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47 4藉 汀对培养的HL60细胞DNA的损伤 
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DNA damage induced by fotem~stine in cultured 

m 劢 cells 

SHOU Jiang~，FENG Xing-Wan 

(Institute of Pharmacology and Toxic~ogy 

BeOing100850，China) 

KEY Ⅵ们砌 fotemustine；cross-linking reagel3~ 

DNA(~ylage；let~emia HL60；cultured krnor cells 

AlM ： TO detecl DNA damage caused by 

fotemustine (Fo1) M Ⅱ 10DS：DNA damage ln 

HL60 cells WaS evatuated  by modified  alkatine 

elution technique DNA interstrand crosslink 

(1SC)and DNA．protein Crosslink (DPC)were 

determined Oarmustine (Car) was used as 

control Drug treatmenl time w8s 1 h． 

RESI】I IS：After treatment with Fot 300 prne卜L一。， 

lsc and DPC inde x were 5 4 and 6 1 al 6 h，2．7 

and 1 2 al 12 h．respectively lSC rea ched the 

maximum at about 6 h For Fol 100 pmo1．L_。， 

lsC and DPC inde x at lsC pea k time  were 2．1± 

0．9 and 3 55±0 23，5 0± 0．5 and 7．7± 1 1 for 

Car 100 pmol’L_。．respectively． Single stran d 

break (SSB ) WaS {nduced by F0l 

O0NCLUSlI)N：rot caused HL60 cell DNA lSC， 

DPC．an dSSB． 1sC WaSformedmore quickly by 

rotthantha l bvCar． 

关键词 

HL60； 

垣墓 ；交联试剂；巳 垒墁堕； 
培养的肿瘤细胞 

目的：检测福奠司汀 (fotemustine，Forj对 HL60细 

胞DNA损伤作用．方法：改良的微 L滤膜碱洗脱 

技术 细胞 DNA链间交联 (interstrand crosslink， 

ISC)和 DNA蛋 白质交联 【DNA—protein crosslink， 

DPC)程度分别以 ISC和 DPC指数表示，并与卡莫 

司汀cCarmustine，Car)进行比较 药物作用时间 

1 h 结果：Fot(300 pmol·L )作用 HL60细胞后 

Now De~,'tmzm of Tozic~ y， Institute of R2dmt~n 
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6 h，ISC和 DPC指数分别为 5 4和 6 1，12 h分 

别为 2 7和 1 2 rot的 ISC高峰出现比 Ca r早 

两种药物在相同浓度 (100 pmol-L )作用后，在 

形成 (SC峰值时，For引起的 (SC和 DPC指数分 

别为 2 1±0 9和 3 55±0 23，Car分别 为 5 0± 

0 5和 7 7±1 1 结论 ：rot诱发 HL60细胞 DNA 

损伤 ；ISC、DPC和 SSB，并均呈药物剂量依赖 

·l生 Fot引起 ISC的速度快于 Car 

福莫司汀l J；fotemustine，(±)一diethyt[1一[3 

(2．chloroethy1)一3一nltrosoureidojethyl』phosphonate， 

ForI是含膦酸酯基团的氯乙基亚硝脲类药物． 动 

物实验 及临床试验L1，3， 均证实它对多种肿瘤有 

效，在临床对黑色素瘤及其脑转移的疗效更为明 

显 I50J
． 有关 rot对肿瘤细胞 DNA的损伤作用 

尚未见系统报道． 本文旨在 了解 rot对 HL60细 

胞 DNA 的 损 伤 及 其 特 点，并 以 卡 莫 司 汀 

(Carmustine， )【81 为对照，比较两种药物的 

DNA损伤特点． 
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细胞 人早幼粒 自血疴细胞系 HL6n引 自中国医学科 

学院药物研究所．按常规培养 实验前取指数生长期细 

胞。以放射性比活度 820 Bq-mol_’的[ H]TdR标记 48 h， 

然后在无[ H]TdR的培养液中继续培养 12 h待用 

药物 rot为北京药理毒理研究所合成室合成的纯 

品，Car为天津人 民制药厂产品。纯度 98％，均为淡黄色 

粉末． 将二药以无水乙醇溶解 ，4℃密封避光保存 临 
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用前以 RPM1—1640液稀释． 药物与细胞在无血清培养液 

中温育 I h后 ，以 Hanks’液洗j次，再培养或实验． 

试剂 RPM1．1640(GiL~)，小牛血清(北京放射医学 

研究所)． [ H]TdR(中国科学院上海原子核研究所)．放 

射性比活度 820 Bq·mo1 ． 微孔滤膜的孔径 1．2 ， 

025 rmn(上海医药工业研究 院)，蛋 白酶 K (_Ⅵerck)，临 

用前以2％ sDS(sodium dedecyl sulfate，Sigma)溶胞液配 

成0．5 g·L 四丁基氢氧化铵(上海试剂厂)．2％SBS 

细胞溶胞液(n ·L )：依地酸二钠(disodium ederare) 

