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新型川芎嗪类衍生物的设计、合成及其生物活性的研究 
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摘要: 以川芎嗪为先导化合物, 设计合成了 10 个川芎嗪类衍生物, 其结构经 1H NMR、13C NMR、ESI-MS
确证。采用 MTT 法考察目标化合物对 A549、A549/DDP 和 HBE 细胞株增殖的影响; 采用划痕实验, transwell
小室法考察目标化合物对 A549 迁移和侵袭能力的影响; 采用 Western 印迹考察目标化合物对 A549 细胞迁移和
侵袭的作用机制; 另外, 通过流式细胞仪分析其细胞周期。结果显示, 目标化合物 Z8和 Z10 有一定的抗增殖活
性, 其对 A549细胞迁移和侵袭的能力有很强的抑制作用; 其抑制作用与 MMP-2和MMP-9浓度水平下降有关。
细胞周期分析显示, 目标化合物 Z8和 Z10会增强 G2/M期细胞阻滞。 
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Abstract: Using ligustrazine as the leading compound, we designed and synthesized ten novel ligustrazine 

derivatives, whose structures were determined by 1H NMR, 13C NMR and MS.  Inhibitory effects of the new 
compounds on the proliferation of A549, A549/DDP and HBE cells were detected by MTT assay.  The         
inhibitory activity of the synthesized compounds on migration and invasion of A549 cells were evaluated through 
scratch assay and transwell assay.  Mechanism of the inhibition on migration and invasion was investigated by 
Western blotting.  In addition, the cell cycle was analyzed with flow cytometry.  The results showed that, both 
compounds Z8 and Z10 have an anti-proliferative activity, and the potencies of inhibition of tumor-cell migration 
and invasion were attributed to the down-regulation of MMP-2 and MMP-9.  The compounds Z8 and Z10 could 
also enhance G2/M arrest in A549 cell as revealed by cell cycle analysis. 

Key words: ligustrazine derivative; migration; invasion; cell cycle  

                                                                                                          

 肿瘤细胞的侵袭与迁移是恶性肿瘤最重要的生

物学特征, 也是恶性肿瘤难以治愈的主要原因, 在癌
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症相关的死亡率中所占比例超过 90%[1, 2]。肿瘤细胞

侵袭转移到邻近组织或器官是一个多步骤复杂的过

程。在此过程中, 肿瘤细胞必须具备降解细胞外基质
及基底膜功能, 而基质金属蛋白酶 (matrix metallo-
proteinases, MMPs) 在降解细胞外基质及基底膜过    
程中能够起重要的作用 [3]。有关研究发现, MMP-2     
和 MMP-9 的表达与肿瘤细胞的迁移和侵袭密切相   
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关[4, 5]。通过抑制肿瘤细胞的侵袭与迁移达到抑制其

在体内扩散的目的, 是临床治疗恶性肿瘤重要而有
效的手段[6−8]。 

川芎嗪 (图 1) 是中药川芎中的主要活性生物碱, 
具有扩张血管、抑制血小板聚集、防止血栓形成等多

种作用, 临床上被广泛用于缺血性脑血管病的治疗
并取得较好疗效[9]。近年来研究证明川芎嗪可诱导肿

瘤细胞凋亡[10, 11]。Zheng 等[12]研究表明川芎嗪有抑    
制肺癌 A549 细胞增殖和迁移作用, TMP (tetrame-
thylpyrazine, 7.3 mmol·L−1) 与细胞作用 24 h后, 对
肺癌 A549细胞增殖的抑制率仅为 20%  左右。 
 

 
Figure 1  Structures of TMP, curcumin and 1 
 

姜黄素 (图 1) 是中药姜黄中主要活性成分, 药
理研究表明姜黄素具有抑制多种肿瘤细胞增殖、侵

袭、转移和血管生成作用[13]。同时 Guan 等[14]研究     
显示姜黄素可抑制 MDA-MB-231 乳腺癌细胞的迁
移。Ai 等[15]设计了一系列姜黄素衍生物, 具有较好
的抗肿瘤活性, 其中图 1中的化合物 1 (IC50 = 2.19 ± 

