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(57)摘要

本发明公开了一种共价靶向砷抑制剂及其

制备方法和应用，其结构式为

本发明设计的共价靶向砷

抑制剂具有靶向基团和三价砷(AsIII)反应基团，

靶向基团为(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑

基) ‑ 1 H ‑吡唑并[3，4 ‑ d ]嘧啶 ‑ 4 ‑胺基团

(Targeting  group)，能够高度特异性地靶向布

鲁顿酪氨酸激酶(BTK)，三价砷(AsIII)反应基团

可以高亲和力的共价结合BTK半胱氨酸残基

(Cys481)，有效抑制BTK介导的B细胞受体(BCR)

信号通路，导致Ramos细胞死亡，并具有较好的在

体抗肿瘤增殖活性。
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1.一种共价靶向砷抑制剂，其特征在于：其结构式为 其中，R为

2.如权利要求1所述的一种共价靶向砷抑制剂，其特征在于：所述R为

3.权利要求1或2所述的一种共价靶向砷抑制剂的制备方法，其特征在于：包括如下步

骤：

(1)将有机砷配体、(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑

4‑胺、1‑乙基‑(3‑二甲基氨基丙基)碳化二亚胺盐酸盐(EDC)和N‑羟基琥珀酰亚胺(NHS)溶

于DMF中，冰浴下加三乙胺调节pH为7.5‑8.4，接着自然升温至室温后反应3‑5h；该有机砷配

体为砷乙酸、砷丙酸‑乙二硫醇或砷丁酸‑乙二硫醇；

(2)将步骤(1)所得的物料用硅胶柱纯化或直接旋干水洗，即得所述共价靶向砷抑制

剂。

4.如权利要求3所述的制备方法，其特征在于：所述有机砷配体为砷乙酸，砷乙酸、(R)‑

3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑胺、EDC和NHS的摩尔比为1∶

0.25∶2∶1.2。

5.如权利要求3所述的制备方法，其特征在于：所述有机砷配体为砷丙酸‑乙二硫醇，砷

丙酸‑乙二硫醇、(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑胺、

EDC和NHS的摩尔比为1∶1∶2∶1.2。

6.如权利要求3所述的制备方法，其特征在于：所述有机砷配体为砷丁酸‑乙二硫醇，砷

丁酸‑乙二硫醇、(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑胺、

EDC和NHS的摩尔比为1∶1∶2∶1.2。

7.如权利要求3至6中任一权利要求所述的制备方法，其特征在于：所述硅胶柱纯化中，

正己烷和乙酸乙酯为流动相。

8.权利要求1或2所述的共价靶向砷抑制剂在抗肿瘤药物中的应用。

9.一种抗肿瘤药物，其特征在于：其有效成分包括权利要求1或2所述的共价靶向砷抑

制剂。

10.如权利要求9所述的一种抗肿瘤药物，其特征在于：其有效成分为权利要求1或2所

述的共价靶向砷抑制剂。
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一种共价靶向砷抑制剂及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药技术领域，具体涉及一种共价靶向砷抑制剂及其制备方法和

