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摘要： 目的　探索化学合成DFV-紫杉烷类化合物对未分化甲状腺癌细胞的抗肿瘤作用及可能机制。方法　噻

唑蓝（MTT）实验测定 DFV-紫杉烷类化合物对肿瘤细胞增殖及细胞活性的影响；紫外分光光度计测定新型紫杉烷

类化合物处理后肿瘤细胞的存活情况；克隆形成实验评价新型紫杉烷类化合物对肿瘤细胞增殖能力的敏感性；结

晶紫染色计数存活克隆数；流式细胞仪检测新型紫杉烷类化合物对肿瘤细胞周期分布的影响。结果　甲状腺癌细

胞系 8505C 和 8305C 经四种不同的 DFV-紫杉烷类化合物处理后，IC50在 0.5~5.5 nmol·L-1之间；不同药物处理后，

甲状腺癌细胞的增殖能力显著降低（P<0.001）；不同浓度的 DFV-紫杉烷类化合物可不同程度地抑制甲状腺癌细胞

的克隆形成能力（P<0.001）；DFV-紫杉烷类化合物可诱导甲状腺癌细胞 G2/M 期周期阻滞（P<0.001），从而抑制甲

状腺癌细胞的生长。结论　四种化学合成 DFV-紫杉烷类化合物对未分化甲状腺癌细胞具有生长抑制和抗肿瘤

作用。
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Abstract: Objective To explore the anti-tumor effects and possible mechanisms of chemically synthesized DFV-tax⁃
ane compounds on anaplastic thyroid cancer cells. Methods MTT assays were performed to determine the impact of the 
DFV-taxane compounds on tumor cell proliferation and viability. UV spectrophotometry was used to assess cell survival af⁃
ter treatment with the DFV-taxane compounds. Clone formation assays were conducted to evaluate the effect of DFV-tax⁃
ane compounds on the proliferation ability of tumor cells. Crystal violet staining was employed to count surviving clones. 
Flow cytometry was utilized to detect the effects of the novel taxanes on the cell cycle distribution of tumor cells. Results 
After treatment with four different DFV-taxane compounds, the IC50 values for anaplastic thyroid cancer cell lines 8505C 
and 8305C ranged between 0.5~5.5 nmol·L-1. The proliferation ability of thyroid cancer cells was significantly reduced af⁃
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ter treatment with different DFV-taxane compounds (P<0.001). Different concentrations of DFV-taxane compounds inhibit⁃
ed the clone formation ability of thyroid cancer cells to varying degrees (P<0.001). The DFV-taxane compounds induced 
G2/M phase cell cycle arrest (P<0.001), thereby exerting growth-inhibitory effects on thyroid cancer cells. Conclusion  
Four chemically synthesized DFV-taxane compounds exhibit growth inhibition and antitumor effects on anaplastic thyroid 
cancer cells.

