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(54)发明名称

用于食欲控制和体重管理的方法和组合物

(57)摘要

本发明涉及用于调节食欲或用于治疗食欲

紊乱或代谢紊乱如肥胖或超重的方法和组合物，

其包含DEG/ENaC受体调节剂。本发明还涉及鉴定

用于食欲调节和/或体重管理的药剂的方法。
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1.能够抑制胃肠道DEG  /  ENaC受体活性的调节剂在制备用于抑制哺乳动物食欲或在

哺乳动物个体中控制体重的组合物中的用途，其中所述调节剂能够抑制ENaC通道，

其中所述调节剂包括阿米洛利或阿米洛利类似物，其中所述阿米洛利类似物具有以下

结构式的化合物，

其中X是卤素，

R5,  R6,  R7和R8独立地是H，

R1,  R2,  R3和R4独立地选自H，具有1‑12个碳的烷基，具有7‑13个碳的芳烷基，芳基或杂

芳基，

其中每个烷基或芳烷基取代基的烷基部分可以任选地和独立地进一步被选自以下的

取代基取代一次或多次：卤素，羟基，具有1‑6个碳的烷氧基，芳基，杂芳基，氨基，具有1‑6个

碳的烷基氨基，具有2‑12个碳的二烷基氨基，羧酸，或形式上衍生自羧酸和具有1‑6个碳的

醇的酯，且

其中每个芳基，芳烷基或杂芳基取代基的芳族部分可以任选地和独立地进一步被选自

以下的取代基取代一次或多次：卤素，具有1‑6个碳的烷基，氨基，具有1‑6个碳的烷基氨基，

具有2‑12个碳的二烷基氨基， 羧酸，或羧酸和具有1‑6个碳的醇形成的酯，

其中调节剂的给药量为0.01  ‑30  mg/kg体重/天。

2.根据权利要求1所述的用途，其中X是氟，氯或溴。

3.根据权利要求1所述的用途，其中X是氯。

4.根据权利要求1所述的用途，其中阿米洛利类似物是具有以下结构式的化合物

其中R1和R2独立地为H，具有1‑6个碳的烷基，或具有7‑13个碳的芳烷基。

5.能够抑制胃肠道DEG  /  ENaC受体活性的调节剂在制备用于抑制哺乳动物食欲或在

哺乳动物个体中控制体重的组合物中的用途，其中所述调节剂能够抑制ENaC通道，

其中所述调节剂选自：阿米洛利,  benzamil ,  phenamil ,  Triamterene ,  EIPA , 

bepridil,  KB‑R7943,  5‑(N‑甲基‑N‑异丁基)‑阿米洛利,  5‑(N,N‑六亚甲基)‑阿米洛利, 

5‑(N,N‑二甲基)阿米洛利盐酸盐,  P552‑02  和NVP‑QBE170，其中调节剂的给药量为0.01  ‑

30  mg/kg体重/天。

6.根据权利要求5所述的用途，其中所述调节剂是benzamil。

7.根据权利要求1或5的用途，其中DEG  /  ENaC受体是阿米洛利敏感性受体。

8.根据权利要求1或5的用途，其中个体是人。
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9.根据权利要求1或5所述的用途，其中所述调节剂抑制食欲以诱导减少的食物摄入

和/或体重减轻。

10.根据权利要求9所述的用途，其中所述调节剂诱导个体的脂肪减少。

11.根据权利要求1或5所述的用途，其中所述个体是超重个体，或是患有或有风险患有

肥胖或肥胖相关病症的个体。

12.根据前述权利要求1或5中任一项的用途，其中在进食之前或期间施用调节剂。

13.根据权利要求12的用途，其中在进食之前5分钟至3小时施用所述组合物。

14.根据权利要求13的用途，其中在进食之前15分钟施用所述组合物。

15.根据权利要求1或5所述的用途，其中所述调节剂包括能够抑制ENaC通道和ASIC通

道两者的抑制剂。

16.根据权利要求1或5中任一项的用途，其中调节剂的给药量为约0.01‑3mg  /  kg体

重/天。

17.根据前述权利要求1或5中任一项的用途，其中所述调节剂通过选自以下的途径施

用：口服，局部，舌下，口腔，鼻内，直肠和静脉内。

18.根据权利要求1或5的用途，其中所述用途为用于制备治疗肥胖或超重的药物中的

用途。
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用于食欲控制和体重管理的方法和组合物

技术领域

[0001] 本发明一般涉及用于食欲控制和体重管理的组合物和方法，和用于治疗食欲紊乱

和代谢紊乱病症的方法和组合物。具体地，本发明涉及使用调节DEG/ENaC离子通道的表达

或活性的药剂用于控制食欲和治疗病症例如肥胖的应用，以及鉴定可用于控制食欲和治疗

病症例如肥胖的潜在新药剂的方法，所述方法包括对调节DEG/ENaC离子通道活性的化合物

进行测定。

背景技术

[0002] 肥胖/超重

[0003] 近十年来，超重和/或肥胖群体一直在全球稳步增加，尤其是在美国(Chaudhri,et 

al .,2005 ,Drug  Discovery  Today:Disease  Mechanisms  2:289‑294；Mokdad ,et  al .,

2003,JAMA  289:76‑79；Nguyen  and  El‑Serag,2  10,Gastroenterol  Clin  North  Am  39:

1‑7；Wang  and  Beydoun,2007,Epidemiol  Rev.29:6‑28)。由此导致的结果是令人担忧的糖

尿病增加、以及显著影响生活质量和发病率的其它相关健康风险的增加。毫不奇怪，这些后

续的健康风险将带来显著的健康和社会负担(Kopelman,2000,Nature  404:635‑643；Must,

et  al.,1999,JAMA  282:1523‑1529；Wang,et  al.,2008,Obesity  16:2323‑2330)。

[0004] 肥胖在中国也已经成为一种常见疾病。肥胖的病因是多方面的，包括遗传因素和

各种环境影响，例如，久坐不动的生活方式、和现代社会中随处可得的高热量食物(Bleich,

et  al.,2008,Annu  Rev  Public  Health  29:273‑295；ROssner,2002,Int  J  Obes  Relat 

Metab  Disord  26(Suppl4):S2‑4)。然而，造成肥胖的确切机制仍不甚明了。

[0005] 目前，有5种抗肥胖药物被FDA批准，包括Xenical(一种胰脂肪酶抑制剂)、Qsymia,

Belviq ,和Contrave(通过作用于中枢神经系统来抑制食欲的药物)、和Saxenda(作用于葡

萄糖代谢的药物)。这些药物的功效有限(52周体重减少仅3‑9％)，并且会引起严重副作用，

包括急性肾损伤、肝损伤、头痛等。这些药物的退出率高达50％，主要原因是不可耐受的副

作用。

[0006] 对于抗肥胖药物的全球需求，已经导致在抵制进行性的体重增加的药物和食品方

面的研发。涉及多种不同作用机制的药物已经被提出用于体重控制，包括可以增加胃肠道

蠕动的药物、和可以通过调节胃肠道的机械感觉(mechanosensation)来控制食欲或饱腹感

的药物。

[0007] DEG/ENaC离子通道

[0008] 退化蛋白/上皮钠通道(Degenerin/Epithelial  Sodium  Channel,缩写DEG/ENaC)

基因家族编码参与后生动物的多种细胞功能的钠通道。该超家族包括上皮钠通道(ENaC)、

酸敏感离子通道(ASICs)、pickpocket(PPK)基因(在双翅目(Diptera  order)昆虫，包括果

蝇和蚊子中)，参与感觉传导的退化蛋白亚基(在线虫，例如秀丽隐杆线虫(Caenorhabditis 

elegans)中)，以及肽门控Hydra  Na+通道(HyNaC)(在水螅虫类中)(Israel  Hanukoglu  and 

Aaron  Hanukoglu,Gene  579(2016)95–132)。

说　明　书 1/18 页

4

CN 109475552 B

4



[0009] 在秀丽隐杆线虫、果蝇和小鼠中的之前研究已经证实，退化蛋白/上皮钠通道成员

作为一组保守的机械感觉离子通道来发挥作用(O 'Hagan  et  al .,2005 ,Nature 

Neuroscience  8:43–50；Hwang  et  al.,2007,Current  Biology  17:2105–2116；Zhong  et 

