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� � [摘要 ] � 目的 � 设计、合成新型抗乙型肝炎病毒的开环核苷膦酸类似物。方法 � 根据阿德福韦 ( PMEA )的结构特点,采

用生物电子等排体理论,引入 8�氮杂�6�取代苯硫基嘌呤,设计、合成系列目标化合物。化合物结构经 IR, 1H�NMR谱进行确

证。对 1a�1e化合物进行了体外抗 HBsAg、HBeAg和抗 HBV�DNA活性筛选试验。结果 � 设计合成了 10个目标化合物; 所测

化合物抗 HB sAg、HBeAg活性均好于 PMEA, 化合物 1e抗 HBV�DNA活性与 PMEA相当, 值得继续研究。结论 � PMEA引入 8�

氮杂�6�取代苯硫基嘌呤抗 HBV�DNA活性保持,抗 HB sAg、HBeAg活性提高。
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[ Abstract] � Objective� To study o f design and synthesis o f the nove l acyc lic nuc leoside phosphonates ana logues and study

the ir activ ities of inh ibitingH BV. M ethods� Based on the chem ica l structure o f PMEA, and according to the theory o f bio iso stere, a

8�aza�6�thiophenyl g roup w as in troduced and a ser ies o f title compounds w ere synthesized. A ll o f them w ere confirm ed by IR, 1H�NMR

andM S. Pre lim inary pha rm aco log ical test of compounds 1a�1e w as m ade on HBV. R esu lts� Ten com pounds w ere synthesized. The

test results show the inh ib itory ra te of 1a�1e com pounds on H BsAg and HBeAg is higher than PMEA. The inh ib ito ry ra te o f com pound

1e on HBV�DNA is co rrespond w ith PMEA. Conclusion� The PMEA der iva tives w ith a 8�aza�6�thiopheny l group have high activ ity on

inh ibitingH BsAg, HBeAg and HBV�DNA.

[ Key words] � acyc lic nucleoside phosphonates; chem ica l synthesis, PMEA; Anti�hepa titis B v irus activ ity

1� 前言

慢性乙型肝炎是一种由乙型肝炎病毒 (HBV )

引起的慢性、进展性、致死性疾病
[ 1]
, 目前使用的抗

病毒药物中多是核苷类药物。核苷类药物按照化学

结构分可分为有环核苷和开环核苷
[ 2]
。一直以来,

有环核苷类似物拉米夫定作为首选药物用于临床治

疗乙型肝炎,但是随着用药时间的延长,拉米夫定显

示出严重的耐药性和肝毒性
[ 3]
。

自 1980年人们发现开环核苷具有抗病毒作用

以来, 开环核苷膦化物 ( acyclic nuc leoside phospho�
nates, ANP)已成为抗病毒核苷类似物的重要一

族。先后已有 3个药被批准上市用于治疗不同的病

毒感染。代表药物为西多福韦 ( cidofov ir, 1)、替诺

福韦富马酸酯 ( Tenofovir d isoprox il fumarate, 2)阿德

福韦酯
[ 3]

( adefov ir d ip ivox i,l 3)。

H oly等
[ 4 ]
于 1982年报道了 PMEA ( adefovir, 4)

的合成及非常强的抗乙型肝炎病毒活性, 但是,

PMEA抗 HBsAg、HBeAg活性起效较慢, 病人疗程较

长, HBsAg、HBeAg转阴率较低,另外, 该药大剂量服

用时有一定的肾毒性,脂溶性差, 生物利用度低而限
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制其在临床上的应用。 Starrett等
[ 5 ]

1992年报道了

阿德福韦酯 ( 3)的结构、可抑制对拉米夫定等产生

的 HBV耐药株。该药物以 10mg /d的剂量于 2002

年 9月被美国 FDA批准用于治疗慢性乙型肝炎。

阿德福韦酯是阿德福韦的前药,前药部分迅速被酯

酶水解释放出游离的阿德福韦进入门静脉和全身循

环,可以不需要磷酸化即有抗病毒作用。

为寻找新一代高效低毒的阿德福韦衍生物,本

研究以 PMEA结构为基础, 利用生物电子等排体原

理, 对 PMEA化学结构骨架的碱基 8位碳原子 ( CH )

