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［摘要］ 目的 探索合成供金纳米粒载药系统研究用模型药物巯基化阿霉素的可行方法。方法 分别采用 2-亚氨基

硫烷盐酸盐( 2-IT) 法和琥珀酰亚胺-S-乙酰基硫代乙酸酯( SATA) 法合成巯基阿霉素，通过高效液相色谱( HPLC) 、飞行时间质

谱( MS-ESI) 及核磁共振氢谱( 1H NMＲ) 验证巯基阿霉素的合成，并考察反应物摩尔比、反应时间等因素对合成巯基阿霉素的

影响。结果 1H NMＲ 确证 DOX-SATA 出现了与硫酯基团相连的质子信号，表明新合成的化合物中含有硫酯基团。HPLC 及

MS-ESI 结果显示，两种方法均能合成巯基阿霉素，2-IT 法生成的巯基阿霉素，随着反应时间延长易发生环化，形成环化巯基阿

霉素。SATA 试剂法合成巯基阿霉素过程中不易发生副反应，合成的巯基阿霉素较为稳定。结论 通过两种方法的比较，SA-
TA 法合成巯基阿霉素的方法较为可行。
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［Abstract］ Objective To investigate the optimal method for synthesizing thiolated doxorubicin．Methods Thiolated doxorubi-
cin was synthesized through two different methods． Doxorubicin was reacted with 2-iminothiolane ( 2-IT) and S-acetylthioglycolic acid
N-hydroxysuccinimide ester ( SATA) ，respectively． The synthesized thiolated doxorubicin was further characterized by HPLC and MS-
ESI techniques． Several factors including molar ratios as well as reaction time were evaluated． Ｒesults The results showed that thiolat-
ed doxorubicin could be synthesized via both of the two methods successfully． Thiolated doxorubicin could be stable when doxorubicin
was reacted with SATA． But the crude thiolated doxorubicin could be cyclized easily when doxorubicin was reacted with 2-IT． Conclu-
sion Thiolated doxorubicin prepared with SATA is more feasible than that with 2-IT．

［Key words］ thiolated doxorubicin; 2-iminothiolane ( 2-IT) ; S-acetylthioglycolic acid N-hydroxysuccinimide ester ( SATA)

阿霉素( DOX) 为放线菌( Streptomyces varcaes-
ius) 产生的蒽环类抗生素，是一种作用于 DNA 的药

物，抗菌谱广，对多种肿瘤都有作用，广泛用于化学

治疗。但长期使用阿霉素产生的蓄积性心脏毒性和

肿瘤细胞对阿霉素产生的多药耐药性限制了阿霉素

在临床上的应用［1］。
纳米载药系统具有增强肿瘤的 EPＲ 效应、减少

游离药物的非特异毒性及延长药物的体循环时间，

增强药物在作用部位的蓄积，提高药效等优点而成

为逆转肿瘤多药耐药的有效逆转策略之一［2］。近

年来基于阿霉素的纳米载药系统主要包括阿霉素脂

质体［3］、阿霉素胶束［4］、阿霉素聚合物纳米粒［5］等，

其中，以 Au-S 键为基础的谷胱甘肽还原响应型纳

米载药系统［6］成为研究热点。
为使阿霉素能与金纳米粒通过 Au-S 键形成金

纳米粒载药系统，首先需要对游离的阿霉素进行化

学修 饰，合 成 具 有 含 有 游 离 巯 基 的 巯 基 阿 霉 素

( DOX-SH) 。本研究采用两种不同方法合成了模型

药物 DOX-SH，并通过高效液相色谱( HPLC) 、飞行

时间质谱( MS-ESI) 及核磁共振氢谱( 1H NMＲ) 比较

了这两种方法的可行性，为进一步构建金纳米粒载

药系统奠定基础。

1 材料与仪器

1． 1 材料 盐酸阿霉素( DOX·HCl) ( 大连美仑生

物技术有限公司) ; 2-亚氨基硫烷盐酸盐( 2-IT) 、琥
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珀酰亚胺-S-乙酰基硫代乙酸酯( SATA) ( 美国 Sigma
公司) ; N，N-二甲基甲酰胺( DMF) 、三乙胺( TEA) 、
乙酸乙酯( Ethyl acetate) 、氯化钠( NaCl) 、盐酸羟胺

