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(54)发明名称

金刚烷磺酰胺类化合物及其制备与应用

(57)摘要

本发明涉及下式所示的金刚烷磺酰胺类化

合物及其制备与抗炎作用、免疫抑制作用及在炎

症性和炎症相关性疾病方面的治疗应用如自身

免疫性疾病(风湿、类风湿性关节炎，强直性脊柱

炎，红斑狼疮、克罗恩病、银屑病、幼年特发性关

节炎、葡萄膜炎等)、感染性疾病(脓毒症、败血症

等)、神经退行性疾病(多发性硬化、老年性痴呆、

帕金森病等)、痛风、移植免疫排斥反应及动脉粥

样硬化和肿瘤治疗中的应用。
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1.一种如下式所示的金刚烷磺酰胺类化合物，其特征在于，

A取代在金刚烷环的3位上，A是OH，B

是 C是

2.如权利要求1所述的金刚烷磺酰胺类化合物在制备抗炎药物中的应用；在制备预防

或治疗免疫抑制药物中的应用；在制备预防或治疗自身免疫性疾病药物中的应用；在制备

预防或治疗感染性疾病药物中的应用；在制备预防或治疗神经退行性疾病药物中的应用；

在制备预防或治疗痛风药物中的应用；在制备预防或治疗移植免疫排斥反应药物中的应

用；在制备预防或治疗肿瘤药物中的应用。

3.如权利要求2所述的应用，其特征在于，所述自身免疫性疾病选自风湿、类风湿性关

节炎，强直性脊柱炎，红斑狼疮、克罗恩病、银屑病、幼年特发性关节炎或葡萄膜炎；所述感

染性疾病选自脓毒症或败血症；所述神经退行性疾病选自多发性硬化、老年性痴呆或帕金

森病。

4.一种药物组合物，其特征在于，含有权利要求1所述的金刚烷磺酰胺类化合物，以及

药学上可接受的载体。

5.如权利要求1所述的金刚烷磺酰胺类化合物的制备方法，其特征在于，以盐酸金刚烷

胺为起始原料，用混酸及氢氧化钾为试剂，对金刚烷胺环的3位进行羟基化，得到金刚烷氨

醇；金刚烷氨醇再与卤代B反应，制备得到氨基B取代的金刚烷氨醇，然后继续与对甲苯磺酰

氯反应，制备得到目标金刚烷磺酰胺类化合物。
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金刚烷磺酰胺类化合物及其制备与应用

技术领域

[0001] 本发明涉及药物化学和药物治疗学领域，具体涉及单独或组合用于治疗和/或预

防炎症性和炎症相关性疾病方面如自身免疫性疾病(风湿、类风湿性关节炎，强直性脊柱

炎，红斑狼疮、克罗恩病、银屑病、幼年特发性关节炎、葡萄膜炎等)、感染性疾病(脓毒症、败

血症等)、神经退行性疾病(多发性硬化、老年性痴呆、帕金森病等)、痛风、移植免疫排斥反

应及动脉粥样硬化和肿瘤治疗中的应用。更具体涉及新的一系列下式所示的金刚烷磺酰胺

类化合物及其制备方法和药物学上可接受的盐或药物学上可接受的溶剂化物。

[0002]

