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(57)摘要

本发明公开了一种多肽及其制备方法与应

用。所述多肽的氨基酸序列为His‑(D‑Ser)‑Glu‑

Gly‑Thr‑Phe‑Thr‑Ser‑Asp‑Val‑Ser‑Ser‑Tyr‑

Leu‑Glu‑Gly‑Gln‑Ala‑Ala‑Lys(P  EG2‑PEG2‑

γ‑Glu‑CO(CH2)18CO2H)‑Glu‑Phe‑Ile‑Ala‑Trp‑

Leu‑Val‑Arg‑Gly‑Arg‑Gly本申请方案制备的多

肽具有比索马鲁肽更佳优异的长效血控糖作用，

血药浓度更平稳，同时具有高酶解稳定性、高生

物活性、无不良发应发生的效果，在制备治疗高

血糖引起的肥胖症和糖尿病药物中具有重要意

义。
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1.一种多肽，其特征在于，所述多肽的氨基酸序列为His‑(D‑Ser)‑Glu‑Gly‑Thr‑Phe‑

Thr‑Ser‑Asp‑Val‑Ser‑Ser‑Tyr‑Leu‑Glu‑Gly‑Gln‑Ala‑Ala‑Lys(P  EG2‑PEG2‑γ‑Glu‑CO

(CH2)18CO2H)‑Glu‑Phe‑Ile‑Ala‑Trp‑Leu‑Val‑Arg‑Gly‑Arg‑Gly。

2.一种如权利要求1所述的多肽的制备方法，其特征在于，包括以下步骤：以固相合成

树脂为起始原料，采用Fmoc/t‑Bu固相合成策略依次连接保护氨基酸或多肽，得到带氨基酸

保护基的多肽主链；在多肽主链上接枝侧链，进行脱保护基团和切肽。

3.如权利要求1所述的多肽在制备胰高血糖素样肽‑1受体激动剂中的应用。

4.如权利要求1所述的多肽在制备胰高血糖素受体激动剂中的应用。

5.如权利要求1所述的多肽在制备治疗或预防高血糖引起的肥胖症的药物中的应用。

6.如权利要求1所述的多肽在制备治疗或预防糖尿病的药物中的应用。

7.一种治疗糖尿病的药物，其特征在于，所述药物包括权利要求1所述多肽。

8.根据权利要求7所述的治疗糖尿病的药物，其特征在于，所述药物的制备原料还包括

药用载体。

9.根据权利要求7所述的治疗糖尿病的药物，其特征在于，所述药物中多肽的质量分数

为0.01％～99％；优选地，所述质量分数为0.05％～95％；更优选地，所述质量分数为

0.05％～20％。

10.根据权利要求7所述的治疗糖尿病的药物，其特征在于，所述药物的给药量标准为：

多肽0.01mg/天～10mg/天。
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一种多肽及其制备方法与应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物制药领域，具体涉及一种多肽及其制备方法与应用。

