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本发明涉及琥珀酸脱氢酶抑制剂或其前药

和/或药用盐，其通过抑制琥珀酸的累积而用于

治疗或预防再灌注损伤，如缺血‑再灌注损伤，其

中所述抑制剂或其前药和/或药用盐是琥珀酸脱

氢酶的可透过细胞的可逆抑制剂。
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1.琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐在制备药物中的用途，所述药物通过抑制琥珀

酸的累积而用于治疗或预防再灌注损伤，其中所述抑制剂和/或其药用盐是琥珀酸脱氢酶

的可透过细胞的可逆抑制剂，其选自R1O2C-CH2-CO2R4,其中R1选自C1-12烷基；且R4选自C1-12烷

基。

2.根据权利要求1所述的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐在制备药物中的用途，其

中所述可透过细胞的并且可逆的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐选自R1O2C-CH2-CO2R4,

其中R1和R4独立地选自甲基,乙基,丙基和丁基。

3.根据权利要求1所述的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐在制备药物中的用途，其

中所述可透过细胞的并且可逆的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐为丙二酸二甲酯。

4.根据权利要求1-3中任一项所述的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐在制备药物

中的用途，其中所述再灌注损伤是动脉疾病的结果。

5.根据权利要求1-3中任一项所述的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐在制备药物

中的用途，其中所述再灌注损伤是脑血管疾病的结果。

6.根据权利要求1-3中任一项所述的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐在制备药物

中的用途，其中所述再灌注损伤是外周血管病的结果。

7.根据权利要求1-3中任一项所述的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐在制备药物

中的用途，其中所述再灌注损伤是外科手术组织再灌注损伤的结果。

8.根据权利要求1-3中任一项所述的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐在制备药物

中的用途，其中所述再灌注损伤是选自以下的病症的结果：腹主动脉瘤，动脉粥样硬化，烧

伤，癌症，心脏停搏，卒中继发脑水肿，慢性阻塞性肺病，充血性心脏病，经皮腔内冠状动脉

血管成形术后狭窄，冠心病，糖尿病，高血压，由挤压伤或外科手术导致的机械性创伤，偏头

痛，心肌梗死，肺血管疾病，心脏手术后再灌注，视网膜血管病，和卒中。

9.根据权利要求1-3中任一项所述的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐在制备药物

中的用途，其中所述可透过细胞的并且可逆的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐通过抑

制琥珀酸的累积而用于治疗或预防选择性外科手术中的再灌注损伤。

10.根据权利要求1-3中任一项所述的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐在制备药物

中的用途，其中所述可透过细胞的并且可逆的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐用于治

疗或预防待保存的器官中的再灌注损伤。

11.根据权利要求1-3中任一项所述的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐在制备药物

中的用途，其中所述可透过细胞的并且可逆的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐用于治

疗或预防器官移植中的再灌注损伤。

12.根据权利要求1-3中任一项所述的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐在制备药物

中的用途，其中与下述治疗联合施用所述琥珀酸脱氢酶抑制剂，所述治疗用于或意欲去除

血流中的阻塞。

13.根据权利要求12所述的琥珀酸脱氢酶抑制剂和/或其药用盐在制备药物中的用途，

其中用于或意欲去除血流中的阻塞的治疗选自血液稀释剂、溶解剂、MitoSNO和支架。
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琥珀酸脱氢酶抑制剂(SDHi’s)

发明领域

[0001] 本发明涉及琥珀酸脱氢酶抑制剂或其前药和/或药用盐，其通过抑制琥珀酸的累

积而用于治疗或预防再灌注损伤，其中所述抑制剂或其前药和/或药用盐是琥珀酸脱氢酶

的可透过细胞的可逆抑制剂。

[0002] 发明背景

[0003] 已知琥珀酸在厌氧条件下累积。例如，可以观察到潜水动物，肿瘤中心的缺氧区，

和某些寄生虫显示在缺氧条件下的升高的琥珀酸。然而，这些研究的背景典型地是在尝试

杀死细胞或从研究的系统中阻止或去除细胞。然而，这些系统并非始终与缺氧下哺乳动物

细胞经历的情况类似。例如，在细菌中，参与琥珀酸代谢的两种酶活性存在于两种分开的酶

中[而非在哺乳动物细胞中相同的单个酶琥珀酸脱氢酶(SDH)中]。

[0004] 已经在某些体外系统中研究琥珀酸。可能的是，在某些体外系统中已经观察到通

过琥珀酸的活性氧类别(ROS)生成。然而，这些观察大多数被认为是体外奇异现象而不是体

内可能状况的真实反映。

[0005] 对于氧传感应用已经研究了琥珀酸。在现有技术中已经尝试阻断琥珀酸以便努力

获得抗炎效果。

[0006] 在现有技术中没有已知的实验关联将体内琥珀酸累积和在再灌注后琥珀酸氧化

导致的线粒体复合物I造成的ROS生产联系起来。

[0007] Hu等，Journal  of  Huazhong  University  of  Science  and  Technology(华中科

技大学期刊)，Medical  Sciences(医学)，第25卷，2005，第439-441页和Hirata等，

Transplantation(移植)，第71卷，2001，第352-359页两者都显示了：使用3-硝基丙酸化学

预处理(preconditioning)减少了大鼠中的缺血-再灌注损伤。化合物3-硝基丙酸是线粒体

复合物II的抑制剂。Woitovich等，Basic  Research  in  Cardiology(心脏基础研究)，第104

卷，2009，第121-129页已经报道了复合物II抑制剂atpennin  A5通过mKATP通道依赖性机制

保护心脏免受模拟的缺血-再灌注损伤。然而，诸如3-硝基丙酸和atpennin  A5的抑制剂具

有的缺点是它们是不可逆的。因此，结合这些不可逆抑制剂的任何复合物II被永久阻止实

施其正常功能。

[0008] Drose等，Molecular  Pharmacology(分子药理学)，第79卷，2011，第814-822页研

究了几种保护心脏的复合物II抑制剂，包括2-噻吩甲酰三氟丙酮(TTFA)，3-硝基丙酸，

atpennin  A5和丙二酸。在测试的抑制剂中，丙二酸要求最高的浓度(毫摩尔水平)，以实现

半最大抑制，相比之下atepennin  A5要求纳摩尔水平。另外，丙二酸具有不能透过细胞的缺

点。其他抑制剂TTFA、3-硝基丙酸和atpennin  A5具有的缺点是它们是不可逆的。

[0009] 丙二酸二甲酯是已知的化合物。丙二酸及其衍生物是用作聚合物形成的原料的工

业化合物。关于使用丙二酸衍生物(如丙二酸二甲酯)作为SDH抑制剂的前药，现有技术中没

有已知的教导。前药丙二酸二甲酯将在体内水解为丙二酸，其为SDH的抑制剂。

[0010] 本发明寻求克服与现有技术相关的问题。

[0011] 发明概述
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[0012] 本发明人进行了广泛的代谢组学研究以鉴定在缺血过程中累积的代谢物。作为仔

细对照研究的一部分，该代谢组学分析在广泛范围的组织类型中平行进行。观察到许多代

谢物在缺血条件下在不同组织中变化。然而，尽管这一发现，但是发明人坚持他们的分析并

且仅选择在所有研究范围的组织中被相似影响的那些代谢物。由此，发明人能够巧妙地选

择更可能对于缺血效应而言共同的代谢物。

[0013] 另外，发明人进一步分析再灌注对于分析物的影响。这允许发明人仅选择在缺血

期间在各种组织类型中表现类似累积的三种代谢物(次黄嘌呤，黄嘌呤和琥珀酸)。最令人

意外的是，发明人发现在这三者中，仅琥珀酸可以貌似在再灌注后的活性氧类别的生成中

发挥作用。本发明正是基于这些引人注目的见解，其将琥珀酸挑选出来，因为在缺血过程中

累积，被快速代谢并参与再灌注后活性氧类别的生成。

[0014] 对于发明人意外的是，琥珀酸在再灌注之后消失的如此快。还出人意料的是发现

琥珀酸是在常氧条件下代谢功能恢复后活性氧类别的来源。另一个意外是多个器官共享相

同的代谢特征，证明琥珀酸代谢是哺乳动物细胞对缺血情形的应答中广泛适用的现象。

[0015] 因此，在一方面，本发明提供琥珀酸脱氢酶抑制剂或其前药和/或药用盐，其通过

抑制琥珀酸的累积而用于治疗或预防再灌注损伤，其中所述抑制剂或其前药和/或药用盐

是琥珀酸脱氢酶的可透过细胞的可逆抑制剂。

[0016] 在另一方面，本发明提供一种治疗或预防受试者中的再灌注损伤的方法，所述方

法包括向所述受试者施用有效量的琥珀酸脱氢酶抑制剂或其前药和/或药用盐，其中所述

抑制剂或其前药和/或药用盐是琥珀酸脱氢酶的可透过细胞的可逆抑制剂。

[0017] 在另一方面，本发明提供琥珀酸脱氢酶抑制剂或其前药和/或药用盐，其用于治疗

或预防再灌注损伤，其中所述抑制剂或其前药和/或药用盐是琥珀酸脱氢酶的可透过细胞

的可逆抑制剂。

[0018] 在另一方面，本发明提供琥珀酸脱氢酶抑制剂或其前药和/或药用盐，其通过抑制

琥珀酸的累积而用于治疗或预防再灌注损伤，其中所述抑制剂或其前药和/或药用盐是琥

珀酸脱氢酶的可透过细胞的可逆抑制剂。

[0019] 定义

[0020] C1-12烷基：是指直链和支链饱和烃基，通常具有1-12个碳原子。烷基的实例包括甲

基，乙基，正丙基，异丙基，正丁基，仲丁基，异丁基，叔丁基，戊-1-基，戊-2-基，戊-3-基，3-

甲基丁-1-基，3-甲基丁-2-基，2-甲基丁-2-基，2，2，2-三甲基乙-1-基，正己基，正辛基，正

壬基，正癸基，正十一烷基，正十二烷基等。

[0021] “药物”，“药物物质”，“活性药物成分”等是指可以用于治疗需要治疗的受试者的

化合物(例如式(I)的化合物和以下具体命名的化合物)。

[0022] “赋形剂”是指可以影响药物的生物利用度、但是另一方面没有药理学活性的任何

物质。

[0023] “药用的”物质是指落入合理医学判断范围内的那些物质，其适合用于与受试者组

织接触而没有过度毒性、刺激性、变态反应等，与合理的收益/风险比相称，并且有效用于它

们的意欲用途。

[0024] “药物组合物”是指一种或多种药物物质和一种或多种赋形剂的组合。

[0025] 本文所用的术语“受试者”是指人或非人哺乳动物。非人哺乳动物的实例包括家
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畜，如绵羊、马、牛、猪、山羊、兔和鹿；和陪伴动物，如猫、狗、啮齿类和马。