背景技术

[0003] 炎症反应是机体对各种炎性刺激引起组织损害而产生的一种基本病理过程，也是

机体对损伤或感染产生的一种重要的防御反应，可帮助机体清除有害物质，将损伤局限化，

启动愈合过程对组织进行修复，从而发挥保护作用。但过度和持久的炎症反应，使抗炎和促

炎反应失衡，反而加重组织细胞损伤，最终可引起器官功能障碍。炎症反应是一种常见和多

发的病理过程，多种疾病均与炎症反应密切相关，如感染性疾病、自身免疫性疾病、痛风、神

经退行性疾病、动脉粥样硬化、肿瘤等，尤其感染性疾病导致的脓毒血症和自身免疫性疾病

中的类风湿性关节炎、强直性脊柱炎等均为炎症反应的过度活化或持久存在。因此，抗炎药

物也是临床治疗中仅次于抗感染药物的第二大类药物。尤其在抗类风湿药物市场，

evaluate  pharma公司报道抗风湿药物按销售额已排在第二大  治疗领域，全球收入在2013

年即达到411亿美元，且在未来5年仍将保持强劲增长。据估计，1986年全球非甾体抗炎药处

方量已达1亿张，非处方用药更为普遍，且有逐年增加趋势，仅塞来昔布2013年销售就达27

亿美元。而甾体类抗炎药糖皮质激素类在我国医院门诊处方使用率虽各家报道不一，但均

在12％以上；有研究也报道某医院2014年4月住院患者糖皮质激素应用病历占该月总出院

病历数的21.8％。但这两类药物都有其相应的各种不良反应。甾体类抗炎药对机体作用复

杂，在产生强大抗炎作用的同时会造成机体防御功能的下降，诱发或加重感染，长期使用可

引起人体物质代谢和水盐代谢紊乱、诱发加重消化性溃疡、引起骨质疏松等，甚至产生严重

的并发症。非甾体类抗炎药亦有胃肠道损伤出血、肝肾功能损伤、心血管不良事件发生率增

加等不良反应。因此，寻找抗炎作用强、不良反应小的抗炎新药成为国内外学者研究的热

点。近年推出的治疗类风湿性关节炎等炎症性疾病的生物制剂如humira(阿达木单抗)、

enbrel(依那西普)等已成为全球最畅销药物，在取得显著临床疗效的同时，也获得较大的

利润，如humira  2015年销售额达140亿美元，但该类药物价格昂贵(humira在美国卖1840美

元/支(40mg)，国内最高零售价为7900元/支，每2周注射1支)对医保和患者均是较重的负

担。而近年辉瑞推出的首个治疗类风湿关节炎的口服JAK抑制剂xeljanz(托法替尼)，在

2015年的9个月中销售即达3.51亿美元，但该药在价格上也依然昂贵，在美国的价格为3374

说　明　书 1/9 页

3

CN 106432025 B

3



美元/月(5mg/片，每日2次)。

[0004] 我们研究发现金刚烷磺酰胺类化合物可以用于炎症反应，作用机制可能涉及多个

靶点，我们研究显示金刚烷磺酰胺类化合物可显著抑制培养的巨噬细胞和小胶质细胞增殖

和产生炎症因子；同时对内毒素诱导的小鼠肺损伤有明显保护作用使炎症反应减轻，损伤

减轻；也使佛氏佐剂诱导的大鼠关节炎症状和关  节损伤减轻、大鼠棉球肉芽肿重量减轻、

小鼠二甲苯致炎耳廓肿胀度减轻。而且，毒性试验显示在有效剂量40倍剂量时未见小鼠出

现死亡和器官损伤。以上结果说明我们发现的金刚烷磺酰胺类化合物有显著的抗炎作用，

且毒性低。

发明内容

[0005] 本发明的目的是下式所示的金刚烷磺酰胺类化合物及其制备与抗炎作用、免疫抑

制作用及在炎症性和炎症相关性疾病方面的治疗应用如自身免疫性疾病(风湿、类风湿性

关节炎，强直性脊柱炎，红斑狼疮、克罗恩病、银屑病、幼年特发性关节炎、葡萄膜炎等)、感

染性疾病(脓毒症、败血症等)、神经退行性疾病(多发性硬化、老年性痴呆、帕金森病等)、痛

风、移植免疫排斥反应及动脉粥样硬化和肿瘤治疗中的应用。

[0006]

