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生物还原化合物作用的分子生物学机理
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近年来的研究表明
,

生物还原化合物
,

如

R S U 一 10 6 9的乏氧毒性作用与 其在生物体内

的还原过程有关
。

其作用的靶分子是 D N A
。

在有氧和乏氧时毒性的差异也与其 和 D N A

的作用方式有关
。

以下简单介绍生物还原化

合物与 D N A 的相互作用
,

及其细胞毒性和

辐射增敏作用产生的分子生物学机理
。

一
、

生物还原化合物与核昔酸或

O N A的相互作用

R S U 一 10 6 9 可与核背酸的磷酸基以及碱

基相互作用产生加合产物
。

R S U 一 1 0 6 9 在磷

酸盐缓冲液中于 3 1 0 n m波长时
,

光吸收强度

随着时间的增加而迅速减少
,

而在醋酸钠缓

冲液中减少缓慢
,

这是由于 R S U一 1 0 69与磷

酸基团相结合的缘故
。

当R S U 一 1 0 6 9 与核昔酸或核昔共同保温

后
,

用 H P L C ( 高效液相色谱 ) 方法可以测

得 R S U
一 1 0 6 9 与核昔酸结合产生加合产物

。

R S U
一 1 0 6 9 与嚷吟核昔酸作用可产生 2 ~ 3

种加合物 , 而与咯吮核昔酸作用主要产生一

种类型加合物
。

R S U 一 10 6 9 与核昔酸相互作

用的部位
,

包括乌嗓吟的 6 位淡基和 7位氮
,

以及腺嚓岭的 7 位氮
。

此外
,

对于四种脱氧

核昔酸而言
,

、

R S U
一 1 0 6 9 均可与其磷酸基团

相结合产生加合物
,

这也是其与喀陡核昔酸

的主要结合方式
。

生物还原化合物与核昔酸的结合与其烷

化作用有关
。

随着氮丙咤环上甲基取代的增

加
,

其与核昔酸的结合减少
。

R S U 一 1 0 6 9 与 D N A 的结合也得到实验

证实
。

原型或辐射产生的还原型化合物均可

与小牛胸腺 D N A 相结合
,

但结合速率有着显

著差异 ( 图 1 )
。

还原型 R S U
一 1 0 69与D N A

的结合速率远远高于其原型化合物
。

这种还

原态的快速结合和原型的慢速结合反映了该

双功能化合物与D N A作用的不同特点
。

原型

R S U
一 1 0 69 主要是由于氮丙陡的烷化作用而

与D N A 结合
,

这种结合速度 较慢 ; 而 还原

型产物除烷化作用外
,

还可与D N A 相结合
,

且结合速率较快
。
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与小牛胸腺 D N人的结合速率

二
、

生物还原化合物产生的O NA扭伤

用质粒D N A 系统可测定 D N A 上产生的

单链断裂 (
s s b ) 和双链断 裂 ( d sb ) 对 碱

不稳定损伤以及 D N A 一 D N A 交联损伤
。

当

环状质粒 ( I 型 ) 一条链上产 生断裂 s( s
b)

