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替莫唑胺四价铂配合物的合成及抗肿瘤性能

苏 岩 王萌萌 刘红科＊ 苏 志＊

(南京师范大学化学与材料科学学院，南京 210023)
摘要：替莫唑胺是临床上治疗胶质瘤的一线药物。我们将替莫唑胺进行化学修饰，作为配体引入到四价铂配合物中，合成了 2
种新型四价铂配合物P1T和P2T，并利用核磁共振氢谱及碳谱对其进行了基础表征。研究结果表明，配合物具有良好的脂溶

性和较快的水解速率。进一步使用MTT法、流式细胞术、共聚焦成像及蛋白免疫印迹法对P1T和P2T的抗肿瘤活性及诱导肿

瘤细胞死亡机制进行了深入的探究。结果发现，配合物P1T和P2T对胶质瘤细胞株A261表现出了较高的细胞毒性，而对正常

神经细胞HT‐22毒性较小，表现出了较好的细胞选择性。流式细胞术揭示配合物P1T和P2T将细胞周期阻滞在G2/M期，导致

DNA损伤，最终诱导肿瘤细胞凋亡。
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Synthesis and Antitumor Properties of Temozolomide⁃Based Platinum􀃯 Complexes

SU Yan WANG Meng‐Meng LIU Hong‐Ke＊ SU Zhi＊
(School of Chemistry and Materials Science, Nanjing Normal University, Nanjing 210023, China)

Abstract: Temozolomide is the first ‐ line anticancer drug for the clinical treatment of glioblastoma. In this work,
temozolomide was chemically modified and introduced into the platinum􀃯 complex. Two new Pt􀃯 complexes P1T
and P2T were successfully synthesized and characterized by 1H NMR and 13C NMR. The results show that both com‐
plexes had good lipid solubility with a fast hydrolysis rate. The anticancer activity and the mechanism of P1T and
P2T were investigated with the MTT assay, flow cytometry, confocal imaging, and western blot. The results demon‐
strate that complexes P1T and P2T owned high cytotoxicity to glioma cell line A261, but low toxicity to normal
nerve cell HT ‐ 22, indicating good cancer cell selectivity. Flow cytometry reveals that complexes P1T and P2T
arrest the cell cycle in the G2/M phase, leading to DNA damage and ultimately inducing tumor cell apoptosis.
Keywords: temozolomide; platinum complex; glioblastoma; anticancer drug

0 引 言

胶质瘤亦称神经胶质瘤，是源于神经胶质细胞

的肿瘤，约占所有颅内肿瘤的 60%，具有发病率高、

复发率高、死亡率高和治愈率低等“三高一低”的特

点，是全身肿瘤中治疗难度最大和预后最差的肿瘤

之一[1‐6]。替莫唑胺(temozolomide，TMZ)是目前临床

一线唯一的神经胶质瘤化疗药物，但存在着骨髓抑

制、遗传毒性和生殖毒性等副作用，影响其长期使

用[7‐8]。TMZ本身没有活性，是一种前体药物，需要

在生理 pH条件下，经过非酶催化途径先转化为活

性化合物 5‐(3‐甲基三嗪‐1‐基)咪唑‐4‐酰胺(MTIC)，
随后进一步水解为活性代谢物 5‐氨基‐咪唑‐4‐酰胺

(AIC)和重氮甲烷[9]。重氮甲烷被认为是烷基化的活
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性片段，通过对DNA甲基化导致DNA复制的停滞，

