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摘要

平楊徽素 (pingyangmyc妞， bleomycin A5, PYM) 是大陸地區學

者從平陽鏈徽菌 (StreptOn1yces pingyαngensisn) 所產生的多種成分

中，經過篩選後，開發出來的抗腫瘤藥物。平陽徽索與自前被普遍

使用來治療惡性腫瘤的 bleomycin 同樣屬於水溶性抗生素類藥物;二

者的化學結構相類似，只在未端支鏈有所差異。在本研究中，我們

利用組織培養的方法來研究平陽徽素對口腔上皮癌 KB 細胞的生長

抑制作用及觀察細胞在藥物作用後型態上的變化，並進一步探討其

作用機轉。實驗結果顯示:當以句g/ml 濃度的平陽徽紊作用 24 小

時後，對間細胞的生長及群落的形成有明顯的抑制作用 (p < 

0.05) ;在顯微鏡下，細胞型態在藥物作用下呈現顯著變化;而平陽

徽素的作用機轉可也實驗結果證實為切斷細胞 DNA 鏈而抑制細胞

DNA的合成。< 0.05) 。另一方面，我們利用人類頰部纖維母細胞

(fibroblast)來評估平楊徽素對正常人類組織的毒性作用。研究顯示:

當以 1 pg/ml 濃度的平揚籲素作用 24 小時後，明顯抑制纖維母細胞

的生長及細胞 DNA 的合成 (p < 0.05) ;同時在同樣的條件下，會造
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成細胞 DNA鏈的斷裂 (p < 0.05) 。因此，我們可以推論:在體外試

驗中，平陽徽素能有效抑制腫瘤細胞的生長，而其作用機轉為抑制

細胞 DNA 的合成。另外，平陽徽素能造成人類正常細胞 DNA 鏈的

斷裂，說明它具有基因毒性;因此在臨床上，當需要使用平錫徽素

作為化學治療藥物時，醫師必須給與高度注意，以避免造成正常組

織的過度傷害。

關鍵語:平揚徽素， KB 細胞，纖維母細胞，細胞毒性，基因毒性。
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Abstract 

The a缸ntit恥umo位r antibiotic pi站ngyangmycl泊n (σPYM位 bleomyci旭n A5) is 

produced b句y S，血tr只ψ伊p伊t的omη1y戶ce.臼'8 pi的ngyα仰ngel仰飢n凡削1.臼8必S

PYM i站s s討1m凶il加a缸r tωO 血a仗t of bleomycin (但BLM)， but their terminal amine 

moieties are different. In this study, we used cell growth curve and 

plating efficiency method to assess the inhibition KB cells growth by 

PYM. In the meantime, the morphological variations of drug-treated cells 

were also observed. And then, we used DNA synthesis inhibition assay 

and DNA precipitation assay to evalute the antitumor mechanism of 

PYM. Our results indicated that the 'effect of PYM significantly inhibit 

cell growth and colony-forming abili句T of KB cells in a dose-dependent 

manner. The morphological variations of drug-treated cells were also 

noted. Furthermore, when treated with 511g/m1 of PY扎在 for 24 hours on 

cultured KB cells, DNA strand breaks can be induced (p < 0.05). 

Therefore, it is considered that the action mechanism of PYM is due to 

its abili勾T to inhibit the synthesis of DNA and split the DNA chaÎns. On 

the other hand, we used human buccal fibroblasts to demonstrate the 

toxicity of PYM. We found that the effects of PYM significantly inhibit 
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cell growth and DNA synthesis of cultured human buccal fibroblasts in a 

dose-dependent manner. At the concentration of 1 llg/m1, the genotoxic 

effects of PYM can induce DNA strand breaks of cultured human buccal 

fibroblas鉛印< 0.05). Therefore, we affirm that oral-maxillofacial 

surgeons and physicians should take care to reduce the possibility of 

normal tissue damage 在om effective chemotherapy in the treatment of 

oral cancer patients. 

Key Words: pingyangmycin, KB cells, fibroblasts, cytotoxici句，

genotoxicïty. 
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宣、自口自

出現在口腔穎西部的惡性朦瘤，一般人俗稱為口腔癌，發生率約

佔所有惡性腫瘤的 3.45 % - 25.6 % 1 其中更以鱗狀上皮癌

(squamous cell carcinoma)最為常見人對於牙醫師來說，如何能早期

發現並有效的治療發生在口腔損面部的惡性腫瘤，是目前牙醫師所

必須面對的重要課題。雖然各種新式治療方法不斷被學者所提出;

但是截至目前為止，為各界所公認對惡性腫瘤最有效的治療方式，

仍然以外科手術、放射治療及化學治療為主 3 。以化學治療而言，雖

然目前有不少癌症病種可以利用藥物達到令人滿意的治療效果，不

過聞發並研製新型抗腫瘤藥物的工作仍不斷的進行中。如果能找到

更為有效的治療藥物，將可造福許許多多有需要的患者。

平陽徽素 (pingyangmycin， bleomycin A5, PYM) 為大陸地區學者

從平陽鏈徽菌 (Streptomyces pingyang，仰的n) 所產生的多種成分

中，經過篩選後，開發出來的抗腫瘤藥物(園一)。根據文獻報導 4忌，

平陽徽素與目前台灣或歐美、日本等地所廣泛使用來治療惡性腫瘤
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的 bleomycin '同樣屬於水溶性抗生素類藥物。在化學結構上，二者

都具有相同的主鏈 (L-glucose and 3-0-carbamoyl-D-mannose and five 

amino acids, one amine) ，僅在末端支鏈有所不同;平陽徽素為單一成

分 As ( spermidine derivative ) ;而 bleomycin 則由多成分組成，其中

主要成分為 A2 ( dimethyl sulfonium aminopropyl 吐erivative) ，占 55“

70 % '其次為 B2 ( agmatine derivative) ，占 25-32 % bleomycin 

同樣含有 As成分 9 不過只占 1% 左右。

由於平陽徽素的化學性質及結構與 bleomycin 相類似;所以我們

想進一步了解平陽徽素的抗腫瘤活性及研究其作用機轉，以供臼後

臨床使用上的參考。另外，出於鱗狀上皮癌是口腔額面部發生率最

高的脅性腫瘤，所以本研究選用人類口腔鱗狀上皮癌細胞株-KB 細

胞 9， 10 ，來作為藥物作用細胞。我們首先用多孔培養血法 11 來決定

藥物作用濃度，然後再用細胞生長曲線 12 、細胞附著生存率 13 等實

驗方法來研究平楊徽素對 KB 細胞的生長抑制作用，同時利用位相

差顯微鏡來觀察細胞在藥物作用後型態上的變化;最後利用 DNA合

成抑制試驗 14 、 DNA斷鏈試驗 1S來探討平揚徽素對悶細胞可能的

抑制機轉。
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另一方面，在化學治療中，運用抗癌藥物來殺傷腫瘤細胞以達到

