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芒柄花素三氮唑衍生物对HGC-27细胞的抗肿瘤作用
崔焕杰1  唐泽2  赵岩1  韩佳宏1  蔡恩博1*

(1吉林农业大学中药材学院, 长春 130118; 2吉林大学第一医院胸外科, 长春 130021)

摘要      该研究运用药物分子片段原理及拼合原理, 开发了一种新的芒柄花素三氮唑衍生物, 采
用MTT法对5种癌细胞进行了活性筛选, 选取抗肿瘤活性最强的化合物及其对应的细胞株进行进一步

的抗肿瘤活性研究。通过检测化合物对肿瘤细胞增殖、迁移、周期、凋亡、自噬等方面的影响, 综
合评价化合物的抗肿瘤活性, 并通过分子对接实验预测相关通路, 对相关蛋白进行检测。结果表明

7-[7-(2H-1,2,3-三氮唑-2-基)庚基]芒柄花素醚(FN.12)对人胃癌细胞HGC-27的活性较为突出, IC50值达

到8.52 μmol/L。此外FN.12对HGC-27细胞有较强的增殖、迁移抑制作用, 能阻滞HGC-27细胞于S期, 
还可诱导HGC-27细胞的凋亡和自噬, 且这些影响可能是通过PI3K/Akt/mTOR信号通路实现的。
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Anti-Tumor Effect of Formononetin Triazole Derivatives on HGC-27 Cells
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Abstract       In this study, a new triazole derivative of formononetin was developed based on the principle of 
drug molecular fragments and combination. Five kinds of cancer cells were screened by MTT method, and the com-
pounds with the strongest anti-tumor activity and their corresponding cell lines were selected for further anti-tumor 
activity study. By detecting the effects of the compounds on tumor cell proliferation, migration, cycle, apoptosis and 
autophagy, the anti-tumor activity of the compounds was comprehensively evaluated, and the related pathways were 
predicted by molecular docking experiments, and the related proteins were detected. The results showed that the 
activity of 7-[7-(2H-1,2,3-triazole-2-yl) heptyl] formononetin ether (FN.12) on human gastric cancer cell line HGC-
27 was prominent, and the IC50 value was 8.52 μmol/L. Besides, FN.12 can inhibit the proliferation and migration 
of HGC-27 cells, block HGC-27 cells in S phase, induce apoptosis and autophagy of HGC-27 cells, and these ef-
fects may be achieved through PI3K/Akt/mTOR signal pathway.

Keywords       formononetin triazole derivative; HGC-27 cells; proliferation; migration; cycle; apoptosis; au-
tophagy; PI3K/Akt/mTOR signal pathway

癌症的治疗一直是医学上难以攻克的难题 , 尽
管目前的癌症治疗手段和抗癌药物已有多种 , 但寻

找毒副作用低、抗癌效果强、原材料低价易得的抗

癌药物仍是目前研究的重点、热点 [1]。近年来 , 黄
酮类化合物被证明在治疗肿瘤、抑制肿瘤的增殖、

迁移、侵袭等方面显示出广阔的应用前景 [2]。因此
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以黄酮类化合物为基础 , 设计合成新的具有更优抗

