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摘要：　合成一系列喹啉类衍生物，初步筛选出候选药物ＴＷ９１８３，并对其体外抗肿瘤活性进行研究．４，７?二

氯喹啉通过亲核取代、酰氯化及缩合反应得到ＴＷ９１８３．采用四甲基偶氮唑盐法（ＭＴＴ）、平板克隆、划痕法、

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色、蛋白免疫印迹及流式细胞术研究 ＴＷ９１８３对３种人类肿瘤细胞（Ｈｅｌａ，Ａ５４９，ＳＭＭＣ?

７７２１）的体外抑制作用．产物结构经红外光谱、核磁共振氢谱、碳谱、电喷雾质谱和元素分析表征确证．实验结

果表明：ＴＷ９１８３能有效抑制３种肿瘤细胞的增殖，但对正常人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）无影响；Ｈｏｅｃｈｓｔ

染色可见肿瘤细胞凋亡明显；ＴＷ９１８３能促进ｃａｓｐａｓｅ?３活化形式的表达；划痕实验中肿瘤细胞迁移能力显著

下降；流式细胞术表明其能将３种肿瘤细胞阻滞于Ｇ２／Ｍ期．
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目前，酪氨酸激酶是国际上抗肿瘤药物研发的重要靶点［１］．吉非替尼是一种苯胺喹唑啉类酪氨酸激

酶抑制剂［２］，于２００３年获美国食品和药物管理局批准上市，作为非小细胞肺癌的靶向治疗药物．喹唑啉

类化合物的构效关系表明，药效母核喹唑啉环上３?位的Ｎ原子可被Ｃ取代，形成具有较强药理活性的

喹啉类化合物［３］．研究表明，苯胺嘧啶类化合物也是一类重要的蛋白激酶抑制剂，对多种蛋白激酶有较

好的抑制效果，许多已上市和临床阶段的药物中含有此结构单元［４］．课题组以吉非替尼为先导，以喹啉

环替代喹唑啉，在外侧苯环的４?位引入不同的苯胺嘧啶化合物，合成了一系列结构新颖的喹啉衍生物．

经前期体外活性验证与计算机辅助的结构优化，筛选出候选药物ＴＷ９１８３，其化学名称为４?（７?氯喹啉?

４?氨基）?Ｎ?｛４?甲基?３?［４?（４?吡啶）嘧啶?２?氨基］苯基｝苯甲酰胺，分子式为Ｃ３２Ｈ２４ＣｌＮ７Ｏ．本文对

ＴＷ９１８３的合成方法及其对３种人类肿瘤细胞株的体外抗肿瘤作用进行研究．

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂

人宫颈癌Ｈｅｌａ、人非小细胞肺癌 Ａ５４９、人肝癌ＳＭＭＣ?７７２１、ＨＵＶＥＣ细胞株（上海中科院细胞

库）；ＭＥＭ，Ｆ?１２Ｋ和ＲＰＭＩ?１６４０培养基（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ，美国Ｓｉｇｍａ

公司）；胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；结晶紫、Ｈｏｅｃｈｓｔ

３３３４２染色液、细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒、超敏ＥＣＬ化学发光试剂盒（上海市碧云天生物技术研

究所）；兔抗人Ｃａｓｐａｓｅ?３抗体、兔抗人Ａｃｔｉｎ抗体、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗（美国Ａｂｃａｍ公

司）；吉非替尼（辽宁省大连美仑生物技术有限公司）；其他合成试剂（上海泰坦科技股份有限公司）．

ＰＢ?１０型ｐＨ计、ＢＳ２２４Ｓ型电子天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００型全功能酶标仪（西班
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牙ＴｅｃａｎＩｂｅｒｉｃａ公司）；ＥｃｌｉｐｓｅＴＥ２０００?Ｕ型荧光倒置显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）；ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ型凝

胶成像系统、Ｍｉｎｉ?ＰＲＯＴＥＡＮＴｅｔｒａＣ型垂直板电泳和转膜装置（美国Ｂｉｏ?Ｒａｄ公司）；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ

型流式细胞仪（美国ＢＤ公司）；ＦＲＥＳＣＯ２１型离心机（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＷＲＲ型熔点仪（上海精密

科学仪器有限公司）；ＶａｒｉｏＥＬⅢ型元素分析仪（德国Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ公司）；Ｎ?１００１型旋转蒸发仪（日本东

