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摘  要 

本文以10-羟基喜树碱(HCPT, 10-Hydroxycamptothecin)作为前药分子，通过2,4-二硝基苯磺酰氯(DNS)
的取代反应，成功构筑了一种具有荧光探针性能的喜树碱前药分子(DNS-HCPT)。荧光试验表明DNS-HCPT
在谷胱甘肽(GSH)的作用下，能将前药分子HCPT快速地释放出来，发射出很强的黄色荧光，可用于肿瘤

组织的追踪与识别。此外，HCPT作为喜树碱衍生物中抗癌效果最好之一，DNS-HCPT释放的HCPT还能

被用于癌细胞的治疗，在癌细胞的诊断与治疗中具有潜在的应用价值。 
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Abstract 
Prodrug DNS-HCPT was successfully prepared via the substitution reaction of 10-hydroxycampto- 
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thecin (HCPT) and 2,4-dinitrobenzenesulfonyl chloride (DNS), which could be used as a fluores-
cent probe. HCPT could be effectively released under glutathione (GSH) condition and realized 
strong yellow fluorescence emission, suggesting potential in tracking tumor tissues. Moreover, as 
one of the most effective anticancer camptothecin derivatives, the released HCPT could be utilized 
for cancer therapy, which was potential in cancer diagnosis and therapy. 
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1. 引言 

癌症作为人类健康的重大威胁之一，对人们的身心健康产生了重大影响。为了克服癌症带来的危害，

人们采用各种方法对其进行研究探索[1] [2] [3]。前药策略，因其能够显著提高化疗药物的药代能力、药

学和药效特性，在癌症治疗中获得了更多的关注[4]-[9]。尤其是将具有刺激响应性能的控制单元修饰到前

药上，不仅能显著提高药物的载药效率，还能获得具有肿瘤微环境响应性能的前药系统，智能释放抗癌

药物，实现癌细胞治疗效果[10] [11] [12] [13] [14]。与正常的组织细胞不同，肿瘤组织具有独特的物理化

学特性，比如肿瘤细胞内具有较高浓度的过氧化氢，这主要是由于细胞内氧化还原动态失衡，从而导致

细胞出现氧化应激态，过度产生活性氧(ROS)，其浓度远高于正常细胞(约 100 倍)，高浓度的 ROS 会导

致细胞的永久死亡[7] [15]。值得注意的是，为了维持细胞内氧化还原的稳定，即使是癌细胞也会产生更

多的谷胱甘肽(GSH，内源性三肽)作为抗氧化剂来清除活性氧以避免氧化失衡[7] [15]。由于高浓度的

ROS，癌细胞内的 GSH 浓度也相应的高出正常细胞 7~10 倍[15]。此外，研究表明，GSH 不仅参与癌细

胞的分裂增殖，还对细胞的多种生物过程起到至关重要的作用，比如：外源性物质的解毒过程与细胞的

周期进程[7]。因此，利用癌细胞内高浓度的 GSH 设计具有 GSH 响应性能的调控单元在癌症治疗中具有

潜在的应用价值。 
喜树碱作为一种天然抗癌药物，其衍生物已被广泛应用于各种癌细胞治疗。10-羟基喜树碱(HCPT, 

10-Hydroxycamptothecin)抗癌机制与喜树碱相似，被认为是喜树碱衍生物中抗癌效果最好之一，其主要通

过抑制拓扑异构酶来缓解 DNA 的扭转[7] [16]。由于 HCPT 具有很强的荧光发射能力，因此，我们认为

基于 HCPT 构筑具有 GSH 响应机制的前药分子不仅能通过 HCPT 的 GSH 刺激响应性荧光指示肿瘤组织

的位置，实时追踪药物释放过程，还能作为前药分子，显著提高载药效率，实现癌细胞的有效治疗。 
为此，我们通过取代反应设计合成了具有 GSH 响应性能的 HCPT 前药分子(DNS-HCPT)。在前药分

子 DNS-HCPT 中，2,4-二硝基苯磺酰基(DNS)通过取代反应与 HCPT 共价相连，且由于 DNS 的吸电子效

应致使 HCPT 自身荧光发生猝灭，但是在高浓度的 GSH 作用下，DNS 会发生分子内重排并从 DNS-HCPT
上脱离，将 HCPT 释放出来，此时的 HCPT 不仅能高效治疗肿瘤组织，还能通过自身的荧光实现肿瘤组

