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要"通过对几种天然吡喃酮衍生物的抗肿瘤活性分析#获得具有较强抗肿瘤活性的该类化合物(利用

N88

法检测
&

种结构经修饰与改造的天然吡喃酮类化合物对多种肿瘤细胞的细胞毒性#结果显示化合物
R3S7#

与

R3V7

&

7F%

的抗肿瘤活性最为显著(利用化合物
R3S7#

分析其对人红白血病
"̀&$

细胞的生长影响#结果呈剂量依

赖关系(通过对化合物的结构分析比较证明#对于化合物
R3V7C?7F%

'

R3V7C?7"%7$

和
R3V7CCC7#$$7$

#在
E7

位形成的

内酯环对抑制肿瘤细胞增殖有着重要的影响#而对于化合物
R3S7#

'

R3S7$

和
R3S7H

#

H7

位
BV

对化合物的抗肿瘤活性

影响较大(

关键词"天然吡喃酮&结构修饰&

N88

法&抗肿瘤活性
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引言

肿瘤是严重威胁人类健康和高致死率的疾病之

一(

#

)

%在传统的癌症治疗方法中$化学药物具有举

足轻重的地位$而绝大部分化学合成类抗肿瘤药物

都是以具有抗肿瘤活性的天然产物为先导化合物%

目前临床上使用的抗肿瘤药物
&$@DQ

来源于天然

产物(

$7!

)

$由此可见天然产物在肿瘤化学药物这一领

域中具有不可代替的作用%

二氢吡喃类化合物广泛存在于植物和微生物

中$且具有多种的生物活性$主要包括免疫调节&抗

炎&抗菌&抗病毒&抗肿瘤&抗氧化等(

H

)

$其中抗肿瘤

活性更是研究热点%此外曾有报道显示$人们对天

然吡喃类化合物进行结构修饰$得到的衍生物也具

有抗肿瘤活性(

"7&

)

$如高浓度的苯并二氢吡喃衍生物

_

=

DD%$

能够抑制乳腺癌细胞
NPT7E

细胞的增

殖(

E

)

%在二氢吡喃类化合物中$苯并二氢吡喃环不

仅是其重要的结构单元$也是发挥活性的主要结构%

因此以二氢吡喃为母核$对其结构进行修饰和改

造(

F

)

$并通过体外活性筛选$以期获得抗肿瘤活性更

好的二氢吡喃类衍生物%

本实验检测了
&

种结构经修饰的苯并二氢吡喃

类化合物的抗肿瘤活性$并分析比较化合物的不同

结构修饰对肿瘤细胞的细胞毒性影响$筛选出抗肿

瘤活性好的衍生物$为苯并二氢吡喃类化合物的进

一步结构修饰以及开发研制新型抗肿瘤药物提供实

验依据%

(

!

实验

#@#

!

实验材料与仪器

#@#@#

!

主要试剂材料

本实验所用
&

种结构经修饰的天然吡喃类衍生

物$由天津大学药学院唐宇教授课题组提供$其结构

式如图
#

所示%

ANIN

&

UaNC7#&H%

$

T̂5

"胎牛血清#

购自
]3M6(

公司$

N88

"

!7

"

H

$

"7

二甲基噻唑
7$

#

7$

$

"7

二

苯基四氮唑溴盐#$胰酶购自杭州都泰生物科技有限

公司$

AN5B

"二甲基亚砜#购于
;3

4

J,7O-L*360

公司$

紫杉醇购自杭州长征化学试剂有限公司%



图
#
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种待测天然吡喃酮衍生物结构式

#@#@$

!

细胞株

人红白血病细胞株
"̀&$

&人肝癌细胞株
ÎR7

EH%H

和
5NNP7EE$#

&人胃癌细胞株
5]P7ED%#

&人

乳腺癌细胞株
NPT7E

&人肺癌细胞株
O"HD

购自中

科院上海生物化学和细胞生物学研究所$

"̀&$

细胞

Oe<#

过表达株&

ÎR7EH%H

细胞
Oe<#

过表达株由

本研究组构建完成(

D

)

%

#@#@!

