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種吨酮并吡啶季铵盐的合成及其生物活性
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摘　要　以邻碘苯甲酸和８羟基喹啉为原料，通过Ｕｌｌｍａｎｎ反应合成了種吨酮并吡啶（２），再将其进行季铵化
反应合成了它的甲基及乙基季铵盐化合物３ａ和３ｂ，用ＩＲ、ＮＭＲ、ＭＳ及元素分析等测试技术对其结构进行了
表征。运用四甲基偶氮唑盐微量酸反应比色法（ＭＴＴ法）测得化合物３ａ和３ｂ对体外培养人卵巢癌（Ａ２７８０）、
宫颈癌（Ｈｅｌａ）、肺癌（ＳＰＣＡ）和口腔上皮癌（ＫＢ）细胞的抑制作用均优于阳性对照药５氟尿嘧啶（５Ｆｕ）。溴
乙锭置换荧光探针法测得化合物３ａ和３ｂ与小牛胸腺 ＤＮＡ（ＣＴＤＮＡ）的表观结合常数分别为３９１×１０５和
２７２×１０５Ｌ／ｍｏｌ，揭示目标化合物的抗癌活性可能与其跟ＤＮＡ的相互作用有关。化合物３ａ和３ｂ对乙酰胆碱
酯酶（ＡＣｈＥ）和丁酰胆碱酯酶（ＢｕＣｈＥ）均具有良好的选择性抑制活性，ＩＣ５０值达 μｍｏｌ／Ｌ以下，与阳性对照药
氢溴酸加兰他敏（Ｇａｌａｎｔａｍｉｎｅ·ＨＢｒ）近似，它们对ＡＣｈＥ的抑制作用为非竞争性抑制。
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種吨酮（二苯并γ吡喃酮）是多种科属药用植物主要活性成分的基本分子骨架［１］。其衍生物具有

抗肿瘤、抑制胆碱酯酶等多种药理活性，对这类化合物的提取分离、合成及药理活性研究已引起关

注［２～４］。因为喹啉环是许多临床药物的活性结构［５］。小分子化合物经喹啉基修饰后，明显改善了药理

活性，其修饰后的化合物具有新月形的刚性共轭结构，其衍生物可能具有良好的抗癌活性［６］。

本文以種吨酮为先导化合物，设计合成了種吨酮并吡啶２的２种季铵盐化合物３。化合物３分子中
同时包含喹啉环和種吨酮，是具有新月形平面刚性结构的季铵盐，可期望提高其与带负电荷的 ＤＮＡ磷
酸骨架的静电相互作用，并改善其在生物体系中的油水分配而提高生物利用度。用四甲基偶氮唑盐微
量酸反应比色法（ＭＴＴ法）初步测试了２种化合物对Ａ２７８０、Ｈｅｌａ、ＳＰＣＡ和ＫＢ等４种体外培养癌细胞
株的抑制活性，并用溴乙锭（ＥＢ）置换荧光探针法测定了其与小牛胸腺 ＤＮＡ的表观结合常数 Ｋａｐｐ，考察
了它们对ＡＣｈＥ和ＢｕＣｈＥ的抑制作用。合成路线见Ｓｃｈｅｍｅ１。
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１　实验部分
１．１　试剂和仪器

乙酰胆碱酯酶（ＡＣｈＥ，从电鳗中提取）、硫代乙酰胆碱、丁酰胆碱酯酶（ＢｕＣｈＥ，从马血清中提取）、
硫代丁酰胆碱、５，５二硫代双（２硝基苯甲酸）、噻唑兰（ＭＴＴ）、小牛胸腺 ＤＮＡ（ＣＴＤＮＡ）、溴乙锭（ＥＢ），
氢溴酸加兰他敏等均购自Ｓｉｇｍａ公司。除Ｋ２ＣＯ３使用前在２００℃烘箱中烘２ｈ外，其余试剂直接使用。
生物测试实验用水为去离子水。

ＷＲＳ１Ａ型数字熔点仪（上海精密科学仪器有限公司），温度计未校正；ＡＶＡＮＣＥＡＶ５００ＭＨｚ型超
导核磁共振仪（瑞士 Ｂｒｕｋｅｒ公司）；Ｅ．Ｆ．Ｐ．３６０ＦＩＩＲ型傅里叶红外分光光度计（美国 Ｎｉｃｏｌｅｔ公司）；
ＥＳＱＵＩＲＥＨＴＣ型离子阱质谱仪（德国布鲁克道尔顿公司）；ＴＵ１９０１型双光束紫外可见分光光度计（北
京普析通用仪器有限责任公司）；ＲＦ５３０１ＰＣ型荧光光度计（日本岛津公司）；ＰＢ１０型ｐＨ计（德国 Ｓａｒ
ｔｏｒｉｕｓ公司）；Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒ５５０型酶标仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；ＭｉｃｒｏｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒＥＬＸ８０８ＴＭ型酶标仪
（美国ＢｉｏＴｅｋ公司）。
１．２　化合物１的合成

