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基于PD-L1肿瘤免疫苦豆碱类衍生物的合成与活性研究
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摘要: 本研究设计合成了 28个全新 12N取代苦豆碱衍生物并测定其在乳腺癌细胞MDA-MB-231中下调PD-L1

水平的活性。其中, 化合物 7f具有较高的下调PD-L1活性, 呈时间和剂量依赖性, 且显示出较低的细胞毒性。7f可

浓度依赖性地激活共培养T细胞对肿瘤细胞的杀伤活性, 显示出肿瘤免疫治疗的潜力。进一步研究显示, 7f可能通

过溶酶体途径介导PD-L1的降解。该研究为苦豆碱类化合物发展为一类全新小分子肿瘤免疫抑制剂提供了有益的

指导。
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Abstract: Totally 28 new 12N-substituted aloperine derivatives were designed, synthesized and evaluated for

their down-regulating PD-L1 activities in breast cancer MDA-MB-231 cells. Among them, compound 7f could

significantly down-regulate PD-L1 level in concentration- and time-dependent manners, and exhibit a low cyto‐

toxicity. It activated the killing activity of co-cultured T cells against tumor cells in a concentration-dependent

manner, showing the potential of tumor immunotherapy. Further study indicated that 7f mediated the degradation

of PD-L1 through a lysosomal pathway. This study provides useful guidance for the development of aloperine

compounds into new small molecule tumor immune suppressants.

Key words: aloperine derivative; PD-L1; antitumor; tumor immuno-suppression; lysosome

肿瘤细胞通过自身或肿瘤微环境过度激活免疫检

查点 (例如 PD-1、CTLA-4、TIM-3等) 通路, 从而导致

肿瘤免疫逃逸的发生。其中, PD-1/PD-L1的过度激活

对于肿瘤的发展起着至关重要的作用 , 阻断 PD-1 与

PD-L1的结合可以逆转肿瘤免疫抑制机制, 有助于提

高机体免疫系统杀灭肿瘤的能力[1-5]。目前已有 11款

PD-1或PD-L1单抗相继上市, 在多种肿瘤的临床治疗

中取得了突破性进展, 但抗体类药物普遍存在药源性

免疫相关的风险、生产难度大、治疗成本高昂等局限

性。相较之下, 针对PD-1/PD-L1通路的小分子药物有

望克服抗体药物的上述缺点, 成为单独或联合治疗肿

瘤的替代疗法[6]。目前进展最快的是由美国 Curis 制

药公司和印度Aurigene制药公司共同开发的二唑类化

合物CA-170, 是一款口服VISTA/PD-L1小分子双重拮

抗剂, 也是目前唯一进入临床研究的PD-1/PD-L1小分
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子抑制剂 , 其 400 mg 剂量组的临床获益率与 PD-1/

PD-L1抗体相当[7-9]。因此, 寻找新型下调 PD-L1的小

分子肿瘤免疫抑制剂具有重大意义[10,11]。

本课题组前期针对免疫检查点PD-L1构建了小分

子抑制剂筛选模型, 并对自主构建的具有新颖化学骨

架的苦豆碱 (1, 图 1) 类生物碱化合物库进行了活性筛

选, 发现 12N-甲基咪唑磺酰苦豆碱 (2, 图 1) 和 12N-对

三氟甲氧基苯磺酰苦豆碱 (3, 图 1) 分别通过溶酶体和

蛋白酶体途径下调 PD-L1, 在体内外均显示良好的肿

瘤免疫治疗效果[12,13]。但是 , 此类化合物下调 PD-L1

活性的系统构效关系尚未阐明, 其化学结构不同引起

下调机制差异的原因有待进一步研究。

据此, 本研究集中探讨了在苦豆碱的 12N原子上

引入全新基团, 如氨甲酰基、氨乙酰基、磺酰氨基乙酰

基等对活性的影响, 以此设计合成 28个全新的 12N 取

代苦豆碱类衍生物并在高表达PD-L1的乳腺癌MDA-

MB-231细胞中评价了其下调PD-L1蛋白水平的活性,

并进一步评价了重点化合物的体外抗肿瘤免疫活性以

及作用机制。

结果与讨论

1 化合物的合成

目标化合物的合成如合成路线 1所示。目标化合

物 12N-氨甲酰基苦豆碱衍生物 4a～4j由 1与取代异氰

酸酯经亲核加成反应而获得 , 总收率为 49%～75%。

以市售取代胺 5a～5g为初始原料, 在碱性条件下, 与

溴乙酸乙酯进行烷基化, 然后经酯水解可制备关键中

间体N-取代甘氨酸 6a～6g, 后者与 1在 1-羟基苯并三

唑 (HOBt) 和 1-乙基-(3-二甲基氨基丙基) 碳酰二亚胺

盐酸盐 (EDCI) 作用下发生缩合反应制备 12N-氨基乙

酰基苦豆碱衍生物 7a～7g, 总收率为 35%～48%。甘

氨酸与 1 在 HOBt 和 EDCI 作用下缩合生成 12N-氨基

乙酰基苦豆碱 I-7h, 再与金刚烷甲酸缩合获得目标物

7h, 总收率为 45%。取代磺酰氯 8a～8j与甘氨酸在碱

性下发生缩合反应可制备中间体 N-取代磺胺基乙酸

9a～9j, 后者与 1 在 HOBt 和 EDCI 作用下缩合生成

12N-磺胺基乙酰基苦豆碱衍生物 10a～10j, 总收率为

39%～53%。所有目标化合物结构经 1H NMR、13C NMR

以及HR-MS分析确证。目标化合物的收率、理化参数

和波谱数据见表1。

2 苦豆碱类衍生物下调PD-L1活性构效关系

以化合物 1 和 eFT508 (20 μmol·L-1) 为阳性对

照[12-14], 采用ELISA方法考察各目标化合物在20 μmol·L-1

浓度下与 MDA-MB-231 细胞共同培养 24 h 下调 PD-

L1蛋白水平的作用。目标化合物的结构与活性结果

见表2。

Figure 1 Structures of aloperine (1), 2, 3 and the modification strategies

Scheme 1 Synthetic route of all the target compounds. Reagents and conditions: (a) R1NCO, CH2Cl2, TEA, rt; (b) Ethyl bromoacetate,

EtOH, NaHCO3, reflux; (c) LiOH, H2O, reflux; (d) HOBt, DIEA, EDCI, CH2Cl2, 0 ℃ to rt; (e) Glycine, HOBt, DIEA, EDCI, CH2Cl2, 0 ℃ to

rt; (f) HOBt, DIEA, EDCI, CH2Cl2, 0 ℃ to rt; (g) Glycine, H2O, NaOH, 0 ℃ to rt; (h) HOBt, DIEA, EDCI, CH2Cl2, rt
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Table 1 The structures, physical properties and spectral data of the target compounds

4a

4b

4c

4d

4e

4f

4g

4h

4i

4j

72

71

65

75

15

69

61

64

49

19

75-77

84-86

102-104

93-95

136-138

226-228

195-197

215-217

101-103

114-116

(600 MHz, CDCl3) δ 5.55 (s, 1H), 4.30 (s, 1H), 4.04 (s, 1H), 3.99-

3.95 (m, 1H), 3.59 (s, 1H), 3.36 (s, 1H), 3.01 (d, J = 9.3 Hz, 1H),

2.74 (s, 1H), 2.65 (t, J = 12.4 Hz, 1H), 2.49 (s, 2H), 2.20-2.16 (m,

2H), 2.08-2.07 (m, 1H), 1.92-1.77 (m, 6H), 1.66-1.60 (m, 3H),

1.41-1.36 (m, 1H), 1.13-1.06 (m, 7H).