0.14 μmol·L−1) 抗肿瘤活性优于顺铂 (cisplatin, DDP, 
IC50 = 8.10 ± 0.97 μmol·L−1)、TMP (IC50 > 200 μmol·L−1) 
和姜黄素 (curcumin, IC50 = 38.12 ± 2.87 μmol·L−1)。但
是, 近来研究 [16]发现姜黄素稳定性差, 易转化成的
非活性化合物。Potter等[17]将姜黄素的结构简化, 用
哌啶酮代替 β-二酮, 设计合成了一系列 3,5-二芳基亚
甲基-4-哌啶酮衍生物, 生物学评价显示有一定的抗
肿瘤作用。 

本课题组努力寻求具有抗迁移和抗侵袭效果的

抗癌剂时, 以川芎嗪为先导化合物, 将药效团拼合原
理和构象限制策略引入姜黄素以获得具有新骨架的

化合物, 由于姜黄素的不稳定和生物活性差的特点, 
本研究组将姜黄素结构简化, 保留单羰基结构。首先, 
川芎嗪取代姜黄素的 3-甲氧基-4-羟基苯基部分; 其次, 
通过用环戊酮部分代替 β-二酮, 姜黄素中的两个取
代的苯基之间的连接被构象限制 (图 2)。建立在理论
基础上, 设计合成了 10个川芎嗪类衍生物, 并对其针

对 A549、A549/DDP和 HBE细胞株的抗增殖活性进
行生物学评价。此外, 选择其中的一些代表性化合物
评价其抗迁移和抗侵袭效应, 并进一步研究其机制。 
 

 
Figure 2  The design of ligustrazine derivatives 
 

结果与讨论 
1  化学合成部分 

在合成目标化合物 Z1～Z8时, 为了提高产率以
及防止取代的苯甲醛和环戊酮两边同时发生缩合 , 
先将环戊酮与吗啉反应生成烯胺, 再与取代的苯甲
醛进行单边缩合。 

目标化合物结构经 NMR、ESI-MS确证, 化合物
的合成见合成路线 1, 化合物的理化数据见表 1、2。 
2  目标化合物的药理活性 

2.1  目标化合物对 A549、A549/DDP 和 HBE 细胞
增殖的影响  由于 DDP 的抗肿瘤细胞增殖活性远强
于 TMP和姜黄素, 所以选用 DDP为阳性对照, 选用
不同浓度梯度的待测物与 A549、A549/DDP 和 HBE
细胞作用 48 h。MTT法结果显示 (表 3), 目标化合物
均表现出一定的抗增殖活性, 其中化合物Z8对A549
和 A549/DDP细胞株的 IC50分别为 41 ± 2.5、35 ± 1.1 
μmol·L−1, 化合物 Z10 对 A549 和 A549/DDP 细胞株
的 IC50分别为 17 ± 1.5、22 ± 1.4 μmol·L−1, 化合物 Z10
和 Z8 对 A549/DDP 细胞株的抗增殖活性优于 DDP 
(88 ± 6.9 μmol·L−1), 而 DDP (15  ± 2.9 μmol·L−1) 对
A549 细胞株的抗增殖活性与化合物 Z10 相当, 强于
化合物 Z8。与 A549细胞株相比, 化合物 Z9对 A549/     
DDP 有较好的抗增殖活性。所有目标化合物对 HBE 
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Reagents and conditions: (a) H 2O2, HOAc, 94 ℃, 12 h; (b) Ac2O, 130 ℃, 5 h; (c) 20% NaOH, r.t., 12 h; (d) MnO 2, 78 ℃, 10 h; (e)        
morpholine, benzene, 110  ℃, 10 h; (f) the corresponding aldehyde, reflux, 8 h; (g) ligustrazine aldehyde NaOH, EtOH, 1 h.  
Scheme 1  Synthetic route of target compounds   
 