!

主要仪器

cA57#̂

倒置显微镜"重庆光仪公司#'

IRcF%%

酶标仪"美国
3̂(<1e

公司#'

VIUOPIRR#"%

二氧

化碳培养箱"德国
V1*,1);

公司#'

N5H%!5

+

%#

电子

天平"

NI88RIU8BRIAB

公司#'

#!%%;1*31;O$

生物安全柜"

801*J(

公司#%

#@$

!

方法

#@$@#

!

&

种化合物细胞毒性测试

分别取对数生长期的
"̀&$

&

"̀&$

+

Oe<#

&

ÎR7

EH%H

&

ÎR7EH%H

+

Oe<#

以及
O"HD

细胞$按
!Z#%

!

个细胞+孔植入
D&

孔板中$每孔加入
D"

(

R

的细胞

液%对于悬浮细胞
"̀&$

和
"̀&$

+

Oe<#

$待细胞铺

板之后立即加入
$%

&

H%

&

&%

&

F%

&

#%%

(

N

的
"

种待测

化合物各
"

(

R

$对于
ÎR7EH%H

&

ÎR7EH%H

+

Oe<#

和

O"HD

$待细胞贴壁后$加入相同浓度梯度的各个化

合物各
"

(

R

%同时设置终浓度为
%@"Q

的
AN5B

溶

剂对照组和空白调零组$各组均设置三个复孔$终体

积均为
#%%

(

R

%于
!EW

$

"QPB

$

培养箱中培养

E$0

$每孔加入浓度为
"J

4

+

JRN88

溶液
#%

(

R

$继

续培养
H0

$弃掉培养基并于每孔加入
#"%

(

RAN5B

溶液$震荡
#%J3+

$用酶标仪测定
HD%+J

波长处各

孔
BA

值$并按以下公式计算化合物对细胞的抑

制率!

抑制率
Y

(

#G

"

,X

实验组
G,X

调零组#+"

,X

对照组
G

,X

调零组#)
Z#%%Q

%

#@$@$

!

化合物
R3S7#

对
"̀&$

细胞的生长抑制作用

取对数生长期的
"̀&$

$按
!Z#%

!个细胞+孔植

入
D&

孔板中$每孔加入
D"

(

R

的细胞液$待细胞铺

板之后立即加入浓度分别为
#%

&

$%

&

H%

(

N

的化合

物
R3S7#

各
"

(

R

%同时设置终浓度为
%@"Q

的
AN7

5B

溶剂对照组和空白调零组$各组均设置三个复

孔$终体积均为
#%%

(

R

%于
!EW

$

"QPB

$

培养箱

中培养%待化合物处理时间达
$H

&

HF

&

E$

&

D&

和
#$%

0

时$每孔加入浓度为
"J

4

+

JRN88

溶液
#%

(

R

$

继续培养
H0

$弃掉培养基并于每孔加入
#"%

(

R

AN5B

溶液$震荡
#%J3+

$用酶标仪测定
HD%+J

波

长处各孔
BA

值$以天数为横轴$平均
BA

值为纵

轴$绘制
"̀&$

细胞生长曲线%

#@$@!

!

化合物
R3S7#

对多种肿瘤细胞的增值抑制

作用

!!

分别取对数生产期的
"̀&$

&

"̀&$

+

Oe<

&

5]P7

ED%#

&

NPT7E

&

O"HD

和
5NNP7EE$#

$其中
NPT7E

按照
&Z#%

! 细胞+孔$

5]P7ED%#

按
"Z#%

! 细胞+

孔$其余细胞按
!Z#%

!细胞+孔植入
D&

孔板中$每

孔加入
D"

(

R

的细胞液$对于悬浮细胞组$待细胞铺

板之后立即加入
"

&

#%

&

$%

&

H%

&

F%

(

N

的化合物
R3S7#

各
"

(

R

$对于贴壁细胞组$待细胞贴壁后$再分别加入

"

(

R

不同浓度的化合物
R3S7#

$同时设置终浓度为

%@"Q

的
AN5B

溶剂对照组和空白调零组$各组均设

置
!