[0026] 药物的“治疗有效量”是指有效治疗受试者和由此提供所需治疗、缓解、抑制或预

防效果的药物或组合物的量。治疗有效量可取决于受试者的重量和年龄以及给药途径等

等。

[0027] “治疗”是指逆转、缓解、抑制该术语应用的病症、疾病或病况的进展或者预防该病

症、疾病或病况，或者逆转、缓解、抑制该病症、疾病或病况的一种或多种症状的进展或者预

防该病症、疾病或病况的一种或多种症状。

[0028] “治疗(Treatment)”是指“治疗(treating)”的行为，如以上刚刚定义的。

[0029] “预防”是指降低患上给定疾病或病症的风险，即导致临床症状不发展。因此，“预

防”是指预防性治疗需要其的受试者。预防性治疗可以通过向受试者施用适当剂量的治疗

剂来实现，所述受试者具有对病症的易感性或者处在发展病症的风险中，尽管该病症的症

状还不存在或是最小的，由此实质性地避免该病症的发作。

[0030] 术语“前药”是指在施用于受试者之后在体内(优选在血液中)进行结构改变(如水

解)以产生SDHi或其盐的化合物。例如，已知各种从具有羧酸、氨基、羟基等的药物化合物生

产前药的方法，并且本领域技术人员能够选择适当的方式。不特别限制SDHi或其盐的前药

的类型。例如，当SDHi具有一个或多个羧酸时，实例包括其中一个或多个所述羧酸被转化为

酯的前药。优选的实例包括酯化合物，如甲酯或二甲酯(diemethyl  ester)。

[0031] “琥珀酸脱氢酶抑制剂”或“SDHi”是指抑制琥珀酸脱氢酶的作用的化合物。

[0032] 如本文所用，术语“包含(comprising)”是指“至少部分由...组成”。当在本说明书

中解释包括术语“包含”的每个陈述时，也可以存在除了由该术语作为开始的那个或那些以

外的特征。相关术语如“包含(comprise)”和“包含(comprises)”意欲以相同方式解释。

[0033] 琥珀酸脱氢酶抑制剂(SDHi’s)或其前药

[0034] SDHi或其前药和/或药用盐通过抑制琥珀酸的累积用于治疗或预防再灌注损伤。

因此，与不施用SDHi或其前药和/或药用盐的情况下在再灌注处观察到的琥珀酸的量相比，

通过降低组织中再灌注处观察到的琥珀酸的量，施用SDHi或其前药和/或药用盐治疗或预

防受试者组织中的再灌注损伤，如心肌缺血。

[0035] SDHi是SDH的可逆抑制剂。SDHi的可逆性是重要的，因为这允许该抑制剂随时间过

去通过竞争性结合从线粒体复合物上去除，由此其作用将是暂时的。结果，复合物将恢复行

使其正常功能。

[0036] 对于通过琥珀酸位点作用的SDHi，可以通过测量和比较以下的梗死大小来确定

SDHi的可逆性：(1)用SDHi处理的心脏；(2)未处理的心脏；和(3)用SDHi+琥珀酸二甲酯处理

的心脏。如果与未处理的心脏相比，在用SDHi处理的心脏中梗死大小减小，则显示心脏保

护。如果通过加回琥珀酸二甲酯而抑制用SDHi处理的心脏显示的心脏保护，则证明SDHi的

可逆性。该方法在实施例中讨论，实施例使用氯化三苯基四唑鎓染色来确定心脏的梗死大

小(还参见附图4b&c)。

[0037] SDHi的功效可以通过确定SDHi防止缺血期间琥珀酸累积的能力来评估。SDHi防止

缺血期间琥珀酸累积的能力可以如下确定：通过液相色谱法/质谱法(LC/MS)测量组织中琥

珀酸水平，如实施例中代谢组学分析中详述的。通过比较用SDHi处理后的琥珀酸水平和用

SDHi+琥珀酸二甲酯处理后的琥珀酸水平，可以显示SDHi的可逆性。
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[0038] SDHi或其前药和/或药用盐是膜可渗透的。该膜可透性使得化合物能够进入细胞

并累积。

[0039] 在细胞实验中可以通过测量氧消耗率(OCR)和通过用琥珀酸二甲酯驱动其和然后

加入SDHi或其前药和/或药用盐(如丙二酸二甲酯)抑制其来测定膜可透性，由此可以评估

SDHi或其前药和/或药用盐的功效以及摄取和水解的时间表。另外，如图5a中所示，通过比

较未处理细胞中化合物的水平和处理的细胞中化合物的水平，可以确定化合物的细胞可透

性。典型地，使用LC/MS可以确定化合物的水平，如实施例中代谢组学分析中详述的。

[0040] 更适当地，SDHi或其前药和/或药用盐是SDHi的前药或其药用盐。

[0041] 更适当地，SDHi或其前药和/或药用盐是前药。

[0042] 适当地，SDHi结合SDH。

[0043] 适当地，SDHi或其前药和/或药用盐具有通式(I)：

[0044]

[0045] 其中：

[0046] n是0或1；

[0047] R1选自C1-12烷基；

[0048] R2选自H和OH；

[0049] R3选自CO2R4，和C(O)-CO2R4；并且

[0050] R4选自C1-12烷基。

[0051] 适当地琥珀酸脱氢酶抑制剂或其前药和/或药用盐选自R1O2C-CH2-CO2R4，R1O2C-CH

(OH)-CH2-CO2R4，R1O2C-CH2-C(O)-CO2R4。

[0052] 更适当地琥珀酸脱氢酶抑制剂或其前药和/或药用盐选自R1O2C-CH2-CO2R4，其中R1

和R4独立地选自甲基，乙基，正丙基，异丙基，正丁基，仲丁基，叔丁基。

[0053] 最适当地SDHi或其前药和/或药用盐是丙二酸类(malonate)化合物。

[0054] 适当地SDHi或其前药和/或药用盐可以包含可透过细胞的丙二酸类。

[0055] 适当地本发明的丙二酸类SDHi或其前药和/或药用盐是丙二酸乙酯。

[0056] 最适当地琥珀酸脱氢酶抑制剂或其前药和/或药用盐是丙二酸二甲酯。

[0057] 丙二酸二甲酯是有利的，因为其具有极低的毒性。例如，当口服施用时，丙二酸二

甲酯的LD50大约是5gms/kg。

[0058] 适当地，SDHi与SDH的结合是在琥珀酸结合位点。适当地，这是与琥珀酸的竞争性

结合。

[0059] 适当地，在琥珀酸结合位点结合SDH的SDHi或其前药和/或药用盐选自R1O2C-CH2-

CO2R4，R1O2C-CH(OH)-CH2-CO2R4和R1O2C-CH2-C(O)-CO2R4。

[0060] 适当地，SDHi在泛醌结合位点结合SDH。适当地，该结合是与醌的竞争性结合。

[0061] 更适当地，用于本发明的SDHis抑制常氧条件下的琥珀酸的再氧化。

[0062] 适当地，本发明的SDHi是“复合物II”抑制剂。
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[0063] 本发明的SDHi是可逆抑制剂。

[0064] 适当地，本发明的SDHi是可逆SDHi。

[0065] R1

[0066] 适当地R1选自甲基，乙基，丙基，丁基，戊基和己基。

[0067] 更适当地R1选自甲基和乙基。

[0068] R2

[0069] 适当地R2是H。

[0070] R3

[0071] 适当地R3是CO2R4。

[0072] R4

[0073] 适当地R4选自甲基，乙基，丙基，丁基，戊基和己基。

[0074] 更适当地R4选自甲基和乙基。

[0075] 给药和时间安排

[0076] 适当地将SDHi或其前药和/或药用盐口服、局部、皮下、肠胃外、肌内、动脉内和/或

静脉内给药。

[0077] 更适当地，将SDHi或其前药和/或药用盐静脉内施用。

[0078] 可以通过直接注射到冠状动脉来施用SDHi或其前药和/或药用盐。

[0079] 适当地，在缺血前施用本发明的SDHi或其前药和/或药用盐。在这些情况中，将

SDHi或其前药和/或药用盐施用于处于缺血风险中的受试者。

[0080] 适当地，在缺血后施用本发明的SDHi或其前药和/或药用盐。

[0081] 适当地，在再灌注之前施用本发明的SDHi或其前药和/或药用盐。

[0082] 适当地，在再灌注开始后尽可能快地施用本发明的SDHi或其前药和/或药用盐。

[0083] 适当地，在再灌注开始五分钟内施用本发明的SDHi或其前药和/或药用盐。适当

地，在再灌注开始四分钟内；在再灌注开始三分钟内；在再灌注开始两分钟内；或在再灌注

开始一分钟内，施用本发明的SDHi或其前药和/或药用盐。

[0084] 适当地，在外科手术之前施用本发明的SDHi或其前药和/或药用盐。

[0085] 适当地，在外科手术期间施用本发明的SDHi或其前药和/或药用盐。

[0086] 适当地，在缺血前将本发明的SDHi或其前药和/或药用盐施用于意欲保存的器官。

[0087] 适当地，在缺血后尽可能快地将本发明的SDHi或其前药和/或药用盐施用于待保

存的器官。

[0088] 适当地，在再灌注后尽可能快地将本发明的SDHi或其前药和/或药用盐施用于待

保存的器官。

[0089] 适当地，在再灌注五分钟内将本发明的SDHi或其前药和/或药用盐施用于待保存

的器官。适当地，在再灌注开始四分钟内；在再灌注开始三分钟内；在再灌注开始两分钟内；

或在再灌注开始一分钟内，施用本发明的SDHi或其前药和/或药用盐。

[0090] 适当地，在器官移植中应用本发明的SDHi或其前药和/或药用盐。

[0091] 本发明的一个优势是提供保护性治疗。目前市场上没有批准的保护性化合物。

[0092] 适当地，本发明的SDHi或其前药和/或药用盐在哺乳动物中快速代谢。

[0093] 丙二酸SDHi’s或其前药和/或药用盐的一个优势是它们在哺乳动物细胞中被代
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谢。可透过细胞的丙二酸衍生物被适当地代谢以便一旦在细胞内就释放丙二酸。丙二酸本

