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新型青蒿素衍生物改善溶解度及其抗结核活性研究

张 宁 1, 刘 洋 2, 李 晔 2*, 胡 平 1，2*

(1. 重庆大学药学院, 重庆 401331; 2. 陕西省中医药研究院, 陕西 西安 710003)

摘要: 青蒿素及其衍生物已被证明具有抗结核菌活性, 但其在水中的低溶解度影响了其药效及适用剂型的制备。

本研究设计合成了一个新型的青蒿素衍生物, 通过琥珀酸将精氨酸链接到青蒿素分子上, 既解决了青蒿素溶解度低

的问题, 又进一步利用精氨酸对细菌细胞壁的扰乱作用, 增强了细菌对精氨酸所携带青蒿素的摄取, 从而提高了青

蒿素的抗菌效果。结果显示, 与青蒿素原型药物相比, 合成的青蒿素衍生物A-2和A-3在水中的溶解度提高了约

19.8～27.8倍。体外细胞毒性证明, 质量浓度为1 mg·mL-1的化合物A-3对人白血病单核巨噬细胞无明显细胞毒性。

体外抗结核菌实验表明, 目标化合物A-2和A-3最低抑菌浓度 (MIC) 分别为 20和 10 μg ·mL-1, 相对青蒿素提高了

5～10倍。细胞内抑菌实验表明, A-3在较低浓度 (100和 200 μg·mL-1) 下就可显著抑制THP-1巨噬细胞的胞内细菌

生长 (P<0.05或P<0.01), 其作用强于100 μg·mL-1青蒿素 (P<0.05)。说明A-3是具有成药潜力的抗结核先导化合物。
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Abstract: Artemisinin and its derivatives have been proved for their anti-tuberculosis activities, despite its

low water solubility which hampered its efficacy and corresponding formulation development. In this study we

designed and synthesized a novel artemisinin analog by conjugating an arginine through a succinic acid linker.

This design not only enhanced the water solubility of the artemisinin, but also increased the efficacy of the

molecule towards tuberculosis bacteria due to disruption by arginine. The results showed that the solubility of

the synthesized derivatives A-2 and A-3 increased 19.8-27.8 folds compared to artemisinin. In vitro cytotoxicity

experiment showed that compound A-3 had negligible toxicity to THP-1 cells up to 1 mg · mL-1, the minimal

inhibitory concentration (MIC) of A-2 and A-3 was 20 and 10 μg · mL-1, respectively, which was 5 or 10 times

lower than that of artemisinin. Intracellular bacteria inhibition experiment showed that compound A-3 at lower

concentrations such as 100 or 200 μg · mL-1 significantly inhibited the growth of tuberculosis bacteria (P<0.05 or

P<0.01), which efficacy was stronger than artemisinin at the concentration of 100 μg · mL-1. These results strongly

suggested that compound A-3 was a potential anti-tuberculosis lead compound.
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结核病 (tuberculosis) 是一类由结核分枝杆菌

(mycobacterium tuberculosis, MTB) 引起的对人类的生

命与健康产生极大威胁的慢性传染病[1,2]。目前临床

上常用的异烟肼、利福平和乙胺丁醇等抗结核药物使

收稿日期: 2018-09-25; 修回日期: 2018-11-06.

基金项目: 陕西省中药创新药物研究中心项目 (2017YWZX-02).

*通讯作者Tel: 86-29-87251591, E-mail: liyelsj@163.com;

