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一种新型 ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＪＮ６５的抗肿瘤活性及其
分子模拟机制研究
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，金　坚
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摘　要　在恶性血液肿瘤中，ＰＩ３Ｋ信号通路往往呈现过度表达的紊乱状态，开发ＰＩ３Ｋ抑制剂治疗恶性血液肿瘤具有广阔的应用
前景。本研究通过恶性血液肿瘤的特异性筛选，得到了一个ＰＩ３Ｋ靶向抑制剂ＪＮ６５。ＭＴＴ检测发现ＪＮ６５可以有效抑制血液肿
瘤的增殖，其中对白血病细胞特异性较强。体外酶活性检测发现ＪＮ６５对ＰＩ３Ｋ具有一定的抑制活性且对ＰＩ３Ｋγ表现出较强的选
择性抑制作用，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验表明，ＪＮ６５能有效抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路，细胞流式实验证明，ＪＮ６５通过抑制ＰＩ３Ｋ信号通路有
效地诱导肿瘤细胞的凋亡。本研究采用分子对接模拟方法研究ＪＮ６５与ＰＩ３Ｋ相互作用关系，在分子水平对ＰＩ３Ｋ的抑制机制进行
了研究。ＪＮ６５有望成为一个潜在的ＰＩ３Ｋ抑制剂，能特异性地抑制恶性血液肿瘤。
关键词　ＰＩ３Ｋ抑制剂；ＪＮ６５；恶性血液肿瘤；白血病；分子对接
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第５０卷第４期 柯　珂，等：一种新型ＰＩ３Ｋ抑制剂ＪＮ６５的抗血液肿瘤活性评价及分子模拟机制研究

　　恶性血液肿瘤（ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓ，
ＨＭｓ）是由血液细胞恶性增殖引起的一大类血液疾
病，主要包括白血病（ｌｅｕｋｅｍｉａ）、淋巴瘤（ｌｙｍｐｈｏ
ｍａｓ）以及多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）。
ＨＭｓ约占所有肿瘤疾病的 ９％，为第 ４大恶性肿
瘤［１］。ＨＭｓ的临床治疗目前仍以联合化疗为主，
如免疫调节剂 ｌｅｎａｌｉｄｏｍｉｄ以及蛋白酶体抑制剂
ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ等。这些治疗方案虽然取得了一定的效
果，但是由于这类药物特异性缺失，现已出现明显

的多药耐药问题以及严重的不良反应，因此新的治

疗药物亟待开发［２］。研究表明，ＨＭｓ扩散迅速且
经常规避治疗，使得该类疾病难以治愈，复发率较

高，因此防止血液肿瘤细胞的快速增殖成为该疾病

治疗的一个重要手段。目前，ＨＭｓ特异性靶点的
确定及靶向治疗成为新的研究方向。其中，磷脂酰

肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）信
号通路因其对细胞的增殖、代谢、存活、抗凋亡的关

键调控而备受关注［３］。大量研究表明，ＰＩ３Ｋ的过
度激活与多种肿瘤（如乳腺癌、结直肠癌、肺癌、恶

性血液肿瘤等）的发生、发展和预后密切相关，因

此ＰＩ３Ｋ逐渐发展成为抗肿瘤领域的一个重要靶
点［４－９］。ＰＩ３Ｋ具有丝氨酸／苏氨酸（Ｓｅｒ／Ｔｈｒ）激酶
特性，同时还具有磷脂酰肌醇激酶的活性。根据结

构和底物特异性，ＰＩ３Ｋ主要分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类，其中
Ⅰ类ＰＩ３Ｋ因其在肿瘤中的重要作用而受到最广泛
的研究［１０－１１］。Ⅰ类 ＰＩ３Ｋ又分为ⅠＡ和ⅠＢ两个
亚类，其中ⅠＡ类主要由受体酪氨酸激活，基于催
化亚基的不同又分为 ＰＩ３Ｋα、ＰＩ３Ｋβ和 ＰＩ３Ｋδ３个
亚型；ⅠＢ类即为 ＰＩ３Ｋγ亚型，由 Ｇ蛋白偶联受体
（ＧＰＣＲｓ）激活［１２］。激活的 ＰＩ３Ｋ将 ＰＩ（４，５）Ｐ２转
化为ＰＩ（３，４，５）Ｐ３，从而募集 ＰＤＫ１、Ａｋｔ等分子并
使之磷酸化，将活化信号向下传递，从而影响细胞

