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肉桂酰胺格尔德霉素增强肿瘤细胞

对力达霉素敏感度的研究

李!良!韩菲菲!甄永苏

摘!要!目的!研究肉桂酰胺格尔德霉素"]?39#与力达霉素"D3T#联合对应用肿瘤细胞敏感度的影响!并探讨相关 3?+

损伤修复作用机制$ 方法!用 T>>法检测 ]?39联合 D3T对肿瘤细胞存活率的影响-流式细胞术检测 ]?39联合 D3T对肿瘤

细胞周期的影响-应用免疫荧光法和 fAIPAKR SGBP方法检测 ]?39与 D3T联合对肿瘤细胞 3?+损伤修复相关信号转导分子和

3?+双链断裂水平的影响$ 结果!]?39与 D3T联合给药可增强 D3T对肿瘤细胞增殖抑制作用!且显示二者显示协同作用-

D3T和 ]?39单药均可引起细胞的 9

%

7T期阻滞!二者联合用药后肿瘤细胞 9

%

7T期明显降低-fAIPAKR SGBP法检测与凋亡相关

的 V+(V的切割水平!D3T与 ]?39两药联合显著提高肿瘤细胞 V+(V切割水平!]?39能够降低 D3T引起的 +>(eV高表达水

平和
-

:%+1阳性的细胞数量$ 结论!]?39能够抑制 :CV,# 活性!并降低 D3T引起的肿瘤细胞 3?+损伤后修复相关信号转

导因子的蛋白水平!增强肿瘤细胞对 D3T的敏感度$

关键词!:CV,# 抑制剂!肉桂酰胺格尔德霉素!力达霉素!3?+损伤修复

#中图分类号$! (,--!!!!#文献标识码$! +
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6AGONRN5[MER "]?39# NRO GEON5[MER "D3T# ER PFKAAFL5NR MNRMAKMAGGGERAIERMGLOER6T]̂ ;*! +)/, NRO XAG;*/#%.>FA3?+KA\

WNEK5AMFNREI5ISAPQAAR ]?39NRO D3TQNIERHAIPE6NPAO.A140/.7!T>>NIIN[QNILIAO PBAZN5ERAPFAI[RAK6APEMERFESEPBK[AJJAMPBJ

PFAMB5SERNPEBR BJ]?39NRO D3TNRO MB5SERNPEBR EROAZ"]e# QNIMNGMLGNPAO.]AGG;M[MGAOEIPKESLPEBR QNINRNG[bAO S[JGBQM[PB5APK[.

YZWKAIIEBR BJ3?+KAWNEK;KAGNPAO WKBPAERIQNIERHAIPE6NPAO S[fAIPAKR SGBPNRO E55LRBJGLBKAIMARPIPNERER6.B17C%47!]?39IFBQAO

I[RAK6EIPEMAJJAMPIBR MAGGGAPFNGEP[QEPF D3T.]?39OAMKANIAO 9

%

7TNKKAIPEROLMAO S[D3T.D3TLW ;KA6LGNPAO AZWKAIIEBR BJ3?+KA\

WNEK;KAGNPAO WKBPAERIILMF NI+>(eV! SLP]?39ERFESEPAO PFALW ;KA6LGNPEBR BJPFAIAWKBPAERINRO ARFNRMAO PFA3?+OBLSGAIPKNROAO

SKAN8IEROLMAO S[D3T.,/(#%C7'/(!>FA:CV,# ERFESEPBK! ]?39! MBLGO OAMKANIAPFAAZWKAIIEBR GAHAGBJ3?+KAWNEK;KAGNPAO WKBPAERI

EROLMAO S[D3TNRO ARFNRMAPFAMFA5BIARIEPEHEP[BJFL5NR MNRMAKMAGGIPBD3T.

