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积雪草酸的结构修饰与生物活性研究进展
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摘要: 积雪草酸是来自天然植物的乌苏烷型五环三萜, 具有多种药理活性, 例如抗肿瘤、降糖、抗炎、抗菌等。由

于溶解性差、生物利用度低等限制了积雪草酸在临床上的广泛应用。为了克服这些缺点, 学者们对其进行了大量的

结构修饰与改造, 发现了大量结构新颖、活性优良的积雪草酸衍生物。本文综述了积雪草酸近 20年来的结构修饰、

生物活性、构效关系及作用机制的相关研究进展, 以期为积雪草酸类药物开发提供参考。
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Abstract: Asiatic acid (AA) is a ursane pentacyclic triterpenoids, which possesses a wide range of pharmaco‐

logical activities, such as anti-tumor, hypoglycemic, anti-inflammatory, anti-bacterial. Due to poor solubility and

low bioavailability, clinical application of asiatic acid is limited. To address these defects, the structural modifica‐

tions of AA have been carried out, and large numbers of AA-based derivatives with novel structure and eximious

biological activity have been developed. In this paper, the research progress of structural modifications, biological

activity, structure-activity relationship and mechanism studies in recent twenty years are reviewed, which provides

reference for development of AA-related drugs.
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积雪草酸 (asiatic acid, AA, 图 1) 是从伞形科植物

积雪草中分离得到的一种具有乌苏烷型骨架的五环三

萜类化合物[1]。自 1971年发现积雪草酸能够治疗皮肤

创伤的作用后[2], 随后对其开展了大量的研究并发现

积雪草酸还具有抗菌[3]、抗肿瘤[4]、抗炎[5]、护肝[6]、改善

神经认知障碍[7]、降糖[8]等多种药理活性。特别是其抗

肿瘤活性被进行了广泛的研究, 目前发现积雪草酸能

够有效抑制包括肝癌、乳腺癌、人舌鳞癌、卵巢癌、黑色

素瘤在内的多种癌细胞的增殖[9]。更深入的机制研究

发现, 积雪草酸主要通过诱导肿瘤细胞凋亡、影响肿瘤

细胞周期、抑制肿瘤细胞增殖和影响肿瘤调节蛋白表

达来发挥抗肿瘤效果[10]。

虽然积雪草酸拥有多种药理活性、具有广阔的开

发前景, 但是其自身药理作用弱、水溶性差、生物利用
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度低等缺点严格限制了其在临床上的广泛应用。为了

获得药理活性更强、理化性能优良的积雪草酸衍生物,

近些年人们对积雪草酸进行了大量的结构改造[11], 以

期进一步开发和应用积雪草酸及其衍生物。目前针对

积雪草酸的结构改造主要是集中在A环、C环和C-28

位羧基等化学反应活性位点上, 特别是对羟基和羧基

同时修饰获得了大量的衍生物。本文对积雪草酸的结

构修饰及生物活性研究进展进行了归纳和总结, 这一

工作对今后开发新型的积雪草酸衍生物具有非常重要

的意义。

1 积雪草酸的结构修饰与抗肿瘤活性

1.1 A环修饰

积雪草酸A环的修饰主要是对C-2位、C-3位和C-

23位羟基进行修饰或者将A环进行缩环或扩环。

1.1.1 羟基修饰 积雪草酸羟基修饰主要是将其制成

酯、醚或氧化成羰基及羧基。2013年 Wang等[12]首先

用2,2-二甲氧基丙烷将C-3和C-23位羟基保护起来, 然

后再将C-2位羟基与琥珀酸酐和苯甘氨酸反应制得了

2个酯类化合物 1和 2 (图 2); 体外抗增殖活性研究表

明, 虽然化合物 1 (IC50 = 26.03 ± 2.47 μmol·L-1, 25.57 ±

0.51 μmol·L-1) 和2 (IC50 = 40.21 ± 2.01 μmol·L-1, 21.66 ±

0.97 μmol·L-1) 对人非小细胞肺癌细胞A549和 PC9/G

只展现出了中等的抑制活性, 但仍然显著地强于积雪

草酸 (IC50 > 60 μmol·L-1); 进一步的机制研究发现, 这

类化合物通过下调Ras/Raf/MEK/ERK信号通路, 使得

肿瘤细胞阻滞在G1/S和G2/M期。随后, 该课题组[13]

以化合物 1为先导化合物, 在其琥珀酸侧链上又引入

了碱性的哌嗪基团得到了化合物 3 (图 2)。与化合物 1

相比, 化合物3 (IC50 = 13.13 ± 4.37 μmol·L-1) 对A549的

抑制活性提高了近2倍, 同时还对人乳腺癌细胞MCF-7

(IC50 = 7.58 ± 1.25 μmol·L-1) 和人宫颈癌细胞 HeLa

(IC50 = 8.13 ± 1.69 μmol·L-1) 展现出了良好的抑制活性;

进一步机制研究发现, 化合物 3能够通过上调肿瘤抑

制蛋白 p16和 p21表达以及下调细胞周期蛋白依赖性

激酶 1 (CDK1)、细胞周期蛋白 D1 (cyclin D1) 和细胞

周期蛋白B (cyclin B) 表达来发挥抗肿瘤效果。

与此同时 , 孟艳秋课题组[14]也发现积雪草酸 C-2

位、C-3位和C-23位羟基进行不同的保护和修饰对活性

影响较大 (图 2)。当C-2位羟基为乙酰基, C-3和C-23

位羟基为 2,2-二甲氧基丙烷保护时 (化合物 4), 其抑制

A549的 IC50值为 29.38 μmol·L-1, 但是将C-2位羟基直

接氧化成羰基 (化合物5, IC50 = 41.7 μmol·L-1) 后显著降

低了抗肿瘤活性, 而将化合物 5的C-3和C-23位羟基

保护基换成乙酰基后 (化合物 6, IC50 = 29.6 μmol·L-1)

