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基于靶点黄嘌呤氧化酶的化合物CC18022抗高尿酸血症作用的研究
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摘要: 高尿酸血症不仅作为痛风发病的生化基础, 还与代谢综合征、心血管疾病、慢性肾病等疾病的发生发展密

切相关。黄嘌呤氧化酶 (xanthine oxidase, XOD) 是体内尿酸生成的关键催化酶, 也是抗高尿酸血症药物的重要靶

点。本研究以XOD为靶点, 设计合成化合物CC18022, 经过分子对接分析观察到其与XOD具有较紧密的结合。体

外实验发现CC18022可显著抑制XOD活性, 半数抑制浓度达到纳摩尔数量级, 与临床使用的XOD抑制剂非布索坦

的体外XOD抑制程度相当。分别应用急性与慢性高尿酸血症小鼠模型检测, 发现CC18022在体内具有显著降血尿

酸作用, 并呈良好的剂量依赖性。动物福利和实验过程均遵循中国医学科学院药物研究所动物伦理委员会的规定。

结果显示CC18022可降低急性高尿酸血症小鼠的血清XOD活性, 以及与嘌呤吸收、代谢相关的小肠组织、肝脏的

XOD活性。因此, 新结构类型化合物CC18022显示较强的XOD抑制活性和显著的抗高尿酸血症效果, 具有良好的

研发前景。
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Abstract: Hyperuricemia is not only the biochemical basis of gout, but also closely related to the development

of metabolic syndrome, cardiovascular diseases, chronic kidney disease, etc. Xanthine oxidase (XOD) is the key

catalytic enzyme for uric acid biosynthesis, therefore the vital target for anti-hyperuricemic drugs. In this study,

compound CC18022 was designed and synthesized specifically targeting to XOD. Molecular docking analysis

indicated a fairly tight binding between CC18022 and XOD. In the in vitro study, CC18022 significantly inhibited

XOD activity with a half maximal inhibitory concentration (IC50) value in the order of nmol·L-1, which is relative to

the XOD inhibitor febuxostat. By using both acute and chronic hyperuricemic mice model, compound CC18022
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was found to have serum uric acid-lowering effect in a dose-dependent manner in vivo. The animal welfare and

experimental processes were in accordance with the provisions of the Animal Ethics Committee of the Institute of

Materia Medica, Chinese Academy of Medical Sciences. In the acute hyperuricemic mice, CC18022 significantly

inhibited serum XOD activity, and also the XOD activity in intestine and liver, which were related to purine absorp‐

tion and metabolism. Therefore, the novel compound CC18022 exhibited significant inhibition on XOD activity

and anti-hyperuricemic effects, making it a favorable candidate for further research.

Key words: hyperuricemia; xanthine oxidase; uric acid; molecular docking; CC18022

