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1.有效量的化合物用于制备在动物中用于以下药剂的用途：

a)减少骨骼肌萎缩；

b)增加力量；

c)增加能量消耗；

d)增加棕色脂肪；

e)增加骨骼肌与脂肪的比例；

f)增加棕色脂肪与白色脂肪的比例；

g)促进骨骼肌肥大；

h)促进健康的老化肌肉；

i)提高肌肉功能；或

j)促进肌肉生长；

所述化合物选自熊果酸及其药学上可接受的盐。

2.权利要求1的用途，其中所述化合物的有效量为200mg/天以上。

3.权利要求1的用途，其中所述化合物的有效量为400mg/天以上。

4.权利要求1的用途，其中所述化合物的有效量为500mg/天以上。

5.权利要求1的用途，其中所述化合物的有效量为750mg/天以上。

6.权利要求1的用途，其中所述化合物的有效量为1,000mg/天以上。

7.权利要求1的用途，其中所述化合物的有效量为2,000mg/天以上。

8.权利要求1-7中任一项的用途，其中所述动物为哺乳动物。

9.权利要求1-7中任一项的用途，其中所述动物为人。

10.权利要求1-7中任一项的用途，其中所述动物为家畜、驯养的鱼或驯养的家禽。

11.权利要求1-7中任一项的用途，其中所述化合物以选自以下的药学上可接受的盐的

形式存在：

铝、铵、钙、铜、三价铁、二价铁、锂、镁、锰、钾、钠或锌的盐；以及精氨酸、甜菜碱、咖啡

因、胆碱、N,N’-二苄乙烯二胺、二乙胺、2-二乙氨基乙醇、2-二甲氨基乙醇、乙醇胺、乙二胺、

N-乙基吗啉、N-乙基哌啶、葡糖胺(glucamine)、氨基葡糖(glucosamine)、组氨酸、哈胺

(hydrabamine)、异丙胺、赖氨酸、甲基葡糖胺、吗啉、哌嗪、哌啶、聚胺树脂、普鲁卡因、嘌呤、

可可碱、三乙胺、三甲胺、三丙胺或缓血酸胺的盐。

12.权利要求1-7和11中任一项的用途，用于制备减少骨骼肌萎缩的药剂。

13.权利要求1-7和11中任一项的用途，用于制备用于以下的药剂：

促进健康的老化肌肉；

促进骨骼肌肥大；

增加骨骼肌与脂肪的比例；

提高肌肉功能；或

促进肌肉生长。

14.权利要求1-7和11中任一项的用途，用于制备用于以下的药剂：

增加力量；

增加能量消耗；

增加棕色脂肪；或
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增加棕色脂肪与白色脂肪的比例。

15.一种在动物中增强肌肉形成和/或增加肌肉质量的非治疗方法，所述方法包括向所

述动物施用选自熊果酸及其药学上可接受的盐的化合物。

16.权利要求15的方法，其中所述；化合物的有效量为200mg/天以上。

17.权利要求15的方法，其中所述化合物的有效量为400mg/天以上。

18.权利要求15的方法，其中所述化合物的有效量为500mg/天以上。

19.权利要求15-18中任一项的方法，其中所述动物为家畜、驯养的鱼或驯养的家禽。

20.权利要求15-18中任一项的方法，其中所述动物为人。

21.有效量的组合物用于制备在动物中用于以下药剂的用途：

a)减少骨骼肌萎缩；

b)增加力量；

c)增加能量消耗；

d)增加棕色脂肪；

e)增加骨骼肌与脂肪的比例；

f)增加棕色脂肪与白色脂肪的比例；

g)促进骨骼肌肥大；

h)促进健康的老化肌肉；

i)提高肌肉功能；或

j)增强肌肉形成；

其中所述组合物包括选自熊果酸及其药学上可接受的盐的化合物；并且所述组合物提

供10mg以上的所述化合物。

22.权利要求21的用途，用于向选自以下的动物施用：家畜、驯养的鱼或驯养的家禽。

23.权利要求21的用途，用于向人类施用。

24.有效量的组合物用于制备在动物中用于以下药剂的用途：

a)促进肌肉健康；或

b)提高肌肉品质；

其中所述组合物包括选自熊果酸及其药学上可接受的盐的化合物；并且所述组合物提

供10mg以上的所述化合物。

25.根据权利要求24的用途，用于向选自以下的动物施用：家畜、驯养的鱼或驯养的家

禽。

26.权利要求24的用途，用于向人类施用。

27.有效量的化合物用于制备在动物中用于以下药剂的用途：

a)促进肌肉健康；或

b)提高肌肉品质；

所述化合物选自熊果酸及其药学上可接受的盐。

28.权利要求27的用途，其中所述化合物的有效量为200mg/天以上。

29.权利要求27的用途，其中所述化合物的有效量为400mg/天以上。

30.权利要求27的用途，其中所述化合物的有效量为500mg/天以上。

31.权利要求27的用途，其中所述化合物的有效量为750mg/天以上。
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32.权利要求27的用途，其中所述化合物的有效量为1,000mg/天以上。

33.权利要求27的用途，其中所述化合物的有效量为2,000mg/天以上。

34.权利要求27-33中任一项的用途，其中所述动物为家畜、驯养的鱼或驯养的家禽。

35.权利要求27-33中任一项的用途，其中所述动物为人。

36.权利要求27-33中任一项的用途，其中所述化合物以选自以下的药学上可接受的盐

的形式存在：

铝、铵、钙、铜、三价铁、二价铁、锂、镁、锰、钾、钠或锌的盐；以及精氨酸、甜菜碱、咖啡

因、胆碱、N,N’-二苄乙烯二胺、二乙胺、2-二乙氨基乙醇、2-二甲氨基乙醇、乙醇胺、乙二胺、

N-乙基吗啉、N-乙基哌啶、葡糖胺(glucamine)、氨基葡糖(glucosamine)、组氨酸、哈胺

(hydrabamine)、异丙胺、赖氨酸、甲基葡糖胺、吗啉、哌嗪、哌啶、聚胺树脂、普鲁卡因、嘌呤、

可可碱、三乙胺、三甲胺、三丙胺或缓血酸胺的盐。

37.权利要求27-33中任一项的用途，用于制备减少骨骼肌萎缩的药剂。
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用于抑制肌萎缩的方法

[0001] 本申请为分案申请，其原申请的申请日为201 1年5月1 9日，申  请号为

201180035480.X，名称为“用于抑制肌萎缩的方法”。

[0002] 相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求提交于2010年5月20日的美国申请No.61/346,813  和提交于2011年2

月22日的No.61/445,488的权益，其以引用的方 式整体并入本文。

[0004] 关于联邦资助研究的声明

[0005] 本发明在对Christopher  M.Adams的VA事业发展奖-2(VA  Career  Development 

Award-2)的奖金和由对Steven  D .Kunkel的VA研究促进  奖励计划(VA  Research 

Enhancement  Award  Program)的支持下由政府  支持完成。美国政府拥有本发明中的某些

权利。

[0006] 背景

[0007] 骨骼肌萎缩是饥饿所特有的，并且是衰老的常见结果。它也是严  重的人类疾病的

几乎普遍的后果，所述疾病包括癌症、慢性肾衰竭、  充血性心力衰竭、慢性呼吸道疾病、胰

岛素缺乏、急性危重病、慢性  感染(例如HIV/AIDS)、肌去神经和限制肌肉使用的许多其它

医学和  外科疾患。但是，预防或逆转人类患者中骨骼肌萎缩的医学治疗并不  存在。因此，

成千上万的个体患有肌萎缩的后遗症，包括虚弱、跌倒、  骨折、机会性呼吸道感染和丧失生

活自理能力(loss  of  independence)。  骨骼肌萎缩给个体、他们的家庭以及整个社会带来

了巨大的负担。

[0008] 骨骼肌萎缩的发病机制没有被很好地理解。不过还是取得了重要  的进展。例如，

此前已描述胰岛素/IGF1信号转导促进肌肥大并且抑  制肌萎缩，但是萎缩诱导的应激(例

如禁食或肌去神经)减少所述胰岛  素/IGF1信号转导(Bodine  SC等人(2001)Nat  Cell 

Biol  3(11):1014-1019；Sandri  M等人(2004)Cell  117(3):399-412l；Stitt  TN  等人

(2004)Mol  Cell  14(3):395-403；Hu  Z等人(2009)The  Journal  of  clinical 

investigation  119(10):3059-3069；Dobrowolny  G等人(2005)The  Journal  of  cell 

biology  168(2):193-199；Kandarian  SC  &  Jackman  RW  (2006)Muscle  &  nerve  33(2):

155-165；Hirose  M等人(2001)Metabolism:  clinical  and  experimental  50(2):216-

222；Pallafacchina  G等人(2002)  Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences 

of  the  United  States  of  America  99(14):9213-9218)。胰岛素/IGF1信号转导的促肥厚

和抗萎缩  作用至少部分通过磷酸肌醇3-激酶(PI3K)增加的活性和其下游效应  器(包括

Akt和哺乳动物雷帕霉素靶标复合物1(mTORCl))来介导  (Sandri  M(2008)Physiology

(Bethesda)23:160-170；Glass  DJ(2005)The  international  journal  of  biochemistry 

&  cell  biology  37(10):1974-1984)。

[0009] 另一个重要的进展来自萎缩的啮齿动物肌肉的微阵列研究  (Lecker  SH等人

(2004)Faseb  J  18(1):39-51；Sacheck  JM等人(2007)  Faseb  J  21(1):140-155；Jagoe  RT

等人Faseb  J  16(13):1697-1712)。那  些研究显示，若干看似不同的萎缩诱导的应激(包括

禁食、肌去神经  和严重的系统性疾病)使骨骼肌mRNA表达产生了许多常见的变化。  那些萎

说　明　书 1/146 页

5

CN 104688745 B

5



缩相关的变化中的一些促进了小鼠的肌萎缩；这些包括诱导编  码atroginI/MAFbx和MuRF1

(催化蛋白水解事件的2个E3泛素连接  酶)的mRNA，并抑制编码PGC-lα(抑制肌萎缩的转录

辅助激活因子) 的mRNA(Sandri  M等人(2006)Proceedings  of  the  National  Academy  of 

Sciences  of  the  United  States  of  America  103(44):16260-16265；Wenz  T  等人

Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences  of  the  United  States  of 

America  106(48):20405-20410；Bodine  SC等人(2001)Science  (New  York ,N .Y  294

(5547):1704-1708；Lagirand-Cantaloube  J等人(2008)  The  EMBO  journal  27(8):1266-

1276；Cohen  S等人(2009)The  Journal  of  cell  biology  185(6):1083-1095；Adams  V等

人(2008)Journal  of  molecular  biology  384(1):48-59)。但是，仍未确定在萎缩的啮齿

动物肌 肉中增加或减少的许多其它mRNA的作用。关于人类肌萎缩机制的  数据更为有限，

尽管有可能涉及atrogin-l和MuRF1(Leger  B等人(2006)  Faseb  J  20(3):583-585；Doucet 

M等人(2007)American  journal  of  respiratory  and  critical  care  medicine  176(3):

261-269；Levine  S等人  (2008)The  New  England  journal  of  medicine  358(13):1327-

1335)。

[0010] 尽管在理解肌萎缩的生理学和病理生理学中取得了进展，但仍然  缺乏这样的化

合物：其既是肌肉生长有力的、有效的和选择性的调节  剂，又在肌萎缩相关的以及涉及肌

萎缩或者需要增加肌肉质量的疾病 的治疗中有效。这些需要和其它需要均可通过本发明

得以满足。

[0011] 概述

[0012] 根据本发明的目的，如本文所体现和广泛描述，本发明在一方面  涉及用于通过向

需要其的受试者提供有效量的熊果酸或其衍生物来  抑制肌萎缩和增加肌肉质量的方法的

化合物，以及包含用于所述方法 的化合物的药物组合物。

[0013] 在另一方面，本发明的目的，如本文所体现和广泛描述，本发明  在一方面涉及用

于调节肌肉生长的方法、抑制肌萎缩和增加肌肉质量 的方法、诱导骨骼肌肥大的方法、增

强组织生长的方法的化合物，以  及包含用于所述方法的化合物的药物组合物。

[0014] 所公开的是用于预防或治疗动物肌萎缩的方法，该方法包括向动  物施用下式的

化合物：

[0015]

[0016] 其中每个-----为任选的共价键，且R0任选地存在；其中n为0  或1；其中R0，当存在

时，为氢；其中R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；  其中R1b选自C1-C6烷基；或其中R1a和R1b是共

价键合的，并且连  同中间碳一起，共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的 

C2-C5杂环烷基；其中R2a和R2b独立选自氢和–OR11，条件是至少  R2a和R2b之一为–OR11；或其中
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R2a和R2b共同包含＝O；其中每个R3a和R3b独立选自氢、羟基、C1-C6烷基和C1-C6烷氧基，条件

是R3a和R3b不同时为羟基；或其中R3a和R3b是共价键合的，并且连同中间  碳一起，共同包含任

选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的C2-C5  杂环烷基；其中每个R4、R5和R6独立选自C1-

C6烷基；其中R7选 自C1-C6烷基、–CH2OR12和–C(O)ZR12；其中R8选自氢和C1-C6烷  基；其中每

个R9a和R9b独立选自氢和C1-C6烷基，条件是R9a和R9b不同时为氢；或其中R9a和R9b是共价键合

的，且连同中间碳一起，  共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的C2-C5杂环烷 

基；其中R10选自氢和C1-C6烷基；其中每个R11独立选自氢、C1-C6  烷基、C1-C5杂烷基、C3-C6

环烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳  基和–C(O)R14；其中R11，在允许的情况下，经选自氰基、

酰基、氟  代、氯代、溴代、碘代、甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟  基、乙酰氧基、甲氧

基、乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；  其中R12选自氢和具有1-20个碳的任选经取

代的有机残基；其中Z  选自–O–和–NR13–；其中R13选自氢和C1-C4烷基；或者，其中Z为  N，R12

和R13是共价键合的且–NR12R13包含下式的部分：

[0017]

[0018] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、  水合物、溶剂

合物或多晶型物，以有效预防或治疗动物肌萎缩的量，  其中当该化合物为熊果酸、乳香酸、

科罗索酸、桦木酸或UA0713时， 所述量大于每天1000。

[0019] 还公开了用于增加动物肌肉质量和/或肌肉力量的方法，所述方  法包括向所述动

物施用下式的化合物：

[0020]

[0021] 其中每个-----为任选的共价键，且R0任选地存在；其中n为0  或1；其中R0，当存在

时，为氢；其中R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；  其中R1b选自C1-C6烷基；或其中R1a和R1b是共

价键合的，并且连  同中间碳一起，共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的 

C2-C5杂环烷基；其中R2a和R2b独立选自氢和–OR11，条件是至少  R2a和R2b之一为–OR11；或其中

R2a和R2b共同包含＝O；其中每个R3a和R3b独立选自氢、羟基、C1-C6烷基和C1-C6烷氧基，条件

是R3a和R3b不同时为羟基；或其中R3a和R3b是共价键合的，并且连同中间  碳一起，共同包含任

选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的C2-C5  杂环烷基；其中每个R4、R5和R6独立选自C1-

C6烷基；其中R7选 自C1-C6烷基、–CH2OR12和–C(O)ZR12；其中R8选自氢和C1-C6烷  基；其中每

个R9a和R9b独立选自氢和C1-C6烷基，条件是R9a和R9b不同时为氢；或其中R9a和R9b是共价键合

的，且连同中间碳一起，  共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的C2-C5杂环烷 
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基；其中R10选自氢和C1-C6烷基；其中每个R11独立选自氢、C1-C6  烷基、C1-C5杂烷基、C3-C6

环烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳  基和–C(O)R14；其中R11，在允许的情况下，经选自氰基、

酰基、氟  代、氯代、溴代、碘代、甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟  基、乙酰氧基、甲氧

基、乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；  其中R12选自氢和具有1-20个碳的任选经取

代的有机残基；其中Z  选自–O–和–NR13–；其中R13选自氢和C1-C4烷基；或者，其中Z为  N，R12

和R13是共价键合的且–NR12R13包含下式的部分：

[0022]

[0023] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、  水合物、溶剂

合物或多晶型物，以有效增加肌肉质量和/或肌肉力量 的量，其中当该化合物为熊果酸、乳

香酸、科罗索酸、桦木酸或UA0713 时，所述量大于每天约1000mg。

[0024] 还公开了用于增强体外组织生长的方法，所述方法包括向所述组  织施用下式的

化合物：

[0025]

[0026] 其中每个-----为任选的共价键，且R0任选地存在；其中n为0  或1；其中R0，当存在

时，为氢；其中R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；  其中R1b选自C1-C6烷基；或其中R1a和R1b是共

价键合的，并且连  同中间碳一起，共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的 

C2-C5杂环烷基；其中R2a和R2b独立选自氢和–OR11，条件是至少  R2a和R2b之一为–OR11；或其中

R2a和R2b共同包含＝O；其中每个R3a和R3b独立选自氢、羟基、C1-C6烷基和C1-C6烷氧基，条件

是R3a和R3b不同时为羟基；或其中R3a和R3b是共价键合的，并且连同中间  碳一起，共同包含任

选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的C2-C5  杂环烷基；其中每个R4、R5和R6独立选自C1-

C6烷基；其中R7选 自C1-C6烷基、–CH2OR12和–C(O)ZR12；其中R8选自氢和C1-C6烷  基；其中每

个R9a和R9b独立选自氢和C1-C6烷基，条件是R9a和R9b不同时为氢；或其中R9a和R9b是共价键合

的，且连同中间碳一起，  共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的C2-C5杂环烷 

基；其中R10选自氢和C1-C6烷基；其中每个R11独立选自氢、C1-C6  烷基、C1-C5杂烷基、C3-C6

环烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳  基和–C(O)R14；其中R11，在允许的情况下，经选自氰基、

酰基、氟  代、氯代、溴代、碘代、甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟  基、乙酰氧基、甲氧

基、乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；  其中R12选自氢和具有1-20个碳的任选经取

代的有机残基；其中Z  选自–O–和–NR13–；其中R13选自氢和C1-C4烷基；或者，其中Z为  N，R12

和R13是共价键合的且–NR12R13包含下式的部分：
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[0027]

[0028] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、  水合物、溶剂

合物或多晶型物，以有效增强组织生长的量。

[0029] 还公开了用于增强哺乳动物肌肉形成的方法，所述方法包括向所  述哺乳动物施

用下式的化合物：

[0030]

[0031] 其中R11选自氢、C1-C6烷基、C1-C5杂烷基、C3-C6环烷基、  C4-C6杂环烷基、苯基、杂

芳基和–C(O)R14；其中R11，在允许的情  况下，经选自氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、甲

基、乙基、  丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲氧基、乙氧基、丙氧  基和丁氧基的0-2

个基团取代；其中R12选自氢和具有1-20个碳的任  选经取代的有机残基；其中Z选自–O–和–

NR13–；其中R13选自氢和  C1-C4烷基；或者，其中Z为N，R12和R13是共价键合的且–NR12R13包含

下式的部分：

[0032]

[0033] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、  水合物、溶剂

合物或多晶型物，以大于每天约1000mg且有效增强哺  乳动物肌肉形成的量。

[0034] 还公开了对熊果酸类似物在动物中性能增强的用途(performance  enhancing 

use)进行测试的方法，所述方法包括：(a)从动物得到生物试  样；和(b)测量下式化合物的

量：

[0035]
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[0036] 其中每个-----为任选的共价键，且R0任选地存在；其中n为0  或1；其中R0，当存在

时，为氢；其中R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；  其中R1b选自C1-C6烷基；其中R2a和R2b之一

为–OR11，且另一个为  氢；其中每个R3a和R3b独立选自氢、羟基、C1-C6烷基和C1-C6烷  氧基，

条件是R3a和R3b不同时为羟基；其中每个R4、R5和R6独立  选自C1-C6烷基；其中R7选自C1-C6烷

基和–C(O)ZR12；其中R8选  自氢和C1-C6烷基；其中每个R9a和R9b独立选自氢和C1-C6烷基， 

条件是R9a和R9b不同时为氢；其中R10选自氢和C1-C6烷基；其中  R11选自氢、C1-C6烷基、C1-C5

杂烷基、C3-C6环烷基、C4-C6杂环  烷基、苯基、杂芳基和–C(O)R14；其中R11，在允许的情况

下，经选 自氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、甲基、乙基、丙基、丁基、  戊基、己基、羟基、

乙酰氧基、甲氧基、乙氧基、丙氧基和丁氧基的  0-2个基团取代；其中R12选自氢和具有1-20

个碳的任选经取代的有  机残基；其中Z选自–O–和–NR13–；其中R13选自氢和C1-C4烷基；  且

其中R14为C1-C6烷基并经选自氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、  碘代、甲基、乙基、丙基、丁基、

戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲  氧基、乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学

上可接 受的盐、水合物、溶剂合物或多晶型物，在所述试样中的量以确定在  所述试样中是

否存在超生理学量的所述化合物；其中在所述试样中所  述化合物超生理学的量指示所述

化合物的性能增强用途。

[0037] 还公开了药物组合物，其包含药学上可接受载体和有效量的下式 化合物：

[0038]

[0039] 其中每个-----为任选的共价键，且R0任选地存在；其中n为0  或1；其中R0，当存在

时，为氢；其中R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；  其中R1b选自C1-C6烷基；或其中R1a和R1b是共

价键合的，并且连  同中间碳一起，共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的 

C2-C5杂环烷基；其中R2a和R2b独立选自氢和–OR11，条件是至少  R2a和R2b之一为–OR11；或其中

R2a和R2b共同包含＝O；其中每个R3a和R3b独立选自氢、羟基、C1-C6烷基和C1-C6烷氧基，条件

是R3a和R3b不同时为羟基；或其中R3a和R3b是共价键合的，并且连同中间  碳一起，共同包含任

选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的C2-C5  杂环烷基；其中每个R4、R5和R6独立选自C1-

C6烷基；其中R7选 自C1-C6烷基、–CH2OR12和–C(O)ZR12；其中R8选自氢和C1-C6烷  基；其中每

个R9a和R9b独立选自氢和C1-C6烷基，条件是R9a和R9b不同时为氢；或其中R9a和R9b是共价键合

的，且连同中间碳一起，  共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的C2-C5杂环烷 

基；其中R10选自氢和C1-C6烷基；其中每个R11独立选自氢、C1-C6  烷基、C1-C5杂烷基、C3-C6

环烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳  基和–C(O)R14；其中R11，在允许的情况下，经选自氰基、

酰基、氟  代、氯代、溴代、碘代、甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟  基、乙酰氧基、甲氧

基、乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；  其中R12选自氢和具有1-20个碳的任选经取

代的有机残基；其中Z  选自–O–和–NR13–；其中R13选自氢和C1-C4烷基；或者，其中Z为  N，R12
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和R13是共价键合的且–NR12R13包含下式的部分：

[0040]

[0041] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、  水合物、溶剂

合物或多晶型物，以有效预防或治疗动物肌萎缩的量，  其中当该化合物为熊果酸、乳香酸、

科罗索酸、桦木酸或UA0713时， 所述量大于每天约1000mg。

[0042] 还公开了试剂盒，其包含具有由下式表示的结构的至少一个化合  物：

[0043]

[0044] 其中每个-----为任选的共价键，且R0任选地存在；其中n为0  或1；其中R0，当存在

时，为氢；其中R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；  其中R1b选自C1-C6烷基；或其中R1a和R1b是共

价键合的，并且连  同中间碳一起，共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的 

C2-C5杂环烷基；其中R2a和R2b独立选自氢和–OR11，条件是至少  R2a和R2b之一为–OR11；或其中

R2a和R2b共同包含＝O；其中每个R3a和R3b独立选自氢、羟基、C1-C6烷基和C1-C6烷氧基，条件

是R3a和R3b不同时为羟基；或其中R3a和R3b是共价键合的，并且连同中间  碳一起，共同包含任

选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的C2-C5  杂环烷基；其中每个R4、R5和R6独立选自C1-

C6烷基；其中R7选 自C1-C6烷基、–CH2OR12和–C(O)ZR12；其中R8选自氢和C1-C6烷  基；其中每

个R9a和R9b独立选自氢和C1-C6烷基，条件是R9a和R9b不同时为氢；或其中R9a和R9b是共价键合

的，且连同中间碳一起，  共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的C2-C5杂环烷 

基；其中R10选自氢和C1-C6烷基；其中每个R11独立选自氢、C1-C6  烷基、C1-C5杂烷基、C3-C6

环烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳  基和–C(O)R14；其中R11，在允许的情况下，经选自氰基、

酰基、氟  代、氯代、溴代、碘代、甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟  基、乙酰氧基、甲氧

基、乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；  其中R12选自氢和具有1-20个碳的任选经取

代的有机残基；其中Z  选自–O–和–NR13–；其中R13选自氢和C1-C4烷基；或者，其中Z为  N，R12

和R13是共价键合的且–NR12R13包含下式的部分：

[0045]

[0046] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、  水合物、溶剂

合物或多晶型物，以及下列的一种或多种：(a)蛋白补充  剂；(b)合成代谢剂；(c)分解代谢
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剂；(d)饮食补充剂；(e)已知治疗与  肌肉消耗相关的病症的至少一种药剂；(f)用于治疗与

胆碱能活性相关 的病症的说明书；或(g)用于使用所述化合物以增加肌肉质量和/或肌 肉

力量的说明书。

[0047] 还公开了用于制备与肌萎缩或需要增加肌肉质量相关的药物的  方法，所述方法

包括将至少一种公开的化合物或至少一种公开的产品  与药学上可接受的载体或稀释剂组

合。

[0048] 还公开了公开的化合物或公开的产物在制备用于治疗与肌萎缩  或需要增加肌肉

质量相关的病症的药物中的用途。

[0049] 尽管可在具体的法定类别(例如系统法定类别)中描述和要求本发  明的方面，但

这仅仅为了方便，并且本领域的技术人员应理解可在任  何法定类别中描述和要求本发明

的每个方面。

[0050] 除非另外清楚地陈述，否则绝无意将本文列出的任何方法或方面  理解为要求将

它的步骤以特定的次序来实施。因此，在权利要求书或  说明书中的方法的权利要求没有具

体陈述步骤被限制于特定次序的  情况下，绝无意在任何方面推测次序。这适用于以解释为

基础的任何  可能的不表达，其包括关于步骤的排列或操作流程的逻辑问题、源自  语法结

构或标点的明显含义，或在说明书中所述方面的编号或类型。

[0051] 附图简述

[0052] 并入并构成本说明书部分的附图说明了若干方面并连同此描述  共同用于解释本

发明的原理。

[0053] 图1显示了导致促进骨骼肌生长和抑制骨骼肌萎缩的药物化合  物的发现过程的

概述图。

[0054] 图2显示了关于禁食对健康成年人骨骼肌mRNA表达的影响的  代表性数据。

[0055] 图3显示了人类骨骼肌的代表性禁食响应mRNA的qPCR分析。

[0056] 图4显示了关于鉴定熊果酸为禁食诱导的骨骼肌萎缩抑制剂的  代表性数据。

[0057] 图5显示了关于鉴定熊果酸为去神经诱导的骨骼肌萎缩抑制剂 的代表性数据。

[0058] 图6显示了关于熊果酸介导诱导肌肥大的代表性数据。

[0059] 图7显示了关于熊果酸对小鼠骨骼肌特异性强直性张力影响的  代表性数据。

[0060] 图8显示了关于熊果酸对肌肉生长、萎缩基因表达、营养基因表  达和骨骼肌IGF-I

信号转导的影响的代表性数据。

[0061] 图9显示了关于熊果酸对IGF1基因外显子的骨骼肌表达、脂肪  IGF1  mRNA表达和

骨骼肌胰岛素信号转导的影响的代表性数据。

[0062] 图10显示了熊果酸对脂肪过多(adiposity)的影响的代表性数据。

[0063] 图11显示了关于熊果酸对摄食量、肝重量、肾重量和血浆ALT、  胆红素和肌酸酐浓

度的影响的代表性数据。

[0064] 图12显示了关于熊果酸在肥胖和代谢综合征的小鼠模型中对体  重增加、白色脂

肪组织重量、骨骼肌重量、棕色脂肪组织重量和能量  消耗的影响的代表性数据。

[0065] 图13显示了关于熊果酸在肥胖和代谢综合征的小鼠模型中对肥  胖相关的糖尿病

前期、糖尿病、脂肪肝病和高脂血症的影响的代表性 数据。

[0066] 图14显示了关于齐墩果酸对骨骼肌质量的影响的代表性数据。
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[0067] 图15显示了关于PTP1B的靶向抑制对骨骼肌生长的影响的代表 性数据。

