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摘　要　为获得具有肝靶向性的阿德福韦酯衍生物，以阿德福韦双 Ｌ氨基酸酯为先导化合物，利用胆汁酸的肠肝循环特
性，采用骈合原理设计合成了 １０个阿德福韦单 Ｌ（硫代）氨基酸酯，单胆酸酯衍生物（６ａ～６ｊ），其结构经过
１ＨＮＭＲ，１３ＣＮＭＲ，ＥＳＩＭＳ，ＥＳＩＨＲＭＳ确证。采用ＨｅｐＧ２２１５细胞株研究化合物的抗ＨＢＶ活性，挑选其中抗病毒活性好
且选择性指数较高的化合物６ｃ（ＥＣ５００９２μｍｏｌ／Ｌ，ＳＩ５１２６３）进行小鼠体内组织分布研究。结果表明，从给药１５ｍｉｎ到
１２ｈ的各个时间点上，化合物６ｃ在肝中的含量均比其他脏器中高，在肾中含量均比其他脏器低，且肝中含量在各时间点上
均高于阳性对照阿德福韦，肾中含量均低于阳性对照。以上结果提示化合物６ｃ具有较高的抗病毒活性，且具有良好的肝
靶向性并降低了在肾中的蓄积，具有进一步研究的价值。
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　　阿德福韦酯（ａｄｅｆｏｖｉｒｄｉｐｉｖｏｘｉｌ，图 １）是由
ＧｉｌｅａｄＳｃｉｅｎｃｅ公司研制的第１个非环核苷膦酸酯
类抗ＨＢＶ药物，２００２年被ＦＤＡ批准上市。由于其
能有效绕过病毒编码激酶催化的首次磷酸化过程，

因此，对拉米呋啶（ｌａｍｉｖｕｄｉｎｅ）、泛昔洛维（ｆａｍｃｉ
ｃｌｏｉｒ）及恩曲他滨（ｅｍｔｒｉｃｉｔａｂｉｎｅ）等核苷类似物产
生耐药的变异 ＨＢＶ能产生较好的抑制效果［１－２］。

但是阿德福韦酯临床应用中发现其主要不足是释

放原药过程中产生毒性载体片段，临床应用中易产

生剂量依赖性肾毒性［３－４］，并且药物在肝细胞中富

集能力差，肝脏靶向定位能力较弱［４－６］。因此设

计、合成含有内源性载体，能实现药物肝靶向性富

集，同时非靶器官毒性降低的阿德福韦前药对于研

制、开发具有自主知识产权的新型抗 ＨＢＶ药物具
有重要价值。

胆汁酸（包括胆酸、去氧胆酸与熊去氧胆酸

等）是内源性的肝细胞特异性天然底物。其在肝

细胞内生成后随胆汁流入小肠，参与脂类物质吸

收，之后在回肠末端被迅速重吸收，通过门静脉重

新进入肝脏，形成肝肠循环（ｅｎｔｅｒｏｈｅｐａｔｉｃｃｉｒｃｕｌａ
ｔｉｏｎ，ＥＣ）［７］，该过程中其仅有少量胆汁酸（＜５％）
进入血液，因此胆汁酸具有高度的器官特异性。

成人体内肝肠循环每天重复６～１５次，参与循环
的胆酸总量达到１７～４０ｇ，表明胆汁酸同时具有
极高的转运能力。报道显示，胆汁酸可以作为肝

靶向性药物转运载体，药物胆酸偶联物能够借助

于肠肝循环中两种重要的胆汁酸转运载体，回肠

末端上皮细胞顶端刷状缘膜中的钠离子依赖性

胆酸转运体（ｈｕｍａｎａｐｉｃａｌｓｏｄｉｕｍｄｅｐｅｎｄｅｎｔｂｉｌｅ
ａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ｈＡＳＢＴ）与肝细胞表面的钠离子牛
磺胆酸转运多肽（Ｎａ＋／ｔａｕｒｏｃｈｏｌａｔｅｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ
ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，ＮＴＣＰ）转运并参与胆汁酸的肠肝循
环［６，８］，从而提高药物的吸收及在肝脏中的浓度，

赋予药物肝脏选择性。这种修饰策略被成功应用

于胆酸苯丁酸氮芥偶合物、硝基化阿魏酸与熊去
氧胆酸偶联物（ＮＣＸ１０００）以及熊去氧胆酸载体偶
联的加巴喷丁衍生物设计上（图１），明显提高了药
物的肝细胞靶向性及口服生物利用度［４－６］。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆａｄｅｆｏｖｉｒｄｉｐｉｖｏｘｉｌａｎｄｂｉｌｅａｃｉｄｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｐｒｏｄｒｕｇｓ

　　为探索胆酸酯结构片段的引入能否适用于阿
德福韦酯结构修饰，以期发现具有较强抗病毒活性

与较高肝脏分布特性的抗 ＨＢＶ阿德福韦前药，本

研究以前期获得的具有较强抗病毒活性与较低毒

性的阿德福韦双 Ｌ氨基酸酯为先导化合物［９－１０］，

结合胆酸酯前药具有的结构特征，应用药物设计
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上的亚结构拼合原理（ｓｕｂｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ），设计、合成了阿德福韦单 Ｌ（硫代）氨基
酸酯，单胆酸酯衍生物（６ａ～６ｊ）（图２）。通过对
ＨｅｐＧ２２１５细胞系分泌的 ＨＢＶＤＮＡ的抑制作

