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摘要  目的:探讨钒配合物 LMC 对拓扑异构酶Ñ、Ò (Topo- Ñ、Topo- Ò )的影响及其抗肿瘤活性。方法:采用 DNA 松弛实

验观察LMC 对 Topo- Ñ、活性的影响并探讨其相关分子作用机制; 采用MTT 法、流式细胞术在细胞水平观察了 LMC 的抗肿瘤作

用。结果: LMC可明显抑制 Topo- Ñ活性,对 Topo- Ò无明显抑制作用,对多种肿瘤细胞株 A549、Hela、BEL- 7402 具有明显抑制

生长的作用,且可将细胞阻断在 G2/ M 期,而对正常细胞株 L- 02 生长无明显影响。结论:钒配合物 LMC 具有抑制Topo- Ñ活性

而发挥抗肿瘤的作用。
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ABSTRACT: In this paper, we studied the effects of vanadium compound LMC on DNA topoisomerase and its antitumor activity. DNA

relaxation assay was used to detect the activity of LMC on topoisomerase Ñ ( Topo- Ñ ) and topoisomerase Ò ( Topo- Ò ) and its correlated

molecular mechanism of action; MTT assay and Flow cytometry were used to detect LMC. s antitumor activity from cytology angle. LMC can inhibit

Topo- I activity obviously, but not, Topo- II LMC can also inhibit A549、Hela、BEL- 7402 cell lines growth evidently, and LMC can arrest the

cells at G2/ M stage. However, it makes no difference to normal cell line L- 02, from which we conclude that Vanadium compound LMC has ob-

vious anticancer activity through inhibiting Topo- I activity.
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  六十年代末,顺铂被发现有抗癌活性, 在临床上对多种肿

瘤均有良好的治疗效果, 从而开辟了金属配合物抗癌作用研

究的新领域。经过近三十年的努力, 化学家虽然发现了一些

不同程度的抗癌活性过渡金属配合物, 但这些药物因毒副作

用大和持续时间短等缺点, 临床应用受限。DNA 拓扑异构酶

( DNA topoisomerase)是多种抗肿瘤药物的有效靶标[ 1]。DNA 拓

扑异构酶在 DNA 复制、基因转录、DNA 重组、有丝分裂等细胞

代谢过程中起着极重要的作用,可分为 Topo- Ñ和 Topo- Ò

两个家族。抗癌药物喜树碱( camptothecin)及其衍生物羟基喜

树碱( hydroxycamptothecin, OPT)的作用靶位是Topo- Ñ [ 3] , 吖啶

类化合物( m- AMSA)和鬼臼毒素类化合物( VP- 16、VM- 26)

等则作用于 Topo- Ò [ 2]。这些药物可通过抑制 Topo- Ñ 或

Topo- Ò而导致肿瘤细胞的死亡。但由于这些药物易出现耐

药性,临床应用也不广泛。因此, 设计、筛选、合成新一代高

效、广谱、低毒、持续时间长的抗癌药物, 仍为当前努力的方

向。

LMC是我院化学合成室合成的一种由氧原子配位的四价

金属钒配合物, 该配合物分子式为 [ VO ( SO4 ) ( C6H6N4S2 )

(H2O) 2] #4H2O (四水# 硫酸根# 一联噻唑#二水合氯钒( Ó ) ,

diaqua( 2, 2. - diamino- 4, 4. - bi- 1, 3- thiazole) oxosultatovana-

dium( Ó ) tetrahyoltate) ,为淡蓝色微晶, 易溶于水,分子量为 469.

