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%%!摘%要"%目的%通过检测左旋门冬酰胺酶$PBSA/&处理后培养基中 R 种氨基酸$SA)*SA/2*E58和E5)&水平

的改变(初步探讨PBSA/的抗白血病作用机制' 方法%用&&XB: 试剂盒检测PBSA/对 : 种常见血液系统恶性肿瘤

细胞株$n<>#(@PB=$(*83Y2,(7;R(J@0B!(72.25W2(X23/2AA"<<(X?="&的增殖抑制作用 $a&?$&#高压液相色谱

$@0P&& 检测培养基中上述 R 种氨基酸水平的变化' 结果% PBSA/在 $6$! nO.P作用 R '或 ! nO.P作用 ? '就

可以达到培养基中氨基酸水平的耗竭' 但不同血液系统恶性肿瘤细胞对PBSA/的敏感性存在显著差异(最为敏感

的细胞株为n<>#(而X23/2AA"<< 和X?=" 天然耐药' 各种细胞株对PBSA/的敏感性存在明显的剂量效应关系(在较

低的药物浓度下(细胞的增殖抑制率处于较低的水平(而药物浓度增加后(细胞的增殖抑制率明显升高' 结论%

耗竭SA)并非PBSA/发挥作用的有用指标(不同肿瘤对PBSA/的敏感性存在于细胞内部对这种氨基酸缺乏的反应

性' PBSA/耗竭SA)只是其发挥作用的前提条件(PBSA/的抗白血病作用与其剂量存在量效关系(因此临床上使用

较大剂量PBSA/治疗儿童急性淋巴细胞白血病非常重要' !中国当代儿科杂志#"#$##$"$%%&&&% (&V""

!关%键%词"%左旋门冬酰胺酶# 白血病# 门冬氨酸# 细胞株

!中图分类号"%C#>>6R#C#>$6?>%%!文献标识码"%S%%!文章编号"%!$$: 9::>$$"$!$&$# 9$??# 9$=

F*2-3064.708B*3:**437*-4302*1@*;0+-+30=03> 69S<-.8-,-504-.*-4/A.42*=*2

-,614/2*1@*;0++*22.

.89B&(D7/&'( .#567/&'(4%&'( 2,4%&'(4%( K81-)2*/( )#.+&'(K*&;LBG/<CHB&C+M2BH/C+A+'IU5&@+A+'I( D7/&'(

7/%67%A=<B&F?$B=%@/A6B&CB<( D7/&'7/%K%/+C+&' #&%>B<?%CID@7++A+M$B=%@%&B( D7/&'7/%"$$!"#( 67%&/ $)* .(K(

,H/%A% AO'*?@H@T7+CH/%A;@+H&

%%AB.3,-+3% CBD*+30=*%J+A,81K,'-2),(5-8Y-.(V2V,(Q(,K+UPB2A/232N()2A-,'3+8N' 1-,-3.()()N,'-V'2)N-A+UR

Y()1A+U2.()+2V(1A$SA)( SA/2( E58 2)1 E5)& () V-55V85,83-.-1(8.6E*376/.%F+55+W()NPBSA/ ,3-2,.-),W(,'

