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"的抑制活性#并研

究其作为
H4R

抑制剂的抗肿瘤作用&方法
!

采用基因工程手段表达'纯化重组人
H4R

!

.;H4R

"#建立
H4R

活性

检测体系$以色胺酮衍生物作为对象#进行
H4R

抑制活性初筛#对抑制类型'半数抑制浓度以及抑制常数进行测

定$构建高表达人
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的
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转染
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细胞#评价色胺酮衍生物在细胞水平上的
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抑制活性$采用
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比色法考察色胺酮衍生物
%

对人非小细胞肺癌
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细胞的生长抑制作用&结果
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被测色胺酮衍生物均具有
H4R

抑制活性#且细胞水平上的抑制效力高于酶活水平#抑制效力均优于目前通用的
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抑制剂
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作为最强的
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抑制剂#其
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实验结果显示#色胺酮衍生物
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显著抑制
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细胞生长#
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&结论

色胺酮衍生物是一类新型高效的
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抑制剂#在体外对
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细胞具有较强的抗肿瘤活性&
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"是肝脏以外唯一催化色氨酸沿犬

尿氨酸途径!
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#已被证实与肿瘤'阿尔茨海默病'抑郁症和

老年性白内障等多种人类重大疾病密切相关&而

H4R

的表达或活性的异常增高#是导致上述疾病的

一个重要因素+

!

,

#所以筛选高效的
H4R

抑制剂可以

为这些疾病提供有效治疗药物&

自
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年
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被发现以来#至今未被商品化#

这给
H4R

活性检测系统的建立带来了困难#所以国

内少有开展
H4R

抑制剂的化学合成与天然提取的

相关工作&本研究采用基因工程手段获得纯化的

.;H4R

#以此建立了稳定的
H4R

生物活性检测系

统#利用该系统进行
H4R

抑制剂的筛选工作&尽管
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抑制剂的研究在国外已经开展数十年#但是目

前还没有
H4R

抑制剂药物问世&现有的
H4R

抑制

剂普遍存在抑制效率低下'无法透过细胞膜以及产

生吲哚环结构代谢物质等问题+
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是目前体内外实验中普遍使用的
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抑制剂#其抑

制常数!
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近年来#抑制
H4R

在肿瘤治疗中的作用引起了

众多学者的关注+
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&研究证实
H4R

在多种实体肿

瘤如肺癌'肝癌'乳腺癌'结肠癌等肿瘤组织中的表达

明显增强#且与预后密切相关+
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,研究发
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体外能增强肿瘤细胞对
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细胞免疫刺激的

敏感性#体内在
F+E'7

肺癌小鼠模型中能够延缓肿瘤

的生长&
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小鼠模型中#
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与化疗药紫杉醇'顺铂'环磷

酰胺和阿霉素合用#能引起肿瘤的消除&

因此#使用
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抑制剂可能成为一种治疗肿瘤

的有效方法&本研究建立稳定的
H4R

活性检测体

系#筛选新型高效的
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抑制剂#并进行
H4R

抑制

剂抗肿瘤作用的初步研究&
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活性检测体系的建立
!
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,研究的基础上进行优化&
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亚甲基蓝'底物
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甲酰犬尿氨酸到犬尿氨酸的转化&然后
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二甲氨基苯甲醛的乙酸溶液混合#使用酶标
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$)!%=

观测犬尿氨酸与之反应产生的黄颜

色&以
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作为阳性对照#验证本实验建立的
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利用上述反应体
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抑制剂和不同浓度的
H4R

酶#

其他处理方法同上#最后以反应速度对酶浓度作图#

根据所得曲线的关系判断抑制剂类型&抑制常数
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及
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纯化
.;H4R

的活性#制作了酶反应进程曲线!图

#I

"&通过绘制
F2

犬尿氨酸标准曲线!图
#O

"#得到

吸光度与浓度关系曲线&从进程曲线中可以看出纯

化所得
.;H4R

具有色氨酸催化活性&利用该体系#

测得
#2*B

的
H5

*"

为
%!&

"

=6>

(

F

#与文献报道的

%&"

"

=6>

(

F

相近+

$

,

#并且可以重复&因此我们认为

H4R

抑制剂的体外酶活筛选体系已经成功建立#可

用于
H4R

抑制剂的筛选&

!!

TP<

抑制剂的筛选
!

利用上述体外
H4R

活性

检测体系对一系列色胺酮衍生物进行筛选#发现
(

个化合物均具有很强的
H4R

抑制活性#其中色胺酮

衍生物
%

和
$

的
H4R

抑制效果比色胺酮显著!图

!

"#

(

个化合物都是优于
#2*B

的
H4R

抑制剂&

图
F

!

