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(57)摘要

本发明公开了反义核酸糖基缀合物及其制

备方法和在肝癌治疗中的应用。所述的反义核酸

糖基缀合物是由糖分子通过连接臂缀合于反义

核酸5′末端共价偶联而成。体外药效显示各缀合

物的抗肿瘤细胞增殖活性及靶基因沉默活性与

非缀合反义核酸链相当，个别缀合物活性稍优。

同时，经缀合后药物摄取率提升。体内实验证明，

缀合物显示出更高的肝癌抑制活性，其中Glu‑

CT102MOE5效果最为显著。此外，本发明还优选出

了与CT102相同靶标但是体内外活性更优的反义

核酸PHN02和PHN07，经进一步化学修饰后，

PHN02MOE5的抗肿瘤能力与CT102MOE5相当。本发明

的提出为抗肝癌反义核酸药物在临床的广泛应

用奠定了基础，同时在基因治疗领域也将具有广

泛的应用前景。
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1.一种反义核酸糖基缀合物，其特征在于，所述的反义核酸糖基缀合物是由糖分子通

过连接臂缀合于反义核酸5′末端共价偶联而成；

其中，所述的反义核酸选自以下序列：

CT102MOE5：Tes
mCesmCesTesmCesmCSGSGSASGS

mCS
mCSASGSAS

mCesTesTes  mCesAe；

其中：
mC表示5‑甲基胞嘧啶修饰(5mC)；s表示磷硫代修饰(PS)；e表示2′‑O‑MOE修饰(2′‑

O‑MOE)；结构分别如下所示：

其中，所述的糖分子为乙酰氨基半乳糖(Gal)，乙酰氨基葡萄糖(Glu)或甘露糖(Man)；

其中，所述的连接臂的结构如下L1或L2所示；

其中，所述连接臂左端与糖分子连接，右端与反义核酸5′端羟基连接；

其中，当所述的糖分子为乙酰氨基半乳糖时，连接臂的结构如L1或L2所示，当所述的糖

分子为乙酰氨基葡萄糖时，连接臂的结构如L2所示，当所述的糖分子为甘露糖时，连接臂的

结构如L2所示。

2.一种反义核酸糖基缀合物，其特征在于，在权利要求1所述的反义核酸糖基缀合物的

反义核酸的3′端进一步缀合荧光标记分子。

3.如权利要求2所述的反义核酸糖基缀合物，其特征在于，所述的反义核酸糖基缀合物

的结构如下所示：
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4.权利要求1‑3任一项所述的反义核酸糖基缀合物在制备治疗肝癌的药物制剂中的应

用。

5.一种用于抗肝癌的药物制剂，其特征在于，所述的药物制剂中包括权利要求1所述的

反义核酸糖基缀合物与DNCA、CLD以及DSPE‑PEG形成的脂质复合物，其中所述的DNCA、CLD、

DSPE‑PEG的结构如下：

6.如权利要求5所述的药物制剂，其特征在于，所述的DNCA、CLD、DSPE‑PEG与反义核酸

糖基缀合物中反义核酸物质的量之比为30:30:0.6:1、20:20:0.4:1、40:20:0.6:1或20:40:

0.6:1。

7.权利要求5或6所述的药物制剂在制备治疗原发性肝癌药物中的用途。
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反义核酸糖基缀合物及其制备方法和在肝癌治疗中的应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一系列反义核酸糖基缀合物及其制备方法，还涉及由所述的反义核酸

糖基缀合物制成的药物制剂及其在治疗肝癌中的应用。本发明属于生物医药技术领域。

背景技术

[0002] 糖类衍生物通过凝集素和糖类结合蛋白参与许多生物过程，如信号传递、细胞表

面识别等[Chembiochem，2004，5(6)：740‑764.]。糖类衍生物‑寡核苷酸缀合物的合成已经

被深入的探讨。半乳糖已成为研究最多的糖类衍生物，用于增强寡核苷酸的靶向递送[J  Am 

Chem  Soc，2012，134(4)：1978‑1981.Mol  Ther，2017，25(1)：71‑78.]。N‑乙酰氨基半乳糖是

一个具有高亲和性的靶向基团，它能特异性结合肝脏中脱唾液酸糖蛋白受体[Mol  Ther 

Nucleic  Acids，2017，9：34‑47 .](ASGPR)，常被用于核酸药物的肝靶向递送之中

[Bioconjug  Chem，2015，26(8)：1451‑1455.]，效果显著。尽管还有多种其他结构变体，一个

典型的三簇GalNAc结构是核心缀合部分[Nucleic  Acid  Ther，2018，28(3)：109‑118.]。

GalNAc缀合可使ON的效力在小鼠中提高～7倍，在人类患者中提高～30倍[Nucleic  Acids 

Res，2014，42(13)：8796‑8807.]。相对于纳米颗粒复合物，GalNAc缀合物尺寸较小，化学成

分明确单一，合成成本低。

[0003] GalNAc偶联策略在一些制药公司的药物开发中占了很大比重，如Dicema 

Pharmaceuticals、Silence  Therapeutics、Arbutus  Biopharma和Arrowhead 

Pharmaceuticals均在研发GalNAc缀合相关产品[Trends  Pharmacol  Sci，2021，42(7)：

588‑604.]。其中最突出的是Alnylam，目前上市的三款GalNAc缀合药物均来自该公司，分别

用于治疗急性肝卟啉症、高胆固醇血症和高草酸尿症[Nat  Rev  Drug  Discov，2020，19

(10)：673‑694.]。首个GalNAc缀合siRNA  Givosiran于2019年获得FDA批准用于治疗成人

AHP(acute  hepatic  porphyria，急性肝卟啉症)，AHP是一种罕见的遗传性疾病，是由于血

红素生成过程中代表性酶的缺陷致使患者体内卟啉代谢产物蓄积引起神经性内脏症状[N 

Engl  JMed，2019，380(6)：549‑558 .]。Givosiran的原理为诱导编码aminolevulinate 

synthase  1的基因沉默，减少ALA和胆色素原的生成，缓解卟啉或其前体的蓄积。Givosiran

为21/23个核苷酸长度，其采用了PS，2′‑F和2′‑OMe的化学修饰，III期临床结果显示其可以

显著降低AHP的发生次数，并减少氯化血红素(治疗贫血)的使用[Expert  Opin  Biol  Ther，

2013，13(3)：429‑435.]。此外，其他制药巨头公司也有自己的GalNAc缀合ON生产管线，并处

于不同的临床研究阶段。它们具有的共同特点是，都以至少三簇连续的糖分子结构出现。若

只有单个GalNAc基团，文献报道活性会下降一倍以上，靶标亲和力会下降10倍左右[.J  Med 

Chem，2016，59(6)：2718‑2733.]。Adrien[Mol  Ther  Nucleic  Acids，2020，21：242‑250.]等

人系统研究了GalNAc缀合分子个数，缀合位点的活性差异发现，至少需要连续两个GalNAc

分子才能实现一定的活性水平，三个最为合适，再增加GalNAc分子个数则不会有明显的活

性提升。此外，在siRNA缀合位点的选取上，除了反义链的5′端缀合会明显影响活性外，其他

三个位点的缀合均可取得不错的疗效。另外一点值得注意的是，在正义链的两端分别缀合
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单个GalNAc分子，在体内观察到了更显著的基因沉默，这也意味着大大简化了GalNAc缀合

前体的合成难度。

[0004] 显而易见，这种以受体介导的递送方式适用于绝大多数肝部疾病的治疗。GalNAc

缀合物的临床研发管线涉及多种疾病模型，如代谢性疾病、心血管疾病、传染性疾病及遗传

性疾病等[Acs  Omega，2021，6(25)：16259‑16265.Methods  Mol  Biol，2021，2282：57‑75.]。

BRII‑835(VIR‑2218)是由Alnylam/Vir/腾盛博药合作开发的一种经皮下注射给药的靶向

HBV的GalNAc‑siRNA药物，其介导RNA干扰，具有对HBV直接抗病毒活性和诱导有效免疫应答

的潜力。它是首个进入临床的采用增强型稳定化学+(ESC+)技术的siRNA，可增强稳定性并

最大程度地降低脱靶效应，从而可提升治疗效力。小鼠实验单次皮下给药3mg/kg，沉默10种

HBV基因型的cccDNA和整合DNA的所有HBV转录物。临床2期皮下第1天和第29天2次给药(20

～200mg/次)，24周HBeAg阴性和HBeAg阳性患者及在所有剂量下均观察到HBsAg显著剂量依

赖和持久降低，慢性乙肝患者耐受良好(EASL2021)。然而，针对于肝癌的治疗，GalNAc缀合

似乎不是一个良好的选择。因ASGPR受体在各种分化的肝肿瘤细胞中都不同程度的低表达，

可能会严重影响药物的摄取。但是也有观点认为ASGPR受体在肝细胞表面及其丰富，即使部

分低表达，在正常给药浓度下，剩余的受体量足够介导药物入胞。该配体与小分子药物的偶

联在治疗肝细胞癌方面也取得了不错的进展[Mol  Pharm，2021，18(1)：461‑468.]。Ionis公

司试图将GalNAc偶联技术推广至肝癌的治疗上，在体内外的靶基因沉默上均可实现较未缀

合分子相对较好的效果[Mol  Ther，2019，27(9)：1547‑1557.]，但是在该公司后续的一项类

似实验中，在体内GalNAc偶联并未显示出更优的基因沉默活性，其原因还是归结于ASGPR在

高度分化的人HCC肿瘤组织中表达下调[CancerRes，2022，82(5)：900‑915.]。

[0005] 此外，其他单糖或者多糖分子利用细胞膜上的受体作为靶向用于药物传递的研究

屡见不鲜。肿瘤表现出增强的葡萄糖摄取特性，以维持其快速的细胞增殖。利用此特性，

Patra等人[Angew  Chem  Int  Ed，2016，55(7)：2550‑2554.]设计合成了一系列葡萄糖‑顺铂

偶联物来增强肿瘤细胞的摄取，同时降低顺铂药物带来的毒副作用。体外研究证明，与正常

上皮细胞相比，葡萄糖‑顺铂偶联物可通过葡萄糖转运蛋白，优先在肿瘤细胞中积聚并杀死

肿瘤细胞。甘露糖受体是先天免疫系统中一个重要的模式识别受体，主要存在于巨噬细胞

和树突状细胞的细胞膜表面，在维持内稳态、识别病原和抗感染等过程中都发挥着重要作

用。以此受体为靶点开发甘露糖相关靶向制剂也是研究的一个热点[Adv  Funct  Mater，

2018，28(30)：1802227.Bioact  Mater，2020，6(3)：697‑711.]。此外，也有研究报道氨基葡

萄糖，甘露糖等分子自身可直接或间接的诱导肿瘤细胞凋亡[Chem  Biol  Interact，2019，

300：63‑72.Cancer，2018，124(16)：3307‑3318.Nature，2018，563(7733)：719‑723.]。

[0006] 王升启等人研发的抗肝癌反义核酸CT102已完成全部的临床前研究，于2021年2月

进入临床研究I期，其以人胰岛素样生长因子I型受体(IGF1R)的mRNA为靶标，疗效明确且安

全性高，但给药浓度及给药频次较高(小鼠水平给药～10mg/kg，隔日给药，累计给药10次尾

静脉注射)。研究发现IGF1R及其配体在急性白血病、多发性骨髓瘤、乳腺癌、前列腺癌、卵巢

癌、子宫内膜癌、宫颈癌、非小细胞肺癌、尤因肉瘤等恶性肿瘤中均表达异常。进一步研究证

明IGF1R表达与肿瘤的生长、转移、放化疗治疗抵抗密切相关。IGF1R经由多种信号转导通路

介导了肿瘤细胞的恶性化增殖、侵袭以及转移过程，同时还介导了肿瘤血管的生成以及肿

瘤细胞抗凋亡等作用。IGF1R主要由IGF1激活，它也可以与IGF2和胰岛素结合，结合胰岛素
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样生长因子(IGF1或IGF2)配体后，通过自身磷酸化，激活P磷脂酰肌醇3激酶(PI3K)，AKT，