应用。

背景技术

[0002] 砷(Arsenic，As)以其毒性广为人知，但另一方面，人类早在2000多年前就开始使

用无机砷化合物(雄黄、雄黄和三氧化二砷等)治疗痈肿、癌变溃疡、癌症等疾病。福勒溶液

(1％亚砷酸钾)是19世纪至20世纪初治疗梅毒、白血病、皮肤癌和其他疾病的常用药物。第

一种现代意义上的化疗药物胂凡钠明也是一种砷药物。特别是砒霜(As2O3)以其对急性早幼

粒细胞白血病(APL)的优异治疗效果而闻名于世。

[0003] 砷致癌又能抗癌的性质反映了其独特的生物学特性，究其原因是砷化合物及其代

谢产物通过与蛋白质半胱氨酸中的巯基结合改变蛋白质的构象和功能，影响砷结合蛋白的

生理活动，导致砷致癌或抗癌。As2O3治疗APL的具体体机制是砷直接结合PML部分锌指基序

中的半胱氨酸残基，改变PML的构象，诱导PML‑RARα寡聚、泛素化，并在蛋白酶体降解，最终

导致癌蛋白的降解和APL细胞凋亡。然而，As2O3的全身毒性和低生物利用度使得其对实体瘤

和其他癌症的治疗效果并不显著。有机砷比无机砷更易于分子设计和化学修饰，是开发砷

基药物的一个重要途径。具有不同化学结构的有机砷药物，如Melarsoprol(美拉胂醇)、

MER1(S‑二甲基砷基硫代琥珀酸)、PAzPAO(对叠氮氧化苯砷)、GSAO(4‑(N‑(S‑谷胱甘肽乙酰

基)氨基)苯基亚砷酸)和Darinaparsin(二甲砷基谷胱甘肽)已被开发用于抗肿瘤或治疗其

他疾病。然而，不断发展的小分子砷药物对癌细胞的毒性一直较低，其IC50仍处于微摩尔水

平，而且砷和巯基之间的Kd值在微摩尔水平，亲和力低，使现有的砷药物无法满足于临床用

药需求。另一方面，现有的小分子砷药物没有特定的靶向官能团，会随机结合细胞中广泛存

在的蛋白质半胱氨酸，而无法选择性地结合目标癌蛋白。因此，发展高选择性与特定癌蛋白

高亲和力结合的共价靶向砷抑制剂的策略，不仅为开发新型砷基抗癌药物提供了新的方法

和思路，也是极其必要的。

发明内容

[0004] 本发明目的在于克服现有技术缺陷，提供一种共价靶向砷抑制剂。

[0005] 本发明的另一目的在于提供上述共价靶向砷抑制剂的制备方法。

[0006] 本发明的再一目的在于提供上述共价靶向砷抑制剂的应用。

[0007] 本发明的技术方案如下：

[0008] 一种共价靶向砷抑制剂，其结构式为 其中，R为
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[0009] 在本发明的一个优选实施方案中，所述R为

[0010] 上述共价靶向砷抑制剂的制备方法，包括如下步骤：

[0011] (1)将有机砷配体、(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧

啶‑4‑胺、EDC和NHS溶于DMF中，冰浴下加三乙胺调节pH为7.5‑8.4，接着自然升温至室温后

反应3‑5h；该有机砷配体为砷乙酸、砷丙酸‑乙二硫醇或砷丁酸‑乙二硫醇；

[0012] (2)将步骤(1)所得的物料用硅胶柱纯化，即得所述共价靶向砷抑制剂。

[0013] 在本发明的一个优选实施方案中，所述有机砷配体为砷乙酸，砷乙酸、(R)‑3‑(4‑

苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑胺、EDC和NHS的摩尔比为1∶0.25∶

2∶1.2。

[0014] 在本发明的一个优选实施方案中，所述有机砷配体为砷丙酸‑乙二硫醇，砷丙酸‑

乙二硫醇、(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑胺、EDC和

NHS的摩尔比为1∶1∶2∶1.2。

[0015] 在本发明的一个优选实施方案中，所述有机砷配体为砷丁酸‑乙二硫醇，砷丁酸‑

乙二硫醇、(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑胺、EDC和

NHS的摩尔比为1∶1∶2∶1.2。

[0016] 在本发明的一个优选实施方案中，所述硅胶柱纯化中，正己烷和乙酸乙酯为流动

相。

[0017] 上述共价靶向砷抑制剂在制备抗肿瘤药物中的应用。

[0018] 一种抗肿瘤药物，其有效成分包括上述共价靶向砷抑制剂。

[0019] 在本发明的一个优选实施方案中，其有效成分为上述的共价靶向砷抑制剂。

[0020] 本发明的有益效果是：本发明的共价靶向砷抑制剂具有靶向基团和三价砷(AsIII)