背景技术

[0002] GLP‑1(胰高血糖素样肽‑1)是人体内一种肠源性激素，在进食后，该类激素可促进

胰岛素分泌(这种“肠促胰素效应”所产生的胰岛素占进食后胰岛素总量的50％以上)，发挥

葡萄糖浓度依赖性降糖作用，非常智能，只有在血糖高的时候才起作用，所以没有注射型胰

岛素的低血糖风险。更让人向往的是GLP‑1具有保护胰岛β细胞的作用：促进胰岛素基因的

转录、胰岛素的合成和分泌，并可刺激胰岛β细胞的增殖和分化，抑制胰岛β细胞凋亡，增加

胰岛β细胞数量。GLP‑1还可作用于胰岛α细胞，强烈地抑制胰高血糖素的释放，并作用于胰

岛δ细胞，促进生长抑素的分泌，生长抑素又可作为旁分泌激素参与抑制胰高血糖素的分

泌。

[0003] GLP‑1的缺点：人体自身产生的GLP‑1极易被体内的二肽基肽酶Ⅳ(DPP‑4)降解，其

血浆半衰期不足2分钟，必须持续静脉滴注或持续皮下注射才能产生疗效，这大大限制了

GLP‑1的临床应用。

[0004] 索马鲁肽是一种有效的GLP‑1受体激动剂。索马鲁肽有30多个氨基酸，其在结构上

的主要特点包括对DPP‑4水解酶催化位点的氨基酸进行了替换Aib8(2‑氨基异丁酸)，在氨

基酸Lys26上通过spacer接枝了十八碳链烷基二酸，以结合白蛋白，延缓肾脏清除。虽然索马

鲁肽长效性已得到了提高，但仍不能满足患者对长效性的追求。

发明内容

[0005] 本发明旨在至少解决上述现有技术中存在的技术问题之一。为此，本发明提出一

种多肽，能够长效控糖。

[0006] 本发明还提出一种具有上述多肽的制备方法。

[0007] 本发明还提出一种上述多肽的应用。

[0008] 根据本发明的一个方面，提出了一种多肽，所述多肽的氨基酸序列为His‑(D‑

Ser)‑Glu‑Gly‑Thr‑Phe‑Thr‑Ser‑Asp‑Val‑Ser‑Ser‑Tyr‑Leu‑Glu‑Gly‑Gln‑Ala‑Ala‑Lys

(PEG2‑PEG2‑γ‑Glu‑CO(CH2)18CO2H)‑Glu‑Phe‑Ile‑Ala‑Trp‑Leu‑Val‑Arg‑Gly‑Arg‑Gly，简

写为：HsEGTFTSDVSSYLEGQAA‑K(PEG2‑PEG2‑γGlu‑CO(CH2)18COOH)‑EFIAWLVRGRG；分子量为

4171.73。

[0009] 本发明方案的第二方面提出了一种具有上述多肽的制备方法，所述方法包括以下

步骤：以固相合成树脂为起始原料，采用Fmoc/t‑Bu固相合成策略依次连接氨基酸，得到带

氨基酸保护基的多肽主链；在多肽主链上接枝侧链，进行脱保护基团和切肽；所述侧链为

PEG2‑PEG2‑γ‑Glu‑CO(CH2)18COOH；所述多肽主链的氨基酸连接顺序为His‑(D‑Ser)‑Glu‑

Gly‑Thr‑Phe‑Thr‑Ser‑Asp‑Val‑Ser‑Ser‑Tyr‑Leu‑Glu‑Gly‑Gln‑Ala‑Ala‑Lys‑Glu‑Phe‑

Ile‑Ala‑Trp‑Leu‑Val‑Arg‑Gly‑Arg‑Gly。
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[0010] 在本发明的一些实施方式中，所述接枝侧链的位置为主链第20位氨基酸赖氨酸