al.,2010,Current  Biology  20:429–434)。近来的研究(William  H  Olds1,Tian  Xu,eLife 

2014；3:e04402)显示，在果蝇中，肠神经元通过专化的机械感觉离子通道，在进食调节方面

发挥着主要作用。具体地，已经证实，在果蝇中ppK1离子通道存在于围裹肠道肌肉的后肠神

经元上，并且证实，机械感觉离子通道ppK1基因的缺乏或药物抑制可以导致食物摄取增加。

[0010] 哺乳动物DEG/ENaC超家族成员明显区别于在非脊椎后生动物物种中的同源物，具

有低的序列相似性。哺乳动物DEG/ENaC家族包括两类，即，上皮钠通道(ENaCs)和酸敏感离

子通道(ASICs)。ENaC在远端肾单位中、在远端结肠中对于Na+的重吸收具有明确作用，并且

在控制气道上皮上的液体膜方面也表现出明确作用。ENaC可以被临床上用作保钾利尿剂的

药物阿米洛利(amiloride)和氨苯蝶啶(triamterene)所抑制。ASICs是存在于中枢和外周

神经元中的H+活化通道，在这些位置的活化可以诱导神经元去极化。ASICs参与疼痛感知、

恐惧表现、和缺血后的神经变性。然而然，在现有技术中没有DEG/ENaC离子通道参与哺乳动

物的食物摄取或食欲控制的教导。

[0011] 本发明人期望克服现有技术中的至少一个缺陷、或提供有用的备选方案。更为具

体地，本发明人致力于提供治疗替代物，该替代物可以通过调节DEG/ENaCs的活性，用于在

哺乳动物中调节食欲和控制体重、用于对抗超重/肥胖和与肥胖相关的病症。

[0012] 发明概述

[0013] 第一方面，本发明提供，通过在有需要的个体中施用DEG/ENaC受体调节剂来调节

食欲的方法，所述方法包括：向所述个体施用包含治疗有效量的所述调节剂和任选地可药

用载体的组合物，其中所述调节剂能够调节DEG/ENaC受体的活性。

[0014] 第二方面，本发明提供，在个体中治疗或预防食欲紊乱病症或代谢紊乱病症，如肥

胖或超重、或肥胖相关病症的方法，所述方法包括：向所述个体施用包含治疗有效量的调节

剂和任选地可药用载体的组合物，其中所述调节剂能够调节DEG/ENaC受体的活性。

[0015] 第三方面，本发明提供，用于鉴定调节食欲和/或控制体重的药剂的方法，所述方

法包括步骤：提供测定试验，所述测定试验能够测定对DEG/ENaC受体表达或活性的调节；向

所述测定试验中引入疑似DEG/ENaC调节剂的化合物；和确定是否发生DEG/ENaC调节，其中

调节DEG/ENaC离子通道的表达或活性水平的化合物是用于调节食欲或控制体重的候选药

剂。

[0016] 第四方面，本发明提供，用于调节食欲或控制体重、或用于治疗食欲紊乱病症或代

谢紊乱病症例如肥胖或超重或肥胖相关病症的药物组合物，所述药物组合物包含：DEG/

ENaC受体调节剂和可药用载体。

[0017] 通过下面的发明详述，本领域技术人员将充分理解本发明及其优点。应当明了，本

发明的各个方面仅是对实施和使用本发明的具体方式的举例说明，而非对本发明范围的限

制。

[0018] 附图简述

[0019] 图1显示退化蛋白(DEG)/上皮钠通道(ENaC)的系统发生树。ENaC、ASICs、和代表其

它DEG/ENaC亚家族的成员，果蝇的pickpocket(PPK) ,秀丽隐杆线虫的DEG  MEC4 ,和
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H.aspersa的肽门控FaNaC，的蛋白质序列，使用ClustalW比对法进行比对。此外，也显示了

胆汁酸敏感离子通道BASIC(也称作ASIC5,hINaC或BLINaC)。物种以单字母表示，其中c,鸡；

h ,人；l ,七鳃鳗；r ,大鼠；s ,鲨鱼；t ,豹蟾鱼；x ,非洲蟾蜍；z ,斑马鱼。(引自：Stephan 

Kellenberger  and  Laurent  Schild,Pharmacol  Rev  67:1–35,2015年1月)。

[0020] 图2显示，果蝇后肠神经元(PEN)中的PPK1离子通道对食物摄取的调节。(A)后肠

(红色，鬼笔环肽，肌肉)的外部和内部视图，其中显示后肠神经元投射(绿色，22C10)。(B)

PPK1在投射到后肠(hindgut  pylorus)的PEN中的表达(PPK1‑Gal4；UAS‑mCD8::GFP)。(C)

PPK1缺陷(纯合子)和野生型(杂合子)动物的食物摄取结果(n＝4‑7个重复)。(D)在野生型

中使用Benzamil抑制PPK1时的食物摄取结果(n＝8‑10个重复)。*＝p<0.05，与相应的DMSO

对照相比。

[0021] 图3显示小鼠胃肠道中DEG/ENaC离子通道的表达。使用从小鼠的胃、空肠和结肠中

提取的RNA进行PCR反应。评估DEG/ENaC基因(αENaC,βENaC,ASIC1,ASIC2,ASIC3,ASIC5)和

GADPH基因(作为对照)的表达。

[0022] 图4显示阿米洛利和Benzamil的结构。Benzamil是一种更有效和特异的ENaCs拮抗

剂。

[0023] 图5显示阿米洛利对小鼠的短期食物消耗的影响。(A)雌性C57BL6小鼠(13周龄)经

口管饲给药1,10或100μmole/kg阿米洛利(每个浓度n＝3)；(B)雄性C57BL6小鼠(13周龄)通

过腹膜内(i.p.)注射给药1,10或100μmole/kg阿米洛利(每个浓度n＝3)。在从晚6点(6pM)

进行夜间喂食前15分钟给药。在指定的时间监测食物摄入。结果表示为平均值±标准误。*

＝p<0.05，**＝p<0.01，与相应的溶媒对照相比。

[0024] 图6显示阿米洛利在肥胖动物中诱导的体重减轻。通过经口管饲法，用阿米洛利(n

＝10)或作为对照的溶媒DMSO(n＝10)，每周6次，持续5周，处理雌性肥胖模型LepRPB小鼠。在

第14,21 ,28和35天，称重小鼠。绘制与第14天相比的体重变化。结果表示为平均值±标准

误。到第35天，与喂食DMSO的小鼠相比，喂食阿米洛利的小鼠显示出明显的体重减轻(p<

0.005)。

[0025] 图7显示阿米洛利在肥胖动物中诱导的身体组成变化。小鼠随机分配接受阿米洛

利(n＝10)或DMSO(n＝10)。在5周给药之前和之后，使用Bruker  Minispec  MQ10NMR分析仪，

通过核磁共振(NMR)扫描小鼠，以确定脂肪重(fat  mass)，瘦组织重(lean  mass)和游离体

液(free  fluid)。与用DMSO喂养的小鼠相比，阿米洛利诱导了显著更多的脂肪/瘦组织比降

低(p<0.05)和体脂百分比降低(p<0.02)。但是，在阿米洛利和DMSO诱导的体液百分比降低

上，没有观察到显著差异。

[0026] 图8显示Benzamil对小鼠的短期食物消耗的影响。雌性C57BL6小鼠(15周龄)从早

上8点(8am)到下午6点(6pm)不喂给食物，然后经口管饲给药0.01 ,0 .1 ,1或10μmole/kg 

Benzamil(每个浓度n＝4)。在给药后15分钟给小鼠喂食正常食物，然后在所示时间，即，在

开始喂食后15分钟，30分钟和2小时，监测食物摄入。结果表示为平均值±标准误。Benzamil

当在临喂食前给药时，导致了小鼠短期食物消耗的减少。

[0027] 发明详述

[0028] 本发明至少部分基于以下令人惊奇的发现：DEG/ENaC离子通道在调节哺乳动物的

食物摄入中起作用，并且抑制DEG/ENaC离子通道可以控制食欲并由此引起哺乳动物体重减
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轻。

