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去甲二氢愈创木酸类似物 26C基于活性氧簇诱导细胞凋亡的体外抗肺癌活

性研究
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摘 要： 目的 研究去甲二氢愈创木酸（NDGA）类似物 26C的抗肺癌活性与初步机制。方法 利用MTT实验评价 26C对肺

癌细胞NCI-H460的细胞毒性；用集落克隆、划痕实验分别检测 26C对NCI-H460细胞生长、迁移的影响；流式细胞仪检测

26C对NCI-H460细胞的周期阻滞及诱导凋亡情况；活性氧簇（ROS）实验探究 26C引起细胞凋亡的作用机制。结果 26C

对NCI-H460的 IC50为（4.7±0.5）μmol/L，对NCI-H460的集落形成、迁移有较强的抑制作用，其活性明显优于先导化合物

NDGA；26C可将细胞周期阻滞在G2/M期，并通过升高ROS水平的作用机制诱导NCI-H460细胞凋亡。结论 化合物 26C为

具有研发前景的抗肺癌候选化合物，其通过提高ROS水平、阻滞细胞周期来抑制细胞生长和诱导细胞凋亡。
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Abstract: Objective To study the anti-lung cancer activity and preliminary mechanism of NDGA analogue 26C. Methods MTT

assay was employed to evaluate the cytotoxicity of 26C to lung cancer cells NCI-H460. Clonogenicity assay and scratch assay were

used to investigate the role of 26C on proliferation and migration of NCI-H460 cells, respectively. Flow cytometry detected cycle

arrest and apoptosis induction of NCI-H460 cells by 26C, and the intracellular accumulation of ROS was examined to explore the

mechanism of 26C inducing apoptosis.Results 26C own an IC50 value of (4.7 ± 0.5) μmol/L, and displayed a potent inhibition on

clonogenicity and migration in NCI-H460 cells. Additionally, its activity was obviously better than the leading compound NDGA.

26C could arrest the cell cycle in the G2/M phase and induce apoptosis by accumulating the intracellular ROS. Conclusion With

activities of inhibit cell growth and induce apoptosis by increasing ROS levels and arresting the cell cycle, compound 26C could be

considered as a potential anti-lung cancer candidate with promising prospects.
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肺癌是对人类健康最具威胁性的恶性肿瘤之