替换成氮原子 ( N )及将 N6�位氨基 ( �NH )替换成巯

基 ( �SH )衍生物, 引入 8�氮杂 �6�取代苯硫基, 设计并

合成了 10个未见文献报道的 2�( 8�氮杂�6�取代苯
硫酚基�9H�嘌呤 �9�基 )乙氧基甲基膦酸 /二乙酯化

合物。化学结构经 IR,
1
H �NMR谱进行确证。目标

化合物的合成路线如图 1所示。

图 1� 目标化合物的合成路线
a: R= CH 3; b: R= B r; c: R= F; d: R= C;l e: R= CH ( CH 3 ) 2

� �Na2CO 3 /CH3CN;  �N aNO 2 /CH 3COOH; ! �NaH /DMF; ∀�NaH /DMF / P�TsCH 2 POO ( OC2H5 ) 2 /H oAc; # �S i( CH 3 ) 3B r/CH 2C l2

2� 实验部分

熔点用 RY�2型熔点仪测定; 核磁共振 Bruker

AC�300P型仪器测定, TM S为内标; CDC l3及 DMSO

为溶剂, TMS为内标。质谱采用 Q�TOF M icro YA019

质谱仪测定;红外光谱采用 Bruker Bector22型红外光

谱仪, KBr压片。柱层析在硅胶 H ( 10~ 40 �M )上进

行。薄层层析在 HSGF 254型硅胶板上进行, 青岛海

洋化工厂生产。所用试剂均为分析纯级试剂。

2. 1� 2�( 5�氨基 �6�氯嘧啶�4�氨基 )乙醇 ( 5)的制备

� 三颈瓶中加入 5�氨基 �4, 6�二氯嘧啶 6 ( 20 g,

0�122mo l)、碳酸钠 ( 51. 7g, 0. 488 mol)、乙醇胺

( 89. 5 g, 0. 146mo l)和乙腈 150 m ,l加热回流 24 h,

浓缩得固体,加水稀释,过滤,滤饼用自来水洗三次,

收集滤饼,丙酮重结晶,得 20. 13 g白色针状固体 5,

收率: 95. 13%。
1
H�NMR ( 300MH z, DM SO ): �7. 71

( s, 1H, 2∃ = CH ), 6. 90 ( s, 1H, NH ), 5. 50 ( s,

2H, NH 2 ), 4. 78 ( s, 1H, OH ), 3. 53 ( ,t 2H, J =

4. 5H z, NCH 2 ) , 3. 34~ 3. 46 ( m, 2H, CH2OH ) 。

2. 2� 2�( 7�氯�3H �[ 1, 2, 3 ]三氮唑 [ 4, 5�d]嘌呤 �3�

基 )乙醇 ( 4)的制备 � 三颈瓶中加入化合物 5( 10 g,

0. 053mo l) , 冰醋酸 ( 2. 65 mo,l 147 m l), 水 ( 147

m l) , CH2 C l2 ( 295m l) ,冰浴冷却至 0 % ,剧烈搅拌下

滴加预冷的亚硝酸钠溶液 ( 4. 0 g, 0. 058 mo l) , 滴

毕, 0 % 搅拌 30 m in, 室温搅拌 2 h,静置分层, 乙酸

乙酯 200m l& 6次萃取水相,合并有机相, 饱和食盐

水洗一次,无水硫酸镁干燥, 过滤,浓缩得油液,加入

少量甲苯,浓缩,柱层析 (乙酸乙酯 /石油醚 = 2 1)

