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单环β内酰胺抗生素氨曲南前药的设计合成与药代动力学研究

郭志浩, 张昕彤, 卢 曦, 陈 阳, 宋丹青, 李迎红*

(中国医学科学院、北京协和医学院医药生物技术研究所, 北京 100050)

摘要: 本研究设计合成了 9个氨曲南羧酸酯前药, 对其测定了不同种属动物血浆中的代谢稳定性, 包括大鼠、小

鼠、犬、猴和人血浆。结果表明, 氨曲南羧酸酯对不同血浆酯酶的敏感性存在种属差异, 在啮齿类动物血浆中的酶解

速率远远高于非啮齿类; 在人血浆中的酶解速率可能与化合物本身的ClogP值呈正相关。该研究结果为单环β内酰

胺抗生素前药的研发提供了有益的指导。
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Design, synthesis and pharmacokinetic study of monocylic β lactam
aztreonam prodrugs
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Abstract: In this study, 9 aztreonam prodrug compounds were designed and synthesized, and their metabolic

stability in plasmas of different species (rat, mouse, dog, monkey and human) were evaluated. Species differences

were observed in aztreonam carboxylates's sensitivity to the plasma esterases among different species, and the

hydrolysis rates of aztreonam carboxylates in rodent plasmas were much higher than in non-rodent plasmas.

Moreover, the hydrolysis rates of aztreonam carboxylates might be positively correlated with the ClogP values in

human plasma. These results provide useful guidance for the further development of monocyclic β lactam prodrugs.
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耐药菌尤其革兰阴性 (G-) 耐药菌引起的感染成

为全球严重的公共健康问题, 但目前尚未有针对G-耐

药菌的有效治疗药物用于临床。氨曲南 (aztreonam,

1, 图 1), 作为第一个临床上使用的单环 β内酰胺类抗

生素, 于 1986年由美国 FDA 批准用于抗 G-菌的临床

治疗, 包括尿路感染、下呼吸道感染、血液感染、皮肤软

组织感染、腹膜炎等腹腔感染以及生殖道感染[1]。氨

曲南通过和细菌的青霉素结合蛋白 (PBPs) 发生共价

结合而发挥作用, 对细菌产生的质粒介导和大部分染

色体介导的 β内酰胺酶 (如 MBLs) 高度稳定, 具有肾

毒性低, 免疫原性弱, 与青霉素类、头孢菌素类交叉过

敏少等特点, 因此可用于治疗肾功能损害患者以及耐

药革兰阴性菌感染[1,2]。但是, 氨曲南在胃肠道以离子

形式存在, 几乎不吸收, 口服生物利用度极低[2], 临床

上一般采用静脉输注方式给药。为拓展氨曲南的使用

范围, 本研究拟通过制备氨曲南前药来探索其作为口

服制剂的可能性, 具有重要意义。

前药策略可提高口服生物利用度 , 降低不良反

应[3,4], 在 β内酰胺类抗生素的前药设计中得到广泛应

用。如图 1所示, 将静脉给药的部分青霉素、头孢菌素

类和碳青霉烯类药物结构中的羧基转变成羧酸酯以制
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成相应的羧酸酯前药, 可明显改善原药的药动学特征

