
随 着 第 一 种 双 芳 基 脲 类 药 物 索 拉 非 尼

（sorafenib）上市以来，双芳基脲类小分子化合物已

成为抗肿瘤药物研究的新热点［1］。索拉非尼属于多

靶点激酶抑制剂，对多个与肿瘤相关的激酶，如Raf⁃
1，B⁃Raf 和 血管内皮细胞生长因子受体⁃2（VEGFR⁃

2），都有较强的抑制能力；其所含的二芳基脲基团

是其他多种生物活性物质的组成部分，也是构建新

型抗肿瘤化合物的重要的药效基团［2］。大量由二

芳基脲衍生的新型结构的化合物被相继合成和优

化［3-4］；一些化合物针对多种肿瘤的临床试验正在积

极推进，如利尼伐尼（Linifanib，ABT⁃869）［5］，替沃扎

尼（又称KRN951）［6］等。N69B是美国Aluda Pharma⁃
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［摘 要］ 目的：探讨一种新型双芳基脲类化合物（代号N69B）对非小细胞肺癌A549细胞增殖、周期和凋亡的影响。方法：选

择A549非小细胞肺癌细胞系，在不同浓度的N69B作用下，采用CCK⁃8法测定细胞增殖率、流式细胞仪测定细胞周期变化、An⁃
nexin V/PI双染法测定细胞凋亡率、Western blot法测定天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶3，8，9活性产物（Cleaved caspase⁃3，8，
9）的相对表达量。结果：与对照组比较，N69B可抑制A549细胞的增殖，且存在明显剂量⁃效应和时间⁃效应关系（P < 0.05或
P < 0.01）；分别采用 0.5、1.0和 1.5 μmol/L的N69B作用A549细胞 24 h后，各药物组G2期细胞比例均显著性升高（P < 0.01）；

Annexin V/PI双染结果显示，各药物组细胞凋亡率均有不同程度的升高（P < 0.05或P < 0.01）；Western blot结果显示，随药物浓

度的升高，A549细胞内Cleaved caspase⁃3、8、9表达量均逐渐升高。 结论：N69B对A549细胞的增殖具有抑制作用，其机制可能

与诱导细胞周期G2⁃M期阻滞及caspase介导的细胞凋亡有关。
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［Abstract］ Objective：To explore anti⁃cancer activities of a novel bis⁃aryl urea compound（code name：N69B）using non⁃small cell
lung cancer A549 cells. Methods：The non ⁃ small cell lung cancer A549 cells were choosed and treated by N69B at different
concentrations. The cell proliferation was quantified by CCK⁃8 method；the cell cycle was determined by flow cytometry；the apoptosis
rate were detected by Annexin V/PI double staining；and the relative expression of Cleaved caspase ⁃ 3，8，9 was measured by the
Western blot. Results：Compared with the DMSO control group，N69B inhibited the proliferation of A549 cells in manners that are time
⁃and dose⁃dependent（P < 0.05 or P < 0.01）. Twenty⁃four hours after the treatment with N69B at 0.5，1.0 and 1.5 μM，respectively，the
number of cells in G2 phase significantly increased（P < 0.01）；the apoptosis rate increased in different degrees；Cleaved caspase⁃3，8，
9 expression showed a dose⁃dependent elevation. Conclusion：N69B inhibits the proliferation of A549 cells，possibly through cell cycle
arrest in G2⁃M phase and apoptosis induced by caspase activation.
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ceuticals公司研究开发的一种多靶向、具有抗肿瘤活

