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　　［摘要］　目的　合成６，７，４′三羟基异黄酮（６，７，４′ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ，Ｔ２）水溶性衍生物，对其结构进行表征，并对其抗肿

瘤活性进行评价。方法　通过磺化反应在原料Ｂ环中３＇位引入磺酸基（ＳＯ３Ｈ），进一步浓氨水氨化后得到水溶性显著提高的异

黄酮衍生物，通过氢谱、碳谱、质谱、元素分析等对其结构进行表征，ＣＣＫ８法及流式测定其杀伤宫颈癌细胞（Ｈｅｌａ）的活性。

结果　通过上述方法得到两种水溶性异黄酮衍生物Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ和Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２，产率分别为：９６％、７５％，生物试验显示

其中Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２ 抗肿瘤活性显著增强。结论　与Ｔ２相比，其水溶性衍生物具有更高的生物相容性及抗肿瘤活性，有广泛的

生物应用前景。
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　　宫颈癌是最常见的女性生殖道恶性肿瘤，发病率仅次于乳

腺癌，故对宫颈癌治疗的研究已成为国内外学者研究的重

点［１］。研究表明，大豆异黄酮（ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ，ＳＩ）及其衍生物可明

显抑制宫颈癌细胞的增殖，其机制多为诱导胞内信号分子改

变，细胞周期阻滞及促进凋亡相关基因的表达［２３］。然而，异黄

酮及其衍生物存在水溶性及脂溶性差的弊端，体内难以吸收，

生物利用度低，限制了其生物应用。鉴于此，在前期合成的

６，７，４′三羟基异黄酮（６，７，４′ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ，Ｔ２）的基

础上［４］，化学合成了其水溶性衍生物Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２，并研究

了其对宫颈癌细胞生长的抑制作用，以期寻找到一种新型的抗

宫颈癌药物。

１　材料与方法

１．１　 材料 　Ｔ２来自于本实验室前期合成（生产批号：

２０１４０６２５）。人宫颈癌细胞 Ｈｅｌａ购自中国科学院细胞库，细胞

在常规条件下培养，取对数生长期的细胞用于试验。

１．２　试剂与仪器　ＤＭＥＭ 高糖培养基、胎牛血清、０．２５％胰

酶购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司，批号分别为２０１５０７０６、２０１５０５２４、

２０１５０６１２；细胞增殖活性测定试剂盒（ＣＣＫ８）购于日本Ｄｏｊｉｎ

ｄｏ有限公司，批号２０１５０８１５；细胞凋亡检测试剂盒（ＦＩＴＣ标记

了的膜联蛋白Ｖ／碘化丙啶，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ）购于美国

ＢｉｐｅｃＢｉｏｐｈａｒｍａ公司；浓硫酸，浓氨水购于中国科龙试剂公

司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；多功能全自动

酶标仪购于美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司；流式细胞仪购于美国

ＢＤ公司；高速离心机购于中国湖南湘仪公司；磁力搅拌器购于

德国ＩＫＡ公司；隔膜泵购于日本东京理化公司；真空干燥箱购

于中国上海一恒公司。

１．３　方法

１．３．１　３＇磺酸基６，７，４＇三羟基异黄酮（３′ｓｕｌｆｏｎｉｃ６，７，４′
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Ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ，Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ）的合成及表征 Ｔ２由

本课题组前期合成［５］。取５．０ｇＴ２于１００ｍＬ圆底烧瓶中，分

别加入１０、１５、２０、２５、３０或３５ｍＬ浓硫酸。超声振荡使原料溶

解后，分别搅拌４、８、１２、１６或２０ｈ，搅拌温度分别为５、１５、２５、

３５、４５、５５ ℃。薄层色谱分析 （ｔｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，

ＴＬＣ）检测反应进程，反应结束后，将反应液滴加到０℃的水

中，控温搅拌反应３０ｍｉｎ，于沙芯漏斗中抽滤反应液。取５０

ｍＬ乙腈搅洗得到的固体至中性，烘干。对得到的化合物进行

熔点（ｍｐ）、氢核磁共振（
１Ｈ ＮＭＲ，４００ＭＨ，溶剂为ＤＭＳＯ）、

高分辨质谱（ＥＳＩＭＳ，水溶液）及碳核磁共振 （１３Ｃ ＮＭＲ，

５０ＭＨｚ，溶剂为ＤＭＳＯ）分析测试。

１．３．２　３＇磺酸氨４＇羟氨６，７二羟基异黄酮［（３′ｓｕｌｆｏａｃｉｄ４′

ｈｙｄｒｏｘｙｌａｍｉｎｅ６，７，４′Ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ，Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２）］的

