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厄洛替尼衍生物的合成及抗肿瘤活性研究
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2.河南湾流生物科技有限公司,河南 洛阳471000)

  摘 要:以2-氨基-4,5-双(2-甲氧基乙氧基)苯甲酸乙酯盐酸盐为起始原料,经过环合、氯化、取代得到厄洛

替尼,然后在其端基炔结构上通过点击化学反应与苄基叠氮反应得到4种1,2,3-三氮唑类化合物,其中化合物5a
对肺癌细胞 HCC827及其吉非替尼耐药细胞的 HCC827GR具有一定的抑制效果,优于厄洛替尼,并且引起

HCC827细胞阻滞在G2/M期,引起 HCC827GR细胞在G0/G1期阻滞.
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厄洛替尼(erlotinib,图1)是一款经典的表皮生长因子受体(EpidermalGrowthFactorReceptor,EG-
FR)小分子抑制剂,于2004年被美国食品及药物管理局(FoodandDrugAdministration,FDA)批准上市,作
为一种口服的可逆性竞争性表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂(EpidermalGrowthFactorReceptor-
TyrosineKinaseInhibitors,EGFR-TKI),能够与突变的EGFR的三磷酸腺苷(AdenosineTriphosphate,

ATP)结合口袋结合,阻碍EGFR磷酸化,从而抑制了下游信号通路激活.其最初被批准用于治疗经传统化

疗失败的晚期非小细胞肺癌(Non-smallCellLungCancer,NSCLC),与传统化疗药物的临床治疗相比,厄洛

替尼治疗后可以使患者中位生存期从4月提升到40月以上[1],并且在无进展生存率、治疗有效率、生活质量

和耐受性方面均有更好的表现[2].尽管厄洛替尼在NSCLC靶向治疗中显著延缓了疾病的进展,但是与另外

两种第一代EGFR抑制剂吉非替尼(gefitinib,图1)[3-4]和埃克替尼(icotinib,图1)[5-6]一样,在用药治疗约

9~14月后,耐药性问题逐渐显现,几乎所有的肿瘤再次进入进展期,因此如何解决厄洛替尼耐药性问题一

直是药学工作者研究的重点[7-8].

1,2,3-三氮唑是一种非常重要的含氮杂环化合物,由3个氮原子和2个碳原子构建成五元杂环[9],分子

式为C2H3N3.1,2,3-三氮唑具有特殊的平面刚性结构,因而拥有较强的嵌入DNA的能力,同时具有大偶极

矩,能够与不同生物靶点形成疏水、氢键、范德华力和偶极-偶极键等多种非共价相互作用力[10].另外,1,2,3-
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三氮唑的结构特征允许其作为酰胺、酯、羧酸、烯烃刚性类似物等的电子等价取代物,因此具有广谱的生物活

性,常作为重要的分子砌块用于活性化合物的合成,如制备抗菌[11]、抗疟[12]、抗真菌[13]、抗病毒[14]、抗结

核[15]和抗癌活性化合物[16]等.在药物化学领域具有广泛的应用,有多种临床药物经1,2,3-三氮唑修饰改造

后增强了原有的生物活性或获得了新的生物活性,例如利用抗人免疫缺陷病毒(humanimmunodeficiency
virus,HIV)药物齐多夫定带有叠氮基团的结构特性,与端基炔类化合物经点击化学反应得到具有1,2,3-三
氮唑的化合物(图2a),对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌具有抑制作用[17].有课题组在苯环或苯胺结构上引入

1,2,3-三氮唑得到化合物 MMG-0358和Vertex-AT[18](图2(b,c)),作为吲哚胺-2,3-双加氧酶1(indoleam-
ine-(2,3)-dioxygenase1,IDO1)抑制剂,这两个化合物都能够深入到IDO1的靶点蛋白中,且1,2,3-三氮唑

环能与靶点血红素中的亚铁离子形成氢键作用,三氮唑链接的苯环可以深入到有Cys129,Leu234和Gly262
氨基酸所包围的疏水性口袋中,其中 MMG-0358苯环上的羟基可以与Ser167形成氢键作用;这两个化合物

都具有 优 异 的IDO1抑 制 活 性,半 抑 制 浓 度(halfmaximalinhibitoryconcentration,IC50)分 别 达 到

82nmol·L-1和23nmol·L-1[18].

