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恶性肿瘤严重威胁着人类的生命。现有抗肿瘤药物按照

作用原理可分为破坏DNA结构和功能药（包括烷化剂、抗代谢

物、抗肿瘤抗生素、天然抗肿瘤药和金属络合物等）、干扰DNA

合成药、抗有丝分裂药和影响蛋白质合成药。近年来还有作

用于肿瘤新生血管的药物（如抑制血管生成药物Avastin）在肿
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摘 要 目的：研究抗肿瘤化合物1-（2-氯乙基）-3-[2-（2-硝基苯氧）乙酰基]-1-亚硝基脲（CENPOANU）的体外抗肿瘤活性及其机

制。方法：考察对人乳腺癌细胞（MCF-7）、人宫颈癌细胞（HeLa）、小鼠红白血病细胞（MEL）、人恶性胶质瘤细胞（U251），CEN-

POANU和卡莫司汀（BCNU）的半数抑菌浓度（IC50）；检测0、0.5、1.0、1.5、2.0、4.0倍 IC50的CENPOANU作用24、36、48 h后MCF-7

的增殖抑制率，0、0.5、1.0、1.5、2.0、4.0倍 IC50的 CENPOANU、BCNU 作用 48 h 后 MCF-7的增殖抑制率；测定 0、10.5、14.0、28.0

µmol/L CENPOANU 对 MCF-7的克隆形成率；观察 14.0 µmol/L CENPOANU 作用 0、24、48 h 后 MCF-7的细胞形态变化和凋亡形

态，以及作用 48 h 后空白对照组和 CENPOANU（14.0 µmol/L）组 MCF-7的细胞周期分布、增殖指数和凋亡指数（A）。结果：在

MCF-7、HeLa、MEL、U251上的 IC50，CENPOANU 分别为（6.9±2.2）、（14.7±3.5）、（7.8±1.2）、（9.6±2.1）µmol/L，BCNU 分别为

（14.5±2.6）、（12.4±1.5）、（8.8±1.3）、（11.2±1.4）µmol/L；CENPOANU 对 MCF-7的生长具有抑制作用，且与浓度和时间呈正相