反应基团，该共价靶向砷抑制剂能够高度特异性地靶向BTK，并高亲和力的共价结合BTK半

胱氨酸残基(Cys481)，有效抑制BTK介导的B细胞受体(BCR)信号通路，导致Ramos细胞死亡，

具有较好的在体抗肿瘤增殖活性。

附图说明

[0021] 图1为本发明实施例1中的有机砷配体和共价靶向砷抑制剂的结构图。

[0022] 图2为本发明实施例2中的实验结果图，砷基化合物和Ibrutinib对BTK激酶活性抑

制的量效曲线。

[0023] 图3为本发明实施例3中的实验结果图，通过竞争占位荧光标记评价共价靶向砷抑

制剂与Ramos细胞内BTK的共价结合能力。PCI‑33380标记Ramos细胞后，用凝胶电泳和凝胶

荧光扫描检测探针标记的电泳结果图(约78kDa，BTK的分子量)，条带经Western  blot检测

证实是BTK。

[0024] 图4为本发明实施例4中的I‑As‑1，I‑As‑2，I‑As‑3和I‑As‑V对Ramos细胞内Anti‑

IgM刺激诱导的BTK介导的BCR信号通路抑制的结果图，Western  blot实验使用相应的抗体
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进行标记。

[0025] 图5为本发明实施例5中的通过凝胶电泳和凝胶荧光扫描对I‑As‑1和Ibrutinib在

Ramos细胞内的蛋白质组反应性进行检测的结果图，箭头表示探针标记的主条带(约78kDa，

BTK的预期分子量)，该条带经Western  blot检测证实是BTK。

[0026] 图6为本发明实施例6中的实验结果图，其中，(A)共价靶向砷抑制剂和Ibrutinib

对Ramos细胞抗增殖活性的量效曲线，(B)Ramos细胞对不同浓度I‑As‑1、I‑As‑2、I‑As‑3、I‑

As‑V和Ibrutinib的摄取结果图。

[0027] 图7为本发明实施例7中的I‑As‑1对小鼠移植瘤的抑制结果图，其中，(A)I‑As‑1在

小鼠移植瘤模型实验中能更有效的阻止肿瘤生长，(B)在研究过程中，小鼠的体重随时间而

变化，研究结束时每组小鼠的体重略有增加。

[0028] 图8为本发明实施例7中的I‑As‑1在小鼠心、肝、脾、肺、肾、肿瘤、血液中的生物分

布结果图。

具体实施方式

[0029] 以下通过具体实施方式结合附图对本发明的技术方案进行进一步的说明和描述。

[0030] 本发明涉及的共价靶向砷抑制剂化学结构式为 其中：

[0031] 当 时，为(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑

d]嘧啶‑4‑砷乙酸(I‑As‑V)；

[0032] 当 时，为(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]

嘧啶‑4‑砷乙酸‑乙二硫醇(I‑As‑1)；

[0033] 当 时，为(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑

d]嘧啶‑4‑砷丙酸‑乙二硫醇(I‑As.2)；

[0034] 当 时，为(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑

d]嘧啶‑4‑砷丁酸‑乙二硫醇(I‑As‑3)。

[0035] 本发明的共价靶向砷抑制剂的制备方法的合成路线如图1所示：首先是制备羧基

修饰的有机砷配体(砷乙酸/砷丙酸‑乙二硫醇/砷丁酸‑乙二硫醇)，然后将有机砷配体与靶

向基团(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑胺偶联，获得共

价靶向砷抑制剂(图1)，具体包括如下步骤：

[0036] (1)合成有机砷配体

[0037] A、合成砷乙酸(As‑1‑V)：将1.2g(6mmol)三氧化二砷、1.44g(36mmol)氢氧化钠和

112mg(0 .6mmol)三甲基苄基氨溶于12mL水中，冰浴降温至20℃以下，往其中加入570mg
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(6mmol)氯乙酸，室温反应5h。反应结束，加入2.16g(36mmol)冰醋酸析出未反应的无机砷，

过滤去除沉淀，向滤液中接入2.16g(8.8mmol)二水合氯化钡，室温反应5h，生成白色沉淀，

过滤，用冰水洗涤，将沉淀用聚苯乙烯磺酸氢离子型交换树脂(AmberliteR  IR‑120，H+)进

行离子交换1h，旋除水得到白色固体产物砷乙酸(0.9g，81％)。1H  NMR(500MHz，D2O)δ3.62

(s，2H) .13C  NMR(126MHz，D2O)δ167.42，38.29.HRMS(ESI)：m/z  Calcd  for  C2H5AsO5[M+H]
+

184.9426，found  184.9440.