尿酸 (uric acid, UA) 是嘌呤代谢的终产物。体内

尿酸合成过多或经肾脏、肠道排泄减少, 均可导致血尿

酸水平升高, 造成高尿酸血症 (hyperuricemia, HUA)[1]。

临床上, 男性与女性血尿酸浓度分别高于7与6 mg·dL-1

时诊断为高尿酸血症。一般认为, 高尿酸血症易造成

尿酸在体内形成尿酸盐结晶, 沉积于关节腔中, 发展为

痛风, 是痛风发病的生化基础[2]。而近年来的研究表明,

高尿酸血症还与代谢综合征、心脑血管疾病、慢性肾病

等疾病的进展密切相关[3-5]。有效治疗高尿酸血症对

降低以上疾病的发病风险有重要作用。目前, 治疗高

尿酸血症的机制主要分为两类——降低尿酸合成与促

进尿酸排泄。其中, 体内约 2/3尿酸经由肾脏排泄, 目

前临床使用的促排药物主要通过调节尿酸盐转运体 1

(urate transporter 1, URAT1)、葡萄糖转运体 9 (glucose

transporter 9, GLUT9) 等肾脏尿酸转运体活性而达到

促进尿酸排泄的作用, 如苯溴马隆、雷西纳德等[6,7]。

作为尿酸生成的催化酶, 黄嘌呤氧化酶 (xanthine

oxidase, XOD) 催化次黄嘌呤氧化成为黄嘌呤, 并进一

步氧化生成尿酸, 并且在此氧化反应过程中, 过氧化

物 (reactive oxygen species, ROS) 作为副产物生成, 引

起氧化应激, 对组织产生损害[7]。因此, 抑制XOD在减

少尿酸生成的同时, 减少了ROS生成, 对高尿酸血症可

能引起的其他组织损伤产生了保护作用。目前, 以XOD

为靶点的临床一线药物有非布索坦 (febuxostat, FBX)、

别嘌呤醇等。其中, FBX较别嘌呤醇有更高效的XOD

抑制作用, 然而近期临床研究发现其可能增加心血管疾

病的病死风险[8]。新型XOD抑制剂的研发十分必要。

针对XOD为靶点, 在前期工作中作者经计算机辅

助模拟设计合成并通过筛选发现了对体外XOD有抑

制作用的化合物CC18022。本研究进一步对CC18022

的体外XOD抑制活性及其在小鼠高尿酸血症模型中

的药效进行了探索, 为CC18022作为新型抗高尿酸血

症药物的后续研发提供了实验基础。

材料与方法

主要试剂及材料 牛奶来源 XOD、次黄嘌呤

(hypoxanthine, HA) 和黄嘌呤 (xanthine, XA) ( 德国

默克 Sigma-Aldrich 公司); 羧甲基纤维素钠 (sodium

carboxymethyl cellulose, CMCS, 国药集团化学试剂有

限公司); 氧嗪酸钾 (oteracil potassium, OP, 美仑生物公

司); FBX (日本 TCI 公司); 化合物 CC18022 由中国医

学科学院药物研究所肖志艳研究员课题组合成, 并进

行结构鉴定; XOD活性测定试剂盒和肌酐试剂盒 (南

京建成生物科技有限公司); 尿酸测定试剂盒、谷丙转

氨酶 (alanine aminotransferase, ALT) 活性测定试剂盒、

谷草转氨酶 (aspartate aminotransferase, AST) 活性测

定试剂盒和尿素试剂盒 (北京中生北控生物技术有限

公司)。

仪器 低温高速离心机 (德国 Heraeus 公司); pH

计 (瑞士METTLER TOLEDO公司); HYG-A型全温空

气恒温震荡器 (江苏太仓科教仪器厂); 酶标仪 (美国

Bio Tek公司)。

分子对接分析 采用 MOE 2018.01 软件包来产

生分子结构和进行分子模拟, 采用DS 2016生成对接

图。选取共晶配体为托吡司他的 PDB结构 1V97作为

对接受体。活性位点采用 Site Finder程序来定义, 托

吡司他的复位对接RMSD值为 1.56 Å。采用打分函数

London DG和 GBVI/WSA DG来优选对接构象。

体外XOD活性实验 以3 U·L-1 XOD, 50 μmol·L-1

底物XA, pH 7.4为反应体系, 加入不同浓度的化合物

CC18022,于37℃恒温反应20 min,使用酶标仪在293 nm

波长读取吸光度A值, 通过GraphPad Prism 8进行数据

分析 , 采用 Sigmoidal dose-response (variable slope) 拟

合计算半数抑制浓度 (half maximal inhibitory concen‐

tration, IC50)。

动物 雄性 ICR小鼠初始体质量 18～22 g [北京

维通利华生物科技股份有限公司 (SCXK (京) 2016-

0006)]。动物饲养于中国医学科学院药物研究所实验

动物管理中心, 饲养温度为 22～25 ℃, 湿度为 40%～

60%, 光照/黑暗时间各12 h交替, 并给予小鼠自由进食

及饮水。所有动物实验按标准操作规程操作, 经过中国

医学科学院药物研究所实验动物管理与动物福利委员

会审核并批准。

HA-OP-HUA小鼠模型 将小鼠随机分为正常对
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照 A 组 (Con-A)、模型 A 组 (HUA-A)、非布索坦 A 组