D13 E/;.7!:CV,# ERFESEPBK-]?39-DEON5[MER-3?+ON5N6AKAWNEK

!!力达霉素"GEON5[MER!D3T#是利用精原细胞法从

我国湖北省潜江县土壤中分离的链霉菌 CPKAWPB5[MAI

6GBSEIWBKLI];"#%* 中筛选得到的一种烯二炔类抗生

素!全部分子结构由 " 个 ""# 个氨基酸的酸性辅基蛋

白"Tf "#.)83N#和 " 个含有九元环烯二炔结构的

发色团 "Tf $/&3N#通过非共价键结合而成
)"!%*

$

D3T具有很强的细胞毒性!其主要机制是引起 3?+

分子断裂'损伤!D3T与细胞 3?+分子结合后!经伯

格曼环化反应生成双自由基中间体!所产生的自由基

夺取核苷酸核糖骨架的氢原子进而引起细胞 3?+断

裂
)&!/*

$ D3T对多种肿瘤细胞都具有明显的体内'体

外抗肿瘤活性!其细胞水平的 e]

)#

值均为纳摩尔水

平!因此是研制新型高效抗肿瘤药物的理想候选药

物$

肉桂酰胺格尔德霉素 )"* ;"- ;MERRN5N5EOB;

FAZ[GN5ERB;# ;"* ;OA5APFBZ[6AGONRN5[MER! ]?39*

是本实验室在前期工作中合成的具有肉桂酰胺结构

的格尔德霉素衍生物!其作用靶点是热休克蛋白 ,#

"FANPIFBM8 WKBPAER! :CV,##$ :CV,# 是一种有管家

基因表达的的分子伴侣蛋白!主要功能维持细胞内蛋

.-".
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白质正确构象的形成
))*

$ :CV,# 在许多肿瘤中都存

在过表达的现象!而且许多与肿瘤细胞分化'增生'侵

袭密切相关的靶点分子均受 :CV,# 调控!如 X](;

+XD'Y9̂ (':AK;% 等
)- 0,*

$ 目前!正处于临床研究

阶段的 :CV,# 抑制剂主要包括 "* ;++9' "* ;

3T+9'eVe;)#/ 和 C?1%""% 等
)"#! ""*

$ 近来有研究

报道!:CV,# 抑制剂有增强化疗药物尤其是 3?+损

伤药物抗肿瘤活性的作用!这一作用可能与 3?+损

伤修复相关信号转导分子受:CV,# 调控有关
)"%*

$ 本

研究拟利用 :CV,# 抑制剂 ]?39与 D3T联合应用!

抑制 D3T引起 3?+断裂后所激活的 3?+损伤修复

信号转导途径!从而增强其抗肿瘤活性$

材料与方法

".试剂与细胞株(力达霉素与肉桂酰胺格尔德霉素由本

实验室制备$ 人乳腺癌细胞 T]̂ ;*'人肝癌细胞 XAG;*/#%'

人肺癌细胞 +)/, 有实验室保存$ T>>购自美国 CE65N公司!

Y]D发光试剂盒购自美国 TEGGEWBKA公司!X]+蛋白定量试剂

盒购自美国 VEAKMA公司!细胞培养基购自美国 eRHEPKB6AR 公

司'所有抗体均为 ]AGGIE6RNG公司产品$

%.方法(""#T>>法测定 ]?39联合 D3T对肿瘤细胞存

活率的影响( 取对数生长期细胞!以 /### 0)###7孔接种于 ,-

孔细胞培养板$ %/F 后加入不同浓度的药物处理 " D3T

"#l#)'#."R5BG7D#!]?39"#.)'"')

.

5BG7D##!设至少 & 个平

行孔$ /$F 后向每孔加入 )5675G的 T>>溶液 %#

.

G!&*m温育

/F$ 吸出上清液!加入 ")#

.

G3TC2!振荡 "#5ER!使结晶物充

分溶解$ 用酶标仪在 )*#R5处测定每个孔的吸光度 "+#值$

将各测试孔的 +值减去本底 +值!各平行孔的 +值取平均

数$ 细胞的存活率以 >7]"'#表示!>为加药组细胞的 +值!

