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紫草素去氧糖苷的合成及其抗肿瘤细胞增殖活性评估
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2.蚌埠医科大学公共基础学院,安徽 蚌埠 233030)

摘 要:目的 本研究通过用脱氧葡萄糖胺修饰紫草素来提高其细胞毒性和抗肿瘤活性。方法 以1,3,4,6-四乙酰-2-
氨基-2-脱氧葡萄糖盐酸盐和丁二酸酐和紫草素为原料合成目标化合物Z-1-2。将不同浓度的Z-1-2对体外培养的乳腺

癌细胞系进行干预。用 MTT法筛选目标产物对 MCF-7、MDA-MB-231、4T1以及 HUVEC的抑制作用,采用细胞划痕

实验评估目标产物处理对细胞迁移能力的影响,流式细胞术检测对细胞凋亡的影响。结果 目标化合物Z-1-2的产率

为27%。Z-1-2对所选细胞系均有抗增殖作用,其中对 MDA-MB-231的抗增殖活性最优,MDA-MB-231细胞迁移能力

下降,细胞凋亡率显著增加,差异均具有统计学意义(P<0.01,P<0.001)。结论 本研究所设计合成的2-脱氧-2-氨
基糖苷紫草素衍生物(Z-1-2)对乳腺癌细胞系中三阴性乳腺癌,具有明显的抑制作用,对进一步研究具有重要意义。
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Synthesisofshikonindeoxyglycosideandevaluationofitsantitumorcellproliferationactivity

LIUDachuan1,MEITiantian1,WANGYing2

(1.SchoolofPharmacy,BengbuMedicalUniversity,Bengbu233030,Anhui,China;
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  Abstract: Objective Toimprovethecytotoxicityandantitumoractivityofshikoninbymodifyingitwith
deoxyglucosamine. Methods ThetargetcompoundZ-1-2wassynthesizedusing1,3,4,6-tetraacetyl-2-amino-
2-deoxyglucosehydrochloride,succinicanhydride,andshikoninasrawmaterials.Differentconcentrationsof
Z-1-2wereusedtointerferewithbreastcancercelllinesinvitro.TheMTTmethodwasusedtoscreenthein-
hibitoryeffectofthetargetproductonMCF-7,MDA-MB-231,4T1andHUVECcells.Thescratchassaywas
usedtoassesstheeffectoftargetproducttreatmentoncellmigrationability,andflowcytometrywasusedto
detecttheeffectsoncellapoptosis. Results TheyieldofthetargetcompoundZ-1-2was27%.Z-1-2hadan
antiproliferativeeffectonalltheselectedcelllines,anditshowedthebestantiproliferativeactivityagainst
MDA-MB-231.ThemigrationabilityofMDA-MB-231cellsdecreased,andthecellapoptosisrateincreasedsig-
nificantly,withstatisticallysignificantdifferences(P<0.01,P<0.001). Conclusion The2-deoxy-2-amin-
oglycosideshikoninderivative(Z-1-2)designedandsynthesizedinthisstudyhasasignificantinhibitoryeffect
ontriple-negativebreastcancerinbreastcancercelllines,whichisofgreatsignificanceforfurtherresearch.
  Keywords: triple-negativebreastcancer;2-deoxy-2-aminoglycosideshikoninderivative;antitumor
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  乳腺癌(breastcancer,BC)是全球女性发病率、致
残率 和 死 亡 率 的 主 要 原 因[1],占 癌 症 相 关 死 亡 的

