
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2024, 59(10): 2800−2808

基于协同分析设计的阿司匹林衍生物在抗冠心病缺氧损伤中的应用研究
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摘要: 本研究专注于心脏缺血期间由代谢异常和离子平衡紊乱导致的微环境酸化现象, 这种酸化现象会显著触

发药物抗性, 从而限制冠心病的治疗效果。为了解决该问题, 本研究深入探讨了碳酸酐酶抑制剂在通过 pH调节来

增强药效方面的潜在作用。首先, 在细胞模型中评估了碳酸酐酶抑制剂乙酰唑胺与阿司匹林在缓解心肌缺氧损伤

方面联合使用的功效。通过高通量筛选技术, 本研究系统地分析了这两种药物组合的协同作用, 并确定了其最佳配

比。在此基础上, 利用化学修饰的方法, 以乙酰唑胺为结构修饰基团, 对阿司匹林进行了结构改造, 旨在合成出具有

更强心肌保护活性的新型衍生物。通过体外和体内心肌缺氧损伤模型, 全面评估了上述衍生物的生物活性和治疗

效果。动物实验已获得东南大学动物伦理委员会的批准 (批准号: 20240109001)。研究结果显示, 经过结构修饰的

阿司匹林衍生物在改善心肌缺氧损伤方面展现出了显著的协同效应。本研究揭示了碳酸酐酶抑制剂在冠心病治疗

中的作用机制, 并为新型冠心病治疗药物的开发提供了实验和理论依据, 对药物设计和冠心病治疗策略具有重要的

指导意义。
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Abstract: This study focuses on the microenvironment acidification caused by metabolic abnormalities and 

ion balance disturbances during cardiac ischemia, which can significantly trigger drug resistance and thus limit the 

therapeutic effect of coronary heart disease. To address this issue, we delve into the potential role of carbonic 

anhydrase inhibitors in enhancing drug efficacy through pH regulation. First, we evaluated the potential of the 

carbonic anhydrase inhibitor acetazolamide, in combination with aspirin, in alleviating myocardial hypoxic injury 

in a cellular model. Through high-throughput screening techniques, we systematically analyzed the synergistic 

effect of this drug combination and determined the optimal ratio. Next, we modified the structure of aspirin using 

acetazolamide as the structural basis, aiming to create novel derivatives with stronger myocardial protective 

activity. Using in vitro and in vivo models of myocardial hypoxic injury, we evaluated the biological activity and 

therapeutic efficacy of these derived compounds in detail. Animal experiments were approved by the Animal Ethics 

Committee of Southeast University (Ethics No. 20240109001). The results showed that the structurally modified 

aspirin derivatives exhibited significant synergistic effects in alleviating myocardial hypoxic injury. This study 

收稿日期: 2024-05-15;     修回日期: 2024-07-18.

基金项目: 国家自然科学基金资助项目 (22207016).

*通讯作者E-mail: sgou@seu.edu.cn

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2024-0464

·· 2800



周 雯等: 基于协同分析设计的阿司匹林衍生物在抗冠心病缺氧损伤中的应用研究

reveals the mechanism of action of carbonic anhydrase inhibitors in the treatment of coronary heart disease and 

provides experimental and theoretical evidence for the development of novel coronary heart disease treatment 

drugs, which has important guiding significance for drug design and coronary heart disease treatment strategies.
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近年来, 冠心病 (CHD) 的发病率和死亡率持续攀

