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摘要 目的  以 ∆型谷氨酸为原料 通过一系列化学转化 合成了新的核苷类化合物 Β2Λ2⁄并初步探索其体

外抗 ∂作用 ∀方法  合成 Β2Λ2⁄用红外光谱 !核磁共振氢谱和质谱确证目标化合物的结构 以 细胞

细胞进行 ∂基因组转染后所得 培养为基础 ≥∏印迹法检测不同浓度化合物体外抑制 ∂ ⁄

复制作用 并求出 抑制的药物浓度 即 ∞≤ ∀以四噻唑蓝  ××比色分析法检测不同浓度药物的细胞毒性 求

出 ≤ ∀结果  化合物 Β2Λ2⁄经红外光谱 !核磁共振氢谱和质谱确证 细胞培养上清液病毒 ⁄的

≥∏印迹 !自显影结果显示病毒的抑制呈明显的浓度依赖性 计算出 ∞≤
为 1 Λ# 


胞内 ⁄的

≥∏印迹 !自显影显示类似的结果 细胞毒性实验显示 ≤
为  Λ# 

 ∀结论  体外实验显示 Β2Λ2⁄具

有明显的抑制病毒 ⁄复制作用 且无明显的细胞毒性 ×值为  高于临床用 √∏有望开发为

临床抗 ∂用药 ∀
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 2 ∞≤ 1 Λ# 

 ×¬¬ ≤

 Λ# 

 Χονχλυσιον  Β2Λ2⁄   ∏∏ Β2Λ2⁄  

   ∂ ιν ϖιτρο  ¬ ×√∏  ¬

√  2∂ ∏

Κεψ ωορδσ: ∏∏ Β2Λ2⁄   √∏

  近年来 核苷类化合物已成为抗乙肝病毒

∂ 类药物的研究新热点 ≈
以拉咪呋啶 ×≤ 

为代表的 χχ2二脱氧核苷 ⁄⁄在抗 ∂治疗

方面所起的作用引起了极大的关注 它们通过选择

性作用于病毒聚合酶 展现出强抗病毒复制作用和

低毒性反应 ≈ ∀

本文以 ∆型谷氨酸为原料 化学合成了新的核

苷类化合物 Β2Λ2⁄合成路线见图 其化学结构

不同于 ×≤其碱基不是 ≤ 胞嘧啶 而是  腺嘌

呤 ∀糖链 碳原子间呈双键结构 ∀ 细胞

培养中 显示了明显的抑制 ∂ ⁄复制活性 而

且无明显细胞毒性 有望开发为新一类抗 ∂ 药

物 ∀

    ≥    ∗  ε   ×  ≤   

∏¬      ×⁄°≥≤  ⁄ ƒ 

  ⁄≥× ƒ    ε  × ≥≤  °≥ 

  ε   ⁄2  ∏     ε  

  ⁄ ° ≤ ≤   ε   2∏   ⁄≥

  ≥ × ≥×≤≤ ≤ ≤   ε   ≤ 

   ε      °≤ ≤   ε  

×ƒ × ƒ

Φιγυρε 1  ≥∏ Β2Λ2⁄

结果

1  Β2Λ2∆4Α的合成

以 ∆2谷氨酸为起始原料 合成了 Β2Λ2⁄用元

素分析 !红外光谱 !氢核磁共振和质谱确证了结构 ∀

2  Β2Λ2∆4Α抑制 ΗΒς ∆ΝΑ的复制

细胞外 ∂ ⁄印迹结果显示 图 呈现

明显的量效关系 计算机图象处理分析 以不加药空

白对照组的游离 ∂ ⁄灰度计为 量出各组的

灰度值 再求出 ∂ ⁄抑制百分率 并划出浓度

与抑制率关系曲线 最后分析出 ∞≤为 1 Λ#


 ∀细胞内 ∂ ⁄印迹结果相类似 图 ∀

 √  √∏ Λ# 

 