用考察目标化合物的抗 ＨＢＶ活性，筛选出具有较
强抗病毒活性及较高作用选择性指数的化合物进

行小鼠体内组织分布实验。目标化合物的结构鉴

定及药理活性结果见表１～３。

Ｔａｂｌｅ１　Ｙｉｅｌｄｓ，１ＨＮＭＲ，１３ＣＮＭＲａｎｄＭＳｄａｔａｏｆｔａｒｇｅｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓ６ａ６ｊ

Ｃｏｍｐｄ
Ｔｏｔａｌ
ｙｉｅｌｄ／％

１ＨＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）δ

１３ＣＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，１００ＭＨｚ）δ

ＥＳＩＭＳ
（ｍ／ｚ）

ＥＳＩＨＲＭＳ（ｍ／ｚ）
Ｃａｌｃｄ（Ｆｏｕｎｄ）

６ａ １７８ ８２９（１Ｈ，ｓ，２Ｈ），７９２（１Ｈ，ｓ，８Ｈ），６０８（２Ｈ，ｂｒｓ，
ＮＨ２），４４０（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝５６Ｈｚ，ＮＣＨ２），４１８４０５
（９Ｈ，ｍ，２×Ｐ（Ｏ）ＯＣＨ２，２×ＣＨ２ＯＣＯ，ＣＨＮＨ２），３９１
（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝４０Ｈｚ，ＮＣＨ２ＣＨ２），３７８（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０
Ｈｚ，ＯＣＨ２Ｐ），３５５３４５（２Ｈ，ｍ，２×ＣＨＯＨ），２３９
２３０（１Ｈ，ｍ），２２３２１６（１Ｈ，ｍ），１９７０９６（３６Ｈ，
ｍ），０９３０８６（１２Ｈ，ｍ，４×ＣＨ３）

１７５０１，１７４１６，１５５４７，１５２９２，１４９７６，
１４１３４，１１９１２，７１３３，７１１６，６５７７，
６４１０，６４０６，６３１１，６３０４，６２８６，６０５９，
６０１１，５８９１，５５７３，５４６９，５０７３，４３６８，
４２４１，４００８，３９１５，３７２５，３６８９，３５１７，
３４９０，３４０２，３１０１，３０２９，２９７５，２９３４，
２８６３，２６８２，２４７７，２３５５，２１１２，１８３５，
１５６５，１２０９，１１６３

８６３５０
［Ｍ＋Ｈ］＋

８６３５０４２
（８６３５０５２）
Ｃ４３Ｈ７２Ｎ６Ｏ１０Ｐ

［Ｍ＋Ｈ］＋

６ｂ １９７ ８２５（１Ｈ，ｓ，２Ｈ），７９６（１Ｈ，ｓ，８Ｈ），６０７（２Ｈ，ｂｒｓ，
ＮＨ２），４３９（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝５６Ｈｚ，ＮＣＨ２），４１７４０７
（９Ｈ，ｍ，２×Ｐ（Ｏ）ＯＣＨ２，２×ＣＨ２ＯＣＯ，ＣＨＮＨ２），３９０
（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝４０Ｈｚ，ＮＣＨ２ＣＨ２），３７７（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０
Ｈｚ，ＯＣＨ２Ｐ），３５６３４５（２Ｈ，ｍ，２×ＣＨＯＨ），２４０
２３２（１Ｈ，ｍ），２２４２１５（１Ｈ，ｍ），１９９０９８（３６Ｈ，
ｍ），０９３０８４（１２Ｈ，ｍ，４×ＣＨ３）

１７５０３，１７３９７，１５４８６，１５２４６，１４９７４，
１４０９７，１１９２９，７１５６，７１１２，６５７５，
６４０１，６３９７，６３０５，６３０１，６２８５，６０５７，
５８８９，５５６８，５４６８，５０７２，４３６６，４３３４，
４２４１，４００７，３９１４，３７２３，３６６６，３５１５，
３４８９，３４０２，３１０１，３０２９，２９７５，２９６７，
２９３４，２８６２，２６８１，２３５４，２１１１，１８３３，
１５４６，１２０７，１０９９

８６３５０
［Ｍ＋Ｈ］＋

８６３５０４２
（８６３５０４３）
Ｃ４３Ｈ７２Ｎ６Ｏ１０Ｐ

［Ｍ＋Ｈ］＋

６ｃ ２３６ ８２２（１Ｈ，ｓ，２Ｈ），８０１（１Ｈ，ｓ，８Ｈ），６９８（２Ｈ，ｂｒｓ，
ＮＨ２），４３８（２Ｈ，ｍ，ＮＣＨ２），４２８（２Ｈ，ｍ，
ＮＣＨ２ＣＨ２），４１５４０６（６Ｈ，ｍ，ＣＨ２ＯＣＯ，２×Ｐ（Ｏ）
ＯＣＨ２），３９５（１Ｈ，ｍ，ＣＨＮＨ２），３８９（２Ｈ，ｍ，
ＣＨ２ＯＣＯ），３８２（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＯＣＨ２Ｐ），３５８
３５１（２Ｈ，ｍ，２×ＣＨＯＨ），２３２２２７（１Ｈ，ｍ），２２０
２１７（１Ｈ，ｍ），１９３１８９（２Ｈ，ｍ，ＯＣＨ２ＣＨ２），１７７
１１４（２８Ｈ，ｍ），１０６１００（３Ｈ，ｍ），０９５０９１（３Ｈ，
ｍ），０８５（３Ｈ，ｓ，ＣＨ３），０６２（３Ｈ，ｓ，ＣＨ３）

