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CPS1小分子抑制剂的筛选及其抗结直肠癌的机制研究
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摘要: 氨基甲酰磷酸合成酶 1 (CPS1) 参与尿素循环中的第一步反应, 为细胞嘧啶和精氨酸的合成提供前提分

子, 促进肿瘤细胞的增殖与生长。研究发现CPS1在多种肿瘤中高表达, 包括结直肠癌、肺癌等, 且其过表达与肿瘤

的不良预后有关。因此, 小分子靶向抑制肿瘤中CPS1的功能, 可能为过表达CPS1的癌症患者提供治疗益处。本研

究对CPS1的功能进行体外研究, 发现过表达CPS1能够增强结直肠癌细胞HCT15的迁移能力。此外, 基于CPS1已

有的晶体结构联合高通量虚拟筛选方法, 筛选得到8个候选小分子化合物, 经体外抗增殖活性评价, 发现化合物3对

结直肠癌 HCT15、HCT116 细胞系都有较好的抗增殖活性 [HCT15 的半数抑制浓度 (IC50) 为 7.69 ± 1.10 μmol‧L-1,

HCT116的 IC50为 13.53 ± 0.46 μmol‧L-1], 分子对接和动力学模拟研究表明化合物 3能够靶向抑制CPS1活性。通过

体外研究发现化合物 3能够显著减弱结直肠癌细胞系的迁移能力, 同时还发现化合物 3能够阻断结直肠癌细胞的S

期进程和诱导凋亡。总而言之, 本研究发现化合物 3是靶向CPS1的潜在小分子抑制剂, 为靶向干预小分子治疗药

物的开发提供实验依据和理论基础, 以化合物 3为母核进一步优化其抗肿瘤活性和治疗潜力, 为CPS1相关肿瘤患

者提供广阔的治疗前景。
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Abstract: The carbamoyl phosphate synthase 1 (CPS1) enzyme is involved in the first phase of the urea cycle,

providing a prerequisite molecule for pyrimidine synthesis, as well as promoting tumor cell proliferation and

growth. Studies have found that CPS1 is highly expressed in a variety of tumors, including colorectal cancer, lung

cancer, etc. and its overexpression is related to the poor prognosis of tumors. Thus, small molecules targeted to

inhibit the function of CPS1 in tumors may provide therapeutic benefits for cancer patients who overexpress CPS1.

In this study, the function of CPS1 was investigated in vitro, and we found that overexpression of CPS1 can

enhance the migration ability of colorectal cancer cells HCT15. Here, based upon the existing crystal structure,

combined with high-throughput virtual screening, we obtained 8 candidate small molecule compounds. In vitro

activity evaluation, we found that compound 3 has good anti-HCT15, HCT116 cell proliferation activity (HCT15,

IC50, 7.69 ± 1.10 μmol‧L-1, HCT116, IC50, 13.53 ± 0.46 μmol‧L-1). Subsequently, molecular docking and molecular

dynamics (MD) simulation analysis showed that, compound 3 could target and inhibit the activity of CPS1. In vitro
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studies showed that compound 3 could inhibit the migration of HCT15 cells, as well as induced cell cycle arrest

and apoptosis. Taken together, this study found that compound 3 is a potential small molecule inhibitor that targets

CPS1, which provides the experimental basis and theoretical basis for the development of targeted intervention

small molecule therapeutic drugs. Based upon the chemical structure of compound 3, we will shed new light on

further optimizing its activity and therapeutic potential, which may provide a therapeutic benefit to the patients

with CPS1-related tumors.

Key words: carbamoyl phosphate synthase 1; colorectal cancer; high-throughput virtual screening; small-mole‐

cule inhibitor; cell cycle arrest; apoptosis

在全球范围内, 结直肠癌 (colorectal cancer, CRC)