0．025，甘氨酸 100，s 69．3．pH 10 碱洗脱液：依地酸 

(ederic acid)20 rt~,no]-L_。，四丁基氢氧化铵 2％，sI]S 

0．1％ (测 ISC．SSB时加)，pH 12．1—12 2 00Co源 (北 

京放射医学研究所)． 

改良的微孔滤膜碱洗脱【川 改良的步骤：标记细胞 1 

×106经~Co-y线照射 (0℃)(测定 SSP,时此步 省去)后， 

加到装有微孔滤膜的特制漏斗中(0℃ )，与 冷 PBS一起抽 

滤再加 2％ SDS 5 rnL溶胞液 ，以自然速度过滤 然后加 

蛋白酶 K 2mL溶液 在暗条件下消化 30min(测定 交 

联时此步省去)． 放掉漏斗中的消化液后，加人 20 n1【J碱 

洗脱液 漏斗通过导管与八导蠕动泵(Gilson)相联 ，在 暗 

条件下恒速洗 脱 7 h，收集 每小时 的洗脱液． 洗脱结束 

后，滤膜加HCI(0 5mol·L )0．5 mI|．在70℃消化 1 h． 

以四丁基氢氧化铵(0．983 tooltL。。)0．8 mL中和．加闪烁 

液 6mL．摇匀，过夜 ，测 dpm 取每小时洗脱液 l mlJ．以 

同样方式测dpm． 以[ H]DNA膜存留率(R％)计算DNA 

交联指数(index)t川，并以后者代表交联的量． 

R ％ 王=M／{=M +∑E+￡Lj×100％ 

∑M：膜上存留 dpm；EE：碱洗脱液 dpm； 

∑L：溶胞液 dlma． 

I)NA链间交联指数 ： 

】g(加酶照射组 R％伽 酶对照组 R％) 
(药物加薛照射组 R ％／由口酶对照组 R％) 

总交联指数= 

! 丕蛰壁鳗 塑 垦 醒过竖塑 2一 
lg(药物不加酶照射组 R％伽 酶对照组 R％) 

DNA一蛋白质交联指数=总交联指数 一lSC指数 

REsI Jl IS 

c Y线照射剂量的确定 为测定 DNA交 

联，需选择一定剂量~Co-Y线照射[ H]TdR标记 

细胞，经洗脱后使[ HiDNA膜存留率在 20％左 

右 本文选择 2，4，6，8和 10 Gy剂量照射下分 

别进行碱洗脱 ． 在 10Gy剂量下，经 7 h洗脱后 

[ H]DNA膜存留率在 20％左右(Fig 1A)． 本文 

选择 10 Gy为交联检测时的照射剂量． 

兰 
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=  

nE 1． (Aj Alkalille elu值m of卸L60 cells labded with 

[3H]T~ inm dv~ffter ~Co-~i唧 d_嘲ti∞ 0—10 Gy． 

=3 dllpIica删 a叩 由|len慨．(Bj AI iT略 eluti蚰 0f。 

DNA 盯惦 ink and|ntersm~ l c嗍 r̈-I【f EsCj．n m ．60 ceils 

al 6 h alld 12 h a For 300 u瑚 l·L一 h髓 h唧 t with 

pnDtei且aseK (一 j Ir wjtll~t pnDteinase K (⋯ )． =3 

exDd{Ⅱlel啦 ． 

1Fot诱发 ltI~0细胞 DNA的 和 DPC 细 

胞经 For作用后 6 h和 12 h，分别进行总交联和 

ISC测定 For 300 tm0卜LI1作用后 6 h时的 ISC 

和 DPC指数，分别为 5．4和 6．1，12 h时的 IsC 

和 13PC指数分别为 2．7和 1．2(Fig113) 6 h时 

的两类交联均高于 12 h，提示 For作用后 6 h，12 

h均存在 ISC和 DPc，并且形成 IsC的高峰时间 

在药物作用后 12 h以前． 

1Fot诱发 ltI~0细胞 M 的动态过程 HL60 

细胞经 For 300~xno!·LI1作用后继续培养 0，2， 

6。12，24和 48 h，进行 ISC测定，并与 Car 100 

p．mol·L 平行比较． For诱发 ISC高峰时间在药 

物作用后 6 h，明显比Car作用后形成 ISC高峰时 

间 12 h提前． 两药在引起 ISC中显示相似的动 

态过程：先上升，后下降(Fig 2)． 

1Fot诱发 ltI~0细胞 和 DPC的量．效关系 

HL60细胞经 For 100，200，300 7mol-LI1作用 

后 6 h(For诱发 ISC高峰时间)，ISC和DPC指数 

均随剂量增加而递增(Fig 3)，说明DNA交联的形 

成是 For作用的基础． 但在形成交联的程度上， 

两药在 相同浓度 100~xno!·L 作用下，在 形成 

ISC峰值时，For的作用比 Car轻 For的 ISC和 

DPC指数分别是 2．1±0．9和 3．55±0．23，明显 

小于Car的 ISC指数 5．0±0．5和DPC指数 7．7 

= 1．1． 
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Fig 2． Kinetics of ISC in HL60 cells induced by For 300 

pmol。L一 orCar100 pmol。L_。· n 3 experiments· Fig 4
． Alkali耻 el 仰  DNA SSB inI玎 0 cells 6 h after 

