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(57)摘要

本发明公开了一种喹嗪酮类化合物，包括光

学异构体、外消旋体、顺反异构体以及任意组合

或其药用盐，结构如式Ⅰ；

其中，V和Y中的一个

是O，V和Y中的另一个是CR8R9，其中R8和R9分别独

立地是氢或C1-6烷基。本发明还公开了式Ⅰ的化合

物的制备方法及其应用，式Ⅰ的化合物能够显著

降低体内HBsAg水平，同时抑制HBV病毒的复制，

其中V或Y为O时，其溶解性得到显著改善，具有良

好的药用属性，同时毒性也较低，药动学及药效

学功能得到改善，与HBV病毒结合的效率可大大

增加，体内HBV病毒的清除率也可进一步提高。
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1.一种喹嗪酮类化合物，包括光学异构体、外消旋体、顺反异构体以及任意组合或其药

用盐，其结构为：

2.根据权利要求1所述的化合物，其特征在于，其为外消旋体cis-10-甲氧基-11-(3-甲

氧基丙氧基)-3,3-二甲基-7-氧代-3,3a,7,12b-四氢-2H-呋喃并[3,2-c]吡啶并[2,1-a]异

喹嗪-6-甲酸，其结构为

3.根据权利要求1所述的化合物，其特征在于，其为光学纯的cis-(+)-10-甲氧基-11-

(3-甲氧基丙氧基)-3,3-二甲基-7-氧代-3,3a ,7,12b-四氢-2H-呋喃并[3,2-c]吡啶并[2,

1-a]异喹嗪-6-甲酸，或cis-(-)-10-甲氧基-11-(3-甲氧基丙氧基)-3,3-二甲基-7-氧代-

3,3a,7,12b-四氢-2H-呋喃并[3,2-c]吡啶并[2,1-a]异喹嗪-6-甲酸，具体结构为：

4.一种制备权利要求1所述的化合物的方法，其包括步骤：所述的喹嗪酮类化合物经对

应的酯水解得到，反应式如下：

其中，R10为C1-6烷基。

5.一种制备结构如式Ⅰ的化合物的方法，其包括步骤：式Ⅲ的化合物经氧化环化得到式

Ⅱ的化合物，以及式Ⅱ的化合物水解得到式Ⅰ的化合物，反应式如下：
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其中，R1是氢，卤素，氰基，C1-6烷基，C1-6烷基氨基或C1-6烷氧基；

