
钌配合物抗肿瘤活性及对人肺腺癌A549细胞
’

的凋亡作用

摘要

钌配合物由于其易吸收、低毒性，被认为将是最有前途的抗癌药物，已经有

两个配合物NAMI．A，KPl019分别于1999年和2003年进入临床。

本文设计合成了系列钌配合物：【Ru(Melm)4(dppz)](C104)2·2H20，

【Ru(Melm)4(dpq)](C104)2‘2H20，【Ru(Melm)4(phen)](C104)2‘2H20，trans,cis,cis—Ru

C12(dmso)2(Biim)】，mer-RuCla(bpy)(dmso)，mcr·RuCl3一(phen)(dmso)，mer-[RuCl3

(dmso)(Siim)]。并通过元素分析、NMR、ES—MS等方法对合成的配合物进行了

表征。

本文采用MTT法测定了钌配合物对肺癌A549细胞的半数抑制浓度IC50值，

采用光学观察法观察钌配合物对人肺腺癌A549细胞的凋亡作用，以DNA琼脂

糖凝胶电泳法、流式细胞术测定不同浓度的钌配合物对A549细胞的凋亡作用。

上述研究结果表明：在显微镜下阴性对照组细胞生长良好，加配合物处理后细胞

皱缩变圆，体积缩小，随着浓度的增大，死亡细胞增多。配合物大多在电泳时出

现了特征的“梯状”条带。流式细胞仪检测结果亦显示它们均可以诱导A549细胞

凋亡，并显示出一定的浓度依赖性。综合研究结果表明，这些钉配合物均可以不

同程度地诱导A549细胞凋亡。

关键词：钌配合物，抗肿瘤活性，肿瘤细胞凋亡



Investigation of Ru complex—induced apoptosis and the

antitumor activity in A549 human lung cancer cells

Ruthenium drugs appear as promising compounds due to their low toxicity and

the ability to accumulate into tumor．NAMI-A and KPl019 have entered clinical

trials in 1999 and 2003，respectively．

In this paper,a series of Ru complexes，【Ru(Melm)4(L)】(C104h’2H20(b dp-

pz，dpq，phen)，tralKf,cisj c括·Ru C12(dmso)2(Biim)]，mer-[RuCl3(dmso)(L)】(I二bpy,

phen，Biim)，have been synthesized and characterized by elemental

analysis，NMR，El·MS，etc．

The ICs0 of the Ru complexes on the A549 cells were screened by using the

method of MTT．The Morphologic of the A549 cell was observed by the microscope，

and the apoptosis of the cells was evaluated by DNA ladder and Flow cytometry．

These results showed that all complexes induced A549 cell apoptosis to different

extent．The A549 cells were abserved to be shrunken and decreased in size by Ru

complexes under invert microscope．As concentration increased by Ru

complexes，more and more bel cells with apoptotic bodies were exfoliated and

suspended in culture medium．Cells without drugs were in active growth．Typical DNA

ladder was detected by agarose gel electrophoresis of DNA extracted from A549 cells

by most Ru complexes for 48hours．Ru complexes could induce cells apoptosis in

concentration·dependence manner by flow cytometry．These results showed that all

complexes induced A549 cell apoptosis to different extent．

Keywords：ruthenium complex，antitumor，apoptosis
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第一章前言

第一章 前 言

癌症对人类健康和生命的威胁很大。它和心血管疾患已成为医学上的两大难

关。在全世界构成死亡原因的头两位。全世界每年约有700万人新患癌症，每年

约有500多万人死于癌症，几乎每6秒钟就有一名癌症患者死亡。

最新调查显示，心脑血管病、恶性肿瘤是我国前两位死亡原因，分别占死亡

总数的22．45％和22．32％。我国目前每年平均约有150万人新患癌症，每年约有

80万人死于癌症，其中肺癌、胰腺癌、肝癌、鼻咽癌、前列腺癌、恶性淋巴瘤

等，近年来有上升的趋势，由于防癌措施的普及，宫颈癌、睾丸癌症、白血病等

有下降的趋势H，羽。 每年千万的经济损失上千亿元。

世界卫生组织(WHO)专家预计，2020年新发癌症病例将达到1500万，

死亡病例超过1000万，现患病例越过3000万。癌症将成为本世纪人类的第一杀

手。

化学药物治疗是治疗肿瘤的主要方法之一。抗癌药物的研究经历了一个漫长

的发展过程，尽管已对许多抗肿瘤药物的细胞目标有了一定了解，但对于药物与

肿瘤作用后如何导致细胞死亡的确切机制尚不清楚。细胞凋亡是有机体主动采取

的、由基因决定的并受到外界～些因素影响和制约的细胞自动结束生命的过程。

研究发现各种抗癌药物引发细胞死亡的主要方式是细胞凋亡，从而使得细胞凋亡

与癌症之间的关系及细胞凋亡在癌症治疗中的作用成为抗肿瘤研究的新焦点

【3’4】。肿瘤的发生及对治疗的耐受与细胞凋亡密切相关，深入探讨化疗药物作用

机制，调控凋亡相关基因或相应因子，提高肿瘤细胞对化疗药物的敏感性，并特

异性地诱导肿瘤细胞进入凋亡，是肿瘤治疗取得成功的关键【5刁】。

1．细胞凋亡研究及应用

1．1细胞凋亡的概念及生物学意义

Carl Vog在19世纪中期已经发现了细胞凋亡的现象。英国Aberdeen大学
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病理系Kerr教授等根据多年的研究于1972发现一种不同于细胞坏死的形态学特

征从而提出了细胞凋亡(apoptosis)的概念【¨11。细胞凋亡(apoptosis)一词希

腊文的原义为”falling off'’，指像秋天的落叶样落下。细胞凋亡是机体维持内环境稳

定，由基因控制的细胞自主的有序性死亡。与细胞的坏死不同，细胞凋亡不是一

种被动的过程，而是涉及一系列基因激活、表达以及调控等的主动过程，是机体

为了更好地适应生存环境而存在的一种死亡过程。细胞凋亡已经成为当今生命科

学研究最前沿与最活跃的领域之一。

细胞凋亡与细胞坏死的主要区别‘8，121见表1．1与图1．1：

表1-1细胞凋亡与细胞坏死区别表

特征 细胞凋亡 细胞坏死

诱导因素

最初表现

细胞数量

细胞形状

细胞形态

膜完整性

线粒体

染色质

细胞核

核生化改变

细胞器

胞内容物

胞质生化改变

DNA

生理及弱刺激 强烈刺激

蛋白质合成下降 肿胀

单个细胞丢失 成群细胞死亡

形成凋亡小体 破裂成碎片

细胞皱缩、断裂 溶解

保持到最后阶段 很早消失

完整、自身吞噬 肿胀

致密、凝聚、边缘化 分解、稀疏、固缩

早期固缩断裂 晚期破碎

DNA片断化 弥散性降解

无明显变化 肿胀、破坏

无释放 释放

溶酶体酶增多 溶酶体解体

核小体DNA断裂，呈180—200bp 随机大小碎片

整数倍大小，的片段

基因控制 有

谷氨酰胺转移酶活性 升高

自吞噬 常见

2

无

无变化

缺少
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细胞凋亡的作用主要包括以下几个方面：

①清除无用细胞，比如人脑在发育过程中有95％的细胞死亡【17l；

②清除多余的细胞，比如人的肢体在发育过程中，最初手与足形是桨形，当一

些多余细胞凋亡以后就形成了正常的指和趾【18】；

③清除发育不正常的细胞，比如大脑中没有正确连接的神经元；

④清除已经完成任务的细胞从而维持细胞数量的稳定，比如在成年机体清除衰

老细胞代之以新生细胞以及女性通过月经周期进行子宫内膜的脱落与更新

【19'20l：

⑤清除有害细胞，比如胸腺细胞在离开胸腺之前被诱导死亡，畸胎瘤的形成可

能是未彻底凋亡的残留胚层结构【21,22】。

当细胞凋亡受到抑制，会导致肿瘤的发生和各种疾病发生，而不适当的细胞

凋亡激活(许多外源化学物质、药物和细胞因子等均可引发细胞凋亡)或细胞凋亡

过度，是中风、心肌梗死、早老性痴呆、帕金森病、AIDS、Lvell综合症、肝功

能衰竭相关疾病、造血系统疾病等发生的重要原因【17。22】。细胞凋亡与细胞增殖构

成一对矛盾，我们可按它们的辩证关系，借助诱导药物干扰细胞凋亡过程，从而

达到防治疾病的目标。

1．2细胞凋亡的特征

1．2．1形态学特征

凋亡细胞的形态学特征表现为细胞体积缩小、连接消失、胞质浓缩、细胞骨

架解体，其中细胞核变化最显著。细胞核DNA在核小体连接处断裂成片段，且

聚集形成浓缩的染色质块，在电镜下呈高电子密度【13,23】。透明区的不断扩大，使

染色质进一步聚集，核膜在核膜孔处断裂，两断端向内包裹将聚集的染色质块分

割，形成核碎片【24】。细胞质明显浓缩，大约为原体积的百分之七十。除内质网、

线粒体外多数细胞器完整。在凋亡早期个别细胞内线粒体变大，表现为线粒体增

殖，接着增殖线粒体发生空泡化；在多数情况下，凋亡细胞其内质网腔扩大；凋

亡细胞的细胞骨架也发生改变，其疏松有序的结构变得致密紊乱。凋亡细胞细胞

4
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膜其原有的微绒毛、细胞突起等特定的形状会消失124-261。

1．2．2生物化学特征

1．2．2．1 DNA片段化

大多数细胞凋亡时，在核酸内切酶I、核酸内切酶II、Nuc一18内源性核酸

内切酶的作用下，核小体间的连接DNA被降解【27,28】，这种降解非常特异并有规

律，所产生的不同长度的DNA片段约为180—200bp的整倍数，其DNA琼脂糖

电泳呈特征性的梯状条带(1adder)：而细胞坏死时DNA断裂为长度不一的片段，

其琼脂糖凝胶电泳呈现弥散状(smear)[291。

1．2．2．2胞浆钙离子与细胞凋亡

钙是人体中重要的元素，不仅发挥着调节细胞生长、分化基因表达，并且参

与介导细胞凋亡的作用。Kaiser在1977年报道了用糖皮质激素诱导细胞凋亡伴

随有胞浆Ca2+浓度的升高。Mcconkey认为通过Ca2+有两条诱导细胞凋亡的途

径：一条途径是细胞内Ca2+释放，细胞外Ca2+回流，从而导致胞浆Ca2+浓度升

高启动细胞凋亡；另一途径Ca2+释放破坏了细胞的稳定，由此细胞凋亡效应系统

的成分接触了以往接触不到的基质，从而启动了细胞凋亡[30]o胞浆Ca2+浓度升

高诱发细胞凋亡变化有信号转导、激活核酸内切酶、激活蛋白酶、激活转谷氨酰

等方式【311。

1．2．2．3胞浆PH值与细胞凋亡

研究表明，胞浆PH值的变化也会影响到细胞凋亡。细胞内酸化是细胞凋亡

过程中的一种细胞内信号变化，它促进细胞凋亡受到以下几点支持【32,33】：

①特异性Na+／H+交换抑制剂通过抑制Na+／H+交换体使细胞内酸化可诱导凋亡，除

Na+／H+交换器外，Na+．HC03’协同运输器与CI-／HC03’交换器的改变也与细胞凋

5
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亡关系密切，细胞浆酸化程度与细胞凋亡发生率存在量效关系；

②单纯的碱处理通过减少胞内酸化程度而表现出对抗诱导剂诱导的细胞凋亡；

③细胞内存在酸性核酸内切酶，细胞内酸化能激活该酶，触发核小体DNA断裂，该

酶是细胞酸化介导细胞凋亡的一个重要物质基础：

④许多与细胞凋亡有关的酶和蛋白质如转谷氨酰胺酶、酸性鞘磷脂酶、gclS0妇

等的活性在酸性环境中增强；

⑤细胞内酸化会影响细胞凋亡发生率。各种外界诱导物诱导细胞内酸化程度与细

胞凋亡率相关，酸化的细胞易出现凋亡。紫外线诱导细胞酸化较弱，其凋亡细

胞数也较少；Lovastain可以产生剂量依赖性的细胞内酸化与细胞凋亡。

1．2．2．4线粒体与细胞凋亡

线粒体是真核细胞的重要细胞器，是动物细胞生成ATP的主要地点。它在

细胞凋亡中处于核心地位，是细胞凋亡的调控中心。很长一段时问研究人员普遍

认为细胞核才是细胞凋亡的主要目标，现在发现，细胞凋亡有细胞核和细胞质两

条途径，线粒体在介导细胞凋亡方面起着重要作用【34’351。在核酸酶被激活之前即

有线粒体跨膜电位耗散，线粒体跨膜电位一耗散，细胞就进入了凋亡过程；并且

研究表明，如果稳定住线粒体跨膜电位即可阻止细胞凋亡C3530细胞凋亡时线粒

体发生一系列与之密切相关的变化，通过其通透性升高影响细胞凋亡。与细胞凋

亡密切相关的Bcl．2蛋白家族的功能与线粒体也有着紧密联系。射线、化疗药物

等一些凋亡刺激因素，促使线粒体释放凋亡启动因子，包括细胞色素C、凋亡诱

导因子(舢F)、HtrA2和Smac／Diablo等进入胞浆。细胞色素C在dATP存在的

情况下，结合凋亡蛋白酶激活因子1(Apaf-1)，使Apaf-1暴露其上的CARD基

序，从而可以结合caspase．9，并使其激活。caspase．9一旦激活，就启动凋亡级

联反应【36,37l。

1．3细胞凋亡的过程

细胞凋亡的过程可分为四个阶段(见图1-2)：凋亡信号转导、凋亡基因的激活、

6
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细胞凋亡的执行及凋亡细胞的清除。负调控因子存在于整个细胞凋亡过程，形成