为寻找更加新型高效的对突变细胞有抑制作用的抗肿瘤药物,本研究通过点击反应对厄洛替尼进行了

改造,与苄基叠氮类化合物反应得到一个结构新颖的厄洛替尼衍生物(图3),希望其能够在解决耐药性问题

方面起到作用.为了进一步探究该新合成的化合物对肺癌细胞 HCC827以及所对应的耐药性细胞的抑制活

性,利用二苯基四氮唑溴盐(3-(4,5)-dimethylthiahiazo(-z-y1)-3,5-di-phenytetrazoliumromide,MTT)比色

法进行实验,对HCC827以及吉非替尼耐药的HCC827GR细胞进行了体外抗肿瘤活性检,并以厄洛替尼作

为阳性对照药物,研究了其对这两种细胞的细胞周期影响.

1 实验部分

1.1 试剂与仪器

DF-101S集热式恒温加热磁力搅拌器(郑州予华仪器有限公司);YRE-2020旋转蒸发仪(郑州予华仪器

有限公司);布鲁克AV400型核磁共振仪(德国Bruker公司);LC1260高效液相色谱仪(美国安捷伦公司).
厄洛替尼(99.5%,阿拉丁试剂);2,4-二溴苄基叠氮(99.5%,阿拉丁试剂);3-氯-4-氟苄基叠氮(99%,阿

拉丁试剂);2-氟-4-溴苄基叠氮(99%,阿拉丁试剂);3-氯-6-氟苄基叠氮(99%,阿拉丁试剂);五水硫酸铜

(98%,国药集团);抗坏血酸钠(99%,国药集团);其余试剂均为市售分析纯.
1.2 合成方法

1.2.1 6,7-二甲氧乙氧基喹唑啉-4-酮的合成(化合物2)
在带有搅拌的反应瓶中,把2-氨基-4,5-双(2-甲氧基乙氧基)苯甲酸乙酯盐酸盐(化合物1)(3.5g,

0.01mol)加入甲酰胺100mL中,再加入甲酸铵2g(0.03mol),搅拌均匀后在氮气氛围下,缓慢加热至

160℃,反应约10h,薄层色谱法(ThinLayerChromatography,TLC)监控原料反应完全,冷却至室温,向反

应液中加入乙酸乙酯100mL和水80mL,搅拌后分出有机相,浓缩后得到6,7-二甲氧乙氧基喹唑啉-4-酮
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2.1g(化合物2),收率为71.4%;1HNMR(400MHz,DMSO-d6)δ:7.97(s,1H),7.47(s,1H),7.16(s,1H),

4.19~4.27(m,4H),3.70~3.74(m,4H),3.35~3.37(m,6H).

1.2.2 4-氯-6,7-二(2-甲氧基乙氧基)喹唑啉的合成(化合物3)
在带有搅拌的反应瓶中,把6,7-二甲氧乙氧基喹唑啉-4-酮(化合物2)3g(0.01mol)和 N,N-二甲基甲

酰胺1g加入到二氯亚砜30mL中,搅拌均匀后缓慢升温至80℃,反应结束后,在0~10℃条件下加入饱和

氢氧化钠溶液100mL,调节反应液pH到8~9,搅拌20min,用二氯甲烷50mL萃取多次,合并有机相,然
后用饱和食盐水洗涤1次,再用水洗涤多次,无水硫酸钠干燥后浓缩得到4-氯-6,7-二(2-甲氧基乙氧基)喹唑

啉2.3g(化合物3),收率为73.7%,LC-MS(ESI):m/z313[M+H]+.
1.2.3 N-(3-乙炔苯基)-6,7-双(2-甲氧乙氧基)-4-喹啉胺的合成(化合物4)

在反应瓶中,把4-氯-6,7-二(2-甲氧基乙氧基)喹唑啉(化合物3)3g(0.01mol)加入异丙醇100mL中,
再加入间氨基苯乙炔1.3g(0.011mol),加热回流,反应3h,TLC监控原料反应完全,置于0℃搅拌

