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沉香中2-(2-苯乙基)色酮类成分及其抗KRAS突变NSCLC活性
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摘要: 研究瑞香科植物沉香中 2-(2-苯乙基)色酮类成分及其抗 KRAS 突变非小细胞肺癌 (non-small cell lung 

cancer, NSCLC) 活性。综合利用硅胶、RP-18反相硅胶、MCI gel CH20P、Diol和半制备HPLC等柱色谱技术, 以及

1D、2D NMR 和 ESI-MS等方法, 对沉香中 2-(2-苯乙基)色酮类化合物进行分离、纯化和鉴定; 采用 CCK-8试剂盒 

(cell counting kit 8) 在3种KRAS突变NSCLC细胞上对分离得到的单体化合物进行抗肿瘤活性筛选。进一步对活性

较好的化合物8进行细胞增殖、克隆形成、黏附能力及周期阻滞活性分析; 采用分子对接、Western blot实验开展机制

研究; 通过斑马鱼异种移植瘤 (cell derived xenograft, CDX) 模型评价化合物8体内抗肿瘤活性。从沉香乙酸乙酯萃

取部位中分离得到 19个已知的 2-(2-苯乙基)色酮; 在A549 (KRAS G12S) 细胞上, 化合物8、10、19抑制活性较好, 在

H23 (KRAS G12C) 细胞上, 化合物7、8、19抑制活性较好, 在H358 (KRAS G12C) 细胞上, 化合物8、10、16抑制活性

较好, 化合物8在三株细胞中抑制活性均较好, 且能够有效抑制细胞增殖、克隆形成和黏附能力, 并将H23细胞周期

阻滞于G2/M期; 化合物 8能够抑制 c-Met及其下游信号通路的表达, 能够抑制斑马鱼CDX模型体内肿瘤的增殖。

综上所述, 19个已知的2-(2-苯乙基)色酮化合物中, 化合物8抗KRAS突变NSCLC活性最好, 主要通过将细胞阻滞于

G2/M期抑制KRAS突变NSCLC的增殖。
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Abstract: The 2-(2-phenylethyl)chromones were separated from agarwood of Aquilaria agallocha Roxb. and 

their anti-KRAS mutant non-small cell lung cancer (NSCLC) activities were evaluated. 2-(2-Phenyethyl)chromones 

in agarwood were separated and purified by silica gel, RP-18 reverse phase silica gel, MCI gel CH20P, Diol, and 

semi preparative HPLC chromatography techniques, while the structures of the compounds were identified by 

extensive spectroscopic analysis, such as 1D and 2D NMR and ESI-MS. The cell counting kit 8 (CCK-8) assay was 
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used to screen the anti-tumor activity of the isolated monomeric compounds on three KRAS-mutant NSCLC cells. 

The cell proliferation, cloning formation, adhesion ability, and cell cycle arrest activity of compound 8 were 

analyzed. Molecular docking and Western blot experiments were used to study the mechanism of compound 8. The 

in vivo anti-tumor activity of the compound 8 was evaluated by zebrafish cell derived xenograft (CDX) model. 

Nineteen known 2-(2-phenylethyl)chromones were isolated from the ethyl acetate extract of agarwood. On A549 

(KRAS G12S) cells, compounds 8, 10, and 19 showed good inhibitory activity, on H23 (KRAS G12C) cells, 

compounds 7, 8, and 19 showed good inhibitory activity, and on H358 (KRAS G12C) cells, compounds 8, 10, and 

16 showed good inhibitory activity. Compound 8 had the best inhibitory activity in all three cell lines. It effectively 

inhibited cell proliferation, clone formation, adhesion ability, and arrested the H23 cell cycle at G2/M phase. 

Compound 8 could also inhibit the expression of c-Met and its downstream signaling pathways, effectively 

inhibiting tumor growth in zebrafish CDX model. In conclusion, among the nineteen known 2- (2-phenylethyl)

chromones, compound 8 had the best activity and significantly inhibited the proliferation of KRAS-mutant NSCLC 

cells by arresting the cells in the G2/M phase.

Key words: Aquilaria agallocha Roxb.; 2-(2-phenylethyl)chromone; non-small cell lung cancer; KRAS 

