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(57)摘要

本发明公开了一种FOXM1靶向降解小分子

FOXM1‑PROTAC及其衍生物与应用，所述FOXM1靶

向降解小分子FOXM1‑PROTAC包括氨基酸序列如

SEQ  ID  No:1所示的FOXM1拮抗多肽和药物。

FOXM1‑PROTAC能结合FOXM1，通过与FOXM1的结合

导致FOXM1蛋白降解并阻断其下游信号通路从而

抑制肝癌细胞增殖，促进结肝癌细胞发生凋亡，

为肝癌等提供有效的治疗小分子药物，能够在医

学与生物学领域得到广泛的应用。
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1.一种FOXM1拮抗多肽，其特征在于，所述FOXM1拮抗多肽的氨基酸序列如SEQ  ID  No:1

所示。

2.一种FOXM1拮抗多肽的衍生物，其特征在于，所述FOXM1拮抗多肽的衍生物为权利要

求1所述的FOXM1拮抗多肽氨基酸侧链基团上，和/或，权利要求1所述的FOXM1拮抗多肽片段

的氨基端或羧基端进行常规修饰得到的产物；

或者为权利要求1所述的FOXM1拮抗多肽上连接用于多肽或蛋白检测或纯化的标签所

得到的产物；

优选地，所述常规修饰包括氨基化、酰胺化、羟基化、羧基化、羰基化、烷基化、乙酰化、

磷酸化、酯化、糖基化、环化、生物素化、荧光基团修饰、聚乙二醇PEG修饰或固定化修饰；

优选地，所述标签包括His 6、GST、EGF P、MBP、Nus、HA、IgG、FLAG、c‑My c或

ProfinityeXact。

3.一种FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC，其特征在于，其包括权利要求1所述的

FOXM1拮抗多肽和药物。

4.一种FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC的衍生物，其特征在于，其包括权利要求2

所述的FOXM1拮抗多肽的衍生物和药物。

5.根据权利要求3所述的FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC或权利要求4所述的

FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC的衍生物，其特征在于，还包括连接基团linker，所述

连接基团linker将权利要求1所述的FOXM1拮抗多肽和药物进行连接，或，将权利要求2所述

的FOXM1拮抗多肽的衍生物和药物进行连接。

6.根据权利要求3所述的FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC或权利要求4所述的

FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC的衍生物，其特征在于，所述药物包括pomalidomide。

7.权利要求3所述的FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC或权利要求4所述的FOXM1靶

向降解小分子FOXM1‑PROTAC的衍生物在制备预防和/或治疗高表达FOXM1的肿瘤的药物中

的应用。

8.权利要求3所述的FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC或权利要求4所述的FOXM1靶

向降解小分子FOXM1‑PROTAC的衍生物在制备抑制高表达FOXM1的肿瘤细胞增殖和/或促进

高表达FOXM1的肿瘤细胞凋亡的药物中的应用。

9.根据权利要求7或8所述的应用，其特征在于，所述高表达FOXM1的肿瘤包括肝癌、肺

癌、乳腺癌、结直肠癌，优选为肝癌。

10.一种药物组合物或检测试剂，其特征在于，包含权利要求3所述的FOXM1靶向降解小

分子FOXM1‑PROTAC、权利要求4所述的FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC的衍生物中的至

少一种。
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一种FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC及其衍生物与应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术和生物医药技术领域，涉及一种FOXM1靶向降解小分子

FOXM1‑PROTAC及其衍生物与应用。

背景技术

[0002] 肝细胞癌(HCC)是世界上常见的恶性肿瘤之一。世界卫生组织国际癌症研究中心

(International  Agency  for  Research  on  Cancer，IARC)报告指出，肝癌发病率位于肺

癌、乳腺癌等之后居恶性肿瘤第5位，死亡率位于肺癌、结直肠之后，居恶性肿瘤第3位，是五

大致死率最高的癌症中唯一一种年发病率上升的癌症。肝癌发病地域分布在世界范围内有

显著差异性，发展中国家的肝病发病率较高。危险因素包括乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、