30min,抽滤后烘干得到 N-(3-乙炔苯基)-6,7-双(2-甲氧乙氧基)-4-喹啉胺(化合物4)2.4g,收率为

61%;1HNMR(600MHz,DMSO-d6)δ:9.48(s,1H),8.51(s,1H),8.00(s,1H),7.91(d,J=12.0Hz,1H),
7.87(s,1H),7.41(t,J=6.0Hz,1H),7.17~7.27(m,2H),4.29~4.31(m,4H),4.21(s,1H),3.75~3.80(m,
4H),3.38(s,3H),3.36(s,3H).
1.2.4 目标化合物的合成(以化合物5a为例)

在反应瓶中,依次加入N-(3-乙炔苯基)-6,7-双(2-甲氧乙氧基)-4-喹啉胺(化合物4)0.5g,2,4-二溴苄

基叠氮0.5g,叔丁醇10mL,水10mL,四氢呋喃10mL,五水硫酸铜0.25g,抗坏血酸钠0.5g,在70℃条件

下反应,TLC监控原料反应完全,加入二氯甲烷20mL,过滤反应液,水相用二氯甲烷萃取两次,合并有机相

经无水硫酸镁干燥后,浓缩后用甲醇重结晶得到白色的产品0.47g,收率为55.13%.化合物5a,1H NMR
(600MHz,DMSO-d6)δ:9.58(s,1H),8.72(s,1H),8.49(s,1H),8.28(s,1H),7.89~7.99(m,2H),7.86(s,
1H),7.64(s,2H),7.57(d,J=7.6Hz,1H),7.47(t,J=7.9Hz,1H),7.24(s,1H),5.70(s,2H),4.26~
4.35(m,4H),3.73~3.83(m,4H),3.39(s,3H),3.36(s,3H);13CNMR(150Hz,DMSO-d6):156.84,154.06,

153.39,148.56,147.45,147.22,140.83,140.56,133.73,131.21,130.67,129.51,123.23,122.41,120.83,

119.30,109.44,108.68,103.71,70.61,70.54,68.84,68.51,58.88,58.82,52.01.
分别采用3-氯-4-氟苄基叠氮0.5g,2-氟-4-溴苄基叠氮0.5g,2-氟-6-氯苄基叠氮0.5g替换5a合成过程

中的2,4-二溴苄基叠氮0.5g,得到化合物5b(收率为71.97%),5c(收率为70.74%),5d(收率为40.1%).化
合物5b,1HNMR(400MHz,DMSO-d6)δ:9.55(s,1H),8.60(s,1H),8.26(s,1H),7.90~7.95(m,2H),
7.54~7.55(m,2H),7.44~7.49(m,2H),7.28~7.33(m,2H),5.75(s,2H),4.31~4.33(m,4H),3.75~
3.81(m,4H),3.39(s,3H),3.37(s,3H);13CNMR(100Hz,DMSO-d6):163.5,161.1,153.7,148.7,146.9,
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140.4,134.3,134.2,133.0,131.3,130.0,129.5,122.4,122.3,120.9,119.3,117.6,117.4,115.5,115.3,70.5,

68.8,68.5,58.8,50.7.化合物5c,1HNMR(400MHz,DMSO-d6)δ:9.58(s,1H),8.63(s,1H),8.26(s,2H),

7.91(s,1H),7.37~7.66(m,6H),5.71(s,2H),4.30~4.32(m,4H),3.77~3.79(m,4H),3.39(s,3H),

3.37(s,3H);13CNMR(100Hz,DMSO-d6):161.7,159.2,148.7,147.0,140.4,132.8,131.2,129.5,122.9,

122.7,122.6,122.4,122.2,120.9,119.7,119.4,119.3,70.5,68.8,68.5,58.8,47.2.化合物5d,1H NMR
(400MHz,DMSO-d6)δ:9.57(s,1H),8.61(s,1H),7.89~8.23(m,3H),7.34~7.59(m,6H),5.78(s,2H),