R2是氢，卤素，氰基，C1-6烷基，卤代C1-6烷基，C3-7环烷基，羟基，C1-6烷氧基，卤代C1-6烷氧

基，氰基C1-6烷氧基或苯基C1-6烷氧基；

R3是氢，卤素，氰基，C1-6烷基，卤代C1-6烷基，C3-7环烷基，氨基，苯基C1-6烷基氨基，C1-6烷

氧基羰基哌嗪基，羟基，C1-6烷氧基，卤代C1-6烷氧基，C1-6烷氧基C1-6烷氧基，C1-6烷氧基C1-6烷

氧基C1-6烷氧基，C1-6烷基羰基氨基C1-6烷氧基，C1-6烷基磺酰基氨基C1-6烷氧基，C1-6烷基磺酰

基C1-6烷氧基，氰基C1-6烷氧基，氰基C3-7环烷基C1-6烷氧基，C3-7环烷基C1-6烷氧基，羟基C1-6烷

氧基，咪唑基乙氧基，吗啉基乙氧基，2-氧代-吡咯烷-1-基乙氧基，苯基C1-6烷氧基，吡咯烷

基乙氧基，吡咯烷基羰基甲氧基或四氢吡喃-4-基甲氧基；

R4是氢，卤素，氰基，C1-6烷基，C1-6烷基氨基或C1-6烷氧基；

R5是氢或C1-6烷基；

R6是氢或C1-6烷基；

R7是氢、卤素或C1-6烷基；

R8和R9分别独立地是氢或C1-6烷基；

R10为C1-6烷基；

式Ⅲ的化合物经氧化环化得到式Ⅱ的化合物的步骤具体为：在溶剂中，在氧化剂作用

下、电氧化还原条件下或光氧化还原条件下，式Ⅲ的化合物被氧化后，用酸处理得到成环的

式Ⅱ的化合物；其中，所述溶剂选自乙腈、水、乙醇和二氯甲烷中的一种或多种，所述氧化剂

选自KMnO4、K2S2O8、DDQ、CAN、CuSO4和PhI(OAc)2中的一种或多种，所述的酸选自H2SO4、HCl和

HAc中的一种或多种。

6.权利要求1至3任一项所述的化合物在制备治疗和预防乙型肝炎病毒感染的药物中

的应用。

7.根据权利要求6所述的应用，其特征在于，所述药物为片剂、粉剂、胶囊、溶液、分散

体、混悬剂、糖浆、喷雾剂、栓剂、凝胶、乳液或贴剂。
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一种喹嗪酮类化合物及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明涉及医药技术领域，具体涉及一种用于治疗和预防乙型肝炎病毒感染的喹

嗪酮类化合物及其制备方法和应用。

背景技术

[0002] 乙型肝炎病毒(HBV)作为一种部分双链DNA病毒，其复制需要经过一个从RNA中间

体逆转录为DNA的步骤。HBV基因组能够编码包括表面抗原(HBsAg)在内的多种抗原以及DNA

复制过程中所需的DNA聚合酶等。

[0003] 在HBV的致病过程中，如宿主免疫系统持续暴露于HBsAg和其他抗原下，则可导致

H B V特异性T细胞大量缺失或功能进行性损伤 (K o n d o ,e t  a l .J o u r n a l  o f 

Immunology.1993,150:4659-4671；Kondo,et  al.Journal  of  Medical  Virology.2004,

74:425-433；Fisicaro,et  al.Gastroenterology.2010,138:93-682.)，同时也可直接抑制

宿主免疫系统的功能。故同时抑制HBV的DNA复制和HBsAg合成，这样的靶向治疗药物能够显

著改善CH B患者的免疫再激活状况并明显缓解患者症状(Wi e l a nd S F  a nd  F V 

Chisari.JVirol.2005,79:80-9369；Kumar,et  al.JVirol.2011,85:95-987；Woltman,et 

al.PLoS  One.2011,6:e15324；Op  den  Brouw,et  al.Immunology.2009,126:9-280.)。

[0004] HBsAg定量检测作为评估慢性乙型肝炎预后及治疗效果的重要生物标志物之一，

在慢性感染者中却很少发现HBsAg被完全清除，但这仍然是乙肝治疗的最终目标。但目前常

用的抗病毒药物如核苷(酸)类似物，主要作用是抑制HBV的DNA合成，而无法降低体内HBsAg

的水平。

[0005] 专利文献US2015/0210682A1、US2016/0122344A1、WO2015/173164、以及

CN105899508A等公开了如式A所示的喹嗪酮类化合物，具有降低体内HBsAg水平的性能。

[0006]

[0007] 式A中的R1～R6参见上述专利中所定义。

[0008] 其中，尤其是专利文献CN105899508A公开的下式所示的化合物A1，能够降低体内

HBsAg水平。
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[0009]

[0010] 最近公开的PCT专利申请WO  2017/017042A1中公开了式B所示的一类化合物，

[0011]

[0012] 该专利文献公开的优选化合物中，V和Y均为CH2，如下式所示的化合物B1，

[0013]

[0014] 化合物B1中的喹嗪环与五元环共用的碳原子为手性碳，各有R和S两种构型，化合

物B1为其中的两种顺式异构体的外消旋体。而公开的化合物B1制备方法中，会得到化合物

B1及其反式异构体的混合体，需要通过手性制备分离才能得到化合物B1。该专利文献同时

对化合物B1及其异构体进行了生物实验，结果显示化合物B1的抗HBV活性比其反式异构体

的抗HBV活性更加显著。由于反式异构体的存在，该专利文献公开的方法制备顺式的化合物

B1产率较低。

[0015] 另外，该专利文献的生物实验还显示，在抗HBV活性方面，当W、X均为CH2或化学键

时，通常比W、X中的一个为杂原子时要好。而且该专利中，并没有公开V或Y为O，S，SO2和NR时

的具体化合物，它们的抗HBV活性也不得而知，而且V或Y为O，S，SO2或NR的具体化合物很难

通过该专利公开的制备方法进行合成。

[0016] 本领域技术人员一直致力于寻找新的具有更好抗HBV活性的喹嗪酮类化合物。

发明内容

[0017] 本发明旨在研发一类抗HBV活性总体效果好的以喹嗪酮为母体的新型化合物。

[0018] 本发明人前期进行了大量的合成和筛选工作，巧合的是得到的一些化合物在结构
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上却与最近公开的PCT专利申请WO  2017/017042  A1中的化合物B1类似。同时，本发明也筛