治療效果的同時;不可避免的，對正常的組織細胞也會造成一定的

傷害，尤其是增殖快速的骨髓造血細胞及胃自嚴宣r細胞話。因此，任

何一種抗癌藥物在臨床使用前，除了須證明藥物對腫瘤組織有明顯

的抑制作用外，還必須審慎評估藥物對正常組織的毒性作用。

因此，我們接下來想繼續研究平陽徽素對人類正常組織的毒性作

用，並進而探討其是否具有潛在基因毒性的可能。在實驗中，我們

選用人類頰部纖維母細胞 (human buccal fibroblasts)17-19 ，來作為藥物

作用的細胞。利用細胞生長曲線， DNA合成抑制試驗等實驗方法來

評估平陽徽素對人類頰部纖維母細胞的毒性作用;並以位相差顯微

鏡來觀察細胞在藥物作用後型態上的變化。另外我們同樣利用 DNA

斷鏈試驗，來偵測平楊徽素對纖維母細胞是否具有基因毒性作用，

以避免臨床使用平陽徽素進行化學治療時，造成正常組織的過度傷

堂笠 o
仁司
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貳、材料與方法

一、實驗材料

(1)試藥

1. Acetic acid------…..…一一一……一一翩翩--------Merck, Germany 

2. Aqueous scintillation counting fluiι……一.------Dupo肘， USA 

3. D1\在EM (Dulbecco's Modified Eagle medium)…Gibco, USA 

4. EDTA-翩翩翩翩翩一一一一……細細細----一一……一一……-

5. FBS (fetal bovine serum)“……圓圓圓圓圓"翩翩翩回------一一-mGibcqUSA

6. Giemsa dye----------翩翩翩翩翩…一一一一-翩翩翩翩---------Merck， Germany 

7. 1王琵EPES品-一一圓一一…一…一-一一一一一…圖圖圖閻……闡闡……………叫一一i呻一一一“………側……….一側……擱…瞞 闖……翎…翱 "……咽…闖-一一…m一.咀E一一-一--一一一一一.圖圖幽阻…-幽“‘“……………恤恥心……….幽間- 翩……“ω.…….…一E一圓咀一一….恤阻戶-….. 叫叫幽幽

8. jH-thymidine---一個…一一一個-------一翩翩偏偏Em---Amersham， UK

9. KCl--棚柵欄._-------------……----一個..一一一……------Merck， Germany 

10. KH2P04-臨…………咱………….閻一一.一.一…--一--一--一--一一一.圖-翱…側m…倒蟬…m騙…酬鵬…--……………翎恥叩………胸佩翩…桐"岫哺哺….關酬……1咄--…--一徊個一圓m一巴阻……m叫-…………….…………盼………-

11. K2HP04一…一…---……………-………一一-一--Mer仗， Germany 

12. NaHC03------一一…-偏偏偏------------一一一

13. PBS (phosphate buffer solution)--------------一且也_.一

14. PSA (penicillin咀streptomycin-amphotericin B)---Gibco, USA 
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15. SDS (sodium dodecyl-sulfate)“一…一-------------Bio Rad, USA 

16. TCA (trichloroacetic acid)一一一一……一…._---_ .. …喃喃Sigma， USA 

17. Tris-…--…"咀…-甸一闖間一且咀…“m………-'…自…一且一一一-一.叮-一一一..叮……閉閉.

18. τr句ypSl扭n自一…….棚隔….明帽一.一" 咀………且…….闡咽………..…….. 刊呵-

I吵9. 平楊徽素……閻……m一一-巴一…咀m……“騙……偏幅……闇m……咀自一一且m……翩繃……m個一一-也…一"……闖……且一…帽河北製藥廠， 大陸

(2) 儀器

1. Cover s叫li句p-…躺闢……………幢咽…….闢叫..叫.蝴m……-….叫…翱叩.

2. Immunofluorescence microscope….Nikon diaphot 300, Japan 

3. Incubator--……………一一……---一---------------…翩翩翩翩Forma， USA 

4. Liquid scintillation counter------.………也Aloca LSC-900 , Japan 

5. Laminar f缸low翩…….翩…-叫叫盯叫.. 叫

6. Mettler toledo------………一一……………一一--AB 104, Switzerland 

7. lv1ultiwells--…-………----------……偏偏棚，一……………Nunc， Denmark 

8. Phase contrast microscope--…一個個個-------…Nikon TMS , Japan 

9. Pipetman-----------一一一一………翩翩______________e圓圓圓圓一Gilson， USA 

10. Plastic pe仗tri 吐dis泊h-…偏棚…翩嘟……翩…"耐…闖闖……咽…--……閻…--一扭一一……也岫一一甸一白“……………圓同…一…一.刊呵巾-耐一一一帽…….. ……'凹一一-'叫.且…幽幽幽.幽幽

1口1. Plastic flas枕k-……一……"恥…….叭.-………-……-…….……m….
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(3) 藥品及試劑的配製

1. DMEM (Dulbecco's Modified Eagle medium) 

per liter (with d2-H20) 

DMEMpower 1PK 

NaHC03 3.79g/L 

HEPES 4.75g/L 

pHvalve 7.35 

2. cDMEM( 1的)

per 100ml 

PSA 1ml 

FBS 10ml 

DMEM 89ml 

3. PBS (phosphate buffer solution) 

0.88g/500ml K2f王PO付1.01 g/500ml KH2P04 

4. 平陽徽索

將其白色粉末溶於 PBS 液中，配製成濃度 1mg/ml 的

保存溶液 (stock solution) 後，寵於-20
0

C的冰箱中儲存。
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(4) 細胞培養方法

I. KB 細胞

本實驗所用之間培養細胞，係來源於人類口腔鱗狀上皮癌細

胞，函中山醫學院口腔醫學研究所口腔生物研究室所提供。細胞的

繼代培養，係將細胞植入培養血內，在 37 0C '含 5 % CO2 的培養箱

中培養 48 小時後，吸去當培養液，此時細胞成單層 (monolayer) 咐

著在培養血上。再以 PBS 液(一) (phosphate buffer saline 中不合 Ca2+

及 Mg2+) 洗游後，加入 0.25 % trypsin (Gibco, USA) 作用，使細胞剝

離懸浮形成單一細胞懸浮液 (single cell suspension) ，再加入新的培

養液，中止 tryps恆的作用，並利用血球計數盤計數，稀釋至所需之

細胞數目為止，再霞入新的培養血中，並加入新的培養液，再放入

37
0

C 自勤恆溫培養箱中繼續培養， 48 小時後更換培養液，即為繼代

培養。細胞之培養液為 DM日在液，其中加入 10 %胎牛血清 (fetal

bovine serum, Gibco) 及抗生素(10000 U/ml penicillin, 10mglml 

streptomycin and 0.025mg/ml amphotericin B) ，並調整 pH值為 7.3 5

後再使用 20 。
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且纖維母細胞( fibroblasts ) 

