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摘要  目的:设计合成 52取代嘧啶开环核苷膦酸酯类新化合物并进行体外抗病毒活性实验。方法:氯甲基

氯乙基醚与三氟乙醇磷酸酯缩合后, 经碘 2氯交换得碘代乙氧基甲基三氟乙醇膦酸酯侧链, 和 52取代嘧啶在

DBU作用下缩合,氯甲酸酯酰胺化,设计合成得到 8个新化合物 1 a~ 1 h。对合成的目标化合物进行了初步

的体外抗乙肝病毒药理活性实验。结果:设计合成的 8个化合物对 HBsAg和 HBeAg都有一定的抑制作用,

其中化合物 1d的抑制活性优于拉米夫定。结论: 52取代嘧啶开环核苷膦酸酯类化合物保持抗病毒活性, N6

位长链脂肪氯甲酸酯取代的化合物抗 HBV病毒活性较好。
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Stud ies on syn th esis and an tivira l activities of 52substitu ted pyrim id ine acyclic

nucleoside phosphona te compound s on HBV
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M ilitaryMed ica lUn ive rs ity, Shangha i 200433, Ch ina)

ABSTRACT Ob jective: To study on synthesis and antivira l activities of 52substituted pyr im idine acyc lic nucleoside phosphonate

compounds on H BV. M ethod s: S tarting w ith substituted pyrim id ine, we synthesized 8 firstly reported compounds 1a~ 1h. P relim inary

pharmacological test was made on H BV. R esu lts: TThe test resu lts show the inh ibitory rate of ta rgeted compounds on HBsAg and

HBeAg is norma ,l but 1d is h igher than lam ivudine. Con clusion: 52substituted pyr im idine acyc lic nucleoside phosphonate compounds

keep the normal activities on HBV and introduce long cha in of chloroforma te at N6 of pyrim id ine shows better activity.
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1 前言

慢性乙型肝炎是一种慢性、进展性、致死性疾

病。我国为病毒性肝炎的高流行区, 其流行特点为

HBsAg阳性率高,约占全球的 1 /3;多数在婴幼儿感

染,易发展成慢性。

目前治疗乙型肝炎的主要药物之一拉米夫定

( lam ivud ine, 121, 化学名称为: 2, 32双脱氧 232硫胞

苷 ),由英国葛兰素史克研发生产。作为治疗艾滋

病的核苷类 H IV逆转录酶抑制剂
[ 1]
, 1998年拉米夫

定被美国 FDA和我国 SDA批准用于治疗慢性乙型

肝炎。拉米夫定是胞嘧啶核苷类似物, 抑制 HBV2

DNA聚合酶,在治疗慢性乙型肝炎中显示了良好的

作用。但在长期的单剂治疗过程中, 部分病人的乙

型肝炎病毒 (HBV)聚合酶基因区的酪氨酸 2蛋氨酸2

天门冬氨酸 2天门冬氨酸基序 ( tyrosine2meth ionine2

aspart ic acid2aspartic acid, YMDD)可产生基因变异,

其中编码蛋氨酸的 codon550出现核苷酸的替代
[ 2]
。

至今已报告有两种常见的变异形式: M550 V (伴随

L526M )和M550 I,对拉米夫定的治疗产生了耐药性
[ 3]
。亚洲的一项研究表明,拉米夫定用药 3年 YM2

DD变异的发生率为 46. 7%
[ 4]
。在中国进行的拉米

夫定临床实验结果显示 12. 1%的患者治疗 48周时

出现 YMDD变异
[ 5]
。拉米夫定进入国内不到 5年

时间,服用拉米夫定的乙肝患者近 30万人次, 对其

耐药患者已近 70%。乙肝患者需常年、多年连续用

药,因此拉米夫定耐药非常棘手,不仅再用拉米夫定

无效,更严重的是当发生 YMDD变异时, 会出现病

情反复,部分病人出现肝炎急性发作,甚至肝功能衰

竭而死亡。

人们尝试对此类药物进行结构修饰,如:引入磷

酸酯,避开限速步骤的第一步磷酸化反应,将糖环打

开,保持化合物构象柔软性,由此发展了一系列开环

核苷膦化物,成为近些年抗病毒药物研究的热点。

开环核苷膦化物是一类抗病毒感染的新化合
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物,由核苷类抗病毒药物的结构修饰发展而来
[ 6 ]

,

开环核苷膦化物的抗病毒机制与环状核苷类似物基

本一致,都是通过体内或病毒的核苷激酶活化成三

磷酸代谢物,进而通过 DNA聚合酶和逆转录酶抑制

病毒复制。

拉米夫定 ( lam ivudine)