向２５ｍＬ圆底烧瓶中加入１２４ｇ（５ｍｍｏｌ）邻碘苯甲酸，５ｍＬ正戊醇，搅拌至邻碘苯甲酸完全溶解，
加入１３８ｇ（１０ｍｍｏｌ）无水Ｋ２ＣＯ３，有大量白色不溶物析出并且伴随有气泡产生。在剧烈搅拌下，依次
加入０７２６ｇ（５ｍｍｏｌ）８羟基喹啉，００６３５ｇ（１ｍｍｏｌ）铜粉和０１９０ｇ（１ｍｍｏｌ）碘化亚铜，１６０℃搅拌回
流２５ｈ（ＴＬＣ跟踪反应进程）。将反应液倒入２００ｍＬ热水中，趁热抽滤，得深黄色固体及浅绿色母液。
母液冷却至室温，分层，油层用１５ｍＬ饱和Ｋ２ＣＯ３水溶液洗涤３次。洗液与水层合并，用稀盐酸调ｐＨ值
至１～２，析出大量沉淀，静置过夜，抽滤，用甲醇重结晶，得０５１ｇ黄色块状晶体
１．３　化合物２的合成

向圆底烧瓶中加入３５ｇ多聚磷酸（ＰＰＡ），油浴加热至７５℃，在搅拌下加入０５０ｇ化合物１，升温
至１４０℃反应２ｈ（ＴＣＬ跟踪反应进程）。趁热将反应混合物倒入２００ｍＬ冰水中，用浓氨水调 ｐＨ值至
７～８，析出大量白色絮状沉淀。冷却，抽滤，烘干。用甲醇重结晶２次，得浅黄色针状晶体０３９ｇ，产率
８３５％，熔点２２０～２２１℃（文献值［７］：２２１～２２２℃），１ＨＮＭＲ数据与文献［７］一致。

１．４　化合物３ａ和３ｂ的合成
向２５ｍＬ圆底烧瓶中加入０２ｇ化合物２，加１０ｍＬＣＨＣｌ３将其完全溶解，再加入１ｍＬＣＨ３Ｉ或

Ｃ２Ｈ５Ｉ。室温搅拌１～３ｄ后有固体析出，抽滤，ＣＨＣｌ３洗涤（１０ｍＬ×３），干燥得化合物３ａ或３ｂ。
１．５　ＭＴＴ法测试化合物的抗癌活性

采用噻唑盐还原法［８］（ＭＴＴ法）测试目标化合物对人卵巢癌（Ａ２７８０）、宫颈癌（Ｈｅｌａ）、肺癌（ＳＰＣ
Ａ）和口腔上皮癌（ＫＢ）４种体外培养癌细胞株的凋亡作用。取对数生长期细胞，接种于９６孔板中，约
５×１０４个／孔，置于３７℃，体积分数为５％ＣＯ２培养箱内，培养２４ｈ后分别加入不同浓度的目标化合物和
阳性对照品５氟尿嘧啶（５Ｆｕ），设５个平行孔和空白对照孔，继续培养７２ｈ后，测定其吸光度（ＯＤ），计
算ＯＤ产物／ＯＤ空白对照 ×１００％＝５０％时的化合物浓度ＩＣ５０值，结果见表１。
１．６　溴乙锭置换法测定化合物与ＤＮＡ的表观结合常数

称取一定量的ＣＴＤＮＡ用缓冲液稀释（００１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７０的磷酸盐ＥＤＴＡ缓冲液），于４℃下透
析４８ｈ，稀释１００倍，测量在２６０和２８０ｎｍ处的紫外吸收。验证结果显示，Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ＞１８，表明基本
上不含蛋白。然后根据２６０ｎｍ处吸光度除以吸光系数６６００Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ）求ＣＴＤＮＡ浓度。

固定荧光分光光度计的激发波长为５４６ｎｍ，向３ｍＬ的样品池中加入２５ｍＬ溴乙锭ＣＴＤＮＡ被滴
定液，用微量进样器加入一定体积浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ的化合物溶液到样品池中（化合物溶液预先加入
一定量的ＣＴＤＮＡ，使化合物溶液中的ＣＴＤＮＡ浓度与被滴定液的ＣＴＤＮＡ浓度相同），观察５９５ｎｍ处
荧光强度的变化；继续滴加化合物，使样品池中化合物的浓度逐步变大，直到荧光强度为未加化合物时