4.30~4.33(m,4H),3.77~3.81(m,4H),3.38(s,3H),3.37(s,3H);13CNMR(100Hz,DMSO-d6):140.4,

132.3,132.2,131.2,129.4,126.3,122.4,122.2,121.4,121.2,120.9,119.3,115.5,115.3,104.0,70.5,70.5,

68.8,68.5,58.8,45.1.
1.3 统计学处理

采用SPSS17.0统计软件进行分析.计量资料符合正态分布且方差齐,以均数±标准差表示,非正态分

布用中位数表示.组间差异应用t检验,相关性分析采用线性相关分析,P<0.05表示差异有统计学意义.

2 结果分析与讨论

2.1 抗肿瘤活性研究

2.1.1 MTT法测定化合物对肿瘤细胞增殖的抑制

采用 MTT法测试4个化合物和erlotinib对HCC827细胞和HCC827GR细胞的活性.首先收集对数期

细胞,调整细胞悬液含量为3×107/L,96孔板中每孔加入100μL细胞悬液(边缘孔用无菌PBS填充).
5%CO2(体积分数),37℃孵育过夜,加入浓度梯度的药物(0,6.25,12.50,25.00,50.00μmol/L),设5个复

孔.5%CO2,37℃孵育48h,倒置显微镜下观察细胞状态.每孔加入10μLMTT溶液(5mg/mL),继续培养

4h.终止培养,小心吸去孔内培养液,每孔加入100μL二甲基亚砜,置摇床上低速振荡10min,使结晶物充

分溶解.在酶联免疫检测仪490nm处测量各孔的吸光值,同时设置调零孔(培养基、MTT、二甲基亚砜),对
照孔(细胞、相同浓度的药物溶解介质、培养液、MTT、二甲基亚砜).

HCC827GR细胞是HCC827细胞通过吉非替尼低浓度长时间培养传代得到的对吉非替尼耐药的细胞,

HCC827细胞和HCC827GR细胞对吉非替尼的IC50如表1所示,HCC827GR对吉非替尼的48h耐药指数

达到12.06.化合物5a对 HCC827细胞具有良好的活性抑制作用,IC50达到8.17μmol/L,优于erlotinib
(IC50=11.81μmol/L,表2).化合物5a对 HCC827GR细胞同样具有良好的活性抑制作用,IC50达到

2.38μmol/L,优于erlotinib(IC50>20μmol/L).说明引入苯基三氮唑后,针对实体瘤抑制活性方面比对照

药物有显著提高[19].4种化合物中5a抗肿瘤活性最好,因此进一步选取化合物5a研究肿瘤抑制活性.
表1 HCC827GR耐药细胞系的耐药指标

Tab.1 DrugresistanceindexofHCC827GRcellline

Cell 24hIC50/(μmol·L-1) Resistanceindex 48hIC50/(μmol·L-1) Resistanceindex

HCC827 21.39±1.39 5.61 5.33±0.42 12.06

HCC827GR 120.25±10.05 64.26±7.12

2.1.2 化合物5a对HCC827和HCC827GR细胞周期分布的影响

通过流式细胞术进行细胞周期分析,具体步骤如下:提前24h将2mL的HCC827/HCC827GR的细胞

悬液(1×105/孔)接种在6孔板中培养过夜;除去原始培养基,每孔加入2mL含不同浓度化合物5a和erlo-
tinib(终浓度为0,3.5,7.0,14.0,28.0μmol/L)的完全培养基处理24h,0.1%(体积分数)DMSO(完全培养

基稀释)作为对照;胰蛋白酶消化、离心收集细胞,用70%(体积分数)乙醇重悬细胞,-20℃至少3h;PBS
洗涤细胞,加100μLRNaseA重悬细胞,室温放置1h,然后用碘化丙啶(Propidiumiodide,PI,最终质量浓

度1.8μg/mL,Biolegendcat:640945)避光染色15min;将细胞转移到BDFACSCaliburTM 流式细胞仪检

测管中进行检测.所有结果均使用FlowJo软件v105.3.6进行分析.
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表2 化合物对HCC827及HCC827GR细胞毒活性评价