[0038] B、合成砷丙酸‑乙二硫醇(As‑2)：将1.4g(7mmol)三氧化二砷和1.7g(42mmol)氢氧

化钠加入到21mL水中，45℃搅拌溶解，滴加0.73g(7.7mmol)3‑氯‑1‑丙醇，55℃反应4h。用浓

盐酸调pH＝2，浓缩至5mL，加入45mL乙醇除盐，旋除乙醇后得白色固体，不做进一步纯化，将

所得固体与6.13g(28.7mmol)高碘酸钠和33.6mg三氯化钌加入到21mL水、14mL乙腈和14mL

乙酸乙酯的混合溶液中，室温过夜反应。反应结束，加入25mL乙酸乙酯洗3遍，下层浊液加

98mL水，用1M盐酸酸化得澄清溶液，加245mL乙醇提取，过滤得到的黄色澄清滤液，浓缩至

70mL，加入5.26g(56mmol)1，2‑乙二硫醇，室温反应2h。产物由反相色谱柱纯化，得到白色固

体产物砷丙酸‑乙二硫醇(0.65g，38.5％)1H  NMR(600MHz，CDCl3)δ3.39‑3.31(m，4H)，2.67

(t，J＝7.6Hz，2H)，2.03(t，J＝7.6Hz，2H) .13C  NMR(151MHz，CDCl3)δ179.19，41.88，30.36，

30.34.HRMS(ESI)m/z：calcd.for  C5H9AsO2S2[M+H]+：240.9333，found：240.9335.

[0039] C、合成砷丁酸‑乙二硫醇(As‑3)：0.2g(1mmol)三氧化二砷溶于3mL  10M氢氧化钠

溶液中，1.08g(5mmol)二溴丁烷溶于0.5mL乙醇中，室温下将二溴丁烷溶液滴加到三氧化砷

溶液中，80℃回流反应12h。用盐酸调节pH≈9，离心去除未反应的三氧化二砷，上清液减压

旋蒸除水后用得到泛黄固体，不做进一步纯化，将所得固体与0.43g(2.1mmol)高碘酸钠和

2.4mg三氯化钌用2.1mL水、1.4mL乙腈和1.4mL乙酸乙酯溶解，室温过夜反应。反应结束，加

入3mL乙酸乙酯洗3遍，用1M盐酸酸化得澄清溶液，加20mL乙醇提取，过滤，滤液中加入0.38g

(4mmol)1，2‑乙二硫醇，室温反应2h。产物由反相色谱柱纯化，得到白色固体产物砷丁酸‑乙

二硫醇(95mg，37％)1H  NMR(500MHz，Chloroform‑d)δ3.36‑3.30(m，4H)，2.45(t，J＝6.9Hz，

2H)，1.90‑1.81(m，4H) .13C  NMR(126MHz，CDCl3)δ178.88，41.75，35.96，35.01，21.11.HRMS

(ESI)：m/z  Calcd  for  C6H11AsO2S2[M+H]
+254.9489，found  254.9504.

[0040] (2)将上述有机砷配体与(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，

4‑d]嘧啶‑4‑胺偶联，获得本发明的共价靶向砷抑制剂：

[0041] A、合成(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑砷乙

酸(I‑As‑V)：100mg(0.54mmol)As‑1‑V，50mg(0.13mmol)(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑

3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑胺，207mg(1.08mmol)EDC和75mg(0.65mmol)NHS溶于10mL 

DMF中，冰浴下加三乙胺调节pH＝8，自然升温至室温反应4h。离心，所得上清液旋除溶剂后，

用15mL纯水洗涤3次后，干燥得到白色固体产物(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑

1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑砷乙酸(43mg，61％)1H  NMR(500MHz，DMSO‑d6)δ8.26(d，J＝

6.4Hz，1H)，7.67(dd，J＝8.8，2.5Hz，2H)，7.52‑7 .38(m，2H)，7.23‑7 .05(m，5H)，4.87(m，

0.5H)，4.66(m，0.5H)，4.56(br  d，J＝12.1Hz，0.5H)，4.25(br  d，J＝13.2Hz，0.5H)，4.13

(br  d，J＝9.7Hz，0.5H)，3.97(br  d，J＝13.5Hz，0.5H)，3.75(m，0.5H)，3.68(d，J＝13.9Hz，

1H)，3.50(d，J＝14.2Hz，1H)，3.23‑3.00(m，1H)，2.87(m，0.5H)，2.30‑2.06(m，2H)，1.94‑

1.73(m，2H) .13C  NMR(151MHz，DMSO‑d6)δ163.07，158.65，157.60，156.78，156.11，154.38，
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143 .89，143 .67，130 .61，128 .36，124 .26，119 .44，97 .82，55 .39，53 .04，52.49，50 .66，

46.93，46.08，42.07，30.10，29.96，24.86，23.75.HRMS(ESI)：m/z  Calcd  for  C24H25AsN6O5
[M+H]+553.1175，found：553.1181.