( NH2OH·HCl) 、碳酸钠( Na2CO3 ) ( 上海国药集团

化学试剂有限公司) ; 三氟乙酸( TFA) ( 美国 Tedia
公司) ; 乙腈、甲醇均为色谱纯( 德国默克公司) 。实

验用水均为去离子水。
1． 2 仪器 85-2 恒温磁力搅拌器( 中国国华电器

有限 公 司 ) ，Nanopure DiamondTM 纯 水 机 ( 美 国

Barnstead 公司) ，AL104 电子天平［METTLEＲ TOLE-
DO 仪器( 上海) 有限公司］，分液漏斗( 上海和器公

司) ，浓缩仪( 德国 Eppendorf 公司) ，高效液相色谱

仪 LC-20A( 日本岛津公司 SHIMADZU) ，十万分之

一天 平［METTLEＲ TOLEDO 仪 器 ( 上 海) 有 限 公

司］，超声波清洗器 SK 3300LH( 上海市科导超声仪

器有限公司) ，核磁共振仪 Avane II 600 MHz( 瑞士

Bruker 公司) ，飞行时间质谱仪 G6220A TOF ( 美国

Agilent Technologies) 。

2 方法

2． 1 2-IT试剂法合成 DOX-SH［7］

2． 1． 1 制备方法 精密称取 DOX·HCl 和 2-IT 按

1∶10、1∶20、1∶30 的摩尔比混合后溶于适量甲醇

中，加入适量三乙胺，调节反应体系的 pH 值为 8 ～
10，在 N2 保护避光的条件下，室温搅拌 2 h 或 24 h
后，纯化干燥得到 DOX-SH。

将反应后的产物进行 HPLC 色谱分析，考察不

同反应物摩尔比及不同反应时间对 DOX-SH 合成的

影响。
2． 1． 2 HPLC 检测 DOX-SH 色谱条件 色谱柱:

ODS 色谱柱; 柱温: 30°C; 流动相: 乙腈和水( 0． 2%
TFA) ( 35∶65，V /V) ; 流速: 1． 0 ml /min; 紫外检测波

长: 490 nm; 进样量: 20 μl; 保留时间: 20 min。
2． 1． 3 不同反应摩尔比对 DOX-SH 的合成影响 反

应摩尔比是影响反应进程的关键因素之一，本研究

考察 DOX·HCl 与 2-IT 摩尔比分别为 1∶10、1∶
20、1∶30 对合成 DOX-SH 的影响，反应时间为 2 h，

计算不同反应摩尔比阿霉素的转化率。
2． 1． 4 不同反应时间对 DOX-SH 的合成影响 根

据“2． 1． 3”确定的最优反应摩尔比按照“2． 1． 1”的

反应流程进行反应，分别在 2 h 和 24 h 对产物进行

HPLC 色谱分析，考察不同反应时间对 DOX-SH 合

成的影响。
2． 2 SATA试剂法合成 DOX-SH
2． 2． 1 制备方法［8］ 精密称取 10． 5 mg DOX·HCl
和 25． 2 mg SATA 于 10 ml 试管中，用 3 ml DMF 溶

解，加入 6 μl 三乙胺于磁力搅拌器上搅拌 3 h 得到乙

酰硫代乙酸酯取代的阿霉素( DOX-SATA) ，反应后的

溶液用 5 ml 水稀释，分别用 8、7 ml 乙酸乙酯进行萃

取，合并乙酸乙酯层，依次用1%盐酸、饱和碳酸钠、饱
和食盐水洗涤 3 次，旋转蒸发浓缩得到第一步反应产

物 DOX-SATA。取 纯 化 后 的 DOX-SATA 适 量 溶 于

DMF 中，加入 3． 4 mg 0． 5 mol /L 盐酸羟胺、2 μl 三乙

胺继续反应 1 h 后，纯化干燥得到 DOX-SH。
2． 2． 2 HPLC 验证不同时间各步反应产物及产物稳

定性 取“2． 2． 1”中反应生成的第一步产物 DOX-SA-
TA 及终产物 DOX-SH 分别溶于流动相后，HPLC 分

析各步产物。将制备的 DOX-SATA 和 DOX-SH 室温

放置 24 h 后，HPLC 分析各产物的稳定性。
2．3 飞行时间质谱MS-ESI验证 DOX-SH的合成 将

“2． 1”及“2． 2”中制得的 DOX-SH 分别溶于甲醇，于

飞行时间质谱仪 G6220A TOF 进行测定，检测两种

方法合成的 DOX-SH 的分子量。
质谱条件: 检测模式为负离子模式; 雾化器压力

0． 34 MPa; 毛细管电压 3 600 V; 碎片器电压 120 V;

