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［摘　要］目的 靶向人线粒体酪蛋白裂解酶ＣｌｐＰ（ｈＣｌｐＰ）的新型激动剂研究。方法 通过ｈＣｌｐＰ肽酶活性检测模型筛选化
合物，采用差示扫描荧光法（ＤＳＦ）和细胞热位移实验（ＣＥＴＳＡ）验证化合物与靶点的结合。使用 ＭＴＴ法检测化合物对多种
肿瘤细胞的增殖抑制效应，通过划痕实验评估其对肿瘤细胞迁移的影响。采用正常肝细胞 ＬＯ２与心肌细胞 Ｈ９Ｃ２初步评
价细胞毒性。结果 化合物００４Ａ对ｈＣｌｐＰ肽酶活性有明显激动作用，ＥＣ５０为１３１μｍｏｌ／Ｌ；同时能显著激活ｈＣｌｐＰ对蛋白底
物的降解。ＤＳＦ和ＣＥＴＳＡ证实了００４Ａ直接结合于ｈＣｌｐＰ。００４Ａ可抑制多种肿瘤细胞的增殖（ＩＣ５０约１０μｍｏｌ／Ｌ），并抑制
肿瘤细胞迁移。细胞毒性实验显示，００４Ａ在５０μｍｏｌ／Ｌ下对正常心肌细胞Ｈ９Ｃ２的抑制较强，而对肝细胞 ＬＯ２影响较小。
结论 ００４Ａ显著激活ｈＣｌｐＰ，是一种新型、高效、特异的ｈＣｌｐＰ激动剂，在包括胃癌在内的多种肿瘤细胞中显示出治疗潜力，
尽管其对心肌细胞的毒性提示需进一步结构优化以提高安全性。
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　　线粒体蛋白质稳态在癌症生物学中扮演着关
键角色，特别是在氧化代谢需求旺盛或蛋白质质量

控制缺陷的恶性肿瘤中尤为突出。癌细胞通过重

编程线粒体功能，促进脂质、氨基酸及核苷酸等代

谢物的合成，从而满足其快速增殖的需求［１４］。然

而，这一代谢适应过程常伴随活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙ
ｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的过度生成，若未能及时清除，
将引发 ＤＮＡ损伤、脂质过氧化与蛋白质氧化，进
而诱导线粒体功能障碍乃至细胞死亡［５７］。在此

背景下，线粒体中异常蛋白的累积会激活线粒体

未折叠蛋白反应（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅ
ｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲｍｔ），通过逆行信号通路诱导核基因
表达，增强线粒体抗氧化防御、生物合成、自噬及

蛋白质质量控制机制，以维持细胞存活与功能

稳态［８９］。

在调控线粒体蛋白质质量的关键因子中，人酪

蛋白裂解酶Ｐ（ｈｕｍａｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃａｓｅｉｎｏｌｙｔｉｃｐｒｏ
ｔｅａｓｅＰ，ｈＣｌｐＰ）近年来作为抗肿瘤靶点备受关注。
ｈＣｌｐＰ位于线粒体基质，与 ＡＡＡ＋ＡＴＰ酶 ＣｌｐＸ组
装形成ＣｌｐＸＰ复合物，负责清除错误折叠或受损
蛋白，对维持线粒体能量代谢及结构完整性至关重

要［１０］。ｈＣｌｐＰ呈十四聚体双环状结构，与 ＣｌｐＸ六
聚体结合后形成成熟的 ＣｌｐＸＰ蛋白酶复合体［１１］。

在生理状态下，ｈＣｌｐＰ作为ＵＰＲｍｔ核心效应因子之
一，与ＨＳＰ６０、ＨＳＰ１０、ｍｔＨＳＰ７０及ＬＯＮＰ１等协同应
对线粒体应激，保障氧化磷酸化（ｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｈｏｓｐｈｏ
ｒｙｌａｔｉｏｎ，ＯＸＰＨＯＳ）、线粒体翻译和代谢通路的正
常运行［１１］。然而，在肿瘤中，该蛋白质质量控制机

