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由于本文测到的 PMN释放的氧 自由基的 

ESR波谱是由自旋加合物 DMPO—OOH 和 

DMPO-OH叠加而成．因此，对药物的作用只 

能给出定性结果 ．为了定量研究药物对o 和 

OH。的作用，本实验采用了两个产生 o；和一 

个产生 OH’的非细胞体系对两药做了定量观 

察．结果表明两药对 oj和 OH。均有明显的清 

除作用． 

PMN呼吸爆发时除了释放 O1和 oH 

外 ， 还 有 H o 等 活 性 氧 化 代 谢 物 生 

成．o：的清除剂超氧化物歧化酶，OH。的清除 

剂苯甲酸钠及 H o 的清除剂过氧化氢酶均揶 

制 PMN 产生化学发光 ．文献报道 sF和 GA 

有 清除 H2O2的作用 ，。敢认 为 sF和 GA 

抑制化学发光是它们清除 o；、OH。和 H2O2 

的综合结果． 

本所 ESR技术组提供技 

术帮助，中国医学科学院药物研究所徐理纳研究员提 

供阿奠瞳钠． 
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博来霉素 A5与钙调素抑制剂合用对体外 S-180细胞增殖的影响 
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Effect of bleomycin As with calmod．1ia 

inhibitor ol the proliferation of S一180 cells in 

vitro。 
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^BsTR ĉT Thc effect of bleomycin A (BLM) 

alonc and along with calmodulin inhibifor 

Ⅳ一(4一amjnobuty1)一5-ch10r0—2一naPhthalene 

sulfonamide fw一13)on the prolifcration of S—l80 

ce lls in vitro were studicd IC n of BLM  alone to 

the colls was about 2 63 g／ml，which WaS decrcase．d 
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to I／3．8 and I／9．5 of2．占3 g／m1when plusW--I3 

