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本发明涉及用于治疗肝脑病的甾族化合物，

特别地，本发明提供用于治疗肝脑病的甾族化合

物3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟或其药

学上可接受的盐。
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1.化合物3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟或其药学上可接受的盐

其用于治疗肝脑病的用途。

2.根据权利要求1所使用的化合物，其中所述治疗包含预防肝脑病。

3.根据权利要求1或2所使用的化合物，其中所述肝脑病为极微的肝脑病。

4.根据权利要求1或2所使用的化合物，其中所述肝脑病为明显的肝脑病。

5.根据权利要求1或2所使用的化合物，其中所述肝脑病为A型肝脑病。

6.根据权利要求1或2所使用的化合物，其中所述肝脑病为B型肝脑病。

7.根据权利要求1或2所使用的化合物，其中所述肝脑病为C型肝脑病。

8.根据权利要求1‑7中任一项所使用的化合物，其中将所述化合物给予患有急性肝衰

竭的患者。

9.根据权利要求1‑7中任一项所使用的化合物，其中将所述化合物给予具有或不具有

慢加急性肝衰竭的患有慢性肝病的患者。

10.根据权利要求1‑9中任一项所使用的化合物，其中所述化合物在肝移植之前、期间

或之后提供。

11.根据权利要求1‑10中任一项所使用的化合物，其中所述治疗包括共同给予3α‑乙炔

基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟与氨‑降低化合物。

12.根据权利要求11所使用的化合物，其中所述氨‑降低化合物选自利福昔明、乳果糖、

鸟氨酸苯乙酸酯和甘油苯丁酸酯。

13.根据权利要求11或权利要求12所使用的化合物，其中所述氨‑降低化合物选自利福

昔明和乳果糖。

14.根据权利要求11‑13中任一项所使用的化合物，其中所述氨‑降低化合物为利福昔

明。

15.包含权利要求1所定义的化合物以及药学上可接受的载体、赋形剂和/或稀释剂的

药物组合物，其用于权利要求1‑14中任一项所定义的用途。
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用于治疗肝脑病的甾族化合物

[0001] 本申请是申请号为201580006600.1，申请日为2015年1月14日，发明名称为“用于

治疗肝脑病的甾族化合物”的中国专利申请的分案申请。

技术领域

[0002] 本发明涉及用于治疗肝脑病的甾族化合物。

背景技术

[0003] 肝脑病(HE)为在急性和慢性肝病中严重的神经精神病学和神经认知并发症。由于

慢性肝病大的和增加的流行性，HE为显著和增加的健康护理问题。HE的特征在于损害睡眠‑

醒来周期、认识力、记忆力、学习、运动协调、意识、降低的活力水平和人格改变，其在从极微

的HE(MHE)到明显的HE(OHE)的范围内变化。MHE表现为认知损害，并且对与健康相关的生活

品质和实施复杂任务(例如驾驶)的能力具有有害的影响。此外，OHE在临床上表为精神和运

动障碍并且症状在镇静和昏迷之间的定向障碍范围内变化。

[0004] 天然存在的类固醇经历强烈的代谢，并且通常不适用于口服给药。内源性甾族激

素孕烯诺龙、黄体酮、脱氧皮质酮、可的松和皮质醇(称为孕烷醇酮)的代谢物以及睾酮、雄

烯二酮和脱氢表雄酮的代谢物已经全部成为各种研究的主题，这至少部分说明它们在哺乳

动物的神经学信号系统中的作用。甾族代谢物诱导CNS症状和病症，并且类固醇对于γ‑氨

基丁酸受体‑氯化物离子载体(GABAA‑R)复合物作为正调节剂发挥作用，并由此称为GABAA
受体调节类固醇(GAMS)。

[0005] 某些类固醇已显示为特异性GABAA受体增强剂。这些类固醇的实例可特别存在于

WO  2008/063128中。这些类固醇中的一些为有效的，并且例如已显示具有以药理学剂量诱

导健忘症、镇静和麻醉的能力。WO  99/45931和WO  03/059357公开了类固醇的拮抗效果。

Wang等人在2000年(Acta  Physiol  Scand  169，333‑341)和Wang等人在2002年(J  Neurosci 

22(9):3366‑75)公开了3β‑OH‑5α‑孕‑20‑酮和其它3β‑OH‑5α/β孕类固醇的拮抗效果。

WO2006/056794和WO2010/144498公开了使用化合物治疗肝代偿失调、肝脑病和门静脉高压

症。需要提供新的和有效的治疗性治疗，用于肝脑病和相关的病症。

发明内容

[0006] 本发明提供用于治疗肝脑病的化合物3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟或其药

学上可接受的盐，

说　明　书 1/20 页

3

CN 113185566 A

3



[0007]

[0008] 3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟属于一类称为GABAA受体调节甾族拮抗剂

(GAMSAs)的化合物。

[0009] 我们已发现3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟能通过内源性类固醇(例如别孕

烷醇酮和四氢脱氧皮质酮(THDOC))选择性抑制GABAA受体的正调节。已知这些类固醇诱导

镇静、认知损害和运动扰乱，并且它们在脑中的浓度在患有肝病‑诱导的高氨血症和HE的患

者中升高。

[0010] 然而，我们还已经发现3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟对于γ‑氨基丁酸

(GABA)在GABAA受体的作用不具有拮抗效果。从安全性角度，该意外的选择性是有利的，因

为抑制在GABAA受体处的GABA结合可导致副作用，包括惊厥。

[0011] 此外，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮作用于α1和α5GABAA受体亚型二者，因此

能对运动和认知损害发挥正效果，和由GABAA受体的过度活化而产生的镇静效果。3α‑乙炔

基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮对运动和认知损害的正效果已在HE的两种动物模型(在大鼠中高

氨血症和门‑腔静脉吻合术，见下页)中说明。

[0012] 与HE的现有治疗不同，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮不影响体内氨水平。因

此，明显还存在其用于治疗的补充用途的可能性。

[0013] 因此，存在良好的基础认为3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟特别良好地适用

于治疗HE和相关病症。

附图说明

[0014] 图1显示3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟不影响血氨水平。各值为12只大鼠/

组的平均值±SEM，显著不同于对照的值用星号***指示；p<0.001。CV＝用媒介物治疗的对

照大鼠；HAV＝用媒介物治疗的高氨血大鼠；HA+GAM＝用3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮

肟治疗的高氨血大鼠。

[0015] 图2显示在径向迷宫中，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟恢复高氨血大鼠的空

间学习。该图显示在径向测试中的工作误差。工作误差在方框1中。各值为8只大鼠/组的平

均值±SEM。#p<0.05相对HAV。CV＝用媒介物治疗的对照大鼠；HAV＝用媒介物治疗的高氨血

大鼠；HA+GAM＝用3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟治疗的高氨血大鼠。

[0016] 图3显示在Morris水迷宫测试中，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟恢复高氨血

大鼠的特定记忆(special  memory)。该图显示在第3天的第一次试验找到平台的时间。各值

为8只大鼠/组的平均值±SEM。HAV相对CV  p＝0.052。CV＝用媒介物治疗的对照大鼠；HAV＝

用媒介物治疗的高氨血大鼠；HA+GAM＝用3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟治疗的高氨

血大鼠。
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[0017] 图4显示3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟恢复高氨血大鼠的运动协调。各值为

15只大鼠/组的平均值±SEM。显著不同于CV的值用*指示，p<0 .05，显著不同于HAV的值

用###指示，p<0.001。CV＝用媒介物治疗的对照大鼠；HAV＝用媒介物治疗的高氨血大鼠；HA

+GAM＝用3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟治疗的高氨血大鼠。

[0018] 图5显示总血浆3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟浓度。在每日注射治疗的最后

一周期间和第5天，在皮下注射3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟后4小时和23小时，在对

