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基于活性氧调控的抗肿瘤药物研究进展
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摘要: 活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 是氧的部分代谢物, 具有高度反应性, 不同浓度ROS对肿瘤的发展

具有不同作用。肿瘤细胞的ROS水平较高, 抗氧化系统处于高度活化状态, 这种独特的生物化学特性为肿瘤药物

的开发提供了潜在途径。通过小分子破坏氧化还原平衡的治疗方法能优先杀伤肿瘤细胞。本文概述了基于ROS

调控开发抗肿瘤药物主要思路, 并按作用机制对代表性药物和研究进展做了重点介绍, 从而为围绕ROS调控开发

抗肿瘤药物提供借鉴及思路。
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Abstract: Reactive oxygen species (ROS) which were partial metabolites of oxygen are highly reactive.

Different concentrations of ROS have different effects on tumor development. Tumor cells have a high level of

reactive oxygen species. The antioxidant system of tumor is in highly activated state, and thus modulation of

reactive oxygen species levels could be an effective strategy to target cancer cells. Treatment with small molecules

that disrupt the redox balance can kill tumor cells first. This paper outlines the main ideas of developing anti-tumor

drugs based on reactive oxygen species regulation, and summarizes the representative drugs and research progress

according to the mechanism of action, in an effort to suggest potential reference and ideas for developing anti-

tumor drugs based on reactive oxygen species regulation.
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活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 的经典定

义是氧的部分代谢产物, 主要包括超氧化物 (O2
•-)、过

氧化氢 (H2O2)、羟基阴离子 (OH-)、羟基自由基 (OH•)

和次氯酸 (HOCl) 等[1]。ROS主要由线粒体有氧呼吸

中的电子传递链和氧化还原酶 (黄嘌呤氧化酶、脂氧

合酶、细胞色素 P450、NADPH氧化酶等) 等细胞代谢

过程产生。此外, 外源性刺激, 如压力应激、紫外线辐

射、肿瘤化疗和放疗等也可刺激ROS生成[2,3]。在生理

浓度下, ROS起信号分子的作用, 调节细胞生长、细胞

间黏附、细胞分化、衰老和凋亡; 在高浓度时, ROS能

破坏细胞生物分子, 如蛋白质、DNA 或 RNA, 引起基

因突变, 促进正常细胞的癌变或导致癌细胞的耐药[4]。

研究显示肿瘤细胞与正常细胞相比处于更高的氧
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化应激状态, 而肿瘤细胞之所以有更高水平的ROS主

