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  [摘要] 目的 合成含新型3,4-二羟基的查尔酮类似物并研究其对 H2O2 诱导PC12细胞损伤的保护作

用。方法 用不同的取代苯甲醛和3,4-二羟基苯乙酮为原料进行羟醛缩合反应,合成多种含有3,4-二羟基的

查尔酮新类似物。采用噻唑蓝(MTT)
 

法检测查尔酮类似物对PC12细胞的毒性作用,运用1,1-二苯基-2-三硝

基苯肼(DPPH)清除实验检测查尔酮类似物直接清除自由基的作用;并用 MTT法检测查尔酮类似物对 H2O2
诱导PC12细胞损伤的保护作用并筛选出活性较好的化合物5,运用免疫荧光实验和 Western

 

blot研究活性化

合物5对核因子E2相关因子2(NRF2)抗氧化信号通路的作用。结果 合成5个新型3,4-二羟基查尔酮类似

物,并筛选出细胞毒性低且细胞保护作用较好的活性化合物5,该化合物对H2O2 诱导PC12细胞的损伤具有良

好的保护作用,呈现出浓度依赖性。活性化合物5可激活NRF2抗氧化信号通路,上调谷氨酸半胱氨酸合成酶

催化亚基(GCLC)和血红素加氧酶-1(HO-1)蛋白的表达。结论 新型活性化合物5对 H2O2 诱导PC12细胞

氧化损伤表现出良好的保护作用且呈浓度依赖性,为得到具有较好活性的抗氧化查尔酮药物奠定了基础。
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  [Abstract] Objective To

 

synthesize
 

the
 

new
 

type
 

3,4-dihydroxy
 

chalcone
 

analogues
 

and
 

to
 

study
 

its
 

protective
 

effect
 

on
 

H2O2-induced
 

PC12
 

cell
 

injury.Methods Different
 

substituted
 

benzaldehydes
 

and
 

3,4-di-
hydroxyacetophenone

 

were
 

used
 

as
 

the
 

raw
 

materials
 

to
 

conduct
 

the
 

aldol
 

condensation
 

reaction
 

for
 

synthesi-
zing

 

multiple
 

new
 

chalcone
 

analogues
 

containing
 

3,4-dihydroxy.The
 

MTT
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cyto-
toxicity

 

of
 

chalcone
 

analogues
 

on
 

PC12
 

cells.The
 

DPPH
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

check
 

the
 

effect
 

of
 

chalcone
 

ana-
logues

 

for
 

directly
 

scavenging
 

the
 

free
 

radicals.Moreover
 

the
 

MTT
 

assay
 

was
 

to
 

detect
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

chalcone
 

analogues
 

on
 

H2O2-induced
 

PC12
 

cell
 

injury
 

and
 

screen
 

the
 

compound
 

5
 

with
 

better
 

activity.The
 

effect
 

of
 

active
 

compound
 

5
 

on
 

the
 

antioxidant
 

signaling
 

pathway
 

of
 

NRF2
 

was
 

investigated
 

by
 

using
 

Western-
blot

 

and
 

immunefluorescence
 

assay,respectively.Results The
 

five
 

new
 

type
 

3,4-dihydroxychalcone
 

analogues
 

were
 

synthesized,and
 

the
 

active
 

compound
 

5
 

possessing
 

low
 

cytotoxicity
 

and
 

good
 

cytoprotective
 

effect
 

was
 

screened
 

out,which
 

had
 

good
 

protective
 

effect
 

on
 

H2O2-induced
 

damage
 

of
 

PC12
 

cells,showing
 

a
 

concentra-
tion-dependent

 

manner.The
 

active
 

compound
 

5
 

could
 

activate
 

the
 

NRF2
 

antioxidant
 

signaling
 

pathway
 

and
 

up-
regulated

 

the
 

expression
 

of
 

GCLC
 

and
 

HO-1
 

proteins.Conclusion The
 

new
 

type
 

active
 

compound
 

5
 

shows
 

a
 

good
 

protective
 

effect
 

on
 

H2O2-induced
 

oxidative
 

damage
 

of
 

PC12
 

cells
 

in
 

a
 

concentration-dependent
 

manner,
which

 

laid
 

a
 

prophase
 

foundation
 

for
 

obtaining
 

anti-oxidant
 

chalcone
 

drugs
 

with
 

better
 

activity.
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  天然产物及其合成类似物已被证明是药物开发

