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摘要 目的:修饰阿德福韦 (ADV )结构,设计合成新化合物,研究其对乙肝病毒 HBsAg、HBeAg的抑制活性。方

法:以 ( ADV)为原料,经磷酰氯化、三氟乙醇酯化和氯甲酸酯缩合等反应,设计合成了未见文献报道的 8个嘌呤

类目标化合物 1a 1h,所有化合物经
1
HNMR谱等确证;体外药理实验采用酶联免疫法 ( ELISA ),阳性药物采用临

床常用同类药物 ADV。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, 1e, 1g, 1h对 HBsAg抑制活性与 ADV相当,化合物 1g对 HBeAg抑制活性与 ADV相当。所有目标化合物对

HBsAg抑制活性好于对 HBeAg抑制活性。结论:在嘌呤环 N6位引入较长碳链的 1g活性最佳。
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Synthesis and antiviral activities of substituted adenine analogues on HBV
WU Guang, L IU Jia, N IU Chun Juan, L IKe( Departm ent ofM ed ic inal Chem istry, Schoo l o f Pharmacy, SecondM ilitaryM edica lUniver

sity, Shangha i 200433, Ch ina)

ABSTRACT Objec tive: To study o f design and synthesis of the new ( ADV ) deriva tives and study their activ ities o f inhib iting hepatitis

B v irus HBsAg and HBeAg. Methods: Starting w ith ADV, w e synthesized 8 firstly reported pur ine compounds 1a 1h, w hich have been

ver ified byNMR andMS. Enzym e linked imm unosorbent assay ( EL ISA ) was used to assessH BsAg and HBeAg. The positive contro l is

ADV. Resu lts: The test results show the inhibitory rate of targeted pur ine com pounds on HBsAg nad HBeAg is correspond w ith ADV.

Conclusion: 1g introduced long carbon cha in at N6 substituted o f purine show s the best activ ity.
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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。自 1980年人们发现开环核苷具有抗病毒

作用以来,开环核苷已成为抗病毒核苷类药物的重要

一族。

阿德福韦 ( adefov ir, ADV )作为开环核苷类抗病

毒药物,具有广泛的抗 RNA和 DNA及逆转录酶病毒

活性。阿德福韦在细胞激酶作用下磷酸化为活性代

谢产物二磷酸盐 ADVpp,此产物与酶的自然底物三

磷酸脱氧腺苷 ( aATP)竞争, 抑制 HBV DNA聚合酶

(HBV逆转录酶 ) ,或通过整合到病毒 DNA链后使其

发生链终止; 阿德福韦本身也可直接整合到 HBV

DNA链中,形成 DNA链终结子 ,因而阿德福韦具有

较强的抑制 HBV DNA复制的作用。由于 ADV的磷

酸酯基带负电荷,阿德福韦口服后在肠内吸收较差,

口服生物利用度很低
[ 1]
。为提高生物利用度,对其结

构中磷酸基团进行酯化,成功得到阿德福韦酯 ( adefo

v ir d ip iv ix il),已与 2002年被 FDA批准用于治疗成人

慢性乙肝。但是,阿德福韦酯在体内被酶水解释放出

阿德福韦,特戊酸和甲醛, 其中在服用高剂量阿德福

韦酯时,代谢产生的高浓度特戊酸可能会降低血清中

的肉毒碱而产生肾毒性
[ 2]
。

本研究以 ADV为先导化合物,以易于代谢降解

的三氟乙基取代阿德福韦酯的特戊酸基, 将 ADV的

磷酸基团部分修饰为三氟乙醇的酯化衍生物,同时在

嘌呤 6位 N上引入系列氯甲酸酯取代, 通过结构修

饰,以期降低阿德福韦酯大剂量应用产生的肾毒性,

增强 ADV生物利用度, 改善药代动力学性质。以

ADV为原料, 经氯代、三氟乙醇酯化、系列取代氯甲

酸酯缩合等反应,设计合成得到 8个未见文献报道的

开环嘌呤膦酸酯类化合物 6取代酰胺 9 [ [双 ( 2, 2,

2三氟乙基 )膦酰基甲氧基 ] 乙基 ]腺嘌呤 1a 1h,并

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。路线如图 1所示。
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图 1 目标化合物的合成路线