得黄色固体 4, 7. 1 g,收率: 67. 4% 。
1
H �NMR ( 300

MH z, CDC l3 ): �8. 93 ( s, 1H, 2∃ = CH ), 4. 90 ( ,t

2H, J = 5. 1H z, NCH 2 ), 3. 34~ 3. 46 ( ,t 2H, J =

5. 1H z, CH2OH ) 。

2. 3� 2�( 7�4�取代苯硫酚基 ) �3H �[ 1, 2, 3]三氮唑

[ 4, 5�d]嘧啶 �3�基 )乙醇 ( 3a~ 3e)的制备

2. 3. 1 � 对甲基苯硫酚 ( 4. 1 g, 0. 033 mol)溶解于

DMF ( 20 m l)中, 加入 N aH ( 1. 3 g, 0. 033 mo l) , 搅

拌 1 h,滴加化合物 4 ( 5. 0 g, 0. 025mo l)的 DMF溶

液, 滴毕, 搅拌 24 h, 倾入 100 m l水中, 生成大量絮

状固体,搅拌, 过滤,水洗,乙醚洗涤,得土黄色固体。

四氢呋喃重结晶得 2. 4 g,白色固体 2�( 7�( 4�甲基苯
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硫酚基 ) �3H�[ 1, 2, 3]三氮唑 [ 4, 5�d]嘧啶 �3�基 )乙

