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人羧酸酯酶1的生物发光探针底物及其制备

方法与应用

(57)摘要

本发明提供了一类人羧酸酯酶1的生物发光

探针底物及其制备方法与应用，属生物医药技术

领域。该探针底物为(S)-4 ,5-二氢-2-(苯并噻

唑-2-基)噻唑-4-甲酸酯衍生物(简称DBT-R)，其

可用于测定不同生物体系中hCE1的酶活。hCE1酶

活性测定的具体流程如下：选择DBT-R化合物酯

键水解反应为探针反应，在生理条件下定量检测

单位时间内DBT-R水解生成羧酸产物DBTC的量来

测定各类生物样品中hCE1的活性。本发明可用于

检测各种生物样本(离体组织、细胞、血浆、在体

及整体器官、甚至活体动物)中hCE1酶的实际活

性。本发明不仅可用于不同来源生物样本中hCE1

酶活性的定量评估，此外借助该探针反应还可用

于体外快速筛选hCE1的诱导剂和抑制剂。
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1.一类人羧酸酯酶1的生物发光探针底物，其特征在于：该探针底物DBT-R可被人羧酸

酯酶1(hCE1)特异性催化发生酯键水解反应并生成相应的羧酸产物DBTC，该探针底物和水

解产物的结构如下：

其中，R1为-N(CH3)2，R2为H,R3为甲基。

2.按照权利要求1所述人羧酸酯酶1的生物发光探针底物，其特征在于：所述DBTC是荧

光素酶的底物，可采用生物发光检测器实现产物的快速灵敏检测，所述生物发光检测器为

发光分析仪、酶标仪、显微镜或小动物成像仪。

3.按照权利要求1所述人羧酸酯酶1的生物发光探针底物的制备方法，其特征在于按照

以下步骤进行：

将1.0eq的2-氰基苯并噻唑和1.1-1 .5eq的D-半胱氨酸加入到甲醇/水的混合溶液中，

加入1.1-1.5eq的碳酸钾，20-30℃搅拌反应1-3小时，生成(S)-4,5-二氢-2-(苯并噻唑-2-

基)噻唑-4-甲酸化合物，简称DBTC；

将所得产物1.0eq的DBCT在0.1-0.5eq  4-N,N-二甲基吡啶和1.1-1.5eq的1-乙基-3(3-

二甲基丙胺)碳二亚胺的存在下与醇(HOR3)缩合反应，20-30℃搅拌反应6-24小时生成(S)-

4,5-二氢-2-(苯并噻唑-2-基)噻唑-4-甲酸酯衍生物，简称DBT-R。

4.按照权利要求1所述人羧酸酯酶1的生物发光探针底物的应用，其特征在于，该类底

物可被hCE1特异性识别并催化发生水解反应，通过定量检测单位时间内水解产物的生成量

即可测定不同生物来源中的hCE1活性，其检测步骤如下：

(1)预孵育：将待测样品在缓冲体系中，20～60度下孵育3～5分钟；

(2)起始反应：加入探针底物DBT-R混匀，20～60度下孵育2～120分钟；

(3)检测：加入荧光素酶检测试剂，混匀，37℃孵育20-30min，用酶标仪或化学发光分析

仪测定样品。

5.按照权利要求4所述人羧酸酯酶1的生物发光探针底物的的应用，其特征在于：所述

水解反应体系为PBS缓冲液，探针底物的浓度介于1/10～10Km之间，孵育体系pH介于5.5-

10.5之间，反应温度介于20-60℃之间。

6.按照权利要求4所述人羧酸酯酶1的生物发光探针底物的的应用，其特征在于：所述

不同生物来源为重组表达的hCE1、人或动物的细胞制备物、组织制备液、血浆。

7.按照权利要求4所述人羧酸酯酶1的生物发光探针底物的应用，其特征在于：所述水

解产物的生成率在0.1％～20％之间。

8.按照权利要求1所述人羧酸酯酶1的生物发光探针底物的应用，其特征在于：该探针
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用于人羧酸酯酶1抑制剂的快速筛选与评估，方法为：按照探针的使用方法，通过定量比较

