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熊果酸衍生物的合成及抗肿瘤活性的研究 

孟艳秋*, 刘  丹, 白忠伟, 蔡伶俐, 艾宏儒 

(沈阳化工大学制药工程教研室, 辽宁 沈阳 110142) 

摘要: 以天然产物熊果酸为先导化合物, 经过氧化、酰化、酯化 (酰化)、水解等反应设计合成了 16 个熊果

酸衍生物, 其中包括 11 个新五环三萜化合物, 以 HeLa、SKOV3 和 BGC-823 细胞为靶细胞, MTT 法进行初步的

体外抗肿瘤活性研究。结果表明, 化合物 7a 对 HeLa 细胞的抑制活性、化合物 8a 对 SKOV3 细胞的抑制活性均

明显强于熊果酸, 值得进一步研究。 
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Synthesis and anti-tumor activity of ursolic acid derivatives 
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Abstract: Structure of natural product-ursolic acid was modified for increasing its antitumor activity.  Ursolic 
acid was acylated, esterified, hydrolized or oxidized to obtain target pentacyclic triterpenoid compounds with 
different substitutes.  Sixteen derivatives of ursolic acid were designed and synthesized including eleven new 
compounds.  Anti-tumor activities of ursolic acid and these derivatives against HeLa, SKOV3 and BGC-823 
cells in vitro were investigated by MTT assay.  The results indicated that compounds 7a and 8a were found to 
have stronger cell growth inhibitory than ursolic acid on HeLa cells and SKOV3 cells separately, and are worth 
to be intensively studied further. 
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 熊果酸 (ursolic acid, UA) 又名乌索酸 (乌苏

酸), 属五环三萜类化合物[1]。它在自然界分布广泛, 
如存在于杜鹃花科植物熊果的叶、果实中, 玄参科植

物毛泡桐的叶中。其具有广泛的生物活性, 包括抗

癌、对肝损伤的保护、抗菌消炎和抗病毒等作用[2, 3]。

研究证明, 熊果酸 3 羟基成酯为亲酯基团, 28 位羧基

呈酰胺的衍生物抗肿瘤活性较好[4, 5]。参考五环三萜

化合物结构改造的经验[4−8], 以熊果酸为先导化合物, 
保留 12 位双键不变, 对 3 位羟基和 28 位羧基进行改

造, 合成了 16 个熊果酸的衍生物 (其中 11 个化合物
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为首次报道的化合物), 并对其进行了体外抗肿瘤活

性的筛选, 以期从中发现结构新颖的抗肿瘤化合物。 
以熊果酸 (化合物 1) 为原料, 保留五环三萜骨

架和 28 位羧基, 将 3 位羟基氧化为羰基得化合物 2; 
保留五环三萜骨架和 28 位羧基, 与不同的酸酐反应

得到 3 位为烷酰氧基的衍生物 3a～3c; 3 位为烷酰氧

基时, 28 位羧基与醇成酯得化合物 5a～5g; 3 位分别

为酰氧基、羟基或羰基时, 28 位羧基成酰胺的化合物

6a、6b、7a、8a 和 8b。见合成路线 1。 

 

结果与讨论 
1  化学合成 

以熊果酸为起始原料, 经过氧化、酰化、酯化 (酰
化)、水解等反应得到 16 个目标化合物, 经 1H NMR、
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元素分析和 MS 确证其结构, 数据见表 1 和表 2。 
2  生物活性评价 

采用四甲基偶氮唑盐法 (MTT 比色法) 对合成

的化合物进行初步的体外抗肿瘤活性测试, 实验结

果见表 3。 
由表 3 中数据可知, 在化合物浓度为 1×10−5 

mol·L−1时, 当熊果酸的 28位羧基游离, 3位羟基被乙

(丙、丁) 酰氧基取代后得到的化合物 3a～3c 和母体 

 

 
Scheme 1  Synthetic routes of target compounds 
Reagents and conditions: (a) PDC, CH2Cl2, rt.; (b) (CH3CO)2O or (C2H5CO)2O or (C3H7CO)2O, DMAP, THF, rt.; (c) (g) (COCl)2, CH2Cl2, 
rt.; (d) ROH, Et3N, rt.; (e) NH(CH2CH2CH2CH3)2 or NH2C6H4(p-CH2OH), Et3N, rt.; (f) CH3OH/THF, NaOH; (h) PhCH2NH2, 
NH(CH2CH2CH2CH3)2, Et3N, rt. 

