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摘  要：乳腺癌是一种常见的恶性肿瘤，发病率较高，主要发生在女性乳腺组织中。设计并合成了一

种新 型 Abemaciclib 衍生物 6-（（2- 氯 -4-（（5- 氟 -4-（4- 氟 -1- 异丙基 -2- 甲基 -1H- 苯并［d］咪

唑 -6- 基）嘧啶 -2- 基）氨基）苯氧基）甲基）吡啶腈（LA-D）。通过 MTT 试验分析细胞的活力，伤口

愈合试验、Transwell 试验分析化合物 LA-D 对乳腺癌细胞侵袭迁移的抑制作用。采用鸡胚绒毛尿囊

膜体内试验进一步评价化合物 LA-D 的生物学意义以及功能作用。采用 Western blot 分析周期相关

CDK4/6-Cyclin D1-Rb-E2F 通路各蛋白的表达，进一步确定化合物 LA-D 抑制乳腺癌的作用机制。

结果显示，化合物 LA-D 对 CDK4 具有较强的亲和力，且能够影响乳腺癌细胞的细胞形态，抑制乳

腺癌细胞的增殖、迁移、侵袭、黏附。综上，LA-D 对乳腺癌细胞具有较强的抗肿瘤作用，其抗肿瘤活

性可能依赖于抑制 CDK4/6-Cyclin D1-Rb-E2F 通路相关蛋白的表达。因此，化合物 LA-D 可能是一

种乳腺癌的潜在治疗药物。
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中图分类号：R965.1      文献标志码：A      文章编号：2096-8248（2025）01-0071-10

Inhibition of LA-D on breast cancer cells via the CDK4/6-
Cyclin D1-Rb-E2F pathway

LIU Yuanyuana，LI Hanxuea，ZHANG Siyia，ZUO Lingyia，ZHOU Jiaojiaoa，JIANG Wentaoa，
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Abstract：Breast cancer is a common malignancy with a high incidence，mainly occurring in female 
breast tissue. This study designed and synthesized a novel Abemaciclib derivative 6-（（2-chlorine-4-
（（5-fluorine-4-（4-fluorine-1-isol-2-methyl-1H-benzene［d］imidazole-6-group）pyrimidine-2-group）
amino）methyl）pyridine nitrile（LA-D）. The viability of the cells was analyzed by MTT assay，and the 
wound healing assay and Transwell assay analyzed the inhibitory effect of the compound LA-D on the 
invasion and migration of breast cancer cells. The in vivo experiments used the membrane of chick embryo 
to further evaluate the biological significance and functional role of the compound LA-D. The mechanism 
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of action of the compound LA-D in inhibiting breast cancer was further determined by Western blot by 
analyzing the expression of each protein of the CDK4/6-Cyclin D1-Rb-E2F pathway. The results showed 
that the compound LA-D had a strong affinity for CDK4 and could affect the cell morphology of breast 
cancer cells and inhibit the proliferation，migration，invasion and adhesion. In conclusion，LA-D has a 
strong anti-tumor effect on breast cancer cells，and its anti-tumor activity may depend on inhibiting the 
expression of proteins involved in the CDK4/6-Cyclin D1-Rb-E2F pathway. Thus，the compound LA-D may 
be a potential therapeutic agent for breast cancer.
Key words：LA-D；breast cancer；migration；invasion；anti-tumor activity

0  0  引言引言

乳腺癌是女性中发病率最高的恶性肿瘤，全球乳腺癌是女性中发病率最高的恶性肿瘤，全球

发病率位居第二，其主要由乳腺上皮细胞异常生长发病率位居第二，其主要由乳腺上皮细胞异常生长

引起。生活方式和环境因素，如高脂肪饮食、饮酒及引起。生活方式和环境因素，如高脂肪饮食、饮酒及

缺乏运动，显著影响其发生。过去缺乏运动，显著影响其发生。过去 55 年，780 万女性年，780 万女性

被诊断为乳腺癌，突出其全球性影响。早期乳腺癌被诊断为乳腺癌，突出其全球性影响。早期乳腺癌

可控可治，但一旦转移，可控可治，但一旦转移，55 年生存率显著下降。年生存率显著下降。

约约 24%24% 的乳腺癌为三阴性乳腺癌（的乳腺癌为三阴性乳腺癌（TNBCTNBC），），

15%~20%15%~20% 为为 HER2HER2 阳性，阳性，60%~75%60%~75% 为激素受体阳为激素受体阳

性（性（ER+ER+，，PR+PR+）。乳腺癌具有高度侵袭性且复发率）。乳腺癌具有高度侵袭性且复发率

高，尤其在术后高，尤其在术后 1~31~3 年内。尽管靶向治疗应用逐渐增年内。尽管靶向治疗应用逐渐增

多，但现有针对乳腺癌的靶向药物有限，因此亟需开多，但现有针对乳腺癌的靶向药物有限，因此亟需开

发新的有效治疗药物发新的有效治疗药物［［11］］。。

癌症病理的潜在机制涉及细胞不受控制地增癌症病理的潜在机制涉及细胞不受控制地增

殖，这是由细胞周期调节机制的破坏和细胞周期殖，这是由细胞周期调节机制的破坏和细胞周期

蛋白依赖性激酶的激活引起的蛋白依赖性激酶的激活引起的［［2-32-3］］。其所产生的。其所产生的

持续增殖信号是癌症公认的特征持续增殖信号是癌症公认的特征［［44］］。。CDK4/6CDK4/6 是是

CDKCDK 家族中的关键成员，对细胞周期调控有着重家族中的关键成员，对细胞周期调控有着重

大影响，是驱动细胞周期进程的关键推动者大影响，是驱动细胞周期进程的关键推动者［［5-65-6］］。。

该蛋白显著影响多种癌症肿瘤的发生和进展该蛋白显著影响多种癌症肿瘤的发生和进展［［7-87-8］］。。

广泛的研究表明，靶向广泛的研究表明，靶向 CDK4/6CDK4/6 的药理抑制剂对的药理抑制剂对

多种实体肿瘤都有显著的影响。这些抑制剂通过多种实体肿瘤都有显著的影响。这些抑制剂通过

抑制视网膜母细胞瘤（抑制视网膜母细胞瘤（RBRB）肿瘤抑制因子的磷酸）肿瘤抑制因子的磷酸

化，有效地诱导了肿瘤细胞中的化，有效地诱导了肿瘤细胞中的 G1G1 细胞周期暂细胞周期暂

停停［［99］］。。AbemaciclibAbemaciclib 是 一 种 典 型 的 抗 乳 腺 癌 药是 一 种 典 型 的 抗 乳 腺 癌 药

物，通过抑制物，通过抑制 CDK4/6CDK4/6 来实现其抗肿瘤作用。由于来实现其抗肿瘤作用。由于

AbemaciclibAbemaciclib 在使用时会产生一定的副作用，如恶在使用时会产生一定的副作用，如恶

心腹泻、肝功能损害等，为了减少心腹泻、肝功能损害等，为了减少 AbemaciclibAbemaciclib 对对

患者的副作用，基于患者的副作用，基于 AbemaciclibAbemaciclib 的活性结构，成的活性结构，成

功地开发并合成了功地开发并合成了AbemaciclibAbemaciclib 的一种衍生物，称的一种衍生物，称

为为 LA-DLA-D。。LA-DLA-D 的显著特征在于其化学组成，为的显著特征在于其化学组成，为

6-6-（（（（2-chloro-4-2-chloro-4-（（（（5-f luoro-4-5-f luoro-4-（（4-f luoro-1-isopro-4-f luoro-1-isopro-

pyl-2-methyl-1H-benzopyl-2-methyl-1H-benzo［［dd］］imidazol-6-ylimidazol-6-yl）嘧啶）嘧啶 -2--2- 烷烷

