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拉曼光谱研究复方鹿仙草颗粒对 SMMC�7721肝癌细胞的作用
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摘 � 要 � 应用拉曼光谱研究了不同浓度的鹿仙草溶液与肝癌细胞 SMMC�7721 的相互作用, 通过对药物作

用前后细胞的光谱变化进行分析, 从而为阐明鹿仙草与肝癌细胞的作用方式提供重要的依据。拉曼光谱显

示, 加入鹿仙草后, 细胞的许多峰都发生了变化。归属于磷酸骨架振动的 785和 1 092 cm- 1的两个峰强度下

降, 对应碱基 A 和 G的峰 1 312 和 1 585 cm- 1等也有不同程度的降低, 表明鹿仙草可能插入 DNA 碱基对之

间, 使 DNA 复制受到抑制, 导致细胞 DNA 含量下降, 而且会引起 DNA 单、双链的断裂。同时, 研究还发

现属于蛋白质的振动峰( 1 005, 1 360, 1 656 cm- 1 )强度也有不同程度下降, 说明蛋白质二级结构以及侧链

氨基酸的环境均发生了改变。此外, 鹿仙草对细胞的作用效果随浓度增加逐步增强。
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引 � 言

� � 复方鹿仙草颗粒是从古老的�包块方 到黄氏抗癌粉、仙
九冲剂、斯库等黄氏系列抗癌药物中筛选出来的配伍最佳、

疗效最好的治疗原发性肝癌的新药, 属纯天然植物药。其主

要成分是鹿仙草。鹿仙草 ( Balanophora S imoensis S� Y�

Chang et T am)系蛇菰科蛇菰属植物。药效研究发现灌服复

方鹿仙草颗粒对裸鼠人肝癌 SMMC�7721 的生长有明显抑制
作用, 在组织病理形态上, 也可观察到给药组肿瘤细胞的变

形、坏死, 细胞内出现空泡样变和巨核细胞、炎细胞浸润。

研究抗癌药物与肿瘤细胞相互作用的方法很多, 如:

MTT 法、荧光显微镜、电子显微镜、流式细胞仪等[1�3]。但

这些传统的生物学方法都只能观测到宏观上药物对细胞的作

用效果, 如细胞抑制率、形态变化, 并不能从分子学的角度

判断出药物与细胞结合方式和位点, 以及作用后对细胞内大

分子会产生怎样的影响。拉曼光谱是一种分子振动光谱, 它

能够识别和区分不同的物质结构, 当物质的种类、数量、结

构、构象及存在状态发生改变的时候, 在拉曼光谱上会显示

出相应的光谱强度或频率的变化, 因此成为研究物质分子结

构及变化的重要手段。拉曼光谱技术在测量生物分子时, 具

有结构信息量大、操作方便等优点, 而且水对拉曼光谱影响

很小。随着光谱学及激光技术的发展, 拉曼越来越广泛地用

于蛋白质、核酸等生物大分子的结构研究以及与其它物质的

相互作用上, 并且开始深入地研究细胞和组织等更复杂的体

系[ 4�8]。本文通过对细胞拉曼光谱变化进行分析, 观察鹿仙

草溶液和肝癌细胞的相互作用, 从而为阐明中药鹿仙草与肝

癌细胞的作用方式提供重要的参考价值。

1 � 材料和方法

1� 1 � 材料和仪器

SMMC�7721细胞购于上海午立生物技术有限公司, 复

方鹿仙草颗粒系云南黄家医圈制药有限公司产品, 实验所用

仪器是法国 Jobin Yvon T 64000 型共焦显微拉曼光谱仪。

1� 2 � 细胞培养及处理

取 5 组处于对数生长期的细胞, 1 组为对照组, 其余 4

组分别加入不同剂量鹿仙草于培养液中, 使培养液中鹿仙草

终浓度依次为 0� 1, 0� 2, 0� 5, 1� 0 mg! mL - 1 , 培养 24 h 后

将细胞消化下来, 离心弃上清 , 加入 PBS 缓冲液 4 mL 吹散

成细胞悬液, 再离心, 重复 2 次, 以消除培养液影响 , 将离

心后的细胞悬浮在少量缓冲液中, 滴在玻璃盖玻片上进行拉

曼光谱测量。

1� 3 � 拉曼光谱



拉曼光谱测量用 T64000 型共焦显微拉曼光谱仪, 使用

液氮冷却的 CCD 作为探测器, 氪�氩离子激光器作为光源,

配备一台光学显微镜。实验条件如下: 激发光波长 514� 5
nm, 功率 80 mW; 测量时间 100 s, 2 次累加, 扫描范围为

700~ 1 800 cm- 1。所得光谱用五次多项式扣除荧光本底后并

光滑, 以位于 1 450 cm- 1位置拉曼峰( C ∀ H 变形振动峰)强

度归一化[9] , 最后把所得光谱统计取平均值以减少实验误

差。

2 � 结果和讨论

� � 图 1为实验所得的SMM C�7721肝癌细胞的拉曼光谱, a

为空白组, b, c, d, e 为鹿仙草作用 24 h 后细胞的拉曼谱,

药物浓度分别为 0� 1, 0� 2, 0� 5, 1� 0 mg ! mL - 1。图 2 为加

药组与空白组光谱的差谱。图 3 描绘了细胞主要拉曼峰的强

度随药物浓度变化的曲线。拉曼谱主要谱峰的指认如表 1 所

示[10�13]。

Fig� 1� Raman spectra of SMMC�7721 liver cancer cells reac�
ting with luxiancao at the different concentrations

a: 0; b: 0� 1; c: 0� 2; d: 0� 5; e : 1� 0 mg ! mL- 1

� � 从图中可以明显看出鹿仙草作用后细胞的拉曼谱与空白
组相比有了较大的变化, 785, 1 092, 1 174, 1 312, 1 585,

1 656 cm- 1等峰强度都有不同程度的下降, 且随药物浓度的

增大下降趋势更明显。由于拉曼谱线的强度与散射中心的数

Fig� 2 � Difference spectra of cells reacting

with luxiancao and blank cells

Concent rat ion of luxiancao is a: 0� 1; b: 0� 2;

