
BIBLID [SSN 02 53 9756 Acta Pharmacologica Sinica 中R1药理 学报 1995 Jan{ 16(_) 61 

目的： 研究高血压大 鼠(SHR)脑和胸髓 中苯 

环利定受体密 度变 化与高血 压发生的关 系． 

方法： 4，8，12，16周大 鼠中枢中[ H]Phe标 

记的苯环利定受体密度 用放射自显影法检测． 

结果：高血压稳定期(12，16周)，SHR海马和 

晌髓背角中苯环利定受体明显少于非高血压大 

鼠(WKY)；而血 压升高前 ，4周的 SHR则相 

反：8N血压开始上升时，SHR海马苯环利定 

受体增加、而在背角无差别． 结论； 苯环利 

定受体可能参与了SHR的发病过程． 

美键词 苯环和定受体；高血压；放射 自显影 

术 近交 SHR大鼠 ；近 交 WKY大 鼠 
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双香豆素对癌细胞的光敏反应及二乙基二硫代氨基甲酸钠的增敏作用 

ceils and enhancem ent by sodium di— 

ethyldithiocarbamate‘ 
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AIM ： To study the photosensitization of di 

coumaroI(Dic)on tumor ceils and any effect 

by sodium diethyldithioearbamate (DIX；)． 

RESULTS￡Dic，40，80， 120 m0卜 L_。con 

centration—dependently inhibited the DNA 

synthesis (81 一 93 )and ihereased the 

mortality (50 ～ 70．4 ) of ascitic hep 

a roma (Hep A)cells exposed in light． These 

2 indices were changed slightly by Die alone 

even in non—illuminating group． DDC en 

hanced the ph0tosensitizati0n of Die group
．  

C0NCLUsloN ： Ph0tOsensitizati0n of Dic 

showed strong antitumor activities against 

Hep A ceils．The mortality of Hep A and inhi 
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group significantly stronger than in Die—light 

group． Ph。tosensitization of Die was not due 

tO O 2 and OH ，but closely related to O；and 

H2O2． 

KEY W ORDS bishydroxycoumarin； di— 

ethyldithiocarbamate； photosensitizi“R 

agents；free radicals；neoplasm DNA 

 ̂

目的：研究双香豆素(Die)对肿瘤细胞的光敏 

反应及二乙基二硫代氨基甲酸钠的增敏作用． 

结果 ：Die 40，80，120 mo卜L 光敏反应使腹 

水型肝癌细胞(Hep A)死亡率增加(50 一 

70．4 )，照光组始终高于避光组30 左右． 

照光组细胞 DNA合成抑制率 (81％ 一 93 ) 

明显高于避光组(19％一53 )，且有浓度依 

赖性． 避光组 Die对细胞也有轻微的损伤． 

结论 ：Die光敏反应对 Hep A细胞有较强抗肿 

瘤活性 ，DI)C能增强 Dic对细胞的光敏杀伤作 

用．Dic DDC照光组细胞死亡率及 DNA合成 

的抑制率比单独的 Dic照光组 明显增高．Dic 

光敏反应与 O：和OH 无关，而与 H O。与 0；密 

切相美 
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关键词 塑重星童 
酯 ；光敏剂；自由基 

二乙基二硫代氨基 甲醵 

壁 璺兰塑苎堕 —7(———一  

双香豆素是四大类光敏剂之一．在 自然界 

腐败的 植物 中 香豆 素可 变 成双 香豆 素 (di— 

coumarol，Dic)又名败坏翘摇素，它在体外能 

抑制艾氏腹水癌(EAC)细胞的增殖，主要通过 

抑制核酸的合成，Dic通过氧化磷酸化与呼吸 

链 的解 偶联作用 而产 生超 氧 阴离子 自由基 

(旺 ，并进而使线粒体膜胀大和破坏“ ． O 是 

光敏杀伤的因素之一，因为超氧化物歧化酶 

(SOD)是 O；的高效清除剂 ，可以设想如果能 

抑制癌细胞中的 SOD活性，则 O；将可以较多 

地积累，从而有利于发挥双香豆素的抗癌作 

用． 我 们已证实二 乙基二硫代 氨基 甲酸钠 

(DDC)能抑制 SOD活性0 ，不仅如此，DDC 

还是辐射增敏剂0 ，DDC本身能抑制癌细胞生 

长。 ，据此，我们推测如果将 Dic 与 DDC” 

