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FTIR 方法研究若干味中药对 SMM C-7721 肝癌细胞的作用

陆　峰13 , 陆国浩1, 曹永兵2, 肖振宇2, 吴玉田1

(1. 第二军医大学药学院药物分析学教研室, 上海 200433; 2. 药学院药理学教研室)

[摘要 ]　目的: 应用红外光谱法研究多味中药混合水提液对肝癌细胞的作用机制。方法: 用傅立叶变换红外光谱法 (FT IR )

研究肝癌 SMM C27721 细胞 (空白组)及其经夏枯草、鱼腥草、柴胡、茵陈等 4 味抗癌中药水提液培养 (中药组) 20 h 后的红外光

谱, 考察光谱上表征蛋白质的酰胺带、核酸的磷酸二酯带等的峰形、峰位、峰强变化, 以及部分特征峰峰强比的变化, 并对各红

外光谱进行聚类分析。结果: 中药组与空白组的红外光谱在峰形、峰位、峰强度等均存在不同程度的差异, 中药组的 Τs

(PO 2
- )、Τas (PO 2

- )谱带多向低波数移动, Τas (CH 3)、∆(CH 2)谱带多向高波数移动。中药组的 Τas (CH 3)与 Τs (CH 2) 相对峰强比减

小, Τs (PO 2
- ) 与 ∆(N 2H ) 相对峰面积比值大多升高, 分别提示对 SMM U 27721 细胞中膜结构的破坏作用、对DNA 复制的抑制

作用等。聚类分析将中药组与空白组分开, 不归肝经的中药与归肝经的中药分开。结论: 通过 FT IR 可以对由中药作用引起的

细胞变化进行快速、有效的分析, 对阐明中药的作用机制有提示作用。
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Effects of severa l Ch inese herba l m ed ic ines on SMM C-7721 l iver cancer cells by FTIR spectroscopy

LU Feng13 , LU Guo2H ao1, CAO Yong2B ing2, X IAO Zhen2Yu2, WU Yu2T ian1 (1. D epartm en t of Pharm aceu tical A nalysis,

Schoo l of Pharm acy, Second M ilitary M edical U n iversity, Shanghai 200433, Ch ina; 2. D epartm en t of Pharm aco logy, Schoo l

of Pharm acy)

[ ABSTRACT ]　Objective: To study the effects of several herbal m edicines on SMM C27721 liver cancer cells w ith Fourier

transfo rm infrared spectrom eter (FT IR ). M ethods: FT IR w as emp loyed to determ ine the infrared spectra ( IR s) of SMM C2
7721 liver cancer cells cu lt ivated fo r 20 h w ith the ex tracts of S p ica p runellae, H erba hou ttuy n iae, R ad ix bup leu ri and H erba

artem isiae scop ariae. C lu ster analysis of IR s w as also perfo rm ed. Results: IR spectral param eters such as band shape, in tensi2
ty and frequency of the b lank, con tro l and herbal2ex tract2t reated cells w ere compared. T here ex isted obvious b lue sh ift of Τs

(PO 2
- ) , Τas (PO 2

- ) bands, red sh ift of Τas (CH 3) , ∆(CH 2) bands on the herbal2ex tract2t reated cells IR s. T he decreasing rat io

of Τas (CH 3) to Τs (CH 2) peak in tensity and the increasing rat io of Τs (PO 2
- ) to ∆(N 2H ) peak area indicated the destruct ive effect

of herbal ex tracts on the m em brane structu re of SMM U 27721 cells and inh ib ito ry effect on the DNA rep licat ion respect ively.

C luster analysis successfu lly discrim inated the herbal2ex tract2t reated cells from the b lank cells and the liver2o rien ted

m edicines from the non2liver2o rien ted m edicine. Conclusion: FT IR p rovides ano ther fast and effect ive app roach to analyze the

changes of cells treated w ith Ch inese herbal m edicines, w h ich m ay help to illum inate the functional m echan ism of Ch inese

herbal m edicines.

