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3,5-二硝基苯基-吡唑并[3,4-d][1,3]恶嗪

作为肿瘤耐药逆转剂的应用

(57)摘要

本发明属于医药技术领域，涉及3,5‑二硝基

苯基‑吡唑并[3,4‑d][1,3]恶嗪作为肿瘤耐药逆

转剂的应用。本发明研究表明1‑苯基‑6‑(3,5‑二

硝基苯基)‑吡唑并[3,4‑d][1,3]恶嗪‑4(1H)‑酮

能够显著提高肿瘤细胞对抗肿瘤药物的敏感性，

逆转肿瘤细胞耐药性，并且治疗剂量安全无毒

性，具有潜力成为新型的肿瘤耐药逆转剂类药

物。基于该研究结果，上述化合物可用于化疗方

案的辅助治疗及配合其他抗肿瘤药物共同用药，

具有良好的临床用药意义。
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1.3,5-二硝基苯基-吡唑并[3,4-d][1,3]恶嗪作为肿瘤耐药逆转剂中应用。

2.如权利要求1所述的应用，其特征在于，所述3,5-二硝基苯基-吡唑并[3,4-d][1 ,3]

恶嗪为1-苯基-6-(3,5-二硝基苯基)-吡唑并[3,4-d][1,3]恶嗪-4(1H)-酮，结构式如下：

3.如权利要求1所述的应用，其特征在于，所述肿瘤耐药逆转剂为转运泵抑制剂；

优选的，所述肿瘤耐药逆转剂为对耐药蛋白转运抑制剂；

更为优选的，肿瘤耐药的药物为米托蒽醌或阿霉素。

4.3,5-二硝基苯基-吡唑并[3,4-d][1 ,3]恶嗪在制备对耐药蛋白(ABCG2)具有抑制作

用的药物中的应用。

5.如权利要求4所述的应用，其特征在于，所述3,5-二硝基苯基-吡唑并[3,4-d][1 ,3]

恶嗪为1-苯基-6-(3,5-二硝基苯基)-吡唑并[3,4-d][1,3]恶嗪-4(1H)-酮，结构式如下：

                     

6.一种药物组合物，其特征在于，所述药物组合物包括：化合物A及药用载体；

其中，所述化合物A为3,5-二硝基苯基-吡唑并[3,4-d][1,3]恶嗪。

7.如权利要求6所述的药物组合物，其特征在于，所述化合物A为1-苯基-6-(3,5-二硝

基苯基)-吡唑并[3,4-d][1,3]恶嗪-4(1H)-酮。

8.如权利要求6所述药物组合物，其特征在于，所述药物组合物中还包括用于治疗或辅

助治疗肿瘤的药物；

优选的，所述治疗或辅助治疗肿瘤的药物包括但不限于喜树碱类似物、酪氨酸激酶抑

制剂、蒽环霉素类药物、抗HIV病毒药物，抗风湿药，免疫抑制剂及抗生素；

或，所述治疗肿瘤的药物为ABCG2耐药相关药物；或所述蒽环霉素类药物为米托蒽醌或

阿霉素；

或，所述药物组合物包括但不限于口服剂型、胃肠外给药剂型、外用剂型和直肠给药剂

型；优选的，所述药物组合物可以是口服的片剂、胶囊、丸剂、粉剂、缓释制剂、溶液和悬浮
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液，用于胃肠外注射的无菌溶液、悬浮液或乳液，用于外用的软膏或乳膏，或者用于直肠给

药的栓剂。

9.权利要求6-8任一项所述药物组合物在制备抗肿瘤药剂中的应用。

10.如权利要求9所述化合物或药物组合物在制备抗肿瘤药剂中的应用，其特征在于，

所述抗肿瘤药剂包括用于治疗肿瘤的药物、保健品及模型工具药物。
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3,5-二硝基苯基-吡唑并[3,4-d][1,3]恶嗪作为肿瘤耐药逆