肿瘤活性的化合物是非常有研究价值的。

黄酮类化合物芒柄花素 (7-羟基 -4’-甲氧基异黄

酮), 是黄芪中异黄酮类化合物的代表成分[3-4]。芒柄

花素 (formononetin, FN)具有抗肿瘤、抗炎、抗氧化

等多种生物活性, 对乳腺癌、宫颈癌、胃癌、肺癌、

卵巢癌等都有良好的治疗作用[5-6]。虽然芒柄花素具

有广泛的抗肿瘤活性且毒副作用低 , 但它们的水溶

性差、口服吸收差、生物利用率低 , 限制了其实际

应用 [7], 为改变这些问题 , 部分学者对其7位、3’位、

8位等位点进行了结构修饰及分子杂交, 成功提高了

芒柄花素的生物活性[8-9]。

1H-1,2,3-三氮唑是含有三个相连的氮原子、两

个碳原子的五元杂环化合物。不同于其他芳香环类 , 
1H-1,2,3-三氮唑在生理条件下非常稳定 , 对酸碱水

解、氧化还原反应、高温环境甚至代谢降解作用都

有抵抗性 [10-12]。1H-1,2,3-三氮唑在药物化学中是一

个作用显著的药效团 [13], 能表现出多种生物活性 , 如
抗癌、抗细菌和真菌、抗病毒、抗结核和抗癫痫等。

其中具有抗癌活性的1H-1,2,3-三氮唑的代表化合物

羧胺三唑 (carboxyamidotriazole, CAI)不仅能抑制癌

细胞增殖 , 诱导细胞的自噬 , 且毒副作用极低。目前

抗肿瘤药物羧胺三唑软胶囊已经上市。由此可见 , 
药物分子与1H-1,2,3-三氮唑结合不仅可以增强药物

的药理活性和稳定性, 还可以降低毒副作用。

本研究以芒柄花素和1H-1,2,3-三氮唑为原料 , 
合成一系列三氮唑衍生物 , 并探究了它们对A549、
MCF-7、SiHa、HGC-27和PANC-1等5种癌细胞的

体外抗增殖活性, 并通过对细胞增殖、迁移、周期、

凋亡、自噬及相关蛋白的检测进一步对最优化合物

的抗肿瘤作用机制进行初探 , 以期发现新型、高效

的抗肿瘤化合物 , 为抗肿瘤药物芒柄花素三氮唑衍

生物的研发提供新的理论依据。

1   材料及方法
1.1   试剂与仪器

芒柄花素 (纯度≥98%)购自成都钠钶锂生物科

技有限公司 ; 1H-1,2,3-三氮唑、各种二溴化合物、

二甲基亚砜 (DMSO)购自上海阿拉丁生化科技股份

有限公司 ; 3-(4,5-二甲基噻唑 -2)-2,5-二苯基四氮唑

溴盐 (MTT)购自北京索莱宝生物科技有限公司 ; 细
胞周期与细胞凋亡检测试剂盒、Annexin V-FITC/PI

试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。其余所

用试剂均为市售化学纯或分析纯。

A549、MCF-7细胞株购自北京北纳创联生物

技术研究院 ; SiHa、HGC-27、PANC-1购自大连美

伦生物技术有限公司。

流式细胞仪流式细胞仪购自美国BD公司 ; 倒置

生物显微镜购自重庆奥特光学仪器有限责任公司 ; 
水浴旋转蒸发仪购自上海亚荣生化仪器厂 ; 智能磁

力加热搅拌器购自巩义市予华仪器有限责任公司。

1.2   方法

1.2.1   衍生物的合成      如图1所示, 本实验通过两

步法制备芒柄花素三氮唑衍生物。第一步芒柄花

素中间体的制备 : 在碳酸钾存在下 , 以丙酮为反应

溶剂 , 将芒柄花素与二溴化合物进行醚化反应 , 得到

芒柄花素中间体 Intermediate.1~6[14]。第二步芒柄花

素三氮唑衍生物的合成 : 1H-1,2,3-三氮唑 (1 mmol)、
K2CO3(0.4 mmol)和各种中间体 (0.2 mmol)依次加入

到50 mL反应瓶中 , 20 mL丙酮作反应溶剂, 室温静置

24~30 h。通过TLC薄层板进行检测, 确定反应完全后, 
加入适量的水 , 并用乙酸乙酯萃取3次 , 收集有机层用

水洗涤2次后用无水MgSO4干燥 , 回收试剂 , 将得到的

反应物经硅胶柱(三氯甲烷:甲醇=80:1或50:1)分离纯化, 
得到衍生物FN.1~12。
1.2.2   MTT法测定细胞活力      将5种癌细胞以5×103个/孔
的密度均匀接种于96孔板中, 每孔100 μL, 并置于37 °C、
5% CO2细胞培养箱中培养, 待细胞过夜贴壁后加入不

