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点击化学制备 ＡＣｈＥ / ＭＡＯ￣Ｂ 双抑制剂及活性评价
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摘要:通过点击化学(Ｃｌｉｃｋ)设计、合成了 ２２ 个香豆素衍生物ꎮ 多数化合物在微摩尔范围内表现出良好的 ＡＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣
Ｂ 双抑制活性ꎬ具有良好的生物相容性ꎮ 尤其是一种名为 Ａ２Ｂ５ 的化合物ꎬ对 ＡＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣Ｂ 的 ＩＣ５０ 分别为(０􀆰 ２３±
０􀆰 ０２)、(０􀆰 ３１±０􀆰 ０３)μｍｏｌ / Ｌꎬ是最佳的 ＡＣｈＥ / ＭＡＯ￣Ｂ 双抑制剂ꎮ 实验结果表明香豆素基团是一类有效的 ＡＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣
Ｂ 双抑制活性基团ꎬ羟基取代苯环的存在能够增强抑制活性ꎮ 分子对接研究发现 Ａ２Ｂ５ 是双位点抑制剂ꎬ苯基部分结合

到 ＡＣｈＥ 的 ＣＡＳ 位点ꎬ香豆素结合到 ＰＡＳ 位点ꎬ三氮唑环占据两个活性位点的中间峡谷ꎮ Ａ２Ｂ５ 的香豆素部分结合到

ＭＡＯ￣Ｂ 的入口空腔ꎬ苯基部分结合到底物空腔ꎬ并嵌入到 Ｔｙｒ４３５、Ｔｙｒ３９８ 和 ＦＡＤ 形成的“芳香笼”ꎮ 总之ꎬ香豆素 Ｃ７ 位

置取代衍生物可以被开发为 ＡＣｈＥ / ＭＡＯ￣Ｂ 双抑制剂ꎬ为进一步开发抗阿尔茨海默病的双靶点药物提供一个新的起点ꎮ
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研究方向为抗 ＡＤ 药物构建与筛选ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｃｈｕｎｊｉａ＿１１１＠
１６３.ｃｏｍꎮ
引用本文:贾朝ꎬ梁旭华ꎬ周伟ꎬ等.点击化学制备 ＡＣｈＥ /
ＭＡＯ￣Ｂ 双抑制剂及活性评价[ Ｊ] .化学试剂ꎬ２０２４ꎬ４６(５):
１１２￣１２０ꎮ

　 　 阿尔茨海默病(ＡＤ) [１] 是一种多因素神经系

统疾病ꎬ以记忆丧失和认知障碍为主要病症ꎮ ＡＤ
的致病机理十分复杂ꎬ与多种因素有关ꎬ如过度表

达的单胺氧化酶(ＭＡＯｓ)、乙酰胆碱(ＡＣｈ)水平

下降、ｔａｕ 蛋白的过度磷酸化、淀粉样蛋白(Ａβ)聚
集和氧化应激等[２]ꎮ 随着 ＡＤ 致病机理的不断阐

明ꎬ发现 ＡＤ 的发生和发展是细胞内及生物体内

复杂的调控网络和调控因子的多重作用结果ꎬ涉
及多基因之间的关联ꎮ 而单靶标药物分子针对

单一靶点的作用可能是导致其临床疗效不够理

想且相对毒副作用较大的主要原因ꎮ 因此ꎬ寻
求针对多靶点治疗的化合物成了 ＡＤ 治疗药物

研发的趋势[３] ꎮ
ＭＡＯｓ 与体内胺的氧化代谢有关ꎬ具有调节

中枢神经系统(ＣＮＳ)神经递质的功能[４]ꎮ 如果
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ＭＡＯｓ 的代谢途径出现障碍会造成多种神经递质

出现紊乱ꎬ导致多种神经退行性疾病ꎬ如阿尔茨海

默病(ＡＤ)和帕金森病(ＰＤ)等[５]ꎮ ＭＡＯｓ 具有两

个亚型ꎬ即 ＭＡＯ￣Ａ 和 ＭＡＯ￣ＢꎬＭＡＯｓ 抑制剂可以

作为抗抑郁药ꎮ ３０％ ~ ５０％的 ＡＤ 患者同时伴有

不同程度的抑郁症状ꎬ而且随着 ＡＤ 的发展ꎬ抑郁

发病率逐渐升高ꎬ所以 ＭＡＯｓ 抑制剂可以用于 ＡＤ
的治疗[６]ꎮ

ＡＣｈ 是一种神经递质ꎬ与认知功能和意识有

关[７]ꎮ ＡＣｈＥ 能降解 ＡＣｈꎬ终止神经递质对突触

后膜的兴奋作用ꎬ保证神经信号在生物体内的正

常传递ꎮ 病理学发现与健康人相比ꎬＡＤ 患者的

ＡＣｈ 浓度极低ꎮ 而且 ＡＣｈＥ 的阴离子位点(ＰＡＳ)
会促进 Ａβ 聚集ꎬ引起大脑中形成老年斑ꎬ导致神

经退行性疾病[８]ꎮ 因此ꎬＡＣｈＥ 抑制剂可以增加

突触间隙 ＡＣｈ 含量ꎬ改善 ＡＤ 患者的症状ꎮ 目前ꎬ
临床中用于治疗 ＡＤ 主要有以下几种 ＡＣｈＥ 抑制

剂( 图 １ ): 多 奈 哌 齐 ( Ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ )、 加 兰 他 敏

(Ｇａｌａｎｔａｍｉｎｅ)、利凡斯的明(Ｒｉｖａｓｔｉｇｍｉｎｅ)和石杉

碱甲(Ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ Ａ)等ꎮ 这些胆碱类药物能够使

ＡＤ 症状得到缓解ꎬ但不能彻底治愈ꎮ 因此现在

许多研究小组的注意力都集中在开发多靶向药物

(ＭＴＡ)用于治疗 ＡＤ[９￣１２]ꎮ 具有 ＭＡＯ￣Ｂ 抑制活性

的化合物同时具有 ＡＣｈＥ 抑制活性就可以在 ＡＤ
治疗中显示更好的治疗效果ꎮ 许多此类型的多靶

点抑制剂已经被开发ꎮ Ｌａｄｏｓｔｉｇｉｌ(图 １)是一种有

效的 ＡＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣Ｂ 的双抑制剂ꎬ抑制 ＭＡＯ￣Ｂ
和 ＡＣｈＥ 的 ＩＣ５０值分别为 ３７􀆰 １、３１􀆰 ８ μｍｏｌ / Ｌꎬ目
前处于Ⅱ期临床试验[１３￣１５]ꎮ

图 １　 已上市和正在进行临床试验的 ＡＤ 药物

Ｆｉｇ.１　 ＡＤ ｄｒｕｇｓ ｔｈａｔ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｍａｒｋｅｔｅｄ ａｎｄ ａｒｅ
ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ ｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｉａｌｓ

香豆素(又名苯并吡喃酮)是一大类化合物ꎬ
有天然和人工合成两个来源ꎬ具有多种药理活性ꎬ
如抗抑郁、抑菌、抗氧化、抗炎、抗肿瘤、抗病毒等ꎮ
最新的研究发现香豆素类化合物具有 ＭＡＯｓ 和

