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(54)发明名称

二乙酸氯己定在制备预防或/和治疗肝癌的

药物中的用途

(57)摘要

本申请涉及一种二乙酸氯己定的新用途，具

体涉及二乙酸氯己定在制备预防或/和治疗肝癌

的药物中的用途。进一步地，所述的肝癌细胞为

SNU449。与传统技术相比，本申请具备如下有益

效果：本申请首次将二乙酸氯己定应用于制备预

防或/和治疗肝癌的药物。发明人发现，二乙酸氯

己定能够特异性抑制肝癌细胞增殖，通过抑制

RNA解旋酶DDX17，有望成为攻克肝癌的新型药

物。
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1.二乙酸氯己定在制备治疗肝癌的药物中的用途。

2.根据权利要求1所述的二乙酸氯己定在制备治疗肝癌的药物中的用途，其特征在于，

治疗肝癌包括：抑制肝癌细胞增殖。

3.根据权利要求2所述的二乙酸氯己定在制备治疗肝癌的药物中的用途，其特征在于，

抑制肝癌细胞增殖包括抑制DDX17蛋白的表达。

4.根据权利要求3所述的二乙酸氯己定在制备治疗肝癌的药物中的用途，其特征在于，

所述肝癌细胞为肝癌细胞系SNU449。

5.根据权利要求1至4任一项所述的二乙酸氯己定在制备治疗肝癌的药物中的用途，其

特征在于，所述药物包含二乙酸氯己定以及药物学接受的辅料。

6.根据权利要求5所述的二乙酸氯己定在制备治疗肝癌的药物中的用途，其特征在于，

所述的药物的剂型为片剂。

7.根据权利要求5所述的二乙酸氯己定在制备治疗肝癌的药物中的用途，其特征在于，

所述的药物的剂型为胶囊剂。

8.根据权利要求5所述的二乙酸氯己定在制备治疗肝癌的药物中的用途，其特征在于，

所述的药物的剂型为口服液体剂、口服颗粒剂或者口服散剂。

9.根据权利要求5所述的二乙酸氯己定在制备治疗肝癌的药物中的用途，其特征在于，

所述的药物的剂型为注射剂。

10.根据权利要求9所述的二乙酸氯己定在制备治疗肝癌的药物中的用途，其特征在

于，所述的注射剂为冻干粉针或者注射用乳剂。
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二乙酸氯己定在制备预防或/和治疗肝癌的药物中的用途

