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角鲨烯环氧化酶新型抑制剂的筛选及其抗肝癌的作用
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摘要: 角鲨烯环氧化酶 (squalene epoxidase, SQLE) 是治疗肝癌的潜在靶点, 生信分析表明SQLE的高表达与肝

癌患者的临床分期和不良预后密切相关, 但现有的针对SQLE第 195位酪氨酸残基 (Y195) 的抑制剂由于毒副作用

严重而无法用于临床。本研究通过计算机虚拟筛选得到 35个靶向 SQLE第 335位酪氨酸残基 (Y335) 的小分子化

合物, 结合MTT实验得到 3个对肝癌细胞系Huh7的增殖具有显著抑制作用的候选化合物 (编号 19#、31#和 35#)。进

一步研究发现这 3个化合物均能抑制 Huh7细胞的迁移, 减少胞内总胆固醇和游离胆固醇的含量, 上调抑癌基因

PTEN的表达, 下调PI3K和AKT的蛋白表达。研究结果表明, 靶向SQLE Y335位点的新型抑制剂, 可降低Huh7细

胞内胆固醇含量, 抑制细胞的增殖与迁移, 进而发挥抗肝癌作用。
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Abstract: Squalene epoxidase (SQLE) is a potential target for the treatment of liver cancer. Bioinformatics 

analysis indicated that the high expression of SQLE was closely related to the clinical stage and poor prognosis of 

patients with liver cancer. However, the existing inhibitors against SQLE 195 tyrosine residue (Y195) cannot be 

used clinically due to severe side effects. In this study, 35 small-molecule compounds targeting SQLE 335 tyrosine 

residue (Y335) were selected by computer virtual screening. Combined with MTT assay, 3 candidate compounds 

(19#, 31# and 35#) with significant inhibitory effects on the proliferation of Huh7 cell line were obtained. Further 

studies showed that these 3 compounds could inhibit the migration of Huh7 cells, reduce the contents of total and 

free cholesterol, up-regulate the expression of tumor suppressor gene PTEN, and down-regulate the expression of 

PI3K and AKT proteins. The results showed that the novel inhibitors 19#, 31# and 35# targeting SQLE Y335 could 

reduce cholesterol content, inhibit the proliferation and migration of Huh7, thus playing an anti-liver cancer role.
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角鲨烯环氧化酶 (squalene epoxidase, SQLE) 属于