要与其代谢异常有关。一般而言, 肿瘤细胞利用各种

防御机制来减弱ROS的有害影响, 使它们在ROS的产

生和消除保持相对平衡, 这对于肿瘤细胞的存活至关重

要[5]。其中一条重要机制是过度表达抗氧化酶, 适应

性增强抗氧化能力以清除过高的ROS水平。肿瘤细胞

可能处于更高的氧化应激状态环境, 因此通过小分子破

坏氧化还原平衡的治疗方法能优先杀伤肿瘤细胞[6]。

1 ROS的生物学特性

1.1 ROS的种类与来源

ROS是指含有氧原子的不稳定分子, 常见ROS主

要包括超氧化物 (O2
• -)、过氧化氢 (H2O2)、羟基阴离子

(OH-)、羟基自由基 (OH•)、次氯酸 (HOCl)、一氧化氮

(NO) 以及过氧亚硝酸盐 (ONOO-) 等。其中, O2
•-主要

由 NADPH 氧化酶/黄嘌呤氧化酶通过单电子还原 O2

而生成, 或者由线粒体电子传递链 (ETC) 产生, 此外

非偶联内皮型一氧化氮合酶 (endothelial nitric oxide

synthase, eNOS) 也产生部分 O2
• - [7]。O2

• -能被超氧化

物歧化酶 (superoxide dismutase, SOD) 快速分解为

H2O2。当 NO 存在时, O2
• -还可与 NO 迅速反应, 形成

高活性的ONOO-, 此过程比O2
• -向H2O2的转化快 3～4

倍。H2O2 又可以被髓过氧化物酶 (myeloperoxidase,

MPO) 转变为高活性的HOCl, 该酶在中性粒细胞中大

量表达。在Fe2+作用下, H2O2也可以通过Fentons反应

转变成高毒性的OH•。过氧化氢酶 (catalase)、谷胱甘

肽过氧化物酶 (glutathione peroxidase, GPX) 或过氧化

物还原酶 (peroxiredoxins, Prx) 可将 H2O2代谢为 H2O

和O2
[8]。图1展示了ROS的产生和转化机制。

1.2 ROS对细胞的损伤机制

由于ROS的高反应性, 极其容易对蛋白质/游离氨

基酸、DNA/RNA和脂质造成损伤[3]。ROS可导致蛋白

质、游离氨基酸及其残基的氧化, 氧化位点包括氨基酸

α-C、蛋白质多肽链、疏水氨基酸残基等。一般而言 ,

ROS可以通过 α-酰胺化、二酰胺化、脯氨酸残基氧化、

谷酰胺残基氧化、天门冬氨酰残基氧化裂解肽键[9]。

ROS诱导的蛋白质氧化可能导致: ① 芳香基团和脂

肪族氨基酸侧链的羟基化, 芳香族氨基酸残基的硝化,

巯基的亚硝化, 甲硫氨酸残基的磺化, 芳香基团和基本

氨基酸的氯化等; ② 多肽链断裂形成蛋白交联聚合

物; ③ 蛋白质官能团与多元不饱和脂肪酸或碳水化合

物衍生物 (糖基化/糖化氧化) 氧化产物发生反应从而

影响其正常生理功能[10]。此外大量研究报道了 ROS

通过损伤蛋白质, 促进癌细胞的产生、存活和转移。例

如 H2O2可以氧化脯氨酸羟化酶 2 (prolyl hydroxylase

domain protein 2, PHD2), 影响低氧诱导因子 (hypoxia-

inducible factor 1, HIF-1) 的稳定 , 而 HIF-1 与肿瘤血

管生成和转移密切相关 [11]。另外 ROS 还能通过蛋

白激酶 D1 激活 NF-κB, 或者通过激活表皮生长因

子 (epidermal growth factor receptor, EGFR) 上调细胞

增殖[12]。

ROS可通过单链断裂、点突变、错误编码、异常扩

增等途径引起DNA损伤。ROS能够与DNA中的鸟嘌

呤、胸腺嘧啶和脱氧核糖发生作用, 被氧化的嘌呤和嘧

啶可能在基因修复过程产生 DNA 的错配[4]。由于

DNA与组蛋白以染色质的形式构成复合物, ROS可以

进一步影响DNA自由基加成物的氧化和还原反应[13]。

ROS 对 DNA 的损伤可能导致 DNA-蛋白质交联的形

成, 其在心脏和脑组织中的积累在衰老、癌症和神经退

行性疾病中发挥重要作用[14]。ROS水平的升高还可

能导致线粒体DNA突变, 最终导致电子传递链复合物

I活性损伤, 促进肿瘤转移。

脂质在细胞中的作用包括能量存储、信号转导、

转运和组成细胞膜 , 多种类型的脂质都易被 ROS 氧

化[15]。ROS与脂质分子的反应可激活脂质过氧化自

由基级联反应。ROS与脂肪酸侧链发生作用并夺取

亚甲基碳的氢原子, 其中脂质中双键存在越多, 氢原

子就越容易被夺去。氢原子离去后留下未配对的中心

碳原子, 可能会产生高活性的碳自由基, 从而引起其他

更多的氧化反应。在某些条件下, 从脂质侧链中夺去

一个氢会引起连锁反应, 产生大量脂质过氧化产物。

过量存在的ROS会使生物膜的脂质过氧化, 导致生物

膜流动性下降、膜电位异常、细胞内容物的破裂和

泄漏[16]。

Figure 1 Sources of reactive oxygen species (ROS) and antioxi‐

dant defense system. Superoxide (O2
• - ) is produced by NADPH

oxidase/xanthine oxidase-derived reduction of O2, uncoupled endo‐

thelial nitric oxide synthase (eNOS), or mitochondrial electron

transport chain (ETC). O2
• - can be rapidly metabolized to H2O2 by

superoxide dismutase (SOD). H2O2 can be transformed to highly

reactive HOCl by myeloperoxidase (MPO). H2O2 can also change

to the highly toxic OH• in presence of Fe2+ by Fenton's reaction.

H2O2 is scavenged to H2O and O2 by catalase, glutathione peroxi‐

dase (GPX), or peroxiredoxins (Prx) antioxidant enzymes
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2 ROS与肿瘤

ROS在肿瘤中的作用是双面的。一方面 ROS可

激活多种氧化还原反应和信号通路 , 比如 MAPK 通

路、PI3K/AKT 通路、NF-κB 通路、Keap1-Nrf2-ARE 通

路等, 促进肿瘤发生、发展和转移; 另一方面, 当ROS

过量存在时, 又可通过氧化应激机制引起细胞应激和

损伤, 最终导致细胞死亡。根据ROS过量的严重程度

和暴露时间不同, 氧化应激可以激活细胞存活或凋亡

机制[17]。一般而言, 在低浓度下 (通常是亚微摩尔浓

度), ROS可作为有丝分裂原诱导正常细胞和癌细胞增

殖和存活; 在中等浓度 (<10 μmol·L-1), ROS能诱导暂

时或永久的细胞周期阻滞并促进细胞分化; 在更高浓

度 (10～30 μmol·L-1), ROS能破坏细胞生物大分子, 如

脂质、蛋白质或核酸等, 引起基因突变, 从而促进正常

细胞的癌变或肿瘤细胞的耐药[18]。

正常生理条件下, 氧化还原系统具有良好的协调

性和平衡性。但是, 当存在明显的刺激时会破坏这种

平衡, 如化疗或者辐射, 使ROS水平升高, 触发氧化应

激, 产生细胞毒性或者激活细胞凋亡, 最终导致细胞死

亡。然而, 大多数肿瘤细胞在内源性氧化应激存在时

仍能存活, 使它们得以免于细胞凋亡并对多种化疗药

物产生耐药性。肿瘤细胞具有各种防御机制来降低或

消除ROS的不利影响, 使它们对ROS的产生和清除保

持相对平衡, 其中一个重要的机制是其具有高度活化

的抗氧化系统, 该系统主要包括谷胱甘肽 (glutathione,

GSH)、硫 氧 还 蛋 白 还 原 酶 (thioredoxin reductase,

TrxRs)、Nrf2 (NF-E2-related factor 2)、锰依赖性超氧化

物歧化酶 (manganese superoxide dismutase, MnSOD)