技术领域

[0001] 本申请涉及药物技术领域，特别是涉及二乙酸氯己定在制备预防或/和治疗肝癌

的药物中的用途。

背景技术

[0002] 肝细胞癌（Hepatocellular  carcinoma，HCC）简称肝癌，肝癌是指发生于肝脏的恶

性肿瘤，包括原发性肝癌和转移性肝癌两种，人们日常说的肝癌指的多是原发性肝癌。原发

性肝癌是临床上最常见的恶性肿瘤之一，根据最新统计，全世界每年新发肝癌患者约六十

万，居恶性肿瘤的第五位，其死亡率在所有肿瘤中高居第二。原发性肝癌按细胞分型可分为

肝细胞型肝癌、胆管细胞型肝癌及混合型肝癌。按肿瘤的形态可分为结节型、巨块型和弥漫

型。

[0003] 肝癌的治疗手段多样，有手术和靶向治疗，但目前以肝切除术为代表的外科治疗

仍然是肝癌的首选治疗方法。目前，肝癌的治疗药物包括索拉非尼、乐伐替尼、多纳非尼、贝

伐珠单抗联合阿替利珠单抗、瑞戈非尼、阿帕替尼、卡博替尼等。常规化疗药物（如阿霉素、

氟尿嘧啶、顺铂、α‑干扰素等）的治疗不仅毒副作用严重，而且通常也不能明显缓解疾病或

延长生命，其他大多数药物的疗效都难尽人意。在肝癌的分子靶向治疗中，索拉非尼是目前

晚期肝细胞癌的标准治疗手段，被证明可延长肝癌患者生存期的药物的酪氨酸激酶抑制剂

索拉非尼，也被发现有明显的副作用。而继索拉非尼之后涌现其他新的靶向药物研究中，其

主要治疗终点患者的总体生存率均未优于索拉非尼。原因在于肝细胞癌并不像肺癌一样，

具备明确的驱动基因或生物标记物，这就给人肝癌的新药研发靶点增加了很大困难。除了

免疫检查点抑制剂外，针对多种癌症靶点的多种抑制剂如各种生长因子受体、C‑MET等抑制

剂都在进行中，但整体在肝癌的治疗领域依然缺乏行之有效的靶点和抑制剂，临床上迫切

需要开发更有效的抗癌药物。

[0004] 二乙酸氯己定（Chlorhexidine  diacetate）属于双缩胍家族，分子式为

C26H38Cl2N10O4，分子量为625.55，常作为广谱抗菌药和消毒药，对应的作用机理涉及扰乱细

菌的细胞膜。对革兰氏阳性菌、阴性菌及真菌均有较强的杀菌作用，对绿脓杆菌也有效，常

常用于皮肤消毒、冲洗伤口，也可用于手术器械消毒。目前，暂未有二乙酸氯己定用在肝癌

细胞上的研究。

发明内容

[0005] 基于此，本申请提供了一种二乙酸氯己定的新应用，具体是二乙酸氯己定在制备

预防或/和治疗肝癌的药物中的应用，二乙酸氯己定能够有效抑制肝癌细胞，具有明显的治

疗肝癌功效。

[0006] 本申请的技术方案包括：

[0007] 二乙酸氯己定在制备预防或/和治疗肝癌的药物中的用途。

[0008] 在其中一个实施例中，治疗肝癌包括：抑制肝癌细胞增殖。
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[0009] 在其中一个实施例中，抑制肝癌细胞增殖包括抑制DDX17蛋白的表达。

