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摘= =要：目的= =寻找以成纤维细胞生长因子受体 N（cdcoN）为靶点，并具有良好抗肿瘤活性的小分子抑制剂。方法= =通过

改造单羰基姜黄素类似物 PIRJ双EOJ氟苯亚甲基F哌啶JQJ酮（bcOQ），合成了其类似物［PIRJ双EOJ溴苯亚甲基F哌啶JQJ酮，BS］；
采用 cdcoN酪氨酸激酶实验验证其靶向性；jqq法检测 bcOQ和 BS对正常人肝细胞 eiTTMO、Q种肿瘤细胞（人大细胞肺

癌 kCfJeQSM、人胃癌细胞 pdCJTVMN、人小细胞肺癌 ARQV、人星形胶质瘤细胞株 rORN）增殖的影响；testern=blotting法检

测 BS（OKR、R、NM=μmolLi）对 kCfJeQSM细胞 bcdcLcdco下游信号蛋白表达的影响；CaspaseJP试剂盒检测 CaspaseJP因子

的表达。结果= = bcOQ类似物 BS可以以 cdcoN为靶点，抑制 kCfJeQSM细胞 cdcoN以及下游信号蛋白丝氨酸L苏氨酸蛋白

激酶（Ahq）和细胞外调节蛋白（bohNLO）的磷酸化，抑制肿瘤细胞的增殖，促进细胞凋亡。结论= =成功改造并获得靶向

cdcoN的 bcOQ类似物 BS，其具有良好的体外抗肿瘤活性，为寻找 cdcoN抑制剂候选抗肿瘤药物提供新思路。=
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AbstractW=lbjective= = qo= search= for= the= small=molecule= inhibitor= with= antiJtumor= activity= by= fibroblast= growth= factor= receptor= N=
EcdcoNF=as=targetK=jethods= = qhe=analogue=BS=of=bcOQ=was=obtained=by=reforming=mono=carbonyl=curcumin=analogues=and=applied=
to=identifying=the=target=with=cdcoN=kinase=activity=assayK=qhe=effect=of=bcOQ=and=its=analogue=BS=on=the=proliferation=of=eiTTMO=in=
normal=human=and=four=tumor=cellsI=such=as=kCfJeQSMI=pdCJTVMNI=ARQVI=and=rORNX=tith=the=concentration=of=OKRI=RI=and=NM=μmolLiI=
BS=was=used=to=investigate=the=phosphorylation=inhibition=of=bcdcLcdco=downstream=signal=protein=expression=in=kCfJeQSM=cells=and=
CaspaseJP=factor=expressionK=oesults= =tith=the=cdcoN=as=targetI=BS=could=inhibit=the=phosphorylation=of=cdcoN=in=kCfJeQSM=cellsI=
AhqI=and=bohNLOX=ft=also=could=inhibit=the=proliferation=of=cancer=cells=and=promote=cell=apoptosisK=Conclusion= = qhe=analogue=BS=of=
bcOQ=is=obtained=from=the=leading=compound=bcOQ=with=in=vitro=antiJtumor=effectI=which=provides=the=basis=of=looking=for=the=candidate=
antiJtumor=drugs=of=cdcoN=inhibitorK=
hey=wordsW=fibroblast=growth=factor=receptor=NX=mono=carbonyl=curcumin=analoguesX=bcOQX=BSX=antitumorX=apoptosis=
=

成纤维细胞生长因子受体（fibroblast= growth=
factor= receptors，cdco）是酪氨酸激酶受体家族中

的一员，bcdcLcdco信号转导在促进肿瘤细胞有丝

分裂和肿瘤血管生成过程中起着重要的作用，与肿

瘤的发生发展密切相关xNz。研究表明，cdco 在多

种肿瘤细胞中高表达，如肺癌xOz、胰腺癌xPz、乳腺

癌xQz、肝癌xRz、头颈癌xSz和黑色素瘤xTz，促进了肿瘤

细胞的增殖分裂、肿瘤血管的生成以及肿瘤的浸润

转移xUz。因此以 cdco 为靶点的抗肿瘤药物开发成

了靶向肿瘤治疗药物研发的热点。=
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姜黄素是姜黄、郁金和莪术中的主要活性成分xVz，