基）氨基）苯氧基）甲基）吡啶甲腈。由于基）氨基）苯氧基）甲基）吡啶甲腈。由于 LA-DLA-D 的半的半

抑制浓度远低于抑制浓度远低于 AbemaciclibAbemaciclib，且在体内体外实验，且在体内体外实验

中，用较低的浓度就可以较好地抑制乳腺癌的克隆、中，用较低的浓度就可以较好地抑制乳腺癌的克隆、

迁移、侵袭、黏附，说明迁移、侵袭、黏附，说明 LA-DLA-D 具有更好的疗效和更具有更好的疗效和更

低的毒性。分子对接分析结果表明，化合物低的毒性。分子对接分析结果表明，化合物 LA-DLA-D 对对

CDK4CDK4 具有较高的结合亲和力。具有较高的结合亲和力。

综上所述，本研究的目的是评估化合物综上所述，本研究的目的是评估化合物 LA-DLA-D
对不同类型肿瘤细胞增殖的影响，探索其抑制乳腺对不同类型肿瘤细胞增殖的影响，探索其抑制乳腺

癌细胞的增殖、迁移、侵袭和产生抗肿瘤作用的潜癌细胞的增殖、迁移、侵袭和产生抗肿瘤作用的潜

力。结果显示，化合物力。结果显示，化合物 LA-DLA-D 有望成为治疗乳腺癌有望成为治疗乳腺癌

疾病的候选药物。疾病的候选药物。

1  1  材料和方法材料和方法

1.1  1.1  化学化学

采用贝尔分析仪器有限公司（大连）的采用贝尔分析仪器有限公司（大连）的 WRSWRS
数字熔点装置确定化合物的熔点。核磁共振谱使数字熔点装置确定化合物的熔点。核磁共振谱使

用量子设 计用量子设 计 EFT-60EFT-60（（60 MHz60 MHz）液体 核磁共 振谱）液体 核磁共 振谱

仪（仪（BrukerBruker，加利福尼亚，美国）测量。使 用了塞，加利福尼亚，美国）测量。使 用了塞

勒姆仪器公司的电子天平。对于柱色谱，使用粒径勒姆仪器公司的电子天平。对于柱色谱，使用粒径

为为 45~75 μmol/L45~75 μmol/L 的硅胶粉末。采用硅凝胶的硅胶粉末。采用硅凝胶 GF254GF254
（默克（默克 KGaAKGaA，达姆施塔特，德国）进行薄层色谱分，达姆施塔特，德国）进行薄层色谱分

析（析（TLCTLC）。最后，采用紫外线光（）。最后，采用紫外线光（ES-UVZJ-80WES-UVZJ-80W，，

ESLIGHTESLIGHT，广州）来诱导显色。采用，广州）来诱导显色。采用 Q-active HF Q-active HF 
LC-MSLC-MS（（WalthamWaltham，，MAMA，美国）进行质谱分析，其他，美国）进行质谱分析，其他

试剂均为分析纯度，使用前不需要额外处理。试剂均为分析纯度，使用前不需要额外处理。

1.2  1.2  分子建模方法分子建模方法

使用软件使用软件 AutoDockTools-1.5.6AutoDockTools-1.5.6 和和 Pymol-1.7.0.0 Pymol-1.7.0.0 
win32-py2.7win32-py2.7 建模。在对接前，使用建模。在对接前，使用 PymolPymol 对蛋白对蛋白

质进行预处理，以消除水分子和金属离子。此外，配质进行预处理，以消除水分子和金属离子。此外，配

体的结构的利用体的结构的利用 Chem3DChem3D 技术生成的。随后，对对技术生成的。随后，对对

接结果进行分析，以评估化合物与活性位点的结合接结果进行分析，以评估化合物与活性位点的结合

能力能力［［1010］］。。
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1.3  1.3  细胞培养细胞培养

所有细胞均从湖北武汉所有细胞均从湖北武汉 PunosePunose 生命技术有限生命技术有限

公司购买（公司购买（MDA-MB-231MDA-MB-231，，MCF-7MCF-7，，A498A498 和和 HelaHela）。）。

细胞保存在培养基（细胞保存在培养基（DMEMDMEM）（）（KeyGEN BioTECHKeyGEN BioTECH，，

江 苏）中，添 加 体 积 分 数江 苏）中，添 加 体 积 分 数 10%10% 胎 牛血 清（胎 牛血 清（FBSFBS））

（（KeyGEN BioTECHKeyGEN BioTECH，江苏）（，江苏）（FBSFBS 配制体积比为配制体积比为

VV（（FBSFBS）:）:VV（（DMEMDMEM））=1:9=1:9）和）和 1%1% 青霉素青霉素 -- 链霉素链霉素

溶液（阿拉丁，上海）。在溶液（阿拉丁，上海）。在 37 °C37 °C、体积分数、体积分数 5% CO5% CO22

的潮湿环境中进行培养的潮湿环境中进行培养［［11-1211-12］］。。

1.4  1.4  甲基噻唑基四唑（甲基噻唑基四唑（MTTMTT）测定）测定

细胞在细胞在 9696 孔板中培养，并在生长培养基中用孔板中培养，并在生长培养基中用

不同浓度的不同浓度的 LA-DLA-D 和和 AbemaciclibAbemaciclib 处理。处理。24 h24 h 后，后，

抽取培养基，每孔应用抽取培养基，每孔应用 5 μmol/L MTT5 μmol/L MTT，然后孵育，然后孵育

4 h4 h。加入。加入 100 μL100 μL 二甲亚砜（二甲亚砜（DMSODMSO）。使用酶标仪）。使用酶标仪

（分子器件，（分子器件，DMINiDMINi，上海）在，上海）在 490 nm490 nm 处测定定量处测定定量

吸光度，评估相对于对照组（吸光度，评估相对于对照组（DMSODMSO）的细胞毒性。）的细胞毒性。

使用使用 GraphPad Prism 9.3.1GraphPad Prism 9.3.1 进行曲线拟合分析。使进行曲线拟合分析。使

用曲线拟合算法和非线性回归以图形化方式确定细用曲线拟合算法和非线性回归以图形化方式确定细

胞生长被抑制胞生长被抑制 50%50% 的浓度的浓度［［1313］］，即，即

抑制率（抑制率（%%））=1− =1− 实验组的实验组的 ODOD 值值
对照组对照组 ODOD 值值

 ×100%  ×100% 。。

1.5  1.5  细胞形态细胞形态

MDA-MB-231MDA-MB-231 细胞（细胞（1×101×1066 个个 // 孔）在孔）在 37 °C37 °C、、

COCO22 体积分数为体积分数为 5%5% 的条件下孵育过夜。整个孵育的条件下孵育过夜。整个孵育

期间，将这些细胞暴露于不同浓度（期间，将这些细胞暴露于不同浓度（00，，0.250.25，，0.50.5，，11，，
2 μmol/L2 μmol/L）的）的 LA-DLA-D 和和 AbemaciclibAbemaciclib 中。随后，密切观中。随后，密切观