处。

[0011] 在本发明的一些实施方式中，所述树脂为Wang  Resin树脂。

[0012] 在本发明的一些实施方式中，采用Fmoc/t‑Bu固相合成策略依次连接氨基酸还包

括组装Fmoc‑Gly‑Wang  Resin载体。

[0013] 在本发明的一些实施方式中，组装Fmoc‑Gly‑Wang  Resin载体时，Fmoc‑Gly‑OH与

树脂的添加比为(4～8)：1。

[0014] 在本发明的一些实施方式中，多肽主链的获得还包括以1‑羟基苯并三唑(HOBT)，

N,N‑二异丙基碳二亚胺(DIC)为偶联剂偶联氨基酸，以N，N‑二甲基甲酰胺(DMF)为溶剂，采

用10～30％的哌啶(Piperidine)/N,N‑二甲基甲酰胺(DMF)溶液脱除Fmoc保护基团的步骤。

[0015] 在本发明的一些实施方式中，所述脱除Fmoc基团为采用10～30％的哌啶/DMF(v/

v)溶液洗涤树脂，脱去保护基。

[0016] 在本发明的一些实施方式中，还包括采用水合茚三酮检测偶联氨基酸和脱除Fmoc

基团的步骤。

[0017] 在本发明的一些实施方式中，氨基酸与DIC和HOBt的添加比为1:(1～2):(1～3)。

[0018] 在本发明的一些实施方式中，氨基酸保护基为pbf、Boc、Fmoc、tBu、OtBu和Trt中的

一种或多种。

[0019] 在本发明的一些实施方式中，采用裂解液进行同步脱保护基团和切肽步骤。

[0020] 在本发明的一些实施方式中，所述裂解液的组成包括TFA(三氟乙酸)、Phenol(苯

酚)、thioanisole(茴香硫醚)和EDT(1,2‑乙二硫醇)，质量比为(80～90)：(3～6)：(3～6)：

(2～5)。

[0021] 本发明的第三方面提出了一种上述多肽的应用，所述多肽的应用为在制备治疗或

预防糖尿病的药物中的应用。

[0022] 在本发明的一些实施方式中，所述多肽在制备胰高血糖素样肽‑1受体激动剂中的

应用

[0023] 在本发明的一些实施方式中，所述多肽在制备胰高血糖素受体(GCGR)激动剂中的

应用。

[0024] 在本发明的一些实施方式中，所述多肽在制备治疗或预防高血糖引起的肥胖症的

药物中的应用。

[0025] 一种治疗糖尿病的药物，所述药物包括上述多肽。

[0026] 在本发明的一些实施方式中，所述治疗糖尿病的药物的制备原料还包括药用载

体。

[0027] 在本发明的一些实施方式中，所述药用载体为药学领域常规的药物载体。

[0028] 在本发明的一些实施方式中，所述药用载体包括稀释剂、赋形剂、填充剂、黏合剂、

崩解剂、吸收促进剂、表面活性剂、吸附载体、润滑剂、甜味剂和香味剂中的至少一种。

[0029] 在本发明的一些实施方式中，所述赋形剂包括水。

[0030] 在本发明的一些实施方式中，所述填充剂包括淀粉和蔗糖中的至少一种。

[0031] 在本发明的一些实施方式中，所述黏合剂包括纤维素衍生物、藻酸盐、明胶和聚乙

烯吡咯烷酮中的至少一种。
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[0032] 在本发明的一些实施方式中，所述湿润剂包括甘油。