Table 1  Structure and physical property of target compounds  

 
Compd. R1 R2 R3 R4 X Yield/% mp/℃ Character 

Z1 H OCH3 H H C 61.2 160.2−161.7 Yellow crystal 

Z2 H H CH3 H C 63.8 168.2−169.7 Yellow crystal 

Z3 H H H H C 60.9 197.5−198.1 Light yellow crystal 

Z4 H Cl H H C 40.9 205.4−206.5 Yellow crystal 

Z5 H Br H H C 60.9 205.5−206.5 Light yellow crystal 

Z6 H N(CH3)2 H H C 53.2 209.7−210.8 Dark red crystal 

Z7 OCH3 H OCH3 H C 65.4 197.9−199.2 Light yellow crystal 

Z8 OCH3 OCH3 OCH3 H C 58.7 205.4−206.5 Yellow crystal 

Z9 CH3 CH3 − CH3 N 45.3 210.4−211.4 Light yellow crystal 

Z10 CH3 CH3 − CH3 N 50.6 198.4−199.2 Yellow crystal 

 
细胞株有较弱的抑制作用。 

初步构效关系显示, 当 R1、R2、R3为-OCH3时, 细
胞株的抗增殖作用优于单甲氧基取代和双甲氧基取

代。当R2为Cl或Br时, 抗增殖活性没有明显的差异。
当中间体的连接桥为环己酮时, 活性优于环戊酮。双
川芎嗪衍生物与单川芎嗪衍生物的抗增殖活性没有

明显的差异。为了进一步讨论该类化合物的构效关系, 
在后续的研究中, R1、R2、R3将引入其他不同类型的取

代基。同时, 右侧芳环引入其他杂环, 如吡啶、咪唑、
呋喃等。进一步研究其对抑制细胞增殖活性的影响。 
2.2  目标化合物对 A549 细胞迁移和侵袭的影响  
基于 MTT实验结果, 以 DDP、TMP和姜黄素为阳性
对照。分别采用划痕实验 (图 3) 和 transwell小室实
验 (图 4) 进一步检测抗增殖活性较好的化合物 Z8
和 Z10对 A549细胞株迁移及侵袭的影响。 

划痕实验结果表明目标化合物 Z8 和 Z10 对
A549 细胞的迁移能力有不同程度的抑制作用, 其中
化合物 Z10对 A549细胞迁移的抑制作用优于 DDP、
TMP 和姜黄素, 化合物 Z8 的抑制作用优于 DDP、
TMP, 与姜黄素抑制作用相当。Transwell小室实验结
果显示, 阳性对照 DDP、TMP和姜黄素对 A549细胞
侵袭抑制率分别为 40% (3 μmol·L−1)、49% (100 
μmol·L−1) 和 62% (10 μmol·L−1)。化合物 Z8对 A549 
细胞侵袭抑制率达到 65% (20 μmol·L−1), Z10对 A549 
细胞侵袭抑制率高达 92% (10 μmol·L−1), 对细胞的侵
袭能力的抑制呈现出效应剂量依赖关系。化合物 Z10
和 Z8抑制 A549细胞侵袭活性优于 TMP (P < 0.001), 
化合物 Z8在 20 μmol·L−1水平浓度对 A549细胞侵袭
抑制作用与姜黄素 (10 μmol·L−1) 相当, 尤其是化合
物 Z10对 A549细胞侵袭有显著的抑制作用。 
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Table 2  Spectral data of target compounds  

Compd. 1H NMR, 13C NMR, ESI-MS 

Z1 
 
 
 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.62 (t, J = 3.0 Hz,1H, Py-CH=), 7.58−7.55 (m, 3H, Ar-CH= and ArH), 6.96 (d, J = 8.7 Hz, 2H, ArH), 3.85 (s, 
3H, OCH3), 3.37−3.31 (m, 2H, CH2), 3.04−2.98 (m, 2H, CH2), 2.65 (s, 3H, CH3), 2.53 (s, 3H, CH3), 2.51 (s, 3H, CH3); 13C NMR (75 MHz, 
CDCl3) δ: 195.66, 159.69, 150.04, 148.92, 148.15, 144.67, 142.47, 134.44, 133.22, 131.69, 127.62, 124.55, 113.29, 54.35, 26.25, 25.53, 20.82, 
20.78, 20.23; ESI-MS for C21H22N2O2: m/z 335.25 [M+H]+. 

Z2 
 
 
 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.57 (t, J = 3.0 Hz, 1H, Py-CH=), 7.50 (t, J = 3.0 Hz, 1H, Ar-CH=), 7.35 (d, J = 7.8 Hz, 2H, ArH), 7.26 (t, J = 
7.5 Hz, 1H, ArH), 7.12 (d, J = 7.5 Hz, 1H, ArH), 3.31−3.25 (m, 2H, CH2), 3.02−2.96 (m, 2H, CH2), 2.58 (s, 3H, CH3), 2.46 (s, 3H, CH3), 2.44 
(s, 3H, CH3), 2.32 (s, 3H, CH3); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 196.77, 151.17, 150.10, 149.17, 145.53, 143.11, 138.32, 137.57, 135.77, 
134.39, 131.64, 130.31, 128.62, 127.90, 125.95, 27.31, 26.64, 21.86, 21.79, 21.46, 21.24; ESI-MS for C21H22N2O: m/z 319.26 [M+H]+. 

