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２ꎬ４￣二取代￣５￣(三氟甲基)吡啶类 ＦＡＫ 抑制剂的
设计合成及生物活性研究
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(沈阳药科大学 基于靶点的药物设计与研究教育部重点实验室ꎬ辽宁 沈阳 １１００１６)

摘　 要:目的 设计合成 ２ꎬ４￣二取代￣５￣(三氟甲基)吡啶类局部黏着斑激酶(ＦＡＫ)抑制剂ꎬ并对其酶抑制活性
进行评价ꎮ 方法 以 ３￣氰基￣２￣氟吡啶为起始原料ꎬ经过取代、还原、环合、酯化和偶联反应得到目标化合物
Ｚ１ ~ Ｚ８ꎮ 采用 ＨＴＲＦ 技术测试目标化合物对 ＦＡＫ 的体外酶抑制活性ꎬ以 ＭＴＴ 法检测细胞增殖抑制活性ꎮ
结果与结论 合成了 ８ 个 ２ꎬ４￣二取代￣５￣(三氟甲基)吡啶类化合物ꎬ目标化合物的结构经 １Ｈ￣ＮＭＲ 和 ＭＳ 谱确
证ꎻ初步体外酶活性测试和 ＭＴＴ 法检测细胞增殖抑制活性结果表明ꎬ８ 个化合物均有良好的酶抑制活性和细
胞增殖抑制活性ꎬ其中化合物 Ｚ６ 的体外酶抑制活性和细胞增殖抑制活性较强[ＦＡＫ:ＩＣ５０ ＝ ６􀆰 ６ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎬ
Ｕ８７￣ＭＧ:ＩＣ５０ ＝ (６􀆰 ６６ ± ０􀆰 １９)μｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎬＡ５４９:ＩＣ５０ ＝ (７􀆰 ６８ ± ３􀆰 ４１)μｍｏｌ􀅰Ｌ － １]ꎬ具有进一步研究价值ꎮ
关键词:黏着斑激酶ꎻＦＡＫ 抑制剂ꎻ吡啶类衍生物
中图分类号:Ｒ９１４　 　 　 文献标志码:Ａ

　 　 癌症是影响人类健康的第二大疾病ꎬ仅次于

心脏病[１]ꎮ 在过去的几十年里ꎬ医疗事业迅速发

展ꎬ但发现新型有效的抗癌药仍然是一项艰巨的

任务ꎬ需要针对癌症的靶标进行有目的性的药物

研发[２]ꎮ
局部 黏 着 斑 激 酶 ( ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｋｉｎａｓｅꎬ

ＦＡＫ)是一种大小为 １２５ ｋＤａ 非受体型酪氨酸激

酶ꎬ可调节细胞粘附、迁移、增殖和存活ꎬ从而影响

细胞结构和功能[３]ꎮ ＦＡＫ 需要依赖细胞表面跨

膜蛋白整合素去发挥它的蛋白功能ꎮ 在它的蛋白

一级结构中主要包含 ３ 个区域ꎬＮ 端区域、中心激

酶区域和 Ｃ 端区域ꎮ Ｎ 端区域包括 ４􀆰 １￣埃兹蛋

白￣根蛋白￣莫桑蛋白(４􀆰 １￣Ｅｚｒｉｎ￣Ｒａｄｉｘｉｎ￣Ｍｏｅｓｉｎꎬ
ＦＥＲＭ)区、脯氨酸富集区 １ 以及自然磷酸化位

点ꎬＦＡＫ 主要通过该结构域来发挥其脚手架功

能ꎬ调控蛋白与蛋白的相互作用ꎬ触发下游一系列

的信号转导通路ꎮ 中心激酶区包含两个重要的

ＦＡＫ 磷酸化位点 Ｔｙｒ５７６ 和 Ｔｙｒ５７７ꎬ它们能够在

整合素的介导下活化ꎬ通过 Ｓｒｃ 在 ＦＡＫ 的中心激

酶区催化激活ꎮ 当两个酪氨酸位点被完全激活

时ꎬＦＡＫ 被完全激活ꎮ Ｃ 端的局部粘附靶向结构

域( ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｔａｒｇｅｔꎬＦＡＴ)是 ＦＡＫ 有效定位

于黏着斑区域所必需的结构[４ － ５]ꎮ ＦＡＫ 除了调

节正常细胞活动(如粘附、迁移和存活)外ꎬ还与

癌细胞的侵袭、转移和存活有关[６]ꎮ 已在临床上

观察到原发性人肝细胞癌、人大肠癌、人卵巢癌和

人乳腺癌中 ＦＡＫ 的过度表达ꎬ这些都表明 ＦＡＫ
在癌症发展中的作用[７ － １０]ꎮ 因此ꎬ以 ＦＡＫ 为靶

点的抗癌药物研究具有重要的意义ꎮ

１　 目标化合物的设计及合成路线

目前已经有多家公司和研究机构以 ＦＡＫ 为

靶点进行研究ꎬ一些选择性 ＦＡＫ 抑制剂已经进

入临床或临床前研究ꎬ如图 １ 所示ꎬＴＡＥ￣２２６、
ＶＳ￣４７１８、ＶＳ￣６０６３ 和 ＰＦ￣５６２２７１ 都是 ＦＡＫ 的

ＡＴＰ 竞争性抑制剂ꎬ其对 ＦＡＫ 表现出高效的抑

制活性ꎬ且具有有效的抗肿瘤效果ꎮ
如图 ２ 所示ꎬ目前报道的大部分 ＦＡＫ 抑制

剂为二氨基嘧啶母核ꎬ通过分子对接模拟显示ꎬ嘧
啶 Ｎ 和苯胺 ＮＨ 与铰链区 Ｃｙｓ５０２ 形成氢键相互

作用而锚定在铰链区ꎬ同时右侧的 Ｎ￣甲基磺酰胺

片段朝向活化环区域并且与 ＤＦＧ 基序的 Ａｓｐ５６４
形成氢键相互作用ꎬ可见同铰链区结合的药效团

片段和与 ＤＦＧ 基序结合的药效团片段是 ＦＡＫ
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抑制剂最重要的两个药效团特征ꎮ 因此ꎬ本文作

者在该类化合物的设计中ꎬ将保持 ２ꎬ４￣二氨基吡

啶母核和 Ｎ￣甲基￣Ｎ￣苯基甲磺酰胺片段ꎮ 文献中

报导的 ＦＡＫ 抑制剂中伸向溶剂区的部分大多都

是含不同取代基的苯环ꎬ并未对五元芳香杂环和

芳香稠环进行构效考察ꎬ因此本文作者在 Ｒ 部位

引入 Ｎ￣取代吡唑或者苯并咪唑等结构来进行构

效考察ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｐｏｔｅｎｔ ａｎｄ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ＦＡＫ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ２ꎬ４￣ｄｉｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ ｐｙｒｉｄｉｎｅ ＦＡＫ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