转剂的应用

技术领域

[0001] 本发明属于医药技术领域，具体涉及3,5-二硝基苯基-吡唑并[3,4-d][1 ,3]恶嗪

类化合物——1-苯基-6-(3,5-二硝基苯基)-吡唑并[3,4-d][1,3]恶嗪-4(1H)-酮作为肿瘤

耐药逆转剂的应用，及包括1-苯基-6-(3 ,5-二硝基苯基)-吡唑并[3 ,4-d][1 ,3]恶嗪-4

(1H)-酮的药物组合物在制备抗肿瘤药剂中的应用。

背景技术

[0002] 公开该背景技术部分的信息仅仅旨在增加对本发明的总体背景的理解，而不必然

被视为承认或以任何形式暗示该信息构成已经成为本领域一般技术人员所公知的现有技

术。

[0003] 肿瘤的多药耐药性(multidrug  resistance,MDR)一直是困扰癌症治疗的世界性

难题，MDR指的是肿瘤细胞长期接触某一种的化疗药物，对此产生了药物耐药性，可能还会

其他功能不同的多种化疗药物产生交叉耐药性，是导致化疗失败的主要原因之一。肿瘤的

MDR机理复杂，其中ABC转运蛋白的过表达是导致MDR的主要原因。因此，致力于寻找与开发

MDR逆转剂，恢复MDR细胞对传统抗癌药物的敏感性被认为是克服MDR的主要策略。

[0004] ABCG2是造成MDR的关键蛋白之一，属于ABC转运蛋白超家族G亚族的第二位成员。

ABCG2转运蛋白可将抗肿瘤药物如米托蒽醌、吉非替尼、阿霉素和伊马替尼等从细胞内泵至

胞外，从而降低药物的抗肿瘤效果。研究发现，ABCG2不仅与乳腺癌的分期，转移和预后有直

接临床相关性，还与弥漫性大B细胞淋巴瘤、急性髓细胞性白血病和非小细胞肺癌患者的生

存率和治疗反应有明确的联系。因此，阻断ABCG2外排作用在耐药性肿瘤的治疗中具有重要

的意义。

发明内容

[0005] 基于上述研究背景，本发明研究发现化合物1-苯基-6-(3,5-二硝基苯基)-吡唑并

[3,4-d][1,3]恶嗪-4(1H)-酮，能够靶向ABCG2，起到抑制作用，提高肿瘤细胞对药物的敏感

性，有望应用于耐药性肿瘤的治疗。

[0006] 为实现上述技术目的，本发明采用如下技术方案：

[0007] 本发明的第一个方面，提供了3,5-二硝基苯基-吡唑并[3,4-d][1 ,3]恶嗪作为肿

瘤耐药逆转剂中应用。

[0008] 其中，所述3,5-二硝基苯基-吡唑并[3,4-d][1,3]恶嗪为1-苯基-6-(3,5-二硝基

苯基)-吡唑并[3,4-d][1,3]恶嗪-4(1H)-酮，结构式如下：
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[0009]