升, 已成为心血管医学领域亟待解决的首要问题[1,2]。

冠心病涵盖了一系列疾病, 包括但不限于心绞痛、心肌

梗死、缺血性心肌病及突发性死亡型冠心病, 其共同病

理基础是动脉粥样硬化, 它会导致冠状动脉的闭塞或

狭窄。如未进行有效的药物干预, 会大大增加患者的

死亡风险[3,4]。然而, 当前药物在缺氧微环境中的效力

受到明显抑制, 亟待研究在缺氧微环境下仍有显著疗

效的新型药物[5,6]。

阿司匹林作为心血管疾病的常用药物, 主要通过

抑制血小板中血栓烷的生物合成来发挥抗血小板聚集

的作用, 进而减轻动脉粥样硬化斑块的形成, 有效降低

冠心病进一步恶化的风险[7-9]。此外, 阿司匹林还具备

解热、镇痛和抗炎作用, 对于缓解与心肌缺血相关的发

热和炎症等并发症也有一定效果[10]。

然而, 在缺氧微环境中, 阿司匹林的疗效会受到抑

制[11]。当细胞处于缺氧状态时, 其代谢过程会由有氧

呼吸转变为无氧呼吸, 这一转变导致乳酸等酸性代谢

产物的过度积累。同时, 由于缺氧导致的能量剥夺, 细

胞内的离子泵功能出现障碍, 进而破坏了细胞内外的

离子稳态, 加剧了微环境的酸化过程[12]。这种高度酸

化的环境会引起 pH 依赖型原发性耐药, 从而影响药

效, 如阿司匹林在酸性条件下不稳定, 酯键易被水解生

成水杨酸, 导致药物疗效降低[13,14]。因此, 克服这种由

缺氧引起的药物抗性, 对于提高阿司匹林在冠心病治

疗中的疗效至关重要。

碳酸酐酶 (CA) 在生物系统酸碱平衡的调节中具

有重要作用 , 是维持细胞正常功能的关键要素[15,16]。

在机体发生缺氧时, 缺氧诱导因子 HIF-1α过表达, 由

此触发炎症发展、代谢异常、细胞凋亡等多条信号通

路[17]。其中 , HIF-1α会引起 CA 的表达上调 , 异常的

CA活性会破坏心肌细胞内的酸碱平衡[18,19]。

已有研究表明, 碳酸酐酶抑制剂乙酰唑胺能够通

过调节酸性微环境来逆转药物抗性[20,21]。然而, 乙酰

唑胺能否提高阿司匹林等上市药物在冠心病防治方面

的疗效仍缺乏系统的研究, 对于二者的联合能否发挥

协同增效的作用未见报道。研究二者的协同机制有望

为药物的结构优化提供有效的设计思路。

因此, 本研究旨在探讨阿司匹林与乙酰唑胺联合

使用的潜在协同作用, 并以此指导后续的药物分子设

计。本研究利用双向方差分析 (ANOVA) 和高通量筛

选技术, 分析了阿司匹林与乙酰唑胺之间的相互作用, 

并在证实其协同作用的基础上, 利用乙酰唑胺对阿司

匹林进行了结构优化, 将两种具有不同动力学参数的

药物偶联为单个药物分子。通过体内和体外心肌缺氧

损伤模型, 对其进行了抗冠心病心肌缺氧损伤的活性

评价。

材料与方法

细胞培养和造模 心肌H9c2细胞在含 10%胎牛

血清 (FBS) 的 DMEM 培养基中培养。空白组的细胞

在细胞培养箱中培养条件为 37 ℃、21% O2、5% CO2。

缺氧造模的细胞培养方法如下: 将细胞在无 FBS和葡

萄糖的 DMEM 中饥饿 2 h, 再置于细胞培养箱中。随

后, 加药孵育 2 h, 然后暴露在缺氧条件下 (37 ℃、1% 

O2、5% CO2) 4 h。为了阻止细胞活动 , 将细胞置于

冰上。

CCK8测定 在对细胞完成造模和给药后, 收集

细胞, 使用细胞计数试剂盒 8 (CCK8, 上海碧云天生物

技术有限公司) 检测细胞活力。该试剂盒内的工作液

WST-8在加入细胞后会产生橙色的甲酸, 在 450 nm处

有特征吸收。使用酶标仪测量 450 nm处的吸光度强

度用于分析细胞增殖和活力, 该数值与活细胞的数量

成正比。随后, 通过计算给药组与空白对照组吸光度

值的比值对细胞活力进行分析。

协同作用分析 SynergyFinder 是一个网络应用

程序, 专为多药物 (即涉及两种或更多种药物) 和多剂

量联合反应数据的交互式分析与可视化而设计。作为

一款用于探究药物间协同作用的工具, 它已得到广泛

认可与应用。SynergyFinder 的核心在于其依托的一

系列复杂数学模型和算法, 这些算法能够全面评估药

物组合的协同特性[22,23]。在研究中, 阿司匹林和乙酰

唑胺均以不同的浓度进行联合用药, 通过CCK8实验

检测其对细胞活力的影响。随后, 将数据整合并导入

SynergyFinder中进行解析与评分, 并以可视化的形式

展示协同分析的结果。

化合物合成方法 化合物具体按如下方法合成, 

并通过 1H、13C-核磁共振 (NMR) 波谱 (德国布鲁克公
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司 , AVANCE III HD 600 MHz) 及电喷雾电离质谱 

(ESI-MS, 美国安捷伦公司, G1948B) 进行结构表征。

5-氨基-1,3,4-噻二唑-2-磺酰胺的合成: 5.0 g 乙酰

唑胺 (上海麦克林生化科技股份有限公司 , 批号 : 

C12799096) 溶于 30 mL 乙醇 (22.5 mmol·L-1), 加入

5 mL浓盐酸, 室温下搅拌回流, 直至反应完成。将溶液

真空浓缩, 加入少量饱和碳酸氢钠溶液调节 pH值。所

得溶液经乙酸乙酯萃取, 有机相浓缩得到白色粉末。产

率为86.4%。熔点: 223 ℃。1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) 

