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４苯基吡咯并［２，３ｄ］嘧啶类 ＪＡＫ２激酶抑制剂的设计、
合成和抗肿瘤活性

刘晓飞，王庭芳，鞠曹云，张　灿

（江苏省代谢性疾病重点实验室，中国药科大学新药研究中心，南京 ２１０００９）

摘　要　以ＪＡＫ２激酶抑制剂鲁索替尼（ｒｕｘｏｌｉｔｉｎｉｂ）为先导化合物，应用分子杂交的药物设计原理，通过结构修饰改造，
设计、合成了一系列新的４苯基吡咯并［２，３ｄ］嘧啶类衍生物并进行初步的体外活性评价。以４，６二羟基嘧啶为起始
原料，依次通过ＶｉｌｓｍｅｉｅｒＨａａｃｋ反应、ＳＮＡｒ取代、成环、脱水、Ｓｕｚｕｋｉ偶联、酰基化等多步反应最终合成得到１２个目标化

合物（１２ａ～１２ｌ），其结构经１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ、ＨＲＭＳ确证。对目标化合物进行体外 ＪＡＫ２激酶活性、ＧＭＣＳＦ诱导的 ＴＦ１
细胞活性测试，结果表明，部分化合物（１２ｂ、１２ｅ和１２ｈ）具有一定程度的 ＪＡＫ２抑制活性；采用 ＭＴＴ法测试目标化合物对
ＪＡＫ２非依赖性Ａ５４９细胞的抗增殖能力，结果显示，该类化合物Ａ５４９细胞表现出良好的增殖抑制活性，尤其是化合物１２ｃ
（ＩＣ５０＝０１２μｍｏｌ／Ｌ）活性最强，表明该类化合物具有潜在的研究开发价值。
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第４８卷第２期 刘晓飞，等：４苯基吡咯并［２，３ｄ］嘧啶类ＪＡＫ２激酶抑制剂的设计、合成和抗肿瘤活性

　　ＪＡＫ２激酶是一种非受体型酪氨酸蛋白激酶，
介导多种与造血相关的细胞因子的信号传导，与造

血系统的发育及一些血液系统疾病的发生密切相

关［１］。近年来 ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变的发现吸引了越
来越多的研究者对 ＪＡＫ２的关注，ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突
变位于ＪＡＫ２激酶的 ＪＨ２假激酶区，造成 ＪＡＫ２激
酶的持续活化和超敏化［２］。文献报道ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ
突变在大多数骨髓增殖性肿瘤（ｍｙｅｌｏｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
ｎｅｏｐｌａｓｍｓ，ＭＰＮｓ）患者中如真性红细胞增多症
（ｐｏｌｙｃｙｔｈｅｍｉａｖｅｒａ，ＰＶ）、原发性血小板增多症
（ｅｓｓｅｎｔｉａｌｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｈｅｍｉａ，ＥＴ）和原发性骨髓纤维
化（ｐｒｉｍａｒｙｍｙｅｌｏｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＰＭＦ）等普遍存在（５０％ ～
９７％），这一发现使ＪＡＫ２成为ＭＰＮｓ疾病治疗的重
要靶点［３－５］。

目前 ＪＡＫ１／２抑制剂鲁索替尼（ｒｕｘｏｌｉｔｉｎｉｂ）
（１）已被ＦＤＡ批准为用于骨髓纤维化（ｍｙｅｌｏｆｉｂｒｏ
ｓｉｓ，ＭＦ）患者的治疗，并有多个 ＪＡＫ２抑制剂处于
临床研究中［６］。这些抑制剂能明显改善患者的脾

脏大小和全身症状。然而，这些抑制剂仅限用于

中、高危的ＭＰＮｓ患者，同时由于对ＪＡＫｓ家族其他
激酶的抑制会导致血小板减少、贫血及免疫抑制等

副作用［７］。因此寻找高效且低毒的 ＪＡＫ２抑制剂
成为当前研究的重点。

Ｓｃｈｅｎｋｅｌ等［８］通过高通量筛选（ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ＨＴＳ）发现噻吩并吡啶类先导物，围绕
该类化合物上可与 ＪＡＫ相互作用的苯环和酰胺
两个基团进行结构改造，得到了一系列高选择性

ＪＡＫ２抑制剂，其中化合物２显现出高活性和良好

的药代动力学性质。因此，本课题采用分子杂交

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）的药物设计原理保留
ｒｕｘｏｌｉｔｉｎｉｂ（１）结构中吡咯并嘧啶结构片段，选取高
选择性ＪＡＫ２抑制剂２的结构片段，将吡咯并嘧啶
骨架和化合物２侧链有机融合，设计合成出一系列
新的４苯基吡咯并［２，３ｄ］嘧啶类ＪＡＫ２抑制剂。

Ｆｉｇｕｒｅ１ Ｄｅｓｉｇｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｐｙｒｒｏｌｏ［２，３ｄ］ ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ
ｐｈｅｎｙｌａｍｉｄｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

!

