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1.式(I)化合物在制造用于治疗有此需要的哺乳动物癌症之药物中的用途，所述治疗

包括向所述哺乳动物施用包含式(I)化合物的组合物：

其中A为苯基，并且其中A被R3和0或1个R4取代；

其中B为苯基，并且其中B被氟取代；

其中R1为(CR5R6)nCOOH；

其中R2为甲基；

其中R3和R4独立地选自C2-C3烷基、-CF3、C3-C4环烷基和C4-C5环烷基烷基；

其中R5和R6为H；并且

其中n为1或2。

2.式(II)化合物在制造用于治疗有此需要的哺乳动物癌症之药物中的用途，所述治疗

包括向所述哺乳动物施用包含式(II)化合物的组合物：

其中R1选自CH2COOH和CH2CH2COOH；

其中R2为CH3；并且

其中R3选自4-CH2CH3和4-CH(CH3)2。

3.根据权利要求2所述的用途，其中所述化合物选自：

4.根据权利要求2所述的用途，其中所述化合物选自：
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5.根据权利要求2所述的用途，其中所述化合物为

6.根据权利要求2所述的用途，其中所述化合物为
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涉及类视黄醇受体选择性通路的方法和组合物

[0001] 本申请是申请号为201180030974.9的中国专利申请的分案申请，原申请是2011年

5月6日提交的PCT国际申请PCT/US2011/035651于2012年12月21日进入中国国家阶段的申

请。

[0002] 相关申请

[0003] 依据美国法典第35编第119(e)节，本申请要求于20010年5月6日提交的美国临时

专利申请序列号61/332,124的优先权，其整体通过引用并入本文。

[0004] 关于联邦政府资助研发的声明

[0005] 本发明在NIH授予的CA109345和美国陆军医学研究和材料司令部授予的W81XWH-

08-1-0478的政府支持下完成。政府享有本发明的一些权利。

技术领域

[0006] 本发明的领域是涉及类视黄醇受体选择性通路的方法和组合物。

背景技术

[0007] 非甾体抗炎药(nonsteroidal  anti-inflammatory  drugs，NSAID)的抗癌作用是

公认的(Tegeder，I.等，FASEB  J  15(12)，2057-2072(2001)；Kashfi，K.&Rigas，B.，Biochem 

Pharmacol  70(7)，969-986(2005))。NSAID通过抑制环氧合酶(COX-1和COX-2)阻断类花生

酸产生。自从发现定期使用阿司匹林降低结肠癌发生率以后，NSAID作为理想的癌症化学预

防剂就受到了重点关注。遗憾的是，伴随出现的副作用(包括已知与COX-2抑制有关的威胁

生命的心血管并发症)使得NSAID的理想抗癌作用黯然失色。尽管COX-2与致癌作用之间有

联系，但是NSAID诱导既不包含COX-1也不包含COX-2的癌细胞的凋亡，这表明存在另外的细

胞内靶点(Tegeder，I.等，FASEB  J  15(12)，2057-2072(2001)；Kashfi，K.&Rigas，B.，

Biochem  Pharmacol  70(7)，969-986(2005))。

发明内容

[0008] 实施方案涉及有关类视黄醇受体选择性通路的方法和组合物。在一些实施方案

中，该通路靶向操纵肿瘤微环境。在一个实施方案中，提供了在癌细胞中诱导凋亡的方法。

例如，可以提供用于预防或治疗癌症的组合物，例如本文所述的式(II)的化合物。在一些实

施方案中，本文所述的包含化合物K-80003或K-80003类似物的组合物被用于治疗癌症。

[0009] 如本文所示，舒林酸硫化物(Sulindac  sulfide)(下文中为“舒林酸”或“舒林酸硫

化物”)与化合物RXRα以临床相关浓度结合并且以RXRα依赖性方式诱导凋亡，从而证明RXRα

是舒林酸作用的细胞内靶点。还如本文所示，舒林酸强烈抑制癌细胞中的关键存活激酶AKT

(蛋白激酶B)的活化。此外，N-端截短的RXRα(tRXRα)表现出调节癌细胞中的存活信号。如本

文所述，当与TNFα组合时，舒林酸抑制TNFα诱导的tRXRα/p85α相互作用，引起死亡受体介导

的凋亡通路活化。此外，如本文所述设计并合成的舒林酸类似物K-80003表现出增加的与

RXRα的亲和力并且无COX抑制活性，而且在抑制动物的tRXRα依赖性AKT活化和tRXRα肿瘤生
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长方面显示出增强的功效。

[0010] 本文描述了用于癌症治疗的靶向凋亡通路的舒林酸衍生的RXRα配体。在一个实施

方案中，提供了在癌细胞中诱导凋亡的方法，其包括：上调癌细胞中的肿瘤坏死因子-α(TNF

α)活性，从而使癌细胞对AKT抑制敏感；以及使敏化的癌细胞与化合物相接触，其中已知所

述化合物与类视黄醇X受体-α(RXRα)相互作用，并且其中已知所述化合物以环氧合酶-2

(COX-2)通路非依赖性方式抑制蛋白激酶B(AKT)的活性。在本实施方案的一个方面中，上调

TNFα活性包括将外源性TNFα引入癌细胞。在本实施方案的另一方面中，上调TNFα活性包括

上调癌细胞中的内源性TNFα。在本实施方案的又一方面中，癌细胞是选自以下的癌细胞：肺

癌细胞、乳癌细胞、前列腺癌细胞、肝癌细胞和结肠癌细胞。在本实施方案的又一方面中，癌

细胞是选自以下的癌细胞：A549细胞、H460细胞、ZR-75-1细胞、MCF-7细胞、LNCaP细胞、PC3

细胞、HepG2细胞、Caco2细胞和SW480细胞。在本实施方案的又一方面中，候选化合物是舒林

酸的类似物，并且其中所述类似物表现出至少一种选自以下的特性：与RXRα结合时IC50小于

舒林酸的IC50和与COX-2结合时IC50大于舒林酸的IC50。在本实施方案的又一方面中，所述类

似物是选自以下的化合物：K-80001、K-80002、K-80003、K-80004和K-80005。在本实施方案

的又一方面中，所述类似物是K-80003。

[0011] 在另一个实施方案中，提供了一种筛选能够在癌细胞中诱导凋亡的候选化合物的

方法，其包括：向癌细胞提供候选化合物；和确定候选化合物是否能够具有至少一种选自以

下的活性：在癌细胞中抑制AKT活性、活化胱天蛋白酶-8、活化BAX、抑制cFLIP和降解Bid。在

本实施方案的一个方面中，确定候选化合物是否能够抑制AKT活性包括：通过用全反式视黄

酸(全反式-retinoic  acid，ATRA)或9-顺式-RA对癌细胞进行预处理；并且在施用候选化合

物之后测量癌细胞中AKT水平的变化。

[0012] 在又一个实施方案中，提供了一种筛选能够在细胞中诱导凋亡的候选化合物的方

法，其包括：向细胞提供候选化合物；以及确定候选化合物是否能够选择性地与截短的RXRα

(tRXRα)蛋白结合。在本实施方案的一个方面中，候选化合物是选自以下的化合物：肽、蛋白

质、核酸和小分子。

[0013] 在又一个实施方案中，提供了筛选能够在细胞中诱导凋亡的候选化合物的方法，

其包括：向细胞提供候选化合物；以及确定候选化合物是否能够调节tRXRα蛋白。在本实施

方案的一个方面中，候选化合物是选自以下的化合物：肽、蛋白质、核酸和小分子。在本实施

方案的另一方面中，确定候选化合物是否能够调节tRXRα蛋白包括确定候选化合物是否能

够防止tRXRα与p85α蛋白结合。在本实施方案的又一方面中，确定候选化合物是否能够调节

tRXRa蛋白包括确定候选化合物是否能够防止RXRα经历蛋白质修饰。在本实施方案的又一

方面中，所述蛋白质修饰包括磷酸化。在本实施方案的又一方面中，确定候选化合物是否能

够调节tRXRα蛋白包括确定候选化合物是否能够防止tRXRα蛋白从细胞核迁移至细胞质。

[0014] 在又一个实施方案中，提供了一种筛选能够在细胞中诱导凋亡的候选化合物的方

法，其包括：鉴定表达tRXRα的细胞；使细胞与候选化合物相接触；以及确定候选化合物是否

诱导细胞凋亡。在本实施方案的一个方面中，所述候选化合物是选自以下的化合物：肽、蛋

白质、核酸和小分子。在本实施方案的另一方面中，所述候选化合物是来自小分子文库的化

合物。在本实施方案的又一方面中，所述候选化合物是来自肽文库的化合物。在本实施方案

的又一方面中，所述细胞来自乳房或肝。
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[0015] 在又一个实施方案中，提供了一种筛选能够抑制肿瘤生长的候选化合物的方法，

其包括：鉴定表达tRXRα的肿瘤；使肿瘤与候选化合物相接触；以及确定候选化合物是否抑

制肿瘤生长。在本实施方案的一个方面中，所述候选化合物是选自以下的化合物：肽、蛋白

质、核酸和小分子。在本实施方案的另一方面中，所述候选化合物是来自小分子文库的化合

物。在本实施方案的又一方面中，所述候选化合物是来自肽文库的化合物。在本实施方案的

又一方面中，所述肿瘤是乳房或肝的肿瘤。

[0016] 在又一个实施方案中，提供了一种预防对象癌症的方法，其包括：鉴定相对于一般

人群具有升高的癌症风险的对象；并且向对象提供抑制AKT活性的物质，其中所述物质与对

象细胞表面上的RXRα的结合导致了AKT活性的抑制。在本实施方案的一个方面中，所述方法

还包括在施用所述物质之前向对象施用TNFα，从而使对象的癌细胞对所述物质的AKT抑制

敏感。在本实施方案的另一方面中，所述物质是舒林酸的类似物。在本实施方案的又一方面

中，所述类似物是选自以下的化合物：K-80001、K-80002、K-80003、K-80004和K-80005。在本

实施方案的又一方面中，所述类似物是K-80003。

[0017] 在又一个实施方案中，提供了一种治疗哺乳动物癌症的方法，其包括：鉴定患有癌

症的哺乳动物，并且向哺乳动物提供治疗有效量的物质，所述物质已知以环氧合酶-2(COX-

2)通路非依赖性方式抑制AKT活性。在本实施方案的一个方面中，所述方法还包括在施用所

述物质之前向哺乳动物施用TNFα，从而使哺乳动物的癌细胞对所述物质的AKT抑制敏感。在

本实施方案的另一方面中，所述物质是舒林酸的类似物。在本实施方案的又一方面中，所述

类似物是选自以下的化合物：K-80001、K-80002、K-80003、K-80004和K-80005。在本实施方

案的又一方面中，所述类似物是K-80003。在本实施方案的又一方面中，所述哺乳动物是人。

[0018] 在又一个实施方案中，提供了一种预防或治疗哺乳动物癌症的方法，其包括向有

此需要的哺乳动物施用包含式(I)化合物的组合物，其中A为芳基或杂芳基，并且其中A可任

选地被R3和0、1或2个R4取代；其中B为芳基或杂芳基，并且其中B可任选地被0、1或2个R4取

代；其中R1为(CR5R6)nCOOH；其中R2选自H、C1-10烷基、芳烷基、环烷基、环烷基烷基、卤烷基、烷

基O、烷基S和卤烷基O；其中R3和R4独立地选自H、C1-10烷基、卤烷基、卤素、CN、芳基、杂芳基、

芳烷基、杂芳烷基、烷基O、烷基S、(CR4R6)nCONR7R8、OH、环烷基、环烷基烷基、环烷基O和烷氧

基烷基；其中R5和R6：独立地选自H、C1-7烷基、OH、烷氧基、环烷基；或者一起形成环烷基或杂

环基；并且其中n为0、1、2或3。

[0019] 在又一个实施方案中，提供了一种预防或治疗哺乳动物癌症的方法，其包括向有

此需要的哺乳动物施用包含式(II)化合物的组合物，其中所述化合物表现出至少一种选自

以下的特性：与RXRα结合时IC50小于舒林酸的IC50和与COX-2结合时IC50大于舒林酸的IC50。

在本实施方案的一个方面中，R1选自CH2COOH和CH2CH2COOH；其中R2选自CH3和H；并且其中R3

选自4-SCH3、4-CH3、4-CH2CH3和4-CH(CH3)2。

[0020] 在又一个实施方案中，提供了一种筛选能够以RXRα-选择性方式在癌细胞中诱导

凋亡的候选化合物的方法，其包括：向癌细胞提供候选化合物；以及确定候选化合物是否能

够在癌细胞中与RXRα结合并且不抑制COX-2活性。在本实施方案的一个方面中，确定候选化

合物是否能够与RXRα结合包括检测癌细胞中RXRα对胰凝乳蛋白酶(chymotrypsin)消化的

敏感性改变。在本实施方案的另一方面中，确定候选化合物是否能够与RXRα结合包括检测

癌细胞中差示扫描量热法(differential  scanning  calorimetry，DSC)特征的改变。
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[0021] 在又一个实施方案中，提供了包含式(I)化合物的组合物，其中A为芳基或杂芳基，

并且其中A可任选地被R3和0、1或2个R4取代；其中B为芳基或杂芳基，并且其中B可任选地被

0、1或2个R4取代；其中R1为(CR5R6)nCOOH；其中R2选自H、C1-10烷基、芳烷基、环烷基、环烷基烷

基、卤烷基、烷基O、烷基S和卤烷基O；其中R3和R4独立地选自H、C1-10烷基、卤烷基、卤素、CN、

芳基、杂芳基、芳烷基、杂芳烷基、烷基O、烷基S、(CR4R6)nCONR7R8、OH、环烷基、环烷基烷基、环

烷基O和烷氧基烷基；其中R5和R6独立地选自H、C1-7烷基、OH、烷氧基、环烷基；或者一起形成

环烷基或杂环基；并且其中n为0、1、2或3。

[0022] 在又一个实施方案中，提供了包含式(II)化合物的组合物，其中所述组合物表现

出至少一种选自以下的特性：与RXRα结合时IC50小于舒林酸的IC50和与COX-2结合时IC50大

于舒林酸的IC50。

[0023] 在又一个实施方案中，提供了包含式(II)化合物的组合物，其中R1选自CH2COOH和

CH2CH2COOH；其中R2选自CH3和H；并且其中R3选自4-SCH3、4-CH3、4-CH2CH3和4-CH(CH3)2。在本

实施方案的一个方面中，所述组合物选自K-80001、K-80002、K-80003、K-80004和K-80005。

在本实施方案的又一方面中，所述组合物是K-80003。

[0024] 在又一个实施方案中，提供了包含式(III)化合物的组合物，其中R1选自CH3、F和

Cl；其中R2选自H、CH3、Cl和F；并且其中R3选自CH3、CH2CH3、CH(CH3)2、C(CH3)3、CH2Cl、OCH3和

SCH3。

[0025] 在又一个实施方案中，提供了包含式(IV)化合物的组合物，其中R1选自CH3、F和Cl；

其中R2选自H、CH3、Cl和F；并且其中R3选自CH3、CH2CH3、CH(CH3)2、C(CH3)3、CH2Cl、OCH3和SCH3。

[0026] 在又一个实施方案中，提供了包含式(V)化合物的组合物，其中R1选自COOH、

CH2CH2COOH、CH＝CHCOOH、CH2-四唑、CH2-CH2-四唑、CH2COOCH3、CH3、CH2CONH2、CH2CONHCH3、

CH2OH、CH2CH2OH和CH2NH2；其中R2选自H、Cl、CH2CH3、OCH3、NH2、NHCH3、CF3、CH2NH2、CH2OH、

CH2Cl、CH(CH3)2和OCH2CH3；其中R3选自H、CH＝CH2、CCH、C(CH3)3、CF3、OH、OCH3、OCH2CH3、NH2、

NHCH3、CN、NHCOCH3、
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[0027]