以及口服生物利用度[5]; 进而被体内广泛存在的酯酶

水解成羧酸原药以发挥抗菌作用, 如匹氨西林 (2)、头

孢泊肟酯 (3) 以及替比培南伏匹酯 (4) 等。Gordon

等[6,7]通过氨曲南的磺酸基引入磺酸酯基制备了一系

列前药化合物, 代表性化合物 5 可通过与羧酸酯酶 1

(CES1) 水解而释放氨曲南原药。

基于此, 本研究拟通过氨曲南的羧酸构建羧酸酯

类前药, 以氨曲南为母药, 参考其ClopP值, 以羧基为

把手引入不同结构类型的支链烷基酯、直链烷基酯以

及双酯, 共设计、合成了 9个氨曲南羧酸酯前药, 评价

了其体外抗菌活性、细胞毒性、体外药代动力学性质,

并选取重点化合物开展了体内药代动力学评价。

结果与讨论

1 化合物的合成

目标化合物氨曲南叔丁酯 8的合成见合成路线 1,

由头孢他啶活性酯6和氨曲南母核7经缩合反应获得。

对比了 6种不同的缩合剂对反应产率的影响, 如 2-(7-

氮杂苯并三氮唑) -N, N, N', N'-四甲基脲六氟磷酸酯

(HATU)、二环己基碳二亚胺 (DCC)、二异丙基碳二亚

胺 (DIC)、1-乙基-3(3-二甲基丙胺) 碳二亚胺 (EDCI)、

2-氯-4,6-二甲氧基-1,3,5-三嗪 (CDMT) 和 2-氯-4,6-二

甲氧基-1,3,5-三嗪 (COMU)。其中 , 以 DIC 为缩合剂

时反应收率最为理想。经不同碱性试剂及配伍比例的

正交实验结果表明 , 1.0 eq 的 6 和 1.4 eq 的 7 在 1.5 eq

DIC、3.0 eq 三乙胺 (TEA) 和催化量 4-二甲氨基吡啶

(DMAP) 的共同作用下, 可以通过重结晶以 27%产率

获得目标化合物。

氨曲南与不同直链一级醇发生缩合反应可以制备

目标产物 9a～9g (合成路线 2)。以 DIC 为缩合剂, 在

甲醇或乙醇中利用二次重结晶获得目标产物 9a和 9b,

收率为 25%～28%。但是, 该缩合条件不适合用于制

备其同系物 9c～9g, 反应收率大为降低。因此, 本研

究对比了其他的缩合剂 (组合), 如EDCI、EDCI/1-羟基

苯并三唑 (HOBT)、N,N-羰基-二咪唑 (CDI) 或 CDMT

与碱性试剂 N-甲基吗啉 (NMM)、N,N-二异丙基乙胺

(DIEA) 配伍等对反应的影响 , 筛选出最优的反应条

件, 即以相应醇为溶剂, EDCI和 HOBT与 DIEA配伍,

可以 14%～28%的收率收获目标化合物 9c～9g。氨曲

南与化合物 10 (特戊酸氯甲酯) 在碳酸钾的作用下, 发

生缩合反应得到化合物11 (合成路线2)。

合成的目标化合物的理化参数和波谱数据

见表1。

Scheme 1 Synthetic route of target compound 8

Figure 1 Structures of compounds 1-5 and aztreonam prodrugs
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2 抗菌活性的测定

以氨曲南为对照药物, 测定 9个目标前药对不同

革兰阴性菌的体外抗菌活性, 菌株包括ATCC及中国

医院临床分离的大肠杆菌 (Escherichia coli)、阴沟肠杆

菌 (Enterobacter cloacae)、产气肠杆菌 (Enterobacter

aerogenes)、鲍曼不动杆菌 (Acinetobacter baumannii)、

铜绿假单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa) 以及耐药肺

炎克雷伯菌 (Klebsiella Pneumoniae) 等。如表 2所示,

它们的抗菌活性均消失, 说明了羧基是抗菌活性的必

需基团, 裸露的羧基有利于活性。

3 细胞毒性

以氨曲南为对照化合物, 在 3 种细胞 (HepG 2 细

胞、Vero细胞、293T细胞) 模型上评价了所有前药化合

物的细胞毒性。测定结果如表 4所示, 所有前药化合

物在上述细胞中的CC50值均高于 0.32 mmol·L-1, 其安

全性优于或与氨曲南本身相当。

4 血浆酯酶代谢稳定性

分别以含有羧酸酯结构的前药普鲁本辛 (prop‐

antheline) 和依那普利 (enalapril) 为对照化合物, 采用

HPLC-MS/MS 方法测定了氨曲南前药化合物在啮齿

类动物 (小鼠和大鼠) 血浆中的稳定性 (图 2 和表 3)。

结果显示, 所有前药化合物均可以被小鼠或大鼠血浆

酯酶迅速且完全代谢并释放原药, 其在 30 min内均可

被全部水解, 并且此类化合物在大鼠血浆中的酶解速

率可能要略高于小鼠。

动物血浆中的酯酶的种类和含量存在种属差异,

例如CES仅在啮齿类动物, 如小鼠和大鼠的血浆中表

达, 而在非啮齿类动物的血浆中表达量最高的酯酶则

是氧磷酶 (PON) 和丁酰胆碱酯酶 (BChE)[8,9]。本研究

进一步考察了上述前药化合物在非啮齿类动物 (犬、

Scheme 2 Synthetic route of target compounds 9a-9g and 11

Figure 2 The stability of target aztreonam prodrugs in mouse and rat plasmas
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猴和人) 血浆中的代谢稳定性, 分别以羧酸酯前药比沙