[0033] 在本发明的一些实施方式中，所述崩解剂包括琼脂、碳酸钙和碳酸氢钠中的至少

一种。

[0034] 在本发明的一些实施方式中，所述吸收促进剂包括季铵化合物。

[0035] 在本发明的一些实施方式中，所述表面活性剂包括十六烷醇。

[0036] 在本发明的一些实施方式中，所述吸附载体包括高岭土和皂黏土中的至少一种。

[0037] 在本发明的一些实施方式中，所述润滑剂包括滑石粉、硬脂酸钙、硬脂酸镁和聚乙

二醇中的至少一种。

[0038] 在本发明的一些实施方式中，所述多肽在药物中的质量分数为0.01％～99％。

[0039] 根据本发明的一些优选实施方式，所述多肽在药物中的质量分数为0 .05％～

95％。

[0040] 根据本发明的一些优选实施方式，所述多肽在药物中的质量分数为0 .05％～

20％。

[0041] 在本发明的一些实施方式中，所述糖尿病药物的给药量标准为：上述多肽化合物

0.01mg/天～10mg/天。

[0042] 在本发明的一些实施方式中，所述药物的剂型为本领域常规的各种剂型，优选地

为固体、半固体或液体的形式，可以为水溶液、非水溶液或混悬液，更优选地为片剂、胶囊

剂、软胶囊剂、颗粒剂、丸剂、口服液、干混悬剂、滴丸剂、干浸膏剂、注射剂或输注剂，透皮

剂、透皮微针。

[0043] 在本发明的一些实施方式中，所述药物的给药方式可以为本领域常规的给药方

式，包括但不限于注射给药或口服给药。所述注射给药可以为静脉注射、肌肉注射、腹腔注

射、皮内注射或皮下注射等途径。

[0044] 本文所述的术语“给药剂量”为能够缓解或延迟疾病、退化性或损伤性病症进展的

量。可以随被治疗的具体疾病以及其它因素而定，其它因素包括年龄、体重、健康状况、症状

的严重程度、给药途径、治疗的频率和在治疗期间是否伴随其它的药物。

[0045] 根据本发明的实施方式，至少具有以下有益效果：

[0046] 1、肥胖可诱导内质网应激、肝脏脂质堆积和胰岛素抵抗,肥胖诱导的内质网应激

通过激活JNK和其下游胰岛素受体的丝氨酸磷酸化水平损伤胰岛素信号通路，内质网应激

已经被认为是肥胖时发生胰岛素抵抗的一个新的重要机制。本发明提供的多肽化合物通过

将第二序列氨基酸采用D‑型丝氨酸替换Aib氨基异丁酸，可减弱胰岛素信号通路，降低AKT

磷酸化水平和IRS‑1的酪氨酸磷酸化水平。抑制细胞色素P450  4A的表达可减轻肝脏内质网

应激和胰岛素抵抗。内质网应激在胰岛素抵抗中发挥重要的作用，它可作为糖尿病的潜在

治疗靶点。这一创新设计使得本发明的肽链具有更强活性，靶向性跟强，减重控糖效果也更

为明显。

[0047] 2、本发明方案的氨基酸序列通过特定位点的氨基酸替换和在氨基酸序列中第20

位Lys上连接的“侧臂”短肽链，即：采用位点特异性“侧臂”修饰技术，跟无“侧臂”修饰的阳

性药索马鲁肽相比，本发明所设计的多肽药物极大程度延长了其作用半衰期，实现了多肽

药物的超长效化，其整体的药物作用效果大大优于阳性药索马鲁肽。另外，本发明制备的多

肽利用亲脂性取代基结合血液中的白蛋白，保护其免受酶降解，从而提高半衰期。本发明制
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备的多肽通过分子内桥稳定分子的螺旋结构，提高了针对胰高血糖素样肽1受体(GLP‑1R)