實驗所周之纖維母細胞( fibroblasts ) ，係取自於三名年輕成年

男性，無不良煙酒及嚼檳榔嗜好;同時口腔內無其他黏膜病變。於

門診手術拔除下額恆生智齒時，經患者同意後，取下大約 0.2cm X 

0.2cm 大小頰部組織供體外培養之用;將組織塊置於培養血內，細切

成小塊後，滴入DMEM培養液，其中加入 10% 胎牛血清的tal bovine 

serum) 及抗生素(10000 U/ml penicil1妞， 10mg/ml streptomycin and 

0.025mg/ml amphotericin B) ，並調整 pH值為 7.3 5 後再使用。組織

塊置於 37 0C 自動恆溫培養箱中培養。待 5-8 天後，利用位相差顯微

鏡觀察到纖維母細胞己生成並貼附於培養姐上時，利用。.25 % 

trypsin 與 0.05 % EDTA作用 5 分鐘，將纖維母細胞剝離;再霞入新

的培養血中，並加入新的培養液，再放入自動恆溫培養箱中繼續培

養，即為繼代培養。根據研究指出 21 第十世代 (passage) 以內之纖

維母細胞，其細胞增殖旺盛，同時細胞性狀與體內細胞相似性大，

是檢測藥物之較佳實驗對象;同時培養至第四世代後，才有足夠細

胞數量供實驗所舟，囡此我們選用介於第四至第八世代的培養細胞

進行本實驗。
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二、實驗方法

(1)多孔培養血法( Multiwells method ) 

取 5 X 104個悶細胞懸浮液，植入 24 孔培養血各孔洞中，置入

37
0

C之恆溫培養箱中培養。 24 小時後，將舊懸浮液吸去，以 PBS

液(一)洗機後，除對照組外，在其餘各孔中加入合各種不同濃度的

平陽徽索培養液 (0.511g!剖 ， 111g!剖 ， 511g!剖 ， 1011g!蹈， 5011g!ml) 。培

養 24 小時後，吸去培養液，以 PBS 液(一)洗機兩次後，加入不

含藥物的培餐液，繼續培養 48 小時。再以 PBS 液(一)洗游後，加

入的% Giemsa 染色液 (Mer吭， Germany) 染色 10 分鐘;水洗，乾

燥後，觀察培養血各孔細胞染色深淺的情形。

(2) 細胞生長曲線 (Cell growth curve) 

分別取 1 X 105個問細胞及 1 X 105 個纖維母細胞，植入直徑

35mrn 之塑膠培養血中(每一藥物濃度各三個培養血) ，置入 37
0

C

之恆溫培養箱中培養。 24 小時後，吸去舊培養液，除對照組外，加

入含各種不同濃度的平陽徽素培養液 (0.511g!剖， 111g!ml , 511g/剖，

1011g!剖， 5011g/m1 )。作用 24 小時後，捨棄舊培養液，以 PBS 液(一)

洗派兩次後 9 最新加入培養液培養，分別於作用 24 、 48 及 72 小
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時後，取出培養血，以 PBS 液(一)洗濕後，加入 0.1ml 的 0.25 % 

trypsin 將細胞剝離，再加入 0.9ml 之培養液，混合均勻後，以血球計

數盤來計算細胞數目。另外在藥物作用後，利用位相差顯微鏡(Nikon

TMS, Japan) ，來觀察也細胞及纖維母細胞在藥物作用後型態上的

變化。

(3) 細胞附著生存率 (Plating efficiency) 

準備 30 億培養血，分別種入 250 個 KB 細胞，並輕搖培養血使

細胞均勻擴散，竄入培養箱中培養。 24 小時後，捨棄舊培養液，除

對照組外，加入含各種不同濃度的平陽徽紊培養液 (0.511gl叫，

111g1叫， 511g/ml , l011g/ml) 。於作用 3 小時及 24 小時後，更換新培養

液，繼續置入培養箱中培養 7 天，使其形成群落。培養終了，以 PBS

液(一)洗條兩次後，加入 10 % Giemsa 染色 10 分鐘;洗去多餘染

料後，於室溫下乾燥，利用實體顯微鏡計算各培養血的群落數，並

以對照組形成之群落數為 100% '計算在不同藥物濃度下的生存率;

並推算出半數細胞致死濃度(ICso) 。

(4) DNA合成抑制試驗 (DNA synthesis inhibition assay) 

將滅菌完之直徑 15mm 圓形玻璃葦玻片 (cover slip) 放入多孔
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培養血內，然後在各孔中分別植入 1 X 105個問細胞及 2 X 104個

纖維母細胞，培養 24 小時後，將培養液吸去，除對照組外，其他換

成各種不同濃度的平楊徽素培養液 (0.511g/剖， 111g/剖 ， 511g1剖，

10口gl叫， 5011glml) 。作用 24 小時後，吸去含藥物之培養液，加入含

0.511Cilml/well [methyl-3H] thymidine (Amersham, UK) 的培養液，繼

續培養 24 小峙。以 4
0

C之生理食餾水洗澈，並以 4
0

C 5 %之 TCA

液 (trichloroacetic acid) 固定細胞，反覆三次，每次 30 分鐘，再以 4

℃之蒸餾水洗派兩次。然後用加熱後的針頭，也多孔培養血底部穿

透，取出蓋玻片，於室溫下乾燥後，放入塑膠瓶中;加入 3 cc 之閃

爍液 (aqueous scintillation counting flu祠， Dupont， USA) ，利用液體閃

爍計數器(liquid scintillation counter, Aloka LSC-900, Japan) 測定細

胞內所合之放射能。

(5) DNA 斷鏈試驗( DNA strand break assay ) 

取 5 X 104個 KB 細胞及 2 X 104個纖維母細胞，分別遁入 24 孔

培養血各孔洞中，竄入 37 0C之恆溫培養箱中培養。 24 小持後，吸

去舊培養液，以 PBS 液(一)洗游後，加入含 0.2]1Cilml/well 

[methyl-3用 thymidine 的培養液，繼續培養 24 小時。吸去含放射能

之培養液，除對照組外，其餘加入各種不向濃度的平陽徽素培養液
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(0.5pg/剖， 1 口g/凶， 5pg/甜， 10pg/ml, 50pglml) 0 24 小時後，吸去培養

液，以 PBS 液(一)洗條後，在各孔中加入 0.25 % trypsin 將細胞剝

離，置入塑膠試管中，然後加入 1ml 細胞溶解液(內含 2 % SDS, 

10mM EDTA, 10mM Tris, 0.05M NaOH) ，於冰桶內作用 1 分鐘後，

再加入 0.5ml 0.12M KCl '隨即置入的℃水浴 10 分鐘;取出試管後，

仍於冰桶內作用 5 分鐘，再以 3500 r.p.m 離心的分鐘。上清液倒入

塑膠瓶中，並加入 1ml 0.05M HCl 沉澱物用 2別的℃蒸餾水溶解

後，倒入另一塑膠瓶中。在各瓶中加入 5 cc 之閃爍液 (aqueous

scintillation counting fluid) ，利用液體閃爍計數器 (liquid scintillation 

counter) 測定各瓶內所舍之放射能。

pellet radioactivity 
% DNA precipitated = x 100 % 

(pellet + supematant) radioactivity 

三、統計方法

本實驗統計上分析法採用 Student's t-test 比較各試驗組與對照

組闊的差異性，數據的表現方式為平均值±標準差 (Mean :t 

Standard Deviation) ，顯著水準 (Significant level) α= O.的。
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參、結果