[0007] 在上式结构中，其中A可取代在金刚烷环的2、3、4位上，A可以为H，X(F、Cl、Br、I)，

OH，OR，NH2，NHR，NR2，CHO，COR，COOH，COOR，CONH2，CONHR，CONR2，COOCOR等常用有机基团；B可

以是H，R，Ar等常用有机基团；C可以是R，Ar等常用有机基团。

[0008] 进一步，A具体可以是OH，NH2，COR，COOH，CONH2等，B具体可以是(CH2)  nCONH2，

(CH2)nCONHR，(CH2)nCONR2等(n为1，2，3，4等)，C具体可以是Me，Et，n‑Pr，i‑Pr，n‑Bu，i‑Bu，s‑

Bu，t‑Bu，Ph，Bn等。

[0009] 更进一步，A更具体是OH，NH2，COOH等，B更具体是CH2CONH2，CH2CONHR，CH2CONR2等，C

更具体是Me，Et，Ph等。

[0010] 一个具体的金刚烷磺酰胺类化合物实例CQMUH‑011可描述为，但并不是局限  于该

实例，其中A取代在金刚烷环的3位上，A是OH，B是 C是

[0011] 关于金刚烷磺酰胺类化合物的制备方法，应该是本专业技术人员所具有的专业知

识能够完成的。这里提出一个制备方法实例，但并不是局限于该实例。

[0012] 以盐酸金刚烷胺为起始原料，用混酸及氢氧化钾为试剂，对金刚烷胺环的3位进行

羟基化，得到金刚烷氨醇；金刚烷氨醇再与卤代B反应，制备得到氨基B取代的金刚烷氨醇，

然后继续与对甲苯磺酰氯反应，制备得到目标金刚烷磺酰胺类化合物。以及本专业技术人

员所具有的专业知识能够完成的其它相应的可替代的制备方法。

[0013] 本发明研究发现上述的金刚烷磺酰胺类化合物可以用于炎症反应，作用机制可能

涉及多个靶点，本发明研究显示金刚烷磺酰胺类化合物可显著抑制培养的巨噬细胞和小胶

质细胞增殖和产生炎症因子；同时对内毒素诱导的小鼠肺损伤有明显保护作用使炎症反应
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减轻，损伤减轻；也使佛氏佐剂诱导的大鼠关节炎症状和关节损伤减轻、大鼠棉球肉芽肿重

量减轻、小鼠二甲苯致炎耳廓肿胀度减轻。而且，毒性试验显示在有效剂量40倍剂量时未见

小鼠出现死亡和器官损伤。以上结果说明我们发现的金刚烷磺酰胺类化合物有显著的抗炎

作用，且毒性低。

[0014] 本发明发现的金刚烷磺酰胺类化合物具有抗炎作用、免疫抑制作用及在炎症性和

炎症相关性疾病方面的治疗用途如自身免疫性疾病(风湿、类风湿性关节炎，强直性脊柱

炎，红斑狼疮、克罗恩病、银屑病、幼年特发性关节炎、葡萄膜炎等)、感染性疾病(脓毒症、败

血症等)、神经退行性疾病(多发性硬化、老年性痴呆、帕金森病等)、痛风、移植免疫排斥反

应及动脉粥样硬化和肿瘤治  疗中的应用。

[0015] 本发明的再一目的，在于提供一种药物及其组合物其特征在于，含有有效量的上

述金刚烷磺酰胺类化合物，以及药学上可接受的载体或赋形剂等制成的各种剂型及其组合

物。

附图说明

[0016] 图1是CQMUH‑011对LPS刺激小胶质细胞增殖的影响图(CQMUH‑011作用48h的IC50值

为：1.305×10‑8mol/L‑1)

[0017] 图2是不同浓度CQMUH‑011对LPS刺激巨噬细胞RAW264.7增值的影响图

[0018] 图3是不同浓度CQMUH‑011对LPS刺激巨噬细胞RAW264.7分泌TNF‑α和IL‑1β的影响

图

[0019] 图4是CQMUH011对LPS致肺损伤肺组织病理变化的影响图(HE染色，×200倍)(A：

Normal组，B：LPS组，C：DXM+LPS组，D：CQMUH‑011+LPS组)