[0029] 因此，一方面，本发明提供了通过施用DEG/ENaC受体调节剂来调节或控制食欲的

方法。在一个实施方案中，可以抑制食欲以诱导减少的食物摄入和/或体重减轻。在另一个

实施方案中，可以刺激食欲以诱导食物摄入和/或体重的增加。在一个实施方案中，调节剂

在进食之前或期间施用，优选在进食之前施用。在另一个实施方案中，调节剂在进食前5分

钟至3小时施用，例如，在进食之前例如5‑30分钟。在一些实施方案中，调节剂在个体中诱导

脂肪减少。

[0030] 另一方面，本发明提供了通过施用DEG/ENaC受体调节剂治疗有需要的个体的食欲

紊乱或代谢紊乱病症的方法。在一个实施方案中，个体患有食欲紊乱病症，例如暴食或厌

食。在另一个实施方案中，个体患有或有风险罹患食欲或代谢紊乱病症(如肥胖和/或肥胖

相关病症)，或是所述病症的风险个体。在一个实施方案中，调节剂可通过抑制个体，优选患

有肥胖和肥胖相关病症的个体的食欲来诱导体重减轻和/或脂肪减少。在一个实施方案中，

调节剂可以在个体，优选进食欲望低的个体中，刺激食欲以诱导期望的体重增加。

[0031] 另一方面，本发明提供筛选方法，所述方法基于药剂调节DEG/ENaC受体的能力来

鉴定可用于食欲调节和/或体重管理、或用于治疗食欲紊乱或代谢紊乱病症如肥胖和/或肥

胖相关病症的新药剂。

[0032] 在再一方面，本发明涉及包含DEG/ENaC受体调节剂和可药用载体的药物组合物，

该组织物可以用于调节食欲或控制体重、或用于治疗食欲紊乱病症、肥胖和/或肥胖相关病

症。

[0033] 定义：

[0034] 本文中，冠词“一个”和“一种”是指一或多于一(即，至少一个或一种)的该冠词的

语法对象。举例来说，“一个/一种DEG/ENaC蛋白”是指一个/一种DEG/ENaC蛋白或一个/一种

以上的DEG/ENaC蛋白。

[0035] 如本文所用，词语“包括”，“包含”和“含有”应理解为包含性的而非排他性的。同

样，术语“包括”应解释为包括性的，除非该解释在上下文被明确禁止。类似地，术语“示例”，

特别是其后列出一系列例子时，仅仅是示例性和举例说明性的，而不应被视为排他性或完

全的。

[0036] 术语“约”为本领域普通技术人员所理解，并且在某种程度上可以根据其使用的上

下文而变化。优选地，术语“约”旨在涵盖数值之上和之下≤20％，更优选≤10％的变化。

[0037] “超重”被定义为例如成年人具有在25和30之间的BMI。

[0038] “体重指数”或“BMI”是指体重(kg)除以身高(米)的平方得到的比值。

[0039] “肥胖”是这样一种病况，其中存储在动物(特别是人和其他哺乳动物)的脂肪组织

中的天然能量储备增加到与某些健康状况或增加的死亡率相关的程度。“肥胖”定义为例如

成年人具有大于30的BMI。

[0040] 如本文所用，术语“治疗”定义为：将治疗剂，即，在本发明中有用的化合物，例如

DEG/ENaC受体调节剂，例如阿米洛利、其类似物或衍生物，单独或与其它物质例如药学上可

接受的载体或助剂组合，应用或施用于个体；或将治疗剂应用或施用于经工程化的或来自

个体的分离的组织或细胞(例如，用于诊断或离体应用)，以旨在治愈，恢复健康，缓解，减

缓，改变，纠正，改善，或影响所治疗的病症，例如食欲紊乱,超重/肥胖,或肥胖相关病症。

说　明　书 4/18 页

7

CN 109475552 B

7



[0041] 如本文所用，术语“患者”或“个体”是指人或非人动物。非人动物包括例如绵羊，

牛，猪，犬，猫和鼠类哺乳动物。优选地，患者或个体是哺乳动物，更优选是人。

[0042] DEG/ENaC离子通道

[0043] DEG/ENaC超家族的哺乳动物成员包括上皮钠通道(ENaCs)和酸敏感离子通道

(ASIC)。除非本文另有定义，否则本文使用的术语“DEG/ENaC”意指哺乳动物DEG/ENaC成员

ENaCs和ASIC。

[0044] ENaCs是钠通道，参与盐稳态。ENaC家族由四个基因SCNN1A，SCNN1B，SCNN1G和

SCNN1D组成，分别编码四个ENaC亚基之一，亚基α(人氨基酸序列数据库条目，对于同种型1，

NP_001029.1  GI：4506815；对于同种型2，NP_001153048.1  GI：227430289；对于同种型3，

NP_001153047 .1  GI：227430287)，亚基β(NP_000327 .2  GI：124301196)，亚基γ(NP_

001030.2  GI：42476333)和亚基δ(NP_001123885.2  GI：315259090)。在小鼠基因组中未发

现SCNN1D的基因。

[0045] ASIC是质子门控的非选择性阳离子通道，其在哺乳动物中枢和外周神经系统的神

经元中广泛表达。已发现ASIC家族包括不同的ASIC亚基：ASIC1，其具有同种型ASIC1a(人氨

基酸序列数据库条目NP_064423.2  G1：21536351)和ASIC1b(NP_001086.2  G1：21536349)

(也分别称为ASICα或BNaC2α和ASICβ或BNaC2β)；ASIC2，其具有同种型ASIC2a(NP_899233.1 

G1：34452695)和ASIC2b(NPJ301085.2  G1：9998944)(也分别称为MDEG1，BNaCIα或BNC1和

MDEG2或BNACIβ)；ASIC3(NPJD04760.1  GI：4757710)(也称为DRASIC或TNaC)；ASIC4(NP_

898843.1  GI：33942102)(也称为SPASIC)；和ASIC5(NP_059115.1  GI：74753059)(也称为

BLINaC或hINaC，或BASIC)。

[0046] ENaCs组装为由α(或δ)，β和γ亚基组成的异源多聚体。功能性ASIC被认为可以由

相同或不同的亚基组成(同源和异源多聚体)。鸡ASIC1的解析结构揭示为由三个相同亚基

组成的同源三聚体。在DRG神经元中，据报道天然ASIC是异源多聚体的。(Israel  Hanukoglu

和Aaron  Hanukoglu，Gene  579(2016)95‑132)

[0047] 一方面，本发明的方法和组合物可用于调节DEG/ENaC离子通道的活性。在一些实

施方案中，DEG/ENaC离子通道由属于哺乳动物DEG/ENaC家族的至少一个亚基组成。在一些

实施方案中，离子通道由选自αENaC，βENaC，γENaC，δENaC，ASIC1a，ASIC1b，ASIC2a，

ASIC2b，ASIC3，ASIC4和ASIC5的三个亚基组成。在某些实施方案中，DEG/ENaC离子通道是由

ENaCα，β，γ和δ亚基组成的异源多聚体ENaC蛋白。在某些实施方案中，DEG/ENaC离子通道是

ASIC蛋白，其由选自ASIC1a，ASIC1b，ASIC2a，ASIC2b，ASIC3，ASIC4和ASIC5的三个亚基组

成。

[0048] 在另一个实施方案中，DEG/ENaC离子通道是阿米洛利敏感的。ENaCs和ASIC形成阿

米洛利敏感的离子通道。在一些实施方案中，本发明的方法包括调节ENaC受体和/或ASIC受

体的活性，更优选调节个体哺乳动物胃肠道中的一种或多种DEG/ENaC离子通道的活性。在

另一个实施方案中，本发明的方法包括调节至少一种选自αENaC ,βENaC ,γENaC ,ASIC1 ,

ASIC2,ASIC3,ASIC4和ASIC5的DEG/ENaC蛋白的活性。

[0049] DEG/ENaC调节剂

[0050] 如本文所用，哺乳动物DEG/ENaC家族成员的调节剂是调节(包括增加或减少)哺乳

动物DEG/ENaC家族的一个或多个成员的活性的药剂，所述成员是例如αENaC ,βENaC ,γ
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ENaC,δENaC,ASIC1a,ASIC1b,ASIC2a,ASIC2b,ASIC3,ASIC4和ASIC5。在一些实例中，调节剂

(活化剂或抑制剂)可以改变(增加或减少)一种或多种成员的通道活性，例如改变成员使钠

离子流通过细胞膜(进和/或出细胞)的能力。

[0051] 调节剂可以是化合物(小于约10kDa的小分子，肽，核酸，脂质等)、两种或更多种化

合物的复合物、和/或混合物等。调节剂还包括天然存在的和合成的配体，拮抗剂，激动剂，

肽，环肽，核酸，抗体，反义分子，siRNA，核酶，有机小分子等。在一个实施方案中，调节剂与

DEG/ENaC受体相互作用。在另一个实施方案中，调节剂调节细胞(优选胃肠道细胞)中的

DEG/ENaC受体，优选ENaC受体和/或ASIC受体的表达水平。在另一个实施方案中，调节剂增

强或降低DEG/ENaC受体的转录或翻译。在另一个实施方案中，调节剂选自，例如，靶向编码

DEG/ENaC受体的基因的催化性和抑制性寡核苷酸分子、以及DEG/ENaC受体转录或翻译的抑

制剂，例如反义分子，siRNA或核酶。

[0052] 如本文所用，DEG/ENaC离子通道的“活化剂”和“抑制剂”是指活化或抑制性分子。

“抑制剂”是这样的化合物；其可以例如，部分地、基本上或完全地，阻断DEG/ENaC蛋白的活

性，减小、防止、延迟DEG/ENaC蛋白的激活，使DEG/ENaC蛋白失活、脱敏、或下调DEG/ENaC蛋

白的活性或表达，例如拮抗剂或阻断剂。“活化剂”是增加、打开、激活、促进、增强DEG/ENaC

蛋白的活化，敏化、激动或上调DEG/ENaC蛋白的活性或表达的化合物，例如激动剂。

[0053] 在一些实施方案中，DEG/ENaC调节剂是能够抑制ENaC通道和ASIC通道两者的抑制

剂，例如阿米洛利或阿米洛利类似物。在一些实施方案中，调节剂可以特异于ENaCs或ASIC。

例如，化合物A‑317567特异地抑制ASIC蛋白。在一些实施方案中，调节剂可以是针对一个

DEG/ENaC家族内的特异性。例如，如果抑制剂是ASIC家族内特异的抑制剂，则该ASIC抑制剂

可以具有抑制一种或多种ASIC(例如，仅ASIC1a，或仅ASIC1a加上ASIC1b)的能力，但基本上

排除对其他ASIC成员的抑制。例如，PcTx1是靶向ASIC1a的特异性抑制剂。

[0054] DEG/ENaC抑制剂

[0055] 在一个实施方案中，本发明的DEG/ENac抑制剂与DEG/ENaC离子通道相互作用，更

优选与胃肠道中的一个或多个DEG/ENaC离子通道相互作用。在进一步的实施方案中，抑制

导致食欲和/或体重降低。

[0056] 在一些实施方案中，本发明的抑制剂靶向上述阿米洛利敏感性DEG/ENaC离子通

道，并与阿米洛利竞争作为抑制剂。在一个优选的实施方案中，DEG/ENac抑制剂是阿米洛利

或阿米洛利类似物，例如benzamil。在一个实施方案中，阿米洛利用于本发明的方法和组合

物中。在一个实施方案中，benzamil用于本发明的方法和组合物中。

[0057] 阿米洛利，3,5‑二氨基‑6‑氯‑N‑(二氨基亚甲基)吡嗪‑2‑甲酰胺，是ENaCs和ASIC

的非特异性阻断剂，对于ENaCαβγ的IC50值为约0.1μM，对于ASIC的IC50值为约10‑100μM。

[0058] 阿米洛利具有以下结构式：

[0059]