察细胞状态，并记录在察细胞状态，并记录在 00，，1212 和和 24 h24 h 时的形态学变时的形态学变

化。最后，使用倒置显微镜（化。最后，使用倒置显微镜（ECLIPSE Ni SeriesECLIPSE Ni Series，尼，尼

康，日本）拍摄细胞图像。康，日本）拍摄细胞图像。

1.6  1.6  细胞黏附试验细胞黏附试验

为了研究为了研究 LA-DLA-D 化合物对化合物对 MDA-MB-231MDA-MB-231 细胞细胞

的影响，将两种细胞接种于的影响，将两种细胞接种于 1212 孔培养板中，孔培养板中，37 °C37 °C、、

COCO22 体积分数为体积分数为 5%5%，固定水平孵育，固定水平孵育 1 d1 d。去除多余。去除多余

液体后，用不同浓度的液体后，用不同浓度的 LA-DLA-D 化合物和化合物和 2 μmol/L 2 μmol/L 

AbemaciclibAbemaciclib 处理细胞。将得到的含药物培养基加处理细胞。将得到的含药物培养基加

入细胞中，孵育入细胞中，孵育 24 h24 h。用离心法收集细胞。在。用离心法收集细胞。在 9696 孔孔

板上预涂基质凝胶，计数后每孔中加入约板上预涂基质凝胶，计数后每孔中加入约 1 0001 000 个个

细胞。然后，在每孔中加入细胞。然后，在每孔中加入 100 μL100 μL 多聚甲醛固定细多聚甲醛固定细

胞，加入结晶紫促进其显色。拍照，用胞，加入结晶紫促进其显色。拍照，用 Image JImage J 软件软件

计数。计数。

1.7  1.7  伤口愈合、划痕试验伤口愈合、划痕试验

将将 MDA-MB-231MDA-MB-231 以每 孔以每 孔 1.5×101.5×1055 个细胞的密个细胞的密

度接种到度接种到 1212 孔细胞培养板中。经过夜培养后，这些孔细胞培养板中。经过夜培养后，这些

细胞完全粘贴壁。使用无菌移液管，轻轻刮除中心细胞完全粘贴壁。使用无菌移液管，轻轻刮除中心

的细胞层，造成划痕。随后，通过无菌磷酸盐缓冲的细胞层，造成划痕。随后，通过无菌磷酸盐缓冲

盐水（盐水（PBSPBS）冲洗，清除细胞碎片。将细胞与不同浓）冲洗，清除细胞碎片。将细胞与不同浓

度的化合物度的化合物 LA-DLA-D 或或 AbemaciclibAbemaciclib 在含有胎牛血清在含有胎牛血清

的培养基中孵育。使用倒置光显微镜（的培养基中孵育。使用倒置光显微镜（ECLIPSE Ni ECLIPSE Ni 
SeriesSeries，尼康，日本）分别在，尼康，日本）分别在 12 h12 h 和和 24 h24 h 的时间点获的时间点获

得图像。通过监测，可以观察到随着时间推移，划痕得图像。通过监测，可以观察到随着时间推移，划痕

逐渐恢复逐渐恢复［［1414］］。愈合率的计算公式为。愈合率的计算公式为

划痕率（划痕率（%%））==
0 h0 h 划痕面积划痕面积 −− 时间点划痕面积时间点划痕面积

0 h0 h 划痕面积划痕面积
×100%×100%。。

1.8  1.8  细胞侵袭试验细胞侵袭试验

评估细胞侵袭潜力最广泛使用的实验技术是评估细胞侵袭潜力最广泛使用的实验技术是

TranswellTranswell 侵袭试验。将侵袭试验。将 MDA-MB-231MDA-MB-231 暴露于不同暴露于不同

浓度（浓度（0.250.25，，0.50.5，，11 和和 2 μmol/L2 μmol/L）的化合物）的化合物 LA-DLA-D 中，中，

连续培养连续培养 1 d1 d。将基质凝胶（康宁，。将基质凝胶（康宁，AZAZ，美国）溶解，，美国）溶解，

然后用然后用 DMEMDMEM 将基质凝胶稀释至将基质凝胶稀释至 0.04 μmol/L0.04 μmol/L，，

取取 100 μL100 μL 稀释的基质凝胶孵育稀释的基质凝胶孵育 4 h4 h。这些细胞被。这些细胞被

重悬，计数并稀释。在上部腔室中加入重悬，计数并稀释。在上部腔室中加入 100 μL100 μL 细细

胞悬液（约胞悬液（约 50 00050 000 个细胞），孵育个细胞），孵育 48 h48 h，用棉签擦，用棉签擦

拭未被入侵的细胞。拭未被入侵的细胞。2424 孔板中加入孔板中加入 500 μL500 μL 结晶紫结晶紫

（（BeyotimeBeyotime，上海），放入小腔，使膜浸入，固定染色，上海），放入小腔，使膜浸入，固定染色

30 min30 min，用，用 PBSPBS 轻轻洗轻轻洗 22 次，倒置，风干，在显微镜次，倒置，风干，在显微镜

下观察照片计数。下观察照片计数。

1.9  1.9  菌落形成试验菌落形成试验

将将 MDA-MB-231MDA-MB-231（（1 0001 000 个个 // 孔）接种于孔）接种于 66 孔板孔板

中，分别用指定浓度（中，分别用指定浓度（0.250.25，，0.50.5，，11 和和 2 μmol/L2 μmol/L）的化）的化

合物合物 LA-DLA-D、、AbemaciclibAbemaciclib（（2 μmol/L2 μmol/L）处理）处理 22 周，每周，每

3 d3 d 更换一次培养基。用多聚甲醛固定细胞更换一次培养基。用多聚甲醛固定细胞 20 min20 min，，

然后用然后用 GiemsaGiemsa 染色染色 30 min30 min。拍照，用。拍照，用 Image JImage J 软件软件

计数。计数。

1.10  Western blot1.10  Western blot 分析分析

用 不同 浓 度的用 不同 浓 度的 LA-DLA-D 化合 物 或化合 物 或 AbemaciclibAbemaciclib

处理处理 MDA-MB-231MDA-MB-231 细胞后，培养细胞后，培养 24 h24 h，收集细胞，收集细胞

样本。采用样本。采用 BCABCA 测定法进行蛋白质定量。用测定法进行蛋白质定量。用 ““ 湿湿

转移法转移法 ””，将适当数量的在，将适当数量的在 SDS-PAGESDS-PAGE 缓冲液中缓冲液中

预分离的蛋白质转移到甲醇预处理的硝化纤维素预分离的蛋白质转移到甲醇预处理的硝化纤维素

膜 上。随 后，将膜与质量分 数为膜 上。随 后，将膜与质量分 数为 2.5%2.5% 的脱脂牛的脱脂牛

奶溶液孵育奶溶液孵育 1 h1 h，与适当稀释的一抗孵育。一抗分，与适当稀释的一抗孵育。一抗分

别 是：别 是：CDK4CDK4（（ABclonalABclonal，，A23521A23521，武 汉），，武 汉），CDK6CDK6

（（ABclonalABclonal，，A0106A0106，武汉），，武汉），Cyclin D1Cyclin D1（（ABclonalABclonal，，
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A11022A11022，武 汉），，武 汉），RbRb（（AbcamAbcam，，ab32513ab32513，上 海），，上 海），

