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本发明涉及一种微管蛋白抑制剂及其在肺

癌药物中的应用，属于抗肿瘤药学技术领域。本

发明解决的技术问题是提供一种微管蛋白抑制

剂的化合物。该化合物包括如下所示的化合物及

其药学上可接受的盐，本发明的化合物或其药学

上可接受的盐，可以作为微管蛋白抑制剂，具有

一定抗肺癌活性，能有效抑制肺癌细胞的生长。
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1.本发明提供如式I所示的化合物及其药学上可接受的盐：

其中R1为

2.根据权利要求1所述的化合物或其药学上可接受的盐，其特征在于：结构式如式I所

示。

3.根据权利要求2所述的化合物或其药学上可接受的盐，其特征在于：

R 1为

优选R1为

4.下面是本发明的化合物的一些优选结构。

5.权利要求1‑4任一项所述的化合物或其药学上可接受的盐在制备肺癌治疗药物中的

用途。
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6.根据权利要求5所述的用途，其特征在于：所述肺癌治疗药物为抗肿瘤药物；优选所

述抗肿瘤药物为微管蛋白抑制剂类药物。

7.一种药物组合物，其特征在于：它是包含有效剂量的权利要求1‑6任一项所述的化合

物或其药学上可接受的盐的制剂。
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新型4，6‑嘧啶类衍生物及其在抗肿瘤药物中的应用

技术领域

[0001] 本发明公开一种靶向微管蛋白的抑制剂以及在肺癌治疗中的应用，属于抗肿瘤药

学技术领域。

背景技术

[0002] 肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，肺癌约占所有肺癌的80％，约75％的患者

发现时已处于中晚期，5年生存率很低。

[0003] 微管靶向药物能够影响癌细胞有丝分裂过程中的微管蛋白动态，阻止有丝分裂纺

锤体介导的染色体正确分离，导致细胞周期过程的中断甚至细胞死亡。目前已经确认的有

七个微管蛋白结合位点，分别是taxane位点、vinca位点、colchicine位点、pironetinsite

位点、maytansine位点、laulimalide/peloruside位点和gatorbulin位点。其中秋水仙碱结

合位点抑制剂(CBSI)与其他位点抑制剂相比有许多优点，包括有效抑制管蛋白异型的过度

表达，克服由P‑gp、MRP1和MRP2介导的抗性，以及对肿瘤血管的破坏作用。尽管对患者表现

出较好的临床作用，但耐药性发生和水溶性差是限制CBSI临床应用最主要的难题。然而目

前对CBSI的研究主要是基于已报道的抑制剂的结构优化。因此，发现具有新型骨架的CBSI

是治疗癌症和克服多药耐药肿瘤的有效途径。

发明内容

[0004] 本发明解决的技术问题是提供一种作为秋水仙碱结合位点抑制剂的新化合物。

[0005] 结构式如式I所示的化合物及其药学上可接受的盐：

[0006] 其中R 1为

[0007] 本发明还提供上述化合物或其药学上可接受的盐在制备抗肿瘤药物中的用途。

[0008] 进一步的，所述抗肿瘤治疗药物优选为肺癌治疗药物。

[0009] 进一步的，所述肺癌治疗药物为微管蛋白秋水仙碱结合位点小分子抑制剂，其用

途为用于肺癌相关治疗。

[0010] 本发明还提供一种药物组合物，它是包含有效剂量的上述化合物或其药学上可接

受的盐的制剂。
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[0011] 本发明制备的化合物或其药学上可接受的盐，可以作为微管蛋白秋水仙碱结合位

