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多靶点抗肿瘤天然产物研究进展
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摘要: 天然产物及其衍生物是抗肿瘤药物的重要组成部分。目前在临床上应用的天然产物来源的抗肿瘤药物

以传统细胞毒类药物或靶向某一特定靶点的分子靶向药物为主, 其应用受限于药物相关不良反应和肿瘤耐药。近

年的研究表明, 抗肿瘤活性天然产物往往能够靶向肿瘤细胞的多个靶点, 影响肿瘤发生发展中的多个过程。由于肿

瘤是一种多因素诱发的系统性疾病, 多靶点天然产物在肿瘤治疗方面具有独特潜力。目前已发现的多靶点抗肿瘤

天然产物的作用靶标和作用机制往往不够明确, 限制了其进一步的开发。本文基于现代分子药理学理论, 以多个典

型的多靶点抗肿瘤天然产物为例进行综述, 介绍了目前这些多靶点药物的作用机制、靶点确认和结构优化等研究进

展, 并对其作为抗肿瘤药物的研发前景进行了展望。
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Research progress in multi-targeted anti-tumor natural products
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Abstract: Natural products and their derivatives are important components of anti-tumor drugs. Currently,

anti-tumor drugs derived from natural products which are in clinical practice are mainly conventional cytotoxic or

molecularly targeted drugs. Their application is limited by drug-related side effects and drug resistance. Recent

studies have shown that anti-tumor natural products often act on multiple targets in tumor cells and in turn interfere

with multiple processes in tumorigenesis and development. As tumor is a systemic disease induced by multiple

factors, multi-targeted natural products possess unique potential in tumor therapy. However, the targets and

mechanisms of the discovered multi-targeted antitumor natural products remain elusive, which limits their further

development and application. This review summarized the research progress in the mechanism of action, target

identification, and structure optimization of multi-targeted anti-tumor natural products exemplified by a few typical

compounds. The research and development of these agents have also been proposed.
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天然产物是抗肿瘤药物的重要来源, 目前使用的

抗肿瘤药物中约有 50%直接或间接来源于天然产物,

包括生物碱、多糖、多酚、二萜和不饱和脂肪酸等多种

化合物类型[1]。新结构天然产物的不断发现为新结构

和新作用机制的抗肿瘤药物提供了物质基础。按照药

物的作用靶点不同, 抗肿瘤天然产物可分为靶点特异

性和多靶点药物。由于肿瘤的发生通常与多个信号通

路异常有关, 因此多靶点抗肿瘤药物具有独特潜力。

多靶点药物与单靶点药物相比, 可能具有更加广泛的

抗肿瘤活性并可克服对单一靶点抑制导致的对药物的

耐受。然而, 目前对多靶点天然产物的主要作用靶标

和作用机制往往不够明确, 限制了基于靶标相互作用
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的结构优化和进一步研发。近年来, 基于多重组学的

