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【=药效学评价=】=

aesmosdumotinJC=B环衍生物抑制jCcJT细胞增殖及其作用机制研究=

郭宏举 N，常李荣 N，史= =宁 N，张= =捷 N，向= =卓 O，梁= =海 N，吴久鸿 NG=
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摘  要：目的= =研究 desmosdumotinJC（aesJC）_环对位氟修饰衍生物 qmm对人乳腺癌细胞jCcJT的增殖抑制作用，并探

讨其作用机制。方法= = jqq法检测质量浓度为 NKM、OKR、RKM、NMKM、20.0 μg/mL 的 qmm作用 QU=h后，对jCcJT细胞的增殖

抑制率；流式细胞术检测 20.0 μg/mL TPP 作用 M、OQ、QU=h诱导jCcJT细胞的凋亡程度；流式细胞术检测 20.0 μg/mL TPP
作用 M、OQ、QU=h对jCcJT细胞中 kcJκB P65 阳性细胞表达率的影响。结果= =作用 QU=h后，OKR、RKM、NMKM、20.0 μg/mL 的

qmm对jCcJT细胞增殖均有显著抑制作用，且抑制率随着浓度的升高而增大；20 μg/mL=qmm作用 OQ、QU=h均可诱导细胞凋

亡；作用 QU=h后，20 μg/mL TPP 可显著减少jCcJT中 kcJκB P65 阳性细胞率。结论 = qmm显著抑制jCcJT细胞增殖，诱

导jCcJT细胞凋亡，作用机制可能与下调 kcJκB 表达有关。=
关键词：毛叶假鹰爪素 C；衍生物；jCcJT；凋亡；kcJκB=
中图分类号：oVSR= = = = = =文献标志码：A= = = = = =文章编号：NSTQ=J=SPTSEOMNTFMO=J=MNTV=J=MR=
alfW=NMKTRMNLjKissnKNSTQJSPTSKOMNTKMOKMMT 

fnhibitory=effect=and=mechanism=of=asmosdumotinJC=B=ring=derivative=on=
jCcJT=cell=proliferation=

drl=eonÖJjuNI=CeAkd=iiJronÖNI=pef=kinÖNI=weAkd=gieNI=ufAkd=whuoOI=ifAkd=eaiNI=tr=giuJhonÖN=
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AbstractW=lbjective= = qo=study=the=inhibitory=effects=of=qmmI=a=desmosdumotinJC=_=rinÖ=paraJfäuoro=modified=derivativeI=on=human=
breast= cancer=jCcJT= ceää= proäiferationI= and= investiÖate= the=possibäe=mechanismsK=jethods= =jqq=assay=was=used= to=measure= the=
proäiferation=suppression=of=jCcJT=ceääs=after=treated=with=NKMI=OKRI=RKMI=NMKMI=and 20.0 μg/mL TPP for QU=hI=and=then=the=ceää=apoptosis=
rate=and=expression=rate=of=kcJκB P65=positive cells were tested by flow cytometry after 20.0 μg/mL TPP treatment=for=MI=OQI=and=QU=hK=
oesults= =jqq=assay=showed=thatI=after=treatment=for=QU=hI=NKMI=OKRI=RKMI=NMKMI=and=20.0 μg/mL TPP all exhibited the inhibitory effects 
and=showed=a=doseJdependent=reäationshipK=cäow=cytometry=resuäts=showed=that=20.0 μg/mL TPP induced cell apoptosis after treatment 
for=OQ=and=QU=hK=qmm=E20.0 μg/mLF=siÖnificantäy=reduced=the=rate=of=kcJκB P65Jpositive=ceääs=in=jCcJT=ceääs=after=treatment=for=QU=hK=
Conclusion= = qmm=couäd=inhibit=the=proäiferation=of=jCcJT=ceääsI=which=may=be=induced=by=ceää=apoptosisK=aownJreÖuäation=of=kcJκB 
is=possibäe=to=be=reäated=with=apoptosisK=
hey=wordsW=dsmosdumotinJCI=derivativeI=jCcJTI=apoptosisI=kcJκB=
=

乳腺癌是一种严重威胁女性生命和健康的恶性

肿瘤疾病，近年来我国每年女性乳腺癌发病高达数

十万，发病率占女性常见恶性肿瘤第二位，且发病

率和死亡率都有逐年递增的趋势。=
aesmosdumotin=C（aesJC）是本课题组首次从

药用植物毛叶假鹰爪根中提取分离出的一种单体活

性成分，其化学结构图 N中 A环为多甲基取代的环

己烯二酮，_ 环的苯环无取代基，是具有全新化学

骨架结构的天然活性产物。前期研究证实，该化

合物及其衍生物对多种肿瘤细胞具有增殖抑制作

用xNJOz，其作用机制可能和抑制qkcJα诱导的kcJκB
信号通路xPz、选择性地作用于肿瘤细胞 dOLj期xQz
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有关。向卓等xRz通过对 aesJC= _环衍生物构效关系