E2F t ranscr ipt ion factor 1E2F t ranscr ipt ion factor 1（（E2F1E2F1）（）（ABclonalABclonal，，
A2067A2067，武汉），，武汉），p-Rbp-Rb（（AbcamAbcam，，ab279906ab279906，上海），，上海），

Caspase-3Caspase-3（（ABclonalABclonal，，A0214A0214，武汉），以及，武汉），以及 GAPDHGAPDH

（（ABclonalABclonal，，A19056A19056，武汉）。放上摇瓶，在冰箱里，武汉）。放上摇瓶，在冰箱里

孵化过夜。用孵化过夜。用 PBSPBS 总共洗总共洗 44 次次 5 min5 min。随后，加入。随后，加入

二抗。在室温下孵育二抗。在室温下孵育 45 min45 min 以上。用以上。用 4×PBST4×PBST 清清

洗洗 5 min5 min 后，用显影液（后，用显影液（TanonTanon，上海）显影。采用，上海）显影。采用

Image JImage J 软件进行分析。软件进行分析。

1.11  1.11  鸡胚绒毛尿囊膜模型鸡胚绒毛尿囊膜模型

孵化蛋购于安徽蚌埠彭农牧业有限公司。所有孵化蛋购于安徽蚌埠彭农牧业有限公司。所有

动物实验都严格遵守动物实验伦理委员会的规程。动物实验都严格遵守动物实验伦理委员会的规程。

孵化出的卵在孵化出的卵在 37 ℃37 ℃ 孵育孵育 7 d7 d。随后将空气室移到。随后将空气室移到

离脐带血管离脐带血管 1 cm1 cm 位置。为保持新鲜，窗户用无菌保位置。为保持新鲜，窗户用无菌保

鲜膜密封。将细胞（鲜膜密封。将细胞（MDA-MB-231MDA-MB-231）在基质凝胶和）在基质凝胶和

DMEMDMEM 的混合物中重悬，并调整到浓度为（的混合物中重悬，并调整到浓度为（1.2~1.51.2~1.5））××
101066 cells/mL cells/mL。将重悬的细胞注射到鸡胚的高血管化。将重悬的细胞注射到鸡胚的高血管化

区域。在区域。在 4 d4 d 的孵育以允许肿瘤发展后，建立时间的孵育以允许肿瘤发展后，建立时间

匹配的阴性对照组和阳性对照组。每组共匹配的阴性对照组和阳性对照组。每组共 66 个鸡胚个鸡胚

（（nn=6=6）。分 别用）。分 别用 00，，0.50.5，，11，，2 μmol/L2 μmol/L 浓 度的浓 度的 LA-DLA-D

和和 2 μmol/L Abemaciclb2 μmol/L Abemaciclb 处理鸡胚尿囊膜。处理鸡胚尿囊膜。3 d3 d 药物药物

疗程后，手术切除肿瘤，拍照，称质量，记录结果。疗程后，手术切除肿瘤，拍照，称质量，记录结果。

1.12  1.12  统计分析统计分析

使用使用 GraphPad Prism 9GraphPad Prism 9 软件进行统计学分析。软件进行统计学分析。

数据以由数据以由 33 个独立实验得出的平均数个独立实验得出的平均数 ±± 标准差表标准差表

示。多组比较采用单因素方差分析（示。多组比较采用单因素方差分析（ANOVAANOVA），两组），两组

间比较采用间比较采用 tt-- 检验。检验。PP<0.05<0.05 为显著性水平被认为有为显著性水平被认为有

统计学意义。统计学意义。

2  2  结果与分析结果与分析

2.1  2.1  化合物化合物 LA-DLA-D 的合成路线的合成路线

试验开始时，在试验开始时，在 250 mL250 mL 三颈瓶中加入甲基三颈瓶中加入甲基 6-6-

（（4-4- 氨基氨基 -2--2- 氯苯氧）吡啶甲腈（氯苯氧）吡啶甲腈（0.57 mmol0.57 mmol，，147 mg147 mg），），

6-6-（（2-2- 氯氯 -5--5- 氟 嘧 啶氟 嘧 啶 -4--4- 基）基）-4--4- 氟氟 -1--1- 异 丙 基异 丙 基 -2--2- 甲甲

基基 -1H--1H- 苯并［苯并［dd］咪唑（］咪唑（0.63 mmol0.63 mmol，，204 mg204 mg）。随后，将）。随后，将

PdPd（（OAcOAc））22（（0.15 mmol0.15 mmol，，34 mg34 mg），），CsCs22COCO33（（1.80 mmol1.80 mmol，，

587 mg587 mg），），XantPhosXantPhos（（0.30 mmol0.30 mmol，，187 mg187 mg）和）和 11，，4-4-二氧二氧

烷（烷（45 mL45 mL）导入烧瓶中。将混合物用氮气净化）导入烧瓶中。将混合物用氮气净化 33 次，以次，以

产生惰性气氛。然后将反应温度提高到产生惰性气氛。然后将反应温度提高到 110 ℃110 ℃，并在，并在

持续搅拌下保持回流持续搅拌下保持回流 5 h5 h（投料反应后，每隔（投料反应后，每隔 1 h1 h 经薄经薄

层色谱点板确认反应进度，层色谱点板确认反应进度，5 h5 h 时反应基本停止，故时反应基本停止，故

选择选择 5 h5 h 作为反应时间）。通过薄层色谱分析跟踪反作为反应时间）。通过薄层色谱分析跟踪反

应的进展，结果表明充分利用了原料（洗脱液应的进展，结果表明充分利用了原料（洗脱液 DCMDCM

和和 MeOHMeOH 体积比为体积比为 20:120:1）。然后将反应混合物进行）。然后将反应混合物进行

旋转蒸发，进行柱层析。结果分离出旋转蒸发，进行柱层析。结果分离出 47 mg47 mg 的浅黄的浅黄

色固体，产率为色固体，产率为 15.12%15.12%（见图（见图 11）。）。m.p.218.6~220.1 ℃m.p.218.6~220.1 ℃。。

IRIR（（cmcm -1-1）：）：3 4213 421，，3 0833 083，，2 9822 982，，1 5861 586，，1 5001 500，，

1 4351 435。。11H NMRH NMR（（500 MHz500 MHz，，CDClCDCl33），），δδ：：8.488.48（（dd，，

JJ  = 4.6  H z = 4.6  H z，，1H1H），），8.358.35（（dd，，JJ =3.8  H z=3.8  H z，，1H1H），），8.178.17

