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人８羟基鸟嘌呤 ＤＮＡ糖苷酶 １基因低表达增加
肺腺癌细胞对博来霉素的敏感性

吴　媚，张遵真，车望军，李　娜
（四川大学华西公共卫生学院环境卫生教研室，四川 成都　６１００４１）

摘要：目的　研究 ＤＮＡ碱基切除修复基因人８羟
基鸟嘌呤ＤＮＡ糖苷酶 １（ｈＯＧＧ１）低表达增加肺腺
癌细胞对博来霉素（ＢＬＭ）的敏感性的作用，为化疗
增敏提供更多的实验依据。方法　以肺腺癌 Ａ５４９
细胞和通过稳定转染 ｈＯＧＧ１核酶而获得的 ｈＯＧＧ１
低表达的 Ａ５４９Ｒ细胞为研究对象，用 ＭＴＴ试验和
集落形成抑制试验测定不同浓度 ＢＬＭ处理后两种
细胞的存活率和形成集落的能力；体外微核试验及

单细胞凝胶电泳检测两种细胞微核率及 ＤＮＡ损伤
与修复的差异。结果　ＢＬＭ作用下Ａ５４９Ｒ细胞的
ＩＣ５０及集落形成率显著低于Ａ５４９细胞；ＢＬＭ可诱导
两种细胞的微核率增高，而在相同浓度下 Ａ５４９Ｒ
细胞微核率较 Ａ５４９细胞更高；单细胞凝胶电泳结
果显示，ＢＬＭ作用下两种细胞均有不同程度 ＤＮＡ
损伤，Ａ５４９Ｒ细胞的拖尾率和 ＤＮＡ迁移长度显著
大于 Ａ５４９细胞；损伤后 Ａ５４９细胞修复发生较
Ａ５４９Ｒ早，与 Ａ５４９细胞相比 Ａ５４９Ｒ细胞更不易
修复。结论　ｈＯＧＧ１低表达使肺腺癌细胞 ＤＮＡ修
复能力降低，从而使其对ＢＬＭ的敏感性增强。
关键词：基因表达；人８羟基鸟嘌呤 ＤＮＡ糖苷酶；
博来霉素；腺癌；肺；ＤＮＡ损伤
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博来霉素（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，ＢＬＭ）是目前临床常用的
一种广谱抗肿瘤药物，其治疗机制在于ＢＬＭ介导的
ＤＮＡ氧化断裂及多种自由基的形成［１］，ＢＬＭ的耐药
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性在很大程度上限制了其临床应用。研究发现，

ＤＮＡ氧化损伤修复对于肿瘤的形成、治疗及耐药都
起着非常重要的作用，临床治疗中常出现的肿瘤细

胞耐药性与其 ＤＮＡ氧化损伤修复能力增加有关，
ＤＮＡ修复相关酶活性增高也是肿瘤对化疗药物产
生抗性的一个重要因素［１，２］。分子肿瘤学研究提

示，与ＤＮＡ修复有关分子是化学药物耐药的主要原
因之一［３，４］，从研究 ＤＮＡ修复入手，降低肿瘤细胞
对ＤＮＡ氧化损伤的修复能力将为肿瘤治疗和耐药
性逆转开辟新的途径。人８羟基鸟嘌呤 ＤＮＡ糖苷
酶 １（ｈｕｍａｎ ８ｏｘｏｇｕａｎｉｎｅ ＤＮＡ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ１，
ｈＯＧＧ１）是 ＤＮＡ氧化损伤修复途径中的关键酶，本
文以肺腺癌Ａ５４９细胞和通过稳定转染ｈＯＧＧ１核酶
而获得的 ｈＯＧＧ１低表达的 Ａ５４９Ｒ细胞为研究对
象，比较两种细胞在 ＢＬＭ处理后存活率及 ＤＮＡ损
伤修复能力的变化，以研究ｈＯＧＧ１低表达影响肺腺
癌细胞对ＢＬＭ敏感性的效应，从而为在基因水平进
行化疗增敏提供更多实验依据。

１　材料与方法

１．１　试剂和仪器
ＢＬＭ，ＮｉｐｐｏｎＫａｙａｋｕ；Ｇ４１８，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；低熔点