京理化器械株式会所）；ＵＮＩＯＮ４００型氢谱、碳谱（美国Ｖａｒｉａｎ公司）；Ｅｓｑｕｉｒｅ３０００ｐｌｕｓ型质谱仪（美

国Ｂｒｕｋｅｒ公司）．

１．２　犜犠９１８３的合成

化合物ＴＷ９１８３的合成路线，如图１所示．

图１　ＴＷ９１８３的合成路线

Ｆｉｇ．１　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｒｏｕｔｅｏｆＴＷ９１８３

１．２．１　４?（７?氯喹啉?４?氨基）苯甲酸（Ⅰ）的合成　在１００ｍＬ的圆底烧瓶中加入４，７?二氯喹啉１．９６ｇ

（１０ｍｍｏｌ）、对氨基苯甲酸１．３６ｇ（１０ｍｍｏｌ）和异丙醇（ｉ?ＰｒＯＨ）２０ｍＬ，搅拌使其充分溶解．缓慢升温至

８５℃，搅拌回流５ｈ，薄层色谱（ＴＬＣ）监测反应完全后，将反应液冷却至室温，减压蒸干，残留固体用３０

ｍＬ二氯甲烷洗涤２次，抽滤得黄色固体中间体（Ｉ）４?（７?氯喹啉?４?氨基）苯甲酸２．６８ｇ，收率为９０％．

１．２．２　４?（７?氯喹啉?４?氨基）苯甲酰氯（Ⅱ）的合成　在１００ｍＬ干燥的圆底烧瓶中加入含２．９８２ｇ（１０

ｍｍｏｌ）中间体Ｉ的干燥二氯甲烷溶液１５ｍＬ，搅拌，０℃冰浴下缓慢滴加氯化亚砜５．３５ｇ（４５ｍｍｏｌ），回

流３ｈ，减压蒸馏，得到淡黄色固体中间体（Ⅱ）４?（７?氯喹啉?４?氨基）苯甲酰氯２．７１ｇ，收率为９５％．

１．２．３　ＴＷ９１８３的合成　在１００ｍＬ干燥的圆底烧瓶中加入含中间体Ⅱ３．１６２ｇ（１０ｍｍｏｌ）及２?（５?氨

基?２?甲基苯胺）?４?（４?吡啶）嘧啶２．３５ｇ（８．５ｍｍｏｌ）的四氢呋喃溶液４０ｍＬ，搅拌．０℃冰浴下缓慢滴加

三乙胺（Ｅｔ３Ｎ）１．７１７ｇ（１７ｍｍｏｌ），搅拌３０ｍｉｎ，４５℃下反应７ｈ．ＴＬＣ检测反应完全后，抽滤，滤液减压

蒸馏，固体用５０ｍＬ乙酸乙酯溶解，８０ｍＬ水萃取２次，合并有机相，无水硫酸钠干燥，减压蒸馏，用二

氯甲烷／甲醇重结晶，得目标产物（ＴＷ９１８３）４．０２ｇ，收率为８５％，熔点为２９２～２９６℃．

１．３　细胞培养

Ｈｅｌａ，ＳＭＭＣ?７７２１，Ａ５４９和 ＨＵＶＥＣ细胞株分别接种于含体积分数为１０％胎牛血清的 ＭＥＭ，

ＲＰＭＩ?１６４０，Ｆ?１２Ｋ培养基中，置于３７℃，体积分数为５％ 的二氧化碳培养箱中培养，所有实验均采用

对数生长期细胞．

１．４　犕犜犜法测定细胞的增殖能力

将Ｈｅｌａ，Ａ５４９，ＳＭＭＣ?７７２１，ＨＵＶＥＣ细胞以４×１０
３ 个·孔－１接种于９６孔培养板中．细胞完全贴

壁后，分别给予不同浓度的ＴＷ９１８３（２，４，８，１６μｍｏｌ·Ｌ
－１）．阳性对照组给予相同浓度的吉非替尼，阴

性对照组给予相同体积的ＤＭＳＯ，培养４８ｈ后加ＭＴＴ检测，计算半数抑制浓度（ＩＣ５０）和相对细胞增殖

率（ＲＧＲ），实验重复３次．

１．５　平板克隆法测定细胞的克隆形成能力

将Ｈｅｌａ，Ａ５４９，ＳＭＭＣ?７７２１细胞以３００个·孔
－１接种于６孔板中．细胞完全贴壁后，药物处理同节

１．４．４８ｈ后更换培养液，培养至培养板中出现肉眼可见的集落时终止，弃培养液，用磷酸盐缓冲液
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（ＰＢＳ）洗１次，加入１ｍＬ质量分数为４％的多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，弃多聚甲醛，ＰＢＳ洗２～３次，加６００