[0020] 图5是CQMUH‑011对LPS致肺损伤小鼠肺的湿/干比重的影响图

[0021] 图6是CQMUH‑011对LPS致肺损伤小鼠血清中炎症因子TNF‑α和IL‑6的影响图

[0022] 图7是CQMUH‑011对LPS致肺损伤小鼠肺组织中MDA含量和MPO活力的影响图

[0023] 图8是CQMUH011对弗氏佐剂致关节炎大鼠踝关节组织病理变化的影响图(HE染色，

×40倍)(A：Normal组；B：AA  Model组；C：DXM+Model组；D：CQMUH‑011+Model组)

[0024] 图9是CQMUH‑011对弗氏佐剂关节炎大鼠足围肿胀度的影响图

[0025] 图10是CQMUH‑011对弗氏佐剂关节炎大鼠足围肿胀度的影响(14d)图(A：Normal

组；B：AA  Model组；C：DXM+Model组；D：CQMUH‑011+Model组)

[0026] 图11是CQMUH‑011对弗氏佐剂关节炎大鼠血清中炎症因子TNF‑α和IL‑6的影响图

[0027] 图12是CQMUH‑011对弗氏佐剂关节炎大鼠血清中MDA含量和MPO活力的影响图

[0028] 图13是CQMUH‑011对大鼠棉球肉芽肿干重的影响图

[0029] 图14是CQMUH‑011对棉球肉芽肿大鼠血清中NO和MDA及MPO的影响图

[0030] 图15是CQMUH‑011对二甲苯致小鼠耳肿胀度的影响图

具体实施方式

[0031] 通过下列的具体实施例可进一步理解本发明，但它们不构成对本发明内容的限

制。在本发明的上述前提下对本发明属于本专业技术人员的专业知识可获得的延伸扩展内

容应该都在本发明要求保护的范围中。
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[0032] 实施例1

[0033] 金刚烷磺酰胺类化合物CQMUH‑011的合成：

[0034] 38ml的98％浓硫酸与4ml的65％浓硝酸在冰浴下混合冷却，向该混酸中分次加入

3.75克盐酸金刚烷胺，冰浴下搅拌反应3小时；加入碎冰60克，搅拌0.5小时；再加入氢氧化

钾固体，调节pH至12‑13，冰浴下搅拌反应2小时；抽滤，滤液用浓盐酸调节pH至8‑9，浓缩至

干；加入80ml无水乙醇回流1小时，放冷，抽滤，滤液浓缩至干；再加入10ml混合液(丙酮∶乙

酸乙酯＝3∶1)回流1小时，冰浴下放置，得3‑氨基金刚烷醇固体3克，熔点大于256℃。

[0035] 将3克3‑氨基金刚烷醇、0.25克碘化钾、10克碳酸钾加入到30ml四氢呋喃中搅拌升

温至40℃，保持该温度下缓慢滴加3克N‑氯乙酰基‑2‑氰基四氢吡咯(即氯代B)溶解在30ml

四氢呋喃的溶液，约1.5小时滴完。滴毕，保温40℃反应1小时后，升温至回流反应2小时。回

流结束，趁热过滤，滤饼用少量四氢呋喃洗涤，合并滤液，浓缩至油状物。油状物加入适量丁

酮溶解，放置析晶，过滤，干燥得氨基B取代的金刚烷氨醇固体4克，熔点147‑149℃。HPLC归

一化法测定纯度为98.1％，IR、NMR等结构表征符合要求的结构。

[0036] 在反应瓶中加入1克上述氨基B取代的金刚烷氨醇、适量对甲苯磺酰氯、适量吡啶

和20ml四氢呋喃，搅拌并且慢慢升温至回流，反应20小时。反应完后，向反应液中加入20ml 

5％的碳酸钠溶液，再加入40ml乙酸乙酯，倒入分液漏斗中，收集有机层。水层再用50ml的乙

酸乙酯分两次萃取。合并有机层，饱和食  盐水洗涤后，无水硫酸钠干燥，干燥完后旋蒸除去

有机溶剂得白色固体粗品。用柱层析纯化，再用丙酮重结晶得到金刚烷磺酰胺类化合物

CQMUH‑011固体，熔点192‑195℃。HPLC归一化法测定纯度为95.1％，IR、NMR等结构表征符合

要求的结构。

[0037] 实施例2

[0038] 金刚烷磺酰胺类化合物CQMUH‑011的体外细胞实验

[0039] 在培养的原代小胶质细胞和巨噬细胞RAW264.7中加入不同浓度的CQMUH‑011，观

察LPS刺激后CQMUH‑011对培养的小胶质细胞和巨噬细胞增殖和炎症因子产生的影响，结果

显示CQMUH‑011对LPS刺激引起的小胶质细胞和巨噬细胞增殖、炎症因子产生有明显抑制作

用(见图1.图2.图3.表1)