１７４５０，１７４５０，１５５８１，１５２６４，１４９８０，
１４１７１，１１８９７，７３０１，７１６１，６５５９，
６４４６，６３９８，６３３３，６００９，５８３５，５０７２，
４９２７，４８３３，４６７７，４６６３，４３５２，４２１３，
３６３３，３５９９，３５３２，３３６３，３３５９，３０８２，
３０７８，３０４１，２９７９，２９６２，２９５５，２８６４，
２７６６，２７１７，２６２４，２３７８，１７７１，１２７３

８２１４５
［Ｍ＋Ｈ］＋

８２１４５６０
（８２１４５３３）
Ｃ４０Ｈ６６Ｎ６Ｏ１０Ｐ

［Ｍ＋Ｈ］＋

６ｄ ２５６ ８２３（１Ｈ，ｓ，２Ｈ），７９１（１Ｈ，ｓ，８Ｈ），４４８（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝
５２Ｈｚ，ＮＣＨ２），４３３４２５（２Ｈ，ｍ，ＮＣＨ２ＣＨ２），４１２
４０３（６Ｈ，ｍ，ＣＨ２ＯＣＯ，２×Ｐ（Ｏ）ＯＣＨ２），３９８３８６
（５Ｈ，ｍ，ＣＨ２ＯＣＯ，ＯＣＨ２Ｐ，ＣＨＮＨ２），３５４３４９（２Ｈ，
ｍ，２×ＣＨＯＨ），２３９２３３（１Ｈ，ｍ），２２８２２０（１Ｈ，
ｍ），２０１１２３（２９Ｈ，ｍ），１１８１１２（６Ｈ，ｍ），１０２
０９６（９Ｈ，ｍ，３×ＣＨ３），０９１（６Ｈ，ｓ，２×ＣＨ３），０８７
０８２（２Ｈ，ｍ）

１７５８５，１６９８５，１５６５２，１５２６４，１５０６７，
１４３７２，１１９８１，７９５１，７３９５，７２４９，
７２２０，６５８３，６４８１，６４２６，６３３７，６１４６，
５８２７，４８３５，４８００，４４５６，４３５８，３７７３，
３７４０，３７１５，３６６８，３６４０，３５２７，３４７８，
３２１７，３１９６，３１０４，３０７７，３０７２，３０４６，
２９８８，２８６６，２７４５，２６７３，２４８３，２３６９，
１７５６，１４９９，１３１８，１２０４

８７７５２
［Ｍ＋Ｈ］＋

８７７５１９９
（８７７５１９２）
Ｃ４４Ｈ７４Ｎ６Ｏ１０Ｐ

［Ｍ＋Ｈ］＋

６ｅ ２２６ ８２２（１Ｈ，ｓ，２Ｈ），８０１（１Ｈ，ｓ，８Ｈ），４４０４３９（４Ｈ，
ｍ，ＮＣＨ２，ＮＣＨ２ＣＨ２），４２９４２７（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２ＯＣＯ），
４１８４０５（６Ｈ，ｍ，２×Ｐ（Ｏ）ＯＣＨ２，ＣＨ２ＯＣＯ），３９７
（１Ｈ，ｍ，ＣＨＮＨ２），３８９（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２ＯＣＯ），３８０（２Ｈ，
ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＯＣＨ２Ｐ），３７０３６８（１Ｈ，ｍ，ＣＨＯＨ），
３５４３５０（１Ｈ，ｍ，ＣＨＯＨ），２３５２２８（１Ｈ，ｍ），２２４
２１８（１Ｈ，ｍ），１９４１８９（４Ｈ，ｍ，ＯＣＨ２ＣＨ２，
ＣＨＣＨ２），１８０１１７（２９，ｍ），０９７０９１（１５Ｈ，ｍ，５×
ＣＨ３）

１７４５４，１７４４８，１５５４７，１５２１３，１４９４９，
１４１７４，１１８７４，７３１５，７１５７，６５７１，
６４０６，６４０１，６３２８，６０１１，５８０５，５０５７，
４８３３，４８３０，４６８１，４６７４，４３５５，４２１３，
３７８４，３６３９，３６０１，３５４４，３５３９，３３６７，
３０９６，３０８５，３０４７，２９６８，２８５７，２７６６，
２７１７，２６２５，２５３１，２３７６，２３２０，１７２８，
１５２０，１２７３，１１７６

８６３５０
［Ｍ＋Ｈ］＋

８６３５００３
（８６３４９７６）
Ｃ４３Ｈ７２Ｎ６Ｏ１０Ｐ

［Ｍ＋Ｈ］＋

１４
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（Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

Ｃｏｍｐｄ
Ｔｏｔａｌ
ｙｉｅｌｄ／％

１ＨＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）δ

１３ＣＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，１００ＭＨｚ）δ

ＥＳＩＭＳ
（ｍ／ｚ）

ＥＳＩＨＲＭＳ（ｍ／ｚ）
Ｃａｌｃｄ（Ｆｏｕｎｄ）

６ｆ １５４ ８２９（１Ｈ，ｓ，２Ｈ），７９５（１Ｈ，ｓ，８Ｈ），６４１（２Ｈ，ｂｒｓ，
ＮＨ２），４４０（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝５６Ｈｚ，ＮＣＨ２），４１９４０７
（７Ｈ，ｍ，２×Ｐ（Ｏ）ＯＣＨ２，ＣＨ２ＯＣＯ，ＣＨＮＨ２），３９３
（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝４０Ｈｚ，ＮＣＨ２ＣＨ２），３７８（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０
Ｈｚ，ＯＣＨ２Ｐ），３５７３４７（２Ｈ，ｍ，２×ＣＨＯＨ），２９５
２９２（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２ＳＣＯ），２３８２３１（１Ｈ，ｍ），２２４
２１８（１Ｈ，ｍ），１９８０９３（３６Ｈ，ｍ），０８９０８２（１２Ｈ，
ｍ，４×ＣＨ３）