达到抗肿瘤作用[9]。相关研究也表明TMZ治疗过程

中存在耐药性问题，O6‐甲基鸟嘌呤‐DNA甲基转移

酶(MGMT)高表达增加肿瘤细胞对烷化剂类的耐药

性，MGMT是一种DNA修复蛋白，能够移除DNA上

鸟嘌呤O6位点的细胞毒性的烷基加合物，保护细胞

对抗 TMZ等烷化剂的损害，减弱 TMZ的抗肿瘤效

应[10‐11]。尽管将TMZ添加到胶质瘤治疗方案中有效

将胶质瘤患者中位总生存期延长到 15个月，但患者

的愈后 5年总生存率仍低于 10%[12‐13]。因此研制新

的抗胶质瘤药物迫在眉睫。

近年来以顺铂(cisplatin)为代表的铂类抗肿瘤药

物已经成为无机药物领域中最为成功的金属药物

之一[14‐16]。顺铂主要是以细胞核内的DNA为作用靶

标，Pt原子与DNA上的鸟嘌呤等碱基的N7原子进

行配位，形成DNA链内或者链间交联产物，通过改

变 DNA的构象来抑制 DNA的复制和转录等活动，

最终引发细胞凋亡而达到抗癌的效果[17‐20]。尽管金

属药物具有巨大的发展潜力且顺铂目前已取得巨

大成功，但是他们仍存在一些缺点，包括高发性的

耐药性、较强的肾毒性和神经毒性及对靶标DNA的

低选择性等[21‐23]。在铂类新药开发的相关研究中，

科学家逐渐将目光聚焦到了具有动力学惰性但被

还原后又能发挥抗癌活性的 Pt􀃯抗肿瘤化合物上。

Pt􀃯配合物采用八面体构型[24]，通常认为 Pt􀃯配合

物的配位取代缓慢，需被细胞内还原性物质还原成

Pt􀃭配合物后才能与DNA反应，不仅可以改善传统

Pt􀃭药物口服活性低的缺点，且不易与细胞内的水、

氯离子、DNA碱基等亲核类物质发生取代反应，改

善了传统 Pt􀃭抗癌药物毒副作用和耐药性的缺

点[25‐26]，因此其作为Pt􀃭配合物的前药被广泛开发。

在本研究中，我们将具有抗胶质瘤活性的 TMZ
分子引入到顺铂的轴向骨架中，得到 2个多功能的

Pt􀃯配合物 P1T和 P2T。当配合物进入肿瘤细胞

后，被细胞内高浓度的含硫分子谷胱甘肽(GSH)等还

原为Pt􀃭化合物和TMZ。Pt􀃭化合物进入细胞核与

DNA结合，从而发挥抗肿瘤活性。TMZ通过对DNA
进行甲基化，从而抑制DNA的复制，促进胶质瘤细

胞的凋亡，协同增强 Pt􀃭配合物对肿瘤细胞的杀伤

作用。通过核磁共振氢谱和碳谱对其进行了基础

表征。利用MTT法评估了配合物对多种肿瘤细胞

株的抗增殖活性，并通过流式细胞术、免疫荧光、免

疫印迹等实验探究了配合物诱导肿瘤细胞死亡作

用机制，结果表明配合物协同加剧DNA损伤，最终

诱导细胞凋亡。

1 实验部分

1.1 试剂与仪器

实验所用溶剂均采用分析纯试剂，根据实验需

要进行纯化。除特殊要求，所有反应均在氩气保护

下进行。TMZ及顺铂购自安耐吉试剂公司。二甲

基亚砜(DMSO)、N，N‐二甲基甲酰胺(DMF)等试剂均

购于阿拉丁试剂有限公司。磷酸缓冲盐溶液(PBS)、
Dulbecco改良的细胞培养基(DMEM)、链霉素和青霉

素、胰蛋白消化酶‐EDTA、细胞凋亡检测试剂盒、细

胞周期检测试剂盒等生物试剂均购于南京凯基生

物科技有限公司。
1H NMR 和 13C NMR 使 用 Bruker Advance Ⅱ

400 MHz 核磁共振仪检测。 UV ‐ Vis 数据采用

PerkinElmer Lambda 365紫外可见光谱仪进行收集。

细胞毒活性通过多功能酶标仪LabServ K3测定。流

式细胞仪型号为 BD FACSverse。激光共聚焦显微

镜为A1 Nikon。采用电感耦合等离子体质谱仪(ICP
‐MS，X Series 2，Thermo Fisher)测定金属元素Pt在细

胞 内 的 含 量 。 在 Mini ‐ Protean Tetra System(BIO
RAD)上进行蛋白免疫印迹(Western Blot)实验。

1.2 配体及配合物的合成

1.2.1 配体TMZ‐COOH
在氩气保护、冰浴条件下，将 TMZ(971 mg，5

mmol)与 10 mL浓硫酸H2SO4混合，用恒压滴液漏斗

缓慢滴加NaNO2(1.062 6 g，15.4 mmol)的水溶液(240