ＡＣｈＥ 双重抑制活性ꎬ可以开发为双靶点 ＡＤ 药

物ꎬ受到人们的重视[１６]ꎮ Ｌｅｅ 团队从艾蒿的乙醇

水提取液中分离出 ７￣羟基香豆素(７￣Ｈｙｄｒｏｘｙｃｏｕ￣
ｍａｒｉｎꎬ对 ＭＡＯ￣Ｂ、ＡＣｈＥ 的 ＩＣ５０ 值分别为 ３１􀆰 １、
２９􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ)、７￣甲氧基香豆素(７￣Ｍｅｔｈｏｘｙｃｏｕｍａｒｉｎꎬ
对 ＭＡＯ￣Ｂ 的 ＩＣ５０值为 ３２􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ对 ＡＣｈＥ 的

ＩＣ５０值未测出)和东莨菪内酯(Ｓｃｏｐｏｌｅｔｉｎꎬ对 ＭＡＯ￣
Ｂ、ＡＣｈＥ 的 ＩＣ５０值分别为 ４５􀆰 ０、１６８􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ３
种香豆素类化合物表现出对 ＭＡＯｓ 和 ＡＣｈＥ 双重

抑制活性[１７ꎬ１８]ꎮ Ｌａｎ 等[１９] 将 Ｎ￣苄基吡啶鎓基团

和香豆素结合在一个分子中合成了香豆素衍生物

７ｆꎬ是有效的 ＭＡＯ￣Ｂ( ＩＣ５０ 值为 １􀆰 ５７ ｍｍｏｌ / Ｌ)和

ＡＣｈＥ ( ＩＣ５０ 值为 ０􀆰 ０３７ ３ ｍｍｏｌ / Ｌ ) 双抑制剂ꎮ
Ｐｉｓａｎｉ 等[２０]制备的香豆素类化合物 ７￣[(３￣氯苄

基)氧基]￣４￣[(甲氨基)甲基]￣２Ｈ￣氯￣２￣酮(２２ｂ)
是一种强效的ＭＡＯ￣Ｂ 抑制剂(ＩＣ５０值为１３ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
同时该化合物表现出对 ＡＣｈＥ 的抑制活性ꎮ Ｈｅ
等[２１]设计并合成了一系列新的香豆素￣二硫代氨

基甲酸酯杂化物ꎮ 它们中的大多数对 ＡＣｈＥ 和

ＭＡＯ￣Ｂ 具有有效和明显的选择性抑制作用ꎮ 其

中化合物 ８ｇ 是最有效且平衡的 ＡＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣Ｂ
抑制剂(对 ＡＣｈＥ、ＭＡＯ￣Ｂ 的 ＩＣ５０值分别为 ０􀆰 １１４、

图 ２　 ａ.已知的香豆素类 ＭＡＯ￣Ｂ 和 ＡＣｈＥ 双抑制剂ꎻ
ｂ.通过点击化学构建的双抑制剂

Ｆｉｇ.２　 ａ.Ｋｎｏｗｎ ｃｏｕｍａｒｉｎ ｂａｓｅｄ ＭＡＯ￣Ｂ ａｎｄ ＡＣｈＥ
ｄｕａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓꎻｂ.Ｄｏｕｂｌｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ

ｃｌｉｃｋｉｎｇ ｏｎ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
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０􀆰 １０１ μｍｏｌ / Ｌ)(图 ２ａ)ꎮ 可见香豆素类化合物是

一种潜在的多靶点 ＡＤ 药物ꎬ以香豆素为起点ꎬ设
计合成新型的 ＡＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣Ｂ 双抑制剂具有良

好的前景ꎮ 在之前的研究中ꎬ开发了新型吡哆醇

衍生物作为 ＭＡＯ￣Ｂ 和 ＡＣｈＥ 双重抑制剂[２２]ꎮ 在

这项研究中ꎬＣｕ( Ｉ)催化炔烃￣叠氮化合物环加成

反应(ＣｕＡＡＣ)因其反应的高度模块化和高效率ꎬ
被成功应用于 ＡＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣Ｂ 双抑制剂的构建ꎮ

本文旨在以香豆素替代吡哆醇ꎬ遵循相同的

策略ꎬ通过点击化学的方法ꎬ引入药效团ꎬ合成香

豆素类化合物ꎬ对所有化合物进行结构表征ꎮ
使用 ＡＣｈＥ、ＢＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣Ａ / Ｂ 酶进行体外抑制

活性分析ꎮ 并利用分子对接方法研究所设计化

合物与靶蛋白的结合特性ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

Ｆｒｏｎｔｉｅｒ 型傅里叶变换红外光谱仪(ＦＴＩＲꎬ美
国 Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ 公司)ꎻＩｎｆｉｎｉｔｅ ２００ ＰＲＯ 型多功能

酶标仪 (瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司)ꎻ ＰＥＲＳＥＥ￣Ｔ６ 型紫

外￣可见分光光度计(北京普析通用仪器有限责任

公司)ꎮ
间苯二酚 ( Ｃ６Ｈ６Ｏ２ )、 ４￣氯乙酰乙酸乙酯

(Ｃ６Ｈ９ＣｌＯ３)、４￣甲基￣７￣羟基香豆素 ( Ｃ１０ Ｈ８Ｏ３ )、
１ꎬ２￣二溴乙烷(Ｃ２Ｈ４Ｂｒ２) (国药集团化学试剂有

限公司)ꎻ聚(４￣乙烯基吡啶) (Ｐ４ＶＰꎬ北京伊诺凯

科技有限公司)ꎻ胆碱酯酶、单胺氧化酶 (美国

Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎻ反应过程用薄层色谱法进行

检测(玻璃硅胶板ꎬＧＦ２５４ 作为吸附剂)ꎻ混合物

使用柱层析分离ꎬ石油醚和乙酸乙酯作为柱层析

的洗脱剂ꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 叠氮端的制备

１􀆰 ２􀆰 １􀆰 １ 　 ( 叠 氮 甲 基 )￣７￣羟 基￣２Ｈ￣色 烯￣２￣酮
(Ａ１)

在 ５００ ｍＬ 圆底烧瓶中加入 ８ ｇ(０􀆰 ０７２ ｍｏｌ)
间苯二酚、１２ ｍＬ(０􀆰 ０８８ ｍｏｌ)４￣氯乙酰乙酸乙酯ꎮ
在冰浴条件下ꎬ将 ６０ ｍＬ 浓硫酸缓慢滴加到反应

液中ꎮ 滴加完毕后ꎬ冰浴条件下继续搅拌 ４ ｈꎮ 然

后将反应液倒入冰水中ꎬ出现大量固体ꎬ过滤ꎬ滤
饼用水洗涤ꎬ７０ ℃真空干燥ꎬ得到 ４￣(氯甲基)￣７￣
羟基￣２Ｈ￣色烯￣２￣酮(Ⅰ)ꎮ

将 １􀆰 ２ ｇ(６ ｍｍｏｌ)化合物Ⅰ溶解在 ２０ ｍＬ 干

燥的 ＤＭＦ 中ꎬ加入 ０􀆰 ０１ ｇ(０􀆰 ６ ｍｍｏｌ)碘化钾ꎮ 然

后分批加入 １􀆰 ２ ｇ(１８ ｍｍｏｌ)叠氮化钠ꎬ并将混合

物在 ８０ ℃下搅拌 ５ ｈꎮ 蒸去溶剂ꎬ乙酸乙酯萃取

(３０ ｍＬ×３)ꎬ水洗ꎬ有机层用无水硫酸镁干燥ꎬ过
滤ꎬ蒸去溶剂ꎮ 柱层析(Ｖ(乙酸乙酯) ∶ Ｖ(石油

醚)＝ ９􀆰 ５ ∶ ０􀆰 ５)纯化得到黄色固体(Ａ１)ꎬ产率

９０％ꎬｍ􀆰 ｐ.１２３~１２５ ℃ꎬ合成路线见图 ３ꎮ

图 ３　 香豆素叠氮化物 Ａ１ 的合成路线

Ｆｉｇ.３　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｒｏｕｔｅ ｏｆ ｃｏｕｍａｒｉｎ ａｚｉｄｅ Ａ１
１ＨＮＭＲ(ＣＤＣｌ３ꎬ４００ ＭＨｚ)ꎬδ:７􀆰 ３７(ｄꎬ１ＨꎬＪ＝

