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p53抑制剂 PFT-α对热化疗所致肠上皮细胞损伤的保护效应
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　　提　要:目的　探讨 p53抑制剂 PFT-α(p-fifty three inhibitor , PFT-α)对热化疗诱导原代培养肠上皮细胞(intestinal epithe-

lial cells , IECs)凋亡及 p53 靶基因 Bax和 MDM2表达的影响。方法　原代培养 IECs 分为正常对照组 、热化疗组和 PFT-α加

热化疗组 ,运用顺铂联合温热(43 ℃)处理 IECs 30 min ,对比加入不同浓度的PFT-α后 , Annexin V-FITC /PI染色 ,流式细胞仪

检测细胞凋亡。MTT法分析PFT-α对热化疗杀伤 DLD1 的影响。Western blot检测 IECs 的 p53 、 Bax和MDM2 蛋白表达。 结

果　热化疗导致 IECs发生凋亡 , Bax 和MDM2 蛋白表达明显高于对照组。 10、20 、30、40μmol/ L PFT-α作用于顺铂联合温热

处理 IECs后 , 细胞凋亡率下降且呈剂量依赖性 , p53在 IECs 胞核/胞浆表达比例下降 , Bax 和MDM2 的表达随 PFT-α的剂量

升高而逐渐下降。热化疗杀伤肿瘤细胞的效应并未受到低剂量 PFT-α影响。结论　PFT-α对热化疗损伤肠上皮细胞具有

保护作用 ,其机制可能与改变 p53 核转位和抑制促凋亡基因 Bax和MDM2 的表达相关 , 抑制 p53可作为克服热化疗抗肿瘤

治疗副效应的新策略。
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　　Abstract:Objective　To investigate the effects of PFT-α(p-53 inhibitor , PFT-α), a p53 specific inhibitor ,

on the apoptosis and p53 target gene(Bax andMDM2)expression in intestinal epithelial cells(IECs)induced by hy-
perthermic chemotherapy.Methods　The primary cultured IECs were divided into 3 groups:control(CON), hyper-

thermic chemotherapy (HTC), and PFT-αplus hyperthermic chemotherapy (PFT-αplus HTC).IECs were treated
with hyperthermic cisplatin(43 ℃, 10 mg/L)for 30 min , absence or presence of different dosages of PFT-α.The

rate of apoptosis was detected by using FCM with Annexin V-FITC and PI double labeling method.The influence of
antitumor potency of hyperthermic chemotherapy by PFT-αwas analyzed with using methabenzthiazuron(MTT)assay.
The expressions of p53 , Bax and MDM2 were measured by Western blot.Results　FCM analysis showed that apop-

tosis rate decreased after IECs were exposed to PFT-αin a does-dependent manner.Hyperthermic chemotherapy treat-
ment resulted in the increase of nuclear-to-cytoplasmic p53 ratio.Western blot analysis revealed that PFT-αdecreased

the nuclear-to-cytoplasmic p53 ratio.The protein levels of Bax andMDM2were elevated by hyperthermic chemothera-
py in IECs , whereas PFT-αattenuated those levels after administration at the doses of 10 , 20 , 30 , and 40μmol/L.

PFT-αat lower dosages did not interfere with the antitumor potency of hyperthermic chemotherapy.Conclusion　
PFT-αhas the potential to protect cancer patients against side effects of anti-cancer hyperthermic chemotherapy.The

mechanisms are most likely involved in the changes of p53 nuclear translocation and down-regulation of pro-apoptotic
Bax andMDM2.Inhibition of p53 may be the new strategy for attenuating the side effects of hyperthermic chemotherapy.

　　Key words:PFT-α;intestinal epithelial cell;hyperthermic chemotherapy

　　作者简介:张安平(1970-),男 ,陕西省汉阴县人 ,博士 ,主治医师 ,主要从事

胃肠道肿瘤发生分子机制方面的研究。电话:(023)68757248

　　通信作者:刘宝华 ,电话:(023)68757268

　　收稿日期:2004-09-13;修回日期:2004-10-11

　　胃肠道肿瘤术后常因腹腔内残留游离癌细胞或残
余微小癌灶导致复发 ,温热化疗可有效杀灭游离癌细

胞或残余微小癌灶 ,预防复发和提高术后生存率。但
是温热化疗在杀伤肿瘤细胞的同时对增生活跃的
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IECs产生损伤 ,导致抗肿瘤副效应 ,这种副效应常因

p53激活诱导 IECs凋亡引起
[ 1 ,2]

。p53 特异性抑制剂
PFT-α可以阻断阿霉素 、紫杉醇 、γ射线等诱导的 p53

激活 ,降低正常组织的凋亡[ 3 , 4] 。我们探讨通过 PFT-α
暂时抑制 p53 ,观测其对顺铂联合温热损伤 IECs的影

响及可能的机制 。

1　材料和方法

1.1　材料
　　参照文献[ 5] 进行结肠上皮细胞体外培养。 PFT-α为 Cal-

biochem 公司产品 ,顺铂 、MTT、PI为 Sigma公司产品 ,Western Blot

发光试剂盒 、p53 单抗 、Bax单抗均购自 Santa Cruz 公司 , Annexin-

V-FITC购自 BD 公司。

1.2　分组及处理
　　将培养的结肠上皮细胞分为 3 组:①正常对照组(control

group , CON);②热化疗组(hyperthermic chemotherapy group , HTC):