[0040] 表1.CQMUH‑011对小胶质细胞TNF‑α和IL‑1β产生的影响

[0041]   TNF‑α(pg/mL) IL‑1β(pg/mL) 

空白组 93.2±3.6 129.5±4.1 

LPS组(10μg·ml‑1) 1154.32±40.8＊ 1271.8±36.1＊

药物组(1×10‑6mol/L) 450.2±21.8# 346.2±21.8# 

(3×10‑7mol/L) 451.3±26.1# 379.2±22.3# 

(1×10‑7mol/L) 478.3±30.8# 406.3±33.2# 

(3×10‑8mol/L) 491.3±34.3# 409.3±31.9# 

(1×10‑8mol/L) 512.7±34.1# 412.3±31.1# 

[0042] 实施例3

[0043] 金刚烷磺酰胺类化合物CQMUH‑011的体内抗炎实验

[0044] 一、CQMUH‑011对脂多糖诱导的小鼠肺损伤的保护作用

[0045] 目的：评价CQMUH‑011对脓毒症的抑制作用。
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[0046] 给药方案与实验步骤：取Balb/c雄性小鼠，称重并编号。随机分为正常组、脂多糖

(LPS)  组、地塞米松(DXM)+LPS组和CQMUH‑011+LPS组，每组10只小鼠。LPS组小鼠腹腔注射

LPS(20mg/kg)，正常组小鼠腹腔注射给予等剂量的生理盐水，各组小鼠均于建模前2小时分

别给予生理盐水、生理盐水、地塞米松溶液(1.5mg/kg)、新药CQMUH‑011溶液(457μg/kg)(所

有溶液均含有4％1，2‑丙二醇)。于建模后6小时各组选一半的小鼠摘眼球取血，分离血清

(3000r，4℃，离心10min)，按试剂盒操作测TNF‑α和IL‑6值；剩下的小鼠12小时后摘眼球取

血，并将其部分右肺切取下来用4％多聚甲醛固定，剩下的右肺进行肺湿干重检测，部分左

肺用冷生理盐水匀浆用于丙二醛(MDA)和髓过氧化物酶(MPO)检测，剩下的左肺保存于‑80

℃备用。

[0047] 1 .组织观察：4％多聚甲醛固定的标本用石蜡包埋，切片，HE染色后光学显微镜下

观察其形态学改变。

[0048] 2.肺的W/D值测定：取小鼠剩下的右肺，用吸水纸轻轻吸干表面液体并用万分之一

天平称重，记录各样本读数。然后用锡箔纸包裹，于60℃干燥箱中干燥72h，取出再次称重，

并记录。计算肺组织干湿重的变化比率作为评价肺水肿程度的指标。

[0049] 3.炎症因子检测：分离的血清用相应的酶联免疫吸附试剂盒(ELISA)进行TNF‑α及

IL‑6水平测定。具体操作方法如下：

[0050] (1)从冰箱中取出试剂盒，室温平衡20min后从铝箔袋中取出所需板条，其余放回

自封袋4℃保存。

[0051] (2)向标准品孔中加入不同浓度标准品50μL；样品孔中加入样品10μL及样品稀释

液40μL。

[0052] (3)标准品孔及样品孔加入HRP标记的抗体100μL，封住反应孔，37℃孵育60min。

[0053] (4)弃去液体，洗板5次。

[0054] (5)加入底物A和B各50μL，37℃避光孵育15min。

[0055] (6)加入终止液50μL，15min内于450nm波长测定各孔OD值。

[0056] 由OD值和标准曲线可以得到相应炎症因子浓度。

[0057] 4.MDA含量测定：将10％组织匀浆离心取上清液，然后参照相应的检测试剂盒说明

书操作进行测定，最后根据试剂盒计算方法算出。具体操作如下：

[0058] (1)肺组织匀浆液蛋白含量测定，按照说明书操作，步骤如下：

[0059] 将该上清液用生理盐水按1∶9稀释成1％组织匀浆，待测。

[0060] 表2  肺组织蛋白测定操作流程

[0061]