的荧光强度一半时，停止滴加。

Ｋａｐｐ＝（１２６／ｃ５０）×１０
７式中，１２６为溴乙锭在溴乙锭ＣＴＤＮＡ复合物中的浓度（μｍｏｌ／Ｌ），ｃ５０为使
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溴乙锭的荧光强度降低５０％时的化合物浓度，１０７为溴乙锭在复合物中的常数［９］。

１．７　化合物３ａ和３ｂ对胆碱酯酶的抑制活性测试
采用改进的Ｅｌｌｍａｎ法［１０］测试化合物对酶的抑制活性，以硫代乙酰胆碱为底物，５，５二硫代双（２硝

基苯甲酸）为显色剂，在９６孔板中测定样品对ＡＣｈＥ或ＢｕＣｈＥ的抑制活性。
１．７．１　乙酰胆碱酯酶的抑制活性分析方法　向９６孔板中加入６μＬ质量浓度为４ｇ／Ｌ的５，５二硫代
双（２硝基苯甲酸）溶液，再分别加入１５μＬ不同浓度的样品溶液，再加入０１ｍｏｌ／ＬｐＨ＝８０磷酸盐缓
冲溶液至１３９μＬ，然后加入５μＬ质量浓度为０１ｇ／Ｌ的ＡＣｈＥ溶液，在３７℃的酶标仪中保温１２ｍｉｎ，
立即加入６μＬ质量浓度为２ｇ／Ｌ硫代乙酰胆碱溶液，摇匀，立即测λ＝４０５ｎｍ处的吸光度（Ａｎ）。参比液
为０１ｍｏｌ／ＬｐＨ＝８０磷酸盐缓冲溶液。计算相对不加样品溶液酶活力（％）：

相对酶活力（％）＝（Ａｎ／Ａｃｏｎｔｒｏｌ）×１００％
并以相对活力对抑制剂浓度作图，绘制抑制曲线求得各种化合物抑制酶活力５０％时的浓度ＩＣ５０值。
１．７．２　乙酰胆碱酯酶的抑制动力学分析方法　向９６孔板中分别加入６μＬ质量浓度为４ｇ／Ｌ的５，５
二硫代双（２硝基苯甲酸）溶液，１１８μＬ浓度为０１ｍｏｌ／ＬｐＨ＝８０磷酸盐缓冲液（保证最终测试溶液
的体积为１５０μＬ），１５μＬ的一定浓度的化合物溶液，再加入５μＬ质量浓度为０１ｇ／Ｌ的ＡＣｈＥ溶液，并
在３７℃酶标仪中保温１５ｍｉｎ，立刻加入６μＬ不同浓度的硫代乙酰胆碱溶液，摇匀，立即测 λ＝４０５ｎｍ
处的时间扫描曲线。曲线的斜率即为反应的初速度［ｖ］，然后以１／［ｖ］对１／［ＡＣｈ］作图，以不加抑制剂
的测试曲线作为控制线。

以硫代丁酰胆碱为底物，采用同样方法可测得对ＢｕＣｈＥ的抑制作用。

２　结果与讨论
２．１　化合物的表征

化合物１：黄色晶体，产率 ３８５％，ｍｐ１６９～１７２℃；Ｃ１６Ｈ１１ＮＯ３元素分析（计算值）／％：Ｃ７２４０
（７２４５），Ｈ４１０（４１８），Ｎ５３１（５２８）；１ＨＮＭＲ，δ：ＣＤＣｌ３，８７７（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１０，３８Ｈｚ，Ｈ２），８３６
（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１０，８３Ｈｚ，Ｈ８），７８９（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１４，７７Ｈｚ，Ｈ４），７８２～７８３（２Ｈ，ｍ，Ｈ１１ａｎｄＨ７），
７７１（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝７９Ｈｚ，Ｈ１０），７５４（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝４４，８３Ｈｚ，Ｈ３），７２７～７３５（１Ｈ，ｍ，Ｈ６），７１５（１Ｈ，
ｔ，Ｊ＝７５Ｈｚ，Ｈ９），６９５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８３Ｈｚ，Ｈ５）；１３ＣＮＭＲ，δ：１６８２，１５６４，１５０９，１４９２，１４０４，１３８０，
１３２３，１３１９，１３０２，１２７１，１２５３，１２４８，１２３８，１２３７，１２２２，１１７１；ＩＲ（ＫＢｒ），σ／ｃｍ!