是常见的癌症之一。每年 CRC新增患者超过 94.5万

人, 死亡人数高达 492 000例[1]。CRC仅次于胃癌、肺

癌、肝癌, 成为第四大癌症死亡原因。在年轻人中结直

肠癌的发病率也呈现上升趋势[2,3]。一直以来, 结直肠

癌的治疗方式都是以放疗、化疗及手术为主, 但是这些

治疗方式不仅对癌细胞能够产生一定杀伤作用, 对正

常细胞的增殖、分裂也会产生一定毒性作用, 并且许多

患者在接受根治性手术或接受手术后辅助化疗后同样

经历了癌症复发、转移性疾病和最终死亡[4]。尽管近

几年来, 靶向治疗成为转移性结直肠癌有效治疗策略

的一部分, 能够显著改善结直肠癌患者的生存周期。

但是原发肿瘤的位置或产生耐药等特有因素可能会限

制药物的应用[5]。因此, 寻找更多的替代和有效的治

疗靶标并针对新靶标找到能够有效抑制CRC增殖、转

移的新药物来治疗CRC是至关重要的。

尿素循环 (urea cycle, UC) 是排尿素动物在肝脏

中合成尿素的一个循环机制, 循环中主要包括 5种酶,

氨基甲酰磷酸合成酶 1 (carbamoyl-phosphate synthase

1, CPS1)、鸟氨酸转氨甲酰酶 (ornithine transcarbamy‐

lase, OTC) 2 种线粒体酶和精氨酸琥珀酸酯合成酶 1

(argininosuccinate synthase 1, ASS1)、精氨酸琥珀酸

酯裂解酶 (argininosuccinate lyase, ASL)、精氨酸酶 1

(arginase 1, ARG1) 3种胞质酶[6,7]。当UC酶表达发生改

变时, 与尿素循环相关的代谢物也会随之发生改变, 已被

证实这些代谢物有利于癌细胞的增殖和转移。这主要是

通过两种机制实现的: 第一种机制是通过改变单个尿素

循环基因的表达, 从而改变尿素循环代谢产物的用途,

以支持合成代谢途径, 特别是嘧啶的合成; 第二种机制

是通过上调总尿素循环活性, 以防止氨在肿瘤内积聚,

在一部分癌症中, 氨气可能不利于癌细胞的生长[8-10]。

CPS1参与尿素循环中的第一步反应, 为细胞嘧啶

和精氨酸的合成提供前体分子, 它能够促进肿瘤细胞

的增殖与生长[11]。已有研究发现CPS1在多种肿瘤中

高表达, 包括结直肠癌、肺癌、膀胱癌等[10]。也有研究

发现抑癌基因 P53可以通过下调CPS1的转录水平来

调节氨代谢和抑制嘧啶合成, 抑制癌细胞的生长与增

殖[12]。并且越来越多的研究发现CPS1与肿瘤的发生

发展有关。在 KRAS (KRAS proto-oncogene, GTPase)

和LKB1 (liver kinase B1) 突变 (KL) 的肺癌细胞中, 当

沉默CPS1的表达时, 嘧啶与嘌呤的平衡被打破, 从而

阻断肿瘤细胞S期进程, 导致DNA聚合酶停滞和DNA

损伤, 使细胞停留在G1期。CPS1高表达的肺腺癌患

者的总生存期 (OS) 和无进展生存期 (PFS) 往往更差,

CPS1可能成为肺腺癌诊断和预后评估的潜在生物标

志物[13,14]。CPS1 的高表达也是上皮性卵巢癌患者生

存不良的一个预后生物标志物[15]。在胶质母细胞瘤中,

CPS1甲基化水平较低, 与患者不良预后相关[16]。当沉默

肝癌和膀胱癌细胞中CPS1的表达后, 细胞周期阻滞在

G0/G1期, 并减少S期和G2/M期细胞的比例从而抑制细

胞增殖, 促进细胞凋亡[17,18]。在接受同步放化疗 (CCRT)

的直肠癌患者中, CPS1的高表达与不良反应和不良结

局相关, 表明CPS1对此类患者具有潜在的治疗价值[19]。

有研究表明, 沉默CPS1基因与常规化疗药物或DNA损

伤检查点抑制剂联合使用有良好的协同作用, 靶向抑制

CPS1扩大了与传统化疗药物联合使用的潜在治疗选

择[20,21]。因此, 针对CPS1高表达患者开发靶向CPS1小

分子抑制剂可能有助于改善相关癌症治疗现状。

已有研究发现化合物H3B-120能够有效抑制CPS1

活性 , H3B-120 与位于 CPS1 结构中的整合结构域和

ATP A结构域 (the integrating and ATP A domains) 之间

的一个未知的变构口袋结合来抑制CPS1活性, 从而阻

断尿素合成和嘧啶合成途径。但是H3B-120只是作为

一种工具分子, 代谢稳定性和理化性质不稳定, 还无法

满足在体内使用的要求, 目前也未进行抗肿瘤活性和

抗肿瘤机制研究[10,22]。目前, 关于CPS1小分子抑制剂

的研究少之又少, 并且缺乏在肿瘤中的研究, 因此亟需

开发能够靶向抑制CPS1的小分子抑制剂, 可能为高表

达CPS1的癌症患者提供治疗益处。

本研究基于CPS1已知变构位点, 结合高通量虚拟

筛选和体外抗肿瘤活性评价寻找能够抑制CPS1活性

的潜在小分子化合物。
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材料与方法

细胞与试剂 HCT15、HCT116、A549和HGC27细

胞购自于 ATCC (Amerrican Type Culture Collection);