合成及表征　取５．０ｇＴ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ置于５０ｍＬ圆底烧

瓶中，加入３０ｍＬ浓氨水，避光磁力强烈搅拌反应２４ｈ后，向

其中加入５０ｍＬ丙酮溶液后，布氏漏斗过滤，用丙酮洗涤至中

性，去掉多余的氨水溶液。最后将产品置于真空干燥箱烘干。

对得到的产品进行ＥＳＩＭＳ（水溶液）、元素含量分析、１Ｈ ＮＭＲ

（４００ＭＨ，溶剂为ＤＭＳＯ）及１３ＣＮＭＲ（５０ＭＨｚ，溶剂为ＤＭ

ＳＯ）分析测试。

１．３．３　水溶性比较　分别取 Ｔ２、Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ、Ｔ２ＳＯ３

（ＮＨ４）２ 各０．２ｇ置于烧杯中，加水至刚好溶解澄清，观察各化

合物溶解度情况，并对各化合物水溶液的体系ｐＨ 值进行

测定。

１．３．４　细胞增殖研究　将 Ｈｅｌａ细胞按２０００／孔接种于９６孔

板，每孔１００μＬ。３７℃，５％ＣＯ２ 增湿培养箱中孵育２４ｈ后，

各组细胞分别加入浓度为０、０．１、１．０、１０．０、２０．０μｍｏｌ／Ｌ的

Ｔ２或Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２，每组３个复孔，继续孵育４８ｈ。每孔加

入１０μＬＣＣＫ８溶液，３７℃避光孵育２ｈ，多功能酶标仪测定

４５０ｎｍ处各孔吸光度（犃）值，计算细胞增殖活性。

１．３．５　流式细胞技术检测细胞凋亡　Ｈｅｌａ细胞按１×１０
５／孔

接种于６孔细胞培养板中，每孔１ｍＬ，孵育箱内培养２４ｈ。各

组细胞分别加入浓度为０、１．０、１０．０、２０．０μｍｏｌ／Ｌ的 Ｔ２或

Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２ 处理，继续孵育４８ｈ。胰酶消化法收集细胞，

１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去培养液，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗

涤３次。采用细胞凋亡检测试剂盒测定细胞凋亡率，将细胞与

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ室温避光共孵育１５ｍｉｎ，上流式细胞仪进

行检测。

２　结　　果

２．１　Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ的合成及表征　首先通过Ｔ２与浓硫

酸的磺化反应，对异黄酮骨架的芳环进行选择性活化，合成反

应路线及机理如图１，最终生成化合物Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ。本

研究探 讨 了 浓 硫 酸 用 量、磺 化 反 应 温 度 及 反 应 时 间 对

Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ产率的影响。当Ｔ２投料量为５．０ｇ时，其反

应产率随着浓硫酸用量、反应温度及反应时间的增加，呈现先

升后降的趋势（图２）。浓硫酸用量为２５ｍＬ，反应温度在２５

℃，反应时间控制在１２ｈ时产率最大（分别为８８．２％、８９．３％、

８４．６％），反应结果较理想。使用优化后的反应条件，Ｔ２投料

５．０ｇ，得到Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ共７．２ｇ，计算其产率９６．０％。

随后对得到的 Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ进行化学表征。ｍｐ测试结

果大于３００℃。１ＨＮＭＲ测试结果显示氢原子出峰（包括相应

裂峰）位置δｐｐｍ分别为８．２６８（
１Ｈ，ｓ，Ｈ２），７．６９０（１Ｈ，ｓ，Ｈ

５），７．３７０（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８．６Ｈｚ，Ｈ２，Ｈ６′），６．９１２（１Ｈ，ｓ，Ｈ８），

６．８２０（１Ｈ，ｓ，Ｈ５′）。ＥＳＩＭＳ分析结果显示主要离子峰为３４９

（Ｍ１）。１３ＣＮＭＲ分析结果显示碳原子出峰位置δｐｐｍ分别为

１７４．３４５、１５２．９７５、１５２．７２７、１５２．２０９、１５０．９４７、１４４．６１４、

１３１．５５５、１３０．４６９、１２７．７０７、１２２．８２５、１２２．２８４、１１６．６１０、１１６．

２１４、１０８．１３１、１０２．８２３。

　　Ａ：Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２合成示意图；Ｂ：芳环选择活化的机理。

图１　　Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２ 合成反应路线及机理

　　Ａ：浓硫酸用量；Ｂ：反应温度；Ｃ：反应时间；Ｄ：２０ｍｇ／ｍＬＴ２，Ｔ２

ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ，Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２的水溶液照片。