了完整的反馈环路，以精密调节细胞凋亡过程。细胞凋亡过程需要几分钟到数小

时不等。 ，

凋亡

apoptosis
cAMP 死

图1-2 细胞凋亡的基本过程

1．4细胞凋亡的基因调控

在细胞凋亡的分子生物学研究过程中，发现细胞核内的DNA的一些基因参

与了细胞凋亡的基因调控，比如ced基因、bcl-2基因、p53基因、Fas／Apo基因

及c-myc基因等【14J。

ced基因：与线虫的细胞凋亡有关的3个基因，即ced．3、ced．4和ced．9，这

些基因与线虫胚胎发育过程中一百多个注定要凋亡的细胞全部有关【38】。其中

ced．3和ced．4被称为“死亡基因”，它们的作用是使细胞进入凋亡，其中任何一个

基因发生突变均会抑制所有的细胞凋亡；而Ced．9是细胞凋亡的负调控基因，它

阻止细胞进入凋亡，故被称之为tt生存基因’，139,40】。

Bcl．2基因：Bcl-2(B．cell lymphoma／leukemia．2，bel-2)基因即细胞淋巴瘤白

血病2基因是Tsujimoto等1984年从与滤泡性淋巴细胞瘤相关的t(14；18)染色体

易位的断裂点克隆到的一种癌基因，一般认为bel．2通过抑制诱导细胞凋亡的信
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号而在肿瘤发生中起作用，而且be92还可以防止或延迟辐射、热休克及一些化

疗药物所诱导的细胞凋亡【4143l。Be92家族成员中的Bcl．2、Bcl．XLAl、Mcl．1、

Ced．9、BHRFol、LMW5．HL、E1819K抑制细胞凋亡，而Bcl．Xs、Bax、Bak、

Bad促进细胞凋亡。Veux于1988年首次报道Bcl-2蛋白功能的研究，指出bcl．2

的过度表达使前B细胞在失去生长因子后增长了寿命。由于Bcl．2蛋白高表达可

保护细胞死亡，故bcl．2基因被认为是对细胞凋亡具有明显抑制作用的癌基因。

它通过阻止细胞死亡的最后途径如核苷酸内切酶对DNA的降解而选择性的干扰

细胞死亡【43‘441。Bcl-2的过度表达不仅在缺乏生长因子状态下延缓细胞死亡，并

且可明显的抑制化疗药物、射线、热休克、某些病毒、自由基、谷氨酸盐、钙、

TNF、去除葡萄糖、生长因子、ced．9突变、过氧化氢等激发的细胞的凋亡。根

据其实验中未出现细胞变小、染色质聚集等形态学特征，认为其抑制细胞凋亡应

当发生在早期。Bcl．2调节细胞凋亡的确切机制一般认为有多种途径共同作用

【41-451：@Bcl-2可以通过改变细胞内的钙离子流抑制细胞凋亡；②通过起抗氧化

剂的作用或抑制氧自由基产生抑制细胞凋亡；③通过在核转运中发生作用，改变

P53等细胞周期调节蛋白的核．胞浆转动，与myc封闭P53进入核，进而阻断P53

诱导的细胞凋亡；@Bax表达水平增加可促进细胞凋亡并抵抗Bcb2的作用，Bcl．2

与Bax结合，进而抑制细胞凋亡；⑤Bcl．2具有作为蛋白通道和作为适配子／停泊

蛋白的双向功能，可通过CED．4作用调节caspases及调节线粒体通透性转变抑

制细胞凋亡。

P53基因：1979年Linzer等在哺乳动物细胞中发现与SV40大T抗原结合

的蛋白，其分子量为53kD，即以命名为p53。p53基因是突变频率最高的抑癌基

因，约有百分之六十的肿瘤中有其突变，Science杂志于1993年将其评为“年度分

子”【4“91。大量研究表明，p53基因与细胞凋亡关系密切。P53蛋白主要集中于核

仁区，能与DNA特异结合，其活性受磷酸化调控。正常P53的生物功能好似“基

因组保护神”，在G1期检查DNA损伤点，监视基因组的完整性。当其受到损伤

时，P53蛋白阻止DNA复制，以提供足够的时间使损伤DNA修复；当其修复

失败时，P53蛋白则引发细胞凋亡；如果p53基因的两个拷贝都发生了突变，对细

胞的增殖失去控制，导致细胞癌变，突变的p53基因，失去通过p21、p16和p15

阻断细胞周期于GO期及进而诱导细胞凋亡的能力，致使机体内的DNA受损细

8
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胞不能发生凋亡，导致无法从机体排除受损细胞【49，5m。同时，它还可通过调节

bcl．2家族和bax基因的表达来影响细胞凋亡。化疗药物、放射线、热休克治疗

等因素诱导的细胞凋亡均有p53基因的参与，比如当小鼠胸腺细胞缺乏p53基因

时可抵抗射线诱导的细胞凋亡。美国霍华休斯医学研究所(Howard Hughes

Medical Institute)和冷泉港实验室(Cold Spring Harbor Laboratory)尝试着在已经

发生肿瘤组织的实验动物身上重新激活肿瘤细胞的p53基因。研究人员利用不

同种类的肿瘤细胞株，在确定p53基因功能失效的前体下，重新激活p53基因。

结果在不同的癌细胞上发现了不同的反应：肝癌细胞和淋巴癌细胞因为p53的

再度活化而消失，但可以恶性滋生的肉瘤细胞没有多大的影响115,16】。研究人员表

示，这个意外发现的抑癌效果开启了一个以p53基因治疗做为对抗肿瘤恶性滋

生的一个治疗策略。

Fas基因：Fas是肿瘤坏死因子受体和神经生长因子受体家族的细胞表面分

子。Fas分子中EXT、DD、RR等三个结构域与细胞凋亡诱导功能关系密切【511。

EXT只结合抗Fas抗体或FasL．DD结构域由68个氨基酸组成，一旦发生缺失、

突变或被显性负调分子阴截，就会使Fas细胞凋亡诱导功能马上失去【521。RR结

构域由15个氨基酸组成，可结合Fas功能相关磷酸酶，从而抑制Fas之细胞凋

亡的诱导作用。Fas系统参与排除正常活化的淋巴细胞和病毒感染的细胞【531。Fas

和FasL功能丧失可导致淋巴细胞积聚，从而导致自身免疫疾病。Fas诱导的细

胞凋亡有如下特点：

①细胞质、细胞核固缩出现，并形成了片段；

②凋亡与细胞核、细胞外钙离子和细胞内大分子合成不相关；

Obcl．2的高表达可以抑制Fas所诱导的凋亡作用。

C．Myc基因：c．myc最先发现于含有鸟骨髓瘤病毒MC29的转化基因的同源

器官中，其定位于动物第8号染色体，编码两个磷酸蛋白。c．Myc的主要作用是

参与转录，其在转录过程中可以激活启动从而诱导细胞周期进程与分化，也可以

抑制启动从而导致阻止细胞分化，故其既是激活子也是抑制子154】。当有生长因

子存在时，细胞就表现为大量增殖；若生长因子缺乏时，由进入凋亡状态，有抑

癌基因存在时，其表达将会促使细胞发生凋亡【551。在多种肿瘤中常有c-Myc基

因的高度表达，这表明其过度表达是细胞恶化过程中的重要一环。c．Myc的主要
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功能是促进细胞分裂，当其表达受到抑制，将会抑制细胞的增殖。在c-Myc诱

导的成纤维细胞凋亡中观察到其表达会使p53表达增加【551。

其它相关基因：ICE基因家族、R-ras基因(p23)、Apo基因、jun基因、los

基因、myb基因等也与细胞凋亡密切相关。

1．5细胞凋亡的酶学基础

1．5．1核酸内切酶

细胞凋亡的机制复杂，涉及到基因调控、信号分子传导、细胞内代谢变化等

一系列因素，形成错综复杂的调控网络。然而越来越多的证据表明，凋亡刺激引起

的蛋白酶级联反应在凋亡发生过程中居核心地位。核酸内切酶(DNase)是最早

被发现与细胞凋亡有直接关系的酶，它在细胞凋亡中起到至关重要的作用【矧。

核酸内切酶被激活，使染色质DNA在核小体处断裂，形成核酸寡聚体片断是已

被公认并经常据此来判断细胞凋亡的生化特征1571。细胞凋亡中核酸内切酶对

DNA降解一般认为是分三步进行：首先300kb或更大的DNA片段形成，组成六

聚体的花球结构；第二步是它们进一步降解成50kb左右的DNA片段环；最后

形成更小分子的核小体间的梯状DNA的出现。其中只有第三步才是细胞凋亡所

特有。

所有的核酸内切酶均可以使DNA断裂，并产生180．200bp或其整数倍的

DNA片段，但是在不同细胞系时适宜条件不同。参与细胞凋亡的核酸内切酶按

活性可分为二价金属离子依赖性核酸内切酶和二价金属离子非依赖性核酸内切

酶。

1．q．1．1二价金属离子依赖性核酸内切酶

脱氧核糖核酸内切酶I(Dnase I)是一种分泌性消化酶，降解的DNA条带

形成3'-OH末端，与细胞凋亡中DNA片段化产物末端相同。它是Ca“、M92+

依赖性的，适宜PH值为7．0．8．O，最适宜PH值为7．5。Dnase I在细胞内主要存
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在于胞浆的内质网以及高尔基体。细胞凋亡时，Dnase I从细胞质进入到细胞核，

所以细胞凋亡早期内质网等细胞器和核膜仍然完整【58】。

NUCl8是Gaido等从糖皮质激素诱导的大鼠胸腺细胞凋亡时分离出来的一

种中性核酸内切酶，由于其分子量大约为18kD，故被称作NUCl8[591。是一种Ca2+、

M92+依赖性核酸内切酶，Zn2+、金精三羧酸(ATA)和二价金属离子鳌合剂能抑制

NUCl8活性。

Caz+／M92+核酸内切酶Ribeio等从人类脾脏细胞中分离出的Ca2+、M92+依赖

性的核酸内切酶【矧。它分布于细胞核中，分子量27000左右，适宜的PH值为

8．0。也能被Zn2+所抑制，不能被G动蛋白抑制，而能被加’A抑制。

Dnasc'},是Shiokawa等从大鼠胸腺细胞中分离出来的，它与NUCl8相似，

位于细胞核，PH要求也与NUCl8相似【61】。DNase),不同于DNasc I，G动蛋白不

能抑制其活动，加之其特有的分子质量和适宜的pH值都表明DNase't是一个参与

细胞凋亡的新的二价金属离子依赖性核酸内切酶。

NUC70核酸内切酶是Urbano 1998年鉴定的一种仅见于人体造血细胞的分子

量为70KDa的核酸内切酶，在药物诱导下引起人造血细胞凋亡。它与分离的海勒

细胞共同孵育时，还能引起该细胞产生DNA片断化，它是一种Ca“、M92+

依赖性的内切酶，适宜PH值为6．0．8．0。NUC70分布在细胞质内，凋亡早期从细

胞质转移到细胞核【621。

l-5．1．2二价金属离子非依赖性核酸内切酶

二价金属离子非依赖性核酸内切酶主要是指Ca“、M92+非依赖性核酸内切

酶。脱氧核糖核酸内切酶II(Dnase II)主要存在于溶酶体，Dnase II编码360．364

个氨基酸，分子量约为40．60kDl63,641。它不需要Ca2+、M92+的激活，并且在酸性

pH的情况下具有最大的活性。细胞发生凋亡时，它对DNA酶切产生5'_OHl641。

研究表明，均一纯化的DnascII可导致某些细胞如中国仓鼠卵细胞染色质降解与

细胞凋亡。

1．5．2蛋白激酶
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蛋白激酶(protein kinase，PK)是一类催化蛋白质磷酸化的酶，体内蛋白激酶

