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(54)发明名称

鸟氨酸与门冬氨酸的二肽化合物的活性盐

及其应用

(57)摘要

本发明提供了鸟氨酸与门冬氨酸二肽化合

物的活性盐，其制备方法、包含所述活性盐的药

物组合物，以及所述二肽化合物或其活性盐在制

备预防或治疗高血氨症或肝病尤其是肝性脑病

的药物中的用途。试验结果明确显示，本发明所

述鸟氨酸与门冬氨酸二肽化合物及其活性盐在

给药后可显著降低血氨浓度，并可明显改善TAA

诱发的大鼠肝损伤后继发的记忆障碍，说明所述

二肽化合物及其活性盐对于高血氨症或肝病尤

其是肝性脑病具有一定的治疗效果。
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1.制备式(Ib)化合物的方法，其特征在于，反应式为：

具体包括如下步骤：

(1)N‑δ‑Boc‑L‑鸟氨酸或L‑鸟氨酸盐酸盐在缚酸剂存在下与Boc酸酐于室温下搅拌反

应得到中间体1；

(2)将含中间体1、N‑羟基琥珀酰亚胺NHS和溶剂的混合液搅拌至温度降至0℃左右，加

入二环己基碳二亚胺DCC后搅拌反应，反应完毕抽滤，滤液留用；在碱存在下，L‑门冬氨酸与

之前所得的滤液于室温下搅拌反应得到中间体2；

(3)中间体2与饱和HCl气体的乙酸乙酯溶液于室温下搅拌反应得到化合物(Ia)；

(4)式(Ia)化合物经阳离子交换树脂处理得到式(I)化合物；

(5)式(I)化合物与苯乙酸在溶剂中加热反应得到式(Ib)化合物；

其中，步骤(1)的缚酸剂选自氢氧化钠；N‑δ‑Boc‑L‑鸟氨酸、Boc酸酐与缚酸剂的用量摩

尔比为1:(1.1‑1.5):(2‑4)；L‑鸟氨酸盐酸盐与Boc酸酐的用量摩尔比为1:(2.5‑4):(4‑6)；

步骤(2)的碱选自碳酸氢钠；中间体1与NHS、DCC的用量摩尔比为1:(1‑1 .5):(1‑1 .5)；

中间体1与L‑天冬氨酸、碱的用量摩尔比为1:(1‑1.5):(2‑5)；

步骤(3)的中间体2与饱和HCl气体的乙酸乙酯溶液的用量比为1g：(10‑15)mL；

步骤(4)中离子交换树脂处理的具体操作为：将式(Ia)化合物溶于少量水中，将溶液加

至处理好的离子交换柱上，用蒸馏水冲洗至洗脱液无硝酸银试液显色后改用氨水：蒸馏水

＝1:10洗脱，监测到洗脱液pH变为碱性时开始收集，待监测无产物时停止收集，所收集的洗

脱液减压浓缩至干得粗品，进一步重结晶得到式(I)化合物纯品；

步骤(5)中式(I)化合物与苯乙酸的用量摩尔比为1:1，反应温度为45‑55℃。
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鸟氨酸与门冬氨酸的二肽化合物的活性盐及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于医药领域，具体而言涉及鸟氨酸与门冬氨酸二肽化合物的活性盐，其

制备方法、包含所述活性盐的药物组合物，以及所述二肽化合物或其活性盐在制备预防或

治疗高血氨症或肝病尤其是肝性脑病的药物中的用途。

背景技术

[0002] 肝性脑病(hepatic  encephalopathy,HE)是一种发生于多种临床条件例如急性或

慢性肝病和自发性门体静脉分流中的复杂神经性精神病症。在肝性脑病早期，会发生些微

精神变化例如思维不集中、意识错乱和定向障碍。在严重的情况下，肝性脑病可导致木僵、

昏迷、脑肿胀(脑水肿)和死亡。氨的蓄积被认为在肝性脑病和多器官衰竭(呼吸衰竭、心血

管衰竭、肾衰竭)的进程中具有重要的作用。

[0003] 对肝性脑病患者的通常疗法包括使氨浓度减小的方法。这些方法包括限制膳食蛋

白质的摄入，给予乳果糖、新霉素、L‑鸟氨酸L‑门冬氨酸(L‑ornithine‑L‑aspartate,LOLA)