mL)，之后在室温下避光反应 17 h。待反应结束后，

在冰浴条件下将反应管温度降至 0 ℃，将反应液转

移至冰水混合物中，低温搅拌，有大量白色固体析

出。过滤并用蒸馏水清洗几次后，得到较纯的产物

TMZ ‐ COOH。 产 率 为 67%。 1H NMR(400 MHz，
DMSO‐d6)：δ 13.36(s，1H)，8.83(s，1H)，3.88(s，3H)。
1.2.2 配体TMZ‐ester

称取 1‐(3‐二甲氨基丙基)‐3‐乙基碳二亚胺盐酸

盐(EDCI)(210.9 mg，1.10 mmol)、N‐羟基丁二酰亚胺

(NHS)(126.6 mg，1.10 mmol)和TMZ‐COOH(195.2 mg，
1.0 mmol)置于三颈烧瓶中，氮气保护下以无水DMF
为溶剂(15 mL)在室温下反应 12 h，得到无色溶液。

旋转蒸馏溶液除去DMF，加入冰水后析出固体，过

滤并用冰水洗涤2次，真空干燥得到配体TMZ‐ester，
产率约 73.8%。1H NMR(400 MHz，DMSO‐d6)：δ 9.05
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(s，1H)，3.94(s，3H)，2.91(d，J=5.6 Hz，4H)。
1.2.3 Oxoplatin的合成

按照文献方法合成 oxoplatin[27‐28]。将过氧化氢

(30%，20 mL)逐滴滴加到顺铂(400 mg，1.33 mmol)的
水溶液(12 mL)中，60 ℃下回流搅拌 4 h。待反应结

束后将所得黄色溶液置于室温下冷却过夜，得到浅

黄色晶体，过滤并用冰水洗涤，真空干燥得到黄色

粉末状产物，产率约67.8%。

1.2.4 配合物P1T的合成

取TMZ‐ester(105.2 mg，0.32 mmol)于无水DMSO
(5 mL)中搅拌，向该溶液中加入 oxoplatin(100 mg，
0.30 mmol)的DMSO(5 mL)溶液，在氩气保护条件下，

室温避光反应 72 h。待反应结束后，向溶液中加入

乙醚(100 mL)后析出固体，在-20 ℃下静置过夜。去

除上层清液，将固体依次用乙醚和乙醇洗 2遍后，真

空干燥得到配合物 P1T。产率约 60.8%。 1H NMR
(400 MHz，DMSO ‐ d6)：δ 8.70(s，1H)，6.22~5.93(m，
6H)，3.85(s，3H)。 13C NMR(101 MHz，DMSO ‐ d6)：δ
168.29，139.79，135.20，131.84，128.33，36.47。元素

分析按 PtC6H11Cl2N7O4计算的理论值 (%)：C，14.09；
H，2.15；N，19.17。实验值(%)：C，14.61；H，2.23；N，
19.42。
1.2.5 配合物P2T的合成

在氩气保护下，将 oxoplatin(100 mg，0.3 mmol)、
TMZ ‐COOH(175.6 mg，0.9 mmol)、三乙胺 (TEA) (91
mg，0.9 mmol)和O‐苯并三氮唑‐N，N，N'，N'‐四甲基

脲四氟硼酸(TBTU)(289 mg，0.9 mmol)溶解于 10 mL
的无水DMF中，室温下避光搅拌 48 h。反应结束后

旋蒸除去溶剂，加入乙醇/水(1∶1，V/V)后析出固体，

离心后去除上层溶液，重新溶解于 5 mL甲醇，再加

入 20 mL乙醚后析出固体，如此反复 3次后，将析出

的固体收集，真空干燥得到配合物 P2T。产率约

30%。 1H NMR(400 MHz，DMSO ‐ d6)：δ 8.75(s，2H)，
6.81(s，6H)，3.87(s，6H)。 13C NMR (101 MHz，DMF‐
d7)：δ 168.29，139.42，135.38，129.68，128.17，35.91。
元素分析按 PtC12H14Cl2N12O6计算的理论值 (%)：C，
20.92；H，2.03；N，24.41。实验值 (% )：C，21.02；H，
1.84；N，23.88。
1.3 化合物的脂溶性