选出一类与WO  2017/017042  A1公开的具体化合物在结构上有明显区别的喹嗪酮类化合

物，结构如式Ⅰ，明显的区别在于式Ⅰ中V和Y不同时为CH2。

[0019] 本发明在此提供这一种喹嗪酮类化合物，包括光学异构体、外消旋体、顺反异构体

以及任意组合或其药用盐，结构如式Ⅰ；

[0020]

[0021] 其中，

[0022] R1是氢，卤素，氰基，C1-6烷基，C1-6烷基氨基或C1-6烷氧基；

[0023] R2是氢，卤素，氰基，C1-6烷基，卤代C1-6烷基，C3-7环烷基，羟基，C1-6烷氧基，卤代C1-6

烷氧基，氰基C1-6烷氧基或苯基C1-6烷氧基；

[0024] R3是氢，卤素，氰基，C1-6烷基，卤代C1-6烷基，C3-7环烷基，氨基，苯基C1-6烷基氨基，

C1-6烷氧基羰基哌嗪基，羟基，C1-6烷氧基，卤代C1-6烷氧基，C1-6烷氧基C1-6烷氧基，C1-6烷氧基

C1-6烷氧基C1-6烷氧基，C1-6烷基羰基氨基C1-6烷氧基，C1-6烷基磺酰基氨基C1-6烷氧基，C1-6烷

基磺酰基C1-6烷氧基，氰基C1-6烷氧基，氰基C3-7环烷基C1-6烷氧基，C3-7环烷基C1-6烷氧基，羟

基C1-6烷氧基，杂芳基C1-6烷氧基，苯基C1-6烷氧基，杂环烷基C1-6烷氧基，杂环烷基羰基C1-6烷

氧基；

[0025] R4是氢，卤素，氰基，C1-6烷基，C1-6烷基氨基或C1-6烷氧基；

[0026] R5是氢或C1-6烷基；

[0027] R6是氢或C1-6烷基；

[0028] R7是氢、卤素或C1-6烷基；

[0029] V和Y中的一个是O，V和Y中的另一个是CR8R9，其中R8和R9分别独立地是氢或C1-6烷

基。

[0030] 本发明的一些较佳实施例中，

[0031] R1优选是氢，氟，氯，溴，甲基，甲基氨基，甲氧基或乙氧基；更优选是氢。

[0032] R2优选是氢，氟，氯，溴，甲基，乙基，三氟甲基，甲氧基，乙氧基，丙氧基，三氟甲氧

基，氰基，环丙基，羟基或苯基甲氧基；更优选是甲氧基，乙氧基，丙氧基，三氟甲氧基或苯基

甲氧基；更进一步优选是甲氧基。

[0033] R3优选是氢，溴，甲基，乙基，异丙基，氰基，苯基甲基-N(甲基)-，叔丁氧基羰基哌

嗪基，羟基，甲氧基，乙氧基，丙氧基，异丙氧基，异丁氧基，丁氧基，二氟甲基甲氧基，三氟甲

基甲氧基，甲氧基乙氧基，甲氧基丙氧基，乙氧基乙氧基，甲氧基乙氧基乙氧基，甲基羰基氨

基乙氧基，甲基磺酰基氨基乙氧基，甲基磺酰基乙氧基，氰基甲氧基，氰基丙氧基，氰基环丙

基甲氧基，环丙基甲氧基，环己基乙氧基，羟基乙氧基，羟基丙氧基，咪唑基乙氧基，吗啉基

乙氧基，2-氧代-吡咯烷-1-基乙氧基，苯基甲氧基，苯基乙氧基，吡咯烷基乙氧基，吡咯烷基
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羰基甲氧基或四氢吡喃-4-基甲氧基；更优选是甲氧基丙氧基。

