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四氢异喹啉类新化合物SYT-1抑制肿瘤细胞增殖的机制

李玉运, 马文辉, 曾展维, 廖诗怡, 孙宇通, 黄云生, 徐道华*

(广东医科大学药学院, 广东 东莞 523808)

摘要: 探讨四氢异喹啉类新化合物SYT-1对肿瘤细胞增殖抑制作用及其机制。采用CCK-8 (cell counting kit-8)

法检测细胞增殖 ; 克隆形成实验检测细胞克隆形成能力 ; JC-1 探针法检测细胞线粒体膜电位 ; DCFH-DA (2',7'-

dichlorodihydrofluorescein diacetate) 探针法检测细胞内活性氧水平; Annexin V-FITC/PI (fluorescein isothiocyanate/

propidium) 复染法检测细胞凋亡; Western blot法检测相关蛋白表达水平。实验结果表明, SYT-1对 6种人源癌细

胞的增殖具有显著抑制作用, 其中对乳腺癌 MCF-7细胞的抑制作用最强, 半数抑制浓度 (half maximal inhibitory

concentration, IC50) 为 5.87 μmol·L-1, 优于顺铂 (IC50为 8.92 μmol·L-1)。进一步研究表明, SYT-1可剂量依赖性抑制

MCF-7细胞的单克隆形成能力, 并能引起细胞线粒体膜电位下降和活性氧水平升高。此外, SYT-1可以显著抑制

PI3K-Akt (phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B) 信号通路的激活并诱导MCF-7细胞的凋亡。上述研究结果

表明, 作为一种新型四氢异喹啉类化合物, SYT-1具有抑制肿瘤细胞增殖的潜力。
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Mechanism of inhibiting proliferation of tumor cells by a new

tetrahydroisoquinoline compound SYT-1
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Abstract: In this study, we investigated the inhibitory effect of SYT-1, a new compound of tetrahydroisoquino-

line, on tumor cell proliferation and underlying mechanisms. Cell counting kit-8 (CCK-8) method was used to

detect cell proliferation; clone formation experiment was used to detect cell clone formation ability; JC-1 probe

was used to detect cell mitochondrial membrane potential; 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA)

probe was used to detect intracellular reactive oxygen species; Annexin V-FITC/PI (fluorescein isothiocyanate/

propidium) counterstaining method was used to detect apoptosis; Western blot assay was used to detect the expres‐

sion level of related proteins. The experimental results show that SYT-1 has a significant inhibitory effect on the

proliferation of six human-derived cancer cells. Among them, the inhibitory effect on breast cancer MCF-7 cells is

the strongest, the half maximal inhibitory concentration (IC50) of SYT-1 of 48 h administration on MCF-7 cells is

5.87 μmol·L-1, which is better than that of cisplatin (8.92 μmol·L-1). Further studies have shown that SYT-1 can

dose-dependently inhibit the monoclonal formation ability of MCF-7 cells, and can cause the mitochondrial mem‐

brane potential of the cells to decrease and the level of reactive oxygen species to increase. In addition, SYT-1 can

significantly inhibit the activation of PI3K-Akt (phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B) signaling pathway

and induce apoptosis of MCF-7 cells. The above research results show that, as a new type of tetrahydroisoquinoline
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compound, SYT-1 has the potential to inhibit tumor cell proliferation.

Key words: tetrahydroisoquinoline; anti-tumor; apoptosis; monoclonal; mitochondrial membrane potential

四氢异喹啉是一类重要的N-杂环类化合物, 该类

骨架结构存在于许多天然产物中, 例如木兰科、防己

科、罂粟科以及樟科等植物中的生物碱均含有相同或

类似的结构单元[1]。自 1974年Tang等[2]分离出第一个

具有抗肿瘤活性的四氢异喹啉天然产物 naphthriydi‐

nomycin开始, 这类具有极强生物活性的天然产物逐

渐引起了化学家和药理学家的重视。研究表明, 该类

化合物具有多种多样的生物活性, 例如抗肿瘤、抗菌、

抗病毒、抗炎和抗血小板凝集等[3]。截至目前, 已从天

然产物中提取分离出许多含有四氢异喹啉结构的活性

化合物 , 如 renieramycin G、粉防己碱和那可丁等[4]。

其中Schofield等[5]从加勒比海鞘中分离出的一种四氢

异喹啉类化合物 ecteinascidin 743 (ET-743, Yondelis)