Β2Λ2⁄  Λ# 

  Β2Λ2⁄  Λ# 


 

Β2Λ2⁄ 1 Λ# 

  Β2Λ2⁄ 1 

 

Φιγυρε 2    ¬∏

∂ ⁄  Β2Λ2⁄
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Φιγυρε 3      ∏

∂ ⁄  Β2Λ2⁄  √  

√∏  Β2Λ2⁄  Λ# 

  Β2Λ2⁄

 Λ# 

  Β2Λ2⁄ 1 Λ# 


  Β2Λ2

⁄ 1   

3  细胞毒性检测

结果如表 计算出 ≤为  Λ# 
 ∀

Ταβλε 1  ⁄2√  

 Β2Λ2⁄ ν   ξ ? σ

⁄Λ#    

 1 ? 1 1

 1 ? 1 1

 1 ? 1 1

 1 ? 1 1

 1 ? 1 1

 1 ? 1 1

 1 ? 1 

Φιγυρε 4  ∞Β2Λ2⁄  ∏√ 



讨论

拉咪呋啶在长期应用过程中出现了病毒变异和

耐药 以及停药反跳等问题 为新的核苷类化合物的

开发提出了迫切的需要 ≈ ∀

作者在国内首次合成了新的核苷类似物 Β2Λ2

⁄是以 ∆2谷氨酸为原料经过基团的保护 !还原 !

取代等反应 在糖基的 χχ位进行双脱氧 !双脱氢

而得到 其化学名为 χχ双脱氧 !双脱氢腺苷 ∀

Β2Λ2⁄的量效关系研究显示 Β2Λ2⁄处理

后 细胞培养上清液中 ∂ ⁄得到明显的抑制 

并呈现明显的剂量依赖性 细胞内 ∂ ⁄显示

相似的结果 利用图象处理软件 ×× 1

进行灰度分析得 ∞≤为 1 Λ# 
 ∀同

√∏相比较 Β2Λ2⁄具有相似的高效抑制

∂ ⁄复制作用 ∀细胞毒性实验显示 治疗剂量

无明显细胞抑制作用 超大剂量实验获得 细胞

抑制浓度 即 ≤为  Λ# 
 ∀治疗指数

∏¬×  ≤ ∞≤ Β2Λ2⁄的 ×为

 ∀以往实验报道 √∏的 ×为 ∀可

见 Β2Λ2⁄如同 √∏具有强效抑制 ∂病

毒复制作用 并具有更高的治疗指数 ∀

Β2Λ2⁄抑制病毒的机制尚待研究 可能同样

作用于 ⁄的复制始动或延伸过程 与 √∏

的化学结构相比较 Β2Λ2⁄的碱基是腺嘌呤 

而不是胞嘧啶 ≤ 糖基中具有双键结构 因此 其

抑制 ∂复制的机制可能有所不同 ∀作为新一类

核苷类化合物的出现 Β2Λ2⁄可望成为更有效的

抗 ∂类药物 可望对 √∏耐药或存在病毒

变异株的患者有效 亦有望联合用药提高疗效或缩

短用药疗程 并减少变异株与耐药株的出现 ≈ ∗  ∀

实验部分

熔点用 ÷ ×2熔点测定仪测定 温度计未校

正 ∀    用 ∂   ∏ ∂ ÷ 2  核

磁共振仪测定 样品用氘代有机溶剂溶解 !× ≥为

内标  用 2≥÷ 2ƒ×2 红外光谱仪测定 压

片 ∞用 ƒ ∞ 元素分析仪测定  ≥用

2≥ƒ质谱仪测定 旋光值用 °2∞

 °旋光仪测定 ∀ ∆2∏∆2谷

氨酸 ! 硼氢化钠 !×⁄°≥≤ 氯化叔丁基二

苯基硅烷 !咪唑 ! ⁄≥×ƒ六甲基

二硅氨基锂的 ×ƒ溶液 !× ≥≤三甲基氯硅烷 !

