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羟基喜树碱诱发中国仓鼠卵巢细胞染 体畸变和在小鼠骨髓、胎肝血中形 
成微核的作用 
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B̂STRACT 1o_HydroxynamptoUacefo 《HC)is - 

ncw antitum ot principie isolated from Cam0pro 删  

∞Hm『加  indigcnous to Chin~． The genetic 

toxicity 0fHC was au d by mouse bone malTow 

and transplacental mi~ onudeus tc暑t aB well is 

C~ eec ham ster ovsPy cell chromosomal 

aberrations． AII of the∞ tests showed pomfive rc- 

ml协． 1 c hi|hest rate， chromosomal aberr tions 

wu 83％ -t 0．125 g／mlfor 48 h． 1 e number of 

mieronucleatcd polychrom~*．ic 髓”hlocytcI in bone 

rag[ToW of mice wRs rcmarkably乜creased in 19．8‰ 

celb at l2．5 mg／kg for 24 h． 11 micmnuckus 

formationwasmost often seen at 16h after im HC in 

fetaIliver and 24 h inmaternal bonem81"l~w． The 

peaksw 36±19 and 31±10‰ ．respectively Th e 

tesuRs from 如 vlvo and in vitro suggest HC is- 

mutagen，furtbe rmorc，a transplacental mutagen in 

moU∞ ． 

KEY W ORDS hydroxycamptothecin； c~folT1osome 

sberrations~mutageni~ty tcets；micronucleus tcst墨 

提要 1o_羟基喜树碱(Hc)明显地抑制中国仓鼠卵巢 
细胞(CHO)的有丝分一 ，25％Ig 剂量诱发 CHO细 

胞染色体畸变率达 83％．HC还诱发小鼠骨健 PCE徽 

校的形戚．妊振 15d小鼠 imHC 25mg／kg后 16 h 

腑肝血徽校率达峰值 36±I9，‘-，母鼠量健教校率 24 h 

达高峰 31±1 0，《-．体内外实验都证明 HC是诱变剂而 

且是—个可以经腑盘转移的诱变剂． 

美键词 基喜树碱；染色体畸变；致突变试验；徽 
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羟基喜树 碱(10-hydroxycamptothecin， 

HC)是从 我 国特有 植 物喜树 (Camptotheca 

acuminata Decne)中分得的一个抗癌有效成 

分，动物试验和临床资料都显示了较好的疗 

效(1】．临床的应用需要更多的药物遗传毒性资 

料．但迄今仅见到用培养细胞 SCE方法测试 

致突变作用的报道 ．因单一方法评价致突变 

作用的局限性，本文用体内外致突变法检测和 ’ 

评价 HC的致突变作用以及对胎儿可能的遗 

传毒性． 

M ^TEItIALS AND  M ETH ODS 

中国仓鼠卵巢细胞(CHO)染色体畸变试 

验 cH0 细 胞置于 37℃含 RPMI 1640和 

10％小牛血清的营养液中培养 3 d后，分别加 

人不同浓度 HC作用 48 h．固定，染色。求得 

半数生长抑制量 【旦50’作为选择剂量的依据． 

实验时营养液中加药后于 24，48 h分别收集 

细胞，制备染色体．镜检 100个中期分裂相的 

细胞．按 Ishidatc标准判断实验结果 ．整个 

实验包括测药物直接致突变作用和加 sq经代 

谢活化后的作用两大类．分别以丝裂霉索 c和 

环磷酰胺作为阳性对照． 

正常小鼠徽核试验 ICR小鼠，体重 

19．8±SD 1．2 g由中国科学院上海动物饲养 

中心供应．实验分二步．先以 ip Hc 25rag／ 

kg(约 1／8 LD5o 小鼠骨髓多染性红细胞 

(polychromatic erythrocytcs，PCE)~核形成 

率的时间—教应曲线，即在给药后 1互18。24,36, 

48。72 h取出两侧股骨用小牛血清冲洗出全部 

骨髓，离心沉淀，涂 片 Gicmsa染色，每片 至 

少检查 1000个 PCE．镜检按城墙式逐个移 动 

视野，直至积累到第 1000个PCE的视野并数 
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完此视野的 PCE，计算微核率．然后在出现微 