已在临床用于软组织瘤的治疗。

尽管四氢异喹啉类化合物具有广泛的生物活性,

但其水溶性差、生物半衰期短[6]、生物利用度较低, 不

少化合物还具有神经毒性等缺点[7], 一定程度上限制

了该类化合物的应用。随着药物化学和分子药理学的

发展, 越来越多四氢异喹啉类化合物的新靶点和作用

机制被发现和揭示, 对四氢异喹啉类化合物的合成、改

造与修饰已成为药物研究的重点之一[8]。默克公司设

计并合成的作用于有丝分裂驱动蛋白的一系列具有强

效抗肿瘤活性的四氢喹啉衍生物已用于恶性肿瘤的治

疗[9]。Leese等[10]设计合成的四氢异喹啉类似物对人

类Burkitt淋巴瘤细胞具有显著抑制作用。此外, 基于

四氢异喹啉结构母核的金属配合物也显示出优异的抗

肿瘤活性和更低的毒性[11]。综上所述, 四氢异喹啉类

化合物在抗肿瘤药物开发中具有很高研究价值。本文

以全新合成的以四氢异喹啉为结构母核的化合物

SYT-1为研究对象, 通过体外抗肿瘤细胞实验, 初步阐

明了该化合物的抑制肿瘤细胞增殖活性及其相关机

制, 为其作为抗肿瘤药物的开发奠定基础。

材料与方法

药品与试剂 化合物 SYT-1由本课题组合成 (纯

度 > 95%); 胰蛋白酶、DMEM (Dulbecco's modified

Eagle's medium) 培养基、RPMI1640培养基和胎牛血清

(Gibco公司); 顺铂 (cisplatin, Sigma公司); PI3K (phos‐

phatidylinositol 3-kinase)、p-PI3K (phospho-PI3K)、Akt

(protein kinase B)、p-Akt (phospho-Akt) 和 β-actin 一抗

(Affinity Biosciences 公司); Bcl2、Bax 和 cleaved-cas‐

pase-3一抗 (Cell Signaling Technology公司); JC-1线粒

体膜电位检测试剂盒和 DCFH-DA (2',7'-dichlorodihy‐

drofluorescein diacetate) 活性氧检测试剂盒 (碧云天公

司); Annexin V-FITC/PI (fluorescein isothiocyanate/

propidium) 细胞凋亡检测试剂盒 (江苏凯基生物技术

股份有限公司)。

细胞培养 乳腺癌MCF-7细胞和肺癌A549细胞

(广州吉妮欧生物科技有限公司); 肝癌HepG2细胞和

食管鳞癌细胞 Kyse-140 (上海盖宁生物科技有限公

司); 宫颈癌 HeLa 细胞和胃腺癌 BGC-823 细胞 (中山

大学科研平台)。分别用含 10% 胎牛血清的 DMEM

(MCF-7、HepG2 和 HeLa) 和 RPMI1640 (Kyse-140、

BGC-823和A549) 培养基培养细胞, 取对数生长期细

胞用于实验。

CCK-8 法检测细胞毒性 分别消化上述 6 种细

胞, 以细胞密度 5 000个/孔接种于 96孔板, 24 h后分别

加入相同浓度 SYT-1和顺铂 (终浓度分别为 1、5、10、

20和40 μmol·L-1) 置于CO2培养箱中继续培养。分别于

24和 48 h后吸去原有培养基, 每孔加入 100 μL含 10%

CCK-8液的培养基, 放入孵育箱中继续培养 1.5 h, 在