性的新型化合物，其结构除了含有二芳基脲基团外，

还整合了其他重要的抗肿瘤药效基团，如饱和氮氧杂

环和芳乙烯基取代的均三嗪基团等，因此推测该化合

物具有良好的抗肿瘤作用。鉴于肺癌在我国以及世

界范围内的高发病率和高致死率，本研究拟选择

A549非小细胞肺癌细胞，探讨该化合物对其增殖、周

期及凋亡的影响，并初步研究其可能的作用机制。

1 材料和方法

1.1 材料

A549人非小细胞肺癌细胞（中国科学院干细胞

库），培养于含10% 胎牛血清、100 U/mL和100 mg/L
的F⁃12K培养液中，置于37 ℃、5% CO2的恒温培养箱

中。每3 d传代1次，取对数生长期细胞用于实验。

化合物 N69B，分子式为 C34H37N9O3，化学名为

（E）⁃1⁃（4⁃（（4⁃甲基哌嗪⁃1⁃基）甲酰基）苯基）⁃3⁃（4⁃
（4⁃（吗啉⁃1⁃基）⁃6⁃苯乙烯基⁃1，3，5⁃三嗪基⁃2⁃氨基）

苯基）脲，由北京六合宁远科技有限公司合成（纯度

>95%）；F⁃12K培养液（×1）、青霉素、链霉素（Gibco
公司，美国）；胎牛血清、预染Marker（Thermo Fisher
Scientific公司，美国）；0.25%胰蛋白酶（Biological In⁃
dustries公司，以色列）；Cell Counting Kit ⁃8（CCK⁃8）
试剂盒（Dojindo公司，日本）；细胞周期测定试剂盒

（南京凯基生物科技有限公司）；FITC Annexin V
Apoptosis Detection KitⅠ试剂盒（BD Biosciences公
司，美国）；二甲基亚砜（DMSO，Sigma公司，美国）；

脱脂奶粉、PVDF膜（Biosharp公司，韩国）；Caspase⁃
9 p35 Rabbit IgG、β⁃actin Rabbit IgG、Goat anti⁃ Rab⁃
bit IgG、Goat anti⁃ Mouse IgG（Bioworld公司，美国）；

Caspase ⁃ 3 p17 mouse monoclonal antibody（SANTA
CRUZ公司，美国）、Caspase⁃8 p10 Rabbit IgG（Cell
Signaling Technology公司，美国）。

二氧化碳恒温培养箱（311）、高速低温离心机

（MicroCL 17R）（Thermo Fisher Scientific 公司，美

国）；洁净工作台（SW⁃CJ⁃2F，苏州安泰空气技术有

限公司）；酶标仪（ELx800，伯腾仪器有限公司，美

国）；倒置光学显微镜（DMI3000B，莱卡公司，德国）；

流式细胞仪（Accuri C6，BD Biosciences公司，美国）；

凝胶成像系统（5 300，上海天能科技有限公司）；荧

光显微镜（3H06225，Olympus公司，日本）。

1.2 方法

1.2.1 细胞增殖率的测定

N69B采用DMSO配制成不同浓度浓缩储存液，

加药前按1∶1 000采用培养液稀释成不同浓度。待

A549细胞生长至对数期，采用胰酶消化后收集细

胞，计数后细胞按 3×103个/孔接种至 96孔板。24 h
后，N69B按0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 μmol/L浓度梯度

分别加入细胞中，同时设置DMSO对照组和空白对照

组，各药物浓度均设4复孔。加药后分别于24 h、48 h
和72 h，弃去上清，按每100 μL加10 μL CCK⁃8的比

例稀释CCK⁃8，每孔加110 μL稀释后的CCK⁃8，1~4 h
测定450 nm处OD值，计算细胞增殖率。

细胞增殖率=［（实验组OD值-空白对照组OD
值）/（DMSO 对照组 OD 值-空白对照组 OD 值）］×
100%。

1.2.2 细胞周期测定

待A549细胞生长至对数期，消化收集细胞，计

数后，按 5×105个/孔接种至 6孔板。每组设置 3复

孔，N69B按浓度不同分 4组，分别为 0 μmol/L（即

DMSO对照组）、0.5、1.0和 1.5 μmol/L组。24 h后按

组别加入药物。加药 24 h后，消化收集细胞。用

PBS洗涤细胞1次，2 000 r/min离心5 min，收集并调

整细胞浓度为 1×106个/mL。离心后，弃上清，500
μL 70%冷乙醇 4 ℃固定 24 h 。1 000 r/min离心 5
min，弃上清，沉淀加PBS清洗后混匀，200目筛网过

滤至检测管。加100 μL RNA酶A（RNase A）37 ℃水

浴30 min。再加入400 μL 碘化乙啶（PI）染色混匀，

4 ℃避光30 min，流式细胞仪检测细胞周期。

1.2.3 细胞凋亡测定

待A549细胞生长至对数期，消化收集细胞，计

数后，按 3×105个/孔接种至 6孔板内，每组设置 3个
复孔。种板 24 h后，按组别加入药物。加药 24 h
后，弃上清，用 0.25%无乙二胺四乙酸（EDTA）的胰