通过摇瓶法测试化合物的油水分配系数。分

别将P1T、P2T、TMZ溶于水相与有机相的混合溶液

中，并采用紫外可见光谱进行定量分析。将水和正

辛醇饱和 2 d后分液，将化合物溶解于水相中，再向

溶液中加入等体积正辛醇，置于摇床上匀速振动 4
h，将混合相离心 10 min(7 000 r·min-1)后分离有机相

及水相，用紫外可见光谱分别检测两相中的吸光

度，通过化合物在有机相和水相中的吸光度的比值

求对数计算得出油水分配系数 lg Po/w。
1.4 稳定性测试

将配合物 P1T与 P2T及前体 TMZ溶解在含有

体积分数 1%的 DMSO的 PBS溶液中，浓度为 50
µmol·L-1，置于 1 cm光路路径的石英比色皿中，

37 ℃下保持 6 h，通过紫外可见光谱测定配合物的

吸光度，间隔时间为 30 min。将吸光度随时间变化

的图拟合为适当的等式(A=C0+C1e-kt，其中C0和C1是
计算机拟合的常数，A是配合物在时间 t时的吸光

度)，用于拟合一级反应动力学，以计算半衰期 t1/2。
1.5 细胞毒活性测定

原料 TMZ、配合物P1T与P2T及其对照药物顺

铂的细胞毒性实验采用MTT法测定，选择人脑星形

胶质母细胞瘤细胞(U87MG)、小鼠胶质母细胞瘤细

胞(A261)、人非小细胞肺癌细胞(A549)和正常小鼠海

马神经元细胞株 (HT‐22)进行测试。细胞在含有

10% FBS(胎牛血清)、100 µg·mL-1链霉素和 100 µg·
mL-1青霉素(Gibco BRL)的DMEM培养基(Gibco BRL)
中培养。在 96孔细胞培养板中接种(每孔 5 000个)
对数生长期的细胞，将细胞在 CO2(体积分数 5%)、
37 ℃条件下培养过夜以确保细胞贴壁正常生长，加

入不同浓度的待测药物(培养基中含体积分数 1%的

DMSO溶液)继续孵育 48 h。然后每孔加入 20 µL的
浓度为 5 mg·mL-1的MTT溶液，继续于培养箱中孵

育 4 h。吸出培养液，在每个孔中加入 150 µL的

DMSO溶液，振荡 2 min后，使用 LabServ K3酶标仪

读取 570 nm处吸光度值，使用 SPSS软件计算半数

抑制浓度 IC50值。

1.6 配合物的胞内摄取含量

将A261细胞接种到 100 mm培养皿中，培养 18
h后，加入含有 20 µmol·L-1药物(顺铂、PIT和 P2T)
的DMEM培养液继续培养 12 h。结束之后，去除上