１：３４１７，３０６４，
１７１４，１６０２，１５７４，１４９９，１４４８，１２４５，１２００，７６２，６９８；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：２６６１５［Ｍ＋Ｈ］。

化合物３ａ：黄色固体，产率７３０％，ｍｐ２２４～２２５℃；Ｃ１７Ｈ１２ＮＯ２Ｉ元素分析（计算值）／％：Ｃ５２６１
（５２４６），Ｈ３２０（３１１），Ｎ３４８（３６０）；１ＨＮＭＲ，δ：ＤＭＳＯｄ６，９６５（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝５７Ｈｚ，Ｈ２），９４２（ｄ，
１Ｈ，Ｊ＝８３Ｈｚ，Ｈ４），８６３（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝８６Ｈｚ，Ｈ６），８４３（ｄｄ，１Ｈ，Ｊ＝５７，７９Ｈｚ，Ｈ３），８３８（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝
８６Ｈｚ，Ｈ５），８３３（ｄｄ，１Ｈ，Ｊ＝１１，７９Ｈｚ，Ｈ８），８１５（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝８４Ｈｚ，Ｈ１１），８０９（ｔｄ，１Ｈ，Ｊ＝１４，
８４Ｈｚ，Ｈ１０），７６９（ｔ，１Ｈ，Ｊ＝７６Ｈｚ，Ｈ９），５２０（ｓ，３Ｈ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ，δ：１７５５，１５５３，１５３８，１４８７，
１４７８，１３６９，１３４３，１３１３，１２６７，１２６３，１２６０，１２５７，１２５５，１２３８，１２１５，１１９６，５３１；ＩＲ（ＫＢｒ），
σ／ｃｍ－１：３０２９，１６５９，１６２９，１６０８，１５２７，１４８３，１４６８，１３８８，１２３０，７５５，６９５；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：２６１９３［Ｍ－Ｉ］。

化合物３ｂ：黄色固体，产率６４６％，ｍｐ２２５～２２６℃；Ｃ１８Ｈ１４ＮＯ２Ｉ元素分析（计算值）／％：Ｃ５３４５
（５３６２），Ｈ３３８（３５０），Ｎ３６１（３４７）；１ＨＮＭＲ，δ：ＤＭＳＯｄ６，９７４（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝５６Ｈｚ，Ｈ２），９４５（ｄ，
１Ｈ，Ｊ＝７７Ｈｚ，Ｈ４），８６６（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝８６Ｈｚ，Ｈ６），８４６（ｄｄ，１Ｈ，Ｊ＝５６，８０Ｈｚ，Ｈ３），８４０（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝
８６Ｈｚ，Ｈ５），８３４（ｄｄ，１Ｈ，Ｊ＝１２，８０Ｈｚ，Ｈ８），８０５～８１１（ｍ，２Ｈ，Ｈ１０ａｎｄＨ１１），７７０（ｔｄ，１Ｈ，Ｊ＝
１０，７８Ｈｚ，Ｈ９），５５９（ｑ，２Ｈ，Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ２），１８９（ｔ，３Ｈ，Ｊ＝７１Ｈｚ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ，δ：１７５０，
１５４７，１５２９，１４７５，１４７３，１３６４，１３４２，１２９６，１２６１，１２５７，１２５５，１２５４，１２５３，１２３５，１２１１，
１１８７，５９８，１７０；ＩＲ（ＫＢｒ），σ／ｃｍ－１：３０３３，２９２６，１６６３，１６２８，１６０６，１５２５，１４９５，１４６８，１３９６，１２２５，７５６，
６９６；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ：２７５９０［Ｍ－Ｉ］。
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２．２　合成条件对产率的影响
利用Ｓｋｒａｕｐ法合成，从４氨基種吨酮出发合成種吨酮并吡啶已有文献［７］报道，但４氨基種吨酮是

由多步反应合成而得且产率很低［１１］。从邻碘苯甲酸（如用邻氯苯甲酸则反应温度相对较高）和８羟基
喹啉出发，利用Ｕｌｌｍａｎｎ反应合成化合物１，再利用多聚磷酸（ＰＰＡ）脱水关环得到種吨酮并吡啶（２），将
化合物２溶于氯仿，在室温下与碘代烷反应，由于生成的季铵盐不溶于氯仿而沉淀出来，过滤、洗涤即可
得目标化合物３。合成方法简单，原料易得。