合用，将对抑制癌细胞的生长起到协同作用． 

DNA合成 的测定 将昆明种小 鼠腹水肝癌细胞 

(HeD A)1×10 ／瓶，培 养 于 含 20 小 牛 血 清 的 

RPMI一1640培养液中．pH 7．2，加青霉索1 o=lu·L_。及 

链霉素100mg-L ．置37 C．CO 温箱 内培养20 h 

后 加 Dic，由于 Dic溶 于 碱性 溶 液，所 以须 先加 入 

NaOH (0．3．0．2．O．1 mmo[·L-。)以增 加培 养液 pH 

值。。 (加 NaOH后 pH 不超过 7．5)，再分别加入 (40t 

80．120 tool·L_。)Dic，温育1 h后照光10 min．照光 

后 立 即 加 入 [。Hj脱 氧 胸 苷 ([。H：deoxythym[dine， 

[ H]TdR．上海 原子核 研究所 ．1036 TBq·mo[_。)． 

终浓度为37 MBq·L一，24 h后收获细胞，用生理盐水 

洗两次 ，冼去 Dic．干燥后加 HC10 和 H O?各1滴，在 

8O C消化40 rain．加闪烁液置 FJ-2100液体闪烁仪测 

定放射性． 

细胞死亡牢的测定 将照光后24 h的细胞用台盼 

蓝(0．5 )染色．细胞计数． 

0；的测定 O；与 NBT反应产生蓝色的甲腰 ． 

一̂ 560 nm． 取 Dic(4 mmol·LI1)0．5t 1．0，1．5， 

2．0ml，分别加入 NBT (0．5mmol·L-。)0．5ml，用 

NaOH (10 mmol·L_。)补充 至3 ml，照光2O rain，照光 

后用 uV—i20 02分光光度计测定 ⋯ 

M ATERIALS AND M ETHODS RESULTS 

试 剂 、双香豆素(AR．Sigma)用 NaOH 10 mmol 

·L_。配成4 mmol·L 溶液． 二乙基二硫代氨基 甲酸 

钠 (sodium d[ethyldtthiocarbamate．DDC．AR，北京化 

工 厂)配成1 mmol·L 溶液． 氮蓝四唑(nitroblue te 

trazolium．NBT，AR，上海 前进 试 剂 厂)配 成 0．5 

mmol·L 溶 液． sOD (superoxide dismutase．AR， 

甘肃夏河生化试剂厂)配成2 g·L叫溶液． 过氧化善酶 

(catalase，CAT，AR，Sigma)配成1 g·L 溶液． 甲 

酸钠(sodium formate．AR．北京化工厂)配成10 mmol 

·L 溶液． 甘露醇 (mannkol，AR．成都化学试剂厂) 

配成10 mmol-L 溶液． 叠氮钠(sodium azide，CR． 

上海化学试剂 厂)配成 10 mmol·L 溶液． 以上试 剂 

均用灭菌三 蒸水配制． 胡萝 索O-carotene，AR． 

F1uke)用1．2雨二醇配成1 mmol ～． 

光潭 1000 W 碘钨灯，光距37 cm，用水 (厚16 

cm)隔热t九五料玻璃厚5 mE．室温20℃左右，光强 

度1．0×10 lx．最大吸收波长470 12113．． 避光组在细胞 

瓶 外包 一层 黑纸 ． 

Dic的光敏反应 Dic作用1 h．照 光10 

min，无论 照光或避光，细胞均有死亡 ．说明 

Dic本身对细胞有一定的损伤作用，但照光组 

细胞死亡率始终高于避光组30 左右 ，照光 

组细胞 DNA合成抑制率 (81 一93 )明显 

高 于避光组 (19 一53％)(尸<0．01，Fig 

1)，且有浓度依赖性 ，溶剂 NaOH对细胞的毒 

害作用与对照组相近，其死亡率均在0．1 以 

下． 

DDC增强 Dic的光敏反应 单独的 DDC 

组(4．4 mg·L )无论照光或避光对细胞 DNA 

合成抑制及细胞死亡率均有一定的作用，照光 

组死亡率在10 左右，避光组在5 以下 ，而 

Dic DDC照光组比Dic照光组的 DNA合成抑 

制及细胞死亡率 明显增 高 (尸<0．01)，说 明 

DDC有增强 Dic光敏杀癌的效果、 在避光条 

件下，Dic—DDC组比单独的 Dic组的死亡率及 
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DNA合成的抑制也有一定的增加，因为 DDC 