Fot treatment- 3 experiments- 
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rig3- ISC index and DPC index 6 h ~"tertreatment with 

Foein}II枷 cells． 3 experimenls， ±s- 

Fot诱发 IKatO细胞 SSB 细胞经不同浓度的 

Fot作用6 h后，立即进行碱洗脱． H]DNA膜 

存留率分别随着 Fot剂量增加而下降，说明 SSI3 

为剂量依赖性(Fig 4)． 

DIScI l0N 

氯乙基亚硝脲类药物与 DNA形成 Isc是 由 

于药物分解产物氯乙基重氮盐与 DNA通过二步 

反应机制完成的L9．1 ，Isc的形成是氯乙基 亚硝 

脲类药物抗肿瘤作用的主要分子机制．本文观察 

到Fot诱发 Isc生成量具有高度药物剂量依赖性 ， 

推测 IS(2的形成是 Fot抗肿瘤效应的主要分子机 

制之一． For结构上连有的氨基 1 乙基膦酸基团 

(amino-1 ethylphosphonic acid)具有膦酸二乙酯结 

构，增加药物分子膜透过性 l ；同时此结构又类 

似于自然界存在的丙氨酸， 使药物通过丙氨酸通 

道主动摄人细胞[ 本文结果表明 Fot引起细胞 

DNA三种损伤 ：ISc，DPC和 SSB Fot引起细胞 

DNA损伤的特点是在形成 ISC的程度上 ，Fot的 

作用明显比Car轻，而 Isc高峰时间则明显较 Car 

提前，说明 Fot的细胞透过性较 Car明显提高 
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氯代斯阔任对 自身受体反馈调控作用的阻滞 R ‘ 

胨丽娟，张雪翔 郭 新 (中国科学院上海药物研究所，上海20003l，中国)R 

Blockade of(±) on feed-back 

regulation of dopamine autoreceptors 

CHEN Li—Juan，ZHANG Xue-Xiao~g，GUO Xin 

(Shanghai Institute of Materia Medica，Chinese 

Academy of Sciences，Shanghai 200031，China) 

KEY、)l叼删  (±)12-chloroscoulerine；bed3ine8； 

levodopa； dopamine； autoreceptors； substantia 

nigra；corpus striatum 

AnI：To verify whether(± )12-chlorosco~ler[se 

(CSL) is antagonist or agonist effect to D2 

autorec~}ptors M 阿 Io璐 ：The levodopa co ntent 

accumulated in the rat stdatum was measured by 

HPL ECD，and the DA fie&iron firing activity _nthe ． 

substantia nigra zone compacta (SNC ) was — 

recorded． RESIJl腮 ：The accumulated levode pa 

co ntent induced by CSL 40 mg‘kg was much 

more than that of 1．4-butyro-lactose (BL)group 

(P<0．01) After iP injection of apomorphirle 

(Apo)5 mg‘kg～，the levodopa content was 

decreased below thet of BL group (P < 0 05)． 

The Apo inhibition on levodopa con tent was 

Supported bytheNationalNatural Scien~ Foundation ofCLaim No 

39130091 a力d the State Key Laboratory
．
of DrI】g Research，Shanghai 

Instltutc M aterla Meaica．Chitacse．&ca&nay of Sciertces．№ K016 

Reeei~,。d 19954)7—10 Accepted 19964)2 15 

completely reversed by CSL(40 mg‘kg-。，ip)and 

then iucreased the levodoDa content(2．5± 1 1 

ug‘g )over that of Apo group (0．7± 0．3 

‘g～， P < 0．01) In the electrophysiologic 

recording，Apo(15 Pg‘kg～，iv)induced the 

de crease of S№ DA cell firing rete nearly to zero 

Atthe aco．,~nulated  dose ofCSL upto 80lag‘kg一。 

(jv)，the inhibition of Apo was attenuated and the 

firing activity was restored  to pred rug love1． 

CoNCLIⅡ1oN： CSL showed 813 an tagon istic 

action，a13 action l0 D2 autoreceptors ． 

关键词 (±)12．氯代斯阔任；小檗圈续 ；左旋 

多巴；墨旦壁；自身墨堕；墨垦； 

目的：研究氯代斯阔任[(±)12．chJ0r0sc0u Jerine。 

CSL]对 D，自身受体是激动作用或阻滞作用 方 

法：用HPLC．ECD检测大鼠纹状体内 levodopa累 

积量，观察对 levodopa含量的影响；并用 电生理 

方法，观察 CSL对黑质致密 区(SNC)DA神经元 

放电 活 动 的 影 响 结 果：CSL使 纹 状 体 内 

levodopa累积 量 增 加，CSL 40 mg-kq 时． 

1evodopa含量{5 14-1 5 u口-g )为 BL组的(1 8 

±1 1 ug·g )2 8倍(P<0 01) CSL能翻转激 

动剂 Apornocphine(Apo)对 levodopa含量的抑制， 

_D Apo后，levodopa含量{0 7 4-0 3 Pg·g )仅为 
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