脂肪肝、酒精相关肝硬化、吸烟、肥胖、糖尿病、铁超载和各种饮食暴露。

[0003] 肝癌预后差。只有5％到15％的患者有资格接受手术切除，这只适用于早期患者，

并且由于肝脏再生能力降低，通常没有肝硬化；与左肝切除术相比，右肝切除术后并发症的

风险更高。晚期肝癌的治疗方案包括：(a)经动脉化疗栓塞术(TACE)，与中晚期肝癌保守治

疗相比，TACE可使2年生存率提高23％；(b)口服索拉非尼(一种激酶抑制剂)是晚期患者最

常接受的选择。然而，只有不到三分之一的患者从该治疗中获益，并且在开始该方案后的六

个月内，耐药性很明显。随着长期使用，化疗药物，如索拉非尼，会有如毒性或药物无效等问

题的产生。因此，目前的消融治疗和化疗都不能有效改善这种毁灭性疾病的预后。进一步研

究寻找更好的治疗肝癌的方法是必要的。

[0004] 伴随着医学及分子生物学的不断发展及研究的日益深入，逐渐的认识到肝癌的发

生、发展是多基因共同作用、多个信号通路参与而引起的“炎症‑增生‑癌变”的演变过程。国

内外研究发现，肝癌是一种分子发病机制较为复杂的实体瘤，其发生发展涉及多条信号通

路的失调，与多种基因变异有关。据COSMIC  Database资料，西方人群肝癌基因变异谱中8个

基因突变频率超过5％，主要集中在基因组不稳定性、永生化和Wnt等信号通路。据

GenomiCare资料，中国人群中有20多个基因变异频率超过5％，主要集中在基因组不稳定

性、血管生成、细胞周期失控、生长因子、PI3K‑AKT‑mTOR等信号通路。

[0005] 除放疗和化疗外，随着靶向治疗、基因治疗、新辅助化疗、免疫治疗等治疗手段的

发现与应用，为肝癌的治疗提供了更多更好的选择，也成为肝癌治疗重要的组成部分。分子

靶向药物治疗在特定患者中疗效显著，患者生存获益。但靶向药物的应用存在局限性，主要

因为目前靶向药物的有效的靶点还较少，同时在选择适宜的靶向治疗药物前，需要对患者

进行相应的分子靶点检测。目前，与肝癌治疗相关的靶点主要有VEGFR1‑3、FGFR1‑4、PDGFR

ɑ、RTK、KIT、RET，均已用于临床。因此，肝癌靶向治疗选用药物的关键是对与发病机制相关

的信号通路驱动及肝癌特异性转录因子进行鉴别。

[0006] FOXM1作为调控细胞周期和细胞进程重要的转录因子，已证实在39种人类恶性肿

瘤中，FOXM1调控网络是18000例癌症患者不良预后的主要预测因子，这也揭示了FOXM1在癌

症中的重要作用。然而，FOXM1究竟是如何在人体细胞中发挥其致癌活性的，目前尚不完全
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清楚。一种机制与FOXM1靶点的转录激活有关，这种激活导致多种促肿瘤效应，包括增强细