中的宝贵资源[1-2]。查尔酮是一种广泛分布于各种花

卉、水果和蔬菜中黄酮类化合物,据报道它具有许多

生物学特性,包括抗氧化、抗菌、抗癌、抗血管生成和

抗炎等活性[3]。在所有的生物活性中,抗氧化活性被

广泛研究。同时,许多具有多羟基的查尔酮类化合物

具有直接清除自由基的作用,尤其是含有3,4-二羟基

苯基结构的化合物表现出高效的抗氧化活性[4-5]。此

外,研究表明存在于查尔酮骨架中的α,β-不饱和酮部

分能够诱导核因子E2相关因子2(NRF2)抗氧化信

号通路的激活[6]。而且,文献报道查尔酮上的α,β-不
饱和双键可以增加3,4-二羟基苯基结构的稳定性[7]。
LIMASSET等[8]对3种查尔酮化合物的抗氧化作用

进行研究,发现查尔酮结构中的酚羟基是清除自由基

的功能基团。清除自由基的能力与分子中酚羟基的

数目,取代位置和苯环取代基的位置、长短密切相关。
因此,本文在3,4-二羟基查尔酮的基础上进行修饰改

造,希望通过改变苯环上的侧链结构以寻求高效低毒

的新型抗氧化小分子化合物。
本文用不同的取代苯甲醛和3,4-二羟基苯乙酮

为原料进行羟醛缩合反应,合成一系列含3,4-二羟基

的查尔 酮 新 类 似 物,检 测 其 对 H2O2 诱 导 神 经 元

PC12细胞损伤的抗氧化活性,为得到高效低毒的抗

氧化候选药物奠定基础。
1 材料与方法

1.1 材料

取代苯甲醛和3,4-二羟基苯乙酮购自上海阿拉

丁有限公司;二甲基亚砜(DMSO)购自吉诺生物医药

技术有限公司;噻唑蓝(MTT)试剂购自美国Sigma
 

公司;胎牛血清(FCS)购自杭州四季青生物工程材料

有限公司;PC12细胞购自武汉大学细胞存储中心;
NRF2抗体和 TritonX-100购自美国Sigma-Aldrich
公司;血红素加氧酶-1(HO-1)和谷氨酸半胱氨酸合

成酶催化亚基(GCLC)抗体购自中美生物有限公司。
1.2 方法

1.2.1 查尔酮类似物的合成

取15.0
 

mmol不同的取代苯甲醛和10.0
 

mmol
的3,4-二羟基苯乙酮置于反应瓶中,加入20

 

mL无水

乙醇使其溶解,在H2SO4 酸性催化下反应,78
 

℃油浴

反应,TLC点板监测反应进程。反应结束后旋干乙

醇,干法上柱后用硅胶柱层析纯化(洗脱剂为石油醚

与乙酸乙酯的混合溶剂)得到查尔酮类似物1~5。
1.2.2 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH)清除率

利用化合物对DPPH的清除能力初步测试其抗

氧化活性,具体方法如下:用乙醇制备查尔酮类似物

溶液(20
 

mg/mL)和DPPH溶液(0.15
 

mmol/L),在
80

 

μL查尔酮类似物溶液中加入120
 

μL(0.15
 

mmol/
L)的DPPH溶液(Ai)。对照组为80

 

μL查尔酮类似

物溶液加入120
 

μL乙醇溶液(Aj)。空白组为80
 

μL

乙醇溶液加入120
 

μL
 

DPPH溶液(Ac)。这些混合物

在25
 

℃下孵育30
 

min,然后在517
 

nm测量光密度

(OD)。实验重复3次。DPPH 的清除能力(%)=
[1-(Ai-Aj)/Ac]×100%。测试时用 TBHQ 作

对照。
1.2.3 化合物对PC12细胞的毒性作用

PC12细胞(5×103 个/孔)接种在96孔板中,用
DMEM培养液培养于37

 