同浓度的样品溶液 (0、3.125、6.25、12.5、25、50、
100 μmol/L)。48 h后弃去上清液, PBS轻洗后, 每孔加

入新鲜配制的完全培养基 , 在避光条件下每孔加入

MTT溶液10 μL, 并置于37 °C、5% CO2细胞培养箱

中培养, 4 h后在避光条件下弃去上清液, 加入150 μL 
DMSO溶解甲瓒 , 振荡10 min, 待紫色结晶完全溶解

至显色均匀后 , 利用酶标仪 (490 nm)测定其吸光度

(D)值。目标化合物对各肿瘤细胞的抑制率 (%)用以

下公式进行计算 : 细胞增殖抑制率%=(空白组D值−
给药组D值)/(空白组D值−调零组D值)。
1.2.3   平板克隆实验检验FN.12对HGC-27细胞

增殖的影响      将HGC-27细胞以 3×103个 /孔接

种于 6孔板中 ,  待细胞贴壁后 ,  加入不同浓度的

FN.12(3.125、6.25、12.5 μmol/L)处理细胞 , 并设置

对照组。继续培养7天后用PBS小心清洗2次 , 每孔

加1 mL 4%多聚甲醛, 室温静止孵育20 min固定细胞, 
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随后PBS洗涤3次, 每孔加适量的1%结晶紫染液, 在
避光条件下摇床慢速孵育10 min, 洗净染色液, 在室

温下晾干拍照。

1.2.4   细胞划痕实验检验FN.12对HGC-27细胞迁

移的影响      将HGC-27细胞以1×105个/孔的密度接

种于6孔培养板中, 并于37°C、5%CO2培养箱中培养。

细胞贴壁后用枪头笔直划线 , PBS冲洗细胞3次 , 除
去划下的细胞 , 进行拍照。用不同浓度的FN.12(0、
3.125、6.25、12.5 μmol/L)处理细胞。48 h后 , PBS
洗涤2次, 再次拍照并计算迁移率。

1.2.5   PI单染法检验FN.12对HGC-27细胞周期的 影

响      将HGC-27细胞以5×105个/孔的密度接种于6孔培

养板, 并于37 °C、5% CO2培养箱中培养。贴壁后, 用
不同浓度的FN.12(0、3.125、6.25、12.5 μmol/L)处理

细胞。48 h后 , 37 °C下用不含EDTA的胰酶消化1 min, 
在4 °C、1 000 ×g条件下离心5 min, 弃上清, 加入1 mL
预冷的PBS(4 °C预冷)重悬细胞, 相同离心条件下再次

离心去上清, 加入1 mL预冷的70%乙醇, 轻轻吹打混

匀, 4 °C过夜后收集细胞, 预冷的PBS重悬细胞, 相同

离心条件下再次离心去上清 , 每管细胞样品中加入

0.5 mL PI/RNase染液 , 缓慢并充分重悬细胞 , 37 °C
避光温浴30 min, 200目的微孔滤膜过滤, 上机检测。

1.2.6   Annexin V-FITC/PI双染法检验 FN.12对
HGC-27细胞凋亡的影响      将HGC-27细胞以

5×105个/孔的密度接种于6孔培养板, 并于37 °C、5% 

CO2培养箱中培养。贴壁后 , 用不同浓度的FN.12(0、
3.125、6.25、12.5 μmol/L)处理细胞。48 h后 , 用不含

EDTA的胰酶消化在4 °C、1 000 ×g条件下离心5 min, 
弃上清。加入1 mL预冷的PBS(4 °C预冷)重悬细胞 , 
再次离心弃上清。用结合缓冲液 (1×)重悬细胞 , 调
节细胞浓度为 1×106个 /mL。取 100 μL的细胞悬液

于流式管中, 加入5 μL Annexin V-FITC溶液混匀, 室
温避光孵育5 min后, 加入5 μL PI溶液并加入400 μL 
PBS, 上机检测。

1.2.7   吖啶橙染色法检验FN.12对HGC-27细胞

自噬的影响      将HGC-27细胞以 1×105个 /孔的

密度接种于 6孔培养板中。贴壁后 , 用不同浓度的

FN.12(3.125、6.25、12.5 μmol/L)处理细胞 , 并设置对

照组。48 h后弃上清。1 mL PBS清洗2次 , 加入1 mL
吖啶橙染色液并充分混匀 , 避光室温孵育20 min后 , 
移液枪小心去除染液 , 1 mL的PBS轻柔清洗2~3次 , 
每次3 min, 荧光显微镜下进行拍照。

