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阿魏酰胍丁胺类似物的设计、合成及 Na+/H+交换器-1 抑制活性 
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摘要: 为了寻找新结构类型的 Na+/H+交换器-1 (NHE-1) 抑制剂, 以阿魏酸、胍丁胺为先导化合物, 设计并合

成了 9 个阿魏酰胍丁胺类似物。其结构经 1H NMR、13C NMR 和 MS 确证, 其中化合物 5f～5i 为新化合物。初步

的药理实验结果表明, 部分目标化合物显示出较好的 NHE 抑制活性, 其中化合物 5a、5b 和 6c 对 NHE-1 的抑制

活性明显优于阳性对照药卡立泊来德 (cariporide)。 
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Abstract: In order to search for novel inhibitors of Na+/H+ exchanger isoform-1 (NHE-1), nine feruloylag-

matine analogues were designed and synthesized from ferulic acid and agmatine.  The structures of the synthesized 
compounds were confirmed by 1H NMR, 13C NMR and mass spectra, among which compounds 5f−5i were novel 
compounds.  The results of preliminary pharmacological test showed that some of the compounds possessed 
strong NHE-1 inhibitory activity, among which compounds 5a, 5b and 6c were more potent than cariporide in 
NHE-1 inhibition. 
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 目前, 缺血性心脏病已成为威胁人类健康的重

大疾病之一。缩短组织缺血时间、尽早恢复血流是  
防治缺血损伤最有效的措施, 溶栓、经皮冠状动脉成

形术和冠状动脉旁路移植术等血管再通术可有效地

恢复缺血组织的供血, 但上述疗法都存在一个心肌

缺血再灌注损伤的问题[1]。大量实验表明, Na+/H+交换 
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器-1 (NHE-1) 在心肌缺血及再灌注过程中起着重要

作用[2]。到目前为止, 已有 10 种 NHE 亚型 (NHE-1～
NHE-10) 被确证, 其中 NHE-1 是哺乳动物心肌中最

主要的亚型[3, 4], 其在心力衰竭、冠心病、高血压、先

天性心脏病以及心律失常等疾病的发生、发展及演变

过程中起重要作用。主要是由于 NHE-1 的过分激活

参与形成一系列的病理过程所导致[5]。NHE-1 抑制 
剂通过抑制 Na+/H+交换, 避免过多 Na+进入细胞内, 
进而使 Na+/Ca2+交换减少, 防止 Ca2+过度增加引起细

胞挛缩、坏死, 显示出对心肌缺血再灌注损伤有良好 
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的保护作用[6]。第一代 NHE 抑制剂阿米洛利[7]被证实

对心肌缺血再灌注损伤有保护作用以来, 许多特异

性 NHE-1 抑制剂被陆续发现, 已报道的 NHE-1 选择

性抑制剂化学结构类型主要为酰基胍类, 动物实验

结果显示它们对心肌缺血和再灌注损伤具有良好的

保护作用, 能够降低心肌梗死病死率, 减少梗死面积

和减少心律失常的发生[8]。其中 cariporide、eniporide、
sabiporide (图 1) 已进入临床研究阶段, 但 cariporide
和 eniporide 的临床研究并未获得人们的预期结果[9]。

