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［摘　要］　氯乙基亚硝基脲（ＣＥＮＵｓ）类化疗药物在治疗白血病和各种实体肿瘤方面有一定的疗效。然而，肿瘤细
胞对ＣＥＮＵｓ的耐药性限制了药物的临床效果，是临床所面临的重要问题。耐药抑制剂能够增强肿瘤细胞对 ＣＥＮＵｓ的
敏感性，提高药物疗效，对改善化疗效果有着重要的意义。
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　　氯乙基亚硝基脲（ＣＥＮＵｓ）化疗药物是一类作用很强的烷
化剂，也是少数能够通过血脑脊液屏障的抗癌药物之一［１］。目

前具有代表性的ＣＥＮＵｓ临床药物主要有卡莫司汀（ＢＣＮＵ）、洛
莫司汀（ＣＣＮＵ）、司莫司汀（ＭｅＣＣＮＵ）、福莫司汀（ＦＭ）、尼莫司
汀（ＡＣＮＵ）等。这些药物在治疗白血病和各种实体肿瘤，包括
脑瘤、恶性黑色素瘤。恶性淋巴瘤时有较好的疗效［２］。

在生理条件下，ＣＥＮＵｓ水解产生亲电子基团，如氯乙基和
羟乙基正离子，这些具有反应活性的中间体能够导致 ＤＮＡ碱
基不同位点的烷基化。研究表明ＣＥＮＵｓ与小牛胸腺ＤＮＡ作用
后的烷化产物主要包括 Ｎ７氯乙基鸟嘌呤、Ｎ１羟乙基鸟嘌呤、
Ｏ６氯乙基鸟嘌呤等烷化单加合物以及二元股间加合物 ｄＧｄＣ
和ｄＧｄＧ，其中最值得关注的是鸟嘌呤 Ｏ６位［３］。Ｏ６氯乙基鸟
嘌呤经过分子内重排形成Ｎ１，Ｏ６乙醇基鸟嘌呤，环化的ＣＯ键
发生断裂，与ＤＮＡ另一条互补单链上胞嘧啶Ｎ３位发生反应，导
致Ｎ３ＣＮ１Ｇ二元股间加合物的形成［４］。ＤＮＡ股间交联能够干
扰ＤＮＡ的复制与转录，并可能导致基因的移码突变，因此，大
多数研究者认为股间交联的形成是抗癌的决定性因素。尽管

ＣＥＮＵｓ在一定程度上改善了患者的预后，然而耐药性的产生限
制了药物的临床效果，成为化疗过程中最常见和最难克服的问

题之一。耐药抑制剂与 ＣＥＮＵｓ的联合使用能够增强肿瘤细胞
对药物的敏感性，使肿瘤的耐药性发生逆转，在改善化疗效果

方面有着重要的意义。

１　ＣＥＮＵｓ的耐药机制　
肿瘤细胞对ＣＥＮＵｓ的耐药过程是多种因素参与的结果，当

前人们最为关注的是Ｏ６烷化鸟嘌呤ＤＮＡ烷化转移酶（ｍｇＭＴ）
与化疗关系的研究。此外，谷胱甘肽相关酶，ＤＮＡ自身修复机
制以及ｐ５３蛋白也在耐药过程中发挥着重要的调节作用。
１．１　ｍｇＭＴ的修复作用　对ＣＥＮＵｓ产生耐药作用有重要贡献
的是ｍｇＭＴ，该酶由 ｍｇＭＴ基因所编码。ｍｇＭＴ是一种关键的
ＤＮＡ修复蛋白，其生理学作用是保护细胞免受环境致癌物的突
变作用，表现为一种自杀性酶。与其他修复蛋白有两点不同之

处：① ｍｇＭＴ是唯一在修复过程中自我失活的蛋白；② ｍｇＭＴ
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在修复过程中单独发生作用，而不依赖有序的细胞修复途

径［５，６］。ｍｇＭＴ能够将Ｏ６位致突变和具有细胞毒性的氯乙基以
及其他ＤＮＡ烷化加合物的烷基基团转移到自身１４５位的半胱
氨酸残基上，导致蛋白质的失活并迅速降解，ＤＮＡ则恢复初始
状态，阻碍了致死性的股间交联的形成。通常，含有高水平