(600 MHz, CDCl3) δ 5.57 (s, 1H), 4.32 (s, 1H), 4.21 (d, J = 5.3 Hz,

1H), 4.14-4.11 (m, 1H), 3.63-3.61 (m, 1H), 3.40-3.37 (m, 1H),

3.03 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 2.77 (d, J = 12.7 Hz, 1H), 2.68 (t, J =

12.7 Hz, 1H), 2.52-2.51 (m, 2H), 2.22-2.18 (m, 2H), 2.13-2.08

(m, 1H), 2.03-1.97 (m, 2H), 1.94-1.77 (m, 6H), 1.68-1.58 (m,

6H), 1.46-1.39 (m, 1H), 1.37-1.30 (m, 2H), 1.12 (d, J = 12.8 Hz,

1H), 1.08 (d, J = 12.1 Hz, 1H).

(600 MHz, CDCl3) δ 7.36 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 8.8 Hz,

2H), 6.36 (s, 1H), 5.63 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.49 (d, J = 4.2 Hz,

1H), 3.70 (s, 1H), 3.59 (s, 1H), 3.09 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 2.78 (s,

2H), 2.57 (s, 2H), 2.29-2.23 (m, 2H), 2.17-2.12 (m, 1H), 1.99-

1.82 (m, 5H), 1.69 (d, J = 12.0 Hz, 3H), 1.47-1.41 (m, 1H), 1.11 (s,

2H).

(600 MHz, CDCl3) δ 7.26 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 7.15 (t, J = 8.1 Hz,

1H), 6.83 (dd, J = 8.2, 1.3 Hz, 1H), 6.57 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H),

6.38 (s, 1H), 5.63 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 4.50 (d, J = 4.1 Hz, 1H),

3.80 (s, 3H), 3.71 (s, 1H), 3.59 (s, 1H), 3.08 (dd, J = 11.6, 3.1 Hz,

1H), 2.79-2.73 (m, 2H), 2.58 (s, 2H), 2.33-2.25 (m, 2H), 2.18-

2.13 (m, 1H), 1.99-1.99 (m, 2H), 1.95-1.82 (m, 3H), 1.70-1.66

(m, 3H), 1.48-1.41 (m, 1H), 1.10 (s, 2H).

(600 MHz, CDCl3) δ 9.30-9.26 (m, 1H), 6.91 (s, 1H), 4.49-4.45

(m, 1H), 4.09 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.72-3.68 (m, 1H), 1.56-1.53 (m,

2H), 1.49 (d, J = 5.5 Hz, 7H), 1.42 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.33-1.27

(m, 2H), 0.84 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

(600 MHz, CDCl3) δ 7.23 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.14 (d, J = 7.7 Hz,

2H), 5.66-5.64 (m, 2H), 4.51 (s, 1H), 3.80 (s, 1H), 3.52 (s, 1H),

3.15-3.10 (m, 3H), 2.83 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 2.73 (t, J = 12.6 Hz,

1H), 2.65 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 2.56 (d, J = 11.4 Hz, 1H), 2.33-

2.28 (m, 2H), 2.21-2.17 (m, 1H), 2.02-1.65 (m, 9H), 1.49-1.42

(m, 1H), 1.26-1.19 (m, 12H), 1.11 (d, J = 11.7 Hz, 1H).

(600 MHz, CDCl3) δ 7.66 (s, 1H), 7.30 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.25-

7.24 (m, 1H), 6.40 (s, 1H), 5.64 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.48 (s, 1H),

3.74-3.69 (m, 1H), 3.60 (s, 1H), 3.09 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 2.77-

2.73 (m, 2H), 2.57-2.48 (m, 2H), 2.29-2.21 (m, 2H), 2.17-2.12

(m, 1H), 1.99-1.82 (m, 5H), 1.70-1.67 (m, 3H), 1.48-1.41 (m,

1H), 1.10 (s, 2H).

(600 MHz, CDCl3) δ 7.38 (d, J = 1.4 Hz, 2H), 6.96 (t, J = 1.7 Hz,

1H), 6.43 (s, 1H), 5.62 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 4.46 (d, J = 3.0 Hz,

1H), 3.67-3.58 (m, 2H), 3.07 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 2.75-2.71 (m,

2H), 2.58-2.50 (m, 2H), 2.25 (d, J = 12.2 Hz, 2H), 2.14-2.09 (m,

1H), 1.98-1.79 (m, 5H), 1.68-1.65 (m, 3H), 1.46-1.40 (m, 1H),

1.12-1.08 (m, 2H).

(600 MHz, CDCl3) δ 7.74 (s, 1H), 7.60 (dd, J = 9.0, 2.4 Hz, 1H),

7.35 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.61 (s, 1H), 5.63 (d, J = 5.4 Hz, 1H),

4.50 (s, 1H), 3.77-3.67 (m, 1H), 3.61 (s, 1H), 3.13-3.04 (m, 1H),

2.83-2.68 (m, 2H), 2.66-2.47 (m, 2H), 2.36-2.22 (m, 2H), 2.18-

2.09 (m, 1H), 2.02-1.89 (m, 3H), 1.89-1.78 (m, 2H), 1.74-1.63

(m, 3H), 1.49-1.39 (m, 1H), 1.18-1.05 (m, 2H).

(600 MHz, CDCl3) δ 6.90-6.81 (m, 2H), 5.64 (s, 1H), 4.50 (s, 1H),

3.87-3.74 (m, 1H), 3.56-3.43 (m, 1H), 3.17-3.05 (m, 1H), 2.92-

2.70 (m, 2H), 2.67-2.46 (m, 2H), 2.41-2.10 (m, 13H), 2.06-1.77

(m, 6H), 1.76-1.56 (m, 3H), 1.51-1.40 (m, 1H), 1.12 (s, 1H).

(151 MHz, CDCl3) δ 157.4, 136.5,

127.2, 59.7, 59.0, 57.2, 54.4, 46.6,

42.4, 39.9, 34.9, 33.2, 33.0, 28.4,

26.3, 24.4, 23.6 (2), 19.4.

(151 MHz, CDCl3) δ 157.7, 136.4,

127.2, 59.6, 59.1, 54.3, 52.5 (2),

46.7, 39.6, 35.0, 33.8, 33.7, 33.2,

28.4, 26.1, 24.8, 24.5, 24.3, 24.1,

23.7, 19.4.

(151 MHz, CDCl3) δ 154.8, 138.0,

135.8, 128.7 (2), 127.8, 127.5,

120.8 (2), 59.4 (2), 54.2, 46.6, 40.2,

34.9, 33.2, 28.3, 26.0, 24.8, 24.1

(2), 19.3.

(151 MHz, CDCl3) δ 160.2, 155.0,

140.7, 136.0, 129.4, 127.7, 111.4,

108.9, 104.7, 59.4, 55.3(3), 55.2,

54.2, 46.6, 40.2, 34.9, 33.2, 28.3,

26.1, 24.2, 19.3

(151 MHz, CDCl3) δ 173.0, 170.3,

162.1, 161.3, 111.8, 82.9 (2), 64.8,

60.8, 57.4, 30.6, 24.2, 24.2, 19.0

(2), 18.4, 13.9.