１７５０３，１７４１８，１５５４９，１５２９４，１４９７８，
１４１３６，１１９１４，７１３５，７１１８，６５７９，
６４１２，６４０８，６３１３，６３０６，６２８８，６０６１，
６０１３，５８９３，５５７５，５４７１，５０７５，４３７０，
４２４３，４０１０，３９１７，３７２７，３６９１，３５１９，
３４９２，３４０４，３１０３，３０３１，２９７７，２９３６，
２８６５，２６８４，２４７９，２３５７，２１１７，１８３７，
１５６７，１２１１，１１６５

８７９４７
［Ｍ＋Ｈ］＋

８７９４７７４
（８７９４７５０）
Ｃ４３Ｈ７２Ｎ６Ｏ９ＰＳ

［Ｍ＋Ｈ］＋

６ｇ １８１ ８２７（１Ｈ，ｓ，２Ｈ），７９５（１Ｈ，ｓ，８Ｈ），６４８（２Ｈ，ｂｒｓ，
ＮＨ２），４３９（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝５６Ｈｚ，ＮＣＨ２），４１７４０３
（７Ｈ，ｍ，２×Ｐ（Ｏ）ＯＣＨ２，ＣＨ２ＯＣＯ，ＣＨＮＨ２），３８９
（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝４０Ｈｚ，ＮＣＨ２ＣＨ２），３７６（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０
Ｈｚ，ＯＣＨ２Ｐ），３５４３４３（２Ｈ，ｍ，２×ＣＨＯＨ），２９８
２９４（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２ＳＣＯ），２３７２３０（１Ｈ，ｍ），２２２
２１５（１Ｈ，ｍ），１９６０９４（３６Ｈ，ｍ），０９２０８５（１２Ｈ，
ｍ，４×ＣＨ３）

２０４４４，１７４２６，１５５７５，１５２９３，１４９７６，
１４１３２，１１９１８，７１３７，７１１９，７１１１，
６７２０，６５８５，６４９４，６４１９，６３１２，６０４８，
６０２６，５５８６，５４８４，４３７４，４３４７，４２５３，
４０１８，３９２６，３７３７，３７１５，３５２９，３５０３，
３４１２，３２１１，３１１６，３０３６，２９７８，２８７２，
２６９５，２４６５，２３４９，２１２２，１９７６，１８４６，
１６６３，１４２６，１２２０

８７９４７
［Ｍ＋Ｈ］＋

８７９４７７４
（８７９４７６７）
Ｃ４３Ｈ７２Ｎ６Ｏ９ＰＳ

［Ｍ＋Ｈ］＋

６ｈ １１６ ８２１（１Ｈ，ｓ，２Ｈ），８０１（１Ｈ，ｓ，８Ｈ），６３１（２Ｈ，ｂｒｓ，
ＮＨ２），４３７（２Ｈ，ｍ，ＮＣＨ２），４２７（２Ｈ，ｍ，
ＮＣＨ２ＣＨ２），４１４４０５（６Ｈ，ｍ，ＣＨ２ＯＣＯ，２×Ｐ（Ｏ）
ＯＣＨ２），３９３（１Ｈ，ｍ，ＣＨＮＨ２），３８１（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０
Ｈｚ，ＯＣＨ２Ｐ），３５７３５１（２Ｈ，ｍ，２×ＣＨＯＨ），２９９
２９５（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２ＳＣＯ），２３１２２７（１Ｈ，ｍ），２２０
２１６（１Ｈ，ｍ），１９２１８９（２Ｈ，ｍ，ＯＣＨ２ＣＨ２），１７６
１１２（２８Ｈ，ｍ），１０６１００（３Ｈ，ｍ），０９４０９１（３Ｈ，
ｍ），０８５（３Ｈ，ｓ，ＣＨ３），０６２（３Ｈ，ｓ，ＣＨ３）

２０３８１，１７４２８，１５５６１，１５２９０，１４９８１，
１４１４６，１１９２１，７１４３，７１３５，７１２２，
６７０７，６５８７，６４７９，６４２１，６３１８，６０２６，
５５８５，５４８２，４３７６，４３４９，４２５３，４０２０，
３９２７，３７３８，３７０６，３５２９，３５０３，３４１４，
３１９９，３１１６，３０３９，２９７７，２８７４，２６９５，
２３４８，２１２３，１９７１，１８４７，１６６２，１２２１

８３７４３
［Ｍ＋Ｈ］＋

８３７４３０５
（８３７４３３１）
Ｃ４０Ｈ６６Ｎ６Ｏ９ＰＳ

［Ｍ＋Ｈ］＋

６ｉ １４７ ８２３（１Ｈ，ｓ，２Ｈ），７９１（１Ｈ，ｓ，８Ｈ），６３０（２Ｈ，ｂｒｓ，
ＮＨ２），４４８（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝５２Ｈｚ，ＮＣＨ２），４３３４２５
（２Ｈ，ｍ，ＮＣＨ２ＣＨ２），４１２４０３（６Ｈ，ｍ，ＣＨ２ＯＣＯ，２×
Ｐ（Ｏ）ＯＣＨ２），３９８３８６（３Ｈ，ｍ，ＯＣＨ２Ｐ，ＣＨＮＨ２），
３５４３４９（２Ｈ，ｍ，２×ＣＨＯＨ），２９９２９５（２Ｈ，ｍ，
ＣＨ２ＳＣＯ），２３９２３３（１Ｈ，ｍ），２２８２２０（１Ｈ，ｍ），
２０１１２３（２９Ｈ，ｍ），１１８１１２（６Ｈ，ｍ），１０２０９６
（９Ｈ，ｍ，３×ＣＨ３），０９１（６Ｈ，ｓ，２×ＣＨ３），０８７０８２
（２Ｈ，ｍ）