ｍｇＭＴ的肿瘤（Ｍｅｒ＋）能够耐受 ＣＥＮＵｓ，而含有较低水平 ｍｇＭＴ
的肿瘤即 ｍｇＭＴ表型缺陷细胞（Ｍｅｒ－）对ＣＥＮＵｓ非常敏感。人
类肿瘤细胞系中约有２５％为 Ｍｅｒ－，是由于细胞中编码该蛋白
的 ｍｇＭＴｍＲＮＡ水平严重减少而造成的。

ＢＯＤＥＬＬ［７］研究发现，３种小鼠神经胶质瘤细胞系 ９Ｌ、
９Ｌ２、ＢＴＲＣ１９经 ＣＥＮＵｓ处理后生成的 ＤＮＡ烷化加合物水平
有所差异，与９Ｌ细胞比较，Ｎ１羟乙基鸟嘌呤和 ｄＧｄＧ在９Ｌ２
细胞中略有下降，但在 ＢＴＲＣ１９细胞中显著减少。分析表明，
Ｎ１羟乙基鸟嘌呤的减少是由于其前体 Ｏ６氯乙基鸟嘌呤被
ｍｇＭＴ修复所致。另外，ＷＵ等［８］通过 ＭＴＳ试验、［３Ｈ］胸腺嘧
啶结合试验、克隆形成试验等方法发现肺细胞中 ｍｇＭＴ高水平
表达引起ＢＣＮＵ毒性的减少，ｍｇＭＴ对细胞免受 ＢＣＮＵ毒性有
重要的保护作用。

１．２　谷胱甘肽相关酶所介导的耐药　细胞内在机制如谷胱甘
肽所介导的ＢＣＮＵ解毒作用也是非常重要的。一些研究表明，
ＧＳＨ能够降低ＢＣＮＵ等亚硝基脲化合物的敏感性，谷胱甘肽Ｓ
转移酶π（ＧＳＴπ）参与了催化亚硝基脲的脱毒过程，肿瘤细胞系
中ＧＳＴπ的表达与 ＣＥＮＵｓ的耐药过程高度相关。ＡＮＤＡ等［９］

采用免疫组织化学的方法检测了 １８种胶质胚胎细胞瘤中
ｍｇＭＴ和ＧＳＴπ的表达，同时与经 ＡＣＮＵ化疗后患者的存活率
进行了比较，与早期文献报道的有所不同，结果表明ＧＳＴπ的表
达并不是一个预后指标，其表达与患者存活率无明显的相关

性。ＧＳＴπ在ＣＥＮＵｓ耐药过程中的作用有待于进一步的研究
和探讨。

与谷胱甘肽相关的另一种酶是一氧化氮合酶（ＮＯＳ２），Ｃ６
胶质神经瘤细胞中过度表达可诱导的 ＮＯＳ２对 ＢＣＮＵ和 ＣＥＮＵ
衍生物所导致的氨甲酰化作用也表现出化学耐药。ＮＯＳ２的这
种效果是通过Ｓ亚硝基谷胱甘肽（ＧＳＮＯ）所介导的。ＧＳＮＯ来
自于ＮＯ和谷胱甘肽的相互作用，是一种有效的抗氧化剂，对保
护神经胶质瘤细胞免受ＢＣＮＵ毒性有较好的效果［１０］。

１．３　ＤＮＡ自身修复机制的保护作用　ＤＮＡ自身修复与耐药过
程密切相关，这些修复机制主要包括：碱基切除修复（ＢＥＲ），核
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苷酸切除修复（ＮＥＲ）和ＤＮＡ错配修复（ＭＭＲ）机制［１１］。

ＢＥＲ机制发挥作用是一系列酶促反应的结果，最重要的是
烷化腺嘌呤ＤＮＡ糖基酶。在细菌中该酶能够识别并切除错配
碱基，但在人体内可能需要另外一种激活因子的激活或是经历

其他某种机制而不是直接的糖基化对细胞提供保护［１２］。研究

发现载体介导的 ＦＰＧ和 ｈＯＧＧ１基因转移到人的肺细胞中，导
致Ｎ７烷化鸟嘌呤咪唑环的断裂，启动了ＢＥＲ过程，ＤＮＡ修复蛋
白得以稳定表达，这种表达明显减弱了ＢＣＮＵ所导致的ＤＮＡ损
伤和细胞毒性［１３］。