醇 ( 3a), 收率: 65. 4%。mp: 229. 3 ~ 230. 4 % .
1
H�

NMR ( 500 MH z, DM SO�d6 ) : �12. 7 ( s, 1H,

CH 2OH) 8. 20 ( s, 1H, 2∃ = CH ), 7. 06~ 7. 21( m,

4H, PhH ), 4. 68( ,t 2H, J = 6. 5H z, NCH2 ) , 3. 52

( ,t 2H, J= 6. 5H z, CH 2OH ), 2. 36( s, 3H, CH 3 )。

2. 3. 2� 2�( 7�( 4�-溴苯硫酚基 ) �3H �[ 1, 2, 3[三氮

唑 [ 4, 5�d]嘧啶 �3�基 )乙醇 ( 3b) � 采用 3a制备方

法,得淡黄色固体 3b, 收率: 64. 0%。mp: 249. 3~

249. 9 % 。
1
H �NMR ( 300MHz, DM SO�d6 ): �12. 7

( brs, 1H, CH 2OH), 8. 22 ( s, 1H, 2∃ = CH ), 7. 43

~ 7. 46( d, 2H, J= 9H z, PhH ) , 7. 24~ 7. 27( d, J =

9H z 2H, PhH ) , 4. 72 ( ,t 2H, J = 6. 6H z, NCH 2 ) ,

3. 61 ( ,t 2H, J = 6. 3H z, CH 2OH )。

2. 3. 3� 2�( 7�( 4�氟苯硫酚基 ) �3H �[ 1, 2, 3]三氮唑

[ 4, 5�d]嘧啶�3�基 )乙醇 ( 3c) � 采用 3a制备方法,

得白色固体 3c, 收率: 53. 9%。mp: 200. 6 ~ 201. 4

% 。 1
H�NMR ( 300MH z, DM SO�d6 ) : �12. 7( s, 1H,

CH 2OH ) 8. 22 ( s, 1H, 2∃ = CH ), 7. 34~ 7. 39 ( m,

2H, PhH ), 7. 08~ 7. 14 ( m, 2H, PhH ) , 4. 69 ( ,t

2H, J= 6. 3Hz, NCH 2 ), 3. 54 ( ,t 2H, J= 6. 3H z,

CH 2OH)。

2. 3. 4 � 2�( 7�( 4�氯苯硫酚基 ) �3H�[ 1, 2, 3 ]三氮

唑 [ 4, 5�d]嘧啶 �3�基 )乙醇 ( 3d) � 采用 3a制备方

法, 得白色固体 3d, 收率: 55. 3% 。mp: 207 ~ 209

% 。 1
H �NMR ( 300MH z, DM SO�d6 ) : �12. 7 ( brs,

1H, CH2OH ), 8. 21 ( s, 1H, 2∃ = CH ), 7. 32 ( s,

4H, PhH ) , 4. 71 ( ,t 2H, J = 6. 3 H z, NCH2 ) ,

3�59 ( ,t 2H, J = 6. 3 H z, CH 2OH )。

2. 3. 5� 2�( 7�( 4�异丙基苯硫酚基 ) �3H�[ 1, 2, 3]三

氮唑 [ 4, 5�d]嘧啶�3�基 )乙醇 ( 3e) � 采用 3a制备方

法, 得白色固体 3e, 收率: 75. 8%。mp: 207. 3 ~

209�1 % 。 1
H�NMR ( 300MH z, DM SO�d6 ): �12. 7

( s, 1H, CH 2OH ), 8. 21 ( s, 1H, 2∃ = CH ), 7. 09

~ 7. 22( m, 4H, J = 8. 1H z, PhH ), 4. 69 ( ,t 2H, J

= 6. 3 H z, NCH 2 ) , 3. 53 ( ,t 2H, J = 6. 3 Hz,

CH 2OH), 2. 77~ 2. 86[ m, 1H, CH ( CH3 ) 2 ], 1. 16

[ d, J= 6�9H z, 6H, CH ( CH3 ) 2 ]。

2. 4� 二乙基 ( 2�( 7�( 4�取代苯硫酚基 ) �3H�[ 1, 2, 3]

三氮唑 [ 4, 5�d]嘧啶�3�基 )乙氧基 )甲基膦酸酯 ( 2a~

2e)的合成 � 反应瓶中加入化合物 3a ( 1 g, 0�003 5

mo l), DMF 4m ,l NaH ( 0. 42 g, 0. 010 4 mol),搅拌 1

h,滴加 (二乙基磷酸酯 )甲基�4�甲基苯磺酸酯 ( 3. 34

g, 0�010 4mol) 的 DMF溶液,滴毕,搅拌 6 h,冰水浴

冷却下滴加冰醋酸 ( 0. 62 g, 0�010 4 mo l), 浓缩, 冷

却,二氯甲烷稀释,水洗, 二氯甲烷 15m l & 3次萃取

水相,合并有机相,无水硫酸镁干燥,过滤,浓缩, 得黄

色油液,柱层析: (氯仿  甲醇 = 100 1) ,得无色油

液,冷却得白色固体二乙基 ( 2�( 7�( 4�甲基苯硫酚基 ) �
3H�[ 1, 2, 3]三氮唑 [ 4, 5�d]嘧啶�3�基 )乙氧基 )甲基

膦酸酯 ( 2a),收率: 46. 6%。mp: 89. 1~ 90. 9 % 。 1
H�

NMR ( 500MH z, DMSO�d6 ) : �8. 20( s, 1H, 2∃ = CH ),

7. 32(m, 2H, J = 5�0 Hz, PhH ) , 7. 12 ( d, 2H, J= 5. 0

H z, PhH ), 4. 71 ( ,t 2H, J = 7. 0 H z, NCH 2 ) , 4. 49

( d, 2H, J= 10 Hz, OCH2P), 4. 18~ 4. 22 ( m, 4H,

CH 2CH3 ) , 3�46 ( ,t 2H, J = 7. 0 Hz, CH2O), 2. 32

( s, 3H, CH3 ), 1. 33 ( ,t J = 7. 0H z, CH2CH3 ) 。 IR

( cm
- 1

): 3 093. 11, 3 044. 58 ( Ph, C= H ), 2 992�00,
2 926. 38 ( �CH2 �), 1 942. 80 ( Ph, C= C ), 1 713�79( �P
= O ), 1 584. 06( C= N) , 1 557�99, ( �C�N)。