[0010] 在其中一个实施例中，所述肝癌细胞为肝癌细胞系SNU449。

[0011] 在其中一个实施例中，所述药物包含二乙酸氯己定以及药物学接受的辅料。

[0012] 在其中一个实施例中，所述的药物的剂型为片剂。

[0013] 在其中一个实施例中，所述的药物的剂型为胶囊剂。

[0014] 在其中一个实施例中，所述的药物的剂型为口服液体剂、口服颗粒剂或者口服散

剂。

[0015] 在其中一个实施例中，所述的药物的剂型为注射剂。

[0016] 在其中一个实施例中，所述的注射剂为冻干粉针或者注射用乳剂。

[0017] 与传统的技术相比较，本申请的二乙酸氯己定在制备预防或/和治疗肝癌的药物

中的应用包含如下有益效果：

[0018] 本研究首次发现了二乙酸氯己定能够作为化疗药物，能显著抑制肝癌细胞（例如

SNU449）的恶性生长、平板克隆形成能力以及DNA合成能力。并且发现二乙酸氯己定随着药

物浓度增加可显著抑制DDX17蛋白的表达，二乙酸氯己定有望成为靶向DDX17抑制肝癌细胞

恶性增殖的新一代药物。

附图说明

[0019] 为了更清楚地说明本申请具体实施方式或现有技术中的技术方案，下面将对具体

实施方式或现有技术描述中所需要使用的附图作简单地介绍，显而易见地，下面描述中的

附图是本申请的一些实施方式，对于本领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的前

提下，还可以根据这些附图获得其他的附图。

[0020] 图1为一实施例的二乙酸氯己定的结构式的示意图；

[0021] 图2为一实施例的MTS实验检测二乙酸氯己定对肝癌细胞SNU449细胞活率的实验

结果图；

[0022] 图3为一实施例的平板克隆形成实验中二乙酸氯己定对肝癌细胞SNU449克隆形成

的实验结果图；

[0023] 图4为一实施例中EDU实验检测二乙酸氯己定对肝癌细胞SNU449  DNA合成能力的

实验结果图；

[0024] 图5为一实施例中采用表面等离子体共振技术测定二乙酸氯己定与DDX17蛋白相

互作用亲和力的实验结果图；

[0025] 图6为一实施例中DMSO处理的对照组和不同浓度的二乙酸氯己定处理后比较

DDX17的表达水平的western  blot蛋白质印迹图。

具体实施方式

[0026] 为了便于理解本申请，下面将参照相关附图对本申请进行更全面的描述。附图中

给出了本申请的较佳实施例。但是，本申请可以以许多不同的形式来实现，并不限于本文所

描述的实施例。相反地，提供这些实施例的目的是使对本申请的公开内容的理解更加透彻

全面。

[0027] 此外，术语“第一”、“第二”仅用于描述目的，而不能理解为指示或暗示相对重要性
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或者隐含指明所指示的技术特征的数量。由此，限定有“第一”、“第二”的特征可以明示或者