RPMI-1640 和 DMEM 培养基、胎牛血清购自于美国

Thermo公司; 青霉素、链霉素、Hoechst 33258 (14530)、

多聚甲醛购自于 Sigma-Aldrich公司; 胰酶购自于Bio-

sharp公司; CCK-8购自于 Selleck公司; PBS和生理盐

水购自于四川科伦药业股份有限公司; RIPA裂解液、

5× SDS上样缓冲液、蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂、

山羊抗兔和山羊抗鼠二抗购自于碧云天生物技术研究

所 ; BCA 蛋白定量试剂盒购自康为世纪公司 ; Omni-

ECL™超灵敏化学发光检测试剂盒购自于上海雅酶生

物医药科技有限公司; CDX2 (caudal-related homeobox

transcription factor 2)、E-cadherin、CDK7、cyclin E1、

Bax、Bcl-2、caspase-3、caspase-9 购 自 Cell Signalilng

Technology 公司 ; β-actin (66009-1-Ig) 购自 Proteintech

公司; 迁移小室购自于Corning公司; 结晶紫购自于索

莱宝生物科技有限公司。

仪器 CO2培养箱、低速离心机、高速离心机、超

低温冰箱 (Thermo Fisher Scientific公司); 4 ℃和-20 ℃

冰箱 (海尔公司); 摇床、涡旋混匀器、磁力搅拌器

(SCILOGEX 公司); 酶标仪 (BioTek 公司); 纯水仪

(Millipore公司); Western blot制胶装置、Western blot电

泳装置 (BIO-RAD公司); 曝光仪 (北京赛智生物制品

有限公司); 普通光学显微镜、倒置显微镜 (Olympus公

司); 超净工作台 (SANYO公司)。

配体收集和预处理 从DrugBank和 SPECS小分

子化合物库收集 20多万个小分子化合物进行小分子

预处理, 利用Discovery Studio软件包修正不良价态原

子, 进行加氢、去盐、调节电荷, 最后生成互变异构体和

立体异构体, 对小分子加载CHARMm分子力场, 然后

通过最小化能量得到需要的 3D构象。再将不满足里

宾斯基五原则 (Lipinski's "rule of five") 及成药性较差

的分子进行剔除, 参数要求为化合物的分子质量应小

于 500道尔顿; 化合物结构中包括氨基和羟基等的氢

键供体的数量应小于 5个; 化合物中氢键受体的数量

不超过 10个; 化合物的脂水分配系数的对数值 (logP)

在 -2～5 之间 ; 化合物中可旋转键的数量不超过

10个[23]。

受体蛋白准备与预处理 CPS1蛋白的结构 (PDB

ID: 6UEL) 于 PDB 蛋白晶体数据库 (https://www.rcsb.

