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钌配合物稳定端粒 DNA 的作用及其诱导细胞凋亡分子机制的研究 

刘莹 a    陈小曼 a    张朗棋 a    孙冬冬 a     
周艳晖 a    陈兰美*,a,b    刘杰*,a  

(a暨南大学化学系  广州 510632) 
(b广东医学院药学院  湛江 524023) 

摘要  端粒酶在肿瘤细胞中高表达, 已经成为抗肿瘤药物的重要靶点, 由于很多肿瘤细胞中富含 G4-DNA, 通过稳定

G-四链体DNA的形成来抑制端粒酶的活性已成为抗癌药物的一个新策略. 本文设计了两种钌配合物, 调查了这两种钌

配合物稳定 G4-DNA 的能力, 发现配合物 2 稳定端粒 G4-DNA 的能力强于配合物 1, 配合物 2 能够诱导端粒 G4-DNA
发生构型的转化, 而配合物 1 不能诱导 G4-DNA 发生构型的转化, 这项研究结果证明, 钌配合物与 G4-DNA 的作用能

力与配体的平面性有关. 在抗肿瘤活性方面, 配合物 2 表现出更强的抗肿瘤活性, 尤其是对 HepG2 细胞具有较强的抑

制作用, 推测其是以端粒酶为靶点发挥的抗肿瘤作用. 配合物 2能够诱导肿瘤细胞凋亡, 能诱导G1期细胞阻滞和DNA
碎片的形成(细胞凋亡的特征). 据此推测本论文设计的钌配合物是一个潜在的抗肿瘤药物.  
关键词  端粒酶; G4-DNA; 钌配合物; 抗肿瘤活性 

 

Stabilization of Telomere DNA, and Mechanism of Apoptosis of  
Tumor Cells Induced by Ruthenium Complexes 
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Zhou, Yanhuia    Chen, Lanmei*,a,b    Liu, Jie*,a  

(a Department of Chemistry, Jinan University, Guangzhou 510632) 
(b School of Pharmacy, Guangdong Medical College, Zhanjiang 524023) 

Abstract  Telomerase is highly expressed in tumor cells, which has become an important target of anticancer drugs. Since 
many tumor cells were rich in G4-DNA, we investigated the capabilities of these two ruthenium complexes to stabilize 
G4-DNA. Two ruthenium(II) complexes were synthesized and characterized via electrospray ionization-mass spectrometry. 
Since many tumor cells were rich in G4-DNA, we investigated the capabilities of these two ruthenium complexes to stabilize 
G4-DNA. The interactions of these compounds with G-quadruplex DNA have been studied by fluorescence spectroscopy and 
circular dichroism (CD) spectroscopy. The stabilization of quadruplex DNA to complex 2 was better than complex 1, and 
complex 2 can induce telomeric G-quadruplex to occur conformation transformation, while complex 1 cannot. The results 
showed that the interaction of ruthenium complexes with G-quadruplex DNA was related with the plane of ligand. A novel 
visual method has been developed for making a distinction between ct-DNA and HTG21 by our Ru complexes binding hemin 
to form the hemin-G-quadruplex DNAzyme. The results showed that in the presence of complex 1 or 2, HTG21 can fold into 
a G-quadruplex, but CT-DNA cannot form the G-quadruplex structure. The anticancer activities of these complexes were 
evaluated by using the MTT assay. Interestingly, the anti-tumor activity of complex 2 exhibited greater inhibition to HepG2 
cells, suggesting the ruthenium complexes were much less toxic towards normal cells, and speculated that it targeted the te-
lomeric G-quadruplex was play a role on anti-tumor effect. To further evaluate the characteristics of the death induced by 
complexes 1 and 2-treated cells staining with Hoechst is analyzed by fluorescence microscopy. These results indicated that 
complex 2 revealed antiproliferative activities by apoptosis. We also used PI staining and flow cytometry to assess whether 
the ruthenium complex 2 affected cell cycle progression in HepG2 cells. Complex 2 is a potential antitumor drugs that can 
induce cancer cell death by acting on cell cycle arrest in G1 phase and the formation of DNA fragments (apoptosis character-
istics). 
Keywords  telomerase; G-quadruplex DNA; ruthenium(II) complexes; anti-tumor activity 
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1  引言 