个复孔$终体积均为
#%%

(

R

%于
!EW

$

"QPB

$

培养箱中培养
E$0

$采用
N88

法检测化合物
R3S7#

对不同肿瘤细胞的抑制率$具体方法参照实验
#@$@#

%

实验重复
!

次$利用
5a55

软件计算
CP

"%

值%

%%#

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!

江
!
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!
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!
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实验结果

$@#

!

&

种化合物对不同肿瘤细胞的细胞毒性

采用
N88

法检测
&

种吡喃酮类衍生物对

"̀&$

&

"̀&$

+

Oe<#

&

ÎR7EH%H

&

ÎR7EH%H

+

Oe<#

以

及
O"HD

细胞生长的抑制作用$结果如表
#

所示%

可知部分化合物抑制肿瘤细胞增殖活性具有选择

性$化合物
R3V7

&

7"%7$

仅对
"̀&$

细胞和
ÎR7

EH%H

细胞有明显抑制作用'化合物
R3S7H

仅对

"̀&$

和
O"HD

细胞具有明显的抑制作用'化合物

R3V7

/

7#$$7$

$

R3S7$

仅对
"̀&$

细胞有明显抑制作

用'化合物
R3S7#

和
R3V7C?7F%

的抗肿瘤活性最为

显著$

F%

(

N

的化合物
R3S7#

和
H%

(

NR3V7C?7F%

的

对各个受试肿瘤细胞的抑制率均达到了
D%Q

以上%

表
(

!

D

种不同化合物对
U

种肿瘤细胞株的抑制率

样品名称 作用浓度+
(

N

抑制率+
Q

"̀&$

+

Oe<# "̀&$ ÎR7EH%H

+

Oe<# ÎR7EH%H O"HD

R3V7C?7F%

$% &%@%! &&@$& $%@&" $$@"! !!@"D

H% DF@%! DD@!" D!@"D D&@F" DH@DF

R3V7C?7"%7$ F% "&@FH &$@%! F"@"E EE@E! $%@H!

R3V7CCC7#$$7$

$% #&@!! !D@"E G #%@F# G

H% #$@E! !&@E& G E@!% G

F% !%@&$ HF@#$ G #@DD G

RCS7#

H% E%@FF E%@E& $$@H$ $&@%" !$@DF

F% D&@!$ D&@#" D!@H# DH@D# D&@F

RCS7$

H% !D@F" HF@%! G #E@!E #%@DH

F% E"@H% E!@#! #"@!& H!@#E #D@"

RCS7H

H% G $!@#H #%@ED #D@&# $#@$!

F% !#@&$ "&@%# #D@#! #E@"F &$@E!

$@$

!

化合物
R3S7#

对
"̀&$

细胞生长作用的影响

利用
N88

比色法分析化合物
R3S7#

对
"̀&$

细

胞生长作用的影响$实验结果如图
$

所示%从图
$

可

知$化合物
R3S7#

对
"̀&$

细胞增长有显著的抑制作

用$随着化合物浓度的上升$化合物
R3S7#

对
"̀&$

细

胞的生长抑制越明显$呈剂量依赖性关系%

图
$

!

化合物
R3S7#

对
"̀&$

细胞生长作用的影响

$@!

!

化合物
R3S7#

对对多种肿瘤细胞的增值

抑制作用

!!

检测化合物
R3S7#

对不同肿瘤细胞的抑制作

用$结果表明$化合物对不同肿瘤细胞的
CP

"%

值在

!%

$

E%

(

N

之间"表
$

#$表现出了良好的抗肿瘤活

性$其中对
O"HD

&

"̀&$

和
"̀&$

+

Oe<

这
!