 
Table 1  MS and elemental analysis data of target compounds.  *Novel compounds 

Elemental analysis/ Calcd.(Found) 
Compd. ESI-MS (m/z) 

C H N O 

2 453.2 [M−H]−     

3a 497.6 [M−H]−     

3b 511.5 [M−H]−     

3c 525.5 [M−H]−     

5a 535.3 [M+Na]+     

5b* 549.3 [M+Na]+ 77.21 (77.52) 10.40 (10.33)  12.23 (12.15) 

5c* 563.7 [M+Na]+ 77.34 (77.73) 10.48 (10.44)  11.70 (11.83) 

5d* 577.6 [M+Na]+ 77.64 (77.93) 10.59 (10.54)  11.45 (11.53) 

5e* 568.5 [M+H]+ 77.96 (78.12) 10.56 (10.63)  11.29 (11.25) 

5f* 577.5 [M+Na]+ 77.76 (77.93) 10.65 (10.54)  11.41 (11.53) 

5g* 569.3 [M+H]+ 77.88 (78.12) 10.57 (10.63)  11.30 (11.25) 

6a* 610.7 [M+H]+ 78.41 (78.76) 11.03 (11.07) 2.28 (2.30) 7.80 (7.87) 

6b* 632.5 [M+H]+ 77.63 (77.93) 9.81 (9.73) 2.20 (2.22) 10.20 (10.13) 

7a* 568.4 [M+H]+ 79.89 (80.36) 11.69 (11.54) 2.44 (2.47) 5.56 (5.63) 

8a* 560.9 [M+H]+ 81.30 (81.72) 9.68 (9.82) 2.54 (2.58) 5.63 (5.88) 

8b* 566.6 [M+H]+ 79.94 (80.65) 11.14 (11.22) 2.51 (2.48) 5.59 (5.65) 
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Table 2  1H MNR data of target compounds.  *Novel compounds 

Compd. 1H NMR (CDCl3) 

2 5.26 (s, 1H, H-12 ), 2.51 (m, 1H, H-2a), 2.39 (m, 1H, H-2b), 2.20 (d, 1H, J = 11.1 Hz, H-18), 1.08 (s, 6H, CH3×2), 1.05 (s, 3H, CH3), 1.02 
(s, 3H, CH3), 0.95 (s, 3H, CH3), 0.86 (d, 3H, J = 6.4 Hz, CH3), 0.82 (s, 3H, CH3) 

3a 5.23 (s, 1H, H-12), 4.50 (t, 1H, J = 7.9 Hz, H-3), 2.20 (d-like, 1H, J = 11.4 Hz, H-18), 2.04 (s, 3H, CH3CO), 1.07 (s, 3H, CH3), 0.95 (s, 6H, 
CH3×2), 0.86−0.81 (m, 9H, CH3×3), 0.76 (s, 3H, CH3) 

3b 5.25 (s, 1H, H-12), 4.50 (t-like, 1H, J = 7.5 Hz, H-3), 2.33−2.28 (m, 2H, -CH2CO), 2.19 (d, 1H, J = 10.8 Hz, H-18), 1.15 (t, 3H, J = 7.6 Hz, 
CH3CH2COO), 1.08 (s, 3H, CH3), 0.95 (s, 6H, CH3), 0.85 (s, 9H, CH3×3), 0.78 (s, 3H, CH3) 

3c 5.23 (s, 1H, H-12), 4.50 (t-like, 1H, J = 7.3 Hz, H-3), 2.31−2.26 (m, 2H, -CH2CO), 2.19 (d, 1H, J = 11.4 Hz, H-18), 1.08 (s, 3H, CH3), 
0.97−0.92 (s, 9H, CH3×3), 0.86−0.85 (s, 9H, CH3×3), 0.78 (s, 3H, CH3) 

5a 5.25 (br s, 1H, H-12), 4.52 (t, 1H, J = 7.9 Hz, H-3), 3.62 (s, 1H, -CH3), 2.06 (s, 3H, CH3COO-), 1.91, 1.34 (d, each 3H, J = 3.3 Hz, -CH3), 
1.19, 1.10, 0.98, 0.87, 0.76 (s, each 3H, -CH3). 