关。与BCNU比较，CENPOANU对MCF-7的生长抑制作用明显增强（P＜0.01）。CENPOANU能明显降低MCF-7的克隆形成率，

且与浓度呈正相关（P＜0.05）。与作用0 h比较，MCF-7随作用时间延长，可见体积缩小、空泡等凋亡细胞，且细胞数量减少，发生

皱缩、脱落等，其中G2/M、S期细胞明显减少（P＜0.01），空白对照组和CENPOANU组MCF-7的增殖指数分别为92.05％、42.70％，

A分别为（1.5±0.1）％、（13.1±1.3）％。结论：CENPOANU主要通过阻滞细胞周期G2/M、S进程干预细胞增殖，并诱导细胞凋亡，

且体外抗肿瘤活性优于BCNU。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the antineoplastic activity of anti tumor compound 1-（2-chloroethyl）-3-[2-（2-nitrophenoxy）
acetyl]-1-nitrosourea（CENPOANU） in vitro and its mechanism. METHODS：The Half inhibitory concentration（IC50）values of
CENPOANU and carmustine（BCNU）were evaluated in MCF-7，HeLa，MEL and U251 cell lines. The growth inhibitory actions
of CENPOANU（0，0.5，1.0，1.5，2.0 and 4.0 folds of IC50）on MCF-7 were determined after 24 h，36 h and 48 h. The growth in-
hibitory actions of CENPOANU and BCNU（0，0.5，1.0，1.5，2.0 and 4.0 folds of IC50）on MCF-7 were observed after 48 h. The
effects of 0，10.5，14.0 and 28.0 µmol/L CENPOANU on MCF-7 clone formation rate were tested. The morphological changes and
apoptosis of MCF-7 were observed in normal control group and trial group（14.0 µmol/L CENPOANU）after 0，24，48 h. The dis-
tribution of cell cycle，proliferation index and apoptosis index（A）was observed in control group and trial group after 48 h. RE-
SULTS：In MCF-7，HeLa，MEL and U251，IC50 values of CENPOANU were（6.9±2.2），（14.7±3.5），（7.8±1.2）and（9.6±
2.1）µmol/L；IC50 values of BCNU were（14.5±2.6），（12.4±1.5），（8.8±1.3）and（11.2±1.4）µmol/L. CENPOANU showed in-
hibitory action on the growth of MCF-7，in concentration and time-dependant manner. Compared with BCNU，CENPOANU had
strong inhibitory effect on the growth of MCF-7（P＜0.01）. CENPOANU could inhibit the MCF clone formation rate significantly，
in concentration-dependant manner（P＜0.05）. Compared with effects of 0 h，apoptotic MCF-7 cells as volume reduction and vacu-
ole could be found in trial group as time went on；the reduction of cells，shrinkage and detachment were also found，and the cells
of G2/M，S phase decreased（P＜0.01）. Proliferation index of MCF-7 in blank control group and CENPOANU group were 92.05％
and 42.70％，and A were（1.5±0.1）％ and（13.1±1.3）％，respectively. CONCLUSIONS：CENPOANU has better antineoplastic
activity than BCNU in vitro though blocking the G2/M、S phase of cell cycle，intervening in cell proliferation and inducing apoptosis.
KEY WORDS 1-（2-chloroethyl）-3-[2-（2-nitrophenoxy）acetyl]-1-nitrosourea；Antineoplastic activity；Carmustine；Half inhibito-
ry concentration
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瘤治疗中发挥着重要作用[1-2]。亚硝基脲类属于烷化剂抗肿瘤