照和高氨血大鼠中总血浆3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟浓度。HA＝高氨动物。

[0019] 图6提供在每日注射20mg/kg七周后，在皮下注射3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑

酮肟后1‑2小时，在对照和高氨血大鼠中未结合的*脑3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟

浓度。

[0020] *未结合的脑浓度＝与载体蛋白质或脑组织未结合的在脑中3α‑乙炔基‑3β‑羟基

雄甾烷‑17‑酮肟的分数。

[0021] 图7提供显示α1β2γ2L  GABAA受体的四氢脱氧皮质酮(THDOC)增强的活化的代表

性电生理测量。将表达人α1β2γ2L  GABAA受体的HEK‑293细胞暴露于30μM  GABA或30μM 

GABA+100nM  THDOC达40ms。在施用THDOC+GABA之前用THDOC预孵育20秒。

[0022] 图8提供显示α1β2γ2L和α5β3γ2L  GABAA受体的THDOC增强的活化的3α‑乙炔基‑3

β‑羟基雄甾烷‑17‑酮(GAMSA)拮抗作用和对GABA无抑制的代表性电生理测量。A)关于α1β2

γ2L  GABAA受体的30μM  GABA的100nM  THDOC增强的活化的1μM  3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾

烷‑17‑酮拮抗作用，B)1μM  3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮不拮抗α1β2γ2L  GABAA受体

的30μM  GABA活化，C)关于α5β3γ2L  GABAA受体的0.3μM  GABA的200nM  THDOC增强的活化的

1μM  3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮拮抗作用；这指示THDOC效果的拮抗作用，D)1μM3α‑

乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮不拮抗α5β3γ2L  GABAA受体的0.3μM  GABA活化。

[0023] 图9说明在高氨血大鼠和PCS大鼠中，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮恢复运动

协调的能力。使用梁步行测试(beam  walking  test)评定运动协调。(A)显示用媒介物治疗

的对照(CV)或高氨血(HAV)大鼠和用3(HA3)、10(HA10)或20(HA20)mg/kg的3α‑乙炔基‑3β‑

羟基雄甾烷‑17‑酮治疗的高氨血大鼠的数据。(B)显示用媒介物治疗的假装‑操作的对照

(SM)或PCS大鼠和用0.7(PCS0.7)或2.5(PCS0.5)mg/kg的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮

治疗的PCS大鼠的数据。各值为在每一条下指示的大鼠数量的平均值±SEM。显著不同于对

照或假装大鼠的值用星号指示。显著不同于用媒介物治疗的高氨血大鼠或PCS大鼠的值用

“a”指示。*p<0.05；a  p<0.05；aa  p<0.01；aaa  p<0.001。

[0024] 图10说明在高氨血大鼠和PCS大鼠中，在Morris水迷宫中，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄

甾烷‑17‑酮恢复空间记忆力的能力。在用媒介物治疗的对照(CV)或高氨血(HAV)大鼠，和对

于用3(HA3)、10(HA10)或20(HA20)mg/kg的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮(A，B)治疗的

高氨血大鼠，以及在用媒介物治疗的假装‑操作的对照(SM)或PCS大鼠，和对于用0 .7

(PCS0.7)或2.5(PCS2.5)mg/kg的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮(C，D)治疗的PCS大鼠

中，评定在Morris水迷宫中的空间学习记忆力。(A，C)在不同时期(different  seccions)达

到平台的逃脱潜伏期(laterncy)(以秒计)。(B，D)在记忆力测试期间在正确的象限中所花

的时间(％)。各值为在每一条下指示的大鼠数量的平均值±SEM。显著不同于对照或假装大

鼠的值用星号指示。显著不同于用媒介物治疗的高氨血大鼠或PCS大鼠的值用“a”指示。*p<
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0.05；a  p<0.05。

[0025] 图11说明在高氨血大鼠和PCS大鼠中，在径向迷宫中，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑

17‑酮恢复空间学习的能力。在用媒介物治疗的对照(CV)或高氨血(HAV)大鼠，和对于用3

(HA3)、10(HA10)或20(HA20)mg/kg的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮(A，B)治疗的高氨血

大鼠，以及在用媒介物治疗的假装‑操作的对照(SM)或PCS大鼠中，和对于用0.7(PCS0.7)或

2.5(PCS2.5)mg/kg的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮(C，D)治疗的PCS大鼠中，评定在径

向迷宫中的空间学习。(A，C)在不同时期的工作误差。(B，D)在第1‑2天期间的工作误差。各

值为在每一条下指示的大鼠数量的平均值±SEM。显著不同于对照或假装大鼠的值用星号

指示。显著不同于用媒介物治疗的高氨血大鼠或PCS大鼠的值用“a”指示。*p<0 .05；a  p<

0.05；aa  p<0.01。

[0026] 图12说明3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮在夜晚期间提高自发运动活性和部分

恢复PCS大鼠的昼夜节律的能力。在用媒介物或用0.7(PCS0.7)或2.5(PCS2.5)mg/kg的3α‑

乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮治疗的假装‑操作的对照(SM)或PCS大鼠中评定运动活性。在

每一小时期间的运动活性在A中显示；在夜晚期间和在白天期间活性的比率在B中显示；和

在白天或夜晚期间的总活性在C中显示。在下午7点关灯。各值为8只大鼠/组的平均值±

SEM。显著不同于SM大鼠的值用星号指示；*p<0.05；**p<0.01；***p<0.001。显著不同于PCS

大鼠的值用a指示；a  p<0.05。

[0027] 图13说明乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮在白天期间使得垂直活性正常化

(normalized)和部分恢复PCS大鼠的昼夜节律的能力。如图12所述进行实验，但是显示垂直

计数。各值为8只大鼠/组的平均值±SEM。显著不同于SM大鼠的值用星号指示；*p<0.05；**p

<0.01；***p<0.001。显著不同于PCS大鼠的值用a指示；a  p<0.05；aa  p<0.01。

[0028] 图14显示在高氨血大鼠和PCS大鼠中，在行为测试时，在血浆和在脑中的乙炔基‑3

β‑羟基雄甾烷‑17‑酮暴露。在A)高氨血大鼠，和B)PCS大鼠中，以μM显示乙炔基‑3β‑羟基雄

甾烷‑17‑酮的总血浆浓度。在C)高氨血大鼠和D)PCS大鼠中，以nmol/kg显示乙炔基‑3β‑羟

基雄甾烷‑17‑酮的未结合的脑浓度。注意在不同大鼠模型中暴露类似，其中使用的剂量为，

在高氨血大鼠中为3、10和20mg/kg/天，而在PCS大鼠中为0.7和2.5mg/kg/天(Note  the 

similar  exposures  in  the  different  rat  models  with  the  doses  used ,in 

hyperammonemic  rate  3,10and  20mg/kg/day  and  in  rates  with  PCS  0.7and  2.5mg/

kg/day)。数据得自研究结束时，即，在用在芝麻油中的乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮每天

皮下给予一次，在九周每日治疗后。

具体实施方式

[0029] 在详细描述本发明之前，应理解的是，本文使用的术语仅用于描述具体实施方案

的目的，并且不旨在限制。

[0030] 注意到，在本说明书和所附权利要求中，除非上下文明确另外指示，否则单数形式

“一个”、“一”和“该”还包括复数指代物。

[0031] 术语“药物组合物”以其最宽的含义使用，包括含有至少一种活性物质和任选的载

体、佐剂、稀释剂、组成等的所有药学上可适用的组合物。

[0032] 术语“给药”和“给药模式”以及“给药途径”也以其最宽的含义使用。
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[0033] 根据本发明使用的化合物3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟可采用多种方式给