5b* 5.23 (br s, 1H, H-12), 4.52 (t, 1H, J = 7.7 Hz, H-3), 4.06 (q, 2H, J = 7.1 Hz, -CH2-), 2.06 (s, 3H, CH3COO-), 1.91, 1.33 (d, each 3H, J = 
10.3 Hz, -CH3), 1.19, 1.05, 0.94 ,0.87, 0.75 (s, each 3H, -CH3) 

5c* 4.05 (s, 1H, H-3), 3.95 (s, 2H, -CH2-), 2.05 (s, 3H, CH3COO-), 1.91, 1.63 (d, each 3H, J = 10.5 Hz, -CH3), 1.33, 1.07, 0.94, 0.87, 0.76 (s, 
each 3H, -CH3) 

5d* 5.26 (br s, 1H, H-12), 4.52 (t, 1H, J = 8.7 Hz, H-3), 4.02 (t, 2H, J = 7.3 Hz, -CH2-), 2.05 (s, 3H, CH3COO-), 1.93, 1.67 (d, each 3H, J = 7.9 
Hz, -CH3), 1.36, 1.09, 0.92, 0.87, 0.78 (s, each 3H, -CH3) 

5e* 5.25 (br s, 1H, H-12), 4.52 (t, 1H, J = 4.2 Hz, H-3), 4.00 (t, 2H, J = 4.0 Hz, -CH2-), 2.05 (s, 3H, CH3COO-), 1.93, 1.67 (d, each 3H, J = 7.4 
Hz, -CH3), 1.36, 1.09, 0.92, 0.87, 0.78 (s, each 3H, -CH3) 

5f* 5.27 (br s, 1H, H-12), 4.52 (t, J = 5.3 Hz, 1H, H-3), 3.96 (s, 2H, -CH2-), 2.35 (q, 2H, J = 7.2 Hz, -CH2COO), 1.91, 1.52 (d, each 3H, J = 7.5 
Hz, -CH3), 1.35, 1.10, 0.96, 0.88, 0.78 (s, each 3H, -CH3) 

5g* 
 

5.26 (br s, 1H, H-12), 4.52 (t, 1H, J = 7.6 Hz, H-3), 4.01 (t, 2H, J = 4.1 Hz, -CH2-), 2.35 (q, 2H, J = 7.6 Hz, CH2COO), 1.92, 1.53 (d, each 
3H, J = 6.9 Hz, -CH3), 1.35, 1.16, 0.94, 0.88, 0.78 (s, each 3H, -CH3) 

6a* 5.24 (s, 1H, H-12), 4.51−4.49 (m, 1H, H-3) 3.09 (br, 4H, NCH2, NCH2), 2.45 (m, 1H, H-18), 2.04 (s, 3H, CH3CO), 1.08 (s, 3H, CH3), 
0.96−0.87 (m, 21H, CH3×7), 0.80 (s, 3H, CH3) 

6b* 8.61 (s, 1H, NH), 7.98 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Ar-H), 7.30−7.26 (m, 1H, Ar-H), 7.19 (d-like, 1H, J = 7.4 Hz, Ar-H), 7.06 (t-like, 1H, J = 7.3 Hz, 
Ar-H), 5.39 (s, 1H, H-12), 4.64 (s, 2H, CH2OH), 4.49 (m, 1H, H-3), 2.33−2.30 (m, 2H, CH2COO), 1.12 (s, 3H, CH3), 0.98−0.90 (m, 12H, 
CH3×4), 0.85−0.83 (m, 6H, CH3×2), 0.78 (s, 3H, CH3) 

7a* 5.23 (s, 1H, H-12), 3.21 (br, 4H, H2NCH2), 3.21 (br, 1H, H-3), 1.07 (s, 3H, CH3), 0.98 (s, 3H, CH3), 0.94−0.92 (m, 12H, CH3×4), 0.87 (d, 
3H, J = 6.3 Hz, CH3), 0.78 (s, 6H, CH3×2) 

8a* 7.37−7.23 (m, 5H, Ar-H), 6.16 (br, 1H, NH), 5.23 (s, 1H, H-12), 4.57 (dd, 1H, J = 14.7, 6.0 Hz, Ar-CHa), 4.16 (dd, 1H, J = 14.7, 4.5 Hz, 
Ar-CHb), 2.22 (s, 2H, CH2CO), 1.09 (s, 3H, CH3), 0.96 (s, 3H, CH3), 0.91 (s, 3H, CH3), 0.86 (br, 9H, CH3×3), 0.72 (s, 3H, CH3) 

8b* 5.27 (s, 1H, H-12), 3.28 (br, 4H, NHCH2), 2.51−2.42 (m, 2H, H-2), 1.08−1.04 (m, 9H, CH3×3), 0.95−0.93 (m, 9H, CH3×3), 0.87 (d, 3H, J = 
6.5 Hz, CH3), 0.84 (s, 6H, CH3×2) 