又能提高抗肿瘤活性。这些结果表明, C-3和C-23位

羟基采用乙酰基保护有利于提高抑制A549活性。随

后, 孟艳秋课题组[15]又证实了将积雪草酸的羟基进行

乙酰化后抗肿瘤活性也要高于氧化。例如乙酰化衍生

物 7 (IC50 = 2.24 μmol·L-1) 抑制 HepG2 活性是积雪草

酸的 21.5 倍 , 而 2,3-二羰基 -23-醛基衍生物 8 (IC50 =

3.85 μmol·L-1) 抑制HepG2的活性仅是积雪草酸 (IC50 =

48.15 μmol·L-1) 的 12.5 倍 (图 2)。通过分子对接研究

发现, 化合物 7能够与凋亡抑制蛋白家族的 survivin蛋

白相互作用。这些结果表明, 积雪草酸的 3个羟基乙

酰化是提高抗肿瘤活性的一个有效修饰方法。的确,

Van等[16]研究结果也证明了这种修饰策略能显著提高

活性。例如, 化合物 9抑制人口腔表皮样癌细胞KB、

人肝癌细胞 HepG2 和人低分化肺腺癌细胞 SK-LU-1

的 IC50值分别为 1.11、1.09 和 1.27 μmol·L-1, 但是将其

C-2、C-3和C-23位脱乙酰基 (化合物 10, 图 2) 后抑制

这 3种肿瘤细胞的 IC50值则分别降到 35.93、192.22和

80.40 μmol·L-1; 进一步研究还发现积雪草酸衍生物的

3 个乙酰化基团仅保留一个也将显著降低抗肿瘤活

性, 例如化合物 11 (图 2) 抑制 KB、HepG2和 SK-LU-1

的 IC50值分别为 36.2、39.77 和 89.32 μmol·L-1, 但是将

其C-3和C-23位脱乙酰基 (化合物 12, 图 2) 后抑制这

3 种肿瘤细胞的 IC50 值则分别降到 50.94、144.36 和

151.85 μmol·L-1, 而将C-2位乙酰基换成其他酯 (化合物

13) 也未能提高活性。佟贺等[17]研究发现将 2,3-二羰

基-23-醛基衍生物的C-23位醛基进一步氧化成羧酸衍

生物后能够提高其抗肿瘤活性。其中化合物14 (IC50 =

5.88 μmol·L-1) 和 15 (IC50 = 4.03 μmol·L-1) 抑制 HepG2

的活性优于临床药物吉非替尼 (IC50 = 21.34 μmol·L-1)

(图 2)。通过分子模拟发现, 化合物 14和 15也能够与

survivin蛋白相互作用, 其C-23的羧基均能与 survivin

蛋白的氨基酸残基形成氢键作用。因此, 将积雪草酸

A 环的羟基进行氧化 , 有望得到靶向 survivin 的抑制

剂, 通过诱导肿瘤细胞凋亡发挥抗肿瘤效果。

此外 , 王楠等[18]还研究发现在积雪草酸 (IC50 =

16.461 μmol·L-1) 的 C-1 和 C-2 位引入噁唑杂环 (化合

物 16, IC50 = 8.052 μmol·L-1) 可将抑制 A549活性提高

Figure 1 Structure of asiatic acid (AA) and its major modifica‐

tion sites
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2 倍 , 而将 C-2 位羟基转化成肟 (化合物 17, IC50 >

