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穿心莲内酯改构化合物J6的制备
及抗肿瘤作用研究★

吕 梦，朱雪萍，陈佳凡，尤雅萍，崔翰明，褚瑜光，师 帅，胡元会*
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摘要： 目的　提供一种穿心莲内酯（AG）改构化合物 J6 的制备方法，并验证其抗肿瘤作用。方法　将 AG 与丙

酸酐以≤72 mg∶5 mL 的比例混合，在 120~180 ℃条件下反应，将 AG 第 3、14和 19位的羟基修饰成丙酰基，得到 AG 改

构化合物 J6，通过 13C NMR、1H NMR 得到结构表征；通过 CCK8 实验检测 J6 对胃癌 MKN45 细胞、肾癌 786O 细胞、

黑色素瘤 A375 细胞增殖的影响，并与 AG 对细胞增殖的作用进行对比。结果　CCK8 结果显示，AG 改构化合物 J6

能以时间及浓度依赖性抑制胃癌、肾癌、黑色素瘤细胞增殖，与 AG 相比，其抑制肿瘤的作用更显著。结论　本研究

合成了一种 AG 改构化合物 J6，可在更低的剂量范围内对胃癌 MKN45 细胞、肾癌 786O 细胞、黑色素瘤 A375 细胞发

挥更高效的生长抑制作用，为抗肿瘤药物的研发提供了新思路。
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Preparation and antitumor effects of andrographolide-modified 
compound J6★
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Abstract: Objective To provide a preparation method for andrographolide-modified compound J6 and to verify its anti⁃
tumor effects. Methods Andrographolide was mixed with propionic anhydride in a ratio of ≤72 mg∶5 mL. At 120~180 ℃, 
andrographolide hydroxyl groups at positions 3, 14 and 19 were modified into propionyl groups to obtain andrographolide-
modified compound J6 , which was structurally characterized by 13C NMR and 1H NMR. CCK8 assay was used to detect the 
effects of J6 on the proliferation of gastric cancer MKN45 cells, renal cancer 786O cells and melanoma A375 cells, and the 
effects of J6 on cell proliferation was compared with that of andrographolide. Results The results of CCK8 showed that an⁃
drographolide-modified compound J6 inhibited the proliferation of gastric cancer, renal cancer and melanoma cells in a 
time- and concentration-dependent manner. Compared with andrographolide, J6 showed a more significant inhibitory ef⁃
fect on tumor. Conclusion In this study, an andrographolide-modified compound J6 was synthesized. J6 can exert more effi⁃
cient inhibition on the growth of gastric cancer MKN45 cells, kidney cancer 786O cells and melanoma A375 cells in a low⁃
er dose range, providing a new idea for the development of antitumor drugs.
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0　前言