琼脂糖，Ａｍｒｅｓｃｏ；噻唑蓝（ＭＴＴ），Ｆｌｕｋａ；溴化乙锭
（ｅｔｈｉｄｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＥＢ），Ａｍｒｅｓｃｏ；吖啶橙（ａｃｒｉｄｉｎｅ
ｏｒａｎｇｅ，ＡＯ），Ｓｉｇｍａ；酶标仪（ＭｉｃｒｏｐｌａｔｅＲｅａｄｅｒ），
ＢｉｏＲａｄ；荧光显微镜及倒置显微镜，Ｌｅｉｃａ。
１．２　细胞培养

Ａ５４９细胞购于华神集团成都基因治疗肿瘤药
物工程技术研究中心，Ａ５４９Ｒ（ｈＯＧＧ１低表达的
Ａ５４９）细胞由本实验室构建，即通过稳定转染
ｈＯＧＧ１核酶真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＲＺ的
Ａ５４９细胞［５］，经鉴定该细胞可稳定表达核酶基因，

并持续有效抑制 ｈＯＧＧ１的表达（ｈＯＧＧ１的表达比
Ａ５４９细胞低 ６１．１％）［６］。两种细胞均接种于含

·２１３·
中国药理学与毒理学杂志

ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ
　　２００６年８月；

２００６　　Ａｕｇ；
　 ２０（４）：３１２－３１７
２０（４）：３１２－３１７



１０％小牛血清的ＤＭＥＭ培养液中，３７℃，５％ ＣＯ２培
养箱中培养，Ａ５４９Ｒ细胞中持续加入８００ｍｇ·Ｌ－１

的Ｇ４１８。
１．３　ＭＴＴ试验

细胞接种于９６孔培养板，每孔２００μＬ培养液
中含１×１０５个细胞，３７℃培养２４ｈ后更换培养液并
加入０，０．２５，０．５，１，２．５，１０，２５，５０和１００ｍｇ·
Ｌ－１的ＢＬＭ，每个浓度设置８个复孔，同时设空白对
照。受试物和细胞作用７２ｈ后吸去培养液，ＤＨａｎｋｓ
液洗涤细胞１次，每孔加入含５ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ的培养液
１００μＬ，继续孵育 ４ｈ，弃去培养液，每孔加入 １５０
μＬＤＭＳＯ，震荡２ｍｉｎ，使蓝色结晶充分溶解，于酶
标仪上测定５７０ｎｍ波长的光吸收值并计算存活率，
将浓度的对数值和存活率拟和得到直线方程后计算

出半数抑制浓度（ＩＣ５０），试验重复３次。
１．４　集落形成抑制试验

细胞接种于２４孔培养板，每孔０．５ｍＬ培养液
中含２００个细胞，待细胞贴壁后更换培养液并加入
０．０１，０．０５，０．１，０．２５和０．５ｍｇ·Ｌ－１的 ＢＬＭ，每个浓
度设置 ３个复孔，同时设空白对照，将细胞置于
３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中连续培养 １０ｄ，弃去培养
液，以ｐＨ为７．４的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤细胞３
次，甲醇固定２０ｍｉｎ，１０％ Ｇｉｅｍｓａ染色１５ｍｉｎ，蒸馏
水冲洗，自然风干，于解剖显微镜下计数每孔中集落

数（含５０个细胞以上的为 １个集落），每孔计数 ２
次。试验重复３次。计算集落形成率和集落形成抑
制率：集落形成率＝各试验组平均集落形成数／接种
细胞总数×１００％；集落形成抑制率＝（对照组平均集
落形成数－各剂量组平均集落形成数）／对照组平均
集落形成数×１００％。
１．５　体外微核试验检测细胞染色体的损伤