50 μmol·L-1) 后却丧失了抗肿瘤活性 (图2); 但是, 当C-

2位肟基被乙酰化并在C-28位羧基引入其他基团又显

著提高了抑制A549活性, 同时这些 2-乙酰氧亚胺基衍

生物还对人胃癌细胞SGC7901展现出了良好的抑制活

性。其中C-28位为酰胺的衍生物活性总体要强于酯

基衍生物, 例如化合物 18 (图 2) 抑制SGC7901和A549

的 IC50值可达 10.28和 11.25 μmol·L-1, 分别是阳性药物

吉非替尼的约 2倍以及积雪草酸的 4倍[19]。通过分子

对接研究发现 , 化合物 18 能够与血管内皮生长因子

(VEGF) 相互作用 , 其 C-2 位的乙酰基能与 VEGF 的

氨基酸残基相互作用形成氢键。这也许解释了为什么

将 C-2 位肟基乙酰化后能显著提高抗肿瘤活性。随

后 , 颜廷良等 [20]研究表明 , 脱去化合物 18 的 C-3 和

C-23 位羟基保护基 (化合物 19, 图 2) 可进一步提高

抑制 SGC7901 (IC50 = 9.18 μmol·L-1) 和 A549 (IC50 =

8.54 μmol·L-1) 的活性。分子对接研究表明, 化合物 19

的 C-2位羟基能够与 VEGF的氨基酸残基形成氢键。

与此同时, 林碧琦等[21]也对化合物 18进行了修饰并发

现当其 C 环 C-12与 C-13位双键改造成羟基 (化合物

20, 图 2) 后对 A549 (IC50 = 6.43 μmol·L-1) 抑制活性提

高了1.7倍。

最近, 孟艳秋课题组[22]又发现将积雪草酸 C-3和

C-23位羟基采用 2,2-二甲氧基丙烷保护以及C-2位引

入烟酰基后能够显著提高抗肿瘤活性, 尤其是衍生物

21 (图 2, IC50 = 1.82 ± 0.10 μmol·L-1) 抑制A549是积雪

草酸的24.8倍; 流式细胞实验表明, 化合物21可以通过

诱导A549凋亡的方式来发挥抗肿瘤效果, 进一步通过

分子对接研究发现其与抗凋亡蛋白Bcl-xL有良好的结

合能力, 其C-2位烟酰基的N原子能与Bcl-xL活性口

袋的氨基酸残基形成氢键作用, 而进一步的酶抑制实

验发现化合物 21 抑制 Bcl-xL 的 IC50为 0.17 μmol·L-1。

这些结果表明, 在积雪草酸C-2位引入烟酰基后有望

发现新型的Bcl-xL抑制剂。

在 2020年, Lu等[23]在参考山楂酸的结构修饰中发

现其C-28位引入苄胺后拥有良好的抗卵巢癌活性, 因

此对修饰积雪草酸时也在其 C-28 位保留了苄胺 , 同

时对其A环进行修饰。首先, 将C-2位羟基进行甲基

化以及C-23位和 (或) C-3羟基进行氧化, 但是这种修

饰并没有提高对卵巢癌的抑制活性; 令人意外的是, 这

种修饰后的衍生物却对人结肠癌细胞 HCT116 有良

好的抑制活性 , 尤其是化合物 22 (图 2, IC50 = 8.46 ±

1.64 μmol·L-1) 抑制HCT116的活性是积雪草酸 (IC50 =

24.64 ± 3.26 μmol·L-1) 的 2.9倍。接着, 以化合物 22为

先导化合物进行修饰, 虽然将其C-23位醛基进一步氧

化成羧基后活性降低了2倍, 但是进一步将羧基进行酯

化 (化合物 23, 图 2, IC50 = 3.07 ± 1.48 μmol·L-1) 后抑制

HCT116的活性显著提高, 是先导化合物22的2.7倍; 而

将化合物 23的C-23位酯基换成酰胺, 尽管也保留了良

好的HCT116抑制活性, 但是这种酰胺修饰后抗肿瘤活

性仍然低于酯基化合物23; 进一步将化合物23的C-2位

羟基乙酰化 (化合物24, 图2, IC50 = 1.08 ± 0.66 μmol·L-1)

后活性可再提高2.8倍, 而将化合物24的C-23位酯基转

化成酰胺后却没有提高活性, 事实上大部分酰胺化合物

反而丧失了抗肿瘤活性。随后, 通过测试发现化合物24

还对人卵巢癌细胞A2780 (IC50 = 1.28 ± 0.32 μmol·L-1)、

HepG2 (IC50 = 1.43 ± 0.32 μmol·L-1)、人急性白血病细

胞HL-60 (IC50 = 0.47 ± 0.08 μmol·L-1) 和MCF-7 (IC50 =

3.99 ± 1.21 μmol·L-1) 有良好的抑制活性, 而对正常的

脐静脉内皮细胞HUVEC没有抑制活性。

1.1.2 缩环修饰 积雪草酸缩环修饰主要是将其的A

环由六元环缩为五元环 (图3), 目前这种修饰策略主要

是Gonçalves课题组在研究。2016年, 该课题组[24]首先

将积雪草酸C-28位羧基进行酯化得到先导化合物 25

(图 3), 其 (IC50 = 27.50 ± 2.50 μmol·L-1) 抑制HeLa的活

性较积雪草酸 (IC50 = 52.47 ± 0.06 μmol·L-1) 提高了 2

倍; 随后将化合物 25的A环变成五元环后 (化合物 26,

IC50 = 0.6 ± 0.07 μmol·L-1) 对HeLa细胞的抑制活性进

一步提高了 46倍; 然而, 将化合物 26的C-2位醛基用

氰基取代 (化合物 27, IC50 = 8.90 ± 0.53 μmol·L-1) 活性

则降低了14倍, 但化合物27的抗肿瘤活性仍然是先导

化合物 25的 3倍; 而在化合物 26的C环引入羰基 (化

合物 28, IC50 = 0.3 ± 0.02 μmol·L-1) 后活性提高了 2倍;

进一步将化合物26和28的羟基修饰成磺酸酯 (化合物

29和30) 后还能进一步提高抑制HeLa活性。随后也发

现化合物 28～30抑制人白血病 T淋巴细胞 Jurkat、人

前列腺癌细胞PC-3、人胰腺癌细胞MiaPaca-2和A-375

的 IC50值均在纳摩尔水平。这些结果表明, 将积雪草

酸A环缩成五元环能够显著提高抗肿瘤活性。

2016 年 , Gonçalves 课题组[25]继续对积雪草酸的

A环进行修饰 (图 4), 以化合物 26的羧基衍生物 (化合

物 31) 为先导化合物, 首先将化合物 31的醛基还原成

羟基得到了 2-羟基衍生物 32, 但是化合物 32 (IC50 =

45.00 ± 1.55 μmol·L-1) 抑制HeLa细胞的活性较化合物

31 (IC50 = 5.30 ± 0.20 μmol·L-1) 降低了约9倍。虽然将化

合物 32的羟基进行乙酰化 (化合物 33, IC50 = 22.50 ±

0.75 μmol·L-1) 后提高了 1倍的抑制HeLa细胞活性, 但

仍然显著低于先导化合物 31。进一步将烷基胺、咪唑

或者苄胺衍生物通过酰胺反应引入到化合物 33的羧

基或者将羧酸转化成肟酸后, 尽管活性有所提高, 但是
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大部分衍生物活性仍然低于先导化合物 31, 仅化合物

34 (IC50 = 4.54 ± 0.84 μmol·L-1) 的活性略高于化合物

31, 但仍然是积雪草酸的 11.6倍。这些结果表明, 将积

雪草酸衍生物的羟基进行乙酰化也许能提高抑制

HeLa活性。因此, Gonçalves课题组随后直接通过乙

酰化修饰积雪草酸, 将其C-2、C-3和C-23位 3个羟基

乙酰化得到了化合物 35 (IC50 = 6.10 ± 0.28 μmol·L-1),

其抑制HeLa细胞的活性与化合物 31相当, 但是从结

构上看, 化合物 35更简单, 仅通过一步反应就能合成。

接着 , 将化合物 35 的羧基转化成肟酸 (化合物 36,

Figure 2 Structures of asiatic acid derivatives 1-24 with anti-tumor activity
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IC50 = 1.62 ± 0.10 μmol·L-1) 后可进一步提高抗肿瘤活

性, 是积雪草酸的32.4倍。随后的机制研究发现, 化合

物36能将HeLa细胞阻滞在G0/G1期。

Gonçalves课题组[26]在前期研究的基础上继续对

积雪草酸进行结构修饰 (图5), 首先直接将积雪草酸的

C环与C-28位羧基进行内酯化得到了化合物37 (IC50 =

60.17 ± 2.75 μmol·L-1), 但是这种修饰却没有提高抑制

HeLa细胞活性。考虑到前期研究将积雪草酸的羟基

进行乙酰化或者A环缩成五元环能提高抗肿瘤活性,

随后又将化合物 37的羟基进行了乙酰化 (化合物 38,

IC50 = 4.43 ± 0.25 μmol·L-1) 和缩环 (化合物 39, IC50 =

1.08 ± 0.04 μmol·L-1)。的确 , 这两种结构修饰后抑制

HeLa细胞活性较化合物 37分别提高了 13.6和 55.7倍;