　 　 中间体 ３、６、１０、１４ 和 １９ 的合成路线如图 ３
所示:以 ３￣氰基￣２￣氟吡啶(１)为起始原料ꎬ与 Ｎ￣

甲基磺酰胺发生取代反应得到中间体 ２ꎬ２ 与硼

烷发生还原反应得到中间体 ３ꎮ 以 ２￣氟苯腈(４)
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为起始原料ꎬ与 Ｎ￣甲基甲磺酰胺发生亲核取代反

应得到中间体 ５ꎬ５ 在四氢呋喃(ＴＨＦ)中与硼烷

发生还原反应得到中间体 ６ꎮ 以 ３￣氨基苯腈(７)
为起始原料ꎬ与甲基磺酰氯发生取代反应得到中

间体 ８ꎬ然后与碘甲烷经取代反应得到中间体 ９ꎬ
９ 与硼烷发生还原反应得到中间体 １０ꎮ ２￣氟￣４￣
甲氧基￣１￣硝基苯(１１)与甲胺发生取代反应得到

中间体 １２ꎬ然后在钯炭、氢气的条件下发生还原

反应得到中间体 １３ꎬ１３ 与溴化氰发生环合反应

得到中间体 １４ꎮ 以 ３￣硝基￣１Ｈ￣吡唑￣５￣羧酸(１５)

为起始原料ꎬ与乙醇发生酯化反应得到中间体

１６ꎬ１６ 与 １ꎬ２￣二溴乙烷发生取代反应得到中间体

１７ꎬ１７ 与甲胺发生环合反应得到中间体 １８ꎬ然后

经还原反应得到中间体 １９ꎮ
目标化合物的合成路线如图 ４ 所示:以 ２￣氯￣

４￣碘￣５￣(三氟甲基)吡啶(２０)为起始原料ꎬ与相应

的芳香胺经 Ｂｕｃｈｗａｌｄ 偶联反应得到中间体 ２１ ~
２３ꎮ ２１ ~ ２３ 分别与相应的芳香胺发生 Ｂｕｃｈｗａｌｄ
偶联反应得到目标化合物 Ｚ１ ~ Ｚ８ꎮ

　 　 Ｒｅａｇｅｎｔｓ ａｎｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ:( ｉ) Ｎ￣ｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆａｍｉｄｅꎬＣｓ２ＣＯ３ꎬＭｅＣＮꎬ８０ ℃ꎻ( ｉｉ) ＢＨ３ / Ｍｅ２ＳꎬＴＨＦꎬ４５ ℃ꎻ( ｉｉｉ) ＭｓＣｌꎬ
ＤＣＭꎬｐｙｒｉｄｉｎｅꎬ０ ℃ꎻ( ｉｖ) ＣＨ３ ＩꎬＫ２ＣＯ３ꎬＤＭＦꎬ０ ℃ꎻ(ｖ) ＭｅＮＨ２ꎬ０ ℃ꎻ(ｖｉ) Ｐｄ / ＣꎬＨ２ꎬＭｅＯＨꎬ４０ ℃ꎻ(ｖｉｉ) ＢｒＣＮꎬＭｅＯＨ:
Ｈ２Ｏ ＝ １０:１ꎬ６０ ℃ꎻ(ｖｉｉｉ) ＳＯＣｌ２ꎬＥｔＯＨꎬ０ ℃ꎻ( ｉｘ) ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｄｉｂｒｏｍｉｄｅꎬＫ２ＣＯ３ꎬａｃｅｔｏｎｅꎬ４０ ℃ꎻ(ｘ) ＭｅＮＨ２ꎬｒ􀆰 ｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ ３ꎬ６ꎬ１０ꎬ１４ ａｎｄ １９
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　 　 Ｒｅａｇｅｎｔｓ ａｎｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ:(ｉ) ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｒｏｍａｔｉｃ ａｍｉｎｅｓꎬＣｓ２ＣＯ３ꎬＰｄ(ＡｃＯ)２ꎬＸ￣ｐｈｏｓꎬｄｉｏｘａｎｅꎬ８５ ℃ꎻ( ｉｉ) １４ ｏｒ １９ꎬＣｓ２ＣＯ３ꎬ
Ｐｄ(ＡｃＯ) ２ꎬＸ￣ｐｈｏｓꎬｄｉｏｘａｎｅꎬ８５ ℃.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｒｏｕｔｅ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ Ｚ１ － Ｚ８

２　 合成实验

实验中所使用的试剂未经注明均为分析纯ꎬ
所用有机溶剂均经常规方法纯化保存ꎮ 柱色谱硅

胶为 ２００ ~ ３００ 目(５０ ~ ７１μｍ)ꎬ薄层色谱用硅胶

为 ＧＦ２５４板(０􀆰 ５ ｍｍꎬ烟台江友硅胶开发有限公

司)ꎮ 核磁共振谱采用 Ｂｒｕｋｅｒ Ａｖａｎｃｅ Ⅲ －４００ 测

定(ＴＭＳ 为内标ꎬＤＭＳＯ￣ｄ６或 ＣＤＣｌ３为溶剂)ꎻ低
分辨液相质谱 (ＨＰＬＣ￣ＭＳ) 采用 Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ －
ＬＣ －ＭＳＤ － Ｔｒａｐ / ＳＬ 测定(电喷雾离子源ꎬＡｇｉ￣
ｌｅｎｔ 公司)ꎻＨＲＭＳ 采用 Ｂｒｕｋｅｒ Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ Ｔｉｍｅ
ｏｆ Ｆｌｉｇｈｔ 测定(电喷雾离子源ꎬＢｒｕｋｅｒ 公司)ꎬ熔点

选用 Ｂ － ５４０ 熔点仪测定(瑞士 ＢＵＣＨＩ 公司)ꎮ
２􀆰 １　 Ｎ￣(３￣氰基吡啶￣２￣基) ￣Ｎ￣甲基甲磺酰胺(２)
的合成

　 　 将 Ｎ￣甲基苯磺酰胺 (０􀆰 ０４ ｍｏｌ) 和碳酸铯

(０􀆰 １２ ｍｏｌ)加入到 ２５０ ｍＬ 茄形瓶中ꎬ加入乙腈

５０ ｍＬꎬ再加入 ３￣氰基￣２￣氟吡啶(１ꎬ０􀆰 ０４ ｍｏｌ)ꎬ升
温至 ８０ ℃ꎬＴＬＣ 监测反应完全ꎮ 反应液冷却至

室温ꎬ加入 ２５ ｍＬ 水ꎬ二氯甲烷萃取(５０ ｍＬ ×
３)ꎬ合并有机层ꎬ饱和氯化钠溶液洗涤(３０ ｍＬ ×
３)ꎬ无水硫酸钠干燥ꎮ 抽滤ꎬ蒸除溶剂ꎬ经硅胶柱

色谱纯化(石油醚￣乙酸乙酯ꎬ体积比 ４０∶ １)ꎬ得到

黄色固体(２)５􀆰 ４７ ｇꎬ收率 ６３􀆰 ２％ ꎮ
２􀆰 ２　 Ｎ￣(３￣(氨基甲基)吡啶￣２￣基) ￣Ｎ￣甲基甲磺

酰胺(３)的合成

　 　 将中间体 ２(５􀆰 ００ ｇꎬ０􀆰 ０２ ｍｏｌ)和 ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ －１