  本试验为取代胞嘧啶核苷类化合物的开环核苷

膦化物的设计进行合成研究。参考 H olyA
[ 7]
报道的

合成路线,氯乙醇和多聚甲醛缩合得氯甲基氯乙基

醚 ( 2),三氯化磷和三氟乙醇反应得三氟乙醇磷酸

酯 ( 3)。氯甲基氯乙基醚 ( 2 )和三氟乙醇磷酸酯

( 3)缩合得氯代乙氧基甲基三氟乙醇膦酸酯 ( 4), 再

经碘 2氯交换得碘代乙氧基甲基三氟乙醇膦酸酯侧

链 ( 5),侧链 ( 5)和 52取代胞嘧啶在 DBU作用下缩

合得开环氟胞苷膦酸酯 ( 6),然后和氯甲酸酯反应,

设计合成得到 8个未见文献报道的 52取代嘧啶开环

核苷膦酸酯类新化合物 1 a21h。对合成的目标化合

物进行了初步的体外抗乙肝病毒药理活性实验。合

成路线如图 1所示。

R= 2H, 2( CH 2 ) 2CH3, 2CH 2CH ( CH3 ) 2, 2( CH 2 ) 3CH3, 2( CH 2 ) 4CH3, 2( 1 f21h );

R =' H, F, CH 3

图 1 目标化合物合成路线

2 实验部分

2. 1 仪器和材料  RY22型熔点仪,温度未经过校

正;核磁共振氢谱用 Bruker AC2300P型仪器测定,

CDCI3为溶剂, TMS为内标。药理实验采用酶联免

疫法 ( ELISA),阳性对照药拉米夫定由第二军医大

学药学院药物化学教研室合成, 结构经过确证,

HPLC测试含量 \ 99%。目标化合物合成所用试剂

均为市售分析纯。

2. 2 目标化合物的合成
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2. 2. 1 氯乙基氯甲醚 ( 2 )的制备  31. 6 g( 1. 09