org/) 下载 , 利用 Discover Studio 软件包的 Prepare

Protein模块对晶体结构进行加氢, 补全缺失氨基酸支

链和缺失的 loop, 去除金属离子、水分子及其他结晶剂

分子, 生成二硫键和 pH 7.0 ± 2.0的氨基酸电荷价态,

利用 CHARMm 分子力场对重原子在 RMSD 0.3 Å 范

围进行构象优化[23]。

虚 拟 筛 选 采 用 Discovery Studio 软 件 包 中

libDock和CDOCKER程序进行分子对接。首先利用类

药五原则 (Lipinski's "rule of five") 进行 类药分析, 对

SPECS数据库中的小分子进行筛选, 再运用Discovery

Studio 软件 (3.5 版) 中的 Libdock 模块进行快速对接,

根据 libDock打分保留筛选结果排名前 1 000个分子,

采用 CDOCKER 模块进行柔性对接 , 并根据它们与

CPS1的结合模式及结构多样性, 最终挑选 8个化合物

进行抗肿瘤活性检测。

分子动力学模拟 利用 GROMACS (2022) 对化

合物 3/CPS1 复合物进行分子动力学模拟[24]。采用

CHARMM36 立场生成蛋白质的 top 结构 , 配体的 top

结构由CGenFF服务器生成[25]。

CCK-8法检测细胞活性 取对数生长期的HCT15、

HCT116、A549、NCIH2122 细胞制备成合适密度的细

胞悬液, 计数后以每孔4 500个细胞接种于96孔板中, 每

孔体积为90 μL。培养24 h后, 实验组加入10 μL不同浓

度的待测化合物 (最高药物浓度为 50 μmol ‧L-1, 以

1.5倍稀释成6个浓度), 对照组加入10 μL含1% DMSO

的培养基 , 继续培养 24、48、72 h。每孔加入 10 μL

CCK-8, 在培养箱中孵育 2 h, 用酶标仪测定 450 nm下

的吸光值 (A), 并计算细胞存活率。存活率 (% ) =

(A实验组 - A空白组) / (A对照组 - A空白组) × 100, 再用 GraphPad

Prism 6软件计算化合物的半数抑制浓度 (IC50) 值。

流式细胞术检测细胞凋亡 将生长状态良好的

HCT15细胞以合适的密度接种于 12孔板中, 培养 24 h

后加入不同浓度的化合物 3, 继续培养 48 h (培养过程

中根据培养基 pH值变化进行换液和加药处理), 收集

细胞, 1 000 ×g离心5 min, 离心后弃去上清, 取1 mL预

冷 PBS轻轻重悬细胞, 制备成大概含有 5～10万个细

胞的细胞悬液, 随后 1 000 ×g离心 5 min, 弃去上清, 加

入 195 μL Annexin V-FITC结合液轻轻重悬细胞, 重悬

后加入5 μL Annexin V-FITC轻轻混匀, 随后加入10 μL

碘化丙啶染色液并轻轻混匀, 在室温条件下避光孵育

10～20 min, 用流式细胞仪进行检测。测得结果用

Flowjo软件进行分析。

流式细胞术检测细胞周期 取生长状态良好的

HCT15细胞以合适的密度接种于 12孔板中, 培养 24 h

后加入不同浓度的化合物 3, 继续培养 48 h (培养过程

中根据培养基 pH 值变化进行换液和加药处理), PBS

清洗两次, 收集细胞, 1 000 ×g离心 5 min, 离心后弃去

上清, 取 1 mL 预冷 PSS 轻轻重悬细胞, 1 000 ×g 离心

5 min, 弃去上清, 加入 1 mL预冷的 70%乙醇轻轻重悬
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细胞, 4 ℃固定过夜, 1 000 ×g离心 5 min, 弃去上清, 加