36。我们在以 DNA 拓扑异构酶为靶点的抗肿瘤化合物筛选中

发现, LMC 具有较强的 Topo- Ñ 抑制作用。本文进一步对

LMC的 Topo- Ñ抑制作用及抗肿瘤活性进行研究。

1  材料与方法
1. 1  材料

1. 1. 1 药品与试剂: LMC,中国海洋大学医药学院化学合成室

提供。RPMI- 1640 培养基、DMEM 培养基、F- 12 培养基购于

Hyclone公司, N- 月桂酰肌氨酸钠、四氮唑篮 ( MTT )、PMSF 为
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Sigma产品,其它常规试剂均购于上海生工。

1. 1. 2  动物与瘤株:小鼠白血病细胞株 L1210, 小鼠白血病细

胞株 P388,人肺癌细胞株 A549, 人子宫颈癌细胞株 Hela,人肝

癌细胞株 BEL- 7402,人正常肝细胞株 L- 02, 均为本实验室冻

存。DBA/ 2小鼠(雄性, 6~ 8 周龄, 体重 18~ 22g)、C57BL/ 6 小

鼠(雄性, 6~ 8 周龄,体重 18~ 22g) , 北京大学医学部动物中心

提供。

1. 2 方法

1. 2. 1  pBR322 DNA的提取: 质粒 pBR322 转化到大肠杆菌 E.