身通过细胞内的天然代谢途径被有利地代谢。更具体地，丙二酸被代谢成哺乳动物细胞中

天然存在的脂肪降解途径的一部分。这提供了以下优势，即当SDHi或其前药和/或药用盐是

丙二酸类化合物时，本发明的SDHi或其前药和/或药用盐的代谢没有副作用或副产物。

[0094] 适当地琥珀酸脱氢酶抑制剂或其前药和/或药用盐可以以0.1-50mg/kg受试者/

min的剂量施用1-30分钟。更适当地，琥珀酸脱氢酶抑制剂或其前药和/或药用盐可以以

0.5-20mg/kg受试者/min的剂量施用1-30分钟。更适当地，琥珀酸脱氢酶抑制剂或其前药

和/或药用盐可以以1-10mg/kg受试者/min的剂量施用1-30分钟。

[0095] 发明详述

[0096] 从分析的候选代谢物，发明人排除了在不同组织中变化不同的那些。例如，在缺血

病症后一些代谢物在一种组织中升高，但在另一种组织中下降。一些代谢物受影响的水平

不同。其他代谢物似乎根本不受影响。另外的代谢物似乎不在所有研究的组织类型中受影

响。发明人系统地研究数据并去除具有这些不同标准的每一种代谢物以便仅选择在研究的

各种各样的不同组织的缺血中显示共同性质的那些代谢物。

[0097] 本发明基于的一个关键发现是在再灌注后琥珀酸快速恢复到正常水平。这例如在

附图1E中阐述，其中可以看到琥珀酸水平在再灌注仅五分钟内急剧下降至正常。该反应的

快速性是引人注目的。这有助于发明人积累的证据，即琥珀酸形成电子贮库，其在缺血病症

期间产生。此外，时机也是特别的，因为其与再灌注施加给组织的损伤的时程精确重叠。正

是在发明人观察到的该同一个五分钟窗口期间导致大多数损伤，其也完全符合在再灌注后

琥珀酸代谢的时程。

[0098] 应用

[0099] 适当地，本发明涉及琥珀酸脱氢酶抑制剂或其前药和/或药用盐，其通过抑制琥珀

酸的累积而用于治疗或预防再灌注损伤。

[0100] 适当地，本发明涉及琥珀酸脱氢酶抑制剂或其前药和/或药用盐，其通过抑制琥珀

酸转运而用于治疗或预防再灌注损伤。

[0101] 适当地，本发明涉及琥珀酸脱氢酶抑制剂或其前药和/或药用盐，其通过抑制琥珀

酸氧化而用于治疗或预防再灌注损伤。

[0102] 本发明应用于外科手术。

[0103] 本发明应用于器官保存。

[0104] 本发明应用于减少或抑制ROS产生。

[0105] 本发明应用于抑制或防止琥珀酸累积。

[0106] 本发明应用于延缓再灌注之后ROS的释放。

[0107] 本发明应用于所有形式的选择性外科手术。在本发明的这些应用中，治疗可以是

预防性的，即防止在再灌注之后产生ROS。

[0108] 再灌注损伤

[0109] 适当地，所述再灌注损伤是缺血-再灌注损伤。

[0110] 适当地，所述再灌注损伤是选自以下的病症的结果：腹主动脉瘤，动脉粥样硬化，

动脉疾病，烧伤，癌症，心脏停搏，脑血管疾病，卒中继发脑水肿，脑损伤，慢性阻塞性肺病，

充血性心脏病，经皮腔内冠状动脉血管成形术后狭窄，冠心病，糖尿病，高血压，分娩期间/
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之后的缺氧，由挤压伤或外科手术导致的机械性创伤，偏头痛，心肌梗死，(非致命)溺水，外