δ 8.06 (s, 2H), 7.81 (s, 2H)。

中间体 1的合成: 200 mg 阿司匹林 (玛雅试剂有

限公司, 批号: MAYA-CR-8379) 溶解于 10 mL N, N-二

甲基甲酰胺 (DMF) 中, 随后向溶液中加入溴丁酸叔丁

酯 (247.7 mg) 和碳酸钾 (230.1 mg)。反应混合物在室

温下搅拌过夜, 期间通过薄层色谱 (TLC) 监测反应进

程。反应结束后, 分液漏斗分离水层, 并用乙酸乙酯提

取有机层。合并有机提取物, 用无水硫酸钠干燥并过

滤去除残留固体。最后, 通过减压蒸馏, 分离出 0.30 g

白色固体产物, 产率: 90.0%。熔点: 153 ℃。1H NMR 

(600 MHz, DMSO-d6) δ 8.05 (d, 1H), 7.58 (t, 1H), 7.33 

(t, 1H), 7.13 (d, 1H), 4.43 (t, 2H), 2.37 (s, 3H), 2.25 (t, 

2H), 1.63 (t, 2H), 1.43 (s, 9H)。

AcAsw3的合成: 中间体 1 (300 mg) 溶解于 50 mL

二氯甲烷中, 加入三氟乙酸 (3 mL)。混合物在室温下

搅拌过夜, 并用 TLC监测反应进程。反应完成后, 去

除溶剂, 并将草酰氯 (3 mL) 加入至冰浴下的二氯甲烷

溶液 (50 mL) 中, 继续搅拌一夜。浓缩后, 将酰氯溶解

在 5 mL二氯甲烷中, 并在冰浴下缓慢滴加到 5-氨基-1,

3,4-噻二唑-2-磺酰胺的DMF溶液中, 该溶液中含 2当

量缚酸剂三乙胺。反应混合物在室温下搅拌过夜, 并

通过 TLC监测。最后, 通过柱层析纯化, 减压蒸馏得

到 40.3 mg 白色固体产物 , 产率为 15.5%。熔点 : 

271 ℃ 。 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 13.05 (s, 

1H), 8.34 (s, 2H), 7.87 (s, 1H), 7.66 (t, 1H), 7.34 (t, 1H), 

7.19 (d, 1H), 4.26 (d, 2H), 2.66 (t, 2H), 2.24 (s, 3H), 

2.05 (d, 2H)。13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ 172.21, 

169.57, 164.74, 164.25, 161.56, 150.52, 134.78, 131.58, 

126.55, 124.46, 123.35, 64.68, 32.16, 23.95, 21.21。

ESI-MS Calcd for [M + H] + (C15H16N4O7S2): 429.05, 

found 429.100 0。

中间体2的合成: 阿司匹林 (200 mg) 溶解于10 mL 

DMF 中 , 加入溴戊酸叔丁酯 (263.3 mg) 和碳酸钾 

(230.1 mg)。反应混合物在室温下搅拌过夜, 通过TLC

监测反应进程。反应结束后, 分液漏斗分离水层, 并用

乙酸乙酯提取有机层。合并有机提取物, 用无水硫酸

钠干燥并过滤去除残留固体。减压蒸馏得到 280.9 mg

白色固体产物, 产率为 75.1%。熔点: 164 ℃。1H NMR 

(600 MHz, DMSO-d6) δ 8.07 (d, 1H), 7.58 (t, 1H), 7.28 

(t, 1H), 7.12 (d, 1H), 4.26 (d, 2H), 2.32 (s, 3H), 2.19 (t, 

2H), 1.74 (t, 2H), 1.62 (t, 2H), 1.41 (s, 9H)。

AcAsw4的合成: 中间体2 (280.9 mg) 溶解于50 mL

二氯甲烷中, 加入三氟乙酸 (3 mL)。混合物搅拌过夜, 

并用TLC监测。去除溶剂后, 将草酰氯 (3 mL) 加入至

冰浴下的二氯甲烷溶液 (50 mL) 中, 搅拌一夜。浓缩

后, 将酰氯溶解在 5 mL二氯甲烷中, 并在冰浴下滴加

到 5-氨基-1,3,4-噻二唑-2-磺酰胺的DMF溶液中, 该溶

液中含 2当量缚酸剂三乙胺。反应混合物搅拌过夜, 

并用 TLC监测。通过柱层析纯化, 减压蒸馏后, 得到

58.6 mg白色固体产物, 产率为 15.1%。熔点: 287 ℃。
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 13.03 (s, 1H), 8.30 (s, 