Keywords: DFV-taxane compounds; Anaplastic thyroid cancer; Antitumor effects

0 前言

甲状腺癌主要起源于甲状腺滤泡上皮细胞，是

头颈部最常见的恶性肿瘤［1］。近年来，全球范围内

甲状腺癌的患病率呈快速增长趋势［2］。据报道，我

国城市地区女性甲状腺癌发病率在女性恶性肿瘤

中排名第四，预计我国甲状腺癌的发病率将以每年

20%的速度持续上升［3］。根据甲状腺癌的起源及生

物学差异可将其分为不同类型，其中以乳头状甲状

腺 癌（papillary thyroid carcinoma， PTC）占比最高

（85%~90%）。PTC患者通过手术联合术后放射性 131I
治疗等标准化诊疗策略一般可获得有效控制。而未

分化甲状腺癌（anaplastic thyroid cancer， ATC）恶性

程度极高，预后极差，目前尚缺乏有效治疗手段［4］。
因此，探索针对未分化甲状腺癌的新型药物和治疗

策略变得迫切而重要。

紫杉醇是一种天然紫杉类药物，已被证明对乳

腺癌、卵巢癌、肺癌、食管癌及头颈部肿瘤等均有一

定的抗肿瘤活性［5］。紫杉醇可通过促进微管蛋白聚

合干扰细胞分裂和重要间期过程所需正常微管动

力学，导致细胞死亡。紫杉醇产生获得性抗药的机

制包括微管蛋白结构改变，以及作为药物泵的膜磷

脂酰蛋白质的放大作用。紫杉醇相关毒性包括超

敏反应、神经毒性和血液毒性等［6］。因此，开发新的

紫杉烷类药物有利于减少药物副作用、优化药物特

性和增强药物抗肿瘤活性。

Ojima教授团队通过 β-内酰胺合成法将 10-去
乙酰巴卡菌素Ⅲ（10-DAB）衍生的 2，10-修饰的巴

卡菌素 7 与（3S， 4R）1-Boc-3-Tipso-4-DFV-β-内

酰胺 10进行Ojima-Holton偶联，合成了新的第三代

DFV-紫杉醇，即通过在DAB（10-去乙酰巴卡菌素）

四环二萜骨架的C2、C10、C3′和C3′N上进行系统修饰

合成药物［7］。Ojima教授团队发现，向药物中加入氟或

有机氟基团可以通过氟独特的蛋白-药物相互作用

诱导出理想的药理特性，并基于此开发了第二代、

第三代紫杉醇类似物；同时，已报道了第二代和第

三代类固醇 C3′位上的 2，2-二氟乙烯基（DFV）及

C2-苯甲酰基 3位上的CF3O和CHF2O基团对药效的

显著影响，这些新型 DFV-紫杉烷类化合物对人类

乳腺癌、肺癌、结肠癌、胰腺癌和前列腺癌等细胞系

均具有显著的细胞毒性［7-8］。
多项临床研究［9-12］表明，紫杉类化合物在甲状

腺癌中有效，既往研究报道，紫杉醇或多烯紫杉醇在

ATC的治疗中取得了一定的疗效。本研究立足于

四种化学合成第三代 DFV-紫杉烷类化合物，着力

研究其对 ATC 细胞系生长、克隆形成及细胞周期

的影响，从而为ATC的治疗提供新的思路和方向。

1　材料与方法

1.1　实验材料

CO2培养箱（美国赛默飞）、生物安全柜Class Ⅱ
（上海力康）、4 ℃冰箱（日本松下）、-20 ℃冰箱（海尔）、

-80 ℃冰箱（普和希）、低温离心机（美国艾苯德）、常

温离心机（美国赛默飞）、紫外分光光度计（上海美普

达仪器）、荧光酶标仪（德国Molecular Devices）、流式细

胞仪（美国安捷伦）。RPMI 1640培养基（Invitrogen）、
胎牛血清（BI）、胰酶（碧云天）、结晶紫（科秘欧）、碘

化丙啶（propidium iodine， PI）粉末（MP Biomedicals）、
噻唑蓝（methyl thiazolyl tetrazolium， MTT）（XINTAI）、
乳酸脱氢酶（lactic acid dehydrogenase， LDH）检测试

剂盒（碧云天）。96孔、24孔、12孔、6孔细胞培养板

（海狸生物公司）。

1.2　实验方法

1.2.1　化学合成 DFV-紫杉烷类化合物和紫杉醇　

四种第三代DFV-紫杉烷类化合物（SB-T-1285206、
SB-T-1285305、SB-T-1285705、SB-T-1285706）化

学结构如图1所示，由密歇根大学王昌伟教授和纽约

州立大学石溪分校Ojima教授提供［7］，使用二甲基亚

砜（dimethyl sulfoxide， DMSO）充分溶解后分装保存

于-80 ℃超低温冰箱。紫杉醇购自MedChemExpress
公司。使用0.1% DMSO作为对照。

1.2.2　细胞培养　人源性ATC细胞系8505C、8305C
和甲状腺上皮细胞HTori-3由广东省人民医院关海

霞教授惠赠，并在上海天昊公司（中国，上海）通过
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STR分析鉴定［13］，结果与COMIC数据库（http：//cancer.
sanger.ac.uk/cell_lines）中一致。8505C、8305C、HTori-3
细胞培养相关操作均在生物安全柜中完成，并严格

遵循无菌操作流程。从液氮罐中取出细胞，迅速置

于 37 ℃水浴中 1 min，使细胞完全融化，加入 15倍体

积以上含 10% 胎牛血清的 RPMI-1640 培养基，混

匀，2 000 r·min-1 离心 4 min，弃上清液，用新的含

10%胎牛血清的RPMI-1640培养基重悬细胞，接种

至细胞培养板，置于37 ℃，5% CO2培养箱中培养。

1.2.3　细胞 IC50测定　将细胞以 1 000~2 000 个/孔
接种于 96 孔板，24 h 后使用不同浓度（0.01、0.05、
0.1、0.5、1、2、5、10、100 nmol·L-1）的四种第三代