Rac和促分裂原活化蛋白激酶(MAPK)途径。这些途径调节参与各种细胞功能的关键基因，例

如增殖，存活，分化，转化和凋亡[World  J  Hepatol，2014，6(10)：716‑737Cancer，2012，118

(16)：3993‑4003]。多年来的研究已经证明IGF1R在肿瘤发生和转移中发挥不可替代的作

用，是目前公认的肿瘤靶基因之一[Expert  Opin  Inv  Drug，2019，28(12)：1101‑1112Clin 

Cancer  Res，2015，21(19)：4270‑4277]。在乳腺癌患者中，IGF1R通路与雌激素受体(ER)和

表皮生长因子受体2(ERBB2)信号通路密切相关，IGF1R位于PI3K‑AKT1‑MTOR通路的上游，超

过一半的乳腺癌患者PI3K‑AKT1‑MTOR通路被异常激活[CancerRes，2011，71(21)：6773‑

6784]；肉瘤‑肿瘤模型的临床前数据表明，IGF1R通路在尤因肉瘤和横纹肌肉瘤患者的肿瘤

生长、转移和血管生成中特别重要，IGF1R抑制剂已在这些肿瘤患者中初步应用[Lancet 

Oncol，2010，11(2)：129‑135]；IGF1R蛋白在非小细胞肺癌(NSCLC)细胞系和患者样本中的

表达水平在腺癌和鳞状组织中都很高，IGF1R表达与NSCLC患者的不良 预后相关

[ThoracCancer，2020，11(4)：875‑887]。尽管如此，IGF1R在不同肿瘤中表达紊乱的调控机

制依然不甚明确，迄今为止还未有针对该靶点的核酸药物上市。

[0007] 本发明发明人前期研究结果证明了DNCA/CLD/PEG/CT102药物制剂在体内的安全

性与有效性(3.75mpk/2天一次/iv)，本研究将反义核酸与具有靶向作用的糖配体结合，构

建出一系列反义核酸CT102MOE5缀合物，并同样通过DNCA/CLD/PEG递送体系包载转染，实现

了低剂量下(2mpk/4天一次/iv)优越的抗肿瘤增殖效果。

发明内容

[0008] 本发明的目的之一是提供一种反义核酸糖基缀合物及其制备方法；

[0009] 本发明的目的之二是提供一种反义核酸联合包载加末端缀合的组合递送策略；

[0010] 本发明的目的之三是提供由所述的含有反义核酸药物的脂质复合物制备得到的

药物制剂及其在治疗原发性肝癌中的用途。

[0011] 为了达到上述目的，本发明采用的技术方案如下：

[0012] 本发明一种反义核酸糖基缀合物，所述的反义核酸糖基缀合物是由糖分子通过连

接臂缀合于反义核酸5′末端共价偶联而成；

[0013] 其中，所述的糖分子为乙酰氨基半乳糖(Gal)，乙酰氨基葡萄(Glu)或甘露糖

(Man)；

[0014]

[0015] 其中，所述的连接臂的结构如下L1、L2、L3、L4或L5所示；
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[0016]

[0017] 其中，所述连接臂左端与糖分子连接，右端与反义核酸5′端羟基连接。

[0018] 其中，优选的，当所述的糖分子为乙酰氨基半乳糖时，连接臂的结构如L1，L2，L3，

L4或L5所示，当所述的糖分子为乙酰氨基葡萄时，连接臂的结构如L2，L4或L5所示，当所述

的糖分子为甘露糖时，连接臂的结构如L2，L4或L5所示。

[0019] 其中，优选的，其中的反义核酸选自以下序列：

[0020] CT102：TsCsCs  TsCsCs  GsGsAs  GsCsCs  AsGsAs  CsTsTs  CsA

[0021] CT102MOE5：Tes
mCesmmCesTesmCesmCsGsGsAsGsmCsmCsAsGsAsmCesTesTesmCesAe；

[0022] PHN01：GsAsGs  CsCsAsGsAsCsTsTsCs  AsTsTsCsCsTsTsT

[0023] PHN02：GsAsGs  AsAsAsCsAsGs  GsAsGsCsCsCsCsCsAsCsA

[0024] PHN02MOE5：GesAesGesAesAesAs
mCsAsGsGsAsGsmCsmCsmCsmCesmCesAesmCesAe

[0025] PHN03：CsCsGsGsAsGsCsCsAsGsAsCsTsTsCs  AsTsTsCsC

[0026] PHN04：TsTsCsTsCsCsAsCsTsCsGsTsCsGsGsCsCsAsGsA

[0027] PHN05：GsTsTsCsCsCsGsCsAsGsTsGs  GsCsCsGsCsGsGsG

[0028] PHN06：GsCsTsGsCsTsGsAsTsAsGsTsCsGsTsTsGsCsGsG

[0029] PHN07：TsCsCsCsTsGsGsAsCsAsCsAsGsGsTsCsCsCsCsA

[0030] 其中：
mC表示5‑甲基胞嘧啶修饰(5mC)；s表示磷硫代修饰(PS)；e表示2′‑O‑MOE修

饰(2′‑O‑MOE)；结构分别如下所示：

[0031]

[0032] 其中，优选的，所述的反义核酸糖缀合物选自以下化合物：

说　明　书 4/26 页

7

CN 115487308 B

7



[0033]

[0034] 其中，优选的，还包括在所述的反义核酸糖基缀合物的反义核酸的3′端进一步缀

合荧光标记分子。

[0035] 其中，优选的，缀合荧光标记分子的反义核酸糖基缀合物的结构如下所示：

[0036]

[0037] 进一步的，本发明还提出了所述的反义核酸糖基缀合物在制备治疗肿瘤的药物制

剂中的应用，优选的，所述的肿瘤包括肝癌。

[0038] 更进一步的，本发明还提出了一种用于抗肝癌的药物制剂，所述的药物制剂中包

括本发明所述的反义核酸糖基缀合物与DNCA、CLD以及DSPE‑PEG形成的脂质复合物，其中所

述的DNCA、CLD、DSPE‑PEG的结构如下：
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[0039]

[0040] 其中，优选的，所述的DNCA、CLD、DSPE‑PEG与反义核酸糖基缀合物中反义核酸物质

的量之比为30∶30∶0.6∶1、20∶20∶0.4∶1、40∶20∶0.6∶1或20∶40∶0.6∶1。

[0041] 再进一步的，本发明还提出了所述的药物制剂在制备治疗原发性肝癌药物中的用

途。

[0042] 相较于现有技术，本发明的优点在于：

[0043] 1 .本发明通过在前期实验证明的抗肝癌活性最优的抗肝癌反义核酸序列

CT102MOE5的基础上构建了一系列其5′末端糖基缀合物，体内外实验证明其具有优异的血清

稳定性及体内半衰期，单次静脉给药后药物可在体内蓄积40天左右。同时，糖分子通过细胞

表面的糖基转运体增加了药物的摄取能力。通过不同连接臂及糖分子的筛选，确定了部分

活性较好的候选物进行了体内药效实验。

[0044] 2.各反义核酸缀合物在DNCA/CLD/DSPE‑PEG包载下可形成稳定的150nm左右的球

形纳米颗粒。此制剂在2mpk/4天一次的静脉给药方案下，显示出了良好的体内肿瘤抑制效

果，相较于原始未修饰链CT102，进一步降低了给药频率及给药剂量，安全性良好。其中Glu‑

CT102MOE5在实验中表现出稳定的最优的抗肝癌活性，可作为进一步研究的抗HCC反义核酸

候选物。

[0045] 3.本发明提供了一系列针对于CT102靶标IGF1R  mRNA的反义核酸新序列，其分别

靶向IGF1R  mRNA外显子的不同区域。通过细胞水平的活性筛选，优选出PHN02与PHN07，其对

肿瘤细胞增殖抑制、靶基因沉默活性以及促凋亡租用与原始序列CT102相比更具优势。

Gapmer化学修饰得到的PHN02MOE5体内外活性进一步提升，明显优于非修饰物PHN02及

CT102。体内抗肿瘤活性实验表明PHN02MOE5与实验室前期优选的CT102MOE5具有相当的抑制肿

瘤生长效果，值得进一步临床研发。

附图说明

[0046] 图1为G3Ac‑NHS的合成路线；

[0047] 图2为sGalNAc(sG)亚磷酰胺单体的合成路线；

[0048] 图3为Gal(N/O)，Glu(N/O)，Man(N/O)缀合前体的合成路线；

[0049] 图4为Gal/Glu/Man缀合前体活泼酯的合成路线；

[0050] 图5为液相溶液汇聚法合成G3‑ON流程图；

[0051] 图6为溶液汇聚法合成Cy5.5‑G3‑ON荧光标记物流程图；

[0052] 图7为丙烯酰胺凝胶电泳考察CT102修饰及缀合物在50％FBS中的稳定性；

[0053] 其中每孔核酸样品为10pmol；
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[0054] 图8为流式细胞术检测脂质体包载CT102各修饰、缀合物复合物在HepG2、Huh7中4h