　合成路线

目标化合物的合成见路线１。以４，６二羟基
嘧啶（３）为起始原料，经 ＶｉｌｓｍｅｉｅｒＨａａｃｋ反应得到
中间体４，６二氯５嘧啶甲醛（４），在三乙胺条件下
中间体 ４与肌氨酸乙酯（５）在碱性条件下进行
ＳＮＡｒ取代反应得到中间体６，中间体６在碱性条件
下成环得到中间体７，中间体７在二氯亚砜的作用
下脱去一分子水得到中间体８，８与对硝基苯硼酸
频哪醇酯 ９在 Ｐｄ（ＰＰｈ３）４和 Ｃｓ２ＣＯ３催化下经
Ｓｕｚｕｋｉ偶联反应得到关键中间体１０，化合物１０经
氢化还原、缩合得到目标化合物１２ａ～１２ｌ。

Ｓｃｈｅｍｅ１　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｐｙｒｒｏｌｏ［２，３ｄ］ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ１２ａ１２ｌ
Ｒｅａｇｅｎｔｓａｎｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：（ａ）ＰＯＣｌ３，ＤＭＦ，８０°Ｃ，９４０％；（ｂ）ｔｒｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ，ＣＨ３ＣＮ，８４３％；（ｃ）ｔｒｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ，ＣＨ３ＣＮ，ｒｅｆｌｕｘ，９１９％；（ｄ）ｐｙｒｉ
ｄｉｎｅ，ＳＯＣｌ２，ＣＨ２Ｃｌ２，９２７％；（ｅ）Ｐｄ（ＰＰｈ３）４，Ｋ２ＣＯ３，９０°Ｃ，ＤＭＥ，９０２％；（ｆ）Ｈ２，１０％ Ｐｄ／Ｃ，ＥＡ，１ｈ，９９７％；（ｇ）Ｅｔ３Ｎ，ＣＨ２Ｃｌ２／ＥＤＣＩ，
ＨＯＢｔ，ＤＩＰＥＡ，ＣＨ２Ｃｌ２，６５１％９４５％
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Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｐｙｒｒｏｌｏ［２，３ｄ］ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ１２ａ１２ｌ

'

　实验部分

２１　材　料
ＲＹ１熔点仪（天津市分析仪器厂）；Ｂｒｕｋｅｒ

ＡＶ３００核磁共振仪（ＴＭＳ为内标）；ＭＡＴ９５ＸＰ型
高分辨质谱仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；酶标仪（瑞士
ＴｅｃａｎＩｎｆｉｎｉｔｅＭ１０００Ｐｒｏ多功能酶标仪）；ＳＷＣＪ
ＩＦＤ型超净工作台（苏净集团安泰公司）。

Ｚ′ＬＹＴＥＴＭＫｉｔＴｙｒ０６Ｐｅｐｔｉｄｅ试剂盒（Ｃａｔａｌｏｇ
ＮｏＰＶ４３１６，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；３８４孔黑板
（２５ｃｍ２，ＣｏｒｎｉｎｇＰａｒｔ＃３６７６，美国 ＣｏｒｎｉｎｇＣｏｓｔａｒ公
司）；ＪＡＫ２激酶（ＣａｔａｌｏｇＮｏＰＶ４２１０，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司）；人血液白血病细胞株 ＴＦ１、Ａ５４９细胞
株（中国科学院上海细胞库）；ＦＢＳ、０２５％胰蛋白
酶、青霉素 ＋链霉素双抗（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；非必
需氨基酸（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；Ａｎｔｉｈｕｍａｎ／Ｍｏｕｓｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒＳＴＡＴ５（Ｙ６９４）ＰＥ（美国 Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公
司）；四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；二
甲亚砜（ＤＭＳＯ，上海凌峰化学试剂有限公司）；托
法替尼（自制，纯度大于９９％）；所用化学试剂均为
市售分析纯产品。

２２　化合物的合成与表征
４，６二氯嘧啶５醛（４）　取 ＰＯＣｌ３（９１４ｍＬ，

１１２ｍｏｌ）加入２５０ｍＬ三颈烧瓶中剧烈搅拌并降温
至－１０℃，用恒压滴液漏斗缓慢滴加ＤＭＦ（３０ｍＬ，
０４４６ｍｍｏｌ），３０ｍｉｎ之内滴加完毕，反应体系形成
白色凝胶状固体。加入４，６二羟基嘧啶（３）（２５ｇ，

０２２３ｍｏｌ），混合均匀，体系缓慢升温至室温，待其
白色固体溶解后缓慢升温至７０℃反应２４ｈ。反应
结束后降温至室温，将反应液倾入冰水１０００ｍＬ
中，搅拌３０ｍｉｎ后用乙酸乙酯萃取（６００ｍＬ×３），合
并有机层，饱和食盐水６００ｍＬ洗涤，无水硫酸钠干
燥，减压浓缩得粗品。经柱色谱（石油醚乙酸乙酯，
１０∶１）纯化，得白色固体（３７１ｇ，９４０％）：１ＨＮＭＲ
（３００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１０４８（１Ｈ，ｓ，ＣＨＯ），８９１（１Ｈ，
ｓ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＨ）。