的生长、分裂、增殖和存活［１３］。

在多种恶性血液肿瘤中，如 Ｔ细胞急性淋巴
细胞白血病（ＴＡＬＬ）、急性髓系白血病（ＡＭＬ）、多
发性骨髓瘤（ＭＭ）中，ＰＩ３Ｋ信号通路往往呈现过
度表达的紊乱状态，因此开发 ＰＩ３Ｋ抑制剂治疗恶
性血液肿瘤具有广阔的应用前景［１４－１６］。第一个成

功上市的 ＰＩ３Ｋ抑制剂为 ｉｄｅｌａｌｉｓｉｂ（ＣＡＬ１０１），于
２０１４年被ＦＤＡ批准用于治疗慢性淋巴细胞白血
病（ＣＬＬ）和小淋巴细胞淋巴瘤（ＳＬＬ）［１７］。随后，
ｄｕｖｅｌｉｓｉｂ（ＩＰＩ１４５）也于２０１８年成功上市，主要用

于治疗复发性或难治性滤泡性淋巴瘤［１８］。因此本

研究拟通过对本课题组前期工作得到的８２个潜在
ＰＩ３Ｋ抑制剂进行抗恶性血液肿瘤活性研究，并采
用计算机模拟的方法在分子水平研究活性化合物

ＪＮ６５与ＰＩ３Ｋ的结合机制。

!

　材　料

１１　试　剂
８２个化合物购自美国 ＣｈｅｍＢｒｉｄｇｅ公司；阳性

药ＰＩ１０３（美国ＳｅｌｌｅｃｋＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司）；ＭＴＴ粉末
（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶ凋亡检测试剂盒
（美国 ＢＤ公司）；ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液、蛋白裂
解液（上海碧云天生物技术公司）；ＡＤＰＧｌｏ发光
检测试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，试剂盒含有
ＰＩ３Ｋα、β、δ、γ及 ＰＩＰ２底物蛋白）；ＢＣＡ蛋白浓度
测定试剂盒（中国Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司）；ＥＣＬ发光液（上
海 Ｔａｎｏｎ公司）；ＲＰＭＩ１６４０培养基、ＩＭＤＭ培养
基、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；抗体 ＰｈｏｓｐｈｏＡｋｔ
Ｓｅｒ４７３、抗体 ＴｏｔａｌＡｋｔ（上海 Ａｂａｃｍ公司）；抗体
ＧＡＰＤＨ（美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）。７（１甲基１Ｈ吡
咯并［２，３ｂ］吡啶４基）１（２Ｈ）异喹啉酮（ＪＮ６５，
美国ＣｈｅｍＢｒｉｄｇｅ公司）。
１２　细胞株

白血病细胞（ＨＬ６０、Ｕ９３７、Ｋ５６２、Ｊｕｒｋａｔ），多发
性骨髓瘤细胞（ＯＣＩＭｙ５、ＫＭＳ１１、Ｕ２６６）均购自
ＡＴＣＣ细胞库。
１３　仪器及计算软件

Ｔ７５００高性能计算工作站（美国戴尔公司）；
ＤｓｉｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ３５（美国Ｂｉｏｖｉａ公司）；ＰｙＭＯＬ（美
国 ＤｅＬａｎｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＬＬＣ公司），Ｐｒｉｓｍ分析软件
（美国ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅ公司）；凝胶成像仪（上海
Ｔａｎｏｎ公司）；Ｉｎｆｉｎｉｔｅ２００ＰＲＯ酶标仪（中国 Ｔｅｃａｎ
公司）；电泳仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；流式细胞仪
（美国ＢＤ公司）。

"

　方　法

２１　细胞筛选模型建立
将白血病细胞（ＨＬ６０、Ｕ９３７、Ｋ５６２、Ｊｕｒｋａｔ）和

多发性骨髓瘤细胞（ＯＣＩＭｙ５、ＫＭＳ１１、Ｕ２６６）复苏
后，分别加入含有１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基和含有１０％胎牛血清的 ＩＭＤＭ培养基，将细
胞置于３７℃、５％ ＣＯ２的细胞培养箱中培养。当
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细胞的生长密度达到 ７０％ ～８０％时，收集后于
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后重悬传代培养。
２２　ＭＴＴ方法测定化合物抑制细胞增殖

