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S-3-（三氟甲基）-6，7-双［4-（三氟甲基）苯基］-3，4-二氢喹啉-2（1H）-酮下调

STAT3信号通路抑制人结直肠癌细胞生长的作用研究
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摘 要：目的  基于信号转导和转录活化因子 3（STAT3）信号通路探讨三氟甲基化二氢喹喔啉酮类化合物S-3-（三氟甲基）-6，

7-双［4-（三氟甲基）苯基］-3，4-二氢喹啉-2（1H）-酮（2o）对人结直肠癌细胞生长的抑制作用。方法  采用MTT法检

测三氟甲基化二氢喹喔啉酮类化合物 2b、2e、2f、2g、2k、2l、2m、2o、2q（20 μmo·L−1）作用 48 h 对人结直肠癌细胞

DLD-1 存活率的影响，检测化合物 2o（0.5、1.0、2.0、5.0、7.5、10.0、12.5、15.0、17.5 μmo·L−1）作用 48 h对人结直肠癌细胞

HCT116、RKO和DLD-1存活率的影响；克隆形成实验检测化合物 2o（2.5、5.0、10.0 μmo·L−1）对RKO、DLD-1、HCT116

细胞增殖的影响；流式细胞术和Hoechst染色检测化合物 2o对细胞凋亡的影响；细胞划痕实验检测化合物 2o对DLD-1和

RKO 细胞迁移率的影响；Western blotting 法检测化合物 2o 对 RKO 细胞 p-STAT3、STAT3、骨髓白血病细胞分化蛋

白（MCL）-1、生存素（Survivin）、B淋巴细胞瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bax）蛋白表达水平的影响，检测化合物

2o对白细胞介素-6（IL-6）刺激下 p-STAT3、STAT3蛋白表达水平的影响。结果  化合物 2o对DLD-1细胞的杀伤能力较其他

化合物强；化合物 2o 对 HCT116、 RKO 和 DLD-1 细胞的半数抑制浓度（IC50）分别为（3.573±0.172）、（8.056±

0.458）、（6.226±0.458）μmo·L−1。与对照组比较，化合物 2o明显降低了HCT116、RKO和DLD-1细胞的集落形成能力；显

著降低DLD-1和RKO细胞迁移率（P＜0.01、0.001）；明显增加RKO、DLD-1细胞凋亡率；明显增加HCT116和RKO细胞核亮

染比例；明显降低p-STAT3、MCL-1、Survivin、Bcl-2蛋白表达，明显升高Bax蛋白表达，对STAT3蛋白表达无明显影响。与对照

组比较，IL-6刺激的模型组 p-STAT3蛋白表达明显升高，STAT3蛋白表达无明显变化；与模型组比较，随着化合物 2o浓度的升

高，p-STAT3蛋白表达明显降低，STAT3蛋白表达无明显变化。结论  化合物2o可能通过下调STAT3信号通路发挥抗人结直肠癌作用。
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S-3-(trifluoromethyl)-6, 7-bis(4-(trifluoromethyl)phenyl)-3,4-dihydroquinoxalin-

2(1H)-one suppresses colon cancer growth via STAT3 signaling pathway
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Abstract: Objective To investigate the inhibitory effect of S-3- (trifluoromethyl) -6, 7-bis(4- (trifluoromethyl)phenyl) -3, 4-

dihydroquinoxalin-2(1H) -one on the occurrence and development of human colorectal cancer cells based on signal transducer and 

activator of transcription 3 (STAT3) signaling pathway. Methods MTT methods was used to detected  the effects of 

trifluoromethylated dihydroquinoxalinones 2b, 2e, 2f, 2g, 2k, 2l, 2m, 2o, 2q (20 μmo·L−1) treatment for 48 hours on the survival rate 

of human colorectal cancer cell line DLD-1, and the effects of compound 2o (0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15.0, 17.5 μmo·L−1) 

treatment for 48 h on the survival rates of human colorectal cancer cells HCT116, RKO, and DLD-1. Clonogenesis assay detected 

effect of compound 2o (2.5, 5.0, 10.0 μmo·L−1) on the proliferation of RKO, DLD-1, and HCT116 cells. Flow cytometry and 
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Hoechst staining were used to detect the effect of compound 2o on apoptosis. The effect of compound 2o on the migration rate of 

DLD-1 and RKO cells was detected by cell scratch test. Western blotting was used to detect the effects of compound 2o on the 

expression of p-STAT3, STAT3, myeloid leukemia cell differentiation protein (MCL)-1, Survivin, B-lymphomatoma-2 (Bcl-2), and 

Bcl-2 related X protein (Bax) proteins in RKO cells, and to detect the effects of compound 2o on the expression of p-STAT3, STAT3 

proteins stimulated by interleukin-6 (IL-6). Results Compound 2o had stronger killing ability on DLD-1 cells than other compounds. 

