损伤细胞 这是   ≤乏氧选择性不强的主要

原因之一 ∀另外 参与   ≤ 活化的主要还原酶

⁄° Β喹啉氧化还原酶 ±在有氧和乏氧

条件下都起作用 ≈
这也是   ≤乏氧选择性比较

弱的原因之一 ∀其次 毒副作用比较强 尤其是对泌

尿系统的损伤 ∀以上因素限制了   ≤的广泛使

用 ≈ ∀因此 在   ≤基础之上进行了结构改造 获

得了一系列新化合物 希望能够筛选出低毒高效的

乏氧增敏药物 如人参皂苷  ≤等 ∀

本研究观察到在乏氧和有氧条件下 的选择性

细胞毒性均较其先导化合物   ≤有所增加 并且

具有良好的乏氧选择性 作为乏氧增敏药物具有一

定的应用前景 值得对其作用机制进行深入的研究 ∀

众所周知 生物还原酶是生物还原活性药物发

挥作用的关键 并直接影响药物的药代和药效 ∀研

究何种生物还原酶活化特定的生物还原药物不仅可

以为临床合理用药提供理论依据和指导 还可为新

型生物还原药物的设计提供依据 ∀

≤≠°是哺乳动物细胞色素 °超家族的一

员 其人的表型是 ≤≠°参与多种醌类生物还原

活性物的生物活化 ≈ ∀以往研究活化醌类生物还

原活性物的还原酶材料主要是哺乳动物肝原代细

胞 !转染 ≤≠ °基因的肿瘤细胞 !微粒体或钝化

酶 ∀转染 ≤≠°基因需要考虑 ≤≠°在细胞内

的定位 也增加了难度 而且全长基因   转

染难度更大 转染部分基因又可能影响 ≤≠°功

能 而微粒体或钝化酶则不适于研究生物还原活性

物的细胞毒性效应 而且有别于细胞和整体条

## 药学学报 °∏≥  



件 ≈ ∀动物细胞和人的肝细胞则存在种属差异 ∀

这些因素在增加活化生物还原活性物还原酶研究难

度的同时 也给研究结果的正确性带来了疑问 ∀近

年来发现 孤核受体超家族可以调节 相酶 !相酶

和选择性药物转运蛋白的表达 ∀并且核受体作为一

类转录因子 其本身可被特异激活或抑制的属性使

它成为药物作用的良好靶标 ∀ ≤ 是孤核受体家

族的一员 可以在转录水平激活 细胞 ≤≠°

基因的启动子 诱导其  表达 ≈ ∗  ∀在本实

验中双酶切 !°≤ 分析证实 目的基因 ≤ 的全

长 ≤⁄≥正向插入质粒 ≤ 并顺利转染入 细

胞  ×2°≤ 的结果则表明 质粒 ≤ ≤ 携带

的目的基因在 细胞内表达 并顺利激活了

≤≠°  的表达 ∀而 细胞没有检测到

≤≠°  的表达 ∀同时通过研究   ≤和 

对 细胞和转染有 ≤ 孤核受体的 细

胞的细胞毒性 发现经 ≤ 介导的 ≤≠°活性表

达增高可增加   ≤的细胞毒性 Π 1但对于

  ≤的衍生物 毒性的增加程度不明显 Π 

1这提示 能被 ≤≠ °所代谢 但不占主

导地位 还需要进一步鉴定代谢 的主要代谢酶

类 这为今后生物还原活性药物的设计 尤其是酶靶

向的生物还原活性药物的设计提供了重要的理论依

据 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈  ÷  ≠  ≥ ≠  ≥  ≤

× 肿瘤治疗增敏药  ≈  ≥ ≥

≥× °∏   

≈ ≥∏ ≥ ∏    √ 

∏ ≈ ⁄∏   



≈ • ×   ≤   ∏ ≈ 

≤× √   

≈ °    ∏ ×∏∏ ° 

∏√ ≈ ≤∏° ⁄  



≈  ∏  ×    °  ∏∏

√    

≈ °   

≈  ° ≥   ≥  ≥  ≤

√ ∏

≈    

≈ ×∏   ° ≤∏ ⁄  ∞ 

      

√2   

≈ ∞∏≤  



≈   °   •   2≥∏∏2

22222 ±2

∏∏  √ ¬2

 ιν ϖιτρο ≈   °  



≈ ∞∏ ≥ °      

   ¬∏ ≤ ≥   

  ≤   ∏ ∏∏   

∏∏  ≈  ≤ 

  

≈ °∏  2≤ ≥ ⁄∏  ×

¬ ≤≠ ° ≤≠ °≤  ≤≠ °  

∏≈

    

≈ ×• ∞ ⁄∏   ∏∏    

° √  ∏ ιν ϖιτρο

  √   ∏  √

 ≈   ° ∞¬ × 

  

≈ •  ×   ≥ °÷   ≤  ∏

 ≈  √ ⁄∏ ⁄√  



≈ ≥      ÷∏    ∏

2¬

 ∏    ≈ ≤∏⁄∏

    

≈ •   ∞  ≥∞  ƒ  ⁄22∏

 √ ∏√   

 ÷     ¬ 

2    √ ∏

≈ ×¬≥   

##

张江虹等 转染结构性雄烷受体对丝裂霉素 ≤和 2氮丙啶 22羟甲基 22甲基吲哚 22二酮的

细胞毒性的影响