1 a: R = CH2CH 3; 1b: R= CH2CH2CH 3; 1 c: R= CH ( CH 3 ) 2; 1d: R= CH 2 ( CH2 ) 2CH 3; 1 e: R = CH 2CH ( CH 3 ) 2;

1:f R= CHCH2CH2CH 2CH 2CH2; 1g R= CH 2CH 2CH ( CH3 ) 2; 1h: R = CH 2 ( CH2 ) 3CH3

2 实验部分

2. 1 仪器和材料 RY 2型熔点仪,温度未经过校

正;核磁共振氢谱用 BrukerAC 300P型仪器测定, 以

DMSO d6为溶剂, TM S为内标。药理实验采用酶联免

疫法 ( ELISA ), 阳性对照药 ADV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%。目标化合物合成原料 PMEA由第二军

医大学药学院药物化学教研室合成,所用试剂均为市

售分析纯。

2. 2 目标化合物的合成

2. 2. 1 参照文献的方法合成氯甲酸酯
[ 3]
参照专利

CN1421450合成 PMEA
[ 4]
,参考文献的方法合成目标

化合物
[ 5]
。

2. 2. 2 9 [双 ( 2, 2, 2三氟乙基 ) 膦酰基甲氧基 ] 乙

基嘌呤 ( 3)的制备 9 ( 2膦酰甲氧乙基 )腺嘌呤

(ADV ) 5. 4 g ( 19. 8mmo l), 氯化亚砜 20 mL,催化量

的 DMF,放入 100mL三口瓶,回流 3 h后减压蒸除氯

化亚砜,剩余油状物中加入干燥乙腈 15mL,搅拌溶

解,于 70  滴加由三氟乙醇 8 g ( 80 mmol)、无水吡

啶 3. 4 g ( 43. 5mmo l)和无水乙腈 10mL的混合液,

滴毕回流反应约 10 h。由薄层点板跟踪反应完成,浓

缩,硅胶柱层析纯化,二氯甲烷 甲醇 = 30 1淋洗,

浓缩冷却得浅黄色固体 1. 03 g,即 9 [双 ( 2, 2, 2三氟

乙基 ) 膦酰基甲氧基 ] 乙基嘌呤 ( 3)。m. p. 141. 4~

141. 8  , 收率: 11. 8%。 IR ( cm
- 1
): 3370. 28, 3333.

94, 3003. 60, 2974. 44, 1654. 23, 1610. 98, 1507. 84,

1579. 65。
1
HNMR ( CDC l3 ): 3 88 3. 92(m, 2H, 2 'H ),

4. 09 4. 12( d, 2H, OCH2 P) , 4. 31 4. 34(m, 2H, 1 'H ),

4. 53 4. 66(m, 4H, OCH2CF3 ), 7. 39( s, 1H, 2H ), 8. 12

( s, 1H, 8H )。

2. 2. 3 6异丙氧基酰胺 9 [双 ( 2, 2, 2三氟乙基 ) 膦

酰基甲氧基 ] 乙基嘌呤 ( 1c)的制备 9 [双 ( 2, 2, 2

三氟乙基 ) 膦酰基甲氧基 ]乙基嘌呤 1. 32 g ( 3

mmol)溶于无水二氯甲烷 5 mL,加入无水吡啶 0. 26

mL( 3. 2mmol) ,搅拌,于低温下滴加氯甲酸异丙酯 1

mL,滴毕,常温反应 3 h, 蒸除溶剂, 薄层点板跟踪反

应完成,浓缩,硅胶柱层析纯化,二氯甲烷 甲醇 = 50

1淋洗,得白色固体 1. 35 g,即 6异丙氧基酰胺 9

[双 ( 2, 2, 2三氟乙基 ) 膦酰基甲氧基 ] 乙基嘌呤

( 1c)。mp: 115. 3~ 116. 4 ,收率: 92. 3%。

目标化合物 1a~ 1b, 1d~ 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。

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。4  冰箱保存。

2. 3. 2 阳性对照药 ADV (第二军医大学药学院药

物化学教研室 )。4  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 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 g /mL(G IBCO) , 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. 79mL 2% DMEM过滤,
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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 ! 104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 M IT法测定药物细胞毒性。实验结果

见表 2。

表 1 目标化合物的结构、物理常数和 1H NMR

编号 R m p(  ) 收率 (% )
1H NMR( DMSO d6 ) 

1 a CH 2CH3 122. 7~ 123. 2 91. 5 1. 32~ 1. 37(m, 3H, OCH2CH3 ) , 3. 92~ 3. 94( d, 2H, OCH2 P) , 3. 97~ 4. 00 (m,

2H, 2 'H ) , 4. 01~ 4. 05( t, 2H, OCH2CH 3 ) , 4. 10~ 4. 18(m, 2H, 1 'H ), 4 29~ 4.