Z3 
 
 
 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.66 (t, J = 3.0 Hz, 1H, Py-CH=), 7.63−7.60 (m, 3H, Ar-CH= and ArH), 7.47−7.38 (m, 3H, ArH), 3.40−3.34  
(m, 2H, CH2), 3.11−3.05 (m, 2H, CH2), 2.67 (s, 3H, CH3), 2.54 (s, 3H, CH3), 2.52 (s, 3H, CH3); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 196.87, 151.23, 
150.20, 149.22, 145.53, 143.06, 137.79, 135.83, 134.23, 130.85, 129.46, 128.77, 126.16, 27.30, 26.63, 21.91, 21.83, 21.29; ESI-MS for 
C20H20N2O: m/z 305.30 [M+H]+. 

Z4 
 
 
 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.66 (t, J = 3.0 Hz, 1H, Py-CH=), 7.57 (d, J = 7.8 Hz, 2H, ArH), 7.52 (t, J = 3.0 Hz, 1H, Ar-CH=), 7.46 (d, J = 
8.4 Hz, ArH,) 3.41−3.35 (m, 2H, CH2), 3.05−2.99 (m, 2H, CH2), 2.67 (s, 3H, CH3), 2.55 (s, 3H, CH3), 2.53 (s, 3H, CH3); 13C NMR (75 MHz, 
CDCl3) δ: 196.55, 151.21, 150.21, 149.30, 145.45, 142.75, 138.38, 134.69, 132.75, 132.09, 131.99, 126.34, 123.80, 27.24, 26.56, 21.84, 21.81, 
21.19; ESI-MS for C20H19BrN2O: m/z 383.18 [M+H]+. 

Z5 
 
 
 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.56 (t, J = 3.0 Hz, 1H, Py-CH=), 7.45−7.42 (m, 3H, Ar-CH= and ArH), 7.31 (d, J = 8.7 Hz, 2H, ArH), 
3.31−3.25 (m, 2H, CH2), 2.97−2.91 (m, 2H, CH2), 2.57 (s, 3H, CH3), 2.45 (s, 3H, CH3), 2.43 (s, 3H, CH3);13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 
196.57, 151.28, 150.27, 149.24, 145.41, 142.72, 138.23, 135.38, 134.29, 132.68, 131.89, 129.02, 126.36, 27.24, 26.54, 21.90, 21.81, 21.25; 
ESI-MS for C20H19ClN2O: m/z 339.28 [M+H]+. 

Z6 
 
 
 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.60−7.57 (m, 2H, Py-CH= and Ar-CH=), 7.53 (d, J = 8.7 Hz, 2H, ArH), 6.71 (d, J = 8.8 Hz, 2H, ArH), 3.40− 
3.24 (m, 2H, CH2), 3.03 (s, 6H, NCH3×2), 3.01−2.97 (m, 2H, CH2), 2.65 (s, 3H, CH3), 2.53 (s, 3H, CH3 ), 2.50 (s, 3H, CH3); 13C NMR (75 
MHz, CDCl3) δ: 196.36, 151.04, 150.88, 149.63, 149.03 145.97, 144.39, 135.60, 133.00, 132.94, 124.63, 123.79, 111.82, 40.07, 27.33, 26.72, 
21.86, 21.82, 21.34; ESI-MS for C22H25N3O: m/z 348.25 [M+H]+. 

Z7 
 
 
 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.65 (t, J = 3.0 Hz, 1H, Py-CH=), 7.51 (t, J = 3.0 Hz, 1H, Ar-CH=), 6.76 (d, J = 2.3 Hz, 2H, ArH), 6.50 (t, J = 
2.2 Hz, 1H, ArH), 3.83 (s, 6H, OCH3×2), 3.39−3.33 (m, 2H, CH2), 3.10−3.04 (m, 2H, CH2), 2.66 (s, 3H, CH3), 2.54 (s, 3H, CH3), 2.52 (s, 3H, 
CH3); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 196.80, 160.79, 151.26, 150.23, 149.22, 145.48, 142.98, 138.21, 137.57, 134.23, 126.22, 108.74, 101.79, 
55.41, 27.29, 26.65, 21.92, 21.81, 21.29; ESI-MS for C22H24N2O3: m/z 365.21 [M+H]+. 