抑制剂存在与缺失状态下单位时间内水解产物的生成量评估该生物体系中hCE1的残余活

性，进而实现hCE1抑制剂的快速筛选及抑制能力的定量评价。
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人羧酸酯酶1的生物发光探针底物及其制备方法与应用

技术领域

[0001] 本发明属医药生物技术领域，具体涉及一类一类人羧酸酯酶1(hCE1)的生物发光

探针底物及其制备方法与应用。

背景技术

[0002] 作为脏器和组织的特征标志物，hCE1在人群的肝脏中含量很高，其蛋白表达量在

肝脏分布蛋白中排前十位。hCE1是一种膜结合蛋白，定位于细胞内质网中【CANCER 

RESEARCH  1998；58:3627-32&Drug  Metab.Pharmacokinet.2006；21:173-85】，同时也会分

泌到细胞外进入血液循环系统【Proteomics  2009；9:3989–99】。hCE1的基本代谢反应是催

化含较小醇基和较大酰胺基底物的水解。虽然，在多种组织的中都检测到hCE1的蛋白表达，

但其在人肝脏组织含量远高于其它组织。hCE1参与多种外源性物质的代谢清除，例如药物

奥司他韦、哌醋甲酯等。同时，hCE1在维持人体正常生理功能功能发挥不可忽视的作用，参

与人体内胆固醇酯和游离脂肪酸的运输和代谢过程，维持脂质代谢平衡【Chemistry&

Biology,Vol.10,341–349,April,2003】。在正常健康人体中，hCE1除了以较高的含量分布

在肝组织的细胞中，也有少量hCE1在血浆中被检测到，更重要的是，肝细胞肝癌患者血浆中

的hCE1是健康人群的2-5倍，因此hCE1被认为是肝细胞肝癌早期诊断的一种良好的潜在血

清学标志物【Proteomics  2009,9,3989–3999】。此外，肝细胞破损相关的肝脏疾病患者也会

有hCE1释放入血，引起血浆中hCE1浓度发生变化，因此，血浆中hCE1可作为肝脏急性损伤的

标志物。hCE1的分布存在很大的个体差异，hCE1酶的表达和功能本身会受到人体遗传、年

龄、疾病、性别、环境和共服药物等多种因素的影响。因此，hCE1酶的活性检测方法具有广阔

的临床应用前景，可用于评价人体肝脏功能异常、药物及毒物导致的肝毒性、肝细胞癌早期

诊断、肝功能个体化评估、以及部分前体药物的个性化使用等。此外，hCE1作为维持人体脂

质代谢平衡的重要蛋白，其抑制剂可作为降血脂药物使用，hCE1也被FDA批准为重要的药物

作用靶点。hCE1活性的快速表征方法也可用于新药研发早期发现及评估hCE1新型高效抑制

剂。因此，开发高效、超灵敏、高特异性的hCE1活性检测方法对于临床样本中hCE1活性的检

测，以及新药高内涵高通量筛选至关重要。

[0003] 本发明提供了(S)-4 ,5-二氢-2-(苯并噻唑-2-基)噻唑-4-甲酸酯衍生物(简称

DBT-R)及其作为hCE1探针底物的应用，其经hCE1水解后可生成荧光素酶的底物(S)-4,5-二

氢-2-(苯并噻唑-2-基)噻唑-4-甲酸化合物(简称DBTC)，利用DBTC与荧光素酶反应产生生

物发光进行检测。该酶促反应具有选择性高、代谢产物易检测、酶活性及抑制剂活性评价快

速省时的特点。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于提供人羧酸酯酶1(hCE1)的特异性生物发光探针反应及其定量

检测方法和应用，该类特异性探针的水解产物是荧光素酶的底物，易于检测。利用该探针反

应可对多种生物体系中的hCE1的分布和功能进行定量评价。
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[0005] 一类人羧酸酯酶1的生物发光探针底物，该探针底物DBT-R可被hCE1特异性催化发