Tel: 18581483142, E-mail: inzahu@hotmail.com

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2018-0876

·· 36



张 宁等: 新型青蒿素衍生物改善溶解度及其抗结核活性研究

用已超过半个世纪, 但疗效均不显著, 且需大剂量长期

使用 , 不良反应大 , 易诱导结核杆菌的耐药性的产

生[3,4]。迫切需要开发具有新的作用机制, 并且能有效

应对结核杆菌的新药。

近几年来, 从天然药物中提取有效成分及单体作

为抗结核药物的研究已经取得了一些进展[5,6], 青蒿素

(artemisinin) 就是其中代表。青蒿素是我国药学人员

于 20 世纪 70 年代从菊科植物黄花蒿中提取的一种

含过氧化基团结构的倍半萜内酯化合物, 主要衍生物

包括青蒿琥酯 (artesunate)、二氢青蒿素 (dihydroarte‐

misinin)、蒿甲醚 (artemethere) 和蒿乙醚 (arteether) 等,

其针对临床各型疟疾的治疗效果显著[7,8]。近年来陆

续有研究报道青蒿素类药物也具有抗菌、抗肿瘤、抗纤

维化和抗病毒等多种药理作用[9-13]。因此, 拓展青蒿素

及其衍生物的用途, 开发其潜在的药用价值, 具有重要

意义。

尽管近来研究表明青蒿素及其衍生物对结核杆菌

有一定活性, 但其抗菌活性有待进一步提高[14,15]。青

蒿素在水中低溶解度不可避免地影响其成药性及剂型

的制备。有研究[16-18]表明, 水溶性精氨酸分子中的胍

基结构能有效扰乱细菌细胞壁, 促进其连接的小分子

穿透细菌细胞壁进入细菌。本研究拟将青蒿素通过琥

珀酸连接 1个精氨酸分子, 形成一个新的水溶性更好

的青蒿素衍生物。由于精氨酸分子中极性基团的加

入, 研究测定了合成的衍生物溶解度, 并进一步测定了

其体外抗结核分枝杆菌的活性。

材料与方法

材料 结核分枝杆菌H37Rv购自北京生物制品研

究所; 人白血病单核巨噬细胞THP-1购自中国科学院

上海细胞库。菌株和细胞均由陕西省中医药研究院实

验室培养传代保存。

试剂和仪器 实验中所有 1H和 13C核磁共振图谱使

用Agilent 400 MHz DD2及Agilent 600 MHz DD2型核

磁共振波谱仪 (Agilent公司) 测定; 四甲基硅烷 (TMS)

为内标 (Aldrich公司)。除非特别声明, 所有涉及的反

应都在氮气保护的条件下操作, CDCl3、methanol-d4和

C2D6OS等溶剂和试剂均为市售分析纯, 购于安耐吉试

剂公司。

目标化合物的合成 按照合成路线图 1, 以二氢

青蒿素 (DHA) 为原料, 根据文献[19]报道, 首先合成青

蒿琥酯。同时, 以 L-精氨酸 (L-Arg) 为原料制备合成

L-精氨酸甲酯 (A-1)[20]。然后通过缩合反应, 以青蒿琥

酯和L-精氨酸甲酯为原料, 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基

碳二亚胺盐酸盐 (EDCI)、1-羟基苯并三唑 (HOBT) 为

缩合试剂, 在DMF中常温搅拌 2～3 h, 获得目标化合

物A-2。将A-2溶于氯仿溶液中, 搅拌下通入干燥氯化

氢气体至 pH 4, 浓缩旋出氯仿, 再通过冷却结晶可获

得目标物盐酸盐A-3。化合物经HPLC测定含量, 经核

磁共振波谱仪确认化学结构。

目标化合物的溶解度测试 取过量待测化合物

(约 500 mg) 和对照药物加入 2 mL不同的溶液 (纯水、

pH 4.0醋酸盐缓冲液、pH 7.0磷酸盐缓冲液及 pH 9.0

硼酸盐缓冲液), 于 5 mL具塞锥形瓶中, 将锥形瓶放置

到含磁力搅拌的恒湿水浴槽中, 控制温度 25 ℃, 一式

三份, 搅拌 24 h。静置后取样品离心 (10 000 r · min-1,

5 min), 取上清液, 采用紫外分光光度仪于 220 nm处测

定吸光度值, 与标准品对比后计算溶解度。

Scheme 1 Synthesis routes of target compounds. Reagents and conditions: a: Et3N, CH2Cl2, RT,1 h; b: SOCl2, CH3OH, overnight; c: EDCI,

