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磷酸氟达拉滨对MNOP%&细胞作用及机制研究
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Q摘 要R 目的!在体外研究磷酸氟达拉滨*S:HK8I8T9?>.对人骨髓增生异常综合征细胞株MNOP%
&细胞的作用以及可能的作用机制U方法!采用MOO法5透射电境5V1W凝胶电泳5流式细胞仪以
及XO%YZX等分析方法U结果!磷酸氟达拉滨能抑制MNOP%&细胞的生长3"$5$)5’"=的[Z(#分别
为&+’\,(7]L̂5,\"’7]L̂5#\(&7]L̂3具有浓度和时间依赖性U经透射电境5V1W凝胶电泳和

W??>_9?‘LY[检测3证实 &a&,7]L̂ 磷酸氟达拉滨对 MNOP%&细胞作用 "$=后3可以诱导

MNOP%&细胞凋亡3其对b;:%"5b8_5JHIc9c9?5d[WY5;[WY&和;[WY"基因7X1W表达均无明显下
调作用3但可以导致MNOP%&细胞线粒体膜电位的下降U结论!&7]L̂a&,7]L̂ 磷酸氟达拉滨不
但能抑制MNOP%&细胞生长而且能诱导细胞凋亡3诱导细胞凋亡是其主要细胞毒作用之一U线粒
体膜电位下降是其诱导细胞凋亡的重要环节之一U

Q关键词R 骨髓增生异常综合征L病理生理学/细胞凋亡/阿糖腺苷L药理学/MNOP%&细胞/线粒
体膜电位/基因
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骨髓增生异常综合征-9?$&"!?#@&(#8+6
T?,!)"/$U9\T5是一组异质性]克隆性造血干

1组细胞疾病^其表现特征是Z长期的进行性难
治性血细胞减少M高风险向急性白血病转化M由
于难治性血细胞质]量异常导致成分血输注依
赖性 长̂期以来U如何提高9\T疗效U降低病死
率U延长生存期及改善患者的生存质量U一直是
一个棘手的问题 细̂胞毒性化疗药物清除9\T
恶性克隆U恢复正常多克隆造血U是治疗9\TU
尤其是高危组9\T较常用的方法^
氟达拉滨是近年来发展的新型抗肿瘤药

物U已应用于血液系统恶性肿瘤U如慢性淋巴细
胞白血病]淋巴瘤]急性髓细胞白血病和9\T
等疾病的治疗^氟达拉滨主要通过诱导细胞凋
亡来杀伤细胞C.LU但其具体的凋亡信号传导机
制仍不很清楚^本实验以人9\T=_N‘a细胞
株9:;<=.细胞为实验对象U研究氟达拉滨对

9:;<=.细胞的作用以及可能的作用机制^

b 材料和方法

bAb 试剂 磷酸氟达拉滨为先灵药业公司产
品-惠赠5U9;;粉末为N/)$#6"公司产品U荧
光探针Qc=.为T+0/(公司产品UN,,$d+,e1Bf
检测试剂盒为 B7()9+,0$,公司产品U;_fg"&
和 _B9f.4[W培养基为 P+*6"公司产品U9
=92O逆转录酶和;(h\iN合成酶为B)"/$0(
公司产品U特级新生小牛血清]胎牛血清为杭州
四季青生物制品公司产品^
bAj 细胞培养 人骨髓增生异常综合征细胞
株9:;<=.CVL从德国a)(,#67>$+0细胞中心引
进 细̂胞悬浮生长于_B9f.4[W培养液中U培养
于 Xkl]体积分数为Ym cnV的饱和湿度孵箱
中^Xo[!换液传代一次U取对数生长期细胞
作为实验对象^

bAp 细胞形态学观察 取对数生长期的细胞U
实验组加入氟达拉滨以诱导凋亡U对照组不加
任何药物U收集细胞后用VAYm戊二醛及.m锇
酸固定U乙醇脱水U环氧树脂包埋U超薄切片U乙
酸双氧铀和枸橼铅染色U透射电镜下观察细胞
凋亡情况^
bAq 细胞生长检测-9;;法5 取对数生长
期细胞U新鲜培养液洗涤后U重悬于含体积分数
为.WmraT的_B9f.4[W培养液中U以Vs.W[