μＬ结晶紫染色液染色１０ｍｉｎ，流水洗去结晶紫，空气中干燥，计算克隆形成率，实验重复３次．

１．６　划痕法测定细胞的迁移能力

将 Ｈｅｌａ，Ａ５４９，ＳＭＭＣ?７７２１细胞以１×１０
５ 个·孔－１接种于２４孔板中．细胞完全贴壁后，用２００

μＬ移液枪枪头在单层细胞上呈＂一＂字划痕，弃培养液，ＰＢＳ洗２次，药物处理同节１．４．４８ｈ后，置于倒

置显微镜下观察并测量细胞发生迁移后的损伤距离，计算迁移率，实验重复３次．

１．７　犎狅犲犮犺狊狋３３３４２法检测凋亡细胞形态

将Ｈｅｌａ，Ａ５４９，ＳＭＭＣ?７７２１细胞以４×１０
３ 个·孔－１接种于９６孔板中．细胞完全贴壁后，药物处理

同节１．４．４８ｈ后吸弃培养液，每孔加入１００μＬ质量分数为４％的多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，吸弃多聚甲醛，

ＰＢＳ荡洗，每孔加入８０μＬＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色１０ｍｉｎ，吸弃染色液，ＰＢＳ荡洗，于荧光显微镜下观察，

实验重复３次．

１．８　蛋白免疫印迹检测犮犪狊狆犪狊犲?３蛋白的表达

将Ｈｅｌａ，Ａ５４９，ＳＭＭＣ?７７２１细胞以５×１０
５ 个·孔－１接种于９６孔板中．细胞完全贴壁后，分别给予

不同浓度的ＴＷ９１８３（４，８，１６μｍｏｌ·Ｌ
－１），阴性对照组给予同体积的ＤＭＳＯ．４８ｈ后吸弃培养基，ＰＢＳ

洗涤２次，每孔加入１５０μＬＷｅｓｔｅｒｎ及ＩＰ细胞裂解液，冰浴裂解３０ｍｉｎ，１０００ｒ·ｍｉｎ
－１离心５ｍｉｎ，收

集上清液，凝胶电泳分离蛋白．将蛋白转印至聚偏二氟乙烯膜上，质量分数为５％脱脂奶粉封闭后，一抗

４℃封闭过夜，二抗室温封闭２ｈ，ＥＣＬ显色１～２ｍｉｎ，荧光成像仪内曝光、检测，实验重复３次．

１．９　流式细胞术检测细胞周期分布

将 Ｈｅｌａ，Ａ５４９，ＳＭＭＣ?７７２１细胞以２×１０
５ 个·孔－１接种于６孔板中．细胞完全贴壁后，药物处理

同节１．４．４８ｈ后消化并收集细胞，４℃固定过夜，加入０．５ｍＬ配制好的染色液（含ＰＩ，ＲＮＡ酶，染色缓

冲液），缓慢并充分重悬细胞沉淀，于３７℃避光温浴３０ｍｉｎ，用流式细胞仪检测，实验重复３次．

２　结果与讨论

２．１　犜犠９１８３的合成及结构鉴定

ＴＷ９１８３的详细合成路线，如图１所示．中间体Ｉ的结构经１Ｈ?ＮＭＲ，
１３Ｃ?ＮＭＲ和ＥＳＩ?ＭＳ表征确

证，目标产物的结构经ＩＲ，１Ｈ?ＮＭＲ，
１３Ｃ?ＮＭＲ，ＥＳＩ?ＭＳ和元素分析表征确证，具体结果如下所述．

４?（７?氯喹啉?４?氨基）苯甲酸（Ⅰ）为黄色固体粉末，收率为９０％．
１Ｈ?ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ?ｄ６），δ

值：８．６１（ｄ，犑＝９．２９Ｈｚ，１Ｈ），８．４７（ｄ，犑＝７．０３Ｈｚ，１Ｈ），８．２３～８．２６（ｍ，２Ｈ），８．００（ｄ，犑＝２．０１Ｈｚ，

１Ｈ），７．８６（ｄｄ，犑＝９．２９Ｈｚ，２．２６Ｈｚ，１Ｈ），７．６３（ｄｄ，犑＝６．７８Ｈｚ，２．０１Ｈｚ，２Ｈ），７．１１（ｄ，犑＝７．０３Ｈｚ，

１Ｈ）．１３Ｃ?ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ?ｄ６），δ值：１６８．４１，１５０．３９，１４９．５２，１４８．３６，１４７．２１，１３６．１２，１３２．１５，

