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� � [摘要 ] � 目的 � 基于人精子顶体酶活性位点的三维结构设计并合成新型 3�取代喹唑啉酮类化合物。方法 � 计算机模拟

设计及化学合成。结果 � 设计并合成了 7个 3�取代喹唑啉酮类先导物, 进行了抑酶活性测试。结论 � 所有合成的化合物具有

较好的抑酶活性, 其中化合物 3 g是对照物 N��对甲苯磺酰�L�赖氨酸氯甲基酮 ( TLCK )的 229倍。
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[ Abstract] � Objective� Novel 3�substituted quinazo linon com pounds w ere designed and synthesised on the base of the activ e

site of human acro sin. M ethods� The compounds w ere designed by com puter and chem ically synthesised. Resu lts� Seven 3�substitu�

ted qu inazo linon com poundsw ere designed and synthesised, subsequently carr ied out in vitro anti�acrosin test. Conclu sion� The resu lts

o f anti�acrosin tese in vitro exhibited that a ll the compounds showed potent anti�acro sin ac tiv ities. P articular ly, compounds 3 g dis�

p layed much stronge r anti�acros in activ ities( 229 tim es) than tha t of TLCK.
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� � 精子顶体酶位于精子顶体内层浆膜上, 属膜结

合性酶,是一种类似于胰蛋白酶样的丝氨酸蛋白水

解酶, 以酶原形式储存在顶体内。顶体反应发生后,

顶体酶原自动激活成 ��顶体酶 ( ��acrosin )。 ��顶
体酶是一种多功能的蛋白质,它可以分散顶体基质,

也能作为次级配位分子维持精子结合在卵子透明带

( ZP)上进行顶体反应
[ 3]
。顶体酶释放后能将卵细

胞的透明带水解出一条通道,便于精子穿过透明带

与卵细胞融合。抑制顶体酶的活性便可以阻止受

精,从而避孕
[ 1~ 4]
。因此人精子顶体酶成为了公认

的避孕药物新作用靶点之一
[ 5]
。

吕加国等
[ 6]
构建了人精子顶体酶活性位点的

三维结构并分析了活性位点重要氨基酸残基性质。

人精子顶体酶活性位点大体分为三个区域: P1, P2,

G。 P1区口袋深但开口小, 是配体结合最重要的极

性区域; P2区口袋浅但开口较大; G槽是腔右侧一

个狭长的浅凹槽。P1含有 T216、C217、Q218、S221、

W243等残基; P2中有 R252、R199、Y196、G198等关

键残基;而 G槽分布有 E120、H 69、W 243等 (图 1)。

基于上述关键残基的分布、活性腔极性与立体结构

大小,本研究设计了喹唑啉酮类先导化合物。

图 1� 人精子顶体酶活性腔关键残基

我们在喹唑啉酮母核的 3位分别引入长链和短

链的取代基团,同时根据 P1腔关键残基的分布, 引

入含多个 N原子的基团与残基作用, 兼顾合成的可

能性,采用氨基作为连接子, 设计并合成了喹唑啉酮

类新型人精子顶体酶抑制剂。合成路线见图 2。
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图 2� 化合物 3a~ 3g的制备

1� 材料与方法

1. 1� 化合物的设计
1. 1. 1� 材料与方法 � 本实验采用的人精子顶体酶

三维分子模型及活性腔性质取自我们前期研究,分

子 模 拟 采 用 InsightII 和 SYBYL 软 件 包,

AutoDock3�05完成; 所有计算机工作都在 SG I服务

器 ( O rig in300)上完成。所有参数除特别指明外均

为默认值。

1. 1. 2� 化合物设计 � 在 Syby l6. 9中构建抑制剂分

子结构,进行分子力学优化和模拟退火计算,选取代

表性低能构象用于进一步的分子对接研究。分子对

接采用 AutoDock3. 05。对接过程采用 Lamarck ian遗

传算法,将局部能量搜索与遗传算法相结合,以半经

验势函数作为能量打分函数,对小分子构象和位置

进行全局搜索。每个分子根据柔性键的多少进行

30~ 50次独立的对接计算, 对结果进行成簇分析,

最后依据结合自由能和成簇分析的情况来选取合理

的结合模式。

1. 2� 化学合成

1. 2. 1� 仪器及试剂 � 熔点采用天津市分析仪器厂

RY�2熔点仪测定 (温度计未经校正 ) ; 核磁共振氢

谱采用 BrukerAC�300P型仪器测定 (溶剂为 D l�DM �
SO、CDC l3, 300 MH z)。MS ( ES I)采用 DECA XP�
MAX LCQ型质谱仪; 其它所有试剂均为市售分析纯