制常被“劫持”，为癌细胞在应激条件下维持生存

提供支持。

ｈＣｌｐＰ在乳腺癌、卵巢癌、肺癌、子宫癌、睾丸
癌、前列腺癌及原发性急性髓系白血病等多种恶性

肿瘤中表达显著上调［１２２０］。肿瘤细胞通过上调

ｈＣｌｐＰ表达，增强对高速代谢及高ＲＯＳ环境所致蛋
白毒性应激的耐受，从而提高代谢适应性与存活优

势。这一肿瘤特异性依赖为靶向 ｈＣｌｐＰ的药物开
发提供了理论依据。目前，以ｈＣｌｐＰ为靶点的化合
物研发策略主要分为抑制与过度激活两种，两者均

被证实可抑制肿瘤生长。早期研究表明，ｈＣｌｐＰ被
抑制可通过破坏 ＯＸＰＨＯＳ、诱导 ＲＯＳ生成及激活
凋亡通路发挥抗肿瘤作用［２１２２］。而近年来研究则

更倾向于过度激活 ｈＣｌｐＰ，认为其可引发灾难性线
粒体应激，成为更具潜力的治疗策略［１３，１５，２３２８］。

ＣｌｐＰ过度激活策略目前已推动多种激动剂开

发，其中Ｉｍｉｐｒｉｄｏｎｅｓ类化合物，如ＯＮＣ２０１、ＯＮＣ２０６、
ＯＮＣ２１２等，在多种肿瘤模型中表现出显著抗肿瘤
效果［１３１４，２９３０］。例如，ＯＮＣ２０１在急性髓系白血病
（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）细胞中可下调线粒
体呼吸链复合物亚基表达，损害 ＯＸＰＨＯＳ，升高
ＲＯＳ水平，并诱导线粒体超微结构损伤及整合应
激反应（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓ，ＩＳＲ）［３１］。其衍生
物ＯＮＣ２１２在过表达 ｈＣｌｐＰ的套细胞淋巴瘤及病
人来源的ＡＭＬ模型中均表现出强效抗肿瘤活性，
能显著抑制肿瘤生长并延长小鼠生存期［３２］。值得

关注的是，ＯＮＣ２０１已于２０２５年获ＦＤＡ批准用于治
疗弥漫性中线胶质瘤，而ＯＮＣ２０１与ＯＮＣ２０６在多种
实体瘤中的临床试验也已进入Ⅱ期阶段［１１，３１３５］，凸

显了ｈＣｌｐＰ激动剂的临床转化前景。
近期，国内外多个团队基于ＯＮＣ２０１等先导结

构开展了系统的结构优化，开发出一系列新型骨架

的ｈＣｌｐＰ激动剂，包括 ＴＲ系列化合物、ＩＭＰ０７５系
列化合物以及７Ｋ系列化合物 ［１１，１５，２４２６，２８，３１，３６３８］。

这些衍生物在靶点特异性、三维空间结构、体内外

药效、抗肿瘤机制、药代动力学以及安全性等各方

面均表现出巨大的转化潜力。结构生物学研究表

明，该类 Ｉｍｉｐｒｉｄｏｎｅｓ衍生物均以大致相同的作用
方式与ＣｌｐＰ结合，结合在ＣｌｐＰ轴向顶端的一个远
离活性中心的疏水口袋，该口袋位于两个亚基之

间，围绕 ＣｌｐＰ桶状结构的轴向孔分布，每个 ＣｌｐＰ
七聚体环上共有７个小分子结合口袋；而这一疏水
口袋正是 ＣｌｐＸ等伴侣蛋白通过保守的 ＩＧＦ／Ｌ结
构与ＣｌｐＰ相互作用的区域［３９］。此类化合物结合

后可能通过干扰内源性调节机制，诱导 ＣｌｐＰ构象
变化，从而促进其异常活化。

尽管 Ｉｍｉｐｒｉｄｏｎｅｓ类 ｈＣｌｐＰ激动剂展现出广阔
的应用前景，其结构优化仍有巨大空间。此外，不

同肿瘤对ｈＣｌｐＰ功能的依赖程度存在差异［１９２０］，而

目前ｈＣｌｐＰ激动剂在胃癌领域的研究尚较有限，亟
需更多探针分子，以深化靶点功能认知并拓展治疗

适应症。因此，本研究旨在发现结构新颖、高效特

异的ｈＣｌｐＰ激动剂，并评价其在胃癌细胞模型中的
抗肿瘤活性，以期为胃癌治疗药物的研发提供一个

新的方向。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　质粒和菌株　人线粒体 ｃｌｐＰ基因序列来
自于Ａ５４９细胞的ｃＤＮＡ；ｈＣｌｐＰ蛋白表达载体质粒
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为ｐＲＳＦｄｕｅｔ１，ＳＵＭＯ蛋白酶表达质粒均由本实
验室保存；质粒扩增所用菌株为大肠杆菌 ＤＨ５α，
蛋白表达菌株均为大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３），菌株均
由本实验室保存。

１．１．２　细胞株　人胃癌细胞 ＭＧＣ８０３、ＨＧＣ２７、
ＡＧＳ、ＳＮＵ１６由中科院细胞库购入，人乳腺癌细胞
ＭＤＭＢＡ２３１、人结直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６、人非小细
胞肺癌细胞Ａ５４９、人宫颈癌细胞Ｈｅｌａ、人急性髓性
白血病细胞 ＭＶ４１１、人慢性髓性白血病细胞
Ｋ５６２、人正常肝组织细胞 ＬＯ２、大鼠心肌细胞
Ｈ９Ｃ２以及人胃癌细胞 ＧＴ３９和 ＡＺ５２均由本实验
室保存。