酶消化收集细胞，用冰PBS洗2遍（2 000 r/min，离心

5 min）。按 1×106个/mL加入Binding Buffer，轻轻涡

旋混匀后取 100 μL，分别加入 5 μL的Annexin V和

PI，室温孵育 15 min，加入 400 μL Binding Buffer，于
1 h内上流式细胞仪检测。

1.2.4 天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶3，8，9活性

产物（Cleaved caspase⁃3，8，9）表达的测定

待A549细胞生长至对数期，消化收集细胞，计

数后，按 1×105个/孔接种至 6孔板内，每孔 2 mL，每
组设置 3个复孔。种板 24 h后，按组别加入药物。

药物作用 24 h后，加入RIPA 裂解液和苯甲基磺酰

氟（PMSF）蛋白酶抑制剂，冰上吹打均匀。BCA法测

定蛋白浓度。加入Loading Buffer，混匀，煮沸 5 min
灭活蛋白，保存于-20 ℃待用。SDS⁃聚丙烯酰胺凝
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图2 N69B对A549细胞周期的影响（n=3）

Figure 2 Effect of N69B on cell cycle of A549 cells

胶电泳（SDS⁃PAGE）分离总蛋白，每孔按总蛋白 40
μg 上样，体积不足 30 μL 的用 1×Loading Buffer 补
齐，蛋白预染Marker 5 μL；转至 PVDF膜，在含 5%
脱脂奶粉的PBST 中室温轻摇封闭 1 h；加一抗 4 ℃
孵育过夜，加入二抗。避光条件下，将膜置于凝胶

成像系统内，显色液均匀加在PVDF膜上，运行凝胶

成像系统的软件，拍照并保存。

1.3 统计学方法

结果均以均数±标准差（x ± s）表示，应用 STA⁃
TA 软件进行统计分析，各浓度药物组与DMSO组的

比较采用 t检验，3个药物组之间的比较采用方差分

析；P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 N69B对A549细胞增殖率的影响

CCK⁃8结果显示，与DMSO组比较，0.5 μmol/L
的N69B作用24 h后即可明显抑制A549细胞的增殖

率（P < 0.05）。随着N69B药物浓度的增高和作用时

间的延长，对 A549 细胞增殖的抑制作用越显著

（P < 0.05或P < 0.01）。药物作用48 h以上，浓度＞

1.5 μmol/L时，细胞增殖率呈指数降低（图1）。

2.2 N69B对A549细胞周期的影响

与DMSO组比较，0.5 μmol/L组细胞周期无明显

变化，1.0 μmol/L组和 1.5 μmol/L组G1期所占比例

均有明显降低（P < 0.01），G2期均有明显升高（P <
0.01），且存在一定的浓度效应关系（图2）。
2.3 N69B对A549细胞凋亡的影响

Annexin V/PI 双染流式细胞仪检测显示，与

DMSO组比较，1.0 μmol/L组和 1.5 μmol/L组早期凋

亡细胞比率升高，3个给药组凋亡和坏死总比率均

升高，且差异均有统计学意义（P <0.05或 P <0.01，
图3）。

2.4 N69B 对 A549 细胞 Cleaved caspase⁃3、Cleaved
caspase⁃8和Cleaved caspase⁃9蛋白表达的影响

Western blot结果显示，与DMSO组比较，不同

浓度N69B作用后A549细胞内Cleaved caspase⁃3和
Cleaved caspase⁃9蛋白表达量均升高，且存在明显的

剂量⁃效应关系，Cleaved caspase⁃8表达量也有一定

程度的升高（图4）。
3 讨 论

随着具有多靶向的索拉非尼［1］、ABT⁃869［5］、

KRN951［6］等双芳基脲类化合物的抗肿瘤作用被相

继报道，整合双芳基脲这一关键药效基团已成为设

计新型多靶点抗肿瘤药物的一条有效途径。N69B
是一类新型化合物，含有包括双芳基脲在内的多种

抗肿瘤的药效基团，因此可能作用于肿瘤细胞赖以

生存和快速增殖多条信号通路而发挥抗肿瘤作

用。本研究选择非小细胞肺癌 A549 细胞，观察

N69B对其体外增殖的影响，同时测定药物对细胞周

期和凋亡的影响，初步探讨其可能的作用机制。

细胞增殖率是体外评价药物抑瘤作用的直接

指标。本研究结果显示，0.5 μmol/L的N69B即可显
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图1 N69B对A549细胞增殖率的影响（n=4）
Figure 1 Effect of N69B on proliferation of A549 cells
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著抑制A549细胞的增殖率，且随药物浓度的增加及

