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　　摘　要：目的　从８个ＹＮ３３系列表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）蛋白酪氨酸酶抑制剂中筛选具有抗肿瘤活性的化合物，并进一

步评价其在体外的抗肿瘤效果。方法　首先采用体外激酶实验对ＹＮ３３系列化合物进行初步筛选，观察它们对ＥＧＦＲ蛋白酪氨

酸酶的抑制作用；采用 ＭＴＳ法观察筛选出的活性化合物在体外对人表皮癌Ａ４３１细胞株、人胃癌Ｎ８７细胞株和人乳腺癌ＢＴ４７４

细胞株的增殖抑制作用，以及体外筛选出的ＹＮ３３５化合物对人正常胚肺成纤维 ＭＲＣ５细胞增殖的抑制作用。结果　激酶实验

结果，发现４个具有抑制ＥＧＦＲ活性的化合物：ＹＮ３３３，ＹＮ３３５，ＹＮ３３６，ＹＮ３３８。ＹＮ３３５对Ａ４３１、ＢＴ４７４、Ｎ８７细胞株的半数

抑瘤浓度（ＩＣ５０）分别为：（９．７４３３±２．７９５９）μｍｏｌ／Ｌ，（４．６１１７±２．２２２５）ｎｍｏｌ／Ｌ和（４４．０４８３±２１．７９３１）ｎｍｏｌ／Ｌ，抑制效应呈剂

量依赖性。结论　ＹＮ３３５具有较好抗肿瘤活性，可抑制多种肿瘤细胞的增殖。
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　　表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧ

ＦＲ）属于ｅｒｂＢ家族成员之一，是由胞外配体结合区，跨膜区具

有酪氨酸激酶活性的胞内区３个部分组成的跨膜糖蛋白。

ＥＧＦＲ在多种恶性肿瘤存在表达，如神经胶质细胞瘤、乳腺癌

等恶性肿瘤细胞中都有过度表达，激活ＥＧＦＲ会促进肿瘤细

胞增殖，肿瘤血管生成及肿瘤转移，阻碍肿瘤凋亡［１］。国外已

开发了多种临床疗效较好的酪氨酸激酶靶向药物，但目前这些

药物有诸多缺点，如抗瘤谱窄、仅对部分肿瘤有效、远期疗效和

安全性尚不明确，而且价格昂贵导致这些药物的临床应用受到

很大限制。为研发更有效的 ＥＧＦＲ酪氨酸激酶抑制剂，以

Ｌａｐａｔｉｎｉｂ为母核进行结构改造，合成了 ＹＮ３３系列化合物。

本研究通过对该系列化合物进行体外筛选，期望发现具有较强

抗肿瘤活性的化合物。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验细胞株　人表皮癌 Ａ４３１细胞株、人乳腺导管癌

ＢＴ４７４及人胃癌Ｎ８７细胞株和人正常胚肺成纤维 ＭＲＣ５细

胞株，均购自上海中科院细胞库。Ａ４３１、ＢＴ４７４和 ＭＲＣ５细

胞株用ＤＭＥＭ 培养液培养，在ＢＴ４７４和 ＭＲＣ５细胞株的培

养液需加入１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的丙酮酸钠；Ｎ８７细胞株用 ＲＰ

ＭＩ１６４０培养液培养，需加入１１０ｍｇ／Ｌ 的丙酮酸钠及 １０

ｍｍｏｌ／Ｌ的羟乙基哌嗪乙硫磺酸（ＨＥＰＥＳ）。均置于５％ＣＯ２、

３７℃培养箱中培养，每隔３～４ｄ传代１次，取对数生长期细胞

用于实验研究。

１．１．２　试药与试剂　ＹＮ３３系列化合物共８个样品和阳性对

照药Ｌａｐａｔｉｎｉｂ，均由重庆复创医药有限公司提供，纯度为

９５％，呈黄色粉末状，用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解，配制成２０

ｍｍｏｌ／Ｌ溶液，－８０℃保存备用使用前用超纯水或培养液配制

成所需浓度。ＡＤＰＧｌｏＴＭ激酶检测试剂盒及 ＭＴＳ为Ｐｒｏｍｅｇａ

公司产品；ＤＭＥＭ 培养基、ＲＰＭＩ１６４０培养基及胎牛血清

（ＦＢＳ）为Ｇｉｂｃｏ公司产品；胰蛋白酶和台盼蓝为Ｓｉｇｍａ公司产

品；ＤＭＳＯ为国药公司产品。

１．２　方法

１．２．１　ＡＤＰＧｌｏ
ＴＭ激酶检测ＹＮ３３系列化合物对ＥＧＦＲ激酶

活性的影响　运用 ＡＤＰＧｌｏ
ＴＭ激酶检测试剂盒检测ＹＮ３３系

列化合物对ＥＧＦＲ激酶的抑制活性测定，以Ｌａｐａｔｉｎｉｂ作为阳

性对照药物验证筛选模型的灵敏度和稳定性。所有反应均在

９６孔酶标板中完成，经过酶浓度筛选每孔分别加入０．５Ｕ／ｍＬ
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表１　　培养时间和给药浓度对照表