一，每年的新发病例高达 180 万例［1］。由于肺癌早

期症状不典型且缺乏有效的诊断方法，超过 50%的

患者确诊时已为肺癌晚期，5年生存率仅为15%左

右［2-4］。目前化学疗法是肺癌晚期治疗的重要手

段［5］，但临床上的化疗药物常会出现肾毒性、药效

低、治疗周期长等诸多缺陷［6］。随着各种癌症特异

性分子生物标志物的发现，靶向疗法逐渐成为肺癌

治疗的热点［1，3］，但是由于其价格昂贵且靶点易突

变，靶向疗法的使用受限［7-8］。因此，寻找新的高效

低毒的抗肺癌药物与新机制，已成为当下最为迫切

的需求。

以天然产物为先导，设计新的抗癌药物是当今

药物研发的热点［9］。去甲二氢愈创木酸（NDGA，结

构见图 1）为从常青灌木（Larreatridentata）中提取的

一种天然酚类化合物，具有抗肿瘤、抗氧化、神经保

护等广泛的药理活性［10-13］。NDGA已被描述为多种

致癌背景下的抗肿瘤化合物，可通过不同的机制和

信号传导途径阻断细胞增殖并诱导肿瘤细胞的凋

亡［14-17］。但 NDGA抗肿瘤活性较低［10］，限制了其在

临床中进一步的应用。因此，以 NDGA为先导，进

行结构优化，以期获得抗肿瘤活性更好的类似物，

是该研究领域的热点。本论文以NDGA为先导，设

计并筛选得到具有良好抗肿瘤活性的 NDGA 类似

物 26C（结构见图 1），并对其抗肿瘤活性和机制进

行初步研究。

1 材料

1.1 细胞株

人肺癌NCI-H460细胞购买于中国科学院上海

生命科学院。

1.2 药品与试剂

去甲二氢愈创木酸类似物 26C［自制，质量分

数＞95%，2，6-双（2，5-二氟亚苄基）环己烷-1-酮，黄

色 粉 末 ，产 率 78.9%，熔 点 136.3～137.8 ℃ . 1H

NMR（500 MHz，d-DMSO），δ：7.581（s，2H，β-H×

2），7.429～7.314（m，6H，Ar-H3×2，Ar-H4×2，Ar-

H6×2），2.811（t，J=5.5 Hz，4H，CH2-C-CH2），

1.723（t，J=5.5 Hz，2H，C-CH2-C）. EI-MS m/z：

347.30［M+1］+，calcd for C20H14F4O：346.10］

去甲二氢愈创木酸 NDGA（AlfaAesar，货号

10192279）、NAC（阿拉丁，货号 N133726）、RPMI-

1640 培养基（美国 GIBCO 公司），其中添加的胎牛

血清（GIBCO）的浓度为 10%，青霉素/链霉素双

抗（GIBCO）的浓度为 1%、PBS 缓冲液（GIBCO）、

0.25%胰蛋白酶（含EDTA）（GIBCO）、0.25%胰蛋白

酶（无EDTA）（GIBCO）、多聚甲醛（阿拉丁）、结晶紫

染色液（上海碧云天）、二甲基亚砜 DMSO（美国

Sigma 公司）、MTT 粉末（北京索莱宝生物科技公

司）、凋亡试剂盒（BD Biosciences Clontech）、周期试

剂盒（BD Biosciences Clontech）、ROS 试剂盒（上海

碧云天）。

1.3 仪器

细胞培养箱（Thermo 美国热电集团）、低温离心

机（Thermo 美国热电集团）、超低温冰箱（Thermo）、

Spectra Max M2 多 功 能 酶 标 仪（Molecular

Devices）、正置相差显微镜（Nikon）、倒置相差显微

镜（Nikon）、流式细胞仪（BD Biosciences Clontech）、

振荡器（Thermo）。

2 方法

2.1 MTT方法

将处于对数期的 NCI-H460 细胞以每孔 2 000

个细胞及100 µL完全培养基接种于96孔板中，待细

胞 贴 壁 后 分 别 加 入 不 同 浓 度 的 药 物 26C 及

NDGA（终浓度为 40、20、10、5、2.5、1.25 μmol/L），设

置溶剂 DMSO组。药物作用 72 h后，每孔加 20 µL

MTT（5 mg/mL）。继续培养 4 h，弃去原培养基，每

孔加 150 µL DMSO溶解结晶。然后用酶标仪（波长

为 490 nm）测其吸光度（A）值，用 GraphPad 计算

IC50。重复3次。

细胞抑制率=（1−实验组A值/DMSO组A值）×100%

2.2 集落克隆实验

将处于对数期的 NCI-H460 细胞以 1 000 个/孔
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Fig. 1 The discovery and structure of 26C
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的密度接种至 6孔板，放入培养箱中培养过夜。次