1-A(N)-1 V+)V-),32,(+)A2)1 1832,(+)( ,'-a&?$ $()'(G(,+3KV+)V-),32,(+) ?$^& +U: Y()1A+UV+..+) 5-8Y-.(2V-555()-A

$n<>#( @PB=$( *83Y2,( 7;R( J@0B!( 72.25W2( X23/2AA"<<( X?="& W-3-1-,-3.()-1 GK&&XB: 2AA2K6J'-V'2)N-A+U

,'-R Y()1A+U2.()+2V(1A.-),(+)-1 2G+Q-W-3-1-,-V,-1 GK'(N' /-3U+3.2)V-5(l8(1 V'3+.2,+N32/'K$@0P&&6F*.123.%

J'-2A/232N()-A() V-55V85,83-.-1(8.W-3-32/(15K-['28A,-1 W'-) ,3-2,-1 W(,' $6$! nO.PPBSA/ U+3R '3A+3! nO.PPB

SA/ U+3? .()8,-A6J'-3-W-3-A(N)(U(V2),1(UU-3-)V-A() ,'-A-)A(,(Q(,(-A,+PBSA/ +U1(UU-3-),5-8Y-.(2V-555()-A6J'-

A-)A(,(Q(,(-A,+PBSA/ +UQ23(+8AV-555()-AW-3-1+A-B1-/-)1-),6P+WV+)V-),32,(+) +UPBSA/ 3-A85,-1 () 25+Wa&?$ 2)1 ,'-

a&?$ ()V3-2A-1 U+55+W()N,'-PBSA/ V+)V-),32,(+) ()V3-2A-16!64+21.064.% H(UU-3-),5-8Y-.(2V-555()-A'2Q-1(UU-3-),

A-)A(,(Q(,(-A,+PBSA/( A8NN-A,()N,'2,-['28A,(+) +U2A/232N()-A23+8)1 5-8Y-.(2V-55AV+851 )+,3-U5-V,,'-,3-2,.-),

-UU(V2VK+UPBSA/6PBSA/ 2),(5-8Y-.(V2V,(Q(,K(A1+A-B1-/-)1-),( W'(V' A8NN-A,A,'-(./+3,2)V-+U'(N'B1+A-PBSA/ +)

V'(51'++1 2V8,-5K./'+G52A,(V5-8Y-.(26 !!704G !643*;8H*/0-3,( "#$#( $" $%&%&&% (&V""

%%?*> :6,/.%%PB2A/232N()2A-# P-8Y-.(2# SA)# &-555()-

%%自半个多世纪前人们首次发现左旋门冬酰胺酶

$PB2A/232N()2A-( PBSA/&的抗肿瘤作用以来(已被广

泛用于临床上对多种肿瘤性疾病的治疗(特别是恶

性淋巴系增生性疾病如急性淋巴细胞性白血病

$SPP&和非霍奇金淋巴瘤$7@P&等(使患者的完全

缓解率和长期无病生存率得以显著提高!!B>"

' 研究

者普遍认为(PBSA/能特异性催化门冬酰胺$SA)&分

解为门冬氨酸$SA/2&和氨(导致血浆中 SA) 耗竭(

)#??)
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正常细胞内由于存在足够的门冬酰胺合成酶$2AB

/232N()-AK),'-,2A-( SA)_&活性(能催化SA/2再合成

SA)(从而保证细胞内蛋白质生物合成不受影响'

但在某些肿瘤(特别是 SPP和 7@P的肿瘤细胞(由

于其SA)_活性比正常细胞低(故不能提供细胞所需

的足够的SA)(而必须依赖细胞外SA) 的供应(当细

胞外SA)缺乏时(其蛋白质生物合成严重受损(导致

H7S和C7S合成被抑制(最终细胞功能受到损害(

细胞死亡' 细胞内 SA)_ 为谷氨酰胺 $N58,2.()-(

E5)&依赖性的(即其发挥作用时需要分解 E5) 产生

氨(用于合成SA) 的底物' 作为SA)_ 发挥作用的另

外一个底物(SA/2不能通过跨膜吸收(即不能通过吸

收胞外SA) 分解产生的 SA/2(而是来自于细胞内的

氨基酸池!?"

' 另外(PBSA/ 还具有部分谷氨酰胺酶

$N58,2.()2A-( ES&作用(能分解细胞外E5) 成为谷氨

酸$N58,2.(V2V(1( E58&和氨(使细胞内外E5) 浓度产

生巨大差异(细胞内E5) 外移并被快速分解(最终导

致细胞内E5) 显著降低(同样造成蛋白质合成障碍(

细胞趋于凋亡!RB?"

' 无论何种途径(导致蛋白质合成

障碍是PBSA/发挥作用的潜在靶点!="

' 本研究就PB

SA/处理后 R 种氨基酸水平的改变和 PBSA/ 对不同

血液系统恶性肿瘤细胞株的增殖抑制作用进行了初

步探讨'

$I材料与方法

$6$I材料

人;细胞白血病细胞株 72.25W2(人 ;细胞淋

巴瘤细胞株X23/2A"<<(人J细胞白血病细胞株 *83B

Y2,(人髓系白血病细胞株 n<># 和 @PB=$(人急性早

幼粒细胞白血病细胞株 7;R(人单核细胞白血病细

胞株J@0B! 和人慢性粒细胞白血病细胞株X?="等 :