周血管病，肺血管疾病，再生医学，心脏手术后再灌注，卒中后再灌注，视网膜血管病，卒中

和外科手术组织再灌注损伤。

[0111] 适当地，所述外科手术组织再灌注损伤可以是肝脏，肾脏或肠外科手术的结果。

[0112] 外科手术组织再灌注损伤可以是选择性外科手术操作的结果，其中将器官暴露于

缺血时期，包括肝外科手术(当对肝的血液供应被暂时夹紧以允许解剖/部分切除)和肾外

科手术(例如，部分切除肿瘤)。

[0113] 脑损伤的一个常见原因是在外科手术期间的系统性高血压，导致脑的暂时灌注不

足。

[0114] 更适当地，再灌注损伤是选自以下的病症的结果：腹主动脉瘤，动脉粥样硬化，动

脉疾病，心脏停搏，脑血管疾病，卒中继发脑水肿，充血性心脏病，经皮腔内冠状动脉血管成

形术后狭窄，冠心病，由挤压伤或外科手术导致的机械性创伤，心肌梗死，外周血管病，肺血

管疾病，心脏手术后再灌注，卒中后再灌注，视网膜血管病，卒中和外科手术组织再灌注损

伤。

[0115] 适当地，外科手术是血管外科手术，心脏搭桥手术(heart  bypass  surgery)或移

植外科手术。

[0116] 更适当地，再灌注损伤是选自以下的病症的结果：卒中后再灌注，卒中和心肌梗

死。

[0117] 适当地，所述再灌注损伤是在待保存的器官中的再灌注损伤。适当地，待保存的器

官可以选自心脏，肠，肾，肝脏，肺，胰腺和皮肤。

[0118] 可以保存器官用于移植，或者作为细胞和组织来源用于再生医学(例如，分离干细

胞)。

[0119] 更适当地，再灌注损伤是再生医学中的再灌注损伤。再生医学的未来是基于以下

原理：在可能缺氧条件下(冷冻-)保存干细胞和干细胞来源的细胞和组织，随后过继转移

和/或移植到氧合接受者。

[0120] 组合

[0121] 本发明的SDHi或其前药和/或药用盐可以与下述治疗联合施用，所述治疗用于或

意欲去除血流中的阻塞。

[0122] 本发明的SDHi或其前药和/或药用盐可以与以下中的一种或多种组合施用：支架，

MitoSNO，血液稀释剂，溶解剂(lysis  agents)，血液保存液，器官保存液或用于或意欲去除

血流中的阻塞的任何其他治疗。

[0123] 适当地，血液或器官保存液可以包括结晶状的和非结晶状的溶液，包括但不限于

盐水，人白蛋白溶液，Hartmann’s溶液和gelofusin。

[0124] MitoSNO可以如WO2008039085中所述制备。

[0125] 适当地，血液稀释剂可以选自CoumadinTM(华法林)；PradaxaTM(达比加群)；

XareltoTM(利伐沙班)和EliquisTM(阿哌沙班)，磺达肝癸钠(Fondaparinux)，未分级肝素，

低分子量肝素，包括但不限于依诺肝素(enoxaparin)和deltaparin，溶栓剂，包括但不限于

链激酶(SK)，尿激酶，拉诺替普酶(Lanoteplase)，瑞替普酶(Reteplase)，葡激酶

(Staphylokinase)和替奈普酶(Tenecteplase)。

说　明　书 7/28 页

9

CN 106714793 B

10



[0126] 本发明的SDHi或其前药和/或药用盐可以作为药物组合物施用，所述药物组合物

包含SDHi和药用赋形剂、载体或稀释剂。

[0127] 适当的赋形剂、载体和稀释剂可以在标准药学课本中找到。参见例如，Handbook 

for  Pharmaceutical  Additives，第3版(编辑M.Ash和I.Ash)，2007(Synapse  Information 

Resources，Inc.，Endicott，New  York，USA)和Remington：The  Science  and  Practice  of 

Pharmacy，第21版(编辑D.B.Troy)2006(Lippincott，Williams和Wilkins，Philadelphia，

USA)，其通过参考结合于此。

[0128] 用于本发明的组合物中的赋形剂包括但不限于微晶纤维素，柠檬酸钠，碳酸钙，磷

酸氢钙和甘氨酸，可以与各种崩解剂以及制粒粘合剂一起使用，所述崩解剂诸如淀粉(并且

优选玉米、马铃薯或木薯淀粉)，藻酸和某些复合硅酸盐，所述制粒粘合剂如聚乙烯吡咯烷

酮，蔗糖，明胶和阿拉伯胶。另外，润滑剂如硬脂酸镁、十二烷基硫酸钠和滑石对于压片目的

经常是非常有用的。也可以使用类似类型的固体组合物作为明胶胶囊中的填料；这方面优

选的材料还包括乳糖或奶糖以及高分子量聚乙二醇。当意欲将水性混悬液和/或酏剂用于

口服给药时，活性成分可以与各种甜味剂或调味剂、着色剂或染料和(如果需要)还有乳化

剂和/或悬浮剂以及诸如水、乙醇、丙二醇、甘油的稀释剂及其各种类似组合进行组合。

[0129] 药物载体包括固体稀释剂或填料，无菌水性介质和各种非毒性有机溶剂等。

[0130] 药用载体包括树胶，淀粉，糖，纤维素材料及其混合物。通过例如皮下移植小丸，可

以将化合物施用于受试者。通过静脉内、动脉内或肌肉内注射液体制剂、口服施用液体或固

体制剂或通过局部应用，也可以施用制剂。也可以通过使用直肠栓剂或尿道栓剂完成给药。

[0131] 另外，如本文所用的“药用载体”是本领域技术人员公知的，并且包括但不限于

0.01-0.1M和优选0.05M磷酸缓冲液或0.9％盐水。另外，这些药用载体可以是水性或非水性

溶液，悬浮液，和乳液。非水性溶剂的实例有丙二醇，聚乙二醇，植物油如橄榄油，和可注射

有机酯，如油酸乙酯。水性载体包括水，醇/水溶液，乳液或悬浮液，包括盐水和缓冲介质。

[0132] 药用肠胃外载体包括氯化钠溶液，Ringer′s葡萄糖，葡萄糖和氯化钠，乳酸

Ringer′s和固定油。静脉内载体包括流体和营养补充剂，电解质补充剂如基于Ringer′s葡

萄糖的那些，等等。也可以存在防腐剂和其他添加剂，如例如，抗微生物剂，抗氧化剂，整理

剂(collating  agents)，惰性气体等等。

[0133] 用于根据本发明可施用的控释或缓释组合物的药用载体包括在亲脂性贮库(例

如，脂肪酸，蜡，油)中的制剂。本发明还包括用聚合物(例如，泊洛沙姆或poloxamines)和与

针对组织特异性受体的抗体、配体或抗原偶联或与组织特异性受体的配体偶联的化合物包

被的颗粒组合物。

[0134] 药用载体包括通过共价连接以下各项而修饰的化合物：水溶性聚合物如聚乙二

醇，聚乙二醇和聚丙二醇的共聚物，羧甲基纤维素，葡萄糖，聚乙烯醇，聚乙烯吡咯烷酮或聚

脯氨酸，其已知在静脉注射后在血液中显示与相应的未修饰化合物相比显著更长的半衰期

(Abuchowski和Davis，Soluble  Polymer-Enzyme  Adducts，Enzymes  as  Drugs，Hocenberg

和Roberts，编辑，Wiley-Interscience，New  York，N.Y.，(1981)，pp  367-383；和[65])。这

样的修饰也可以增加化合物在水溶液中的溶解度，消除聚集，增强化合物的物理和化学稳

定性，和极大地降低化合物的免疫原性和反应性。结果，通过与未修饰化合物相比以更低频

率或更低剂量施用该聚合物-化合物加合物(abducts)，可以获得所需的体内生物学活性。

说　明　书 8/28 页

10

CN 106714793 B

11



[0135] 更多具体和优选方面在后附独立和从属权利要求中阐述。从属权利要求的特征可

以与独立权利要求的特征适当组合，并且该组合不同于权利要求中明确列出的那些。

[0136] 异构体，盐和溶剂化物

[0137] 某些化合物可以以一种或多种特别的几何、光学、对映体、非对映体、差向异构体、

位阻异构体(atropic)、立体异构体、互变异构体、构象或异头物(anomeric)形式，包括但不

限于顺式和反式；E-和Z-型；c-，t-，和r-型；内向型(endo-)和外向(exo)-型；R-，S-，和内消

旋型；D-和L-型；d-和1-型；(+)和(-)型；酮式-，烯醇-，和烯醇化物(enolate)-型；顺式-和

反式；向斜式(synclinal)-和背斜式(anticlinal)-；α-和β-型；轴向(axial)和赤道

(equatorial)型；船-，椅-，卷-，包封-，和半椅-型；和它们的组合存在，以下总称为“异构

体”(或“异构型”)。

[0138] 应当注意，除了以下关于互变异构型讨论的，特别从本文所用的术语“异构体”中

排除的有结构(或构造)异构体(即，原子之间的连接而不仅仅是原子空间位置不同的异构

体)。例如，提到甲氧基，-OCH3，不应解释为提到其结构异构体，羟甲基，-CH2OH。

[0139] 对一类结构的提及可以完全包括落入该类别的结构异构形式(例如，C1-67烷基包

括正丙基和异丙基；丁基包括正丁基，异丁基，仲丁基，和叔丁基；甲氧基苯基包括邻-、间-

和对-甲氧基苯基)。

[0140] 上述排除不适用于互变异构形式，例如，酮式，烯醇式和烯醇化物式，如例如在下

列互变异构对中：酮/烯醇，亚胺/烯胺，酰胺/亚胺醇，脒/脒，亚硝基/肟，硫酮/烯硫醇

(enethiol)，N-亚硝基/羟基偶氮(hyroxyazo)，和硝基/异硝基(aci-nitro)。

[0141] 注意，术语“异构体”中特别包括具有一个或多个同位素取代的化合物。例如，H可

以是任何同位素形式，包括1H，2H(D)，和3H(T)；C可以是任何同位素形式，包括12C，13C，和14C；

O可以是任何同位素形式，包括16O和18O；等等。

[0142] 除非另外指出，对具体化合物的提及包括所有这些异构体形式，包括(完全或部

分)外消旋物和它们的其他混合物。

[0143] 用于制备(例如，不对称合成)和分离(例如，分级结晶和色谱方法)这些异构体形

式的方法或者是本领域已知的，或者是通过以已知的方式改编本文教导的方法或已知方法

而容易获得。

[0144] 除非另外指出，对具体化合物的提及还包括离子的、互变异构的、盐的、溶剂化物

的、被保护的形式，和它们的组合，例如，如下讨论的。

[0145] 它们的组合的一个实例是对SDHi的提及包括互变异构体的盐。例如，对化合物苹

果酸二乙酯的提及包括如下所示的烯醇化物形式的钠盐：

[0146]

[0147] SDHi’s，其包括以上特别命名的化合物，可以形成药用复合物，盐，溶剂化物和水

合物。这些盐包括非毒性酸加成盐(包括二酸类)和碱盐。

[0148] 如果化合物是阳离子型或者具有可以是阳离子型的官能团(例如-NH2可以是-NH3
+)，那么可以与适当的阴离子形成酸加成盐。适当的无机阴离子的实例包括但不限于，衍生
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于以下无机酸的那些：盐酸，硝酸，亚硝酸，磷酸，硫酸，亚硫酸，氢溴酸，氢碘酸，氢氟酸，磷

酸和亚磷酸。适当的有机阴离子的实例包括但不限于，衍生于以下有机酸的那些：2-乙酰氧

基苯甲酸，乙酸，抗坏血酸，天冬氨酸，苯甲酸，樟脑磺酸，肉桂酸，柠檬酸，乙二胺四乙酸，乙

二磺酸，乙磺酸，富马酸，葡庚糖酸，葡糖酸，谷氨酸，乙醇酸，羟基马来酸，羟基萘羧酸，羟基

乙磺酸，乳酸，乳糖酸，月桂酸，马来酸，苹果酸，甲磺酸，粘酸，油酸，草酸，棕榈酸，双羟萘

酸，泛酸，苯乙酸，苯磺酸，丙酸，丙酮酸，水杨酸，硬脂酸，琥珀酸，对氨基苯磺酸，酒石酸，甲

苯磺酸，和戊酸。适当的聚合物有机阴离子的实例包括但不限于，衍生于以下聚合酸的那

些：鞣酸，羧甲基纤维素。这些盐包括乙酸盐，己二酸盐，天冬氨酸盐，苯甲酸盐，苯磺酸盐，

碳酸氢盐，碳酸盐，硫酸氢盐，硫酸盐，硼酸盐，樟脑磺酸盐，柠檬酸盐，环己氨基磺酸盐

(cyclamate)，乙二磺酸盐，乙磺酸盐，甲酸盐，富马酸盐，葡庚糖酸盐，葡糖酸盐，葡糖醛酸

盐，六氟磷酸盐，海苯酸盐(hibenzate)，盐酸盐/氯化物，氢溴酸盐/溴化物，氢碘酸盐/碘化

物，羟乙磺酸盐，乳酸盐，苹果酸盐，马来酸盐，丙二酸盐，甲磺酸盐，甲基磺酸盐，萘酸盐，2-

萘磺酸盐，烟酸盐，硝酸盐，乳清酸盐，草酸盐，棕榈酸盐，双羟萘酸盐，磷酸盐，磷酸氢盐，磷

酸二氢盐，焦谷氨酸盐，糖酸盐(saccharate)，硬脂酸盐，琥珀酸盐，鞣酸盐，酒石酸盐，甲苯

磺酸盐，三氟乙酸盐和昔萘酸盐(xinofoate)。

[0149] 例如，如果化合物是阴离子型的，或者具有可以是阴离子型的官能团(例如，-COOH

可以是-COO-)，那么可以与适当的阳离子形成碱盐。适当的无机阳离子的实例包括但不限

于，金属阳离子，如碱金属或碱土金属阳离子，铵和取代的铵阳离子，以及胺。适当的金属阳

离子的实例包括钠(Na+)钾(K+)，镁(Mg2+)，钙(Ca2+)，锌(Zn2+)，和铝(Al3+)。适当的有机阳离

子的实例包括但不限于，铵离子(即NH4+)和取代的铵离子(例如NH3R+，NH2R2+，NHR3+，NR4+)。一

些适当的取代的铵离子的实例是衍生于以下的那些：乙胺，二乙胺，二环己基胺，三乙胺，丁

胺，乙二胺，乙醇胺，二乙醇胺，哌嗪，苯甲胺，苯基苯甲胺，胆碱，甲葡胺，和缓血酸胺

(tromethamine)，以及氨基酸，如赖氨酸和精氨酸。常见季铵离子的实例是N(CH3)4
+。适当胺

的实例包括精氨酸，N，N′-二苄基乙二胺，氯普鲁卡因，胆碱，二乙胺，二乙醇胺，二环己基

胺，乙二胺，甘氨酸，赖氨酸，N-甲基葡糖胺，胆胺，2-氨基-2-羟甲基-丙-1，3-二醇，和普鲁

卡因。关于有用酸加成盐和碱盐的讨论，参见S.M.Berge等.，J.Pharm.Sci.(1977)66：1-19；

还参见Stahl和Wermuth，Handbook  of  Pharmaceutical  Salts：Properties，Selection，

and  Use(2011)。

[0150] 可以使用各种方法制备药用盐。例如，可以将SDHi与适当的酸或碱反应以获得所

需盐。还可以使SDHi化合物的前体与酸或碱反应来去除酸-或碱-不稳定的保护基或打开前

体的内酯或内酰胺基团。另外，可以通过用适当的酸或碱处理或者通过与离子交换树脂接

触，将SDHi化合物的盐转化为另一种盐。在反应后，然后可以通过过滤分离盐(如果其从溶

液中沉淀)或者通过蒸发分离盐，以回收盐。盐的离子化程度可以从完全离子化到几乎非离

子化变化。

[0151] 可能便利的或理想的是制备、纯化和/或处理活性化合物的相应的溶剂化物。术语

“溶剂化物”描述了包含化合物和一个或多个药用溶剂分子(例如，EtOH)的分子复合物。术

语“水合物”是其中溶剂为水的溶剂化物。药用溶剂化物包括其中溶剂可以是同位素取代的

那些(例如D2O，丙酮-d6，DMSO-d6)。

[0152] 当前接受的有机化合物的溶剂化物和水合物的分类系统是在隔离位点(isolated 
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site)、通道和金属-离子配位溶剂化物和水合物之间进行区分的系统。参见例如

K.R.Morris(H.G.Brittain  ed .)Polymorphism  in  Pharmaceutical  Solids(1995)。隔离

位点溶剂化物和水合物是其中通过插入有机化合物分子而将溶剂(例如，水)分子隔离而不

彼此直接接触。在通道溶剂化物中，溶剂分子位于格子通道中，其中它们紧接其他溶剂分

子。在金属-离子配位溶剂化物中，溶剂分子与金属离子键合。

[0153] 当溶剂或水被紧密结合时，复合物将具有独立于湿度的定义明确的化学计量。然

而，当溶剂或水被弱结合时，如在通道溶剂化物和在吸湿性化合物中，水或溶剂含量将依赖

于湿度和干燥条件。在这些情形中，将典型地观察到非化学计量。

[0154] 更多具体和优选方面在后附独立和从属权利要求中阐述。从属权利要求的特征可

以与独立权利要求的特征适当组合，并且该组合不同于权利要求中明确列出的那些。

[0155] 各种各样的SDHi’s化合物是可商购的。这些可商购化合物的衍生物可以通过进行

官能团相互转化或进行取代和进行常规反应来制备，如本领域已知的。常见的技术和反应，

包括氧化，还原等等，分离技术(萃取，蒸发，沉淀，色谱，过滤，研磨，结晶等)和分析方法是

有机化学领域的普通技术人员已知的。这些反应和技术的细节可以在许多专著中找到，包

括Richard  Larock，Comprehensive  Organic  Transformations，A  Guide  to  Functional 

Group  Preparations，第2版(2010)，和Michael  B.Smith和他人，Compendium  of  Organic 

Synthetic  Methods(1974参照以下)编辑的多卷系列。原材料和试剂可以获自商购来源或

者可以使用文献方法制备。另外，在一些情形中，在不分离或纯化情况下(即，原位)可以在

随后步骤中使用反应中间体。

[0156] 使用保护基可以制备某些化合物，保护基防止在其他反应性位点的不需要的化学

反应。保护基也可以用于增强化合物的溶解性或另外改变物理性质。关于保护基策略的讨

论，用于安装和去除保护基的材料和方法的描述，和用于常见官能团(包括胺，羧酸，醇，酮，

醛等)的有用保护基的汇编，参见T.W.Greene和P.G.Wuts，Protecting  Groups  in  Organic 

Chemistry，第4版，(2006)和P.Kocienski，Protective  Groups，第3版(2005)。

[0157] 通常，可以使用基本上化学计量的量的反应试剂进行化学转化，但是某些反应可

以受益于使用过量的一种或多种反应试剂。此外，可以在大约室温(RT)和环境压力下进行

许多适当反应，但是取决于反应动力学，产率等，一些反应可以在升高的压力下进行或者采

用较高温度(例如，回流条件)或较低温度(例如，-78℃.至0℃.)。在本公开中对于化学计量

范围、温度范围、pH范围等的任何提及，无论是否明确使用措词“范围”，也包括所示端点。

[0158] 附图简述

[0159] 参考附图，现在将进一步描述本发明的实施方案，其中：

[0160] 图1：比较代谢组学鉴定琥珀酸为潜在的驱动再灌注ROS产生的线粒体代谢物。(a)