隐含地包括至少一个该特征。在本申请的描述中，“多个”的含义是至少两个，例如两个，三

个等，除非另有明确具体的限定。在本申请的描述中，“若干”的含义是至少一个，例如一个，

两个等，除非另有明确具体的限定。

[0028] 当本文中公开一个数值范围时，上述范围视为连续，且包括该范围的最小值及最

大值，以及这种最小值与最大值之间的每一个值。进一步地，当范围是指整数时，包括该范

围的最小值与最大值之间的每一个整数。此外，当提供多个范围描述特征或特性时，可以合

并该范围。换言之，除非另有指明，否则本文中所公开之所有范围应理解为包括其中所归入

的任何及所有的子范围。

[0029] 除非另有定义，本文所使用的所有的技术和科学术语与属于本申请的技术领域的

技术人员通常理解的含义相同。本文中在本申请的说明书中所使用的术语只是为了描述具

体的实施例的目的，不是旨在于限制本申请。本文所使用的术语“和／或”包括一个或多个相

关的所列项目的任意的和所有的组合。

[0030] “药学上可接受的”指在合理医学判断范围内适于施用患者且与合理益处/风险比

相称的那些配体、材料、组合物和/或剂型。

[0031] “药学上可接受的载体”指药学上可接受的材料、组合物或媒剂，例如液体或固体

填充剂、稀释剂、赋形剂、溶剂或囊封材料。如本文所用，语言“药学上可接受的载体”包括与

药物施用相容的缓冲剂、注射用无菌水、溶剂、分散介质、包衣、抗细菌剂及抗真菌剂、等渗

剂及吸收延迟剂及诸如此类。在与配制物中其他成分兼容且对患者无害的意义上，每种载

体必须为“药学上可接受的”。合适的实例包括但不限于：(1)糖，例如乳糖、葡萄糖及蔗糖；

(2)淀粉，例如玉米淀粉、马铃薯淀粉及经取代或未经取代的β‑环糊精；(3)纤维素及其衍生

物，例如羧甲基纤维素钠、乙基纤维素及乙酸纤维素；(4)粉状黄蓍胶；(5)麦芽；(6)明胶；

(7)滑石；(8)赋形剂，例如可可脂及栓剂蜡；(9)油类，例如花生油、棉籽油、红花油、芝麻油、

橄榄油、玉米油及大豆油；(10)二醇，例如丙二醇；(11)多元醇，例如甘油、山梨醇、甘露醇及

聚乙二醇；(12)酯类，例如油酸乙酯及月桂酸乙酯；(13)琼脂；(14)缓冲剂，例如氢氧化镁及

氢氧化铝；(15)海藻酸；(16)无热原水；(17)等渗盐水；(18)林格氏溶液；(19)乙醇；(20)磷

酸盐缓冲液；及(21)药物配制物中所采用的其他无毒兼容物质。

[0032] 施用方式

[0033] 本申请的化合物或其药物组合物的剂型和施用方式没有特别限制。

[0034] 代表性的施用方式包括但并不限于：口服、瘤内、直肠、肠胃外(静脉内、肌肉内或

皮下)注射、和局部给药。

[0035] 用于口服给药的固体剂型包括胶囊剂、片剂、丸剂、散剂和颗粒剂。在这些固体剂

型中，活性化合物与至少一种常规惰性赋形剂(或载体)混合，如柠檬酸钠或磷酸二钙，或与

下述成分混合：(a)填料或增容剂，例如，淀粉、乳糖、蔗糖、葡萄糖、甘露醇和硅酸；(b)粘合

剂，例如，羟甲基纤维素、藻酸盐、明胶、聚乙烯基吡咯烷酮、蔗糖和阿拉伯胶；(c)保湿剂，例

如，甘油；(d)崩解剂，例如，琼脂、碳酸钙、马铃薯淀粉或木薯淀粉、藻酸、某些复合硅酸盐、

和碳酸钠；(e)缓溶剂，例如石蜡；(f)吸收加速剂，例如，季胺化合物；(g)润湿剂，例如鲸蜡

醇和单硬脂酸甘油酯；(h)吸附剂，例如，高岭土；和(i)润滑剂，例如，滑石、硬脂酸钙、硬脂

酸镁、固体聚乙二醇、十二烷基硫酸钠，或其混合物。
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[0036] 用于口服给药的液体剂型包括药学上可接受的乳液、溶液、悬浮液、糖浆或酊剂。

