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丁硫氨酸亚砚胺逆转多重抗药细胞的抗性作用及其作用机理的研究

胡义德 钱桂生 金一年
.

(第三军医大学附属新桥医院呼吸内科研究所 ) 重庆
,
6 3 。。 3 7

提 要 应用阿霉素诱导的人肺腺癌 A s4 ,
多重抗药细胞 A。 ,

/R
: ,

对丁硫氨酸亚矾胺 ( B S O )逆转多重抗

药细胞的抗性作用及其作用机理进行了初步探讨
.

研究发现
:

非细胞抑制剂量 BS O 能使 A 。 。
/ R

Z

细胞的 I C 知

值显著下降 ( 尸 < 0
.

0 1 ) ;大剂量 B以 ) 能直接抑制癌细胞增殖
,

且对抗药细胞更有效 ; A s4 ,
/R

:
细胞内总体谷胧

甘肤 (G S H )含量和谷胧甘肤 S
一

转移酶 (G S T )活性均非常显著地高于其敏感细胞 (A “ 。
/ P )水平 ( 尸 < 。

.

0 1 ) ;

BS O 能使 A “ ,
/ R

:
细胞内总 G S H 含量和 G S T 活性非常显著地下降 ( P < 0

.

0 1 )
。

结果表明
:

BS O 能有效地逆

转 A , ,

/ R
:

细胞的抗药性或对其直接产生细胞毒作用 ;
BS O 阻断细胞内 G S H 合成

,

降低抗药细胞内 G S H 水

平或干扰 G S T 活性
,

是对抗药细胞产生抗药性逆转或发挥直接杀伤效应的重要原因
。

关键词 肺肿瘤
,
肺腺癌

,

多重抗药性 ;丁硫氨酸亚矾胺

中图法分类号 R 7 34
·

2

肿瘤细胞的 多重抗药性 ( M u l t id r u g R e s i s t a n C e ,

M D R )是导致恶性肿 瘤化疗失败的重要原 因之一 1j[
。

目前
,

国 内外学者对肿瘤抗药性逆转剂的研究十分重

视
。

本文以阿霉素 ( A D M )诱导的人肺腺癌 A “ ,

多重抗

药细胞为对象
,

对谷胧甘肤 ( G S H )合成抑制剂丁硫氨

酸亚枫胺 ( B u t h i o n i n e S u l f o x im i n 。
,

B S O )逆转多重抗

药细胞的抗性作用及其作用机理进行了初步探讨
.

1 材料与方法

1
.

1 细胞 来和细胞培养

亲代人肺腺癌 A “ ,

细胞系 ( A s4 ,
/ P )引 自军事医学科学院 ,

经 A D M 诱导的 M D R 细胞—
A s’9 / R

Z ,

由本实验室建立田
。

细

胞均培养在含有 15 %小牛血清
、

青一 链霉素 (各 10 o U /m D 的

R PM I 一 1 6 4 0 培养液中
,

置 3 7℃
、

饱和湿度含 s纬C O :
和 9 5%

空气的 c o :

孵箱中无菌培养
.

1
.

2 药品

A D M 为意大利 F ar m iat h a
产品 ; BS O 由上海市放射 医学

研究所惠蹭
。

1
.

3 I C
S。汉lJ定

在 24 孔细胞培养板上
,

每孔接种 4 x 10
`

细胞
,

静置培养

6 h后加入不同浓度的药物
,

培养 s d 后用台盼蓝染色行活细胞

计数
,

计算各药物浓度下的细胞生
一

长抑制率
,

用直线回归法推

算药物作用的 50 %抑制浓度即 IC
S。 。

1
.

4 细胞内总体 G S H 含量测定

对数增殖期细胞单层经 0
.

1 25 % 胰蛋白酶消化
、

离心
,

细胞

沉淀用 PBS 缓冲液 (P H 7
.