Ｎ（６氯５甲酰基嘧啶４基）Ｎ甲基甘氨酸
乙酯（６）　将化合物４（３７１ｇ，２０９６２ｍｍｏｌ）溶解
于乙腈 ３００ｍＬ中，依次加入三乙胺（３１８ｇ，
３１４４４ｍｍｏｌ）、肌氨酸乙酯（５）（２４５ｇ，２０９６２
ｍｍｏｌ），室温搅拌反应３ｈ。反应结束后蒸除溶剂，
加入乙酸乙酯萃取（３００ｍＬ×２），合并有机层，饱
和食盐水３００ｍＬ洗涤，无水硫酸钠干燥，减压浓缩
得粗品。经柱色谱（石油醚乙酸乙酯，４∶１）纯化，
得淡黄色固体（４８５ｇ，８９８％）：１Ｈ ＮＭＲ（３００
ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１０４３（１Ｈ，ｓ，ＣＨＯ），８３６（１Ｈ，ｓ，
ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＨ），４３５（２Ｈ，ｓ，ＮＣＨ２ＣＯ），４２４（２Ｈ，
ｑ，Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ２ＣＨ３），３０１（３Ｈ，ｓ，ＮＣＨ３），
１３０（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ３ＣＨ２）。

４氯５羟基７甲基６，７二氢５Ｈ吡咯并［２，
３ｄ］嘧啶６羧酸乙酯（７）　将化合物 ６（４８５ｇ，
１８８２２ｍｍｏｌ）溶解于乙腈５００ｍＬ中，加入三乙胺
（２８６ｇ，２８２３３ｍｍｏｌ），升温至 ８２℃回流反应
１２ｈ。反应结束后冷却至室温，蒸除溶剂，加入乙
酸乙酯萃取（５００ｍＬ×２），合并有机层，饱和食盐
水５００ｍＬ洗涤，无水硫酸钠干燥，减压浓缩，得黄
色固体（４７９ｇ，９８８％），不经处理直接投入下一
步反应。

４氯７甲基７Ｈ吡咯并［２，３ｄ］嘧啶６羧酸乙
酯（８）　将化合物 ７（４７９ｇ，１４９８１ｍｍｏｌ）溶解
于乙腈 ５００ｍＬ中，依次加入氯化亚砜（３５６ｇ，
２９９６１ｍｍｏｌ）、吡啶（２３７ｇ，２９９６１ｍｍｏｌ），室
温搅拌反应１２ｈ。反应结束后减压蒸除溶剂，加
入乙酸乙酯萃取（５００ｍＬ×２），合并有机层，饱和
食盐水５００ｍＬ洗涤，无水硫酸钠干燥，减压浓缩
得粗品，经柱色谱（石油醚乙酸乙酯，４∶１）纯化，
得白色固体（４１２ｇ，９１２％）：１Ｈ ＮＭＲ（３００
ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：８７３（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＨ），７３３
（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒＨ），４４２（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７２Ｈｚ，ＣＨ２
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ＣＨ３），４１４（３Ｈ，ｓ，ＮＣＨ３），１４３（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７２
Ｈｚ，ＣＨ３ＣＨ２）。
７甲基４（４硝基苯）７Ｈ吡咯并［２，３ｄ］嘧

啶６羧酸乙酯（１０）　将化合物８（４１２ｇ，１７１９１
ｍｍｏｌ）溶解于乙二醇二甲醚（ＤＭＥ）５００ｍＬ中，依
次加入对硝基苯硼酸频哪醇酯（９）（４２８２ｇ，
１７１９１ｍｍｏｌ）、碳酸钾（３５６４ｇ，２５７８７ｍｍｏｌ）、氟
化铯（０４１ｇ，２７０ｍｍｏｌ）、四三苯基磷钯（０４１ｇ，
０３６ｍｍｏｌ），氮气保护，升温至 ９０℃回流反应
２４ｈ。反应结束后冷却至室温，蒸除溶剂，加入二
氯甲烷溶解（５００ｍＬ），抽滤，收集滤液，减压浓缩
得粗品。经柱色谱（石油醚乙酸乙酯，４∶１）纯化，
得黄色固体（５０９ｇ，９０７％）：１ＨＮＭＲ（３００ＭＨｚ，
ＣＤＣｌ３）δ：８５５（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＨ），８３７（２Ｈ，ｄ，
Ｊ＝８９Ｈｚ，ＡｒＨ），７４６（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８９Ｈｚ，ＡｒＨ），
７４４（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒＨ），４４５（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ２
ＣＨ３），４１９（３Ｈ，ｓ，ＮＣＨ３），１４６（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７１
Ｈｚ，ＣＨ３ＣＨ２）。
４（４氨基苯）７甲基７Ｈ吡咯并［２，３ｄ］嘧

啶６羧酸乙酯（１１）　将化合物１０（５０９ｇ，１５５９９
ｍｍｏｌ）溶解于乙酸乙酯５００ｍＬ中，加入钯碳催化
剂（１０％，５ｇ），反应体系通入足量氢气，室温搅拌
４ｈ。反应结束后抽滤除钯碳，滤液减压浓缩得到
黄色固体（４６０ｇ，９９５％），不经处理直接投入下
一步反应。