(151 MHz, CDCl3) δ 156.6, 146.4,

136.2, 132.9, 127.4 (2), 123.4,

123.2 (2), 59.8, 59.6, 54.4, 46.7,

40.2, 35.0, 33.5, 28.8 (2), 28.5 (2),

26.1, 24.8, 24.6, 24.5, 23.8, 23.6,

23.5, 19.6.

(151 MHz, CDCl3) δ 154.4, 139.0,

135.6, 132.4, 130.2, 128.0, 125.5,

121.1, 118.7, 59.6, 59.3, 54.2, 46.5,

40.2, 34.9, 33.2, 28.2, 26.1, 24.8,

24.2, 24.1, 19.2.

(151 MHz, CDCl3) δ 154.2, 141.4,

135.5, 134.9, 128.0, 122.4, 117.6

(2), 117.5, 59.6, 59.3, 54.2, 46.5,

40.2, 34.9, 33.2, 28.2, 26.1, 24.8,

24.2, 24.0, 19.2.

(151 MHz, CDCl3) δ 154.7, 138.6,

135.7, 131.7, 128.5 128.1, 125.0

123.7, 122.9, 118.6, 59.7, 59.4,

54.4, 46.7, 40.4, 35.0, 33.2, 28.3,

26.1, 24.9, 24.3, 24.2, 19.3.

(151 MHz, CDCl3) δ 136.5, 135.9,

133.3, 130.2, 130.1, 129.5(2),

129.4, 129.3, 70.6, 61.9, 60.1, 55.1,

49.2, 47.2, 45.7, 35.4, 33.0, 29.1,

25.0, 21.6, 21.1, 20.6, 20.1, 19.0.

[M+H]+:

C19H32N3

318.254 0,

318.253 9.

[M+H]+:

C21H34N3O

344.269 6,

344.269 7.

[M+H]+:

C22H29ClN3O

386.199 4,

386.199 4.

[M+H]+:

C23H32N3O2

382.248 9,

382.249 0.

[M-H]-:

C17H24O8N5S2

490.106 1,

490.106 7.

[M+H]+:

C28H42N3O

436.332 2,

436.332 6.

[M+H]+:

C22H28Cl2N3O

420.160 4,

420.160 6.

[M+H]+:

C22H28Cl2N3O

420.160 4,

420.160 6.

[M+H]+:

C23H28ClF3N3O

454.186 8,

454.185 0.

[M+H]+:

C25H36ON3

394.285 3,

394.284 9.

Compd.
Yield

/%

mp

/℃
1H NMR 13C NMR

HR-ESI-MS (m/z)

Formula

Calcd.

Found
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7a

7b

7c

7d

7e

7f

7g

7h

45

43

48

46

35

40

46

45

73-75

73-75

59-61

55-57

57-59

191-193

79-81

100-102

(400 MHz, CDCl3) δ 7.12 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.54 (d, J = 8.4 Hz,

2H), 5.64 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 4.99 (s, 1H), 4.74 (d, J = 4.4 Hz,

1H), 4.02-3.86 (m, 1H), 3.84-3.65 (m, 2H), 3.46-3.31 (m, 1H),

3.12-2.98 (m, 1H), 2.74 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 2.65-2.54 (m, 1H),

2.43 (s, 1H), 2.38-2.21 (m, 2H), 2.18-2.04 (m, 1H), 1.97 (s, 1H),

1.93-1.74 (m, 5H), 1.72-1.61 (m, 2H), 1.51-1.35 (m, 1H), 1.15-

0.99 (m, 2H).

(600 MHz, DMSO-d6) δ 7.22-7.17 (m, 2H), 6.63 (d, J = 8.4 Hz,

2H), 5.79 (t, J = 4.8 Hz, 1H), 5.60 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 4.54 (d, J =

5.4 Hz, 1H), 4.00-3.94 (m, 1H), 3.88-3.80 (m, 1H), 3.67-3.60 (m,

1H), 3.52-3.45 (m, 1H), 2.98-2.90 (m, 1H), 2.76-2.70 (m, 1H),

2.68-2.62 (m, 1H), 2.55-2.51 (m, 1H), 2.35-2.30 (m, 1H), 2.26 (s,

1H), 2.23-2.14 (m, 1H), 2.05-1.86 (m, 3H), 1.84-1.74 (m, 3H),

1.67-1.51 (m, 3H), 1.45-1.34 (m, 1H), 1.09-0.98 (m, 2H).

(400 MHz, CDCl3) δ 7.00 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.56 (d, J = 8.4 Hz,

2H), 5.68-5.59 (m, 1H), 4.83-4.72 (m, 2H), 4.00-3.91 (m, 1H),

3.87-3.78 (m, 1H), 3.77-3.67 (m, 1H), 3.46-3.39 (m, 1H), 3.08-

2.99 (m, 1H), 2.77-2.70 (m, 2H), 2.62-2.55 (m, 1H), 2.44 (s, 1H),

2.38-2.32 (m, 1H), 2.27-2.22 (m, 4H), 2.17-2.06 (m, 1H), 1.97 (s,

1H), 1.91-1.83 (m, 3H), 1.82-1.77 (m, 1H), 1.72-1.63 (m, 2H),

1.60 (s, 1H), 1.50-1.39 (m, 1H), 1.15-1.02 (m, 2H).

(400 MHz, CDCl3) δ 7.08 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.54 (d, J = 7.2 Hz,

1H), 6.46 (s, 2H), 5.64 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 4.89 (s, 1H), 4.75 (d,

J = 4.8 Hz, 1H), 4.01-3.92 (m, 1H), 3.88-3.79 (m, 1H), 3.78-3.67

(m, 1H), 3.50-3.39 (m, 1H), 3.10-2.99 (m, 1H), 2.74 (d, J = 8.0 Hz,

2H), 2.64-2.55 (m, 1H), 2.44 (s, 1H), 2.38-2.32 (m, 1H), 2.29 (s,

3H), 2.27-2.22 (m, 1H), 2.17-2.06 (m, 1H), 1.97 (s, 1H), 1.92-

1.83 (m, 3H), 1.83-1.74 (m, 2H), 1.73-1.65 (m, 2H), 1.50-1.39

(m, 1H), 1.15-1.02 (m, 2H).

(600 MHz, CDCl3) δ 7.04 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.61-6.54 (m, 2H),

5.65 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 5.03 (s, 1H), 4.75 (d, J = 4.2 Hz, 1H),

4.00-3.91 (m, 1H), 3.85-3.79 (m, 1H), 3.78-3.66 (m, 1H), 3.45-

3.33 (m, 1H), 3.13-3.00 (m, 1H), 2.74 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 2.64-

2.56 (m, 1H), 2.44 (s, 1H), 2.38-2.31 (m, 1H), 2.31-2.22 (m, 1H),

2.18-2.08 (m, 1H), 2.00-1.95 (m, 1H), 1.95-1.81 (m, 4H), 1.81-

1.73 (m, 1H), 1.72-1.62 (m, 2H), 1.49-1.39 (m, 1H), 1.15-1.02

(m, 2H).