[0060] 阿米洛利可以是任何合适的非离子形式或离子形式(即，盐形式)。

[0061] 本文所用的术语“阿米洛利类似物”是指阿米洛利的任何结构类似物，更具体地
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说，是与阿米洛利结构相关的化学化合物，并且在一个或多个位置通过取代而与阿米洛利

不同。在一些实施方案中，阿米洛利类似物是具有以下结构式的化合物：

[0062]

[0063] 其中X是卤素，例如氟，氯或溴。在一些实施方案中，X是氯。氨基取代基R1至R8可以

独立地选自H，具有1‑12个碳的烷基，具有7‑13个碳的芳烷基，芳基或杂芳基。如果取代基R1

至R8中的一个或多个是烷基或芳烷基，则每个烷基或芳烷基取代基的烷基部分可以任选地

和独立地进一步被选自以下的取代基取代一次或多次：卤素，羟基，具有1‑6个碳的烷氧基，

芳基，杂芳基，氨基，具有1‑6个碳的烷基氨基，具有2‑12个碳的二烷基氨基，羧酸，或者形式

上衍生自羧酸和具有1‑6个碳的醇的酯。如果取代基R1至R8中的一个或多个是芳基，芳烷基

或杂芳基，则每个芳基，芳烷基或杂芳基取代基的芳族部分可以独立地进一步被选自以下

的取代基取代一次或多次：卤素，具有1‑6个碳的烷基，氨基，具有1‑6个碳的烷基氨基，具有

2‑12个碳的二烷基氨基，羧酸，或形式上衍生自羧酸和具有1‑6个碳的醇的酯。在一些实施

方案中，取代基R1至R8中的每一个独立地选自H，具有1‑6个碳的烷基和芳烷基，其中每个可

以如上所述进一步被取代。

[0064] 在一些实施方案中，阿米洛利类似物是具有以下结构式的化合物：

[0065]

[0066] 其中R1,R2,R7和R8独立地是H,具有1‑6个碳的烷基、或具有7‑13个碳的芳烷基。

[0067] 在其他实施方案中，本发明的抑制剂包括阿米洛利类似物或其药学上可接受的

盐。在一个相关的实施方案中，阿米洛利类似物选自benzamil,phenmil,5‑(N‑乙基‑N‑异丁

基)‑阿米洛利(EIPA)，bepridil，KB‑R7943，5‑(N‑甲基‑N‑异丁基)阿米洛利，5‑(N,N‑六亚

甲基)阿米洛利和5‑(N,N‑二甲基)阿米洛利盐酸盐。在另一个相关的实施方案中，阿米洛利

类似物是benzamil。在另一个相关的实施方案中，阿米洛利类似物是benzamil的甲基化类

似物。在另一个相关的实施方案中，阿米洛利类似物包含在胍基基团上形成的环。在另一个

相关的实施方案中，阿米洛利类似物包含酰基胍基团。在另一个相关的实施方案中，阿米洛

利类似物包含在胍基上形成的水增溶性基团，其中水增溶性基团是N,N‑二甲基氨基或糖

基。

[0068] 在一些实施方案中，如上所述，本发明的抑制剂靶向阿米洛利敏感性DEG/ENaC蛋

白，并与阿米洛利竞争作为阻断剂。已知的阻断剂包括triamterene，phenamil，benzamil及

其衍生物，特别是3',4'‑二氯benzamil；2',4'‑二甲基benzamil；5‑(N‑乙基‑N‑异丙基)阿

米洛利；和5‑(N‑甲基‑N‑异丁基)阿米洛利。另外的阿米洛利类似物和衍生物包括以下文献
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中描述的化合物：Thomas  R .等,J .Membrane  Biol .105 ,1‑21(1988)；WO2012035158；

WO2009074575；WO2011028740；WO2009150137；WO2011079087；和WO2008135557，每一文献在

此特别引入作为参考。

[0069] 在一些实施方案中，个体是人，并且阿米洛利、阿米洛利类似物或其药学上可接受

的盐在人中以0.01‑3mg/kg体重/天的剂量施用。在一些实施方案中，个体是啮齿动物，例如

小鼠，并且阿米洛利、阿米洛利类似物或其药学上可接受的盐以约0.1‑40mg/kg/天，例如

0.12‑37mg/kg/天的剂量施用。

[0070] 在一些实施方案中，ENaC抑制剂用于本发明的方法或组合物中。ENaC抑制剂可以

是能够实质性降低(包括消除)至少一种ENaC蛋白的活性的任何药剂和/或组合物。已知的

ENaC阻断剂的实例是triamterene，其特异性阻断γENaC，并且是保钾利尿剂。ENaC阻断剂

的其他实例包括P301，P365，P321，P552‑02，P1037，GS‑9411/P680，它们由Parion  Sciences

开发(https://clinicaltrials .gov；http://www .parion .com/pipeline/p‑1037‑

pullmonary‑disease/)。来自Parion  Sciences/Gilead的GS‑9411/P680已经进入I期临床

试验作为吸入制剂用于囊性纤维的治疗(O 'Riordan  TG  et  al .,Journal  of  Aerosol 

Medicine  and  Pullmonary  Drug  Delivery  2014,27(3):200‑8)。当施用于眼睛时，P301和

P365增加泪液体积(William  R.Thelin,et  al.,J  Ocul  Pharmacol  Ther.2012Aug；28(4):

433–438)；P321处于慢性干眼症的II期临床试验中(http://www.parion.com/pipeline/p‑

321‑dry‑eye/)。ENaC阻断剂的另一个例子是Novartis的NVP‑QBE170。NVP‑QBE170是二聚的

阿米洛利衍生物，其在体外和体内均显示出有力和选择性的ENaC阻断。其效力类似于

Parion  Science的P552‑02，但在豚鼠TPD模型中测试时，就高钾血症而言，比现有ENaC阻断

剂具有显著增加的安全窗口。P552‑02和NVP‑QBE170都是阿米洛利类似物(K  J  Coote ,et 

al.,Br  J  Pharmacol.2015Jun；172(11):2814‑26.)，它们的化学结构如下：

[0071]

[0072] 在一些实施方案中，ASIC抑制剂用于本发明的方法或组合物中。已知的ASIC阻断

剂的实例包括阿米洛利，A‑317567，A‑317567类似物和芳族二脒类。

[0073] A‑317567(CAS  Regis.#:371217‑32‑2,来自Abbott  Laboratories)是具有以下结

构式的小分子非阿米洛利ASIC阻断剂。

[0074]

[0075] 该化合物具有外周活性，在大鼠DRG神经元中(体外)可以引起ASICs电流，效力比

阿米洛利的效力高1.8‑15倍。已经在慢性炎性疼痛的CFA模型中测试了A‑317567的镇痛作

用。
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[0076] Scott  D.Kuduk等(ACS  Chem  Neurosci .2010Jan  20；1(1):19‑24)报道了比A‑

317567具有更强效力的A‑317567类似物，尤其是化合物‘10a’和‘10b’(约3倍)：

[0077]

[0078] 芳香二脒类是合成的小分子，与DNA的小沟结合。它们已被临床用于治疗原生动物

或真菌感染疾病。几种抗原生动物二芳基脒类，4 '，6‑二脒基‑2‑苯基吲哚(DAPI)，

diminazene，hydroxystilbamidine(HSB)和pentamidine，在体外显示出有效的ASIC阻断活

性。(Chen  X ,et  al .,Neuropharmacology .2010Jun；58(7):1045‑53；Xuanmao  Chen ,et 

al.,Eur  J  Pharmacol.2010Dec1；648(1‑3):15‑23)

[0079] 另外，已知一些毒素肽是ASIC调节剂。ASIC靶向抑制性毒素的实例包括蜘蛛毒素

Psalmotoxin1(PcTx1)，海葵毒素APETx2和蛇毒素Mambalgin‑1‑3。这些ASIC靶向抑制性毒

素在小鼠体内注射时(PcTx1,0.46mg  i.t.或23mg/kg；mambalgins，2.2mg  i.t.和i.c.v.或

110mg/kg；APETx2,1.8mg  intraplantar；0.9mg静脉注射；2.7mg  i.t.或135mg/kg)，不会引

起兴奋性毒性，痉挛，抽搐，运动麻痹和共济失调(A.Baron  et  al.Toxicon  75((2013)187–

204)。

[0080] 蜘蛛Psalmopoeus  cambridgei的PcTx1以纳摩尔效力抑制同聚体ASIC1a和异聚体

ASIC1a/2b。该肽具有序列

[0081]