顺铂溶于 DMSO中 , 终浓度为 10 mg/ L加入培养板中 , 在 43 ℃恒

温水浴箱中处理 30 min 后 ,用 PBS 洗细胞两次后 , 加入培养基将

细胞放入孵箱培养 2 h;③PFT-α加热化疗组(PFT-αplus hyperther-

mic chemotherapy group , PFT-α+HTC):PFT-α在临用前溶解于 DM-

SO ,以10 、20 、30 、40μmol/ L在热化学处理前4 h 加入培养板中 ,然

后处理同热化疗处理组 , 在热化疗处理完毕后用 PBS 洗细胞两

次, 再重新加入上述PFT-α后将细胞放入孵箱培养2 h。

1.3　细胞凋亡检测
　　收集各组细胞 , 2 000 r/min , 4 ℃离心 5 min 后 , 冷 PBS 重

悬 ,离心 , 弃上清再次重悬离心 , 加 Annexin-V-FITC 溶液 5 μl和

PI 2.5μl到 100 μl细胞悬浮液中 , 混匀后避光反应 10 min , 加

150 μl样品稀释液到样品中 , 混匀后上机检测。

1.4　MTT 分析
　　对数生长期的 DLD1 细胞以 4×103/孔接种于 96 孔培养板

培养 24 h 后 ,吸除培养液后加入含 0.4%血清的 RPMI1640 同步

化细胞 48 h , 分别加入含 PFT-α5 、10、20、30、40 、50 、60 μmol/L 的

RPMI1640培养液 180 ml孵育 4 h后进行热化疗处理 , 在热化疗

处理完毕后用 PBS 洗细胞 2次 , 再重新加入上述 PFT-α后将细

胞放入孵箱培养。另 1组只加入上述不同剂量 PFT-α而不进行

热化疗处理。每组 6 个复孔培养 24 h 后 , 每孔加 MTT 溶液(5

g/ L)20 ml继续培养 4 h 终止培养 , 小心吸弃孔内培养上清液 ,

每孔加入 DMSO 150 ml振荡 10 min使结晶充分溶解 , 用酶标仪

在 570 nm 波长处测定各孔的吸光度值。

1.5　Wesrtern blot检测
　　提取 IECs胞浆 、胞核和总蛋白 , Bradford 法测定蛋白浓度后

上样 , 11%SDS-聚丙稀酰胺凝胶电泳后行半干转膜至 PVDF 膜

上 ,封闭液封闭后依次加入 p53 单抗 、Bax单抗(一抗 1∶400)和

辣根过氧化物酶标记的 IgG(二抗 1∶2 500)室温孵育 , 再加入化

学发光试剂与 PVDF膜共孵育后进行自显影。用扫描分析软件

(Labwork4.0)测量Western blot积分光密度值(IOD),以正常对照

组实际 IOD值为参照 ,其他组别的 IOD与之相比的相对积分光

密度(RIOD)为蛋白的表达量。

1.6　统计学处理
　　实验数据均以 x ±s表示 ,采用 SPSS10.0 统计软件进行方

差分析。

2　结果

2.1　PFT-α对热化疗诱导 IECs凋亡的影响

　　IECs 的自然凋亡率在(2.88±0.44)%, 热化疗损伤后其凋

亡率达(27.03±2.07)%, PFT-α抑制热化疗诱导 IECs 的凋亡 ,

且呈剂量依赖性 , 凋亡率由(14.83±1.51)%逐渐下降至(3.75

±0.33)%, 与热化疗组相比凋亡率显著下降(F =7.38 , P =

0.000)。

2.2　PFT-α对热化疗抗肿瘤细胞能力的影响
　　PFT-α低于 50 μmol/ L对于 DLD1 细胞的生长不产生影响 ,

不影响热化疗对肿瘤细胞杀伤力 , 当达到 60 μmol/ L 时则对

DLD1细胞具有毒性作用 , 并使热化疗对肿瘤细胞的杀伤力升

高 ,见图 1。

＊:P<0.01, vs treatment at other concentrations of PFT-αin the same group

图 1　PFT-α对热化疗抗肿瘤的影响

Fig 1　Effects of PFT-αon the anti-tumor potency of hyperthermic

chemotherapy

2.3　PFT-α对 IECs胞核和胞浆 p53表达的影响
　　Western blot分析显示热化疗损伤后 p53 主要在细胞核表

达 ,胞核/胞浆比为 13.22。 10 μmol/L PFT-α作用后其胞浆表达

升高 ,胞核表达减少 , 胞核/胞浆比下降至 0.80 , 40 μmol/L PFT-α

作用后这种变化更显著。与热化疗组相比 p53 胞核/胞浆表达

比存在差异显著性(F=13.64 , P =0.000),见表 1。

表 1　p53在 IECs胞核和胞浆表达变化