[0028] 并且其中R4选自H、Cl、CH3、CH2CH3、CH(CH3)2、OCH3、OCHCH3、NH2和

NHCH3。

[0029] 在又一个实施方案中，提供了包含式(III)化合物的组合物，其中R1选自CH3、F和

Cl；R2选自H、CH3、Cl和F；并且其中R3选自CH3、CH2CH3、CH(CH3)2、C(CH3)3、CH2Cl、OCH3和SCH3。

[0030] 在又一个实施方案中，提供了包含式(IV)化合物的组合物，其中R1选自CH3、F和Cl；

其中R2选自H、CH3、Cl和F；并且其中R3选自CH3、CH2CH3、CH(CH3)2、C(CH3)3、CH2Cl、OCH3和SCH3。

[0031] 在又一个实施方案中，提供了包含式(V)化合物的组合物，其中R1选自COOH、

CH2CH2COOH、CH＝CHCOOH、CH2-四唑、CH2-CH2-四唑、CH2COOCH3、CH3、CH2CONH2、CH2CONHCH3、

CH2OH、CH2CH2OH和CH2NH2；其中R2选自H、Cl、CH2CH3、OCH3、NH2、NHCH3、CF3、CH2NH2、CH2OH、

CH2Cl、CH(CH3)2和OCH2CH3；其中R3选自H、CH＝CH2、CCH、C(CH3)3、CF3、OH、OCH3、OCH2CH3、NH2、

NHCH3、CN、NHCOCH3、
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[0032]

[0033]

[0034] 并且其中R4选自H、Cl、CH3、CH2CH3、CH(CH3)2、OCH3、OCHCH3、NH2和

NHCH3。

[0035] 在又一个实施方案中，提供了包含舒林酸类似物的组合物，其中所述类似物表现

出至少一种选自以下的特性：与RXRα结合时IC50小于舒林酸的IC50和与COX-2结合时IC50大

于舒林酸的IC50。

[0036] 在又一个实施方案中，提供了包含选自以下化合物的组合物：3-(4-氟苯基)-2-甲

基丙烯酸、3-(4-氟苯基)-2-甲基丙酸、6-氟-2-甲基-2，3-二氢茚-1-酮、2-(6-氟-2-甲基-

3H-茚-1-基)乙酸乙酯、(Z)-2-(3-(4-(甲硫基)苯亚甲基)-6-氟-2-甲基-3H-茚-1-基)乙

酸、(Z)-2-(3-(4-甲基苯亚甲基)-6-氟-2-甲基-3H-茚-1-基)乙酸、(Z)-2-(3-(4-乙基苯亚

甲基)-6-氟-2-甲基-3H-茚-1-基)乙酸、(Z)-2-(3-(4-异丙基苯亚甲基)-6-氟-2-甲基-3H-

茚-1-基)乙酸、2-(6-氟-3H-茚-1-基)乙酸乙酯、(E)-2-(3-(4-(甲硫基)苯亚甲基)-6-氟-

3H-茚-1-基)乙酸、螺(二氢-2(3H)呋喃酮-5-1’(2’H)(3’H)-6-氟-二氢化茚、3-(6-氟-3H-

茚-1-基)丙酸甲酯、(E)-3-(3-(4-(甲硫基)苯亚甲基)-6-氟-3H-茚-1-基)丙酸甲酯、K-

80003类似物No.1、K-80003类似物No.2、K-80003类似物No.3、K-80003类似物No.4、K-80003

类似物No.5、K-80003类似物No.6、K-80003类似物No.7、K-80003类似物No.8、K-80003类似

物No.9、K-80003类似物No.10、K-80003类似物No.11、K-80003类似物No.12、K-80003类似物
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No.13、K-80003类似物No.14、K-80003类似物No.15、K-80003类似物No.16、K-80003类似物

No.17、K-80003类似物No.18、K-80003类似物No.19、K-80003类似物No.20、K-80003类似物

No.21、K-80003类似物No.22、K-80003类似物No.23、K-80003类似物No.24、K-80003类似物

No.25、K-80003类似物No.26、K-80003类似物No.27、K-80003类似物No.28、K-80003类似物

No.29、K-80003类似物No.30、K-80003类似物No.31、K-80003类似物No.32、K-80003类似物

No.33、and  K-80003类似物No.34。

附图说明

[0037] 图1示出舒林酸与RXRα结合。(a)舒林酸与[3H]9-顺式-RA或未标记的9-顺式-RA孵

育的RXRα  LBD蛋白的结合。(b)如通过HPLC分析所测定的，舒林酸与在稳定表达RXRα、Nur77

或RARβ的HEK293细胞中的RXRα的结合。(c)舒林酸所致的RXRα  LBD或GST-RXRα对胰凝乳蛋

白酶的敏感性改变。(d)在不存在和存在RXRα  LBD或Nur77蛋白的情况下舒林酸的19F  NMR谱

比较。如通过(TREpal)2-tk-CAT活性(Zhang等，Nature  358，587-591(1992a))(e)或者β

RARE-tk-CAT活性(Zhang等，Nature  355，441-446(1992b))(f)所测定的，舒林酸抑制RXRα

同二聚体和异二聚体的反式活化(transactivation)。

[0038] 图2示出舒林酸诱导RXRα依赖性凋亡和Bax活化。如通过DAPI染色(a)、PARP切割

(b)和DNA片段化(c)所分析的舒林酸在F9或缺少RXRα的F9细胞(F9RXRα-/-)中的凋亡作用。

RXRαsiRNA抑制舒林酸诱导的凋亡。用舒林酸处理经对照或RXRα  siRNA(d)转染的H460肺癌

细胞并通过DAPI染色分析凋亡(e)。(f)RXRα的转染增强舒林酸的凋亡作用。用舒林酸处理

经GFP-RXRα转染的CV-1细胞并通过DAPI染色分析。(g)破坏RXRα  LBP削弱舒林酸的凋亡作

用。用舒林酸处理经GFP-RXRα或GFP-RXRα/F313S/R316E转染的CV-1细胞并通过DAPI染色分

析。评价经受体转染的细胞中凋亡的得分。Bax在凋亡诱导中的作用。用或者不用舒林酸处

理HCT116细胞或缺少Bax的HCT116细胞(Bax-/-)。通过PARP切割(h)和DAPI染色(i)测定凋

亡。(j，k)RXRα  siRNA抑制舒林酸诱导的Bax活化。通过免疫印迹揭示RXRα  siRNA所致的

HCT116细胞中的RXRα敲减(knocking  down)。用舒林酸处理经或者不经RXRα  siRNA或对照

siRNA转染的HCT116细胞，并且分析Bax寡聚化(j)以及使用Bax/Δ21、Bax/6A7或抗Hsp60抗

体通过免疫染色/共聚焦显微镜分析Bax构象改变和线粒体靶向(k)。

[0039] 图3示出舒林酸抑制TNFα诱导的AKT活化和tRXRα-p85α相互作用。(a)舒林酸对AKT

活化的抑制。使HCT116、SW480、HepG2、ZR75-1、MCF-7、PC3、LNCaP、HaCat和RAW264.7细胞饥

饿过夜并用舒林酸处理，通过免疫印迹分析AKT活化。(b)RXRα  siRNA对基础AKT活化的抑

制。用舒林酸处理经RXRα  siRNA转染的HepG2细胞。通过免疫印迹对AKT活化和RXRα表达进

行分析。(c)舒林酸和RXRα  siRNA对TNFα诱导的AKT活化的抑制。用舒林酸对经RXRα或对照

siRNA转染的A549肺癌细胞进行预处理并暴露于TNFα。通过免疫印迹对AKT活化和RXRα表达

进行分析。(d)舒林酸和TNFα对AKT活化的协同抑制。用舒林酸对ZR-75-1和PC3细胞进行预

处理并暴露于TNFα。通过免疫印迹对AKT活化进行分析。(e)用于免疫共沉淀和免疫印迹测

定的抗RXRα抗体的示意图(上)。D20抗体识别N-端A/B结构域中的2-21位氨基酸，而ΔN197

抗体识别C-端E/F结构域(下)。还示出约44kDa的RXR截短蛋白。(f)多种癌细胞系中tRXRα的

表达。使用ΔN197RXRα抗体通过免疫印迹对用或者不用9-顺式-RA处理的HCT116、SW480、

ZR75-1、MCF-7、PC3、LNCaP、HepG2、HaCat、Caco2、MEF、RAW和BHK细胞系进行分析。
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[0040] 图4示出tRXRα在AKT活化和非锚定依赖性细胞生长中的作用。(a)tRXRα的细胞密

度依赖性生产和AKT活化。使用ΔN197抗体分析以不同细胞密度接种的MEF的RXRα表达并通

过免疫印迹分析AKT活化。(b)在使用抗RXRα(ΔN197)进行免疫染色后通过共聚焦显微镜观

察MEF中内源性RXRα的亚细胞定位。还通过DAPI对细胞进行染色以观察细胞核。(c)RXRα/1-

134的稳定表达诱导RXRα切割和AKT活化。用9顺式-RA对HeLa或稳定表达RXRα/1-134的HeLa

细胞进行处理并对AKT活化和RXRα表达进行分析。(d)在软琼脂中HeLa/RXRα/1-134和HeLa

细胞的生长。(e)舒林酸抑制HeLa/RXRα/1-134细胞的克隆性存活。(f)与肿瘤周围组织和正

常组织相比，人乳房(6个中的5个)或肝(6个中的4个)的肿瘤组织中tRXRα的产生。(g)通过

ΔN197抗体对肝肿瘤样本中RXRα的胞质定位进行免疫染色。T：肿瘤组织；S：肿瘤周围组织。

[0041] 图5示出N-端截短的RXRα在TNFα活化PI3K/AKT及癌细胞生长中的作用。用经Myc表

位标记的Flag-p85α和RXRα、RXRα/Δ80、或RXRα/Δ100对HEK293T细胞进行转染，经TNFα处

理，并使用抗Flag抗体通过免疫共沉淀进行分析。(b)RXRα的N-端A/B结构域与p85α相互作

用。将Flag-p85α与GFP-RXRα-1-134和GFP-RXRα-224-462一起共转染到HEK293T细胞中，并

且使用抗Flag抗体通过免疫共沉淀对其相互作用进行分析。(c)RXRα/Δ80是有效的AKT活

化剂。正如免疫印迹测定经RXRα/Δ80或RXRα/Δ100转染的HEK293T、HeLa、A549和MCF-7细

胞的AKT活化。(d)RXRα/Δ80和p85α的胞质共定位。将Myc-RXRα/Δ80和p85α共转染到PC3和

ZR-75-1细胞系中，经抗Myc和抗p85α抗体免疫染色，并且通过共聚焦显微镜显示其亚细胞

定位。(e)RXRα/Δ80免疫沉淀物对PI3K的活化。用TNFα和/或舒林酸对经Flag-p85α和Myc-

RXRα/Δ80转染的A549细胞进行处理，通过抗Myc抗体免疫沉淀，并进行体外PI3K测定。(f)

RXRα/Δ80的稳定表达。通过免疫印迹对经GFP-RXRα/Δ80或对照GFP载体稳定转染的细胞

进行分析。(g)RXRα/Δ80促进癌细胞的克隆性存活。(h，i)RXRα/Δ80促进裸鼠中的癌细胞

生长。

[0042] 图6示出舒林酸活化TNFα诱导的外在凋亡通路。(a)舒林酸/TNFα组合对凋亡的协

同诱导以及RXRα配体对其的抑制。用SR11237，然后用TNFα和/或舒林酸对在具有1％FBS的

培养基中培养的HepG2细胞进行处理，通过免疫印迹进行分析。(b)RXRα  siRNA对舒林酸/

TNFα诱导的胱天蛋白酶-8切割的抑制。用TNFα和/或舒林酸对经对照或RXRαsiRNA转染的

HepG2细胞进行处理并且通过免疫印迹进行分析。胱天蛋白酶-8抑制剂(c)和siRNA(d)对舒

林酸/TNFα诱导的PARP切割的抑制。用TNFα和舒林酸对经对照或胱天蛋白酶-8siRNA转染或

经ZIETD-fmk预处理的HepG2细胞进行处理并且通过免疫印迹进行分析。(e)舒林酸和TNFα

对Bax的活化。用Bax/6A7抗体对经TNFα和/或舒林酸处理的HepG2细胞进行免疫染色。(f)

AKT对舒林酸/TNFα诱导的胱天蛋白酶-8切割的调节。用TNFα和/或舒林酸对经CA-AKT或DN-

AKT转染的PC3细胞进行处理，并且通过免疫印迹进行分析。TNFα和舒林酸对胱天蛋白酶-8

(g)和Bax(h)的活化。用TNFα和舒林酸对经CA-AKT转染的HepG2细胞进行处理，并且用抗切

割的胱天蛋白酶-8或Bax/6A7抗体进行免疫染色。(i)TNFα和舒林酸对c-FLIP表达的调节。

通过免疫印迹对经TNFα和/或舒林酸处理的细胞进行分析。

[0043] 图7示出RXRα-选择性舒林酸类似物的设计、合成和评价。(a)参照9-顺式-RA的舒

林酸硫化物与RXRα之LBP的对接。配体中 内的侧链显示为灰色。(b)对接的舒林酸硫化

物与9-顺式-RA、DHA和BMS649的晶体结构的取向和位置比较。(c)RXRα结合和舒林酸类似物

对COX-1和COX-2活性的抑制。通过竞争性配体结合测定对RXRα结合进行测量。(d)舒林酸和
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类似物对PGE2产生的抑制。用舒林酸或类似物对经TNFα刺激的A549细胞进行处理。(e)在不

存在或存在RXRα  LBD的情况下K-80003的19F  NMR谱的比较。

[0044] 图8表明K-80003是RXRα-依赖性AKT活化的强力抑制剂。(a)在TNFα存在下舒林酸

或K-80003对AKT活化的抑制。(b)K-80003对AKT活化的RXRα依赖性抑制。用K-80003对经RXR

α或RARγ  siRNA转染的PC3细胞进行预处理后暴露于TNFα(pRXRα：磷酸化RXRα)。(c)舒林酸

和K-80003对RXRα/Δ80与p85α相互作用的抑制。在暴露于TNFα之前，用Flag-p85α和Myc-

RXRα/Δ80对A549细胞进行转染，用舒林酸或K-80003进行处理，并且使用抗Flag抗体通过

免疫共沉淀进行分析。(d)舒林酸或K-80003在TNFα存在下对PARP切割的诱导。用免疫印迹

分析经TNFα和/或舒林酸或K-80003处理的ZR-75-1细胞。(e)在TNFα存在下K-80003对胱天

蛋白酶-8的活化。通过免疫印迹对经TNFα和/或K-80003处理的细胞进行分析。(f)舒林酸和

K-80003对RXRα/1-134细胞和RXRα/Δ80稳定克隆的克隆性存活的抑制。(g)舒林酸和K-

80003对动物中RXRα/Δ80肿瘤生长的抑制。

[0045] 图9A-C与图1有关并且示出舒林酸与RXRα的结合以及其对RXRα反式活化的作用。

[0046] 图10与图1B有关并且示出通过HPLC分析测定的舒林酸与RXRα蛋白的结合。

[0047] 图11A-D与图2G有关并且示出RXRα突变体RXR/F313S/R316E介导舒林酸凋亡作用

的削弱的能力。

[0048] 图12A-E与图3有关并且示出舒林酸对AKT活化和tRXRα-p85α相互作用的抑制作

用。

[0049] 图13与图4B和5D有关并且示出使用细胞分级测定的tRXRα的胞质定位。

[0050] 图14与图4有关并且示出通过RXRα/1-134的稳定表达产生内源性tRXRα。

[0051] 图15A-B与图5E有关并且示出tRXRα在A549肺癌细胞中发生免疫沉淀物。

[0052] 图16A-D与图6有关并且示出舒林酸诱导的凋亡通过死亡受体依赖性外在凋亡通

路介导。

[0053] 图17A-B与图6有关并且示出在HepG2和HCT116癌细胞系二者中舒林酸/TNFα组合

对胱天蛋白酶-8的协同活化，并且示出AKT活化抑制舒林酸/TNFα组合诱导的凋亡。

[0054] 图18A-B与图7有关并且示出本文所述的RXRα-选择性舒林酸类似物中一些的设

计。

[0055] 图19与图8有关并且示出舒林酸类似物K-80003的合成。

[0056] 图20与图8有关并且示出K-80003在通过全反式视黄酸抑制AKT活化方面比舒林酸

更有效。

[0057] 图21A-C示出口服施用K-80003对小鼠中MCF-7乳房肿瘤生长的生长抑制作用。(A)