(FBX-A) 和CC18022低剂量A (CC18022-L-A)、中剂量

A (CC18022-M-A)、高剂量 A (CC18022-H-A) 组, 每组

10只。模型A组及各给药组小鼠均单次灌胃500 mg·kg-1

HXA、腹腔注射 300 mg·kg-1 OP造成急性高尿酸血症,

HUA-A 组与 FBX-A 组小鼠另分别灌胃给予纯水与

FBX 5 mg·kg-1。量效实验设置CC18022低、中、高剂量

A组, 分别灌胃化合物CC18022 0.2、1和 5 mg·kg-1。分

别于给药造模后0、1、2、4 h时尾尖取血, 测定小鼠血尿

酸水平。于4 h后处死小鼠, 迅速取出小鼠心脏、肺脏、

肝脏、脾脏、小肠和肾脏于-80 ℃冰箱保存, 用于测定

各组织XOD活性。取全血用于检测血清XOD活性。

OP-HUA 小鼠模型 将小鼠随机分为对照 B 组

(Con-B) 与OP-HUA造模组。其中, Con-B组小鼠每天皮

下注射溶剂 0.5% CMCS混悬液, OP-HUA造模组小鼠

每天皮下注射 OP 300 mg·kg-1, 连续诱导 14 天。将血

尿酸水平稳定升高的小鼠挑出 , 随机分为模型 B 组

(HUA-B)、非布索坦 B 组 (FBX-B) 和 CC18022 低剂量

B (CC18022-L-B)、中剂量 B (CC18022-M-B)、高剂量

B (CC18022-H-B) 组 , 每组 8 只 , 分别灌胃给予纯水、

FBX 1 mg·kg-1和化合物CC18022 0.1、0.5和 1 mg·kg-1。

于给药6天后尾尖取血, 测定小鼠血尿酸水平。

血清XOD活性、尿酸、ALT、AST、肌酐、尿素水平

测定 取血后 3 500 r·min-1离心 4 min, 将上层血清取

出, 于-80 ℃冰箱保存。测定时根据试剂盒说明书进

行操作。

组织 XOD 活性测定 将取出的组织称重 , 按试

剂盒说明书指导, 以一定比例加入预冷的生理盐水, 机

械匀浆 , 离心后取上清测定各组织 XOD 活性 , BCA

(bicinchoninic acid) 法测定蛋白浓度进行校准。

组织苏木精-伊红 (hematoxylin and eosin, H&E)

染色 处死小鼠时将一小叶肝脏、一侧肾脏固定于 4%

多聚甲醛中, 脱水后进行石蜡包埋, 切片, 根据标准步

骤进行H&E染色。

统计学分析 实验数据均以
-
x ± SEM (standard

error of mean) 表示 , 应用 GraphPad Prism 8 统计软件

进行统计分析和 IC50计算, 采用 one-way ANOVA进行

多组间分析, P < 0.05认为具有统计学差异。

结果

1 CC18022与XOD的分子对接分析

通过 MOE 软件包产生 XOD 的化学结构并与

CC18022 (化学结构如图 1A) 进行分子对接分析, 探索

二者的结合模式。结果显示, CC18022的吡啶环深入

XOD疏水通道内部与钼喋呤区域结合, 吡啶环上的氮

及其邻位氢分别与钼喋呤羟基及GLUT1261产生氢键

相互作用。吡啶环、三氮唑及苯环占据XOD疏水空腔,

与 PHE914、PHE1009、ALA1078、ALA1079、VAL1011、

LEU1014、PRO1076和LEU648形成广泛疏水作用, 三

氮唑上的氮与SER876也存在氢键相互作用。另外, 其

吗啉环延伸至XOD疏水通道外部, 与LEU648发生氢

键相互作用 (图1B、C)。

2 CC18022在体外酶学模型中的XOD抑制作用

以黄嘌呤为反应底物, 牛奶来源的XOD酶作为催

化剂, 在恒定温度、时间和 pH环境下进行反应, 于特定

波长下检测生成尿酸的水平, 对CC18022的体外XOD

抑制活性进行初筛 , 发现 1×104 nmol·L-1 CC18022 对

XOD的抑制率为 (106.0 ± 1.7)%, 同体系下100 nmol·L-1

FBX的XOD活性抑制率为 (98.8 ± 1.6)%。接下来, 分

Figure 1 The interaction between CC18022 and xanthine oxidase (XOD). Molecular structure of CC18022 was shown (A). Binding mode

of CC18022 was revealed by molecular docking (PDB code: 1V97). Hydrogen bond interactions and π-π interactions were shown as green

and purple dotted lines, respectively (B). Hydrophobic interactions were shown as pink dotted lines (C)
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别从 1×10-4～1×104 nmol·L-1以 10 倍浓度梯度递增作