mutant; cell cycle

瑞香科植物沉香Aquilaria agallocha Roxb., 味辛、

苦, 性微温, 归脾、胃、肾经, 具有行气止痛、温中止呕、

纳气平喘的功效, 常用于治疗胸腹胀闷、胃寒呕吐和呼

吸困难等症状, 是一种高价值木材[1]。沉香主要化学

成分是倍半萜类和色酮类化合物[2], 作为中药治疗病

症最早发生在梁代, 《名医别录》中有记载: 沉香作为药

物被尊为上品[3]。

2-(2-苯乙基)色酮类化合物是沉香的主要活性成

分, 具有良好的抗肿瘤活性[4]。目前有研究证实, 多种

2-(2-苯乙基)色酮类化合物对人肿瘤相关细胞系具有

细胞毒性, 涉及血液瘤、肝癌、乳腺癌、胃癌、宫颈癌、卵

巢癌细胞等[5,6]。2-(2-苯乙基)色酮类化合物对非小细

胞肺癌 (non-small cell lung cancer, NSCLC) 也有一定

的抑制活性[7], 目前多为细胞水平的抑制活性检测, 缺

少进一步的机制研究 , 也未有针对抗 KRAS 突变

NSCLC活性的系统评估和机制研究。课题组从瑞香

科植物沉香中分离得到 19个 2-(2-苯乙基)色酮, 均为

已知化合物, 本文将所提取的19个化合物在3种KRAS

突变 NSCLC 细胞上进行活性测试 , 并初步探究其机

制, 为沉香来源 2-(2-苯乙基)色酮类化合物在 NSCLC

中的应用提供实验依据。

材料与方法

实验材料 药材沉香由南京上元堂沉香生物科技

有限公司提供, 购自新加坡NK KITTAI PTE LTD吉泰

私人有限公司, 从中分离得到的 19个化合物, 使用二

甲基亚砜 (DMSO) 配制成 20 mmol·L-1 储存液 , 储存

在−80 ℃冰箱中。

细胞株A549 (KRAS G12S) 购自上海细胞库, 细胞

株 H23 (KRAS G12C) 和 H358 (KRAS G12C) 由 Rafael 

Rosell博士 (西班牙肺癌研究协作组组长) 馈赠。

特泊替尼 (tepotinib, Tep) (货号 T6121) 购自上海

陶术生物科技有限公司。RPMI 1640 培养基 (货号

11875-093)、胎牛血清 (FBS) (货号 A3160802)、0.25%

胰酶-EDTA溶液 (货号 25200-056)、青−链霉素溶液 (货

号 15140-122)、磷酸盐缓冲液 (PBS, 货号 C10010500

BT)、蛋白酶/磷酸酶抑制剂 (货号 A32959) 和 Cell 

TrackerTM CM-DiI 染料 (货号 C7000) 均购自 Thermo 

Fisher Scientific 公 司 ; DMSO ( 货 号 D4540) 购 自

Sigma-Aldrich 公司。CCK-8 (货号 A311-02-AA) 购自

南京诺唯赞生物科技有限公司。PAGE凝胶快速制备

试剂盒 (货号 20324ES62)、鼠尾胶原蛋白 I (货号

40125ES10) 和牛纤维蛋白原 (货号 20430ES03) 购自

上海翌圣生物科技股份有限公司。RIPA裂解液 (中) 

(货号 P0013C)、Western blot一抗稀释液 (货号 P0023A) 

购自上海碧云天生物技术有限公司。封闭用BSA (货

号 P1621) 购自北京普利莱基因技术有限公司。细胞

周期试剂盒 (货号 FMS-CCC01) 购自南京福麦斯生物

科技有限公司。Guava Nexin Reagent 试剂盒 (货号

4700-1140) 购自美国Merk-Millipore公司。TUNEL试

剂盒 (货号 G1501) 购自武汉赛维尔生物科技有限公

司。肝细胞生长因子 (hepatocyte growth factor, HGF) 

(货号 100-39) 购自美国PeproTech公司。结晶紫、甲醇

等试剂均为国产分析纯化学试剂。

Anti-Met (货号 8198S)、anti-p-Met (货号 3077S)、

anti-Akt ( 货 号 9272S)、anti-p-AKT ( 货 号 4060T)、

anti-ERK ( 货 号 4695S)、anti-p-ERK ( 货 号 5683S)、

anti-cyclin B1 ( 货 号 4138S)、anti-cyclin D2 ( 货 号
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3741)、anti-p21 (货号2947S)、anti-cdc 2 (货号9116S) 等

一抗均购自 Cell Signaling Technology 公司。 Anti-

β-actin (货号 AP0060)、anti-GAPDH (货号 AP0063) 购

自美国Bioworld公司。DyLight 680标记羊抗鼠 (货号

5470S)、DyLight 800标记羊抗兔 (货号 5151S) 等红外

荧光二抗购自Cell Signaling Technology公司。

Milli Q 超纯水仪 (Milli-Q Biocel)、流式细胞仪 

(Guava easyCyte HT), 美国 Millipore公司; CO2培养箱 

(HERA cell 150)、全波长多功能酶标仪 (Varioskan 

flash), 美国Thermo公司; 生物安全柜 (Purifier Class II, 

美国Labconco公司); 倒置显微镜 (CKX 41)、荧光体视

显微镜 (MVX10)、CCD 相机 (DP73), 日本 Olympus公

司; 成像仪 (Odyssey, 美国 LI-COR公司); 光照培养箱 

(GHP-400, 中国上海将任实验设备有限公司); 显微注

射仪 (PICOSPRITZER III, 美国 Parker 公司); 拉针仪 

(PC-10, 日本Narishige公司)。

斑马鱼养殖 斑马鱼在南京环特生物科技公司养

鱼中心维持养殖。养殖环境设定为 28 ℃的水温, 所使

用水质为经过反渗透处理的水, 每升水中添加 200 mg

速溶海盐, 确保电导率维持在 500～600 μS·cm-1之间, 

pH 值控制在 7.0～8.0 内 , 水硬度则调整为 50～

100 mg·L-1 CaCO3。采用自然配对的方式 , 让野生型

AB系斑马鱼进行交配繁殖。取受精后第 2天 (2 dpf, 

day post fertilization) 的斑马鱼, 进行移植瘤模型构建。

提取与鉴定 将干燥的沉香 (4.0 kg) 粉碎, 于室

温下用 95乙醇浸提 3次 (20 L ×3), 每次 3天。合并提

取液, 减压浓缩, 得到 350 g的浸膏。将浸膏以水 (3 L) 