端粒是线状染色体末端的 DNA 重复序列, 是保证

染色体的稳定和完整的复制的至关重要的核蛋白结构. 
端粒的一个关键功能是保护染色体末端的端粒重组和

融合[1]. 人类端粒长度在 5～15 kB 之间, DNA 序列排列

方式为 TTAGGGn, 方向为 5'-3', 重复次数约 2000 次[2]. 
在正常体细胞中, 端粒会随着细胞分裂逐渐缩短, 每分

裂 1次缩短 50～200 bp, 端粒酶能延长缩短的端粒(缩短

的端粒其细胞复制能力受限), 从而增强体外细胞的增

殖能力. 端粒酶在正常人体组织中的活性被抑制, 在肿

瘤细胞中过度表达, 被重新激活, 端粒酶可能参与恶性

转化. 因此, 通过稳定 G-四链体 DNA 的形成来抑制端

粒酶的活性已成为抗癌药物的一个新手段[3].  
一些小分子化合物如: 吖啶类、离子卟啉类、EB

类、蒽醌类、二萘嵌苯类、telomestatin[4]等已经被证实

了具有显著的稳定 G-四链体 DNA 的能力. 除了上述的

有机小分子外, 一些金属配合物也表现出了与 G-四链

体 DNA 相互作用以及抑制端粒酶的活性能力[5,6]. Rick-
ling 等报道了一个双核的钌配合物[(tap)2Ru(tpac)- 
Ru(tap)2]4＋能够“冻结”G-四链体折叠的构象[7]. 芳烃钌

配合物[Ru8(arene)8(m-tpp-H2)2(m-C6H2O4)4]8＋能够选择

性的作用于 G-四链体 DNA 而非双链 DNA.  
钌配合物具有以下几点优势[8～10]: 首先, 这种钌配

合物是一种八面体几何结构, 限制其产生同分异构体的

可能; 其次具有芳香性质的 π配体的存在能够起到稳定

和保护中心原子的作用, 可以防止钌(II)被迅速氧化成

钌(III); 另外钌配合物的水溶性较好.  
我们设计合成了两个钌配合物(图式 1), 研究这两

个钌配合物与 G-四链体 DNA 作用能力以及与抗肿瘤活

性的关系.  

2  结果与讨论 

2.1  配合物对不同序列 DNA 的选择性 

为了研究钌配合物与富含 G 序列的 DNA 及非富 G
序列的 DNA 相互作用的选择性, 本实验选用了 HTG21
和 ds26 两种 DNA, 采用荧光光谱法分析钌配合物与

DNA 反应前后荧光强度的变化.  
如图 1 所示, 配合物 1, 2 分别与 HTG21 和 ds26 

DNA 相互作用后 , 荧光均增强 [11], 说明配合物与

G4-DNA 及双链 DNA 均能够发生相互作用, 但配合物

与 DNA 作用后的荧光增强程度表明: 与 HTG21 的作用

明显大于与 ds26 作用, 说明配合物 1, 2 与 G4-DNA 的

键合强度大, 能够选择性的与 G4-DNA 相互作用. 因此

在之后的实验中我们采用 HTG21 为研究对象. 对比图

1(A, B), 可以看出与HTG21作用后, 配合物 2的荧光增

加幅度大于配合物1, 说明2与HTG21的键合能力更强. 
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图式 1  [Ru(bpy)2(dmopip)]2＋ (1)和[Ru(phen)2(dmopip)]2＋ (2)的结构

示意图 
Scheme 1  Structural schematic diagram of [Ru(bpy)2(dmopip)]2＋ (1) 
and [Ru(phen)2(dmopip)]2＋ (2) 

 

图 1  钌配合物 1 (A), 2 (B)与 HTG21 和 ds26 DNA 相互作用后荧光强

度的比较 
Figure 1  Emission comparison of the Ru complex 1 (A) and 2 (B) in 
the presence of HTG21 and ds26 
The concentration of 1 and 2 was 2 µmol/L, and the concentration of the 
DNAs was 1 µmol/L in Tris-HCl (pH 7.4) and 100 mmol/L KCl 

2.2  配合物与 HTG21 相互作用的荧光光谱实验 

荧光光谱法是一种比较灵敏的测试方法, 广泛用于

配合物与 DNA 的相互作用的研究中. 当配合物在某种 
 



  
化 学 学 报 研究论文  

  
 
Acta Chim. Sinica 2014, 72, 473—480 © 2014 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences http://sioc-journal.cn    475 

条件下能发射荧光, 加入 DNA 后, 配合物的荧光强度

发生改变, 说明配合物与 DNA 以某种方式相互结合. 
而且一般来说, 荧光强度变化越大, 配合物与 DNA 作

用越强.  
如图 2 所示, 随着HTG21的加入, 两种配合物溶液

的荧光强度都逐渐增强, 配合物 1, 2 的荧光增强的幅度

(I/I0)分别为 2.18 和 2.32 倍. 由此可以初步说明配合物 2
与 DNA 结合程度比配合物 1 强. 为了更加准确比较两

种配合物与 DNA 结合的强弱, 结合荧光增强的具体数

据, 根据 Scatchard 方程:  