(400 MHz, DMSO-d6) δ 8.65 (s, 1H), 7.06 (d, J = 8.0 Hz, 2H),

6.99-6.85 (m, 2H), 5.59-5.51 (m, 1H), 4.61-4.50 (m, 1H), 4.48-

4.35 (m, 1H), 3.70-3.52 (m, 2H), 3.51-3.40 (m, 1H), 3.38-3.27

(m, 1H), 3.24-3.08 (m, 3H), 3.06-2.91 (m, 4H), 2.44 (s, 1H), 2.39-

2.27 (m, 2H), 2.21 (s, 3H), 2.16-1.97 (m, 3H), 1.94-1.69 (m, 4H),

1.68-1.52 (m, 3H), 1.50-1.34 (m, 1H).

(600 MHz, CDCl3) δ 7.27 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.09 (dd, J = 8.4,

2.4 Hz, 1H), 6.46 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5.71-5.62 (m, 2H), 4.77 (d,

J = 5.4 Hz, 1H), 4.02-3.92 (m, 1H), 3.88-3.81 (m, 1H), 3.80-3.69

(m, 1H), 3.44-3.34 (m, 1H), 3.11-3.00 (m, 1H), 2.78-2.70 (m,

2H), 2.62-2.56 (m, 1H), 2.47 (s, 1H), 2.39-2.32 (m, 1H), 2.31-

2.20 (m, 1H), 2.19-2.08 (m, 1H), 1.97 (s, 1H), 1.92-1.75 (m, 5H),

1.72-1.62 (m, 2H), 1.49-1.38 (m, 1H), 1.15-1.02 (m, 2H).

(600 MHz, CDCl3) δ 6.85 (s, 1H), 5.62 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 4.68 (d,

J = 4.8 Hz, 1H), 4.12-4.04 (m, 1H), 4.02-3.93 (m, 1H), 3.73-3.62

(m, 1H), 3.40-3.34 (m, 1H), 3.03 (dd, J = 12.0, 3.6 Hz, 1H), 2.75-

2.69 (m, 2H), 2.60-2.54 (m, 1H), 2.39 (s, 1H), 2.35-2.30 (m, 1H),

2.27-2.20 (m, 1H), 2.11-2.00 (m, 4H), 1.95 (s, 1H), 1.91-1.88 (m,

6H), 1.88-1.78 (m, 4H), 1.75-1.66 (m, 8H), 1.66-1.62 (m, 1H),

1.46-1.38 (m, 1H), 1.12-1.02 (m, 2H).

(101 MHz, CDCl3) δ 167.5, 146.1,

135.3, 129.2 (2), 128.5, 122.0,

114.1 (2), 59.4, 59.3, 54.4, 46.9,

45.5, 40.6, 35.1, 31.5, 28.0, 26.3,

24.9, 24.6, 24.0, 19.2.

(151 MHz, CDCl3) δ 167.5, 146.6,

135.3, 132.1 (2), 128.6, 114.6 (2),

109.1, 59.5, 59.4, 54.5, 46.9, 45.4,

40.6, 35.2, 31.6, 28.1, 26.3, 24.9,

24.7, 24.1, 19.3.

(101 MHz, CDCl3) δ 168.1, 145.5,

135.5, 129.8 (2), 128.4, 126.7,

113.2 (2), 59.4, 59.2, 54.4, 46.9,

45.9, 40.6, 35.1, 31.5, 28.0, 26.3,

24.9, 24.7, 24.1, 20.5, 19.2.

(101 MHz, CDCl3) δ 167.91,

147.68, 139.09, 135.47, 129.20,

128.40, 118.43, 113.79, 110.35,

59.39, 59.19, 54.36, 46.84, 45.58,

40.55, 35.10, 31.50, 28.02, 26.27,

24.85, 24.65, 24.04, 21.74, 19.23.

(151 MHz, CDCl3) δ 167.5, 146.5,

140.7, 135.3, 128.6, 122.5 (2),

120.9, 113.3 (2), 59.5, 59.4, 54.5,

47.0, 45.7, 40.7, 35.2, 31.6, 28.1,

26.3, 24.9, 24.7, 24.1, 19.3.

(101 MHz, CDCl3) δ 167.0, 145.2,

137.5, 129.5 (2), 128.9, 125.4,

115.1 (2), 58.1, 57.0, 54.8, 53.7,

44.4, 41.8, 33.0, 29.0, 27.0, 22.7,

22.5, 22.2, 21.3, 20.1, 20.1, 17.7.

(151 MHz, CDCl3) δ 167.0, 142.3,

135.2, 129.1, 128.6, 127.7, 121.4,

120.2, 111.8, 59.5 (2), 54.5, 47.0,

45.3, 40.7, 35.2, 31.6, 28.0, 26.3,

24.9, 24.7, 24.1, 19.3.

(151 MHz, CDCl3) δ 178.0, 167.3,

135.2, 128.5, 59.4, 59.3, 54.4, 46.8,

41.5, 40.8, 40.6, 39.3 (3), 36.7(3),

35.1, 31.6, 28.3 (3), 28.0, 26.3,

24.8, 24.5, 24.1, 19.3.

[M+H]+:

C23H31ClN3O

400.215 0,

400.215 2.

[M+H]+:

C23H31BrN3O

444.164 5,

444.151 0.

[M+H]+:

C24H34N3O

380.269 6,

380.268 5.

[M+H]+:

C24H34N3O

380.269 6,

380.268 6

[M+H]+:

C24H31F3N3O2

450.236 3,

450.236 3.

[M+H]+:

C25H36N3O

394.285 3,

394.284 7.

[M+H]+:

C23H30Cl2N3O

434.176 0,

434.177 2.

[M+H]+:

C28H42N3O2

452.327 2,

452.326 1.
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10a

10b

10c

10d

10e

10f

10g

10h

40

41

50

42

42

48

50

47

43-45

/(oil)

154-156

83-85

83-85

78-80

89-91

121-123

(400 MHz, CDCl3) δ 5.63 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 5.45-5.37 (m, 1H),

4.68 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 3.98-3.90 (m, 1H), 3.84-3.76 (m, 1H),

3.75-3.64 (m, 1H), 3.30-3.21 (m, 1H), 3.13-3.01 (m, 1H), 2.85-

2.78 (m, 6H), 2.77-2.70 (m, 2H), 2.62-2.54 (m, 1H), 2.42-2.21

(m, 2H), 2.14-2.03 (m, 1H), 1.97 (s, 1H), 1.93-1.79 (m, 4H), 1.79-

1.71 (m, 1H), 1.71-1.62 (m, 2H), 1.60 (s, 1H), 1.49-1.40 (m, 1H),

1.15-1.01 (m, 2H).

(400 MHz, CDCl3) δ 5.68-5.58 (m, 1H), 5.41-5.28 (m, 1H), 4.68

(d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.10-3.99 (m, 1H), 3.91-3.83 (m, 1H), 3.81-

3.65 (m, 1H), 3.39-3.21 (m, 1H), 3.13-2.96 (m, 3H), 2.73 (d, J =

7.2 Hz, 2H), 2.62-2.53 (m, 1H), 2.49-2.34 (m, 1H), 2.33-2.21 (m,

1H), 2.15-2.03 (m, 1H), 2.02-1.94 (m, 1H), 1.93-1.78 (m, 5H),

1.77-1.70 (m, 1H), 1.70-1.58 (m, 2H), 1.50-1.35 (m, 3H), 1.34-

1.20 (m, 10H), 1.15-1.01 (m, 2H), 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H).