(1)多孔培養血法

於 24 孔培養血中觀察結果，可發現對照組各孔中細胞生長良

好;藥物濃度在 50]1g/ml 時，細胞生長完全被抑制，均無藍紫色之

染色出現;而濃度在 5]1g1ml 時，染色範團與色澤深淺與對照組相

比，始有明顯變化(圖二)。囡此在以下實驗中，我們仍分別以平陽

徽素濃度。.5 ]1g/剖， 1 ]1g1ml , 5 ]1 g/甜， 10]1g1則， 50]1g/ml 作為測試濃

度。

(2) 細胞生長晶線

I. KB 細胞

1 X 105個KB細胞植入直徑35mm之培養血中，培養24小詩後，

細胞數百為(1. 11 :t0.03)X 105 個細胞;在藥物作用 24 小時後，對照

組為 (2.55:t0.l月 X 105 個細胞，濃度 0.5]1g1ml 有 (2.55:t0.16)X 105 

個細胞，濃度 1 ]1g/ml 剝下降至 (2.24士的 1) X 105個細胞，濃度句g1ml

有(1.64:t0.19) X 105 個細胞，濃度 10]1g/ml 有(1. 18士0.06) X 105 個
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細胞。

藥物作用完 24 小時後，對照組為 (6.33士0.69) X 105 個細胞，

濃度 0.5口g/ml 有 (5.87土0.3 1)X 105 個細胞，濃度 l11g/ml 則有

(4.98:t0.24)X 105個細胞，濃度 511g/ml 有 (3 .23 :t0.28) X 105個細胞，

濃度 I011g/ml 有(1.96:t0.13) X 105個細胞。

藥物作用完 48 小時後，對照組為 (12.4士1.25)X 105 個細胞，濃

度 0.5口g/ml 有 (1 1.3 ::1:0.54) X 105 個細胞，濃度 111g/ml 則有

(1 0.4:t0.36)X 105個細胞，濃度句g/ml 有 (5.24士0.28) X 105個細胞，

濃度 I011g/ml 有 (2.98土0.46) X 105個細胞。

藥物作用完 72 小時後，對照組為 (22.3士1. 7) X 105個細胞，濃度

。.511g/ml 有(19.9:t0.63)X 105個細胞，濃度 111g/ml 則有(16.7士1. 1)

X 105個細胞，濃度 511g/ml 有 (8.75士。必)X 105個紹胞，濃度 I011g/ml

有 (3.96:t0.47) X 105個細胞。以濃度 5011g/ml 作用之細胞在實驗過程

中全體逐漸呈現出細胞崩潰、溶解、自培養血底部浮起等現象，因

此判定已全數死亡。
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將對照組與各試驗紐做比較，並利用 Student' s t-test 統計方法

加以分析，可發現藥物濃度大於或等於 5].l g/ml 時， KB 細胞生長明

顯受到抑制 (t= 13 .4 1 ， p<0.001)(圖三)。

另外利用位相差顯微鏡 (X 200) 可觀察到:與對照粗細胞相比

較，在藥物作用下，問細胞外型明顯腫脹，細胞間指狀連接減少，

細胞彼此遠離;而隨著藥物濃度增高，變化也越為顯著(屆四 A， B, 

C) 。

且纖維母細胞

1 X 105個纖維細胞植入直徑 35mm 之培養血中，培養 24 小時

後，細胞數目為 (9.砂土0.1月 X 104個細胞;在藥物作用 24 小時後，

對照組為(1. 18土0.10)X 105 個細胞，濃度 0.5戶皂Iml 有(1 .09士0.11)

X 105個細胞，濃度 111g/m1 則下降至 (1.06:t0.06) X 105 個細胞，濃

度 5].lg/ml 有 (0.86土0.03)X 105 個細胞，濃度 10].lg/ml 有 (0.71土0.01)

X 105 個紹跑。

藥物作舟完 24 小時後，對照組為(1.58:t0.12) X 105 個細胞，濃

度 0.5 ].l g/ml 有(1.35士0.21) X 105 個細胞，濃度 1 ].lg/ml 則有
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(1. 13士0.04) X 105個細胞，濃度內g/ml 有 (0.93 :t0.09) X 105個細胞，

濃度 10J-lg/ml 有 (0.73士的1) X 10) 個細胞。

藥物作用完 48 小時後，對照紐為 (2.65士0.10)X 105 個細胞，濃

度。5口g/ml 有 (2.4 1土0.07) X 105 個細胞，濃度 1 J-lg/ml 則有

(1.92土0.05) X 105個細胞，濃度 5J-lg/ml 有 (0.98:t0.09) X 105個細胞，

濃度 10J-lg/ml 有 (0.79:t0.05) X 105 個細胞。

藥物作用完 72 小時後，對照組為 (3.68:t0.05) X 105 個細胞，濃

度 0.5口g/ml 有 (3.50士O.l)X 105 個細胞，濃度 1 J-lg/ml 則有(2.52士0.1)

X 105個細胞，濃度 5J-lglml 有(1. 19:t0.10)X 105個細胞，濃度 10pglml

有 (0.88:t0.02) X 105 個細胞。而以濃度 50pglml 作用之細胞在實驗進

行中全體同樣呈現出細胞崩潰、溶解、自培養血底部浮起等現象，

因此亦判定全數死亡。

將對照組與各試驗組之問做比較，並以 Student's t-test 統計方法

加以分析，可發現藥物濃度大於或等於 1pg/ml 時，纖維母細胞生長

明顯受到抑制 (t = 17.豹， p < 0.001) (置五)。
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另外在顯微鏡下同樣可觀察部 (X 100):與對照紐細胞相比較，

在藥物作用下，纖維母細胞外型改變，細胞明顯增大;而隨著藥物

濃度增高，變化也越為顯著(關六 A， B, C) 。

(3) 細胞附著生存率

以不同藥物濃度作用KB細胞3小時後，其附著生存率與對照組

比較為: 0.5 口g!祉， (87.90土2.6) % ; l11g/r祉 '(80.3 8:t 12) %如g/ml ' 

(53.59士3.1) % ; 10 11g!祉， (39.15封勾%。當以不同藥物濃度作用

KB細胞24小持後，其附著生存率與對照組比較則為: 0.5 l1g!ml ' 

(85.59土 15) % ; 111g/m1 ' (6 1.53:t6.1) % ; 5 l1g!ml ' (1 5.59土4.6) % 

l011g/m1 ' (0.67士0.5) %。

自上述結果可知，平陽徽素對KB細胞的影響，在細胞生存方醋，

隨藥物濃度和作用時間的增加，使得群落形成的數百隨之減少;另

一方面，我們利用作聞法來推算出平陽徽素對KB細胞的半數細胞致

死濃度(ICso) :藥物作用時間3小時為 6.211g/m1 '作用 24小時為

1. 511g/m1 0 (圖七)。
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(4) DNA 合成抑制試驗