混悬, 依次用石油醚 (3 L ×3)、乙酸乙酯 (3 L ×3)、正丁

醇 (3 L ×3) 萃取, 合并乙酸乙酯萃取液, 减压浓缩得到

萃取物 300 g。萃取物用 MCI 柱色谱加压分离 , 以甲

醇/水 (10%～100%, v/v) 梯度洗脱 , 得到 9 个流分 

(Fr.1～9)。

Fr.2与 Fr.3薄层色谱展开重合较多, 遂合并, 重新

命名为Fr.2 (35.0 g), 经正相硅胶 (二氯甲烷/甲醇体系, 

50∶1～0∶1) 分离得到 6 个流分 (Fr. 21～26)。其中 , 

Fr.23 经正相硅胶 (石油醚/乙酸乙酯体系 , 2∶1～0∶1) 

分离得到 3 个流分 (Fr.231～233), Fr.232 经反相 C18 

( 甲 醇/水 体 系 , 10%～100%) 分 离 得 到 5 个 流 分 

(Fr.2321～2325), Fr.2323 经 Diol 柱色谱 (石油醚/乙酸

乙酯体系 , 1∶1～0∶1) 分离得到 3 个流分 (Fr.23231～

23233), Fr.23232通过半制备HPLC (YMC-Pack ODS-A, 

250 mm × 20 mm, 5 μm, 甲醇/水等度洗脱 , 58%, 

21 min, 10.0 mL·min-1) 分离纯化得到化合物11 (34 mg), 

12 (11 mg)。化合物 1 (11 mg)、2 (2 mg)、3 (3 mg)、

4 (9 mg)、5 (4 mg)、6 (47 mg)、7 (9 mg)、8 (27 mg)、

9 (4 mg)、10 (24 mg)、13 (11 mg)、14 (9 mg)、15 (9 mg)、

16 (18 mg)、17 (7 mg)、18 (8 mg)、19 (7 mg) 的获得方法

与上述方法类似。

细胞活力测试 细胞用含 10% FBS、100 u·mL-1青

霉素和 100 μg·mL-1 链霉素的 RPMI 1640 培养基 , 在

37 ℃、5% CO2的培养箱中维持培养。待细胞长至对

数生长期, 以 5×103个细胞/孔的密度接种于 96 孔板。

培养24 h后, 用不同浓度的化合物干预, DMSO作为溶

剂对照。分别培养 24、48或 72 h后, 加入 10 μL CCK-8

孵育 2 h, 用酶标仪在测定波长 450 nm 和参比波长

630 nm 处检测吸光值 (A)。细胞存活率计算公式: 存

活率= (A450 nm−A630 nm)treated/ (A450 nm−A630 nm)control×100%。

克隆形成实验 取对数生长期细胞, 以4×105个细

胞/孔的细胞密度接种6孔板, 培养24 h后, 加入不同浓

度的化合物 8 (以下简称 8#) 干预 24 h, DMSO作为溶

剂对照。消化收集 8#或DMSO处理过的细胞, 重新以

低密度 (H23: 500个/孔, H358: 750个/孔, A549: 250个/孔) 

接种至 12孔板中, 2周左右可见克隆形成。PBS清洗

细胞 , 0.5% 结晶紫 (10% 甲醇配制) 固定并染色

15 min, 拍照记录克隆数。

细胞黏附实验 用 10 μg·mL-1鼠尾胶原蛋白 I或

牛纤维蛋白原包被 96孔板 2 h, 吸弃多余液体, 风干待

用。取对数生长期细胞, 以 4×105个细胞/孔的密度接

种 6孔板, 培养 24 h后, 加入不同浓度的 8#干预 24 h, 

DMSO 作为溶剂对照。消化收集 8#或 DMSO 处理过

的细胞, 重新以 5×104个细胞/孔的密度接种于包被的

96孔板中。37 ℃培养箱静置 2 h后, 吸弃未黏附细胞。

黏附于底部的细胞用 4% 多聚甲醛固定 30 min, 0.1%

结晶紫室温染色20 min, 拍照, 使用 ImageJ分析图片。

细胞周期实验 取对数生长期H23细胞, 以 4×105

个细胞/孔的密度接种 6 孔板 , 培养 24 h 后 , 加入

40 μmol·L-1 8#或DMSO。干预 24、48、72 h后, 收集细

胞, 75%冷乙醇固定过夜。根据细胞周期试剂盒说明

书进行染色后, 流式细胞仪上机检测和分析。

细胞凋亡实验 取对数生长期H23细胞, 以 4×105

个细胞/孔的密度接种 6 孔板 , 培养 24 h 后 , 加入

40 μmol·L-1 8#或DMSO。干预 24、48、72 h后, 收集细

胞。根据 Guava Nexin Reagent 试剂盒说明书进行染

色, 流式细胞仪上机检测和分析。

分子对接 使用 https://mcule.com网站对 8#进行

分子对接。通过 PubChem 数据库获得 8#的 SMILES

号, 采用 PDB数据库检索蛋白三维结构, 根据网站流

程进行分子对接。

蛋白免疫印迹实验 取对数生长期H23细胞, 以

4×105个/孔接种于 6孔板中, 培养 24 h后, 加入不同浓
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度的 8#干预 24 h, DMSO作为溶剂对照。对于HGF诱

