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摘要  目的 利用本室诱导建立的耐药细胞株 研究在体外条件下吩噻嗪类衍生物 °× 逆转多药

耐药 ⁄ 活性的构效关系 ∀方法与结果 利用已知 ° ≤ ≤ 功能区晶体结构 结合计算化学和分子图形学手段

对 ° ≤ 抑制剂与 ° ≤ 蛋白分子间可能的相互作用模式进行探讨 ∀结果表明 位取代各种基团逆转 ⁄ 作用强

度依次为 ≤ ≤ ≤ƒ ≤ ≤ ∀边链哌嗪环 χ2位取代基作用强度为 ≤ ≤ ≤ ≤ ∀结论 选

出代表性化合物测定对鼠脑的抑制活性 初步三维构效关系研究表明 °× 抑制 ° ≤ 活性确实与特定的立体结构

特征有关 ∀本研究为进一步探索 °× ° ≤ 和 ⁄ 三者间的内在机制和设计有效 ° ≤ 抑制剂或多药耐药逆转剂

提供了新的途径 ∀
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  肿瘤细胞的多药耐药 ∏ ∏

⁄ 是肿瘤化疗失败的主要原因 ∀所谓肿瘤多药

耐药性 是指患者接受化疗药物治疗后 对原来药物

产生耐药 并且对其它的药物产生交叉耐药 从而出

现临床疗效的降低或无效的现象 ∀ ⁄ 的产生与

基因的过度表达有关 基因的产物 °2糖

蛋白 ° 或 °2 是位于细胞膜表面的能量依赖

性药物外排泵 可将各种不同的细胞毒药物泵出细

胞外 从而减少细胞内药物聚集 防止药物杀伤细胞

的作用≈ ∀因此 开发针对肿瘤细胞耐药的逆转剂

是当前研究主流之一 ∀

蛋白激酶 ≤ ≤ ° ≤ 是一种

≤ !磷脂依赖性蛋白激酶 已经证实 激活的 ° ≤

使蛋白质磷酸化 从而产生各种生物学效应 在细胞

的信号传递中起重要作用 尤其是证实 ° ≤ 可通过

影响 ° 磷酸化水平而影响其转运功能 更引起人

们的极大重视 ∀新近研究表明 ° ≤ 可诱导和加速

° 的磷酸化而导致 ⁄ 的发生和发展≈ ∀因

此 ° ≤ 自然就成为一个非常重要的逆转 ⁄ 研

究的靶点 ∀

吩噻嗪类衍生物对 ⁄ 有较强的逆转作用
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且被广泛用于体外多种肿瘤耐药细胞系的逆转研究

中 ∀虽然吩噻嗪类衍生物逆转 ⁄ 机制仍不清

楚 但是一个主要假设机制已被提出≈ 吩噻嗪类

衍生物是通过与细胞毒药物竞争 ° 的同一结合

位点而阻止药物外排 或者是通过抑制 ° ≤ 酶 从

而阻断 ° 的磷酸化来达到抑制 ⁄ 产生 ∀

为阐明吩噻嗪类衍生物逆转多药耐药与抑制

° ≤的结构特征 我们利用本室诱导建立的耐药细

胞株 ≈ 研究吩噻嗪类衍生物逆转 ⁄

过程中 ° ≤ 的作用 ∀

为进一步研究吩噻嗪类衍生物与 ° ≤ 生物活

性机制 我们利用 ⁄ ≤ 软件 ) 分子对接软件 直

观地在三维空间中考察配体小分子与受体大分子相

互作用时的结合模式特征 并结合生物活性初步探

讨吩噻嗪类衍生物 !° ≤ 和 ⁄ 三者间可能的内

在机制 为设计新的 ° ≤ 抑制剂或多药耐药逆转剂

提供新型结构信息 ∀

材 料 和 方 法

材料 !ΠΚΧ蛋白酶的分离纯化 !ΠΚΧ蛋白酶活

性的测定和细胞毒实验以及逆转阿霉素耐药作用测

定  见另文≈ ∀

吩噻嗪类衍生物和 ΠΚΧ的结合  所有化合物

用 × 公司分子模拟软件系统 中
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/ 0程序进行能量优化 原子点电