40 )洗涤 2 次
,

再离心后细胞沉淀用

5%冰浴三氛醋酸悬 浮
,

制成匀浆
,
4℃ 10 o 00 x g

,

离心 巧

m in
,

取上清液参照 iT et z e
法 3j[ 测定细胞总休 G s H 含量

。

结果

以 拜 g /m g 蛋白质表示
。

1
.

5 细 胞内谷脱甘肤 S
一

转移酶 ( G S T )活性测定

细胞收集
、

洗涤同上
。

所得细胞沉淀用 4 m l 50 m m ol /L

T r i s 一 H C I缓冲液 ( pH 7
.

4 0
,

含 0
.

2 5 m o
l / L 蔗糖 )悬浮制成 匀

浆
,
4 ℃ 一0 5 o o o x g

,

离心 2 0 m in
,

取上清液参照 A d a e
h i法 [ `」

测定 G S T 活性
.

1
.

6 蛋白质含量浏定

用考马斯亮蓝法
,

以牛血清白蛋白为标准
。

2 实验结果

2
.

1 B S O 的直接抑癌荆量

BS O 浓度在 2 0 0 拜g /m l 以 T 时
,

对 A , ; ,

/ P 和 A S。 ,
/ R

Z

细胞

增殖均无影响
,

但在 2 0 0 。 拜g /m l 以上时
,

对两组细胞均具有显

著的增殖抑制作用
.

2
.

2 昨细胞抑制剂量 B SO 对细胞杭药性的逆转

以 2 0 0 拜 g / m ! 剂量 BS O 与系列浓度 A D M 联合应用
,

测得

A D M 对 A S̀ ,
/R

:
细胞作用的 IC S。

值由 0
.

0 9 88士 0
.

0 1 0 2 限 / m l

( n = s )降至 0
.

0 1 8 6士 0
.

0 1 2 7 卜g /m l (
n = s ) ( P < 0

.

0 1 )
,

但对

A
S ; ,
/P 细胞作用的 IC

。。

值无影响
。

2
.

3 细胞抑制剂童 B S O / A D M 对 A 5’ 。

/ P 细胞的作用

( 见表 l )

细胞抑制剂 i B S O / A D M 对 A 。 ,

/P 细胞增殖的影

响 (了士 , , n 一 3)

E f f e e t o f e e l l
一
i n h i b i t io n

A
,一 ,

/ P e e l l
一
g r o

wt h (了士 s ,

d o s e o f B S O / A D M
o n

,l
b表aT

n = 3 )

C e l l n u m b
e r ( X 1 0 ` /m l )

BS O (朴 g / m l )

A D M ( 0 ) A DM ( 0
.

0 2 拜g / m l )

0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

5 0 0 0

1 8
.

5士 1
.

9

1 9
.

3士 3
.

1介

1 8
.

3士 1
.

5☆

1 7
.

3士 3
.

2☆

1 6
.

0士 2
.

7女

1 0
.

0士 1
.

8▲

9
.

7士 2
.

5* 。

9
.

3士 1
.

5★凸

8
.

7士 3
.

8* △

8
.

3士 1
.

5* △

▲
:

P < 0
.

0 1 v s e o n t r o
l ( B S O = 0

,

A D M ~ 0 ) ; ☆
:

P >

0
.

0 5 0 5 e o n t r o l ; △
:

P > 0
.

0 5 v : B SO = 0 ; ★
:

P <

0
.

0 1 u s A D M = 0
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2
.

4细胞抑制 剂童 B S O /D A M对 A“ 。

/R
Z

细 胞的 作

用 ( 见表 2 )

表 2

T ab Z

细胞抑制荆 t B SO / AD M对 A, /R
:
细胞增殖的影

响 (万士 : , n ~ 3)

E f f ce t o f e e l l
一
i n h i b i t io n d o s e o f B S O / A D M

o n

A ,一 / R
: e e ll

一
g r o w t b (了士 s , n = 3 )

C e l l n u m b e r (又 1 0 ` / m l)

B S O (拌g / m l )

A DM ( 0 )

1 8
.

8士 3
.

9

A D M ( 0
.

