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鬼臼乙叉普对人鼻咽癌细胞 C NE
Z

的细胞

毒作用和对D A N的断裂作用
`

刘宗潮 谢冰芬 王理开 苏秀容 梁永拒 潘启超

( 肿瘤研究所抗癌药物研究室 )

提 要 作者用唾哇蓝还原( M T T )法测定了鬼臼乙叉普( 鬼 臼乙叉贰
,

V P
一
16 ) 对人体鼻咽癌细

胞 C N E Z的毒性作用
,

在药物浓度为 2
.

5 , 5
. 。 ,
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。
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.

0和 1 60
.

0 协s/ m l 的条件下
,

连

续 4 次实验
, v P 一 16 对 C N E Z 细胞的生长抑制率分 别为 3

.

3 士 3
.

7%
, 1 5

.

2 士 3%
,

36
.

1 士 l 。%
,

54 士

1 7 %
,

6 8
.

4% 士 13 %
, 7 6

.

7 士 9% 和 84
.

2 士 8%
,

其半数抑制浓 度 ( IC ` .) 为 17
.

。 “ g/ m l
。

C N E Z 细胞分

别在含有 20
.

。 , 1 0 0
.

。 和 2 00
. 。 林g /m l V P 一 16 的培养液中孵育 24 h ,

细胞的 D N A 发生了断 裂
。

D N A

断裂量随药物浓度的增加而增加
。

将 C N E Z 细胞放入含 2 0 0
.

0 “ !.g m l V P 一
16 的培养液中孵育石 h ,

12 h

和 24 h ,

发现各时间点的 D N A 均发生了断裂
。

断裂程度随时间的增长而增加
,

未经药物处理的对照细

胞的 D N A 未见断裂现象
。

经用 5 0
.

0
, 1 00

.

0
, 2 00

。

o和 4 0D
.

o 卜g / m l V p
一 1 6处理的 C N E: 细胞 的拓扑异

构酶 I 能诱导超螺旋 p B R 322 质粒 D N A 断裂成线状 D N A ,

断裂程度与药物的浓度相平行
。
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鼻咽癌是华南各省
,

特别是广东的常见恶

性肿瘤
,

为了更好地研究鼻咽癌的发生
、

发展

转归和疗效
,

人们已成功地将人鼻咽癌组织培

养成细胞株
。

我国先后培养的鼻咽癌细胞株有

C N E I
,

c N E Z ,
H N E I

,
H N E Z

,
H N E 3

,
H O N E z ;

我 国 台湾 省 培 养 出 C-G 1
,

N p CT W 0 3 9
,

N P C TW 07 6 , 香 港培养出 H K I 。

这些 细胞株

均为鼻咽癌的上皮细胞株
。

鬼臼乙叉昔 ( 鬼臼

乙叉贰
,

V --P 1 6 ) 是 D N A 拓扑异构酶 I 的 强

力抑制剂工̀一 ` ’ ,

是临床上用来治疗肺癌
、

皋 丸

癌
、

恶性淋巴瘤等有效的药物
,

但不常用于治

疗鼻咽癌
。

为了为鼻咽癌的治疗提 供 科 学 依

据
,

本文用 v -P 16 作用于 cN
E Z 细胞株来 观

察药物对 CN E Z 细胞的细胞毒作 用
,

对 细 胞

D N A 的损伤作用以及对 C N E Z 细胞拓扑异 构

酶 l 活力的抑制作用
。

. 本文由卫生部科学基金资助
,

第 3 作者 单位为

本校生物化学教研室

材 料 与 方 法

材料来源 C N E Z细胞由广东医学说提供
,

由本实验室传代
。

鬼臼乙叉昔 ( v杯 1 6 ) 由江

苏省连云港制药厂生产
,

批号 9 2 0 37 4。

曳日 乙叉昔对 C N E Z细胞的铸性作用 本

实验按照 iP et er s 等人
〔` ’
所描述的嘎哇 蓝还 原

法 ( M T T法 ) 的程序进行
。

V p一 16 对 C N E
:

细胞的处理 取呈对数生

长的 C N E Z 细胞
,

倾出培养液后加入胰酶消化
。

加入适量的 16 4 0培养液
,

经镜下计算
,

稀释成浓

度为 1 x 10 6
个 /m l 的细胞悬液

,

分装 若 干 小

瓶
,

每瓶 5 m l
。

对照组加入生理盐水
,

其余 3

瓶加入 V -P 16
,

使其最终浓度为 20
.