药，很大程度上取决于是否局部(local)、局部(topical)或全身给药模式对于待治疗的肝

脑病状况是最适合的。这些不同的给药模式例如局部(例如，在皮肤上)、局部(包括眼用和

用于各种粘膜，例如阴道和直肠递送)、口服、肠胃外或经肺(其包括上和下导气管)。这样的

组合物和制剂的制备为药物和制剂领域技术人员通常已知的，并且可适用于本发明组合物

的制剂。

[0034] 术语“拮抗剂”指阻碍另一种物质(激动剂)诱导其效果的物质。在本申请中，术语

拮抗剂和阻断剂可互换使用。

[0035] 术语“A型肝脑病”通常意指与急性肝衰竭相关的肝脑病，其通常与脑浮肿相关。

[0036] 术语“B型肝脑病”通常意指由门‑全身分流(portal‑systemic  shunting)引起的

肝脑病(旁路)，而没有相关的固有的肝病。

[0037] 术语“C型肝脑病”通常意指在患有肝硬化(cirrhosis)的患者中出现的肝脑病，这

种类型细分为事件性、持久的和极微的脑病。

[0038] 术语“极微的肝脑病”通常意指不导致在临床上明显的认知机能障碍但是可用神

经心理学研究证明的肝脑病。

[0039] 术语“明显的肝脑病”通常意指在临床上明显的肝脑病，其表现为具有大量精神和

运动障碍的神经精神病学综合征。明显的肝脑病可由于事件而引起，在先前稳定的患者中

经数小时或数天的时间段，或者患者可能呈现持久的神经精神病学异常。

[0040] 术语“高氨血症”通常意指代谢扰乱，其特征在于在血液中过量的氨。

[0041] 术语“肝移植”通常意指除去作为急性肝衰竭或肝硬化的结果的患病的肝并且用

来自供体的健康的肝来替代它的外科手术程序。大多数肝移植手术使用来自已故供体的

肝，但是肝也可来自活的供体(健康人的肝脏的一部分)。患有例如肝硬化的患者通常经历

肝脑病，并且术前肝脑病为移植后神经学并发症的重要预测因子。

[0042] 术语“慢加急性肝衰竭(acute‑on‑chronic  liver  failure)”通常意指肝硬化的

急性代偿失调，至少一个器官衰竭，或者属于高短期死亡率的亚组。

[0043] 术语“补偿的肝硬化”通常意指没有任何临床迹象但是可包括渐近食管或胃脉管

曲张和早期症状(例如疲劳和能量损失、食欲丧失和重量减轻、恶心或腹痛)的肝硬化。

[0044] 术语“代偿失调硬化”通常意指具有各种临床迹象(例如黄疸、腹水、浮肿、肝脑病、

胃肠出血、门静脉高压症、细菌感染或任何组合)的发展的肝硬化。

[0045] 术语“门静脉高压症”通常意指在肝硬化后肝静脉压力梯度，具有或不具有相关的

经颈静脉肝内门体循环分流(TIPS)。

[0046] 在本公开内的术语“预防”通常意指预防疾病或病症肝脑病发生。

[0047] 在本公开内的术语“减轻”通常意指降低或免除疾病或病症肝脑病。

[0048] 遭受肝脑病的患者可能显示这样的症状，其包括但不限于损害睡眠‑清醒周期、认

识力、记忆力、学习、运动协调、意识、降低的活力水平和人格改变、认知损害、定向障碍和昏

迷。

[0049] 本发明人已意外地显示3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟可用于治疗肝脑病。

[0050] 在本发明的第一方面，提供了用于治疗肝脑病的化合物3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾

说　明　书 5/20 页

7

CN 113185566 A

7



烷‑17‑酮肟或其药学上可接受的盐

[0051] 在本发明的一种实施方案中，所述肝脑病为A型肝脑病。

[0052] 在本发明的另一实施方案中，所述肝脑病为B型肝脑病。

[0053] 在本发明的另一实施方案中，所述肝脑病为C型肝脑病。

[0054] 在本发明的另一实施方案中，所述肝脑病为极微的肝脑病。

[0055] 在本发明的另一实施方案中，所述肝脑病为明显的肝脑病。

[0056] 在本发明的另一实施方案中，所述化合物用于其中在患有急性肝衰竭的患者中治

疗所述肝脑病。

[0057] 在本发明的另一实施方案中，所述化合物用于其中在具有或不具有慢加急性肝衰

竭的患有慢性肝病的患者中治疗所述肝脑病。

[0058] 在本发明的另一实施方案中，所述化合物用于在患有急性肝衰竭的患者中，或在

具有或不具有慢加急性肝衰竭的患有慢性肝病的患者中预防或减轻肝脑病，例如A型肝脑

病、B型肝脑病、C型肝脑病、极微的肝脑病、明显的肝脑病。

[0059] 在本发明的另一实施方案中，使用的所述化合物在肝移植之前、期间或之后提供。

[0060] 在本发明的另一实施方案中，提供了一种药物组合物，所述组合物包含用于治疗

肝脑病的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟或其药学上可接受的盐以及一种或多种药学

上可接受的载体、赋形剂和/或稀释剂。

[0061] 在本发明的另一方面，提供了一种治疗肝脑病的方法，所述方法包括给予有需要

的患者药学上有效量的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟或其药学上可接受的盐

[0062]

[0063] 在本发明的一种实施方案中，所述肝脑病为A型肝脑病。

[0064] 在本发明的另一实施方案中，所述肝脑病为B型肝脑病。

[0065] 在本发明的另一实施方案中，所述肝脑病为C型肝脑病。

[0066] 在本发明的另一实施方案中，所述肝脑病为极微的肝脑病。

[0067] 在本发明的另一实施方案中，所述肝脑病为明显的肝脑病。

[0068] 在本发明的另一实施方案中，所述患者遭受急性肝衰竭。
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[0069] 在本发明的另一实施方案中，所述患者遭受具有或不具有慢加急性肝衰竭的慢性

肝病。

[0070] 在本发明的另一实施方案中，所述化合物在肝移植之前、期间或之后提供。

[0071] 在本发明的另一实施方案中，提供了一种预防或减轻肝脑病的方法，所述方法包

括给予有需要的患者药学上有效量的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟或其药学上可接

受的盐

[0072]

[0073] 所述肝脑病可为A型肝脑病、B型肝脑病、C型肝脑病、极微的肝脑病或明显的肝脑

病。此外，所述预防可在患有急性肝衰竭的患者中，或者在具有或不具有慢加急性肝衰竭的

患有慢性肝病的患者中。

[0074] 在本发明的另一方面，提供了用于治疗门静脉高压症的化合物3α‑乙炔基‑3β‑羟

基雄甾烷‑17‑酮肟或其药学上可接受的盐

[0075]

[0076] 所述应用还可为预防或减轻门静脉高压症。患有门静脉高压症的患者通常遭受肝

病，例如慢性肝病、肝硬化或急性肝衰竭。

[0077] 在本发明的另一方面，提供了一种治疗门静脉高压症的方法，所述方法包括给予

有需要的患者药学上有效量的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟或其药学上可接受的盐
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[0078]

[0079] 所述方法还可预防或减轻门静脉高压症。患有门静脉高压症的患者通常遭受肝

病，例如慢性肝病、肝硬化或急性肝衰竭。

[0080] 在本发明的另一方面，提供了用于治疗肝代偿失调的化合物3α‑乙炔基‑3β‑羟基

雄甾烷‑17‑酮肟或其药学上可接受的盐

[0081]

[0082] 所述应用还可为预防或减轻肝代偿失调。患有肝代偿失调的患者通常遭受肝病，

例如慢性肝病，或者可能怀疑具有沉淀事件，例如胃肠出血、感染、门静脉血栓形成或脱水。

[0083] 在本发明的另一方面，提供了一种治疗肝代偿失调的方法，所述方法包括给予有

需要的患者药学上有效量的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟或其药学上可接受的盐

[0084]