的效力和/或选择性。本发明的制备的多肽，稳定性好，易于放大生产，成本低。通过跟索马

鲁肽进行比较，其发挥药效的长效性和稳定性远远优于索马鲁肽(半衰期达到索马鲁肽2倍

或以上)。

[0048] 3、本申请方案制备的多肽具有比索马鲁肽更佳优异的长效血控糖作用，血药浓度

更平稳，同时具有高酶解稳定性、高生物活性、基本无不良发应发生的效果，在制备高血糖

引起的肥胖症药物和糖尿病药物中具有重要意义。

附图说明

[0049] 下面结合附图和实施例对本发明做进一步的说明，其中：

[0050] 图1为本发明测试例中的给药优马鲁肽和索马鲁肽24h后对小鼠进行灌胃葡萄糖，

小鼠血糖的变化折线图；

[0051] 图2为本发明测试例中的给药优马鲁肽和索马鲁肽48h后对小鼠进行灌胃葡萄糖，

小鼠血糖的变化折线图；

[0052] 图3为本发明测试例中对照组和给药优马鲁肽和索马鲁肽后血糖每分钟的变化率

的对比图，其中，****为P＜0.00001；

[0053] 图4为本发明测试例中的优马鲁肽和索马鲁肽对血糖的影响AUC结果图，其中，*为

P＜0.005，****为P＜0.00001。

具体实施方式

[0054] 以下将结合实施例对本发明的构思及产生的技术效果进行清楚、完整地描述，以

充分地理解本发明的目的、特征和效果。显然，所描述的实施例只是本发明的一部分实施

例，而不是全部实施例，基于本发明的实施例，本领域的技术人员在不付出创造性劳动的前

提下所获得的其他实施例，均属于本发明保护的范围。

[0055] 实施例1多肽的制备

[0056] 本实施例制备了一种多肽，按照Fmoc/t‑Bu策略手工合成，合成规模：0.5mmol，合

成如下多肽：Boc‑His(Boc)‑D‑Ser(t‑Bu)‑Glu(OtBu)‑Gly‑Thr(t‑Bu)‑Phe‑Thr(t‑Bu)‑Ser

(t‑Bu)‑Asp(OtBu)‑Val‑Ser(t‑Bu)‑Ser(t‑Bu)‑Tyr(t‑Bu)‑Leu‑Glu(OtBu)‑Gly‑Gln

(Trt)‑Ala‑Ala‑Lys(PEG2‑PEG2‑γ‑Glu‑CO(CH2)18COOH)‑Glu(OtBu)‑Phe‑Ile‑Ala‑Trp

(Boc)‑Leu‑Val‑Arg(Pbf)‑Gly‑Arg(Pbf)‑Gly‑Wang  Resin，具体过程为：

[0057] 1、主肽链组装

[0058] (1)称取1.47g  Wang  Resin(loading  0.47mmol/g，西安蓝晓)，加入反应柱中，加

入N，N‑二甲基甲酰胺(DMF)中溶胀30min，称取Fmoc‑Gly‑OH：1.233g(6eq)，HOBT：0.672g

(7.2eq)，DMAP：0.06g(0.72eq)，待用。抽掉DMF，用N，N‑二甲基甲酰胺(DMF)充分洗涤树脂2

次，把上述称好的物料加入到反应柱中。加入适量的DMF，氮气搅拌均匀，加入N,N‑二异丙基

碳二亚胺(DIC)0.83mL(7 .8eq)。反应2h，反应结束。抽掉反应液，用DMF洗涤3次，加入乙酸

酐/吡啶(7:6，v/v)封闭4h。抽掉封闭液，DMF洗涤6次，得Fmoc‑Gly‑Wang  Resin。

[0059] (2)以Fmoc‑Gly‑Wang  Resin为载体，以1‑羟基苯并三唑(HOBT)，N,N‑二异丙基碳

二亚胺(DIC)为偶联剂，以N，N‑二甲基甲酰胺(DMF)为溶剂，以20％的哌啶(Piperidine)/N,
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N‑二甲基甲酰胺(DMF)溶液脱除Fmoc基团(两次5min+7min)，脱Fmoc和偶联过程用水合茚三

酮监测去保护和偶联效果。进行手工投料，依次从C端到N端进行缩合反应连接Fmoc‑Arg

(pbf)‑OH，Fmoc‑Gly‑OH，Fmoc‑Arg(pbf)‑OH,Fmoc‑Val‑OH，Fmoc‑Leu‑OH，Fmoc‑Trp(Boc)‑

OH，Fmoc‑Ala‑OH，Fmoc‑Ile‑OH,Fmoc‑Phe‑OH，Fmoc‑Glu(OtBu)‑OH，Fmoc‑Lys(Alloc)‑OH，

Fmoc‑Ala‑OH，Fmoc‑Ala‑OH,Fmoc‑Gln(Trt)‑OH，Fmoc‑Gly‑OH，Fmoc‑Glu(OtBu)‑OH，Fmoc‑

Leu‑OH,Fmoc‑Tyr(tBu)‑OH，Fmoc‑Ser(tBu)‑OH，Fmoc‑Ser(tBu)‑OH,Fmoc‑Val‑OH，Fmoc‑

Asp(OtBu)‑OH，Fmoc‑Ser(tBu)‑OH，Fmoc‑Thr(tBu)‑OH，Fmoc‑Phe‑OH，Fmoc‑Thr(tBu)‑OH，

Fmoc‑Gly‑OH，Fmoc‑Glu(OtBu)‑OH，Fmoc‑D‑Ser(t‑Bu)‑OH，Boc‑His(Trt)‑OH以上氨基酸投

料(相对于合成规模5eq)得到Boc‑His‑D‑Ser(t‑Bu)‑Glu(OtBu)‑Gly‑Thr(tBu)‑Phe‑Thr

(tBu)‑Ser(tBu)‑Asp(OtBu)‑Val‑Ser(tBu)‑Ser(tBu)‑Tyr(tBu)‑Leu‑Glu(OtBu)‑Gly‑Gln

(Trt)‑Ala‑Ala‑Lys(Alloc)‑Glu(OtBu)‑Phe‑Ile‑Ala‑Trp(Boc)‑Leu‑Val‑Arg(pbf)‑Gly‑

Arg(pbf)‑Gly‑Wang  Resin。反应结束用N，N‑二甲基甲酰胺(DMF)洗涤6次，二氯甲烷(DCM)

