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氨基葡萄糖修饰多柔比星靶向性研究
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摘　要　为了提高多柔比星（Ｄｏｘ）体内靶向性，降低毒副作用，将２脱氧氨基葡萄糖（ＡＧ）对多柔比星进行靶向配体
修饰，形成一种全新抗肿瘤药物。对产物进行１ＨＮＭＲ、ＭＳ表征，运用近红外成像技术对产物靶向性进行研究，并通过ＭＴＴ
法比较产物与多柔比星对ＭＣＦ７细胞和Ｕ８７ＭＧ细胞的药效作用。研究表明，与多柔比星相比，修饰过的产物靶向性和药
效作用都有很大提高，具有很好的应用前景。
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　　多柔比星（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，Ｄｏｘ）是临床广泛应用
且疗效确切的蒽醌类广谱抗肿瘤药物，长期使用会

引起心脏的严重损伤，诱发充血性心力衰竭，且有

骨髓抑制作用，对肝、胃、肠等器官的毒性比较明

显。近年的临床研究显示，多柔比星对部分肿瘤细

胞已产生耐药性。为减少其毒副作用，人们对其结

构进行了修饰，以期提高靶向性［１－３］。

本研究将具有肿瘤细胞靶向性的氨基葡萄糖

（ａｍｉｎｏｇｌｕｃｏｓｅ，ＡＧ）［４－５］与多柔比星通过丁二酸酐
（ｓｕｃｃｉｎｉｃａｃｉｄ，ＳＵＣ）连接，形成一个具有靶向的、
高效的抗肿瘤新药ＡＧＳＵＣＤｏｘ。为了验证 ＡＧ的
靶向性，本研究将其与一种近红外荧光染料吲哚菁

绿（ｉｎｄｏｃｙａｎｉｎｅｇｒｅｅｎ，ＩＣＧ）Ｄｅｒ０１相连［６－７］，在裸

鼠体内进行近红外成像［８－１０］，发现 ＡＧ靶向性
良好。

!

　材　料

１１　试　剂
Ｄ氨基葡萄糖盐酸盐、１乙基（３二甲基氨基

丙基）碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ·ＨＣｌ）、Ｎ羟基琥珀酰
亚胺（ＮＨＳ）、ＳＵＣ、４′，６二脒基２苯基吲哚（４′，６
ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）（上海阿拉丁试剂
公司）；三乙胺（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；二甲基
亚砜（ＤＭＳＯ，美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；多柔比星
（北京华奉联博科技有限公司）；近红外荧光染料

ＩＣＧＤｅｒ０１由本实验室自行合成；其他试剂均为国
产分析纯。

１２　仪　器
ＢＳ１２４Ｓ电子天平（北京赛多利斯仪器公司）；

ＱＴＯＦＭｉｃｒｏ质谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＡＶ５００

６６２
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核磁共振检测仪（美国 Ｂｒｕｋｅｒ公司）；ＪＨ７５４ＰＣ紫
外可见分光光度计（上海菁华科技公司）。

１３　细胞和动物
ＭＣＦ７乳腺癌细胞由中国药科大学奚涛教授

提供；Ｕ８７ＭＧ胶质瘤细胞由中国药科大学郭青龙
教授提供。雌性裸鼠２只，体重分别为２４ｇ和２６
ｇ，鼠龄４周［南京市青龙山动物繁殖场，许可证号：
ＳＣＸＫ（苏）２００７０００１］。

"

　方　法

２１　ＡＧＳＵＣＤｏｘ的合成步骤
２１１　２（３羧基１丙酰氨基）２脱氧Ｄ葡萄糖
的合成　在圆底烧瓶中加入Ｄ氨基葡萄糖盐酸盐
５００ｇ（２３２ｍｍｏｌ），依次加入三乙胺３４０ｍＬ和蒸
馏水７５ｍＬ。１０℃下搅拌至Ｄ氨基葡萄糖盐酸盐
全部溶解，然后滴加溶解有ＳＵＣ２５０ｇ的丙酮溶液
反应４ｈ。３０℃减压浓缩得到褐色黏稠液，向其中
加入冰醋酸１６ｍＬ。室温静置，析出白色沉淀，抽
滤，乙醇和乙醚洗涤，乙醇重结晶。真空干燥，得白