４（４乙酰氨基苯）７甲基７Ｈ吡咯并［２，３ｄ］
嘧啶６羧酸乙酯（１２ａ）　将化合物１１（１５００ｍｇ，
５０６１９μｍｏｌ）溶解于二氯甲烷２０ｍＬ中，依次加入
乙酸酐（１０３３ｍｇ，１０１ｍｍｏｌ）、三乙胺（７６８ｍｇ，
７５９２９μｍｏｌ），室温搅拌过夜。反应结束后，减压蒸
除溶剂，经柱色谱（石油醚乙酸乙酯，２∶１）纯化，得
白色固体（１４００ｍｇ，８１７％）：ｍｐ１７２～１７４℃；
１ＨＮＭＲ（３００ ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３） δ：８４１（１Ｈ，ｓ，
ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＨ），７５０（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８８Ｈｚ，ＡｒＨ），７４１
（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒＨ），７０８（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８８Ｈｚ，ＡｒＨ），４３１
（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ２ＣＨ３），４０４（３Ｈ，ｓ，ＮＣＨ３），
２０９（３Ｈ，ｓ，ＣＯＣＨ３），１３２（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ３
ＣＨ２）；

１３ＣＮＭＲ（７５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１６７８，１６３５，
１６０７，１５３８，１５２９，１４８１，１３５１，１２７５，１１４１，
１０６３，１０４２，６０６，３０６，２９２，２４０，１３８；ＨＲＭＳｆｏｒ
Ｃ１８Ｈ１８Ｎ４Ｏ３［Ｍ ＋Ｈ］

＋：Ｃａｌｃｄ．３３９１４１２；Ｆｏｕｎｄ
３３９１４５５。

４（４丙酰氨基苯）７甲基７Ｈ吡咯并［２，３ｄ］
嘧啶６羧酸乙酯（１２ｂ）　制备方法同化合物１２ａ，
将乙酸酐换成丙酸酐，得到白色固体（１４８８ｍｇ，
８３４％）：ｍｐ１８２～１８４℃；１Ｈ ＮＭＲ（３００ＭＨｚ，
ＣＤＣｌ３）δ：９０４（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＨ），８１４（２Ｈ，ｄ，
Ｊ＝７７Ｈｚ，ＡｒＨ），７７７（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝７６Ｈｚ，ＡｒＨ），
７５８（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒＨ），４４４（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７３Ｈｚ，ＣＨ２
ＣＨ３），４１９（３Ｈ，ｓ，ＮＣＨ３），２４７（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７５
Ｈｚ，ＣＯＣＨ２），１４５（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝６９Ｈｚ，ＣＨ３ＣＨ２），
１２９（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７８Ｈｚ）；１３ＣＮＭＲ（７５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）
δ：１７１８，１６０６，１５８６，１５３３，１５２８，１４０２，
１２９６，１２２６，１１９３，１１３３，１０８１，６０９，３０３，
２９２，１３８，９１；ＨＲＭＳｆｏｒＣ１９Ｈ２０Ｎ４Ｏ３［Ｍ＋Ｈ］

＋：

Ｃａｌｃｄ．３５３１５６９；Ｆｏｕｎｄ３５３１６０７。
４（４异丁酰氨基苯）７甲基７Ｈ吡咯并［２，３

ｄ］嘧啶６羧酸乙酯（１２ｃ）　制备方法同化合物
１２ａ，将乙酸酐换成异丁酸酐，得白色固体（１３９５
ｍｇ，７５２％）：ｍｐ１８８～１９１℃；１ＨＮＭＲ（３００ＭＨｚ，
ＣＤＣｌ３）δ：９０４（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＨ），８１５（２Ｈ，ｄ，
Ｊ＝８８Ｈｚ，ＡｒＨ），７８０（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８７Ｈｚ，ＡｒＨ），
７５８（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒＨ），４４５（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝５４Ｈｚ，ＣＨ２
ＣＨ３），４２０（３Ｈ，ｓ，ＮＣＨ３），２７１～２６０（１Ｈ，ｍ，
Ｊ＝５２Ｈｚ，ＣＨ），１４６（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７２Ｈｚ，ＣＨ３
ＣＨ２），１３１（６Ｈ，ｄ，Ｊ＝６８Ｈｚ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ（７５
ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１７９７，１６１７，１６０８，１５３１，１５２９，
１４００，１２９６，１２１８，１２０６，１１９３，１０８０，６０８，
３６４，３０２，１９１，１３８；ＨＲＭＳｆｏｒＣ２０Ｈ２２Ｎ４Ｏ３［Ｍ＋
Ｈ］＋：Ｃａｌｃｄ．３６７１７２５；Ｆｏｕｎｄ３６７１７５９。
４（４环丙甲酰氨基苯）７甲基７Ｈ吡咯并［２，