The semi maximum inhibitory concentrations (IC50) of compound 2o on HCT116, RKO, and DLD-1 cells were (3.573 ± 0.172), 

(8.056 ± 0.458), and (6.226 ± 0.458) μmo·L−1 respectively. Compared with the control group, compound 2o apparently decreased the 

colony forming ability of HCT116, RKO, and DLD-1 cells, significantly decreased the migration rates of DLD-1 and RKO cells 

(P < 0.01, 0.001), apparently increased the apoptosis rate of RKO and DLD-1 cells, apparently increased the ratio of HCT116 and 

RKO nuclei to bright staining, apparently decreased the expression of p-STAT3, MCL-1, Survivin, and Bcl-2 proteins, apparently 

increased the expression of Bax protein, and had no significant impact on STAT3 protein expression. Compared with the control group, 

the expression of p-STAT3 protein in the model group stimulated by IL-6 was significantly increased, while the expression of STAT3 

protein had no significant change. Compared with the model group, with the increase of compound 2o concentration, the expression of p-

STAT3 protein significantly decreased, while the expression of STAT3 protein did not significantly change. Conclusion Our data 

suggested that compound 2o may play an anti human colorectal cancer role by downregulating STAT3 signaling pathway.

Key words: trifluoromethylated dihydroquinoxalinones; S-3- (trifluoromethyl) -6, 7-bis(4- (trifluoromethyl)phenyl) -3, 4-dihydro-

quinoxalin-2 (1H)-one; signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3); colorectal cancer; proliferation; apoptosis; transfer