进一步将化合物 38 的内酯转化为内酰胺后 (化合物

40, IC50 = 2.37 ± 0.15 μmol·L-1) 抗肿瘤活性又提高了近

2倍; 同时, 将化合物 39的羟基进行酯化或者酰胺化也

能提高抗肿瘤活性, 但总的来说成酯的活性高于酰胺

衍生物, 例如酯衍生物 41 (IC50 = 0.67 ± 0.07 μmol·L-1)

Figure 3 Structures of asiatic acid derivatives 25-30 with anti-tumor activity

Figure 4 Structures of asiatic acid derivatives 31-36 with anti-tumor activity
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抑制 HeLa 活性是化合物 39 的 1.6 倍和积雪草酸的

78.3倍。进一步的机制研究表明, 化合物 41能够上调

p21cip1/waf1 和 p27kip1 表达、下调 cyclin E/CDK2 和 cyclin

D3-CDK4/6表达, 使HeLa细胞阻滞在G0/G1期。

1.1.3 扩环修饰 A环扩环修饰是五环三萜类化合物

常见的一种修饰方法, 通常是将含氮杂环如吲哚、吡嗪

等引入A环来提高生物活性[27]。2020年, 孟艳秋课题

组[28]通过分析 survivin配体YM155和SC144与活性口

袋的相互作用发现吡嗪是一个重要的药效团, 而该课

题组前期研究发现积雪草酸衍生物具有抑制 survivin

活性, 因此该课题组将吡嗪基引入到了积雪草酸的A

环, 构建出了吡嗪并积雪草酸和喹喔啉并积雪草酸 2

个系列的衍生物。这些含吡嗪基的衍生物抑制HepG2

和 SGC-7901的活性显著的强于积雪草酸。其中化合

物 42和 43 (图 6) 抑制这两种肿瘤细胞的 IC50值均低于

10 μmol·L-1, 其抗肿瘤活性是积雪草酸的 6倍以上。但

是, 将化合物 43的酰胺基换成酯基则显著降低抗肿瘤

活性 , 例如酯基衍生物 44 (图 6) 抑制 HepG2 和 SGC-

7901的 IC50值均大于 18 μmol·L-1。随后通过分子对接

也发现, 化合物 42和 43能够很好地嵌入到 survivin活

性口袋, 其中吡嗪基还能与活性口袋的氨基酸残基形成

氢键作用。随后, 李孝孝等[29]又对化合物 43进行修饰,

在其C环引入羰基形成α,β-不饱和酮结构, 得到的衍生

物 45抑制HepG2活性较先导化合物 43提高了 1.3倍,

而当化合物 45的酰胺键转化为酯基 (化合物 46, 图 6)

则明显降低抗肿瘤活性 , 但是化合物 46 抑制 HepG2

的活性仍然高于 C 环无 α,β-不饱和酮结构的化合物

42。这些研究结果表明, 在积雪草酸衍生物的C环引

入α,β-不饱和酮结构或C-28位为酰胺有利于提高抑制

HepG2活性。

1.1.4 开环修饰 在五环三萜类化合物的修饰中, 将

A环打开后其抗肿瘤活性一般要优于母体化合物[30]。

因此, 在 2017年, 孟艳秋课题组[31]采用高碘酸钠将积

雪草酸A环打开, 再将C-28羧基进行酯化或者制成酰

Figure 5 Structures of asiatic acid derivatives 37-41 with anti-tumor activity

Figure 6 Structures of asiatic acid derivatives 42-46 with anti-tumor activity
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胺衍生物 (图7)。总体来看, 积雪草酸开环修饰能够提