[0085] 所述方法还可预防或减轻肝代偿失调。患有肝代偿失调的患者通常遭受肝病，例

如慢性肝病，或者可能怀疑具有沉淀事件，例如胃肠出血、感染、门静脉血栓形成或脱水。

[0086] 在本发明的另一方面，提供了化合物3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟或其药

学上可接受的盐在制造用于治疗肝脑病的药物中的用途
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[0087]

[0088] 在本发明的一种实施方案中，所述肝脑病为A型肝脑病。

[0089] 在本发明的另一实施方案中，所述肝脑病为B型肝脑病。

[0090] 在本发明的另一实施方案中，所述肝脑病为C型肝脑病。

[0091] 在本发明的另一实施方案中，所述肝脑病为极微的肝脑病。

[0092] 在本发明的另一实施方案中，所述肝脑病为明显的肝脑病。

[0093] 在本发明的另一实施方案中，所述应用为其中所述肝脑病在患有急性肝衰竭的患

者中治疗。

[0094] 在本发明的另一实施方案中，所述应用为其中所述肝脑病在具有或不具有慢加急

性肝衰竭的患有慢性肝病的患者中治疗。

[0095] 在本发明的另一实施方案中，所述应用在肝移植之前、期间或之后提供。

[0096] 在本发明的另一实施方案中，化合物3α‑乙炔基‑3‑β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟或其药

学上可接受的盐在制造药物中的所述用途可用于在患有急性肝衰竭的患者中，或在具有或

不具有慢加急性肝衰竭的患有慢性肝病的患者中预防或减轻肝脑病，例如A型肝脑病、B型

肝脑病、C型肝脑病、极微的肝脑病、明显的肝脑病。

[0097] 在该方面的另一实施方案中，提供了一种药物组合物，所述组合物包含用于治疗

肝脑病的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟或其药学上可接受的盐以及药学上可接受的

载体、赋形剂和/或稀释剂。所述应用还可为预防或减轻肝脑病。

[0098] 在本发明的其它方面，为用于抑制或治疗由高氨血症引起的症状的化合物3α‑乙

炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟或其药学上可接受的盐

[0099]

[0100] 本发明的其它实施方案为用于在患有急性肝衰竭的患者中，或在具有或不具有慢

加急性肝衰竭的患有慢性肝病的患者中治疗或预防肝脑病(例如A型肝脑病、B型肝脑病、C

型肝脑病、极微的肝脑病、明显的肝脑病)的化合物3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟；其
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中所述治疗或预防包括共同给予3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟或其药学上可接受的

盐以及氨‑降低化合物，例如利福昔明、乳果糖、鸟氨酸苯乙酸酯和甘油苯丁酸酯，优选氨‑

降低化合物为利福昔明或乳果糖，最优选氨‑降低化合物为利福昔明。

[0101] 本发明的其它实施方案为在患有急性肝衰竭的患者或具有或不具有慢加急性肝

衰竭的患有慢性肝病的患者中治疗或预防肝脑病(例如A型肝脑病、B型肝脑病、C型肝脑病、

极微的肝脑病、明显的肝脑病)的方法；其中所述治疗或预防包括共同给予3α‑乙炔基‑3β‑

羟基雄甾烷‑17‑酮肟或其药学上可接受的盐与氨‑降低化合物，例如利福昔明、乳果糖、鸟

氨酸苯乙酸酯和甘油苯丁酸酯，优选氨‑降低化合物为利福昔明或乳果糖，最优选氨‑降低

化合物为利福昔明。

[0102] 本发明的其它实施方案为化合物3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟在制造药物

中的用途，所述药物用于在患有急性肝衰竭的患者中，或在具有或不具有慢加急性肝衰竭

的患有慢性肝病的患者中治疗或预防肝脑病(例如A型肝脑病、B型肝脑病、C型肝脑病、极微

的肝脑病、明显的肝脑病)；其中所述治疗或预防包括共同给予3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑

17‑酮肟或其药学上可接受的盐与氨‑降低化合物，例如利福昔明、乳果糖、鸟氨酸苯乙酸酯

和甘油苯丁酸酯，优选氨‑降低化合物为利福昔明或乳果糖，最优选氨‑降低化合物为利福

昔明。

[0103] 本发明的其它方面为化合物3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟，其中在每一个

可能的取代位置的一个或多个氢原子可被氘或氚取代，用于治疗肝脑病，例如极微的肝脑

病或明显的肝脑病。

[0104] 本发明的其它方面为化合物3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟，其中在每一个

可能的取代位置的一个或多个氢原子可被氘或氚取代，用于涉及测定化合物在组织或流体

中的浓度的测定法。

[0105] 根据本发明，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟可通过以下给药途径之一给药：

静脉内、经鼻、经直肠、经颊、阴道内、经皮、肌内和口服。根据一种实施方案，将3α‑乙炔基‑3

β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟静脉内给药。根据另一实施方案，将3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑

酮肟经鼻给药。使用作为膏霜、凝胶和软膏配制或为缓释粘附型药物贴剂形式的3α‑乙炔

基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟经皮给药为另一种可能的给药形式，其类似地适用于自身药疗

法。

[0106] 药物组合物可根据正常的药理学程序适应或调节，其包含适用于所选途径的化学

形式的有效药物以及本领域技术人员常规使用和公知的合适的佐剂、载体、稀释剂和媒介

物。用于口服给药的常规使用的佐剂和媒介物为例如填料或悬浮剂，像二氧化钛、乳糖酸

酐、二氧化硅、二氧化硅胶体、甲基纤维素、硬脂酸镁、微晶纤维素等。用于静脉内给药的常

规使用的佐剂和媒介物为例如注射用无菌水(WFI)、无菌缓冲液(例如其将溶液缓冲至pH 

7.4)白蛋白溶液、脂质溶液、环糊精等。用于经皮给药的常规使用的佐剂和媒介物为例如凡

士林、液体石蜡、甘油、水、MCT油、芝麻油、植物油等。剂量自然会根据以下而变：给药模式，

待治疗的具体病况或期望的效果、患者的性别、年龄、重量和健康以及由治疗医师评价的可

能的其它因素。

[0107] 现在将通过多个说明性、非限制性实施例来描述本发明。

[0108] 实施例1
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[0109] 3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟的合成

[0110] 步骤1：合成3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮

[0111] 在氮气下，在(rt)室温下，将3,17‑雄甾烷二酮(5.0mmol)溶解于50mL无水THF中。

搅拌下，在室温下，逐滴加入乙炔基溴化镁(1.1当量)，在氮气流下，在室温下，让溶液搅拌

过夜。溶液随后用饱和NH4Cl(aq)淬灭，水相用二氯甲烷(3×30mL)萃取。将收集的有机相减压

蒸发，将所得到的黄色油溶解于二氯甲烷中，用盐水洗涤，经MgSO4干燥。溶液在真空下还原

(reduced)，残余物通过二氧化硅快速柱层析法(1:4的乙醚:二氯甲烷)纯化，典型的收率为

65％。最终痕量的副产物可通过从乙醚进一步重结晶而除去。

[0112] 1H  NMR(400MHz，CDCl3‑d6)：δ2.43(s，1H)；2.42(m，1H)；2.10‑2.04(m，2H)；1.02

(m，1H)；0.86(s，3H)；0.83(s，3H)。

[0113] 步骤2：合成3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟

[0114] 在250mL圆底烧瓶中，在室温和空气气氛下，将3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮

(10mmol)溶解于5mL二氯甲烷和50mL乙醇中。将4当量的NH2OH盐酸盐和4当量的乙酸钠溶解

于5mL  H2O中，随后加入到甾族溶液中。加入20mL乙醇，让混合物回流过夜。随后冷却混合

物，减压除去溶剂。白色残余物用50mL  H2O和50mL二氯甲烷处理，水相用3×30mL二氯甲烷

萃取。随后收集的有机相经MgSO4干燥，过滤，减压除去溶剂。最终的残余物通过二氧化硅快

速柱层析法纯化(4:1的二氯甲烷:乙醚)，典型的收率为95‑100％(定量)。

[0115] 1H  NMR(400MHz，CDCl3‑d6)：δ2.51‑2.47(m，2H)；2.43(s，1H)；1.00(m，1H)；0.80

(m，1H)；0.90(s，3H)，0.83(s，3H)。

[0116] 实施例2

[0117] 3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟在肝脑病的动物模型中的治疗效果

[0118] 治疗和测试日程

[0119] 在该研究中，使用重现存在于肝脑病中的许多认知和运动改变的慢性高氨血症的

动物模型。对大鼠在其食物中喂食氨，用富含氨的食物两周后，它们发展肝脑病的症状。在

第3周和第4周3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟治疗期间，进行梁步行测试，同时在第4

周至第5周3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟治疗期间，进行Morris水迷宫测试，并且第6

周至第7周3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟治疗期间，进行径向迷宫测试。

[0120] 关于动物(雄性Wistar大鼠)将研究分为两个系列，每一个系列包括以下组：用媒

介物治疗的对照(CV，n＝8/系列)，用3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟治疗的对照(C+

GAM，n＝8/系列)，用媒介物治疗的高氨血大鼠(HAV，n＝8/系列)，用3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄

甾烷‑17‑酮肟治疗的高氨血大鼠(HA+GAM，n＝8/系列)。约上午9点皮下注射1ml/kg，实施每

日一次的用20mg/kg的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟或用媒介物治疗。在开始用含有

铵的饮食一周后开始治疗，并且持续整个实验阶段。

[0121] 制备3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟的测试品，作为20mg/kg的在芝麻油中的

悬浮液。

[0122] 在径向迷宫中的空间学习

[0123] 设计径向迷宫作为评定空间学习的方法。设备由中心区域组成，该区域通向

(access  to)八个等尺寸的臂形物。臂状物70cm长，10cm宽，中心区域直径30cm。迷宫由黑色

有机玻璃制成，升高到超过地面(de  floor)80cm。每一个臂状物具有侧壁，其中邻近中心区
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域一侧的高度(30cm)比远侧(5cm)高。在每一个臂状物的远侧尽头，安装凹进的杯，用于放

置食物奖赏(Hernandez‑Rabaza  V.等人2010)。

[0124] 为了使大鼠习惯于迷宫，在末端暗示(不同尺寸的海报和物体)存在下，连续两天

让大鼠探究迷宫10分钟，在整个训练中所述末端暗示保持就位(in  place)。

[0125] 在径向迷宫中的训练由五个单元组成，每个单元三个试验，连续实施十天。任务涉

及定位四个丸粒，根据随机布置，将每一个所述丸粒放置在不同的臂状物的末端。布置对于

每一只大鼠是特异的，并且在整个训练中保持不变。计算空间参考误差和工作记忆力的数

量，并且表述为每个单元参考和工作误差的数量。此外，学习指数用于评价任务的学习，并

且定义为正确选择‑参考误差的数量(Hernandez‑Rabaza等人2010)。

[0126] 结果

[0127] 在径向迷宫中，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟恢复高氨血大鼠的空间学习。

高氨血大鼠显示降低的空间学习并且在径向迷宫任务中实施更多的工作误差。空间记忆力

被3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟完全恢复(图2)。

[0128] 实施例3

[0129] 3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟在肝脑病的动物模型中的治疗效果

[0130] 治疗和测试日程

[0131] 治疗和测试日程在实施例2中描述。

[0132] 在Morris水迷宫中的空间记忆力

[0133] 设计迷宫作为评定空间学习的方法(Morris  R .1984)。使用任意分成四个象限的

黑色圆形池(160cm直径，40cm高)进行测试。通过加入黑色油漆，得到水不透明性。在训练期

间，在一个象限的中心，将直径10cm的透明的有机玻璃平台浸入水表面下2cm(Monfort等

人，European  Journal  of  Neuroscience，2007，25，2103‑211)。

[0134] 如下进行测试：第一天为预训练日，将大鼠放入水中两次达30秒，仅用于适应水。

随后在3天期间，训练大鼠认识到看不见的平台的固定的位置。每一个训练试验包含在缺少

平台的三个象限之一处将大鼠面向壁放置在池中。在每一个试验中随机地使用不同的起

点。训练由每天五次游泳组成。给每一动物最多120秒以找到平台，并且留出15秒在平台上，

如果大鼠不能在120秒内定位平台，则由实验人员手动引导它至平台。该测试的目的在于让

大鼠认识到哪里放置了看不见的平台并且在可能的最短的时间内到达该平台。由

Viewpoint  Company提供的视频跟踪系统(Viewpoint  2.5，Champagne  au  Mont  D`Or，法

国)记录找到隐藏的平台所需的时间、速度和路径，并且用作学习该任务的度量。15次训练

试验后，从池中移除平台，让大鼠在池中游90秒，记录在训练期间在放置所述平台的象限中

所花的时间。

[0135] 结果

[0136] 在Morris水迷宫中，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟完全恢复高氨血大鼠的

空间记忆力。高氨血大鼠显示降低的记忆力，并且比对照需要更多的时间才能找到平台(图

3)。

[0137] 实施例4

[0138] 3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟在肝脑病的动物模型中的治疗效果

[0139] 治疗和测试日程
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[0140] 治疗和测试日程如实施例2中描述。

[0141] 在梁步行中的运动协调

[0142] 在梁‑步行测试中，训练大鼠横过升高的窄的梁以到达封闭的逃脱平台。梁由光滑

的圆木(直径20mm)制成。将梁提升至距离地板1m。测量的运动协调的参数为：横过梁的足滑

脱(或者足错误)和潜伏期。(Jover等人，2006；Carter等人，2010)。为了使大鼠习惯，实验人

员将大鼠放置在梁的起点，并且帮助大鼠横过梁三次。此后，测试由三个连续的试验组成。

对于每一个试验，记录左或右后爪滑脱梁的次数的数量。

[0143] 结果

[0144] 在梁‑步行测试中，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟完全逆转高氨血大鼠的运

动不协调。高氨血大鼠显示运动不协调(增加的滑脱数量＝足错误)(图4)。

[0145] 实施例5

[0146] 在外原性给药后，在血浆和脑组织中3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟的浓度

[0147] 获得血浆

[0148] 在第二周氨处理和第一周3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟治疗结束时从大鼠

的尾部(得自实施例2)以及也在动物处死期间从颈部得到血液。为了得到血浆，加入EDTA 

7.5nM，并且在5分钟期间以1500r.p.m离心。

[0149] 氨测定

[0150] 使用Pocket  chem  BA(Woodley  Equipment  Company  Ltd，英国)(一种氨分析仪)

测量血液样品中的氨浓度。该装置能够立即测试并且在3分钟20秒内递送结果。其还免除预

加工的需要，所述预加工例如离心分离。

[0151] 处死

[0152] 通过断头处死大鼠。采集包括小脑的半个脑，并且在‑80℃下保存，用于测定3α‑乙

炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟。分割不同的脑区域(小脑、皮层、海马和纹状体)，并且在‑80