层培养液，收集细胞并用 PBS(4 ℃)洗涤 2次。然后

进行消化，每个样品中依次用浓硝酸(200 µL、95 ℃)
消化 2 h、过氧化氢(100 µL、95 ℃)消化 1 h和浓盐酸

(200 µL、95 ℃)消化 2 h。冷却后用超纯水将所得液

体稀释至 2 mL，通过 ICP‐MS测定样品中金属 Pt的
含量，再用各个样品中的细胞数对细胞内Pt含量进

行归一化。
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1.7 细胞周期阻滞检测

将处于对数生长期的A261细胞以每孔2×104个
的初始密度接种到 6孔细胞培养板中，培养 24 h后，

加入不同浓度的待测药物 (含有体积分数 1%的

DMSO的DMEM培养基溶液)。继续孵育 24 h后，消

化并收集细胞。用PBS洗涤 2次后加入 300 µL PBS
重悬细胞，然后向其中缓慢滴加 700 µL冰乙醇，过

夜以固定细胞。固定结束后，5 000 r·min-1离心 5
min，PBS洗涤 2次，加入提前配好的碘化丙啶染色

液 (PI/RNase A，9∶1，V/V)，室温下避光静置 30 min，
随后立即使用BD FACSverse流式细胞仪检测，激发

波长为 488 nm，发射波长为 620 nm，使用 FlowJo 7.6
软件处理数据。

1.8 细胞内活性氧检测

将处于对数生长期的A261细胞以每孔2×104个
的初始密度接种到 6孔细胞培养板中，培养 24 h后，

加入不同浓度的待测配合物(含有体积分数 1%的

DMSO的DMEM培养基溶液)。继续孵育 24 h后，收

集细胞，用 DMEM培养基洗涤 2次，并向其中加入

10 µmol·L-1活性氧探针DCFH‐DA(2'，7'‐dichloroflu‐
orescein diacetate)，避光继续孵育 30 min。PBS洗涤

2次后收集细胞并用 PBS重悬细胞。随后立即使用

BD FACSverse 流式细胞仪检测，激发波长为 488
nm，发射波长为 510~540 nm，使用FlowJo 7.6软件处

理数据。

1.9 细胞凋亡检测

将处于对数生长期的A261细胞以每孔2×104个
的初始密度接种到 6孔细胞培养板中，培养 24 h后，

加入不同浓度的待测配合物(含有体积分数 1%的

DMSO的DMEM培养基溶液)。继续孵育 48 h后，收

集细胞，用 PBS洗涤 2次后用 500 µL的Binding buf‐
fer重悬细胞。随后加入 5 µL的Annexin V‐FITC混

匀，避光孵育 15 min后，加入 5 µL的PI，避光继续孵

育 15 min，使用BD FACSverse流式细胞仪对样品进

行检测。FITC的激发波长为 488 nm，发射波长为

500~560 nm。PI的激发波长为 488 nm，发射波长为

620 nm。使用FlowJo 7.6软件处理数据。

1.10 免疫荧光

在共聚焦小皿中种入A261细胞，培养箱中孵化

24 h后去除培养液，代之以含有不同浓度的待测药

物的 DMEM 培养基溶液 (含有体积分数 1% 的

DMSO)。用培养液继续培养 48 h。去除上层清液，

用PBS洗 2遍后立即用 4%的多聚甲醛固定 15 min，

PBS洗 3遍，以 0.3% Triton X‐100(PBS配制)室温通

透 20 min。PBS洗 3遍后吸干 PBS，加入 5%的牛血

清蛋白(BSA)溶液(其中含有 0.3% Triton X‐100)，室
温封闭 30 min。吸干封闭液，加入一抗稀释液，4 ℃
过夜。去除一抗稀释液，磷酸盐吐温缓冲液(PBST)
洗 3遍，加入稀释好的 FITC荧光二抗，37 ℃避光孵

育 1 h，PBST洗 3遍。滴加Hoechst 33342稀释液避

光孵育 5 min，PBST洗去残留液体，用共聚焦显微镜

观察并采集图像。

1.11 免疫印迹

细胞中全蛋白通过 RIPA裂解液提取，于冰上

裂解 30 min后，高速离心(12 000 r·min-1，20 min)，取
上层清液通过 BCA法测定蛋白浓度。通过加水和

5×Loading buffer把各个样品的蛋白浓度稀释成 4
µg·µL-1，95 ℃孵育 10 min，获得蛋白样品。在电泳

缓冲液中进行电泳实验，每孔中加入 20 µL各蛋白

样品。电泳结束后，把蛋白转于聚偏二氟乙烯(poly‐
vinylidene fluoride，PVDF)膜上，将载有蛋白的 PVDF
膜置于含 5%脱脂牛奶的 1×TBST溶液中封闭 1 h。
然后用对应一抗稀释液孵育目标条带的 PVDF膜，