种细胞株由上海儿童医学中心血液肿瘤科实验室冻

存' 于含 !$^胎牛血清的 C0Ia!=R$ 培养液中(

>#{&(?^&d

"

培养箱内常规传代培养#C0Ia!=R$ 培

养基*胎牛血清购自 Ea;&d公司#&&XB: 试剂盒购

自日本同仁化学研究所#PBSA/ 购自日本协和发酵

工业株式会社 $!$ $$$ nO支&#R 种氨基酸标准品*

甲醇和邻苯二甲醛$dB0','251-'K1-( d0S&均购自

_(N.2公司#

"

B巯基乙醇购自 S.3-AV+公司#<= 孔培

养板购自美国&+3)()N公司#硼酸*乙酸钾购自上海

化学试剂有限公司#@0P&为美国惠普公司产品(型

号为 @0!!$$(其中荧光检测仪 $FPH& 型号为

E">"!S#色谱分离柱为 H(2.+)1 &!: 柱 $"?R V.(

?

!

.&(购自H(2.+)1公司'

$6"I细胞增殖抑制实验

!6"6!%标准曲线的制作%%取处于指数增殖期的

细胞(按照不同的细胞密度接种于 <= 孔板中(细胞

密度分别为 !$$$*" $$$*? $$$*!$ $$$*"$ $$$*?$ $$$

和 !$$ $$$' 细胞在 <= 孔板中培养 "R '后按照试剂

盒的说明(每孔加入 !$ P的 &&XB:(继续在 >#{&*

?^&d

"

培养箱中培养 R '(然后通过紫外可变波长

检测仪进行 R?$ ).和 =?$ ).的双波长检测(同时

设置空白对照' 每个细胞密度设置 > 复管(并重复

> 次(绘制细胞增殖标准曲线' 为防止培养过程中

培养基的损失(<= 孔板周围 >= 孔加入培养基(但不

进行实验'

!6"6"%细胞生长a&?$ 的测定%%取处于指数增殖

期的细胞按照 !$

?

O.P接种于 <= 孔培养板(每孔接

种 !$$ P' 设置空白对照和阴性对照(每个剂量和

对照均设 > 复孔' 空白对照为只加入培养基(不含

细胞(其他同实验组#阴性对照为含有培养基和细

胞(不进行药物处理(其他同实验组' 细胞在 <= 孔板

中培养 "R ' 后每孔加入 !O!$ 体积的 !$ cPBSA/ 处

理' 空白对照和阴性对照孔中加入等体积的培养基'

加药处理 "R '和 R: '后重复上述方法的检测' 细胞

增殖抑制率计算公式% 细胞抑制率e$! 9实验组 S

值O对照组S值& c!$$^(以横坐标为时间(纵坐标为

抑制率(绘制细胞生长抑制曲线(计算a&?$值'

$J'ILHS!氨基酸浓度测定

!6>6!%试剂配置 ! ..+5氨基酸标准品%%分别称

取上述 R 种氨基酸 $6! ..+5用 $6$! I@&5稀释至

!$$ .P(配置成终浓度为 ! ..+5溶液(E5) 临用前

现配' d0S使用液%称取 $6! ..+5$$6$!>R N& d0S

加 $6? .P无水乙醇(再加 $6? .P

"

B巯基乙醇(用

$6R I硼酸 $/@e!$6R& 稀释至 !$ .P并混匀(临

用前现配'

!6>6"%色谱条件%%流动相为 $6$? I乙酸钾

$/@e?6<&和甲醇' @0PBFPH检测过程中流动相组

成为%$ .()(!$ .() 和 >$ .() 时的流动相%乙酸钾

:$^(甲醇 "$^#"$ .() 时的流动相%乙酸钾 "$^(

甲醇 :$^(流速为 !6$ .PO.()' 激发波长$D[&为

>>= ).(发射波长$D.&为 R?$ ).'