':TP<

酶反应进程曲线和
SB

犬尿氨酸标准曲线

K-

1

F

!

):0(&'>0$5':TP<0#Z

/

40'0"(3-$#"#,3:023"#,"',(&'>0$5SBA

/

#&'0#-#0

!!

I

%

5".(+6L.;H4R+%W

@

=+.+$-:'6%

$

O

%

,:$%#$.#-".(+6LF2Q

@

%".+%'%+/

#$#
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图
D

!

色胺酮衍生物的
TP<

抑制活性

K-

1

D

!

TP<-#:-8-3$'

/

"(3->-3

/

$53'

/6

3"#3:'-#,0'->"3->02

!!

56%:.6>

%

A6'%;'K':6./B;+-6%-+%:.$:'6%76L:.

@8

:$%:;.'%

#+.'($:'(+7$%##2*BE+.+#""

"

=6>

(

F/G+7">:7$.++?

8

.+77+#

$7<

-

0,L.6=%'%#+

8

+%#+%:+?

8

+.'=+%:7/

!!

抑制类型判定及
@-

%

T%

YE

的测定
!

在固定抑制

剂浓度的条件下#用一系列不同浓度的酶与抑制剂

反应并测定反应速度&以反应速度对酶浓度作

图+

#!

,

#根据曲线的特征可以判定
(

个色胺酮衍生物

均为可逆抑制剂!图
%

"&同时利用
H4R

活性检测

体系#测定抑制常数
D'

及半数抑制浓度
H5

*"

!图
%

#

表
#

"#结果发现
(

个化合物中
%

'

$

的
D'

和
H5

*"

值

已达到了纳摩尔级别&

!!

细胞水平
TP<

抑制活性
!

利用质粒
8

-4AI

%/#

!

,

"

2H4R

转染
C<D!)%

细胞#使其高表达

H4R

#然后测定
*

个色胺酮衍生物在细胞水平的

H4R

抑制活性&结果显示色胺酮衍生物对细胞内

的
H4R

同样具有抑制作用#并且抑制效果优于体外

酶活效果 !图
$

"&

!!

色胺酮衍生物
G

对
;YJW

细胞的生长抑制作用

体外酶活水平和细胞水平的
H4R

抑制结果表明#色

胺酮衍生物
%

是一个具有很大潜力的
H4R

抑制剂!图

*

"&

*BB

法进一步研究其对
I*$)

细胞生长的抑制

表
F

!

色胺酮衍生物的抑制常数
@-

和
T%

YE

值

)"8F

!

):0A-#03-(

6

"'"4030'2"#,T%

YE

>"7&02$53'

/6

3"#3:'-#,0'->"3->02

56=

8

6"%# ,:."-:".+ B

@8

+6L'%;'K':'6% D'

!

"

=6>

(

F

"

H5

*"

!

"

=6>

(

F

"

.;H4R C<D!)%2;H4R

#2*B 56=

8

+:':'(+ %$ %&" #&/$

# *'?+#-6=

8

+:':'(+ $/&# '/#*

*/%'-#"

+!

! *'?+#-6=

8

+:':'(+ !#&/) #!#/! A4

% &%-6=

8

+:':'(+ "/#(# "/*%$

!/%"-#"

+!

$ &%-6=

8

+:':'(+ "/%&) "/*'$

*/%)-#"

+!

* &%-6=

8

+:':'(+ )/(* &/#) !/'#-#"

+!

( &%-6=

8

+:':'(+ *&/'% *$/%$ "/&%*

!!

A4

%

A6#+:+-:'6%/

*$#
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H4R

"的色胺酮类抑制剂筛选及其体外抗肿瘤作用

图
G

!

色胺酮衍生物的抑制类型和
@-

值的测定

K-

1

G

!

P030'4-#"3-$#$53:0-#:-8-3-$#3

/6

02"#,A-#03-(

6

"'"4030'2$53'

/6

3"#3:'-#,0'->"3->02

!!

I

%

3>6:6L.+$-:'6%.$:+

+

U

,

$

9

$'%7:+%W

@

=+$=6"%:

+

<

,

/B;+-6%-+%:.$:'6%76LF2:.

@8

:6

8

;$%$%#:;+'%;'K':6.E+.+%""

"

=6>

(

F$%#*"

"

=6>

(

F

#

.+7

8

+-:'(+>

@

/O

%

4+:+.='%$:'6%6L:;+Q'%+:'-

8

$.$=+:+.7/3>6:6L

+

,

,(+

U

,

$

9

$'%7::;+-6%-+%:.$:'6%6L:;+'%;'K':6.

!+

H

,"

/F2

:.