[0062]
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[0063] 肺组织匀浆上清液蛋白含量的计算公式：蛋白质含量(μg/ml)＝(测定管OD值‑空

白管OD值)×标准品浓度(563μg/ml)×样本测试前稀释倍数/(标准管OD值‑空白管OD值)

[0064] (2)肺组织匀浆液中MDA含量的检测，按照MDA检测试剂盒说明书进行操作，步骤如

下：

[0065] 工作液I的配置：试剂一∶试剂二应用液∶试剂三应用液＝a∶3∶1，按需配制，配好后

当天使用。

[0066] 工作液I的配置：试剂一∶试剂二应用液∶试剂三应用液＝a∶3∶1，按需配制，配好后

当天使用。

[0067] 表3.肺组织MDA测定操作流程

[0068]   空白管 标准管 测定管 对照管 

10nmol/ml标准品(ml)   a     

无水乙醇(ml) a       

测定样品(ml)     a a 

工作液I(ml) 4.0ml 4.0ml 4.0ml   

工作液II(ml)       4.0ml 

[0069] 漩涡混匀器混匀，95℃水浴40分钟，取出后流水冷却，3500‑4000转/分，离心10分

钟，取上清液，532nm处，测各管吸光度值。

[0070] 肺组织匀浆上清液MDA含量计算公式：

[0071] MDA含量(nmol/mgprot)＝(测定管OD值‑对照管OD值)/(标准管OD值‑标准空白管

OD值)×标准品浓度(10nmol/ml)/样本蛋白含量(mg  prot/ml)

[0072] 5.MPO活性检测：取未离心的10％肺组织匀浆液，按1∶1的比例加入试剂二，混匀后

得到5％的肺组织匀浆。将5％的肺组织匀浆液与三号试剂按9∶1比例充分混匀，37℃水浴中

水浴15min，取出后按说明书操作，步骤如下：

[0073] 表4.肺组织MPO测定操作流程

[0074]

[0075]

[0076] MPO活力(U/g组织)＝(测定管OD值‑对照管OD值)/11.3×取样量(g)

[0077] 实验结果：

[0078] CQMUH‑011能明显减轻LPS所致的小鼠肺损伤，降低肺湿/干比重，使小鼠血清中炎
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症因子TNF‑α和IL‑6，小鼠肺组织中MDA含量和MPO活力均降低(见图4，图5，图6，图7)，新药