１３０．２１，１２６．８３，１２３．２９，２１．３８，１８．２６，１１５．１７，１１２．８５．ＥＳＩ?ＭＳ，犿／狕为２９８．７［Ｍ－Ｈ］
－．

４?（７?氯喹啉?４?氨基）苯甲酰氯（Ⅱ）为淡黄色固体粉末，收率为９５％．

４?（７?氯喹啉?４?氨基）?Ｎ?｛４?甲基?３?［４?（４?吡啶）嘧啶?２?氨基］苯基｝苯甲酰胺（ＴＷ９１８３）为淡黄色的

固体粉末，收率为８５％，其熔点为２９２～２９６℃．ＩＲ（ＫＢｒ），σ／ｃｍ
－１：３４４７，３４２７，３３７２，３２２６，３０６５，

３０１４，１６２５，１５９５，１５７４，１５０７，１４２７，１３８６，１３６１，１３１３，１２２５，１１６６，１０２０，７４６．１Ｈ?ＮＭＲ （４００

ＭＨｚ，ＤＭＳＯ?ｄ６），δ值：２．２５（ｓ，３Ｈ），７．０１（ｄ，犑＝７．００Ｈｚ，１Ｈ），７．２４（ｄ，犑＝８．５４Ｈｚ，１Ｈ），７．４７（ｄ，

犑＝５．２６Ｈｚ，１Ｈ），７．５１（ｄｄ，犑＝８．０４Ｈｚ，２．０４Ｈｚ，１Ｈ），７．６４（ｄ，犑＝７．７６Ｈｚ，１Ｈ），７．６５（ｄ，犑＝８．７６

Ｈｚ，２Ｈ），７．９３（ｄｄ，犑＝９．０４Ｈｚ，２．００Ｈｚ，１Ｈ），８．１２（ｄ，犑＝２．２４Ｈｚ，１Ｈ），８．１４（ｄ，犑＝２．０４Ｈｚ，１Ｈ），

８．１８（ｄ，犑＝８．５４Ｈｚ，２Ｈ），８．５５（ｄ，犑＝５．２６Ｈｚ，１Ｈ），８．６２（ｄｄ，犑＝６．１４Ｈｚ，２．００Ｈｚ，１Ｈ），８．６３（ｄ，

犑＝６．８Ｈｚ，１Ｈ），８．７６（ｄ，犑＝４．７６Ｈｚ，１Ｈ），８．７９（ｄ，犑＝９．０４Ｈｚ，１Ｈ），９．０６（ｓ，１Ｈ），９．３４（ｓ，１Ｈ），

１０．３６（ｓ，１Ｈ），１１．１４（ｓ，１Ｈ）．１３Ｃ?ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ?ｄ６），δ值：１８．１１，１０１．３６，１０８．１１，１１６．７３，

１１７．３６，１１７．７８，１１９．９６，１２４．７９，１２５．０６，１２６．３７，１２８．１４，１２８．２７，１２９．９２，１３０．５８，１３３．１９，１３４．０４，

１３６．２５，１３７．５２，１３８．２３，１３９．１４，１３９．５９，１４０．３５，１４４．４７，１４７．５７，１５０．６３，１５５．００，１５８．６８，１５９．０２，

１６０．０１，１６１．５８，１６１．６４，１６４．８８．ＥＳＩ?ＭＳ，犿／狕为５５８．２［Ｍ＋Ｈ］
＋．Ａｎａｌ．（Ｃ３２Ｈ２４ＣｌＮ７Ｏ）：ｃａｌｃｄＣ

６８．８７，Ｈ４．３０，Ｃｌ６．３７，Ｎ１７．５８，Ｏ２．８７；ｆｏｕｎｄＣ６８．７９，Ｈ４．３２，Ｃｌ６．３５，Ｎ１７．５６，Ｏ２．８８．
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２．２　犜犠９１８３对肿瘤细胞和犎犝犞犈犆细胞增殖的影响