因此, 寻找新结构类型的 NHE-1 抑制剂就成为很有

意义的工作。 
我国传统中草药当归、川芎、酸枣仁等均含有的

有效成分阿魏酸 (ferulic acid, 图 2), 为非肽类内皮

素受体拮抗剂, 具有保护血管内皮、扩张小血管、抗

氧化、清除氧自由基、抑制血小板聚集和血栓形成等

药理作用[10]。药理学研究表明, 阿魏酸钠能够减少心

肌丙二醛 (MDA) 含量, 能够显著增强超氧化物歧

化酶 (SOD) 活性, 并且能够明显减轻心肌超微结构

损伤, 对缺血性心肌具有保护作用[11]。 
胍丁胺 (agmatine, 图 2) 是 L-精氨酸的脱羧基

产物, 现代药理学研究表明胍丁胺能减少心肌细胞

膜钙内流, 减轻心肌内 Ca2+超载[12]; 另外, 胍丁胺参

与调控内皮松弛因子 (NO), 后者可以通过调节血管

内皮舒张, 改善心肌缺血[13]。 
本文以具有心肌保护作用的阿魏酸和胍丁胺为

先导化合物, 根据药物化学拼合原理, 将阿魏酸等苯

丙烯酸与胍丁胺或胍丙胺进行拼合, 设计并合成了 9
个目标化合物 (合成路线 1)。采用体外血小板肿胀模

型 (PSA), 以卡立泊来德为阳性对照药, 对所合成的

目标化合物进行 NHE-1 抑制活性初步筛选, 并对其

构效关系进行分析和讨论。所合成的 9 个目标化合 
物中, 化合物 5a、5b、5e、6c 和 6d 均已见文献报道。

其中, 文献[14, 15]报道了 5a、6c 从冬小麦根部中提取

得到, 具有抗真菌作用; 文献[16]报道了化合物 5b、6d
对激肽原酶的抑制活性; 文献[17]报道了化合物 5e 在

化妆品领域的应用。化合物 5f～5i 为新化合物。所

合成的 9 个目标化合物的 NHE-1 抑制活性研究均未

见文献报道。 
 

 
Figure 2  The structures of ferulic acid and agmatine 
 

结果与讨论 
1  目标化合物的合成 

本文合成了 9个阿魏酰胍丁胺类似物, 其物理性

质及光谱数据见表 1。 
阿魏酰胍丁胺类化合物的合成报道较少, 文献[14]

报道化合物 5a 的合成是以阿魏酸为起始原料, 先与

SOCl2 反应制备阿魏酰氯, 再与硫酸胍丁胺反应, 经
制备色谱进行分离制得阿魏酰胍丁胺 , 收率仅为

9%。该方法收率低, 操作繁琐, 且需要用制备色谱柱

进行分离, 难以实现该类化合物规模化合成。作者以

乙酰基阿魏酰氯与 Boc 保护的胍丁胺 (8) 反应制备

中间体 4a时, TLC检测发现副产物较多, 可能与反应

过程中生成的盐酸会导致化合物 8 脱 Boc 保护基团

有关。因此, 重新设计了合成路线, 以阿魏酸为起始

原料, 先合成乙酰基阿魏酸, 然后与对甲苯磺酰氯反

应得到混酐后, 再与 Boc 保护的胍丁胺反应得到中

间体 4a, 中间体 4a 经脱乙酰基、脱 Boc 得到目标产

物 5a。该方法具有操作简单、反应条件温和、收率

较高的优点。 
在脱除 Boc 保护基团反应中, 部分化合物脱去

Boc 基团后, 得到的化合物盐酸盐极易吸湿, 在空气

中迅速液化, 不易于保存, 所以用碳酸钾将部分化合

物水溶液调至 pH 11～12, 得到良好的固体, 易于保

存和计量, 在药理实验中, 再用等摩尔的盐酸调制成

化合物盐酸盐。 
2  阿魏酰胍丁胺类似物的 NHE-1 抑制活性 

胍丁胺衍生物的体外血小板肿胀模型 (PSA) 实 
 

 
Figure 1  The structures of cariporide, eniporide and sabiporide 
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Reagents and conditions: (a) (AcO)2O, H2SO4; (b) Tosyl chloride, K2CO3, TEBACl, CH2Cl2, rt; (c) 8 or 9, CH2Cl2, rt; (d) (I) NaOH, MeOH, H2O, rt;    
(II) CO2, rt; (III) HCl, MeOH, reflux; (e) K2CO3, H2O, C2H5OH; (f) propanedioic acid, C6H6, pyridine, piperidine, reflux; (g) HCl, MeOH, EtOAc reflux; 
(h) Boc anhyhidride, NaOH, CH2Cl2, H2O, rt; (i) Butane-1, 4-diamine or 1, 3-diaminopropane, CH2Cl2, reflux 

