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吡 咯 [ 2 , 3 - d ] 嘧 啶 核 苷 单 磷 酸 酯 的 合 成 和 抗 H B V 活 性

郭 晓 河 ， 李 玉 江 ， 陶 乐 ， 王 强 ， 董 黎 红

(河南省科学院高新技术研究中心，郑 州 450002)

摘 要 ：以 4-取代-9-( - 脱氧2 - 氟-(3-D -呋喃糖基）吡咯[2,3-d]嘧啶类化合物为原料，与三氯氧磷一锅法合 

成出具有新型结构的吡咯 [2,3-d]嘧啶核苷单磷酸酯类化合物，其化学结构经核磁共振磷谱(31P N M R )、核磁共振氢 

谱 （ N M R )、高分辨质谱（H R M S )分 析确证；对合成的目标化合物进行了初步 的 体 外 抗 乙 肝 病 毒 药 理 活 性 实 验 ， 

结果显示设计合成的 7 个化合物对乙型肝炎病毒表面抗原 （H B s A g )和 乙 型 肝 炎 e 抗 原 （H B e A g )都有一定的抑制作 

用 ，其 中 化 合 物 3a ，3d ，3 f 对 H B B g 和 H B e A g 的抑制率较高，3a 的毒性较低.
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由于核苷类化合物本身具有较好的抗艾滋病病毒（H I V )、乙肝病毒（H B V )、丙肝病毒（H C V )等抗病毒 

活性，设计合成新的核苷类化合物作为前药一直是药物学家和化学家研究的方向[1—].用磷酸化的核苷作为 

前药可以提高母体核苷的抗病毒活性.单磷酸酯由于具有较好的膜穿透性，可以较好地到达细胞或者组织 

里.单磷酸酯越来越多的用于抗H I V 、抗 H B V 、抗 H C V 等病毒的治疗[1" ].虽然生物催化可用于非天然核 

苷类化合物的制备，但必须花费大量的时间和精力通过筛选找到可以作用于非天然核苷底物的各种酶.相对 

而言，化学合成方法更适合于小量制备无法通过酶促反应合成的非天然核苷磷酸酯类化合物.基于前期合 

成的4-取代-9-(-脱氧2 - 氟-|3-D -呋喃糖基）吡咯[2,3-d]嘧啶类化合物1 具有较好的抗乙肝活性，本文在 

5 - 进行结构改造，合成了 4-取代-9-(-单磷酸酯- - 脱氧2 - 氟-|3-D -呋喃糖基）吡咯[2,3-d ]嘧啶类化合 

物，以丰富核苷类化合物库，为找到具有较好抗病毒活性的核苷类化合物奠定化合物基础，合成路线见图1.

1 实验部分

1 . 1 仪器与试剂

1  N M R 、 N M R (四甲基硅烷，T M S 为内标）均使用 A g i le n t-N M R -v n m r s 400型核磁共振波谱仪测 

定，溶剂为氘代二甲基亚砜（D M S 0 - ) ，高分辨质谱（H R M S )用 B r u k e r m ic r o T O F -Q I I 高分辨质谱仪测 

定； 效液相色谱仪是A g i t  1100 H P L C ，试剂均为色谱级纯度；胎牛血清，1640培养基，G 418和胰蛋白 

酶，具有绿色激发波长的染料（S Y B R G r e e n I)，二甲基亚砜（D M S 0 )，四甲基偶氮哇盐（M T T )，乙型肝炎病 

毒表面抗原（H B s A g )和乙型肝炎e 抗原（H B e A g )抗原诊断试剂盒，168-1000X C 酶标仪，I L -161H T  C 0 2培 

养箱，X D -30倒置显微镜，H e p G 2.2.1 5细胞株，拉米夫定(3T C )，其他试剂均为国产市售.

1 . 2 合成与表征

1.2.1 4-氯-9-(-脱 氧 氟 -3'，5'-二-0-苯甲酰基-|3-D -呋喃糖基）吡咯[2，3-d ]嘧啶（1)的合成：按文献 

[16]的方法制备.

1.2.2 4-取代-9-(-脱氧2 — 呋喃糖基）吡咯[2,3-d]嘧啶类化合物2a ，2b ，2c ，2d ，2e ，2f ，2g 的合成：
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参照按文献[17]的方法制备.