穿心莲是爵床科植物穿心莲干燥地上部分，归

心、肺、大肠、膀胱经，性寒，味苦，具有清热解毒、凉

血、消肿的功效［1］。穿心莲内酯（andrographolide， 
AG）为白色方棱形结晶，是中药穿心莲的主要活性

成分［2］。由于AG为二萜类内酯化合物，存在水溶性

差、体内稳定性差等缺点，导致其体内生物利用度

低，临床使用受到一定限制［3-5］。基于 AG本身的性

质缺陷及其相对活泼的结构特性，近年来研究者进

行了大量结构修饰和活性筛选工作，以期发现更有

效的候选化合物。

AG的抗炎、抗凋亡、抗氧化和提高免疫力等药

理作用已被广泛证实［6-7］。近年来研究发现，AG 具

有抗肿瘤作用，可促进肝癌、结肠癌等多种肿瘤细

胞凋亡［8-9］。目前，关于 AG衍生物的研究也在持续

展开。已有研究发现，对AG第 3、14和 19位进行乙

酰基修饰后获得的化合物可抑制肿瘤细胞活性［10］，
但对于AG丙酰基改构化合物的具体作用尚缺乏实

验验证。本研究通过构建 AG 改构化合物 J6，探索

其对黑色素瘤、肾癌、胃癌细胞株的抑制作用，从而

为抗肿瘤药物的研发提供新见解。

1　材料与方法

1.1　细胞系

胃癌 MKN45 细胞、肾癌 786O 细胞、黑色素瘤

A375细胞购自协和医学院细胞资源中心（细胞系资

源国家基础设施，NSTI总部）。

1.2 仪器与试剂

超导核磁共振仪（Bruker，AV-300）；超高分辨

质 谱 仪（Bruker，SolariX7.0）；二 氧 化 碳 培 养 箱

（Thermo Fisher，3111）；多 功 能 酶 标 仪（Thermo 
Fisher，Varioskan LUX）。RPMI-1640 细胞培养基

（武汉普诺赛生命科技有限公司，货号：PM150110）；

胎牛血清（Gibco 公司，货号：16010159）；胰酶消化

液（碧云天生物技术有限公司，货号：C0201）；二甲

基亚砜（北京索莱宝科技有限公司，货号：D8370）；

CCK8细胞增殖检测试剂盒（日本同仁化学研究所，

货号：CK04）。

1.3　化合物制备

向反应瓶中加入AG（72.0 mg，0.205 mmol）和丙

酸酐（5 mL），加热至 145 ℃并持续反应 3 h。冷却至

室温后，加入 EtOAc（100 mL）稀释，然后加入饱和

NaHCO3溶液（100 mL）进行淬灭，水洗，再用 EtOAc
提取（100 mL×3）。合并的有机相依次用盐水（100 
mL）洗涤、无水 Na2SO4干燥，过滤，有机滤液经减压

浓缩的粗品再通过硅胶柱色谱（PE∶EA=50∶1→20∶1）
分离，得到 92 mg 白色固体，即新的 AG 改构化合物

（3S，E）-4-（2-（（1R，5R，6R，8aS）-5，8a-二甲基-2-
亚甲基-6-（丙酰氧基）-5-（（丙酰氧基）甲基）十氢

化萘-1-基）亚乙基）-5-oxotetrahydrofuran-3-yl 丙
酯，并随机命名为 J6（图1）。

将得到的AG改构化合物 J6进行质谱和核磁共

振（nuclear magnetic resonance，NMR）检测，得到结

构表征：Hi-Res MS （ESI）：m/z found ［M+Na］+ for 
C29H42O8Na 541.276 7 （calcd. 541.277 2）。 1H NMR 
（400 MHz， CDCl3） δ 6.99 （t， J = 6.4 Hz， 1H）， 5.92 
（d， J = 6.0 Hz， 1H）， 4.89 （s， 1H）， 4.63~4.52 （m， 
2H）， 4.50 （s， 1H）， 4.32 （d， J = 12.0 Hz， 1H）， 
4.26~4.13 （m， 2H）， 2.49~2.36 （m， 5H）， 2.35~2.78 
（m， 4H）， 1.99~1.82 （m， 3H）， 1.82~1.68 （m， 3H）， 
1.41~1.25 （m， 3H）， 1.22~1.08 （m， 9H）， 1.01 （s， 
3H）， 0.74 （s， 3H）。13C NMR （101 MHz， CDCl3） δ 
174.47， 174.13， 174.11， 169.23， 150.37， 146.67， 
124.16， 109.13， 79.54， 71.81， 67.81， 64.72， 
55.90， 55.36， 41.50， 39.03， 37.97， 37.10， 28.03， 
27.91， 27.58， 25.27， 24.77， 24.36， 22.75， 14.61， 
9.37， 9.26， 9.20。

1H NMR谱图给出以下特征信号：在 δ6.99~4.87
范围内出现的3个氢信号为烯烃氢，δ4.63~2.78范围

内出现的6个氢信号为环上的氢，δ1.99~0.74范围内

出 现 的 6 个 氢 信 号 为 剩 余 甲 基 和 乙 基 的 氢 。
13C NMR图谱给出 29个碳信号峰，包括 4个羰基碳、

4个烯烃碳、δ174.47~169.23为C＝O碳信号。

1.4　细胞培养

将 MKN45 细胞、786O 细胞、A375 细胞加入含

图1　AG改构化合物 J6的合成

Fig.  1　Synthesis of the AG-modified compound J6
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10%胎牛血清的 1640培养基，置于 37 ℃、5% CO2细
胞培养箱中常规培养。