高抑制 SGC-7901和A549的活性, 其中酰胺衍生物活

性要优于酯基化合物。例如酰胺化合物 47抑制 SGC-

7901 和 A549 的 IC50值分别为 15.35 和 19.23 μmol·L-1,

而酯基系列活性最佳的化合物 48抑制这两种肿瘤细

胞的 IC50则分别为 25.46和 20.10 μmol·L-1; 但是, 将开

环衍生物的C-23羟基进行乙酰化后能进一步提高活

性。例如化合物 47 乙酰化后 (化合物 49) 抑制 SGC-

7901和A549的 IC50值降低到了 10.18和 8.32 μmol·L-1,

而化合物 48 乙酰化后 (化合物 50) 抑制 SGC-7901 和

A549的 IC50值也降低到了20.39和11.10 μmol·L-1。

1.2 C环修饰

积雪草酸的C环修饰主要是在其C-12位引入取代

基, 其中以在C-12位引入羰基构建出α,β-不饱和酮的研

究最多。早在2011年, 赵龙铉等[32]就将羰基引入到了积

雪草酸的C环得到了化合物 51 (IC50 = 6.611 μmol·L-1),

虽然该化合物对 MCF-7 展现出了良好抑制活性 , 但

是其活性却低于 C-12 位无羰基的化合物 52 (IC50 =

4.390 μmol·L-1), 而进一步将化合物 51的 C-28位甲酯

还原成羧基 (化合物 53, IC50 > 100 μmol·L-1) 后又丧失

了活性 (图 8)。这些结果预示着在积雪草酸C环构建

α,β-不饱和酮也许并不能显著地提高活性。随后, 孟艳

秋课题组 [33]也发现在三乙酰基积雪草酸衍生物 C-12

位上引入羰基也没显著提高抗肿瘤活性。例如化合物

54 抑制 HeLa (IC50 = 0.65 ± 0.32 μmol·L-1) 和 BGC823

(IC50 = 0.12 ± 0.26 μmol·L-1) 的 IC50 值均在纳摩尔水

平, 但是在C-12位引入羰基后 (化合物55) 抗肿瘤活性

却降低了至少 40倍 (图 8)。随后, 孟艳秋课题组[34]又

将C环羰基修饰和A环的乙酰化修饰进行了比较, 结

果发现C环羰基修饰并没有像A环乙酰化修饰那样起

着决定性的作用 (图 8)。例如, 在 5个乙酰化衍生物中

活性最佳衍生物 (化合物 56) 抑制 HeLa 和 HepG2 的

IC50值分别为4.81和6.53 μmol·L-1, 而进一步在其C环引

入羰基修饰后并没有显著地提高活性, 在这些羰基衍生

物中活性最佳的化合物 55抑制这两种肿瘤细胞的 IC50

值也仅与化合物 56相当; 但是, 当乙酰基被水解成羟

基后活性却显著降低, 所得到的羟基衍生物抑制肿瘤

细胞的 IC50值均大于 10 μmol·L-1。尽管在积雪草酸及

衍生物的C-12位引入羰基并不能明显增加抗肿瘤活

性, 但是将羰基转化成肟基或用溴取代却能显著提高

活性[35]。例如肟基化合物 57 (IC50 = 1.077 5 μmol·L-1)

和溴代化合物 58 (IC50 = 1.204 μmol·L-1) 抑制HT-1080

的活性是积雪草酸 (IC50 > 50 μmol·L-1) 的40倍以上。

1.3 C-28位羧基修饰

积雪草酸C-28羧基修饰主要是将积雪草酸与其他

活性化合物的羟基或者氨基反应制成酯或酰胺衍生物。

但是, 大量的研究表明, 积雪草酸C-28的酯化修饰普

遍来说并没有显著提高抗肿瘤活性, 而经过酰胺修饰

得到的衍生物常常展现出良好的抗肿瘤活性。因此, 相

对来说, 将积雪草酸制成酰胺衍生物的研究要明显多

于酯化物。

1.3.1 酯化修饰 早在 2008年, 陈海生[36]就通过酯键

将积雪草酸和有机铂进行偶联, 构建出了 2个积雪草

酸衍生物 59 和 60 (图 9), 随后的体内抗肿瘤活性研

究表明这类化合物对Lewis肺癌有显著的抗肿瘤效果。

2017 年 , Pattnaik 等[37]根据药物拼合原理通过点击化

学将积雪草酸与熊果酸进行偶联得到了酯化物 61 (图

9), 其对乳腺癌 MCF-7 (IC50 = 12.8 ± 2.1 μmol·L-1) 和

MDA-MB-231 (IC50 = 7.4 ± 1.9 μmol·L-1) 均展现出了

良好的抑制活性, 并强于先导化合物积雪草酸 (MCF-7:

IC50 = 19.1 ± 0.9 μmol·L-1; MDA-MB-231: IC50 = 18.1 ±

0.6 μmol·L-1) 与熊果酸 (MCF-7: IC50 = 21.0 ± 1.0 μmol·L-1;

MDA-MB-231: IC50 = 11.1 ± 1.3 μmol·L-1)。

1.3.2 酰胺修饰 酰胺修饰是积雪草酸及其衍生物最

常见的一种结构改造策略。早在2014年, Li课题组[38]就

直接将芳胺引入到了12-羰基积雪草酸的C-28位上, 构

建出了20个积雪草酸酰胺衍生物 (图10)。这些衍生物

具有广谱的抗肿瘤效果且对正常HUVEC没有毒性, 尤其

是化合物62对MGC-803 (IC50 = 14.33 ± 0.25 μmol·L-1)、

NCI-H460 (IC50 = 23.58 ± 0.31 μmol·L-1)、HepG2 (IC50 =

5.97 ± 0.34 μmol·L-1)、HeLa (IC50 = 28.18 ± 0.083 μmol·L-1)

和BEL-7404 (IC50 = 14.13 ± 0.16 μmol·L-1) 的抑制活性

均强于阳性药物5-氟尿嘧啶。随后的抗肿瘤机制研究表

明, 化合物62可通过上调HepG2细胞中的Bax、caspase-

3和 caspase-9蛋白表达、下调Bcl-2蛋白表达来发挥肿

瘤效果。随后, 该课题组[39]又将抗肿瘤药效团 α-氨基

膦酸酯活性单元引入到三乙酰基积雪草酸衍生物中构

建出了 20个积雪草酸衍生物。这些衍生物对人膀胱

癌细胞T24展现出了良好的抑制活性。通过构效关系

研究发现, 膦酸酯单元上苯环的取代基和位置对活性

Figure 7 Structures of asiatic acid derivatives 47-50 with anti-

tumor activity
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影响较大, 以卤素在苯环的邻位取代较佳, 其中活性最

佳化合物 63 (IC50 = 6.59 ± 0.16 μmol·L-1) 抑制 T24 的

活性是积雪草酸 (IC50 = 33.72 ± 1.25 μmol·L-1) 的 5倍;