Cb＝Ct•(F－F0)/(Fmax－F0) (1a) 

r＝Cb/CDNA  1b) 

r/Cf＝nKb－rKb  (1c)                      

在这里, Cb为结合的配合物的浓度, CDNA为DNA的总浓

度, Ct为配合物的总浓度, Cf 为未结合的配合物浓度, n
为键合位点的大小, Kb 即是我们要求的配合物与 DNA
相互作用的结合常数, Fmax, F0分别为荧光最大值和最小

值. 经过计算得出配合物1, 2与HTG21相互作用的结合

常数分别为 1.68×105, 2.80×105. 进一步说明配合物 2
与HTG21相互作用强度大于配合物 1. 这可能是因为配

合物 2 具有的辅助配体 phen 疏水性和平面性更大一些, 
使得配合物 2 更利于与 DNA 发生结合.  

 

图 2  配合物 1 (A)和 2 (B)在 Tris-KCl 缓冲液中荧光光谱 
Figure 2  Emission spectral traces of complexes 1 (A) and 2 (B) in 
Tris-KCl buffer (10 mmol/L Tris-HCl, 100 mmol/L KCl, pH 7.4) at in-
creasing ratios of [HTG21]/[Ru]＝0～5, [Ru]＝2 µmol/L. Arrows indi-
cate the increasing amounts of DNA 
 
 

2.3  配合物与 HTG21 相互作用结合比的研究 

保持配合物与 DNA 总物质的量不变, 只改变配合

物与 DNA 的摩尔比, 溶液中荧光强度也会发生相应的

改变. 当我们以荧光强度变化为纵坐标, 以体系中配合

物的摩尔百分比为横坐标做 ΔI-X 图. 可以看到图中会

出现一个拐点, 这个拐点就是配合物与 DNA 相互作用

的最佳结合比. 利用这一原理我们可以测出配合物与

DNA 相互作用的结合比.  
如图 3 所示, 在 KCl 缓冲溶液中, 随着体系中配合

物摩尔百分比的增加, 体系荧光增强程度先变大后变

小. 图中配合物 1, 2 的拐点分别为 X＝0.58, X＝0.49 . 
说明配合物 1, 2 与 HTG21 相互作用的最佳结合比例为

1.38∶1 和 0.96∶1.  

 

图 3  在 Tris-KCl 缓冲液中, 配合物 1 和 2 与 HTG21 相互作用的浓度

依赖的熔化曲线 
Figure 3  Concentration dependent melting curves for complexes 1 and 
2 upon binding to HTG21 in Tris-KCl buffer (100 mmol/L KCl, 10 
mmol/L Tris-HCl, pH 7.4)  

2.4  配合物与 HTG21 相互作用的 CD 光谱研究 
CD 光谱是研究配合物与 DNA 相互作用的重要方

法之一. 为了研究钌配合物诱导 DNA 构型的改变, 我
们采用了 CD 光谱研究手段. G-四链体 DNA 的 CD 光谱

主要分为两大类, (1)平行结构 G4-DNA 的 CD 光谱的谱

图特征是在 240 nm处有一负峰, 270 nm处有一正峰; (2)
反平行结构CD光谱的特征是在 295 nm处有一正峰, 在
260 nm处有一负峰. HTG21在无金属离子Tris缓冲溶液

中主要在 235 nm处有一负峰, 257 nm处有一正峰, 是一

种无序状态[12,13]; 在 KCl 的缓冲溶液中, 主要是以一种

混合型出现; 而在 NaCl 的缓冲溶液中, 主要是反平行

的篮式构象.  
如图 4(A, B)所示, 在无离子缓冲溶液中, HTG21 的

CD信号表现为: 在 240 nm处有一负峰, 在 257 nm处有

一正峰, 是一种无序状态. 随着配合物1的加入, 240 nm
处的负峰和 257 nm 的正峰逐渐消失, 并且在 263 nm 处

产生一个新的负峰, 295 nm 处的正峰显著增强. 这些变

化说明配合物1可以诱导HTG21形成反平行型结构. 而
随着配合物2的加入, CD信号峰除了有以上的变化, 272 
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nm 处产生一个新的肩峰 . 说明了配合物 2 能诱导

HTG21 形成混合型结构.  
为了更进一步了解钌配合物对 HTG21 的诱导效应, 

我们在 K＋, Na＋缓冲溶液中进行了相似的实验.  
如图 5(A, B)所示, 在 K＋缓冲溶液中, HTG21 的 CD

信号表现为: 在 235, 265 nm 处各有一负峰, 在 250, 295 
nm 处各有一正峰, 是一种典型的混合型结构. 随着配

合物 1 和 2 的加入, CD 信号峰基本不发生改变, 只是峰

的强度有微小的增强. 根据我们的分析, 峰强度的增强

可能是由于配合物诱导分子内的 G-四链体向分子间转

化, 也可能是因为K＋稳定了G-4链体的构型, 使得配合

物不能再改变其构型. 