导实验 , 则在 8#干预 2.5、5、7.5、10 h 后用 HGF 刺激

30 min。实验结束后, 加入含蛋白酶、磷酸酶抑制剂的

RIPA 裂解液 , 收集细胞裂解物 , 提取细胞总蛋白 , 经

SDS-PAGE 电泳、转膜、封闭后 , 一抗 4 ℃孵育过夜。

次日 , 加入相应的二抗孵育 2 h, 成像仪成像 , 使用

ImageJ分析图片。

斑马鱼异种移植瘤实验 将野生型AB品系斑马

鱼分为 6组 (DMSO组和 5组浓度梯度给药组, 其中特

泊替尼设置 1.4、2.8、5.6、11.25、22.5 μmol·L-1; 8#设置

7.5、15、30、60、100 μmol·L-1), 每组 20条, 于 34 ℃光照

培养箱中, 14 h光照, 10 h黑暗, 持续给药3天。根据斑

马鱼的存活数量、活跃状态, 测试药物的最大安全剂

量 (maximum tolerated dose, MTD)。

取对数生长期H23细胞, 用CM-DiI染料染色, 以

400个细胞/胚胎注射至 2 dpf斑马鱼的卵黄周隙, 建立

斑马鱼异种移植瘤 (cell derived xenograft, CDX) 模

型。24 h 后挑选荧光面积一致性较好的斑马鱼随机

分成 5 组 , 包括 DMSO 组、特泊替尼阳性对照组 

(2.8 μmol·L-1)、8# (15 μmol·L-1) 给药组、8# (30 μmol·L-1) 

给药组、8# (60 μmol·L-1) 给药组, 每组 30条, 持续给药

3天。给药结束后, 每组随机挑选 8条进行荧光成像, 

用 ImageJ分析荧光强度。

H&E染色 将干预结束的斑马鱼用 4%多聚甲醛

固定 , 经石蜡包埋后 , 切片脱蜡至水。将冰冻切片

从−20 ℃冰箱取出恢复至室温 , 用组织固定液固定

15 min 后, 流水冲洗。切片进行苏木素染色、酒精脱

水、伊红染色后脱水封片, 镜检拍照。

TUNEL 染色 斑马鱼石蜡切片脱蜡至水 , 经蛋

白酶 K 修复、Triton 破膜后, 按照 TUNEL 试剂盒说明

书进行染色, 用抗荧光淬灭封片剂封片, 镜检拍照。

统计学分析 实验数据经 GraphPad Prism 9.0 软

件统计处理, 统计学差异通过 t检验或单因素方差分析

获得, P < 0.05认为差异有统计学意义。

结果

1　分离鉴定的2-(2-苯乙基)色酮

共分离到 19 个 2-(2-苯乙基)色酮类化合物 (表

1[8-19]), 均为已知化合物。

化合物 1: 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH 7.28～

7.26 (2H, m), 7.21～7.18 (3H, m), 6.07 (1H, s), 4.04 

(1H, m), 3.99 (1H, m), 2.98～2.96 (2H, m), 2.88～2.85 

(2H, m), 2.83 (1H, m), 2.78 (1H, m), 2.59～2.56 (2H, 

m); ESIMS m/z 287 [M + H]+。

化合物 2: 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH 7.10 

(2H, d, J = 8.5 Hz), 6.82 (2H, d, J = 8.6 Hz), 6.05 (1H, 

s), 4.04 (1H, m), 3.99 (1H, m), 3.75 (3H, s), 2.92～2.78 

(6H, m), 2.59～2.57 (2H, m); ESIMS m/z 317 [M + H]+。

化合物 3: 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH 7.26～

7.21 (5H, m), 6.12 (1H, s), 4.74 (1H, d, J = 4.0 Hz), 4.56 

(1H, d, J = 7.3 Hz), 4.05～4.02 (2H, m), 3.02 (2H, m), 

2.93 (2H, 2s); ESIMS m/z 319 [M + H]+。

化合物 4: 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH 7.03 

(2H, d, J = 8.4 Hz), 6.69 (2H, d, J = 8.4 Hz), 6.10 (1H, 

s), 4.74 (1H, d, J = 4.0 Hz), 4.56 (1H, d, J = 7.5 Hz), 

4.04～4.02 (2H, m), 2.94～2.88 (4H, m); ESIMS m/z 

335 [M + H]+。

化合物 5: 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH 7.13 

Table 1　Nineteen 2-(2-phenyethyl)chromones isolated from Aquilaria agallocha Roxb.

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

Name
(6R,7R)-2-(2-Phenylethyl)-6,7-dihydroxy-6,7-dihydrochromone
(6R,7R)-2-[2-(4′-Methoxyphenyl)ethyl]-6,7-dihydroxy-6,7-dihydrochromone
(5S,6R,7R,8S)-2-(2-Phenylethyl)-5,6,7,8-tetrahydroxy-5,6,7,8-tetrahydrochromone
(5S,6R,7R,8S)-2-[2-(4′-Hydroxyphenyl)ethyl]-5,6,7,8-tetrahydroxy-5,6,7,8-tetrahydrochromone
(5S,6R,7R,8S)-2-[2-(4′-Methoxyphenyl)ethyl]-5,6,7,8-tetrahydroxy-5,6,7,8-tetrahydrochromone
(5S,6R,7R,8S)-2-[2-(3′-Hydroxy-4′-methoxyphenyl)ethyl]-5,6,7,8-tetrahydroxy-5,6,7,8-tetrahydrochromone
(5S,6S,7S,8R)-2-[2-(3′-Hydroxy-4′-methoxyphenyl)ethyl]-5,6,7,8-tetrahydroxy-5,6,7,8-tetrahydrochromone
(5S,6S,7S,8R)-2-[2-(3′-Hydroxy-4′-methoxyphenyl)ethyl]-5,6,7-trihydroxy-8-chloro-5,6,7,8-tetrahydrochromone
2-(2-Phenylethyl)chromone
6,7-Dihydroxy-2-(2-phenylethyl)chromone
6,8-Dihydroxy-2-(2-phenylethyl)chromone
4′,6-Dihydroxy-2-(2-phenylethyl)chromone
2′,6-Dihydroxy-2-(2-phenylethyl)chromone
6,8-Dihydroxy-4′-methoxy-2-(2-phenylethyl)chromone
3′,6-Dihydroxy-4′-methoxy-2-(2-phenylethyl)chromone
3′,6-Dihydroxy-4′,7-dimethoxy-2-(2-phenylethyl)chromone
4′,7-Dihydroxy-3′,6-dimethoxy-2-(2-phenylethyl)chromone
4′,6-Dihydroxy-3′-methoxy-2-(2-phenylethyl)chromone
4′,6-Dihydroxy-3′,7-dimethoxy-2-(2-phenylethyl)chromone

