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左氧氟沙星与噻二唑类组蛋白去乙酰化酶抑制剂缀合物的 
合成和抗肿瘤活性 

李  慧, 韩  潇, 李德武* 

(长江职业学院, 湖北 武汉 430074) 

摘要: 以喹诺酮类药物左氧氟沙星为原料, 对其进行结构改造, 在左氧氟沙星 C-3 位羧基上引入噻二唑类      

组蛋白去乙酰化酶抑制剂 (histone deacetylase inhibitor, HDACi) 单元, 合成了 18 个新化合物, 其结构均经过      
1H NMR、13C NMR和 HR-MS进行确证。采用了组蛋白去乙酰化酶 (HDACs) 试剂盒和 CCK8试剂盒测试了目

标缀合物的 HDACs 抑制活性和体外抗肿瘤活性。初步的生物活性测试结果表明, 所合成的左氧氟沙星-HDACi

缀合物均展现出了较强的 HDACs抑制活性, 其中肟酸类缀合物对 HDACs的抑制活性强于羧酸类和苯甲酰胺类

缀合物, 尤其是缀合物 5d对 HDAC1 (IC50 = 0.031 ± 0.011 μmol·L−1) 和 HDAC6 (IC50 = 0.019 ± 0.006 μmol·L−1) 的

抑制活性最强, 强于阳性药物伏立诺他 (SAHA); 通过分子对接研究发现, 缀合物 5d除了肟酸基团与 HDACs活

性口袋底部的氨基酸残基和锌离子相互作用外, 其噻二唑基团在 HDAC6 中还能与氨基酸残基 F679 形成氢键; 

在体外抗肿瘤活性中, 这些缀合物对 SW620、MGC-803、PC-3、NCIH460、MCF-7和 HepG2 6种肿瘤细胞均有

较强的抑制作用, 其中缀合物 5d对肿瘤细胞MGC-803 (IC50 = 0.7 ± 0.05 μmol·L−1)、NCIH460 (IC50 = 2.3 ± 0.421 

μmol·L−1)、MCF-7 (IC50 = 1.6 ± 0.56 μmol·L−1) 和 HepG2 (IC50 = 3.9 ± 0.26 μmol·L−1) 抑制活性是阳性药物 SAHA

的 3.1倍以上。此外, 缀合物对正常的胃黏膜上皮细胞 GES-1基本没有毒性, 而 SAHA却表现出了一定的毒性。 
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Abstract: Eighteen novel levofloxacin-thiadiazole HDACi conjugates were designed and synthesized from 
levofloxacin.  The chemical structures of all conjugates were confirmed by 1H NMR, 13C NMR and HR-MS 
spectra.  The inhibitory activities of new conjugates were evaluated in an assay with a HDACs reagent kit, and 
their anti-tumor activities were tested in CCK-8 assay.  The results showed that these new conjugates displayed 
potent inhibitory activity against HDACs, and the hydroxamate conjugates exhibited more potent activity than 
carboxylic acid and benzamide derivatives.  Specifically, conjugate 5d exhibited the most potent anti-HDAC1 
(IC50 = 0.031  ± 0.011 μmol·L−1) and HDAC6 (IC50 = 0.019  ± 0.006 μmol·L−1) activities, which was more potent 
than SAHA.  Molecular docking studies suggest that the hydroxamate group of conjugate 5d was deeply         
inserted into the active site to interact with the residues in coordination with the zinc ion.  Additionally,         
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the thiadiazole group of conjugate 5d also engaged in hydrogen bonding with F679 in HDAC6, which had        
been linked to the selectivity of the HDAC isoforms.  Moreover, these conjugates displayed significant           
antiproliferative effects on SW620, MGC-803, PC-3, NCIH460, MCF-7 and HepG2 cells, in particular, conjugate 
5d showed the greatest potency against MGC-803 (IC 50 = 0.7 ± 0.05 μmol·L−1), NCIH460 (IC50 = 2.3 ± 0.421 
μmol·L−1), MCF-7 (IC50 = 1.6 ± 0.56 μmol·L−1) and HepG2 (IC50 = 3.9 ± 0.26 μmol·L−1), which was >3-fold more 
potent than SAHA.  Additionally, all conjugates were nontoxic to health GES-1 cells, while SAHA showed 
some toxicity. 
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喹诺酮类药物 (quinolones, QNs) 是一类人工合
成的具有 1,4-二氢-4-氧代喹啉-3-羧酸结构的化合物, 
经过几十年的发展已成为临床上广泛使用的广谱、高

效、低毒的一线抗菌药[1]。近年来研究发现, 喹诺酮
类药物除了具有抗菌活性外, 还具有抗病毒[2]、抗贫

血[3]、抗微生物[4]、抗肿瘤[5, 6]等多种药理活性。尤其

是喹诺酮类药物的杀菌机制与现有依托泊苷、多柔比

星等抗肿瘤药物杀死癌细胞的作用机制相似, 都是
通过抑制拓扑异构酶 II介导的 DNA解旋反应来干扰
DNA 复制并导致细胞死亡[7], 这使得喹诺酮类药物
有望成为一类新型的抗肿瘤药物。事实上, 在转化喹
诺酮类抗菌剂到抗肿瘤药物上已经做了大量的探索

性研究[8−11], 目前已设计合成了数百个具有抗肿瘤活
性的喹诺酮类衍生物, 但遗憾的是这些化合物由于
自身抗肿瘤作用弱、毒性高、生物利用度差等缺点限

制了其进一步开发。因此, 寻找新的修饰方法对喹诺
酮类药物进行改造, 以期得到抗肿瘤活性更强、毒性
更低的衍生物具有重要的研究意义。 

研究表明, 肿瘤的发生、发展与基因水平病变有
着密切关系。组蛋白乙酰化转移酶 (histone acetyl-
transferases, HATs) 和组蛋白去乙酰化酶  (histone 
deacetylases, HDACs) 是调控基因转录与表达的两个
关键酶家族[12]。在癌细胞中 HDACs过量表达使得原
有基因在转录、表达中的组蛋白过度去乙酰化, 增强
了组蛋白与 DNA的结合能力, 促使核小体结构变紧, 
使得一些调控细胞周期和影响细胞增殖的分子无法

与DNA结合, 阻止基因转录, 最终导致肿瘤的发生[13], 
尤其是 HDAC1、HDAC2和 HDAC6这 3种亚型在多

种肿瘤细胞中均过表达[14−16]。组蛋白去乙酰化酶抑

制剂 (histone deacetylase inhibitor, HDACi) 能够抑
制肿瘤细胞内 HDACs 活性, 增加肿瘤细胞内组蛋白
N-末端赖氨酸残基的乙酰化程度, 重新活化受抑制
的抑癌基因, 诱导肿瘤细胞生长阻滞、分化、凋亡[17]。

因此, HDACs 是近年来抗肿瘤研究的一个新兴靶点, 
HDACi也成为国内外抗肿瘤药物研究热点。自 FDA
批准的第一个 HDACs抑制剂伏立诺他 (SAHA) 用于
治疗外周T细胞淋巴瘤后[18], 已报道了数百种HDACi, 
例如将 SAHA 的苯环用 1,3,4-噻二唑修饰后, 所得    
化合物 (1A, 图 1) 仍保留了较强的 HDACs 抑制活
性[19, 20]。目前报道的 HDACi的结构大致可以分为四
部分 (图 1): 表面识别区 (CAP)、连接基团 (CU)、疏
水连接区 (HS) 和锌离子结合区 (ZBG)。当 HDACi
与 HDACs 相互作用后, 表面识别区位于酶催化口袋
的入口处, 由于该区域的空间面积比较大, 而 HDACi
表面识别区仅占据了小部分面积[21], 因此将 HDACi
表面识别区拼接另一抗肿瘤药物不仅有利于增强