1，5 腿 ／mI rcspectivdy． The results indicared that 

nontoxic doses of W 一13 enhanced the inhibifion of 

cell prolifcration under th e condition of BLM 0 5-2．5 

噻／m、． In co lony forming test，the surv val fraction 

of S-I舯 cells treated with BLM plus W -13 WaS de 

creased to 1／8卜 240 of the ce ils treated with BLM 

aZone m  rcsul~ $usgest that W -I3 CSU enhance 

an tltumoractivity ofBLM  vitro and may be used 

越 an enh ancerofBLM  ViVo． 

KEY W ORDS bleomycius； ea lmodulln； combined 

antineoplastic agco ts；sarcoma 180；cultured  tumor 

cells；sulfonltuiides 

提薹 本文报道了博来霉索A4BLM)与钙谓索抑制 
剂 W-13单独和合用对悼外 S-I80细胞增殖舶髟响舶 

研究结果．低荆量 BLM 和无毒剂量的W-13舍用对 

细胞增殖的抑制比单独应用 BLM增加，其 Ic 值下 

降到单独应用 BLM 的 1／10；联合用药后的细胞集落 

形成率也比单独用 BLM 下降 240倍．结果提示 

W-13能增强BLM 对体外 S-180细胞的抗癌活性 

关■坷 博来霉素类 钙调素 多；fl!联用抗肿瘤药i内 

癌 S-L80；培养肿瘤细胞；磺胺类 

钙拮抗剂和钙调索抑制剂能增强抗癌药物 

的抗癌作用“ )． 钙调素抑制剂 W一】3( 一 

amirtobutyl一，一chloro～2一naphthalenesulfona 

mide)能增强博来霉素对中华仑鼠卵巢细胞的 

毒性 ．博米霉索 A (bleomyein A s，BLM)对 

多种肿瘤有较好的疗效 但是对肺的毒性限制 

了它在临床 上的应用 ．如 能获得一 种能 增强 

BLM 活性的药物．使低剂量的 BLM 在增强 

后达到与高剂量同等疗效，就可以克服或减少 

高剂量引起的包括肺毒性在 内的～些毒副作 

用，促进该药的应用．本文利用体外 S-I80细 

胞对 BLM 和 w一13单独和合用进行了对比研 

究，得到了初步结果． 

M ATERÎ lLS ^ND M En10DS 

BLM 为无铜精制品，胸 白天津河北制药 

厂．w一13购 自 Sigma公 司．两种药品均用磷 

酸缓冲液配制，过滤除菌，放4℃备用． 

· 471· 

s一180细胞系由中国科学院发育所赠送 

用含 10-1 5％小牛血清的 DMEM(GIBCO)培 

液．5％CO，和 37℃培养，每 3 d传代一次． 

细胞增殖抑镧率的测定 无菌收集对数 

生长期细胞， 3-3．5万 ／ml(共 3m1)接种小 

方瓶，实验组按不同浓度加入药物，以加人与 

药液等量的无药磷酸缓冲液为对照组．加药后 

置 37℃培养．用两种方法收集细胞．一种方法 

是从加药后 d 2开始每组取 3瓶细胞计数，共 

取得 5 d．另一种方法是加药后将细胞连续培养 

72 h后一次收集计数 ，所有细胞均用 Coulter 

counter(英国)计数 ．结果以加药组 与对照组细 

胞教％表示． 

细胞集落形成率的铡定 收集对数生长 

期细胞并计数，按实验分成若干等分 分别用 

含不同浓度药物的培养液 37U培养 1．5 h，用 

无菌磷酸缓冲液离心3次，洗去药物，细胞用 

含血清培养液进行梯度稀释，并按梯度接种于 

24孔培养板( =9)，置 CO2培养箱培养．至大 

多数集落细胞数达到 0以上时，吸去培养 

液 ，用 Gicmsa液(I：20)染色，镜检计数各孔 

集 落数，结果以实验组与对照组集落数的％ 

表示． 

RE毫ULTS 

BLM和w—l3单独应用对S一1so细胞增 

殖的影响 BLM 单独处理 S-I 80细胞，结果 

如 Fig 1与对照组比较所有加药组细胞数均 

有减少，并与浓度相关．BLM 0．5 g／ml影 

响很小．生长曲线接近对照组；2．5 g／ml时 

细胞数为对照组的7O％；5vg／ml的浓度抑制 

作用强烈，与接种细胞数相 比，几乎投有增殖． 

用不 同浓度 w一13单独处理 细胞，随浓度增 

大细胞增殖受到抑制作用也加强，尤其是 1O 

和 20#g／ml时，其细胞数仅为对照的 41％ 

和 ¨％，但在 5pg／ml以下 w—l3对细胞增殖 

影响极小，其细胞数都在对照组 9O％以上． 
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Flg I．Effect of bleomy~u-̂ | CALM)Oralthe g~mwth 

S—l舯 c~lla．̂ 一，’ ±SD． 

BLM 和 W-13台用对 s—l8o细胞增殖的 

影响 两药合用时．选用了对细胞增殖有一定 

抑制的 BLM 浓度(2．5 g／m1以下)和对细胞 

增殖基车无影响的 w—l3浓度(5坶 ／m1以 

下)．结 果 如 Fig 2所 示 ， 以 BLM 0．125． 

0．25， 0．5， I．0． 2．5 g／ml单独处理为对 

照， BLM 浓度增加．细胞数目下降．半抑制 

浓度tic 约 为 2．63飕 ／m1．以上浓度 的 

BLM 分别与 W-I3 l g／m1合用时，曲线 

o 5 1 O 1 5 

Bleomyei12 A 5 ~g／m]) 

下穆，Ic，0值从 2．63飕 ／ml下降到 0．70．即 

Ic 约下降到单独用 BLM 的 l／4；w—l3 5 

g／m1与 BLM 合用时，细胞数进一步减 

少，IC，o值为 0．28飑 ／m1．即下降到接近单 

独应用 BLM 的 l／l0．这说明 w一13的使用 

能增强 BLM 对肿瘤细胞增殖的抑制作用．并 

且可以看出 w—l3这种增强作用与 w—l3的 

浓度有依赖关系． 

W一13对 BLM 细胞毒性的影响 细胞毒 

性实验结果见 Fig 3，BL 单独处理，集落形 

成率有所下降．但仍能达到 10％以上．与 

W-13(4o飕／m1)联合处理．出现协同作用， 

集落形成率明显下降。分别从单独应用 BLM 

的 78％ (20飕 ／m1)． 47％ (60~g／m1)和 

12％ (!OO~g／m1)下 降 到 0,9％ ， 0．5％ 和 

0．05％．联合用药细胞毒性分别的为单独用药 

的 87倍(20Pg／m1)．94倍(60 g／m1)和 240 

倍(too飕 ／m]XTab 1)．这说明 W—l3增强了 

BLM 对 s—l80细胞的毒性，对于同一 w一13 

浓度，联合用药的集落形成率降低程度 与 

BLM 浓度相关． 

＼ { 

}＼＼＼ 

F 3．Cyt。toxIc respolute ofBLM  and BLM + W 一13 

柏 旭 ／m】011S一180 cells．̂ = 9· ±SD． 

Fig 2．Effects of W —l3 011 the growth—Inhibitory ae- 

tloaa Of BLM Ⅶ S-180 cells．The celia rt treated DISCUSSION 

M  ‘“ ‘。edh ‘h| ’' 

在癌症化疗中失败的原因之一往往是 由于 ±SD ，田 ，J T 口 * Ⅲ】 

一̂ 口 一一嚣 TI_}。 一一∞0 x 0一 

～卜卜 

、 一 ＼ 

叶 叶 叫● 
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Ttb 1．C~ ,zle|t．_o岫蜷 of BLM sad muIt-D∞舶 

a'eatmeat wltli W一13 (40 朋 ／mIl o-exponentially 
呻  _‘S-188雌 l̈  Vitro． n- 9． 

BLM concentration 0,g／m1) 
Survivalfraction 20 ∞  l∞  

在治疗过程中肿瘤细胞对药物产生抗性(7舯． 

虽然高剂量药物能在一定程度上脂克服抗性， 

但是剂量加太对正常组织的毒性也会增加．普 

尼 拉 明 (prenylamine)、 三 氟 拉 嚎 (Ⅱinu0一 

peraiine， TFP) clomipramine等 钙诃索抑 

制剂能增强长春花碱、阿霉索在肿瘤细胞中的 

积累，并能增强其活性，使 1c 值下降，延 

长单独用抗肿瘤药的肿瘤动物生存时间0j)． 

本实验表明，无毒剂量的 w—l3能增强 BLM 

对 S-180细胞增殖 的抑制作用．还能增强 

BLM 对这种细胞的毒性．合并用药效果都太 

于二者单独应用之和，出现协同作用．这些事 

实意味着有可能以低剂量的 BLM 加上 w—l 3 

获得与高剂量单独应用 同样的疗效．从而减轻 

该药对肺毒性等毒副作用．此外。文献报道一 

些钙诃素抑制剂能克服肿瘤细胞抗药性 '。这 

表明用w—l3克服肿瘤细胞对 BLM 的抗性也 

有一定意义 
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