[0068] 图16显示了关于熊果酸血清浓度对肌肉质量和脂肪过多的影响 的代表性数据。

[0069] 本发明另外的优势将部分列于随后的说明中，而部分可从描述中 明显地看出，或

可通过实践本发明而得知。本发明的优势将通过在所 附权利要求中具体指出的要素和组

合来实现和获得。应理解，前述一  般说明和下列详细说明二者只是示例性的和解释性的，

并且不限制所  要求保护的本发明。

[0070] 描述

[0071] 可通过引用本发明的下列详细说明和其中包括的实施例来更容  易地理解本发

明。

[0072] 在将本发明的化合物、组合物、物品、系统、装置和/或方法公  开和描述之前，应理

解它们不限于特定的合成方法(除非另外指明)或  具体的试剂(除非另外指明)，因此当然

可以改变。还应理解本文使用 的术语仅仅是为了描述具体方面的目的，而无意限制。尽管

可将类似  或等同于本文所描述的那些的任何方法和材料用于本发明的实践或  测试，但现

在描述的是示例性的方法和材料。

[0073] 将本文涉及的所有公布通过引用并入本文以公开和描述与引用 的公布有关的方

法和/或材料。本文讨论的公布仅为它们在本申请的  提交日期之前的公开提供。本文的任

何内容不应解释为承认本发明不  享有先于由于在先发明的此类公开。而且，本文提供的公

布的日期可  与实际公布日期不同，其可能需要单独确认。

[0074] A.定义

[0075] 如本文使用，对于包括有机化合物的化合物的命名法可使用通用  名、IUPAC、

IUBMB或CAS推荐命名法来给出。当存在一个或多个  立体化学特征时，可采用立体化学的

Cahn-Ingold-Prelog规则以指明  立体化学优先权、E/Z规格(specification)等。如果通过

使用命名惯例  来系统性简化化合物结构，或通过市售软件例如  C H E M D R A W T M

(Cambridgesoft  Corporation,U.S.A.)给出了命名，本领  域的技术人员可以容易地确定

化合物的结构。

[0076] 如在本说明书和所附权利要求中使用，除非上下文另外清楚地指 明，否则单数形

式“一个”、“一种”和“该”包括复数指示物。因此，例  如，涉及“一个官能团”、“一种烷基”或

“一个残基”包括两个或更多个 这类官能团、烷基或残基等的混合物。

[0077] 本文可将范围表达为从“约”一个具体的值，和/或至“约”另一个具  体的值。当表

达这类范围时，另一个方面包括从一个具体的值和/或  至另一个具体的值。类似地，当通过

使用前述的“约”将值表达为近似  值时，应理解该具体的值就形成了另一个方面。应进一步

理解，每个  范围的端点显著地与另一个端点相关，且不依赖于另一个端点。还应  理解，有

许多本文公开的值，并且除了该值自身之外每个值也在本文  中公开为“约”该具体值。例

如，如果公开了值“10”，那么也公开了“约  10”。也应理解，还公开了在两个具体单元之间的

每个单元。例如，  如果公开了10和15，那么也公开了11、12、13、14。

[0078] 在说明书和最后的权利要求书中涉及的在组合物中具体的元素  或成分的重量份

表示在重量份表达的该组合物或物品中的该元素或  成分和任何其它元素或成分之间的重

量关系。因此，在含有2重量份 的成分X和5重量份的成分Y的化合物中，X和Y以2:5的重量比 

存在，且无论在化合物中是否含有另外的组分它们都以这种比例存  在。
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[0079] 除非相反地明确陈述，否则成分的重量百分比(wt.％)基于包含该  成分的制剂或

组合物的总重量。

[0080] 如本文使用，术语“任选的”或“任选地”意指随后描述的事件或情  况可能发生或

可能不发生，且该描述包括所述事件或情况发生的实例 以及不发生的实例。

[0081] 如本文使用，“熊果酸”指熊果酸，或含有来自例如苹果、圣罗勒  (holy  basil)、越

桔、蔓越橘、接骨木花、薄荷、薰衣草、牛至、百里  香、鼠尾草(sage)、山楂、熊果或西梅

(prunes)的植物的熊果酸的提取  物。

[0082] 如本文使用，“熊果酸衍生物”指科罗索酸、桦木酸、常春藤皂苷  元、乳香酸、

UA0713、经取代的熊果酸类似物、乌苏烷化合物或在  动物中包括在人类中预防肌萎缩、减

少肌萎缩、增加肌肉质量、增加  肌肉力量，增加Akt磷酸化、增加S6K磷酸化或刺激已知在

Akt磷  酸化或S6K磷酸化之前或之后的生化事件的任何其它的五环三萜酸。  例如，且不限

于，已知在Akt磷酸化或S6K磷酸化之前或之后的生  化事件可为例如下列事件：胰岛素受体

磷酸化、IGF-I受体磷酸化、  胰岛素受体底物(IRS)蛋白磷酸化、磷酸肌醇-3激酶磷酸化、磷

酸肌  醇-3激酶活化、磷酸肌醇依赖性激酶1活化、哺乳动物雷帕霉素靶标 复合物2活化、肾

上腺素能受体活化、异源三聚体G蛋白活化、腺  苷酸环化酶活化、细胞内环AMP增加、AMP激

酶活化、蛋白激酶A 活化、蛋白激酶C活化、CREB活化、分裂原活化蛋白激酶途径活化、 哺乳

动物雷帕霉素靶标复合物1活化、4E-BP1磷酸化、4E-BP1失活、  GSK3β磷酸化、GSK3β失活、蛋

白合成增加、葡萄糖摄取增加、Foxo  转录因子磷酸化、Foxo转录因子失活、Cdkn1a磷酸化、

Cdkn1a失活、  atrogin-1  mRNA减少、MuRF1  mRNA减少、VEGFA  mRNA增加或  IGF1  mRNA增加。

[0083] 如本文使用，术语“受试者”指施用的靶标，例如动物。因此，本  文公开的方法的受

试者可为脊椎动物，例如哺乳动物、鱼、鸟、爬行  动物或两栖动物。或者，本文公开的方法的

受试者可为人类、非人灵  长类、马、猪、兔、犬、绵羊、山羊、牛、猫、豚鼠或啮齿动物。该  术语

不表示具体的年龄或性别。因此，意在涵盖成年和新生儿受试者  及胎儿，无论雄性或雌性。

在一方面，所述受试者为哺乳动物。患者  指患有疾病或病症的受试者。术语“患者”包括人

类和兽类受试者。在  公开的方法的某些方面，在施用步骤之前已诊断受试者需要一个或多 

个肌肉病症的治疗。在公开的方法的某些方面，在施用步骤之前已诊 断受试者需要增加肌

肉质量。在公开的方法的某些方面，在施用步骤 之前已诊断受试者需要增加肌肉质量。

[0084] 如本文使用，术语“治疗”指对意在治愈、改善、稳定或预防疾病、  病理状况或病症

的患者的医学管理。该术语包括直接治疗，即具体涉  及改善疾病、病理状况或病症的治疗，

并且也包括病因治疗，即具体  涉及消除相关疾病、病理状况或病症的病因的治疗。此外，该

术语包  括姑息治疗，即设计用于缓解症状而不是治愈该疾病、病理状况或病  症的治疗；预

防性治疗，即涉及最小化或部分或完全抑制相关疾病、  病理状况或病症发展的治疗；和支

持性治疗，即涉及改善相关疾病、  病理状况或病症的用于补充另一个特定治疗的治疗。在

不同方面，该  术语涵盖了包括哺乳动物(例如人类)的受试者的任何治疗，且包括：  (i)预

防疾病在可被诱发该疾病但尚未诊断患有其的受试者中发生；(ii)  抑制疾病，即阻止其发

展；或(iii)缓解疾病，即使该疾病消退。在一  方面，所述受试者为哺乳动物例如灵长类，而

在另一方面，所述受试  者为人类。术语“受试者”也包括驯养动物(例如猫、犬等)、家畜(例

如 牛、马、猪、绵羊、山羊等)和实验动物(例如小鼠、兔、大鼠、豚鼠、 果蝇等)。

[0085] 如本文使用的术语“预防(prevent)”或“预防(preventing)”指排除、 阻止、避免、
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预防、停止或妨碍某事发生，特别是通过预先的行动。  应理解，在本文使用减少、抑制或预

防的情况下，除非另外具体地指 明，否则也清楚地公开了另外2个词的使用。

[0086] 如本文使用，术语“诊断”意指已接受由技术人员(例如医师)进行 的身体检查，并

发现患有可诊断或通过本文公开的化合物、组合物或  方法治疗的疾患。例如，“诊断患有肌

萎缩病症”意指已接受由技术人  员(例如医师)进行的身体检查，并发现患有可诊断或通过

可增加肌肉  质量的化合物组合物治疗的疾患。作为另一个实例，“诊断需要增加  肌肉质

量”指已接受由技术人员(例如医师)进行的身体检查，并发现患  有以肌萎缩为特征的疾患

或其中增加肌肉质量将对受试者有益的其  它疾病。这种诊断可涉及病症，例如如本文讨论

的肌萎缩等。

[0087] 如本文使用，短语“鉴定需要治疗病症”等指基于治疗病症的需要  来选择受试者。

例如，受试者可基于技术人员的早期诊断被鉴定为有  治疗病症(例如与肌萎缩相关的病

症)的需要，此后接受该病症的治疗。  预计在一方面，鉴定可由与作出诊断的人不同的人来

实施。还预计在  另一方面，施用可由随后实施施用的人实施。

[0088] 如本文使用，术语“施用(administering)”和“施用(administration)”  指向受试

者提供药物制剂的任何方法。这类方法是本领域技术人员熟  知的，且包括但不限于，口服

施用、经皮施用、通过吸入施用、鼻施  用、局部施用、阴道内施用、眼睛施用、耳内施用、大脑

内施用、直  肠施用、舌下施用、口腔施用，和包括可注射的例如静脉内施用、动  脉内施用、

肌内施用和皮下施用的胃肠外施用。施用可为连续的或间  歇的。在不同方面，可在治疗上

施用制剂；即施用以治疗存在的疾病  或疾患。在另外的不同方面，可将制剂预防性施用；即

施用用于预防  疾病或疾患。

[0089] 如本文使用的术语“接触”指使公开的化合物和细胞、靶受体或其  它生物实体以

化合物可影响靶标(例如受体、转录因子、细胞等)的活  性的方式直接(即通过与靶自身相

互作用)或间接(即通过与靶标的活  性所依赖的另一个分子、辅助因子、因子或蛋白相互作

用)而结合在 一起。

[0090] 如本文使用，术语“有效量(effective  amount)”和“有效的量(amount 

effective)”指足以获得所需结果或对不期望的疾患有作用的量。例如， “治疗有效量”指

足以获得所需治疗结果或对不期望的症状有作用，但  通常不足以引起不良副作用的量。用

于任何具体患者的特定的治疗有  效剂量水平将取决于多种因素，其包括所治疗的病症和

该病症的严重  性；所用的特定组合物；患者的年龄、体重、一般健康、性别和饮食；  施用时

间；施用途径；使用的特定化合物的排泄速率；治疗持续时间；  与所用的特定化合物和在医

学领域中熟知的相似因素组合或巧合使  用的药物。例如，在本领域技术范围之内众所周

知，在低于需要获得  所需的治疗作用的水平下开始化合物给药并逐渐增加剂量直至获得 

所需的作用。如果需要，为了施用的目的可将有效日剂量分成多剂量。 因此，单剂量组合物

可含有这类量或其约数以构成日剂量。如果发生  任何禁忌症，可由个别医师调节剂量。剂

量可以改变，并且可以以每  日一次或多次剂量施用，持续一天或若干天。可以在给定种类

药品的  适当剂量的文献中找到指导。在另外的不同方面，可将制剂以“预防  性有效量”施

用；即有效用于预防疾病或疾患的量。

[0091] 如本文使用，“EC50”意指生物过程或过程的组成部分50％增强或 活化所需要的物

质(例如化合物或药物)的浓度或剂量，所述物质包括  蛋白、亚基、细胞器、核糖核蛋白等。
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如本文在其它地方另外定义，  EC50也指在体内50％增强或活化所需要的物质的浓度或剂

量。或者，  EC50可指引起在基线和最大响应之间一半的响应的化合物的浓度或  剂量。该响

应可在体外或体内系统中进行测量，因为该系统是方便的 并适用于感兴趣的生物响应。例

如，该响应可使用培养的肌细胞或在  具有分离的肌纤维的离体器官培养系统中在体外进

行测量。或者，该  响应可使用适合的研究模型(例如啮齿动物，包括小鼠和大鼠)在体内  进

行测量。小鼠和大鼠可为具有感兴趣的表型特性(例如肥胖或糖尿  病)的近交系。适当地，

该响应可在转基因或基因敲除小鼠或大鼠中  进行测量，其中已将一个或多个基因引入或

敲除以适当复制疾病过 程。

[0092] 如本文使用的“IC 5 0”意指生物过程或过程的组成部分50％抑制或  减少

(diminuation)所需要的物质(例如化合物或药物)，包括蛋白、亚基、  细胞器、核糖核蛋白

等的浓度或剂量。如本文在其它地方另外定义，  IC50也指在体内50％抑制或减少所需要的

物质的浓度或剂量。或者，  IC50也指物质的一半最大(50％)抑制浓度(IC)或抑制剂量。响应

可在体  外或体内系统中进行测量，因为该系统是方便的并适用于感兴趣的生  物响应。例

如，响应可使用培养的肌细胞或在具有分离的肌纤维的离  体器官培养系统中在体外进行

测量。或者，响应可使用适合的研究模  型例如啮齿动物，包括小鼠和大鼠在体内进行测量。

小鼠和大鼠可为  具有感兴趣的表型特性(例如肥胖或糖尿病)的近交系。适当地，响应  可

在其中已将基因引入或敲除以适当复制疾病过程的转基因或基因  敲除小鼠或大鼠中进行

测量。

[0093] 术语“药学上可接受的”描述不是生物上或另外不希望的材料，即  不以有害方式

引起不可接受水平的不希望的生物作用或相互作用。

[0094] 如本文使用的术语“衍生物”指具有衍生自母体化合物(例如本文  公开的化合物)

结构的化合物，且其结构十分类似于本文公开的那些，  并且基于该相似性，本领域的技术

人员期望其显示与要求的化合物相 同或类似的活性和效用，或作为前体诱导与要求的化

合物相同或类似 的活性和效用。示例性的衍生物包括盐、酯、酰胺、酯或酰胺的盐和  母体

化合物的N-氧化物。

[0095] 如本文使用，术语“药学上可接受的载体”指无菌水性或非水性溶  液、分散剂、混

悬剂或乳剂，以及在即将使用前重构为无菌可注射溶  液或分散剂的无菌粉剂。适合的水性

和非水性载体、稀释剂、溶剂或  赋形剂的实例包括水、乙醇、多元醇(例如甘油、丙二醇、聚

乙二醇  等)、羧甲基纤维素及其适合的混合物、植物油(例如橄榄油)和可注射  的有机酯

(例如油酸乙酯)。例如可以通过使用包衣材料(例如卵磷脂)，  通过在分散的情况下维持所

需的粒度，并通过使用表面活性剂来维持  适当的流动性。这些组合物也可含有助剂，例如

防腐剂、润湿剂、乳  化剂和分散剂。可通过包含不同抗菌剂和抗真菌剂(例如对羟基苯甲 

酸酯、三氯叔丁醇、苯酚、山梨酸等)来确保预防微生物作用。也可  能需要包括等渗剂例如

糖、氯化钠等。可注射的药物形式的延长吸收  可由包含延缓吸收的药剂，例如单硬脂酸铝

和明胶引起。通过在生物  可降解聚合物，例如聚乳酸-聚乙醇酸交酯、聚(原酸酯)、聚(酸

酐)中  形成药物的微囊基质来制备可注射的贮库形式(depot  form)。根据药物  与聚合物

之比和所用的具体聚合物的性质，可以控制药物释放的速  率。还通过将药物放入与身体组

织相容的脂质体或微乳中来制备贮库  可注射制剂。可将可注射制剂例如通过截留细菌的

过滤器过滤或通过  掺入无菌固体组合物(在即将使用前可溶于或分散于无菌水或其它无 
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菌可注射介质中)形式的杀菌剂进行灭菌。适合的惰性载体可包括糖  例如乳糖。期望的是，

至少95重量％活性组分的颗粒具有0.01-10微  米范围的有效粒度。

[0096] 如在说明书和最后的权利要求书中使用的化学种类的残基指在  具体的反应方案

中所生成的化学种类的产物或随后的制剂或化学产  物的部分，无论该部分是否从化学种

类得到。因此，在聚酯中的乙二 醇残基指在聚酯中的一个或多个-OCH2CH2O-单元，无论是否

将乙二  醇用于制备聚酯。类似地，在聚酯中的癸二酸残基指在聚酯中的一个  或多个-CO

(CH2)8CO-部分，无论该残基是否通过将癸二酸或其酯反应 得到聚酯而得到。

[0097] 如本文使用，术语“经取代的”预计包括有机化合物的所有可允许 的取代基。在宽

的方面，可允许的取代基包括有机化合物的非环和环 的、支链和无支链的、碳环和杂环的，

以及芳族和非芳族的取代基。  示例性的取代基包括(例如)下文描述的那些。对于适合的有

机化合物  可允许的取代基可为一个或多个且相同或不同。为了本公开的目的，  杂原子(例

如氮)可具有氢取代基和/或满足杂原子的化合价的本文所  述有机化合物的任何可允许的

取代基。本公开无意以任何方式受限于  有机化合物的可允许的取代基。而且，术语“取代”

或“经取代的”包括  的隐含条件为这类取代基与经取代的原子和取代基允许的化合价一 

致，并且该取代基产生了稳定的化合物，例如不自发地经历转换(例  如通过重排、环化、消

除等)的化合物。预计在某些方面，除非相反  地清楚地指明，，否则个别取代基可进一步经

任选经取代(即进一步经 取代或未经取代)。

[0098] 在定义不同术语中，在本文中将“A1”、“A2”、“A3”和“A4”用作通  用符号以表示不同

特定的取代基。这些符号可为任何取代基，不限于  本文公开的那些，且当在一个实例中将

它们定义为某些取代基时，在  另一个实例中可将它们定义为某些其它的取代基。

[0099] 如本文使用的术语“烷基”为1-24个碳原子的支链或非支链饱和  烃基，例如甲基、

乙基、正丙基、异丙基、正丁基、异丁基、仲丁基、  叔丁基、正戊基、异戊基、仲戊基、新戊基、

己基、庚基、辛基、壬  基、癸基、十二烷基、十四烷基、十六烷基、二十烷基、二十四烷基  等。

烷基可为环状的或非环状的。烷基可为支链的或无支链的。烷基  也可为经取代的或未经取

代的。例如，烷基可经一个或多个基团取代，  所述基团包括但不限于如本文所述的烷基、环

烷基、烷氧基、氨基、  醚、卤化物、羟基、硝基、甲硅烷基、硫代-氧基(sulfo-oxo)或硫醇。 

“低级烷基”为含有1-6个(例如1-4个)碳原子的烷基。

[0100] 整个说明书的“烷基”通常用于指未经取代的烷基和经取代的烷  基二者；但是，也

将经取代的烷基通过鉴定烷基上特定的取代基在本  文中具体地指出。例如，术语“卤代的

烷基(halogenated  alkyl)”或“卤代  烷基(haloalkyl)”具体指经一个或多个卤化物(例如

氟、氯、溴或碘)取  代的烷基。术语“烷氧基烷基”具体指经如下文所述的一个或多个烷氧 

基取代的烷基。术语“烷基氨基”具体指经如下文所述的一个或多个氨  基等取代的烷基。当

将“烷基”用于一个实例，而将特定术语例如“烷  基醇”用于另一个时，并不意指术语“烷基”

不能同样指特定的术语例  如“烷基醇”等。

[0101] 也将本实践用于本文所述的其它基团。即，当术语例如“环烷基”  指未经取代或经

取代的环烷基部分二者时，可将经取代的部分在本文  中另外明确地鉴定；例如，可将具体

经取代的环烷基称为例如“烷基  环烷基”。类似地，可将经取代的烷氧基明确地称为例如

“卤代烷氧  基”，具体经取代的烯基可为例如“烯醇”等。此外，使用通用术语例  如“环烷基”

和特定的术语例如“烷基环烷基”的实践不意指通用术语 不能同样包括特定的术语。
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[0102] 如本文使用的术语“环烷基”为由至少3个碳原子组成的非芳族基  于碳的环。环烷

基的实例包括但不限于环丙基、环丁基、环戊基、环 己基、降冰片基等。术语“杂环烷基”为

如上文定义的一种环烷基，且  包含在术语“环烷基”的含义之内，其中环的碳原子的至少一

个被杂原  子(例如但不限于，氮、氧、硫或磷)取代。环烷基和杂环烷基可为经  取代的或未

经取代的。环烷基和杂环烷基可经一个或多个基团取代，  所述基团包括但不限于如本文所

述的烷基、环烷基、烷氧基、氨基、 醚、卤化物、羟基、硝基、甲硅烷基、硫代-氧基或硫醇。

[0103] 如本文使用的术语“聚烯基”为具有彼此连接的2个或更多个CH2基团。聚烯基可通

过式—(CH2)a—表示，其中“a”为2-500的整数。

[0104] 如本文使用的术语“烷氧基(alkoxy)”和“烷氧基(alkoxyl)”指通过  醚键键合的

烷基或环烷基；即，可将“烷氧基”定义为—OA1，其中A1为如上文定义的烷基或环烷基。“烷氧

基”也包括如所描述的烷氧基的  聚合物；即，烷氧基可为聚醚例如—OA1—OA2或  —OA1—

(OA2)a—OA3，其中“a”为1-200的整数且A1、A2和A3为烷  基和/或环烷基。

[0105] 如本文使用的术语“烯基”为具有包含至少一个碳-碳双键的结构  式的2-24个碳

原子的烃基。不对称结构例如(A1A2)C＝C(A3A4)意在包  括E和Z异构体二者。可在其中存在

不对称烯烃的本文结构式中对其  进行推测，或可通过键符号C＝C清楚地指明。烯基可经一

个或多个  基团取代，所述基团包括但不限于如本文所述的烷基、环烷基、烷氧  基、烯基、环

烯基、炔基、环炔基、芳基、杂芳基、醛、氨基、羧酸、  酯、醚、卤化物、羟基、酮、叠氮化物、硝

基、甲硅烷基、硫代-氧  基或硫醇。

[0106] 如本文使用的术语“环烯基”为由至少3个碳原子组成并包含至少  一个碳-碳双

键，即C＝C的非芳族的基于碳的环。环烯基的实例包括  但不限于，环丙烯基、环丁烯基、环

戊烯基、环烯丙基、环己烯基、  环己二烯基、降冰片烯基(norbornenyl)等。术语“杂环烯基”

为如上文  定义的一种环烯基，且包含在术语“环烯基”的含义之内，其中环的至  少一个碳

原子被杂原子(例如但不限于，氮、氧、硫或磷)取代。环烯  基和杂环烯基可为经取代的或未

经取代的。环烯基和杂环烯基可经一  个或多个基团取代，所述基团包括但不限于如本文所

述的烷基、环烷  基、烷氧基、烯基、环烯基、炔基、环炔基、芳基、杂芳基、醛、氨  基、羧酸、酯、

醚、卤化物、羟基、酮、叠氮化物、硝基、甲硅烷基、  硫代-氧基或硫醇。

[0107] 如本文使用的术语“炔基”为具有包含至少一个碳-碳三键的结构  式的2-24个碳

原子的烃基。炔基可经一个或多个基团取代，所述基 团包括但不限于如本文所述的烷基、

环烷基、烷氧基、烯基、环烯基、  炔基、环炔基、芳基、杂芳基、醛、氨基、羧酸、酯、醚、卤化物、 

羟基、酮、叠氮化物、硝基、甲硅烷基、硫代-氧基或硫醇。

[0108] 如本文使用的术语“环炔基”为由至少7个碳原子组成且包含至少  一个碳-碳三键

的非芳族基于碳的环。环炔基的实例包括但不限于，  环庚炔基、环辛炔基(cyclooctynyl)、

环壬炔基(cyclononynyl)等。术语 “杂环炔基”为如上文定义的一种环炔基，且包含在术语

“环炔基”的含  义之内，其中环的至少一个碳原子被杂原子(例如但不限于，氮、氧、  硫或

磷)取代。环炔基和杂环炔基可为经取代的或未经取代的。环炔  基和杂环炔基可经一个或

多个基团取代，所述基团包括但不限于如本  文所述的烷基、环烷基、烷氧基、烯基、环烯基、

炔基、环炔基、芳  基、杂芳基、醛、氨基、羧酸、酯、醚、卤化物、羟基、酮、叠氮化  物、硝基、甲

硅烷基、硫代-氧基或硫醇。

[0109] 如本文使用的术语“芳基”为包含任何基于碳的芳族基团的基团，  包括但不限于，
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苯、萘、苯基、联苯基、苯氧基苯等。术语“芳基”也  包括“杂芳基”，其被定义为含有芳族基团

(在该芳族基团的环内并入  至少一个杂原子)的基团。杂原子的实例包括但不限于，氮、氧、

硫  和磷。同样，术语“非杂芳基”(其也包含在术语“芳基”中)定义了含有  芳族基团、不含杂

原子的基团。芳基也可为经取代的或未经取代的。  芳基可经一个或多个基团取代，所述基

团包括但不限于如本文所述的  烷基、环烷基、烷氧基、烯基、环烯基、炔基、环炔基、芳基、杂

芳  基、醛、氨基、羧酸、酯、醚、卤化物、羟基、酮、叠氮化物、硝基、 甲硅烷基、硫代-氧基或硫

醇。术语“联芳基”为特定类型的芳基并包  含在“芳基”的定义中。联芳基指经稠环结构结合

在一起(如在萘中)， 或经一个或多个碳-碳键连接在一起(如在联苯中)的2个芳基。

[0110] 将如本文使用的术语“醛”通过式—C(O)H表示。整个说明书的 “C(O)”为羰基即C

＝O的简写。

[0111] 将如本文使用的术语“胺”或“氨基”通过式—NA1A2表示，其中  A1和A2可独立为如

本文所述的氢或烷基、环烷基、烯基、环烯基、 炔基、环炔基、芳基或杂芳基。

[0112] 将如本文使用的术语“烷基氨基”通过式—NH(-烷基)表示，其中  烷基为本文所述

的烷基。代表性的实例包括但不限于，甲氨基、乙氨  基、丙氨基、异丙氨基、丁氨基、异丁氨

基、(仲丁基)氨基、(叔丁基)  氨基、戊氨基、异戊氨基、(叔戊基)氨基、己氨基等。

[0113] 将如本文使用的术语“二烷基氨基”通过式—N(-烷基)2表示，其中  烷基为本文所

述的烷基。代表性的实例包括但不限于，二甲氨基、二 乙氨基、二丙氨基、二异丙氨基、二丁

氨基、二异丁氨基、二(仲丁  基)氨基、二(叔丁基)氨基、二戊氨基、二异戊氨基、二(叔戊基)

氨基、 二己氨基、N-乙基-N-甲氨基、N-甲基-N-丙氨基、N-乙基-N-丙氨基 等。

[0114] 将如本文使用的术语“羧酸”通过式—C(O)OH表示。

[0115] 将如本文使用的术语“酯”通过式—OC(O)A1或—C(O)OA1表示，  其中A1可为如本文

所述的烷基、环烷基、烯基、环烯基、炔基、环  炔基、芳基或杂芳基。将如本文使用的术语“聚

酯”通过式  —(A1O(O)C-A2-C(O)O)a—或—(A1O(O)C-A2-OC(O))a—表示，其中A1和A2可独立

为如本文所述的烷基、环烷基、烯基、环烯基、炔基、  环炔基、芳基或杂芳基且“a”为1-500的

整数。将“聚酯”作为术语用于  描述通过在具有至少2个羧酸基团的化合物和具有至少2个

羟基的化 合物之间的反应产生的基团。

[0116] 将如本文使用的术语“醚”通过式A1OA2表示，其中A1和A2可独  立为如本文所述的

烷基、环烷基、烯基、环烯基、炔基、环炔基、芳  基或杂芳基。将如本文使用的术语“聚醚”通

过—(A1O-A2O)a—表示，  其中A1和A2可独立为如本文所述的烷基、环烷基、烯基、环烯基、 炔

基、环炔基、芳基或杂芳基且“a”为1-500的整数。聚醚的实例包括 聚环氧乙烷、聚环氧丙烷

和聚环氧丁烷。

[0117] 如本文使用的术语“卤化物”指卤素氟、氯、溴、氟或碘。

[0118] 如本文使用的术语“杂环”指其中环成员的至少一个不是碳的单  环或多环的芳族

或非芳族的环系统。杂环包括氮杂环丁烷、二噁烷、  呋喃、咪唑、异噻唑、异噁唑、吗啉、噁

唑、包括1,2,3-噁二唑、1,2,5-  噁二唑和1,3,4-噁二唑的噁唑、哌嗪、哌啶、吡嗪、吡唑、哒

嗪、吡  啶、嘧啶、吡咯、吡咯烷、四氢呋喃、四氢吡喃、包括1,2,4,5-四嗪 的四嗪、包括1,2,

3,4-四唑和1,2,4,5-四唑的四唑、包括1,2,3-噻二唑、  1,2,5-噻二唑和1,3,4-噻二唑的噻

二唑、噻唑、噻吩、包括1,3,5-三嗪  和1,2,4-三嗪的三嗪、包括1,2,3-三唑、1,3,4-三唑的

三唑等。
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[0119] 将如本文使用的术语“羟基”通过式—OH表示。