°≥溴化苯硒 !⁄2 二异丁基氢化铝 !

 ⁄≥ 六甲基二硅胺 ! 2≤∏2氯嘌

呤 ! × ≥×三甲基硅氧烷基三氟甲磺酸 和

⁄ °等试剂均为 试剂 购于中国百

灵威化学技术有限公司 ∀其他试剂和溶剂均为分析

纯 购于上海化学试剂公司 ∀

1  Ρ 2( − ) 2Χ2(叔丁基二苯基硅氧甲基 ) 2Α2苯硒基 2

Χ2丁内酯 6
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在氩气保护下 向盛有 Ρ2  2Χ2羟甲基 2Χ2丁

内酯 4
≈

  的干燥 ⁄ ƒ 溶

液中加入 1  咪唑 搅拌溶解并缓慢

加入 1 氯化叔丁基二苯基硅烷  ∀

反应混合物在室温下搅拌反应  减压蒸出 ⁄ ƒ

残留物溶于 ≤≤  中 依次用盐酸 !水洗

涤 无水硫酸钠干燥 过滤 浓缩 残留物经硅胶柱色

谱分离 用正己烷洗脱 得一白色结晶物 Ρ2  2Χ2

叔丁基二苯基硅氧甲基 2Χ2丁内酯 5 

  ∗  ε ∀    ≤⁄≤ ∆1

  ≅ ≤ 1 ∗ 1  2 1 ∗

1 2 1ϑ  1  2

1ϑ  1  21 ∗

1 2 1 ∗ 1  ≅ °∀

在   ε !氩气流的条件下 在  内将 

# 
六甲基二硅氨基锂的 ×ƒ溶液 1 

1 加入到 5的干燥 ⁄ ƒ 1 

 溶液中 ∀反应混合物在   ε 下搅拌 1

后 加入 1 三甲基氯硅烷 1 缓慢

升温至室温 并继续搅拌  ∀然后让反应液再降至

 ε 加入溴化苯硒 1 1 的无

水 ×ƒ 溶液 并保持在此温度下搅拌至黑

褐色消失 ∀最后向反应液中加入乙醚  水洗

至醚层呈淡黄色 无水硫酸钠干燥 过滤 浓缩 ∀残

留物经硅胶柱色谱分离 用石油醚 ∗ 乙酸乙酯 2

石油醚梯度洗脱 得化合物 6 1  ∀

≈Α

⁄  1βχ  ≤≤ 

   ≤⁄≤ ∆

1  ≅ ≤ 1 ∗ 1 2

1 ∗ 1 21ϑ  1 

 21ϑ 1  21

ϑ 11  2 1 ∗ 1 

2 1 ∗ 1  ≅ °∀

2  62氯 292[ 52Ο2(叔丁基二苯基硅基 ) 22, 32二脱氧 2

2Α2苯硒基 2Λ2核糖 ] 29Η 2嘌呤 8

在   ε 氩气流的条件下 在  内将 

# 
二异丁基氢化铝甲苯溶液 1 

1 加入到 1 61 的甲苯

溶液  中 然后将反应液缓慢升至室温 并在

室温下反应  用甲醇  终止反应 ∀反应

液用乙酸乙酯  稀释 依次用饱和酒石酸钠 !

水 !饱和盐水洗 无水硫酸钠干燥 过滤 浓缩 ∀残留

物依次加入 ≤ ≤  ! 1 吡啶 !  

⁄ °和 1 乙酸酐 在  ε 反应  ∀反应液浓

缩 残留物即为化合物 2乙酰基 2Α2苯硒基 22Ο2

叔丁基二苯基硅基 2Λ22二脱氧核糖 7 1

∀由于 7不稳定 故未进行分离 直接进行下面实

验 ∀

向反应瓶中加入 1 2氯嘌呤 1 !

