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4-氨基酸取代嘧啶核苷类化合物的抗HBV活性研究
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  摘 要:以野生型乙型肝炎病毒(HBV)细胞株 HepG2.2.15和拉米夫定耐药型 HBV细胞株 HepGRL1为模

型,分别采用酶联免疫吸附检测(ELISA)法测定4-氨基酸取代嘧啶核苷类化合物(GY001-GY005)对乙型肝炎e
抗原(HBeAg)和乙型肝炎表面抗原(HBsAg)的影响,四甲基偶氮唑蓝(MTT)法测定4-氨基酸取代嘧啶核苷类化

合物(GY001-GY005)对 HepG2细胞的毒性,实时荧光定量聚合酶链反应(FQ-PCR)法检测4-氨基酸取代嘧啶核

苷类化合物(GY001-GY005)对细胞上清液中和胞内 HBVDNA拷贝数的影响.结果显示,在 HepG2.2.15细胞和

HepGRL1细胞中,GY001,GY002,GY003,GY004,GY005对细胞上清和细胞内 HBVDNA均有非常好的抑制作

用,效果优于拉米夫定(3TC),且没有表现出明显的耐药性;GY001,GY002,GY003,GY004,GY005对 HepG2细胞

的毒性均较小,其中GY002和GY005的半数细胞毒性浓度(CC50)>1000μmol/L,GY001和GY003的CC50分别

为963.69μmol/L和994.49μmol/L,GY004的毒性相比稍大,CC50为545.12μmol/L.
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乙型肝炎是目前严重影响人们健康的疾病之一[1],全世界有2.4亿以上的人患慢性乙型肝炎[2],中国约

有2800万慢性乙肝患者.乙型肝炎病毒(HBV)感染引起肝硬化、肝癌率高达60%~80%,世界范围内每年

将近88.7万人死于 HBV[3].核苷及其类似物在抗艾滋病病毒(HIV)、乙型肝炎病毒(HBV)、丙型肝炎病

毒(HCV)等方面起着极其重要的作用[4-8].尽管这些药物可明显降低乙型肝炎病毒脱氧核糖核酸(HBV
DNA)病毒载量并防止肝脏疾病的进展,但不能治愈 HBV感染.因此,发现和开发具有全新作用机制的抗

HBV药物始终是该领域的研究热点.本课题组前期研究发现[9-10],4-氨基酸取代嘧啶核苷化合物具有较好

的抗科萨奇B组病毒活性,随后对这些化合物的抗HBV活性进行了研究,发现这些化合物还具有较好的抗

HBV活性[11-12].由于前期[12]对化合物GY005进行的抗HBV活性初筛中发现其抗HBV活性较好、毒性较

小,因此本文对其进行了进一步的研究,对化合物GY005的结构进行了修饰,以更深入获得该类化合物的药

学价值,发现更多更好的具有抗HBV活性的先导化合物,进而拓宽该类核苷化合物的抗病毒谱.

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

全自动酶标仪,购自美国Bio-Rad公司;低温离心机,购自美国Eppendorf公司;CO2 培养箱,购自力康

发展有限公司;荧光定量PCR仪,购自上海科哲生化科技公司.
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4-氨基酸取代嘧啶核苷化合物(实验室自己合成[10],纯度大于98%),依次是4-N-(2'-氨基-戊二酸-1'-甲
酯)-1-(2'-脱氧-2'-β-氟-4'-叠氮)-呋喃糖基-胞嘧啶(化合物GY001)、4-N-(2'-氨基-戊二酸-5'-甲酯)-1-(2'-脱
氧-2'-β-氟-4'-叠氮)-呋喃糖基-胞嘧啶(化合物GY002)、4-N-(2'-氨基-戊二酸)-1-(2'-脱氧-2'-β-氟-4'-叠氮)-
呋喃糖基-胞嘧啶(化合物GY003)、4-N-(2'-氨基-戊二酸二钾盐)-1-(2'-脱氧-2'-β-氟-4'-叠氮)-呋喃糖基-胞
嘧啶(化合物GY004)、4-N-(2'-氨基-戊二酸二甲酯)-1-(2'-脱氧-2'-β-氟-4'-叠氮)-呋喃糖基-胞嘧啶(化合物

GY005).结构式如下.