色目标化合物ＡＧＳＵＣ４６８ｇ，产率７２％［１１］。

２１２　ＡＧＳＵＣＤｏｘ的合成　取ＡＧＳＵＣ７００ｍｇ
溶于ＤＭＦ０５ｍＬ中，避光 ３７℃水浴搅拌溶解。
加入ＥＤＣ·ＨＣｌ６９８ｍｇ和 ＮＨＳ４３３ｍｇ，避光３７
℃水浴搅拌 ３ｈ得溶液 Ａ。取多柔比星盐酸盐
１０００ｍｇ溶于 ＤＭＦ２ｍＬ中搅拌溶解得溶液 Ｂ。
将溶液Ｂ逐滴加入到溶液 Ａ中，调节 ｐＨ至７５，
避光搅拌４８ｈ得产物 Ｃ。将 Ｃ冷冻干燥，用硅胶
柱进行分离纯化，即得最终产物１０ｍｇ，产率４９％。
合成见路线１。
２２　体内外靶向研究
２２１　体外细胞水平靶向研究　为确定ＡＧＳＵＣ
Ｄｏｘ的靶向性，首先在体外选用 ＭＣＦ７细胞观察
Ｄｏｘ与 ＡＧＳＵＣＤｏｘ的细胞靶向作用，将 Ｄｏｘ与
ＡＧＳＵＣＤｏｘ在ＭＣＦ７细胞中孵育３０ｍｉｎ后利用
共聚焦显微镜观察。

２２２　体内肿瘤水平靶向研究　将近红外荧光染
料ＩＣＧＤｅｒ０１与 ＡＧ进行连接，合成 ＩＣＧＤｅｒ０１
ＡＧ，并对其在正常裸鼠和荷瘤裸鼠体内进行了近
红外成像的比较。

ＩＣＧＤｅｒ０１ＡＧ在正常裸鼠体内的显像监测
　将ＩＣＧＤｅｒ０１ＡＧ１０ｎｍｏｌ静脉注射进入正常裸
鼠体内，将裸鼠固定后置于近红外显像系统下进行

检测，分别在注射０５，２，４，６，１２，２４ｈ后观察。

Ｓｃｈｅｍｅ１　Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｒｏｕｔｅｏｆａｍｉｎｏｇｌｕｃｏｓｅｓｕｃｃｉｎａｔｅｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ（ＡＧ
ＳＵＣＤｏｘ）
ＮＨＳ：Ｎｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ；ＥＤＣ：ＮｅｔｈｙｌＮ′（３ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ）
ｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

荷人乳腺癌裸鼠模型的建立　将裸鼠（ｎｕ／ｎｕ
ＣＤ１，雌性）于ＳＰＦ级动物房适应性饲养１周。用
５×１０－８ｍｏｌ／Ｌ雌二醇对人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞进
行诱导培养。取约５×１０６个细胞于 ＰＢＳ缓冲液
（ｐＨ７２）１００μＬ中制成细胞悬液，分别接种于每
只裸鼠右侧前肢腋部皮下（ｎ＝１０）。接种后第
２天，用１ｍｇ／ｍＬ雌二醇ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７２），以
每只０２ｍＬ于荷瘤裸鼠大腿外侧肌肉注射，每天
检测肿瘤生长情况。当肿瘤的直径达到 ０４～
０６ｃｍ的时候，动物模型用于显像实验。
２２３　ＩＣＧＤｅｒ０１ＡＧ在荷人乳腺癌裸鼠体内的
显像监测　分别将ＩＣＧＤｅｒ０１ＡＧ１０ｎｍｏｌ溶于含
１０％ ＤＭＳＯ的ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７２）和ＰＢＳ缓冲液
（ｐＨ７２）０２ｍＬ中。然后分别将这两种探针通过
尾静脉注射入两组荷人乳腺癌裸鼠体内（ｎ＝５）。
最后将这些裸鼠固定后置于近红外显像系统下进

行显像监测。

２３　体外药效分析
采用 ＭＴＴ法，选择肿瘤细胞株 Ｕ８７ＭＧ和

ＭＣＦ７对ＡＧＳＵＣＤｏｘ体外抗肿瘤作用进行筛选，
观察ＡＧＳＵＣＤｏｘ对肿瘤细胞的治疗作用。

７６２
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#

　结　果

３１　ＡＧＳＵＣＤｏｘ的表征
产物ＡＧＳＵＣＤｏｘ经ＨＰＬＣ分析纯度达９５％，

ＥＳＩＭＳｍ／ｚ８０４［Ｍ］＋。１ＨＮＭＲ数据见表１。

Ｔａｂｌｅ１　１ＨＮＭＲ（５００Ｈｚ）ｄａｔａｏｆＡＧＳＵＣＤｏｘ

Ｎｏ δＨ Ｎｏ δＨ
１ ７４２（１Ｈ，ｍ） １２ －
２ ７６６（１Ｈ，ｍ） １２ａ －
３ ７３８（１Ｈ，ｍ） １３ －
４ － １４ ５１８（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝２７Ｈｚ）
４ａ － １５ ３８８（３Ｈ，ｓ）
５ － １６ ２６７（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝６６Ｈｚ）
５ａ － １７ ２６２（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝７４Ｈｚ）
６ － １′ ４２５（１Ｈ，ｍ）
６ａ － ２′ ２０４（２Ｈ，ｍ）
７ ５４７（１Ｈ，ｓ） ３′ ２２８（１Ｈ，ｍ）
８ａ ２９５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１７９Ｈｚ） ４′，２″，３″ ３９０３８４（３Ｈ，ｍ）
８ｂ ２６１（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝１８４Ｈｚ） ５′ ３７６（１Ｈ，ｍ）
９ － ６′ １３４（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６５Ｈｚ）
１０ ４８２（２Ｈ，ｓ） １″ ５４３（１Ｈ，ｍ）
１０ａ － ４″ ３７８３７３（１Ｈ，ｍ）
１１ － ５″ ３４９３４４（１Ｈ，ｍ）
１１ａ － ６″ ２６６２２２（２Ｈ，ｍ）