洗涤6次。

[0060] (3)烯丙氧羰基(Alloc)的脱除与亲脂取代基的引入

[0061] 用N，N‑二甲基甲酰胺(DMF)/二氯甲烷(DCM)＝1:1(体积比)的溶液中将树脂洗涤

两次，加入四三苯基膦钯(Pd(PPh3)4)的DCM溶液和吗啉，将该反应混合物在室温下振摇2小

时，然后过滤得Boc‑His(Boc)‑D‑Ser(t‑Bu)‑Glu(OtBu)‑Gly‑Thr(t‑Bu)‑Phe‑Thr(t‑Bu)‑

Ser(t‑Bu)‑Asp(OtBu)‑Val‑Ser(t‑Bu)‑Ser(t‑Bu)‑Tyr(t‑Bu)‑Leu‑Glu(OtBu)‑Gly‑Gln‑

Ala‑Ala‑Lys‑Glu(OtBu)‑Phe‑Ile‑Ala‑Trp(Boc)‑Leu‑Val‑Arg(Pbf)‑Gly‑Arg(Pbf)‑Gly‑

WangResin。此后依次用N，N‑二甲基甲酰胺(DMF)，二氯甲烷(DCM)，二氯甲烷(DCM)，N，N‑二

甲基甲酰胺(DMF)充分洗涤树脂各三次。

[0062] 加入FmocNH‑PEG2‑OH(CAS#:872679‑70‑4，Quanta  BioDesign)相当于合成规模5

倍，以1‑羟基苯并三唑(HOBT)，N,N‑二异丙基碳二亚胺(DIC)为偶联剂，用量分别为氨基酸

投料量的1.2倍和1.3倍，振摇2小时后，过滤。得Boc‑His(Boc)‑D‑Ser(t‑Bu)‑Glu(OtBu)‑

Gly‑Thr(t‑Bu)‑Phe‑Thr(t‑Bu)‑Ser(t‑Bu)‑Asp(OtBu)‑Val‑Ser(t‑Bu)‑Ser(t‑Bu)‑Tyr

(t‑Bu)‑Leu‑Glu(OtBu)‑Gly‑Gln‑Ala‑Ala‑Lys(Fmoc‑PEG2)‑Glu(OtBu)‑Phe‑Ile‑Ala‑Trp

(Boc)‑Leu‑Val‑Arg(Pbf)‑Gly‑Arg(Pbf)‑Gly‑WangResin。此后依次用N，N‑二甲基甲酰胺

(DMF)，二氯甲烷(DCM)，二氯甲烷(DCM)，N，N‑二甲基甲酰胺(DMF)充分洗涤树脂各三次。

[0063] 20％的哌啶(Piperidine)/N,N‑二甲基甲酰胺(DMF)溶液脱除Fmoc基团(两次5min

+7min)，加FmocNH‑PEG2‑OH(CAS#:872679‑70‑4，Quanta  BioDesign)相当于合成规模5倍，

以1‑羟基苯并三唑(HOBT)，N,N‑二异丙基碳二亚胺(DIC)为偶联剂，用量分别为氨基酸投料

量的1.2倍和1.3倍，振摇2小时后，过滤得Boc‑His(Boc)‑D‑Ser(t‑Bu)‑Glu(OtBu)‑Gly‑Thr

(t‑Bu)‑Phe‑Thr(t‑Bu)‑Ser(t‑Bu)‑Asp(OtBu)‑Val‑Ser(t‑Bu)‑Ser(t‑Bu)‑Tyr(t‑Bu)‑

Leu‑Glu(OtBu)‑Gly‑Gln‑Ala‑Ala‑Lys(Fmoc‑PEG2‑PEG2)‑Glu(OtBu)‑Phe‑Ile‑Ala‑Trp

(Boc)‑Leu‑Val‑Arg(Pbf)‑Gly‑Arg(Pbf)‑Gly‑WangResin。此后依次用N，N‑二甲基甲酰胺

(DMF)，二氯甲烷(DCM)，二氯甲烷(DCM)，N，N‑二甲基甲酰胺(DMF)充分洗涤树脂各三次。

[0064] 20％的哌啶(Piperidine)/N,N‑二甲基甲酰胺(DMF)溶液脱除Fmoc基团(两次5min

+7min)，加Fmoc‑Glu‑OtBu相当于合成规模5倍，以1‑羟基苯并三唑(HOBT)，N,N‑二异丙基碳

二亚胺(DIC)为偶联剂，用量分别为氨基酸投料量的1.2倍和1.3倍，振摇2小时后，过滤得
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Boc‑His(Boc)‑D‑Ser(t‑Bu)‑Glu(OtBu)‑Gly‑Thr(t‑Bu)‑Phe‑Thr(t‑Bu)‑Ser(t‑Bu)‑Asp