胞增殖。另外，FOXM1可能通过与其他蛋白质相互作用作为癌基因，从而支持不同的致癌途

径。FOXM1调控着肿瘤发生和发展的关键过程。作为一种典型的增殖相关转录因子，FOXM1在

转录水平上直接或间接激活靶基因的表达，并表现出时空模式，其失调几乎涉及到肿瘤细

胞的所有特征。并且大量的数据和实验证实，在多种不同肝细胞癌中FOXM1的表达量均上

调，并且通过对病人数据分析显示，FOXM1的表达量与肝癌病人的预后密切相关。FOXM1被认

为是肿瘤的致命伤，并成为判断肿瘤发生发展的新的肿瘤标志物及抗肿瘤药物开发的重要

靶标。目前国内以FOXM1为靶标的相关药物治疗仍在临床前研究阶段，并无任何一种直接靶

向FOXM1的抗肿瘤药物上市或应用于临床。

[0007] 利用蛋白质水解靶向嵌合体(PROTACs)靶向降解蛋白质已成为药物开发中的一种

新的治疗方法。PROTACs通过劫持E3泛素连接酶的活性进行靶蛋白泛素化并随后被26S蛋白

酶体降解来介导所需靶蛋白质的降解。蛋白质与泛素(一种小的蛋白质修饰剂)的结合对于

26S蛋白酶体调节蛋白质降解是必不可少的。尽管在20世纪70年代末描述了蛋白质降解的

ATP依赖途径，但30年后首次报道了利用该系统进行靶向蛋白质降解的应用。蛋白质水解靶

向嵌合体(PROTAC)是一种异双功能分子，由以下三部分组成：(1)结合靶蛋白的配体；(2)用

于招募E3泛素连接酶(E3招募元件；E3RE)以促进靶蛋白泛素化的配体；(3)连接这些配体的

连接体。迄今为止，已有超过100篇文章描述了PROTACs用于靶向蛋白质降解及其在化学生

物学和药物开发中的应用。

[0008] 作为新的和有前景的技术，PROTACs在以下方面显示出巨大的机会。首先，PROTACs

对耐药靶点具有特殊的敏感性。传统意义上化疗是癌症治疗的主要方法。对化疗药物的获

得性耐药性阻碍了临床应用，并导致疾病复发。随着新靶点和新药物发现技术的研究进展，

另一个强有力的策略是通过小分子直接而特异地抑制致癌蛋白或受体的功能。值得注意的

是，激酶抑制剂的发现并没有解决癌症治疗的耐药问题，而PROTACs通过消除整个靶点来影

响蛋白质功能，从而删除靶点的全部功能，包括酶活性和非酶功能，因此PROTACs可以解决

当前治疗所面临的潜在耐药性。此外，PROTACs对靶表达增加和靶蛋白突变不太敏感，因为

它们具有催化作用，所以只需要低剂量的PROTACs就可以发挥很好的效果。

[0009] 基于PROTACs不仅能够对靶蛋白进行深度的降解，具有持续性和对下游信号快速、

强大的抑制，而且在体外能够长久的抑制肿瘤的发生发展，使得利用蛋白质水解靶向嵌合

体降解蛋白质成为当前肿瘤治疗的热点方式。因此，针对肝癌细胞内靶点FOXM1靶向降解嵌

合体PROTAC的开发是很有必要的。

发明内容

[0010] 为了解决上述背景技术中所提出的问题，本发明的目的在于提供一种FOXM1靶向

降解小分子FOXM1‑PROTAC及其衍生物与应用。本申请FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC

(衍生物)包括本申请提供的FOXM1拮抗多肽(衍生物)和药物，通过该拮抗多肽(衍生物)与

靶点FOXM1具有特异性高亲和力，当FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC(衍生物)与FOXM1

结合后能够阻止FOXM1与其它蛋白或基因的结合并诱导FOXM1蛋白降解进而影响下游相关

基因及信号通路，该FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC(衍生物)在靶向抑制肝癌细胞增

殖、促进肝癌细胞凋亡等方面起着重要的作用，其在肝癌靶向治疗方面具有巨大的应用价
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值。

