
能与其刺激 件胰岛细胞释放胰岛素有关
。
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小果胺及其衍生物对恶性黑色素瘤细胞增殖的影响△

南开大学分子生物学研究所 (天津 3 0 0 0 7 1)

天津市肿瘤研究所

张金红
带

段江燕 耿朝晖 陈家童

黄建英 李 希

摘 要 观察小粟胺及其衍生物 ( B Z 、
B 4 、

B B
、

E B )B 对培养的恶性黑色素瘤细胞 ( B o
w es C ell )增殖

都有 明显的抑制作用
,

其抑制增殖的 I C S。

值分别为小粟胺 ( oB ) 9
·

5 拌m o
l
、

B : ; 3
·

3 4 拌m o
l
、

B 魂 : 3
·

0 4

拌m o l
、

B B : 4
.

5 拌m o 一
、

E B B : 1
.

5 拜m o
l

。

对
3

H
一

T d R 掺入和单细胞集落形成 (克隆 )以及脱氢酶活性同

样有明显的抑制作用
,

其作用特点是经化学修饰后的小粱胺的作用比母体小粟胺强 ;而 4 种衍生

物中
,
E B B 的抑制效果最强

。

关健词 小璧胺 衍生物 B o w e s
细胞 增殖

小璧胺是一种具有多种药理作用 (如升

高白细胞
、

抗结核
、

抗矽肺及调节机体免疫功

能 )的双节异 咬琳类化合物
〔, , 。

过去
,

我们首

先发现小璧胺是一种新型钙调蛋 白 ( C a M )

拮抗剂
,

还发现对它的结构进行化学修饰后
,

拮抗 C a M 的能力比小巢胺高出几倍至一百

多倍
,

其中 E B B :

〔O
一

( 4
一

乙氧基 )
一

丁基 ) 小巢

胺是目前为止国 内外发现的最强的 C a M 拮

抗剂之 一
,

其拮 抗 C a M 的 IC
S 。

值 为 0
.

35

拜m ol 〔2〕 ;
且专一性系数比小璧胺高出 6

.

5 倍

之多
,

说明 E B B 的特异性 (对 C a M )更高
。

C a M 作为细胞 内多种生理功能的调节

齐l]
〔3 〕 ,

在细胞 生长增殖过程 中起着重要的作

用 `4 〕 。

研究表明
,

恶性增殖的细胞中 C a M 的

含量和活性往往高出正常细胞
。

已有许多实

验证明
〔 5〕 ,

C a M 拮抗剂对肿瘤细胞的增殖有

一定的抑制作用
。

我们以体外培养的 B o w e s
细胞为材料

,

观察了改性前后
,

小璧胺及 4 种衍生物对该

细胞生长增殖的影响
,

探讨了这类化合物的

结构与抑制增殖能力的关系
。

1 材料

D M E M 培养基
:

购 自 G I B C O 公司
, 3

H
-

T d R
:

为北京 4 0 1 所产品
,

M T T
:

S ig m a
产

品
,

小聚胺
:

北京东升制药厂
,

小璧胺衍生物

B
:

( O
一 e t h y lb e r b a m i n e )

.

B ;
( O

一

b u t y lb e r -

b a m i n e )
,

B B ( b e n z o y lb e r b a m i n e ) E B B 均 为

本室合成
。

B o w es 细胞
:

天津市肿瘤研究所提

供
。

2 方法

2
.

1 B o w e s 细胞培养在含有 10 %新生牛血

清 ( F B S ) 的 D M E M 细胞 培养液中
,

置 5 %

C O
: ,

3 7 ℃的培养箱中培养 B o w e s 细胞
,

3 ~ 4

d 后传代
。

,
A d d

r e s s : Z h a n g J in h o n g ,

I
n 、 t it

u t e o f M
o le c u la r

B il o l g y ,

N
a n k a

i U n i
v e r , i t y ,

T i
a n j in

张金红 副研究员
,

1 9 7 5 年毕业于南开大学生物系
.

主要研究方向
,

钙调素 (细胞内激活 因子 )的金属酶 ( C a 吕+ -

行了钙调 素拮抗剂抗肿瘤方面的研究
。

共
M g Z + A个 P a s e )和人红细胞膜 N a

发表相关论文近 30 篇
。

酶学及生物 活性物质
。

主要进行稀土离子对依赖
+ / K + A T P as e 活性影响的研究

,

此外还系统地进

△ 夭津市自然科学基金资助项目

.

4 8 3
.
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2
.

2小巢胺类化合物对 B o ws e细胞生长增

殖 曲线的影 响
〔6 〕 :

将接种量 ( x l 少c el l /m L )

一定的细胞分成实验组和对照组
,

培养 24 h

后
,

加入不同浓度的小巢胺或衍生物到实验

组
,

对照组以相应培养液代之
。

每 24 h 进行

活细胞计数
,

绘制各种化合物作用后
,

B o w es

细胞的生长曲线
,

计算相对存活率
。

2
.