生酯键水解反应并生成相应的羧酸产物DBTC，该探针底物如图1，水解产物的结构如下：

[0006]

[0007] 其中，R1选自-NH2、-N(CH3)2、-N(CH2CH3)2、-N(CH2CH2CH3)2、-NHCH3、-NHCH2CH3、-

NHCH2CH2CH3、-OH、-OCH3、-OCH2CH3、-OCH2CH2CH3；R2选自H、C1-C3烷基、C1-C3亚烷基氨基；R3选

自C1-C10烷基、-(C1-C8亚烷基)-氨基、-(C1-C8亚烷基)-氰基、-(C1-C8亚烷基)-硝基、-(C1-C3

亚烷基)-O-(C1-C3烷基)、环烷基、-(C1-C3亚烷基)-环烷基、芳基、-(C1-C3亚烷基)-芳基、杂

芳基、-(C1-C3亚烷基)-杂芳基、杂环基或-(C1-C3亚烷基)-杂环基。

[0008] 所述DBTC是荧光素酶的底物，可采用生物发光检测器实现产物的快速灵敏检测，

所述生物发光检测器为发光分析仪、酶标仪、显微镜或小动物成像仪。

[0009] 本发明还提供了一类人羧酸酯酶1的生物发光探针底物的制备方法，其特征在于：

[0010] 将2-氰基苯并噻唑(1.0eq)和D-半胱氨酸(1.1-1.5eq)加入到甲醇/水的混合溶液

中，加入碳酸钾(1.1-1.5eq)，20-30℃搅拌反应1-3小时，生成(S)-4,5-二氢-2-(苯并噻唑-

2-基)噻唑-4-甲酸化合物(简称DBTC)。所得产物DBCT(1 .0eq)在4-N,N-二甲基吡啶(0.1-

0.5eq)和1-乙基-3(3-二甲基丙胺)碳二亚胺(1.1-1.5eq)的存在下与醇(HOR3)缩合反应，

20-30℃搅拌反应6-24小时生成(S)-4,5-二氢-2-(苯并噻唑-2-基)噻唑-4-甲酸酯衍生物

(简称DBT-R)。

[0011] 合成路线如下:

[0012]

[0013] 本发明还提供人羧酸酯酶1的生物发光探针底物的应用，该类底物可被hCE1特异

性识别并催化发生水解反应，通过定量检测单位时间内水解产物的生成量即可测定不同生

物来源(组织、细胞、血浆)中的hCE1活性；具体测定方法为：

[0014] (1)预孵育：将待测样品在缓冲体系中，20～60度下孵育3～5分钟；

[0015] (2)起始反应：加入式(1)化合物混匀，20～60度下孵育2～120分钟；

[0016] (3)检测：加入荧光素酶检测试剂，混匀，37℃孵育20-30min；用酶标仪或化学发光

分析仪测定样品，检测波长620nm。

[0017] (4)测定单位时间内水解产物生成量作为hCE1活性的评价标准。

[0018] 本发明提供的一类人羧酸酯酶1的生物发光探针底物的的应用，所述水解反应体

系为PBS缓冲液，探针底物的浓度介于1/10～10Km之间，孵育体系pH介于5.5-10.5之间，反

应温度介于20-60℃之间，底物消除率或水解产物的生成率介于0.1％～20％之间。

[0019] 所述不同生物来源为重组表达的hCE1、人或动物的细胞制备物、组织制备液、血浆

等常见生物样本。
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[0020] 一种人羧酸酯酶1的生物发光探针底物的应用，该探针用于人羧酸酯酶1抑制剂的