将细胞接种于６孔板中，每孔１ｍＬ培养液中含
１×１０６个细胞，３７℃培养。当细胞长到对数生长期
时，按ＭＴＴ法测定结果，以无明显细胞毒性的浓度
作为受试物的最高浓度（５ｍｇ·Ｌ－１），每孔加入１０
μＬ受试物，同时设空白对照，３７℃作用２４ｈ后弃培
养液，２．５ｇ·Ｌ－１胰酶消化细胞，离心后沉淀用０．０７５
ｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣｌ低渗处理，３∶１甲醇冰醋酸固定３次，沉
淀用含１％冰醋酸的甲醇制成悬液，滴２滴于冰冻
的洁净玻片上，每个剂量滴４张片子，室温下自然干
燥，最后用４０ｍｇ·Ｌ－１的 ＡＯ５０μＬ染色，立即在荧
光显微镜下观察结果每张片子计数２０００个细胞并
计算微核率。试验重复３次。

１．６　彗星试验检测细胞的ＤＮＡ损伤
细胞消化后，制成１×１０８Ｌ－１的细胞悬液，按每

管１ｍＬ分装于 ＥＰ管中。每管加入１０μＬ不同浓
度受试物，使其终浓度分别为０．０５，０．２５，０．５，１，５
和１０ｍｇ·Ｌ－１。３７℃水浴染毒３ｈ，ＰＢＳ洗涤３次后
收获细胞，立即进行彗星试验。每张片子计数２００
个细胞计算细胞拖尾率，并计数３０个拖尾细胞的尾
长计算平均ＤＮＡ迁移长度。试验重复３次。
１．７　改良彗星试验检测细胞ＤＮＡ损伤的修复

选择５及１０ｍｇ·Ｌ－１作为 ＤＮＡ损伤修复试验
的浓度。按照前述方法并以 ＰＢＳ洗涤３次后加入
新培养液（不含 ＢＬＭ），３７℃培养箱中培养，分别于
０，０．５，１，２，３和６ｈ后收获细胞，按同样的方法进行
彗星试验。观察不同孵育时间细胞拖尾率和彗星

ＤＮＡ迁移长度的减少。试验重复３次。
１．８　计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，ＳＰＳＳ１１．５软件对指标
进行单因素方差分析，两两比较应用ＬＳＤ法分析。

２　结果

２．１　博来霉素对细胞存活率的影响
Ａ５４９细胞及 Ａ５４９Ｒ细胞的存活率均随 ＢＬＭ

浓度的增加而呈下降趋势（图１），且低浓度（＜２５
ｍｇ·Ｌ－１）时，两种细胞存活率随浓度增加而降低的
趋势更明显；在设计的浓度范围（０．２５，０．５，１，２．５，
１０，２５，５０和１００ｍｇ·Ｌ－１）内Ａ５４９Ｒ细胞的存活率

Ｆｉｇ１．　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｌｅｏｍｙｃｉｎｏｎｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆ
Ａ５４９ｃｅｌｌｓａｎｄＡ５４９Ｒｃｅｌｌｓ．Ａ５４９ｃｅｌｌａｎｄＡ５４９Ｒ
ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙ０，０．２５，０．５，１，２．５，１０，２５，５０ａｎｄ
１００ｍｇ·Ｌ－１ｂｌｅｏｍｙｃｉｎｆｏｒ７２ｈ．Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
ＭＴＴｔｅｓｔ．Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ＝（ＡＴｅｓｔｇｒｏｕｐ／ＡＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）×１００％．珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｏｆＡ５４９
ｃｅｌｌｓｂｙｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡａｎｄＬＳＤｔｅｓｔｓ．
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均在Ａ５４９细胞以下，Ａ５４９Ｒ细胞的ＩＣ５０为（６０．０１±
３．３９）ｍｇ·Ｌ－１，明显低于 Ａ５４９细胞（９３．８５±８．７２）
ｍｇ·Ｌ－１（ｎ＝３，Ｐ＜０．０５）。
２．２　博来霉素对细胞集落形成能力的影响

由表１结果可以看出，在 ０．０１，０．０５，０．１，０．２５
和０．５ｍｇ·Ｌ－１的剂量下，两种细胞的集落形成率均
随ＢＬＭ浓度的增加而降低，各浓度组与对照组比
较，差异均有统计学意义，并呈现良好的浓度效应
关系。当 ＢＬＭ浓度达到０．５ｍｇ·Ｌ－１时，镜下观察
两种细胞均零星分散，未见到完整细胞集落，细胞的