３２　体外细胞水平靶向研究
Ｄｏｘ在４２５ｎｍ激发光下可产生５６０ｎｍ的发

射光，在共聚焦显微镜下可以发出红光（图１Ａ、１
Ｄ）；ＤＡＰＩ为常用染核试剂，在共聚焦显微镜下可
以发出蓝光（图１Ｂ、１Ｅ）。图１Ｃ、１Ｆ为融合后
的对照组，其中红光为阿霉素的发射光，蓝光为染

核后所发光。Ａ、Ｂ、Ｃ为单独加 Ｄｏｘ组，Ｄ、Ｅ、Ｆ为
加ＡＧＳＵＣＤｏｘ组），ＡＧＳＵＣＤｏｘ在细胞表面的荧

光强度明显高于 Ｄｏｘ单独加药的荧光强度，说明
Ｄｏｘ在修饰 ＡＧ后可以更快更多的聚集到细胞表
面，初步确认ＡＧＳＵＣＤｏｘ的靶向性。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＴａｒｇｅｔｉｎｇｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＤｏｘ（Ａ，Ｂ，Ｃ）ａｎｄＡＧＳＵＣＤｏｘ（Ｄ，
Ｅ，Ｆ）ｏｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
Ｄｏｘｃｏｕｌｄｅｍｉｔｒｅｄｌｉｇｈｔｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｏｂｓｅｒｖｅｂｙｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；
ＧｒｏｕｐＢａｎｄＥｗｅｒｅｄｙｅｄｂｙＤＡＰＩ；ｇｒｏｕｐＣａｎｄＦｗｅｒｅｂｏｔｈｗｉｔｈＤＡＰＩ
ａｎｄＤｏｘ／ＡＧＳＵＣＤｏｘ

３３　体内肿瘤水平靶向研究
３３１　ＩＣＧＤｅｒ０１ＡＧ在正常裸鼠体内的显像监
测　ＩＣＧＤｅｒ０１ＡＧ在正常裸鼠体内的显像监测
如图２所示。静脉注射进入裸鼠体内０５ｈ和２ｈ
后，荧光信号在裸鼠全身分布，在４ｈ和６ｈ时荧光
信号主要在肝脏部位聚集，并达到最强，随后肝脏

信号开始逐渐降低。大约在１２ｈ时，仅在肝脏部
位还有部分微弱的荧光信号残余，２４ｈ时，全身荧
光信号基本消失。此实验表明 ＩＣＧＤｅｒ０１ＡＧ在
正常裸鼠体内荧光信号全身分布，无明显靶向作

用，同时经肝脏代谢。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＮｅａｒｉｎｆｒａｒｅｄｉｍａｇｉｎｇｏｆＩＣＧＤｅｒ０１ＡＧｉｎｎｏｒｍａｌｎｕｄｅｍｉｃｅａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈＩＣＧＤｅｒ０１ＡＧｈａｓｎｏｔａｒｇｅｔｉｎｇｉｎｎｏｒｍａｌｎｕｄｅｍｉｃｅ
ａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｓｂｙｌｉｖｅｒ

３３２　ＩＣＧＤｅｒ０１ＡＧ在荷人乳腺癌裸鼠体内的
显像监测　ＩＣＧＤｅｒ０１ＡＧ在荷人乳腺癌裸鼠体

内４８ｈ内一系列近红外显像图如图３所示。

８６２
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Ｆｉｇｕｒｅ３　ＮｅａｒｉｎｆｒａｒｅｄｉｍａｇｉｎｇｏｆＩＣＧＤｅｒ０１ＡＧｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅｂｅａｒｉｎｇＭＣＦ７／ｅｓｔｒａｄｉｏｌｔｕｍｏｒｓａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｆｏｒ４８ｈＩＣＧＤｅｒ０１ＡＧｈａｓｇｏｏｄ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｎｔｈｅｔｕｍｏｒ（ｒｅｄｐｏｉｎｔｕｎｄｅｒｔｈｅｎｕｄｅｍｏｕｓｅａｒｍ）

