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摘　要　采用具有喹唑啉为母核的抗肿瘤药物作为先导化合物，利用生物电子等排原理，设计并合成一系列４（Ｎ芳基）胺
基６长链烷氧基取代蝶啶类化合物７ａ～７ｌ，并利用ＭＴＴ法测试其对Ａ５４９、ＫＧ１ａ和ＨＧＣ２７肿瘤细胞的增殖抑制作用。以
３氨基吡嗪２羧酸甲酯为起始底物，通过６步反应合成１２种目标化合物（７ａ～７ｌ）并确证其结构（１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ、ＭＳ）。生
物活性试验表明，蝶啶４位为２氯５硝基苯胺基取代时，其活性均高于其他苯胺基取代的产物。化合物７ｂ对Ａ５４９的活
性（ＩＣ５０＝１１５５μｍｏｌ／Ｌ）与阳性对照物吉非替尼（ＩＣ５０＝５９５μｍｏｌ／Ｌ）十分接近；化合物７ｋ对３组细胞的ＩＣ５０均十分接近
对照物吉非替尼。由于筛选出的化合物均有２氯５硝基苯胺基片段，可以此结构为基础进行深入研究。
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＃ＬＩＮＪｉｎａｎｄＷＡＮＧＸｕｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄｅｑｕａｌｌｙｔｏｔｈｉｓｗｏｒｋ

　　恶性肿瘤是威胁人类健康的主要疾病之一，因
此研发高效的抗肿瘤药物是许多医药工作者不断

追求的目标。传统的抗肿瘤药物主要是直接作用

于ＤＮＡ的合成及修复、细胞有丝分裂等生理过程，
存在实体肿瘤疗效差、不良反应大、易产生耐药性

等问题。随着分子生物学和基因工程的快速发展，

肿瘤细胞内的信号传导也得到了深入的研究并逐

步被人们所了解。其中蛋白酪氨酸激酶（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｓ，ＰＴＫｓ）是细胞内信号传导通路的重
要调节因子［１－２］。ＰＴＫｓ通过特异性地催化三磷
酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）末端磷酰基
转移，使底物酪氨酸残基上的羟基磷酸化，调节

下游信号级联反应从而调控细胞增殖、迁移、分

化等生理过程。ＰＴＫｓ的活性在正常细胞中受到
严格的控制，但是由于突变或结构变化导致 ＰＴＫｓ
的异常表达则会导致包括肿瘤等多种疾病。因

此在抗肿瘤药物的设计中，ＰＴＫｓ被视为理想的药
物作用靶标。

另一方面，蝶啶类化合物是生物体内一类重要

的杂环化合物，因其最初从蝴蝶翼翅中发现而得

名。蝶啶类化合物已被广泛应用作为受体拮抗剂、

杀菌剂、抗心律不齐药、抗肿瘤试剂、利尿剂等，其

中最具代表性的甲氨蝶呤是临床上常用的抗肿瘤

药物。值得一提的是，研究人员已开始从事将蝶啶

类化合物作为 ＰＴＫｓ抑制剂用于肿瘤治疗的相关
工作，包括治疗非小细胞肺癌的靶点 ＥＧＦＲ［３］及治
疗急性髓细胞样白血病的靶点 ＦＬＴ３［４］等。因此，
前人对于蝶啶结构药物开发方面的工作基础，对本

研究工作极具参考价值。

本研究在前人工作基础上利用生物电子等排

原理，将长链的烷氧基引入蝶啶的６位 Ｃ原子，以
期提高目标化合物的脂溶性，利用多种取代苯胺对

蝶啶的 ４位 Ｃ原子氨基化，提高目标化合物与
ＰＴＫｓ疏水区域的结合能力。如图１和表１所示，
通过６步反应合成一系列４（Ｎ芳基）胺基６长链
烷氧基取代蝶啶类化合物，采用核磁共振波谱、质

谱等手段进行结构表征，并利用 ＭＴＴ法进行体外
抗肿瘤活性实验。通过生物活性实验对目标分子

的构效关系进行研究，为后续的研究以及未来该类

型药物的实际应用提供有力的支撑。

Ｆｉｇｕｒｅ１Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｒｏｕｔｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄｐｔｅｒｉｄｉｎｅｓ

!

　实验部分

１１　试剂和细胞株
３氨基吡嗪２羧酸甲酯（广拓化学科技有限

公司）青霉素、链霉素、ＤＭＥＭ培养基（美国Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司）；胎牛血清（杭州四季青生物工程材料
有限公司）；胰蛋白酶（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；ＭＴＴ
试剂（北京庄盟国际生物基因科技有限公司）；Ｆ
１２Ｋ培养基（美国Ｓｉｇｍａ公司）；其余均为市售分析
纯试剂。

人胃癌细胞 ＨＧＣ２７、人非小细胞肺癌 Ａ５４９、

人急性髓性白血病细胞 ＫＧ１ａ（福建医科大学药理
实验室）。

１２　仪　器
ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭｋ３酶标仪ｍｏｄｅｌ５５０（美国Ｔｈｅｒｍｏｌ

Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ公司）；立式（超）低温冰箱（美国 Ｆｏｒｍａ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；９６孔培养板（美国 ＣｏｒｎｉｎｇＩｎｃｏｒ
ｐｏｒａｔｅｄ公司）；倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；
ＷＲＳ１Ｂ数字熔点仪（上海精密科学仪器有限公
司）；ＡｖａｎｃｅＩＩＩ核磁共振仪（瑞士ＢｒｕｋｅｒＢｉｏｓｐｉｎ）；
质谱仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｎｎｉｇａｎ公司）；ＳｙｂｙｌＸ１３
药物辅助设计程序。
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７ｉ ＣＨ３ＯＣＨ２ＣＨ２ ３ｎｉｔｒｏ４ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌ
７ｊ ＣＨ３ＣＨ２ＯＣＨ２ＣＨ２ ２ｃｈｌｏｒｏ４ｂｒｏｍｏｐｈｅｎｙｌ
７ｋ ＣＨ３ＣＨ２ＯＣＨ２ＣＨ２ ２ｃｈｌｏｒｏ５ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ
７ｌ ＣＨ３ＣＨ２ＯＣＨ２ＣＨ２ ２ｃｈｌｏｒｏ５ｂｒｏｍｏｐｈｅｎｙｌ

%

　化学合成

３氨基吡嗪２甲酰胺（２）　在２５０ｍＬ三颈圆
底烧瓶中，加入 ３氨基吡嗪２羧酸甲酯 ２３０２ｇ
（０１５ｍｏｌ）和浓氨水２００ｍＬ，常温搅拌１０ｈ，反应
完毕后，抽滤，将滤饼用少量水淋洗，后用少量无水

乙醇淋洗，干燥，得化合物２为淡黄色粉末１７９１ｇ。
收率：８６５％；ｍｐ：２３６７～２３７６℃（文献值：２３８～
２３９℃［５］）。

３氨基６溴吡嗪２甲酰胺（３）　在装有磁力
搅拌子、回流冷凝管和恒压滴液漏斗的５００ｍＬ的三
颈圆底烧瓶中，加入化合物２（１３８２ｇ，０１０ｍｏｌ）
和冰醋酸 １５０ｍＬ。通过恒压滴液漏斗缓慢滴加
２ｍｏｌ／Ｌ溴／冰醋酸溶液５ｍＬ（１６ｇ，０１ｍｏｌ，溶于
冰醋酸５０ｍＬ），１ｈ内滴加完毕，每１５ｍｉｎ手动剧
烈振摇二颈瓶，控制水浴锅温度在２０℃以下，待滴
加完毕后，室温继续搅拌３ｈ。将上述反应混合物
倒入冰水６００ｍＬ中，析出大量淡黄色固体，置入冰
箱冷却３０ｍｉｎ，抽滤。将滤饼用少量冰水洗涤，后
用少量无水乙醇淋洗，干燥，得化合物３为黄色固
体１９１０ｇ。产率：８８４％；ｍｐ：２１４２～２１６３℃
（文献值：２１２～２１３℃［６］）。

６溴４（３Ｈ）蝶啶酮（４）　将化合物３（２１６３ｇ，
０１ｍｏｌ）加入干燥的２５０ｍＬ二颈圆底烧瓶中，加
入新蒸醋酸酐１００ｍＬ和干燥除水后的原甲酸三乙
酯１００ｍＬ，加热回流３ｈ，回流开始温度１３５℃，每
２０ｍｉｎ降低反应温度５℃，１２５℃时反应１ｈ，后继

续每２０ｍｉｎ降低反应温度５℃，直至降低至９５℃
继续反应２０ｍｉｎ，停止加热，将反应液冷却至室温，
抽滤，得到棕灰色粗品粉末。将粗品用异丙醇水
（１∶１）混合液５００ｍＬ加热溶解后，加入活性炭约
４ｇ脱色３０ｍｉｎ，热过滤，将滤液冷却至室温后慢
慢析出絮状物，再置于冰箱冷却２ｈ，析出大量白
色絮状物。抽滤，将滤饼用少量水淋洗，后用少量

无水乙醇淋醇洗，干燥，得化合物４为淡黄白色固
体１７５６ｇ。产率：７７７％；ｍｐ：２５６３～２５７５℃
（文献值：２３７～２３８℃［７］）。

６甲氧乙氧基４（３Ｈ）蝶啶酮（５ａ）　在１００ｍＬ
二颈圆底烧瓶中，加入干燥乙二醇单甲醚３０ｍＬ，金
属钠１ｇ（约４３４ｍｍｏｌ），室温搅拌至金属钠完全溶
解，制备乙二醇单甲醚的钠盐溶液。加入化合物４
（４５４ｇ，２０ｍｍｏｌ），搅拌３ｈ，反应完毕后，将上述反
应液倒入水１０ｍＬ中，用４ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调节 ｐＨ至
３～４，析出大量白色固体，冷却，抽滤，真空干燥，得
化合物５ａ为白色絮状固体３６７ｇ。产率：８２７％；
ｍｐ：２３６６～２３７８℃（文献值：２３６５～２３７℃［８］）。