入 1 mL预冷 PBS轻轻重悬细胞, 1 000 ×g离心 5 min,

弃去上清 , 加入 500 μL 碘化丙啶染色液重悬细胞 ,

37 ℃避光孵育 30 min, 流式细胞仪进行检测。测得结

果用Flowjo软件进行分析。

细胞划痕实验 将生长状态良好的 HCT15 细

胞以适合的密度接种于 6 孔板中 , 用 20 μL 枪尖进行

划痕。划痕后用 PBS清洗两次, 实验组加入化合物 3

(8.5 μmol‧L-1), 在显微镜下观察并拍摄不同时间点的

照片。

细胞Transwell实验 取对数生长期的HCT15细

胞, 用无血清培养基制备成合适密度的细胞悬液, 以每

孔 50万个细胞, 200 μL的总体积加入小室, 下室加入

800 μL完全培养基, 实验组的下室与小室加入化合物

3 (8.5 μmol‧L-1), 培养 48 h。用 4%多聚甲醛固定细胞

30 min, 1%的结晶紫染色 30 min, 自来水清洗, 待风干

后在显微镜下观察并拍照。

细胞克隆形成实验 取对数生长期的 HCT15 细

胞制备成合适密度的细胞悬液, 计数后以每孔 500个

细胞接种于12孔板中培养5天后, 更换培养基, 实验组

加入不同浓度的化合物 3, 继续培养 10天 (每 3天进行

一次换液和加药处理), 用PBS洗涤, 4%多聚甲醛固定

细胞 20 min, 1%结晶紫染色 30 min, 染色结束后用自

来水清洗, 自然风干。

Hoechst 33258 染色 取生长状态良好的 HCT15

细胞制备成合适密度的细胞悬液, 接种于 12孔板中,

培养 24 h 后 , 加入化合物 3 (8.5 μmol‧L-1), 继续培养

48 h, PBS洗涤两次, 随后加入 500 μL Hoechst染液, 放

入孵箱中染色 30 min, 用PBS清洗细胞两次, 在倒置荧

光显微镜下观察细胞形态变化。

蛋白免疫印迹实验 取状态良好的 HCT15 细胞

接种于6孔板中, 培养24 h后加入不同浓度的化合物3,

继续培养 48 h, 收集细胞, 低温裂解提取蛋白, 95 ℃、

10 min高温变性后用 SDS-PAGE凝胶电泳分离, 转入

PVDF膜后用快速封闭液封闭10 min, 在4 ℃条件下孵

一抗过夜, TBST洗膜后孵育二抗 1 h, TBST洗膜 3次,

每次 10 min, 显影液避光孵育 1 min进行曝光, Image J

进行灰度分析。

统计学分析 所有实验都经过 3次独立验证。独

立设计的两组连续变量和两组间的统计学差异利用

GraphPad Prism 6软件进行 t检验和单因素方差分析。

P < 0.05表示具有统计学差异。

结果

1 CPS1基因在肿瘤中的表达分析

已有研究对TCGA数据库中CPS1在多种肿瘤中

的表达进行分析, 发现CPS1在结肠癌等多种癌中高表

达, CPS1表达增加与结肠癌患者生存率降低相关[10]。本

研究分析了CPS1在不同胃癌和结直肠癌细胞系中的

表达, 结果表明胃癌细胞 IM95m、MGC803、BGC823、

SNU719 和结直肠癌细胞 HCT15、HCT116 中 CPS1 的

表达显著高于人胃黏膜上皮细胞GES1 (图1A)。

2 CPS1高表达促进结直肠癌细胞迁移

有研究表示 CPS1 在结直肠癌中高表达[11,26]。但

CPS1在结直肠癌中的生物功能还尚不清楚, 因此, 本

研究构建稳定高表达CPS1的HCT15细胞株进行功能

研究, 如图1B所示, 稳定表达CPS1的细胞株构建成功。

进行 Transwell实验发现, 稳定表达CPS1的HCT15细

胞穿过微孔膜至下室的数量显著增加 (图 1C)。结果

表明, 上调CPS1的表达促进了结直肠癌细胞的迁移。

3 虚拟筛选

随后, 本研究基于高通量虚拟筛选的方法从Drug‐

Bank和 SPECS库中寻找CPS1的候选小分子抑制剂。

小分子结合位点选择CPS1 (PDB ID 6UEL) 晶体结构

中变构抑制剂结合的口袋 (图 2A)。用于虚拟筛选的

小分子化合物库包括 DrugBank 中收集的 2 723 个经

FDA批准和 6 677个正在进行临床研究的小分子化合

物, 212 255个SPECS中收集的小分子化合物 (图 2B)。

对于 SPECS化合物库中的 212 255个化合物, 利用里

宾斯基五原则进行类药性分析 , 筛选后得到符合

Lipinski 规则的 97 360 个小分子。再运用 Discovery

Studio软件 (3.5版) 中的Libdock模块将过滤后的106 760

个小分子 (包括 SPECS 库的 97 360 个和 DrugBank 库

的 9 400个化合物) 进行快速对接筛选, 筛选出得分在

120分以上的 1 000个小分子化合物。对这 1 000个化

合物采用CDOCKER模块进行柔性对接, 挑选出结合

自由能最低的 200个候选小分子化合物 (图 2B)。最后

根据结构多样性原则继续对这 200 个化合物进行挑

选, 最终从DrugBank和SPECS库中挑选出 8个小分子

化合物作为CPS1的小分子抑制剂进行体外抗肿瘤活

性研究 (图2C)。

4 抗肿瘤活性评价

有研究表明 , 在 KRAS/LKB1 突变的肺癌细胞中

沉默CPS1的表达可诱导细胞死亡并抑制肿瘤细胞的

增殖, 所以将肺癌细胞系 A549、NCIH2122 作为对照,

通过CCK-8法检测 8个候选化合物对结直肠癌细胞系

HCT15、HCT116 和增殖的影响。用不同浓度的化合

物作用于细胞 72 h, CCK-8结果显示, 化合物 3对 4个

细胞系表现出较好的抗增殖活性 (图 3), 如表 1所示,

化合物 3 对 HCT15、HCT116 和 A549、NCIH2122 细胞
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Figure 1 Expression of the carbamoyl phosphatase 1 (CPS1) gene in cancer cells and the role of the CPS1 gene in colorectal cancer. A:

Expression of CPS1 in tumor cell lines; B: CPS1 expression plasmids were transfected into HCT15 cells, and the relative expression of

CPS1 in HCT15 cells was detected by RT-PCR; C: CPS1 overexpression promotes HCT15 cell migration. Scale bar = 88 μm. n = 3,
-
x ± s.