]为对照组细胞的 +值$ 细胞存活率 "'# j">;本底 +

值# 7"];本底 +值# n"##'$ 两药联合指数"MB5SERNPEBR ER\

OAZ! ]e# jU

MB5S

7"U

D3T

nU

]?39

#!U

MB5S

为联合给药组 >7]比

值!U

D3T

'U

]?39

为单药组 >7]比值$ ]e4" 表示有协同作用!

]ej" 表示有相加作用!]eo" 表示有拮抗作用$ "%#]?39

联合 D3T对肿瘤细胞周期的影响(接种细胞于 - 孔细胞培养

板!]?39联合 D3T药物处理细胞!继续培养 %/F$ 收集细

胞!"###K75ER /m离心 "#5ER$ 重悬细胞!乙醇 /m固定$ Ve

染色前!细胞用 VXC 洗两遍!然后重悬于 Ve染液中!&*m避光

染色 &#5ER$ 细胞经过滤后用流式细胞仪测定 3?+含量并分

析细胞周期分布$ "&#fAIPAKR SGBP法检测 ]?39联合 D3T

对肿瘤细胞 +>(eV'M;V+(V水平的影响(取药物处理后细胞

株!根据不同实验要求在不同时间收集培养细胞$ 提取细胞

总蛋白并用 X]+试剂盒测定蛋白含量$ C3C ;V+9Y电泳后

取出凝胶!转 VU3̂ 膜$ "' XC+封闭 %F! 加入 "p"### 稀释

的一抗! 室温孵育 % 0&F! >XC>洗膜 & 次- 加入 "p)### 稀释

的辣根过氧化物酶标记二抗! 室温孵育 % 0&F!>XC>洗膜 -

次$ 以 Y]D试剂盒检测蛋白条带!凝胶成像系统照相并保存

分析结果$ "/#免疫荧光检测 ]?39联合 D3T对肿瘤细胞

-

:%+1水平的影响(在不同时间用药物处理细胞!D3T和

]?39单独或联合处理-细胞经药物处理后用 /'多聚甲醛固

定 &#5ER!用 VXC 洗 & 次! #."'?V;/# VXC ;>打孔 &#5ER!

"' XC+封闭 "F!一抗孵育 /m过夜!用 VXC 洗 & 次!加入荧光

标记的二抗 &*m避光孵育 "F! :BMFAIP&&%)$ 复染!)#'甘油

;VXC 封片以防荧光淬灭!荧光显微镜下观察'拍照$

结!!果

".]?39增强 D3T对肿瘤细胞增生抑制作用(

T>>法检测 ]?39与 D3T联合应用对人乳腺癌

T]̂ ;*'人肝癌XAG;*/#%'人肺癌 +)/, 细胞增生的

影响!并计算联合指数$ 结果表明!]?39"')

.

5BG7D

能明显增强 D3T对肿瘤细胞增生抑制作用!]?39

与 D3T#.#)R5BG7D联合给药对 & 种肿瘤细胞的 ]e

值 4"!显示协同作用"图 "#$

%.]?39改变 D3T对肿瘤细胞周期的阻滞作

用(D3T给药 %/F 作用后对肿瘤细胞的 9

%

7T期阻滞

显著!T]̂ ;* 细胞从 &."/'升高至 /*.*-'!加入

]?39后 9

%

7T期从 /*.*-'下降到 &#.%$'!9

"