给药４８ｈ后，阴性对照组细胞均贴壁生长旺盛，细胞呈多角形，胞质饱满，相邻细胞生长融合成片，

而给药组细胞随着给药浓度的增加细胞数明显减少，Ｈｅｌａ细胞发生皱缩，逐渐漂浮起来，Ａ５４９和

ＳＭＭＣ?７７２１细胞体积变大，扁平铺展．以细胞膨大为特征的细胞衰老是一种重要的抑瘤机制
［４］．因此，

ＴＷ９１８３可能通过促进Ａ５４９和ＳＭＭＣ?７７２１细胞的衰老达到抑制肿瘤的效果．ＴＷ９１８３对人肿瘤细胞

的抗增殖作用，如表１所示．由表１可知：ＴＷ９１８３对Ｈｅｌａ，Ａ５４９和ＳＭＭＣ?７７２１肿瘤细胞株表现出比

吉非替尼更高的抑制力，表明ＴＷ９１８３可能具有潜在对宫颈癌、肺癌和肝癌的治疗作用．ＴＷ９１８３对

ＨＵＶＥＣ细胞相对增殖率的影响，如图２所示．由图２可知：ＴＷ９１８３作用后的ＨＵＶＥＣ细胞相对增殖

表１　ＴＷ９１８３对人肿瘤细胞的

　　　抗增殖作用 （狀＝３）

Ｔａｂ．１　Ａｎｔｉ?ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ＴＷ９１８３ｏｎｈｕｍａｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ（狀＝３）

药品
ＩＣ５０／μｍｏｌ·Ｌ

－１

Ｈｅｌａ Ａ５４９ ＳＭＭＣ?７７２１

ＴＷ９１８３ ８．０４ ９．４１ １０．３１

吉非替尼 １２．３５ １３．３５ １３．２４

率较大，与阴性对照组差异无统计学意义（犘＞０．０５），表明

ＴＷ９１８３对正常ＨＵＶＥＣ细胞在化合物作用范围内没有毒性．

２．３　犜犠９１８３对肿瘤细胞克隆形成的影响

肿瘤细胞的克隆形成能力反映了细胞的群体依赖性和增

殖能力，是肿瘤细胞成瘤的一个重要因素．ＴＷ９１８３作用于肿

瘤细胞后，细胞的克隆形成能力不同程度地减弱，其中，

ＴＷ９１８３降低Ｈｅｌａ肿瘤细胞集落形成能力最为显著．对３种

肿瘤细胞集落形成的统计值（η１），如图３所示．图３中：横坐标

１～５分别代表０，２，４，８，１６μｍｏｌ·Ｌ
－１的ＴＷ９１８３，６代表１６μｍｏｌ·Ｌ

－１的吉非替尼；与阴性对照组相

比，ａ代表犘＜０．０５，ｂ代表犘＜０．０１；与相同浓度吉非替尼组（１６．０μｍｏｌ·Ｌ
－１）相比，ｃ代表犘＜０．０１．

由图３可知：ＴＷ９１８３抑制Ｈｅｌａ，Ａ５４９和ＳＭＭＣ?７７２１克隆形成的作用效果强于吉非替尼．

　　　图２　ＴＷ９１８３对 ＨＵＶＥＣ细胞　　　　　　　　　图３　ＴＷ９１８３对 Ｈｅｌａ，Ａ５４９和ＳＭＭＣ?７７２１

　　相对增殖率的影响　　　　　　　　　　　　　　　　细胞克隆形成的影响

　　Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＷ９１８３ｏｎｒｅｌａｔｉｖｅｇｒｏｗｔｈ　　　　　Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＷ９１８３ｏｎｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎ

　　　　　　　ｒａｔｅｉｎＨＵＶＥＣｃｅｌｌ　　　　　　　　　　　　　　ｉｎＨｅｌａ，Ａ５４９ａｎｄＳＭＭＣ?７７２１ｃｅｌｌｓ

２．４　犜犠９１８３对肿瘤细胞迁移的影响

肿瘤转移是肿瘤致死的主要原因［５?６］，也是人们防治肿瘤时关注的重要因素．ＴＷ９１８３能不同程度

地抑制Ｈｅｌａ，Ａ５４９和ＳＭＭＣ?７７２１细胞的迁移，其影响如图４所示．图４中：Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ分别为０，２，

