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４，６二芳基２氨基嘧啶类衍生物的合成与生物活性
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摘　要　合成并表征了 ５种 ４，６二芳基２氨基嘧啶类化合物。测试了它们对大肠肝菌甲硫酰胺肽酶
（ＥｃＭｅｔＡＰ）的抑制作用及对ＣＸＣＲ４受体的拮抗作用。发现５种化合物均对 ＥｃＭｅｔＡＰ酶活有抑制作用，除化
合物２外均对ＣＸＣＲ４受体有拮抗作用。利用ＦｉｅｌｄＴｅｍｐｌａｔｅｒ和ＦｉｅｌｄＡｌｉｇｎ软件对化合物１～５的上述活性构效
关系进行了分析，初步认为化合物的嘧啶环３位Ｎ原子及４位取代苯环上若引入给电子基团，可增强这类化
合物的ＥｃＭｅｔＡＰ酶抑制活性；在嘧啶环２位引入负电性较强的基团取代，改造２个苯环和嘧啶环的４、５、６位
Ｃ原子的结构可增强其ＣＸＣＲ４受体拮抗活性。
关键词　嘧啶，合成，大肠杆菌甲硫酰胺肽酶，ＣＸＣＲ４，构效关系
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嘧啶类衍生物是一类具有抗疟［１］、抗菌［２４］、治疗关节炎［５］、杀虫、除草及植物生长调节［６］活性的化

合物，还可以用作染料［７］等。２００５年，Ａｇａｒｗａｌ等［１，８］报道了一系列１，４二取代２取代胺基嘧啶化合物
合成与抗疟活性。关于嘧啶类衍生物的合成已有很多报道，均是通过α，β不饱和羰基化物与胍的反应
来合成。本文以查尔酮为原料，与胍环合得嘧啶类衍生物（Ｓｃｈｅｍｅ１）。对其进行了表征，考察了化合物
１～５的生物活性及构效关系
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Ｓｃｈｅｍｅ１　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｒｏｕｔｅｓｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｕｎｄ１～５

１　实验部分
１．１　仪器和试剂

邻羟基苯乙酮（Ａｌａｄｄｉｎ）；苯甲醛（国药集团化学试剂有限公司）；邻羟基苯甲醛（国药集团化学试
剂有限公司）；对羟基苯甲醛（国药集团化学试剂有限公司）；胡椒醛（阿拉丁试剂）；水杨醛（Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ（ＨｏｎｇＫｏｎｇ）Ｌｔｄ．）），盐酸胍（国药集团化学试剂有限公司），以上试剂均为分析纯；中间体查尔
酮类衍生物参照文献［９１０］自行合成。

Ａｖａｔａｒ３７０型ＦＴＩＴ（Ｎｉｃｏｌｅｔ）红外光谱仪，ＫＢｒ压片；Ｂｒｕｋｅｒ４００型ＵｌｔｒａＳｈｉｅｌｄＴＭ（４００ＭＨｚ）核磁共振
仪，ＴＭＳ内标；Ｓａｔｕｒｎ２２００型Ｍａｓｓ质谱仪；ＸＴ１型显微熔点测定仪，温度未校正。
１．２　化合物１～５的合成

向１００ｍＬ圆底烧瓶中依次加入１０ｍｍｏｌ查尔酮类化合物、１０ｍｍｏｌ盐酸胍和１５ｍＬ乙醇，室温搅拌
后，加热回流，缓慢滴加３ｍＬ质量分数为５０％氢氧化钾溶液，大约２ｈ滴加完毕。继续回流９ｈ，将反应
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混合物倒入１００ｍＬ冰水中，搅拌下滴加质量分数为１０％ＨＣｌ中和至ｐＨ值在６０～７０之间。静置，待
析出大量沉淀，抽滤，甲醇重结晶，得嘧啶类衍生物１～５。
１．３　对大肠杆菌甲硫酰胺肽酶的抑制活性实验

大肠杆菌甲硫酰胺肽酶（ＥｃＭｅｔＡＰ）可以水解底物ＭｅｔＳＣＰｈｅ的硫脂键，产生ＭｅｔＳＨ，后者可快速
与过量的５，５′二硫双（２硝基苯甲酸）（ＤＴＮＢ）反应，生成在４１２ｎｍ处有吸收的３羟基４硝基硫代苯
酚盐，通过测定４１２ｎｍ处的吸光度的降低来确定酶抑制剂对酶的抑制活性。
１．４　对趋化因子ＣＸＣＲ４受体的拮抗活性实验