可啶 (bisacodyl)、普鲁卡因 (procaine) 和普鲁本辛为对

照化合物。结果显示 (图3和表3), 所有前药化合物在非

啮齿类动物血浆中的酶解速率均明显减慢, 尤其是氨曲

南单酯前药9a～9g在30 min内的水解率均不超过60%,

在 120 min内的水解率均不超过 80%。提示基于单环

β内酰胺的氨曲南单酯可能对 CES高度敏感, 而对其

他酯酶的敏感性大为降低。相对的, 氨曲南双酯前药

11在人和猴血浆中的酶解速率相对较高, 120 min内的

水解率达到99.3%和83.5%, 这可能与双酯结构更易被

灵长类动物的血浆酯酶识别的机制有关[8]。

进一步对氨曲南单酯前药酶解速率的种属差异进

行了分析。当化合物的ClogP值小于2时 (9a～9c), 其在

犬、猴和人血浆中的酶解速率并无显著差异, 120 min

时的水解率均在 35%以内。随着化合物ClogP的逐渐

增加, 其在 3个种属血浆中的酶解速率出现了显著差

异, 且酶解速率的顺序为人 > 猴 > 犬。其中, ClogP值

最大的化合物 9g在 120 min时在人、猴和犬血浆中的

Table 1 The structures, physical properties and spectra data of target aztreonam prodrugs

Compd.

8

9a

9b

9c

9d

9e

9f

9g

11

R

C(CH3)3

CH3

CH2CH3

CH2CH2CH3

CH2(CH2)2CH3

CH2(CH2)3CH3

CH2(CH2)4CH3

CH2(CH2)6CH3

CH2OCOC(CH)3

ClogP

1.90

0.67

1.20

1.73

2.25

2.78

3.31

4.37

1.79

mp/℃

188-190

162-164

157-159

139-141

136-138

134-136

131-133

108-110

105-107

1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ

9.26-9.23 (m, 1H), 6.91 (s, 1H), 4.48-4.46 (m, 1H),

3.44 (q, J = 7.0 Hz, 1H), 1.45 (d, J = 4.5 Hz, 6H), 1.42

(d, J = 7.0 Hz, 3H), 1.40 (s, 9H).

9.36-9.23 (m, 1H), 6.95 (s, 1H), 4.49-4.46 (m, 1H),

3.72-3.70 (m, 1H), 3.67 (s, 3H), 1.49 (d, J = 5.1 Hz,

6H), 1.42 (d, J = 6.2 Hz, 3H).

9.35-9.29 (m, 1H), 6.90 (s, 1H), 4.50-4.43 (m, 1H),

4.13 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.71-3.70 (m, 1H), 1.49 (d,

J = 4.8 Hz, 6H), 1.42 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.20-1.17

(m, 3H).

9.27 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.92 (s, 1H), 4.59-4.32 (m,

1H), 4.05 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.74-3.65 (m, 1H),

1.61-1.56 (m, 2H), 1.49 (d, J = 5.7 Hz, 6H), 1.42 (d,

J = 6.1 Hz, 3H), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

9.30-9.26 (m, 1H), 6.91 (s, 1H), 4.49-4.45 (m, 1H),

4.09 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.72-3.68 (m, 1H), 1.56-1.53

(m, 2H), 1.49 (d, J = 5.5 Hz, 7H), 1.42 (d, J = 6.2 Hz,

3H), 1.33-1.27 (m, 2H), 0.84 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

9.30-9.24 (m, 1H), 6.90 (s, 1H), 4.50-4.45 (m, 1H),

4.10-4.06 (m, 2H), 3.74-3.67 (m, 1H), 1.60-1.53 (m,

2H), 1.48 (d, J = 6.0 Hz, 6H), 1.42 (d, J = 6.2 Hz, 3H),

1.27-1.22 (m, 4H).

9.30-9.26 (m, 1H), 6.91 (s, 1H), 4.49-4.46 (m, 1H),

4.08 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.73-3.69 (m, 1H), 1.57-1.53

(m, 2H), 1.48 (d, J = 6.1 Hz, 6H), 1.42 (d, J = 6.1 Hz,

3H), 1.28-1.25 (m, 2H), 1.22-1.18 (m, 4H), 0.82 (t,

J = 6.5 Hz, 3H).