结直肠癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，早

期缺乏特异的临床表现［1-3］，主要治疗方法为手术，

同时可辅以多种放疗、化疗方法，早期患者 5年内生

存率高达 90%，晚期患者的生存率不容乐观［4］。在

最近 10年里，随着对结直肠癌的认知不断深入，出

现了新的治疗方案，例如奥沙利铂作为结直肠癌的

一线治疗药物，可以显著提高患者的总生存期，但

晚期结直肠癌患者的 5年生存率仍然难以预测［5-6］。

导致结直肠癌治疗失败的主要原因为恶性肿瘤患

者预后差、疼痛、治疗费用高、超过30%的死亡率［7］。

信号转导和转录活化因子 3（STAT3）在正常组

织中广泛表达，通过调节细胞因子调控细胞内的生

物学行为，通过 Janus 激酶（JAK）/信号转导与转录

激活子（STAT）信号通路调控生长因子［8］。STAT3

可以被致癌信号持续激活，在肿瘤发生和发展中起

到重要作用［9］，STAT3在多种人类癌症中活化，能够

调控细胞周期、细胞存活以及与癌症进展和恶性肿

瘤相关的免疫应答相关基因，可抑制癌细胞的凋亡

和有丝分裂［10］。STAT3 的异常激活可增强肿瘤的

侵袭和抗肿瘤耐药性，进而促进肿瘤的发展和转

移［11］。目前临床上尚无针对 STAT3 的特异性药物

治疗癌症［12-13］，因此，寻找可以单独或联合抑制

STAT3的新药已成为当务之急［14］。

二氢喹喔啉酮又称喹诺沙林-2-酮［15］，以二氢喹

喔啉酮为结构母核合成的衍生物可作为酶抑制剂、

苯二氮    类受体拮抗剂等，具有重要的应用价

值［16］。早在 1989年，美国国家癌症研究所就发现喹

喔啉酮具有一定的体外抗肿瘤活性［17］。在药物化

学领域，三氟甲基是一类重要的含氟化学基团，因

其脂溶性高、代谢稳定性好、电负性和生物利用度

高而被广泛应用于生物活性分子中［18-19］。将三氟甲

基作为官能团引入药物分子中，往往会显著改变母

体化合物的脂溶性，增强分子的代谢稳定性，影响

其药物吸收、分布和供受体相互作用等生物活

性［20-22］。基于这些特殊性质，王晨木等［23］通过不对

称钯催化加氢合成一系列不同基团的手性三氟甲

基二氢喹喔啉酮 2a～2q。本研究筛选了化合物 2b、

2e、2f、2g、2k、2l、2m、2o和 2q的抗肿瘤活性，发现化

合物 2o即 S-3-（三氟甲基）-6，7-双［4-（三氟甲基）苯

基］-3，4-二氢喹啉-2（1H）-酮（结构式见图 1）具有显

著的抗肿瘤活性，随后对其进行了增殖、迁移、凋亡

作用和相关作用机制的探索。

1　材料

1.1　细胞种类和蛋白抗体

人结直肠癌细胞株RKO、DLD-1、HCT116来自

中国科学院上海生物科学与细胞资源中心。

HCT116细胞在添加 10%胎牛血清的McCoy’5A培

养基中培养，DLD-1 和 RKO 细胞在添加 10% 胎牛

图1　化合物2o结构式

Fig. 1　Structural formula of compound 2o
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血清的RPMI 1640培养基中培养。所有细胞在温度

为37 ℃、5%CO2的培养箱中生长。

1.2　药物及主要试剂

三氟甲基化二氢喹喔啉酮化合物（质量分数大

于 98%），由王晨木合成（功能有机小分子教育部重

点实验室，江西师范大学）［23］。将化合物溶解在无

菌二甲亚砜（DMSO）中，终浓度为 20 mmol·L−1，在

−20 ℃下储存。

STAT3（批号 9139T）、p-STAT3（批号 9145T）、

GAPDH（批号 5174S）、B淋巴细胞瘤-2（Bcl-2，批号

15071T）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax，批号 14796S）、生

存素（Survivin，批号 2808T）、骨髓白血病细胞分化

蛋白（MCL）-1（批号 94296S）抗体购自美国 Cell 

Signal Technology 公司；辣根过氧化物酶（HRP）标

记的驴抗兔 IgG（批号 sc-2030）和 HRP 标记的山羊

抗 鼠 IgG（ 批 号 sc-2357）购 自 美 国 Santa Cruz 

Biotechnology Inc.；胎牛血清（Gibco公司）；McCoy’