８􀆰 ０ Ｈｚꎬ—ＣＨ)ꎻ６􀆰 ８４(ｄꎬ１ＨꎬＪ ＝ ８􀆰 ０ Ｈｚꎬ—ＣＨ)ꎻ
６􀆰 ６８( ｄｄꎬ １Ｈꎬ Ｊ ＝ ４􀆰 ０ꎬ ４􀆰 ０ Ｈｚꎬ—ＣＨ)ꎻ ６􀆰 ０７ ( ｓꎬ
１Ｈꎬ—ＣＨ)ꎻ４􀆰 ８４(ｄꎬ２ＨꎬＪ ＝ １􀆰 ０ Ｈｚꎬ—ＣＨ２)ꎮ ＩＲ
(ＫＢｒ )ꎬ νꎬ ｃｍ－１: ２ １１２ (—Ｎ３)ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳꎬ ｍ / ｚ:
２１８􀆰 １８[Ｍ＋Ｈ] ＋ꎮ
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２ 　 ( ２￣叠氮氧基)￣４￣甲基￣２Ｈ￣色烯￣２￣酮
(Ａ２)

在 ２５０ ｍＬ 圆底烧瓶中加入 １􀆰 ７ ｇ(１０ ｍｍｏｌ)
４￣甲基￣７￣羟基香豆素、９􀆰 ３５ ｇ(５０ ｍｍｏｌ)１ꎬ２￣二溴

乙烷、４􀆰 １４ ｇ(３０ ｍｍｏｌ)无水碳酸钾和 ５０ ｍＬ 干燥

的乙腈ꎮ 反应液在 ８０ ℃条件下搅拌 ６ ｈꎮ 过滤ꎬ
蒸去溶剂ꎬ残留物通过柱层析(洗脱液石油醚)纯
化得到类白色固体(Ⅱ)ꎮ

在 １００ ｍＬ 圆底烧瓶中加入聚(４￣乙烯基吡

啶)负载的 １􀆰 ０ ｇ(３􀆰 ４ ｍｍｏｌ)叠氮化钠(Ⅲ) [２３]ꎬ
０􀆰 ４８ ｇ(１􀆰 ７ ｍｍｏｌ)化合物Ⅱ和 １０ ｍＬ 二氯甲烷ꎮ
反应液在室温下搅拌 ５ ｈꎮ 反应结束后ꎬ过滤ꎬ并
用 ５ ｍＬ 二氯甲烷和 ５ ｍＬ 乙醚洗涤ꎮ 合并的滤

液ꎬ蒸去溶剂得到香豆素叠氮化物(Ａ２)ꎬ类白色

固体ꎬ产率 ８７％ꎬｍ􀆰 ｐ.１１７~１１９ ℃ꎬ合成路线见图 ４ꎮ

图 ４　 香豆素叠氮化物 Ａ２ 的合成路线

Ｆｉｇ.４　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｒｏｕｔｅ ｏｆ ｃｏｕｍａｒｉｎ ａｚｉｄｅ Ａ２
１ＨＮＭＲ(ＣＤＣｌ３ꎬ４００ ＭＨｚ)ꎬ δ:７􀆰 ４５ ( ｄꎬ１Ｈꎬ
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—ＣＨ)ꎻ ６􀆰 ８８ ( ｓꎬ １Ｈꎬ—ＣＨ)ꎻ ６􀆰 ７８ ( ｄｄꎬ １Ｈꎬ Ｊ ＝
４􀆰 ０ꎬ４􀆰 ０ Ｈｚꎬ—ＣＨ)ꎻ６􀆰 ０８( ｓꎬ１Ｈꎬ—ＣＨ)ꎻ４􀆰 ２６( ｔꎬ
２ＨꎬＪ＝ ４􀆰 ０ Ｈｚꎬ—ＣＨ２)ꎻ３􀆰 ５４( ｔꎬ２ＨꎬＪ ＝ ４􀆰 ０ Ｈｚꎬ
—ＣＨ２)ꎻ ２􀆰 ４４ ( ｄꎬ ３Ｈꎬ Ｊ ＝ ４􀆰 ０ Ｈｚꎬ—ＣＨ３ )ꎮ ＩＲ
(ＫＢｒ )ꎬ νꎬ ｃｍ－１: ２ １０３ (—Ｎ３)ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳꎬ ｍ / ｚ:
２４６􀆰 ０８[Ｍ＋Ｈ] ＋ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 炔烃端的制备

炔烃(Ｂ１ ~ Ｂ１１)由商业上直接获得ꎬ为了产

生多样性ꎬ连接在炔烃上的苯环用各种官能团修

饰(图 ５)ꎮ

图 ５　 炔烃端化合物结构

Ｆｉｇ.５　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ａｌｋｙｎｅ ｅｎｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

１􀆰 ２􀆰 ３ 　 点击化学合成香豆素类衍生物

将炔烃化合物 ( １􀆰 ２ ｍｍｏｌ) 和叠氮化合物

(１ ｍｍｏｌ)溶解在 ＴＨＦ / Ｈ２Ｏ 混合溶剂中(Ｖ(ＴＨＦ) ∶
Ｖ(Ｈ２Ｏ) ＝ １ ∶ １)ꎮ 加入催化量的硫酸铜 ( ０􀆰 ０１
ｍｍｏｌ)和抗坏血酸钠(０􀆰 １ ｍｍｏｌ)ꎬ反应液在室温

条件下搅拌 ２４ ｈꎮ 反应结束后ꎬ通过过滤和水洗

涤得到香豆素类衍生物(图 ６)ꎮ

图 ６　 目标化合物结构

Ｆｉｇ.６　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄ

典型化合物 ７￣(２￣(４￣(４￣羟基苯基)￣１Ｈ￣１ꎬ２ꎬ
３￣三唑￣１￣基)乙氧基)￣４￣甲基￣２Ｈ￣苯并吡喃￣２￣酮
(Ａ２Ｂ５):类白色固体ꎬ收率 ９３％ꎬｍ􀆰 ｐ.３２４~３２５ ℃ꎮ