Scheme 1  Synthetic routes of the target compounds 

 
验结果 (表 2) 表明, 大部分目标化合物显示出较好

的 NHE-1 抑制作用, 其中, 化合物 5a、5b 和 6c 有明

显的 NHE-1 抑制活性, 且其抑制活性优于阳性对照

药卡立泊来德, 显示出良好的新药开发前景。 
3  阿魏酰胍丁胺类似物的构效关系讨论 

从实验结果可以分析得到化合物的生物活性与

其分子的结构具有一定的相关性, 初步获得如下构

效关系: ① 苯环上酚羟基同时存在的情况下, 空间

位阻较大时, 抑制活性较好, 如 5a 的抑制活性高于

6c, 5b 的抑制活性高于 6d。② 同系物进行比较时,  
含 4个碳脂肪链的化合物活性优于含 3个碳脂肪链的

化合物, 如 5a抑制活性高于 5b, 6c抑制活性高于 6d。
③ 碳链长度相同的情况下, 苯环上若有酚羟基的存

在, 抑制活性较好, 如 5a、6c 的抑制活性高于 5e～
5i。综上所述, 在目标化合物结构中, 苯环上酚羟基

存在与否以及脂肪链的长度是影响 NHE-1 抑制活性

的主要因素。 

实验部分 
1  仪器和试剂 

WRS-1B数字熔点仪 (上海精密科学仪器有限公

司), 温度未校正; LCQ ADVANTAGE MAX 液质联用

质谱仪 (FINNIGAN 公司); Bruker 300、400 MHz 超

导核磁共振仪, TMS 为内标, D2O、CDCl3 和 DMSO-d6

为溶剂; Multiscan Spectrum酶标仪 (Thermo)。阿魏酸、

对羟基肉桂酸、对氯苯甲醛、对硝基苯甲醛、邻硝基

苯甲醛、苯甲醛 (四川西亚化工股份有限公司); 对甲

氧基苯甲醛、丙二酸 (天津市光复精细化工研究所); 
二碳酸二叔丁酯 (上海卓锐化工有限公司), 卡立泊来

德 (cariporide) 由中国药科大学提供; ACD 溶液 (65 
mmol·L−1 柠檬酸, 85 mmol·L−1 柠檬酸钠, 2%葡萄糖); 
标准介质 (氯化钠 140 mmol·L−1, 葡萄糖 10 mmol·L−1, 
氯化钾 5 mmol·L−1, 氯化镁 1 mmol·L−1, 氯化钙 1 
mmol·L−1, HEPEs 缓冲液 20 mmol·L−1, pH = 7.4); 丙
酸钠介质 (丙酸钠 140 mmol·L−1, 葡萄糖 10 mmol·L−1, 
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Table 1  Physical constants and spectral data of target compounds 

Compd. mp/℃ 1H NMR (300/400 MHz) 13C NMR (75/100 MHz) 
ESI-MS (m/z)

[M+H]+ 
5a 177.2−177.3 (DMSO-d6)  8.11 (s, 1H, NH), 7.84 (s, 1H, OH), 7.31 (d, J = 16.0 

Hz, 1H, ArCH=), 7.11 (d, J = 1.6 Hz, 1H, ArH), 6.98 (dd, J = 8.0, 
1.6 Hz, 1H, ArH), 6.81 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 6.48 (d, J = 16.0 
Hz, 1H, CH=), 3.79 (s, 3H, OCH3), 3.18−3.12 (m, 4H, NCH2), 1.48 
(s, 4H, CH2CH2) 

(DMSO-d6)  165.9, 157.5, 148.7, 148.2, 
139.2, 126.8, 121.9, 119.5, 116.1, 111.2, 
56.0, 40.8, 38.5, 26.8, 26.5 