0
,

1 0 0
.

0

和 200
.

0 卜g /m l
,

在 37 ℃温箱培养24 h , 若各瓶

V -P 16 的浓度均为 2 00
.

0 “ 8 /m l
,

则在 37 ℃温箱

分别孵育 6 五
,
1 2 h 和 24 h

。

在各时间点同时取出

对照瓶和药物处理 瓶
,
暂放入 4 ℃冰箱保存

。

C N E Z 细胞 ONA 的提取与现察 将上 述

经药物处理以及对照的细胞集中
,
经离心

,

用
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BP S ( 一 )缓冲 液
`“ ,
洗涤

,

再 离 心 得 细 胞 团

块
。

加入 O
.

s m l T E 缓冲液重新悬浮 细 胞
,

加

入 7 倍体积 的细胞裂解液 (含 O
.

s m ol / L E D T A

一 N a Z ,
0

.

5% S D S
, 5 0m m o l / L T r i s一 H C I , p H S )

,

蛋白酶 K
,

充分摇匀
,

在 50 ℃水浴中保温 4 h,

离心取上清液
,

加入预冷的无水 乙醇和 乙酸钠

溶液
。

置 一 20 ℃冰箱沉淀过夜
。

离心 1 5 o o o r/

m in 30 m in
,

去上清得含 D N A 的沉渣
,

用等量

的 T E 缓冲液溶解 D N A
。

每份标本吸 取 20 时

D N A 溶液
,

加入 5 卜1 B G S ( 含 0
.

0 5% B P S
,

2%甘油和 2% SD S )
。

标本点入预 先 浸 没在

T B E 电泳液
〔 ” 中的0

.

7%琼脂糖凝胶的储液槽

中
,

电泳 5 ~ 6 h
。

将电泳后的琼脂糖凝 胶放

入澳 乙锭溶液中染色后移至紫外线 灯 下 观 察

D N A 的电泳区带并摄影保存
。

质位 PB R 322 D N A 的制备 质粒 p B R 3 2 2

D N A 是按照 S t a u d e n b a ue n 所描述的方法
` “ ’ ,

从带有 BP R 3 22 D N A 质 粒 的 E
.

C of i H B 1 01

大肠杆菌中提取
。

O NA拓扑异构醉 I 的提取 取呈对数生长

的 C N E Z 细胞
,

倾去培养液
,

用胰 酶 消 化
,

离 心 3 0 0 0 r /m i n 3 m i n
,

再 用 B p S ( 一 )缓冲液

洗涤 2 次
,

离心得细胞团块
,

湿重约 O
。

g3
,

加

入酶提取液 ( 含 5 0 m o l / L rT i-S H c l
,

p H 7
.

5 ,

l m m OI / L ED T A
, l m m ol / L P M SF

,
1 0m m o l / L

p
一
琉基 乙醇 )

,

用超声波破碎细胞
,

离心 1 5 0 00

r/ m in 15 m in
。

取上清 ( 含 D N A 拓扑异构酶

互 )
,

置 4℃冰箱待用
。

拓扑异构醉 l 中介 ON A断裂的测 定 混

合反应液 2 0协l ( 含 5 0m m o l / L H E p E S P ll 7 , 5 0

m m o l / L K C I , 1 0 0 m m o l / L N a c l ,
0

.

1俪m o l

/ L E D T A
, 1 0m m o l / L M g C 12 , l m m o l / L A T P ,

50林g / m l B S A
,

0
.