个细胞1/&的终浓度接种于t4孔培养板U加入
不同浓度药物U空白对照组以无血清 _B9f
.4[W补足U每孔总体积 WAV/&U分别用氟达拉
滨-./012o.4/0125处理V[7][u7和k[7U
加9;;工作液VWv&1孔-终浓度WAY/01/&5U
置XklU体积分数为Ym cnV培养箱中孵育[7U
.WWW)1/+,离心U小心吸去上清U加入二甲亚
砜 WwV/&1孔U吹打U使紫蓝色甲月赞沉淀充分溶
解^在酶标仪 YkW,/波长处读取吸光度值

-N5̂ 设复孔[个U取平均值为最终结果^计算
抑制率Z

抑制率x
阴性对照的N值3实验孔的N值
阴性对照的N值 s.WWm

bAy 磷脂酰丝氨酸转位检测 收集.s.W4个
细胞U经冷BaT洗V次U重悬于.s结合缓冲液U
浓度为.s.W4个细胞1/&U取.WWv&细胞悬液至

Y/&试管中U加Yv&N,,$d+,Orf;c标记液UVv&
碘化丙啶-VYWv01/&5U混匀U室温避光.Y/+,U
加[WWv&.s结合缓冲液U用流式细胞仪检测U
所有资料经c$&&h’$#8.AV软件分析^
bAz 盐析法抽提\iN及琼脂糖凝胶电泳 收
集经药物处理后的细胞Vs.W4个UBaT洗涤后U
转至离心管中U加裂解液YWv&-含终浓度为.W
//"&;)+#={c&U.W//"&‘\;NU.W//"&
i(c&UWAYm T\TUWAY/01/&蛋白酶|5UYWl
水浴.7̂ 加_iN酶-.W/01/&5.Wv&UYWl水
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浴 !"#加 !$%&’()*+&,-.&/振荡/0----
1’$23离心4$23#取上清置于另一新566738%19
管中/加!:4倍体积的;4<乙醇/=!->沉淀过
夜#次日0----1’$23离心!-$23/弃上清/室
温晾干/加0-.&?5液溶解#与上样缓冲液按0
@4混匀/!:-<琼脂糖凝胶电泳A0B’C$D/紫
外灯下观察并拍照#
E:F G?HI+G检测JKILMNOH*CP23NQR1S2S23N
TUKINVC&H!NV*WNCUKI0NCUKI!基因 $G)K
表达#
E:F:E 总 G)K提取X?GUY%&一步法抽提总

G)K#收集经氟达拉滨处理!Z"的[\?]H0细
胞0̂ 0-,个/用-:-0$%&’(IV_洗涤!次/离心
弃上清/加入0$&?GUY%&/振荡混匀/=‘->保
存备用#使用时/标本融化后静置4a0-$2$/
加入-:!$&氯仿/剧烈震荡后室温静置4$23/
0!---b离心AZ>D04$23/上层水相转移于另
一无菌离心管中/加入等体积异丙醇/混匀 04

Q/置室温0-$23/0!---b离心AZ>D0-$23/弃
去上清/用‘4<乙醇A无水乙醇加L5I+处理的
双蒸水配制而成D0$&洗涤沉淀物一次/‘4--
b离心4$23/弃上清/空气干燥#分别用!-aZ-
.&L5I+处理的双蒸水溶解#各取0.&用L5I+
水0--倍稀释/以紫外分光光度仪检测所抽提

