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博落回抗肿瘤作用及诱导人体端粒 DNA 形成 G-四链体分子机制研究 
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摘  要：目的  从博落回的 2 个主要活性成分血根碱（San）和白屈菜红碱（Che）入手研究博落回的抗肿瘤作用分子机制。

方法  采用 MTT 法测定 San 与 Che 对 3 种肿瘤细胞（肺癌细胞 A-549、结肠癌细胞 HCT-8、肝癌细胞 Bel-7402）的 IC50值，

从而确定这两种成分是否为博落回的抗肿瘤活性成分；采用 UV-vis、FL、CD 法研究 San 和 Che 与人体端粒 DNA（HT4）
的相互作用。结果  San 与 Che 对肿瘤细胞有不同能力的杀伤作用，说明该 2 种成分是博落回的抗肿瘤活性成分；San 和 Che
能够与 HT4 相互作用，可以得出 San 与 HT4 的结合常数为 5×108，并能诱导单链 HT4 完全形成反平行结构，而 Che 与 HT4
的结合常数为 930，并能诱导单链 HT4 部分形成反平行结构。结论  博落回含有的 2 种活性成分 San 和 Che 具有诱导人体

端粒 DNA 形成 G-四链体结构的能力，从而抑制端粒酶活性，达到抑制肿瘤细胞增殖的目的，这可能是博落回抗肿瘤的分子

机制之一。 
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Antitumor effect of Macleaya cordata and its molecular mechanism on inducement 
of human telomeric DNA to form G-quadruplex 
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Abstract: Objective  To study the antitumor molecular mechanism started on sanguinarine (San) and chelerythrine (Che) from 
Macleaya cordata. Methods  Determining the IC50 values of San and Che against A-549, HCT-8, and Bel-7402 cell lines by using 
MTT to clarify whether these two alkaloids are the active components in M. cordata; studying the interaction between human telomeric 
DNA and two alkaloids respectively by using UV-Vis, FL, and CD methods. Results  San and Che are the active antitumor 
components of M. cordata; San could induce HT4 to form antiparallel G-quadruplex completely with Ka of 5×108 and Che could 
induce HT4 to form antiparallel G-quadruplex partially with Ka of 930. Conclusion  One of the antitumor molecular mechanisms of 
M. cordata is that the two active components could induce human telomeric DNA to form G-quadruplex.  
Key words: Macleaya cordata (Willd.) R. Br.; sanguinarine (San); chelerythrine (Che); antitumor; telomere; G-quadruplex 
 

恶性肿瘤是危害人类健康和生命的重大疾病。

端粒 DNA、G-四链体结构的发现以及现代分子生物

学技术对其生理功能的揭示，一方面为快速、高效

地寻找抗肿瘤药物提供了一个新的特定靶点，另一

方面为揭示抗肿瘤药的分子机制提供了新的契机[1]。 
博落回 Macleaya cordata (Willd.) R. Br. 为罂粟科博

落回属植物，多年生高大草本，主要生长于丘陵或

低山林的灌丛或草丛中，分布在我国的贵州、广东、

广西、福建等省份。博落回始载于《本草拾遗》，其

中记录了博落回的分布、形态特征、毒性及药用价

值等。现代研究表明，博落回提取物具有强抗癌作

用，对人肝癌、膀胱癌等多种癌细胞生长有抑制作

用。博落回的活性成分主要为血根碱（sanguinarine，
San）、白屈菜红碱（chelerythrine，Che）、原阿片碱、

α-别隐品碱等多种异喹啉生物碱[2-4]，其中以 San 和

Che 的量最高。 
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从中草药中寻找活性成分并揭示其分子机制一