１ＨＮＭＲ ( ＣＤＣｌ３ꎬ ４００ ＭＨｚ )ꎬ δ: ８􀆰 ５１ ( ｓꎬ １Ｈꎬ
—ＣＨ)ꎻ７􀆰 ７２ ~ ７􀆰 ６６(ｍꎬ２Ｈꎬ—ＣＨ)ꎻ７􀆰 ４６(ｄꎬ１Ｈꎬ
Ｊ＝ ４􀆰 ０ Ｈｚꎬ—ＣＨ)ꎻ６􀆰 ９３ ~ ６􀆰 ８７ (ｍꎬ２Ｈꎬ—ＣＨ)ꎻ
６􀆰 ７７( ｄｄꎬ １Ｈꎬ Ｊ ＝ ４􀆰 ０ꎬ ４􀆰 ０ Ｈｚꎬ—ＣＨ)ꎻ ６􀆰 ０９ ( ｓꎬ
１Ｈꎬ—ＣＨ)ꎻ４􀆰 ５７(ｔꎬ２ＨꎬＪ ＝ ４􀆰 ０ Ｈｚꎬ—ＣＨ２)ꎻ４􀆰 ３９
(ｔꎬ２ＨꎬＪ ＝ ４􀆰 ０ Ｈｚꎬ—ＣＨ２)ꎻ２􀆰 ４４( ｓꎬ３Ｈꎬ—ＣＨ３)ꎮ
１３ＣＮＭＲ( ＣＤＣｌ３ꎬ １００ ＭＨｚ)ꎬ δ: １６１􀆰 ９９ꎬ １６１􀆰 ００ꎬ
１６０􀆰 ４８ꎬ１５９􀆰 １３ꎬ１５１􀆰 ９６ꎬ１４９􀆰 ０７ꎬ１２６􀆰 ８１ꎬ１２６􀆰 ６５ꎬ
１２４􀆰 ４３ꎬ１２３􀆰 ８２ꎬ１１７􀆰 ０１ꎬ１１４􀆰 ４８ꎬ１１１􀆰 ７６ꎬ１０８􀆰 ９５ꎬ
１０６􀆰 ５７ꎬ ６５􀆰 ９４ꎬ ４９􀆰 １３ꎬ １９􀆰 ８７ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳꎬ ｍ / ｚ:
３６４􀆰 １３[Ｍ＋Ｈ] ＋ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 体外胆碱酯酶(ＣｈＥ)抑制活性检测

为了评价吡哆醇类化合物对胆碱酯酶的体外

抑制活性以及对 ＡＣｈＥ 的选择性ꎬ测定了化合物

的体外 ＡＣｈＥ 和 ＢｕＣｈＥ 抑制活性ꎮ
采用 Ｅｌｌｍａｎ[２４]方法检测 ＣｈＥ 的抑制活性:将

０􀆰 １５８ ｍＬ(１００ ｍｍｏｌ / Ｌ)磷酸钾缓冲液(ｐＨ ７􀆰 ４)、
０􀆰 ０２ ｍＬ(０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ)香豆素类衍生物的二甲基

亚砜溶液和 ＣｈＥ(ＡＣｈＥ 和 ＢｕＣｈＥꎬ０􀆰 ０２ ｍＬꎬ混合

物中最终的酶浓度为 ５０ Ｕ / Ｌ)ꎬ在 ３７ ℃ 下孵育

１５ ｍｉｎ 后ꎬ加入 ０􀆰 ０１ ｍＬ(０􀆰 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ)５ꎬ５′￣二硫

代双(２￣硝基苯甲酸) (ＤＴＮＢ) 溶液和 ０􀆰 ０４ ｍＬ
(１􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)碘代乙酰硫胆碱或碘代丁酰硫胆

碱溶液ꎬ３７ ℃下继续孵育 １５ ｍｉｎꎮ 采用多功能酶

标仪在 λ＝ ４１２ ｎｍ 处测量吸光度ꎮ 以未加衍生物

的吸光值为 １００％ꎬ添加抑制剂的吸光值与之相

比ꎬ降低的百分率即为酶抑制率ꎮ Ｈｕｐ Ａ 被用作

阳性对照药物ꎬ所有实验平行 ３ 次ꎬ结果用 ＩＣ５０和

选择性指数 ＳＩ ( ＳＩ ＝ ＩＣ５０ [ ＢＣｈＥ] / ＩＣ５０ [ＡＣｈＥ])
表示ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ 　 体外单胺氧化酶(ＭＡＯ)抑制活性检测

使用犬尿胺荧光法[２５] 对 ＭＡＯ (ＭＡＯ￣Ａ 和

ＭＡＯ￣Ｂ)抑制活性进行了测定ꎬ并做了一些小的

修改ꎮ 将 ０􀆰 １４ ｍＬ(１００ ｍｍｏｌ / Ｌ)磷酸钾缓冲液

(ｐＨ ７􀆰 ４)、 ０􀆰 ００８ ｍＬ ( ０􀆰 ７５ ｍｍｏｌ / Ｌ) 犬尿胺和

０􀆰 ００２ ｍＬ 香豆素类衍生物溶液在 ３７ ℃ 下孵育

１０ ｍｉｎꎮ 然后添加 ０􀆰 １ ｍＬ ＭＡＯ (ＭＡＯ￣Ａ 或者

ＭＡＯ￣Ｂꎬ混合物中最终的酶浓度为 ５０ Ｕ / Ｌ)ꎮ 在

３７ ℃ 下进一步孵育 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ加入 ０􀆰 ０７５ ｍＬ
(２ ｍｏｌ / Ｌ)氢氧化钠停止反应ꎮ 多功能酶标仪在

λｅｘ ＝ ３１０ ｎｍ / λｅｍ ＝ ４００ ｎｍ 处测量荧光强度ꎮ 以

未加衍生物的荧光强度为 １００％ꎬ添加抑制剂的

荧光强度与之相比ꎬ降低的百分率即为酶抑制率ꎮ
氯吉兰和司立吉林被用作对照药物ꎮ 所有实验平

５１１



化学试剂　 ＣＨＥＭＩＣＡＬ ＲＥＡＧＥＮＴＳ 第 ４６ 卷第 ５ 期

行 ３ 次ꎮ 结果用 ＩＣ５０ 和选择性指数 ＳＩ( ＳＩ ＝ ＩＣ５０

[ＭＡＯ￣Ａ] / ＩＣ５０[ＭＡＯ￣Ｂ])表示ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ 　 细胞毒性

采用小鼠成纤维细胞株( Ｌ９２９)ꎬ应用 ＭＴＴ
法[２６]评价抑制剂的细胞相容性ꎮ 实验组为抑制

剂处理的细胞组ꎬ对照组为 Ｌ９２９ 细胞ꎬ空白组为

ＤＭＥＭ 培养基ꎮ
将一定量的抑制剂置于离心管中ꎬ在无菌工

作台上紫外灯照射 １２ ｈ 以确保材料处于无菌状

态ꎬ采用新鲜的不含细胞的 ＤＭＥＭ 培养基将抑制

剂配制成不同浓度的溶液ꎬ用新鲜含双抗 ＤＭＥＭ
培养基调整细胞浓度为 ２×１０５ 个 / ｍＬꎬ分种于 ９６
孔细胞培养板中ꎬ获得单层细胞后移除 ９６ 孔板原

来的培养基ꎬ每孔加入 １００ μＬ(１ ｍｇ / ｍＬ) ＭＴＴꎮ
随后将培养板置于 ３７ ℃、体积分数为 ５％ ＣＯ２ 培

养箱中孵育 ２４ ｈꎮ 然后ꎬ去除培养基并使用 １５０
μＬ ＤＭＳＯ 溶解沉淀物ꎬ采用酶标仪于 ４９０ ｎｍ 处

测定吸光度ꎬ所有数据平行重复 ３ 次ꎮ 可通过公

式(１)计算细胞存活率:
细胞存活率 / ％ ＝

[(ＯＤｔｒｅａｔｅｄ － ＯＤｂｌａｎｋ) / (ＯＤｃｏｎｔｒｏｌ － ＯＤｂｌａｎｋ)] × １００％ (１)