G)K的浓度和纯度/各组cL!,-’cL!d-均大
于0:d#
E:F:e 逆转录反应X反应总体系为 !4.&/含

G)K!.b/随机引物4.b/8)?I终浓度为-:4
$$%&’(/L??终浓度为 0-$$%&’(/[H[(B
!--\#f->反应0-$23/f‘>反应4-$23/‘->
反应04$23灭活逆转录酶#
E:F:g I+G反应扩增目的基因X反应总体系
为 !4.&/包括逆转录产物 0.&/[b+&!0:4
$$%&’(/0̂ I+G缓冲液/8)?I-:4$$%&’(/
目的基因或内参照基因上N下游引物各 -:!4
.$%&’(/?*hL)K合成酶0:-\#

iJKILMAf‘;j6D上游X4kHK?JJ+K++J?+KKJJ+?JKJHfkl
下游X4kHJ+KJ?JK?JJ+K?JJK+?J?Hfk

mOH*CP23A,0;j6D上游X4nH+J+?J+J+?JJ?+J?+JK+KHfnl
下游X4nHJ?+K+J+K+JK???+++J+?Hfn

oCUKI0A4Z4j6D上游X4kH+K?+JKJJK+?KK++++?K+KJHfkl
下游X4kHK?K?+?K++??JKK?+?+K?+KK+KHfk

pCUKI!A,Zdj6D上游X4kH+K+?+K??K+??++JJJ?K+KJHfkl
下游X4kHK+?JJ+??JKK+??JK+JJK?JHfk

qQR1S2S23Af;fj6D上游X4kH+???+?+KKJJK++K++J+K?+Hfkl
下游X4kH+KK?++K?JJ+KJ++KJ+?J+Hfk

rVC&H!AZ‘dj6D上游X4kH+?K+JKJ?JJJK?J+JJJKJK?JHfkl
下游X4kHJJ??+KJJ?K+?+KJ?+K?++K+KJHfk

sV*WA!4dj6D上游X4kHK++KKJKKJ+?JKJ+JKJ?J?+Hfkl
下游X4kH?J?++KJ+++K?JK?JJ??+Hf

tTUKIA4-!j6D上游X4kHJ?J++K+J+KJ?+?K+KKK??+?JJHfkl
下游X4kH+J?J+??+K?KK?+?J++K?JJK?JJHfk

反应参数X预变性;Z> f$23l;Z> Z4Q/
4d> 0$23/‘!> 0$23/JKILM !;循 环N
CUKI0和CUKI!f0循环NV*Wf,循环l‘!> 0-
$23l预变性;Z> f$23l;Z> Z4Q/,0> 0$23/
‘!> 0$23/VC&H!和_R1S2S23f,循环NTUKIf!
循环l‘!> 0-$23l预变性;Z> f$23l;Z> f-
Q/4Z> Z4Q/‘!> 0:0$23/OH*CP23!;循环l
‘!> 0-$23#

E:u 线粒体膜电位的测定 荧光探针v+H0是
一种阳离子型的亲脂性染料/能自由穿过细胞
膜/随细胞膜电位的变化而在膜两侧保持动态
平衡#其特点是线粒体膜电位低时浓度低/主要
以单体形式存在/Zdd3$光激发时最大发射波
长为4!‘3$/呈绿色荧光l膜电位高时浓度高/
形成聚集体/Zdd3$光激发时的最大发射波长
为4;-3$/呈红色荧光#
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用 !"#调整细胞浓度至 $%$&’()*+加入