图２　　Ｔ２磺化反应条件试验

２．２　Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２的合成及表征　进一步通过Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ

与浓氨水的氨化反应生成 Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２，其合成路线如图

１Ａ。Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ投料５．０ｇ，得到 Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２ 共

３．８ｇ，计算其产率７５．００％。ＥＳＩＭＳ分析结果显示主要离子

峰为３４９（Ｍ２ＮＨ４）
＋，进一步的元素含量分析显示其碳元素

含量为４５．８０％，氮元素含量为７．３３％，氢元素含量为４．４１％，

其１ＨＮＭＲ及１３ＣＮＭＲ结果见图３。

　　Ａ：Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２的１ＨＮＭＲ；Ｂ：Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２的１３ＣＮＭＲ。

图３　　Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２的结构表征分析

２．３　 水溶性比较 　 对 Ｔ２、Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ 及 Ｔ２ＳＯ３

（ＮＨ４）２ 的水溶性进行考察，２０ｍｇ／ｍＬＴ２，Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ

及 Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２ 的水溶液照片如图２Ｄ，Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ及
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表１　　Ｔ２及其衍生物在水中溶解度测试结果比较

样品 质量（ｇ） 最小溶剂用量（ｍＬ） 溶解度（ｍｇ／ｍＬ） 溶解性 体系ｐＨ值

Ｔ２ ０．２ ２０００．０ ＜０．１ 不溶 ６～７

Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ ０．２ ４．０ ５０．０ 溶解 ２～４

Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２ ０．２ ０．２ １０００．０ 易溶 ７～８

Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２ 均为橙色澄清水溶液，Ｔ２为乳白色混悬液。３

种化合物具体溶解度如表１，相比Ｔ２（溶解度：＜０．１ｍｇ／ｍＬ），

Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ（溶解度：５０．０ｍｇ／ｍＬ）和 Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２

（溶解度：１０００．０ｍｇ／ｍＬ）的水溶性明显提高，尤其是Ｔ２ＳＯ３

（ＮＨ４）２ 达到了易溶的范围。对各化合物溶解后的体系ｐＨ测

定显示，Ｔ２（ｐＨ：６～７）及Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２（ｐＨ：７～８）的ｐＨ均

在生理ｐＨ范围内，而Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ溶解后呈强酸性环境

（ｐＨ：２～４）。

２．４　抗肿瘤活性研究　研究Ｔ２水溶性改造对其抗肿瘤活性

的影响，如图４Ａ所示，随着浓度的增大，Ｔ２及Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２

对 Ｈｅｌａ细胞增殖抑制呈现浓度依赖式增加，２０μｍｏｌ／Ｌ时细

胞存活率仅４０．０％～５０．０％；而在浓度大于１μｍｏｌ／Ｌ时，Ｔ２

ＳＯ３（ＮＨ４）２ 对 Ｈｅｌａ细胞的损伤显著强于Ｔ２（细胞存活率降

低约５．１％～９．３％）。细胞凋亡分析如图４Ｂ，随着浓度的增

大，Ｔ２及Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２ 处理Ｈｅｌａ细胞凋亡率呈现浓度依赖

式增加，Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２ 诱导 Ｈｅｌａ细胞总凋亡率显著高于Ｔ２

（细胞总凋亡率增加３．０８％～１２．１７％）。

　　Ａ：Ｔ２及Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２对 Ｈｅｌａ细胞增殖活性影响，犘＜０．０５，

与相同浓度Ｔ２组比较；Ｂ：Ｔ２及Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２ 对 Ｈｅｌａ细胞凋亡的