黄素蛋白单加氧酶家族, 是胆固醇合成中的限速酶之

一, 主要催化角鲨烯氧化生成2,3(S)-氧化鲨烯, 其活性依

赖于黄素腺苷二核苷酸 (flavin adenosine dinucleotide, 

FAD)[1]。SQLE 定位于细胞的内质网 , 主要存在于肝

脏、神经组织和皮肤等[2]。SQLE的异常表达被证实与

包括肝癌在内的多种癌症有直接的关系, 在促进肿瘤

细胞增殖、迁移、维持肿瘤细胞干性等方面都发挥重要

作用[3-5], 已成为临床上判断预后不良的分子标志物[1]。

SQLE 过表达是可造成胆固醇累积并激活 PI3K/AKT

信号通路, 调节下游与细胞周期调控、细胞凋亡、迁移和

侵袭等相关靶点的表达, 最终导致肝癌细胞的增殖[6,7]。

用 SQLE的抑制剂特比萘芬处理肝癌模型, 可明显减

少肿瘤的体积和数量, 降低肝癌的转移率, 抑制细胞的

增殖和克隆形成[7,8]。因此 , 筛选具有抗肝癌活性的

SQLE抑制剂, 对肝癌治疗有着重要的理论和应用价值。

由于 SQLE 的不稳定性以及易形成聚集物等因

素, 给其结构的解析带来很大的困扰, 导致了SQLE抑

制剂研究进展缓慢[9]。2019年 SQLE的晶体结构解析

出来后 , 给 SQLE 新型抑制剂的开发提供了新思

路[10,11]。据报道, SQLE的催化活性与第 195位酪氨酸

残基 (Y195) 和第 335 位酪氨酸残基 (Y335) 有关[10]。

SQLE先与辅基 FAD结合形成活性状态, 再催化角鲨

烯生成 2,3(S) -氧化鲨烯。在 SQLE 与 FAD 结合时 , 

Y195与 168位的谷氨酰胺 (Q168) 形成氢键, 使 SQLE

转化为活性状态。Y335侧链羟基可通过桥联水分子

与 FAD 的 N5原子相互作用, 保证在催化角鲨烯发生

氧化反应的过程中氧转移的顺利进行。目前, 已知的

SQLE 的抑制剂 NB-598 和特比萘芬的作用位点都是

Y195, 抑制剂结构中的叔胺基团与 Y195之间形成氢

键, 阻止 Y195与 Q168的作用, 抑制 SQLE 的活化, 进

而抑制 SQLE的所有催化反应, 所以其产生的神经和

皮肤毒性较大[12-14]。若抑制Y335, 则仅抑制角鲨烯反

应中间体的形成, 可特异性地抑制对角鲨烯的催化反

应, 而不影响SQLE的其他催化反应, 因而减少了毒副

反应的发生。

本研究根据 SQLE的晶体结构, 通过计算机虚拟

筛选技术和体外抗肿瘤活性评价, 筛选了针对 SQLE

蛋白Y335位点的小分子化合物, 并研究了它们对肝癌

的抑制效果与作用机制。

材料与方法

药品与试剂 小分子化合物 (上海陶术生物公

司); 特比萘芬 (terbinafine) (T859226, 上海麦克林生化

科技有限公司); 人肝癌细胞系Huh7 (湖北顺康生物科

技有限公司); DMEM培养基 (21013024, 美国Gibco公

司); 胎牛血清 (C2910-0500, 上海逍鹏生物科技有限公

司); 双抗 (GNM15140)、胰酶 (GNM25200) (浙江吉诺

赛百尔生物科技有限公司); protease inhibitor cocktail 

(HY-K0010, 美国MedChemExpress); DMSO (D806645)、

EB (E7637) (美国 Sigma 公司); RIPA 裂解液 (R0020, 

北京 Solarbio 公司); 蛋白定量分析试剂盒 (P0011)、

ECL 化学发光试剂盒 (P0018AS) (上海碧云天生物

科技有限公司); 胆固醇检测试剂盒 (A12216, 美国

ThermoFisher 公司); 30% 丙烯酰胺−甲叉双丙烯酰胺 

(AR1161, 武汉博士德生物公司); TEMED (AR1165, 美

国Life Technologies公司); PVDF膜 (IPVH00010, 德国

Millipore 公司); 磷酸酶基因 (phosphatase and tensin 

homolog, PTEN) 抗体 (WL01901)、磷酸肌醇 3-激酶基

因 (phosphoinositide3-kinase, PI3K) 抗体 (WL03380)、

蛋白激酶 B (protein kinase B, AKT) 抗体 (WL0003b) 