,-.$使其终浓度为$&/0()*+室温避光温育$&
)12+$&&&3()12离心’)12+弃上清液+用4&&
/*!"#重悬沉淀5流式细胞仪的激发波长为

4662)+每个样本采集$&&&&个细胞+数据用

-7**897:;功能软件进行分析5

图< 经氟达拉滨作用=4>细胞形态学的变化

?@AB< CD3E>D*D0FDGCHIJ.$K7**:12L9K7LMFG*9LN3NM127
NO92;37N;7LCHIJ.$K7**:PMOCHIJ.$K7**:;37N;7LMF4)0(Q

G*9LN3NM127GD3=4>

<BR 统计学分析 计量资
料实验数据以均数S标准差

TUVSWX表示5单变量两组资
料之间的比较采用 Y检验+
多组资料之间的比较采用单

因素方差分析P双变量多组
资料之间的比较采用双因素

方差分析P各有关因数作相
关分析P以Z[&B&’为差别
有统计学意义5采用 #!##
$&B&GD3\12LD]:统计处
理软件分析5

^ 结 果

B̂< 氟达拉滨对 CHIJ.$
细胞具有生长抑制作用 $)0(Q_$‘)0(Q
氟达拉滨处理CHIJ.$细胞=4>a46>和b=>
后具有不同的生长抑制作用+4)0(Q作用=4>
即可明显抑制CHIJ.$细胞的生长+且抑制率
随着药物作用浓度增加以及时间延长而增加5
经加权直线回归方程计算+其=4>a46>和b=>
c-’&分别为 $dbe‘’)0(Qa‘e=b)0(Q和 &e’$

)0(Q5见表$5

表< 氟达拉滨对CHIJ.$细胞作用=4>后对
其生长的影响Tfg4X

hijkl< mGG7K;DGG*9LN3NM127D203D];>DG
CHIJ.$K7**:Tfg4X

n*9LN3NM127

(T)0oQp$X
q’b&

=4> 46> b=>
& $B=6S&B$$ $B‘bS&B$$ =B$$S&B=&
$ $B$‘S&B&’ $B$4S&B&‘r $B&=S&B$&r

4 &Bs=S&B&4r &Bs$S&B&br &B‘=S&B&br

$‘ &B6‘S&B&‘r &Bb$S&B&6r &B46S&B&br

rOtW&)0(Q03D9E+Z[&B&’

B̂̂ 细胞形态学改变 将4)0(Q氟达拉滨与

CHIJ.$细胞共育=4>+可见凋亡细胞的典型
形态学特征5早期表现为胞浆空泡化+继而细胞
体积缩小+核染色质固缩+核边聚+染色质断裂+
出芽+凋亡小体形成等P与细胞体积胀大a细胞
膜破坏a有时可见呈网状的染色质结构的坏死
细胞不同5见图$5

B̂u vwq琼脂糖凝胶电泳 如图 =所示+
CHIJ.$细胞经过$_$‘)0(Q氟达拉滨处理

=4>后+vwq断裂为$6&_=&&ME及其倍数的

图^ CHIJ.$细胞经氟达拉滨作用=4>
vwq琼脂糖凝胶电泳

?@AB̂ vwqN0N3D:707*7*7K;3DE>D37:1:
NG;73CHIJ.$K7**:;37N;7LMF
G*9LN3NM127=4>

CO)N3x73P$OKD2;3D*P=O$)0(QPdO4)0(

QP4O$‘)0(Q
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片断!经琼脂糖电泳获得特征性的梯形条带!而
对照组缺如"
#$% 氟达拉滨诱导&’()*+细胞磷脂酰丝氨
酸转位 &’()*+细胞经过+,+-./01氟达

拉滨处理234后的凋亡率见表2"各组间凋亡
率两两比较差异具有显著性567+2-89:+!;<
:8:+="
#$> 氟达拉滨对&’()*+细胞?@A*2B?CDB

表# 经各浓度氟达拉滨作用&’()*+细胞234后检凋亡率变化5E7F=
GHIJK# LMNMONPQPRCOSNT&’()*+@SAAPORSCOSUVWTAXUCRCVQYSTNR2345E7F=

ZAXUCRCVQYS05./[1\+=

: + 3 +-

LMNMONPQPRCOS5]= $̂:2_:$29 +:$‘F_:$32a 2+$+F_:$F9a 2̂$-F_F$3‘a

abcd:./01/RNXM!;<:$:̂

图e &’()*+细胞经氟达拉滨作用后?@A*2B
?CDBPXRfQfQYBghLiB@hLi+和 @hLi2
.jkL表达水平的变化5E7F=

lmn$e .jkL SDMRSPPQNY NT ?@A*2!?CD!
PXRfQfQY!ghLi!@hLi+ CYU @hLi2
.jkL NY&’()*+@SAAPORSCOSUVW
TAXUCRCVQYS5E7F=