[0010] 本发明研究表明，式Ⅰ所示化合物能够逆转肿瘤细胞耐药性，提高所述肿瘤细胞对

抗肿瘤药物的敏感性。优选的，上述化合物能够抑制肿瘤细胞中ABCG2的活性，减少抗癌药

物的泵出，提高ABCG2耐药途经相关的抗肿瘤药物的敏感性。此外，细胞毒性实验也证实了

在治疗剂量下也无明显的毒性。上述结果表明，1-苯基-6-(3,5-二硝基苯基)-吡唑并[3,4-

d][1,3]恶嗪-4(1H)-酮能够逆转肿瘤细胞耐药的程度，对于肿瘤及耐药性肿瘤具有辅助治

疗作用。

[0011] 本发明的第二个方面，提供了3,5-二硝基苯基-吡唑并[3,4-d][1 ,3]恶嗪在制备

对耐药蛋白(ABCG2)具有抑制作用的药物中的应用。

[0012] 本发明的第三个方面，提供了一种药物组合物，所述药物组合物包括：化合物A及

药用载体；

[0013] 其中，所述化合物A为3,5-二硝基苯基-吡唑并[3,4-d][1,3]恶嗪。

[0014] 本发明的第四个方面，提供了任一项上述药物组合物在制备抗肿瘤药剂中的应

用。

[0015] 本发明的有益效果在于：

[0016] (1)本发明研究通过体外细胞实验证实了上述化合物治疗剂量远低于最小毒性剂

量，使用安全。

[0017] (2)本发明研究结果证实了1-苯基-6-(3,5-二硝基苯基)-吡唑并[3,4-d][1,3]恶

嗪-4(1H)-酮(即式Ⅰ所示化合物)，抑制肿瘤细胞中ABCG2的表达，实现耐药肿瘤细胞的逆转

效果。本发明研究结果首次提供了上述化合物在抗肿瘤、特别是抗耐药性肿瘤中的作用。

[0018] (3)目前已经报道与ABCG2耐药相关的肿瘤包括非小细胞肺癌，弥漫性大B细胞淋

巴瘤、急性髓细胞性白血病等。基于本发明研究结果，可相应的开发上述化合物与上述疾病

治疗药物的联合应用治疗方法，对于临床用药具有良好的指导意义。

具体实施方式

[0019] 应该指出，以下详细说明都是示例性的，旨在对本发明提供进一步的说明。除非另

有指明，本发明使用的所有技术和科学术语具有与本发明所属技术领域的普通技术人员通

常理解的相同含义。

[0020] 需要注意的是，这里所使用的术语仅是为了描述具体实施方式，而非意图限制根

据本发明的示例性实施方式。如在这里所使用的，除非上下文另外明确指出，否则单数形式

也意图包括复数形式，此外，还应当理解的是，当在本说明书中使用术语“包含”和/或“包

括”时，其指明存在特征、步骤、操作、器件、组件和/或它们的组合。
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[0021] 正如背景技术所介绍的，针对现有技术中存在的不足，为了解决如上的技术问题，

本发明提出了1-苯基-6-(3,5-二硝基苯基)-吡唑并[3,4-d][1,3]恶嗪-4(1H)-酮作为肿瘤

耐药逆转剂的应用。

[0022] 本发明第一方面，提供一种化合物，所述化合物选自式Ⅰ所示化合物，或其药用盐、

溶剂化物及水合物作为肿瘤耐药逆转剂的应用。

[0023]