和过氧化氢酶等[19]。当细胞暴露于化疗、放疗等治疗

后, 体外数据显示, 某些肿瘤细胞, 特别是MDR肿瘤细

胞会上调ROS和抗氧化酶水平。肿瘤细胞长期暴露

于高ROS水平可能会增加其耐药性。ROS介导的肿

瘤耐药主要是由于对氧化信号敏感的转录因子的激

活, 包括 NF-κB、Nrf2、c-Jun和 HIF-1α等, 上述转录因

子的激活可以增强抗氧化系统的激活和促进细胞存活

蛋白的表达[20] (图2)。

3 基于ROS调控的抗肿瘤药物

肿瘤细胞的ROS水平较高, 抗氧化系统处于高度

活化状态, 这种独特的生物化学特性为肿瘤药物的开

发提供了潜在途径。通过小分子破坏氧化还原平衡的

治疗方法能优先杀伤肿瘤细胞。同时, 由于耐药肿瘤

细胞内的抗氧化酶表达水平和氧化应激状态环境通常

更高, ROS调节药物对耐药肿瘤细胞的干预可能具有

更好的治疗效应。近年来, 靶向肿瘤细胞内ROS调节

的治疗药物研究取得了一定进展, 以下将根据其作用

靶标的不同, 分类介绍各自的研究进展。

3.1 靶向线粒体电子传递链

线粒体在细胞的存活和死亡过程中均起着十分重

要的作用。肿瘤细胞因代谢更为活跃, 较正常细胞更

容易受到线粒体的影响。由于线粒体有着调节/启动

凋亡的关键作用, 靶向线粒体的活性分子被认为是一

种潜在的肿瘤治疗策略[21]。线粒体电子传递链 (elec‐

tron transport chain, ETC) 位于线粒体内膜, 由复合物

Ⅰ～Ⅳ组成。在电子载体辅酶Q和Cyt c的帮助下, ETC

可将电子从电子供体 (通常为NADH), 从复合物Ⅰ和

Ⅱ经Ⅲ传递到Ⅳ, 最终转移到电子受体 (O2), 形成一个

电化学质子梯度驱动ATP的合成[22]。该过程存在大量

的电子流动, 其中小部分电子可能从 ETC泄漏, 直接

Figure 2 ROS balance and their roles in regulating cancer cell proliferation and apoptosis. ROS is generated by cellular metabolism or in‐

duction by exogenous factors, playing a role in numerous reduction-oxidation reactions and signaling pathways that regulate cancer initial‐

ization and development, such as oxidative-stimulated MAPK, PI3K, NF-κB and Keap1-Nrf2-ARE pathway.
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与 O2 结合 , 形成 O2
• - , 这些自由基又可转化成其他

ROS, 这使得ETC成为线粒体ROS的主要来源[23]。由

于肿瘤细胞快速增殖 , 某些肿瘤细胞中的 ETC 变得

更加活跃以产生足够的 ATP 维持细胞增殖 , 并通过

ATP 驱动的多种药物外排泵 (包括 P-gp) 产生耐药

性[24]。由于肿瘤细胞中ETC可能会产生更多的ROS,

其会上调某些抗氧化酶以适应更高的ROS水平。线

粒体中产生的 ROS 可促进 Cyt c 从线粒体内膜分离 ,

这是诱导细胞凋亡的关键过程[25]。通过靶向 ETC可

阻断细胞内ATP的生成, 增加ROS的产生, 进而激活

内源性凋亡途径, 促进肿瘤凋亡[26,27]。图 3显示了在某

些类型的肿瘤细胞中通过影响 ETC增加ROS水平的

化合物。

伊利司莫 (elesclomol) 是一种 ETC 靶向化合物 ,

2008年 FAD批准其为治疗转移性黑色素瘤的孤儿药,

目前正在美国进行转移性实体瘤和急性髓性白血病的

临床试验 (NCT00808418 和 NCT01280786)。伊利司

莫在体内通过螯合铜离子转化为其活性形式, 这种复

合物通过破坏ETC促进线粒体ROS的产生, 诱导氧化

应激, 最终引起黑色素瘤细胞的死亡, 而这种效应会被

线粒体靶向抗氧化剂Mito-Tempo部分逆转[28]。

鱼藤酮 (rotenone) 是一种从豆薯属植物中分离得

到的异黄酮。它是 ETC复合物 I抑制剂, 可增加肿瘤

细胞中ROS的产生, 诱导肿瘤细胞凋亡。鱼藤酮在普

通肝癌细胞SMMC-7721和对多柔比星耐药的SMMC-

7721中均可产生类似的细胞毒性作用[29]。当鱼藤酮

与紫草素联合使用时, 通过增加线粒体内的O2-水平,

协同增强胶质瘤细胞的凋亡 , 而这一协同增效可被

ROS 清除剂 MnTBAP 预处理减弱[30]。鱼藤酮联合 2-

脱氧-D-葡萄糖 (2-deoxy-D-glucose, 2-DG) 使用, 可以

显著升高人结直肠腺癌HT29和HCT116的ROS水平,

并且可以抑制HT29荷瘤小鼠的肿瘤生长[31]。

DT-010是丹参素和川芎嗪的缀合物, 可通过抑制

ETC 复合物 II, 促进乳腺癌 MCF-7 和 MDA-MB-23 细

胞凋亡, 但是该效应可被N-乙酰半胱氨酸逆转[32]。在

这两类细胞中, DT-010可以抑制线粒体呼吸, 以及损

伤线粒体复合物 II 的活性 , 最终导致线粒体基本功

能的抑制、线粒体膜电位下降、ATP产生减少、ROS水

平升高。

3.2 靶向NADPH氧化酶 (NOXs)