[0011] 为了达到上述目的，本发明所采用的技术方案为：一方面，本发明提供了一种

FOXM1拮抗多肽，所述FOXM1拮抗多肽的氨基酸序列如SEQ  ID  No:1所示。

[0012] 另一方面，本发明提供了一种FOXM1拮抗多肽的衍生物，所述FOXM1拮抗多肽的衍

生物为上述所述的FOXM1拮抗多肽氨基酸侧链基团上，和/或，上述所述的FOXM1拮抗多肽片

段的氨基端或羧基端进行常规修饰得到的产物；

[0013] 或者为上述所述的FOXM1拮抗多肽上连接用于多肽或蛋白检测或纯化的标签所得

到的产物。

[0014] 进一步地，所述常规修饰包括氨基化、酰胺化、羟基化、羧基化、羰基化、烷基化、乙

酰化、磷酸化、酯化、糖基化、环化、生物素化、荧光基团修饰、聚乙二醇PEG修饰或固定化修

饰；

[0015] 优选地，所述标签包括His 6、GST、EGFP、MBP、Nus、HA、IgG、FLAG、c‑Myc或

ProfinityeXact。

[0016] 进一步地，所述FOXM1拮抗多肽的衍生物为上述所述的FOXM1拮抗多肽末端进行酰

胺化修饰得到的产物。

[0017] 进一步地，所述FOXM1拮抗多肽及其衍生物的获得，采用现有技术中的公知方法进

行，既可以用多肽自动合成仪进行化学合成；通过将短肽序列推导出核苷酸序列，然后克隆

到载体中进行生物合成；也可以从现有存在的生物体内进行大量提取和纯化。

[0018] 进一步地，所述FOXM1拮抗多肽及其衍生物可以来源于哺乳类动物或者鸟类，例如

灵长类动物(人类)；啮齿类动物，包括小鼠，大鼠，仓鼠，兔，马，牛，犬类，猫等。

[0019] 另一方面，本发明提供了一种FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC，其包括上述所

述的FOXM1拮抗多肽和药物。

[0020] 再一方面，本发明提供了一种FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC的衍生物，其包

括上述所述的FOXM1拮抗多肽的衍生物和药物。

[0021] 进一步地，还包括连接基团linker，所述连接基团linker将上述所述的FOXM1拮抗

多肽和药物进行连接，或，将上述所述的FOXM1拮抗多肽的衍生物和药物进行连接。

[0022] 进一步地，所述药物包括pomalidomide。

[0023] 进一步地，所述FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC及其衍生物的获得，采用现有

技术中的公知方法进行，既可以用多肽自动合成仪进行化学合成；通过将短肽序列推导出

核苷酸序列，然后克隆到载体中进行生物合成，然后在和药物链接；也可以从现有存在的生

物体内进行大量提取和纯化，然后再和药物连接。

[0024] 再一方面，本发明提供了一种多聚核苷酸，其特征在于，其编码上述所述的FOXM1

拮抗多肽或上述所述的FOXM1拮抗多肽的衍生物。

[0025] 再一方面，本发明提供了一种上述所述的FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC或

上述所述的FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC的衍生物在制备预防和/或治疗高表达

FOXM1的肿瘤的药物中的应用。

[0026] 再一方面，本发明提供了一种上述所述的FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC或

上述所述的FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC的衍生物在制备抑制高表达FOXM1的肿瘤

细胞增殖和/或促进高表达FOXM1的肿瘤细胞凋亡的药物中的应用。
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[0027] 进一步地，所述高表达FOXM1的肿瘤包括肝癌、肺癌、乳腺癌、结直肠癌，优选为肝

癌。

[0028] 再一方面，本发明提供了一种药物组合物或检测试剂，包含上述所述的FOXM1靶向

降解小分子FOXM1‑PROTAC、上述所述的FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC的衍生物中的

