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摘要 为了改善甲氨蝶呤的溶解性能和生物学性能 本工作在合成甲氨蝶呤 2聚乙二醇偶联物的基础上 考察了

该偶联物的溶解性和体外抗肿瘤活性 ∀通过采用微波催化与化学催化相结合的方法 制备了新型甲氨蝶呤 2聚乙二

醇偶联物 其结构得到了紫外 !红外和核磁共振谱的确证 ∀测定了偶联物在水中的溶解度及其在辛醇 水中的分配

系数 测得偶联物的水溶性和脂溶性均有明显增加 在纯水中的溶解度提高了 倍 分配系数提高了近 倍 ∀以小

鼠 白血病细胞作为研究对象 测定该偶联物的体外抗肿瘤活性 结果表明 偶联物的抗肿瘤活性与甲氨蝶呤基

本接近 ∀与文献相比 该甲氨蝶呤的聚乙二醇修饰方法具有快捷 !方便的特点 ∀
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  药物的聚乙二醇 °∞修饰是改善药物理化性

能和生物学性能的重要途径 已引起了国内外学者

的共同关注 ≈ ∗  ∀但目前 °∞主要用于修饰蛋白

药物 而用于小分子有机药物的修饰并不多见 迄

今为止 °∞修饰的有机小分子药物尚没有一个上

市的产品 ∀甲氨蝶呤 ¬  ×÷ 是临床上
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治疗绒毛膜上皮癌等最常用的抗肿瘤药物 但存在

