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LZ-410盼生安(以下简称 LZ-410) 是我室

研制的一种新型广谱抗肿瘤药物， 本实验室在

体外细胞及荷瘤裸鼠身上进行药效学研究，发

现该药对体外培养的人肝癌细胞、肺癌细胞、 白

血病细胞、 S 180 细胞、裸鼠移植性人肝癌和人

肺癌等有明显抑制作用，抑瘤率达 60%-80 % , 

而对正常人胚肺细胞则影响较小。对 2000 多例

用药的中晚期癌症病人临床疗效的初步观察表

明，总有效率为 65 %左右， 是一种很有希望的

抗肿瘤药物。 5-Fu 是另一种临床常用治疗消化

道肿瘤的化疗药。本文以 5-Fu 作为阳性对照药

物从对 BEL-7402 肝癌细胞 细胞周期时相的影

响及对 DNA 损伤效应 两个方面对 LZ-410 的

作用机理进行了初步探讨。

材料和 方法

1. 细胞培养

人肝癌细胞系 BEL-7402 为陈瑞铭等于 1974 年

建系，保存于中科院上海细胞所。 细胞培养液均为含

15%小牛血清(天津市生化制品厂)的 RPMI-164 0 培

养基( Gibco ) ，另添加适量的 HEPES 及抗菌素(100

单位/ml 青霉素和 100μg/ml 链霉素)，用 0 . 25% 膜

蛋白酶( sigma 1:125)消化，分散细胞 ， 37 0C垣温箱内

静置培养，每隔 2 -3 天传代一次。

2. 药物配制

LZ-410:本实验室制备的粉末制剂 ， 微溶于水。用

生理盐水配成 3 mg/ml，抽滤除菌。

氟尿嗜庭(5-Fu ) : 天津市河北制药总厂生产， 注

射用， 50mg/支， 2smg/ml, 用生理盐水稀释至
50μg/ml。

3. 细胞周期的测定

将指数生长期 BEL-7402 肝癌细胞 1 X 106 接种子

100 ml 培养瓶中 ， 8 小时细胞贴壁后加药。阴性对照

组不加药; 阳性对照组加 ιFu，终浓度为 0 . 6μg/ml;

药物纽加 LZ-4 1 0 ， 终浓度为 40μg/ml (均为其各自半

数抑制浓度 ICso ) 。 药物作用 8 小时后，取样。方法

为2 用 0 . 25%胶酶消化细胞，吹打使其分散成单个细

胞，用 PBS 离心洗涤两次， 调节每个样品细胞数为

2 X 10 6 个/ml， 用微量移液器通过 350 目尼龙滤网注

入 70%冷乙醇中， 4 0C固定。以后每隔 4 小时取样一

次。 样品固定 18 小时后可测定。测定前， 倒掉酒精，

用 PBS 洗一遍后加入 RNA 酶， 37'C温育 30 分钟后，

放入冰浴中中止消化。 用腆化丙览(PI )染色 2 小 时。

采用美国 Dcton-Dickinson 公司 FACS 44 0 型流式细

胞仪进行测定。光源为 5W氢离子激光器，输出功率

为 200mW， 激发光波长 488 nmo PDP 11/73 计算机

收集细胞数据， 每个样品收集 约 1 0 ， 0 00 个细胞的数

据，计算机拟合分析得出 DNA 含量分布图， 以 Go/

Gh S 和 G2M 各期所占百分比例予以照相或打印。

4. 对 DNA 损伤的影响[11

收集指数生长期细胞，用 PBS 制成 106/ml 细胞

悬液。将实验分为处理组〈包括阳性对照药 5-Fu 处理

组和 LZ-41 0 处理组)及对照组。对照组设 T(未变性) 、

B (空白)和 P (部分变性)三组，处理组只设 Pi (部分变

性)组， 每组三个平行管。 0.6 mlj管。应用 DNA 解旋

的荧光检测法 (Flurometric Assay of DNA Unwind­

ing , FADU )进行检测 ， 由 T、 P、 B 管荧光值计算残

存双链 DNA 百分数(D )

D = [( P-B )/(T-B )J x 100% 

为获得直线型剂量效应关系曲线，引入 Qd

Qd = 100(LogPO-LogPi ) 