[KEY WORD S]　Fourier transfo rm infrared spectro scopy; liver neop lasm s; SMM C27721 cells; Ch inese herbal
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Ξ 　 中草药因成分复杂、作用靶点多, 一般传统分析

手段并不适用对其进行整体考察。傅立叶红外光谱

法 (FT IR )具有高分辨率、高信噪比、快速等优点, 20

世纪 80 年代以来, 随着光谱学及计算机技术的发

展, FT IR 越来越广泛地用于蛋白质、核酸等生物大

分子的结构研究上, 而且已开始更深入地用来研究

细胞和组织等更复杂的体系[ 1, 2 ]。本文利用 FT IR 方

法, 通过对完整的细胞红外光谱变化分析, 观察鱼腥

草、柴胡、夏枯草、茵陈等 4 味中药水提液和癌细胞

的相互作用, 从而为阐明中药作用机制提供另一条

可能的途径。

1　材料和方法

1. 1　仪器和材料　V ECTOR 22 傅立叶变换红外

光谱仪, O PU S 光谱处理软件 (德国B ruker 公司)。

人肝癌 SMM C27721 细胞株由本校基础医学部免疫

学教研室提供; 夏枯草 (S p ica p runellae, SP )、鱼腥

草 (H erba hou ttuy n iae, HH )、柴胡 (R ad ix bup leu ri,
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RB )、茵陈 (H erba a rtem isiae scop a riae, HA S) 为市

售品, 经本校药学院生药学教研室陈万生副教授鉴

定并确定其拉丁名。

1. 2　提取　柴胡、茵陈、鱼腥草、夏枯草各 50 g 粉

碎, 加 400～ 800 m l 蒸馏水浸泡 12 h, 过滤取上清

液, 滤渣回流 2 h 取上清, 合并滤液, 减压抽滤浓缩

至 30 m l, 于 50 m l 容量瓶定容。得到含量约为 1 gö

m l 的水提取液, 4℃保存。

1. 3　细胞培养　培养液调细胞浓度为 1×107öL ,

接种于 16 孔培养板中, 每孔加入 400 Λl, 37℃, 5%

CO 2 孵箱中培养 24 h, 弃培养液, R PM I 1640 漂洗

细胞[ 3 ]。中药组每孔加入配比为 1∶100 的分别含 4

种中药提取液的R PM I 1640 400 m l。对照组加入含

替加氟 200 Λgöm l 的R PM I 1640 400 m l。空白组加

入含 100 m göL FCS 的R PM I 1640 400 m l。每组各

设 2 个重复, 培养 20 h。

1. 4　FT IR 分析　用 P 型移液管将细胞液吸取至

Eppendo rf 管中, 2 000 röm in 离心 10 m in, 0. 9% 生

理盐水洗涤 3 次去培养液。将 Eppendo rf 管放于真

空抽干机中 37℃真空干燥 4 h, 取出细胞置于红外

灯下进一步干燥 10 m in。进行 KB r 压片, 扫描其

FT IR 光谱。采集参数设定: 扫描次数 64, 取平均光

谱, 分辨率 4 cm - 1, 扫描范围 4 000～ 400 cm - 1。取 2

个重复组平均光谱进行下述数据处理。傅立叶去卷

积参数设定: 去卷积因子 100 000, 噪音因子 0. 5。光

谱聚类分析参数为光谱范围 1 480～ 1 600 cm - 1, 矢

量归一化预处理, 类平均距离法计算距离。

2　结　果

2. 1　加药培养后的 SMM C27721 细胞红外光谱峰

特征变化　细胞培养 20 h 后的红外光谱见图 1, 从

图谱上可以发现经药物培养后细胞光谱上某些特征

峰的峰宽和相对峰强出现不同程度的变化。中药培

养的细胞在 1 084 cm - 1附近得到的 Τs (PO 2
- ) 谱带

峰强普遍比空白组弱, 并都呈现向低波数方向位移

(除柴胡组) ; 而位于 1 240 cm - 1处的Τas (PO 2
- ) , 其峰

强在加药后无明显变化, 除鱼腥草组外, 其余都向低

波数移动。中药组与空白组样品在 2 852 cm - 1附近的

Τs (CH 2)未出现变化, 峰型也无大改变。而 2 960 cm - 1

的 Τas (CH 3)则表现为鱼腥草组向高波数移动, 其余组

向低波数移动的趋势 (表 1)。从表 1 中还可以发现 5

个加药组样品的 ∆(CH 2)都向高波数位移。

图 1　空白组与中药组细胞培养 20 h 后的红外光谱

F ig 1　FTIR spectra of SMM U-7721 l iver cancer cells cultiva ted with herba l extracts for 20 h

A : 900～ 1 800 cm - 1; B: 2 800～ 3 050 cm - 1; 1: B lank 1; 2: B lank 2; 3: Contro l; 4: SP; 5: HH; 6: RB; 7: HA S

2. 2　细胞红外光谱峰特征峰强度与面积比值变

化　从相对峰强 (A ) 来看, 中药组的 A Τas (CH 3 )