1.5　CCK8检测

采用 CCK8 实验检测 AG 改构化合物 J6 对胃癌

MKN45 细 胞 活 力 的 影 响 。 具 体 操 作 如 下 ：将

MKN45细胞以 5 000个/孔的密度接种于 96孔板，分

别加入不同浓度梯度（1、5、10、25、50、100、200 
μmol·L-1）的AG或 J6，并参照文献［11-12］，设置抗胃癌

阳 性 药 物 环 磷 酰 胺 组（3.583、17.920、35.830 
mmol·L-1），对照组不加药物，另设不加细胞和药物

的空白组。细胞铺板 24 h 后加药干预，并分别于

24、48 及 72 h 后加入 CCK8 试剂，检测细胞存活率，

计算细胞凋亡的半抑制浓度（IC50）。

采用 CCK8 实验检测 J6 对肾癌 786O 细胞活力

的影响，具体实验步骤同前，参照文献［13-14］，设置抗

肾癌阳性药物氟尿嘧啶组（38.4、192.0 μmol·L-1）。

细胞铺板 24 h 后加药干预，并分别于 24、48 及 72 h
后加入CCK8试剂，检测细胞存活率，计算 IC50。

采用 CCK8 实验检测 J6 对黑色素瘤 A375 细胞

活力的影响，具体实验步骤同前，参照文献［15］，设置

抗黑色素瘤阳性药物紫杉醇组（5、10 μmol·L-1）。

细胞铺板 24 h 后加药干预，并分别于 24、48 及 72 h
后加入CCK8试剂，检测细胞存活率，计算 IC50。
1.6 统计学方法

使用 SPSS 23.0 软件进行统计学分析。符合正

态分布的计量资料采用“均值±标准差”表示，使用

单因素方差分析，组间比较使用最小显著性差异法

（least+significant difference， LSD）；对于符合正态分

布的数据，方差不齐组间比较使用 Dunnett T3 法。

P<0.05表示差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　AG和J6对胃癌MKN45细胞增殖的影响

AG 对胃癌 MKN45细胞 24、48、72 h的 IC50分别

为 47.160、15.520、12.520 μmol·L-1；J6 对 胃 癌

MKN45 细 胞 24、48、72 h 的 IC50 分 别 为 12.330、
9.717、6.967 μmol·L-1；与空白对照组比较，10、25、
50、100、200 μmol·L-1的 J6 可显著抑制胃癌 MKN45
细胞增殖（P<0.05），表明 J6能以浓度及时间依赖性

抑制胃癌 MKN45 细胞增殖，发挥抗肿瘤作用（图

2-图3）。

2.2　AG和J6对肾癌786O细胞增殖的影响

AG对肾癌 786O细胞 24、48、72 h的 IC50分别为

22.370、11.110、6.397 μmol·L-1；J6 对肾癌 786O 细胞

24、48、72 h 的 IC50 分 别 为 6.705、6.298、6.783 
μmol·L-1；与空白对照组相比，5、10、25、50、100、200 
μmol·L-1的 J6可显著抑制肾癌 786O细胞增殖，差异

具有统计学意义（P<0.01），表明 J6可以浓度及时间

依赖性抑制肾癌 786O 细胞增殖，发挥抗肿瘤作用

（图4-图5）。

2.4　AG和J6对黑色素瘤A375细胞增殖的影响

AG对黑色素瘤 A375细胞 24、48、72 h的 IC50分
别为 18.600、14.110、12.060 μmol·L-1；J6对黑色素瘤

A375 细胞 24、48、72 h 的 IC50 分别为 7.778、2.513、
4.328 μmol·L-1；与空白对照组相比，5、10、25、50、
100、200 μmol·L-1 的 J6 可显著抑制黑色素瘤 A375
细胞增殖，差异具有统计学意义（P<0.01），表明 J6