!6>6> %标准曲线的制作%%取上述 R 种氨基酸标

准品倍比稀释(然后各取 !$$ P加 =$$ P双蒸水稀

释(从中取 !$$ P稀释液加 "$$ Pd0S使用液混合

反应 " .()(取 "$ P反应液进样(在@0P&BFPH检测

各待测血浆中相关氨基酸浓度(每个样品检测流程

为 >$ .()' 分别计算每种氨基酸的线形相关系数'

!6>6R%培养基中氨基酸浓度测定%%取新鲜配置

):??)
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的培 养 基 $CI0a!=R$ g!$^ F;_ &( 分 别 加 入

$6$$! nO.P*$6$! nO.P和 $6! nO.P的PBSA/ 进行

反应(于设定时间 $$ .()*? .()*>$ .()*=$ .()*

!"$ .()*!:$ .()*"R$ .()*>=$ .() 和 R:$ .()& 取

!$$ P加入 <$$ P双蒸水稀释(然后取 !$$ P稀释液加

入到 "$$ Pd0S使用液中反应 " .()(取 "$ P进样

检测'

$6KI统计学处理

细胞增殖抑制率根据各组测得的数据(建立回

归方程(由回归方程求得相应的 a&?$ 值(对各组增

殖抑制率的情况进行统计学分析' 根据氨基酸标准

品的@0P&检测结果分别计算每种氨基酸的线形关

系(根据色谱图中相应氨基酸曲线下面积确定 PB

SA/处理培养基不同时间氨基酸浓度的改变'

"I结果

"6$I细胞增殖标准曲线

用&&XB: 试剂盒检测 : 种细胞株的细胞数目

同 R?$ ).和 =?$ ).双波长吸光度关系(: 种细胞

株的细胞增殖数目同 dHR?$ 的检测值均成直线关

系( R

" 数均大于 $6<?(从而使用&&XB: 试剂盒可以

比较准确地反映细胞接受药物处理后的增殖抑制程

度' 见图 !'

!
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图 $I细胞数目与吸光度关系标准曲线

"6"I细胞增殖抑制率

上述 : 种细胞株对 PBSA/ 的敏感性差异很大(

最为敏感的细胞株为n<>#(@PB=$**83Y2,和7;R 细

胞株较为敏感( J@0B! 和 72.25W2细胞相对敏感(

而X23/2A"<< 和 X?=" 细胞天然耐药' 不同细胞株

对PBSA/的敏感性存在明显的剂量效应关系(在较

低的药物浓度下(细胞的增殖抑制率处于较低的水

平(而超过某药物浓度(细胞的增殖抑制率明显升

高(这种趋势在n<># 细胞中最为明显($6$$! nO.P

的PBSA/作用 R: '后的增殖抑制率为 R6R!^(而使

用 $6$! nO.P的药物处理 R: '(其增值抑制率迅速

升高到 ##6=?^(药物浓度再升高(增殖抑制率升高

不明显' 表 ! 列出了 : 种细胞株经不同剂量的 PB

SA/处理 "R '和 R: '后细胞的增殖抑制率'

表 $IO 种细胞株经不同剂量的S<A.8处理 "K 7和 KO 7后细胞的增殖抑制率
%$JM?&

细胞株 时间 $6$$! nO.P $6$! nO.P $6! nO.P ! nO.P !$ nO.P !$$ nO.P

n<># "R ' 9 9 $6R<" M$6$== $6=!$ M$6$!< $6=<$ M$6$>! 9

R: ' $6$RR M$6$>? $6##= M$6!!# $6#>> M$6$=: $6#:$ M$6$<# 9 9

@PB=$ "R ' 9 9 $6"<< M$6$=: $6#R$ M$6$>! $6:R< M$6$!= 9

R: ' 9 9 $6R#= M$6$<? $6:$$ M$6!<$ $6:R" M$6!#R 9

*83Y2, "R ' 9 9 $6>!= M$6">" $6??# M$6!<? $6=#R M$6!?$ 9

R: ' 9 9 $6R$" M$6!=$ $6#R" M$6!$< $6:$: M$6!!< 9

7;R "R ' 9 9 $6""R M$6$># $6?=> M$6$"$ $6#?= M$6$"R 9

R: ' 9 9 $6>=$ M$6$=! $6:$$ M$6$>! $6:#> M$6$"= 9

J@0B! "R ' 9 9 $6!"= M$6$!< $6>!= M$6$R= $6?!# M$6$>< 9

R: ' 9 9 $6"#= M$6$>R $6>#" M$6$<! $6=!: M$6$#" 9

72.25W2 "R ' 9 9 $6!>$ M$6$?: $6"?$ M$6$== $6>=# M$6$?" 9

R: ' 9 9 $6"!: M$6#R $6R#? M$6$"< $6?=> M$6$"$ 9

X23/2A"<< "R ' 9 9 9 $6!$$ M$6$"= $6!:# M$6$=: $6><? M$6!$!