(万类生物公司); 5× protein loading buffer (G2013)、

TBS粉末 (G0001) (武汉赛维尔生物科技公司)。

细胞培养 用DMEM完全培养基 (含10%胎牛血

清 , 1% 的青霉素/链霉素) 置于 37 ℃、5% CO2细胞恒

温培养箱内培养。当细胞密度达到 90%时进行传代, 

每3天传代1次, 取对数生长期细胞用于实验。

MTT 用 DMEM 完全培养基稀释化合物至所

需浓度 , 处理细胞 24、48 和 72 h。处理结束后 , 加入

0.5 mg·mL-1 MTT 工作液 , 4 h 后弃上清 , 每孔加入

DMSO 溶液 150 μL。室温振荡 240 s 后 , 酶标仪检测

570 nm处的吸光度值, 并进行统计分析。

细胞划痕实验 6 孔板背面做横向直线用以标

记, 接种细胞, 确保细胞贴壁后, 枪头垂直于标记线均匀

划线, 吸去培养基, 用PBS润洗, 加入化合物处理, 根据划

痕与标记线定位拍照。拍照后放入细胞培养箱中继续

培养, 于24、48和72 h拍照, 拍照部位一致。利用 ImageJ

计算各组划痕愈合面积, 进行结果分析, 绘制统计图。

Transwell实验 用无血清DMEM培养基饥饿细

胞 24 h, 处理完成后, 胰酶消化, 无血清培养基重悬, 取

500 µL含有5×105个细胞的培养悬液, 加入 transwell小

室, 下室加入 1 mL 含 20% FBS 的培养基。按所需浓

度将药物加入小室内。培养24 h后清洁小室, 染色, 风

干。第二天拍照, 进行统计学分析。

胆固醇含量检测 将细胞接种于 6 cm皿, 药物处

理 48 h, 消化后PBS重悬, 取部分细胞悬液检测蛋白浓

度 , 其余细胞加入配好的脂质萃取液 (甲醇∶氯仿 = 

2∶1), 超声破碎, 14 000 r·min-1, 离心 10 min, 取下层有

机相冷冻挥干后, 按照试剂盒说明书操作, 得到胆固醇

标准品及样品的荧光值。根据标准曲线计算样品中胆
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固醇含量, 除去样品蛋白浓度以排除细胞数量对结果

的影响。

Western blot 将细胞接种于 6 孔板 , 药物处理

48 h, 处理完成后收集并裂解细胞, 检测蛋白浓度, 然

后金属浴变性。取变性蛋白质经 SDS-PAGE电泳、转

膜、5%牛奶封闭、一抗 4 ℃孵育过夜、二抗 37 ℃孵育

1 h、ECL试剂盒发光显色后进行成像采集, ImageJ对

条带进行灰度分析, 以β-actin作为内参。

统计学分析 文中数据均用 SPSS22.0 分析并处

理, 每组数据均进行 3次独立重复实验, 用平均值 ± 标

准差表示; 采用 t检验比较两样本均数, P < 0.05则认

为结果有统计学意义。

结果

1　生信分析SQLE在肝癌中的表达情况

首先通过在线网站 UALCAN 分析得到 SQLE 

mRNA 在多种癌症中表达上调 (图 1A), 其中在肝癌 

(liver hepatocellular carcinoma, LIHC) 中 SQLE 的

mRNA水平比正常组织高 5倍以上, 呈极显著性差异 

(P < 0.01, 图 1B)。通过UALCAN分析发现在LIHC患

者组织中, SQLE表达越高, TP53突变率越高 (图 1C), 

肿瘤的恶性程度也越高 (图 1D)。LIHC患者的种族分

析发现, SQLE在白种人、亚洲人和非裔美国人中的表

达量依次增加 (图 1E)。GEPIA 生存分析显示 , SQLE

与肝癌患者的总生存率呈负相关 (图 1F)。通过

Figure 1　Expression of SQLE in liver cancer. A: The expression of SQLE in pan-cancer by UALCAN analyze; B: The expression of SQLE 

in LIHC by UALCAN analyze; C−E: UALCAN analyzed the clinical relationship between SQLE and LIHC. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs 

normal; ##P <0.01 vs Caucasian. F: The correlation between SQLE and survival rate by GEPIA database; G: UALCAN analyze SQLE gene 

effect score in liver cancer cell lines. SQLE: Squalene epoxidase; LIHC: Liver hepatocellular carcinoma
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UALCAN数据库的基因效应评分发现, 敲除 SQLE后, 

肝癌细胞系中 Huh7 细胞增殖抑制及死亡最为明显 

(图1G), 所以后续实验选择Huh7进行深入研究。

2　计算机高通量筛选靶向SQLE Y335的化合物

通过 Discovery Studio 软件对商用化合物数据库

Chemdiv中的小分子化合物进行筛选, 排除掉不适合

成药的化合物。然后与 SQLE 的晶体结构 (PDB ID: 

