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摘要：传统中药两面针(Zanthoxylum nitidum(Roxb．)DC)有效成分氯化两面针碱主要通过抑制拓扑异构酶

活性、阻滞细胞周期、诱导肿瘤细胞凋亡、逆转肿瘤细胞多药耐药等几种作用机制达到抗肿瘤作用。作为传统

中药的新用法，氯化两面针碱抗肿瘤作用具有很大的开发应用价值，建议今后重点对氯化两面针碱系统的构

效关系和结构优化。为研究开发新药提供目的化合物或候选药物分子；同时通过合成和建立天然活性物质类

似物的化合物库来研发新药。
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Abstract：Nitidine Chloride(NC)iS the effective constituent of the traditional Chinese medicine

Zanthoxylum nitidum(Roxb．)DC．The mechanisms of its anti—tumor effect are related to

inhibiting the activity of topoisomerase，arresting cell cycle，inducing apoptosis of tumor cells，

and reversing tumor cells muhidrug resistance．NC has high value in the research of cancer

therapy．Therefore。by studying the structure—function relationship and structural modification

of NC should be one of the hotspots in the future and may supply the purpose-compound and

medicine—molecule for the research and development of new drugs．Meanwhile，by synthesizing

and establishing the pool of natural active compound analogs will be another potential method for

US to research new drugs．
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在我国的传统医药开发应用中，两面针

(Zanthoxylum nitidum(Roxb．)DC)具有较悠久的

药用历史。近年来，广西、广东、上海等地以两面针为

主药，不断研究开发两面针新药，现已研制出的品种

有伤痛酊、好尔康跌打酊、金龙伤湿止痛膏、护齿含

漱液等制剂，在骨伤、风湿、护齿、洁齿等方面均有较

好的疗效n]。氯化两面针碱属于苯菲啶型生物碱，为

黄治勋等[2]从芸香科花椒属植物两面针的干燥根提

取的一种生物碱，临床试用结果表明，氯化两面针
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资助。

碱对慢性细胞型白血病有较好的疗效。此外，氯化两

面针碱对LEWIS肺癌、人体鼻咽癌、肝癌、慢性粒

细胞型白血病有较强的抑制作用[3]。因此氯化两面

针碱逐渐引起人们的注意，其抗癌活性成为研究的

热点。本文综述氯化两面针碱抗肿瘤作用机制研究

进展，以期提供氯化两面针碱在癌症治疗方面的信

息和思路。

抗癌活性与分子构效关系

氯化两面针碱的分子式为C：。H。。O。NC·

2H。O，结构式见图1，属苯骈菲啶类生物碱，为黄色

或淡绿色针状结晶，溶于甲醇、乙醇和水，室温下每

毫升水能溶解0．2mg，熔点275"-276’C嘲。
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图1氯化两面针碱结构式

陈元柱等[4’53认为氯化两面针碱的生物活性与

分子中存在的C(6)一N(5)双键结构单元的高反应

活性有关。他们将氯化两面针碱与某些含羟基或巯

基的氨基酸在碱溶液中反应，但是并没有得到期望

中的两面针碱与氨基酸结合的产物(简称加合物)，

而是获得了等量的氧化两面针碱(2)和二氢两面针

碱(3)。他们认为加合物是生成的，但是由于它的不

稳定而被进一步氧化为两面针碱(2)，至于二氢两面

针碱(3)，虽然测定了其晶体结构，但是并没有分析

其可能的生成途径。

Torto等¨3曾预测，从两面针提取的自屈菜红

碱在以氨水处理过程中，醇类溶剂可与之作用，产生

次级产物6一乙氧基一5，6一二氢白屈菜红碱。黄治勋

等Lz,TJ也提取得到另一种产物6一甲氧基一5，6一二氢白

屈菜红碱，并认为其可能是“人造”产物。据此，陈元

柱等n巧3指出，由于氯化两面针碱与白屈菜红碱的结

构非常相似，因此它能与细胞中的生命物质诸如丝

氨酸、苏氨酸、核糖(均含一()H)以及半胱氨酸(含一

SH)等发生类似的加成反应，并以此提出了氯化两

面针碱抗肿瘤作用机制。值得注意的是，虽然白艇莱

红碱与氯化两面针碱化学结构仆常相似。仅在I)环

上取代基位置有微小差别，但是它们C(6)=N(5)