NADPH 氧化酶 (NADPH-oxidase, NOXs) 家族

有 7 个亚型 (NOX1、NOX2、NOX3、NOX4、NOX5、

DUOX1和DUOX2), 不同亚型分布在不同的组织中。

NOX家族的核心催化区均有相似的结构, 其基本功能

是氧化 O2生成的 H2O2和 O2- [33]。越来越多的证据显

示, NOXs催化生成的ROS可能增加基因组不稳定的

风险, 从而增加恶性肿瘤和耐药肿瘤的形成。例如, 在

前列腺癌 (NOX1)、胃癌和急性髓性白血病 (NOX2)、

黑色素瘤、恶性胶质瘤和甲状腺瘤 (NOX4) 的化疗中,

NOXs均会产生一定的影响。无论是使用CRISPR-Cas9

基因组编辑, 还是使用干扰RNA技术敲减NOXs, 都能

显著降低肿瘤细胞的增殖和侵袭活性, 同时提高某些

抗肿瘤药物的疗效。这些结果表明, NOXs可以成为潜

在的抗肿瘤靶点。抑制NOXs可抑制过氧化氢和O2-

介导的肿瘤细胞增殖, 而激活NOXs能增加癌细胞中

活性氧的水平, 因此NOXs小分子抑制剂或激活剂均可

能降低肿瘤细胞的生长[34]。本文讨论的作用于NOXs

的化合物如图 4所示。

GKT137831是一种选择性NOX4抑制剂, 能抑制

人肺动脉平滑肌细胞和人肺动脉内皮细胞中因缺氧产

生的H2O2
[35]。NOX4在NSCLC中高度表达, 促进葡萄糖

代谢转移到糖酵解和磷酸戊糖途径以产生 NADPH,

以增加谷胱甘肽的合成实现抗氧化, 最终促进肿瘤发展。

GKT137831与2-脱氧-D-葡萄糖联用, 可以明显抑制葡

Figure 3 ROS modulators targeting mitochondria electron trans‐

port chain (ETC)

Figure 4 ROS modulators targeting NADPH-oxidase (NOXs)
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萄糖和谷氨酰胺代谢以及肿瘤细胞在体内外生长。

白蔹素 (ampelopsin) 是一种黄烷醇, 主要存在于

蛇葡萄属植物中。NOX4可在内质网中合成和折叠,

其在内质网应激中发挥重要作用。白蔹素能够明显升

高细胞ROS水平, 产生内质网应激, 促进结肠细胞的

凋亡, 但这一效应能够被NAC逆转, 提示白蔹素可能

是通过ROS介导的机制产生上述效应[36]。此外白蔹素

与EGFR抑制剂埃罗替尼联合应用可显著诱导EGFR

突变的耐药 NSCLC 细胞 NOX2 表达上调 , 使 ROS 水

平升高, 最终导致 caspase依赖性细胞死亡[37]。

辣椒素 (capsaicin) 是一类存在于辣椒中的天然产

物, 是一种有效的NOX抑制剂[38]。有研究表明, 表达

K-ras 的人胰管上皮细胞 E6E7 中 NOX 高度活化和

ROS水平较高。辣椒素能够抑制NOX的酶活性, 从而

升高K-ras细胞中活性氧的水平, 导致选择性细胞增殖

和侵袭性, 在AsPC-1细胞老鼠异种移植模型中具有抗

肿瘤效果[39]。

3.3 靶向谷胱甘肽系统

GSH 由谷氨酸 (Glu)、半胱氨酸 (Cys) 和甘氨酸

(Gly) 组成, 是生物体内一种重要的抗氧化剂, 能保护

细胞膜中含巯基的蛋白质和酶不被氧化, 降低有毒外

源性物质如自由基、过氧化物、脂质过氧化物和重金

属对细胞元件的氧化损伤[40]。多种类型肿瘤组织及细

胞内GSH浓度可原发或继发性的增高。肿瘤细胞内

GSH浓度增加与烷化剂、多柔比星及铂类等药物耐药

密切有关。肿瘤细胞中还原型GSH可与ROS作用转

化为氧化型GSSG, 有效降低高浓度ROS导致的肿瘤

细胞凋亡; 其次GSH上的巯基能够与具有亲电性片段

的化合物共价结合, 降低某些抗肿瘤药物的细胞杀伤

作用。在耐药肿瘤细胞中, GSH还作为辅助因子, 促进

多药耐药蛋白-2 (multidrug resistance protein 2, MRP2)

