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“靶点+活性”快速发现苦蘵中靶向Hsp90抗胰腺癌有效成分的研究
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摘要: 本研究基于“靶点+活性”双重导向快速发现技术筛选苦蘵中靶向Hsp90蛋白杀伤胰腺癌细胞的活性单

体。通过将体外抗肿瘤活性筛选技术、双萤光素酶报告基因技术与多元色谱分离技术相耦合, 从中药苦蘵中筛选靶

向Hsp90的活性单体。研究化合物抗胰腺癌细胞BXPC-3生长活性, 初步探讨化合物抑制Hsp90分子机制。结果显

示从苦蘵中分离得到醉茄内酯类化合物 withanolide E (WE) 与 4β-hydroxywithanolide E (HWE)。MTT结果显示,

WE与HWE处理BXPC-3细胞 48 h的半数抑制率 (IC50) 分别为 0.71±0.03和 1.23±0.10 μmol·L-1; 萤光素酶报告基因

实验结果显示, WE与HWE可使细胞热休克元件活性增强 12.5±3.4倍与 28.1±3.4倍; 两者均呈现量效与时效关系。

分子机制研究提示, 与DMSO组相比 5 μmol·L-1 WE和HWE分别处理BXPC-3细胞 48 h可诱导 Hsp90二聚体蛋白

表达上调 6.5±1.3和 11.8±2.0倍, Hsp90客户蛋白Akt表达下调至DMSO组的 21.7%±2.8%和 9.8%±1.4%; shRNA干

扰Hsp90基因表达可阻断其抑制Akt表达与杀伤肿瘤细胞的作用。采用“靶点+活性”双重导向快速发现技术可从

苦蘵中筛选得到靶向Hsp90蛋白杀伤胰腺癌细胞的活性单体WE与HWE; 其分子机制可能与诱导胰腺癌细胞形成

无活性Hsp90二聚体, 进而抑制Hsp90客户蛋白Akt表达有关。
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Abstract: The purpose of this study was to select the active compounds targeting Hsp90 protein in pancreatic

cancer cells through a new dual "target + activity" rapid discovery technique. We combined an in vitro anti-cancer

activity screening method with a dual-luciferase reporter gene and multi-chromatography separation technology,

for rapid discovery of potential Hsp90 inhibitors from the Chinese herbal medicine Physalis angulata L. The anti-

proliferation activity of those compounds was assessed in pancreatic cancer cell line BxPC-3 by MTT assays. The

molecular mechanisms of Hsp90 inhibition were explored by Western blot and shRNA knockdown assays. As a

result, two withanolides, withanolide E (WE) and 4β-hydroxywithanolide E (HWE), were identified from Physalis
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angulata L. The half maximal inhibitory concentration (IC50) of WE and HWE were 0.71 ± 0.03 and 1.23 ± 0.10

μmol·L-1 for the growth of BxPC-3 cells in 48 h. Luciferase reporter assay demonstrated that WE and HWE signifi‐

cantly induced heat shock element (HSE) activity in a dose - and time-dependent manner. The molecular

mechanism study showed that after exposing to 5 μmol ·L-1 WE or HWE for 48 h, the aggregation of Hsp90 dimer

was upregulated to 6.5±1.3 and 11.8±2.0 fold, while the expression of Hsp90 client protein Akt was downregulated

to 21.7%±2.8% and 9.8%±1.4% of the control group. Moreover, the Hsp90 inhibitory activity of WE or HWE was

canceled by shRNA mediated Hsp90 knockdown. Overall, based on the dual "target + active" rapid discovery

technique, two new Hsp90 inhibitors WE and HWE were found from Physalis angulata L. The Hsp90 inhibitory

mechanism of WE and HWE may be mediated by induction of Hsp90 aggregate dimer and inhibition of Hsp90

client protein Akt expression.