[0042] B、合成(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑砷乙

酸‑乙二硫醇(I‑As‑1)：185mg(1mmol)As‑1‑V、97mg(0.25mmol)(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑

(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑胺、382mg(2mmol)EDC和138mg(1.2mmmol)NHS溶于

25mL  DMF中，冰浴下加三乙胺调节pH＝8，自然升温至室温反应4h。离心，上清液中加入

94.12mg(1mmol)1，2‑乙二硫醇，室温反应2h，产物用硅胶柱纯化，用正己烷和乙酸乙酯为流

动相(Rf＝0.25，正己烷∶乙酸乙酯∶＝1∶1)，得到白色固体(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌

啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑砷乙酸‑乙二硫醇(116mg，78％)。１H  NMR(500MHz，

Chloroform‑d)δ8.26(d，J＝20.4Hz，1H)，7.58(d，J＝8.1Hz，2H)，7.46‑7.36(m，2H)，7.24‑

7.13(m，3H)，7.09(d，J＝8.0Hz，2H)，6.33(br  d，J＝24.4Hz，2H)，5.01‑4.82(m，1H)，4.74

(br  d，J＝12.7Hz，0.5H)，4.55(br  d，J＝13.3Hz，0.5H)，4.07(br  d，J＝17.3Hz，0.5H)，

3.87(br  d，J＝13.5Hz，0.5H)，3.72(m，0.5H)，3.45‑3.28(m，5H)，3.08‑2.92(m，2H)，2.85

(m，0.5H)，2.42‑2.20(m，2H)，2.12‑1.91(m，1H)，1.82‑1.66(m，1H) .13C  NMR(101MHz，CDCl3)

δ169 .31，163 .89，159 .76，155 .75，153 .67，151 .56，145 .89，130 .15，129 .78，124 .58，

119.92，119.26，97.09，54.49，53.45，50.75，46.72，45.65，42.32，42.26，41.38，41.13，

29.97，25.02，23.88.HRMS(ESI)：m/z  Calcd  for  C26H27AsN6O2S2[M+H]
+595.0926，found：

595.0949.

[0043] C、合成(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑砷丙

酸‑乙二硫醇(I‑As‑2)：48mg(0.2mmol)As‑2、76mg(0.2mmol)(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌

啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑胺、77mg(0.4mmol)EDC和28mg(0.24mmol)NHS溶于8mL 

DMF中，冰浴下加三乙胺调节pH＝8，自然升温至室温反应4h。产物用硅胶柱纯化，用正己烷

和乙酸乙酯为流动相(Rf＝0.3，正己烷：乙酸乙酯：＝1：1)，得到白色固体产物(R)‑3‑(4‑苯

氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑砷丙酸‑乙二硫醇(72mg，59％)。1H 

NMR(500MHz，Chloroform‑d)δ8.33(d，J＝18.9Hz，1H)，7.64(dd，J＝8.3，5.4Hz，2H)，7.43‑

7 .36(m，2H)，7.22‑7 .13(m，3H)，7.09(d，J＝7.9Hz，2H)，5.97(br  s，2H)，4.92‑4 .76(m，

1.5H)，4.51(br  d，J＝13.4Hz，0.5H)，4.03(br  d，J＝9.1Hz，0.5H)，3.87(br  d，J＝13.3Hz，

0.5H)，3.70(m，0.5H)，3.39‑3.12(m，5H)，2.88‑2.71(m，2H)，2.65(m，0.5H)，2.46‑2.20(m，

2H)，2.08‑1 .93(m，3H)，1 .78‑1 .65(m，1H) .13C  NMR(101MHz，CDCl3)δ171 .39，158 .75，

157.73，156.25，155.17，154.10，144.29，130.03，127.38，124.18，119.63，119.17，98.55，

53 .38，52.56，49.87，45 .95，45 .59，42.16，41 .61，31 .99，30 .23，29.85，25 .51，25 .04，

23.89.HRMS(ESI)：m/z  Calcd  for  C27H29AsN6O2S2[M+H]
+609.1082，found：609.1117.