人肝癌细胞HepG2和稳定转染HBV细胞 HepG2.2.15由河南省医药科学研究院保存和提供.拉米夫

定(3TC)耐药HBV细胞株HepGRL1由河南省医药科学研究院王庆端研究员团队构建和保存.
四甲基偶氮唑盐(MTT),购自上海威奥公司;Dulbecco改良的Eagle培养基(DMEM),购自北京Solar-

bio科技有限公司;胎牛血清(FBS),购自美国Gemini公司;3TC,购自大连美仑生物技术公司;乙肝病毒抗

原检测ELISA试剂盒,购自上海科华生物工程股份有限公司;DNA病毒提取试剂盒,购自美国OMEGA公

司;HBVDNA荧光定量PCR检测试剂盒,购自北京宝瑞源生物技术有限公司.

1.2 4-氨基酸取代嘧啶核苷类化合物(GY001,GY002,GY003,GY004,GY005)的抗HBV活性测试

1.2.1 化合物体外细胞毒性评价

以HepG2细胞为模型,采用 MTT法测定化合物GY001,GY002,GY003,GY004,GY005体外细胞毒

性.实验步骤如下:HepG2细胞复苏后以5×103 个细胞/孔接种到96孔培养板中.培养12h后,弃去孔内培

养基,然后将100μL不同浓度(1000μmol/L,500μmol/L,250μmol/L,125μmol/L,62.5μmol/L)的含药

培养基加入孔中,每个浓度需要设置3个复孔,同时设置阳性与空白对照孔.继续培养72h后,每孔加入

20μLMTT溶液,反应4h后弃去孔内液体,每孔加150μL的二甲基亚砜(DMSO)溶液,37℃摇床避光摇

动10min,预热酶标仪,测定每个孔的吸光度(OD)值,测量波长为490nm,对照波长为630nm.采用如下公

式计算化合物对细胞的增殖抑制率:抑制率(%)=[(对照孔(OD值)-给药孔(OD值))/对照孔(OD值)]×
100%.根据各化合物对细胞的生长抑制率,算出化合物对细胞的半数毒性浓度CC50.
1.2.2 化合物对野生型和3TC耐药HBV抗原的抑制作用检测

以HepG2.2.15和HepGRL1细胞为模型,采用ELISA法测定化合物GY001,GY002,GY003,GY004,

GY005体外对 HBVe抗原(HBeAg)和s抗原(HBsAg)的抑制作用.实验步骤如下:HepG2.2.15细胞和

HepGRL1细胞复苏后分别以2×103 个细胞/孔和1×103 个细胞/孔接种到96孔培养板中,置于CO2 培养

箱(37℃,体积分数5.0%CO2)中培养.12h后,加入不同浓度(1μmol/L,0.2μmol/L)的含药培养基,并设

空白对照组和阳性对照组,每个浓度需要设置3个复孔.作用3d后更换新鲜含药培养基.收集作用6d后的

细胞培养上清液,按照ELISA试剂盒检测说明书操作,检测细胞培养上清液中 HBeAg和 HBsAg的含量,
酶标仪测定(检测波长450nm,参考波长630nm)每个孔的OD值,计算化合物对HepG2.2.15细胞和Hep-
GRL1细胞上清液中HBsAg,HBeAg的抗原表达抑制率.
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1.2.3 化合物对细胞上清液中HBVDNA的抑制作用检测

1.2.3.1 体外细胞培养

将HepG2.2.15细胞和HepGRL1细胞分别以1×104 个细胞/孔和8×103 个/孔接种于24孔培养板

中,置于CO2 培养箱中(37℃,体积分数5.0% CO2).培养过夜后取出培养板,加入不同浓度(0.2μmol/L,

1μmol/L)的GY001,GY002,GY003,GY004,GY005培养基,作用3d后更换新鲜含药培养基,继续培养,
收集第6天的培养上清液,置于-20℃保存.实验设置空白对照组和阳性对照组.
1.2.3.2 细胞上清液DNA的提取

按照HBV核酸检测试剂盒说明书操作,采用荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)法检测细胞上清液中