Key words: dual-oriented rapid discovery; Physalis angulata L.; dual-luciferase reporter gene; heat shock

protein 90; pancreatic cancer cell

胰腺癌是一种恶性程度极高的消化系统肿瘤, 近

年来已成为我国癌症患者死亡的第五大恶性肿瘤, 然

而常规的治疗手段疗效十分有限, 急需开发新型的药

物用于胰腺癌的临床治疗[1]。特异性地拮抗Hsp90功

能可以同时抑制肿瘤细胞内多条关键信号通路的活

性, 有望通过对肿瘤细胞特异性地“多靶点打击”诱导

肿瘤细胞凋亡 , 抑制肿瘤生长[2]。随着雷公藤红素

(celastrol)[3]和姜黄素衍生物[4]等中药有效成分拮抗

Hsp90介导肿瘤杀伤的作用机制得到详细阐明, 从传

统中药中寻找新型Hsp90小分子抑制剂用于肿瘤治疗

已成为研究热点之一。

苦蘵 , 为茄科酸浆属植物 Physalis angulata L. 的

全草,《本草纲目拾遗》中记载本品具有清热解毒、利

咽、化痰、利尿等作用, 被广泛用于肺热咳嗽、咽喉肿

痛、湿热黄疸以及多种肿瘤等的治疗。现代药理研究

报道苦蘵提取物在体内和体外对于乳腺癌、前列腺癌

和肝癌等恶性肿瘤生长具有较好的抑制作用[5]。课题

组前期研究显示, 苦蘵甲醇提取物可以诱导热休克因

子 (heat shock element, HSE) 活性, 提示苦蘵抑制胰腺

癌细胞生长的作用可能与其拮抗Hsp90功能有关, 但

苦蘵拮抗Hsp90抑制胰腺癌生长的具体物质基础和分

子机制仍不明确。

与传统中药化学提取分离技术以化合物为导向不

同, 活性化合物快速发现技术以生物活性为导向, 可在

中药提取分离过程中快速筛选出有价值的活性单

体[6]。以双荧光素酶报告基因系统为基础的靶点筛选

技术可实现靶向小分子化合物的高通量筛选[7]。通过

将活性筛选与靶点筛选技术相结合, 可实现靶向活性

小分子化合物快速发现, 为从传统中药中高效寻找药

效物质基础提供新的方法。

本研究将体外抗肿瘤活性筛选技术、双萤光素酶

报告基因技术与多元色谱分离技术相耦合, 建立了“活

性+靶点”双重导向的Hsp90抑制剂快速筛选技术, 并

从苦蘵中筛选得到靶向Hsp90的活性单体, 初步研究

其抑制胰腺癌细胞增殖的活性以及靶向Hsp90的分子

作用机制。

材料与方法

材料与试剂 苦蘵粗提物 (实验室自制); 人胰腺

癌细胞株BXPC-3和人肾胚细胞株HEK293T (中国科

学院上海细胞库提供); 质粒 pGL4[HSE-luc] vector、

pGL4.75[hRluc / CMV] vector 、Dual-Luciferase Assay

System (美国 Promega公司); Lipofactmine 2000 (美国

Invitrogen 公司); Hsp90α/β shRNA 慢病毒颗粒、对照

shRNA慢病毒颗粒与 Polybrene、Hsp90和 β-actin一抗

(美国Santa Cruz公司); 层析硅胶(100～200目, 中国青

岛海洋化工厂); 色谱纯甲醇 (美国 Tedia 公司); Opti-

MEM、PRMI1640 细胞培养液、胎牛血清 (美国 Gibco

公司), 青/链霉素、0.25％胰蛋白酶/EDTA、1×PBS (中

国吉诺生物技术有限公司), 噻唑蓝 (美国Amersco公

司); Akt一抗 (美国CST公司)。

植物来源与鉴定 苦蘵于2012年11月采自广东省

梅州, 经浙江中医药大学中药资源教研室陈孔融主任

中药师鉴定为茄科酸浆属植物苦蘵 Physalis angulata

L.的干燥全草。

植物提取与分离 取苦蘵干燥全草 4.0 kg, 适当

粉碎, 95%乙醇渗漉, 渗漉液减压回收乙醇至无醇味,

得浸膏, 经石油醚、二氯甲烷、乙酸乙酯萃取。取其中

二氯甲烷提取物用适量二氯甲烷溶解, 湿法上样; 硅胶

与样品约 15∶1, 选用二氯甲烷-甲醇 (1∶0、60∶1、30∶1、

15∶1、0∶1) 梯度洗脱, 按照薄层检识的结果, 合并流份。

采用反相高效液相色谱分析不同流份物质组成的差
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异, 色谱条件: Waters 1525-717-2996色谱仪; Kromasil