日分别加入不同浓度的药物 26C（终浓度为 5 μmol/

L和 10 μmol/L）及NDGA（终浓度为 10 μmol/L），并

且设置溶剂 DMSO 对照组。药物作用 48 h后更换

新的完全培养基，在培养箱中继续培养10 d后终止培养。

用4%多聚甲醛固定20 min，结晶紫染色20 min后拍照。

2.3 细胞划痕实验

将处于对数期的 NCI-H460 细胞以 6×105/孔的

密度接种至 6孔板，放入培养箱中培养过夜。次日

更换成无血清培养基培养 24 h，每孔各均匀地划 3

条竖直的线，分别加入不同浓度的药物，浓度及分

组设置同上，药物作用0、24 h后分别拍照。

2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡实验

将处于对数期的 NCI-H460 细胞以 3×105/孔的

密度接种至 6孔板，放入培养箱中培养。待细胞贴

壁后加药，药物浓度及分组设置同上。培养 48 h后

收集细胞及上清液，每管加 3 µL Annexin V及 2 µL

PI，染色后用流式细胞仪进行收集检测。

2.5 流式细胞术检测药物对细胞周期的影响

将处于对数期的 NCI-H460 细胞以 3×105/孔的

密度接种至 6孔板，放入培养箱中培养过夜。次日

分别加入不同浓度的药物，浓度及分组设置同上。

继续培养 24 h后胰酶消化收集样品，加入 3 mL预冷

无水乙醇，−20 ℃固定过夜。固定结束后加入 500

µL PI染色液重悬细胞，用流式细胞仪检测细胞周期

阻滞情况。

2.6 流式细胞仪检测ROS实验

将处于对数期的 NCI-H460 细胞以 3×105/孔的

密度接种至 6孔板，放入培养箱中培养过夜。次日

提前 2 h 加入 NAC（5 mmol/L）后加药物 26C（10

μmol/L）。9 h 后弃上清培养基，加入 DCFH-DA 荧

光探针（比例为1∶2 000），继续孵育30 min后收集细

胞，用流式细胞仪上机检测。

3 结果

3.1 化合物26C对NCI-H460细胞生长及迁移的影响

首先用 MTT 法测试了 26C 对肺癌细胞 NCI-

H460细胞生长的影响，其对NCI-H460细胞的半数

抑制浓度 IC50值为（4.7±0.5）μmol/L，其活性明显强

于先导化合物 NDGA（图 2A）。随后的（图 2B）显

示，化合物 26C以剂量依赖性方式抑制细胞集落的

形成，与NDGA相比，26C在 10 μmol/L的浓度下有

较强的抑制作用，其抑制作用明显优于NDGA。进

一步用划痕实验，观察 5、10 μmol/L 的 26C 对 NCI-

H460细胞体外迁移能力的影响。结果发现药物作

用 24 h 后，与对照组相比，26C 可有效抑制 NCI-

H460 细胞的迁移（图 2C），且效果优于 NDGA。以

上结果表明化合物 26C具有体外抑制NCI-H460细

胞生长及迁移的能力。

3.2 化合物 26C阻滞NCI-H460的细胞周期进程和

诱导细胞凋亡

为了进一步研究 26C 对肺癌细胞抑制作用

的机制，利用流式细胞术分析其对细胞周期和

细胞凋亡的影响。如图 3A 所示，10 μmol/L 的

26C 可对肺癌细胞 NCI-H460 产生了明显的周期

阻滞作用 ，与对照组相比 G2/M 期细胞增加了

9%，而相同浓度的 NDGA 对细胞周期无明显影

响。同时，26C 对 NCI-H460 具有促凋亡作用，

且呈浓度相关关系（图 3B）。因此，26C 通过阻

滞细胞周期和诱导细胞凋亡在体外起到抗肺癌

作用。

3.3 化合物 26C通过升高活性氧（ROS）引起NCI-

H460细胞凋亡

ROS是许多细胞信号传导事件的关键因素，包

括细胞凋亡和坏死。较高水平的 ROS能够诱导肿

 

 

 
0.0     0.5     1.0     1.5     2.0 

               Log(μm) 

150 

 

100 

 

50 

 

0 

存
活
率

/%
 

26C 

NDGA 

A 

  

 

 

 

      DMSO           26C 5 μmol·L−1       26C 10 μmol·L−1        NDGA 10 μmol·L−1 

  B 

 

 
        DMSO          26C 5 μmol·L−1           26C 10 μmol·L−1     NDGA 10 μmol·L−1 

 

0 h 

 

 

 

24 h 

  C 

  

 