用于鉴定在缺血条件下在体内累积的代谢物的比较代谢组学策略的概述。

[0161] 图1：(b)在所有缺血组织中在体内显著累积的代谢物的HIVE图表比较分析。突出

在所有组织中普遍累积的代谢物。

[0162] 图1：(c)在缺血期间在鼠组织中代谢物累积的普遍性。

[0163] 图1：(d)在五种缺血组织情况下在缺血后线粒体柠檬酸循环(CAC)代谢物水平的

曲线。每种组织，每组n＝3-4只小鼠。

[0164] 图1：(e)在心肌缺血和再灌注5分钟期间在离体心脏中CAC代谢物水平的时程。每
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组n＝4个小鼠心脏。

[0165] 图1：(f)在缺血后和在5分钟再灌注后，在处于风险中的和外周心脏组织中体内心

肌IR期间的CAC代谢物水平。每组n＝3-5只小鼠。

[0166] 图1：(g)紧接着在缺血后和在5min再灌注后，在体内脑IR期间的CAC代谢物水平。

每组n＝3只大鼠。

[0167] 图1：(h)紧接着在缺血后和在5min再灌注后，在体内肾IR期间的CAC代谢物水平。

每组n＝3只小鼠。

[0168] 图1：(i)在成年原代心肌细胞中通过二氢乙锭(DHE)氧化评估在IR期间琥珀酸对

于ROS生产的影响。每组n＝3种独立的心肌细胞制备物。*p＜0 .05，**p＜0 .01，***p＜

0.001。数据显示为至少三个重复的平均值±s.e.m。

[0169] 图2：通过还原富马酸，反向SDH活性驱动缺血性琥珀酸累积，所述富马酸是通过苹

果酸-天冬氨酸穿梭作用和嘌呤核苷酸循环产生的。(a)对于琥珀酸-定向的缺血通量的潜

在输入。

[0170] 图2：(b)13C-葡萄糖代谢标记策略。

[0171] 图2：(c)在常氧和缺血心肌中琥珀酸的13C同位素标记曲线。每组n＝4个心脏。

[0172] 图2：(d)在缺血心肌中氨己烯酸分流的γ-氨基丁酸(GABA)的抑制对于GABA和琥

珀酸水平的影响。每组n＝3个心脏。

[0173] 图2：(e)通过反向SDH操作驱动的缺血性琥珀酸累积的潜在驱动者的计算机(in 

silico)代谢建模总结；和1 3C-天冬氨酸代谢物标记策略，以确定苹果酸-和腺苷酰

(adenylo)-琥珀酸关联途径对于缺血性琥珀酸累积的贡献。

[0174] 图2：(f)在体内缺血心肌中通过丙二酸二甲酯抑制SDH对于琥珀酸累积和CAC代谢

物丰度的影响。每组n＝3只小鼠。

[0175] 图2：(g)在常氧和缺血心肌中13C-天冬氨酸与所示CAC代谢物的相对缺血通量。每

组n＝4个心脏。

[0176] 图2：(h)通过氨基氧乙酸(AOA)-介导的天冬氨酸氨基转移酶的抑制，阻断NADH-依

赖性的天冬氨酸进入CAC，或通过用AICAR抑制腺苷酰琥珀酸裂解酶来阻断PNC，对于体内缺

血心肌中CAC代谢物丰度的影响。每组n＝3只小鼠。*p＜0.05，**p＜0.01，***p＜0.001。数

据显示为至少三个重复的平均值±s.e.m。

[0177] 图3：在成年原代心肌细胞中，在再灌注时缺血性琥珀酸水平控制ROS生产，线粒体

膜极化，和NAD(P)H还原态。(a)缺血性琥珀酸水平的操控对于ROS生产的影响，其作为晚期

缺血和早期再灌注期间的DHE氧化来测量。每组n＝3个独立的心肌细胞制备物。

[0178] 图3：(b)通过用MitoSNO选择性抑制，确定在再灌注时线粒体复合体I  RET对琥珀

酸-驱动的ROS生产的贡献。每组n＝3个独立的心肌细胞制备物。

[0179] 图3：(c)晚期缺血和早期再灌注期间，缺血性琥珀酸水平的操控对于NAD(P)H氧化

的影响。每组n＝3个独立的心肌细胞制备物。

[0180] 图3：(d)使用TMRM荧光，以去猝灭模式(高荧光＝低膜电位)，在晚期缺血(左图)和

早期再灌注(右图)后，缺血性琥珀酸水平的操控对于线粒体膜电位的影响。

[0181] 图3：(e)如通过在再灌注时TMRM猝灭的速率测定，缺血性琥珀酸水平的操控对于

在40min缺血后内膜再极化的初始速率的影响。每组n＝3个独立的心肌细胞制备物。
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[0182] 图3：(f)在有氧C2C12成肌细胞中，琥珀酸二甲酯和寡霉素(oligomycin)对于线粒

体ROS的影响。用寡霉素和琥珀酸二甲酯将在常氧温育下的成肌细胞内的线粒体超极化，并

评估MitoSOX氧化的速率以测量线粒体ROS生产。每次试验10-12个成肌细胞的n＝4次独立

实验。*p＜0.05，**p＜0.01。数据显示为至少三个重复的平均值±s.e.m。

[0183] 图4：NADH和AMP传感途径驱动缺血性琥珀酸累积，以通过线粒体ROS生产控制体内

再灌注病理。(a)在缺血期间琥珀酸累积和在再灌注期间通过反向电子传递(RET)形成超氧

化物的模型。

[0184] 图4：(b)在心肌梗死±通过i.v.注射丙二酸二甲酯抑制缺血性琥珀酸累积，或通

过i.v.注射丙二酸二甲酯和琥珀酸二甲酯再引入缺血性琥珀酸后，来自小鼠心脏的横截面

的代表性图像。梗死组织是白色的，有风险的其余面积是红色的，并且无风险组织是深蓝色

的。

[0185] 图4：(c)如b所述进行心肌梗死大小的定量。每个空心圆表示来自单只小鼠的数

据，并且填充圆表示对于特定情形的所有小鼠的平均值。每组n＝6只小鼠。

[0186] 图4：(d)丙二酸二甲酯针对体内脑IR损伤的保护。在使用或未使用丙二酸二甲酯

处理的情况下在进行体内tMCAO后，来自大鼠脑的横截面的代表性图像。用苏木精和曙红处

理脑，以勾画出梗死组织。定量脑梗死体积。

[0187] 图4：(e)和喙尾(rostro-caudal)梗死分布。

[0188] 图4：(f)在通过tMCAO体内脑IR损伤后±丙二酸二甲酯。每组n＝3-6只大鼠。

[0189] 图4：(g)在tMCAO±丙二酸二甲酯后大鼠的神经学评分。每组n＝3-6只小鼠。*p＜

0.05，**p＜0.01，***p＜0.001。数据显示为平均值±s.e.m，除了数据是中值±C.I的(g)以

外。

[0190] 图5：丙二酸二甲酯和琥珀酸二甲酯处理体内细胞，导致丙二酸和琥珀酸的胞内累

积。a，体内静脉内输注丙二酸二甲酯导致丙二酸在缺血性心肌内的累积。b，C2C12细胞与以

下各项温育：无添加，葡萄糖，5mM琥珀酸二甲酯，5mM丙二酸二甲酯，或5mM丙二酸二甲酯和

5mM琥珀酸二甲酯。由于ATP合成导致的细胞氧消耗率和c，最大速率，使用Seahorse  XF96分

析仪测定。n＝3-4，*，p＜0.05；***，p＜0.001。

[0191] 图6：对于琥珀酸-定向缺血性通量的三种潜在代谢输入的总结。为了理解可以有

助于在缺血下琥珀酸生产的代谢途径，使用通量平衡分析，采用更新版本的心脏代谢

iAS253模型来模拟缺血。该模型显示了生产琥珀酸的三种可能机理：来自由CAC生产的α-酮

戊二酸，来源于糖酵解和谷氨酰胺裂解(灰色框)，来自从GABA支路(蓝色框)生产的琥珀酸

半醛，和来自富马酸，所述富马酸是通过逆转SDH从苹果酸-天冬氨酸穿梭作用和嘌呤核苷

酸循环(红色框)生产的。

[0192] 图7：在缺血和常氧心肌中通过13C葡萄糖的CAC和邻近(proximal)代谢物的代谢

标记。在常氧和缺血性心肌呼吸期间，CAC和邻近代谢物的比例同位素标记曲线。将小鼠心

脏用11mM  13C葡萄糖灌注10min，接着30min无流动缺血或30min常氧呼吸，接着快速冷冻和

LC-MS代谢分析。n＝4，*p＜0.05，**p＜0.01，***p＜0.001。

[0193] 图8：在缺血和常氧心肌中，通过13C谷氨酰胺对CAC和邻近代谢物的代谢标记。在

常氧和缺血性心肌呼吸期间，从谷氨酰胺至CAC和邻近代谢物的同位素通量。将小鼠用4mM 

13C谷氨酰胺(+5标记的)灌注达10min，接着30min无流动缺血或30min常氧呼吸，接着快速
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冷冻和代谢组学分析。(a)每种代谢物的同位素曲线表示为总池(pool)的比例。

[0194] 图8：(b，)另外，相对于心脏中+5谷氨酰胺池的比例，确定至αKG的通量。n＝4，*p＜

0.05。

[0195] 图9：在缺血性心肌中，氨己烯酸抑制GABA转氨酶对于GABA支路和CAC代谢物的影

响。将灌注的小鼠心脏进行30min无流动缺血±在缺血之前连续输注氨己烯酸(Vig；100，

300，和700μM)10min。将心脏组织快速冷冻，和通过LC-MS，相对于常氧水平定量a，GABA和b，

琥珀酸丰度。n＝3，*p＜0.05。

[0196] 图10：完整的代谢模型，鉴定通过组织缺血可以激活的途径以驱动琥珀酸累积。为

了鉴定在缺血下可以促进琥珀酸生产的代谢途径，我们使用通量平衡分析，结合扩展版本

的中央心脏代谢的iAS253线粒体模型，模拟这些情况。促进琥珀酸累积的主要途径(粗红

线)是通过富马酸进料到SDH反向活性。这是通过嘌呤核苷酸循环(PNC)和苹果酸-天冬氨酸

穿梭作用(MAS)(其消耗葡萄糖和天冬氨酸)产生的，并且还导致乳酸和丙氨酸的显著生产。

较少来源的琥珀酸(细红线)包括糖酵解和谷氨酰胺裂解，但是这是相对较少的，因为该途

径被NADH的过量生成所约束。另外，丙酮酸羧化酶活性产生少量富马酸。GABA支路并没有贡

献(黑色虚线)。

[0197] 图11：相对于同位素池，比较朝向琥珀酸的13C缺血性代谢物通量。将小鼠心脏用

13C-葡萄糖(+6标记的)，13C-谷氨酰胺(+5标记的)，或13C-天冬氨酸(+1标记的)灌注

10min，接着30min无流动缺血或30min常氧呼吸，和快速冷冻和代谢组学分析。为了比较来

自每个碳源的代谢物通量的相对规模，相对于常氧确定与未标记的琥珀酸池相比掺入琥珀

酸的缺血性13C，并且相对于13C-输注前体的全部标记池表示。数据以线性(左)和对数(右)