点小分子抑制剂，具有较明显的肺癌治疗效果。

附图说明

[0012] 图1A用含有不同浓度化合物10的培养基培养处于对数生长期的A549细胞六天后

的菌落形成图片。

[0013] 图1B为直方图显示菌落形成抑制率。

[0014] 图2A为化合物10和微管蛋白之间的相互作用(化合物10用黄色表示)和相应结构

沿X轴逆时针旋转90°的视图。

[0015] 图2B为A549细胞用0.1％DMSO、Taxol(100nM)、秋水仙碱(100nM)和化合物10

(100nM)处理18小时后的图片。

[0016] 图3A为A549细胞用0.1％DMSO和不同浓度的化合物10培养48小时后用流式细胞仪

进行分析得到的图片。

[0017] 图3B为直方图显示用化合物10处理的细胞凋亡指数分布的百分比。

[0018] 图3C为Western  blotting分析化合物10对细胞凋亡相关蛋白影响的图片。

[0019] 图4A为伤口愈合实验的代表图片。

[0020] 图4B为用0.1％DMSO和化合物10处理12小时后的伤口闭合率图片。

[0021] 图4C为Transwell迁移试验的代表图片。

[0022] 图4D为用0.1％DMSO和化合物10处理12小时后迁移细胞的直方图。

具体实施方式

[0023] 本发明提供如式I所示的化合物及其药学上可接受的盐：

[0024] 其中R 1为

[0025] 作为一个优选方案，优选R1为

[0026] 下面是本发明的化合物的一些优选结构。
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[0027] 本发明还提供本发明所述的化合物的药学上可接受的盐。所述盐可以为硝酸盐、

盐酸盐、硫酸盐或磷酸盐等。

[0028] 本发明还提供上述化合物或其药学上可接受的盐在制备治疗肺癌药物中的用途。

进一步的，肺癌治疗药物优选为微管小分子抑制剂。

[0029] 本发明还提供一种药物组合物，它是包含有效剂量的上述化合物或其药学上可接

受的盐的制剂。可以通过本领域已知的方法可将本发明化合物制成以下形式：片剂、胶囊

剂、水性或油性溶液剂、混悬剂、乳剂、乳膏剂、用于吸入的细小分散的粉剂或气雾剂或喷雾

剂、用于胃肠道外(包括静脉内、肌内或输注)的无菌水性或油性溶液或混悬剂或无菌乳剂。

可将活性组分配制在聚乙二醇水溶液中，也可用水‑丙二醇溶液或者无菌水作为溶剂制备

液体制剂。用于口服给予的水性溶液可通过将活性组分溶解在水中并按需要加入合适的着

色剂、矫味剂，稳定剂和增稠剂来制备。用于口服的水性混悬剂可以通过将微小且分散的活

性成分与天然合成胶、树脂、甲基纤维素、羧甲基纤维素和药剂领域已知的其他混悬剂一起

分散在水中制成。

[0030] 药物组合物可为单位剂量形式。在这些形式中，将所述组合物分成含适量活性组

分的单位剂量。该单位剂量形式可为包装制剂，包装中包括分隔量的制剂，例如盒装片剂、

胶囊剂和在管形瓶或安瓻中的粉剂。单位剂量形式还可为扁囊剂或片剂或其可为合适数量

的所有这些包装形式。

[0031] 本发明的药物组合物，其活性成分可仅为本发明的化合物，也可与其他抗肺癌化

合物组合作为活性成分。

[0032] 在治疗肺癌时，可通过单独、同时或序贯给予各种治疗成分实现联合治疗。此类组

合产品应用有效剂量范围内的本发明化合物和准许剂量范围内的其他药学活性剂。

[0033] 下面结合实施例对本发明的具体实施方式做进一步的描述，并不因此将本发明限

制在所述的实施例范围之中。

[0034] 实施例1化合物1‑15的合成。

[0035] 化合物1‑15采用如下反应式合成：

[0036] Reagents  and  conditions：(a)DIPEA，EtOH，4，6‑dichloropyrimidine，80℃；(b)

说　明　书 3/8 页

6

CN 114773274 A

6



TFA，DMF，60℃

[0037] 中间体1a制备。

[0038] 将N‑(3‑氨基苯基)环丙酰胺(0.8g，4.54mmol)溶于15ml乙醇中，加入4，6‑二氯嘧

啶(1.0g，6.71mmol)和DIPEA(1.5ml，9.07mmol)。反应混合物在80℃下回流过夜，减压蒸馏，

直至完成。将粗品溶解在CH2Cl2中，用硅胶柱层析进行纯化(PE/EtOAc＝1.25∶1)，得到淡黄

色中间体1a(1.04g，产率79.6％)。

[0039] 中间体1a  1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.23(s，1H)，9.87(s，1H)，8.47(s，1H)，7.90

(s，1H)，7.36(dt，J＝7.0，2.1Hz，1H)，7.31‑7.20(m，2H)，6.81(s，1H)，1.80(m，1H)，0.79(m，

4H)。

[0040] 在DMF中加入不同取代的苯胺(0.26mmol)的中间体1a(50mg，0.17mmol)。将反应混

合物滴加3eq的TFA并在60℃下搅拌过夜。最后，用饱和NaHCO3淬灭混合物，用EA和i‑PrOH

(10mL×3)提取。合并的有机层在无水Na2SO4上干燥，减压蒸馏，用硅胶柱层析进行纯化(PE/

EtOAc＝3∶1‑1∶1)，得到化合物1‑15。

[0041] 化合物1‑15。

[0042] 化合物1，yield：84.6％.M.p.235.9‑236.7℃.1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.19(s，