研究显示，姜黄素可以被用于预防和治疗肿瘤xNMz，但

其结构中的 βJ二酮基团导致其存在化学结构不稳

定且体内代谢快等缺点，严重影响了姜黄素临床上

的进一步应用xNNz。因此，对姜黄素进行结构改造研

究具有重要现实意义xNOz。研究发现 PIRJ双EOJ氟苯亚

甲基F哌啶JQJ酮（bcOQ，图 N）为一种人工合成不含

βJ二酮结构的单羰基姜黄素类似物，其活性远远高

于姜黄素xNPz，并在体内外都显示出良好的抗肿瘤作

用xNQz。但 bcOQ 在体内抗肿瘤作用的确切靶点仍不

明确。本课题组前期深入研究了 bcOQ对 cdcoN酪
氨酸激酶的抑制活性，发现其半数抑制浓度（fCRM）
达到 NQ=μmolLi，由于其对激酶有效抑制浓度较大，

尚未达到理想值。因此，以 bcOQ 为先导化合物，

对其进行合理的结构改造获得了对 cdcoN 酪氨酸

激酶有更好抑制活性的 bcOQ类似物［PIRJ双EOJ溴苯

亚甲基F哌啶JQJ酮，BS，图 N］，本实验进一步比较

bcOQ和 BS体外抗肿瘤活性，并探讨其抗肿瘤活性

与碱性成纤维生长因子（bcdc）Lcdco信号通路的

关系，为寻找具有抗肿瘤作用的高效低毒姜黄素类

似物提供依据。=
=
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图 N= = bcOQ及其类似物 BS的化学结构=
cigK=N= =Chemical=structures=of=bcOQ=and=its=analogue=BS=

N= =材料=
NKN= =细胞株=

正常人肝细胞 eiTTMO、Q种肿瘤细胞（人大细

胞肺癌 kCfJeQSM、人胃癌细胞 pdCJTVMN、人小细

胞肺癌 ARQV、人星形胶质瘤细胞株 rORN）均购买

于中国科学院上海细胞生物学研究所。=
NKO= =试剂=

胎牛血清，dibco公司；pJcdcoN（qyr=SRPLSRQ）
抗体购买于 Cell=pignal=qechnology公司；磷酸化丝

氨酸L苏氨酸蛋白激酶［pJAhq（perQPT）］、磷酸化

细胞外调节蛋白（pJbohNLO）、成纤维细胞生长因

子受体 N（cdcoN）、丝氨酸 L苏氨酸蛋白激酶

（Ahq）、细胞外调节蛋白（boh）和甘油醛JPJ磷酸

脱氢酶（dAmae）均购买于 panta= Cruz 公司；

CaspaseJP试剂盒购买于碧云天生物技术有限公司。

QJ羟乙基哌嗪乙磺酸缓冲液（ebmbp）、十二烷基聚

乙二醇醚（BrijJPR）、二硫苏糖醇（aqq）、羧基荧

光素（cAj）、四乙酸乙二胺（baqA）和氯化镁

（jgClO）均购买于 pigma公司。= =
NKP= =药物=

bcOQ（质量分数大于 VUB，批号 BQPQTTM）购

买于百灵威公司；kJxOJxxQJE二乙基氨基F丁基z氨
基 zJSJEPIRJ二甲氧基苯基 F吡啶并 xOIPJaz嘧啶 JTJ
基zJk′J叔丁基脲（maNTPMTQ，质量分数 VVKSNB，

批号 pNOSQMQ）购买于 pelleck 公司；BS 自制，质

量分数大于 VUB。=
NKQ= =仪器=

bnsision®jultilabel= oeade（merkinblmer）；倒

置显微镜（日本尼康）；ppectra= jax= jO多功能酶

标仪（jolecular=aevices）；凝胶成像系统（BioJrad）。=
O= =方法=
OKN= = cdcoN酪氨酸激酶抑制活性检测=

采用 Caliper=jobility=phift=Assay方法检测酪氨

酸激酶抑制活性，该方法是以微流体芯片技术的迁

移率检测技术为核心的检测系统。首先配制 NKOR×
激酶反应缓冲液（SOKR= mmolLi= ebmbp，pe= TKR；
MKMMN=UTRB=BrijJPR；NOKR=mmolLi=jgClO；OKR=mmolLi=
aqq）和激酶反应终止液（NMM=mmolLi=ebmbp，pe=
TKR；MKMNRB=BrijJPR；MKOB=Coating=oeagent=@P）；在