经口服K-80003或对照处理的小鼠中随时间的乳房肿瘤体积。(B)来自经对照处理小鼠的乳

房肿瘤组织。(C)来自经K-80003处理的小鼠的乳房肿瘤组织。

[0058] 图22A-C示出对于K-80003临床前研究的毒性和PK特征。(A)毒性数据。(B)生物利

用度数据。(C)药代动力学数据。

具体实施方式

[0059] 本文所述的多种实施方案一般性地针对关于类视黄醇受体选择性通路的组合物

和方法。如本文所述可操纵该通路以治疗或降低患癌症的风险。
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[0060] 如本文所示，tRXRα组成型地驻留于细胞质中，与p85α相互作用，活化AKT，并且赋

予细胞的非锚定依赖性生长。这些观察结果揭示了癌细胞中tRXRα介导的存活通路，这为

RXRα及其配体在癌症中的作用提供了新见解。RXRα的蛋白酶解加工对PI3K/AKT存活通路的

这种活化与截短的Bid(tBid)对凋亡通路的活化以及截短的Notch蛋白对Notch通路的活化

相似。有趣的是，Bid和Notch切割也改变其亚细胞定位，这与对RXRα截短的作用相似。RXRα

充当舒林酸作用的细胞内靶点的发现促进了本文所述用于抑制AKT活性的RXRα-选择性舒

林酸衍生物的设计。例如，本文提供了舒林酸衍生的RXRα配体K-80003的设计和合成，其与

RXRα具有更高的亲和力，并且在抑制AKT方面具有增强的功效，但是缺少COX抑制活性。此

外，如本文所述，上调内源性TNFα和/或引入外源性TNFα可用于刺激癌细胞应答。

[0061] 在一些实施方案中，组合物包含具有式I的核心结构：

[0062]

[0063] 在一些实施方案中，A为芳基或杂芳基，并且可任选地被R3和0、1或2个R4取代。在一

些实施方案中，B为芳基或杂芳基，并且可任选地被0、1或2个R4取代。在一些实施方案中，R1

为(CR5R6)nCOOH。在一些实施方案中，R2选自H、C1-10烷基、芳烷基、环烷基、环烷基烷基、卤烷

基、烷基O、烷基S、卤烷基O、NH2和烷基N。在一些实施方案中，R3和R4独立地选自H、C1-10烷基、

卤烷基、卤素、CN、芳基、杂芳基、芳烷基、杂芳烷基、烷基O、烷基S、(CR4R6)nCONR7R8、OH、环烷

基、环烷基烷基、环烷基O和烷氧基烷基。在一些实施方案中，R5和R6均独立地选自H、C1-7烷

基、OH、烷氧基、环烷基；或者一起形成环烷基或杂环基。在一些实施方案中，n选自0、1、2或

3。

[0064] 在一些实施方案中，所述组合物包含具有式II的核心结构：

[0065]

[0066] 在一些实施方案中，R1选自CH2COOH和CH2CH2COOH。在一些实施方案中，R2选自CH3和

H。在一些实施方案中，R3选自4-SCH3、4-CH3、4-CH2CH3和4-CH(CH3)2。

[0067] 在一些实施方案中，所述组合物包含具有式III的核心结构：

说　明　书 10/43 页

13

CN 107050007 B

13



[0068]

[0069] 在一些实施方案中，n＝2。在一些实施方案中，R1选自CH3、F和Cl。在一些实施方案

中，R2选自H、CH3、Cl和F。在一些实施方案中，R3选自CH3、CH2CH3、CH(CH3)2、C(CH3)3、CH2Cl、

OCH3和SCH3。在一些实施方案中，B和/或D为杂环(例如，限制于杂原子)。

[0070] 在一些实施方案中，式III中的COOH被四唑所替代。例如，在一些实施方案中，所述

组合物包含具有式IV的核心结构：

[0071]

[0072] 在一些实施方案中，n＝2。在一些实施方案中，R1选自CH3、F和Cl。在一些实施方案

中，R2选自H、CH3、Cl和F。在一些实施方案中，R3选自CH3、CH2CH3、CH(CH3)2、C(CH3)3、CH2Cl、

OCH3和SCH3。在一些实施方案中，B和/或D为杂环(例如，限制于杂原子)。

[0073] 在一些实施方案中，所述组合物包含具有式V的核心结构：

[0074]

[0075] 在一些实施方案中，R1选自COOH、CH2CH2COOH、CH＝CHCOOH、CH2-四唑、CH2-CH2-四

唑、CH2COOCH3、CH3、CH2CONH2、CH2CONHCH3、CH2OH、CH2CH2OH和CH2NH2。在一些实施方案中，R2选

自H、Cl、CH2CH3、OCH3、NH2、NHCH3、CF3、CH2NH2、CH2OH、CH2Cl、CH(CH3)2和OCH2CH3。在一些实施方

案中，R3选自H、CH＝CH2、CCH、C(CH3)3、CF3、OH、OCH3、OCH2CH3、NH2、NHCH3、CN、NHCOCH3、
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[0076]

[0077] 在一些实施方案中，R4选自H、Cl、CH3、CH2CH3、CH(CH3)2、OCH3、OCHCH3、NH2和NHCH3。

此外，R1至R4中任何一个可以是本领域技术人员已知的任何其它合适的基团。

[0078] 在一些实施方案中，所述组合物包含具有式VI的核心结构：

[0079]

[0080] 其中R1选自COOH、CH2CH2COOH、CH＝CHCOOH、CH2-四唑、CH2-CH2-四唑、CH2COOCH3、

CH3、CH2CONH2、CH2CONHCH3、CH2OH、CH2CH2OH和CH2NH2。
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[0081] 在一些实施方案中，所述组合物包含具有式VII的核心结构：

[0082]

[0083] 其中R2选自H、Cl、CH2CH3、OCH3、NH2、NHCH3、CF3、CH2NH2、CH2OH、CH2Cl、CH(CH3)2和

OCH2CH3。

[0084] 在一些实施方案中，组合物包含具有式VIII的核心结构：

[0085]

[0086] 其中R3选自H、CH＝CH2、CCH、C(CH3)3、CF3、OH、OCH3、OCH2CH3、NH2、NHCH3、CN、NHCOCH3、
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[0087]

[0088] 在一些实施方案中，所述组合物包含具有式IX的核心结构：

[0089]

[0090] 其中R4选自H、Cl、CH3、CH2CH3、CH(CH3)2、OCH3、OCHCH3、NH2和NHCH3。

[0091] 本发明的一些实施方案还提供了化合物的类似物，包括实施例16中所示的化合物

的类似物和衍生物，其具有式I至IX中任一个的核心结构，和/或本文提供的另一些结构。应

理解可以使用已知方法对本文所述化合物做多种修饰以生成类似物。还应理解可以改变多
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种核心结构中的R基。还应理解本领域技术人员通过使用化学合成的已知方法并且进行构

效关系(structure  activity  relationship，SAR)研究，可以容易地制备本文所述的化合

物的类似物。此外，本领域技术人员使用本文所述方法可容易地对多种类似物的活性进行

测定。

[0092] 在一些实施方案中，所述类似物与RXRα结合的IC50是舒林酸与RXRα结合时之IC50

的约1％、5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、

75％、80％、85％、90％、95％或99％。

[0093] 在一些实施方案中，所述类似物与COX-1结合的IC50比舒林酸与COX-1结合时之

IC50高约5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％，45％、50％、55％、60％、65％、70％、

75％、80％、85％、90％、95％或100％。在一些实施方案中，所述类似物与COX-1结合的IC50比

舒林酸与COX-1结合时之IC50高约1.5X、2X、2.5X、3X、3.5X、4X、4.5X、5X、6X、7X、8X、9X、10X、

50X、100X、250X、500X或1000X。

[0094] 在一些实施方案中，所述类似物与COX-2结合的IC50比舒林酸与COX-2结合时之

IC50高约5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、

75％、80％、85％、90％、95％或100％。在一些实施方案中，所述类似物与COX-2结合的IC50比

舒林酸与COX-2结合时之IC50高约1.5X、2X、2.5X、3X、3.5X、4X、4.5X、5X、6X、7X、8X、9X、10X、

50X、100X、250X、500X或1000X。

[0095] 列出以下定义以阐明并限定用于描述本发明的多个术语的含义和范围。

[0096] 本文使用的“烷氧基”指通过氧原子与母体分子部分连接的烷基。

[0097] 本文使用的“烷氧基烷基”指被一个、两个或三个烷氧基取代的烷基。

[0098] 本文使用的“烷基”指衍生自直链或支链饱和烃且包含一至十个碳原子的基团。

[0099] 本文使用的“芳基”指苯基或双环稠合环系统，其中环中的一个或两个为苯基。双

环稠合环系统由与四至六元芳族或非芳族碳环稠合的苯环组成。本公开内容的芳基可以通

过基团中任意合适的碳原子与母体分子部分连接。芳基的代表性实例包括但不限于茚满

基、茚基、萘基、苯基和四氢萘基。

[0100] 本文使用的“芳烷基”指被一个、两个或三个芳基取代的烷基。

[0101] 本文使用的“环烷基”指具有三至十个碳原子和零个杂原子的饱和单环或双环烃

环系统。环烷基的代表性实例包括但不限于环丙基、环丁基和环戊基。

[0102] 本文使用的“环烷基烷基”指被一个、两个或三个环烷基取代的烷基。

[0103] 本文使用的“卤”和“卤素”指F、Cl、Br和I。

[0104] 本文使用的“卤烷基”指被一个、两个、三个或四个卤素原子取代的烷基。

[0105] 本文使用的“杂环基”指包含独立选自氮、氧和硫的一个、两个或三个杂原子的五、

六或七元环。五元环具有零至两个双键，六和七元环具有零至三个双键。术语“杂环基”还包

括其中杂环与四至六元芳族或非芳族环或另一个单环杂环基稠合的双环基团。本公开内容

的杂环基通过基团中的碳原子或氮原子与母体分子部分连接。杂芳基的实例包括但不限于

苯并噻吩基、呋喃基、咪唑基、吲哚啉基、吲哚基、异噻唑基、异噁唑基、吗啉基、噁唑基、哌嗪

基、哌啶基、吡唑基、吡啶基、吡咯烷基、吡咯并吡啶基(pyrrolopyridinyl)、吡咯基、噻唑

基、噻吩基和硫代吗啉基。

[0106] 本文使用的“可药用或治疗用载体”指不干扰活性成分生物活性效力并且对宿主
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或患者的毒性很小的载体介质。

[0107] 本文使用的“立体异构体”指与另一种化合物具有相同分子量、化学组成和构造，

但是原子聚集(group)不同的化合物。即，某些相同的化学部分在空间上取向不同，因此在

纯化时能够旋转偏振光平面。但是，一些纯的立体异构体可具有轻微的旋光度使得其不能

通过现有仪器检测。本文所述化合物可具有一个或更多个不对称碳原子并因此包括多种立

体异构体。所有的立体异构体都包括在本发明范围内。

[0108] 本文使用的“抑制”AKT活性指AKT活性的防止、下降、消除、或任何其他的减少。例

如，抑制AKT活性可包括降低AKT的基础水平或抑制AKT活化。

[0109] 本文使用的如应用于所公开组合物的“治疗或药学有效量”指足以诱导期望生物

结果的组合物的量。该结果可以是预防、缓解、或改善体征、症状、病因、或生物系统中任何

其它期望的改变。例如，该结果可包括降低和/或逆转癌细胞生长。

[0110] 本文使用的术语“抑制剂”可交换地用于表示“拮抗剂”。这两种术语定义了能够降

低某酶活性或与所述酶的底物竞争活性或功能的组合物。

[0111] 本文使用的“癌症”和“癌”指哺乳动物中细胞的任何恶性增殖。

[0112] 本文所述的药物组合物可用于预防和治疗本领域技术人员已知的任何恶性肿瘤，

包括激素难治性前列腺癌、前列腺癌、乳癌、卵巢癌、结肠癌、黑素瘤或其他皮肤癌、肺癌、肝

癌、急性髓细胞性白血病、膀胱癌、宫颈癌、胆管癌、慢性髓细胞性白血病、结肠直肠癌、胃肉

瘤、胶质瘤、白血病、淋巴癌、多发性骨髓瘤、骨肉瘤、胰腺癌、胃癌或局部肿瘤(包括不能手

术的肿瘤或其中局部治疗肿瘤有益的肿瘤和实体瘤)。

[0113] 对于体内应用，给定细胞毒性物质的适当剂量取决于物质及其制剂，并且在本领

域的普通技术中优化给定患者的剂量和制剂是可取的。因此，例如，使用制剂的标准方法可

以将这样的物质配制用于经口服、皮下、肠胃外、粘膜下、静脉内、或其他合适路径施用。不

论施用是治疗的或预防的，化合物的有效量和施用方法都将根据患者的性别、年龄、重量和

疾病分期、以及本领域技术人员所显而易见的其它因素而改变。

[0114] 例如，根据对象体重、病痛的严重性、施用方式和处方医师的判断，本领域技术人

员将得到施用的适当剂量和计划表以适应患者的具体情况和需要。通常，向患者施用的组

合物的剂量范围可以为患者体重的约0.5至1000mg/kg。根据患者需要，剂量可以在一天或

更多天期间给药一次或者一系列的两次或更多次。在一些实施方案中，本发明使用相同剂

量，或者关于类似物已建立的人剂量的约0.1％至500％、更优选约25％至250％的剂量。合

适的人剂量也可以由ED50或ID50值、或者来源于体外或体内研究的其它适当值(例如，如通

过动物中的毒性研究和功效研究限定的)推断。

[0115] 尽管精确剂量可以基于药物-药物基础进行测定，但是在大多数情况下，可以做出

关于剂量的一些概括。对于成年人患者的日剂量方案可以是，例如，口服剂量0 .1mg至

500mg、优选约1mg至约250mg，例如约150至约200mg。在一些实施方案中，口服剂量形式为约

5mg、10mg、25mg、50mg、100mg、125mg、150mg、175mg、200mg、225mg、250mg、300mg、350mg、

400mg、450mg、500mg、600mg、700mg、800mg、900mg或1000mg。可以在连续治疗期间施用化合

物，例如一周或更多周，或者数月或数年。

[0116] 可以单独调整剂量和间隔以提供足以维持调整作用的活性部分的血浆水平，或最

小有效浓度(minimal  effective  concentration，MEC)。对于每种化合物MEC不同，但是可
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以通过体外数据进行估算。为了达到MEC的剂量将取决于个体特征和施用路径。但是，HPLC

测定或生物测定可用于确定血浆浓度。

[0117] 如果需要，组合物可存在于小盒或分配器装置中，其可包含含有活性成分的一种

或更多种单位剂型。小盒或分配器装置可带有施用说明书。小盒或分配器装置也可带有容

器有关的通知书，所述容器的形式由规范药物制造、施用或出售的政府机构规定，所述通知

书表明机构对用于人或动物施用的药物形式的批准。例如，这种通知书可以是由美国食品

和药物管理局批准的处方药的标记，或者是批准的产品插入物。还可以制备被配制成相容

性药物载体的包含本发明化合物的组合物，放置在适当容器中，并且进行标记以治疗指示

病症。

[0118] 实施例

[0119] 实施例1.舒林酸与RXRα的结合

[0120] 进行了HEK293T细胞中舒林酸与RXRα、Nur77或RARβ结合的竞争性配体结合测定

(图1A)和HPLC分析(图1B)。在存在或不存在舒林酸或未标记的9-顺式-RA的情况下将RXRα 

LBD蛋白与[3H]9-顺式-RA进行孵育。通过液体闪烁计数对结合的[3H]9-顺式-RA进行定量

(图1A)[0112]。用或者不用100μM舒林酸硫化物对稳定表达与C-端TAP标签(Stratagene，La 

Jolla，CA)融合的RXRα的HEK293T细胞进行处理3小时。处理之后，纯化细胞并通过HPLC分析

舒林酸硫化物的存在。使用舒林酸硫化物的标准溶液得到校准曲线。特征峰谱和驻留时间

用于鉴定，并且计算了用于定量的最大峰面积(图1B和10)。舒林酸硫化物与RXRα结合的IC50

为80μM(图1A)，其在诱导凋亡的浓度范围中。HPLC分析表明舒林酸与细胞中的RXRα，而不是

其他核受体(例如RAR和Nur77)直接结合(图1B和10)。

[0121] 在存在或不存在舒林酸或未标记的全反式-RA的情况下将纯化的RARγ.蛋白与

[3H]全反式-RA进行孵育。通过液体闪烁计数对结合的[3H]全反式-RA进行定量。舒林酸不与

RARγ结合，这与图1B所示的基于细胞的实验一致(图9A)。

[0122] 将受体表达载体和报告基因(对于RXRα/TRα异二聚体为TREpal2-tk-CAT(图9B)，

并且对于RXRα/PPARγ异二聚体为DR1tk-CAT(图9C))瞬时转染到CV-1细胞中。在存在或不

存在舒林酸的情况下用或者不用配体(环格列酮，10-6M；T3，10-7M)对细胞进行处理。测定CAT

活性。舒林酸抑制RXRα/PPARγ异二聚体，而不抑制RXR/TR异二聚体的反式活化(图9B，C)。

[0123] 还测定了RXRα配体结合结构域(LBD)通过舒林酸(100μM)对胰凝乳蛋白酶(μg/ml)