１．１．３　试剂　ＰＣＲ引物合成及基因测序由苏州
金唯智股份有限公司完成；ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＭａｘＤＮＡ
Ｐｌｏｙｍｅｒｓｅ、ＥｘＴａｑ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、Ｐｒｏｔｅｉｎｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆ
ｅｒ、ＤｐｎＩ限制性核酸酶（ＴＡＫＡＲＡ）；限制性内切酶
ＢａｍＨＩ（ＮＥＢ）；ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓＩＩＯｎｅｓｔｅｐＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ
（诺唯赞）；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ＤＮＡｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ和 ＲＩ
ＰＡ裂解液（碧云天）；蛋白定量试剂盒和蛋白预染
Ｍａｒｋｅｒ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；ＤＮＡ产物纯化回
收试剂盒、质粒小提试剂盒（Ｏｍｅｇａ）；Ｇｏｌｄｖｉｅｗ核
酸染料（北京泛博生物化学有限公司）；酵母提取

物、蛋白胨和琼脂（ＯＸＩＤ）；琼脂糖、卡那霉素（Ｉｎ
ｖｉｔｒｉｇｅｎ）；Ｎｉ离子亲和层析介质（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ）；Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００１０／３００层析柱、阴离子交换
柱（ＧＥ）；超滤浓缩管（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；９６孔黑色酶标板
（Ｃｏｒｎｉｎｇ）；ＳＹＰＲＯＯｒａｎｇｅ蛋白染料、磷酸肌酸激
酶 ＣＰＫ、ＦＩＴＣｃａｓｅｉｎ（Ｓｉｇｍａ）；三磷酸腺苷钠盐
ＡＴＰ、磷酸肌酸ＣＰ（百灵威）；异丙基硫代半乳糖苷
（ＩＰＴＧ）；二硫苏糖醇 ＤＴＴ、咪唑（Ａｍｉｒｅｓｃｏ）；短肽
底物ＡＣＷＬＡＡＭＣ（上海吉尔生化）；ＤＭＥＭ细胞
培养基、ＲＰＭＩ１６４０培养基和胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ）；
ＰＶＤＦ膜、显影液（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；ｈＣｌｐＰ一抗、βａｃｔｉｏｎ
一抗和发光二抗（Ａｂｃａｍ）；ＯＮＣ２０１（ＭＣＥ）；００４Ａ
由本实验室合成。

１．１．４　仪器及设备　ＰＣＲ仪、电泳槽及电泳仪
（ＪＵＮＹＩ）；细胞培养箱、生物安全柜、超声细胞破碎
仪和 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；恒温
小摇床、恒温多层摇床（上海智成）；金属浴（江苏海

门其林贝尔）；酸度计（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；蛋
白纯化系统ＡＫＴＡ（ＧＥ）；多功能酶标仪（ＢＩＯＴＥＫ）；
落地式高速低温离心机（ＢＥＣＫＭＡＮ）；高压破菌仪
（宁波新芝）；普通光学显微镜（Ｏｌｙｍｐｌｕｓ）；高压蒸
汽灭菌锅（ＳＡＮＹＯ）。

１．２　方法
１．２．１　ｈＣｌｐＰ蛋白表达载体的构建　人线粒体
ｈＣｌｐＰ蛋白的Ｎ端 （１５７ａａ．）为线粒体蛋白的靶向
序列（ＭＴＳ），不影响蛋白水解活性，因此本研究中
构建的 ｈＣｌｐＰ表达载体为缺失 ＭＴＳ序列［３４］。

ｈＣｌｐＰ蛋白的表达载体为改造后的ｐＲＳＦｄｕｅｔ１，采
用无缝克隆技术构建表达质粒，其中线性化载体均

由ＰＣＲ扩增得到。所涉及引物序列如下：

表１　引物序列
引物名称 引物序列

ｐＲＳＦｄｕｅｔ１Ｆｏｒｗｏｒｄ ＣＴＣＧＡＧＴＣＴＧＧＴＡＡＡＧＡＡＡＣＣＧ
ｐＲＳＦｄｕｅｔ１Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＧＡＴＣＣＡＣＣＡＡＴＣＴＧＴＴＣＴＣＴＧ
ｃｌｐＰＦｏｒｗｏｒｄ ＧＡＧＡＡＣＡＧＡＴＴＧＧＴＧＧＡＴＣ

ＣＣＣＧＣＴＣＡＴＴＣＣＣＡＴＣＧＴＧ

ｃｌｐＰＲｅｖｅｒｓｅ ＧＴＴＴＣＴＴＴＡＣＣＡＧＡＣＴＣＧＡＧＧＧＴ
ＧＣＴＡＧＣＴＧＧＧＡＣＡＧＧＴＴＣ

１．２．２　ｈＣｌｐＰ蛋白的表达及纯化　将上述测序验
证无误的质粒转入 ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株，３７℃过夜培
养；任意挑取３个单克隆菌落接种于５ｍＬＬＢ培养
基，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ，过夜培养。按照１∶５００的比
例将培养过夜的５ｍＬ菌液接种于１Ｌ的含有对应
抗性的 ＬＢ培养基中，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ，培养至
ＯＤ６００值０６～０８时冷却至１６℃，加入终浓度为
０５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ过夜诱导 （１４～１６ｈ）。采用
４０００ｒ／ｍｉｎ转速低温离心１５ｍｉｎ收集过夜诱导的
菌体，然后重悬菌体进行高压破菌仪破碎至菌液清