&b.CoSRp+b@NYORNAp2b+./01pFb3./01p3b+-

./01

PXRfQfQYBghLiB@hLi+和 @hLi2.jkL表达
的影响 +,+-./01氟达拉滨作用&’()*+
细胞234后!检测?@A*2B?CDBPXRfQfQYBghLiB
@hLi+和@hLi2.jkL表达水平的变化!见图

F"由图F可见!上述基因在&’()*+细胞中都
有表达!各氟达拉滨处理组和对照组相比!各基
因.jkL表达水平均无明显改变"
#$q 氟达拉滨对&’()*+细胞线粒体膜电位
的影响 3./01氟达拉滨作用&’()*+细胞

234后!采用探针rs*+检测细胞线粒体膜电位
的变化!结果显示!和对照组相比低线粒体膜电
位 的细胞百分比增加5t7\++$+F3!;<
:8:+=!而且和细胞凋亡率成正相关5u7+8:::!
;<:8:+="见图3"

e 讨 论

氟达拉滨是一种具有免疫抑制功能的嘌呤

类抗代谢药物"代谢过程中!首先转化为Z*CRC*
L!后者被细胞摄入后!在脱氧胞嘧啶激酶作用
下形成单磷酸产物!并进一步形成三磷酸产物

Z*CRC*L(ivF!3w"Z*CRC*L(i是氟达拉滨的活性
代谢物!其具有抑制xkL合成B复制和修复的
功能!并以此来发挥抗肿瘤效应v+!̂w"氟达拉滨
能诱导多种细胞凋亡!不但可以诱导增殖期的
细胞凋亡!也可以诱导静止期细胞凋亡"根据细
胞类型的不同!其诱导细胞凋亡的机制也不同!
目前其精确的信号传机制仍不清楚"
本研究发现+,+-./01的氟达拉滨可以

抑制&’()*+细胞生长!并进一步从形态学B

xkL琼脂糖凝胶电泳BZs& 等多个角度验证
氟达拉滨能否诱导&’()*+细胞凋亡"发现!
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图 ! "#$%&’细胞经()*+,氟达拉滨作
用-(.后线粒体膜电位的变化/0123

4567! "89:;.:<=>8?@)A)B>?<AC:9A<98?@
:D"#$%&’;A@@E9>A?9A=BF()*+
,G,#D:>-(./0123

?H;:<9>:@IBH()*+,D@J=?>?B8<A-(.

经氟达拉滨处理后"#$%&’细胞表现出凋亡
细胞典型的形态学特征改变K典型的LMN梯形
条带以及流式细胞仪N<<AO8<P+QR检测到细
胞凋亡率随着药物浓度的增加而递增K从而证
明氟达拉滨在体外能诱导"LS细胞株"#$%
T’细胞凋亡U
凋亡抑制蛋白/8<.8B89:>E:DNC:C9:E8E

C>:9A8<KRNQE3为一组具有抑制凋亡作用的蛋
白质K该家族成员不仅可以抑制细胞凋亡K而且
参与多种生物学功能的调节K如调节细胞周期
和细胞分裂等U迄今为止K在人体发现的RNQE
家族有V个成员K分别是WRNQX;RNQ’X;RNQ-X
EJ>Y8Y8<XMNRQXZ[#\]/?C:@@:<3X",&RNQ和

R,Q&-+$S&RNQ等 _̂‘U在本研究中K氟达拉滨可
以使"#$%&’细胞EJ>Y8Y8<基因)[MN表达
水平有下降趋势K但是无统计学差异KWRNQX
;RNQ’和;RNQ-未有明显的改变K提示氟达拉
滨诱导细胞凋亡可能和上述RNQE基因的调节
无关U
经典细胞凋亡分为死亡受体途径和线粒体