刻度作图。

[0198] 图12：在缺血期间和在再灌注后，在琥珀酸和OXPHOS代谢途径中的预测变化。为了

确定缺血、再灌注和常氧期间琥珀酸代谢的可能变化，使用通量平衡分析，使用扩展版的

iAS253模型，模拟在这些情况中的心脏代谢。模拟预测：(a)在缺血下，复合物II相反运行，

通过使用复合物I生产的泛醇将富马酸还原为琥珀酸，由此用作末端电子受体而不是氧。从

嘌呤核苷酸循环(PNC)和反向柠檬酸循环(CAC)生成富马酸。通过呼吸链的其余部分的通量

减少并且由于不充分的ATP生产，从ADP生成AMP。

[0199] 图12：(b)随着氧恢复，复合物II代谢过多的琥珀酸。AMP至ADP再生的延迟，如在再

灌注第一分钟内典型的，限制了通过ATP-合酶的通量。这又防止了复合物III消耗所有由复

合物II产生的泛醇，因为膜变得超极化。过量的泛醇和质子通量迫使复合物I反向运行，其

将产生ROS。

[0200] 图12：(c)一旦琥珀酸通量降低至正常水平，如在从后期再灌注至常氧的过渡中，

通过呼吸链和柠檬酸循环的通量恢复正常。

[0201] 图13：追踪在原位IR期间在原代心肌细胞中的心肌细胞ROS水平。将原代大鼠心肌

细胞进行40min缺血和再氧合，并且通过比例测量二氢乙锭(DHE)氧化，在整个实验中追踪

ROS水平。缺血缓冲液含有：无添加，4mM丙二酸二甲酯，或4mM琥珀酸二甲酯。显示每种情形

的代表性踪迹。加亮窗显示了在图3.a中详细放大的实验期。

[0202] 图14：追踪在原位IR期间原代心肌细胞中NADH还原状态。将原代大鼠心肌细胞进

行40min缺血和再氧合，并且通过测量NAD(P)H自发荧光，在整个实验中跟踪NADH还原状态。
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缺血缓冲液含有：无添加，4mM丙二酸二甲酯，或4mM琥珀酸二甲酯。显示每种情形的代表性

踪迹。加亮窗显示了在图3c中详细放大的实验期。

[0203] 图15：追踪在原位IR期间原代心肌细胞中线粒体膜电位。将原代大鼠心肌细胞进

行40min缺血和再氧合，并且通过测量四甲基罗丹明(TMRM)荧光，在整个实验中跟踪线粒体

膜电位。缺血缓冲液含有：无添加或4mM丙二酸二甲酯。显示来自至少三个重复实验的平均

踪迹。(a)在整个实验中的TMRM信号。

[0204] 图15：(b)在从缺血至再氧合的过渡期间的TMRM信号。每组来自独立地分离的原代

大鼠心肌细胞n＝3-4个实验。

具体实施方式

[0205] 线粒体ROS生产是缺血-再灌注(IR)损伤的关键早期驱动物，并且已经被认为是在

再灌注期间功能失调的呼吸链与氧相互作用的非特异性后果1-4。发明人研究了替代性的假

说：在IR期间的线粒体ROS是通过一种特异代谢过程产生的。为此发明人开发了一种比较代

谢组学方法来鉴定在IR期间保守的代谢特征，其可能指示线粒体ROS的来源(图1a)。对于进

行体内缺血的鼠脑、肾、肝和心脏的基于液相色谱-质谱(LC-MS)的代谢组学分析揭示几种

代谢物的变化。然而，仅三种在所有组织中升高(图1b，c和表1)。

[0206] 将暴露于足够缺血时期以引发再灌注ROS生产的各种鼠组织进行代谢组分析和比

较
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[0207]
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[0208]

[0209] 表1在缺血性促-ROS情况中显著累积的代谢物的完全比较分析。B＝脑，H＝离体全

心脏缺血，HL＝体内LAD缺血，K＝肾，L＝肝

[0210] 两种代谢物是缺血性嘌呤核苷酸降解的良好表征的副产物，黄嘌呤和次黄嘌呤6，

支持了我们的方法的有效性。黄嘌呤和次黄嘌呤是通过胞质黄嘌呤氧化还原酶代谢并且不

促进线粒体代谢7。第三种代谢物，线粒体柠檬酸循环(CAC)中间体琥珀酸，在测试的组织中

(图1d)增加3-至19-倍，并且是在各种各样的代谢各异的组织中普遍出现的缺血的唯一线

粒体代谢特征。因此，本发明聚焦于琥珀酸在IR期间在线粒体ROS生产中的潜在作用。

[0211] 由于在再灌注早期发生线粒体ROS生成1-4，8，9，所以给ROS提供燃料的代谢物应当

被快速氧化。引人注目的，在心脏中通过离体5分钟再灌注，在缺血期间累计的琥珀酸恢复

至常氧水平(图1e)，并且这也在体内心脏、脑和肾中观察到(图1f-h)。此外，这些琥珀酸变

化局限于体内发生IR损伤的组织区域，并且在缺乏其他CAC代谢物累积的情况下发生(图

1d，f)。为了进一步评估琥珀酸在驱动ROS生产中的作用，发明人将琥珀酸的一种可透过细

胞的衍生物，琥珀酸二甲酯(图5)，施用于缺血性原代心肌细胞8并且发现在再灌注期间这

显著增加线粒体ROS生产(图1i)。这些数据提示，在缺血期间的琥珀酸累积于是为再灌注后

的ROS生产提供燃料。
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[0212] 为了确定负责在缺血期间琥珀酸累积的机制和研究其在IR损伤中的作用，发明人

聚焦于心脏，因为可以获得许多实验和理论资源。在哺乳动物组织中，琥珀酸可以通过α-酮

戊二酸-依赖性CAC通量从丙酮酸或谷氨酸或γ-氨基丁酸(GABA)支路产生，(图2a和6)10，11。

通过测量在用13C-标记的葡萄糖或谷氨酰胺输注后其同位素体(isotopologue)分布，研究

经由α-酮戊二酸的至琥珀酸的缺血性CAC通量，所述13C-标记的葡萄糖或谷氨酰胺分别从丙

酮酸和谷氨酸进入CAC。用U-13C-葡萄糖灌注后琥珀酸的13C-同位素体分布在缺血性心脏中

显著降低，指示丙酮酸和α-酮戊二酸-连接的CAC向琥珀酸的通量在缺血期间降低(图2b，c，

和7)。谷氨酰胺并非常氧或缺血中CAC代谢物的主要碳源(图8a)。此外，在缺血中，观察到的

最少的13C-谷氨酰胺掺入α-酮戊二酸下降，并且用氨己烯酸10抑制GABA支路并不减少缺血

性琥珀酸累积(图2d和9)。因此，在缺血期间琥珀酸的累积并非通过心脏代谢的常规操作导

致。

[0213] 为了研究可以导致缺血期间琥珀酸累积的其他机制，发明人考虑在无氧代谢期间

SDH是否可能反向作用来将富马酸还原为琥珀酸12-14。尽管没有在缺血性组织中显示SDH逆

转，但是计算机通量分析确定在缺血期间通过SDH逆转生产琥珀酸是一个最优方案(图2e和

10)。该方法还提示对SDH的富马酸供应可以来自两个收敛途径：苹果酸/天冬氨酸穿梭

(MAS)，其中高NADH/NAD比率驱动苹果酸形成，其转化为富马酸14-16；和AMP-依赖性的嘌呤核

苷酸循环(PNC)的激活，其驱动富马酸生产17，18(图2e和10)。为了实验检验该预测，发明人用

丙二酸二甲酯(SDH竞争抑制剂丙二酸的一种可透过膜的前体)输注小鼠(图5)19，20。出人意

料的，丙二酸二甲酯输注显著地降低缺血性心肌中的琥珀酸累积(图2f)。该结果表明，SDH

在缺血性心脏中反向运转，因为以其常规方向运转的SDH的抑制将具有进一步增加的琥珀

酸(图2a和10)。因此，缺血期间的琥珀酸累积通过逆转SDH而来自富马酸还原。

[0214] 由于天冬氨酸是PNC和MAS途径两者的富马酸的共同来源(图2e)，所以发明人使

用13C-标记的天冬氨酸来评估这些途径对缺血期间琥珀酸生产的贡献(图6和10)。13C-天冬

氨酸输注显著增加与常氧相比缺血性心肌的13C-琥珀酸含量(图2g)。事实上，13C-天冬氨酸

是在缺血期间显著掺入琥珀酸中的唯一的13C-供体(图11)。为了表征MAS和PNC对缺血性琥

珀酸累积的相对贡献，发明人使用氨基氧乙酸(AOA)(其抑制MAS中的天冬氨酸氨基转移

酶21)(图2e)和5-氨基-1-β-D-呋喃核糖基-咪唑-4-甲酰胺(AICAR)(其抑制PNC中的腺苷酰

琥珀酸裂解酶18，22)(图2e)。两种抑制剂都降低缺血性琥珀酸水平(图2h)。因此，这些结果表

明，在缺血期间，MAS和PNC途径两者都增加富马酸生产，其然后通过SDH逆转转化为琥珀酸。

[0215] 为了研究构成琥珀酸-驱动线粒体ROS生产的基础的潜在机理，发明人对于在再灌

注后缺血性心脏代谢如何改变进行建模(图12)。该分析提示，SDH将氧化累积的琥珀酸并且

由此通过线粒体复合物I驱动反向电子传递(RET)23-26。有趣的是，琥珀酸驱动通过体外RET

从复合物I形成广泛的超氧化物，使得其成为IR期间线粒体ROS的引人注目的潜在来源26。然

而，复合物I  RET在IR损伤中的作用还未研究过。为了检验缺血期间累积的琥珀酸在再灌注

后是否可以驱动复合物I  RET，发明人在IR损伤的心肌细胞模型中27，用荧光探针二氢乙锭

(DHE)追踪线粒体ROS和从四甲基罗丹明(TMRM)的电位-敏感的荧光追踪线粒体膜电位。DHE

的氧化速率在缺血期间保持稳定，但是在再灌注后快速增加，与增加的超氧化物生产一致

(图3a和13)27。用丙二酸二甲酯抑制SDH-介导的缺血性琥珀酸累积将再灌注后的DHE氧化减

少(图3a)，而在缺血期间用琥珀酸二甲酯进一步增加琥珀酸放大了再灌注DHE氧化，表明琥
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珀酸水平控制再灌注ROS的程度(图3b)。重要的是，用MitoSNO选择性阻断复合物I  RET8消