Z8 
 
 
 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.66 (t, J = 3.0 Hz, 1H, Py-CH=), 7.53 (t, J = 3.0 Hz, 1H, Ar-CH=), 6.87 (s, 2H, ArH), 3.92 (s, 6H, OCH 3×2), 
3.91 (s, 3H, OCH3), 3.43−3.37 (m, 2H, CH2), 3.13−3.07 (m, 2H, CH2), 2.67 (s, 3H, CH3), 2.54 (s, 3H, CH3), 2.53 (s, 3H, CH3); 13C NMR (75 
MHz, CDCl3) δ: 196.61, 153.23, 151.25, 150.21, 149.19, 145.51, 143.03, 139.56, 136.88, 134.47, 131.38, 126.07, 108.17, 61.00, 56.22, 56.13, 
27.31, 26.56, 21.92, 21.80, 21.29; ESI-MS for C23H26N2O4: m/z 395.20 [M+H]+. 

Z9 
 
 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.67 (s, 2H, =CH×2), 3.33 (s, 4H, CH2×2), 2.67 (s, 6H, CH3×2), 2.54 (s, 6H, CH3×2), 2.52 (s, 6H, CH3×2);  
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 197.37, 151.29, 150.23, 149.22, 145.52, 143.52, 126.46, 27.39, 21.90, 21.78, 21.28; ESI-MS for C21H24N4O:  
m/z 349.23 [M+H]+. 

Z10 
 
 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.76 (s, 2H, =CH×2), 3.16−3.11 (m, 4H, CH2×2), 2.57 (s, 6H, CH3×2), 2.51 (s, 6H, CH3×2), 2.50 (s, 6H, 
CH3×2), 1.81−1.72 (m, 2H, CH2); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 190.75, 150.63, 150.02, 148.66, 145.84, 141.12, 130.06, 28.37, 22.25, 21.83, 
21.69, 21.38; ESI-MS for C22H26N4O: m/z 363.23 [M+H]+. 

 
Table 3  The inhibitory activities of compounds anti-proliferation 
induced by A549, A549/DDP and HBE.  n = 3, x ± s.  The anti-   
proliferative activities of compounds against all the tested cell 
lines were determined using the MTT assay, cisplatin (DDP) was 
taken as the positive control.  The results were expressed as the 
IC50.  ND: Not determined 

 IC50/μmol·L−1  
Compd. 

A549 A549/DDP HBE 

Z1  79 ± 4.3 47 ± 3.6 >200 

Z2 >200 >200 >200 

Z3 >400 >400 ND 

Z4 >400 >400 ND 

Z5 >300 >300 ND 

Z6 >300 >300 ND 

Z7 >300 >300 ND 

Z8  41 ± 2.5 35 ± 1.1 >200 

Z9 116 ± 6.4 81 ± 3.2 >200 

Z10  17 ± 1.5 22 ± 1.4 69 ± 3.3 

DDP  15 ± 2.9 88 ± 6.9 22 ± 3.6 

2.3  蛋白质印迹 (Western blotting)  为了进一步
确定目标化合物对 A549 细胞迁移和侵袭能力影响    
的机制。A549 细胞分别用不同浓度的化合物 Z8 和
Z10作用 48 h后, Western blotting 结果显示 (图 5), 
MMP-2和 MMP-9的浓度水平呈降低的趋势。这些发
现表明, 化合物 Z10 和 Z8 可能通过下调 MMP-2 和
MMP-9的浓度水平来抑制 A549细胞的迁移和侵袭。 
2.4   细胞周期  选用不同浓度梯度的待测物与
A549 细胞作用 24 h, 采用流式细胞仪分析目标化合
物 Z8和 Z10对细胞周期进展的影响, 结果如图 6所
示, A549细胞与 Z10处理 48 h后, G2/M期细胞百分
比从 11.34%  增加至 18.12% (5 μmol·L−1)、31.78%       
(10 μmol·L−1) 和 63.42% (20 μmol·L−1)。与 Z8处理
48 h后, G2/M期细胞百分比从 14.79%  增加至 31.30% 
(5 μmol·L−1)、50.12% (10 μmol·L−1) 和 62.53% (20 
μmol·L−1)。结果显示, 与待测物作用的 A549 细胞株 
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Figure 3  Anti-migration effect of compounds on A549 cells via scratch assay.  Representative images of A549 cells were treated with 
vehicle, 3 μmol·L−1 DPP, 100 μmol·L−1 TMP, 10 μmol·L−1 curcumin, 10 μmol·L−1 Z8, 10 μmol·L−1 Z10 for 24 h and 48 h, respectively 
 