４，８，１６μｍｏｌ·Ｌ
－１的ＴＷ９１８３，Ｆ为１６μｍｏｌ·Ｌ

－１的吉非替尼（×１００）．给药４８ｈ后，阴性对照组的划

痕宽度不断缩小，而给药组随着给药浓度的增加，划痕愈合程度逐渐降低，细胞迁移率（η２）明显降低，与

阴性对照组相比具有统计学意义（犘＜０．０１），且高剂量组ＴＷ９１８３（１６．０μｍｏｌ·Ｌ
－１）作用后的 Ｈｅｌａ细

胞迁移率明显低于吉非替尼对照组（犘＜０．０５），但对Ａ５４９和ＳＭＭＣ?７７２１细胞的迁移抑制作用与吉非

替尼组无统计学意义．ＴＷ９１８３对Ｈｅｌａ，Ａ５４９和ＳＭＭＣ?７７２１细胞迁移率的影响，如图５所示．图５中：

１～５分别代表浓度为０，２，４，８，１６μｍｏｌ·Ｌ
－１的ＴＷ９１８３，６代表浓度为１６μｍｏｌ·Ｌ

－１的吉非替尼；与

阴性对照组相比，ｂ代表犘＜０．０１；与相同浓度吉非替尼（１６．０μｍｏｌ·Ｌ
－１）组相比，ｃ代表犘＜０．０５．

２．５　犜犠９１８３对肿瘤细胞凋亡的影响

ＴＷ９１８３作用于３种肿瘤细胞后，细胞数明显减少，荧光强度增加，而阴性对照组细胞的细胞核形

态规则，荧光较弱，且着色均匀．不同浓度的ＴＷ９１８３和吉非替尼可使部分细胞出现致密浓染或碎块状
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图４　ＴＷ９１８３对 Ｈｅｌａ，Ａ５４９和ＳＭＭＣ?７７２１　　　　图５　ＴＷ９１８３对 Ｈｅｌａ，Ａ５４９和ＳＭＭＣ?７７２１

细胞迁移的影响　　　　　　　　　　　　　　　细胞迁移率的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＷ９１８３ｏｎｍｉｇｒａｔｉｏｎ　　　　　　Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＷ９１８３ｏｎｍｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅ

　ｉｎＨｅｌａ，Ａ５４９，ａｎｄＳＭＭＣ?７７２１ｃｅｌｌｓ　　　　　　　　　ｉｎＨｅｌａ，Ａ５４９，ａｎｄＳＭＭＣ?７７２１ｃｅｌｌｓ

致密浓染，表明药物作用后细胞凋亡增加．其中，Ｈｅｌａ细胞凋亡效果较明显，其结果如图６所示．图６

中：Ａ～Ｅ分别为０，２，４，８，１６μｍｏｌ·Ｌ
－１的ＴＷ９１８３，Ｆ为１６μｍｏｌ·Ｌ

－１的吉非替尼（×１００）．

２．６　犜犠９１８３对肿瘤细胞犮犪狊狆犪狊犲?３蛋白表达的影响

细胞凋亡有多种因素参与，其中，ｃａｓｐａｓｅ?３蛋白酶在凋亡信号传导中起核心作用
［７］．它在细胞内以

无活性的前体（酶原）形式存在，激活后导致凋亡的发生．ＴＷ９１８３对 Ｈｅｌａ，Ａ５４９和ＳＭＭＣ?７７２１细胞

ｃａｓｐａｓｅ?３蛋白表达的影响，如图７所示．由图７可知：不同浓度的ＴＷ９１８３作用３种肿瘤细胞４８ｈ后，

随ＴＷ９１８３浓度的增大，ｃａｓｐａｓｅ?３蛋白相对分子量３２ｋＤ的酶原表达量逐渐减少，１７ｋＤ的活性成分

表达量逐渐增加，提示ＴＷ９１８３作用于肿瘤细胞后可激活ｃａｓｐａｓｅ?３，发挥促进肿瘤细胞凋亡的效应．

　　　　　图６　ＴＷ９１８３对 Ｈｅｌａ细胞　　　　　　　　　　图７　ＴＷ９１８３对 Ｈｅｌａ、Ａ５４９和ＳＭＭＣ?７７２１

　　　　　凋亡的影响　　　　　　　　　　　　　　　　细胞ｃａｓｐａｓｅ?３蛋白表达的影响

　　　　　Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＷ９１８３ｏｎ　　　　　　Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＷ９１８３ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ?３

　　　　　ｎｕｃｌｅａｒａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＨｅｌａｃｅｌｌｓ　　　　　　　　ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨｅｌａ，Ａ５４９ａｎｄＳＭＭＣ?７７２１ｃｅｌｌｓ