HDACi 与酶的结合, 提高其抗癌活性, 而且构建的新
化合物还可能具有双靶向性。因此, 本文拟将 HDACi
拼接到喹诺酮类药物左氧氟沙星 (化合物 1B, 图 1) 
上来构建左氧氟沙星-HDACi 缀合物, 以期得到新
型、高效、低毒的左氧氟沙星衍生物。 

已有喹诺酮类药物的结构改造发现 ,  喹诺酮     
类药物 C-3 位羧基用杂环取代能够提高其抗肿瘤活
性[22, 23]。因此, 本研究拟将噻二唑类 HDACi 引入到
喹诺酮类药物左氧氟沙星的 C-3 位构建含有噻二唑
杂环连接的左氧氟沙星-HDACi 缀合物 (合成路线 1,  

 

 
Figure 1  The structures of SAHA, thiadiazole HDACi and levofloxacin 
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Scheme 1  Synthetic route of levofloxacin-HDACi conjugates  4−6.  Reagents and conditions: (a) Aminothiourea, polyphosphoric acid, 
120 ℃, 24 h; (b) THF, rt, 2 h; (c) ClCO2Et, Et3N, THF, 0 ℃, 15 min and then NH2OH·HCl, KOH, MeOH, rt, 1 h; (d) (i) (C2H5)3N, BOP 
reagent, dry DMF, 0.5 h, rt; (ii) o-Phenylendiamine, dry DMF, rt, 12 h 
 
化合物 5); 同时, 为了进一步研究缀合物的构效关系, 
也合成了羧酸类 (缀合物 4) 和苯甲酰胺类缀合物 (化
合物 6)。测试了所合成的目标缀合物对 HDACs 的      
抑制活性和体外抗肿瘤活性。结果表明, 目标缀合物
均呈现了较强的 HDACs 抑制活性和体外抗肿瘤活     
性, 其中肟酸类缀合物对 HDACs 的抑制活性强于羧
酸和苯甲酰胺类衍生物, 尤其是肟酸缀合物 5d 对
HDAC1和 HDAC6的抑制活性强于阳性药物 SAHA, 
并对 SW620、MGC-803、PC-3、NCIH460、MCF-7
和 HepG2 6种肿瘤细胞抑制活性最强。 

目标缀合物 4～6 的合成过程见合成路线 1。以
左氧氟沙星为原料, 用多聚磷酸为脱水剂经一锅法
合成 2-氨基-1,3,4-噻二唑左氧氟沙星 2, 接着与相应
的酸酐 3反应制得羧酸系列左氧氟沙星-HDACi缀合
物 4, 再用羟胺将缀合物 4 的羧基转化成异羟肟酸得
到了相应的目标缀合物 5; 另一方面, 将羧酸缀合物
4 直接与邻苯二胺反应制得苯甲酰胺类目标缀合物
6。所合成的 18个目标缀合物均未见文献报道。 
 

结果与讨论 
1  合成部分 

目标缀合物的结构经 1H NMR、13C NMR和 HR-MS
分析确证。其收率、理化常数及波谱数据见表 1、2。 
2  HDACs抑制活性 

目标缀合物对 HDACs 的抑制作用见表 3, 可以
发现, 所合成的 18 个左氧氟沙星-HDACi 缀合物对
HDAC1、HDAC2 和 HDAC6 均有较强的抑制活性,       
这些结果说明目标缀合物对组蛋白去乙酰化酶有较

强的靶向性。从目标缀合物的结构上看, 缀合物是将
左氧氟沙星取代了 SAHA 的苯环, 而在 HDACs 的   
酶活性口袋中 SAHA 的苯环仅占据了活性口袋入口

处的较小空间, 用左氧氟沙星取代苯环后增加了化
合物与酶的相互作用。因此, 缀合物显示出了较强的
HDACs抑制活性。但是, 缀合物 HDACi单元的疏水
连接链长度对 HDACs的抑制活性有显著的影响。其
中连接链为 6 个亚甲基 (n = 6) 对 HDACs 抑制活性
最佳, 缩短 (n = 3、4、5) 或延长 (n = 7、8) 链长均
减弱对 HDACs的抑制活性。例如在羧酸系列缀合物
4中, 缀合物 4d (n = 6) 对 HDACs的抑制活性强于缀
合物 4a (n = 3)、4b (n = 4)、4c (n = 5)、4e (n = 7) 和 4f     
(n = 8), 同时这个趋势在肟酸系列和苯甲酰胺系列也
存在。此外, 目标缀合物中锌离子结合基团 (羧酸、
肟酸、苯甲酰胺) 对 HDACs 的抑制活性也有较大的
影响, 其中肟酸系列缀合物 5对 HDAC1、HDAC2和
HDAC6 的抑制活性明显地强于相应的羧酸系列缀合
物 4和苯甲酰胺系列缀合物 6。尤其是肟酸缀合物 5d
在所有化合物中对 HDAC1、HDAC2和 HDAC6呈现
出了最强的抑制活性, 其 IC50分别为 0.031、0.041、
0.019 μmol·L−1, 其对 HDAC1和 HDAC6的抑制活性
略强于阳性药物 SAHA。 
3  分子对接 

在 HDACs 抑制实验中 ,  目标缀合物选择对
HDAC1和 HDAC6抑制活性最强的缀合物 5d进行分
子对接, 并将最佳对接构象分子用 Pymol 进行绘图, 
其对接结果如图 2所示。在 HDAC1和 HDAC6的口
袋中, 缀合物 5d 表面识别区左氧氟沙星单元均位于
活性口袋的入口处 (图 2A, B), 较 SAHA表面识别区
苯环在活性口袋的入口处占据了更多的空间, 因此
引入左氧氟沙星增强了 SAHA与 HDAC1和 HDAC6
的相互作用。同时, 缀合物 5d 的脂肪链与酶活性口
袋的疏水通道壁有较强的疏水作用 (图 2A, B), 并且
肟酸基团能够与酶活性口袋底部的氨基酸残基以及 
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Table 1  Physical constants and HR-MS of synthesized compounds 4−6 

 
HR-MS (ESI) m/z 

Compd. R n Yield/% mp/℃ Physical property 
Calcd. Found. 