通过建立共转ＣＸＣＲ４与Ｇɑ１６的细胞系，使得受体被激活后能引起Ｇɑ１６蛋白的活化，进而激活磷
脂酶Ｃ（ＰＬＣ）产生ＩＰ３和ＤＡＧ。ＩＰ３可与细胞内内质网和线粒体上的ＩＰ３受体结合而引起细胞内钙的释
放。因此，可通过测定细胞内钙的变化来检测 ＣＸＣＲ４的活化状态。Ｆｌｕｏ４／ＡＭ是一种钙荧光探针指示
剂，用来测量钙离子，作为非极性脂溶性的化合物，进入细胞后，在细胞脂解酶的作用下，ＡＭ基团解离，
释出Ｆｌｕｏ４；由于 Ｆｌｕｏ４是极性分子，不易通过脂质双分子膜，它可以使 Ｆｌｕｏ４长时间保留在细胞内。
最终可以通过测量被激发的荧光强度来反映Ｇɑ蛋白被激活的水平。如果筛选的化合物能够使ＣＸＣＲ４
受体激动引起的钙流反应大大降低，从而筛选获得该受体的新型拮抗剂。

１．５　生物活性构效关系的计算处理
使用生物分子结构分析软件ＦｉｅｌｄＴｅｍｐｌａｔｅｒ以已知生物活性较好的化合物为模板，分析较好活性的

分子空间构型，然后使用生物分子结构分析软件ＦｉｅｌｄＡｌｉｇｎ计算目标化合物与它的空间区域相似度，从
而判定其构效关系。

２　结果与讨论
２．１　化合物的性状及结构表征

４（２羟基苯基）６苯基２氨基嘧啶（１），黄色针状晶体，产率４０％，熔点１７０～１７２℃（文献值［１０］：

１７１～１７３℃）；ＩＲ（ＫＢｒ），σ／ｃｍ－１：３５０９，３３５３（ＮＨ２），３２００（—ＯＨ），１６２５（ Ｃ Ｎ），１５６７（ Ｃ Ｃ）；
１ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３），δ：５２７（２Ｈ，ｓ，—ＮＨ２），７５７（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＣ５—Ｈ），６９３～８０７（９Ｈ，ｍ，Ａｒ—Ｈ），
１３６９（１Ｈ，ｓ，—ＯＨ）；ＣＩＭＳ（ＣＨ３ＯＨ）ｍ／ｚ：２６４（Ｍ＋１，１００００％）。

４（２羟基苯基）６（４′羟基苯基）２氨基嘧啶（２），黄色固体，产率２６％，熔点 ＞２８０℃；ＩＲ（ＫＢｒ），
σ／ｃｍ－１：３４７８，３３３８（ＮＨ２），３２１０（—ＯＨ），１６３３（ Ｃ Ｎ），１５７５（ Ｃ Ｃ）；１ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３），δ：７１２（２Ｈ，
ｓ，—ＮＨ２），７７２（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＣ５—Ｈ），６８５～８２７（９Ｈ，ｍ，Ａｒ—Ｈ），１００２（１Ｈ，ｓ，６ｐｈｅｎｙｌ—ＯＨ），
１４１５（１Ｈ，ｓ，４ｐｈｅｎｙｌ—ＯＨ）；ＣＩＭＳ（ＣＨ３ＯＨ）ｍ／ｚ：２８０（Ｍ＋１，１００００％）。

４（２羟基苯基）６（４′二甲氨基苯基）２氨基嘧啶（３），黄色固体，产率４５％，熔点１９７～１９９℃（文
献值［１１］：１９６～１９８℃）；ＩＲ（ＫＢｒ），σ／ｃｍ－１：３４５９，３３３４（ＮＨ２），３２００（—ＯＨ），１６０６（ Ｃ Ｎ），１５６７
（ Ｃ Ｃ）；１ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３），δ：５０８（２Ｈ，ｓ，—ＮＨ２），７５０（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＣ５—Ｈ），６７６８０２（９Ｈ，ｍ，
Ａｒ—Ｈ），１３９２（１Ｈ，ｓ，—ＯＨ）；ＣＩＭＳ（ＣＨ３ＯＨ）ｍ／ｚ：３０７（Ｍ＋１，１００００％）。
４（２羟基苯基）６（４′甲氧基苯基）２氨基嘧啶（４），黄色固体，产率３８％，熔点２０６～２０７℃（文献