[0120] 将如本文使用的术语“酮”通过式A1C(O)A2表示，其中A1和A2可独立为如本文所述

的烷基、环烷基、烯基、环烯基、炔基、环炔基、 芳基或杂芳基。

[0121] 将如本文使用的术语“叠氮化物”通过式—N3表示。

[0122] 将如本文使用的术语“硝基”通过式—NO2表示。

[0123] 将如本文使用的术语“腈”通过式—CN表示。

[0124] 将如本文使用的术语“甲硅烷基”通过式—SiA1A2A3表示，其中  A1、A2和A3可独立为

如本文所述的烷基、环烷基、烷氧基、烯基、  环烯基、炔基、环炔基、芳基或杂芳基。

[0125] 将如本文使用的术语“硫代-氧基”通过式—S(O)A1、—S(O)2A1、  —OS(O)2A1或—OS

(O)2OA1表示，其中A1可为如本文所述的氢或烷  基、环烷基、烯基、环烯基、炔基、环炔基、芳

基或杂芳基。整个本  说明书的“S(O)”为S＝O的简写。将术语“磺酰基”在本文中用于指通过 

式—S(O)2A1表示的硫代-氧基，其中A1可为如本文所述的氢或烷基、  环烷基、烯基、环烯基、

炔基、环炔基、芳基或杂芳基。将如本文使  用的术语“砜”通过式A1S(O)2A2表示，其中A1和A2

可独立为如本文  所述的烷基、环烷基、烯基、环烯基、炔基、环炔基、芳基或杂芳基。  将如本

文使用的术语“亚砜”通过式A1S(O)A2表示，其中A1和A2可  独立为如本文所述的烷基、环烷

基、烯基、环烯基、炔基、环炔基、 芳基或杂芳基。

[0126] 将如本文使用的术语“硫醇”通过式—SH表示。

[0127] 如本文使用的“R1”、“R2”、“R3”、“Rn”，其中n为整数，可独立  具有上文所列基团的

一个或多个。例如，如果R1为直链烷基，那么  烷基的氢原子之一可任选地经羟基、烷氧基、

烷基、卤化物等取代。  根据选择的基团，可将第一基团并入第二基团内，或者，可将第一基 

团侧链并入(即连接)至第二基团。例如，短语“包含氨基的烷基”，可  将氨基并入烷基主链

内。或者，可将氨基连接至烷基的主链。所选基 团的性质将会决定第一基团是嵌入还是连

接至第二基团。

[0128] 如本文所述，本发明的化合物可含有“任选经取代的”部分。通常，  术语“经取代

的”，无论术语“任选地”是否在其之前，都意指将指明部  分的一个或多个氢被适合的取代

基取代。除非另外指明，否则“任选  经取代的”基团可在基团的每个可取代的位置具有适合

的取代基，且  当在任何给定结构中超过一个位置可经选自特定基团的超过一个取  代基取

代时，所述取代基在每个位置可相同或不同。由本发明预想的  取代基的组合优选为导致形

成稳定的或化学上可行的化合物的那些。  也预计在某些方面，除非相反地清楚地指明，个

别取代基可进一步任  选经取代(即进一步经取代或未经取代)。

[0129] 如本文使用的术语“稳定的”指当为了本文公开目的的一个或多  个而使化合物接

受顾及它们的生产、检测和在某些方面它们的回收、  纯化、以及使用的条件时，其基本上不

改变。

[0130] 在“任选经取代的”基团的可取代的碳原子上适合的单价取代基  独立为卤素；–

(CH2)0–4R○；–(CH2)0–4OR○；-O(CH2)0-4R○、  –O–(CH2)0–4C(O)OR○；–(CH2)0–4CH(OR○)2；–(CH2)0–

4SR○；可经R○取  代的–(CH2)0–4Ph；可经R○取代的–(CH2)0–4O(CH2)0–1Ph；可经R○取代 的–CH＝

CHPh；可经R○取代的–(CH2)0–4O(CH2)0–1-吡啶基；–NO2；–CN；  –N3；-(CH2)0–4N(R○)2；–(CH2)0–4N

(R○)C(O)R○；–N(R○)C(S)R○；  –(CH2)0–4N(R○)C(O)NR○2；-N(R○)C(S)NR○2；–(CH2)0–4N(R○)C

(O)OR○；  –N(R○)N(R○)C(O)R○；-N(R○)N(R○)C(O)NR○2；-N(R○)N(R○)C(O)OR○；  –(CH2)0–4C(O)
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R○；–C(S)R○；–(CH2)0–4C(O)OR○；  –(CH2)0–4C(O)SR○；-(CH2)0–4C(O)OSiR○3；–(CH2)0–4OC(O)R○； 

–OC(O)(CH2)0–4SR–、SC(S)SR○；–(CH2)0–4SC(O)R○；  –(CH2)0–4C(O)NR○2；–C(S)NR○2；–C(S)SR○； 

–SC(S)SR○、-(CH2)0–4OC(O)NR○2；-C(O)N(OR○)R○；–C(O)C(O)R○；  –C(O)CH2C(O)R○；–C(NOR○)

R○；-(CH2)0–4SSR○；–(CH2)0–4S(O)2R○；  –(CH2)0–4S(O)2OR○；–(CH2)0–4OS(O)2R○；  –S(O)2NR○2；-

(CH2)0–4S(O)R○；-N(R○)S(O)2NR○2；–N(R○)S(O)2R○；  –N(OR○)R○；–C(NH)NR○2；–P(O)2R○；-P

(O)R○2；-OP(O)R○2；  –OP(O)(OR○)2；SiR○3；–(C1–4直链或支链亚烷基)O–N(R○)2；或–(C1–4直链

或支链亚烷基)C(O)O–N(R○)2，其中每个R○可为如下文所定义的  经取代的且独立为氢、C1–6

脂族、–CH2Ph、–O(CH2)0–1Ph、-CH2-(5-6  元杂芳环)或具有独立选自氮、氧或硫的0–4个杂原

子的5–6–元饱和 的、部分不饱和的或芳基的环，或者，尽管定义如上，但2个独立存  在的R○

连同其插入的原子一起形成具有独立选自氮、氧或硫的0-4  个杂原子的3–12–元饱和的、部

分不饱和的或芳基的单环或二环，其 可如下文定义被取代。

[0131] 在R○(或通过2个独立存在的R○连同其插入的原子一起形成的环)  上适合的单价

取代基独立为氢、–(CH2)0–2R●、–(卤R●)、(CH2)0–2OH、  –(CH2)0–2OR●、–(CH2)0–2CH(OR●)2；-O(卤

R●)、–CN、–N3、  –(CH2)0–2C(O)R●、–(CH2)0–2C(O)OH、–(CH2)0–2C(O)OR●、–(CH2)0–2SR●、  –

(CH2)0–2SH、–(CH2)0–2NH2、–(CH2)0–2NHR●、–(CH2)0–2NR●2、–NO2、  –SiR●3、–OSiR●3、-C(O)SR、–

(C1–4直链或支链亚烷基)C(O)OR●或  –SSR●，其中每个R●未经取代的或在“卤”在其之前的情

况下仅经一个  或多个卤素取代，且独立选自C1–4脂族、–CH2Ph、–O(CH2)0–1Ph或具  有独立选

自氮、氧或硫的0-4个杂原子的5–6–元饱和的、部分不饱和 的或芳基的环。在R○的饱和碳原

子上适合的二价取代基包括＝O和 ＝S。

[0132] 在“任选地取代的”基团的饱和碳原子上适合的二价取代基包括  下列：＝O、＝S、

＝NNR*2、＝NNHC(O)R*、＝NNHC(O)OR*、＝NNHS(O)2R*、  ＝NR*、＝NOR*、–O(C(R*2))2–3O–或–S(C

(R*2))2–3S–，其中每个独立存  在的R*选自氢、可如下文定义被取代的C1–6脂族或具有独立选

自氮、  氧或硫的0–4个杂原子的未经取代的5–6–元饱和的、部分不饱和的  或芳基的环。与

“任选经取代的”基团的邻位可取代的碳连接的适合的  二价取代基包括：–O(CR*2)2–3O–，其

中每个独立存在的R*选自氢、  可如下文定义被取代的C1–6脂族或具有独立选自氮、氧或硫

的0-4个  杂原子的未经取代的5–6–元饱和的、部分不饱和的或芳基的环。

[0133] 在R*的脂族基上的适合的取代基包括卤素、–R●、-(卤R●)、-OH、  –OR●、–O(卤R●)、–

CN、–C(O)OH、–C(O)OR●、–NH2、–NHR●、–NR●2或–NO2，其中每个R●未经取代的或在“卤”在其之

前的情况下仅经一  个或多个卤素取代，且独立为C1–4脂族、–CH2Ph、–O(CH2)0–1Ph或具  有独

立选自氮、氧或硫的0-4个杂原子的5–6–元饱和的、部分不饱和 的或芳基的环。

[0134] 在“ 任 选 经 取 代 的 ”基 团 的 可 取 代 的 氮 上 的 适 合 的 取 代 基 包 括 

其 中 每

个 独立为氢、可如下文所述被取代的C1–6脂族、未经取代 的–OPh或具有独立选自氮、氧或

硫的0–4个杂原子的5–6–元饱和的、  部分不饱和的或芳基的环，或尽管定义如上，但2个独

立存在的 连同其插入的原子一起形成具有独立选自氮、氧或硫的0-4个杂原子 的未经

取代的3–12–元饱和的、部分不饱和的或芳基的单环或二环。
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[0135] 在 的脂族基上的适合的取代基独立为卤素、–R●、-(卤  R●)、-OH、–OR●、–O(卤R
●)、–CN、–C(O)OH、–C(O)OR●、–NH2、  –NHR●、–NR●2或–NO2，其中每个R●未经取代的或在“卤”在

其之前 的情况下为仅经一个或多个卤素取代，且独立为C1–4脂族、–CH2Ph、  –O(CH2)0–1Ph或

具有独立选自氮、氧或硫的0-4个杂原子的5–6–元饱  和的、部分不饱和的或芳基的环。

[0136] 术语“离去基团”指带有成键电子、可被取代为稳态(stable  species) 的、具有拉

电子能力的原子(或原子团)。适合的离去基团的实例包括 卤化物和磺酸酯，包括但不限

于，三氟甲磺酸酯、甲磺酸酯、甲苯磺 酸酯、对溴苯磺酸酯和卤化物。

[0137] 术语“可水解的基团”和“可水解的部分”指例如在碱性或酸性条  件下能够经受水

解的官能团。可水解的残基的实例包括不限于酰基 卤、活化的羧酸和本领域已知的不同保

护基团(参见，例如，“Protective  Groups  in  Organic  Synthesis ,”T .W .Greene ,

P.G.M.Wuts,  Wiley-Interscience,1999)。

[0138] 术语“有机残基”定义了含有碳的残基，即包含至少一个碳原子的  残基，且包括但

不限于在上文定义的含有碳的基团、残基或原子团。  有机残基可含有不同杂原子，或通过

杂原子(包括氧、氮、硫、磷等)  与另一个分子键合。有机残基的实例包括但不限于烷基或取

代烷基、  烷氧基或经取代的烷氧基、单或二取代氨基、酰胺等。有机残基可优  选地包含1-

18个碳原子、1-15个碳原子、1-12个碳原子、1-8个碳原  子、1-6个碳原子或1-4个碳原子。在

另一方面，有机残基可包含2-18  个碳原子、2-15个碳原子、2-12个碳原子、2-8个碳原子、2-

4个碳  原子或2-4个碳原子。

[0139] 术语“残基”的极接近的同义词为如本说明书和最后的权利要求  书使用的术语

“原子团”，其指本文所述分子的片段、基团或亚结构，  而无论该分子如何被制备。例如，在

具体化合物中的2,4-噻吩烷二酮  原子团具有结构

[0140]

[0141] 无论是否将噻吩烷二酮用于制备化合物。在某些实施方案中，可  将原子团(例如

烷基)通过已键合至其上一个或多个“取代基原子团”进  一步修饰(即取代烷基)。在给定的

原子团中的原子的数目对本发明不  重要，除非本文其它地方相反地指明。

[0142] 如本文定义和使用的术语“有机原子团”含有一个或多个碳原子。  有机原子团可

具有例如1-26个碳原子、1-18个碳原子、1-12个碳原  子、1-8个碳原子、1-6个碳原子或1-4

个碳原子。在另一方面，有机  原子团可具有2-26个碳原子、2-18个碳原子、2-12个碳原子、

2-8  个碳原子、2-6个碳原子或2-4个碳原子。有机原子团常具有与有机  原子团的至少某些

碳原子结合的氢。不包含无机原子的有机原子团的  一个实例为5,6,7,8-四氢-2-萘基原子

团。在某些实施方案中，有机原  子团可含有结合在其上或在其中的1-10个无机杂原子，包

括卤素、  氧、硫、氮、磷等。有机原子团的实例包括但不限于烷基、取代烷基、  环烷基、取代

环烷基、单取代氨基、二取代氨基、酰氧基、氰基、羧  基、烷氧羰基、烷基羧酰胺、取代烷基羧

酰胺、二烷基羧酰胺、取代  二烷基羧酰胺、烷基磺酰基、烷基亚磺酰基、硫代烷基、硫代卤烷

基、  烷氧基、取代烷氧基、卤烷基、卤烷氧基、芳基、取代芳基、杂芳基、  杂环或取代杂环原
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子团，其中该术语在本文其它地方定义。包含杂原  子的有机原子团的几个非限制性实例包

括烷氧基原子团、三氟甲氧基  原子团、乙酰氧基原子团、二甲氨基原子团等。

[0143] 如本文定义和使用的术语“无机原子团”不含有碳原子并因此仅  包含不是碳的原

子。无机原子团包含选自氢、氮、氧、硅、磷、硫、  硒的原子的键合的组合，和例如氟、氯、溴和

碘的卤素，其可单独存  在或以其化学稳定的组合键合在一起。无机原子团具有10个或更

少，  或优选1-6个或1-4个如上文列出的键合在一起的无机原子。无机原  子团的实例包括

但不限于氨基、羟基、卤素、硝基、硫醇、硫酸根、  磷酸根，以及类似的通常已知的无机原子

团。无机原子团并没有键合  周期表的金属元素(例如碱金属、碱土金属、过渡金属、镧系金

属、  锕系金属)在其中，尽管这类金属离子有时可充当药学上可接受的阳  离子用于阴离子

无机原子团例如硫酸根、磷酸根等阴离子无机原子 团。无机原子团并不包含类金属元素例

如硼、铝、镓、锗、砷、锡、 铅或碲或惰性气体元素，除非本文在其它地方另外具体地指明。

[0144] 本文所述的化合物可含有一个或多个双键，并因此有可能产生顺  /反(E/Z)异构

体，以及其它构象异构体。除非相反地陈述，否则本发 明包括所有这类可能的异构体，以及

这类异构体的混合物。

[0145] 除非相反地陈述，否则具有仅显示为实线而不显示为楔形线或虚  线的化学键的

式预计了每种可能的异构体，例如每种对映异构体和非  对映异构体，以及异构体的混合

物，例如外消旋的或部分消旋的  (scalemic)混合物。本文所述的化合物可含有一个或多个

不对称中心， 并因此有可能产生非对映异构体和旋光异构体。除非相反地陈述，否  则本发

明包括所有这类可能的非对映异构体以及它们的外消旋的混  合物、其基本上纯的拆分的

对映异构体、所有可能的几何异构体，和  其药学上可接受的盐。也包括立体异构体的混合

物，以及分离的特定 的立体异构体。在用于制备这类化合物的合成操作期间，或在使用本 

领域技术人员已知的外消旋化或差向异构化操作中，这类操作的产物  可为立体异构体的

混合物。

[0146] 许多有机化合物以旋光活性形式存在，具有使平面偏振光的平面  旋转的能力。在

描述旋光活性化合物时，前缀D和L或R和S用于  表示分子在其手性中心的绝对构型。前缀d

和l或(+)和(-)用于指明化  合物平面偏振光旋转的符号，(-)或意指该化合物是左旋的。前

缀有(+)  或d的化合物是右旋的。对于给定的化学结构，称作立体异构体的这  些化合物是

相同的，除了它们是彼此不可重叠的镜像之外。特定的立  体异构体也可被称为对映异构

体，且这类异构体的混合物常被称为对 映异构体混合物。对映异构体50:50的混合物被称

为外消旋混合物。  本文所述的许多化合物可具有一个或多个手性中心，并因此可以以不 

同的对映异构体形式存在。如果需要，可将手性碳用星号(*)指明。当  将手性碳的键在公开

的式中描述为直线时，应理解手性碳的(R)和(S)  构型二者，和因此的两种对映异构体及其

混合物均包括在该式之内。  如本领域所用，当需要指明手性碳的绝对构型时，可将与手性

碳键合 的键之一描述为楔形(与平面上方的原子键合的键)，而将另一个描述  为一系列或

楔形的短平行线(与平面下方的原子键合的键)。可将  Cahn-Inglod-Prelog系统用于指定

手性碳的(R)或(S)构型。

[0147] 本文所述的化合物包含了其天然同位素丰度和非天然丰度二者  的原子。公开的

化合物可为与描述的那些相同的同位素标记或同位素  取代的化合物，但事实是一个或多

个原子可被具有与自然界通常发现 的原子质量或质量数不同的原子质量或质量数的原子
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取代。可并入本 发明化合物的同位素的实例包括氢、碳、氮、氧、磷、氟或氯的同位  素，例如

分别为2H、3H、13C、14C、15N、18O、17O、35S、18F和  36Cl。化合物进一步包含其前药，并且所述化合

物或所述前药(其含有  前述同位素和/或其它原子的其它同位素)的药学上可接受的盐也

在本  发明范围内。将本发明的某些同位素标记的化合物，例如放射性同位  素(例如3H和
14C)并入的那些，用于药物和/或底物组织的分布测定。  氚化的(即3H)和碳-14(即14C)同位

素由于其易于制备和检测而为特别  优选的。而且，经较重的同位素如氘(即2H)取代可以提

供由更大的代  谢稳定性所带来的某些治疗优势，例如因为延长体内半衰期或减少剂  量需

要，而因此在某些情况下可以被优选。通常可将本发明的同位素  标记的化合物及其前药通

过进行下面的操作，通过用易于得到的同位 素标记试剂取代非同位素标记试剂来制备。

[0148] 本发明所述的化合物可以作为溶剂合物存在。在某些情况下，用  于制备溶剂合物

的溶剂为水溶液，且因此常将该溶剂合物称为水合  物。该化合物可以作为水合物存在，其

可通过例如从溶剂或水溶液中  结晶得到。在这一点上，1个、2个、3个或任何任意数目的溶

剂合  物或水分子可与根据本发明的化合物结合以形成溶剂合物和水合物。 除非相反地陈

述，否则本发明包括所有这类可能的溶剂合物。

[0149] 术语“共结晶”意指通过非共价相互作用使其稳定性的2个或更多  个分子的物理

相关。该分子复合物的一个或多个成分提供了晶格中的  稳定骨架。在某些情况下，将客分

子作为脱水物或溶剂合物并入晶格，  参见例如“Crystal  Engineering  of  the 

Composition  of  Pharmaceutical  Phases.Do  Pharmaceutical  Co-crystals  Represent 

a  New  Path  to  Improved  Medicines？”Almarasson ,O .等人,The  Royal  Society  of 

Chemistry,1889-1896,2004。共结晶的实例包括对甲苯磺酸和苯磺酸。

[0150] 也应理解本文所述的某些化合物可以以互变异构体的平衡状态  存在。例如，具有

α-氢的酮可以以酮式和烯醇式的平衡状态存在。

[0151]

[0152] 同样，具有N-氢的酰胺可以以酰胺形式和亚胺酸形式的平衡状  态存在。除非相反

地陈述，否则本发明包括所有这类可能的互变异构  体。

[0153] 已知化学物质形成了以不同次序状态存在的固体，将其称为多晶  型物或修饰。多

晶型物质的不同修饰可在它们的物理性质方面有很大 的不同。根据本发明的化合物可以

以不同的多晶型物存在，这对于相  对稳定的具体的修饰来说是可能的。除非相反地陈述，

否则本发明包 括所有这类可能的多晶型物。

[0154] 在某些方面，可将化合物的结构通过下式来表示：

[0155]

[0156] 其可理解为等同于式：
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[0157]

[0158] 其中n通常为整数。即，Rn可被理解为表示5个独立的取代基，  Rn(a)、Rn(b)、Rn(c)、Rn

(d)、Rn(e)。“独立的取代基”意指每个R取代基可  被独立定义。例如，如果在一个实例中Rn(a)为

氢，那么在该实例中  Rn(b)不一定为氢。

[0159] 本文公开的某些材料、化合物、组合物和成分可为市售或易于使  用本领域技术人

员通常已知的技术合成的。例如用于制备公开的化合  物和组合物的原料和试剂可从供应

商例如Aldrich  Chemical  Co .,(Milwaukee ,Wis .)、Acros  Organics(Morris  Plains ,

N.J.)、Fisher  Scientific(Pittsburgh,Pa.)或Sigma(St.Louis,Mo.)购买，或通过本领域 

技术人员已知的方法按下列参考文献列出的操作来制备，例如Fieser  and  Fieser’s 

Reagents  for  Organic  Synthesis ,第1-17卷(John  Wiley和  Sons ,1991)；Rodd’s 

Chemistry  of  Carbon  Compounds ,第1-5卷和  Supplementals(Elsevier  Science 

Publishers,1989)；Organic  Reactions,  第1-40卷(John  Wiley和Sons,1991)；March’s 

Advanced  Organic  Chemistry,(John  Wiley和Sons,第4版)；和Larock’s  Comprehensive 

Organic  Transformations(VCH  Publishers  Inc.,1989)。

[0160] 除非另外清楚地陈述，否则绝无意将本文列出的任何方法理解为  需要将它的步

骤以特定的次序来实施。因此，在方法的权利要求实际  上未叙及随后其步骤的次序或在权

利要求书或说明书中未另外具体  地陈述将步骤限定于特定的次序的情况下，在任何方面

都绝无意推测 次序。这适用于以解释为基础的任何可能的不表达，其包括：关于步  骤的排

列或操作流程的逻辑问题；源自语法结构或标点的明显含义； 以及在说明书中所述实施方

案的编号或类型。

[0161] 公开的是用于制备本发明组合物的成分及在本文公开的方法内  使用的组合物自

身。本文公开了这些和其它的材料，且应理解，当虽  然这些化合物的每个不同的个体和共

同的组合和排列的特定参考文  献不能清楚地公开，但公开了这些材料的组合、亚组、相互

作用、基 团等时，会对每个进行具体地预计并在本文中描述。例如，如果公开  和讨论了具

体的化合物，并讨论了对包括化合物的许多分子可作出许  多修饰，除非相反地具体地指

明，否则具体预计的是化合物的每一种  组合和排列以及可能的修饰。因此，如果公开了分

子A、B和C型， 以及公开了分子D、E和F型以及组合分子A-D的实例，那么即使每  个未被单独

叙及，每个也会被单独和共同预计含义的组合，应考虑将  A-E、A-F、B-D、B-E、B-F、C-D、C-E

和C-F公开。同样，也公开  了这些的任何亚组或组合。因此，例如应考虑将A-E、B-F和C-E的 

亚组公开。该观点适用于该申请的所有方面，包括但不限于在制备和  使用本发明组合物的

方法中的步骤。因此，如果有可实施的多种另外 的步骤，应理解，可将每个这些另外的步骤

与本发明方法的任何具体 实施方案或实施方案的组合一起实施。

[0162] 应理解本文公开的组合物具有某些功能。本文公开的是某些结构  对实施公开的

功能的要求，且应理解，有多种可实施相同功能的结构，  该结构与公开的结构有关，且这些

结构将通常会获得相同的结果。

说　明　书 21/146 页

25

CN 104688745 B

25



[0163] B.化合物

[0164] 在一方面，本发明涉及用于通过向需要其的受试者提供有效量的  熊果酸或其衍

生物来抑制肌萎缩并增加肌肉质量的方法的化合物，以  及包含用于所述方法的化合物的

药物组合物。在另一方面，本发明涉  及用于调节肌肉生长的方法、抑制肌萎缩并增加肌肉

质量的方法、诱  导骨骼肌肥大的方法、增强组织生长的方法的化合物，以及包含用于  所述

方法的化合物的药物组合物。

[0165] 在一方面，将本发明的化合物用于治疗肌肉病症。在另一方面，  肌肉病症可为营

养不良继发的骨骼肌萎缩、肌肉失用(自愿性或非自  愿性卧床继发)、神经性疾病(包括多

发性硬化、肌萎缩侧索硬化、脊  髓性肌萎缩、危重病性神经病、脊髓损伤或周围神经损伤)、

整形外  科损伤、拉伤(casting)以及肢体固定的其它术后的形式、慢性疾病(包  括癌症、充

血性心力衰竭、慢性肺病、慢性肾衰竭、慢性肝病、糖尿  病、库欣综合征和慢性感染例如

HIV/AIDS或肺结核)、烧伤、败血  病、需要机械通气的其它疾病、药物诱导的肌肉疾病(例如

糖皮质激  素诱导的肌病和抑制素诱导的肌病)、主要影响骨骼肌的遗传疾病(例  如肌营养

不良症和肌肉强直性营养不良)、影响骨骼肌的自身免疫疾  病(例如多肌炎和皮肌炎)、空

间飞行或年龄相关的少肌症。

[0166] 预计可任选将每个公开的衍生物进一步取代。还预计可任选将一  个或多个衍生

物从本发明中删除。应理解，可将公开的化合物通过公  开的方法提供。也应理解，可将公开

的化合物用于公开的方法的使用。

[0167] 1.熊果酸衍生物

[0168] 熊果酸为高度水不溶的五环三萜酸，具有广泛的生物作用，包括  抗癌、抗氧化、抗

炎、抗变应性、保护肝、保护胃、降血脂、降血糖、  分解脂肪抗肥胖、抗动脉粥样硬化和免疫

调节的作用(Liu  J(1995)  Journal  of  ethnopharmacology  49(2):57-68；Liu  J(2005)

Journal  of  ethnopharmacology  100(1-2):92-94；Wang  ZH等人(2010)European  journal 

of  pharmacology  628(1-3):255-260；Jang  SM等人(2009)Int  Immunopharmacol  9(1):

113-119))。但是，此前并不知道它对骨骼肌的  影响。在分子水平下，熊果酸抑制STAT3活化

途径，经糖皮质激素  受体减少基质金属蛋白酶-9的表达，抑制蛋白质酪氨酸磷酸酶，充当 

胰岛素拟似剂，活化PPARα、抑制NF-kB转录因子，转移激素敏感 的脂肪酶以刺激脂肪分解

并抑制肝多元醇途径以及许多其它描述的  作用。此前并不知道它对骨骼肌和IGF-I信号转

导的作用。

[0169] 作为药物，熊果酸耐受良好并可局部和口服使用。熊果酸存在于  许多植物中，包

括苹果、罗勒(basil)、越桔、蔓越橘、接骨木花、薄  荷、迷迭香、薰衣草、牛至、百里香、山楂、

西梅(prunes)。苹果皮  含有大量的熊果酸和相关化合物，是引起苹果抗癌活性的原因。熊

果 酸也可充当原料，用于合成更多有效的生物活性衍生物(例如抗肿瘤  剂)。

[0170] 熊果酸的其它名称包括3-β-羟基-乌苏-12-烯-28-酸、乌苏酸  (urson)、乌索酸、

micromerol、乌苏酸(urson)和熊果醇酸。结构显示  如下：
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[0171]

[0172] 具有胰岛素敏化作用的其它密切相关五环三萜酸包括齐墩果酸  (Wang等人,

2010)、科罗索酸(Sivakumar等人,2009)和UA0713(Zhang 等人,2006)。

[0173] 在一方面，本发明涉及下式的化合物：

[0174]

[0175] 其中每个-----为任选的共价键，且R0任选地存在；其中n为0  或1；其中R0，当存在

时，为氢；其中R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；  其中R1b选自C1-C6烷基，或其中R1a和R1b是任

选共价键合的，并  且连同中间碳一起，共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或C2-C5  杂环

烷基；其中R2a和R2b之一为–OR11，且另一个为氢，或R2a和R2b共同包含＝O；其中每个R3a和R3b独

立选自氢、羟基、C1-C6烷基和  C1-C6烷氧基，条件是R3a和R3b不同时为羟基，其中R3a和R3b为

任  选共价键合的，并且连同中间碳一起，共同包含任选经取代的C3-C5  环烷基或C2-C5杂

环烷基；其中每个R4、R5和R6独立选自C1-C6  烷基；其中R7选自C1-C6烷基、–CH2OR12和–C(O)

ZR12；其中R8选 自氢和C1-C6烷基；其中每个R9a和R9b独立选自氢和C1-C6烷基，  条件是R9a和

R9b不同时为氢；或其中R9a和R9b是共价键合的，且连 同中间碳一起，共同包含C3-C5环烷基

或C2-C5杂环烷基；其中R10选自氢和C1-C6烷基；其中R11选自氢、C1-C6烷基、C1-C5杂烷基、 

C3-C6环烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳基和–C(O)R14；其中R11，  在允许的情况下，经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、甲  基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、乙  氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；其中R12选自氢和具有1-20  个碳的任选

经取代的有机残基；其中Z选自–O–和–NR13–；其中R13选自氢和C1-C4烷基；或者，其中Z为N，

R12和R13是共价键合的  且–NR12R13包含下式的部分：

[0176]

[0177] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、  水合物、溶剂

合物或多晶型物。

[0178] 在另一方面，本发明涉及下式的化合物：
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[0179]

[0180] 其中每个R1a和R1b为C1-C6烷基；其中R2a和R2b之一为–OR11，  且另一个为氢；其中每

个R4、R5和R6独立为C1-C6烷基；其中R8选自氢和C1-C6烷基；其中R9b为C1-C6烷基；其中R11选

自氢、C1-C6  烷基、C1-C5杂烷基、C3-C6环烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳  基和–C(O)R14；