R= μi的不同浓度的化合物溶液（用 ajpl 溶解，

用水稀释 NM倍）中加入 NM=μi的 OKR×cdcoN激酶

溶液（在 NKOR×激酶反应缓冲液中加激酶），室温

孵育 NM=min后再加入 NM=μi的 OKR×底物肽溶液（在

NKOR×激酶反应缓冲液中加 cAj标记肽和 Aqm），
在 OU=℃下反应特定时间后加入 OR= μi激酶反应终

止液。在 Caliper 上测试荧光度（c），计算激酶活

性抑制率。以 ajpl为溶剂对照，以不加激酶为阴

性对照。测定 fCRM时每种样品设 R个稀释度（MKMN、
MKN、NKM、NM、NMM=μmolLi）各 P个复孔，重复 P次
实验。=

激酶活性抑制率＝Ecajpl对照－c 样品FLEcajpl对照－c 阴性对照F=

OKO= =jqq法检测细胞增殖抑制活性=
eiTTMO、kCfJeQSM、pdCJTVMN、ARQV、rORN

细胞均为贴壁生长，rORN使用ajbj高糖培养基，

其他细胞均使用 omjf=NSQM培养基，培养基中均含

有 NMB胎牛血清和 NB的青J链霉素。细胞于恒温

PT=℃含 RB=ClO饱和湿度的细胞培养箱中培养。用
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含baqA的胰酶消化处于对数期生长的细胞，离心，

各取 eiTTMO、kCfJeQSM、pdCJTVMN、ARQV和 rORN
细胞悬液 100 μL 接种于 VS孔板（每孔细胞数约

P=MMM个），用含有 NMB胎牛血清的完全培养基进行

培养，待细胞贴壁过夜后换液加药。设置空白组、

阴性对照（ajpl）组、阳性对照 bcOQ（NMLOT、
NMLV、NMLP、NM、30 μmol/L）组和受试药 BS（NMLOT、
NMLV、NMLP、NM、30 μmol/L）组，每组 P个复孔。

药物作用 TO= h后，观察细胞存活情况，并在每孔

各加入 25 μL MTT（R=mgLmi）溶液，置于 PT=℃、

RB=ClO培养箱培养 Q=h以上，弃上清，用 ajpl
溶解结晶，室温下避光振荡 NM=min，在酶标仪 QVM=
nm处读取吸光度（A）值，计算细胞增殖抑制率，

计算 fCRM值。=
增殖抑制率＝E加药组 A平均值－空白组 A平均值FLE阴

性对照组 A平均值－空白组 A平均值F=

OKP= =testern= blotting检测 bcdcLcdco下游信号

蛋白表达=
用含 baqA 的胰酶消化处于对数期生长的

kCfJeQSM细胞，并离心，取细胞悬液接种于六孔板

（Q×NMR个/孔），用含有 NMB胎牛血清的完全培养基

进行培养，待细胞贴壁过夜后换饥饿培养基（不含

胎牛血清）饥饿作用 OQ= h，加药，设置阴性对照

（ajpl）组、ajpl＋bcdc组、bcdc＋bcOQ（OKR、
RKM、NMKM=μmolLi）组和 bcdc＋BS（OKR、RKM、NMKM=
μmolLi）组，药物作用 N=h，bcdc终质量浓度为 PM=
ngLmi，刺激 NM= min 后收蛋白。考马斯亮蓝测定细

胞总蛋白浓度，配置上样缓冲液，蛋白凝胶电泳后

敷一抗（pJcdcoN、pJAhq、pJbohNLO、cdcoN、
Ahq、bohO和参比 dAmae），室温摇床 O=h，Q=℃
摇床孵育过夜后 qBpq洗一抗，二抗室温摇床 N=h后
qBpq洗二抗，凝胶成像仪显色。=
OKQ= = CaspaseJP试剂盒检测 CaspaseJP因子的表达=