3d ，3e ，3f ，3g 的通用方法：分别取化合物2a ，2b ，2c ，2d ，2e ，2f ，2g (48 ^m o l)放置到反应瓶里，在 60 °C 真空干 

燥过夜后溶解到三乙基磷酸酯（丁E P ) ( 1 4 0 中，加热至溶液澄清后用冰盐浴冷却，随之滴加三氯氧磷 

(P O C 13) ( 1 4 L ，150 Mm o l)，滴完后再滴加痕量水.在冰盐浴条件下反应2 h 后，加入冰水（2 m L )终止反应， 

多余三乙基磷酸酯(T E P )用冷乙酸乙酯萃取除去，合并水层，水层用 N a O H (5 m o l/L )将反应液 p H 值调至 

6.5.水层进一步用反相柱纯化，梯度洗脱[流动相：体积分数为0%〜 30%乙腈（ ^ ) : 0 . 0 5  111〇1四 丁 基  

溴化铵(T E A B )].收集合适的流出液经过蒸馏浓缩，剩余的白色固体与甲醇共同蒸馏，得到相应的目标化合 

物 3a ，3b ，3c ，3d ，3e ，3f ，3g .

下面是化合物3a 、3b 、3c 、3d 、3e 、3f 、3g 详细数据.

4-乙胺基— （ -单磷酸酯- - 脱氧2 - 氟-―呋喃糖基）吡咯[2,3]嘧啶（ ）：

白色泡沫状化合物（16.0 m g ，42.6Mm o l，收率：88.7% )，H P L C :6.2 m in ，吸收波长 254 n m ；  N M R  

(D M S O — ，400 M H z ) :  12.08(b r ，2H ，P-〇H )，8.21 (s ，l H ，2-H )，7.58〜7.56(m ，l H ，N -H )，7.26〜7.25 

(m ，l H ，8-H )，6.65〜6.64(m ，l H ，7-H )，6.58〜6.54(m ，l H ，l ’-H )，5.14〜5.04(m ，l H ，3’-H )，5.06〜5.02 

(m ，l H ，〇-H )，4.38〜4.33(m ，l H ，2’-H )，3.82〜3.81(m ，l H ，4’-H )，3.73〜3.70(m ，2H ，5’-H )，3.49〜3.37 

(m ，2H ，C C 2)，1.24-1.18(m ，3H ，C C 3) ，31P N M R (D M S O - ，162 M H z )，H 51(s); H R M S : /  375.086 

4[M -H ]— C 13H 17F N 40 6P —.

H -氨甲基吡啶) - ( - 单磷酸酯- - 脱氧- 呋喃糖基）吡咯[2， ]嘧啶(3):

白色泡沫状化合物（1.0 m g ，3 3 . 1 m o l，收率：68.9%)，H P L C :6.3 m in ，吸收波长 254 n m ; 1  N M R  

(D M S O H ，400 M H z ) 12.08(b r ，2H ，P-〇H )，8.62 (s ，l H ，2-H )，8.50 〜8.49 (m ，l H ，N -H )，8.21 〜8.20

(m ，l H ，8-H )，8.19〜8.18(m ，l H ，P y-H )，7.84〜7.83(m ，l H ，P y-H )，7.41〜7.40(m ，2H ，P y-H )，6.72〜6.71 

(m ，l H ，7-H )，6.58〜6.57(m ，l H ，l ，-H )，5.18〜5.17(m ，l H ，〇-H )，5.12〜5.11(m ，l H ，3，-H )，4.84〜4.81 

(m ，2H ，C H 2)，4•49〜4•43(m ，l H ，H -4，），3•86〜3•85(m ，l H ，H -2，），3•78〜3•73(m ，2H ，H -5，） ，31P N M R  

(D M S O -c/6，162 M H z )，H 52(s); H R M S : / /  423.086 4[M -H ]— C 17H 17F N 4〇6P —.