同时还发现, 在这些衍生物的C环引入羰基也没有显

著地提高抗肿瘤活性。例如化合物 64抑制T24的 IC50

值为 17.81 μmol·L-1, 而在其C环引入羰基 (化合物 65,

IC50 = 33.72 ± 1.25 μmol·L-1) 后反而降低了抗肿瘤活性。

但是, 随后作者[40]又发现在保留C环羰基结构下, 通过

点击化学构建的积雪草酸三氮唑衍生物能抑制核因子

κB (NF-κB) 蛋白, 而且C-2、C-3和C-23位为羟基的化

合物活性要高于乙酰基衍生物。其中活性最强的化合

物 66 (图 10) 抑制NF-κB的KD值达到了 0.36 μmol·L-1。

通过分子对接研究发现, 化合物66的C-2和C-23羟基能

够与NF-κB活性口袋的氨基酸残基ASP291和ARG295

形成氢键作用。这也许解释了为什么羟基衍生物抑制

NF-κB活性要强于乙酰基化合物的原因。随后的抗肿

瘤活性研究表明 , 化合物 66 对 T24、HepG2、A549、人

大细胞肺癌细胞NCI-H460和耐Dox的NCI-H460这五

种肿瘤细胞均展现出了良好的抑制活性, 其 IC50分别

为 3.96、5.24、2.67、4.46和 4.84 μmol·L-1。这些研究结

果表明, 积雪草酸衍生物可作为NF-κB抑制剂来发挥

抗肿瘤效果。

2015年, Jing等[41]将各种氨基酸通过酰胺反应直接

引入到了积雪草酸C-28位上, 但是绝大部分积雪草酸氨

基酸衍生物抗肿瘤活性弱于积雪草酸, 而将这些衍生物

的羟基进行乙酰化后却显著提高了抗肿瘤活性。其中化

合物 67 (图 10) 抑制 A549 (IC50 = 2.4 ± 0.4 μmol·L-1)、

B16F10 (IC50 = 4.2 ± 0.2 μmol·L-1)、HeLa (IC50 =

4.8 ± 0.3 μmol·L-1)、HepG2 (IC50 = 0.9 ± 0.3 μmol·L-1)、

SGC7901 (IC50 = 4.6 ± 0.1 μmol·L-1)、MCF-7 (IC50 = 4.5 ±

0.1 μmol·L-1) 和 PC3 (IC50 = 9.2 ± 2.0 μmol·L-1) 的活性

是积雪草酸的 4倍以上。进一步的机制研究发现, 化

合物 67 是一个多靶点抑制剂 , 能够阻滞肿瘤细胞在

G0/G1期, 下调 cyclin D1、周期依赖性激酶CDK4以及

Figure 8 Structures of asiatic acid derivatives 51-58 with anti-tumor activity

Figure 9 Structures of asiatic acid derivatives 59-61 with anti-tumor activity
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抑制信号传导与转录激活因子3 (STAT3)[42,43]。

2016年, Sommerwerk课题组[44]发现将5-氨基喹啉

引入到 2,3,23-三乙酰基积雪草酸中可使得到的酰胺衍

生物 68 (图 10) 抑制人黑素瘤细胞 518A2、人结肠癌细

胞HT29、MCF-7、A549和A2780的 IC50值达到了纳摩

尔水平 , 分别为 0.19、0.22、0.54、0.29 和 0.08 μmol·L-1;

而当 2,3,23-三乙酰基积雪草酸与罗丹明 B 偶联后

(化合物 69, 图 10) [45], 其抑制 518A2 (IC50 = 0.006 ±

0.002 μmol·L-1)、A2780 (IC50 = 0.008 ± 0.002 μmol·L-1)、

HT29 (IC50 = 0.017 ± 0.013 μmol·L-1) 和 MCF-7 (IC50 =

0.012 ± 0.002 μmol·L-1) 的活性较积雪草酸提高了至少

1 500倍。

1.4 其他修饰

上述的积雪草酸修饰均是通过形成新的共价键获

得新型积雪草酸衍生物, 除此之外, 近些年还开发了一

些新的方法来修饰积雪草酸以期获得活性优良的衍生

物。例如, 张蓉仙等[46]将积雪草酸与同样具有抗肿瘤

活性的稀土硝酸盐配合获得了 3 种积雪草酸配合物

LnAA (NO3)3•3C2H5OH•nH2O (Ln = La, Ce, Eu), n = 1

或 2。体外抗肿瘤活性研究表明 , 这些配合物抑制

ECa-109的活性是积雪草酸的 2倍, 而其 IC50值却均大

于 27 μmol·L-1, 但这类化合物可直接作用于线粒体, 这

为肿瘤的线粒体靶向药物的研发提供了参考。此外,

为了解决积雪草酸水溶性差难以穿透血脑屏障问题,

Garanti等[47]用甘油酯将其包裹制成了固体纳米脂质

体。虽然这种积雪草酸脂质体具有好的水溶性并能精

准靶向脑胶质瘤细胞, 但由于积雪草酸的装载率不足

6%, 使得该脂质体抗肿瘤活性反而低于积雪草酸。

通过上述的文献调研, 可以得出积雪草酸的结构

修饰与抗肿瘤活性的构效关系 (图11): ① 将积雪草酸

的C-2、3和23位羟基同时进行乙酰化能够显著提高抗

肿瘤活性, 仅1或2个羟基被乙酰化并不能明显提高活

性; ② 将积雪草酸的C-2羟基转化成肟降低活性, 但

进一步转化成乙酰肟基可明显增强活性; ③ 将积雪草

酸的C-3和 23位的羟基与 2,2-二甲氧基丙烷反应制成

醚能显著提高活性; ④ 将积雪草酸的C-23位羟基氧

化成羧酸后对活性影响不大, 但是进一步修饰成羧酸

酯后能明显提高活性, 且酯类衍生物活性通常高于酰

胺类衍生物; ⑤ 将积雪草酸的A环缩成五元环有利于

提高活性; ⑥ 在积雪草酸的A环并吡嗪、喹喔啉等杂

环可提高活性; ⑦ 将积雪草酸的A环进行开环后能增

强活性; ⑧ 在积雪草酸的C-11位引入羰基形成α,β-不

饱和酮不能明显增强活性; ⑨ 在积雪草酸的C-11位

引入肟基或卤素溴原子能明显增强活性; ⑩ 将积雪草

酸C-12和C-13位之间的双键加成形成C-12和C13位

二羟基也能提高活性; ⑪ 将积雪草酸 C-13位与 C-28

位羧基进行反应形成内酯化合物可提高活性; ⑫将积

雪草酸C-28位羧基修饰成酰胺化合物活性通常高于

对应的酯类化合物。

2 积雪草酸结构修饰与抗糖尿病活性

积雪草酸及其衍生物主要是通过抑制糖原磷酸化

酶和α-葡萄糖苷酶来发挥抗糖尿病作用。早在2009年

Figure 10 Structures of asiatic acid derivatives 62-69 with anti-tumor activity
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Zhang等[48]就对积雪草酸开展了结构修饰期望得到对

糖原磷酸化酶具有良好抑制活性的衍生物, 首先将积雪

草酸的C-2、C-3和C-23位羟基进行乙酰化 (图 12), 但

是乙酰化衍生物 11 (IC50 = 33 ± 2.9 μmol·L-1) 抑制糖原

磷酸化酶的活性较积雪草酸 (IC50 = 17 ± 1.2 μmol·L-1)