HBVDNA的含量.操作步骤如下:(1)吸取250μL待测样品、阴性对照血清以及参考标准品置于1.5mL灭

菌离心(EP)管.(2)加入270μLDNA提取液1,100μLDNA提取液2,30μL异丙醇,20μL蛋白酶 K,

10μL磁珠和1μL内标,涡旋10min,然后1000r/min离心5s.(3)将离心后EP管置于磁力架上,2min后

小心吸取全部液体至新的EP管.(4)加入550μL提取液3,涡旋10s,1000r/min瞬时离心后置于磁力架

上,2min后弃去液体.(5)往沉淀中加入400μL提取液4,涡旋10s后置于磁力架上,2min后弃去液体.
(6)往沉淀加入50μL提取液5后吹打5次,置于55℃水浴10min,期间每隔3min吹打一次,然后置于磁

力架上,2min后收集液体获得DNA,-20℃保存.
1.2.3.3 荧光定量PCR扩增

(1)配置PCR反应液,取30μL反应液加至8联排管中.再加入20μL给药样本DNA和标准品DNA,混
匀.(2)将PCR反应板放置荧光定量PCR仪,目的基因选择5,6-羧基荧光素(FAM)检测通道,内标选择绿色

荧光蛋白(VIC)通道检测,参比荧光设置为 None.(3)设置PCR反应参数,见表1.(4)结果判定.检测样本

DNA拷贝数在4×102~4×109copies/mL范围内,检测结果可靠.若拷贝数大于上限,应对样本进行稀释再

进行检测.(5)对HBVDNA抑制率计算.化合物对细胞上清液中 HBVDNA的抑制率按下面公式计算:抑
制率(%)=[(对照孔HBVDNA拷贝数-给药孔HBVDNA拷贝数)/对照孔HBVDNA拷贝数]×100%.
1.2.4 化合物对细胞内HBVDNA的抑制作用检测

  将 HepG2.2.15细胞和 Hep-
GRL1细胞接种于24孔培养板中,
化合物作用6d后,收集细胞,用

DNA提取(TissueDNAKit)试剂

盒提取细胞内基因组DNA,步骤如

下:(1)细胞沉淀用200μL磷酸盐

缓冲液(PBS)重悬,分别加入220μL

表1 PCR反应参数

Tab.1 ParametersofPCRreaction

反应过程 UNG酶反应 Taq酶活化 变性 退火、延伸、荧光收集 降温

温度/℃ 50 95 95 60 25

时间/s 120 300 15 45 10

循环数 1 1 45 45 1

平衡液和25μLOB蛋白酶,涡旋混匀,置于65℃水浴10min.(2)加入220μL无水乙醇,涡旋混匀,转移至

结合DNA吸附柱中,8459r/min离心1min,丢弃下层收集管废液.(3)加入500μL缓冲溶液,3min后,离
心,丢弃下层收集管废液.(4)加入700μL用无水乙醇稀释的DNA洗涤液,2min后,离心,丢弃下层收集管

废液.(5)将DNA吸附柱转移至新的收集管12689r/min离心2min除去残留液体.(6)向DNA吸附柱中加

入60μL65℃水浴过的洗脱液,静置5min后,10573r/min离心2min,下层液体即为提取的细胞内基因

组DNA,-20℃保存备用.
1.2.5 统计分析

实验数据以平均数±标准差(􀭿X ±S)表示,统计分析采用SPSS21.0统计软件进行单因素方差分析,

P<0.05为差异具有统计学意义.

2 结果与讨论

2.1 化合物体外细胞毒性

以HepG2细胞为模型,采用 MTT法测定化合物体外细胞毒性.实验结果表明GY001,GY002,GY003,
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GY004,GY005对HepG2细胞的毒性均较小,其中GY002和GY005的毒性最小,CC50大于1000μmol/L,

GY001和GY003的毒性也较小,CC50分别为963.69μmol/L和994.49μmol/L,而 GY004的毒性稍大,

CC50为545.12μmol/L(表2).
表2 GY001,GY002,GY003,GY004,GY005对HepG2细胞的毒性

Tab.2 ToxicityofGY001,GY002,GY003,GY004andGY005onHepG2cells

分组 浓度/(μmol·L-1) OD值 抑制率/% CC50/(μmol·L-1)