整合研究, 多靶点天然产物的靶点确证和修饰改造取

得了长足的进展, 为该类药物的进一步研发提供了基

础。本文总结了多个典型的多靶点抗肿瘤天然产物,

如丹参酮、姜黄素、白藜芦醇、青蒿素和三氧化二砷

(arsenic trioxide, ATO) 等的研究进展, 包括抑制肿瘤细

胞增殖、诱导自噬和凋亡、减轻肿瘤耐药、抑制肿瘤的

迁移和侵袭、抑制肿瘤血管生成等方面的作用机制, 通

过应用网络药理学、亲和色谱法、质谱法和小分子探针

等新技术新方法确定作用靶标, 以及为克服这些天然

产物的低生物利用度、水溶性差和结构不稳定等问题

进行结构优化的探索, 以期为多靶点抗肿瘤天然产物

的研究和开发提供线索。

1 丹参酮及其衍生物

丹参 (Salvia miltiorrhiza Bunge) 是唇形科植物丹

参的干燥根和根茎, 在四川、山东和河南等地普遍栽

植。丹参是我国常用的一种传统天然药物, 具有活血

祛瘀的药效, 具有较为悠久的入药历史。

丹参的成分主要包括脂溶性成分和水溶性成分,

其中脂溶性成分主要为丹参酮型的二萜类化合物, 水

溶性成分主要为聚酚酸类化合物[2]。从丹参中提取的

丹参酮可分为丹参酮 I、丹参酮ⅡA、丹参酮ⅡB、隐丹参

酮和异隐丹参酮等 10 余个丹参酮单体 , 其中活性较

强、含量较高的是丹参酮 IIA和隐丹参酮。总丹参酮

具有抗菌、消炎和活血化淤等作用[2]。图 1为 4种丹参

酮的结构式, 它们的菲醌结构是丹参酮发挥细胞毒作

用的基础, 菲醌结构与DNA分子相结合, 呋喃环和醌

类结构可以产生自由基并引起DNA损伤, 抑制肿瘤细

胞DNA合成。

1.1 丹参酮的抗肿瘤活性和作用机制

丹参酮是一类多靶点抗肿瘤天然药物, 丹参酮对

肿瘤细胞具有细胞毒作用, 能够诱导肿瘤细胞发生周

期阻滞和凋亡, 并且抑制肿瘤细胞侵袭和转移, 其作用

机制包括抑制癌细胞 DNA 合成 , 影响与肿瘤细胞增

殖、分化、凋亡和侵袭相关的众多基因表达, 也能改变

肿瘤细胞表面抗原表达等。本文主要介绍丹参提取物

中活性较强、含量较高的丹参酮 IIA和隐丹参酮的抗

肿瘤作用机制。

1.1.1 丹参酮诱导肿瘤细胞发生周期阻滞 丹参酮类

化合物通过改变肿瘤细胞的周期分布从而抑制肿瘤细

胞增殖。丹参酮 IIA能通过调控细胞周期相关蛋白表

达, 使细胞发生G1期或S期阻滞, 从而抑制细胞增殖。

例如丹参酮 IIA能诱导肝癌细胞HepG2发生G1期阻

滞, 主要是通过诱导TP53和 p21基因的转录。TP53是

人体重要的抑癌基因, 可以阻止肿瘤细胞增殖并诱导

肿瘤细胞凋亡。蛋白p21充当G1和S期细胞周期进程

的调节剂, p21的表达受 p53控制, 并参与 p53依赖的

G1细胞周期阻滞[3]。另外还有重要的细胞增殖相关通

路如磷脂酰肌醇激酶 (phosphatidylinositol 3-kinase,

PI3K) 和核因子-κB (nuclear factor κB, NF-κB) 通路也

可以被丹参酮类化合物抑制, 不同结构的丹参酮类化

合物能靶向多通路来抑制肿瘤细胞增殖。

1.1.2 丹参酮诱导肿瘤细胞发生凋亡 研究发现丹参

酮能够诱导肿瘤细胞发生凋亡[4]。隐丹参酮能快速抑

制DU145前列腺癌细胞中的信号转导和转录激活因

子 3 (signal transducer and activator of transcription 3,

STAT3) 的 Tyr705磷酸化。STAT3在大多数人类实体

瘤中均组成性激活, 并参与癌细胞的增殖和血管生成。

抑制 STAT3 Tyr705 磷酸化能降低下游靶基因 cyclin

D1的表达并使细胞周期发生G1期阻滞, 同时抑制抗

凋亡基因 survivin和 Bcl-xL 的表达 , 从而诱导细胞凋

亡。隐丹参酮对 STAT3 的抑制不依赖于上游蛋白

JAK2 (Janus-activated kinase 2), 能够直接与 STAT3的

SH2 (Src homology 2) 结构域结合, 从而抑制STAT3二

聚体的生成[4]。此外 , 丹参酮 IIA 促进凋亡相关蛋白

caspase-3、caspase-8和 caspase-9的表达, 下调蛋白激酶

B (protein kinase B, AKT) 以及 c-Jun氨基末端激酶 (c-

Jun N-terminal kinase, JNK) 的表达 , 从而诱导卵巢癌

细胞凋亡[5]。

1.1.3 丹参酮对肿瘤细胞迁移的影响 丹参酮 IIA作

用于具有高转移能力的人肺巨细胞癌细胞 PGCL3, 促

进其CD9的表达上调, 从而抑制肿瘤细胞的运动和黏

附过程。丹参酮 IIA还能下调CD63和CD42a+的表达,

通过改变肿瘤细胞表面抗原的表达抑制肿瘤细胞的

侵袭和迁移[6]。隐丹参酮还可通过下调巨噬细胞的浸

润抑制肿瘤细胞的转移。隐丹参酮通过抑制 PI3K的

激活并下调其下游 AKT 和细胞外信号调节激酶 1/2Figure 1 Structures of tanshinone derivatives
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(extracellular signal-regulated kinase 1/2, ERK1/2) 的磷