I. KB 細胞

DNA 前驅物 3日-thymidine 放射強度結果顯示:藥物濃度

。.5口g/ml 時， DNA 合成為對照純之 (93.8:1:3.6) % '而濃度 1 pg!ml 

時為 (87.9:1:8.9) % '濃度句g!ml 為 (80.7土5.6) % '濃度 10pg!ml

為 (65.9士7.5) % '濃度 50pg!ml 為 (45.5:1:2.0) %。以 Student's t-test 

統計分析得知，當平陽徽素濃度為 5口g!ml 時，對也細胞 DNA 合

成即有明顯抑制現象 (t=4紹， p < 0.05) 濃度為 10pg!ml 時 t=6人

p < 0.01 '濃度為 50pg!ml 時 t = 12.1 , P < 0.001 (圈J\) 。

且纖維母細胞

DNA 前驅物 3H-thymidine 放射強度結果顯示:藥物濃度

。.5pg/ml 時， DNA 合成為對照組之 (99.4土3.5) % '而濃度 1 pg/ml 

持為 (8 1.2:1:3.0) % '濃度 5pg!ml 為 (58.1士1.4) % '濃度 10pg/ml

為 (30.5士1. 1) % '濃度 50pg/ml 為 (2.4士。.5) %。同樣以 Student' s

t-test 統計分析得知，當平陽徽素濃度為 1pg/ml 時，對纖維母細胞

DNA合成部有明顯抑制現象 (t=5.18 ， p<0.01) ，濃度句g!ml B寺 t=

13.73, P < 0.001 '濃度 10pg!ml 時 t = 23.17, P < 0.001 ' 50pg/ml 時 t

= 33.鉤， p < 0.001 (圈九)。
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(5) DNA 斷鏈試驗

I.悶細胞

DNA 斷鏈試驗，乃由 Olive 15 所提出的一種簡便的實驗方法，

可以用來偵測化學物質是否對哺乳類細胞內的 DNA造成傷害;其原

理是:當紹胞受到化學物質作用，導致 DNA 鏈斷裂時，部份 DNA

片段會由 nucleoprotein 釋出(上清液)，更於 DNA 的其他部份則仍何?

著於蛋白質上(沉澱物)。因此，在上清液中所含 DNA片段的量越多

(即所含放射能越強者) ，表示 DNA 所受的傷害越大。在本實驗中，

藥物濃度 O.句g/ml 峙， DNA 沉澱率( % DNA precipitated) 為對照

組之 (99.7:1:2.9) % '而濃度 111g/m1 時為 (98.5:1: 1.5) % '濃度 511g/m1

為 (83.5士2.1) % '濃度 lOl1g1ml 為(75.4土4.0) % '濃度 50口g/ml 為

(57.5 :1:2.7) %。以 Student's t-test 分析數據後，得知:當以濃度句g/ml

的平陽徽素作用也細胞 24 小時後，能明顯造成縮胞 DNA 鏈的斷

裂 (t = 7.8, P < 0.01); 濃度 lOl1g1ml 時尸 8.峙， p < 0.01 '濃度 50l1g/m1

時尸 18.24， P < 0.001 (圓十)。

II. 纖維母細胞

DNA斷鏈試驗除了具有很好的敏感度之外，同時還有實驗操作
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簡便、獲得結果迅速及試劑價格便宜等優點;可以用來偵測化學物

質是否具有基因毒性而能造成哺乳類動物細胞 DNA 鏈的斷裂。當

以不同濃度平陽徽素作用纖維母細胞 24 小時後，計算 DNA 沉澱率

(% DNA precipitated) 如下:藥物濃度 0.5 j1g/ml 8寺，為對照組之

(87.2士9.0) % '而濃度均g/ml 時為 (84.8::1:6.0) % '濃度 5j1g1ml 為

(69 .3::1:5.5) % '濃度 10口g/ml 為 (63 .3::1:5.0) % '濃度 50j1g1ml 為

(58.0::1:9.0) %。以 Student' s t-test 分析後得知，以濃度 1j1g1ml 的平陽

徽素作用纖維母細胞24 小時後，能明顯造成細胞DNA鏈的斷裂 (t = 

3.37, P < 0.05) ;同時，藥物濃度越高，對 DNA所造成的傷害則定是顯

著，濃度 5j1g/ml 時 t= 7. 凹， p < 0.01 、 10j1g/ml 持 t = 8.45, P < 0.01 

與 50j1g/ml 時， t = 7.0, P < 0.01 (圈十一)。

綜合以上實驗結果，我們認為:在體外試驗中，平陽徽索能有

效抑制腫瘤細胞的生長，而其作用機轉為切斷絕胞 DNA鏈和抑制細

胞 DNA 的合成。另一方面，平陽徽索能造成人類正常細胞 DNA 鏈

的斷裂，說明它具有基因毒性;在使用平陽徽索進行化學治療時，

值得臨床醫師加以讓視。
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肆、討論

近年來，也於在細胞動力學、藥物作用動力學及免疫學方面研

究的進展，使得惡性腫瘤的化學治療方式不斷改進;諸如藥物的選

擇、劑量的調整、給藥的途徑及療程的設計等都日趨完善。因此，

在目前，化學治療與外科手術、放射治療已成為醫學界公認治療惡

性腫瘤的三種主要方法。不過，化學治療在下列幾方面明顯優於外

科手術與放射治療:第一，外科手術與放射治療只是局部治療，尤

其是對來源於造血系統方面的腫瘤或已發生轉移的實體腫瘤等，往

往無能為力;而化學治療有全身治療的效果。第二，利用輔助化學

治療可以消滅手術及放射治療時不易徹底消滅的亞臨床瘤細胞，可

藉此提高治愈率，並減少復發的可能性。第三，化學治療不需特定

的手拼音條件與昂貴的儀器設備，只要臨床醫師能適當的使用抗癌藥

物，即可進行治療 2， 3，泣。

鑑於化學治療有以上優點，因此醫學界不斷的為開發更有效的

新型抗腫瘤藥物而努力。不過，由於化學治療的效果受到抗癌藥物
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的選擇性、對正常組織的毒性作用及腫瘤細胞的抗藥性等囡業的影

響;所以任何一種新藥物的開發與研製'在臨床使用前都必須經過

一系列體外及體內的試驗;除了證明藥物對腫瘤組織有明顯的抑制

作用外，同時還必須將藥物對正常組織的毒性反應作審J攘評估，以

避免在化學治療時對正常組織細胞造成過度的傷害 23 ， 24 。

平陽徽素是大陸地區學者所開發出來的抗腫瘤藥物，根據文獻

報導，平楊徽素的化學性質與結構跟目前用來治療惡性腫瘤有顯著

療效的抗癌藥物- bleomycin 相似 4-8 由於 bleomycin 在臨床上已

被廣泛使用，關於它的抗癌效果與作用機轉在許多文獻當中都有清

楚的描述 2日5 。不過，平陽徽素在這一方面的研究甚少，因此我們

想先瞭解它的抗腫瘤活性並進一步探討它的作用機轉。而利用體外

培養細胞來檢測抗癌藥物的實驗方法，由於可以直接用人類細胞來

檢測藥物效應，同時具備有實驗結果獲得迅速、較進行動物實驗經

濟等優點;所以普遍為科學界所應用。但是因為體內、外環境有所

不同，不能以培養細胞檢測抗癌藥物的結果作為臨床使用的直接依

據，而應該視為對受檢藥物生物效應的了解及進一步實驗的參考

21 
。
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在本研究中，我們首先採用來源於人類口腔鱗狀上皮癌細胞株

