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５氨甲基咔唑衍生物的设计、合成及抗阿尔茨海默病活性
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摘　要　以５氨甲基咔唑为先导物，在其母环及５位氨甲基的氮原子上引入不同的取代基，设计、合成了一系列咔唑
衍生物，测试了其乙酰胆碱酯酶（ＡＣｈＥ）和丁酰胆碱酯酶（ＢＣｈＥ）抑制活性，以及体外神经元细胞保护活性，并总结了构效
关系。其中，化合物８ａ具有ＡＣｈＥ／ＢＣｈＥ双重抑制活性，同时还能够有效保护ＰＣ１２细胞免受Ａβ造成的损伤，展现出良好
的开发前景。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一
种典型的神经退行性疾病，是最常见的老年痴呆

病，在临床病例中占５０％ ～５６％，其病死率仅次于
心血管病、肿瘤和脑血管病。胆碱酯酶抑制剂可以

有效提升中枢神经系统的胆碱神经递质水平，缓解

ＡＤ患者记忆力下降、生活自理能力不足等症状，
是目前临床上广泛使用的 ＡＤ治疗药物。然而，
ＡＤ病因复杂，涉及神经递质水平、淀粉样蛋白
（Ａβ）、炎症、氧化自由基损伤等多个方面［１］，因此

单纯的胆碱酯酶抑制剂仅能起到缓解症状的效果，

而无法终止并逆转疾病的发展；同时，胆碱酯酶抑

制剂通常仅在开始治疗的前两年有效，之后疗效显

著减退［２］，因而难以满足临床需要，研发新型抗

ＡＤ药物迫在眉睫。
Ａβ作为老年斑的主要组成成分在 ＡＤ发病过

程中扮演的角色已经引起人们的广泛关注。虽然

目前关于 Ａβ是否是 ＡＤ的治疗靶点尚存争议［３］，

但大量实验已证实 Ａβ单体聚集形成的寡聚体具
有显著的神经毒性［４］，因此抑制 Ａβ聚集或阻断
Ａβ寡聚体的神经毒性对于ＡＤ的防治无疑具有重
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要意义。

研究发现，咔唑类化合物能有效地抑制 Ａβ单
体聚集［５］；本课题组前期研究也揭示５位带有氨
甲基取代基的咔唑衍生物（如化合物６ｂ）兼具胆碱
酯酶抑制活性及神经元细胞保护活性，提示该类化

合物具有良好的抗 ＡＤ应用前景［６］。为了进一步

总结该类化合物的构效关系，寻找具有更强活性的

化合物，本文以５氨甲基咔唑为先导物，在其母环
及５位氨甲基的氮原子上引入不同的取代基，又
设计、合成了一系列咔唑衍生物（图１），并对所有
目标产物进行了胆碱酯酶抑制活性及神经元保护

活性筛选。

!

　合成路线

目标化合物７ａ～７ｈ和８ａ～８ｂ的合成过程见
路线１。参照本课题组之前报道的合成方法［６］，以

４溴３硝基苯甲醚为起始原料，与邻甲基苯硼酸经
Ｓｕｚｕｋｉ偶联得到联苯中间体１，经 Ｃａｄｏｇａｎ反应环

合得咔唑化合物２，然后苯磺酰基保护咔唑上的氮
原子、ＮＢＳ溴代、乙胺或异丙胺取代最后脱苯磺酰
基保护基得关键中间体 ６ａ～６ｂ。然后，化合物
６ａ～６ｂ分别与ＮＢＳ或ＮＣＳ反应，得到目标化合物
７ａ～７ｈ，７ａ和７ｂ经４０％ ＨＢｒ脱甲基得目标化合
物８ａ～８ｂ。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄｓ７ａ７ｈａｎｄ８ａ８ｂ