摄取情况；

[0055] 其中各核酸为Cy5.5标记，其浓度为200nM，DNCA/CLD/ASO＝30/30/1；紫色吸收峰

代表基底，棕色吸收峰代表样品；

[0056] 图9中A为TEM电镜观察DNCA/CLD体系包载CT102MOE5各修饰物/缀合物的亚显微结

构(100nm尺度)；B为DNCA/CLD体系包载CT102MOE5各修饰物/缀合物电位及粒径(n＝3)；

[0057] 图10为DNCA/CLD/DSPE‑PEG包载的Cy5.5标记CT102MOE5和G3‑CT102MOE5体内分布及

荧光定量分析结果(静脉给药)；

[0058] 其中，A .CT102MOE5或G3‑CT102MOE5标记物在包载及裸给情况下，不同时间点(2h，

12h，24h，2d，3d，6d，9d，15d，21d，28d，35d，40d)活体成像结果；B.各组小鼠全身荧光定量随

时间变化曲线。数据使用mean±SD表示，n＝3；

[0059] 图11为DNCA/CLD/DSPE‑PEG包载的Cy5.5标记G3‑CT102MOE5及CT102MOE5离体组织荧

光定量分析结果；

[0060] 其中，A.不同时间点(4h，1d，2d，5d，10d，15d)各组小鼠心，肺，肝，脾，肾，肠荧光成

像图；B.不同时间点(4h，1d，2d，5d，10d，15d)各组小鼠心，肺，肝，脾，肾，肠荧光强度占比情

况(n＝3)；

[0061] 图12为各缀合物对HepG2、Huh7细胞增殖抑制活性及靶标IGF1R  mRNA沉默活性

(100nM)。*代表P＜0.05；

[0062] 图13为DNCA/CLD/PEG包载的CT102修饰物及缀合物体内抗肿瘤效果。

[0063] 其中，A.各组小鼠肿瘤增殖倍数概况；B.给药后各组小鼠体重情况；D.给药后28天

相较于给药前肿瘤增长倍数情况；C.给药后不同时间点各组小鼠肿瘤生长曲线。*代表P＜

0.05，***代表P＜0.001；

[0064] 图14为靶向IGF1R的反义核酸新序列在HepG2和Huh‑7细胞水平药效；

[0065] 其中，A.Mix包载反义核酸序列对HepG2和Huh‑7细胞增值抑制活性；B.Mix包载反

义核酸序列对HepG2和Huh‑7细胞中IGF1R  mRNA沉默效果。*代表P＜0.05；

[0066] 图15为流式细胞术考察混合脂材Mix包载CT102、PHN02、PHN07在HepG2中促凋亡能

力；

[0067] 其中，Blank：空白溶剂对照；NC：Mix包载乱序ASO；CT102、PHN02、PHN07分别为Mix

包载反义核酸CT102、PHN02、PHN07制剂。

[0068] 图16为靶向IGFlR的反义核酸新序列对A549、MCF‑7、B‑CPAP细胞的增殖活性及靶

基因沉默效果；

[0069] 其中，A.Mix包载反义核酸序列对A549、MCF‑7和B‑CPAP细胞增值抑制活性；B.Mix

包载反义核酸序列对A549、MCF‑7和B‑CPAP细胞中IGF1R  mRNA沉默效果。

[0070] 图17为PHN02MOE5制剂在HepG2和Huh‑7细胞水平药效；

[0071] 其中，A.Mix包载反义核酸PHN02的2′‑O‑MOE修饰物PHN02MOE5对HepG2和Huh‑7细胞

增值抑制活性；B.Mix包载反义核酸PHN02的2′‑O‑MOE修饰物PHN02MOE5对HepG2和Huh‑7细胞

中IGF1R  mRNA沉默效果。

[0072] 图18为Mix包载反义核酸PHN02MOE5对原位组织移植瘤肝癌小鼠的药效情况；

[0073] 其中，A.抗肝癌反义核酸治疗原位组织移植瘤肝癌小鼠的给药方案；B.各组给药
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后不同时间点肿瘤荧光强度与给药前肿瘤荧光强度比值增长情况；C.给药后28天肿瘤荧光

强度与给药前肿瘤荧光强度比；D.各组小鼠肿瘤组织的IGF1R  mRNA表达情况(n＝4)；E.小

鼠给药期间体重变化情况；**代表P＜0.01，****代表P＜0.0001；

[0074] 图19为Mix包载反义核酸PHN02MOE5对原位组织移植瘤肝癌小鼠的药效实验不同阶

段肿瘤成像图。

具体实施方式

[0075] 下面结合具体实施例来进一步描述本发明，本发明的优点和特点将会随具体实施

例的描述而更为清楚。但实施例仅是范例性的，并不对本发明的范围构成任何限制。本领域

技术人员应该理解的是，在不偏离本发明的精神和范围下可以对本发明技术方案的细节和

形式进行修改或替换，但这些修改和替换均落入本发明的保护范围内。

[0076] 第一部分缀合物前体结构的构建合成

[0077] 实施例1  G3Ac‑NHS的合成

[0078] G3Ac‑NHS的合成路线如图1所示。

[0079] 称取GalNAc羧酸原料300mg(0 .15mmol)，N‑羟基丁二酰亚胺(NHS) (25 .8mg，

0.23mmol)，1‑(3‑二甲氨基丙基)‑3‑乙基碳二亚胺盐酸盐(EDCI)(43.2mg，0.23mmol)溶解

于5mL无水二氯甲烷(DCM)中，室温(rt)下反应12h。饱和NaHCO3水溶液洗涤两次，饱和食盐

水洗涤一次，无水Na2SO4干燥。后旋蒸干燥，得G3Ac‑NHS白色固体产物270mg，产率85.3％。1H 

NMR(400MHz，DMSO)δ7.87‑7.70(m，9H)，5.75(s，1H)，5.21(d，J＝3.4Hz，3H)，4.97(dd，J＝

11.2，3.4Hz，3H)，4.49(d，J＝8.4Hz，3H)，4.06‑3.98(m，9H)，3.87(dt，J＝11.2，8.8Hz，3H)，

3.71(dt，J＝9.5，5.6Hz，3H)，3.59‑3.49(m，12H)，3.41(dt，J＝9.5，6.0Hz，3H)，3.03(p，J＝

6.4，6.0Hz，12H)，2.81(s，4H)，2.65(t，J＝7.2Hz，2H)，2.28(t，J＝6.3Hz，6H)，2.10(s，9H)，

2 .04(t，J＝7 .1Hz，8H)，2 .00(s，9H)，1 .89(s，9H)，1 .77(s，9H)，1 .60(q，J＝7 .2Hz，2H)，

1 .53‑1 .40(m，20H)，1 .37‑1 .31(m，2H)，1 .28‑1 .21(m，10H) .ESI‑MSfor  C95H151N11O41[(M+

2H)/2]+found  1052.6102  calcd  1052.5051.

[0080] 实施例2其他单糖缀合物的合成

[0081] 1.2.1  sGalNAc(sG)亚磷酰胺单体的合成

[0082] sGalNAc(sG)亚磷酰胺单体的合成路线如图2所示。

[0083] 化合物2的合成

[0084] 取D‑(+)‑半乳糖胺盐酸盐(10 .0g，46 .37mmol)，4‑二甲基氨基吡啶(4‑DMAP)

(548mg，4.6mmol)，溶于100ml无水DCM中，加入三乙胺(Et3N)(38ml，278mmol)，冰浴条件下，

向反应体系中缓慢滴加乙酸酐(Ac2O)(36mL，340mmol)。温度升至室温，搅拌反应24小时。抽

滤得到固体，再次用乙酸乙酯浸泡洗涤抽滤两次，得纯产物。干燥，称重，得到白色粉末状化

合物2(15.36g，39.47mmol)，产率85.1％。1H  NMR(400MHz，DMSO)δ7.89(d，J＝9.2Hz，1H)，

5.65(d，J＝8.8Hz，1H)，5.27(d，J＝3.4Hz，1H)，5.07(dd，J＝11.3，3.4Hz，1H)，4.27‑4.18

(m，1H)，4.15‑3.96(m，3H)，2.12(s，3H)，2.04(s，3H)，1 .99(s，3H)，1 .91(s，3H)，1 .78(s，

3H) .ESI‑MS  for  C16H23NO10[M+H]
+found  390 .1449，calcd  390 .1395；[M+Na]+

found412.1272，calcd  412.1215.

[0085] 化合物3的合成
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[0086] 称取化合物2(10g，25.7mmol)溶于无水100mL  DCM中，氩气保护，冰浴条件下缓慢

滴加三氟甲磺酸三甲基硅酯(10mL，51 .7mmol)，30℃反应3小时，冰浴下滴加三乙胺

(14.4mL，103.4mmol)，搅拌20min。蒸干溶剂柱层析分离，EA∶PE＝2∶1。分离得透明油状物化

合物35.76g，产率68.1％，如图2。1H  NMR(400MHz，CDCl3)δ5.87(d，J＝6.8Hz，1H)，5.32(t，J

＝3.1Hz，1H)，4.78(dd，J＝7.3，3.4Hz，1H)，4.15‑4.10(m，1H)，4.09‑3.96(m，2H)，3.87(td，

J＝7 .0，1 .4Hz，1H)，1 .99(s，3H)，1 .95‑1 .90(m，9H) .ESI‑MS  for  C14H19NO8[M+H]
+found 

330.1257，calcd330.1184.

[0087] 化合物5的合成

[0088] 化合物3(1 .00g，3 .04mmol)，6‑苄氧羰酰氨基‑1‑己醇(化合物4) (1 .53g，

6 .08mmol)溶于10mL二氯乙烷中，滴加三甲硅基三氟甲磺酸脂(TMSOTf) (0 .56mL，

3.04mmol)，氩气保护，35℃反应6小时。加入DCM稀释反应液，倒入冰的饱和NaHCO3水溶液淬

灭反应，洗涤两次，饱和食盐水洗涤一次，合并有机相，无水Na2SO4干燥。蒸干溶剂，柱层析分

离，EA∶PE＝2∶1。得白色固体化合物50.87g，产率49.3％。1H  NMR(400MHz，DMSO)δ7.81(d，J
＝9.2Hz，1H)，7.39‑7.30(m，5H)，7.22(t，J＝5.8Hz，1H)，5.21(d，J＝3.4Hz，1H)，5.00(s，

2H)，4.97(dd，J＝11.2，3.4Hz，1H)，4.49(d，J＝8.5Hz，1H)，4.05‑3.99(m，3H)，3.91‑3.83

(m，1H)，3.73‑3.66(m，1H)，3.44‑3.38(m，1H)，2.98(q，J＝6.6Hz，2H)，2.10(s，3H)，2.00(s，

3H)，1 .90(s，3H)，1 .77(s，3H)，1 .48‑1 .34(m，4H)，1 .28‑1 .21(m，4H) .ESI‑MS  for 

C28H40N2O11[M+H]
+found  581 .2717calcd  581 .2710；[M+Na]+found  603 .2537，

calcd603.2530.

[0089] 化合物7的合成

[0090] 称取己二酸5g(34.21mmol)，EDCI  19.67g(102.63mmol)，NHS(11.8g，102.63mmol)

于250mL茄形瓶中，加入无水DCM溶解，室温反应6小时，析出白色固体。滤除反应液，滤饼用

DCM洗涤两次，得白色粉末状化合物77 .49g(22 .01mmok)，产率64 .6％。1H  NMR(400MHz，

DMSO)δ2.82(s，8H)，2.78‑2.71(m，4H)，1 .78‑1 .68(m，4H) .ESI‑MS  for  C14H16N2O8[M+H]
+

found  341.1025calcd  341.0985；[M+Na]+found  363.0846，calcd  363.0804.

[0091] 化合物9‑2的合成

[0092] (3R，5S)‑5‑羟基甲基‑3‑吡咯烷醇盐酸盐1.00g(6.51mmol)用乙腈溶解，加入三乙

胺2.25mL(16.27mmol)，冰浴下滴加三氟乙酸乙酯1.87mL(15.62mmol)，反应过夜。过滤除去

不溶物，滤饼用EA洗涤，合并有机相旋蒸干燥，得白色粉末状化合物9‑2(粗品)1 .25g

(5.87mmol)，产率90.1％。ESI‑MS  for  C7H10F3NO3[M+H]
+found  214.0701calcd  214.0691.

[0093] 化合物9‑3的合成

[0094] 化合物9‑21.25g(5.87mmol)溶于无水吡啶中，氩气保护下缓慢滴加吡啶溶解的4，

4′‑双甲氧基三苯甲基氯(DMTrCl)(1.98g，5.87mmol)，反应过夜，旋蒸干燥，柱层析分离，PE

∶EA＝6∶1，收集产物后旋蒸干燥，得黄色固体化合物9‑32.71g(5.25mmol)，产率89.6％。1H 

NMR(400MHz，DMSO)δ7.34‑7.16(m，9H)，6.92‑6.85(m，4H)，5.17(s，1H)，4.46(s，1H)，4.35‑
4.25(m，1H)，3.74(s，6H)，3.71‑3.58(m，2H)，3.39(dd，J＝9.5，4.0Hz，1H)，3.00(dd，J＝

9 .5，2 .9Hz，1H)，2 .20‑2 .11(m，1H)，2 .00‑1 .89(m，1H) .ESI‑MS  for  C28H28F3NO5[M+Na]
+

found  538.1835，calcd538.1817.