ＣＨＥＮ等［１４］在研究人肿瘤细胞系紫外光敏感性和 ＢＣＮＵ
细胞毒性的关系中发现，ＮＥＲ也是 ｍｇＭＴ介导 ＣＥＮＵｓ耐药的
重要调节因素，尤其是在高度耐药的细胞系中。ＮＥＲ系统能够
修复 Ｎ位点和 Ｏ位点烷化加合物的损伤，也能够识别和修复
ｍｇＭＴ所不能修复的ＤＮＡ股间交联，因此，一旦 ＤＮＡ股间交联
形成，ＮＥＲ可能会启动修复机制而对细胞起到保护作用。另有
研究表明，ＭＭＲ缺陷型ＨｅＬａ细胞和ＣＨＯ细胞对ＣＣＮＵ的敏感
程度是对照细胞的２～５倍，ＭＭＲ的缺陷使细胞不能识别和修
复ＤＮＡ损伤，ＭＭＲ也可能参与了股间交联的修复过程［１５］。

１．４　ｐ５３蛋白对耐药的调节作用　细胞内应激反应也能够影
响ＤＮＡ损伤细胞的存活，这些反应包括细胞周期的阻滞和细
胞凋亡，ｐ５３蛋白密切参与了这种调控。神经胶质瘤Ｕ８７ＧＭ细
胞对ＢＣＮＵ的耐药作用与 ｐ５３蛋白的正向调节有关，ｐ５３蛋白
的上调延迟了 ｐ２１的感应，使细胞周期阻滞在 Ｓ期，提高了
ＤＮＡ的修复能力。ｐ５３蛋白功能缺陷的 Ｕ８７ＧＭ不能够修复
ＢＣＮＵ诱导的ＤＮＡ损伤［１６］。

然而，近年来一些关于ｐ５３蛋白与 ｍｇＭＴ表达关系的研究
提供了不相一致的结果。在研究人肿瘤细胞野生型 ｐ５３蛋白
对 ｍｇＭＴ表达的直接影响中发现，ｐ５３蛋白的积累导致了
ｍｇＭＴｍＲＮＡ逐渐大量的缺失而形成 ｍｇＭＴ表型缺陷细胞，表
明ｐ５３蛋白对 ｍｇＭＴ基因表达起到负调节作用并且在人的肿
瘤细胞中能够创造一个 ｍｇＭＴ耗尽的状态，增强了肿瘤细胞对
ＣＥＮＵｓ等烷化剂的敏感性［１７］。另有研究表明 ｐ５３蛋白是以一
种剂量依赖型的方式提高了 ｍｇＭＴ的活性，在星形胶质细胞中
ｐ５３蛋白存在时 ｍｇＭＴ的活力显著增强，这种 ｐ５３蛋白依赖型
的耐药可能是由非 ｍｇＭＴ机制所介导［１８］。野生型 ｐ５３星形胶
质细胞可以被保护免受相对高剂量的 ＢＣＮＵ损伤，表明 ｍｇＭＴ
在低剂量而非高剂量的 ＢＣＮＵ耐药中起到更主要的作用。这
些不同的结论可能是由于不同肿瘤细胞系中 ｐ５３蛋白功能的
差异，也可能是 ｍｇＭＴ在不同肿瘤细胞系中表达水平的差异所
致，其相互关系还需进一步阐明。

２　耐药抑制剂及基因技术的应用　
为了降低肿瘤细胞的耐药性以提高ＣＥＮＵｓ的化疗效果，人

们正努力寻找有效的耐药抑制剂，针对如何降低 ｍｇＭＴ的活性
和通过基因表达来控制 ｍｇＭＴ在胞内的含量等方法而使肿瘤
细胞的耐药性发生逆转。目前研究报道的主要包括 Ｏ６苄基鸟
嘌呤（Ｏ６ＢＧ），含有 Ｏ６ＢＧ的寡聚核苷酸及 Ｏ６ＢＧ类似物，甲
氧胺和锤头核酸酶等。

２．１　Ｏ６ＢＧ　Ｏ６ＢＧ是一种 ｍｇＭＴ酶底物类似物，能够有效的

抑制 ｍｇＭＴ的活性，显著恢复ＣＥＮＵｓ药物在人脑瘤及异种移植
物中的细胞毒性，目前已经进入Ⅰ期临床试验［１９，２０］。Ｏ６ＢＧ本
身并没有毒性，与 ｍｇＭＴ结合后将其苄基部分转移到半胱氨酸
的活性位点，导致酶活力的完全丧失，反应过程非常迅速，阻碍