2H), 7.92 (d, 1H), 7.71 (s, 1H), 7.42 (t, 1H), 7.24 (s, 

1H), 4.25 (s, 2H), 2.66 (t, 2H), 2.25 (s, 3H), 1.70 (d, 

4H)。13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ 172.75, 169.58, 

164.61, 164.54, 161.31, 150.27, 134.35, 131.54, 126.62, 

124.48, 123.39, 65.29, 34.83, 28.39, 25.23, 21.22。ESI-

MS Calcd for [M + H] + (C16H18N4O7S2): 443.06, found 

443.100 0。

中间体3的合成: 阿司匹林 (200 mg) 溶解于10 mL 

DMF 中 , 加入溴戊酸叔丁酯 (278.8 mg) 和碳酸钾 

(230.1 mg)。反应混合物在室温下搅拌过夜 , 并通过

TLC监测反应进程。反应结束后, 分液漏斗分离水层, 

并用乙酸乙酯提取有机层。合并有机提取物, 用无水

硫酸钠干燥并过滤去除残留固体。减压蒸馏后, 得到

298.5 mg白色固体产物, 产率为 70.8%。熔点: 188 ℃。
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 8.03 (d, 1H), 7.52 (t, 

1H), 7.27 (t, 1H), 7.10 (d, 1H), 4.25 (d, 2H), 2.31 (s, 

3H), 2.16 (t, 2H), 1.72 (t, 2H), 1.63 (t, 2H), 1.39 (s, 9H), 

0.85 (t, 2H)。

AcAsw5的合成: 中间体3 (298.5 mg) 溶解于50 mL

二氯甲烷中, 加入三氟乙酸 (3 mL)。混合物搅拌过夜, 

并用TLC监测。去除溶剂后, 将草酰氯 (3 mL) 加入至

冰浴下的二氯甲烷溶液 (50 mL) 中, 搅拌一夜。浓缩

后, 将酰氯溶解在 5 mL二氯甲烷中, 并在冰浴下滴加

到 5-氨基-1,3,4-噻二唑-2-磺酰胺的DMF溶液中, 该溶

液中含 2当量缚酸剂三乙胺。反应混合物搅拌过夜, 

并通过TLC监测。通过柱层析纯化, 减压蒸馏后得到

白色固体产物 67.4 mg, 产率为 17.5%。熔点: 293 ℃。
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 13.02 (s, 1H), 8.37 (s, 

2H), 7.89 (s, 1H), 7.69 (t, 1H), 7.36 (t, 1H), 7.25 (d, 1H), 

4.24 (d, 2H), 2.56 (t, 2H), 2.25 (s, 3H), 1.70 (d, 4H), 
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1.39 (d, 2H)。13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ 172.62, 

169.53, 164.75, 164.54, 161.53, 150.39, 134.66, 131.58, 

126.71, 124.48, 123.72, 65.13, 35.13, 28.23, 25.29, 

24.46, 21.22。ESI-MS Calcd for [M + H]+ (C17H20N4O7S2): 