15.5%[2]。尽管乳腺癌有多种治疗方法,但治疗失败

和癌症复发的比率仍然很高。研究表明,侵袭和转移

是导致高达90%乳腺癌死亡的原因[3]。三阴性乳腺

癌(triplenegativebreastcancer,TNBC)是乳腺癌的

一种亚型,其特点为雌激素受体(ER)、孕激素受体

(PR)和人表皮生长因子受体2(HER2或EGFR)均缺

失。由于TNBC具有侵袭性,其在所有乳腺癌亚型中

的转移率最高,总生存率最低[4-5]。由于缺乏治疗靶

点,TNBC易于转移和对化疗产生耐药性,导致治疗难

度大且预后不良[6]。研究表明[7],与激素受体阳性乳

腺癌相比,TNBC在年轻和肥胖女性中更为普遍,且术

后3~5年复发率和死亡率较高。在分子层面上,TN-
BC的高度异质性导致了不同的治疗反应。由于受体

阴性,晚期化疗仍是系统治疗的基石;然而,约有30%
的患者在5年内死亡[8]。因此,确定潜在的治疗靶点

并选择合适的药物治疗对于改善TNBC患者的疾病

结局和预后至关重要。
紫草素(Shikonin,SK)是一种源自传统中药紫草

根部的主要生物活性萘醌类化合物[9]。可通过诱导凋

亡、导致细胞周期阻滞、抑制转移等多种方式而表现出

强大的抗癌作用[10-11]。然而,紫草素的应用具有多靶

点作用、不稳定性等局限性,通常情况下常采用化学修

饰来扩展其应用范围。目前,紫草素的半合成化合物

主要包括含环丙烷基衍生物[12]、紫草素葡糖苷衍生

物[13]和苯并呋喃衍生物[14],这些衍生物对常见恶性

肿瘤均表现出显著的抑制作用。化合物的糖基化是提

高溶解度和降低毒性的有效方法。2-脱氧-2-葡糖胺是

葡萄糖的一种天然化合物,由于其结构特点使其在信

息传递方面发挥作用,且作为糖化合物具有多种生理

活性。研究表明,2-脱氧-2-氨基葡萄糖可通过诱导白

细胞凋亡来抑制慢性粒细胞增殖,或通过与细胞膜相

互作用的药物结合来增强抗癌活性[15]。此外,2-氨基-
2-脱氧葡萄糖可促进葡萄糖分解为丙酮酸,间接调节

糖酵解途径。
紫草素是一种具有抗肿瘤特性的传统化合物,2-

氨基-2-脱氧葡萄糖对肿瘤也具有抑制作用。本研究

以紫草素为核心结构,在其侧链上的活性羟基引入2-
氨基-2-脱氧葡萄糖基团,从而获得具有更强抗肿瘤活

性的紫草素脱氧葡糖胺衍生物。同时还将对该化合物

的初步抗肿瘤作用进行体外研究。

1 材料与方法

1.1 试剂材料 试剂包括紫草素、1,3,4,6-四乙酰-2-
氨基-2-脱氧葡萄糖盐酸盐、琥珀酸酐、二环己基碳二

亚胺(DCC)、4-二甲氨基吡啶(DMAP)和三乙胺。除

紫草素购自上海源叶生物技术有限公司(分子式为

C16H16O5,分子量为288.299,纯度:HPLC≥98%,

CAS号为517-89-5)外,其余试剂均购自毕得医药科

技有限公司和麦克林公司。溶剂购自泰坦试剂探索平

台。柱色谱使用硅胶(200-300目)进行,以乙酸乙酯、
二氯甲烷和石油醚(沸点30~60℃)为洗脱剂。薄层

色谱(TLC)在玻璃底硅胶板(GF254)上进行,并在紫

外光(λ254nm)下可视化。所有化合物均溶于二甲基

亚砜(DMSO)中制备成10mM的储备液,然后再用培

养基稀释至所需浓度以供使用。

1.1.1 Z-1-2的合成过程 将1,3,4,6-四乙酰-2-氨
基-2-脱氧葡萄糖盐酸盐(1mol)和琥珀酸酐(1mol)置
于50mL双颈烧瓶中,溶于DMSO和无水丙酮中,搅
拌至清澈,并加入适量的三乙胺催化反应。反应体系

在室温下搅拌16h,并通过薄层色谱(TLC)监测反应

进程。反应完成后,通过过滤和重结晶得到纯的中间

体Z-1-1。产物为白色粉末,产率为25%。1H NMR
(300MHz,Chloroform-d)δ6.48(d,J=9.7Hz,

1H),5.80(d,J=8.8Hz,1H),5.33(dd,J=10.7,

9.3Hz,1H),5.10(t,J=9.7Hz,1H),4.45-4.23
(m,2H),4.16(dd,J=12.5,2.3Hz,1H),3.95(m,

J=10.0,4.7,2.3Hz,1H),2.76-2.65(m,1H),

2.47-2.37(m,1H),2.13(s,3H),2.11(s,3H),2.06
(s,5H)。13C NMR(101 MHz,Chloroform-d)δ
175.91(s),172.13(s),171.58(s),170.70(s),169.85
(s),169.44(s),92.53(s),72.62(s),72.55(s),68.41
(s),61.80(s),52.76(s),31.05(s),29.33(s),20.87
(s),20.68(s),20.57(s)。HRESIMS[M+Na]+m/z
470.1269(CalcdforC18H25NO12447.3930)。