透。菌液经过 １５０００ｒ／ｍｉｎ转速离心 ３０ｍｉｎ后，
收集上清。ｈＣｌｐＰ表达载体 Ｎ端带有 ６×Ｈｉｓ和
Ｓｕｍｏ标签，故采用镍离子亲和层析，对上清蛋白进
行亲和层析，收集从镍柱中洗脱的带有６×Ｈｉｓ和
ＳＵＭＯ标签的融合蛋白，加入ＳＵＭＯ蛋白酶Ｕｌｐ１进
行酶切，并同时进行低温过夜透析。酶切过夜后，将

透析袋中的蛋白收集液进行挂柱，从而除去标签蛋

白，收集穿透液，进行浓缩；浓缩后的样品再经过阴

离子交换层析和分子筛进一步纯化，最后将收集到

的蛋白浓缩，并采用 ＳＤＳＰＡＧＥ检测目的蛋白纯度。
１．２．３　化合物 ｈＣｌｐＰ肽酶活性筛选　采用ｈＣｌｐＰ
肽酶模型进行初始筛选［４０］，化合物初筛浓度设置为

２０μｍｏｌ／Ｌ，以ＯＮＣ２０１为阳性对照。ＡＣＷＬＡＡＭＣ、
ＯＮＣ２０１和待测化合物母液浓度均为１０ｍｍｏｌ／Ｌ，且
化合物溶剂均为 ＤＭＳＯ。向黑色９６孔板孔中分别
加入终浓度为０５μｍｏｌ／Ｌ的 ｈＣｌｐＰ和２０μｍｏｌ／Ｌ
的化合物溶液室温孵育１５ｍｉｎ，最后加入１００μｍｏｌ／
Ｌ的 ＡＣＷＬＡＡＭＣ启动反应。酶活测试的缓冲溶
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液为２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ７５。
多功能酶标仪设置孵育温度为 ３０℃，Ｅｘ＝３８０ｎｍ，
Ｅｍ＝４６０ｎｍ，每间隔５ｍｉｎ读数１次，每次读数前
振荡５ｓ，连续检测３０ｍｉｎ。按照如上步骤依次检
测实验室在室化合物中约２００个化合物，每个化
合物设置至少 ３个重复孔。对比空白对照及阳
性对照，得到苗头化合物。对初筛中 ｈＣｌｐＰ酶活
激动 ＞５０％的化合物进行具体 ＥＣ５０值的测定。
待测苗头化合物母液稀释成一系列梯度，终浓度

设置为１００、５０、２５、１０、５、１μｍｏｌ／Ｌ，按上述酶活
检测方法进行检测，结合 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ进行作
图，计算 ＥＣ５０值。每个化合物 ＥＣ５０值测定至少重
复３次。
１．２．４　蛋白酶评价模型　采用 ＦＩＴＣｃａｓｅｉｎ作为
底物来评价化合物对 ｈＣｌｐＰ蛋白酶活性的影响。
测试体系为：１μｍｏｌ／ＬｈＣｌｐＰ、４ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ、１６
ｍｍｏｌ／ＬＣＰ、２０Ｕ／ｍＬＣＰＫ、０５ｇ／ＬＦＩＴＣｃａｓｅｉｎ和
０１ｍｍｏｌ／Ｌ化合物溶液，设置至少 ３个重复孔。
化合物浓度参考此前研究中的筛选浓度［３１］，设置

为１０μｍｏｌ／Ｌ。酶活检测的缓冲溶液为２５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｈｅｐｅｓ，ｐＨ７６，２００ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，
１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，０５ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ，５％ ｇｌｙｃｅｒｏｌ。采
用ｐＨ８０ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液配制ＦＩＴＣｃａｓｅｉｎ，ＡＴＰ和
ＣＰＫ母液，并用锡箔纸避光。所有检测均采用黑色
９６孔板，温度为３０℃，Ｅｘ＝４９４ｎｍ，Ｅｍ＝５２１ｎｍ，
每间隔５ｍｉｎ读数１次，每次读数前振荡５ｓ，连续
检测１ｈ。
１．２．５　差示荧光扫描（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｓｃａｎｎｉｎｇｆｌｕｏｒｉｍ
ｅｔｒｙ，ＤＳＦ）实验　采用 ＤＳＦ评估化合物 ００４Ａ与
ｈＣｌｐＰ的结合能力［４１］。向 ｑＰＣＲ八联管分别加入
终浓度 １０μｍｏｌ／ＬｈＣｌｐＰ、５×ＳＹＰＲＯＯｒａｎｇｅ和
１００μｍｏｌ／Ｌ化合物溶液，每孔设置至少 ３个重复
孔，室温孵育１５ｍｉｎ。反应体系为２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ７５。使用 ＲＴＰＣＲ仪
器进行荧光检测，选择熔融曲线，设置温度４０ｍｉｎ
内从２５℃升至９９℃，荧光检测通道选择 ＳＹＰＲＯ
Ｏｒａｎｇｅ通道，记录数据，并采用 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ进
行数据分析。检测化合物对蛋白质热稳定性影响