c: 0� 5, d : 1� 0 mg ! mL- 1

目成正比, 谱线强度的变化即意味着散射中心数目的变化,

谱线强度降低说明散射中心的数目减少, 相应谱线所属的基

团和化学键受到了损伤[ 14, 15]。

Table 1� Peak assignments for the SMMC�7721
Raman spectrum

峰位

/ cm- 1

指认

DNA 蛋白质

785 O ∀ P ∀ O st r� ; U, C, T ring br�

1 004 Sym� ring br� P he

1 092 PO-
2 str�

1 126 C ∀ N str�

1 174 C ∀ H in�plane bend T yr

1 312 A CH def�

1 339 A, G CH def�

1 360 T rp

1 450 CH def�

1 585 G, A

1 619 C C T y r, T rp

1 656 Amide# �helix

� � DNA 是很多抗癌药物作用的重要靶点, 它的拉曼峰主

要来自于磷酸骨架基团和 DNA 各种碱基的振动。1 092

cm- 1处的峰归属于 DNA 骨架中磷酸离子 PO-
2 的对称伸缩

振动峰, 它对构象变化不灵敏[13]。实验结果显示, 加入药物

后1 092 cm- 1峰强度明显降低, 下降幅度保持在 12% ~ 20%

之间, 随浓度增加降幅变化不大。这个峰的强度已经可以作

为一种判断 DNA 含量的标准[ 9]。在癌变过程中, 细胞无限

增殖, DNA 大量复制, 导致细胞中的 DNA 含量增加, 而该

峰强度减小表明加入药物后 DNA 含量减小, DNA 复制被抑

制。785 cm- 1对应 DNA 磷酸二酯( O ∀ P ∀ O)对称伸缩振动,

它对构象变化灵敏, 当 DNA 呈无序状态时它会位移到 790

cm- 1附近[ 13] , 而磷酸二酯的损伤则会引起 DNA 单、双链的

断裂[ 14�17]。从图 2和图 3可以看出, 加入药物后 785 cm- 1的

峰位并未发生位移, 但强度有所下降, 药物浓度为 0� 1 和

0� 2 mg! mL - 1时强度变化不大, 浓度进一步增大时强度下

降 20% , 浓度为 1� 0 mg! mL - 1降幅增大到 30%。这说明低

浓度药物对磷酸二酯影响不大, 当药物浓度高于 0� 5 mg !
mL - 1时会影响磷酸二酯振动, 进而可能造成 DNA 单、双链

的断裂。此外, DNA碱基的谱线在加入药物后发生了很大的

变化, 加入药物后归属于鸟嘌呤 G、腺嘌呤 A 振动的谱线

1 312, 1 339, 1 585 cm- 1有明显下降, 且随药物浓度增加降

幅逐步增加。对于 1 312 cm- 1 , 当药物浓度为 0� 1 和 0� 2 mg

! mL - 1时强度下降 10% 左右, 浓度增至 0� 5 mg ! mL- 1时

强度下降将近 20% , 浓度为 1� 0 mg! mL - 1降幅达 30%。而

1 339和1 585 cm- 1 , 在药物浓度低于 0� 5 mg! mL- 1时, 降

幅分别为 4% ~ 6%和 16% ~ 19% ; 当浓度增大到 1� 0 mg !

mL - 1时降幅增大, 分别为 26%和 32%。过去研究已经证实

药物分子是通过插入、沟槽键联、共价键联三种基本方式与

DNA 相作用, 药物与 DNA 的插入作用会引起拉曼光谱的减

色性, 即谱峰强度的下降[ 18]。实验结果所示的碱基拉曼峰的
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Fig� 3 � Raman bands of cells varied with the increase in luxiancao concentration

大幅度下降, 说明药物可能插入到 DNA 碱基对之间, 从而

影响 DNA 复制。

� � 蛋白质的拉曼谱峰可以得到关于其主链构象、二级结构
和侧链氨基酸构象变化的信息。酰胺 #带拉曼峰位于 1 656

cm- 1 , 归属为�螺旋结构, 表明细胞蛋白质以 �螺旋结构为

主。�螺旋结构的另一个判据是 900~ 945 cm- 1附近的骨架

C ∀ C 伸缩振动的谱线, 它是构象灵敏的, �折叠在此区域无

谱线[ 13]。从图 1 可以看到在 938 cm- 1处有谱峰, 与上述判断
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相符。从图 2 和图 3 可以看出, 加入药物后 1 656 cm- 1峰强

度下降, 浓度低时降幅不大, 仅有 2% ~ 6% , 浓度增大到

1� 0 mg ! mL- 1时下降 13%。1 656 cm- 1拉曼峰的强度与细

胞�螺旋结构的含量相关, 峰强度下降说明药物作用使得蛋

白质二级结构中�螺旋结构比例有所下降, 但是药物浓度低

时影响不大, 浓度达到 1� 0 mg ! mL- 1时药物作用显著。

1 004 cm- 1归属于苯丙氨酸 Phe单基取代苯环的振动, 1 174

cm- 1归属于酪氨酸 Ty r C ∀ H 平面内弯曲振动模式, 这两个

峰在药物作用后都有明显下降。1 004 cm- 1强度在药物浓度

为 0� 1 mg ! mL- 1时降幅达 15% , 0� 2 mg ! mL - 1时强度又

有所回升, 0� 5 mg ! mL - 1时下降了 15% 左右, 1� 0 mg !
mL- 1时降幅达27% ; 1 174 cm- 1加入药物后变化很大, 随浓