0 2 拜g / m l )

1 6
.

3士 1
.

6

1 4
.

7士 3
.

1

12
.

7士 2
.

6☆

9
.

6士 2
.

1☆

18
.

0士 3
.

5▲

15
.

7士 1
.

6★

13
.

7士 4
.

1*

1 2
.

3士 1
.

6 * △

9
.

0士 1
.

7 * △

▲
:

P > 0
.

0 5 v : e o n t r o l , ☆
:

P < 0
.

0 1

★ : P > 0
.

0 5 v s ( AD M = 0 ) 子△ : P < 0
.

刀 S

0 1

e o n t r o l ,

v s
B S O ~ 0

2
.

5 细胞 内总体 G S H 含量变化 (见表 3)

表 3 BS O 对细胞内 G S H 含 t 的影响忱士 s , n ~ 7)

T a b 3 E f f
e e

st
o
f B SO

o n in t r a e e l l u l
a r

G S H e o n te n t (万士

S 一 n = I 夕

G S H e o n t e n t ( 拜g / m g
·

p r o t e i n )

BS O (拼g / m l )
A , 一 , / P A s一, / R

1
.

0 1士 0
.

2 3 3
.

3 4士 0
.

5 1 ( 0
.

0 1

2 0 0

尸

0
.

4 8士 0
.

1 6 0
.

8 6士 0
.

2 0 ( 0
.

0 5

< 0
,

0 1 < 0
.

0 1

2
.

6 细胞 内 G S T 活性变化 ( 见表4)

表 4

T a b

B SO 对细胞内 G S T 活性的影响收土
: , n ~ 7)

4 E f fe e st o f B S0 o n i n t r a e e II u Ia r g I u at th i o n e S
-

t r an s f e r
as

e s ( G ST ) a e t ivi t y 仕士 s , 月 = 7 )

G S T
a e t i v i t y ( IU / L )

BS O (拌 g / rn l )

A s一。 /P A s一。 / R
Z

2 6
.

4 3士 2
.

8 8 5 6
.

4 3士 6
.

9 5 < 0
.

0 1

2 00

尸

2 1
.

4 3士 3
.

3 6 3 9
,

7 1士 5
.

5 6 ( 0
.

0 1

) 0
.

0 5 ( 0
.

0 1

3 讨论

3
.

1 B S O 逆转肿瘤杭 药性的 理论基础

G SH 是存在于生物细胞 内最重要的非蛋 白琉基

化合物
,

其主要特 点是具有 活性琉基和 Y
一

谷氨酞键
,

从而能对抗正常肤酶活性
。

G S H 的氧化还原状态与宿

主细胞的分化
、

D N A 修复
、

转录因子激活
、

钙稳态和损

伤保护等功能有着密切关系
。

G S T 是属机体 I 相代谢

酶中催化 G S H 与亲电性物质发生结合的一类酶系
。

因

此
,

在生物体内
,

G S H 与 G S T 有机地配合
,

在保护生

物细胞免遭毒物 (包括细胞毒药物 )损伤方面起重要作

用
。

由于环境致癌物和化疗抗癌药物多为亲 电性物质
,

因此
,

通过 G S T 催化这些物质与 G S H 的结合反应
,

一

方面提高了机体的解毒
、

抗氧化能力
,

从而降低肿瘤的

发生 ; 另一方面也增强了机体以及癌细胞对抗癌药物

的分解代谢能力
,

使癌细胞产生抗药性
「5 〕

。

因此
,

对那

些 G SH 水平和 G S T 活性较高的肿瘤
,

采用它们的合

成 /或活性抑制剂以及应用非反应底物的抗癌剂 治疗
,

有希望提高临床化疗效果
。

BS O 是一种人工合成的氨基酸
,

它是 羊谷氨酞
-

半胧 氨酸合成酶口
一

g l u t a m y l
一 e y s t e in e 一 s y n t h e t a s e ) 的

不可逆性抑制剂
,

能阻断细胞 G S H 合成
,

从而降低细

胞内 G S H 水平
,

有可能增强抗癌药物的细胞毒性
〔目

。

3
.