核率 峰 值 的 时 间点 上 ，测 羟 喜 5O，25，l2 5 

mg／kg的剂量一效应关系，进一步肯定其作用． 

小鼠胎肝血的徽核试验 昆明种早小鼠 

查到阴栓 日定 为 d 0．于 d l5一次 im HC 25 

rag／kg．再 于给药后 l6，24，36，48 h解剖母 

鼠，取出胎鼠．同时制备母 鼠骨髓和胎肝血涂 

片，Giemsa染色。镜检微核形成率．并以环磷 

酰胺作为阳性对厢，生理盐水作为阴性对照． 

每组孕鼠5只，每胎至少 3只胎鼠制备涂片． 

羟基喜树碱由湖北黄石制药厂中心实验室 

提供；环瞵酰胺为上海第十二制药厂的产品(批 

号861012)；丝裂霉素 C是 日本 Kyowa Hakko 

Kogyo公司产品． 

襄ESULTS 

诱 发 CHO 细胞染色体畸变 HCIg 为 

0．59pg／m1．此剂量可完全抑制 CHO细胞的 

有丝分裂．浓度降至 0．25~g／ml时偶见分裂 

相，染色体粉碎化，有丝分裂仍受抑制．浓度 

为0．125pg／ml时才出现满意的中期分裂相， 

井诱发明显的染色体畸变，以染色单体断裂断 

片为主，易位次之，偶见环状染色体形成．24， 

48 h染色体畸变率分别为45％，83％．依次降 

低剂量测试，染色体的畸变率呈现较好的剂量 

反应关系(Tab 1)．丝裂霉素 c也诱发 明显的 

染色体畸变．HC在有 s。代 谢活化系统实验 

中，低剂量组(O 031~g／m1)染色体畸变率高于 

相应的一s 组，其它两个组获得相似的结果． 

骨瞳做核试验 一次 ipHC 25mg／kg后 

72 h内时一效关系如 Fig l所示 由图可见 18 

h微核率已显著提高 24 h达高峰．以后逐渐 

下降，在 24 h时间点上镬l l2 5，25，50mg／kg 

羟喜诱发微核的作用．结果均为阳性并呈现较 

好的剂量一反应关 系．12．5 mg／kg组微棱率 

已达 19．8±2．s 0 与对照组 2．8±1．3‰ 比较， 

按标准表【6’两组差别非常显著．结果见 Tab 2． 

胎肝血与母 鼠骨髓微核试验 孕 鼠于 d 

15ImHc 25mg／kg后 16 h胎肝血的馓核率 

· 379· 

TIb 1．Chromo~ame aberratlou test of Ch缸~st hamster 

overy cell liae for I#-hydroxyeemptoCheclm 驵 C 

mlmmyeln C (M MC)，eye1ophosphamlde(CpA b： 

b忡-t， lrragementafiolt,g：gap， po|ypJold，r：ring,t： 

translocation．0：other aberratton0． 

‘Criterion~ ：一
， negative((4．9％ )；+，suspicions 

(5．0-9．9)； +， positive (to．O—I9．9％ )； ++， 

(2o．0．-49．9％)；州  ()50％)． 

io．18 24 36 48 72 

Time (h) 

啦 !． Mlcrwucl4mted im1．vehrmntI~ erythxoeytes 

(ICE) h ∞o— h耻 sfleri~w after I- l#- 

hydroxycamptothecla 7．5 mg／kg． 

已达 36±19‰．随后逐渐降低．而母鼠骨髓徽 

棱率在 16 h仅为 13±s‰，24b达高峰 31± 

研● 埘● 
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Tab 3． Mtclmmucleus ~equency In maternal tad fetal po／yckromatlc erythrocytes CE】 after 油  

10--bydroxyeamptothecin(HC)．Number of dams-ld fetanes In paraJthes~．f 士 SD． ‘尸>0．o5， ‘-p<O．05， 
¨  

(0．0l Saline ． 

Tab 2- M lcronucleated polyckroaatlc eryl&rocytes 

(MNPCE)l- mouse bone mlsgrow at 24 h afte! 