快速筛选与评估，方法为：按照探针的使用方法，通过定量比较抑制剂存在与缺失状态下单

位时间内水解产物的生成量评估该生物体系中hCE1的残余活性，进而实现hCE1抑制剂的快

速筛选及抑制能力的定量评价。

[0021] 本发明提供的一类人羧酸酯酶1的生物发光探针底物的应用，探针水解产物均为

荧光素酶的底物，可采用生物发光检测器实现底物的快速灵敏检测。

[0022] 本发明提供的人羧酸酯酶1的生物发光探针底物的应用，该特异性探针底物及相

应hCE1活性检测过程不会受到生物体系基质及杂质的干扰，可用于重组表达的hCE1、人或

动物的细胞制备物、组织制备液、血浆等各种生物体系中hCE1酶活性的定量检测。

[0023] 本发明提供了人羧酸酯酶1的生物发光探针底物的的应用，该特异性探针底物用

于重组表达的hCE1、人或动物的细胞制备物、组织制备液、血浆等常见生物样本中酶活性的

定量测定，以及利用该探针反应快速筛选hCE1酶的抑制剂。

[0024] 本发明涉及的hCE1特异性探针反应具有如下优点：

[0025] 1.廉价易得：(S)-4,5-二氢-2-(苯并噻唑-2-基)噻唑-4-甲酸酯衍生物(简称DBT-

R)可经化学合成获得，合成工艺简单易行。

[0026] 2.高特异性：(S)-4,5-二氢-2-(苯并噻唑-2-基)噻唑-4-甲酸酯衍生物(简称DBT-

R)可被hCE1特异性代谢成一个代谢产物，即酯键断裂的水解产物，人体其余水解酶均不参

与该反应。

[0027] 3.高灵敏度：DBT-R可被hCE1快速水解释放出(S)-4,5-二氢-2-(苯并噻唑-2-基)

噻唑-4-甲酸衍生物(简称DBTC)，且产物为荧光素酶的底物，可利用生物发光检测器实现超

灵敏检测，其对目标物的检测下限可达纳摩尔级。

[0028] 4.易高通量检测：可在实验室常见各类荧光酶标仪及临床大生化仪上测定，可利

用96或386微孔板进行批量检测。

附图说明

[0029] 图1.(S)-4,5-二氢-2-(苯并噻唑-2-基)噻唑-4-甲酸酯衍生物(简称DBT-R)结构

通式；

[0030] 图2.(S)-4,5-二氢-2-(6-二甲氨基苯并噻唑-2-基)噻唑-4-甲酸甲酯合成路线；

[0031] 图3.(S)-4 ,5-二氢-2-(6-二甲氨基苯并噻唑-2-基)噻唑-4-甲酸甲酯1H-NMR谱

图；

[0032] 图4.(S)-4,5-二氢-2-(6-二甲氨基苯并噻唑-2-基)噻唑-4-甲酸甲酯的选择性；

[0033] 图5.hCE1的定量标准曲线；

[0034] 图6.hCE1的活性化学抑制实验

[0035] 图7.不同组织微粒体中hCE1的活性定量评估

具体实施方式

[0036] 下面的实施例将对本发明予以进一步的说明，但并不因此而限制本发明。(S)-4,

5-二氢-2-(苯并噻唑-2-基)噻唑-4-甲酸酯衍生物(简称DBT-R)结构通式如图1所示。

[0037] 实施例1.(S)-4,5-二氢-2-(6-二甲氨基苯并噻唑-2-基)噻唑-4-甲酸甲酯的合成
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[0038] 合成路线如图2所示。