在 4 ℃下过夜。第二天，用 1×TBST缓冲液洗 3次。

继续在室温下用相应的二抗进行孵育 1 h，1×TBST
洗3次后，化学发光仪曝光成像。

2 结果与讨论

2.1 配体及配合物的合成及结构表征

将前体 TMZ依据文献报道方法进行化学修饰

得到 TMZ‐COOH(3‐methyl‐4‐oxo‐3，4‐dihydroimidazo
[5,1‐d][1,2,3,5]tetrazine‐8‐carboxylic acid)和TMZ‐ester
(2，5‐dioxopyrrolidin‐1‐yl‐3‐methyl‐4‐oxo‐3，4‐dihydro‐
imidazo[5，1‐d] [1，2，3，5]tetrazine ‐8 ‐carboxylate) [29]。
Pt􀃭前体用过氧化氢氧化，随后在 Pt􀃯中心的轴向

位置引入 TMZ‐ester或 TMZ‐COOH配体得到最终产

物 P1T 或 P2T。合成路径如图 1、2所示。通过
1H NMR和 13C NMR对配体 TMZ‐COOH、TMZ‐ester
及配合物P1T和P2T进行了表征(图3)。
2.2 配合物的油水分配系数

化合物的亲脂性是衡量细胞摄取量的重要指

标[30]。研究表明，化合物的亲脂性影响药物穿过细

胞膜的能力，进而影响药物在细胞内的累积以及药

效[31]。因此，评价药物的亲脂性是研究药物药理活

性的基础。我们采用摇瓶法测定了配合物 P1T和

P2T、配体TMZ的脂溶性，即药物在正辛醇和水中的
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油水分配系数 (lg Po/w)，结果分别为 -1.26±0.12、
-1.30±0.08、-1.02±0.07，而顺铂的数值为-2.30[32]，因
此，通过对顺铂氧化修饰TMZ能够显著提高其脂溶

性，进而可能提高其细胞摄取能力。

2.3 配合物的水解稳定性

在生理条件下，TMZ可以很快转化为MITC，而

MITC随后水解为甲基重氮盐，重氮甲烷被认为具有

抗肿瘤作用[9]。因此我们利用紫外可见光谱研究配

合物P1T和P2T及配体TMZ在PBS(含有 1% DMSO)
中的水解速率。如图 4所示，TMZ的特征吸收峰为

255和 330 nm，配合物 P1T和 P2T也表现出类似的

特征吸收峰。在 240 min内，TMZ在 255和 330 nm

图1 配合物P1T的合成路线

Fig.1 Synthetic route of complex P1T

图2 配合物P2T的合成路线

Fig.2 Synthetic route of complex P2T

图3 配合物P1T和P2T的核磁谱图

Fig.3 NMR spectra of P1T and P2T
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处的吸收峰发生明显改变，在 255 nm处的吸收峰减

弱，在 330 nm处的吸收峰增加，表明 TMZ发生了水

解。配合物P1T和P2T也表现出类似的现象，表明

2个配合物也发生了水解。利用一级反应动力学方

程计算出 TMZ水解的 t1/2为 139 min，配合物 P1T和

P2T水解的 t1/2分别为 167和 123 min，表明配合物进

入细胞后能够在较快时间内水解，以发挥抗肿瘤

作用。

2.4 细胞毒性研究

通过 MTT法研究了 TMZ以及配合物 P1T 和

P2T对U87MG、A261、A549和HT‐22的 48 h体外细

胞毒性，并以顺铂作为阳性对照药物。从表 1可以

看出，配体TMZ对胶质瘤细胞株和正常细胞毒性较

小 (IC50>1 000 µmol·L-1)，远低于顺铂的毒性。与

TMZ相比，配合物P1T和P2T对胶质瘤细胞株表现

出与顺铂相当的细胞毒活性，其对A261细胞的 IC50
值分别为 21.08和 23.96 µmol·L-1，同时对正常神经

细胞毒性较小，对HT‐22细胞的 IC50值分别为 85.19
和55.86 µmol·L-1，表明引入TMZ的四价铂配合物不

仅对肿瘤细胞具有较好的细胞毒性，而且对正常细

胞具有较低的毒副作用。为了探究配合物 P1T和

P2T对多种细胞株的作用机理，我们选用配合物细

胞毒性最优的A261细胞深入研究配合物对细胞周

期的影响、诱导细胞死亡的方式以及相关分子机制。

图4 P1T、P2T和配体TMZ在含1% DMSO的PBS中的稳定性

Fig.4 Stability of P1T, P2T, and ligand TMZ in PBS containing 1% DMSO

表1 P1T、P2T、TMZ及顺铂对不同类型细胞株作用48 h后的 IC50值

Table 1 IC50 values towards different cell lines treated with P1T, P2T, TMZ and cisplatin for 48 h
µmol·L-1