[0082] 该毒素肽可以作为来自狼蛛物种的毒液的一部分在不经实质性纯化的情况下使

用，或者可以从毒液中纯化，或者可以化学合成，或者可以由工程化生物生物合成，等。另

外，PcTX1衍生物可以根据本发明使用。PcTX1衍生物是具有与PcTX1在形式上相关的化学结

构的肽，并通过一个或多个氨基酸取代、缺失和/或插入而不同于PcTX1。PcTX1衍生物描述

于例如美国专利申请20080242588和WO/2015/026339中。

[0083] DEG/ENaC活化剂

[0084] 在一个实施方案中，本发明方法中使用的调节剂是DEG/ENaC活化剂，其增强DEG/

ENaC受体的活性以引起食欲和/或体重的增加。在另一个实施方案中，DEG/ENaC活化剂选自

DEG/ENac刺激性小分子，肽及其模拟物。在另一个实施方案中，DEG/ENac活化剂选自化合物

S3969，N,N,N‑三甲基‑2‑((4‑甲基‑2‑((4‑甲基‑1H‑吲哚‑3‑基)硫代)戊酰基)氧基)碘化乙

铵，和N‑(2‑羟乙基)‑4‑甲基‑2‑((4‑甲基‑1H‑吲哚‑3‑基)硫代)戊酰胺(来自Senomyx 

Inc.)，GMQ，AP301及其任何类似物或衍生物，以及任何组合。

[0085] 化合物S3969，[N‑(2‑羟乙基)‑4‑甲基‑2‑(4‑甲基‑1H‑吲哚‑3‑基硫代))戊酰胺]，

是人ENaC的小分子活化剂。最近报道了化合物S3969在异源细胞表达系统中可逆地刺激人

ENaC。该化合物作用于ENaC，增加通道开放率，表观亲和力(EC50)为1mM。参见，例如，Stephan 

Kellenberger和Laurent  Schild ,International  union  of  basic  and  clinical 

pharmacology ..XCI .structure ,function ,and  pharmacology  of  acid‑sensing  ion 

channels  and  the  epithelial  Na+channel,J  Clin  Pharmacol.2014March；54(3):341–
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350.doi:10.1002/jcph.203。

[0086] AP301是ENaC活化剂(Stephan  Kellenberger和Laurent  Schild，同上引文)。它是

由17个天然氨基酸组成的人TNF‑α衍生肽(～2kD)。在异源表达系统中该环肽显示可以通过

增加ENaC的开放率来激活ENaC。已经在多种急性肺损伤(ALI)的小动物模型中证实，该TIP

肽的肺部给药可以实质性减轻各种病理生理状况的肺通透性水肿。在AP301存在下，大鼠，

狗和猪AEC  II型细胞中阿米洛利敏感性Na+流(通过ENaC)分别比基线条件增加约9倍，13倍

和16倍。AP301目前正在进行吸入临床试验。

[0087] 合成化合物2‑胍‑4‑甲基喹唑啉(GMQ)是ASIC的另一活化剂(Ste pha n 

Kellenberger和Laurent  Schild,同上引物)：

[0088]

[0089] 化合物GMQ诱导持续的ASIC3电流并诱发疼痛相关行为。

[0090] 在小鼠爪中注射ASIC活化剂——德州珊瑚蛇毒的Mit‑toxin(MitTx)会引起疼痛

行为，而破坏ASIC1a可以导致疼痛的减小(Bohlen  CJ等,(2011) ,Nature  479:410–414)。

[0091] 治疗

[0092] 食欲存在于所有高等生命形式中，并且用于调节足够的能量摄入以维持代谢需

要。异常的食欲可能导致营养不良或超重和代谢紊乱，如肥胖和相关问题。与肥胖有关的健

康风险包括心脏病和中风；高血压和高胆固醇；糖尿病；癌症，例如结肠癌，乳腺癌(绝经

后)，子宫内膜(子宫内衬)癌，肾癌和食道癌；胆囊疾病和胆结石；骨关节炎；痛风；呼吸问

题，例如睡眠呼吸暂停(人在睡眠时短暂停止呼吸)和哮喘。

[0093] 本发明人通过证实可以在药理学上靶向DEG/ENaC离子通道以诱导减少的食物摄

入和体重减轻，提出了用于个体中控制食欲和体重的方法和组合物。本发明的方法和组合

物避免了与目前的体重控制化合物(例如直接作用于大脑的抗肥胖药物)相关的副作用。

[0094] 在一些实施方案中，所述方法和组合物可用于治疗食欲紊乱和相关疾病，代谢紊

乱或病症，包括超重，肥胖和肥胖相关病症，例如2型糖尿病，高血压，心血管疾病和其组合。

[0095] 在一些实施方案中，所述方法和组合物可以在个体中诱导食欲抑制。在一个实施

方案中，个体具有过度食欲。在再一实施方案中，个体具有肥胖和/或超重。在再一实施方案

中，个体患有肥胖相关病症。在再一实施方案中，个体将受益于由抑制DEG/ENaC离子通道而

导致的食物摄入减少，例如，以维持期望体重或实现期望的体重减轻和脂肪减少。

[0096] 在一些实施方案中，所述方法和组合物可以在个体中诱导食欲刺激。在一个实施

方案中，个体患有与诸如癌症等病症相关的食欲减退和/或体重减轻。在另一个实施方案

中，个体将受益于由DEG/ENaC离子通道活化而引起的食物摄入增加，例如，以实现期望的体

重增加。

[0097] 在一个实施方案中，个体可以是人或哺乳动物个体，其具有超重或肥胖、或肥胖相

关病症、和/或具有出现肥胖或肥胖相关病症的显著可能性。合适的示例性动物包括任何动

物，例如啮齿动物(小鼠，大鼠等)，狗，猫，绵羊，山羊，非人灵长类动物等。可以为了动物自

身的目的，例如，为了兽医用途(如宠物的治疗)而对动物进行治疗。或者，该动物可以提供
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动物模型，例如肥胖模型，以便于测试候选药物供人使用，例如确定候选药物的效力、有效

性窗口、副作用等。

[0098] 施用

[0099] 如本文所用，关于药物或药物候选物和个体，术语“施用”或“给药”是指向个体施

用或应用药物或药物候选物，使得药物或药物候选物可在个体上发挥其生物活性作用。因

此，施用药物可包括通过任何合适的途径将药物递送至个体，包括例如注射，吞服，吸入，局

部施用或其任何组合。注射可以是例如，皮下，皮内，静脉内，动脉内，鞘内，硬膜外，硬膜下，

脑室内(即进入脑)，眼内，腹膜内，滑膜内，或其任何组合。注射可以例如通过针头或可以使

用无针注射器。吞服可以通过液体制剂，胶囊，片剂等进行。吸入(或局部施用于身体上皮)

可以通过吸入器，雾化器，喷雾器等进行，并且可以涉及任何合适尺寸的喷雾或颗粒/液滴，

例如经配置或在尺寸上适用于递送至鼻，口，咽，喉或肺等上皮细胞的喷雾或颗粒/液滴。局

部施用可以包括将药物置于上皮层上以进行跨上皮摄取。示例性上皮局部施用可以包括外

用于皮肤或其伤口(即，直接放置在表皮，真皮，皮下组织或暴露的伤口组织等上)。可以用

于局部施用的其他示例性上皮可以包括直肠，阴道，尿道，口腔，鼻或眼上皮，或其任何组

合。通过将药物配制成软膏和/或通过将药物置于皮肤贴剂上，促进局部施用。

[0100] 在一些实施方案中，本发明的组合物通过选自下组的途径给药：口服，局部，舌下，

口腔，鼻内，直肠和静脉内。在一些实施方案中，口服或静脉内施用阿米洛利或阿米洛利类

似物。

[0101] 可以施用治疗有效量的调节剂(例如抑制剂)。如本文所用，术语“有效量”，“药学

有效量”和“治疗有效量”是指，无毒但足够量的药剂以提供所需的生物学结果。该结果可以

是减少和/或减轻疾病的体征、症状或原因、或是提供生物系统的任何其他期望的改变，例

如，超重或肥胖个体的体重减少。任何情况下，合适的治疗量可以由本领域普通技术人员使

用常规实验确定。例如，约75kg体重的成人，作为DEG/ENaC调节剂的口服阿米洛利的有效量

可以为约0.75‑250毫克/天。

[0102] 施用方案可以影响有效量的构成。可以每天或顺序地施用几个分剂量或交错剂

量，或者可以连续输注剂量或者可以推注注射。治疗制剂的剂量可根据治疗或预防情况的

紧急性，按比例增加或减少。

[0103] 对于将本发明的组合物施用给个体，优选哺乳动物，更优选人，可以使用已知的方

法，以有效产生所需体重管理(例如在超重或肥胖个体中减轻体重)的剂量和时间进行。达

到所需效果所需的治疗化合物的有效量可根据诸如个体的年龄，性别和体重等因素而变

化。可以调整剂量方案以提供最佳治疗反应。例如，可以每天施用几个分剂量，或者可以按

照治疗情况的紧急程度按比例减少剂量。本领域普通技术人员将能够研究相关因素并且无

需过度实验就可以确定治疗化合物的有效量。

[0104] 在一些实施方案中，个体是人。在一些实施方案中，调节剂是阿米洛利、阿米洛利

类似物或其盐，并且以在以下范围中的日剂量(以单剂或多剂形式)施用：0.01‑30mg/kg体

重,0.01‑10mg/kg体重,0.01‑5mg/kg体重,0.01‑3mg/kg体重,0.01‑2mg/kg体重,0.01‑1mg/

kg体重,0.01‑0.3mg/kg体重,0.01‑0.1mg/kg体重,0.01‑0.03mg/kg体重,0.03‑30mg/kg体

重,0.03‑10mg/kg体重,0.03‑5mg/kg体重,0.03‑3mg/kg体重,0.03‑1mg/kg体重,0.03‑

0.3mg/kg体重,0.03‑0.1mg/kg体重,0.1‑30mg/kg体重,0.1‑10mg/kg体重,0.1‑3mg/kg体
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重,0.1‑1mg/kg体重,0.1‑0.3mg/kg体重,0.3‑30mg/kg体重,0.3‑10mg/kg体重,0.3‑3mg/kg