双键的反应性能并不相同：由于I)环上取代基的影

响，白屈菜红碱中该双键更活泼些；二者药理活性亦

有较大差别．前者表现出很强的细胞毒活性，抗癌活

性不明显，而后者却有很显著的抗癌活性[83。

氯化两面针碱的抗肿瘤作用机制可能是多方面

的，既有结合部位亲核基团与C(6)=N(5)双键的

反应，也有芳环对DNA碱基对的嵌入作用以及分

子中正电荷与生物大分子上负电荷(比如核酸分子

中的磷酸根负离子)的静电作用曲j。究竟何种作用更

为重要，值得进一步深入研究。

2抑制拓扑异构酶活性

有报道称两面针碱为拓扑异构酶I

(topoisomerase I)的功能抑制剂。与喜树碱相同．可

稳定小牛胸腺拓扑异构酶I和I)NA形成的共价二

元复合物．在o．15～0．3pmol／I。时即有效。两面针

碱可抑制拓扑异构酶I介导的使pSP64质体DNA

超螺旋松开的作用，且比喜树碱更有效；但是与喜树

碱不同，两面针碱也能介导B型DNA的展开并与

之直接结合‰1 0|。

Gatto等[ii]也报道通过E．coli酶切PET一11a质

粒，人的拓扑异构酶I的eDNA克隆，以及建立T7

位启动子调控eDNA的逆转录大量扩增表达体系，

可以运用人的拓扑异构酶I重组体来评价氯化两面

针碱的毒性靶位作用。研究还发现氯化两面针碱对

拓扑异构酶I和拓扑异构酶Ⅱ都有毒性作用。

3阻滞细胞周期

樊亦军等¨纠用放射显影法研究氯化两面针碱

对小鼠艾氏腹水癌细胞生长周期的影响，当剂量为

20mg／kg时，细胞被阻滞于G2期，有丝分裂指数降

低，肥大细胞例数增加；剂量为40mg／kg时，对S期

细胞有杀伤作用，以3“胸腺及3H尿苷标记，w细胞颗

粒为指标。观察到药物能明显抑制DNA合成。

王博龙等n副报道氯化两面针碱对KB及其耐药

株KBV200细胞生长呈剂量依赖性抑制，随着药物

浓度的增加，细胞存活率越来越低，48h IC。。分别为

2．36±0．22mg／L和2．43±0．19mg／L，差异无统

计学意义(P>O．05)，提示氯化两面针碱具有抗肿

瘤细胞的作用。分析它可能通过影响细胞周期，使肿

瘤细胞停止于增殖周期某一环节或引起死亡。通过

实验町知⋯]，经3mg／I。氯化两面针碱作用KB(人

口腔鳞癌细胞)及其耐药株KBV200 12h后，即出现

细胞周期分布的变化，G0／G1期和s’期细胞所占比

例较未用药组均明显下降(P<O．0I)，G2／M期细

胞数量显著增加，与未用药组相比差异有统计学意

义(P<0．01)，而且随着氯化两面针碱剂作用时间

的延长，以上趋势更加明显，同时氯化两面针碱对

KB及其耐药株KBV200周期的影响基本一致，差

异无统计学意义(P>o．05)。这表明氯化两面针碱

对KB及其耐药株KBV200有着明显的G2／M期阻

滞效应。

近年来对细胞周期及其调控机制的研究取得了

诸多进展，众多证据表明细胞周期调控在细胞的增

殖、分化中起关键作用。它的紊乱失控与肿瘤发生、

发展关系密切⋯]。在细胞周期的调控中存在着不同

功能的检查点。最为重要的是G1／S期和G2／M期

检查点，其调控网络的核心就是细胞周期素依赖性

激酶。以它为核心。细胞周期素对其进行正性调控，

细胞周期素依赖性激酶抑制子则对其进行负性调

节¨“。通过药物干预细胞周期的调控，抑制肿瘤细
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胞过度增殖，已成为抗肿瘤研究的一个方向[1引。在