4a OH 3 69.8 199−202 Pale yellow solid C24H26FN6O5S [M−H]−: 529.567 4 529.567 1 

4b OH 4 73.5 206−208 Pale yellow solid C25H28FN6O5S [M−H]−: 543.594 4 543.593 9 

4c OH 5 74.2 211−214 Pale yellow solid C26H30FN6O5S [M−H]−: 557.621 4 557.621 0 

4d OH 6 68.8 219−222 Pale yellow solid C27H32FN6O5S [M−H]−: 571.648 4 571.647 8 

4e OH 7 71.4 227−229 Pale yellow solid C28H34FN6O5S [M−H]−: 585.675 4 585.675 1 

4f OH 8 73.7 234−236 Pale yellow solid C29H36FN6O5S [M−H]−: 599.702 4 599.701 7 

5a NHOH 3 70.5 211−213 Pale yellow solid C24H27FN7O5S [M−H]−: 544.582 4 544.582 1 

5b NHOH 4 68.9 216−219 Pale yellow solid C25H29FN7O5S [M−H]−: 558.609 4 558.608 8 

5c NHOH 5 73.4 225−227 Pale yellow solid C26H31FN7O5S [M−H]−: 572.636 4 572.635 8 

5d NHOH 6 68.6 231−233 Pale yellow solid C27H33FN7O5S [M−H]−: 586.663 4 586.662 7 

5e NHOH 7 70.2 239−242 Pale yellow solid C28H35FN7O5S [M−H]−: 600.690 4 600.690 2 

5f NHOH 8 69.6 245−248 Pale yellow solid C29H37FN7O5S [M−H]−: 614.717 4 614.717 1 

6a − 3 71.9 204−207 Pale yellow solid C30H34FN8O4S [M+H]+: 621.712 4 621.712 9 

6b − 4 69.5 208−211 Pale yellow solid C31H36FN8O4S [M+H]+: 635.739 4 635.739 7 

6c − 5 70.2 223−225 Pale yellow solid C32H38FN8O4S [M+H]+: 649.766 4 649.766 9 

6d − 6 68.7 236−239 Pale yellow solid C33H40FN8O4S [M+H]+: 663.793 4 663.794 1 

6e − 7 72.1 241−244 Pale yellow solid C34H42FN8O4S [M+H]+: 677.820 4 677.821 1 

6f − 8 68.5 248−251 Pale yellow solid C35H44FN8O4S [M+H]+: 691.847 4 691.847 9 

 
Table 2  The NMR data of target compounds 4−6 

Compd. 1H NMR (400 MHz, Acetone-d6) 13C NMR (100 MHz, Acetone-d6) 

4a 
 
 
 

8.87 (s, 1H), 7.88 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 4.58−4.69 (m, 3H), 3.25−    
3.37 (m, 4H), 2.56−2.64 (m, 4H), 2.41 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.32 (s, 
3H), 2.29 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.65 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 1.57−1.63 
(m, 2H). 

172.5 (d, 4JC-F = 2.0), 171.4, 169.5, 160.5, 157.4, 155.2 (d, 1JC-F = 254.1), 
143.4, 140.8 (d, 3JC-F = 6.1), 132.3 (d, 2JC-F = 14.4), 124.6 (d, 4JC-F = 1.6), 
122.8 (d, 3JC-F = 8.2), 107.5, 106.9 (d, 2JC-F = 24.2), 68.4, 54.7, 54.3, 50.6 
(d, 4JC-F = 4.1), 46.5, 36.9, 33.6, 21.8, 18.3. 

4b 
 
 
 

8.86 (s, 1H), 7.87 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 4.55−4.67 (m, 3H), 3.24−    
3.36 (m, 4H), 2.57−2.66 (m, 4H), 2.45 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.34 (s, 
3H), 2.28 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.67 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 1.56−1.61 
(m, 2H), 1.33−1.37 (m, 2H). 

172.3 (d, 4JC-F = 2.4), 171.2, 168.9, 160.2, 157.1, 155.3 (d, 1JC-F = 254.7), 
143.1, 140.6 (d, 3JC-F = 6.4), 132.1 (d, 2JC-F = 14.0), 124.5 (d, 4JC-F = 1.8), 
122.9 (d, 3JC-F = 8.1), 107.7, 106.8 (d, 2JC-F = 24.0), 68.1, 54.6, 54.5, 50.4 
(d, 4JC-F = 4.2), 46.3, 37.2, 34.3, 26.7, 25.2, 18.3. 

4c 
 
 
 

8.84 (s, 1H), 7.87 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 4.53−4.65 (m, 3H), 3.23−    
3.37 (m, 4H), 2.55−2.64 (m, 4H), 2.43 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.33 (s, 
3H), 2.28 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.64−1.69 (m, 5H), 1.57−1.62 (m, 
2H), 1.35−1.41 (m, 2H). 

172.5 (d, 4JC-F = 2.1), 171.8, 169.4, 161.4, 157.7, 155.5 (d, 1JC-F = 254.3), 
143.5, 140.5 (d, 3JC-F = 6.1), 132.6 (d, 2JC-F = 14.2), 124.7 (d, 4JC-F = 1.7), 
122.6 (d, 3JC-F = 8.5), 107.8, 106.4 (d, 2JC-F = 24.5), 68.5, 54.7, 54.4, 50.6 
(d, 4JC-F = 4.1), 46.4, 37.7, 34.6, 31.5, 26.5, 25.2, 18.4. 

4d 
 
 
 

8.86 (s, 1H), 7.88 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 4.53−4.67 (m, 3H), 3.21−  
3.36 (m, 4H), 2.52−2.63 (m, 4H), 2.45 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.34 (s, 
3H), 2.27 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 1.70−1.66 (m, 2H), 1.65 (d, J = 7.2 
Hz, 3H), 1.62−1.57 (m, 2H), 1.31−1.37 (m, 4H). 

172.8 (d, 4JC-F = 2.1), 171.5, 169.4, 160.8, 157.8, 155.5 (d, 1JC-F = 254.8), 
143.5, 140.7 (d, 3JC-F = 6.2), 132.4 (d, 2JC-F = 14.2), 124.8 (d, 4JC-F = 1.5), 
122.7 (d, 3JC-F = 8.4), 107.9, 106.6 (d, 2JC-F = 24.2), 68.4, 54.7, 54.3, 50.5 
(d, 4JC-F = 4.4), 46.4, 37.7, 34.8, 31.7, 30.6, 29.8, 26.5, 18.1. 

4e 
 
 
 

8.88 (s, 1H), 7.86 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 4.52−4.65 (m, 3H), 3.22−    
3.37 (m, 4H), 2.54−2.65 (m, 4H), 2.45 (m, 3H), 2.37 (s, 3H), 2.28 
(m, 3H), 1.71 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.68 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.61 (t, 
J = 6.8 Hz, 2H), 1.30−1.39 (m, 4H). 

172.8 (d, 4JC-F = 2.1), 171.8, 169.2, 160.3, 157.5, 155.2 (d, 1JC-F = 254.2), 
143.4, 140.7 (d, 3JC-F = 6.5), 132.5 (d, 2JC-F = 14.4), 124.8 (d, 4JC-F = 1.5), 
122.7 (d, 3JC-F = 8.0), 107.5, 106.9 (d, 2JC-F = 24.4), 68.4, 54.7, 54.5, 50.6 
(d, 4JC-F = 4.5), 46.4, 37.6, 34.4, 31.8, 31.5, 29.7, 28.4, 26.8, 18.5. 

4f 
 
 
 

8.87 (s, 1H), 7.88 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 4.51−4.67 (m, 3H), 3.23−    
3.36 (m, 4H), 2.52−2.67 (m, 4H), 2.44 (m, 3H), 2.35 (s, 3H), 2.29 
(m, 3H), 1.72 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.67 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 1.59−    
1.64 (m, 2H), 1.57 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 1.31−1.38 (m, 4H). 