同法制备化合物 2b~ 2e。

2. 5� ( 2�( 7�( 4�取代苯硫酚基 ) �3H�[ 1, 2, 3]三氮唑

[ 4, 5�d]嘧啶 �3�基 )乙氧基 )甲基膦酸 ( 1a~ 1e) 的

合成 � 将化合物 2 a ( 0. 4 g, 0. 9mmol)溶解于二氯

甲烷中,加入三甲基溴硅烷 ( 0. 49 g, 3. 2mmol), 回

流待反应完全,浓缩,得半固体,加入水,析出白色固

体, 过滤, 重结晶,干燥后得化合物 ( 2�( 7�( 4�甲基苯
硫酚基 ) �3H�[ 1, 2, 3]三氮唑 [ 4, 5�d]嘧啶�3�基 )乙

氧基 )甲基膦酸 ( 1a)。收率 57. 0%。mp: 196. 1 ~

197. 3 % .
1
H�NMR ( 500 MH z, DMSO�d6 ): �11. 5

( brs, 2H, OH ), 8. 49 ( s, 1H, 2∃ = CH ), 7. 23( d,

J= 5H z 2H, PhH ) , 7. 10( d, J = 5H z 2H , PhH ),

4�67 ( ,t 2H, J = 6. 5 Hz, NCH 2 ) , 4. 20 ( d, 2H, J

= 12. 5 H z, OCH 2P ), 3. 51 ( ,t 2H, J = 6. 5 H z,

CH 2O ), 2. 24( s, 3H, CH 3 )。 IR ( cm
- 1

) : 3 421. 40

(�OH ), 3189�68, 3037�24( Ph, C= H ) , 2993� 70,
2 916�70( �CH2 �) , 1 698�14( �P= O ), 1 578�69( C=

N ), 1 557. 29, ( �C�N )。

同法制备化合物 1b ~ 1e。目标化合物的化学

结构、熔点、收率及广谱数据见表 1。

2. 6� 药理实验

2. 6. 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。

2. 6. 2� 阳性对照药 � PMEA (第二军医大学药学院

药物化学教研室 )。 4 % 冰箱保存。
2. 6. 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

( HepG2 2. 2. 15细胞 )。

2. 6. 4� 药物毒性试验 � MTT法检测样品对细胞的

毒性, MTT( A ldr ich)。

2. 6. 5� HBV抗原检测 � 酶联免疫法 ( ELISA ): 检测

样品对 HBsA g和 HBeAg的抑制作用。
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表 1� 目标化合物的化学结构、熔点、收率及广谱数据

编号 R1 R2 m p( % ) 得率 (% ) 1H �NMR( 500 MH z, DM SO�d) �

1 a CH 3 H 196. 1~ 197. 3 57. 0 11. 5 ( b rs, 2H, OH ), 8. 49 ( s, 1H, 2∃ = CH ) , 7. 23 ( d, J = 5 H z 2H, PhH ) ,

7�10( d, J = 5H z 2H , PhH ) , 4. 67 ( t, 2H, J= 6. 5H z, NCH2 ) , 4. 20 ( d, 2H,

J = 12. 5 H z, OCH2 P) , 3. 51( t, 2H, J = 6. 5H z, CH 2O) , 2. 24( s, 3H, CH 3 )

1 b B r H 209. 8~ 210. 9 67. 4 11. 5 ( b rs, 2H, OH ), 8. 44 ( s, 1H, 2∃ = CH ) , 7. 47 ( d, 2H, PhH ) , 7. 28 ( d,

2H, PhH ) , 4. 73 ( t, 2H, J = 6. 0 H z, NCH 2 ) , 4. 35 ( d, 2H, J = 12. 3 H z,

OCH2 P) , 3. 60 ( t, 2H, J = 6. 0 H z, CH2O)

1 c F H 210. 2~ 211. 4 65. 3 11. 4 ( b rs, 2H, OH ), 8. 63 ( s, 1H, 2∃ = CH ) , 7. 37~ 7. 42 ( m, 2H, PhH ) ,

7�13~ 7. 19 (m, 2H, PhH ) , 4. 68 ( t, 2H, J = 6. 3 H z, NCH
2
), 3. 98 ( d, 2H,

J = 11. 8 H z, OCH
2
P) , 3. 52~ 3. 55 ( m, 2H, CH

2
O)

1 d C l H 202. 1~ 203. 2 78. 4 11. 5 ( b rs, 2H, OH ), 8. 20 ( s, 1H, 2∃ = CH ) , 7. 26~ 7. 34 (m, 4H, PhH ) ,

4�71 ( t, 2H, J = 7. 0H z, NCH2 ) , 4. 49 ( d, 2H, J = 12. 0H z, OCH 2P) , 3. 49~