[0044] D、合成(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑砷丁

酸‑乙二硫醇(I‑As‑3)：51mg(0.2mmol)As‑3、76mg(0.2mmol)(R)‑3‑(4‑苯氧基苯基)‑1‑(哌

啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑胺、76mg(0.4mmol)EDC和28mg(0.24mmol)NHS溶于4mL 

DMF中，冰浴下加三乙胺调节pH约为8，自然升温至室温反应4h。产物用硅胶柱纯化，正己烷

和乙酸乙酯为流动相(Rf＝0.36，正己烷∶乙酸乙酯：＝1∶1)，得到白色固体产物(R)‑3‑(4‑

苯氧基苯基)‑1‑(哌啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3，4‑d]嘧啶‑4‑砷丁酸‑乙二硫醇(70mg，54％)。
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1H  NMR(500MHz，Chloroform‑d)δ8.37(d，J＝22.6Hz，1H)，7.66(dd，J＝8.4，6.5Hz，2H)，

7.45‑7.38(m，2H)，7.22‑7.15(m，3H)，7.11(d，J＝7.9Hz，2H)，6.25‑5.59(br  s，2H)，4.91‑

4.79(m，1.5H)，4.58(br  d，J＝13.3Hz，0.5H)，4.05(br  d，J＝8.8Hz，0.5H)，3.88(br  d，J＝

13.6Hz，0.5H)，3.75‑3.64(m，1H)，3.36‑3.26(m，5H)，3.16(m，0.5H)，2.93‑2.71(m，1.5H)，

2.53‑2.21(m，5H)，2.06‑1 .81(m，3H) .13C  NMR(101MHz，CDCl3)δ170.83，158.71，157.76，

156.34，155.36，153.97，144.19，129.95，127.48，124.15，119.61，119.17，98.57，53.48，

52.64，49.86，45 .73，45 .56，41 .67，36 .88，34 .20，31 .46，29.71，25 .48，24 .03，21 .60，

14.15.HRMS(ESI)：m/z  Calcd  for  C28H31AsN6O2S2[M+H]
+623.1239，found：623.1259.

[0045] 实施例2实施例1制备的共价靶向砷抑制剂在激酶分子水平对BTK的抑制评价

[0046] BTK分子水平酶学分析采用 Kinase  TK试剂盒测量各个化合物对BTK的抑制

效率，根据量效曲线(图2)确定各化合物对BTK抑制的IC50值。结果显示，有机砷配体不能抑

制BTK的活性，共价靶向砷抑制剂和Ibrutinib都能高效抑制BTK的活性，IC50值在0.9nM‑

13.9nM(表1)。其中，三价砷药物I‑As‑1对BTK的IC50为2.3nM，显著强于五价砷药物I‑As‑V，

略强于三价砷药I‑As‑2和I‑As‑3。这表明，共价靶向砷抑制剂对BTK有很高的亲和力，是靶

向基团和三价砷基团协同作用实现与BTK的高亲和力结合，并且碳链长度的短距离变化对

共价靶向砷抑制剂和BTK亲和力的影响很小。

[0047] 表1砷基化合物对BTK激酶的IC50值

[0048]