C18色谱柱柱 (4.6 mm×250 mm, 5 μm), 甲醇/水为流动

相, DAD检测器, 检测波长 220 nm。取活性较好且样

品量较大的流份反复重结晶, 得无定型白色粉末。产

物用制备反相高效液相色谱分离 , 色谱条件 : Waters

600-2487 半制备色谱仪。Agilent XDB-C18半制备色

谱柱, (9.4 mm×250 mm, 5 μm)。样品供试液: 取待分

离流份饱和上清液, 加甲醇-水稀释, 样品过 0.45 μm

微孔滤膜, 即得。

体外细胞培养 取对数生长期的人胰腺癌细胞

BXPC-3 细胞株或肾胚细胞株 HEK293T 常规贴壁生

长, 传代培养于含体积分数为 10%胎牛血清、100 u·L-1

青霉素和 100 mg ·L-1 链霉素的RPMI 1640 培养液中,

37 ℃、5% CO2及饱和湿度的细胞培养箱中孵育, 2天

换液, 3天传代1 次。

MTT法测定体外细胞增殖率 取汇合度 80%以

上的BXPC-3细胞, 胰酶消化, 终止反应, 制成细胞悬

液 , 按每毫升 6×104～8×104 个接种于 96 孔培养板 ,

置培养箱孵育过夜。取苦蘵单体溶于DMSO, 用新鲜

培养液稀释成不同药物浓度 , 每个浓度 5 个复孔; 另

设溶剂对照组, 放回培养箱培养; 待达到规定的药物处

理时间 , 去除含药培养液 , 每孔加入新鲜配制的含

0.5 mg ·L-1 MTT的无血清培养液, 继续培养 4 h, 吸去

上清液, 每孔加入150 µL DMSO, 酶标仪在波长490 nm

处检测OD值。绘制柱状图。细胞增殖率计算公式如

下, 并采用中效方程计算 IC50。

细胞增殖率 = [(OD药物处理组 -OD空白组)/(OD对照组 -

OD空白组)]×100%。

双荧光素酶报告基因法检测 HSE活性 取汇合

度 80% 以上 HEK293T 细胞 , 胰酶消化 , 终止反应 , 制

成细胞悬液 , 按每毫升 5×105个接种于 24 孔培养板 ,

放回培养箱孵育 24 h。将培养液换成Opti-MEM, 平衡

30 min。取适量 pGL4[HSE-luc] vector 质粒、pGL4.75

[hRluc/CMV] vector质粒与 lipofectamine 2000用Opti-

MEM稀释, 混合均匀, 静置 20 min, 取该混合物加入到

HEK293T细胞中, 质粒终浓度为每孔 0.5 µg, 置培养箱

中继续孵育 4～6 h。换成新鲜培养液孵育 24 h, 弃去

原培养液。取苦蘵单体适量溶于DMSO, 用新鲜培养

液稀释成适当药物浓度, 加入各培养孔, 每个浓度 3个

复孔, 另设溶剂对照组, 置培养箱; 待达到规定的药物

处理时间, 去除含药培养液。用Dual-Luciferase Assay

System 试剂盒检测每个处理组的萤火虫萤光素酶活

性 (Fluc) 与海肾萤光素酶活性 (Rluc), Fluc/Rluc即为

转染效率线性化的萤火虫萤光素酶活性, 绘制柱状图。

蛋白免疫印迹实验 取对数生长期 BXPC-3 细

胞, 以每皿 2×106个接种于 100 mm细胞培养皿中。待

细胞贴壁后, 分别用不同种类的药物处理 24～48 h, 溶