６乙氧乙氧基４（３Ｈ）蝶啶酮（５ｂ）　制备方
法同化合物５ａ合成，用无水乙二醇乙醚代替无水
乙二醇甲醚进行反应，得化合物５ｂ为白色固体，产
率 ８１１％；ｍｐ：２６３１～２６４８℃。ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：
２３５１０［Ｍ－Ｈ］－；１ＨＮＭＲ（ＤＭＳＯｄ６，４００ＭＨｚ）
δ：８７１（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ２），８２４（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅ
Ｈ７），４５２～４５０（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３７７～３７５（２Ｈ，
ｍ，ＣＨ２），３５１（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７０Ｈｚ，ＣＨ２），１１２（３Ｈ，
ｔ，Ｊ＝７０Ｈｚ，ＣＨ３）

１３ＣＮＭＲ（ＤＭＳＯｄ６，１００ＭＨｚ）
δ：１６０３３，１５７５１，１５０８６，１４６３１，１４３１０，
１２９８３，６７７１，６６２９，６５６５，１５０７。

４（芳香氨基）６烷氧基蝶啶（７）　在 ５０ｍＬ
二颈圆底烧瓶中，加化合物５ａ（２２２ｇ，１０ｍｍｏｌ），
二氯亚砜１０ｍＬ，滴加无水 ＤＭＦ３滴，搅拌下加热
回流３ｈ，使原料完全反应为止。减压蒸馏除去二
氯亚砜，油泵真空干燥３０ｍｉｎ，冷却后得棕黄色固
体。将其缓慢加入到冰水１０ｍＬ中，加入 ＮａＨＣＯ３
调节ｐＨ至７，继续搅拌１０ｍｉｎ，抽滤，真空干燥，得
６甲氧乙氧基４氯蝶啶（化合物６ａ）为淡黄色固体
１８７ｇ。由于化合物６ａ在空气中极易吸水并水解
生成４，６二羟基蝶啶，因此直接将干燥所得固体投
入下一步反应。将前一步所获得淡黄色固体与芳

香胺（１０ｍｍｏｌ）和异丙醇１５０ｍＬ共同加入２５０ｍＬ

６６
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单口圆底烧瓶中，均匀搅拌数 ｍｉｎ，置于微波反应
器中反应，单口圆底烧瓶瓶口接球形冷凝管，球形

冷凝管上端接装有无水氯化钙干燥管，调节反应功

率和反应时间，优选出最佳的反应条件。薄层色谱

（ＴＬＣ）跟踪反应完毕后，冷却至２５℃，加入水约
２５０ｍＬ，用乙酸乙酯萃取（１５０ｍＬ）３次，浓缩有机
相，得淡黄色粗品，将粗品用少量二氯甲烷溶解，硅

胶柱色谱分离（乙酸乙酯石油醚，１∶４～１∶２梯度洗
脱），获得最终产物７ａ～７ｉ。化合物 ７ｊ～７ｌ的合
成制备方法同化合物６ａ，用化合物５ｂ代替化合
物５ａ反应，得到 ６乙氧乙氧基４氯蝶啶（６ｂ）。
之后亦直接将反应固体投入下一步反应，得最终

产物７ｊ～７ｌ。
化合物７ａ～７ｌ的结构表征如下所示。
４（２氯４溴苯基氨基）６甲氧乙氧基蝶啶

（７ａ）　淡黄色固体，产率：４２２％；ｍｐ：２１０３～
２１６４℃；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：４０７９９［Ｍ－Ｈ］－；１ＨＮＭＲ
（ＤＭＳＯｄ６，４００ＭＨｚ）δ：９７４（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），８９２
（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ２），８６８（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ７），
８２０（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８７Ｈｚ，ＡｒＨ），７９１（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２３
Ｈｚ，ＡｒＨ），７６７（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８７Ｈｚ，２３Ｈｚ，Ａｒ
Ｈ），４６９～４７１（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３８０～３７８（２Ｈ，
ｍ，ＣＨ２），３３４（３Ｈ，ｓ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ（ＤＭＳＯｄ６，
１００ＭＨｚ） δ：１５７５４，１５６９５，１５５０６，１４９７１，
１４６３０，１３４６９，１３１７８，１３０９８，１２６５８，１２１３４，
１１７２１，１１６０１，６９７３，６６６０，５８２４。

４（２氯５硝基苯基氨基）６甲氧乙氧基蝶啶
（７ｂ）　淡黄色固体，产率：４３５％；ｍｐ：１６５０～
１６７６℃；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：３７５１０［Ｍ－Ｈ］－；１ＨＮＭＲ
（ＤＭＳＯｄ６，４００ＭＨｚ）δ：９７８（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），９３０
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２８Ｈｚ，ＡｒＨ），８９５（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ
２），８８０（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ７），８０６（１Ｈ，ｄｄ，
Ｊ＝８８Ｈｚ，２６Ｈｚ，ＡｒＨ），７９２（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８８Ｈｚ，
ＡｒＨ），４６８～４７０（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３８０～３８２（２Ｈ，
ｍ，ＣＨ２），３３５（３Ｈ，ｓ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ（ＤＭＳＯｄ６，１００
ＭＨｚ）δ：１５７１０，１５４９２，１４９７６，１４６７７，１３６０８，
１３２６０，１３２３２，１３０７９，１２１４３，１２０１７，１１８３２，
１１８００，６９６８，６６７４，５８２６。