[0049] 实施例3实施例1制备的共价靶向砷抑制剂与Ramos细胞内BTK的共价结合评价

[0050] PCI‑33380探针是一种伊布替尼衍生物类BTK共价结合探针，在表达BTK的细胞中，

可通过凝胶电泳和荧光凝胶扫描检测PCI‑33380与BTK结合的荧光条带，并通过竞争标记评

估BTK抑制剂和BTK之间的共价结合水平。Ramos(6×106/2mL)细胞用PCI‑33380标记之前，

先用不同浓度的共价靶向砷抑制剂孵育1h，用PBS洗3次洗去抑制剂，然后用PCI‑33380(2μ

M)标记1h。细胞用PBS洗3次去除多余的探针，用RIPA(含磷酸酶抑制剂和蛋白酶抑制剂)裂

解液裂解细胞，然后通过凝胶电泳和凝胶荧光扫描对细胞裂解液进行分析。如图3所示，I‑

As‑1在60nM时就可以完全与Ramos细胞内的BTK共价结合，而靶向基团和I‑As‑V在35μM时仍

不能与Ramos细胞内的BTK共价结合。这些结果进一步证明，共价靶向砷抑制剂对BTK有很高
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的亲和力，而且是靶向基团和三价砷基团起协作用使共价靶向砷抑制剂对BTK具有高亲和