肝功能损害等毒副作用 ∀为了降低  ×÷的毒副作

用 人们对  ×÷的修饰进行了大量研究 ≈ ∗ 
其中

聚乙二醇 °∞修饰是最有前途的修饰方法 ≈


但往往需要使用活性较好的 °∞活泼酯作修饰剂 

这样使修饰变得复杂而繁琐 ∀本文通过微波催化与

化学催化相结合的方法 直接用单甲氧基聚乙二醇

°∞作偶联剂 一步合成了甲氨蝶呤 2聚乙二醇

偶联物 并对其体外抗肿瘤活性进行了初步探讨 ∀

材料与方法

材料与仪器  甲氨蝶呤  ×÷ 由岭南制药厂

提供 纯度 1 °∞Μ  购于 ƒ∏公

司 二环己基碳二亚胺 ⁄≤≤ !对 2ΝΝ2二甲基氨基

吡啶 ⁄ °均为分析纯 ∀噻唑蓝购于上海思吉公

司 小鼠 白血病细胞株购自中国科学院上海细

胞研究所 培养基为 产品 小牛血清购于

杭州四季青公司 ∀其他试剂均为分析纯 ∀

微波炉为惠而浦双重微波炉系统 红外光谱仪

为美国    核磁共振仪为德国

∏公司 √紫外光谱仪为美国 ∂ 

≤ 紫外吸光度在 ∂ 2紫外可见分光光

度计上测量 ∀

ΜΤΞ 2µ ΠΕΓ偶联物的合成与表征  在  

三角瓶中加入 1 °∞ 1   ×÷  1 

⁄≤≤和 1  ⁄ °充分摇动使反应物混合均

匀 然后置于微波炉中 在  • 的功率下加热

 ∗  ∀将反应后的混合物置于真空干燥箱中

干燥 !冷却后 加入  无水二氯甲烷 充分摇

动 过滤 滤液蒸去部分二氯甲烷后 加入  无

水乙醚 析出黄色沉淀 ∀将上述样品置于  ∗  ε

的冰箱中冷却 抽滤 干燥 得黄色粉末状粗产品 ∀

在上述粗品中 加入  二氯甲烷溶解后 加入

  ×ƒ  分解过量的 ⁄≤≤  后

用 1 # 
盐酸溶液  洗涤 加入无水硫

酸钠干燥 除去干燥剂 滤液浓缩后用异丙醇重结

晶 过滤得黄色固体 真空干燥 得黄色粉末状的

 ×÷ 2°∞偶联物 1 ∀

分别采用紫外光谱 !红外光谱和核磁共振谱对

 ×÷ 2°∞偶联物进行表征 ∀取产物用无水乙醇

配成溶液 在  ∗  波长范围内进行扫描 具

有明显的紫外吸收 得到其最大吸收波长 ∀红外光

谱显示产物中有酯键的特征峰 核磁共振谱显示有

羰基碳的吸收峰 ∀

ΜΤΞ 2µ ΠΕΓ偶联物的溶解性能测试  分别取

原料  ×÷和产物  ×÷ 2°∞偶联物的过饱和水溶

液 离心后取上清液 稀释至合适的浓度后 在 

下测定其紫外吸收值 再对照  ×÷的工作曲线

得出它们饱和水溶液的浓度 并折算出  ×÷修饰前

后在水中的溶解度 ∀

对  ×÷及  ×÷ 2°∞的分配系数测定如下 

称取 1  ×÷或  ×÷ 2°∞溶解在  被

辛醇饱和的水里 置于  分液漏斗中 加入 

被水饱和的辛醇 充分振荡后静置使分层清晰 

分别测定两液层在  处的吸收度 计算  ×÷

和  ×÷ 2°∞在水 2辛醇中的分配系数 ∀

ΜΤΞ 2µ ΠΕΓ偶联物抗肿瘤活性测试  采用

 ××比色法测定小鼠 白血病细胞的存活率 ∀

精确称取样品 用 ⁄ ≥溶解后加 °≥稀释 ⁄ ≥

终浓度均 [  将各浓度组的样品加入 孔培

养板各孔内 每孔加试液  Λ每个样品设 个浓

度 对照组加相应稀释液 每组 孔 ∀取对数生长期

的 细胞 用  ° 培养液稀释后每孔加入

 ≅ 
悬浮细胞 置于  ε 含 二氧化碳的培养

箱中培养 ∀  后每孔加入  ××液 ∀继续培养  

后吸干培养液 每孔加入  Λ⁄ ≥在培养箱

中放置  待紫色结晶物完全溶解后用酶联免

疫检测仪测各孔 Α值 ∀

结果与讨论

1  ΜΤΞ 2µ ΠΕΓ偶联物的合成

聚乙二醇的端羟基反应活性很低 一般情况下

较难与羧基形成酯键 实验发现 在不加任何催化剂

的条件下  ×÷的羧基与 °∞的羟基很难发生酯

化反应 而且因为  ×÷的溶解性太差 即使加入溶

剂 反应仍不是在均相中进行 故反应不仅进行得很

慢而且很不完全 ∀如果加入 ⁄≤≤作脱水剂 ⁄ °

作催化剂 搅拌反应  后 °∞2 ×÷偶联物的产

率仍只有 1 按修饰物中  ×÷的相对含量进

行计算 ∀微波是一种清洁能源 对许多有机反应

具有良好的催化作用 为了找到一种实现  ×÷与

°∞酯化反应的方法 本工作探讨了微波对该酯

化反应的催化作用 ∀实验发现 微波对  ×÷ 与

°∞的酯化反应具有明显的催化作用 即使不加

⁄≤≤和 ⁄ °只需催化反应   ×÷ 2°∞偶

联物的产率即可提高到 1 但因反应过程中热

量的聚积使得  ×÷容易被氧化而明显变焦 产率偏

低 ∀当使用微波催化并同时加入 ⁄≤≤和 ⁄ °时 
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反应结果明显改善 得到的偶联物中  ×÷相对含量