coli中,摇床培养, 按常规方法提取超螺旋 pBR322 DNA[ 4]。

1. 2. 2 DNA拓扑异构酶的提取: 参照文献[ 5]提取 DNA 拓扑异

构酶,此酶提取液为粗酶, 同时含有 Topo- Ñ 和Topo- Ò的活

性。

1.2. 3  DNA 松弛实验: 5LL 4 @ 缓冲液 ( 200 mmol/ LTris- HCl

pH7. 5, 340mmol / LKCI, 40mmol/ L MgCl2, 20mmol/ LDTT, 120Lg/ ml

BSA, 5mmol/ LEDTA)中加入 0. 5Lg 超螺旋 pBR322DNA 及不同

量的酶提取液,并加蒸馏水至 20LL,置 37 e 水浴反应 30 分钟,

加 1LL终止液 ( 10% SDS10LL+ 1LL 蛋白酶 K10mg/ ml)终止反

应,继续温育半小时, 加 2LL 上样 Buffer, 0. 8% 琼脂糖电泳,

TBE 缓冲液, 50~ 60V电压, 电泳 2h, 溴化乙锭( EB)染色, 紫外

灯观察。使0. 5Lg pBR322 超螺旋 DNA 完全变成缺口环状或线

性 DNA 的酶量为 1U。反应体系中加入 1mmol/ L 三磷酸腺苷

( ATP) 测的是 Topo- Ò的酶活; 反应体系不含 ATP, 主要测

Topo- Ñ的酶活。

1. 2. 4  LMC 对Topo的抑制作用: 5LL 4 @ 缓冲液中加入不同浓

度的药物和 1UTopo, 作用 30 分钟; 后续步骤同上。反应体系

中加入 1mmol/ LATP 测药物对Topo- Ò的作用; 反应体系不含

ATP, 主要测药物对Topo- Ñ的作用。

1.2. 5  MTT 测定: 取对数生长期的 P388、A549、Hela、BEL-

7402和 L- 02细胞, 接种于 96 孔板。每孔含 5@ 103~ 104 个细

胞、200LL培养液及不同浓度的 LMC, 各组设 3 个平行孔。加

药 48h 后每孔加入 20LL 5mg/ ml MTT, 继续培养 4h,弃上清, 各

孔中加入 200LLDMSO,振荡后用酶标仪于 570nm 波长(参比波

长为 630nm)下比色测定。计算化合物对肿瘤细胞的抑制率,

绘制生长抑制曲线并算出 IC50。

1. 2. 6  细胞周期的测定: 取对数生长期的 A549 人肺癌细胞,

用0. 25%胰蛋白酶消化后吹打均匀并计数, 以 25 @ 104/孔接

种于6 孔板, 细胞贴壁后加入各浓度药物,终体积为 2ml。48h

后收获细胞, PBS 洗两次, PI染色 30 分钟后, 上流式细胞仪检

测。

2  结果

2. 1  LMC 对 DNA拓扑异构酶的抑制作用

LMC对Topo- Ñ 酶活性的影响见图 1。A 图为 OPT 对

Topo- Ñ的作用, B 图为 LMC 对 Topo- Ñ的影响。由图可知,

随着药物浓度的提高, 超螺旋 DNA( Form I)逐渐增多, 缺口和

线性 DNA( Form II&III) 逐渐减少, 且呈较好的量效关系, 对

Topo- Ñ的抑制作用略强于 OPT。另外 LMC 对 Topo- Ò酶活

性无明显抑制作用, 如图 2所示。

2. 2  LCM 对不同肿瘤细胞株生长的影响

LMC对 BEL- 7402、A549 和 Hela 具有较强的抑制生长的

作用,对 P388 作用较弱,对 L- 02 人正常肝细胞无明显抑制作

用,结果见表 1。

Table 1  IC50 of LMC on P388, BEL- 7402, A549,Hela and L- 02

Cell lines P388 BEL- 7402 A549 Hela L- 02

IC50(Lmol/ L) 53. 6 ? 3. 4 4. 2 ? 0. 8 6. 8 ? 0. 8 7. 2 ? 0. 6 220. 6 ? 17. 6
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2. 5 LMC 对A549 肺癌细胞周期的影响

与空白组相比, 100Lmol/ L的 LMC 可显著地将 A549 肺癌

细胞阻断在 G2/M 期,并呈一定的剂量依赖性。如图 3所示。

图 3  LMC对A549肺癌细胞周期的影响。A: 空白; B:OPT, 40Lmol /L;

C: C: LMC, 100Lmol /L; D: LMC, 50Lmol/L; D: LMC, 50Lmol/ L; E:

LMC, 25Lmol/ L; F: LMC, 12. 5Lmol/ L; G2/ M期占总周期的百分比: A :

8. 94% , B: 36. 43% , C: 48. 16% , D: 21. 15% , E: 20. 31% , F: 15.

72% .

Fig. 3. Effect of LMC on A549 human lung cancer cells. A : cont rol ; B: OPT,

40Lmol/ L; C: LMC, 100Lmol/ L; D: LMC, 50Lmol /L; E: LMC, 25Lmol/

L; F: LMC, 12. 5Lmol/ L; The percentage of G2/M, A: 8. 94% , B: 36.

43% , C: 48. 16% , D: 21. 15% , E: 20. 31%, F: 15. 72% .

3  讨论
钒是许多生物有机体所必需的微量元素。近年来一些钒

配合物证明具有抗癌活性[6] ,但确切机制仍不十分清楚, 因此

也影响了高效低毒的钒配合物的研究开发。

我们的实验结果表明,钒配合物 LMC 对不同来源的肿瘤

细胞株 BEL- 740、A549 和 Hela均具有较强的抑制生长能力,

而对正常肝细胞几乎无影响, 表明其发挥作用的选择性较强,

流式细胞仪检测还发现 100umol/ L 的 LMC 能显著地将细胞周

期阻断于 G2- M 期, 表明 LMC 对细胞生长还具有周期抑制

性。

我们的研究还发现, LMC 对Topo- Ñ有较强的抑制作用。

Topo- Ñ是一种单链的核酸内切酶和连接酶, 喜树碱的衍生物

OPT 是典型的Topo- Ñ抑制剂。实验中发现 LMC 对 Topo- Ñ

具有明显的抑制作用, 且作用强于 OPT , 其深入的分子机制值

得进一步研究。

综合我们的研究表明, 钒配合物 LMC 具有抑制肿瘤细胞

的作用,其机制与有较强的Topo- Ñ 抑制作用有关。该研究

为LMC进一步开发成新的非铂类抗肿瘤药物奠定了基础, 其

新的作用机制也为金属配合物的抗肿瘤研究提供了新视野。
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