图2　AG和 J6对胃癌MKN45细胞增殖的影响

Fig.  2　Effects of AG and J6 on the proliferation of gastric cancer MKN45 cells
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可以浓度及时间依赖性抑制黑色素瘤 A375细胞增

殖，发挥抗肿瘤作用（图6-图7）。

3　讨论

AG 具有广泛的生物学活性，近年来研究发现

其对肿瘤具有抑制作用，可将胃癌细胞阻滞于G0/G1
期，并诱导细胞凋亡，发挥抗肿瘤作用［16］，以及通过

抑制 NF-κB 介导的 Bcl-2 活化和调节 p53 诱导的

Caspase-3基因表达来诱导黑色素瘤细胞凋亡［17］，Bi
等［18］发现，AG 可增强 TRAIL 通道的 G2/M 期细胞周

图4　AG和 J6对肾癌786O细胞增殖的影响

Fig.  4　Effects of AG and J6 on the proliferation of renal cancer 786O cells

注：与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01。
Note： Conpared with the control group， *P<0.05，**P<0.01. 

图3　J6对胃癌MKN45细胞24、48、72 h增殖的影响

Fig.  3　Effects of J6 on the proliferation of gastric cancer MKN45 cells at 24, 48, and 72 h

注：与对照组比较，**P<0.01。
Note： Conpared with the control group， **P<0.01.

图5　J6对肾癌786O细胞24、48、72 h增殖的影响

Fig.  5　Effects of J6 on the proliferation of renal cancer 786O cells at 24, 48 and 72 h
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期阻滞，抑制肾癌细胞增殖。

本研究将 AG 与丙酸酐以≤72 mg∶5 mL 的比例

混合，在 120~180 ℃条件下反应，将AG第 3、14和 19
位的羟基修饰成丙酰基，得到改构化合物 J6，相对

分子量为 541.3。该制备方法简单快捷，所需反应底

物种类较少，利于后续纯化，丙酸酐可作为反应物，

也可作为反应试剂，无毒副作用。最终获得的 AG
改构化合物 J6可以非溶剂化或溶剂化形式存在，包

括水合物形式。

本研究首次测定了 AG 改构化合物 J6 对胃癌

MKN45 细胞、肾癌 786O 细胞、黑色素瘤 A375 细胞

的体外抑制作用，并以相应的临床用药（环磷酰胺、

氟尿嘧啶、紫杉醇）作为对照［19-21］，验证 J6的抗肿瘤

活性。结果表明，J6对肿瘤细胞半数抑制的给药剂

量低于对照组药物给药剂量，对肿瘤细胞具有较强

的活性且 IC50值较低。

通过 CCK8 实验发现，J6 可显著抑制胃癌

MKN45 细胞、肾癌 786O 细胞、黑色素瘤 A375 细胞

增殖，24、48、72 h 的 IC50值均显著低于 AG，其对肿

瘤细胞的增殖抑制作用较 AG 更为显著和迅速，可

在更低的剂量范围内发挥更高效的肿瘤抑制作用。

本研究采用丙酰基取代AG第 3、14、19位，合成

了 AG 改构化合物 J6，并验证了其抗肿瘤活性。由

于取代基存在差异，导致化合物的整体结构存在差

异。在药物化学领域，化合物的活性是以其结构为

基础的，构效关系十分密切，结构上的微小变化也

可能导致其活性发生很大的改变。我们通过实验

验证了与AG存在结构差异的改构化合物 J6可显著

抑制胃癌 MKN45 细胞、肾癌 786O 细胞、黑色素瘤

A375 细胞增殖，为抗肿瘤药物研究提供了新的思

路。而 J6与目前研究更为广泛的AG三乙酰基修饰

化合物的抗肿瘤活性对比，则需要未来更多的实验

验证。

图6　AG和 J6对黑色素瘤A375细胞增殖的影响

Fig.  6　Effects of AG and J6 on the proliferation of melanoma A375 cells

注：与对照组比较，**P<0.01。
Note：Conpared with the control group， **P<0.01.

图7　J6对黑色素瘤A375细胞24、48、72 h增殖的影响

Fig.  7　Effects of J6 on the proliferation of melanoma A375 cells at 24, 48, and 72 h
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