9.33-9.30 (m, 1H), 6.94 (s, 1H), 4.50-4.45 (m, 1H),

4.10-4.06 (m, 2H), 3.73-3.68 (m, 1H), 1.57-1.53 (m,

2H), 1.49 (d, J = 5.9 Hz, 6H), 1.42 (d, J = 6.2 Hz, 3H),

1.27-1.23 (m, 4H), 1.20-1.15 (m, 6H), 0.84 (t, J =

7.2 Hz, 4H).

9.27-9.09 (m, 1H), 6.97-6.75 (m, 1H), 5.77 (s, 2H),

4.56-4.38 (m, 1H), 3.71-3.61 (m, 1H), 1.49-1.44 (m,

6H), 1.41 (d, J = 6.1 Hz, 3H), 1.10 (s, 9H).

13C NMR

(151 MHz, DMSO-d6) δ

171.5, 170.0, 161.6, 160.3,

110.7, 82.8, 80.8, 60.4, 56.9,

56.1, 27.6 (3), 23.6, 23.6, 18.6,

18.0.

173.0, 170.0, 161.6, 160.3,

111.3, 82.5, 60.4, 57.0, 56.1,

52.3, 23.9, 23.8, 18.6, 18.0.

172.4, 170.0, 161.6, 160.0,

111.1, 82.4 (2), 60.8, 60.4, 57.0,

23.7, 23.7, 18.0, 14.0 (2).

173.0, 170.3, 162.1, 160.4,

111.5, 82.89 (2), 66.6, 60.8,

57.4, 24.2, 24.2, 21.9, 18.5,

10.6 (2).

173.0, 170.3, 162.1, 161.3,

111.8, 82.9 (2), 64.8, 60.8, 57.4,

30.6, 24.2, 24.2, 19.0 (2), 18.4,

13.9.

173.0, 170.0, 162.1, 160.7,

111.4, 82.9, 65.1, 60.8, 57.4,

46.3, 28.2, 28.0, 24.2, 24.2,

22.2, 18.5, 14.2, 9.1.

173.0, 170.3, 162.1, 160.2,

111.5, 83.0 (2), 65.2, 60.8, 57.4,

31.3, 31.2, 28.5, 25.5, 24.2,

24.1, 22.4, 18.4, 14.3.

173.0, 170.4, 162.1, 160.2,

111.5, 83.0 (2), 65.2, 60.8, 57.4,

31.7, 29.1, 29.1, 28.6, 25.8,

24.2, 24.2, 22.6, 18.4, 14.4 (2).

176.6, 171.9, 170.0, 162.1, 82.5

(2), 80.0, 60.8 (s), 57.3, 38.6,

26.9 (4), 23.9, 23.9, 18.5 (2).

HR-ESI-MS (m/z)

Formula

Calcd.

Found

[M-H]-

C17H24O8N5S2

490.106 1

490.106 5.

[M-H]-

C14H18O8N5S2

448.059 1

448.059 7.

[M-H]-

C15H20O8N5S2

462.074 8

462.075 2.

[M-H]-

C16H22O8N5S2

476.090 4

476.091 3.

[M-H]-

C17H24O8N5S2

490.106 1

490.106 7.

[M-H]-

C18H26O8N5S2

504.121 7

504.121 4.

[M-H]-

C19H28O8N5S2

518.137 4

518.137 6.

[M-H]-

C21H32O8N5S2

546.168 7

546.169 2.

[M-H]-

C19H27O10N5S2

548.111 6

548.109 9.
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水解率分别为55.8%、31.9%和14.1%。

此外, 还发现除 9a以外, 所有的氨曲南单酯前药

在人血浆中的水解速率还与载体的长度相关, 随着载

体链长的增加, 其代谢速度也随之增加。乙酯9b、正丙

酯 9c、正丁酯 9d、正戊酯 9e、正己酯 9f和正辛酯 9g在

120 min时的水解率分别为9.7%、19.6%、31.5%、45.6%、

47.6%和 55.8%。同时, 考察了烷基链的支链或直链状

态对水解速率可能产生的影响, 将化合物 9d的正丁酯

替换为叔丁酯, 所得的前药 8的水解速率与 9d并没有

显著差异。据此推测氨曲南单酯类前药在人血浆中的

酶解速率可能与化合物本身的ClogP值呈正相关。

ClogP 值与药物的口服吸收性质关系密切, 为了

进一步考察氨曲南前药化合物的代谢行为与其ClogP

值之间的关系, 本研究拟选择化学性质较为稳定的单

酯化合物[8] 9f和 9g为代表性化合物, 开展体内药代动

力学评价。

5 代表性前药化合物药代动力学评价

如图 4 和表 5 所示 , 以雄性 SD 大鼠为模型 , 以

25 mg·kg-1 的剂量一次性口服给药 9f 和 9g 后 , 利用

HPLC-MS/MS 技术同时检测血浆中前药本身和氨曲

南的含量。结果显示 , 两组大鼠血浆中均不能检测

到前药本身, 进一步证明了氨曲南羧酸酯对大鼠血浆

Table 2 Antibacterial activities of the target aztreonam prodrugs. *MIC was determined by agar dilution; aEscherichia coli; bKlebsiella