℃下保存，用于可能的GAMS测定。

[0153] 3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟浓度的分析

[0154] 分析采集的脑和血浆样品的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟浓度。将血浆和

脑样品在室温下融化。用3倍体积的乙腈使血浆进行蛋白质‑沉淀，脑组织用1:4的组织:PBS

(pH  7.4)比率均化，随后在超声处理期间用2倍体积的甲醇:乙腈(1:1)萃取20分钟。随后振

动样品，以10  000×g离心10分钟(Heraeus  Pico  17离心机)。随后将上清液用等体积的PBS

稀释，并分析。由于3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟浓度太高将一些样品作为10倍稀释

物重新分析。用37.5％乙腈在PBS缓冲液中的溶液制备稀释物。

[0155] 通过掺入空白血浆/脑均浆达到0.5‑5  000ng/ml浓度而制备标准品，并且在其它

方面如样品一样处理该标准品。用LC‑MS进行测定。

[0156] 结果

[0157] 氨测定：3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟不影响血氨水平。与对照大鼠(47±3

μM)相比，在喂食铵饮食的大鼠(167±17μM)中血液中的氨水平升高。在对照大鼠(55±7μM)

中或在高氨血大鼠(139±15μM)中，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟不影响血氨水平

(图1)。这些结果是出乎意料的，因为所有显示对肝脑病症状的效果的较早研究都降低氨水

平。
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[0158] 在暴露后测定3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟

[0159] 在本研究中，分别在用3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟治疗最后一周时和治

疗第5天时，在注射后4小时和23小时分析在血浆中3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟的

总浓度。在血浆中3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟的浓度在图5中显示，脑浓度在图6中

显示。分别地，在治疗第5天时，在注射后23小时与在注射后4小时相比，3α‑乙炔基‑3β‑羟基

雄甾烷‑17‑酮肟的浓度更低，而在治疗最后一周时，发现，在4小时和23小时两组中，3α‑乙

炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟的浓度类似。在脑中，在上次治疗后1‑2小时，发现在对照(91

±4 .1nmol/kg未结合的*3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟)和在HA大鼠(106±

15.4nmol/kg未结合的*3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟)中，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾

烷‑17‑酮肟的浓度类似(图6)。在整个24小时内，浓度显示出乎意料的高的水平和稳定的浓

度。

[0160] *未结合的脑浓度＝在脑中与载体蛋白质或脑组织未结合的3α‑乙炔基‑3β‑羟基

雄甾烷‑17‑酮肟的分数

[0161] 实施例6

[0162] 3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟在GABAA受体处拮抗THDOC而非GABA的效果的

能力

[0163] 关于α1β2γ2L和α5β3γ2L  GABAA受体的全细胞电压‑夹电生理

[0164] 为了电生理测量，使用具有Resolve芯片的 系统(Cellectricon，

瑞典)。用载体使HEK‑293细胞永久转染，该载体包括用于人α5、β3和γ2L  GABAA受

体亚单位(α5β3γ2L)或人α1、β2和γ2L  GABAA受体亚单位(α1β2γ2L)的组成型表达的人

CMV启动子。关于对GABA和对THDOC的良好的反应性选择使用的细胞系。在测量前，在细胞外

溶液(EC)中，在95％空气+5％CO2中，在37℃下，将细胞孵育15分钟，所述细胞外溶液(EC)含

有以下：137mM  NaCl，5.0mM  KCl，1.0mM  CaCl2，1.2mM  MgCl2，10mM  HEPES和10mM葡萄糖，

0.1％DMSO  pH  7 .4。随后将分离的细胞(detached  cells)加入到在Dynaflow芯片浴

(Dynaflow  chip  bath)中的EC溶液中。

[0165] 在室温下进行全细胞电压‑夹记录(21‑23℃，对液接电势(liquid  junction 

potential)补偿‑17mV，如Haage等人，2002；Neher，1992中)。通过PClamp  9 .0软件、

DigiData  1322A转换器和AxonPatch  200B产生指令脉冲和收集数据(Axon  Instruments，

Foster  City，CA)。Patch电极(2‑6MΩ)填充包括以下的细胞内溶液(IC)：140mM  Cs‑葡糖酸

盐，3.0mM  NaCl，1.2mM  MgCl2，10mM  HEPES，1.0mM  EGTA，2mM  Mg‑ATP，0.1％DMSO，pH  7.2。

[0166] 将THDOC和3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮肟溶解于二甲基亚砜(DMSO)中，随后

用EC溶液稀释，以包括0.1％DMSO。

[0167] 不同的方案用于不同的电生理测量。由于体内的α1β2γ2L‑GABAA受体存在于突触

内，使用类似于该情况的条件，高GABA浓度(30μM)的短施用(40ms)。相反，α5β3γ2L‑GABAA
受体存在于突触外，因此所用的条件为长暴露(6s)于低GABA浓度(0.3μM)。使用THDOC的EC75
浓度，即，对于研究α1β2γ2L使用100nM，而当评价表达α5β3γ2L的细胞时，使用200nM。对于

两种细胞类型，在施用GABA之前，使用用THDOC或THDOC+3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮

的预暴露。

[0168] 将在GABA存在下的甾族效果关于对照标准化，以避免在测量的参数中细胞间和细
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胞内变化的影响，将每一个细胞用作其自身对照，分析在曲线下的面积(AUC)。

[0169] 结果

[0170] 使用对表达人受体突变体的重组体HEK293‑细胞的电生理测量，研究3α‑乙炔基‑3

β‑羟基雄甾烷‑17‑酮在GABAA受体处的影响。在GABA存在下，α1β2γ2LGABAA受体的100nM 

THDOC‑增强的活化示于图7。

[0171] 3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮(1μM)部分拮抗THDOC在GABAA受体的α1β2γ2L

和α5β3γ2L亚单位突变体二者处的影响(图8的A和C)。关于α1β2γ2L受体，3α‑乙炔基‑3β‑

羟基雄甾烷‑17‑酮抑制29±4.7％的GABA的THDOC增强(P<0.001)，而关于α5β3γ2L受体，抑

制为49±4.7％(P<0.001，表1)。

[0172] 相反，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮(1μM)不拮抗GABAA受体的GABA‑活化(图8

的B和D)。当GABA为唯一的受体活化剂时，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮在α1β2γ2L 

GABAA受体(‑3.1±1.7％，NS)或α5β3γ2L  GABAA受体(‑3.8±1.5％，NS)处没有显著的影响

(表1)。

[0173] 表1.3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮(GAMSA)在GABAA受体处拮抗THDOC而非

GABA的能力

[0174]

[0175] 实施例7

[0176] 3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮对其它靶和受体的选择性

[0177] 测定3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮对于受体、离子通道和酶(包括所有主要类

型的神经递质受体)的结合。在共113个靶中，用3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮以10μM一

式两份测试(Perkin  Elmer，定制筛选)。结合活性定义为大于或等于配体结合的50％抑制。

[0178] 结果

[0179] 在10μM下，对于任何研究的神经递质相关的受体、甾族受体或肽受体，3α‑乙炔基‑

3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮不显示结合活性。

[0180] 实施例8

[0181] 3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮对具有HE和门‑腔静脉吻合术大鼠的运动协调

的治疗效果

[0182] 治疗和测试日程

[0183] 在大鼠中的慢性高氨血症。通过给雄性Wistar大鼠喂食含有乙酸铵(30重量％)的
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饮食，使雄性Wistar大鼠(140‑160g)变为高氨血的(Felipo等人，European  Journal  of 

Biochemistry，1988，176，567‑571)。

[0184] 门‑腔静脉吻合术。用异氟烷使雄性Wistar大鼠(220‑240g)麻醉，如Lee和Fisher

(Surgery，1961，50，668‑672)所描述的，实施末端至侧面门‑腔静脉吻合术。假装操作对照

大鼠；将它们的门静脉和下腔静脉夹住10分钟。

[0185] 经历门‑腔静脉吻合术程序的大鼠在本文中称为“PCS大鼠”。

[0186] 进行适当的测量，使得动物的疼痛和不适最小化。实验由我们中心的Comite  de 

Experimentación  y  Bienestar  Animal(CEBA)批准，并且根据Directive  of  the 

European  Commission(2010/63/EU)的指南和用于实验动物的护理和管理的西班牙法规

(R.D.1201/2005)来实施。

[0187] 用3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮治疗。

[0188] 在大鼠的背部通过皮下注射给予在芝麻油中的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑

酮，一天一次。在高氨血大鼠中实施两组不同的实验。在第一组中，使用四组大鼠：1)注射媒

介物的对照大鼠；2)注射媒介物的高氨血大鼠；3)注射20mg/Kg的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾

烷‑17‑酮的对照大鼠和4)注射20mg/Kg的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮的高氨血大鼠。

[0189] 随后不将注射3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮的对照大鼠包括入，因为在这些

大鼠中未发现相关的效果。

[0190] 在第二组实验中，使用五组大鼠：1)注射媒介物的对照大鼠；2)注射媒介物的高氨

血大鼠，和3‑5)注射3、10或20mg/Kg的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮的高氨血大鼠。在

每一个实验中，使用6‑8只大鼠/组。

[0191] 对于使用PCS大鼠的实验，使用以下组的大鼠：1)注射媒介物的假装大鼠；2)注射

媒介物的PCS大鼠；3‑4)注射0.7或2.5mg/Kg的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮的PCS大

鼠。在每一个实验中使用的大鼠的数量在相应的图中显示或在相应的图的描述中给出。

[0192] 统计分析。

[0193] 显示的数据为在每一个图中指示的大鼠数量的平均值±SEM。使用双向ANOVA和

Bonferroni后测试估计统计显著性，并且当仅比较一个参数时，使用学生t‑检验。使用

Windows的GraphPad  PRISM软件(GraphPad  software  Inc.，La  Jolla，CA，USA)实施分析。

[0194] 运动协调。梁步行测试。

[0195] 使用木质梁(20mm直径)，如Gonzalez‑Usano等人(ACS  Chemical  Neuroscience，

2014，19，5(2)，100‑105)所描述的测试运动协调。使大鼠横过位于在地面之上约一米的一

米长的木质梁，通过两名观察者记录足错误(滑脱)的数量。通过在记录测量前，使大鼠横过

梁高达五次，针对该测试训练大鼠。足错误(滑脱)的数量为运动不协调的度量。

[0196] 结果

[0197] 3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮显示恢复高氨血大鼠和PCS大鼠二者的运动协

调。

[0198] 在梁步行测试中高氨血大鼠显示运动不协调，与对照大鼠(1.0±0.1)相比，具有

较高(p<0.05)数量的滑脱(1.4±0.1)。用3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮治疗恢复高氨

血大鼠的运动协调(图9的A)。对于3mg/kg(0.8±0.1滑脱，p<0.05)和20mg/kg(0.78±0.07

滑脱，p<0.05)的剂量，效果在统计学上是显著的。
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[0199] 在梁步行测试中PCS大鼠还显示运动不协调，与假装‑操作的对照大鼠(0 .71±

0.07)相比，具有较高(p<0.01)数量的滑脱(1.2±0.1)。用3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑

酮治疗也恢复PCS大鼠的运动协调(图9的B)。对于0.7mg/kg的剂量，滑脱的数量为0.75±

0.10(p<0.05相对PCS大鼠)。在2.5mg/Kg下，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮也改进运动

协调，返回至与假装大鼠类似的值(0.8±0.1滑脱；p相对PCS大鼠＝0.058)(图9的B)。

[0200] 实施例9

[0201] 3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮对具有HE和门‑腔静脉吻合术的大鼠的空间记

忆力和空间学习的治疗效果

[0202] 治疗和测试日程

[0203] 治疗和测试日程如在实施例8中描述。

[0204] 在Morris水迷宫测试中的空间记忆力和学习。

[0205] 使用任意分成四个象限的圆形池(直径160cm，长40cm)，如Monfort等人(European 

Journal  of  Neuroscience，2007，25，2103‑2111)所描述而进行测试。在预训练后，经过3

天，训练大鼠认识到看不见的平台的固定位置。训练涉及在缺少平台的三个象限之一中将

大鼠面向壁放置在池中。在每一个试验中随机地使用不同的起点。训练由每天三次游泳组

成。给每一个动物最多120秒以找到平台，并且留出20秒在平台上。如果大鼠不能在120秒内

定位平台，则由实验人员手动引导它至平台。手动记录找到隐藏的平台所需的时间，并且用

作学习该任务的度量。

[0206] 24小时后通过移除平台并且测量在平台所在的象限中大鼠所花的时间来评定空

间记忆力。

[0207] 结果

[0208] 在高氨血大鼠和PCS大鼠中，在Morris水迷宫测试中，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑

17‑酮显示恢复空间记忆力。

[0209] 在Morris水迷宫中，高氨血大鼠显示降低的空间记忆力。在三天的训练期间，所有

组的大鼠学会寻找平台，并且到达平台的潜伏期降低(图10的A)。在高氨血大鼠中学习能力

稍微降低，与对照相比，需要更多的时间到达平台。

[0210] 在高氨血大鼠中，空间记忆力显著降低(p<0 .05)。在记忆力测试中，与对照大鼠

(39±2％的时间)相比，高氨血大鼠在正确的象限中保持的时间较少(30±2％的时间)。在

高氨血大鼠中，在Morris水迷宫中，用3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮治疗恢复空间记忆

力。对于3、10和20mg/kg剂量，在正确的象限中所花的时间的百分数分别为41±4，42±5和

38±3(图10的B)。

[0211] 在Morris水迷宫中，PCS大鼠还显示降低的空间记忆力。在三天的训练期间，所有

组的大鼠学会寻找平台，并且到达平台的潜伏期降低(图10的C)。在PCS大鼠中，空间记忆力

显著降低(p<0.05)。在记忆力测试中，在正确的象限中，PCS大鼠与对照大鼠(41±2％的时

间)相比保持较少的时间(31±3％的时间)。在PCS大鼠中，在Morris水迷宫中，用3α‑乙炔

基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮治疗恢复空间记忆力。对于0.7和2.5mg/kg剂量，在正确的象限中

所花的时间的百分数分别为34±4和39±3(图10的D)。

[0212] 实施例10

[0213] 3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮对具有HE和门‑腔静脉吻合术大鼠的空间学习
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的治疗效果

[0214] 治疗和测试日程

[0215] 治疗和测试日程如在实施例8中描述。

[0216] 在径向迷宫测试中的空间学习。

[0217] 设备由中心区域组成，该区域通向八个等尺寸的臂状物。臂状物70cm长，10cm宽，

中心区域直径30cm。每一个臂状物的远侧尽头具有含有食物奖赏的杯。在末端暗示存在下，

连续两天让大鼠探究迷宫10分钟，以适应迷宫。在径向迷宫中的训练由每天三次试验，连续

六天组成。任务涉及定位四个丸粒，根据Hernandez‑Rabaza等人(Addiction  Biology，

2010，15，413‑423)描述的随机布置，将每一个所述丸粒放置在不同的臂状物的末端。记录

工作记忆力误差的数量(在相同的试验中访问已经访问过的臂状物)并且表述为工作误差。

[0218] 结果

[0219] 发现在径向迷宫测试中，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮恢复空间学习。

[0220] 在径向迷宫中，高氨血大鼠显示降低的空间学习。如在图11的A中显示的，在第1‑3

天，与对照大鼠相比高氨血大鼠中的工作误差的数量更高。在训练日期间，所有组的大鼠学

习，在第3天后，对照和高氨血大鼠之间的差异不显著。(图11的A)。在第1‑2天，与对照大鼠

(11±1.5误差)相比高氨血大鼠中(18±3误差)工作误差的数量更高(p<0.05)。用3α‑乙炔

基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮治疗的高氨血大鼠的行为与对照一样。对于3、10和20mg/kg剂量，