1H)，9.40(s，1H)，9.22(s，1H)，8.38‑8.28(m，1H)，7.89(s，1H)，7.81(s，1H)，7.73(ddd，J＝

8.3，2.4，1.2Hz，1H)，7.42(t，J＝7.9Hz，1H)，7.30‑7.18(m，3H)，7.16‑6.85(m，2H)，6.20(d，

J＝1.1Hz，1H)，1.81(m，1H)，0.79(m，4H)。13C  NMR(101MHz，DMSO‑d6)δ171 .55，160 .60，

160.27，157.65，141.12，140.52，139.71，134.52，129.21，128.84，121.45，118.43，117.34，

116.03，114.92，113.01，110.84，86.97，14.47，7.10(2C)。HRMS(ESI)+[C21H20F2N5O
+]：calcd 

396.1636。

[0043] 化合物2  yield：88.4％.M.p.232.6‑234.1℃.1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.12(s，

1H)，9.04(s，1H)，8.45(s，1H)，8.18(s，1H)，7.79(t，J＝2.0Hz，1H)，7.26(dt，J＝7.8，

1.8Hz，1H)，7.17(m，3H)，6.94(d，J＝2.7Hz，1H)，6.70(dd，J＝8.4，2.7Hz，1H)，5.89‑5.82

(m，1H)，3.32(s，3H)，2.12(s，3H)，1.80(m，1H)，0.92‑0.66(m，4H)。13C  NMR(101MHz，DMSO‑

d6)δ171 .50，161 .43，160 .74，157 .70(2C)，140 .84，139 .58，138 .82，138 .30，131 .14，

128.68，124.58，114.47，112.65，111.08，110.44，84.91，55.00，17.00，14.44，7.06(2C)。

HRMS(ESI)+[C22H24N5O2
+]：calcd  390.1930，found  390.1935.HPLC  purity  97.288％(tR＝

7.813min)。

[0044] 化合物3，yield：74.6％.M.p.226.5‑227.4℃.1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.24(s，

1H)，9.12(s，1H)，8.70(s，1H)，8.18(s，1H)，7.81(s，1H)，7.33‑7.09(m，5H)，6.99(ddd，J＝

9.4，6.9，2.5Hz，1H)，5.94(s，1H)，2.10(d，J＝2.1Hz，3H)，1.84(td，J＝7.4，3.7Hz，1H)，

0.77(t，J＝5.5Hz，4H)。13C  NMR(101MHz，DMSO‑d6)δ171 .64，162 .19，161 .30，160 .71，

159.79，157.67，140.66，139.62，128.67，126.64，121.23，119.73，114.65，112.81，111.20，

110.58，85.42，14.41，9.79，7.07(2C)。HRMS(ESI)+[C21H21FN5O
+]：calcd  378.1730，found 

378.1722.HPLC  purity  99.452％(tR＝7.935min)。

[0045] 化合物4，yield：74.9％.M.p.249.6‑250.8℃.1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.17(s，

1H)，9.15(s，1H)，8.86(s，1H)，8.21(s，1H)，7.79(t，J＝2.0Hz，1H)，7.35‑7.13(m，4H)，7.07

(td，J＝8.3，1.8Hz，1H)，6.90(td，J＝8.1，1.5Hz，1H)，6.11(s，1H)，3.84(s，3H)，1.81(m，
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1H)，0.78(t，J＝5.5Hz，4H)。13C  NMR(101MHz，DMSO‑d6)δ171.78，160.80，160.67，157.58，

147.79，147.70，145.98，143.55，140.53，139.55，128.81，128.02，123.61，116.76，114.88，

110.83，86.19，56.05，14.47，7.13(2C)。HRMS(ESI)+[C21H20FN5O2Na
+]：calcd  416 .1499，

found  416.1501。

[0046] 化合物5，yield：92.9％.M.p.237.9‑239.1℃.1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.18(s，