　　监测发现，由脂溶性染料 ＩＣＧＤｅｒ０１连接氨
基葡萄糖所构建的探针 ＩＣＧＤｅｒ０１ＡＧ在４ｈ时
能够区分肿瘤轮廓，从周围组织中明显辨别，并

且肿瘤部位的荧光信号持续最强（图３中小鼠腋
下红色光圈处），全身荧光信号直至２４ｈ后逐渐
消失，而肿瘤部位荧光信号仍然很强，说明 ＩＣＧ
Ｄｅｒ０１ＡＧ在荷瘤裸鼠体内具有很强的肿瘤靶向
能力。

３４　体外药效分析
ＭＴＴ实验结果显示，ＡＧＳＵＣＤｏｘ对正常细胞

几乎没有毒性，但对肿瘤细胞的抑制明显强于阳性

对照药Ｄｏｘ（图４，表２）。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＡｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔｓｏｆＤｏｘａｎｄＡＧＳＵＣＤｏｘｉｎＵ８７ＭＧ（Ａ）
ａｎｄＭＣＦ７（Ｂ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

Ｔａｂｌｅ２　ＴｏｘｉｃｉｔｙｏｆＤｏｘａｎｄＡＧＳＵＣＤｏｘｉｎＵ８７ＭＧａｎｄＭＣＦ７

Ｄｒｕｇ
ＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ）

ＭＣＦ７ Ｕ８７ＭＧ
Ｄｏｘ １４９６ ０５５
ＡＧＳＵＣＤｏｘ ７５７ ０１４

$

　讨　论

ＡＧ作为广谱的恶性肿瘤靶向配体，不仅能使
其复合物靶向到肿瘤细胞，还能在一定程度上抑制

肿瘤细胞的生长，是理想的无免疫源性的小分子广

谱肿瘤靶向配体。本研究将其与 Ｄｏｘ结合优化出
结构简单、质量可控、效果明确、且不良反应较小的

ＡＧＳＵＣＤｏｘ复合物，成药预计良好，有很好的应
用前景。
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·新药信息·

２０１２年有望上市的新药

一、生物制品

１诺和诺德公司的糖尿病药物 Ｄｅｇｌｕｄｅｃ和 ＤｅｇｌｕｄｅｃＰｌｕｓ（一种内含超长效基础胰岛素 Ｄｅｇｌｕｄｅｃ和速效胰岛素
ＮｏｖｏＲａｐｉｄ的胰岛素配方）

２罗氏公司的治疗转移性乳腺癌的ＲＧ１２７３（帕妥珠单抗）
３诺华公司的多组分脑膜炎球菌疫苗Ｂｅｘｓｅｒｏ
４葛兰素史克脑膜炎疫苗Ｍｅｎｈｉｂｒｉｘ
５ＴｈｒｏｍｂｏＧｅｎｉｃｓ公司的ｏｃｒｉｐｌａｓｍｉｎ（首个非手术治疗玻璃体黏连药物）
６赛诺菲的转移性结直肠癌治疗药物Ｚａｌｔｒａｐ赛诺菲曾表示２０１２年第一季度将在美国和欧洲提交多发性硬化症
药物Ｌｅｍｔｒａｄａ的上市申请；另外，反义产品纯合子家族性高胆固醇血症的治疗药物 Ｋｙｎａｍｒｏ，将于近期在欧洲
上市。

７ＮＰＳ制药公司的短肠综合征治疗药物Ｇａｔｔｅｘ
８Ｏｓｉｒｉｓ公司的干细胞治疗药物Ｐｒｏｃｈｙｍａｌ提交了抗宿主病适应证的新药申请。

二、传统产品

１Ａｍａｒｉｎ公司以鱼油为基础的降低甘油三酯药物ＡＭＲ１０１
２ＢｉｏｇｅｎＩｄｅｃ公司的多发性硬化症药物ＢＧ１２（口服剂型）
３辉瑞公司的新型类风湿性关节炎药物ｔｏｆａｃｉｔｉｎｉｂ
４Ｖｅｒｔｅｘ公司的囊肿性纤维化药物Ｋａｌｙｄｅｃｏ作为囊肿性纤维化治疗的首个调节剂
５吉利德公司的四合一抗艾滋病病毒药物Ｑｕａｄ
６ＶＩＶＵＳ公司的减肥药Ｑｎｅｘａ
７肠易激综合征和便秘药物Ｌｉｎａｃｌｏｔｉｄｅ
８Ｍｅｄｉｖａｔｉｏｎ和安斯泰来制药合作开发的前列腺癌药物ＭＤＶ３１００
９百时美施贵宝与阿斯利康合作开发的ｄａｐａｇｌｉｆｌｏｚｉｎ
１０多发性骨髓瘤药物Ｃａｒｆｉｌｚｏｍｉｂ

（医药经济报，本刊有删改）
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