6C6R) 的 Y335 位点进行分子对接 , 依次用 LibDock、

CDOCKER、CLC Drug Discovery Workbench程序进行

打分和评价, 每次取前10%进行下一轮。按照3次结果

的一致性和化合物的结构特点, 挑选出 35个进行后续

的生物学实验, 编号为1#～35#, 筛选流程如图2所示。

3　MTT法筛选对肝癌细胞具有杀伤作用的化合物

为了研究 35个化合物对肝癌的杀伤作用, 首先通

过MTT法检测 50 μmol·L-1 1#～35#化合物作用于Huh7

细胞 48 h后细胞的存活率, 结果发现 19#、31#、35#化合

物处理后细胞存活率低于 50%。因此选择 19#、31#、35#

为候选小分子化合物, 化合物相关信息见表 1。化合

物对肝癌细胞的杀伤作用已申请相关专利 (申请号

202310643102.4和202310643103.9)。

进一步使用 19#、31#、35#化合物处理Huh7细胞, 结

果如图 3所示。随着化合物给药浓度和处理时间的增

加, 对 Huh7细胞增殖的抑制作用越来越显著。19#化

合物处理 Huh7 细胞 24、48、72 h 后 IC50 分别为 83.6、

27.2、23.3 μmol·L-1; 31#化合物处理 Huh7细胞 48、72 h

后 IC50分别为 25.7、5.1 μmol·L-1; 35#化合物处理 Huh7

细胞 48、72 h 后 IC50 分别为 29.4、6.2 μmol·L-1。因此 , 

后续实验选择处理浓度为25和6.25 μmol·L-1。

4　划痕实验和Transwell实验检测化合物对Huh7迁

移能力的影响

为研究化合物对肝癌细胞迁移能力的影响, 用化

合物处理Huh7细胞 24、48和 72 h, 发现划痕的面积随

着处理浓度增加和处理时间延长而增加, 说明 3种化

合物均可抑制细胞的迁移能力 (图4A)。

用化合物处理 Huh7 细胞 24 h 后 , 统计穿过

transwell小室的细胞数量, 发现药物处理组穿过的细

胞数量明显少于对照组, 说明化合物均可抑制细胞的

迁移, 其中19#和35#比31#的抑制效果要更明显 (图4B)。

5　化合物对Huh7细胞中胆固醇含量的影响

为研究化合物对细胞内胆固醇含量的影响, 用化

合物处理Huh7细胞 48 h后, 检测细胞内总胆固醇及游

离胆固醇水平, 结果如图 5A～C所示。25 μmol·L-1处Figure 2　Molecular screening process by Discovery Studio

Table 1　Compounds information

Number
19#

31#

35#

ID
D430-2307

S723-2271

V027-9225

Molecular formula
C24H21F2N5O2S

C27H29FN2O2

C22H21F3N2O5S

Relative molecular weight
481.53

432.54

482.48

Structural formula
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理组的 3种化合物对胞内胆固醇含量均有抑制作用, 

其中 19#化合物处理后, 胞内游离胆固醇和总胆固醇水

平分别下降至对照组的 56% (P < 0.05) 和 54% (P < 

0.05); 31#化合物处理后, 胞内游离胆固醇和总胆固醇

水平分别下降至对照组的 60% (P < 0.05) 和 58% (P < 

0.05); 35#化合物处理后, 胞内游离胆固醇和总胆固醇

水平分别下降至对照组的 32% (P < 0.05) 和 36% (P <

0.05)。35#比19#和31#的抑制效果更明显。

6　化合物对Huh7细胞中PI3K/AKT信号通路的影响

为了研究化合物能否通过 PTEN 调节 PI3K/AKT

相关通路, 本研究使用化合物处理Huh7细胞 48 h, 检

测细胞内 PTEN、PI3K 和 AKT 蛋白表达水平, 结果如

图 6所示。化合物 19#、31#、35#能够显著性增加抑癌基

因 PTEN的表达水平并降低 PI3K和AKT的蛋白表达

水平 (P < 0.05)。

讨论

针对致癌靶点的靶向治疗药物能有效减少对正常

组织细胞的伤害, 促进肿瘤细胞的特异性死亡, 是肿瘤

药物发展的未来方向。SQLE是胆固醇合成限速酶之

Figure 3　Suppressive effect of compounds 19# (A), 31# (B), 35# (C) and terbinafine on Huh7 cell proliferation. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control

Figure 4　Wound healing assay (A) and transwell assay (B) were used to detect the suppressive effects of the compounds 19#, 31# and 35# 

on the migration ability of Huh7 cells. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control
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一, 在包括肝癌、乳腺癌、结直肠癌、肺癌等多种癌组织