[0039] (1)化合物2的合成

[0040] 室温，将化合物1(18.2g,107.3mmol,1.0eq)加入浓硫酸溶液中(90mL)，搅拌溶解。

将反应体系冷却到0-5℃，将硝酸钾(11.9g,118.0mmol,1.1eq)分批10次加入到上述反应体

系中。加完室温反应，薄板层析(TLC)监测反应进程。反应完毕后将反应体系倾入冰水中

(250mL)，抽滤得粗产物经乙酸乙酯重结晶得黄色固体，产率80-90％,ESI-MS  m/z  215.0[M

+H]+

[0041] (2)化合物3的合成

[0042] 室温，将化合物2(6 .0g ,27 .95mmol ,1 .0eq)和二氯化锡一水合物(18 .9g ,

83.85mmol,3.0eq)加入乙醇溶液中(80mL)，将体系升温回流反应，薄板层析(TLC)监测反应

进程。反应完毕后，蒸除溶剂，加水(20mL)，1N  NaOH调pH＝7-8 ,过滤，滤液乙酸乙酯萃取

(50mL×3)，合并有机相饱和氯化钠溶液洗(20mL×1)、无水硫酸钠干燥。蒸除溶剂，粗产物

柱层析(石油醚/乙酸乙酯＝3/1)得化合物3，黄色固体，产率40-50％,ESI-MS  m/z  185.0[M

+H]+。

[0043] (3)化合物4的合成

[0044] 室温，将化合物3(92.3mg ,0.5mmol,1.0eq)和氰化钠(49.0mg ,1mmol,2eq)加入二

甲基亚砜(5mL)中，加热130℃反应，薄板层析(TLC)监测反应进程。反应完毕后，冷却到室

温，加入水(30mL)，乙酸乙酯萃取(30mL×3)，合并有机相水洗(20mL×2)，饱和氯化钠溶液

洗(20mL×1)、无水硫酸钠干燥。蒸除溶剂，粗产物柱层析(石油醚/乙酸乙酯＝3/1)得化合

物4，黄色固体，产率30-50％,ESI-MS  m/z  175.1[M+H]+。

[0045] (4)化合物5的合成

[0046] 室温，将化合物4(87.6mg,0.5mmol,1.0eq)和37％甲醛溶液(1mL)加入到二氯甲烷

(5mL)中，滴加浓硫酸(0.1mL)后，分批10次加入硼氢化钠(75.6mg ,2mmol,4.0eq)于上述反

应体系中。加完室温反应1h，1N  NaOH调pH＝7-8，乙酸乙酯萃取(30mL×3)，合并有机相饱和

氯化钠溶液洗(20mL×1)、无水硫酸钠干燥。蒸除溶剂，粗产物柱层析(石油醚/乙酸乙酯＝

10/1)得化合物5，黄色固体，产率40-50％,ESI-MS  m/z  204.1[M+H]+。

[0047] (5)化合物6的合成

[0048] 室温，氩气氛下，将化合物5(60 .9mg ,0 .3mmol ,1 .0eq)和D-半胱氨酸(40 .0mg ,

0 .33mmol ,1 .1eq)加入到甲醇(5mL)/水(2 .5mL)的混合液中，加入碳酸钾(45 .6mg ,

0.33mmol,1 .1eq)于反应体系中。加完室温反应1h，1N  NaOH调pH＝8，乙酸乙酯洗(30mL×

3)，水相1N  HCl调pH＝4-5，乙酸乙酯萃取(30mL×3)，合并有机相饱和氯化钠溶液洗(20mL

×1)、无水硫酸钠干燥。蒸除溶剂得化合物6，红褐色固体，产率50-60％,ESI-MS  m/z  308.1

[M+H]+。

[0049] (6)化合物(S)-4,5-二氢-2-(6-二甲氨基苯并噻唑-2-基)噻唑-4-甲酸甲酯的合

成

[0050] 室温，氩气氛下，依次将化合物6(30 .7mg ,0 .1mmol ,1 .0eq)、4-N ,N-二甲基吡啶

(1.3mg,0.01mmol,0.1eq)和1-乙基-3(3-二甲基丙胺)碳二亚胺(21.0mg,0.11mmol,1.1eq)

加入到甲醇(2mL)/二氯甲烷(2mL)的混合液中。加完室温反应12h，反应完毕后，蒸出溶剂得

粗产物柱层析(石油醚/乙酸乙酯＝5/1)得化合物(S)-4,5-二氢-2-(6-二甲氨基苯并噻唑-
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2-基)噻唑-4-甲酸甲酯，黄色固体，产率70-90％,ESI-MS  m/z  322.1[M+H]+。其结构式为：

[0051]

[0052] 制备的产物的核磁共振波谱如图3所示，具体如下：

[0053] 1H  NMR(400MHz,CDCl3)δ7.95(d ,J＝9.2Hz,1H) ,7 .05(s ,1H) ,6.98(dd ,J＝9.2,

2.1Hz,1H) ,5.36(t,J＝9.1Hz,1H) ,3.85(s,3H) ,3.81-3.63(m,2H) ,3.07(s,6H) .