导致其在 G2/M 期的剂量依赖性蓄积, 并且在处理     
48 h后 G0/G1期的细胞伴随减少。这些结果表明, 化
合物 Z8和 Z10主要通过在 G2/M期的细胞周期阻滞
而不是凋亡来抑制 A549细胞增殖。 
 

小结 
MTT 实验结果表明化合物 Z10 和 Z8 具有一定

的抗增殖活性。进一步通过划痕实验和 Transwell 小 

室实验考察其抗迁移和抗侵袭效应, 结果表明化合
物 Z10和 Z8对 A549 细胞的迁移和侵袭有显著的抑
制作用。而 Western blotting 实验表明, 化合物 Z10
和 Z8可能通过下调MMP-2和MMP-9的浓度水平来
抑制 A549细胞的迁移和侵袭。细胞周期结果显示化
合物 Z8和 Z10主要通过在 G2/M期的细胞周期阻滞
而不是凋亡来抑制 A549细胞增殖。本研究结果对进
一步优化设计川芎嗪类衍生物作为抗癌剂的研究具 
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Figure 4  Anti-invasion effect of compound Z8 (concentration of 10, 20 μmol·L−1) and Z10 (concentration of 5, 10 μmol·L−1) on A549 
cells via transwell invasion assay.  DPP, TMP and Cur (curcumin) were used as positive control.  ***P < 0.001 vs drug (−) 
 

 
Figure 5  Analysis of expression of MMP-2 and MMP-9 in A549 cells exposed to 0, 5, 10 or 20 μmol·L−1 Z8 and Z10 for 48 h by 
Western blotting 
 
有一定的指导意义。 
 

实验部分 
LCQ ADVANTAGE MAX液质连用质谱仪 (Finnig

公司); Bruker 300 MHz超导核磁共振仪 (CDCl3为溶 

剂, TMS为内标); WRS-1B数字熔点仪 1台 (上海精
密科学仪器有限公司, 温度未校正); 苯甲醛等原料
购于国药集团试剂有限公司; 其他试剂均为市售分
析纯; 柱色谱所用硅胶均为烟台德信生物科技有限
公司产品。 
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Figure 6  Cell cycle analysis of A549 cell treated with compound Z8 and Z10 at concentrations of 0, 5, 10 and 20 μmol·L−1 for 48 h, 
showing enhanced dose-dependent G2/M arrest with treatment of Z8 and Z10.  All experiments were performed in triplicate.  a,  A:       
0 μmol·L−1; b, B: 5 μmol·L−1; c, C: 10 μmol·L−1; d, D: 20 μmol·L−1 
 
1  化合物的合成[18−20] 
1.1  川芎嗪单氮氧化物的合成 (2)  在 250 mL三颈
烧瓶中依次加入川芎嗪 (15.0 g, 0.1 mol)、30% H2O2

溶液 (24 mL, 0.2 mol) 和冰醋酸 15 mL, 94  ℃反应    
12 h, TLC (石油醚−乙酸乙酯 1∶1) 检测反应基本完
全后, 冷却后, 用 50% NaOH溶液调节 pH 10, 二氯
甲烷萃取 (3×30 mL), 合并有机相, 无水 Na2SO4 干

燥, 减压浓缩, 得川芎嗪单氮氧化物白色晶体 13.2 g, 
收率 78.8%, mp 82.4～84.1 ℃。 
1.2  (3,5,6-三甲基吡嗪-2-基) 乙酸甲酯的合成 (3)  
在 250 mL 三颈烧瓶中依次加入川芎嗪单氮氧化物 
(13.2 g, 86.8 mmol)、乙酸酐 (31.2 mL, 330.4 mmol), 
130 ℃反应 5 h, TLC (石油醚−乙酸乙酯 1∶1) 检测    
反应基本完全后, 蒸除过量乙酸酐, 得黑色浆状物 
(3,5,6-三甲基吡嗪-2-基) 乙酸甲酯。 
1.3  2-羟甲基-3,5,6-三甲基吡嗪的合成 (4)  往上步