KB 細胞，來檢測平陽徽素的抗腫瘤活性及探討其可能的作用機轉。

我們先用多孔培養血法來決定平陽徽素的測試濃度後，再繼續進行

其他實驗。在細胞生長曲線方茁:當以 511g/ml 濃度的平陽徽素作用

24 小時後，可有效抑制 KB 細胞的生長 (p < 0.05) ;同時隨著濃度的

增加，抑制現象也愈趨明顯。關於細胞型態的觀察，學者指出 36品:

在顯微鏡下觀察，當培養細胞外型明顯改變，細胞問指狀連接減少，

細胞彼此遠離，甚至逐漸呈現出細胞膜破潰( rup如re of cell 

membrane) 、細胞內容物崩解( disrupted of cytoplasmic organelles ) 

等現象時，是細胞變性並步入死亡的過程;而這些現象與我們利用

位棺差顯微鏡觀察到問細胞在平陽徽素作用後，細胞型態的改變

相類似。

另外，細胞生存附著實驗方法，是由 Puck 等所提出 39 用來定

量細胞在不利的條件下，失去生存能力的方法，具有很好的敏感度

口。結果顯示:隨著作用時間和藥物濃度的增加，細胞的生存附著亦

相對減少。綜合以上實驗結果得知:在體外試驗中，平陽徽素能有

效抑制腫瘤細胞的生長。而這一方面則與部份學者所作之研究報告

指出平陽徽素在體外實驗中能有效抑制人類腺樣囊性癌 SACC-83 、
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舌癌 Tca 81 日、牙鹼癌 Ca 9-22 等癌細胞株的實驗結果相似 40-42 。

在 DNA 合成抑制方面，以 5pg/ml 濃度的平陽徽素作用 24 小時

後， 3H-thymidine 的放射強度降至對照組的 80.73 % (p < 0.05)' 表示

平陽徹素的作用機轉可能與抑制細胞 DNA 的合成有關。因此，為了

進一步證實，我們接著進行 DNA 斷鏈試驗 DNA 斷鏈試驗 (DNA

stran往 break assay) ，或稱 DNA沉澱試驗( DNA precipitation 部say) , 

是由 01ive15 所提出的一種操作簡便，同時敏感度高的實驗方法，

可以用來評估化學物質是否對哺乳動物細胞具有潛在的基因毒性;

換言之，即為偵測細胞 DNA 受到化學物質傷害的程度。經由分析實

驗結果得知:當以句giml 濃度的平陽徽素作用 KB 細胞 24 小時後，

能明顯引發細胞 DNA鏈的斷裂 (p < 0.05) 。所以，可以證賞平楊徽

素對於體外培養腫瘤細胞的抑制機轉為切斷細胞 DNA 鏈而抑制細

胞 DNA 的合成。這一點則與文獻中所描述有關 bleomycin 的作用機

轉相同 31品。

不過，關於zp:陽徽素與 bleomycin 之間的比較，在本研究中並未

加以探討。 Lapi 會分別比較 A2 、 B2 、 A5等成分對 L-cells ( mouse 

fibroblasts )的抑制作用 42 發現 A5成分的作用最強。另一方面，研
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究指出 31 bleomycin 對體外培養 Ehrlich ascites carcinoma cells 的

IC50 藥物作用 2 小時為 33.0 mcg/rr泣，藥物作用 48 小時為 5.9

mcg/ml 因此可考慮、以此作為依據，進一步實驗來比較平陽徽素與

bleomycin 二者之悶，何者抗癌效果較佳 44 。

另一方面，幾乎所有抗癌藥物在殺傷腫瘤細胞的同時，也會對

正常的組織細胞造成一定程度的傷害。因此，在得知平陽徽素能有

效抑制腫瘤細胞後，關於平陽徽素對正常細胞的毒性作用便成為我

們繼續研究的主題。同時，近來有學者提出 bleomycin 對體外培養

中國倉鼠 V79 及 CHO 縮胞株具有基因毒性 45， 46 當反覆在小鼠皮下

塗抹 bleomycin 時，可在塗抹部位誘發纖維肉瘤的產生 47 當長期

使用 bleomycin 作為化學治療藥物時，甚至可能會導致另一種類惡性

腫瘤的發生喊峙。而探討其發生原因，則認為與 bleomycin 的藥物作

用機轉有關鉤，況。雖然目前尚未發現關於卒陽徽素在致突變性方面

的研究，而自於zp:陽徽素與 bleomycin 的作用機轉相同，因此我們也

對平陽徽素是否具有基因毒性加以探討。

我們利用容易取得之正常人類頰部纖維母細胞來評估平陽徽素

對正常組織細胞的牽挂作用。不過，由於纖維母紹胞與問細胞的
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組織來源不間，囡此實驗結果並不適合互相比較，而僅能作為後續

研究及臨床使用的參考 O 實驗結果顯示:當以 1 p.g/ml 濃度的平陽徽

素作用 24 小時後，可有效抑制纖維母細胞的生長 (p < 0.05) ;隨著

濃度的增加，抑制現象也愈趨明顯。在細胞型態土，利用位相差顯

微鏡可以觀察到細胞型態上的改變，表示細胞正逐漸變性、死亡。

這些與學者利用中國倉鼠 CHO 細胞株來研究平錫徽素對正常細胞

的毒性作用結果相似 3 。在 DNA 合成抑制方詣，以 1 p.g!ml 濃度的平

陽徽素作用 24 小時後，能明顯抑制細胞 DNA 的合成(p < 0.05) ;而

以 DNA 斷鏈試驗來進一步偵浪u平陽徽素是否具有基因毒性時，我們

發現:以 1 p.g/ml 濃度的平陽徽紊作用 24 小時後，能明顯引發纖維

母細胞的 DNA鏈的斷裂。< 0.05) ;證實平陽徽棄對於體外培養人

類正常細胞具有基因毒性。然而，平陽徽素是否如 bleomycin 一樣會

造成組織細胞的突變，仍然需要進一步的研究探討。

依據以上實驗結果，我們認為:在體外試驗中，平陽徽素雖然

能有效抑制腫瘤細胞的生長，同時也會對人類正常細胞產生基因毒

性的作用。因此，我們建議:若將來臨床醫師考慮將平陽徽素作為

化學治療用藥時，必須對藥物引起的毒性反應給與相當程度的注

意，尤其是在長期使用時;以避免對患者正常組織造成無法挽救的
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傷害。
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圖一、平陽徽素與 bleomycin 的化學結構式，
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國二、 KB細胞的生長受不同平陽徽素濃度的影響。
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圖凹: (A) 

圖四:(B)
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圖四: (的

區四、平陽徽素作用完 24 小時後 P 問細胞型態之變

化: (A)對照組會 (B)濃度 511g/m1 '(C)濃度

5011g/m1 (X 200) 0 

39 



0.5μg1ml 

1.0μg1ml 

5μg1ml 

10μg1ml 

。 μg1ml

……-0-一一

…-[J-一一

品

認這

為

4 間

丹
3

弓
，M

(
的
目
H
H
)的A
A
M
H
口
L
G
聞
聞
自
H
A
D
Z

maAV 
AV 

6 5 

圓五、不同濃度平陽徽素對纖維母細胞增殖之影響 O

40 

4 3 

DAYS 

2 



圖六: (的

圓六: (前
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屬六:(C)

圖六、平陽徽素作用完 24 小時後，纖維母細胞型態之

變化 (A)對照組， (B)濃度 111g/ml '(C)濃度

50口g/ml (X 100) 0 
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Abstract 

Kuo闡明lei T剖， Yu-Chao Chang, 

Lin Shin-Shen Chou and Ming-Yung Chou 

Cytotoxic effect of pingyangmycin 

on cultu臼d KB cells 

The antitumor antibiotic pingyangmycin (PYM; bleomycin A5) was isolated 企om

many components of bleomycin (BLM) produced by Streptomyces pingy仰!gensisn.