化合物１是合成目标化合物３的关键中间体，碱的用量、催化剂、溶剂及后处理方法等对产率均有
影响。碱的用量至少是邻碘苯甲酸的２倍，确保８羟基喹啉上的酚羟基成为氧负离子，从而有利于其对
碘元素的亲核取代；铜粉必须是多孔性的新制铜粉（市售铜粉的催化活性很低），助催化剂 ＣｕＩ可以提
高反应的产率。反应溶剂对产率有很大影响，用ＤＭＦ和１，４二氧六环为反应溶剂的产率均不高。反应
必须在无水条件下进行，所有试剂和原料均要干燥；另外，在反应的后处理过程中，溶液的ｐＨ值也是关
键的因素，ｐＨ值太低则吡啶环容易成盐而残留于滤液中造成产率低；ｐＨ值太高产物很可能以钾盐的形
式存在，造成沉淀不完全而影响产率。

２．３　化合物３ａ和３ｂ的抗癌活性
化合物３ａ和３ｂ对４种癌细胞的体外抗癌结果如表１所示。从表１可以看出，化合物３ａ、３ｂ抑制体

外培养４种癌细胞增殖的能力均优于阳性对照药５Ｆｕ，而化合物３ａ的抑制活性又高于化合物３ｂ。

表１　化合物３ａ，３ｂ对癌细胞的抑制活性
Ｔａｂｌｅ１　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ３ａａｎｄ３ｂａｇａｉｎｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

Ｃｏｍｐｄ．
ＩＣ５０／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ａ２７８０ Ｈｅｌａ ＳＰＣＡ ＫＢ
３ａ ５５．０ ６２．３ ２０．３ ８４．０
３ｂ ７９．８ ７１．５ ９４．３ ８７．８
５Ｆｕ ９４．２ ８５．８ ９７．４ ９６．７

　　为了进一步探讨其机理，通过溴乙锭（ＥＢ）置换荧光法测定了化合物３ａ、３ｂ与ＣＴＤＮＡ的表观结合
常数Ｋａｐｐ分别为３９１×１０

５和２７２×１０５Ｌ／ｍｏｌ。前者的结合常数比后者稍大，可能与化合物３ｂ为乙基
季铵盐空间位阻大有关，表明了它们的抗癌活性可能与其对癌细胞ＤＮＡ的相互作用有关。
２．４　化合物３ａ、３ｂ对胆碱酯酶的抑制作用

图１　化合物３ｂ对ＡｃｈＥ的抑制动力学曲线
Ｆｉｇ．１　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆＡｃｈＥｂｙｃｏｍｐｏｕｎｄ３ｂ
ｃ（ｃｏｍｐｏｕｎｄ３ｂ）／（μｍｏｌ·Ｌ－１）：ａ．０；ｂ．０．２；ｃ．０．４；ｄ．０．８

化合物３ａ和３ｂ对ＡＣｈＥ和ＢｕＣｈＥ的抑制活性如表２所示。从表中可以看出，化合物３ａ和３ｂ对
ＡＣｈＥ和ＢｕＣｈＥ均有很好的抑制作用，并且２个化合物对ＡＣｈＥ的抑制活性基本相同，ＩＣ５０值在μｍｏｌ／Ｌ
以下，与阳性对照药 Ｇａｌａｎｔａｍｉｎｅ·ＨＢｒ相当，化合物３ｂ则对 ＢｕＣｈＥ和 ＡＣｈＥ的抑制选择性优于化合
物３ａ。

表２　化合物３ａ、３ｂ对ＡＣｈＥ和ＢｕＣｈＥ的抑制活性

Ｔａｂｌｅ２　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ３ａａｎｄ３ｂ

ａｇａｉｎｓｔＡＣｈＥａｎｄＢｕＣｈＥ

Ｃｏｍｐｄ．
ＩＣ５０／（μｍｏｌ·Ｌ－１） ＩＣ５０ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ
ＡＣｈＥ ＢｕＣｈＥ ＢｕＣｈＥ／ＡＣｈＥ

３ａ ０．７０４ ９．７８ １３．８９
３ｂ ０．７３１ ３６．４９ ４９．９２

Ｇａｌａｎｔａｍｉｎｅ·ＨＢｒ ０．５３ １４．３１ ２７

　　化合物３ｂ对 ＡＣｈＥ的抑制动力学曲线如图１
所示。从图中可以看出，不同浓度３ｂ对 ＡＣｈＥ的抑
制动力学曲线均相交于横轴。化合物３ａ的动力学
曲线与化合物３ｂ的类似。表明２种化合物对ＡＣｈＥ
的抑制作用均为非竞争性抑制，可能是通过作用于
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ＡＣｈＥ的外周阴离子结合位点（ＰＡＳ）而起作用。因而，可能抑制体内 β淀粉样蛋白（Ａβ）的沉积而预示
其对老年痴呆症（ＡＤ）的治疗潜力［１２］。
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