集落形成能力被完全抑制（图 ２）；而在其他浓度，
Ａ５４９Ｒ细胞的集落形成率明显低于相同浓度下的
Ａ５４９细胞，两者差异有统计学意义。

２．３　博来霉素对两种细胞微核形成的影响
如表２结果所示，微核试验中ＢＬＭ导致的染色

体损伤在所设计的剂量范围（０．０５，０．２５，１和５ｍｇ·
Ｌ－１）内，除０．０５ｍｇ·Ｌ－１组 Ａ５４９细胞与空白对照组
微核率差别无统计学意义外，其他剂量两种细胞与

各自的空白对照组比较，差异均有统计学意义，并呈

现良好的剂量效应关系，两种细胞的微核率随着
ＢＬＭ浓度的增加而增加。相同剂量水平，除５ｍｇ·
Ｌ－１组外，Ａ５４９Ｒ细胞的微核率均高于Ａ５４９细胞。
２．４　博来霉素对细胞ＤＮＡ的损伤及修复的影响

如表３结果所示，随着 ＢＬＭ浓度的增加，两种
细胞的拖尾率和拖尾细胞ＤＮＡ迁移长度均增加，各
浓度组拖尾率和拖尾细胞ＤＮＡ迁移长度与对照组

Ｔａｂ１．　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂｌｅｏｍｙｃｉｎｏｎｔｈｅｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓａｎｄＡ５４９Ｒｃｅｌｌｓ

Ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ
／ｍｇ·Ｌ－１

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇ

Ａ５４９ｃｅｌｌｓ Ａ５４９Ｒｃｅｌｌｓ

Ｒａｔｅｏｆｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇ／％

Ａ５４９ｃｅｌｌｓ Ａ５４９Ｒｃｅｌｌｓ

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｏｆｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇ／％

Ａ５４９ｃｅｌｌｓ Ａ５４９Ｒｃｅｌｌｓ

０ ９３．７±３．８ ９１．５±４．１ ４６．９±１．１ ４５．７±１．３ － －

０．０１ ８５．４±４．９ ６６．３±３．７ ４２．７±１．９ ３３．２±１．２＃ ８．９±０．５ ２７．５±１．１＃

０．０５ ７２．６±３．７ ６１．２±２．２ ３５．３±１．０ ３０．６±１．８＃ ２２．５±０．９ ３３．１±０．７＃

０．１ ５１．３±１．８ ４０．６±１．４ ２５．７±１．３ ２０．３±０．９＃ ４５．３±１．４ ５５．６±１．９＃

０．２５ ２２．７±０．５ １５．１±０．９ １１．４±０．７ ７．６±０．４＃ ７５．８±２．６ ８３．５±２．５＃

０．５ ０．０±０．０ ０．０±０．０ － － － －

Ａ５４９ｃｅｌｌｓａｎｄＡ５４９Ｒｃｅｌｌｓ（Ａ５４９ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎ８ｏｘｏｇｕａｎｉｎｅＤＮＡｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ１）ｗｅｒｅｐｌａｎｔｅｄｉｎ２４ｗｅｌｌｅｄｃｕｌ
ｔｕｒｅｐｌａｎｔｓ，ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＢＬＭｆｏｒ１０ｄ．Ｒａｔｅｏｆｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇ（％）＝（ａｖｅｒａｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｌｏｎｙ／ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｏｆｐｌａｎｔｉｎｇ）×１００％。Ｉｎｈｉｂ
ｉｔｏｒｙｒａｔｅｏｆｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇ（％）＝［（ａｖｅｒａｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｌｏｎｙｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ－ａｖｅｒａｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｌｏｎｙｏｆｔｅｓｔｇｒｏｕｐ）／ａｖｅｒａｇｅｎｕｍ
ｂｅｒｏｆｃｏｌｏｎｙｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ］×１００％．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｔｉｍｅｓ）．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＡ５４９ｃｅｌｌｓｂｙｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡａｎｄＬＳＤｔｅｓｔｓ．