提高到 以上 说明微波催化和常规催化的协同

作用可以促使  ×÷与 °∞反应完全 ∀在此酯化

反应中 为了保证 °∞反应完全 !不给后续的分

离纯化带来麻烦 反应时使  ×÷与 °∞两者之

间物质的量之比为 1 Β未反应完的  ×÷在加

入 ≤ ≤后可以过滤除去 ∀故选用 /微波催化 

化学催化 0相结合的方法 作为合成  ×÷与 °∞

偶联物的方法 ∀

2  ΜΤΞ 2µ ΠΕΓ偶联物的结构表征

对  ×÷ 2°∞偶联物的无水乙醇溶液进行紫

外扫描 在  处具有最大吸收波长 摩尔吸光

系数 Ε 1 ≅ 

# 

 # 

这说明偶联物

中已引入了  ×÷的共轭结构 ∀偶联物的红外光谱

分析如下 

  2的 2伸缩振动 

 °∞的 2≤伸缩振动  酯键的羰基

伸缩振动  苯环骨架  °∞的 2≤

弯曲振动  ≤ 2 2≤伸缩振动 ∀核磁共振碳

谱 

≤   主要特征峰如下 1伯碳 1

仲碳 11≤21 ∗ 1°∞

1苯环 11羰基 ∀以上的结

构分析表明 产物确实为  ×÷ 2°∞偶联物 同时

结合反应物的配比情况 由于  ×÷过量 生成双酯

的可能性非常小 生成的偶联物应为单酯 ∀

3  紫外分光光度法测定 ΜΤΞ 2µ ΠΕΓ 偶联物的含

量

按中国药典 年版  ×÷的分析方法配制

 ×÷标准溶液 在 ∂  ≤ 紫外光谱仪上扫

描 确定  ×÷标准品在  处有最大吸收波长 

然后绘制其标准工作曲线 ∀实验结果表明 实验测

量的线性范围为  ∗  Λ# 

其摩尔吸光系数

Ε  1 ≅ 

# 

 # 

 ×÷的吸收度与浓

度呈良好的线性关系 Ρ

 1 ∀因此 用紫外

吸光光度法测定  ×÷的含量是可行的 ∀另外 考虑

到  ×÷在  下的紫外吸收来源于其分子中的

共轭结构  ×÷ 2°∞中的其他结构如 °∞在测

定范围内不会产生紫外吸收 所以  ×÷ 2°∞在该

波长下的吸收可认为仅仅由其中的  ×÷共轭结构

引起 吸收度大小与  ×÷的含量成正比 ∀事实上 

实验测量了  ×÷ 2°∞偶联物的最大吸收波长为

 与  ×÷最大吸收波长  非常接近 因

此测定  波长下的吸收度所得出的产物含量

不会产生太大的误差 ∀由此方法测得产物中  ×÷ 2

°∞偶联物的含量为 1 ∀

4  ΜΤΞ 2µ ΠΕΓ偶联物的溶解性

参照文献 ≈的方法 分别测定  ×÷及  ×÷ 2

°∞在纯水中的溶解度以及它们在辛醇 水中的

分配系数 ∀实验结果表明  ×÷在纯水中的溶解度

为 1 Λ# 

 ×÷ 2°∞偶联物的溶解度

为  1 Λ# 

 ×÷ 2°∞偶联物在纯水中

的溶解度提高了 倍  ×÷的分配系数为 1

而  ×÷ 2°∞偶联物的分配系数为 1即分配

系数提高了近 倍 ∀溶解性实验充分说明了将

 ×÷变为  ×÷ 2°∞后 其溶解性得到了显著改

善 其水溶性和脂溶性均有很大程度的提高 从而更

有利于  ×÷在生物体内的吸收和代谢 这对提高

 ×÷的生物学性能 !改变药物的给药方式和途径提

供了新的可能 ∀

5  ΜΤΞ 2µ ΠΕΓ偶联物的抗肿瘤活性

设置空白对照 用  ××法测定  ×÷ 和  ×÷ 2

°∞对小鼠 白血病细胞生长的抑制作用 以

细胞存活率  吸收度值 对  ×÷ 及  ×÷ 2

°∞浓度作图 结果见图 ∀由图 可知  ×÷ 2

°∞对小鼠 白血病细胞生长的抑制作用与

 ×÷相当 说明药物经 °∞修饰后没有明显改变

其抗肿瘤活性 ∀

Φιγυρε 1     

 ×÷  ×÷ 2°∞ ν  ξ ? σ

Π  1

Ρ εφερενχεσ

≈     ≤2  

∏   √ 

∏≈  °   

≈ ≤  °   

∏  2∏ ∏

≈ ⁄∏ 
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/第六届中药新药研究与开发信息交流会暨 5中草药 6杂志第十届编委会 0征文通知

随着我国医药市场的不断发展 药品市场的饱和程度日益加剧 市场竞争也越来越激烈 ∀医药企业要想在市场竞争中

立于不败之地 只有用创新精神不断开发出新药 用新品种领先行业 独占市场空位 焕发企业的生命力 ∀为了推动中药行

业实现自主创新 促进中药新药研发理论的新突破 5中草药 6杂志编辑部拟于 年 月在云南省丽江市召开 /第六届

中药新药研究与开发信息交流会暨 5中草药 6杂志第十届编委会 0 ∀现将有关事项通知如下 

1  会议内容

 学术交流 本次会议主要邀请以下几方面的研究报告和综述性文章  ≠ 创新中药新药的研究思路   中草药化学

成分研究在中药创新研究中的作用  ≈ 代谢组学及药代动力学研究在中药创新研究中的意义  …新技术在创新中

药研究中的应用   中药新药的临床前安全性研究 °进展  中药新制剂研究进展   中药新药药效学研究

的关键技术   中药创新与国际化进展   中药专利与知识产权保护 ∀

 组织科研 !医疗 !教学机构进行中药新药研究成果发布和技术咨询 并与生产企业进行科技合作洽谈 ∀

 召开 5中草药 6杂志第十届编委会 进行编委会的换届改选 颁发编委证书 共商如何进一步提高 5中草药 6杂志质

量 扩大对外交流 把本刊办成国内一流 !国际知名的精品期刊 ∀

2  论文征集

凡未公开发表和未在国内外会议上报告过的研究论文和综述文章均属征集范围 ∀征稿具体要求详见 5中草药 6杂志

年第 期 /投稿须知 0 ∀截稿日期为 年 月底 ∀论文寄至 天津市南开区鞍山西道 号 5中草药 6杂志编辑部

邮编  并在信封上注明 /征文 0字样 ∀论文经专家审评录用后将发给第一作者论文录用通知 并将编入此次会

议专刊即 5中草药 6杂志 年增刊 ∀

3  信息发布

会议期间将为药厂 !保健品厂 !分析仪器厂及制药机械 !设备厂提供产品展示 !技术咨询有偿服务活动 欢迎有关厂

家到会参展 !咨询 ∀

欢迎踊跃参会 即日起可填写回执报名 大会组委会收到回执后将寄上第二轮详细通知 ∀回执收件人 天津市南开

区鞍山西道 号 5中草药 6杂志编辑部 解学星同志 邮编  联系电话     传真   

 ∞2    网址  ∀

5中草药 6杂志编辑部
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