（（dd，，JJ =4.4 Hz =4.4 Hz，，1H1H），），7.887.88（（dd，，JJ=2.6 Hz=2.6 Hz，，1H1H），），7.767.76

（（dd，，JJ=11.7 Hz=11.7 Hz，，1H1H），），7.477.47（（tt，，JJ=8.9 Hz=8.9 Hz，，1H1H），），7.367.36

（（dddddd，，JJ=12.8=12.8，，8.98.9，，3.5 Hz3.5 Hz，，2H2H），），7.257.25（（ss，，1H1H），），

7.147.14（（dd，，JJ=8.8 Hz=8.8 Hz，，1H1H），），5.335.33（（dd，，JJ=1.5Hz=1.5Hz，，2H2H），），

4.754.75（（dqdq，，JJ=13.6=13.6，，6.8 Hz6.8 Hz，，1H1H），），2.712.71（（dd，，JJ=3.7 Hz=3.7 Hz，，

3H3H），），1.711.71（（tt，，JJ=5.7 Hz=5.7 Hz，，6H6H）。）。1313C NMRC NMR（（126 MHz126 MHz，，

CDClCDCl33），），δδ：：156.96156.96，，156.14156.14，，154.22154.22，，153.56153.56，，152.22152.22，，

151.78151.78，，151.43151.43，，149.76149.76，，149.51149.51，，149.07149.07，，147.31147.31，，

147.09147.09，，136.99136.99，，136.60136.60，，136.53136.53，，134.04134.04，，133.90133.90，，

127.47127.47，，123.22123.22，，122.72122.72，，121.64121.64，，121.25121.25，，118.72118.72，，

114.39114.39，，108.40108.40，，108.25108.25，，108.15108.15，，108.09108.09，，77.2877.28，，

77.0377.03，，76.7876.78，，71.8171.81，，48.6048.60，，21.5421.54，，15.1615.16。。HR MSHR MS

（（ESIESI，，mm//zz）：［）：［M + HM + H］］++  计算值为计算值为 C C2828HH2323NN77OFOF22Cl Cl 

546.162 1546.162 1，实验值为，实验值为 546.162 8 546.162 8。。

2.2  2.2  化合物化合物 LA-DLA-D 的分子对接的分子对接

使用使用 AutoDockTools-1.5.6AutoDockTools-1.5.6 软件检测软件检测 CDK4CDK4 和和

化合物化合物 LA-DLA-D 之间的相互作用。图之间的相互作用。图 22 显示了化合物显示了化合物

LA-DLA-D 在在 CDK4CDK4 蛋白激酶中的对接结合位置，蛋白激酶中的对接结合位置，LA-DLA-D

图 1   化合物 LA-D 的合成路线
Fig.1    Synthesis route of compound LA-D
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2.3  2.3  化合物化合物 LA-DLA-D 的抗增殖活性的抗增殖活性

以以 AbemaciclibAbemaciclib 为阳性 对照，评 价不同浓 度为阳性 对照，评 价不同浓 度

LA-DLA-D 化合物对各细胞系的毒性作用。表化合物对各细胞系的毒性作用。表 11 显示了计显示了计

算出的半抑制浓度值。算出的半抑制浓度值。LA-DLA-D 化合物在化合物在 MDA-MB-231MDA-MB-231
细胞上的半抑制浓度值为（细胞上的半抑制浓度值为（2.88±0.182.88±0.18））μmol/Lμmol/L，显著，显著

低于低于 AbemaciclibAbemaciclib（（94.08±2.0094.08±2.00））μmol/Lμmol/L。此外，对不同。此外，对不同

浓度浓度 LA-DLA-D 处理的乳腺癌细胞进行比较分析，如图处理的乳腺癌细胞进行比较分析，如图 33

所示。为了保证所示。为了保证 100%100% 的细胞活力，选择最大浓度为的细胞活力，选择最大浓度为

2 μmol/L2 μmol/L。在。在 00，，1212 和和 24 h24 h 时，时，MDA-MB-231MDA-MB-231 细胞细胞

体积缩小，外观皱褶，呈尖状。结果显示，体积缩小，外观皱褶，呈尖状。结果显示，LA-DLA-D 在在

24 h24 h 内对细胞形态的改变显著多于内对细胞形态的改变显著多于 AbemaciclibAbemaciclib。。
数据表示为至少数据表示为至少 33 个独立实验的剂量反应曲线的平个独立实验的剂量反应曲线的平

均值均值 ±SE±SE，每个实验进行，每个实验进行 33 次测定。次测定。

VAL-96VAL-96

2.02.0

LA-DLA-D

LYS-35LYS-35

2.22.2

AbemaciclibAbemaciclibVAL-96VAL-96

3.23.2
3.13.1

3.13.1

LYS-35LYS-35

图 2    化合物 LA-D 的分子对接图
Fig.2    Molecular docking diagram of compound LA-D

表 1   化合物 LA-D 对不同癌细胞的半抑制浓度
Table 1    Half inhibitory concentration of compound LA-D on different cancer cells

化合物化合物
ICIC5050 / /（（μmol·Lμmol·L−1−1））

MDA-MB-231MDA-MB-231 MCF-7MCF-7 A498A498 HelaHela

LA-DLA-D 2.88±0.182.88±0.18 3.75±0.063.75±0.06 0.38±0.060.38±0.06 0.99±0.100.99±0.10

AbemaciclibAbemaciclib 94.08±2.0094.08±2.00 6.80±0.416.80±0.41 0.49±0.060.49±0.06 0.93±0.290.93±0.29

LA-D

Abe 2 μmol/LAbe 2 μmol/LControlControl 0.25 μmol/L0.25 μmol/L 0.5 μmol/L0.5 μmol/L 1 μmol/L1 μmol/L 2 μmol/L2 μmol/L

0 h0 h

12 h12 h

24 h24 h

注：标尺大小为注：标尺大小为 100 μm100 μm。。

图 3   化合物 LA-D 对细胞形态的影响
Fig.3    Effect of compound LA-D on cell morphology

与与 CDK4CDK4 之间形成了之间形成了 33 个氢键，具有很强的结合亲个氢键，具有很强的结合亲

和力。对化合物和力。对化合物 LA-DLA-D 在在 CDK4CDK4 蛋白激酶中结合位蛋白激酶中结合位

置的分析表明，置的分析表明，LA-DLA-D 的吡啶端可以延伸到位于口袋的吡啶端可以延伸到位于口袋

外侧的凹槽中。此外，在外侧的凹槽中。此外，在 CDK4CDK4 结合袋中，结合袋中，LA-DLA-D 和和

AbemaciclibAbemaciclib 的结合结构被重叠，以便进行视觉比的结合结构被重叠，以便进行视觉比

较。研究结果表明，较。研究结果表明，AbemaciclibAbemaciclib 和和 LA-DLA-D 在同一结在同一结

合袋内具有相似的构象。合袋内具有相似的构象。
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2.42.4    化合物化合物 LA-DLA-D 对乳腺癌细胞黏附能力的影响对乳腺癌细胞黏附能力的影响