荷采用 2 ∏ 体系 收敛到能量变化

1 # ∀分子对接研究是在 ≥

图形工作站上用 × 公司的 ≥≠ ≠ 1

软件包完成的 所有参数均为 ≥≠ ≠ 缺省值 ∀

⁄ ≤ 步骤如下 从 ° 2

° ≤复合物中抽提出 ° 将吩噻嗪类衍生物分

子与 ° 进行分子叠合 以保证它们的空间取向

一致 把叠合后的吩噻嗪类衍生物分子导入 ° ≤ 结

合腔中 优化分子间的相互作用能量 过程中保持受

体位点构象不变 只改变配体构象 ∀

结 果

1  吩噻嗪类衍生物对 Μ∆Ρ 细胞耐药逆转作用

吩噻嗪类衍生物分子结构和实验结果见表 ∀

以衍生物对阿霉素 ⁄ 对 ⁄ 细胞耐药逆转倍

数 ≤ ⁄ ≤ ⁄ 药物 比较各种基团变

化对 ⁄ 细胞耐药逆转强度的情况 ∀结果为 2

≤ ≤ 2≤ƒ 2≤ ≤ ∀

Ταβ 1  Στρυχτυρε οφ πηενοτηιαζινεσ ανδ εφφεχτ ον

Κ562/ Α02

÷ 2 ⁄

°× ≤ ≤ ≥  

°× ≤ ≤ ≥

°× ≤ ≤ ≥

°× ≤ ≤ ≥

°× ≤ ≤ ≥

°× ≤ƒ ≥

°× ≤ ≤ ≥

°× ≤ ≥

°× ≥

°× ≤ ≤ ≥

× ƒ° ≤ƒ ≥

⁄ ⁄ ∏ ∏ °×

° × ƒ° × ∏

  结合表 中各种结构式可见 °× 与

°× 比较 除 位基团外 其余部分完全相同

°× 逆转 ⁄ 细胞作用强度明显减弱 可见

位≤ ≤ 比无取代作用强 ∀ 同样有相似结构

的 °× 与 °× 比较 位取代 ≤ƒ 基团远远优

于 ≤ ≤ 基团 ∀ 与对照品三氟拉嗪 × ƒ° 比

较 °× 的 位取代 ≤ ≤ 基团大大优于 ≤ƒ

基团 ∀

另外 同样有吩噻嗪环主结构的 °× °×

和 °× 之间 若边链 χ位哌嗪环取代基不同 其

逆转作用强度仍有明显差异 表 实验结果如下

≤ ≤ ≤ ≤ ∀

2  吩噻嗪类衍生物对鼠脑 ΠΚΧ活性抑制作用

按试剂盒说明测定 种吩噻嗪类衍生物

°× °× °× 和 ×ƒ° 对 ° ≤ 酶活性的影

响 结果见表 以 ≤ 使 鼠脑 ° ≤ 酶活性

受到抑制的吩噻嗪类衍生物的浓度 # 比

较抑制作用强度 其中 °× 与 × ƒ°抑制作用强

度大于 °× 与 °× ∀

Ταβ 2  Ινηιβιτιον οφ ΠΚΧ(ρατ βραιν) βψ ΠΤΖσ

≤ ≤ Λ # √

× ƒ°   ?

°× ?

°× ? °

°× °

   ° ≤ ° ≤

3  ΠΜΑ存在下 , ΠΤΖ11 对 ΠΚΧ活性抑制

结果见图 表明在 ° ≤ 激动剂 ° 存在

下 °× 仍能抑制 ° ≤ 活性 但抑制率降低 提

示 °× 可能和 ° 竞争性地结合 ° ≤ 从而抑

制 ° 激活作用 ∀

ƒ  ° ≤ ιν ϖιτρο °×

° Λ # ° ≤ √

√ ∏

°× Λ # υ °

° τ ° °× °
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4  ΠΤΖ11 对 Κ562/ Α02 细胞 ΠΚΧ活性抑制作用

结果表明 °× 存在时 细胞内的 ° ≤ 活

性为 # 而阴性对照 细

胞内 ° ≤ 活性为 # 两者差别有

显著意义 Π 1 提示 °× 能抑制细胞内

° ≤ 活性 ∀

5  吩噻嗪类衍生物与 ΠΚΧ相互作用的分子图形

利用 × 公司的 ≥≠ ≠ 1 软件包 我们

模拟了有结构代表性的两个化合物 °× 和 °×

与 ° ≤ ≤ 功能区可能的结合模型 如图 所

示 从不同配体和受体相互作用模式的区别有显著

意义方面阐明 °× 和 °× 抑制 ° ≤ 活性 实验

数据 ∀另外 通过 / ≥ ƒ 0程序对这

个化合物进行叠合 见图 和图 ∀

ƒ  √ ∏ °× °× ¬ ° ≤ ∆ ≤ ×

× ∏

ƒ  ≤ °×

°×

ƒ  ≤ °×

°× °× × ƒ°

讨 论

目前已应用于逆转 ⁄ 的药物 最主要的一

大类为膜转运调节剂 如钙离子通道拮抗剂和钙调

蛋白 ∏ ≤ 抑制剂等 ∀吩噻嗪类衍生

物是一种较典型的 ≤ 抑制剂 ∀我们的研究表明

新的吩噻嗪类衍生物都有一定的逆转 ⁄ 活性的

作用 但作用强度差别很大 ∀吩噻嗪环上 2位和边

链哌嗪环 χ2位取代基团不同 逆转 ⁄ 活性有明

显差异 ∀具 2位取代基团化学结构的逆转作用强

度依次为 ≤ ≤ ≤ƒ ≤ ≤ ∀具边链哌

嗪环 χ2位取代基的逆转作用强度为 ≤

≤ ≤ ≤ ∀可见 χ2位带有羰基和羟基

的极性取代基团不利于活性 而 ≤ 这种疏水烷基

有利于逆转活性 ∀推测可能是药物分子边链与受体

的某疏水区域相互作用的结果 ∀另外 从 °× 和

°× 活性比较来看 边链 χ2取代烷基哌嗪环比哌

啶环有利于逆转 ⁄ 活性 ∀
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有报道≈ 吩噻嗪类衍生物也可抑制 ° ≤ 活