４（２硝基４氯苯基氨基）６甲氧乙氧基蝶
啶（７ｃ）　黄色粉末，产率：４９５％；ｍｐ：１７０２～
１７４１℃；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：３７５１０［Ｍ－Ｈ］－；１ＨＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）δ：９５７（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝９２Ｈｚ，Ａｒ

Ｈ），８９９（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），８８９（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ２），
８３７（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ７），７７９（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝９２
Ｈｚ，２５Ｈｚ，ＡｒＨ），７７４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８１Ｈｚ，ＡｒＨ），
４８１～４８３（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３９３～３９５（２Ｈ，ｍ，
ＣＨ２），３５０（３Ｈ，ｓ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，１００
ＭＨｚ）δ：１５７６９，１５７１３，１５５３９，１４６８４，１３６４８，
１３００９，１２８１５，１２７６９，１２６００，１２３４２，１２２５７，
１１６２０，７０３２，６７６０，５９４０。

４（２氟４氯苯基氨基）６甲氧乙氧基蝶啶
（７ｄ）　黄色粉末，产率：４７８％；ｍｐ：１７４５～１７７８
℃；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：３４８１０［Ｍ －Ｈ］－；１Ｈ ＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）δ：８８９（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），８８５～
８８１（２Ｈ，ｍ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ２，ＡｒＨ），８７６（１Ｈ，ｓ，
ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ７），７２６～７２２（２Ｈ，ｍ，ＡｒＨ），４６７～
４６９（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３８８～３９０（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），
３５０（３Ｈ，ｓ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，１００ＭＨｚ）δ：
１５７３５，１５７００，１５５８９，１５４０５，１５０２２，１４６３０，
１２８６４，１２５８３，１２５０９，１２２５７，１２１８８，１１６０７，
７０３１，６７００，５９４７。

４（２氟４硝基苯基氨基）６甲氧乙氧基蝶啶
（７ｅ）　淡黄色固体，产率：５０２％；ｍｐ：１５６１～
１５９４℃；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：３５９１５［Ｍ－Ｈ］－；１ＨＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）δ：９８１（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），８８８（１Ｈ，
ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ２），８５９（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ７），７８２
（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝８５Ｈｚ，ＡｒＨ），７６１（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１０４
Ｈｚ，２４Ｈｚ，ＡｒＨ），７３９（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８６Ｈｚ，ＡｒＨ），
４７２～４７４（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３７６～３７８（２Ｈ，ｍ，
ＣＨ２），３３４（３Ｈ，ｓ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，１００
ＭＨｚ）δ：１５７６１，１５６５７，１５５５５，１５０４６，１４７０８，
１３４０７，１３３３８，１３２６９，１２１９５，１２１２８，１２０３２，
１１１０５，７０２５，６７２４，５９５０。

４（２氯５溴苯基氨基）６甲氧乙氧基蝶啶
（７ｆ）　黄色粉末，产率：４６６％；ｍｐ：１７６５～
１７８１℃；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：４０８００［Ｍ－Ｈ］－；１ＨＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）δ：９３３（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），９２７（１Ｈ，
ｄ，Ｊ＝２３Ｈｚ，ＡｒＨ），８９６（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ２），
８８４（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ７），７３３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８５
Ｈｚ，ＡｒＨ），７２２（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８５Ｈｚ，２３Ｈｚ，Ａｒ
Ｈ），４６８～４７０（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３８８～３９０（２Ｈ，
ｍ，ＣＨ２），３５０（３Ｈ，ｓ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，１００
ＭＨｚ）δ：１５７３１，１５６６７，１５５７６，１５００５，１４６３２，
１３６０１，１３０２３，１２６９１，１２３６４，１２１９１，１２１８０，

７６
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１２１５１，７０２２，６７０３，５９４４。
４（２，４二氯苯基氨基）６甲氧乙氧基蝶啶

（７ｇ）　黄色粉末，产率：６１７％；ｍｐ：８４２～１８５５
℃；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：３６４０５［Ｍ －Ｈ］－；１Ｈ ＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）δ：９３２（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），９１２（１Ｈ，
ｄ，Ｊ＝２５Ｈｚ，ＡｒＨ），８９４（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ２），
８８３（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ７），７３８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８６
Ｈｚ，ＡｒＨ），７０６（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８６Ｈｚ，２５Ｈｚ，Ａｒ
Ｈ），４６８～４７０（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３８８～３９１（２Ｈ，
ｍ，ＣＨ２），３５０（３Ｈ，ｓ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，１００
ＭＨｚ）δ：１５７１２，１５６５３，１５５５９，１４９９５，１４６１５，
１３５６６，１３３６２，１２９７７，１２３７７，１２１７５，１２０９２，
１２０６６，７００６，６６８５，５９２８。