457.08, found 457.100 0。

细胞凋亡和坏死检测 采用 Annexin V-FITC 细

胞凋亡检测试剂盒对细胞凋亡和坏死进行检测。

H9c2细胞被培养在 6孔板中, 分别加入或不加入化合

物 (10 μmol·L-1) 处理 , 于缺氧条件下孵育 4 h。之后 , 

细胞被重悬于 1 mL 细胞染色缓冲液中 , 并依次用

Annexin V-FITC (5 μL) 和PI (10 μL) 进行染色 30 min。

完成标记的细胞样本, 利用流式细胞术和激光扫描共

聚焦显微镜进行分析。显微镜成像采用徕卡 DM 

IRBE 倒置显微镜, 配备 HCX PlanApo 63×油物镜, 数

值孔径为 1.32, 并搭载了配备 arr 激光器的徕卡 TCS 

NT共聚焦扫描仪。在显微镜成像阶段, 本研究选用了

徕卡 DM IRBE 倒置显微镜 , 并配备了 HCX PlanApo 

63×油物镜 (数值孔径为 1.32)。此外, 为了获得更清晰

的图像, 还搭载了配备 arr激光器的徕卡TCS NT共聚

焦扫描仪。这些高级设备和技术确保了细胞凋亡和坏

死检测结果的准确性和可靠性。

pH值调节功能测定 细胞首先被接种于 24孔板

中, 并培养过夜以确保其充分附着。随后, 加入待测药

物, 并将细胞置于常氧条件 (21% O2) 或缺氧环境 (1% 

O2) 中进行孵育。在整个孵育过程中, 细胞外 pH值的

变化通过 pH值探头进行监测。通过比较孵育开始与

结束时的 pH 值测量值 , 可以计算出 pH 值的变化量 

(∆pH值), 从而评估药物对细胞环境pH值的调节作用。

Western blot 实验 收集各组细胞并使用含有

1 mmol·L-1 PMSF的细胞裂解液进行裂解处理。离心

收集蛋白质样品 , 并利用 BCA 蛋白浓度检测试剂盒 

(上海碧云天生物技术有限公司) 进行蛋白质定量。随

后, 等量的蛋白质通过 SDS-PAGE凝胶电泳进行分离, 

并转移至 PVDF膜上。在室温条件下进行封闭后, 利

用一抗进行特异性结合。一抗包括白细胞介素-1β抗

体 (anti-IL-1β, 1∶500, 16806-1-AP)、促炎细胞因子阿达

木抗体 (anti-TNF-α, 1∶500, 60291-1-lg)、血管紧张素转

化酶抗体 (anti-ACE, 1∶500, 24743-1-AP)、细胞色素 c

抗体 (anti-cytc, 1∶500, 10993-1-AP), Proteintech 公司 ; 

甘油醛 -3-磷酸脱氢酶抗体 (anti-GAPDH, 1∶1 500, 

AP0063), Bioworld Technology 公司。之后, 使用酶标

二抗 [goat anti-rabbit IgG (H+L) HRP, 1∶5 000, SA00001-2 

或 goat anti-mouse IgG (H+L) HRP, 1∶5 000, SA00001-1, 

Proteintech公司] 进行孵育, 以识别并增强一抗结合的

信号, 使用化学发光成像仪结合显影液记录条带。

COX-2 抑制的 IC50值检测 本研究采用环氧化

酶-2 (COX-2) 抑制剂筛选试剂盒 (上海天宇生物技术

研究所) 评估化合物对COX-2酶活性的抑制效果。在

酶促反应中, COX-2酶将底物转化为产物, 同时非荧

光探针转化为荧光活性形式。此荧光活性形式的激发

波长和发射波长分别为 560 和 590 nm。荧光强度与

COX-2酶活性直接相关, 因此可通过荧光强度来定量

分析COX-2抑制剂的活性。按照试剂盒的操作说明, 

将COX-2探针、辅因子、底物及待测化合物共同孵育, 

使用微孔板读取器测量 590 nm处的荧光强度。通过

与阳性对照的荧光强度进行比较, 由此得出COX-2抑

制剂的半数抑制浓度 (IC50) 值。

小鼠建模与给药实验 C57BL/6小鼠 [杭州子源

实验动物科技有限公司, 许可证号: SCXK (浙) 2019-

0004] 被随机等分为 4组, 每组 3只。空白对照组是常

规饲养条件 , 模型组采用 10 mg·kg-1 异丙肾上腺素 

(ISO) 作为造模剂, 持续造模 3天。两个给药组在造模

后分别给药 30 μmol·kg-1 阿司匹林或 AcAsw3, 给药

3天。实验中监测小鼠体重, 实验结束后, 从各组小鼠

中采集血液样本。随后, 通过颈椎脱臼的方式处死小

鼠并立即摘除心脏, 称重并拍照记录。动物实验已获

得东南大学动物伦理委员会的批准 ( 批准号 : 

20240109001)。

马松染色实验 为评估心脏组织切片中胶原纤维

的增生及后续恢复情况, 本研究采用马松染色试剂盒

进行染色。首先, 对组织切片进行脱蜡和彻底冲洗, 以

去除残留的固定剂或包埋材料。用核染料溶液进行初

步染色, 再使用特定的分离色溶液对胶原纤维进行显

著着色。随后, 应用复染溶液增强胶原纤维与周围组

织的对比, 并用显微镜 (日本尼康公司, ECLIPSE Ni) 

拍摄记录。

心肌酶测定 肌酸激酶 (CK) 及其同工酶CK-MB

作为评估心肌损伤的关键生物标志物, 其血清水平的

变化对诊断心肌状态至关重要。采用相应的试剂盒与

自动生化分析仪 (芬兰赛默飞公司, 352) 相结合的方

法, 确保数据的准确性和可靠性。

统计学分析 所有结果均以平均数 ± 标准差 

(x ± s) 的形式表示。采用非参数检验和双向方差分析 

(ANOVA) 对组间差异进行统计学评估。当 P值小于

0.05时, 认为差异具有统计学显著性。

结果

1　阿司匹林与乙酰唑胺具有协同作用

本研究探索了乙酰唑胺在增强阿司匹林治疗心肌

缺氧损伤中的效果。在CCK8实验中, 将H9c2心肌细
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胞分为 5组: 空白对照组、缺氧造模组、阿司匹林给药