反应得到的 (3,5,6-三甲基吡嗪-2-基) 乙酸甲酯中加
入 20% NaOH溶液 80 mL, 室温反应 12 h, TLC (石油
醚−乙酸乙酯 1∶1) 检测反应基本完全, 过滤, 滤液
用二氯甲烷萃取  (3×50 mL), 合并有机相 , 无水
Na2SO4干燥, 浓缩, 石油醚重结晶, 得淡黄色针状结
晶, 即为 2-羟甲基-3,5,6-三甲基吡嗪纯品 9.7 g, 收率
57.8%, mp 75.3～77.2 ℃。 
1.4  3,5,6-三甲基吡嗪-2-甲醛的合成 (5)  在 250 
mL 三颈烧瓶中依次加入 2-羟甲基-3,5,6-三甲基吡嗪 
(9.5 g, 62.5 mmol)、MnO2 (16.2 g, 187.5 mmol) 和无
水乙醇 100 mL, 回流 12 h, TLC (石油醚−乙酸乙酯
2∶1) 检测反应基本完全, 冷却, 过滤, 减压回收乙
醇, 得黄色固体, 经硅胶柱色谱 (石油醚−乙酸乙酯
4∶1) 纯化, 得淡黄色固体 8.8 g, 收率 93.9%, mp 
84.7～86.5 ℃。 
1.5  (2E,5E)-2-(4-甲氧基苯亚甲基)-5-[(3,5,6-三甲基
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吡嗪-2-基)亚甲基]环戊酮的合成 (Z1)  在 250 mL
三颈烧瓶中依次加入环戊酮 (10 mL, 0.115 mol)、吗
啉 (10 mL, 0.114 mol) 和苯 100 mL, 连接油水分离
器, 在 110 ℃下反应至无水生成为止。冷却至室温, 
加入对甲氧基苯甲醛 (13 mL, 0.115 mol), 升温至
110 ℃, 回流 8 h。TLC (石油醚−乙酸乙酯 1∶1) 检测
反应完全, 逐滴滴加 6 mol·L−1 的盐酸溶液 50 mL, 
常温下搅拌 1 h, 再逐滴加入 10% Na2CO3溶液 115 
mL, 常温下搅拌 30 min, 将溶液倒入分液漏斗中, 静
置分层, 收集有机层并用无水硫酸钠干燥, 浓缩。用
40 mL无水乙醇溶解, 加入 1.5 g川芎醛 (0.01 mol), 
冰浴条件下缓慢滴加 10% NaOH乙醇溶液 5 mL, 反
应约 1 h, TLC (石油醚−乙酸乙酯 2∶1) 检测反应基
本完全, 滤出沉淀, 沉淀用无水乙醇洗涤, 经硅胶柱
色谱 (二氯甲烷−乙酸乙酯 2∶1) 纯化得 Z1 黄色晶
体 2.01 g, 收率为 61.2%, mp 160.2～161.7 ℃。 

类似方法合成目标化合物 Z2～Z10。 
2  目标化合物生物活性的评价 
2.1  细胞培养  将 A549、A549/DDP 和 HBE 细胞, 
用含 10% 小牛血清的 RPMI 1640培养液, 于 37 ℃、5% 
CO2和 95%  空气的培养箱中培养并传代。A549/DDP
细胞除上述培养条件外, 还需加入 0.2 μg·mL−1 的

DDP维持培养, 以维持细胞的耐药性。 
2.2  目标化合物对 A549、A549/DDP和 HBE细胞增
殖的影响  取对数生长期的各株细胞以每孔 5×103

个接种于 96孔板内, 每组 6个复孔, 培养 24 h后备
用。实验组以倍比稀释的方法由低到高分别加入不同

浓度的待测化合物, 终质量浓度分别为 0.079、0.158、
0.315、0.625、1.25、2.5、5、10、20、40 μg·mL−1, 阴
性对照组只加培养基 , 不加药物 , 并以顺铂  (3 
μmol·L−1) 作为阳性对照药。药物作用 48 h后, 加入
MTT溶液 (5 mg·mL−1) 20 μL, 继续培养 4 h, 弃去各
孔内液体, 每孔加入 200 μL二甲基亚砜 (DMSO) 置
震荡器上震荡 5 min, 测定 A570 并求出各组细胞的
IC50, 抑制率  = (对照组 OD值−药物组 OD值)/对照组
OD值×100%。 
2.3  目标化合物对 A549 细胞迁移能力的影响 (划    