体重,0.3‑1mg/kg体重,1‑30mg/kg体重,1‑10mg/kg体重,1‑3mg/kg体重,3‑30mg/kg体重,3‑

10mg/kg体重或10‑30mg/kg体重。在一个实施方案中，阿米洛利类似物选自benzamil ,

phenamil ,EIPA,bepridil ,KB‑R7943 ,5‑(N‑甲基‑N‑异丁基)‑阿米洛利,5‑(N ,N‑六亚甲

基)‑阿米洛利,5‑(N,N‑二甲基)阿米洛利盐酸盐,P552‑02,和NVP‑QBE170。

[0105] 在其他实施方案中，调节剂是阿米洛利、阿米洛利类似物或其盐，并且配制为单剂

的药物组合物施用，剂量范围为0.1‑1000mg/剂，0.1‑300mg/剂，0.1‑100mg/剂，0.1‑30mg/

剂，0.1‑10mg/剂，0.1‑3mg/剂，0.1‑1mg/剂，0.1‑0.3mg/剂，0.3‑1000mg/剂，0.3‑500mg/剂，

0.3‑300mg/剂，0.3‑100mg/剂，0.3‑30mg/剂，0.3‑10mg/剂，0.3‑3mg/剂，0.3‑1mg/剂，1‑

1000mg/剂，1‑300mg/剂，1‑100mg/剂，1‑30mg/剂，1‑10mg/剂，1‑3mg/剂，3‑1000mg/剂，3‑

300mg/剂，3‑100mg/剂，3‑30mg/剂，3‑10mg/剂，10‑1000mg/剂，10‑300mg/剂，10‑100mg/剂，

10‑30mg/剂，30‑1000mg/剂，30‑300mg/剂，30‑100mg/剂，100‑1000mg/剂，100‑300mg/剂，或

300‑1000mg/剂。在一个实施方案中，阿米洛利类似物选自benzamil ,phenamil ,EIPA ,

bepridil,KB‑R7943,5‑(N‑甲基‑N‑异丁基)‑阿米洛利,5‑(N,N‑六亚甲基)‑阿米洛利,5‑

(N,N‑二甲基)阿米洛利盐酸盐,P552‑02,和NVP‑QBE170。在一些实施方案中，配制阿米洛利

或阿米洛利类似物用于静脉内注射或口服给药。

[0106] 在优选的实施方案中，根据本发明的调节剂在进食之前或期间施用，优选在进食

之前5分钟至3小时，例如15分钟施用。

[0107] 药物组合物

[0108] 本申请的另一方面涉及用于调节食欲或用于治疗食欲紊乱和相关疾病、代谢紊乱

或病症，例如超重，肥胖或肥胖相关病症，的药物组合物。药物组合物包含有效量的DEG/

ENaC调节剂和药学上可接受的载体。在一些实施方案中，药物组合物包含阿米洛利类似物

或其药学上可接受的盐，其中阿米洛利类似物选自benzamil ,phenamil ,EIPA,bepridil ,

KB‑R7943,5‑(N‑甲基‑N‑异丁基)‑阿米洛利,5‑(N,N‑六亚甲基)‑阿米洛利,5‑(N,N‑二甲

基)阿米洛利盐酸盐,P552‑02,和NVP‑QBE170。

[0109] 根据本发明的调节剂，例如抑制剂，可以以任何合适的形式、在任何合适的组合物

中施用给个体。在一些实例中，调节剂可以是药学上可接受的盐的形式。

[0110] 如本文所用，术语“药物组合物”是指，至少一种本发明中有用的化合物与可药用

载体(根据情况而定)的混合物。药物组合物有助于化合物向患者的施用。

[0111] 如本文所用，术语“可药用载体”是指药学上可接受的材料、组合物或载体，例如液

体或固体填充剂，稳定剂，分散剂，悬浮剂，稀释剂，赋形剂，增稠剂，溶剂或包封材料，涉及

在患者体内或向患者体内携带或运输本发明有用的化合物，使其可以发挥其预期的功能。

通常，这种构建物可以被携带至、或从一个器官或身体的一部分运输至另一个器官或身体

的一部分。在与制剂的其他成分(包括本发明有用的化合物)相容且对患者无害的意义上，

每种载体必须是“可接受的”。可用作药学上可接受的载体的材料的一些实例包括：糖，例如

乳糖，葡萄糖和蔗糖；淀粉，如玉米淀粉和马铃薯淀粉；纤维素及其衍生物，如羧甲基纤维素

钠，乙基纤维素和醋酸纤维素；粉末黄蓍胶；麦芽；明胶；滑石；赋形剂，如可可脂和栓剂蜡；

油，如花生油，棉籽油，红花油，芝麻油，橄榄油，玉米油和豆油；二醇，如丙二醇；多元醇，如

甘油，山梨糖醇，甘露糖醇和聚乙二醇；酯类，如油酸乙酯和月桂酸乙酯；琼脂；缓冲剂，如氢
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氧化镁和氢氧化铝；表面活性剂；海藻酸；无热原水；等渗盐水；林格氏溶液；乙醇；磷酸盐缓

冲液；和药物制剂中使用的其他无毒相容物质。如本文所用，“可药用载体”还包括与本发明

化合物的活性相容的且对于患者是生理学上可接受的任何和所有包衣、抗细菌和抗真菌

剂、和吸收延迟剂等。增补性活性化合物也可以掺入组合物中。“可药用载体”可以进一步包

括可用于本发明的化合物的药学上可接受盐。可以包括在本发明的药物组合物中的其他成

分是本领域已知的并且描述于例如Remington's  Pharmaceutical  Sciences(Genaro，Ed。，

Mack  Publishing  Co.，1985，Easton，PA)，其通过引用并入本文。

[0112] 在一些实施方案中，配制药物组合物用于口服施用。在其他实施方案中，药物组合

物包含配制用于口服施用的阿米洛利和/或阿米洛利类似物。对于口服应用，特别合适的是

片剂，糖衣丸，液体，滴剂，栓剂或胶囊，囊片和凝胶帽。用于口服使用的组合物可根据本领

域已知的任何方法制备，并且此类组合物可含有一种或多种试剂，所述试剂选自适用于制

备片剂的惰性无毒药物赋形剂。这些赋形剂包括，例如，惰性稀释剂，如乳糖；制粒和崩解剂

如玉米淀粉；粘合剂如淀粉；和润滑剂如硬脂酸镁。片剂可以是未包衣的，或者可以为美观

或为了延迟活性成分的释放而通过已知技术包衣。口服使用的制剂也可以作为硬明胶胶囊

提供，其中活性成分与惰性稀释剂混合。

[0113] 在一些实施方案中，配制药物组合物用于静脉内注射。在其他实施方案中，药物组

合物包含配制用于静脉内注射的阿米洛利和/或阿米洛利类似物。适于注射使用的药物组

合物包括无菌水溶液(水溶性的)或分散体、和用于即时制备无菌可注射溶液或分散体的无

菌粉末。对于静脉内施用，合适的载体包括生理盐水，抑菌水，Cremophor  ELTM(BASF，

Parsippany，NJ) ,或达到易于注射程度的流体。可注射组合物在制造和储存条件下必须是

稳定的，并且必须防止微生物如细菌和真菌的污染。载体可以是溶剂或分散介质，含有例如

水，乙醇，多元醇(例如，甘油，丙二醇和液体聚乙二醇等)，以及它们的合适混合物。例如，可

以通过使用诸如卵磷脂的涂层、在分散体的情况下通过维持所需的颗粒尺寸、和通过使用

表面活性剂，来保持适当的流动性。通过各种抗细菌剂和抗真菌剂，例如对羟基苯甲酸酯，

氯丁醇，苯酚，抗坏血酸，硫柳汞等，可以防止微生物的作用。在许多情况下，优选在组合物

中包含等渗剂，例如糖，多元醇如甘露醇，山梨糖醇，氯化钠。通过在组合物中包括延迟吸收

的试剂，例如单硬脂酸铝和明胶，可以实现可注射组合物的延长吸收。

[0114] 无菌可注射溶液可以通过将所需量的阿米洛利和/或阿米洛利类似物掺入适当的

溶剂中，然后过滤除菌来制备。通常，通过将活性化合物掺入无菌溶媒中来制备分散体，所

述无菌溶媒含有基础分散介质和来自上面列举的所需其他成分。在用于制备无菌可注射溶

液的无菌粉末的情况下，优选的制备方法是真空干燥和冷冻干燥，其从先前无菌过滤的溶

液产生包含活性成分以及任何其他所需成分的粉末。

[0115] 筛选方法

[0116] 另一方面，本发明提供了一种鉴定新药剂的方法，所述药剂可用于调节食欲或治

疗食欲紊乱或代谢紊乱病症，特别是肥胖或超重或肥胖相关病症，其中所述鉴定基于所述

药剂调节，例如抑制或刺激DEG/ENaC受体的能力来进行。

[0117] 在一个实施方案中，本发明提供一种用于筛选能够调节食物摄入或食欲和/或控

制体重的药剂的方法，所述方法包括以下步骤：

[0118] ‑提供测定试验，所述测定试验用于确定对DEG/ENaC受体的表达或活性的调节；
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[0119] ‑向所述测定试验中引入疑似DEG/ENaC调节剂的化合物；和