了ＣＥＮＵｓ所引起的Ｏ６位氯乙基损伤的修复。表达 ｍｇＭＴ的乳
腺癌细胞，中枢神经系统以及结肠癌细胞对添加 Ｏ６ＢＧ或 ＢＧ
衍生物的ＣＥＮＵｓ有较强的敏感性。研究表明，亚硝基脲与 Ｏ６
ＢＧ联合用药时所需最大剂量约是单独用药时的２５％。Ｏ６ＢＧ
的９位取代衍生物Ｏ６苄基２脱氧鸟嘌呤（ｄＢＧ）在人的中枢神
经系统肿瘤异种移植物中同样有效增强ＢＣＮＵ效果的作用［２１］。

２．２　含有 Ｏ６ＢＧ的寡聚核苷酸及 Ｏ６ＢＧ类似物　ＬＵＵ等［２２］

检测了人的 ｍｇＭＴ与含有若干Ｏ６ＢＧ的寡聚核苷酸的反应，结
果证实了 ｍｇＭＴ能够识别单链核苷酸的极性，Ｏ６ＢＧ在与５’
末端相邻的位置时是 ｍｇＭＴ的最优底物，在 ｍｇＭＴ蛋白浓度较
低时可作为抑制性的“假底物”将蛋白钝化，该发现对新的

ｍｇＭＴ抑制剂的设计有所帮助。近年来，人们还合成了 Ｏ６２氟
哌啶鸟嘌呤（Ｏ６ＦＰＧ），Ｏ６３碘苄基鸟嘌呤（Ｏ６ＩＢＧ）和 Ｏ６４溴
噻吩甲基鸟嘌呤（Ｏ６ＢＴＧ）等 ｍｇＭＴ抑制剂，并将这些物质通过
Ｃ８连接物与βＤ葡萄糖（βＤｇｌｕ）相连接，分别在体内和体外
对 ｍｇＭＴ的抑制进行了比较［２３］。结果表明所有与葡萄糖连接

的抑制剂比相应非连接的抑制剂对 ｍｇＭＴ的抑制效果弱３～５
倍。这些新的葡萄糖连接的抑制剂中 Ｏ６ＢＴＧＣ８βＤｇｌｕ是最
有效的，在浓度为０．１μｍｏｌ·Ｌ－１时能够完全抑制胞内 ｍｇＭＴ的
活力，有力的加强了福莫司汀的杀伤效果。

２．３　甲氧胺（ｍｅｔｈｏｘｙａｍｉｎｅ，ＭＸ）　研究报道，ＭＸ能够增强人
肿瘤异种移植物模型中ＢＣＮＵ的抗肿瘤疗效，但并非通过抑制
ｍｇＭＴ的活性来实现［２４］。这种增强作用归因于甲氧胺与 ＤＮＡ
上脱嘌呤／嘧啶（ＡＰ）位点的活性，该位点是ＤＮＡ糖基化酶移除
受损的ＤＮＡ加合物所形成的。甲氧胺结合的 ＡＰ位点不能够
进一步进行碱基切除修复，从而导致细胞的死亡。因此，甲氧

胺也是一种很好的提高亚硝基脲抗癌活性的物质。

２．４　锤头核酸酶　利用锤头核酸酶来降解长期存在的 ｍｇＭＴ
ｍＲＮＡ是一种新的分子策略［２５］，通过抑制 ｍｇＭＴ蛋白的合成来
耗尽肿瘤细胞内的 ｍｇＭＴ系统。核酸酶是一种包括所有 ＲＮＡ
编码功能的单链 ＲＮＡ分子，能够催化目标 ｍＲＮＡ中磷酸二酯
骨架的断裂。锤头核酸酶在各种烷化剂包括 ＣＥＮＵｓ的基因治
疗中应用越来越广泛。

３　展望　
ＣＥＮＵｓ的耐药现象是多种机制参与的过程，各种机制之间

的相互关系并未明确，耐药机制的阐明对癌症的治疗有重要指

导意义。与此同时，耐药的逆转已成为人们亟待解决的问题。

在开发抑制剂方面，涌现出了多种新的化合物，但对于胞内错

综复杂的修复机制来讲，每种抑制剂都存在一定的局限性，耐

药现象并不能完全消除。随着基因技术的不断成熟，在基因水

平上对耐药的调节有可能开辟出一条新的途径。有效的耐药

抑制剂和新药的开发仍然是人们在今后研究中更加关注的问

题。ＣＥＮＵｓ联合用药以及不同癌症治疗方法的联合使用也将
是人们在与癌症的对抗中努力的方向。

·１５０１·医药导报２００７年９月第２６卷第９期
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