[0034] R4是氢，氟，氯，溴，甲基，甲基氨基，甲氧基或乙氧基；更优选是氢。

[0035] R5优选是氢或甲基，更优选是甲基。

[0036] R6优选是氢或甲基，更优选是甲基。

[0037] R7优选是氢，氟，氯，溴，甲基；更优选是氢。

[0038] 优选的V是O，Y是CR8R9，或者优选的V是CR8R9，Y是O；其中R8和R9分别独立地优选是

氢或甲基，更优选是氢。

[0039] 当然，本发明的上述各个基团不限于上述的优选基团，而且各个优选基团可任意

组合。

[0040] 本发明式Ⅰ化合物中，喹嗪环与五元杂环共用的碳原子为手性碳，各有R和S两种构

型，存在两种顺式异构体和两种反式异构体，其外消旋体可通过手性制备分离得到单一光

学纯化合物。

[0041] 本发明的某些化合物可按照常规方法制备为药用盐的形式。包括其有机酸盐及无

机酸盐：无机酸包括(但不限于)盐酸、硫酸、磷酸、二磷酸、氢溴酸、硝酸等，有机酸包括(但

不限于)乙酸、马来酸、富马酸、酒石酸、琥珀酸、乳酸、对甲苯磺酸、水杨酸、草酸等。

[0042] 本发明的一个优选的具体实施例中，R1是氢；R2是甲氧基；R3是甲氧基丙氧基；R4是

氢；R5是甲基；R6是甲基；R7是氢；V是CH2，Y是O；其结构如下，

[0043]

[0044] 本发明的一个优选的具体实施例中，R1是氢；R2是甲氧基；R3是甲氧基丙氧基；R4是

氢；R5是甲基；R6是甲基；R7是氢；V是O，Y是CH2；其结构如下，

[0045]

[0046] 其中两个顺式的异构体cis-(+)-10-甲氧基-11-(3-甲氧基丙氧基)-3,3-二甲基-

7-氧代-3,3a ,7,12b-四氢-2H-呋喃并[3,2-c]吡啶并[2,1-a]异喹嗪-6-甲酸，和cis-(-)-

10-甲氧基-11-(3-甲氧基丙氧基)-3,3-二甲基-7-氧代-3,3a ,7,12b-四氢-2H-呋喃并[3,

2-c]吡啶并[2,1-a]异喹嗪-6-甲酸结构如下所示，它们在降低体内HBsAg水平方面具有显

著的效果。
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[0047]

[0048] 本发明惊奇地发现当V和Y中的一个为O时，式Ⅰ的化合物与HBV病毒结合的效率更

高，可进一步提高体内HBV病毒的清除率。此外，当V和Y中的一个为O时，化合物能够显著改

善包括溶解性在内的一系列物理、化学性质，使其具有良好的药用属性，同时亦将明显降低

其毒性，改善其药动学及药效学功能。

[0049] 本发明的另一目的在于提供制备式Ⅰ的化合物的方法，其包括步骤：式Ⅱ的化合物

的水解得到式Ⅰ的化合物，

[0050]

[0051] 其中，R1～R7、V和Y如上述定义，R10为C1-6烷基优选甲基。

[0052] 本发明的一些较佳实施例中，V为氧，Y为CR8R9，所述方法还包括步骤：式Ⅳ的化合

物经氢化还原得到式Ⅲ的化合物，以及式Ⅲ的化合物经氧化环化得到式Ⅱ的化合物，

[0053]

[0054] 其中，R8、R9如上述定义。

[0055] 式Ⅲ的化合物经氧化环化得到式Ⅱ的化合物的步骤可具体为：在溶剂中，式Ⅲ的

化合物在氧化剂作用下、电氧化还原条件下或光氧化还原条件下被氧化后，用酸处理得到

成环的式Ⅱ的化合物；其中，所述溶剂选自乙腈、水、乙醇和二氯甲烷中一种或多种，所述氧

化剂选自KMnO4、K2S2O8、DDQ(2,3-二氯-5,6-二氰基-1,4-苯醌)、CAN(硝酸铈铵)、CuSO4和PhI

(OAc)2中的一种或多种，所述的酸选自H2SO4、HCl和HAc中的一种或多种。

[0056] 上述氧化环化时可高度选择性地生成顺式的结构，避免出现顺式和反式结构的混

合体，而得到的顺式的结构还可通过手性制备进一步得到效果更好的光学纯的化合物。当

使用的式Ⅳ的化合物为光学纯化合物时，最后得到的即为无需进行手性拆分的光学纯的目

标化合物。
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[0057] 本发明的再一目的在于提供式Ⅰ的化合物，包括光学异构体、外消旋体、顺反异构