本身对癌细胞增殖率有一定抑制作用(Fig 1)． 

40 80 120 40 80 120 

]~counxLro]l tool·L一 

Fig 1 H]TOR incorporation into DNA and mor~li- 

tv of~citie bepatoma cells by dicoumaroI(Dic】and 

the enhancement by sodium dirthyldithiocarbamate 

(DDC)． ‘0)Die-light，(●)Dic-dark，‘×)Dic- 

DDC—liglit，(1-)Dic-DDC dark． n一6．覃=jt P< 

0．01 j dar k． 

Dic光敏反应中的o；的产生 将不同浓 

度的 Dic分别加入 NBT溶液 ，照光2Orain，有 

蓝色的甲 产生，而避光组却没有，加 SOD后 

的照光组也没有，说明 Dic光敏反应中产生了 

0；． 照光组 A 随 Dic浓度的增加而增加． 

无论有无 SOD或 DDC，各避光组之间 A差异 

不明显(P>0．05)，照光组与避光组之间 A差 

异却极显著 <0．01，Fig 2)． 

DDC使 Dic光敏反应 中 的积累增多 

DIX2是 SOD的抑制剂 ，而 SOD又是 0；的 

清除剂，在 Dic—SOD组中加入 DDC，然后照 

光 ，^明 显高 于 DIc照光 组 和 Dic—SOD照光 

组 (P<0．01)，证明 DDC抑制了 SOD活性． 

使 Dic光敏反应中产生的 o；不被立刻清除， 

进 一 步 证 明 Dic光 敏 反 应 中确 有 O 产 生 

(Fig 2)． 

1 4 

1 2 

1 O 

目 

。。 

O·6 

O-{ 

0 2 

Dicoumarol／'Vmol-L一 

Fig 2． Effect of DDC on 0；generatiou during photo- 

sensitization of Dic 一6， 士s， P< 0．01 j dark． 

Dic光敏反应机制 B一胡萝 索，NaN。， 

甘露 醇，甲酸 钠，SOD 和 CAT分 别是 O ， 

OH ，o；和 H O 的清除剂“ ． 将 胡萝 

素，NaN，，甘露醇和甲酸钠分别与己加入 Dic 

的细胞温育l h后照光10 min，照光后24 h未 

观察到它们对细胞有任何保护作用 (Tab 1)， 

说明 Dic光敏反应不是 O 与 OH 所致，只有 

在加入 Dic的同时，加入 sOD和 CAT后，才 

有明显的保护作用(Tab 1)，可见 Dic光敏反 

应与 O 和 H O 有密切关系． 

DISCUSSIoN 

本文首次对取香豆素(Dic)光敏反应及其 

机制以及 DDC对增强 Dic光敏杀癌的效果进 

行了探讨． 实验结果肯定了 Dic对肝癌腹水 

癌细胞(Hep A)有非常明显的光敏杀伤作用， 

使细胞死亡率明显增加 ．细胞 DNA合成受到 

抑制 ，而且避光组细胞也受到一定损伤，说明 

Dic本身对细胞有一定的毒害作用． 

二乙基二硫代氨基 甲酸钠 (DDC)本身对 

E ＼《f’-f凸E一篮 n}{t]_}0 Î 昔0lP4 x 0'【 
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Tab 1． Effect of free radical scavengers oll photosensitization of dicoumaro!hy DNA synthesis in aseitic hepatoma 

ceIIs of mice． 一 6， = ． ‘P> O．05， ，< 0．05， ，< 0．01 s contro1． 

Scavengers／ 

m g-L 

10 ×Radioactivity of?H]TdR in DNA／dpm 
Dic 40“m0【．I 一 Dic 80 pmol‘l|一 

Light Dark Light Dark 

癌细胞增殖率有一定抑制作用，在 Dic DDC照 

光组比 Dic照光组的 DNA 合成抑制及细胞死 

亡率均有明显增高，说明 DDC能增强 Dic光敏 

杀癌的效果， ’ 

DDC是 SOD的抑制剂，而 SOD又是 O； 

的清除剂，在 Die—SOD组中加入 DDC，然后照 

光 ，̂ 值明显高于 Dic照光组和 Dic—SOD照光 

组，证 明了 DDC抑制 了 sOD活性 ，使 Dic光 

敏反应中产生的 O；不被立刻清除，进一步证 

明了 Dic光敏反应中确有 O；产生． 

Die光敏反应不是 O 与 OH 所致，而与 

O 和H。O 密切相关． 本实验双香豆素用了两 

个浓度，但各种清除荆只用了一个浓度，未在 
一 定浓度范围内作全面考察，有待改进设计． 
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