Tab 1　Changes of p53 expression in the nucleus and cytoplasm of IECs

Group Nucleus Cy toplasm Nucleus/Cytoplasm

CON 1.35±0.10 1.00±0.00 1.35

HTC 3.97±0.41 0.29±0.01 13.22＊＊

10 μmol/L PFT-α+HTC 1.70±0.87 2.16±0.13 0.80##

40 μmol/L PFT-α+HTC 1.29±0.08 3.24±0.25 0.40##

＊＊:P<0.01 , vs CON;##:P <0.01 , vs HTC

2.4　PFT-α对 IECs Bax 和MDM2表达的影响

　　IECs 在受到热化疗损伤后 Bax 和MDM2 表达显著增强 , 在

运用 PFT-α后 Bax和 MDM2 表达逐渐降低 ,在 PFT-α为 10 μmol/ L

时即可观察到这种抑制效应 ,并呈现剂量依赖性抑制 ,见图 2。
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＊:P<0.01 , vs CON;#:P <0.01 , vs HTC;A:CON;B:HTC;

C:10μmol/ L PFT-α+HTC;D:20μmol/ L PFT-α+HTC;E:30μmol/L

PFT-α+HTC;F:40μmol/ L PFT-α+HTC

图 2　IECs的 Bax和MDM2蛋白表达

Fig 2　Protein expressions of Bax and MDM2 in IECs

3　讨论

　　p53特异性抑制剂 PFT-α是一种小分子化学合成

物 ,可使经γ射线致死剂量照射 C57BL 和 BALB/c两系

小鼠的存活达 60%,在照射后 7个月并无新发肿瘤 ,认

为PFT-α通过抑制 p53的激活而能够抑制抗肿瘤治疗

的副效应[6] 。腹腔内温热灌注化疗是腹腔肿瘤播散有

效的治疗措施 ,但同时对于增生活跃的正常组织如肠上

皮细胞 、毛囊细胞和造血干细胞等也产生损伤 ,顺铂作

为常用的抗肿瘤药物 ,可以与 DNA结合形成交链 ,抑制

DNA合成而导致细胞周期停滞和凋亡发生 ,而温热可增

加细胞对顺铂的摄取 ,增强顺铂的抗肿瘤效应[7 ～ 9] 。国

外研究者发现顺铂常引起耳蜗和前庭感觉毛细胞的损

害而导致不可逆转的听力丧失和平衡障碍 ,对新生小鼠

的前庭和耳蜗进行器官培养 ,在顺铂处理的耳蜗和前体

中加入PFT-α,可以使毛细胞的生存率增加且呈剂量依

赖性
[ 10]

。通过抑制 p53的表达 ,使顺铂诱导耳蜗和前庭
毛细胞的 caspase-1 、caspase-3活性降低 ,明显降低对毛

细胞的损害 ,为减轻顺铂引起的耳毒性 、前庭毒性和神
经毒性副作用提供新的方法。Javelaud等[ 11]发现 PFT-α

可以减轻柔红霉素诱导的 HCT116p21WAF1-/-细胞的凋
亡 ,PFT-α抑制p53而使Bcl-2的表达水平升高 ,Bax的表

达水平下降 ,恢复 Bax/Bcl-2比率 ,其作用与 p21WAF 1

反义寡核苷酸相似。Liu等[12]报道了PFT-α对阿霉素诱

导心肌细胞凋亡和心功能损害的保护效应。阿霉素上
调Bax和MDM2mRNA水平 ,通过 p53在丝氨酸 15的磷

酸化水平提高上调 p53蛋白水平 ,诱导心肌细胞凋亡导
致阿霉素的心脏毒性 、超微结构改变和心功能障碍。在

给予阿霉素前 30 min和给药后 3 h 使用 PFT-α,则心肌
细胞 Bax 和 MDM2mRNA水平下降 ,实验表明 PFT-α可

有效抑制阿霉素诱导的心肌细胞凋亡 ,减轻阿霉素抗肿

瘤治疗中对心脏的损伤。
　　笔者采用原代结肠上皮细胞为研究对象 ,顺铂联合

温热处理可导致 IECs发生凋亡 ,p53蛋白向细胞核内聚
集 ,Bax 和MDM2的表达显著升高。通过运用 PFT-α阻

断p53由细胞浆向胞核转运 ,降低 Bax 和 MDM2的表

达 ,而使MDM2与 p53结合减少 ,并抑制 Bax 启动子上

的p53反应元件 ,发挥保护 IECs的功能 ,提高细胞的生

存力。实验还显示PFT-α低于50μmol/L 时对于热化疗
抗肿瘤能力没有任何影响。本研究认为 PFT-α抑制热

化疗诱导结肠上皮细胞凋亡 ,降低对细胞的损伤 ,为以
后通过抑制 p53而减轻抗肿瘤副效应提供了新的思路 ,

但PFT-α发挥保护作用的机制还有待深入研究。
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