[0095] 化合物9的合成
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[0096] 化合物9‑3(2.71g，5.25mmol)用甲醇溶解稀释，搅拌下滴加KOH溶液(2eq)，加毕搅

拌3小时，后旋蒸干燥除去部分溶剂，加水静置，过滤，滤饼用水洗涤，后用DCM复溶，无水

NaSO4干燥，旋蒸干燥后，柱层析分离，DCM∶MeOH＝30∶1，得黄色固体化合物91 .56g

(3 .72mmol)，产率70 .7％。1H  NMR(400MHz，DMSO)δ7 .44‑7 .22(m，9H)，6 .95‑6.86(m，4H)，

5.20(s，1H)，4.31(s，1H)，3.75(s，6H)，3.73‑3.72(m，1H)，3.24‑3.07(m，3H)，2.95(d，J＝

11.9Hz，1H)，1.85(dd，J＝13.2，6.5Hz，1H)，1.63‑1.53(m，1H) .ESI‑MS  for  C26H29NO4[M+H]
+

found  420.2202calcd  420.2175；[M+Na]+found  442.2021，calcd  442.1994.

[0097] 化合物8的合成

[0098] 化合物5(3g，5.17mmol)，醋酸(1.5mL，25.85mmol)和钯碳(0.1eq)溶解于THF中，H2
气氛下反应4小时。硅藻土过滤，旋蒸干燥得化合物6，10mL二氯甲烷复溶备用。化合物7

(2.64g，7.75mmol)，三乙胺(4.29mL，31mmol)溶解于二氯甲烷中，向体系中缓慢滴加溶解的

化合物6，35℃反应4小时。旋蒸干燥，柱层析分离，ACN∶DCM＝6∶1，得透明油状化合物

81 .24g，产率38.7％。1H  NMR(400MHz，DMSO)δ7 .81(d，J＝9.2Hz，1H)，7 .75(t，J＝5 .6Hz，

1H)，5.21(d，J＝3.4Hz，1H)，4.97(dd，J＝11.2，3.4Hz，1H)，4.49(d，J＝8.5Hz，1H)，4.09‑

3.97(m，3H)，3.92‑3.82(m，1H)，3.75‑3.66(m，1H)，3.44‑3.37(m，1H)，3.01(q，J＝6.6Hz，

2H)，2.81(s，4H)，2.70‑2.64(m，2H)，2.11(s，3H)，2.10‑2.05(m，2H)，2.00(s，3H)，1.90(s，

3H)，1.77(s，3H)，1.62‑1.54(m，J＝3.5Hz，4H)，1.49‑1.41(m，2H)，1.40‑1.33(m，2H)，1.28‑

1.21(m，4H) .ESI‑MSfor  C30H45N3O14[M+H]
+found  672.3044  calcd672.2980；[M+Na]+found 

694.2867，calcd  694.2799.

[0099] 化合物10的合成

[0100] 化合物8(500mg，0.75mmol)，化合物9(470mg，1.12mmol)溶解于10mL  DCM中，滴加

TEA(0.16mL，1.12mmol)，室温反应8小时。蒸干溶剂，柱层析分离，DCM∶MeOH＝30∶1。得黄色

固体化合物10549mg，产率75 .1％。1H  NMR(400MHz，DMSO)δ7 .81(d，J＝9.2Hz，1H)，7 .75‑

7.69(m，1H)，7.34‑7.27(m，4H)，7.23‑7.16(m，5H)，6.90‑6.85(m，4H)，5.21(d，J＝3.4Hz，

1H)，4.98(d，J＝3.9Hz，1H)，4.92(dd，J＝25.7，3.9Hz，1H)，4.48(d，J＝8.4Hz，1H)，4.44‑

4.35(m，1H)，4.17‑4.11(m，1H)，4.06‑3.99(m，3H)，3.91‑3.83(m，1H)，3.74(s，6H)，3.71‑

3.65(m，1H)，3.63‑3.56(m，1H)，3.42‑3.37(m，1H)，3.20‑3.13(m，1H)，3.03‑2.97(m，3H)，

2.22(t，J＝7.2Hz，2H)，2.10(s，3H)，2.05(t，J＝7.2Hz，2H)，1.99(s，3H)，1.89(s，3H)，1.77

(s，3H)，1 .50‑1 .33(m，8H)，1 .28‑1 .19(m，6H) .ESI‑MS  for  C52H69N3O15[M+H]
+found 

976.4871calcd  976.4807；[M+Na]+found  998.4701，calcd998.4626.

[0101] sGalNAc亚磷酰胺(sG)的合成

[0102] 化合物10(120mg，0 .12mmol)，双(二异丙基氨基)(2‑氰基乙氧基)膦(72 .4mg，

0.24mmol)，1H‑四氮唑(16.8mg，0.24mmol)，溶解于10mL无水乙腈中，氩气保护下，室温反应

4小时。旋蒸干燥，DCM复溶，使用饱和NaHCO3洗涤一次，饱和食盐水洗涤一次，Na2SO4干燥。再

次旋蒸干燥，柱层析分离，DCM∶ACN＝20∶1。得透明油状sGalNAc  phosphoroamidite 

98.9mg，产率70 .9％。1H  NMR(400MHz，DMSO)δ7 .81(d，J＝9.3Hz，1H)，7 .76‑7 .68(m，1H)，

7.33‑7.27(m，4H)，7.23‑7.16(m，5H)，6.90‑6.84(m，4H)，5.22(d，J＝3.4Hz，1H)，4.97(dd，J

＝11.2，3.4Hz，1H)，4.49(d，J＝8.5Hz，1H)，4.21‑4.11(m，1H)，4.07‑3.98(m，3H)，3.87(dt，

J＝11.3，8.8Hz，1H)，3.74(s，6H)，3.73‑3.63(m，3H)，3.62‑3.35(m，5H)，3.04‑2.93(m，3H)，
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2.76(q，J＝5.7Hz，2H)，2.31‑2.16(m，2H)，2.10(s，3H)，2.08‑2.02(m，2H)，1 .99(s，3H)，

1.89(s，3H)，1.76(s，3H)，1.55‑1.33(m，8H)，1.32‑1.17(m，6H)，1.18‑1.01(m，12H) .31P  NMR

(162MHz，DMSO)δ147.01‑146.05(m) .ESI‑MSfor  C61H86N5O15P[M+K]
+found  1198.5721  calcd 

1198.5495.

[0103] 1.2.2  Gal(N/O)，Glu(N/O)，Man(N/O)缀合前体的合成

[0104] Gal(N/O)，Glu(N/O)，Man(N/O)缀合前体的合成路线如图3所示。

[0105] 化合物13的合成

[0106] 取D‑氨基葡萄糖盐酸盐10g(46 .37mmol)，4‑二甲基氨基吡啶(4‑DMAP)548mg

(4.6mmol)，溶于100ml无水DCM中，加入Et3N  38ml(278mmol)，冰浴条件下，向反应体系中缓

慢滴加Ac2O  36mL(340mmol)。温度升至室温，搅拌反应24小时。加水淬灭反应，乙酸乙酯萃

取。有机层使用饱和NaHCO3洗涤，饱和NaCl洗涤，无水硫酸钠干燥。旋蒸干燥后，乙酸乙酯‑

石油醚5∶1体系10倍量溶剂重结晶，析出白色针状结晶。抽滤，用少量乙酸乙酯‑石油醚1∶1

洗涤，干燥，得9.37g(24.06mmol)白色棉絮状固体化合物13，产率51.92％。1H  NMR(400MHz，

CDCl3)δ6.16(d，J＝3.7Hz，1H)，5.70(d，J＝9.0Hz，1H)，5.30‑5.13(m，2H)，4.53‑4.41(m，

1H)，4.24(dd，J＝12.5，4.1Hz，1H)，4.06(dd，J＝12.5，2.4Hz，1H)，4.02‑3.94(m，1H)，2.18

(s，3H)，2.07(s，3H)，2.04(s，3H)，2.03(s，3H)，1.93(s，3H) .ESI‑MS  for  C16H23NO10[M+H]
+

found  390.1420，calcd  390.1395；[M+Na]+found412.1241，calcd  412.1215.

[0107] 化合物14的合成

[0108] 称取化合物1310g(25.7mmol)溶于100mL无水DCM中，氩气保护，冰浴条件下缓慢滴

加三氟甲磺酸三甲基硅酯10mL(51.7mmol)，30℃反应3小时，冰浴下滴加N，N‑二异丙基乙胺

(DIPEA)18.0mL(103.4mmol)，搅拌20min。蒸干溶剂柱层析分离，EA∶PE＝2∶1。分离得透明油

状物化合物146 .7g(20 .3mmol)，产率79.0％。1H  NMR(400MHz，DMSO)δ6 .03(d，J＝7 .3Hz，

1H)，5.06(t，J＝2.4Hz，1H)，4.79(dt，J＝9.4，1.6Hz，1H)，4.15‑4.06(m，3H)，3.61‑3.55(m，

1H)，2.06(s，3H)，2.04‑2.02(m，6H)，2.00(d，J＝1.9Hz，3H) .ESI‑MS  for  C14H19NO8[M+H]
+

found  330.1207，calcd  330.1184.ESI‑MS  for  C14H19NO8[M+H]
+found  330.1257，calcd 

330.1184.

[0109] 化合物16的合成

[0110] 称取化合物15(7.6g，64.7mmol)，化合物7(10g，29.4mmol)溶解于300mL  DCM中，加

入10mL(73.5mmol)三乙胺，室温搅拌10h。过滤除去溶剂，滤饼用DCM洗涤多次，得白色粉末

化合物169.3g(26 .9mmol)，产率91 .8％。1H  NMR(400MHz，DMSO)δ7 .71(t，J＝5 .6Hz，2H)，

4.33(s，2H)，3.40‑3.35(m，4H)，3.04‑2.95(m，4H)，2.09‑1.95(m，4H)，1.46‑1.33(m，12H)，

1.29‑1.22(m，8H) .ESI‑MS  for  C18H36N2O4[M+H]
+found  345.2894，calcd  345.2753；[M+Na]+

found  367.2724，calcd367.2573.

[0111] 化合物17的合成

[0112] 称取化合物3(500mg，1.52mmol)溶解于15mL三氯乙烷(DCE)中待用，称取化合物16

(626mg，1.82mmol)溶解于5mL  DCE中，加入TMSOTf  0.33mL(1.82mmol)，搅拌下缓慢滴加DCE

溶解的化合物3，35℃反应24h。后将反应液用饱和NaHCO3淬灭，饱和NaCl洗涤，无水硫酸钠

干燥。DCM∶MeOH＝20∶1柱层析分离，得白色固体化合物17216mg(0.32mmol)，产率23.4％。1H 

NMR(400MHz，DMSO)δ7.83(d，J＝9.2Hz，1H)，7.76‑7.69(m，2H)，5.22(d，J＝3.4Hz，1H)，4.97
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(dd，J＝11 .3，3.4Hz，1H)，4.49(d，J＝8.5Hz，1H)，4.12‑3.99(m，3H)，3.94‑3.82(m，1H)，

3.78‑3.66(m，1H)，3.43‑3.30(m，4H)，3.00(q，J＝6.6Hz，4H)，2.11(s，3H)，2.07‑2.01(m，

4H)，2.00(s，3H)，1.90(s，3H)，1.77(s，3H)，1.46‑1.23(m，20H) .ESI‑MS  for  C32H55N3O12[M+

H]+found  674.3956，calcd  674.3864；[M+Na]+found  696.3780，calcd  696.3683.