２．７　犜犠９１８３对肿瘤细胞周期分布的影响

与阴性对照组相比，各浓度ＴＷ９１８３作用后，肿瘤细胞的Ｇ２／Ｍ期细胞比率均有不同程度的增加，

且该结果呈现剂量依赖性，表明ＴＷ９１８３主要诱导肿瘤细胞阻滞于Ｇ２／Ｍ 期；而吉非替尼主要将细胞

周期阻滞于Ｇ０／Ｇ１期，二者阻滞的细胞周期不同，有待进一步研究．

３　结论

文中合成的目标化合物是一种新的喹啉衍生物．红外光谱、碳谱、氢谱、电喷雾质谱及元素分析结果

证实该化合物与所设计的ＴＷ９１８３结构相符，其收率达到８５％．此法操作简便，原料便宜易得，反应效

率高，易于进行工业化生产．

细胞异常增殖、迁移以及细胞去分化都是肿瘤形成的重要原因［８］．通过 ＭＴＴ、平板克隆、划痕实验
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等证实，ＴＷ９１８３对Ｈｅｌａ，Ａ５４９和ＳＭＭＣ?７７２１细胞的增殖、迁移均有一定的抑制作用．Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２

染色、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和流式细胞术还表明：ＴＷ９１８３不同程度地促进这３种细胞的凋亡，将细胞周期阻

滞在Ｇ２／Ｍ 期．所有实验均证实ＴＷ９１８３较吉非替尼表现出更强的体外抗肿瘤活性，但其抗肿瘤作用

机制及体内动物实验还需后续继续研究．

参考文献：

［１］　ＷＥＩＬ，ＭＡＬＨＯＴＲＡＳＶ．Ｒｅｃｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｙｃｌｉｃａｍｉｄｅ（ｐｙｒｉｄｏｎｅ／ｌａｃｔａｍ）ｍｏｉｅｔｙｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｈｅｔｅｒｏｃｙｃｌｅｓａｓ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＭｅｄｉｃｉｎｅＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１０，１７（３）：２３４?２５３．

［２］　ＷＥＩＣＫＨＡＲＤＴＡＪ，ＴＥＢＢＵＴＴＮＣ，ＭＡＲＩＡＤＡＳＯＮＪＭ．Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒｏｖｅｒｃｏｍｉｎｇｉｎｈｅｒｅｎｔａｎｄａｃｑｕｉｒｅｓｒｅｓｉｓｔ

ａｎｃｅｔｏＥＧＦＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｅｆｆｅｃｔｏｒｓｉｎｔｈｅＲＡＳ／ＰＩ３Ｋｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＣａｎｃｅｒＤｒｕｇ

Ｔａｒｇｅｔｓ，２０１０，１０（８）：８２４?８３３．

［３］　ＳＡＶＡＧＥＤＧ，ＡＮＴＩＭＡＮＫＨ．Ｉｍａｔｉｎｉｂｍｅｓｙｌａｔｅ：Ａｎｅｗｏｒａｌｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｅｄ

ｉｃｉｎｅ，２００２，３４６（９）：６８３?６９３．

［４］　ＣＨＥＮＨＹ，ＬＥＥＹＲ，ＣＨＥＮＲＨ．ＴｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＤＡＰＫｉｎｃａｎｃｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，

２０１４，１９（２）：３６４?３７０．

［５］　ＴＡＮＡＫＡＴ，ＹＵＩＹ，ＮＡＫＡＮ，ｅｔａｌ．ＤｙｎａｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｉｓｂｙｍｏｕｓｅｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａＬＭ８：ＶＥＧＦｉｓａ

ｃａｎｄｉｄａｔｅｆｏｒａｎｔｉ?ｍｅｔａｓｔａｓｉｓｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＭｅｔａｓｔａｓｉｓ，２０１３，３０（４）：３６９?３７９．

［６］　ＭＡＴＴＨＥＷＢ，ＬＵＩＳＲＭ，ＲＥＢＥＫＡＬＤＧ，ｅｔａｌ．Ｃａｓｐａｓｅ?９，ｃａｓｐａｓｅ?３ａｎｄｃａｓｐａｓｅ?７ｈａｖｅｄｉｓｔｉｎｃｔｒｏｌｅｓｄｕｒｉｎｇｉｎ

ｔｒｉｎｓｉｃａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＢＭＣＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ，２０１３（１４）：３２．

［７］　ＡＮＴＯ ＲＪ，ＭＵＫＨＯＰＡＤＨＹＡＹ Ａ，ＤＥＮＮＩＮＧ Ｋ，ｅｔａｌ．Ｃｕｒａｉｍｉｎ（ｄｉｆｅｒｕｌｏｙｌｍｅｔｈａｎｅ）ｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ?８ＢＩＤｃｌｅａｖａｇｅａｎｄｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｒｅｌｅａｓｅｉｔｓｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｅｃｔｏｐｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｃｌ?２

ａｎｄｂｃｌ?ｘｌ［Ｊ］．Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，２００２，２３（１）：１４３?１５０．

［８］　ＥＯＭＹＷ，ＫＩＭＭＡ，ＰＡＲＫＳＳ，ｅｔａｌ．Ｔｗｏｄｉｓｔｉｎｃｔｍｏｄｅｓｏｆｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ：Ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｃｅｌｌ

ｄｅａｔｈｔｈｒｏｕｇｈｍｉｔｏｔｉｃｃａｔａｓｔｒｏｐｈｅａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄｂｙｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ?ｌｉｋｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００５，２４（３０）：４７６５?