其中R11，在允许的情况下，经选自氰基、酰基、氟  代、氯代、溴代、碘代、甲基、乙基、丙基、丁

基、戊基、己基、羟  基、乙酰氧基、甲氧基、乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；  其中

R12选自氢和具有1-20个碳的任选经取代的有机残基；其中Z  选自–O–和–NR13–；其中R13选自

氢和C1-C4烷基；或者，其中Z为  N，R12和R13为共价键合的且–NR12R13包含下式的部分：

[0181]

[0182] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代。

[0183] 在另一方面，本发明涉及下式的化合物：

[0184]

[0185] 其中R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；其中R1b选自C1-C6烷  基，或R1a和R1b为共价键

合的且连同中间碳一起，共同包含任选经  取代的3-7-元螺环烷基；其中R8为C1-C6烷基；其

中R9a为C1-C6  烷基；其中R11选自氢、C1-C6烷基、C1-C5杂烷基、C3-C6环烷基、  C4-C6杂环烷

基、苯基、杂芳基和–C(O)R14；其中R11，在允许的情  况下，经选自氰基、酰基、氟代、氯代、溴

代、碘代、甲基、乙基、  丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲氧基、乙氧基、丙氧  基和

丁氧基的0-2个基团取代；其中R12选自氢和具有1-20个碳的任  选经取代的有机残基；其中Z

选自–O–和–NR13–；其中R13选自氢和  C1-C4烷基；或者，其中Z为N，R12和R13为共价键合的且–

NR12R13包含下式的部分：

[0186]
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[0187] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代。

[0188] 在另一方面，本发明涉及下式的化合物：

[0189]

[0190] 在另一方面，本发明涉及下式的化合物：

[0191]

[0192] 其中R1a为–C(O)ZR10；其中R1b为C1-C6烷基；其中R2a和R2b之一为–OR11，且另一个为

氢；其中每个R4、R5和R6独立选自C1-C6  烷基；其中R7选自C1-C6烷基；其中R8选自氢和C1-C6

烷基；其中  R9a选自氢和C1-C6烷基；其中Z选自–O–和–NR13–；其中R10选自  氢和C1-C6烷基；

其中R11选自氢、C1-C6烷基、C1-C5杂烷基、C3-C6  环烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳基和–C

(O)R14；其中R11，在  允许的情况下，经选自氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、甲基、 乙基、

丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲氧基、乙氧基、  丙氧基和丁氧基的0-2个基团取

代；其中R13选自氢和C1-C4烷基；  或者，其中Z为N，R12和R13为共价键合的且–NR12R13包含下

式的  部分：

[0193]

[0194] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代。

[0195] 在另一方面，本发明涉及下式的化合物：
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[0196]

[0197] 其中每个R1a和R1b独立为C1-C6烷基；其中R2a和R2b之一为  –OR11，且另一个为氢；其

中R3a和R3b之一为–OR11，且另一个为氢；  其中每个R4、R5和R6独立选自C1-C6烷基；其中R8为

C1-C6烷基；  其中R9a为C1-C6烷基；其中R11独立选自氢、C1-C6烷基、C1-C5  杂烷基、C3-C6环

烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳基和–C(O)R14；  其中R11，在允许的情况下，经选自氰基、酰

基、氟代、氯代、溴代、  碘代、甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲  氧基、

乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；其中R12选自氢  和具有1-20个碳的任选经取代

的有机残基；其中Z选自–O–和  –NR13–；其中R13选自氢和C1-C4烷基；或者，其中Z为N，R12和 

R13为共价键合的且–NR12R13包含下式的部分：

[0198]

[0199] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代。

[0200] 在另一方面，本发明涉及下式的化合物：

[0201]

[0202] 其中R11选自氢、C1-C6烷基、C1-C5杂烷基、C3-C6环烷基、  C4-C6杂环烷基、苯基、杂

芳基和–C(O)R14；其中R11，在允许的情  况下，经选自氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、甲

基、乙基、  丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲氧基、乙氧基、丙氧  基和丁氧基的0-2

个基团取代；其中R12选自氢和具有1-20个碳的任  选经取代的有机残基；其中Z选自–O–和–

NR13–；其中R13选自氢和  C1-C4烷基；或者，其中Z为N，R12和R13是共价键合的且–NR12R13包含

下式的部分：

[0203]

[0204] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自
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氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、  水合物、溶剂

合物或多晶型物。

[0205] 在另一方面，将化合物以有效预防或治疗动物的肌萎缩的量施  用。在又一方面，

当化合物为熊果酸、β乳香酸、科罗索酸、桦木酸  或UA0713时，将化合物以大于每天1000mg

的量施用。在又一方面，  将化合物以大于每天1000mg和有效增强哺乳动物肌肉形成的量施 

用。

[0206] 在另一方面，本发明涉及选自下式的化合物：

[0207]

[0208] a.R0基团和任选的键

[0209] 在一方面，可将任选共价键通过-----表示。因此，在某些方面，  具体的键存在，由

此提供了单个共价键。在另一方面，具体的键存在， 由此提供了两个共价键。在另一方面，
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具体的键存在，由此提供了两  个共价键。

[0210] 在一方面，R0任选存在。即，在某些方面，R0存在。在另一方  面，R0不存在。在另一方

面，R0当存在时，为氢。应理解R0基团和  任选的键存在和/或不存在起到了使邻近的化学部

分的化合价饱和的  作用。

[0211] b.R1基团

[0212] 在一方面，R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；其中R1b选自C1-C6  烷基；或其中R1a和

R1b为共价键合的且连同中间碳一起，共同包含  任选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的

C2-C5杂环烷基。在另  一方面，R1a为–CO2H。在另一方面，R1b为甲基。在另一方面，R1a和R1b均

为甲基。

[0213] 在一方面，R1a为–C(O)ZR10。在另一方面，R1a选自C1-C6烷基，  例如，甲基、乙基、丙

基、丁基、戊基或己基。在另一方面，R1b选 自C1-C6烷基，例如，甲基、乙基、丙基、丁基、戊基

或己基。

[0214] 在另一方面，R1a和R1b为共价键合的并连同中间碳一起，共同包  含任选经取代的

C3-C5环烷基或任选经取代的C2-C5杂环烷基。

[0215] c.R2基团

[0216] 在一方面，R2a和R2b独立选自氢和–OR11，条件是至少R2a和R2b之一为–OR11；或其中R2a

和R2b共同包含＝O。在另一方面，R2a为氢，  且R2b为–OR11。在另一方面，R2a为–OR11，且R2b为氢。

在另一方面，  R2a和R2b共同包含＝O。

[0217] 在另一方面，R2a为氢。在另一方面，R2a为–OR11；其中R11选自  氢、C1-C6烷基和–C(O)

R14；其中R14为C1-C6烷基。在另一方面，  R2b为–OR11；其中R11选自氢，C1-C6烷基和–C(O)R14；

其中R14为  C1-C6烷基。在另一方面，R2b为–OR11；其中R11为氢。

[0218] 在另一方面，R2b为氢。在另一方面，R2a为–OR11；其中R11选自  氢，C1-C6烷基和–C(O)

R14；其中R14为C1-C6烷基。在另一方面，  R2a为–OR11；其中R11为氢。

[0219] d.R3基团

[0220] 在一方面，每个R3a和R3b独立选自氢、羟基、C1-C6烷基和C1-C6  烷氧基，条件是R3a

和R3b不同时为羟基；或其中R3a和R3b为共价键  合的且连同中间碳一起，共同包含任选经取

代的C3-C5环烷基或任选 经取代的C2-C5杂环烷基。

[0221] 在另一方面，R3a为氢。在另一方面，R3b为–OR11；其中R11选自  氢、C1-C6烷基和–C(O)

R14；其中R14为C1-C6烷基。

[0222] e.R4基团

[0223] 在另一方面，R4独立选自C1-C6烷基，例如，甲基、乙基、丙  基、丁基、戊基或己基。

在另一方面，R4为甲基。在另一方面，R4、  R5和R6全部是甲基。

[0224] f.R5基团

[0225] 在另一方面，R5独立选自C1-C6烷基，例如，甲基、乙基、丙  基、丁基、戊基或己基。

在另一方面，R5为甲基。

[0226] g.R6基团

[0227] 在另一方面，R6独立选自C1-C6烷基，例如，甲基、乙基、丙  基、丁基、戊基或己基。

在另一方面，R6为甲基。

[0228] h.R7基团
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[0229] 在一方面，R7选自C1-C6烷基、–CH2OR12和–C(O)ZR12。在另  一方面，R7为C1-C6烷基，

例如，甲基、乙基、丙基、丁基、戊基  或己基。在另一方面，R7为–CH2OR12。在另一方面，R7为–C

(O)ZR12。

[0230] i.R8基团

[0231] 在一方面，R8选自氢和C1-C6烷基。在另一方面，R8为氢。在  另一方面，R8为C1-C6烷

基，例如，甲基、乙基、丙基、丁基、戊  基或己基。

[0232] j.R9基团

[0233] 在一方面，每个R9a和R9b独立选自氢和C1-C6烷基，条件是R9a和R9b不同时为羟基；或

其中R9a和R9b为共价键合的且连同中间碳一  起，共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或任

选经取代的C2-C5杂  环烷基。

[0234] 在另一方面，R9a为氢。在另一方面，R9a为C1-C6烷基，例如，  甲基、乙基、丙基、丁

基、戊基或己基。在另一方面，R9b为氢。在  另一方面，R9b为C1-C6烷基，例如，甲基、乙基、丙

基、丁基、戊  基或己基。在另一方面，R9b选自甲基、乙基、乙烯基、正丙基、丙  烯-2-基、异丙

基、2-丙烯基、正丁基、1-丁烯-2-基、1-丁烯-3-基、异  丁基、1-丁烯-2-基、1-丁烯-3-基、仲

丁基、2-丁烯-1-基、2-丁烯-2-  基、2-丁烯-3-基和叔丁基。

[0235] 在另一方面，R9a和R9b为共价键合的并连同中间碳一起，共同包  含任选经取代的

C3-C5环烷基或任选经取代的C2-C5杂环烷基。

[0236] k.R10基团

[0237] 在一方面，R10选自氢和C1-C6烷基。在另一方面，R10为氢。在  另一方面，R10为C1-C6

烷基，例如，甲基、乙基、丙基、丁基、戊  基或己基。

[0238] l.R11基团

[0239] 在一方面，每个R11独立选自氢、C1-C6烷基、C1-C5杂烷基、C3-C6环烷基、C4-C6杂环

烷基、苯基、杂芳基和–C(O)R14；其中R11，  在允许的情况下，经选自氰基、酰基、氟代、氯代、

溴代、碘代、甲  基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲氧基、乙  氧基、丙氧基

和丁氧基的0-2个基团取代。

[0240] 在另一方面，R11为氢。在另一方面，R11选自C1-C6烷基、C1-C5  杂烷基、C3-C6环烷

基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳基和–C(O)R14。  在另一方面，R11为C1-C6烷基。在另一方面，

R11为C1-C5杂烷基。  在另一方面，R11为C3-C6环烷基。在另一方面，R11为C4-C6杂环  烷基。在

另一方面，R11为苯基。在另一方面，R11为杂芳基。在另一 方面，R11为–C(O)R14。

[0241] 在另一方面，R11未经取代。在另一方面，R11，在允许的情况下，  经0-2个基团取代。

在另一方面，R11，在允许的情况下，经1个基团  取代。在另一方面，R11，在允许的情况下，经2

个基团取代。

[0242] m.R12基团

[0243] 在一方面，R12选自氢和具有1-20个碳的任选经取代的有机残基。  在另一方面，R12

为氢。在另一方面，R12为具有1-20个碳的任选经  取代的有机残基。在另一方面，R12为具有

3-12个碳的任选经取代的  有机残基。

[0244] 在另一方面，R12为氢。在另一方面，R12为烷基。在另一方面，  R12为杂烷基。在另一

方面，R12为环烷基。在另一方面，R12为杂环  烷基。在另一方面，R12为芳基。在另一方面，R12为

杂芳基。在另一  方面，R12经选自氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、甲基、乙  基、丙基、丁
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基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲氧基、乙氧基、  丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代。在另

一方面，R12包含具有下式 的基团：

[0245]

[0246] 其中m为0-10的整数(例如，0、1、2、3、4、5、6、7、8、9  或10)；且其中AA表示氨基酸残

基。在另一方面，R12为AA为苯丙  氨酸残基。在另一方面，R12包含具有下式的基团：

[0247]

[0248] n.R13基团

[0249] 在一方面，R13选自氢C1-C4烷基；或者，其中Z为N，R12和  R13为共价键合的且–

NR12R13包含下式的部分：

[0250]

[0251] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–和–NCH3–。

[0252] 在另一方面，R13为氢。在另一方面，R13为C1-C4烷基，例如，  甲基、乙基、丙基或丁

基。在另一方面，Z为N，且–NR12R13包含下 式的部分：

[0253]

[0254] o.R14基团

[0255] 在一方面，R14为C1-C6烷基且经选自氰基、酰基、氟代、氯代、  溴代、碘代、甲基、乙

基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧  基、甲氧基、乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团

取代。

[0256] 在另一方面，R14为C1-C6烷基，例如，甲基、乙基、丙基、丁  基、戊基或己基。在另一

方面，R14未经取代。在另一方面，R14，在 允许的情况下，经0-2个基团取代。在另一方面，R14，

在允许的情况 下，经1个基团取代。在另一方面，R14，在允许的情况下，经2个  基团取代。

[0257] p.AA基团

[0258] 在一方面，AA表示氨基酸残基，例如，苯丙氨酸。

[0259] q.Y基团

[0260] 在一方面，Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–和–NCH3–。

[0261] r.Z基团

[0262] 在一方面，Z选自–O–和–NR13–。在另一方面，Z为–O-。在另一  方面，Z为–NR13–；其中

R13为氢。在另一方面，Z为–NR13–；其中  R13为C1-C4烷基。

[0263] 2.实例化合物

[0264] 在一方面，化合物可以作为下列结构的一个或多个存在：
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[0265]

[0266]

[0267] 在另一方面，化合物可以作为下列结构的一个或多个存在：
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[0268]

[0269]
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[0270]
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[0271]
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[0272]

[0273] 3.抑制肌萎缩和诱导肌肥大

[0274] 在一方面，公开的化合物抑制了肌萎缩。在又一方面，公开的化  合物增加了肌肉

质量。在又一方面，公开的化合物诱导了肌肥大。在  又一方面，公开的化合物抑制了肌萎缩

并增加了肌肉质量。在又一方  面，公开的化合物抑制了肌萎缩并诱导了肌肥大。在另一方

面，所述  抑制肌萎缩是在动物中。在又一方面，所述肌肉质量的增加是在动物  中。在又一

方面，所述动物是哺乳动物。在又一方面，所述哺乳动物  是人类。在另一方面，所述哺乳动

物是小鼠。在又一方面，所述哺乳  动物是啮齿类。

[0275] 在另一方面，当在人类中以大于每天约200mg的口服剂量施用  时，公开的化合物

抑制肌萎缩。在又一方面，当在人类中以大于每天  约300mg的口服剂量施用时，公开的化合

物抑制肌萎缩。在又一方  面，当在人类中以大于每天约400mg的口服剂量施用时，公开的化 
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合物抑制肌萎缩。在又一方面，当在人类中以大于每天约500mg的 口服剂量施用时，公开的

化合物抑制肌萎缩。在另一方面，当在人类 中以大于每天约750mg的口服剂量施用时，公开

的化合物抑制肌萎  缩。在又一方面，当在人类中以大于每天约1000mg的口服剂量施用 时，

公开的化合物抑制肌萎缩。在又一方面，当在人类中以大于每天  约mg的口服剂量施用时，

公开的化合物抑制肌萎缩。在又一方面，  当在人类中以大于每天约2000mg的口服剂量施用

时，公开的化合物  抑制肌萎缩。

[0276] 在另一方面，当在人类中以大于每天约200mg的口服剂量施用  时，公开的化合物

增加肌肉质量。在又一方面，当在人类中以大于每 天约300mg的口服剂量施用时，公开的化

合物增加肌肉质量。在又  一方面，当在人类中以大于每天约400mg的口服剂量施用时，公开 

的化合物增加肌肉质量。在又一方面，当在人类中以大于每天约500  mg的口服剂量施用时，

公开的化合物增加肌肉质量。在另一方面，  当在人类中以大于每天约750mg的口服剂量施

用时，公开的化合物  增加肌肉质量。在又一方面，当在人类中以大于每天约1000mg的口  服

剂量施用时，公开的化合物增加肌肉质量。在又一方面，当在人类  中以大于每天约mg的口

服剂量施用时，公开的化合物增加肌肉质量。  在又一方面，当在人类中以大于每天约

2000mg的口服剂量施用时， 公开的化合物增加肌肉质量。

[0277] 预计可将一个或多个化合物从所公开的发明任选地删除。

[0278] C.制备化合物的方法

[0279] 在一方面，公开的化合物包含本文所述的合成方法的产物。在另  一方面，公开的

化合物包含通过本文所述的合成方法生产的产物。在  又一方面，本发明包括药物组合物，

其包含治疗有效量的公开方法的  产物和药学上可接受的载体。在又一方面，本发明包括制

备药物的方  法，其包括将任何公开化合物的至少一种化合物或公开方法的至少一  种产物

与药物上可接受的载体或稀释剂组合。

[0280] 在一方面，本发明涉及制备用于抑制肌萎缩和增加肌肉质量方法  的功能化的乌

苏烷化合物的方法。可将这类化合物用于治疗与肌肉消  耗相关的不同疾病，用于增加肌肉

质量和/或肌肉力量，以及增强肌 肉形成和/或肌肉性能。除了文献已知的、在实验部分示

例的或本领  域技术人员清楚的其它标准操作之外，本发明的化合物可通过采用如  下列方

案所示的反应来制备，。提供了下列实例以便可以更完全的理  解本发明，这些实例仅为说

明性的，并不应理解为限制。

[0281] 1.路线1：烷基的醚化

[0282] 在一方面，通常可将本发明的官能团化乌苏烷化合物如下所示进 行制备。
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[0283]

[0284] 将化合物以一般形式表示，取代基如在本文其它地方的化合物说 明中注明。下面

列出了更具体的实施例。

[0285]

[0286] 在一方面，路线1步骤1以游离酸开始。在适合的溶剂中，加入  足够强以使羧酸(而

不是醇)去质子化的碱(例如K2CO3、NaOH)，并使  反应在有效确保羧酸去质子化的温度下和

有效确保羧酸去质子化的  时间内进行。将适合的烷基卤化物或卤化物等效物加至反应混

合物，  并使反应在有效确保羧基烷基化的温度下和有效确保羧基烷基化的  时间内进行。

在另一方面，替代路线1步骤1也以游离羧酸开始。加  入重氮甲烷，并使反应在有效确保反

应的温度下和有效确保反应的时 间内进行。
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[0287] 在另一方面，在无水反应条件下将路线1步骤2的烷基酯溶于适  合的干燥溶剂中。

加入碱，并使反应在有效确保去质子化的温度下和  有效确保去质子化的时间内进行。然

后，将适合的烷基、杂烷基、环  烷基或杂环烷基卤化物或卤化物等效物(即R11X)加至反应混

合物。使 反应在有效确保完成反应的温度下和有效确保完成反应的时间内进 行。

[0288] 在另一方面，在路线1步骤3中，将O-烷基化的乌苏烷化合物  烷基酯用适合的碱

(例如LiOH)在适合的有机-水混合的溶剂体系中在  有效确保反应的温度下和有效确保反

应的时间内进行水解。然后可将  反应混合物用足够浓度的适合的酸的水溶液并在有效确

保反应的温  度下和有效确保反应的时间内酸化至适合的pH。

[0289] 2.路线2：芳基的醚化

[0290] 在一方面，通常可将本发明的官能团化乌苏烷化合物如下所示进 行制备。

[0291]

[0292] 将化合物以一般形式表示，取代基如在本文其它地方的化合物说 明中注明。下面

列出了更具体的实施例。
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[0293]

[0294] 在一方面，路线2步骤1以乌苏烷化合物游离羧酸开始。在适合  的溶剂中，加入足

够强以使羧酸(而不是醇基)去质子化的碱(例如K2CO3、NaOH)，并使反应在有效确保去质子

化的温度下和有效确保  去质子化的时间内进行。然后，将适合的烷基卤化物或卤化物等效

物  加至反应混合物，并使反应在有效确保羧基烷基化的温度下和有效确  保羧基烷基化的

时间内进行。在另一方面，替代路线2步骤1在适合 的溶剂中以游离羧酸开始。加入重氮甲

烷，并使反应在有效确保反应 的温度和有效确保反应的时间下进行。

[0295] 在另一方面，路线2步骤2，在无水反应条件下将乌苏烷化合物  烷基酯连同苯酚、

芳醇或适合的杂芳醇一起溶于适合的干燥溶剂中，  接着添加三苯基膦。使反应在有效的温

度下和有效时间内进行。然后，  加入适合的偶联剂，例如DIAD或DEAD，并将反应在有效确保

反应 的温度下和有效确保反应的时间内进行。在另一方面，在路线2步骤  3中，可将O-烷基

化或杂芳化的乌苏烷化合物烷基酯用适合的碱(例  如LiOH)在适合的有机-水混合的溶剂

体系中在有效确保反应的温度  下和有效确保反应的时间内进行处理。然后可将该反应混

合物酸化至 适合的pH。

[0296] 3.路线3：酰化

[0297] 在一方面，通常可将本发明的官能团化乌苏烷化合物如下所示进 行制备。
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[0298]

[0299] 将化合物以一般形式表示，取代基如在本文其它地方的化合物说 明中注明。下面

列出了更具体的实施例。

[0300]

[0301] 在一方面，路线3步骤1以乌苏烷化合物游离羧酸开始。在适合  的溶剂中，加入足

够强以使羧酸(而不是醇基)去质子化的碱(例如  K2CO3、NaOH)，并允许反应在有效确保羧酸

去质子化的温度下和有 效确保羧酸去质子化的时间内进行。然后，将适合的苄基卤化物或

卤  化物等效物加至反应混合物，并将反应在有效确保保护羧基的温度下  和有效确保保护

羧基的时间内进行。

[0302] 在路线3步骤2中，在无水反应条件下将乌苏烷化合物苄基酯溶  于适合的干燥溶

剂中，接着添加适合的酸清除剂(弱碱，例如K2CO3或DIEA)。然后加入酰卤(例如R14COX)或等

效的酰化剂。将反应在  有效确保反应的温度下和有效确保反应的时间内进行。在另一方

面，  在替代路线3步骤2中，在无水反应条件下将乌苏烷化合物苄基酯和  适合的羧酸(例如
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R14CO2H)溶于适合的干燥溶剂中。然后加入乙基  -(N’,N’-二甲氨基)丙基碳二亚胺盐酸盐

(EDC)、1-羟基苯并三唑(HOBt)  和三烷基胺(R3N)，并将反应在有效确保反应的温度下和有

效确保反  应的时间内进行。

[0303] 在路线3步骤3中，在标准条件(例如在适合的钯催化剂存在的  情况下用氢气氢

化)下使酰化的乌苏烷化合物苄基酯还原，由此释放 出乌苏烷化合物游离酸。

[0304] 4.路线4：酯化

[0305] 在一方面，通常可将本发明的官能团化乌苏烷化合物如下所示进 行制备。

[0306]

[0307] 将化合物以一般形式表示，取代基如在本文其它地方的化合物说 明中注明。下面

列出了更具体的实施例。

[0308]
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[0309] 在一方面，路线4步骤1以乌苏烷化合物游离羧酸开始。加入适  合的醇(例如

R12OH)，并使反应在有效确保反应的温度和有效确保反  应的时间内进行。

[0310] 在另一方面在替代合成中，路线4步骤1在干燥溶剂中在干燥反  应条件下以乌苏

烷化合物游离羧酸开始。将四氢呋喃(THP)连同酸催  化剂(例如pTsOH)一起加入。将反应在

有效确保保护羟基的温度下和  有效确保保护羟基的时间内进行。然后在干燥溶剂中在无

水反应条件  下将碱(例如NaOH或NaH)加至THP-保护的乌苏烷化合物游离羧酸。  使反应在

有效确保羧酸去质子化的温度下和有效确保羧酸去质子化 的时间内进行。然后将适合的

烷基卤化物(即R12X)或等效物加至反应 混合物，并使反应在有效确保羧基烷基化的温度下

和有效确保羧基烷  基化的时间内进行。路线4步骤3在醇溶剂中以THP-保护的乌苏烷  化合

物烷基酯开始。加入酸催化剂(例如pTsOH)，并使反应在有效确  保去保护的温度下和有效

确保去保护的时间内进行。

[0311] 5.路线5：酰胺形成

[0312] 在一方面，通常可将本发明的官能团化乌苏烷化合物如下所示进 行制备。

[0313]

[0314] 将化合物以一般形式表示，取代基如在本文其它地方的化合物说 明中注明。下面

列出了更具体的实施例。
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[0315]

[0316] 在一方面，路线5步骤1在干燥溶剂中以乌苏烷化合物游离羧酸  开始。在干燥反应

条件下，加入四氢呋喃(THP)和酸催化剂(例如  pTsOH)。然后使反应在有效确保保护羟基的

温度下和有效确保保护  羟基的时间内进行。在路线5步骤2中，将THP-保护的乌苏烷化合 

物游离羧酸溶于适合的干燥溶剂中。在无水反应条件下，将适合的胺  (例如R12R13NH)连同

乙基-(N’,N’-二甲氨基)丙基碳二亚胺盐酸盐  (EDC)、1-羟基苯并三唑(HOBt)和三烷基胺

(R3N)一起加入，并使反应  在有效确保完成反应的温度下和有效确保完成反应的时间内进

行。在  路线5步骤3中，然后可将THP-保护的乌苏烷化合物酰胺通过添加  酸催化剂(例如

pTsOH)来去保护，并将反应在有效确保反应的温度下  和有效确保反应的时间内进行。

[0317] 6.路线6：还原醇

[0318] 在一方面，通常可将本发明的官能团化乌苏烷化合物如下所示进 行制备。

[0319]

[0320] 将化合物以一般形式表示，取代基如在本文其它地方的化合物说 明中注明。下面

列出了更具体的实施例。
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[0321]

[0322] 在一方面，可在干燥反应条件下将在干燥溶剂中的乌苏烷化合物  游离羧酸与氢

化铝锂(LiAlH4)反应以提供相应的伯醇。或者，可在干  燥反应条件下将在干燥溶剂中的乌

苏烷化合物游离羧酸与二硼烷  (B2H6)反应以提供相应的伯醇。应理解，如果需要，也可将化

学保护  基团在这些反应步骤期间用于保护敏感的远端官能团(sensitive  remote 

functionality)。

[0323] 7.路线7：羟基翻转

[0324] 在一方面，通常可将本发明的官能团化乌苏烷化合物如下所示进 行制备。

[0325]

[0326] 将化合物以一般形式表示，取代基如在本文其它地方的化合物说 明中注明。下面

列出了更具体的实施例。

[0327]