(400 MHz, CDCl3) δ 7.76 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.31 (d, J = 8.0 Hz,

2H), 5.83-5.68 (m, 2H), 4.66 (s, 1H), 4.07-3.95 (m, 1H), 3.90-

3.82 (m, 1H), 3.74-3.65 (m, 1H), 3.56-3.44 (m, 1H), 3.42-3.31

(m, 1H), 3.30-3.17 (m, 1H), 3.07-2.90 (m, 2H), 2.76 (s, 1H), 2.69-

2.57 (m, 1H), 2.42 (s, 3H), 2.31 (s, 1H), 2.26-2.15 (m, 1H), 2.14-

1.98 (m, 2H), 1.97-1.87 (m, 2H), 1.85-1.76 (m, 2H), 1.76-1.49

(m, 5H).

(400 MHz, CDCl3) δ 7.74 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.64 (d, J = 8.4 Hz,

2H), 5.90-5.78 (m, 1H), 5.60 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 4.53 (d, J =

4.8 Hz, 1H), 3.86-3.76 (m, 1H), 3.74-3.65 (m, 1H), 3.64-3.54 (m,

1H), 3.18-3.09 (m, 1H), 2.98-2.91 (m, 1H), 2.75-2.61 (m, 2H),

2.58-2.50 (m, 1H), 2.25-2.15 (m, 2H), 2.07-2.00 (m, 1H), 1.99-

1.90 (m, 2H), 1.90-1.76 (m, 3H), 1.73-1.65 (m, 2H), 1.64-1.56

(m, 2H), 1.48-1.38 (m, 1H), 1.14-0.99 (m, 2H).

(400 MHz, CDCl3) δ 7.74 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.64 (d, J = 8.4 Hz,

2H), 5.90-5.78 (m, 1H), 5.60 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 4.53 (d, J =

4.8 Hz, 1H), 3.86-3.76 (m, 1H), 3.74-3.65 (m, 1H), 3.64-3.54 (m,

1H), 3.18-3.09 (m, 1H), 2.98-2.91 (m, 1H), 2.75-2.61 (m, 2H),

2.58-2.50 (m, 1H), 2.25-2.15 (m, 2H), 2.07-2.00 (m, 1H), 1.99-

1.90 (m, 2H), 1.90-1.76 (m, 3H), 1.73-1.65 (m, 2H), 1.64-1.56

(m, 2H), 1.48-1.38 (m, 1H), 1.14-0.99 (m, 2H).

(400 MHz, CDCl3) δ 7.13 (s, 1H), 5.92 (s, 1H), 5.62-5.54 (m, 1H),

4.59-4.51 (m, 1H), 3.82-3.74 (m, 1H), 3.69-3.61 (m, 1H), 3.61-

3.52 (m, 1H), 3.17-3.08 (m, 1H), 2.97-2.89 (m, 1H), 2.73-2.62

(m, 2H), 2.59 (s, 6H), 2.57-2.50 (m, 1H), 2.30-2.24 (m, 7H), 2.23-

2.13 (m, 1H), 2.09-2.03 (m, 1H), 2.00-1.90 (m, 2H), 1.89-1.76

(m, 3H), 1.71-1.57 (m, 4H), 1.48-1.37 (m, 1H), 1.14-0.99 (m, 2H).

(400 MHz, CDCl3) δ 8.71 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.25 (d, J = 6.8 Hz,

1H), 8.07 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.94 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.74-7.67

(m, 1H), 7.64-7.58 (m, 1H), 7.53 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.06-5.98 (m,

1H), 5.56 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 4.47 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 3.89-3.77

(m, 1H), 3.71-3.63 (m, 1H), 3.63-3.48 (m, 1H), 3.13-3.03 (m,

1H), 2.95-2.80 (m, 1H), 2.71-2.55 (m, 2H), 2.55-2.47 (m, 1H),

2.20-2.09 (m, 2H), 2.00-1.88 (m, 3H), 1.87-1.73 (m, 3H), 1.68-

1.61 (m, 2H), 1.57 (m, 2H), 1.46-1.34 (m, 1H), 1.13-0.96 (m, 2H).

(400 MHz, CDCl3) δ 8.45-8.41 (m, 1H), 7.96 (d, J = 8.4 Hz, 2H),

7.91 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.88-7.83 (m, 1H), 7.68-7.58 (m, 2H),

5.96-5.86 (m, 1H), 5.56-5.49 (m, 1H), 4.45 (d, J = 4.8 Hz, 1H),

3.89-3.79 (m, 1H), 3.78-3.69 (m, 1H), 3.66-3.44 (m, 1H), 3.17-

3.05 (m, 1H), 2.68-2.54 (m, 2H), 2.51-2.40 (m, 2H), 2.15-2.04

(m, 2H), 1.94-1.84 (m, 1H), 1.84-1.76 (m, 2H), 1.76-1.67 (m,

2H), 1.66-1.44 (m, 5H), 1.44-1.41 (m, 1H), 1.04-0.94 (m, 2H).

(101 MHz, CDCl3) δ 166.2, 134.9,

128.7, 59.4, 59.3, 54.4, 46.7, 44.6,

40.7, 38.2 (2), 35.0, 31.4, 27.8,

26.2, 24.8, 24.5, 24.0, 19.2.

(101 MHz, CDCl3) δ 166.2, 134.9,

128.7, 59.4, 59.2, 54.4, 53.1, 46.7,

44.4, 40.8, 34.9, 31.9, 31.4, 29.2,

29.1, 28.5, 27.8, 26.2, 24.8, 24.4,

24.0, 23.6, 22.7, 19.2, 14.2.

(101 MHz, CDCl3) δ 167.1, 143.7,

137.3, 136.2, 129.8(2), 127.4(2),

126.0, 58.12, 58.1, 54.7, 45.5, 44.1,

42.7, 33.9, 29.4, 27.2, 24.0, 22.7,

22.5, 22.2, 21.6, 18.7.

(101 MHz, CDCl3) δ 165.1, 138.3,

134.7, 132.4 (2), 129.1 (2), 128.8,

127.9, 59.5, 59.2, 54.4, 46.6, 43.7,

40.7, 35.0, 31.3, 27.8, 26.2, 24.7,

24.5, 23.9, 19.2.

(101 MHz, CDCl3) δ 165.1, 138.3,

134.7, 132.4 (2), 129.1 (2), 128.8,

127.9, 59.5, 59.2, 54.4, 46.6, 43.7,

40.7, 35.0, 31.3, 27.8, 26.2, 24.7,

24.5, 23.9, 19.2.

(101 MHz, CDCl3) δ 165.7, 137.3,

136.0 (2), 135.8 (2), 135.4, 134.9,

128.7, 59.4, 59.2, 54.3, 46.7, 43.4,

40.7, 35.0, 31.3, 27.8, 26.2, 24.8,

24.4, 23.9, 21.1 (2), 19.2, 18.0 (2).

(101 MHz, CDCl3) δ 165.2, 134.8,

134.5, 134.4, 134.3, 129.5, 129.0,

128.6 (2), 128.5, 127.2, 124.9,

124.1, 59.4, 59.2, 54.3, 46.6, 43.9,

40.6, 34.9, 31.2, 27.7, 26.2, 24.7,

24.4, 23.9, 19.1.

(101 MHz, CDCl3) δ 165.3, 135.8,

135.0, 134.7, 132.1 129.6 129.3,

129.0, 128.9, 128.6, 128.1, 127.7,

122.9, 59.4, 59.1, 54.2, 46.4, 43.8,

40.6, 34.9, 31.2, 27.6, 26.2, 24.7,

24.4, 23.9, 19.2.