3. 50( t, 2H, J= 7. 0H z, CH 2O)

1 e CH (M e) 2 H 199. 2~ 200. 3 82. 1 11. 7 ( brs, 2H, OH ), 8. 20 ( s, 1H, 2∃ = CH ) , 7. 36 ( d, 2H, J = 6. 3 H z,

PhH ) , 7. 17 ( d, 2H, J= 6. 3H z, PhH ) , 4. 71 ( t, 2H, J = 12H z, NCH 2 ) , 4. 49

( d, 2H, J= 12. 3H z, OCH2 P) , 3. 46 ( t, 2H, J = 6. 9 H z, CH 2O ), 2. 84~ 2. 93

( m, J = 6. 9 H z, 1H, CH ( CH 3 ) 2 ) , 1. 24~ 1. 26 ( d, J = 6. 9 H z, 6H, CH

( CH 3 ) 2 )

2 a CH 3 C2H 5 89. 1~ 90. 9 46. 6 8. 21( s, 1H, 2∃ = CH ) , 7. 32 ( m, 2H, J = 5. 0 H z PhH ) , 7. 12 ( d, 2H, J = 5. 0

H z, PhH ) , 4. 71 ( t, 2H, J = 7. 0 H z, NCH 2 ) , 4. 49 ( d, 2H, J = 10 H z,

OCH2 P) , 4. 18~ 4. 22 ( m, 4H, CH2CH3 ), 3. 46 ( t, 2H, J= 7. 0H z, CH2O) ,

2. 32 ( s, 3H, CH 3 ) , 1. 33 ( t, 6H, J = 7. 0H z, CH2CH 3 )

2 b B r C2H 5 88. 9~ 90. 2 37. 5 8. 20 ( s, 1H, 2∃ = CH ), 7. 41~ 7. 45 (m, 2H, PhH ) , 6. 98~ 7. 05 (m, 2H,

PhH ) , 4. 71 ( t, 2H, J= 6. 9H z, NCH 2 ) , 4. 50 ( d, 2H, J = 12. 3H z, OCH2 P) ,

4. 15~ 4. 26 ( m, 4H, CH2CH3 ), 3. 45 ( t, 2H, J = 6. 9 H z, CH 2O) , 1. 32 ( t,

6H, J = 6. 9 H z, CH2CH3 )

2 c F C2H 5 94. 4~ 95. 9 41. 4 8. 20 ( s, 1H, 2∃ = CH ), 7. 41~ 7. 45 ( m, 2H, PhH ) , 7. 26~ 7. 28 ( m, 2H,

PhH ) , 4. 73 ( t, 2H, J= 7. 2H z, NCH 2 ) , 4. 51 ( d, 2H, J = 13. 8H z, OCH2 P) ,

4. 18~ 4. 24( m, 4H, CH2CH 3 ) , 3. 51 ( t, 2H, J = 6. 9 H z, CH 2O ) , 1. 33 ( t, J

= 6. 9H z, 6H CH2CH3 )

2 d C l C2H 5 76. 1~ 77. 5 44. 7 8. 21 ( s, 1H, 2∃ = CH ) , 7. 26~ 7. 34( m, 4H, PhH ) , 4. 71 ( t, 2H, J= 7. 0H z,

NCH2 ), 4. 49 ( d, 2H, J = 12. 0 H z, OCH 2P ) , 4. 19 ~ 4. 21 ( m, 4H,

CH2CH3 ), 3. 49 ( t, 2H, J = 7. 0 H z, CH2O ), 1. 33 ( t, 6H, J = 7. 0 H z ,

CH2CH3 )

2 e CH (M e) 2 C2H 5 89. 3~ 90. 0 38. 8 8. 22 ( s, 1H, 2∃ = CH ), 7. 41~ 7. 45 ( m, 2H, PhH ) , 7. 26~ 7. 28 ( m, 2H,

PhH ) , 4. 73 ( t, 2H, J= 7. 2H z, NCH 2 ) , 4. 51 ( d, 2H, J = 13. 8H z, OCH2 P) ,