Pneumoniae; cEnterobacter cloacae; dEnterobacter aerogenes; ePseudomonas aeruginosa; fAcinetobacter baumannii

Compd.

1

8

9a

9b

9c

9d

9e

9f

9g

11

MIC*/μg·mL-1

ECa

ATCC 25922

0.125

4

4

8

16

32

32

32

16

8

KPb

ATCC 700603

ESBL(+)

32

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

ATCC 2146

NDM-1(+)

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

17-15

ESBL(+)

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

17-29

ESBL(+)

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

ECc

ATCC 43560

1

4

4

8

16

32

64

64

32

2

EAd

ATCC 13048

0.25

8

32

32

64

> 64

> 64

> 64

> 64

8

PEe

ATCC 27853

4

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

64

ABf

ATCC 19606

16

> 64

64

64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

> 64

Table 3 Hydrolysis rate of aztreonam prodrugs in different plasmas. aPropantheline bromide; bEnalapril maleate salt; cBisacodyl; dProcaine

hydrochlorid

Compd.

8

9b

9d

9f

11

Time/min

0.0

10.0

30.0

60.0

120.0

0.0

10.0

30.0

60.0

120.0

0.0

10.0

30.0

60.0

120.0

0.0

10.0

30.0

60.0

120.0

0.0

10.0

30.0

60.0

120.0

Remaining/%

Mouse

100.0

4.9

0.0

0.0

0.0

100.0

13.4

0.3

0.0

0.0

100.0

2.1

0.0

0.0

0.0

100

1.6

0.0

0.0

0.0

100.0

0.0

0.0

0.0

0.0

Rat

100.0

0.5

0.1

0.0

0.0

100.0

0.2

0.1

0.0

0.0

100.0

0.1

0.0

0.0

0.0

100.0

0.1

0.0

0.0

0.0

100.0

0.0

0.0

0.0

0.0

Dog

100.0

91.8

97.0

75.1

72.3

100.0

90.9

88.8

78.5

77.6

100.0

92.0

89.8

80.1

77.6

100.0

83.0

92.6

75.8

83.9

100.0

94.1

88.1

89.5

70.7

Monkey

100.0

91.2

89.2

79.4

76.4

100.0

83.3

84.1

76.4

72.3

100.0

93.1

91.5

79.0

71.1

100.0

91.1

91.1

80.0

78.2

100.0

73.3

44.7

12.7

0.7

Human

100.0

92.2

90.7

88.6

74.2

100.0

103.1

84.0

109.6

91.3

100.0

98.0

85.9

96.6

68.5

100.0

84.9

83.5

66.6

52.4

100.0

84.3

70.8

47.1

16.5

Compd.

9a

9c

9e

9g

Control

Time/min

0.0

10.0

30.0

60.0

120.0

0.0

10.0

30.0

60.0

120.0

0.0

10.0

30.0

60.0

120.0

0.0

10.0

30.0

60.0

120.0

0.0

10.0

30.0

60.0

120.0

Remaining/%

Mouse

100.0

26.0

1.6

0.3

0.3

100.0

1.6

0.0

0.0

0.0

100.0

1.2

0.0

0.0

0.0

100.0

9.0

0.1

0.0

0.0

100.0a

86.6a

55.8a

31.5a

13.1a

Rat

100.0

2.9

0.4

0.4

0.2

100.0

0.1

0.0

0.0

0.0

100.0

0.1

0.1

0.0

0.0

100.0

0.0

0.0

0.0

0.0

100.0b

62.5b

24.3b

4.1b

0.1b

Dog

100.0

84.9

87.3

76.0

76.9

100.0

77.4

77.5

73.2

73.6

100.0

84.8

81.2

75.4

65.3

100.0

87.0

94.5

92.1

85.9

100.0c

46.6c

4.1c

0.1c

0.0c

Monkey

100.0

85.6

80.6

75.5

70.4

100.0

75.1

81.4

73.5

66.3

100.0

83.2

80.3

72.3

62.9

100.0

84.9

98.1

79.9

68.1

100.0d

39.8 d

6.4d

0.5d

0.0d

Human

100.0

88.2

85.2

78.7

71.9

100.0

104.2

92.8

85.4

80.4

100.0

87.8

83.5

79.1

54.4

100.0

80.8

72.8

66.7

44.2

100.0a

63.7a

28.3a

7.0a

0.3a
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酯酶的高度敏感性。其中, 前药 9g组释放氨曲南的最