介导的某些抗癌药物外排。因此, 降低肿瘤GSH水平

成为一种新型肿瘤治疗策略 , 目前主要有直接消耗

GSH, 或者调控GSH的产生与维持两种思路。根据药

物的作用机制不同, 调控GSH系统的药物包括GSH清

除剂、γ -谷氨酰半胱氨酸合成酶 (γ -glutamylcysteine

synthetase, γ-GCS) 抑制剂、谷胱甘肽过氧化物酶 (glu‐

tathione peroxidase, GPX) 抑制剂、谷胱甘肽-S-转移酶

(glutathione S-transferases, GSTs) 抑制剂。

3.3.1 消耗细胞内GSH APR-246是一个前体药物,

在体内可被生物转化为活性化合物亚甲基醌 (MQ)[41],

与谷胱甘肽的半胱氨酸残基发生迈克尔加成形成共价

结合, 消耗细胞内游离GSH。APR-246可以提高顺铂

和多柔比星在 p53突变的耐药卵巢肿瘤细胞中的抗肿

瘤作用, 与吉西他滨或多西他赛联用也能产生明显的

协同作用。APR-246通过消耗谷胱甘肽来提高对化疗

药物的敏感性, 可以克服NCI-H2228 (Q331) 细胞中缺氧

诱导的顺铂耐药[42]。在NSCLC细胞系中, APR-246与

多聚 ADP-核糖聚合酶 [poly(ADP-ribose) polymerase,

PARP] 抑制剂奥拉帕尼 (AZD2281) 表现出协同效应; 在

AML细胞中, 与阿糖胞苷、柔红霉素、氟达拉滨发挥协同

作用。目前APR-246以单独使用或联合用药的方式, 正

在进行多项抗肿瘤治疗的临床试验 (NCT03391050、

NCT03268382、NCT02098343)。

异硫氰酸酯类化合物是一类广泛存在于十字花

科植物中的天然产物 , 其结构中含有异硫氰酸基团

(-N=C=S), 可与亲电物质发生作用 , 具有多重生物活

性。其中异硫氰酸苯乙酯 (phenethyl isothiocyanate,

PEITC) 是一种含有芳环的异硫氰酸酯类化合物, 在体

内可与含有巯基的片段发生亲电加成反应, 消耗细胞

GSH, 提高细胞ROS水平[43]。将PEITC分别与Bcr-Abl

突变的白血病细胞系和来自CML患者的白血病细胞

进行孵化, 可提高其细胞ROS水平, 促进Bcr-Abl蛋白

降解, 导致白血病细胞凋亡, 而这一效应可被抗氧化剂

N-乙酰半胱氨酸 (N-acetycysteine, NAC) 逆转。PEITC

作为膳食补充剂正在开展头颈部肿瘤患者临床试验

(NCT03034603)。另外萝卜籽中提取物莱菔素 (SFE)

同样具有异硫氰酸基团 , 研究显示莱菔素通过耗竭

GSH 和诱导微管解聚抑制结肠癌实体瘤的生长[44]。

图5显示了部分调节GSH和 γ-GCS的化合物。

3.3.2 靶向 γ-GCS γ-GCS 是 GSH 生物合成中限速

酶, 催化谷氨酸和半胱氨酸的结合, 是体内合成GSH

的第一步, 对调节体内GSH的平衡发挥重要作用, 同

时也能调节某些肿瘤对放化疗的敏感性。抑制 γ-GCS

的活性能够显著降低内源性 GSH 的合成 , 是降低肿

瘤细胞内GSH的有效途径[45]。γ-GCS抑制剂丁硫氨酸

亚砜胺 (buthionine sulfoximine, BSO) (图 6) 能显著降

低细胞 GSH 水平 , 提高多种抗肿瘤药物的活性以及

其细胞毒性, 包括逆转乳腺癌细胞中KLF-4介导的顺

铂耐药[46]以及急性早幼粒细胞白血病细胞中三氧化

二砷耐药[47]。目前BSO联合美法仑 (melphalan) 已经

完成治疗难治性高危神经母细胞瘤的 I 期临床试验

(NCT00005835)[48]。

Figure 5 GSH depletors
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3.3.3 靶向GSTs GSTs是一种 II相代谢酶, 能催化还

原GSH巯基与亲电性底物结合生成水溶性更高、极性

更大的复合物, 这些复合物又可被多药耐药蛋白 (MRP)