℃培养箱过夜。加入化合

物(10
 

μmol/L)24
 

h后,用 MTT溶液(5
  

mg/mL)在
37

 

℃中处理4
 

h。最后将甲瓒晶体溶解于120
 

μL
 

DMSO中,在490
 

nm 测量 OD 值。细胞存活率为

DMSO与对照组的OD 值的百分比。
1.2.4 化合物的抗氧化活性

PC12细胞(5×103 个/孔)接种在96孔板中,用
DMEM培养液培养于37

 

℃培养箱过夜。加入化合

物(10
 

μmol/L)24
 

h后,再加入 H2O2(450
 

μmol/L)
损伤24

 

h。24
 

h后细胞用 MTT溶液在37
 

℃中处理

4
 

h。最后将甲瓒晶体溶解于120
 

μL
 

DMSO 中,在
490

 

nm测量OD 值。细胞存活率为DMSO与对照组

的OD 值的百分比。
1.2.5 活性化合物5对PC12细胞的保护作用

采用MTT检测细胞存活率,加入不同浓度(2.5,
5.0和10.0

 

μmol/L)的化合物5,24
 

h后再加入

H2O2(450
 

μmol/L)损伤24
 

h。参照1.2.4测定细胞

生存率。
1.2.6 活性化合物5对NRF2核移位的作用

PC12细胞(3×105 个/孔)接种在6孔板中,用
DMEM培养液培养于37

 

℃培养箱过夜。活性化合

物5作用24
 

h后,在室温下用4%多聚甲醛固定20
 

min并用磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤3次,接着再用

0.1%TritonX-100作用15
 

min,最后在1%
 

BSA中封

闭1
 

h。经PBS洗涤后,用NRF2抗体在4
 

℃下孵育过

夜,荧光二抗在室温下孵育1
 

h后细胞核用4,6-脒基-2-
苯基吲哚(DAPI)染色,最后通过荧光显微镜观察。
1.2.7 Western

 

blot检测 GCLC和 HO-1蛋 白 的

表达

将PC12细胞(3×105 个/孔)接种在6孔板中,用
DMEM培养液培养于37

 

℃培养箱过夜。活性化合

物5作用24
 

h后,收样进行 Western
 

blot实验。蛋白

质通过10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)分离,然后转移到聚偏氟乙烯(PVDF)
膜上,再用5%脱脂乳液封闭。一抗分别为 HO-1、
GCLC、GAPDH,之后用过氧化物酶标记的抗兔IgG
室温下孵育1

 

h。最后通过Image
 

J软件检测靶蛋白。
1.3 统计学处理

采用SPSS20.0统计软件进行数据分析,以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 查尔酮类似物的合成
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采用H2SO4 作为催化剂,通过羟醛缩合反应,共
合成5个含有3,4-二羟基查尔酮类新化合物

 

(图1和

表1),通过TLC检测和熔点测定来检验纯度,化合物

通过质谱和核磁共振氢谱进行构像表征,发现酚羟基

的化学位移δ值在8
 

ppm附近,中间的α,β-不饱和酮

连接部分的化学位移δ值在7.5
 

ppm附近。当苯环

上的R取代基为吸电子基时,苯环整体的化学位移δ
值往高场移动,苯环上甲氧基的化学位移δ值在3.9

 

ppm附近,查尔酮类化合物的合成路线及化合物的结

构见图1、表1。

图1  查尔酮类化合物的合成路线

2.2 查尔酮类似物保护PC12细胞免受H2O2 损伤

检测化合物对PC12细胞的毒性试验结果表明,
相对DMSO,10

 