172.8 (d, 4JC-F = 2.6), 171.4, 169.3, 160.5, 158.7, 155.5 (d, 1JC-F = 255.2), 
143.2, 140.8 (d, 3JC-F = 6.0), 132.5 (d, 2JC-F = 14.4), 124.8 (d, 4JC-F = 1.7), 
123.4 (d, 3JC-F = 8.6), 107.9, 106.7 (d, 2JC-F = 24.3), 68.3, 54.8, 54.7, 50.6 
(d, 4JC-F = 4.0), 46.5, 37.4, 34.7, 31.4, 30.7, 30.5, 29.6, 27.4, 26.3, 18.4. 

5a 
 
 
 

9.47 (s, 1H), 8.89 (s, 1H), 7.89 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 4.53−4.67 
(m, 3H), 3.22−3.34 (m, 4H), 2.53−2.64 (m, 4H), 2.51 (t, J = 7.2 
Hz, 2H), 2.33 (s, 3H), 1.96 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.68 (d, J = 6.8 
Hz, 3H), 1.59−1.66 (m, 2H). 

174.5, 173.2 (d, 4JC-F = 2.7), 171.3, 161.1, 156.8, 155.4 (d, 1JC-F = 255.5), 
143.6, 140.1 (d, 3JC-F = 6.6), 124.6 (d, 4JC-F = 1.6), 123.1 (d, 3JC-F = 8.3), 
131.4 (d, 2JC-F = 14.0), 109.2, 105.2 (d, 2JC-F = 24.1), 68.1, 54.7, 54.6, 50.7 
(d, 4JC-F = 4.2), 46.6, 37.2, 33.7, 23.4, 18.2. 



· 586  · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2017, 52 (4): 582 −591  

 

  Continud  
Compd. 1H NMR (400 MHz, Acetone-d6) 13C NMR (100 MHz, Acetone-d6) 

5b 
 
 
 

9.51 (s, 1H), 8.87 (s, 1H), 7.89 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 4.51−4.66 
(m, 3H), 3.23−3.36 (m, 4H), 2.55−2.65 (m, 4H), 2.49−2.55 (m, 
2H), 2.36 (s, 3H), 1.97 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.67 (d, J = 7.2 Hz, 
3H), 1.61−1.65 (m, 2H), 1.22−1.28 (m, 2H). 

174.5, 173.2 (d, 4JC-F = 2.7), 171.3, 161.1, 156.8, 155.4 (d, 1JC-F = 255.5), 
143.6, 140.1 (d, 3JC-F = 6.6), 131.4 (d, 2JC-F = 14.0), 124.6 (d, 4JC-F = 1.6), 
123.1 (d, 3JC-F = 8.3), 109.2, 105.2 (d, 2JC-F = 24.1), 68.1, 54.7, 54.6, 50.7 
(d, 4JC-F = 4.2), 46.6, 37.2, 31.4, 26.4, 22.4, 18.2. 

5c 
 
 
 

9.48 (s, 1H), 8.86 (s, 1H), 7.87 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 4.54−4.67 
(m, 3H), 3.25−3.37 (m, 4H), 2.54−2.67 (m, 4H), 2.52 (t, J = 6.8 
Hz, 2H), 2.35 (s, 3H), 1.96 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.62−1.69 (m, 
5H), 1.47−1.56 (m, 2H), 1.25−1.31 (m, 2H). 

174.5, 173.8 (d, 4JC-F = 2.7), 171.8, 161.4, 156.2, 155.2 (d, 1JC-F = 255.8), 
143.3, 140.3 (d, 3JC-F = 6.5), 131.1 (d, 2JC-F = 14.6), 124.7 (d, 4JC-F = 1.8), 
123.4 (d, 3JC-F = 8.0), 109.7, 105.4 (d, 2JC-F = 24.6), 68.2, 54.8, 54.6, 50.5 
(d, 4JC-F = 4.0), 46.4, 37.5, 34.2, 26.8, 26.1, 25.3, 18.4. 

5d 
 
 
 

8.87 (s, 1H), 7.86 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 4.55−4.68 (m, 3H), 3.24−    
3.36 (m, 4H), 2.55−2.66 (m, 4H), 2.46−2.53 (m, 2H), 2.36 (s, 
3H), 1.98 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.68 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 1.63−1.67 
(m, 2H), 1.46−1.54 (m, 2H), 1.22−1.34 (m, 4H). 

174.2, 173.4 (d, 4JC-F = 2.2), 172.2, 161.3, 156.5, 155.6 (d, 1JC-F = 255.4), 
143.5, 140.2 (d, 3JC-F = 6.6), 131.3 (d, 2JC-F = 14.4), 124.8 (d, 4JC-F = 1.6), 
123.6 (d, 3JC-F = 8.4), 109.5, 105.6 (d, 2JC-F = 24.5), 68.3, 54.7, 54.5, 50.6 
(d, 4JC-F = 4.2), 46.4, 37.4, 33.2, 29.4, 27.1, 26.8, 23.6, 18.2. 

5e 
 
 
 

8.89 (s, 1H), 7.88 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 4.54−4.65 (m, 3H), 3.24−     
3.37 (m, 4H), 2.53−2.65 (m, 4H), 2.48−2.52 (m, 3H), 2.37 (s, 
3H), 1.89−1.99 (m, 3H), 1.61−1.69 (m, 5H), 1.57 (t, J = 6.4 Hz, 
2H), 1.21−1.32 (m, 4H). 

174.5, 173.2 (d, 4JC-F = 2.0), 172.1, 161.6, 156.2, 155.2 (d, 1JC-F = 255.8), 
143.8, 140.5 (d, 3JC-F = 6.1), 131.4 (d, 2JC-F = 14.2), 124.7 (d, 4JC-F = 1.8), 
123.7 (d, 3JC-F = 8.2), 109.6, 105.8 (d, 2JC-F = 24.2), 68.4, 54.6, 54.4, 50.5 
(d, 4JC-F = 4.0), 46.6, 37.7, 34.2, 30.6, 29.3, 28.7, 26.5, 22.9, 18.5. 

5f 
 
 
 

8.89 (s, 1H), 7.86 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 4.53−4.65 (m, 3H), 3.24−     
3.38 (m, 4H), 2.55−2.66 (m, 4H), 2.46−2.54 (m, 3H), 2.37 (s, 
3H), 1.86−1.97 (m, 3H), 1.68 (d, J = 7.6 Hz, 3H), 1.59−1.66 (m, 
2H), 1.53−1.61 (m, 2H), 1.42−1.51 (m, 2H), 1.20−1.31 (m, 4H). 

174.7, 173.6 (d, 4JC-F = 2.5), 172.3, 161.2, 156.4, 155.3 (d, 1JC-F = 255.5), 
143.5, 140.6 (d, 3JC-F = 6.5), 131.3 (d, 2JC-F = 14.4), 124.8 (d, 4JC-F = 1.6), 
123.8 (d, 3JC-F = 8.4), 109.7, 105.7 (d, 2JC-F = 24.4), 68.3, 54.7, 54.6, 50.6 
(d, 4JC-F = 4.4), 46.4, 37.27, 33.7, 30.2, 29.7, 28.4, 26.4, 26.1, 25.3, 18.2. 