痕实验)  取对数生长期的 A549 细胞以每孔 5×104

个接种于 24孔板中, 待细胞生长至 90%  面积时备用。

DDP 对 A549 细胞的 IC50约 3.2 μg·mL−1, 当其剂量    
为 0.8 μg·mL−1 (约 3 μmol·L−1) 时细胞生长抑制率为
16.5% (48 h 后), 属于相对低毒剂量, 故选用 DDP为
0.8 μg·mL−1 作为抑制细胞迁移的阳性对照; 将 Z10
的低毒剂量 10 μmol·L−1 (10% < 细胞抑制率  < 20%) 

用于检测待测化合物对细胞迁移的抑制作用; 空白
对照组不加顺铂或待测化合物; 用 200 μL规格的 Tip
头进行划痕, 要求划痕直且宽度一致; 在划痕及加待
测药物后 24、48 h, 分别用 TS100-F DH1倒置光学显
微镜拍照记录。 
2.4  目标化合物对 A549 细胞侵袭能力的影响
(transwell 小室法)  基质胶用冷过滤蒸馏水稀释至
规定浓度, 加到 transwell 小室中, 制备细胞悬液备
用。用无血清培养基轻洗凝胶, 用 PBS漂洗 3次。在
小室内加入 1×105个细胞, 用含有不同浓度的待测化
合物 Z8 及 Z10 共同孵育 (一般选择中低毒浓度, 本
实验选择的浓度在 IC20附近)。小室下层加入 500 μL
含 10%  胎牛血清 (FBS) 和 100 ng·mL−1 EGF (表皮    
生长因子)的培养液, 37 ℃条件下孵育 24 h。孵育结    
束时, 在膜的上表面层细胞仔细用湿棉签轻轻擦去
Matrigel凝胶和聚碳酯膜上表面的细胞, 并做好标记, 
用冰预冷的甲醛固定 30 min。侵入基底膜下表面的细
胞用甲醇固定和 0.5%  结晶紫染色 30 min。细胞面朝
下, 置于载玻片上, 摄像, 在倒置显微镜下计数移至
微孔膜下层的穿膜细胞数。每个样本计数 5～10个视
野, 求出每个视野平均穿膜细胞数。(倍数: 200×)。 
2.5  Western blotting 实验  将 A549 细胞接种在     
6 cm 培养皿中。当其在孔区域中生长至 80%  时, 细
胞分别用 Z8和 Z10 (0、5、10、20 μmol·L−1) 处理。
弃培养液, PBS润洗两次, 胰酶 (不加EDTA) 消化收
集, 加细胞裂解液 200 μL, 混匀后于冰浴中放置 30 
min, 通过离心 (14 000×g, 4 ℃, 10 min) 得到蛋白提
取液。使用 BCA蛋白测定试剂盒测定蛋白质浓度。
对于蛋白质印迹分析, 在 SDS-PADE 凝胶上分离等
量的蛋白质并转移到硝酸纤维素 NC膜。将印迹在封
闭缓冲液 (TBST 中的 5%  脱脂奶粉) 中在室温下封
闭 1 h, 然后与兔抗人 MMP-2和 MMP-9的抗体的稀
溶液, 兔抗人 β-肌动蛋白 (β-actin) 的抗体在封闭缓
冲液中 4 ℃过夜。然后将印迹与合适的第二抗体温    
育, 使用 β-actin作为上样对照。使用化学发光成像系
统显现蛋白条带。以 Image J软件采集数据, 计算灰
度值。 
2.6  细胞周期  通过碘化丙啶 (PI) 染色进行细胞
周期分析。将 A549细胞接种在培养皿中并用不同剂
量的化合物 Z10 和 Z8 处理 24 h 时, 随后进行 PBS
洗涤。用冷的 70%  乙醇在 4 ℃固定至少 12 h后, 然后
将细胞在 PBS 中洗涤 1 次, 并在含有 RNA 酶和 PI
的 PBS中在黑暗中悬浮 30 min。然后通过流式细胞
仪 (BD Facsverse) 分析细胞。 
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