的敏感性改变(图1C)；以及在不存在或存在10μM  RXRα  LBD或Nur77蛋白的情况下比较舒林

酸(100μM)19F  NMR谱的差示扫描量热法(DSC)扫描(图1D)。通过舒林酸(100μM)使RXRα对胰

凝乳蛋白酶消化的敏感性改变(图1C)和差示扫描量热法(DSC)(图1D)确定了与RXRα的结

合。此外，测量了通过舒林酸对经SR11237(10-6M)活化的RXRα反式活化的抑制(图1F，参见实

施例2)。

[0124] 将Nur77和/或RXRα瞬时转染到CV-1细胞中。在存在或不存在舒林酸的情况下，用

或者不用SR11237(10-6M)(RXR选择性激动剂)对细胞进行处理。测定了(TREpal)2-tk-CAT

(Zhang等，Nature  358，587-591(1992a))(图1E)和βRARE-tk-CAT(Zhang等，Nature  355，

441-446(1992b))(图1F)的CAT活性。在报告测定(图1E，F和图10)中舒林酸结合抑制RXRα同

型二聚物和异源二聚物的反式活化，这证实舒林酸是RXRα转录拮抗剂。

[0125] 实施例2.舒林酸的死亡作用
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[0126] 为了确定RXRα在舒林酸诱导凋亡中的作用，检查了舒林酸在F9细胞或缺少RXRα

(F9-RXRα-/-)的F9细胞中的死亡作用。

[0127] 为了进行核形态变化分析，对细胞进行胰蛋白酶消化，用PBS洗涤，经3.7％多聚甲

醛固定，并且用DAPI(4，6-二脒基-2-苯基吲哚)(1mg/ml)染色以通过荧光显微镜使核显现。

通过计数至少300个具有核片段化和/或染色质凝聚的GFP阳性细胞来确定凋亡细胞的百分

数。为了确定DNA片段化，使用细胞死亡检测ELISAPLUS试剂盒(Cell  Death  Detection 

ELISAPLUS)(Roche  Applied  Science，Penzberg，Bavaria，Germany)。

[0128] RXRα  siRNA  siGENOME  SMARpool(M-003443-02)、RARγ  siRNA  siGENOME 

SMARpool(M-003439-01)和siRNA非特异性对照IX(D-001206-09-05)购买自DHARMACON

(Lafayette，CO)。根据制造商建议，使用Oligofectamine试剂(Invitrogen，Carlsbad，CA)

将每孔2.5μl等份的20mM  siRNA转染到在12孔板中生长的细胞中。转染两天后，收集细胞用

于Western印迹。

[0129] 用舒林酸处理F9细胞或缺少RXRα(F9-RXRα-/-)的F9细胞24小时并且通过DAPI染

色(图2A)、聚(ADP-核糖)聚合酶(PARP)切割(图2B)和DNA片段化(图2C)进行分析。用对照或

RXRα  siRNA对H460肺癌细胞进行转染，用舒林酸(75μM)处理24小时，并通过DAPI染色对凋

亡进行分析(图2D和2E)。

[0130] 用GFP-RXRα(图2F)或GFP-RXRα/F313S/R316E(图2G)对CV-1细胞进行转染，用舒林

酸(75μM)处理24小时，并通过DAPI染色进行分析。经GFP-RXRα转染的细胞发生大量的核片

段化和凝聚(图2F)。对经受体转染的细胞中的凋亡进行计数检查(图2G和11)。破坏RXRα配

体结合口袋削弱了其同二聚体的反式活化(图11A和11B)。此外，破坏RXRα配体结合口袋削

弱了其异二聚体的反式活化(图11C，11D)。将RXRα(20ng)、RXRα/F313S/R316E(20ng)、β-半

乳糖苷酶(100ng)和/或Nur77(100ng)表达载体与(TREpal)2-tk-CAT(100ng)(图11A，11B)

或βRARE-tk-CAT(100ng)(图11C，D)一起瞬时转染到CV-1细胞中。在存在或不存在升高浓度

的舒林酸(10、37.5、75、150、300μM)的情况下用或者不用SR11237(10-6M)对细胞进行处理。

测定CAT活性。

[0131] 舒林酸诱导F9细胞的大量凋亡，而对F9-RXRα-/-细胞作用很小(图2A-2C)。舒林酸

的凋亡作用在经RXRα  siRNA转染的细胞中也降低(图2E)，而RXRα的转染增强了其死亡作用

(图2F，G)。RXRα/F313S/R316E不能对配体诱导的同二聚体或异二聚体的反式活化作出应答

(图11)，并且表明对舒林酸作出应答的凋亡减少(图2G)。因此，发现RXRα参与舒林酸诱导的

凋亡。

[0132] 用或者不用舒林酸(75μM)处理HCT116细胞或缺少Bax的细胞(Bax-/-)24小时。通

过PARP切割(图2H)和DAPI染色(图2I)对凋亡进行测定。用舒林酸处理经或者不经RXRα

siRNA或对照siRNA转染48小时的HCT116细胞6小时，并且分析Bax寡聚化(图2J)以及使用

Bax/Δ21、Bax/6A7或抗Hsp60抗体通过免疫染色/共聚焦显微镜分析Bax构象改变和线粒体

靶向(图2K)。约60％的细胞表现出BAX构象改变。

[0133] 舒林酸诱导HCT116结肠癌细胞中而不诱导缺少Bax的HCT116细胞(Bax-/-)中的

PARP切割(图2H)和凋亡(图2I)。HCT116细胞缺少COX-2的事实证实舒林酸诱导的凋亡可以

不依赖COX-2。免疫印迹测定表明Bax在线粒体上经受大量寡聚化，其被RXRαsiRNA消除(图

2J)。此外，使用抗Bax抗体(Bax/Δ21)的免疫染色和Bax构象敏感性抗体Bax/6A7的免疫染
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色(Nechushtan等，Biochem  Biophys  Res  Commun  254，388-394(1999))证实舒林酸诱导的

Bax构象改变和线粒体靶向被RXRαsiRNA削弱(图2K)。总之，这些结果证实RXRα可充当介导

舒林酸凋亡作用的细胞内靶点。

[0134] 实施例3.RXRα突变体

[0135] 为了讨论舒林酸与RXRα结合的作用，构建了RXRα突变体(RXRα/F313S/R316E)，其

中改变了维持RXRα配体结合口袋(LBP)功能完整性所必需的氨基酸(Bourguet，W.等，Mol 

Cell  5(2)，289-298(2000))。

[0136] 使用正向引物5’-ccggaattccatgagtgctgaggggtacc-3’(SEQ  ID  NO：1)和反向引

物5’-acgcgtcgactcatcgcctctgctgtgcat-3’(SEQ  ID  NO：2)通过聚合酶链式反应(PCR)构

建Flag-p85α。PCR产物经Eco  RI和Sal  I消化并被克隆到pCMV-Flag载体中。通过以下寡核

苷酸作为引物，使用 诱变试剂盒(Stratagene，La  Jolla，CA)构建

RXRα突变体：RXRα/F313S/R316E，5’-GGAACGAGCTGCTGATCGCCTCCTCCTCCCACGAGTCCATAGCTG

TGAAAGA

[0137] TGGG(正向-SEQ  ID  NO：3)和5’-CCCATCTTTCACAGCTATGGACTCGTGGGAGGAGGAGGCGA

TCAGCAGCTCGTTCC(反向-SEQ  ID  NO：4)；RXRα/Δ80，5’-CCGGAATTCGGaccacacccaccctgggc-

3’(正向-SEQ  ID  NO：5)；和5’-CCGCTCGAGctaagtcatttggtgcggcg-3’(反向-SEQ  ID  NO：6)；

RXRα/Δ100，5’-CCGGAATTCGGgtcagcagcagcgaggac-3’(正向-SEQ  ID  NO：5)；和5’-

CCGCTCGAGctaagtcatttggtgcggcg-3’(反向-SEQ  ID  NO：6)。PCR产物经Eco  RI和Xho  I消化

并被连接到pCMV-Myc载体中。

[0138] 将RXRα(20ng)、RXRα/F313S/R316E(20ng)、β-半乳糖苷酶(100ng)和/或Nur77

(100ng)表达载体与(TREpal)2-tk-CAT(100ng)(图11A)或βRARE-tk-CAT(100ng)(图11B)一

起瞬时转染到CV-1细胞中。用或者不用SR11237(10-6M)对细胞进行处理。测定CAT活性。

[0139] 突变体不能对配体诱导的反式活化作出应答(图11)并且示出对舒林酸作出的应

答减少(图2G)(参见实施例2)。

[0140] 实施例4.舒林酸对AKT活化的抑制

[0141] 研究舒林酸对AKT(负责癌细胞存活的关键蛋白质)活化的抑制。

[0142] 使HepG2、SW480、RAW264.7、HCT116、LNCaP、PC3、ZR-75-1和HaCat细胞饥饿过夜并

用舒林酸(100μM)处理1小时，然后通过免疫印迹分析AKT活化(图3A)。也用RXRα  siRNA对

HepG2细胞进行转染48小时，用舒林酸(100μM)处理1小时，然后通过免疫印迹分析AKT活化

和RXRα表达(图3B)。

[0143] 使MEF和MCF-7细胞饥饿过夜，用舒林酸(100μM)预处理1小时，然后用EGF(100ng/

ml)刺激15分钟。通过免疫印迹分析AKT活化(图12A)。使MEF和Caco-2细胞饥饿过夜并用舒

林酸(100μM)预处理30分钟，然后暴露于全反式视黄酸(ATRA)(10-7M)30分钟并分析AKT活化

(图12B)。通过免疫印迹还分析了经RXRα  siRNA转染后暴露于9-顺式-RA(10-7M)30分钟的

ZR-75-1乳癌细胞中的AKT活化(图3C)。用舒林酸(100μM)对经RXRα或对照siRNA转染的A549

肺癌细胞(图3C)以及ZR-75-1和PC3细胞(图3D)进行预处理1小时后暴露于TNFα(10ng/ml)

30分钟，并且通过免疫印迹分析AKT活化和RXRα表达。

[0144] 在多种癌细胞系(包括COX-2阴性SW480和HCT116结肠癌细胞)中观察到舒林酸对

基础AKT活化的显著抑制(图3A)，从而表明不依赖COX-2的机制。舒林酸不能抑制通过EGF的
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AKT活化，但是强烈抑制通过视黄酸的AKT活化。RXRα  siRNA的转染显著降低组成型AKT活化

(图3B)，与舒林酸作用相似。用全反式-RA(ATRA)处理细胞30分钟强烈地诱导了AKT活化，并

且其被舒林酸以剂量依赖性方式(图12B)和RXRα  siRNA(图12C)抑制。尽管舒林酸不能抑制

通过表皮生长因子诱导的AKT活化(图12A)，但是其以RXRα依赖性方式强烈抑制通过视黄酸

诱导的AKT活化(图12B，C)。因此，舒林酸可干扰RA诱导的快速RXRα依赖性AKT活化。

[0145] 检查舒林酸抑制TNFα诱导的AKT活化。TNFα使A549肺癌细胞中的AKT强烈活化，其

被舒林酸和RXRα  siRNA强烈抑制(图3C)，表明AKT的TNFα活化依赖RXRα。尽管TNFα不能活化

具有高基础AKT活化的细胞(例如ZR-75-1和PC3细胞)中的AKT并且舒林酸在这些细胞中对

AKT活化表现出的抑制作用很小，但是舒林酸与TNFα组合协同地，并且几乎完全抑制AKT活

化(图3D)。因此，TNFα能够使癌细胞对通过舒林酸的AKT抑制敏感，表明TNFα可能通过将AKT

活化由RXRα不依赖性转化为RXRα依赖性方式可促进癌细胞对舒林酸作出应答。

[0146] 用9-顺式-RA(10-7M)处理MCF-7和幼仓鼠肾(BHK)细胞30分钟，并且使用D20或Δ

N197抗RXRα抗体通过免疫共沉淀分析RXRα-p85α相互作用(图12D)。用9-顺式-RA和/或舒林

酸(100μM)处理H292肺癌细胞30分钟，使用ΔN197抗体通过免疫共沉淀分析RXRα-p85α相互

作用(图12E)。舒林酸不能抑制通过EGF的AKT活化，但是强烈抑制通过视黄酸的AKT活化。此

外，当使用ΔN197抗RXRα抗体，而不使用D20抗RXRα抗体时，9-顺式视黄酸促进tRXRα与p85α

的相互作用。

[0147] 实施例5.p85α与tRXRα和RXRα的相互作用

[0148] 检查RXRα与p85α的相互作用。将抗RXRα抗体(Santa  Cruz  Biotechnology，Santa 

Cruz，CA)用于免疫共沉淀(Co-IP)和Western印迹(WB)测定。用ATRA(10-7M)处理BHK细胞30

分钟。制备裂解物并使用D20抗RXRα或ΔN197抗RXRα抗体之一分析RXRα-p85α相互作用(图

12D)。

[0149] 尽管抗RXRα抗体使RXRα蛋白发生有效免疫沉淀，但是使用针对RXRα(D20)NH2端序

列的抗RXRα抗体通过免疫共沉淀测定的最初尝试没能检测清楚的相互作用。但是，当使用

针对RXRα(ΔN197)COOH端配体结合结构域(ligand  binding  domain，LBD)的另一种抗RXRα

抗体时，p85α容易以TNFα(图3E)或RA依赖性方式(图12D，E)发生免疫共沉淀。D20抗RXRα抗

体识别N-端A/B结构域中的2-21位氨基酸，而ΔN197抗RXRα抗体识别C-端E/F结构域(图

3E)。通过ΔN197抗RXRα抗体的p85α免疫共沉淀伴随有截短的RXRα(tRXRα)的免疫沉淀，而

通过D20抗RXRα抗体并未检测到，这表明其缺少N-端序列(图12D)。使用ΔN197抗RXRα抗体，

TNFα增强而舒林酸抑制p85α与tRXRα和/或RXRα的相互作用(图3E)。在TNFα存在下p85α与

tRXRα的相互作用也被舒林酸抑制(图12E)。这些结果表明tRXRα与p85α结合导致了AKT活

化。

[0150] 实施例6.RXRα的80至100位氨基酸对干与p85α结合十分关键

[0151] 检查细胞内蛋白水解切割。用或者不用9-顺式-RA(10-7M)处理细胞30分钟并且使

用ΔN197RXRα抗体通过免疫印迹对裂解物进行分析(图3F)。免疫印迹证实在不同细胞环境

和生物过程中RXRα经常在其氨基端被切割(图3F)。

[0152] 用或者不用9-顺式-RA处理A549肺癌细胞30分钟。使用D20或ΔN197抗RXRα抗体通

过免疫印迹对细胞核(Nu)和细胞质(Cyt)级分进行分析。为了确保制备纯度，在Hsp60(细胞

质特异性)和PARP(细胞核特异性)蛋白的存在下也对级分进行免疫印迹(图13)。在使用抗
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RXRα(ΔN197)进行免疫染色之后，通过共聚焦显微镜观察MEF中内源RXRα的亚细胞定位。还