***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs Vector

Figure 2 Discovery of a small molecule inhibitor of CPS1. A: The three-dimensional structure of CPS1, red is the allosteric inhibitor binding

pocket, and green is the ATP/ADP binding pocket; B: Workflow of screening CPS1 small molecule inhibitors; C: Eight CPS1 candidate

small molecule inhibitor structures screened from the DrugBank and SPECS libraries
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的 IC50值分别为 7.69 ± 1.10、13.53 ± 0.46、7.47 ± 1.88

和10.51 ± 1.68 μmol‧L-1。

本研究又测定了不同浓度的化合物 3处理结直肠

癌和肺癌细胞 24和 48 h的抗增殖活性, CCK-8结果显

示 , 均能抑制 HCT15、HCT116、A549、NCIH2122 的增

殖 (24 h, IC50分别为 49.66 ± 0.36、41.81 ± 3.19、23.72 ±

2.61、21.53 ± 0.95 μmol ‧ L-1, 48 h, IC50 分别为 8.45 ±

2.17、25.56 ± 1.74、16.84 ± 2.85、13.65 ± 0.93 μmol‧L-1),

并以时间和剂量依赖的方式抑制细胞增殖 (图4A)。

5 结合模式分析

由于化合物3对CRC细胞具有较好的抗肿瘤活性,

本研究分析了该化合物与CPS1的结合模式。分子对

接结果发现, 化合物 3结合在CPS1的变构位点, 并且

与变构位点口袋周围的氨基酸残基形成氢键和疏水相

互作用, 其中化合物 3的羟基与SER819、PRO828形成

氢键, 与CYS816、HIS817、LEU778、MET656、ARG850

和 ILE828形成疏水相互作用。结果表明, 化合物 3能

够与CPS1稳定结合 (图4B)。随后, 又对化合物3/CPS1

复合物进行了50 ns的分子动力学模拟, 如图4C显示, 在

10 ns后体系达到平衡, 且平衡后均方根偏差 (RMSD)

小于 0.1 nm, 说明了化合物 3与CPS1形成稳定的分子

间作用, 与CPS1稳定结合。

6 化合物3抑制结直肠癌细胞的迁移

本研究进一步探究化合物 3抑制HCT15细胞迁移

的作用。划痕实验结果显示, 化合物 3处理细胞后, 细

胞伤口愈合能力显著减弱 (图 5A), Transwell实验结果

Table 1 The SPECE ID of the compound and the half maximal inhibitory concentration (IC50). Tumor cells were treated with different

concentrations of compounds for 72 h, the cell viability was detected by CCK-8 method, and the IC50 were calculated using GraphPad Prism

6. n = 3,
-
x ± s

N0.

1

2

3

4

5

6

7

8

SPECE ID

DB11703

DB00619

DB01254

DB00705

AK-918/43210364

AP-906/42285787

AO-022/43514832

AO-081/41228034

IC50/μmol‧L
-1

HCT15

> 50

28.14 ± 1.98

7.69 ± 1.10

> 50

> 50

—

> 50

> 50

HCT116

> 50

17.54 ± 1.91

13.53 ± 0.46

> 50

> 50

—

> 50

> 50

A549

38.92 ± 3.67

30.66 ± 1.78

7.47 ± 1.88

> 50

> 50

> 50

> 50

> 50

NCIH2122

30.33 ± 4.15

17.02 ± 2.63

10.51 ± 1.68

> 50

> 50

—

> 50

> 50

Figure 3 Cell viability were measured for each compound with various concentrations by CCK-8 assay for 72 h
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也显示, 化合物 3处理细胞后, 穿过微孔膜至下室的细