　 　 式中:ＯＤｔｒｅａｔｅｄ为样品孔的吸光度值ꎬＯＤｂｌａｎｋ为空白孔的吸光

度值ꎬＯＤｃｏｎｔｒｏｌ对照孔的吸光度值ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ７ 　 分子对接

从蛋白质数据库 ( ＰＤＢ) 网站下载 ＭＡＯ￣Ｂ
(ＰＤＢ ＩＤ:２ＢＹＢ)和 ＡＣｈＥ(ＰＤＢ ＩＤ:４ＥＹ７)Ｘ 射线

晶体结构ꎮ 去除参与对接研究酶的 ｂ 链、结合的

抑制剂分子以及相关的水分子和其他溶剂或离子

并以.ｐｄｂｑｔ 格式保存作为受体ꎮ 使用 Ｋｉｎｇｄｒａｗ 绘

制和优化抑制剂分子并以.ＭＯＬ 格式保存作为配

体ꎬ使用 Ａｕｔｏ ｄｏｃｋ ４􀆰 ２ 程序进行对接研究ꎮ 对接

结果用 ＰｙＭＯＬ 软件实现可视化ꎬ在线转化为 ２Ｄ
模型(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｒｏｔｅｉｎｓ.ｐｌｕｓ / )ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 香豆素衍生物的制备

由简单化合物合成了 Ｃ４ 和 Ｃ７ 位含有叠氮

基团的香豆素(Ａ１、Ａ２)(图 ３、图 ４)ꎮ 炔烃(Ｂ１ ~
Ｂ１１)(图 ５)由商业获得ꎬ为了产生多样性ꎬ连接

在炔烃上的苯环被各种官能团修饰ꎮ 最终ꎬ叠氮

和炔烃以 Ｖ(ＴＨＦ) ∶ Ｖ(Ｈ２Ｏ) ＝ １ ∶ １为溶剂ꎬ硫酸

铜 /抗坏血酸钠作为催化剂ꎬ通过三氮唑基团将其

他基团连接到香豆素的 Ｃ４ 和 Ｃ７ 位置ꎬ合成了 ４
或 ７￣三氮唑取代的香豆素衍生物 ( Ａ１Ｂ１ ~ １１、

Ａ２Ｂ１~１１)(图 ６)ꎮ 所有香豆素衍生物产率大于

９０％ꎬ经过简单的过滤和水洗涤ꎬ得到产品ꎮ
２􀆰 ２ 　 体外 ＣｈＥ / ＭＡＯ 抑制活性

对制备的香豆素衍生物进行了 ＣｈＥ / ＭＡＯ 抑

制活性评价ꎬ结果显示大多数化合物是有效的

ＣｈＥ / ＭＡＯ 抑制剂ꎬＩＣ５０值在微摩尔范围内ꎮ 选择

性指数(ＳＩ)显示化合物对 ＡＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣Ｂ 的抑

制活性强于 ＢＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣Ａ(表 １、表 ２)ꎮ 从这

些数据中可以得到一些有趣的构效关系ꎮ
表 １ 　 香豆素衍生物和对照品对 ＣｈＥ 的抑制活性注

Ｔａｂ.１　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｏｕｍａｒｉｎ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ａｎｄ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｏｎ ＣｈＥ

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ Ａｌｋｙｎｅ
ＡＣｈＥ１)

ＩＣ５０ / (μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)
ＢＣｈＥ１)

ＩＣ５０ / (μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) ＳＩ３)

Ａ１Ｂ１ Ｂ１ ３８􀆰 ９±１􀆰 ４ ４２４±０􀆰 ５ 　 １０􀆰 ９

Ａ１Ｂ２ Ｂ２ ２５９􀆰 １±２􀆰 ６ ７６６􀆰 ３±０􀆰 ２ ３􀆰 ０

Ａ１Ｂ３ Ｂ３ ８３􀆰 ６±２􀆰 １ ３９􀆰 ４±３􀆰 ２ ０􀆰 ５

Ａ１Ｂ４ Ｂ４ ４１􀆰 ６±０􀆰 ２ ４６􀆰 ２±１􀆰 ９ １􀆰 １

Ａ１Ｂ５ Ｂ５ ３６􀆰 ９±２􀆰 ７ ２５０±４􀆰 ３ ６􀆰 ８

Ａ１Ｂ６ Ｂ６ １４􀆰 ３±０􀆰 ２ ２４􀆰 ７±０􀆰 ２ １􀆰 ７

Ａ１Ｂ７ Ｂ７ １２􀆰 ３±０􀆰 ２ ６３􀆰 ２±０􀆰 ５ ５􀆰 １

Ａ１Ｂ８ Ｂ８ ２５􀆰 ９±０􀆰 ４ ２４􀆰 ９±０􀆰 ３ １􀆰 ０

Ａ１Ｂ９ Ｂ９ ｎ􀆰 ａ.２) ｎ􀆰 ａ.２) —

Ａ１Ｂ１０ Ｂ１０ １􀆰 ６±０􀆰 ２ ２４􀆰 ９±０􀆰 ３ １５􀆰 ６

Ａ１Ｂ１１ Ｂ１１ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０３ ３８􀆰 ３±０􀆰 ４ ７９􀆰 ８

Ａ２Ｂ１ Ｂ１ ２􀆰 ７±０􀆰 ２ ２５􀆰 ３±０􀆰 ２ ９􀆰 ４

Ａ２Ｂ２ Ｂ２ ２４􀆰 ７±０􀆰 ３ ｎ.ａ.２) —

Ａ２Ｂ３ Ｂ３ １１９􀆰 ２±０􀆰 ３ ｎ􀆰 ａ.２) —

Ａ２Ｂ４ Ｂ４ ４５􀆰 ２±０􀆰 ３ ６９􀆰 ８±０􀆰 ２ １􀆰 ５

Ａ２Ｂ５ Ｂ５ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０２ ５０􀆰 ８±０􀆰 ２ ２２０􀆰 ９
Ａ２Ｂ６ Ｂ６ １３􀆰 ５±０􀆰 ２ ５􀆰 ９±０􀆰 １ ０􀆰 ４
Ａ２Ｂ７ Ｂ７ ２２􀆰 ６±０􀆰 ３ ９１􀆰 ３±０􀆰 ３ ４􀆰 ０
Ａ２Ｂ８ Ｂ８ ２６􀆰 ５±０􀆰 ２ ３１􀆰 ８±０􀆰 ４ １􀆰 ２
Ａ２Ｂ９ Ｂ９ １４􀆰 ６±０􀆰 ２ １３６􀆰 ３±０􀆰 ４ ９􀆰 ３
Ａ２Ｂ１０ Ｂ１０ ４􀆰 ８±０􀆰 ３ ７８􀆰 １±０􀆰 ２ １６􀆰 ３
Ａ２Ｂ１１ Ｂ１１ ｎ􀆰 ａ􀆰 ２) ｎ􀆰 ａ.２) —
Ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ — ０􀆰 ０１３±０􀆰 ００１ ２３􀆰 ４０２±０􀆰 ００３ １ ８００􀆰 １