[0120] ‑确定是否发生DEG/ENaC的调节，

[0121] 其中调节DEG/ENaC离子通道的表达或活性水平的化合物是调节食物摄入或食欲

或控制体重的候选药剂。

[0122] 在进一步的实施方案中，所述方法包括以下步骤：

[0123] (i)使所述药剂与DEG/ENaC受体接触，和

[0124] (ii)检测所述DEG/ENaC受体活性的任何变化。

[0125] 候选化合物

[0126] 作为ENaC和/或ASIC蛋白的调节剂测试的化合物可以是有机小分子或生物实体，

例如蛋白质，例如抗体或肽，糖，核酸，例如多核苷酸，寡核苷酸，siRNA，反义寡核苷酸或核

酶，脂质，脂肪酸等，可以测试其调节DEG/ENaC离子通道活性的能力。测试化合物可以是测

试化合物文库的形式，例如组合文库或随机化文库，其可以提供足够的多样性。常规地，可

以通过鉴定具有一些期望的性质或活性(例如抑制活性)的测试化合物(称为“先导化合

物”)，之后产生先导化合物的变体，以及评估变体化合物的性质和活性，来产生具有有用性

质的新化学实体。通常，高通量筛选(HTS)方法用于这种分析。典型地，测试化合物可以是有

机小分子和肽。在一个实施方案中，化合物是阿米洛利类似物。

[0127] 测定试验

[0128] 各种测定试验，包括体外和体内测定试验，包括基于细胞的模型，均可用于评估

DEG/ENaC蛋白的活性或表达所受到的调节。参见例如美国专利9244081(描述ENaC调节剂的

筛选方法)和美国专利申请20080242588(描述ASIC调节剂的筛选方法)。另可以参见Andrew 

J.Hirsh等,J.Med.Chem.2006,49,4098‑4115(描述ENaC阻断剂的设计，合成和结构‑活性关

系)；G.R.Dube等，Pain  117(2005)88–96(描述ASIC阻断剂的体外和体内表征)。这些文献在

此引入作为参考。

[0129] 筛选可涉及适用于测量DEG/ENaC蛋白与候选调节剂(例如抑制剂)之间相互作用

的任何合适的测定试验系统。示例性测定试验系统可包括生物化学测定(例如，结合测定试

验)，使用例如在培养中生长的细胞(“培养细胞”)和/或使用生物体进行。

[0130] 在一些实施方案中，用于检测调节剂例如抑制剂和活化剂的此类测定试验包括，

例如，在体外、在细胞、细胞提取物或细胞膜中表达ENaC和/或ASIC蛋白，施加推定的调节剂

化合物，然后确定对所述蛋白活性的功能性影响。

[0131] 在一些实施方案中，进行高通量结合测定试验，其中使DEG/ENaC蛋白与潜在的调

节剂接触并孵育合适的时间。如上所述，可以使用各种调节剂，包括有机小分子，肽，抗体和

DEG/ENaC配体类似物。

[0132] 多种测定试验可用于鉴定DEG/ENaC与调节剂的结合，包括标记的蛋白质‑蛋白质

结合测定试验，电泳迁移率变化，免疫测定试验，酶学测定试验，如磷酸化测定试验等。在一

些情况下，候选调节剂的结合通过使用竞争性结合测定来确定，其中在潜在调节剂存在下

测量对已知配体的结合的干扰。DEG/ENaC家族的配体是已知的。此外，已知阿米洛利抑制

ENaC和ASIC的功能。在此类测定试验中，可以首先使DEG/ENaC蛋白例如ENaC和ASIC蛋白与

已知配体结合，然后加入期望的化合物，即推定的活化剂或抑制剂。在洗涤DEG/ENaC蛋白

后，测定对潜在调节剂或已知配体的结合的干扰。通常，标记潜在调节剂或已知配体。
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[0133] 测定离子通道功能的方法包括，例如膜片钳技术，双电极电压钳制，全细胞电流测