通过DAPI对细胞进行染色以使细胞核显现(图4B)。

[0153] RXRα存在于质膜中(图4A，上图)并且在一些细胞的细胞膜上呈点状结构(图4A，下

图)。MEF中44-kDa  tRXRα的产生还受细胞密度调节(图4A)。以低密度培养的细胞中所观察

到的44-kDa  tRXRα水平在细胞生长至高密度时降低，并且伴随有更小RXRα片段的出现。有

趣的是，44-kDa  tRXRα蛋白水平与AKT活化有关系(图4A)，表明RXRα的细胞密度依赖性蛋白

水解切割可以是调节AKT活化的重要机制。与tRXRα的细胞质定位一致(图13)的是，当通过

ΔN197抗RXRα抗体对MEF细胞进行免疫染色时，发现RXRα主要在细胞质中(图4B)。因此，RXR

α的仅N-端末端序列缺失可改变其亚细胞定位，赋予其与p85α结合的能力。本文所述的p85α

与tRXRα免疫共沉淀的观察结果表明tRXRα可与p85α结合，导致了tRXRα依赖性AKT活化。

[0154] 以不同细胞密度接种MEF细胞并制备裂解产物，然后通过免疫印迹分析AKT活化。

还使用ΔN197抗RXRα抗体通过免疫印迹对裂解产物进行检查(图4A)。小鼠胚胎成纤维细胞

(MEF)中的tRXRα水平以细胞密度依赖性方式与AKT活化相关联(图4A)。与tRXRα的细胞质定

位一致的是，MEF经常表现出RXRα的质膜定位(图4B)。

[0155] 为了直接研究tRXRα在p85α相互作用和AKT活化中的作用，构建缺失其N-端80个氨

基酸的RXRα突变体(RXRα/Δ80)，其产生与内源性tRXRα分子量相似的RXRα突变体蛋白。当

将Myc-标记的RXRα/Δ80与Flag-p85α一起共转染到细胞中时，它们发生强烈的相互作用，

并进一步被TNFα增强(图5A)。相比之下，全长RXRα和缺失100个N-端氨基酸的RXRα突变体

(RXRα/Δ100)在相同条件下不能与Flag-p85α相互作用。因此，RXRα的80至100位氨基酸对

于与p85α结合十分关键。在这个支持下，RXRα  N-端A/B结构域(RXRα/1-134)，而不是其LBD

(RXRα/224-462)与p85α相互作用(图5B)。与tRXRα的细胞质定位(图13)一致的是，RXRα/Δ

80主要存在于细胞质中，表现出扩散的且有时为点状的质膜定位(图5D)。RXRα/Δ80，而不

是RXRα/Δ100的转染，也强烈活化多种细胞类型中的AKT(图5C)。

[0156] 在体外检查RXRα/Δ80免疫复合物的PI3K活性。将Myc-标记的RXRα/Δ80与p85α共

转染到A549细胞中，并且通过抗Myc抗体使含RXRα/Δ80的复合物发生免疫沉淀并且测定

PI3K活性。由细胞制备的特异性Myc-RXRα/Δ80免疫沉淀物表现出TNFα依赖性方式的强

PI3K活性(图5E和15)，这与其与p85α相互作用的能力(图5A)和AKT活化(图5C)有很好的相

关性。因此，发现TNFα诱导的tRXRα/p85α相互作用活化PI3K/AKT信号转导。

[0157] RXRα/Δ80在SW480和HCT116结肠癌细胞中稳定表达，并且所得稳定克隆SW480/

RXRα/Δ80和HCT116/RXRα/Δ80表现出升高的AKT活化并且诱导其下游靶点c-Myc和细胞周

期蛋白D1(图5F)。使用克隆性存活测定来评价SW480/RXRα/Δ80和HCT116/RXRα/Δ80的生

长。稳定克隆比对照细胞形成的集落多得多(图5G)。在动物中检查RXRα/Δ80对癌细胞生长

的作用。为此，将相同数目的表达RXRα/Δ80的细胞或对照细胞注入到同一裸鼠的不同肋部

并且测定其生长。在动物中由SW480/RXRα/Δ80和HCT116/RXRα/Δ80形成的肿瘤比由对照

细胞形成的肿瘤生长得要快得多(图5H-I)。总之，这些结果证实N-端截短的RXRα是体内癌

细胞生长的有效促进剂。

[0158] 实施例7.AKT活化和细胞转化中的内源tRXRα

[0159] 全长RXRα不能与p85α相互作用的观察结果表明在RXRα中A/B结构域中的p85α结合

基序被掩蔽。因此，RXRα的N-端A/B结构域可与全长RXRα相互作用(补充图8a)，揭示了分子
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内相互作用。

[0160] 将表达载体GFP-RXRα/1-134和Myc-RXRα转染到HEK293T细胞中。使用抗Myc抗体通

过Co-IP对相互作用进行分析(补充图8a)。将在其N-末端与GFP融合的全长RXRα或RXRα/1-

134和在其C-末端标记有Myc表位的全长RXRα共转染到HEK293T细胞中。36小时之后，使用抗

Myc抗体通过IP和WB对细胞裂解产物进行分析。

[0161] N-端A/B结构域与RXRα结合(补充图8a)。RXRα  N-端片段的表达诱导RXRα切割(补

充图8b)。RXRα/1-134与全长RXRα一起转染增加了tRXRα的水平(补充图8b)，这可能是因为

其通过竞争破坏了分子内相互作用，导致RXRα  N-端中蛋白水解部位的暴露。

[0162] RXRα的N-端区域RXRα/1-134的转染可增加tRXRα水平(图14)。为了研究内源tRXRα

的作用，使RXRα/1-134在HeLa细胞中稳定表达，从而显著增加稳定表达RXRα/1-134的细胞

中的tRXRα蛋白，并且伴随有内源全长RXRα蛋白的减少(图4C)。与亲本HeLa细胞相比，HeLa/

RXRα/1-134的稳定克隆具有较高的AKT活化(图4C)，并且在软琼脂中生长迅速(图4D)，这表

明内源性tRXRα在AKT活化和细胞转化活性中的作用。在集落形成测定中，舒林酸强烈抑制

通过稳定克隆形成的集落(图4E)。在乳癌患者的肿瘤组织中，而并非在相应的肿瘤周围组

织和正常组织中存在tRXRα，阐明了tRXRα的的临床相关性(图4F)。在肝癌患者中得到相似

的结果。人肝癌样本中RXRα的免疫组织化学分析揭示了在肿瘤组织中，而并非相应的肿瘤

周围组织中有强烈的细胞质RXRα染色(图4G)。总之，这些结果证实tRXRα可通过活化AKT为

癌细胞的生长和存活作出贡献，以及tRXRα介导的活性可被舒林酸负向调节。

[0163] 实施例8.舒林酸类似物的合成

[0164] RXRα充当舒林酸作用的细胞内靶点的发现为鉴定用于抑制AKT活性的RXRα-选择

性舒林酸衍生物提供了机会。比较舒林酸与RXRα和COX-2的结合(图7A，18B)以设计有助于

RXRα结合而不利于COX结合的舒林酸类似物。比较舒林酸硫化物和吲哚美辛的二维结构(图

18A)。产生在COX-2活性部位中结合的舒林酸与吲哚美辛的重叠(图18B)。与吲哚美辛类似，

将舒林酸直观地模式化成与COX-2结合。

[0165] 设计并合成了类似物(图19)。使用取代的苯甲醛(1)作为起始材料制备取代的茚

满酮衍生物(4)。在Perkin反应中，用适当酸酐处理衍生物(1)得到衍生物(2)，然后通过催

化加氢还原得到衍生物(3)。多聚磷酸(PPA)催化的分子内Friedel-Crafts酰基化封闭5元

环得到1-茚满酮衍生物(4)。用由乙酸乙酯和六甲基二甲硅烷基氨基锂(lithium 

hexamethyldisilylamide，LHMDS)生成的烯醇化物处理衍生物(4)，然后在酸性环境下脱水

得到期望的乙酸酯(5)。使所产生的茚-3-乙酸酯(5)与取代苯甲醛反应(Claisen-Schmidt

反应)，酸化之后得到舒林酸类似物(Z-6)。舒林酸类似物(9)合成的一步是二碘化钐(SmI2)

介导的1-茚满酮(4)与丙烯酸甲酯的还原偶联，得到螺内酯(7)。用催化量的对甲苯磺酸(p-

TsOH)处理(7)的甲醇溶液产生脱水产物(8)，经过Claisen-Schmidt反应和酸化得到舒林酸

类似物(9)。值得注意的是，在化合物(5/8)的Claisen-Schmidt反应中，当R2＝CH3时，主要形

成化合物(6/9)的顺式(Z)-异构体；而在R2＝H的情况下，主要形成化合物(6/9)的反式(E)-

异构体。

[0166] 实施例9.舒林酸类似物的评价

[0167] 参照9-顺式-RA，评价舒林酸与RXRα的LBP的对接，从而鉴定用于舒林酸结构修饰

的策略以使其COX抑制与RXRα结合活性分离。图7A中示出舒林酸与RXRα的对接。将对接的舒
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林酸的取向和位置与9-顺式-RA、DHA和BMS649的晶体结构进行比较(图7B)。在模式中结合

的舒林酸(其中其羧酸酯基团与所检查的所有RXRα配体中发现的羧酸酯基团匹配(图7B))

与RXRα  LBP中的Arg316相互作用。与RXRα  LBP中的疏水区域结合的舒林酸的苄基甲基硫化

物部分与9-顺式-RA的紫罗兰酮环(a-ionone)重叠。在这种结合模式中，4位的-SCH3基(图

7C)与RXRα蛋白的范德华相互作用并非最佳，并且仍有修饰空间以改善与RXRα的结合。舒林

酸前药、舒林酸亚砜和代谢物舒林酸砜不表现出COX抑制活性，而代谢物舒林酸硫化物(本

文所用)为强COX抑制剂的事实(Haanen，2001)，完全支持了利用4位来设计RXRα选择性类似

物的想法。如图7A所示，与RXRα配体DHA、BMS649和9-顺式-RA中的等价基团相比，舒林酸的

羧酸酯基团远离Arg316。用更庞大的基团例如-CH2CH2COOH代替D位的-CH2COOH将帮助羧酸

酯基团更靠近Arg316，从而实现如9-顺式-RA中所观察到的良好的电荷-电荷相互作用。

[0168] 还通过与COX-2的晶体结构对接对候选化合物进行检查(图18)以鉴定非COX结合

剂。基于这些考虑，设计并合成了五种类似物(图7C和19)。这些评价表明所有的类似物都保

留RXRα结合活性，并且K-80003最强(比舒林酸高约34倍)，这可能是因为其4位上的异丙基

(i-Pr)改善了与RXRα的螺旋7(Helix7)上疏水残基的相互作用。显著地，K-80003和K-80005

没有可检出的对COX活性的抑制(图7C)并且不能抑制组成型的和TNFα(图7D)或IL-1β(未示

出)诱导的前列腺素E2(PGE2)产生。还通过19F  NMR结合测定测定了K-80003与RXRα的结合

(图7E)。因此，可将舒林酸的RXRα结合与其COX-结合分离开。

[0169] 将A549细胞接种到带有10％胎牛血清的DMEM的24孔板上。过夜培养之后，在无血

清的DMEM培养基中用10ng/ml  IL-1β刺激细胞24小时。用指示浓度的舒林酸或类似物预处

理10分钟之后，在37℃用10μM花生四烯酸和舒林酸或其类似物一起处理细胞30分钟。收集

培养基并立即测定。通过前列腺素E2  EIA单克隆试剂盒(Prostaglandin  E2  EIA  Kit-

Monoclonal)根据制造商说明书(Cayman  Chemical，Ann  Arbor，MI)测量PGE2产量。将PGE2

产量(％)表示为在化合物存在下产生的PGE2与通过单独载剂产生的PGE2之比。

[0170] 类似物的评价表明它们都保留RXRα结合活性，并且K-80003最强(比舒林酸高约34

倍)，这可能是因为4位上的异丙基(i-Pr)改善了与RXRα的螺旋7(Helix7)上疏水残基的相

互作用。K-80003和K-80005没有可检出的对COX活性的抑制(图7C)并且不能抑制组成型的

或TNFα诱导的(图7D)或IL-1β诱导的前列腺素E2(PGE2)产生(未示出)。比较不存在或存在

10μM  RXRα  LBD的情况下K-80003(100μM)的19F  NMR谱(图7E)。

[0171] 用指示浓度的舒林酸或K-80003处理Caco-2和MEF细胞30分钟，然后用全反式-RA

(10-7M)刺激15分钟。通过免疫印迹分析AKT活化。用K-80003(50μM)对经RXRα或RARγ  siRNA

转染的PC3细胞预处理1小时，然后暴露于TNFα(10ng/ml)30分钟(pRXRα：磷酸化RXRα)。用

Flag-p85α和Myc-RXRα/Δ80转染A549细胞，用舒林酸(50μM)或K-80003(50μM)处理1小时，

暴露于TNFα维持30分钟，并使用抗Flag抗体通过免疫共沉淀进行分析。在抑制ATRA诱导的

AKT活化(图20)和TNFα诱导的AKT活化(图8A)、HeLa/RXRα/1-134稳定克隆的集落形成(图

8B)、以及p85α与RXRα/Δ80的相互作用(图8C)方面，K-80003(50μM)比舒林酸(50μM)要强得

多。通过siRNA降低RXRα表达大大削弱了K-80003对PC3细胞中AKT活化的抑制作用。相比之

下，通过RARα  siRNA降低RARα表达未表现出这种作用。因此，K-80003对AKT活化的抑制也依

赖于RXRα表达(图8B)。

[0172] 免疫共沉淀测定证实在不存在或存在TNFα的情况下，与舒林酸作用相比，K-80003
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都强烈抑制RXRα/Δ80与p85α的相互作用(图8C)。

[0173] 用TNFα和/或舒林酸(75μM)或K-80003(50μM)处理ZR-75-1细胞6小时并通过免疫

印迹进行分析。当与TNFα一起在ZR-75-1细胞中使用时，在诱导PARP切割方面K-80003比舒

林酸也要强得多(图8D)。与舒林酸相似，K-80003与TNFα组合协同诱导HepG2和PC3细胞中的

PARP切割和胱天蛋白酶-8活化(图8E)。

[0174] 在克隆存活测定中，HeLa/RXRα/1-134稳定克隆和RXRα/Δ80稳定克隆的集落形成

几乎完全被K-80003抑制，揭示了其抑制细胞生长的能力(图8F)。K-80003对AKT活化的抑制

作用被RXRα而不是RARγsiRNA终止(图8F)，表明RXRα在介导其作用中的角色。

[0175] 用玉米油、舒林酸(60mg/kg)或K-80003(60mg/kg)处理小鼠(n＝6)两周。取出肿瘤

并测量。显著地，K-80003对动物的RXRα/Δ80肿瘤生长表现出的抑制作用比舒林酸要强得

多(图8G)。总之，RXRα选择性舒林酸类似物K-80003是RXRα介导的PI3K/AKT信号和癌细胞生

长的强烈抑制剂。

[0176] 实施例10.在哺乳动物中筛选舒林酸类似物

[0177] 选择舒林酸类似物的组以筛选能够诱导细胞凋亡的化合物。将每种候选化合物引

入小鼠中并且进行分析以确定其是否能够抑制AKT活性、活化胱天蛋白酶-8、活化BAX、抑制

cFLIP和/或降解细胞中的Bid。在筛选期间鉴定的化合物可被用于本文所公开的进一步的

筛选测定或处理方法。

[0178] 实施例11.治疗人患者的癌症

[0179] 鉴定有治疗癌症需要的人患者，并且施用已知与RXRα相互作用且不依赖COX-2通

路起作用的化合物。监测患者由施用化合物引起的癌症的稳定或改善。施用化合物之后观

察患者的抗肿瘤发生作用。

[0180] 实施例12.预防人患者的癌症

[0181] 鉴定相对于一般人群具有升高的患癌症风险的人患者，并指导其每天两次服用

150mg包含活性成分K-80003的片剂。监测患者并且施用化合物之后不患癌症。

[0182] 实施例13.TNFα诱导的外在凋亡通路的舒林酸活化

[0183] 用SR11237(1μM)处理在带有1％FBS的培养基中培养的HepG2细胞1小时，然后用

TNFα(10ng/ml)和/或舒林酸(75μM)处理4小时，并通过免疫印迹进行分析。用TNFα和/或舒

林酸处理经对照或RXRαsiRNA转染的HepG2细胞并通过免疫印迹进行分析。

[0184] 用舒林酸和TNFα处理HepG2肝癌细胞(图6A)和其他细胞系(图16和17)有效诱导了

PARP切割和胱天蛋白酶-8活化(由被切割的胱天蛋白酶-8产物p43/p41表明)，而用舒林酸

或TNFα单独处理这些细胞的作用很小。RXRα选择性配体SR11237(图6A)或RXRα  siRNA的转

染(图6B)部分抑制了舒林酸/TNFα组合的凋亡作用，再次证实了RXRα的作用。

[0185] 用TNFα和舒林酸处理经对照或胱天蛋白酶-8  siRNA转染或经ZIETD-fmk(40μM)预

处理1小时的HepG2细胞，并通过免疫印迹进行分析。舒林酸/TNFα诱导的PARP切割的完全抑

制(图6C和图16B-C)。当细胞经胱天蛋白酶-8  siRNA转染时得到相似结果(图6D和16D)。因

此，舒林酸/TNFα诱导的凋亡是由外在凋亡通路介导。

[0186] 舒林酸和TNFα对Bax的活化。用Bax/6A7抗体对经TNFα和/或舒林酸处理的HepG2细

胞进行免疫染色。约15％舒林酸处理的细胞，而约60％舒林酸/TNFα处理的细胞表现出Bax

染色。还检查了引起Bax活化的可能的外在凋亡通路的舒林酸活化。使用构象敏感性Bax/
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6A7抗体通过免疫染色检查了经TNFα或舒林酸单独或一起处理的HepG2细胞的Bax活化。只