细胞名称 细胞悬液浓度（／ｍＬ） 种板后培养时间（ｈ） 给药后培养时间（ｄ） 给药浓度（ｍｏｌ／Ｌ）

Ａ４３１ ３×１０４ ２４ ３ 以１×１０－４ｍｏｌ／Ｌ为首浓度１０倍稀释

ＢＴ４７４ １×１０５ ４８ ７ 以１×１０－５ｍｏｌ／Ｌ为首浓度１０倍稀释

Ｎ８７ １×１０５ ２４ ３ 以１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ为首浓度３倍稀释

ＭＲＣ５ ３×１０４ ２４ ３ 以２×１０－４ｍｏｌ／Ｌ为首浓度３倍稀释

的酶液１０μＬ。为减少加样时的误差，将酶以外的其余试剂混

合，分别加入超纯水２．５μＬ、反应缓冲液（５倍）５μＬ、ＡＴＰ（１

μｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ及底物（５００μｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ，混匀后，取１２μＬ

混合物后，加入待测化合物（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ，最后加入酶

液，反应总体积为２５μＬ。实验分组为：实验组、化合物组、无

酶对照组及阴性对照组。将化合物组，无酶对照组及阴性对照

组在３０℃保温反应６０ｍｉｎ后，避光加入荧光素酶／荧光素反

应检测试剂２５μＬ。在４５０ｎｍ吸光处测定吸光值（ＯＤ值），计

算抑制率（ＣＩ），公式如下：ＣＩ（％）＝（化合物ＯＤ值－阴性对照

孔ＯＤ值）／（无酶对照孔ＯＤ值－阴性对照孔ＯＤ值）×１００％。

１．２．２　ＹＮ３３系列化合物对肿瘤细胞及 ＭＲＣ５细胞的增殖

抑制实验　将 Ａ４３１，ＢＴ４７４和 Ｎ８７肿瘤细胞株及 ＭＲＣ５正

常细胞株按照常规方法传代，取对数生长期的细胞，用０．２５％

胰蛋白酶／乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）消化后配成单细胞悬液（细

胞悬液浓度表１），接种于９６孔板，每孔１００μＬ，置３７℃和５％

ＣＯ２ 的培养箱中培养各自对应的时间（培养时间表１）后，Ａ４３１

和Ｎ８７细胞株需要将培养液吸出，再加入１００μＬ含不同浓度

待测化合物和对照药的培养液（给药浓度见表１），ＢＴ４７４和

ＭＲＣ５细胞株是直接加入，３种细胞均为９个浓度梯度。实验

设药物处理组、实验对照组和空白对照组，每组均设３个复孔。

置３７℃和５％ＣＯ２ 的培养箱中培养各自对应的时间后（表１），

吸出培养液，用ＰＢＳ轻轻冲洗几次后，加入１００μＬ的无血清

培养基，再加入１０μＬ的 ＭＴＳ，继续培养２ｈ，于多功能酶标仪

４９０ｎｍ波长处测吸收度值（Ａ４９０ｎｍ），按下式计算ＣＩ，并采用

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件计算半数抑瘤浓度（ＩＣ５０）值。肿瘤细胞

生长ＣＩ（％）＝［１－（药物处理组ＯＤ值－空白对照组ＯＤ值）／

（实验对照组ＯＤ值－空白对照组ＯＤ值）］×１００。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０统计件进行统计学分析。

数据狓±狊表示，多样本均数比较用单因素方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＹＮ３３系列化合物对ＥＧＦＲ激酶活性的影响　在筛选中