量，以及使用离子敏感性荧光染料的荧光成像技术和离子通量测定试验，例如放射性标记

离子通量测定或离子通量测定。在一些实施方案中，候选化合物可以在短路电流(short‑

circuit  current,Isc)测定中进行测试，例如在KJCoote等，Br  J  Pharmacol.2015Jun；172

(11):2814‑26中描述的。在一些实施方案中，调节ASIC活性的化合物可以在组合物和酸的

存在下以全细胞膜片钳模式进行测试，如在例如G.R.Dube等，Pain  117(2005)88–96中所

述。

[0134] 在一些实施方案中，基于细胞的测定试验系统用于测量每种候选调节剂(例如抑

制剂)对细胞中离子通量(例如钠离子通量或酸敏感离子通量)的影响。在一些实施方案中，

离子通量是钠通量。例如，钠通量可以通过评估放射性标记的钠的摄取来测量。在一些实施

方案中，测定试验系统使用表达DEG/ENaC家族成员(例如ENaCαβγ，ASIC  1a或ASIC2a)的细

胞，或表达两种或更多种不同DEG/ENaC家族成员(例如ENaCαβγ和(一种或多种)ASIC家族

成员)的两种或更多种不同的细胞，用于确定每种调节剂(例如抑制剂)对这些家族成员的

选择性作用。细胞可以内源性地表达，或可以通过引入外来核酸来表达各家族成员。在一些

实例中，测定试验系统可以通过电生理学方式(例如通过膜片钳)、使用离子敏感或膜电位

敏感染料(例如钠敏感染料)来测量离子通量，或通过基于基因的报告系统来测量，尤其是

对膜电位和/或细胞内离子(例如钠)浓度的变化敏感的报告系统。该测定试验系统可用于

测试候选调节剂对DEG/ENaC家族成员(特别是，在哺乳动物(例如人)胃肠道中表达的ENaC

离子通道和ASIC离子通道)的选择性和/或特异性抑制。

[0135] 在筛选方法的一些实施方案中，可以在存在或不存在测试化合物的情况下，测量

表达ENaC受体和/或ASIC受体的任何细胞，检测其功能所受到的调节，所述细胞包括例如胃

肠道中的细胞，如肠内分泌细胞。

[0136] 可以将经潜在调节剂处理的包含ENaC和/或ASIC蛋白的样品或测定，与不含调节

剂的对照样品进行比较，以检查调节的程度。可以将(未用调节剂处理的)对照样品指定为

具有100％的相对蛋白活性值。在一个实施方案中，ENaC或ASIC被抑制，其中相对于对照，该

活性值为约80％，优选50％，更优选25‑0％。在另一个实施方案中，ENaC或ASIC被活化，其中

相对于(未用活化剂处理的)对照，该活性值为110％，更优选150％，更优选200‑500％(即相

对于对照，活性值高2至5倍)，更优选1000‑3000％。

[0137] 在体外测定(例如基于细胞的测定试验)中鉴定的化合物、及其生物学上可接受的

衍生物可以在食物摄入或体重控制试验中，使用例如正常小鼠或肥胖小鼠模型进一步测

试，以确认其对食物摄入或体重控制的影响。

[0138] 应当理解，对于本文提供的值和范围，被这些值和范围所涵盖的所有值和范围都

包括在本发明的范围内。此外，本申请还考虑落入这些范围内的所有值，包括整数或小数增

量，以及数值范围的上限或下限。

[0139] 本文引用或提及的所有专利，专利申请，出版物，技术文献和/或学术文章以及其

他参考文献在法律允许的范围内通过引用而整体并入本文。

实施例

[0140] 现在参考以下实施例描述本发明。提供这些实施例仅用于举例说明的目的，本发

说　明　书 15/18 页

18

CN 109475552 B

18



明不局限于这些实施例，而是涵盖基于本文提供的教导而显而易见的所有变化。

[0141] 实施例1

[0142] 果蝇中的食物摄取调节

[0143] 先前在果蝇中的研究表明，机械感觉离子通道PPK1在后肠神经元(PENs)中表达，

并在食物摄入的调节中起作用。

[0144] 首先，使用以下抗体和荧光标记物，通过免疫组织化学，使用四种先前表征的Gal4

果蝇系，在果蝇中研究了肠神经投射：兔抗GFP抗体(ab290；1:1000；Abcam,Cambridge,UK)，

Alexa  Fluor  488山羊抗兔IgG(H+L)(A11034；1:800；Life  Technologies,Gaithersburg,

MD,USA)，mAb22C10(Developmental  Studies  Hybridoma  Bank,University  of  Iowa)，和

Alexa  Fluor  633鬼笔环肽(A22284；1:250；Life  Technologies)。mAb22C10是在轴突中高

度表达的微管相关蛋白，因此可以被标记以显示轴突的形态。

[0145] 使用PPK1‑Gal4驱动mCD8::GFP，检查在果蝇的胃肠道(GI)中PPK1(DEG/ENaC超家

族成员)的表达。

[0146] 对于后肠神经元区域的三维模型建立，从mAb22C10和Alexa  Fluor  633鬼笔环肽

免疫染色的肠样品，取一系列z‑stack共聚焦图像，然后使用Imaris将其转化为模型。所有

图像均使用Zeiss  LSM510获取，并使用Imaris(Bitplane，Zurich，Switzerland)分析。

[0147] 结果显示，后肠神经元(PENs)紧紧围裹在肠道的肌肉周围(图2A，PENs：绿色；肌

肉：红色)；并且PPK1离子通道存在于PEN上(图2B)。

[0148] 接着，在果蝇中检查了PPK1缺陷和药理学抑制对食物摄取的影响。简而言之，果蝇

在18℃饲养。如所述(Ja等人，2007，Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences 

of  USA  104：8253‑8256)，对2日龄雄性，以4个为一组，在29℃进行毛细管饲养测定24小时。

饮食是5％酵母提取物和5％蔗糖溶液。对于抑制实验，使用benzamil(DEG/ENaC离子通道拮

抗剂)，向雄性yw果蝇提供食物——补充有10mM  benzamil或DMSO的100mM蔗糖。

[0149] PPK1缺陷果蝇具有增加的食物摄入量(图2C)。与这些结果一致，benzamil对PPK1

的抑制也导致了果蝇的食物消耗增加(图2D)。

[0150] 实施例2

[0151] 脊椎动物中的DEG/ENaC超家族成员与无脊椎动物中的同源物具有低序列相似性，

构成独特不同的家族。在哺乳动物中，有两个DEG/ENaC家族，上皮钠通道(ENaCs)和酸敏感

离子通道(ASIC)。ENaC家族包括四种ENaC同源物，ENaCα,β,γ,和δ。ASIC家族包括ASCI同源

物，ASCI1a，ASCI1b，ASIC2a，ASIC2b，ASIC3，ASIC4和ASIC5。

[0152] 进行以下实验，以研究DEG/ENaC离子通道是否在哺乳动物的食物摄入中起作用。

[0153] 2.1.小鼠胃肠道中DEG/ENaC基因的表达

[0154] 从8周龄C57B6雄性小鼠解剖胃，空肠和结肠。使用TRI试剂(invitrogen)提取RNA，

并用PrimeScript试剂盒(Takara)制备cDNA。每个PCR反应使用10ng  RNA。

[0155] 对于RT‑PCR,使用下列引物:

[0156] αENaC:F:5’‑ACCTGTCGTTTCAACCAGGC

[0157]        R:5’‑TCCAGGCATGGAAGACATCCAG

[0158] βENaC:F:5’‑GGCCCAGGCTACACCTACA

[0159]        R:5’‑AGCAGCGTAAGCAGGAACC
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[0160] ASIC1:F:5’‑ATGCTTCTCTCGTGCCACTTCC

[0161]        R:5’‑TGGCCCGAGTTGAATGTGTAGC

[0162] ASIC2:F:5’‑GCCCGCACAACTTCTCCTC

[0163]        R:5’‑GGCAGGTACTCATCTTGCTGAA

[0164] ASIC3:F:5’‑TTCGCTACTATGGGGAGTTCC

[0165]        R:5’‑GCCATGTCAAAAGTCGGACTG

[0166] ASIC5:F:5’‑CTGCCATCTCCAACTGACCG

[0167]        R:5’‑CACCAAGAGCGAGACAGAGC

[0168] 测试的DEG/ENaC基因，包括αENaC,βENaC,ASIC1 ,ASIC2,ASIC3,ASIC5，在小鼠的

胃，空肠和结肠中均表达(图3)。推测哺乳动物可能具有与果蝇肠道中的PEN类似的肠神经

元，其中PEN通过其上存在的DEG/ENaC离子通道的活性来调节食物摄取。

[0169] 2.2.抑制DEG/ENaC离子通道对食物摄取的影响

[0170] 阿米洛利是已知的DEG/ENaC离子通道的非选择性抑制剂，可阻断ENaCs和ASCI。该

化合物首先由Cragoe等人在1967年描述(美国专利3,313 ,813；1967年4月11日；转让给

Merck  Co.，Inc.)。该化合物已经用作抗高血压药、保钾利尿剂，用于治疗高血压和充血性

心力衰竭。在高血压患者中，阿米洛利通过与阿米洛利敏感性钠通道结合来抑制肾脏中的

钠重吸收。这可以促进钠和水自身体的去除，但不会消耗钾。

[0171] 在以下实验中，阿米洛利用于拮抗小鼠中的DEG/ENaC离子通道。

[0172] 2.3在正常小鼠中阿米洛利抑制短期食物摄取

[0173] 13周龄C57BL6雌性和雄性小鼠在实验前单独笼养2周。在上午8点至下午6点，不喂

食小鼠，使其饥饿。然后通过经口管饲或腹膜内注射，给予阿米洛利，剂量为1,10或100μ

mole/kg体重(229.6μg,2.296mg ,或22.96mg/kg体重；每种浓度n＝3只动物)，或给予溶媒

(蒸馏水用于经口管饲，盐水用于ip注射)。给药体积为10ml/kg体重。15分钟后，向小鼠提供

正常的固体食物(chow)，并测量在指定时间点的食物消耗。对于数据点，使用t检验(未配

对，2尾)计算P值。*＝p<0.05，**＝p<0.01，***＝p<0.001。

[0174] 结果显示在图5中。口服和腹膜内施用阿米洛利均抑制了小鼠的短期食物摄入。

[0175] 2.4在肥胖小鼠模型中阿米洛利引起的体重减轻和脂肪减少

[0176] 在实验中使用8周龄LepRPB雌性小鼠。LepRPB小鼠是肥胖模型小鼠，其携带瘦蛋白

受体基因突变。将20只小鼠随机分成两组。治疗组小鼠每周6次给予阿米洛利，通过经口管

饲法在下午的晚些时候在夜间喂食前进行。阿米洛利溶解在DMSO中并在无菌水中稀释。阿

米洛利的给药剂量在第1‑14天为4.1mg/kg/天，在第15‑35天为12.3mg/kg/天。注射体积为

10ml/kg。对照组小鼠接受无菌水中的82μl  DMSO/kg/天。测量体重。分析与第14天的体重相

比的体重变化。

[0177] 图6显示了阿米洛利对LepRPB肥胖小鼠体重变化的影响。与用DMSO喂养的对照小鼠

相比，用阿米洛利喂养的瘦蛋白受体突变小鼠显示体重显著降低。该数据说明，阿米洛利具

有诱导体重减轻的作用。

[0178] 2.5表征由阿米洛利诱导的小鼠体重减轻

[0179] 为了表征由阿米洛利诱导的体重减轻的性质，通过Bruker  Minispec  LF50NMR仪，

根据制造商的说明，在5周药物施用之前和之后，测定了小鼠的身体组成(包括脂肪，瘦组织
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和体液)的变化。

[0180] 结果显示在图7中。用阿米洛利和溶媒DMSO喂养的小鼠具有脂肪/瘦组织比、体脂

百分比和体液百分比的降低。然而，阿米洛利导致了脂肪/瘦组织比和体脂百分比的更为显

著的降低。与饲喂对照DMSO的小鼠相比，喂食阿米洛利的小鼠的体液百分比降低没有显著

差异。这些数据表明，由阿米洛利引起的体重减轻是由于脂肪减少而非体液减少导致。

[0181] 2.6在正常小鼠中Benzamil对短期食物摄取的抑制

[0182] 为了进一步确定用阿米洛利喂养的小鼠的体重减轻是否是由于抑制DEG/ENaC离

子通道所导致，在短期食物摄入实验中使用了阿米洛利类似物Benzamil。Benzamil是一种

更有效的、高度特异的、长效DEG/ENaC离子通道拮抗剂。

[0183] 在实验前将15周龄C57BL6雌性小鼠单独笼养2周。在上午8点至下午6点，不喂食小

鼠，使其饥饿。然后通过腹膜内注射，给予Benzamil(Benzamil盐酸盐水合物)0.01‑10μ

mole/kg体重(3.5621μg‑3.5621mg/kg体重)，或给予盐水。给药体积为10ml/kg体重。15分钟

后，向小鼠提供正常的固体食物(chow)，并测量在指定时间点的食物消耗。

[0184] 结果显示在图8中。与阿米洛利类似，benzamilal抑制了小鼠的短期食物摄入。

[0185] 总之，数据支持DEG/ENaC离子通道在调节哺乳动物食物摄入中起作用的观点。然

而，与在果蝇中抑制其同源物PPK1时所观察到的体重增加效果(实施例1)不同，令人惊奇

地，哺乳动物中DEG/ENaC抑制诱导体重减轻，而且该体重减少可以主要归因于体脂的减少。
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图2
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图3
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图4

图5

说　明　书　附　图 4/7 页

25

CN 109475552 B

25



图6
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图7
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图8

说　明　书　附　图 7/7 页

28

CN 109475552 B

28


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002
	CLA00003

	DES
	DES00004
	DES00005
	DES00006
	DES00007
	DES00008
	DES00009
	DES00010
	DES00011
	DES00012
	DES00013
	DES00014
	DES00015
	DES00016
	DES00017
	DES00018
	DES00019
	DES00020
	DES00021

	DRA
	DRA00022
	DRA00023
	DRA00024
	DRA00025
	DRA00026
	DRA00027
	DRA00028