如图 5(C, D)所示, 在 Na＋缓冲溶液中, HTG21 的

CD信号表现为: 在 260 nm处有一负峰, 在 295 nm处各

有一正峰, 是一种典型的反平行结构. 随着配合物 1 和

2 的加入, CD 信号峰基本不发生改变, 只是峰的强度有

微小的增强. 我们猜测这可能是因为高浓度的 Na＋已经

稳定了 G-四链体的反平行结构, 所以即使加入配合物

也无法改变其构型. 

2.5  热变性实验 

当DNA中有一半链解离为单链DNA时, 此时的温

度我们称为DNA的解链温度. 用CD光谱我们可以测出

加入配合物前后 DNA 的解链温度 T0和 Tm. 实验中, 加 

 

图 4  在 Tris-HCl 缓冲液中, 配合物 1 (A)和 2 (B)与 HTG21 相互作用的 CD 光谱 
Figure 4  CD titration spectra of HTG21 (2 μmol/L) at increasing concentrations of 1 (A) and 2 (B) in 10 mmol/L Tris-HCl buffer, pH 7.4 

 
图 5  配合物 1和 2与HTG21 (2 μmol/L)相互作用的CD光谱. 分别在A, B) Tris-HCl 缓冲液(10 mmol/L, pH 7.4, 100 mmol/L KCl)中C, D) Tris-HCl
缓冲液(10 mmol/L, pH 7.4, 100 mmol/L NaCl)中 
Figure 5  CD spectra of HTG21 (2 μmol/L) with: A, B) Complexes 1 and 2 in Tris-HCl buffer (10 mmol/L, pH 7.4, 100 mmol/L KCl), respectively. C, 
D) Complexes 1 and 2 in Tris-HCl buffer (10 mmol/L, pH 7.4, 100 mmol/L NaCl), respectively           
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图 6  在 Tris-HCl 缓冲液中, HTG21 在加入配合物 1 和 2 前后的热变

性曲线 
Figure 6  Thermal denaturation curves from a CD signal at 295 nm with 
HTG21 without and in presence of l (20 μmol/L) and 2 (20 μmol/L) in 
Tris-HCl buffer (10 mmol/L, pH 7.4, 100 mmol/L KCl) 

入配合物与 DNA 相互作用, 配合物稳定了 DNA 的结

构, 使 DNA 的解链温度升高, 即 Tm 增大, 相同实验条

件下, 我们可以根据 Tm 的变化大小来判断配合物与

DNA 相互作用的强弱. 在温度上升过程中, DNA 逐步

解离成单链. 在解离过程中, DNA 的 CD 信号随温度变

化而变化, 当完全解离成单链DNA时, DNA的CD信号

不再发生改变. 
如图 6 所示为 HTG21 在加入配合物前后的热变性

曲线. 从图中我们可以看到, HTG21 的解链温度为 60 
. ℃ 当向 HTG21 加入配合物 1 和 2 后, 解链温度分别提

高到 68 ℃和 78 . ℃ 由此可以说明配合物 2 稳定 HTG21
的效果比配合物 1好, 所以配合物 2与HTG21作用比配

合物 1 强. 这与之前荧光实验的结果是一致的.  

2.6  配合物与 HTG21 的显色反应 

为了更进一步了解 G-四链体, 我们采用了一种简

便用肉眼可视的显色反应. 对于一些富含鸟嘌呤 G 的

DNA 序列, 当其形成 G-四链体结构时, 可以极大增强

氯化血红素(Hemin)的过氧化物酶的活性. 基于此实验

原理, 我们利用钌配合物诱导 HTG21 形成 G-四链体结

构, 增强氯化血红素(Hemin)的过氧化物酶的活性, 从
而催化氧化无色的 TMB (3,3',5,5'-四甲基联苯胺)生成蓝

色产物 ,  通过颜色变化直观的反证钌配合物能诱导 

HTG21 形成 G-四链体结构.  
如图 7 所示, HTG21 的无离子溶液和加入了钌配合

物 1, 2 的 ct-DNA 溶液没有变色现象, 而在加入了钌配

合物 1, 2 或 K＋的 HTG21 溶液中, 可以明显的观察到溶

液的颜色由无色变成蓝色. 这个实验证明了 K＋、钌配合

物 1, 2 均能诱导 HTG21 形成 G-四链体结构, 而 ct-DNA
不能. 