研究分析后发现，_ 环的邻位或对位引入硝基的衍

生物能够上调 eeia 细胞 _ax 的表达，同时降低

_cäJO表达。使得 _cäJOL_ax的比例显著下调，诱导

了 eeia细胞的凋亡。=
本研究以 _环氟修饰衍生物（b）JOJx（b）JPJ

（QJ氟J苯基）JNJ羟基JOJ丙烯亚基zJQISISJ三丙基JRJ
丙氧基JQJ环己烯JNIPJ二酮（qmm）为研究对象，

首次考察其对人乳腺癌jCcJT细胞的增殖抑制及

诱导凋亡作用，进一步探讨其可能的作用机制，

为此类活性抗肿瘤化合物后续开发和利用提供理

论指导。=
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图 N= = aesJC和 qmm的化学结构=
cigK=N= = Chemical=structures=of=aesJC=and=qmm=

N= =材料=
NKN= =细胞=

人乳腺癌细胞株 jCcJT，AqCC= kumber：=
eq_JOO，购自北京嘉美臻元生物技术有限公司。=
NKO= =药物及主要试剂=

aesJC、aesJC=_环对位氟取代衍生物 qmm，均

由解放军 PMS医院药学部向卓博士、梁海硕士合成

并提供xRz，质量分数＞VRB；紫杉醇注射液，扬子

江药业集团有限公司，批号 NSMPMUNN。=
cfqCJAnnexin=sLmf双染试剂盒、AmC=Annexin=

sLTJAAa 双染凋亡试剂盒，批号分别为 iehJ=
SMNJMOM、iehJUMNJMPO；AntiJeuman=kcJκB P65 PE、
AntiJoabbit= fÖd，Abcam 公司产品，批号分别为

vkMVONVMUmp、abSTOM；均购自北京嘉美臻元生物

技术有限公司。jqq、二甲基亚砜（ajpl），
Amresco 公司产品，批号分别为 qMVTPJNd、

aMOPNJNMMji；NM×_indinÖ= _uffer、RB胎牛血清

（c_p）、ajbj培养基、超级新生 c_p、m_p缓冲

液、胰酶等，均购自北京百奥森泰生物技术有限公

司产品。青霉素（山东鲁抗集团，NSM= wu，批号

NRMTMR）；硫酸链霉素（深圳华南制药有限公司，批

号 NQNNMP）。=
NKP= =主要仪器=

十万分之一电子天平，德国 sartorius 科学仪

器公司；jrifphAk=ApCbkq=jhP酶标仪、ClO
培养箱，美国 qhermo 公司；ChuQN 倒置相差显

微镜，日本 livjmrp 公司；移液器，芬兰

cinnpipette 公司；wRO 型医用离心机，白洋离心

机制造厂；_acACpCaäibur流式细胞仪，美国 _a
公司。=
O= =方法=
OKN= =细胞培养=

jCcJT细胞种于含 NMB=c_p的高糖ajbj培

养液中，置于 PT=℃、RB=ClO的恒温培养箱中培养，

每 O天换液 N次，待细胞生长至对数生长期时进行

实验。=
OKO= = jqq法检测细胞增殖抑制率=

取对数生长期的 jCcJT细胞，调整细胞悬液

浓度为 R×NMQLmi，细胞数目为 N×NMQL孔接种于

VS孔细胞培养板中，置 PT=℃、RB=ClO温箱培养

OQ=h。实验设 aesJC、qmm、紫杉醇 P组，每组药

物终质量浓度设置均为 NKM、OKR、RKM、NMKM、OMKM=
μg/mL，每个浓度设置 P 个复孔，同时设 P 个对

照孔，对照孔加入相同体积的培养液。各组加药

作用 QU=h后，加入终质量浓度为 R=mÖLmi的jqq
溶液，继续培养 Q=h弃去上清液，每孔加入 150 μL 
ajpl，终止培养。振荡器上充分低速震荡 NM=
min，待结晶物充分溶解后，在酶联免疫检测仪