剂对照组加入相同体积溶剂。RIPA裂解液裂解细胞,

采用BCA法测蛋白含量。取适量细胞裂解液加入适

量 SDS-PAGE上样缓冲液。各处理组取等量蛋白, 经

SDS-PAGE电泳分离, 转印至 PVDF膜, 封闭 1 h, 按一

定稀释比例分别加入相应一抗, 4 ℃孵育过夜, HRP标

记二抗 , BeyoECL Plus 化学发光试剂盒显影 , Bio-rad

ChemiDoc XRS凝胶成像系统曝光并分析蛋白表达水

平。为研究 Hsp90 蛋白二聚体 , 采用非还原性 SDS-

PAGE。BXPC-3细胞经药物处理后, 弃去含药培养液,

用含 40 mmol ·L-1碘乙酰胺的冰 PBS孵育 5 min, RIPA

裂解液裂解细胞, 取细胞裂解液加入适量非还原性的

SDS-PAGE上样缓冲液, 再按上述步骤进行蛋白免疫

印迹实验。

shRNA 干扰 Hsp90 基因表达实验 取对数生长

期 BXPC-3 细胞 , 以每孔 5×105 个接种于 12 孔细胞

培养板中, 孵育过夜。待细胞贴壁后, 将原培养液换成

Opti - MEM 培养液 , 平衡 30 min。取适量 Hsp90α/β

shRNA 慢病毒颗粒 (终浓度 10 μL · mL-1) 或对照

shRNA 慢病毒颗粒 (终浓度 5 μL · mL-1) 与 Polybrene

(终质量浓度 6 μg·mL-1) 用Opti-MEM稀释, 混合均匀。

向每孔中加入 1 mL含慢病毒颗粒和Polybrene的Opti-

MEM替代原培养液, 孵育过夜。弃去培养液, 向各孔

中加入 1 mL PRMI 1640完全培养液, 孵育过夜。各组

细胞按 1:2传代, 继续培养 48 h。弃去培养液, 向各孔

中加入含 8 μL·mL-1嘌呤霉素盐酸盐培养液, 继续培养

7天, 每 3天更换一次含嘌呤霉素盐酸盐培养液, 直至

形成稳定表达 shRNA的BXPC-3细胞克隆。蛋白免疫

印迹实验验证细胞克隆的Hsp90蛋白表达。

细胞克隆形成实验 取生长有稳定表达 shRNA_

Hsp90 α/β和对照 shRNA的BXPC-3细胞克隆的 12孔

细胞培养板。向稳定表达 shRNA_Hsp90 α/β的各孔细

胞克隆中分别加入 5 μmol · L-1 withanolide E (WE) 与

4β -hydroxywithanolide E (HWE), 对照组和表达对照

shRNA细胞克隆组加入等体积DMSO, 孵育 48 h。取

一部分药物处理后的细胞采用结晶紫溶液染色。简要

实验流程如下, 弃去各孔培养液, PBS清洗 2次, 10%

甲醛固定 5 min, 弃去甲醛, 各孔加入 0.05%结晶紫溶

液染色 30 min, 流水洗去多余结晶紫溶液, 倒置于室温

中使干燥。拍照获取各孔细胞克隆形成数量。向各孔

加入 1 mL甲醇, 室温震荡 10 min, 使各孔结晶紫完全

溶解于甲醇, 移取 100 μL至一新的 96孔板, 酶标仪在

波长 540 nm处检测OD值, 绘制柱状图。另一部分细

胞样本提取总蛋白, 蛋白免疫印迹法检测Hsp90和Akt
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蛋白表达, β-actin为内参。每次实验重复3次。