为终浓度加入 CC18022, 拟合得到尿酸-药物浓度曲

线 , 并计算 IC50。结果表明 , CC18022 对牛奶来源的

XOD酶活性具有显著抑制作用, IC50达到 1.4 nmol·L-1

(图 2), 说明CC18022针对XOD为靶点, 在体外具有较

强的抑制活性。

3 CC18022对HA-OP-HUA小鼠模型的药效作用和

安全性评价

利用HA-OP-HUA小鼠模型研究CC18022在体内

的抗高尿酸血症药效。HA-OP-HUA小鼠由单次皮下注

射OP合并单次灌胃次黄嘌呤诱导形成。于造模0、1、2

和 4 h后检测小鼠血尿酸水平, 得到血尿酸-时间曲线

(图 3A)。结果显示, 造模后模型对照HUA-A组小鼠血

尿酸水平逐渐升高, 于 2 h血尿酸水平达到峰值, 相比

正常对照 Con-A 组升高约 964.0%, 并于 4 h 回落。单

次给药 5 mg·kg-1 FBX 可使 2 h 血尿酸水平较 HUA-A

组显著下降约89.4%。而CC18022在0.2、1和5 mg·kg-1

三个剂量条件下单次给药 , 可分别相比 HUA-A 组

2 h 血尿酸降低约 32.9%、70.4% 和 87.0%。HUA-A 组

的曲线下面积 (area under curve, AUC) 较 Con-A 组升

高约 604.8%, 单次给药 5 mg·kg-1 FBX 使其显著降低

约 77.5%, CC18022-L-A、-M-A、-H-A 组较 HUA-A 组

的 AUC 均显著降低 , 抑制率分别为 28.3%、61.6% 和

76.1% (图3B)。

为进一步探究CC18022在体内对XOD活性的抑

制作用, 选取中剂量 CC18022-M-A 组, 检测其对 HA-

OP-HUA小鼠的血清及肝脏、心脏、脾脏、肺脏、肾脏、

小肠等组织中 XOD活性的影响。其中, HUA-A组血

清及各组织XOD活性较Con-A组基本没有明显变化,

肝脏、心脏、脾脏、肾脏XOD活性较Con-A组分别升高

约 1.7%、5.5%、10.7%、3.1%, 血清、肺脏、小肠较Con-A

组 XOD 活性分别下降约 4.8%、0.2%、6.3%; FBX-A 与

CC18022-M-A 在血清、肝脏和小肠中均对 XOD 活性

产生显著抑制作用, 二者抑制率分别为37.8%与29.6%、

17.9%与18.9%、24.5%与21.7% (图3C)。

随后, 通过检测血清ALT、AST活性, 以及血清肌

酐、尿素水平, 对 5 mg·kg-1高剂量CC18022在HA-OP-

HUA小鼠模型中对肝肾功能的影响进行了初步评价。

与HUA-A组比较, CC18022-H-A组血ALT、AST、肌酐

和尿素指标在各组间没有显著差异 (图 4)。对各组小

鼠的肝、肾组织进行H&E染色, 发现各组小鼠的肝、肾

组织结构均无显著异常 (图5)。

Figure 2 The XOD-catalyzed uric acid synthesis curve with

different doses of CC18022

Figure 3 Effects of CC18022 on uric acid levels and tissue-specific XOD activity in HA-OP-HUA mice model. The serum uric acid level

was measured after the induction at 0, 1, 2, and 4 h, respectively (A). The area under curve (AUC) was analyzed (B). XOD activities of

serum, liver, heart, spleen, lung, kidney, and intestine were evaluated (C). n = 10,
-
x ± SEM. #P < 0.05, ###P < 0.001 vs Con-A; *P < 0.05, **P < 0.01,

***P < 0.001 vs HUA-A. HA-OP-HUA: Hypoxanthine-oteracil potassium-hyperuricemia; Con-A: Control group; HUA-A: HA-OP-HUA

group; FBX-A: 5 mg·kg-1 febuxostat group; CC18022-L-A, -M-A, and -H-A: 0.2, 1, and 5 mg·kg-1 CC18022 groups, respectively
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4 CC18022对OP-HUA小鼠模型的药效作用