H -甲氧基丙胺基)-9-(-单磷酸酯- - 脱氧） — 呋喃糖基）吡咯[ H 嘧啶（ ）：
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白色泡沫状化合物（17_5 m g , 41.6 ju m o l，收率：86.6% ) ，H P L C : 6.2 m i n ,吸收波长 254 n m ;  N M R  

(D M S 〇-<i 6,400 M H z )，》： 12.08(b r ，2H ，P -〇H )，8.18(s ，l H ，2-H )，7.62( b r  s ，l H ，N -H )，7.29〜7.28(m ， 

1H ，8-H ) ,6.69〜6.68(m ，l H ，7-H ) ,6.62〜6.61(m ，l H ，l ’-H ) ,5.19〜5.06(m ，l H ，3’-H ) ,5.08〜5.06(m ， 

1H ，0-H ) ,4.42〜4.36(m ，l H ，4，-H )，3.83〜3.82(m ，l H ，2，-H )，3.76〜3.73(m ，2H ，5，-H )，3.61〜3.58(m ， 

2H ，C C 2)，3.55〜3.43(m ，2H ，C C 2)，3.38〜3.37(m ，3H ，C C 2)，1.95〜1.89(m ，2H ，C C 2) ，31P N N R (D M - 

S O - , 1 6 2  M H z )，：4.51(s); H R M S :犿/ z  419.112 6[M - ] — C15H 21F N 40 7P —.

4-甲胺基-9— 磷酸酯- - 脱氧2 - 氟- - 呋喃糖基）吡咯[2,3]嘧 啶 （ ）：

白色泡沫状化合物（14.7 1 ^ ，40.5_〇 1，收率：84.5%)， 1 ^ : 6.2 2出，吸 收 波 长 254疆 ； 匪尺 

(D M S O — ，400 M H z )，：12.08(b r ，2H ，P-O H )，8.20(s ，l H ，2-H )，7.57〜7.56(m ，l H ，N -H )，7.26〜7.25 

(m ，l H ，8-H ) ,6.64〜6.63(m ，l H ，7-H ) ,6.58〜6.54(m ，l H ，l ’-H ) ,5.13〜5.04(m ，l H ，3’-H )，5.07〜5.01 

( ，1 1 ，0 - )  ,4.39〜4.33(m , 1 1 ，2 ' )  ,3.82〜3.81 (m , 1 1 ，4 ' )  ,3.74〜3.71 (m ,2 2  5 ' )  ,3.32〜3.24 

(m , ，： ），31 P N M R ( D M S 0-d 6, 162 M H z ) , 4 . 5 0  (s ) ; H R M S :犿// 361.070 0 [ - ] — C12H 15

f n 4o 6p —.

乙二胺基-9— 磷酸酯- - 脱氧2 - 氟- - 呋喃糖基）吡咯[2 ,3-d]嘧啶（ ：

白色泡沫状化合物（15_7 m g , 40.2 ju m 〇l ，收率：3_8% ) ，H P L C : 1.4 m i n ,吸收波长 254 n m ; ;  N M R  

(D M S 〇-<i 6,400 M H z )，》： 12.08(b r ，2H ，P -〇H )，8.14(s ，l H ，2-H )，7.58( b r  s ，l H ，N -H )，7.27〜7.26(m ， 

1H ，8-H )，6.65〜6.64(m ，l H ，7-H )，6.58 〜6.54(m ，l H ，l ’-H )，5.14〜5.12(m ，l H ，〇-H )，5.01 〜4.99(m ， 

1 1 ，3 ' ) ，4.39〜 4.32(，1 1 ，4 ' ) ，3.81〜 3.79(，1 1 ，2 ' ) ，3.65〜 3.60(，2 2 , 5 ' ) ，3.58〜 3.52(， 

2H ，N N 2)，3•36〜3•24(m ，2H ，C H 2)，2•79〜2•76(m ，2H ，N N 2)，31P N N R (D M S 0 — ，162M H z ) : 1•53 

(s). H R M S :犿//  390.097 3 [ M -H ]— C13H 18F N 50 6P —.

4-(N ，N -二甲基乙二胺基)-9_(-单磷酸酯- - 脱氧2 - 氟-|3-D -呋喃糖基）吡咯[2， ]嘧啶（ ）：

白色泡沫状化合物（1 1  m g , 40.9 ju m 〇l ，收率：85_3%)，H P L C : 6.3 m i n ,吸收波长 254 n m ; ;  N M R  

(D M S 〇-<i 6,400 M H z )，》： 12.08(b r ，2H ，P -〇H )，8.20(s ，l H ，2-H )，8.02( b r s ，l H ，N -H )，7.32( b r s ，l H ， 

8- H  )，6.69 〜6.68(m ，l H ，7-H )，6.59 〜6.55(m ，l H ，1 ’ - H  )，5.14 〜5.02(m ，l H ，3 ’ - H  )，5.08(m ，l H ，〇- H  )， 

4•38〜4•32(m ，l H ，4’-H )，3•85〜3•84(m ，l H ，2’-H )，3•80〜3•79(m ，2H ，5’-H )，3•65〜3•61(m ，2H ，N N 2)，

3•27〜3•24(m ，2H ，C H 2)，2•78(s ，6H ，C H 3)，31P N N R (D M S O — ，162M H z )，5 : 1•50(s ); H R M S :犿/狕

418.128 6 [ - - — C 15H 22F N 50 6P —.