组、乙酰唑胺给药组以及联合给药组。采用ANOVA进

行统计分析, 其中阿司匹林和乙酰唑胺的浓度作为两

个自变量, 心肌细胞的活力作为因变量。Kolmogorov-

Smirnov正态性检验的结果 (P > 0.05) 显示, 数据符合

正态分布, 可用于进一步的统计分析。

在图 1A中, 单独给予阿司匹林或乙酰唑胺均能在

一定程度上提升缺氧损伤心肌细胞的活力。当浓度达

到 0.1 μmol·L-1时, 两种药物均能使细胞活力提升 5%。

其中, 当阿司匹林浓度为 1 μmol·L-1、乙酰唑胺浓度为

0.1 μmol·L-1时, 其与模型组细胞活力的差异有统计学

意义。此外, 联合使用阿司匹林和乙酰唑胺的治疗效

果显著优于阿司匹林单独给药, 且差异具有统计学意

义。其中, 当浓度为 0.1 μmol·L-1时, 联合用药组的细

胞活力较模型组高出 16.8%; 在浓度为 1 μmol·L-1时 , 

细胞活力提高至最大值, 高于模型组 19.9%。该结果

初步显示了乙酰唑胺与阿司匹林在治疗心肌缺氧损伤

中的协同作用。

为进一步验证上述发现, 本研究采用流式细胞仪

进行 FITC-PI双染色实验, 以评估阿司匹林、乙酰唑胺

及其联合用药对缺氧造模细胞凋亡率的影响。根据荧

光标记, 可将细胞分为 3类: 正常细胞 (FITC-、PI-)、早

期凋亡细胞 (FITC+ 、PI- ) 和晚期凋亡/坏死细胞 

(FITC+、PI+)。如图 1B所示, 在缺氧造模组中, 细胞凋

亡和坏死的比例显著上升至 18.01%。相比之下 , 

1 μmol·L-1阿司匹林、乙酰唑胺及两药联合组的细胞凋

亡率和坏死率分别为 13.31%、12.23% 和 5.98%, 联合

用药组的凋亡和坏死细胞比例最低 , 这一结果与

CCK8实验中的变化趋势一致。

本研究利用 SynergyFinder 网络分析平台对阿司

匹林与乙酰唑胺的协同作用进行了进一步的评估。分

析结果的定量数据及直观图形如图 2所示, 其中协同

得分作为核心指标, 揭示了药物间相互作用的效果, 其

数值大小直接反映了相互作用的强度。若分数接近于

零, 则表明药物间仅存在加和作用。利用CCK8检测

数据计算得出 , 协同分析得分 8.63, 而在特定浓度 

(1 μmol·L-1) 下 , 最突出的协同效应区域得分高达

12.87, 表明阿司匹林与乙酰唑胺之间存在协同作用。

2　阿司匹林衍生物的合成

在确认协同作用的基础上, 本研究利用乙酰唑胺

对阿司匹林进行结构修饰 (合成路线1), 并选用不同长

度的烷基链作为连接剂。通过 1H、13C-核磁共振波谱, 

Figure 1　H9c2 cell viabilities and apoptosis regulated by aspirin (As), acetazolamide (Ac) and the combination of them (As+Ac). A: Cell 

viabilities influenced by As, Ac and As+Ac under 1% O2; B: H9c2 cell membrane integrities stained with FITC and PI, administrated by As, 

Ac and As+Ac, and detected by flow cytometry. n = 3, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs 0 μmol·L-1 (model group); #P < 0.05

Figure 2　Synergistic effects between As and Ac. A: CCK8 cell viability values (%) under different concentration combinations of As and 

Ac; B: The synergy score and two-dimensional visual representation of the synergy between As and Ac by SynergyFinder; C: Three-

dimensional visual representation of the synergy between As and Ac
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以及电喷雾电离质谱进行结构表征, 确认化合物结构