[0113] 化合物18的合成

[0114] 称取化合物14(500mg，1.52mmol)溶解于15mL  DCE中待用，称取化合物16(626mg，

1.82mmol)溶解于5mL  DCE中，加入TMSOTf0.33mL(1.82mmol)，搅拌下缓慢滴加DCE溶解的化

合物14，35℃反应24h。后将反应液用饱和NaHCO3淬灭，饱和NaCl洗涤，无水硫酸钠干燥。DCM

∶MeOH＝20∶1柱层析分离，得白色固体化合物18200mg(0 .30mmol)，产率19 .6％。1H  NMR

(400MHz，DMSO)δ7.93(d，J＝9.1Hz，1H)，7.69(t，J＝5.6Hz，2H)，5.08(t，1H)，4.81(t，J＝

9.7Hz，1H)，4.60(d，J＝8.4Hz，1H)，4.29(t，J＝5.2Hz，1H)，4.18(dd，J＝12.3，4.8Hz，1H)，

4.01(dd，J＝12.3，2.5Hz，1H)，3.84‑3.77(m，1H)，3.74‑3.65(m，2H)，3.48‑3.40(m，1H)，

3.40‑3.35(m，2H)，3.04‑2.97(m，4H)，2.09‑2.02(m，4H)，2.01(s，3H)，1.97(s，3H)，1.91(s，

3H)，1.76(s，3H)，1.47‑1.23(m，20H) .ESI‑MS  for  C32H55N3O12[M+H]
+found  674.4129，calcd 

674.3864；[M+Na]+found  696.3958，calcd  696.3683.

[0115] 化合物20的合成

[0116] 称取化合物3(500mg，1 .52mmol)溶解于15mL  DCE中，加入TMSOTf  0 .33mL

(1 .82mmol)中待用，称取化合物19(514mg，1 .82mmol)溶解于5mL  DCE中，搅拌下缓慢滴加

DCE溶解的化合物3，35℃反应24h。后将反应液用饱和NaHCO3淬灭，水洗除去六甘醇原料，饱

和NaCl洗涤，无水硫酸钠干燥。DCM∶MeOH＝20∶1柱层析分离，得透明油状物化合物20186mg

(0 .30mmol)，产率20 .1％。1H  NMR(400MHz，DMSO)δ7 .79(d，J＝9 .2Hz，1H)，5 .22(d，J＝

3.4Hz，1H)，4.97(dd，J＝11.2，3.4Hz，1H)，4.57(d，J＝8.5Hz，1H)，4.09‑4.00(m，3H)，3.93‑

3.84(m，1H)，3.82‑3.75(m，1H)，3.65‑3.38(m，24H)，2.11(s，3H)，2.00(s，3H)，1.90(s，3H)，

1.78(s，3H) .ESI‑MS  for  C26H45NO15[M+NH4]
+found  629.3138，calcd  629.3113.

[0117] 化合物21的合成

[0118] 称取化合物14(500mg，1 .52mmol)溶解于15mL  DCE中，加入TMSOTf0 .33mL

(1 .82mmol)中待用，称取化合物19(514mg，1 .82mmol)溶解于5mL  DCE中，搅拌下缓慢滴加

DCE溶解的化合物14，35℃反应24h。后将反应液用饱和NaHCO3淬灭，水洗除去六甘醇原料，

饱和NaCl洗涤，无水硫酸钠干燥。DCM∶MeOH＝20∶1柱层析分离，得透明油状物化合物

21174mg(0 .28mmol)，产率18.7％。1H  NMR(400MHz，DMSO)δ7 .91(d，J＝9.0Hz，1H)，5 .13‑

5.04(m，1H)，4.83(t，J＝9.7Hz，1H)，4.66(d，J＝8.4Hz，1H)，4.57(t，J＝5.5Hz，1H)，4.18

(dd，J＝12.2，4.8Hz，1H)，4.02(dd，J＝12.3，2.4Hz，1H)，3.85‑3.80(m，1H)，3.75‑3.67(m，

1H)，3.63‑3.41(m，24H)，2.02(s，3H)，1.97(s，3H)，1.91(s，3H)，1.76(s，3H) .ESI‑MS  for 

C26H45NO15[M+NH4]
+found  629.3300，calcd  629.3113.

[0119] 化合物23的合成

[0120] 称取化合物22(300mg，0 .77mmol)溶解于15mL  DCE中，称取化合物16(530mg，

1.54mmol)溶解于5mL  DCE中，加入BF3Et2O  0.6mL(4.61mmol)溶解待用，搅拌下缓慢滴加DCE

溶解的化合物22，35℃反应48h。后将反应液用饱和NaHCO3淬灭，饱和NaCl洗涤，无水硫酸钠

干燥。DCM∶MeOH＝20∶1柱层析分离，得白色固体化合物23105mg(0.16mmol)，产率20.2％。1H 
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NMR(400MHz，DMSO)δ7.72(td，J＝5.7，2.6Hz，2H)，5.13‑5.05(m，3H)，4.86(s，1H)，4.32(t，J

＝5.0Hz，1H)，4.15(dd，J＝12.2，5.4Hz，1H)，4.05(dd，J＝12.2，2.6Hz，1H)，3.95‑3.88(m，

1H)，3.62(dt，J＝9.7，6.8Hz，1H)，3.45(dt，J＝9.7，6.4Hz，1H)，3.41‑3.31(m，3H)，3.04‑

2.98(m，4H)，2.11(s，3H)，2.05‑2.01(m，10H)，1.94(s，3H)，1.60‑1.53(m，2H)，1.45‑1.24

(m，18H) .ESI‑MS  for  C32H54N2O13[M+H]
+found  675.3795，calcd675.3704；[M+Na]+found 

697.3616，calcd  697.3524

[0121] 化合物24的合成

[0122] 称取化合物22(300mg，0 .77mmol)溶解于15mL  DCE中，称取化合物19(435mg，

1.54mmol)溶解于5mL  DCE中，加入BF3Et2O  0.6mL(4.61mmol)溶解待用，搅拌下缓慢滴加DCE

溶解的化合物22，35℃反应48h。后将反应液用饱和NaHCO3淬灭，水洗除去六甘醇原料，饱和

NaCl洗涤，无水硫酸钠干燥。DCM∶MeOH＝20∶1柱层析分离，得白色固体化合物24  132mg

(0 .22mmol)，产率28.0％。1H  NMR(400MHz，DMSO)δ5 .13‑5 .10(m，3H)，4 .92(d，J＝1 .4Hz，

1H)，4.16(dd，J＝12.2，5.1Hz，1H)，4.10(d，J＝4.9Hz，1H)，4.05(dd，J＝12.3，2.7Hz，1H)，

4.03‑3.98(m，1H)，3.53‑3.51(m，24H)，2.12(s，3H)，2.03‑2.02(m，6H)，1.95(s，3H) .ESI‑MS 

for  C26H44O16[M+NH4]
+found  630.2969，calcd  630.2973.

[0123] 1.2.3  Gal/Glu/Man缀合前体活泼酯的合成

[0124] Gal/Glu/Man缀合前体活泼酯的合成路线如图4所示。

[0125] 化合物25‑1的合成

[0126] 将化合物3(400mg，1.22mmol)，5‑己烯‑1‑醇(158.2mg，1.58mmol)溶解于8mL无水

DCE中，冰浴下缓慢滴加TMSOTf(216.1mg，0.97mmol)。室温反应5小时，加入2eq  DIPEA，搅拌

10min。蒸干溶剂，柱层析分离，EA∶PE＝2∶1。得产物451mg(1.05mmol)，产率86.1％。1H  NMR

(400MHz，DMSO)δ7.82(d，J＝9.2Hz，1H)，5.85‑5.76(m，1H)，5.22(d，J＝3.4Hz，1H)，5.03‑

4.93(m，3H)，4.49(d，J＝8.5Hz，1H)，4.05‑4.01(m，3H)，3.87(dt，J＝11.3，8.8Hz，1H)，3.72

(dt，J＝9.9，6.1Hz，1H)，3.43(dt，J＝10.0，6.5Hz，1H)，2.11(s，3H)，2.07‑2.01(m，2H)，

2.00(s，3H)，1.90(s，3H)，1.77(s，3H)，1.51‑1.44(m，2H)，1.41‑1.34(m，2H) .ESI‑MS  for 

C20H31NO 9[M+H]
+found  430 .2082  calcd  430 .2077；[M+Na]+found  452 .1906，

calcd452.1987.

[0127] 化合物26‑1的合成

[0128] 将化合物14(400mg，1.22mmol)，5‑己烯‑1‑醇(158.2mg，1.58mmol)溶解于8mL无水

DCE中，冰浴下缓慢滴加TMSOTf(216.1mg，0.97mmol)。室温反应5小时，加入2eq  DIPEA，搅拌

10min。蒸干溶剂，柱层析分离，EA∶PE＝2∶1。得产物396mg(0.92mmol)，产率75.7％。1H  NMR

(400MHz，DMSO)δ7.94(d，J＝9.1Hz，1H)，5.84‑5.73(m，1H)，5.11‑5.05(m，1H)，5.00(dq，J＝

17.2，1.7Hz，1H)，4.94(ddt，J＝10.2，2.3，1.2Hz，1H)，4.82(t，J＝9.7Hz，1H)，4.59(d，J＝

8.5Hz，1H)，4.18(dd，J＝12.3，4.8Hz，1H)，4.01(dd，J＝12.3，2.4Hz，1H)，3.82(ddd，J＝

10.0，4.8，2.5Hz，1H)，3.74‑3.66(m，2H)，3.44(dt，J＝9.9，6.4Hz，1H)，2.05‑1.99(m，5H)，

1.97(s，3H)，1.91(s，3H)，1.75(s，3H)，1.53‑1.45(m，2H)，1.41‑1.31(m，2H) .ESI‑MS  for 

C20H31NO9[M+H]
+found  430 .2082  calcd  430 .2077；[M+Na]+found452 .1906，calcd 

452.1987.

[0129] 化合物27‑1的合成
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[0130] 将化合物22(800mg，2 .05mmol)溶解于10mL无水DCE中，加入BF3Et2O(582mg，

4.10mmol)，氩气保护下搅拌10min。冰浴下缓慢滴加5‑己烯‑1‑醇(410mg，4.10mmol)，室温

反应15小时，饱和NaHCO3淬灭反应，饱和食盐水洗涤，无水Na2SO4干燥。蒸干溶剂，柱层析分

离，EA∶PE＝1∶1。得产物650mg(1.51mmol)，产率73.7％。1H  NMR(400MHz，DMSO)δ5.89‑5.73
(m，1H)，5.16‑5.07(m，3H)，5.03(dq，J＝17.1，1.7Hz，1H)，4.97(ddt，J＝10.2，2.3，1.2Hz，

1H)，4.87(d，J＝1.5Hz，1H)，4.15(dd，J＝12.2，5.4Hz，1H)，4.06(dd，J＝12.2，2.6Hz，1H)，

3.96‑3.88(m，1H)，3.70‑3.59(m，1H)，3.54‑3.43(m，1H)，2.11(s，3H)，2.10‑2.04(m，2H)，

2.04‑2.01(m，6H)，1.94(s，3H)，1.64‑1.54(m，2H)，1.48‑1.37(m，2H) .ESI‑MSfor  C20H30O10
[M+NH4]

+found  448.2190calcd  448.2183；[M+Na]+found  453.1741，calcd  453.1737.