统计学方法 所有实验至少独立重复 3 次。用

SPSS12.0 软件分析实验数据 , 数据以均数±标准误

(
-
x ±s) 表示 , 多组间样本比较用单因素方差分析

(one-way ANOVA), 组间样本两两比较用 student's

t-test, 以 P<0.05为差异有显著统计学意义, 以 P<0.01

为差异有极显著统计学意义。

结果

1 苦蘵二氯甲烷部位流份分离、鉴定与活性筛选

苦蘵二氯甲烷部位经二氯甲烷-甲醇梯度洗脱, 按

照薄层检识的结果, 合并流份, 经高效液相色谱分析,

共得到 9个不同的流份。进一步检查这 9个流份的体

外抑制胰腺癌细胞BXPC-3的活性以及诱导肾胚细胞

HEK293T的热休克效应活性。结果如表 1所示, 3～6

号流份具有较强的体外抑瘤活性 , 其中 4 号流份还

具有较强的诱导热休克效应活性, 故下一步将重点研

究 4号流份的物质组成。采用甲醇反复重结晶, 反向

高效液相色谱分析 , 发现 4 号流份共有 5 个峰。反

相制备液相收集其中主峰A与B, 得A约 11 mg, 得B

约 26 mg。经质谱、1H NMR 与 13C NMR 鉴定其结构 ,

与文献数据比对分别为内酯类麦角甾烷化合物WE[8]

和HWE[9] (图 1), 均为已知化合物, 但在酸浆属植物苦

蘵中鲜有报道。

2 苦蘵中活性成分的抑制肿瘤细胞增殖及诱导热休

克效应研究

为了证实所分离得到的苦蘵中单体 WE与 HWE

的活性, 本研究测定了这两种化合物体外杀伤BXPC-3

细胞系的半数抑制率 (IC50) 以及其诱导 HSE 萤光素

酶活性。结果如图 2所示, HWE和WE可以显著抑制

BXPC-3 细胞体外增殖 , 且呈现浓度 (图 2A) 与时间

(图 2B) 依赖效应。HWE和WE处理BXPC-3细胞 48 h

的 IC50分别为0.71±0.03 μmol·L-1和1.23±0.10 μmol·L-1。

WE和HWE都可显著增强HEK293T细胞HSE萤光素

酶报告基因活性 (P<0.05, P<0.01), 且随着浓度和处理

时间增加, 萤光素酶活性相应增强, 呈现出一定的量

效 (图 2C) 与时效 (图 2D) 关系。其中 0.5 μmol · L-1

WE和HWE分别处理BXPC-3细胞24 h可诱导HSE活

性上调 12.5±3.4倍与 28.1±3.4倍。提示WE和HWE的

肿瘤杀伤作用可能与诱导肿瘤细胞热休克效应有关。

3 苦蘵活性单体 WE 与 HWE 可以诱导 Hsp90 形成

二聚体

由于 WE 和 HWE 具有诱导肿瘤细胞热休克效

应的能力, 本研究进一步研究了WE和HWE是否可以

抑制Hsp90活性并进而造成其调控下游原癌基因的蛋

白失稳。结果如图 3 所示 , WE 和 HWE 可显著下调

BXPC-3细胞Hsp90客户蛋白Akt水平 (P<0.05), 且呈

一定的量效关系。其中5 μmol·L-1 WE和HWE分别处

理 48 h, 可使 Akt 蛋白表达水平下调至 DMSO 组的

21.7%±2.8%和9.8%±1.4% (P<0.01)。接下来采用非还

原凝胶电泳检测 WE和 HWE对胞内 Hsp90蛋白凝聚

的影响。结果如图4所示, 与DMSO组相比, 5 μmol·L-1

WE与HWE分别处理BXPC-3细胞 48 h可诱导Hsp90

二聚体表达上调 6.5±1.3 和 11.8±2.0 倍 (P<0.01), 但

Hsp90单体表达无明显变化。

4 shRNA 干扰 Hsp90 基因表达可减弱 WE 和 HWE

体外杀伤BXPC-3细胞的作用

为了进一步阐明 WE 和 HWE 抑制 Hsp90 蛋白活

性与其杀伤胰腺癌细胞作用之间的关联性, 本研究采

用 shRNA干扰细胞的Hsp90基因表达, 接着检测WE

和HWE对表达 shRNA细胞克隆的体外杀伤作用, 以

及Hsp90和Akt蛋白表达。如结果所示 (图 5), 与对照

组相比, shRNA慢病毒颗粒显著抑制BXPC-3细胞增

殖 , 并显著降低 Hsp90 蛋白表达 (图 5A 和 B 左侧两

列)。Hsp90 基因敲低的 BXPC-3 细胞经 5 μmol · L-1

WE和HWE处理 48 h, 结果显示WE和HWE虽仍可杀

伤部分肿瘤细胞, 但与Hsp90基因敲低细胞的DMSO

组相比无显著性差异 (图 5A和C)。蛋白免疫印迹结

果显示 , Hsp90 基因敲低后 WE 和 HWE 也不能抑制

Figure 1 The chemical structures of withanolide E (WE, A) and

4β-hydroxywithanolide E (HWE, B)