上皮组织中机械完整性的维持主要依赖于细上皮组织中机械完整性的维持主要依赖于细

胞和细胞外基质之间的黏附作用。如图胞和细胞外基质之间的黏附作用。如图 44 所所示，在示，在

评价给药化合物评价给药化合物 LA-DLA-D 的细胞黏附能力后，观察到的细胞黏附能力后，观察到

LA-DLA-D 抑制乳腺癌细胞黏附能力为（抑制乳腺癌细胞黏附能力为（71.87±4.4371.87±4.43））%%
和（和（86.43±5.2586.43±5.25））%%，而，而 AbemaciclibAbemaciclib 的等效浓度为的等效浓度为

（（6.15±1.016.15±1.01））%% 和（和（32.76±6.1532.76±6.15））%%。因此，与同等浓。因此，与同等浓

度的度的 AbemaciclibAbemaciclib 相比，相比，LA-DLA-D 对乳腺癌细胞黏附有对乳腺癌细胞黏附有

更强的抑制作用。更强的抑制作用。
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图 4   化合物 LA-D 对 MDA-MB-231 细胞黏附能力的影响
Fig.4    Effect of compound LA-D on the adhesion ability of 

MDA-MB-231 cells

2.52.5    化合物化合物 LA-DLA-D 对对 MDA-MB-231MDA-MB-231 细胞迁移和侵细胞迁移和侵

袭能力的影响袭能力的影响

伤口愈合 试验经常被用来评 估细胞的迁移伤口愈合 试验经常被用来评 估细胞的迁移

潜能。其中一个显著的发现是乳腺癌细胞的迁移潜能。其中一个显著的发现是乳腺癌细胞的迁移

能力降低。如图能力降低。如图 5a~d5a~d 所 示，与同等 浓度的所 示，与同等 浓度的 Abe-Abe-
m a c ic l i bm a c ic l i b（（2  μ mol / L2  μ mol / L，，24  h24  h：（：（32 .0 4 ±1.8132 .0 4 ±1.81））%%，，

（（29.08±3.7429.08±3.74））%%） 相 比，） 相 比，LA-DLA-D（（（（14.74±2.0614.74±2.06））%%，，

（（13.31±1.5913.31±1.59））%%）在）在 2 μmol/L2 μmol/L 浓度下的浓度下的 24 h24 h 抑制抑制

作用更为明显。细胞侵袭试验用于评估化合物和参作用更为明显。细胞侵袭试验用于评估化合物和参

考药物减轻肿瘤细胞在基质微环境中降解和浸润细考药物减轻肿瘤细胞在基质微环境中降解和浸润细

胞外基质蛋白的侵袭潜力的能力。在图胞外基质蛋白的侵袭潜力的能力。在图 5a~d5a~d 中，数中，数

据表明化合物据表明化合物 LA-DLA-D 对乳腺癌细胞具有显著的抗侵对乳腺癌细胞具有显著的抗侵

袭特性。此外，值得注意的是，在同等剂量下，随着袭特性。此外，值得注意的是，在同等剂量下，随着

浓度梯度的增加，侵入细胞的数量也在减少。因此，浓度梯度的增加，侵入细胞的数量也在减少。因此，

与与 AbemaciclibAbemaciclib 相比，相比，LA-DLA-D 抗迁移和侵袭乳腺癌抗迁移和侵袭乳腺癌

细胞的能力更为明显。细胞的能力更为明显。
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注：与 对 照 组 相 比，注：与 对 照 组 相 比，**PP<0.05<0.05；；** ** PP<0.01<0.01；；*** *** PP<0.001<0.001；；**** **** 
PP<0.000 1<0.000 1。标尺大小 。标尺大小 100 μm100 μm。。

图 5   化合物 LA-D 对 MDA-MB-231 细胞迁移和侵袭能
力的影响

Fig.5    Effect of compound LA-D on the migration and 
invasion capacity of MDA-MB-231 cells

2.6  2.6  化合物化合物 LA-DLA-D 抑制抑制 MDA-MB-231MDA-MB-231 集落的形成集落的形成

乳腺癌细胞接受不同浓度的乳腺癌细胞接受不同浓度的 LA-DLA-D 和和 Abemac-Abemac-
iclibiclib，以诱导集落形成。图，以诱导集落形成。图 6a~b6a~b 所示的试验结果表所示的试验结果表

明，随着明，随着 LA-DLA-D 浓度的增加，乳腺癌细胞的克隆能浓度的增加，乳腺癌细胞的克隆能

力明显降低。与对照组相比，力明显降低。与对照组相比，0.250.25，，0.50.5，，11，，2 μmol/L 2 μmol/L 
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LA-DLA-D 处理的细胞增殖能力会减弱。此外，与浓度处理的细胞增殖能力会减弱。此外，与浓度

为为 2 μmol/L2 μmol/L 的的 AbemaciclibAbemaciclib 治 疗 组 相 比，浓 度 为治 疗 组 相 比，浓 度 为

1 μmol/L1 μmol/L 和和 2 μmol/L2 μmol/L 的的 LA-DLA-D 治疗组的细胞克隆治疗组的细胞克隆

数量明显减少（（数量明显减少（（52.00±1.7352.00±1.73））%%，（，（81.33±8.1481.33±8.14））%%）。）。

因此，试验结果表明，化合物因此，试验结果表明，化合物 LA-DLA-D 抑制了乳腺癌细抑制了乳腺癌细

胞的增殖能力。胞的增殖能力。
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注：与对照组相比，注：与对照组相比，****PP<0.01<0.01；；******PP<0.001<0.001；；********PP<0.000 1<0.000 1。。

图 6   化合物 LA-D 对 MDA-MB-231 集落形成的抑制作用
Fig.6    Inhibition of compound LA-D on MDA-MB-231 

colony formation

2.7  2.7  化合物化合物 LA-DLA-D 调控乳腺癌细胞中相关蛋白的表达调控乳腺癌细胞中相关蛋白的表达

为了检测为了检测 LA-DLA-D 的抗肿瘤活性，检测了细胞周的抗肿瘤活性，检测了细胞周

期经典通路期经典通路 CDK4/6-Cyclin D1-Rb-E2F1CDK4/6-Cyclin D1-Rb-E2F1。根据结。根据结

果（图果（图 77）可以看出，化合物）可以看出，化合物 LA-DLA-D 对对 MDA-MB-231MDA-MB-231
细胞中细胞中 CDK4CDK4，，CDK6CDK6，，Cyclin D1Cyclin D1 和和 E2FE2F 转录因子转录因子