药物，其通过烷化碱基导致异常碱基配对，使A-T/G-C的正常

互补配对关系改变，在复制时引进错误的碱基，致使原来正常

的遗传信息发生改变，阻碍DNA的正常复制过程，使有丝分裂

不能正常进行。同时，也易导致DNA双链发生断裂[3]。该类

化合物的主要不良反应为骨髓抑制，其致毒机制与抗癌机制

基本一致。这一问题严重影响了亚硝基脲的应用[4]。目前，人

们已经合成各种不同结构的亚硝基脲来改造其特性，更好地

提高了其疗效。2-氯乙基-3-肌氨酸酰胺-1-亚硝脲（SarCNU）

是一种N3位被甲基化的氯乙基亚硝基脲，已被国际癌症协会

正式挑选，在治疗恶性神经胶质瘤方面具有广阔的前景。本

课题组通过对前期合成先导化合物的结构优化，得到一种新

型亚硝基脲氯乙烷类抗肿瘤药物1-（2-氯乙基）-3-[2-（2-硝基苯

氧）乙酰基]-1-亚硝基脲{1-（2-chloroethyl）-3-[2-（2-nitrophe-

noxy）acetyl]-1-nitrosourea，CENPOANU}；与经典亚硝基脲类

药物不同的是其分子结构中引入了邻芳酰基，从而提高了药物

对肿瘤细胞的选择性，降低了对正常细胞的毒性，同时保持经

典亚硝基脲类药物分子质量小、脂溶性高、广谱抗瘤活性等优

势，最终达到高效、低毒的目的。CENPOANU的结构式见图1。

1 材料
1.1 仪器

流式细胞仪（美国 BD 公司）；BX51荧光显微镜（日本

Olympus公司）；XD-101倒置显微镜（南京江南光电有限公司

产品）；BB15 CO2培养箱（德国Heraeus公司）；BCN-1360超净

工作台（哈尔滨市东联电子技术开发有限公司）；550酶联免疫

检测仪（美国Bio-Rad公司）。

1.2 药品与试剂

阳性对照药：卡莫司汀原料药（BCNU，上海波以尔化工有

限公司，批号：20110912，纯度：99％）；实验药物：CENPOANU

（兰州大学药学院实验室合成，批号：201103，纯度：98％）；胎

牛血清、RPMI 1640培养基（美国 Gibco 公司）；MTT、Hoechst

染色液及碘化丙啶（PI）（美国 Sigma 公司）；膜联蛋白Ⅴ（An-

nexin Ⅴ）-异硫氰酸荧光素（FITC）细胞凋亡检测试剂盒（碧云

天生物技术研究所）。

1.3 细胞株

人乳腺癌细胞MCF-7、人宫颈癌细胞HeLa、小鼠红白血病

细胞MEL均由中国典型培养物保藏中心提供；人恶性胶质瘤

细胞U251由中国科学院上海细胞生物学研究所提供。

2 方法
2.1 CENPOANU 对MCF-7、HeLa、MEL、U251的抗肿瘤活性

制备对数生长期的细胞悬液，0.4％台盼蓝染色并计数，调

细胞数为 2×104 ml－1接种在 96孔培养板中，每孔 200 μl，37 ℃

下 5％CO2培养箱预培养 24 h。设空白对照组、BCNU 组和

CENPOANU组，给药浓度为10－4、10－5、10－6、10－7、10－8 mmol/ml，

各设3个平行孔。分别加入相应药物后继续培养48 h，弃上清

液，每孔再加入200 μl新配制的含0.2 mg/ml MTT的无血清培

养基，培养4 h，弃上清液并加入200 μl二甲基亚砜（DMSO），置

摇床上低速振荡10 min混匀，在酶标仪上以选择波长为570 nm、

参比波长为450 nm测定各孔的光密度（OD）[5-6]。根据公式[抑制

率＝（空白对照组OD值－给药组OD值）/空白对照组OD值×

100％ ]计算抑制率，考察不同浓度 CENPOANU 对 MCF-7、

HeLa、MEL、U251的半数抑菌浓度（IC50），其中给药组为 BC-

NU组和CENPOANU组。

2.2 不同浓度CENPOANU作用不同时间对MCF-7的增殖

抑制作用

取MCF-7按“2.1”项下方法处理至“预培养 24 h”，分别加

入 CENPOANU 并使终浓度分别为 0、0.5、1.0、1.5、2.0、4.0倍

IC50（0、3.5、7.0、10.5、14.0、28.0 μmol/L），继续培养24、36、48 h，

照“2.1”项下方法测定OD，计算抑制率。

2.3 不同浓度CENPOANU和BCNU对MCF-7的增殖抑制

作用

取MCF-7按“2.1”项下方法处理至“预培养 24 h”，分别加

入 0、0.5、1.0、1.5、2.0、4.0 倍 IC50（0、3.5、7.0、10.5、14.0、28.0

μmol/L）的CENPOANU和BCNU，继续培养48 h，测定OD值，

计算抑制率。

2.4 CENPOANU对MCF-7克隆形成的影响

将细胞数调节为1×103 ml－1，接种于96孔板中，每孔200 μ

l，设空白对照组和 10.5、14.0、28.0 µmol/L CENPOANU组，每

组3个复孔，加入相应药物后，继续培养24 h，然后37 ℃下5％

CO2培养，当空白对照组出现肉眼可见的克隆时，终止培养并

弃去培养液，磷酸盐缓冲液（PBS）清洗2次，4％的多聚甲醛溶

液固定 15 min（25 ℃），弃固定液，结晶紫染色 20 min，流水冲

洗，干燥，将培养皿倒置并叠加一张带网格的透明胶片，肉眼