μmol/L的化合物对PC12细胞没有

细胞毒性。用DPPH清除实验检测化合物清除自由

基的作用,以TBHQ作为阳性对照化合物,结果发现

化合物具有直接清除自由基的作用。将10
 

μmol/L
的化合物提前孵育细胞24

 

h后加入 H2O2,结果表明

化合物能够减轻 H2O2 诱导的细胞损伤。综合以上

实验结果,优选出活性化合物5进行进一步的抗氧化

活性研究。结果表明,化合物5能够呈浓度依赖性地

保护PC12细胞,见图2。
表1  查尔酮类化合物的结构

化合物 R

1 2-OCH3

2 4-F

3 2,4,5-OCH3

4 3-Cl

5 2,5-OCH3

2.3 活性化合物5诱导NRF2核转位

与空白对照组相比,化合物5处理后的细胞核内

有强荧光,化合物5能够诱导NRF2移位,见图3。

  A:查尔酮类似物(10
 

μmol/L)对PC12细胞的毒性作用;B:查尔酮类似物(20
 

mg/mL)的DPPH自由基清除实验;C:查尔酮类似物(10
 

μmol/

L)对 H2O2 诱导PC12细胞的损伤的保护作用;D:活性化合物5
 

(2.5,5.0和10.0
 

μmol/L)对 H2O2 诱导PC12细胞的损伤的保护作用。a:P<

0.01,与DMSO比较;b:P<0.05,与 H2O2 比较。

图2  查尔酮类似物对 H2O2 诱导的PC12细胞保护作用

  蓝色:细胞核;红色:NRF2。

图3  免疫荧光检测NRF2核移位

2.4 活性化合物5诱导GCLC和HO-1蛋白的表达 Western
 

blot检测结果见图4,活性化合物5能
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够浓度依赖性地提高GCLC和HO-1蛋白表达,起到

抗氧化作用。

  A:Western
 

blot检测 GCLC和 HO-1蛋白电泳图;B:GCLC和

HO-1蛋白表达水平统计图;a:P<0.01,b:P<0.05,与DMSO比较。

图4  活性化合物5对GCLC和 HO-1蛋白的影响

3 讨  论

Keap1-NRF2-ARE介导的信号通路是细胞内抗

氧化应激和维持氧化还原平衡的重要通路之一[9-10]。
当细胞受到亲电试剂或(和)抗氧化剂等外界刺激时,
会改变Keap1的巯基残基结构,这种残基结构改变导

致NRF2从Keap1解离,从而增加NRF2稳定性并进

一步促进NRF2从细胞质移位到细胞核,继而NRF2
结合到DNA上的抗氧化反应元件ARE,启动细胞保

护基因的转录,其中包括 HO-1。研究发现含有α,β-
不饱和酮基能够共价修饰 Keap1的巯基从而促使

NRF2入核。查尔酮属于黄酮类化合物,存在于花、水
果和蔬菜中,其结构上含有α,β-不饱和酮基,因此,查
尔酮可以作为NRF2诱导剂[11-12]。

本研究采用不同的取代苯甲醛和3,4-二羟基苯

乙酮经羟醛缩合合成新型含3,4-二羟基的查尔酮类

似物,并进行了相关抗氧化活性的研究。结果表明所

合成的类似物对PC12没有细胞毒性,且有促进细胞

生长的作用。DPPH 实验结果表明所合成的所有新

类似物都具有直接清除自由基的作用。H2O2 诱导

PC12细胞损伤模型表明了类似物能够保护细胞免受

H2O2 损伤,优选的活性化合物5的细胞保护作用呈

浓度依赖。进一步的机制研究表明活性化合物能够

激活NRF2抗氧化信号通路的GCLC和 HO-1蛋白

的表达。
综上所述,含有3,4-二羟基的查尔酮类似物具有

良好的抗氧化作用。活性化合物5能够直接清除自

由基和激活NRF2抗氧化信号通路间接清除自由基。
本研究为查尔酮类抗氧化化合物的研究提供了一定

的研究基础。
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CX3CR1、CD11b/c、NMDAR表达的调节有关。说明

乌头可显著性下调寒痹模型组大鼠的痛觉过敏,明显

促进热痹模型大鼠的痛觉过敏的形成,因而适用于治

疗寒痹证,佐证了中医治疗原则
 

“寒者热之”。
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