HOBT, DMF, RT, 2-3 h
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体外抗结核分枝杆菌活性 采用美国临床实验

室标准化协会 (CLSI) 推荐的平皿二倍稀释法测定

目标化合物及对照药的最低抑菌浓度 (MIC), 阳性对

照药为异烟肼。于无菌平皿内加入药液 1 mL, 再加入

融化的 50 ℃ MH 培养基 14 mL, 混匀 , 使每皿内含药

物终质量浓度依次为 2、1、0.5、0.2、0.1、0.05、0.02 和

0.01 mg ·mL-1; 待冷却后用Denlay多点接种仪接种细

菌, 接种菌量约为每毫升 1×105菌落形成单位 (CFU)。

置于 35～37 ℃培养箱内培养 24 h, 观察并记录结果 ,

无菌生长的平皿中所含药物最小浓度即MIC。

MTT 法测定目标化合物对细胞 THP-1 的毒性

将THP-1细胞接种于 96孔板, 每孔 4×104个细胞。向

孔内加入 RPMI-1640 培养液 (含 10% 胎牛血清) 100

μL, 其中分别含有药物质量浓度为 0、50、100、200、

400、600、800和 1 000 μg·mL-1, 设为实验组; 不含药物

的RPMI-1640培养液作为空白对照。于第4天向96孔

细胞培养板上每孔加入5 mg·mL-1 MTT 10 μL, 继续培

养 4 h 后 , 取出细胞培养板 , 离心弃上清液 , 每孔加

DMSO 100 μL, 混匀后室温放置 20 min, 于 570 nm 测

定吸光值 (A), 按下述公式计算巨噬细胞存活率 (CL)。

CL (%) = (A感染-A对照)/(A未感染-A对照)×100%

化合物对巨噬细胞胞内 H37Rv 株抑制作用检

测 细菌与巨噬细胞的比例为 10∶1 (H37Rv 1×107/mL,

THP-1细胞数1×106/mL)混合,在终浓度为100 mmol·L-1

丙二醇甲醚醋酸酯 (PMA) 中诱导细胞分化。96孔板

每孔加菌悬液 100 μL, 感染 4 h后, 每孔加含不同浓度

目标化合物 100 μL继续培养, 给药质量浓度为 0、100、

200、400、600、800 和 1 000 μg · mL-1, 用 RPMI-1640 完

全培养液作空白对照, 100 μg·mL-1青蒿素和100 μg·mL-1

异烟肼作为阳性对照。以加细菌悬液时作为细菌感染

零时, 分别于感染后 0、4及 7天去除板上培养液, 每孔

加入 1% Triton X-100裂解细胞 50 μL。待其全部裂解

后 , 每孔加 RPMI-1640 细胞培养液 50 μL, 终止裂解。

混匀后每孔分别以 1∶10和 1∶100稀释, 接种于正常培

养基37 ℃培养14天后计算CFU。

统计学处理 各组数据结果采用 x̄ ± s表示, 采用 t

检验进行各组间均数比较, P<0.05为差异显著, P<0.01

为差异极显著。

结果

1 中间体青蒿琥酯的合成

二氢青蒿素 (5.28 mmol, 1 500 mg) 溶于 75 mL干

燥的二氯甲烷中, 室温下搅拌。将琥珀酸 (6.33 mmol,

630 mg) 和三乙胺 (26.4 mmol, 3.7 mL) 分别滴加到上

述混合液中, 室温反应 1 h。反应加饱和柠檬酸 (pH 2,

2×20 mL) 洗涤两次, 加无水硫酸镁干燥。柱层析分离

纯化, 获得目标化合物无色固体青蒿琥酯 (2 027 mg,