DFV-紫杉烷类化合物、紫杉醇和 0.1% DMSO 处理

细胞，48 h后采用MTT法和紫外分光光度法测定细

胞活力和 IC50［14］，并绘制细胞存活率随浓度变化

曲线。

1.2.4　细胞生长曲线绘制　使用 5 nmol·L-1 四种

DFV-紫杉烷类化合物和紫杉醇处理 8505C、8305C
细胞，分别于 0、6、12、24、48、72 h 采用 MTT 法和紫

外分光光度法测定细胞活力，绘制细胞存活率随时

间变化曲线。

1.2.5　克隆形成实验　用不同浓度（1、5、10 nmol·L-1）
的四种 DFV- 紫杉烷类化合物、紫杉醇和 0.1% 
DMSO 处理 8505C、8305C 细胞 48 h，然后更换为含

10%胎牛血清的RPMI-1640培养基，继续培养 1周，

甲醇固定，结晶紫染色，计数细胞克隆数。

1.2.6　细胞周期分布　取8505C、8305C细胞用无血

清 RPMI-1640 培养基培养 12 h，然后用 50 nmol·L-1

四种 DFV-紫杉烷类化合物、紫杉醇和 0.1% DMSO
处理一定时间。消化细胞，用 70% 冰乙醇固定 4 h
以上，PBS润洗 2次，PI染色，吹打成单个细胞，流式

细胞仪分析细胞周期。

1.2.7　LDH释放实验　用不同浓度（5、10 nmol·L-1）
的四种DFV-紫杉烷类化合物及紫杉醇处理HTori-3
细胞，分别于 0、6、12、24、48、72 h 采用紫外分光光

度计检测LDH释放水平，进一步明确药物对细胞的

毒副作用。

1.3　统计学分析

采用 SPSS 26.0软件进行统计学分析，符合正态

分布的计量资料用“均数±标准差”表示，两独立样

本间比较采用 Student’s t 检验，两组间比较使用双

向方差分析和单向方差分析法，P<0.05为差异有统

计学意义。采用GraphPad Prism 9.0软件绘图。

2　结果

2.1　四种DFV-紫杉烷类化合物对ATC细胞增殖

的抑制作用

SB-T-1285206、SB-T-1285305、SB-T-1285705、
SB-T-1285706 四种 DFV-紫杉烷类化合物及紫杉

醇在8505C细胞中的IC50分别为：（3.44±1.36） nmol·L-1、
（2.84±0.74） nmol·L-1、（4.14±2.48） nmol·L-1、（5.21±
2.24） nmol·L-1、（5.35±0.50） nmol·L-1，在8305C细胞中的

IC50分别为：（0.51±0.07） nmol·L-1、（0.67±0.10） nmol·L-1、
（0.83±0.20） nmol·L-1、（0.38±0.07） nmol·L-1、（2.05±

图1　第三代DFV-紫杉烷类化合物结构

Fig.  1　Structures of the third generation DFV-taxane compounds
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0.29） nmol·L-1，表明四种第三代 DFV-紫杉烷类化

合物对 8505C和 8305C细胞的增殖抑制呈浓度依赖

性，且敏感性较紫杉醇增加1~5倍（图2）。与对照组

相比，四种DFV-紫杉烷类化合物对 8505C和 8305C
细胞的增殖抑制呈现时间依赖性，且抑制效果较紫

杉醇更强烈（图3）。

2.2　四种DFV-紫杉烷类化合物对ATC细胞克隆

形成能力的影响

与紫杉醇相比，SB-T-1285206、SB-T-1285305、
SB-T-1285705、SB-T-1285706可更明显地抑制8505C
和 8305C细胞的克隆形成能力，且化合物浓度越高、

作用时间越长，抑制作用越明显（图4）。

2.3　四种DFV-紫杉烷类化合物诱导ATC细胞周期

阻滞

与对照相比，紫杉醇、SB-T-1285206、SB-T-
1285305、SB-T-1285705、SB-T-1285706 可 导 致

8505C 细胞发生明显的 G2/M 期阻滞［从对照的

（21.33±0.50）%分别增加到（40.40±1.08）%、（58.50±

5.34）% 、（66.41±0.41）% 、（58.51±1.68）% 、（54.72±
0.75）%］；与对照相比，紫杉醇、SB-T-1285206、SB-
T-1285305、SB-T-1285705、SB-T-1285706 可导致

8305C 细胞发生明显的 S 期 ［从对照的（6.47±
0.09）% 增 加 到（10.22±0.77）% 、（10.87±2.08）% 、

（18.16±2.60）%、（14.32±0.88）%、（19.77±1.63）%］和

G2/M 期［从对照的（28.79±0.11）%增加到（25.20±
0.92）% 、（46.20±2.25）% 、（43.53±1.85）% 、（50.60±
0.33）%、（37.98±0.83）%］阻滞，表明新型 DFV-紫杉