 
Table 3  Structure and anti-tumor activity of target compounds 
on HeLa, SKOV3 and BGC-823 cells.  aThe concentration is 
1×10−5 mol·L−1; nt : Not tested 

Inhibition rate/% 
Compd.a 

HeLa SKOV3 BGC-823 

Ursolic acid 12.36  9.06 10.20 

2 17.62 10.53 nt 

3a 37.83 nt nt 

3b 21.54 14.00 13.69 

3c 26.67 19.70 11.23 

5a  6.40  5.86 nt 

5b 20.19  8.84 nt 

5c  8.80  9.40 nt 

5d nt nt 26.85 

5e nt nt 24.16 

5f nt nt  9.62 

5g nt nt  6.22 

6a  3.46  7.59 nt 

6b 10.67 22.88 nt 

7a 41.61 16.72 nt 

8a 23.87 46.28 nt 

8b −10.69  9.81 nt 

熊果酸相比, 抑制 HeLa 细胞生长的活性略有提高, 
抑制率分别为 37.83%、21.54% 和 26.67%。当熊果酸

的 3 位羟基被乙酰氧基取代、28 位羧基与醇反应形

成的羧酸酯类化合物 5a～5c 的抑制 HeLa 细胞生长

的活性较 3a 降低。将熊果酸的 28 位羧基游离、3 位

羟基氧化为羰基 (化合物 2), 活性和熊果酸相似, 对
HeLa、SKOV3 细胞生长的抑制率分别为 17.62% 和

10.53%。曾报道当 3 位为乙酰氧基、28 位羧基与苄

胺形成酰胺的化合物的抑制 HeLa 细胞生长的活性 
比熊果酸明显提高, 抑制率达 55.66%[7]; 当 3 位为 
羰基、28 位与苄胺形成的酰胺化合物 8a 对 HeLa、
SKOV3 细胞的抑制活性较熊果酸明显提高, 分别为

23.87% 和 46.28%, 说明 28 位羧基与苄胺成酰胺有助

于活性提高。3 位为乙酰氧基、28 位羧基与二正丁胺

形成的酰胺化合物抑制 HeLa 细胞生长的活性低于 
熊果酸, 而 3 位羟基游离、28 位羧基二正丁胺形成 
的酰胺化合物对 HeLa 细胞生长的抑制活性又显著 
提高, 抑制率为 41.61%, 当 3 位为羰基、28 位与二
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正丁胺形成的酰胺化合物 8b 对 HeLa 细胞却有促进

生长的作用。 
3  小结 

初步的药理实验结果说明, 熊果酸 3 位羟基氧

化、28 位羧基成酯不能提高抗肿瘤活性, 28 位羧基所

连接胺的结构对抑制活性有较大的影响。本研究结果

对熊果酸的结构进一步修饰具有一定的指导意义。 
 

实验部分 
1  仪器与试剂 

X-4 数字显示显微熔点测定仪; Bruker ARX-300 
MHz 核磁共振仪, CDCl3 为溶剂, TMS 为内标; 热电-

菲尼根 LCQ 型质谱仪。熊果酸购于成都思科华生物

制品有限公司; 薄层色谱硅胶 GF254、硅胶 H 为青 
岛海洋化工厂生产, 其余试剂均为分析纯; 显色剂为

10% 硫酸乙醇溶液; 活性测试所用 HeLa、SKOV3、
BGC-823 细胞为天津武警医学院药学系提供。 
2  化学合成 
2.1  3-氧代-乌苏烷型-12-烯-28-羧酸 (2)  将 50 mg
熊果酸 (0.11 mmol) 加入到 15 mL 二氯甲烷中溶解, 
依次加入 150 mg 硅藻土、129.8 mg 重铬酸吡啶 (PDC) 
(0.44 mmol)。室温下搅拌, 以 TLC 检测反应终点, 4 h
反应完毕, 抽滤, 滤饼以二氯甲烷洗涤 (5 mL × 2), 
合并滤液和洗液, 浓缩至 1 mL, 硅胶柱色谱纯化, 洗
脱剂为石油醚/乙酸乙酯 = 4∶1 (v/v), 得白色固体

14.9 mg, 产率 29.8%。 
2.2  3β-乙酰氧基-乌苏烷型 -12-烯 -28-羧酸  (3a)  
将 200 mg 熊果酸 (0.44 mmol) 溶于 20 mL 四氢呋喃