CQMUH‑O11对LPS所致(脓毒症)小鼠的急性肺损伤具有一定的保护作用。

[0079] 二、CQMUH‑011对弗氏完全佐剂所致大鼠关节炎的保护作用

[0080] 目的：评价CQMUH‑011对免疫性炎症的保护作用。

[0081] 给药方案与实验方法：选用体重180±20g雄性SD大鼠，随机分组，分别为正常组、

AA模型组、地塞米松+AA组及CQMUH‑011(300μg/kg)+AA组，除正常组外，其他各组大鼠右后

足跖皮内注射0.1ml  FCA致炎。于致炎前2小时，每组给予相应药物，即正常组和AA模型组给

予生理盐水，地塞米松+AA组给予地塞米松溶液，CQMUH‑011+AA组给予CQMUH‑011溶液(所有

溶液均含有4％1，2‑丙二醇)。致炎后18小时，测量各组大鼠右后足肿胀度及体重变化；致炎

一周后开始给药，连续7天，观察各组大鼠右后足肿胀度及体重变化；致炎21天后再次给药，

连续7天，观察各组大鼠右后足肿胀度及体重变化。致炎28天后，大鼠行摘眼球手术取血获

取血清进行炎症因子检测并取下其右后足踝关节于10％多聚甲醛中固定。

[0082] 1 .踝关节病理切片观察：10％多聚甲醛固定的标本用8％硝酸脱钙后，经石蜡包

埋，切片，HE染色后光学显微镜下观察其形态学改变。

[0083] 2.大鼠右后足肿胀度测定：于致炎前、致炎后18h、7d、14d、21d及28d用皮尺测量每

只大鼠右后足同一部位的围度。

[0084] 3.大鼠血清中TNF‑α和IL‑6测定：分别用相应ELISA试剂盒检测，具体操作步骤如

下

[0085] (1)准备工作：将试剂盒放置室温，多余酶标条放回冰箱。标准品溶液制备：每瓶标

准品加入标准品稀释液1mL，盖好后室温静置大约10分钟，同时反复颠倒以助溶解，其浓度

为200pg/mL(贮液)。先将其稀释为100pg/mL(标准曲线最高浓度)后，再准备7个稀释标准品

的EP  管，每个EP管中加入500μL的标准品稀释液，依次倍比稀释成100pg/mL、50pg/mL、

25pg/mL、12.5pg/mL、6.25pg/mL、3.12pg/mL、1.56pg/mL，标准品稀释液(0pg/mL)作为空白

孔。备用。

[0086] (2)样本检测：

[0087] 1)加样：分别设标准孔、待测样品孔、空白孔。设标准孔7孔，依次加入100μl不同浓

度的标准品(如上所示)。空白孔加100μL标准品稀释液，余孔加待测样品100μL，酶标板加上

覆膜，37℃温育2小时。

[0088] 2)弃去液体，甩干，不用洗涤。

[0089] 3)每孔加检测溶液A工作液100μL(临用前配制)，酶标板加上覆膜，37℃温育1小

时。

[0090] 4)弃去孔内液体，每孔用350μL的洗涤液洗涤，浸泡1‑2分钟，甩干酶标板内的液

体，垫上吸水纸用力拍打几下，重复洗涤3次。最后一次洗涤后要将孔内液体完全甩干。

[0091] 5)每孔加检测溶液B工作液100μL(临用前配制)，酶标板加上覆膜，37℃温育30分

钟。

[0092] 6)弃去液体，甩干，洗板5次，方法同步骤4。

[0093] 7)每孔加底物溶液90μL，酶标板加上覆膜，37℃避光显色(反应时间15‑25分钟)。

[0094] 8)每孔加终止溶液50μL，终止反应，用酶标仪在450nm波长测量各孔的光密度。

[0095] 由OD值和标准曲线可以得到相应炎症因子浓度。

说　明　书 7/9 页

9

CN 106432025 B

9



[0096] 4.大鼠血清中MDA含量测定：根据该试剂盒步骤操作，具体操作同第一部分。

[0097] 5.大鼠血清中MPO活力测定：根据该试剂盒步骤操作，具体操作如下

[0098] 取大鼠血清按1∶1的比例加入试剂二，充分混匀。混匀后溶液与三号试剂按9∶1比

例加入并充分混匀，37℃水浴中水浴15min，取出后按说明书操作，步骤如下：

[0099] 表5.大鼠血清中MPO活力测定操作步骤

[0100]

[0101] MPO活力(U/L)＝(测定管OD值‑对照管OD值)/11.3×取样量(L)