空白组 - 2.02±0.03 - -

GY001 1000.0 0.64±0.23** 62.92 963.69

500.0 1.13±0.22** 44.06

250.0 1.37±0.08** 32.29

125.0 1.57±0.16** 26.98

62.5 1.64±0.16* 22.97

GY002 1000.0 0.93±0.06** 53.99 >1000

500.0 1.24±0.02** 38.84

250.0 1.51±0.01** 25.40

125.0 1.55±0.04** 23.15

62.5 1.76±0.03** 12.97

GY003 1000.0 0.89±0.06** 55.56 994.49

500.0 1.23±0.03** 39.09

250.0 1.47±0.07** 27.01

125.0 1.63±0.13** 19.21

62.5 1.75±0.06** 13.30

GY004 1000.0 0.76±0.12** 62.18 545.12

500.0 0.83±0.03** 58.88

250.0 1.04±0.04** 48.75

125.0 1.10±0.06** 45.53

62.5 1.22±0.02** 39.41

GY005 1000.0 1.07±0.11** 46.95 >1000

500.0 1.45±0.05** 28.00

250.0 1.80±0.04** 10.68

125.0 1.87±0.02** 7.28

62.5 1.89±0.03* 6.45

  注:与空白对照组相比,*P<0.05,**P<0.01.

2.2 化合物对野生型和3TC耐药HBV抗原的抑制作用

以HepG2.2.15细胞为模型研究化合物对野生型 HBV抗原抑制作用,以3TC为阳性对照药[13],采用

ELISA法检测HBV抗原的表达量[14].结果如表3所示,阳性药3TC在20μmol/L时对 HBsAg和 HBeAg
的抑制率分别为14.45%和12.18%.化合物GY004和GY005在1μmol/L时对 HBV抗原的抑制作用与其

效果相当,对HBsAg和HBeAg分泌的抑制率均在10%左右,其中GY005对 HBsAg和 HBeAg抗原的抑

制率分别为12.50%和10.12%.
以HepGRL1细胞为模型研究化合物对3TC耐药HBV抗原抑制作用,以3TC为阳性对照.结果如表3

所示,阳性药3TC在20μmol/L时对HBeAg的抑制率为9.90%.GY001,GY002,GY003,GY004,GY005对耐药
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株HBeAg的分泌均有抑制作用,其中1μmol/L的GY005对HBeAg抗原的抑制率为8.01%,与3TC接近.
综上,化合物GY001,GY002,GY003,GY004,GY005对野生型和拉米夫定耐药 HBV抗原均有抑制作

用.其中GY005活性最强,1μmol/L的 GY005与20μmol/L的3TC活性相当.
表3 GY001,GY002,GY003,GY004,GY005对野生型和3TC耐药HBsAg和HBeAg的抑制作用

Tab.3 InhibitoryeffectsofGY001,GY002,GY003,GY004andGY005onwildtypeand3TCresistantHBsAgandHBeAg

分组 浓度/(μmol·L-1)
HepG2.2.15

HBsAg/(OD) 抑制率/% HBeAg/(OD) 抑制率/%

HepGRL1

HBeAg/(OD) 抑制率/%

对照组 - 1.14±0.05 - 0.74±0.02 - 0.81±0.04 -

3TC 20 0.98±0.09 14.45 0.65±0.07 12.18 0.73±0.04 9.90

GY001 1 1.05±0.09**□ 8.08 0.68±0.18**□ 8.68 0.77±0.06 4.58

GY002 1 1.08±0.13**□ 5.46 0.72±0.11**□ 3.37 0.75±0.05* 7.01

GY003 1 1.10±0.32**□ 3.70 0.70±0.14*□ 5.99 0.76±0.08 5.65

GY004 1 1.03±0.13 10.20 0.68±0.05 9.31 0.77±0.10 5.36

GY005 1 0.99±0.11* 12.50 0.67±0.09* 10.12 0.74±0.05 8.01

  注:与空白对照组相比,*P<0.05,**P<0.01;与阳性对照组相比,□P<0.01.