取细胞状态良好的恶性血液肿瘤细胞 Ｕ９３７
以密度为每毫升８×１０４个细胞接种于９６孔板，每
孔共９５μＬ。将 ８２个化合物溶液用培养基释至
１０μｍｏｌ／Ｌ分别以每孔５μＬ加入含细胞的９６孔板
中，后放入培养箱中孵育７２ｈ。培养结束后，每孔
加入５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液１０μＬ，继续孵育４ｈ。随
后每孔加入 ＤＭＳＯ１００μＬ，培养箱中孵育过夜。
最后在波长为４９０ｎｍ处，用酶标仪检测吸收度。
２３　ＪＮ６５抑制多种恶性血液肿瘤细胞的增殖

取细胞状态良好的多种恶性血液肿瘤细胞，其

中包括白血病细胞（ＨＬ６０／Ｕ９３７／Ｋ５６２／Ｊｕｒｋａｔ）和
多发性骨髓瘤细胞（ＯＣＩＭｙ５／ＫＭＳ１１／Ｕ２６６）。计
数稀释后，每种细胞以密度为每毫升８×１０４个细
胞接种于９６孔板，每孔共９５μＬ。采用倍稀法稀
释ＪＮ６５浓度（０～２５μｍｏｌ／Ｌ），分别将药物５μＬ
加入到细胞孔板中，放入培养箱中，分别孵育２４、
４８和７２ｈ。培养结束后，每孔加入５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ
溶液１０μＬ，继续孵育４ｈ。随后每孔加入 ＤＭＳＯ
１００μＬ，培养箱中孵育过夜。最后在波长为
４９０ｎｍ处，用酶标仪检测吸收度。
２４　体外酶活性实验检测 ＪＮ６５的 ＰＩ３Ｋ抑制
活性

使用ＡＤＰＧｌｏ试剂盒检测ＪＮ６５的ＰＩ３Ｋ抑制
活性：首先设置ＪＮ６５终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ，采用倍
稀法稀释 ＪＮ６５浓度，设置 １０个浓度梯度（０～
２０μｍｏｌ／Ｌ）。按照ＡＤＰＧｌｏ试剂盒说明书分别配
制ＰＩ３Ｋα、β、δ、γ酶反应溶液，每孔２μＬ，随后每孔
加入ＪＮ６５０５μＬ，最后加入 ＰＩ３Ｋ底物蛋白 ＰＩＰ２
２μＬ，空白组加入相应量的 ＤＭＳＯ，所有溶液配制
于３８４孔白板中并设置３个复孔；第二步加入ＡＴＰ
溶液０５μＬ启动反应，室温孵育４５ｍｉｎ；随后加入
ＡＤＰＧｌｏ检测溶液５μＬ，室温孵育４０ｍｉｎ后加入
激酶检测缓冲液１０μＬ，２３℃孵育５０ｍｉｎ；最后，利
用酶标仪检测荧光信号强度，使用Ｐｒｉｓｍ拟合ＩＣ５０。
２５　免疫印迹法检测 ＪＮ６５抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号
通路

将白血病细胞Ｊｕｒｋａｔ培养于细胞培养瓶中，待
细胞密度为８０％，收集离心处理后，计数稀释至密
度为每毫升２×１０６个细胞接种于６孔板，每孔共

２ｍＬ。ＪＮ６５浓度为：０，２５，５，１０，２０μｍｏｌ／Ｌ。共
同孵育２４ｈ后，离心收集并用４℃ ＰＢＳ重悬吹洗
细胞两次。弃上清液加入细胞裂解液１００μＬ，放
置于冰上超声破碎，随后４℃静置反应２０ｍｉｎ。最
后使用４℃离心机，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心２０ｍｉｎ。