途径K死亡受体途径通过细胞表面死亡受体介
导K其配体如G?E,和$MG分别与细胞表面的
死亡受体G?E和$MG[结合K形成诱导死亡信
号复合体/=A?9.&8<=J;A=E8*<?@@8<*;:)C@AOK
LRS\3KLRS\征集;?EC?EAVK造成;?EC?EAE的级
联激活U线粒体途径通过线粒体外膜通透性增
加X细胞色素 \及促凋亡因子的释放K与

;?EC?EAa形成凋亡复合体K进而造成;?EC?EAE

级联激活U在此过程中K只有线粒体膜通透性是
可调控的U本实验欲初步了解氟达拉滨是通过
哪条信号传导途径来诱导细胞凋亡的U
最近研究表明K线粒体是细胞内死亡信号

途径调控网络中重要的细胞器 b̂‘K凋亡过程中
的许多关键事件集中在线粒体上U其功能改变
与 细胞凋亡密切相关 V̂Ta‘U线粒体膜电位

/cd)3是反应线粒体内膜通透性的最佳指标
之一Ucd)下降被公认为是细胞早期凋亡的
指标 V̂‘U德国学者e@:CDA>等 ’̂f‘研究发现K氟达
拉滨诱导细胞凋亡不是通过直接死亡受体途径

也不是以前认为的NQNG&’/?C:C9:98;C>:9A?EA
?;98Y?98<*D?;9:>&’3的直接作用K而是通过直接
损伤线粒体膜K引起胞色素\的释放K继而激活

;?EC?EAa和2U本研究结果显示K在氟达拉滨诱
导"#%$&’细胞凋亡过程中K也有细胞线粒体
内膜跨膜电位的下降K表明K氟达拉滨诱导

"#$%&’细胞凋亡过程与其影响cd)有关U
Z;@&-及其家族是调节细胞凋亡的主要基

因U目前已经发现’g个成员K按功能可分为抗
凋亡/Z;@&-XZ;@&O,等3和促凋亡/Z?OXZ?=XZ8=
等3两大亚家族K其编码的蛋白质作用于线粒
体K双向调节细胞凋亡UZ;@&-抑制线粒体跨膜
电位降低可能是通过保持线粒体内X外膜的完
整性K以及增加线粒体基质内质子的外流而实
现的UZ;@&-能够抑制多种因素诱导的cd)下
降和\F9\的释放K阻止凋亡的发生 ’̂’T’-‘U以一
定浓度的氟达拉滨处理"#$%&’细胞-(.后K
Z;@&-和Z?O)[MN水平并未见明显下调K提
示氟达拉滨可能不是直接通过调节 Z;@&-和

Z?O来改变线粒体膜通透性的U
本研究证实了氟达拉滨在体外可以诱导

"#$%&’凋亡K并且初步揭示该过程和线粒体
膜电位的下降有关U其具体的信号传导机制有
待于进一步研究U
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浙江大学六项目获-../年度国家科学技术奖

全国科学技术大会JhhQ年8月H日上午在北京人民大会堂隆重开幕0中共中央总书记1国家主
席1中央军委主席胡锦涛发表重要讲话0中共中央政治局常委1国务院总理温家宝宣读了2国务院关
于JhhK年度国家科学技术奖励的决定30我校有Q个项目获奖G其中获国家自然科学奖二等奖J项G
获 国家科学技术进步奖二等奖N项4樊建人教授的2工程气固两相流动中若干关键基础问题的研
究3G杨德仁教授的2掺氮直拉硅单晶氮及相关缺陷的研究3分别获国家自然科学奖二等奖4郑树教
授的2我国大肠癌高危人群防治的系列研究3G钱积新教授L合作JO的2大型精对苯二甲酸生产过程
智能建模1控制与优化技术3G朱国念教授L合作MO的2年产Mhhh吨高质量毒死蜱技术及应用3G蒋家
羚教授L合作NO的2在用重要压力容器与管道安全诊断与爆炸监控3分别获国家科学技术进步奖二
等奖0
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