种类很多【15,65】。

蛋白激酶A(PKA)全酶分子是由四个亚基组成的四聚体，其中两个是调节

亚基，另两个是催化亚基。蛋白激酶A(PKA)有时可诱导细胞凋亡，有时有可抑

制细胞凋亡I删。

蛋白激酶B(PKB)又称ATK，是一种丝／苏氨酸蛋白激酶，分子量60KD，

目前分为PKBa、PKBB、PKB丫三类。蛋白激酶C(PKC)由其活性依赖于Ca2+而

得名。蛋白激酶B对抗细胞凋亡起着重要的调节作用。蛋白激酶B的抗细胞凋

亡机制主要涉及：磷酸化FoxO降低其与凋亡有关的转录活性；使凋亡抑制剂存活

蛋白(survivin)的表达增加；使NF-r．．B活化并转位入核，启动抗凋亡基因的转录；使

胱天蛋白酶-8(caspase一8)抑制剂FLIP(FADD—like ICE inhibitory protein)的表达增

加；磷酸化MDM2使其转位入核进而抑制p53的促凋亡作用；使糖原合成酶激酶3

失活；磷酸化Bad使其与Bcl．2或BcI-XL解离而抗细胞凋亡；直接磷酸化胱天蛋白

酶．9使其激活下游胱天蛋白酶的能力降低f67l。

蛋白激酶C(PKC)的作用主要是促进细胞的增殖与分化，抑制细胞凋亡。PKC

活化剂佛波豆冠乙酯、伴刀豆蛋白A可抑制细胞凋亡的发生，PKC的抑制剂它

莫昔芬(TAM)、叉孢素(staurosporine)诱导的大鼠与小鼠胸腺细胞凋亡，PKC

是细胞凋亡信号的重要参与者。在细胞生长信号转导通路中发挥重要作用，参与

细胞增殖、生长、分化和凋亡的调节1681。

DNA依赖性蛋白激酶(DNA．PK)是一种位于细胞核的哺乳类蛋白质丝／苏

氨酸激酶，它由两部分DNA-PKcs和Ku组成f65】。由于其激活需要DNA片段与

之结合，所以被命名为DNA依赖性蛋白激酶。DNA-PK主要参与损伤DNA的

修复，参与维持细胞结构与功能的完整，其对细胞凋亡起负调控作用。DNA-PK

在细胞凋亡过程中是caspase．3的作用底物，而caspase．3主要催化DNA-PKcs降

解与断裂，DNA-PKcs的断裂会使细胞对DNA修复能力下降，加速与细胞凋亡

的DNA降解与断裂【15】。

1．5．3 Caspases蛋白酶
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白细胞介素1B转化酶(interleukin．1B．converting enzyme，ICE)，是一种与细

胞凋亡密切相关的蛋白酶。哺乳类ICE家族蛋白酶与线虫主要死亡基因ced3编

码的蛋白CED约29％氨基酸序列完全一样，故被归类在同一家族，称为

ICE／CED．3家族【69】。Caspases是这类系列化蛋白酶的总称与词根。Pro．ICE含有

404个氨基酸，相对分子质量为45KDa，在一定条件下可自身催化产生20KDa和

10KDa两个片段，聚合形成(p20)2(plO)e杂四聚体，成为活化的ICE，然后两大

两小四个片段再聚合成含有两个活性化位点的一个活化分子【70’721。Caspases是半

胱氨酸基天冬氨酸．特异性蛋白酶(cysteinyl aspartate specific proteinase)即半胱

氨酸天冬氨酸酶(cysteine aspartase)的缩写。目前Caspases家族成员已经有十

多种被发现。在哺乳动物的细胞凋亡中，Caspases起着十分重要的作用，是与细

胞凋亡最相关的蛋白酶，被看作是凋亡通路的中心执行者。半胱天冬酶存在细胞

外和细胞内两条激活途径，每条途径有各自对应的半胱天冬酶。其中caspase．3

在细胞凋亡过程中处于核心地位，是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶，由于

在蛋白酶级联切割过程中可能发挥着非常重要的作用，所以它又被称作Yama(印

度传说中的死亡之神1。caspase．3基因转染昆虫St9细胞后引起细胞凋亡，这个

过程可以被BCL-2阻断；在发生凋亡的细胞提取液中去除caspase．3后，这些提

取液就失去了诱导细胞凋亡的能力；再加入纯化的caspase．3它就又恢复了致凋

亡的功能。其他caspase蛋白酶也不同程度地参与了细胞凋亡的过程。

Caspases在细胞凋亡中发生的作用主要是【69刁3】：

①灭活细胞凋亡的抑制物，如可裂解阻止细胞凋亡发生的Bci．2蛋白；

②水解细胞的蛋白质结构，破坏重组细胞骨架，阻止DNA修复与复制，导致细

胞解体，形成凋亡小体；

③在caspases级联反应中水解相关活性蛋白酶，导致细胞损伤，比如外界信号作

用于caspase前体，前体可使蛋白酶激发因子活化，后者又使蛋白酶效应因子

活化，然后作用于核层蛋白等底物蛋白，使蛋白分解而引起了细胞凋亡。

1．5．4转谷氨酰胺酶

转谷氨酰胺酶(TGase)是一个Ca2+依赖性的酶家族，其基本作用是保护细
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胞与组织的完整性，可催化酰基转移反应，使翻译后的多肽链形成交联蛋白Ⅲ1。

TGase家族包括组织型转谷氨酰胺酶(tTG)、角化细胞转谷氨酰胺酶、表皮转谷

氨酰胺酶和凝血因子等。其中组织型TGase(tissue TGase，tTG)与细胞凋亡关系

最为密切，在多数细胞凋亡过程中表达水平明显增高，其表达升高亦可作为细胞

凋亡的标志之一。以维甲酸转染纤维母细胞、神经母细胞瘤细胞等细胞，使它们

的tTG过表达，其细胞凋亡速率显著增加。tTG的高表达可增强对细胞凋亡的敏

感性。研究表明，tTG包含一个Bcl．2家族BH3结构域。具有该结构域的多肽，

能够诱导Bax构象的改变并向线粒体移位，引起线粒体去极化，释放细胞色素C，

最终引发细胞凋亡【75,761。

1．5．5其他与细胞凋亡相关的酶

聚(腺苷二磷酸一核糖)多聚酶[poly(ADP·ribose)polymerases，PARP]是

存在于多数真核细胞中的一个蛋白质翻译后修饰酶。PARP可能启动了细胞从损

伤到死亡的信号传递途径，通过caspases、p53等分子级联反应，从而使细胞凋

T,-[771
-一

。

一氧化氮合酶(nitric oxide systhase，NOS)可分为诱导型一氧化氮合酶

(烈OS)和结构型一氧化氮合酶(cNOS)两类。大量事实表明，影响和调控细

胞凋亡的NOS为iNOS[13,15】。

丝氨酸蛋白酶、钙依赖性的中性蛋白酶、纤溶酶原激活物、泛素介导的蛋白

酶等均与细胞凋亡有关【7&7引。

1．6细胞凋亡与肿瘤

肿瘤的发生是由于正常的调控机制丧失，细胞的异常增殖，细胞死亡速度下

降及死亡平衡失调所致。细胞凋亡是一切生物胚胎发生过程及人类发育过程中细

胞清除的正常途径，当这一过程紊乱时将会导致发育异常和许多严重疾病一。许

多事实表明，肿瘤的发生与细胞凋亡有密切关系。细胞凋亡在肿瘤的发生发展中

负调控作用，当它受到抑制时，细胞的增殖与凋亡的平衡被破坏，细胞数目持续
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增多，为肿瘤的形成打下了基础[79,80]。随着科技的发展，肿瘤中细胞凋亡的研

究越来越受到关注与重视。

1．6．1肿瘤发病学中细胞凋亡的机制

肿瘤发病学中细胞凋亡的机制【81】可能有：

①诱导细胞凋亡的基因失活突变或抑制细胞凋亡的基因过度表达；

②化学致癌物、病毒通过影响凋亡机制而致癌；

③前癌细胞凋亡机制不健全；

④机体免疫应答诱导肿瘤细胞凋亡的功能不全；

⑤宿主因子抑制肿瘤细胞凋亡；

⑥肿瘤细胞逃避凋亡，促进转移和演化。

可以预见，诱导细胞凋亡将成为肿瘤治疗的新策略。正在研究的有放射线、

抗癌药物、激素应用或撤退、基因及其产物、免疫细胞、单克隆抗体及细胞因子、

中药、高浓度氧、高热、光动力治疗、电化学疗法等诱导细胞凋亡的方法。

1．6．2各种肿瘤与细胞凋亡

胃癌：在世界范围内，胃癌发病率在男性占恶性肿瘤第2位，仅将于肺部；

在女性是第4位。20世纪我国的两次全国性死因调查中，胃癌均是我国第一位

的恶性肿瘤。我国每年死亡胃癌病人约36万，现患胃癌病人约60万，其死亡率

占恶性肿瘤死亡总数的23．93％Ⅲ。常用的治疗药物5．氟尿嘧啶(5．FU)、顺铂

(CDDP)、葸环类的多柔比星与表柔比星及吡柔比星等。Ishida等以TdT介导的

dUTP末端平移标记法检测到胃癌存在细胞凋亡，他们认为细胞凋亡在胃粘膜发

生肠上皮等病变中起决定作用，从而参与肿瘤的形成。胃癌的细胞凋亡主要由

bcl．2基因家族、p53基因、c．myc基因家族和Fas基因家族调节【82】。不同种类的

胃癌存在不同的细胞凋亡调控基因表达及细胞凋亡指数，表明不同类型的存在着

不同的细胞凋亡机制，比如P53表达与肠型胃癌正相关，但与弥漫型胃癌无关；

肠型胃癌没有Fas表达，但弥漫型胃癌有高水平Fas表达183,84l。
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大肠癌：大肠癌是常见的恶性肿瘤，发生率高居全球恶性肿瘤第四位，年累及

人数超过100万，死亡数超过50万。我国大肠癌死亡数占癌症总死亡数的4．9％

．5．29％，是癌症死亡率的第3．5位，其中湖南比例最高，河南最低。化疗药物、

射线、抗体、缺氧、短链脂肪酸等因素均可以诱导大肠癌细胞凋亡11,2】。细胞凋

亡率以J下常大肠黏膜组织中最高，FAP(家族性腺瘤性息肉病)次之，随后为散发

性腺瘤，腺癌最低，说明在大肠癌形成过程中细胞凋亡调节逐渐减弱。与大肠癌细

胞凋亡相关的基因主要有bel．2、野生型p53、APC基因、DCC基因等。目前大

肠癌诱导细胞凋亡治疗的主要靶点集中在环氧化酶．2、死亡受体、Bcl-2家族成

员以及lAP等方面【85{7l。常用来治疗大肠癌的药物有氟尿嘧啶(5．FU)及其衍

生物、草酸铂或奥沙利铂等第三代铂类药物、喜树碱类药。

肝癌：我国为肝癌高发国家，占全世界肝癌的50％以上。从20世纪90年代

起，肝癌在我国肿瘤死亡中占第---[1,2l。实验证明，细胞凋亡与肝癌生长呈负相

关。肝癌细胞组织培养时，在广泛轻微损伤或受刺激时可诱导肝癌细胞凋亡。肝

癌细胞凋亡的诱导因素[88-90l有：

①内源性调节蛋白：细胞因子和针对Fas抗原的抗体；转化生长因子B．

②外源性化学物质：苯亚甲基抗坏血酸钠、硝酸铅、毒胡萝卜素、乙醇等。

③与治疗相关的致凋亡原：顺铂、它莫西芬、丝裂霉素、5．氟尿嘧啶(5．FU)、

维苯甲酸等化疗药物；放射治疗；高热、微波。

④其他原因：营养缺乏，胆汁介导，缺血、缺氧、再灌注损伤，HBV、HCV、

HIV、EBV、CMV等病毒，免疫介导，比如小柴胡汤等中草药介导。

绝大多数上市的化疗药物都曾用于肝癌的化疗，但很少有超过百分之二十缓

解率。所以开发新药物还任重道远。

乳腺癌：乳腺癌是全球女性的第一号健康杀手，目前全球大约有100万乳腺

癌患者。我国是世界上发病率较低的地区，但近年来发病率持续上升，每年以3

％的速度增长，在北京、上海、广州等大城市发病率更高，已经成为我国城市女

性名副其实的第一杀手。

导致患乳腺癌的主要因素【1，2】有：

①遗传因素，母亲、姐妹、女儿等家庭成员中有患乳腺癌的人，其发病几率比

其他人高出四倍；
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②激素暴露史，既是其生理周期的长短以及生育、哺乳状况，未曾生育、哺乳