Qd 的大小反映了 DNA 链断裂程度的高低， Qd 

值越大， 表明 DNA 链断裂越多。式中 PO; 未处理细

胞 D 值; Pi: 处理细胞 D 值。
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结 果

1 . LZ-410 对 BEL-7402 肝癌细胞周期时

相的影响

对照组(医11 a)细胞随药物作用时间的延

长 ， GO/G 1 期 细 胞有所增 加，从 8 小时的

44.5%增加到 24 小时的 6 1. 1%，同时'8 期细

胞略有下降，从 47.4%降到 36.2% ， G2M 期

细胞从 8.1 %降至 2.7% ，这主要是 由于随着

细胞增殖， 细胞数目增多 ， 细胞增长逐渐达饱

密度， 从而使 G1 期细胞增多。图 1 b 的结

果表明， LZ-410 处理 BEL-7402 肝癌细胞在
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固 1 LZ-41 0 和 5-Fu 对 BL一7402 肝缅细

胞周期时徊的影晌
(a，对照组J b, LZ-41 0 处理组， c , 5-
Fu 处理组)

24 小时内 ， 随时间延长， GOjGl 期细胞逐渐

增多，持续用药 20 小时后出现 GO/G1 的积聚‘

明显高于对照组细胞 (P<O.Ol) ， 到 24 小时可

高达 82.9 % ， 而 S 期细胞则持续减少，从 8 小

时的 42. 5 %降至 24 小 时的 16.4% ， G2M 期

细胞起初有所降低， 12 小时时增高到 12% ，后

下降， 24 小时达 0.7 %(对照为 2.7 % )。这表

明 LZ-410 能明显阻滞细胞于 GO/G1 期。阳性

对照 5-Fu 0. 6 附/ml 处理细胞后 ( 图 1 c) ，随

时间延长， 8 期细胞逐渐增多， 药物持续作用

12 小时时明显高于对照组细胞(P<O.Ol) ， 24 

小时时可高达 76 . 9 % ， 表明 5-Fu 将细胞阻滞

于 S 期。

2 LZ-410 对 DNA 链损伤效应的观察

(1)不同浓度药物处理两天后 DNA 链损

伤效应观察

5-Fu 阳性对照组分别用 0.15 ， 0.3 , 0.6 , 

0 . 9 附/ml 处理 2 天， 其浓度各为 5-Fu IC60 

的 25 % ， 50 % , 100 % , 150% , LZ-410 药物

组分别用 10 ， 20 , 40 , 60 问/ml 处理 2 天，其

浓度亦各 为 LZ-410 IC60 的 25% ， 50% , 

100 % , 150% 。 图 2 分别为 5-Fu 和 LZ-410

浓度和 DNA 链断裂效应 关系图。 未 发现 Qd

哩
。
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图 2 LZ-41 0 和 5-Fu 处理 BEL-7402 细胞 2 天

对 DNA 损伤的影响
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值随剂量增大而增大的变化趋势，各剂量点之

间均无显著差别 (P>0 .05)0 Qd 值在 0 值附近

上下波动，可认为在本实验条件下， 两种药物

处理 2 天均不引起 DNA 链断裂。 b

(2) 不同药物浓度处理 3 天后 DNA 链损

伤的观察

图 3 是分别用不同剂量药物的 LZ-410 和

5-Fu 处理细胞 3 天的药物浓度和 DNA 链断裂

效应关系图。各剂量 点 之间均无显著差别 ，

P>0.0 50 Qd 值较低，亦可认为在本实验条件

下经药物处理 3 天两种药物均不引起 DNA链

断裂。

其作用机制是该类药物与 DNA 作用形成交叉

连接或引起脱瞟岭作用， 从而使 DNA 链损伤

断裂或在复制中使碱基配对错码， 造成 DNA

结构和功能的损害， 使细胞死亡[2 J 。 由此可看

出对细胞周期的影响及对 DNA 损伤效应研究

是抗肿瘤药物作用机理研究的两个重要方面。

本实验研究了 LZ-4 10 和 5-Fu 对 BEL-

7402 细胞的细胞周期时相的影响。结果表明 ，

两者都对细胞周期产生特异性影响，但其作用

机制不同。 经 LZ-410 处理后， GO/G1 期细胞

数随时间延长而增加， 20 小时时出现积聚，

24 小时达到 82 . 9% (对照为6 1. 1%) ， 而 S 期细

胞数目减少 (24 小时时为 16 .4 %)，说明 LZ-

0 .00 
50 

4 0 

30 

5 - Fu 剂量 问ImI)

0.30 0.60 

410 能将细胞阻滞在 GO/G1 期 ，显示了 LZ-410

0.90 能够通过有效作用于细胞周期某一时相从而抑

制肝癌细胞生长增殖作用。而 5-Fu 则将细胞

抑制于 S 期。

吨3

α 
20 

10 

。

-1 0 

-20 

肿瘤细胞的细胞动力学特点是细胞群体主

体分布于 DNA 合成活跃的 S 期 ， 而分化细胞

群体主体分布于 DNA 合成静止的 GO/G1 期

刊。 本实验结 果 表明， LZ-41 0 处 理 后 的

BEL-7402 细胞出现 Gl 期延滞和 G1-S 期转换
。 20' 40 60 的抑制 ， 出现分化细胞特有的周期分布，因此

LZ-4 1 0 剂量、 SUg/m1)