R: ' 9 9 9 $6""< M$6$=R $6>!? M$6!$> $6R>R M$6$=:

X?=" "R ' 9 9 9 $6!#> M$6$=< $6"R$ M$6$<> $6>"$ M$6$>!

R: ' 9 9 9 $6$:> M$6$>R $6">! M$6$># $6>!$ M$6$=R

)<??)
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"J'IK 种氨基酸LHS!检测的色谱图

R 种氨基酸出峰时间分别为%>6> .()*R6: .()*

?6= .()和 #6< .()(如图 " 所示' 图中横轴为时间(

纵轴为荧光强度(根据标准品经色谱柱洗脱的时间

和峰下面积来判断样品中是否含有某种氨基酸及其

含量'
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图 "IK 种氨基酸LHS!检测的色谱图

"6KI标准曲线

R种氨基酸标准品的直线相关系数均大于$6<#(

如图 >所示' 变异分析显示用 R 种氨基酸建立的标

准曲线日间变异小于 !$^' 图中横轴为标准品的浓

度(纵轴为相应浓度标准品经@0P&色谱柱分离时荧

光曲线峰下面积(根据已知浓度的标准品经色谱柱洗

脱的峰下面积来判断样品中某种氨基酸的含量'
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图 'IK 种氨基酸LHS!检测标准曲线

"J&I不同 S<A.8处理后设定时间培养基中氨基酸

水平的改变

不同剂量PBSA/处理培养基后氨基酸水平变化

较大(当PBSA/剂量为 $6$$! nO.P和 $6$$" nO.P

时培养基中 R 种氨基酸的水平变化不大#PBSA/ 剂

量为 $6$! nO.P时(作用 R ' 便使得培养基中 SA)

耗竭#当 PBSA/ 剂量达到 ! nO.P时(? .() 内就可

以达到SA) 的耗竭(PBSA/ 还有部分谷胺酰胺酶的

活性(当 PBSA/ 浓度较高时这种作用才逐渐明显
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图 KI不同浓度S<A.8处理后的 K 种氨基酸水平
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'I讨论

儿童SPP预后的提高得益于多药联合化疗(而

PBSA/是临床上治疗儿童 SPP最为关键的药物之

一(它不仅用于儿童 SPP的早期诱导阶段(还是后

期的再诱导阶段以及微小残留病$.()(.253-A(1825

1(A-2A-( ICH&转阴方案中的关键药物' 来自H2)2B

F23G-3协作组的一项研究表明(PBSA/治疗强度和临

床治疗结果之间存在直接的相关性!#"

(且当使用半

衰期短的PBSA/ 时(其治疗结果亦差!:"

' 近来的一

项研究表明(在 SPP后续治疗过程中使用 PBSA/ 组

较不使用PBSA/组(其 ? 年无事件生存率$-Q-),U3--

A83Q(Q25( DF_&和总体生存率$+Q-3255A83Q(Q25( d_&

显著提高!<"

'

纵观国内外儿童白血病研究机构的各种治疗方

案(无不将 PBSA/ 作为治疗儿童 SPP的最为关键的

药物来应用(且有PBSA/的使用时间逐渐提前(使用

剂量逐渐增大的趋势' 在 ;FIB:> 方案之前(PBSA/

的使用剂量为 = $$$ nO.

"

(第 ! 天和第 "! 天(使用

两次(在;FIB:>*;FIB:= 和 ;FIB<$ 方案中(PBSA/

的剂量增加为 !$ $$$ nO.

"

(隔天一次(共用 : 次#起

始给药时间逐渐提前(分别是第 "=*第 !< 和第 !"

天' 在;FIB<? 方案中 PBSA/ 还出现在强化治疗阶

段(使用剂量为 !$ $$$ O.

"

(每周 " 次(连用两周' 意

大利B荷兰B匈牙利研究组织$aH@BSPPB<!&在其诱导

和后续治疗方案中加入大剂量PBSA/$"? $$$ nO.