２０４４５，１７４４７，１５５７３，１５３０２，１４９８０，
１４１３７，１１９１８，７３０６，７１５９，７１２３，
６５７９，６４２５，６３２１，６０２１，５２７５，５２０９，
４８３５，４６９７，４６８４，４６６１，４３８９，４３５５，
４２０８，３６３７，３６０２，３５３９，３４２５，３４１５，
３３６８，３１０６，３０４８，２９７３，２８６０，２７６３，
２７１４，２６２２，２４７９，２３７４，２３１７，２３００，
２１９０，２０５５，１８５２，１７３２

８９３４９
［Ｍ＋Ｈ］＋

８９３４９３１
（８９３４９９９）
Ｃ４４Ｈ７４Ｎ６Ｏ９ＰＳ

［Ｍ＋Ｈ］＋

６ｊ １６９ ８２９（１Ｈ，ｓ，２Ｈ），７９９（１Ｈ，ｓ，８Ｈ），６４９（２Ｈ，ｂｒｓ，
ＮＨ２），４４２（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝４４Ｈｚ，ＮＣＨ２），４１８４０８
（６Ｈ，ｍ，ＣＨ２ＯＣＯ，２×Ｐ（Ｏ）ＯＣＨ２），４０２３９８（１Ｈ，
ｍ，ＣＨＮＨ２），３９４３９１（２Ｈ，ｍ，ＮＣＨ２ＣＨ２），３８０
（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＯＣＨ２Ｐ），３６４３５７（２Ｈ，ｍ，２×
ＣＨＯＨ），２９５２９１（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２ＳＣＯ），２３４２３０
（１Ｈ，ｍ），２２６２２２（１Ｈ，ｍ），２０４１８３（６Ｈ，ｍ），
１８３１０２（２７Ｈ，ｍ），１０１０９４（９Ｈ，ｍ，３×ＣＨ３），
０９００８７（６Ｈ，ｍ，２×ＣＨ３）

２０４４５，１７４２８，１５５６８，１５２９９，１４９８２，
１４１２８，１１９２３，７１４０，７１３１，７１２０，
６６７０，６５８７，６５０３，６４２０，６３１３，６０２７，
５５８５，５４８２，４３７７，４３４８，４２５３，４０１７，
３９２５，３８９５，３７２８，３７０８，３５３０，３５０４，
３４１３，３１１５，３１０８，３０５７，３０３８，２９８６，
２９８０，２６９５，２４７１，２４０９，２３４８，２１２３，
１８４８，１６１３，１２２０，１１７８

８７９４７
［Ｍ＋Ｈ］＋

８７９４７７４
（８７９４７４２）
Ｃ４３Ｈ７２Ｎ６Ｏ９ＰＳ

［Ｍ＋Ｈ］＋

２４
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＤｅｓｉｇｎｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓａｓａｎｔｉＨＢＶａｇｅｎｔｓ

!

　目标化合物合成路线

目标化合物的合成参考文献［１１－１２］的报道

方法，合成路线见路线１。

Ｓｃｈｅｍｅ１　Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｒｏｕｔｅｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓ６ａ６ｊ
Ｒｅａｇｅｎｅｔｓａｎｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：（Ｉ）３ｂｒｏｍｏ１ｐｒｏｐａｎｏｌ，ＴＨＦ，ＤＣＣ，ＤＭＡＰ，０℃ｒｔ，２４ｈ；（ＩＩ）ａｎｈｙｄｒｏｕｓＤＭＦ，ＤＣＭＣ，４０°Ｃ，４８ｈ；（ＩＩＩ）ａｎｈｙｄｒｏｕｓ
ＤＭＦ，ＤＣＭＣ，８０°Ｃ，４８ｈ；（ＩＶ）８５％Ｈ３ＰＯ４／ＣＨＣｌ３，０°Ｃ，４ｈ

３４
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%

　合成实验

ＮＢｏｃＬ（硫代）氨基酸２溴乙基酯，ＮＢｏｃ
Ｌ（硫代）氨基酸３溴丙基酯参考文献［１２－１３］
报道的方法合成；其余试剂均为市售分析纯。

核磁共振光谱采用日本 ＪＥＯＬＪＮＭＥＣＳ４００
型核磁共振仪测定，ＴＭＳ内标；质谱用 Ａｃｑｕｉｔｙ系
统超高液相色谱三重四极杆串联质谱仪（美国
Ｗａｔｅｒｓ公司）测定；高分辨质谱采用液相色谱四极
杆飞行时间质谱联用仪（美国 ＢｒｕｋｅｒＤａｌｔｏｎｉｃｓ公
司）测定。小型台式冷冻高速离心机（美国Ｔｈｅｒｍｏ
ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＥＬ２０４电子天平（上海梅特勒托
利多仪器有限公司）。

分布实验动物采用ＳＰＦ级雄性ＫＭ小鼠（２０～
３０ｇ），由长沙市天勤生物技术有限公司提供，动物
合格证号：ＳＣＸＫ黔２０１６００２１。
２１　去氧胆酸３溴１丙基酯（３ａ）

在２５０ｍＬ反应瓶中加入去氧胆酸（７８４ｇ，
２０ｍｍｏｌ）、干燥四氢呋喃（ＴＨＦ）１００ｍＬ、３溴１丙
醇（３３５ｇ，２４ｍｍｏｌ）、４二甲氨基吡啶（ＤＭＡＰ，
０２５ｇ，０２ｍｍｏｌ），于０℃条件下搅拌溶解，缓慢
滴加干燥四氢呋喃溶解的二环己基碳二亚胺