烷类化合物较紫杉醇具有更明显的诱导肿瘤细胞

发生周期阻滞的优势（图5）。

图3　DFV-紫杉烷类化合物及紫杉醇对ATC细胞生长的抑制作用（***P<0. 001）
Fig.  3　The inhibition effects of DFV-taxane compounds and paclitaxel on the growth of ATC cells

图2　四种DFV-紫杉烷类化合物及紫杉醇处理ATC细胞系的 IC50
Fig.  2　The IC50 of four DFV-taxane compounds and paclitaxel to ATC cells
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图5　DFV-紫杉烷类化合物及紫杉醇对ATC细胞周期阻滞的影响（*P<0. 05、**P<0. 01、***P<0. 001）
Fig.  5　The effects of DFV-taxane compounds and paclitaxel on the ATC cell cycle arrest （*P<0. 05, **P<0. 01, ***P<0. 001）

图4　DFV-紫杉烷类化合物及紫杉醇对ATC细胞系克隆形成能力的抑制作用（***P<0. 001）
Fig.  4　The inhibition effects of DFV-taxane compounds and paclitaxel on the clone formation ability of ATC cells（***P<0. 001）
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2.4　四种DFV-紫杉烷类化合物的安全性

LDH 释放实验结果显示，经四种 DFV-紫杉烷

类化合物处理后的 HTori3 细胞 LDH 释放水平与紫

杉醇组相当，提示 DFV-紫杉烷类化合物的使用是

安全的（图6）。

3　讨论

ATC 发病率低，但致死率极高，中位生存时间

仅 3个月，死亡率几乎可达 100%［15］。中位（平均）发

病年龄为 69（65）岁，其中女性约占 60%［15-16］。ATC
通常表现为突然出现颈部肿块，产生气道和食道阻

塞症状，包括呼吸困难、吞咽困难、声音嘶哑（喉返

神经受累）、疼痛、咳嗽和咯血［11］。ATC失去了正常

甲状腺滤泡上皮细胞的摄碘、甲状腺球蛋白合成及

TSH 依赖等正常生物学功能［17］。目前几乎没有治

愈和延长ATC患者生存期的有效策略［18］。

多项临床研究表明，紫杉烷类化合物可有效控

制 ATC［9-11］。Ain 等［9］2000 年首次报道了 19 例 ATC
患者使用紫杉醇治疗的有效性，结果显示，连续 96 h
使用药物后，治疗缓解率为 53%，且有 1例患者完全

缓解。Kawada等［10］的研究显示，7例 ATC患者使用

多烯紫杉醇，治疗缓解率约 43%，且有 1例患者完全

缓解。Higashiyama 等［11］的回顾性研究发现，13 例

ATC 患者中有 31% 获得治疗缓解，其中 1 例完全缓

解，且紫杉醇周疗方案可显著提升ⅣB 期患者的生

存率。Onoda等［12］开展的一项多中心、非随机、单臂

临床研究表明，在新辅助治疗中，ATC 患者每周服

用紫杉醇可获得临床疗效。以上研究表明，紫杉烷

类化合物对ATC治疗有效。

然而，天然紫杉烷类药物的获得性耐药限制了

其治疗适用范围，而一些新型紫杉烷类化合物、新

制剂和新的联合疗法正处于临床前或临床开发阶

段［19-21］。因此，开发具有卓越药理活性和疗效的新

一代紫杉烷类化合物，对耐药、转移性肿瘤都具有

重要意义［22］。本研究使用的第三代DFV-紫杉烷类

化合物（在C2、C10、C3′和C3′ N位进行化学修饰）相

较于一代紫杉烷类药物，如天然紫杉醇、多西他赛

等，在多种多药耐药表型细胞系中呈现出良好的抗

肿瘤特性［23-24］。

本研究评估了四种DFV-紫杉烷类化合物（SB-
T-1285206、SB-T-1285305、SB-T-1285705、SB-T-
1285706）在ATC细胞系中的抗肿瘤活性，这四种化

合物是在紫杉醇化学结构的基础上在 C2、C10位进

行修饰而得到。我们通过一系列体内、外实验发

现，这四种 DFV-紫杉烷类化合物在抑制肿瘤细胞

增殖和克隆形成等恶性行为时具有浓度和时间依

耐性，即在一定范围内，随着药物浓度增加和作用

时间延长，其对细胞增殖和克隆形成的抑制作用越

明显，且效果优于紫杉醇。同时，这四类DFV-紫杉

烷类化合物可导致ATC细胞发生G2/M期阻滞，这可

能是其发挥肿瘤生长抑制作用的机制。以上实验

结果表明，这四种 DFV-紫杉烷类化合物在 ATC 细

胞中均有一定的抗肿瘤作用，为临床探索ATC的治

疗策略提供了新的思路和方向。
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