2.7  钌配合物的体外抗肿瘤活性 

本实验选择 MCF-7 人乳腺癌细胞、A549 人肺癌细

胞、CNE-2Z 人鼻咽癌细胞、HepG2 人肝癌细胞、HUVEC
人脐静脉内皮细胞、和 Hs68 人男性正常龟头细胞, 采
用 MTT 法测定了配合物 1、2 对各种细胞的生长抑制

作用[14], 结果如 Table 1 所示. 钌配合物作用 72 h 可呈

剂量效应地抑制各种肿瘤细胞的生长, 两种配合物对

HepG2细胞的抑制作用最强, 但是对正常的人男性龟头

细胞 Hs68 的抑制作用显著低于各种肿瘤细胞, 说明钌

配合物对肿瘤细胞有一定的广谱抑制作用, 且具有较强

的选择性. 两种配合物的抗肿瘤活性比较可以发现, 配
合物 2 对肿瘤细胞的抑制作用强于配合物 1, 这与二者

稳定端粒G4-DNA的能力大小相一致, 这些数据也再一

次说明配合物的结构差异直接影响着它们的生物学功

能. 提示该化合物有可能是以端粒G4-DNA为靶点发挥

的抗肿瘤活性, 并显示了在抗肿瘤方面的良好应用前

景. 
利用 Hoechst33342 荧光染色实验观察钌配合物诱

导 HepG2 细胞凋亡的形态[15], 结果表明, 配合物 2 处理

HepG2 细胞 48 h 后(图 8), 与对照组相比, 当配合物 2
的浓度为 5 µmol/L 时, HepG2 细胞的细胞膜出现皱褶、

细胞核固缩, 染色质凝聚, 染色加深, 边集呈环形或新

月形附于核膜周围、核断裂, 部分细胞可见凋亡小体, 
表现为大小不等、形态不规则的荧光碎片; 对于 10 
µmol/L 处理组, 凋亡小体已经非常明显, 视野下几乎所

有的细胞核区染色质都成边集附于核膜周围, 呈致密浓

染状. 反观正常对照组细胞和配合物 1 实验组细胞则没

有观察到染色质凝聚、浓染致密的颗粒、块状荧光等现

象. 这进一步说明配合物 2 能够诱导 HepG2 细胞凋亡. 
 

 
图 7  在 TMB-H2O2体系中, 加入钌配合物 1, 2 或 K＋ HTG21 DNA 酶功能的表征 
Figure 7  Characterizations of the DNAzyme functions of HTG21 DNA in the presence of 2 mmol/L K＋, 500 nmol/L 1 and 500 nmol/L 2 in the 
TMB-H2O2 system.  
Conditions: TMB, 266 mmol/L in Tris-MES buffer (25 mmol/L MES, pH＝5.10); H2O2, 794 mmol/L; DNA, 500 nmol/L; hemin, 500 nmol/L 
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表 1  配合物 1, 2 对各肿瘤细胞株的生长抑制 
Table 1  Growth inhibition of complex 1 and 2 on various human cancer cell lines 

Cytotoxicity (IC50, μmol/L) 
Complexes 

MCF-7 A549 CNE-2Z HepG2 HUVEC Hs68 

1 51.5±1.37 42.3±1.46 46.8±1.48 33.2±2.42 76.8±2.81 ＞100 

2 16.4±1.85 22.5±2.36 33.6±2.78 7.6±3.75 72.3±2.56 ＞100 

Cisplatin 22.2±1.96 24.4±2.52 17.4±0.93 6.6±1.09 25.7±1.43 11.3±1.85 

 

 

图 8  配合物 1 和 2 诱导 HepG2 细胞凋亡 
Figure 8  Complex 1 and 2 induces apoptosis in HepG2 cells  
Representative photomicrographs of DNA fragmentation and nuclear condensation in response to complexes treatment as detected by Hoechst staining. HepG2 cells 
were treated with complex 2 at different concentrations for 48 h 

2.8  流式细胞仪检测配合物 2 诱导 HepG2 细胞凋亡 

为了研究配合物 2对细胞周期的影响, 采用 PI染色

分析了配合物 2 处理时间和剂量对细胞周期的影响[16]. 
结果如图 9 所示, 在作用时间为 48 h 时, 随着配合物 2
浓度的增加 , Sub-G1 分别从 2.77%(对照组)上升至