3 集落形成试验
〔 6〕 :

将 2 又 i o Z e e l l / m L 对

数生长期的个形态细胞接到 6 孔细胞培养板

中 (培养液含 20 % F B S )
,

待细胞开始分裂时

加入不同浓度的待测物
。

继续培养 1 周后
,

更

换培养液和相同量化合物一次
,

两周后
,

用氨

基黑染色
,

计算集落形成率和存活率
。

.2 4 3
H

一

T d R 掺入试验
〔7 〕 :

接对数生物期的

细胞 ( x l o
4

/ m L ) 到 2 4 孔板中
,

培养 2 4 h 后

加药
,

继续培养 2 4 h 后
,

吸除并用磷酸缓冲液

洗去未掺入的
3
H

一
T d R

,

处理后记数 cP m
,

以

对照组 cP m 数为 1 00 %
,

计算药物对
3
H

一

T d R

掺入的抑制率
。

2
.

5 M T T 法测 活细胞存活率
:

采用 M os
-

m a n n
法

〔”〕 。

以 未加药 组 5 7 0 n m O D 值 为

1 0 0 %
,

计算药物对细胞降解 M T T 的相对抑

制率
。

3 结果与讨论

3
.

1 小梁胺及衍生物对 B o w e s
细胞生长曲

线的影响
:

如图 1 所示
,

对照组细胞增殖旺

盛
,

一直处于对数生长期 ;实验组伴随化合物

种类和浓度的不同
,

细胞增殖受到抑制的程

度也不同
。

0
.

25 拜m ol / L 各种化合物作用细

胞 48 h 后
,

细胞增殖的抑制率分别是
:

E B B

8 5
.

8 %
、

B B 6 8
.

7 %
、

B
4 3 2

.

7 %
、

B
: 2 4

.

5 %
、

B o 7
.

4 % ;
化合物作用 7 2 h 后

,

对 B o w e s
细

胞增殖抑制的 IC 50值见表 1
。

这些结果说明

化学修饰后的小璧胺衍生物抑制 B o w e s
细

胞增殖的能力比小粟胺明显增强
。

而衍生物

的 取 代 基 不 同 ( B Z一
e

Z
H

S 、

B
4一

e
4
H

, 、

E B B -

( C H
:

)
4 一

O
一

C
Z
H

S 、

B B
一

O C C
6
H

S
)

,

分子 的疏水
J

隆和空间结构也略有不同
,

所表现出的抑制

效果也不同
,

4 种衍生物中 E B B 的效果最显

著
,

与酶学实验的结果相符
〔2 , 。

.

4 8 4
·

5 0

3 0

4 0

时间 亡 ( d )

图 1

1
-

2
,

3一

4 一

5
-

6
-

B o 和 E B B 的浓度对 B o w e s 细胞

生长的影响

B o E B B

对照 对照

2
.

5 拜m o l / L 0
.

2 拜m o l / L

5
.

0 拌m o l / L 0
.

5 件m o l / L

2 0
.

0 拜m o l / L I
,

o 拜m o l / L

1 5
.

0 拌m o l / 1 2
.

5 群m o l/ L

20
.

0 拜m o l / L 5
.

0 拜m o l/ L

表 1 5 种小桑胺类化合物作用 72 h 后
,

对 B o w es 细胞增殖的影响

化合物 B o B Z B ` B B E B B

I C 5 o (拌m o l / L ) 3
.

3 4 3
。

0 4 4
.

3
.

2 B o 和衍生物 ( B B
、

E B B )对 B o w e s 细胞

集落形成 的影 响
: 3 种小璧胺类化合物对

B o w e s
细胞的集落形成都有明显的抑制作

用
。

o
·

2 5 拜m o l / L 的 E B B 对 B o w e s
细胞集落

形成的抑制率达 43
.

7
,

而 2
.

5 拜m ol / L 的小

璧胺的抑制率也只有 45
.

2 %
,

作用效果相差

近 10 倍
。

而取代基碳原子数比 E B B 还多一

个的 B B 效果与小巢胺近似
,

为 48
.

2 %
,

说明

化合物的空间构象不同
,

其生物效应也不尽

相同
。

3
.

3 小璧胺类化合物对 B o w es 细 胞
3
H

-

T d R 掺入的影响
:

表 2 所示
,

几种化合物对

B o w es 细胞
3
H

一

T d R 掺入都有 明显的抑制作

用
,

与抑制增殖相似
,

小璧胺的作用不及它的

衍生物
。



表 2 5种小果胺类化合物对 B o w。

细胞
3
H

一

d TR接人的影响

化化合物 B oB : B ;

BB E BBBB
III C o 5

(林 mol /L )1 51 2
.

3 5
.

5 5
.