[0102] 实验结果：

[0103] CQMUH‑011对弗氏佐剂所致大鼠关节炎踝关节病理损伤有保护作用，降低关节炎

大鼠足围肿胀度、血清中炎症因子(TNF‑α和IL‑6)和MDA水平及MPO活性(见图8，图9，图10，

图11)，新药CQMUH‑011对免疫性关节炎具有抑制(治疗)作用。

[0104] 三、CQMUH‑011对大鼠棉球肉芽肿的抑制作用

[0105] 目的：评价CQMUH‑011对亚急性炎症的抑制作用

[0106] 给药方案及实验方法：选用体重150±10g雄性SD大鼠，称重并编号，随机分组，分

别为正常组、模型组、地塞米松组及CQMUH‑011(300μg/kg)组。除正常组外，其他各组大鼠在

麻醉状态下，在其左、右蹊部各剪一小口，以血管钳扩充皮下组织，每侧埋入一灭菌棉球(重

量10±1mg)，而后缝合。于术前2小时给药，即正常组和模型组给予生理盐水，地塞米松组给

予地塞米松溶液，CQMUH‑011组给予该新药溶液(所有药品均含有4％1，2‑丙二醇)；之后每

天给药一次，连续7天，第8天处死动物，获取全血，分离血清(3000r，4℃，离心10min)，并取

出棉球，剔尽脂肪组织，待用。

[0107] 1 .大鼠棉球肉芽肿重量测定：将取得的棉球用锡箔纸包裹，于60℃烘箱箱中干燥

48h，取出干棉球称重，减去棉球本身重量，即为肉芽肿重量，并以mg/100g体重表示。

[0108] 2.大鼠血清中NO测定：根据该试剂盒步骤操作，具体操作如下

[0109] (1)取出试剂盒，使Griess  Reagent  I和Griess  Reagent  II恢复至室温。

[0110] (2)不同浓度标准品制备：用生理盐水将标准品稀释成9个浓度，分别为0、1、2、5、

10、20、40、60、100μM。

[0111] (3)按50μl/孔，在96孔板中加入标准品及待测样品。

[0112] (4)按50μl/孔，在各孔中加入室温Griess  Reagent  I。

[0113] (5)按50μl/孔，在各孔中加入室温Griess  Reagent  II。

说　明　书 8/9 页

10

CN 106432025 B

10



[0114] (6)540nm波长测定吸光度。

[0115] 由吸光度和标准曲线可以得到NO浓度。

[0116] 3.大鼠血清中MDA含量测定：根据该试剂盒步骤操作，具体操作同第一部分。

[0117] 4.大鼠血清中MPO活力测定：根据该试剂盒步骤操作，具体操作同第二部分。

[0118] 实验结果：

[0119] CQMUH‑011可明显降低大鼠棉球肉芽肿干重，降低肉芽肿大鼠血清中NO和MDA水平

及MPO的活性(见图12，图13)，新药CQMUH‑011对亚急性炎症具有一定的抑制作用。

[0120] 四、CQMUH‑011对小鼠耳二甲苯致炎的保护作用

[0121] 目的：评价CQMUH‑011对急性炎症的抑制作用

[0122] 给药方案及实验方法：取体重25g左右雄性小鼠，随机分组，分别为正常组、模型

组、地塞米松组及CQMUH‑011(457μg/kg)组，每组10只，除正常组外，其他各组均滴二甲苯

0.03～0.05ml于鼠右耳，左耳不作处理。于致炎前2小时每组分别给予相应药物，即正常组

和模型组给予生理盐水，地塞米松组给予地塞米松溶液，CQMUH‑011组给予该新药溶液。致

炎2小时后，将小鼠处死，沿耳廊基线剪下两耳，用直径5mm的打孔器分别在左、右耳同一部

位打下圆形耳片，称重，求左、右耳片重量之差，作为肿胀度。

[0123] 实验结果：

[0124] CQMUH‑011可明显降低二甲苯所致的小鼠耳肿胀，使耳肿胀度降低(见图14)。新药

CQMUH‑011对急性炎症具有一定的抑制作用。

[0125] 五、急性毒性实验

[0126] 给予小鼠治疗剂量(小鼠457μg/kg)的10倍(4570μg/kg)、20倍(9142μg/kg)、40倍

剂量(18284μg/kg)的CQMUH‑011腹腔注射，观察2周，仅用药40倍的小鼠在用药后2小时内出

现嗜睡，后恢复正常。全部小鼠2周内无死亡，精神活动正常，病理解剖各器官无异常。
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