5A 培养基（Gibco 公司）；RPMI-1640 培养基（美国

Thermo Fisher Scientific公司）；四甲基偶氮唑蓝（美

国 Sigma 公司）；Apoptosis Detection Kit I 凋亡检测

试剂盒（上海泽叶生物公司）；白细胞介素-6（IL-6，

美国proteintech公司）。

1.3　主要仪器

荧光显微镜（Nikon，Tokyo，Japan）；流式细胞

仪（BD，Biosciences）。

2　方法

2.1　化合物体外抗结直肠癌活性初筛

取对数生长期人结直肠癌细胞 DLD-1 接种于

96孔板，每孔 4×103个。细胞贴壁后，加入化合物

2b、2e、2f、2g、2k、2l、2m、2o、2q（20 μmol·L−1），

对照组加入等浓度的DMSO，与细胞共培养。48 h

后，每个孔加入10 μL MTT，在37 ℃条件下，与细胞

孵 育 4～6 h，晶 体 溶 解 在 150 μL 二 甲 亚

砜（DMSO）中，用紫外分光光度仪在 490 nm下检测

吸光度（A）值，计算细胞相对存活率。

相对存活率＝A 给药／A 对照

2.2　化合物2o对结直肠癌细胞增殖的抑制作用

取对数生长期人结直肠癌细胞DLD-1、RKO和

HCT116接种于 96孔板，每孔 4×103个。细胞贴壁

后，加入化合物 2o（0.5、1.0、2.0、5.0、7.5、10.0、

12.5、15.0、17.5 μmol·L−1），对照组加入与最高给药

浓度组同浓度的DMSO，与细胞共培养 48 h。MTT

法检测细胞相对存活率，采用 Graphpad prism 7 软

件计算半数抑制浓度（IC50）值。

2.3　克隆形成实验

将人类结直肠癌细胞RKO、DLD-1、HCT116接

种于 6孔板中，每孔 1 000个。细胞贴壁后，用 2.5、

5.0、10.0 μmol·L−1 化合物 2o 处理 24 h，对照组加

入与 10.0 μmol·L−1组同浓度的 DMSO。7 d 后，用

含有 4%多聚甲醛的磷酸盐缓冲溶液（PBS）室温下

固定细胞 30 min，然后在室温下用 0.1%结晶紫染色

20 min，显微镜下观察并拍照。

2.4　细胞划痕实验

将人结直肠癌细胞DLD-1和RKO（每孔 5×105

个）植入 6孔板中。次日，用 10 μL无菌吸头刮板底

部形成线性间隙，用PBS冲洗贴壁细胞 3次，加入含

化合物 2o浓度为 2.5、5.0、10.0 μmo·L−1的培养基处

理细胞，对照组加入与 10.0 μmo·L−1 组同浓度的

DMSO。分别于 0、24、48 h观察划痕愈合情况并拍

照。通过 Image J测定各细胞划痕间距，各组细胞分

别计算迁移率。

细胞迁移率＝（0 h划痕宽度－48 h划痕宽度）/0 h划痕宽度

2.5　Hoechst 33342染色实验

将 HCT116和 RKO细胞接种于 6孔板，贴壁后

用化合物 2o（2.5、5.0、10.0 μmo·L−1）处理 24 h，对照

组加入与 10.0 μmol·L−1组同浓度的DMSO。用含有

4%多聚甲醛的PBS室温下固定细胞 30 min，PBS洗

1 次，Hoechst 33342 染色 20 min。最后用荧光显微

镜观察细胞并拍照。

2.6　流式细胞凋亡实验

将DLD-1和RKO细胞接种于 6孔板中，贴壁后

用化合物 2o（2.5、5.0、10.0 μmol·L−1）诱导约 48 h，对

照组加入与 10.0 μmol·L−1组同浓度的DMSO。收集

细胞，按照 Apoptosis Detection Kit I 凋亡检测试剂

盒说明书，用流式细胞仪检测细胞凋亡率，数据使

用FlowJo软件分析。

2.7　Western blotting实验

将 RKO 细胞接种于 6 孔板中 ，用化合物

2o（2.5、5.0、10.0 μmol·L−1）处理 24 h，对照组加入与

10.0 μmol·L−1组同浓度的DMSO，Western blotting法

检测 p-STAT3、STAT3、MCL-1、Survivin、Bcl-2、Bax

蛋白表达水平。

将 RKO 细胞接种于 6 孔板中 ，用化合物

2o（2.5、5.0、10.0 μmol·L−1）预处理 24 h，然后用 IL-

6（25 ng·mL−1）刺激 30 min，设置不加药不加 IL-6刺

激的对照组，设置不加药仅加 IL-6刺激的模型组，

Western blotting法检测p-STAT3、STAT3蛋白表达。

用PBS洗去培养基，加入含有10 μL、100 mol·L−1 

··790



Drug Evaluation Research第46卷 第4期  2023年4月 Vol. 46 No. 4 April 2023

PMSF的RIPA裂解液在冰上溶解30 min后刮下细胞，在

4 ℃、12 000 r·min−1条件下离心10 min，用BCA蛋白定量

法确定蛋白浓度。用10%或12%十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳分离蛋白，电转移到

PVDF膜上，用特异性一抗4 ℃孵育膜过夜，次日用二抗

室温孵育60 min。ECL显影后拍照。

2.8　统计分析方式

定量数据以 x̄ ± s，采用 GraphPad Prism 8.0 进

行数据分析。采用 unpaired Student’s-t 检验分析两

组 间 差 异 的 显 著 性 ，采 用 单 因 素 方 差 分

析（ANOVA）计算3组以上数据组间差异显著性。

3　结果

3.1　化合物2o体外抗结直肠癌活性

如图 2所示，将化合物 2b、2e、2f、2g、2k、2l、2m、

2o和 2q作用于结直肠癌细胞 DLD-1后，化合物 2o

的细胞杀伤能力较其他化合物强。

用不同浓度的化合物 2o 处理结直肠癌细胞

DLD-1、RKO 和 HCT116，结果表明化合物 2o 的细

胞杀伤能力具有剂量相关性，其在 48 h时对结直肠

癌 细 胞 HCT116、RKO 和 DLD-1 的 IC50 分 别

为（3.573±0.172）、（8.056±0.458）、（6.226±

0.458） μmo·L−1。

通过克隆形成实验检测化合物 2o对结直肠癌

细胞增殖的影响，与对照组比较，化合物 2o明显降

低了 HCT116、RKO 和 DLD-1 细胞的集落形成能

力。结果表明，化合物 2o对人结直肠癌细胞的生长

具有剂量相关性的抑制作用。

3.2　化合物2o对结直肠癌细胞的迁移抑制作用

如图 3 所示，与对照组比较，化合物 2o 处理后

细胞迁移率显著降低（P＜0.01、0.001）。

图2　化合物2o对结直肠癌细胞增殖的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 2　Effect of compound 2o on proliferation of colorectal cancer cells (x
—