60.4%; 配合物 2 对 HepG2 细胞 Sub-G1 凋亡峰的影响

呈现出剂量效应. 
细胞周期分析显示, 钌配合物 2诱导了HepG2细胞

阻滞在G0/G1 期. 从剂量效应看, 配合物 2 处理Hep G2
细胞 48 h 后 ,  随着浓度的增加 ,  G0/G1 期细胞从

69.3%(对照组)增至 81.6%(20 μmol/L), 同时伴有 G2/M
期细胞数目的大量减少 ,  从 7 .9%(对照组 )降低至

0.9%～2.0%(20 μmol/L), 这些结果表明钌配合物 2 导致 

了 HepG2 细胞的G0/G1 期阻滞. 上述结果表明配合物 2
能诱导 G1 期细胞阻滞和 DNA 碎片的形成(细胞凋亡的

特征). 有趣的是, 当 G0/G1 期细胞增加的同时 G2/M 期

细胞比例随着配合物 2 浓度的增加显著减少, 甚至出现

G2/M期细胞接近为0, 这表明经配合物 2处理的HepG2
细胞, 在 S-G2 的过渡期有可能会有完全阻滞现象出现. 

3  结论 

总的来说, 我们设计合成了两种钌配合物, 对端粒

DNA 具有选择性结合作用, 并能诱导端粒 DNA 发生构

型转变, 在这里, 值得我们注意的是, 在相同实验条件

下, 相比于配合物 1, 配合物 2与DNA的相互作用更强. 
这可能与配体的平面性有关. 提示钌配合物可能是通过

 

图 9  流式细胞仪定量分析配合物 2 诱导 HepG2 细胞凋亡 
Figure 9  Quantitative analysis of complex 2-induced apoptotic cell death by flow cytometry 
HepG2 cells were treated with complex 2 at different concentrations for 48 h 
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稳定端粒 DNA 发挥的抗肿瘤活性. 抗肿瘤活性实验结

果表明钌配合物具有良好的抗肿瘤活性, 且抗肿瘤活性

的能力与其稳定G-4DNA能力密切相关, 进一步证明钌

配合物抗肿瘤作用靶点可能是端粒 DNA. 钌配合物能

够诱导肿瘤细胞凋亡, 配合物 2 能诱导 G1 期细胞阻滞

和 DNA 碎片的形成(细胞凋亡的特征). 

4  实验部分  

液相色谱-质谱联用仪(TRACE, 美国菲尼根公司), 
实验所用的 DNA: HTG21(AG3(T2AG3)3), ds26 
(5′-CAATCGGATCGAATTCGATCCGATTG-3′), CT- 
DNA 均 购 买 于 上 海 生 物 工 程 责 任 有 限 公 司 , 
Hoechst33342 染色液购于江苏碧云天生物技术有限公

司, 其它所用试剂均为化学纯或分析纯.  

4.1  配合物的合成与表征 

配合物 1 和 2 的合成参见文献[17]方法, 配合物 1
的产率为 64%. Anal. calcd for C41F12H32N8O2P2Ru: C 
46.45, H 3.02, N 10.58; found C 46.43, H 3.04, N 10.57. 
ESI-MS (图 S1) m/z: 769.4 [M－2PF6]＋, 385.3 [M－

2PF6]2 ＋ . 配合物 2 的产率为 66%, Anal. calcd for 
C45F12H32N8O2P2Ru: C 48.78, H 2.89, N 10.12; found C 
48.77, H 2.90, N 10.11. ESI-MS m/z: 817.5 [M－2PF6]＋, 
409.0 [M－2PF6]2＋. 

4.2  配合物对不同序列 DNA 的选择性 

HTG21 的处理: 将 20 OD 的 HTG21 溶于缓冲液

920 μL 中, 水浴锅加热至 95 ℃并保持 5 min 后自然冷

却至室温, 放到冰箱中 4 ℃保存2 d, 之后冻存起来, 配
制好的 DNA 溶液应置于冰箱中保存备用.  

用缓冲溶液(10 mmol/L Tris-HCl, 100 mmol/L KCl, 
pH＝7.4 的缓冲溶液)依次配制 2 μmol/L 的钌配合物溶

液, 2 μmol/L的配合物与 4 μmol/L HTG21的混合溶液, 2 
μmol/L 配合物与 4 μmol/L ds26 DNA 的混合溶液, 混合

均匀, 冷藏静置过夜. 测试前, 先在测量的起始温度下

恒温 20 min. 用约 460 nm光源激发, 在 500～800 nm的

范围记录发射光波峰和发光强度.  

