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	1 研究意义、国内外研究现状和主要参考文献（参考文献需列出文章题目）
α-葡萄糖苷酶(α-glucosidase,EC 3.2.1.20)是一类能够催化碳水化合物非还原末端的α-1,4-糖苷键水解并释放出葡萄糖的酶。它在动物体内许多代谢途径中有重要意义,包括糖蛋白和糖脂的合成后加工、小肠内碳水化合物的降解等。[1]近年来的研究表明，α-葡萄糖苷酶与糖尿病、艾滋病、恶性肿瘤等疾病的发生机制有重要关系,是治疗这些疾病的潜在靶点。[2-4]因此设计合成新的α-葡萄糖苷酶抑制剂具有重要的潜在应用价值。

α-葡萄糖苷酶抑制剂从结构类型主要分为糖类和非糖类。[5-6] 目前，临床用于治疗II 型糖尿病的药物主要局限于糖类结构。例如阿卡波糖、米格列醇和伏格列波糖等（结构如图1 所示）。[7]而非糖结构的α-葡萄糖苷酶抑制剂多数来源于天然活性化合物及其衍生物，合成及结构改造相对容易，因此近年来的研究很活跃，已经发现了很多结构多样的非糖结构α-葡萄糖苷酶抑制剂。
[image: image1.emf]
我们课题组发现了一系列呫吨酮衍生物具有较高的抑制α-葡萄糖苷酶的活性 [8-10]，并分析得出了有益的构效关系，尤其是QSAR 研究也显示氢键、π-π 作用和分子的化学软度等是影响抑制活性的关键因素[12]。其中活性较高的代表化合物结构如图2 所示。
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图2、呫吨酮结构及部分较高活性衍生物代表
我们的进一步研究表明呫吨酮类化合物属于非竞争型抑制剂，主要作用与α-葡萄糖苷酶的非活性中心[11]，此外，在已研究的呫吨酮类化合物之间也发现了协同作用[12]。由于迄今α-葡萄糖苷酶的晶体结构未知，虽然可以用同源酶的结构进行一定的分子对接研究，但限于非糖类结构抑制剂多为非竞争类抑制剂，计算研究也只能局限在实验数据基础上提供一定的QSAR规律引导，相应的结构改造设计合成仍然带有一定的盲目性。因此，我们设想将两种类型的抑制剂进行协同作用研究，希望能获得高活性的抑制剂组合。因此，我们特申请本项目。

另外，我们近年来的研究表明，π-π堆积作用和疏水作用显著影响呫吨酮类化合物对α-葡萄糖苷酶的抑制活性。[11] 为进一步探讨C2-取代基对活性的影响，拟设计合成几个非平面共轭环系呫吨酮类衍生物，如图3所示。
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图3、拟合成的非平面共轭环系呫吨酮类衍生物
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	② 研究内容、研究目标、创新之处及预期成果
一、研究内容

（1）呫吨酮衍生物与临床用的竞争型抑制剂的协同作用研究

拟选择若干有代表性的呫吨酮衍生物（部分结构如图4 所示）与目前临床使用的竞争型抑制剂阿卡波糖、米格列醇和伏格列波糖进行协同抑制α-葡萄糖苷酶作用研究。
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图4、部分拟选择作协同作用的呫吨酮衍生物
（2）非平面共轭环系呫吨酮类衍生物的合成及其抑制活性研究

拟采用两种路线，设计合成含有共轭环系呫吨酮衍生物，均涉及羟基的甲基保护与脱保护、碘化以及Suzuki Cross-Coupling反应。具体反应路线如下。
路线一： 
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路线二：
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2-萘环取代呫吨酮衍生物可采取类似路线进行合成。

二、研究方法

（1）协同作用研究测试方法与抑制活性测试方法一致，只是对所选择的化合物组进行单个加样和联合加样测试。如果两者联合加样得到的抑制率大约两者单个加样（浓度一致）的简单加和，则说明两个化合物之间有相互协同作用，否则没有协同抑制作用。