的患病的几率高；

③饮食结构，生活节奏和情绪因素。长期情绪紧张、过度劳累都会导致身体激

素水平发生变化，增加得病几率；

④环境因素，辐射以及环境激素污染等是致使发病的诱因。

30％．50％的乳腺癌患者携有突变型P53，另外约30％的患者携有非功能野生

型P53。Bcl-2和P53在乳腺癌中呈相反关系。Bcl-2在乳腺组织中几乎都有表达，

bax在正常乳腺细胞中有强表达，但在乳腺癌细胞中表达微弱，低水平的bax与

正常的Bcl-2和Bcl．x结合，破坏细胞内稳态，导致细胞积聚，易于二次突变从

而引发肿瘤【911。研究发现bel．2蛋白在正常乳腺组织、癌前病变及乳腺癌中表达

随着乳腺组织恶性程度增加其表达呈逐渐上升的趋势。这一结果表明bcl。2蛋白

表达与乳腺组织恶性改变有一定关系。结合细胞凋亡进行分析，发现凋亡细胞多，

bcl．2蛋白表达低，且bcl．2蛋白表达与细胞凋亡指数呈负相关，可认为bcl．2蛋白

对细胞凋亡起抑制作用f921。所以乳腺癌的起源与细胞凋亡失调有关。化疗药物

主要是通过激发细胞凋亡来提高疗效，它莫昔芬("蝴)、芳香化酶抑制剂是常

用来治疗乳腺癌的化学药物。

子宫颈癌：子宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一，它是全球妇女中仅次于

乳腺癌的第二个最常见的恶性肿瘤。全世界每年约有50万新发子宫颈癌病例，

中国约15万例，全世界每年约23万妇女死于宫颈癌，中国约8万。研究表明，

宫颈癌发生与人乳头状瘤病毒(HPV)感染有直接关系【93】。HPVl6／18E6与抑癌

基因P53结合，很快p53基因就会变性，阻止了野生型P53刺激导致的细胞凋

亡。与宫颈癌密切相关的HPV染色体组，可以激活c-myc基因使P53变性，从

而抑制细胞凋亡，此可能是HPV诱发宫颈癌的机制。目前常用的化学治疗药物

有顺铂、异环磷酰。

食管癌；我国是食管癌高发国家，又是死亡率最高的国家，全球一半以上食

管癌患者为中国人。据估计我国每年有16万．20力．食管癌患者死亡。食管癌的病

因有：亚硝胺类化合物和真菌毒素；食管损伤、食管疾病以及食物的刺激作用食

管损伤及某些食管疾病；营养不良和微量元素缺乏，摄入动物蛋白不足和维生素

A、B2、C缺乏；遗传因素；肥胖因素等。研究表明，食管癌是多种癌基因和抑
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癌基因突变积累的结果，多种环境因素引发了食管癌[941。将c-myc癌基因反义

RNA导入食管癌细胞可以有效抑制细胞增殖并诱导食管癌细胞凋亡。在基因水

平治疗食管癌方面也显示出了诱人的前景【951。顺铂、卡铂、紫杉醇、氟尿嘧啶、

长春酰胺、丝裂霉素等是常用来治疗食管癌的化学药物。

白血病：白血病是造血干细胞在分化成熟过程中的某一阶段停止分化所致，

是细胞死亡被抑制，而细胞的增殖率相对升高的病态。白血病细胞凋亡可由去除

存活因子，细胞毒剂的治疗引起。而存活因子，突变型P53和bcl．2可抑制细胞

凋亡并增强癌症产生的可能【96】。已经发现粒细胞性白血病细胞中bcl-2表达水平

与细胞对凋亡诱导剂的敏感性有关，而C-myc则无关。

前列腺癌：前列腺癌发病多见于老年人，我国是前列腺癌发病率低的国家，

但是近年来发病率在升高。前列腺癌患者应用激光治疗之后bcl．2均有表达，正

常生长与肥大的前列腺细胞的bcl-2表达仅限于基底细胞，说明细胞凋亡受抑在

前列腺癌发生中十分重要f971。研究表明，抗癌药物的疗效不仅取决于药物与靶

细胞的相互作用，还取决于药物诱导细胞凋亡的能力l粥】。

肺癌：肺癌是现今各国常见的恶性肿瘤，已经成为大多数国家因癌症死亡的

首要原因，是发病率、死亡率增长最快，对人类健康和生命了大的恶性肿瘤，其

发病率与死亡率十分接近。我国最新的第三次居民死亡原因调查显示，肺癌已经

取代肝癌成为我国恶性肿瘤首位死亡原因，30年来竟然增长了近五倍。吸烟是

一个导致肺癌的重要因素，其燃烧时肺癌会产生与肺癌相关密切的多环芳香烃类

化合物、芳香胺、苯、丙烯等。烟雾中的致癌物质通过不同的机制，导致支气管

上皮细胞DNA损伤，某些癌基因的激活与抑癌基因的突变及失活，从而导致细

胞遗传信息改变，最终细胞转化、癌变[993。其中存在多种基因突变的基因损伤，

目前关于myc(c·myc、N-myc、L-myc)基因家族、ras(K-ras、H一17as、N—ras)基因家

族、p53基因研究较多。Myc基因突变使蛋白质持续表达，促使细胞生长，研究

发现，几乎所有的小细胞肺癌和大多数非小细胞肺癌患者存在myc基因的过度

表达【loo]。12，13，16位点是ras基因常发生突变的位点，由于突变，l'as蛋白转化

的潜能，传递持续性促进有丝分裂的信号，促使癌的形成。Ras基因突变主要见

于非小细胞肺癌中，此类患者出现这种突变的几率为百分之二十到三十。K-ras

基因突变与吸烟高度相关11011。P53突变主要有误译突变、mRNA连接错误、基
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因缺失，小细胞肺癌和非小细胞肺癌患者均有一半以上有p53突变，与K-ras不

同的是，非小细胞肺癌患者与吸烟并不明显相关。

膀胱癌：早期衰竭的膀胱癌患者，抗细胞凋亡的基因bcl．2表达高于促进细胞

凋亡的基因bax。在对膀胱移行上皮癌的凋亡标记时发现，正常膀胱上皮、I．II

级的移行上皮癌的细胞凋亡率大大低于III级的移行上皮癌[10230这说明膀胱癌III

级细胞凋亡率虽高，但其细胞的增殖率更高。

鼻咽癌：鼻咽癌占头颈恶性肿瘤的首位，其发病率以中国的南方较高，全世

界大约80％的病例发生在中国南方。如广东、广西、湖南等省，特别是广东的

中部和西部的肇庆、佛山和广州地区更高。大部分鼻咽癌发生在45．54岁年龄之

间，严重影响劳动力健康。流行病学调查提示鼻咽癌的病因可能与EB病毒感染、

环境、饮食和遗传等因素有关。研究发现采用细胞凋亡原位检测技术(TUNEL)

发现鼻咽癌组织中出现自发的细胞凋亡。尽管其凋亡率明显低于正常鼻Ⅱ冈粘膜组

织，但说明鼻咽癌患者肿瘤内细胞凋亡机制仍然存在，只是增殖速度超过细胞凋

亡，导致肿瘤继续发展[10330研究表明，鼻咽癌中p53基因突变率比较高，其突

变以第273密码子为突变热点，该突变点为鼻咽癌发病过程中的必要因素，并用

在鼻咽癌组织中有bcl-2的过度表达【104】。鼻咽癌治疗目前主要采用放射治疗、外

科手术治疗和化学药物治疗等方法。

肾癌：我国肾脏肿瘤在泌尿男生殖系肿瘤中发病率仅次于膀胱肿瘤，近年来

患病人数同益增多，每年新增肾癌患者2．3力．例。肾脏位置隐蔽，肾癌早期局限

于肾脏实质，所以早期不易发现与诊断。研究表明，在肾癌的发生发展过程中，

均有细胞凋亡的存在‘105，10们。多数研究认为，肾癌组织比正常成年人肾脏的Bcl．2

表达增高。研究证实，肾癌中c．myc呈现高表达，c-myc基因编码c．myc蛋白可

与Max蛋白形成二聚体，成为既可以激活细胞增殖的基因，又可成为激活细胞

凋亡的基因【107]。大多数研究者认为，肾癌细胞中既无p53蛋白表达，也很少见

p53基因突变。

1．7细胞凋亡的检测

1．7．1形态学观察
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1．7．1．1普通光学显微镜观察

在倒置显微镜下可观察到凋亡细胞细胞膜完整，细胞体积变小并皱缩，并且

有凋亡小体产生。采用HE(苏木素．伊红)染色法时，可以观察到凋亡细胞在组

织中常单个散在分布，细胞核浓缩、染色致密、有破碎，染色体被染成深蓝色或

蓝黑色；正常细胞染色体显均匀淡蓝色或蓝色，坏死细胞肿胀，核染色体呈现很

淡的蓝色甚至消失【1嗥1101。采用甲基绿．派诺宁染色时，凋亡细胞细胞核呈现绿色

或绿蓝色，细胞质呈红紫色；坏死细胞只有细胞核呈绿色。 ．

1．7．1．2透射电镜观察

透射电镜是观察细胞凋亡最可靠的方法，但它只可对细胞凋亡进行定性分

析。可以观察到凋亡细胞表面微绒毛消失，染色质固缩，呈新月形，胞膜起泡或

者“出芽”，晚期可见凋亡小体【11¨。

1．7．1．3荧光显微镜观察

常用的荧光染色方法是吖啶橙(Ao)染色、Hoechst33258染色、Hoechst33342

染色。此方法简单易行，但在定量与定性方面较差114,112】。

1．7．2 DNA凝胶电泳

坏死细胞的DNA断裂为无特征的杂乱片段。而凋亡细胞的DNA被核酸内

切酶降解成180．200bp或其整数倍的寡核苷酸片段，将这些DNA片段提取出来

后，在含有荧光染料的琼脂糖凝胶电泳之后，可在紫外灯下观察到梯状(1adder)

条带，而坏死细胞呈现连续条带，正常活细胞为一条区带【108,111,112】。此方法敏感

性该方法简便有效，适合于群体细胞的凋亡分析，但敏感性不高，需要标本细胞数

较多(在106个细胞／m1)以上。
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1．7．3原位末端标记法(in situ end-labeling，ISEL)

ISEL的原理是将掺入到凋亡细胞中的外源性核苷酸在酶的催化下与凋亡细

胞因内源性核酸酶的激活所产生的单股或双股断链相结合，再通过显示系统使之

显示出来【113,114】。ISEL分为两种：末端脱氧核苷酸转移酶介导的dUTP缺口末端

标记法(TUNEL)，原位切口平移(INST)。TUNEL法可检测出极少量的凋亡细

胞，所以在细胞凋亡的研究中被广泛采用[111,115】。但是在某些情况下，TUNEL法可

能产生高达20％的假阳性。此外，研究表明TUNEL的敏感性远高于ISNT,尤其是

对早期凋亡的检出TUNEL更为适用。

1．7．4酶联免疫分析(EUSA)

ELISA检测基于定量三明治酶免疫鉴定原理，用抗DNA的单克隆和抗组蛋

白抗体进行检测。此方法有比较好的稳定性，所需细胞数少，敏感性高，可检测

到500个／mL细胞，但是不可精确测定凋亡细胞发生的绝对量【141。

1．7．5流式细胞仪(EACS)分析

流式细胞仪是一种新型高科技仪器，是各种学科高度发展、综合的结晶115,108】。

它工作时以高能量激光照射高速流动状态下被荧光色素染色的单细胞或微粒，测

量其产生的散射光和发射荧光的强度，从而对细胞(微粒)的性状进行定性或定量

分析，具有速度快、精度高、准确性好的优点，是现今最先进的细胞定量分析技

术。但它的标本制作复杂，不易将变性细胞鉴别。凋亡细胞的通透性增加，其程

度正好介于正常细胞与坏死细胞之间，将细胞悬液以荧光素染色，然后用流式细

胞仪测量细胞荧光强度来区分活细胞、坏死细胞与凋亡细胞。也由于凋亡细胞通

透性的增加，促进了DNA片段从细胞内逸出【111,115】。所以，凋亡细胞DNA含量减

少，与荧光染料的结合减少，细胞DNA荧光强度降低，在DNA直方图上显示在

G0／G1峰前出现凋亡细胞峰。在研究细胞凋亡时，流式细胞术可以用来从细胞的

形态与特征上鉴别出凋亡细胞，进行细胞DNA、RNA含量分析，也可以检测细
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胞凋亡的周期特异性及定量测定细胞凋亡蛋白质的表达情况。