直是国内外研究的热点和难点。本研究基于博落回

的抗肿瘤作用，对其含量最高的两种生物碱进行研

究。通过 San/Che 对人体端粒的诱导作用的系统研

究，从结构化学生物学角度阐明了一种新的博落回

抗肿瘤作用的机制，为博落回的临床应用提供参考。 
1  材料 
1.1  肿瘤细胞株   

肿瘤细胞株 A-549、HCT-8、Bel-7402 由协和

医科大学惠赠。将 A-549、HCT-8、Bel-7402 细胞

分别接种于培养瓶中，加入含有 10%胎牛血清、100 
U/mL 青霉素、100 μg/mL 链霉素的 DMEM 培养液

中，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养。当细胞覆

盖率达 80%左右时，用 0.25%胰蛋白酶消化、传代。 
1.2  DNA 
    人体端粒 DNA d（TTAGGG）4 序列（HT4）由

上海生工生物工程有限公司提供。 
1.3  药品 
    San 和 Che（质量分数≥98%）由成都思科华公

司提供，溶解于二甲基亚砜（DMSO）中。 
2  方法 
2.1  细胞培养 

  将细胞接种于细胞培养瓶中，培养基为 RPMI 
1640（含 10%胎牛血清、青霉素 100 U/mL、链霉素

100 μg/mL），置于 37 ℃、5% CO2 培养箱，相对饱

和湿度的条件下培养。在细胞长满后，在培养瓶内

加 0.25%胰酶，37 ℃消化 3～5 min，1︰3 传代，

置 37 ℃、5% CO2 培养箱，相对饱和湿度的条件下

继续培养；隔日换液，3～5 d 长满。 
2.2  MTT 法检测细胞增殖 
    取对数生长的 A-549、HCT-8、Bel-7402 细胞，

用 0.25%胰蛋白酶消化，配成 2.0×104/mL 细胞悬

液，再将其接种至 96 孔培养板中，每孔 200 μL，
于 37 ℃、5% CO2 培养箱内培养 24 h；待细胞完全

贴壁后，实验组每孔加入含不同质量浓度（5、0.5、
0.05、0.005 μg/mL）药物的 RPMI 1640 培养液 200 
μL，对照组加入含等体积溶剂的 RPMI 1640 培养液

200 μL；各设 3 个平行孔，培养 72 h 后各孔分别加

入 5 g/L MTT 溶液 20 μL，再培养 4 h 后，倾去各孔

培养液，各孔加入 200 μL DMSO，15 min 后用酶标

仪在 490 nm 下测定各孔吸光度（A）值。计算药物

对细胞的抑制率。 
抑制率＝1－实验组 A 值/对照组 A 值 

2.3  药物与人体端粒 DNA 相互作用 
将 HT4 用 Tris-HCl 缓冲液（ 10 mmol/L 

Tris-HCl、1 mmol/L EDTA，pH 7.4）配成 100 μmol/L
储备液。将San和Che用同样方法配制成100 μmol/L
储备液。取 HT4 储备液用 Tris-HCl 缓冲液稀释，并

分别加入 San 和 Che 对照品，配成 2 mL 样品，使

样品溶液中 HT4 与 San/Che 对照品成特定的浓度

比。采用紫外光谱仪（UV—1601PC）和圆二色谱仪

（JASCO J—815）测定样品的紫外光谱和圆二色谱。

另配制 2 mL 样品，使样品溶液中 HT4 与 San 或 Che
成特定的浓度比。采用荧光光谱仪（F—4500）测定

荧光光谱。 
3  结果 
3.1  体外抗肿瘤作用 

细胞毒性实验结果（表 1）表明，San 对 3 种肿

瘤细胞的 IC50 值均小于阳性对照药 5-FU，Che 对 3
种肿瘤细胞的 IC50 值各有不同，其中对结肠癌细胞

HCT-8 的 IC50 值与 5-FU 相当。说明博落回的主要

成分 San 与 Che 对肿瘤细胞有不同的杀伤作用。 

表 1  San 与 Che 对肿瘤细胞的 IC50值 ( 3=± n , sx ) 
Table 1  IC50 values of San and Che to tumor cells 

( 3=± n , sx ) 

IC50/(µg·mL−1) 
药 物 

A-549 HCT-8 Bel-7402 
San 0.530±0.071 0.520±0.008 0.340±0.030
Che 1.940±0.244 0.830±0.054 0.740±0.031
5-FU 1.220±0.187 0.890±0.024 0.330±0.029

3.2  对人体端粒 DNA 的诱导作用 
3.2.1  紫外-可见光谱（Ultraviolet-visible absorption 
spectra，UV-vis）  人体端粒 DNA（HT4）对 San
与 Che 滴定实验的吸收光谱表明，在 HT4 没有吸收