４７７７．

犛狔狀狋犺犲狊犻狊犪狀犱犃狀狋犻?犜狌犿狅狉犃犮狋犻狏犻狋犻犲狊犻狀犞犻狋狉狅狅犳犛犿犪犾犾犕狅犾犲犮狌犾犲

犜犪狉犵犲狋犲犱犚犲犮犲狆狋狅狉犜狔狉狅狊犻狀犲犓犻狀犪狊犲犐狀犺犻犫犻狋狅狉犜犠９１８３

ＬＥＩＣｈｕｎ?ｈｕａ
１，ＷＡＮＧＸｕｅ?ｙｕ１，ＹＡＮＧＹｕ?ｃａｉ２，

ＷＵＺｈｅｎ３，ＷＡＮＧＬｉ?ｑｉａｎｇ１

（１．ＳｃｈｏｏｌｏｆＢｉｏｍｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＨｕａｑｉａｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｑｕａｎｚｈｏｕ３６２０２１，Ｃｈｉｎａ；

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＮａｔｉｏｎａｌＴａｉｗａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｔａｉｂｅｉ１０６１７０，Ｃｈｉｎａ；

３．ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＸｉａｍｅｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉａｍｅｎ３６１１０１，Ｃｈｉｎａ）

犃犫狊狋狉犪犮狋：　Ｉｎｔｈｉｓｐａｐｅｒ，ａｓｅｒｉｅｓｏｆｑｕｉｎｏｌｉｎｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｗｅｒｅｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ．Ａｌｅａｄｃｏｍｐｏｕｎｄ，ＴＷ９１８３，ｗａｓｓｃｒｅｅｎｅｄ

ｏｕｔｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｔｈｅａｎｔｉ?ｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｖｉｔｒｏ．Ｂｙｎｕｃｌｅｏｐｈｉｌｉｃｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ，ａｃｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅａｎｄｃｏｎｄｅｎ

ｓａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＴＷ９１８３ｃｏｕｌｄｆｏｒｍｆｒｏｍ４，７?ｄｉｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ．ＭＴＴｐｌａｔｅｃｌｏｎｉｎｇ，ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇａｓｓａｙ，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２

ｓｔａｉｎｉｎｇ，ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗｅｒｅｕｔｉｌｉｚｅｄｔｏｔｅｓｔｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆＴＷ９１８３ａｇａｉｎｓｔｔｈｒｅｅｔｙｐｅｓｏｆｈｕ

ｍａｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ（Ｈｅｌａ，Ａ５４９，ａｎｄＳＭＭＣ７７２１）ｉｎｖｉｔｒｏ．ＴｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｗａｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｂｙＩＲ，１Ｈ

ＮＭＲ，１３ＣＮＭＲ，ＥＳＩ?ＭＳａｎｄｅｌｅｍｅｎｔａｌａｎａｌｙｓｉｓ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＴＷ９１８３ｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａ

ｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｔｙｐｅｓｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｂｕｔｈａｖｅｎｏｅｆｆｅｃｔｏｎＨＵＶＥＣ；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｖｅａｌｅｄｔｈｅｏｂｖｉｏｕｓ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ；ＴＷ９１８３ｃｏｕｌｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｆｏｒｍ；ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇａｓｓａｙｓｕｇｇｅｓｔｅｄ

ｔｈａｔｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ；ａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔｃｅｌｌｃｙｃｌｅ

ｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｗｅｒｅａｒｒｅｓｔｅｄｉｎｔｈｅＧ２／ＭｐｈａｓｅａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＴＷ９１８３．

犓犲狔狑狅狉犱狊：　ｑｕｉｎｏｌｉｎｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ；ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｒｅａｃｔｉｏｎ；ａｎｔｉ?ｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ

（责任编辑：钱筠 　　英文审校：刘源岗）

０１２ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０１５年