或苯甲酸钠，和清洁灌肠。

[0004] LOLA属于一种L‑鸟氨酸和L‑门冬氨酸的氨基酸复合盐，它是一种已上市的高血氨

症治疗药物，可通过刺激谷氨酰胺的合成而降低血氨，是目前被证实较为有效的降低血氨

静脉用药。然而，尽管LOLA对于肝硬化的患者降氨作用有效，但是对于急性肝衰竭的病人，

其降氨作用并不好，可能是急性肝衰竭患者的体内存在鸟氨酸循环障碍，其降低的血氨只

是氨与谷氨酸结合生成谷氨酰胺，而谷氨酰胺在肾脏和肠道中能被谷氨酰胺酶催化重新分

解生成氨，使得血氨回升。此外，文献(A  critical  analysis  of  studies  assessing  L‑

ornithine‑L‑aspartate(LOLA)in  hepatic  encephalopathy  treatment.Soárez  PC,et 

al.Arq  Gastroenterol,46(3) ,241‑247,2009年)表明，尽管该药可降血氨，但没有足够的

证据证明其对HE有效；而美国肝病研究协会和欧洲肝脏研究协会2014实践指南

(2014Practice  Guideline  by  the  American  Association  for  the  Study  of  Liver 

Diseases  and  the  European  Association  for  the  Study  of  the  Liver)也并不推荐

LOLA用于HE的治疗。

[0005] 另有文献显示，L‑鸟氨酸苯乙酸盐(Ornithine  phenylacetate,OP)对治疗HE尤其

是降低血氨和减弱脑水肿有相当良好的疗效。目前，OP用于治疗HE的二期临床研究已经结

束，用于治疗急性肝衰竭的二期临床研究正在进行中。

[0006] 近年来对活性小分子肽的研究发现，与氨基酸运输体系相比，小分子肽具有吸收

快速、生物利用效率高、耗能低、不易饱和等特点。

[0007] 现有技术未公开鸟氨酸与门冬氨酸二肽化合物的活性盐，也未公开其在制备预防

或治疗高血氨症或肝病尤其是肝性脑病的药物中的用途。

发明内容

[0008] 本发明所要解决的技术问题是针对上述现有技术现状提供具有高血氨症或肝病
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尤其是肝性脑病预防与治疗活性的鸟氨酸与门冬氨酸二肽化合物的活性盐，其制备方法，

其医药用途以及包含其的药物组合物。

[0009] 本发明的第一方面在于提供鸟氨酸与门冬氨酸二肽化合物的活性盐，所述鸟氨酸

为L‑鸟氨酸，所述门冬氨酸为L‑门冬氨酸，所述活性盐为酸加成盐，所述二肽化合物优选为

如下式(I)化合物：

[0010]

[0011] 所述酸加成盐的酸部分的例子有：硫酸、盐酸、硝酸、磷酸等无机酸，或苯甲酸、苯

乙酸、苯丁酸、三氟乙酸、马来酸、甲磺酸、对甲苯磺酸等有机酸。

[0012] 进一步地，所述酸加成盐优选盐酸盐和苯乙酸盐，优选为如下式(Ia)和式(Ib)所

示结构：

[0013]

[0014] 本发明所述活性盐可给药于人，可以口服、直肠、肠胃外(静脉内、肌肉内或皮下)

给药。所述活性盐可以单独给药，或者与其他药学上可接受的化合物联合给药。

[0015] 本发明的另一方面在于提供所述式(Ia)或(Ib)化合物的制备方法。

[0016] 所述式(Ia)化合物的制备方法如下：

[0017]

[0018] 具体包括如下步骤：

[0019] (1)N‑δ‑Boc‑L‑鸟氨酸或L‑鸟氨酸盐酸盐在缚酸剂存在下与Boc酸酐搅拌反应得

到中间体1；

[0020] (2)将含中间体1、N‑羟基琥珀酰亚胺NHS和溶剂的混合液搅拌至温度降至0℃左

右，加入二环己基碳二亚胺DCC后搅拌反应，反应完毕抽滤，滤液留用；在碱存在下，L‑门冬

氨酸与之前所得的滤液于室温下搅拌反应得到中间体2；

[0021] (3)中间体2与饱和HCl气体的乙酸乙酯溶液于室温下搅拌反应得到化合物(Ia)。

[0022] 其中，上述步骤(1)的缚酸剂可选自氢氧化钠、氢氧化钾、碳酸钾、碳酸钠、碳酸氢
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钠或碳酸氢钾，优选碳酸氢钠；反应温度为0℃至室温；反应溶剂选自四氢呋喃、四氢呋喃/