硼烷(ＢＨ３)的四氢呋喃溶液(３０ ｍＬꎬ０􀆰 ０６ ｍｏｌ)加入

到 ２５０ ｍＬ 两颈瓶中ꎬ氩气保护ꎬ升温至 ４５ ℃ 反

应过夜ꎬＴＬＣ 监测反应完全ꎮ 加入 ４０ ｍＬ 水淬灭

反应ꎬ二氯甲烷萃取(４０ ｍＬ × ３)ꎬ合并有机层ꎬ饱
和氯化钠溶液洗涤(３０ ｍＬ × ３)ꎬ无水硫酸钠干

燥ꎮ 抽滤ꎬ蒸除溶剂ꎬ经硅胶柱色谱纯化(二氯甲

烷￣甲醇ꎬ体积比 １００ ∶ １)ꎬ得到白色粉末状固体
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(３)２􀆰 ２３ ｇꎬ收率 ４４􀆰 ７％ ꎮ
２􀆰 ３　 Ｎ￣(２￣氰基苯基) ￣Ｎ￣甲基甲磺酰胺 (５)的
合成

　 　 将 ２￣氟苯腈(４ꎬ５􀆰 ００ ｇꎬ０􀆰 ０４ ｍｏｌ)、Ｎ￣甲基甲

磺酰胺 (４􀆰 ５１ ｇꎬ０􀆰 ０４ ｍｏｌ)、碳酸铯 (１６􀆰 ０３ ｇꎬ
０􀆰 ０５ ｍｏｌ)加入到 ２５０ ｍＬ 茄形瓶中ꎬ加入乙腈

(５０ ｍＬ)ꎬ升温至 ８０ ℃ 反应 １０ ｈꎬＴＬＣ 监测反应

完全ꎬ加入 ４０ ｍＬ 水ꎬ二氯甲烷萃取(４０ ｍＬ ×
３)ꎬ合并有机层ꎬ饱和氯化钠溶液洗涤(３０ ｍＬ ×
３)ꎬ无水硫酸钠干燥ꎮ 抽滤后ꎬ蒸除溶剂ꎬ得到黄

色固体(５)７􀆰 ９４ ｇꎬ收率 ９２􀆰 １％ ꎮ
２􀆰 ４　 Ｎ￣(２￣(氨基甲基)苯基) ￣Ｎ￣甲基甲磺酰胺

(６)的合成

　 　 将 Ｎ￣(２￣氰基苯基)￣Ｎ￣甲基甲磺酰胺 (５ꎬ
７􀆰 ９４ ｇꎬ０􀆰 ０４ ｍｏｌ)和无水四氢呋喃(３０ ｍＬ)加入

到 ２５０ ｍＬ 两 颈 瓶 中ꎬ 氩 气 保 护ꎮ 随 后 加 入

２ ｍｏｌ􀅰Ｌ －１ 的 硼 烷 四 氢 呋 喃 溶 液 ( ３０ ｍＬꎬ
０􀆰 ０６ ｍｏｌ)ꎬ升温至 ４５ ℃ꎬＴＬＣ 监测反应完全ꎮ
加入 ４０ ｍＬ 水淬灭反应ꎬ二氯甲烷萃取(４０ ｍＬ ×
３)ꎬ合并有机层ꎬ饱和氯化钠溶液洗涤(３０ ｍＬ ×
３)ꎬ无水硫酸钠干燥ꎮ 抽滤ꎬ蒸除溶剂ꎬ经硅胶柱

色谱纯化(二氯甲烷￣甲醇ꎬ体积比 １００ ∶ １)ꎬ得到

淡黄色粉末固体 (６) ６􀆰 ９８ ｇꎬ收率 ８５􀆰 ７％ ꎮ ＭＳ
(ＥＳＩ) ｍ / ｚ:２１５􀆰 ３ [Ｍ ＋Ｈ] ＋ ꎮ
２􀆰 ５　 Ｎ￣(３￣氰基苯基) ￣Ｎ￣甲基甲磺酰胺 (９)的
合成

　 　 将 ３￣氨基苄腈(７ꎬ５􀆰 ００ ｇꎬ０􀆰 ０５ ｍｏｌ)与吡啶

(７􀆰 ６６ ｍＬꎬ０􀆰 ０９ ｍｏｌ)加入到 ２５０ ｍＬ 茄形瓶中ꎬ
加入二氯甲烷(５０ ｍＬ)ꎬ然后向反应液中滴加甲

磺酰氯(３􀆰 ７２ ｍＬꎬ０􀆰 ０５ ｍｏｌ)ꎬ０ ℃ 下反应完全ꎮ
蒸除溶剂ꎬ加入乙酸乙酯(５０ ｍＬ)ꎬ用盐酸和饱和

氯化钠溶液 ４０ ｍＬ 洗涤ꎬ收集乙酸乙酯层ꎬ蒸除

溶剂ꎬ得到中间体 ８ꎬ无须纯化进行下一步反应ꎮ
将中间体 ８(９􀆰 ４０ ｇꎬ０􀆰 ０５ ｍｏｌ)、碳酸钾(１９􀆰 ９０ ｇꎬ
０􀆰 １４ ｍｏｌ)加入到 ２５０ ｍＬ 茄形瓶中ꎬ加入无水

ＮꎬＮ￣二甲基甲酰胺 ２０ ｍＬꎬ在 ０ ℃ 条件下ꎬ滴加

碘甲烷(３􀆰 ２９ ｍＬꎬ０􀆰 ０５ ｍｏｌ)ꎬ反应 ３ ｈꎬＴＬＣ 监测

反应完全ꎮ 加入 ４０ ｍＬ 水ꎬ有白色固体析出ꎬ抽
滤ꎬ得到白色固体(９)４􀆰 ２１ ｇꎬ收率 ４１􀆰 ７％ ꎮ
２􀆰 ６　 Ｎ￣(３￣(氨基甲基)苯基) ￣Ｎ￣甲基甲磺酰胺