有在用TNFα和舒林酸二者处理细胞时才观察到显著的Bax染色(图6E)。外在与内在凋亡通

路之间的交叉效应(cross-talk)可以通过Bid切割和活化连接起来(Li等，Cell  94(4)，

491-501(1998))。事实上，Bid在经TNFα和舒林酸处理的细胞中显著降解(图6A)，这表明舒

林酸/TNFα诱导的Bax活化可通过Bid活化介导。

[0187] 用TNFα和/或舒林酸处理经CA-AKT或DN-AKT转染的PC3细胞并通过免疫印迹进行

分析(图6F)。舒林酸和TNFα对胱天蛋白酶-8(图6G)和Bax(图6H)的活化。用TNFα和舒林酸处

理经CA-AKT转染的HepG2细胞，并用抗切割的胱天蛋白酶-8或Bax/6A7抗体进行免疫染色。

约80％未转染的和15％CA-AKT转染的细胞表现出胱天蛋白酶-8染色。约60％未转染的和

13％CA-AKT转染的细胞表现出Bax染色。组成型活性AKT(constitutive-active  AKT，CA-

AKT)的转染抑制舒林酸/TNFα诱导的PARP切割，但是显性负性AKT(dominant-negative 

AKT，DN-AKT)的转染增强舒林酸/TNFα诱导的PARP切割(图6F)。一致地，CA-AKT抑制通过舒

林酸/TNFα组合的凋亡诱导(图17B)和胱天蛋白酶-8(图6G)和Bax(图6H)活化。

[0188] 通过免疫印迹对经TNFα和/或舒林酸处理6小时的细胞进行分析(图6I)。对通过抑

制胱天蛋白酶-8活化充当外在凋亡通路的强烈抑制剂的c-FLIP(AKT信号的下游靶基因)的

表达进行检查。用TNFα处理HepG2、A549和SW480细胞强烈诱导c-FLIP的短形式(c-FLIPS)和

长形式(c-FLIPL)二者，并且被舒林酸抑制(图6I)。因此，舒林酸可通过抑制TNFα对c-FLIP

表达的诱导作用来诱导凋亡。

[0189] 实施例14.K-80003在乳房肿瘤中的生长抑制

[0190] 研究口服施用K-80003对小鼠中生长的MCF-7乳房肿瘤组织的生长抑制作用。将K-

80003溶解于NaHCO3(pH  8.0)。通过填喂法向带有MCF-7乳房肿瘤组织的小鼠施用总体积为

100ul的15mg/kg  K-80003、30mg/kg  K-80003、60mg/kg  K-80003或对照，每天一次。20天后

测量的肿瘤体积表明，与经对照处理的小鼠相比，经口服K-80003处理的小鼠表现出肿瘤体

积的剂量依赖性减小(图21A)。

[0191] 实施例15.K-80003的临床前研究

[0192] 进行K-80003的临床前研究，包括毒性、生物利用度和药代动力学的研究。K-80003

表现出非常低的毒性(图22A)，与静脉内制剂相比口服的生物利用度增加(图22B)和满意的

PK特征(图22C)。

[0193] 实施例16.类似物的生产

[0194] 3-(4-氟苯基)-2-甲基丙烯酸(2a)

[0195]

[0196] 在0℃将丙酸酐(31.0mL，242mmol)加入碳酸钾(18.2g，132mmol)中。搅拌5分钟以

混合之后，加入对氟苯甲醛(1a)(13.0mL，120mmol)。在160℃将混合物加热12小时。用冰浴

冷却之后向反应混合物中加入水。过滤所得黄色沉淀物，并用EtOAc洗涤，产生粗品酸2a，其

被原样用于下一步。通过从MeOH中重结晶得到已知丙烯酸2a(40)的分析样品。2a：淡黄色晶

体。熔点：155-158℃(MeOH)。

[0197] IR(KBr)：vmax＝3429，3076，2972，1665，1596，1508，1425，1313，1298，1224cm-1；1H 
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NMR(400MHz，CD3OD)δ：2.09(s，3H，CCH3)，7.22-7.11(m，2H，Ph-H)，7.52-7.43(m，1H，Ph-H)，

7.69(s，1H，CH＝CCH3)ppm；13C  NMR(100MHz，CD3OD)δ：12.7，114.8，115.1，131 .4，131 .5，

132.1，132.2，137.5，161.3，163.75，170.4ppm；MS(ESI)m/z  179(M-H+) .

[0198] 3-(4-氟苯基)-2-甲基丙酸(3a)

[0199]

[0200] 在20个大气压的氢气下使甲醇(190mL)中粗品丙烯酸2a(14.3g，79.4mmol)和10％

Pd/C(1.35g)的混合物氢化10小时。滤出催化剂并浓缩滤液得到粗品3a，其被原样用于下一

步。通过在硅胶上进行快速柱色谱(乙酸乙酯∶PE，1∶2)得到化合物3a(40)的分析样品。3a：

无色油。

[0201] IR(film)：vmax＝3406，2972，2933，1701，1560，1509，1460，1406，1223cm-1；1H  NMR

(400MHz，CDCl3)δ：1.17(d，J＝6.82Hz，3H，CHCH3)，2.77-2.61(m，2H，CH2CH)，3.02(dd，J＝

13.18，6.35Hz，1H，CH2CH)，7.00-6.93(m，2H，Ph-H)，7.16-7.11(m，2H，Ph-H)ppm；13C  NMR

(100MHz，CDCl3)δ：16.4，38.4，41 .4，115 .1，115 .1，130 .3，130 .4，134 .5，134 .6，160 .4，

162.8，182.6ppm；MS(ESI)m/z  181(M-H+) .

[0202] film：膜

[0203] 6-氟-2-甲基-2，3-二氢茚-1-酮(4a)

[0204]

[0205] 将粗品丙酸衍生物3a(3.20g)和多聚磷酸(47.0g)的混合物在80℃加热4小时。将

所得混合物倾入冰水中并用EtOAc萃取。合并的萃取物用饱和NaHCO3水溶液洗涤以除去初

始的酸，然后用盐水洗涤，经无水Na2SO4干燥，过滤，并在减压下浓缩。残余物经快速柱色谱

(乙酸乙酯∶PE，1∶30)纯化得到作为淡黄色油的化合物4a(40)(1 .44g，50％)。用浓HCl使

NaHCO3层酸化，用EtOAc萃取(3×30mL)。合并的萃取物用盐水洗涤，经无水Na2SO4干燥，过滤

并在减压下浓缩，得到回收的原始材料3a(34％)。4a的数据：

[0206] IR(film)vmax＝3064，2968，2932，2873，1716，1611，1509，1486，1444，1264，

1158cm-1；1H  NMR(400MHz，CDCl3)δ：1.32(d，J＝7.37Hz，3H，CHCH3)，2.82-2 .65(m，2H，

CH2CH)，3.37(dd，J＝16.71，7.55Hz，1H，CH2CH)，7.33-7.26(m，1H，Ph-H)，7.44-7.36(m，2H，

Ph-H)ppm；13C  NMR(100MHz，CDCl3)δ：16.2，34.4，42.9，76.3，109.7，109.9，122.2，122.5，

127.8，127.9，138.1，148.8，149.6，161.1，163.6，208.5ppm；MS(ESI)m/z  187(M+Na+) .

[0207] 2-(6-氟-2-甲基-3H-茚-1-基)乙酸乙酯(5a)

[0208]

[0209] 在0℃向HMDS(15.0mL，56.9mmol)的无水THF(38.0mL)溶液中逐滴加入n-BuLi(在

正己烷中的2.5M溶液，17.0mL，42.8mmol)。搅拌约30分钟之后，使混合物冷却至-78℃并加

入EtOAc(4.20mL，42.8mmol)。在-78℃将反应物搅拌另外的30分钟。向所得混合物中逐滴加
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入二氢茚酮4a的无水THF(40mL)溶液。在-78℃将反应物搅拌另外的4小时，然后用饱和

NH4Cl水溶液停止反应。混合物用EtOAc萃取(3×20mL)。合并的有机层经无水Na2SO4干燥，过

滤，并在减压下浓缩。向残余物中加入HOAc/H2SO4(10/1，55mL)。室温下搅拌5小时之后，用

CH2Cl2(3×15mL)萃取混合物。合并的萃取物依次用水、饱和NaHCO3和盐水洗涤，经无水

Na2SO4干燥，过滤，并在减压下浓缩。残余物在硅胶上经快速柱色谱(乙酸乙酯∶PE，1∶30)纯

化得到作为无色油的化合物5a(40)(3.26g，70％)。

[0210] IR(film)vmax＝2981，2911，1736，1614，1590，1473，1368，1329，1308，1256，1154，

1034cm-1；1H  NMR(400MHz，CDCl3)δ：1.25(t，J＝7.13Hz，3H，COOCH2CH3)，2.12(s，3H，CCH3)，

3.29(s，2H，PhCH2C)，3.48(s，2H，PhCCH2)，4.14(q，J＝7.13Hz，2H，COOCH2CH3)，6.79(ddd，J

＝9.62，8.12，2.41Hz，1H，Ph-H)，6.96(dd，J＝9.33，2.40Hz，1H，Ph-H)，7.25(dd，J＝8.17，

4.93Hz，1H，Ph-H)ppm；13C  NMR(100MHz，CDCl3)δ：14.1，14 .3，31 .5，42.1，60 .9，105 .6，

105 .9，110 .2，110 .4，123 .6，123 .7，129 .6，129 .6，137 .2，137 .2，144 .6，147 .8，147 .9，

161.2，163.6，170.7ppm；MS(ESI)m/z  257(M+Na+) .

[0211] (Z)-2-(3-(4-(甲硫基)苯亚甲基)-6-氟-2-甲基-3H-茚-1-基)乙酸

[0212] (舒林酸硫化物)(6a)

[0213]

[0214] 室温下向茚5a(650mg，3mmol)的MeOH(4.6mL)溶液中加入2N  NaOMe(4.6mL，9mmol)

得到橙色混合物。搅拌20分钟之后，向混合物中加入对(甲硫基)苯甲醛(0.8mL，7.5mmol)。

在80℃使所得混合物回流3.5小时。在减压下浓缩之后，将残余物倾入1N  HCl溶液中。室温

下搅拌另外的10小时之后，用EtOAc(3×15mL)萃取混合物。合并的有机层经无水Na2SO4干

燥，过滤，并在减压下浓缩。残余物经闪式色谱(乙酸乙酯∶PE，1∶2.5)纯化，主要得到作为黄

色固体的顺式(Z)异构体6a(舒林酸硫化物)(40)(868mg，85％)。得到的反式(E)异构体为约

2％。熔点182-185℃(EtOAc)(文献(40)熔点180-184℃)。

[0215] IR(KBr)vmax＝3445，3012，2914，2850，1702，1602，1589，1465，1410，1320，1240，

1171，1085cm-1；1H  NMR(400MHz，DMSO-d6)δ：2.15(s，3H，C＝CCH3)，2.54(s，3H，SCH3)，3.57

(s，2H，CH2COO)，6.77-6 .71(m，1H，vinyl  H)，7.01(dd，J＝9.31，2.25Hz，1H，vinyl  H)，

7.25-7 .46(m，5H，Ph-H)，12.40(s，1H，COOH)ppm；13C  NMR(100MHz，CDCl3)δ：10.7，14.7，

31.5，106.1，106.4，110.6，110.8，123.4，123.5，125.8，130.0，130.3，131.0，132.1，132.6，

138.5，139.5，139.5，139.5，147.2，147.3，161.5，161.6，172.1ppm；MS(ESI)m/z  331(M+Na
+) .

[0216] 按照舒林酸硫化物(6a)所述的步骤，并且通过茚5a与适当的芳族醛缩合，分别合

成了化合物K-80001至K-80003。

[0217] (Z)-2-(3-(4-甲基苯亚甲基)-6-氟-2-甲基-3H-茚-1-基)乙酸(6b)
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[0218] (K-80001)

[0219]

[0220] 黄色固体。熔点155-158℃。产率：87％。

[0221] IR(KBr)vmax＝3426，3022，2959，2915，1733，1717，1655，1599，1512，1470，1408，

1381，1214，1172cm-1；1H  NMR(400MHz，CDCl3)δ：2.19(s，3H，C＝CCH3)，2.41(s，3H，Ph-CH3)，

3.58(s，2H，CH2CO2H)，6.59-6.53(m，1H，vinyl  H)，6.87(dd，J＝8.98，2.40Hz，1H，vinyl  H)，

7.44-7.16(m，6H，Ph-H)ppm；13C  NMR(100MHz，CDCl3)δ：10.61，21.43，29.73，31.44，105.54，

105.77，110.48，110.71，123.73，123.83，129.21，129.32，129.78，129.80，129.84，129.87，

131 .00，131 .02，133 .48，138 .29，138 .95，139 .76，146 .13，146 .22，161 .84，164 .29，

176.68ppm；MS(ESI)m/z  363(M+Na+) .

[0222] C20H17FO2的分析计算值：C，77.90；H，5.56。测定值：C，77.88；H，5.99。

[0223] (Z)-2-(3-(4-乙基苯亚甲基)-6-氟-2-甲基-3H-茚-1-基)乙酸(6c)

[0224] (K-80002)

[0225]

[0226] 黄色固体。熔点159-162℃。产率：83％。

[0227] IR(KBr)vmax＝3082，3024，2965，2923，1705，1604，1473，1465，1413，1312，1229，

1168cm-1；1H  NMR(400MHz，CDCl3)δ：1.29(t，J＝7.61Hz，3H，CH2CH3)，2.20(s，3H，C＝CCH3)，

2.71(q，J＝7.60Hz，2H，CH2CH3)，3.59(s，2H，CH2COO)，6.60-6.54(m，1H，aromatic  vinyl 

H)，6.88(dd，J＝8.97，2.39Hz，1H，aromatic  vinyl  H)，7.19-7.44(m，5H，Ph-H)ppm；13C  NMR

(100MHz，CDCl3)δ：10.6，15 .4，28.7，31 .4，105 .5，105 .7，110 .5，110 .7，123 .7，123 .8，

128.0，129.4，129.7，129.9，131.0，133.7，138.9，139.7，144.6，161.8，164.2，176.4ppm；MS

(ESI)m/z  345(M+Na+) .