1．7．6其他检测方法

乳酸脱氢酶(LDH)检测、端粒酶检测、线粒体膜电位检测、caspase检测、

膜联蛋白V法、细胞内钙离子浓度检测【1∞，111，115，1161。

2．钌配合物抗肿瘤研究进展

顺铂和卡铂在内的铂类抗癌药物可用于睾丸癌、卵巢癌、头颈肿瘤和膀胱癌

等很多恶性肿瘤的治疗，是使用非常广泛的化疗药物，它们开辟了金属配合物抗

癌药物的一个新领域。它们主要通过Pt原子与DNA链内相邻碱基问形成共价键

联接，扰乱抑制DNA的复制，诱导细胞凋亡而杀死癌细胞。但是它们的肾毒性、

骨髓毒性、耳毒性、外周神经毒性、催吐性等毒副作用及耐药性制约了它们的应

用[117]。

由于钌配合物的低毒性、可以很快排泄以及容易被肿瘤细胞所吸收，比如

KPl019在大鼠结肠直癌治疗中展示出良好的效果，它可以有效地被细胞吸收，

100夥m的钉(III)配合物30分钟罩面每106个细胞吸收120．160ng的钉【11引。国

际上普遍认为，钌配合物将是最有前途的抗肿瘤药物之一。1984年，意大利化

学家Giovanni Mestroni和他的合作者首次发现c括．和trans．Ru(1I)C12(dmso)4对几

种鼠类转移性肿瘤具有抗赘生长的性质，钉配合物做为抗肿瘤药物的研究从此．丌

始11191。欧盟1997年成立了钌抗癌药物的研究和发展工作组(COST D8)来加强

相应研究，关于钉抗肿瘤药物的研究越来越受到重视。目前已经有上百种相应的

钌配合物被合成出来。两个钌配合物分别进入了临床，NAMI．A([ImH]

【trans—RuCl4(DMSO．S)(Im)】，图1—3)，它对肺部的转移瘤有明显效果；而

KPl019{[HL][trans-Ru(III)L2C14]，见图1-3))则主要是对结肠癌、路易斯肺癌起

作用，它对结肠癌的治疗比常用药物5．FU(氟尿嘧啶)、顺铂有更好的疗效，在体

外体内实验中并没产生抗药性，而且并未发现其严重副作用，在六个实验者中有

五个保持了5．8周的病情稳定【1201。Ru(tfac)3展示了对A2780人卵巢癌细胞较强
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的抑制作用，并且只有合理的毒性【1211。RuCl2(KTZ)2对C8161黑色素瘤细胞有

超过80％的抑制率【122】。具有抗肿瘤活性的钌配合物可以分为氨和亚胺类、多吡

啶类、乙二胺四乙酸类、二甲基亚砜类等四类【1231。关于钉配合物的抗肿瘤活性

机理，目前还不很清楚，其可能机理【124l有：①钉配合物的水解，@t}i(IlI)配合

物的还原活化，③钌配合物与DNA结合，④钉配合物与蛋白的结合。

研究表明细胞凋亡是各种抗癌药物引发细胞死亡的主要方式，从而使得细胞

凋亡与癌症之间的关系及细胞凋亡在癌症治疗中的作用成为研究的新焦点。淋巴

瘤、白血病、乳腺癌、卵巢癌、大肠癌、前列腺癌、混合性腺癌、精原细胞癌和

恶性胶质瘤细胞等均对化疗药物诱导的细胞凋亡敏感。化疗药物引起癌细胞凋亡

的过程比较复杂，各种通路互相渗透、互相影响，各种蛋白、基因互相作用、互

相制约。一般认为caspase酶被激活是整个凋亡过程的关键。大多数化疗药物引

起的细胞凋亡都是caspase依赖性途径。化疗药物引起的细胞凋亡主要与P53、

Bcl．2等基因相关，顺铂、5．Fu及烷化剂的抗癌作用是通过P53依赖途径实现的，

而KPl019、紫杉醇则是通过非P53依赖途径【1251。对于钉配合物KPl019其诱导

结肠直癌细胞凋亡是线粒体膜电位耗散，下调Bcl．2表达，线粒体释放细胞色素

c，形成所谓的凋亡体，激活caspase酶，从而启动凋亡的执行阶段，不依赖于

P53，Ki．ras突变【118】，并且显示出比顺铂更高的凋亡率。对于钉配合物诱导肿瘤细

胞凋亡的研究还很少，十分有待于进一步的工作。

铲㈣
图1．3
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第二章钌配合物的合成

1引言

第二章钌配合物的合成

铂类抗肿瘤药物顺铂和卡铂在临床上被大量应用，但由于具有一定的毒副作

用、容易产生耐药性等受到一定的限制。钌配合物的低毒性而且易于被肿瘤组织

吸收，钌配合物将成为最有前途的抗癌药物之一。目前合成钉配合物主要包括包

括氨(亚胺类)、多吡啶类、乙二胺四乙酸类和二甲亚砜类等四类，其中

trans一[Ru(III)C14(DMSO)Im]。是第一个进入临床实验的抗肿瘤转移的钌(IⅡ)配合

物，它们易溶于水，可静脉注射，对肺癌等显示出高活性【11。同时采用咪唑作为主要

配体的ICR也进入了临床实验，它证实对结肠癌有显著效果。

本实验室设计合成了一系列钉配合物【2'3l[a：[Ru(MeIm),4(dppz)】

(C104)2‘2H20， b：[Ru(MeIm)4(dpq)](C104)2‘2H20,， c．'trans,c／s,c／s．一RuCl2(dmso)2

(aiim)】，d：[Ru(Melm),(phen)】(C104)2‘2H20，e：mcr-[RuCl3(bpy)(dmso),，f．-mer-[RuCh

(phcn)(dmso)]，g：mer-[RuCl3(idmso)(Biim)]，通过元素分析、ES-MS、NMR对配

合物进行了表征，它们的结构分别见图2．1。对配合物抗肿瘤活性及诱导肺癌A549

细胞的凋亡作用进行了研究。
～ 、
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2实验部分

2．1实验试剂

试剂名称

RuCl3·nH20

2，2’．联吡啶

1，10．邻菲咯啉

无水乙醇

无水甲醇

乙腈

乙酸铵

乙二醛

乙二醇

甲苯

邻苯二胺

N，N-二甲基甲酰胺(DMF)

三羟甲基甲胺(Tris)

AG3(T2AG3)3

二甲基亚砜

高氯酸钠

氢氧化钠

硼酸(H3803)

活性炭

盐酸

氯化锂

溴化钾

氯化钠

硅胶(60．100目)

中性氧化铝(200．300目)

纯度级别

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

BR

R崛E

生产厂家或提供商

昆明贵金属研究所

上海试剂一厂

广州化学试剂厂

广州化学试剂厂

广州化学试剂厂

广州化学试剂厂

上海试剂一厂

广州化学试剂厂

广州化学试剂厂

广州化学试剂厂

广东光华化学试剂厂

广州化学试剂厂

Sigma

Sangon

Acros公司

上海试剂二厂

广州化学试剂厂

广州化学试剂厂

广州化学试剂厂

广州化学试剂厂

广州化学试剂厂

广州化学试剂厂

广州化学试剂厂

广州化学试剂厂

广州化学试剂厂

P

R

R

R

R

R

R

R

R

a

A

A

A

A

A

A

A

A
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2．2实验仪器和方法

元素分析(C、H、№用Elementar Vario EL元素分析仪测定。

核磁共振波谱用VARIAN Mercury．Plus 300或Varian 500MHz核磁共振波谱

仪记录。

快原子轰击质谱(FAB．MS)用VG ZAB．HS质谱仪记录，选用3一硝基苄醇作

辅助基质。电喷雾质谱(ES．MS)用LCQ系统(Finnigan MAT)USA)记录，选用甲

醇作流动相；或岛津Shimadzu LCMS．2010A液质联用仪，流动相为乙腈。

2．3钉(II)配合物的合成

2．3．1配体的合成

配体dpq、dppz的合成：配体dpq、dppz都按文献方法合成14】。

2，2，．联咪唑(Biim)的合成：2,2’．联咪唑(Biim)按文献【5l方法合成：称取35．4 g

乙酸铵(0．46 m01)，溶解于6．5 mL水中，逐滴加入乙二醛(20％，10 g，0．173 moo，

在40 QC下，3d'时内滴加完毕，混合物接下来在室温条件下反应5d'时，溶液中

即有大量灰色沉淀生成，抽滤，滤出物用水洗涤(3×20 mE)，继而用丙酮洗涤(3

×20 mE)，得粗产品。粗产品用乙二醇(130 mL／g)重结晶，结晶过程中用活性炭

脱色，重复数次即得白色羽毛状晶体。产率：40％。1H NMR(DMSO-d6)d：7．06(s)．

2．3．2配合物的合成

2．3．2．1配合物a的合成
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c。％．

cI／

羚!s
dppz

R
，

图2-2配合物a的合成路线

(1)菲罗啉5，6---酮的合成旧

R=CH3

]“
N§ANU

将4．O g 1，10．邻菲咯啉和4．O g溴化钾置于圆底烧瓶中并在冰水浴拌匀，然

后滴加冷的浓H2S04(40 mL)和浓HN03(20 mL)的混合酸。滴加完混酸后维

持温度在80—85 oC反应3h，冷却，使溴逸出，将冷却后的黄色溶液倒入500 mL

冰水中，然后用10 tool L-1 NaOH溶液小心中和至中性。用3x100 mL氯仿对该

溶液进行萃取。合并有机相后，用50 mL水对其洗涤，最后用硫酸钠干燥过夜。

过滤后，减压蒸去氯仿，固体产物用乙醇重结晶，得黄色或橙黄色针状晶体。产

率：77％。

(2)邻联吡啶并【3，2-a：2’y-d吩嗪(dppz)的合成忉

菲罗啉一5，6一二酮(1舀4．8 mm01)，邻苯二胺(0．6 g，5．7 mm01)，无水乙醇(400

mE)置于圆底烧瓶中在50℃下搅拌回流2 h，然后搅拌一夜，自然冷至室温。将

反应溶液在50℃下旋转蒸发至有乳状淡黄色的产物析出后，静止8 h，后加入甲

醇／水=1：9，抽滤，粗产品用甲醇重结晶。产率：80％。

≯＼∥＼
aII胤Ifa
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(3)[Ru(dppz)C14]的合成嘲

将0．5572 g RuCl3·xH20和0．7583 g邻联吡啶并吩嗪(dppz)加入到50 mL，

1 M HCI中，在氩气保护下搅拌30分钟使之溶解。将反应体系密闭，在氩气保

护下静置10天，抽滤，用水洗涤至无色，得暗绿色固体。产率：61％。

“)配合物[Ru(MeIm)4(dppz)](C104)z-2HzO的合成

I

黯
’

—]矿
l

图2-3 【Ru(MeIm)4(dppz)】(C104)2·2H20结构图

将[Ru(dppz)C14】(0．131 g，0．25 mm01)和1-甲基咪唑(O．41 g，5 mm01)加入到

DMF(N,N-dimethylformamide)(20札)中，在氩气保护下搅拌回流8 h，得深红色

溶液。冷却至室温，过滤，旋转蒸发至5 mL，然后加入15 mL水稀释。逐滴加

入饱和的NaCl04溶液，立即产生大量的红色沉淀。搅拌均匀后静置1 h，抽滤，

用50 mL的乙醚洗涤，真空干燥。将干燥后的粗产品用少量的乙腈溶解，装入

约15 cm的中性氧化铝柱。用乙腈：甲苯=3：1(v／v)，淋洗下主要的红色组分，得

红色微晶171 mg，产率：69％。

1H NMR(ppm,DMSO-d6)：6 9．36(d，2 H，J=8．1 Hz)；9．14(d，2 H，J=5．5 Hz)；

8．42-8．40(1Il，2 H)8．13-8．11(m，2 H)；8．07-8．04(m，2 I-1)；7．93(s，2 H)；7．50(s，2田；

7．25(s，2岣；7．05(s，2 H)；6．79(s，2 H)；6．29(s，2 H)；3．84(s，6 H)；3．44(s，6田．

ESI—MS(MeCN)：m／z=71 1．2([M-2C104-H]+)，356．1(【M一2C104]2+)．uV-Vis(cm。1)

(H20)：274(57979)，359(12202)，376(12709)，470(6722)．Anal．calc．for

C34I-138C12N120loRu：C，43．13；H，4．05；N，17．75；found：C，43．02；H，4．06；N，17．71．
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2．3．2．2配合物b的合成

I

＼◇9、、、、
／p雷

I

—]2+
I

N
I

影

图2—4 【Ru(Melm)4(dpq)](C104)2·2H20结构图

配合物b的合成类似于a，只是配体不同。

2．3．2．3配合物c的合成

(1)c／s-[Ru(dmso)4C12]前体的合成

该配合物的合成参照文献进行【9】，但是做了改进。

称取RuCl3·nH20约1 g，用3 mL dmso溶解，得橙红色溶液，电磁搅拌，在

120 QC下油浴回流O．5小时，反应过程中溶液逐渐变为亮黄色，随后，用减亚蒸

馏装置蒸去约一半溶剂，停止蒸馏。往溶液中加入丙酮，室温下电磁搅拌，出现

大量的黄色固体，为提高产量，可将滤液在进行蒸馏，再加入丙酮，如此反复几

次，产率可达80％。

>％O，r、、、、pH
>／除甲夫H／sIO’a◇H弋／
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参考文献中合成类似结构配合物的方法110’111。