[M+H]+:

C19H33N4O3S

397.226 8,

397.225 8

[M+H]+:

C25H44N3O3S

466.309 8,

466.309 3.

[M+H]+:

C24H34N3O3S

444.231 5,

444.230 2.

[M+H]+:

C23H31BrN3O3S

508.126 4,

508.125 0.

[M+H]+:

C23H31BrN3O3S

508.126 4,

508.125 0.

[M+H]+:

C27H40N3O3S

486.278 5,

486.277 3.

[M+H]+:

C27H34N3O3S

480.231 5,

480.230 5.

[M+H]+:

C27H34N3O3S

480.231 5,

480.230 1.
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10i

10j

39

46

108-110

74-76

(400 MHz, CDCl3) δ 8.55 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.36 (d, J = 8.4 Hz,

1H), 8.24 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.64-7.56 (m, 1H), 7.55-7.48 (m,

1H), 7.20 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 5.99 (m, 1H), 5.56 (m, 1H), 4.50 (d,

J = 5.2 Hz, 1H), 3.82 (m, 1H), 3.68 (m, 1H), 3.61-3.47 (m, 1H),

3.10 (m, 1H), 2.88 (m, 7H), 2.64 (m, 2H), 2.51 (m, 1H), 2.22-2.09

(m, 2H), 2.04 (m, 1H), 1.92 (m, 2H), 1.80 (m, 3H), 1.68-1.54 (m,

4H), 1.42 (s, 1H), 1.04 (m, 2H).

(400 MHz, CDCl3) δ 7.37 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 7.09-7.03 (m, 1H),

5.95-5.83 (m, 1H), 5.62 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 4.57 (d, J = 5.2 Hz,

1H), 3.97-3.88 (m, 1H), 3.85-3.76 (m, 1H), 3.73-3.61 (m, 1H),

3.24-3.16 (m, 1H), 3.05-2.96 (m, 1H), 2.78-2.65 (m, 2H), 2.61-

2.51 (m, 1H), 2.36-2.20 (m, 2H), 2.19-2.12 (m, 1H), 2.07-1.93

(m, 2H), 1.90-1.71 (m, 5H), 1.68-1.63 (m, 1H), 1.63-1.57 (m,

1H), 1.50-1.36 (m, 1H), 1.15-0.99 (m, 2H).

(101 MHz, CDCl3) δ 165.3, 151.9,

134.9, 134.4, 130.7, 130.1, 129.9,

129.4, 128.6, 128.6, 123.1, 119.3,

115.5, 59.3, 59.2, 54.3, 46.6, 45.6

(2), 44.0, 40.6, 35.0, 31.2, 27.8,

26.2, 24.7, 24.4, 24.0, 19.1.

(101 MHz, CDCl3) δ 165.1, 141.0,

134.7, 132.6, 130.8, 130.6, 128.8,

128.6, 120.0, 59.5, 59.2, 54.4, 46.7,

44.1, 40.7, 35.0, 31.3, 27.8, 26.2,

24.8, 24.5, 24.0, 19.2.

[M+H]+:

C29H39N4O3S

523.273 6,

523.272 6.

[M+H]+:

C21H29BrN3O3S2

514.082 8,

514.081 8.
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首先在1的12N原子上引入氨甲酰连接基得到10个

12N-氨甲酰苦豆碱类似物4a～4j。活性结果显示, 在该

连接基末端引入烷基、单取代或双烷基取代苯环, 所得

化合物4a～4f下调PD-L1的活性丧失; 而在苯环上引入

双氯或三甲基取代, 所得化合物4g、4h和4j下调PD-L1

活性大幅度提高, 抑制率分别为 35%、47%和 34%, 明

显优于阳性对照药 1和 eFT508。将其中一个氯原子替

换为三氟甲基, 所得化合物4i的活性显著降低。

Table 2 The structures and inhibition rates of PD-L1 level for target compounds. NA: Not active

Compd.

4a

4b

4c

4d

4e

4f

4g

4h

4i

4j

7a

7b

7c

7d

7e

R

Isopropyl

p-ClPh

m-CH3OPh

2,6-(C2H5)2Ph

3′,4′-Cl2Ph

3′,5′-Cl2Ph

3′-CF3-4′-ClPh

2,4,6-(CH3)3Ph

p-ClPh

p-BrPh

p-CH3Ph

m-CH3Ph

p-CF3OPh

R1

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

H

H

H

H

H

Inhibition rate/%

NA

NA

NA

NA

NA

NA

35 ± 9

47 ± 8

NA

34 ± 7

27 ± 1

17 ± 7

11 ± 7

17 ± 8

11 ± 2

Compd.

7f

7g

7h

10a

10b

10c

10d

10e

10f

10g

10h

10i

10j

1

eFT508

R

p-CH3Ph

2′,4′-Cl2Ph

p-BrPh

p-CH3Ph

p-CF3Ph

──
──

R1

CH3

H

H

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

──
──

Inhibition rate/%

38 ± 3

50 ± 4

45 ± 3

NA

18 ± 8

10 ± 9

NA

11 ± 8

20 ± 10

NA

26 ± 2

6 ± 4

35 ± 10

15 ± 9

31 ± 5
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将氨甲酰连接基替换为氨乙酰基, 同时保留连接