(2 960 cm - 1) 低于空白组, 而 A Τs (CH 2 ) ( 2 854

cm - 1) 则高于空白组, 即两者峰强之比 (A 2 960öA 2 854)

减小 (表 2) , 这反映膜脂分子中, 中药组的 CH 3 基团

数与 CH 2 基团数之比降低, 其中茵陈组的比值最

低。从图 1 的分析还可以发现, 细胞的蛋白质和核酸

都有较强的吸收, 其中具有代表性的是位于 1 084

cm - 1处核酸的 Τs (PO 2
- ) 与 1 540 cm - 1处的酰胺Ê ∆

(N 2H )谱带。表 2 中峰面积 (D )比值显示, 除鱼腥草

外, 其余中药组和对照组相对于空白组的 D 1 540ö

D 1 084都有不同程度的升高, 而对照组与夏枯草组比

值升高最大, 说明它们抑制癌细胞核酸复制的能力

最强。各组样品的D 1 657öD 1 635并无规律性变化, 其中

对照组、鱼腥草组、茵陈组比值有不同程度的降低,

表明在加入这几种药物之后, 癌细胞中蛋白质二级

结构组成趋向正常化, 而柴胡与夏枯草组未呈现此

变化。
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表 1　特征峰波数变化

Tab 1　Var ia tion of character istic peak wave num ber

(Τöcm - 1)

Group Τs (PO 2
- ) Τas (PO 2

- ) Χ(CO ) ∆(CH 2) Τs (CH 2) Τas (CH 3)

B lank 1 1 082. 3 1 236. 6 1 168. 2 1 455. 8 2 852. 3 2 961. 6

B lank 2 1 082. 3 1 232. 1 1 172. 0 1 451. 4 2 852. 3 2 959. 4

Contro l 1 079. 8 1 232. 4 1 171. 7 1 456. 7 2 852. 3 2 958. 7

SP 1 078. 7 1 232. 4 1 168. 8 1 456. 1 2 852. 3 2 958. 7

HH 1 080. 3 1 236. 0 1 170. 8 1 455. 8 2 852. 3 2 961. 6

RB 1 083. 8 1 232. 7 1 172. 3 1 455. 8 2 852. 3 2 958. 7

HA S 1 079. 8 1 234. 5 1 172. 3 1 456. 1 2 852. 3 2 958. 4

表 2　部分特征峰及其峰强、峰面积比值变化

Tab 2　He ight(A ) and area (D ) of severa l character istic peaks and the ir ra tios