离心后取上清液，用 ＢＣＡ蛋白浓度测试试剂
盒测定蛋白浓度，取总蛋白３０μｇ进行聚丙烯酰胺
凝胶电泳。上层浓缩选取８０Ｖ电泳０５ｈ，下层分
离胶选取１００Ｖ电泳１ｈ，转膜选取１００Ｖ电压运
行１ｈ，５％脱脂奶粉封闭９０ｍｉｎ，一抗孵育（Ｐｈｏｓ
ｐｈｏＡＫＴＳｅｒ４７３，ＧＡＰＤＨ），４℃过夜，ＴＢＳＴ洗膜４次，
每次１０ｍｉｎ，二抗孵育６０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗膜４次，每
次１０ｍｉｎ。最后利用ＥＣＬ发光显影液，将ＮＣ膜放
置于凝胶成像仪中发光成像。

２６　细胞流式法检测ＪＮ６５对白血病细胞的促凋
亡作用

将白血病细胞Ｊｕｒｋａｔ培养于细胞培养瓶中，待
细胞密度为８０％，收集离心处理后，计数稀释至密
度为每毫升１×１０５个细胞接种于１２孔板，每孔共
１ｍＬ。ＪＮ６５以浓度梯度：０，２５，５，１０，２０μｍｏｌ／Ｌ
分别作用２４ｈ。先加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ
１００μＬ重悬细胞，再依次加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ溶
液５μＬ和ＰＩ溶液５μＬ，避光反应１０ｍｉｎ。打开流
式细胞仪，准备上样时，每个样品加入结合缓冲液

２００μＬ终止反应并重悬细胞，开始检测。
２７　计算机模拟ＪＮ６５与Ⅰ类ＰＩ３Ｋ相互作用

从ＰＤＢ数据库中选择分辨率最高的含有抑制
剂配体的 ＰＩ３Ｋ晶体结构：ＰＩ３Ｋα（５ＸＳＣ）［１９］、
ＰＩ３Ｋβ（２Ｙ３Ａ）［２０］、ＰＩ３Ｋδ（４ＸＥＯ）［２１］、ＰＩ３Ｋγ
（４ＫＺＣ）［２２］。使用ＤＳ３５绘制 ＪＮ６５，并通过 Ｌｉｇ
ａｎｄＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎ模块基于 ＣＨＡＲＭｍ力场对其进行
优化。使用ＤＳ３５软件中的ＰｒｏｔｅｉｎＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎ模
块对４个蛋白进行预处理，包括：删除所有存在的
结晶水分子、修正键级、添加氢原子、基于

ＣＨＡＲＭｍ力场分配局部电荷、分配质子化状态、优
化体系的结构并在ＲＭＳＤ达到０３?时停止优化。
通过ＤｅｆｉｎｅａｎｄＦｉｎｄＢｉｎｄｉｎｇＳｉｔｅ模块，以蛋白晶体
结构原有小分子抑制剂配体作为参照中心，生成活

性口袋格点用于对接。采用ＣＤＯＣＫＥＲ模块将ＪＮ
６５分别对接到４个亚型中，保留对接结果最好的
复合物进行分析，其余参数均为默认值。
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#

　结　果

３１　ＪＮ６５对血液肿瘤细胞的毒性作用
为了寻找能够特异性抑制恶性血液肿瘤的

ＰＩ３Ｋ抑制剂，本研究首先使用Ｕ９３７白血病细胞对
前期得到的８２个化合物进行细胞水平初筛。初筛
药物浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ，作用时间为７２ｈ，最后使
用ＭＴＴ法分析细胞的存活率，进而检测化合物对
细胞的抗增殖作用，结果见图１。从图中可见，部
分化合物对 Ｕ９３７具有一定的抑制活性（对 Ｕ９３７
细胞抑制率在７０％以下）。以抑制率７０％为阈值，
可以发现ＪＮ６５（结构见图１）对 Ｕ９３７表现出较强
的毒性作用，表明ＪＮ６５具有较强的抗白血病细胞
的增殖作用。