　 　 注:１)ＩＣ５０值表示将酶活性降低 ５０％所需的抑制剂浓度ꎬ每
个实验平行进行 ３ 次ꎬ取平均值ꎬ数据表示为平均值±ＳＤ(ＳＤ ＝标

准偏差)ꎻ２)ｎ􀆰 ａ. ＝无活性ꎻ３)ＳＩ＝ ＩＣ５０[ＢＣｈＥ] / ＩＣ５０[ＡＣｈＥ]ꎮ

表 ２ 　 香豆素衍生物和对照品对 ＭＡＯ 的抑制活性注

Ｔａｂ.２　 Ｉｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｏｕｍａｒｉｎ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ａｎｄ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｏｎ ＭＡＯ

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ Ａｌｋｙｎｅ
ＭＡＯ￣Ａ１)

ＩＣ５０ / (μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)
ＭＡＯ￣Ｂ１)

ＩＣ５０ / (μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) ＳＩ２)

Ａ１Ｂ１ Ｂ１ １５􀆰 ４±０􀆰 ２ １２􀆰 ８±０􀆰 ２ １􀆰 ２

Ａ１Ｂ２ Ｂ２ ５９􀆰 ４±０􀆰 ３ １１􀆰 ３±０􀆰 ３ ５􀆰 ３

Ａ１Ｂ３ Ｂ３ ２２􀆰 ６±０􀆰 ２ １１􀆰 ２±０􀆰 ２ ２􀆰 ０

６１１



第 ４６ 卷第 ５ 期 贾朝等:点击化学制备 ＡＣｈＥ / ＭＡＯ￣Ｂ 双抑制剂及活性评价

续表

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ Ａｌｋｙｎｅ
ＭＡＯ￣Ａ１)

ＩＣ５０ / (μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)
ＭＡＯ￣Ｂ１)

ＩＣ５０ / (μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) ＳＩ２)

Ａ１Ｂ４ Ｂ４ ９３􀆰 ３±０􀆰 ２ １３􀆰 ６±０􀆰 １ ６􀆰 ９

Ａ１Ｂ５ Ｂ５ ７４􀆰 ４±０􀆰 ３ １４􀆰 ３±０􀆰 ２ ５􀆰 ２

Ａ１Ｂ６ Ｂ６ ２６􀆰 ５±０􀆰 ３ １２􀆰 ０±０􀆰 ４ ２􀆰 ２

Ａ１Ｂ７ Ｂ７ ３１􀆰 ８±０􀆰 ３ １２􀆰 ５±０􀆰 ３ ２􀆰 ５

Ａ１Ｂ８ Ｂ８ ６２􀆰 ６±０􀆰 ３ １１􀆰 ３±０􀆰 １ ５􀆰 ５

Ａ１Ｂ９ Ｂ９ １００􀆰 ９±０􀆰 ２ １０􀆰 ３±０􀆰 ３ ９􀆰 ８

Ａ１Ｂ１０ Ｂ１０ ４２􀆰 ７±０􀆰 ２ ５􀆰 ０±０􀆰 ２ ８􀆰 ５

Ａ１Ｂ１１ Ｂ１１ １４􀆰 ４±０􀆰 ２ １􀆰 ９±０􀆰 ３ ７􀆰 ６

Ａ２Ｂ１ Ｂ１ ２５􀆰 ３±０􀆰 ３ ３􀆰 ０±０􀆰 ３ ８􀆰 ４

Ａ２Ｂ２ Ｂ２ ２３􀆰 １±０􀆰 ４ ５􀆰 ３±０􀆰 ２ ４􀆰 ４

Ａ２Ｂ３ Ｂ３ ２６􀆰 ２±０􀆰 ３ ４􀆰 ３±０􀆰 １ ６􀆰 １

Ａ２Ｂ４ Ｂ４ ７４􀆰 ８±０􀆰 ２ ２􀆰 ４±０􀆰 ３ ３１􀆰 ２

Ａ２Ｂ５ Ｂ５ ６２􀆰 ６±０􀆰 ４ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０３ ２０１􀆰 ９

Ａ２Ｂ６ Ｂ６ ２６􀆰 ５±０􀆰 ３ ２􀆰 ３±０􀆰 ３ １１􀆰 ５

Ａ２Ｂ７ Ｂ７ ５０􀆰 ８±０􀆰 ２ ２􀆰 ０±０􀆰 ２ ２５􀆰 ４

Ａ２Ｂ８ Ｂ８ ４２􀆰 ７±０􀆰 ３ ２􀆰 ４±０􀆰 ２ １７􀆰 ８

Ａ２Ｂ９ Ｂ９ ５４􀆰 ４±０􀆰 ２ ３􀆰 １±０􀆰 １ １７􀆰 ５

Ａ２Ｂ１０ Ｂ１０ ２５􀆰 ８±０􀆰 ３ ６􀆰 ３±０􀆰 ４ ４􀆰 １

Ａ２Ｂ１１ Ｂ１１ １４􀆰 ４±０􀆰 ３ １３􀆰 ３±０􀆰 ３ １􀆰 １

Ｃｌｏｒｇｙｌｉｎｅ — ０􀆰 ００４±０􀆰 ００１ — —

Ｌ￣Ｄｅｐｒｅｎｙｌ — — ０􀆰 ０１３±０􀆰 ００４ —

　 　 注:１)ＩＣ５０值表示将酶活性降低 ５０％所需的抑制剂浓度ꎬ每
个实验平行进行 ３ 次ꎬ取平均值ꎬ数据表示为平均值±ＳＤ(ＳＤ ＝标

准偏差)ꎻ２)ＳＩ＝ ＩＣ５０[ＭＡＯ￣Ａ] / ＩＣ５０[ＭＡＯ￣Ｂ]ꎮ

Ｃ４ 位置为苯环(Ａ１Ｂ１)、带各种官能团苯环

(Ａ１Ｂ２￣９)或者吡啶基团(Ａ１Ｂ１０)等大基团的香

豆素衍生物的 ＡＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣Ｂ 抑制活性低于 Ｃ４
位置为胺基、甲基等小基团的香豆素衍生物

(Ａ１Ｂ１１)ꎮ 反之ꎬＣ７ 位置为苯环(Ａ２Ｂ１)、带各种

官能团苯环(Ａ２Ｂ２￣９)或者吡啶基团(Ａ２Ｂ１０)等

大基团的香豆素衍生物的 ＡＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣Ｂ 抑制

活性高于 Ｃ７ 位置为胺基、甲基等小基团的香豆

素衍生物(Ａ２Ｂ１１)ꎮ 因此ꎬ香豆素 Ｃ４ 位置为小

基团(如胺基)对 ＡＣｈＥ 和ＭＡＯ￣Ｂ 抑制活性有利ꎬ
而 Ｃ７ 位置为大基团(如苯环)对 ＡＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣Ｂ
抑制活性有利ꎮ

Ａ１Ｂ１~Ａ１Ｂ１１ 系列化合物对 ＡＣｈＥ 抑制活性

中ꎬ苯环上引入甲基、乙基等烷烃(Ａ１Ｂ２、Ａ１Ｂ３)
降低活性ꎬ引入氟(Ａ１Ｂ４)、羟基(Ａ１Ｂ５)提高活

性ꎮ 苯环上引入胺基显著提高活性ꎬ其中间位胺

基(Ａ１Ｂ７)的活性大于对位(Ａ１Ｂ６)和邻位胺基

(Ａ１Ｂ８)ꎮ 胺基(Ａ１Ｂ１１)和吡啶环(Ａ１Ｂ１０)替代

苯环(Ａ１Ｂ１)显著提高抑制活性ꎮ 其中 Ａ１Ｂ１１ 是

此系列中最佳的 ＡＣｈＥ 抑制剂ꎮ Ａ２Ｂ１~Ａ２Ｂ１１ 系

列化合物对 ＡＣｈＥ 抑制活性中ꎬ苯环上引入甲基、
乙基等烷烃(Ａ２Ｂ２ꎬＡ２Ｂ３) 和氟(Ａ２Ｂ４) 降低活

性ꎮ 苯环上引入羟基(Ａ２Ｂ５)极大地提高活性ꎬ
Ａ２Ｂ５ 是香豆素衍生物中最优秀的 ＡＣｈＥ 抑制剂ꎮ
苯环上引入胺基(Ａ２Ｂ６~Ａ２Ｂ８)和苄基(Ａ２Ｂ９)降
低活性ꎮ 胺基(Ａ２Ｂ１１)和吡啶环(Ａ２Ｂ１０)替代苯