称取c／s．[Ru(dmso)4C12】(200 mg，0．41 mm01)溶于100 mL用分子筛干燥过甲

苯中，逐滴加入2,2．联咪唑(BiiIIl’55 mg，O．41 mm00的甲苯溶液(50 mE)，所得混

合物于100 QC反应24小时，溶液中有浅绿色沉淀产生，过滤，用乙醚洗涤，真

空干燥即得产物。配合物的单晶由产品在甲醇中重结晶得到。产率：70％。ESI．MS

(In／z)：418．6 for 【RuCl2(dmso)2(Biim)】+． Elemental Anal． Calcd． for

CloHlsCl2M02RuS2：C 25．98；H，3．92；N，12．12．Found：C，25．96；H，3．94；N，12．15．

2．3．2．4配合物d的合成

1

＼@N≯、
／p雷

1

图2-6【Ru(Melm)4(phen)](C104)2·2H20结构图

配合物d的合成类似于配合物a，仅配体不同。

2．4钌(Ⅲ)配合物的合成

2．4．1配体的合成

2，2’．联咪唑仍鲢m)的合成：同于本章2．3．1：2，2’一联咪l挫(Biim)的合成。

2．4．2配合物的合成

2．4．2．1配合物e的合成

40
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(1)c豇-【Ru(dmso)4Ci2]前体的合成

同于本章2．3．2．3：(1)c／s一[Ru(dmso)4C12]前体的合成

(2)配合物mer-[ReCl3(dmso)(bpy)]的合成

＼土少

≥k
C-

图2-7 mer一[RuCh(dmso)(bpy)]结构图

称取c／s一[Ru(dmso)4C12】(0．209，0．41mm01)和2,2’-联吡啶(bpy)的混合物(64 mg，

0．41 m01)于20 mL混合溶3菁U(CH30H和CHCl3体积比为1：1)，在100 9C下反应2

小时，将所得混合物过滤得橙红色的澄清溶液。在空气中自然挥发数日，溶液中

既有橙红色薄片状的晶体生成，采用机械分离方法得纯产品。产率：0．069 g，

35％。ESI-MS(Il妇)：442．6 for【RuCl3(dmso)(bpy)】-．Elemental anal．Calcd for

C12H14C13N20RuS：C，32．63；H，3．19；N，6．34．Found：C，32．62；H，3．18；N，6．35．IR

data(Ia3r,cm-1)：3106(V，C-H)，3074(V，C-H)，1604—1447(d，C-H)，1312-1308(d，

G-H)，1107“s-o)，1071(V，s一0)．

2⋯4 2 2配合物f的合成

(1)c／s．[Ru(dmso)4Ch]前体的合成

同于本章2．3．2．3：(1)cis-[Ru(dmso)4C12]前体的合成

(2)配合物mer-[RuCh(dmso)(phen)]的合成

41
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’I

＼占少

三蚪≮
I

Cl

图2-8 mer-[RuCl3(dmso)(phen)】结构图

mer-[RuCl3(dmso)(phen)]按文献方法合成【10】，但是做了少量改动。

称取c／s一[Ru(dmso)4C12](O．20 g，O．41 mm00和1，10-邻菲咯啉(phen)混合物(74

mg，0．41 m01)，溶解于含6 M HCl(10 mE)和CH3CH20H(10 mE)的混合溶剂中，

混合物于80。C反应2小时，随后所得的红色溶液于旋转蒸发仪中减压蒸至近干，

固体产品在干燥器中放置两天，粗产品用CH30H或者CH3CH20H重结晶即得

红色晶体，还可在CH30H和H20的混合溶剂中重结晶，后者的产率更高。产

率：O．103 g(30％)。ESI—MS(n比)：466．7 for【RuCl3(dmso)(phen)】-．Elemental anal．

Calcd for C14H14(地N20RuS：C，36．10；H，3．03；N，6．01．Found：C，36．07；H，3．05；N，

6．03．

2．4．2．3配合物g的合成

(1)c／s．咖(dmso)4Ch]前体的合成

同于本章2．3．2．3：(1)c／s一[Ru(dmso)4C12]自U体的合成

(2)配合物mer-[RuCla(dmso)(Biim)】的合成

>o产Krl＆f气NH
——^
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称取c／s·[Ru(dmso)4C12】(O．20 g，O．41 ret001)和2，2’．联咪唑(Biim)的混合物(55

mg，0．41 m01)于20 mL混合溶剂(CH30H和CHCl3体积比为1：1)，在100 9C下

反应2小时，将所得混合物过滤得绿色的澄清溶液。在空气中自然挥发数日，溶

液中既有绿色块状的晶体生成，采用机械分离方法得纯产品。产率：55％。ESI．MS

(n妇)：418．6 for【RuCla(dmso)(Biim)]‘．Elemental anal．Calcd for CsHl2C13N40RuS：

C，22．89；H，2．88；N，13．35．Found：C，22．90；H，2．89；N，13．38．
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第三章Ru(II)配合物对A549细胞的凋亡作用

1引言

细胞凋亡是机体在生长、发育和受到外来刺激时，在相关基因调控之下清除

多余的、衰老的和受损伤的细胞，以保持机体内环境平衡的一种自我调节机制⋯。

在正常情况下，细胞的增殖与凋亡维持组织中的细胞总数的动态平衡，一旦细胞

增殖异常或细胞凋亡发生异常，均可导致细胞的恶性转化。细胞的凋亡数量大于

细胞的增殖数量则器官就逐渐萎缩，而细胞的凋亡数量小于细胞的增殖数量则形

成肿瘤，使已形成的肿瘤细胞发生凋亡已成为当前研究的一大热点。细胞凋亡是

体内细胞平衡的生理机制，理解细胞凋亡及其调节机制有助于发现新的癌症化疗

药物。随着细胞凋亡认识的不断加深，可以开发出选择性作用于凋亡通路不同组

分的癌症化疗药物，通过临床试验，使用更大剂量和更短时间，单组分或不同机

制的药物组合给药物，诱导细胞凋亡达到清除变异克隆的目标【2引。

肺癌是发病率和死亡率增长最快，对人类健康和生命威胁最大的恶性肿瘤。

由于环境污染、致癌物增多、吸烟等因素导致肺癌发病率与死亡率迅速增高，已

经成为我国城市最常见的癌症【41。卫生部2008年发布的第三次居民死亡原因调

查显示，肺癌已经取代肝癌成为我国恶性肿瘤首位死亡原因，30年来竟然增长

了近五倍。肺癌在诊断时有三分之二已经超越了手术切除的范围，一半已经有了

临床或潜在的播散，化疗在临床上占较重要的地位，成为肺癌治疗不可或缺的手

段之一。

铂类抗癌药物在临床上的成功应用，极大地促进了无机金属药物的发展。时

至今同，铂类抗癌药物依然是使用最广泛的化疗药物之一。但是它们所产生的肾

毒性、骨髓毒性、耳毒性、外周神经毒性、催吐性及长期使用产生的耐药性等一

些毒副作用与比较窄的抗肿瘤谱使它们的应用受到了限制【51。而钉配合物由于它

的低毒性、易于被肿瘤组织吸收、易于排泄，被认为是最有前途的抗癌药物之一

【6】
a

本章以本实验室设计合成的含有与临床钌配合物对肺转移瘤有明显效果的

NAMI．“6l有相同配体的钌(II)配合物(a．d)与人肺腺癌A549细胞相互作用，
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采用MTr法研究了钌(II)配合物(a．d)对A549细胞的增殖抑制活性，通过

形态学观察、琼脂糖凝胶电泳、流式细胞术等方法检测这些钌(II)配合物对

A549细胞的凋亡作用。

2材料试剂及主要仪器

2．1实验材料

A549人肺腺癌细胞：购于中山大学动物实验中心

DEME于粉培养基：GIBCO

胎牛血清：GIBCO

胰蛋白酶：SlGMA

蛋白酶K：SIGMA

乙二胺四乙酸二钠(EDTA)(Amersco)

100bp DNAMarker：SIGMA

DNA提取试剂：上海华美生物工程公司

磷酸缓冲液(PBS)：(博士德)

DMSO：SIGMA

NaHC03分析纯上海虹光化工厂

荧光色素，琼脂糖，无水乙醇等。

2．2实验仪器：

二氧化碳细胞培养箱： Forma Scientific，Inc．

细胞培养专用超净工作台：SWoCJ．2FD，苏州净化设备有限公司

倒置显微镜：CKx31，OLYMPUS

荧光倒置相差显微镜：Leica

高速低温离心机：Centrifuge 5417R

离心机：AUegra X一15R，Bechman Coulter,Inc．

电泳仪：EPS 100,Tanon．
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血球分类计算器：江苏江阴第二医疗器械厂

血球计数板：玉环县求精医用仪器厂

BCD．252T型伊莱克斯冰箱

DW-FLl35中科美菱．40℃冰箱

HH．W600数显三用恒温水箱江苏金坛市荣华仪器制造有限公司

BL610电子天平：北京赛多利斯仪器系统有限公司

电热恒温鼓风干燥箱：上海跃进医疗器械厂

85．2型恒温磁力加热搅拌器江苏金坛市荣华仪器制造有限公司

ICEl型制冰机广州市正一科技有限公司

Galanz微波炉

酶标仪美国Bio．黜m

凝胶成像系统美国Bio．RAD

MP220 pH meter瑞士MET'I'LER TOLEDO公司

PipettingAid可充电电动加液器法国吉尔森公司

移液器法国吉尔森公司

Cryosystem 4000型液氮罐美国MVE公司

双蒸水系统、十万分之一电子天平、各种型号的滤器、滤膜、各种型号的细胞培

养瓶、各种型号的移液管、吹打管、玻璃离心管、细胞冻存管、96孔板、24孔

板等

2．3溶液的配制：

DMEM(高糖)培养基：13．59DMEM粉，29NaHC03，．2389HEPES，青／链霉素

10／比g／mL，1000mL三蒸水，调节PH于7．1．7．2之间，搅拌均匀后进行抽滤灭菌，

抽滤完后于超净台分装并密封保存于40C。

PBS溶液配制：10xPBS贮存液：NaCl809，KCl29，NaHP04·12H2028．99，KH2P0429，

加双蒸水定容至1000mL。使用时稀释成lxPBS溶液，(先用普通漏斗过滤入瓶

中；在瓶塞下放棉线，塞好塞子；以小布包好瓶塞，棉线绑好；湿热消毒后即可

以养细胞用)。

TAE电泳缓冲液50xTAE Buffer(pH=8．5)，组份浓度：2M Tris一醋酸，100mM EDTA,

47
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配制量：1L

①称量下列试剂，置于1L烧杯中：

"Iris 2429

Na2EDTA·2H20 37．29

②向烧杯中加入约800mL去离子水，充分搅拌溶解；

③加入57．1mL的醋酸，充分搅拌；

④加去离子水将溶液定容至1L后室温保存。

1．5％琼脂糖凝胶：159琼脂糖粉，加入100mlTAE缓冲液，再加入鲰L荧光色素，

于微波炉中低火加热两分钟后自然凝固。

0．125％胰蛋白酶溶液O．59胰蛋白酶溶液，80mgEDTA，400mLPBS，抽滤后置于

．20℃保存。

细胞冻存液：向7mL培养基中加入lmLDMSO和2mL已灭活的胎牛血清，吹打

均匀，于4℃保存。

Lysis Buffer：10mM Tris‘HCI(pH=8．o)，2mM EDTA,150mM NaCI,I％SDS。

TE Buffer：10mM Tris’HCI(pH=8．0)lmM EDTANa4(pH=8．0)。

MTI'溶液配制：MTT 0．5克，溶于100 mL的磷酸缓冲液或无酚红的基础液中。

．20℃下避光保存。

3．实验方法：

3．1 A549细胞培养

3．1．1细胞冻存

①细胞弃废液，PBS洗2遍，滴加胰酶消化，显微镜下观察(必要时可放进37℃

培养箱孵育)；

②待细胞突起回缩、胞体变圆，加入与胰酶等体积的含血清培养基终止消化，规

律、小心吹打成细胞悬液；

③1000转离心5min，弃上清；

④沉淀物中加入冻存液，轻轻吹打形成细胞悬液，调节细胞密度为lxl06--．1x107
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个／mL；