[0131] 化合物25‑2的合成

[0132] 化合物25‑1(300mg，0.7mmol)溶解于ACN/DCM＝1/1溶液中(10mL)，冰浴下，加入

NaIO4/H2O(599mg，2.8mmol/1.5mL)搅拌15min。后加入RuCl3(3mg，0.014mmol)，反应1小时

后，补加NaIO4(150mg，0.7mmol)，室温反应2小时。加入饱和NaHCO3溶液适量，水相用DCM洗涤

4次，弃去有机相。向水相中加入柠檬酸粉末，调节pH至4左右，用DCM萃取产物至有机相，旋

蒸干燥。得产物237mg(0.53mmol)，产率75.7％。1H  NMR(400MHz，DMSO)δ11.98(s，1H)，7.82
(d，J＝9 .2Hz，1H)，5 .21(d，J＝3 .4Hz，1H)，4 .96(dd，J＝11 .2，3 .4Hz，1H)，4 .49(d，J＝

8.5Hz，1H)，4.06‑4.00(m，3H)，3.92‑3.84(m，1H)，3.74‑3.68(m，1H)，3.46‑3.42(m，1H)，

2.20(t，J＝7.0Hz，2H)，2.11(s，3H)，2.00(s，3H)，1.89(s，3H)，1.77(s，3H)，1.54‑1.44(m，

4H) .ESI‑MS  for  C19H29NO11[M‑H]
‑found  446.1662calcd  446.1667.

[0133] 化合物26‑2的合成

[0134] 化合物26‑1(300mg，0.7mmol)溶解于ACN/DCM＝1/1溶液中(10mL)，冰浴下，加入

NaIO4/H2O(599mg，2.8mmol/1.5mL)搅拌15min。后加入RuCl3(3mg，0.014mmol)，反应1小时

后，补加NaIO4(150mg，0.7mmol)，室温反应2小时。加入饱和NaHCO3溶液适量，水相用DCM洗涤

4次，弃去有机相。向水相中加入柠檬酸粉末，调节pH至4左右，用DCM萃取产物至有机相，旋

蒸干燥。得产物220mg(0.49mmol)，产率70.3％。1H  NMR(400MHz，DMSO)δ11.98(s，1H)，7.93
(d，J＝9.1Hz，1H)，5.12‑5.04(m，1H)，4.82(t，J＝9.7Hz，1H)，4.59(d，J＝8.5Hz，1H)，4.18

(dd，J＝12.2，4.8Hz，1H)，4.01(dd，J＝12.2，2.4Hz，1H)，3.82(ddd，J＝10.1，4.8，2.5Hz，

1H)，3.75‑3.66(m，2H)，3.44(dd，J＝10.9，4.9Hz，1H)，2.26‑2.15(m，2H)，2.02(s，3H)，1.97

(s，3H)，1.91(s，3H)，1.76(s，3H)，1.50(h，J＝3.7，3.1Hz，4H) .ESI‑MS  for  C19H29NO11[M‑

H]‑found  446.1665  calcd  446.1667.

[0135] 化合物27‑2的合成

[0136] 化合物27‑1(300mg，0.7mmol)溶解于ACN/DCM＝1/1(10mL)溶液中，冰浴下，加入

NaIO4/H2O(599mg，2.8mmol/1.5mL)搅拌15min。后加入RuCl3(3mg，0.014mmol)，反应1小时

后，补加NaIO4(150mg，0.7mmol)，室温反应2小时。加入饱和NaHCO3溶液适量，水相用DCM洗涤

4次，弃去有机相。向水相中加入柠檬酸粉末，调节pH至4左右，用DCM萃取产物至有机相，旋

蒸干燥。得产物180mg(0.40mmol)，产率57.5％。1H  NMR(400MHz，DMSO)δ12.03(s，1H)，5.17‑
5 .04(m，3H)，4 .87(d，J＝1 .5Hz，1H)，4 .15(dd，J＝12 .2，5 .4Hz，1H)，4 .05(dd，J＝12 .2，

2.5Hz，1H)，3.96‑3.89(m，1H)，3.69‑3.60(m，1H)，3.51‑3.44(m，1H)，2.29‑2.22(m，2H)，

2.11(s，3H)，2.05‑2.01(m，6H)，1.94(s，3H)，1.63‑1.52(m，4H) .ESI‑MS  for  C19H28O12[M‑
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H]‑found  447.1504calcd  447.1508.

[0137] 化合物25的合成

[0138] 化合物25‑2(200mg，0 .45mmol)，EDCI(172 .5mg，0 .90mmol)，NHS(103 .6mg，

0.90mmol)溶解于5mL无水DCM中，氩气保护下反应5小时。饱和NaHCO3洗涤2次，饱和食盐水

洗涤1次，无水Na2SO4干燥，旋蒸干燥，得产物150mg(0 .28mmol)，产率63 .2％。1H  NMR

(400MHz，DMSO)δ7.83(d，J＝9.2Hz，1H)，5.22(d，J＝3.4Hz，1H)，4.96(dd，J＝11.2，3.4Hz，

1H)，4.51(d，J＝8.5Hz，1H)，4.09‑3.99(m，3H)，3.90(dt，J＝11.2，8.7Hz，1H)，3.75(dt，J＝

10.6，5.5Hz，1H)，3.46(dt，J＝9.9，5.9Hz，1H)，2.82(s，4H)，2.68(t，J＝7.3Hz，2H)，2.11

(s，3H)，2.00(s，3H)，1.90(s，3H)，1.77(s，3H)，1.68‑1.54(m，4H) .ESI‑MS  for  C23H32N2O13
[M+NH4]

+found545.1973  calcd  545.1983；[M+Na]+found  567.1794，calcd  567.1802.

[0139] 化合物26的合成

[0140] 化合物26‑2(200mg，0 .45mmol)，EDCI(172 .5mg，0 .90mmol)，NHS(103 .6mg，

0.90mmol)溶解于5mL无水DCM中，氩气保护下反应5小时。饱和NaHCO3洗涤2次，饱和食盐水

洗涤1次，无水Na2SO4干燥，旋蒸干燥，得产物142mg(0 .27mmol)，产率59 .9％。1H  NMR

(400MHz，DMSO)δ7.95(d，J＝9.2Hz，1H)，5.10‑5.04(m，1H)，4.83(t，J＝9.7Hz，1H)，4.60(d，

J＝8.5Hz，1H)，4.18(dd，J＝12.3，4.8Hz，1H)，4.02(dd，J＝12.3，2.5Hz，1H)，3.83(ddd，J＝

10.0，4.8，2.5Hz，1H)，3.77‑3.68(m，2H)，3.48(dt，J＝10.0，5.9Hz，1H)，2.81(s，4H)，2.68

(t，J＝7.2Hz，2H)，2.02(s，3H)，1.97(s，3H)，1.91(s，3H)，1.75(s，3H)，1.70‑1.56(m，4H)

.ESI‑MS  for  C23H32N2O1 3[M+NH4]
+found  545 .1974  calcd  545 .1983；[M+Na]+

found567.1797，calcd  567.1802.

[0141] 化合物27的合成

[0142] 化合物27‑2(200mg，0 .45mmol)，EDCI(172 .5mg，0 .90mmol)，NHS(103 .6mg，

0.90mmol)溶解于5mL无水DCM中，氩气保护下反应5小时。饱和NaHCO3洗涤2次，饱和食盐水

洗涤1次，无水Na2SO4干燥，旋蒸干燥，得产物120mg(0 .22mmol)，产率48 .9％。1H  NMR

(400MHz，DMSO)δ5.16‑5.04(m，3H)，4.88(d，J＝1.5Hz，1H)，4.15(dd，J＝12.2，5.3Hz，1H)，

4.05(dd，J＝12.2，2.6Hz，1H)，3.97‑3.89(m，1H)，3.70‑3.63(m，1H)，3.53‑3.48(m，1H)，

2.82(s，4H)，2.76‑2.69(m，2H)，2.11(s，3H)，2.05‑1.99(m，6H)，1.94(s，3H)，1.76‑1.62(m，

4H) .ESI‑MS  for  C23H31NO14[M+NH4]
+found  563 .2108  calcd  563 .2088；[M+Na]+found 

568.1660，calcd  568.1642.

[0143] 第二部分  各核酸缀合物的合成

[0144] 实施例3亚磷酰胺固相合成法

[0145] 对于已是亚磷酰胺单体的缀合结构(如sG)，在制备得到纯品后，用无水乙腈将其

配置成0.05g/mL的溶液，采用一般固相合成方法使用寡核苷酸合成仪可程序化自动缀合于

寡核苷酸(ON)5′末端，合成完毕后遵循核酸链标准流程进行分离纯化可获得sG‑ON缀合物，

总收率大致在20％左右。针对化合物17，18，20，21，23，24，需额外增加制备亚磷酰胺前体的

过程。其制备过程可简单描述为在无水乙腈，氩气保护下，与1 .5倍当量的2‑氰乙基‑N，N，

N′，N′‑四异丙基亚磷酰二胺和1H‑四氮唑反应3h，蒸干溶剂后用DCM复溶，饱和NaHCO3洗涤2

次，饱和食盐水洗涤1次，无水Na2SO4干燥，旋蒸干燥。无需进一步柱层析纯化，按0.05g/mL的

浓度用无水乙腈稀释后，直接用于核酸合成。固相合成完毕后经进一步的分离纯化，可得到
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相应的Gal(N/O)，Glu(N/O)，Man(N/O)缀合物。

[0146] 实施例4活泼酯液相汇聚法

[0147] 液相溶液汇聚法合成G3‑ON流程图如图5所示。针对缀合前体是活泼酯结构的化合

物(G3Ac‑NHS，compound  25，26，27)，以G3Ac‑NHS为例(图5)，首先在合成完目标序列的CPG

基础上，利用固相合成仪合成一段带氨基末端的linker1，得到中间体1a，用于后续连接。然

后将此中间体用浓氨水60℃切割12小时，反应完毕后取上清，CPG粉末用纯水洗涤，液体浓

缩除氨后，使用Gilson制备型HPLC液相分离。梯度洗脱方法：ACN/0 .05M  TEAB；0min‑5％

ACN，22min‑22％ACN；4mL/min；XBridge  Oligonucleotide  BEH  C18  OBD  Prep  Column，

2.5μm，30mm  X  50mm；得到带裸露氨基末端的核酸中间体1b(收率30％)，收集馏分冻

干后在1M  TEAB缓冲液的条件下与5倍量G3Ac‑NHS活泼酯反应5小时得到中间体1c(单步收

率92％)，反应液旋蒸干燥后用浓氨水60℃切割12小时，后除氨再次液相分离(分离条件同

前)。收集馏分浓缩后，使用葡聚糖凝胶柱(GE  HiPrepTM  26/10  Desalting)脱盐，得纯品G3‑

ON(总收率约22％，MALDI‑TOF  MS分析确证)，定量后冻干备用。

[0148] 实施例5  GalNAc缀合荧光标记物的合成

[0149] 溶液汇聚法合成Cy5 .5‑G3‑ON荧光标记物流程图如图6所示。此法更换了氨基

linker2的结构并且使用了3′NH  CPG，同样在将此linker程序化连接于核酸链末端后，在

DMT‑OFF的情况下，中间体2a暴露出氨基末端，直接将此CPG粉末与5倍量的G3Ac‑NHS活泼酯

在1M  TEAB的溶液环境下反应5小时得中间体2b，然后使用上述同样方法氨切及液相分离方

法得到暴露出3′NH的中间体2c(收率25％)，中间体2c冻干后与5倍量Cy  5.5活泼酯在pH  8

的硼酸盐缓冲液体系下反应4小时得最终产物，偶联产物再经一次液相纯化(梯度洗脱方

法：ACN/0.05M  TEAB；0min‑10％ACN，30min‑80％ACN；4mL/min)得目标物纯品Cy5.5‑G3‑ON

荧光标记物(总收率20％)，冻干备用即可。

[0150] 第三部分  反义核酸缀合物及其制剂的基本性质及体内外药效

[0151] 实施例6反义核酸CT102、CT102MOE5及其不同缀合物的血清稳定性

[0152] 反义核酸为CT102MOE5的序列为：TesmCesmmCesTesmCesmCsGsGsAsGsmCsmCsAsGsAsmC

esTesTes  mCesAe；

[0153] 其中：
mC表示5‑甲基胞嘧啶修饰(5mC)；s表示磷硫代修饰(PS)；e表示2′‑O‑MOE修

饰(2′‑O‑MOE)；结构分别如下所示：

[0154]

