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摘　要：采用单细胞凝胶电泳法检测 Rabdosin B 在细胞体系下对人肝癌细胞 HepG2DNA 的损伤作用�运用紫外光
谱、圆二色谱和琼脂糖凝胶电泳法检测该化合物在非细胞体系下对小牛胸腺 DNA 空间结构的影响．结果表明�6～15
μmol·L—1 Rabdosin B 处理 HepG2细胞24h 和48h 后�细胞 DNA 损伤率与对照组相比其差异极显著�并呈时间及浓
度依赖性．在非细胞体系下�较低浓度（1～50μmol·L—1）Rabdosin B 对小牛胸腺 DNA 有一定的损伤作用�表现为嵌
插和解旋；而较高浓度（10～25mmol·L—1）的 Rabdosin B 对 pBR322DNA 有较强的切割作用．二萜化合物 Rabdosin B
对人肝癌细胞 HepG2DNA 的损伤作用极可能是抑制 HepG2细胞生长和启动细胞凋亡程序的直接诱因．
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Study of the DNA damage induced by Rabdosin B
（an ent-kuarene diterpenoid）in cell system and cel-l f ree system
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Abstract： Single cell gel elect rophoresis is used to study the effect of Rabosin B on DNA damage in the cell
system of human liver cancer cells HepG2．Meanwhile�the ulat ra violet spectra�circular dichroism
spectra and agarose gel elect rophoresis are used to detect the direct actions between the diterpenoid and the
calf thymus DNA in cel-l f ree system．The results show that the DNA damage increased in a time and dose-
dependent manners af ter t reatment of Rabdosin B（6-15μmol·L—1） for24h and48h．The certain degree
DNA damage could be induced by Rabdosin B at low concentration（1～50μmol·L—1） on calf thymus DNA
in the manners of intercalative and unwinding；at the high concentration （10～25mmol·L—1）�Rabdosin
B could cleave pBR322DNA effectively．The DNA damage induce by Rabdosin B in HepG2cells is mostly
the direct motivation of the cell proliferation inhibition and apoptosis．
Key words： ent-kaurane diterpene；Rabdosin B；intercalative；unwinding；DNA damage

　　癌症严重威胁着人类健康．药物治疗在恶性肿
瘤的三大疗法中占有重要地位�近年来取得了长足

进步．植物来源的抗癌药物的发现及抗癌机理的研
究一直是最活跃的研究领域之一．目前�多种抗肿
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瘤天然药物已用于临床治疗［1］．萜类化合物�尤
其是某些二萜化合物以其较强的抗癌活性越来越受

到研究者们的关注［2］．
唇形科（Labiatae）香茶菜属（ Isodon）植物约有

150余种�我国分布90余种�其中有30余种作为
民间药用植物�如河南产冬凌草和王枣子分别用于
治疗食管癌和肺脓疮�且疗效显著［3�4］．研究表
明�该属植物的嫩枝叶中含有极为丰富的对映-贝
壳杉烷二萜化合物［5］�这类化合物具有良好的抗
肿瘤、抗菌等活性［6�7］�但这类化合物的抗肿瘤机
理的研究还鲜有报道．

本实验室从甘肃产蓝萼香茶菜 （ Isodon
j aponica Hara var；g alaucocaly x Hara）中分离得
到了多种对映-贝壳杉烷二萜化合物�Rabdosin B
在其中产率最高�并具有良好的细胞毒活性［8］�
该化合物对人肝癌细胞 HepG2表现了显著的细胞
毒性�在低浓度条件下抑制细胞生长�在高浓度条
件下可通过凋亡和坏死途径致细胞死亡［9］�但其
作用机理尚不清楚．本文利用单细胞凝胶电泳
（Single cell gel elect rophoresis�SCGE）法、紫外光
谱 （ Ult ra violet spectra�UV ） 法、圆 二 色 谱
（Circular dichroism spectra�CD）法和琼脂糖凝胶
电泳法分别在细胞体系与非细胞体系下检测了

Rabdosin B 对 DNA 的影响�探讨了该化合物抑制
HepG2细胞生长和致其死亡的可能机制�为阐明
该类化合物抗癌机理及其开发利用提供重要依据．
1　材料与方法
1∙1　材料及仪器

单体化合物 Rabdosin B由本实验室从甘肃产蓝
萼香茶菜中分离得到［8］．Rabdosin B于二甲基亚砜
（Dimethyl sulfoxide�DMSO）中溶解备用�使用时用
新鲜培养基稀释至所需浓度．DMSO 终浓度不超过
0∙2％�DMSO≤0∙2％对细胞生长无影响．