４（２溴４氯苯基氨基）６甲氧乙氧基蝶啶
（７ｈ）　黄色粉末，产率：７６５％；ｍｐ：１７５０～
１７８４℃；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：４０１１５［Ｍ＋Ｈ］＋；１ＨＮＭＲ
（ＤＭＳＯｄ６，４００ＭＨｚ）δ：９７１（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），８９１
（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ２），８６９（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ７），
８３３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８８Ｈｚ，ＡｒＨ），７９１（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２４
Ｈｚ，ＡｒＨ），７５８（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８８Ｈｚ，２４Ｈｚ，Ａｒ
Ｈ），４６７～４７０（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３７８～３８１（２Ｈ，
ｍ，ＣＨ２），３３４（３Ｈ，ｓ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，１００
ＭＨｚ）δ：１５７３４，１５６９５，１５５７９，１５００５，１４６２７，
１３４９３，１３２１２，１２９０３，１２８８３，１２２０２，１１３９８，
１００１８，７０２５，６７０７，５９４８。

４（４氯３硝基苯基氨基）６甲氧乙氧基蝶
啶（７ｉ）　黄色粉末，产率：５０４％；ｍｐ：１７２８～
１７５３℃；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：４０１１５［Ｍ＋Ｈ］＋；１ＨＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）δ：８９１（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），８８４（１Ｈ，
ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ２），８６５～８６０（２Ｈ，ｍ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ
７，ＡｒＨ），８１２（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝９０Ｈｚ，２６Ｈｚ，ＡｒＨ），
７５８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８９Ｈｚ，ＡｒＨ），４６９～４７１（２Ｈ，
ｍ，ＣＨ２），３８８～３９０（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３５０（３Ｈ，ｓ，
ＣＨ３）；

１３Ｃ ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，１００ＭＨｚ）δ：１５７５０，
１５６９５，１５５７３，１５０４２，１４８２４，１４６７５，１９７９１，
１３２４８，１２４５４，１２１４９，１２１３２，１１７０３，７６９５，
６７２２，５９６０。

４（２氯４溴苯基氨基）６乙氧乙氧基蝶啶
（７ｊ）　黄色粉末，产率：５２％；ｍｐ：１６０２～１６３１℃；
ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：４２４２［Ｍ＋Ｈ］＋，１ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，４００
ＭＨｚ）δ：９１７（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），８８３～８８０（２Ｈ，ｍ，
ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ２，ＡｒＨ），８７６（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ７），

７５３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２３Ｈｚ，ＡｒＨ），７４１（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝
８９Ｈｚ，２３Ｈｚ，ＡｒＨ），４６０～４６２（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），
３８７～３８９（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３６０（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７０Ｈｚ，
ＣＨ２），１２３（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７０Ｈｚ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，１００ＭＨｚ）δ：１５７３０，１５６７０，１５５６８，
１５００４，１４６２８，１３４２４，１３１７１，１３１０５，１２３７６，
１２２１０，１２１９３，１１５６７，６８１４，６７２１，６７．１４，
１５．２９。

４（２氯５硝基苯基氨基）６乙氧乙氧基蝶啶
（７ｋ）　淡黄色固体，产率：６８５％；ｍｐ：１６０２～
１６４４℃；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：３８９１５［Ｍ－Ｈ］－；１ＨＮＭＲ
（ＤＭＳＯｄ６，４００ＭＨｚ）δ：９８３（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），９３０
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２７Ｈｚ，ＡｒＨ），８９７（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ
２），８８１（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ７），８０９（１Ｈ，ｄｄ，
Ｊ＝８８Ｈｚ，２７Ｈｚ，ＡｒＨ），７９４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８８Ｈｚ，
ＡｒＨ），４６８～４７１（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３８３～３８６
（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３５５（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７０Ｈｚ，ＣＨ２），１２８
（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７０Ｈｚ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，１００
ＭＨｚ）δ：１５７３６，１５６５０，１５５４９，１５００４，１４７３０，
１４６６７，１３５８１，１２９６７，１２８７６，１２１７０，１１８２０，
１１５５９，６７９６，６７２０，６７０４，１５１４。

４（２氯５溴苯基氨基）６乙氧乙氧基蝶啶
（７ｌ）　淡黄色固体，产率：５４９％；ｍｐ：１６１２～
１６７５℃；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：４２４３０［Ｍ＋Ｈ］＋，１ＨＮＭＲ
（ＤＭＳＯｄ６，４００ＭＨｚ）δ：９８３（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），９２９
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２７Ｈｚ，ＡｒＨ），８９７（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ
２），８８１（１Ｈ，ｓ，ｐｔｅｒｉｄｉｎｅＨ７），８０９（１Ｈ，ｄｄ，
Ｊ＝８８Ｈｚ，２７Ｈｚ，ＡｒＨ），７９４（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８９Ｈｚ，
ＡｒＨ），４６８～４７１（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３８３～３８６
（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３５５（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７０Ｈｚ，ＣＨ２），１１４
（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７０Ｈｚ，ＣＨ３）