[0228] C21H19FO2的分析计算值：C，78.24；H，5.94。测定值：C，78.21；H，5.55。

[0229] (Z)-2-(3-(4-异丙基苯亚甲基)-6-氟-2-甲基-3H-茚-1-基)乙酸(6d)

[0230] (K-80003)
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[0231]

[0232] 黄色固体。熔点146-149℃。产率：79％。

[0233] IR(KBr)vmax＝3025，2958，2871，1701，1629，1603，1507，1464，1412，1315，1293，

1171，1134cm-1；1H  NMR(400MHz，CDCl3)δ：1.31(d，J＝6.95Hz，6H，CH(CH3)2)，2.20(s，3H，C＝

CCH3)，2.97(td，J＝13.81，6.91Hz，1H，CH(CH3)2)，3.59(s，2H，CH2COO)，6.61-6.88(m，2H，

aromatic  vinyl  H)，7.19-7.46(m，6H，Ph-H)；13C  NMR(100MHz，CDCl3)δ：10.6，23.9，31.3，

34.0，76.7，105.5，105.7，110.5，110.7，123.7，123.8，126.5，129.4，129.7，129.8，131.0，

133.7，139.0，139.6，146.1，146.2，149.3，161.8，164.2，176.1ppm；MS(ESI)m/z359(M+Na
+) .

[0234] C22H21FO2的分析计算值：C，78.55；H，6.29。测定值：C，78.13；H，6.02。

[0235] 2-(6-氟-3H-茚-1-基)乙酸乙酯(5b)

[0236]

[0237] 在0℃向异丙胺(0.27mL，2mmol)的无水THF(4mL)溶液中逐滴加入n-BuLi(在正己

烷中的2.5M溶液，0.8mL，2mmol)。搅拌约30分钟之后，使混合物冷却至-78℃并加入EtOAc

(0.2mL，2mmol)。在-78℃搅拌另外的30分钟之后，逐滴加入无水THF(0.7mL)中的二氢茚酮

4b(150mg，1mmol)。在-78℃将反应物搅拌另外的2小时，然后用饱和NH4Cl停止反应。用

EtOAc萃取(3×5mL)混合物。合并的有机层经无水Na2SO4干燥，过滤，并在减压下浓缩。用

AcOH/H2SO4(10/1，3mL)取出残余物。室温下搅拌3小时之后，用CH2Cl2(3×5mL)萃取混合物。

合并的萃取物依次用水、饱和NaHCO3和盐水洗涤。有机相经无水Na2SO4干燥，过滤，并在减压

下浓缩。残余物经硅胶上的快速柱色谱(乙酸乙酯：PE，1：30)纯化得到作为无色油的5b

(99mg，49％)。

[0238] IR(film)vmax＝3054，2982，2931，1704，1636，1486，1446，1369，1345，1288，

1276cm-1；1H  NMR(400MHz，CDCl3)δ：1.28(t，J＝7.15Hz，3H，CH2CH3)，3.35(s，2H，CH2CO2Et)，

3.56(dd，J＝2.93，1.51Hz，2H，CH2CH)，4.19(q，J＝7.15Hz，2H，CH3CH2)，6.52(s，1H，C＝CH)，

6.93-7 .36(m，3H，Ph-H)ppm；13C  NMR(100MHz，CDCl3)δ：14.2，34 .1，37 .4，61 .0，106 .4，

106 .7，111 .4，111 .6，124 .3，124 .4，134 .1，136 .3，136 .4，139 .2，139 .3，146 .3，146 .4，

161.1，163.5，170.72ppm.

[0239] C13H＝FO＝的分析计算值：C，70.90；H，5.95。发现值：C，71.30；H，6.23。

[0240] (E)-2-(3-(4-(甲硫基)苯亚甲基)-6-氟-3H-茚-1-基)乙酸(6e)

[0241] (K-80004)
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[0242]

[0243] 室温下向茚衍生物5b(506mg，2.50mmol)的MeOH(4mL)溶液中加入2N  NaOMe(4mL，

4mmol)。搅拌20分钟之后，向所得混合物中加入对(甲硫基)苯甲醛(0.65mL，2.50mmol)。在

80℃使混合物回流3.5小时。所得溶液在减压下浓缩，然后倾入1N  HCl中。室温下搅拌另外

的10小时之后，用EtOAc(3×10mL)萃取混合物。合并的有机层经无水Na2SO4干燥，过滤，并在

减压下浓缩。残余物经硅胶上的快速柱色谱(乙酸乙酯∶PE，1∶2.5)纯化，得到作为黄色固体

的反式(E)异构体6e(K-80004)(429mg，48％)。熔点180-182℃(EtOAc)。

[0244] 1H  NMR(400MHz，CDCl3)δ：2.54(s，3H，SCH3)，3.69(s，2H，CH2COO)，7.09-7.84(m，

9H，Ph-H)，12.52(s，1H，COOH)ppm；13C  NMR(100MHz，CDCl3)δ：13.6，115.5，115.7，127.3，

131.7，131.8，139.9，161.5，163.9，174.0ppm.

[0245] C19H15FO2S的分析计算值：C，69.92；H，4.63；F，5.82；O，9.80；S，9.82。测定值：C，

70.16；H，4.92。

[0246] 螺(二氢-2(3H)呋喃酮-5-1’(2’H)(3’H)-6-氟-二氢化茚(7a)

[0247]

[0248] 用氩气使6-氟-1-茚满酮4b(75.0mg，0.50mmol)、异丙醇(0.190mL，2.50mmol)和丙

烯酸甲酯(0.45mL，5mmol)的THF(10mL)溶液净化20分钟并冷却至0℃。通过接种针加入Sml2

(1.50mmol)的THF(15mL)溶液。5分钟后，用饱和K2CO3(2mL)使反应停止。所得混合物用EtOAc

(3×3mL)萃取。合并的有机层用盐水洗涤，经无水Na2SO4干燥，过滤并在减压下浓缩。残余物

经硅胶上的快速柱色谱用EtOAc-PE(1∶6)洗脱纯化，得到作为无色油的化合物7a(74.5mg，

0.37mmol，73％)。

[0249] IR(film)vmax：3058，2945，2856，1766，1603，1494，1155cm-1；1H  NMR(400MHz，

CDCl3)δ：2.28-2.52(m，4H，ArCCH2)，2.77(dt，J＝8.0，1.2Hz，2H，ArCCH2CH2CO)，2.81-2.90

(m，1H，ArCH2)，3.00-3.09(m，1H，ArCH2)，6.96-7.03(m，2H，Ar-H)，7.18-7.23(m，1H，Ar-H)

；13C  NMR(100MHz，CDCl3)δ：28.7，29.5，33.3，39.4，94.1，109.7(d，JC-F＝22.4Hz)116.6(d，

JC-F＝22.5Hz)，126 .2(d，JC-F＝8.3Hz)，138 .8，144 .7(d，JC-F＝7.4Hz)，162 .2(d，JC-F＝

233.5Hz)，176.0ppm；

[0250] C12H11FO2的分析计算值：C，69.89；H，5.38。测定值：C，69.97；H，5.62。

[0251] 3-(6-氟-3H-茚-1-基)丙酸甲酯(8a)
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[0252]

[0253] 向螺(二氢-2(3H)呋喃酮-5-1’(2’H)(3’H)-6-氟-二氢化茚7a(61mg，3mmol)的

CH3OH(1 .5mL)溶液中加入p-TsOH(6mg)。使混合物回流2小时。用NaHCO3的饱和水溶液

(2.0mL)使反应停止。所得混合物用EtOAc(3×2mL)萃取。合并的有机相用盐水洗涤，经无水

Na2SO4干燥，过滤，并在减压下浓缩。残余物经硅胶上的快速柱色谱用EtOAc-PE(1∶300)洗脱

纯化，得到作为淡黄色油的化合物8a(61mg，0.28mmol，94％)。

[0254] IR(film)vmax：2959，2901，1739，1585，1606，1473，1254，1162cm-1；1H  NMR(400MHz，

CDCl3)δ：2.68-2.73(m，2H，CH2COO)，2.82-2.88(m，2H，ArCCH2)，3.28-3.31(m，2H，ArCH2)，

3.71(s，3H，COOCH3)，6.30(t，1H，J＝1.6Hz，ArC＝CH)，6.83-6.91(m，1H，Ar-H)，7.02-7.06

(m，1H，Ar-H)，7.33-7.38(m，1H，Ar-H)；13C  NMR(100MHz，CDCl3)δ：22.9，32.4，37.3，51.7，

106.0(d，JC-F＝23.1Hz)，111 .4(d，JC-F＝22.8Hz)，124.4(d，JC-F＝8.9Hz)，130.3，139.5，

142.4(d，JC-F＝3.0Hz)，146.9(d，JC-F＝8.5Hz)，162.4(d，JC-F＝240.6Hz)，173.4ppm；

[0255] C13H13FO2的分析计算值：C，70.90；H，5.95。测定值：C，70.50；H，5.97。

[0256] (E)-3-(3-(4-(甲硫基)苯亚甲基)-6-氟-3H-茚-1-基)丙酸甲酯(9a)

[0257] (K-80005)

[0258]

[0259] 用氮气使3-(6-氟-3H-茚-1-基)丙酸甲酯8a(110mg，0.5mmol)的CH3OH(1mL)溶液

净化10分钟并冷却至0℃。逐滴加入新鲜配制的CH3OH(1mL)中的CH3ONa(0.75mmol)。搅拌30

分钟之后，逐滴加入4-(甲硫基)苯甲醛(63μL，0.6mmol)。使混合物回流2小时。冷却之后，用

水(3mL)使反应停止并在室温下搅拌10分钟，用1M  HCl使混合物酸化至pH＝4。在减压下蒸

发溶剂，并用EtOAc(3×5mL)萃取残余物。合并的有机层用盐水(2mL)洗涤，经无水Na2SO4干

燥，过滤并在真空下浓缩。残余物经硅胶上的快速柱色谱用EtOAc-PE(1∶4)洗脱纯化，得到

作为黄色固体的反式(E)-异构体9a(112mg，66％)。熔点：182-184℃(EtOAc)；

[0260] IR(KBr)vmax：3055，2988，2925，1711，1640，1488，1445，1656，1290，1277cm-1；1H 

NMR(400MHz，CDCl3)δ：2.53(s，3H，SCH3)，2.68(t，2H，J＝7.6Hz，CH2COO)，2.84(t，2H，J＝

7.6Hz，ArCCH2)，6.96-7.84(m，9H，Ar-H)，12.21(s，COOH)；13C  NMR(100MHz，CDCl3)δ：14.3，

22.6，32.0，106 .1(d，JC-F＝23.4Hz)，111 .5(d，JC-F＝23.0Hz)，120 .5(d，JC-F＝9.2Hz)，

122.6，125.8(2C)，127.3，130.4(2C)，132.8，134.1，136.4，139.4，143.2(d，JC-F＝8.8Hz)，

146.3，162.2(d，JC-F＝240.5Hz)，173.8ppm；

[0261] C20H17FO2S的分析计算值：C，70.57；H，5.03；S，9.42。测定值：C，70.20；H，4.62；S，

9.01
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[0262] K-80003类似物No.1(R1变体；黄色固体)：

[0263]

[0264] K-80003类似物No.2(R1变体；黄色固体)：

[0265]

[0266] K-80003类似物No.3(R1变体；黄色固体)：

[0267]

[0268] K-80003类似物No.4(R1变体；黄色固体)：

[0269]

[0270] K-80003类似物No.5(R1变体；黄色固体)：
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[0271]

[0272] K-80003类似物No.6(R1变体；黄色固体)：

[0273]

[0274] K-80003类似物No.7(R1变体；黄色固体)：

[0275]

[0276] K-80003类似物No.8(R2变体；黄色固体)：

[0277]

[0278] K-80003类似物No.9(R2变体；黄色固体)：

[0279]

[0280] K-80003类似物No.10(R2变体；黄色固体)：
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[0281]

[0282] K-80003类似物No.11(R3变体；黄色固体)：

[0283]

[0284] K-80003类似物No.12(R3变体；黄色固体)：

[0285]

[0286] K-80003类似物No.13(R3变体；黄色固体)：

[0287]

[0288] K-80003类似物No.14(R3变体；黄色固体)：

[0289]

[0290] K-80003类似物No.15(R3变体；黄色固体)：
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[0291]

[0292] K-80003类似物No.16(R3变体；黄色固体)：

[0293]

[0294] K-80003类似物No.17(R3变体；黄色固体)：

[0295]

[0296] K-80003类似物No.18(R3变体；黄色固体)：

[0297]

[0298] K-80003类似物No.19(R3变体；黄色固体)：

[0299]

[0300] K-80003类似物No.20(R3变体；黄色固体)：
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[0301]

[0302] K-80003类似物No.21(R3变体；黄色固体)：

[0303]

[0304] K-80003类似物No.22(R4变体；黄色固体)：

[0305]

[0306] K-80003类似物No.23(R4变体；黄色固体)：

[0307]

[0308] K-80003类似物No.24(R4变体；黄色固体)：

[0309]

[0310] K-80003类似物No.25(R1变体)：
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[0311]

[0312] K-80003类似物No.26(R1变体)：

[0313]

[0314] K-80003类似物No.27(R3变体)：

[0315]

[0316] 其中R3＝2-CN。

[0317] K-80003类似物No.28(R3变体)：

[0318]

[0319] 其中R3＝2-CF3。

[0320] K-80003类似物No.29(R3变体)：
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[0321]

[0322] 其中

[0323] K-80003类似物No.30(R3变体)：

[0324]

[0325] 其中

[0326] K-80003类似物No.31(R4变体)：

[0327]

[0328] 其中R4＝Et。

[0329] K-80003类似物No.32(R4变体)：

[0330]

[0331] 其中R4＝EtO。

[0332] K-80003类似物No.33(R4变体)：
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[0333]

[0334] 其中R4＝i-Pr。

[0335] K-80003类似物No.34(R4变体)：

[0336]

[0337] 其中R4＝Cl。

[0338] 方法摘要

[0339] 质粒

[0340] 已描述了RXRα和Myc-RXRα的构建(Kolluri，S.K .等，Proc  Natl  Acad  Sci  USA 

102(7)，2525-2530(2005)；Cao，X.，等，Retinoid  X  receptor  regulates  Nur77/TR3-

dependent  apoptosis[corrected]by  modulating  its  nuclear  export  and 

mitochondrial  targeting .Mol  Cell  Biol  24(22)，9705-9725(2004)；Masia，S.等，

Rapid，nongenomic  actions  of  retinoic  acid  on  phosphatidylinositol-3-kinase 

signaling  pathway  mediated  by  the  retinoic  acid  receptor.Mol  Endocrinol  21

(10)，2391-2402(2007)；Ohashi，E.等，Cancer  Res  69(8)，3443-3450(2009)；Balkwill，

F.，Nat  Rev  Cancer  9(5)，361-371(2009)；Han，Y.H.等，Oncogene  25(21)，2974-2986

(2006))。使用正向引物5’-ccggaattccatgagtgctgaggggtacc-3’(SEQ  ID  NO：1)和反向引

物5’-acgcgtcgactcatcgcctctgctgtgcat-3’(SEQ  ID  NO：2)通过聚合酶链式反应(PCR)构

建Flag-p85α。PCR产物经Eco  RI和Sal  I消化并被克隆到pCMV-Flag载体中。通过以下寡核

苷酸作为引物，使用 诱变试剂盒(Stratagene，La  Jolla，CA)构建

RXRα突变体：RXRα/F313S/R316E，5’-GGAACGAGCTGCTGATCGCCTCCTCCTCCCACGAGTCCATAGCTG

TGAAAGATGGG(正向-SEQ  ID  NO：3)和5’-CCCATCTTTCACAGCTATGGACTCGTGGGAGGAGGAGGCGAT

CAGCAGCTCGTTCC(反向-SEQ  ID  NO：4)；RXRα/Δ80，5’-CCGGAATTCGGaccacacccaccctgggc-

3’(正向-SEQ  ID  NO：5)和5’-CCGCTCGAGctaagtcatttggtgcggcg-3’(反向-SEQ  ID  NO：6)；

RXRα/Δ100，5’-CCGGAATTCGGgtcagcagcagcgaggac-3’(正向-SEQ  ID  NO：5)和5’-

CCGCTCGAGctaagtcatttggtgcggcg-3’(反向-SEQ  ID  NO：6)。PCR产物经EcoR  I和Xho  I消化

并被连接到pCMV-Myc载体中。

[0341] 细胞培养
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[0342] 在补加有10％胎牛血清(FBS)的RPMI  1640中培养ZR-75-1人乳癌、LNCaP和PC3前