３ｄ］嘧啶６羧酸乙酯（１２ｄ）　将化合物１１（１０００
ｍｇ，３３７４６μｍｏｌ）溶解于四氢呋喃２０ｍＬ中，冰浴
下缓慢滴加环丙甲酰氯（３５３ｍｇ，３３７４６μｍｏｌ），
室温搅拌１ｈ。反应结束后，减压蒸除溶剂，经柱色
谱（石油醚乙酸乙酯，２∶１）纯化，得白色固体
（７９６ｍｇ，６４８％）：ｍｐ１８３～１８４℃；１ＨＮＭＲ（３００
ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：９０２（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＨ），８１２
（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８２Ｈｚ，ＡｒＨ），７７５（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，
ＡｒＨ），７５６（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒＨ），４４３（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７１
Ｈｚ，ＣＨ２ＣＨ３），４１８（３Ｈ，ｓ，ＮＣＨ３），１４４（３Ｈ，ｔ，
Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ３ＣＨ２），１２６～１１５（１Ｈ，ｍ，ｃｙｃｌｏ
ｐｒｏｐｙｌＣＨ），１１４～１１２（２Ｈ，ｍ，ｃｙｃｌｏｐｒｏｐｙｌＣＨ２），
０９０～０８８（２Ｈ，ｍ，ｃｙｃｌｏｐｒｏｐｙｌＣＨ２）；

１３ＣＮＭＲ（７５
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ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１７２３，１６１２，１５９３，１５３５，１５２６，
１４０５，１３００，１２２３，１１９８，１１７３，１０８５，６１４，
３０８，１４３，１３８，９６；ＨＲＭＳｆｏｒＣ２０Ｈ２０Ｎ４Ｏ３［Ｍ＋
Ｈ］＋：Ｃａｌｃｄ．３６５１５６９；Ｆｏｕｎｄ３６５１６２１。
４（４特戊酰氨基苯）７甲基７Ｈ吡咯并［２，３

ｄ］嘧啶６羧酸乙酯（１２ｅ）　制备方法同化合物
１２ｄ，将环丙甲酰氯换成特戊酰氯，得白色固体
（１１１７ｍｇ，８７０％）：ｍｐ１７６～１７８℃；１Ｈ ＮＭＲ
（３００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：８５１（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＨ），
７６５（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８６Ｈｚ，ＡｒＨ），７３７（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒ
Ｈ），７２０（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８５Ｈｚ，ＡｒＨ），４４１（２Ｈ，ｑ，
Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ２ＣＨ３），４１５（３Ｈ，ｓ，ＮＣＨ３），１４２
（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ３ＣＨ２），１３３（９Ｈ，ｓ，
ＣＣＨ３）；

１３Ｃ ＮＭＲ（７５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１７６１，
１６３５，１６０７，１５２９，１４８０，１３５３，１２７４，１２１７，
１２０８，１０６３，６０６，３９１，３０６，２７１，１３８；ＨＲＭＳ
ｆｏｒＣ２１Ｈ２４Ｎ４Ｏ３［Ｍ＋Ｈ］

＋：Ｃａｌｃｄ．３８１１８８２；Ｆｏｕｎｄ
３８１１９２６。

４（４三氟乙酰氨基苯）７甲基７Ｈ吡咯并［２，
３ｄ］嘧啶６羧酸乙酯（１２ｆ）　制备方法同化合物
１２ｄ，将环丙甲酰氯换成三氟乙酰氯，得白色固体
（９９４ｍｇ，７５１％）：ｍｐ２００～２０４℃；１ＨＮＭＲ（３００
ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：８５２（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＨ），７６７
（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８９Ｈｚ，ＡｒＨ），７４０（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒＨ），
７２８（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝９８Ｈｚ，ＡｒＨ），４４２（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７１
Ｈｚ，ＣＨ２ＣＨ３），４１６（３Ｈ，ｓ，ＮＣＨ３），１４３（３Ｈ，ｔ，
Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ３ＣＨ２）；

１３ＣＮＭＲ（７５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）
δ：１６３３，１６０７，１５４０，１５２８，１４９８，１３２３，
１２７８，１２２３，１２１５，１１５６，１０６２，６０７，３０７，
１３９；ＨＲＭＳｆｏｒＣ１８Ｈ１５Ｆ３Ｎ４Ｏ３［Ｍ＋Ｈ］

＋：Ｃａｌｃｄ．
３９３１１３０；Ｆｏｕｎｄ３９３１１０７。

４（４叔丁基氧羰基氨基苯）７甲基７Ｈ吡咯并
［２，３ｄ］嘧啶６羧酸乙酯（１２ｇ）　制备方法同化合
物１２ａ，将乙酸酐换成二碳酸二叔丁酯，得白色固体
（１０４８ｍｇ，５２２％）：ｍｐ１４６～１４８℃；１ＨＮＭＲ（３００
ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：８５３（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＨ），７４６
（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８８Ｈｚ，ＡｒＨ），７３６（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒＨ），７１７
（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８９Ｈｚ，ＡｒＨ），４４２（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７１Ｈｚ，
ＣＨ２ＣＨ３），４１６（３Ｈ，ｓ，ＮＣＨ３），１５４（９Ｈ，ｓ，
ＣＣＨ３），１４３（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ３ＣＨ２）；

１３ＣＮＭＲ
（７５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１６３７，１６０８，１５３８，１５３０，
１５２２，１４７３，１３５７，１２７４，１２１８，１１９４，１０６４，

８０２，６０７，３０６，２７９，１３９；ＨＲＭＳｆｏｒＣ２１Ｈ２４Ｎ４Ｏ４
［Ｍ＋Ｈ］＋：Ｃａｌｃｄ．３９７１８３１；Ｆｏｕｎｄ３９７１８６８。
４（４苯甲酰氨基苯）７甲基７Ｈ吡咯并［２，３

