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原 药 ⋯’ )。而 主 要 是 测 得 其主 要 代 谢 物 

A]bSO 和阿 苯达 唑砜 。前 者证 明有抗 原头 

节03)和损害细粒棘球 蚴囊生 发层的作用．因 

此，在用 AIb治疗时。实际上是 AlbSO起作 

用．故是否 因个体对药物的吸收致代谫}有差 

异．从而影响药效。尚待阐明． 
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ABSTRACT The antitumor activity of a new 

p0dophyU0t0xL玎 spin—labeled derivative， 4 4L  

(2 。2 ， ，6 tetramethyl—I -piperidinyoxy)amino卜 

4 -demcthylepipodophy]lotoxin (GP一7) first syn— 
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thesized by us,WaS studied in vilro． It was fbund 

that the prolifera tion of SGC-790l cells was． 

衄 rkedly inhibited by GP-7 depending the concentra- 

tion and exposure tim e． At conce ntrations of 

n04-l00 mg／L．the inhibition rates were l5．5-92．6 

％ ，ID was 0．42mg／L．After exposuretoGP-7> 

0．5mg／L for 24，48，72 and 96h，theinhibition rates 

of cells wcrc 25．1， 49．0， 71．4 and 84 9 ％ 

respectively． The dose-response u e of GP一7 OI1 

SGC-790l ll was similar to that of etoposidc 

P-I6)． The colony formation of SGC一790l cell 

WIH．also inhibited by GP_7 in a concentration depen． 

dent fashion with m ∞ J．63 mg／L．At conc~ntra． 

tions of 0．1--0．5 rag／L，the inhibitory effects werc 

Stronger than that Of VP—J6． GP-7 decreased the 

mitoticindex(M1)ofSGC一790l cell and had no eff~Ct 

on inicrotubule assem．bly and disassembly vilro． 

which glgjlestcd that GP-7 did not act O[1 M  phase． 

KEY W ORDS podophyllotoxin；free radical~ ce ll 

line；clone cells；mitotic index；tubulin；etoposide 

提要 4— 一(2 ，2 ，6 ，6 四甲基哌啶氟氧自由基) 

氨基卜4L去甲表鬼臼毒索(GP-7)对 SGC-7901细胞 

生长抑镧作用和浓度及处理时间正相关；72 h I'D 

为 0．42 mg／L， 剂 量 反 应 曲线 同鬼 臼 乙叉 甙 

(vp-l6)．GP-7 0．I---0．5 mg／L对 SGC-7901细胞 

克 I垂形 成 抑 制 作 用 较 VP_J6强 ．G卜7降 低 

SGC-7901细胞有丝分裂指敦，对散管蛋白体外聚合 

和解聚无影响；提示其抗肿磨机理主要不在 M 期 

关t词 鬼臼毒素； 自由基：细胞株；克隆细胞 有 

丝分裂指敦；微管蛋白；去甲鬼臼甙 

4-W 一(2 ， ，6 ，6 一四甲基哌啶氨氧 自由基) 

氨基卜4 去 甲表鬼 臼毒 素[ (4 2 ，2 ，6 ，6 

tetramethyl-1 一pipc rjdiny0xy)amino)-4 一 

demethylepipodophyllotoxin， GP一7]是我们 

根据将稳定自由基引入抗癌剂母体可降低毒 

性0t2，，提高或不影响疗效的理论半合成的鬼 

臼毒素氮氧自由基衍生物 ，，体内实验 GP一7 

显著抑制小鼠移植性肿瘤自血病 P388和实体 

瘤 s180 HePS．抑 瘤 率 和 鬼 臼 己 叉 甙 

[4 一demethyl-epipodophy]lo—toxin一9-(4，6— 

0一eth 1idenc一口一D—glucopyranosidc)， 

VP-16]相 同．连续给药 10 d，对荷瘤小 鼠胸 

腺和脾指数的影响明显小于 VP一16‘ ．本实验 

从悻外角度进一步观察了 GP-7和 VP-16对 

人 胃腺癌 SGC一7901细胞生长、克隆形成和 

有丝分裂指数(MI)及对微管蛋 白体外聚合和 

解聚的影响． 

¨ 

M ATERIALS 

● 

GP一7为杏黄色结 晶性粉末，结构稳定 ， 

水溶性差，易溶于二甲亚砜(DMso)VP一16 

为 北 京 医 药 工 业 研 究 所 产 品 ．2一(Ⅳ一 

morpholine)一ethane sulfonic acid (MES)， 

adenosine 5／-triphosphate(ATP)为 Sigma产 

品．药 品均用 DMSO 或 10％DMSO溶解或 

稀释．部分纯化的猪脑微管蛋白由中国医学科 

学院药物研究所提供 

人 胃腺癌 SGC-7901细 胞系 中国科学 院 

上海药物研究所引来：用 RPMI 1640培养液 

【Difco产品，内含 20％小牛血清，青霉素 

(penicillin)．链霉 素(streptomycin)各 100 Iu 

(tag)／ml， pH 7 2]常规培养 ’． · 

M ETH0DS AND RESULTS 

GP一7和 VP一16对 SGC一7901细胞生长 

的影响 将 SGC-7901细胞用 RPMI 1640培 
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养液配成 5×10 ／rnl悬液，每瓶分装 4m1， 