[0328] 在一方面，可将羟基官能团用另一个基团(例如烷氧基、酰基、  氨基等)取代，在偶

氮二甲酸二乙酯(DEAD)和三苯基膦存在的情况下  在Mitsunobu反应条件下通过与适合的

质子亲核试剂反应，同时使其  在邻近的碳上的立体化学翻转。虽然显示了–OR11，但应理解

另外的  部分(例如，乙酰氧基、氨基等)通过适当选择质子亲核试剂(例如乙酸、  氨水等)也

可在该位置被取代。

[0329] 8.熊果酸衍生物的植物来源

[0330] 可将在上文所述的合成方法中用作熊果酸衍生物的合成前体的  许多五环三萜酸

从天然来源(例如植物或来源于植物的材料)分离并  纯化。或者，常可从商业来源得到用于

制备熊果酸衍生物的某些已知 的合成前体。熊果酸是一种熊果酸衍生物的有用已知的合

成前体，其  可用作制备某些公开化合物的前药。例如，可将熊果酸从例如下列植  物分离：
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圣罗勒(Ocimum  sanctum  L .)、薄荷叶(Mentha  piperita  L .)、薰  衣草(Lavandula 

augustifolia  Mill.)、牛至(Origanum  vulgare  L.)、百里  香(Thymus  vulgaris  L.)、山

楂(Crataegus  laevigata(Poir)DC)、月桂樱叶  (Prunus  laurocerasus  L .)、枇杷叶

(Eriobotrya  japonica  L .)、女贞叶  (Ligustrum  lucidum  Ait .L .)、越桔(Vacciunum 

myrtillus  L .)、沟果草  (Harpagophytum  procumbens  DC)、接骨木花(European  var.；

Sambucus  nigra  L.)和小长春花(Vinca  minor  L.)。

[0331] 有多种方法通常适用于纯化熊果酸和熊果酸衍生物。例如，  Nishimura等人

(J.Nat.Prod .1999,62,1061-1064)描述了2,3-二羟基  -24-降-乌苏-4(23) ,12-二烯-28-

酸和23-羟基熊果酸的鉴定。Nishimura  描述了分离这些化合物的操作。本文所述的操作证

实，这些化合物将  含在快速色谱法级份3(FCF3)中，如在实施例中所述的。可将本文所  述

的类似的HPLC操作用于进一步纯化这些化合物，包括使用含  0.05％TFA的水和含0.05％

TFA的乙腈的梯度，流动相分别为A和B，  C18  BetaMax中性柱(250×8mm；5um)。所述梯度可

由40％β等度5  分钟，然后在30分钟内从约40％至70％B组成。技术人员将认识到 

Nishimura等人所述的方法通常适用于有效分离各植物来源的熊果  酸、熊果酸衍生物或结

构上相关的五环三萜酸。

[0332] 通常适用于纯化熊果酸和熊果酸的衍生物的其它说明性的方法  也是已知的。例

如，Chaturvedula等人(J.Nat.Prod.2004,67,第  899-901页)描述了3-乙酰氧基-2-羟基熊

果酸、3 - (对香豆酰)熊果酸和  2 ,3 -二乙酰氧基熊果酸的分离。Ad n y a n a等人

(J.Nat.Prod .2001,64,第  360-363页)描述了2,3,6,19-四羟基齐墩果酸、2,3,19-三羟基

齐墩果酸、  2 ,3 ,19 ,23-四羟基熊果酸和2 ,3 ,23-三羟基齐墩果酸的分离。Ikuta等人 

(J.Nat.Prod.2003,66,第1051-1054页)描述了2,3-二羟基乌苏-12-烯  -11-酮-28-酸和2,

3-二羟基-11-甲氧基乌苏-12-烯-28-酸的分离。例如，  可将例如在美国专利7,612,045所

述的那些类似的HPLC操作用于进  一步纯化这些化合物，包括使用含0.05％TFA的水和含

0.05％TFA 乙腈的梯度，流动相分别为A和B，用C18BetaMax中性柱(250×  8mm；5um)。所述

梯度可由40％β等度5分钟，然后在30分钟内从  约40％至70％B组成。

[0333] 最终，用于在上述合成方法中制备熊果酸衍生物的已知合成前体  的另外来源为

商业来源或供应商提供。科罗索酸、熊果酸、齐墩果酸、  羟基积雪草酸、积雪草酸、pygenic

酸(A、B或C)、caulophyllogenin  酸和刺囊酸的纯化形式可由商业来源得到。例如，熊果酸

和齐墩果酸  可购自Sigma-Aldrich  Chemical  Company(St.Louis,Mo.,USA)而科罗  索酸、

积雪草酸、羟基积雪草酸、pygenic酸(A、B或C)、  caulophyllogenin酸和刺囊酸可购自

Chromadex(Santa  Ana ,Calif .,  USA)。可使用例如本文所述的柱色谱法、高压液相色谱法

(HPLC)和/  或重结晶的方法将由商业来源得到的化合物按需要进一步分离并纯  化。将前

体分离的另外的方法描述于美国专利7,612,045、美国专利 申请10/355,201和美国专利申

请10/445,943中。

[0334] 进一步预计本发明的化合物可由直接合成得到。直接合成可包括  全合成或半合

成。上文描述了用于得到这些化合物的示例性的合成方  法。将用于制备熊果酸衍生物的另

外的合成操作描述于美国专利  3,903,089、美国专利7,612,045，和美国专利申请10/445,

943、美国专  利申请10/355,201中。用于制备熊果酸衍生物的更多合成方法为  Meng ,Y.等

人(2010)Molecules  15:4033-4040；Gao,Y.等人  (2010)Molecules  15:4439-4449；Sporn,
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M.B.等人(2011)Journal  of  Natural  Products  74:537-545；Chadalapaka,G.等人(2008)

Biorganic  and  Medicinal  Chemistry  Letters  18(8):2633-2639；以及Sun ,H .等人 

(2006)Botanical  Studies  47:339-368。

[0335] 预计每个公开的方法可进一步包括另外的步骤、操作和/或成分。  还预计可将任

何一个或多个步骤、操作和/或成分任选地从本发明省 略。应理解，可将公开的方法用于提

供公开的化合物。也应理解，可  将公开的方法的产物用于公开的方法的使用。

[0336] D.药物组合物

[0337] 在一方面，本发明涉及包含公开的化合物的药物组合物。即，药  物组合物可提供

包含治疗有效量的公开的方法的至少一种公开的化  合物或至少一种产物以及药学上可接

受的载体。

[0338] 在一方面，本发明涉及药物组合物，其包含药学上可接受的载体  和有效量的具有

由下式表示的结构的化合物：

[0339]

[0340] 其中每个-----为任选的共价键，且R0任选地存在；其中n为0  或1；其中R0，当存在

时，为氢；其中R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；  其中R1b选自C1-C6烷基，或其中R1a和R1b是任

选地共价键合的，  并且连同中间碳一起，共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或C2-C5  杂

环烷基；其中R2a和R2b之一为–OR11，且另一个为氢，或R2a和R2b共同包含＝O；其中每个R3a和R3b

独立选自氢、羟基、C1-C6烷基和  C1-C6烷氧基，条件是R3a和R3b不同时为羟基，其中R3a和R3b

为任  选共价键合的，并且连同中间碳一起，共同包含任选经取代的C3-C5  环烷基或C2-C5

杂环烷基；其中每个R4、R5和R6独立选自C1-C6  烷基；其中R7选自C1-C6烷基、–CH2OR12和–C

(O)ZR12；其中R8选 自氢和C1-C6烷基；其中每个R9a和R9b独立选自氢和C1-C6烷基，  条件是

R9a和R9b不同时为氢；或其中R9a和R9b是共价键合的，且连 同中间碳一起，共同包含C3-C5环

烷基或C2-C5杂环烷基；其中R10选自氢和C1-C6烷基；其中R11选自氢、C1-C6烷基、C1-C5杂烷

基、  C3-C6环烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳基和–C(O)R14；其中R11，  在允许的情况下，经

选自氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、甲  基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧

基、甲氧基、乙  氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；其中R12选自氢和具有1-20  个碳的

任选经取代的有机残基；其中Z选自–O–和–NR13–；其中R13选自氢和C1-C4烷基；或者，其中Z

为N，R12和R13是共价键合的  且–NR12R13包含下式的部分：

[0341]

[0342] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲
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氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、  水合物、溶剂

合物或多晶型物，以有效预防或治疗动物肌萎缩的量，  其中当该化合物为熊果酸、乳香酸、

科罗索酸、桦木酸或UA0713时， 所述量大于每天约1000mg。

[0343] 在一方面，所述动物是一种动物。在另一方面，所述动物是哺乳  动物。在又一方

面，所述哺乳动物是灵长类。在又一方面，所述哺乳  动物是人类。在又一方面，所述人类是

患者。

[0344] 在另一方面，所述动物是驯养动物。在又一方面，所述驯养动物  是驯养的鱼、驯养

的甲壳动物、驯养的软体动物。在又一方面，所述  驯养动物是家禽。在又一方面，所述家禽

选自鸡、火鸡、鸭和鹅。在  又一方面，所述驯养动物是家畜。在又一方面，所述家畜动物选自

猪、 牛、马、山羊、野牛和绵羊。

[0345] 在另一方面，所述有效量是治疗有效量。在又一方面，所述有效  量是预防性有效

量。在又一方面，所述肌肉病症是肌萎缩。在又一方  面，所述肌肉病症是需要增加肌肉质量

的疾患。在又一方面，当所述  化合物为熊果酸、β乳香酸、科罗索酸、桦木酸或UA0713时，所

述  有效量大于每天1000mg。

[0346] 在另一方面，在对需要治疗肌萎缩的哺乳动物进行鉴定之后，施  用所述药物组合

物。在又一方面，在对需要预防肌萎缩的哺乳动物进  行鉴定之后，施用所述药物组合物。在

又一方面，在所述施用步骤之 前已诊断所述哺乳动物需要治疗肌萎缩。

[0347] 在另一方面，所述化合物不是熊果酸、β乳香酸、科罗索酸、桦  木酸或UA0713。在又

一方面，所述化合物是熊果酸、β乳香酸、科  罗索酸、桦木酸或UA0713。

[0348] 在某些方面，公开的药物组合物包含作为活性成分的公开的化合  物(包括其药学

上可接受的盐)、药学上可接受的载体，以及任选其它  治疗成分或助剂。本发明的组合物包

括适合口服、直肠、局部和胃肠  外(包括皮下、肌内和静脉内)施用的那些，然而在任何给定

的情况下  最适合的途径将取决于施用活性成分所针对疾患的具体宿主、性质和  严重性。

该药物组合物可方便地以单位剂量形式存在，且可通过任何 药学领域熟知的方法来制备。

[0349] 如本文使用，术语“药学上可接受的盐”指由药学上可接受的无毒  碱或酸制备的

盐。当本发明的化合物为酸性时，可将其相应的盐由药  学上可接受的无毒碱(包括无机碱

和有机碱)来方便地制备。源自这类  无机碱的盐包括铝盐、铵盐、钙盐、铜盐、高铁盐、亚铁

盐、锂盐、  镁盐、锰盐、钾盐、钠盐、锌盐等盐。特别优选的是铵盐、钙盐、镁  盐、钾盐和钠盐。

源自药学上可接受的有机无毒碱的盐包括伯、仲和  叔胺以及环胺和经取代的胺(例如天然

存在和合成的经取代的胺)的  盐。可由其形成盐的其它药学上可接受的有机无毒碱包括离

子交换树  脂例如，精氨酸、甜菜碱、咖啡因、胆碱、N,N’-二苄乙烯二胺、二 乙胺、2-二乙氨

基乙醇、2-二甲氨基乙醇、乙醇胺、乙二胺、N-乙基 吗啉、N-乙基哌啶、葡糖胺(glucamine)、

氨基葡糖(glucosamine)、组  氨酸、哈胺、异丙胺、赖氨酸、甲基葡糖胺、吗啉、哌嗪、哌啶、聚 

胺树脂、普鲁卡因、嘌呤、可可碱、三乙胺、三甲胺、三丙胺、缓血 酸胺等。

[0350] 如本文使用，术语“药学上可接受的无毒酸”，包括无机酸、有机  酸，和由其制备的

盐，例如，乙酸、苯磺酸、苯甲酸、樟脑磺酸、柠  檬酸、乙磺酸、富马酸、葡糖酸、谷氨酸、氢溴

酸、盐酸、羟乙磺酸、  乳酸、马来酸、苹果酸、扁桃酸、甲磺酸、粘酸、硝酸、双羟萘酸、  泛酸、

磷酸、琥珀酸、硫酸、酒石酸、对甲苯磺酸等。优选的是柠檬  酸、氢溴酸、盐酸、马来酸、磷酸、

硫酸和酒石酸。
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[0351] 实际上，根据常规药物调配技术可将本发明的化合物或本发明的  其药学上可接

受的盐作为活性成分与药物载体以直接混合的方式组  合。根据施用(例如,口服或胃肠外

(包括静脉内))所需的剂型，载体可  采取各种各样的形式。因此，本发明的药物组合物可作

为适用于口服  施用的分离的单位存在，例如各含有预测量的活性成分的胶囊、扁胶  囊或

片剂。而且，该组合物可作为粉剂、作为颗粒剂、作为溶液、作  为在水性液体中的混悬剂、作

为非水性液体、作为水包油的乳剂或作  为油包水的液体乳剂存在。除了以上列出的常见剂

型外，也可将本发  明的化合物和/或其药学上可接受的盐通过控释工具和/或递送装置来 

施用。可将该组合物通过任何药学方法来制备。通常，这类方法包括  将活性成分与构成一

种或多种必需成分的载体结合在一起的步骤。通  常，将该组合物通过将活性成分与液体载

体或细分的固体载体或其二  者均匀且充分混合来制备。随后可使产物形成所需的制剂 

(presentation)。

[0352] 因此，本发明的药物组合物可包含药学上可接受的载体和本发明  的化合物或所

述化合物的药学上可接受的盐。也可将本发明的化合物  或其药学上可接受的盐与一种或

多种其它治疗活性化合物组合包含  在药物组合物中。

[0353] 所用的药物载体可以是，例如固体、液体或气体。固体载体的实  例包括乳糖、白陶

土、蔗糖、滑石、明胶、琼脂、果胶、阿拉伯胶、  硬脂酸镁和硬脂酸。液体载体的实例为糖浆、

花生油、橄榄油和水。  气体载体的实例包括二氧化碳和氮气。

[0354] 在制备口服剂型的组合物时，可采用任何方便的药物介质。例如，  可将水、二醇、

油、醇、矫味剂、防腐剂、着色剂等用于形成口服液  体制剂例如混悬剂、酏剂和溶液；而可将

载体例如淀粉、糖、微晶纤  维素、稀释剂、成粒剂、润滑剂、粘合剂、崩解剂等用于形成口服

固  体制剂例如粉剂、胶囊和片剂。因为它们易于施用，所以片剂和胶囊  是由此采用固体药

物载体的优选的口服剂型。任选地，可将片剂通过 标准水性或非水性技术来包衣。

[0355] 可通过任选与一种或多种辅助成分或助剂一起压缩或模压来制  备含有本发明组

合物的片剂。可通过在适合的机器中将呈自由流动形  式(例如粉末或颗粒)的任选地与粘

合剂、润滑剂、惰性稀释剂、表面  活性剂或分散剂混合的活性成分进行压缩来制备压缩片

剂。可通过在  适合的机器中将经惰性液体稀释剂润湿的粉末化合物的混合物进行  模压来

制备模压片剂。

[0356] 本发明的药物组合物包含作为活性成分的本发明的化合物(或其  药学上可接受

的盐)、药学上可接受的载体以及任选一个或多个另外 的治疗剂或助剂。本发明的组合物

包括适合口服、直肠、局部和胃肠  外(包括皮下、肌内和静脉内)施用的组合物，然而在任何

给定的情况  下最适合的途径将取决于施用活性成分所针对疾患的具体宿主、性质  和严重

性。该药物组合物可方便地以单位剂量形式存在，且可通过任 何药学领域熟知的方法来制

备。

[0357] 可将适用于胃肠外施用的本发明的药物组合物制备为活性化合  物在水中的溶液

或混悬剂。其可包含适合的表面活性剂例如，羟丙基 纤维素。也可将分散剂在甘油、液体聚

乙二醇及其在油中的混合物中  进行制备。而且，可包含防腐剂以预防微生物有害生长。

[0358] 适用于可注射用途的本发明的药物组合物包括无菌水溶液或分  散剂。而且，该组

合物可为用于临用现配这类无菌可注射溶液或分散  剂的无菌粉末的形式。在所有情况下，

最终可注射形式必须是无菌的  且必须是易于注射的有效流体。该药物组合物在制备和贮
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藏条件下必  须是稳定的；因此，优选应当针对微生物(例如细菌和真菌)的污染行  为进行

防腐。该载体可为含有例如水、乙醇、多元醇(例如，甘油、  丙二醇和液体聚乙二醇)、植物油

和其适合的混合物的溶剂或分散介  质。

[0359] 本发明的药物组合物可为适用于局部使用的形式，例如气溶胶、  乳膏、软膏、洗

剂、撒粉、漱口水(mouth  washes)、含漱剂(gargle)等。  而且，该组合物可为适用于经皮装

置的形式。利用本发明的化合物或  其药学上可接受的盐，可将这些制剂经常规处理方法来

制备。例如，  将乳膏或软膏通过将亲水材料和水连同约5wt％至约10wt％的该化  合物一起

混合以产生具有所需稠度的乳膏或软膏来制备。

[0360] 本发明的药物组合物可为适用于直肠施用的形式，其中载体为固  体。可优选的

是，该混合物形成单位剂量栓剂。适合的载体包括可可  豆脂和通常用于本领域的其它材

料。可将栓剂通过首先将该组合物与  软化或熔化的载体混合，接着在模具中冷却并成型来

方便地形成。

[0361] 除了前述载体成分之外，上述药物制剂可适当地包含一个或多个  另外的载体成

分，例如稀释剂、缓冲剂、矫味剂、粘合剂、表面活性  剂、增稠剂、润滑剂、防腐剂(包括抗氧

剂)等。而且，可包含其它助  剂以使该制剂与预期的接受者的血液等渗。也可将含有本发明

的化合  物和/或其药学上可接受的盐的组合物制备成粉末或液体浓缩物的形 式。

[0362] 在治疗需要调节与肌肉生长相关的细胞功能的疾患中，适合的剂  量水平通常为

每天每kg患者体重约0.01mg-500mg，且可以以单或  多剂量施用。优选的是，剂量水平为每

天约0.1mg/kg-约250mg/kg；  更优选每天0.5mg/kg-100mg/kg。适合的剂量水平可为每天约

0.01  mg/kg-250mg/kg、每天约0.05mg/kg-100mg/kg或每天约0.1mg/kg  -50mg/kg。在此范

围内，剂量可为每天0.05mg/kg-0.5mg/kg、0.5  mg/kg-5.0mg/kg或5.0mg/kg-50mg/kg。对于

口服施用，优选将该组  合物以含有1.0毫克-1000毫克活性成分的片剂形式提供，具体为

1.0  毫克、5.0毫克、10毫克、15毫克、20毫克、25毫克、50毫克、75  毫克、100毫克、150毫克、

200毫克、250毫克、300毫克、400毫  克、500毫克、600毫克、750毫克、800毫克、900毫克和

1000毫  克活性成分，用于待治疗患者的剂量的症状调节。可将该化合物按每  天1-4次，优

选每天1次或2次的方案来施用。可调节该剂量方案以 提供最佳的治疗响应。

[0363] 但是，应理解，用于任何具体患者的特定的剂量水平将取决于多  种因素。这类因

素包括患者的年龄、体重、一般健康、性别和饮食。  其它因素包括施用的时间和途径、排泄

速率、联合用药以及处于治疗 中的具体疾病的类型和严重性。

[0364] 本发明进一步涉及制备用于在哺乳动物(例如，人类)中调节与肌  肉生长相关的

细胞活性的药物(例如，治疗与肌肉功能障碍或萎缩相  关的一个或多个病症)的方法，包括

将一个或多个公开的化合物、产  物或组合物与药学上可接受的载体或稀释剂组合。因此，

在一方面，  本发明涉及制备药物的方法，包括将至少一个公开的化合物或至少一  个公开

的产物与药学上可接受的载体或稀释剂组合。

[0365] 公开的药物组合物可进一步包含通常用于治疗上述病理状况的  其他治疗活性化

合物。

[0366] 应理解，所公开的组合物可从所公开的化合物来制备。也应理解  可将所公开的组

合物用于所公开方法的使用。

[0367] E.使用化合物和组合物的方法
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[0368] 1.肌萎缩

[0369] 肌萎缩被定义为肌肉质量的减少；其可以是肌肉的部分或完全消  瘦。因为用力的

能力与肌肉质量有关，所以当肌萎缩时，会导致肌无  力。肌萎缩是若干常见疾病的共同病

态，并且在这些疾病环境中患有 “恶病质”的患者具有不良预后。

[0370] 肌萎缩也可以是由营养不良、衰老、肌肉失用(例如自愿性或非  自愿性卧床)、神

经性疾病(例如多发性硬化、肌萎缩侧索硬化、脊髓  性肌萎缩、危重病性神经病、脊髓损伤、

周围神经病变或周围神经损  伤)、肢体或关节损伤、拉伤、肢体固定的其它术后的形式或空

间飞  行)、慢性疾病(例如癌症、充血性心力衰竭、慢性肺病、慢性肾衰竭、  慢性肝病、糖尿

病、糖皮质激素分泌过多，以及慢性感染例如  HIV/AIDS或肺结核)、烧伤、败血病、需要机械

通气的其它疾病、药  物诱导的肌肉疾病(例如糖皮质激素诱导的肌病和抑制素诱导的肌 

病)、主要影响骨骼肌的遗传疾病(例如肌营养不良症、肌强直性营养  不良以及包涵体肌

炎)或影响骨骼肌的自身免疫疾病(例如多肌炎和皮  肌炎)引起的骨骼肌损失或虚弱。

[0371] 有许多引起肌萎缩的疾病和疾患，包括营养不良、肌肉失用(自  愿性或非自愿性

卧床继发)、神经性疾病(包括多发性硬化、肌萎缩侧  索硬化、脊髓性肌萎缩、危重病性神经

病、脊髓损伤或周围神经损伤)、  整形外科损伤、拉伤以及肢体固定的其它术后的形式)、慢

性疾病(包  括癌症、充血性心力衰竭、慢性肺病、慢性肾衰竭、慢性肝病、糖尿  病、库欣综合

征和慢性感染例如HIV/AIDS或肺结核)、烧伤、败血  病、需要机械通气的其它疾病、药物诱

导的肌肉疾病(例如糖皮质激  素诱导的肌病和抑制素诱导的肌病)、主要影响骨骼肌的遗

传疾病(例  如肌营养不良症和肌强直性营养不良)、影响骨骼肌的自身免疫疾病  (例如多

肌炎和皮肌炎)、空间飞行和衰老。

[0372] 肌萎缩由在蛋白合成和蛋白分解之间正常平衡变化而发生。在萎  缩期间，存在蛋

白合成途径下调和蛋白分解途径活化。具体的蛋白降  解途径(其似乎是处于萎缩的肌肉中

所见的大量肌肉损失的原因)是  ATP依赖性的泛素/蛋白酶体途径。在该系统中，通过将称

为泛素的  至少4拷贝的小肽连接到底物蛋白上，使具体的蛋白成为破坏的靶  标。当底物因

此为“泛素化”时，其成为蛋白酶体破坏的靶标。在泛素  /蛋白酶体途径中具体的酶允许某

些蛋白而不是其它泛素化——特异  性通过将靶蛋白与“E3泛素连接酶”偶联而得到。每个

E3泛素连接酶  与引起它们泛素化的一系列具体的底物结合。例如，在骨骼肌中，已  知E3泛

素连接酶atrogin-1和MuRF1在蛋白降解和肌萎缩中起重要  作用。

[0373] 诱导肌肥大或肌肉尺寸增加的信号转导途径可对抗肌萎缩。因  此，一种通过锻炼

诱导肌肉质量增加的方式将会使具有相反作用的途  径下调。肌萎缩的一种重要的修复工

具包括使用功能电刺激来刺激肌 肉，其在修复截瘫患者方面取得的成功有限。

[0374] 可将熊果酸或熊果酸衍生物用作用于疾病和年龄相关的肌萎缩  的治疗。它作为

单一治疗或与其它已考虑的策略例如肌肉生长抑素抑  制(Zhou,X .等人(2010)Cell  142

(4):531-543)组合都是有用的。鉴于其  能够减少脂肪过多、空腹血糖和血浆脂质水平，也

可将熊果酸或熊果 酸衍生物用作用于肥胖、代谢综合症和2型糖尿病的治疗。

[0375] 可将所公开的化合物作为单一药剂或与一个或多个其它药物组  合用于治疗、预

防、控制、改善或减少前述疾病、病症和疾患的风险，  对于所述疾病、病症和疾患，式I化合

物或其它药物有效，其中药物 组合在一起比单独的任一药物更安全或更有效。因此也可将

其它药物  通过一种途径或以通常使用的量与公开的化合物同时或连续施用。当  将公开的
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化合物与一个或多个其它药物同时使用时，含有这类药物和  公开的化合物的单位剂型的

药物组合物是优选的。但是，也可按重叠 的时间表来实施联合治疗。也可预想，一个或多个

活性成分和公开的 化合物组合比任一单一药剂更有效。

[0376] 可将全身施用熊果酸(通过胃肠外注射剂或通过口服)用于在所  有肌肉中(包括

肢体和膈的肌肉)促进肌肉生长并减少肌萎缩。可将局  部施用熊果酸(通过局部途径或局

部注射)用于促进局部肌肉生长，在  局部注射或手术之后按需要进行。

[0377] 在一方面，可将该主题化合物与刺激胰岛素信号转导、IGFl信号  转导和/或肌肉

生长的药剂共同施用，所述药剂包括胰岛素、胰岛素  类似物、胰岛素样生长因子l、二甲双

胍、噻唑烷二酮类、磺酰脲类、 氯茴苯酸类、瘦素、二肽基肽酶-4抑制剂、胰高血糖素样肽-1

激动剂、 酪氨酸蛋白磷酸酶非受体1(PTPNl又名PTPlB)抑制剂、肌肉生长抑  素信号转导抑

制剂、克伦特罗和雄激素(包括睾酮和5-去氢表雄酮)。  所述衍生物可为科罗索酸、UA07l3

或其它五环三萜酸。可将熊果酸、  其衍生物或盐口服、肌内、静脉内或动脉内施用。熊果酸、

其衍生物 或盐可为基本上纯的。可将熊果酸、其衍生物或盐以约10mg/天-10g/ 天来施用。

[0378] 在另一方面，可将该主题化合物与刺激胰岛素信号转导、IGFl  信号转导和/或肌

肉生长的药剂组合施用，所述药剂包括胰岛素、胰  岛素类似物、胰岛素样生长因子l、二甲

双胍、噻唑烷二酮类、磺酰  脲类、氯茴苯酸类、瘦素、二肽基肽酶-4抑制剂、胰高血糖素样

肽-1  激动剂、酪氨酸蛋白磷酸酶非受体1(PTPNl，其通常也称为PTPlB)  抑制剂、肌肉生长

抑素信号转导抑制剂、克伦特罗和雄激素(包括睾  酮和5-去氢表雄酮)。所述衍生物可为科

罗索酸、UA0713或其它五环  三萜酸。可将熊果酸、其衍生物或盐口服、肌内、静脉内或动脉

内施  用。熊果酸、其衍生物或盐可为基本上纯的。可将熊果酸、其衍生物  或盐以约10mg/

天-10g/天来施用。

[0379] 本发明的药物组合物和方法可进一步包含通常用于治疗上述病  理状况的如本文

注明的其它治疗活性化合物。

[0380] 2.治疗方法

[0381] 本文公开的化合物用于治疗、预防、改善、控制或减少多种肌肉  病症的风险。这类

肌肉病症的实例包括但不限于营养不良继发的骨骼  肌萎缩、肌肉失用(自愿性或非自愿性

卧床继发)、神经性疾病(包括多 发性硬化、肌萎缩侧索硬化、脊髓性肌萎缩、危重病性神经

病、脊髓  损伤或周围神经损伤)、整形外科损伤、拉伤以及肢体固定的其它术  后的形式、慢

性疾病(包括癌症、充血性心力衰竭、慢性肺病、慢性 肾衰竭、慢性肝病、糖尿病、库欣综合

征和慢性感染例如HIV/AIDS  或肺结核)、烧伤、败血病、需要机械通气的其它疾病、药物诱

导的  肌肉疾病(例如糖皮质激素诱导的肌病和抑制素诱导的肌病)、主要影  响骨骼肌的遗

传疾病(例如肌营养不良症和肌肉强直性营养不良)、影  响骨骼肌的自身免疫疾病(例如多

肌炎和皮肌炎)、空间飞行或年龄相 关的少肌症。

[0382] 因此，提供了用于治疗或预防肌萎缩的方法，其包括：以有效治  疗在受试者中所

述病症的剂量和量向所述受试者施用至少一种公开 的化合物；至少一种公开的药物组合

物；和/或至少一种公开的产物。

[0383] 还提供了用于增加肌肉质量的方法，其包括：以有效治疗在受试  者中所述病症的

剂量和量向所述受试者施用至少一种公开的化合物；  至少一种公开的药物组合物；和/或

至少一种公开的产物。
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[0384] a.预防或治疗肌萎缩

[0385] 在一方面，本发明涉及用于预防或治疗动物肌萎缩的方法，所述  方法包括向所述

动物施用下式化合物：

[0386]

[0387] 其中每个-----为任选的共价键，且R0任选地存在；其中n为0  或1；其中R0，当存在

时，为氢；其中R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；  其中R1b选自C1-C6烷基，或其中R1a和R1b是任

选地共价键合的，  并且连同中间碳一起，共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或C2-C5  杂

环烷基；其中R2a和R2b之一为–OR11，且另一个为氢，或R2a和R2b共同包含＝O；其中每个R3a和R3b

独立选自氢、羟基、C1-C6烷基和  C1-C6烷氧基，条件是R3a和R3b不同时为羟基，其中R3a和R3b

为任  选地共价键合的，并且连同中间碳一起，共同包含任选经取代的  C3-C5环烷基或C2-

C5杂环烷基；其中每个R4、R5和R6独立选自  C1-C6烷基；其中R7选自C1-C6烷基、–CH2OR12和–C

(O)ZR12；其  中R8选自氢和C1-C6烷基；其中每个R9a和R9b独立选自氢和C1-C6  烷基，条件是

R9a和R9b不同时为氢；或其中R9a和R9b是共价键合的，  且连同中间碳一起，共同包含C3-C5环

烷基或C2-C5杂环烷基；其 中R10选自氢和C1-C6烷基；其中R11选自氢、C1-C6烷基、C1-C5  杂

烷基、C3-C6环烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳基和–C(O)R14；  其中R11，在允许的情况下，

经选自氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、  碘代、甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰

氧基、甲  氧基、乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；其中R12选自氢  和具有1-20个碳

的任选经取代的有机残基；其中Z选自–O–和  –NR13–；其中R13选自氢和C1-C4烷基；或者，其

中Z为N，R12和  R13是共价键合的且–NR12R13包含下式的部分：

[0388]

[0389] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、  水合物、溶剂

合物或多晶型物，以有效预防或治疗动物肌萎缩的量，  其中当该化合物为熊果酸、β乳香

酸、科罗索酸、桦木酸或UA0713 时，所述量大于每天约1000mg。

[0390] 在另一方面，施用的所述化合物是公开的化合物或制备化合物的  公开方法的产

物。

[0391] 在另一方面，所述动物是哺乳动物。在又一方面，所述哺乳动物  是灵长类。在又一

方面，所述哺乳动物是人类。在又一方面，所述人  类是患者。

[0392] 在另一方面，所述动物是驯养动物。在又一方面，所述驯养动物  是驯养的鱼、驯养

的甲壳动物、驯养的软体动物。在又一方面，所述  驯养动物是家禽。在又一方面，所述家禽
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选自鸡、火鸡、鸭和鹅。在  又一方面，所述驯养动物是家畜。在又一方面，所述家畜动物选自