体以及任意组合或其药用盐，在制备抗HBV药物中的应用。

[0058] 进一步，所述的抗HBV药物为抑制HBsAg合成或分泌，同时抑制HBV病毒复制的药

物。

[0059] 进一步，所述的抗HBV药物为片剂、粉剂、胶囊、溶液、分散体、混悬剂、糖浆、喷雾

剂、栓剂、凝胶、乳液或贴剂。

[0060] 所述的抗HBV药物可用于治疗和预防乙型肝炎病毒感染。

[0061] 本发明的有益效果在于：

[0062] 1、本发明的式Ⅰ的化合物能够显著降低体内HBsAg水平，同时抑制HBV病毒的复制，

可用于制备治疗和预防乙型肝炎病毒感染的药物。式Ⅰ中V或Y为O时，其溶解性得到显著改

善，具有良好的药用属性，同时毒性也较低，药动学及药效学功能得到改善，其与HBV病毒结

合的效率可大大增加，体内HBV病毒的清除率也可进一步提高。

[0063] 2、本发明式Ⅰ的化合物的制备方法，只需通过氢化、氧化环化以及水解等反应，而

且在氧化环化反应中，相比于专利文献WO  2017/017042A1公开的化合物B1的制备方法，立

体选择性更高，可选择性的得到抗HBV活性更高的顺式的结构，避免出现顺式和反式结构的

混合体，而得到的顺式的结构还可通过手性制备进一步得到效果更好的光学纯的化合物。

整个制备过程每一步的产率均较高，总体生产成本低廉、工艺简单、选择性高、异构体含量

低，适于工业化生产。

具体实施方式

[0064] 以下结合具体实施例，对本发明作进一步说明。应理解，以下实施例仅用于说明本

发明而非用于限定本发明的范围。

[0065] 实施例1cis-10-甲氧基-11-(3-甲氧基丙氧基)-3 ,3-二甲基-7-氧代-3 ,3a ,7 ,

12b-四氢-2H-呋喃并[3,2-c]吡啶并[2,1-a]异喹嗪-6-甲酸

[0066] 合成路线如下：

[0067]

[0068] 步骤1：制备6-(2-羟基-1,1-二甲基-乙基)-10-甲氧基-9-(3-甲氧基丙氧基)-2-
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氧代-6,7-二氢苯并[a]喹嗪-3-甲酸乙酯

[0069] 将6-(2-苄氧基-1,1-二甲基-乙基)-10-甲氧基-9-(3-甲氧基丙氧基)-2-氧代-6,

7-二氢苯并[a]喹嗪-3-甲酸乙酯(1.65g，3mmol，制备参考专利文献US20160122344A1)，以

及Pd/C(10％)(0.5g)缓慢加入乙醇(200mL)中，在氢气氛下加压，机械搅拌，得到粗制6-(2-

羟基-1 ,1-二甲基-乙基)-10-甲氧基-9-(3-甲氧基丙氧基)-2-氧代-6,7-二氢苯并[a]喹

嗪-3-甲酸乙酯(1.10g，收率约79.7％)，未经纯化直接用于下一步骤。

[0070] 1H  NMR(400MHz,CDCl3)δ:8.43(s,1H) ,7.12(s,1H) ,6.89(s,1H) ,6.71(s,1H) ,4.44

(d,1H) ,4.37(q,2H) ,4.15(q,2H) ,3.89(s,3H) ,3.57(m,2H) ,3.39(d,1H) ,3.36(s,4H) ,3.29

(q,2H) ,3.07(m,1H) ,3.07(d,1H) ,2.13(m,2H) ,1.37(t,3H) ,0.87(s,3H) ,0.49(s,3H) .ESI-

MS(m/z):460.2[M+1]+.