酸化而限制巨噬细胞浸润[7]。隐丹参酮能显著抑制

RAW264.7细胞向补体蛋白C5a的趋化迁移和巨噬细

胞炎症蛋白 1α (macrophage inflammatory protein 1α,

MIP-1α) 诱导的迁移。

综上所述 , 丹参酮类化合物主要作用于 NF-κB、

PI3K、caspase-3和 JNK 信号通路来发挥增殖抑制、诱

导凋亡和抑制迁移等抗肿瘤作用。

1.2 丹参酮作用靶点的发现和确证

网络药理学是结合了系统生物学和网络分析的综

合学科, 为阐明药物-靶标的相互作用提供了强大工

具。Cytoscape是一种开源软件, 可以与蛋白质-蛋白

质、蛋白质-DNA、激酶-底物和遗传相互作用的大型

数据库联用, 以及药物与靶分子之间的功能关系结合

使用。通过Cytoscape使用安捷伦文献搜索 (ALS) 和

STITCH (化学物质相互作用的搜索工具) 方法构建了

丹参酮 IIA的两个药物靶标网络[8]。对ALS构建的网

络的分析显示 , 目标网络具有 5个最高节点 (蛋白质

靶标), 分别对应于 Fos、Jun、Src、PI3Kα和 MAP2K1

(mitogen-activated protein kinase kinase 1)。STITCH构

建的网络则显示了 3个最高节点, 分别对应于细胞色

素P450 3A4、细胞色素P450 A1和NF-κB[8]。尽管网络

药理数据挖掘可能会导致假阳性靶点, 但这是一个简

单迅速和可视的方式来寻找丹参酮 IIA的分子机制和

信号传导途径。另外 , 通过逆向药效团的筛选平台

PharmMapper以及 PDTD、DrugBank和 TTD药物靶标

数据库, 研究人员评估预测了隐丹参酮的抗癌靶点。

通过KEGG通路数据库进行了候选作用靶点的通路分

析, 预测了潜在的药理活性和隐丹参酮作用的通路, 并

在细胞水平验证了某些靶标。研究发现了 8个具有抗

癌潜力的靶标: MAP2K1、RARα (retinoic acid receptor

α)、RXRα (retinoid X receptor α)、PDK1 (pyruvate dehy‐

drogenase kinase, isozyme 1)、CHK1 (checkpoint kinase

1)、AR (androgen receptor)、Ang-1R (angiotensin Ⅱ

type1 receptor) 和 Kif11 (kinesin family member 11)。

这些靶标主要与细胞周期、血管生成、细胞凋亡和雄激

素受体有关[9]。

1.3 丹参酮 IIA的结构优化

由于丹参酮类药物具有水溶性差和生物利用度低

等限制, 研究人员对其进行了结构优化以期改善相关

药物性质。以丹参酮 IIA为母体结构, 引入咪唑环, 得

到一系列丹参酮 IIA-咪唑衍生物。共轭芳香环数量的

增加有效提高了丹参酮 IIA分子的抗肿瘤活性, 其中

末端苯环对位给电子取代基的化合物TA12显著抑制

三阴性乳腺癌细胞的侵袭转移。此外, TA12能激活活

性氧 (reactive oxygen species, ROS) 的释放并调控

PTEN (phosphatase and tensin homolog)/AKT 信号通

路, 从而抑制乳腺癌细胞的增殖与转移[10]。该研究表

明基于丹参酮 IIA的咪唑衍生物可作为抗肿瘤转移先

导化合物, 为丹参酮 IIA的结构修饰提供了新的思路。

丹参酮 IIA 磺酸钠 (sodium tanshinone IIA sulfo‐

nate, STS, 图 2) 是丹参酮 IIA的水溶性衍生物, 通过在

丹参酮 IIA的C-16位磺化而得到, 其水溶性大大高于

丹参酮 IIA, 它同样具有抗氧化、抗炎和保护心血管等

药理活性。STS 注射剂在国内已上市用于治疗冠心

病、心绞痛和心肌梗塞, 但是STS的抗肿瘤活性不如丹

参酮 IIA和隐丹参酮显著[11]。

2 姜黄素

姜黄素 (curcumin) 是从姜科植物根茎中提取出来

的二酮化合物, 是一种广泛应用的食品添加剂。近年

来有关姜黄素药理作用的研究取得了显著进展, 已发

现其具有抗炎、抗氧化、抗病毒、抗感染、抗肿瘤、抗肝

纤维化和抗动脉粥样硬化等广泛的药理活性。

姜黄素为橙黄色结晶粉末, 其结构式如图 3所示,

主链为不饱和脂族及芳香族基团, 含有酮键, 其抗肿瘤

和抗血管生成能力一定程度上与其抗氧化活性相关。

它被广泛用于治疗多种肿瘤, 包括肺癌、子宫颈癌、前

列腺癌、乳腺癌、骨癌和肝癌。然而由于其水溶性差、

生物利用度低以及半衰期短, 其有效性受到限制[12]。

为了解决这些问题, 科研人员聚焦于姜黄素的新剂型

的开发和结构修饰改造。

2.1 姜黄素的抗肿瘤活性和作用机制

姜黄素具有抑制细胞增殖, 调控细胞自噬和促进

细胞凋亡, 以及逆转肿瘤细胞多药耐药等抗肿瘤作用。

2.1.1 姜黄素抑制肿瘤细胞的增殖 研究发现姜黄素

可通过抑制细胞周期素依赖性激酶 1 (cyclin-depen‐

dent kinase 1, CDK1) 的表达抑制AKT、哺乳动物雷帕

Figure 2 Structure of sodium tanshinone IIA sulfonate

Figure 3 Structure of curcumin
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霉素靶蛋白 (mammalian target of rapamycin, mTOR)

和 P70S6K1 蛋白的激活。CDK1 是丝氨酸/苏氨酸类

蛋白激酶, 在G2/M期对细胞周期的进程起关键控制

作用, 它是所有真核细胞细胞分裂的必要条件。姜黄

素作用于人黑色素瘤A375和C8161细胞导致细胞阻

滞于G2/M期, 抑制细胞增殖[13]。

2.1.2 姜黄素诱导肿瘤细胞自噬 PI3K/AKT/mTOR

是调控细胞自噬的主要信号通路。在哺乳动物细胞中,

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合体 1 (mTOR complex 1,

mTORC1) 能抑制自噬的发生, 当ATP消耗过度以及环

磷酸腺苷 (cyclic adenosine monophosphate, cAMP) 积

累时, 腺苷酸活化蛋白激酶 (adenosine monophosphate

activated protein kinase, AMPK) 磷酸化 Raptor 导致

mTORC1 失活 , 从而解除 mTOR 对自噬的抑制作

用[14]。姜黄素通过激活AMPK诱导人黑色素瘤A375

和C8161细胞发生自噬[15]。mTORC1还通过磷酸化转

录因子EB (transcription factor EB, TFEB), 使其定位于

胞浆, 从而阻止自噬[16]。一种姜黄素衍生物被鉴定为

TFEB 的 mTOR 非依赖性激活剂 , 该衍生物在 N 端特

异结合 TFEB, 促进 TFEB的核易位使其激活, 从而诱

导自噬发生和溶酶体生成。

2.1.3 姜黄素诱导肿瘤细胞发生凋亡 姜黄素也能通

过上调骨肉瘤MG63细胞中 JNK的磷酸化和ATG5从

而促进细胞凋亡[17]。Bcl-2蛋白是典型的抗凋亡蛋白, 通

过结合 beclin-1 或 Bcl-2 相关 X 蛋白 (Bcl-2-associated

X protein, Bax), 抑制细胞自噬或凋亡。JNK1能够磷

酸化 Bcl-2, 使 Bcl-2/beclin-1/Bax 复合物解离 , 诱导细

胞发生凋亡。姜黄素还能通过上调胃癌细胞中 p53和

p21来激活 p53信号通路, 抑制PI3K信号通路, 共同诱

导肿瘤细胞凋亡和细胞周期阻滞[18]。

2.1.4 姜黄素逆转肿瘤细胞多药耐药 姜黄素通过调

控细胞膜转运蛋白和 DNA 修复机制来提高放疗和

化疗的敏感性。以膜转运蛋白为例 , 多药耐药蛋白

ABCB1 (ATP-binding cassette subfamily B member 1)