1H)，9.15(d，J＝3.4Hz，2H)，8.26(s，1H)，7.80(t，J＝2.0Hz，1H)，7.42‑7.32(m，1H)，7.30‑

7.15(m，3H)，7.14‑7.06(m，2H)，6.17‑6.14(m，1H)，3.82(s，3H)，1.82(m，1H)，0.78(dt，J＝

8.7，2.8Hz，4H)。13C  NMR(101MHz，DMSO‑d6)δ171 .56，160 .55，160 .46，157 .65，148 .03，

146.86，145.66，140.62，139.68，137.20，128.80，115.43，114.80，112.92，110.73，106.07，

86 .21，55 .75，14 .45，7.09(2C)。HRMS(ESI)+[C21H20FN5O2Na
+]：calcd  416 .1499，found 

416.1503。

[0047] 化合物6，yield：81.3％.M.p.223.6‑224.9℃.1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.21(s，

1H)，9.32(s，1H)，9.21(s，1H)，8.30(s，1H)，7.81(d，J＝2.0Hz，1H)，7.43(d，J＝2.2Hz，1H)，

7.34‑7.14(m，5H)，6.22(s，1H)，3.83(s，3H)，1.87‑1.78(m，1H)，0.78(dt，J＝7.8，2.9Hz，

4H)。13C  NMR(101MHz，DMSO‑d6)δ171.57，160.55，160.21，157.60，154.37，140.91，140.53，

139.70，129.50，128.80，114.87，112.98，112.95，112.07，110.78，104.05，86.96，55.75，

14.45，7.10(2C)。HRMS(ESI)+[C21H21ClN5O2
+]：calcd  410.1384，found  410.1386。

[0048] 化合物7，yield：81.3％.M.p.239.4‑240.8℃.1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.25(s，

1H)，9.18(d，J＝6.5Hz，2H)，8.27(s，1H)，7.81(s，1H)，7.26(m，3H)，7.21‑7 .12(m，2H)，

7.11‑7.05(m，1H)，6.52(dd，J＝8.3，2.5Hz，1H)，6.23(d，J＝1.1Hz，1H)，3.99(q，J＝6.9Hz，

2H)，1.84(m，1H)，1.33(t，J＝6.9Hz，3H)，0.81‑0.74(m，4H)。13C  NMR(101MHz，DMSO‑d6)δ

171.58，160.50，160.38，158.84，157.57，141.74，140.66，139.72，129.31，128.70，114.77，

112.86，111.82，110.67，107.23，105.92，86.71，62.77，14.68，14.41，7.07(2C)。HRMS(ESI)+

[C22H24N5O2
+]：calcd  390.1930，found  390.193。

[0049] 化合物8，yield：79.5％.M.p.195.6‑196.4℃.1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.17(s，

1H)，9.38(s，1H)，9.20(s，1H)，8.31(s，1H)，8.12(t，J＝1.9Hz，1H)，7.93(dd，J＝8.2，

2.3Hz，1H)，7.82‑7.80(m，1H)，7.56(d，J＝7.6Hz，1H)，7.44(t，J＝7.9Hz，1H)，7.26‑7.21

(m，3H)，6.20(s，1H)，2.57(s，3H)，1 .81(d，J＝5.3Hz，1H)，0.80‑0 .78(m，4H)。13C  NMR

(101MHz，DMSO‑d6)δ197 .84，171 .57，160 .59，160 .31，157 .82，141 .00，140 .54，139.69，

137 .33，129 .03，128 .85，123 .92，121 .52，118 .53，114 .90(2C)，110 .81，86 .84，26 .69，

14.47，7.11(2C)。HRMS(ESI)+[C22H22N5O2
+]：calcd  388.1773，found  388.1770。

[0050] 化合物9，yield：81.3％.M.p.177.4‑178.5℃.1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.16(s，

1H)，9.09(m，2H)，8.26(s，1H)，7.80(t，J＝2.0Hz，1H)，7.41‑7.32(m，2H)，7.21(m，4H)，6.83

(d，J＝7.5Hz，1H)，6.18(s，1H)，2.58(q，J＝7.6Hz，2H)，1.81(m，1H)，1.18(t，J＝7.6Hz，

3H)，0.79(dd，J＝6.7，4.2Hz，4H)。13C  NMR(101MHz，DMSO‑d6)δ171 .56，160.57，160.53，

157.66，144.28，140.66，140.32，139.67，128.81，128.59，121.43，119.30，117.40，114.84，

112.88，110 .73，86.08，28.28，15.62，14.47，7.09(2C)。HRMS(ESI)+[C22H24N5O
+]：calcd 

374.1981，found  374.1987。

[0051] 化合物10，yield：77.4％.M.p.232.9‑233.7℃.1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.17
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(s，1H)，9.16(d，J＝10.3Hz，2H)，8.28(s，1H)，7.81(s，1H)，7.30‑7.15(m，5H)，7.14‑7.09