除了在再灌注后琥珀酸二甲酯-驱动的DHE氧化(图3b)，指示缺血性琥珀酸水平通过复合物

I  RET驱动过氧化物生产。以下观察进一步支持琥珀酸-依赖性RET：通过用琥珀酸二甲酯增

加琥珀酸水平抑制了在再灌注时的NAD(P)H氧化(图3c和14)。追踪线粒体膜电位揭示：抑制

缺血性琥珀酸累积减小了再灌注后线粒体极化的速率(图3d，e和15)，与琥珀酸-依赖性增

强的复合物I  RET一致。最后，在C2C12小鼠成肌细胞中用琥珀酸二甲酯升高琥珀酸，同时用

寡霉素将线粒体超极化，增加了MitoSOX氧化，其与IR无关(图3f)，提示将高琥珀酸水平与

大的质子驱动力组合足以驱动通过RET的复合物I  ROS生产。

[0216] 发明人的发现可以通过以下模型来解释(图4a)：在缺血期间，通过活化MAS和PNC，

富马酸生产增加，然后通过SDH逆转还原为琥珀酸。在再灌注后，累积的琥珀酸被快速氧化，

由此维持大的质子驱动力和驱动复合物I处的RET，以产生线粒体ROS，其引发IR损伤26。该模

型为IR损伤的迄今许多未联系的方面提供了统一的框架，如在缺血期间需要引发以在再灌

注后诱导ROS，通过抑制复合物I8和II28和通过轻度解偶联29保护免受IR损伤。

[0217] 有趣的，发明人的模型还产生了出人意料的但是可测试的预测。操控缺血期间增

加琥珀酸的途径和在再灌注后将其氧化应当确定IR损伤的程度。由于SDH的可逆抑制阻断

缺血期间的琥珀酸累积(图2b)及其在再灌注后的氧化两者，所以它应当保护免受体内IR损

伤。在心脏IR损伤的体内模型中，静脉内(i.v.)输注丙二酸二甲酯-SDH抑制剂丙二酸的前

体-是保护性的(图4b，c)。重要的是，通过加回琥珀酸二甲酯抑制了该心脏保护(图4b，c)，

指示保护仅仅是通过钝化琥珀酸累积产生的。最后，在大鼠脑的大脑中动脉短暂性闭塞

(tMCAO)-卒中期间脑IR损伤的体内模型-过程中，静脉内输注丙二酸二甲酯是保护性的，减

少了固缩核的形态和神经毡的空泡化(图4d)，降低了由IR损伤导致的梗死脑组织的体积

(图4e，f)和防止与卒中相关的神经功能的下降(图4g和表2)。

[0218]

[0219]

[0220] MCAO+丙二酸二甲酯 基线 第1天 第2天 第3天

中值神经学评分 32.00 22.00 24.00 25.00

平均神经学评分 31.67 22.67 24.00 24.33

α 0.05 0.05 0.05 0.05
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n 3.00 3.00 3.00 3.00

标准偏差 0.58 2.08 2.00 1.15

置信区间 0.20 0.87 0.80 0.45

标准误差 0.33 1.20 1.15 0.67

[0221] 表2：进行体内tMCAO  IR±丙二酸二甲酯输注的大鼠的神经学评分的扩展总结。在

图4g中描述的tMCAO  IR±丙二酸二甲酯之后三天，中值神经学得分的扩展数据总结。

[0222] 这些发现证实了发明人的琥珀酸-驱动的IR损伤模型，证明了琥珀酸累积构成了

心脏和脑中IR损伤的基础，并且证实了降低琥珀酸累积和氧化以治疗IR损伤的治疗方法。

[0223] 发明人已经证明了经由富马酸生产和逆转SDH的琥珀酸的累积是体内缺血的普遍

代谢特征。相应地，琥珀酸是再灌注后线粒体ROS生产的主要驱动物，线粒体ROS生产是各种

组织中IR损伤的基础。琥珀酸的缺血性累积通过其在炎症和缺氧信号转导10中的作用可能

进一步相关。因此，琥珀酸可以通过线粒体ROS促进IR损伤的急性发病和然后在分泌后还引

发炎症和新血管生成30。除了阐明了构成IR损伤基础的代谢反应以外，发明人已经证明了防

止缺血期间的琥珀酸累积对于体内IR损伤具有保护作用，因此，提供了病理学(如心脏病发

作和卒中)中IR损伤的新的治疗靶标。

[0224] 方法总结

[0225] 使用热缺血和/或IR损伤的以下鼠模型：活体外(ex  vivo)灌注小鼠心脏的整体

(global)缺血；体内小鼠左降冠状动脉(LAD)结扎术；体内大鼠脑的大脑中动脉短暂性闭塞

(tMCAO)；通过单侧闭塞肾门的体内小鼠肾缺血；在颈脱位后肝脏的体内整体缺血。如之前

所述11，进行缺血性心肌中的代谢途径的建模。使用的IR损伤的细胞模型是成年分离的原代

大鼠心肌细胞和小鼠C2C12成肌细胞细胞系。通过激光扫描共聚焦显微镜评估心肌细胞内

的荧光。将DHE荧光用于测量ROS生产，将去猝灭模式的TMRM荧光用于线粒体膜电位，和将

NAD(P)H自发荧光用于评估NAD(P)H池的还原电位8。为了评估活体外灌注小鼠心脏中的代

谢途径，将13C-标记的葡萄糖，谷氨酰胺或天冬氨酸输注到分离的心脏中，然后通过LC-MS定

量CAC代谢物的13C同位素体。通过静脉内输注代谢抑制剂，接着LC-MS分析组织代谢物，评估

代谢抑制剂对于缺血性代谢物累积和13C-标记物的分布的影响。通过LC评估心脏CoQ池的氧

化还原态。通过静脉内施用抑制剂、接着通过氯化三苯基四唑鎓染色测量心脏中的梗死大

小和通过测定神经学功能和通过组织学测定梗死大小，评估代谢抑制剂对体内IR损伤的缓

解。

[0226] 实施例

[0227] 方法

[0228] 体内小鼠心肌实验。使用的小鼠是C57BL/6J。

[0229] 体内小鼠心肌实验。对于体内心脏IR模型，使用开胸的原位心脏模型31，32。将雄性

小鼠(8-10周龄；Charles  River  Laboratories，UK)用戊巴比妥钠(70mg/kg，腹膜内

(i.p.))麻醉，气管内插管并以3em  H2O呼气末正压通气。使用角膜和屈肌反射来监视麻醉

的充分性。将通气频率保持在每分钟110次呼吸，潮汐量为125-150μL。进行胸廓切开术并且

通过剥去心包膜而暴露心脏。将左前降支冠状动脉(LAD)的突出分支用7-0Prolene缝合线

围绕，所述缝合线然后通过小的塑料管。通过将管对着心脏表面收紧，诱导缺血。为了评估

体内IR期间的代谢物，将小鼠分成三组：30min缺血，30min缺血+5min再灌注和30min假手
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术，其中放置缝合线但是没有封闭LAD。在每个方案结束时，通过比较白色和红色组织从心

脏有风险的和外周区域中摘除组织，并且速冻在液氮中。从假定风险区摘除假手术组织。

[0230] 在30min的缺血接着120min再灌注后，使用2％氯化三苯基四唑鎓染色评估梗死大

小，并表示为风险区域的百分比33。以下列剂量，在缺血之前10min和贯穿缺血过程将无菌盐

水中的代谢抑制剂(全部来自Sigma)通过尾静脉静脉内输注：丙二酸二甲酯(4mg/kg/min)，

AOA(50μg/kg/min；Fluorochem)和AICAR  10mg/kg/min)。将琥珀酸二甲酯(8mg/kg/min)与

丙二酸二甲酯联合输注。用无菌盐水输注对照小鼠。总施用体积不超过200μL/小鼠。

[0231] 用于代谢组分析的活体外Langendorff心脏实验。将小鼠用肝素处理(200U  i.p.)

和用戊巴比妥钠(100mg/kg  i.p.)麻醉。然后将胸腔打开并快速摘除心脏和放入pH  7.4的

冷Krebs-Henseleit(KH)缓冲液(0.5mM  EDTA，118mM  NaCl，4.7mM  KCl，25mM  NaHCO3，11mM

葡萄糖，1.2mM  MgSO4，1.2mM  KH2PO4和2mM  CaCl2)。然后用22G钝针将主动脉插套管，并转到

灌注装置中。将心脏用37℃  KH缓冲液(95％O2/5％CO2)以80mm  Hg的恒压灌注。在20min平衡

后，将心脏分成四组：60min常氧灌注；30min整体缺血；30min整体缺血+5min再灌注；和

30min整体缺血+30mins再灌注。在缺血之前通过主动脉插管之上的侧面端口以1％的冠脉

血流量输注代谢抑制剂。在实验结束时，将心脏速冻在液氮中并贮存在-80℃。

[0232] 在活体外Langendorff心脏实验中13C代谢物标记。将小鼠用戊巴比妥钠(～140mg/

kg)麻醉。将心脏快速摘除，插套管和在80mm  Hg灌注压力下在37℃用KH缓冲液以等体积

Langendorff模式灌注，所述缓冲液连续用95％O2/5％CO2供气(pH  7.4)34。使用填充流体的

球囊评估心脏功能，所述球囊插入左心室(LV)并且连接到压力传感器和PowerLabTM系统

(ADInstruments，UK)。将球囊体积调整为4-9mm  Hg的初始LV舒张压34并且所有心脏步调为

550bpm。从收缩压(SP)和舒张压(DP)之间的差异计算左心室形成压(Left  ventricular 

developed  pressure，LVDP)。使用LabChartTM软件v.7(ADInstruments，UK)连续记录功能参

数(SP，舒张期末压，心率，LVDP，冠脉血流量，灌注压)。

[0233] 在用标准KH缓冲液平衡20min后，将心脏分成以下各组：用含有11mM  U-13C葡萄糖

的KH缓冲液灌注，接着30min常氧呼吸(n＝4/组)；用含有11mM  U-13C葡萄糖的KH缓冲液灌注

10min，然后进行30min整体温度正常的缺血(n＝4/组)；用含有1mM  5-13CL-谷氨酰胺的KH缓

冲液灌注10min，接着使用未标记的KH缓冲液进行标准常氧灌注30min(n＝4)；用1mM  13C5L-

谷氨酰胺灌注10min，接着30min整体缺血(n＝4)；灌注1mM  1-13C  L-天冬氨酸1Omin，接着用

未标记KH缓冲液常氧灌注30min；用1mM  1-13C  L-天冬氨酸灌注10min，接着30min整体缺血。

在结束时，将心脏快速冷冻在液氮中并保存在-80℃。

[0234] 体内大鼠脑缺血和再灌注。将来自供养在格拉斯哥大学的群落的雄性有自发性高

血压性卒中倾向的(SHRSP)大鼠(270-310g)用氧中的5％异氟烷麻醉，并通过外科手术插气

管并在整个手术中通气(～2.5％异氟烷/氧)。将体温保持在37±0.5℃。将动物进行卒中前

钻孔外科手术35，之后短暂性大脑中动脉闭塞(tMCAO，45min)。简而言之，将硅酮涂层的单丝

(Doccol  Corporation，USA)推进通过颈总动脉，以阻断MCA的来源36。在缺血期间，将动物保

持在麻醉下。在取出单丝之后立即，或者在5mins的再灌注后，在颈脱位法后摘除脑并从同

侧的周围组织上分离梗死组织，并快速冷冻在液氮中用于代谢组学分析。相应的区域获自

对侧。在tMCAO之前和期间用丙二酸二甲酯(6mg/kg/min)通过静脉内输注10min或载体将另

一组输注，允许恢复3天，期间对它们进行神经学功能评分37，如改进的38。然后通过跨心脏
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(transcardiac)灌注固定将这些大鼠杀死，并且在苏木精和曙红染色后将梗死面积在7个