（2）抑制活性测试方法：测试所合成呫吨酮衍生物对α-葡萄糖苷酶抑制活性方法、α-葡萄糖苷酶抑制动力学等研究可参照文献方法进行（Bioorg. Med. Chem. 2002, 10, 1547~1554; FEBS Lett. 2004, 576, 46~50; Bioorg. Med.Chem. 2002, 10, 2155–2160）。化合物抑制酶活性拟以IC50值表示，即酶的活性下降50%时所需的抑制剂浓度定义为半抑制浓度。以α-葡萄糖苷酶的IC50值测试为例，具体过程描述如下：将一定量的α-葡萄糖苷酶溶于pH 6.8的50mM的磷酸盐缓冲溶液中，以5%的DMSO将一定浓度的抑制剂带入水相，充分混和摇匀后37 ℃下恒温30分钟。将底物对硝基苯酚葡萄糖苷加入上述混和液中，摇匀后立刻测试λ＝400 nm处的吸光度随时间的变化，并依次改变抑制剂的浓度来测试酶的活力变化，每组浓度一式三分且最少重复三次。以反应速率为纵坐标，以抑制剂的浓度为横坐标，可得到呫吨酮衍生物对α-葡萄糖苷酶的抑制IC50值。
三、研究目标：

（A）阐明呫吨酮衍生物与临床用的糖类抑制剂之间的协同作用情况。

（B）合成C2 –取代呫吨酮衍生物以探明C2 –取代基团对α-葡萄糖苷酶的抑制活性的影响。
四、创新之处

目前α-葡萄糖苷酶抑制剂基本都局限在单一糖类结构竞争型抑制剂中，或非糖结构的抑制剂中，鲜见结合两类抑制剂的混合或键合协同作用研究。这是本项目的最大创新特点。而本项目充分利用课题组已有的工作基础，在获得较好活性的非竞争类抑制剂呫吨酮衍生物基础上，有选择地开展与临床应用的糖类结构竞争型抑制剂进行协同作用探讨，有助于快速发现高活性抑制剂组合。这也是本项目的创新特点。

拟合成的化合物将有助于分析C2 –取代基团对α-葡萄糖苷酶的抑制活性的影响究竟以π-π堆积作用为主还是以疏水作用为主。
五、预期成果

（1）探明呫吨酮衍生物与糖类抑制剂的协同作用，预期可以发表一篇研究论文。
（2）合成C2 –取代呫吨酮衍生物以探明C2 –取代基团对α-葡萄糖苷酶的抑制活性的影响。

	③ 工作基础（2009年8月-2010年10月期间）
2009年8月至今，加入汪波副教授课题组并独立负责一个科研项目----“苯并呫吨酮衍生物对α-葡萄糖苷酶抑制活性研究”，此项目现已获得“中山大学本科生科研项目”基金支持。本人探索了最佳的活性测试条件，并获得了一定的构效关系。经过该项目研究，已经熟悉了α-葡萄糖苷酶抑制活性测试方法，并测试了若干化合物的动力学抑制类型。课题组曾经进行过有关协同作用研究，方法可以借鉴。
2010年4月-9月，还参与了“扩大π-体系呫吨酮衍生物的设计合成及其与α-葡萄糖苷酶的作用”课题工作，用铜氨络合物催化下的呫吨酮与2,7-二羟基萘的偶联反应合成了两个化合物，并测试其对α-葡萄糖苷酶的抑制作用。

	④ 个人简介（学习成绩、年级排名、科研经历等）
学习成绩：全部课程平均分为86，六级550分

年级排名：69/373（前20%）

科研经历：

2009年8月至今，加入汪波副教授课题组并独立负责一个科研项目----“苯并呫吨酮衍生物对α-葡萄糖苷酶抑制活性研究”，此项目现已获得“中山大学本科生科研项目”基金支持。本人探索了最佳的活性测试条件，并获得了一定的构效关系。在本人的努力下，此项目有很大进展，并即将结题。

2010年4月-9月，参与“扩大π-体系呫吨酮衍生物的设计合成及其与α-葡萄糖苷酶的作用”课题，用铜氨络合物催化下的呫吨酮与2,7-二羟基萘的偶联反应合成了两个化合物，并测试其对α-葡萄糖苷酶的抑制作用。


	⑤ 导师意见（对申请者所进行的阶段性研究工作、独立工作能力、综合素质和发展潜力进行评价）
何嘉韵同学从大二下学期开始即参加我的课题组，学习查阅文献，七月回迁南校区后整个暑假都在实验室进行有关呫吨酮衍生物的合成或生物活性测试研究工作，不仅实验技能得到很大的提高，而且已经取得一定的结果，可望在接下来的一年时间里获得一些阶段成果投稿。因此，特别支持她申报这个课题，并希望能列入重点资助项目，获得学校的资助支持。


	⑥ 创新化学实验与研究基金管理小组意见
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