胞数显著减少 (图 5B)。除此以外, 化合物 3能够逆转

CPS1促进肿瘤细胞迁移的作用 (图5C)。总而言之, 这

些结果都能表明化合物 3可能通过靶向抑制CPS1来

抑制HCT15细胞的迁移。

癌症的发生发展过程中, 上皮间质转化 (EMT) 可

以增强肿瘤细胞的迁移和侵袭能力。E-cadherin是上

皮黏附连接的核心成分, 其缺失能够增强肿瘤的迁移

和侵袭能力, 与肿瘤患者不良预后相关。同样的, 在结

直肠癌中 CDX2 也被认为是肿瘤抑制因子, CDX2 表

达下调时可促进结肠癌细胞增殖和转移, 并通过诱导

EMT表型促进体内肝转移[26,27]。蛋白免疫印迹实验发

现 , 化合物 3 能够上调 E-cadherin 蛋白和 CDX2 蛋白

表达水平 (图 5D)。因此, 化合物 3可能是通过上调E-

cadherin和CDX2抑制结直肠癌细胞的迁移。

7 化合物3诱导结直肠癌细胞周期阻滞

CPS1缺失会打破嘧啶与嘌呤的平衡, 将细胞阻滞

在G1期, 进而影响细胞增殖[13,18]。因此, 本研究进一步

探究化合物 3对HCT15细胞周期的影响。流式结果显

示, 化合物3将细胞周期阻滞在G1期, 并减少了S期和

G2期细胞的百分比 (图 6A)。抑制 cyclin E1和 CDK7

可以调节细胞周期的 G1/S期转变, 延迟 S期[28,29]。通

过蛋白免疫印迹实验发现 , 化合物 3 使 cyclin E1 和

CDK7的蛋白表达下调 (图 6B)。同时细胞克隆形成实

验结果如图 6C所示, 化合物 3能够抑制HCT15细胞克

隆的形成。通过上述实验表明, 化合物 3可能通过下

调 cyclin E1和CDK7蛋白表达阻断细胞周期进程, 并

且可能通过阻滞周期来抑制细胞增殖, 表现出良好的

抗肿瘤活性。

8 化合物3诱导结直肠癌细胞凋亡

沉默CPS1基因的表达能够诱导肿瘤细胞发生凋

亡[18]。因此, 本研究进一步探究化合物 3对结直肠癌

细胞凋亡的影响。Hoechst 染色实验结果如图 7A 所

示, 化合物 3处理细胞后, 细胞核皱缩, 呈致密浓染, 荧

光增强。表明化合物 3能够诱导结直肠癌细胞发生凋

亡。进一步的流式细胞术分析结果显示, 化合物 3处

理细胞后, HCT15细胞的凋亡数显著增加 (图7B)。

细胞凋亡是细胞程序性死亡的一种形式, 受Bcl-2

家族和 caspase家族蛋白的调控, 并且 Bcl-2在大肠腺

癌中的表达高于正常结肠黏膜上皮组织中的表

达[30-32]。蛋白免疫印迹结果表明 , 化合物 3 处理细胞

后, Bcl-2的蛋白表达量被明显下调, 促凋亡蛋白 Bax

的蛋白表达量被上调 (图 7C)。本研究还检测了活化

的 caspase 3 和活化的 caspase 9 的表达 , 发现活化的

caspase 3和 caspase 9都表达上调 (图 7C)。因此, 推测

化合物3可能诱导结直肠癌细胞发生线粒体途径凋亡。

Figure 4 Identification of compound 3 as a potential inhibitor of CPS1. A: Tumor cells were treated with different concentrations of

compounds for 24 or 48 h, the cell viability was detected by CCK-8 method, and the IC50 were calculated using GraphPad Prism 6. n = 3,
-
x ± s; B: The binding mode of compound 3 and CPS1; C: Molecular dynamics simulation of compound 3 binding to CPS1. RMSD: Root

mean squared deviation

·· 2677



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(9): 2671 −2681

讨论

近年来, 癌症在筛查方面有了较大的进展, 结直肠

癌的发病率和死亡率也有所下降, 但是在年轻人群中

结直肠癌的确诊率呈现增长趋势[33]。一直以来, 结直

肠癌的治疗方式都是以放疗、化疗以及手术为主, 但许

多患者在接受根治性手术或接受手术后辅助化疗后同

样经历了癌症复发、转移性疾病和最终死亡[4]。对于

转移性结直肠癌而言, 目前尚无有效的治疗方法, 而靶

向治疗提供了一个更好的治疗选择[5]。已有多项研究

表明, 靶向抑制 UC对多种肿瘤都具有较好的抗肿瘤

作用[34-36]。针对 UC酶设计靶向尿素循环相关蛋白抑

制剂能够为肿瘤患者提供有效的、可选择的临床治疗

策略[6]。CPS1是UC过程中关键的限速酶, 参与UC中

的第一步反应。研究发现CPS1在多种肿瘤中高表达,

能够促进肿瘤细胞的增殖与生长, 与肿瘤的不良预后

有关。因此, 小分子靶向抑制CPS1的功能, 可能为高

表达CPS1的癌症患者提供治疗益处。

本研究对 CPS1 的功能进行体外研究 , 发现上调

Figure 5 Compound 3 exerts anti-migration potential in vitro. A: HCT15 cells were treated with compound 3 (8.5 μmol‧L-1) for 24 and