1 硫酸胺和六甲基二硅胺  在氩气保护

下加热回流 直至反应液变成澄清溶液 约  ∀

反应液冷却 静置过夜 有结晶析出 ∀在无水无氧的

条件下 将过量的六甲基二硅胺烷转移出反应体系 

在逆氩气流条件下加入干燥的 2二氯乙烷 

和  7 1 的 2二氯乙烷溶液 ∀

将反应液冷却至   ε 加入三甲基硅氧烷基三氟

甲磺酸 × ≥×1 1  加完 

并在  ε 条件下搅拌  ∀将反应液温度升

至室温  后 ×≤监测 发现反应完成 将反应液

倾入乙酸乙酯   中 加入饱和 ≤ 

搅拌  ∀有机层用饱和 ≤洗涤 无水

硫酸钠干燥 过滤浓缩 ∀残留物经硅胶柱分离 用

乙酸乙酯 2石油醚洗涤 得产物 8 1 

 ∀  ∗  ε ≈Α

⁄  1βχ  

≤  

    ≤⁄≤  ∆1   ≅

≤ 1 ∗ 1 χ21 ∗ 1

 χ21 ∗ 1 χ21 ∗ 1

 χ21 ∗ 1χ2 1 ∗ 1

 χ2 1 χ2 1 ∗ 1

  ≅ °1 2 1 2 ∀

3  Β2Λ2(2χ, 3χ2二脱氧 22χ, 3χ2二脱氢核糖 )腺苷 (Β2

Λ2∆4Α) 11

将 1 化合物 81 溶解于氨气饱

和的甲醇  中 加入到不锈钢压力罐中 密封 

加热至  ε 反应  然后冷却反应液 蒸去溶

剂 ∀残留物经硅胶柱分离 用乙酸乙酯 2石油醚

Β洗脱 得产物 9 1  ∀   ∗

 ε ∀

将 1 化合物 9 1 溶于 ≤ ≤

 并加入催化量的吡啶 在冰水浴 !迅速搅拌

条件下 滴加    1  加完 ∀反应

由 ×≤监测 展开剂为 ≤ ≤ 2  1Β1当

反应原料斑点消失后 让反应温度升至室温 反应液

在室温下继续搅拌 1 用 ≤ ≤稀释 水洗 无水

硫酸钠干燥 ∀蒸去溶剂 残留物经硅胶色谱柱分离 

用 ≤≤和    2≤≤洗脱 得化合物 χ2Ο2

叔丁基二苯基硅基 2Β2Λ2χχ2二脱氧 2χχ2二

脱氢核糖 腺苷 10 1   ∀   ∗

 ε ∀
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将化合物 101 1 溶于 ×ƒ

中 加入  # 


×ƒ ×ƒ溶液 1 ∀

反应液在室温下搅拌  ×≤监测 反应原料消失 ∀

除去溶剂 残留物经硅胶柱色谱分离 用 

  2≤≤洗脱 得一白色固体 即化合物 11 Β2Λ2

⁄    ∀   ∗  ε  ≈ Α

⁄

 1βχ  ≤  ∀元素分析 ≤    

实测值  ≤ 1  1 1计算值

 ≤ 1  1 1∀  压片 



      