种细胞的

抑制作用较强$

CP

"%

值在
!%

$

H%

(

N

之间$而

5NNP7EE$#

&

5]P7ED%#

和
NPT7E

的
CP

"%

值在
"%

$

E%

(

N

之间%

表
*

!

化合物
H$Z-(

对
>U,[

#

.!!N-\\*(

#

.WN-\['(

#

BUD*

#

BUD*

$

>BI

#

!NG-\

细胞的
ON

U'

值

细胞株
O"HD

5NNP7

EE$#

5]P7

ED%#

"̀&$

"̀&$

+

Oe<

NPT7E

CP"%

"

(

N

#

!%@%F ""@$F "H@H" !H@$F !D@$& &H@DE

+

!

讨
!

论

天然二氢吡喃类化合物广泛存在于植物和微生

物中$具有丰富的生理活性$其中抗肿瘤活性是研究

的热点%关于这类化合物经结构修饰与改造以增强

其抗肿瘤活性的研究很多$如石磊等(

#%

)曾设计合成

了一系列全新二氢黄酮类化合物$其中有
"

种化合

物具有很好的抗肿瘤活性$聂爱华等(

##

)设计并合成

了
$V7#

苯并吡喃衍生物$发现部分化合物具有较

为理想的抗肿瘤活性%本实验对
&

种结构经修饰的

苯并吡喃类衍生物进行肿瘤细胞毒性分析$结果以

化合物
R3S7#

和
R3V7

&

7F%

的抗肿瘤活性最为显

著$而其他
H

种化合物对肿瘤细胞的细胞毒性存在

差异性和选择性%利用
N88

法检测化合物
R3S7#

对不同肿瘤细胞的抑制作用$其
CP

"%

皆介于
!%

$

E%

(

N

之间$表现出了良好的抗肿瘤活性$且通过化

合物
R3S7#

对
"̀&$

细胞生长作用抑制的实验发

现$化合物对肿瘤细胞的抑制作用呈剂量依赖关系$

此外$这
&

种化合物对人红白血病
"̀&$

细胞均具

#%#

第
#
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有较明显的细胞毒性$为开发研制新型的治疗人红

白血病药物提供了先导化合物%

有研究实验表明$苯并吡喃类化合物对白血病&

乳腺癌&肺癌&肝癌&胃癌&结肠癌等多种癌细胞均具

有抑制作用(

#$

)

$其中苯并二氢吡喃环是该类化合物

中发挥活性的主要结构部件$本实验通过对苯并二

氢吡喃类衍生物的结构比较$希望发现能够增强该

类化合物抗肿瘤活性的结构修饰%通过对化合物的

结构分析比较$在同系物
R3V7C?7F%

&

R3V7C?7"%7$

和
R3V7CCC7#$$7$

中化合物
R3V7C?7F%

的活性最好$

说明
E7

位
BV

形成内酯环对活性影响至关重要$通

过比较化合物
R3V7C?7"%7$

和
R3V7CCC7#$$7$

发现$

"7

位
BV

有利于提高化合物的生物活性"图
#,

#%

同系物
R3S7#

&

R3S7$

和
R3S7H

中化合物
R3S7#

的活

性最强$说明
O

环
H7

位
BV

对活性影响较为重要'

而化合物
R3S7$

活性优于化合物
R3S7H

$说明
P

环

的存在有利于活性的提高"图
#L

#%

以天然产物结构为模板进行结构修饰与改造$

一直以来是人们寻找并发现新药的重要途径之

一(

#!7#"

)

%本实验最终筛选结果表明化合物
R3S7#

和

R3V7

&

7F%

均具有较为理想的抗肿瘤活性$对这两

种化合物的进一步修饰与研究$将为开发出高效低

毒的新型天然吡喃酮类抗肿瘤药物提供新的线索和

实验依据%
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