Ｆｉｇ２．　ＰｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆＡ５４９ａｎｄＡ５４９Ｒｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏ０．５ｍｇ·Ｌ－１ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ．（２００×）Ａ：Ａ５４９ｃｅｌｌｓｅｘ
ｐｏｓｅｄｔｏ０．５ｍｇ·Ｌ－１ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ；Ｂ：Ａ５４９Ｒｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏ０．５ｍｇ·Ｌ－１ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ．ＦｏｒｅｉｔｈｅｒＡ５４９ｃｅｌｌｓｏｒＡ５４９Ｒｃｅｌｌｓ，ｎｏｃｅｌｌ
ｃｌｏｎｅｃｏｕｌｄｂｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｕｔａｆｅｗｓｃａｔｔｅｒｅｄｃｅｌｌｓ．

·４１３· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ　２００６　Ａｕｇ；２０（４）



Ｔａｂ２．　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｌｅｏｍｙｃｉｎｏｎｔｈｅｒａｔｅｓｏｆｍｉｃｒｏ
ｎｕｃｌｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ
Ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ
／ｍｇ·Ｌ－１

Ｒａｔｅｏｆｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ／‰
Ａ５４９ｃｅｌｌｓ ５４９Ｒｃｅｌｌｓ

０ ３３．２±５．４ ３０．４±３．２
０．０５ ３８．４±６．７ ５２．６±５．５＃

０．２５ ４８．６±４．９ ５９．９±５．０＃

１ ５３．７±２．７ ７４．３±６．１＃

５ ５５．２±４．５ ５９．６±４．３

Ａ５４９ｃｅｌｌｓａｎｄＡ５４９Ｒｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｂｌｅｏｍｙｃｉｎｆｏｒ２４
ｈ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｔｉｍｅｓ）．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
０ｍｇ·Ｌ－１；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＡ５４９
ｃｅｌｌｓｂｙｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡａｎｄＬＳＤｔｅｓｔｓ．

比较差异有统计学意义，在相同 ＢＬＭ浓度下，
Ａ５４９Ｒ细胞的拖尾率高于 Ａ５４９细胞，拖尾细胞的
ＤＮＡ迁移长度较Ａ５４９细胞长，差异有统计学意义。
Ａ５４９Ｒ细胞在５ｍｇ·Ｌ－１时拖尾细胞形态发生明显
变化，尾部面积增大，细胞核变小（图３Ａ），１０ｍｇ·
Ｌ－１时多数细胞呈现类似凋忘的形态（图 ３Ｂ）；而
Ａ５４９细胞在前述两个浓度下形态无明显变化（图
３Ｃ，Ｄ）。
　　从表４结果可见，随着修复时间的延长，两种细
胞的拖尾率和拖尾细胞ＤＮＡ迁移长度均有降低，两
个浓度组的Ａ５４９细胞在０．５ｈ后即出现明显的修

Ｔａｂ３．　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂｌｅｏｍｙｃｉｎｏｎＤＮＡｄａｍａｇｅｏｆＡ５４９ａｎｄＡ５４９Ｒｃｅｌｌｓ
Ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ
／ｍｇ·Ｌ－１

Ｃｏｍｅｔｃｅｌｌｒａｔｅ／％
Ａ５４９ｃｅｌｌｓ Ａ５４９Ｒｃｅｌｌｓ

ＤＮＡｍｉｇｒａｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈ／μｍ
Ａ５４９ｃｅｌｌｓ Ａ５４９Ｒｃｅｌｌ