值［１２］：２０６～２０８℃）；ＩＲ（ＫＢｒ），σ／ｃｍ－１：３４９４，３３２２（ＮＨ２），３２００（—ＯＨ），１６０２（ Ｃ Ｎ），１５７９
（ Ｃ Ｃ），１２４８，１０２６（—ＯＣＨ３）；

１ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３），δ：３８９（３Ｈ，ｓ，—ＯＣＨ３），５２４（２Ｈ，ｓ，—ＮＨ２），７５２
（１Ｈ，ｓ，ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅＣ５—Ｈ），６９２～８０７（９Ｈ，ｍ，Ａｒ—Ｈ），１３６８（１Ｈ，ｓ，—ＯＨ）；ＣＩＭＳ（ＣＨ３ＯＨ）ｍ／ｚ：２９４
（Ｍ＋１，１００００％）。
４（２羟基苯基）６芳杂环２氨基嘧啶（５），黄色固体，产率 ５０％，熔点 ２５０～２５１℃；ＩＲ（ＫＢｒ），

σ／ｃｍ－１：３３００（—ＯＨ），１７０３（ Ｃ Ｏ），１５７５（ Ｃ Ｃ），１６１０，１５６５，１５００，１４５５（Ｐｈｒｉｎｇ），１０５６（Ｃ—Ｏ）；
１ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３），δ：５３６（２Ｈ，ｓ，—ＯＣＨ２Ｏ—），６９３～７８７（９Ｈ，ｍ，Ａｒ—Ｈ， Ｃ ＣＨ），１３６１（１Ｈ，ｓ，
—ＯＨ）；ＣＩＭＳ（ＣＨ３ＯＨ）ｍ／ｚ：３０８（Ｍ＋１，１００００％）。
２．２　化合物１～５对ＥｃＭｅｔＡＰ的抑制活性及对ＣＸＣＲ４受体的拮抗活性

对化合物１～５进行了ＥｃＭｅｔＡＰ的抑制活性和ＣＸＣＲ４受体拮抗活性测试，实验结果见表１。
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表１　化合物１～５对ＥｃＭｅｔＡＰ的抑制活性及对ＣＸＣＲ４受体的拮抗活性
Ｔａｂｌｅ１　ＥｃＭｅｔＡＰｉｎｈｉｂｉｔａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｎｄｔｈｅＣＸＣＲ４ｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔｏｇｏｎｉｓｔｓａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｔｈｅｆｉｖｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ＥｃＭｅｔＡＰｉｎｈｉｂｉｔａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ／％ ＣＸＣＲ４ｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔｏｇｏｎｉｓｔｓａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ／％

１ ３３．９４ ２０．０１
２ ２６．９４ ０．００
３ １３．７７ ８．９１
４ ３４．４１ ７．５２
５ ４３．０７ ３．９８

　　ρ（ＥｃＭｅｔＡＰ１）＝２０ｍｇ／Ｌ，ρ（ＣＸＣＲ４）＝１０ｍｇ／Ｌ，ｓｏｌｖｅｎｔ：ＤＭＳＯ．

表１数据说明，化合物１～５对ＥｃＭｅｔＡＰ均有一定程度的抑制作用，其中化合物５的抑制活性最强，
化合物３的抑制活性最弱，且化合物１、４、５的抑制活性超过３０％。

表１数据也说明，化合物１、３、４、５对ＣＸＣＲ４受体具有一定的拮抗作用，其中化合物１的拮抗作用
超过２０％，而化合物２无拮抗作用。说明化合物１具有作为抗癌、抗菌、抗病毒药物先导物的潜在价值。
２．３　化合物１～５生物活性的构效关系处理

假设２个分子与靶体之间的作用力场区域构型是相似的，那么它们作用于靶体的同一位点，从而具
有相似的药物活性。基于这种假设，在无需蛋白质结构条件下，研究不同分子与靶体之间的作用力场区