环丙胺基-9— 磷酸酯- - 脱氧2 - 氟- - 呋喃糖基）吡咯[2 ,3]嘧 啶 3 ：

白色泡沫状化合物（15.3 3 8 ,39.4_〇 1，收率：82.1%)，H P L C : 6.2 m i n ,吸收波长 254 n m ；  N M R  

(D M S 〇-<i 6,400 M H z ),，： 12.10(b r ,2H ,P -〇H ),8.17(s ,l H ,2-H ),7.7 L̂(b r s ,l H , N -H ) ,7.2!5( b r s ,l H ,8- 

H )，6.69( b r s ，l H ，7-H )，6.58〜6•52(m ，l H ，l ’-H )，5.14〜5.10(m ，l H ，3’-H )，5.06〜5.04(m ，l H ，〇-H )， 

4•39〜4•34(m ，l H ，4’-H )，3•80〜3•79(m ，l H ，l ’-H )，3•68〜3•65(m ，2H ，5’-H )，2•95〜2•93(m ，l H ，C H )， 

0•82〜0•81(m ，2H ，C H 2)，0•58〜0•57(m ，2H ，C H 2)，31P N N R (D M S O -d H ，162M H z )，(， 4•52(s); H R M S : 

犿/  387.086 ‘[M --] C 14H 17F N 40〇  .

1 . 2 . 4 化合物的抗乙型肝炎活性测试

以肝癌细胞（H e p G 2.2.15)为 H B V 感染的细胞模型来研究化合物的抗乙型肝炎病毒活性.批咯[2，3-d ] 

嘧啶核苷单磷酸酯化合物作用于以H e p G 2.2.1 5 细胞系，四甲基偶氮哇盐（M T T ) 比色法检测样品对 

H e p G 2.2.15细胞的毒性，酶联免疫吸附测定技术（E L I S A )检测细胞上清中H B s A g 和 H B e A g 的变化.实验 

方法和步骤参照文献[ 1 5 ] . 毒性和活性数据结果见表1 和表2.

2 结果与讨论

2 1 化 合 物 的 合 成 及 分 离 条 件

核苷酸是细胞内最重要的一类单磷酸酯，从化学合成的角度讲，核苷类药物开发多涉及到核苷5-位羟
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基的磷酸化.单磷酸酯制备是生物有机化学研究中经常遇到的问题，也是一个化学合成难题.反应采用一步 

法合成磷酸酯，优点是不需要对核苷进行保护，缺点是对磷酰化的区域选择性有不确定因素，易产生3 '  

酰化的异构体，本文采用高沸点的大极性非质子化溶剂三乙基磷酸酯（T E P )做溶剂，在-锅法合成磷酸酯 

中加人痕量水，合成出— 代-— -单磷酸酯— 脱氧— |3-氟-|3-D -呋喃糖基）吡咯[2,3-d ]嘧啶类化合物单 

一产物，进一步的机理仍在探讨中.