时
,

即成为开环状 D N A ( I 型 )
,

而当 两

条链相邻部位同时产生断 裂 ( d s b ) 时
,

则

转变为 线状 D N A ( I 型 )
。

因 此 由 I 型

D N A的减少或 I 型和 l 型 D N A的增加
,

可



了解 A D N单链断裂和双链断裂的产生
。

S RU 一1 09 6或其还原型与质粒 D NA 保

温后均可产生
s s

b和 ds b
,

而且随保温时间的

增加
, s s b或 d

s b也增加
,

使 I 型质粒减少
。

如果在 电泳前 预先用 p H 12 碱性溶液 处理

D N A
,

则 I 型质粒减少更为明显
,

这是由于

R S U 一 10 6 9与质粒 D N A相互作用产生碱基加

合产物
,

这些加合物在碱性条件下不稳定转

变为
s s

b或 d s b所致
。

还原型化合物与其原型比较
,

产生更多

的
s s

b和碱基加合物
,

这是由于它与 D N A结

合作用较强
,

因此对 D N A 损伤增加与这种

结合作用的增强有关
。

生物还原化合物对 D N A 的损伤作用也

与其氮丙咤环的甲基化程度有关
。

当甲基取

代增加时
,

对 D N A的损伤减少
,

从而使 I 型

D N A 减少 所需的 时间 增加
。

表 1 列 举了

R S U一 1 0 6 9及其类似物与D N A保温后
,

I 型

中和
。

如果 D N A产生链间交联
,

则在中和后

很容易部分复性
,

在凝胶电泳时可出现部分

复性的 1 型 D N A
,

从它的数量可 了解 交联

产生的情况
。

而
s s b则在变性后部分复性的几

率极低
。

用上述方法观察到还原型 R S U 一 1 0 6 9可

使 D N A产生链间交联
,

但原型R S U一 1 0 69无

此作用
。

推测这是由于在还原状态
,

不仅氮

丙陡基团可以与 D N A 结合
,

而且还原型产物

也可与D N A结合
,

当其分别与D N A的两条

链相结合时
,

就可产生链间交联
。

这也是在

乏氧条件下
,

生物还原化合物具有双功能作

用的一个显著特点
。

此外
,

由于 D N A交联损

伤致死性强
,

这也是生物还原化合物对乏氧

细胞毒性强的原因
。

衰1 耳型及还旅型生物还旅化合物使 I

型质狡O NA减少20 %所招时间 ( h )
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三
、

生物还原化合物的细胞毒性作用

与O N A摄伤及修盆的关系

生物还原化合物对乏氧细胞D N A的单
、

双链断裂损伤作用均比对有氧细胞强
。

而且

有氧和乏氧时产生的细胞d
s b 的差异更为明

显
,

产生相同效应所需药物浓度约相差一个

数量级
,

而产生
s “ b所需药物浓度在有氧和乏

氧时仅相差约 1邝个数量级
。

这表明在乏氧状

态 ds b的增加尤为明显
。

由表 2可以看出在有

氧和乏氧条件下各种类型 D N A 损伤与细胞

毒性之间的关系
。
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质粒减少 20 %所需的时间
。

表 1可看出氮丙

吮结构对这类化合物与 D N A 的相互作用极

其重要
。

此外
,

还可看出所有化合物的还原

型对 D N A 的损伤作用均比原型化合物强
。

用质粒系统还可测得 D N A的链间交联
。

其方法是在药物与 D N A作用后使质粒 D N A

在孩性条件下 ( p H > 1 2 ) 变性
,

然 后进行

细胞毒性
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由表 2可见
,

R S U
一 1 0 6 9 在乏氧时的细

胞毒性较有氧时增加的同时
,

ds b在乏氧时的

产量也较有氧时明显增加
,

而
s s b 则未有增

加
。

可 以推测 R S U
一1 0 6 9 对乏氧细胞的毒性

作用主要是由于 ds b的增加
。

一般认为 ds b和

D N A 交联不易被细胞修复
,

是细胞 死亡的

主要原因
。

此外
,

从 R S U
一 1 0 6 9 的药物浓度

与细胞活存率变化的关系中也表明
,

在有氧

条件下
,

随着药物浓度增加细胞活存率下降

的同时
, : s

b则随之增加
。

同样在乏氧时细胞

活存率减少与 d s
b的增加有关 ( 图 2 )

。

时
。

4 ℃时
,

R S U
一 1 0 6 9的S E R值与药物浓

度的关系曲线与M is O 在 20 ℃作用曲线相平

行
,

这表明在 4 ℃时
,

主要是硝基咪哇环的

亲电子作用产生增敏作用
,

此时 R S U 一 1 0 6 9

并没有显示其双 功能作 用 , 而在 20 ℃ 时
,

R S U 一1 0 6 9 表现出对细胞的双重杀伤作用
,

因此使 S E R值显著增加
。

这进一步说明生物

还原化合物的还原代谢过程是依赖于温度的

酶促反应过程
。

在乏氧条件下
,

R S U
一 1 0 6 9 合并放射产

生的 D N A
s s

b 量也同样具有这种温度依赖

性
。

在N Z下
,

20 ℃时产生的
s sb 较 4 ℃时明

显增加
,

而且在 0 G y时的原初
s s b损伤也增

加
,

这反映在20 ℃时
,

R S U
一 1 0 6 9 的毒性使

D N A产生
s s b

。
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图 2 R s U
一 10 6 9细胞毒性与 DN人链断裂的关系

因此可以认为
,

生物还原药物对乏氧细

胞产生较强毒性作用的主要原因之一是产生

了较多的 ds b
。

与辐射引起的 D N A损伤修复不同的是
,

生物还原化合物产生的
s s b或 ds b在修复保温

过程中几乎完全不能被修复
。

当 R S U 一 10 6 9

与V
7。
细胞保温 Z h后洗去药物

,

然后在37 ℃

保温 2 ~ 3小时
,

无论在有氧或乏氧下产生

的
s s

b或ds b都不能被修复
。

四
、

生物还瓜化合物作用的通度依旅性

生物还原化合物的辐射增敏作用有着明

显的温度依赖性
。

在 4 ℃时
,

R S U一 1 0 6 9 体

内作用的 S E R ( 增敏比 ) 值明显低于 20 ℃

五
、

生物还原化合物合并照射引起的

ON A摄伤的修盆

电离辐射产生的 D N A 损伤在照后保温

过程中可以部分或全部被修复
,

辐射引起的
s s

b在保温 l h后几乎可以完全被重接
。

但是

当细胞与R S U
一 1 0 6 9 保温后再行照射

,

产生

的
s s

b在保温 Z h仍不能被完全重接
。

这部分

残余
s s

b量高于药物毒性产生的
s s b量

,

说明

除了药物毒性 产生的
s s b 不能 被修 复外

,

R S U一 1 0 6 9 与辐射共同作用还产生了难以修

复的
s
sb

,

或者是破坏了细胞内酶系统
。

d s b

的产生也具有类似情况
。

在照 射后保温 3 h

后
,

残余d
s
b量仍显著高于药物毒性 引起的

d
s b量

。

在有氧情况下辐射引起的残余 d s b约

为 2 0%
,

这与乏氧时M I S O 合并 1 2 o G y辐照

后的残余ds b量相近
,

而乏氧条件下 R S U
-

1 069合并 1 2 0G y引起的残余d s
b则多达 5 9劣

。

不能被细胞修复的 D N A 链断裂
,

即残

余断裂是细胞死亡的主要原因之一
。

生物还

原化合物在照射后产生较多的残余断裂
,

尤

其是残余 ds b
,

是其辐射增敏作用较强的分

子基础
。
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