选件9 PB R 3 2 2 D N A
,

不 同

浓度的 V --P 16 和等量的酶 液 )
。

在 37 ℃水浴

保温 2 0m i n 后加 入 2 林1 4 m g加 l 蛋白 的 K 溶

液
,

混 合后 在 50 ℃ 水浴 保 温 30 m in
,

加入

5 川 B G S 溶液终止反应
。

标本点入预先 浸 没

在 T B E 电泳液的 1 %琼脂糖凝胶的小槽 中
,

在 3
.

5 v c/ m 的电压下电泳 14 h
,

用 澳乙锭染

色后在紫外线灯下观察 D N A 的电泳区带并摄

影保存
。

结 果

鬼臼乙叉普对 C N E
Z

细胞 的 细胞毒 作 用

用药物浓度为 2
.

5 , 5
.

0 , 1 0
.

0 , 2 0
.

0
, 4 0

.

0
,

8 0
.

0 和 1 6 0
.

0 协g /m l 的 V p 一 1 6 处 理 C N E Z 细

胞 48 h
,

细胞生长受到不同程度的抑制
,

连续

4 批实验的平均抑制率 分 别 为 3
.

3 士 3
.

7%
,

1 5
.

2 土 3%
, 3 6

.

1 士 1 0%
, 5 4 士 1 7%

, 6 8
.

4 士

13 %
,

76
.

7 士 9%和 84
.

2 士 8% ( 附表 )
。

抑制

率随药物浓度的增大而增加 ; 药物 浓 度 大 于

4 0
.

叩 g / m l 时
,

抑制率上升变慢
。

药物浓度增

至 1 6 0
.

0 卜g / m l ,

与 4 0 协g / m l 相比 己 增 加 4

倍
,

仍未能完全抑制细胞的生长
。

将药物的浓

度换算成对数
,

细胞生长抑制百分率换算成机

率
。

用对数机率图解法测得 C N E Z 细 胞 培 养

4 8 h 的半数生 长 抑 制浓 度 ( I C
S。

)为 1 7
.

0 林g /

m l
。

附表 不 同 浓 度 V P一 16 对 C N E Z 细 胞 生 长 的 抑 制 率 ( % )

批 数 2
.

5 5
。

0 1 0
。

0 2 0
.

0 4 0
.

0

1 8
。

6 1 6
。
2 3 0

.

5 4 6
。

7 6 3
。

8

2 2
。
0 1 0

。
2 2 4

。
5 3 3

。
7 5 3

。

1

3 0 1 6
。

5 4 4
。
3 6 7

。

6 8 1
。

0

4 2
。
5 1 7

。

9 4 4
。
9 6 7

。
9 7 5

。
6

7 2
。

4

6 6
。

3

8 7
。
3

8 0
。

8

7 7
.

1

7 7
。
6

9 3
。

3

8 8
。
5

无士 5 3
。

3 士 3
。

7 1 5
。

2 土 3 0 3 6
。

1 土 10 5 4 士 1 7 6 8
.

4 士 1 3 7 6
。
7 士 9 8 4

。

2 土 8

V P
一 26浓度单位为拼以 lm

, IC。。 ” 1 7朴g/ ml
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各片段的分子量 ;后法手续较简便
,