[0024] 在一些实施例中，所述肿瘤耐药逆转剂为转运泵抑制剂。

[0025] 在一些实施例中，所述转运泵抑制剂对耐药蛋白(ABCG2)具有抑制作用。

[0026] 在一些实施例中，所述肿瘤耐药逆转剂为对耐药蛋白(ABCG2)转运抑制剂。

[0027] 在一些具体的实施方式中，所述肿瘤耐药的药物为米托蒽醌或阿霉素。

[0028] 本发明第二方面，提供一种药物组合物，所述药物组合物包括第一方面所述化合

物、所述化合物的药用盐、溶剂化物、水合物中的一种或几种，及药用载体。

[0029] 在一些实施例中，所述药物组合物中还包括用于治疗或辅助治疗肿瘤的药物。

[0030] 在一些实施例中，所述治疗或辅助治疗肿瘤的药物包括但不限于喜树碱类似物、

酪氨酸激酶抑制剂、蒽环霉素类药物、抗HIV病毒药物，抗风湿药，免疫抑制剂及抗生素。

[0031] 在一些实施例中，所述治疗肿瘤的药物为ABCG2耐药相关药物。

[0032] 在一些实施例中，所述蒽环霉素类药物为米托蒽醌或阿霉素。

[0033] 在一些实施例中，所述药物组合物包括但不限于口服剂型、胃肠外给药剂型、外用

剂型和直肠给药剂型。

[0034] 在一些实施方式中，所述药物组合物可以是口服的片剂、胶囊、丸剂、粉剂、缓释制

剂、溶液和悬浮液，用于胃肠外注射的无菌溶液、悬浮液或乳液，用于外用的软膏或乳膏，或

者用于直肠给药的栓剂。

[0035] 本发明第三方面，提供第一方面所述化合物或第二方面所述药物组合物在制备抗

肿瘤药剂中的应用。

[0036] 在一些实施例中，所述抗肿瘤药剂包括用于治疗肿瘤的药物、保健品及模型工具

药物。

[0037] 本发明第四方面，提供一种肿瘤治疗方法，所述治疗方法包括采用第一方面所述

化合物或第二方面所述药物组合物进行治疗。

[0038] 在一些实施例中，所述肿瘤为耐药型肿瘤疾病，进一步的，包括但不限于耐药型乳

腺癌、耐药型非小细胞肺癌、耐药型弥漫性大B细胞淋巴瘤、耐药型急性髓细胞性白血病。

[0039] 下面结合具体的实施例，对本发明做进一步的详细说明，应该指出，所述具体实施

例是对本发明的解释而不是限定。
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[0040] 实施例1化合物对肿瘤细胞的耐药逆转实验

[0041] 1、耐药细胞培养：S1-MI-80细胞是源自人结肠癌细胞系S123的MX诱导的ABCG2过

表达抗性亚系。在DMEM培养基中培养S1-MI-80。将所有细胞系维持在37℃的含5％CO2的潮

湿培养箱中。

[0042] 2、细胞毒性测试：使用MTT比色细胞增殖测定法确定体外细胞模型中的药物敏感

性。准备单细胞悬液，并以每孔160μL接种在96孔板上，放置CO  2培养箱培养24h，分别加入

一系列浓度(0，1，2，4，8，18，32μmol/L)的1-苯基-6-(3,5-二硝基苯基)-吡唑并[3,4-d][1,

3]恶嗪-4(1H)-酮。将20μL  0.5％MTT加入每个孔中，再孵育4小时。然后除去上清液，并将

150μL  DMSO添加到每个孔中以溶解MTT晶体。用酶标仪在540nm处检测吸光度，经测定其基

本无毒性剂量。

[0043] 3、耐药逆转活性测试：准备单细胞悬液，并以每孔160μL接种在96孔板上，加入20μ

mol/L  1-苯基-6-(3 ,5-二硝基苯基)-吡唑并[3,4-d][1 ,3]恶嗪-4(1H)-酮，ko143(2.5μ

mol/L)为阳性对照药。孵育1h后，加入一系列不同浓度的(100，200，400，800，1600，3200nM)

米托蒽醌。孵育68小时后加入20μL  0.5％MTT，再孵育4小时。除去上清液，并将150μL  DMSO

添加到每个孔中以溶解MTT晶体。用酶标仪在540nm处检测吸光度，并通过Bliss方法计算

IC50值(IC50值为抑制细胞50％活力时所对应的化合物浓度)，并计算耐药逆转倍数RF(米托

蒽醌对敏感肿瘤细胞IC50值/化合物联合米托蒽醌对耐药细胞IC50)。

[0044] 表1化合物的耐药逆转活性

[0045]

[0046]
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[0047] 结果如表1所示，以已知的ABCG2抑制剂Ko143为阳性对照组。经1-苯基-6-(3,5-二

硝基苯基)-吡唑并[3,4-d][1,3]恶嗪-4(1H)-酮处理后的耐药细胞株对米托蒽醌的敏感性

具有显著的提高，其耐药逆转倍数RF值为6.10，逆转活性接近于阳性对照Ko143，能够有效

地逆转ABCG2过表达耐药细胞S1-MI-80的耐药性。

[0048] 最后应该说明的是，以上所述仅为本发明的优选实施例而已，并不用于限制本发

明，尽管参照前述实施例对本发明进行了详细的说明，对于本领域的技术人员来说，其依然

可以对前述实施例所记载的技术方案进行修改，或者对其中部分进行等同替换。凡在本发

明的精神和原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的保护范围

之内。上述虽然对本发明的具体实施方式进行了描述，但并非对本发明保护范围的限制，所

属领域技术人员应该明白，在本发明的技术方案的基础上，本领域技术人员不需要付出创

造性劳动即可做出的各种修改或变形仍在本发明的保护范围以内。
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