的ＥＣ５０值时（使蛋白Ｔｍ迁移１／２（Ｔｍ时对应的小
分子浓度），化合物终浓度分别为１００、５０、２５、１０、
５、１μｍｏｌ／Ｌ，按上所述 ＤＳＦ实验步骤进行检测，结
合Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ进行作图，计算ＥＣ５０值。
１．２．６　细胞热位移实验（ｃｅｌｌｕｌａｒｔｈｅｒｍａｌｓｈｉｆｔａｓ
ｓａｙ，ＣＥＴＳＡ）　采用 ＣＥＴＳＡ评估化合物００４Ａ在

细胞内是否靶向 ｈＣｌｐＰ［４２］。将处于对数期生长
的ＭＧＣ８０３细胞进行消化，将细胞收入１５ｍＬ离
心管中，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ去上清，用１ｍＬ
预冷的 ＰＢＳ洗两次，同时转移到 １５ｍＬＥＰ管
中，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。将ＥＰ管中的ＰＢＳ晾
干后，加入细胞裂解液ＲＩＰＡ１００～２００μＬ，冰浴 ≥
３０ｍｉｎ；然后进行超声破碎至无色透明状，然后
４℃离心，１３３００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，然后将细胞上
清液转移至新的１５ｍＬ离心管中。然后将上述样
品均分为２份，分别为 ＤＭＳＯ处理组和００４Ａ处理
组。向００４Ａ处理组中加入终浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ的
００４Ａ，向ＤＭＳＯ处理组加入等体积的 ＤＭＳＯ，冰上
作用１ｈ。之后将上述细胞样品在４℃，１３３００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ。然后将每组细胞上清液均分８份，温
度梯度设置为４６、５０、５４、５８、６２、６６、７０、７４℃，每份样
品对应一个温度。然后使用 ＰＣＲ仪器，对每组样
品加热３ｍｉｎ，然后迅速置于冰上冷却。然后对每
组样品４℃离心，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。最后
采用蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ＷＢ）检测
００４Ａ处理组与对照组ｈＣｌｐＰ蛋白含量变化。
１．２．７　体外细胞水平抗肿瘤活性评价　本研究采
用ＭＴＴ法检测００４Ａ对各细胞株增殖能力的影响。
将状态良好的处于对数生长期的不同细胞分别以

３０００～５０００个／孔的密度加入 ９６孔板中，每孔
１００μＬ，过夜培养后第２天进行加药处理。待测化
合物采用细胞培养基将其稀释成一系列浓度梯度：

１００、５０、１０、５、１、０１、００１μｍｏｌ／Ｌ。将上述药液依
次加入９６孔板中，每孔加入１００μＬ，每个梯度设
置３个重复孔。每板设置 ＤＭＳＯ对照组。药物处
理７２ｈ后，先在显微镜下观察９６孔板中细胞生长
状况，然后向每孔中加入２０μＬ的 ５ｇ／ＬＭＴＴ溶
液，置于培养箱中培养。作用２～４ｈ后，取出培养
板，弃去上清液，向每孔加入适量的ＤＭＳＯ（控制对
照组ＯＤ５７０ｎｍ为１左右），置于摇床上溶解１５ｍｉｎ，
最后于５７０ｎｍ下进行吸光度检测。计算得到每个
药物浓度下的抑制率后，使用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８软
件进行拟合计算ＩＣ５０。
１．２．８　划痕实验　取对数生长期的ＡＧＳ细胞，用
０２５％ ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ对细胞进行消化，收集细胞，
将细胞悬液移至５０ｍＬ离心管内，１０００ｒ／ｍｉｎ，离
心３ｍｉｎ，弃上清，加入含 １０％ ＦＢＳ的新鲜培养基
重悬，进行细胞计数。调整细胞悬液中细胞浓度为

５×１０５个／ｍＬ，将细胞接种于 ６孔板，每孔 ２ｍＬ，
置于３７℃培养箱过夜培养。待细胞贴壁后，将无
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菌直尺放于６孔板上，使用经过灭菌的２００μＬ枪
头顺着直尺在每孔缓缓划线。划线完成后去除每

孔中的上清培养液，用 ＰＢＳ轻轻清洗 ２遍，加入
ＩＣ５０值附近浓度的化合物溶液来进行加药处理（用
无血清的培养液配制出药物），每孔加入２ｍＬ化
合物溶液。倒置显微镜拍照，记录 ０ｈ时和 ７２ｈ
后各孔划痕状态。最后，比较药物处理组与对照组