11（（E2F1E2F1）的表达有下调作用，如图）的表达有下调作用，如图 7b7b 所示。此外，所示。此外，

还观察到还观察到 p-Rb/Rbp-Rb/Rb 比值的剂量依赖性降低，如图比值的剂量依赖性降低，如图

7c7c 所示。所示。Caspase 3Caspase 3 是一种半胱氨酸蛋白酶，是细是一种半胱氨酸蛋白酶，是细

胞凋亡途径中的关键调节因子。在细胞受到凋亡胞凋亡途径中的关键调节因子。在细胞受到凋亡

信号时，信号时，Caspase 3Caspase 3 被激活并参与一系列的蛋白质被激活并参与一系列的蛋白质

裂解反应，最终导致细胞凋亡。裂解反应，最终导致细胞凋亡。Caspase 3Caspase 3 蛋白表蛋白表

达的增加说明达的增加说明 LA-DLA-D 能够诱导乳腺癌细胞凋亡。能够诱导乳腺癌细胞凋亡。

CDK4/6-Cyclin D1-Rb-E2FCDK4/6-Cyclin D1-Rb-E2F 通路在细胞周期调控通路在细胞周期调控

和癌症发展中扮演着重要角色。这一结果证明药物和癌症发展中扮演着重要角色。这一结果证明药物

可以通过可以通过 CDK4/6-Cyclin D1-Rb-E2F1CDK4/6-Cyclin D1-Rb-E2F1 通路影响癌通路影响癌

细胞的周期。细胞的周期。CDK4CDK4 和和 CDK6CDK6 的过度活化与乳腺癌的过度活化与乳腺癌

的发展和进展有关，因此，降低它们的表达对抗癌活的发展和进展有关，因此，降低它们的表达对抗癌活

性有一定影响。性有一定影响。CDK4CDK4，，CDK6CDK6 和和 Cyclin D1Cyclin D1 是细胞周是细胞周

期蛋白，其表达降低表明，期蛋白，其表达降低表明，CDK4CDK4 和和 CDK6CDK6 的下调会的下调会

导致细胞周期减缓，从而抑制癌细胞增殖。导致细胞周期减缓，从而抑制癌细胞增殖。Caspase 3Caspase 3
下调说明，下调说明，CDK4CDK4 和和 CDK6CDK6 的下调导致细胞周期异的下调导致细胞周期异

常，进而诱导癌细胞凋亡，抑制癌症的发展。常，进而诱导癌细胞凋亡，抑制癌症的发展。
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图 7   化合物 LA-D 调控乳腺癌细胞中相关细胞周期蛋白的表达
Fig.7    Compound LA-D regulating the expression of relevant cell cycle proteins in breast cancer cells

2.8  2.8  化合物化合物 LA-DLA-D 的体内抗增殖活性的体内抗增殖活性

为了全面评价为了全面评价 LA-DLA-D 化合物在体内的抗癌效化合物在体内的抗癌效

果，利用果，利用 MDA-MB-231MDA-MB-231 细胞 系在禽胚 胎中建 立细胞 系在禽胚 胎中建 立

异种移植瘤模型。使用浓度为异种移植瘤模型。使用浓度为 0.50.5，，11 和和 2 μmol/L2 μmol/L

的的 LA-D LA-D 后，血管生成率分别为（（后，血管生成率分别为（（87.64±4.2487.64±4.24））%%，，

（（87.74±2.4087.74±2.40））%%），（（），（（81.24±6.7281.24±6.72））%%，（，（79.43±1.9879.43±1.98））%%））

和（（和（（65.45±5.6565.45±5.65））%%，（，（63.56±2.5963.56±2.59））%%）。如图）。如图 8a~d8a~d 所所

示，与阳性药物示，与阳性药物 AbemaciclibAbemaciclib 相比，即使浓度相当，相比，即使浓度相当，

LA-DLA-D 对肿瘤血管生成的抑制作用也明显更强。同对肿瘤血管生成的抑制作用也明显更强。同

时，设置时，设置 LA-DLA-D 的浓度为的浓度为 00，，0.50.5，，11，，2 μmol/L2 μmol/L，从结，从结

果中能够看出，随着果中能够看出，随着 LA-DLA-D 浓度增加，鸡胚肿瘤模浓度增加，鸡胚肿瘤模

型的质量和大小都呈现梯度依赖性减小。同时，设置型的质量和大小都呈现梯度依赖性减小。同时，设置

2 μmol/L2 μmol/L 的的 LA-DLA-D 和和 AbemaciclibAbemaciclib 两组实验，比较两组实验，比较

相同浓度下相同浓度下 LA-DLA-D 与与 AbemaciclibAbemaciclib 对于肿瘤质量和对于肿瘤质量和

大小的影响，结果发现，在相同浓度下，大小的影响，结果发现，在相同浓度下，LA-DLA-D 组的组的

肿瘤质量和大小都小于肿瘤质量和大小都小于 AbemaciclibAbemaciclib 组。实验结果组。实验结果

显示，随着化合物显示，随着化合物 LA-DLA-D 给药浓度的增加，肿瘤生长给药浓度的增加，肿瘤生长

抑制作用明显增强。在鸡胚中发生的异种移植瘤中，抑制作用明显增强。在鸡胚中发生的异种移植瘤中，

化合物化合物 LA-DLA-D 在抑制在抑制 MDA-MB-231MDA-MB-231 的生长方面有的生长方面有

显著的效果。这表明其具有良好的体内抗肿瘤细胞显著的效果。这表明其具有良好的体内抗肿瘤细胞

增殖活性。增殖活性。
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图 8   化合物 LA-D 的体内抗增殖活性
Fig.8    In vivo anti-proliferative activity of compound LA-D