37℃培养 48h后随机分组，每组 4瓶，换培 

养 液 后 实 验 组 加 人 不 同 浓 度 GP-7和 

vP一16．对照组加等量溶媒，培养一定时问后 

取出．消化 染色，计拒染活细胞数；取均值 

计算 抑制 百分 率 ．结果 GP-7和 VP-I 6对 

SGC一7901细胞生长抑制作用与浓度和处理时 

间 正 相关 ．72 h ID∞分 别 为 0．42和 0．26 

mg／L． 二 者 剂 量 反 应 曲 线 相 似 (Fig 

1)．GP-7和 VP-16 5 mg／L处理 24，48， 

72，96 h对 SGC-7901细胞生长抑制率分别 

为 41．5， 60．1， 81．4， 91．4％ 和 51．5． 

64．9． 84．1。96．2％ ． 

Fig 1．Effects of GP-7 (● l and VP-16(ol oB 

proliferation of SGC一7901 cells which were exposed to 

the drugsfor 72 h vitro， =4． ±SD． 

对细胞相对增殖存活率的影响 取 GP-7 

和 VP-16处 理 6 h的 SGC一7901细 胞 用 

RPMI 1 640培养液制成 100／m1的悬液．每 

皿 6m1，接种到直径 60mm培养皿内，置 

CO2孵箱培养 12d取出，甲醇固定，Gierasa 

染色，解剖显微镜下计克隆数(50个细胞以上 

者为 1克隆)，每组 4皿，按均值据公式： 

克 隆 形成 率 =克 隆数 ／接 种 细胞数 × 

100％ 

细胞相对增殖存括率=给药组克隆形成 

率／对照组克隆形成率 x 10O％ 

· 551- 

Tab 1．Effects of GP-7 and VP一16 oB cloning effl- 

tk眦  0f SGC-790l tells î ~itro-600 cells_ne piaumt’ 

ed oa each plate． 4。f 土SD． ’尸>0．05,¨ <0．05， 

⋯ 尸<0．OI vx IO％ DM SO contro1． 

计算克隆形成率和细胞相对增殖存活率 曲 1)． 

结果 GP-7和 VP-I6对 SGC-7901细胞 

克隆形成抑制作用随浓度增高而增强；IDs0 

分别为 1．63和 2．23 mg／L， 20．00mg／L组 

均 无 克隆形 成 ．在 0．卜0．5 mg／L 范 围 内 

GP-7对 SGC-7901细 胞克隆形成抑制作用 

较 VP一16强． 

对 MI的影 响 取 不 同浓 度 GP-7和 

VP-I6处理 48 h的 SGC-7901细胞 ．消化、 

低渗， 1：3冰醋酸甲醇 固定，Giemsa染色 ． 

光镜下计 1000个细胞中分裂细 胞数 ，每组 4 

瓶细胞．取均值计算抑制百分率仃ab 2)．结果 

GP-7和 VP-I6均 降 低 SGC-7901细 胞 

MI， 0．5-20 mg／L． M1分 别 下 降 

12．5_95．8％ 和 62 5-95．8％ ．浓 度 小 于 2 

mg／L时， VP一16降低 MI作用较 GP-7强． 

对微管蛋白体外聚合和解聚的影响 参照 

文 献 ．微 管 蛋 白 1．5 mg7mL， ATP 1 

mmo[／L．聚合和解聚过程采用岛津 2000型 

多功能记录分光光度计时间扫描法记录；波长 

350 am(Fig 2)结果鬼臼毒素 5mg／L对微管 

蛋白体外聚合有显著抑制作用．GP-7对微管 
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蛋白聚合和解聚过程无影响 

Tab 2．ILetecxsofGP-7tldVP-16 0nmitoticbdex of 

SGC-79~1 cellswhichwere expo~ tothe dntp for 48 

h in vitro． =4． 土 SD． ’P>0．05, ⋯ 尸<O．Ol 

" DM SO eolttre1． 

n2 2． Effects of GP一7 and p0dopbyllotoxln On 

mlcmtah ie m bly a d dls~sembly in rO．Conttol 

(0)。GP一7 20me,／L(●)，GP—々 100 me,／L{x】， 

podopkyUot~xlm 5m叠／L ‘口)．‘t- ul1n 1．5m窖／ml， 

ATP 1 mlOl／L and 0．1 mol／L M ES bufrer we比 

uR'd)． 

DIsCUSSION 

4／--去甲基表鬼臼毒素衍生物具有通过作 

用于 DNA 拓扑异构酶 Ⅱ(topoisomcras~Ⅱ) 