"

&(

在对 R<R 例标危 SPP长达 < 年的治疗和随访结果

表明(使用大剂量 PBSA/ 组较对照组的预计 !$ 年

DF_显著提高$:#6=^ QA#:6#^&

!<"

' 美国 _,*81-

儿童研究医院在其 !? 号方案$JdJj4&中(诱导阶

段PBSA/使用的剂量为!$ $$$ nO.

"

(每周 > 次(低

危组连用 " 周(而标危和高危组连用 > 周(最早用药

时间为第 = 天#再诱导阶段低危组 PBSA/ 使用的剂

量为!$ $$$ nO.

"

(每周 > 次(连用 > 周(而在标危和

高危组(PBSA/ 使用的剂量为 "? $$$ nO.

"

(每周 !

次(连用 > 周(并进行同样剂量PBSA/重复诱导' 上

海儿童医学中心 _&I&B"$$? 治疗方案中(虽然诱导

阶段 PBSA/ 的使用剂量为 = $$$ nO.

"

(但是对于

ICH阳性的患儿进行转阴治疗中也采用了"? $$$

nO.

" 的治疗剂量'

既往人们评价PBSA/抗肿瘤作用的效果通常是

以是否耗竭血浆中 SA) 为标准(但是在临床治疗中

发现不同类型疾病以及相同类型疾病的不同患儿对

PBSA/的治疗反应不尽相同(并且这些患儿血浆中

SA)均达到了耗竭' 采用&&XB: 试剂盒对 : 种血液

系统恶性肿瘤细胞株的增殖抑制实验研究表明(不

同类型肿瘤细胞对 PBSA/ 的敏感性具有很大的差

异(n<># 细胞株极为敏感(而 X23/2A"<< 和 X?=" 细

胞株天然耐药' 对PBSA/处理上述 : 种细胞后培养

基中氨基酸代谢的变化研究中发现(PBSA/ 在很低

的范围内就可以造成细胞外 SA) 耗竭(这与细胞接

受药物处理后发生增殖抑制的作用不相平行' 另

外(PBSA/具有一定程度的谷胺酰胺酶的活性(这种

作用在PBSA/高剂量作用时尤为明显' 而 PBSA/ 尚

未产生此活性时便可以造成 n<># 等敏感细胞的增

殖抑制(从而排除了其通过谷氨酰胺酶活性发挥抗

白血病作用的可能性' 因此(细胞对 PBSA/ 的敏感

性存在于细胞内部对这种氨基酸耗竭的不同反应

性(不同细胞对SA)耗竭具有不同的耐受性(这决定

了某种细胞对PBSA/治疗的敏感性' 提示不能以是

否耗竭细胞周围 SA) 作为 PBSA/ 发挥作用与否的

标准'

aW2.+,+等!!$"的研究提示骨髓间充质细胞可以

利用其强大的SA)_活性(主动分泌SA)供白血病细

胞利用(是引起PBSA/的敏感性与白血病细胞 SA)_

表达水平不一致的原因(同时也是临床上 PBSA/ 耐

受的一个重要机制'

国内外研究表明(白血病细胞内SA)_表达水平

同PBSA/治疗的预后存在负相关性(即白血病细胞

内SA)_ 表达水平低的患者对 PBSA/ 敏感(而 SA)_

表达水平高的患者(容易对 PBSA/ 产生耐药!!!B!""

'

体外实验也证实(SA)_表达水平低的白血病细胞对

PBSA/相对敏感(而SA)_表达水平高的白血病细胞

对PBSA/ 相对耐药!!>B!R"

' 既往研究也表明(通过

_'C7S技术干扰X?=" 和X23/2A"<< 等SA)_高表达

的细胞系中 SA)_ 的表达(可以逆转这些细胞对 PB

SA/的耐药!!?"

'

综合上述研究(PBSA/ 应用中不仅要耗竭血浆

中的 SA)(还需要耗竭骨髓微环境中白血病细胞周

围间充质细胞分泌的 SA)(并且其用药剂量和作用

时间足以对抗细胞内部SA)_的代偿(这些因素成为

临床上使用大剂量和长半衰期 PBSA/ 治疗的理论

基础'
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