Reference
[8]
[9]
[10]
[11]
[12]
[11]
[11]
[13]
[14]
[15]
[16]
[16]
[16]
[17]
[11]
[18]
[18]
[19]
[11]

·· 2522
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(2H, d, J = 8.6 Hz), 6.82 (2H, d, J = 8.6 Hz), 6.10 (1H, s), 

4.74 (1H, d, J = 4.0 Hz), 4.56 (1H, d, J = 7.4 Hz), 4.04～

4.02 (2H, m), 3.75 (3H, s), 2.98～2.94 (2H, m), 2.90～

2.87 (2H, m); ESIMS m/z 349 [M + H]+。

化合物 6: 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH 6.80 

(1H, d, J = 8.2 Hz), 6.68 (1H, d, J = 2.1 Hz), 6.64 (1H, 

dd, J = 8.2, 2.1 Hz), 6.11 (1H, s), 4.74 (1H, d, J = 3.9 Hz), 

4.56 (1H, d, J = 7.4 Hz), 4.04 (1H, dd, J = 7.5, 2.3 Hz), 

4.01 (1H, dd, J = 4.0, 2.2 Hz), 3.80 (3H, s), 2.92～2.85 

(4H, m); 13C NMR (125 MHz, CD3OD) δC 33.1 (t), 36.5 

(t), 56.4 (q), 66.7 (d), 70.1 (d), 72.4 (d), 74.0 (d), 112.9 

(d), 114.1 (d), 116.4 (d), 120.6 (d), 121.7 (s), 134.1 (s), 

147.6 (s), 147.7 (s), 165.4 (s), 171.4 (s), 182.0 (s); 

ESIMS m/z 365 [M + H]+。

化合物 7: 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH 6.81 

(1H, d, J = 8.1 Hz), 6.68 (1H, d, J = 2.1 Hz), 6.63 (1H, 

dd, J = 8.1, 2.1 Hz), 6.13 (1H, s), 4.81 (1H, d, J = 4.0 Hz), 

4.60 (1H, d, J = 4.6 Hz), 4.03 (1H, dd, J = 4.1, 2.0 Hz), 

3.95 (1H, dd, J = 5.0, 1.5 Hz), 3.80 (3H, s), 2.92～2.86 

(4H, m); 13C NMR (125 MHz, CD3OD) δC 33.1 (t), 36.5 

(t), 56.4 (q), 65.9 (d), 69.1 (d), 71.3 (d), 75.7 (d), 112.9 

(d), 114.1 (d), 116.4 (d), 120.6 (d), 122.2 (s), 134.0 (s), 

147.6 (s), 147.7 (s), 164.4 (s), 171.7 (s), 182.0 (s); 

ESIMS m/z 365 [M + H]+。

化合物 8: 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH 6.80 

(1H, d, J = 8.2 Hz), 6.67 (1H, d, J = 2.1 Hz), 6.63 (1H, 

dd, J = 8.2, 2.1 Hz), 6.12 (1H, s), 4.86 (1H, d, J = 7.4 Hz), 

4.76 (1H, d, J = 4.3 Hz), 4.21 (1H, dd, J = 7.4, 2.3 Hz), 

4.03 (1H, dd, J = 4.3, 2.3 Hz), 3.79 (3H, s), 2.92～2.86 

(4H, m);  13C NMR (125 MHz, CD3OD) δC 33.2 (t), 36.4 

(t), 56.4 (q), 58.1 (d), 66.4 (d), 73.5 (d), 73.6 (d), 112.9 

(d), 114.3 (d), 116.4 (d), 120.6 (d), 122.8 (s), 133.8 (s), 

147.6 (s), 147.7 (s), 161.1 (s), 171.4 (s), 181.4 (s); 

ESIMS m/z 383 [M + H]+。

化合物 9: 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δH 7.39 

(1H, t, J = 4.7 Hz), 7.31～7.26 (4H, m), 7.24～7.18 (4H, m), 

6.17 (1H, s), 3.08～2.97 (4H, m); 13C NMR (125 MHz, 

DMSO-d6) δC 32.0 (t), 34.8 (t), 109.4 (d), 114.0 (d), 

118.9 (d), 124.4 (s), 125.0 (d), 126.2 (d), 128.3 (2C, d), 

128.4 (2C, d), 140.1 (s), 145.6 (s), 146.6 (s), 168.2 (s), 

177.0 (s); ESIMS m/z 251 [M + H]+。

化合物 10: 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH 7.33 

(1H, s), 7.25 (2H, dd, J = 8.1, 3.0 Hz), 7.20 (1H, d, J = 

7.2 Hz), 7.20～7.15 (2H, m), 6.87 (1H, s), 6.02 (1H, s), 

3.06～3.03 (2H, m), 2.97～2.93 (2H, m); 13C NMR (125 MHz, 

CD3OD) δC 34.1 (t), 37.0 (t), 103.7 (d), 108.7 (d), 109.5 (d), 

117.1 (s), 127.4 (d), 129.4 (2C, d), 129.5 (2C, d), 141.4 (s), 

146.0 (s), 153.9 (s), 154.3 (s), 170.3 (s), 180.1 (s); 