(１０)的合成

　 　 以中间体 ９ 为原料ꎬ合成方法同中间体 ３ꎬ经
硅胶柱色谱纯化ꎬ得到白色固体(１０)３􀆰 ７９ ｇꎬ收率

４０􀆰 ９％ ꎮ
２􀆰 ７ 　 ６￣甲氧基￣１￣甲基￣１Ｈ￣苯并 [ ｄ] 咪唑￣２￣胺
(１４)的合成

　 　 将 ２￣氟￣４￣甲 氧 基￣１￣硝 基 苯 (１１ꎬ ５􀆰 ００ ｇꎬ
０􀆰 ０３ ｍｏｌ)加入到 １００ ｍＬ 茄形瓶中ꎬ加入质量比

为 ２８％ 的甲胺水溶液(３０ ｍＬ)ꎬ０ ℃ 下反应完

全ꎮ 有白色固体析出ꎬ抽滤ꎬ烘干ꎬ得到中间体

１２ꎮ 将 １２(４􀆰 ００ ｇꎬ０􀆰 ０２ ｍｏｌ)加入 ５０ ｍＬ 茄形瓶

中ꎬ加入甲醇(２５ ｍＬ)ꎬ加入钯炭ꎬ通入氢气ꎬ升温

至 ４０ ℃ 反应 ６ ｈꎬＴＬＣ 监测反应完全ꎮ 抽滤ꎬ蒸
除溶剂ꎬ得到中间体 １３ꎮ 将 １３(３􀆰 ５０ ｇꎬ０􀆰 ０２ ｍｏｌ)
和溴化氰(２􀆰 １０ ｇꎬ０􀆰 ０２ ｍｏｌ)加入到 １００ ｍＬ 茄形

瓶中ꎬ再加入甲醇和水的混合液(甲醇￣水ꎬ体积

比 １０∶ １)(２０ ｍＬ)ꎬ升温至 ６０ ℃ꎬＴＬＣ 监测反应

完全ꎮ 加入 ２０ ｍＬ 水ꎬ二氯甲烷萃取(３０ ｍＬ × ３)ꎬ
合并有机层ꎬ饱和氯化钠溶液洗涤(２５ ｍＬ × ３)ꎬ
无水硫酸钠干燥ꎮ 抽滤ꎬ蒸除溶剂ꎬ经硅胶柱色谱

纯化(二氯甲烷￣甲醇ꎬ体积比 １００∶ １)ꎬ得到白色

固体(１４)２􀆰 ２４ ｇꎬ收率 ４３􀆰 ３％ ꎮ
２􀆰 ８　 ２￣氨基￣５￣甲基￣６ꎬ７￣二氢吡唑并[１ꎬ５￣ａ]吡
嗪￣４(５Ｈ) ￣酮(１９)的合成

　 　 将 ５￣硝基￣３ 吡唑甲酸(１５ꎬ５􀆰 ００ ｇꎬ０􀆰 ０３ ｍｏｌ)
和氯化亚砜(２􀆰 ７７ ｍＬꎬ０􀆰 ０４ ｍｏｌ)加入到 １００ ｍＬ
茄形瓶中ꎬ加入无水乙醇(３０ ｍＬ)ꎬ０ ℃ 条件下反

应完全ꎮ 抽滤ꎬ收集滤饼ꎬ烘干ꎬ得到中间体 １６ꎮ
将 １６ ( ７􀆰 ００ ｇꎬ ０􀆰 ０３ ｍｏｌ)、 碳酸钾 ( １２􀆰 ４２ ｇꎬ
０􀆰 ０９ ｍｏｌ)、１ꎬ２￣二溴乙烷(５􀆰 ６１ ｇꎬ０􀆰 ０３ ｍｏｌ)加入

２５０ ｍＬ 茄形瓶中ꎬ加入丙酮 (６０ ｍＬ)ꎬ升温至

４０ ℃ꎬＴＬＣ 监测反应完全ꎮ 加入 ３０ ｍＬ 水ꎬ二氯

甲烷萃取(４０ ｍＬ × ３)ꎬ合并有机层ꎬ饱和氯化钠

溶液洗涤(３０ ｍＬ ×３)ꎬ无水硫酸钠干燥ꎮ 抽滤ꎬ蒸
除溶剂ꎬ经硅胶柱色谱纯化(二氯甲烷￣甲醇ꎬ体
积比 １５０ ∶ １)ꎬ得到中间体 １７ꎮ 将 １７ (３􀆰 ００ ｇꎬ
０􀆰 ０１ ｍｏｌ)加入到 １００ ｍＬ 茄形瓶中ꎬ加入 ２８％
(质量比)的甲胺水溶液(１５ ｍＬ)ꎬ室温下反应完

全ꎮ 加入 ２０ ｍＬ 水ꎬ用二氯甲烷萃取(３０ ｍＬ ×
３)ꎬ合并有机层ꎬ饱和氯化钠溶液洗涤(２５ ｍＬ ×
３)ꎬ无水硫酸钠干燥ꎮ 抽滤ꎬ蒸除溶剂ꎬ得到中间

体 １８ꎮ 将 １８(２􀆰 ００ ｇꎬ０􀆰 ０１ ｍｏｌ)加入到 ５０ ｍＬ 茄

形瓶中ꎬ加入甲醇(１５ ｍＬ)ꎬ再加入钯炭ꎬ通氢气ꎬ
升温至 ４０ ℃ꎬ反应 ６ ｈꎮ 抽滤ꎬ蒸除溶剂ꎬ得到白

色固体(１９)１􀆰 ６８ ｇꎬ收率 ３１􀆰 ７％ ꎮ
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２􀆰 ９ Ｎ￣(２￣((((２￣氯￣５￣(三氟甲基)吡啶￣４￣基)氨
基)甲基)苯基) ￣Ｎ￣甲基甲磺酰胺(２１)的合成

　 　 将 ２￣氯￣４￣碘￣５￣(三氟甲基)吡啶(２０ꎬ５􀆰 ００ ｇꎬ
１６􀆰 ２９ ｍｍｏｌ)、Ｎ￣(２￣(氨基甲基)苯基)￣Ｎ￣甲基甲

磺酰胺(６ꎬ３􀆰 ４３ ｇꎬ１１􀆰 ３５ ｍｍｏｌ)、２￣二环己基磷￣２ꎬ
４ꎬ６￣三异丙基联苯(Ｘ￣Ｐｈｏｓꎬ０􀆰 ７６ ｇꎬ１􀆰 ６０ ｍｍｏｌ)、
碳酸铯 (１５􀆰 ６０ ｇꎬ０􀆰 ０５ ｍｏｌ)、醋酸钯 (０􀆰 １８ ｇꎬ
０􀆰 ８０ ｍｍｏｌ)加入到 ２５０ ｍＬ 茄形瓶中ꎬ加入 １ꎬ４￣
二氧六环(５０ ｍＬ)ꎬ氩气保护ꎬ升温至 ８５ ℃ꎬＴＬＣ
监测反应完全ꎮ 加入 ３０ ｍＬ 水ꎬ用二氯甲烷萃取