l0一hydroxycamptothecin 0tO)． 一10 mice． 
⋯ P<0 01 Saline 

IO' 。 随后逐渐 下降，胎肝血和骨髓对照组的 

微坎率分别为 1 5±1 4‰和 1．0±0 8‰由Tab 

3“T见胎肝亦的微棱率与母 鼠骨髓相比，不仅 

高峰出现得 早，而且峰值也大． 

DISCUSS10N 

本文用多种 实验 力法都证实 f HC的致 

突变作用 与 v 。细胞 SCE的结果0 相比，在 

CH0细胞染色体畸变实验中所用 HC浓度耍 

低樽多 ．这 HJ能是小¨细胞株， 同遗传终点 

测 定 墩 感 性 之 敞 1{c 在 无 s 

代谢活佗系统的实骑中 l『薄发培养的 CHO细 

胞产生明显的染色体畸变，用此，它小需经肝 

微糙体酶活化而车 身就具有直接的致突变作 

用．加入 S。可使低浓度 HC的致突变作用有 

所加强，对中高浓度影响不大，可能 HC的代 

谢物亦有致突变作用，但尚需证实 

骨髓 PCE微祓率高峰出现的时问与骨髓 

内细胞周期和药物分 到骨髓 的时间有关 从 

红细胞生成的周期来看 ，注射 HC 18 h微饭 

率显著提高，表明羟喜很快分布到骨髓而影响 

细 胞的有 丝分 裂．据代谢资料报 道”)，注射 

HC 1 h后骨髓浓度已很高，4 h后浓度明显 F 

降，骨髓微核率的时问曲线上IF卜与下降r巧能与 

此分 干【『代谢有关的 

HC可以通过胎盘屏障而诱发腑肝血微棱 

的形 成，与母 鼠骨髓 PCE微饺 率相 比。胎肝 

血微棱率 出现得 早，峰值也太，这可能固胳鼠 

血细胞周期较短而且直接接触肝脏中的药物及 

其代澍物之故，因此在评价药物的遗传毒牲上 

胎肝血微棱法越来越引起人们的蓖视” ’． 
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维拉帕来增强博来霉素 A 对体内外小鼠肉瘤 S-180细胞的抗癌活性 

何农高、张鸿卿、王瑞虹，扬新棒、薛绍白(北京师范大学生物系，北京 100875，中国) 

Enhancement of antltumor activity of bleomycin 

 ̂ in m0uBe sal'~olI[a 180 ceils in vilr,~ and in 

rico by verapamll ‘ 

HE NoI p,o， ZHANG Hong--Qing， W ANG 

Rui-Hong，YAN0 Xin—Lin XUE Shao-Bai(De． 
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B̂STR̂ cT rapami1 (Ver)． a calcium influx 

blockeL enhanced the cytotoxicity of bleomycin A 

∞LMl|n cultured S-l80 cells． Ic∞ of丑LM to the 

∞I1sWAS about 2．6／zg／mlwhenthecellswefctreated 

with 丑LM alone
． 'out when the cells werc treated with 

BLM plusVet1，5，l0 ／ml，theICse were 1／1．2， 

l／5．2。1／7．4 of the cells treated with 丑LM aloue． 

~ pectively． In colony test，the surviva1 fractions of 

thece llstreated wit1l丑LM 20，60，1O0 飑 ／m1 plus 

Ver 60 旭 ／ml WC~+C l／7，l／8， l／ ll ofthe cells 

fftmted with BLM a1on 砘 吐ivcb． V盯 enhanced 

thegrowthinhibitory actions ofBLM inmicehearing 

S-180~[Lrcoma by 60％ or over The rltean survival 

e growth jnhibitory actions of丑LM  in mice bearing 

s_180 sal~onlu bv 60％ or over． The mean survival 

time ofthe mice bearing S～iS0 ascites sarcoma treated 

with 丑LM  plus Ver was prolonged 21％ from t1lat of 

the mice treated with 丑LM  alone． The results sug- 

鼻：札 that Ver may b used clinically as url antitumor 

enhancerofBLM  

提要 无毒剂量的维扎帕米(10 g／m】J与低浓度均 

博来霉隶A (BLM，0 37 ug／m】)合用 可使 BLM 抑 

制小鼠肉瘤 S-I80细胞增殖的作用比单独应用 BLM 

增强 7．4倍，使 BLM 对细胞的毒性增强 l1倍．维拉 

帕米 帅 mg／k窖使 BIM 5mg／kg的抑瘤效应增强 60 

％以上，联台治疗的 S一180腹水小鼠存恬时间比单独 

用 BLM 5rag／kg延长 21％． 上结果提示维拉 米 

在临床有可能提高 BLM 的治癌效果． 

关键词 维拉帕米 博来霉索类，内瘤~180；培养肿 

瘤细胞 药物联合治疗 

BLM 对头颈部鳞癌、宫颈癌和乳腺癌有 

较好的疗效，并具有不抑制机体免疫和造血功 

能的特点 但长期使用易产生肺毒性【l ；体外 

培养的肿瘤细胞在很短时间内就能对博来霉素 

产生抗性 ) 因此，如何减轻肺毒性 ，克服细 

胞的抗药性，充分发挥 BLM 的抗肿瘤作用， 

是该药临床应用中急待解决的问题 钙拈抗剂 

维拉帕米(vcrapamil，Vet)能增强长春新碱、 

阿霉素等抗癌药物的细胞毒性和治疗效果 对 

已具有抗药性的癌细胞，这种增强作用特别 

强 ．．】．本丈 日r的在于验证维拉帕米是否也能 

增强 BLM 的抗癌活性．以期 可能将维拉帕米 

作为一种化疗增效剂用于BLM 的临床治疗． 

KEY W ORDS verapamil；bleomycins；~tmoma I80； 

cultured tum or cells；combination drug therapy M ATERIALS AND M ETHODS 

R~x．eived 1989 Jul 17 AcccDted 】99O Apt 19 
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盐酸 Ver(Sigma公 司产品)，BLM 为天津 

河北制药厂生产，系无铜精制品．两种药品均 

用磷酸缓冲液配制，过滤除菌． 
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