与设计一致 (见附图S1～S14)。

3　阿司匹林衍生物的体外活性优于阿司匹林

本研究揭示了阿司匹林衍生物发挥了阿司匹林与

乙酰唑胺的协同作用, 具有优于阿司匹林的活性。如

图 3A所示, 缺氧造模导致细胞的活力显著降低, 仅为

正常细胞的 64.7%。在化合物浓度为 1 μmol·L-1 时 , 

3种阿司匹林衍生物 (AcAsw3、AcAsw4和AcAsw5) 均

表现出对细胞活力的显著增强作用, AcAsw3、AcAsw4

和AcAsw5分别提高到84.6%、79.7%和76.2%的细胞活

力。值得注意的是, 化合物AcAsw3表现出了最佳活性。

利用流式细胞仪检测 FITC-PI 双染细胞, 可分析

上述化合物降低细胞凋亡和坏死的水平。如图 3B所

示, 在缺氧造模组中, 细胞发生凋亡坏死的比例上升至

17.82%。而经过 1 μmol·L-1 的 AcAsw3、AcAsw4 和

AcAsw5 给药处理后 , 细胞凋亡坏死率分别降低至

4.66%、6.82%和 10.54%, 阿司匹林和乙酰唑胺联合组

的这一比例为 5.41%。这进一步证实了AcAsw3在治

疗缺氧诱导的细胞损伤方面的优势。

4　AcAsw3调控COX-2和CA活性

阿司匹林是一种非特异性 COX-2抑制剂, IC50值

为 137.05 μmol·L-1, 而 AcAsw3 表现出更强的抑制作

用, IC50值为67.54 μmol·L-1 (图4A)。

在图 4B中, 与正常培养的细胞相比, H9c2细胞在

缺氧培养时呈现出细胞外 pH值的显著降低, 这表明缺

氧导致了细胞外周酸度的增强。AcAsw3给药组的 pH

值与建模组相比增加了 0.14, 这表明 AcAsw3 具有降

低细胞外酸化的能力。阿司匹林在缺氧条件下未显示

出对 pH值的调节作用。由此可见, AcAsw3对COX-2

和CA的双重抑制作用为其在缺氧条件下的活性优于

阿司匹林提供了有力证据。

进一步通过Western blot技术, 在蛋白水平上探究

了 AcAsw3 的作用机制。图 4C 中显示 , 造模组中的

TNF-α和 IL-1β的表达均有所上调 , 表明炎性损伤加

Scheme 1　The synthetic route of compounds AcAsw3, AcAsw4 and AcAsw5
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重。与阿司匹林相比, AcAsw3 在调节炎症损伤方面

表现更佳, 尤其对 IL-1β表达的调节作用优势更显著。

血管紧张素转化酶 (ACE) 的表达异常可导致血管收

缩异常, 从而造成缺氧损伤。造模组大鼠的ACE水平

较空白组显著升高。AcAsw3和阿司匹林均能有效降

低ACE的蛋白水平, 其中AcAsw3活性更好。细胞色

素C (cytc) 是细胞凋亡发生的诱导因子, cytc表达上调

预示着细胞凋亡启动。AcAsw3和阿司匹林均能有效

抑制缺氧造模导致的 cytc水平上升, 且 AcAsw3 再次

显示出优于阿司匹林的作用。由此可见, AcAsw3在减

轻心肌缺氧损伤方面展现出了优于阿司匹林的活性。

5　AcAsw3的体内活性优于阿司匹林

本研究利用 ISO构建小鼠心肌缺血损伤模型, 选

用体外活性最佳的 AcAsw3 与 As 进行了体内活性比

较研究。

C57BL/6 雄性小鼠被随机分为 4 组: 空白对照组 

(正常培养小鼠)、ISO模型组及两个给药组, 分别给予

30 μmol·kg-1 As或AcAsw3。经过 10 mg·kg-1 ISO皮下

注射 3天构建模型后, 再连续腹腔给药 3天。图 5A中

小鼠的体重增长曲线表明, 与正常对照组相比, 模型组

和药物治疗组的小鼠均显示出稳定的体重增加趋势, 

这为 AcAsw3 和 As 在小鼠体内的安全性提供了初步

证据。

图 5B展示了各组小鼠心脏尺寸的差异, 空白对照

组和模型组小鼠的心脏横截面最宽处分别为 4.66 和

7.67 mm, 表明心脏经 ISO 造模后发生肿胀。As 和

AcAsw3治疗均能减轻心脏肿胀, 其中As组的心脏直径

降至 6.33 mm, 而 AcAsw3 组降至 5.50 mm。AcAsw3

比As更有利于心脏肿胀的恢复。

ISO建模导致心脏重量相对于正常心脏的升高。

为了更准确地评估心脏重量的变化, 采用心脏重量与

小鼠体重的比值进行比较。如图 5C 所示 , As 和

Figure 4　The repair mechanism of AcAsw3 based on dual cyclooxygenase-2 (COX-2) and carbonic anhydrase (CA) inhibitions. A: IC50 

values of As and AcAsw3 against COX-2; B: The pH regulation effect of H9c2 cells cultured under normoxia (21% O2) or hypoxia (1% O2) 

with As or AcAsw3 (the difference in pH of cell culture medium before and after drug administration); C: IL-1β, TNF-α, ACE and cytc 

protein expressions in hypoxia (1% O2) modeling cells treated with As and AcAsw3. n = 3, x ± s. *P < 0.05 vs blank group (model group)