6a 
 
 
 
 

8.87 (s, 1H), 7.86 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 
7.26 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.65−6.73 (m, 
1H), 4.55−4.66 (m, 3H), 3.25−3.37 (m, 4H), 2.56−2.68 (m, 4H), 
2.49 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.34 (s, 3H), 2.04 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 
1.67 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.61−1.66 (m, 2H). 

173.5 (d, 4JC-F = 2.3), 171.5, 168.9, 161.6, 156.7, 155.2 (d, 1JC-F = 255.1), 
143.1, 141.8, 140.5 (d, 3JC-F = 6.8), 131.3 (d, 2JC-F = 14.4), 125.2, 124.7 
(d, 4JC-F = 1.6), 123.5 (d, 3JC-F = 8.5), 122.9, 122.4, 119.0, 116.5, 109.8, 
105.6 (d, 2JC-F = 24.4), 68.3, 54.7, 54.6, 50.6 (d, 4JC-F = 4.1), 46.5, 37.6, 
31.3, 26.7, 18.4. 

6b 
 
 
 
 

8.88 (s, 1H), 7.88 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 
7.25 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 6.91−7.05 (m, 1H), 6.71 (t, J = 8.0 Hz, 
1H), 4.53−4.67 (m, 3H), 3.22−3.37 (m, 4H), 2.53−2.67 (m, 4H), 
2.51 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.35 (s, 3H), 2.02 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 
1.68 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 1.61−1.66 (m, 2H), 1.22−1.28 (m, 2H). 

173.6 (d, 4JC-F = 2.4), 172.2, 169.7, 161.4, 156.5, 155.2 (d, 1JC-F = 255.7), 
143.4, 141.2, 140.4 (d, 3JC-F = 6.7), 131.2 (d, 2JC-F = 14.2), 125.5, 124.8 
(d, 4JC-F = 1.7), 123.3 (d, 3JC-F = 8.6), 122.8, 122.6, 119.4, 116.6, 109.5, 
105.6 (d, 2JC-F = 24.5), 68.4, 54.8, 54.6, 50.5 (d, 4JC-F = 4.3), 46.4, 37.2, 
33.8, 26.7, 26.1, 18.2. 

6c 
 
 
 
 

8.88 (s, 1H), 7.87 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 
7.26 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.93−7.01 (m, 1H), 6.69 (t, J = 8.4 Hz, 
1H), 4.54−4.67 (m, 3H), 3.22−3.37 (m, 4H), 2.54−2.65 (m, 4H), 
2.52 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.33 (s, 3H), 2.01 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 
1.62−1.67 (m, 5H), 1.47−1.56 (m, 2H), 1.27−1.34 (m, 2H). 

173.7 (d, 4JC-F = 2.4), 172.5, 169.2, 160.8, 156.6, 155.4 (d, 1JC-F = 255.2), 
143.1, 141.7, 140.1 (d, 3JC-F = 6.6), 131.3 (d, 2JC-F = 14.5), 125.6, 124.9 
(d, 4JC-F = 1.6), 123.6 (d, 3JC-F = 8.4), 122.9, 122.3, 119.7, 116.9, 109.7, 
105.8 (d, 2JC-F = 24.6), 68.3, 54.7, 54.6, 50.5 (d, 4JC-F = 4.1), 46.4, 37.6, 
34.2, 30.1, 29.4, 26.8, 18.2. 

6d 
 
 
 
 

8.87 (s, 1H), 7.88 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 7.45 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 
7.24 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 6.95−7.03 (m, 1H), 6.72 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 
4.53−4.65 (m, 3H), 3.22−3.36 (m, 4H), 2.56−2.67 (m, 4H), 2.43−     
2.55 (m, 2H), 2.34 (s, 3H), 2.01 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 1.67 (d, J = 6.8 
Hz, 3H), 1.60−1.66 (m, 2H), 1.47−1.55 (m, 2H), 1.24−1.35 (m, 4H). 

173.2 (d, 4JC-F = 2.2), 171.5, 168.6, 161.6, 156.3, 155.8 (d, 1JC-F = 255.7), 
143.4, 141.4, 140.5 (d, 3JC-F = 6.8), 131.4 (d, 2JC-F = 14.2), 125.3, 124.9 
(d, 4JC-F = 1.7), 123.5 (d, 3JC-F = 8.1), 122.7, 122.2, 119.4, 116.5,109.7, 
105.8 (d, 2JC-F = 24.2), 68.2, 54.7, 54.5, 50.4 (d, 4JC-F = 4.0), 46.5, 37.7, 
33.6, 30.4, 29.7, 27.3, 25.8, 18.4. 

6e 
 
 
 
 

8.89 (s, 1H), 7.86 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 
7.24 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.96−7.04 (m, 1H), 6.65−6.74 (t, J = 8.4 
Hz, 1H), 4.53−4.66 (m, 3H), 3.23−3.67 (m, 4H), 2.54−2.67 (m, 
4H), 2.46−2.52 (m, 3H), 2.35 (s, 3H), 1.94−2.02 (m, 3H), 1.61−     
1.69 (m, 5H), 1.56 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.23−1.36 (m, 4H). 

173.6 (d, 4JC-F = 2.4), 172.7, 169.3, 161.8, 156.3, 155.5 (d, 1JC-F = 255.2), 
143.4, 141.4, 140.6 (d, 3JC-F = 6.6), 131.7 (d, 2JC-F = 14.4), 125.4, 124.6 
(d, 4JC-F = 1.9), 123.6 (d, 3JC-F = 8.4), 122.8, 122.4, 119.6, 116.3, 109.3, 
105.9 (d, 2JC-F = 24.1), 68.2, 54.6, 54.5, 50.4 (d, 4JC-F = 4.3), 46.5, 37.6, 
34.2, 30.2, 29.7, 27.6, 26.4, 25.5, 18.3. 

6f 
 
 
 
 
 

8.89 (s, 1H), 7.89 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 
7.25 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 6.94−7.03 (m, 1H), 6.71 (t, J = 8.0 Hz, 
1H), 4.52−4.67 (m, 3H), 3.24−3.38 (m, 4H), 2.55−2.68 (m, 4H), 
2.33 (s, 3H), 1.67 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 2.44−2.56 (m, 3H), 1.93−    
2.02 (m, 3H), 1.62−1.67 (m, 2H), 1.55−1.60 (m, 2H), 1.44−1.53 
(m, 2H), 1.26−1.35 (m, 4H). 

173.2 (d, 4JC-F = 2.1), 172.6, 169.5, 161.4, 156.7, 155.4 (d, 1JC-F = 254.8), 
143.6, 141.5, 140.8 (d, 3JC-F = 6.7), 131.4 (d, 2JC-F = 14.2), 125.4, 124.2 
(d, 4JC-F = 1.7), 123.7 (d, 3JC-F = 8.1), 122.6, 122.1, 119.3, 116.5, 109.8, 
105.3 (d, 2JC-F = 24.2), 68.3, 54.7, 54.6, 50.7 (d, 4JC-F = 4.2), 46.4, 37.6, 
34.1, 30.5, 29.8, 27.8, 27.3, 26.4, 25.8, 18.4. 
 