高血药浓度为 96.3 ng·mL-1, 浓度-时间曲线下面积

(AUC0-inf) 为 364 ng·h·mL-1, 明显高于 9f, 同时 9g 组氨

曲南的半衰期 (t1/2) 较 9f也有明显提升, 提示其具有相

对较高的口服吸收, 而这一结果与其相对较高的ClogP

值相匹配。氨曲南在健康受试者身上, 以 500 mg的剂

量一次性口服给药氨曲南后检测到其16 h内的AUC0-16

为 0.45 μg·h·mL-1, 其口服生物利用度为约 0.55%[10]。

虽然化合物 9g的口服药代动力学性质尚不理想, 但研

究结果提示其可以增加氨曲南的口服吸收。因此, 通

过改变酯侧链的结构提高与改善氨曲南的口服药代特

性与生物利用度的策略是可行的。

与在氨曲南的磺酸基上引入前药载体相比[7], 在

氨曲南的羧基上引入酯类载体合成难度明显降低, 可操

作性强。此外, Gordon等[7]仅测试了氨曲南磺酸酯前

药 5被单一羧酸酯酶CES1水解的情况, 其在人整体血

浆中的稳定性尚不可知。本研究发现的前药化合物9g

在人血浆中 2 h内的水解率为 55.8%, 从开发长效的口

服氨曲南前药的角度考虑, 其水解速率在合理范围内。

小结

本研究设计合成并评价了 9 个氨曲南酯类化合

物, 评价了其在不同种属动物血浆中的酯酶稳定性, 并

Figure 3 The stability of target aztreonam prodrugs in dog, monkey and human plasmas

Figure 4 Plasma concentration of aztreonam after dosing of

prodrugs 9f and 9g

Table 5 Pharmacokinetics of aztreonam prodrugs. The data listed

in this table was referred to aztreonam

PK parameter
Cmax/ng·mL-1

tmax/h
t1/2/h
AUC0-last/ng·h·mL-1

AUC0-inf/ ng·h·mL-1

MRT0-last/h
MRT0-inf/h

9f (po)
29.7 ± 14.5
2.00 ± 0.00
2.21
89.7 ± 31.1
88.5
2.42 ± 0.54
3.65

9g (po)
96.3 ± 42.4
1.00 ± 0.00
2.76 ± 1.78
326 ± 84
364 ± 109

3.31 ± 1.44
4.45 ± 2.31

Table 4 Cytotoxicity of the target compounds

Compd.

1

8

9a

9b

9c

9d

9e

9f

9g

11

CC50/mmol·L-1

Vero cell

> 0.40

> 2.0

> 2.0

> 2.0

> 2.0

> 2.0

> 2.0

> 2.0

0.61 ± 0.26

> 0.40

293T cell

> 0.40

1.2 ± 0.5

> 2.0

> 2.0

> 2.0

1.4 ± 0.4

1.3 ± 0.4

0.75 ± 0.14

0.32 ± 0.04

> 0.40

HepG 2

> 0.32

> 0.32

> 0.32

> 0.32

> 0.32

> 0.32

> 0.32

> 0.32

> 0.32

> 0.32
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选取重点化合物进行了体内主要药代参数的测定。结

果表明, 氨曲南羧酸酯对血浆酯酶的敏感性存在种属

差异, 其在小鼠、大鼠血浆中的酶解速率远远高于犬、

猴和人, 且在人血浆内的酶解速率与其ClogP值可能

呈正相关。上述研究结果提示, 在对酯类前药化合物

开展药代动力学评价时, 可能需要充分考虑到种属差

异对其药代性质产生的影响。此研究对单环 β内酰胺

抗生素前药的开发研究具有一定的参考价值。

实验部分

1 化学合成

熔点用CXM-300型精密熔点仪测定, 温度未校正;