人肝癌细胞 HepG2引自兰州大学生命科学学
院；RPMI-1640培养基为 Gibco 原装；胰蛋白酶、
pBR322DNA、小牛胸腺 DNA 购自 Sigma 公司；
新生小牛血清购自杭州四季青生物技术有限公司．

仪器：细胞培养板（美国 Costar）；超净工作
台；CO2饱和湿度恒温箱（美国 Forma Scientific）；
倒置显微镜 （Leitz-diavert ）；荧光显微镜 （日本
Olympus）；稳压稳流电泳仪�电泳槽（北京六一仪
器厂）；UVI 凝胶图像分析仪（GAS7001B）；UV-

3400紫外分光光度计（日本岛津公司）；J-810圆二
色谱仪（日本 JAS 公司）．
1∙2　方法
1∙2∙1　细胞培养　人肝癌细胞 HepG2培养于含
10％小牛血清的 RPMI-1640培养液中（含青霉素
100U·mL—1�链霉素10—4 g·mL—1）�置于5％
CO2�37℃饱和湿度恒温培养箱中培养．
1∙2∙2　单细胞凝胶电泳（SCGE）法检测 Rabdosin
B 对 HepG2细胞 DNA 的损伤　将浓度为1×105
个·mL—1HepG2细胞悬液于6孔培养板中培养24h
后�用不同浓度 Rabdosin B（0�6�9�12�15μmol·L—1）
处理细胞24h 或48h．处理细胞经酶液消化后离
心收集（800rpm�5min）�弃去上清液后�用预冷
的磷酸盐缓冲液（PBS）洗3次�100μl PBS 混悬细
胞�取细胞悬液20μl 加入120μl 低熔点琼脂糖
（Low melting point agarose�LMA）�混匀后铺在
已铺有常熔点琼脂糖的磨砂载波片上．将载玻片浸
入细胞裂解液 （25 mol·L—1NaCl�100mmol·L—1
Na2EDTA�10mmol·L—1Tris-HCl pH＝10�1％月桂肌
氨酸钠�1％TritonX-100�10％DMSO）�置4℃裂解1h
后�放置于水平电泳槽中�缓慢加入电泳缓冲液
（1mmol·L—1 Na2EDTA�300mmol·L—1 NaOH）�放置
20min（DNA 解旋）后35V�300mA 电泳20min．
2μg·ml—1 EB 染色�荧光显微镜观察统计．每个
处理制片3张�每张片随机测定50个细胞．实验
结果以 mean±SD 表示．以上所有操作均在暗处
或黄光下进行�以避免紫外线引起的损伤�同时防
止荧光猝灭．
1∙2∙3　紫外光谱（UV）法检测 Rabdosin B 对小牛
胸腺 DNA 结构的影响　用 T ris-NaCl 缓冲液（pH
＝7∙3）配制浓度为50μmol·L—1小牛胸腺 DNA 溶
液．Rabdosin B 用 DMSO 配制成不同浓度的母液
待用．分别取10μl 母液加入2ml 的 DNA 溶液�
使待测溶液药物终浓度为 1∙66�3∙32�9∙97�
16∙6μmol·L—1�反应10min后�紫外分光光度计
下测定其吸光度．
1∙2∙4　圆二色谱（CD）法检测 Rabdosin B 对小牛胸
腺 DNA结构的影响　用磷酸盐缓冲液（pH＝7∙0）配
制浓度为50μmol·L—1小牛胸腺 DNA 溶液�加入
Rabdosin B（甲醇溶解）�使待测药物终浓度为1�
10�50μmol·L—1�甲醇含量为0∙5％．孵育30min
后测量．以含有0∙5％甲醇的磷酸缓冲液做空白．
1∙2∙5　琼脂糖凝胶电泳法检测 Rabdosin B 对质粒
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pBR322的损伤影响　取4μl pBR322（0∙25μg·μl—1）
加入体积相同浓度不同的受试药物溶液中（DMSO含
量为10％）�轻弹混匀�37℃孵育5h；0∙8％的琼
脂糖凝胶�90V�50mA 电泳2h；EB染色30min
后�UVI 自动成像系统拍照观察．
1∙3　数据统计

数据用 SPSS11∙5统计软件进行单因素方差分
析（ANOVA）�各组数据之间运用 LSD 多重比较
的方法进行差异显著性检验�p＜0∙05即为差异显
著�p＜0∙01即为差异极显著．
2　结果与讨论
2∙1　单细胞凝胶电泳（SCGE）检测 Rabdosin B 对