除了活性化合物外，液体剂型可包含本领域中常规采用的惰性稀释剂，如水或其它溶剂，增

溶剂和乳化剂，具体例如，乙醇、异丙醇、碳酸乙酯、乙酸乙酯、丙二醇、1,3‑丁二醇、二甲基

甲酰胺以及油，特别是棉籽油、花生油、玉米胚油、橄榄油、蓖麻油和芝麻油或这些物质的混

合物。除了这些惰性稀释剂外，组合物也可包含助剂，如润湿剂、乳化剂和悬浮剂、甜味剂、

矫味剂和香料。如悬浮液可包含悬浮剂，具体例如，乙氧基化异十八烷醇、聚氧乙烯山梨醇

和脱水山梨醇酯、微晶纤维素、甲醇铝和琼脂或这些物质的混合物。

[0037] 用于肠胃外注射的组合物可包含生理上可接受的无菌含水或无水溶液、分散液、

悬浮液或乳液，以及用于重新溶解成无菌的可注射溶液或分散液的无菌粉末。适宜的含水

或非水载体、稀释剂、溶剂或赋形剂包括水、乙醇、多元醇及其适宜的混合物。

[0038] 用于局部给药的剂型包括软膏剂、散剂、贴剂、喷射剂和吸入剂。由活性成分在无

菌条件下与药学上可接受的载体及任何防腐剂、缓冲剂，或必要时可能需要的推进剂一起

混合而成。

[0039] 本申请提供了一种二乙酸氯己定在制备预防或/和治疗肝癌的药物中的用途。

[0040] 可选地，治疗肝癌包括：抑制肝癌细胞增殖。

[0041] 进一步可选地，抑制肝癌细胞增殖包括抑制DDX17蛋白的表达。

[0042] 可选地，所述肝癌细胞为肝癌细胞系SNU449。

[0043] 可选地，所述药物包含二乙酸氯己定以及药物学接受的辅料。

[0044] 可以理解的是，根据药物的剂型的不同，所选择的辅料的种类、辅料的用量等也不

同。二乙酸氯己定可以与合适种类的辅料结合，制备成不同形态的药物（例如液态、半固体、

固体），相应形成不同的剂型。

[0045] 可选地，所述的药物的剂型为片剂。

[0046] 可以理解的是，在本申请中，片剂是药物与辅料均匀混合后压制而成的片状或异

形片状的固体制剂，以口服普通片为主，也有含片、舌下片、口腔贴片等。为增加稳定性、掩

盖药物不良臭味、改善片剂外观等，可对片剂进行包衣。

[0047] 在其中一个具体实例中，所述的片剂为包衣片剂。

[0048] 可选地，所述的药物的剂型为胶囊剂。

[0049] 可以理解的是，在本申请中，胶囊剂是指药物或与适宜辅料填充于空心的硬胶囊

或密封于软质囊材中制成的固体制剂，可分为硬胶囊、软胶囊（胶丸），主要供口服用，也是

一种临床应用广泛的固体剂型。

[0050] 可选地，所述的药物的剂型为口服液体剂、口服颗粒剂或者口服散剂。

[0051] 在其中一个具体实例中，所述的药物的剂型为口服颗粒剂。

[0052] 可以理解的是，在本申请中，口服颗粒剂是指原料药和适宜的辅料混合制成具有

一定粒度的干燥颗粒状制剂，是常用的一种口服固体剂型。除另有规定外，颗粒剂中大于一

号筛的粗粒和小于五号筛的细粒的总和不超过15%。颗粒剂可直接吞服，也可冲入水中饮

服。

[0053] 可选地，所述的药物的剂型为注射剂。

[0054] 可以理解的是，在本申请中，注射剂是指药物制成的供注入体内的无菌溶液（包括

乳浊液和混悬液）以及供临用前配成溶液或混悬液的无菌粉末或浓溶液。
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[0055] 在其中一个具体实例中，所述的注射剂为冻干粉针。