RTM= nm处测量各孔的吸光度（A）值，计算细胞

增殖抑制率。=
增殖抑制率＝（A 对照组－A 实验组）／A 对照组=

OKP= =流式细胞仪检测细胞凋亡=
取对数生长期的乳腺癌细胞 jCcJT，N×NMQL

孔接种于 VS孔培养板中，PT=℃、RB=ClO温箱培养

OQ=h后，加入终质量浓度为 OM=µÖLmi的qmm作用 M、
OQ、QU= h。细胞消化，制成单细胞悬液，调整细胞

密度至 N×NMVLi。取 N=mi细胞悬液 Q=℃、N=MMM×
g离心 NM= min，小心完全吸弃上清液，而后加入预

冷的磷酸缓冲液（m_p），轻轻震荡使细胞悬浮，

Q=℃、N=MMM×g离心 NM=min，弃去上清液。再将细

胞重悬浮于 500 μL 结合缓冲液中，加入 10 μL 
Annexin=sJcfqC，混匀后 Q=℃下避光孵育 PM=min，

l= l=

l= le=

l= l=

l= le=

c=

aecJC=

qmm=
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加入 5 μL PI，避光放置 PM= min，_acACpCaäibur
流式细胞仪上机检测，cäowjo流式细胞分析软件进

行数据分析，计算正常凋亡、早期凋亡、晚期凋亡、

死亡细胞所占的比例。=
OKQ= =流式细胞仪检测细胞内 kcJκB 水平=

取对数生长期的乳腺癌细胞jCcJT，接种于培

养板中，PT=℃、R=B=ClO温箱培养 OQ=h后，加入终

浓度为 OM= µÖLmi的 qmm作用 M、OQ、QU= h。加入

AntiJeuman=kcJκβ=mSR=mb一抗，Q=℃避光孵育 PM=
min后 m_p洗涤 O次，再加入 cfqC标记的二抗，

在 Q=℃暗处孵育 PM= min后，m_p洗涤 O次，随即

上流式细胞仪检测，定量分析 OM= µÖLmi的 qmm作

用 M、OQ、QU=h后jCcJT细胞中 kcJκB 阳性细胞的

百分率。=
OKR= =统计学处理=

数据均采用 ±x s表示，应用 pmppNPKM 软件进

行统计学处理分析，对所测定结果进行方差齐性检

验，各组间比较使用单因素方差分析检验。=
P= =结果=
PKN= =对jCcJT细胞增殖的影响=

qmm 在浓度为 2.5 μg/mL 时即对 jCcJT 细胞

产生增殖抑制作用，随着浓度的升高，抑制率逐渐

增加，与浓度呈正相关，与对照组比较，差异显著

（m＜MKMR、MKMN），结果见表 N。
表 N= = qmm对jCcJT细胞增殖的影响( x±sI=n=Z=P)=

qable=N= = bffect=of=qmm=on=jCcJT=cell=proliferation=E x±sI=n=Z=PF=
组别 浓度L(μg·mL−NF= A值= 抑制率LB=

对照 —= MKTQR±MKMQS= —=

aesJC NKM= MKRUU±MKMNTG= OMKTO±RKTNG=

 OKR= MKRNN±MKMNMGG= PNKNS±PKVRGG=

 RKM= MKQOR±MKMMTGG= QOKSU±PKOVGG=

 NMKM= MKQNN±MKMPSGG= QQKVN±NKRMGG=

 OMKM= MKPQT±MKMPOGG= RPKPQ±PKQNGG=

对照 —= MKTRO±MKMPT= —=

qmm NKM= MKSOT±MKMOU= NSKQR±QKTN=

 OKR= MKRVM±MKMPNG= ONKPN±RKSMG=

 RKM= MKRPR±MKMPVGG= OUKUM±QKSRGG=

 NMKM= MKQRP±MKMOVGG= PVKTO±OKTNGG=

 OMKM= MKPVM±MKMNVGG= QUKNQ±MKNTGG=

对照 —= MKTQS±MKMSS= —=

紫杉醇 NKM= MKQVQ±MKMOVGG= PPKQR±QKQOGG=

 OKR= MKQPP±MKMPMGG= QNKVS±NKOSGG=

 RKM= MKPQQ±MKMPSGG= RPKMT±UKUOGG=

 NMKM= MKOQU±MKMOPGG= SSKOM±RKVSGG=

 OMKM= MKNTQ±MKMQQGG= TSKTN±RKUQGG=

与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
Gm=Y=MKMR GGm=Y=MKMN=vs=controä=Öroup=