水、甲苯、N,N‑二甲基甲酰胺；N‑δ‑Boc‑L‑鸟氨酸、Boc酸酐与缚酸剂的用量摩尔比为1:

(1.1‑1.5):(2‑4)；L‑鸟氨酸盐酸盐与Boc酸酐的用量摩尔比为1:(2.5‑4):(4‑6)。

[0023] 上述步骤(2)的碱可选自碳酸氢钠、碳酸氢钾、碳酸钠、碳酸钾、氢氧化钠、氢氧化

钾，优选碳酸氢钠；反应温度为0℃至室温；反应溶剂选自四氢呋喃、四氢呋喃/水、甲苯、N,

N‑二甲基甲酰胺；中间体1与NHS、DCC的用量摩尔比为1:(1‑1.5):(1‑1.5)；中间体1与L‑天

冬氨酸、碱的用量摩尔比为1:(1‑1.5):(2‑5)。

[0024] 上述步骤(3)中，中间体2与饱和HCl气体的乙酸乙酯溶液的用量比为1g：(10‑15)

mL。

[0025] 所述式(Ib)化合物的制备方法如下：

[0026]

[0027] 具体包括如下步骤：

[0028] (1)式(Ia)化合物经阳离子交换树脂处理得到式(I)化合物；

[0029] (2)式(I)化合物与苯乙酸在溶剂中加热反应得到式(Ib)化合物。

[0030] 其中，上述步骤(1)中离子交换树脂处理的具体操作为：将式(Ia)化合物溶于少量

水中，将溶液加至处理好的离子交换柱上，用蒸馏水冲洗至洗脱液无硝酸银试液显色后改

用氨水：蒸馏水＝1:10洗脱，监测到洗脱液pH变为碱性时开始收集，待监测无产物时停止收

集，所收集的洗脱液减压浓缩至干得粗品，进一步重结晶得到式(I)化合物纯品。

[0031] 上述步骤(2)中，式(I)化合物与苯乙酸的用量摩尔比为1:1，反应温度为45‑55℃；

反应溶剂选自无水甲醇、二氯甲烷或N,N‑二甲基甲酰胺。

[0032] 本发明的另一方面在于提供一种药物组合物，它含有治疗上有效量的上述二肽化

合物的活性盐，以及任选包括一种或多种药学上可接受的载体、赋形剂或稀释剂。进一步

地，所述治疗上的有效量为20‑40g。

[0033] 所述活性盐可以被制备为片剂、胶囊剂、微片剂、丸剂、微丸剂、颗粒剂、散剂或糖

浆剂等形式的口服制剂，口服制剂可以任选被肠溶包衣或薄膜包衣包被，胶囊可以是软或

硬的明胶胶囊；也可以被制备为注射用冻干粉、注射液等注射剂，或者栓剂。

[0034] 这些制剂可以通过已知方法用下述添加剂进行制造：赋形剂(如乳糖、白糖、葡萄

糖、甘露醇、山梨醇等糖衍生物；玉米淀粉、马铃薯淀粉、α‑淀粉、糊精等淀粉衍生物；甲基纤

维素等纤维素衍生物；阿拉伯树胶、右旋糖酐、普鲁兰等有机赋形剂；以及轻质硅酸酐、合成

硅酸铝、硅酸钙、硅酸铝镁等硅酸盐衍生物；磷酸氢钙等磷酸盐；碳酸钙等碳酸盐；硫酸钙等

硫酸盐等的无机赋形剂)、润滑剂(如：硬脂酸、硬脂酸钙、硬脂酸镁等硬脂酸金属盐；滑石、
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蜂蜡、鲸蜡等蜡类；硼酸；己二酸；硫酸钠等硫酸盐；己二醇；反丁烯二酸；苯甲酸钠；DL‑亮氨