PYM has the similar chemical structure to that of BLM but their terminal amine 

moie句r are different. Therefore, it would be significant to demonstrate the antitumor 

effect and action mechanism of PYM on cultivated tumor cells. In this article, we used 

the cell growth curve, plating efficiency, and DNA synthesis inhibition assay to 

demonstrate the cytotoxicity of PYM on cultured KB cells. In the meantime, the 

morphological variations of drug-treated cells were also observed. On the other hand, 

we used the DNA precipitation assay, a simple and rapid assay, for detecting DNA 

damage caused by PYM on cultured KB cells for potential genotoxicity. Our results 

indicate that the effect of PYM significantly inhibit the cell growth, colony-forming 

abili句， and DNA synthesis of KB cells in a dose-dependent manner. Furthermore, 

when treated with 5pg/ml of PYM for 24 hours on cultured KB cells, DNA strand 

breaks can be induced (p < 0.05). Therefore, it is considered that the action 

mechanism of PYM is due to its ability to inhibit the synthesis of DNA and split the 

DNA chains. 

Key Words: pingyangmycin; bleomycin A5; KB cells; cytotoxicity. 
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Introduction 

The antitumor antibiotic pingyangmycin (PYM; bleomycin As) was screened out and 

developed from many components of bleomycin (BLM) produced by Streptomyces 

pingyangensisn (1). PYM is a water-soluble glycopeptide containing the same 

disaccharide moiety (L-glucose and 3-0儡carbamoyl-D-mannose) and a peptide p缸t

(five amino acids, one amine) as BLM. But in its terminal amine moie旬， the 

spermidine derivative (As) is the m吋or component (1). Compared to PYM, the 

dimethyl sulfonium aminopropyl derivative (A2) and the agmatine derivative (B2) 缸e

them司or components ofBLM (2, 3). 

Earlier reports have shown that the therapeutic efficiency of BLM for treatment of 

malignant tumors is considered to be related to its ability to cause single- and double幽

strand DNA breaks in vitro (4, 5). Because PYM has the similar chemical structure to 

that of BLM, it would be significant to demonstrate the antitumor effect and action 

mechanism of PYM on cu1tivated tumor cells. Furthermore, the potential genetic 

toxici句r of PYM should be evaluated. On the other han忌， the epidermoid carcinoma is 

the most common malignant neoplasm of the oral cavi可 (6); therefore, the human oral 

epidermoid carcinoma cell line KB was used as target cells in this article. And then 

we used the cell growth curve, plating efficiency, DNA synthesis inhibition assay, and 

DNA strand break assay to detect the cytotoxic effect of PYM on cu1tured KB cells. In 

the meantime, the morphological variations of drug-treated cells were also observed 

by a phase-contrast microscope. 
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Materials and methods 

Cells and chemicals 

KB cells, human oral epidermoid carcinoma cellline (ATCC CCL-17; American Type 

Culture Collection, Rockville, MD) were cultivated in Dulbecco's Modified Eagle 

medium (DMEM; Gibco, Grand Island, NY), supplemented with 10% fetal bovine 

serum (Gibco) and antibiotics (100 U/ml penicillin, 100 p.g/ml streptomycin, 0.25 

p.g/ml fungizone) (Gibco). Cells were cultivated as monolayers in plastic culture 

flasks (Nunc, Denmark) at 37
0

Cin an incubator (Forma, U.S.A) perfused with a water

saturated 95% air-5% C02 mixture (growth conditions). 

Pingyangmycin hydrochloride was purchased 企om Hebei pharmaceutical factory 

(Tianj妞， China). A stock solution of PYM w部 prep缸ed (1 mg/ml PBS); appropriate 

concentrations were set up in Dulbecco's Modified Eagle medium. 

Cell growth curve 

Cultures of cells in the exponential phase were diluted in 企esh complete medium and 

seeded in 6-well plates (Falcon; Oxnard, CA) (1 05 cells/well). After 24 h incubation 

time, cells were treated with various concentrations of PYM (0.5, 1, 5，凹， 50 p.g/ml) 

for 24 h, then washed in phosphate-buffered saline (PBS) and added 企esh complete 

medium. The morphological variations of cells were observed under a Nikon phase翩

contrast microscope. After changing fresh medium, cells were immediately harvested 

by trypsinization; respectively in 24 h, 48 h, 72 h, they were counted in a 

hemocytometer. 
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Plating efficiency 

The abili句r to form colonies a立er PYM treatment was taken as a survival assay. Cells 

were collected by trypsinization and seeded in complete culture medium (250 

cells/cell culture dish, 60 mm in diameter). After treated with each PYM doses (0.5 , 1, 

5, 10 ]lg/ml) for 3 h and 24 h, cells were added 企esh medium and inc的ated for 7 days 

under growth conditions. Finally, cells were stained in 10% Giemsa solution and the 

numbers of colonies were counted. 

DNA synthesis inhibition assay 

Exponentially growing cells were diluted in complete medium and seeded in 24-well 

plates (l05 cells/well). Before seeded, the sterilized cover slips (Bellco, USA) were 

put into the plate. After treated with different doses of PYM (0.5, 1, 5, 10, 50 ]lg/ml) 

for 24 h, the fresh medium supplemented with 1 ]lCilml/well [methyl)H] thymidine 

(Amersham, UK) was added for 1 h. Then the radioactive medium was discarded and 

cells were treated with 40C 0.9% NaCl twice and fixed with 4
0

C 5% trichloroacetic 

acid solution (Sigma, St. Louis, MO, USA) 30 min three times. Finally, cells were 

washed with 4
0

C distilled water twice. The cover slips were taken up and put into the 

scintillation vials. Liquid scintillation cocktail (Du POl泣， USA) was adde位 to each vial 

an吐 3H activity was counted in a scintillation counter (Aloka LSC-900, Japau). 
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DNA strand break assay 

KB cells were plated 5 X 104 cells per well into 24-well plates. After ovemight 

attachment, cells were labeled with 0.2 pCi/ml/well [methyl)H] thymidine for 24 h. 

After labelling, the radioactive medium was discarded and the cells were treated with 

different doses of PYM (0.5 , 1, 5, 10, 50 pg/ml) for 24 h. Then the cells were 

harveste吐 with 的rpsin (Gibco) and placed in plastic tubes; adde社1.0 mllysis solution 

containing 2% SDS, 10 mM EDTA, 10 mM Tris and O.的 M NaOH on ice for 1 min. 