2.3 化合物对HBVDNA的抑制作用

采用荧光定量PCR方法检测化合物对 HBVDNA 的抑制作用.结果表明,GY001,GY002,GY003,

GY004,GY005能显著降低细胞上清液和细胞内 HBVDNA水平,且呈浓度依赖性.20μmol/L3TC用药

6d对野生型 HBV 细胞上清 DNA 抑制率为76.00%,而1μmol/L 的 GY001,GY002,GY003,GY004,

GY005对细胞上清 HBVDNA 的抑制率平均在75.00%左右,其中1μmol/L的 GY005抑制率达到

81.00%,说明4-氨基酸取代嘧啶核苷类化合物比3TC表现出更好的活性.GY001,GY002,GY003,GY004,

GY005对在细胞上清液和细胞内的HBVDNA抑制率接近(表4,图1,图2).
表4 GY001,GY002,GY003,GY004,GY005对野生型HBVDNA的抑制作用

Tab.4 InhibitoryeffectofGY001,GY002,GY003,GY004andGY005onwildtypeHBVDNA

分组 浓度/(μmol·L-1)
上清液

×105copies/mL 抑制率/%

胞内

×107copies/mL 抑制率/%

对照组 - 7.03±0.15 - 4.76±0.22 -

3TC 20.0 1.69±0.29** 76.00 1.24±0.09** 73.86

GY001 1.0 2.31±0.23** 67.16 1.15±0.15** 75.74

0.2 4.99±0.35**□ 29.03 2.93±0.13**□ 38.02

GY002 1.0 1.67±0.28** 76.33 1.02±0.09** 78.22

0.2 5.10±1.01**□ 27.40 2.10±0.02**□ 55.56

GY003 1.0 2.10±0.44** 70.06 2.24±0.32**□ 52.52

0.2 4.49±0.55**□ 39.18 3.12±0.47**□ 34.04

GY004 1.0 1.97±0.07** 71.96 1.94±0.08**& 59.01

0.2 4.07±0.48**□ 42.02 3.51±0.10**□ 25.78

GY005 1.0 1.33±0.38** 81.07 1.33±0.33** 71.85

0.2 4.48±0.57**□ 36.18 2.18±0.27**□ 53.79

  注:与空白对照组相比,*P<0.05,**P<0.01;与阳性对照组相比,&P<0.05,□P<0.01.

  化合物GY001,GY002,GY003,GY004,GY005对3TC耐药 HBVDNA同样具有较好活性,对上清和

胞内HBVDNA的抑制作用均呈现明显的浓度依赖性.3TC对耐药株的抑制率与野生株相比明显降低,对
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上清和胞内HBVDNA的抑制率分别为16.65%和22.16%.GY001,GY002,GY003,GY004,GY005对耐药

株HBVDNA的抑制作用均高于3TC,且没有明显的耐药性.其中作用最强的是 GY005,1μmol/L的

GY005对细胞上清和胞内HBVDNA的抑制率分别为72.97%和80.05%(表5,图3,图4).

表5 GY001,GY002,GY003,GY004,GY005对3TC耐药型HBVDNA的抑制作用

Tab.5 InhibitoryeffectofGY001,GY002,GY003,GY004andGY005on3TCresistantHBVDNA

分组 浓度/(μmol·L-1)
上清液

×105copies/mL 抑制率/%

胞内

×106copies/mL 抑制率/%

对照组 - 11.80±1.96 - 1.84±0.36 -

3TC 20.0 9.80±1.80 16.65 1.43±0.12 22.16

GY001 1.0 4.28±2.37**& 63.61 0.75±0.12*& 59.05

0.2 7.12±1.48* 39.49 1.05±0.07 42.96

GY002 1.0 5.27±0.98**& 55.20 0.99±0.62* 45.84

0.2 10.22±2.75 13.29 1.66±0.31 9.81

GY003 1.0 5.88±3.68** 50.04 1.01±0.26* 45.08

0.2 8.58±2.76 27.24 1.41±0.98 23.21

GY004 1.0 6.02±1.31** 48.84 0.87±0.12** 52.35

0.2 9.19±2.54 21.93 1.68±0.55 8.45

GY005 1.0 3.18±2.45**□ 72.97 0.37±0.06**□ 80.05

0.2 6.75±0.31* 42.63 1.15±0.28* 37.60

  注:与空白对照组相比,*P<0.05,**P<0.01;与阳性对照组相比,&P<0.05,□P<0.01.