列腺癌和H460肺癌细胞。在包含10％FBS的MEM中培养HepG2肝癌和MCF-7人癌细胞。在补加

有10％FBS的DMEM中培养HEK293T人胚肾细胞、CV-1绿猴肾细胞、MEF细胞、A549人肺癌细胞、

HaCat人类角化细胞、BHK仓鼠崽肾细胞、Caco2人结肠癌癌细胞、SW480人结肠腺癌细胞和

HCT116人结肠细胞。F9鼠胚胎癌细胞系具有破坏的RXRα等位基因(Clifford，J.等，Embo  J 

15(16)，4142-4155(1996))。使细胞培养物维持在37℃和5％CO2潮湿气氛下。

[0343] 抗体和试剂

[0344] Anti-phospho-Akt(Ser  473，D9E，#4060)来自Cell  Signaling  Technology

(Danvers，MA)。抗β-肌动蛋白(A1978)和抗Flag(M2，F3165)抗体得自于Sigma-Aldrich(St。

Louis，MO)。抗p85α(#06-195)抗体购买自Millipore(Billerica，MA)。Akt1(C-20)sc-1618、

GFP(B-2)sc-9996、HSP60(N-20)sc-1052、c-Myc(9E10)sc-40PI3，RARγ(C-19)sc-550、RXRα

(D20)sc-553、RXRα(ΔN197)sc-774、PARP(H-250)sc-7150的抗体来自Santa  Cruz 

Biotechnology(Santa  Cruz，CA)。ECL、抗兔和抗小鼠IgG、与辣根过氧化酶连接的物种特异

性抗体(Horseradish  Peroxidase-Linked  Species-Specific  antibody)来自GE 

Healthcare(Little  Chalfont，Buckinghamshire，UK)。ALEXA 594山羊抗兔IgG

(A-11012)和ALEXA 488山羊抗小鼠IgG(A-10667)购买自Invitrogen

(Carlsbad，CA)。蛋白A/G琼脂糖(Protein  A/G  Plus-Agarose)(sc-2003)来自Santa  Cruz 

Biotechnology(Santa  Cruz，CA)。重组人TNFα(210-TA)来自R&D  Systems(Minneapolis，

MN)。蛋白酶抑制剂混合片剂来自Roche(Basel，Switzerland)。9-顺式视黄酸(9-顺式-RA)

(R4643)。将舒林酸硫化物及其类似物以在原液中100mM溶解于二甲亚砜(DMSO)。全反式视

黄酸(ATRA)(R2625)和胰凝乳蛋白酶来自Sigma-Aldrich(St.Louis，MO)。SR11237由Marcia 

I.Dawson博士(Burnham  Institute)友好提供。

[0345] 配体结合测定

[0346] 在存在或不存在多种浓度的未标记的9-顺式-RA或舒林酸硫化物的情况下，在配

体结合测定缓冲液中将细菌表达的His标记的RXRα配体结合结构域(LBD)与[3H]-9-顺式-

RA(Amersham  Biosciences，Amersham，UK)一起孵育。通过涂镍珠捕获RXRα  LBD蛋白。根据

描述(Kolluri，S.K.等，Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A  102(7)，2525-2530(2005))，在闪烁计

数器中测定结合的放射性标记的9-顺式-RA。

[0347] 细胞中舒林酸硫化物与RXRα蛋白结合的HPLC分析

[0348] 使用FuGene  6转染剂(Roche，Basel，Switzerland)将包含与C-端TAP融合体融合

的受体的表达载体(Stratagene，La  Jolla，CA)转染到HEK293细胞中。在补加有10％小牛血

清(SCS，HycloneLogan，UT)、2mM谷氨酰胺、盘尼西林(100U/ml)和链霉素(100μg/ml)的完全

培养基DMEM(Mediatech  Inc.，Herndon，VA)中以指数生长形式培养细胞。转染两天后，将细

胞转移至包含400mg/ml  G418的培养基中直至转染后20天，此时对盘中的耐药性集落进行

计数检查。通过免疫印迹测定RXRα融合蛋白的表达。在4个150mm板上细胞生长至饱和，随后

用或者不用100mM舒林酸处理3小时。处理之后，细胞用50ml冷PBS洗涤两次，并且如

INTERPLAYTM哺乳动物TAP系统(Stratagene，La  Jolla，CA)中所述进行基于链霉亲和素的纯

化，其通过首先用提供的链霉亲和素结合缓冲液洗涤链霉亲和素珠来手动进行。然后加入

0.1ml份的稀硫酸溶液(pH  2)，然后加入1.0ml的乙腈。之后使样品在涡流混合器上涡旋30
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秒后离心(1000g×5分钟)。然后将液体样品转移至另一支管中并在氮气流下蒸干。将残余

物重新溶解到0.12ml色谱流动相中，并且将0.1ml份注射到HPLC。使用microsorb-mv  100-3 

C18  100×4.6柱(Varian，Palo  Alto，CA)进行HPLC分析。流动相由4％v/v的含水乙酸和乙

腈(30∶70)组成，以1.0ml/min的流速泵入。使用光电池检测器(Waters  model  2996，Waters 

Corporation，Milford，MA)进行舒林酸硫化物的检测，收集在200与450nM之间的谱图。使用

舒林酸硫化物的标准溶液以得到校准曲线。特征峰谱和驻留时间被用于鉴定，并且通过使

用MILLENNIUM  CHROMATOGRAPHY  MANAGER软件(Waters  Corporation，Milford，MA)计算用

于定量的4max处的峰面积。示出三个相似实验中的一个。

[0349] 蛋白水解保护测定

[0350] 如先前所述(Kolluri，S.K.等，Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A  102(7)，2525-2530

(2005)；Zhang，X.K.等，Nature  355(6359)，441-446(1992)；Zhang，X.-K.等，Nature.358

(6387)，587-591(1992))，使用兔网织红细胞裂解产物(Promega，Fitchburg，WI)通过体外

转录-翻译合成RXRα  LBD。用溶剂(1％DMSO)、舒林酸(100μM)或9-顺式-RA(10-7M)对体外转

录的35[S]甲硫氨酸标记的RXRα-LBD进行预孵育30分钟，然后用指示浓度的胰凝乳蛋白酶进

行消化。通过PAGE分离消化片段。

[0351] 瞬时转染测定

[0352] 如所述(Kolluri，S.K.等，Proc  Natl  Acad  Sci  USA  102(7)，2525-2530(2005)；

Cao，X.，等，Mol  Cell  Biol  24(22)，9705-9725(2004))，使用改良的磷酸钙沉淀方法对接

种在24孔板中的细胞(1×105个细胞/孔)进行瞬时转染。

[0353] 凋亡测定

[0354] 对于细胞核形态变化分析，对细胞进行胰蛋白酶消化，用PBS洗涤，用3.7％多聚甲

醛固定，并用DAPI(4，6-二脒基-2-苯基吲哚)(1mg/ml)染色，以通过荧光显微镜对核进行观

察(Ma s i a ，S .等，Ra p i d ，n o n g e n o m i c  a c t i o n s  o f  r e t i n o i c  a c i d  o n 

phosphatidylinositol-3-kinase  signaling  pathway  mediated  by  the  retinoic  acid 

receptor.Mol  Endocrinol  21(10)，2391-2402(2007)；Ohashi，E.等，Cancer  Res  69(8)，

3443-3450(2009)；Balkwill，F.，Nat  Rev  Cancer  9(5)，361-371(2009))。通过计数至少

300个具有核片段化和/或染色质凝聚的GFP阳性细胞来确定凋亡细胞的百分数。为了确定

DNA片段化，使用细胞死亡检测ELISAPLUS试剂盒(Cell  Death  Detection  ELISAPLUS)(Roche 

Applied  Science，Penzberg，Bavaria，Germany)。示出三个相似实验中的一个。

[0355] RXRα和RARγ  siRNA

[0356] RXRα  siRNA  siGENOME  SMARpool(M-003443-02)、RARγ  siRNA  siGENOME 

SMARpool(M-003439-01)和siRNA  Non-specific  Control  IX(D-001206-09-05)购买自

DHARMACON(Lafayette，CO)。根据制造商建议使用oligofectamine试剂(Invitrogen，

Carlsbad，CA)将20mM  siRNA以2.5μl等份/孔转染到在12孔板上生长的细胞中。转染两天

后，收集细胞用于Western印迹。

[0357] 免疫印迹

[0358] 为了免疫印迹，将细胞裂解产物在SDS样品缓冲液中煮沸，通过SDS-聚丙酰胺凝胶

电泳分离，并转移到硝化纤维上。转移之后，将膜在包含抗体的TBST(10mM  Tris-HCl，

pH.8.0、150mM  NaCl、0.05％吐温20)中的5％牛奶中封闭。然后用TBST将膜洗涤三次，然后

说　明　书 41/43 页

44

CN 107050007 B

44



在室温下在包含辣根过氧化物酶连接的抗免疫球蛋白的TBST中的5％牛奶中孵育1小时。

[0359] 免疫共沉淀(CoIP)测定

[0360] 为了CoIP测定，将细胞或经指示表达载体转染的细胞悬于裂解缓冲液(50mM 

Tris-HCI，pH  7.4；150mM  NaCl；20mM  EDTA；1％NP-40；1mM  PMSF；50mg/ml亮抑肽酶；20mg/

ml抑肽酶；0 .1mM  Na 3VO 4；和1mM  DTT)中。通过与蛋白A/G琼脂糖珠(Santa  Cruz 

Biotechnology，Santa  Cruz，CA)孵育清以纯化细胞提取物，然后在4℃与适当抗体和30ml

蛋白A或G琼脂糖珠一起孵育过夜。然后洗涤珠子并在Laemmli凝胶负载溶液中煮沸后，使用

多克隆或单克隆抗体进行SDS-PAGE/免疫印迹。使用增强化学发光系统(ECLTM)(Amersham 

Biosciences，Amersham，UK)通过化学发光检测免疫反应产物。

[0361] HeLa-RXRα/1-134稳定克隆和软琼脂测定

[0362] 将RXRα  N-端片段1-134克隆到pNTAP载体(Stratagene，La  Jolla，CA)中。将所得

pNTAP-RXRα/1-134转染到HeLa细胞中。转染48小时后，用400ng/ml  G418对细胞进行选择2

周。捡出单一克隆并通过免疫印迹进行检查。将HeLa  RXR/α1-134稳定克隆和经对照pNTAP

载体转染的HeLa细胞以5×103个细胞/孔(6孔板)接种到补加有10％FBS和0.35％琼脂糖以

及0.5％床琼脂的DMEM中。在37℃孵育12天之后，用0.005％结晶紫对集落进行染色1小时并

计数。

[0363] 集落形成测定

[0364] 将HeLa  RXR/α1-134稳定克隆和对照HeLa细胞接种到6孔板中，350个细胞/孔。5天

之后，在0.5％血清培养基中用舒林酸(50μM)和K-80003(25μM)处理细胞3天。用PBS洗涤之

后，用PBS中的4％多聚甲醛将细胞固定20分钟。用0.1％结晶紫对集落进行染色30分钟，照

相并对集落进行计数。

[0365] 人组织和评价

[0366] 通过手术切除从癌症患者中得到乳房和肝肿瘤组织及其周围组织。组织学正常的

样本(远离肿瘤结节约至少3至5cm)得自于相应患者。该研究由厦门大学生物医学研究伦理

委员会认可，并且所有的患者都知情同意。

[0367] 收集来自患原发性肝细胞癌(HCC，n＝6)或乳癌(n＝6)患者的组织用于检测RXRα

的表达。为了进行免疫印迹测定，单独准备制备肿瘤及其周围组织并在改良的RIPA缓冲液

中进行裂解。裂解产物在8％SDS-PAGE凝胶上进行电泳并转移到PVDF膜上。将膜依次与Δ

N197抗RXRα抗体(1∶1000)在4℃孵育过夜，与辣根过氧化物酶缀合的抗兔IgG抗体(1∶5000)

在室温下孵育1小时，然后通过增强化学发光(ECLTM)(Amersham  Biosciences，Amersham，

UK)进行检测。通过用于负载对照的单克隆抗GAPDH抗体(1∶2000)对条状印迹进行重新探

测。为了进行免疫组织化学分析，在4℃将组织部分与ΔN197抗RXRα抗体(1∶500)一起孵育

过夜并在室温下通过山羊抗兔特异性免疫球蛋白(1∶100)检测30分钟。玻片用苏木精进行

对比染色。

[0368] 共聚焦显微镜

[0369] 将经Myc标记的RXRα/Δ80和Flag标记p85α的转染的细胞接种到室玻片(chamber 

slide)上过夜。在包含3.7％多聚甲醛的PBS中使细胞固定10分钟并用PBS洗涤两次。然后用

PBS中的0.1％Triton  X-100对细胞进行透化处理5分钟。室温下将固定的细胞在包含5％

BSA的PBS中预孵育30分钟。用多克隆抗Myc抗体(1∶500稀释)和抗Flag抗体(1∶500稀释)，然
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后用Cy3缀合的抗兔IgG(1∶1000，Sigma-Aldrich，St.Louis，MO)或FITC标记的抗鼠IgG(1∶

500，Sigma-Aldrich，St.Louis，MO)对细胞进行染色。原稿中示出的共聚焦显微镜数据表示

至少三组相似实验。

[0370] 亚细胞分级分离

[0371] 如具有小改良的描述进行亚细胞分级分离(Cao，X.，等，Mol  Cell  Biol24(22)，

9705-9725(2004)；Ohashi，E.等，Cancer  Res  69(8)，3443-3450(2009))。

[0372] 简言之，使悬于0.5ml低渗缓冲液(250mM蔗糖、20mM  HEPES-KOH、pH  7 .4，10mM 

KCl、10mM  MgCl2、0.5mM  EGTA、1.5mM  EDTA，pH  8.0和1mM  DTT)中的细胞(1×107个细胞)与

蛋白酶抑制剂混合均匀，并且在800×g下将细胞提取物离心10分钟。将包含细胞核的沉淀

重悬于在低渗缓冲液和蛋白酶抑制剂的200μl  1.6M蔗糖中并且在相同缓冲液的1ml  2.0M

蔗糖中短暂保留，然后在4℃以150,000×g离心90分钟以得到细胞核级分。在4℃以10,000

×g使上清液离心30分钟以得到胞质级分。将细胞核和细胞质级分重悬于带有蛋白酶抑制

剂混合物的100μl裂解缓冲液(10mM  Tris，pH  7 .4，150mM  NaCl，1％Triton  X-100，5mM 

EDTA，pH  8.0)中用于免疫印迹分析。

[0373] COX测定

[0374] COX荧光活性测定试剂盒(700200)、COX荧光抑制剂筛选测定试剂盒(700100)和前

列腺素E2酶免疫测定(EIA)试剂盒(514010)得自于Cayman  Chemical(Ann  Arbor，MI)。根据

制造商方案进行COX-1和COX-2活性测定。

[0375] 化学合成

[0376] 在Bruker  AV  400光谱仪(Bremen，Germany)上记录1H  NMR和13C  NMR谱。在指示溶

剂中记录谱1H  NMR，并且化学位移相对于内参Me4Si以百万分之一(δ)为单位表示。在

Nicolet  Avatar  360  FT-IR分光光度计(Thermo  Fisher  Scientific，Waltham，MA)上记录

IR谱。通过Bruker  Dalton  Esquire  3000  plus(ESI直接喷射)(Bremen，Germany)记录质

谱。使用Vario  RL分析器进行元素分析。在X-4微量熔点(Micromelting  point)设备上测定

熔点且不修正。用于本研究的6-氟-1-茚满酮4b可商购。四氢呋喃在使用之前从钠苯甲酮羰

游基(sodium  benzophenone  ketyl)蒸馏得到。二氯甲烷从五氧化二磷中蒸馏得到。甲醇从

镁屑和碘中蒸馏得到。来自烟台硅胶厂(中国)硅胶(zhifu，300-400目)被用于柱色谱，(除

非另有说明)否则用乙酸乙酯/石油醚(PE)(60-90℃)混合物或二氯甲烷/甲醇洗脱。

[0377] 虽然为了清楚和理解的目的，对本发明进行了一些详细描述，但是本领域技术人

员应理解在不偏离本发明真实范围的情况下可以对形式和细节做出多种变化。本文所指的

所有图、表、专利、专利申请和公开其整体都通过引用并入本文。
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