Figure 3　H9c2 cell viabilities and apoptosis regulated by As, As+Ac and the compounds AcAsw3, AcAsw4, AcAsw5. A: Cell viabilities 

influenced by AcAsw3, AcAsw4, AcAsw5 under 1% O2, comparing with As, Ac and As+Ac; B: H9c2 cell membrane integrities stained with 

FITC and PI, and detected by flow cytometry. n = 3, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs 0 μmol·L-1 (model group)

·· 2806



周 雯等: 基于协同分析设计的阿司匹林衍生物在抗冠心病缺氧损伤中的应用研究

AcAsw3分别使心脏重量比从模型组的 0.63%降低至

0.55%和 0.49%, 表明AcAsw3在恢复心脏重量方面优

于As。

马松染色可以有效地检测到肌纤维 (红色部分) 

和胶原纤维 (蓝色部分) 的变化。如图 5D所示, 空白

组小鼠的心肌纤维形态正常, 排列有序, 并伴有心肌间

质和毛细血管周围胶原纤维的适当分布。然而, 在造

模组中, 胶原纤维的数量显著增加, 心肌细胞在心肌组

织中排列紊乱且细胞边界模糊。在给药组中, 与As相

比, AcAsw3 在抑制胶原纤维增生方面展现出了更为

显著的效果, 且细胞边界更加清晰。

肌酸激酶及其同工酶是诊断心肌损伤的生物标志

物。如图 5E、F 所示, 与空白对照组相比, 模型组 CK

和 CK-MB 水平均显著升高 , 提示心肌遭受了严重损

伤。As和AcAsw3均可降低CK和CK-MB水平, 二者

之间在两个数据上的差异均有统计学意义 , 表明

AcAsw3具有显著优于As的活性。

讨论

本研究通过双因素方差分析和高通量筛选技术对

细胞活力检测的实验数据进行分析, 证实阿司匹林和

乙酰唑胺之间存在协同作用, 二者联合可显著提高缺

氧损伤心肌细胞的活力。在此基础上, 通过在阿司匹

林药效团上引入乙酰唑胺基团形成偶联物, 设计合成

了阿司匹林衍生物。这类设计通过统一不同动力学参

数的药物为一体, 在体内实现协同作用的最大化, 进一

步提高药效和安全性。

通过CCK8细胞活力检测实验、FITC-PI双染实验

分析发现, 阿司匹林衍生物在对抗心肌缺氧损伤方面

相比于阿司匹林表现出显著优势, 其中 AcAsw3活性

最佳。AcAsw3能同时有效抑制在缺氧造模时异常升

高的两种酶COX-2和CA的酶活。AcAsw3通过抑制

这两种酶的活性, 维持细胞内的酸碱平衡, 减少缺氧导

致的炎症反应, 并通过克服 pH依赖型原发性耐药来提

高抗心肌缺氧损伤的药效。

通过 Western blot技术分析, 本研究发现 AcAsw3

在蛋白水平上表现出对心肌缺氧损伤的保护作用。实

验结果显示, AcAsw3在抑制TNF-α、IL-1β等炎症因子

表达, 降低ACE水平, 以及抑制细胞凋亡诱导因子 cytc

的表达上 , 均优于阿司匹林。这些发现揭示了

AcAsw3在抗心肌缺氧损伤方面的作用机制。

本研究通过建立小鼠心肌缺血损伤模型, 比较了

AcAsw3与阿司匹林在体内的治疗活性。实验结果显

示 , AcAsw3 与阿司匹林均能稳定小鼠体重增长 , 但

AcAsw3在减轻心脏肿胀、恢复心脏重量及抑制胶原

纤维增生方面表现更为出色。同时, AcAsw3 能更有

效地降低心肌损伤标志物肌酸激酶及其同工酶的水

平, 显示出对心肌缺血损伤更强的治疗潜力。

该研究不仅为心血管疾病的治疗提供了新的候选

药物, 也为冠心病药物研发提供了新的思路和方向。

作者贡献: 周雯负责实验设计与操作、数据处理、文章撰

写与修改; 江萍负责分子生物学实验; 杨万祥负责化学实验; 

Figure 5　The efficacy of AcAsw3 to attenuate myocardial ischemic injury in mice. A: The growth curves of mice weights; B: The heart 

size of each group; C: The heart weight ratios (%) of each group; D: Effects of treatment with AcAsw3 or As on pathological changes in 

hypoxia induced myocardial injury mice illustrated by Masson staining. Scale bar=100 μm. E, F: Effects of AcAsw3 and As on creatine 

kinase (CK) (E) and its MB isoenzyme CK-MB (F) levels in isoproterenol (ISO)-treated myocardial ischemic injury mice. $$P < 0.01 vs the 

blank group; #P < 0.05, ##P < 0.01
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