(OtBu)‑Val‑Ser(t‑Bu)‑Ser(t‑Bu)‑Tyr(t‑Bu)‑Leu‑Glu(OtBu)‑Gly‑Gln‑Ala‑Ala‑Lys

(Fmoc‑PEG2‑PEG2‑γ‑Glu)‑Glu(OtBu)‑Phe‑Ile‑Ala‑Trp(Boc)‑Leu‑Val‑Arg(Pbf)‑Gly‑

Arg(Pbf)‑Gly‑Wang  Resin。此后依次用N，N‑二甲基甲酰胺(DMF)，二氯甲烷(DCM)，二氯甲

烷(DCM)，N，N‑二甲基甲酰胺(DMF)充分洗涤树脂各三次。

[0065] 20％的哌啶(Piperidine)/N,N‑二甲基甲酰胺(DMF)溶液脱除Fmoc基团(两次5min

+7min)，加二十烷酸单叔丁酯相当于合成规模5倍,以1‑羟基苯并三唑(HOBT)，N,N‑二异丙

基碳二亚胺(DIC)为偶联剂，用量分别为氨基酸投料量的1.2倍和1.3倍，振摇2小时后，过滤

得Boc‑His(Boc)‑D‑Ser(t‑Bu)‑Glu(OtBu)‑Gly‑Thr(t‑Bu)‑Phe‑Thr(t‑Bu)‑Ser(t‑Bu)‑

Asp(OtBu)‑Val‑Ser(t‑Bu)‑Ser(t‑Bu)‑Tyr(t‑Bu)‑Leu‑Glu(OtBu)‑Gly‑Gln‑Ala‑Ala‑Lys

(PEG2‑PEG2‑γ‑Glu‑CO(CH2)18COOH)‑Glu(OtBu)‑Phe‑Ile‑Ala‑Trp(Boc)‑Leu‑Val‑Arg

(Pbf)‑Gly‑Arg(Pbf)‑Gly‑Wang  Resin。此后依次用N，N‑二甲基甲酰胺(DMF)，二氯甲烷

(DCM)，二氯甲烷(DCM)充分洗涤树脂各三次后，真空抽干。

[0066] 2、多肽全保护的脱除

[0067] 往干燥的Boc‑His(Boc)‑D‑Ser(t‑Bu)‑Glu(OtBu)‑Gly‑Thr(t‑Bu)‑Phe‑Thr(t‑

Bu)‑Ser(t‑Bu)‑Asp(OtBu)‑Val‑Ser(t‑Bu)‑Ser(t‑Bu)‑Tyr(t‑Bu)‑Leu‑Glu(OtBu)‑Gly‑

Gln‑Ala‑Ala‑Lys(PEG2‑PEG2‑γ‑Glu‑CO(CH2)18COOH)‑Glu(OtBu)‑Phe‑Ile‑Ala‑Trp

(Boc)‑Leu‑Val‑Arg(Pbf)‑Gly‑Arg(Pbf)‑Gly‑Wang  Resin，加入裂解液TFA/Phenol/

thioanisole/EDT/H2O(82.5：5：5：2.5：5，体积比)10倍重量体积，室温反应2.5个小时。过

滤，滤饼用少量裂解液洗涤3次，合并滤液。滤液在搅拌下缓慢倒入冰乙醚中。静置0.5个小

时以上，待沉淀完全，沉淀离心，用冰乙醚洗涤3次，真空干燥得到粗品化合物H‑His‑(D‑

Ser)‑Glu‑Gly‑Thr‑Phe‑Thr‑Ser‑Asp‑Val‑Ser‑Ser‑Tyr‑Leu‑Glu‑Gly‑Gln‑Ala‑Ala‑Lys

(PEG2‑PEG2‑γ‑Glu‑CO(CH2)18COOH)‑Glu‑Phe‑Ile‑Ala‑Trp‑Leu‑Val‑Arg‑Gly‑Arg‑Gly。

[0068] 3、多肽化合物的精制纯化

[0069] 将上步中所得粗品溶于乙腈(ACN)/H2O＝1:2(体积比)的溶液中，通过10μm反相

C18制备柱(20mm  x  250mm)进行制备型HPLC纯化。用30％乙腈(含0.05％三氟乙酸)/H2O(含

0.05％三氟乙酸)为起始，以梯度(1.33％/min的速度增加乙腈的比例)，流速为15mL/min将

该柱洗脱30分钟，收集含有肽的组分，冷冻抽干，得到HPLC纯度大于95％的纯品的多肽，将

该多肽命名为优马鲁肽(yomaglutide)(如果纯度没有达到要求，可重复一次HPLC纯化)。用

液质联用分析分离出的产物，产物纯度大于95％。

[0070] 试验例

[0071] 1、优马鲁肽对GLP‑1R和GCGR的激动活性的测定

[0072] 本试验例测试了实施例制备的优马鲁肽与索马鲁肽对GLP‑1R和GCGR的激动活性。

[0073] 实验材料：索马鲁肽购自浙江湃肽生物有限公司(CAS  No.：910463‑68‑2)。在GLP‑

1R‑Luciferase‑293T细胞和GCGR‑Luciferase‑293T细胞模型中，对优马鲁肽进行GLP‑1R和

GCGR的激动活性初筛。

[0074] 实验方法：消化细胞铺96孔板(含10％FBS的培养基，GLP‑1R‑Luciferase‑293T：

20000cell/well，GCGR‑Luciferase‑293T：20000cell/well，100μL)；36h后，弃96孔板中培

养基，加入90μL无血清培养基；6h后，用无血清培养基配制系列浓度(0.01、0.1、1、10、100、
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1000、10000、100000、1000000、10000000、100000000pM)的优马鲁肽及索马鲁肽，每孔加入