 

 
Zn2+相互作用。但是, 肟酸基团与 HDAC1和 HDAC6
活性口袋底部的氨基酸残基和锌离子的作用方式却

不相同。在 HDAC1中, 肟酸基团是与 H178和 Y303
两个氨基酸残基相互作用形成了 3个氢键, 并且肟酸
基团的羰基 (3.3Å) 和羟基 (1.9Å) 能够与氨基酸残
D176 (2.0Å, 2.9Å)、H178 (2.3Å)、D264 (3.0Å) 一起
与Zn2+形成六配位 (图 2C); 而在HDAC6中, 缀合物

5d 的肟酸基团与氨基酸残基 Y782 相互作用形成了
两个氢键, 同时肟酸基团的羰基氧 (3.2Å) 和羟基氧 
(2.5Å) 能够与氨基酸残基 D649 (2.1Å)、H651 (1.9Å)、
D742 (2.7Å) 一起与 Zn2+形成五配位 (图 2D)。此外, 
缀合物 5d左氧氟沙星骨架的羰基和连接基团噻二唑
的氮原子在 HDAC6 中能够分别与氨基酸残基 Y782
和 F679形成氢键 (图 2D)。 



 李  慧等: 左氧氟沙星与噻二唑类组蛋白去乙酰化酶抑制剂缀合物的合成和抗肿瘤活性 · 587  · 

 
 

Table 3  In vitro inhibition of HDAC1, HDAC2 and HDAC6.  n = 3, x ± s 

IC50 /μmol·L−1 Selectivity ratio 
Compd. 

HDAC1 HDAC2 HDAC6 HDAC6/1 HDAC6/2 

4a 6.2 ± 0.31 14.3 ± 1.16  5.8 ± 0.47 1.1 2.4 

4b 2.8 ± 0.26 11.6 ± 0.93  2.3 ± 0.15 1.2 5.0 

4c 1.7 ± 0.35  7.8 ± 0.85  1.8 ± 0.23 0.9 4.3 

4d 1.4 ± 0.23  5.2 ± 0.47  1.1 ± 0.09 1.3 1.7 

4e 2.2 ± 0.77  7.4 ± 0.82  1.5 ± 0.17 1.5 4.9 

4f 4.3 ± 0.56  8.9 ± 0.69  3.6 ± 0.24 1.2 2.5 

5a 0.142 ± 0.053 0.145 ± 0.036 0.115 ± 0.048 1.2 1.3 

5b 0.103 ± 0.076 0.127 ± 0.047 0.079 ± 0.025 1.3 1.6 

5c 0.065 ± 0.019 0.055 ± 0.013 0.040 ± 0.016 1.6 1.4 

5d 0.031 ± 0.011 0.041 ± 0.018 0.019 ± 0.006 1.6 2.2 

5e 0.078 ± 0.025 0.062 ± 0.034 0.058 ± 0.032 1.3 1.1 

5f 0.096 ± 0.027 0.105 ± 0.074 0.063 ± 0.028 1.5 1.7 

6a 0.203 ± 0.068 0.164 ± 0.053 0.147 ± 0.049 1.4 1.1 

6b 0.152 ± 0.053 0.132 ± 0.067 0.103 ± 0.056 1.5 1.3 

6c 0.076 ± 0.026 0.071 ± 0.035 0.065 ± 0.025 1.2 1.1 

6d 0.054 ± 0.017 0.057 ± 0.024 0.046 ± 0.015 1.2 1.2 

6e 0.084 ± 0.022 0.068 ± 0.027 0.072 ± 0.029 1.1 0.9 

6f 0.113 ± 0.048 0.096 ± 0.031 0.088 ± 0.023 1.3 1.1 

SAHA 0.044 ± 0.006 0.012 ± 0.005 0.036 ± 0.004 1.2 0.3 

 

 
Figure 2  The predicted binding modes of compound 5d-HDAC1 and HDAC6.  (A) Molecular surface of the HDAC1 binding pocket 
with docked compound 5d.  (B) Molecular surface of the HDAC6 binding pocket with docked compound 5d.  (C) Docking poses of 
HDAC1-5d, which can form hydrogen bonds with residues H178, Y303, and which can coordinate the zinc ion with residues D176, H178, 
D264.  (D) Docking poses of HDAC6-5d, which can form hydrogen bonds with residuesF679, Y782, and which can coordinate the zinc 
ion with residues D649, H651, D742.  Distances are given in Å 
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4  抗增殖活性测试 

体外抗肿瘤测试结果 (表 4) 表明, 18 个目标左
氧氟沙星-HDACi缀合物对 SW620、MGC-803、PC-3、
NCIH460、MCF-7和 HepG2 这 6种肿瘤细胞有较强
的抑制作用, 其 IC50值均小于 17.0 μmol·L−1。由于在

左氧氟沙星引入了具有抗肿瘤活性的 HDAC 抑制剂
SAHA, 使得左氧氟沙星缀合物不仅能够通过抑制拓
扑异构酶 II 来发挥抗肿瘤活性 , 还能够通过抑制
HDACs 来发挥抗肿瘤活性, 具有双重抗肿瘤作用, 
因此合成的缀合物抗肿瘤活性显著地强于先导化合

物左氧氟沙星 (IC50 > 67 μmol·L−1)。同时, 这些缀合
物对胃癌 MGC-803 细胞呈现出了更强的抑制活性, 
如缀合物 5b～5e、6c～6e对 MGC-803的抑制活性强
于阳性药物 SAHA, 其中缀合物 5c、5d 和 6d 抑制
MGC-803的 IC50达到了 10−7 mol·L−1水平。在HDACs
抑制活性中, 肟酸系列缀合物 (化合物 5) 的 HDACs
抑制活性强于羧酸类 (化合物 4) 和苯甲酰胺类缀合
物 (化合物 6)。同样的, 在抗肿瘤活性中, 肟酸的缀
合物 5 抗癌活性也强于相应的羧酸类缀合物 4 和苯    
甲酰胺类缀合物 6。特别是对 HDACs 有最强抑制活
性的肟酸缀合物 5d对 6种肿瘤细胞也展现出了最强
的抑制活性, 其对 MGC-803、NCIH460、MCF-7 和
HepG2 抑制活性是阳性药物 SAHA 的 3.1 倍以上。 

但是, 与先导化合物左氧氟沙星相比, 引入 SAHA后
能明显地提高左氧氟沙星的抗肿瘤活性, 而与SAHA
相比, 这些缀合物并没有显著地提高抗肿瘤活性。在
拓扑异构酶 II抑制活性中 (图 3), 发现这些缀合物对
TopII 仅展现出了中等的抑制活性, 因此目标缀合物
通过抑制 TopII途径来提高 SAHA的抗肿瘤活性效果
并不显著。这些结果也说明了目标缀合物的抗肿瘤活

性主要源于抑制 HDACs。 
从表 4 抗肿瘤活性中发现, 目标缀合物对胃癌

MGC-803 细胞有较强的抑制活性, 为了进一步评价
目标缀合物的毒性, 用正常的胃黏膜上皮细胞GES-1
作为测试细胞株来检测缀合物的毒性。从表 4 中可    
以发现, 总的来说这类缀合物基本没有毒性 (IC50 > 

81 μmol·L−1), 而阳性药物 SAHA (IC50 = 5.8 ± 0.48 
μmol·L−1) 却展现出了一定的毒性。 
 

 
Figure 3  Human DNA Topo II inhibitory activity of conjugates 
5a−5f at the concertration of 50 µmol·L−1.  Lane D: pBR322 
DNA only; Lane T: pBR322 DNA + Topo II; Lane E: pBR322 
DNA + Topo II + Etoposide; Lane 4-9: pBR322 DNA + Topo II + 
each of compounds 5a−5f 

 
Table 4  Whole cell antiproliferative activity of target compounds.  n = 3, x ± s 

IC50/μmol·L−1 
Compd. 