３２　ＪＮ６５有效抑制恶性肿瘤细胞的增殖
为了进一步证实 ＪＮ６５对血液肿瘤细胞的抑

制作用，将ＪＮ６５作用于多种血液肿瘤细胞系。采
用倍稀法将 ＪＮ６５按照一定浓度梯度 （０～
２５μｍｏｌ／Ｌ）作用于多种细胞，包括白血病细胞
（ＨＬ６０／Ｕ９３７／Ｋ５６２／Ｊｕｒｋａｔ）和多发性骨髓瘤细胞
（ＯＣＩＭｙ５／ＫＭＳ１１／Ｕ２６６），同时孵育不同时间（２４，
４８，７２ｈ），结果如图２。图２Ａ、２Ｂ、２Ｃ表明，随着
ＪＮ６５作用浓度和作用时间的增加，细胞的增殖均
呈现逐渐下降的趋势，对部分细胞表现出了较强的

抑制作用，包括 ＨＬ６０、Ｕ９３７、Ｊｕｒｋａｔ白血病细胞，
表明了ＪＮ６５可能对白血病细胞具有更强的抑制
作用。随着 ＪＮ６５作用浓度的升高（图 ２Ｄ），
Ｊｕｒｋａｔ细胞的增殖生长受到极强的抑制，仅在２４ｈ
作用后细胞存活率就低于５０％：作用２４ｈ的ＪＮ６５
的ＩＣ５０为８３３μｍｏｌ／Ｌ；作用４８ｈ的 ＪＮ６５的 ＩＣ５０
为４６８μｍｏｌ／Ｌ；作用７２ｈ的ＪＮ６５的ＩＣ５０为３１２
μｍｏｌ／Ｌ；对 Ｕ９３７作用 ７２ｈ的 ＪＮ６５的 ＩＣ５０为
１０４６μｍｏｌ／Ｌ。因此 ＪＮ６５能高效抑制恶性血液
肿瘤细胞，尤其是白血病细胞的增殖和生长，并且

这种抑制呈现一定的剂量与时间依赖关系。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＭＴＴｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｔｈｅ
ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＪＮ６５
ＪＮ６５：７（１Ｍｅｔｈｙｌ１Ｈｐｙｒｒｏｌｏ［２，３ｂ］ｐｙｒｉｄｉｎ４ｙｌ）ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎ１
（２Ｈ）ｏｎｅ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＪＮ６５ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｍａｌｉｇｎａｎｔｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓＶａｒｉｏｕｓｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＪＮ６５ｆｏｒ（Ａ）２４ｈ；（Ｂ）４８ｈ；（Ｃ）７２ｈ；（Ｄ）ＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＪＮ６５（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３１４



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１９，５０（４）：４１０－４１６ 第５０卷

３３　ＪＮ６５抑制 ＰＩ３Ｋ功能并有效抑制 ＰＩ３Ｋ信号
通路

以上实验结果表明了在细胞水平 ＪＮ６５对多
种恶性血液肿瘤细胞的增殖具有显著的抑制作用，

为了进一步验证 ＪＮ６５对 ＰＩ３Ｋ的抑制效果，采用
ＡＤＰＧｌｏ发光试剂盒进行体外 ＰＩ３Ｋ激酶检测。结
果表明，ＪＮ６５对 ＰＩ３Ｋ具有一定的抑制活性，ＩＣ５０
分别为：ＰＩ３Ｋα＞２０μｍｏｌ／Ｌ；ＰＩ３Ｋβ＝（１５２４±
１０２）μｍｏｌ／Ｌ；ＰＩ３Ｋδ＝（１８２４±１４３）μｍｏｌ／Ｌ；
ＰＩ３Ｋγ＝（１０１３±０９２）μｍｏｌ／Ｌ。由此可见 ＪＮ６５
对ＰＩ３Ｋ具有一定的抑制活性，其中对 ＰＩ３Ｋγ的抑
制活性较高，表现出一定的 ＰＩ３Ｋ亚型选择性抑制
效果。为了进一步检测 ＪＮ６５在蛋白水平对 ＰＩ３Ｋ
信号通路的抑制作用，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测
在不同浓度的ＪＮ６５作用下ＰＩ３Ｋ信号通路关键蛋
白Ａｋｔ磷酸化（ｐＡｋｔＳｅｒ４７３）水平，分析活性化合物
对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路相关因子的影响，进一步揭
示候选化合物抑制白血病细胞的作用机制。选用