(５０ ｍＬ × ３)ꎬ合并有机层ꎬ饱和氯化钠溶液洗涤

(３０ ｍＬ × ３)ꎬ无水硫酸钠干燥ꎮ 抽滤ꎬ蒸除溶剂ꎬ
经硅胶柱色谱纯化(石油醚￣乙酸乙酯ꎬ体积比

５０∶ １)ꎬ得到白色固体(２１)２􀆰 ６５ ｇꎬ收率 ４２􀆰 １％ ꎮ
２􀆰 １０　 Ｎ￣(３￣((((２￣氯￣５￣(三氟甲基)吡啶￣４￣基)
氨基)甲基)吡啶￣２￣基) ￣Ｎ￣甲基甲磺酰胺(２２)的
合成

　 　 以 ２￣氯￣４￣碘￣５￣(三氟甲基)吡啶(２０)、中间

体 ３ 为原料ꎬ合成方法同中间体 ２１ꎬ经硅胶柱色

谱纯化ꎬ得到白色固体(２２)２􀆰 ７８ ｇꎬ收率 ４３􀆰 ３％ ꎮ
２􀆰 １１　 Ｎ￣(３￣((((２￣氯￣５￣(三氟甲基)吡啶￣４￣基)
氨基)甲基)苯基) ￣Ｎ￣甲基甲磺酰胺(２３)的合成

　 　 以 ２￣氯￣４￣碘￣５￣(三氟甲基)吡啶(２０)、中间

体 １０ 为原料ꎬ合成方法同中间体 ２１ꎬ经硅胶柱色

谱纯化ꎬ得到白色固体(２３)２􀆰 ５６ ｇꎬ收率 ４０􀆰 ４％ ꎮ
２􀆰 １２ 　 Ｎ￣甲基￣Ｎ￣(２￣((((２￣((１￣甲基￣１Ｈ￣吡唑￣
４￣基)氨基) ￣５￣(三氟甲基)吡啶￣４￣基)氨基)甲
基)苯基)甲磺酰胺(Ｚ１)的合成

　 　 将中间体 ２１(０􀆰 ５０ ｇꎬ１􀆰 ００ ｍｍｏｌ)、１￣甲基￣１Ｈ￣
吡唑￣４￣胺(０􀆰 １２ ｇꎬ１􀆰 ００ ｍｍｏｌ)、２￣二环己基磷￣２ꎬ
４ꎬ６￣三异丙基联苯(Ｘ￣Ｐｈｏｓꎬ０􀆰 ０６ ｇꎬ０􀆰 １３ ｍｍｏｌ)、
碳酸铯 (１􀆰 ２６ ｇꎬ４􀆰 ００ ｍｍｏｌ)、醋酸钯 (０􀆰 ０１ ｇꎬ
０􀆰 ０６ ｍｍｏｌ)加入 ２０ ｍＬ 微波管中ꎬ加入 １ꎬ４￣二氧

六环(３ ｍＬ)ꎬ并用氩气进行保护ꎬ于 ８５ ℃ 微波

反应 ３０ ｍｉｎꎮ 加入 １０ ｍＬ 水ꎬ用乙酸乙酯萃取

(２０ ｍＬ × ３)ꎬ合并有机层ꎬ饱和氯化钠溶液洗涤

(２０ ｍＬ × ３)ꎬ无水硫酸钠干燥ꎮ 抽滤ꎬ蒸除溶剂ꎬ经
硅胶柱色谱纯化(二氯甲烷￣甲醇ꎬ体积比 ６０∶１)ꎬ得
到淡黄色粉末状固体(Ｚ１)０􀆰 ２１ ｇꎬ收率 ３６􀆰 ３％ꎮ
２􀆰 １３　 Ｎ￣甲基￣Ｎ￣(２￣((((２￣((１￣(四氢￣２Ｈ￣吡喃￣
４￣基) ￣１Ｈ￣吡唑￣４￣基)氨基) ￣５￣(三氟甲基)吡啶￣
４￣基)氨基)甲基)苯基)甲磺酰胺(Ｚ２)的合成

　 　 以中间体 ２１、１￣四氢￣２Ｈ￣吡喃￣４￣基￣１Ｈ￣吡唑￣

４￣胺为原料ꎬ合成方法同目标化合物 Ｚ１ꎬ经硅胶

柱色谱纯化ꎬ得到淡黄色粉末固体(Ｚ２) ０􀆰 １９ ｇꎬ
收率 ３２􀆰 ９％ ꎮ
２􀆰 １４　 Ｎ￣甲基￣Ｎ￣(２￣((((２￣((１￣(１￣哌啶￣４￣基) ￣
１Ｈ￣吡唑￣４￣基)氨基) ￣５￣(三氟甲基)吡啶￣４￣基)
氨基)甲基)苯基)甲磺酰胺(Ｚ３)的合成

　 　 以中间体 ２１、１￣(哌啶￣４￣基)￣１Ｈ￣吡唑￣４￣胺为原

料ꎬ合成方法同目标化合物 Ｚ１ꎬ经硅胶柱色谱纯化ꎬ
得到白色粉末状固体(Ｚ３)０􀆰 ２１ ｇꎬ收率 ３６􀆰 １％ꎮ
２􀆰 １５　 Ｎ￣(２￣((((２￣(((１Ｈ￣苯并[Ｄ]咪唑￣２￣基)
氨基) ￣５￣(三氟甲基)吡啶基￣４￣基)氨基)甲基)苯
基) ￣Ｎ￣甲基甲磺酰胺(Ｚ４)的合成

　 　 以中间体 ２１、１Ｈ￣苯并[Ｄ]咪唑￣２￣胺为原料ꎬ
合成方法同目标化合物 Ｚ１ꎬ经硅胶柱色谱纯化ꎬ
得到白色粉末状固体(Ｚ４)０􀆰 ２３ ｇꎬ收率 ４５􀆰 ６％ ꎮ
２􀆰 １６　 Ｎ￣(２￣((((２￣((６￣甲氧基￣１￣甲基￣１Ｈ￣苯并

[ｄ]咪唑￣２￣基)氨基) ￣５￣(三氟甲基)吡啶￣４￣基)
氨基)甲基)苯基) ￣Ｎ￣甲基甲磺酰胺(Ｚ５)的合成

　 　 以中间体 ２１、中间体 １４ 为原料ꎬ合成方法同

目标化合物 Ｚ１ꎬ经硅胶柱色谱纯化ꎬ得到白色粉

末状固体(Ｚ５)０􀆰 ２１ ｇꎬ收率 ４２􀆰 ７％ ꎮ
２􀆰 １７ 　 Ｎ￣甲基￣Ｎ￣(２￣(((((２￣((５￣甲基￣４￣氧代￣
４ꎬ５ꎬ６ꎬ７￣四氢吡唑并[１ꎬ５￣ａ]吡嗪￣２￣基)氨基) ￣５￣
(三氟甲基)吡啶￣４￣基)氨基)甲基)苯基)甲磺酰