[0155] 反义核酸糖基缀合物选自以下化合物：
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[0156]

[0157] 材料与方法：

[0158] 50％的胎牛血清孵育样品，用适当量程移液枪分别取16μL  ASO或其缀合物(50μM)
+200μL  FBS+184μL  PBS至600μL  EP管中，置于37℃恒温水浴中，在实验设计时间点(0h，4h，

8h，12h，......)取出10μL样品，涡旋离心后立即放入‑80℃保存。收集完毕所有时间点样品

后进行凝胶电泳分析：20％聚丙烯酰胺凝胶电泳分析ASO血清代谢稳定性。PAGE胶配制方法

如下：

[0159] 表1.  20％聚丙烯酰胺凝胶电泳试剂比例
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[0160]

[0161] 上样：向每个样品管中加入2μL  6×DNA  loading  buffer，混匀离心后上样，如沉

降效果不好可适当增加loading  buffer的量。电泳：110V电压分离。通常情况下蓝色条带移

至另一端边缘时(2‑2.5h)即可切断电源，将凝胶取下。染色：将胶放入20mL  1×TBE的溶液

中加入5μL  Sybr  Gold染料染色10min。成像：使用高灵敏化学发光凝胶成像分析系统

(ChemiDoc  XRS  System)成像，结果使用Image  Lab处理分析。注意：染色及照相过程需避光

处理。

[0162] 结果：总体来说，原始序列CT102因具有全硫代化学修饰，其耐酶解能力及血清稳

定性已经相对优秀，8天长时间血清中未完全降解(图7)。而在此基础上的修饰物稳定性更

加突出，核酸酶抗性进一步增强，在实验中的所有时间点降解甚少。修饰物已经具备了很强

的血清稳定性，在此基础上的缀合物对血清稳定性的增益不明显。同时，在本实验发现了一

个特殊现象是G3‑CT102MOE5降解明显，在原始链下方会出现明显的条带，通过加入CT102MOE5
对比发现此条带就是CT102MOE5，提示G3‑CT102MOE5在血清中会逐渐脱落G3缀合结构，暴露出

CT102MOE5继续发挥活性。而其余缀合物未发现此种现象，这可能是与缀合基团的大小相关

的，结构较大的基团容易被酶识别降解。

[0163] 实施例7反义核酸CT102及其缀合物制剂给药后在肝癌细胞中转染入胞能力

[0164] 材料与方法：

[0165] 1、DNCA/CLD/PEG与反义核酸(ASO)或其缀合物混合形成脂质复合物的制备：

[0166] 因实验目的的不同，溶液浓度及载体比例有所不同(DNCA/CLD/PEG/ASO或其缀合

物＝30∶30∶0.6∶1、20∶20∶0.4∶1、40∶20∶0.6∶1或20∶40∶0.6∶1)，此处仅以制备体内分布实

验所需脂质复合物为例(DNCA/CLD/PEG/ASO或其缀合物＝30∶30∶0.6∶1)，其余实验除浓度

及组分配比不同外，方法相同。向无菌无酶的EP管中加入100μL  GenOpti溶液，随后依次加

入10μL浓度为200μM的ASO，1.2μL浓度为50mM的DNCA溶液和1.2μL浓度为50mM的CLD溶液，再

加入0.6μL浓度为2mM的DSPE‑PEG溶液，补足剩余GenOpti溶液至200μL，50℃超声20min即可

使用。

[0167] 所述DNCA、CLD、DSPE‑PEG结构式如下所示：
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[0168]

[0169] Cy5.5标记的具体结构有如下三种：

[0170]

[0171] 2.应用流式细胞术考察包载各核酸样本(Cy5.5标记)在人肝癌细胞HepG2、Huh7中

跨膜转染能力

[0172] 将HepG2/Huh7细胞分别按100000个/孔、50000个/孔铺至12孔板，37℃培养24h后

进行转染，其中核酸浓度为100nM，每孔溶液体积为100μL。给药4小时后，吸去上清液，将待

测细胞用PBS洗涤1次，在每孔中加入200μL  0 .25％胰蛋白酶，消化2min后，每孔加600μL 
10％DMEM培养基，将细胞消化下来转移到离心管，1000rpm  3min离心去上清液。用PBS洗涤2

次，每份样品加入100μL  10％DMEM培养基使细胞重悬，过筛，采用FACS  Caiibur流式细胞分

析仪(Becton  Dickinson，SanJose，CA，USA)进行检测。

[0173] 结果：4h后(图8)，在HepG2细胞中，药物摄取率分别为Cy5 .5‑CT102(64 .4％)，

Cy5.5‑CT102MOE5(70.4％)，Cy5.5‑G3‑CT102MOE5(74.7％)，Cy5.5‑Glu‑CT102MOE5(77.8％)，在

Huh7细胞中，药物摄取率分别为Cy5.5‑CT102(85.0％)，Cy5.5‑CT102MOE5(88.6％)，Cy5.5‑

G3‑CT102MOE5(89.3％)，Cy5.5‑Glu‑CT102MOE5(92.6％)。因此，GalNAc缀合物及Glu缀合物均

能在一定程度上提高细胞对药物的摄取，推测可能是细胞表面存在糖基受体导致药物被更

多的介导内吞导致的。此外，摄取率的提高在HepG2细胞中更加明显。
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[0174] 实施例8反义核酸制剂表面形貌及制剂粒径和zeta电位

[0175] 材料与方法：

[0176] 按实施例5制剂方法配置各样本，其中核酸浓度为1μM，溶液体积为500μL，各组分

比例为DNCA/CLD/PEG/ASO＝30∶30∶0.6∶1。使用Malvem  Zetasizer  Nano‑ZS型激光散射粒

径测定仪进行电位粒径测定，数据利用ELS‑8000软件分析处理。同时取20μL上述制剂，利用

负染色法进行样本处理。将样本滴加到PARA膜上，并覆盖一层铜网透明薄膜。1‑2min后移除

薄膜，并用吸水纸移除边缘液体。随后，铜网用1％乙酸双氧铀染色1min，铜网用PBS洗涤两

次，利用JEM‑1400Plus透射电子显微镜(JEOL，Japan)进行考察。

[0177] 结果：缀合物包载情况下，粒径均大于非缀合物，其中，G3‑CT102MOE5粒径最大，达

到143nm，可见缀合物的分子量对制剂的粒径有着直接影响，分子量越大，粒径越大(图9)。

在表面电势方面，缀合物在包载情况下并没有变现出明显的变化。各制剂组均表现出微弱

的负电性(溶剂环境为PBS)。TEM透射电镜结果与DLS粒径结果一致，各制剂组的粒径在100‑

150nm左右。除G3‑CT102MOE5制剂组外，其余制剂组颗粒均为表面光滑的球形。而G3‑CT102MOE5
制剂组颗粒表面粗糙，猜测可能是部分G3缀合结构暴露于脂质体表面。

[0178] 实施例9反义核酸CT102修饰及缀合物的体内分布代谢情况

[0179] 材料与方法：

[0180] 以反义核酸CT102修饰及缀合物为研究对象，在3′位标记Cy5.5荧光染料。按照实

施例5方法分别构建反义核酸制剂(DNCA/CLD/PEG/ASO＝30∶30∶0.6∶1)后(2nmol/只，200μ
L)，将其尾静脉注射进入4‑6周龄的雌性BALB/c‑nude小鼠中，分别在给药后不同时间段，使

用小动物活体成像仪(IVIS  SPECTRUM)对小鼠进行荧光成像，激发波长为710nm，发射波长

为760nm。

[0181] 结果：从结果看(图10)，在修饰和递送基础上，缀合物理论上应可进一步延长核酸

药物体内半衰期，但是在活体成像及荧光定量结果看，差异并不明显，原因应是修饰物已具

有足够的生物化学稳定性(全硫代修饰及Gapmer修饰均可极大的增加反义核酸的耐酶能

力，延长了半衰期)，因此缀合物对稳定性的增益并不明显。同时应注意到，全硫代增加了与

蛋白的非特异性结合，静脉给药后全身分布明显；在对其体内最长滞留时间的考察中观察

到：GalNAc‑ASO单次给药后荧光信号可达40天之久；对前一天的活体成像结果分析，可看到

GalNAc‑ASO缀合组比非缀合组表现出更好的肝蓄积能力(荧光信号更强)，此结果在包载或

者非包载情况下都可比较得出，因此提示我们，GalNAc缀合与载体递送具有协同作用，两者

结合可继续提高肝靶向能力。为进一步确证上述结论，对各主要脏器进行了离体组织荧光

定量(图11)。可以发现，G3‑CT102MOE5在体内(肝部)的是一个稳定持续的过程，且在4h时，肝

脏药物蓄积明显高于CT102MOE5(13％)，在长达15天之后依旧具有明显得肝脏蓄积，且在前5

天肝脏部位荧光强度占比高(超过50％)，是非常理想的肝靶向制剂。

[0182] 实施例10  CT102MOE5各缀合物的细胞水平药效

[0183] 材料与方法：

[0184] 细胞增殖抑制活性：按CCK‑8检测法，将HepG2及Huh7细胞分别按10000个/孔和

5000个/孔铺至96孔板，37℃培养24h后进行转染。按实施例5制剂方法配置各样本，各组分

比例为DNCA/CLD/PEG/ASO＝20∶20∶0.4∶1，其中核酸浓度为100nM，溶液体积为200μL。48h后
每孔加入CCK‑8底物(10μL)，37℃避光孵育1h。利用Microplate  Reader(Molecular 
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Devices，California，USA)检测450nm处的吸光度，按照如下公式进行计算细胞生存率：

[0185] Cell  Viability＝(RA‑RE)/(RB‑RE)×100％

[0186] 注：RA、RB、RE分别代表实验组，无转染试剂组以及空白对照组的吸光度。

[0187] 靶基因沉默活性：将HepG2、Huh7细胞分别按100000个/孔、50000个/孔铺至12孔

板，37℃培养24h后进行转染。实验组按实施例5制剂方法配置各样本，其中核酸浓度为

100nM，溶液体积为200μL，各组分比例为DNCA/CLD/PEG/ASO＝20∶20∶0.4∶1，进行总RNA提取

纯化及逆转录检测。

[0188] 细胞总RNA的提取和纯化：转染后48h后用Trizol法提取total  RNA。12孔板按500μ
L/孔的量加入Trizol混匀，室温静置5min后在4℃条件下13000rpm离心10min取上清。再加