１３ＣＮＭＲ（ＤＭＳＯｄ６，１００
ＭＨｚ）δ：１５７４１，１５６７３，１５５６５，１５０１３，１４６２４，
１３６２５，１３０１７，１２６８７，１２３５３，１２１７９，１２１９２，
１２１６３，７０１１，６７０１，５９３９，１５３０。

(

　抗肿瘤活性评价

３１　细胞的培养
Ａ５４９细胞、ＨＧＣ２７细胞、ＫＧ１ａ细胞培养于含

１０％胎牛血清Ｆ１２Ｋ的培养液中，加入１００Ｕ／ｍＬ
链霉素和１０μｇ／ｍＬ青霉素。当细胞处于分裂生
长状态时，将细胞接种于 ２５ｍＬ的培养瓶中，在
３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中培养。每隔

８６
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２～３天换一次培养液。待瓶中细胞长满后，再进
行传代，冻存。

３２　药物浓度梯度的配制
精密称取样品４ｍｇ，用ＤＭＳＯ稀释成０５ｍＬ，

过０２２μｍ微孔滤膜除菌后，精密移取２０μＬ，用
ＤＭＥＭ培养基１９８０μＬ稀释１００倍，得８０μｇ／ｍＬ
药品供试液。再经ＤＭＥＭ培养基稀释后得到浓度
梯度分别为８０，４０，２０，１０，５，２５，１２５μｇ／ｍＬ的药
品供试液。

３３　药物对肿瘤细胞生长的抑制作用
收集对数期的 Ａ５４９细胞、ＫＧ１ａ细胞和

ＨＧＣ２７细胞，调整细胞悬液浓度，在每个孔中加
入１００μＬ，铺板使Ａ５４９细胞、ＫＧ１ａ细胞和ＨＧＣ
２７细胞密度达到每孔１×１０４个。细胞贴壁２４ｈ
后再给药，吸弃培养基，每孔加入“３２”项各浓度
的药物供试液 １００μＬ，同时设 ３个复孔。５％
ＣＯ２、３７℃孵育４８ｈ后，在倒置显微镜下观察细
胞形态。在每个孔中加入 ＭＴＴ溶液１０μＬ，３７℃
孵育２ｈ后终止培养。同时设置阴性对照孔（与

最高浓度药物溶液相同浓度的 ＤＭＳＯ溶解介质、
培养液、细胞、ＭＴＴ）、空白对照孔（培养液、细胞、
ＭＴＴ）和调零孔（ＭＴＴ、培养液）。用酶标仪测量
每一个孔的吸收度 Ａ４５０，计算生长抑制率。用相
同药物的不同浓度对肿瘤细胞生长抑制率作图，

得到剂量抑制率反应曲线，根据 Ｐｒｉｓｍ５软件计
算出该药物的半数抑制浓度 ＩＣ５０。

)

　结果与讨论

４１　目标化合物的设计
在设计目标化合物时，本研究以文献中表皮生

长因子受体（ｅｐｉｄｅｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）
与厄洛替尼的结合模型为参考模板。首先，通过分

析临床应用的抑制剂厄洛替尼（ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ）和吉非替
尼（ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ）（图２），可以发现它们的母核都是喹
唑啉环。两者的主要的结构区别是在喹唑啉环的

４号位为（Ｎ芳基）胺基，６、７号位的为不同结构的
基团取代，结构的差异能够改变小分子抑制剂的电

荷分布以及亲疏水性能。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，ｇｅｆｉｔｉｎｉｂａｎｄｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅｏｆｑｕｉｎａｚｏｌｉｎｅｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

　　结合喹唑啉类抑制剂的药效团结构（图２）以
及查阅的文献资料［９－１１］发现，厄洛替尼的喹唑啉

环占据了疏水腔Ⅰ（由 Ｌｅｕ６９４、Ｖａｌ７０２、Ｖａｌ７１８、
Ｔｈｒ７６６～Ｃｙｓ７７３、Ｌｅｕ８２０等氨基酸残基构成）。喹
唑啉母环上的１Ｎ原子与 Ｍｅｔ７６９成氢键；而３Ｎ
原子以一个水分子为桥梁，和受体的 Ｔｈｒ７６６氨基
酸残基相互作用形成氢键。喹唑啉母环上的４位
取代芳香胺占据了疏水腔Ⅱ（由 Ｉｌｅ７２０、Ｌｙｓ７２１、
Ｇｌｕ７３８、Ｍｅｔ７４２、Ｌｅｕ７６４、Ｔｈｒ７６６、Ｔｈｒ８３０～Ｇｌｙ８３３
等氨基酸残基构成）。取代芳香胺上的３位乙炔
基指向受体内部；喹唑啉母环上的６，７位烷氧基
取代位于ＡＴＰ结合腔开口处，指向水相，并不与受
体表面结合。开口处附近有 ＥＧＦＲ蛋白所特有的
氨基酸残基 Ｃｙｓ７７３，但它并未参与受体与厄洛替
尼的相互作用。