4. 18~ 4. 24 ( m, 4H, CH 2CH 3 ) , 3. 51 ( t, 2H, J = 6. 9H z, CH2O ) 2. 84~ 2. 93

( m, 1H, J = 6. 9H z, CH ( CH3 ) 2 ) , 1. 35 ( t, 6H, J = 6. 9H z, CH 2CH 3 ), 1. 24

~ 1. 26( d, 6H, J = 6. 9H z, CH ( CH3 ) 2 )

� � 用 DMEM培养液 ( G IBCO) ,培养液添加 10%胎

牛血清, G418 100 �g /m l( G IBCO ), 0�03%谷氨酰
胺,用 0. 23% H ePes调 pH至 6. 48。称取适量样品

加 0. 2 m l DMSO, 完全溶解后补加 3. 79 m l 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

HBsA g、HBeA g的抑制率,余下细胞用 M IT法测定药

物细胞毒性。实验结果见表 2。

2. 6. 6� 药物对 HBV病毒 DNA抑制作用检测 �
H epG2 2. 2. 15细胞在 24孔细胞培养板中培养 48 h
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后,加入所配不同浓度含药培养液, 继续培养 9 d

(每 3 d换液一次 ) ,收集上清液, 用探针法进行 PCR

检测。HBV引物: HBV上游引物: 5∃ �TgT CCT ggT

TAT CgC Tgg�3∃。HBV下游引物: 5∃ �CAA ACg ggC

AAC ATA CCT T�3∃。 HBV 荧光探针序列: 5∃

( FAM ) �TgT gTC TgC ggC gTT TTA TCA T�( TAM�
RA ) 3∃ PCR: 95 % 预变性 5 m in; 95 % 变性 10 s, 60

% 退火和延伸共 30 s, 40个循环。结果见表 2。

表 2� 目标化合物的体外抗 HBV活性 1)

化合物 CC50 ( �g) 1
Ant i�HBsAg

IC50 ( �g) 2 S I3
Ant i�HBeAg

IC50 ( �g) S I

Ant i�HBVDNA

IC50 ( �g) S I

1 a 113. 40 33. 84 3. 35 10. 51 10. 79 2. 56 44. 30

1 b 244. 40 34. 25 7. 14 16. 23 15. 06 3. 80 54. 32

1 c 96. 48 71. 88 13. 40 11. 52 8. 38 2. 64 36. 55

1 d 167. 91 37. 13 4. 52 11. 14 15. 07 4. 24 39. 60

1 e 90. 76 13. 80 6. 58 0. 51 177. 96 0. 64 141. 81

PMEA 540 305 1. 77 286 1. 89 0. 517 1 400

1) : 1�CC50:致半数细胞毒性所需浓度; 2� IC50:半数抑制浓度. 3�S I: 选择指数 ( SI= CC50 / IC50 )。

3� 讨论

3. 1� 在合成中间体 3a�3e时,将取代苯硫酚在钠氢

存在下于冰水浴下反应 1 h,然后加入新鲜制备的中

间体 4,最初尝试室温下反应, 产率很低, 逐渐加温

到 90 % 反应 16 h, 即可基本反应完全。

3. 2� 合成中间体 2a�2e时, 反应以中间体 3a�3e、
(二乙基磷酸酯 )甲基�4�甲基苯磺酸酯、钠氢按 1 

2. 5 2. 5比例投料较好。

3. 3� 2 a�2 f经三甲基溴硅烷水解处理后得到膦酸化合

物,如果 2 a�2 e不纯化就直接投料反应,则产物析出困

难,需要反调节 pH值才可得到目标化合物 1 a�1 e。

3. 4 � 对 5个膦酸化合物进行了体外抗 HBsAg、

HBeAg和抗 HBV�DNA活性筛选试验。所测化合物

抗 HBsAg、HBeAg活性均好于 PMEA, 化合物 1e抗

HBV�DNA活性与 PMEA相当,值得继续研究。结果

显示, PMEA引入 8�氮杂�6�取代苯硫基抗 HBV�DNA

活性保持,抗 HBsAg、HBeAg活性得以提高。
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