ｄ］嘧啶６羧酸乙酯（１２ｈ）　制备方法同化合物
１２ｅ，将环丙甲酰氯换成苯甲酰氯，得白色固体
（１７２３ｍｇ，８５０％）：ｍｐ２１０～２１２℃；１Ｈ ＮＭＲ
（３００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：８５３（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＨ），
７８８（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８８Ｈｚ，ＡｒＨ），７７６（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝７７
Ｈｚ，ＡｒＨ），７３８（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒＨ），７２４７５７（５Ｈ，ｍ，
ＰｈＨ），４４２（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ２ＣＨ３），４１５
（３Ｈ，ｓ，ＮＣＨ３），１４３（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ３
ＣＨ２）；

１３ＣＮＭＲ（７５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１６５２，１６３５，
１５３８，１５２９，１４８４，１３５２，１３４４，１３１４，１２８３，
１２７５，１２６６，１２１９，１２１０，１０６３，６０６，３０６，
１３８；ＨＲＭＳｆｏｒＣ２３Ｈ２０Ｎ４Ｏ３［Ｍ＋Ｈ］

＋：Ｃａｌｃｄ．
４０１１５６９；Ｆｏｕｎｄ４０１１５９６。

４（４苯乙酰氨基苯）７甲基７Ｈ吡咯并［２，３
ｄ］嘧啶６羧酸乙酯（１２ｉ）　制备方法同化合物
１２ｅ，将环丙甲酰氯换成苯乙酰氯，得白色固体
（１５８５ｍｇ，７５６％）：ｍｐ２４２～２４４℃；１Ｈ ＮＭＲ
（３００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：８５０（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＨ），
７５３（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８５Ｈｚ，ＡｒＨ），７３７～７３２（５Ｈ，
ｍ，ＰｈＨ），７２１（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒＨ），７１６（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８６
Ｈｚ，ＡｒＨ），４４１（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ２ＣＨ３），
４１５（３Ｈ，ｓ，ＮＣＨ３），３７７（２Ｈ，ｓ，ＣＨ２Ｐｈ），１４３
（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ３ＣＨ２）；

１３ＣＮＭＲ（７５ＭＨｚ，
ＣＤＣｌ３） δ：１６８５，１６３４，１６０７，１５２８，１４８２，
１３４９，１３３９，１２９０，１２８８，１２７５，１２７２，１２１８，
１２０５，１０６３，６０６，４４４，３０６，１３８；ＨＲＭＳｆｏｒ
Ｃ２４Ｈ２２Ｎ４Ｏ３［Ｍ ＋Ｈ］

＋：Ｃａｌｃｄ．４１５１７２５；Ｆｏｕｎｄ
４１５１７０９。

４（４甲基苯磺酰氨基苯）７甲基７Ｈ吡咯并
［２，３ｄ］嘧啶６羧酸乙酯（１２ｊ）　制备方法同化合
物１２ｅ，将环丙甲酰氯换成４甲基苯磺酰氯，得白
色固体（９９９ｍｇ，６５７％）：ｍｐ２５０～２５２℃；
１ＨＮＭＲ（３００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：８５１（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉ
ｄｉｎｅＨ），７６９（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８２Ｈｚ，ＡｒＨ），７３３（１Ｈ，
ｓ，ｐｙｒＨ），７２７（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，ＡｒＨ），７１４
７０３（４Ｈ，ｍ，ＰｈＳＯ２Ｈ），４４１（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７１Ｈｚ，
ＣＨ２ＣＨ３），４１５（３Ｈ，ｓ，ＮＣＨ３），２４１（３Ｈ，ｓ，
ＰｈＣＨ３Ｈ），１４２（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ３ＣＨ２）；
１３ＣＮＭＲ（７５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１６３１，１５２７，１４９５，
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１４３５，１３５７，１３３５，１２９２，１２７６，１２６８，１２２９，
１２２１，１０６１，６０７，３０７，２１１，１３８；ＨＲＭＳｆｏｒ
Ｃ２３Ｈ２２Ｎ４Ｏ４Ｓ［Ｍ＋Ｈ］

＋：Ｃａｌｃｄ．４５１１３９５；Ｆｏｕｎｄ
４５１１３６９。

４（４氰基苯甲酰氨基苯）７甲基７Ｈ吡咯并
［２，３ｄ］嘧啶６羧酸乙酯（１２ｋ）　制备方法同化合
物１２ｅ，将环丙甲酰氯换成对氰基苯甲酰氯，得白
色固体（７９０ｍｇ，５５０％）：ｍｐ２３７～２３９℃；
１ＨＮＭＲ（３００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：８５１（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉ
ｄｉｎｅＨ），７９９（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８５Ｈｚ，ＡｒＨ），７７７～
７６８（４Ｈ，ｍ，ＰｈＨ），７４０（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒＨ），７２７
（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８５Ｈｚ，ＡｒＨ），４４２（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７１Ｈｚ，
ＣＨ２ＣＨ３），４１５（３Ｈ，ｓ，ＮＣＨ３），１４３（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝
７１Ｈｚ，ＣＨ３ＣＨ２）；