能将细胞内的药物泵到细胞外, 导致细胞内有效药物

浓度降低而产生多药耐药。姜黄素被证实能有效抑制

ABCB1的表达, 并下调其他多药耐药相关蛋白, 从而

增加伊立替康在小鼠结肠癌组织中的分布[19], 提高伊

立替康的抗肿瘤疗效。

2.2 姜黄素作用靶点的确证

传统的化学蛋白质组学利用亲和色谱法和质谱法

来识别小分子与蛋白质的相互作用。尽管基于亲和力

的化学蛋白质组学方法在细胞靶标的鉴定和阐明许多

生物活性分子等方面取得了很大进展, 但非特异性结

合可能会降低靶标鉴定的准确性。目前可点击的小分

子探针已用于鉴定许多生物活性天然产物或药物的作

用靶标[20]。研究人员通过合成能渗透细胞的、可点击

的姜黄素探针 (Cur-P) (图 4), 结合定量蛋白质组学方

法, 确定了姜黄素在结肠癌HCT116细胞中可能的 197

个蛋白靶标。对初步鉴定得到的靶标进行 GO (gene

ontology) 分析发现, 候选靶标广泛分布于细胞核、线

粒体和质膜等组分中。运用 IPA (ingenuity pathway

analysis) 通路分析显示, 姜黄素可能同时作用于多条

信号通路 (包括 eIF2、eIF4/p70S6K、mTOR信号传导和

线粒体功能障碍途径) 发挥抗癌作用。通过对确定的

姜黄素关键靶标进行功能验证, 证实姜黄素可以下调

细胞蛋白质合成, 诱导自噬, 诱导溶酶体激活和 ROS

产生, 从而导致肿瘤细胞死亡[21]。

2.3 姜黄素的结构优化

由于姜黄素的结构不够稳定, 生物利用度低, 研究

人员对其进行了大量的结构改造以期改善相关性质,

其官能团修饰包括去甲基化、氨基化、金属络合物和

单羰基化等。单去甲氧基和双去甲氧基姜黄素能增强

抗氧化能力以及对蛋白质或酶的抑制能力。去甲氧基

姜黄素抑制 ABCB1 介导的 ATP 水解 , 并有效抑制维

拉帕米刺激的 ATPase 活性 , 表明去甲氧基姜黄素对

ABCB1具有更高亲和力[22]。氨基的引入可以增加姜黄素

的水溶性和抗肿瘤活性。研究发现联氨基姜黄素与姜黄

素相比, 能更有效地抑制人乳腺癌MDA-MB-231细胞

STAT3磷酸化并下调一系列STAT3下游靶标, 从而抑制

细胞增殖、细胞迁移和侵袭, 以及诱导细胞凋亡[23]。

3 白藜芦醇

白藜芦醇 (resveratrol) 于 1940年被日本学者首次

从毛叶藜芦的根中分离得到。浆果、虎杖和花生等植

物中均含有较丰富的白藜芦醇。白藜芦醇的药理活性

多样, 包括抗肿瘤、促进脂肪酸氧化、促进线粒体的呼

吸作用和糖异生、触发活化的T细胞凋亡以及抑制促

炎分子等, 因此对代谢与心血管疾病、癌症、中枢神经

系统疾病和炎症等多种疾病具有潜在的治疗作用[24]。

白藜芦醇是含有芪类结构的菲酮类多酚化合物

(图 5), 具有顺式和反式两种类型结构, 反式异构体的

生物活性强于顺式异构体。

3.1 白藜芦醇的抗肿瘤活性和作用机制

白藜芦醇通过抑制肿瘤细胞生长、抑制肿瘤的迁

Figure 4 Structure of Cur-P
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移和侵袭、抑制肿瘤血管生成等发挥抗肿瘤活性, 其作