猪、 牛、马、山羊、野牛和绵羊。

[0393] 在另一方面，所述有效量是治疗有效量。在又一方面，所述有效  量是预防性有效

量。在又一方面，通过施用所述化合物预防肌萎缩。  在又一方面，通过施用所述化合物治疗

肌萎缩。在又一方面，所述方  法进一步包括对需要治疗肌萎缩的哺乳动物进行鉴定的步

骤。在又一  方面，所述方法进一步包括对需要预防肌萎缩的哺乳动物进行鉴定的  步骤。在

又一方面，在所述施用步骤之前已诊断所述哺乳动物需要治  疗肌萎缩。

[0394] 在另一方面，所述化合物不是熊果酸、β乳香酸、科罗索酸、桦  木酸或UA0713。在又

一方面，所述化合物是熊果酸、β乳香酸、科  罗索酸、桦木酸或UA0713。在又一方面，不将所

述化合物作为食品  施用。

[0395] b.增加肌肉质量和/或力量

[0396] 在一方面，本发明涉及用于增加动物肌肉质量和/或肌肉力量的  方法，所述方法

包括向所述动物施用下式化合物：

[0397]

[0398] 其中每个-----为任选的共价键，且R0任选地存在；其中n为0  或1；其中R0，当存在

时，为氢；其中R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；  其中R1b选自C1-C6烷基，或其中R1a和R1b是任

选地共价键合的，  并且连同中间碳一起，共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或C2-C5  杂

环烷基；其中R2a和R2b之一为–OR11，且另一个为氢，或R2a和R2b共同包含＝O；其中每个R3a和R3b

独立选自氢、羟基、C1-C6烷基和  C1-C6烷氧基，条件是R3a和R3b不同时为羟基，其中R3a和R3b

为任  选地共价键合的，并且连同中间碳一起，共同包含任选经取代的  C3-C5环烷基或C2-

C5杂环烷基；其中每个R4、R5和R6独立选自  C1-C6烷基；其中R7选自C1-C6烷基、–CH2OR12和–C

(O)ZR12；其  中R8选自氢和C1-C6烷基；其中每个R9a和R9b独立选自氢和C1-C6  烷基，条件是

R9a和R9b不同时为氢；或其中R9a和R9b是共价键合的，  且连同中间碳一起，共同包含任选经取

代的C3-C5环烷基或C2-C5  杂环烷基；其中R10选自氢和C1-C6烷基；其中R11选自氢、C1-C6 

烷基、C1-C5杂烷基、C3-C6环烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳  基和–C(O)R14；其中R11，在允

许的情况下，经选自氰基、酰基、氟  代、氯代、溴代、碘代、甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己

基、羟  基、乙酰氧基、甲氧基、乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；  其中R12选自氢和

具有1-20个碳的任选经取代的有机残基；其中Z  选自–O–和–NR13-；其中R13选自氢和C1-C4

烷基；或者，其中Z为  N，R12和R13是共价键合的且–NR12R13包含下式的部分：

[0399]

[0400] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自
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氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、  水合物、溶剂

合物或多晶型物，以有效预防或治疗动物肌萎缩的量，  其中当该化合物为熊果酸、β乳香

酸、科罗索酸、桦木酸或UA0713  时，所述量大于每天约1000mg。在另一方面，施用的所述化

合物是 公开的化合物或制备化合物的公开方法的产物。

[0401] 在另一方面，施用的所述化合物是公开的化合物或制备化合物的  公开方法的产

物。

[0402] 在另一方面，所述动物是哺乳动物。在又一方面，所述哺乳动物  是灵长类。在又一

方面，所述哺乳动物是人类。在又一方面，所述人  类是患者。

[0403] 在另一方面，所述动物是驯养动物。在又一方面，所述驯养动物  是驯养的鱼、驯养

的甲壳动物、驯养的软体动物。在又一方面，所述  驯养动物是家禽。在又一方面，所述家禽

选自鸡、火鸡、鸭和鹅。在  又一方面，所述驯养动物是家畜。在又一方面，所述家畜动物选自

猪、 牛、马、山羊、野牛和绵羊。

[0404] 在另一方面，所述有效量是治疗有效量。在又一方面，所述有效  量是预防性有效

量。在又一方面，通过施用所述化合物预防肌萎缩。  在又一方面，通过施用所述化合物治疗

肌萎缩。在又一方面，所述方  法进一步包括对需要治疗肌萎缩的哺乳动物进行鉴定的步

骤。在又一  方面，所述方法进一步包括对需要预防肌萎缩的哺乳动物进行鉴定的  步骤。在

又一方面，在所述施用步骤之前已诊断所述哺乳动物需要治  疗肌萎缩。

[0405] 在另一方面，所述化合物不是熊果酸、β乳香酸、科罗索酸、桦  木酸或UA0713。在又

一方面，所述化合物是熊果酸、β乳香酸、科  罗索酸、桦木酸或UA0713。在又一方面，不将所

述化合物作为食品  施用。

[0406] C.增强肌肉形成

[0407] 在一方面，本发明涉及增强哺乳动物肌肉形成的方法，所述方法  包括向所述哺乳

动物施用下式化合物：

[0408]

[0409] 其中R11选自氢、C1-C6烷基、C1-C5杂烷基、C3-C6环烷基、  C4-C6杂环烷基、苯基、杂

芳基和–C(O)R14；其中R11，在允许的情  况下，经选自氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、甲

基、乙基、  丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲氧基、乙氧基、丙氧  基和丁氧基的0-2

个基团取代；其中R12选自氢和具有1-20个碳的任  选经取代的有机残基；其中Z选自–O–和–

NR13–；其中R13选自氢和  C1-C4烷基；或R12和R13，当存在时，是共价键合的且–NR12R13包  含由

下式表示的部分：

[0410]
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[0411] 其中X选自O、S、SO、SO2、NH和NCH3；且其中R14为C1-C6  烷基并经选自氰基、酰基、氟

代、氯代、溴代、碘代、甲基、乙基、  丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲氧基、乙氧基、

丙氧  基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、水合物、溶  剂合物或多晶型

物，以大于每天约200mg/kg且有效增强肌肉形成的 量。

[0412] 在另一方面，施用的所述化合物是公开的化合物或制备化合物的  公开方法的产

物。

[0413] 在另一方面，所述哺乳动物是人类。在又一方面，所述人类是患  者。在又一方面，

施用所述化合物预防所述哺乳动物肌萎缩。在又一  方面，施用所述化合物治疗所述哺乳动

物肌萎缩。在又一方面，施用  所述化合物增加所述哺乳动物肌肉质量。在又一方面，施用所

述化合  物增加所述哺乳动物肌肉力量。

[0414] 在另一方面，将所述化合物以有效量施用。在又一方面，所述有  效量是治疗有效

量。在又一方面，所述有效量是预防性有效量。在又  一方面，所述方法进一步包括对需要治

疗肌萎缩的哺乳动物进行鉴定 的步骤。在又一方面，所述方法进一步包括对需要预防肌萎

缩的哺乳  动物进行鉴定的步骤。在又一方面，在所述施用步骤之前已诊断所述  哺乳动物

需要治疗肌萎缩。

[0415] 在另一方面，所述哺乳动物是驯养动物。在又一方面，驯养动物  是家畜。在又一方

面，所述家畜动物选自猪、牛、马、山羊、野牛和  绵羊。

[0416] 在另一方面，所述化合物不是熊果酸。在又一方面，所述化合物  是熊果酸。在另一

方面，所述化合物不是熊果酸、β乳香酸、科罗索  酸、桦木酸或UA0713。在又一方面，所述化

合物是熊果酸、β乳香  酸、科罗索酸、桦木酸或UA0713。在又一方面，不将所述化合物作  为

食品施用。

[0417] 3.增强体外组织生长

[0418] 在一方面，本发明涉及增强体外组织生长的方法，所述方法包括 向所述组织施用

下式化合物：

[0419]

[0420] 其中每个-----为任选的共价键，且R0任选地存在；其中n为0  或1；其中R0，当存在

时，为氢；其中R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；  其中R1b选自C1-C6烷基，或其中R1a和R1b是任

选共价键合的，并  且连同中间碳一起，共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或C2-C5  杂环

烷基；其中R2a和R2b之一为–OR11，且另一个为氢，或R2a和R2b共同包含＝O；其中每个R3a和R3b独

立选自氢、羟基、C1-C6烷基和  C1-C6烷氧基，条件是R3a和R3b不同时为羟基，其中R3a和R3b为

任  选地共价键合的，并且连同中间碳一起，共同包含任选经取代的  C3-C5环烷基或C2-C5

杂环烷基；其中每个R4、R5和R6独立选自  C1-C6烷基；其中R7选自C1-C6烷基、–CH2OR12和–C
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(O)ZR12；其  中R8选自氢和C1-C6烷基；其中每个R9a和R9b独立选自氢和C1-C6  烷基，条件是

R9a和R9b不同时为氢；或其中R9a和R9b是共价键合的，  且连同中间碳一起，共同包含C3-C5环

烷基或C2-C5杂环烷基；其 中R10选自氢和C1-C6烷基；其中R11选自氢、C1-C6烷基、C1-C5  杂

烷基、C3-C6环烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳基和–C(O)R14；  其中R11，在允许的情况下，

经选自氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、  碘代、甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰

氧基、甲  氧基、乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；其中R12选自氢  和具有1-20个碳

的任选经取代的有机残基；其中Z选自–O–和  –NR13–；其中R13选自氢和C1-C4烷基；或者，其

中Z为N，R12和  R13是共价键合的且–NR12R13包含下式的部分：

[0421]

[0422] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、  水合物、溶剂

合物或多晶型物，以有效增强组织生长的量。

[0423] 在另一方面，施用的所述化合物是公开的化合物或制备化合物的  公开方法的产

物。

[0424] 在另一方面，所述组织包括动物细胞。在又一方面，所述动物细  胞是肌细胞。在又

一方面，所述肌细胞是肌卫星细胞。在又一方面，  使所述肌卫星细胞在骨架上生长。

[0425] 4.药物的制备

[0426] 在一方面，本发明涉及用于制备抑制哺乳动物肌萎缩和增加肌肉  质量的药物的

方法，其包括将治疗有效量的公开的化合物或公开的方  法的产物与药学上可接受的载体

或稀释剂组合。

[0427] 在另一方面，所述药物调节肌肉生长。在又一方面，所述药物抑  制肌萎缩。在又一

方面，所述药物增加肌肉质量。在又一方面，所述 药物诱导骨骼肌肥大。

[0428] 5.对性能增强的用途进行测试的方法

[0429] 在一方面，本发明涉及对熊果酸类似物在动物中性能增强的用途  进行测试的方

法，所述方法包括：(a)从动物得到生物试样；和(b)测 量下式化合物的量：

[0430]

[0431] 其中每个-----为任选的共价键，且R0任选地存在；其中n为0  或1；其中R0，当存在

时，为氢；其中R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；  其中R1b选自C1-C6烷基，或其中R1a和R1b是任

选地共价键合的，  并且连同中间碳一起，共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或C2-C5  杂

环烷基；其中R2a和R2b之一为–OR11，且另一个为氢，或R2a和R2b共同包含＝O；其中每个R3a和R3b
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独立选自氢、羟基、C1-C6烷基和  C1-C6烷氧基，条件是R3a和R3b不同时为羟基，其中R3a和R3b

为任  选地共价键合的，并且连同中间碳一起，共同包含任选经取代的  C3-C5环烷基或C2-

C5杂环烷基；其中每个R4、R5和R6独立选自  C1-C6烷基；其中R7选自C1-C6烷基、–CH2OR12和–C

(O)ZR12；其  中R8选自氢和C1-C6烷基；其中每个R9a和R9b独立选自氢和C1-C6  烷基，条件是

R9a和R9b不同时为氢；或其中R9a和R9b是共价键合的，  且连同中间碳一起，共同包含C3-C5环

烷基或C2-C5杂环烷基；其 中R10选自氢和C1-C6烷基；其中R11选自氢、C1-C6烷基、C1-C5  杂

烷基、C3-C6环烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳基和–C(O)R14；  其中R11，在允许的情况下，

经选自氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、  碘代、甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰

氧基、甲  氧基、乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；其中R12选自氢  和具有1-20个碳

的任选经取代的有机残基；其中Z选自–O–和  –NR13–；其中R13选自氢和C1-C4烷基；或者，其

中Z为N，R12和  R13是共价键合的且–NR12R13包含下式的部分：

[0432]

[0433] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、  水合物、溶剂

合物或多晶型物，在所述试样中以确定在所述生物试样  中是否存在超生理学量的所述化

合物；其中在所述生物试样中所述化  合物的超生理学的量指示所述化合物的性能增强用

途。

[0434] 在另一方面，所述超生理学的量大于以每天约1000mg水平施用 的峰浓度。在又一

方面，所述超生理学的量是由以大于每天200mg  水平施用所述化合物产生的量。在又一方

面，所述超生理学的量是由 以大于每天200mg水平施用所述化合物产生的量。在又一方面，

在  施用所述化合物后约12小时-约96小时得到所述生物试样。

[0435] 在另一方面，所述动物是哺乳动物。在又一方面，所述动物是驯  养动物。在又一方

面，所述哺乳动物是人类。

[0436] 在另一方面，所述生物样品是血液、尿、唾液、毛发、肌肉、皮  肤、脂肪或呼气

(breath)。

[0437] 6.化合物的用途

[0438] 在一方面，本发明涉及用于增加哺乳动物肌肉质量的化合物的用  途，所述化合物

具有由下式表示的结构：

[0439]

[0440] 其中每个-----为任选的共价键，且R0任选地存在；其中n为0  或1；其中R0，当存在
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时，为氢；其中R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；  其中R1b选自C1-C6烷基，或其中R1a和R1b是任

选共价键合的，并  且连同中间碳一起，共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或C2-C5  杂环

烷基；其中R2a和R2b之一为–OR11，且另一个为氢，或R2a和R2b共同包含＝O；其中每个R3a和R3b独

立选自氢、羟基、C1-C6烷基和  C1-C6烷氧基，条件是R3a和R3b不同时为羟基，其中R3a和R3b为

任  选地共价键合的，并且连同中间碳一起，共同包含任选经取代的  C3-C5环烷基或C2-C5

杂环烷基；其中每个R4、R5和R6独立选自  C1-C6烷基；其中R7选自C1-C6烷基、–CH2OR12和–C

(O)ZR12；其  中R8选自氢和C1-C6烷基；其中每个R9a和R9b独立选自氢和C1-C6  烷基，条件是

R9a和R9b不同时为氢；或其中R9a和R9b是共价键合的，  且连同中间碳一起，共同包含C3-C5环

烷基或C2-C5杂环烷基；其 中R10选自氢和C1-C6烷基；其中R11选自氢、C1-C6烷基、C1-C5  杂

烷基、C3-C6环烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳基和–C(O)R14；  其中R11，在允许的情况下，

经选自氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、  碘代、甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰

氧基、甲  氧基、乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；其中R12选自氢  和具有1-20个碳

的任选经取代的有机残基；其中Z选自–O–和  –NR13–；其中R13选自氢和C1-C4烷基；或R12和

R13，当存在时， 是共价键合的且–NR12R13包含由下式表示的部分：

[0441]

[0442] 其中X选自O、S、SO、SO2、NH和NCH3；且其中R14为C1-C6  烷基并经选自氰基、酰基、氟

代、氯代、溴代、碘代、甲基、乙基、  丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲氧基、乙氧基、

丙氧  基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、水合物、溶  剂合物或多晶型

物。

[0443] 在另一方面，用途是治疗哺乳动物。在又一方面，所述哺乳动物  是人类。在又一方

面，所述人类是患者。在又一方面，用途是向哺乳  动物施用所述化合物以预防肌萎缩。在又

一方面，用途是施用所述化  合物以增加所述哺乳动物肌肉力量。在另一方面，所述哺乳动

物是驯  养动物。在又一方面，驯养动物是家畜。在又一方面，所述家畜动物  选自猪、牛、马、

山羊、野牛和绵羊。

[0444] 在另一方面，用途是以有效量施用所述化合物。在又一方面，所  述有效量是治疗

有效量。在又一方面，所述有效量是预防性有效量。  在又一方面，在使用之前，对需要治疗

肌萎缩的哺乳动物进行鉴定。  在又一方面，在使用之前，对需要预防肌萎缩的哺乳动物进

行鉴定。  在又一方面，在所述施用步骤之前已诊断所述哺乳动物需要治疗肌萎  缩。

[0445] 在另一方面，所述化合物不是熊果酸。在又一方面，所述化合物  是熊果酸。在另一

方面，所述化合物不是熊果酸、β乳香酸、科罗索  酸、桦木酸或UA0713。在又一方面，所述化

合物是熊果酸、β乳香  酸、科罗索酸、桦木酸或UA0713。在又一方面，不将所述化合物作  为

食品使用。在又一方面，当所述化合物为熊果酸、β乳香酸、科罗  索酸、桦木酸或UA0713时，

将所述化合物以大于每天1000mg的量  使用。

[0446] 7.试剂盒

[0447] 在一方面，本发明涉及试剂盒，其包含具有通过下式表示结构的  至少一种化合

物：
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[0448]

[0449] 其中每个-----为任选的共价键，且R0任选地存在；其中n为0  或1；其中R0，当存在

时，为氢；其中R1a选自C1-C6烷基和–C(O)ZR10；  其中R1b选自C1-C6烷基；或其中R1a和R1b是共

价键合的，并且连  同中间碳一起，共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的 

C2-C5杂环烷基；其中R2a和R2b独立选自氢和–OR11，条件是至少  R2a和R2b之一为–OR11；或其中

R2a和R2b共同包含＝O；其中每个R3a和R3b独立选自氢、羟基、C1-C6烷基和C1-C6烷氧基，条件

是R3a和R3b不同时为羟基；或其中R3a和R3b是共价键合的，并且连同中间  碳一起，共同包含任

选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的C2-C5  杂环烷基；其中每个R4、R5和R6独立选自C1-

C6烷基；其中R7选 自C1-C6烷基、–CH2OR12和–C(O)ZR12；其中R8选自氢和C1-C6烷  基；其中每

个R9a和R9b独立选自氢和C1-C6烷基，条件是R9a和R9b不同时为氢；或其中R9a和R9b是共价键合

的，且连同中间碳一起，  共同包含任选经取代的C3-C5环烷基或任选经取代的C2-C5杂环烷 

基；其中R10选自氢和C1-C6烷基；其中每个R11独立选自氢、C1-C6  烷基、C1-C5杂烷基、C3-C6

环烷基、C4-C6杂环烷基、苯基、杂芳  基和–C(O)R14；其中R11，在允许的情况下，经选自氰基、

酰基、氟  代、氯代、溴代、碘代、甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟  基、乙酰氧基、甲氧

基、乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；  其中R12选自氢和具有1-20个碳的任选经取

代的有机残基；其中Z  选自–O–和–NR13–；其中R13选自氢和C1-C4烷基；或者，其中Z为  N，R12

和R13是共价键合的且–NR12R13包含下式的部分：

[0450]

[0451] 其中Y选自–O–、–S–、–SO–、–SO2–、–NH–、–NCH3–；且其  中R14为C1-C6烷基并经选自

氰基、酰基、氟代、氯代、溴代、碘代、 甲基、乙基、丙基、丁基、戊基、己基、羟基、乙酰氧基、甲

氧基、 乙氧基、丙氧基和丁氧基的0-2个基团取代；或其药学上可接受的盐、  水合物、溶剂

合物或多晶型物，以及下列的一种或多种：(a)蛋白补充  剂；(b)合成代谢剂；(c)分解代谢

剂；(d)饮食补充剂；(e)已知治疗与  肌肉消耗相关的病症的至少一种药剂；(f)用于治疗与

胆碱能活性相关 的病症的说明书；或(g)用于使用所述化合物以增加肌肉质量和/或肌 肉

力量的说明书。

[0452] 在另一方面，所述试剂盒包含公开的化合物或公开的方法的产  物。

[0453] 在另一方面，将所述至少一种化合物和所述至少一种药剂共同配  制。在又一方

面，将所述至少一种化合物和所述至少一种药剂共同包  装。

[0454] 所述试剂盒还包含与其它成分共同包装的、共同配制的和/或共 同递送的化合物

和/或产物。例如，药品生产商、药品经销商、医师、  药房(compounding  shop)或药剂师可提

供包含向患者递送公开的化合  物和/或产物以及另一成分的试剂盒。
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[0455] 预计可将所公开的试剂盒与公开的制备方法、公开的使用方法和  /或所公开的组

合物联合起来使用。

[0456] 8.非医学用途

[0457] 还提供了所公开的化合物和产物在发展和标准化用于在实验动  物(例如猫、犬、

兔、猴子、大鼠和小鼠)中评价与活性相关的肌肥大  调节剂或肌萎缩抑制剂的作用的体外

和体内测试系统中作为药理学  工具的用途，作为搜索增加肌肉质量和/或抑制肌肥大的新

的治疗剂 的一部分。

[0458] F.实验

[0459] 列出下列实施例以便向本领域普通技术人员提供如何制备和评  估本文要求的化

合物、组合物、物品、装置和/或方法的完整的公开  和说明书，并仅仅是意在作为本发明的

示例而无意限制发明人视为其  发明对象的范围。但是，本领域的技术人员根据本公开应理

解，在不  脱离本发明的精神和范围的前提下，可在公开的特定实施方案中作出  许多变化

且仍然会得到同样或类似的结果。

[0460] 已尽力确保数字(例如，量、温度等)精确，但仍应对某些误差和  偏差进行说明。除

非另外指明，否则份为重量份，温度为℃或为在环  境温度下，且压力为在大气压下或接近

大气压。

[0461] 某些材料、试剂和试剂盒从如下指明的特定供应商得到，且适当  地指明指定条目

的供应商目录、角色或其它编号。下面指明的供应商  如下：“Ambion”是Ambion，Life 

Technologies  Corporation ,Austin ,  Texas ,USA的分公司；“Applied  Biosystems”是

Applied  Biosystems,  Life  Technologies  Corporation,Carlsbad,California,USA的分

公司； “Boehringer  Mannheim”是Boehringer  Mannheim  Corporatin ,Indiapolis , 

Indiana ,USA；“CardinalHealth”是Cardinal  Health ,Inc .,Dublin ,Ohio ,  USA；“Cell 

Signaling”是Cell  Signaling  Technology ,Inc .,Beverly ,  Massachussetts ,USA；

“Columbus  Inst”是Columbus  Instruments  International ,Columbus ,Ohio ,USA；

“Harlan”是Harlan  Laboratories ,  Indianapolis ,Indiana ,USA；“Instrumedics”是

Instrumedics ,Inc .,  Richmond ,Illinois ,USA；“Invitrogen”是Invitrogen 

Corporation,  Carlsbad,California,USA；“Microm”是Thermo  Fisher  Scientific  Inc., 

Rockford,Illinois,USA的Microm分公司(Walldorf,Germany)； “Millipore”是Millipore 

Corporation,Billerica,Massachussetts,USA；  Merck  KGaA,Darmstadt,Germany的分公

司；“Ortho”是Ortho  Clinical  Diagnostics ,Rochester ,New  York ,USA；“Pierce”是

Pierce  Biotechnology,Inc.,Milwaukee,Wisconsin,USA,Thermo  Fisher  Scientific,

Inc .的分公司；“R&D  Systems”是R&D  Systems  Inc .,  Minneapolis ,Minnesota ,USA；

“Roche  Diagnostics”是Roche  Diagnostics  Corporation,Indianapolis,Indiana,USA；

“Sakura”是Sakura  Finetek  USA,Inc.,Torrance,California,USA；“Santa  Cruz”是Santa 

Cruz  Biotechnology ,Inc.,Santa  Cruz,California ,USA；且“Sigma”是Sigma-Aldrich 

Corporation,Saint  Louis,Missouri,USA。

[0462] 1.一般方法

[0463] a.人类受试者方案

[0464] 本文涉及的研究由爱荷华大学的机构审查委员会(Institutional  Review 
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Board)批准，并涉及7名在参与前给出他们知情同意的健康成  人。在禁食研究前一周，受试

者到访临床研究单位(Clinical  Research  Unit)(“CRU”)一次以便进行：人体测量、制定每

位受试者的日常食物  摄取和食物喜好的食谱访谈(dietary  interview)，以及对以下的基

线测  定：使用BM/Hitachi  911分析器(Boehringer  Mannheim)测定的血红蛋 白(“Hb”)A1c

比浊免疫抑制；使用 系统(Roche  Diagnostics)  通过电化学发光免疫测定的血

浆甘油三酯和血浆游离T4和TSH；使  用Roche  Cobas 高灵敏度测定法(Roche 

Diagnostics)通过免疫  比浊测定的血浆CRP；以及使用 试剂盒(R&D 

Systems)  测定的血浆TNF-α水平。为确保受试者在禁食研究之前进食他们日  常饮食，在禁

食研究之前48小时受试者仅仅进食由CRU营养学家制  备的膳食(基于食谱访谈)。禁食研究

开始于t＝0小时，此时受试者进  入CRU并且开始禁食。当禁食时，鼓励留在CRU中的受试者

维持他  们日常身体活动。自由饮水，但禁止热量摄取。在约40小时时，使  用 活检

针(CardinalHealth；分类号T1420)在超声引导下由股  外侧肌进行经皮活组织检查。随后

受试者进食CRU-制备的混合膳食， 并在t＝46小时，由对侧股外侧肌进行肌肉活组织检查。

在t＝36、40、  42和46小时测量血糖和胰岛素水平；将 系统用于定量血浆  胰岛

素。此前描述了我们对患有脊髓损伤的人的研究方案(Adams  CM  等人(2011)Muscle 

Nerve.43(1):65-75)。

[0465] b.人类骨骼肌mRNA水平的微阵列分析。

[0466] 采集骨骼肌样品之后，将其立即放置于RNAlater(Ambion)中并  在-80℃下贮藏直

至进一步使用。使用TRIzol溶液(Invitrogen)提取总RNA，并在爱荷华大学DNA设备上实施

微阵列杂交，如此前所描述  (Lamb  J等人(2006)Science(New  York,N.Y  313(5795):1929-

1935)。如  本文所示的log2杂交信号反映出对个别mRNA特异性的所有外显子  探针的平均

信号强度。为确定哪个人类骨骼肌mRNA由禁食而发生  显著改变(P≤0.02)，用配对t-检验

来比较禁食和摄食的log2信号。为  确定哪个小鼠骨骼肌mRNA由熊果酸而发生显著改变(P

≤0.005)，用  不配对t-检验来比较摄食对照饮食或添加熊果酸饮食的小鼠中的log2信号。

将高表达mRNA定义为那些被抑制或诱导至log2信号>8的显  著改变的mRNA。来自人类和小

鼠的这些原始微阵列数据已存入  NCBI基因表达综合数据库(NCBI 's  Gene  Expression 

Omnibus)(“GEO”)  中，并且可分别通过GEO系列登录号GSE28016和GSE28017获取。  此前描

述了禁食对小鼠骨骼肌的影响和脊髓损伤对人类骨骼肌影响  的外显子阵列研究(Adams 

CM等人(2011)Muscle  &  nerve  43(1):65-75；Ebert  SM等人(2010)Molecular 

Endocrinology  24(4):790-799)。

[0467] C.实时定量RT-PCR(qPCR)

[0468] 使用Turbo  DNA-free试剂盒(Ambion)将TRIzol-提取的mRNA用  DNA酶I处理。使用

TaqMan  Gene  Expression  Assay(Applied  Biosystems)来实施人类mRNA和小鼠IGF-I 

mRNA的qPCR分析。  使用高容量cDNA反转录试剂盒(Applied  Biosystems ,Part  No . 