10μL(即稀释10倍)，孵育细胞5h；向每孔中加入100μL的细胞裂解液，冰上裂解10min后震荡

均匀，取2μL裂解液加入384酶标仪白板中，先加入10μL的萤火虫荧光素酶反应液，读数，再

加入10μL的海肾荧光素酶反应液，读数；数据处理，用萤火虫荧光素酶的读数除以海肾荧光

素酶的读数，再扣除空白组的数值可得到不同浓度下的激动倍数。

[0075] 实验结果：索马鲁肽GLP‑1的EC50为265.2pM和GCGR的EC50为8600875pM；本发明的

优马鲁肽多肽化合物GLP‑1的EC50为315.2pM和GCGR的EC50为26008755pM。结果表明本申请

方案制备的优马鲁肽多肽化合物对GLP‑1R和GCGR同样与索马鲁肽具有较显著的激动活性，

同时对GLP‑1R受体的激活具有一定的特异性。

[0076] 2、优马鲁肽和索马鲁肽对口服葡萄糖耐量(OGTT)的作用

[0077] 实验方法：将8周龄的雄性C57BL/6J小鼠(南京大学模式动物研究中心)按照相似

的血糖(从尾尖获取的血液样品评估)随机分组，每组8只。禁食(6小时)后对动物给药，本发

明中优马鲁肽多肽化合物、阳性对照多索马鲁肽均按照100ug/kg的剂量，皮下进行给药，对

照组给予PBS。灌胃葡萄糖用ddH2O配成浓度为0.5g/mL的贮备液，常温保存。灌胃前将小鼠

禁食8h，分别在给药24h和48h按照2.5g/kg的剂量灌胃葡萄糖，灌胃葡萄糖用ddH2O配成浓

度为0.5g/mL的贮备液，常温保存。灌胃前将小鼠禁食8h，分别在给药24h和48h时按照2.5g/

kg的剂量灌胃葡萄糖，并且分别在t＝0分钟、t＝15分钟、t＝30分钟、t＝60分钟、t＝90分钟

和t＝120分钟时测量血糖。检测血糖变化，跟踪血糖直到48小时。使用软件GraphPadPrism

处理数据作出血糖变化折线图(如图1和图2所示)，并计算曲线下面积得到AUC图(如图3和

图4所示)。

[0078] 实验结果：结果如图1‑4所示，图1为给药优马鲁肽和索马鲁肽24h后对小鼠进行灌

胃葡萄糖，小鼠血糖的变化折线图；图2为给药优马鲁肽和索马鲁肽48h后对小鼠进行灌胃

葡萄糖，小鼠血糖的变化折线图；图3为对照组和给药优马鲁肽和索马鲁肽后血糖每分钟的

变化率的对比图；图4为优马鲁肽和索马鲁肽对血糖的影响AUC结果图；从图中可以看出，与

载剂(PBS)相比，索马鲁肽和优马鲁肽在给药24h后，第一个OGTT曲线时段(0‑120min)其AUC

均可显著降低(P<0.05)，而在随后的OGTT曲线时段48h，其AUC开始不同程度的提升。在48h

的OGTT曲线时段下的AUC，索马鲁肽已失去药效活性。

[0079] 综上所述，本发明方案制备的优马鲁肽和索马鲁肽的活性相当，但是优马鲁肽对

于长效降糖的效果明显优于索马鲁肽。与载剂(PBS)相比，本发明的优马鲁肽多肽化合物能

改善小鼠糖耐受的效果，展现了更为优秀和显著地改善葡萄糖耐受效果，同时结果也说明

本发明的优马鲁肽具有更为优秀和显著的长效降糖效果。

[0080] 上面结合附图对本发明实施例作了详细说明，但是本发明不限于上述实施例，在

所属技术领域普通技术人员所具备的知识范围内，还可以在不脱离本发明宗旨的前提下作

出各种变化。此外，在不冲突的情况下，本发明的实施例及实施例中的特征可以相互组合。
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图3
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