Ｓｃｈｅｍｅ１　Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｒｏｕｔｅｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｃｏｍｐｏｕｄｓ７ａ７ｈａｎｄ８ａ８ｂ
Ｒｅａｇｅｎｔｓａｎｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：（ｉ）Ｐｄ（ＰＰｈ３）４，Ｎａ２ＣＯ３，ＤＭＥ，ｒｅｆｌｕｘ，２０ｈ；（ｉｉ）ＰＰｈ３，ＤＣＢ，ｒｅｆｌｕｘ，３ｈ；（ｉｉｉ）ＰｈＳＯ２Ｃｌ，ＮａＨ，ＴＨＦ，０°Ｃｔｈｅｎｒ．ｔ．，ｏｖｅｒ
ｎｉｇｈｔ；（ｉｖ）ＮＢＳ，ＡＩＢＮ，ＣＣｌ４，ｒｕｆｌｕｘ，３ｈ；（ｖ）ａｌｋｙｌａｍｉｎｅ，ＫＩ，Ｋ２ＣＯ３，ａｎｈｙｄｒｏｕｓａｃｅｔｏｎｅ，ｒ．ｔ．，ｏｖｅｒｎｉｇｈｔ；（ｖｉ）２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，ｅｔｈａｎｏｌ，ｒｅｆｌｕｘ，ｏｖｅｒ
ｎｉｇｈｔ；（ｖｉｉ）ＮＢＳｏｒＮＣＳ，ＡＩＢＮ，ＣＣｌ４，ｒｕｆｌｕｘ，３ｈ；（ｖｉｉｉ）４０％ ＨＢｒａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｒｕｆｌｕｘ

"

　实验部分

２１　仪器与试剂
ＳＧＷＸ４显微熔点仪（上海精密科学仪器有

限公司），温度未经校正。ＮｉｃｏｌｅｔＩＲ２００ＦＴＩＲ红
外仪器（ＫＢｒ压片，美国赛默飞世尔科技公司）；
ＡＶ３００ＭＨｚ核磁共振仪（ＴＭＳ为内标，德国 Ｂｒｕｋｅｒ
公司）；ＬＣ／ＭＳＤＴＯＦ高分辨质谱（美国安捷伦科

８４６



第４６卷第６期 陈萌菲等：５氨甲基咔唑衍生物的设计、合成及抗阿尔茨海默病活性

技有限公司）。ＡＣｈＥ和 ＢＣｈＥ（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ
公司）；Ｅｌｌｍａｎ试剂、碘代硫代乙酰胆碱（ＡＴＣ）和
碘代硫代丁酰胆碱（ＢＴＣ）（美国 Ｆｌｕｋａ公司）；
Ａβ４２（上海强耀生物科技有限公司）；六氟异丙醇
（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＰＣ１２细胞（中科院上海细胞
库）。所用化学试剂均为市售分析纯且未经处理

直接使用。

２２　化学合成
２２１　目标化合物７ａ～７ｈ的合成方法

将中间体６ａ～６ｂ［６］（１ｍｍｏｌ）溶于ＣＣｌ４３０ｍＬ
中，加入等物质的量的 ＮＢＳ或 ＮＣＳ以及催化量的
偶氮二异丁腈（ＡＩＢＮ），回流反应 ３ｈ。冷却至室
温，抽滤，滤液减压蒸馏除去溶剂得到粗品，以乙酸

乙酯石油醚（１∶１）为洗脱剂，柱色谱纯化得到化合
物７ａ～７ｈ。
１溴２甲氧基５乙胺甲基９Ｈ咔唑（７ａ）　收

率１８％，黄色固体，ｍｐ：１３８～１４０℃；ＩＲ（ＫＢｒ，ν）：
３１６６，２８５９，１５５１，１５２０，１４５５ｃｍ－１；１ＨＮＭＲ
（ＤＭＳＯｄ６，３００ＭＨｚ）δ：１１１１（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），７７８
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），７６５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０
Ｈｚ，ＡｒＨ），７３６（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），７１５～
７１８（１Ｈ，ｍ，ＡｒＨ），６７４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，Ａｒ
Ｈ），４１０（２Ｈ，ｓ，ＡｒＣＨ２Ｎ），３９２（３Ｈ，ｓ，Ｏ
ＣＨ３），２６０（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７５Ｈｚ，ＮＣＨ２），０９６
（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７５Ｈｚ，ＣＣＨ３）；ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ
ＣａｌｃｄｆｏｒＣ１６Ｈ１８ＢｒＮ２Ｏ［Ｍ ＋Ｈ］