4368814)由2μg  RNA合成第一链cDNA。该实时PCR在20μl终体  积中含有20ng反转录的RNA、1

μl  20×TaqMan  Gene  Expression  Assay和10μl  TaqMan  Fast  Universal  PCR  Master 

Mix(Applied  Biosystems；Part  No .4352042)。使用7500快速实时PCR系统(Applied 

Biosystems)以9600仿真模式进行qPCR。按此前的描述(Ebert  SM等  人(2010)Molecular 
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Endocrinology  24(4):790-799)来实施小鼠atrogin-1  和MuRF1  mRNA水平的qPCR分析。将

所有qPCR反应平行实施3  次，并计算循环阈(Ct)值的平均值以得到最终结果。为分析该数

据，  使用ΔCt方法，36B4mRNA水平作为不变量对照(invariant  control)。

[0469] d.小鼠方案

[0470] 从NCI得到6-8周龄雄性C57BL/6小鼠，饲养于具有12小时光  照/12小时黑暗循环

的群居笼(colony  cage)中，并在它们到达3周内用  于实验。除非另外指明，否则用标准饲

料(Harlan；Teklad  Diet ,Formula  7013 ,NIH-31  Modified  Open  Formula  Mouse/Rat 

Sterilizable  Diet)饲养  小鼠。将二甲双胍(Sigma)以250mg/ml的浓度溶于0.9％NaCl中。 

将熊果酸(Enzo  Life  Sciences)以200mg/ml的浓度溶于玉米油中(用于  腹腔注射)；或者，

将熊果酸作为专用饲料(customized  chow)直接加至  标准饲料(Harlan；Teklad  Diet ,

Formula  7013)或标准高脂饮食(Harlan；  Teklad  Diet,Formula  TD.93075)中。将齐墩果

酸(Sigma)以200mg/ml 的浓度溶于玉米油中。通过移除食物但不移除水，使小鼠禁食24小 

时。用 Aviva葡萄糖计(Roche  Diagnostics)从尾静脉得  到空腹血糖水

平。通过在麻醉下横切坐骨神经来实施单侧后肢肌去神  经，接着持续7天每天两次经腹腔

注射施用熊果酸(200mg/kg)或仅  施用媒介物(玉米油)。使用装配三角形拉杆的握力计

(Columbus  Inst)  测定前肢握力。使每只小鼠接受5次连续试验以得到峰值。通过在 

Vanderbilt  University  Hormone  Assay  Core  Facility的RIA测量血浆  IGF-I和瘦素水

平。使用 350化学系统(Ortho)测量血浆胆固  醇、甘油三酯、肌酸酐、胆红素和

ALT。所有动物操作经爱荷华大学 的机构动物关爱和使用委员会(Institutional  Animal 

Care  and  Use  Committee  of  the  University  of  Iowa)批准。

[0471] e.组织学分析

[0472] 采集组织之后，将其立即放置于已用液N2冷冻至-160℃的异戊  烷中。将肌肉浸入

组织冷冻介质中，并使用装配CryoJane切片系统  (Instrumedics)的Microm  HM  505  E低温

恒温器来制备中腹部的10μm  切片。将脂肪组织固定于10％中性缓冲的福尔马林中，浸入石

蜡中， 随后使用Microm  HM355  S机动切片机(Microm)来制备4μm切片。  苏木精和伊红染色

使用DRS-601自动涂片染色机(automatic  slide  stainer)(Sakura)来实施，并在装配DP-

70照相机的Olympus  IX-71显  微镜上进行检查。使用ImageJ软件(公共领域，获自National 

Institutes  of  Health,USA)来实施图像分析。使用如在其它地方所描述的较小直  径方法

来测量肌纤维直径(Dubowitz  V等人(2007)Muscle  biopsy:a  practical  approach

(Saunders  Elsevier,Philadelphia)第3版pp  XIII,611  s)。

[0473] f.分析IGF-I和胰岛素介导的蛋白质磷酸化。

[0474] 将小鼠四头肌折断并冷冻于液N2中，并将Triton-X100可溶蛋白  提取物按此前描

述(Ebert  SM等人(2010)Molecular  endocrinology  24(4):790-799)来制备。小鼠C2C12成

肌细胞从美国模式培养物保藏  所(American  Type  Culture  Collection)(“ATCC”)得到，

并将其维持在含  有抗生素(100单位/ml青霉素，100μg/ml硫酸链霉素)和10％(v/v)胎  牛

血清(FBS)的Dulbecco改良伊格尔培养基(DMEM；ATCC#30-2002) 中。在第0天，将肌管以2.5

×105个细胞/孔的密度装入6-孔板。在第  2天，通过用2％马血清替换10％FBS来诱导向肌

管的分化。在第7 天，使肌管通过用磷酸盐缓冲盐水洗涤2次进行血清饥饿，随后添加  新鲜

无血清培养基。在16小时血清饥饿之后，将10μM熊果酸(来自  在DMSO中制备的10mM储备
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液)，或等体积含或不含10nM小鼠  IGF-I(Sigma；分类号I8779)或10nM牛胰岛素(Sigma；分

类号I6634) 的DMSO直接加至该培养基。为分析Akt、S6K、ERK和FoxO磷酸  化，将肌管在熊果

酸、IGF-I和/或胰岛素存在或不存在的情况下孵育  20分钟，随后采集至SDS溶胞缓冲剂

(10mM  Tris-HCl、pH  7 .6、100  mM  NaCl、1％(w/v)SDS、1μg/ml胃酶抑素A、2μg/ml抑肽酶 

(aprotonin)、10μg/ml亮抑酶肽、200μM苯甲基磺酰氟和1:100稀释  度的磷酸酶抑制剂混合

物3(Sigma)中。将等份的各肌肉提取物或细胞  溶解物与0.25体积的样品缓冲剂(250mM 

Tris-HCl、pH  6.8,10％  SDS、25％甘油、0.2％(w/v)溴酚蓝和5％(w/v)2-巯基乙醇)混合并

在  95℃加热5分钟，而将单独的等份通过BCA试剂盒(Pierce)用于测定  蛋白浓度。对样品

(25μg)进行8％SDS-PAGE，随后转移至Hybond-C  extra硝酸纤维素滤膜(Millipore)。使用

探测总Akt、磷酸化-Akt  (Ser473)、总S6K、磷酸化-S6K(T421/S424)、总ERK1/2、磷酸化  -

ERK(T202/Y204)、FoxO3a或磷酸化-FoxO1(T24)/FoxO3a(T32)(Cell  Signaling)的1:2000

的抗体稀释度在4℃下实施免疫印迹，持续16小  时。为分析IGF-1受体或胰岛素受体磷酸

化，将肌管在熊果酸、IGF-I  和/或胰岛素存在或不存在的情况下孵育2分钟，随后采集至

RIPA缓  冲剂(10mM  Tris-HCL、pH  7.4、150mM  NaCl、0.1％(w/v)SDS、  1％(w/v)Triton  X-

100、1％脱氧胆酸Na、5mM  EDTA、1mM  NaF、1mM  正钒酸Na、1μg/ml胃酶抑素A、2μg/ml抑肽酶

(aprotonin)、10μug/ml  亮抑酶肽、200μM苯甲基磺酰氟、1:100稀释度的磷酸酶抑制剂混合 

物2(Sigma)和1:100稀释度磷酸酶抑制剂混合物3(Sigma)中。使用  BCA试剂盒测量蛋白浓

度，此后将该提取物稀释至在RIPA缓冲剂中  1mg/ml的浓度(终体积500μl)。随后将2μg抗-

IGF-1受体β抗体(Cell  Signaling)或2μg抗-胰岛素受体β抗体(Santa  Cruz)与50μl  G蛋白 

+Sepharose珠(Santa  Cruz)一起添加，接着将该样品在4℃下旋转16  小时。将免疫沉淀物

在20分钟内用1ml  RIPA缓冲剂洗涤3次，随  后与100μl样品缓冲剂(50mM  Tris-HCl(pH 

6.8)、2％SDS、5％甘油、  0.04％(w/v)溴酚蓝和5％(w/v)2-巯基乙醇)混合，接着煮沸5分

钟。对  免疫沉淀物进行8％SDS-PAGE。为分析总IGF-1受体、磷酸化-胰岛  素受体和总胰岛

素受体，将蛋白转移转移至Hybond-C  extra硝酸纤维  素滤膜(Millipore)。为分析磷酸化-

IGF-1受体，将蛋白转移至PVDF  膜(Bio-Rad)。使用1:2000稀释度的抗-IGF-1受体β抗体、1:

5000稀  释度的小鼠抗-磷酸化-酪氨酸4G10单克隆抗体(Millipore)、1:2000稀  释度的抗-

胰岛素受体β或1:2000稀释度的抗-磷酸化-胰岛素受体β  (Y1162/1163)(SantaCruz)在室

温下实施免疫印迹。

[0475] g.经RNA干扰的PTP1B抑制。

[0476] 通过将PTPN1-特异性寡聚核苷酸双链体(Invitrogen)连接到  pcDNA6.2GW/EmGFP 

miR质粒(Invitrogen)中来生成质粒  pCMV-miR-PTP1B#1和pCMV-miR-PTP1B#2，所述

pcDNA6.2GW/EmGFP  miR质粒含有操纵工程pre-miRNA和EmGFP 同-顺反子表达的CMV启动

子。pCMV-miR-control编码在  pcDNA6.2GW/EmGFP  miR质粒中的非靶向pre-miRNA发夹序列 

(miR-neg  control；Invitrogen)。从NCI得到6-8周龄的雄性C57BL/6  小鼠，并在收到小鼠3

周内将其用于实验。按此前的描述(Ebert  SM  等人(2010)Molecular  endocrinology  24

(4):790-799)来实施小鼠胫骨前  肌的电穿孔和骨骼肌RNA的分离。在含有2μg的RNA、随机

六聚  体引物和高容量cDNA反转录试剂盒(Applied  Biosystems)的组分的  20μl反应物中

合成第一链cDNA。使用如此前描述(Ebert  SM等人  (2010)Molecular  endocrinology  24

(4):790-799)的Taqman表达测定来 实施PTPN1mRNA水平的qPCR分析。qPCR使用7500快速实

说　明　书 63/146 页

67

CN 104688745 B

67



时PCR  系统(Applied  Biosystems)进行。将所有qPCR反应平行实施3次，并  计算循环阈

(Ct)值的平均值以得到最终结果。通过ΔCt方法来测定折  叠变化，36B4mRNA水平作为不变

量对照。按此前描述(Ebert  SM等  人(2010)Molecular  endocrinology  24(4):790-799)制

备骨骼肌切片，并 鉴定和测量转染的(EmGFP-阳性)肌纤维。

[0477] h.血清熊果酸水平的测量。

[0478] 使用己烷:丙醇10:1的混合物(回收率>90％)从血清提取熊果酸，  随后将其羧酸

基连接于三氟甲磺酸2-(2,3-萘二甲酰亚氨基)乙酯  (Invitrogen；Ne-OTf)(增强TUV和荧

光检测的部分)。随后在装配含  1.8μm珠(Waters  Part  No.186003533)的100×2.1mm  C18 

HSS柱和  TUV检测器的Waters  Acquity  UPLC上分析衍生化的样品。

[0479] 2.治疗肌萎缩的治疗法的鉴定

[0480] 骨骼肌萎缩是缺乏药物治疗的常见且使人衰弱的疾患。为鉴定和  开发对这种病

理生理疾患的新的治疗方法(图1)，使用了一种使用与  小分子、基因和病症有关的基因表

达标记的方法。简而言之，鉴定了  63个在人类和小鼠肌肉二者中受禁食调控的mRNA，并鉴

定了29个  在人肌肉中受禁食和脊髓损伤二者调控的mRNA。肌萎缩的这两个无  偏倚mRNA表

达标记被用于查询联系图(Connectivity  Map)，所述查  询联系图是一种使所用的基因标

记数据集找到在分子、基因和病症之 间关系的算法。

[0481] 进行3项互补的研究以表征在人类和小鼠中骨骼肌mRNA水平  整体萎缩相关的变

化。这3项研究测定以下影响：A)禁食对人类骨骼  肌mRNA水平的影响，B)脊髓损伤(“SCI”)

对人类骨骼mRNA水平的  影响(Adams  CM等人(2011)Muscle  &  nerve  43(1):65-75)和C)禁

食对  小鼠骨骼肌mRNA水平的影响(Ebert  SM等人(2010)Molecular  endocrinology  24

(4):790-799)。在每项研究中，使用>16,000个mRNA 的定量水平的外显子表达阵列。尽管每

项研究都有许多显著变化，但  是分析集中于其水平在至少两个萎缩模式上发生类似改变

的mRNA。  因此，通过比较禁食对人类和小鼠骨骼肌的影响，有以下两组mRNA  需要进行鉴

定：a)在两个物种中由于禁食而增加的31个mRNA，和  b)在两个物种中由于禁食而减少的32

个mRNA。这些进化上保守的、  禁食调控的骨骼肌mRNA被称为“萎缩标记-1”。接着，测定禁食

和  SCI对人类骨骼肌的影响并鉴定以下两组mRNA：a)由于禁食和SCI  而增加的18个mRNA，

和b)由于禁食和SCI而减少的17个mRNA。  该第二组mRNA被称为“萎缩标记-2”。在萎缩标记-

1和-2中几乎所  有的mRNA此前并未对正常或萎缩的骨骼肌的作用进行过表征。接  着推测

对细胞mRNA水平的影响与萎缩标记-1和-2相反的药物化合  物可能会抑制骨骼肌萎缩。为

鉴定候选化合物，将联系图(Lamb  J等  人(2006)Science(New  York,N.Y  313(5795):1929-

1935)用于比较萎缩  标记-1和-2与>1300个生物活性小分子的mRNA表达标记。这些结  果鉴

定了人类骨骼肌萎缩的若干预测的抑制剂，包括熊果酸。作为本  文描述的萎缩标记-1和-2

的有效性的概念验证(proof-of-concept)，在  小鼠中对熊果酸的作用进行评估，而且惊讶

地发现熊果酸抑制肌萎缩 并促进肌肥大。

[0482] 3.禁食对人类骨骼肌mRNA表达的影响。

[0483] 持续的禁食诱导肌萎缩，但其对人类骨骼肌中全mRNA表达的  影响迄今仍未知晓。

为了测定全mRNA表达和人类骨骼肌状况之间 的关系，对年龄25至69岁(平均值＝46岁)的7

名健康成年人志愿者  (3名男性和4名女性)进行研究。将整个研究设计显示在图2A中。这 

些受试者的平均体重指数(±SEM)为25±1。他们的平均体重为69.4±  4.8kg。血红蛋白A1c
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(HbA1c)、甘油三酯(TG)、促甲状腺激素(TSH)、  游离甲状腺素(游离T4)、C-反应蛋白(CRP)

和肿瘤坏死因子-α(TNF-α) 的基线循环水平均在正常范围内(图2A)。表(图2A，插入)显示

基线  循环代谢指标和炎症性指标。该图显示血浆葡萄糖和胰岛素水平(图  2A)。数据为7名

研究受试者的平均值±SEM。在某些情况下，误差线  太小而无法看见。当待在爱荷华大学临

床研究单位(University  of  Iowa  Clinical  Research  Unit)时，使受试者通过不接受食

物但可以饮水来禁  食40小时。禁食期间平均体重减少为1 .7±0 .1kg(初始体重的3± 

0％)。

[0484] 在40小时禁食之后，肌肉活组织检查从受试者股外侧(VL)肌得  到。在肌肉活组织

检查之后受试者立即进食混合膳食。5小时以后(在  首次活组织检查后6小时)，由他们对侧

的VL肌进行第二次肌肉活组  织检查。因此，每名受试者在禁食和未禁食条件下都做了肌肉

活组织  检查。不出所料，血浆葡萄糖和胰岛素水平在40小时禁食结束时低，  进食后升高，

且到第二次活组织检查时又回到基线(图2A)。这些数据  指明血浆葡萄糖和胰岛素水平在

首次(禁食)和第二次(未禁食)肌肉活 组织检查时相当。

[0485] 为测定禁食对骨骼肌mRNA表达的影响，将RNA从成对的肌肉  活组织检查分离，随

后用外显子表达阵列对其进行分析。按统计显著  性标准使用P≤0.02(通过配对t-检验)，

发现281个mRNA在禁食状态  较高而277个较低(来自测量的>17,000个mRNA，参见图2B)。这

些  禁食响应的mRNA一览表示于下面的表1中(“变化”是禁食和摄食状  态之间平均log2的

变化或差异)。表1中的数据是在该研究中所有  mRNA的数据，其水平由于禁食而增加或减少

(P≤0.02通过配对t-检  验)。

[0486] 如通过Affymetrix  Human  Exon  1.0  ST阵列评估，代表性禁食响  应人类骨骼肌

mRNA和禁食对它们log2杂交信号的影响均显示在图  2B中。在每名受试者中，将禁食信号归

一化为相同受试者的未禁食  信号。数据为7名受试者的平均值±SEM。P≤0.02通过配对t-

检验  用于所有显示的mRNA。表1显示了全套458个禁食响应mRNA。  令人惊讶的是，鉴定为通

过禁食改变的大多数差异表达的mRNA并  没有此前已知的对肌萎缩的作用。但是，禁食增加

了若干mRNA，其  编码在分解代谢过程(例如脂肪氧化、胆固醇逆转运、产热、抑制蛋  白合

成、自体吞噬、泛素介导的蛋白水解、谷氨酰胺转运和血红素分  解代谢)中具有已知作用的

蛋白(图2B)。在这些之中，atrogin-1、MuRF1  和ZFAND5  mRNA编码已知是小鼠骨骼肌萎缩所

需的蛋白(Bodine  SC  等人(2001)Science(New  York,N.Y  294(5547):1704-1708；Hishiya 

A等  人(2006)The  EMBO  journal  25(3):554-564)。相反，禁食显著减少了若  干mRNA，其编

码在合成代谢过程(例如糖原合成、脂质合成和摄取、  聚胺合成、铁摄取、血管发生和线粒

体生物发生)中具有已知作用的 蛋白(图2B)。在这些之中， mRNA编码抑制小鼠萎

缩相关的  基因表达和骨骼肌萎缩的蛋白(Sandri  M等人(2006)Proceedings  of  the 

National  Academy  of  Sciences  of  the  United  States  of  America  103(44):16260-

16265)。

[0487] 使用qPCR进一步验证该结果以分析从7名健康人类受试者得到  的成对的摄食和

禁食骨骼肌活组织检查样品的RNA(参见图3；数据  为平均值±SEM；*P≤0.01通过配对t-检

验)。在每名受试者中，将禁  食mRNA水平归一化为未禁食水平，将其设定为1。编码的肌肉生

长  抑素(myostatin)(MSTN)的mRNA是其水平不受禁食而改变的对照转  录物，如通过外显

子表达阵列所评估。总之，这些数据确立了在人类  骨骼肌中禁食的mRNA表达标记。
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[0488] 表1  禁食响应人类mRNA。
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[0547]

[0548] 4.鉴定熊果酸作为禁食诱导的肌萎缩的抑制剂。

[0549] 该联系图描述了>1300个生物活性小分子对若干培养的细胞系  中的全mRNA表达

的影响，并且含有在化合物特异性mRNA表达标  记和感兴趣的mRNA表达标记之间进行比较

的搜索算法(Lamb  J等人(2006)Science(New  York,N.Y  313(5795):1929-1935)。本文预

计，用禁  食的mRNA表达标记(萎缩标记-1)查询联系图将会鉴定出萎缩关联的  基因表达抑

制剂和因此可能的肌萎缩抑制剂。本文也推断增加查询的  特异性将会提高输出。为了达到

这个目的，如本文所述，通过比较禁  食对人类骨骼肌的影响和24小时禁食对小鼠骨骼肌的

影响发现了禁  食的进化上保守的mRNA表达标记。此前描述了小鼠研究(Ebert  SM  等人

(2010)Molecular  endocrinology  24(4):790-799)。总之，在人类和  小鼠骨骼肌二者中鉴
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定了由禁食增加的35个mRNA和由禁食减少的  40个mRNA(表2；在标记“变化”的列中的数据

显示了指明的物种在  禁食和摄食状态之间log2杂交信号的平均变化，[禁食的平均log2 

mRNA水平]减去[在未禁食中平均log2mRNA水平]；P-值用配对t-  检验测定)。显示于表2中

的数据包括其水平由于在人肌肉中(P≤0.02)  和在小鼠肌肉中(P≤0.05)禁食而增加的所

有mRNA，和其水平由于在  人肌肉中(P≤0.02)和在小鼠肌肉中(P≤0.05)禁食而减少的所

有mRNA。  在显示于表2中的mRNA中，将63个mRNA表示在用于联系图的  HG-U133A阵列上(图

4A)。将这些mRNA(由于禁食增加的31个和由  于禁食减少的32个)用于查询用于肌萎缩的候

选的小分子抑制剂的联  系图。

[0550] 表2 人类和小鼠骨骼肌共有的禁食调控的mRNA。

[0551]
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[0555]

[0556] 图4B左侧显示与禁食对骨骼肌的影响最显著正相关(P<0.004)的  10个联系图实

例(或数据集)。表示在y-轴上的联系评分是相关强度的  量度(Lamb  J等人(2006)Science

(New  York,N.Y  313(5795):1929-1935)；  将该化合物和细胞系显示在表示联系评分的杆

的下面。在这些之中，  6个涉及渥曼青霉素或LY-294002(磷酸肌醇3-激酶(PI3K)的抑制剂) 

或雷帕霉素(哺乳动物雷帕霉素靶标复合物1(mTORC1)的抑制剂)。因  为PI3K和mTORC1介导

胰岛素和IGF-I的作用，且因为胰岛素/IGF-I  信号转导抑制了在骨骼肌mRNA表达中肌萎缩

和萎缩相关的变化  (Bodine  SC等人(2001)Nat  Cell  Biol  3(11):1014-1019；Sandri  M等

人  (2004)Cell  117(3):399-412)，所以这些结果增强了可能将联系图用于  鉴定可能的肌

萎缩抑制剂的信心。图4B右侧显示了与禁食对骨骼肌 的影响最显著负相关(P<0.004)的10

个联系图实例。对培养的细胞系 的影响与禁食对肌肉的影响相反的这些化合物包括二甲

双胍(广泛用  于治疗2型糖尿病的胰岛素增敏剂)，以及熊果酸。进一步的实验集 中于二甲

双胍和熊果酸。为测试二甲双胍和熊果酸可能减少禁食诱导 的肌萎缩的假设，经腹腔注射

向C57BL/6小鼠施用每个化合物或仅  媒介物。随后将小鼠禁食，且在12小时禁食后，使小鼠

接受第二剂  化合物或媒介物。在24小时禁食后，测量血糖并采集肌肉。图4C-4H  中显示的

数据为16只小鼠的平均值±SEM。二甲双胍(250mg/kg)和熊  果酸(200mg/kg)二者均显著减

少了禁食血糖(图4C和4D)。还检查了  二甲双胍和熊果酸对禁食诱导的肌萎缩的影响，即，

24小时禁食(相  对于自由摄食)对下后肢骨骼肌(双侧胫骨前肌(“TA”肌肉)、腓肠肌和 比

目鱼肌的湿重的影响，参见图4E-4G)。在二甲双胍和熊果酸不存  在的情况下，禁食减少肌

肉重量9％(图4E)。尽管二甲双胍并没有改  变禁食小鼠的肌肉重量(图4F)，但熊果酸却使

其增加7±2％(图4G)。  而且，与预测抑制剂对本文描述的禁食诱导的基因表达的影响相

符，  熊果酸减少了在禁食小鼠TA肌中atrogin-1禁食水平和MuRF1  mRNA水平(图4H；将显示

的数据归一化为在媒介物处理小鼠中的水  平，将其设定为1)。在图4E-4H中，每个数据点表

示一只小鼠而水  平杆表示平均值。在图4C-4H中，P-值使用不配对t-检验来测定。因  此，熊

果酸而不是二甲双胍减少了禁食诱导的肌萎缩。

[0557] 5.熊果酸减少去神经支配诱导的肌萎缩。

[0558] 用第二mRNA表达标记、萎缩标记-2(上述)来查询联系图，以确  定该肌萎缩标记是

否也与在其它化合物之中的熊果酸相关。如上所  述，萎缩标记-2是用于人类骨骼肌mRNA、

由禁食且也由脊髓损伤  (“SCI”)诱导或抑制、经如本文所述鉴定的mRNA表达标记。此前描 

述了SCI对人类骨骼肌基因表达的影响的研究(Adams  CM等人(2011)  Muscle  Nerve .43
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(1):65-75)。使用这种方法和本文描述的肌萎缩表达标  记，有18个通过禁食和SCI而增加

的人类mRNA，和17个通过禁  食和SCI而减少的人类mRNA，且将其显示于表3中(“变化”表示

如  指明的一对log2杂交信号的变化，例如对于标记“(禁食–摄食)”的列为  禁食和摄食状

态或对于标记“(未受训-受训”)的列的未受训和受训)。  表3中的数据包括其水平由于禁食

(P≤0.02)和由于SCI(P≤0.05)而增  加的所有mRNA，和其水平由于禁食(P≤0.02)和由于

SCI(P≤0.05)而  减少的所有mRNA。在表3中的P-值用配对t-检验来测定。

[0559] 表3 由禁食和SCI诱导或抑制的人类骨骼肌mRNA。

[0560]
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[0561]

[0562] 在列于表3中的mRNA中，29个被表示在用于联系图的  HG-U133A阵列上(图5A)，但

对于萎缩标记-1仅仅10个(IGF-IR、  NOX4、SUPT6H、MRPS15、PDE7B、PGC-1a、TSPAN13、TTLL1、 

VEGFA和ZNF280B)是用于上述首次联系图查询的63个mRNA所共  有的。列于图5A中的mRNA表

示人类肌萎缩标记-2：在人肌肉中  mRNA被禁食和SCI二者改变。将如上所述的这些mRNA用

于查询  联系图。选择标准是：在禁食的人肌肉中P≤0.02(通过t-检验)，在未 受训的、无力

的肌肉中P≤0.05(通过T-检验)，且在HG-U133A阵列  上存在互补探针(complimentary 

probes)。在人肌肉中与禁食和SCI的  影响最显著正和负相关的联系图实例。将P<0.005的

所有化合物显示  在图5B中。该结果与第一次搜索的结果部分重叠：两个搜索策略均  将LY-

294002、渥曼青霉素和雷帕霉素鉴定为预测的萎缩引起应激的  拟似剂(mimics)，而熊果酸

(而不是二甲双胍)为预测的抑制剂(图5B)。

[0563] 因为萎缩标记-2使用SCI受试者的数据，所以预计熊果酸可能会  减少去神经支配

诱导的肌萎缩。为对此进行测试，使用小鼠左后肢肌  肉去神经支配诱导的骨骼肌萎缩模

型。简而言之，在第0天，将  C57BL/6小鼠的左后肢通过横切左侧坐骨神经来去神经支配。该
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方法  允许右后肢充当受试者自体对照。随后持续7天经腹腔注射每日两次  向小鼠施用熊

果酸(200mg/kg)或仅相等体积的媒介物(玉米油)。在此  期间，小鼠继续自由获取食物。在

第7天，采集肌肉组织用于分析， 并将两组(熊果酸相对于媒介物施用)中的左(去神经支配

的)和右(神经  支配的)后肢肌肉进行比较。熊果酸显著减少去神经支配诱导的肌肉  损失

(图5C)。在图5C中，将左(去神经支配的)下后肢肌肉的重量归  一化为相同小鼠的右(神经

支配的)下后肢肌肉的重量。每个数据点表  示一只小鼠，而水平杆表示平均值且P-值使用

不配对t-检验来测定。  组织学上，熊果酸的这种作用反映为在去神经支配的腓肠肌(D)和 

TA(E)肌中的去神经支配的骨骼肌纤维直径的尺寸上的增加(分别是 图5D和5E)。图5D和5E

中显示的数据是来自每个条件>2500条肌 纤维；P<0.0001通过不配对t-检验。因此，熊果酸

减少去神经支配诱 导的肌萎缩。

[0564] 6.熊果酸诱导骨骼肌肥大。

[0565] 去神经支配诱导的肌萎缩模型的结果表明：熊果酸减少了肌萎  缩，因此熊果酸可

能促进肌肥大而不引起萎缩诱导的应激的假设是合 理的。在测量握力和采集组织之前，持

续5周使小鼠自由获取标准饲  料(对照饮食)或添加0.27％熊果酸(熊果酸饮食)的标准饲

料。在5周之  后，施用熊果酸的小鼠下后肢肌肉重量(图6A)、四头肌重量(图6B)  和上前肢

肌肉(三头肌和二头肌)重量(图6C)增加。在图6A-6C中的每  个数据点表示一只小鼠，而水

平杆表示平均值。将在该研究中熊果酸  对骨骼肌纤维尺寸分布的影响显示在图6D中。各分

布表示7个动物  (>100个测量值/动物)的>800条三头肌纤维的测量值；P<0.0001。将  熊果

酸对峰值握力的影响(归一化为体重)显示在图6E中。每个数据  点表示一只小鼠，而水平杆

表示平均值。未归一化的握力数据为157±9  g(对照饮食)和181±6g(熊果酸饮食)(P＝

0.04)。

[0566] 而且，熊果酸饮食增加了由离体肌肉产生的特定的力(图7)。简  而言之，在处以安

乐死之前，持续16周向6周龄老龄雄性C57BL/6  小鼠提供标准饮食或含有0.27％熊果酸的

饮食。将下后肢移除(通过穿  过股骨横切上后肢中间位置)，并放置于95％O2和5％CO2充气

的  Krebs溶液中。随后将腓肠肌、比目鱼肌和胫骨前肌、以及胫腓骨远  半部移除并丢弃，留

下具有它们完整起源和插入的趾长伸肌和腓骨  肌。将缝合线穿过近端肌腱放置，并固定在

远端股骨断片上。随后将  这种离体制剂通过将缝合线系于伺服控制杆(servo-controlled 

lever)(上级)并夹紧跖骨(下级)垂直装在水夹套浴(water  jacket  bath)中  (装满充气的

Krebs溶液的Aurora  Scientific  1200A完整肌肉测试系统  (Aurora  Scientific  1200A 

Intact  Muscle  Test  System))。将被动肌力调节  至基线1g，随后用超大电压(80V)以

100Hz刺激肌肉。从安乐死至  最大力测量的平均时间为10分钟。在测量力之后，将肌肉移除

并称  重以便计算特异性强直性张力。两组间的最大强直性张力和肌肉重量  并无差异(分

别是P＝0.20和0.26)。数据为每种饮食5-6只小鼠的平均  值±SEM。P-值用t-检验来测定。

总之，在图6和7中的数据提供了 形态学上和功能上的证据证明熊果酸诱导骨骼肌肥大。

[0567] 7.熊果酸诱导骨骼肌基因表达的营养变化。

[0568] 前述结果表明：熊果酸可能改变了骨骼肌基因表达。为测试这种  假设，使用了无

偏倚方法，具体的是将外显子表达阵列用于分析在持  续5周已摄食不含或含有熊果酸的饮

食的小鼠中腓肠肌mRNA表达。  在采集和通过Affymetrix  Mouse  Exon  1.0  ST阵列(每种饮

食阵列n＝4)  分析腓肠肌RNA之前，使小鼠持续5周自由获取标准饲料(对照饮食)  或添加
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0.27％熊果酸(熊果酸饮食)的标准饲料。每个阵列评估2只小 鼠的合并的腓肠肌RNA。将严