38(m, 4H, OCH2CF3 ) , 7. 99( s, 1H, 2 H ), 8. 71( s, 1H, 8H )

1b CH
2
CH

2
CH

3
115. 3~ 116. 4 92. 3 0. 94~ 0. 99(m, 3H, OCH

2
CH

2
CH

3
) , 1. 68~ 1. 75( m, 2H, OCH

2
CH

2
CH

3
), 3 90

~ 3. 93( d, 2H, OCH 2 P), 3. 99~ 4. 03( m, 2H, 2 'H ) , 4. 18~ 4. 23 (m, 2H, 1 'H ),

4. 29~ 4. 48(m, 4H, OCH 2CF3 ), 4. 46~ 4. 50( m, 2H, OCH2CH 2 ) , 8. 29 ( s, 1H,

2H ) , 8. 69( s, 1H, 8 H )

1 c CH ( CH3 ) 2 116. 4~ 117. 0 92. 0 1. 32~ 1. 34( d, 6H, CH ( CH3 ) 2 ) , 3. 91~ 3. 94 ( d, 2H, OCH 2P ), 4. 00~ 4. 04

( m, 2H, 2 'H ) , 4. 30~ 4. 41(m, 4H, OCH
2
CF

3
) , 4. 47~ 4. 50(m, 2H, 1 'H ), 5 09

~ 5. 13( s, 1H, CH ( CH 3 ) 2 ) , 8. 03( s, 1H, 2 H ), 8. 71( s, 1H, 8H )

1d CH 2CH2CH2CH 3 102. 3~ 103 6 93. 1 0. 94~ 0. 96(m, 3H, CH 3 ) , 1. 38~ 1. 71 (m, 4H, OCH2CH2CH 2CH3 ) , 3. 91~ 3.

94( d, 2H, OCH 2P) , 4. 00~ 4. 04(m, 2H, 2 'H ), 4. 24~ 4. 28( m, 2H, 1 'H ) , 4. 30

~ 4. 41( m, 4H, OCH 2CF3 ), 4. 47~ 4. 50 (m, 2H, OCH2CH2CH2CH 3 ) , 8 12( s,

1H, 2H ) , 8. 70 ( s, 1H, 8H )

1 e CH 2CH ( CH3 ) 2 110. 1~ 110. 6 85. 6 0. 96~ 0. 99 ( d, 6H, CH 3 ), 1. 92 ~ 2. 05 ( m, 1H, CH ) , 3. 91 ~ 3. 94 ( d, 2H,

OCH 2 P) , 4. 01~ 4. 06(m, 2H, 2 'H ), 4. 26~ 4. 28 (m, 2H, 1 'H ) , 4. 32~ 4. 41 (m,

4H, OCH 2CF3 ), 4. 47~ 4. 51( m, 2H, OCH2CH ), 8. 08~ 8. 10( d, 1H, 2H ) , 8. 71

( s, 1H, 8 H )

1 f CHCH 2CH2CH2

CH 2CH 2

97. 8~ 99. 2 86. 3 1. 32~ 1. 59(m, 6H, 3∀, 4∀ H ), 1. 73~ 1. 79(m, 4H, 2∀ H ), 3. 92~ 3. 95( d, 2H,
OCH 2 P) , 4. 02~ 4. 05(m, 2H, 2 'H ), 4. 24~ 4. 26 (m, 2H, 1 'H ) , 4. 48~ 4. 52 (m,

4H, OCH2CF3 ), 452~ 4. 91(m, 1H, 1∀ H ), 7. 90 ( s, 1H, 2H ) , 8. 70( s, 1H, 8 H )

1g CH 2CH2CH ( CH3 ) 2 102. 4~ 103. 5 84. 7 0. 97~ 0. 99( d, 6H, CH 3 ) , 1. 55~ 1. 62 ( t, 2H, OCH2CH 2CH ), 1. 68~ 1. 77 (m,