核磁共振氢谱和碳谱分别采用 Varian Mercury Plus 400

(600 MHz) 和Bruker Avance Ⅲ 500 (151 MHz) 核磁共

振仪测定 , 溶剂均为 DMSO-d6, TMS 为内标 ; HR-MS

用 AutospecUltima-TOF 质谱测定仪测定 ; Flash 柱分

离纯化用 Combiflash Rf200 快速制备液相; 荧光检测

用 ZF-20D 暗箱式紫外分析仪; 薄层色谱 (TLC) 采用

E-Merck公司预铺硅胶铝箔卷。所用试剂为 Acros公

司和国产分析纯或化学纯的试剂。

1.1 氨曲南叔丁酯 (8) 室温下, 将 (Z)-2-[(2-氨基噻

唑-4-基)-(苯并噻唑-2-基硫基羰基) 亚甲胺基氧基]-2-

甲基丙酸叔丁酯 (6, 0.50 g, 1.5 mmol) 溶于少量的

DMF (5 mL) 中 , 依次加入 TEA (0.32 g, 3.15 mmol)、

trans-3(S)-氨基-4-甲基-2-氧代-1-氮杂环丁烷基磺酸

(7, 0.38 g, 2.1 mmol)、DIC (0.28 g, 2.25 mmol)、HOBT

(0.30 g, 2.25 mmol) 以及 DMAP (0.018 g, 0.15 mmol),

继续反应 18 h, TLC检测反应完全。加少量硅胶匀化

样品, 以石油醚/乙酸乙酯和二氯甲烷/甲醇为流动相

在 25 g硅胶柱上进行 Flash分离纯化。将收集到的组

分溶于乙醇 (2 mL), 用盐酸/乙醇溶液调 pH值至 2.5～

3.0, -20 ℃下静置 48 h, 抽滤得到白色固体 8 (0.2 g,

27%)。

1.2 氨曲南甲酯 (9a) 室温下 , 将氨曲南 (0.50 g,

1.15 mmol) 溶于甲醇 (15 mL) 中, 之后依次加入 TEA

(0.15 g, 1.48 mmol)、DIC (0.19 g, 1.5 mmol) 以 及

DMAP (0.004 g, 0.033 mmol), 继续反应 48 h, TLC检测

反应完全。室温下用盐酸乙醇溶液将反应体系 pH调

至 2.5～3.0, 并于-20 ℃下养晶 48 h。抽滤, 将得到的

固体在室温下用少量的DMSO (2 mL) 溶解, 之后加入

约 10倍体积的乙醇 (20 mL), 保温-20 ℃养晶 48 h, 抽

滤得到白色固体9a (0.13 g, 25%)。

1.3 氨曲南乙酯 (9b) 以氨曲南为起始原料, 乙醇作

为反应溶剂, 参照化合物 9a的制备方法, 得到白色固

体9b (0.15 g, 28%)。

1.4 氨曲南正丙酯 (9c) 室温下 , 将氨曲南 (0.65 g,

1.5 mmol) 溶于正丙醇 (15 mL) 中 , 之后依次加入

DIEA (0.37 g, 2.9 mmol)、EDCI (0.33 g, 1.7 mmol) 以及

HOBT (0.23 g, 1.7 mmol), 继续反应 48 h, TLC 检测反

应完全。加少量硅胶匀化样品, 以石油醚/乙酸乙酯和

二氯甲烷/甲醇为流动相在 12 g硅胶柱进行Flash分离

纯化。将收集到的组分溶于蒸馏水 (2 mL), 并用稀盐

酸调 pH值至 2.0, 抽滤得淡黄色固体, 冷丙酮 (10 mL)