 ∀    ⁄ ≥ 2δ ∆1ϑ  1 

 χ2 1 ∗ 1 χ2 1 

χ2 1 χ2 1 χ2 1

 2 1 2 ∀  ≥ƒµ / ζ



∀

4  生物活性部分

4 . 1  材料和试剂  √∏ ≤由美国 ≠大

学药学院提供 ∀ °2≤×°购于北京亚辉公司 ∂

⁄探针由本实验室保存  ××为瑞士 ƒ∏公司

产品 ∀ 细胞系由美国 ≠大学医学院

≤博士惠赠 ∀ 细胞购于武汉大学细胞保

存中心 ∀

4 . 2  细胞培养及 Β2Λ2∆4Α的应用  细胞接

种于 孔板 细胞数为  ≅ 
个 孔 加于培养液

 孔 培养液含胎牛血清  !青霉素 

# 
 !链霉素  Λ# 

 ∀接种后 换用

含药培养液 每个药物浓度点设 或 个平行孔 同

样条件下培养  每  换含药培养基 次 ∀以拉

咪呋啶为阳性对照组 浓度为  Λ# 

设立阴

性对照孔组 不加药物培养 ∀ 细胞作为空白

对照 ∀于  回收全部细胞及上清液 ∀上清液

∂ ⁄抑制百分率为 

阴性对照  ≤ ⁄ 药物处理样本  ≤ ⁄

阴性对照  ≤ ⁄
≅ 

4. 3  ∆ΝΑ的提取  上清液 °∞沉淀 !再裂解液悬

浮 !孵育 最后用酚 !氯仿抽提 乙醇沉淀得上清液

∂ ⁄吸取上清液后 每孔加入裂解液裂解 !消

化  再用酚 !氯仿抽提 乙醇沉淀得细胞内总核

酸  处理  最后加入醋酸氨 !乙醇沉淀得

细胞内总 ⁄∀

4 . 4  Σουτηερν印迹检测上清 !细胞内抗 ΗΒς 作用

上清及细胞内 ⁄后者经过内切酶 消化

后 于 1琼脂糖凝胶电泳 !尼龙膜印迹 ! °标记

∂ ⁄探针杂交 ! ≅ ≥≥≤ 1 ≥⁄≥室温  及

1 ≅ ≥≥≤ 1 ≥⁄≥  ε  洗膜 !放射自显影 !

显影条带经计算机图像处理系统进行定量分析 并

计算出 ∞≤ ∀

4. 5  细胞毒性检测  细胞接种于 孔培

养板 细胞密度  ≅ 

 后换用含不同浓度 Β2Λ2

⁄培养基处理 每个浓度点设 个平行孔  后

回收细胞 用  ××比色法分析检测细胞吸收度 与

对照孔的吸收度 存活细胞  比较 计算存活

细胞百分比 并计算出 ≤ ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ ƒ ≥  ≤∏ •  ≤∏ 

∏∏  √∏

  √2
≈ ϑ ΓαστροεντερολΗεπατολ 15  

≈  ∏ ÷  ∏ ° ≤∏ ÷  ετ αλ ⁄2
⁄√ ∏ 

 ∏   ≈  Αντιµ ιχροβ

ΑγεντσΧηεµ οτηερ 44  

≈    ≤∏   ∂ 2 √

 ∏  ∏ ∏

∏   ∏  

∏  ≈  ϑ Αντιµ ιχροβ Χηεµ οτηερ

40  

≈ ° ⁄ ×≥   ⁄⁄ 

 √ √ ∏≈

ΡεϖΜεδ ςιρολ 10  

≈ ∏∞∞ °  •   ετ αλ Ιν ϖιτρο 2
  √∏ √  δ2Ο2 ∏

√√  δ2∏2δ δ2¬  ƒ× 

 δ22δ δ2¬  ×  ≈  ϑ

Πηαρµ Πηαρµ Σχι 1  

≈ ƒ∏ ∏ ≥  ≤ ≠ ≤ ≥√  Λ2   2
¬   √∏  

√∏ ∏≈ Βιοχηεµ Πηαρµ αχολ

57  

≈ °∏≤    ετ αλ × Σ22
2 ∏    √

 ≥ιν ϖιτρο 2 √∏√

 Σ222 √√ 

√≈ ΑντιϖιραλΡεσ 40  

≈ ≤ ≤    Σ2  2 

Ρ2  222¬ Λ2  ∆2
∏√Σ2  2  Ρ 2  22¬2
2¬≈ Σψντη Χοµ µ υν 3 
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