±s, n=3)

**P＜0.01  ***P＜0.001

图3　化合物2o对结直肠癌细胞迁移的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 3　Effect of compound 2o on colorectal cancer cell migration (x
—

±s, n=3)
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3.3　化合物2o对结直肠癌细胞的诱导凋亡作用

经流式细胞术检测，与对照组比较，化合物2o组细

胞凋亡率呈剂量相关性明显增加；Hoechst染色显示，与

对照组比较，化合物2o组细胞核亮染比例明显增加。结

果（图4）表明，化合物2o能有效诱导结直肠癌细胞凋亡。

3.4　化合物2o对STAT3磷酸化的影响

如图 5 所示，与对照组比较，随着化合物 2o 浓

度的升高，p-STAT3、MCL-1、Survivin、Bcl-2蛋白表

达明显降低，Bax蛋白表达明显升高，STAT3蛋白表

达无明显变化。

图4　化合物2o对结直肠癌细胞凋亡的影响 （Hoechst染色，××10）

Fig. 4　Effect of compound 2o on apoptosis of colorectal cancer cells （Hoechst stain，× × 10）

图5　化合物2o对RKO细胞中p-STAT3、MCL-1、Survivin、Bcl-2和Bax蛋白表达的影响

Fig. 5　Effect of compound 2o on protein expression of p-STAT3， MCL-1， Survivin， Bcl-2， and Bax in RKO cells
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与对照组比较，IL-6刺激的模型组 p-STAT3蛋

白表达明显升高，STAT3 蛋白表达无明显变化；

与模型组比较 ，随着化合物 2o 浓度的升高 ，

p-STAT3 蛋白表达明显降低，STAT3 蛋白表达无

明显变化。

4　讨论

结直肠癌现在是最常见的癌症类型，是世界上

发病率和死亡率最高的癌症之一［1］。到目前为止，

虽然有很多化疗或辅助抗癌药物，但可用于临床治

疗的大多数药物只能缓解疾病而不能治愈［5，7］。考

虑到安全性和创新性，开发新的抗肿瘤药物已成为

临床前研究的重要方向［24］。喹喔啉酮类抗菌药的

作用靶点之一是拓扑异构酶Ⅱ，这也是多种抗肿瘤

药物如依托泊苷的靶点，因此本课题组希望通过对

母核的合理结构修饰，使其在人体内具有抗肿瘤活

性。本研究发现修饰的喹喔啉酮类化合物三氟甲

基化的二氢喹喔啉酮（2o）具有显著抗肿瘤活性。

STAT3 是 STAT 家族中公认的癌基因之一，可

调控相关基因的转录，导致细胞异常增殖和恶性转

化，与肿瘤的发生密切相关［8］。在 IL-6等细胞因子

的刺激下，STAT3的酪氨酸基团被磷酸化形成同源

或异源二聚体，转位到细胞核中诱导和调节下游靶

基因的转录，促进细胞增殖、分化和凋亡［9］。这为

STAT3 抑制剂的临床前研究提供了一个创新的重

点［25-27］。本实验结果表明，化合物 2o可显著抑制结

直肠癌细胞增殖，诱导细胞凋亡。并且化合物 2o可

以通过抑制 STAT3磷酸化，下调关键靶基因Bcl-2、

MCL-1 和 Survivin 的表达，从而发挥抗肿瘤作用。

此外，化合物 2o能够抑制 IL-6介导的STAT3通路的

激活，这是否意味着化合物 2o能与 IL-6竞争性结合

还有待后续深入的研究。

本研究结果表明，合成的三氟甲基化二氢喹喔

啉酮类化合物 2o是一种具有潜力的 STAT3小分子

抑制剂，其通过下调 STAT3信号通路抑制人结直肠

癌细胞的增殖和转移，从而可能发挥抗结直肠癌的

作用，值得深入研究。
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