＋ ３３３０６０２６，
Ｆｏｕｎｄ３３３０６０５５。
１溴２甲氧基５异丙胺甲基９Ｈ咔唑（７ｂ）　

收率１５％，黄色固体，ｍｐ：１３３～１３４℃；ＩＲ（ＫＢｒ，
ν）：３１３０，２８９５，１５３３，１４５５ｃｍ－１；１ＨＮＭＲ（ＤＭ
ＳＯｄ６，３００ＭＨｚ）δ：１１１４（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），７７７（１Ｈ，
ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），７６５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，Ａｒ
Ｈ），７３６（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），７１６～７１８
（１Ｈ，ｍ，ＡｒＨ），６７６（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），
４１２（２Ｈ，ｓ，ＡｒＣＨ２Ｎ），３９２（３Ｈ，ｓ，ＯＣＨ３），
２８８～２９０（１Ｈ，ｍ，ＮＣＨ），１１５（６Ｈ，ｄ，Ｊ＝７５
Ｈｚ，Ｃ（ＣＨ３）２）；ＨＲＭＳ（ＥＳＩ） ｍ／ｚＣａｌｃｄｆｏｒ
Ｃ１７Ｈ２０ＢｒＮ２Ｏ［Ｍ ＋ Ｈ］＋ ３４７０７５ ９１，Ｆｏｕｎｄ
３４７０７６０８。

１氯２甲氧基５乙胺甲基９Ｈ咔唑（７ｃ）　收
率２１％，黄色固体，ｍｐ：１６６～１６９℃；ＩＲ（ＫＢｒ，ν）：
３１１１，２８７９，１５４５，１５２５ｃｍ－１；１ＨＮＭＲ（ＤＭＳＯ

ｄ６，３００ＭＨｚ）δ：１１１５（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），７７５（１Ｈ，ｄ，
Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），７７３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，Ａｒ
Ｈ），７４０（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），７１２～７１４
（１Ｈ，ｍ，ＡｒＨ），６８８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），
４１０（２Ｈ，ｓ，ＡｒＣＨ２Ｎ），３９３（３Ｈ，ｓ，ＯＣＨ３），
２６０（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７５Ｈｚ，ＮＣＨ２），０９６（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝
７５Ｈｚ，ＣＣＨ３）；ＨＲＭＳ（ＥＳＩ） ｍ／ｚＣａｌｃｄｆｏｒ
Ｃ１６Ｈ１８ＣｌＮ２Ｏ［Ｍ ＋ Ｈ］＋ ２８９１１０ ７７，Ｆｏｕｎｄ
２８９１１０５７。

１氯２甲氧基５异丙胺甲基９Ｈ咔唑（７ｄ）　
收率２７％，黄色固体，ｍｐ：１６３～１６４℃；ＩＲ（ＫＢｒ，
ν）：３１２５，２８８６，１５３０，１４５０ｃｍ－１；１Ｈ ＮＭＲ
（ＤＭＳＯｄ６，３００ＭＨｚ）δ：１１１４（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），７７５
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），７７２（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０
Ｈｚ，ＡｒＨ），７４０（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），７１２～
７１４（１Ｈ，ｍ，ＡｒＨ），６８９（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，
ＡｒＨ），４１０（２Ｈ，ｓ，ＡｒＣＨ２Ｎ），３９３（３Ｈ，ｓ，
ＯＣＨ３），２８７～２８９（１Ｈ，ｍ，ＮＣＨ），１１５（６Ｈ，
ｄ，Ｊ＝７５Ｈｚ，Ｃ（ＣＨ３）２）；ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ
ＣａｌｃｄｆｏｒＣ１７Ｈ２０ＣｌＮ２Ｏ［Ｍ ＋Ｈ］