收率 65%); 纯度 99%。1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ

5.53 (d, 1H, J= 9.9 Hz), 4.76 (s, 1H), 2.42 (m, 2H), 2.34

(m, 4H), 2.20 (m, 1H), 1.88～1.08 (m, 10H), 1.36 (m,

3H), 0.89～0.78 (m, 6H)。

2 中间体化合物A-1的合成

二氯亚砜 (18.8 mmol, 3 280 mg) 溶于 10 mL甲醇

中, 反应液降温至-10 ℃, 然后加入精氨酸 (11.5 mmol,

2 000 mg)。室温反应过夜, 减压旋出溶剂并加入乙醚

20 mL, 降温至-20 ℃重结晶获得无色固体目标物A-1

(2 160 mg, 收率 98%); 纯度 99%。1H NMR (400 MHz,

D2O) δ 3.68 (s, 3H), 3.15 (m, 2H), 1.91 (m, 2H), 1.64

(m, 2H)。

3 目标化合物A-2及A-3的合成

青蒿琥酯 (1 mmol, 384 mg) 和 L-精氨酸甲酯A-1

(1 mmol, 188 mg) 溶于 5 mL DMF中, 常温下搅拌, 然

后向该混合液中加入EDCI (1 mmol, 191 mg) 和HOBT

(0.2 mmol, 27 mg)。常温下继续反应 2～3 h。检测反

应完毕, 旋出DMF然后加乙酸乙酯萃取, 饱和碳酸氢

钠溶液洗涤 3次, 加无水硫酸镁干燥, 柱层析分离纯化

得到目标物A-2。得淡黄色油状物 204 mg, 收率 37%;

纯度 99%。进一步通过氯化氢气体成盐后结晶得到化

合物A-3。1H NMR (400 MHz, methanol-d4) δ 5.45 (m,

1H), 4.79 (m, 1H), 4.11 (1H), 3.83 (s, 3H), 3.37 (1H),

3.28～3.26 (m, 2H), 2.35～1.50 (m, 18H), 1.34 (m, 3H),

0.94～0.84 (m, 6H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ

174.8, 169.3, 157.2, 104.0,103.1, 87.7, 80.8, 55.0, 52.8,

52.5, 44.5, 40.6, 40.5, 37.2, 36.1, 34.4, 30.9, 28.6, 28.5,

27.3, 24.9, 24.5, 24.4, 24.2, 19.6, 12.1。

4 目标化合物的溶解度测试

合成的目标化合物在水和不同 pH值的缓冲液中

的溶解度见表 1。与青蒿素相比, A-2在水中的溶解度

达到 2.34 mg·mL-1, 是青蒿素的 19.8倍; 同时目标化合

物的盐酸盐A-3在水中的溶解度进一步增加, 可达到

青蒿素的 27.8倍。在不同 pH值的缓冲溶液中, A-2和

A-3在 pH 4.0缓冲液中的溶解度比 pH 7.0及 pH 9.0缓

冲液中略有增加。

5 体外抗结核分枝杆菌活性

合成的化合物对 H37Rv 菌株的抑菌活性见表 2。

并以青蒿素、精氨酸和异烟肼为对照。结果表明, 青蒿

素对于结核分枝杆菌MIC为 100 μg·mL-1, 目标化合物

A-2和A-3 MIC分别为 20和 10 μg ·mL-1, 相对青蒿素
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提高了 5～10倍。与合成的化合物A-2及A-3相比, 精