SW620 MGC-803 PC3 NCIH460 MCF-7 HepG2 GES-1 

4a 13.6 ± 1.25  8.8 ± 0.73 15.3 ± 1.55 11.2 ± 2.12 11.7 ± 1.43 15.7 ± 1.74 >100 

4b 10.1 ± 0.99  6.6 ± 0.47 12.7 ± 1.36 10.5 ± 1.41  9.8 ± 1.05 14.2 ± 1.55 >100 

4c  8.9 ± 0.82  5.3 ± 0.36  9.6 ± 0.52  8.7 ± 1.26  8.2 ± 0.92 11.8 ± 1.31 >100 

4d  6.4 ± 0.63  3.2 ± 0.23  7.2 ± 0.87  6.4 ± 0.75  6.5 ± 0.58  8.4 ± 0.86 > 100 

4e  9.5 ± 0.15  5.9 ± 0.44 11.5 ± 1.24  2.8 ± 0.61  9.3 ± 0.47 10.7 ± 1.19 86.7 ± 7.53 

4f 12.7 ± 1.43  7.6 ± 0.81 13.9 ± 1.41  5.1 ± 0.39 10.1 ± 1.15 12.5 ± 1.52 81.5 ± 5.68 

5a 11.5 ± 1.16  5.4 ± 0.73  9.6 ± 1.09  8.7 ± 1.36  6.2 ± 0.97  6.9 ± 0.85 > 100 

5b  8.2 ± 0.73  2.3 ± 0.47  7.5 ± 0.52  5.2 ± 1.45  3.5 ± 0.34  5.5 ± 0.66 > 100 

5c  6.4 ± 0.54  0.8 ± 0.45  3.7 ± 0.48  3.6 ± 0.78  1.7 ± 0.32  3.2±0.43 > 100 

5d  3.1 ± 0.15  0.6 ± 0.05  1.5 ± 0.24  1.3 ± 0.42  0.8 ± 0.16  1.9 ± 0.26 > 100 

5e  7.6 ± 0.41  1.1 ± 0.23  2.4 ± 0.25  4.2 ± 0.65  2.9 ± 0.27  7.3 ± 0.49 > 100 

5f  9.3 ± 0.76  3.2 ± 0.18  5.3 ± 0.38  6.9 ± 0.71  5.3 ± 0.45  9.1 ± 1.14 > 100 

6a 11.6 ± 1.16  6.8 ± 0.52 13.3 ± 1.41 15.9 ± 1.17  9.2 ± 0.97 11.5 ± 1.56 91.1 ± 8.62 

6b  9.5 ± 0.73  4.2 ± 0.31 11.6 ± 1.27 11.5 ± 1.26  6.5 ± 0.34  9.2 ± 0.87 > 100 

6c  6.2 ± 0.54  1.2 ± 0.36  9.8 ± 0.82 10.3 ± 0.85  4.7 ± 0.32  8.7 ± 0.62 > 100 

6d  5.3 ± 0.15  0.8 ± 0.27  6.2 ± 0.19  7.4 ± 0.62  1.6 ± 0.56  5.4 ± 0.46 > 100 

6e  8.6 ± 0.41  2.7 ± 0.45  7.1 ± 0.14  8.3 ± 0.74  2.9 ± 0.28  8.1 ± 0.73 > 100 

6f 11.5 ± 0.76  3.4 ± 0.42 12.4 ± 1.65  8.7 ± 0.92  5.3 ± 0.46 10.8 ± 1.17 94.7 ± 8.96 

SAHA  3.2 ± 0.29  2.9 ± 0.33  1.7 ± 0.16  4.1 ± 0.37  4.4 ± 0.42  6.4 ± 0.53  5.8 ± 0.48 

Levofloxacin 69.3 ± 5.89 72.5 ± 6.32 85.3 ± 7.39 > 100 67.4 ± 6.51 71.8 ± 5.93 >100 
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5  拓扑异构酶 II抑制活性 

对体外 HDACs 抑制活性和抗肿瘤活性较好的
5a～5f, 采用超螺旋 pBR322质粒DNA解螺旋电泳实
验测试了目标化合物在 50 μmol·L−1浓度下对拓扑异

构酶 II (TopII) 的抑制活性, 以依托泊苷 (etoposide) 
为阳性对照药。结果显示 (图 3), 化合物 5a～5f表现
出了中等的 TopII 抑制活性, 其中化合物 5d对 TopII
的抑制活性强于 5a～5c 和 5e～5f, 但是低于阳性药
物依托泊苷。 
6  小结 

通过将具有优秀抗肿瘤活性的噻二唑组蛋白去

乙酰化酶抑制剂引入到左氧氟沙星中, 合成了 18 个
左氧氟沙星-HDACi缀合物。经过测试这些目标缀合
物对HDACs的抑制活性发现, 其对HDAC1、HDAC2
和 HDAC6均有较强的抑制活性, 其中链长为 6个亚
甲基 (n = 6)、锌离子结合基团为肟酸的缀合物 5d展
现出了最强的 HDACs 抑制活性, 其对 HDAC1 和
HDAC6 的抑制活性略强于阳性药物 SAHA。分子对
接研究表明, 左氧氟沙星与 HDACi 的连接基团噻二
唑对缀合物 HDAC6选择性起着重要作用。体外抗瘤
活性实验发现, 目标缀合物对 SW620、MGC-803、
PC-3、NCIH460、MCF-7和 HepG2这 6种肿瘤细胞
均有较强的抑制活性, 特别是对胃癌 MGC-803 细胞
有更强的抑制活性和选择性 , 其中缀合物 5d 对
MGC-803 的抑制活性最强, 分别是先导化合物左氧
氟沙星和 SAHA的 90和 4.8倍; 此外, 缀合物 5d对
正常的胃黏膜细胞 GES-1 没有毒性, 对拓扑异构酶    
II也有抑制作用。这些结果说明将 HDACi拼接到喹
诺酮类药物上能够提高其抗肿瘤活性, 这为今后发
展新型、高效、低毒的喹诺酮类抗肿瘤药物提供了新

的思路。 
 

实验部分 
BrukerAM-400 Hz 型核磁共振仪 (德国 Bruker

公司); X-5 显微熔点测定仪 (上海越众设备有限公
司); FA1104 电子天平  (上海上平仪器有限公司); 
B11-3 温度数显恒温磁力搅拌器 (上海司乐仪器有限
公司); Q Exactive高分辨质谱仪 (美国 Coring公司); 
37 ℃ CO2培养箱 (美国 Thermo 公司); CKX31型倒
置显微镜 (奥林巴斯公司); ELx800 通用酶标仪 (美
国 BioTek公司)。 

左氧氟沙星、伏立诺他 (vorinostat, SAHA)、多
聚磷酸、氨基硫脲、BOP 试剂、邻苯二胺、盐酸羟

胺等试剂均购自百灵威科技有限公司 (质量分数  ≥ 

95%); 实验所用的其他试剂购自国药集团化学试剂
有限公司 (质量分数  ≥  95%); DMEM、MEM培养基、
胎牛血清购自 Hyclone 公司; SW620、MGC-803、
PC-3、NCIH460、MCF-7和 HepG2细胞株购自武汉
大学细胞典藏中心。 
1  化学合成 