Tab.2 EvaluationofthecytotoxicactivityofthecompoundsagainstHCC827andHCC827GRcelllines

Compd.no.
48hIC50/(mol·L-1)

HCC827 HCC827GR

5a 8.17±0.42 2.38±0.17

5b 11.07±0.91 12.19±1.03

5c 16.29±1.35 >20

5d 12.71±0.88 >20

erlotinib 11.81±1.02 >20

  为了研究化合物5a和elotinib对细胞周期的影响,采用不同浓度的化合物5a或elotinib处理肺癌细胞

HCC827,经过24h后,通过流式细胞仪检测细胞周期(图4).在化合物处理24h时,对HCC827细胞周期检

测显示,和对照相比,用5a处理时,随着浓度升高(3.5,7.0,14.0和28.0μmol/L),G0/G1期细胞比例变化不

明显,S期细胞比例随着浓度的提高而减少,G2/M 期细胞比例随着浓度的提高而增大,且呈现浓度梯度依

赖性;用erlotinib处理HCC827细胞,在低浓度(3.5μmol/L)的时候,G0/G1期细胞明显增加,S期细胞比

例明显减少,G2/M期细胞比例变化不明显,继续升高浓度,细胞各个周期变化均不明显.因此5a使HCC827
细胞阻滞在G2/M期,erlotinib对HCC827细胞周期阻滞在G0/G1期.

用DMSO作为对照,以及不同浓度的5a和erlotinib对耐药性食管癌细胞 HCC827GR进行处理,通过

流式细胞术检测细胞周期时相.在化合物处理24h时,对 HCC827GR细胞周期检测显示(图5),和对照相

比,用5a处理后,随着浓度升高(3.5,7.0,14.0和28.0μmol/L),G0/G1细胞比例逐渐升高;S期细胞比例随

着浓度的提高逐渐减少,呈现浓度梯度依赖性;G2/M 期细胞比例随着浓度的提高变化不明显;用erlotinib
处理时,在低浓度(3.5μmol/L)时HCC827GR细胞G0/G1期细胞比例有着明显提高,后续随着浓度提高变

化不明显;S期细胞数量比例在随着浓度的提高而减少,呈现浓度梯度依赖性;G2/M 期细胞比例在

3.5μmol/L时降低比较明显,后续随着浓度的提高而增加.因此5a和erlotinib使 HCC827GR细胞阻滞在

G0/G1期.
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3 结 论

本文通过对厄洛替尼进行结构修饰,在其端基炔结构上通过点击化学反应与苄基叠氮反应得到4种

1,2,3-三氮唑类化合物,其中化合物5a对肺癌HCC827细胞及其吉非替尼耐药性的 HCC827GR细胞具有

一定的抑制效果,优于厄洛替尼,并且对 HCC827细胞在G2/M 期引起阻滞,对 HCC827GR细胞在G0/G1
期引起阻滞.
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Synthesisandantitumoractivityoferlotinibderivatives

ZhaoZhiwei1a,b,TianSiqi1a,DuYu1a,WangChunguang2,ChenXiaojie1a,b,HaoXueqin1a,b
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TumorEpigenetics,HenanUniversityofScienceandTechnology,Luoyang471003,China;

2.HenanWanliuBiotechnologyCo.,Ltd.,Luoyang471000,China)

  Abstract:Erlotinibwasobtainedfrom2-amino-4,5-bis(2-methoxyethoxy)ethylbenzoatehydrochloridebycyclization,
chlorinationandsubstitution.Thenfourerlotinibderivativesweredesignedandsynthesizedfromerlotinibwithazidocom-

poundsviaclickreaction.Theiranti-tumoractivitywereevaluatedagainstHCC827andHCC827GRtumorcells.Compound5a
showedacertaininhibitoryeffectonnon-smallcelllungcancer HCC827cellandcorrespondinggefitinib-resistantcell
HCC827GRcell,whichwassuperiortoerlotinib.Compound5aalsocanblockHCC827cellsinG2/MphaseandHCC827GR
cellsinG0/G1phase.

Keywords:erlotinib;1,2,3-triazole;antitumordrugs;cellcycle
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