基于以上结果，推测喹唑啉类酪氨酸激酶抑制

剂各片段在结合受体时的作用，归结如下：（１）喹
唑啉的母核芳香环 Ｂ、Ｃ骈合后占据疏水腔Ⅰ，对
应于ＡＴＰ的嘌呤环；（２）为使候选药物具有生物活
性，环 Ｂ上的１Ｎ原子和 Ｘ片段须与相应氨基酸
残基形成氢键，从而使药物进入受体后可稳固结合

并具备与ＡＴＰ竞争结合受体的能力；（３）芳香环 Ｃ
的作用是固定环 Ｂ在疏水腔Ⅰ中的取向，其为五
元环或六元环，并且具有结构优化的修饰位点；

（４）当抑制剂与受体结合时，取代苯环Ａ进入疏水
腔Ⅱ，而ＡＴＰ结合时并未利用此空腔。取代苯环
Ａ上的基团Ｒ１为亲脂性基团，以卤素原子较为适
合，因为其体积适中疏水腔Ⅱ形成疏水疏水相互
作用；（５）当环Ｃ上的取代基 Ｒ２基团为６，７位取
代的烷氧基或烷胺基侧链时，抑制剂对ＥｒｂＢ２亚型
选择性较好。这些基团不进入受体结合区域，而是

处于水相介质中，是调节化合物理化性质进而改善

９６
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其结合常数的重要改造位点，如化合物的水溶性等。

以吉非替尼和厄洛替尼为先导化合物，根据

生物电子等排原理，将先导化合物中的母核喹唑

啉环用蝶啶环替代。为了改善母核环上的电荷

密度和新设计的化合物亲疏水性能，使其更能被

靶标分子（受体酪氨酸激酶）识别，对蝶啶母核进

行结构修饰，将两种长链烷氧基（甲氧乙氧基和乙

氧乙氧基）引入蝶啶环６位上，通过烷氧基的供电
子效应增加蝶啶环上的１Ｎ与３Ｎ的电荷密度，从
而促进氢键的生成；同时由于用 Ｎ原子取代喹唑
啉５，８位的Ｃ原子形成蝶啶环后，增加了生成氢键
的概率。与先导化合物的结构类似，在 ６烷氧基
取代蝶啶的４位引入含有疏水基团的芳香胺，芳香
环上的卤原子取代基增加了目标化合物的疏水性，

以期提高目标化合物的疏水性能，从而增加所设计

的目标化合物与靶标分子的结合能力并提高其生

物活性。

利用计算机辅助药物设计程序（ＳｙｂｙｌＸ１３）
对目标化合物与 ＰＴＫｓ进行分子对接（Ｓｕｒｆｌｅｘ
Ｄｏｃｋ）。以化合物７ｂ与ＥＧＦＲ（ＰＤＢｃｏｄｅ１Ｍ１７）为
例，其结果如图３所示。化合物７ｂ的蝶啶４位苯
胺基处于由氨基酸残基 Ｖａｌ７０２、Ａｌａ７１９、Ｌｙｓ７２１、
Ｇｌｕ７３８、Ｍｅｔ７４２、Ｌｅｕ７６４、Ｔｈｒ７６６、Ａｓｐ８３１组成的疏
水腔内（图 ３Ａ），这为苯胺上的亲脂性取代基
（Ｃｌ、ＮＯ２）与该区域内的疏水性氨基酸残基形成
疏水作用创造了条件。此外，还发现化合物７ｂ蝶
啶环的３位Ｎ与Ｌｙｓ７２１残基上的氨基氢形成氢键
（图３Ｂ）。
４２　抗肿瘤活性研究

本实验选用人非小细胞肺癌细胞 Ａ５４９、人急
性髓性白血病细胞 ＫＧ１ａ和人胃癌细胞 ＨＧＣ２７３
种肿瘤细胞株作为受试对象，利用 ＭＴＴ法来测定
所合成的１２个目标化合物以及１个对照物（吉非
替尼）的体外抑制活性，结果如表２所示。

*

　结　论

本实验研究结果表明，蝶啶４位为２氯５硝
基苯胺基取代时，其活性均高于其他取代苯胺基取

代的产物。对于人非小细胞肺癌细胞 Ａ５４９，化合
物７ｂ活性最高，ＩＣ５０为１１５５μｍｏｌ／Ｌ，活性接近阳
性对照物吉非替尼的 ＩＣ５０（５９５μｍｏｌ／Ｌ），与其他
化合物相比均有显著性差异（Ｐ＜００５）。此外化合

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｄｏｃｋｉｎｇｐｏｓｅｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ７ｂｂｏｕｎｄｔｏＥＧＦＲ（Ａ）ａｎｄｔｈｅ
ｂｉｎｄｉｎｇｍｏｄｅｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ７ｂｂｏｕｎｄｔｏＥＧＦＲ（Ｂ）