度增大降幅依次增大, 从 25%到 30% , 最大达 45%。这表明

药物作用使得苯丙氨酸及酪氨酸的环境乃至含量都发生了变

化。1 360 cm- 1属于色氨酸吲哚环的振动, 该谱线对于环境

和聚集状态的改变是敏感的, 它的存在表明色氨酸残基的吲

哚环处于� 埋藏式 [13]。图 1 显示, 肝癌细胞拉曼谱 1 360

cm- 1处有一肩峰 , 而药物作用后, 该峰逐渐减弱最后消失,

说明药物作用使细胞色氨酸残基逐步� 暴露 出来。此外, 归

属于色氨酸的 C C 振动的 1 619 cm- 1也略有下降。

由此可见, 1 312, 1 585, 1 174, 1 004 cm- 1即碱基和蛋

白质侧链氨基酸的拉曼峰对药物很敏感, 药物浓度很低时拉

曼谱就有变化, 而归属于磷酸骨架和蛋白质二级结构的 785,

1 656 cm- 1在药物浓度低时变化不大, 浓度高时才有明显变

化, 1 656 cm- 1最大降幅也只有 13% , 而蛋白质中氨基酸以

及 DNA对应的各峰下降幅度很大。这些结果表明药物作用

对细胞内 DNA 及氨基酸影响较大, 而对蛋白质二级结构变

化影响不大, 药物对细胞的作用效果随药物浓度增加逐步增

强, 只有在浓度高时 DNA 链可能断裂, 使蛋白质二级结构

变化明显。

3 � 结 � 论

� � 用拉曼光谱研究了中成药复方鹿仙草颗粒与肝癌细胞的
相互作用。根据光谱分析推断得知: ( 1)药物作用使得 DNA

链发生断裂, DNA 含量下降, 但 DNA 构象并未发生反应,

药物可能插入到碱基对之间, 使 DNA 复制受到抑制 , 从而

可能诱导细胞的凋亡。( 2) 药物作用使得细胞内蛋白质侧链

的氨基酸环境改变很大, 而蛋白质二级结构变化不大, �螺

旋结构比例略有下降。( 3) 药物作用效果随药物浓度的增大

而增加。综上所述, 鹿仙草可以与肝癌细胞内的 DNA、蛋白

质相作用, 从而诱导肝癌细胞凋亡, 但是药物与细胞具体结

合位点及方式还有待进一步研究。拉曼谱作为一种分子振动

光谱, 可以成为药理研究的工具, 具有方便、快捷的优点,

结合其他的研究方法可以在药物筛选和药理研究中发挥重要

的作用。
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Raman Spectroscopic Investigation on the Interactions between Liver

Cancer Cells ( SMMC�7721) and Fufang Luxiancao Particles

ZHANG Jin�yan, GUO Jian�yu, CAI Wei�y ing, SUN Zhen�rong *

Sat e Key Labor ator y of Precision Spectro scopy and Depertment of Phy sics, East China Normal Univ ersity , Shanghai� 200062,

China

Abstract� Lux iancao is a new medicine fo r liver cancer , and is pur ely natural bo tanical. It has good curative effects and few side

effects. The curat ive mechanism o f Lux iancao is unknow n. In t he present paper, the autho rs used a 514� 5 nm laser to measure

the changes in the Raman spectrum of liver cancer cells ( SMMC�7721) tr eated by Lux iancao at differ ent concentr ations. The

study can help us know mo re about the mechanism, efficiency and side effects o f Luxiancao. The results show that significant

changes w ere observed in the cells∃ Raman spectr a after reacting w ith Lux iancao. T he intensities at 785 and 1 092 cm- 1 , co rre�
sponding to DNA phosphate backbone vibr ation, were r educed; and the Raman bands for the bases A and G at 1 312 and 1 585

cm- 1 also decreased, indicating that Lux iancao may be inser ted in DNA bases and influence the DNA replicat ions, resulting in

the r eduction in DNA content and breaking of t he DNA st rands. Besides, t he intensity o f 1 360 cm- 1 , belong ing t o T rp, de�

cr eased gr adually and disappear ed in the end, indicating the T rp of cancer cells began to be exposed w hen adding in Luxiancao.

The bands at 1 004 cm- 1 fo r Phe and 1 656 cm- 1 fo r pro teins ��helix a lso decreased, suggesting that there w ere changes in the

st ruct ur e of prot ein and circumstance of amino acid. Mo reover, the effect s on cancer cells w ere enhanced gr adually w ith the

HCPT concentrat ion increasing. Since a Raman spectrum is a chemical fingerprint o f a sample, the different concent ration de�

pendent changes in the Raman spect ra of individual cells due to reacting w ith Lux iancao can overcome the limit ations o f other de�
tection sy stems used fo r quantitative and qualitative ana lysis o f the drug .

Keywords� Raman spectr oscopy; Lux iancao ; L iver cancer cells
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