将化合物Z-1-1(0.2mmol)在室温下溶于无水二

氯甲烷(20mL)中。然后,加入0.4mmol的二环己基

碳二亚胺(DCC)和0.05mmol的4-二甲氨基吡啶

(DMAP),搅拌0.5h。接着,加入0.2mmol的紫草

素,并在冰浴中搅拌0.5h。之后,缓慢将混合物恢复

至室温并反应6h。通过旋转蒸发去除溶剂,制备薄

层板以分离和纯化产物(乙酸乙酯∶石油醚=1∶1),
从而获得目标化合物(方案1)。产物为红色粉末,产
率为 27%。1H NMR (300 MHz,Chloroform-d)δ
12.81(s,1H),12.68(s,1H),7.51(s,1H),7.43(s,

2H),6.23(t,J=5.9Hz,1H),5.94(d,J=8.6
Hz,1H),5.37(m,J=9.4Hz,3H),4.50(dt,J=
11.8,6.4Hz,2H),4.35(dd,J= 12.5,2.2Hz,

1H),4.03(d,J=7.9Hz,1H),2.96(t,J=6.4
Hz,2H),2.77(m,J=29.6,14.9,8.0Hz,2H),

2.61(t,J=6.4Hz,2H),2.34(s,3H),2.33(s,

3H),2.27(s,3H),2.23(s,3H),1.93(s,3H),1.81
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(s,2H)。13CNMR(75MHz,Chloroform-d)δ176.29
(s),171.63(s),171.28(s),170.71(s),169.56(s),

169.25(s),167.88(s),147.75(s),136.23(s),133.13
(s),132.78(s),131.63(s),117.53(s),92.45(s),