但只能看

出单条线状 D N A 的电泳区带
。

本实验采用 后

一种方法
,

结果与 S ul il va n 和 R os s 的实验 结

果一致
。

线状 D N A 的含量 随 V P一 1 6 浓 度 的

增加而增加
。

( 本实验的 照 片由潘伟光主管技师协助摄

影和放大
,

特表谢意 )
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简 讯
·

海峡两岸第一届中西医癌症防治研讨会在广州召开

由泰山公德会
、

中山医科大学肿瘤防治中心主办的海峡两岸第一届中西医癌症防治研讨会于 1 99 3 年 5 月 29

日至 31 日在广州广东大厦召开
。

中央卫生部为大会发了贺电
,

一

台湾社会名流陈立夫老先生为大会题送墨宝
。

出

席本次会议的代表有大陆各地癌症专家 48 位
,

台湾癌症专家 12 位
,

香港地区 8 位
,

还有 1 位来自美国
。

此外
,

广

东各地的肿瘤专业医师和研究者 1 00 多名也列席参会
。

会议共收到论文 60 篇
,

会上交流 40 篇
,

内容涉及海峡两岸

和香港地区癌症发病及防治研究的概况 以及肝癌
、

肺癌
、

胃癌
、

大肠癌
、

鼻咽癌
、

乳腺癌
、

食管癌
、

白血病
、

淋

巴瘤及儿童期肿瘤的病因
、

流行病学和诊治经验
。

会上还着重讨论了应用现代科学方法整理和 研 究中医中药理

论与临床的问题
。

两岸同道们对癌症的研究工作已经深入到细胞和分子水平
,

利用分子生物学技术检查 高危人群

和临床诊断
。

( 万德森 )
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0卜吕加 1 of V P一 2 6
, r e S P e c t i v e l y

.

劝
e f i f t y P盯 e e n t

i n h ib i t i o n e o n e e n t r a t i o n (I C
。 。

) w a s e a l e u l血t ed t o b e 1 7 林g / m l
·

A f t e r C N E Z e e l l s w e r e i n e u
-

b a t ed i n e u l t u r e m ed i a e o n t a i n i n g 2 0
, 1 0 0 a n d 2 0 0 协g /m l o f V P一 1 6 f o r 2 4 h o u r s a t 3 7 ℃

,

t h e e e l l D N A w a s e x t r a e t ed a n d e l e e t r叻h o r es ed o n 0
.

7% a g a r o s e g e l
.

I t w a s f o u n d t h a t

V P一 1 6 e o u l d i n d u e e D N A b r ea k a g e
.

T he d e g r ee o f D N A b r ea k a g e i n e r e a s ed w i t h i n e r e a s i n g

e o n ce n t r a t i o n s o f V P一 1 6
.

A f t e r C N E Z 此 115 w e r e i n e u b a t ed i n m ed i u m e o n t a i n i n s 2 0 0 林g /

m l o f V P一1 6 f o r 6
,

1 2 a
dn 2 4 h o u r s

,
r e s Pe e t i v e l y ,

t h e e e l l D N A w a s e x t r a e t e d a
dn

e l e e t r o P h o
-

r
ese d o n D O

.

7% a g a r o s e g e l
.

I t wa
s f o u n d t h a t t h e d e g r e e o f D N A b er a k a g e i n e er a s e d w i t h

交n c r e a s i n g t im e of V P --I 1 6 tear tm en t
.

D N A b r e a k a g e o f e

on t r o l u n t
ear

t e d e el l s i n d i ff eer
n t

t im e P iO n t s d i d n o t o e e u r
.

D N A t o P iO s o m e r a s e 1 f r o m CN E Z e e l l s e o u l d i n d u e e s u P e r e o i l ed

PB R 3 2 2 P l a s m id D N A e l e a v a g e u
dn

e r e o n e en t r a t i o n s O f 5 0
, 1 0 0

, 2 0 0 a n d 4 0 0 协g /m l o f

v P一 1 6
.

I n t h o P r e s e n e e o f V --P 1 6
,

t 0 Po i s o m e r a s e 1 e a n i n d u e e t h e e ha n g e o f F o rm l (d o u
-

b l e e h a i n s u p e r e o i l e d D N A ) t o F o r m l (d o u b l e e l o s ed e h a i n o p e n e i r e u l a r D N A ) o r OF r m

l (l i n e a r D N A )
.

T h e a m o u n t o f l i n e a r ( F O r m l ) D N A i n c r e a s e d w i t h i n c r e a s i n g c o n C e n
-

t r a t io n s o f V P ee 1 6
。

Ke y w o r d s n a s o Ph a r y gn
e a l e a n e e r e e l l Ii n e : e t o P o s i d e ; D N A t o P o i s o m e r a s e 皿; e y t o

·

t o x i e e f fe e t ; PB R 3 2 2 P l a s m id D N A