发现，ＹＮ３３系列化合物对ＥＧＦＲ激酶均表现出不同的抑制作

用，以Ｌａｐａｔｉｎｉｂ为对照，从实验结果显示，ＹＮ３３５化合物能明

显抑制ＥＧＦＲ激酶的活性，而ＹＮ３３４抑制ＥＧＦＲ激酶活性很

弱，与Ｌａｐａｔｉｎｉｂ比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表２。

２．２　对肿瘤细胞生长的影响　经过数据分析，选定ＹＮ３３３，

ＹＮ３３５，ＹＮ３３６，ＹＮ３３８化合物进行肿瘤细胞增殖抑制实

验。从筛选中发现，ＹＮ３３系列化合物对 Ａ４３１、ＢＴ４７４及 Ｎ８７

细胞株均表现出了不同程度的抑制作用，表现为浓度依赖性

（表３）。以Ｌａｐａｔｉｎｉｂ为对照，其中ＹＮ３３５化合物对３种细胞

具有较强的增殖抑制作用，同时表现了良好的量效关系。

２．３　对正常细胞生长的影响　通过肿瘤细胞增殖抑制实验，

发现ＹＮ３３５化合物具有较强的抗肿瘤活性，故选定 ＹＮ３３５

化合物检测其对人正常胚肺成纤维 ＭＲＣ５细胞的影响，以

Ｌａｐａｔｉｎｉｂ为对照，实验结果显示，Ｌａｐａｔｉｎｉｂ和 ＹＮ３３５ 对

ＭＲＣ５ 细 胞 ＩＣ５０ 为 （４０．５４１７±８．０６１６）μｍｏｌ／Ｌ 和

（２８．３４５０±３．６５１４）μｍｏｌ／Ｌ。ＹＮ３３５化合物对 ＭＲＣ５细胞

的杀伤作用相对 Ｌａｐａｔｉｎｉｂ较强，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

表２　　对ＥＧＦＲ激酶活性的影响（狓±狊，狀＝６）

待测物 ＣＩ（％） 犘

Ｌａｐａｔｉｎｉｂ ３８．７３８９±３．３６８３ －

ＹＮ３３２ ３０．５０００±９．５０２６ ＜０．０５

ＹＮ３３３ ３２．１６６７±８．７２７４ －

ＹＮ３３４ ０．２３３３±０．１３５５ ＜０．０５

ＹＮ３３５ ４２．００００±１１．７８１３ ＜０．０１

ＹＮ３３６ １９．７２９７±３．６６８４ －

ＹＮ３３７ １８．８３３３±７．８８４６ ＜０．０５

ＹＮ３３８ ３１．２１２０±３．５９３４ －

ＹＮ３３９ ０．３５１０±０．２３４８ ＜０．０５

　　－：表示无数据。

表３　　对肿瘤细胞的生长抑制作用（狓±狊，狀＝６）

待测物
Ａ４３１细胞ＩＣ５０

（μｍｏｌ／Ｌ）

ＢＴ４７４细胞ＩＣ５０

（ｎｍｏｌ／Ｌ）

Ｎ８７细胞ＩＣ５０

（ｎｍｏｌ／Ｌ）

Ｌａｐａｔｉｎｉｂ ２２．５４００±７．４３６８ ５．７１３３±４．０２７８ ４７．７５００±８．５３９８

ＹＮ３３３ ３４．７６８３±１７．７８５３ａ １４．８８２８±５．８４３１ａ ８０．１１３３±１８．４５８４ａ

ＹＮ３３５ ９．７４３３±２．７９５９ａ ４．６１１７±２．２２２５ｂ ４４．０４８３±２１．７７９３ａ

ＹＮ３３６ ６２．９５３３±１８．２９６２ａ １０．３３７８±２．５３３５ａ ９９．８８００±１７．６４０８

ＹＮ３３８ ２１．８５１７±１１．０５０７ａ ５．７４８２±１．５４９８ｂ ５６．５２５０±２４．０８３０ａ

　　ａ：犘＜０．０５；ｂ：犘＜０．０１，与Ｌａｐａｔｉｎｉｂ比较。

３　讨　　论

抗肿瘤药物抑制作用的体外实验是整个抗肿瘤药物药理

研究过程中的重要环节，在筛选有效的抗癌药物，辅助判断抗

癌药物的抗癌谱等方面均有重要价值。乳腺癌细胞中存在

ＥＧＦＲ的高表达可用于预测其病情的发展与疗效及预后的判

定［１］。ＥＧＦＲ胞内结构的酪氨酸激酶活性是ＥＧＦＲ发挥生物

学作用的主要途径，抑制该酶活性可获得相似的抗肿瘤作用。

Ｌａｐａｔｉｎｉｂ（ＧＷ５７２０１６）为６噻唑基喹唑啉，是一个可逆性的酪

氨酸激酶抑制剂，生化试验中表现出选择性抑制ＥＧＦＲ家族

激酶ＥＧＦＲ和 ＨＥＲ２，是由 ＧｌａｘｏＷｅｌｌｃｏｍｅ公司研发针对

ＥＧＦＲ／ＨＥＲ２的双重抑制剂
［２］。

Ｌａｐａｔｉｎｉｂ可抑制ＥＧＦＲ和 ＨＥＲ２磷酸化激活及细胞增

殖。有文献报道，Ｌａｐａｔｉｎｉｂ的抗增殖作用在高表达 ＨＥＲ２的

细胞中较强，而在低表达 ＨＥＲ２或表达 ＥＧＦＲ的细胞中较
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弱［３］。Ｌａｐａｔｉｎｉｂ对乳腺癌细胞增生的抑制呈浓度依赖性，不