氮气流量 10 L /min; 氮气温度 300． 0°C。
2． 4 核磁共振氢谱( 1 H NMＲ) 验证 DOX-SATA 的
合成 称取 10 mg DOX、DOX-SATA 粉末，分别溶于

MeOD-d4，用 600 MHz 核磁共振 仪 ( Avane Ⅱ 600
MHz，Bruker) 鉴定化合物的分子结构。

3 结果

3． 1 2-IT 试剂法合成 DOX-SH 2-IT 试剂法合成

DOX-SH 的反应机制如图 1 所示，2-IT 为伯胺的硫

醇化试剂，DOX 上的伯胺与 2-IT 试剂反应初期快速

形成含有游离巯基和不稳定的亚氨基的 DOX-SH，

但是 DOX-SH 在 pH 值为 7． 8 的条件下，分子内部

的亚氨基极易与游离巯基的氢原子结合脱去氨气，

形成环化巯基阿霉素( cyc-DOX) 。
3． 1． 1 不同反应摩尔比对合成 DOX-SH 的影响 用

2-IT 试剂法合成 DOX-SH，其合成的转化率受到反

应物的摩尔比的影响。图 2A 中 DOX 的保留时间

为 7． 1 min，图 2B ～ 2D 中 3 份色谱图均出现了保

留时间分别为 12． 7 min 的 DOX-SH 和 10． 6 min 的

cyc-DOX 的色谱峰。由图可知，增大反应摩尔比，

DOX-SH 和 cyc-DOX 的色谱峰峰面积增大，表明增

大反应 产 物 的 摩 尔 比，DOX-SH 的 产 率 增 加。图

2D 表示，DOX 与 2-IT 试剂反应 2 h，DOX 基本反

应完全。以 DOX 的浓度为横坐标，色谱峰面积值

为纵坐标进行线性回归得到标准曲线方程为: A =
14 587C － 15 620 ( r = 0． 999 6 ) 。根据标准曲线计

算得到不同反应摩尔比 DOX 的转化率如表 1 所示。
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图 1 2-IT 试剂法合成 DOX-SH 反应机制

图 2 不同反应摩尔比合成 DOX-SH 的 HPLC 色谱图

1． DOX; 2． cyc-DOX; 3． DOX-SH

表 1 2-IT 试剂法合成 DOX-SH 不同反应
摩尔比 DOX 的转化率

反应摩尔比( DOX∶2-IT) DOX 转化率

1∶10 60． 4%
1∶20 86． 5%
1∶30 95． 2%

3． 1． 2 不同反应时间对合成 DOX-SH 的影响 本

研究进一步利用 HPLC 法考察了不同反应时间对

DOX-SH 合成的影响。图 3A、图 3B 为 DOX 与 2-IT
试剂反应 2 h 和 24 h 后的 DOX-SH 色谱图，图 3B 与

图 3A 相比，DOX 的色谱峰峰面积减小，甚至消失，

表明反应时间延长，DOX 反应完全。但是与此同

时，DOX-SH 色谱峰也消失，表明该 DOX-SH 不稳

定，cyc-DOX 明显增加。

图 3 不同反应时间合成 DOX-SH 的 HPLC 色谱图 A( 2 h)、B( 24 h)

1． DOX; 2． cyc-DOX; 3． DOX-SH
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3． 2 SATA试剂法合成 DOX-SH
3． 2． 1 HPLC 色谱分析合成 DOX-SH 各步反应产

物 合成 DOX-SH 也可采用双异官能团交联剂 SA-
TA 试剂法，该方法合成 DOX-SH 的反应机制如图 4
所示。琥珀酰亚胺-S-乙酰基硫代乙酸酯 SATA 与伯