用机制包括下调NF-κB, 以及调节STAT、MEK (mitogen-

activated protein kinase kinase, MAPKK)/ERK 和 TGF-

β1 (transforming growth factor-β1)/Smad (Sma-Mad) 信

号通路、HIF-1α (hypoxia inducible factor-1α) 和 VEGF

(vascular endothelial growth factor), 减少药物外排转运

蛋白, 协助细胞周期阻滞和凋亡, 以及调节肿瘤抑制性

microRNA和上调p53表达。

3.1.1 白藜芦醇抑制肿瘤细胞增殖 MEK/ERK信号

通路是调控细胞增殖、分化、凋亡等生理或病理过程的

主要途径之一。白藜芦醇能抑制黑色素瘤HT-144细

胞MEK/ERK信号通路, 下调 MEK1/2和ERK1/2磷酸

化水平, 从而抑制细胞增殖[25]。白藜芦醇还能阻断肿

瘤坏死因子 β (tumor necrosis factor-β, TNF-β)/TNF-β

受体诱导的NF-κB及其下游调控基因的激活, 从而抑

制TNF-β诱导的CRC细胞增殖和侵袭[26]。

3.1.2 白藜芦醇抑制肿瘤细胞侵袭和迁移 肿瘤细胞

的侵袭和迁移与上皮细胞-间充质转化 (epithelial-

mesenchymal transition, EMT) 有关。EMT过程是指上

皮细胞转化为间质表型, 其主要特征是细胞黏附分子

E-cadherin表达下调等。EMT使上皮组织肿瘤细胞失

去极性, 获得较高的迁移、侵袭和抗凋亡等能力, 形成

具有间质表型的细胞[27]。EMT过程涉及多种信号转

导通路。研究表明 , 白藜芦醇能降低胃癌细胞中

Hedgehog信号通路关键成分Gli-1的表达, 以及 EMT

关键成分Snail和N-cadherin的表达, 抑制胃癌的Hh信

号传导途径和EMT, 上调E-cadherin的表达, 从而抑制

胃癌细胞的侵袭和转移[28]。白藜芦醇还通过调控

HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) -

ERK1/2信号通路抑制基质金属蛋白酶 (matrix metal‐

loproteinase, MMP) 9蛋白的表达, 发挥抗肿瘤细胞侵

袭和迁移的活性[29]。

3.1.3 白藜芦醇抑制肿瘤血管生成 由于肿瘤细胞增

殖迅速, 增加了其代谢活性和耗氧量, 实体瘤会通过诱

导缺氧反应性基因表达, 来迫使肿瘤细胞适应肿瘤内

的缺氧环境。其中, 许多细胞应激因素例如缺氧、营养

缺乏或 ROS 诱导剂 , 是血管生成信号的重要刺激因

素。HIF-1在血管生成中起重要作用, 可调节血管生

成因子如 VEGF、VEGFR (VEGF receptor)、碱性成纤

维细胞生长因子 (basic fibroblast growth factor, bFGF)、

IL-8和血管生成素[30]。白藜芦醇作用于人卵巢癌细胞

A2780/CP70和OVCAR-3后, 通过多种机制显著抑制

了细胞中 HIF-1α蛋白的表达和 VEGF 的表达。白藜

芦醇抑制 AKT和丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-acti‐

vated protein kinase, MAPK) 的活化, 通过抑制蛋白翻

译调控因子 , 包括核糖体蛋白 S6激酶 1、核糖体蛋白

S6、真核起始因子 4E 结合蛋白 1 (eukaryotic initiation

factor 4E-binding protein 1, eIF4E-BP1) 和 eIF4E, 共同

抑制HIF-1α表达。白藜芦醇还通过蛋白酶体途径诱

导HIF-1蛋白降解, 这些作用可能共同抑制卵巢癌组

织中血管生成[31]。

3.2 白藜芦醇的靶点确证

目前广泛的研究揭示了白藜芦醇可能作用于细胞

内多个靶标 , 调控细胞的生长、炎症和血管生成等。

2003年研究人员通过高通量筛选发现白藜芦醇能活

化 SIRT1 (sirtuin-1), 这是一类依赖于 NAD+的蛋白去

乙酰化酶, 它与代谢、心血管疾病、炎症和衰老密切相

关。白藜芦醇能显著降低 SIRT1 与乙酰化底物和

NAD+作用的米氏常数[32]。然而在 2012年的研究中报

道, 白藜芦醇的直接作用靶点是磷酸二酯酶 (phospho‐

diesterase, PDE), 通过抑制 PDE活性, 从而激活 cAMP

和Epac1, 使Ca2+从内质网释放, 激活钙调蛋白依赖性

蛋白激酶激酶 β (calcium/calmodulin-dependent protein

kinase kinase 2, CamKKβ) 和 AMPK, 最终间接激活

SIRT1[33]。

2009年科研人员发明了一种药物亲和反应的靶

点 稳 定 性 (drug affinity responsive target stability,

DARTS) 技术来鉴定小分子药物的作用靶标, 该方法

的原理是与药物结合后的靶标蛋白对蛋白酶敏感性降

低, 再通过电泳和质谱技术来确定该药物结合的靶标

蛋白。由于DARTS不需要对药物进行修饰, 并且与药

物作用机制无关 , 它得到了广泛的应用。Lomenick

等[34]用 DARTS鉴定了 eIF4A为白藜芦醇的一个作用

靶点。

目前在大量的肿瘤细胞系和动物模型中验证了白

藜芦醇能直接或间接作用于肿瘤发生、发展和转移各

个过程中多种途径的关键靶点, 包括: 肿瘤抑制因子

p53和Rb; 细胞周期相关蛋白CDK、p21WAF1、p27KIP

和 INK以及检查点激酶 ATM/ATR; 转录因子 NF-κB、

AP-1 (activator protein-1)、c-Jun 和 c-Fos; 血管生成和

转移因子 VEGF 和 MMP2/9; 以及凋亡和存活调节剂

Bax/Bak、PUMA (p53 up-regulated modulator of apopto‐

sis)、Noxa、TRAIL (TNF related apoptosis inducing li‐

gand)、APAF (apoptotic protease-activating factor)、sur‐

vivin、Bcl-2和Bcl-xL[35]。

Figure 5 Structure of trans-resveratrol
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3.3 白藜芦醇的结构优化