计数并重复 3次。计算克隆形成率（％）＝克隆数/接种细胞

数×100％[7-9]。

2.5 CENPOANU对MCF-7细胞形态和凋亡形态的影响

将细胞数调节为 7.5×105 ml－1，接种于预先置入盖玻片的

96孔板中，每孔200 μl，加入14.0 µmol/L CENPOANU，继续培

养24 h，弃培养液，显微镜下观察细胞分别在作用0、24、48 h的

细胞形态变化。取培养 48 h的细胞，弃培养液，加 0.5 ml固定

液，固定10 min，弃固定液，PBS清洗2次，加入Hoechst染色液

0.5 ml，避光染色5 min，滴加抗荧光淬灭封片液，封片，电镜下

观察细胞凋亡形态。试验重复3次[10-12]。

2.6 CENPOANU对MCF-7细胞周期分布的影响

取对数生长期 MCF-7，设空白对照组和 CENPOANU

（14.0 µmol/L）组，加入相应药物后，继续培养48 h，收集细胞数

约为 5×106 ml－1，800×g 离心 5 min，弃培养液，用 4 ℃预冷的

PBS洗涤，800×g离心 5 min，弃上清液收集细胞。用100 µl 结

合缓冲液和Annexin Ⅴ-FITC（20 µg/ml）10 µl的标记溶液重悬

细胞，室温避光孵育 10 min，加入 50 µg/ml PI 5 µl，避光振动 5

min，再加入400 µl结合缓冲液，立即采用流式细胞术检测。流

式细胞术的激发波长为488 nm，用波长515 nm的通带滤器检

测 FITC荧光，另一波长大于 560 nm的滤器检测 PI荧光[13-16]，

图1 CENPOANU的结构式

Fig 1 Chemical structure of CENPOANU
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重复 3次。采用Cell Quest 软件进行细胞周期分析，计算细胞

增殖指数＝（S期+G2/M期）/（G0期/G1期+S期+G2/M期）×100％

表示细胞的增殖能力。细胞凋亡指数（Apoptosis index，A）表

示细胞凋亡百分率。

2.7 数据处理

采用SPSS 17.0软件进行统计学分析，计量资料采用x±s

表示，组间采用配对 t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 抗肿瘤活性

结果显示，对于 MCF-7、HeLa、MEL、U251的 IC50，CEN-

POANU 分别为（6.9±2.2）、（14.7±3.5）、（7.8±1.2）、（9.6±

2.1）µmol/L，BCNU 分别为（14.5±2.6）、（12.4±1.5）、（8.8±

1.3）、（11.2±1.4）µmol/L。除HeLa细胞外，CENPOANU对其

他细胞的抗肿瘤活性均明显优于BCNU。

3.2 CENPOANU对MCF-7的增殖抑制作用

结果CENPOANU对MCF-7增殖具有抑制作用，且与浓度

和时间呈正相关（P＜0.05），其中 28.0 µmol/L CENPOANU 作

用48 h对MCF-7细胞增殖的抑制作用最高，抑制率为（87.7±

3.2）％。不同浓度 CENPOANU 作用 24、36、48 h 后对 MCF-7

的增殖抑制率见图2。

3.3 CENPOANU和BCNU对MCF-7的增殖抑制作用

不同浓度的 CENPOANU 和 BCNU 处理 MCF-7 48 h 后，

随着各作用药物浓度的增加，其抑制率逐渐升高。与BCNU

比较，0.5、1.0、1.5、2.0、4.0倍 IC50的CENPOANU对MCF-7的增

殖抑制作用均显著增强（P＜0.05或P＜0.01）。表明CENPOA-

NU对MCF-7增殖的抑制作用较BCNU显著。不同浓度CEN-

POANU和BCNU作用后MCF-7的增殖抑制率见表1。

表 1 不同浓度CENPOANU和BCNU作用后MCF-7的增殖

抑制率（％％，x±±s，n＝3）

Tab 1 Growth inhibitory rate of the growth of MCF-7 after

treated with different concentrations of CENPOANU and

BCNU（％％，x±±s，n＝3）

药物
BCNU

CENPOANU

0倍 IC50

0

0

0.5倍 IC50

28.7±3.1

36.4±2.2＊

1.0倍 IC50

46.0±2.2

55.7±4.4＊

1.5倍 IC50

55.9±4.0

67.2±2.7＊

2.0倍 IC50

72.4±3.5

80.8±2.5＊

4.0倍 IC50

75.5±3.8

87.5±2.2＊＊

与BCNU比较：＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

vs. BCNU：＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.4 CENPOANU对MCF-7克隆形成的影响