氨酸未表现出明显抗菌活性, 阳性对照药物异烟肼则

显示了更强的抗菌活性。由于化合物A-3在实验中显

示比A-2更强的活性, 以下实验采用A-3进行。

6 MTT法测定目标化合物A-3对THP-1细胞的毒性

化合物A-3对THP-1巨噬细胞的体外毒性检测结

果见图 1。当给予A-3 100 μg ·mL-1后, 随着给药剂量

增加至1 000 μg·mL-1, 细胞存活率无明显降低。

7 化合物 A-3对 THP-1巨噬细胞的胞内 H37Rv菌株

抑制作用

化合物A-3对感染了H37Rv细菌的 THP-1巨噬细

胞的胞内细菌的抑制作用见图 2。在第 4天和第 7天

时, 与空白对照相比, A-3在 100～1 000 μg ·mL-1浓度

内, 甚至在较低浓度 (100和 200 μg·mL-1) 下可显著抑

制胞内细菌的生长 (P<0.05 或 P<0.01), 其作用强于

100 μg·mL-1青蒿素, 但不如阳性对照药物异烟肼。

讨论

目前临床上常用的抗结核药物如异烟肼、利福平

等的使用已经超过半个世纪, 新的抗结核药物非常稀

缺, 迫切需要开发具有新的作用机制, 并有效抑制或杀

灭结核菌的新药。

本研究利用青蒿素本身具有的过氧化桥环结构,

在细菌内部可释放出活性氧簇ROS发挥其抗结核杆

菌活性, 进一步通过共价键引入具有穿透细菌细胞壁

功能的精氨酸残基, 并对其溶解度及体外抗结核杆菌

和抗胞内结核杆菌感染的效果进行考察。结果显示所

Table 1 Solubility of the synthesized compounds

Compound

Artemisinin

Compound A-2

Compound A-3

Solubility/mg·mL-1

Water

0.118 ± 0.005

2.34 ± 0.093

3.28 ± 0.084

pH 4.0
Acetate buffer

0.113 ± 0.006

2.76 ± 0.108

3.70 ± 0.072

pH 7.0
Phosphate buffer

0.109 ± 0.004

2.29 ± 0.086

3.19 ± 0.105

pH 9.0
Borate buffer

0.104 ± 0.003

2.01 ± 0.067

2.63 ± 0.058

Table 2 In vitro anti-tuberculosis test for synthesized compounds.

MIC: Minimal inhibitory concentration

Compound
Artemisinin
Compound A-2
Compound A-3
Arginine
Isoniazid

MIC/ μg·mL-1

100
20
10

>2 000
1

Figure 1 Cytotoxicity test of different concentrations of A-3 on

THP-1 cells (n = 3, x̄ ± s)

Figure 2 In vitro inhibition of the intracellular bacteria growth of A-3 on THP-1 cells (n = 3, x̄ ± s). CFU: Colony-forming units. *P<

0.05, **P<0.01 vs blank group; #P<0.05 vs artemisinin
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合成的化合物不仅显著提高了青蒿素的溶解度, 而且

提高了对结核杆菌和胞内感染结核杆菌的抑制活性。

在合成步骤中, 通过使用双功能性的琥珀酸作为

连接桥, 将精氨酸和青蒿素通过共价键连接起来。精

氨酸不仅增加分子的溶解度, 而且可以破坏细菌细胞

壁, 从而增加细菌对青蒿素分子的摄取。

溶解度实验结果表明 , 合成的化合物 A-2 及 A-3

在水中的溶解度可达约 2～3 mg·mL-1, 并在酸性缓冲

盐溶液中进一步提高。这可能是在青蒿素的结构上引

入了多个羰基及呈弱碱性的胍基, 显著增强了目标化

合物的极性。说明在酸性溶液中或引入酸根有利于增

加其在水中的溶解度。

体外抑菌实验表明 , 合成的化合物 MIC 可达到

10～20 μg·mL-1, 明显低于青蒿素的MIC, 虽不及阳性

对照药物异烟肼, 仍展现了较好的抗菌活性。人单核

白血病巨噬细胞中的细胞毒性实验表明合成的化合物

对于细胞本身的毒性很小。在胞内感染模型实验中,

化合物A-3显示出比青蒿素更优异的抑制胞内细菌繁

殖的作用, 是具有成药潜力的抗结核先导化合物。值

得一提的是, 本研究尚未进行合成的化合物对耐药性

结核杆菌的药效实验, 目前这部分实验正在筹划中, 还

需要进一步研究探讨。
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