溶液中, 依次加入 2 mL 吡啶、180 mg 乙酸酐 (1.76 
mmol) 和少量 DMAP, 室温下搅拌, 以 TLC 检测反

应终点, 反应完毕, 蒸除反应溶剂, 以水分散固体, 2 
mol·L−1 盐酸调 pH 3～4, 抽滤, 滤饼水洗至中性, 室
温自然干燥, 得白色固体 210 mg, 粗品用硅胶柱色

谱纯化, 洗脱剂为石油醚/乙酸乙酯 = 10∶1 (v/v), 得
白色固体 182.2 mg, 产率为 83.6%。 mp 285～288 ℃。 
2.3  3β-丙酰氧基-乌苏烷型 -12-烯 -28-羧酸  (3b)   
按照化合物 3a 的合成方法, 由熊果酸 (50 mg, 0.11 
mmol) 和丙酸酐 (71.58 mg, 0.55 mmol) 在DMAP的

催化作用下得到, 粗品用硅胶柱色谱纯化, 洗脱剂为

石油醚 /乙酸乙酯  = 6∶1 (v/v), 得白色粉末状固体

19.5 mg, 产率 45.8%。mp 240～244 ℃。 
2.4  3β-丁酰氧基-乌苏烷型 -12-烯 -28-羧酸  (3c)  
按照化合物 3a 的合成方法, 由熊果酸 (100 mg, 0.22 

mmol) 和丁酸酐 (139.20 mg, 1.1 mmol) 在 DMAP 
的催化作用下得到, 粗品用硅胶柱色谱纯化, 洗脱剂

为石油醚/乙酸乙酯 = 6∶1 (v/v), 得白色粉末状固体

46.2 mg, 产率 39.9%。mp183～184 ℃。 
2.5  3β-乙酰氧基-乌苏烷型-12-烯-28-羧酸甲酯 (5a)  
将 100 mg (0.20 mmol) 3a 溶于 5 mL 的二氯甲烷中, 
滴加 0.08 mL 草酰氯, 室温反应 24 h, 减压蒸干溶剂, 
加入 5 mL 环己烷溶解, 蒸干溶剂, 重复操作 3 次, 得
化合物 4a。将化合物 4a 溶于 5 mL 二氯甲烷, 加三

乙胺调 pH 8～9, 加入无水甲醇 (0.80 mmol)。室温 
搅拌, 用 TLC 检测反应终点。反应完毕以 2 mol·L−1 
HCl 酸化至 pH 3～4, 有机相以饱和氯化钠水溶液洗

涤 (2 × 15 mL), 合并有机相, 无水 Na2SO4 干燥, 放
置过夜, 过滤、浓缩, 用硅胶柱色谱纯化, 洗脱剂为

石油醚/乙酸乙酯 = 6∶1 (v/v), 得白色固体 5a。收率

为 53.62%。mp 123～125 ℃。 
2.6  3β-乙酰氧基-乌苏烷型-12-烯-28-羧酸乙酯的制

备 (5b)  参照化合物 5a的合成方法, 化合物 3a与无

水乙醇反应得化合物 5b, 白色固体, 收率为 50.12%。

mp 102～105 ℃。 
2.7  3β-乙酰氧基-乌苏烷型-12-烯-28-羧酸正丙酯 
(5c)  参照化合物 5a 的合成方法, 化合物 3a 与正丙

醇反应得化合物 5c, 白色固体, 收率为 65.12%。mp 
98～100 ℃。 
2.8  3β-乙酰氧基-乌苏烷型-12-烯-28-羧酸正丁酯 
(5d)  参照化合物 5a 的合成方法, 化合物 3a 与正丁

醇反应得化合物 5d, 白色固体, 收率为 68.65%。mp 
96～99 ℃。 
2.9  3β-乙酰氧基-乌苏烷型-12-烯-28-羧酸正戊酯 
(5e)  参照化合物 5a 的合成方法, 化合物 3a 与正戊

醇反应得化合物 5e, 白色固体, 收率为 55.35%。mp 
89～93 ℃。 
2.10  3β-丙酰氧基-乌苏烷型-12-烯-28-羧酸正丙酯 
(5f)  参照化合物 5a 的合成方法, 化合物 3b 与正丙

醇反应得化合物 5f, 白色固体, 收率为 58.12%。mp 
188～191 ℃。 
2.11  3β-丙酰氧基-乌苏烷型-12-烯-28-羧酸正丁酯 
(5g)  参照化合物 5a 的合成方法, 化合物 3b 与正丁