ESIMS m/z 283 [M + H]+。

化合物 11: 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH 7.27～

7.22 (4H, m), 7.16 (1H, ddd, J = 6.84, 2.4, 1.8 Hz), 6.85 

(1H, d, J = 2.8 Hz), 6.74 (1H, d, J = 2.8 Hz), 6.06 (1H, 

s), 3.11～3.08 (2H, m), 3.02～2.99 (2H, m); 13C NMR 

(125 MHz, CD3OD) δC 34.0 (t), 37.0 (t), 99.1 (d), 109.7 

(2C, d), 125.8 (s), 127.4 (d), 129.47 (2C, d), 129.54 (2C, 

d), 141.4 (s), 149.0 (s), 156.4 (s), 170.7 (s), 180.7 (s); 

ESIMS m/z 283 [M + H]+。

化合物 12: 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH 7.45 

(1H, d, J = 9.0 Hz), 7.36 (1H, d, J = 3.0 Hz), 7.23 (1H, 

dd, J = 9.1, 3.0 Hz), 7.02 (2H, d, J = 8.5 Hz), 6.67 (2H, 

d, J = 8.5 Hz), 6.08 (1H, s), 2.98～2.92 (4H, m); ESIMS 

m/z 283 [M + H]+。

化合物 13: 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH 7.43 

(1H, d, J = 9.1 Hz), 7.36 (1H, d, J = 3.0 Hz), 7.22 (1H, 

dd, J = 9.1, 3.0 Hz), 7.01 (1H, d, J = 7.5 Hz), 7.00 (1H, 

dd, J = 6.7, 1.6 Hz), 6.74 (1H, d, J = 7.8 Hz), 6.69 (1H, 

td, J = 7.5, 0.9 Hz), 6.06 (1H, s), 3.05～3.02 (2H, m), 

2.97～2.94 (2H, m); 13C NMR (125 MHz, CD3OD) δC 

29.2 (t), 35.5 (t), 108.6 (d), 109.5 (d), 115.9 (d), 120.5 

(2C, d), 124.4 (d), 125.1 (s), 127.4 (s), 128.7 (d), 131.2 

(d), 152.1 (s), 156.3 (s), 156.5 (s), 172.1 (s), 180.7 (s); 

ESIMS m/z 283 [M + H]+。

化合物 14: 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH 7.13 

(2H, d, J = 8.6 Hz), 6.84 (1H, d, J = 2.8 Hz), 6.81 (2H, 

d, J = 8.6 Hz), 6.74 (1H, d, J = 2.8 Hz), 6.04 (1H, s), 

3.73 (3H, s), 3.05～3.02 (2H, m), 2.98～2.95 (2H, m); 
13C NMR (125 MHz, CD3OD) δC 33.2 (t), 37.3 (t), 55.6 (q), 

98.9 (d), 109.68 (d), 109.74 (d), 114.9 (2C, d), 125.8 (s), 

130.4 (2C, d), 133.4 (s), 142.2 (s), 149.1 (s), 156.4 (s), 

160.0 (s), 172.0 (s), 180.0 (s); ESIMS m/z 313 [M + H]+。

化合物 15: 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δH 9.95 

(1H, s), 8.83 (1H, s), 7.49 (1H, d, J = 9.2 Hz), 7.26 (1H, 

d, J = 3.0 Hz), 7.20 (1H, dd, J = 9.1, 3.0 Hz), 6.80 (1H, 

d, J = 8.4 Hz), 6.66 (1H, d, J = 2.1 Hz), 6.61 (1H, dd, 

J = 8.2, 2.1 Hz), 6.11 (1H, s), 3.71 (3H, s), 2.90～2.84 

(4H, m); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δC 31.4 (t), 

35.1 (t), 55.6 (q), 107.5 (d), 108.6 (d), 112.2 (d), 115.7 

(d), 118.7 (d), 119.5 (d), 122.7 (d), 124.0 (s), 132.6 (s), 

146.1 (s), 146.3 (s), 149.6 (s), 154.6 (s), 168.5 (s), 176.7 

(s); ESIMS m/z 313 [M + H]+。
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化合物 16: 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH 7.34 