酸；十二烷基硫酸钠、十二烷基硫酸镁等十二烷基硫酸盐；硅酸酐、硅酸水合物等硅酸类；以

及上述淀粉衍生物)、粘合剂(如：羟丙基纤维素、羟丙甲基纤维素、聚乙烯吡咯烷酮、聚乙二

醇以及与上述赋形剂同样的化合物)、崩解剂(如：低取代羟丙基纤维素、羧甲基纤维素、羧

甲基纤维素钙、内部交联羧甲基纤维素钠灯纤维素衍生物；羧甲基淀粉、羧甲基淀粉钠、交

联聚乙烯吡咯烷酮等经化学改性的淀粉/纤维素类；上述的淀粉衍生物)、乳化剂(如：膨润

土、V字胶等胶态粘土；氢氧化镁、氢氧化铝等金属氢氧化物；十二烷基硫酸钠、硬脂酸钙等

阴离子表面活性剂；苯扎氯铵等阳离子表面活性剂；以及聚氧乙烯烷基醚、聚氧乙烯脱水山

梨醇脂肪酸酯、蔗糖脂肪酸酯等非离子表面活性剂)，稳定剂(如：羟苯甲酸甲酯、对羟基苯

甲酸丙酯等对羟基苯甲酸酯类；三氯叔丁醇、苯甲醇、苯乙醇等醇类；苯扎氯铵、苯酚、甲酚

等酚类；硫汞撒；脱氢乙酸；以及山梨酸)、矫味剂(如：通常使用的甜味料、酸味料、香料)、稀

释剂等。

[0035] 本发明的再一方面在于提供所述鸟氨酸与门冬氨酸二肽化合物或其活性盐的医

药用途，尤其是在制备预防或治疗高血氨症或肝病尤其是肝性脑病的药物中的用途。

[0036] 在本发明的某些具体实施方案中，以硫代乙酰胺(TAA)所致大鼠急性肝性脑病和

慢性肝损伤模型来评价本发明所述鸟氨酸与门冬氨酸二肽化合物的活性盐的药理作用，并

同时与其游离碱和LOLA进行比较。试验结果明确显示，本发明所述鸟氨酸与门冬氨酸二肽

化合物及其活性盐在给药后可显著降低血氨浓度，并可明显改善TAA诱发的大鼠肝损伤后

继发的记忆障碍，说明所述二肽及其活性盐对于高血氨症或肝病尤其是肝性脑病具有一定

的治疗效果。

具体实施例

[0037] 下面结合具体实施例，进一步阐述本发明。应理解，这些实施例仅用于说明本发明

而不用于限制本发明的范围。下列实施例中未注明具体条件的实验方法，通常按照常规条

件或按照制造厂商所建议的条件。

[0038] 除非另有说明，文中所使用的所有专业与科学用语与本领域技术人员所熟悉的意

义相同。此外，任何与所记载内容相似或均等的方法及材料皆可应用于本发明中。

[0039] 实施例1中间体1的制备

[0040] 向100ml反应瓶中加入氢氧化钠0.258g(6.45mmol，3eq)、10ml纯化水和N‑δ‑Boc‑

L‑鸟氨酸0.5g(2.15mmol，1eq)，0～10℃下加入Boc酸酐0.563g(2.58mmol，1.2eq)/10ml 

THF溶液，滴加完毕后，室温下搅拌。TLC监测反应至反应完全后，降温至10℃以下，滴加稀盐

酸至pH  4～5，水相用乙酸乙酯(15ml×2)萃取，合并乙酸乙酯层，用纯化水洗涤一次，有机

相用无水硫酸钠干燥，过滤后，减压浓缩至干，得到0.81g泡状固体粗品即中间体1，收率基

本定量。

[0041] 实施例2中间体1的制备

[0042] 于500ml三颈瓶中加入氢氧化钠11.8g(296.5mmol，5eq)和200ml纯化水，降温到0

℃，加入L‑鸟氨酸盐酸盐10g(59 .3mmol，1eq)，搅拌溶清，0℃左右滴加Boc‑酸酐(38.8g，

177.9mmol，3eq)的四氢呋喃(200ml)溶液，滴加完毕后，室温下反应。TLC监测至反应完毕

后，45℃减压浓缩四氢呋喃，水相用1N盐酸调节至pH  4～5左右，乙酸乙酯萃取(100ml×2)，
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合并乙酸乙酯层，纯化水洗涤两次，有机相用无水硫酸钠干燥，过滤后45℃下减压浓缩至