胺反应添加保护性巯基。DOX 的伯胺和 SATA 上

琥珀酰 亚 胺 在 一 定 摩 尔 比 下 反 应 生 成 中 间 产 物

DOX-SATA，DOX-SATA 的乙酰基硫代乙酸酯在盐

酸羟胺的作用下脱去乙酰基团，最终在 DOX 分子上

引入游离巯基基团。

图 4 SATA 试剂法合成 DOX-SH 的反应流程图

将该方法合成 DOX-SH 过程中的各部分产物按

照“2． 1． 2”项下色谱条件进行色谱分析。图 5A 保

留时间为 6． 4 min，反应 3 h 后生成的 DOX-SATA 的

保留时间为 14． 8 min( 图 5B) ，经盐酸羟胺脱去乙酰

基团后生成 DOX-SH 的色谱图如图 5C 所示，保留

时间改变为 9． 9 min。

图 5 SATA 试剂法合成 DOX-SH 的各步反应产物的 HPLC 色谱图

1． DOX; 2． DOX-SATA; 3． DOX-SH

3． 2． 2 HPLC 验证 DOX-SATA 及 DOX-SH 的稳定

性 SATA 试剂法合成 DOX-SH 各步反应产物的稳

定性如图 6 所示，从图 6A 可以看出，放置 24 h 后

DOX-SATA 的保留时间( 15． 26 min) 变化不大，表明

DOX-SATA 比较稳定。与反应初生成的 DOX-SH 相

比，也并未发生明显变化，表明该方法合成的 DOX-
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SH 较为稳定( 图 6B) 。
3 ． 3 MS-ESI 验证两种方法 DOX-SH 的合成 通

过 MS-ESI 考察了两种合成 DOX-SH 的分子量，图

7A 为未发生反应的 DOX 的质谱图，阿霉素的分子

离子峰 为 544． 18，经 2-IT 试 剂 法 巯 基 化 之 后 的

DOX-SH 的分子离子峰为 645． 21 ( 图 7B) ，分子量

为 628． 18 的分子离子峰与化合物的相对摩尔质

量 645． 21 相比，分子量减少了 17，结合“3． 1． 1”
中 2-IT 试剂与阿霉素反应的机制可知，628． 18 为

cyc-DOX 的分子离子峰，该结果与 HPLC 色谱图结

果一致。SATA 试剂法合成的 DOX-SH 如图 7C 所

示，分子离子峰为 616． 15，两种方法合成的 DOX-
SH 的分子量均与理论值相符，表明两法均能成功

合成 DOX-SH。

图 6 SATA 试剂法合成 DOX-SH 各步反应产物放置 24 h 后的稳定性

1． DOX-SATA; 2． DOX-SH

图 7 DOX( A)、DOX-SH( B，2-IT 试剂法)、DOX-SH( C，SATA 试剂法) 的 MS-ESI 谱图

3． 4 1 H NMＲ 验证 DOX-SATA 的合成 采用 600
M 1H NMＲ 和 HPLC 法对 DOX 的巯基化反应产物

进行鉴定。如图 8 所示，与 DOX 相比，DOX-SATA

出现了与硫酯基团相连的质子信号，表明新合成的

化合物中含有硫酯基团。

图 8 DOX( A)、DOX-SATA( B) 的 600 M 1H NMＲ 谱图

4 讨论

阿霉素分子结构中具有活性氨基，较易与其他

试剂形成共价键从而被修饰成具有特定官能团的阿

霉素衍生物，并且被修饰的阿霉素抗肿瘤活性没有
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明显改变。本研究探索了对阿霉素进行巯基化修饰

的两种化学合成方法，通过 HPLC 和 MS-ESI 等手段

对合成的巯基阿霉素进行表征和鉴定。
1H NMＲ 确证 DOX-SATA 出现了与硫酯基团相

连的质子信号，表明新合成的化合物中含有硫酯基

团。HPLC 和 MS-ESI 结果显示，两种方法均能合成

巯基阿霉素。然而，2-IT 试剂法中，由于接枝到阿霉

素游离氨基上的 2-IT 试剂中含有活性较大的亚胺

基，亚胺基极易与反应初始阶段形成的游离巯基上

的氢结合形成氨气，而母环最终形成环化巯基阿霉

素。因此，该方法合成的巯基阿霉素不稳定，随着时

间延长巯基阿霉素转变为环化巯基阿霉素，不能满

足用作模型药物的游离巯基的要求。SATA 试剂法

合成巯基阿霉素的反应过程中，首先形成稳定的乙

酰硫代乙酸酯取代的阿霉素，然后再在盐酸羟胺的

作用下脱去乙酰基团，形成含有游离巯基的巯基阿

霉素，该过程中不存在其他易发生的副反应。我们

的研究结果表明，SATA 试剂法合成含有游离巯基

的巯基阿霉素的方法更为可行。
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4 结论

本研究利用细胞膜色谱技术、在线全二维技术

和 HPLC-TOFMS 技术联用，实现了对中药鸦胆子活

性成分的在线全二维筛选，筛选和分离结果快速、准
确，共鉴定出两个潜在的有效成分，其药理活性和作

用还需进一步研究。该方法充分利用了细胞膜色谱

的生物学活性、全二维技术的分离效能和质谱技术

的鉴定能力，改善了传统细胞膜色谱分离效果差的

现状，实现了在线的活性成分筛选和鉴定，操作简

便、节省时间、分离效果良好，可以为天然产物活性

成分的分离分析提供一个良好的解决途径。
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