表 1 MTT法检测化合物（3a-3g)细胞 9 d 毒性

样品 3a 3b 3c 3d 3e 3f 3g

C C50 976.1 951.3 822.3 42.4 26.5 652.5 468.3

表 2 化合物 3a-3g体外抑 制 犎 sA g和 HBeAg分泌结果

样 品 M / ( m 〇l • L - 1 I I B sA g ( O D  值） 抑制率/ I IB e A g C O D  值） 抑制率/

正常组 - 0.51±0.00 / 2.81±0.05 /

8 0.35±0.07 x * 30.50 1 . 9 8 ± 0 . 1  * 29.29

3a 1.6 0.45±0.05 10.47 2.59±0.02* * 7.74

0.32 0.47±0.03 7.05 2.65±0.06* 5.56

8 0.38±0.04 * 24.97 2.09±0.08* * 25.4

3b 1.6 0.45±0.05 11.33 2 . 5 6 0 . 0 4  * 8.75

0.32 0.48±0.02 4.68 2.64±0.03* 6.06

8 0.38±0.04 * 25.6 2.02±0.08* * 28.09

3c 1.6 0.42±0.03* 17.06 2.52±0.09 * 10.03

0.32 0.460.05 9.82 2.58±0.09 * 8.08

8 0 . 4 6 0 . 0 9  * 29.92 1 . 8 0 ± 0 . 1  * 28.50

3d 1.6 0.53±0.01* 18.93 2.12±0.11 * 15.60

0.32 0.58±0.05 1.70 2.19±0.03* * 12.50

8 0.47±0.06* 27.89 1.80±0.06 * 28.3 3

3e 1.6 0.560.05* 14.76 2.11±0.01 * 15.89

0.32 0.59±0.04 10.59 2.41±0.09 4.08

8 0.43±0.04 * 33.84 1 . 7 7 ± 0 . 1  * 29.40

3f 1.6 0.53±0.05* * 18.58 2.02±0.11 * 19.9

0.32 0.59±0.03 10.13 2.25±0.05* * 10.42

8 0.510.07* * 2.54 2 . 0 5 ± 0 . 1  * 18.40

3g 1.6 0.58±0.03 11.55 2.33±0.05* 7.04

3.2 0.61±0.05 6.97 2.50±0.03 0.64

3T C 100 0.14±0.02* * 7.25 1.50±0.05* * 46.65

注：和对照组相比，* P C 0.05; * * P C 0.01

2 . 2 化 合 物 的 抗 乙 型 肝 炎 活 性 测 试 结 果

表 1 和表2 的结果显示吡咯[2,3-d ]嘧啶核苷单磷酸酯化合物在9 d 时，浓度为8 p m o l/L ，对 H B s A g 和 

H B e A g 都有一定的抑制作用，其 中 3a ，3d ，3f 对 H B s A g 和 H B e A g 的抑制率较高，且 3a 的毒性较低（ 

C C 50:9 7 6 . 1m o l/L )，值得进一步研究.

3 结 论

以 4-取代-9-(2 — 氧— |3-氟 呋 喃 糖 基 ）吡咯[2,3— 嘧啶类化合物为原料，通过一锅法，合成了一 

系列具有新型结构的4-取代-9-(5— 磷酸酯— 脱 氧 呋 喃 糖 基 ）吡咯[2,3— 嘧啶类化合物，其
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化学结构经核磁共振、高分辨率质谱分析确证； 外细胞培养表明，合成的吡咯[2,3-d]嘧啶核苷单磷酸酯类 

化合物在体外对乙型肝炎病毒有一定的抑制作用，其中3a ，3d ，3f 对 H B s A g 和 H B e A g 的抑制率较高，且 3a 

的毒性较低，值得进一步研究.
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Synthesis and Antiviral Activities of Novel Pyrrolo 
[ 2 ,3-d] pyrimidine Monophosphate Compounds
G u o X ia o h e , L i Y u j ia n g , T a o  l e , W a n g Q ia n g , D o n g L ih o n g

( H ig h  &- N e w  T e c h n o lo g y R e se a rch C e n te r o f H e n a n A c a d e m y o f S c ie n c e s ,Z h e n g z h o u 450002»C h in a)

A bstract ： Pyrrolo [ 2 ,3-d] pyrimidine monophosphate compounds were synthesized vio one-pot reaction by 4-substituted- 
9-(2-deoxy-2,-(3-fluorine-(3-D-furan glycosyl) pyrrolo [ 2 ,3-d] pyrimidine with phosphorus oxychloride in sequence. The products 

were characterized by Nuclear magnetic resonance phosphorus spectrum (31 P NMR)， Nuclear magnetic resonance H spectra 
( ( NMR) and High resolution mass spectrometer (HRMS). Preliminary pharmacological test was made on hepatitis B virus 

(HBV). The test results showed the inhibitory rate of targeted compounds on hepatitis b virus surface antigen (HBsAg) and 
hepatitis Be antigen (HBeAg) was normal, but the inhibition rate of 3a, 3d, 3f were higher than others and 3a had lower toxic­
ity than others compounds.

K eyw o rd s: pyrrol。[ 2 ,3-d] pyrimidine;phosphates; synthesis; anti-HBV activity
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