干，得到20g白色泡状固体即中间体1，收率基本定量。

[0043] 实施例3中间体2的制备

[0044] 于500ml圆底烧瓶中，加入中间体1化合物18.0g(54.2mmol，1eq)，加入180ml四氢

呋喃搅拌溶清，再加入N‑羟基琥珀酰亚胺6.86g(59.6mmol，1.1eq)，搅拌至内温降至0℃左

右，缓慢滴加DCC(12.3g，59.6mmol，1.1eq)的四氢呋喃(100ml)溶液，滴加完毕后室温下搅

拌，室温下慢慢有固体析出，TLC监测至反应完全后，抽滤，滤液留用。

[0045] 另取1000ml三颈瓶，加入L‑门冬氨酸7.9g(59.35mmol，1.1eq)、200ml纯化水、碳酸

氢钠18.2g(21.66mmol，4eq)搅拌至固体溶清后，室温下滴加上一步所得留用的滤液(即制

备的活化酯溶液)，滴加完毕后，室温搅拌过夜，TLC监测至反应完全后，40℃下减压浓缩四

氢呋喃，加入20ml纯化水，乙酸乙酯洗涤(15ml×2)，水相用2N盐酸调节至pH7，60℃下减压

浓缩至剩余30ml，冷却至10℃以下，用1N盐酸调节至pH  4左右，乙酸乙酯萃取(100ml×2)，

合并有机相，无水硫酸钠干燥，过滤，滤液减压浓缩至干，得泡状固体粗品24g，快速柱层析，

得白色固体17.5g，收率72.2％。

[0046] 实施例4式(Ia)化合物的制备

[0047] 将中间体2化合物6.0g(13 .4mmol)加入100ml圆底烧瓶中，室温下慢慢加入60ml 

HCl/乙酸乙酯混合溶液(自制)至固体溶清，室温下搅拌，慢慢有固体析出，TLC监测至反应

完毕后，静置倾倒去乙酸乙酯，加入20ml乙酸乙酯搅拌，静置后倾倒去乙酸乙酯，再重复一

次，再加入20ml乙酸乙酯，50℃下减压浓缩至干得白色泡状固体，进一步于60℃下真空干

燥，即得固体3.1g，为盐酸盐，收率81.5％，HPLC含量98.5％。

[0048] 其中HCl/乙酸乙酯溶液的制备过程为：向1L三口烧瓶中加入氯化钠50g、浓盐酸

500ml，滴加浓硫酸，将产生的HCl气体干燥后通入乙酸乙酯，至饱和，即得。

[0049] ESI‑MS  m/z:248[M+H]+.

[0050] 1H‑NMR(300MHz,DMSO‑d6)δppm:12.59(s,2H) ,9.01(dd ,J＝41.9,7.8Hz,1H) ,8.37

(s,3H) ,8.11(s,3H) ,4.57(dd,J＝13.2,6.2Hz,1H) ,3.89(s,1H) ,2.81(s,2H) ,2.71(dd,J＝

10.3,6.6Hz,2H) ,1.90～1.70(m,4H) .

[0051] 实施例5式(I)化合物的制备

[0052] 按照732阳离子树脂：式(Ia)化合物＝25～30:1(重量比)的用量准备阳离子交换

树脂，并对阳离子交换树脂柱进行如下预处理：将分析纯732阳离子交换树脂用去离子水浸

泡4‑8h使之溶胀，用纯化水漂洗几次至出水清澈无浑浊，然后用相当于树脂体积4倍的4％

HCl溶液浸泡2‑4h后用纯化水冲洗至中性；再用相当于树脂体积4倍的4％NaOH溶液浸泡2‑

4h后用纯化水冲洗至中性，重复酸浸泡和碱浸泡步骤一次；用4％HCl溶液处理得到氢型732

阳离子交换树脂，而后用纯化水冲洗至pH7。

[0053] 用尽可能少量的水溶解待脱盐的式(Ia)化合物(5.0g，17.6mmol)。将溶液缓慢加

至已经处理好的离子交换柱上。用蒸馏水冲洗至洗脱液无硝酸银试液显色后改用氨水：蒸

馏水＝1:10洗脱。监测到洗脱液的pH由7变为碱性范围时开始收集洗脱液。待监测无产物时

停止收集。所收集的洗脱液于50℃下减压浓缩至干，得到残留的油状液体。向其中加入无水

乙醇100ml，50℃水浴搅拌，有白色粘稠固体在瓶底析出。降温至0℃后，倒去溶剂，得式(I)