Table 1 The activity screening results of dichloromethane frac‐

tions from Physalis angulata L. in BXPC-3 cells. n=3,
-
x ± s.

#P<0.05, ##P<0.01 vs DMSO group. IC50: Half maximal inhibitory

concentration

Fraction

1

2

3

4

5

6

7

8

9

24 h IC50

/μg·mL-1

>100

>100

31.7 ± 0.7

4.35 ± 0.3

11.6 ± 0.3

56.2 ± 1.3

>100

>100

>100

HSE induction activity (Fluc/Rluc/%)

DMSO

143.3 ± 24.4

Treatment

144.1 ± 18.3

138.3 ± 22.9

477.2 ± 95.3#

2274.3 ± 472.4##

1410.7 ± 220.7##

389.7 ± 88.5#

149.5 ± 24.9

121.9 ± 20.9

140.0 ± 23.7
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Hsp90客户蛋白Akt表达 (图5B)。

讨论

传统植化提取分离以得到尽量多的化合物为首要

目的, 但其中多数都不具有活性, 导致活性化合物筛选

效率较低。目前从天然产物中发现活性化合物的研究

已越来越多采用以靶点为导向的提取分离方式, 并辅

以体外活性筛选技术, 以期从植物中得到针对某种特

定靶点的活性组分[10]。如有研究以迈克尔受体反应为

靶点从中药蜘蛛香中分离得到具有 STAT3抑制活性

的环氧环烯醚萜酯类有效成分[11]。本研究以体外抑瘤

活性与诱导热休克效应双重机制作为筛选条件, 充分

Figure 3 The inhibitory effect of WE and HWE on Hsp90 client

protein Akt expression. A: The Akt protein expression in BXPC-3

cells after exposure to WE and HWE for 48 h; B: Quantitative

analysis of Akt expression. n = 3,
-
x ± s. #P<0.05, ##P<0.01 vs

DMSO group

Figure 4 WE and HWE induced Hsp90 to aggregate dimer

formation. A: The dimer, monomer and total expression of Hsp90

after exposure to 5 μmol · L-1 WE and HWE for 48 h; B: Quantita‐

tive analysis of Hsp90 dimer and total protein expression. n = 3,
-
x ± s. ##P<0.01 vs DMSO group

Figure 2 The anti-proliferation and heat shock induction activity of compounds from Physalis angulata L. A: The percentage of cell

proliferation of BXPC-3 cells after exposing to different concentrations of WE and HWE for 48 h; B: The percentage of cell proliferation of

BXPC-3 cells after exposing to 1.25 μmol·L-1 WE and HWE for 12, 24 and 48 h; C: The fold changes of heat shock element (HSE) reporter

activity in HEK293T cells for the treatment of WE and HWE (0.062 5, 0.125, 0.25, 0.5 μmol · L-1) for 24 h; D: The fold changes of HSE

reporter activity in HEK293T cells for the treatment of 0.125 μmol ·L-1 WE and HWE for 6, 12 and 24 h. n = 3,
-
x ± s. #P<0.05, ##P<0.01 vs

DMSO group
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利用MTT法和萤光素酶报告基因技术简单、快速、直