⑤按每管1～1．5mL分装于冻存管中，标记；

⑥将冻存管中的细胞先放入4。C30min，再入一20℃2h，再入一70℃过夜，最后

放入液氮中保存。

3．1．2细胞复苏

①细胞培养室及超净工作台先以紫外线消毒30rain，同时取半杯双蒸水及培养基

于37℃水浴中预热半个小时；

②从液氮罐中取出装有细胞的冻存管，手捏住盖子两侧，使盖子以下部分浸入水中，

轻轻晃动，使其于lmin之内迅速融化；

③在超净工作台上打开冻存管，将细胞悬液吸入到预先装有2mL／管的离心管中；

④1000rpm／5min离心；

⑤弃上清，加2mL培养基，吹打均匀，1000rpm／5min离心；

⑥弃上清，加入2mL培养基，吹打均匀，移至培养瓶，并补加培养液至10mL；

⑦将其置于37℃、5％C02、饱和湿度中的培养箱中培养；

⑧24h之后换入新鲜培养液。

3．1．3细胞传代

①取对数生长期细胞，弃掉旧培养基，加入2滴管lxPBS洗涤之后弃掉PBS；

②加入1滴管0．125％胰蛋白酶溶液消化几分钟；

③当在倒置相差显微镜下观察到细胞变圆并脱落时，加入1滴管含有血清的培养

基终止消化；

④将其吸入离心管，1000rpm／5min离心；

⑤弃上清，加入培养基制成细胞悬液，按比例传入培养皿中，补充培养基至每皿

10mL，置于37℃、5％C02、饱和湿度中的培养箱中培养。

3．2细胞计数：
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①计数板处理：用无水乙醇或95％乙醇溶液冲洗计数板后，用滤纸擦净，另擦

净特制盖片一张，把盖片覆在计数板上面。

②加细胞悬液：用无菌移液器吸取10,uL细胞悬液(细胞悬液也可先进行稀释，

计算时应乘以稀释倍数)，从计数板边缘缓缓加入，使之充满计数和盖片之间

的空隙中。注意不要使液体流到旁边的凹槽中或带有气泡，否则要重做。加完

后枪头不能再用。

③计数：然后将计数板放在低倍镜下观察计数。

④计数方法：计算计数板的四角大方格(每个大方格又分为16个小方格)内的

细胞数。计数时，只计数完整的细胞，成团的细胞按一个细胞进行计数。在一

个大方格中，如果有细胞位于线上，一般计上线细胞不计下线细胞，计左线细

胞不计右线细胞。两次重复计数误差不应超过±5％。

⑤计数的换算：计完数后，需换算出每mL悬液中的细胞数。由于计数板中每一

方格的面积为O．1cm2，高为0．01cm,这样它的体积为0．0001cm3即0．1mm3．由于

lmL=1000咖3，所以每一大方格内细胞数x10000=细胞数／mL故可按下式计
算：

细胞悬液细胞数／mL=4个大格细胞总数／4x10000。如果计数前已稀释，要再

乘稀释倍数。

3．3药物配制与实验分组

以lmLI％DMSO将其配制成20mM的溶液。实验时用不含胎牛血清的

DMEM(高糖)培养基将原液配制成靴M、10,uM、20,uM的溶液，以I％DMSO作

为阴性对照，以30,uMTAM作为阳性对照。

3．4 MTI"法检测细胞存活率

MrT是一种能接受氢原子的化学染料，其化学名为3．(4，5一二甲基噻唑-2)-2，5．

二苯基四氮唑溴盐。活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源性的MTT还原为

难溶的蓝紫色结晶并沉积在细胞中，而坏死的细胞无此功能。DMSO能溶解细

胞中的蓝紫色结晶，用酶标仪检测其吸光度。在一定细胞浓度范围内，蓝紫色结
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晶的形成量与活细胞数量成正比。即吸光度值与活细胞数量成正比。

取对数生长期细胞，计数后调整细胞浓度至0．5x10*个／mL，接种于96孔板

中，每孑L接种100／tL，至C02培养箱中过夜。待细胞贴壁后，倒去培养液，每孔

加入90／tL培养基，和10／卫L不同浓度的受测试药物。每一浓度设三个平行孔。

对照组加等体积的PBS。继续培养48小时后，小心除去上清，每孔加入20,uLMTr

(5mg／mL)，至培养箱中继续育温4-6小时。除去上清后，每孔加100／l￡LDMSO

溶解沉淀物，振荡溶解10分钟，待完全溶解后，于酶标仪在570rim，参考波长

630nm下检测OD值。

细胞生长增殖抑制率％=(1一样品组平均OD值／对照组平均OD值)

x100％。按以下的改良Karber公式计算IC5014】

lglCso--Xm--ix[P-(3一Pm-P．)／4]

i=lg(最大剂量／相邻剂量)

Xm=log最大剂量

P=阳性反应率之和

Pm=最大阳性反应率

Pn=最小阳性反应率

3．5 DNA琼脂糖凝胶电泳检测

◆准备两烧杯，分别装水，细胞刮刀，2支滴管；

◆取离心管：

◆显微镜下观察细胞形态；

◆用刮刀将细胞刮下，滴管吹打，移入离心管；

◆2min／2500转离心；

◆弃上清，加2滴管PBS，吹打洗涤；

◆离心2min，2500转；

◆弃上清，加lmLPBS，吹打，移入标记好的EP管；

◆离心5min，5000转；

◆弃上清，加入750aL lysis buffer吹打；

◆作用15rain，离心15min／13000rpm；
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◆吸出上清，移入另一EP管；

◆制冰沙，将proteinase K于冰沙中；

◆加5／比Lproteinase K加入EP管；

◆55℃水浴中反应30rain：

◆加0．75mL无水乙醇，0．125mL5MNaCl；

◆用手翻转混匀；

◆．20℃过夜；

◆打开低温离心机预冷；

◆配平后离心15min／13000rpm；

◆弃上清；

◆加500／比LTE buffer；

◆加500／tL抽提液(保存于冰箱中，用前摇匀)，静置15rnin：

◆室温离心15min／13000rpm；

◆以移液器吸出上清，转移至另一EP管；

◆加500／M1氯仿，摇匀，静置15min；

◆室温离心15min／13000rpm；

◆用移液器吸出上清，转移至另一EP管；

◆加75毗L无水乙醇，125／tL5MNaCI溶液；

◆．20℃过夜；

◆预冷低温离心机；

◆配平离心，15min／13000rpm；

◆上清倒掉；

◆于卫生纸上倒扣干(5．10rain)：

◆加入2助LTE buffer，放入冰箱4℃过夜。

琼脂糖凝胶电泳：

制胶：

将旧胶于微波炉中熔解(中低火2min左右)；

称琼脂糖粉末(1．5％)，加TAE：

于微波炉中中低火加热两分钟，再加入荧光色素(每100mL溶液6-8／比L)：
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于微波炉中再熔解，摇匀，稍冷后，在凝固之前注入制胶。制好后大约一两小时

才可用。

电泳：

①向电泳槽中倒入TAE，没过胶面1-2mm，电泳完后TAE溶液要回收；

②在pala膜上滴加2／zL 6xloading buffer；

③向loading buffer加IOuLDNA,吹打；

④向孔内依次加样品；

⑤向孔内加入靴L marker：

⑥盖盖子，电压60．80V，时间30min，开始电泳；

⑦观察是否有气泡产生，无则找原因。跑完后，直接拿入左边凝胶成像系

统拍照。

3．6流式细胞仪检测A549细胞凋亡率

①收集所有废液，尚贴壁的细胞用胰酶充分消化；

②终止消化，与前收集的废液一起离心，1000rpmx5mim

③弃上清，PBS洗涤1～2次，离心；

④弃上清，10mLPBS重悬，充分吹打，300或400目细胞筛网过滤；

⑤收集滤液，1000rpm离心5min；

⑥弃上清，lmL70％冷乙醇重悬细胞，并将其移入EP管中；

⑦4℃固定过夜，冰上送检；

注意事项：

①应收集所有漂浮和贴壁的细胞；

②每份样本的细胞总数应不低于106个；

③细胞消化应充分，但不可过度；

④全过程中吹打细胞时应尽量轻柔、充分，尽量减少泡沫的生成，应尽最大

可能制成单细胞悬液，同时也应尽量减少细胞碎片的产生；

⑤样本送检时应置于冰上；

⑥机上检测。
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4．实验结果与讨论

4．1形态学观察

如下图所示，配合物a-d与A549细胞作用，在倒置显微镜下可观察到，阴

性对照组I％DMSO作用48h后，细胞呈大的多角形，大小均匀，生长良好。

加入配合物作用后细胞失去附壁能力，失去基本的细胞形态，脱落至培养液

中，细胞浮起、变圆，体积缩小、膜皱缩，发泡，折光性增强，产生凋亡小体。

对于配合物a．d，均随着用药浓度的增加漂浮细胞比例有所增加。整个看来，相

同浓度的配合物作用于A549细胞时，漂浮死细胞数量有如下关系：

配合物a>配合物b>配合物c>配合物d。

但是形态学的观察还是不够精确，必须结合其他方法一同确证是否存在细

胞凋亡。
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图3．1配合物a-d与A549细胞作用48小时图片

【A：阴性对照I％DMSO,B：SttM配合物巩C：10ttM配合物a'D：20ttM配合物a,E-5ttM配

合物b，F：10ttM配合物b，G：20rtM配合物b，H：50M配合物e,h lO“M配合物c，J：20pM

配合物c，K：5ttM配合物d，L：1 0ttM配合物d，M：201dVl配合物d，N：阳性对照30心fFAM]

4．2 MTT细胞毒性检测

肿瘤的典型特征之一就是肿瘤细胞增殖失控，本文采用MTT法研究了本实

验室所合成的一系列钌(H)配合物对A549细胞的增殖抑制活性，并通过计算

与作图得出它们对A549细胞的IC50值。

MTT法是一种常用的检测细胞增殖率的方法，其原理是MTT可作为哺乳类

动物细胞线粒体中琥珀酸脱氢酶的底物，当有活细胞存在时，线粒体内琥珀酸脱

氢酶可将淡黄色的MTT还原成紫蓝色的晶状甲瓒(Formazan)，且甲瓒生成量与

活细胞数量呈现线性关系[7-9]。

实验结果显示在一定浓度范围内，四种配合物均可以降低细胞存活率，抑制

A549细胞生长增殖。

表3—1钌(Ⅱ)配合物对A549细胞的抑制作用及IC50值(48小时)
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图3．2四种钌(II)配合物与A549细胞作用48小时抑制率图

4．3 DNA琼脂糖凝胶电泳检测

细胞凋亡时核酸内切酶活化，活化的核酸内切酶将DNA链在核小体连接区

切成缺口，形成若干180-200bp或倍数的寡核苷酸片段；而坏死细胞的断裂无规

律。DNA琼脂糖凝胶电泳就是检测细胞凋亡时染色体从核小体间断裂形成由大

约为180．200bp或多聚体组成的寡核苷酸片段，将这些片段从细胞中提取出来之

后再是进行电泳，紫外灯下可以看到特征性的‘‘梯状(1adder)条带”，若有“梯状条

带”的出现，就可以确证受检测细胞中细胞凋亡的存在【10,111。DNA琼脂糖凝胶电泳

曾被认为是检验细胞凋亡的“金标准”，是一种常用来定性检测细胞凋亡的手段。

通过对以上四种配合物与A549细胞作用48小时的DNA琼脂糖凝胶电泳图

来看，图3．3为配合物a与A549细胞作用的DNA琼脂糖凝胶电泳图，其中阴

性对照1恻SO没有条带出现，说明它对A549细胞不存在凋亡作用或者凋亡
作用极弱。而配合物a的3个浓度均出现了清晰的梯度，这反映出细胞凋亡十分

重要的生化特征，说明配合物a存在着诱导A549细胞凋亡的作用。

图3-4是配合物b与A549细胞凋亡作用48小时的DNA琼脂糖凝胶电泳图，

从中可以看到同样阴性对照没有清晰‘锑度”出现，而配合物b在5IllM的浓度时，

“梯度”不太明显，这可能是因为它所引起的凋亡率不高，凋亡细胞数量不多所致。

当配合物b浓度为10斗M、200M时可以看到有‘锑度”的出现，这说明了配合物b
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也可以诱导A549细胞发生凋亡。

图3．5、图3．6分别为配合物c、配合物d与A舛9细胞作用48小时的DNA

琼脂糖凝胶电泳图。配合物c在高浓度时有“梯度”出现，说明它是可以诱导A549

细胞凋亡的，在较低浓度时无明显“梯度’’还是可能因为它所引起的凋亡率不够。

配合物d在各种浓度均没表现出明显“梯度”，但结合在形态学观察中它所损伤细

胞的量较少分析可能原因还是因为它在各浓度时诱导凋亡的细胞数量较少所致。

结合以上分析，配合物a、b、c均可以确定它们可以诱导A549细胞发生凋

亡，配合物d是否可以诱导凋亡还必须结合更先进的方法进一步分析。

图3．3配合物a与A549细胞作用48hDNA电泳图

l：100bpDNA Marker；2：I％DMSO；3"．5／墟M；4：10／MM；5：20／比M：6：阳性对照组：30”MTAM

幽3-4配合物b与A549细胞作用48hDNA电泳幽

l：5／比M；2：1毗M；3：20jclM；4：I％DMSO：5：100bpDNAMarker 6：阳性对照组：却Ml礅M
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图3．5配合物c与A549细胞作用48hDNA电泳图