细胞的有丝分裂中，cyclinBl和cdc2起着重要作用，

cdc2只有和cyclinBl结合后才有活性，二者结合形

成的复合物称为成熟促进(MPF)，是启动有丝分

裂，促进细胞增殖的引擎Ll引。许多学者D7～20]在胃淋

巴瘤、食管鳞癌、喉鳞癌、舌鳞癌等肿瘤的研究中发

现普遍存在G2／M期调控因子cdc2和cyclinBl表

达的异常。王博龙等E13J研究氯化两面针碱作用前后

细胞内cdc2和eyclinBl的mRNA水平及其蛋白表

达的变化，结果发现在细胞呈现G2／M期阻滞时，

cyclinBl基因转录下降，随着氯化两面针碱作用时

间的延长，cyclinBlmRNA水平进一步降低，而

cdc2mRNA水平未见明显变化；蛋白cyclinBl与

cdc2表达变化与其mRNA水平一致。由此可见，氯

化两面针碱有可能通过下调cyclinBl的转录与表

达，降低成熟促进因子的形成来诱导KB细胞及其

耐药株KBV200的G2／M期阻滞，从而抑制其增

生，当然G2／M期阻滞也有细胞周期素依赖性激酶

抑制子参与调节的可能，相关机制还有待于进一步

研究。

4诱导肿瘤细胞凋亡

细胞凋亡(apoptosis)的概念首先由英国病理学

家Kerr等于1972年提出，它用来描述一种在形态

学上有别于细胞坏死的细胞死亡过程。细胞凋亡是

指细胞在一定生理或病理条件下，遵循一定的程序，

最终通过内源性DNA内切酶的激活。自我结束生

命的生理性死亡，是细胞依赖ATP能量、新基因表

达和合成的一个主动过程[2¨。

秦三海等n2]研究发现，DNA ladder检测肺癌

SPC—A一1株，舌癌Tea8113株2种癌株药物作用

12h、24h、36h、48h后，均出现凋亡标志DNA

ladder，但是均以12h、24h处最为明显，由此可判断

氯化两面针碱最佳作用时间为12～24h，时间过长

反而影响抑瘤效果；但是电泳结果中片状较多，可能

与药物浓度过高有关，表现为凋亡后期的坏死现象。

透射电镜下的凋亡细胞最具特征性，也是判断细胞

凋亡的金标准，实验中细胞药物作用后细胞皱缩、破

碎、胞质空泡增多，胞质浓缩，出现典型的凋亡特征，

与对照组细胞明显不同比2。。据此可判断氯化两面针

碱体外对上述两种癌株有促进凋亡的作用。刘华钢

等L23]也报道DNA ladder检测发现7111、Ecv2两种

鼻咽癌细胞株在药物作用12h、24h、36h、48h后，均

出现典型的凋亡标志DNA ladder，据此可判断氯化

两面针碱体外对7111、Ecv2两种鼻咽癌细胞株有促

进凋亡的作用。

Caspase是一类半胱氨酸蛋白水解酶，具有半胱

氨酸激活位点和底物裂解位点。Caspase家族的一

个重要的共同点就是特异性地断开目的蛋白天冬氨

酸残基后的肽链。Caspase是细胞凋亡的核心成分，

在程序性细胞死亡中起到重要作用[1川。Caspase一3是

细胞凋亡调控的重要因子，它一般以23ku的无活性

前体存在于细胞质中，当细胞进人凋亡时才被激活，

其可以针对任何刺激使细胞发生凋亡，并且可以促

进ICE家族的其它成员一起促使细胞凋亡[24。。所

以，caspase一3活性的检测是常用的细胞凋亡检测方

法之一。秦三海等乜2]报道药物作用肺癌SPC—A一1

株，舌癌Tea8113株后，caspase一3浓度明显高于对

照组，且差别有统计学意义(P<0．05)，说明药物

作用后两种癌株细胞中easpase一3活性增强，据此可

判断氯化两面针碱有促进细胞凋亡的作用。刘华钢

等[233在实验中发现，药物作用7111鼻咽癌细胞株

后caspase一3浓度为1．87士0．15ng／ml明显高于对

照组1．09±0．23ng／ml(P<0105)；Ecv2鼻咽癌细

胞株中caspase一3浓度为1．63±0．14 ng／ml明显高

于对照组1．01±0．05ng／ml(P d0．05)。

5逆转肿瘤细胞多药耐药

产生耐药的肿瘤细胞对结构和功能上截然不同

的药物表现出耐受性，即为多药耐药性(MDR)，这

是导致肿瘤化疗失败的主要原因之一。MDR发生

的机制十分复杂，目前基本明确的有以下3种：(1)