[0054] 实施例2.体外测定人重组单酶中hCE1的选择性

[0055] (1)预先准备30μl  hCE1代谢反应体系，包括pH  6.5的PBS缓冲液(100mM)、人重组

各单酶(5μg/mL)，于37℃条件下震荡预孵10分钟；

[0056] (2)向反应体系中加入30μl浓度为10μM的(S)-2-(2-(6-二甲氨基)-苯并噻唑)-4,

5-二氢噻唑-4-甲酸甲酯起始反应；

[0057] (3)10分钟后，加入50μl的发光检测试剂，37℃孵育20min后，酶标仪检测发光。

[0058] 重组人hCE1特异性参与其水解，其它酯酶均不参与其水解，证实该类化合物具有

非常好的选择性(图4)。

[0059] 实施例3.hCE1水解(S)-2-(2-(6-二甲氨基)-苯并噻唑)-4,5-二氢噻唑-4-甲酸甲

酯的线性反应浓度

[0060] (1)预先准备30μl  hCE1代谢反应体系，包括pH  6.5的PBS缓冲液(100mM)、人重组

单酶hCE1(系列浓度)，于37℃条件下震荡预孵10分钟；

[0061] (2)向反应体系中加入30μl浓度为10μM的(S)-2-(2-(6-二甲氨基)-苯并噻唑)-4,

5-二氢噻唑-4-甲酸甲酯起始反应；

[0062] (3)10分钟后，加入50μl的发光检测试剂，37℃孵育20min后，酶标仪检测发光。

[0063] 10μM的(S)-2-(2-(6-二甲氨基)-苯并噻唑)-4,5-二氢噻唑-4-甲酸甲酯最低能检

测到0.02ug/ml的hCE1(图5)。

[0064] 实施例4.hCE1的活性化学抑制实验

[0065] (1)准备hCE1代谢反应体系，包括pH  6.5的PBS缓冲液(100mM)、人肝微粒体、不同

酯酶特异性抑制剂(100μM)于37℃条件下震荡预孵10分钟；

[0066] (2)向反应体系中加入30μl浓度为10μM的(S)-2-(2-(6-二甲氨基)-苯并噻唑)-4,

5-二氢噻唑-4-甲酸甲酯起始反应起始反应；

[0067] (3)10分钟后，加入50μl的发光检测试剂，37℃孵育20min后，酶标仪检测发光。

[0068] 4，10μM的(S)-2-(2-(6-二甲氨基)-苯并噻唑)-4,5-二氢噻唑-4-甲酸甲酯在人肝

微粒体中的水解活性能够被羧酸酯酶特异性抑制剂BNPP显著抑制，而其它酯酶抑制剂对其

水解没有显著的抑制活性，证实10μM的(S)-2-(2-(6-二甲氨基)-苯并噻唑)-4 ,5-二氢噻

唑-4-甲酸甲酯能够特异性检测复杂生物样本的hCE1的活性(图6)。

[0069] 实施例5.不同组织微粒体中hCE1的活性定量评估

[0070] (1)选取4种不同组织来源的微粒体(HLM)，准备hCE1代谢反应体系，包括pH  6.5的

PBS缓冲液(100mM)、组织微粒体、于37℃条件下震荡预孵3分钟；

[0071] (2)向反应体系中加入30μl浓度为10μM的(S)-2-(2-(6-二甲氨基)-苯并噻唑)-4,

5-二氢噻唑-4-甲酸甲酯起始反应；
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[0072] (3)10分钟后，加入50μl的发光检测试剂，37℃孵育20min后，酶标仪检测发光。

[0073] 检测到的发光信号强度代入标准曲线后得到4种组织微粒体对(S)-2-(2-(6-二甲

氨基)-苯并噻唑)-4,5-二氢噻唑-4-甲酸甲酯的代谢速率，该测定结果与Western  Blot测

定的hCE1表达结果一致(图7)。
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图1

图2
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图3

图4
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图5

图6
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图7
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