1.2.8   分子对接      采用Auto Dock Tools-1.5.6软件

进行分子对接。首先从PDB蛋白质数据库中 (PDB 
ID:7U8D)获得mTOR蛋白的晶体结构 , 将删除多余

配合物与水分子的mTOR蛋白作为靶蛋白受体 , 再
通过ChemDraw和Chem 3D对小分子配体进行可视

化 , 最后将化合物的分子配体与得到的靶蛋白受体

进行分子模拟对接并将结果通过Discovery Studio 
Visualizer 2019和Pymol软件进行结果可视化分析[14]。

图1  芒柄花素三氮唑衍生物的合成路线图

Fig.1   Roadmap for synthesis of formononetin triazole derivatives
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1.2.9   Westem blot实验检测相关蛋白      将HGC-27
细胞以1×105个 /孔接种于6孔培养板中。贴壁后 , 用
不同浓度的FN.12(3.125、6.25、12.5 μmol/L)处理细胞, 
并设置对照组。48 h后弃上清, 预冷的PBS(4 °C预冷)
清洗2次, 加适量裂解液并置于冰上, 充分裂解后, 在
4 °C、10 000 ×g条件下离心5 min, 取上清 , BCA法

测定蛋白浓度并计算出上样量。用SDS-PAGE体系

进行电泳、转膜。结束后, 用脱脂牛奶室温下封闭2 h, 
TBST洗膜后加入对应一抗 (稀释比例1000 1׃) 4 °C
过夜。取出PVDF膜 , TBST洗膜后加入对应二抗(稀
释比例1000 5׃)室温孵育2 h后, 置于化学发光成像系

统中显影拍照, 使用ImageJ软件进行分析。

1.2.10   统计学分析      采用SPSS 26统计软件进行

分析。GraphPad Prism 6.0用于绘图。数据表示为平

均值±标准差(x
_
±s)。组间比较采用t检验。P<0.05表

示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   芒柄花素三氮唑衍生物的体外抗肿瘤活性筛选

为确定抗肿瘤活性最优的芒柄花素三氮唑衍

生物及其对应的细胞株 , 本实验通过MTT实验对人

非小细胞肺癌细胞A549、人子宫颈鳞癌细胞SiHa、
人胃癌细胞HGC-27、人胰腺癌细胞PANC-1和人乳

腺癌细胞MCF-7这5种癌细胞进行活性筛选, 以芒柄

花素和5-氟尿嘧啶(5-FU)为阳性对照 [9]。结果如表1
所示 , 其中化合物FN.12对HGC-27细胞的抗肿瘤活

性最强 , IC50值为 (8.52±0.25) μmol/L, 同时优于阳性

对照药芒柄花素和5-氟尿嘧啶(P<0.05)。
2.2   FN.12对HGC-27细胞增殖的影响

如图2所示 , 与对照组相比 , FN.12明显抑制了

HGC-27细胞的增殖 , 且随着给药浓度的增加 , 增殖

抑制作用越明显。

2.3   FN.12对HGC-27细胞迁移的影响

癌细胞的迁移能力直接影响了癌症的扩散和

转移 , 因此为了解化合物FN.12对HGC-27细胞迁移

的影响, 本研究进行了划痕实验, 结果如图3所示, 与
对照组相比, 给药组明显抑制了HGC-27细胞的迁移

(P<0.01), 并且随着浓度的增加划痕愈合程度逐渐

降低。

2.4   FN.12对HGC-27细胞周期的影响

PI单染实验结果如图4所示, FN.12阻滞HGC-27细
胞周期于S期。具体而言, FN.12高浓度组(12.5 μmol/L)
的S期细胞百分比为36.58%, 比对照组高约20%。

2.5   FN.12对HGC-27细胞凋亡的影响

如图5所示, 对照组细胞的凋亡率是5.3%; 给药

浓度为3.125 μmol/L时, FN.12组的凋亡率是8.3%; 随
着给药浓度的增加 , 当给药浓度增加至12.5 μmol/L
时, HGC-27细胞凋亡率上升至29.4%。