醇反应得化合物 5g, 白色固体, 收率为 52.12%。mp 
176～180 ℃。 
2.12  N-(3β-乙酰氧基-乌苏烷型-12-烯-28-酰)-二正

丁胺 (6a)  参照化合物 5a 的合成方法, 由 3a (250 
mg, 0.24 mmol) 与二正丁胺 (103 mg, 0.96 mmol) 反
应, 粗品用硅胶柱色谱纯化得 6a, 白色粉末状固体
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157.4 mg, 产率 51.4%。mp 139～142 ℃。 
2.13  N-(3β-丁酰氧基-乌苏烷型-12-烯-28-酰)-2-氨
基苄醇 (6b)  参照化合物 5a 的合成方法, 化合物 3c
与邻氨基苄醇反应, 得白色粉末状固体, 产率 7.2%。

mp 106～118 ℃。 
2.14  N-(3β-羟基-乌苏烷型-12-烯-28-酰)-二正丁胺 

(7a)  将化合物 6a (77 mg, 0.051 mmol) 溶于甲醇/四
氢呋喃 (1 mL/1 mL) 溶液中, 加入 4  mol·L−1氢氧化

钠溶液, 40 ℃下搅拌, TLC 检测反应终点。反应结束, 
减压蒸出溶剂, 水分散固体, 过滤, 滤饼水洗至中性, 
室温干燥, 产物为白色粉末状固体 63.3 mg, 产率

88.4%。 
2.15  N-(3-氧代-乌苏烷型-12-烯-28-酰)-苄胺 (8a)  
参照化合物 5a 的合成方法, 将 100 mg (0.22 mmol) 
化合物 2 溶于 5 mL 二氯甲烷中, 滴加 0.08 mL 草酰

氯, 室温反应 24 h, 减压蒸干溶剂, 加入 5 mL环己烷

溶解, 蒸干溶剂, 重复操作 3 次, 得化合物 4d。将化

合物 4d 溶于 5 mL 二氯甲烷, 加三乙胺调 pH 8～9, 
加入苄胺 (0.80 mmol)。室温搅拌, 用 TLC 检测反应

终点。反应完毕以 2 mol·L−1 HCl 酸化至 pH 3～4, 有
机相以饱和氯化钠水溶液洗涤 (2 × 15 mL), 合并有

机相, 无水 Na2SO4 干燥, 放置过夜, 过滤、浓缩, 浓
缩物经柱色谱纯化, 得白色固体 8a。收率为 21.40%。 
2.16  N-(3-氧代-乌苏烷型-12-烯-28-酰)-二正丁胺 (8b)  
参照化合物 8a 的合成方法, 化合物 4d 与二正丁胺反

应, 得白色粉末状固体 8b 11.5 mg, 产率 20.6%。 
3  初步体外细胞毒活性测试 

选择人宫颈癌 HeLa 细胞、卵巢癌 SKOV3 细胞

和胃癌 BGC-823 细胞为靶细胞, 紫杉醇为阳性对照

物, 用 MTT 比色法测定化合物细胞毒活性。 
取 0.25%胰蛋白酶消化单层培养的 HeLa (SKOV3

或 BGC-823) 细胞, 用含 10%小牛血清 RPMI 1640
培养液调整细胞数为 2×104～4×104/mL 的单细胞悬

液, 以每孔 200 µL 接种于 96 孔培养板中。将培养板

放入 CO2 培养箱, 在 37 ℃、5% CO2 及饱和湿度条件

下培养, 待培养细胞贴壁后, 分别加入浓度为 1×10−5、 

1×10−6、1×10−7、1×10−8 mol·L−1 的待测药物, 每浓度

6 个孔, 实验设空白对照组, 继续放入 CO2培养箱, 在
37 ℃、5% CO2 及饱和湿度条件下培养 72 h。培养

72 h 后, 每孔加入 MTT 溶液 (5 mg·mL−1) 20 µL,   
37 ℃继续培养 4 h, 中止培养, 离心弃去孔内上清液, 
每孔加入 150 µL DMSO 溶解甲臜沉淀, 超声振荡 10 
min 混均。在 MR700 型酶联免疫检测仪上测定 570 
nm 处各孔吸收度 (A) 值, 按公式:  

100%×−=
值对照组平均

值给药组平均值对照组平均
抑制率

A
AA  

计算化合物对细胞的抑制率, 重复测试 3 次, 取
平均值为最终结果。 
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