1H, CH (CH 3 ) 2 ) , 3. 91~ 3. 94( d, 2H, OCH 2P) , 4. 00~ 4. 09 (m, 2H, 2 'H ) , 4. 27

( s, 2H, 1 'H ), 4. 29 ~ 4. 41 ( m, 2H, OCH 2CF3 ) , 4. 47 ~ 4. 51 ( m, 2H,

OCH 2CH 2CH ) , 8. 13( s, 1H, 2 H ), 8. 70( s, 1H, 8H )

1h CH 2 ( CH 3 ) 2CH 3 134. 4~ 134. 8 82. 7 0. 87~ 0. 94 (m, 3H, CH3 ), 1. 14~ 1. 66( m, 6H, CH 2CH 2CH2 ), 3. 92~ 3. 95( d,

2H, OCH2 P), 4. 01~ 4. 05( m, 2H, 2 'H ) , 4. 20~ 4. 26(m, 2H, 1 'H ) , 4. 30~ 4. 48

(m, 4H, OCH 2CF3 ), 4. 51~ 4. 85( m, 2H, OCH2CH 2CH 2 ), 7. 90 ( s, 1H, 2 H ) , 8.

71( s, 1H, 8H )

表 2 目标化合物的抗 HBV活性

化合物
HB sAg(% )

100 g /mL 50 g /mL

HBeAg(% )

100 g /mL 50 g/mL

1a 22. 2 18. 2 15. 9 9. 8

1b 24. 5 20. 9 15. 2 10. 3

1c 28. 9 20. 1 10. 2 8. 2

1d 31. 7 22. 3 20. 4 16. 7

1e 30. 9 28. 5 # #

1 f 12. 9 10. 1 11. 7 5. 0

1g 39. 2 34. 2 25. 1 20. 2

1h 36. 0 35. 5 19. 8 14. 2

ADV 37. 5 35. 3 28. 1 20. 0

3 结果和讨论

初步的抗病毒活性实验结果表明,设计合成的 8

个化合物,对 HBsAg和 HBeAg都有一定的抑制作用。

化合物 1d, 1e, 1g, 1h的 HBsAg抑制活性与 ADV相

当,化合物 1g的HBeAg抑制活性与 ADV相当。同同

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。

9 [ 2 (膦酰甲氧基 )乙基 ]腺嘌呤 ( ADV )为化合

物的基本药效基团, 将 ADV的磷酸基团部分修饰为

三氟乙醇的酯化衍生物,同时在嘌呤 6位 N上引入系

列氯甲酸酯取代,通过结构修饰的目标化合物保持抗

HBV病毒活性。N
6
氯甲酸酯系列取代对活性有一定

影响,其中,长链脂肪氯甲酸酯抗 HBV病毒活性较

强,柔性基团比刚性环状基团 (如环己基 )取代化合物
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对抗 HBV病毒活性更为有利。在 N6位引入较长碳

链的异戊氧基的 1g活性最佳。由于化合物的数量有

限,深一步的构效关系,有待于进一步的研究。
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啡。 ∃酸碱平衡。最初由于呼吸急促,会出现呼吸性

碱中毒。严重或长时间持续的休克由于组织灌注不

足,出现无氧代谢, 产生代谢性酸中毒。如果动脉血

气测量指出存在酸中毒时, 可按每公斤体重 2~ 5 mL

迅速静滴 5%碳酸氢钠注射液纠正。4~ 6 h后,测定

血中二氧化碳结合力,决定是否继续用药
[ 18]
。%骨

髓输液。由于失血性休克患者周围循环衰竭,末稍静

脉塌陷
[ 20]
,建立输液复苏的静脉通路比较困难。同

时在时间紧迫各种条件有限的情况下,无法通过紧急

手术施行静脉插管。这种情况下,可以采用骨髓输液

技术,进行输液复苏。目前,多种抗生素、急救药品,

甚至全血都可经过骨髓内途径给入,达到良好救治效

果
[ 20, 21]

。

4 小结

失血是大多数战伤或创伤所致休克的原因。在

评估伤员伤情时, 高度怀疑存在失血性休克是必要

的。在控制出血的基础上,积极开展输液复苏十分关

键。尽管近年来新的抗休克药物并未面世,但是, 如

何选择、如何使用液体复苏药物的策略和方法愈益完

善、趋于规范。
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