表1   芒柄花素衍生物对5种癌细胞的抗肿瘤活性

Table 1   Antitumor activity of formononetin derivatives against five kinds of cancer cells
化合物

Compound
IC50 /μmol∙L−1

A549 Siha HGC-27 MCF-7 PANC-1

FN.1 107.98±2.46aBb ＞120 44.94±4.68aabb 102.88±3.2aabb ＞120

FN.2   12.28±1.92Aab   21.35±0.96AaBb 24.71±4.63 ＞120 113.27±5.61Bb

FN.3   63.86±6.34Bb 113.55±9.21 17.7±5.46   84.22±4.61 ＞120

FN.4   78.56±4.23Bb ＞120 ＞120   72.21±2.19 ＞120

FN.5   53.27±5.65Bb ＞120 13.48±3.68a ＞120 ＞120

FN.6   14.09±2.88Aa   16.45±1.95AaBb 30.23±2.52abb ＞120 ＞120

FN.7   68.24±1.8Bb ＞120 12.85±3.34a   48.59±2.88aaBb ＞120

FN.8   58.52±2.01aBb ＞120 23.74±1.99b 100.89±5.35aab ＞120

FN.9 103.64±2.91aBb ＞120 31.29±0.99abb ＞120 ＞120

FN.10   79.59±3.59Bb ＞120 17.66±5.01 ＞120 ＞120

FN.11   55.45±3.8aBb ＞120 12.14±1.98aa ＞120   61.57±12.63Aab

FN.12   40.00±3.00aaBb   46.41±4.14AaBb   8.52±0.25aab ＞120   39.74±4.91Aa

FN   81.09±10.00 ＞120 23.56±3.28   74.12±7.68 ＞120

5-FU   16.29±0.81 ＞120 16.93±3.3   80.55±4.08   44.27±4.22
aP<0.05, aaP<0.01, AaP<0.001, 与FN组相比; bP<0.05, bbP<0.01, BbP<0.001, 与5-FU组相比。
aP<0.05, aaP<0.01, AaP<0.001 compared with FN group; bP<0.05, bbP<0.01, BbP<0.001 compared with 5-FU group.
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2.6   FN.12对HGC-27细胞自噬的影响

如图6所示 , 对照组呈绿色荧光 , 这表明对照组

溶酶体数量相对较低。与对照组相比 , 给药组出现

了不同程度的桔红色荧光 , 这表明给药组的溶酶体

数量出现了不同程度的增加 , 并且随着给药浓度的

增加, 橘红色荧光强度增加。

2.7   分子对接及FN.12对相关信号通路蛋白的影响

由于PI3K/Akt/mTOR信号通路与肿瘤的凋亡、

迁移、自噬等都有着密切的关系 [15], 结合本文平板

克隆、细胞划痕、凋亡和自噬等实验的结果 , 最终

选择PI3K/Akt/mTOR信号通路中的mTOR蛋白进行分

子模拟对接。结果与如图7A和图7B所示, FN.12可与氨

基酸残基LYS49形成氢键, 与ASP34、GLU109形成离子

相互作用力, 与PRO47、GLY35形成碳氢键, 与GLN55、
THR23形成Π-氢键 , 最终结合能为−6.21 kcal/mol。这

表明FN.12能够与mTOR蛋白形成稳定的分子构象 , 

图2   FN.12对HGC-27细胞增殖的影响

Fig.2   Effect of FN.12 on the proliferation of HGC-27 cells
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A: 细胞划痕实验检测不同浓度的FN.12处理HGC-27细胞后细胞迁移的情况; B: 统计学分析细胞迁移率; **P<0.01, 与对照组相比。

A: cell scratch test was used to detect the cell migration of HGC-27 cells treated with different concentrations of FN.12; B: statistical analysis of cell 
migration rate; **P<0.01 compared with the control group.