48 h. The migration capabilities of the cells were detected by scratch assay. The wound closure ratio represents the level of cell migration

ability. Scale bar = 88 µm; B, C: HCT15 or HCT15 CPS1-PCDH cells were treated with compound 3 (8.5 μmol‧L-1) for 48 h, transwell assay

were used to measure migration capabilities of the cells. Scale bar = 88 μm; D: HCT15 cells were treated with different concentrations of

compound 3 (50, 25, 12.5 μmol‧L-1) for 48 h. Immunoblotting analysis of caudal-related homeobox transcription factor 2 (CDX2) and E-

cadherin expression, β-actin was measured as a loading control. n = 3,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs control

(CON)
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CPS1的表达能够增强HCT15细胞的迁移能力。基于

已知变构位点结合高通量虚拟筛选及体外抗增殖活性

评价, 以寻找能够靶向抑制CPS1的小分子化合物。研

究发现, 化合物 3对HCT15细胞表现出良好的抗增殖

的活性 (IC50, 72 h, 7.69 ± 1.10 μmol ‧L-1; 48 h, 8.45 ±

2.17 μmol‧L-1; 24 h, 49.66 ± 0.36 μmol‧L-1), 能够抑制

HCT15细胞的迁移, 并且能够逆转CPS1促进HCT15细

胞迁移的作用, 分子对接研究和动力学模拟表明化合物

3能够与CPS1形成稳定的相互作用。以上结果表明,

化合物3可作为靶向抑制CPS1的潜在小分子抑制剂。

沉默肝癌和膀胱癌细胞中CPS1的表达后, 细胞周

期阻滞在G0/G1期, 并减少S期和G2/M期细胞的比例

从而抑制细胞增殖, 促进细胞凋亡[17,18]。沉默KL细胞

中的CPS1可能通过阻断嘧啶合成来诱导细胞发生凋

亡并抑制细胞的生长[13]。Cyclin E1和CDK7是与细胞

周期相关的蛋白, 抑制 cyclin E1和CDK7可以调节细

胞周期的G1/S期转变, 延迟S期[28,29]。凋亡受Bcl-2家

族和 caspase家族蛋白的调控, Bcl-2/Bax比例下降能够

激活 caspase 蛋白 , 而活化的 caspase-9 和 caspase-3 是

线粒体介导的细胞凋亡途径中最重要的执行蛋白[37]。

本研究通过流式细胞术分析和蛋白免疫印迹实验进一

步研究化合物 3对HCT15细胞周期和凋亡的影响, 结

果发现, 化合物 3能够诱导HCT15细胞周期阻滞和凋

亡。同时也发现化合物 3能够下调 cyclin E1和CDK7

Figure 6 Compound 3 induces cell cycle arrest in HCT15. A: Cells were treated with compound 3 at concentrations of 4.25, 8.5 and

17 μmol‧L-1 for 48 h. The results of flow cytometry showed that compound 3 induced HCT15 cell cycle blocking in the G1 phase; B: HCT15

cells were treated with different concentrations of compound 3 (50, 25, 12.5 μmol ‧L-1) for 48 h. Immunoblotting analysis of CDK7 and

cyclin E1 expression, β-actin was measured as a loading control; C: Colony formation assay of HCT15 cells treated with compound 3 (4.25,

8.5 and 17 μmol‧L-1). Representative images and quantification of colonies were shown. Scale bar = 10 μm. n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01, ***P <

0.001, ****P < 0.000 1 vs CON
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蛋白的表达, 下调抗凋亡蛋白Bcl-2, 上调促凋亡蛋白

Bax, 并激活 caspase-9和 caspase-3。结果表明, 化合物

3可能通过抑制 cyclin E1和CDK7表达从而阻滞细胞

周期进程, 并且可能通过线粒体途径诱导细胞凋亡。

总之, 通过高通量筛选, 体外活性验证和抗肿瘤作

用机制初步研究, 发现化合物 3是靶向CPS1潜在的小

分子抑制剂, 为靶向干预小分子治疗药物的开发提供

实验依据和理论基础。同时, 可利用化合物 3在动物

模型中进一步评价靶向抑制CPS1的治疗潜力, 并以化

合物 3为母核进一步优化其活性, 为CPS1相关肿瘤患

者提供治疗益处。
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