白藜芦醇作为药物, 有着毒性较低的优势, 在人体

中口服吸收率约为 75%, 但肠道和肝脏的大量代谢导

致口服生物利用度低于 1%, 其在血液和组织中分布

低, 半衰期短。因此白藜芦醇结构改造的衍生物主要

解决生物利用度低这一问题, 常见的是白藜芦醇甲基

化衍生物。例如 , 天然存在的白藜芦醇活性类似物

3,5,4'-三甲氧基-反式-二苯乙烯在大鼠中比白藜芦醇

具有更高的血浆分布率、更长的半衰期和更低的清除

率。白藜芦醇的二甲基衍生物紫檀芪在大鼠模型中显

示出对治疗结肠癌有效, 并有更好的生物利用度[36]。

4 青蒿素

青蒿素 (artemisinin) 于 1971年从传统药用植物青

蒿中分离得到, 由于屠呦呦在发现青蒿素在疟疾治疗

中的重要研究, 被授予 2015年诺贝尔医学奖[37]。青蒿

素的生物利用度较差, 其有效性有限。系列青蒿素衍

生物 (图 6) 包括青蒿琥酯 (artesunate, ART)、青蒿醚、

二氢青蒿素 (dihydroartemisinin, DHA) 和青蒿酸等, 在

抗疟、抗肿瘤以及治疗自身免疫性疾病方面得到广泛

的研究。青蒿素及其衍生物是倍半萜烯内酯, 它独特

的过氧化物内桥是主要发挥活性的关键结构。在存在

游离亚铁离子的情况下, 青蒿素及其衍生物的内过氧

化物桥断裂 , 导致自由基生成 , 最终导致疟原虫死

亡[38]。青蒿素衍生物ART水溶性较好, 在生理条件下

转化为具有生物活性的 DHA, DHA 也显示出比青蒿

素更强的药理活性[39]。

4.1 青蒿素的抗肿瘤活性和作用机制

与其抗疟作用相似, 青蒿素及其衍生物主要通过

诱导细胞产生自由基, 从而诱导细胞产生一系列应激

应答, 包括抑制血管生成、与肿瘤相关的信号转导途

径 (Wnt/β-catenin途径和AMPK途径等) 和信号传感器

[NF-κB、MYC/MAX (MYC associated factor X)、AP-1、

CREBP (cAMP response element binding protein) 和

mTOR等], 导致细胞凋亡、自噬、铁死亡和坏死等。

4.1.1 铁和血红素在青蒿素调控细胞毒性中的作用

青蒿素的内过氧化物基团对其抗寄生虫和抗癌特性均

至关重要, 游离铁和血红素介导了过氧化物内桥的断

裂, 生成高反应性的以碳为中心的自由基, 参与蛋白质

的烷基化反应并产生ROS[40]。游离亚铁离子 (Fe2+) 被

螯合后几乎完全阻碍青蒿素的抗肿瘤作用[41]。癌细胞

对铁代谢有更高的需求, 比正常细胞有更高的铁含量,

因此青蒿素能够选择性靶向肿瘤细胞而对正常细胞作

用较弱。另有研究认为[42], 血红素是青蒿素更强的活

化剂, 血红素合成前体能够增强青蒿素的细胞毒性, 而

血红素合成抑制剂琥珀酰丙酮能抑制青蒿素的活性。

同样的, 血红素加氧酶 (heme oxygenase, HMOX) 能抑

制青蒿素二聚体的活性 , 减少青蒿素诱导的 ROS 生

成, 从而削弱青蒿素的细胞毒性[42]。

4.1.2 青蒿素诱导肿瘤细胞发生凋亡 青蒿素诱导

ROS产生并导致氧化应激、ER应激和DNA损伤等下

游效应产生, 通常通过诱导 caspase依赖的线粒体途径

介导细胞凋亡而发挥其细胞毒性。例如DHA能铁依

赖性地诱导人早幼粒细胞白血病HL-60细胞凋亡, 并

伴随线粒体功能障碍和胱天蛋白酶激活, 并时间依赖

性地激活p38-MAPK[43]。

DHA作用于 Jurkat T淋巴瘤细胞会导致线粒体跨

膜电位的破坏、细胞色素 c的释放、胱天蛋白酶的活化

以及指示凋亡诱导的DNA片段化。研究表明, 促凋亡

的 Bcl-2 效应蛋白 Bak 和 Bcl-2 同源结构域蛋白 Noxa

是 DHA 诱导 Jurkat 细胞凋亡的重要介质 , DHA 触发

Noxa的表达并激活Bak。DHA的促凋亡信号还涉及

ROS的形成和膜氧化, 亲脂性自由基清除剂维生素 E

或亲水性自由基清除剂谷胱甘肽和N-乙酰基半胱氨

酸预处理都会削弱DHA诱导的膜氧化和细胞凋亡[44]。

4.1.3 青蒿素诱导肿瘤细胞自噬 研究表明[45], 溶酶

体对于青蒿素诱导的ROS生成是必需的, 青蒿琥酯可

在HeLa细胞溶酶体中蓄积并激活溶酶体功能。研究

发现, 青蒿琥酯促进溶酶体V-ATPase的组装, 诱导细

胞死亡[45]。Beclin1 (酵母自噬相关基因 6的直系同源

基因) 是自噬启动的关键调节基因。Beclin1募集胞浆

蛋白以进行自噬降解, 并促进募集的膜复合物用于自

噬体形成。Beclin1 还作为募集 PI3K III 类 (PI3KC3)

的支架 , 这对于吞噬细胞形成至关重要。Bcl-2 通过

BH3结构域与 beclin1相互作用, 阻止 beclin1组装自噬

前体结构, 抑制自噬。DHA能够激活人胰腺癌细胞中

JNK通路, 导致Bcl-2的磷酸化并失活, 从而解除Bcl-2

Figure 6 Structures of artemisinin and its derivatives
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对 beclin1的抑制, 使得 beclin1的表达水平增加并诱导