4.3  配合物与 HTG21 相互作用的荧光光谱实验 

在样品池中放置 2 mL 缓冲溶液(10 mmol/L 
Tris-HCl, 100 mmol/L KCl, pH＝7.4 的缓冲溶液), 用微

量加样器加入5 μL的钌配合物溶液(2 mmol/L), 在1 mL
荧光比色皿中放置适量 2 μmol/L配合物溶液, 之后用微

量加样器逐次向溶液中加入相同体积的 HTG21 母液, 
使 HTG21 与配合物浓度比[HTG21]/[Ru]按一定比例递

增 ,  直至荧光强度基本稳定 [ 1 8 a ] .  每次钌配合物与

HTG21 混合均匀约 10 min 后, 用约 460 nm 光源激发, 
在 500～700 nm 范围记录配合物的发射峰强度. 荧光强

度的测定采用 Shimadzu RF-5000 型荧光光谱仪(用 628  

nm 光源激发, 在 500～800 nm 范围记录发射峰强度). 
分别测出其荧光强度(每次混合均匀约 5 分钟后才开始

测量), 直至荧光强度基本稳定[18b].  

4.4  配合物与 HTG21 相互作用结合比研究 

配制两组溶液:  
第一组, 分别取 10 μmol/L 的配合物溶液 0, 100, 

200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 和 1000 μL 于 1.5 
mL 的离心管中, 加入缓冲溶液(10 mmol/L Tris-HCl, 
100 mmol/L KCl, pH＝7.4 的缓冲溶液), 使每份溶液体

积为 1000 μL, 混合均匀, 10 min后测量每份溶液荧光强

度.  
第二组, 分别取与第一组相同体积的配合物溶液, 

加入 HTG21 (500 μmol/L)使每份溶液体积为 1000 μL, 
测量每份溶液的荧光强度.  

将第二组的荧光数据减去相应第一组的荧光数据

(扣除配合物的荧光), 得到随配合物摩尔比(X)连续变化

的一系列的荧光强度变化数据, 做出 ΔI-X 的 Job plots
图.  

4.5  配合物与 HTG21 相互作用的 CD 光谱研究 

圆二色谱(CD 光谱)用 JASCO-J810 圆二色谱仪测

量, 测量样品前, 先扫描缓冲溶液作基线校正. 样品池

中放置 2 μmol/L 的 DNA 溶液 2.0 mL, 用微量取样器每

次向样品池中加入相同体积的配合物溶液, 使 DNA 与

配合物浓度比值(CDNA/CRu)按一定比例递增, 直到 CD
光谱的强度基本稳定不变, 混合均匀约 5 min 后, 在
200～400 nm 范围内监测配合物 CD 光谱的变化.  

4.6  热变性实验 

分别用 30 mL 的缓冲溶液(10 mmol/L Tris-HCl, 100 
mmol/L KCl, pH＝7.4 的缓冲溶液)配制含 20 μmol/L 配

合物 1、20 μmol/L 配合物 2、和不含配合物的 2 μmol/L
的 HTG21, 放入冰箱中过夜. 测试前将溶液恒温在(25
±0.1) ℃ 1 h. 测试 DNA 的变性时, 使用缓冲溶液(2)
扫基线, 并用其做参比, 测定 DNA 在配合物存在下的

热变性时, 使用同浓度的配合物扫基线并用其做参比. 
在 30～100 ℃范围内, 利用圆二色谱仪测定 295 nm 处

加入配合物前后的HTG21的CD信号的变化. 实验中温

度升高梯度为 1 ℃, 升温速度为 1 ℃/min.  

4.7  配合物与 HTG21 的显色反应 

当 DNA 单链中加入钾离子或者是配合物, 能促使

富 G 的 DNA 寡核苷酸形成 G4-DNA 时, 此时加入的

hemin 就会形成 G4-DNA-hemin-DNAzyme 的酶. 将这

种混合物加入含有双氧水的 TMB 溶液时, 就会很快通

过氧化还原反应促使这种酶分解, 形成肉眼可以看见的

蓝色效应.  
将钌配合物加入等体积的 HTG21 溶液(20 μmol/L

的DNA, 10 mmol/L的Tris-HCl和 100 mmol/L的EDTA,  
 



  
化 学 学 报 研究论文  

 
480   http://sioc-journal.cn © 2014 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences Acta Chim. Sinica 2014, 72, 473—480
 

pH＝8.00)中, 使 DNA 寡核苷酸放置在室温下 40 min 形

成 G-四链结构. 然后将等体积的血红素(溶解在 DMSO
中)加入含有上述样品溶液中, 并在室温下保持 2 h 形成

脱氧核酶. 随后, 将 180 μL 的 TMB-H2O2(1.76 mmol/L)
溶液加入 20 μL 的过氧化脱氧核酶体系中. 将此混合物

放置在室温下 1.5 h后, 观察颜色变化, 并用数码相机进

行拍摄.  