图3   FN.12对HGC-27细胞迁移的影响

Fig.3   Effects of FN and FN.12 on migration of HGC-27 cells
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FN.12可与mTOR蛋白稳定结合。

为进一步探讨FN.12对PI3K/Akt/mTOR信号通路

的影响 , 本文对通路相关蛋白表达水平进行测定 , 结

果如图7C和图7D所示 , 与对照组相比 , p-PI3K/PI3K、

p-AKT/AKT、p-mTOR/mTOR的蛋白表达量明显降

低 (P<0.01), 说明FN.12可抑制PI3K/Akt/mTOR信号

A: FN.12对HGC-27细胞周期影响的流式检测图; B: FN.12处理后HGC-27细胞周期百分比; *P<0.05, **P<0.01, 与对照组相比。

A: the flow chart of the effect of FN.12 on HGC-27 cell cycle; B: the percentage of HGC-27 cell cycle after FN and FN.12 treatment; *P<0.05, 
**P<0.01 compared with the control group.

图4   FN.12对HGC-27细胞周期的影响。

Fig.4   Effects of FN.12 on HGC-27 cell cycle
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A: the schematic diagram of apoptosis analyzed by flow cytometry; B: the percentage of apoptosis; group, *P<0.05, **P<0.01 compared with the control 
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图5   Annexin V-FITC/PI双染法检测FN.12对HGC-27细胞凋亡的影响

Fig.5   The effect of FN.12 on apoptosis of HGC-27 cells was detected by Annexin V-FITC/PI double staining
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通路。

3   讨论
胃癌是一种全球性的重要疾病。据估计胃癌每

年新发病例超过100万例 , 是全球第五大恶性肿瘤 , 
并且其死亡率很高 , 是癌症相关死亡的第三大常见

原因 , 然而目前针对于胃癌的治疗手段仍然以手术

和内镜切除为主 [16]。因此 , 开发高疗效的抗胃癌药

物迫在眉睫。

芒柄花素属于Ⅱ类低溶解性、高渗透性药物 , 

这限制了芒柄花素的吸收 , 是造成其生物利用度低

的主要原因之一 [17]。本文虽未对所得芒柄花素衍生

物的平衡溶解度和油水分配系数进行测定 , 但在实

验过程中我们发现室温条件下芒柄花素几乎不溶于

水、甲醇、乙醇、丙酮、四氢呋喃、乙酸乙酯、二

氯甲烷、三氯甲烷等溶剂 , 但芒柄花素三氮唑衍生

物FN.1~12可较好地溶于丙酮、四氢呋喃、乙酸乙酯、

二氯甲烷、三氯甲烷。本文中1H-1,2,3-三氮唑的引

入在一定程度上增加了芒柄花素的溶解性。

芒柄花素作为一种天然产物 ,  对 SGC7901、

图6   吖啶橙染色法检测FN.12对HGC-27细胞自噬的影响

Fig.6   The effect of FN.12 on autophagy of HGC-27 cells was detected by acridine orange staining
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A: 分子对接结合模式图; B: 分子对接2D图; C: FN.12对PI3K/Akt/mTOR信号通路相关蛋白表达水平的影响; D: 统计学分析蛋白表达水平; 
**P<0.01, ***P<0.01, 与对照组相比。

A: molecular docking binding pattern map; B: molecular docking 2D map; C: the effect of FN.12 on the expression level of proteins related to PI3K/
Akt/mTOR signaling pathway; D: statistical analysis of protein expression level; **P<0.01 ***P<0.001 compared with the control group.

图7   分子对接及FN.12对PI3K/Akt/mTOR信号通路的影响

Fig.7   Molecular docking and the effect of FN.12 on PI3K/Akt/mTOR signal pathway
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MKN45和MGC803等胃癌细胞显示出微弱的活性或