织的定位与诊断。GSH 刺激响应释放结果表明，DNS-HCPT 前药分子不仅能有效释放前药 HCPT 用于治

疗癌细胞，其 GSH 响应后的荧光变化还可用于追踪药物释放过程及肿瘤位置，在肿瘤治疗与诊断中具有

潜在价值(图 1)。 
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Figure 1. GSH responsive illustration of 10-hydroxycamptothecin prodrug (DNS-HCPT) 
图 1. 10-羟基喜树碱前药分子(DNS-HCPT)的 GSH 响应示意图 

2. 实验部分 

2.1. 试剂与仪器 

10-羟基喜树碱(HCPT, 99%)、2,4-二硝基苯磺酰氯(DNS, 98%)，安耐吉化学；三乙胺(TEA)、碳酸氢

钠、无水硫酸钠、二氯甲烷(DCM)、石油醚(PE)、乙酸乙酯(EA)，分析纯，南京化学试剂有限公司；薄

层层析硅胶，300~400 目，山东青岛海洋。 
Bruker 400 MHz 核磁共振仪，瑞士 Bruker 公司；Hitachi F-7000 荧光光谱仪，日本日立公司；IKA RV 

10 旋转蒸发仪，德国 IKA 公司；WFH-203B 暗箱台式三用紫外分析仪，上海精密仪器仪表有限公司。 

2.2. 10-羟基喜树碱前药分子(DNS-HCPT)的合成 

合成路线如图 2 所示： 
 

 
Figure 2. Synthesis route of DNS-HCPT 
图 2. DNS-HCPT 的合成路线 

 
将 10-羟基喜树碱(0.93 g, 2.55 mmol)溶解在 100 mL 的二氯甲烷中，加入 0.8 g 的三乙胺，冰浴降温

20 min，接着将溶有 2,4-二硝基苯磺酰氯(0.8 g, 3 mmol)的 50 mL 二氯甲烷恒压滴加至反应液中，滴加时

间超过 1.5 h，滴加结束，继续搅拌反应 3 h。反应结束，反应液用饱和碳酸氢钠洗涤三次，收集有机相，

用无水硫酸钠干燥过夜。过滤收集滤液，直接硅胶拌样，以石油醚/乙酸乙酯(v/v = 1:3)作为流动相，通过

柱层析纯化得黄色固体产物 DNS-HCPT (0.91 g, 1.53 mmol, 60%)。 

2.3. 10-羟基喜树碱前药分子(DNS-HCPT)的核磁测试 

在纯化得到目标产物 DNS-HCPT 后，以 DMSO-d6 作为溶剂，通过 Bruker 400 MHz 核磁共振仪对
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DNS-HCPT 的氢谱、碳谱进行检测分析(图 3 和图 4)，数据和图如下：1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 298 K) 
δ (ppm): 9.16 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.72 (s, 1H), 8.58 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H), 8.31 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.25 (d, J 
= 8.8 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.66 (dd, J = 9.2, 2.4 Hz, 1H), 7.35 (s, 1H), 5.43 (s, 2H), 5.30 (s, 2H), 
1.86~1.81 (m, 2H), 0.87 (t, J = 7.2 Hz, 3H).13C NMR (100 MHz, DMSO-d6, 298 K) δ (ppm): 172.9, 157.2, 
154.3, 152.1, 150.4, 148.7, 147.1, 147.0, 145.5, 134.2, 132.3, 132.3, 131.5, 131.0, 128.7, 128.0, 125.3, 121.7, 
121.1, 120.1, 97.6, 72.8, 65.7, 50.7, 30.7, 8.2. 
 

 
Figure 3. 1H NMR spectrum (400 MHz, DMSO-d6, 298 K) of DNS-HCPT 
图 3. DNS-HCPT 的氢谱(400 MHz, DMSO-d6, 298 K) 

 

 
Figure 4. 13C NMR spectrum (100 MHz, DMSO-d6, 298 K) of DNS-HCPT 
图 4. DNS-HCPT 的碳谱(100 MHz, DMSO-d6, 298 K) 
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3. 结果与讨论 

3.1. DNS-HCPT 的 GSH 刺激响应性研究 

根据相关文献报道[17] [18]，前药分子 DNS-HCPT 中的 2,4-二硝基苯磺酰基(DNS)部分对 GSH 具有

显著的刺激响应性，可以使 DNS-HCPT 中的 DNS 重排离去，接下来首先对 DNS-HCPT 的 GSH 刺激响

应性进行研究。 
首先，配制 0.2 mM 的 DNS-HCPT 水溶液(含少量 DMSO 助溶)，通过荧光光谱检测发现几乎没有荧

光信号，此时在 365 nm 激发下也观察不到任何荧光，说明此时前药分子 DNS-HCPT 非常稳定，HCPT
不能被释放出来(图 5 和图 6)。然而，当向 DNS-HCPT 溶液中加入 0.2 mM 的 GSH 溶液后，1 min 后可以