HepG2细胞 DNA的损伤
单细胞凝胶电泳是常用的检测有核细胞经药物

诱导 DNA 损伤和修复的研究方法［10］．当药物引起
细胞 DNA 损伤时�细胞就会出现彗星状拖尾．

单细胞凝胶电泳图示�对照组细胞呈圆形�
DNA几乎无损伤（图1：A）�而处理组细胞的小片断
DNA成彗星状（图1：B）．用6�9�12和15μmol·L—1
Rabdosin B 分别处理 HepG2细胞24h 和48h 后�
细胞 DNA 损伤率随处理时间延长和药物浓度增加
而升高�即表现了时间和剂量依赖性（图2）．在测
试浓度范围内�HepG2细胞DNA 损伤率与对照组
相比其差异极显著．

A　对照组 HepG2细胞
B　Rabdosin B 处理后 HepG2细胞

图1　Rabdosin B 处理 HepG2细胞的慧星图片
Fig1 The morphology of comet cells treat with Rabdosin B

2∙2　紫外光谱（UV）法检测Rabdosin B对小牛胸腺
DNA的影响
电子吸收光谱是一种很有效的判断 DNA 与小

分子相互作用方式的手段．吸收光谱上的红移（或
蓝移）现象和减色（或增色）效应表明小分子与 DNA
发生了相互作用［11］．减色效应是分子中的阳离子与
DNA 骨架磷酸基团结合�引起 DNA 分子轴向收缩
所致�而增色效应是由于酸碱（阴离子）与 DNA 碱
基作用�破坏 DNA 的双螺旋结构所导致［12］．当嵌
入剂嵌入核酸双螺旋结构中�可在两个碱基之间滑

动�从而降低核酸分子的链环数�使得超螺旋的紧
密程度变成较为松弛的状态�DNA 双螺旋结构部
分被破坏�当解旋松散后�吸光度就会增加［13］．
此外�当小分子与 DNA 发生嵌插作用时�因为小
分子的π轨道和 DNA 碱基π轨道相互耦合�使得
最大吸收峰发生红移或蓝移［14�15］．

图2　不同浓度 Rabdosin B 处理 HepG2细胞
24h 和48h DNA 的损伤率

Fig2 The DNA damage induced by Rabdosin
B（6～15μmol·L—1）for24h and48h

随着 Rabdosin B 含量的逐增�小牛胸腺 DNA
在260nm 附近的最大吸收峰出现了增色现象．当
Rabdosin B 的浓度在1∙66～9∙97μmol·L—1时�
仅表现为增色效应；而16∙6μmol·L—1时最大吸收
峰紫移约26nm（图3）．

a　DNA；b　DNA＋1∙66μmol·L—1；
c　DNA＋3∙32μmol·L—1；
d　DNA＋9∙97μmol·L—1；
e　DNA＋16∙6μmol·L—1

图3　Rabdosin B 与小牛胸腺 DNA 相互作用的紫外光谱图
Fig3 UV spectra of the calf thymus DNA interacted

with Rabdosin B
　　结果表明�低浓度条件下�Rabdosin B（1∙66
～9∙97μmol·L—1）与小牛胸腺 DNA 之间产生静电
作用；高浓度（16∙6μmol·L—1）条件下�有一定的
嵌插作用产生．
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2∙3　圆二色谱（CD）检测 Rabdosin B 对小牛胸腺
DNA的影响

　　圆二色谱（CD）谱是研究小分子与DNA相互
作用对 DNA 构象影响的重要手段［16］．天然小牛胸
腺 DNA 的水溶液属于 B 构型�位于273nm 的正
峰与碱基的堆积有关�而245nm 的负峰则与DNA
双螺旋结构的 B 型构象有关［16］�振幅的变化可使
CT-DNA 碱基堆积和双螺旋结构松散�如正峰增
强说明药物小分子的嵌插结合增强了 DNA 碱基对
之间的π-π堆积作用；负峰强度减小说明嵌插结合
使 DNA 双螺旋结构变得松散�构像发生了改
变［17］．而峰位变化可引起 CT-DNA 解链［18］．

药物溶剂甲醇在0∙5％浓度下对小胸腺 DNA 结
构影响极小�表明以0∙5％甲醇为溶剂的 CD谱测试
体系可用．在小牛胸腺 DNA 中加入 Rabdosin B后�
CT-DNA的CD谱的正峰和负峰振幅都发生了变化（图
4：A�B）．其中Rabdosin B对小牛胸腺DNA273nm处
的正峰振幅影响较小�仅在DNA（50μmol·L—1）＋