降低了近 2倍, 而在积雪草酸C-28位引入不同的氨基

酸片段 (化合物 70) 甚至丧失了活性; 随后发现, 将积

雪草酸修饰成酯能够有效地抑制糖原磷酸化酶, 其中

苄酯衍生物活性要强于烷基酯衍生物。例如, 苄酯化

合物 71 抑制糖原磷酸化酶的 IC50 值为 3.8 μmol·L-1,

而烷基酯 (化合物 72, IC50 = 173 ± 27.4 μmol·L-1) 衍生

物的 IC50值均高于 100 μmol·L-1; 但是, 将化合物 71的

C-2 位 α -OH 转化为 β -OH (化合物 73, IC50 = 55 ±

3.2 μmol·L-1) 后活性降低了 14倍; 同样地, 直接将积雪

草酸C-2位 α-OH转化为 β-OH (化合物 74, IC50 = 93 ±

7.1 μmol·L-1) 后活性也降低了 5倍。这表明积雪草酸

的 C-2 位 α-OH 是抑制糖原磷酸化酶活性的药效团。

与此同时 , Wen 等[49]通过分子模拟发现积雪草酸 C-3

和C-23位羟基能够与糖原磷酸化酶活性口袋的氨基

酸残基Gln72和Asp42′形成氢键作用, 同时C-2位羟基

能够与Gln72形成范德华力。这也许解释了为什么将

积雪草酸 3个羟基进行乙酰化修饰或者将C-2位α-OH

转化为β-OH后均降低了活性。此外, 还发现将积雪草

酸进行糖基化 (化合物75, 图12) 也将丧失活性。

在 2016年, 王友德等[50]也证实了苄酯化合物 71抑

制糖原磷酸化酶的活性要优于积雪草酸的活性; 同时,

将化合物 71的一个羟基、二个羟基或者三个羟基进行

修饰 (化合物 76～78, 图 12) 均降低了活性, 并低于先

导化合物积雪草酸。与此同时, 该课题组还根据药效

团拼合原理将同样具有抗糖尿病活性的噻唑烷二酮和

L-酪氨酸单元引入到积雪草酸的C-28位。但是, 这两

个衍生物 (化合物 79、80, 图 12) 抑制糖原磷酸化酶的

活性均低于积雪草酸[51,52]。

Figure 11 Schematic representation of the structure-activity

relationship of asiatic acid for the antiproliferative activity

Figure 12 Structures of asiatic acid derivatives 70-82 with anti-diabetes activity
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除了上述以糖原磷酸化酶为靶点开发了部分具有

抗糖尿病潜力的积雪草酸衍生物外, 一些以 α-葡萄糖

苷酶为靶点的积雪草酸衍生物也被发现了。例如, 在

2020年Ahn等[53]从Actinidia arguta中分离出了 5个对

α-葡萄糖苷酶有优秀抑制活性的香豆酰积雪草酸衍生

物。在 2021年, Huang等[54]通过哌嗪连接键 (linker) 将

2种 N-苄氧羰基-L-氨基酸偶联到了积雪草酸的 C-28

位获得了2个具有α-葡萄糖苷酶抑制活性的衍生物 (化

合物 81和 82, 图 12)。但是, 化合物 81 (IC50 = 1 505 ±

19 μmol·L-1) 和 82 (IC50 = 1 193 ± 22 μmol·L-1) 的活性

仅是积雪草酸 (IC50 = 214 ± 25 μmol·L-1) 的20%。

3 积雪草酸结构修饰与抗肝纤维化活性

肝纤维化是一种由诸如酒精中毒性肝炎、乙型或

丙型肝炎病毒感染等引起的慢性肝损伤疾病, 若肝纤

维化持续发展将演变成肝硬化、肝癌, 最终导致肝衰

竭, 造成患者死亡。早在上个世纪 90年代就已经报道

了五环三萜化合物具有护肝作用[55]。在 2004年Dong

等[56]报道了积雪草酸 (EC50 = 29.80 μg·mL-1) 能够通过

抑制肝星状细胞 (HSC-T6) 发挥抗肝纤维作用, 并获得

了积雪草酸衍生物抑制HSC-T6的构效关系 (化合物

83, 图 13): ① 将积雪草酸的C-2位羟基修饰成苄酯、

甲醚、乙酰基或氧化成羰基及羧基均不能明显提高活

性, 而将其转化成氰基 (CN) 可显著提高活性; ② C-3

和C-23位羟基引入体积大的基团 (例如用 2,2-二甲氧

基丙烷将 C-3 和 C-23 位羟基保护) 有利于提高活性 ;

③ C环的C-11位引入羰基降低活性; ④ C-28位连接

糖单元或者将羧基还原成醇均降低活性。在这些衍生

物中 , 化合物 84 (EC50 = 5.56 μg·mL-1) 展现出了最强

的HSC-T6抑制活性, 是积雪草酸的 5倍。机制研究表

明, 这类化合物可以通过抑制胶原脯氨酸 4-羟化酶、组

织金属蛋白酶抑制因子 2 (TIMP2) 和转化生长因子 β1

(TGF-β1) 等多条途径来抑制肝星状细胞。随后, Jeong

等[57]又研究了积雪草酸及C-2位修饰后衍生物对氨基

半乳糖 (GaIN) 和四氯化碳 (CCl4) 致急性肝损伤的保

护作用。研究发现, 当积雪草酸C-2位羟基被氧化成

羰基 (化合物 85) 或者直接消除 (化合物 86) 后, 所得

到的衍生物在 10 μmol·L-1的浓度下护肝效果优于先导

化合物积雪草酸和阳性药物水飞蓟素。

在 2015年, Li等[58]通过对积雪草酸C-28位羧基和

A环羟基修饰获得了 2个系列的积雪草酸衍生物 (化

合物 87和 88, 图 13), 在四氯化碳致急性肝损伤模型中

发现这些衍生物可以通过降低血清中天门冬氨酸氨基

转氨酶 (AST) 和丙氨酸氨基转移酶 (ALT) 含量来发

挥抗肝纤维化作用。从结构上看, 在化合物 87中C-28

位的烷基为正丁基 (化合物 87d) 降低 AST及 ALT 的

效果强于其他基团; 在化合物 88中以苯环上含有吸电

Figure 13 Structures of asiatic acid derivatives 83-94 with anti-fibrotic activity
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子基团 (化合物 88f) 活性较佳。最近, Guo等[59]通过微