酶标仪 450 nm波长处测量各孔的吸光度。存活率 =

[(实验组吸光度 − 空白孔吸光度) / (对照组吸光度 −
空白孔吸光度)]×100%。

克隆形成实验 消化 MCF-7 细胞 , 以细胞密度

1 000个/孔接种于 6孔板内, 十字法使其均匀分布, 待

24 h 细胞贴壁后 , 分组如下 : 完全培养基组 (control

组), 阳性对照组 (顺铂 1 μmol·L-1), 不同浓度的 SYT-1

化合物处理组 (0.5和 1 μmol·L-1) 作用 24 h后撤掉, 全

部换上 DMEM 完全培养基培养 10 天 , 每间隔 2 天更

换一次培养基。当培养皿中出现肉眼可见克隆且显微

镜下可见单个克隆集落细胞计数大于 50时, 终止培养,

弃去培养液, 用磷酸盐缓冲液 (phosphate buffer saline,

PBS) 洗 2 次后 , 4% 多聚甲醛固定细胞 30 min, 加入

0.1% 结晶紫染色 15 min, 蒸馏水洗净干燥后倒置显

微镜拍照观察计数。克隆形成率 = (克隆数/接种细胞

数)×100%。

SYT-1 对 MCF-7 细胞线粒体膜电位的影响 将

MCF-7细胞稀释成 1×105个/皿的密度接种于共聚焦小

皿。待 24 h贴壁后, 分为 control组和不同浓度 SYT-1

处理组 (10 和 20 μmol·L-1), 作用 6 h 后根据 JC-1 试剂

盒说明书对细胞进行染色。CCCP (carbonyl cyanide
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m-chlorophenyl hydrazine) 是一种能引起活细胞线粒

体膜电位快速下降的试剂, 在细胞染色前 30 min加入

作为阳性对照。使用荧光显微镜随机挑选视野进行拍

照。流式细胞仪用于细胞线粒体膜电位的定量 , 将

MCF-7 细胞稀释为 2×105个/孔的密度接种于 6 孔板 ,

应用上述同样方法给药和染色, 最后用胰酶消化细胞,

过筛后上机检测, 流式细胞检测数据用于统计学分析。

SYT-1 对 MCF-7 细胞内活性氧水平的影响 将

MCF-7细胞稀释成 1×105个/皿的密度接种于共聚焦小

皿。待 24 h贴壁后, 分为 control组和不同浓度 SYT-1

处理组 (5 和 10 μmol·L-1), 作用 4 h 后根据 DCFH-DA

试剂盒说明书对细胞进行染色 , 用无血清培养基稀

释 DCFH-DA。吸去旧培养液, PBS洗 2次, 每皿加入

DCFH-DA稀释液600 μL。在恒温细胞箱内培养15 min,

PBS洗细胞 3次, 使用荧光显微镜随机挑选视野进行

拍照。流式细胞仪定量检测细胞内的活性氧强度, 将

MCF-7细胞稀释为 2×105个/孔密度接种于 6孔板, 应

用上述同样方法给药和染色, 最后用胰酶消化细胞, 过

筛后上机检测, 流式细胞检测数据用于统计学分析。

细胞凋亡检测 采用 Annexin V-FITC/PI 复染法

检测细胞凋亡, 将MCF-7细胞以 3×105个/孔密度接种

于 6孔板。待 24 h细胞贴壁后, 分为 control组和不同

浓度 SYT-1处理组 (5、10和 20 μmol·L-1), 作用 24 h后

根据凋亡试剂盒说明书对细胞进行染色。步骤如下:

① 收集细胞样品, 将胰酶消化好的细胞收集到离心

管中, 1 200 r·min-1离心 5 min沉淀细胞; ② 用 PBS重

悬细胞, 再次离心沉淀细胞; ③ 轻轻吸走PBS上清液,

每个离心管中加入 500 µL结合缓冲液混匀, 分别加入

5 µL的Annexin V混合后加入等量 PI混匀, 室温避光

孵育15～30 min; ④ 流式细胞仪检测细胞凋亡。

Western blot法检测蛋白表达 将MCF-7细胞以

3×105个/孔密度接种于 6孔板。待细胞密度到达 80%

后给药 , 分为 control组和不同浓度 SYT-1 处理组 (5、

10和 20 μmol·L-1), 作用 24 h后吸弃旧培养基, PBS洗

3次, 加入含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的细胞裂

解液, 冰上裂解30 min, 于4℃、12 000 r·min-1离心15 min,

取上清液。蛋白定量后, 分别取30 μg蛋白加入上样缓

冲液, 于 95 ℃变性 5 min。10%聚丙烯酰胺-SDS凝胶

电泳后, 电转至硝酸纤维素膜上, 5%胎牛血清封闭后

孵育一抗过夜 , 用 TBST (tris buffered saline tween) 缓

冲液洗涤后, 室温孵育二抗 1 h, 洗涤后用凝胶成像系

统获取图像, 拷贝数据后应用 Image J软件对结果进行

灰度分析。

统计学分析 所有数据均用
-
x ± s 表示 , 应用

SPSS17.0统计软件进行单因素方差分析, 以 P < 0.05

表示有显著性差异。

结果

1 SYT-1显著抑制癌细胞增殖

经不同浓度 SYT-1 (图 1A) 作用后, 6种人源癌细

胞的增殖均受到不同程度抑制, 并呈剂量依赖性作用。

SYT-1和顺铂作用于 6种癌细胞的半数抑制浓度 (half

maximal inhibitory concentration, IC50) 分别为: MCF-7,

(5.89 ± 0.09) 和 (8.92 ± 0.15) μmol·L-1; HepG2, (15.13 ±

0.28) 和 (5.27 ± 0.18) μmol·L-1; Kyse-140, (19.02 ±

1.19) 和 (3.86 ± 0.32) μmol·L-1; HeLa, (9.23 ± 0.21) 和

(5.20 ± 0.31) μmol·L-1; BGC-823, (13.45 ± 0.52) 和

(7.21 ± 0.46) μmol·L-1; A549, (17.56 ± 0.42) 和 (12.71 ±

0.82) μmol·L-1。结果显示 , SYT-1 对乳腺癌 MCF-7 的

抑制作用最强 , 其 IC50 为 (5.89 ± 0.09) μmol·L-1 (图

1B), 因而选择乳腺癌MCF-7细胞作进一步研究。

2 SYT-1抑制MCF-7细胞的单克隆形成能力

MCF-7细胞经不同浓度的SYT-1作用 24 h后的克

隆形成实验结果表明 (图 2), SYT-1能显著抑制MCF-7

细胞的单克隆形成能力 , 且其效果优于同等浓度的

顺铂。

3 SYT-1引起MCF-7细胞线粒体膜电位下降

本研究采用 JC-1 探针检测细胞线粒体膜电位。

Figure 1 SYT-1 inhibited MCF-7 cells proliferation in vitro. A: The structure of SYT-1; B: The anti-proliferative effect of SYT-1 and

cisplatin was detected using cell counting kit-8 (CCK-8) assay
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在正常情况下细胞线粒体膜电位较高, JC-1聚集在线

粒体基质中, 形成聚合物并产生红色荧光; 当线粒体膜

电位较低时, JC-1不能聚集在线粒体基质中而成为单

体, 可以产生绿色荧光。因此, 通过分析红/绿荧光的

比值可以反映线粒体膜电位变化。实验结果表明 (图

3), 不同浓度 SYT-1作用 6 h后, 能引起MCF-7细胞线

粒体膜电位显著下降。

4 SYT-1引起MCF-7细胞内活性氧水平升高

本研究采用DCFH-DA探针检测细胞内活性氧水

平。DCFH-DA能被细胞内的酯酶水解生成DCFH, 细

胞内活性氧可以氧化无荧光DCFH生成有荧光的DCF,

因而通过检测荧光强度就可以反映细胞内的活性氧水

平。实验结果表明 (图 4), 经不同浓度 SYT-1作用 4 h

后, 能引起MCF-7细胞内活性氧水平显著升高。

5 SYT-1诱导MCF-7细胞凋亡

采用流式细胞仪检测不同浓度 SYT-1化合物 (5、

10 和 20 μmol·L-1) 干预 MCF-7 细胞 24 h 后的凋亡

情况。使用 PI和 Annexin V 双染方式检测细胞凋亡,

凋亡细胞分布为右下象限代表早期凋亡细胞, 右上象

限代表晚期凋亡细胞, 凋亡率为早期凋亡率与晚期凋

亡率之和。结果显示 (图5A), SYT-1作用24 h后, 与对

照组相比, 实验组细胞凋亡率由 (6.9 ± 0.4) %增加到

(81.2 ± 2.5) %, 表明 SYT-1诱导MCF-7肿瘤细胞的凋

亡具有剂量依赖性。Western blot 结果如图 5B 所示 ,

与对照组相比, 不同浓度 SYT-1 (5、10和 20 µmol·L-1)