@8

:6

8

;$%-6%-+%:.$:'6%($.'+#L.6=#*"

"

=6>

(

F:6%*"

"

=6>

(

F/B;+'%:+.7+-:'6%

8

6'%:'%:;+

8

>6:7:$%#7L6.=+$7".'%

9

:;+$

88

$.+%:

'%;'K':'6%-6%7:$%:D'/

作用#结果发现#随着色胺酮衍生物
%

的浓度增加#其

对
I*$)

细胞的生长抑制作用增强#半数抑制浓度

H5

*"

为
&/''

"

=6>

(

F

#而
#2*B

即使在最高浓度
&"

"

=6>

(

F

时也几乎不能抑制
I*$)

细胞的生长&

!$#
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图
J

!

色胺酮衍生物细胞水平的
TP<

抑制活性

K-

1

J

!

%077B8"20,"22"

/

$5TP<-#:-8-3-$#$53'

/6

3"#3:'-#,0'->"3->02

!!

3+.-+%:'%;'K':'6%$

9

$'%7:>6

9

+

H

,

E$7

8

>6::+#$%#H5

*"

($>"+E$7#+:+.='%+#/

图
Y

!

色胺酮衍生物
G

对
;YJW

细胞生长抑制作用

K-

1

Y

!

T#:-8-3$'

/

0550(3$5($4

6

$&#,G$#;YJW(0772

讨
!!!

论

基于
H4R

在肿瘤免疫耐受的形成和维持中所

发挥的重要作用#

H4R

已被证实是一个抑制恶性肿

瘤形成和提高肿瘤免疫治疗效果的新靶点+

#%

,

&

H4R

抑制剂作为相关治疗的潜在药物#具有非常广

阔的应用前景&

目前已有的
H4R

抑制剂主要分为以下几个类

别%竞争性抑制剂#如色氨酸衍生物
#2*B

+

$

,

$非竞

争性抑制剂#如苯基咪唑+

#$

,

$反竞争性抑制剂#如生

物碱
+?'

9

"$='%+I

+

#*

,

$通过其他作用机制的抑制

剂&

#2*B

作为与底物色氨酸结构最接近的抑制

剂#已经成为体内外实验中普遍使用的
H4R

抑制

剂&遗憾的是#虽然经过多年的努力#目前只有
!

个

H4R

抑制剂进入临床研究+

#(+#'

,

#世界上还没有
H4R

抑制剂类药物上市&

本实验通过建立稳定的
H4R

活性检测体系#筛

选得到
(

个具有
H4R

抑制活性的色胺酮衍生物#其

中色胺酮衍生物
%

的抑制效果最强#其抑制常数
D'

值为
"/#(#

"

=6>

(

F

#

H5

*"

值为
"/*%$

"

=6>

(

F

#抑制

活性远远高于
#2*B

!

D'

值
%$

"

=6>

(

F

#

H5

*"

值
%&"

"

=6>

(

F

"

+

$

,

#其他
*

个化合物的抑制效果也在很大

程度上优于
#2*B

&进一步实验表明#色胺酮衍生

物对细胞水平
H4R

同样具有抑制作用#且抑制效果

远远优于体外酶活水平#表明色胺酮衍生物能够很

好地穿过细胞膜#在细胞水平发挥
H4R

抑制作用&

*BB

实验发现色胺酮衍生物
%

能够对人非小细胞

肺癌
I*$)

细胞具有明显的抑制作用#且呈剂量依

赖性#其半数抑制浓度为
&/''

"

=6>

(

F

&

色胺酮作为一种喹唑啉酮生物碱#其具有抗菌'

抗炎'抗肿瘤等多种药理活性#但作为
H4R

抑制剂

"$#
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H4R

"的色胺酮类抑制剂筛选及其体外抗肿瘤作用

还是第一次被发现&近年来#色胺酮的抗肿瘤作用

受到了越来越广泛的关注#研究者对多种人类肿瘤

细胞进行了体外实验+

#&

,

#但体内抗肿瘤实验寥寥无

几#对人非小细胞肺癌
I*$)

的抗肿瘤作用研究尚

未见报道&

本实验通过抑制类型的判定'

D'

和
H5

*"

值的测

定#发现色胺酮衍生物是一类新型高效的
H4R

抑制

剂#在体外对人非小细胞肺癌
I*$)

细胞具有较强

的抗肿瘤作用&体内动物实验有待进一步探索#通

过使用色胺酮衍生物来控制
H4R

的活性#逆转由

H4R

介导的肿瘤细胞免疫耐受#从而控制肿瘤细胞

的生长#可能成为防治恶性肿瘤的有效方法#也可能

成为色胺酮的一种新的抗肿瘤机制&
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