胺(Ｚ６)的合成

　 　 以中间体 ２１、中间体 １９ 为原料ꎬ合成方法同

目标化合物 Ｚ１ꎬ经硅胶柱色谱纯化ꎬ得到白色粉

末状固体(Ｚ６)０􀆰 １５ ｇꎬ收率 ３１􀆰 ２％ ꎮ
２􀆰 １８　 Ｎ￣甲基￣Ｎ￣(３￣((((２￣((５￣甲基￣４￣氧代￣４ꎬ
５ꎬ６ꎬ７￣四氢吡唑并[１ꎬ５￣ａ]吡嗪￣２￣基)氨基) ￣５￣
(三氟甲基)吡啶￣４￣基)氨基)甲基吡啶￣２￣基)甲
磺酰胺(Ｚ７)的合成

　 　 以中间体 ２２、中间体 １９ 为原料ꎬ合成方法同

目标化合物 Ｚ１ꎬ经硅胶柱色谱纯化ꎬ得到白色粉

末状固体(Ｚ７)０􀆰 ２８ ｇꎬ收率 ５２􀆰 １％ ꎮ
２􀆰 １９　 Ｎ￣甲基￣Ｎ￣(３￣((((２￣((５￣甲基￣４￣氧代￣４ꎬ
５ꎬ６ꎬ７￣四氢吡唑并[１ꎬ５￣ａ]吡嗪￣２￣基)氨基) ￣５￣
(三氟甲基)吡啶￣４￣基)氨基)甲基)苯基)甲磺酰

胺(Ｚ８)的合成

　 　 以中间体 ２３、中间体 １９ 为原料ꎬ合成方法同

目标化合物 Ｚ１ꎬ经硅胶柱色谱纯化ꎬ得到淡黄色

粉末状固体(Ｚ８)０􀆰 ２７ ｇꎬ收率 ５０􀆰 ７％ ꎮ
８ 个目标化合物的理化及波谱数据见表 １ꎮ
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Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｄａｔａ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ Ｚ１ － Ｚ８

Ｃｏｍｐｄ. ｍｐ / ℃
ＥＳＩ￣ＭＳ ｏｒ ＨＲＭＳ
ｍ / ｚ[Ｍ ＋ Ｈ] ＋

１Ｈ￣ＮＭＲ(４００ ＭＨｚ)δ

Ｚ１ １５０ － １５５ ４５５􀆰 １ ８􀆰 １８(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ４７(ｄｄꎬＪ ＝ ６􀆰 ８ꎬ２􀆰 １ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ３６ － ７􀆰 ３１(ｍꎬ４Ｈ)ꎬ７􀆰 １５( ｓꎬ
１Ｈ)ꎬ５􀆰 ９２(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ５􀆰 ５６( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ５􀆰 ２７( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ４􀆰 ８１( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ４􀆰 ５９( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ
３􀆰 ４３(ｓꎬ３Ｈ)ꎬ２􀆰 ９７(ｓꎬ３Ｈ)ꎬ２􀆰 １３(ｓꎬ３Ｈ)

Ｚ２ １６３ － １６７ ５２５􀆰 １ ８􀆰 １８(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ４７(ｄｄꎬＪ ＝ ６􀆰 ８ꎬ２􀆰 １ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ３６ － ７􀆰 ３１(ｍꎬ４Ｈ)ꎬ７􀆰 １５( ｓꎬ
１Ｈ)ꎬ５􀆰 ９２(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ５􀆰 ５６( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ５􀆰 ２７( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ４􀆰 ８１( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ４􀆰 ５９( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ
３􀆰 ４３(ｓꎬ３Ｈ)ꎬ２􀆰 ９７(ｓꎬ３Ｈ)ꎬ２􀆰 １３(ｓꎬ３Ｈ)

Ｚ３ １７０ － １７２ ５２４􀆰 ２ ８􀆰 ０７(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ５２(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ３８ － ７􀆰 ３３(ｍꎬ３Ｈ)ꎬ７􀆰 ２９ － ７􀆰 ２７(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ２０
(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ６􀆰 ３１(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ５􀆰 ７０(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ５􀆰 １６(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ４􀆰 ５７(ｄꎬＪ ＝ ５􀆰 ７ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ
４􀆰 １５ － ４􀆰 ０７(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ３􀆰 ２２ － ３􀆰 １６(ｍꎬ５Ｈ)ꎬ２􀆰 ９７( ｓꎬ３Ｈ)ꎬ２􀆰 ７２( ｔｄꎬＪ ＝ １２􀆰 ５ꎬ
２􀆰 ２ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ２􀆰 ０８(ｄꎬＪ ＝ １３􀆰 ７ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ１􀆰 ８７ － １􀆰 ７７(ｍꎬ２Ｈ)

Ｚ４ １８０ － １８３ ４９１􀆰 １ １１􀆰 ８７(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ１０􀆰 ４９(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ８􀆰 ２１( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ５９(ｄｄꎬＪ ＝ ７􀆰 ３ꎬ１􀆰 ８ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ
７􀆰 ３８ － ７􀆰 ３４(ｍꎬ４Ｈ)ꎬ７􀆰 ２８ － ７􀆰 ２４(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ００(ｄｄꎬＪ ＝ ５􀆰 ８ꎬ３􀆰 １ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ
６􀆰 ９６( ｔꎬＪ ＝ ５􀆰 ７ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ６􀆰 ２４(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ４􀆰 ６１(ｄｄꎬＪ ＝ １８􀆰 ７ꎬ３􀆰 ６ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ３􀆰 ３５
(ｓꎬ３Ｈ)ꎬ３􀆰 １２(ｓꎬ３Ｈ)

Ｚ５ １８７ － １８９ ５３５􀆰 １ ８􀆰 １６(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ５６ － ７􀆰 ５０(ｍꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ３７(ｄｄꎬＪ ＝ ５􀆰 ７ꎬ３􀆰 ６ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ７􀆰 ３２(ｄｄꎬ
Ｊ ＝ ６􀆰 ３ꎬ２􀆰 ７ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ２４ － ７􀆰 １６(ｍꎬ２Ｈ)ꎬ６􀆰 ７４(ｄꎬＪ ＝ ７􀆰 ７ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ６􀆰 ６８
(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ５􀆰 ２６ ( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ４􀆰 ６７ ( ｓꎬ２Ｈ)ꎬ３􀆰 ８６ ( ｓꎬ３Ｈ)ꎬ３􀆰 ６６ ( ｓꎬ３Ｈ)ꎬ３􀆰 ３４ ( ｓꎬ
３Ｈ)ꎬ２􀆰 ９８(ｓꎬ３Ｈ)