OP-HUA小鼠模型由连续多次皮下注射OP诱导形

成。成模后分别以 1 mg·kg-1 FBX, 0.1、0.5和 1 mg·kg-1

CC18022 分组给药 , 给药 6 天后 , 各组血尿酸水平如

图 6所示, HUA-B组血尿酸显著升高约 56.2%, FBX-B

组较 HUA-B组显著降低约 96.0%。而 CC18022-L-B、

-M-B 和-H-B 组血尿酸水平较 HUA-B 组分别降低约

89.1%、88.4%和93.2%。

讨论

嘌呤代谢紊乱和尿酸排泄降低是引发高尿酸血症

的重要因素。XOD在嘌呤代谢生成终产物尿酸的过

程中作为关键催化酶, 成为抗高尿酸血症的重要靶点。

本研究以 XOD 为靶点 , 计算机辅助设计合成与

XOD活性区域钼喋呤形成氢键结合并在XOD疏水空

腔中形成广泛疏水作用的化合物CC18022, 于体外进

行 XOD活性抑制实验, 发现 CC18022对体外 XOD有

明显抑制作用, IC50达到1×10-9 mol·L-1数量级。根据已

有研究的结果, 临床一线药物 XOD 抑制剂 FBX 在同

体系下对XOD的 IC50同样在1×10-9 mol·L-1数量级[9], 说

明CC18022在体外具有与FBX相当的强XOD抑制性。

为验证CC18022在体内的药效, 作者分别利用了

HA-OP-HUA 与 OP-HUA 两种小鼠模型 , 二者分别具

有血尿酸水平一过性升高和“长”期稳定升高的特点。

HA-OP-HUA高尿酸血症模型通过增加底物 HA促进

尿酸生成, 并通过尿酸酶抑制剂OP抑制尿酸分解为尿

囊素, 达到迅速升高血尿酸水平的效果。在此模型中,

CC18022剂量依赖性地降低了小鼠血尿酸水平, 最低有

效剂量达到 0.2 mg·kg-1, 且 CC18022-H-A (5 mg·kg-1)

与FBX-A (5 mg·kg-1) 组较模型组血尿酸水平分别降低

76.1%和 77.5%, 效果基本相当。OP-HUA模型由多日

Figure 4 Effects of CC18022 on liver and kidney function in

HA-OP-HUA mice. Mice serum alanine aminotransferase (ALT,

A), aspartate aminotransferase (AST, B), creatinine (C), and urea

(D) levels were measured after 4 h of induction. n = 10,
-
x ± SEM

Figure 5 Effects of CC18022 on liver and kidney structures in

HA-OP-HUA mice. Mice livers and kidneys were collected and

applied for hematoxylin and eosin (H&E) staining after 4 h of

induction. Liver and kidney structures were observed under micro‐

scope (×200). Scale bar: 50 μm

Figure 6 Effect of CC18022 on serum uric acid level in OP-HUA

mice model. The serum uric acid level was evaluated after FBX or

different doses of CC18022 was administrated for 24 h in OP-HUA

mice. n = 8,
-
x ± SEM. ##P < 0.01 vs Con-B; ***P < 0.001 vs HUA-B.

OP-HUA: Oteracil potassium-hyperuricemia; Con-B: Control group;

HUA-B: OP-HUA group; FBX-B: 1 mg·kg-1 febuxostat group;

CC18022-L-B, -M-B, and -H-B: 0.1, 0.5, and 1 mg·kg-1 CC18022

groups, respectively

·· 1625



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(6): 1621 −1626

连续给予OP使尿酸分解减少而在体内堆积形成。对

尿酸稳定升高的小鼠连续给药6天后, CC18022三个剂

量组小鼠血尿酸均显著降低并具一定剂量依赖性。以上结

果说明, CC18022在高尿酸血症小鼠模型中可显著降低

血尿酸水平, 与阳性药FBX在同剂量下效果相当, 并具有

良好的剂量依赖性。对肝肾功能指标的检测和H&E染

色结果说明, CC18022在最高使用剂量 (5 mg·kg-1) 时,

对HA-OP-HUA小鼠肝肾功能没有显著影响。

作者还探究了CC18022在体内对XOD活性的抑

制作用 (HA-OP-HUA小鼠模型)。XOD在全身各组织

中均有分布, 在心脏、肝脏、小肠中较高, 脾脏、肺脏和肾

脏中较低。结果发现在血清、小肠与肝脏中, CC18022

与FBX均表现出显著的XOD抑制作用, 而小肠与肝脏

也分别是嘌呤被吸收与代谢的主要场所[10,11], 具有较高

XOD活性。CC18022可能通过抑制以上高活性组织的

XOD活性达到减少尿酸生成, 降低血尿酸水平的效果。

综上所述 , 本研究说明 CC18022 在体外酶学、体

内高尿酸血症小鼠模型中均表现出较强的XOD活性

抑制作用, 并在体内急性与慢性高尿酸血症小鼠模型

中剂量依赖性地发挥降尿酸作用, 相同剂量下的药效

不弱于一线临床用药FBX, 其是否可作为新型XOD抑

制性药物用于治疗高尿酸血症值得继续深入研究。
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