的划痕愈合情况，实验独立重复３次。
１．２．９　细胞水平毒性评价　采用人正常肝组织细
胞ＬＯ２和人正常心肌细胞 Ｈ９Ｃ２初步考察化合物
００４Ａ的细胞毒性，方法同１２７所述。
１．３　统计学分析　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软件进
行数据统计分析，３组比较采用单因素方差分析
（ＡＮＯＶＡ），进一步两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ’ｓ检
验；两组间比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验。Ｐ＜００５为
差异具有统计学意义。

２　结果
２．１　化合物库筛选及活性验证　ｈＣｌｐＰ能够特异
降解带有荧光基团的短肽底物 ＡＣＷＬＡＡＭＣ，因

此通过检测该荧光底物水解过程中产生的荧光信

号来评价小分子对其酶活性的影响。基于此，从实

验室构建的 Ｉｍｉｐｒｉｄｏｎｅｓ类结构优化化合物库中，初
步筛选了约 ６０个化合物，初筛浓度为 ２０μｍｏｌ／Ｌ，
并以ＯＮＣ２０１作为阳性对照（图 １Ａ）。筛选结果
发现，化合物００４Ａ在２０μｍｏｌ／Ｌ浓度下表现出 ＞
５０％的激动作用，继而测试了其肽酶水平的ＥＣ５０，
具体为１３１μｍｏｌ／Ｌ，与 ＯＮＣ２０１对 ｈＣｌｐＰ活性的
激动作用相当（图 １Ｂ）。

ｈＣｌｐＰ需要和伴侣蛋白 ｈＣｌｐＸ形成 ｈＣｌｐＸＰ蛋
白酶复合物发挥生物学功能，只有ｈＣｌｐＰ单独存在
时可以降解多肽类小分子，但不能对具有空间结构

的蛋白质进行降解。因此，本研究又采用球蛋白

ＦＩＴＣｃａｓｅｉｎ作为底物来评价化合物对ｈＣｌｐＰ蛋白酶
活性的影响。当没有激动剂存在时，ｈＣｌｐＰ单独不
能水解球蛋白底物ＦＩＴＣｃａｓｅｉｎ，因而荧光信号不会
上升；而当有激动剂结合时，ｈＣｌｐＰ水解 ＦＩＴＣｃａｓｅ
ｉｎ，致使荧光信号上升。蛋白酶活性检测结果显示，
化合物００４Ａ与ＯＮＣ２０１在１０μｍｏｌ／Ｌ的浓度下，均
显著提升ｈＣｌｐＰ对ＦＩＴＣｃａｓｅｉｎ的水解（图１Ｃ）。

　　Ａ：化合物ＯＮＣ２０１和００４Ａ的化学结构式；Ｂ：ＯＮＣ２０１和００４Ａ对 ｈＣｌｐＰ肽酶活性的激动统计；
Ｃ：ＯＮＣ２０１和００４Ａ对ｈＣｌｐＰ蛋白酶活性的激动效应统计；：Ｐ＜０．０１。

图１　化合物库筛选及验证
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２．２　生物物理手段验证小分子与靶点蛋白的相互
作用　采用 ＤＳＦ评估化合物００４Ａ与 ｈＣｌｐＰ的结
合能力。该技术基于荧光染料 ＳＹＰＲＯＯｒａｎｇｅ与
蛋白质受热暴露的疏水区域结合后荧光信号的变

化，通过监测蛋白质熔解温度（Ｔｍ）的漂移判断小
分子与靶蛋白的相互作用。本研究首先检测了

１００μｍｏｌ／Ｌ浓度下，化合物 ００４Ａ是否对 ｈＣｌｐＰ
热稳定性产生影响，结果显示，１００μｍｏｌ／Ｌ下化
合物００４Ａ与 ＯＮＣ２０１都使得 ｈＣｌｐＰ的 Ｔｍ显著
右移，ΔＴｍ值 ＞１０℃（图２Ａ）。进一步测试了化
合物００４Ａ对 ｈＣｌｐＰ热稳定改变的ＥＣ５０值，具体为
４８３μｍｏｌ／Ｌ，略高于ＯＮＣ２０１对应的ＥＣ５０（图２Ｂ）。

为确证化合物００４Ａ在细胞内是否靶向ｈＣｌｐＰ，
本研究采用ＣＥＴＳＡ进行评估。该技术基于小分子

结合可增强靶蛋白热稳定性的原理，通过检测加热

处理后上清液中可溶性蛋白含量的变化，判断药物

与靶点在细胞内的相互作用。本研究分别用 ＤＭ
ＳＯ和１００μｍｏｌ／Ｌ的００４Ａ处理ＭＧＣ８０３细胞裂解
液，然后进行加热处理，用 ＷＢ对可溶性 ｈＣｌｐＰ含
量进行检测，结果如图 ２Ｃ、Ｄ所示。研究结果显
示，００４Ａ处理组熔融曲线相较于 ＤＭＳＯ对照组明
显右移。ＤＭＳＯ对照组样品在６２℃时，ｈＣｌｐＰ含量
相较于最低温下的含量已经不足５０％，意味着此
处理下ｈＣｌｐＰ的Ｔｍ值位于５８～６２℃；而００４Ａ处
理组ｈＣｌｐＰ含量在６６℃时不足５０％，说明此处理
下ｈＣｌｐＰ的 Ｔｍ位于６２～６６℃。因此，这一结果
说明００４Ａ在细胞内仍对ｈＣｌｐＰ热稳定性有明显影
响，再一次证实了００４Ａ对ｈＣｌｐＰ的靶向性。