基末端的苯环取代获得8个类似物7a～7h。类似地, 在

苯环上引入双氯取代的类似物 7g对 PD-L1的抑制率

为 49%, 较单取代苯环类似物 7a～7e 的活性明显提

高。在连接基末端引入大体积的金刚环也有利于活性,

相应化合物 7h的抑制率达 45%。另外, 在末端伯氨基

上引入苯环和甲基双取代, 所得叔胺类似物 7f的活性

也有大幅度提高, 抑制率为 38%。同时, 本研究还在该

连接基的末端引入磺酰基, 合成了 11个 12N-磺酰氨基

乙酰基苦豆碱衍生物 10a～10j。结果显示, 除了溴噻

吩磺酰类似物 10j外, 其他类似物的活性均有不同程

度的降低。

接下来, 本研究选择抑制率相对较高的 7个化合

物 4g、4h、4j、7f、7g、7h 和 10j 为重点化合物 , 利用

Western blot方法在同一细胞系上验证了其下调PD-L1

的活性 (图2)。蛋白灰度分析数据显示, 阳性药 eFT508

的抑制率为 33%, 4g、7f、7g、7h和 10j的抑制率相对较

高, 分别为 30%、35%、47%、45%和 41%, 与上述ELISA

结果基本一致。

3 细胞毒性研究

本研究还对上述 7个重点化合物开展了细胞毒性

评价。选用MDA-MB-231细胞、Vero细胞和293T细胞,

采用MTT测定了各化合物与细胞共培养 24 h的半数

细胞毒性浓度 (CC50)。结果如表3所示, 化合物7f、7h和

10j显示出较高的安全性, 其在 Vero 和 MDA-MB-231

细胞中的CC50值均大于200 μmol·L-1。

化合物 7f、7h和 10j均显示出活性高且细胞毒性

低的特点, 但是考虑到化合物 7h的酯基结构可能导致

的代谢不稳定, 选择7f和10j开展进一步研究。

4 化合物7f和10j下调PD-L1总蛋白水平

本研究采用Western blot方法考察了 7f和 10j以不

同浓度处理MDA-MB-231细胞时, 下调细胞总 PD-L1

蛋白水平的量效关系。如图 3A和图 3B所示, 7f和 10j

均以浓度依赖性的方式下调 PD-L1蛋白的表达, 且化

合物 7f的抑制效率优于 10j。同时, 7f下调PD-L1蛋白

的作用还具有时间依赖性, 其作用 12 h即表现出与作

用24 h强度相当的降低PD-L1活性 (图3C)。

5 化合物7f激活共培养T细胞对癌细胞的杀伤活性

PD-1/PD-L1信号通路的激活可抑制T细胞对肿瘤

的杀伤作用, 与肿瘤细胞免疫逃逸密切相关, PD-L1水

平的降低可激活T细胞对肿瘤细胞的杀伤活性[15]。因

此, 本研究评估了 7f是否可增强共培养的T细胞对肿

瘤细胞的杀伤作用。如图 4A 所示 , 在 MDA-MB-231

细胞和 Jurkat T细胞 (1∶2) 共培养的条件下, 7f可以剂

量依赖性方式增强T细胞的杀伤作用。在 20 μmol·L-1

的浓度下可表现出较好的激活活性 (图 4B), 与下调

PD-L1表达的起效浓度一致。

6 化合物7f通过溶酶体途径介导PD-L1的降解

前期研究显示, 苦豆碱衍生物 2和 3下调PD-L1水

平的机制均不依赖于转录水平, 而是分别通过自噬溶

酶体和系统泛素蛋白酶体途径加速其降解[12,13]。本研

究将 7f分别与溶酶体抑制剂氯喹 (CQ) 和蛋白酶体抑

制剂MG132共处理, 以考察 7f下调PD-L1水平的作用

机制。结果显示 (图 5A), MG132 与 7f 共同处理细胞

时不影响 7f对 PD-L1的下调作用, 而 CQ与 7f的共同

作用则可抑制 7f对 PD-L1蛋白的下调作用, 提示化合

物 7f主要通过溶酶体途径增强 PD-L1的降解, 与 2的

作用机制一致。

本研究采用Discovery Studio 4.5软件对化合物 2、

3和 7f开展了分子叠合模拟实验。分子模拟结果 (图

5B) 显示 , 溶酶体机制的化合物 2 和 7f 的正电中心

(SO2/CO) 的 β位均有一个N原子, 而蛋白酶体机制的

Figure 2 Aloperine derivatives lower PD-L1 protein level. A: MDA-MB-231 cells were treated with the indicated compounds (20 μmol·L-1)

for 24 h, the protein level of PD-L1 were measured by Western blot. GAPDH served as the loading control; B: Gray scan results of A. The

data presented is the mean ± standard deviation. **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with DMSO treatment

Table 3 Cell viability assays of active compounds

Compd.

4g

4h

4j

7f

7g

7h

10j

CC50/μmol·L-1

Vero E6

24.1 ± 2.9

18.3 ± 2.0

107 ± 20

> 200

66.6 ± 9

> 200

> 200

293T

15.6 ± 1.2

11.2 ± 0.18

38.8 ± 3.5

85.4 ± 13

14.4 ± 2.6

108 ± 2.0

117 ± 12

MDA-MB-231

198 ± 13

58.5 ± 4

> 200

> 200

150 ± 24

> 200

> 200
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化合物 3则无此结构特征。溶酶体为酸性环境[16], 化

合物 2和 7f结构中N原子的富电子特征可能有利于其

在溶酶体内的聚集, 这可能是其通过溶酶体途径下调

PD-L1水平的原因。以上结果可能为未来构建相应作

用机制的活性探针解析其直接作用机制奠定基础。

小结

本文设计合成了 28 个全新的 12N 取代苦豆碱类

衍生物, 评价了其在MDA-MB-231细胞中下调 PD-L1

蛋白水平的活性。其中, 代表性化合物 7f表现出良好

的活性和较低的细胞毒性。7f以浓度依赖性和时间依

赖性的方式下调 PD-L1水平, 主要通过调节溶酶体途

径促进 PD-L1的降解, 从而激活 T细胞对肿瘤细胞的

杀伤作用, 发挥肿瘤免疫抑制活性。研究结果为苦豆

碱衍生物发展成为一类新型的小分子免疫检查点抑制

剂提供了科学数据。

Figure 3 Compounds down-regulated the expression of total PD-L1 in MB-MDA-231 cells. A: MDA-MB-231 cells were treated with

different concentrations of 7f for 24 h; B: MDA-MB-231 cells were treated with different concentrations of 10j for 24 h; C: MDA-MB-231

cells were treated with 7f (20 μmol·L-1) for the different durations. The data presented were the mean ± standard deviation. *P < 0.1, **P <

0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.000 1 compared with DMSO treatment

Figure 4 Compound 7f enhanced the cytotoxicity of T cells. A: MDA-MB-231 cells co-cultured with activated T cells for 24 h with or

without different concentrations of 7f pretreatment were subjected to crystal violet staining. The ratio of MDA-MB-231 to T cells is 1∶2;

B: The absorbances at 562 nm of the violet dyed crystals in methanol solution were measured. The data presented is the mean ± standard

deviation. ***P < 0.001 and ****P < 0.000 1 compared with DMSO treatment

Figure 5 Lysosome pathway contributes to 7f-mediated PD-L1 degradation. A: Western blot measuring the PD-L1 expression in MDA-

MB-231 cells pre-treated with CQ (50 μmol·L-1) or MG132 (1 μmol·L-1), followed by 7f treatment for 24 h; B: Molecular simulation model

of compounds 2, 3 and 7f by Discovery Studio 4.5
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实验部分

熔点用 MP90熔点仪测定 (Mettler toledo, Colum‐

bus, USA), 未经校正 ; 1H NMR 和 13C NMR 用 Bruker

Avance III 400、500 和 600 核磁共振仪测定 (Varian,

San Francisco, USA), 溶剂为 DMSO-d6 和 CDCl3; ESI

HR-MS 用 Autospec Ultima-TOF 质 谱 测 定 仪 测 定

(Micromass UK Ltd., Manchester, UK); Flash 柱分离纯

化 用 Combiflash Rf 200 快 速 制 备 液 相 (Teledyne,

Nebraska, USA); 紫外检测用 ZF-7A 手提紫外检测灯

(上海宝山顾村电光仪器厂); 薄层色谱 (TLC) 采用

Merck 60 F254 薄 层 色 谱 硅 胶 板 (Merck & Co Inc,

Darmstadt, German)。吸光度采用酶标仪 (Multiskan

FC, Thermo, USA) 测定。

所用试剂均为购自百灵威、伊诺凯和通广等试剂

公司的分析纯试剂, 未经纯化直接使用。DMEM培养基、

RPMI 1640培养基、胎牛血清和青链霉素购自Hyclone

(UT, USA)。植物血凝素 (PHA)、MG132、CQ和佛波醇

12-肉豆蔻酸酯13-乙酸酯 (PMA)购自Sigma (MO, USA)。

抗体PD-L1购自Cell Signaling (MA, USA)。GAPDH抗

体购自Santa Cruz (CA, USA)。

1 化学合成

1.1 12N-氨基甲酰基苦豆碱 4a～4j的合成 向苦豆

碱 (2 mmol) 的无水 CH2Cl2 (30 mL) 溶液中缓慢加入

异氰酸酯 (2 mmol), 在 0 °C 下搅拌 30 min后, 室温再

搅拌 30 min。TLC监测反应完全后, 将反应液减压浓

缩, 残余物用硅胶匀化, 以CH2Cl2和MeOH为流动相,

经Flash硅胶柱色谱纯化, 得到目标化合物4a～4j。

1.2 12N-氨基乙酰基苦豆碱 7a～7g的合成 向含取

代苯胺 5a～5g (5.0 mmol) 和NaHCO3 (6.0 mmol) 的无

水乙醇 (50 mL) 溶液中加入溴乙酸乙酯 (5.5 mmol),

回流 8 h。将反应液冷却至室温, 倒入水 (30 mL), 并用

乙酸乙酯 (50 mL) 萃取。分离有机层, 减压浓缩除去

溶剂, 将所得的残余物直接加入至含LiOH (5.5 mmol)