Ｚ６ １７５ － １７７ ５２４􀆰 １ ９􀆰 ４５(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ８􀆰 ０９(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ５６(ｄꎬＪ ＝ ５􀆰 ５ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ３８ － ７􀆰 ３３(ｍꎬ２Ｈ)ꎬ
７􀆰 ２６(ｄꎬＪ ＝ ５􀆰 ０ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ６􀆰 ７０(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ６􀆰 ６６( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ６􀆰 １７( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ４􀆰 ５６(ｄꎬ
Ｊ ＝ ７􀆰 １ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ４􀆰 １５( ｓꎬ２Ｈ)ꎬ３􀆰 ７２( ｔꎬＪ ＝ ５􀆰 ８ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ３􀆰 ２６( ｓꎬ３Ｈ)ꎬ３􀆰 １１
(ｓꎬ３Ｈ)ꎬ２􀆰 ９７(ｓꎬ３Ｈ)

Ｚ７ ２０５ － ２０８ ５２５􀆰 １６３９ ８􀆰 ４２(ｄꎬＪ ＝ ３􀆰 ２ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ８􀆰 １３( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ７７(ｄꎬＪ ＝ ６􀆰 ９ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ６２( ｓꎬ
１Ｈ)ꎬ７􀆰 ３２(ｄｄꎬＪ ＝ ７􀆰 ７ꎬ４􀆰 ８ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ６􀆰 ６２( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ６􀆰 ５２ ( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ５􀆰 ３３ ( ｓꎬ
１Ｈ)ꎬ４􀆰 ７０(ｄꎬＪ ＝ ５􀆰 ８ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ４􀆰 ２７ － ４􀆰 ２２(ｍꎬ２Ｈ)ꎬ３􀆰 ７４ － ３􀆰 ７０(ｍꎬ２Ｈ)ꎬ
３􀆰 ２５(ｓꎬ３Ｈ)ꎬ３􀆰 １０(ｄꎬＪ ＝ ３􀆰 ８ Ｈｚꎬ３Ｈ)ꎬ３􀆰 ０７(ｓꎬ３Ｈ)

Ｚ８ ２２０ － ２２４ ５２４􀆰 １６８６ ８􀆰 １８ －８􀆰 １１(ｍꎬ２Ｈ)ꎬ７􀆰 ４２ － ７􀆰 ３７(ｍꎬ２Ｈ)ꎬ７􀆰 ２８(ｄꎬＪ ＝ ５􀆰 ７ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ６􀆰 ６２(ｓꎬ
１Ｈ)ꎬ６􀆰 ５５(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ５􀆰 ２７(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ４􀆰 ４６(ｄꎬＪ ＝ ５􀆰 １ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ４􀆰 ２６( ｔꎬＪ ＝ ５􀆰 ９ Ｈｚꎬ
２Ｈ)ꎬ３􀆰 ７５(ｔꎬＪ ＝６􀆰 ０ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ３􀆰 ２８(ｓꎬ３Ｈ)ꎬ３􀆰 １２(ｓꎬ３Ｈ)ꎬ２􀆰 ７８(ｓꎬ３Ｈ)

３　 活性评价

３􀆰 １　 体外酶抑制活性测试

ＨＴＲＦ ＫｉｎＥＡＳＥＴＭ － ＴＫ 试剂盒购自 Ｃｉｓｂｉｏ
Ｂｉｏａｓｓａｙｓꎻ３８４ 孔低体积微量培养板购自 Ｔｈｅｒ￣
ｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ ＦＡＫ 的纯化酶购自 Ｃａｒｎａ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓꎮ

利用均相时间分辨荧光技术(ＨＴＲＦ)测试目

标化合物对 ＦＡＫ 的酶抑制活性ꎬ以 ＦＡＫ 抑制剂

ＴＡＥ￣２２６ 作为阳性对照化合物[１３]ꎮ 测试结果见

表 ２ꎮ
进行体外酶活性测试时ꎬ选取含有铕(Ｅｕ３ ＋ )

的穴状化合物作为能量供体ꎬ该供体连接在可以识

别底物上磷酸基团的特异性抗体(ＴＫ Ａｎｔｉｂｏｄｙ)
上ꎬ能量受体 ＸＬ￣６６５ 与底物蛋白通过链霉亲和

素￣生物素发生特异性的结合ꎮ 当酶使底物蛋白

磷酸化后ꎬ特异性抗体识别磷酸基团并结合在

底 物蛋白上ꎬ此时ꎬＸＬ￣６６５ 可以被受体发射的

６２０ ｎｍ 的发射光激发ꎬ发射出 ６６５ ｎｍ 的发射

光[１１ － １２]ꎮ
实验操作中ꎬ用激酶反应缓冲液从 ８ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ －１

浓度的 ＤＭＳＯ 储备液中逐步稀释化合物ꎮ ＩＣ５０

的测量是重复进行的ꎬ对于每一个试验ꎬ将 ４ μＬ
化合物、４ μＬ 混合物 １(ＡＴＰ ＋底物 ＴＫ)和 ２ μＬ
的激酶(０􀆰 １１１ ｍｇ􀅰Ｌ － １)添加到测定孔中ꎬ将测定

板在 ２５ ℃ 下孵育 ５０ ｍｉｎꎬ然后通过添加 １０ μＬ

７６２第 ４ 期 赵相欣等:２ꎬ４￣二取代￣５￣(三氟甲基)吡啶类 ＦＡＫ 抑制剂的设计合成及生物活性研究



混合物 ２ (Ｓａ￣ＸＬ６６５ ＋ ＴＫ￣Ａｎｔｉｂｏｄｙ￣Ｃｒｙｐｔａｔｅ)终

止反应ꎬ在最终孵育(室温下 ６０ ｍｉｎ) 后ꎬ使用

Ｉｎｆｉｎｉｔｅ® Ｆ５００ 微孔板读数器 (瑞士 Ｔｅｃａｎ) 在

６２０ ｎｍ(Ｃｒｙｐｔａｔｅ)和 ６６５ ｎｍ(ＸＬ６６５)处测量荧

光ꎬ获得 ＨＴＲＦ 信号ꎬ计算 ６６５ ｎｍ 和 ６２０ ｎｍ 下

每个孔的信号比率(６６５ / ６２０)ꎮ 对 ＩＣ５０的测量值

使用 Ｐｒｉｓｍ 软件(ＧｒａｐｈＰａｄ 软件)进行归一化和

拟合ꎮ
如表 ２ 所示ꎬ当 Ｒ 为 Ｎ￣甲基吡唑环取代时

(Ｚ１)ꎬ对 ＦＡＫ 有较强的酶抑制活性 ( ＩＣ５０ ＝
２０􀆰 ６ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ －１)ꎬ将甲基替换为四氢吡喃基(Ｚ２)
活性保持( ＩＣ５０ ＝ ２４􀆰 ９ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ －１)ꎬ替换为哌啶基

(Ｚ３)活性提升( ＩＣ５０ ＝ ８􀆰 ７ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ － １)ꎮ 当 Ｒ 为