细胞膜蛋白异常。MDR一1编码的P一糖蛋白(P—gp)

高表达被认为是产生MDR最主要的原因。P—gP是

具有能量依赖性药泵功能的跨膜糖蛋白，在人类，主

要由MDRl产生，可将亲脂类化疗药泵出细胞外，

从而出现耐药特性。(2)酶表达异常。(3)细胞凋亡

基因及细胞因子改变[25,26]。

Gatto等D1]在实验中，通过从耐喜树碱CPT—K5

细胞株分离提纯人的拓扑异构酶I构建重组体克隆

筛选的方法，检验是否成功建立人淋巴母细胞耐喜

树碱细胞株RPMl8402／CPT—K5和人卵巢癌耐喜

树碱细胞株A2780／CPT2000实验模型，通过MTT

法分别得出IC。。值，并计算药物作用下的耐药指数

(RI)：RI一耐药细胞株的IC。。／亲本细胞株的IC。。。

结果表明，喜树碱对耐药株RPMl8402的RI一

10000，而A2780的RI=1000，其耐药指数范围在

1000～10000。氯化两面针碱对耐药株RPMl8402的
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RI=8．8，而耐药株A2780的RI一5，其耐药指数范

围在1～9。可见RPMl8402／CPT—K5和A2780／

CPT2000的建立可作为体外细胞实验模型在癌症

化疗中获得耐药性机制的探索，氯化两面针碱对其

耐受性小，有望成为逆转耐喜树碱多药耐药性的活

性成分。实验还通过对耐长春新碱人表皮样癌

KBV一1细胞株多药耐药基因(MDRl)过度表达模

型的建立，药物作用后分别算出IC。。值，得出耐药指

数，其中喜树碱的RI一0．3，氯化两面针碱的RI一

43。可见，喜树碱对KBV一1细胞株敏感性低；而氯化

两面针碱高度敏感[1¨。

氯化两面针碱目前研究发现是通过对拓扑异构

酶I和拓扑异构酶Ⅱ靶位点毒性作用，从而逆转多

药耐药性。但是否与其它靶位点或者基因有关，如：

P—gP糖蛋白、细胞凋亡基因及细胞因子等，其多方

面的作用机制还要有待进一步研究。

6 结束语

抗肿瘤作用是氯化两面针碱的一个研究热点。

拓扑异构酶(topoisomerase，ToP)是重要的核酶，它

可以解决DNA复制、转录、重组、修复、染色质组配

和染色体分离过程中的拓扑问题[27|。DNA拓扑异

构酶通过断裂和重组磷酸二酯键来影响其拓扑构

型，哺乳动物的TOP I通过断裂DNA的单链改变

构型，而TOP I可引起DNA双链的断裂。目前寻找

拓扑异构酶的抑制剂已经成为癌症化学治疗的新途

径【281。氯化两面针碱抗肿瘤作用机制与喜树碱抑制

TOP I相似，因此作为ToP I的新型抑制剂，从体

外实验证明能逆转喜树碱产生的交叉耐药性，作为

传统中药的新用法，具有极大的开发应用价值。

氯化两面针碱是具有地方特色、作用靶点明确

的天然活性物质。在以后的研究，可以通过对其系统

的构效关系和结构优化，为研究开发新药提供目的

化合物或候选药物分子。同时在先导化合物的基础

上进行系统的化学和生物学的结构修饰，运用组合

化学、生物技术转化、酶或微生物转化方法，合成和

建立天然活性物质类似物的化合物库，从中研发新

药。这种研究路径相对于盲目合成、随机筛选等一般

化学合成药物研究方式，不仅可以节省大量的人力、

物力，提高新药研发的成功率，还可以向我国的高通

量药物筛选系统提供强大的样品库支撑乜引。
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