Drug
P1T

P2T

Cisplatin
TMZ

A261
21.08±0.85
23.96±0.01
12.93±0.21

1 372.09±185.72

U87MG
49.19±2.04
35.61±0.61
24.41±0.47

1 465.16±65.47

A549
45.57±1.30
34.76±0.24
9.77±0.15

1 573.48±98.29

HT‐22
85.19±2.76
55.86±0.91
16.79±0.62
>2 000

2.5 细胞摄取

为了进一步探索配合物 P1T和 P2T进入细胞

的能力，我们利用 ICP‐MS检测分析了经药物刺激后

A261细胞内的金属Pt含量。如图 5所示，P1T、P2T
和顺铂刺激后 106个 A261细胞内的 Pt含量分别为

42.79、44.61和 84.10 ng。摄取数据的结果与上述检

测的配合物的脂溶性的结果似乎不一致，说明药物

的亲脂性并不是细胞摄取的唯一决定因素，其他因

素如分子大小和电性结构等也会对细胞摄取产生

影响。由于顺铂进入细胞内Pt摄取量最高，顺铂的

细胞毒活性相比于P1T和P2T更优，但对正常细胞

也表现出极高的细胞毒性，而P1T和P2T表现出较

好的细胞选择性。

图5 ICP‐MS检测的P1T、P2T和顺铂在106个A261
细胞内的铂含量

Fig.5 Intracellular Pt content of P1T, P2T and cisplatin
in 106 A261 cells by ICP‐MS
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2.6 DNA损伤分析

γH2AX是组蛋白H2AX的一种磷酸化蛋白，它

是 DNA双链断裂的标志蛋白[33]。文献报道顺铂能

够诱导细胞中 DNA损伤，进而活化 γH2AX，所以

γH2AX是研究铂类药物诱导细胞内DNA损伤的重

要标志物[34]。我们采用免疫印迹的方法研究了药物

刺激后细胞中 γH2AX的表达，结果如图 6a所示。

配合物P1T和P2T显著引起了细胞中 γH2AX的表

达，说明 DNA损伤正在发生。同时我们也测试了

DNA损伤下游蛋白 p53的表达，它的表达也是DNA
损伤通路中的一个重要事件，p53的活化能够启动

细胞发生凋亡[35]。配合物P1T和P2T处理过的细胞

中 p53也显著激活，这意味着损伤的DNA没有被修

复，p53开始引发细胞凋亡程序。我们利用免疫荧

光进一步验证药物作用后细胞内 γH2AX蛋白的表

达变化。如图 6b所示，经配合物P1T和P2T作用后

细胞核中γH2AX荧光信号明显增强，表明配合物诱

导DNA损伤。

图6 (a)蛋白印迹显示经不同药物作用后A261细胞内γH2AX、p53蛋白的表达; (b)共聚焦显微镜显示

经不同药物作用后γH2AX在A261细胞内的表达

Fig.6 (a) Western blot showing the expression of γH2AX, p53 protein in A261 cells after treatment with different drugs;
(b) Confocal microscope images of expression of γH2AX in A261 cells after treatment with different drugs