0.5 ml 0.12 M KCl was added and the tubes were immediately transferred to 的。c

water bath for 10 min. Finally, the tubes were cooled on ice for 5 min and centrifuged 

剖 3500 r.p.m. for 15 min at 4 0C. The supematant w的 decanted into a liquid 

scintillation vial and 1 ml 0.05 M HCl was added. The pellet was dissolved in 2 X 1 

ml 的。Cdistilled water, poured into a scintillation vial. Liquid scintillation cocktail 

was added to each vial and 3H activity was counted in a scintillation counter. 

Statistical analysis 

Three samples were made for each condition in this study and data were analyzed by 

Stude帥's t-test. Means and standard deviations were ca1culated. Probability values of 

p<O.的 were regarded as statistically significant. 
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Results 

Figure 1 presents a comparison ofthe effect of different concentrations ofPYM on the 

cell growth of KB cells. When treated with 5 ]1g/ml PYM, the cell growth was 

obviously inhibited (p < 0.05). Furthermore, the cells treated with high concentration 

of PYM (50 ]1g/ml) were all dead in this experiment (吐ata not shown). On the other 

han吐， phase-contrast microscope observations s油howe“往 the morphological variations of 

the d宙rug.舟ea前te吋dc倪ells (Fi迫g. 2). Some treated cells were greatly enlarged compared to 

the untreated cells but several shrunken cells which appear to be loosing their 

attachment were also noted (Fig. 2 B,C). Cells displayed the morphological changes 

were usually associated with degeneration and death. 

Clonogenic survival was studied in cells treated wi也 different doses of PYM. As 

it can be seen in Figure 3, PYM had a c1ear negative effect on colony-forming ability 

as compared to that of control cultures. Cells treated with PYM resulted in a dose

dependent dec1ine in the colony count. When cells treated with PYM for 3 h, the 

relative plating efficiency (%) was as follows: 0.5 ]1g/ml, 87.90%; 1 ]1g/ml, 80.38%; 

5]1g/ml, 53.59%; 10 ]1 g/ml , 39.15%. When cells treated with PYM for 24 h, the 

relative plating efficiency (%) was as follows; 0.5 ]1g/ml, 85.59%; 1 ]1g/ml, 61.53%; 5 

]1g/ml, 15.59%; 10 ]1g/ml, 0.67%. 

In DNA synthesis inhibition assay, we studied the effect of PYM on [methyl}H] 

thymidine ìncorporation on KB cells. Figure 4 shows th到 the different doses of PYM 

reduce the rates of 妞-thymidine incorporation (%) in a dose-dependent manner (0.5 

]1g/ml, 98 .48%; 1 ]1g/ml, 97.14%; 5μg/ml， 86.52%; 10 ]1 g/ml , 80.98% ; 50 ]1 g/ml , 

1l.33%). When the cells were treate吐 with 5 ]1g/ml of PYM, the synthesis of DNA 
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was significantly inhibited (P < 0.05). 

DNA strand breaks were detected by the DNA precipitation assay. When DNA 

strand breaks were created by chemicals, the amount of DNA released from the 

nuc1eoprotein ( supematant ) was compared to that sti1l attached to the protein 

( precipitate ) (7). Thus, the proportion of DNA remaining in the supematant was a 

measure of the amount of DNA damage. Figure 5 shows that treatment with 

increasing doses of PYM resulted in a dose-dependent decrease in the percentage of 

precipitated DNA as damage increase. When treated with 5pg/ml of PYM for 24 h on 

cultured KB cells, DNA damage can be induced (p < 0.05). 
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Discussion 

Our resu1ts show that the antitumor effect of PYM significant1y inhibit the cell growth 

and co1ony-forming abi1i句T of cu1tured KB cells. In addition, that 5pg/m1 of PYM 

significant1y reduced the rate of synthesis of DNA on cu1tured KB cells can a1so be 

demonstrated in our data. Some studies indicate that PYM has the simi1ar effects on 

mouse S-180, human HEP-2, and CHO cell 1ines (1 , 8). According to Umezawa et 

al.(2, 3), PYM has the same effect as BLM to b10ck DNA systhesis and cause cell 

death in vitro. On the other hand, the obviously morpho1ogica1 variations can be noted 

b句y the phase contrast microscopy observations between the drug-舟

contro1 group. As indicated by Wyllie et al. (9), cell death can be categorized as either 

necrosis or apoptosis. At a morpho1ogica1 1eve1, necrosis is associated with cell 

swelling, the rupture of cell membrane, and the disso1ution of an organized structure. 

In contrast, apoptosis is characterized by cell shrinkage and chromatin. Therefore, the 

possibi1i可 that PYM may induce a form of prograrnmed cell death cannot be excluded 

in our study. For further info口nation， the 妞-situ DNA 企agmentation assay cou1d be 

used to see if DNA fragmentation 10calized to a 1arger，的crotic type of cell or a 

shrunken, putative apoptotic cell (1 0). 

DNA precipitation assay provides a simp1e method for measuring DNA strand 

breaks and the advantages of this assay such as speed, cost, sensitivity which are 

betler than other used assays (7). This assay for 出tecting DNA damage and repair has 

proved it usefu1 in screening agents for potentia1 genotoxicity (7, 11). In our study, 

when treated with 5pg/ml ofPYM for 24 h on cu1tured KB cells, DNA damage can be 

induced (p < 0.05). Therefore, the action mechanism of PYM cou1d be considered to 
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be linked to its ability to cause DNA strand breaks in vitro. Previously reports have 

shown that BLM-induced cell killing is due to DNA strand cleavage, and the resulting 

loss of chromosome fragments (4, 5, 12, 13). Thus, PYM has the similar action 

mechanism to that of BLM. However, it is considered that the antitumor activity or 

toxici句r of PYM would be different to that of BLM because of the different terminal 

amine moiety (8, 14-17). Lapi and Cohen have reported that the spermidine derivative 

(As) is more toxic to cultured cells than the dimethyl sulfonium 缸ninopropyl

derivative (A2) or the agmatine derivative (B2) (1 8). Whether the therapeutic 

efficiency ofPYM is better than BLM or not, more clinical researches are needed. 

Recently, because of the fairly extensive use of BLM in clinical chemotherapy, its 

genetic toxicity has considerable an，吐 practical significance. Some studies havebeen 

reported on bleomycin-induced mutagenesis on cultured mammalian cells (1 9-21). 

Furthermore, a few data on carcinogenic effects in hu..'1lans are available, since most 

tumors commonly treated with BLM are associated with high morbidity (22, 23). Thus, 

that BLM is at most a weak carcinogen in humans can be considered (1 2, 13). On the 

contrary歹 there is no evidence to verify that PYM will induce mutagenesis on cultured 

mammalian cells. However, the action mechanism of PYM to induce DNA strand 

breaks in vitro is similar to that of BLM, so we affirm that the genetic toxici句r of 

PYM should be noted when the cancer patients are treated with PYM in clinica1 

chemotherapy. 

In summa可， it has been shown that pingyangmycin has a cytocidal activi句r against 

cultivated tumor cells (KB cells). The action mechanism of pingyangmycin is due to 

its abili穹的 induce DNA strand breaks in vitro. 
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