  综上所述,GY001,GY002,GY003,GY004,GY005对野生型和3TC耐药型 HBVDNA均有非常好的

抑制作用且没有明显的耐药性.其中,活性最好的是GY005.
2.4 化合物对HBVDNA的抑制作用和毒性较小的原因初步探讨

新合成的4-氨基酸取代嘧啶核苷类化合物结构里4'-位含有空间位阻较大的叠氮基,利于阻止前病毒

DNA链的增长,而且具有2',3'-二脱氧核苷类化合物结构的化合物是前病毒DNA链生物合成的链终止剂;
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分子中的五元糖环可形成氧碳翁离子,可以提高核苷化合物糖环对酶和酸糖解的稳定性;糖环上的吸电子基

F原子在不改变整个分子的大小和形态的情况下可以改善化合物的生物活性;同时,结构中都含有谷氨酸,
特别是化合物GY005中谷氨酸的酸的两端是甲氧酯基,其他几个化合物的氨基酸的一端是酯基或者是羧基

或者是盐,在体内吸收时,酯化后能增加吸收,羧酸盐不容易吸收,这可能是GY005活性最好的原因之一.由
于化合物在体内对HBVDNA的抑制作用机制比较复杂,更深层次地探讨有待继续进行大量和深入的研究

工作.

3 结 论

总之,4-氨基酸取代嘧啶核苷类化合物(GY001,GY002,GY003,GY004,GY005)对野生型和3TC耐药

型HBV细胞上清和细胞内DNA均有非常好的抑制作用,效果优于3TC,且没有表现出明显的耐药性.化合

物GY001,GY002,GY003,GY004,GY005对HepG2细胞毒性较低.可初步判定这5个化合物为高效低毒

化合物,对HBV都有一定的抑制作用,而且毒性都不是太大.其中GY005抗 HBV活性最好,值得进一步

研究.
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Anti-HBVactivityof4-aminoacidsubstitutedpyrimidinenucleosides

GuoXiaohe1,ChenYajuan1,2,LiYujiang1,TaoLe1,DongLihong1,WangQiang1,ChangJunbiao3,2

(1.High&NewTechnologyResearchCenter,HenanAcademyofSciences,Zhengzhou475001,China;

2.SchoolofPharmaceuticalSciences,ZhengzhouUniversity,Zhengzhou450001,China;

3.SchoolofChemistryandChemicalEngineering,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

  Abstract:HepG2.2.15cellstransfectedwithwild-typehepatitisBvirusHBVcellarandHepGRL1cellstransfectedwith
lamivudine-resistantHBV wereusedasexperimentalcells.Theeffectsof4-aminoacidsubstitutedpyrimidinenucleosides
(GY001-GY005)onhepatitisBeantigen(HBeAg)andHepatitisBsurfaceantigen(HBsAg)weredetectedbyenzymelinkedim-
munosorbentassay(ELISA).Thetoxicityof4-aminoacidsubstitutedpyrimidinenucleosides(GY001-GY005)onHepG2cells
wasdeterminedbytetramethylazoblue(MTT)method,andtheeffectsof4-aminoacidsubstitutedpyrimidinenucleosides
(GY001-GY005)onHBVDNAcopynumberincellsupernatantandincellweredetectedbyFQ-PCR.Theresultsshowedthat
inHepG2.2.15cellsandHepGRL1cells,GY001,GY002,GY003,GY004,GY005hadverygoodinhibitoryeffectonHBV
DNAincellsupernatantandcell,andtheeffectwasbetterthanthatof3TC,showingnoobviousdrugresistance;GY001,

GY002,GY003,GY004,GY005hadlesstoxicitytoHepG2cells,andthemediancytotoxicconcentration(CC50)ofGY002
andGY005wasmorethan1000.TheCC50ofGY001andGY003were963.69μmol/Land994.49μmol/L,respectively.The
toxicityofGY004wasslightlyhigher,andtheCC50was545.12μmol/L.

Keywords:4-aminoacidsubstituted;pyrimidinenucleosidecompounds;antiHBVactivity
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