同细 胞 株 的 ＩＣ５０ 不 同，在 某 些 乳 腺 癌 细 胞 株 中，ＩＣ５０ ＜

０．２μｍｏｌ／Ｌ时，Ｌａｐａｔｉｎｉｂ即可发挥作用，显示出强大的抗增殖

作用［４］。有研究显示，Ｌａｐａｔｉｎｉｂ可明显抑制ＢＴ４７４（ＨＥＲ２过

表达的乳腺癌细胞株［５］）细胞中ｐ９５的磷酸化及移植瘤的生

长［６］，Ａ４３１细胞为ＥＧＦＲ过表达细胞株
［７］。

在抗肿瘤增殖抑制实验中，设定了相应ＤＭＳＯ浓度的阴

性对照，以消除ＤＭＳＯ对细胞活性的影响，同时将各实验组的

ＤＭＳＯ浓度控制在０．１％以内，以尽量减少对实验的影响。从

实验结果中发现，虽然 Ａ４３１细胞株的ＥＧＦＲ水平都比较高，

但Ｌａｐａｔｉｎｉｂ对 Ａ４３１细胞的ＩＣ５０在（２２．５４００±７．４３６８）

μｍｏｌ／Ｌ。在文献中报道，Ｌａｐａｔｉｎｉｂ对ＥＧＦＲ／ＨＥＲ２的ＩＣ５０分

别为１０．２ｎｍｏｌ／Ｌ和９．８ｎｍｏｌ／Ｌ
［８］，对Ａ４３１、ＢＴ４７４、Ｎ８７细胞

株的ＩＣ５０小于１．６×１０
２ｎｍｏｌ／Ｌ

［２］。Ｌａｐａｔｉｎｉｂ在ＢＴ４７４、Ｎ８７

细胞株中的ＩＣ５０分别为 （５．７１３３±４．０２７８）ｎｍｏｌ／Ｌ 和

（４５．７５００±８．５３９８）ｎｍｏｌ／Ｌ，均小于１．６×１０２ｎｍｏｌ／Ｌ。提示

肿瘤细胞对活性化合物的敏感性可能与ＥＧＦＲ表达水平无明

显相关性，或者并不仅仅与之相关。经过对ＹＮ３３系列化合物

的体外筛选，本研究发现 ＹＮ３３系列化合物对 Ａ４３１、ＢＴ４７４、

Ｎ８７３个肿瘤细胞株均表现出不同程度的抑制作用，而且呈明

显的量效关系，在所设浓度范围内，其抑制作用随浓度的增加

而增强，并从中发现 ＹＮ３３５化合物具有显著的抗肿瘤活性，

与初步筛选实验结果相符。

在实验筛选中，发现 ＹＮ３３５化合物的作用与Ｌａｐａｔｉｎｉｂ

相当，但在正常细胞生长抑制实验中发现，ＹＮ３３５化合物对

ＭＲＣ５细胞株的杀伤作用略高于Ｌａｐａｔｉｎｉｂ，差异有统计学意

义。由于只选用了一种正常细胞株来检测 ＹＮ３３５化合物对

正常细胞的细胞毒作用，还不足以说明ＹＮ３３５化合物的毒副

作用。

综上所述，在本研究中，进行体外初步筛选，发现了ＹＮ３３

５化合物是具有显著抗肿瘤活性的化合物。但对于化合物对

肿瘤的治疗效果不能仅仅依靠对肿瘤细胞的抑制作用，还必须

确认其能够在复杂的体内环境中抑制肿瘤的生长。本研究只

表明了ＹＮ３３５化合物在体外有显著的抗肿瘤活性，其通过抑

制ＥＧＦＲ激酶而抑制肿瘤细胞生长的确切机制，需要对其在

体内的抗肿瘤活性作进一步的研究。
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ＪＲｏｅｎｔｇｅｎｏｌ，２０１２，１９８（１）：７６８２．

（收稿日期：２０１２０３０９　修回日期：２０１２０７１９）

００５３ 重庆医学２０１２年１１月第４１卷第３３期