C15H22N4O3

307.12 

5b 173.5−174.2 (DMSO-d6)  8.26 (s, 1H, NH), 7.89 (s, 1H, OH), 7.33 (d, J = 15.6 
Hz, 1H, ArCH=), 7.11 (d, J = 1.6 Hz, 1H, ArH), 6.99 (dd, J = 8.4, 
1.6 Hz, 1H, ArH), 6.83 (d, J = 8.4 Hz, 1H, ArH), 6.53 (d, J = 15.6 
Hz, 1H, CH=), 3.78 (s, 3H, OCH3), 3.21−3.14 (m, 4H, NCH2), 
1.66−1.63 (m, 2H, CH2) 

(DMSO-d6)  166.0, 157.5, 148.7, 148.2, 
139.3, 126.8, 121.8, 119.4, 116.1, 111.3, 
56.0, 38.9, 36.5, 29.2 

C14H20N4O3

293.13 

6c 222.6−223.2 (DMSO-d6)  7.90 (s, 1H, OH), 7.46 (s, 1H, NH), 7.19 (d, J = 15.9 
Hz, 1H, ArCH=), 7.08 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH), 6.11 (d, J = 8.4 Hz, 
2H, ArH), 6.05 (d, J = 15.9 Hz, 1H, CH=), 3.16 (br s, 2H, NCH2), 
3.09 (br s, 2H, NCH2), 1.46 (s, 4H, CH2CH2) 

(DMSO-d6)  170.7, 167.4, 157.5, 141.1, 
130.1, 119.1, 119.0, 113.5, 40.9, 38.4, 
26.9, 26.4 

C14H20N4O2 
277.29 

6d 176.9−177.6 (DMSO-d6)  9.82 (s, 1H, OH), 8.04 (s, 1H, NH), 7.38 (d, J = 8.0 
Hz, 2H, ArH), 7.32 (d, J = 16.0 Hz, 1H, ArCH=), 6.78 (d, J = 8.0 
Hz, 2H, ArH), 6.38 (d, J = 16.0 Hz, 1H, CH=), 3.19−3.13 (m, 4H, 
NCH2), 1.59 (s, 2H, CH2) 

(DMSO-d6)  165.8, 163.7, 159.2, 139.1, 
129.6, 126.3, 119.1, 116.1, 38.0, 36.5, 
29.9 

C13H18N4O2 
263.19 

5e 203.2−204.5 (D2O)  7.32−7.19 (m, 5H, ArH, 1H, CH=), 6.31 (d, J = 15.9 Hz, 
1H, CH=), 3.02 (s, 2H, NCH2), 2.94 (s, 2H, NCH2), 1.35 (s, 4H, 
CH2CH2) 

(D2O)  170.6, 159.1, 143.2, 136.8, 132.6, 
131.5, 130.4, 122.7, 43.4, 41.5, 28.4, 
28.0 

C14H20N4O 
261.20 

5f 166.9−168.5 (D2O)  7.38 (s, 2H, ArH), 7.25 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CH=), 6.83 (s, 
2H, ArH), 6.27 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CH=), 3.66 (s, 3H, OCH3), 3.10 
(s, 4H, 2×NCH2), 1.42 (s, 4H, CH2CH2) 

(D2O)  168.6, 168.5, 160.2, 140.3, 129.6, 
127.2, 117.6, 114.2, 55.5, 40.7, 39.3, 
25.9, 25.4 

C15H22N4O2 
291.22 

5g 228.7−229.3 (D2O)  7.35 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH), 7.25−7.18 (m, 2H, ArH, 1H, 
CH=), 6.34 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CH=), 3.11 (s, 2H, NCH2), 3.01 (s, 
2H, NCH2), 1.42 (s, 4H, CH2CH2) 