取对数期生长的 kCfJeQSM 细胞悬液铺于 SM=
mm的皿中（N×NMS个/皿），含有 NMB胎牛血清的

完全培养基贴壁过夜后换液加药，设置阴性对照

（ajpl）组、bcOQ（R=μmolLi）组和 BS（R=μmolLi）
哎，PT=℃，RB=ClO培养箱作用 NO=h；用胰酶消化

贴壁细胞，并收集至备用的细胞液中。SMM×g=Q=℃
离心 R=min收集细胞，除上清，mBp重悬，加入裂

解液，重悬沉淀，水浴裂解 NR=min，Q=℃、NS=MMM～
OM= MMM×g离心 NM～NR= min，把上清转移到冰浴预

冷的离心管中，用考马斯亮蓝法测定样品蛋白浓

度，使蛋白的质量浓度达到 N～P= mgLmi；同时测

定游离硝基苯胺（pkA）标准曲线；根据 CaspaseJP
试剂盒说明书检测蛋白样品中其酶的活性（以

dAmae为参比蛋白），并计算 N个样品单位质量蛋

白中所含的 CaspaseJP的酶活力单位。=
OKR= =统计学方法=

所有实验数据均来自 P 次重复实验，并输入=
draphmad=mrism=RKM=统计软件包进行统计分析。=
P= =结果=
PKN= =对 cdcoN酪氨酸激酶的抑制活性=

从激酶活性的结果（表 N）看，cdco 抑制剂

maNTPMTQ对 cdcoN酪氨酸激酶抑制作用的 fCRM值
为 OKV×NM−P= μmolLi；溴取代的 bcOQ类似物 BS表
现出很好的抑制活性，对于 cdcoN 酪氨酸激酶的

fCRM为 UKN= μmolLi，较先导化合物 bcOQ（fCRM＝NQ=
μmolLi）抑制效果有明显提高和改善，推测有可能

化合物中的卤素与蛋白形成卤鍵的强弱不同，使得

化合物与 cdcoN的结合能力有差异。=

表 N= = bcOQ及其类似物 BS的 cdcoN酪氨酸激酶抑制活性=
qable=N= = fnhibition=of=bcOQ=and=its=analogue=BS=on=cdcoN=
kinase=activity=

化合物= 对 cdcoN酪氨酸激酶的 fCRML(μmol·i−NF=

bcOQ= = NQ=

BS= = = = UKN=

maNTPMTQ= = = = = = = = = OKV×NM−P=
=
PKO= =对多种肿瘤细胞的增殖抑制活性=

表 O为先导化合物bcOQ及其类似物BS对正常

细胞 eiTTMO 及 Q 种肿瘤细胞 kCfJeQSM、
pdCJTVMN、ARQV 及 rORN 的 fCRM值，药物作用时

间为 TO=h。从表 O中可以看出 bcOQ及其类似物 BS
对 Q种肿瘤细胞的 fCRM值均达到微摩尔级别，但是

bcOQ类似物 BS对正常肝细胞 eiTTMO的抑制作用

较弱，表现出较弱的细胞毒性作用，相对 bcOQ 有

较高的安全性。从结果还发现类似物 BS 对

kCfJeQSM 的 fCRM值相对其他肿瘤细胞要低很多，

说明 bcOQ类似物 BS对 kCfJeQSM的增殖抑制具有

很好的细胞选择性。=
PKP= =对肿瘤细胞 kCfJeQSM中 cdcoN及下游信号

Ahq、bohNLO活化的抑制活性=
为了进一步探索 bcOQ类似物 BS对 cdcoN的

作用机制，在肿瘤细胞 kCfJeQSM 中检测其对

cdcoN活化的影响，bcOQ或 BS作用细胞 N=h后，= =
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表 O= = bcOQ及其类似物 BS的细胞增殖抑制活性=
qable=O= = fnhibitory=activity=of=bcOQ=and=its=analogue=BS=on=cell=proliferation=