期

细胞增加$ XAG;*/#% 细胞从 $#.-"'下降到 -#l/&'$

+)/, 细胞从 %/.$-'下降到 $.%,'"图 %#$

&.]?39与 D3T联合影响肿瘤细胞 3?+损伤

修复相关信号转导分子蛋白水平(fAIPAKR SGBP法检

测与凋亡相关的 V+(V的切割水平!D3T与 ]?39

两药单药 V+(V的切割水平变化不明显!两种药物联

合 V+(V切割水平显著提高$ 另外!D3T单药可增

加 T]̂ ;* 细胞 +>(eV的水平!与 ]?39联合应用

使 +>(eV蛋白水平显著下降"图 &#$

/.]?39与 D3T联合对肿瘤细胞
-

:%+1的影

响(

-

:%+1是细胞 3?+损伤后可迅速聚集于细胞

核 3?+损伤部位的蛋白因子!其磷酸化水平反应细

胞 3?+损伤程度$

-

:%+1常用来表示 3?+双链

断裂程度$ 用免疫荧光的方法检测 +)/, 细胞经过

]?39和 D3T处理后细胞内
-

:%+1水平以测定细

胞内的 3?+双链断裂水平!D3T给药 "F 后
-

:%+1

阳性的细胞比例升高!经 ]?39预处理的细胞

-

:%+1的荧光强度增强!表明 3?+双链断裂水平

增加"图 /# $

讨!!论

D3T属于九元环烯二炔类抗生素!具有高效细

胞毒活性!其体内'体外抗肿瘤活性明显$ 这些作用

均源于 D3T与细胞 3?+结合后自由基对 3?+的断

裂作用$ 肿瘤细胞经放疗'化疗等作用于 3?+的治

疗方式后可引起 3?+损伤后修复!而这一过程可能

.*".

!!医学研究杂志!%#"/ 年 "" 月!第 /& 卷!第 "" 期 !论!!著!!



图 )",FGH与 :GA 联合给药对 A,I!*%

J1%!*KLM%=NKO 肿瘤细胞增生抑制作用

+.T]̂ ;*-X.XAG;*/#%-].+)/,

!

会引起肿瘤细胞耐药$ 因此寻找靶向 3?+损伤修复

的药物是对抗肿瘤细胞耐药'增敏化疗药物的有效策

略$ 3?+损伤后修复是细胞 3?+受损后的自发反

应!其中 +>T7+>(信号转导途径发挥重要作用!

+>T和+>(通过对下游信号分子的一系列磷酸化触

图 M",FGH联合 :GA 影响肿瘤细胞周期

+.T]̂ ;*-X.XAG;*/#%-].+)/,

!

发 3?+修复
)"&*

$ 作用于 3?+的药物通过 +>T'

+>(等信号转导途径使肿瘤产生 9

%

7T期阻滞!在此

阻滞期细胞对受损 3?+进行修复$ 这一机制对细胞

的存活有重要的意义!低剂量3?+损伤药物或低剂

.$".
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图 P",FGH与 :GA 联合对肿瘤细胞 GF=损伤

修复相关 #!Q=BQ和 =RBSQ的影响

!

量射线作用下!细胞可以通过这种修复的方式顺利

的存活!当 3?+损伤程度超出修复能力或修复机制

受到干扰时会诱导肿瘤细胞死亡
)"/*

$ 本研究选择

了前期工作中得到的 :CV,# 抑制剂 ]?39作为

D3T的增敏剂!实验结果显示 D3T与 :CV,# 抑制

剂的联合给药大大增强了肿瘤杀伤作用!肿瘤细

胞 V+(V的切割水平明显提高!达到了显著地协同

作用$

图 K"用
!

TM=U分析 =NKO 细胞对 GF=双链断裂的修复水平

细胞核为蓝色-

-

:%+1为红色-红色荧光强度代表细胞 3?+双链损伤程度!]?39能够明显增加 D3T对肿瘤细胞的 3?+断裂水平

+.对照组-X.D3T""F# -].D3T"-F# -3.]?39%

.

5BG7D-Y.]?39%

.

5BG7DiD3T""F# - .̂]?39%

.

5BG7DiD3T"-F#

!