格的标准用于熊果酸对mRNA水平  (P<0.005)诱导的影响，而将具有低表达水平的mRNA忽略

(即，仅仅  包括被增加至平均log2杂交信号≥8的或被抑制平均log2杂交信号≥8  的转录

物)。该结果是：熊果酸减少了18个mRNA并增加了51个  mRNA(分析了超过>16,000个mRNA。将

结果显示于表4中(“变化”  是在小鼠熊果酸饮食和对照饮食的间平均log2变化或差异，即

[在熊 果酸饮食中平均log2  mRNA水平]减去[在对照饮食中平均log2  mRNA水平])。

[0569] 表4  小鼠骨骼肌mRNA受熊果酸诱导或抑制。

[0570]
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[0571]
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[0572]

[0573] 如上讨论，atrogin-1和MuRF1受萎缩诱导的应激转录上调(参见 图2B和Sacheck 

JM等人(2007)Faseb  J  21(1):140-155)，且它们是肌  萎缩所必需的(Bodine  SC等人

(2001)Science(New  York,N.Y  294(5547):1704-1708)。而且，如本文上述在禁食小鼠的研

究中，熊果  酸减少了atrogin-1和MuRF1  mRNA(图4H)。与发现相符，该阵列指  明熊果酸饮

食减少了atrogin-1  mRNA，其是最高度抑制的mRNA(图  8A)。图8A中显示的结果表示来自表

4的一组mRNA，其具有在响  应熊果酸的表达水平方面的最大增加或减少。尽管MuRF1  mRNA

并  没有通过用于这些实验的的阵列进行测量，但qPCR分析却证实熊果  酸饮食抑制了

atrogin-1和MuRF1  mRNA二者(图8B；数据为平均值  ±SEM)。有趣的是，最高度上调的肌肉

mRNA之一是IGF1(图8A和  8B)，其编码胰岛素样生长因子-I(IGF-I)(一种局部产生的自分

泌/旁分  泌激素)。已知IGF1  mRNA在肥厚的肌肉中被转录诱导(Hameed  M等  人(2004)The 

Journal  of  physiology  555(Pt  1):231-240；Adams  GR  &  Haddad  F(1996)J  Appl 

Physiol  81 (6) :2509-2516；Gentile  MA等人  (2010)Journal  of  molecular 

endocrinology  44(1):55-73)。此外，增加的  骨骼肌IGF1表达减少了去神经支配诱导的肌

萎缩(Shavlakadze  T等  人(2005)Neuromuscul  Disord  15(2):139-146)，并刺激肌肥大

(Barton-Davis  ER等人(1998)Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences  of 

the  United  States  of  America  95(26):15603-15607；Musarò  A  等人(2001)Nature 

Genetics  27(2):195-200)。而且，通过刺激骨骼肌胰  岛素/IGF-I信号转导，IGF-I抑制了

atrogin-1和MuRF  mRNA(Sacheck  JM等人(2004)Am  J  Physiol  Endocrinol  Metab  287

(4):E591-601；Frost  RA等人(2009)J  Cell  Biochem  108(5):1192-1202.)，以及DDIT4L 

mRNA(如上)，其为在熊果酸处理的小鼠的肌肉中排在atrogin-1  mRNA之后的次高度抑制的

mRNA(图8A)。因此，5周的熊果酸饮食 以已知减少萎缩和促进肥厚的方式改变了骨骼肌基

因表达，且肌肉特  异性IGF1诱导成为在熊果酸诱导的肌肥大中可能起作用的机制。还  测

定了熊果酸对血浆IGF-I水平的影响，其主要反映生长激素介导的  肝IGF-I的产生(Yakar 
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S等人(1999)Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences  of  the  United 

States  of  America  96(13):7324-7329)。  尽管含有0.14％或0.27％熊果酸的饮食增加了

肌肉质量(下面详细描  述；图10A)，但没有增加血浆IGF-I(图8C)。对于在图8C中的数据， 

在测量血浆IGF-I水平之前，持续7周使小鼠自由获取标准饲料(对照  饮食)或添加指明浓

度的熊果酸的标准饲料。每个数据点表示一只小 鼠，而水平杆表示平均值。P-值通过单因

素ANOVA和Dunnett事后-  检验来测定。值得注意的是，外显子表达阵列指明：熊果酸增加了

所  有测量的IGF1外显子的水平(外显子2-6；图9A)。图9A中的数据为  来自表2中所述阵列

的平均外显子特异性log2杂交信号。但是，熊果  酸并没有改变编码肌肉生长抑素(其减少

肌肉质量，例如参见Lee  SJ(2004)Annu  Rev  Cell  Dev  Biol  20:61-86)，或捻同源物或肌

细胞生成  素(其在发展期间受IGF-I诱导，例如参见Dupont  J等人(2001)The  Journal  of 

biological  chemistry  276(28):26699-26707；Tureckova  J等人  (2001)The  Journal  of 

biological  chemistry  276(42):39264-39270)的  mRNA水平。而且，熊果酸并没有改变

IGF1  mRNA在脂肪组织中的  量(图9B)。简而言之，图9B中显示的数据可如下得到：在采集腹

膜  后脂肪组织用于IGF1  mRNA的qPCR定量之前，持续7周使小鼠自 由获取标准饲料(对照

饮食)或添加0.27％熊果酸(熊果酸饮食)的标准  饲料。显示的数据为每组5只小鼠的平均

值±SEM。无意受到具体理 论的约束，可将熊果酸介导的IGF1诱导局限于骨骼肌。

[0574] 8.熊果酸增强骨骼肌IGF-I信号转导。

[0575] 尽管肌肉特异性IGF1诱导特征为，并促使肌肥大，但其可能为  相对迟发的事件，

在其已被其它刺激物启动之后才促进肥厚(Adams  GR等人(1999)J  Appl  Physiol  87(5):

1705-1712)。无意受到具体理论的  约束，有可能熊果酸可以具有对胰岛素/IGF-I信号转导

最接近的影响。  在先前非肌肉细胞系(CHO/IR和3T3-L1细胞)的研究中，熊果酸增强  了胰

岛素介导的Akt活化(Jung  SH等人(2007)The  Biochemical  journal  403(2):243-250)。为

测定熊果酸是否可能在骨骼肌中具有类似的影响，  对摄食不含或含有熊果酸饮食的小鼠

的四头肌中磷酸化Akt水平进  行评估。简而言之，持续16周使小鼠自由获取标准饲料(对照

饮食)  或添加0.27％熊果酸的标准饲料。使四头肌的总蛋白提取物接受  SDS-PAGE，接着免

疫印迹分析如指明的磷酸化和总Akt。将代表性  免疫印迹显示于图8D中。将免疫印迹数据

定量如下：在每只小鼠中，  将磷酸化-Akt水平归一化为总Akt水平；随后将这些比值归一化

为对  照小鼠的平均磷酸化-Akt/总Akt之比，并将该结果显示于图8E中(数  据为每种饮食9

只小鼠的平均值±SEM。将P-值通过不配对t-检验来  测定)。该数据显示在四头肌中熊果酸

增加Akt磷酸化1.8倍。

[0576] 将熊果酸对Akt活化的影响在C2C12骨骼肌管(一种已确立的骨  骼肌体外模型)中

进行检查(Sandri  M等人(2004)Cell117(3):399-412；  Stitt  TN等人(2004)Mol  Cell  14

(3):395-403)。使用避免来自非肌肉组织 的潜在混杂影响并能够进行IGF-I或胰岛素的测

定的体外系统(例如  C2C12骨骼肌管)是测定熊果酸的影响所需的。后一种考虑是重要的， 

因为循环的IGF-I和胰岛素总是存在于健康动物体内。使用体外系统  也允许在明确定义的

孵育时间(20分钟)内测试明确定义浓度的熊果  酸(10μM，类似于在联系图中所使用的(8.8

μM))。这些考虑是重要的 因为熊果酸体内药物代谢动力学性质仍然未知。

[0577] 对于显示于图8F-8K中的数据，如指明的将血清饥饿的C2C12  肌管在熊果酸(10μ

M)和/或IGF-I(10nM)不存在或存在的情况下进行 处理。对于IGF-I受体的研究，采集细胞2

说　明　书 136/146 页

140

CN 104688745 B

140



分钟以后，用抗-IGF-I受  体β抗体使蛋白提取物接受免疫沉淀，接着用抗-磷酸化-酪氨酸

或抗  -IGF-I受体β抗体进行免疫印迹分析，以分别评估磷酸化-和总IGF-I 受体。对于其它

研究，在添加熊果酸和/或IGF-I之后20分钟采集细  胞，并将免疫印迹分析使用总细胞蛋白

提取物和对指明的磷酸化或总  蛋白特异性抗体来实施。代表性免疫印迹显示熊果酸对

IGF-I介导的  Akt磷酸化(图8F)、S6K(图8G)和IGF-I受体(图8H)的影响。将免疫 印迹的数

据定量如下：将在熊果酸和IGF-I存在的情况下的水平归一  化为在仅IGF-I存在的情况下

的水平，将其设定为1并通过虚线指明。 图8I中显示的数据为≥3次实验的平均值±SEM。

[0578] 对于显示于图9C–9F中的数据，如指明的将血清饥饿的C2C12  肌管在熊果酸(10μ

M)、胰岛素(10nM)和/或IGF-I(10nM)不存在或存  在的情况下进行处理。对于胰岛素受体的

研究，采集细胞2分钟以后，  用抗-胰岛素受体β抗体使蛋白提取物接受免疫沉淀，接着用

抗-磷酸  化-胰岛素受体β(Y1162/1163)或抗-胰岛素受体β抗体进行免疫印迹分  析，以分

别评估磷酸化-和总胰岛素受体。对于其它研究，在添加熊  果酸、胰岛素和/或IGF-I之后20

分钟采集细胞，并使用总细胞蛋白  提取物和对指明的磷酸化或总蛋白特异性抗体来实施

免疫印迹分析。

[0579] 当仅用熊果酸处理血清饥饿肌管时，Akt磷酸化并不增加(图8F)。  但是，在IGF-I

存在的情况下，熊果酸增加Akt磷酸化1.9倍(图8F  和8I)。在胰岛素存在的情况下熊果酸也

增加Akt磷酸化(图9C)。因  此，熊果酸增强了IGF-I介导的和胰岛素介导的Akt磷酸化。熊果

酸  增强体内和体外肌肉Akt活性的发现与熊果酸的mRNA表达标记与  LY-294002和渥曼青

霉素(其抑制胰岛素/IGF-I信号转导Akt上游)的  mRNA表达标记负相关的发现相符(图4B和

5B)。但是，熊果酸的标  记也与雷帕霉素(其抑制胰岛素/IGF-I信号转导Akt下游)标记负相

关。

[0580] 尽管仅熊果酸并不增加S6K磷酸化(图9D)，但它却增强了IGF-I  介导的和胰岛素

介导的S6K磷酸化(图8G、8I和9D)。为进一步研究  该基质，检查了熊果酸对IGF-I受体的影

响。在IGF-I存在而不是不  存在的情况下熊果酸增加IGF-I受体磷酸化(图8H和8I)。类似

地，  在胰岛素存在而不是不存在的情况下熊果酸增加胰岛素受体磷酸化  (图9E)。这些作

用都是快速的，在添加熊果酸和IGF-I或胰岛素之后  2分钟内发生。与在IGF-I和胰岛素受

体水平上增强的信号转导相符，  熊果酸也增强了IGF-I介导的和胰岛素介导的ERK磷酸化

(图8J和  9F)。而且，熊果酸增强了IGF-I介导的FoxO转录因子(其活化atrogin-1  和

MuRF1mRNA的转录)的磷酸化(抑制)(图8K；Sandri  M等人  (2004)Cell  117(3):399-412；

Stitt  TN等人(2004)Mol  Cell  14(3):395-403.)。无意受到具体理论的约束，熊果酸通过

增加IGF-I  和胰岛素受体的活性来抑制萎缩相关的基因表达并促进肌肥大。

[0581] 9.熊果酸减少脂肪过多。

[0582] 在采集组织用于分析之前，持续7周使小鼠自由获取添加指明浓  度(饲料中的重

量百分比为如图10中所指明的0.14％或0.28％)的熊果  酸的标准饲料。数据为每种饮食10

只小鼠的平均值±SEM。将熊果  酸对骨骼肌(四头肌+三头肌)、附睾脂肪、腹膜后脂肪和心

脏重量的  影响的数据显示于图10A中。P-值，通过单因素ANOVA和用于线性  趋势的事后-检

验测定，对于肌肉为<0.001；对于附睾和腹膜后脂肪分  别为0.01和0.04；和对于心脏为

0.46。该数据显示7周熊果酸饮食 以剂量依赖性方式增加了骨骼肌重量，0.14％熊果酸出

现峰值作用。  有趣的是，尽管熊果酸增加了肌肉重量，但它并没有增加总体重(图  10B；初
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重和终重的P-值分别为0.71和0.80)。

[0583] 在图10A中的数据也显示7周熊果酸饮食减少了附睾和腹膜后  脂肪库的重量，峰

值作用为0.14％。在另一研究中，持续5周使小鼠  自由获取标准饲料(对照饮食)或添加

0.27％熊果酸的标准饲料(熊果  酸饮食)。将骨骼肌重量(四头肌、三头肌、二头肌、TA、腓肠

肌和比 目鱼肌)和腹膜后脂肪重量的关系显示于图10C中。在图10C中的每  个数据点表示

一只小鼠；对于肌肉和脂肪二者P<0.001通过不配对t-  检验。该数据显示5周施用熊果酸

(0.14％)也减少了脂肪重量。因此，  肌肉和脂肪重量成反比关系。无意受到具体理论的约

束，熊果酸处理 的小鼠含有更少的脂肪，部分因为熊果酸增加Akt活性(参见图8和  9)，而

作为肌肥大的次生结果，肌肉特异性增加Akt活性则减少了脂  肪过多(Lai  KM等人(2004)

Molecular  and  cellular  biology  24(21):9295-9304；Izumiya  Y等人(2008)Cell 

metabolism  7(2):159-172)。

[0584] 熊果酸通过减少脂肪细胞的尺寸减少了脂肪重量，如通过图  10D-10F中的数据显

示。图10D显示对于摄食对照饮食或含如指明  0.27％熊果酸的饲料的动物腹膜后脂肪的代

表性H&E染色。将图10D  中的数据以脂肪细胞直径的方式以量显示于图10E中，其中数据点

表  示一只小鼠≥125个腹膜后脂肪细胞的平均直径。腹膜后脂肪细胞尺  寸分布。每个分布

表示来自图10E的组合的脂肪细胞测量值(每种饮  食>1000)。

[0585] 脂肪细胞尺寸的变化伴随血浆瘦素水平显著减少，该血浆瘦素水  平与脂肪重量

密切相关(参见图10G和10H)。在图10G中，每个数据  点表示一只小鼠，而水平杆表示平均

值。P-值通过t-检验来测定。在 图10H中，每个数据点表示一只小鼠。重要的是，熊果酸也显

著减  少了血浆甘油三酯(图10I)和胆固醇(图10J)。在图10I和10J中，每  个数据点表示一

只小鼠，而水平杆表示平均值。P-值通过不配对t-检  验来测定。尽管熊果酸减少了瘦素，但

它并没有改变食物摄取(图  11A)。在该研究中，持续4周使小鼠自由获取标准饲料(对照饮

食)或  添加0.27％熊果酸的标准饲料(熊果酸饮食)。随后将小鼠转移至全面 的动物代谢

监测系统(comprehensive  animal  metabolic  monitoring  system)(CLAMS；Columbus 

Instruments,Columbus,OH)并使其自由获  取相同的饮食。测量摄食量48小时。数据为每组

6只小鼠的平均值±  SEM。但是，熊果酸并没有改变心脏(图10A)、肝或肾(图11B和11C) 的

重量，也没有提高肝毒性或肾毒性的血浆指标(丙氨酸氨基转移酶、  胆红素和肌酸酐；参见

图11D–11F)。在图11B–11F中的数据如下得  到：在采集组织和血浆用于指明的测量之前，持

续5周使小鼠自由获  取标准饲料(对照饮食)或添加0.27％熊果酸的标准饲料(熊果酸饮

食)；  每个数据点表示一只小鼠，而水平杆表示平均值。对于图11，P-值使  用不配对t-检验

来测定。因此，熊果酸饮食具有以下两个主要作用：  使骨骼肌肥大和减少脂肪过多。

[0586] 10.熊果酸减少体重增加和白色脂肪组织。

[0587] 熊果酸增加骨骼肌和减少脂肪过多的发现表明熊果酸可能会增  加能量消耗，其

将会导致肥胖抵抗。为对此进行测试，使C57BL/6  小鼠自由获取不含或含有0.27％熊果酸

的高脂肪饮食(HFD；Teklad  TD.93075；55％卡路里来自脂肪)。在7周之后，将每组小鼠在全

面  实验动物检测系统(comprehensive  lab  animal  monitoring  systems)(“CLAMS”；

Columbus  Instruments)中研究3天。在CLAMS  中，自实验开始就使小鼠维持它们已进食的

相同饮食。在CLAMS之  后，采集组织用于分析。在摄食高脂肪的小鼠中，熊果酸戏剧性地减 

少了体重增加，并且这种作用在1周内是明显的(图12A)。如此前在  摄食熊果酸和标准饲料
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的小鼠中所观察到的(图6)，熊果酸增加了握  力和肌肉质量(图12B和12C)。而且，熊果酸减

少了腹膜后和附睾脂  肪(图12D和12E)。有趣的是，在含有白色和产热的棕色脂肪的肩胛 

脂肪垫中，熊果酸减少了白色脂肪(图12F)，却增加了棕色脂肪(图  12G)。重要的是，增加的

骨骼肌和棕色脂肪组织预示着增加能量消耗。  实际上，CLAMS揭示熊果酸增加能量消耗(图

12H)，这为熊果酸如  何减少脂肪过多和肥胖提供了解释。值得注意，CLAMS分析揭示熊  果

酸处理的小鼠消耗了更多的食物(图12I)，即使它们增加了更少的  体重(图12A)。对于图

12A中显示的数据，数据为12只对照小鼠和  15只处理的小鼠的平均值±SEM，但是应注意某

些误差线太小而看不  见；P<0.01在第1周和每个随后的时间点。在图12B–12I中，每个  数据

点表示一只小鼠，而水平杆表示平均值。P-值用不配对t-检验来  测定。

[0588] 11.熊果酸减少肥胖相关的糖尿病前期、糖尿病、脂肪肝病和 高胆固醇血症。

[0589] 该研究如下进行：使C57BL/6小鼠自由获取不含或含有0.27％熊  果酸的高脂肪饮

食(“HFD”；TekladTD.93075；55％卡路里来自脂肪)。  在5周之后，在经尾静脉测量血糖之前

使小鼠禁食16小时(图13A)。  正常空腹血糖：≤100mg/dl。(B-I)在7周之后，采集肝和血浆

用于分  析(图13B–13I)。显示于图13A中的数据表明大多数持续6周摄食不  含熊果酸的HFD

的小鼠形成了空腹血糖受损(糖尿病前期)或糖尿病。  重要的是，熊果酸(图13A)预防这种

情况的发生。此外，摄食不含熊  果酸的HFD小鼠形成了脂肪肝病，如由肝重增加(在正常小

鼠的1500  mg肝重以上增加>30％；图13B)、肝细胞脂质堆积(图13C，在20×  放大倍数下H&E

染色；图13D，在10×放大倍数下脂质染色锇)，和  血浆肝功能测试提高(图13E，AST；13F，

ALT；13G，碱性磷酸酶(在 图中标记为“Alk.Phos.)；以及13H，胆固醇)所证明。但是，熊果酸

却  预防所有这些肝的变化(图13B–13G)。此外，熊果酸减少肥胖相关的  高胆固醇血症(图

13H)。在图13A、13B和13E-13H中，每个数据点  表示一只小鼠，而水平杆表示平均值。

[0590] 12.齐墩果酸并没有增加骨骼肌质量。

[0591] 将熊果酸对骨骼肌重量和肝重量的影响与齐墩果酸和二甲双胍  的影响进行比

较。二甲双胍是由萎缩标记-1而不是萎缩标记-2鉴定的  化合物。齐墩果酸，类似于熊果酸

是五环三萜酸。这是一种在结构上  与熊果酸类似的化合物。但是，这两种化合物是不同的。

齐墩果酸在  20位上有两个甲基，而熊果酸在19和20位上各有一个单独的甲基(比  较图14A

和14D)。熊果酸和齐墩果酸二者都降低血糖、脂肪过多和  脂肪肝(Wang  ZH等人(2010)

European  journal  of  pharmacology  628(1-3):255-260；Jayaprakasam  B等人(2006)J 

Agric  Food  Chem  54(1):243-248；de  Melo  CL等人(2010)Chem  Biol  Interact  185(1):

59-65)。此外，熊果酸和齐墩果酸二者都对大量的细胞和生物  化学靶标具有影响，包括对

蛋白酪氨酸激酶都有几乎相等的抑制  (“PTPs”；参见Zhang  W等人(2006)Biochimica  et 

biophysica  acta  1760(10):1505-1512；Qian  S等人(2010)J  Nat  Prod  73(11):1743-

1750；  Zhang  YN等人(2008)Bioorg  Med  Chem  16(18):8697-8705)。但是，这  些化合物对

骨骼肌质量的影响却是未知的。

[0592] 因为某些PTP(具体的是PTP1B)使胰岛素受体去磷酸化(失活)，  所以PTP抑制表示

了一种解释熊果酸介导的胰岛素信号转导增强的  可能机制。因此，因为齐墩果酸和熊果酸

抑制PTP1B和具有类似的  体外功效和效能的其它PTP(Qian  S等人(2010)J  Nat  Prod  73

(11):1743-1750；Zhang  YN等人(2008)Bioorg  Med  Chem  16(18):8697-8705)，所以测试齐

墩果酸对骨骼质量的影响测试了PTP  抑制的可能作用。应注意，既不是熊果酸也不是齐墩
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果酸已知在体内  抑制PTP，并已知这两个化合物都不增强IGF-I信号转导。而且，熊  果酸抑

制PTP的能力基于熊果酸不能在培养的细胞中延迟胰岛素受  体去磷酸化(Jung  SH等人

(2007)The  Biochemical  journal  403(2):243-250)而存在争议，且熊果酸充当胰岛素拟

似剂的能力(Jung  SH等人(2007)The  Biochemical  journal  403(2):243-250)也存在争

议。此  外，整体和肌肉特异性PTP1B基因敲除小鼠并没有增加的肌肉质量，  尽管它们对肥

胖和肥胖相关的病症具有抵抗力(Delibegovic  M等人  (2007)Molecular  and  cellular 

biology  27(21):7727-7734；Klaman  LD等  人(2000)Molecular  and  cellular  biology 

20(15):5479-5489)。而且，熊果  酸可能通过其抗炎作用来增加体内胰β细胞质量和血清胰

岛素水平  (Wang  ZH等人(2010)European  journal  of  pharmacology  628(1-3):255-260；

Jayaprakasam  B等人(2006)J  Agric  Food  Chem  54(1):243-248；de  Melo  CL等人(2010)

Chem  Biol  Interact  185(1):59-65)。重要的是，现在炎症被公认为是在肌萎缩、代谢综合 

征、肥胖、脂肪肝病和2型糖尿病中的重要发病机制。因此，现存数  据表明至少有以下4种机

制解释熊果酸增加体内胰岛素信号转导的 能力：PTP抑制、直接刺激胰岛素受体、增加胰岛

素产生和减少炎症。  在这4种可能的机制中，仅仅后3种在体内得到证实。

[0593] 为比较熊果酸和齐墩果酸对骨骼肌和肝重量的影响，经腹腔注射 向C57BL/6小鼠

施用熊果酸(200mg/kg)、齐墩果酸(200mg/kg)或仅仅  媒介物(玉米油)。随后使小鼠禁食，

并在12小时禁食之后，使小鼠接 受第二剂熊果酸、齐墩果酸或媒介物。在禁食24小时之后，

采集下  后肢骨骼肌和肝并称重。如此前显示，熊果酸增加骨骼肌重量(图  14B)，但不增加

肝重量(图14C)。相反，齐墩果酸增加肝重量(图14F)，  但不增加骨骼肌重量(图14E)。有趣

的是，二甲双胍(250mg/kg)在生  物效应方面类似于齐墩果酸：其增加肝重量(图14I)而不

增加肌肉重  量(图14H)。无意受到具体理论的约束，熊果酸通过不涉及PTP抑制 的途径增

加骨骼肌重量并抑制肌萎缩。

[0594] 13.PTP1B的靶向抑制并不诱导骨骼肌肥大。

[0595] 为进一步排除在骨骼肌肥大中PTP1B抑制的可能作用，将小鼠  骨骼肌中的PTP1B

表达通过构建以表达RNA干扰构建体的转染质粒  DNA来具体地减少。简而言之，将C57BL/6

小鼠胫骨前肌用20μg  pCMV-miR-对照(在左TA中转染的对照质粒)或20μg  pCMV-miR-

PTP1B#1(编码miR-PTP1B#1；在右TA中转染)或20μg  pCMV-miR-PTP1B#2(编码miR-PTP1B#2；

在右TA中转染)转染。  miR-PTP1B#1和miR-PTP1B#2编码靶向PTP1B  mRNA不同区域的  两个

不同的RNA干扰(RNAi)构建体。转染后10天采集组织。

[0596] 注意图15A，mRNA测量值取自整个TA肌肉。因为电穿孔仅仅  转染了一部分肌纤维，

所以数据低估了在转染的肌肉纤维中PTP1B  敲除。在图15A中，将在右TA中的mRNA水平归一

化为在左TA中 的水平，将其设定为1；数据为3只小鼠的平均值±SEM。在图15B  中，在每块

TA肌肉中，测定>300条转染的纤维的平均直径；数据为  每个条件3块TA肌肉的平均值±

SEM。对于图15A和15B二者，P- 值用单尾配对t-检验来测定。

[0597] 尽管两种miR-PTP1B构建体都减少了PTP1B  mRNA(图15A)，  但两者都未增加骨骼

肌纤维直径(图15B)。这些数据证实：靶向PTP1B  抑制并不会引起肌肉纤维肥厚。无意受到

具体理论的约束，熊果酸并 没有通过抑制PTP1B而增加骨骼肌重量。

[0598] 14.与增加肌肉质量和减少脂肪过多相关的熊果酸血清水平。

[0599] 为测定熊果酸饮食和肌肉及脂肪重量间的剂量响应关系，持续7  周使C57BL/6小
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鼠摄食含有不同量熊果酸的标准饲料。如上所述对  小鼠的血清熊果酸水平进行测定。如此

前在图10A中显示，熊果酸 以剂量依赖性的方式增加骨骼肌重量并减少腹膜后和附睾脂肪

垫的  重量，但并没有改变心脏重量(图16A；数据为平均值±SEM)。熊果  酸的这些作用在

0.035％熊果酸时是可辨别的，且在剂量≥0.14％熊  果酸时是最大的。在尸检时从这些相

同的小鼠采集血清，随后经超高 效液相色谱法(UPLC)随机测量血清熊果酸水平。该数据指

明：在  0 .25–0 .5μg/ml范围内的熊果酸血清水平足以增加肌肉质量并减少脂  肪过多(图

16B；数据为平均值±SEM)。值得注意的是，0.5μg/ml等  于1.1μM熊果酸，接近在联系图中使

用的剂量(8.8μM)和在上述  C2C12实验中使用的剂量(10μM)。

[0600] 本文描述的数据指明：熊果酸减少了小鼠肌萎缩并刺激肌肥大。  重要的是，熊果

酸对肌肉的影响伴随着脂肪过多、空腹血糖和血浆瘦  素、胆固醇和甘油三酯的减少，以及

骨骼肌与脂肪之比、棕色脂肪的  量、棕色脂肪与白色脂肪之比的增加，并增加能量消耗。无

意受到具  体理论的约束，熊果酸通过增强骨骼肌IGF-I表达和IGF-I信号转导，  并抑制萎

缩相关的骨骼肌mRNA表达而减少了肌萎缩并刺激肌肥大。

[0601] 在不过度实施根据本公开的实验的前提下，可制备和执行本文公  开的和要求的

所有组合物和/或方法。本领域的技术人员显而易见，  在不脱离本发明范围或精神的前提

下，可在本发明中做出不同修饰和  变型。

[0602] 更具体地，化学和生理学上相关的某些试剂可替代本文所述的药  剂，同时可获得

相同或相似的结果。本领域的技术人员显而易见的所  有这类类似的替代品和修饰都被认

为是在如所附权利要求定义的本 发明的精神、范围和概念之内。

[0603] 从本说明书的考虑和本文所公开的发明的实施，本发明的其它实  施方案对于本

领域的技术人员而言都将是显而易见的。仅意在将本说 明书和实施例视为示例性的，而本

发明真正的范围和精神则通过以下  权利要求书来指明。

[0604] G.参考文献
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