＋ ３０３１２６４２，
Ｆｏｕｎｄ３０３１２６４７。
２甲氧基３溴５乙胺甲基９Ｈ咔唑（７ｅ）　收

率３４％，黄色固体，ｍｐ：１２１～１２４℃；ＩＲ（ＫＢｒ，ν）：
３０５９，２８５９，１５３８，１５２０，１４９４，１４５７ｃｍ－１；
１ＨＮＭＲ（ＤＭＳＯｄ６，３００ＭＨｚ）δ：１１２９（１Ｈ，ｓ，
ＮＨ），８１８（１Ｈ，ｓ，ＡｒＨ），７３１（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，
ＡｒＨ），７２４（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝８０，７３Ｈｚ，ＡｒＨ），７１５
（１Ｈ，ｓ，ＡｒＨ），６９４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７３Ｈｚ，ＡｒＨ），
４１８（２Ｈ，ｓ，ＡｒＣＨ２Ｎ），３９４（３Ｈ，ｓ，ＯＣＨ３），
２６２～２６３（２Ｈ，ｍ，ＮＣＨ２），０９５（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７５
Ｈｚ，ＣＣＨ３）；ＨＲＭＳ （ＥＳＩ） ｍ／ｚ Ｃａｌｃｄｆｏｒ
Ｃ１６Ｈ１８ＢｒＮ２Ｏ［Ｍ ＋ Ｈ］＋ ３３３０６０ ２６，Ｆｏｕｎｄ
３３３０６０８６。

２甲氧基３溴５异丙胺甲基９Ｈ咔唑（７ｆ）　
收率３４％，黄色固体，ｍｐ：１０１～１０３℃；ＩＲ（ＫＢｒ，
ν）：３１１９，２８５５，１５３８，１５２０，１４８０，１４５０ｃｍ－１；
１ＨＮＭＲ（ＤＭＳＯｄ６，３００ＭＨｚ）δ：１１２９（１Ｈ，ｓ，
ＮＨ），８１６（１Ｈ，ｓ，ＡｒＨ），７３０（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，
ＡｒＨ），７２５（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝８０，７３Ｈｚ，ＡｒＨ），７１５
（１Ｈ，ｓ，ＡｒＨ），６９４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７３Ｈｚ，ＡｒＨ），
４１９（２Ｈ，ｓ，ＡｒＣＨ２Ｎ），３９４（３Ｈ，ｓ，ＯＣＨ３），
２９０２９２（１Ｈ，ｍ，ＮＣＨ），１０５（６Ｈ，ｄ，Ｊ＝７５

９４６
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Ｈｚ，Ｃ（ＣＨ３）２）；ＨＲＭＳ（ＥＳＩ） ｍ／ｚＣａｌｃｄｆｏｒ
Ｃ１７Ｈ２０ＢｒＮ２Ｏ［Ｍ ＋ Ｈ］＋ ３４７０７５ ９１，Ｆｏｕｎｄ
３４７０７５８６。

２甲氧基３氯５乙胺甲基９Ｈ咔唑（７ｇ）　收
率４１％，黄色固体，ｍｐ：１１８～１１９℃；ＩＲ（ＫＢｒ，ν）：
３０８８，２８８８，１５３３，１５２０，１４５５ｃｍ－１；１ＨＮＭＲ
（ＤＭＳＯｄ６，３００ＭＨｚ）δ：１１１９（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），８１５
（１Ｈ，ｓ，ＡｒＨ），７２９（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），
７２０（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝８０，７３Ｈｚ，ＡｒＨ），７１５（１Ｈ，ｓ，
ＡｒＨ），６９８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７３Ｈｚ，ＡｒＨ），４２０（２Ｈ，
ｓ，ＡｒＣＨ２Ｎ），３９４（３Ｈ，ｓ，ＯＣＨ３），２６１２６３
（２Ｈ，ｍ，ＮＣＨ２），０９６（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７５Ｈｚ，ＣＣＨ３）；
ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚＣａｌｃｄｆｏｒＣ１６Ｈ１８ＣｌＮ２Ｏ［Ｍ＋Ｈ］