１３ＣＮＭＲ（７５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：
１６３５，１６０７，１５３８，１５２８，１４８８，１３８３，１３４５，
１３２２，１２７４，１２２０，１２１３，１１７４，１１５０，１０６２，
６０７，３０６，１３８；ＨＲＭＳｆｏｒＣ２３Ｈ２２Ｎ４Ｏ４Ｓ［Ｍ＋
Ｈ］＋：Ｃａｌｃｄ４２６１５２１；Ｆｏｕｎｄ４２６１５４９。

（Ｓ）４（４（１（叔丁氧羰基）吡咯烷２甲酰胺）
苯基）７甲基７Ｈ吡咯并［２，３ｄ］嘧啶６羧酸乙酯
（１２ｌ）　将ＢｏｃＰＲＯＯＨ（２１７９ｍｇ，１０１ｍｍｏｌ）溶解
于二氯甲烷２０ｍＬ中，冰浴下加入ＥＤＣＩ（１９３６ｍｇ，
１０１ｍｍｏｌ）、ＨＯＢｔ（１３６５ｍｇ，１０１ｍｍｏｌ）、ＤＩＰＥＡ
（１３０５ｍｇ，１０１ｍｍｏｌ），０℃搅拌３０ｍｉｎ，然后加入
化合物１１（１５００ｍｇ，５０６１９μｍｏｌ），升至室温搅拌
过夜。反应结束后，减压蒸除溶剂，经柱色谱（石油

醚乙酸乙酯，２：１）纯化，得白色固体（２３０５ｍｇ，
９２３％）：ｍｐ１３６～１３８℃；１Ｈ ＮＭＲ（３００ＭＨｚ，
ＣＤＣｌ３）δ：９００（１Ｈ，ｓ），８０８（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８１Ｈｚ），
７７４（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８３Ｈｚ），７４８（１Ｈ，ｓ），４４４（２Ｈ，ｑ，
Ｊ＝７１Ｈｚ），４４１～４３２（１Ｈ，ｍ），４１６（３Ｈ，ｓ），３４５
～３３０（２Ｈ，ｍ），１９５～１７８（４Ｈ，ｍ），１５１（９Ｈ，ｓ），
１４６（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７１Ｈｚ）；１３ＣＮＭＲ（７５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）
δ：１７０５，１６２３，１５９４，１５７６，１５６４，１５３５，１３８６，
１３００，１２９６，１２９５，１２２２，１２０９，１１９７，１０８５，
８１２，７１９，６１３，４７３，３０７，２９６，２８４，２４６，１４３；
ＨＲＭＳｆｏｒＣ２３Ｈ２２Ｎ４Ｏ４Ｓ［Ｍ＋Ｈ］

＋：Ｃａｌｃｄ．４９４２３５９；
Ｆｏｕｎｄ４９４２３８６。
２３　体外活性评价

本研究对所合成的目标化合物进行了体外

ＪＡＫ２激酶活性测试、ＧＭＣＳＦ诱导 ＴＦ１细胞活性
和 Ａ５４９细胞抗增殖活性测试。托法替尼（ｔｏｆａｃ

ｉｔｉｎｉｂ）是一种强效非选择性 ＪＡＫ抑制剂，其 ＪＡＫ１
ＩＣ５０为３２ｎｍｏｌ／Ｌ，ＪＡＫ２ＩＣ５０为４１ｎｍｏｌ／Ｌ，ＪＡＫ３
ＩＣ５０为３６ｎｍｏｌ／Ｌ

［９］。研究中选择它作为所合成

ＪＡＫ２抑制剂的阳性对照药物以考察化合物对
ＪＡＫ２激酶的抑制活性。
２３１　ＪＡＫ２激酶抑制活性　化合物的 ＪＡＫ２激
酶活性使用 Ｉｎｖｉｒｔｒｏｇｅｎ公司 Ｚ′ＬｙｔｅＴＭ激酶测试平
台检测。具体实验方法参照 Ｚ′Ｌｙｔｅｋｉｔ说明书及
相关文献［１０］。结果见表１。
２３２　ＴＦ１ＧＭＣＳＦ细胞活性　本研究对ＪＡＫ２激
酶抑制活性 ＩＣ５０小于 ０５μｍｏｌ／Ｌ的化合物 １２ｂ、
１２ｅ和１２ｈ进行了粒细胞巨噬细胞集落刺激因子
（ＧＭＣＳＦ）诱导 ＴＦ１细胞活性测试。ＴＦ１是
ＪＡＫ２依赖性的人血液白血病细胞系，ＧＭＣＳＦ可
诱导激活细胞中 ＪＡＫ２ＳＴＡＴｓ通路，测试 ＪＡＫ２激
酶下游 ＳＴＡＴ５蛋白的水平可间接反映化合物对
ＪＡＫ２的抑制活性。参照文献［１０］的方法，以托法
替尼作为阳性对照，实验结果见表１。

Ｔａｂｌｅ１　ＩＣ５０ｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓ１２ａ１２ｌａｇａｉｎｓｔＪＡＫ２ｅｎｚｙｍｅ
ａｎｄＴＦ１ＧＭＣＳＦｃｅｌｌ