处理 MCF-7 细胞 24 h 后 , 抗凋亡蛋白 Bcl2 表达量减

少 , 促凋亡蛋白 Bax 和 cleaved-caspase-3 表达量增加 ,

结果提示 SYT-1 可能通过调控 Bcl2 家族蛋白以及

cleaved-caspase-3蛋白的表达促进细胞凋亡。

6 SYT-1 抑制 MCF-7 细胞 PI3K/Akt 信号通路的

活化

采用 Western blot 法对 PI3K-Akt 信号通路蛋白

PI3K和Akt进行检测。实验结果表明 (图 6), SYT-1以

10 和 20 μmol·L-1 的浓度干预 MCF-7 细胞 24 h 后 ,

MCF-7细胞的 PI3K和Akt磷酸化水平均显著降低, 表

明 SYT-1 能通过抑制 PI3K-Akt 信号通路的活化发挥

抗乳腺癌MCF-7细胞的作用。

Figure 3 Changes of mitochondrial membrane potential of MCF-7

cells after administration of SYT-1 at 10 and 20 μmol·L-1 for 6 h.

Scale bar: 25 μm. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs control.

CCCP: Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazine

Figure 2 SYT-1 inhibited MCF-7 cells clone formation in vitro. MCF-7 cells were treated with SYT-1 and cisplatin at different concentra‐

tions for 24 h. Scale bar: 100 μm. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs control
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Figure 4 Change in reactive oxygen species level of MCF-7 cells after administration of SYT-1 at 5 and 10 μmol·L-1 for 4 h. Scale bar:

50 μm. n = 3,
-
x ± s. **P<0.01 vs control. DCF: 2',7'-Dichlorofluorescein

Figure 5 SYT-1 induced apoptosis of MCF-7 cells in a dose-dependent manner. The apoptosis rate and the levels of apoptosis-related proteins

of MCF-7 cells were detected after administrating of SYT-1 at 5, 10, and 20 μmol·L-1 for 24 h. A: Effect of SYT-1 on cell apoptosis in MCF-7

cells determined by using the flow cytometric analysis. a: Control group; b, c, d: 5, 10, 20 µmol·L-1 SYT-1 treated group; B: The levels of

apoptosis-related proteins were measured by using Western blot analysis. Quantification of protein levels relative to β-actin. n = 3,
-
x ± s. *P<

0.05, **P<0.01 vs control. PI: Propidium iodide; FITC: Fluorescein isothiocyanate

Figure 6 SYT-1 inhibited the phosphorylation of PI3K and Akt. Western blot analysis showed the activation of PI3K-Akt signal pathway

was suppressed after administration of SYT-1 for 24 h. β-Actin was used as a loading control. The bands were quantified by densitometry

scanning by using Image J. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs control. PI3K: Phosphatidylinositol 3-kinase; Akt: Protein kinase B
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讨论