精制得白色固体9c (0.10 g, 14%)。

1.5 氨曲南正丁酯 (9d) 以氨曲南为起始原料, 正丁

醇作为反应溶剂, 参照化合物 9c的制备方法, 得到白

色固体9d (0.16 g, 22%)。

1.6 氨曲南正戊酯 (9e) 以氨曲南为起始原料, 正戊

醇作为反应溶剂, 参照化合物 9c的制备方法, 得到白

色固体9e (0.21 g, 28%)。

1.7 氨曲南正己酯 (9f) 以氨曲南为起始原料, 正己

醇作为反应溶剂, 参照化合物 9c的制备方法, 得到白

色固体9f (0.12 g, 15%)。

1.8 氨曲南正辛酯 (9g) 以氨曲南为起始原料, 正辛

醇作为反应溶剂, 参照化合物 9c的制备方法, 得到白

色固体9g (0.14 g, 17%)。

1.9 氨曲南特戊酸甲酯 (11) 室温下, 将氨曲南 (1.0 g,

2.3 mmol) 溶于DMF (10 mL) 当中, 之后加入特戊酸氯

甲酯 (10, 0.7 g, 4.6 mmol) 以及碳酸钾 (0.6 g, 4.6 mmol),

室温下继续反应 6 h, TLC检测反应完全。加少量硅胶

匀化样品, 以石油醚/乙酸乙酯和二氯甲烷/甲醇为流

动相在 25 g硅胶柱上进行 Flash分离纯化。将收集的

目标组分用蒸馏水 (4 mL) 溶解, 并用稀盐酸调 pH值

至 2.0, 抽滤得淡黄色固体, 冷丙酮 (15 mL) 精制得白

色固体11 (0.1 g, 8%)。

2 抗菌活性的测定

本研究按照 CLSI/NCCLS标准, 采用平皿琼脂二

倍稀释法及 Denlay 多点接种器 (multipoint inoculator

A400) 进行抑菌活性测定试验 , 用水解酪蛋白胨

(Mueller-Hinton agar) 肉汤及脑心浸液扩增试验菌株。

本研究使用的菌株来源于ATCC以及中国医院临床分

离的细菌菌株, 以氨曲南为阳性对照药。将药物用水

解酪蛋白肉汤稀释成 128、64、32、16、8、4、2、1、0.5、

0.25、0.125、0.06 和 0.03 μg·mL-1等浓度, 分别置于平皿

中。等MH琼脂培养基溶化后, 再定量吸取将其加入含

待测药物样品的平皿内, 充分混匀。实验菌株接种后,

于35 ℃恒温培养18 h, 观察菌株生长情况, 无菌生长的

平皿中所含药物浓度就是测得的最低抑菌浓度 (MIC)。

3 细胞毒性测定

采用 CCK8法进行。取对数生长期细胞, 消化后
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计数 , 将细胞接种于 96 孔培养板。培养过夜待贴壁

后, 用无血清培养基稀释药物, 用浓度梯度的药物处理

细胞。72 h后, 去除培养液, 加入 10倍稀释的CCK8试

剂 100 μL, 37 ℃温箱孵育 2～3 h 后, 震荡 3 min 混匀,

用酶标仪测定 450 nm吸收度值 (A)。细胞存活率% =

(加药细胞A - 本底A) / (对照细胞A - 本底A)×100%。

每检测点取3个平行孔的平均值, 绘制抑制曲线。

4 血浆酯酶代谢稳定性测定

实验前 , 将冷冻后的血浆置于 37 ℃的水浴中解

冻。血浆以 4 000 r·min-1离心 5 min, 收集上清液。根

据需要将其 pH 值调整到 7.4 ± 0.1。将 2 μL 的待测

前药化合物或阳性对照物溶液 (100 μmol·L-1) 加入至

98 μL空白血浆中, 37 ℃水浴孵育。在每个时间点 (0、

10、30、60和 120 min) 分别加入 400 μL的反应中止液

(200 ng·mL-1甲糖宁和 200 ng·mL-1 拉贝洛尔乙腈溶液)

并充分混合以沉淀蛋白, 并以4 000 r·min-1离心15 min。

每份取上清液 50 μL与 100 μL 超纯水混合, 800 r·min-1

离心10 min, 然后进行LC-MS/MS分析。

5 药代动力学测定

动物实验通过上海药明康德新药开发有限公司的

实验动物伦理委员会批准, 动物福利和实验过程遵循

AAALAC 规定 (实验室动物饲养管理和使用标准)。

取 6 只健康雄性 SD 大鼠 (200 ± 10 g), 随机分为 2 组,

分别口服给予25 mg·kg-1的剂量的前药化合物9f和9g。

于不同时间点 (0、0.25、0.5、1.0、2.0、4.0、8.0和 12 h) 采

集全血样品, 分离血浆, 经有机溶剂处理后采用LC-MS/

MS法, 分别测定了每组大鼠血浆中氨曲南的浓度。使

用 Phoenix WinNonlin 6.3软件按照非房室模型计算药

代动力学参数。除样品分析期间, 血浆样品收集后置

于-20 ℃冰箱保存。

致谢: 目标化合物的核磁共振氢谱、碳谱以及高分辨质

谱由中国医学科学院医药生物技术研究所分析测试中心测

定, 血浆酯酶代谢稳定性和体内药代动力学评价委托上海药
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