苯并 咪 唑 结 构 (Ｚ４) 时ꎬ 酶 抑 制 活 性 ＩＣ５０ ＝
１９􀆰 ６ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎮ 当 Ｒ 为 ６￣甲氧基￣１￣甲基￣１Ｈ￣苯
并[ ｄ] 咪唑 ( Ｚ５ ) 时ꎬ 活性相对较差 ( ＩＣ５０ ＝
６１􀆰 ３ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ － １)ꎮ 当 Ｒ 为 ５￣甲基￣６ꎬ７￣二氢吡唑

并[１ꎬ５￣ａ] 吡嗪￣４ (５Ｈ) ￣酮 (Ｚ６) 时ꎬ活性较强

( ＩＣ５０ ＝ ６􀆰 ６ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ － １)ꎮ 因此ꎬ认为化合物 Ｚ６ 的

Ｒ 基团为优势片段ꎬ对右侧片段进行结构修饰ꎬ在
苯环上引入 Ｎ 原子ꎬ或者将苯环上的取代基从邻

位换到间位ꎬ得到化合物 Ｚ７ 和 Ｚ８ꎮ 从测试结果

可以看出ꎬ化合物 Ｚ６、Ｚ７ 和 Ｚ８ 的酶抑制活性和

阳性对照相当ꎮ

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

Ｃｏｍｐｄ. Ｒ ＩＣ５０ / (ｎｍｏｌ􀅰Ｌ － １) Ｃｏｍｐｄ. Ｒ ＩＣ５０ / (ｎｍｏｌ􀅰Ｌ － １)

Ｚ１ ２０􀆰 ６ Ｚ５ ６１􀆰 ３

Ｚ２ ２４􀆰 ９ Ｚ６ ６􀆰 ６

Ｚ３ ８􀆰 ７ Ｚ７ ９􀆰 ３

Ｚ４ １９􀆰 ６ Ｚ８ １４􀆰 ２

ＴＡＥ￣２２６ ７􀆰 ０

　 　 Ｔｈｅ ＩＣ５０ ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ(ｎｍｏｌ􀅰Ｌ － １) ｖａｌｕｅｓ ｆｒｏｍ ｔｗｏ ｓｅｐａｒａｔｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ.

３􀆰 ２　 细胞增殖抑制活性测试

将 Ａ５４９(人肺癌细胞)、ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１(人乳

腺癌细胞)和 Ｕ￣８７ＭＧ(人胶质瘤癌细胞)细胞在

９６ 孔板中以 ４０００ ~ ５０００ 个每孔的密度培养ꎬ并
在 ３７ ℃、体积分数 ５％ 的 ＣＯ２ 湿润环境中培养

２４ ｈꎮ 将测试的化合物以指示的最终浓度添加到

培养基中ꎬ孵育 ７２ ｈꎬ加入新鲜的 ＭＴＴ 溶液并孵

育４ ｈ ꎮ将每个孔中的甲臜晶体溶解在 １５０ μＬ

ＤＭＳＯ 中ꎬ并使用 Ｔｈｅｒｍｏ Ｒｅａｄｅ(Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ)
在 λ ＝ ４９０ ｎｍ处测量每个测试孔的吸光度ꎮ 化合

物 Ｚ２、Ｚ３、Ｚ４ 和 Ｚ６ 对 ＦＡＫ 高表达的 Ｕ８７￣ＭＧ
和 Ａ５４９ 肿瘤细胞株的增殖抑制活性如表 ３ 所示ꎮ 其

中ꎬ化合物 Ｚ４ 对 Ｕ８７￣ＭＧ(ＩＣ５０ ＝ ６􀆰 ６６ μｍｏｌ􀅰Ｌ －１)
和 Ａ５４９( ＩＣ５０ ＝ ７􀆰 ６８ μｍｏｌ􀅰Ｌ － １)这两种肿瘤细胞

的抑制作用最强ꎮ
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Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

Ｃｏｍｐｄ.
ＩＣ５０ / (μｍｏｌ􀅰Ｌ － １)

Ｕ￣８７ＭＧ Ａ５４９

Ｚ２ １２􀆰 ４７ ± ０􀆰 ２１ １４􀆰 ６１ ± ０􀆰 ５１

Ｚ３ １１􀆰 ７５ ± ０􀆰 １８ ２４􀆰 ８７ ± ０􀆰 ７７

Ｚ４ ６􀆰 ６６ ± ０􀆰 １５ ７􀆰 ６８ ± ０􀆰 ２４

Ｚ６ ８􀆰 ６８ ± ０􀆰 １９ ３４􀆰 ０２ ± ３􀆰 ４１

ＴＡＥ￣２２６ １􀆰 ５７ ± ０􀆰 １１ １􀆰 ６０ ± ０􀆰 ０３

　 　 Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＭＴＴ ａｓｓａｙ
ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｆｏｒ ７２ ｈ. Ｔｈｅ ｍｅａｎ ｖａｌ￣
ｕｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ± ＳＤ ａｒｅ ｒｅｐｏｒｔｅｄ.

４　 结果与讨论

初步的活性测试结果显示ꎬ化合物 Ｚ６ 的体

外酶抑制活性和细胞增殖抑制活性较强ꎬ因此对

化合物 Ｚ６ 与 ＦＡＫ 蛋白 ＡＴＰ 结合位点进行了分

子对接研究ꎮ 图 ５ 显示ꎬ吡啶母核与铰链区的

Ｃｙｓ￣５０２ 形成典型的供体￣受体氢键相互作用ꎬ三
氟甲基与门控残基 Ｍｅｔ￣４９９ 形成疏水相互作用ꎮ
Ｎ￣甲基磺酰胺片段朝向活化环区域并且与 ＤＦＧ
基序的 Ａｓｐ￣５６４ 形成氢键相互作用ꎬ是关键的药

效团片段ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｍｏｄｅ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｚ６ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＦＡＫ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅ
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«中国药物化学杂志»变更刊期通知

«中国药物化学杂志»创刊于 １９９０ 年ꎬ由沈阳药科大学和中国药学会共同主办ꎬ是国内唯一专门报

道药物化学领域科研成果的专业性学术期刊ꎬ于 ２０１８ 年入选«中国核心期刊要目总览»ꎮ 为满足学科

发展需要ꎬ进一步加快科研成果传播速度和报道时效ꎬ促进学术交流ꎬ缩短报道周期并增大信息量ꎬ«中

国药物化学杂志»已于 ２０２０ 年由双月刊变更为月刊(每期 ６４ 页)ꎬ并将于 ２０２１ 年将页码增至每期 ８０
页ꎮ

本刊以报道原创性药物基础研究性文章为主ꎬ设有研究论文、研究简报、新药信息、科研快报、专家

述评、合成路线图解、综述等栏目ꎬ欢迎广大读者踊跃投稿ꎮ
«中国药物化学杂志»编辑部
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