(m，1H)，6.55(dd，J＝8.1，2.5Hz，1H)，6.21(s，1H)，3.74(s，3H)，1.81(m，1H)，0.83‑0.72(m，

4H)。13C  NMR(101MHz，DMSO‑d6)δ171.53，160.59，160.39，159.61，157.64，141.65，140.65，

139.68，129.41，128.81，114.79，112.88，112.04，110.71，106.92，105.58，86.52，54.90，

14.47，7.10(2C)。HRMS(ESI)+[C21H22N5O2
+]：calcd  376.1773，found  376.1779。

[0052] 化合物11，yield：83.6％.M.p.163.9‑165.7℃.1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.19

(s，1H)，9.57(s，1H)，8.35(d，J＝0.9Hz，1H)，7.88(s，1H)，7.39‑7.29(m，2H)，7.26‑7.17(m，

2H)，6.86(ddd，J＝8.3，2.5，0.9Hz，1H)，6.82‑6.74(m，2H)，6.13(d，J＝0.9Hz，1H)，3.77(s，

3H)，1.80(m，1H)，0.82‑0.74(m，4H)。13C  NMR(101MHz，DMSO‑d6)δ171.58，169.23，162.47，

160.51，158.12，153.61，139.98，139.70，130.34，128.88，114.63，113.58，113.37，111.22，

110.53，107.47，88.80，55.37，14.48，7.12(2C)。HRMS(ESI)+[C21H21N4O3
+]：calcd  377.1614，

found  377.1618。

[0053] 化合物12，yield：77.9％.M.p.195.6‑196.4℃.1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.19

(s，1H)，9.32(s，1H)，8.45‑8.22(m，2H)，7.93(s，1H)，7.34(s，1H)，7.18(m，4H)，6.89(t，J＝

7.4Hz，1H)，6.12(s，1H)，3.96(t，J＝8.6Hz，2H)，3.19(t，J＝8.6Hz，2H)，1.82(q，J＝6.3Hz，

1H)，0.88‑0 .72(m，4H)。13C  NMR(101MHz，DMSO‑d6)δ171 .57，160 .75，158 .96，157 .12，

143.81，140.68，139.65，131.82，128.83，126.88，124.72，121.21，115.10，114.40，112.71，

110.25，86.61，47.94，26.87，14.49，7.12(2C)。HRMS(ESI)+[C22H22N5O
+]：calcd  372.1824，

found  372.1821。

[0054] 化合物13，yield：81.4％.M.p.201.3‑202.5℃.1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.17

(s，1H)，9.29(s，1H)，8.36(d，J＝0.9Hz，1H)，7.95‑7.78(m，1H)，7.46(dd，J＝8.1，1.6Hz，

1H)，7.33‑7.22(m，1H)，7.17(dd，J＝5.0，1.7Hz，2H)，7.08‑6.83(m，3H)，6.53(d，J＝1.0Hz，

1H)，4.14(m，4H)，1.81(m，1H)，0.87‑0 .67(m，4H)。13C  NMR(101MHz，DMSO‑d6)δ171 .54，

161.04，160.27，157.87，146.77，140.50，139.65，128.80，126.87，124.51，122.98，119.84，

117 .34，114 .54，112 .87，110 .36，87 .94，65 .35，41 .69，14 .47，7 .10(2C)。HRMS(ESI)+

[C22H22N5O
+]：calcd  388.1773，found  388.1768。

[0055] 化合物14，yield：84.6％.M.p.209.7‑210.5℃.1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.18