对照 

对照 
 

log C 

图2 化合物26C对NCI-H460细胞生长与迁移的影响

Fig. 2 Effects of compound 26C on growth and migration

of NCI-H460 cells

··2155



Drug Evaluation Research 第42卷第11期 2019年11月

瘤细胞凋亡，寻找ROS诱导剂已被认为是一种具有

前景的抗肿瘤药物研发策略［18］。通过流式细胞术

使用 ROS 荧光探针染料（二氯二氢荧光素二乙酸

酯，DCFH-DA）检测细胞内 ROS 水平，以研究 26C

会如何影响NCI-H460细胞中的ROS水平。结果显

示 26C（10 μmol/L）孵育细胞 9 h后，细胞内 ROS水

平明显升高。而ROS清除剂NAC（5 mmol/L）预处

理细胞 2 h 后，26C 诱导 ROS 升高的能力大大减

弱（图 4A），同时其抑制细胞生长（图 4B）和诱导细

胞凋亡（图 4C）的能力均明显减弱。这些结果表明

ROS 产生是 26C 诱导细胞凋亡过程中的重要

环节。

4 讨论

基于天然产物骨架改造的化学药物，几乎占据

了抗癌药物的 60%［19］。NDGA 是一种从常青灌木

中提取的天然药物，已被证明对多种肿瘤细胞均具

有抑制作用，如皮肤癌、前列腺癌、直肠癌、宫颈癌

细胞等［14-17］。但是药理活性低的特点限制了其在临

床中的应用［10］。因此，对NDGA的结构进行改造以

提高其药理活性成为一个研究热点。Chen［20］改造

的多种 NDGA 类似物均可以显著提高抗癌活性；

Wu等［21］报道NDGA类似物Af23和Ad23可以通过

抑制成纤维生长因子受体 1（FGFR1）在体外和体内

都具有良好的抗肺癌活性。本研究合成了比

NDGA抗肿瘤活性强的NDGA类似物 26C，可显著

抑制肺癌细胞的生长。

细胞在生长过程中涉及到一系列程序，其中细

胞周期阻滞及细胞凋亡在细胞存活中有着非常重

要的作用。近年来，一些研究报道了NDGA及其类

似物可以阻滞细胞周期及诱导细胞凋亡，这可能是

其抗癌作用中影响肿瘤细胞活力的重要机制。

Rowe等［22］指出NDGA可以诱导乳腺癌细胞中聚腺

苷二磷酸核糖聚合酶（PARP）的裂解及 caspase-3的

激活，从而促进肿瘤细胞凋亡；Zhao 等［23］报道
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NDGA 类似物可通过抑制细胞周期调节蛋白

E1（CCNE1）、周期蛋白依赖性激酶（CDK2）的表达

使胶质瘤细胞周期阻滞于G0/G1期，从而抑制细胞增

殖。本研究将细胞周期及细胞凋亡作为26C抗肺癌

的潜在机制，通过流式细胞仪分析发现 26C可将细

胞阻滞在G2/M期，且呈浓度相关性诱导细胞凋亡。

ROS 是需氧细胞在代谢过程中产生一系列活

性氧簇，被发现可双向调控某些肿瘤细胞的凋亡及

与细胞信号转导之间存在关联［24］。已经证明较高

水平的 ROS 能够诱导肿瘤细胞凋亡，然而，NDGA

结构中酚羟基的氢原子可与ROS反应，使NDGA成

为了一个具有强抗氧化特性的分子，这可能是

NDGA药理活性低的原因［10，25］。本课题组将NDGA

结构中酚羟基去除后修饰得到 26C，发现其可以明

显提高细胞内ROS水平，由此猜测NDGA结构中酚

羟基的改造是提高其抗肿瘤活性的关键原因。

综上所述，甲二氢愈创木酸类似物 26C具有很

好的阻滞肺癌细胞生长周期，抑制肺癌细胞生长和

迁移的活性，并能通过升高ROS来诱导肺癌细胞凋

亡。26C 为具有较好研发前景的抗肿瘤候选化合

物，但其深入抗肿瘤活性和机制还有待进一步深入

研究。
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