(D2O)  168.4, 146.2, 139.6, 135.1, 132.9, 
129.2, 128.9, 120.4, 40.6, 38.9, 25.5, 
25.2 

C14H19ClN4O
295.27 

5h 265.7−266.9 (D2O)  8.53 (s, 1H, NH), 8.24 (d, J = 8.7 Hz, 2H, ArH), 7.88 (s, 1H, 
NH), 7.81 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH), 7.53 (d, J = 15.9 Hz, 1H, CH=), 
6.93 (d, J = 15.9 Hz, 1H, CH=), 3.20−3.13 (m, 4H, 2×NCH2), 1.50 
(s, 4H, CH2CH2) 

(D2O)  164.7, 157.5, 147.8, 142.0, 136.5, 
128.9, 127.1, 124.5, 40.8, 38.7, 26.6, 
26.5 

C14H19N5O3

306.28 

5i 178.3−178.9 (D2O)  7.90 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.64−7.42 (m, 3H, ArH, 1H, 
CH=), 6.34 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CH=), 3.17 (s, 2H, NCH2), 3.07 (s, 
2H, NCH2), 1.48 (s, 4H, CH2CH2) 

(D2O)  167.2, 156.6, 147.4, 136.0, 134.1, 
130.2, 129.9, 128.9, 124.8, 124.5, 40.7, 
38.9, 25.6, 25.3 

C14H19N5O3 

306.26 

 
Table 2  The inhibitory activity of agmatine derivatives on 
NHE-1 

Compd. IC50/mol·L−1 

Cariporide 3.13×10−7 

5a 9.28×10−9 

5b 8.67×10−8 

6c 8.46×10−8 

6d 2.63×10−6 

5e 6.21×10−6 

5f 1.43×10−5 

5g 2.40×10−6 

5h 3.08×10−5 

5i  >1×10−3 

 
氯化钾 5 mmol·L−1, 氯化镁 1 mmol·L−1, 氯化钙 1 
mmol·L−1, HEPEs 缓冲液 20 mmol·L−1, pH = 6.7); 其
他试剂均为市售分析纯, 薄层和柱色谱用硅胶均为

烟台德信生物科技有限公司产品。 
2  化学合成 
2.1  N, N-双叔丁氧羰基-甲基异硫脲 (7) 的合成  参
照文献[17]方法合成 7 (白色固体), 收率 87.2%, mp 

121.5～123.3 ℃ (文献值[18] 127 ℃)。 
2.2  1-胺基-4-(N2, N3-双叔丁氧羰基)-胍基-丁烷 (8) 
的合成   参照文献 [19]制得无色油状物 8, 收率

77.8%。同法制得化合物 9。 
2.3  对乙酰氧基阿魏酸 (2a) 的合成  在 100 mL 烧

瓶中依次加入乙酸酐 10 mL, 浓硫酸 2 滴, 室温搅拌

反应 5 min, 加入阿魏酸 (9.7 g, 50 mmol), TLC [石油

醚−乙酸乙酯 1∶2 (v/v)] 检测显示反应基本完全, 加水

100 mL 抽滤, 滤饼用 50 mL 碳酸钠饱和水溶液溶解, 
抽滤, 滤液加稀盐酸至 pH 3～4, 白色固体析出, 抽
滤、洗涤、干燥, 得白色固体 (2a) 10.0 g, 收率 84.7%, 
mp 192.3～194.2 ℃ (文献值[20] 192～194.5 ℃)。 
2.4  对乙酰氧基阿魏酸与对甲苯磺酸混酐 (3a) 的
合成[21]  在 250 mL 三颈瓶中依次加入 2a (6.0 g, 25 
mmol)、CH2Cl2 (40 mL)、无水碳酸钾 (5.5 g, 40 mmol)、
苄基三乙基氯化铵 (TEBACl) 0.1 g、对甲苯磺酰氯 
(4.8 g, 25 mmol), 室温搅拌反应 5 h后, TLC [石油醚−
乙酸乙酯 2∶1 (v/v) 为展开剂] 检测显示对甲苯磺酰
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氯基本消失, 得溶液 A, 备用。 
2.5  (E)-4-(N2, N3-双叔丁氧羰基胍基)-1-(4-乙酰氧

