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摘要
�

本文报道了新型辐射增敏药甲硝哇氨酸����及其与���
戈
结合后对肝癌�

��

细胞�����作用
，

并观察了 ��
，
����及 ���

忽
和三者分别对受 �� �� �线 照 射 细 胞 ����二活力的影响

。

结果表明
，

�� 浓 度 在 �������� 以 下 对 ���
细 胞 �����有激 活 作 用

。

以 �������时 激 活 作 用 最 强
，
在

������� 以
一

���谴药物浓度 的增力「�
，
激活作用随之增加

，
�� 与 ��

‘ ’
结合成 ����后歹�」细胞 �����的

激活作用与 �� 相似
，
两者无显著差别����

�

�� �
，
��

、

���� 的这种激活作用与 下线照射后对 ���� 。

活力增高有叠加作用
，
而 ��

� �
对受照或非受照 �

��

细胞 �����活力无明显的影响
。 �

匕述结果表明
，
��

及其与 ��� 盆
结合成 ����后无沦对受照或非受照 ���

细胞 ����� 均有激活作用
。

这种通过激活受照肿

瘤细胞 �����叠加活力的增加
、

增强 ���破坏而提高肿瘤放疗效果
， 一

可能是其放疗作用的机制之一
。

关镶词 辐射增敏剂
，
甲硝哇氨酸

，
�

，�
细胞

，
脱氧核糖核酸酶

甲硝哩氨酸����为甲硝经乙哇�灭滴灵�衍生物
，
是 我 校 合成的一种新型辐射姗敏剂 “ ，�’ ，

经分子
、

细胞及整体实验等大量研究
，
均证明它有较强的辐射增敏作用

，
且与 ��

� �

结合成甲硝哩氨

酸钙������制剂后增敏效果更强 〔 “ 一 ��。 并已从分子水平阐明了 �� 抑制受照细胞 ��� 慢修复过

程是通过抑制 ��� 聚合酶 刀而产生的抑制作用 〔‘ ’ ‘ 〕， 此外还观察到受照细胞修复不完全 ��� 链

的再断裂是与 ����� 活力升高有关 〔。 ’ 。 在使用 ���� 合并放射治疗肿瘤时
，
对�����活力的影响

，

以及 ��
� “
在其中的作用

，
均是值得探讨的

。

材 料 与 方 法

�����
、
����

、
��

十�
由本实脸室合成和配制

。

��� 细胞 选用小鼠腹水型肝癌 ���

细胞
。

从接种 �一��的昆明种小鼠抽取腹水后

��������

临用前按 �

�� �
�

�培养液 洗 涤一次
，
加 ����一�亡�缓冲液〔由 �

�

�� ����与 �
�

���阳
‘��

用 日产

溶液
，

�������混合而成 〕除去红细胞 〔 。 ’ 。

然后用 ����培养液洗二次
，
重新悬浮在 ��简萄

糖一一����培养液内�按 ���体积混合�
，
加不同浓度的 ��

，
混匀后在 ��℃水浴内保温 ��

，
使

�� 进入细胞后
，
离心去上清

，
再用 ����培养液洗二次除去残留的 �� 后收获细胞

。

细胞悬浮于

����培养液内使成 �� ��丫��细胞
。

��� ，线照射 细胞悬浮于 �� ��玻璃试管内
，
置冰水浴中

，
距

‘
�� 。 夕源 ���

�� 处
，
经 夕线

照射 ����
，
剂量率为 �

�

��������
。

��� 细胞 匀装液制备 经照射后的细胞悬液离心去上清
。

将细胞重新悬浮在 �
�

�� ����
‘ ��

葡萄糖注射液恨玻璃匀浆器内
，
外用冰水浴冷却

，
将细胞破碎制成匀浆液

。

本课题为国家自然科学基金与上海市青年科学基金资助课题
，
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���细胞 ����� 活 力测 定 取 �
�

���匀浆液
，

加入含有 底 物的试管内
，
使反应液总体积为

�
�

���
，
内含 ����

�

���小 牛 胸 腺 ����上海 生 物 化 学 研 究 所 东 风 试 剂 厂 生 产�
， ���

������������
�，

������������ ��
�
�均溶解在 �� �

�

�����二���缓冲液内�
。

摇匀后于 ��℃水

浴内保温 ��
。

加入 �
�

�� ��冷 ������
‘
终止反应

。

样品 在冰箱内放置 �一�� �
，
沉淀过剩的

���
�

然后于 �℃以 ������������ 离心 �� ���
，
取上清

，

用 � �������‘ � 型微量紫外可 见分光

光度计于 ����� 处测光吸收
，

按前法计算酶活力单位
〔” 。

实验时各组均设有 �个平行管及空白自

溶对照管
。

后者系将细胞匀浆与反应底物分别于 ��℃保温 ��后混合在一起
，
以除去细胞匀浆中

核普酸及核酸酶水解核普酸产物所引起的紫外吸收对测定细胞 ����� 活力的影响
。

��� 细胞 匀浆 ��� 含量的测 定 按郑秀龙改进的 �盯��� 法 〔 ’ “ �。

结 果

不同浓度的 ��对 ���

细胞 �����活力的影晌

��

卜����妇。目

劲
�

��

。。目�团妇。…
�卜，

加��幻

，夕�氛�砂�，

伪 � � ， � � � � �
奋，

口 � � 心 � � 口 口�，
叫 � � � � � � � 耳 �
口 � �

二
细 二 � �

� �‘ ��������占��一二����一��
甘 ‘ ������ �� �碑公� ��什

…曰�二�尽���

七�������一�土�� �� �� �恤
�����

��� �一 ��� ������ �� ��������� ��� �
�

�������������� ���� �� �����

��� ������ ���� ��� ���

��
� ， ��������� �������� �� �����

�������� ����� �����又土��
， � � ��

卜衬���护。口。的忆六口

幻护�弓�

宇目�。

口 口
�

知
�
�

已��层�卜乃�价口�习��盆十乡�协

�������� ����� �����王士��
， � � ��

将不同浓度的 �� 分另��与细胞在 ��℃ 水 浴 内 保 温 ��

后
，
按上述方法测定细胞 ����� 活力

。

图 �显示细胞经不 同

浓度 �� 作用后
，

在 ������� 时酶活力增至最高
，
�� 浓度增

加至 �� ������ 时
，
酶活力不再增高

，
两者与对照组相比均

有非常显著差别����
�

���
。

将浓度再增加至 �� ������ 时
，

对酶活力反而无影响
，
与对照无明显差别 ����

�

���
。

上 述

结果表明
，
在一定的浓度范围内

，
�� 对 ���

细 胞 �����
有

激活作用
，
且在 ������� 时对酶的激活作用最强

。
�

故以下

实验均采用此浓度
。

�
�

�� 与 ��
� �

结合成 ���� 后对 ���

细胞 ���
�� 的影响

将细胞分别与 ������� ��
、
����及�

�

������� ��
‘ �

�相当于 ���� 中含 ��
� “
量�一起于 ��℃ 水浴内保温 ��

，
测

���
�� 活力

。

从图 �可见
，
�� 与 ��

� “
结 合 成 ���� 后 对

鸽
卿

只

��卜护���

���
�

��� ������

��
� � �� �

����
、
���� ���

����

������ ��� �����

�������� ������一

�又士��
， � � ��

而而�����激活作用与 �� 无 明 显 差 别 ��� �
�

���
，
但与对照组相比差别非常显著 ����

�

���
，

��

��

组与对照组相比无显著差别����
�

���
。

提示 �� 与 ��
� “
结合后对 �����仍有激活作用

。

十 �

对 ���
细胞 ����。 活力无明显影响

。
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新型辐射增敏药己�对受照赓癌衬
�，
细胞 ����

。 作角的耕究 辞

�
�

��
，
����

、
��

� �

对受照 ���
细胞 ����� 的作用

为了进一步探讨��及其与��
十 “
结合后对受照�

��

细胞����
�的作用

，
将细胞分别与�������

��
、
����

、

及 �
�

������� �
�� “
混 匀

，
于 ��℃保温 ��后于 。 ℃ 水浴内照射 ����

，
立刻匀

浆检测 ����� 活力
。

图 �可见
，
细胞受 �� �� 夕线照射后 ����� 活力明显增高

‘
与对照组相比

，

有非常显著差异����
�

���
。

细胞经 ��
、
����

、

及 ��
� “
处理后再 照射 ����后

，
�����活力

均比 相 应 对 照�即只经 ��
、
����

、
���

�

处理 但 不 照 射�组高
，
各组两者 相 差 均非常显著

����
�

���
。

讨 论

在研究药物对 ����� 活力作用时
，
由于药物中的钙离子易与 ����培养液 内某些成份结合发

生沉淀而阻滞 ���� 和 ��
� �

进入细胞内
，

影响对 ���
�。 活力作用的观察

。

若只用 ��葡萄糖溶液
，

则细胞活力受影响
。

经多次摸索
，
选用将 ��葡萄糖溶液与 ����培养液按 ��������配制的上述

混合液培养细胞 ��效果较好
，
台盼兰拒染活性变化不大

，
不影响细胞活力

。

图 �结果表明
，
在一定浓度范围内

， �� 对 ���

细胞 ����“ 有激活作用
，
以 ������� 时激

活作用最强
， ������� 以下随药物浓度的增加

，
激活 作 用 随 之 增 加

，
若再 增加 �� 浓度至

�� ������ 时
，
酶的激活作用则不再增加

。

若超过此浓度继续增至 �� ������ 时
，
酶活力反而下

降至空白对照水平
。

这种现象的出现
，
是否由于 �� 浓度过高对细胞产生毒性作用

，
为此

，
用台

盼兰拒染法观察了细胞拒染活性
，
结果活细胞率均达 ���以上

。

证明不是因为细胞毒所致
，
推测

，

�� 对 ���
细胞 �����

的激活作用也与一般酶的激活剂相似
，
存在着浓度的依赖性

。

为了便于比较 �� 及其与 ��
十 “
结合后以及对 受照细胞 �����活力的影响

，
本文又进一步将

上述研究结果归纳列表如下
�

��� �
�

���������� ����� ��������必� �������������������� ����
，
���，

，
��

�� ��� �一���

���������� ��� ����， �� ��� ����� ��������
�

�又士��
，� � ��

��������� �������� �� ���� ��
� ，

���，�一“ ��一 ��‘，�，
�

�
·

��土�
· ‘ �‘ ·

��士�
·
� �‘ · ”�士�

·

� ，‘ ·
�了土�

·
�

�

� � ” ·
�‘

�

� “ · 。 ‘ � “ ·

��

���‘�“ �� ���� ‘����� ��“ �’
�

‘�·
��士�

·
� ��

·
��士 ’ ·

垂 “�·
��土 “ ·

� “ ，·
�，士�

·
�

�

� ��
· 。 ‘ 一 ‘

��
· 。 ‘

、

��
·
��

���，�“ ������ ‘���，‘� ’ �
‘，�·

� “��·
�� “��·

� ’��·
�

�

�
�� 与 ���� 比较

� 舟 朱
�� 或 ����与 ��

�二
比较

。

��及其与 ��
十 ’
结合后

，
均对 ���

细胞 �����
有激活作用�见图 �和表 ��

，
，

而单纯钙离子对

酶的活性影响不大
，
与对照组相比 无统计学差别

。

细胞经 �� �� ，线照射后即刻 ����� 活性增

高
，
与我们先前的研究结果一致�。 ’ 。

由图 �和表 �可见
，

单纯照射组 及单纯加 ��
、
���� 组 �����活力均比加 ��

十 �

及未经任何

处理的空白对照组高
，
差异非常显著����

�

���
。

分别合并 �� ��夕线照射后
，
除 ��

干 �

组 �����

活性只达到照射组水平外
，
��

、
���� 组均比相应对照组�只经 ��

、
���� 处理不照射

‘

�高
，
两

者差异非常显著
。

这表明细胞经 ��
、
���� 处理后合并 夕线照射对增高 ���细胞 ����� 活性有
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一
�

一
一

—
�

一
�

一一—一

一一
一

一
�

一�
一

�
、

协同作用
�

已有实验证明
，
����

‘

有浓集于肿瘤的作用 〔约 ，
提高肿瘤细胞 ��� 辐射敏感性��， ��， 以及

抑制受辐射损伤 ��� 的慢修复和 ��� 聚合 酶 澎
礴，
�」。 本研究结果又证明了 �� 与 ���� 均能激

活受照细胞 ����� 活性
，

提高 ���断链重接后再断裂损伤的作用
。

这可能是辐射增敏药提高了

肿瘤放射治疗效果的一个重要原因
。
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