[0071] 步骤2：制备cis-10-甲氧基-11-(3-甲氧基丙氧基)-3,3-二甲基-7-氧代-3,3a,7,

12b-四氢-2H-呋喃并[3,2-c]吡啶并[2,1-a]异喹嗪-6-甲酸乙酯

[0072] 将6-(2-羟基-1,1-二甲基-乙基)-10-甲氧基-9-(3-甲氧基丙氧基)-2-氧代-6,7-

二氢苯并[a]喹嗪-3-甲酸乙酯(0.92g，2mmol)溶于乙腈(282mL)中，加入预先配制好的溶液

(1.1g的K2S2O8与0.43g的CuSO4溶于57mL水)，将所得混合物加热回流1-2小时，自然冷却后，

过滤以除去固体。向滤液中加入乙酸乙酯(300mL)，接着将合并的有机层用饱和NaCl溶液洗

涤，然后用无水硫酸钠干燥，减压浓缩，将所得固体溶于乙酸(7mL)中，在机械搅拌下逐滴加

入浓硫酸(0.3mL)，在室温下搅拌0.5-1小时。将混合物用乙酸乙酯(300mL)稀释，接着将合

并的有机层用饱和NaHCO3溶液、饱和NaCl溶液洗涤，然后用无水硫酸钠干燥，减压浓缩，通

过柱色谱(流动相：乙醇/乙酸乙酯)，纯化得到cis-10-甲氧基-11-(3-甲氧基丙氧基)-3,3-

二甲基-7-氧代-3,3a ,7,12b-四氢-2H-呋喃并[3,2-c]吡啶并[2,1-a]异喹嗪-6-甲酸乙酯

(460mg，收率50.2％)。

[0073] 步骤3：制备cis-10-甲氧基-11-(3-甲氧基丙氧基)-3,3-二甲基-7-氧代-3,3a,7,

12b-四氢-2H-呋喃并[3,2-c]吡啶并[2,1-a]异喹嗪-6-甲酸

[0074] 将cis-10-甲氧基-11-(3-甲氧基丙氧基)-3 ,3-二甲基-7-氧代-3 ,3a ,7 ,12b-四

氢-2H-呋喃并[3,2-c]吡啶并[2,1-a]异喹嗪-6-甲酸乙酯(230mg，0.5mmol)加入3mL的THF/

水(体积比：THF:H2O＝1:1)的溶液中，再向溶液中加入NaOH(80mg)，室温搅拌2小时后加入

乙酸乙酯(50mL)，接着加入1mol/L的盐酸以将溶液的pH调节至3-4，干燥浓缩，通过柱色谱

纯化(流动相：异丙醇/乙酸乙酯)得到固体化合物Ⅰa，即cis-10-甲氧基-11-(3-甲氧基丙氧

基)-3,3-二甲基-7-氧代-3,3a ,7,12b-四氢-2H-呋喃并[3,2-c]吡啶并[2,1-a]异喹嗪-6-

甲酸(118mg，收率54.9％)。

[0075] 1H  NMR(400MHz,CDCl3)δ:8.38(s ,1H) ,7 .18-7 .10(m ,3H) ,5.54(d ,1H) ,4.38(d ,

1H) ,4.21(q ,2H) ,3.94(s,3H) ,3.77(d ,1H) ,3.58(td ,2H) ,3.44(d ,1H) ,3.37(s,3H) ,2.15

(t,2H) ,1.39(s,3H) ,0.59(s,3H) .ESI-MS(m/z):430.4[M+1]+.

[0076] 化合物Ⅰa为外消旋体，化合物Ⅰa(1g)通过手性HPLC进一步分离得到两种光学异构

体Ⅰb(320mg)和Ⅰc(310mg)，
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[0077]

[0078] 化合物Ⅰb和Ⅰc的核磁氢谱、质谱相同：1H  NMR(400MHz,CDCl3)δ:8.38(s,1H) ,7.18-

7 .10(m ,3H) ,5.54(d ,1H) ,4.38(d ,1H) ,4.21(q ,2H) ,3.94(s ,3H) ,3.77(d ,1H) ,3.58(td ,

2H) ,3.44(d ,1H) ,3.37(s,3H) ,2.15(t,2H) ,1.39(s,3H) ,0.59(s,3H) .ESI-MS(m/z):430.4

[M+1]+.