和P-糖蛋白 (P-gp) 等泵出体外, 使机体解毒[49]。当GSTs

表达上调或活性增强时, 药物外排将会增加, 导致其在

体内作用时间变短,不能有效发挥作用从而产生耐药

性。根据氨基酸序列的相似性、基因序列以及免疫交

叉反应性, 细胞质GSTs可分为 7个亚型: α、μ、π、σ、θ、ω

和 ζ, 其中GSTπ与人类细胞的癌变、肿瘤的形成及肿

瘤细胞耐药性的产生密切相关。GSTπ在大多数肿瘤

细胞尤其是在化疗药物耐药的肿瘤细胞中都有很高的

表达, 其被认为是肝癌形成的标志之一, 并且在肺癌、结

肠癌、肾癌、卵巢癌、食道癌和胃癌中均发现了高表达

的 GSTπ[50,51]。GSTπ-1 过表达可降低 HeLa 细胞的放

疗效果[52], 对胃癌预后也有负面影响[53]。通过 siRNA

抑制GSTπ表达, 能显著增加顺铂在耐药卵巢癌细胞

内积累并恢复其化疗效果[54], 提示靶向 GSTπ可能是

潜在抗耐药肿瘤作用靶点。

依他尼酸 (etacrynic acid, EA) (图 7) 是一类常见

的利尿剂, 临床上主要用于治疗各种原因引起的水肿。

EA结构中具有 α, β-不饱和酮, 可与GSH发生迈克尔

加成反应形成共价结合消耗GSH, 同时也可抑制多种

GSTs 同工酶 , 增加细胞对化疗药物的敏感性。此外

EA通过烯基和GSH的巯基结合形成EA-GSH结合物

(EA-GSH),该化合物对 GSTπ 的抑制活性强于 EA

(KiEA-GSH = 11.5 μmol·L-1, KiEA = 1.5 μmol·L-1)[55]。

6- (7-Nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-ylthio)hexanol

(NBDHEX) 是一类经典的GST抑制剂, 对GSTπ具有

很高的亲和性[56]。NBDHEX可激活DOX耐药的小细

胞肺癌H69AR细胞中 caspase依赖性凋亡, 激活 c-Jun

激酶, 降低抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达[57]。NBDHEX 对

P-gp高表达的急性髓系白血病细胞也具有细胞毒性,

还能作为增敏剂增强替莫唑胺在A375黑色素瘤细胞

中的抗增殖作用[58]。

3.3.4 靶向 xCT xCT (又称谷氨酸/胱氨酸逆向转运

蛋白溶质载体家族 7号成员 11, SLC7A11) 属于逆向转

运系统Xc-, 介导细胞外L-胱氨酸和细胞内L-谷氨酸在

质膜上的交换, 为胞内GSH合成提供半胱氨酸[59]。敲

除 xCT则可降低GSH水平, 增加细胞本身ROS水平,

导致肿瘤细胞死亡增加[60]。xCT 可参与多项生理过

程, 如介导体细胞和免疫细胞的生存, 保护正常细胞免

受致癌物的氧化损伤, 同时还与癌细胞的生长和恶性

进展、对化疗的抵抗、促进肿瘤干细胞样表型化等相

关。临床研究表明, xCT表达上调可促进舌鳞癌中的

顺铂耐药和成胶质细胞瘤中替莫唑胺 (TMZ) 耐药[61];

xCT表达上调还是结肠直肠癌和食管鳞癌复发的独立

预测因子[62]。以上研究表明xCT是一个潜在的抗肿瘤

靶点, 常见的xCT抑制剂的结构如图 8所示。

柳氮磺胺吡啶 (sulfasalazine) 是一种磺胺类抗菌

药, 临床上主要用于治疗类风湿性关节炎和炎症性肠

病, 同时也是一类有效的 xCT抑制剂[63,64]。柳氮磺胺

吡啶 (100 μmol·L-1) 能有效抑制CD133-阳性肝肿瘤细

胞 xCT活性, 削弱ROS防御系统, 增加顺铂和DOX在

CD133-阳性肝癌细胞中增殖抑制作用[65]。另外 ,

CD44是透明质酸的受体, 通常在胚胎干细胞、造血干

细胞和癌症干细胞中表达 , CD44v 是细胞表面蛋白

CD44的变体亚型, 它可稳定xCT并调节癌细胞中已降

低的GSH胞内水平[66]。目前柳氮磺胺吡啶正在对难

Figure 7 GST inhibitors

Figure 8 xCT inhibitors

Figure 6 γ-GCS inhibitors
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以用顺铂治疗的 CD44v 阳性胃癌患者进行临床试

验[67], 用于预防接受盆腔放疗的癌症患者的急性腹泻。

Erastin是一种电压依赖性阴离子通道结合的小分

子, 在抑制 xCT方面比柳氮磺胺吡啶更有效。Erastin

通过抑制 xCT 使肿瘤细胞 GSH 水平降低 , 从而增加

了替莫唑胺 (TMZ) 的细胞毒性[68]。此外, Erastin还可

激活细胞铁死亡 (ferroptosis)[69]。Erastin (5 μmol·L-1)