检测到荧光强度为 828 (545 nm 处)，说明 HCPT 被释放出来了，并且随着时间的增加，荧光强度越来

越强，8 min 后甚至可以达到 2288 (545 nm 处)，说明前药分子 DNS-HCPT 具有明显的 GSH 刺激响应

性(图 5)。 
更为重要的是，通过 8 min 的 GSH 刺激响应释放，我们可以观察到显著的黄色荧光，说明大部分前

药 HCPT 被释放出来了，相较于 GSH 刺激响应释放前，荧光强度足足提高了 48 倍(图 6)。上述荧光实验

表明前药分子 DNS-HCPT 不仅具有显著的 GSH 刺激响应性能，其释放的前药分子 HCPT 还能够被用于

追踪识别肿瘤组织的高浓度 GSH 环境，同时对癌细胞进行治疗，在肿瘤的诊治结合中具有潜在的价值。 
 

 
Figure 5. Fluorescence spectra of DNS-HCPT (0.2 mM) with GSH (0.2 mM) in different time 
图 5. DNS-HCPT (0.2 mM)在 GSH (0.2 mM)作用下不同时间段的荧光图谱 

 

 
Figure 6. Fluorescence spectra of DNS-HCPT (0.2 mM) with 0.0 and 0.2 mM GSH 
图 6. DNS-HCPT (0.2 mM)在 0.0 和 0.2 mM GSH 作用下的荧光谱图 
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3.2. DNS-HCPT 的释放研究 

在确定前药分子 DNS-HCPT 的 GSH 刺激响应性能后，接着对 DNS-HCPT (0.2 mM)的 GSH 刺激响应

释放进行了深入研究。如图 7 所示，在没有 GSH 的情况下，前药分子 DNS-HCPT 能够一直保持稳定，

几乎没有任何的 HCPT 荧光信号能够被检测到。然而，当加入 0.1 mM 的 GSH 后，可以发现 HCPT 的荧

光信号显著增强，随着时间的增加逐渐达到平衡，说明 DNS-HCPT 在 GSH 的作用下成功地释放出了前

药分子 HCPT。值得注意的是，随着 GSH 浓度从 0.1 mM 增加到 0.2 mM 和 0.5 mM，HCPT 的释放量也

显著地从 48%增加到了 80%和 90%，说明该前药分子具有很好的 GSH 刺激响应性能。这些释放结果说

明，DNS-HCPT 不仅具有显著的 GSH 刺激响应性能，在高浓度 GSH 下还能高效地释放前药分子 HCPT，
在癌细胞的诊治中具有重要价值。 
 

 
Figure 7. Time-dependent HCPT release at different GSH concentrations 
图 7. DNS-HCPT (0.2 mM)在不同 GSH 浓度下的释放曲线 

3.3. DNS-HCPT 的释放机理研究 

谷胱甘肽(GSH)是一种谷氨酸、半胱氨酸和甘氨酸形成的含有巯基的三肽(R-SH)。文献表明[5] [7] [8]，
当加入 GSH 后，R-SH 中的巯基会进攻 DNS，发生取代反应，同时 DNS 中的磺酰基会进行重排，最终

以 SO2的形式离去，而 GSH 通过巯基最终被修饰到磺酰基的位置，从而把前药 HCPT 给释放出来，实现

GSH 的刺激响应释放(图 8)。 
 

 
Figure 8. GSH release mechanism of DNS-HCPT 
图 8. DNS-HCPT 的 GSH 释放机理 

4. 结论 

我们以 10-羟基喜树碱(HCPT, 10-Hydroxycamptothecin)作为前药分子，通过取代反应在 HCPT 的 10-
羟基位置成功修饰了 2,4-二硝基苯磺酰基(DNS)，得到了具有诊治结合功能的喜树碱前药分子(DNS-HCPT)。
由于 DNS 的分子内抑制作用，前药分子 DNS-HCPT 不发射荧光，但是在谷胱甘肽(GSH)的作用下，DNS- 
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HCPT 不仅能将前药分子 HCPT 快速地释放出来，其释放的 HCPT 还能发射出很强的黄色荧光，这样显

著的荧光变化可被用于肿瘤组织的追踪与识别。更为重要的是，HCPT 作为喜树碱衍生物中抗癌效果最

好之一，DNS-HCPT 释放的 HCPT 还能被用于癌细胞的治疗。因此，该前药分子 DNS-HCPT 在癌细胞的

诊断与治疗中具有潜在的应用价值。 
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