作用时间的延长，对细胞增殖的抑制作用越显著，

显示出明显的剂量⁃效应和时间⁃效应关系。同时，

N69B作用 24 h内，随着药物浓度的增加，对细胞增

殖率的影响趋于线性关系。而N69B作用48 h以上，

低浓度时对细胞增殖的抑制也趋于线性关系，但药

物浓度高于 1.5 μmol/L时，细胞增殖率呈现指数降

低。提示随着药物作用时间的延长，药物的敏感性

随之显著增强。同时，细胞周期结果显示，随着药物

浓度的升高，G2期细胞比例逐渐增加，提示药物引起

了细胞G2⁃M期的阻滞，提示细胞增殖受抑主要发生

在G2期，抑制了细胞的有丝分裂。

凋亡即细胞程序性死亡。为进一步探讨N69B
是否通过诱导细胞凋亡的方式抑制细胞增殖，本研

究采用流式细胞仪通过Annexin V/PI双染法测定细

胞凋亡情况。研究发现，1.0 μmol/L即可引起细胞

早期凋亡率的升高，随着药物浓度增加，细胞凋亡

率有逐渐升高趋势，呈现出一定的剂量效应关系，

提示N69B可能是通过诱导细胞凋亡的方式抑制细

胞增殖。细胞凋亡主要有两种途径：死亡受体（外

源性）途径和线粒体（内源性）途径［7］。Caspase⁃8主
要参与死亡受体介导的细胞凋亡途径，以死亡信号

复合物（DISC）的形成为特征；Caspase⁃9主要参与线

粒体途径诱导的细胞凋亡途径，以线粒体膜电位受

损为特征［8］。Caspase⁃3在Caspase家族中属于效应

型，被认为是凋亡级联酶促反应下游最关键的激

酶，为凋亡的主要执行者之一［9］。上游Caspase⁃8和
Caspase⁃9活化后，均通过进一步激活下游的 Cas⁃
pase⁃3，引发不可逆的凋亡级联反应［10］。本研究显

示，随着N69B药物浓度的升高，A549细胞内 Cas⁃
pase⁃9和 Caspase⁃3活性产物（Cleaved caspase⁃9和

Cleaved caspase⁃3）的表达量均显著升高，Caspase⁃8
活性产物（Cleaved caspase⁃8）的表达量也有一定程

度的升高，但升高程度较弱。提示N69B可通过死

亡受体和线粒体两种途径激活A549细胞凋亡通路，

但主要是通过线粒体途径诱导凋亡的发生，同时药

物浓度越高，对细胞凋亡的诱导作用越强。

综上所述，化合物N69B体外能显著抑制A549
细胞的增殖，其机制可能是通过诱导细胞周期G2⁃M
期阻滞和细胞凋亡来介导，但具体的信号通路机制

有待进一步研究。鉴于N69B对肺癌细胞体外显著

的抗增殖活性，该化合物有望成为治疗肺癌的新型

良药。下一步我们将进一步探讨该化合物的体内

抗肿瘤作用。
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图3 N69B对A549细胞凋亡的影响（n=3）

Figure 3 Effect of N69B on apoptosis of A549 cells
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图 4 N69B对 A549细胞 Cleaved caspase⁃3、Cleaved cas⁃
pase⁃8和Cleaved caspase⁃9蛋白表达的影响

Figure 4 Effects of N69B on Cleaved caspase⁃3，Cleaved
caspase⁃8 and Cleaved caspase⁃9 protein expres⁃
sion of A549 cells
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为了进一步研究 TSG治疗高脂性脂肪肝的作

用机制，预先使用PPAR α拮抗剂MK886，结果发现

TSG降低脂肪肝大鼠血脂和肝脂的作用明显减弱或

消失，同时对自噬相关蛋白表达的调控作用明显被

阻断，说明TSG调节肝脏脂质代谢的作用通过激活

PPAR α信号通路而产生。综上所述，TSG主要通过

PPAR α信号通路，激活肝细胞自噬，促进脂滴降解，

从而降低脂肪肝大鼠血脂和肝脂水平，减轻肝脏脂

肪变性。
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