可通过诱发铁死亡和坏死性凋亡 , 杀死阿糖胞苷和

DOX 耐药的急性髓细胞性白血病细胞。Erastin (2.5

或 5 μmol·L-1) 与大麻二酚联合使用可发挥协同作用,

通过增加肿瘤活性氧的水平, 抑制神经胶质瘤干细胞

的生存、入侵和自我更新[70]。

3.4 靶向硫氧还蛋白还原酶

硫氧还蛋白系统由硫氧还蛋白 (Trx)、硫氧还蛋白

还原酶 (TrxR) 和NADPH共同构成, 是调节细胞内氧

化还原平衡的重要防御系统, 此外还涉及细胞内多种

生物功能, 例如脱氧核苷酸合成、细胞生长、凋亡和细

胞信号转导等[71]。其中 TrxRs催化NADPH依赖的氧

化态 Trx还原, 以及其他内源性和外源性化合物的还

原, 以调节细胞内氧化平衡。在肿瘤发展的不同阶段,

Trx在癌变细胞中发挥着不同的功能。在肿瘤发展早

期, Trx通过抵抗致癌物引起的氧化应激, 能够抑制肿

瘤生成; 但当细胞开始出现癌症表型时, 高水平的Trx

和TrxR能够促进细胞增长和抵抗细胞凋亡, 因此又可

能会促进肿瘤的发展; 在肿瘤发展的稍后阶段, Trx还

能够调节血管内皮生长因子和基质金属蛋白酶, 促进

肿瘤血管的生成和转移[72]。TrxR在肿瘤中过度表达,

其表达水平高低与肿瘤细胞的恶性程度、增殖和转移

能力以及耐药水平密切相关, 抑制TrxR可以作为肿瘤

治疗以及克服肿瘤细胞耐药的一个新策略。TrxR抑

制剂按其结构可分为含有金属离子以及金属配合物、

含迈克尔受体的化合物、含有硒的化合物和硝基芳香

化合物, 图9显示了部分的TrxR抑制剂结构。

金诺芬 (auranofin, AF) 是一种含有金原子的口服

抗炎药, 临床用于治疗类风湿性关节炎。现有研究表

明AF能有效抑制还原态TrxR, 诱导肿瘤细胞凋亡[73]。

该药物目前正在进行治疗卵巢癌的Ⅱ期临床试验

(NCT03456700)。在 TrxR 过表达和耐 DOX 白血病细

胞 (K562/ADM) 中, AF能显著抑制细胞增殖和诱导凋

亡[74]。AF (10 mg·kg-1) 与DOX联合用药可对A549小

鼠异种移植瘤模型产生协同抗肿瘤效应。

含有迈克尔受体的多酚类化合物姜黄素 (curcumin)

具有抗氧化、抗肿瘤和抗炎等多种生物活性和药理作

用。姜黄素可以与 TrxR 蛋白 C 末端活性位点的 Cys

残基和Ser残基产生共价作用而不可逆地抑制其活性,

通过促氧化作用诱导肿瘤细胞死亡。在对姜黄素的结

构改造中, 采用呋喃环替代姜黄素苯环合成了一系列姜

黄素类似物, 这类化合物也通过靶向细胞内的TrxR而

诱导细胞凋亡, 其中化合物2a对TrxR抑制作用达到纳

摩尔级别[75]。化合物10是Ai等[76]合成的一种新型川芎

嗪-姜黄素杂合物, 该结构中同样含有迈克尔受体结构,

能显著抑制对药敏感 (A549、SPC-A-1和LTEP-G-2) 和

耐药 (A549/DDP) 肺癌细胞的增殖, 但对非肿瘤肺上皮

样细胞无显著影响。化合物10可抑制TrxR/Trx系统和

增加细胞内ROS积累和肿瘤凋亡。

依他塞伦 (ethaselen) 是一种有机硒类TrxR1抑制

剂, 与某些化疗药物和放疗联合使用具有增敏作用。

依他塞伦与顺铂联用, 可显著增加顺铂对耐药性人类

红细胞白血病 K562/CDDP 细胞的增殖抑制作用[77]。

依他塞伦还能通过类似的机制, 与舒尼替尼 (多靶点

酪氨酸激酶抑制剂) 产生协同作用, 诱导大肠癌细胞

的凋亡。还有其他含硒黄酮衍生物, 同样能够有效抑

制TrxR, 提高耐药肿瘤细胞对药物的敏感性[78]。

3.5 靶向Nrf2

Nrf2 是体内重要的细胞保护性转录因子 , 与

Keap1和抗氧化反应元件 (ARE) 一起, 通过调节众多

细胞保护性基因的表达来保护细胞。Keap1-Nrf2-

ARE通路是细胞对ROS和亲电试剂引起的内源性和

外源性氧化应激反应的主要调控途径。在非应激条件

下 , Keap1 与 Nrf2 结合 , 通过泛素化促进 Nrf2 降解。

然而, 在氧化应激水平较高的环境中, 诱导物 (如内源

性或外源性 ROS) 修饰 Keap1 半胱氨酸残基 , 通过解

离 Keap1-Nrf2复合物抑制 Nrf2泛素化。然后 Nrf2转

移到细胞核并与ARE结合, 诱导抗氧化剂或解毒蛋白

的表达[79,80]。

Nrf2在肿瘤的发生和发展中表现出两面性。在肿

Figure 9 TrxR inhibitors
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瘤发生的早期, Nrf2的活化能够有效加速异物代谢和

维持微环境稳态, 从而抑制肿瘤的发生。而在肿瘤发

展和恶化阶段 , Nrf2 则表现出较明显癌蛋白性质。

Nrf2的异常活化可激活其下游基因转录, 进而促进肿

瘤的发生和发展[81]。Nrf2可下调肿瘤细胞内活性氧水

平, 抑制依赖氧化应激的肿瘤化疗药物的活性; 上调谷

胱甘肽含量, 促进抗肿瘤药物代谢; 促进药物外排泵表

达, 降低细胞内药物浓度[82]。通过上述途径, Nrf2的活

化可有效促进肿瘤细胞存活、增强其耐药性。同时

Nrf2的代谢调控作用可促进肿瘤细胞代谢重编程: 促

进葡萄糖摄取并通过无氧酵解途径代谢; 增加核苷合

成和还原当量NADPH的供应; 调节氨基酸代谢, 促进

丝氨酸/甘氨酸合成。通过这些代谢途径改变, 使细胞

内的能量和物质代谢能够满足肿瘤快速增殖的需

求[79]。以上研究表明Nrf2是一个潜在的抗肿瘤靶点,

常见的Nrf2抑制剂的结构如图 10所示。

化合物ML385是通过高通量筛选发现具有Nrf2-

ARE 抑制活性的化合物 , 其能有效抑制 Nrf2 与靶基

因的结合, 从而抑制其下游靶基因表达。ML385 (1或

5 μmol·L-1) 与铂类药物、DOX或紫杉醇联合使用时, 能

够显著增加这些药物在NSCLC细胞中的细胞毒性。在

Nrf2 高度活化的 NSCLC 细胞中 , ML385 (30 mg·kg-1)