（ＤＣＣ，５ｇ，２５ｍｍｏｌ）４０ｍＬ，０℃反应０５ｈ自然升
至室温后再反应２０ｈ，过滤沉淀，收集滤液减压旋
干，残余物硅胶柱色谱分离纯化（洗脱剂：石油醚
乙酸乙酯，１５∶１），得到无色油状物８７６ｇ，收率
８５３％。１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：４１７（２Ｈ，ｔ，
Ｊ＝６０Ｈｚ），３９２～３９４（１Ｈ，ｍ），３５１～３６１
（１Ｈ，ｍ），３４２（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝６０Ｈｚ），２２９～２３７
（１Ｈ，ｍ），２１０～２２３（３Ｈ，ｍ），０９８～１８５（２６Ｈ，
ｍ），０９３（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ），０８５（３Ｈ，ｓ），０６２
（３Ｈ，ｓ）。ＥＳＩＭＳ（ｍ／ｚ）：５１３５１［Ｍ＋Ｈ］＋。
２２　阿德福韦单Ｌ（硫代）氨基酸酯，单胆酸酯衍
生物的合成通法

称取阿德福韦（１０９ｇ，４ｍｍｏｌ）、Ｎ，Ｎ二环己
基４吗啉脒（ＤＣＭＣ，２０５ｇ，７ｍｍｏｌ）加入１００ｍＬ
反应瓶中，加入干燥的 Ｎ，Ｎ二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）
３０ｍＬ，氮气保护，于８０℃条件下搅拌溶解，自然降
温至４０℃后，加入中间体３ａ～３ｂ（８ｍｍｏｌ），４０℃
恒温反应４８ｈ，ＴＬＣ（展开剂：乙酸乙酯甲醇，１∶２）
显示生成的单酯点最多（４ａ，４ｂ）时，加入中间体
５ａ～５ｈ（１０ｍｍｏｌ）升温至８５℃继续反应４８ｈ后

停止反应。将Ｎ，Ｎ二甲基甲酰胺蒸干，得到淡黄
色物，加入乙酸乙酯溶解，于４℃条件下静置８ｈ，
过滤收集滤液，用４×４０ｍＬ的０１％稀盐酸，饱和
食盐水洗涤（４×４０ｍＬ），收集有机相，加入无水硫
酸钠干燥，抽滤后减压旋干，得到淡黄色油状液体，

硅胶柱色谱分离纯化（洗脱剂：氯仿甲醇，２５∶１）得
到淡黄色油状液体，再将产物放入冰浴中，加入氯

仿磷酸（３∶１）脱保护４ｈ，加入蒸馏水４０ｍＬ和氯
仿４０ｍＬ淬灭，用５％碳酸氢钠溶液调节 ｐＨ至７
左右，用氯仿萃取（４×５０ｍＬ），收集有机相，无水
硫酸钠干燥，滤液减压蒸干，硅胶柱色谱分离纯化

（洗脱剂：氯仿甲醇，２５∶１）得到淡黄色油状产物。
总共合成了１０个目标化合物，收率、核磁共振氢谱
和碳谱及质谱数据见表１。

(

　活性评价实验

参照文献［１３］方法，采用ＨｅｐＧ２２１５细胞系
评价６ａ～６ｊ对ＨＢＶＤＮＡ复制的抑制效果及细胞
毒性。受试化合物经 ＨＰＬＣ检测，纯度在 ９６％以
上，符合实验要求。

３１　细胞毒性试验
ＨｅｐＧ２２１５单细胞悬液１００μＬ加入９６孔培

养板中，放置于３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养
１２ｈ。次日吸弃上清液，加入含不同受试化合物浓
度（１０００，１００，１０和０ｍｏｌ／Ｌ）的ＤＭＥＭ培养基，每
组３复孔，加毕置于培养箱中继续培养４８ｈ后弃
上清液，各孔加入１００μＬ（含 ＣＣＫ８试剂１０μＬ）
的培养液，继续培养２ｈ，用酶标仪检测４５０ｎｍ处
各孔的吸收度，以阿德福韦酯作为阳性对照，用

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５０软件计算各受试化合物的半数
毒性浓度（ＣＣ５０）。结果见表２。
３２　细胞上清液ＨＢＶＤＮＡ的抑制试验

取浓度为每毫升５×１０４个 ＨｅｐＧ２２１５单细
胞悬液１００μＬ加入９６孔培养板中，于３７℃、５％
ＣＯ２细胞培养箱中培养１２ｈ，次日吸弃上清液，加
入含不同受试化合物浓度（１０，１，０１和０ｍｏｌ／Ｌ）
的ＤＭＥＭ培养基中，每组３复孔。每次作用２ｄ后
换同样药物浓度的细胞培养液，并于第１０天收集
各孔上清液至 １５ｍＬ离心管中，－２０℃冻存备
用。取待测样品１００μＬ，用ＨＢＶ荧光定量ＰＣＲ试
剂盒测定其ＨＢＶ的ＤＮＡ含量。以ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ
５０软件计算各受试化合物的 ＥＣ５０，以及作用选择

４４



第４９卷第１期 张文政，等：肝靶向阿德福韦混膦酯衍生物的合成及生物活性

性指数 ＳＩ＝ＣＣ５０／ＥＣ５０，以阿德福韦酯作为阳性对
照。结果见表２。

Ｔａｂｌｅ２　ＡｎｔｉＨＢＶｅｖａｌｕａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｔａｒｇｅｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓ６ａ６ｊ