自噬[46]。

4.1.4 青蒿素抑制肿瘤生长和转移 DHA能直接靶向

血小板衍生的生长因子受体-α (platelet-derived growth

factor receptor-α, PDGFR-α), 从而抑制卵巢癌细胞的

生长和转移。DHA 直接结合至 PDGFR-α细胞膜内

结构域, 通过加速泛素化降解而降低其稳定性, 并进一

步抑制下游 PI3K 和 MAPK 信号转导 , 抑制肿瘤细胞

上皮-间质转化、生长和转移[47]。核基质蛋白 Ciz1能

与 cyclin E、cyclin A和 CDK2等调节细胞周期的蛋白

质相互作用, 促进DNA复制和细胞增殖, DHA还能通

过抑制 TGF-β1/Smad信号传导和 Ciz1来抑制乳腺癌

细胞的增殖和转移[48]。

4.2 青蒿素的作用靶点确证

青蒿素与癌症中广泛的细胞靶标和途径相关, 常

见的报道包括 p38-MAPK[43]、PI3K/AKT、Ras、NF-κB

和Wnt/β-catenin[49]途径。然而由于细胞内定位、活化

水平和细胞蛋白质组本身的组成等因素都可以导致差

异结合, 因此在不同细胞类型和条件下, 青蒿素的作用

也不同。研究人员应用LC-MS (liquid chromatography

mass spectrometry)/MS 结合 iTRAQ (isobaric tags for

relative and absolute quantitation) 定量分析 DHA 处理

的 PC3前列腺癌细胞的基因表达变化, 发现细胞蛋白

质合成机制、氨基酸代谢以及伴侣蛋白热休克蛋白 70

(heat shock protein 70, HSP70) 是 DHA 诱导 PC3 细胞

毒性的潜在介质[50]。

如文中所述, 青蒿素对癌细胞的抑制作用是铁依

赖性的, 铁触发的青蒿素自由基更可能将细胞蛋白共

价烷基化, 因此研究者利用被血红素激活的青蒿素化

学探针ART-yne (图 7), 与HeLa细胞裂解液共孵育, 富

集并鉴定了大约 80 种青蒿素烷基化的蛋白靶标[51]。

这种化学蛋白质组学方法提供了一种可视化药物激活

的直接方法, 因为青蒿素在表现出显著的烷基化特性

之前需要先被激活, 另外, 相互作用蛋白的直接谱分析

可以提供除基因表达之外的机制信息。该研究使用

IPA和GO分析进一步阐明青蒿素靶蛋白的细胞分布

和功能, 发现青蒿素潜在靶蛋白与分子运输、蛋白质运

输、细胞死亡和存活以及核酸代谢等相关。研究者猜

测血红素活化的青蒿素对蛋白质的烷基化作用选择性

不高, 但铁活化的自由基机制和运铁蛋白受体 1介导

的铁耗竭途径可能对体内癌细胞或肿瘤组织更具特异

性[51]。然而, 探针ART-yne的缺点是不能渗透细胞, 因

此需要进一步设计具有细胞渗透活性的探针进行

研究。

5 三氧化二砷

三氧化二砷 (ATO), 俗称砒霜 (图 8), 为白色无味

粉末或结晶, 有非晶系、等轴晶系、单斜晶系的结晶或

无色粉末三种状态。砷化物也是一种古老的药物。希

波克拉底 (公元前 460～377) 曾用雌黄和雄黄作为防

腐剂, 亚里士多德曾写过关于砷化物的用药性质, 伽林

也曾将硫化砷作为敷剂来治疗溃疡[52]。哈尔滨医科大

学的韩太云于 1971年发现As2O3对急性早幼粒细胞白

血病 (acute promyelocytic leukemia, APL) 有特效 , 张

亭栋课题组于 1974 年制成亚砷酸注射液用以治疗

APL。As2O3于 1999年正式通过国家药品监督管理局

的审批用于临床治疗APL, 并于 2000年作为治疗复发

性及耐药性 APL的新药通过美国食品及药品管理局

(Food and Drug Administration, FDA) 的审批[53]。

5.1 ATO的抗肿瘤活性和作用机制

ATO 的抗肿瘤活性主要体现在对肿瘤细胞的增

殖抑制、诱导凋亡、抑制肿瘤血管生成以及减少肿瘤

耐药性等 , 其作用靶点主要包括 Pin1 (peptidylprolyl

cis/trans isomerase NIMA-interacting 1)、Fas、NF-κB 和

Bcl-2等。

5.1.1 ATO 抑制肿瘤细胞增殖 Pin1酶是一种脯氨

酰基顺反异构酶, 可改变磷酸化蛋白质的功能, 从而激

活癌症驱动蛋白, 是癌症信号传导网络的主要调节因

子, 同时还能使部分肿瘤抑制蛋白失活[54]。在大多数

人类癌症中, Pin1过度活化, 并且与不良的临床反应相

关 , Pin1 表达低的人群患各种癌症的风险较低[54]。

ATO能抑制和降解 Pin1, 并通过与 Pin1活性位点的非

共价结合抑制其致癌功能, 但同时会引起细胞表面通

道蛋白降解, 引起ATO抗性。全反式维甲酸也可抑制

和降解 Pin1, 并能上调水通道蛋白 9, 增加细胞对ATO

的摄取, 解除了细胞对ATO的抗性, 二者的协同作用

抑制了Pin1的功能和自我更新[55]。

一些药物治疗不能有效地清除肿瘤启动细胞/肿

Figure 7 Structure of artesunate (ART)-yne

Figure 8 Structure of arsenic trioxide (ATO)
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瘤干细胞 (tumor initiative cells/cancer stem cells, TICs/