冠向水平上评估39。

[0235] 体内小鼠肾缺血和再灌注。在异氟烷全身麻醉下，将小鼠进行剖腹手术并暴露双

侧肾门。将血管夹(8mm，InterFocus  Fine  Science  Tools，Cambridge，UK)放置在一个肾门

上以诱导单侧肾缺血。在45min缺血结束时，去除夹子并注意到肾再灌注是腮红的颜色的恢

复和观察到从肾静脉流过。在缺血结束时或者在5min再灌注之后取出肾脏，并且快速冷冻

在液氮中用于代谢组学分析。

[0236] 体内小鼠肝脏热缺血。通过颈脱位法以确保血流中止而杀死小鼠。通过使用恒温

加热垫，将肝脏组织在37℃原位保持在体腔内达45min，接着摘除和快速冷冻在液氮上用于

随后的代谢组学分析。

[0237] 代谢组学分析。按照制造商的使用说明，将等量湿重的鼠组织在Precellysis  24

小管中在每10mg组织中250μL提取溶液(ES；30％乙腈，50％甲醇和20％水)中裂解。将悬浮

液立即离心(16,000g，15min，0℃)并将上清液用于LC-MS分析。对于LC分离，柱A是Sequant 

Zic-Hilic(150mm×4.6mm，内径3.5μm)，具有保护柱(20mm×2.1mm  3.5μm)，来自HiChrom，

Reading，UK。流动相。A：水中0.1％甲酸(v/v)。B：乙腈中0.1％甲酸(v/v)。流速300μL/min。

梯度：0-3min  80％B，25min  20％B，26min  80％B，36min  80％B。柱B是sequant  Zic-pHilic

(150mm×2.1mm内径3.5μm)，具有保护柱(20mm×2.1mm内径3.5μm)，来自HiChrom，Reading，

UK。流动相。C：20mM碳酸铵+0.1％氢氧化铵，在水中。D：乙腈。流速100μL/min。梯度：0min 

80％D，28min  20％D，29min  80％D，45min  80％D。以完整MS和极性转换模式操作质谱仪

(Thermo  QExactive  Orbitrap)。将样品随机化，以便避免机器漂移(drifts)。使用靶向和

非靶向的方法分析光谱。对于靶向方法，通过参照内部化合物文库，使用XCalibur  Qual 

Browser和XCalibur  Quan  Browser软件(Thermo  Scientific)分析光谱。对于非靶向方法，

使用SieveTM2.0软件(Thermo  Scientific)处理光谱，并且提取光谱峰。光谱阵列然后使用R

包装muma的函数explore.data和univariate进行统计学分析40。

[0238] 成年大鼠原代心肌细胞的原位缺血和再灌注。将雄性Sprague-Dawley大鼠(300-

370g)通过IP注射200mg/kg戊巴比妥钠和330U/kg肝素，末端麻醉雄性Sprague-Dawley大鼠

(300-370g)。摘除心脏并在Langendorff-灌注系统上用13mL/min氧合的KH缓冲液在37℃逆

向灌注。使用标准方法，通过胶原酶消化分离细胞41。简而言之，将心脏用KH缓冲液灌注

5min，然后用含有100μM  EGTA的无Ca2+KH缓冲液灌注5min，接着用含有100μM  CaCl2和

0.5mg/ml胶原酶II(Worthington)的KH缓冲液灌注8min。从套管中摘除心脏并且快速切碎

心室并浸浴在20mL的相同胶原酶缓冲液中达15min。将消化的组织通过100μm细胞滤器，并

且将细胞通过重力收集。去除上清液，并且将细胞首先用含有0.5mM  CaCl2的KH缓冲液洗

涤，然后用含有1mM  CaCl2的KH缓冲液洗涤。典型的收率是2x  106个细胞/心脏，具有90％活

的杆状细胞。将细胞重悬于培养基199(补充有5mM肌酐，2mM肉碱，5mM牛磺酸，和100μg/mL青

霉素/链霉素)中，并铺平板于包被了层粘连蛋白(Sigma)的盖玻片。在37℃/5％CO2温育1h

后，洗去未贴壁的细胞，并且将新鲜培养基199加入每个孔中，在37℃/5％CO2至少4小时。

[0239] 在铺平板36小时内将细胞成像。成像使用具有Fluar  20x/0 .75NA  UV物镜的

ZeissTM  LSM  510META共聚焦显微镜，或装配有OrcaIM  ER冷却CCD照相机(Hamamatsu)，单色

仪(Cairn  Research)和发射滤光片轮(Prior)、具有Fluar  20x/0.75NA物镜的显微镜。将贴
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壁到载玻片(其形成定制的成像室的基底)的细胞与常氧记录缓冲液(156mM  NaCl，3mM 

KCl，2mM  MgSO4，1.25mM  K2HPO4，2mM  CaCl2，10mM  Hepes，10mM  D-葡萄糖；pH  7.4)一起放置

在显微镜上37℃热台上。通过用模拟缺血的预先充气的缺氧记录缓冲液(如上所述，但是缺

少葡萄糖并含有10mM乳酸钠，14.8mM  KCl；pH  6.4)替换所述缓冲液和用透明的气密盖子覆

盖所述热台，形成其中强加入氩气以保持缺氧的小室，从而实现模拟缺血。在模拟缺血期间

将pO2常规测量为＜2.0mm  Hg。为了模拟再灌注，从小室中去除盖子，并且用常氧记录缓冲

液替换所述缓冲液。

[0240] 使用四甲基罗丹明，甲酯(TMRM，Life  Technologies)以去猝灭(dequench)模式测

量线粒体膜电位。以该模式，线粒体去极化导致高浓度的猝灭的TMRM从线粒体再分布至细

胞溶质中，其中低浓度导致去猝灭和荧光的增加27。将细胞在室温装载含有3μM  TMRM的常氧

记录缓冲液达30min。在成像前，去除装载缓冲液并替之以常氧记录缓冲液。在543nm激发

TMRM荧光，并且使用LP  560滤光片收集发射。

[0241] 通过DHE的氧化评估ROS生产。对此，将细胞用5μM二氢乙锭(DHE，Invitrogen)装

载，其贯穿整个常氧和缺血性条件保持存在。在351nm激发DHE，并且用BP  435-485  IR滤光

片获得发射的信号。在543nm激发氧化的DHE，并且用LP  560滤光片收集发射。在351nm激发

NADH自发荧光，并使用BP  435-485IR滤器收集发射的信号。所有测量的细胞参数使用Fiji

图像处理软件分析。

[0242] 在成肌细胞中评估琥珀酸依赖性的线粒体超氧化物生产。将C2C12成肌细胞接种

在35mm玻璃底培养皿(MatTek)中并在低葡萄糖(1g/L)DMEM中温育24h。在成像前2h，去除

DMEM，并替之以成像缓冲液(132mM  NaCl；10mM  HEPES；4.2mM  KCl；1mM  MgCl21mM  CaCl2，用

Tris碱调节至pH  7.4并补充有2-脱氧葡萄糖(25μM)，和丙酮酸钠(10mg/L或4μM寡霉素，如

所示的)。将成肌细胞与2μM  MitoSOX预温育15min，之后成像。使用Nikon  Eclipse  Ti共聚

焦显微镜，在37℃在温度控制台上监视MitoSOX荧光达30min。将MitoSOX在510nm激发，并且

在所示添加后用LP  560滤光片收集激发的信号。

[0243] 在缺血和再灌注期间代谢通量的计算机分析。

[0244] 使用扩展版本的心肌线粒体代谢模型iAS25311，进行模拟。通过使用最新版本的

MitoMiner(一种线粒体蛋白质组数据库42)，将该模型扩展以包括另外的线粒体反应。使用

MitoMiner，通过将这些数据与来自BRENDA43，HumanCyc44和相关文献的信息互相参照以证

实新反应在人中存在、在人心脏组织中表达和局限于线粒体基质，鉴定包括的新线粒体反

应。另外，包括可促进能量生产的细胞溶质反应，如氨基酸降解和转化反应以及嘌呤核苷酸

循环。通过使用Marvin套件的计算化学软件(ChemAxon  Ltd，Budapest，Hungary)，计算模型

中的代谢物的质子化状态。然后根据在pH  8.05对于线粒体基质45和在pH  7.30对于细胞溶

质发现的主要细微物质的质子化状态，将反应进行电荷平衡。另外，基于来自公共资源如

BRENDA和HumanCyc的不可逆性、热动力学和信息的一般规则，施加方向性约束，并且从文

献11中获得容量限制。最终的模型含有227个线粒体基质反应，76个细胞溶胶反应，在两个区

室之间的91个运输步骤和代表输入和输出系统的84个边界条件。扩展的模型是线粒体的手

工处理的(curated)和高度精炼的模型，并且如同iAS253，不存在代谢物死路并且所有反应

能够具有通量。

[0245] 为了表示缺血，将最大氧摄取降低至其正常条件下水平的5％(0 .99向对19 .8μ
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mol/min/g干重)。为了表示再灌注，将氧水平恢复至其正常水平，并且将琥珀酸、乳酸、丙酮

酸和NADH的可利用性增加至各种水平，以反映这些代谢物的缺血性累积。ATP合酶的通量容

量被降低至可达50％以表示从AMP产生ADP(ATP合酶行使功能必需)的延迟，以及对线粒体

膜的超极化进行建模，实际上是通过限制电子传递链的其他质子泵复合物的效率。

[0246] 使用通量平衡分析-一种已经在别处详细描述的技术46-模拟线粒体网络的代谢。

用于最优化反应通量的目标函数是最大ATP生产。使用带有COBRA  Toolbox 4 7的

MATLABTMR2012b(Math  Works，Inc，Natick，MA)和线性编程解决者GLPK(http：//

www.gnu.org/software/glpk)，进行所有的FBA模拟。
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[0295] 上述说明书中提到的所有出版物通过参考结合于此。尽管在本文中已经参考附图

详细公开了本发明的例举性实施方案，但是应当理解，本发明不限于精确的实施方案，并且

本领域技术人员在不背离如后附权利要求和它们的等同物限定的本发明的范围的情况下

可以在其中进行各种改变和改进。
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