化合物粗品(类白色粘状固体，局部微黄)。粗品分散于60ml的甲醇/THF(1:1)混合溶液中，
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搅拌下加热至50℃达半小时后，缓慢降温至室温，再降温至0℃，搅拌半小时，抽滤。滤饼用

少量THF洗涤，然后滤饼于60℃下真空干燥，即得精制后的式(I)化合物，得白色粉末3.7g，

收率85.0％。

[0054] 实施例6式(Ib)化合物的制备

[0055] 称取式(I)化合物3.5g(14.2mmol)，溶于100ml无水甲醇中，于50℃下加热搅拌。称

取苯乙酸2.0g(14.7mmol，1.04eq)，用尽可能少量的无水甲醇溶解后，逐滴滴加至反应瓶。

滴加时，析出白色絮状物，滴毕搅拌半小时，然后停止搅拌，静置冷却。抽滤，滤饼用少量无

水甲醇洗涤，然后滤饼于60℃下真空干燥，得白色粉末4.6g，收率84.8％，HPLC含量98.0％。

[0056] ESI‑MS  m/z:248[M+H]+.

[0057] 1H‑NMR(500MHz,CDCl3)δppm:9.24(s,3H) ,7.41–7.20(m,6H) ,4.80(t,J＝7.7Hz,

1H) ,4 .01(s ,2H) ,3 .48(t ,J＝7.6Hz ,1H) ,3 .21(s ,1H) ,3 .17(s ,1H) ,2 .92(dd ,J＝12.5 ,

7.7Hz,1H) ,2.79(t,2H) ,2.32(dd,J＝12.5,7.7Hz,1H) ,2.07(m,2H) ,1.81(m,2H) .

[0058] 同时经HPLC分析，析出物中含有苯乙酸峰，而经对照检测式(I)化合物在HPLC中无

稳定单峰。此外，式(I)化合物经溶解试验确定基本不溶于水，而上述所得白色粉末极易溶

于水，因此确定其为式(Ib)化合物。

[0059] 实施例7对硫代乙酰胺(TAA)诱导的急性肝性脑病大鼠模型的活性研究

[0060] 1.溶液配制：

[0061] (1)给药剂量300mg/kg的TAA溶液的配制：按每只大鼠100g给予0.5ml的体积，称取

6.0g  TAA粉末，以生理盐水为溶媒溶解，并定容至100ml，即得(给药时按每100g体重给予

0.5ml量取)；

[0062] (2)给药剂量2g/kg的LOLA溶液的配制：按每只大鼠100g给予0.5ml的体积，称取

20g  LOLA粉末，以生理盐水为溶媒并定容至50ml，即得(给药时按每100g体重给予0.5ml量

取)；

[0063] (3)给药剂量2g/kg的式(I)、式(Ia)或式(Ib)化合物溶液的配制：与上述给药剂量

2g/kg的LOLA溶液同法配制。

[0064] 2.分组和给药：

[0065] 将36只健康雄性SD大鼠(购自北京维通利华实验动物技术有限公司，合格证号：

11400700171427，体重范围230‑300g)随机分为6组，每组6只。分别为空白对照组、模型组、

LOLA给药组、式(I)给药组、式(Ia)给药组和式(Ib)给药组。空白对照组正常饮水和摄食，并

按5ml/kg的剂量腹腔注射生理盐水，每天早上9点开始给药，连续2天。模型组以及相应的各

给药组给予TAA(剂量300mg/kg)，每天早上9点开始给药，连续2天；其中LOLA给药组、式(I)

给药组、式(Ia)给药组和式(Ib)给药组动物在第二天造模给予TAA  1h后即开始按2g/kg的

剂量给予相应的药物，并在初次给予相应药物后的3h、6h、9h、12h、24h、27h、30h的时间点再

次以相同剂量给予同种药物。给药方式均为腹腔注射给药。每天记录一次体重和饮食饮水

量。饲养过程中，每天早晚检查动物的摄食和饮水情况。

[0066] 3.采血及血浆的收集：

[0067] SD雄性大鼠在给予TAA前，所有组别大鼠经乙醚麻醉，采用毛细管眼球取血

(0.5ml)，放入已加入肝素钠(30μl)的1.5ml  EP管中。在第二次给予TAA  30min后，所有组别

大鼠采用眼球取血收集血浆；在LOLA给药组、式(I)给药组、式(Ia)给药组和式(Ib)给药组
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初次给药后6h、12h、24h、30h给予相应药物后，所有组别大鼠采用眼球取血收集血浆。在末