空白对照组和 10.5 、14.0、28.0 µmol/L CENPOANU 组

MCF-7 的克隆形成率分别为（65±5）％、（21±6）％、（9±

3）％、0。表明CENPOANU能明显降低MCF-7的克隆形成率，

且与浓度呈正相关（P＜0.05）。

3.5 MCF-7细胞形态与凋亡形态变化

显微镜下，随着CENPOANU作用时间延长，细胞数量逐

渐减少，细胞发生如皱缩、变圆、脱落、出泡、膜呈不对称等形

态学变化，这些现象表明CENPOANU对MCF-7增殖有抑制作

用，且与时间呈正相关。CENPOANU作用不同时间后MCF-7

的显微镜图见图3。

电镜下，作用0 h时MCF-7细胞染色质均匀，核形态规则；

14.0 µmol/L CENPOANU 作用 48 h MCF-7可见凋亡细胞，细

胞体积缩小，细胞内出现空泡、染色质凝集、碎裂和核分离等

凋亡形态学变化典型特征。 CENPOANU 作用 0、48 h 后

MCF-7的电镜图见图4。

3.6 MCF-7细胞周期分布

MCF-7的细胞周期分布、A、细胞增殖指数结果见表2。

表2结果表明，CENPOANU诱导MCF-7细胞凋亡并且将

细胞周期阻滞在G2/M、S期。

4 讨论
4.1 药效强度评价

在正常细胞中，由于CENPOANU中苯环的吸电子共扼效

应，形成烷基化正离子困难；在肿瘤细胞中，磷酰胺酶活性显

著高于正常细胞，使CENPOANU趋向于在体内肿瘤细胞中解

图 2 不同浓度CENPOANU作用 24、36、48 h后对MCF-7的

增殖抑制率

Fig 2 Inhibitory ratio of different concentrations of CEN-

POANU on MCF-7 after 24，36 and 48 h
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图 3 CENPOANU 作用不同时间后 MCF-7的显微镜图（ ×

400）

Fig 3 Electron micrograph of MCF-7 after treated with

CENPOANU for different periods（×400）

0 h 24 h

48 h

0 h 48 h

图4 CENPOANU作用0、48 h后MCF-7的电镜图（×400）

Fig 4 Micrograph of MCF-7 after treated with CENPOA-

NU for 0，48 h（×400）
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表 2 MCF-7的细胞周期分布、A值、细胞增殖指数结果（x±±

s，n＝3）

Tab 2 Distribution of cell cycle，A value and proliferation

index of MCF-7（x±±s，n＝3）

组别
空白对照组
CENPOANU组

浓度，μmol/L

0

14.0

G0/G1，％
8.3±1.9

57.3±2.9＊

G2/M，％
26.0±2.6

6.2±2.9＊

S，％
70.1±1.7

36.5±2.8＊

A值，％
1.5±0.1

13.1±1.3＊

细胞增殖指数，％
92.05

42.70＊

与空白对照组比较：＊P＜0.01

vs. blank control group：＊P＜0.01

离，成稳定的五元、六元环，形成稳定的烷基化正离子，提高了

CENPOANU的选择性。IC50是衡量抗肿瘤药体内和体外药效

的主要指标，CENPOANU比阳性对照药体外作用强，具有明

显优势。该差别可以从本研究CENPOANU的结构设计分析

得到解释。CENPOANU是基于其在人体的生化代谢途径，而

体外细胞水平试验由于缺乏完整生物体系，比如肿瘤组织的

低pH（肿瘤细胞外液pH＝6.8）、缺氧条件下高活性还原酶和高

活性酰胺酶等，同时缺乏机体大量正常细胞在机体正常生理

生化本底条件竞争，使CENPOANU对肿瘤细胞产生毒性的选

择性没有完全表现。而在完整生物体系体内，较之机体大量

正常细胞，肿瘤细胞具有低pH（肿瘤细胞外液pH＝6.8）、缺氧

条件下高活性还原酶和高活性酰胺酶等，同时具备机体大量

正常细胞在机体正常生理生化本底条件竞争，使CENPOANU

在肿瘤细胞中选择性发生程序化的系列化学变化被激活，产

生专属性的和有治疗效果的细胞毒作用。所以CENPOANU

在体内比体外表现出更强的抗肿瘤作用，且比同类型阳性对

照药BCNU具有优势。

4.2 抗肿瘤作用机制

细胞周期分析CENPOANU组G2/M、S期细胞明显比空白

对照组减少（P＜0.01）。说明CENPOANU诱导MCF-7细胞凋

亡并且将细胞周期阻滞在G2/M、S期。细胞Hoechst染色形态

学观察发现，CENPOANU 能诱导 MCF-7 细胞凋亡。CEN-

POANU 体外抗肿瘤试验表明，CENPOANU 和 BCNU 具有相

似的作用，通过阻滞肿瘤细胞周期G2/M、S进程来干预细胞的

增殖，同时诱导MCF-7凋亡。
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