72.93(s),72.30(s),67.70(s),61.65(s),53.18(s),

32.87(s),28.95(s),25.78(s),20.86(s),20.74(s),

20.59(s),17.96(s)。HRESIMS[M+H]+m/z
718.2341(CalcdforC34H39NO16717.2269)。

1.2 细胞培养 实验中使用了人乳腺癌细胞系

MCF-7、三阴性乳腺癌细胞系 MDA-MB-231、小鼠乳

腺癌细胞系4T1以及正常人脐静脉内皮细胞 HU-
VEC。所有细胞系均来自中国上海细胞库,存于安徽

省生 化 药 物 工 程 技 术 研 究 中 心。其 中,MCF-7和

MDA-MB-231培养在含有10%胎牛血清和1%青霉

素/链霉素的DMEM/高糖培养基中,而4T1细胞系

和 HUVEC细胞系则培养在含有10%胎牛血清和

1%青霉素/链霉素的 RPMI1640培养基中。所有细

胞均在37℃、含5%CO2 的湿润环境中孵育。

1.3 MTT检测 将处于对数生长期细胞置于96孔

板中,每孔接种细胞大约5×103 个,孵育24h,并设置

了空白对照孔(只加培养基没有加细胞)。设置药物浓

度梯度为0μM、2μM、4μM、6μM、8μM、10μM、12

μM,给药后培养24h,加入5mg/mLMTT每孔10

μL。孵育4h后,移去上清,每孔加入100μLDMSO,
将96孔板置于37℃孵育30min。使用酶标仪在490
nm处对细胞进行检测。

1.4 划痕实验 将 MDA-MB-231细胞以5×105 个

细胞/孔接种于6孔板中,培养过夜。当细胞密度达到

90%以上时,用微管尖端刮擦单层细胞形成划痕。然

后,用PBS洗涤细胞3次,以2%血清培养基稀释Z-1-
2,设置药物浓度梯度为0μM、2μM、4μM、8μM,给
药后培养细胞24h。用光学显微镜观察创面愈合情

况,并于0h、24h拍摄划痕。然后使用ImageJ图像

分析软件圈定创面 区 域 进 行 分 析,使 用 GraPhpad
Prism8.0软件进行数据统计分析。

1.5 凋亡实验 将 MDA-MB-231细胞以5×105 个/
孔接种于6孔板中,培养过夜,然后设置给药浓度梯度

为0μM、2μM、4μM、6μM、8μM、10μM,给药后培

养细胞24h,进行剂量依赖性试验,以观察不同给药

浓度对细胞凋亡情况的影响。分组收集细胞,用PBS
洗涤2次,然后在结合缓冲液中用 AnnexinV-FITC
(5μL)和PI(5μL)染色15~20min,室温避光。最

后,采用CytoFLEX流式细胞仪(贝克曼,中国)检测

凋亡细胞。采用Flowjo7.6软件进行数据分析。

1.6 统计学方法 计量资料数据以(췍x±s)表示,使用

t检验进行组内差异性分析和组间比较。分析使用

SPSS27.0软件和GraphPadPrism8.0软件进行,以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 化学合成 如图1所示,采用两步法有效合成了

脱氧吡喃糖二胺葡萄糖紫草素衍生物。中间体是通过

在二甲基亚砜和丙酮的混合溶剂中,以三乙胺为偶联

剂,使用琥珀酸酐对乙酰基保护的2-氨基-2-脱氧葡萄

糖胺盐酸盐进行酰化反应而合成的。随后,中间体在

DCC/DMAP的催化下与紫草素发生反应。目标产物

通过制备薄层色谱和制备液相色谱进行分离和纯化,
并通过1HNMR、13CNMR和HRMS进行表征。

2.2 Z-1-2抑制癌细胞增殖 如表1所示,其中细胞

抑制水平的IC50代表其抗增殖活性。测试化合物展现

出不同的抗增殖活性。该化合物对4T1的抑制作用

最强(IC50=3.12±0.14μM),其次是 MDA-MB-231
(IC50=4.05±0.17μM),对 MCF-7的抑制作用最弱

(IC50=7.90±0.76μM)。其中,该化合物对 MDA-
MB-231的抑制作用优于紫草素(SK,IC50=5.01±
0.23μM),细 胞 抑 制 率 差 异 有 统 计 学 意 义(P <
0.001),见图2。与SK相比,Z-1-2对正常人脐静脉内

皮细胞系HUVEC的IC50值(IC50=3.00±0.23μM)
与SK(IC50=2.78±0.23μM)无差别,差异无统计学

意义(P>0.05)。
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注:a.三乙胺,二甲基亚砜(DMSO)和无水丙酮,室温;b.二环己基碳二亚胺(DCC),4-二甲氨基吡啶(DMAP),二氯甲烷,冰浴。

图1 化合物Z-1-2的合成路线

表1 Z-1-2和SK对3种人癌细胞系(4T1、MDA-MB-231、MCF-7)和1种人正常脐静脉内皮细胞(HUVEC)的IC50

化合物 4T1 MDA-MB-231 MCF-7 HUVEC

Z-1-2 3.12±0.14 4.05±0.17 7.90±0.76 3.00±0.23
SK 2.54±0.21 5.01±0.23 5.01±0.13 2.78±0.23

注:Z-1-2与SK比较,***P<0.001,

NS:P>0.05,每组n=6。

图2 Z-1-2与SK对3种人癌细胞系(4T1、

MDA-MB-231、MCF-7)及1种人正常脐静脉

内皮细胞(HUVEC)抗增殖作用的比较结果

2.3 Z-1-2抑制 MDA-MB-231细胞迁移 如图3所

示,随着时间的推移,对照组细胞逐渐占据通道内的无

细胞空间,24h后细胞通道发生明显愈合。而Z-1-2
处理后,细胞划痕愈合明显减慢,且呈剂量依赖性,与
正常对照组比较,划痕愈合率差异有统计学意义(P
<0.01或P<0.001)。