　　A　a　DNA（50μmol·L—1）；
b　DNA（50μmol·L—1）＋甲醇（0∙5％）；

B　a　DNA（50μmol·L—1）；
b　DNA（50μmol·L—1）＋ Rabdosin B （1μmol·L—1）；
c　DNA（50μmol·L—1）＋ Rabdosin B （10μmol·L—1）；
d　DNA（50μmol·L—1）＋ Rabdosin B （50μmol·L—1）

图4　Rabdosin B与小牛胸腺 DNA相互作用的圆二色谱
Fig4 The CD spectra of CT-DNA interacted with

different concentrations of Rabdosin B

Rabdosin B （50μmol·L—1）时有轻微增色效应；
随着 Rabdosin B 浓度增高�CD 谱正峰峰位（273
cm—1）先红移至279 cm—1�又蓝移至272 cm—1；
Rabdosin B 对小牛胸腺 DNA245nm 处负峰的影
响较大�表现为随药物浓度增大�增色效应明显�同
时�CD 谱负峰峰位 （245 cm—1）分别红移至247
cm—1、247cm—1和248cm—1．这表明药物嵌入不仅
致使碱基堆积和 B 型双螺旋结构变得松散�而且
有使 CT-DNA 的双螺旋链解链的迹象．
2∙4　琼脂糖凝胶电泳法检测 Rabdosin B 对质粒

pBR322的损伤
质粒 pBR322主要以超螺旋（图5：FormⅠ）和

开环两种形式存在（图5：FormⅡ）．一般情况下�
当质粒 pBR322被损伤时�超螺旋会转变为开环
型�进一步损伤时�开环型转变为直链型�通过琼
脂糖凝胶电泳可将三者分开．

1　对照；2　1mmol·L—1；3　10mmol·L—1；
4　15mmol·L—1；5　20mmol·L—1；6　25mmol·L—1；

Form Ⅰ　超螺旋 DNA；Form Ⅱ　开环 DNA
图5　不同浓度的 Rabdosin B 引起质粒 pBR322DNA

损伤的琼脂糖凝胶电泳图

Fig5 Agarose gel electrophoretic pattern showing the
DNA damage induced by different concentrations
of Rabdosin B in plasmid pBR322

较低浓度的 Rabdosin B（1mmol·L—1）对质粒
基本没有损伤作用�当浓度为10～25mmol·L—1
时�超螺旋 DNA （Form Ⅰ）、开环的双链环状
DNA（FormⅡ）的量均有所减少．处理浓度越大�
两种形式的 DNA 丢失量越多（图5）．说明一定浓
度的 Rabdosin B 可切割双链 DNA 和单链 DNA�
形成了该试验检测不到的小 DNA 片段．这与赵
勇［19］关于低能离子（30keV～200keV N＋ ）引起
DNA 链断裂的现象相一致．值得注意的是实验中
没有观察到相关文献［20�21］中所描述的超螺旋型和
开环型质粒 pBR322向直线型转变的现象．其切割
方式是否有特异性位点尚需进一步研究．
3　结论

文献 ［9 ］研究了 Rabdosin B 对人肝癌细胞
HepG2生长的影响�表明该化合物具有较强的细
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胞毒性�其 IC50值为14±1μmol·L—1；较高浓度
条件下（25μmol·L—1和50μmol·L—1�24h和48h）�
可通过凋亡途径致 HepG2细胞死亡．本文通过
SCGE检测证实�在细胞体系下�6～15μmol·L—1
Rabdosin B 处理 HepG2细胞24h 和48h 后�与
对照组相比�细胞 DNA 损伤率升高�差异极显
著�并具有时间及浓度依赖性�表明 Rabdosin B
引起 HepG2细胞 DNA 损伤极可能与该化合物抑
制细胞生长和致细胞死亡具有直接相关性．而在非
细胞体系下的紫外光谱和圆二色谱检测结果证实�
1～50μmol·L—1浓度的二萜化合物 Rabdosin B 对
小牛胸腺 DNA 结构有明显的影响�表现为嵌插和
解旋作用；高浓度（10～25mmol·L—1）的 Rabdosin B
对质粒 DNA 有较强的切割作用�说明二萜化合物
Rabdosin B 对人肝癌细胞 HepG2DNA 的损伤极
可能是抑制 HepG2细胞生长和启动细胞凋亡程序
的直接诱因．关于该化合物抑制细胞生长及致细胞
死亡的确切机理尚需其它研究手段进一步证实．
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