＋

２８９１１０７７，Ｆｏｕｎｄ２８９１１０７０。
２甲氧基３氯５异丙胺甲基９Ｈ咔唑（７ｈ）　

收率３８％，黄色固体，ｍｐ：１０７～１０９℃；ＩＲ（ＫＢｒ，
ν）：３１１０，２８５５，１５６３，１４８０，１４５５ｃｍ－１；１ＨＮＭＲ
（ＤＭＳＯｄ６，３００ＭＨｚ）δ：１１２９（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），８２０
（１Ｈ，ｓ，ＡｒＨ），７３１（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），
７２７（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝８０，７３Ｈｚ，ＡｒＨ），７１６（１Ｈ，ｓ，
ＡｒＨ），６９９（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７３Ｈｚ，ＡｒＨ），４１９（２Ｈ，
ｓ，ＡｒＣＨ２Ｎ），３９４（３Ｈ，ｓ，ＯＣＨ３），２８８～２９０
（１Ｈ，ｍ，ＮＣＨ），１１０（６Ｈ，ｄ，Ｊ＝７５Ｈｚ，Ｃ
（ＣＨ３）２）；ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚＣａｌｃｄｆｏｒＣ１７Ｈ２０ＣｌＮ２Ｏ
［Ｍ＋Ｈ］＋３０３１２６４２，Ｆｏｕｎｄ３０３１２６５７。
２２２　目标化合物８ａ～８ｂ的合成　将化合物７ａ
或７ｂ（１ｍｍｏｌ）加入至４０％ ＨＢｒ水溶液３０ｍＬ中，
回流反应３ｈ。ＴＬＣ监测反应完成后，１０％ ＮａＯＨ
水溶液调节ｐＨ至８，乙酸乙酯萃取（３０ｍＬ×３），
无水Ｎａ２ＳＯ４干燥，以乙酸乙酯石油醚（１∶１）为洗
脱剂，柱色谱纯化得到化合物８ａ～８ｂ。
１溴２羟基５乙胺甲基９Ｈ咔唑（８ａ）　收率

８３％，黄色固体，ｍｐ：９８～９９℃；ＩＲ（ＫＢｒ，ν）：
３３９５，３２７３，２８８９，１６１０，１５８２，１４４５ｃｍ－１；
１ＨＮＭＲ（ＤＭＳＯｄ６，３００ＭＨｚ）δ：１１１１（１Ｈ，ｓ，
ＮＨ），７８９（１Ｈ，ｂｒ，ＯＨ），７７４～７６９（２Ｈ，ｍ，Ａｒ
Ｈ），７３６（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），７１６～７１８
（１Ｈ，ｍ，ＡｒＨ），６７４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），
４０８（２Ｈ，ｓ，ＡｒＣＨ２Ｎ），２６０（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７５Ｈｚ，
ＮＣＨ２），０９６（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７５Ｈｚ，ＣＣＨ３）；ＨＲＭＳ
（ＥＳＩ）ｍ／ｚＣａｌｃｄｆｏｒＣ１５Ｈ１４ＢｒＮ２Ｏ［Ｍ －Ｈ］

－

３１７０２８９６，Ｆｏｕｎｄ３１７０２８５８。

１溴２羟基５异丙胺甲基９Ｈ咔唑（８ｂ）　收
率８６％，黄色固体，ｍｐ：１１１～１１２℃；ＩＲ（ＫＢｒ，ν）：
３３９８，３２７３，２９５９，１６２６，１５８０，１４３７ｃｍ－１；
１ＨＮＭＲ（ＤＭＳＯｄ６，３００ＭＨｚ）δ：１１１１（１Ｈ，ｓ，
ＮＨ），７９０（１Ｈ，ｂｒ，ＯＨ），７７４～７６９（２Ｈ，ｍ，Ａｒ
Ｈ），７３６（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），７１６～７１８
（１Ｈ，ｍ，ＡｒＨ），６７４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），
４１０（２Ｈ，ｓ，ＡｒＣＨ２Ｎ），２８８～２９０（１Ｈ，ｍ，Ｎ
ＣＨ），１１５（６Ｈ，ｄ，Ｊ＝７５Ｈｚ，Ｃ（ＣＨ３）２）；ＨＲＭＳ
（ＥＳＩ）ｍ／ｚＣａｌｃｄｆｏｒＣ１６Ｈ１６ＢｒＮ２Ｏ［Ｍ －Ｈ］