1.1  2-氨基-1,3,4-噻二唑左氧氟沙星 (2) 的合成  将

左氧氟沙星 1 (4.155 g, 11.5 mmol)、氨基硫脲 (1.048 
g, 11.5 mmol) 和多聚磷酸 (20 mL) 混合后将反应液
加热至 120 ℃, 反应 24 h, 将反应液冷却到室温后倒
入 100 mL的冰浴中, 用乙酸乙酯 (3 × 30 mL) 萃取, 
有机层用无水 Na2SO4 干燥, 减压脱除溶剂得到粗产
物, 经柱色谱纯化 (石油醚−乙酸乙酯=1∶1) 得到了
2-氨基-1,3,4-噻二唑左氧氟沙星 2。黄色固体, 产率: 
77%, mp 175～177 ℃; 1H NMR (400 MHz, Acetone-d6) 
δ: 8.86 (s, 1H), 7.86 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 4.66～4.52 
(m, 3H), 3.37～3.24 (m, 4H), 2.64～2.55 (m, 4H), 2.34 
(s, 3H), 1.65 (d, J = 7.2 Hz, 3H)。 
1.2  羧酸类左氧氟沙星-HDACi 缀合物 (4) 的合成  
氩气保护下, 将戊 (己、庚、辛、壬、癸) 二酸酐 3 (2.4 
mmol) 溶于无水THF中 (30 mL), 加入 2-氨基-1,3,4-
噻二唑左氧氟沙星 2 (1.083 g, 2.6 mmol) 后, 在室温
下继续反应 2 h, 减压脱除溶剂得到粗产物, 经柱色
谱纯化 (二氯甲烷−甲醇=10∶1) 得到相应的羧酸类
缀合物 4。 
1.3  肟酸类左氧氟沙星-HDACi 缀合物 (5) 的合成  

氩气保护下, 将羧酸化合物 4 (1.2 mmol)、氯甲酸乙
酯 (206 mg, 1.9 mmol)、三乙胺 (131 mg, 1.3 mmol) 
溶解到 10 mL THF中, 0 ℃下搅拌 15 min后向反应液
中加入 10 mL 新制备的羟胺溶液, 将反应液缓慢升
至室温后继续反应 2 h, 减压除去溶剂得到粗产物, 
经柱色谱纯化 (二氯甲烷−甲醇=25∶1～9∶1) 得到
了异肟酸化合物 5。羟胺溶液的制备: 将盐酸羟胺 
(333 mg, 4.8 mmol) 和氢氧化钾 (269 mg, 4.8 mmol) 
加入到甲醇 (10 mL) 中, 升温至 40 ℃反应 15 min后, 
析出大量的沉淀, 将反应液冷却至室温, 滤除沉淀, 
所得滤液即为新制备的羟胺溶液。 
1.4  苯甲酰胺类左氧氟沙星-HDACi 缀合物 (6) 的

合成  氩气保护下, 将羧酸缀合物 4 (0.6 mmol)、苯
并三氮唑-1-基氧基三 (二甲基氨基) 磷鎓六氟磷酸
盐 (BOP试剂, 575 mg, 1.3 mmol) 和三乙胺 (394 mg, 
3.9 mmol) 溶解到无水 DMF (15 mL) 中, 室温反应 
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30 min后, 加入邻苯二胺 (76 mg, 0.7 mmol), 继续反
应 12 h, 向反应液中加入 20 mL蒸馏水, 用乙酸乙酯 
(3  × 35 mL) 萃取, 有机层用无水 Na2SO4干燥, 脱除
溶剂, 经柱色谱纯化 (二氯甲烷−甲醇=25∶1～9∶1) 
得到苯甲酰胺类缀合物 6。 
2  HDACs抑制活性实验 

使用 HDAC 试剂盒测试左氧氟沙星-HDACi 缀
合物对 HDAC1、HDAC2、HDAC6 的抑制活性, 以
SAHA 为阳性对照。按照 HDAC 试剂盒操作说明书
在测试板中每孔加入 BSA、HDAC荧光底物、HDAC
酶 (HDAC1、HDAC2、HDAC6) 和不同浓度的待测
物, 其浓度梯度分别为: 1×10−10、1×10−9、1×10−8、

1×10−7、1×10−6、1×10−5 mol·L−1。将测试板在 37 ℃

下反应 30 min 后, 每孔再加入 HDAC Developer 并     
继续在 37 ℃下放置 15 min。使用酶标仪在 359和 440 
nm 波长测定每孔的荧光值, 分析实验结果, 并计算
出 IC50, 以此判断合成的分子探针对组蛋白去乙酰酶
的靶向性。 
3  分子对接 

HDAC1晶体结构 (PDB code: 4BKX) 由 Protein 
Data Bank下载, HDAC6的晶体结构目前还未解析出
来, 按照参考文献以 HDAC8 晶体结构 (PDB code: 
1T69) 为模板对 HDAC6 进行同源建模[24−26]。通过

ChemBio 3D ultra 14.0 和 Autodock4.2D 中的 Ligand
模块进行小分子结构的预处理。对接软件使用

Autodock4.2D, 利用晶体结构中的配体定义口袋盒
子, 对接盒子边长设置为 30 Å, 使用半经验自由能
进行评价, 拉马克遗传算法循环 100 次, 其余参数保
持默认。 
4  抗增殖活性实验 

选取结肠癌 SW620、胃癌MGC-803、前列腺癌
PC-3、大细胞肺癌 NCIH460、乳腺癌 MCF-7和肝癌
HepG2 细胞为测试细胞株, 正常的胃黏膜上皮细胞
GES-1 为对照细胞。以 SAHA 为阳性对照药, 采用
CCK-8试剂盒对左氧氟沙星-HDACi缀合物进行抗肿
瘤活性评价。取对数生长期的测试细胞株悬浮于含

10%  胎牛血清的培养基中, 铺至 96 孔培养板中。待
细胞完全贴壁后, 弃去原培养液, 加入 10 µL含有测
试药物的培养液培养 48 h, 弃去原培养液, 每孔加入
10 μL CCK-8溶液, 在培养箱中继续孵育 4 h, 用酶标
仪在 490 nm波长测定每孔的吸光度 (OD) 值, 分析
实验结果, 并计算出 IC50。 
5  拓扑异构酶 II抑制活性实验 

按 TopII试剂盒的说明书, 将 5  × complete buffer

液 (5 μL)、TopII (8 U)、pBR322质粒 (0.25 μg) 和      
测试化合物  (0.2 μL, 50 μmol·L−1) 用蒸馏水定     
容到 20 μL, 在 37 ℃下放置 20 min 后, 在反应液中     
继续加入 5% SDS (2 μL) 和蛋白酶 K 溶液 (2 μL,      
1 mg·mL−1)。将反应液在 37 ℃下继续反应 30 min,     
加入 10  × loading buffer液 (2 μL) 后在 70 ℃水浴中反

应 2 min, 加入 CIA (20 μL, 苯酚−氯仿−异戊醇= 25∶
24∶1), 振荡后离心, 取上清液上样, 90 V 电压进行
电泳 2 h。取出凝胶后置于 UV成像系统中成像。 
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