PKO= = qmm作用后jCcJT细胞凋亡变化=
图 O是jCcJT细胞凋亡流式图，一般认为，左

下是正常细胞，右下是早期凋亡细胞，右上是中晚

期凋亡细胞，左上是坏死细胞。20 μg/mL TPm作用

OQ、QU=h后jCcJT细胞均出现凋亡现象，细胞凋亡

率随着作用时间的延长而升高。qmm作用 QU=h后的

jCcJT细胞凋亡率远高于 M=h。=
PKP= = qmm作用后jCcJT中 kcJκB 阳性细胞变化=

流式细胞术检测结果表明，20 μg/mL TPP 作用

OQ、QU=h后jCcJT细胞中 kcJκB P65 阳性细胞率开

始减少，减少程度随作用时间的延长而升高，作用

QU=h后的kcJκB P65 阳性细胞率低于 M=h。见图 P。=
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=
M=h= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = OQ=h= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = QU=h=

图 O= = OM=μgLmi=qmm作用 M、OQ、QU=h后的jCcJT细胞凋亡情况=
cigK=O= =jCcJT=cell=apoptosis=after=OM=μgLmi=qmm=treatment=for=MI=OQI=and=QU=h=

=

= = = = = = = = = = = = =

M=h= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = OQ=h= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = QU=h=

图 P= = OM=μgLmi=qmm作用 M、OQ、QU=h后的jCcJT细胞中 kcJκB 阳性细胞百分率=
cigK=P= = kcJκB positive percentages of=jCcJT=cells=after=OM=μg/mL TPP treatment for 0I=OQI=and=QU=h=

Q= =讨论=
毛叶假鹰爪 aesmos dumosus（ooxbK）paffK属于

番荔枝科假鹰爪属植物，广泛分布在我国西南地区，

关于其记载报道最早出现于我国民族民间药学著作

《岭南采药录》。民间治疗中多用其根叶治疗跌打、

皮癣、风湿、骨痛、产后腹痛等症xSJTz。本实验室首

次从该属植物中分离得到两个具有全新骨架、结构

新奇的类黄酮化合物aesJ_和aesJCxTz。体外活性研

究表明，aesJ_、aesJC 及其衍生物具有抗肿瘤xUz、

抗氧化xVz、神经元损伤保护xNMz等多种功能。宋明玉xPz

等以 OVP 细胞中建立含有报告基因荧光素酶的质

粒，报告基因的上游含有核转录因子JκB（kcJκB）
转录因子的结合序列，用肿瘤坏死因子Jα（qkcJα）
诱导报告基因的表达，发现 aesJC对 qkcJα 诱导的

kcJκB 信号通路有抑制作用，半数抑制浓度（fCRM）
为 NKR=μg/mL。doto等xQz以 aesJC的 _环 Q位 _r取
代衍生物作用于非小细胞肺癌为研究对象，发现

aesJC 衍生物能调节纺锤体和染色体分离，判断该

化合物选择性作用于肿瘤细胞 dOLj期。=
最近的科学研究表明，kcJκB 是一种重要的转

录蛋白，在细胞浆中产生，转移到细胞核内发挥重

要作用，其对肿瘤发展过程中多种基因表达上调起

到关键作用。kcJκB能促进周期蛋白aN（Cyeäin=aN）
的表达和 dNLp 期转换，推进细胞周期演变，表现

为细胞无限增殖和自主分裂 xNNz；同时可以上调

qoAcN、qoAcO等抗凋亡基因表达及抑制促凋亡癌

基因表达等产生抗凋亡效应xNOz，还能诱导 sbdc的
表达，促进血管生成。综上所述，kcJκB 在肿瘤细

胞的无限增殖以及抑制细胞凋亡的过程中扮演着重

要角色。=
以人乳腺癌细胞株jCcJT作为研究对象，探讨

qmm 对人乳腺癌的作用及其机制，结果显示，qmm
对jCcJT具有增殖抑制作用，OM=μg/mL 浓度的 qmm
作用 QU= h后抑制率达到 QUKNQB。流式结果显示其
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诱导了jCcJT的凋亡，作用 QU=h后的凋亡率高于 M=
h；kcJκB 阳性细胞率由 M=h的 TKOSB，QU=h后降低

为 PKQOB｡qmm作用前后，jCcJT细胞中 kcJκB 阳

性细胞表达率显著降低｡因此推测 qmm 具有下调

kcJκB 在jCcJT细胞中表达的作用，这种作用可能

是其抑制细胞增殖诱导细胞凋亡的机制之一，有关

此类化合物的抗肿瘤作用机制，本课题组还将进一

步做深入研究｡=
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