　　Ａ、Ｂ：ＤＳＦ检测 ｈＣｌｐＰ结合化合物前后 Ｔｍ的变化，ＯＮＣ２０１的 ＥＣ５０为３０．５８μｍｏｌ／Ｌ，００４ＡＥＣ５０为
４８３０μｍｏｌ／Ｌ；Ｃ、Ｄ：细胞裂解液中ｈＣｌｐＰ结合００４Ａ前后热稳定性变化。

图２　生物物理手段验证化合物００４Ａ与ｈＣｌｐＰ相互作用

２．３　化合物细胞水平抗肿瘤活性评价
２．３．１　化合物 ００４Ａ对肿瘤细胞增殖的影响　
ＴＣＧＡ数据库显示，人线粒体 ｈＣｌｐＰ编码基因在多
种肿瘤组织中呈高表达，而此前报道的ｈＣｌｐＰ激动
剂ＯＮＣ２０１及其类似物已在体内外证实在多种肿
瘤模型中有效，且多个临床试验正在开展。为评价

化合物００４Ａ的抗肿瘤活性，本研究选取了不同组
织肿瘤细胞株进行评价。结果显示，００４Ａ对所选
择的多种细胞株的增殖有抑制作用，其ＩＣ５０值均在
１０μｍｏｌ／Ｌ左右，与阳性化合物 ＯＮＣ２０１的肿瘤抑

制活性相近（图３Ａ）。前期报道称，ｈＣｌｐＰ激动剂
在体内外对多种不同组织肿瘤细胞模型均显示出

明显的效果，目前有关ｈＣｌｐＰ激动剂在胃癌中的研
究较少，因此本研究选用６株不同分化的胃癌细胞
株进行００４Ａ的体外抗肿瘤活性检测。结果显示，
阳性对照ＯＮＣ２０１和００４Ａ对多株胃癌细胞的增殖
均有明显的抑制作用，其中对 ＭＧＣ８０３、ＨＧＣ２７、
ＭＫＮ４５和ＳＮＵ１６细胞的 ＩＣ５０值在１０μｍｏｌ／Ｌ以
下（图３Ｂ）。
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Ａ：化合物００４Ａ对不同组织肿瘤细胞增殖的影响；Ｂ：化合物００４Ａ对不同胃癌细胞株增殖的影响。
图３　化合物００４Ａ对肿瘤细胞增殖的影响

２．３．２　化合物００４Ａ对胃癌细胞迁移能力的影响
　本研究采用划痕实验检测了化合物００４Ａ对胃癌
细胞ＭＫＮ４５迁移能力的影响，结果如下图４所示。

对比药物处理前和药物处理 ７２ｈ后细胞划痕面
积，发现化合物００４Ａ和 ＯＮＣ２０１在６μｍｏｌ／Ｌ（接
近ＩＣ５０值）浓度下均抑制了ＭＫＮ４５细胞的迁移。

图４　化合物００４Ａ对ＭＫＮ４５细胞迁移能力影响

２．４　化合物００４Ａ对正常组织来源细胞株增殖能
力的影响　为了考察００４Ａ对正常细胞的毒性，本
研究评价了化合物００４Ａ对正常组织细胞增殖的
影响，其中ＬＯ２为人正常肝组织细胞，Ｈ９Ｃ２为大
鼠心肌细胞。结果显示，５０μｍｏｌ／Ｌ的 ＯＮＣ２０１和

００４Ａ处理７２ｈ后，ＬＯ２细胞的存活率仍在７０％～
８０％（图５Ａ）；但５０μｍｏｌ／Ｌ的００４Ａ处理对 Ｈ９Ｃ２
的增殖存在一定影响，存活率减少至４０％左右，相
较于ＯＮＣ２０１表现出更强的心脏毒性（图５Ｂ）。

Ａ：化合物００４Ａ对ＬＯ２细胞增殖的影响；Ｂ：化合物００４Ａ对Ｈ９Ｃ２细胞增殖的影响；：Ｐ＜０．０１。
图５　００４Ａ对人正常肝组织细胞ＬＯ２和大鼠心肌细胞Ｈ９Ｃ２增殖的影响
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３　讨论
本研究基于ｈＣｌｐＰ的肽酶活性筛选模型，对实