2 B SO 逆转 M D R 细胞的杭性作用效果评价

本研究发现
,

B S O 浓 度在 2 00 拜g /m l 以下时
,

对

A
5 4。
/ P 和 A 54 ,

/ R
Z

细胞均无直接抑制作用
。

以 20 。 拜g /

ml 剂量 B SO 与系列浓度 A D M 合用
,

测得 A D M 对

A
5 4。
/ R

Z

细胞作用的 IsC
。

值明显下降
。

表 明非细胞抑制

剂量 B SO 能有效地逆转 A 54 ,

/ R
Z

细胞的抗药性
。

而

B S O 浓度在 2 0 0 0 科g / m l 以上时
,

对 A
5 4 g

/ P 和 A
S ; g

/ R
Z

细胞增殖均有直接抑制作用
。

但 A
S ` ,

/ R
Z

细胞更敏感
,

且与剂量呈正相关
; 细胞抑制剂量 B SO 与 A D M 联合

应用
,

对 A “ ,

/ P 细胞主要表现 为 A D M 的抑制作用
,

而对 A
54 g

/ R
Z

细胞则主要表现为 BS O 的抑制作用
,

两

者之间未见 明显的协同抑制癌效果
.

研究结果表明
,

B S O 可单独直接用于肿瘤的治疗
,

且对具有抗药性的

肿瘤疗效可能更佳
。

据文献报道
,

在整体条件下
,

以

1 9 / k g剂量 B SO
,

在 24 h 内对荷瘤小鼠进行 4次腹腔

内注射
,

结果很快使肿瘤组织及其肝 肾组织 G S H 水平

降至对照组的 20 %以下
,

但在成年小 鼠长期服用该剂

量 B S O
,

并未引起心
、

脑
、

肝
、

肾组织细胞及其功能损

害
,

仅个别出现轻度的口腔及结肠粘膜变性
。

这 一令人

鼓舞的结果的原因在于
,

当机体尤其是肝脏 G S H 水平

下 降时
,

可诱导肝细胞对抗坏血酸 ( A sc or b a t e ) 的合

成
,

从而减轻因 G S H 缺乏而导致的组织细胞损 害川
。

因此
,

B SO 不失为一种较安全而有效的抗药性逆转

剂
,

具有较好的临床应用前景
。

目前
,

这一方面的研究

尚处于体外及动物实验阶段
。

3
.

3 B SO 逆转 M D R 细胞的杭性作用机理探讨

本研 究发 现
,

A s4 ,

/ R
Z

细胞 内总 体 G S H 含量 是
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A
5 4 ,

/ P 细胞的 3倍
,

G S T 活性是 A
o 4 ,

/ P 细胞的 2倍
; 用

非细胞抑制剂量 B S O 处理 A “ 。
/ R

Z

细胞后
,

能使 A
。` 。

/

R Z

细胞 内 G S H 含 量和 G S T 活性分 别 下降 74 %和

30 %
,

同时能有效地逆转该细胞对 A D M 的抗药性
。

表

明 A
S` ,

/ R
Z

细胞 内 G S H 过度表达和 G S T 活性增加是

导致其产生 M D R 表型的重要原因之一
。

B SO 通过抑

制癌细胞 内 G S H 合成
,

同时也间接抑制了抗药细胞内

G S T 活性
,

使抗癌药物一 G SH 结合物形成减少
,

抗癌

剂分解代谢减慢
,

对抗癌剂的细胞毒性代谢产物如 自

由基
、

过氧化氢等排泄速度减慢
,

从而使抗癌剂的细胞

毒性增强
,

达到逆转肿瘤抗药性的目的
〔吕

,
’ 〕 。

而 B S O 的

直接抑癌作用
,

可能是通过严重抑制癌细胞内 G S H 合

成
,

使细胞 内 G S H 耗竭
,

直接干扰 G S H / G S S G 平衡
,

导致细胞活力下降所致
.
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