Ｃｏｍｐｄ ＥＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ） ＣＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ） ＳＩ
６ａ １１２５ ８６５７０ ７６９５
６ｂ ３３４ ４０６６８ １２１８
６ｃ ０９２ ４７１６２ ５１２６３
６ｄ － １２８６７９ －
６ｅ ３５２ ４８５０２ １３７７９
６ｆ ９６９６ １８４３３８ １９０１
６ｇ ７１５ ８２１３１ １１４８７
６ｈ １４７９ ２０７１６１ １４００７
６ｉ ３２３８ ９６７０２ ２９８６
６ｊ ８８１ ７８８５３ ８９５０
Ａｄｅｆｏｖｉｒｄｉｐｉｖｏｘｉｌ ３０９ ４３８９２ １４２０４

ＳＩ＝ＣＣ５０／ＥＣ５０

)

　动物体内分布实验

课题组先前研究显示，该类化合物在稳定转染

ＮＴＣＰ的ＨＥＫ２９３细胞中摄取率的增加可能是由于
结构中存在能够被 ＮＴＣＰ蛋白特异性识别和转运
的底物而参与的主动转运过程［１４］。为了进一步考

察该类药物在体内是否有肝靶向性，本研究筛选出

一个抗病毒活性好且作用选择性指数高的化合物

６ｃ，进行小鼠体内分布实验。
４１　检测条件与样品处理方法
４１１　色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＢＥＨＣ１８柱
（２１ｍｍ×５０ｍｍ，１７μｍ）；保护柱：ＷａｔｅｒｓＶａｎ
ＧｕａｒｄＢＥＨＣ１８柱（２１ｍｍ×５ｍｍ，１７μｍ）；流动
相：Ａ：乙腈（含０１％甲酸），Ｂ：水（含０１％甲酸），
梯度洗脱：５％ Ａ（０～１ｍｉｎ），５％ ～１００％ Ａ（１～
３ｍｉｎ），５％ Ａ（３～４ｍｉｎ）；流速：０３０ｍＬ／ｍｉｎ；柱
温：４５℃；进样体积：２０μＬ。
４１２　质谱条件　离子监测（ＮＩＭ），选择离子监
测（ＳＩＲ）模式，选择正离子模式（ＥＳＩ＋），碰撞气流
量：０１６ｍＬ／ｍｉｎ；毛细管电压：３ｋＶ，离子源温度：
１２０℃；喷雾气与反吹气：氮气，去溶剂气流速：
６５０Ｌ／ｈ，去溶剂气温度：３５０℃，反吹气流速为
５０Ｌ／ｈ，确定母离子（ｍ／ｚ）：５０１４８（阿德福韦酯）、
８２１４５（６ｃ）；锥孔电压分别为３０和３５Ｖ。
４１３　内标液的制备　称取格列脲苯５０ｍｇ，置
１００ｍＬ量瓶甲醇超声定容，得浓度为２０μｇ／ｍＬ
内标液，－２０℃保存。
４１４　生物样品处理　分别取小鼠心、肝、脾、肺、
肾各器官，用生理盐水漂洗残留血，滤纸吸干，再取

各器官 １００ｍｇ，加生理盐水 ９００μＬ手动匀浆，
５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，取上清液。取１０％
组织匀浆液５００μＬ，加内标溶液２μＬ，涡旋混合
３０ｓ，加乙酸乙酯１０ｍＬ涡旋１ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，
４℃离心 １０ｍｉｎ，取上清液氮气吹干，加甲醇
５００μＬ复溶，涡旋 １ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心
２０ｍｉｎ，取上清液２４０μＬ待测。
４１５　标准曲线的绘制［１５］　精密量取１０％组织
匀浆液５００μＬ分别加入等物质的量浓度的阿德福
韦酯、化合物６ｃ，配制成０５，１０，２５，５０，１００，
２００μｇ／ｇ的样品，取２４０μＬ置进样瓶中，进样量
２μＬ。以浓度ｃ为横坐标，峰面积Ａ为纵坐标做线
性回归图，得到血液及组织中受试化合物含量测定

的标准曲线。结果表明 ＡＤＶ和化合物６ｃ浓度在
０５～２００μｇ／ｇ线性良好。
４１６　精密度、回收率、稳定性　精密量取１０％
组织匀浆液５００μＬ分别加入等物质的量浓度的阿
德福韦酯、化合物６ｃ，配制成１０，５０，２００μｇ／ｇ
的样品，根据“４１４”项方法处理样品，参考文献
［１５－１７］进行方法学验证，结果显示，ＡＤＶ、化合
物６ｃ在心、肝、脾、肺、肾１～２０μｇ／ｇ测定范围内
ＲＳＤ小于５％，其精密度、回收率、稳定性均符合实
验要求。

４２　给药及组织样品采集方案
取ＳＰＦ级雄性昆明种小鼠８０只，随机分为阿

德福韦酯、受试化合物 ６ｃ两组，每组 ４０只小鼠。
禁食不禁水１２ｈ后，均按８２３ｍｇ／ｋｇ灌胃阿德福
韦酯或等物质的量浓度受试化合物 ６ｃ。给药后
１５，３０，４５ｍｉｎ以及 １，２，６，８，１２ｈ各取５只小鼠颈
椎脱臼处死、解剖，取心、肝、脾、肺、肾各器官，用生

理盐水漂洗残留血，滤纸吸干，再取各器官１００ｍｇ，
加生理盐水９００μＬ手动匀浆，５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心
１０ｍｉｎ，取上清液。取１０％组织匀浆液５００μＬ，加
内标溶液２μＬ，涡旋混合３０ｓ，加乙酸乙酯１０ｍＬ
涡旋１ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，取上清
液氮气吹干，加甲醇 ５００μＬ复溶，涡旋 １ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心２０ｍｉｎ，取上清液 ２４０μＬ
待测。