环(Ａ２Ｂ１)降低活性ꎮ
Ａ１Ｂ１~ Ａ１Ｂ１１ 系列化合物对 ＭＡＯ￣Ｂ 抑制活

性中ꎬ苯环上引入甲基、 乙基等烷烃 ( Ａ１Ｂ２ꎬ
Ａ１Ｂ３)ꎬ 引 入 氟 ( Ａ１Ｂ４ )、 羟 基 ( Ａ１Ｂ５ )、 胺 基

(Ａ１Ｂ６~Ａ１Ｂ８)和苄基(Ａ１Ｂ９)对活性影响较小ꎮ
胺基 ( Ａ１Ｂ１１ ) 和 吡 啶 环 ( Ａ１Ｂ１０ ) 替 代 苯 环

(Ａ１Ｂ１)显著提高抑制活性ꎮ Ａ２Ｂ１ ~ Ａ２Ｂ１１ 系列

化合物对 ＭＡＯ￣Ｂ 抑制活性中ꎬ苯环上引入甲基、
乙基等烷烃(Ａ２Ｂ２ꎬＡ２Ｂ３) 和氟(Ａ２Ｂ４) 降低活

性ꎮ 苯环上引入羟基(Ａ２Ｂ５)极大地提高活性ꎬ
Ａ２Ｂ５ 是香豆素衍生物中最优秀的 ＭＡＯ￣Ｂ 抑制

剂ꎮ 苯环上引入胺基 ( Ａ２Ｂ６ ~ Ａ２Ｂ８) 和苄基

(Ａ２Ｂ９)对活性影响较小ꎮ 胺基(Ａ２Ｂ１１)和吡啶

环(Ａ２Ｂ１０)替代苯环(Ａ２Ｂ１)降低活性ꎮ
因此ꎬ Ａ２Ｂ５ 是香豆素衍生物中最理想的

ＡＣｈＥ( ＩＣ５０ ＝ (０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０２) μｍｏｌ / Ｌ) 和 ＭＡＯ￣Ｂ
(ＩＣ５０ ＝(０􀆰 ３１±０􀆰 ０３) μｍｏｌ / Ｌ)双抑制剂ꎮ
２􀆰 ３ 　 细胞毒性试验

研究了香豆素衍生物 ( Ａ１Ｂ１ ~ Ａ１Ｂ１１ 和

Ａ２Ｂ１~Ａ２Ｂ１１)对小鼠成纤维细胞株(Ｌ９２９)细胞

的细胞毒性ꎮ 实验结果表明ꎬ所有衍生物都显示

出较低的细胞毒性(ＩＣ５０>４００ μｍ)ꎮ 使用最理想

的 ＡＣｈＥ / ＭＡＯ￣Ｂ 双抑制剂 Ａ２Ｂ５ ( 浓度为 ５０
μｇ / ｍＬ)处理时ꎬ细胞存活力为 ８７􀆰 １％ꎮ 因此ꎬ所
有香豆素衍生物对 Ｌ９２９ 细胞都是无毒的ꎬ即使在

很高的浓度下也不会导致细胞死亡ꎮ
２􀆰 ４ 　 分子对接研究

为了进一步探索抑制剂与酶可能的结合模

式ꎬ使用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ 研究了 Ａ２Ｂ５ (本文最佳的

ＡＣｈＥ / ＭＡＯ￣Ｂ 双抑制剂)与 ＡＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣Ｂ 的

分子对接模型ꎮ 如图 ７ 所示ꎬＡ２Ｂ５ 的香豆素部分

占据 ＡＣｈＥ 的外周阴离子位点(ＰＡＳ)并与氨基酸

残基 ＴＲＰ ２８６ 建立“π￣π”相互作用(４􀆰 ４、４􀆰 ７ Å)ꎮ
中间连接的三氮唑环位于 ＡＣｈＥ 两个活性位点连

接的峡谷位置ꎬ并与氨基酸残基 ＰＨＥ３３８ 建立了

“π￣π”相互作用(４􀆰 ４ Å)ꎮ 说明三唑环不仅起到

连接构建基团的作用ꎬ而且促进抑制剂与酶的结

合ꎬ增强活性ꎮ 苯环部分占据 ＡＣｈＥ 底部的酯催
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化位点(ＣＡＳ)ꎬ与氨基酸残基 ＴＲＰ ８６ 建立了“π￣
π”相互作用(４􀆰 ９ Å)ꎮ 此外ꎬ苯环上羟基的氧原

子与氨基酸残基 ＧＬＵ２０２ 形成氢键(２􀆰 １ Å)ꎬ进一

步增强了对 ＣＡＳ 位点的结合能力ꎮ 所有这些结

果表明 Ａ２Ｂ５ 可以占据整个 ＡＣｈＥ 活性位点ꎬ并
且是 ＡＣｈＥ 的双结合位点抑制剂ꎮ

图 ７　 ａ.香豆素衍生物 Ａ２Ｂ５ 与 ＡＣｈＥ 的 ３Ｄ 对接模型

(Ａ２Ｂ５ 显示为棒状ꎬ酶的蛋白质残基显示为线状ꎻ原
子颜色:灰色为碳原子ꎬ蓝色为氮原子、红色为氧原子、
白色为氢原子ꎮ 虚线表示蛋白质和配体之间的氢

键)ꎻｂ.香豆素衍生物 Ａ２Ｂ５ 与 ＡＣｈＥ 对接模型的 ２Ｄ 示

意图(氨基酸残基为球状ꎬ橙色实线为“π￣π”相互作

用ꎬ虚线表示蛋白质和配体之间的氢键ꎬ数值表示

　 　 　 距离)
Ｆｉｇ.７　 ａ.３Ｄ ｄｏｃｋｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｏｕｍａｒｉｎ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ Ａ２Ｂ５
ｗｉｔｈ ＡＣｈＥ ( Ａ２Ｂ５ ｉｓ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ａｓ ｒｏｄ￣ｓｈａｐｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｒｅ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ａｓ ｌｉｎｅａｒꎻ
Ａｔｏｍｉｃ ｃｏｌｏｒｓ: Ｇｒａｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｃａｒｂｏｎ ａｔｏｍｓꎬ ｂｌｕｅ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｔｏｍｓꎬ ｒｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｏｘｙｇｅｎ ａｔｏｍｓꎬ
ａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ａｔｏｍｓ. Ｔｈｅ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ
ｌｉｇａｎｄｓ)ꎻｂ. ２Ｄ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｃｋｉｎｇ ｍｏｄｅｌ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｕｍａｒｉｎ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ Ａ２Ｂ５ ａｎｄ ＡＣｈＥ(Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｓｐｈｅｒｉｃａｌꎬ ｗｉｔｈ ｏｒａｎｇｅ ｓｏｌｉｄ ｌｉｎｅｓ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ π￣π ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓꎬ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ
ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｌｉｇａｎｄｓꎬａｎｄ ｎｕｍｅｒｉｃａｌ
　 　 　 ｖａｌｕｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ)