０ ３．１±０．１ ２．９±０．５ ５．８±０．２ ５．６±０．５

０．０５ ７．２±０．８ ２６．５±１．２＃ １５．７±０．５ ３３．９±０．７＃

０．２５ ４３．６±１．９ ６０．８±２．７＃ ２４．４±１．１ ４７．３±１．３＃

０．５ ５２．３±３．６ ７４．９±３．７＃ ４１．９±２．０ ６６．８±２．９＃

１ ７１．２±５．６ １００．０±０．０＃ ５１．１±１．８ ６９．１±２．０＃

５ １００．０±０．０ １００．０±０．０ ６２．３±２．２ １０１．８±３．４＃

１０ １００．０±０．０ １００．０±０．０ ９８．５±２．６ １５１．２±４．５＃

Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｂｌｅｏｍｙｃｉｎｆｏｒ３ｈ．ＣｏｍｅｔｃｅｌｌｒａｔｅａｎｄＤＮＡｍｉｇｒａｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｏｍｅｔａｓｓａｙ．Ｃｏｍｅｔｃｅｌｌｒａｔｅｉｎ
ｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＤＮＡｄａｍａｇｅｄｃｅｌｌｓｉｎ２００ｔｏｔａｌｃｅｌｌｓｏｂｓｅｒｖｅｄ，ＤＮＡｍｉｇｒａｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈｉｓｔｈｅａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅｏｆｔｈｅｔａｉｌｌｅｎｇｔｈｏｆ
３０ｃｏｍｅｔｃｅｌｌｓ，ａｎｄｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｎｕｃｌｅｕｓｉｓｎｏｔｉｎｃｌｕｄｅｄ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｔｉｍｅｓ）．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０ｍｇ·Ｌ－１；
＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＡ５４９ｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｃｏｍｅｔｃｅｌｌｒａｔｅａｎｄＤＮＡｍｉｇｒａｔｉｏｎｒｅｎｇｔｈｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙａｎａｌｙｚｅｄｂｙ
ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡａｎｄＬＳＤｔｅｓｔｓ．

Ｆｉｇ３．　ＰｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓａｎｄＡ５４９ＲｃｅｌｌｓｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇＤＮＡｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｂｌｅｏｍｙｃｉｎ．
（２００×）Ａ，Ｂ：Ａ５４９ｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏ５ａｎｄ１０ｍｇ·Ｌ－１ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｃ，Ｄ：Ａ５４９Ｒｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏ５ａｎｄ１０ｍｇ·Ｌ－１
ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａ５４９Ｒｃｅｌｌｓｓｈｏｗｅｄｏｂｖｉｏｕｓｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｓｗｈｅｎｅｘｐｏｓｅｄｔｏ５ｍｇ·Ｌ－１ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，ａｎｄｍｏｓｔｏｆｔｈｅｍ
ｗｅｒｅｓｉｍｉｌａｒｔｏａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓ．Ｗｈｉｌｅａｂｏｖｅｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎｃｏｕｌｄｎ′ｔｂｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ．
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Ｔａｂ４．　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂｌｅｏｍｙｃｉｎｏｎＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｐａｉｒｏｆＡ５４９ａｎｄＡ５４９Ｒｃｅｌｌ
Ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ
／ｍｇ·Ｌ－１

Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅ
／ｈ

Ｃｏｍｅｔｃｅｌｌｒａｔｅ／％
Ａ５４９ｃｅｌｌｓ Ａ５４９Ｒｃｅｌｌｓ

ＤＮＡｍｉｇｒａｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈ／μｍ
Ａ５４９ｃｅｌｌｓ Ａ５４９Ｒｃｅｌｌｓ

５ ０ １００．０±０．０ １００．０±０．０ ６２．３±２．２ １０１．８±２．４＃

０．５ ９１．２±２．２ １００．０±０．０ ５０．９±２．４ ９９．２±３．７＃

１ ８５．１±２．３ １００．０±０．０ ４５．３±３．８ ８５．６±３．５＃

２ ５５．７±１．９ ８８．４±２．７ ３７．５±２．９ ８２．３±２．８＃

３ ２４．３±０．５ ５２．４±１．６ ３．２±０．１ ２４．６±１．４＃

６ ０．０±０．０ ０．０±０．０ ０．０±０．０ ０．０±０．０＃

１０ ０ １００．０±０．０ １００．０±０．０ ９８．５±２．６ １５１．２±４．５＃

０．５ １００．０±０．０ １００．０±０．０ ７９．６±２．３ １０５．２±２．１＃

１ １００．０±０．０ １００．０±０．０ ６６．８±２．０ １００．５±２．９＃

２ ８０．０±１．３ １００．０±０．０ ５７．８±２．７ ８５．６±２．５＃

３ ５７．１±１．５ ７５．６±１．９ ３１．５±１．４ ６５．３±２．１＃

６ ０．０±０．０ ２１．３±２．０ ０．０±０．０ ２６．４±０．６＃

ＤＮＡｒｅｐａｉｒａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓｗａｓｒｅｆｌｅｃｔｅｄｂｙｄｅｔｅｃｔｉｎｇｃｏｍｅｔｃｅｌｌｒａｔｅａｎｄＤＮＡｍｉｇｒａｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈａｆｔｅｒＤＮＡｄａｍａｇｅｄｃｅｌｌｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎ
ｆｒｅｓｈｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｗｉｔｈｏｕｔｂｌｅｏｍｙｃｉｎｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０ｈ；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＡ５４９ｃｅｌｌｓ．