基-3-甲氧基桂皮酰胺基) 丁烷 (4a) 的合成[21]  将 8 
(7.0 g, 21 mmol) 与 CH2Cl2 (40 mL) 溶液加入 A 中, 
室温搅拌 4 h, TLC [石油醚−乙酸乙酯 1∶1 (v/v) 为展

开剂] 检测显示反应基本完全, 加水 50 mL, 分取有

机相, 水相用 CH2Cl2 (30 mL×3) 萃取, 合并 CH2Cl2

层 , 用水  (20 mL×2) 洗涤后 , 经无水硫酸钠干燥 , 
减压回收 CH2Cl2 后得油状物, 经硅胶柱分离, 石油

醚−乙酸乙酯 3∶2 (v/v) 为洗脱剂, 收集产物, 减压

回收溶剂后得白色固体 (4a) 7.1 g, 收率 61.2%; mp 
112.2～112.7 ℃, 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ: 11.48 
(s, 1H, NH), 8.42 (s, 1H, NH), 7.57 (d, J = 16.0 Hz, 1H, 
ArCH=), 7.09 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.07 (s, 1H, 
ArH), 7.02 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 6.86 (s, 1H, NH), 
6.45 (d, J = 16.0 Hz, 1H, CH=), 3.84 (s, 3H, OCH3), 
3.48～3.42 (m, 4H, 2×NCH2), 2.32 (s, 3H, CH3CO), 
1.62 (m, 4H, CH2CH2), 1.50 (s, 9H, C(CH3)3), 1.48 (s, 
9H, C(CH3)3); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ: 168.8, 
165.2, 163.4, 156.4, 153.2, 151.2, 140.7, 139.6, 134.1, 
123.0, 121.5, 120.4, 111.5, 83.2, 79.4, 55.8, 40.3, 39.5, 
28.2, 28.0, 27.2, 25.7, 20.6; ESI-MS m/z: 548.97 
[M+H]+。 
2.6  (E)-1-(4-羟基-3-甲氧基桂皮酰胺基)-4-胍基丁

烷盐酸盐 (5a) 的合成[22]  在 100 mL 三颈瓶中依次

加入 4a (6.6 g, 12 mmol)、甲醇 (10 mL)、氢氧化钠 
(0.6 g, 15 mmol)、水 (10 mL)。室温搅拌 12 h, TLC  
[石油醚−乙酸乙酯 1∶2 (v/v) 作为展开剂] 检测显示

反应完全, 然后通 CO2 调至 pH 8～9, 减压回收溶剂, 
加水 30 mL, 用乙酸乙酯 (30 mL×3) 萃取, 合并乙

酸乙酯层, 用水 (20 mL×2) 洗涤后, 经无水硫酸钠

干燥, 减压至 10 mL, 加入甲醇约 20 mL, 通入氯化

氢气体调至 pH 2～3, 回流搅拌 4 h 后, TLC [甲醇−氯
仿 1∶3 (v/v)] 检测显示反应基本完全, 减压回收溶

剂, 冷却得黄色固体 2.5 g, 收率 60.9%。 
2.7  (E)-1-(4-羟基桂皮酰胺基)-4-胍基丁烷 (6c) 的
合成  5c (2.2 g, 7.0 mmol) 溶于盛有 20 mL 水的烧

杯中, 50% K2CO3 溶液调至 pH 11～12, 大量白色沉

淀生成, 抽滤, 70% 乙醇洗涤, 烘干, 得黄色固体 (6c) 
1.8 g, 收率 92.8%。 
2.8  桂皮酸 (2e) 的合成[23]  在圆底烧瓶中依次加