联合卡铂用药, 可产生显著抗肿瘤作用[83]。

4-(2-环己乙基) 苯胺 (IM3829) 也是通过高通量筛

选得到的活性化合物, 该化合物可抑制Nrf2的转录活

性。IM3829联合放疗可显著降低肺癌H1299、A549、

H460 细胞的生存。此外 , IM3829 (5 mg·kg-1) 联合放

疗对H1299或A549肺癌异种移植小鼠肿瘤生长的抑

制作用强于单独放疗。

一些糖皮质激素也表现出强效的 Nrf2 抑制活

性, 可在纳摩尔水平抑制 Nrf活性, 进一步研究表明,

这种Nrf2抑制效应与糖皮质激素受体相关[84]。例如, 丙

酸氯倍他索 (clobetasol propionate) 能够通过激活糖皮

质激素受体, 促进Nrf2的泛素化降解, 进而抑制Nrf2

活性[85]。

许多天然产物也被报道具有 Nrf2 抑制活性。

Brusatol 是较早被报道的一种强效 Nrf2 抑制剂[86]。

Brusatol 能有效降低细胞内的 Nrf2 水平 , 增强包括

A549细胞在内的多种肿瘤细胞对化疗药物的敏感性。

随后的机制研究表明, brusatol的作用机制主要是通过

抑制蛋白质翻译途径发挥作用。这种非选择性的作用

机制限制该化合物的进一步研究[87]。

一些黄酮和类黄酮类化合物也被报道具有Nrf2抑

制活性。黄酮类化合物木犀草素 (luteolin) 在 mRNA

和蛋白水平上均抑制Nrf2, 导致Nrf2与ARE结合减少,

最终引起GSH耗竭[88]。木犀草素抑制直肠癌SW620-OX

细胞中 Nrf2 靶基因 NQO1、HO-1 和 GSTα1/2 的表达 ,

使GSH水平显著降低。木犀草素 (5 μmol·L-1) 还能够

显著提高奥沙利铂、顺铂和 DOX 在耐药细胞株

HCT116-OX 和 SW620-OX 中的抗肿瘤作用[89]。另一

类黄酮类化合物汉黄芩素 (wogonin) 可通过抑制Nrf2-

ARE通路增加HepG2细胞和MCF-7/DOX细胞对化疗

药物敏感性[90,91]。值得注意的是 , 黄酮类化合物对

Nrf2活性的调节表现出双面效应。特别是在非恶性转

化的细胞中, 其能表现出Nrf2激活效应。例如汉黄芩

素能通过激活Nrf2, 阻止结肠炎向结肠癌的转换[92]; 木

樨草素也能通过激活Nrf2表现出一定肝脏保护和神

经保护效应[93]。

4 结语

由于外界刺激、代谢活性提高以及线粒体功能紊

乱, 与正常细胞相比, 肿瘤细胞呈现出更高的ROS水

平。一方面提髙抗氧化能力, 降低ROS水平可阻止癌

症的发生; 另一方面由于肿瘤细胞自身具有更高的氧

化应激水平, 其对ROS的进一步上升更加敏感。由于

ROS在癌症发展中的双重作用, 使得抗肿瘤药物研发

中, 抗氧化和促氧化策略同时受到关注。抗氧化可以

Figure 10 Nrf2 inhibitors
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Table 1 Summary of structures of ROS modulators
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Ampelopsin

Capsaicin

APR-246

PEITC

BSO

Etacrynic acid

EA-GSH

NBDHEX

Erastin

Auranofin

Curcumin

Ethaselen

IM3829

Mitochondria ETC

Mitochondria ETC

NOXs

NOXs

GSH depletors

GSH depletors

γ-GCS inhibitors

GST inhibitors

GST inhibitors
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Continued

Compound Target Structure

清除ROS预防细胞癌变, 而促氧化剂可以促进癌细胞

中ROS的生成或者减弱抗氧化能力从而破坏肿瘤细

胞的氧化平衡, 促进细胞凋亡。当细胞发展为前癌细

胞时, 再使用抗氧化剂已不能阻止癌细胞扩散, 因此需

使用凋亡诱导试剂阻止癌症发展。

但是基于 ROS调控的抗肿瘤药物研发依然存在

一些关键问题需要解决。首先大多是ROS调控剂自

身抗肿瘤活性较弱, 在肿瘤治疗中常作为化疗增敏剂

或者辅助用药使用; 其次ROS调控剂多为非靶标特异

性药物, 在使用过程中存在不良反应较多的情况, 以上

均限制其在临床上的进一步使用。未来在此领域的研

究, 一方面要注重提高ROS调控剂的抗肿瘤活性或是

与其他药物联用起到协同作用, 同时还需要更多关注

ROS调控剂对靶点的选择性。

通过促进ROS的产生, 破坏肿瘤细胞氧化还原平

衡, 正在成为一种新型的抗肿瘤策略, 以上调ROS为

目标的化合物已经在开展抗肿瘤的临床研究。本综述

对调节ROS水平的抗肿瘤药物进行总结 (表 1), 希望

能够为此领域的研究提供思路和参考。
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