(s，1H)，9.29(s，1H)，8.37(s，1H)，8.13(d，J＝8.1Hz，1H)，7.96‑7.88(m，1H)，7.38‑7.29(m，

1H)，7.25‑7.13(m，2H)，7.06(t，J＝7.8Hz，1H)，6.73(d，J＝7.5Hz，1H)，6.11(s，1H)，3.97

(t，J＝8.5Hz，2H)，3.09(t，J＝8.5Hz，2H)，2.20(s，3H)，1.82(m，1H)，0.84‑0.72(m，4H)。13C 

NMR(101MHz，DMSO‑d6)δ171.57，160.71，158.94，157.11，143.48，140.69，139.64，133.55，

130.50，128.83，126.97，122.28，114.39，112.68(2C)，110.24，86.54，47.90，25.71，18.32，

14.48，7.12(2C)。HRMS(ESI)+[C23H24N5O
+]：calcd  386.1981，found  386.1990。

[0056] 化合物15，yield：72.5％.M.p.231.4‑232.5℃.1H  NMR(400MHz，DMSO‑d6)δ10.19

(s，1H)，9.40(s，1H)，8.65(d，J＝8.2Hz，1H)，8.42(d，J＝0.8Hz，1H)，7.93(d，J＝1.3Hz，

1H)，7.40‑7.32(m，2H)，7.23‑7.16(m，3H)，6.13(d，J＝1.0Hz，1H)，4.05(t，J＝8.7Hz，2H)，

3.37(s，1H)，3.34‑3.31(m，1H)，1.82(m，1H)，0.83‑0.75(m，4H)。13C  NMR(101MHz，DMSO‑d6)δ

171.58，160.91，158.84，157.11，145.43，140.48，139.66，129.83，128.86，128.12，125.08，

122.91，118.68，117.15，114.48，112.88，110.37，87.19，48.06，25.87，14.48，7.12(2C)。
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HRMS(ESI)+[C23H21F3N5O
+]：calcd  440.1698，found  440.1691。

[0057] 试验例1化合物1‑15对A549细胞的抗增殖活性。
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aIC50值由细胞活力测定48小时。

[0058] 实验结果表明，本发明的化合物抑制肺癌细胞增殖活性，其中，化合物1，2，4，10的

效果较好，最优化合物10具有较强的的肺癌细胞抑制活性。

[0059] 试验例2化合物10抑制A549细胞中的增殖和菌落形成研究。

[0060] 用含有不同浓度化合物10的培养基培养处于对数生长期的A549细胞，用水晶紫染

色液对各组细胞进行染色，观察细胞生长和菌落形成。连续培养6天后，菌落形成实验结果

表明，化合物10在1nM，5nM，10nM，15nM，20nM浓度下，以浓度依赖性方式显着抑制A549细胞

的增殖和菌落形成(图1A)，在20nM的浓度下菌落的形成几乎完全被抑制(图1B)。

[0061] 实验结果表明，本发明的化合物10抑制A549细胞增殖和菌落形成。

[0062] 试验例3化合物10抑制微管蛋白聚合在体外研究以及与微管蛋白结合的晶体结

构。

[0063] 化合物10中4，6‑嘧啶的一个氮原子与β‑微管蛋白的D249形成关键的氢键，另一个

氮原子在水分子的介导下与α‑微管蛋白的N101和T179形成氢键网络(图2A)。

[0064] 通过共聚焦显微镜对A549细胞进行免疫荧光测定。如图2B所示，DMSO组微管网络

呈正常排列，细长，而紫杉醇处理的微管蛋白呈有序聚合并聚集成束，而秋水仙碱和化合物

10处理的微管蛋白呈无序和混沌形态且化合物10的效果比秋水仙碱更显着(图2B)。

[0065] 实验结果表明，本发明的化合物10和秋水仙碱可以与微管蛋白相互作用。

[0066] 试验例4化合物10对促进A549细胞中细胞凋亡研究。

[0067] 对A549细胞进行膜联蛋白V‑FITC/PI(AV/PI)双染色试验，与对照组凋亡细胞比例

(1 .21％)相比，化合物10不同浓度处理后凋亡细胞比例呈剂量依赖性显着升高，分别为

11.28％、18.00％和30.58％(图3A，图3B)。

[0068] Western  blot分析显示Bcl‑2经化合物10处理后表达下调，但Bad表达上调(图3C)

[0069] 实验结果表明，本发明的化合物10以剂量依赖性方式显著诱导A549细胞中的细胞

凋亡。

[0070] 试验例5化合物10对A549细胞中的细胞迁移研究。

[0071] A549细胞经化合物10处理12h后，对照细胞的伤口闭合率为29.5±1.34％，经化合

物10处理的细胞恢复率分别为23.2±1.15％、15.8±0.87％、9.8±0.96％和6.1±0.50％

(图4A，图4B)。

[0072] 通过Transwell小室试验验证化合物10对A549细胞迁移能力的抑制作用。化合物

10处理(5nM、10nM、20nM和40nM)后，A549细胞的迁移数随着药物浓度的增加而减少，迁移到

635±12、486±10、397±11和157±9个伤口面积，分别显着小于对照组(724±16)(图4C，图

4D)。

[0073] 实验结果表明，本发明的化合物10显着抑制了体外肿瘤细胞迁移。
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图1

图2
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图3
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