验室构建的Ｉｍｉｐｒｉｄｏｎｅｓ类化合物库进行了初步筛
选，并成功发现了一个具有显著激动活性的先导化

合物００４Ａ。通过系列生物物理与细胞生物学实
验，本研究证实００４Ａ能直接结合并激活 ｈＣｌｐＰ，在
多种肿瘤细胞系，特别是胃癌细胞中展现出与经典

激动剂ＯＮＣ２０１相当的增殖抑制活性，并能有效抑
制胃癌细胞的迁移能力。这些结果表明，００４Ａ是
一个结构新颖、靶向明确的 ｈＣｌｐＰ激动剂，为针对
该靶点的抗肿瘤药物研发提供了新的化学骨架。

然而，尽管００４Ａ与 ＯＮＣ２０１在体外抗肿瘤活
性上表现相似［３１，４３４４］，但初步安全性评价揭示了

二者在毒性谱上的潜在差异。００４Ａ在较高浓度下
对正常心肌细胞Ｈ９Ｃ２显示出更强的抑制效应，这
一发现提示，虽然 ００４Ａ与 ＯＮＣ２０１可能共享
ｈＣｌｐＰ这一核心作用靶点，但其分子结构的不同可
能导致差异化的脱靶效应或药代动力学的细微区

别，从而引发独特的毒副作用。未来需深入阐明该

类化合物心脏毒性的独特分子基础并指导安全窗

口的优化。其中在机制层面，考虑到心肌细胞拥有

体内最丰富的线粒体含量（３０％ ～４０％细胞体积）
高度依赖脂肪酸 β氧化供能［４５４７］，而 ＯＮＣ系列化
合物过度激活 ＣｌｐＰ导致氧化磷酸化复合物降解，
不仅造成ＡＴＰ耗竭，更可能引发脂肪酸氧化中断，
导致长链酰基肉碱等脂毒性中间体大量堆积，直接

触发线粒体通透性转换孔开放和凋亡［４５］。同时，

心肌细胞线粒体自噬通量相对不足，无法及时清除

受损的功能崩溃的线粒体，使之成为持续的活性氧

泄漏源［４８］。后续验证可采用代谢组学和同位素示

踪技术，定量描绘脂质通量变化，并比较心肌与癌

细胞的自噬清除效率。其次，结构优化应致力于

“药效毒性”分离。直接策略是开发 ＣｌｐＰ部分激
动剂，使其仅适度激活以触发癌细胞的死亡受体通

路，而不造成心肌电子传递链的灾难性降解，这需

借助三维晶体结构进行理性设计。间接策略则包

括构建 ＲＯＳ响应性前药，利用肿瘤高氧化应激微
环境实现靶向释放；或拼合硫化氢供体等保护性药

效团，构建可局部释放心肌保护信号的嵌合分

子［４９］。最终，依托人源心肌细胞和心脏类器官平

台建立预测模型，为开发内核安全的新一代 ＣｌｐＰ
激动剂奠定基础。

胃癌是全球范围内发病率和死亡率均居前列

的恶性肿瘤，其治疗仍面临巨大挑战［５０５４］。尽管手

术、化疗及靶向治疗（如抗ＨＥＲ２、抗血管生成药物）
取得了一定进展［５５５７］，但疗效有限且易产生耐药性，

亟需开发基于新机制的治疗策略。本研究将ｈＣｌｐＰ
激动剂００４Ａ应用于胃癌模型并观察到显著疗效，为
胃癌的靶向治疗探索了一个全新的潜在方向。线粒

体功能重编程与蛋白稳态维持是肿瘤细胞存活的关

键，靶向ｈＣｌｐＰ以诱发线粒体蛋白水解灾难，理论上
可规避部分传统化疗的耐药通路，可能为晚期或难

治性胃癌患者提供新的治疗选择。

当然，本研究作为先导化合物的初期发现与评

价，存在一定的局限性。首先，对００４Ａ的确切分子
作用机制，包括其与 ｈＣｌｐＰ结合的具体模式、对
ＣｌｐＸＰ复合物功能的精确影响以及下游信号通路的
全面调控网络，尚未进行深入阐释。其次，所观察到

的Ｈ９Ｃ２细胞毒性是否源于靶点相关效应；未来研
究需通过蛋白质组学、转录组学等多组学技术，系统

比较００４Ａ与ＯＮＣ２０１处理后的细胞应答差异；并通
过理性的结构优化，降低毒性，提升其成药性。

综上所述，本研究成功发现了一个靶向线粒体

蛋白酶ｈＣｌｐＰ的新型激动剂００４Ａ。该化合物在体
外展现出广谱的抗肿瘤活性，特别是在胃癌细胞模

型中能有效抑制细胞增殖与迁移，证实了ｈＣｌｐＰ作
为胃癌治疗新靶点的可行性。尽管００４Ａ在初步评
价中表现出一定的毒性，但这一发现为后续基于

ｈＣｌｐＰ靶点的药物设计提供了重要的先导结构和新
线索。未来的工作应聚焦于深入阐明００４Ａ的作用
机制与构毒关系，并以此为基础进行系统的结构优

化，以期获得活性更强、安全性更高的候选药物，推

动靶向线粒体蛋白稳态的抗肿瘤策略向临床转化。
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