至少一种。

[0029] 进一步地，所述药物组合物含有一种或者是多种药学上可以接受的载体。

[0030] 进一步地，所述药学上可以接受的载体包括稀释剂、赋形剂、填充剂、粘合剂、湿润

剂、崩解剂、吸收促进剂、吸附载体、表面活性剂或润滑剂等。

[0031] 进一步地，所述药物组合物可以制成片剂、粒剂、胶囊、口服液或注射剂等多种形

式，各种剂型的药物可以按照药学领域的常规方法制备。

[0032] 进一步地，所述药物组合物可以制成片剂、粒剂、胶囊、口服液或注射剂等多种形

式，各种剂型的药物可以按照药学领域的常规方法制备。

[0033] 本发明的有益效果是：

[0034] (1)本发明提供了一种FOXM1靶向降解小分子药物FOXM1‑PROTAC及其衍生物，所述

的FOXM1‑PROTAC及其衍生物能够专一性与FOXM1结合，并特异性与FOXM1结合，诱导FOXM1降

解，抑制FOXM1下游信号通路。

[0035] (2)本发明提供的FOXM1靶向降解小分子药物FOXM1‑PROTAC及其衍生物可以通过

阻断FOXM1的信号通路抑制癌细胞增殖，促进癌细胞发生凋亡，可以作为FOXM1结合位点的

生物类降解型小分子药物，可用于制备预防和/或治疗肿瘤。能够在医学与生物学领域得到

广泛的应用，并产生巨大的社会与经济效益。

附图说明

[0036] 图1为本发明实施例中合成pomalidomide‑PEG2的质谱图；

[0037] 图2为本发明FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC抑制肝癌细胞HepG2增殖作用结

果图；

[0038] 图3为本发明FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC抑制FOXM1高表达癌细胞增殖作

用结果图；

[0039] 图4为本发明FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC诱导HepG2细胞中FOXM1降解的

结果图；其中A：不同浓度下，FOXM1‑PROTAC处理HepG2  16h  FOXM1表达量变化；B：不同时间

下，FOXM1‑PROTAC处理HepG2  20μM  FOXM1表达量变化。

[0040] 图5为本发明FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC抑制HepG2细胞增殖、迁移结果

图；其中，A：克隆形成；B：细胞划痕。

具体实施方式

[0041] 为了更清楚地理解本发明，现参照下列实施例及附图进一步描述本发明。实施例

仅用于解释而不以任何方式限制本发明。

[0042] 实施例中，各原始试剂材料均可商购获得，未注明具体条件的实验方法为所属领

域熟知的常规方法和常规条件，或按照仪器制造商所建议的条件。

[0043] 本申请以下实施例中FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC为pomalidomide‑PEG2‑
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SEQ  ID  No:1(即pomalidomide‑PEG2‑GLSSMHSAPPLR‑GRKKRRQRRRPPQQ)。