图 ８ 显示了 Ａ２Ｂ５ 与 ＭＡＯ￣Ｂ 的分子对接模

型ꎮ Ａ２Ｂ５ 的香豆素部分占据了由氨基酸残基

ＰＲＯ１０２、 ＰＨＥ１０３、 ＰＲＯ１０４、 ＴＲＰ１１９ 和 ＰＨＥ１６８
组成的 ＭＡＯ￣Ｂ 的入口空腔(Ｅｎｔｒａｎｃｅ Ｃａｖｉｔｙ)ꎬ中

间连接的三氮唑环位于 ＭＡＯ￣Ｂ 两个活性空腔连

接的峡谷位置ꎬ并与氨基酸残基 ＴＲＰ３９８ 建立了

“π￣π”相互作用(５􀆰 ７ Å)ꎮ Ａ２Ｂ５ 中间连接的碳

链靠近 ＩＬＥ１９９ 的一侧ꎬ横穿 ＭＡＯ￣Ｂ 两个活性空

腔连接的狭窄通道ꎮ 苯环部分占据 ＭＡＯ￣Ｂ 的底

物空腔 ( Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ Ｃａｖｉｔｙ)ꎬ嵌入到由辅酶 ＦＡＤ、
ＴＹＲ３９８ 和 ＴＹＲ４３５ 组成的“芳香笼”中(３􀆰 ９ Å)ꎮ
由 ＦＡＤ、Ｔｙｒ４０７ 和 ＭＡＯ￣Ａ 和 ＦＡＤ 中的 Ｔｙｒ４４４ꎬ
ＭＡＯ￣Ｂ 中的 Ｔｙｒ３３５ 和 Ｔｙｒ３９８ꎮ 此外ꎬ苯环上羟

基的氧原子与氨基酸残基 ＧＬＹ４３４ 形成氢键

图 ８　 ａ.香豆素衍生物 Ａ２Ｂ５ 与 ＭＡＯ￣Ｂ 的 ３Ｄ 对接模

型(Ａ２Ｂ５ 显示为棒状ꎬ酶的蛋白质残基显示为线状ꎬ
ＦＡＤ 显示为黄色棒状ꎻ原子颜色:灰色为碳原子ꎬ蓝色

为氮原子、红色为氧原子、白色为氢原子ꎮ 虚线表示蛋

白质和配体之间的氢键)ꎻｂ.香豆素衍生物 Ａ２Ｂ５ 与

ＭＡＯ￣Ｂ 对接模型的 ２Ｄ 示意图(氨基酸残基为球状ꎬ橙
色实线为“π￣π”相互作用ꎬ虚线表示蛋白质和配体之

　 　 　 间的氢键ꎬ数值表示距离)
Ｆｉｇ.８　 ａ.３Ｄ ｄｏｃｋｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｏｕｍａｒｉｎ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ Ａ２Ｂ５
ｗｉｔｈ ＭＡＯ￣Ｂ(Ａ２Ｂ５ ｉｓ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ａｓ ｒｏｄ ｓｈａｐｅｄꎬｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｒｅ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ａｓ ｌｉｎｅａｒꎬａｎｄ ＦＡＤ ｉｓ
ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ａｓ ｙｅｌｌｏｗ ｒｏｄ ｓｈａｐｅｄꎻ Ａｔｏｍｉｃ ｃｏｌｏｒｓ: Ｇｒａｙ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｃａｒｂｏｎ ａｔｏｍｓꎬｂｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｔｏｍｓꎬ
ｒｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｏｘｙｇｅｎ ａｔｏｍｓꎬ ａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ
ｈｙｄｒｏｇｅｎ ａｔｏｍｓ. Ｔｈｅ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｂｏｎｄｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｌｉｇａｎｄｓ)ꎻ ｂ. ２Ｄ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ
ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｃｋｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｕｍａｒｉｎ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ
Ａ２Ｂ５ ａｎｄ ＭＡＯ￣Ｂ(Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｓｐｈｅｒｉｃａｌꎬ
ｗｉｔｈ ｏｒａｎｇｅ ｓｏｌｉｄ ｌｉｎｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ π￣π ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓꎬ
ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ａｎｄ ｌｉｇａｎｄｓꎬａｎｄ ｎｕｍｅｒｉｃａｌ ｖａｌｕｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ)
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(２􀆰 ４ Å)ꎬ进一步增强了对底物空腔的结合能力ꎮ
综上所述ꎬ所有对接结果与抑制活性实验数据一

致ꎬ进一步解释了 Ａ２Ｂ５ 是 ＡＣｈＥ / ＭＡＯ￣Ｂ 最佳的

双抑制活性ꎮ

３　 结论

以香豆素为起点ꎬ在其 Ｃ４ 和 Ｃ７ 位置进行结

构修饰ꎬ通过点击化学策略构建了 ２２ 个香豆素衍

生物ꎬ产率大于 ９０％ꎮ 检测香豆素衍生物对 ＣｈＥ
和 ＭＡＯ 双抑制活性ꎮ 其中大多数化合物在微摩

尔范围内表现出良好的 ＡＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣Ｂ 双抑制

活性ꎮ 尤 其 是 一 种 名 为 Ａ２Ｂ５ 的 化 合 物ꎬ 对

ＡＣｈＥ、ＭＡＯ￣Ｂ 的 ＩＣ５０ 值分别为 ( ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０２)、
(０􀆰 ３１± ０􀆰 ０３) μｍｏｌ / Ｌꎬ是最佳的 ＡＣｈＥ / ＭＡＯ￣Ｂ
双抑制剂ꎮ 细胞毒性实验表明所有香豆素衍生物

对 Ｌ９２９ 细胞都是无毒的ꎬ具有良好的生物相容

性ꎮ 构效关系分析显示香豆素基团是一类有效的

ＡＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣Ｂ 双抑制活性基团ꎬＣ４ 位置容纳小

基团ꎬＣ７ 位置容纳大基团ꎮ 苯环的存在能够增强

抑制活性ꎬ其羟基取代基能进一步增强抑制活性ꎮ
分子对接研究发现 Ａ２Ｂ５ 的苯基部分结合到

ＡＣｈＥ 的 ＣＡＳ 位点ꎬ香豆素结合到 ＰＡＳ 位点ꎬ三
氮唑环占据两个活性位点的中间峡谷ꎮ Ａ２Ｂ５ 的

香豆素部分结合到 ＭＡＯ￣Ｂ 的入口空腔ꎬ苯基部分

结合到底物空腔ꎬ并嵌入到 Ｔｙｒ４３５、 Ｔｙｒ３９８ 和

ＦＡＤ 形成的“芳香笼”ꎮ 此外ꎬＡ２Ｂ５ 与氨基酸残

基之间的 π￣π 相互作用和氢键进一步增强了活

性ꎮ 总之ꎬ香豆素 Ｃ７ 位置取代衍生物可以被开

发为 ＡＣｈＥ 和 ＭＡＯ￣Ｂ 双抑制剂ꎬ为进一步开发抗

ＡＤ 的双靶点药物提供一个新的起点ꎮ
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