CSCs), 这些细胞可能是肿瘤启动、生长、转移和耐药

的原因。Pin1是TIC/CSC中一种关键的驱动因子, 例

如 Pin1在乳腺 TICs/CSCs中高度富集, 可以促进它们

的自我更新和肿瘤的启动[56]。因此ATO与ATRA联用

靶向 Pin1 可以同时阻断多种癌症驱动途径并消除

TICs/CSCs。

5.1.2 ATO诱导肿瘤细胞发生凋亡 ATO诱导肿瘤

细胞发生凋亡主要是通过 Fas/FasL-caspase 3 途径、

NF-κB、TRAIL以及影响氧化还原稳态降低端粒酶活

性等一系列方式。研究表明, ATO能导致SPCA1肺腺

癌细胞凋亡, 其机制可能是ATO诱导Fas表达。Fas是

一种跨膜受体, 与激动剂抗体或 Fas配体 (FasL) 结合

可以通过激活 caspase 8、caspase 3和线粒体途径来触

发凋亡级联反应, 最终导致细胞死亡[57]。TRAIL通过

与靶细胞表面死亡受体 (death receptor, DR), 包括DR4

和DR5结合, 可触发细胞凋亡。研究表明ATO可通过

下调NF-κB的表达并增强TRAIL诱导人肺癌A549细

胞凋亡[58]。

ATO 还能通过影响氧化还原稳态诱导线粒体凋

亡。氧化还原稳态是指抗氧化剂例如细胞内谷胱甘

肽 (glutathione, GSH)、超氧化物歧化酶 (superoxide

dismutase, SOD)、硫氧还蛋白 (thioredoxin, Trx) 和ROS

与氧化剂之间的平衡。GSH和 SOD是调节氧化还原

稳态平衡的关键因素, 作为自由基清除剂保护细胞免

受氧化应激。ROS过度积累破坏细胞内氧化还原稳

态, 导致细胞死亡。研究表明, ATO诱导GSH的消耗、

Trx的下调和ROS的积累, 从而导致细胞氧化损伤并

启动了线粒体凋亡[59]。

5.1.3 ATO抑制肿瘤血管生成 肿瘤血管生成涉及

的过程包括 MMP诱导的细胞外基质降解, 血小板源

性生长因子 PDGF/PDGFR-β驱动的内皮细胞迁移 ,

VEGF/VEGFR-2诱导的内皮细胞增殖, 以及成纤维细

胞生长因子 2 (fibroblast growth factor 2-basic, FGF-2)/

FGFR-2 和 delta 样 Notch 配体 4 (delta-like ligand 4,

Dll4)/Notch-1诱导的血管新生[60]。ATO通过显著抑制

VEGF 的上游调控因子 HIF-1α以及 VEGF-A 的表达 ,

并抑制VEGFR-2、Dll4和Notch-1的表达, 发挥抗血管

生成作用[61]。

5.2 ATO的靶点确证

目前的很多研究中都是利用网络药理学方法对

ATO的作用靶标进行预测。例如, DrugBank是一个注

释丰富的生物信息学工具, 其中包含具有全面药物目

标信息的多种药物数据, 提供了关于药物、药物靶标和

药物作用的研究结果的详细信息。研究者使用Drug‐

Bank和 STITCH识别ATO-靶标相互作用以获得ATO-

靶标网络, 总共鉴定出ATO的 19个候选靶基因。将有

关靶基因的信息通过STRING进行进一步的KEGG通

路和 GO分析, 发现 19个 ATO候选靶基因富集于“染

色质”、“染色体”和“核内腔”等基因集[62]。

6 天然产物靶点确证的方法

目前用于天然药物靶点确证的常用方法主要包括

基因组学、蛋白质组学和计算机辅助模拟等, 例如酵

母双杂交法、亲和色谱和活性蛋白表达谱等方法[63], 还

有文中列举的化合物探针这一类方法。此类方法大部

分需要对化合物加以修饰或标记 , 修饰后的化合物

可能会改变某些化学活性, 以及可能存在无法渗透细

胞的问题。近来科研人员也在尝试用一些非标记的方

法, 例如白藜芦醇使用的药物亲和反应的靶点稳定性

(DARTS) 方法, 药物与靶标结合后靶标蛋白对蛋白酶

敏感性降低, 与对照组对比酶解反应后的差异, 找到

可能的结合靶标并进行后续验证。还有氧化速率蛋白

稳定性 (stability of proteins from rates of oxidation,

SPROX) 方法, 该方法利用过氧化氢氧化蛋氨酸侧链

评估测量蛋白质-配体复合物的热力学性质, 天然产物

与靶标蛋白结合后, 蛋氨酸侧链抗氧化能力增强, 再通

过质谱技术检测蛋氨酸水平对靶标蛋白进行定量[63]。

网络药理学也是近年来鉴定天然产物作用靶点的一项

常用技术, 例如Connectivity Map数据库, 它有 1 000多

种小分子药物处理人类 5种肿瘤细胞系前后的基因数

据, 能帮助科研人员预测小分子化合物的作用模式。

还有如 PharmMapper、PDTD和 DrugBank这样的数据

库, 涵盖了药物的化学结构、药理作用、作用蛋白靶点

和通路、药物间相互作用等信息, 都可以用来计算预测

药物分子的作用靶点。鉴定天然产物作用靶点的方法

很多, 不同的方法各有利弊, 需要选取多样、合适的方

法来全面分析多靶点天然产物的作用靶标, 以最大程

度增加准确性, 排除假阳性。

7 总结与展望

文中列举的多靶点抗肿瘤天然产物的抗肿瘤活性

有很多相似之处, 例如丹参酮、姜黄素、白藜芦醇和青

蒿素都能作用于常见的细胞生长和凋亡相关通路和蛋

白如PI3K/AKT、NF-κB、周期素依赖性激酶、caspase和

Bcl-2等来抑制肿瘤细胞的增殖并诱导凋亡。它们也

都能诱导活性氧的释放和积累, 造成细胞氧化应激, 诱

导细胞凋亡。白藜芦醇和ATO也都会作用于HIF-1α

和VEGF来抑制肿瘤血管新生。药物与靶点结合方式

可以分为化学结合和物理结合两种方式, 它们大都与

受体以化学结合方式结合, 包括共价键与非共价键结

合, 如丹参酮的菲醌结构能与DNA分子相结合。
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这些药物作用的不同之处也很明显, 如青蒿素及

其衍生物主要通过诱导细胞产生自由基, 从而诱导细

胞产生一系列应激应答发挥细胞毒作用, 铁和血红素

对于激活青蒿素发挥活性至关重要。姜黄素除了有与

其他药物相同的作用机制外, 它还能抑制ABCB1, 逆

转肿瘤细胞多药耐药。ATO主要是增加细胞内 ROS

的浓度, 而发挥细胞毒性作用。

多靶点抗肿瘤天然药物的作用机制具有多靶点和

多效应的特点, 能作用于肿瘤发生发展的多个阶段, 并

且能够联合其他抗肿瘤药物以发挥更大的抗肿瘤效

应。但这种多通路、多靶点的作用方式也可能带来不

良反应, 例如ATO在临床应用上存在心脏毒性、肾毒

性和肝毒性等问题。多靶点药物与靶向药物和细胞毒

抗肿瘤药物相比较, 作用浓度高且活性较低。人们需

要探寻多靶点抗肿瘤天然药物主要作用靶标, 并且进

行进一步结构修饰和优化, 以提高药物对靶点的选择

性, 提高疗效, 解决生物利用度低和不良反应较大等问

题。多靶点抗肿瘤天然药物的主要作用靶标可以通过

定量分析, 推测其主要作用靶点。另外, 得到完整的药

物与靶点作用的结构后, 可根据化学结构推测其主要

作用靶点。目前, 多靶点抗肿瘤天然药物的机制研究

还不够深入, 研究人员需全面利用分子生物学技术, 从

基因组和蛋白质组水平对抗肿瘤机制进行更深入更系

统的研究, 推进其临床前和临床研究, 以确定这些药物

的适应症, 实现药物的精准应用。

作者贡献: 段雨婷撰写, 蒙凌华指导修改。

利益冲突: 所有作者声明不存在利益冲突。
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