生物转化的方法也构建出了一系列具有抗肝纤维化的

多羟基积雪草酸衍生物 (化合物 89～94, 图 13)。虽然

这些衍生物可通过抑制丙型肝炎病毒 (HCV) 感染来

发挥作用, 但是这些化合物抗HCV的活性均不高, 而

且化合物中羟基的个数和位置对活性影响均不大。因

此, 还需要对积雪草酸采用其他修饰来进一步提高其

抗HCV活性。

4 积雪草酸结构修饰与促进创面愈合

创面愈合是一个连续而又复杂的过程, 虽然正常

情况下伤口在一定时间内能够自愈, 但是在自身免疫

能力低或者创面受感染将会造成伤口经久不愈, 长期

以来科研人员一直在寻找促进创面愈合的药物。在

60年代就有研究报道积雪草酸具有创面愈合的作用[60]。

随后的机制研究表明, 积雪草酸可以通过增加细胞的

迁移存活率、促进血管再生、促进皮肤成纤维细胞增殖

以及Ⅰ型胶原蛋白和纤维连接蛋白的合成等方式来促

进伤口愈合[61,62]; 同时, 积雪草酸可激活细胞外信号转

导激酶 (ERK) 信号通路来加速伤口受损神经元的修

复[63]; 此外, 积雪草酸还可激活过氧化物酶体增殖物激

活受体-γ (PPAR-γ) 来下调TGF-β1和纤溶酶原激活物

抑制剂-1 (PAI-1) mRNA 的表达、上调 Smad-7 mRNA

的表达来抑制瘢痕增生[64]。

在 2006年, Jeong[65]对积雪草酸进行了结构修饰,

首先将积雪草酸的C-3和C-23位羟基进行醚化、再将

C-28位羧基进行酯化, 尽管这种修饰得到的衍生物活

性均低于先导化合物积雪草酸, 但构效关系表明短链

甲酯 (化合物 95, 图 14) 和甲基乙醚酯 (化合物 96, 图

14) 衍生物活性要优于其他长链酯衍生物。随后, 将

化合物 95和 96的 C-2位羟基氧化成酮 (化合物 97和

98) 又进一步提高了活性 (图 14), 尤其是羰基衍生物

98的HT50 (治疗 50%创伤面所需时间) 值要低于先导

化合物积雪草酸。这些结果表明, C-2位羟基氧化有

利于促进创面愈合。

5 积雪草酸结构修饰与抗老年痴呆症活性

老年痴呆症, 又称阿尔茨海默病, 是一种严重危害

人类健康的中枢神经退行性疾病。早在1999年, Mook-

Jung等[66]就发现积雪草酸可抑制 β-淀粉样蛋白 (Aβ)

的表达, 并认为积雪草酸是一种治疗老年痴呆症的潜

在有效药物。随后的机制研究表明, 积雪草酸还可通过

抗神经细胞凋亡[67]、抗氧化应激[68]、抑制 tau蛋白异常

磷酸化[69]、抑制乙酰胆碱酯酶 (AChE) 活性[70]以及抑

制炎症反应[7]等作用机制来发挥抗老年痴呆症活性。

尽管积雪草酸可通过下调丝氨酸蛋白酶HtrA2/Omi

表达、上调 Bax、caspase 3表达以及 ERK1/2的去磷酸

化、激活 PI3K/Akt/GSK-3β信号通路等多条途径来发

挥抗老年痴呆症作用, 但是对积雪草酸进行结构优化

以增强其抗老年痴呆症活性的研究却甚少。目前仅有

Jew等[71]在2000年报道的一项研究, 即合成了一系列具

有抑制Aβ活性的积雪草酸衍生物。通过构效关系发

现, 这些积雪草酸衍生物C-28位酯基类型对活性影响

较大, 其中甲酯 (化合物 25, 图 3) 和长链烷基酯衍生物

99 (图 15) 活性仅是积雪草酸的一半左右, 而当甲酯换

成四氢吡喃基 (化合物 100, 图 15) 后活性与积雪草酸

相当; 将积雪草酸的 C-2 位羟基进行乙酰化 (化合物

12, 图 2)、氧化 (化合物 85, 图 13) 或C-3位和C-23位羟

基进行醚化 (化合物 101和 102, 图 15) 以及脱羟基 [化

合物86 (图13) 和103 (图15)] 均明显地降低了活性。

6 前景与展望

从天然产物中寻找到具有生物活性的先导化合

物、再对其进行结构修饰, 以提高其生物活性或改善其

理化性能已成为当前新药研发的一个重要并有效的策

略[72,73]。尽管积雪草酸来源广泛且具有多种药理活

性, 但是溶解性差、作用靶点缺乏导致生物利用度低等

Figure 14 Structures of asiatic acid derivatives 95-98 with activity of promoting wound healing
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缺点使其临床应用受到了限制。因此, 对积雪草酸进

行结构修饰来提高其成药性已成为天然药物开发领域

中的一个热点研究。

从上述的文献综述也可以发现, 目前对积雪草酸

结构修饰已开展了大量的工作, 例如对其C-2、C-3和

C-23位羟基进行乙酰化或C-28位羧基形成酰胺能显

著地提高抗肿瘤活性; 将积雪草酸用甘油酯包裹能提

高其血脑屏障穿透性。但是, 目前研究人员大多只关

注积雪草酸衍生物的抗肿瘤活性, 而对其他药理活性

的研究较少, 这使得积雪草酸类新药开发具有一定的

局限性。此外, 目前对积雪草酸衍生物作用靶点的研

究也相对较少。

因此, 未来对积雪草酸的结构修饰需要进行更广

泛的研究, 获得一些有益的构效关系, 以便更加有利于

对积雪草酸进行合理的修饰和改造; 同时, 还需要扩大

积雪草酸及其衍生物的生物活性筛选类型, 并对其作

用机制和靶点进行更深入的研究。希望本文的归纳、

总结能对积雪草酸相关新药的研发提供参考。
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