Ｊｕｒｋａｔ细胞作为实验对象，结果见图３，结果表明随
着化合物作用浓度的加大，ｐＡｋｔ表达受到的抑制
作用增强，同时化合物对ｔｏｔａｌＡｋｔ没有明显抑制作
用。在Ｊｕｒｋａｔ细胞中，ＪＮ６５表现出比阳性化合物
更强的抑制效果，且这种抑制效果也呈现出一定的

浓度依赖关系。证明了在蛋白水平 ＪＮ６５确实能
够有效地抑制ＰＩ３Ｋ的表达。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＪＮ６５ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

３４　ＪＮ６５有效促进恶性血液肿瘤细胞的凋亡
上述实验证明了ＪＮ６５对ＰＩ３Ｋ具有明显的抑

制作用，为了进一步观察化合物对肿瘤细胞的促凋

亡作用，运用流式细胞术来检测化合物对肿瘤细胞

的促凋亡作用。以Ｊｕｒｋａｔ细胞作为实验对象，将候
选化合物作用于 Ｊｕｒｋａｔ细胞株孵育 ２４ｈ后，经
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和碘化乙啶（ＰＩ）染色，用流式细胞
仪分析ＡｎｎｅｘｉｎＶ细胞的阳性率，分析 Ｊｕｒｋａｔ细胞
的凋亡情况，结果见图４。可以看出随着 ＪＮ６５作
用浓度的增大，细胞出现了显著的凋亡。当 ＪＮ６５

作用浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ时，有超过一半的 Ｊｕｒｋａｔ肿
瘤细胞发生凋亡，并在２０μｍｏｌ／Ｌ发生凋亡的细胞
已高达７４１％。这表明 ＪＮ６５能有效促进肿瘤细
胞发生凋亡。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＪＮ６５ｉｎｄｕｃｅｓｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｍａｌｉｇｎａｎｔｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌ
ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ

３５　ＪＮ６５与ＰＩ３Ｋ活性口袋相互作用分析
上述生物学活性实验已经表明 ＪＮ６５能通过

抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路进而诱导恶性血液肿瘤细
胞发生凋亡从而抑制肿瘤细胞的增殖，为了在分子

水平深入研究 ＪＮ６５与Ⅰ类 ＰＩ３Ｋ的相互作用关
系，通过分子对接技术将 ＪＮ６５分别对接到 ４个
ＰＩ３Ｋ亚型蛋白中，对接得分结果分别为 ＰＩ３Ｋα＝
－５６０ｋｃａｌ／ｍｏｌ、ＰＩ３Ｋβ＝－１０２３ｋｃａｌ／ｍｏｌ、ＰＩ３Ｋδ＝
－６１８ｋｃａｌ／ｍｏｌ、ＰＩ３Ｋγ＝－１１４０ｋｃａｌ／ｍｏｌ。对接结
果表明，ＪＮ６５与 ＰＩ３Ｋγ的结合作用最强，显著高
于对ＰＩ３Ｋα及 ＰＩ３Ｋδ的结合强度，该模拟结果也
符合上述体外酶活性结果。对接结果如图５所示，
图５Ａ显示 ＰＩ３Ｋα活性口袋内有一个残基 Ｌｙｓ６５６
与ＪＮ６５的吡咯环形成 πＨ键，对比 ＰＩ３Ｋα活性
结合口袋，ＪＮ６５的吡咯环也与 ＰＩ３Ｋδ的残基
Ｍｅｔ７５２形成了 πＨ键（图５Ｃ）。除此之外，ＪＮ６５
异喹啉酮上的酮基与ＰＩ３Ｋδ的残基Ｖａｌ８２８形成了
氢键，这增强了ＪＮ６５与ＰＩ３Ｋδ的相互作用。观察
图５Ｂ，在ＰＩ３Ｋβ活性结合口袋内，ＪＮ６５周围有大
量氨基酸，并且 ＪＮ６５的吡啶环与 Ｖａｌ８４７形成了
πＨ键，除此之外与残基 Ｖａｌ８４８通过氢键形成较
强的相互作用。此外，ＪＮ６５异喹啉酮上的吡啶 Ｎ
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与ＰＩ３Ｋβ的氨基酸 Ａｓｐ８０７形成氢键，酮基和氨基
酸Ｔｙｒ８３３形成氢键相互作用，这些氢键作用帮助
ＪＮ６５稳定在ＰＩ３Ｋβ的活性口袋内，极大地改善了
ＪＮ６５与 ＰＩ３Ｋβ的结合亲和力。分析 ＰＩ３Ｋγ活性
口袋（图５Ｄ），发现 ＪＮ６５围绕着更多的非极性氨
基酸，如 Ｐｈｅ９６１、Ｉｌｅ８３１、Ｔｒｐ８１２和 Ｌｙｓ８３３，这些氨
基酸将 ＪＮ６５紧紧包围在 ＰＩ３Ｋγ活性口袋内。
ＰＩ３Ｋγ的残基Ａｌａ８８５和 Ｉｌｅ８７９均和 ＪＮ６５形成了
πＨ相互作用，尤其是氨基酸 Ｖａｌ８８２与异喹啉酮
上的吡啶Ｎ和酮基均形成了氢键相互作用。有趣