[0079] 生物学实施例

[0080] 1、HBV细胞系

[0081] HepG2.2.15细胞，一种HBV-表达细胞系在RPMI1640培养基(北京索莱宝生物医药

科技有限公司)中培养，所述培养基补充有10％胎牛血清(GEMINI)和最终浓度为200mg/L的

G418(GIBCO)，并保存在5％CO2，37℃的环境中。

[0082] 2、MTT法检测样品对HepG2.2.15细胞的毒性作用

[0083] 将对数期的HepG2.2.15细胞悬液(8×104cell/mL)接种到96-孔板中(100μL/孔)，

边缘用无菌PBS填充，常规培养24小时后，细胞单层贴壁均匀生长，吸去培养基，每孔加入

100μL含有多种浓度的化合物Ⅰa的培养基，每个浓度设置3个复孔，并设空白对照组(不含测

试化合物的培养基)。

[0084] 培养72小时后，每孔加入20μL的含有MTT(BIOSHARP公司生产)的PBS缓冲液，继续

培养4小时后，小心弃去各孔的培养基，加入150μL的DMSO，置摇床上低速震荡10分钟，使结

晶充分溶解。使用酶标仪(BIORAD，JP，型号：680-18622)检测各孔吸光度OD值(检测波长为

490nm，参考波长为630nm)。根据以下公式计算抑制率，进而可得出化合物Ⅰa抑制细胞生长

的半数毒性浓度CC50值：

[0085] 抑制率(％)＝(1-给药孔OD值/对照孔OD值)×100

[0086] 表1化合物Ⅰa对HepG2.2.15细胞的毒性数据

[0087]

[0088] 由表1结果可知，化合物Ⅰa对HepG2.2.15细胞的半数毒性浓度CC50达到538.5μM，可

见化合物Ⅰa对HepG2.2.15细胞的毒性较小。

[0089] 3、ELISA法检测样品对HBsAg分泌的抑制作用
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[0090] HBsAg测定

[0091] 将对数期的HepG2.2.15细胞悬液(2.5×104cell/mL)接种到24-孔板中(1mL/孔)，

培养24小时后，吸去培养基，加入含有多种浓度的化合物Ⅰa的培养基，每个浓度设置3个复

孔，并设空白对照组(不含测试化合物的培养基)、阳性对照组1(含0.1μM的恩替卡韦ETV(中

美上海施贵宝制药有限公司，批号：AAK4193)的培养基)、阳性对照组2(含有多种浓度的化

合物A1的培养基)和阳性对照组3(含有多种浓度的化合物B1的培养基)。

[0092] 常规培养，收集上清，-20℃保存。

[0093] 使用HBsAg抗原检测试剂盒(上海科华生物工程股份有限公司，批号：201608302)

来半定量地测量分泌的HBV抗原的水平。对于该检测，将75μL的培养上清转移至测定板，同

时设置阴性、阳性及空白对照组，将板密封并在37℃孵育1小时。撕去封片，将50μL的酶轭合

物试剂添加到每个孔中。将板密封并在37℃孵育半小时。抛弃上清-酶-混合物并将孔用工

作浓度洗涤液(以纯化水25倍稀释)洗涤5次，将残余液体在吸水薄页纸上拍干。向每个孔中

添加50μL的底物A和B。在30分钟温育之后，每孔加入50μL的终止液，充分混匀，使用酶标仪

(BIORAD，JP，型号：680-18622)检测各孔吸光度OD值(检测波长为490nm，参考波长为

630nm)。根据以下公式计算抑制率：

[0094] HBsAg分泌抑制率(％)＝(1-给药孔OD值/对照孔OD值)×100

[0095] 进而得出测试化合物抑制HBsAg分泌的半数抑制浓度IC50值(IC50定义为相比于空

白对照，HBsAg分泌减少50％情况下的化合物浓度)。

[0096] 表2特定物质的活性数据

[0097]

[0098] 由表2结果可知，本发明的化合物Ⅰa的抑制HBsAg分泌的半数抑制浓度IC50值远低

于对照化合物A1和B1，抗HBV活性更加显著。

[0099] 综上，本发明的化合物Ⅰa不仅细胞毒性较低，而且相比于结构最为接近的化合物

B1，其中五元环中的氧原子使其溶解性得到显著改善，具有良好的药用属性，药动学及药效

学功能得到改善，其与HBV病毒结合的效率可大大增加，体内HBV病毒的清除率也可进一步

提高，该化合物能够显著降低体内HBsAg水平，同时抑制HBV病毒的复制，可用于制备治疗和

预防乙型肝炎病毒感染的药物。

[0100] 以上已对本发明创造的较佳实施例进行了具体说明，但本发明创造并不限于所述

实施例，熟悉本领域的技术人员在不违背本发明创造精神的前提下还可作出种种的等同的

变型或替换，这些等同的变型或替换均包含在本申请权利要求所限定的范围内。
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