域相似性对于新药开发有重要意义。这种方法成功运用于胆囊收缩素２拮抗剂［１３］的结合形式的研究。

将图 １给出的３个化合物［１４］的二维结构图输入软件 ＦｉｅｌｄＴｅｍｐｌａｔｅｒ，计算其具有 ＥｃＭｅｔＡＰ抑制活性的
最优空间力场（与靶体作用的电荷区、氢键区、π电子堆积区）（图２）。以此空间力场为模板输入 Ｆｉｅｌｄ
Ａｌｉｇｎ软件，将化合物１～５的空间力场与之进行比较（看它们与靶体作用的电荷区、氢键区、π电子堆积
区是否重叠）（图３）；将图４给出的３种化合物的二维结构［１５］输入软件 ＦｉｅｌｄＴｅｍｐｌａｔｅｒ，计算其具有
ＣＸＣＲ４受体拮抗活性的最优空间力场（图 ５），以此空间力场为模板导入 ＦｉｅｌｄＡｌｉｇｎ软件，比较化合
物１～５的空间力场（图６）。

图１　ＥｃＭｅｔＡＰ抑制剂结构图
Ｆｉｇ．１　ＣｏｍｐｏｕｎｄｓｕｓｅｄａｓＥｃＭｅｔＡＰｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

图２　ｃＭｅｔＡＰ抑制剂的空间结构模板
Ｆｉｇ２．ＴｅｍｐｌａｔｅｆｏｒＥｃＭｅｔＡＰｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

图３　化合物１～５的空间结构与已知抑制剂的空
间结构模板的叠加图

Ｆｉｇ．３　Ｆｉｅｌｄｏｖｅｒｌａｙｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓ１～５ｗｉｔｈｔｈｅ
ｔｅｍｐｌａｔｅｆｏｒＥｃＭｅｔＡＰｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

从图２和图３可见，化合物１～５的空间作用构型分布与已知活性较好化合物的空间作用构型具有
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图４　ＣＸＣＲ４受体拮抗剂结构图
Ｆｉｇ．４　ＣｏｍｐｏｕｎｄｓｕｓｅｄａｓＣＸＣＲ４ｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔｏｇｏｎｉｓｔ

图５　ＣＸＣＲ４受体拮抗剂的空间结构模板
Ｆｉｇ．５　ＴｅｍｐｌａｔｅｆｏｒＣＸＣＲ４ｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔ
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图６　化合物１～５的空间结构与已知拮抗剂的空间
结构模板的叠加图
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一定程度的相似性，５个化合物与之的相似度分别为０６４９、０６３２、０５９９、０６１４和０６０４。发现在嘧啶
环３位Ｎ原子与４位取代苯环上引入给电子基团可增强这类化合物的ＥｃＭｅｔＡＰ抑制活性。

从图５和图６可见，化合物１～５的空间作用构型分布与已知活性较好化合物的空间作用构型分布
具有一定的相似性，５种化合物与之的相似度分别为０４９１、０４７７、０５２４、０４８４和０５００。发现在嘧啶
环２位引入负电性较强的基团取代可增强这类化合物的ＣＸＣＲ４受体拮抗活性。

３　结　论
合成表征了５种４，６二芳基２氨基嘧啶类化合物。测试了它们对 ＥｃＭｅｔＡＰ酶的抑制作用及对

ＣＸＣＲ４受体的拮抗作用。发现５个化合物均对ＥｃＭｅｔＡＰ酶活有抑制作用，除化合物２均对ＣＸＣＲ４受体
有拮抗作用。利用ＦｉｅｌｄＴｅｍｐｌａｔｅｒ和ＦｉｅｌｄＡｌｉｇｎ软件对化合物１～５的上述活性构效关系进行了分析，初
步认为化合物的嘧啶环 ３位 Ｎ原子及 ４位取代苯环上若引入给电子基团，可增强这类化合物的
ＥｃＭｅｔＡＰ酶抑制活性；在嘧啶环２位引入负电性较强的基团取代，改造２个苯环和嘧啶环的４、５、６位 Ｃ
原子的结构可增强其ＣＸＣＲ４受体拮抗活性。

感谢Ｃｒｅｓｓｅｔ公司免费提供的生物分子结构分析软件ＦｉｅｌｄＴｅｍｐｌａｔｅｒ与ＦｉｅｌｄＡｌｉｇｎ；感谢上海国家药物筛选
中心免费进行的活性筛选。
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３１２　第２期 江银枝等：４，６二芳基２氨基嘧啶类衍生物的合成与生物活性