Ｃｏｍｐｄ
ＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ）

ＪＡＫ２ａ ＴＦ１ＧＭＣＳＦ
Ｔｏｆａｃｉｔｉｎｉｂ ０００５ ００９５±０００２
１２ａ ０７２４ ＮＤｂ

１２ｂ ０３６８ ＞２０
１２ｃ ０５４２ ＮＤｂ

１２ｄ ０８６１ ＮＤｂ

１２ｅ ０２５７ １８４±１５３
１２ｆ ０８４９ ＮＤｂ

１２ｇ ０９９５ ＮＤｂ

１２ｈ ００９６ １０５±０２９
１２ｉ ＞１ ＮＤｂ

１２ｊ ＞１ ＮＤｂ

１２ｋ ＞１ ＮＤｂ

１２ｌ ＞１ ＮＤｂ

ａＡｓｓａｙｓｄｏｎｅｉｎｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ（ｎ≥３）Ｍｅａｎｖａｌｕｅｓａｒｅｓｈｏｗｎａｎｄｔｈｅ
ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｓａｒｅ＜３０％ ｏｆｔｈｅｍｅａｎｂＮＤ：Ｎｏｔｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ

激酶活性测试结果显示，阳性对照托法替尼

对 ＪＡＫ２有显著抑制作用，其 ＩＣ５０与文献报道一
致。其中有３个化合物（１２ｂ、１２ｅ和１２ｈ）表现出
对 ＪＡＫ２激酶具有一定的抑制活性，ＩＣ５０均小于
０５μｍｏｌ／Ｌ。化合物１２ａ、１２ｃ、１２ｄ、１２ｆ和１２ｇ表现
出微弱的抑制活性，ＩＣ５０在０５～１μｍｏｌ／Ｌ。化合
物１２ｉ～１２ｌ抑酶活性最差，ＩＣ５０均大于１μｍｏｌ／Ｌ。
分析活性化合物的结构可知，具有较大空间位阻的
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叔丁基、ＢｏｃＰｒｏ取代的衍生物活性高于小位阻烷
基取代的衍生物，而芳环取代的衍生物活性差。可

能较大位阻的基团更有利于与靶点结合，进而增强

对激酶的抑制活性。在此基础上选择 ＩＣ５０小于
０５μｍｏｌ／Ｌ的化合物１２ｂ、１２ｅ和１２ｈ进行进一步
的ＴＦ１ＧＭＣＳＦ细胞活性研究。实验结果表明，化
合物１２ｅ和１２ｈ对ＴＦ１ＧＭＣＳＦ细胞具有一定的抑
制活性，进一步证明在４苯基对位引入较大位阻
的ＢｏｃＰｒｏ基团，更有利于化合物与 ＪＡＫ２激酶的
结合。

２３３　Ａ５４９细胞增殖抑制活性　根据参考文献
［１２］，本研究选择 ＪＡＫ２非依赖性细胞 Ａ５４９对目
标化合物进行细胞增殖抑制活性测试，采用 ＭＴＴ
法评价目标化合物对 Ａ５４９细胞的增殖抑制能力，
以托法替尼为阳性对照，结果见表２。

实验结果显示，化合物１２ａ～１２ｃ、１２ｅ～１２ｈ和
１２ｋ～１２ｌ抗增殖能力都比较强，其中化合物１２ｃ和
１２ｋ的抑制活性最强，ＩＣ５０（０１２和０２９μｍｏｌ／Ｌ）
与阳性药托法替尼相当。推测该类化合物可能具

有其他靶点活性，可作进一步研究。

Ｔａｂｌｅ２　ＩＣ５０ｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓ１２ａ１２ｌａｇａｉｎｓｔＡ５４９ｃｅｌｌ

Ｃｏｍｐｄ ＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ） Ｃｏｍｐｄ ＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ）
Ｔｏｆａｃｉｔｉｎｉｂ ０１５６±００２６ １２ｇ １２６±０３８
１２ａ １０８±１５ １２ｈ ２５７±０２１
１２ｂ １４３±０６１ １２ｉ ＞２０
１２ｃ ０１２±００１４ １２ｊ ＞２０
１２ｄ ＞２０ １２ｋ ０２９±００４２
１２ｅ １０２±２４ １２ｌ ０７６±０２８
１２ｆ ５０３±０２８

(

　结果与讨论

本研究合成得到了 １２个新化合物，其结构
经１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ、ＨＲＭＳ确证。对目标化合物
进行体外ＪＡＫ２激酶活性测试、ＧＭＣＳＦ诱导的ＴＦ
１细胞活性和 Ａ５４９细胞抗增殖活性测试，结果显
示部分化合物具有一定 ＪＡＫ２抑制活性，同时也表
现出良好的 Ａ５４９细胞增殖抑制活性。Ａ５４９细胞
中存在高表达的表皮生长因子受体，该受体与

ＪＡＫ２同属蛋白酪氨酸激酶［１３］。目标化合物对

Ａ５４９细胞的增殖抑制活性可能归因于化合物对该
受体具有一定的抑制作用。其中化合物 １２ｃ的

ＩＣ５０达到０１２μｍｏｌ／Ｌ，提示该类化合物可能具有
抑制其他肿瘤靶点的活性，具有进一步研究开发成

抗肿瘤药物的潜力。
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