使 DNA断链而有较高抗肿瘤活性m．氮氧自 

由基可作为抗肿瘤药载体使其优先积累于舯瘤 

组织中 ；从而降低毒性。提高疗效．为此。 

我们以鬼臼毒素为母体半合成了4 去甲基表 

鬼臼毒素氮氧 自由基衍生物 GP-7，结构和 

VP-16相 似 ．结 果 表 明 G卜 7显 著 抑制 

SGC-7901细胞生长和克隆形成；抑制作用同 

剂量及处理时间正相关；剂量效应 曲线 同 

VP-16；表现出 40去甲基表鬼臼毒素衍生物 

的特点 GP-7降低 MI，对微管蛋白体外聚 

合和解聚无影响；完全改变了母体鬼．臼毒素的 

作用机理 ；说明其抗肿瘤作用不是通过抑制 

微管蛋白聚合所产生．作用机理主要不在 M 

期．有文献报道，鬼臼毒素对微管蛋白聚合的 

影响与其 C-4取代基团及构型有密切关系， 

C一4可能是鬼臼毒素与微管蛋白键合的重要 

部位 GP一7在 c—4接有四甲基哌啶氮氧 自由 

基．阻止了它与微管蛋白的键合；这可能是其 · 

对 微 管 蛋 白 体 外 聚 合 无 影 响 的 重 要 原 

因 GP_7对细胞生长、克隆形成、MI和微 

管蛋白体外聚合和解聚的影响均与 VP-16相 

似，提示其结构中四甲基哌啶氨氧自由基主要 

影响其作用强度和毒性大小，对作用特点影响 

不大． 
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DNA链间交联的检测用于估计肿瘤细胞对烷化剂的敏感性 

． 贺 涛、夏寿萱 章扬培 ( 事 学科学院放射医学研究所，北京 100850，中国) 

Application of DNA im erstrand cross-link as- 

say to estim ate the sensitivity of tumor cells to 

alkylating agents． 

HE Tao，XIA Shou-Xuan，ZHANG Yang—Pei(Insti- 

lute ofRad&t~n Medicine Academy ofMilitary Med- 

ical Sciences．Belling 1~0850．China) 

^BSTR^CT Fluorometric method was modifled 

and used to detect DNA intcrstrand erosslinks(ISC) 

in tumor cells after~eatment with cisplatin Linear 

dose-response curve was obtaincd The diffc~nce 

0f DNA 碍 C formation between HeLa S3 fcontaining 

d cthylguanine methyltransferas~， Mer+) and 

HeLa M R fdevoid of 0 ethylguanine methyl— 

try'isferase Mcr一1 cells was studied after treatment 

with alkylating agent 1一H—amin0— 

2-methyl-5一pyrimLdiny1)metltyl-3一(2-chloroethyl 一 

3-n trosourea!~hydrochloride(ACNU1． The survivaI 

fraction was Also observed in Meta-and M er— ceils 

treated with ACN U It seems that DNA ISC foTma- 

'don may be used as one of the possibIc criteria in esti． 

mating the sensitivity of tumor ce ils to bifunctionaI 

alkylating agent and forecas~ng the efficacy of tumor 

chemotherapy． 

KEY W ORDS experimental neoplasms；alkylating 

Received 1989 Nov 9 Acce pted 1989 lul 

agents；DNA damage，DNA repair，drug therapy 

提要 改进 long等检测 DNA链间交联flsc)的荧 

光方法，获得了顺铂所致 HeLa s3细胞 DNA链间交 

联的剂量效应曲线．不含 0 甲基鸟嘌呤 DNA甲基 
转移 酶(O~-MT)的 细 胞 (Met-)较 含 O-~MT 的 细 胞 

(Mc 经双功能烷化剂 ACNU处理后产生的 ISC明 

显为多．同时测定了 Mer’与 Mel"一细胞经 ACNU处 

理后的活存率 认为 ISC形成的多少可作为估计肿瘤 

细胞对烷化剂敏感性井预测药物化疗效果的指标之 

关键词 实骑性 肿瘤 烷 化剂 DNA 损伤；DNA 修 

复；化学治疗 

、 某些双功能烷化剂能使细胞DNA分子中 

的碱基受到损伤，如果这种损伤得不到修复， 

DNA双链形成共价结台的 ISC，细胞正常生 

命活动会受到干扰”j．目前，有不少双功能烷 

化费j作为临床使用的抗癌药物，因此检 

DNA ISC对于评价此类药物的效价和毒性并 

阐明其作用机制具有重要意义．1ong等 墙!立 

了检测 ISC的荧光方法 ，所得 结果 与 Kohn 

等建立的碱洗脱方法”)一致．本文在改进检测 

DNA ISC荧光 方法的基 础上， 比较了 Mer 

与 Met-细胞受烷化 剂嘧啶亚硝脲(ACNU)处 
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