Ｔａｂｌｅ２　ＩＣ５０ｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ７ａ７ｌ

Ｃｏｍｐｄ
ＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ）

Ａ５４９ ＫＧ１ａ ＨＧＣ２７
７ａ ５１０２±４０７ １９２７９±１５９０ ＞１９４８１
７ｂ １１５５±５７１ １６５７６±５６３ ＞２１２３４
７ｃ Ｎｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ １７５７１±３８５ Ｎｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
７ｄ ＞２２８７３ ２３０６８±１６０４ ＞２２８７３
７ｅ ８４７３±１３３２ １０２２８±１３３５ １３４１９±３４４４
７ｆ １４７１６±４８７５ ７５４２±２０９４ ８９２０±２５８４
７ｇ Ｎｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ２１６８２±２０７５ Ｎｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
７ｈ Ｎｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ １９２６２±１３８１ １４３０２±４１１５
７ｉ Ｎｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ＞２１２３４ Ｎｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
７ｊ ＞１８８３８ １３００３±５５８８ ＞１８８３８
７ｋ ２４９０±９４９ ６９９１±８１４ ４０２３±８０６
７ｌ １０８５５±５８７３ １７８８６±１８３７ Ｎｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ５９５±０５４ ４２２２±６３１ ２２１１±１３１３

物７ｋ对人非小细胞肺癌细胞 Ａ５４９、人急性髓性
白血病细胞 ＫＧ１ａ和人胃癌细胞 ＨＧＣ２７均有良
好的药物活性，对３组细胞的 ＩＣ５０均接近吉非替
尼的 ＩＣ５０，与其他化合物相比均有显著性差异
（Ｐ＜００５）。究其原因，可以从两个方面进行讨
论：（１）根据以往文献中的报道［１２－１３］，硝基存在与

受体中的氨基酸残基形成氢键的潜在可能；（２）由
于硝基具有较强亲脂性（疏水性）［１４］，可与激酶疏

水结合区域之间形成强疏水作用。通过生物活性

０７
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试验筛选出的化合物均有 ２氯５硝基苯胺基片
段，以此结构为参考进行优化，为开发一类新型酪

氨酸激酶抑制剂奠定基础。
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［１３］ＱｉｎＸ，ＬｉＺ，ＹａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙｏｆｎｅｗ［１，４］ｄｉｏｘｉｎｏ［２，３
ｆ］ｑｕｉｎａｚｏｌｉｎｅｂａｓｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆＥＧＦＲｉｎｃｌｕｄｉｎｇｔｈｅＴ７９０Ｍ／
Ｌ８５８Ｒｍｕｔａｎｔ［Ｊ］．ＢｉｏｏｒｇＭｅｄＣｈｅｍ，２０１６，２４（１３）：２８７１
－２８８１

［１４］ＤｅｂｎａｔｈＡＫ，ＨａｎｓｃｈＣ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｇｅｎｏｔｏｘ
ｉｃｐｏｌｙｃｙｃｌｉｃａｒｏｍａｔｉｃｎｉｔｒｏｃｏｍｐｏｕｎｄｓ：ｆｕｒｔｈｅｒｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅ
ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｏｆｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｏｒｂｉｔａｌｅｎｅｒｇｉｅｓｉｎ
ｇｅｎｅｔｉｃｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎＭｏｌＭｕｔａｇｅｎ，１９９２，２０（２）：１４０
－１４４

·新药信息·

２０１８年专利到期的５个重磅炸弹药物（１）
根据ＥｖａｌｕａｔｅＰｈａｒｍａ报告的数据，２０１７～２０２２年间专利到期将使原研药减少１９４０亿美元的收入，其中２０１８年原

研药将因为专利到期减少３１０亿美元的收入（表１）。
表１　２０１８年专利到期的５个重磅炸弹药物

药品 适应证　　 公司 ２０１６销售额 专利到期

Ｌｙｒｉｃａ（普瑞巴林） 疼痛 辉瑞
#

４９６６亿 ２０１７／１２／３０
Ｓｐｉｒｉｖａ（噻托溴铵） 慢性阻塞性肺病 勃林格殷格翰

#

２９９５亿 ２０１８／０７／３０
Ｓｙｍｂｉｃｏｒｔ（布地奈德／福莫特罗） 哮喘、慢性阻塞性肺病 阿斯利康

#

２９８９亿 ２０１８／０９／０９
Ｃｉａｌｉｓ（他达拉非） 勃起功能障碍 礼来

#

２４７２亿 ２０１８／０９／２７
Ｓｅｎｓｉｐａｒ（西那卡塞） 继发性甲亢 安进

#

１５８２亿 ２０１７／０３／０８

１Ｌｙｒｉｃａ
普瑞巴林是神经递质γ－氨基丁酸（ＧＡＢＡ）的类似物，被ＦＤＡ批准的适应证包括糖尿病性周围神经痛和带状疱

疹后神经痛、癫痫局部发作、纤维肌痛以及脊髓损伤相关的神经性疼痛。上市以来累计为辉瑞贡献了３９１８４亿美元
的收入。２０１７年１０月，辉瑞又推出了普瑞巴林缓释片剂，每日服用１次，用于缓解糖尿病性周围神经痛和带状疱疹
后神经痛，为应对普瑞巴林仿制药竞争增加缓冲带。

（来源：医药魔方，本刊有删改）
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