入0 .2mL氯仿，摇匀后室温静置15min，溶液自然分为三层。在4℃条件下，13000rpm，离心

10min，取上层水相。再加入0.5mL异丙醇，蜗旋后室温静置15min，在4℃条件下13000rpm离

心10min，弃上清，管底可见RNA沉淀。之后加入1mL  70％乙醇，轻轻洗涤沉淀，4℃条件下

10000rpm离心8min弃上清，室温放置10min，晾沉淀至近干。加入DEPC水溶解，‑80℃保存。

[0189] RNA逆转录及检测：总RNA的加入量为500ng，无酶水补足5μL后，放入PCR仪，70℃，

10min；按照试剂盒说明书配置各组分。PCR执行程序42℃，15min，95℃，5min；4℃保存。随后

将10μL上述cDNA用40μL无酶水稀释5倍，按照标准程序进行实时定量PCR(40个循环)。其中

IGF1R上下游引物分别为(5′‑3′)：ATC  GTT  CAT  CCA  AGG  CTG  TTAC，AGC  AAT  GAG  ACC  TGT 

GTG  CCTG。内参(β‑actin)上下游引物分别为(5′‑3′)：CCA  ACC  GCG  AGA  AGA  TGA，CCA  GAG 

GCG  TAC  AGG  GAT  AG。

[0190] 结果：通过细胞增殖抑制及靶标沉默活性考察比较各缀合物的活性差异，从总体

结果看(图12)，各缀合物不会影响序列的反义活性，部分组别活性稍优；靶基因沉默水平上

看，各缀合物组别未见明显差异，Gal‑CT102MOE5，Glu‑CT102MOE5，Man‑CT102MOE5活性略优。

CCK8结果显示，各缀合物普遍在HepG2细胞上的活性较好，这应该是HepG2细胞上较Huh7更

多的表达糖基受体导致的。另外CCK8结果发现，单尾缀合物Linker的长度不宜过长，否则会

影响活性，长链缀合结构(Gal(N/O)，Glu(N/O)，Man(N/O))较短链缀合结构(Gal，Glu，Man)

活性稍差。综合以上结果，在体外确定了Gal‑CT102MOE5，Glu‑CT102MOE5，Man‑CT102MOE5，G3‑

CT102MOE5为最优结构，进行了后续的动物水平体内药效实验。

[0191] 实施例11  CT102在多种给药方案下的体内药效

[0192] 材料与方法：

[0193] 以荧光素酶基因标记的人肝癌细胞(HepG2‑luc)在小鼠腋下(200w/只)成瘤后将

肿瘤组织块均匀分割通过手术移植至小鼠体内肝脏制成模型。整个实验周期为28天，以索

拉非尼(每天灌胃给药，连续给药20天)为阳性对照，考察CT102修饰物、缀合物包载组(每4

日尾静脉注射给药，共给药6次)的抗肝癌药效。设置生理盐水组(Blank)、索拉非尼为阳性

对照组，DNCA/CLD/DSPE‑PEG2000(Mix‑20/20/0 .4/1)包载CT102、其2′‑MOE修饰物组、

CT102MOE5四种不同的糖基缀合物组。首次给药后每7天对各组小鼠腹腔注射底物luciferin

后进行活体成像检测，观察并比对各组小鼠的肿瘤进展情况，28天后处死小鼠，取肝脏拍

照、称重(依情况决定是否将肿瘤块从肝脏中剥离)，分析比对各组药物对肿瘤生长的作用，

制作肝脏冷冻切片，对细胞内IGF‑IR蛋白进行免疫荧光染色并读片，观察靶标表达抑制情

况，制作肝脏石蜡切片，对肝脏组织进行病理分析；同时取小鼠外周血，分离血浆，进行可表
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征肝肾功能的各项血生化检测，结合整个实验周期中小鼠的体重情况分析药物安全性(表

2)。

[0194] 表2.抗肝癌ASO药物制剂实验方案

[0195]

[0196] Blank(Saline)及反义核酸制剂组通过尾静脉给药6次、Sorafenib灌胃给药20次

实验结果(图13)表明：DNCA/CLD/DSPE‑PEG2000包载的CT102MOE5及各类缀合物的肿瘤抑制

效果显著优于CT102及索拉非尼，表明反义核酸CT102经过2′‑MOE能够增强肿瘤增长抑制活

性；其中，CT102MOE5各缀合物组(G3/Gal/Glu/Man)均优于非缀合的CT102MOE5组，D28天肿瘤平

均大小分别为D0天的15，9，7，18倍(CT102MOE524倍)。其中缀合物Gal及Glu活性最强，对肝癌

肿瘤抑制效果显著优于CT102(P＜0.05)，为抗肝癌的优秀候选序列。

[0197] 第四部分  抗肝癌反义核酸新序列设计及其在抗肝癌中的应用

[0198] 实施例12反义核酸的来源和设计

[0199] 参考CT102，以IGF1R  mRNA为靶标设计得到一系列抗肝癌反义核酸新序列(表3)。

首先，靶向外显子区域最有可能得到有效的反义核酸。其次有效地结合靶mRNA，还取决于

ASO长度、序列内容、二级结构、热力学性质和靶标可及性等。通常将20nt作为最佳长度，同

时序列中GC的百分比最好不低于40％，Tm值不低于48℃均为有效ASO的设计原则(表4)。根

据文献已报道的具有抗肝癌活性的序列作为候选序列，如PHN01、PHN02、PHN03序列(来自文

献[ProgBiochem  Biophys，2002，29(2)：247‑251.])，与CT102一样，PHN01、PHN02及PHN03序

列均靶向IGF1R  mRNA序列中蛋白编码区(Coding  Sequence，CDS)第一段。同时通过GC比、Tm

值及二级结构模拟等反义核酸设计原则新设计靶向IGF1R  mRNA蛋白编码区第一段的序列

PHN04和PHN05，以及靶向CDS第二段区域的PHN06和PHN07。

[0200] 表3
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[0201]

[0202] 表4

[0203]

[0204]

[0205] 实施例13各反义核酸新序列在HCC细胞增殖抑制、靶基因沉默及细胞凋亡方面与

CT102的差异

[0206] 材料与方法：

[0207] 各反义核酸新序列(表5所示)订购自生工生物工程(上海)股份有限公司。

[0208] 表5
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[0209]

[0210] 细胞增殖抑制、靶基因沉默活性实验与实施例10一致。

[0211] 流式细胞仪检测细胞凋亡：HepG2细胞在12孔板中以1×105细胞/孔的密度培养18

小时后，将细胞暴露于上述反义核酸制剂。继续孵育24h，弃去培养基，然后根据制造商的方

案将细胞胰蛋白酶消化，收集并用膜联蛋白Annexin  V‑FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒染色，

通过流式细胞术分析凋亡细胞的比例。

[0212] 结果：CCK‑8实验中，针对两种不同类型肝癌细胞(HepG2及Huh7)，新序列PHN01、

PHN02、PHN03、PHN07均表现出优于CT102的抗细胞增殖效果(图14A)。RT‑qPCR实验中，

PHN02、PHN03、PHN04、PHN06、PHN07均表现出优于CT102的IGF1R  mRNA沉默效果(图14B)。细

胞凋亡实验中，PHN02及PHN07促肝癌细胞晚期凋亡的效果优于CT102，而早期凋亡状态可

逆，晚期凋亡状态不可逆，说明PHN02抗肝癌效果优于CT102(图15)。

[0213] 实施例14反义核酸新序列PHN02和PHN07在A549、MCF‑7、B‑CPAP细胞增殖抑制、靶

基因沉默活性

[0214] 材料与方法：

[0215] CCK‑8检测法：将A549、MCF‑7、B‑CPAP细胞分别按3000个/孔、3000个/孔、6000个/

孔铺至96孔板，37℃培养24h后进行转染，方法同实施例10；

[0216] 靶基因沉默活性：将A549、MCF‑7、B‑CPAP细胞分别按50000个/孔、50000个/孔、

60000个/孔铺至12孔板，37℃培养24h后进行转染，方法同实施例6。

[0217] 结果：PHN02和PHN07对A549、MCF‑7、B‑CPAP细胞的增值抑制活性同CT102相当，对

A549和B‑CPAP有较好的增殖抑制作用；PHN02和PHN07对A549、MCF‑7、B‑CPAP细胞中IGF1R 

mRNA的沉默效果与CT102持平，无显著差异(图16)。

[0218] 实施例15  PHN02的2′‑O‑MOE修饰物在细胞增殖抑制、靶基因沉默方面与CT102、

PHN02的差异

[0219] 材料与方法：

[0220] 对CT102及PHN02进一步修饰，得到两端各5个2′‑O‑MOE修饰且所有胞嘧啶为5mC的

序列CT102MOE5及PHN02MOE5。反义核酸修饰物如表6所示，由实验室合成。细胞增殖抑制活性及

说　明　书 24/26 页

27

CN 115487308 B

27



靶基因沉默活性操作同实施例10。

[0221] 表6

[0222]

[0223] 结果：结果表明(图17)PHN02MOE5与CT102MOE5抗肝癌效果基本持平，PHN02MOE5、

CT102MOE抗肝癌效果比PHN02、CT102进一步提高，PHN02MOE5药效较对HepG2和Huh‑7细胞的增

殖抑制作用和IGF1R  mRNA沉默效果较CT102均有显著提高。

[0224] 实施例16  Mix包载反义核酸PHN02MOE5对原位组织移植瘤肝癌小鼠的药效情况

[0225] 材料与方法：

[0226] 方法同实施例11，具体实验方案如下表7所示：

[0227] 表7

[0228]

[0229] 结果：CT102和PHN02的2′‑O‑MOE修饰物CT102MOE5及PHN02MOE5显示出优于4倍剂量裸

给CT102的药效，且新序列PHN02MOE5与CT102MOE5药效相当(图18B、C)；通过RT‑qPCR对肿瘤中

IGF1R的mRNA表达水平的检测显示修饰物CT102MOE5及PHN02MOE5较4倍量裸给CT102更显著降

低肿瘤中IGF1R  mRNA的表达(p＜0.01)(图18D)。整个实验周期小鼠状态良好，体重正常(图

18E)；小鼠肿瘤成像图观察到各时间点肿瘤的变化情况，包载组CT102MOE(C组)和PHN02MOE5
(D组)的肿瘤增长较生理盐水组和4倍量裸给CT102(B组)相比，肿瘤增长缓慢(图19)。

[0230] 本文显示并详细描述的信息足以实现本发明的上述目的，因此本发明的优选实施

方案代表本发明的主题，该主题为本发明所广泛涵盖。本发明的范围完全涵盖其它对本领

域技术人员来说显而易见的实施方案，因此，本发明的范围不被除所附权利要求之外的任

何内容所限制，其中除了明确说明外，所用元素的单数形式并不是指“一个和唯一”，而是指

“一个或更多”。对本领域一般技术人员来说，所有公知的上述优选的实施方案和附加实施

方案部分的结构、组成和功能上的等价物因此引入本文作参考，而且试图被本发明的权利

要求所涵盖。

[0231] 此外，不需要某种设备或方法来表达本发明所解决的每个问题，因为它们都已包

括在本发明的权利要求之内。另外，无论本发明公开事实中的所有部分、成分，或者方法步

骤是否在权利要求中被明确叙述，它们都没有贡献给公众。但是，对本领域普通技术人员来
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说，很明显在不背离如所附权利要求中所阐明的本发明的实质和范围的前提下，可以在形

式、试剂和合成细节上做出各种改变和修饰。
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图3
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图5

图6
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图7
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图8
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图9

图10
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图11

图12
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图13

图14
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图15

图16
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图17

图18
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