[0044] 实施例1  FOXM1‑PROTAC的合成

[0045] 首先合成获得FOXM1‑PROTAC的中间物pomalidomide‑PEG2，并通过中间物与已知

多肽序列连接，最后合成高纯度的小分子FOXM1‑PROTAC，由上海瀚香生物公司完成。

[0046] 其中，中间物pomalidomide‑PEG2的质谱图如图1所示，从图1可以看出中间产物的

纯度和质量达到后续合成要求。

[0047] 实施例2  CCK‑8检测FOXM1‑PROTAC对HepG2细胞的抑制作用

[0048] 接种HepG2细胞于10cm培养皿中，用10％FBS的DMEM培养基培养至密度95％，待细

胞达到所需密度后，吸掉培养基，用PBS清洗2次，加入1mL胰酶，37度孵育消化1min，之后加

入1mL  10％FBS的DMEM培养基，捶打分散细胞，吸取10μL细胞悬液加入到1mL  DMEM培养基中

制成细胞悬液，用细胞计数板计数所制备的细胞悬液中的细胞数量，然后按每孔5×103个

接种于96孔板中培养24小时。次日，弃掉细胞培养基，向培养板加入新鲜培养基和不同浓度

的FOXM1‑PROTAC，将培养板在培养箱孵育48小时，向每孔加入10μL  CCK‑8溶液(注意不要再

孔中生成气泡，它们会影响OD值的读数)将培养板在培养箱内孵育1‑4小时，用酶标仪测定

在450nm处的吸光度，然后按照下述公式计算细胞活力，并绘制抑制曲线。细胞活力(％)＝

[A(加药)‑A(空白)]/[A(0加药)‑A(空白)]×100，A(加药)：具有细胞、CCK‑8溶液和药物溶

液的孔的OD值，A(0加药)：具有细胞、CCK‑8溶液而没有药物溶液的孔的OD值，A(空白)：没有

细胞的孔的OD值。结果见图2，由图2可以看出，随着药物浓度的增加，细胞活力不断下降，最

后趋于平稳，并且细胞的IC50值约为20μM。

[0049] 实施例3  CCK‑8检测FOXM1‑PROTAC对HepG2及其它FOXM1高表达细胞的抑制作用

[0050] 首先分别选取肝癌HepG2、肺癌A549、乳腺癌MB‑231、结直肠癌HCT116四种不用癌

型的细胞，分别接种四种细胞于10cm培养皿中，用10％FBS的DMEM培养基培养至密度95％，

待细胞达到所需密度后，吸掉培养基，用PBS清洗2次，加入1mL胰酶，37度孵育消化1min，之

后加入1mL  10％FBS的DMEM培养基，捶打分散细胞，吸取10μL细胞悬液加入到1mL  DMEM培养

基中制成细胞悬液，用细胞计数板计数所制备的细胞悬液中的细胞数量，然后按每孔5×

103个接种于96孔板中培养24小时。次日，弃掉细胞培养基，向培养板加入新鲜培养基和不

同浓度的FOXM1‑PROTAC，将培养板在培养箱孵育48小时，向每孔加入10μL  CCK‑8溶液(注意

不要再孔中生成气泡，它们会影响OD值的读数)将培养板在培养箱内孵育1‑4小时，用酶标

仪测定在450nm处的吸光度。后按照下述公式计算细胞活力，并绘制抑制曲线。细胞活力

(％)＝[A(加药)‑A(空白)]/[A(0加药)‑A(空白)]×100，A(加药)：具有细胞、CCK‑8溶液和

药物溶液的孔的OD值，A(0加药)：具有细胞、CCK‑8溶液而没有药物溶液的孔的OD值，A(空

白)：没有细胞的孔的OD值。结果见图3，由图3可以看出，随着药物浓度不断升高，四种癌细

胞的活力都会降低，并且不同细胞对药物的敏感性不同，其中肝癌细胞对该药物最敏感，有

着最低的IC50值。

[0051] 实施例4  FOXM1‑PROTAC可以诱导HepG2细胞中FOXM1的降解

[0052] ①将肝癌细胞HepG2以5×105个/孔接种于6孔细胞培养板中，每孔培养基体积为

2mL，培养24h；

[0053] ②加入不同浓度梯度(0μM，2μM，5μM，10μM，20μM，30μM，50μM)的FOXM1‑PROTAC培养

16小时，收集细胞，加入裂解液收集蛋白；
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[0054] ③加入相同浓度梯度(20μM)的FOXM1‑PROTAC培养不同时间(0h，2h，4h，8h，12h，