-0- LZ-410 一 e - 5-FU 

固 3 LZ-41 0 和 5-Fu 处理 BEL-740 2 细胞 3 天

对 DNA 损伤的影响

讨 论

抗恶性肿瘤化疗药物的主要作用是杀伤癌

细胞 ， 阻止其分裂繁殖。不同的药物对细胞增

殖动力学的影响不同，因此根据药物对细胞周

期的影响分成了周期特异性药物和周期非特异

性药物两类。前者仅对细胞周期中的某一时相

有较强的作用。如抑制核酸合成 的药物-氟尿

峪 l庄、阿糖胞菁、 6-疏基瞟岭能抑制细胞于 S

期z 影响蛋白质合成的药物长春碱类等作用于

M期。 后者则可杀灭增殖细胞群中 各期细胞，

该实验结果还提示我们 LZ-41 0 可能具有诱导

细胞分化的作用 。

药物分别作用 2 天和 3 天，不同药物浓度

和 DNA 链断裂相关性皆较差， 说明在本实验

条件下 DNA 链断裂与药物浓度无关。 且表明

DNA 链断裂程度的 Qd 值也较低，在 0 值附近

上下波动。故可认为 LZ-410 并不引起 DNA

链断裂或损伤。

由以上两个实验可以得出以下结论: LZ-

410 是一种周期特异性药物，它阻滞肝癌细胞

于 GO/G1 期 ， 从而抑制细胞的生长增殖， 达到

治疗效果而与 DNA 损伤致细胞死亡无关。

5-Fu 能将肝癌细胞抑制于 S 期， 与文献

报道结果是一致的 [4- 6 J 0 5-Fu 能否引起 DNA

的 单链 及双链断裂 ， 从 1988 年以来开始有

过报道。 一般认为 ， 5-Fu 能引起 DNA 链断
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裂[7 -飞 并认为 5-Fu 引起 DNA 损伤是通过两

个不同机制，一个是药物掺入引起DNA链断裂，

另一个机制是 DNA 链断裂实际上是" 自 发"的

DNA 损伤， 由于 5-Fu 抑制胸昔酸合成酶， 因

而造成 dTTP 库缺乏， 使断裂得不到修复造成

的 [7 ， 8J。文献报道 5-Fu 引起 DNA 损伤所用剂

量大多数较高 (>1 问Iml) [7 ， 9 J 。 也有部分文献

报道 5-Fu 不易引起 DNA 损伤。 如即使其浓

度增加到 40 昭Iml ， 以至于造成细胞生长 99 %

的抑制也不能引起 HCT-8 细胞 DNA 最 小量

的损伤[10 J 。 本实验未检测到 5-Fu 致 DNA 损

伤可能与所用剂量较低有关。

摘 要

LZ-4 10 盼生安是一种广谱抗肿瘤药物。本

文以 5-Fu 作为阳性对照药物 从对 BEL-7402

肝癌细胞周期时相的影响及对 DNA 损伤效应

两个方面进行了初步探讨。结果表明 ， LZ-410 

能将细胞阻滞在 GOjG1 期，抑制了细胞的生

长增殖作用。并且在本实验条件下， LZ-410 

并不引起 DNA 的损伤。这表明 LZ-410 抑制

肝癌细胞生长增殖不是通过对 DNA 损伤引起

的，而主要是通过阻滞肿瘤细胞于 GO/G1 期

实现的 。

关键词: LZ-410 盼生安 5-Fu 细 胞周

期 DNA 损伤
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THE EFFECT OF LZ-410 PANSHENGAN ON CELL 

CYCLE PHASE AND DNA DAMAGE IN 

HEPATO岛1ER CELLS 

Ll Yu et al 
(l nst i t ute of Radiation Medci肘， Beijing, 100850) 

A BSTRACT 

LZ-410 panshengan is a kind of wide sp巳ctrum anti-tum or drug. The effect on cell cyc1e 
phase and DNA damage in BEL-7402 hepatomer ceJl l ine was preliminarily studied using 5-Fu 
as positive control. The results showed that LZ-410 coulcl detain th e cells at GO/G1 phase. So 
it could resist cell prolifera tion . The results also showed that LZ-4 10 couldn't induce DNA 
damage under this exper imen tal conditions. This indicated that LZ-410 resisted cell growth 
not by DNA damage, bu t by de taining cells in Go/G! phase. 

Key words , LZ- 410 panshengan 5-Fu Cell cycle DNA damage 
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