的是，这些关键性氨基酸都是非极性氨基酸，因此

非极性作用是ＪＮ６５与ＰＩ３Ｋ结合的关键作用。通
过对比４个亚型在吡咯并吡啶环上和异喹啉酮上
的吡啶环上与ＪＮ６５形成的πＨ相互作用，研究发
现在异喹啉酮的吡啶环上形成的 πＨ相互作用对
ＪＮ６５结合ＰＩ３Ｋ活性口袋具有重要影响，这意味
着异喹啉酮的吡啶环对ＪＮ６５与ＰＩ３Ｋ的亲和力起
到关键作用，为后期化合物结构改造提供了一定的

理论基础。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＰｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＪＮ６５ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｗｉｔｈｆｏｕｒｉｓｏｆｏｒｍｓｏｆＰＩ３Ｋｓｂｙ２Ｄ（ｌｅｆｔ）ａｎｄ３Ｄ（ｒｉｇｈｔ）
Ａ：ＰＩ３Ｋα；Ｂ：ＰＩ３Ｋβ；Ｃ：ＰＩ３Ｋδ；Ｄ：ＰＩ３Ｋγ

$

　讨　论

在对８２个化合物细胞筛选实验中，化合物ＪＮ
６５的抗肿瘤活性效果突出。随后对包括白血病细
胞和多发性骨髓瘤细胞在内的多种恶性血液肿瘤

细胞的增殖抑制作用检测结果表明，ＪＮ６５能有效
抑制恶性血液肿瘤细胞的生长和增殖，尤其是对白

血病细胞抑制效果更强，其 ＩＣ５０最高可达 ３１２５
μｍｏｌ／Ｌ，并且其抑制作用呈现出浓度和时间依赖
性。通过体外酶实验发现ＪＮ６５对ＰＩ３Ｋ具有显著
的抑制作用，且对 ＰＩ３Ｋγ表现出一定的选择性抑
制作用。大量研究表明了 ＰＩ３Ｋγ主要表达于白血
球中，对ＰＩ３Ｋγ的选择性抑制往往有助于恶性血
液肿瘤的治疗［１］，上述细胞实验表明ＪＮ６５对白血
病细胞具有特异性抗增殖作用，因此推测这种特异

性作用来源于 ＪＮ６５对 ＰＩ３Ｋγ的选择性抑制。免
疫印迹实验结果证明，ＪＮ６５在蛋白水平能有效地

抑制ＰＩ３Ｋ，进而阻滞 ｐＡｋｔ表达，最后通过这种抑
制作用显著地诱导肿瘤细胞凋亡。上述生物学实

验表明，ＪＮ６５可能成为一种潜在的 ＰＩ３Ｋ抑制剂，
用于治疗恶性血液肿瘤。随后，通过分子对接方法

深入研究了 ＪＮ６５与 ＰＩ３Ｋ４种亚型的结合机制，
分子对接得分与上述酶实验结果较为吻合，ＪＮ６５
与ＰＩ３Ｋγ表现出较强的结合能力。通过构象关系
研究发现非极性作用是ＪＮ６５与ＰＩ３Ｋ结合的关键
作用，且异喹啉酮的吡啶环作为 ＪＮ６５的结构特
征，对保持ＪＮ６５与 ＰＩ３Ｋ的高亲和性具有重要作
用，为后期化合物设计及改造提供了一定的理论

基础。
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