(1H, s), 7.10 (1H, s), 6.80 (1H, d, J = 8.2 Hz), 6.68 (1H, 

d, J = 2.1 Hz), 6.63 (1H, dd, J = 8.2, 2.1 Hz), 6.05 (1H, 

s), 3.99 (3H, s), 3.79 (3H, s), 2.94 (4H, m); ESIMS m/z 

343 [M + H]+。

化合物 17: 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δH 7.30 

(1H, s), 6.91 (1H, s), 6.80 (1H, d, J = 8.2 Hz), 6.66 (1H, 

d, J = 2.1 Hz), 6.60 (1H, dd, J = 8.2, 2.1 Hz), 6.04 (1H, 

s), 3.85 (3H, s), 3.71 (3H, s), 2.85 (4H, s); ESIMS m/z 

343 [M + H]+。

化合物 18: 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δH 9.96 

(1H, s), 8.74 (1H, s), 7.49 (1H, d, J = 9.0 Hz), 7.27 (1H, 

d, J = 3.0 Hz), 7.20 (1H, dd, J = 9.0, 3.0 Hz), 6.80 (1H, 

d, J = 1.6 Hz), 6.66 (1H, d, J = 8.0 Hz), 6.62 (1H, dd, 

J = 8.0, 1.6 Hz), 6.12 (1H, s), 3.68 (3H, s), 2.92～2.86 

(4H, m); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δC 31.8 (t), 

35.3 (t), 55.5 (q), 107.5 (d), 108.7 (d), 112.5 (d), 115.3 

(d), 119.4 (d), 120.4 (d), 122.7 (d), 124.0 (s), 130.8 (s), 

144.8 (s), 147.4 (s), 149.6 (s), 154.6 (s), 168.6 (s), 176.7 

(s); ESIMS m/z 313 [M + H]+。

化合物 19: 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 7.66 

(1H, s), 6.85 (1H, s), 6.84 (1H, d, J = 8.1 Hz), 6.70 (1H, 

dd, J = 8.1, 1.9 Hz), 6.67 (1H, d, J = 1.9 Hz), 6.12 (1H, 

s), 4.00 (3H, s), 3.82 (3H, s), 2.99～2.96 (2H, m), 2.98～

2.84 (2H, m); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δC 33.1 (t), 

36.6 (t), 56.0 (q), 56.6 (q), 99.2 (d), 108.4 (d), 109.4 (d), 

111.0 (d), 114.6 (d), 117.8 (s), 121.0 (d), 131.9 (s), 144.1 

(s), 144.4 (d), 146.6 (s), 152.0 (s), 152.2 (s), 168.0 (s), 

177.9 (s); ESIMS m/z 343 [M + H]+。

2　19个 2-(2-苯乙基)色酮对KRAS突变NSCLC细胞

的抑制活性差异

选取 H23、H358、A549三株 KRAS突变 NSCLC 细

胞株, 用 19个 2-(2-苯乙基)色酮 (10和 100 μmol·L-1) 处

理细胞 24 h, CCK-8法测得细胞活力值。结果显示, 在

A549 细胞上 , 化合物 8、10、19 抑制活性较好 , 在 H23

细胞上 , 化合物 7、8、19 抑制活性较好 , 在 H358 细胞

上 , 化合物 8、10、16 抑制活性较好 (图 1)。鉴于 8#在

3株 KRAS突变 NSCLC细胞中抑制活性最好, 进一步

对其活性和机制进行了研究。

3　化合物 8抑制KRAS突变NSCLC细胞的增殖和克

隆形成能力

将 8#浓度设置为 10、20、40、60、80和 100 μmol·L-1, 

分别作用于 H23、H358、A549细胞 24、48、72 h后采用

CCK-8法检测细胞活力, 结果显示 8#呈浓度和时间依

赖性抑制 KRAS 突变 NSCLC 细胞的增殖。8#作用于

H23、H358、A549细胞 48 h的 IC50分别为 34.22、50.59、

66.27 μmol·L-1 (图 2A)。平板克隆形成实验显示, 8#处

理后, NSCLC细胞形成克隆的能力明显下降 (图2B)。

4　化合物8抑制KRAS突变NSCLC细胞的黏附能力

细胞的黏附性是组织结构维持稳定的重要条件, 

同时也是细胞转移及相关功能发挥的关键调节因素, 

癌细胞迁移和扩散的发生需要细胞−细胞外基质黏附

功能的发挥。在无任何基质包被的细胞培养板中, 8#

可以有效降低NSCLC细胞的黏附能力, 当培养板用胶

原或纤维蛋白原进行包被之后, NSCLC细胞在上述两

种基质上的黏附能力同样发生了明显的下调 (图 3)。

因此, 8#降低了NSCLC细胞的黏附能力, 对其增殖与

迁移产生了一定的抑制效果。

5　化合物 8 将 KRAS 突变 NSCLC 细胞周期阻滞于

G2/M期

用细胞周期和凋亡试剂检测证实 8#能够将KRAS

突变NSCLC细胞周期阻滞于G2/M期, 以促进细胞凋

亡的方式引起NSCLC细胞死亡 (图4A～D)。显微镜下

显示 H23 细胞因 G2/M 期受到阻滞而变圆不贴壁, 并

逐步呈现出细胞凋亡样特征 (图4E)。Western blot检测

Figure 1　 The effects of nineteen 2- (2-phenylethyl)chromones 

isolated from Aquilaria agallocha on the viability of three KRAS 

mutant non-small cell lung cancer (NSCLC) cells. con: Control. 

n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control group
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G2/M期相关调控蛋白, 显示8#以剂量依赖的方式上调

cyclin B1, 下调 cyclin D2、cdc 2和p21的表达 (图4F)。

6　化合物8抑制 c-Met表达

利用分子对接发现 8#和 c-Met具有较好的结合能

力 (best score −8.2 kcal·mol-1), 8#能够进入 c-Met受体

的活性口袋与其发生结合 (图 5A)。8#处理 H23细胞

24 h后, 能抑制细胞中 c-Met的表达 (图 5B)。HGF作

为 c-Met的配体, 在 30 min时诱导 c-Met磷酸化水平达

最高 (图 5C)。8#提前干预 10 h 即可显著抑制 H23细

胞中 HGF 诱导的 c-Met磷酸化 (图 5D)。以上实验数

据显示, 8#可能通过靶向 c-Met, 抑制 c-Met表达。

7　化合物8抑制斑马鱼CDX模型中肿瘤的增殖

采用斑马鱼 CDX 模型评价 8#体内抗肿瘤活性。

选择 c-Met抑制剂特泊替尼作为阳性对照。将野生型

Figure 2　Compound 8 (8#) inhibited the ability of proliferation and cloning formation of KRAS mutant NSCLC cells. A: The effect of com‐

pound 8 on cell viability and the half maximal inhibitory concentration (IC50) of H23, H358 and A549 at 48 h; B: The effect of compound 8 

on the cloning formation ability of H23, H358 and A549. n = 3, x̄ ± s. ***P < 0.001