本研究探索了四氢异喹啉类新化合物 SYT-1对 6

种人源癌细胞增殖的影响, 结果表明 SYT-1对 6种癌

细胞均具有增殖抑制作用, 其中对乳腺癌MCF-7的作

用最强并优于顺铂, 进一步研究发现, SYT-1能显著抑

制MCF-7的单克隆形成能力并诱导细胞凋亡, 初步显

示出该化合物具有抑制乳腺癌细胞增殖的潜力。

细胞凋亡过程需要多种信号分子参与, 按凋亡途

径可分为外源性凋亡信号通路 (死亡受体信号通路) 和

内源性凋亡信号通路 (线粒体信号通路)[12]。线粒体不

仅是细胞的能量中心, 也是内源性凋亡信号发生的重

要场所和凋亡过程的重要组成部分, 线粒体膜电位的

下降是细胞凋亡早期的一个标志性事件[13]。线粒体的

功能紊乱和活性氧累积密切相关[14]。活性氧是细胞进

行正常有氧代谢时线粒体呼吸链中产生的中间产物,

刺激因素引起线粒体膜电位的丧失会导致线粒体渗透

过渡孔开放, 从而释放活性氧, 引起胞内活性氧水平的

升高, 进一步导致细胞凋亡的发生[15]。Bcl2家族是调

节线粒体介导的细胞凋亡的关键成员, 包括促凋亡蛋

白Bad、Bax和抑凋亡蛋白Bcl2等[16], 这些蛋白在细胞

内死亡信号被接收后激活。首先, 外膜表面与Bcl2家

族成员的Bak和Bax之间存在反应, 线粒体膜的通透

性发生改变, 导致跨膜电位的丧失和细胞色素细胞因

子的释放, 释放的细胞色素C可以与凋亡蛋白酶激活

物 caspase-9和Apaf1形成簇复合物, 通过剪切和激活

caspase-3, 引起 caspase级联反应诱导细胞凋亡[17]。本

研究发现 SYT-1 可引起 MCF-7 细胞快速线粒体膜电

位下降、活性氧水平的升高并引起相关凋亡蛋白的变

化, 揭示内源性凋亡途径是该化合物引起细胞凋亡的

重要途经。

PI3K-Akt信号通路在肿瘤细胞的存活、增殖、迁移

和侵袭等过程中起重要作用[18]。研究发现活化的3,4,5-

三磷酸磷脂酰肌醇 (phosphatidylinositol 3,4,5-trisphos‐

phate, PIP3) 会募集胞质内的丝氨酸/苏氨酸激酶, 然后

通过与Akt N端的 PH (pleckstrin homology) 结构域结

合将其转运到细胞膜上, PI3K在 3-磷酸肌醇依赖性蛋

白激酶 1 (phosphoinositide dependent protein kinase-1,

PDK1) 辅助下磷酸化 Akt 上的丝氨酸磷酸化位点

(Ser473) 和苏氨酸磷酸化位点 (Thr308), 最终会激活

Akt信号[19]。活化后的Akt会将信号放大, 进而引起多种

生物学效应, 如增殖、抗凋亡、促进细胞迁移与侵袭等[20]。

为了进一步探讨化合物SYT-1干预乳腺癌MCF-7细胞

后对相关信号通路的影响, 本实验采用蛋白印迹法对

信号通路蛋白 PI3K和 Akt进行检测, 结果表明, 与对

照组相比, 各 SYT-1实验组细胞的磷酸化蛋白 p-PI3K

和 p-Akt均显著下降, 表明 SYT-1可能通过抑制 PI3K-

Akt信号通路进而发挥抗乳腺癌MCF-7细胞的作用。

尽管具有广谱抗肿瘤活性, 但目前研究较多的四

氢异喹啉类化合物如小檗碱、粉防己碱和那可丁等普遍

存在水溶性差、药效较弱和毒副作用较大等缺点[21,22],

此外, 双苄基异喹啉类化合物如粉防己碱等还具有碱

性较强的特点, 这给相应的口服控释抗癌制剂的研发

带来困难[23]。因此, 对四氢异喹啉类化合物进行全新

设计合成和改造, 使其具有更显著的药理活性和更优

异的溶解性能具有重要意义。本课题组以此为出发点

设计并合成了一系列结构新颖、分子量适中的全新四

氢异喹啉类化合物, 已初步显示出较好的抑制癌细胞

增殖的药理活性。

综上所述, 本研究显示, SYT-1作为一种全新合成

的四氢异喹啉类化合物具有优异的抑制肿瘤细胞增殖

的活性, 可以显著抑制乳腺癌MCF-7细胞的单克隆形

成能力, 引起细胞线粒体膜电位快速下降和活性氧水

平的升高, 并激活内源性凋亡途径而引起细胞凋亡。

此外, 抑制 PI3K-Akt信号通路的活化可能是 SYT-1发

挥抑制肿瘤细胞增殖作用的机制之一。本研究为四氢

异喹啉类化合物的进一步研究开发提供了参考。
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