2.4 Z-1-2诱导 MDA-MB-231细胞凋亡 将 MDA-
MB-231细胞用不同剂量的Z-1-2(0μM、2μM、4μM、

8μM)预处理24h,然后用带凋亡标志物的流式细胞

仪分析细胞在体外的变化。如图4所示,Z-1-2处理组

的凋亡细胞百分比呈剂量依赖性增加,与正常对照组

比较,凋亡率差异有统计学意义(P <0.01或 P <
0.001)。

注:A为通过伤口划痕试验检测细胞迁移。伤口刮伤模型中0h和24h细胞迁移的代表性图像;

B为伤口刮伤试验的统计分析。与正常对照组(Control)比较,**P<0.01,***P<0.001,每组n=3。

图3 Z-1-2对 MDA-MB-231细胞迁移的影响
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注:A为流式细胞术检测Z-1-2对细胞凋亡的影响;B为流式细胞术检测Z-1-2对细胞

凋亡的统计分析。与正常对照组(Control)比较,**P<0.01,***P<0.001,每组n=3。

图4 Z-1-2可诱导 MDA-MB-231细胞凋亡

3 讨论

紫草素作为传统中草药紫草的重要成分,可通过

靶向特定蛋白质或信号通路(包括微管蛋白和PI3K/

Akt/mTOR通路)、诱导凋亡、抑制转移等多种方式发

挥抗肿瘤作用。但其对正常细胞的毒性及水溶性不高

等缺陷限制了其临床上的应用。有报道表明,紫草素

是一种潜在的抗肿瘤先导化合物和PKM2的特异性

抑制剂,能够通过调节糖酵解途径来抑制肿瘤的增殖。
因此本研究选择可通过间接参与糖酵解途径中葡萄糖

分解为丙酮酸过程的2-氨基-2-脱氧葡萄糖对紫草素

常见修饰位点侧链羟基进行结构改造,结果得到一种

2-脱氧-2-氨基葡萄糖苷紫草素衍生物(Z-1-2),并采用

MTT法对其进行初步抗肿瘤活性筛选,结果显示,Z-
1-2作用于3类乳腺癌 细 胞 系(MCF-7、MDA-MB-
231、4T1)后,IC50值分别为7.90μM、4.05μM、3.12

μM,特别是作用于 MDA-MB-231细胞系时发现其抗

肿瘤作用略微强于紫草素本身(SK,IC50=5.01±0.23

μM)。之后进行了划痕实验,可明显看出随着药物浓

度的增加,细胞的迁移速度明显下降,划痕愈合率逐渐

降低,可见Z-1-2显著影响了 MDA-MB-231的迁移能

力。而在凋亡实验中,也可看出凋亡率随着浓度的增

加逐步上升。以上结果表明,新型2-氨基-2-脱氧葡萄

糖苷紫草素衍生物Z-1-2在抑制TNBCMDA-MB-231
细胞的增殖、迁移和促进细胞凋亡方面具有潜在的应

用价值。
由于TNBC的侵袭性,需要努力优化治疗组合,

而TNBC的生物异质性证明精准医疗治疗方法可以

实现这一目标[16]。对TNBC代谢重编程的研究表明,
与其他乳腺癌亚型相比,该亚型更依赖于糖酵解。向

糖酵解表型的转变促进了ATP的快速生成,并产生了

足够的糖酵解中间产物以满足过度增殖的合成需

求[17-18]。因此,抑制TNBC中的糖酵解是一种有前景

的治疗策略。有研究表明紫草素与2-氨基-2-脱氧葡

萄糖都可影响糖酵解进程[19-20],并且紫草素具有特异

性抑制剂糖酵解途径中PKM2的作用,因此本研究猜

测在二者的协同作用下Z-1-2可能通过影响糖酵解进

程而表现出抗增殖、迁移和促进细胞凋亡的作用,这将

为后续研究方向进一步研究。
在本研究中,合成并证实了2-脱氧-2-氨基葡萄糖

苷紫草素衍生物Z-1-2对TNBC具有显著的抗增殖、
迁移和促进细胞凋亡作用,然而,本项研究的局限性以

及未来值得关注的研究方向:一是本研究仅初步证实

了Z-1-2对TNBC细胞系的抗肿瘤活性,未对其机制

进行进一步的探究。二是本研究仅限于体外实验证实

Z-1-2对 MDA-MB-231细胞增殖的影响,而无法判断

Z-1-2在体内经过转化后是否依旧具有优异的抗TN-
BC效应,需要通过体内实验加以验证。
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