Group A 2 960 A 2 854 A 2 960öA 2 854 D 1 540öD 1 084 D 1 657öD 1 657

B lank 1 0. 022 0. 013 1. 74 8. 49 1. 39

B lank 2 0. 023 0. 016 1. 47 8. 71 1. 15

Contro l 0. 024 0. 019 1. 27 14. 40 1. 25

SP 0. 014 0. 010 1. 31 6. 71 0. 76

HH 0. 030 0. 024 1. 30 11. 64 1. 00

RB 0. 026 0. 022 1. 22 9. 69 0. 96

HA S 0. 026 0. 019 1. 32 9. 45 0. 51

2. 3　细胞光谱聚类分析结果　聚类分析可以将不

同中药对细胞作用后的光谱进行归类 (图 2)。5 种药

物作用的光谱与空白首先分为两大类, 说明药物作

用与否在红外光谱上有截然的不同。其次, 鱼腥草作

用后的光谱与其他药物作用的光谱分为两类, 这可

能与鱼腥草不归肝经而夏枯草、柴胡、茵陈都归肝

经, 从而导致前者不显效而后 3 者显效的中药作用

机制有关。

图 2　不同中药作用后 SMM C-7721

细胞红外光谱聚类分析

F ig 2　Cluster ana lysis of FTIR spectra of

SMM C-7721 cells cultiva ted with d ifferen t herba l extracts

3　讨　论

CH 2 基团弯曲振动反映出膜脂疏水相区磷脂分

子间的排列状态, CH 2 基团伸缩振动谱带反映出膜

脂分子内碳氢链构象的无序化程度, 波数增加反映

出磷脂碳氢链扭式构型增多, 说明中药组样品磷脂

中亚甲基链的无序状态较空白组癌细胞大, 即细胞

膜结构破坏增加。各样品细胞在 Τs (CH 2) 处无明显

变化暗示所选中药水提液对癌细胞膜脂中碳氢构型

影响不大。另外, 膜脂分子中 ∆(CH 2) 与 Τas (CH 3) 的

变化则说明了中药提取液对细胞膜结构分子中碳氢

链无序化程度的加强作用, 即对膜结构的破坏作用

加强。

PO 2
- 谱带的变化反映了细胞癌化后核酸骨架

上磷酸二酯基团结构的变化[ 4, 5 ]。在完全无氢键的情

况下, Τas (PO 2
- ) 在 1 240～ 1 260 cm - 1处, 而在完全

氢键化后 Τas (PO 2
- )则在 1 220 cm - 1处。中药组中,

除鱼腥草组外, Τas (PO 2
- ) 低波数侧谱带强度比空白

组弱, 表明这种氢键的减弱, 即核酸骨架上磷酸二酯

基团中氧原子形成氢键的程度减弱了。同样, 由核酸

的反对称伸缩振动 Τas (CH 3) (1 239 cm - 1) 处的变化

可知, 中药组细胞中除鱼腥草组外, 细胞核酸骨架上

磷酸二酯基团中的氧原子形成氢键的程度也都减弱

了。而氢键程度的降低也表明细胞的核酸骨架从无

序趋向于有序, 同样提示这些药物作用于核酸并有

抑制突变和异构化的作用。

由 1 086 cm - 1与 1 540 cm - 1处峰积分比值来定
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量地分析细胞中核酸与蛋白质之间的比例关系, 已

成为临床上衡量癌组织的恶性程度重要参数之

一[ 6, 7 ]。另外, 蛋白质二级结构中 ∆2helica l 与 Β2sheet

之比也可作为癌细胞恶化程度参考之一[ 8 ]。细胞癌

化后其 Α2helica l 含量将相对增加, 即D 1 657öD 1 635将

升高。D 1 657öD 1 635值与D 1 540öD 1 084比值的增加都可

以说明中药组细胞中核酸相对于蛋白质的减少, 表

明本实验所选中药 (鱼腥草除外)对癌细胞核酸的复

制可能都有抑制作用, 其中以夏枯草作用最强, 它们

的结果与化疗药替加氟对照组的结果一致。

综上所述, 由细胞红外光谱细微的变化可以初

步认为, 所选 4 种抗癌中药都具有对癌细胞中膜结

构的破坏作用, 且柴胡、茵陈与夏枯草对癌细胞

DNA 的复制还有一定的抑制作用。
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图 1　术后 35 d 前囊膜及撕囊口

2　讨　论　CCS 是白内障摘除术后, 前囊膜撕囊口直径、赤

道部囊袋直径过分收缩并偶发人工晶状体偏位引起的各种

症状, 多见于假性囊膜剥脱综合征及年长患者, 与葡萄膜炎、

睫状体扁平部炎征及睫状肌萎缩有关。本例患者主要与葡萄

膜炎反复发作有关。CCS 发生机制是残存的晶状体上皮细胞

增殖、纤维增生, 使囊膜受到牵拉。由于白内障摘除后残留少

量晶状体上皮细胞, 正常白内障摘除植入人工晶状体患者囊

袋直径也会减少, 但程度较轻, 不致引起视力损失。有人研究

认为正常人连续环行撕囊术后 3 个月时, 囊袋直径平均减少

13. 87%。分析认为术后 1 个月假性囊膜剥脱综合征组患者

撕囊口比对照组 (正常人) 明显小, 假性囊膜剥脱综合征组平

均缩小 25% , 而对照组缩于 10% 以下。晶状体悬韧带脆弱也

是一个重要因素。本例患者颞上方部分晶状体悬韧带断裂,

当晶状体上皮细胞增殖、纤维增生而牵拉囊膜时由于各方向

受力不均衡, 导致囊袋过度收缩, 当撕囊口小时产生纤维组

织覆盖撕囊口。随着囊袋的收缩, 人工晶状体的襻易发生改

变, 直至发生人工晶状体异位。但该患者白内障摘除后植入

的是 PMM A 硬性人工晶状体, 有利于维持囊袋形状, 故未见

人工晶状体异位。CCS 的治疗包括药物及手术: 药物治疗主

要是早期抑制晶状体上皮细胞的增殖; 手术治疗包括 YA G

激光囊袋松解术、YA G 激光前囊膜切开术、前囊膜撕囊口增

殖剥除术。本例治疗经验是预防为主, 对合并葡萄膜炎、假性

囊膜剥脱综合征等高危人群, 连续环行撕囊时撕囊口要大于

5. 0 mm , 前囊膜后表面充分抛光; 对于睫状体悬韧带脆弱的

患者植入硬性人工晶状体。
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