次给药后24h，处死动物。

[0068] 4.血氨的测定：

[0069] 取出‑20℃保存的血浆样品，取50μl血浆样品置于1.5ml  EP管中，依次加入250μl

的试剂一和试剂二(来自A086血氨测定试剂盒，南京建成生物)，充分混匀，于3500转/min下

离心10min，收集上清液。取上清液250μl置于1.5ml  EP管中，随后向EP管中依次加入250μl

的试剂三和试剂四(来自A086血氨测定试剂盒，南京建成生物)，充分混匀后37℃水浴

20min，可观察到显现蓝色液体，取出250μl到96孔板中，用酶标仪在630nm处测量吸光值。

[0070] 5.统计分析：

[0071] 数据结果用平均值±标准差表示，选用One‑Way  ANOVA结合Post‑Hoc(Tukey法)方

法进行组间差异分析。以P<0.05表示统计学差异显著性。

[0072] 6.实验结果：

[0073] 6.1体重数据

[0074] 体重测量结果表明，正常对照组大鼠体重逐渐升高；模型组大鼠体重基本呈下降

趋势，并在第4天稍有回升；而LOLA、式(I)、式(Ia)和式(Ib)化合物组则一直呈下降趋势，表

明TAA确实能使大鼠体内肝脏等器官受损，具有明显的毒性作用。结果如下表1所示。

[0075] 表1供试品对动物体重的影响(平均值±标准差)(单位：mg)

[0076]

[0077] 6.2血氨浓度测定数值

[0078] 血氨浓度测定结果表明，与正常对照组相比，在连续2天给予TAA后，模型组大鼠在

6h给药后的血氨浓度显著升高。与模型组相比，LOLA组在6h给药后的血氨浓度没有显著降

低，而12h给药后的血氨浓度则显著降低，提示其发挥降血氨效应可能是一种缓慢而非瞬时

的过程。此外，相较于模型组，LOLA、式(I)、式(Ia)和式(Ib)化合物组均表现出一定程度的

持续降血氨作用，并且式(Ib)化合物起效较LOLA快，并且降血氨幅度更为明显。结果如下表

2所示。

[0079] 表2供试品对血氨浓度的影响
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[0080]

[0081] 注：C‑正常对照组，M‑模型组；

[0082] 原始血氨指初次给予TAA前采血得到的的血氨测定值；除正常对照组外，其他各组

的造模后血氨指第二次给予TAA  30min后采血得到的血氨测定值；

[0083] 与空白对照组相比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与模型组相比较，*P＜0.05，**P＜

0.01。

[0084] 实施例8对TAA所致大鼠慢性肝损伤后学习能力的影响

[0085] 1.方法：将健康雄性SD大鼠随机分为空白对照组、模型组、LOLA给药组、式(I)给药

组、式(Ia)给药组和式(Ib)给药组，每组6只。除空白对照组外其他各组动物自由饮用含有

0.1％TAA的水，连续50天，在饮用TAA水30天时开始按2g/kg的剂量灌胃给药，每日1次，连续

15天。在给药第12天时令每只大鼠在水迷宫内学习寻找生存岛的位置，连续3天。末次给药

1h后进行测试，观察大鼠在水迷宫中找到生存岛的时间以及在2min内上岛次数。

[0086] 2.结果：慢性TAA中毒可导致大鼠干损害后继发记忆障碍及学习能力下降。通过对

大鼠为期2周口服给药LOLA、式(I)化合物、式(Ia)化合物和式(Ib)化合物，上述现象有所改

善。并且，式(I)、式(Ia)、式(Ib)化合物均可明显改善TAA诱发的大鼠肝损伤后继发的记忆

障碍，且式(Ia)、式(Ib)化合物的改善程度相较于模型组而言具有统计学显著性。

[0087] 表3对TAA致肝损伤大鼠学习能力的影响(平均值±标准差)

[0088]

[0089] 注：与空白对照组相比较，#P＜0.05，##P＜0.01；

[0090] 与模型组相比较，*P＜0.05，**P＜0.01。
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