3  3  讨论讨论

乳腺癌是一种涉及遗传和环境因素的异质性疾乳腺癌是一种涉及遗传和环境因素的异质性疾

病，目前还没有可行的完全治愈的方法。鉴于传统病，目前还没有可行的完全治愈的方法。鉴于传统

治疗方法的局限性，探索新的方法来克服固有的或治疗方法的局限性，探索新的方法来克服固有的或

获得性的耐药性至关重要。近年来，为治疗乳腺癌，获得性的耐药性至关重要。近年来，为治疗乳腺癌，

人们研究并开发了多种小分子药物。人们研究并开发了多种小分子药物。AbemaciclibAbemaciclib

是一种选择性是一种选择性 CDK4/6CDK4/6 抑制剂，已获得食品药品监抑制剂，已获得食品药品监

督管理局批准，有临床样本支持其安全性和有效督管理局批准，有临床样本支持其安全性和有效

性。性。LA-DLA-D 的半抑制浓度远低于的半抑制浓度远低于 AbemaciclibAbemaciclib，说明，说明

LA-DLA-D 具有更好的疗效和更低的毒性。因此，具有更好的疗效和更低的毒性。因此，LA-DLA-D

可能成为替代可能成为替代 AbemaciclibAbemaciclib 的的 CDK4/6CDK4/6 抑制剂，用抑制剂，用

于治疗乳腺癌。于治疗乳腺癌。

本研究评估了本研究评估了AbemaciclibAbemaciclib 的疗效，成功设计的疗效，成功设计

并合成了并合成了 LA-DLA-D。随后，进行了更多的研究来评估。随后，进行了更多的研究来评估

LA-DLA-D 对乳腺癌细胞的抗肿瘤活性的影响。抗肿瘤对乳腺癌细胞的抗肿瘤活性的影响。抗肿瘤

治疗是通过干预肿瘤细胞的增殖、迁移、侵袭和黏治疗是通过干预肿瘤细胞的增殖、迁移、侵袭和黏

附等过程，阻止肿瘤的生长、扩散和转移，从而达到附等过程，阻止肿瘤的生长、扩散和转移，从而达到

治疗肿瘤的目的。与之前研究对比发现，与同等浓治疗肿瘤的目的。与之前研究对比发现，与同等浓

度的度的 AbemaciclibAbemaciclib 相比，相比，LA-DLA-D 抑制乳腺癌细胞的抑制乳腺癌细胞的

效果更好。化合物效果更好。化合物 LA-DLA-D 能够有效地抑制细胞的增能够有效地抑制细胞的增

殖、迁移、侵袭、黏附，说明殖、迁移、侵袭、黏附，说明 LA-DLA-D 药效更好。体内药效更好。体内

实验中也可以看出，化合物实验中也可以看出，化合物 LA-DLA-D 对鸡胚的体积、质对鸡胚的体积、质

量和血管生成有着较好的抑制作用，效果同样优于量和血管生成有着较好的抑制作用，效果同样优于

同等浓度的同等浓度的 AbemaciclibAbemaciclib，说明化合物，说明化合物 LA-DLA-D 对肿对肿

瘤血管生成的抑制效果更好。细胞周期的调控对于瘤血管生成的抑制效果更好。细胞周期的调控对于

细胞功能的正常进行和组织结构的维持至关重要，细胞功能的正常进行和组织结构的维持至关重要，

而细胞的增殖、迁移、侵袭和黏附也受到细胞周期而细胞的增殖、迁移、侵袭和黏附也受到细胞周期

调控因子的影响。异常的细胞周期可能导致细胞功调控因子的影响。异常的细胞周期可能导致细胞功

能异常，进而影响细胞的增殖、迁移、侵袭和黏附能能异常，进而影响细胞的增殖、迁移、侵袭和黏附能

力。为了评估细胞周期的经典通路力。为了评估细胞周期的经典通路 CDK4/6-Cyclin CDK4/6-Cyclin 

D1-Rb-E2F1D1-Rb-E2F1，试验发现，，试验发现，LA-DLA-D 也能显著抑制周期也能显著抑制周期

相 关 蛋 白相 关 蛋 白 CDK6CDK6，，CDK4CDK4，，Cyclin E1Cyclin E1，，RbRb，，p-Rbp-Rb 和和

E2F1E2F1 的表达，说明的表达，说明 LA-DLA-D 可能通过可能通过 CDK4/6-Cyclin CDK4/6-Cyclin 

D1-Rb-E2F1D1-Rb-E2F1 通路对乳腺癌细胞发挥抑制作用，但通路对乳腺癌细胞发挥抑制作用，但

LA-DLA-D 对以上蛋白的调控仍然需要更深入的研究。对以上蛋白的调控仍然需要更深入的研究。

接下来将通过接下来将通过 RNA-seqRNA-seq 和生物信息学手段分析和生物信息学手段分析

CDK4CDK4 相关的差异表达基因。相关的差异表达基因。CDK4/6-Cyclin D1-CDK4/6-Cyclin D1-

Rb-E2FRb-E2F 通路是细胞周期调控中的重要信号传导通通路是细胞周期调控中的重要信号传导通

路，分子机制为路，分子机制为 CDK4/6CDK4/6 与与 Cyclin D1Cyclin D1 形成复合物。形成复合物。

这个复合物在细胞周期这个复合物在细胞周期 G1G1 期起到重要作用，促进期起到重要作用，促进

细胞周期的进程。细胞周期的进程。CDK4/6-Cyclin D1CDK4/6-Cyclin D1 复合物磷酸化复合物磷酸化

RetinoblastomaRetinoblastoma 蛋白（蛋白（RbRb），使其失去对转录因子），使其失去对转录因子

E2FE2F 的抑制作用。的抑制作用。RbRb 是一种抑癌基因，通常处于活是一种抑癌基因，通常处于活

化状态抑制化状态抑制 E2FE2F 的活性。当的活性。当 RbRb 被被 CDK4/6-Cyclin CDK4/6-Cyclin 

D1D1 复合物磷酸化后，释放出复合物磷酸化后，释放出 E2FE2F。。E2FE2F 是一种转录是一种转录

因子，可以促进细胞周期的进程，包括促进因子，可以促进细胞周期的进程，包括促进 SS 期基期基

因的转录和细胞进入因的转录和细胞进入 SS 期。在未来，通过监测患者期。在未来，通过监测患者

中中 CDK4/6CDK4/6 的生物标志物的动态变化，制定个性化的生物标志物的动态变化，制定个性化

的治疗策略，改善癌症患者的预后。从已有的文献中的治疗策略，改善癌症患者的预后。从已有的文献中

得知，得知，CDK4CDK4上游调控因子有上游调控因子有 p16INK4ap16INK4a，，p15INK4bp15INK4b

和和 p18INK4cp18INK4c 等，这些因子的过表达会抑制等，这些因子的过表达会抑制 CDK4CDK4

的表达，从而影响细胞周期，间接影响乳腺癌细胞的表达，从而影响细胞周期，间接影响乳腺癌细胞

的增殖、迁移、侵袭、黏附。计划研究的增殖、迁移、侵袭、黏附。计划研究 LA-DLA-D 与上述与上述

靶基因的结合情况，并通过过表达或敲低目标基因靶基因的结合情况，并通过过表达或敲低目标基因

检测检测 CDK4/6CDK4/6 信号通路的表达情况，以寻找信号通路的表达情况，以寻找 LA-DLA-D

调控细胞周期蛋白以及乳腺癌细胞侵袭、迁移和调控细胞周期蛋白以及乳腺癌细胞侵袭、迁移和

黏附的作用靶点。由于化合物黏附的作用靶点。由于化合物 LA-DLA-D 的的 ICIC5050 低于低于

AbemaciclibAbemaciclib，如果，如果 LA-DLA-D 临床用药，副作用和耐药临床用药，副作用和耐药

性可能会低于性可能会低于 AbemaciclibAbemaciclib，未来，，未来，LA-DLA-D 可能会与可能会与

他莫昔芬联合用药，用于治疗激素受体阳性乳腺癌，他莫昔芬联合用药，用于治疗激素受体阳性乳腺癌，

与与 LA-DLA-D 联合使用有可能增强激素治疗的效果。也联合使用有可能增强激素治疗的效果。也

可以与赫赛汀用于治疗可以与赫赛汀用于治疗 HER2HER2 阳性乳腺癌，提高对阳性乳腺癌，提高对

乳腺癌的耐药性和治疗效果。因此，对于乳腺癌的耐药性和治疗效果。因此，对于 LA-DLA-D 的的

治疗策略，与治疗策略，与 LA-DLA-D 耐药途径相关的靶向药物和免耐药途径相关的靶向药物和免

疫治疗值得在后续的前瞻性研究中进一步探索。疫治疗值得在后续的前瞻性研究中进一步探索。

综上所述，化合物综上所述，化合物 LA-DLA-D 可能抑制可能抑制 CDK4/6-Cy-CDK4/6-Cy-

clin D1-Rb-E2Fclin D1-Rb-E2F 信号通路，以及乳腺癌细胞侵袭、信号通路，以及乳腺癌细胞侵袭、

迁移和黏附的生物学过程，对乳腺癌具有潜在的抗迁移和黏附的生物学过程，对乳腺癌具有潜在的抗

肿瘤作用。肿瘤作用。LA-DLA-D 作为一种潜在的治疗药物，为乳腺作为一种潜在的治疗药物，为乳腺

癌患者提供了新的希望。癌患者提供了新的希望。
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