的水 (40 mL) 溶液中, 回流 1.5 h。将反应液冷却至室

温后 , 用 3 mol·L-1 盐酸将其 pH 值调节至 2 左右 , 用

CH2Cl2 (20 mL×2) 萃取, 合并有机层并减压浓缩得到

中间体6a～6g粗品, 直接用于下一步反应。

在 0 ℃条件下, 向上述中间体 (2.0 mmol) 的无水

CH2Cl2溶液 (30 mL) 中依次加入 HOBt (2.7 mmol)、二

异丙基乙胺 (5.2 mL) 和EDCI (4.0 mmol)。搅拌30 min

后加入苦豆碱 (2.1 mmol), 并转至室温继续搅拌 12 h。

TLC监测反应完全后, 将该反应液用水 (30 mL) 和饱

和食盐水 (30 mL) 洗涤, 无水Na2SO4干燥, 过滤, 减压

浓缩后硅胶匀化 , 以 CH2Cl2 和 MeOH 为流动相 , 经

Flash快速硅胶柱色谱分离, 得到目标化合物7a～7g。

1.3 12N-氨基乙酰基苦豆碱 7h的合成 在 0 ℃条件

下, 向甘氨酸 (2.0 mmol) 的无水CH2Cl2溶液 (30 mL) 中

依次加入HOBt (2.8 mmol)、二异丙基乙胺 (5.4 mL) 和

EDCI (4.2 mmol)。搅拌 30 min后加入 1 (2.2 mmol), 并

转至室温继续搅拌 12 h。TLC监测反应完全后, 将该

反应液用水 (30 mL) 和饱和食盐水 (30 mL) 洗涤, 无

水Na2SO4干燥, 过滤, 减压浓缩得中间体 I-7h粗品, 直

接用于下一步反应。

将金刚烷甲酸 (2.0 mmol) 溶于无水 CH2Cl2溶液

(30 mL) 中, 在0 ℃条件下, 依次加入HOBt (2.8 mmol)、

二异丙基乙胺 (5.4 mL) 和 EDCI (4.2 mmol)。搅拌

30 min后加入上步中间体 I-7h, 并转至室温继续搅拌

12 h。TLC监测反应完全后, 将该反应液用水 (30 mL)

和饱和食盐水 (30 mL) 洗涤, 无水 Na2SO4干燥, 过滤,

减压浓缩后硅胶匀化 , 以 CH2Cl2和 MeOH 为流动相 ,

经Flash快速硅胶柱色谱分离, 得到目标化合物7h。

1.4 12N-磺酰氨基乙酰基苦豆碱 10a～10j 的合成

在0 ℃条件下, 向甘氨酸 (3.0 mmol) 和NaOH (3.6 mol)

的水溶液 (15 mL) 中缓慢加入取代磺酰氯 8a～8j

(3.3 mmol), 然后转至室温, 搅拌3 h。用3 mol·L-1盐酸将

该反应液调至 pH值 2左右, 加入饱和食盐水 (30 mL),

用二氯甲烷 (30 mL×2) 萃取。合并有机层, 无水Na2SO4

干燥, 减压浓缩得到中间体 9a～9j, 为白色固体, 不经

纯化直接进入下一步反应。

在 0 ℃条件下, 向上述白色固体的二氯甲烷溶液

(30 mL) 中 , 加入 HOBt (4.0 mmol)、EDCI (6.0 mmol)

和二异丙基乙胺 (1.3 mL)。搅拌 30 min后加入苦豆碱

(3.0 mmol), 并将该反应转至室温继续搅拌 12 h。TLC

监测反应完全后, 将该反应液依次用水 (50 mL×2) 和

饱和食盐水 (50 mL) 洗涤, 无水Na2SO4干燥, 过滤, 减

压浓缩后硅胶匀化, 以 CH2Cl2和 MeOH 为流动相, 经

Flash快速硅胶柱色谱分离, 得到目标化合物10a～10j。

2 细胞培养

MDA-MB-231、Jurkat T细胞在RPMI 1640培养基

中培养。培养基中补充有 10% 胎牛血清、100 u·mL-1

青霉素和 100 μg·mL-1链霉素。猴肾细胞 Vero以及人

胚肾细胞 293T均使用 DMEM 培养基, 加入 10% 胎牛

血清以及1%青链霉素。5% CO2、37 ℃环境培养。

3 ELISA实验

MDA-MB-231细胞以每孔 5×104的数量种于 24孔

板中, 与化合物共培养 24 h后按照人 PD-L1 ELISA试

剂盒 (Abcam, ab214565) 说明书方法测定化合物对

PD-L1水平的下调作用。

4 免疫印迹分析

MDA-MB-231细胞以每孔 1×105个种于 6孔板中,
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与化合物共同培养 24 h后, 细胞用冰冷的磷酸盐缓冲

盐水 (PBS) 洗涤 , 并在补充有蛋白酶抑制剂混合物

(Sigma P8340) 的RIPA裂解缓冲液中裂解 30 min。蛋

白通过SDS-PAGE分离并电转移到PVDF膜上。PVDF

膜先用适当的一抗孵育, 然后用辣根过氧化物酶 (HRP)

偶联的二抗检测。印迹由Tanon 5200系统 (Tanon, 上

海, 中国) 可视化。

5 MTT法测定细胞毒性

取对数期生长的MDA-MB-231细胞、Vero细胞以

及 293T细胞, 以每孔 1×104个细胞的数量接种到 96孔

板中, 与药物共培养 24 h。将 20 µL MTT (5 mg·mL-1)

溶液加入到每个孔中, 并于 5% CO2、37 ℃培养箱中孵

育 4 h。去除培养基并加入 150 μL DMSO以完全溶解

甲瓒结晶后, 测定其在570 nm处的吸光度。

6 T细胞介导的肿瘤细胞杀伤实验

使用细胞共培养和结晶紫染色方法进行T细胞介

导的肿瘤细胞杀伤实验。Jurkat T细胞由1 μg·mL-1 PHA

加 50 ng·mL-1 PMA刺激 48 h后, 于 24孔板中在 7f存在

下与MDA-MB-231细胞共培养 24 h, 通过结晶紫染色

观察存活的肿瘤细胞, 后用甲醇溶解结晶, 测定其在

562 nm处的吸光度。

7 分子叠合

使用 Discovery Studio 4.5软件对化合物 2、3和 7f

进行分子叠合实验 (molecular overlay)。将Align by filed

中的 steric和 electrostatic参数分别设置为0%和100%。

通过比较化合物的三维结构、能量力场性质以及形状

性质等特征判断3个分子的叠合效果。

致谢: 目标化合物的核磁共振氢谱、碳谱以及高分辨质

谱由中国医学科学院医药生物技术研究所分析测试中心

测定。
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