误差数量(与对照并非显著不同)分别为6.5±2.8、8.8±1.9和12±2(图11的B‑C)。

[0221] 在径向迷宫中，PCS大鼠也显示降低的空间学习。如在图11的C中显示的，在第1和2

天，与假装大鼠相比PCS大鼠中工作误差的数量更高。在训练日期间，所有组的大鼠学习，在

第3天后，假装和PCS大鼠之间的差异不显著。(图11的C)。在第1‑2天，与假装大鼠(10±2误

差)相比PCS大鼠中(22±2误差)中工作误差的数量更高(p<0.01)。用0.7mg/Kg的3α‑乙炔

基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮治疗PCS大鼠不足以改进在径向迷宫中的性能(23±2误差)。在径

向迷宫中，用2.5mg/Kg治疗使得PCS大鼠的性能完全正常化(11±1误差，p<0.05相对PCS)。

[0222] 实施例11

[0223] 在PCS大鼠中，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮对昼夜节律和夜间运动活性的治

疗效果。

[0224] 治疗和测试日程

[0225] 治疗和测试日程在实施例8中描述。

[0226] 自发运动活性的昼夜节律。

[0227] 使用actimeter(Med  Associates，S  t.Albans，VT)测量运动活性。将大鼠单独放

置在开放的活性室(activity  chamber)(43×43×31cm)中，在亮‑暗(L:D)为12h:12h的条

件下，连续记录运动活性达14天。以5分钟的间隔记录数据。通过以三个方向(x、y和z)放置

的红外运动检测器的阵列检测运动活性。当在x或y方位中大鼠中断三个连续的红外检测器

时，该设备记录一个走动计数。当在z位置大鼠中断红外检测器时，记录垂直计数。软件允许

测量运动活性的不同参数，例如走动计数或垂直计数(Ahabrach等人Journal  of 

Neuroscience  Research，2010，88，1605‑14)。

[0228] 结果

[0229] 发现3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮在夜晚期间提高自发运动活性并且部分恢
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复PCS大鼠的昼夜节律。

[0230] 在夜晚期间(大鼠的活性期)，PCS大鼠显示降低的运动活性(走动计数)，其显示

1849±176计数，这显著(p<0.05)低于对照大鼠(4546±584计数)。0.7mg/kg的3α‑乙炔基‑3

β‑羟基雄甾烷‑17‑酮稍微提高(p<0.05)PCS大鼠的活性至2652±275计数。2.5mg/kg的3α‑

乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮不影响走动计数(2235±170计数3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾

烷‑17‑酮)(图12的A和12的C)。

[0231] 在PCS大鼠中在夜晚期间的走动活性相对在白天期间的活性的比率降低，指示改

变的昼夜节律(图12的B)。对于对照大鼠，该比率为3.3±0.4，在PCS大鼠中降低(p<0.001)

至0.8±0.16。用3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮治疗的PCS大鼠显示在夜晚/白天活性比

率方面中部分的但是显著的改进(p<0.05)，对于0.7和2.5mg/kg，分别达到1.7±0.2和1.6

±0.3(图12的B)。这指示部分恢复昼夜节律活性。

[0232] 还发现3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮使得白天期间的垂直活性正常化并且部

分恢复PCS大鼠的昼夜节律。

[0233] 在夜晚期间(大鼠的活性期)，PCS大鼠显示降低的垂直活性，显示561±108计数，

这显著(p<0.05)低于对照大鼠(1228±138计数)。0.7mg/kg或2.5mg/kg的3α‑乙炔基‑3β‑羟

基雄甾烷‑17‑酮在夜晚期不影响垂直活性(分别为664±121和695±185计数)(图12的A和

12的C)。

[0234] 与此相反，PCS大鼠显示在白天期间提高的垂直活性，其显示682±114计数，这显

著(p<0.05)高于对照大鼠(391±64计数)。0.7mg/kg或2.5mg/kg的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾

烷‑17‑酮使得白天期间的垂直活性完全正常化，其分别达到339±47和424±44计数。(图12

的A和12的C)。

[0235] 在PCS大鼠中，在夜晚期间的垂直活性相对在白天期间的活性的比率也降低，指示

改变的昼夜节律(图12的B)。对于对照，该比率为3.7±0 .6，并且在PCS大鼠中降低(p<

0.001)至0.8±0.01。用3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮治疗的PCS大鼠显示在夜晚/白天

活性比率方面中部分的但是显著的改进(p<0.01)，对于0.7和2.5mg/kg，分别达到2.1±0.4

和1.9±0.6(图12的B)。这指示部分恢复垂直活性的昼夜节律。

[0236] 实施例12

[0237] 3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮治疗对高氨血大鼠和PCS大鼠中血氨浓度的影

响。

[0238] 治疗和测试日程

[0239] 治疗和测试日程如在实施例8中描述。

[0240] 测定氨。

[0241] 遵循制造商的说明，使用20μL新鲜血液，使用试剂盒II  Ammonia  Arkray测试

(PocketChem  BA，Arkray)，测量血氨。

[0242] 结果

[0243] 发现在高氨血大鼠和PCS大鼠中，3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮不影响氨水

平。

[0244] 与对照(47±3μM)相比，在高氨血大鼠(167±16μM)中血氨水平升高(p<0.001)。在

高氨血大鼠(139±14μM)中，用20mg/Kg的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮治疗不影响氨
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水平。

[0245] 在PCS大鼠中得到类似的结果。与假装大鼠(125±31μM)相比，在PCS大鼠(348±27

μM)中血氨水平升高(p<0.001)。用3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮治疗不影响血氨，在用

0.7和2.5mg/Kg的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮治疗的PCS大鼠中分别保持在302±30

和294±37μM。

[0246] 实施例13

[0247] 在治疗周期之后，在高氨血大鼠和PCS大鼠中，在血浆和脑组织中的3α‑乙炔基‑3

β‑羟基雄甾烷‑17‑酮浓度

[0248] 治疗和测试日程

[0249] 治疗和测试日程在实施例8中描述。

[0250] 分析3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮暴露。

[0251] 在治疗周期结束时，由尾静脉采集血浆，通过断头而处死后，收集脑，立即在干冰

上冷冻。为了分析3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮暴露，脑组织以1:4的组织:PBS(pH 

7.4)比率均化，随后用2倍体积的甲醇:乙腈(1:1)萃取，用3倍体积的乙腈使血浆蛋白质沉

淀。通过Waters  ACQUITY  UPLC+Waters  XEVO‑TQS三重四级杆质谱仪(triple  quadrupole)

(Admescope  Oy，Oulu，芬兰)实施分析。为了计算在脑中游离3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑

17‑酮暴露的量，通过渗析来测定在脑均浆中的未结合的馏分(Fub)，在HA中的Fub＝0.70，

而在PCS中的Fub＝1.43％(Admescope  Oy，Oulu，芬兰)。

[0252] 结果

[0253] 在高氨血大鼠中，在血浆和脑组织二者中，以3、10和20mg/Kg，每日一次给药3α‑乙

炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮导致剂量依赖性暴露。在行为测试时，在血浆中3α‑乙炔基‑3β‑

羟基雄甾烷‑17‑酮的总浓度分别为0.34±0.03、1.08±0.11、1.95±0.61μM，而在脑组织

中，未结合的3α‑乙炔基‑3β‑羟基雄甾烷‑17‑酮的浓度分别为6.1±1 .4、11.6±1 .4、23±

5nmol/kg(图14的A)。

[0254] 同样，在PCS大鼠中，暴露为剂量依赖性的，并且在较低的剂量用于这些大鼠的情

况下，0.7和2.5mg/Kg，暴露与高氨血大鼠中的那些非常类似。在0.7和2.5mg/kg/天下，血浆

中的总浓度分别为0.48±0.09和1.64±0.30μM，在行为测试时，在脑中未结合的浓度分别

为6.18±0.97和17±2nmol/kg。
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