中的表达明显高于正常组织[4,8,15,16]。SQLE 过表达不

仅能促进癌细胞增殖、抑制癌细胞凋亡、维持癌细胞的

干性、促进上皮细胞间充质转化, 还与癌细胞的放化疗

耐受密切相关[3,5,7], 也能通过干扰肠道菌群而导致肿瘤

的发生[17]。本文通过UALCAN、GEPIA等在线网站分

析发现 SQLE基因在LIHC患者中高表达, 且 SQLE在

非裔美国人和亚洲人种的LIHC患者中表达高于白种

人。同时, 高表达的 SQLE不仅与 TP53的突变率呈正

相关, 还是肝癌患者肿瘤分级的重要依据, 表明 SQLE

可能是肝癌治疗的潜在靶点。

早期受限于不甚明了 SQLE蛋白晶体结构, 很难

有效地改进或研发新的 SQLE抑制剂。2019年 SQLE

的晶体结构被 Padyana的团队[10]成功解析, 显示 SQLE

的活性与Y195和Y335有关。现有的 SQLE抑制剂特

比萘芬及其衍生物NB-598均是阻止Y195与 168位谷

氨酰胺残基 (Q168) 形成氢键, 导致 SQLE不能被活化

而抑制 SQLE的所有反应, 这是特比萘芬及其衍生物

NB-598 产生毒副作用的主要原因[14]。而 Y335 为

SQLE催化氧化反应所必需, 基于该位点的抑制剂仅

抑制角鲨烯反应中间体的形成[10], 因而可降低毒副作

用的发生。本文基于 SQLE的晶体结构, 利用计算机

虚拟筛选技术筛选出了 35个针对 SQLE Y335位点的

抑制剂, 结合它们对肝癌细胞系Huh7的活性研究, 得

到了3个能显著抑制Huh7细胞增殖与迁移的化合物。

流行病学的研究发现, 胆固醇的摄入超标是肝硬

化及肝癌的独立相关因素[18]。癌细胞往往表现出大量

胆固醇积累, 以增强膜受体信号转导、改变线粒体膜活

性、影响肿瘤免疫等[6]。细胞内胆固醇水平上调可促

进癌细胞的侵袭性和骨转移[19-22], 而减少细胞内胆固

Figure 6　The effects of compounds 19# (A), 31# (B) and 35# (C) on the protein expression of PTEN (D), PI3K (E) and AKT (F). *P < 0.05, 
**P < 0.01, ***P < 0.001 vs control

Figure 5　The effects of compounds 19# (A), 31# (B) and 35# (C) on total cholesterol and free cholesterol content in Huh7 cells. *P < 0.05, 
**P < 0.01, ***P < 0.001 vs control

·· 2712



郭良琦等: 角鲨烯环氧化酶新型抑制剂的筛选及其抗肝癌的作用

醇的含量, 可有效促进肿瘤细胞的死亡[23-25]。在肝癌

细胞中, 胆固醇水平升高还可导致癌细胞对凋亡信号

的抵抗 , 降低癌细胞对化疗药物的敏感性[26]。此外 , 

SQLE可通过激活 PI3K/AKT信号通路促进非酒精性

脂肪肝病诱导的肝细胞癌患者的胆固醇的合成, 加速

肝癌细胞的增殖与迁移[7]。本研究检测了上述 3 个

SQLE Y335抑制剂处理Huh7细胞后对胆固醇含量和

PTEN、PI3K、AKT蛋白表达的影响, 发现它们均可降

低细胞内胆固醇含量, 上调PTEN蛋白表达水平, 下调

PI3K和AKT蛋白表达水平。

综上所述, 本研究针对 SQLE 的 Y335位点, 利用

药物开发软件结合MTT实验, 筛选得到 3个具有抑制

Huh7细胞增殖和迁移作用的小分子化合物。体外实

验的研究结果表明, 3个化合物可通过上调Huh7细胞

中 PTEN的表达, 抑制 PI3K/AKT信号通路, 减少胞内

胆固醇积累, 最终抑制肝癌细胞的增殖和迁移, 发挥抗

肝癌的作用。本文的研究结果为筛选治疗肝癌的高效

低毒的靶向药物提供了理论与实验基础。
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