观、适合高通量筛选的特点, 实现筛选与分离紧密结

合。相比其他以单一抑瘤活性为基础的筛选模式, 该

方法能够更加快速地从大量流份中锁定目标产物。

本研究从苦蘵二氯甲烷部位中分离得到 9个不同

流份, 发现其中4号与5号流份具有较强的胰腺癌杀伤

活性并且可以增强HSE萤光素酶活性。其中 4号流份

物质量较大, 活性更强, 提示该流份中可能含有靶向热

休克蛋白且杀伤胰腺癌细胞的有效成分。进一步从 4

号流份分离得到 5个化合物, 经鉴定其中A与B化合

物分别为内酯类麦角甾烷化合物WE和HWE。WE和

HWE属于醉茄内酯类甾体化合物, 多分布于 Solanum

cilistum[12]和Withania somnifera[13]等茄科植物, 在酸浆

属植物苦蘵中鲜有发现。研究显示 WE 可通过增强

TRAIL诱导的细胞凋亡抑制肾癌细胞增殖[14]; HWE可

通过抑制组蛋白修饰和Hsp90客户蛋白表达诱导细胞

凋亡[15], 从而杀伤肿瘤细胞增殖。体外活性筛选实验

显示WE和HWE均可显著增强HSE萤光素酶活性, 提

示这两个化合物可能是苦蘵二氯甲烷部位中靶向

Hsp90蛋白的活性成分, 然而 WE和 HWE靶向 Hsp90

蛋白的分子机制尚不明确。

分子机制研究显示, WE和HWE可诱导Hsp90形

成无功能的二聚体, 并下调Hsp90客户蛋白Akt表达。

WE和HWE分子在甾体母核A环含有α,β-不饱和羰基

结构, 被称为“迈克尔反应”受体, 具有该类结构的分子

容易与Hsp90蛋白分子C端丰富的半胱氨酸残基形成

共价键结合[16]。如同样含有“迈克尔反应”受体的醉茄

内酯类化合物 tubocapsenolide A[17]和withaferin A[18]可

与Hsp90蛋白分子催化活性位点直接共价结合从而抑

制其活性。因此, WE和HWE可能也是通过其 α,β-不

饱和羰基结构与Hsp90蛋白分子的半胱氨酸残基形成

共价键结合, 从而诱导Hsp90分子形成无活性二聚体

结构[19]。在肿瘤细胞中, Hsp90蛋白主要通过与众多

客户蛋白以及分子伴侣形成超分子复合体, 起到修复

客户蛋白活性的作用[20]。原癌基因Akt是Hsp90重要

的客户蛋白之一, 也是Hsp90信号通路下游重要的生

物标志物[21]。若Hsp90与小分子化合物结合形成无活

性二聚体结构, 则无法与客户蛋白Akt和分子伴侣形

成超分子复合体结构, 从而导致Akt蛋白无法修复而

经蛋白酶体途径降解[18]。

为了进一步验证 WE 和 HWE 靶向 Hsp90 蛋白

与抑制胰腺癌细胞增殖直接相关 , 采用 shRNA 敲低

BXPC-3细胞的Hsp90表达。由于Hsp90为肿瘤细胞

生长的关键激酶, 干扰Hsp90表达可显著抑制客户蛋

白表达以及肿瘤细胞增殖[22]。此时再用 WE和 HWE

处理BXPC-3细胞, 虽仍可少量抑制肿瘤细胞增殖, 但

与仅敲低Hsp90的对照组相比无显著性差异, 且未见

Hsp90客户蛋白Akt表达进一步显著下调。该结果提

示, WE和HWE抑制胰腺癌细胞增殖的作用至少部分

与其抑制Hsp90蛋白直接相关。

综上, 本研究采用“靶点+活性”双重导向快速发

现技术成功从苦蘵中筛选得到具有较强热休克诱导效

应和杀伤胰腺癌细胞BXPC-3活性的单体化合物, 经

结构鉴定为已知醉茄内酯类化合物WE和HWE, 该两

个化合物在苦蘵中均少见报道。初步分子机制研究显

示WE和HWE可能通过靶向Hsp90, 诱导其形成无活

性二聚体, 并抑制客户蛋白分子Akt表达杀伤胰腺癌

细胞。WE和HWE的体内抑瘤活性, 其靶向Hsp90蛋

白的特异性结合位点以及抑制Hsp90蛋白活性的具体

分子机制还有待下一步研究。
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