0 3
.

555

3
.

4小巢胺类化合物对 BO ws e
细胞能量代

谢的影响
:

采用 s o Mma n n根据活细胞和生

长 旺盛细胞能代谢 M T T产生 甲瞻原理的

M T T比色分析法
,

测 定 了 5 种化合物对

B o w es 细胞能量代谢的影响
,

结果如表 3
。

几

种化合物对 B o w e s
细胞降解 M T T 都有抑制

作用
,

且与浓度呈正相关
。

结果还显示出衍生

物的作用强 于小聚胺
,

而 E B B 对 B o w e s 细

胞代谢 M T T 影响最大
; E B B 在 1 拜m ol l/

`

时

对 B o w e s
细胞降解 M T T 的抑制率达 7 2写

( E B B 对 B o w e s
细胞增殖抑制的 I C

、 。

值为

2
.

5 拼m o l )
,

说明 E B B 不仅能抑制 B o w e ,
细

胞的增殖
,

也对活细胞 内代谢水平有一定 的

抑制作用
。

表 3 小架胺类化合物对 B o w e : 细胞

降解 M T T 的影响

浓浓度 。。 。 。 “ 制

霆
` % , B。 E。。。

111
.

0拌m o l / 1 1 4 3 2
.

5 6 6 17 7 222

555
.

0 拜 m o l / L 2 2
.

5 4 7
,

5 8 1
.

6 2 9 8 3
,

555

C a M 是一种酸性小分子钙结合蛋白
,

含

有苯丙和甲硫氨酸等疏水性氨基酸
。

而 C a M

拮抗剂又多具 有疏水结构和带正 电荷的特

点
〔的 。

C a M 与 C a Z
一

卜
结合后暴露出的疏水结构

与细胞内靶酶结合
,

进而调控细胞的生理功

能和细胞 的生长和增殖
。

C a M 拮抗剂靠其疏

水结构 和带正 电荷与 C a Z + 一

C a M 复合体结

合
,

达到拮抗 C a M 活性的目的
,

这一观点己

被许多实验所证实
。

小璧胺具有拮抗 C a M 的

作用
,

而经化学修饰后的衍生物
,

无论是烷基

化的 ( B
: 、

B ; 、

E B B )
,

还是酞基化的 ( A B
、

B B )

其疏水性均大于 小璧胺
,

所表现 出的拮抗

C a M 活性的能力也强于小璧胺明
。

从本实验

结果看
,

小璧胺衍生物抑制细胞增殖的能力

均强于小巢胺
,

说明 C a M 参予 细胞增殖
;
而

C a M 拮抗剂能抑制细胞内 C a M 对酶系统的

调控
,

使细胞的增殖受到抑制
。

在本实验条件

《中草药 》 1 9 9 7 年第 2 5 卷第 s 期

下
,

小聚胺及衍生物对 OB w e s
细胞增殖抑制

程度为 oB < B B < B
Z

< B
;

< E B B ;
烷基化的小

粱胺衍生物的疏水性 E B B > B
;

> B
Z ,

说明拮

抗剂的疏水结构对拮抗 C a M 活性的能力影

响很大
。

C o M 的这种特性在类似物 W
一 5 ( IsC

。

6
.

4 拜示0 1和 W
一 7 ( IC

: ,

1 5 拌m o l )对人卵巢癌

细胞的影响中亦得到证明
〔“ j 。

化合物的空间

结构对细胞增殖的抑制能力 也有一定的影

响
,

B B 的疏水性不 比 E B B 差
,

但对 B o w e s

细胞增殖的抑制能力低于 E B B 3倍之多
。

从四方面实验得到相同的结果
,

小桨胺

衍生物对 oB w e s 细 饱的增 殖抑制程度 比小

聚胺高
;
儿种衍生物 中

,

E B B 的效果最 强
。

E B B 对 B o w e s
细胞代谢 M T T 能力影响比

细胞增殖的抑制能力强的特点
,

进一步说明

E B B 对 oB w e s
细胞增殖影响的实质是能量

代谢减慢
、

细胞老化
、

最终使细胞死亡
。

其原

因 可能是 E B B 通过阻断 C a M 调控
,

使细胞

的酶系统处于低活状态所致
。

在研究中还发

现 ( 另文发表 )
,

培养中的正常细胞 (牛胚肾细

胞 )的增殖
,

E B B 影响不及小璧胺强
,

即小栗

胺对 正常细胞的毒性大于 E B B
。

总之
,

作为专一性较强 的 C a M 拮抗剂
-

—
E B B 是一种有前途的杭肿瘤化合物

,

小

巢胺结构的修饰所带来药效的提高又为中草

药育效成分的研究提出了新的内容
。

而研究

C a
M 拮抗剂与抗肿瘤细胞增殖的关系

,

必将

为抗肿瘤药物的开发和筛选开辟新的途径
。
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