!!在分子水平上!D3T单药组
-

:%+1的水平降

低!双链断裂较少! 而 ]?39预处理组的
-

:%+1则

显著增加!这一结果表明]?39可以增强力达霉素对

3?+的双链断裂作用$ 有研究报道!细胞接触 D3T

后即会同时激活 +>T'+>(两条通路!与其他药物作

用机制略有不同!D3T对两条通路可同时激活!且没

有优先次序
)")*

$ 因此!只要二者之一激活的情况下

即可诱导 3?+的损伤后的细胞周期阻滞和 3?+修

复$ 单独抑制 +>T或 +>(通路并不能有效抑制肿

瘤细胞的 3?+修复$ 而 ]?39可能通过抑制 :CV,#

的活性进而抑制 +>T7+>(两条通路以降低 3?+的

损伤后修复能力!增强肿瘤细胞对 D3T的敏感度!因

为 +>T'+>(的活性均受 :CV,# 调控$ +>(eV在

3?+损伤后修复应答过程中同样具有重要作用!

+>(发挥功能需要与 +>(eV形成复合物$ 在本研究

中!肿瘤细胞经 ]?39处理后!+>(eV的水平显著下

降!]?39可以降低 +>(eV的总蛋白水平!从而影响

+>(通路的活性!降低了 D3T作用后肿瘤细胞的

3?+修复能力$

综上所述!本研究结果表明 :CV,# 抑制剂 ]?39

能够明显增强肿瘤细胞对烯二炔类抗生素 D3T的敏

感度!作用机制可能与 :CV,# 被抑制后 3?+损伤修

复相关信号转导因子蛋白水平及生物活性降低有关$

同时针对 3?+损伤修复机制研究新型抗肿瘤药物有

可能是一种有效的抗肿瘤药物研究策略$
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多壁碳纳米管抑制 B=VM+K<* 巨噬细胞的吞噬功能

李!慧!祝!红!闫!莉!谷婧丽!郝!维!曹济民

摘!要!目的!观察多壁碳纳米管"Tf]?>#对巨噬细胞吞噬功能的影响$ 方法!采用常规细胞培养技术培养 (+f%-/.*

巨噬细胞-用流式细胞术定量检测 (+f%-/.* 巨噬细胞吞噬异硫氰酸荧光素标记的大肠杆菌" ê>];PN66AO Y.MBGE8 ;"%#的情

况$ 结果!Tf]?>剂量依赖性地抑制 (+f%-/.* 细胞吞噬大肠杆菌!随着 Tf]?>浓度的增加!(+f%-/.* 细胞吞噬大肠杆菌

的量"用平均荧光强度表示#降低$ 此外!Tf]?>抑制 (+f%-/.* 细胞吞噬大肠杆菌亦呈时间依赖性(用 Tf]?>"*)

.

675G#

孵育 (+f%-/.* 细胞 "%F 后!(+f%-/.* 细胞吞噬大肠杆菌的量与对照组相比降低了约 *#./'"!4#.#"#!同时参与吞噬活动

的 (+f%-/.* 细胞的百分比也从对照组的 ,$.-'降低到了 ,%./' "!4#.#)#$ 即使用低剂量的 Tf]?>"%)

.

675G#孵育

(+f%-/.* 细胞较长时间"%/F#后!(+f%-/.* 细胞吞噬大肠杆菌的量与对照组相比仍降低了约 **."'"!4#.#"#!同时参与吞

噬活动的 (+f%-/.* 细胞的百分比也从 *".%'降低到了 /&./'"!4#.#"#$ 用脂多糖"DVC!"#

.

675G#激活 (+f%-/.* 细胞后!

其吞噬能力明显增强!而 Tf]?>仍可剂量依赖性地抑制 DVC 激活的 (+f%-/.* 细胞的吞噬能力!与 DVC 组相比!Tf]?>

"*)

.

675G#和 DVC 共孵育组吞噬大肠杆菌的量降低了 *#.,'"!4#.#"#$ 结论!Tf]?>可明显抑制 (+f%-/.* 巨噬细胞的吞

噬功能$

关键词!多壁碳纳米管!巨噬细胞!吞噬!大肠杆菌!流式细胞术
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