复现象，拖尾率和拖尾细胞ＤＮＡ迁移长度与０ｈ比
较差异有统计学意义，而５和１０ｍｇ·Ｌ－１浓度组的
Ａ５４９Ｒ细胞在１ｈ后拖尾细胞形态恢复正常，２ｈ
后拖尾率和拖尾细胞ＤＮＡ迁移长度才有明显降低。
１０ｍｇ·Ｌ－１浓度组的 Ａ５４９细胞在６ｈ后其 ＤＮＡ损
伤已完全修复，而此时Ａ５４９Ｒ细胞拖尾率为（２１．３±
２．０）％，拖尾细胞ＤＮＡ迁移长度（２６．４±０．６）μｍ。

３　讨论

ｈＯＧＧ１是人体细胞中 ＤＮＡ氧化损伤修复的关
键酶，具有特异性切除和修复活性氧自由基引起的

ＤＮＡ加合物８羟基脱氧鸟嘌呤（８ＯＨｄＧ）的作用。
本研究通过ＭＴＴ试验及集落形成抑制试验比较了
肺腺癌Ａ５４９细胞和通过稳定转染ｈＯＧＧ１核酶而获
得的ｈＯＧＧ１低表达的 Ａ５４９Ｒ细胞对 ＢＬＭ的敏感
性。结果显示，Ａ５４９Ｒ细胞的 ＩＣ５０明显低于 Ａ５４９
细胞；在试验设计的剂量范围内 Ａ５４９Ｒ细胞的集
落形成率明显低于 Ａ５４９细胞，而集落形成抑制率
则高于Ａ５４９细胞，转染 ｈＯＧＧ１核酶后细胞对 ＢＬＭ
的敏感性增高。

ＤＮＡ是 ＢＬＭ作用的主要靶，在 ＢＬＭ介导的
ＤＮＡ断裂过程中产生的多种自由基有明显致 ＤＮＡ
和染色体断裂的作用［７］，本研究采用彗星试验和微

核试验比较了两种细胞在 ＢＬＭ作用下的微核率和

ＤＮＡ损伤及修复能力，结果表明 Ａ５４９Ｒ细胞在
ＢＬＭ作用下微核率明显高于Ａ５４９细胞，说明Ａ５４９
Ｒ细胞对ＢＬＭ造成的染色体损伤较Ａ５４９细胞更敏
感。Ａ５４９细胞对 ＢＬＭ造成 ＤＮＡ损伤修复发生较
早，５ｍｇ·Ｌ－１组在０．５ｈ后即有明显修复，而Ａ５４９
Ｒ细胞在２ｈ后才有明显的修复现象，１０ｍｇ·Ｌ－１

组Ａ５４９细胞６ｈ后ＤＮＡ损伤已完全修复，而此时的
Ａ５４９Ｒ细胞的 ＤＮＡ损伤现象仍较明显。这显示
Ａ５４９Ｒ细胞的修复能力较 Ａ５４９细胞更低，也说明
通过转染ｈＯＧＧ１核酶而使肺腺癌细胞ｈＯＧＧ１表达
降低，其清除８ＯＨｄＧ的作用受到抑制，对 ＤＮＡ氧
化损伤的修复能力下降。

　　综上所述，与Ａ５４９细胞相比，ｈＯＧＧ１低表达的
Ａ５４９Ｒ细胞在ＢＬＭ作用下ＤＮＡ更易于发生损伤，
损伤后难以修复，细胞存活率及集落形成能力下降，

表明ｈＯＧＧ１低表达可以增加肺腺癌细胞对ＢＬＭ的
敏感性，降低肿瘤细胞ｈＯＧＧ１活性可能是化疗增敏
的一条新途径。
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