信号的 300～600 nm光区，HT4 的加入使 San 在 325 
nm 与 470 nm 附近的吸收值减弱并红移，525 nm 附

近的吸收值增强（图 1）；使 Che 在 320 nm 附近的

吸收值减弱并红移，340 nm 附近的吸收值减弱并蓝

移，360 nm 附近的吸收增强（图 2），说明 San 和

Che 均与 HT4 有相互作用。 
3.2.2  荧光光谱（Fluorescence spectra，FL）  HT4
对 San 与 Che 滴定实验的荧光光谱（图 3、4）表明，

HT4 可以淬灭 San 与 Che 的荧光，证实了 San 和

Che 均与 HT4 有相互作用。通过 Logarithmic 曲线，

lg(F0－F)/F＝lgKa＋nlg[Q],分别计算 San 和 Che 与
HT4 的结合常数（Ka），可以得出 San 与 HT4 的 Ka
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为 5×108，而 Che 与 HT4 的 Ka 为 930。 
3.2.3  圆二色谱（Circular dichroism，CD）  San
与 Che 对 HT4 滴定实验的圆二色谱（图 5、6）表 

 

HT4  0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0 μmol·L−1 

图 1  系列浓度 HT4 对 San（20 μmol/L）UV-vis 光谱的影响 
Fig. 1  Effect of HT4 at different concentrations 

on UV-vis spectrum of San (20 μmol/L) 

 
HT4  0.05、0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 μmol·L−1 

图 2  系列浓度 HT4 对 Che（20 μmol/L）UV-vis 光谱的影响 
Fig. 2  Effect of HT4 at different concentrations 

on UV-vis spectrum of Che (20 μmol/L) 

 
HT4  10、30、50、70、100、120、150、200 μmol·L−1 

图 3  系列浓度 HT4 对 San（16 μmol/L）的荧光淬灭 
Fig. 3  Fluorescence quenching spectrum of HT4 at different 

concentrations on San (16 μmol/L)  

 
HT4  0.1、0.3、0.4、0.6、0.8 μmol·L−1 

图 4  系列浓度 HT4 对 Che（140 μmol/L）的荧光淬灭 
Fig. 4  Fluorescence quenching spectrum of HT4 at different  

concentrations on Che (140 μmol/L) 
 

 
San 2、4、8、12、16、24、32、40、48、56 μmol·L−1 

图 5  系列浓度 San 诱导 HT4（4 μmol/L）的圆二色谱图 
Fig. 5  CD spectrum of HT4 (4 μmol/L) induced 

by San at different concentrations 

明，San 的加入使单链 HT4 的 CD 信号（256 nm）

减弱，使反平行 G4 的信号（290 nm）增强，滴定

结果使单链 HT4 的 CD 信号完全消失而转变为反平

行 G4 的信号，说明 San 能够诱导单链 DNA 形成完

全的反平行 G4 结构；Che 的加入同样使单链 HT4
的 CD 信号减弱，使反平行 G4 的信号增强，但 Che
不能如 San 一样使单链 DNA 完全形成反平行结构，

只能诱导部分单链 DNA 形成反平行结构。根据 San
与 Che 对 HT4 滴定实验结果，通过作图，分析比较

San 与 Che 单链 HT4 的 CD 信号与反平行 G4 的 CD
信号的变化（图 7），可以得出 San 对单链 HT4 的

诱导能力远大于 Che 的诱导能力。 
4  讨论 

1962 年，G-四链体结构首次被发现[5]，直到 20
世纪 90 年代，伴随着端粒 DNA 结构的研究及端粒 
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Che 2、4、8、12、16、24、32 μmol·L−1 

图 6  系列浓度 Che 诱导 HT4（4 μmol/L）的圆二色谱图 
Fig. 6  CD spectrum of HT4 (4 μmol/L) induced 

by Che at different concentrations 

 
图 7  不同浓度 San 与 Che 诱导 HT4（4 μmol/L）能力比较 
Fig. 7  Comparison of ability of San and Che at different 

concentrations to induce HT4 (4 μmol/L) 