1：阳性对照组：3quMTAM；2：100bp DNAMarker；3：59M：4：1蛳M；5：20／比M；6：1％DMSO作用

图3．6配合物d与A549细胞作用48hDNA电泳图

1：100bp DNA Marker；2：I％DMSO；3：59M；4：10／比M；5：209M；6：阳性对照：30／比M TAM

4．4流式细胞术检测

从图3．7可以看出，对照组A图只有4．9％较低的凋亡率，而其它四个配合

物在各个浓度的凋亡率均高于对照组，这说明4个配合物均可导致A549细胞凋

亡。并且每个配合物均显示出了一定的剂量效应关系。在配合物a的B、C、D

三个图中，都可以看到有凋亡峰的存在，尤其在在20,uM浓度时，其峰非常明显，

这一特征也证明了配合物a可以诱导细胞凋亡。在配合物b和配合物c的高浓度

作用的流式直方图中也可以看到有明显凋亡峰的存在，也说明了配合物b和配合

物c是可以诱导A549细胞凋亡的。配合物d的作用图中，凋亡峰不明显，这应
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当是因为它的凋亡率比较低，细胞凋亡数量较少所致。

流式细胞术的结果与前面的形态学观察、DNA琼脂糖凝胶电泳表现出很好

的一致性，形态学观察中配合a中漂浮死细胞较多，其DNAladder也比较清晰，

而流式细胞术定量检测时其凋亡率也是比其它配合物要高，最高浓度时其凋亡率

37．1％。同样对于配合物d’形态学观察结果显示，其表现出凋亡特征细胞数量较

少，而其DNAladder亦不清晰，最后的流式细胞术检测结果应证了前面的推论，

配合物d在浓度为靴M、10／比M、2陬M时对A549细胞的凋亡率均比较低，尤其

是在其浓度为和M时，它的凋亡率为5％与阴性对照4．9％的凋亡率很接近，它

的DNAladder完全看不到有“梯度”出现，与阴性对照DNAladder相似，而其形

态学观察中，显微镜下的照片显示出它的凋亡细胞数量亦很少。
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图3—7 Ru(II)配合物作用A549细胞48小时流式细胞术检测结果

[A：1％DMSO阴性对照，B：靴M配合物a，C：109M配合物a，D：209M配合物a，E：5／比M配

合物b,F：10／VM配合物b,G：20luM配合物b,H：SgM配合物c，I：1毗M配合物c，J：2印M配合

物c，K：SgM配合物d,L：10／zM配合物d,M：20／比M配合物d,N：30肛mMTAM阳性对照]

4．5讨论

细胞凋亡，是指细胞在一定条件下，主动的、高度有序的、由基因控制及一

系列酶参与并遵循自身的程序，自己结束生命的过程n扣。细胞发生凋亡时，会发
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生表现出系列的形态学与生化特征，基于它的这些特征建立起了一系列的检测方

法。随着细胞凋亡研究的不断深入，方法越来越多，但是并没有到目前还没有一

种方法可以单独确定任何情况下的细胞凋亡，所以在本文采用了多种方法结合综

合判断细胞凋亡各种钌(II)配合物是否有诱导A549细胞凋亡的活性。

本文通过采用形态学观察、MTr法细胞毒性实验、DNA琼脂糖凝胶电泳和

流式细胞术等方法综合检测，通过对这一系列结果的综合分析，可以证明这一系

列的钌(II)配合物可以通过诱导A349细胞发生凋亡而抑制其增殖。通过比较，

钌配合物诱导A349细胞凋亡的能力为：a>b>c>d。其中a、b、d的结构相似，

有不同配体分别为dppz，dpq，phen。从a-b-d诱导A549细胞的凋亡能力依次减弱，

这可能与其配体的芳环依次减少有关，芳环减少导致其配位N原子电子云密度

增大。
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第四章Ru(III)配合物对A549细胞的凋亡作用

钌配合物作为最有前途的抗癌药物之一【l】，特别是已经有两个Ru(III)配

合物NAMI．A和KPl019被运用于临床I拍1，在本章选用了本实验室合成的三个

钌(III)配合物(e—g)与人肺腺癌A549细胞相互作用，采用MTT法等研究了

钌(III)配合物对A549细胞的增殖抑制活性，采用形态学观察、琼脂糖凝胶电

泳、流式细胞术等方法检测这些钌(III)配合物(e-g)对A549细胞的凋亡作用。

2材料试剂及主要仪器

参见第三章：2材料试剂及主要仪器

3实验方法

参见第三章3实验方法

4实验结果及讨论

4．1形态学观察

如图4．1所示，配合物e．g与A549细胞作用，在倒置显微镜下可观察到，

阴性对照组I％DMSO作用48h后，细胞排列紧密，大小均匀，生长良好，但是

也有少量圆形细胞出现。

加入配合物作用后细胞失去附壁能力，失去基本的细胞形态，脱落至培养液

中，细胞浮起、变圆，体积缩小、膜皱缩，发泡，折光性增强，产生凋亡小体。

对于配合物e．g，均随着用药浓度的增加漂浮死细胞比例有所增加。整个看来，



文坚婆!兰垒!!堡!堂奎堂堡主笙茎 一——
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相同浓度的配合物作用于A549细胞时，漂浮死细胞数量有如下关系：

配合物e>配合物p配合物g

从这些图片可以看出三个钌(1II)配合物对A549细胞均有损伤作用，并

且呈浓度依赖性，呈现了细胞凋亡的一些特征，至于是否是凋亡必须结合其他方

式榆测。

薹



第四章Ru6n)配合物对A549细胞的凋亡作用

图4-1 Ru(III)配合物e—g与A549细胞作用48小时

【A：阴性对照1％DMSO作用，B：50M配合物e，c：10ttM配合物e，D：20ttM配合物e，E：5ttM

配合物t；F-10ttM配合物f,G-200M配合物￡H：50M配合物舀I：10ⅢVl配合物g,J：209M

4．2 MTT法毒性检测

配合物g，K：阳性对照30ⅢMTAM]

实验结果见于表4·l和图4—2，三个钉(Ⅲ)配合物在各种浓度时均可抑f1]JJA549

细胞的生长，并且有浓度依赖性。
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表4．1钌(ⅡI)配合物对A549细胞的抑制作用及IC50值(48小时)

图禾2钌配合物对A549细胞生长抑制的浓度依赖型曲线(48小时)

4．3 DNA琼脂糖凝胶电泳检测

通过对以上四种配合物与A549细胞作用48小时的DNA琼脂糖凝胶电泳图

来看，图4．3为配合物e与A549细胞作用的DNA琼脂糖凝胶电泳图，其中阴

性对照I％DMSO没有条带出现，说明它对A549细胞不存在凋亡作用或者凋亡

作用极弱。而配合物e在各浓度时表现出清晰“梯状”条带，说明了配合物e可以

诱导A549细胞发生凋亡。

图4．4是配合物f与A549细胞凋亡作用48小时的DNA琼脂糖凝胶电泳图，

从中可以看到同样阴性对照没有清晰“梯度”出现，配合物f在101．tM、201．tM浓度

时有“梯度”出现，说明它是可以诱导A549细胞凋亡的，在较低浓度51．tM时无明

显‘‘梯度”还是可能因为它所引起的凋亡率不够高。

图4．5为配合物g与A549细胞作用48小时的DNA琼脂糖凝胶电泳图。而

配合物g在低浓度51tM、100M时条带不明显，这可能与其低浓度时凋亡细胞数

量不够多所致，在高浓度：ZOOM时出现了“梯状”条带，这说明了配合物g存在着

对A549细胞的凋亡作用。

综合以上分析，可以确定配合物e、f、g均可以诱导A549细胞发生凋亡。
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图4_3配合物c与A549细胞作用48小时DNA电泳图

l：5,uM；2：10／强M；3：2quM；4：阳性对照：3伽MⅨM≯：100bp DNAMarker；6：I％DMSO

2 3 4 5 6

图4．4配合物f与A549细胞作用48hDNA电泳图

1： I％DMSO作用；2：5／zM；3：lquM；4：2quM；5：阳性对照：30／比MTAM；6：100bp DNAMarker

图4-5配合物g与A549细胞作用48h电泳图

1：100bp DNA Marker；2：1％DMSO；3：5／zM；4：10／比M；5：20／比M；6：m性对照,：30#MTAM
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4．4流式细胞术检测

从图4．6可以看出，对照组A图只有5．4％较低的凋亡率，而其它三个配合

物在各个浓度的凋亡率均高于对照组，这说明三个配合物均可导致A549细胞凋

亡。并且每个配合物均显示出了一定的剂量效应关系。在配合物e的A、B、C

三个图中，都可以看到有凋亡峰的存在，这一特征也说明了配合物e可以诱导细

胞凋亡，在最高浓度时其凋亡率达45．4％。在配合物f和配合物g的高浓度作用

的流式直方图中也可以看到有明显凋亡峰的存在，也说明了配合物f和配合物g

是可以诱导A549细胞凋亡的。

流式细胞术的结果与前面的形态学观察、DNA琼脂糖凝胶电泳表现出很好

的一致性，形态学观察中配合物e中漂浮死细胞较多，其DNA ladder也比较清

晰，而流式细胞术定量检测时其凋亡率也是比其它配合物要高，最高浓度时其凋

亡率为45．4％。同样对于配合物g，形态学观察结果显示，其表现出凋亡特征细胞

数量较少，而其DNA ladder在低浓度时亦不清晰，最后的流式细胞术检测结果

应证了前面的推论——-其诱导的凋亡细胞比例不高。配合物f对A549细胞的凋

亡率居于e与g之间，同样与其前述实验结果一致。
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第四章州III)配合物对A549细胞的凋亡作用
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图4-6钌(III)配合物作用A549细胞48小时流式细胞术检测结果

[A：I％DMSO阴性对照，B：5／^cM配合物e，C：IOgM配合e，D：20／比M配合物e，E：5／比M配合

物f，F：lO。aM配合物f,G：20／比M配合物f,H：5∥M配合物g，I：10弘M配合物g，J：209M配合

g,L：30／％MTAM阳性对照]

4．5结果讨论

本文通过采用形态学观察、Mrr法细胞毒性实验、DNA琼脂糖凝胶电泳和

流式细胞术等方法综合检测，通过对这一系列结果的综合分析，可以证明这一系

列的钌(ⅡI)配合物可以通过诱导A549细胞发生凋亡而抑制其增殖。这三个钌
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(111)配合物诱导A549细胞凋亡的能力：e>f>g，其中e的诱导A549细胞凋亡的

能力比较强，达到了45．4％的凋亡率。e、f、g三个配合物结构相似，分别含有

不同的配体：bpy,phen，Biim，但是不同配体对钌(Ⅲ)配合物诱导细胞凋亡能力

的影响有待深入研究。而对于g与第三章中的c，凋亡率g>c，它们的配体相同，仅

仅是价态不同g是三价的，是否对于e，f也有同样的关系即三价钌配合物凋亡率

比相应的二价钌配合物高，还有待后续合成更多的相应钌配合物来进行研究。
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总 结

关于钌配合物抗肿瘤的研究是当前的一大热点，本文对一系列钌配合物进行

了以下的一些研究：以MTr法测定了系列钌配合物对人肺腺癌A549细胞的增

殖抑制活性，并测得了相应的IC50值，发现几种钌配合物均对A549细胞有抑制

作用。形态学观察可以看到细胞浮起、变圆，体积缩小、膜皱缩，发泡，折光性

增强，产生凋亡小体。DNA琼脂糖凝胶电泳可以观察到除一个之外其余均在一

定浓度时出现了清晰的“梯状”条带，这一特征有力地证明了它们对A549细胞的

诱导凋亡作用。最后采用流式细胞术定量测定不同浓度的钌配合物对A549细胞

的凋亡情况，其中大多出现了比较明显的凋亡峰，应证了凋亡现象的存在，同时

发现它们可不同程度地导致A549细胞的凋亡，并且呈现一定的浓度依赖性。并

且其中配合物c有比较好的诱导凋亡能力，有45．4％的凋亡率，诱导能力超过了

阳性对照TAM。

研究结果表明，钌配合物对A549细胞是通过细胞凋亡来发挥其细胞增殖抑

制活性的。

下一步可以进一步探讨钌配合物诱导人肺腺癌A549细胞凋亡的分子机制，

为开发肺腺癌治疗药物提供理论依据。
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