性 这是否与逆转 ⁄ 相关尚未见报道 ∀我们选

择 个代表性化合物测定对鼠脑 ° ≤ 酶的抑制活

性 ∀结果表明 °× 与 × ƒ°活性高 而 °× 与

°× 活性较低 ∀通过 / ≥ ƒ 0程序对

这 个化合物进行叠合 发现主要区别在于 位氮

原子上边链的走向不一致 见图 °× 和 × ƒ°

取向一致 而 °× 与 °× 取向相同 ∀恰巧与上

面抑制 ° ≤ 活性结果一致 提示吩噻嗪类衍生物抑

制 ° ≤ 确实与特定的立体结构特征有关 ∀见图

造成 °× 与 °× 构象不同的主要原因为 位

取代基团 °× 是硫醚键 而 °× 的 位氧化为

砜 ∀

通过研究在 ° ≤ 激动剂 ° 存在下 °×

对 ° ≤ 活性的影响 发现其抑制 ° ≤ 活性能力下

降 且与 °× 浓度呈正相关 提示 °× 可能通

过与 ° 竞争 ° ≤ 的结合位点而起作用 ∀这为

利用已知 ° ≤ ≤ 功能区晶体结构来探索与抑制

剂结合模型提供实验依据 ∀利用 × 公司的

≥≠ ≠ 1 软件包进行分子图形学研究 ∀ ° ≤

≤ 功能区的原子坐标来源于 °⁄ √

° ⁄ 数据库 经 ⁄ ≤ 研究 得到

°× °× 与 ° ≤ ≤ 相互作用的模式 由图

可见 °× 中的两个苯环与一个长烷基边链可

分别与 ° ≤ 中的 个疏水作用区域紧密结合 也进

一步证实 等≈ 提出抑制剂与 个疏水

区域相互作用模型 而活性较差的 °× 仅边链与

° ≤ 一个疏水区域相互作用 从分子图形学研究可

明显解释活性差异 实验数据 与相互作用模式相关

性 ∀由于 °× 与 °× 结构上差异 造成构象的

不同 使得两者在与 ° ≤ 相互作用时产生不同强度

的疏水作用 从而抑制 ° ≤ 活性的程度有很大差

别 ∀另外 这种作用模型也部分解释了哌嗪环 χ位

疏水取代基 ≤ 作用大于极性取代基 ≤ ≤ 和

≤ 作用的结果 ∀结合前面 ⁄ 研究 发现

°× 与 °× 逆转 ⁄ 细胞 对阿

霉素耐药倍数分别为 1 和 1 提示吩噻嗪类

衍生物抑制 ° ≤ 与逆转 ⁄ 之间可能有某些关

联 ∀本研究应用计算机辅助分子图形学初步探索了

° ≤ 酶与抑制剂相互作用模式 为进一步设计有效

的 ° ≤ 抑制剂提供了新的途径 ∀

° ≤与 ⁄ 关系的研究起步较晚 有些问题

还未搞清或未被完全证实 但其在 ⁄ 发生发展

的作用基本上是可以肯定的 ∀吩噻嗪类衍生物是否
通过抑制 ° ≤ 酶从而间接作用于 ° 蛋白 逆转多

药耐药 我们的初步探索结果不能作为结论 ∀首

先 ° ≤ 酶活性的抑制实验都是在离体的鼠脑组织

中测定的 ∀其次 我们还需要更多吩噻嗪类衍生物

进行 ⁄ 和 ° ≤ 构效关系分析 ∀通过系列化合

物 配体 与受体结合的相互作用能计算值与实验生

物活性相关性 来研究分子作用机制 ∀我们只是试

图从三维分子图形角度阐明吩噻嗪类衍生物抑制

° ≤活性差异 而且尝试利用已知 ° ≤ ≤ 功能

区晶体结构来探索与抑制剂结合的模型 为深入研

究吩噻嗪类衍生物的作用机制 进一步设计受体选

择性配体探索一条可行途径 ∀
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ΑΒΣΤΡΑΧΤ  ΑΙΜ: × ∏ ∏ ∏ 2 √ °×

≤ ° ≤ √ ∏ ∏ ⁄ ιν ϖιτρο ΜΕΤΗΟ∆Σανδ ΡΕΣΥΛΤΣ : ×

°× ° ≤ ∏ ÷2 ∏ ∏ °

¬ ° ≤ ≤ ⁄ ≤ ¬ × ∏

√ °× ⁄ 2≤ ≤ 2≤ƒ 2≤ ≤ ×

∏ ∏ ⁄ × ∏ ≤ ≤ ≤

≤ ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ: ≥ √ √ °× ° ≤ × √

°× ° ≤ ∏ ∏ ∏ ∏ ∏ 2 ∏ ∏

°× ° ≤ √ ∏ ∏ ° ≤2
∏ ∏ ∏ ∏ 2 √ ∏ ∏ ∏ ∏ ∏ √

∏ √ ∏

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ  ∏ ∏ √ ≤
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