4.8  钌配合物的体外抗肿瘤活性 

4.8.1  细胞株及配合物  
人乳腺癌细胞(MCF-7)、人肺腺癌细胞(A549)、人

鼻咽癌细胞(CNE-2Z)、人肝癌细胞(HepG2)、人脐静脉

内皮细胞(HUVEC)和人男性正常龟头细胞(Hs68)购自

ATCC 公司. 样品编号: 配合物 1 记为 1, 配合物 2 记为

2 和顺铂.  
4.8.2  MTT 比色法研究配合物抗肿瘤活性 

用 MTT 法测定: 将细胞经 0.25%胰蛋白酶消化 5 
min 后, 成单细胞悬液, 取对数生长期的各种肿瘤细胞

以 2.5×104/mL 细胞接种于 96 孔培养板, 每孔 100 μL, 
每组设 5 个平行孔. 贴壁 24 h 后开始实验处理, 处理组

为不同浓度的钌配合物(100, 80, 40, 20, 10, 5 μg/mL), 
并且同时设调零孔及正常对照组. 置于 37 ℃, 5% CO2

的培养箱中继续培养 48 h, 加入 MTT (5 mg/mL) 20 μL, 
继续在 37 ℃培育 4 h 后, 弃除上清液, 每孔加入二甲亚

矾(DMSO) 150 μL, 振荡约 2 min, 酶联免疫检测仪(美
国 Sigma公司)在 570 nm处精确测量OD值(A值). 按下

列公式计算细胞生长抑制率＝ (OD 对照－OD 实

验)/(OD 对照－OD 空白), 将抑制率与药物浓度作图, 
得出剂量反应曲线, 计算出 IC50 即半数抑制浓度值.  
4.8.3  利用 Hoechst33342 荧光染色实验研究细胞凋亡 

取洁净盖玻片在70%乙醇中浸泡5 min或更长时间, 
无菌超净台内吹干或用无菌的PBS溶液洗涤三遍, 再用

细胞培养液洗涤一遍. 将盖玻片置于 6 孔板内, 种入细

胞培养过夜, 使约为 50%～80%满. 各浓度药物处理细

胞 48 h, 吸尽培养液, 加入 0.5 mL 含 4%多聚甲醛或

70%乙醇的固定液, 固定 10 min 或更长时间(可 4 ℃过

夜). 去固定液, 用 PBS 洗两遍, 每次 3 min, 吸尽液体. 
洗涤时宜用摇床, 或手动晃动. 加入 1 mL 10 μg/mL 的

Hoechst33342 染色液, 37 ℃染色 15 min. 也宜用摇床, 
或手动晃动数次. 去染色液, 用 PBS 洗两遍, 每次 3 
min, 吸尽液体. 滴一滴抗荧光淬灭封片液于载玻片上, 
将贴有细胞的盖玻片小心盖在载玻片上, 让细胞接触封

片液, 尽量避免气泡. 荧光显微镜(日本 Nikon 公司)下
用紫外光激发, 可检测到呈蓝色的细胞核, 根据细胞核

状态是否聚缩高亮度来判断细胞凋亡情况.  

4.9  流式细胞仪检测配合物 2诱导HepG2细胞周期和

凋亡 

取实验组和对照组 HepG2 细胞计数各 8×105个接

种于 30 mm2 的培养皿中, 隔夜细胞贴壁并呈指数生长

时要更换含药物的培养液, 继续培养 48 h 后, 收集培养

的细胞株, 经 1000 r/min 转速离心 5 min, 弃去培养液. 
重复操作 2 次. 用预冷 PBS 液重悬细胞, 离心, 1000 
r/min 转速再离心 5 min, 重复两次; 将收集的细胞株用

4 ℃预冷的 75% 乙醇固定, 4 ℃保存, 冰盒送检. 样本

上机前作如下处理:  
(1) 将加入固定液的细胞悬液离心后, 弃去固定液, 

用 PBS 缓冲溶液洗两次.  
(2) 加入 200 μL PI 综合染液(pH＝7.4)置 4 ℃冰箱

中, 染色 25 min.  
(3) 用 400 目的筛网过滤一次, 应用流式细胞仪

(FACS Aria, 美国 BD Bioscience 公司)激发波长 488 
nm, 发射波长 630 nm, 检测, 计数 10000 个细胞, 进行

细胞周期和 DNA 含量分析. 
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