力。

[0051] 实施例4实施例1制备的共价靶向砷抑制剂对BTK介导的BCR信号通路的影响本实

施例通过免疫印迹(Western  blot)研究了共价靶向砷抑制剂对Ramos细胞内Anti‑IgM刺激

激活的BTK介导的BCR信号通路的影响。Ramos(6×106/2mL)细胞先用不同浓度的抑制剂预

孵育1h，用PBS洗3次，然后用Anti‑IgM(20μg/mL)刺激10min，细胞用PBS洗1次后用RIPA(含

磷酸酶抑制剂和蛋白酶抑制剂)裂解液裂解，细胞裂解液用凝胶电泳和Western  blot分析。

结果如图4所示，三价砷药物I‑As‑1、I‑As‑2和I‑As‑3可以在纳摩尔水平上有效地靶向抑制

BCR信号通路。I‑As‑1(64nM)显著阻断BTK在Y223处的自磷酸化、BTK生理底物PLCγ2

(Y1217)的磷酸化和下游激酶Erk1/2(T202/Y204)的磷酸化，但不影响BTK上游激酶Syk

(Y525/526)的磷酸化。五价砷抑制剂I‑As‑V在1μM时仍不能明显影响BTK及其下游激酶的磷

酸化。这些结果表明，I‑As‑1可以高选择性和高亲和力地抑制BTK活性，从而抑制BTK介导的

BCR信号通路。

[0052] 实施例5实施例1制备的共价靶向砷抑制剂对Ramos细胞内BTK的选择性评价

[0053] 本实施例比较了I‑As‑1和Ibrutinib在Ramos细胞中蛋白质组的原位反应谱。

Ramos(6×106/2mL)细胞与不同浓度的I‑As‑1或Ibrutinib(0.001‑20μM)孵育1h，用PBS洗3

次洗去抑制剂，然后用过高浓度的亲和探针PCI‑33380(20μM)标记1h，细胞用PBS洗3次去除

多余的探针，用RIPA(含磷酸酶抑制剂和蛋白酶抑制剂)裂解液裂解细胞，凝胶电泳和荧光

凝胶扫描检测以显示脱靶荧光条带。本实施例观察到I‑As‑1在0.001‑20μM范围内可以高选

择性的对Ramos细胞内的BTK进行竞争标记，阻断BTK的荧光标记，不影响其他脱靶荧光条带

的标记，说明I‑As‑1对BTK有很好的选择性(图5)。

[0054] 实施例6实施例1制备的共价靶向砷抑制剂对Ramos细胞的抗增殖活性评价

[0055] 为了评价共价靶向砷抑制剂的抗肿瘤活性，本实施例评价了其对Ramos细胞的抗

增殖活性。RBmos细胞接种于96孔板(1×104cells/well/100μL)培养12h，然后用不同浓度

的抑制剂处理72h(DMSO，0.5％)，用CCK‑8试剂盒测定细胞活力。根据量效曲线(图6A)确定

抑制剂对Ramos细胞的IC50值。结果很令人振奋，三价砷化合物I‑As‑1、I‑As‑2和I‑As‑3与

Ibrutinib相比，都表现出更强的抗Ramos细胞增殖能力。特别是I‑As‑1抑制Ramos增殖的

IC50值为0.5μM，比Ibrutinib提高了24倍，比五价砷I‑As‑V提高了200倍以上(表2)。本实施

例通过细胞摄取实验分析这些结果可能的生物学基础。用不同浓度的I‑As‑1、I‑As‑2、I‑

As‑3、I‑As‑V或Ibrutinib培养Ramos(5×106cells/2mL)细胞1h，然后用PBS洗3次，细胞提

取液用HPLC‑ICP‑MS检测Ramos细胞对含砷化合物的摄取量，用HPLC‑ESI‑MS检测Ramos细胞

对Ibrutinib的摄取量。如图6B所示，在2μM‑20μM范围内，I‑As‑1的摄取量分别是Ibrutinib

和I‑As‑V的6.3‑13.8倍和19.0‑54.8倍。其机制应该是I‑As‑1比I‑As‑V和Ibrutinib的亲脂

性更强，导致I‑As‑1更容易被Ramos细胞摄取，这解释了I‑As‑1比Ibrutinib和I‑As‑V具有

更强细胞毒性。另一方面，本实施例注意到I‑As‑1的细胞毒性比I‑As‑2和I‑As‑3更强，但I‑

As‑1的细胞摄取量略低于I‑As‑2和I‑As‑3。主要原因是I‑As‑1和BTK之间的亲和力更高，更

有利于与细胞内BTK发生共价反应，抑制BCR信号通路杀死Ramos细胞。总的来说，共价靶向

砷抑制剂可以选择性高亲和力地靶向结合BTK，抑制BCR信号通路，强效杀死Ramos细胞。

[0056] 表2砷基抑制剂对Ramos细胞的IC50值
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[0057]

[0058] 实施例7实施例1制备的共价靶向砷抑制剂在体抗肿瘤活性评价

[0059] 为了进一步评估靶向BTK的共价靶向砷抑制剂的抗肿瘤活性，本实施例用SCID小

鼠接种Ramos细胞(5×106/0.1mL/只)构建小鼠移植瘤模型，用I‑As‑1和Ibrutinib相对比

来评价药物对小鼠移植瘤的抗肿瘤活性。当肿瘤体积可测量时，将小鼠随机分为四组(5只

每组)，分别尾静脉给药Vehicle(75％生理盐水、5％DMSO和20％ HS  15)、I‑As‑1

(10mg/kg、20mg/kg) .和Ibrutinib(10mg/kg)治疗14天，给药体积为0.1mL/d/只。如图7A所

示，由于Ramos细胞形成的小鼠异种移植瘤松散且不致密，当可以确认肿瘤形成时，肿瘤的

初始大小较大，达到约300mm3。当治疗结束后，与未治疗组相比，Ibrutinib治疗组(10mg/

kg)的肿瘤体积只减小了15％(P＝0.513)，相同剂量I‑As‑1治疗组的肿瘤体积减小了17％

(P＝0.192)。令人惊喜的是，I‑As‑1(20mg/kg)治疗组的肿瘤体积减小了33％(P＝0.02)。另

一方面，Ibrutinib给药15mg/kg后，小鼠出现死亡，因此未评估Ibrutinib(20mg/kg)剂量

组。治疗14天后，各组小鼠体重略有增加，治疗期间体重无明显波动，表明I‑As‑1毒性低，具

有进一步开发应用的前景(图7B)。

[0060] 另一方面，砷是一种元素质量标签，可以通过ICP‑MS方便地检测砷药物在小鼠体

内的生物分布情况。肿瘤治疗实验结束后，本实施例通过ICP‑MS检测小鼠心、肝、脾、肺、肾、

肿瘤和血液中的砷含量，观察I‑As‑1在主要器官或组织中的砷累积情况。结果如图8所示，

I‑As‑1在肿瘤组织中含量最多，有靶向肿瘤的倾向。

[0061] 综上所述，本发明设计并合成了具有高选择性和高亲和力共价结合癌蛋白BTK的

共价靶向砷抑制剂，抑制BTK介导的BCR信号通路，高效抑制Ramos细胞活性，并能在体抑制

小鼠移植瘤的生长。结果表明，我们的策略为开发新型砷基抗肿瘤药物提供了清晰合理的

设计思路和方案。

[0062] 以上所述，仅为本发明的较佳实施例而已，故不能依此限定本发明实施的范围，即

依本发明专利范围及说明书内容所作的等效变化与修饰，皆应仍属本发明涵盖的范围内。
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图5

图6

图7
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图8
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