入吡啶 10 mL、苯 60 mL、1e (2.1 g, 20 mmol)、丙二

酸 (3.1 g, 30 mmol) 及哌啶 0.1 mL, 装上油水分离器, 
回流反应 6 h (及时除去反应过程生成的水), TLC [乙
酸乙酯−甲醇 4∶1 (v/v) 为展开剂] 检测显示反应基

本完全。冷却至室温, 加入饱和 Na2CO3 溶液 15 mL, 
搅拌 15 min 后分出水相。水相用 3 mol·L−1 盐酸调至

pH 4 左右, 析出白色沉淀。过滤, 滤饼用无水乙醇重

结晶, 干燥得白色晶体 (2e) 2.3 g, 收率 79.3%。 
2.9  (E)-1-桂皮酰胺基-4-胍基丁烷盐酸盐 (5e) 的合

成   在 100 mL 三颈瓶中依次加入 4e (4.6 g, 10 
mmol)、甲醇 (20 mL)、乙酸乙酯 (10 mL), 通入氯化

氢气体调至 pH 2～3, 回流搅拌 4 h, TLC [甲醇−氯 
仿 1∶5 (v/v)] 检测显示反应基本完全, 减压回收溶

剂, 乙酸乙酯洗涤, 冷却得白色固体 (5e) 2.4 g, 收
率 81.3%。 

用类似方法合成得到其余目标化合物 5b、6d 和

5f～5i。 
3  Na+/H+交换器-1 抑制活性测试 

药理筛选所用动物为 SD 大鼠, 雌雄各半, 体重

160～250 g。由于 NHE-1 为血小板中占主导地位的

NHE 亚型[24], 通过其他机制作用于 Na+载体的药物

分子不会产生血小板肿胀效应, 故采用血小板肿胀

模型 (PSA)。以卡立泊来德为阳性对照药, 对所合成

的 9 个目标化合物进行体外 NHE-1 抑制活性初步筛

选。其中大鼠血小板的肿胀由丙酸钠缓冲液 (pH 6.7) 
所诱导。实验方法参照 Rosskopf 等[25]报道的方法,  
每只大鼠取眼底血 5 mL, 加入含有 0.25 mL ACD 溶

液的试管中。室温下离心 10 min。取上 2/3 血浆 (血
小板富集血浆, PRP) 备用。准备好的血小板须在 4 h
内使用。PSA 试验在配有 96 孔板 (1cm path length) 
的多扫描分光光度计中进行。样品用 DMSO 溶解,  
加入标准介质稀释, 最终 DMSO 含量均小于 1×10−4 
mol·L−1。待测孔中加入 175 μL 丙酸钠介质及 25 μL
受试样品或标准介质 (阴性对照), 预热至 37 ℃时加

入 50 μL PRP。测定在 550 nm 处的光密度 (OD) 值
变化, 每隔 7.5 s 记录由于血小板肿胀引起的透光率

变化, 共测试 2 min。 
计算方法: OD 值的变化符合单指数曲线, 方程

为 OD(t) = OD(t=0)e−kt。其中 t 表示时间, 单位为 s; k 为

OD 下降速率常数, 即膨胀速率常数。未加药的对照

组 kmax 值为最大肿胀速率常数。用 1×10−5 mol·L−1 卡

立泊来德所得 kmin 值作为基线, 来表征非 NHE 激活

引起的 OD 值变化, 认为该浓度下 NHE-1 的活性达 
到完全抑制。 

对测得的 OD 值取自然对数, 以 lnOD 为 Y 轴, 
时间为 X 轴做散点图, 取前 42 s 进行线性回归, 所得

斜率的绝对值即为 k。扣除 kmin 后的 k' 与 kmax' 相比得

到百分速率常数 (k%)。以受试药物在不同浓度下的
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k%值为 Y 轴, 与其相应的浓度为 X 轴进行非线性回

归分析拟合 S 曲线, 对曲线进行计算得 IC50 值。 
计算公式: k% = (k − kmin) / (kmax − kmin) × 100% 
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