酶活性与癌症关系的发现[6]，对 DNA G-四链体结构

与功能的研究引起了人们极大的兴趣[7]。所谓 G-四链

体结构，是指富含鸟嘌呤（G）的 DNA 单链在一价

阳离子（如 K+和 Na+）的诱导下通过 G 碱基间

Hoogsteen 氢键形成 G-四集体（如图 8 所示），并进

一步堆积形成四链体结构[8]。大量研究表明，DNA 
G-四链体的出现与许多重要的生理过程密切相关。

在人体内大约有 37 万可以形成 DNA G-四链体的基

因序列[9]，它们位于双链 DNA 的延伸区域[10]，特别

是在人体端粒末端和癌基因启动区域，在一定条件

下就可以折叠形成 G-四链体[11]。而 G-四链体的形

成与其相关基因表达水平密切相关，而且具有不同

功能的蛋白（例如核酸酶、解旋酶、溶解酶）与 G-
四链体也存在着特殊的相互作用[12]。尤为重要的

是，G-四链体的形成选择性地引发了与整个癌细胞

密切相关的很多生理功能的紊乱。特别是端粒末端

DNA G-四链体的形成，不仅阻止了端粒酶对端粒 

 

图 8  G 碱基间 Hoogsteen 氢键形成 G-四集体（A）、4 条 
      G 丰富 DNA 单链形成的分子间 G-四链体（B）、双 

    分子型 G-四链体（C）和分子内 G-四链体（D） 
Fig. 8  G-tetrad structure (A), tetrameric-type intermolecular  

G-quadruplex (B), hairpin dimer intermolecular  
G-quadruplex (C), and basket-type intramolecular  
G-quadruplex (D) of hydrogen bond among bases 

DNA 的识别而抑制了端粒酶活性的表达，从而达

到促进肿瘤细胞死亡的作用；而且也阻碍了与端粒

相关的蛋白质对其靶分子的正常识别，从而大大地

增加了基因组的不稳定性[13]。端粒 DNA 以及 G-四
链体结构这个新的特定靶点的发现，为揭示抗肿瘤

药的分子机制，尤其是中药抗肿瘤机制提供了新的

契机。光谱分析是研究药物小分子与 DNA 相互作

用的重要手段[14]。本研究采用 3 种光谱手段研究了

博落回的 2 种主要生物碱 San 和 Che 与单链人体端

粒 DNA（HT4）的相互作用。根据 San 和 Che 特定

的紫外吸收光谱，利用 HT4 没有吸收的 300～600 
nm 波段，可以初步确定小分子与 HT4 能够发生相

互作用。根据 San 和 Che 的荧光光谱，以及 HT4
没有荧光却能够淬灭 San 和 Che 荧光的性质，可以

进一步确证 San 和 Che 能够与 HT4 相互作用，并且

能够计算出其相互作用的结合常数。圆二色谱是研

究分子结构不对称性的方法，可以简便快捷获得生

物大分子在溶液状态下的二级结构，是非常成熟的

测定溶液中生物大分子构象的方法。本实验根据

DNA 不同构型独特的 CD 信号变化（单链 DNA 的

 
 A 

B                C                D 

0     5     10     15    20    25    30

[θ
]/[
×

10
−6

 (°
)·c

m
2 ·m

ol
−1

] 

San 或 Che 与 HT4 浓度比 

HT4＋Che  255 nm
HT4＋San  257 nm
HT4＋Che  255 nm
HT4＋San  257 nm

0.6 

 

0.4 

 

0.2 

 

0.0 

300                   400 

[θ
]/[
×

10
−6

 (°
)·c

m
2 ·m

ol
−1

] 

λ / nm 

0.6 

 

0.3 

 

0.0 

 

−0.3 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 42 卷 第 4 期 2011 年 4 月 

 

•742• 

CD 信号为 256 nm，平行结构 G-四链体的 CD 信号

为 270 nm，而反平行结构 G-四链体的 CD 信号为

290 nm），从而研究 HT4 的构型变化，实验结果表

明，San 能诱导单链 HT4 完全形成反平行结构，而

Che 能诱导单链 HT4 部分形成反平行结构。因此基

本可以得出博落回抗肿瘤的分子机制之一为博落回

的两种活性成分具有诱导人体端粒 DNA 形成 G-四
链体结构的能力，从而抑制端粒酶活性，起到抑制

肿瘤细胞增殖的作用。 
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