24h)，收集细胞，加入裂解液收集蛋白；

[0055] ④按照雅酶制胶试剂盒准备10％浓度的SDS‑PAGE胶；

[0056] ⑤在收集的蛋白样品中加入适量的SDS‑PAGE蛋白上样缓冲液5X  sample  bf .混

合，sample  bf要添加B‑巯基乙醇(500μl  bf+70μl  B‑巯基乙醇)。蛋白样品与sample  bf混

匀，离心10s，12000rpm。100℃5‑10分钟，使蛋白变性。12000rpm短暂离心，冷却。冷却到室温

后，把蛋白样品直接上样到SDS‑PAGE胶加样孔内。按设计顺序对准上样槽缓缓加入样品和

预染蛋白Marker。通常电泳时溴酚蓝到达胶的底端处附近即可停止电泳，或者可以根据预

染蛋白质分子量标准的电泳情况，预计目的蛋白已经被适当分离后即可停止电泳。

[0057] ⑥准备盒子并装甲醇，transfer  bf，从电泳装置上卸下凝胶玻璃板。取出胶，用刀

片切除浓缩胶和下端溴酚蓝。用尺子量准胶的长和宽度。裁减两张同尺寸的滤纸和一张

PVDF膜。膜先用甲醇处理震荡1分钟，然后用RO水洗5次，1分钟/1次。再用transfer  bf泡10

分钟以上。滤纸和胶也泡在transfer  bf里。转膜器内棉块可以用这空闲时间洗干净，再烘

干，然后用transfer  bf沾湿，转膜器黑板对自己，按“海绵—滤纸—凝胶—PVDF膜—滤纸—

海绵”的顺序装置好。依次放好，注意胶和膜的接触面，不能有气泡。膜与滤纸间，滤纸和胶

之间不能有气泡。用涂抹棒或15ml的玻璃离心管来回在上面轻轻滚动即可赶出气泡。滤纸

放双层效果更佳。260mA电压100min。

[0058] ⑦用镊子取出膜，蛋白面朝上，在5％的脱脂奶粉(TBST配制。eg，40mL  TBST溶液里

+2g脱脂奶粉)封闭液中进行封闭1‑1 .5h。参考一抗的说明书，选择杂交体系为5mL  or 

10mL。如所加一抗的量较多，选5mL杂交体系甚至3or  4mL。参考一抗的说明书，按照适当比

例用稀释液(1％的封闭液，eg，杂交体系为5mL：1mL封闭液+4mL  TBST  or杂交体系10mL：2mL

封闭液+8mL  TBST)稀释一抗。室温或4℃在侧摆摇床上缓慢摇动孵育1h，回收一抗。用TBST

洗3次，5min/次，在摇床上缓慢摇动洗涤。参考二抗的说明书，按照适当比例稀释二抗。在摇

床上缓慢摇动孵育一小时。用TBST洗5次，5min/次，在摇床上缓慢摇动洗涤。使用ECL 

Western荧光检测试剂来检测蛋白。结果见图4，由图4可以看出，随着时间的延长FOXM1‑

PROTAC对FOXM1的降解越多，并且在相同时间内，FOXM1‑PROTAC浓度越高对FOXM1的降解越

多。

[0059] 实施例5  FOXM1‑PROTAC可以抑制HepG2细胞的增殖、迁移，促进凋亡

[0060] ①将肝癌细胞HepG2以100个/孔接种于6孔细胞培养板中，每孔培养基体积为2mL，

培养24h；之后加入20μM  FOXM1‑PROTAC和适量新鲜培养基，并以未加药组作为对照，每两天

更换培养基和药物，连续培养至，细胞团含有50个以上细胞，用甲醇固定实验组和对照组细

胞后，0.1％的结晶紫染色，统计每组中的克隆形成数，结果如图5A，由图可以看出，与对照

组相比，加入FOXM1‑PROTAC后，细胞形成的克隆数明显减少，FOXM1‑PROTAC能有效抑制细胞

的克隆形成。

[0061] ②将6孔板长满肝癌细胞HepG2以1：2接种于新的6孔细胞培养板中，每孔培养基体

积为2mL，培养24h待细胞长满后用墙头划痕，并用PBS洗去漂浮的细胞；显微镜拍照记录划

痕距离，加入20μM  FOXM1‑PROTAC和适量无血清新鲜培养基，并以未加药组作为对照，48h后

洗去漂浮细胞，显微镜拍照记录划痕距离，结果如图5B，由图可以看出，与对照组相比，加入

FOXM1‑PROTAC后，划痕的宽度更宽，细胞的迁移减慢，FOXM1‑PROTAC能有效抑制细胞的迁移。
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SEQUENCE  LISTING

<110>  清华大学深圳国际研究生院

<120> 一种FOXM1靶向降解小分子FOXM1‑PROTAC及其衍生物与应用

<130>  CP121010569C

<160>  1

<170>  PatentIn  version  3.3

<210>  1

<211>  26

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  1

Gly  Leu  Ser  Ser  Met  His  Ser  Ala  Pro  Pro  Leu  Arg  Gly  Arg  Lys  Lys

1               5                   10                  15

Arg  Arg  Gln  Arg  Arg  Arg  Pro  Pro  Gln  Gln

            20                  25
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图1

图2
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图3

图4
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图5
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