４３　数据分析
数据采用ＳＰＳＳ１７０统计软件处理，以珋ｘ±ｓ表

示，利用单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）统计
数据，并采用Ｄｕｎｎｅｔｔ法进行组间比较，以Ｐ＜００５

５４
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为差异有统计学意义。

４４　结　果
实验结果显示，两种药物灌胃给药后在各组织

内浓度分布呈现先增后减趋势，且达峰时间均为

２ｈ，化合物６ｃ给药后的１５ｍｉｎ到１２ｈ之间，每个
时间点上，在肝中的含量均最高，其次是肺、脾、心，

在肾中含量最低，阿德福韦酯在每个时间点上在肾

中的含量高，其次是肝、心、肺，在脾中含量最低。

见图３、图４。

—▲—Ｈｅａｒｔ；—◆—Ｌｉｖｅｒ；— ×—Ｓｐｌｅｅｎ；—●—Ｌｕｎｇ；—■—Ｋｉｄｎｅｙ
Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｄｅｆｏｖｉｒｄｉｐｉｖｏｘｉｌｉｎｔｈｅｏｒｇａｎｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝
５）

—▲—Ｈｅａｒｔ；—◆—Ｌｉｖｅｒ；— ×—Ｓｐｌｅｅｎ；—●—Ｌｕｎｇ；—■—Ｋｉｄｎｅｙ
Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ６ｃｉｎｔｈｅｏｒｇａｎｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

*

　结果与讨论

抗ＨＢＶ活性研究发现，除了化合物６ｄ外目标
化合物均具有抗病毒活性（ＥＣ５００９２～９６９６
μｍｏｌ／Ｌ），其中化合物 ６ｃ的抗 ＨＢＶ活性最强，作
用选 择 性 指 数 最 高 （ＥＣ５０ ０９２ μｍｏｌ／Ｌ，ＳＩ
５１２６３），其体外抗病毒效果明显优于阳性对照阿
德福韦酯（ＥＣ５０３０９μｍｏｌ／Ｌ，ＳＩ１４２０４）。初步构
效关系分析发现，目标化合物结构中含有硫酯结构

的化合物（６ｆ～６ｊ）抗病毒活性与作用选择性指数
（ＥＣ５０７１５～９６９６μｍｏｌ／Ｌ，ＳＩ１９０１～１４００７）均

低于氧酯结构的化合物（６ａ～６ｅ）（ＥＣ５００９２～
１１２５μｍｏｌ／Ｌ，ＳＩ７６９５～５１２６３）；目标化合物结
构中引入熊去氧胆酸片段的化合物活性（ＥＣ５０
０９２～１７７９μｍｏｌ／Ｌ）抗病毒活性强于引入去氧胆
酸片段化合物活性（ＥＣ５０３５２～９６９６μｍｏｌ／Ｌ）；
当胆酸片段相同时，Ｌ氨基酸酯片段中的烃基部分
为１甲基丙基时，其氧酯和硫酯化合物的抗病毒
活性（ＥＣ５０３５２～８８１μｍｏｌ／Ｌ）比烃基部分为其
他基团活性（ＥＣ５０１１２５～９６９６μｍｏｌ／Ｌ）要强；另
外，Ｌ氨基酸与阿德福韦膦酸间的连接链长对抗病
毒活性也有影响，当其为Ｌ氨基酸乙酯时（ｎ＝１），
化合物（６ｃ，６ｅ，６ｈ，６ｊ）抗病毒活性（ＥＣ５００９２～
１４７９μｍｏｌ／Ｌ）强于其为 Ｌ氨基酸丙酯（ｎ＝２）的
化合物（６ａ，６ｂ，６ｄ，６ｆ，６ｇ）（ＥＣ５０３３４～９６９６
μｍｏｌ／Ｌ）。

小鼠体内分布实验结果显示，化合物６ｃ和阳
性对照药物阿德福韦酯在小鼠体内分布广泛，在

心、肝、脾、肺、肾中均能检测到。药物在各器官中

的达峰时间均为２ｈ，并且各器官中的药物含量不
同。在给药０２５～２ｈ每个检测时间点，化合物６ｃ
在肝中的含量均为最高，肾中含量均最低；阿德福

韦酯在上述各时间点在肾中的含量均为最高，在脾

中均最低。在给药１５ｍｉｎ～２ｈ的每个检测时间点
上，化合物 ６ｃ在肝中的含量［（８０２±０４８）～
（１２１３±１０９）μｇ／ｇ］均高于阿德福韦酯的含量
［（２０５±０１２）～（５６５±０４２）μｇ／ｇ］，同时在上
述各时间点上化合物６ｃ在肾中的含量［（１７５±
０１１）～（３９６±０１０）μｇ／ｇ］均低于阿德福韦酯的
含量［（６５９±０４１）～（９３３±０８２）μｇ／ｇ］，该结
果表明，化合物６ｃ在肝中分布效率明显高于阳性
对照阿德福韦酯，而在肾中分布效率明显低于阿德

福韦酯。以上研究结果提示采用单 Ｌ氨基酸酯，
单胆酸酯前药修饰策略能够赋予目标化合物肝靶

向性分布特征并降低其肾分布。

鉴于化合物６ｃ的抗病毒活性、作用选择性指
数均优于阿德福韦酯，并且提示其具有较高肝分布

特性、较低的肾分布特性，因此，其具有进一步研究

的价值。
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