2.7 细胞周期检测

细胞周期是指连续分裂的细胞从一次有丝分

裂结束到下一次有丝分裂完成所经历的全过程，一

个细胞周期包括分裂间期与分裂期 2个阶段，其中

分裂间期又分为DNA合成前期(G1期)、DNA合成期

(S期)以及DNA合成后期(G2/M期)。细胞内DNA损

伤会引起细胞周期的阻滞[36]。我们用核酸染料 PI
标记DNA，通过流式细胞术研究药物对细胞周期的

影响，实验结果如图 7所示，P1T和P2T以及顺铂均

具有阻滞细胞周期的能力。P1T和P2T主要阻滞了

细胞的G2/M期，而顺铂主要阻滞细胞的 S期。推测

配合物P1T和P2T主要通过干扰DNA合成复制，抑

制肿瘤细胞增殖，进一步诱导细胞死亡。

2.8 细胞内活性氧检测

正常细胞通过控制细胞内活性氧(ROS)水平来

调控细胞内信号传导、细胞增殖及细胞死亡等生理

过程[37‐38]。因此，为了进一步研究配合物 P1T 和

P2T诱导细胞死亡的作用机理，我们选择商用ROS
荧光探针DCFH‐DA检测了肿瘤细胞中ROS水平。

细胞中产生的ROS可以将无荧光的DCFH‐DA氧化

为有荧光的 DCF(dichlorofluorescein)，因此可通过

DCF的荧光强度来指示细胞内ROS的水平[39]。我们

先将配合物与A261细胞共孵育 24 h，然后加入ROS
荧光探针继续孵育 30 min，利用流式细胞仪检测了

细胞内ROS水平的变化。如图 8所示，与顺铂或对

照组相比，配合物刺激后A261细胞中相对荧光强度

无明显变化，这表明引入TMZ配体的配合物P1T和

P2T无法诱导细胞产生过量的ROS，推测配合物主

要是以其他方式诱导细胞死亡。

2.9 细胞凋亡检测

细胞凋亡是细胞的基本特征之一，普遍存在于

生物界。对正常细胞而言，细胞膜内侧分布有大量

磷脂酰丝氨酸(PS)，而在细胞发生凋亡早期，PS会外

翻到细胞膜表面。Annexin V能与 PS特异性地结

合，而Annexin V‐FITC带有绿色荧光，因而可用其标

识细胞凋亡[40]。核酸染料碘化丙啶(PI)不能透过完

整的细胞膜，但是凋亡中晚期的细胞和死细胞的细

胞膜通透性增加，PI能够透过细胞膜对细胞核进行

染色，因此 PI可以检测坏死细胞或凋亡晚期的细

胞。我们采用流式细胞术研究了分别用 P1T、P2T
和顺铂刺激A261细胞48 h后的细胞死亡途径，利用

Annexin V‐FITC和 PI对细胞进行双染，并用 FlowJo
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软件对数据进行了分析。如图 9所示，与对照组相

比，P1T和P2T以及顺铂均具有诱导A261细胞凋亡

的能力。P1T和P2T主要诱导细胞发生晚期凋亡，

且表现出剂量依赖性，随着药物浓度的增加，晚期

图8 不同药物作用后A261细胞内的ROS水平

Fig.8 ROS levels in A261 cell after treatment with different drugs

图7 不同药物对A261细胞周期阻滞的影响: (a) control、(b) P1T、(c) P2T和(d) cisplatin的细胞周期分布;
(e)细胞周期分布柱状图

Fig.7 Effect of different drugs on A261 cell cycle arrest: cell cycle distributions of (a) control, (b) P1T, (c) P2T and
(d) cisplatin; (e) histogram of cell cycle distributions
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凋亡的细胞比例逐渐增加。

3 结 论

我们在修饰替莫唑胺的基础上合成并表征了 2
种新型四价铂配合物P1T和P2T，并研究了配合物

的抗肿瘤活性及其诱导细胞死亡的作用机制。研

究结果表明，与替莫唑胺相比，配合物的细胞毒活

性明显提高，表现出与顺铂相当的细胞毒性，同时

表现出较好的细胞选择性，其对正常细胞的细胞毒

性较低。配合物进入细胞后，能在较短时间内发生

水解，诱导DNA损伤，阻滞细胞周期在G2/M期，最

终诱导细胞凋亡。总之，将替莫唑胺引入到四价铂

配合物中，不仅提高了配合物的细胞毒活性和细胞

选择性，而且拓展了铂类配合物在脑胶质瘤方面的

应用，这些结果将为铂类金属抗肿瘤药物的研发提

供一定的指导意义。
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