[0056] 在其中一个具体实例中，所述的注射剂为注射用乳剂。

[0057] 以上，本申请实施例只是对“剂型”的种类进行举例说明，可以理解的是，这并非是

对“剂型”的具体限制，除了本申请举例的“片剂”、“胶囊剂”、“口服液”以及“注射剂”这几种

剂型之外，还可以将二乙酸氯己定制备成其他合适的、药学上可以接受的剂型。

[0058] 以下结合具体实施例进行进一步说明，以下具体实施例中所涉及的原料，若无特

殊说明，均可来源于市售，如本申请实施例所述的二乙酸氯己定是市购的，所使用的仪器，

若无特殊说明，均可来源于市售，所涉及到的工艺，如无特殊说明，均为本领域技术人员常

规选择。

[0059] 以下为具体实施例。

[0060] 实施例1

[0061] （1）准备细胞

[0062] 人肝癌细胞SNU449购买于广州吉尼欧生物公司；

[0063] 人肝癌细胞SNU449细胞培养方法：配置混合培养基，包括DMEM培养基+10%胎牛血

清（FBS）+1%青霉素/链霉素双抗）（P/S），将细胞加入配置好的混合培养基后置于37℃、5%

CO2细胞培养箱内培养，48‑72h后观察培养皿的细胞满度，待细胞长至90%‑100%时进行传代

培养。

[0064] （2）二乙酸氯己定（Chlorhexidine  diacetate）对肝癌细胞SNU449增殖的影响

[0065] 使用二乙酸氯己定（15μM）对肝癌细胞SNU449进行处理，随后利用MTS实验分别检

测肝癌细胞在0h、24h、48h、72h四个时间点细胞的生长情况。

[0066] 结合图2结果显示，使用15μM二乙酸氯己定对SNU449进行处理后，相对于二甲基亚

砜（DMSO）处理的对照组，培养72h后，二乙酸氯己定可以显著降低肝癌细胞SNU449的生长（P

<0.05）。

[0067] （3）二乙酸氯己定对肝癌细胞SNU449平板克隆形成能力的影响

[0068] 将肝癌细胞SNU449接种在六孔中，细胞数量为0.1k~0.3k个细胞/孔，按照常规培

养肝癌细胞的方法培养10天，随后使用15μM二乙酸氯己定进行处理2~3天，去除培养基后，

用1×PBS清洗，加入1ml甲醇固定细胞30min，用0.1%结晶紫进行染色，60min后去除结晶紫，

用1×PBS清洗，晾干后拍照计数，对照组同样按照上述处理，但是不添加二乙酸氯己定。

[0069] 结合图3结果显示，相对于DMSO处理的对照组，使用二乙酸氯己定进行处理后可以

显著降低肝癌细胞SNU449的平板克隆形成能力（P<0.05）。

[0070] （4）二乙酸氯己定对肝癌细胞SNU449  DNA合成能力的影响

[0071] 将肝癌细胞SNU449接种在含有玻片的六孔中，第二天加入（15μM）二乙酸氯己定进

行处理2‑3天，使用EDU试剂盒进行处理（碧云天，C0085S），在荧光显微镜下观察二乙酸氯己

定对肝癌细胞SNU449  DNA合成能力的影响。

[0072] 结合图4结果显示，相较于未添加二乙酸氯己定的对照组，使用二乙酸氯己定进行

处理后，可以显著降低肝癌细胞SNU449的DNA合成能力（P<0.05）。

[0073] （5）二乙酸氯己定与DDX17蛋白具有相互作用亲和力

[0074] RNA解旋酶DDX17是DEAD‑box17（DDX17）是RNA解旋酶DDX家族的重要成员之一，其

解旋酶核心区域包含9个保守基序（Q、Ⅰ、Ⅰa、Ⅰb、Ⅱ‑Ⅵ）。DDX17以保守的基序Asp‑Glu‑Ala‑
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Asp（DEAD）为特征的DEAD盒蛋白涉及许多RNA二级结构改变的细胞过程，例如翻译起始，核

和线粒体剪接以及核糖体和剪接体组装。该基因编码DEAD盒蛋白，它是一种被多种RNA而非

dsDNA激活的ATPase，可参与从转录到翻译等几乎与RNA代谢相关的所有过程。在癌症的生

长中起到重要作用。研究发现DDX17在多种肿瘤中表达明显升高，包括肝癌、肺癌、乳腺癌、

前列腺癌等。此外，多项研究表明DDX17可促进肝癌恶性增殖和迁移侵袭。

[0075] 利用表面等离子体共振技术（SPR）建立DDX17蛋白‑FDA上市化合物相互作用测定

模型，通过将FDA上市药物库中1729个化合物按约50个/组分为36组混合物，进行SPR单浓度

点（10μM）筛选，根据RU值降序选取4组化合物。接着将4组化合物共200个进行逐个单浓度

（10μM）SPR测序，根据RU值降序进行排序。最后将排名靠前的化合物设置多浓度进行SPR测

试得到亲和力数据KD以及动力学数Kd、ka。基于结合模式分析筛选出与DDX17结合亲和力较

高的化合物。利用表面等离子体共振技术（SPR）建立DDX17蛋白‑化合物相互作用测定模型。

[0076] 图5结果显示，二乙酸氯己定与DDX17蛋白具有较高的相互作用亲和力。

[0077] （6）二乙酸氯己定抑制RNA解旋酶DDX17表达水平

[0078] 使用二乙酸氯己定对肝癌细胞SNU449进行处理，利用WB实验检测在不同浓度作用

下的二乙酸氯己定对DDX17蛋白表达水平的影响，具体操作过程如下：

[0079] 将肝癌细胞SNU449接种在六孔中，第二天分别使用3.75μM、7.5μM和15μM二乙酸氯

己定进行处理2~3天，随后对DDX17蛋白进行裂解，测浓度、配置SDS聚丙烯酰胺凝胶（SDS‑

PAGE）、电泳、转膜及封闭、封闭及孵育一抗孵育、二抗孵育、显影。

[0080] 图6结果显示，相较于DMSO处理的对照组，随着二乙酸氯己定的药物浓度的增加，

二乙酸氯己定抑制DDX17的表达水平的逐渐增强，15μM二乙酸氯己定对DDX17的抑制作用最

强。根据上述结果分析可知，二乙酸氯己定可作为DDX17蛋白的小分子化合物抑制剂，并且

可以抑制肝癌细胞的恶性增殖。

[0081] 以上所述实施例的各技术特征可以进行任意的组合，为使描述简洁，未对上述实

施例中的各个技术特征所有可能的组合都进行描述，然而，只要这些技术特征的组合不存

在矛盾，都应当认为是本说明书记载的范围。

[0082] 以上所述实施例仅表达了本申请的几种实施方式，其描述较为具体和详细，但并

不能因此而理解为对发明专利范围的限制。应当指出的是，对于本领域的普通技术人员来

说，在不脱离本申请构思的前提下，还可以做出若干变形和改进，这些都属于本申请的保护

范围。因此，本申请专利的保护范围应以所附权利要求为准。
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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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