Figure 3　Compound 8 inhibited the adhesion ability of KRAS mutant NSCLC. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

·· 2525



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2024, 59(9): 2519−2528

AB 品系斑马鱼浸泡在不同浓度的 8#和特泊替尼中 , 

测试药物的 MTD。特泊替尼在测试的最高浓度

22.5 μmol·L-1下导致 85%的斑马鱼死亡, 测得其MTD

为 2.8 μmol·L-1。8#在测试的最高浓度 100 μmol·L-1下

都没有出现斑马鱼活力降低或死亡现象。移植CM-DiI

染色的H23肿瘤细胞到 2 dpf的斑马鱼幼鱼卵黄中, 建

立 H23 的斑马鱼 CDX 模型 (图 6A)。与对照组相比 , 

特泊替尼 (2.8 μmol·L-1) 组及不同浓度 8#给药组均能

抑制斑马鱼 CDX 模型中肿瘤的增殖 , 且 8#的 30 及

60 μmol·L-1给药组相比特泊替尼的抑制效果更强 (图

Figure 5　Compound 8 inhibited c-Met expression. A: Molecular docking results indicated that compound 8 could enter the active pocket 

of c-Met; B: Compound 8 could inhibit the expression of c-Met and its downstream proteins in a dose-dependent manner; C and D: 

Compound 8 inhibited hepatocyte growth factor (HGF)-induced c-Met phosphorylation in H23 cells. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs 

control group

Figure 4　Compound 8 inhibited the proliferation of NSCLC by cell cycle arrest and cell apoptosis. A−D: Compound 8 could arrest the 

H23 cell cycle at G2/M phase and promote apoptosis; * represented the difference G2/M phase or early apoptosis vs control group; E: H23 

cells became round after compound 8 treatment; F: Compound 8 affected cyclin protein expression in a dose-dependent manner. n = 3, x̄ ± s. 
***P < 0.001 vs control group
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6B、C)。进一步对斑马鱼进行了H&E和TUNEL染色

分析, 发现 8#处理组切片中的 TUNEL 阳性细胞数量 

(绿色荧光) 明显高于对照组和特泊替尼组 (图 6C), 证

实了8#具有在体内诱导细胞凋亡的作用。

讨论

天然产物具有化学结构丰富、毒副作用较小等特

点, 已经成为抗肿瘤药物的重要来源[20]。越来越多研究

表明, 天然产物在非小细胞肺癌靶向药治疗、免疫治疗

中都发挥了重要的作用[21,22]。沉香中提取的 2-(2-苯乙

基)色酮类化合物对多种肿瘤细胞增殖均有抑制作用, 如

血液瘤、肝癌、胃癌、宫颈癌、卵巢癌等[4], 但尚未有抗

KRAS突变NSCLC活性的系统评价。课题组从沉香中

分离得到 19个 2-(2-苯乙基)色酮类成分, 在 3种KRAS

突变NSCLC细胞上进行了活性测试, 19个化合物在不

同细胞上表现出不同的抑制活性, 其构效关系有待进

一步的分析研究。本研究从中筛选出具有最佳抗KRAS

突变NSCLC活性的 8#, 揭示了其可以作为靶向 c-Met

的小分子抑制剂, 抑制KRAS突变的NSCLC活性。

特泊替尼是一种 c-Met酪氨酸激酶抑制剂, 几乎

所有接受特泊替尼治疗的患者都会出现不良反应: 高

达 45%的患者出现严重不良反应, 44%的患者需要中

断剂量, 30%的患者需要调整剂量, 20%的患者需要永

久停药[23]。因此 , 研究并开发新型的低毒性的 c-Met

抑制剂迫在眉睫。在斑马鱼CDX模型中, 8#表现出了优

于特泊替尼的抗肿瘤活性, 且8#在高浓度100 μmol·L-1

Figure 6　Compound 8 inhibited tumor proliferation in zebrafish cell derived xenograft (CDX) model. A: The establishment of zebrafish 

CDX model; B and C: Compound 8 inhibited cell proliferation and promoted cell apoptosis in a dose-dependent manner in zebrafish CDX 

model. dpf: day post fertilization. n = 8, x̄ ± SEM. ***P < 0.001 vs vehicle group
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时, 斑马鱼依然表现为正常生理活动, 而特泊替尼的

MTD只有 2.8 μmol·L-1。以上说明, 8#可能是个有潜力

的高效低毒的 c-Met抑制剂。

MET除了本身是一种致癌驱动基因外, 也是临床

NSCLC对KRAS抑制剂发生继发性耐药的重要原因。

靶向 c-Met能够有效解决因MET扩增诱发的KRAS抑

制剂耐药性[24]。索托拉西布 (sotorasib, AMG510) 和阿

达格拉西布 (adagrasib, MRTX-849) 是临床上主要的

KRAS G12C 抑制剂, 目前, 联合用药成为提高治疗效

果及克服耐药的研究热点[25]。本研究已经证实了 8#

对 c-Met 的抑制作用 , 进一步研究 8#是否能够与

KRAS抑制剂联用产生协同作用, 有望为 KRAS抑制

剂耐药患者提供新的治疗策略。
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