mol)粉碎的多聚甲醛加入到 84. 6g ( 70. 5 mL, 1. 05

mol) 22氯乙醇中,搅拌下通入干燥的氯化氢气体,持

续 24 h。停止搅拌后反应液分为两层;分出下层,加

入石油醚 250 mL, 以氯化钙干燥, 持续搅拌 10 h。

过滤后,将滤液减压分馏,收集沸程为 73~ 78e /20

mmHg的馏分, 得 ( 2) 74. 3 g,收率 54. 9%。

2. 2. 2 三2( 2, 2, 22三氟乙基 )亚磷酸酯 ( 3)的制备

 向三氟乙醇 46 g( 46 mmol)中, 缓慢滴加三氯化

磷 21 g( 152 mmol), 12 h滴加结束, 在 80 ~ 90e 搅

拌反应 4 h, 蒸馏, 收集 95 ~ 100e /20 mmHg的馏

分,得 41 g( 3), 收率 81. 5%。

2. 2. 3 92[双 ( 2, 2, 22三氟乙基 )2膦酰基甲氧基 ]乙基

氯 ( 4)的制备  氯乙基氯甲醚 18 g( 140 mmol)与三2

( 2, 2, 22三氟乙基 )亚磷酸酯 40 g( 122mmol)混合, 于

160e 搅拌 5 h。减压蒸除溶剂。得液体 ( 4) 40. 2 g。

2. 2. 4 92[双 ( 2, 2, 22三氟乙基 ) 2膦酰基甲氧基 ]乙

基碘 ( 5)的制备  92[双 ( 2, 2, 22三氟乙基 ) 2膦酰基

甲氧基 ]乙基氯 69 g( 205 mmol)和碘化钠 90 g( 600

mmol),溶于丁酮 1. 6 L中, 搅拌,回流 8 h,冷却,浓

缩,硅胶拌样,上柱层析,用氯仿 z 石油醚 = 1z 1~ 1

z 0得化合物 ( 5) 81 g,收率 92. 3%。

2. 2. 5 52氟 292[双 ( 2, 2, 22三氟乙基 )2膦酰基甲氧

基 ]乙基胞嘧啶 ( 6)的制备  52氟胞嘧啶 7. 0 g( 54. 2

mmol)悬浮于 DMF 150 mL中, 加入 DBU 7. 8 mL,

80e 反应 1 h,加入 92[双 ( 2, 2, 22三氟乙基 ) 2膦酰基

甲氧基 ]乙基碘 24 g( 54. 2 mmol), 100e 反应 5 h。

减压蒸除 DMF,柱层析分离纯化,氯仿 z 甲醇 = 10z 1

淋洗,得固体 14. 8g, mp: 133~ 135e ,收率: 56%。

2. 2. 6 62正丙氧基酰胺 252氟232[双 ( 2, 2, 2[三氟乙

基 )2膦酰基甲氧基 ]乙基胞嘧啶 ( 1a)的制备  52

氟232[双 ( 2, 2, 22三氟乙基 )2膦酰基甲氧基 ]乙基胞

嘧啶 ( 7) 0. 86 g( 2mmol)溶于无水二氯甲烷 50mL,

加入无水吡啶 0. 2mL,滴加氯甲酸正丙酯 1mL (自

制 ), 室温搅拌 2 h。反应完全, 蒸除溶剂,柱层析分

离纯化, 用二氯甲烷 z 甲醇 = 30z 1淋洗, 得固体

110 g, 即 62正丙氧基酰胺 252氟232[双 ( 2, 2, 22三氟

乙基 ) 2膦酰基甲氧基 ]乙基胞嘧啶 ( 1a)。mp: 79. 4

~ 80. 2e , 收率: 72. 2%。

目标化合物 1b~ 1e按同法制备。

2. 2. 7 52氟292[双 ( 2, 2, 22三氟乙基 )2膦酰基甲氧

基 ]乙基尿嘧啶 ( 1g)的制备  52氟尿嘧啶 1. 3 g

( 10. 0 mmol)悬浮于 DMF 10 mL中, 加入 DBU 0. 5

mL, 80e 反应 1 h, 加入 92[双 ( 2, 2, 2 [三氟乙基 )

[膦酰基甲氧基 ]乙基碘 4. 4 g( 10. 0 mmol), 100e

反应 5 h。减压蒸除 DMF,柱层析分离纯化,氯仿 z

甲醇 = 10z 1淋洗,得固体 3. 2 g,即 52氟 [ 92[双 ( 2,

2, 22三氟乙基 ) 2膦酰基甲氧基 ]乙基尿嘧啶 ( 1g)。

mp. 126. 4~ 127. 2e ,收率: 74. 7%。目标化合

物 1f、1h按同法制备。

8个目标化合物经光谱确证其结构, 理化性质

即光谱数据见表 1。
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2. 3 药理实验

2. 3. 1 受试药溶剂及配制方法  试验时根据所设

计剂量组浓度用MEM培养液配制。4e 冰箱保存。

2. 3. 2 阳性对照药  拉米夫定 (第二军医大学药

学院药物化学教研室 )。4 e 冰箱保存。

2. 3. 3 体外细胞模型  乙型肝炎病毒 (HBV)DNA

克隆转染人肝癌细胞 (H epG2 )的 2. 2. 15细胞

(H epG2 2. 2. 15细胞 )。

2. 3. 4 药物毒性试验  MTT法检测样品对细胞的

毒性, MTT (A ldrich)。

2. 3. 5  HBV抗原检测  采用酶联免疫法 ( ELISA)

检测样品对 HBsAg和 HBeAg的抑制作用。用

DMEM培养液 (G IBCO), 培养液添加 10%胎牛血

清、G418 100 Lg/mL(GIBCO)、0. 03%谷氨酰胺,用

0. 23% HePes调 pH至 6. 48。称取适量样品加 0. 2

mL DMSO,完全溶解后补加 3. 79 mL 2% DMEM过

滤,除菌得含药培养液,用 0. 06%胰蛋白酶将 2. 2.

15细胞分散成单个细胞悬液, 按 3 @10
4
细胞 /孔浓

度接种于 96孔板, 2 d后换用含药培养液。与细胞

作用 12 d后, 吸上清液做 ELISA 测定 HBsAg、

HBeAg的抑制率,余下细胞用 MIT法测定药物细胞

毒性。实验结果见表 2。

表 2 目标化合物的抗 HBV活性

化合物
BsAg(% )

200 L g/mL 100 L g /mL

HBeAg(% )

200 L g /mL 100 L g /mL

1a 8. 1 6. 6 10. 2 8. 9

1 b 10. 6 6. 7 0 0

1c 34. 1 29. 7 20. 4 8. 3

1 d 46. 2 33. 1 30. 8 22. 0

1e 10. 3 9. 0 / /

1 f 23. 0 18. 0 17. 8 14. 5

1g 20. 9 15. 5 / /

1 h 21. 0 18. 4 13. 3 10. 6

拉米夫定 34. 9 20. 2 23. 1 10. 0

3 结果和讨论

3. 1 抗病毒活性实验结果表明: ¹设计合成的 8个

化合物对 HBsAg和 HBeAg都有一定的抑制作用,

其中化合物 1c、1d、1 f和 1h活性较好。º化合物 1d

对 HBsAg和 HBeAg的抑制活性均好于拉米夫定,

特别是对 HBeAg表现较好的抑制活性, 值得进一步

关注。»同样浓度下目标化合物对 HBsAg抑制活

性强于对 HBeAg抑制活性,与核苷类抗病毒化合物

的性质一致。

3. 2 52取代嘧啶开环核苷膦酸酯类化合物保持抗

病毒活性; 52氟胞嘧啶核苷类化合物 N6氯甲酸酯取

代对活性有一定影响, 长链脂肪氯甲酸酯取代的化

合物抗 HBV病毒活性较好,柔性基团比刚性环状基

团 (如苯基 )取代化合物如 1e对抗 HBV病毒活性

更为有利;在 N6位引入较长碳链的正戊氧基的 1d

活性最佳。由于化合物的数量有限,更深一步的构

效关系,有待于进一步的研究。
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