影响。

图４　　Ｔ２及Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２ 抗肿瘤活性比较

３　讨　　论

　　三羟基异黄酮因其独特的化学结构，对宫颈癌细胞的抑制

作用最佳。但由于其水溶性差，难以做成注射剂，水溶性和脂

溶性差，做成片剂在体内也难以吸收，生物利用度不高，严重阻

碍了其抑癌作用的新型药物的开发。因此，对其进行水溶性修

饰改造，是有必要的。

Ｔ２与浓硫酸的磺化反应属于亲电子取代反应，反应中浓

硫酸既是磺化剂又是溶剂。异黄酮骨架的Ｂ芳环活化，而 Ａ

芳环却未被磺化。其机制为在磺化反应过程中，浓硫酸提供的

质子可以与异黄酮骨架吡喃环（Ｃ环）的氧原子结合生成佯盐。

Ｃ环氧原子的质子化使氧原子带部分正电荷，同时对 Ａ环产

生吸电子效应，使Ａ环被钝化，不发生磺化反应。从而高选择

性地在原料Ｂ环中３＇位引入磺酸基，该基团易被高浓度氨水氨

化［５］，从而得到异黄酮衍生物 Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２。通过相应的

ＥＳＩＭＳ、元素含量分析、结构表征分析、１Ｈ ＮＭＲ及１３ＣＮＭＲ

结果分析研究，从而确证 Ｔ２的水溶性衍生物，即Ｔ２ＳＯ３Ｈ·

２Ｈ２Ｏ及Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２ 的分子结构，为进一步探索其的水溶

性和生物学活性奠定了基础。由于磺酸水溶性很好，因此Ｔ２

Ｂ环中引入磺酸基能显著提高化合物的水溶性。但由于磺酸

基具有强酸性，因此Ｔ２ＳＯ３Ｈ·２Ｈ２Ｏ溶解后ｐＨ 较低，不适

于生理ｐＨ环境。而氨基的引入，可以中和磺酸基的强酸性，

因此Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２ 兼具较高的水溶性及生物相容性，因此

具有更广的生物应用前景。

大量研究证实，异黄酮及其衍生物通过诱导凋亡相关基因

如抑癌基因ｐ５３及Ｂ淋巴细胞瘤２基因（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，

ＢＣＬ２）的表达
［６７］，调节细胞增殖与分化相关信号如ＥＲＫ１／２

和 ＭＡＰＫ通路
［８９］，改变细胞周期相关蛋白如ＣＤＫｓ蛋白激

酶、细胞周期蛋白ｃｙｃｌｉｎＡ／Ｂ的表达
［１０１２］，从而诱导肿瘤细胞

凋亡，延长细胞周期阻滞时间，抑制肿瘤细胞增殖。本研究也

证实了较低浓度的Ｔ２对能诱导宫颈癌细胞发生凋亡，从而抑

制肿瘤细胞的增殖。而其水溶性衍生物Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２ 的抗

肿瘤活性显著增强，其机制可能与 Ｔ２ＳＯ３（ＮＨ４）２ 水溶性的

改善，相同浓度进入细胞的有效成分有所增加，因此细胞的生

物利用度也相应提高有关。而化合物中ＳＯ３（ＮＨ４）２ 对细胞

活性是否存在影响，还需进一步研究。

综上所述，本研究在 Ｔ２的基础上，创新性地引入磺酸氨

基团，改善了化合物的水溶性，提高了抗宫颈癌细胞增殖的效

应。对后期进一步机制研究及异黄酮抗癌新药的开发奠定了

基础，具有重要的生物应用前景。
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Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ及促氧化应激产物 ＭＤＡ的表达，而增加凋

亡蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂｃｌ２，上调抗氧化应激产物ＣＡＴ，ＧＰｘ和

ＳＯＤ的表达。这显示姜黄素可通过抗炎、抗凋亡和抗氧化应

激途径而减轻脑缺血再灌注损伤。但姜黄素在脑缺血再灌注

损伤中抑制炎症，凋亡和氧化应激的具体机制不清。

ｍＴＯＲ是一种进化上相对保守的丝氨酸／苏氨酸蛋白激

酶，是ＡＫＴ下游的一个重要靶点，可通过磷酸化其下游的靶

蛋白，参与基因的转录和蛋白的表达，进而影响炎症、氧化应

激、自噬、凋亡等生物学活动［１３］。其激活途径为细胞内外因子

通过受体酪氨酸激酶激活 ＰＩ３Ｋ，活化的ＰＩ３Ｋ在ＰＤＫ１的协

同下磷酸化 ＡＫＴ。活化的 ＡＫＴ磷酸化 ＴＳＣ２，而磷酸化的

ＴＳＣ２可通过负向调节使Ｒｈｅｂ从ＴＳＣ１／ＴＳＣ２复合物中解聚，

从而使Ｒｈｅｂ活性增强，进而激活 ｍＴＯＲ
［１２１４］。本研究发现脑

缺血再灌注损伤可增加ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ和 ｍＴＯＲ的表达，而姜

黄素可进一步增加ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ和 ｍＴＯＲ的表达，这提示姜

黄素可进一步增加ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号途径的活性，其调

节为正向调节。

综上所述，姜黄素可通过进一步促进ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ

信号通路激活而减轻炎症、凋亡和氧化应激，进而减轻脑缺血

再灌注损伤。但是姜黄素是直接作用于ＰＩ３Ｋ信号分子还是

通过调节其上游激酶和（或）信号分子而间接发挥作用仍不清

楚，除ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路外，是否还有其他信号通

路涉及姜黄素抑制炎症、凋亡和氧化应激，尚需进一步更深入

的研究。
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