－

３３１０４４６１，Ｆｏｕｎｄ３３１０４４６９。

#

　体外胆碱酯酶抑制活性

应用 Ｅｌｌｍａｎ法［７］进行测试。将受试物溶液

１００μＬ、５，５′二硫代双（２硝基苯甲酸）（ＤＴＮＢ）
（００１ｍｏｌ／Ｌ）溶液 １００μＬ、ＡＣｈＥ或 ＢＣｈＥ溶液
（５Ｕ／ｍＬ）１００μＬ加至缓冲溶液（ｐＨ８）３ｍＬ中，
待加入ＡＴＣ（００７５ｍｏｌ／Ｌ）或 ＢＴＣ（００７５ｍｏｌ／Ｌ）
溶液２０μＬ触发反应后立即计时并同时快速混匀
测试溶液，２ｍｉｎ后于４１２ｎｍ波长下测量紫外吸收
度。等体积的水代替受试物溶液为空白对照，加兰

他敏为阳性对照。所有测试均平行操作３次。实
验结果见表１。

Ｔａｂｌｅ１　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｃｏｍｐｏｕｄｓ７ａ７ｈａｎｄ８ａ８ｂｔｏｗａｒｄｓ
ＡＣｈＥａｎｄＢＣｈＥ

Ｃｏｍｐｄ
ＩＣａ５０／（μｍｏｌ／Ｌ）

ＡＣｈＥｂ ＢＣｈＥｂ

７ａ １２１ ９１
７ｂ １６９ ８９
７ｃ ２９１ ７９
７ｄ ３３２ ９９
７ｅ ６１６ １２８
７ｆ ８８２ １１９
７ｇ ＞１００ ２０５
７ｈ ＞１００ １４１
８ａ １１１ ８７
８ｂ １１９ １３１
Ｇａｌａｎｔｈａｍｉｎｅ ９６ ３６９

ａＤａｔａｗｅｒｅｔｈｅｍｅａｎｖａｌｕｅｓｏｆａｔｌｅａｓｔｔｈｒｅｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｓ；ｂＡＣｈＥｆｒｏｍ
ｅｌｅｃｔｒｉｃｅｅｌａｎｄＢＣｈＥｆｒｏｍｅｑｕｉｎｅｓｅｒｕｍ

实验结果显示，大部分目标化合物对 ＢＣｈＥ有
较好的抑制活性，ＩＣ５０在１０μｍｏｌ／Ｌ左右，较加兰他
敏活性提高了约３～５倍；而对 ＡＣｈＥ的抑制活性
总体较弱，显示目标化合物对ＢＣｈＥ具有一定的选
择性。目标化合物７ａ、７ｂ、８ａ和８ｂ对 ＡＣｈＥ的抑

０５６
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制活性较好，ＩＣ５０低于２０μｍｏｌ／Ｌ，提示这些化合物
具有ＡＣｈＥ／ＢＣｈＥ双重抑制活性。有研究发现，ＡＤ
患者的ＡＣｈＥ被抑制后，其体内的 ＢＣｈＥ活性会代
偿性提升，从而降低了ＡＣｈＥ抑制剂的疗效［８］。因

此，ＡＣｈＥ／ＢＣｈＥ双重抑制剂相较单纯的 ＡＣｈＥ抑
制剂在ＡＤ治疗效果上更具优势。

分析构效关系发现，带有溴取代基的化合物

活性略优于含氯取代基的化合物；此外，１位取代
的化合物（如７ａ）要优于 ３位取代的化合物（如
７ｅ）；而将甲氧基脱去甲基可使活性略有提升。

为了初步探讨该类化合物的分子作用机制，利用

ＭＯＥ软件，尝试将活性最好的化合物８ａ与 ＡＣｈＥ
（ＰＤＢ编号：３Ｉ６Ｍ）做了分子模拟对接，发现化合
物８ａ可以有效进入 ＡＣｈＥ的活性口袋，并且咔唑
母环与活性口袋的 Ｔｒｐ８４残基形成强烈的 ππ
共轭效应，而５位的氨基及其活泼氢原子可分别
与 Ｈｉｓ４４０及 Ｇｌｕ１９９产生共轭及氢键效应，２位
的酚羟基则可与Ｇｌｙ１１８产生氢键，提示５位的氨
基取代基及２位的酚羟基对其活性至关重要，见
图２。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ８ａａｎｄＡＣｈＥ（ＰｒｏｔｅｉｎＤａｔａＢａｎｋｃｏｄｅ３Ｉ６Ｍ）Ａ）Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ８ａｉｎｔｅｒａｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅａｃｔｉｖｅ
ｐｏｃｋｅｔｏｆＡＣｈＥ；Ｂ）３Ｄｄｉａｇｒａｍｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ８ａｉｎｔｅｒａｃｔｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｓ

'

　体外神经元保护活性评价

采用文献［９］方法，通过ＭＴＴ法测试化合物对
ＰＣ１２细胞的保护作用。ＰＣ１２细胞使用含１０％胎
牛血清、１００ｍｇ／ｍＬ链霉素和 １００ｍｇ／ｍＬ青霉素
的Ｆ１２培养基在３７℃、全湿度、含５％ ＣＯ２的培
养箱中培养。Ａβ４２溶液的制备：将 Ａβ４２溶解在
六氟异丙醇中配成１ｍｏｌ／Ｌ溶液，等分置于消毒的
微量离心管中，减压除去六氟异丙醇，将得到的肽

样品在 －２０℃干燥储存。将 Ｆ１２培养基加入上
述制备得到的肽样品中，在４℃孵育２４ｈ配成最
终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ的溶液。待测化合物溶液的
制备；将待测化合物溶解在 ＤＭＳＯ中并用 Ｆ１２培
养基稀释成所需要的浓度（ＤＭＳＯ最终浓度低于小
于０５％）。将细胞接种于 ９６孔板上，每孔含有
２×１０３个细胞，在３７℃、含５％ ＣＯ２的培养箱中培
养２４ｈ。然后加入待测化合物溶液（浓度为０１，
１０，１００μｍｏｌ／Ｌ）２４μＬ，或是含Ａβ４２（５μｍｏｌ／Ｌ）

的待测化合物溶液（浓度为０１，１０，１００μｍｏｌ／
Ｌ）２４μＬ，然后将细胞在 ３７℃下继续培养 ２４ｈ。
每孔中加入５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液１０μＬ，继续培养４
ｈ。吸去各孔内上清液，每孔加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ，
振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解，在 ５４０ｎｍ下
ＥＬＩＳＡ酶联免疫检测器测定吸收度。以没有接种
细胞的孔作为空白对照，作为每个测试的背景扣

除，平行试验３组，实验结果见图３。

Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ８ａａｇａｉｎｓｔＡβ４２
ｉｎｄｕｃｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｔｏｗａｒｄｓＰＣ１２ｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

１５６
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　　大量文献报道，Ａβ寡聚体具有显著的神经元毒
性［４］，较低剂量即会造成神经元细胞死亡。以自制

的Ａβ寡聚体为神经毒剂，进一步测试了化合物８ａ
对神经元细胞 ＰＣ１２的保护作用。结果显示，将
ＰＣ１２细胞单独与化合物８ａ共培养２４ｈ，即使在
１０μｍｏｌ／Ｌ的浓度下也未见明显毒性。而将 ＰＣ１２
细胞单独与Ａβ寡聚体共培养２４ｈ，细胞存活率明
显降低，提示Ａβ寡聚体具有显著的细胞毒性。有
趣的是，将 ＰＣ１２细胞与不同浓度的化合物８ａ及
５μｍｏｌ／ＬＡβ寡聚体共培养２４ｈ，Ａβ寡聚体的毒性
被显著缓解，并且呈浓度依赖性，表明化合物８ａ能
够有效地保护神经元细胞免受Ａβ寡聚体造成的神
经毒性损伤。

(

　结　论

以５氨甲基咔唑为先导物，在其母环及 ５位
氨甲基的氮原子上引入不同的取代基设计、合成了

一系列咔唑衍生物，活性测试发现部分化合物具有

良好的ＡＣｈＥ和 ＢＣｈＥ抑制活性，构效关系研究揭
示咔唑母环及其５位的氨甲基取代基为活性必需
基团，同时２位引入溴等吸电子基团以及将３位
甲氧基转换为羟基有助于提升抑制活性。所有目

标化合物中，化合物８ａ显示了良好的活性，其既具
有ＡＣｈＥ／ＢＣｈＥ双重抑制活性，同时还能够有效保
护ＰＣ１２细胞免受 Ａβ造成的神经毒性损伤，展现
出良好的开发前景。
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