化合物=
fCRMLEμmol·i−NF=

eiTTMO= kCfJeQSM= ARQV= pdCJTVMN= rORN=

bcOQ= RKPM±NKNM PKON±NKMP QKMU±MKQO SKON±NKRM MKUP±MKOV 

BS= NVKMR±NKOM NKMV±MKOQ UKVR±NKOO OKUU±MKVO OKSP±MKON 
=

加 bcdc刺激 NM=min，采用testern=blotting技术检

测。图 O结果显示，BS对 kCfJeQSM中 cdcoN及
其下游信号分子Ahq及bohNLO活化有明显抑制作

用，并且抑制效果较先导化合物 bcOQ 好。且随着

化合物浓度的增加（OKR、RKM、NMKM= μmolLi），对

cdcoN 及其下游信号分子 Ahq 及 bohNLO 活化的

抑制作用逐渐增强，表现出很好的剂量依赖性。上

述结果进一步证明了bcOQ类似物BS确实是通过阻

断 bcdcLcdcoN通路起作用的。=
PKQ= =对肿瘤细胞 kCfJeQSM细胞的促凋亡作用=

从图 P可以看出 R=μmolLi=BS作用于kCfJeQSM
细胞 NO=h后能有效地诱导 CaspaseJP的表达，且强

于先导化合物 bcOQ。凋亡蛋白 CaspaseJP酶的活性

较阴性对照组有明显增强。=
Q= =讨论=

cdcoN是 cdco家族中的一员，该家族中另外

P个成员分别为 cdcoO、cdcoP、cdcoQxNRz，均能

被 bcdc激活，从而激活细胞内相关信号通路，对

细胞增殖信号通路的激活有重要意义。据报道很多=
=

=

=

图 O= = bcOQ及其类似物BS对kCfJeQSM细胞中cdcoN信号=
通路的抑制作用=
cigK= O= =bffect= of=bcOQ= and= its= analogue=BS=on= inhibiting=
cdcoN=signaling=in=kCfJeQSM=cells=

=

=
=

=
=

图 P= = bcOQ及其类似物BS对kCfJeQSM细胞的促凋亡作用=
cigK=P= =ApoptosisJpromoting=effect=of=bcOQ=and=its=analogue=
BS=on=kCfJeQSM=cells=

肿瘤细胞（eQSM、ARQV、pdCTVMN和 rORN）中由

于 cdco的高表达从而导致细胞恶性增殖xNSJNVz。因

此通过阻断肿瘤细胞内 bcdcLcdcoN信号通路已经

成为治疗某些肿瘤的靶点之一。人工合成的单羰基

姜黄素类似物 bcOQ 对结肠癌和卵巢癌等都具有良

好的体内外抗肿瘤活性xNQz，但由于其体内靶点不明

确，因此以 bcOQ 为先导化合物设计并获得其结构

类似物 BS，通过体外 cdcoN酪氨酸激酶抑制活性

实验验证了 BS可以抑制 cdcoN酪氨酸激酶活性，

因此将其进行进一步的体外抗肿瘤活性研究。=
在体外抗肿瘤活性实验中，发现 bcOQ 类似物

BS 有效地抑制了多种肿瘤细胞的增殖，并且对

kCfJeQSM有较好的选择性，且具有很高的安全性。

细胞内信号分子检测发现 bcOQ 类似物 BS 对

bcdcLcdco 信号通路中 cdcoN 以及下游信号蛋白

Ahq 和 bohNLO 的活化具有很强的抑制作用，并呈

现出良好的剂量依赖性，因此表明该类似物 BS不仅

可以抑制 cdcoN 激酶的活性，同时还可以抑制

bcdcLcdco 信号通路中 cdcoN 以及下游的信号蛋

白 Ahq和 bohNLO的活化，说明了类似物 BS确实

是 cdcoN的抑制剂。进一步testern=blotting实验结

pJcdcoN=

cdcoN=

pJAhq=

Ahq=

pJbohNLO=

bohNLO=

dAmae=

ajpl= bcdc= = = OKR= = = = RKM= = = NMKM= = = OKR= = = = RKM= = = NMKM=
bcOQLEμmol·i−NF= = = = = = = BSLEμmol·i−NF=

cleaved=CaspaseJP=

dAmae=

ajpl= = = = = = = = = bcOQ= = = = = = = = = = = BS=

P=
=
=
O=
=
=
=
N=
=
=
=
M=
=
=
=
=

C
as
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相
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性
=

ajpl= = = = = = bcOQ= = = = = = = BS=

=
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果表明 BS 能有效地诱导 CaspaseJP 的表达，同时

CaspaseJP试剂盒的检测结果也进一步验证了这一点。=
通过先导物 bcOQ 设计改构获得的类似物 BS

体外对多种肿瘤细胞有增殖抑制作用，尤其是对

kCfJeQSM细胞；对 cdcoN激酶有很好的抑制活性，

也能明显抑制了 cdcoN 及下游增殖信号蛋白 Ahq
及 bohNLO 的活化，促进肿瘤细胞的凋亡，其效果

较先导化合物有明显提高和改善，并具有更好的安

全性。证明了以 bcOQ 为先导化合物合成靶向

cdcoN的小分子抑制剂的思路是可行的，并具有很

好的研发前景。=
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