无活性, 但在其7位上引入香豆素单元后可提高其对

SGC7901细胞的抗肿瘤活性 [18]。本研究同样在芒柄

花素7位上引入药效团, 得到芒柄花素三氮唑衍生物

FN.12。同时相关研究表明, 芒柄花素或芒柄花素衍

生物对人胃癌细胞HGC-27(未分化 , 恶性程度高 )的
抗肿瘤作用鲜有研究 , 而本研究MTT实验结果表明

经过结构修饰所得的芒柄花素三氮唑衍生物FN.12
对HGC-27细胞活性的抑制能力 (IC50值 )优于芒柄花

素 (P<0.01)和阳性对照药5-氟尿嘧啶 (P<0.05)。本

研究使用不同浓度的FN.12处理HGC-27细胞 , 发现

HGC-27细胞集落数量减少、划痕愈合率降低、S
期细胞百分比增加、凋亡率和自噬溶酶体数量增

加。由此可见FN.12可抑制胃癌细胞的增殖和迁移 , 
阻滞细胞周期于S期, 并促进细胞的凋亡和自噬。这

说明FN.12对胃癌具有抗肿瘤作用。基于此, 我们对

FN.12在胃癌中的抗肿瘤作用机制进行初步探索。

AKT的活化可通过PI3K催化产生的PIP3和mTOR
的磷酸化来实现 , 活化后可通过促进细胞抗凋亡蛋白

的产生、激活相关线粒体通路、抑制凋亡诱导因子

AIF等方式促进细胞代谢和增殖 [19], 通过阻断FOXO介

导的许多蛋白质如Fas配体 (FASL)、p27和p21的转录

来防止细胞周期停滞 [20-21]。不仅如此 , AKT在许多类

型癌症的转移和侵袭中也扮演着重要角色 [22]。mTOR
作为AKT的下游蛋白 , 激活后可通过磷酸化下游效

应因子S6K和4E-BF促进合成代谢, 同时通过ULK1和
TEFB抑制分解代谢, 从而抑制自噬[23]。抑制mTOR可
使下游靶蛋白ULK1自磷酸化而变得活跃 , 促使自噬

小体的产生 [24]。PI3K/Akt/mTOR通路参与调节细胞

的增殖、生长、新陈代谢和运动性等 [25], 对癌症细

胞的凋亡、自噬和迁移等方面有着重要的调节作用, 
抑制该途径可达到抑制肿瘤的效果。

研究表明胃癌细胞中也存在PI3K/Akt/mTOR通
路的异常, 蛋白p-AKT、p-mTOR可在胃癌患者中存

在过度表达并参与胃癌的恶性进展 [26]。乔丹等 [27]发

现黄芩素可通过调控PI3K/Akt信号通路抑制HGC-
27细胞的增殖和迁移 ; 张莹莹 [28]实验结果表明类叶

牡丹提取物可通过PI3K/Akt/mTOR信号通路诱导

HGC-27细胞的凋亡和自噬; 何锋等[29]证明了银杏内

酯可通过阻抑PI3K/Akt/mTOR信号通路抑制HGC-
27细胞的增殖、迁移与侵袭并诱导细胞凋亡。根据

这些研究结果的提示, 以PI3K/AKT/mTOR通路为靶

点进行新型胃癌药物的研发是非常有意义的。

分子对接是通过受体的特征以及受体和药物分

子之间的相互作用方式来进行药物设计的方法。主要

研究分子间 (如配体和受体 )相互作用 , 并预测其结合

模式和亲合力的一种理论模拟方法 , 是计算机辅助药

物研究领域的一项重要技术。结合前期实验结果 , 为
进一步探索FN.12对HGC-27细胞的抗肿瘤作用机制 , 
本研究选择PI3K/Akt/mTOR通路中的关键蛋白mTOR进
行分子对接实验, 随后进一步对PI3K/Akt/mTOR信号通

路的相关蛋白进行检测 , 实验结果证明了FN.12能够与

mTOR蛋白稳定结合, 并可能通过抑制PI3K/Akt/mTOR
信号通路来发挥对HGC-27细胞的增殖抑制、迁移抑

制、周期阻滞、凋亡及自噬诱导等作用。

综上所述 , 芒柄花素三氮唑衍生物FN.12能够抑

制人胃癌细胞HGC-27的增殖和迁移 , 阻滞HGC-27细
胞于S期, 诱导HGC-27细胞的凋亡和自噬, 且对HGC-
27细胞的抗肿瘤作用可能是通过抑制PI3K/Akt/mTOR
信号通路实现的。关于是否有其他信号通路参与

FN.12对HGC-27细胞的抗肿瘤作用以及动物层面的

论证 , 后续研究可进一步进行探索。本研究可为天

然产物小分子作为抗胃癌药物的设计、开发提供一

定参考。
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