(使用前未纯化 )。硅胶薄层板使用烟台海洋化工

厂的产品。

1. 2. 2� 2�乙基 6�甲基苯并噁嗪�4�酮 (化合物 2)的制

备 � 取 2�氨基�6甲基苯甲酸 ( 6. 0 g, 0. 04 mo l) ,丙酸

酐 50m ,l加热搅拌回流 5 h,停止反应,放冷至室温后

冰箱内放置过夜,滤集析出白色片状晶体, 得粗品。

用无水乙醇重结晶得淡黄色化合物 2, 5. 24 g, 收率

69. 3%, mp 100. 0~ 100. 5  。文献值: 99. 1~ 99. 9

 。
1. 2. 3� 6�甲基 �2�乙基 �3取代�4( 3H )喹唑啉酮化合

物的制备 � 取化合物 2( 1. 5 g, 0. 008mo l)与含氨基

的化合物 a�g,投料比为 1. 5 1,加入缩合剂二环己

基碳二亚胺 ( DCC ) 0. 2 g, 在溶剂 N, N�二甲基甲酰
胺中常温搅拌反应 10 h, 薄层板检测反应完全后为

浑浊溶液,过滤,取滤液,油泵除去溶剂,得粗品化合

物
[ 8, 9]

, 无水乙醇重结晶。所有化合物均按此法制

备, 目标化合物结构表征如下。

3�( 4�氯苯胺 ) �2�乙基 �6�甲基�4( 3H ) �喹唑啉酮
( 3a): 0. 60 g, 收率: 36. 0%, mp 185 ~ 186  .

1
H

NMR !: 1. 219 ( ,t 3H, CH 3 ) , 2. 446 ( q, 2H,

CH2CH3 ) , 2. 488 ( s, 3H, CH 3 ) , 7. 205 ( dd, J1 = 2. 1

H z, J 2 = 2. 1H z, 2H, Ph�2H, 6H ), 7. 533( dd, J1 = 2. 1

H z, J2 = 2. 1H z, 2H, Ph�3H, 5H ) , 7. 602~ 7. 651(m,

2H, qu inazo linon7H, 8H ) , 8. 042 ( s, H, quinazo lin�
on�5H ). ES I�MS: m /z: 297. 7[M �H ]

+

2�乙基�6�甲基�3�( 4�甲基嘧啶 ) �4( 3H ) �喹唑啉酮
( 3b): 0. 68 g, 收率: 39. 4. 0%, mp 212 ~ 214  .

1
H

NMR !: 1. 099( ,t 3H, C�CH3 ), 2. 192( s, 3H, CH3 ),

2�271( s, 3H, CH3 ) , 2. 371( q, 2H, CH2 ) , 6�420( d, J =

5�1H z, H, pyrim id in�4H ), 7. 375( dd, J1 = 2. 1H z, J2

= 2. 1Hz, H, qu inazolinon�7H ), 7�767( d, J = 1. 5Hz,

H, quinazolinon�8H ), 8. 052( d, J = 5�1Hz, H, qu inazo�
linon�5H ), 8. 384 ( d, J = 8. 4 H z, H, pyrim id in�5H ).

ESI�MS: m / z: 279. 8[M �H]
+

3�( 6�氯 �4�三氟甲基�吡啶 ) �2�乙基�6�甲基 �4
( 3H ) �喹唑啉酮 ( 3c) : 0. 47g, 收率: 23. 3%, mp 187

~ 188  .
1
H NMR: 1. 100( ,t 3H, C�CH3 ), 2. 073( s,

297

药学实践杂志 � 2010年 7月 25日第 28卷第 4期

Journal o f Pharm aceutical Practice, Vo.l 28, No. 4, Ju ly 25, 2010



3H, CH 3 ) , 2. 372( q, 2H, CH2 ), 6. 772( q, H, pyr im i�
din�4H ), 7. 185 ( ,t H, pyrim idin�6H ) , 7. 379 ( dd, J1H

= 1. 8 Hz, J 2 = 1. 8 H z, H, qu inazolinon�7H ), 7. 767

( d, J = 1. 5 H z, H, quinazo linon�8H ) , 8. 381( d, J =

8. 7H z , H, quinazo linon�5H ). ESI�MS: m /z: 366. 9

[M �H ]
+

3�( 4�甲基异噁唑 )苯磺酰胺 �2�乙基�6�甲基�4
( 3H ) �喹唑啉酮 ( 3d ): 0. 46g, 收率: 20. 2% , mp 260

~ 261  .
1
H NMR !: 1. 096 ( ,t 3H, C�CH 3 ) , 2�277

( q, 2H, CH2 ) , 2. 490 ( s, 3H, CH3 ) , 6. 884 ( d, J =

4�5H z, H, isox azol�4H ) , 7. 305( d, J = 4�5 H z, qu in�
azo linon�8H ), 7. 582 ~ 7. 686 ( m, 3H, Ph�3H, 5H,

quinazo linon�7H ) , 7. 876 ( s, H, qu inazo linon�5H ) ,

7�947( d, J= 8. 4 H z, 2H, Ph�2H, 6H ) 12. 892 ( s, H,

NH ) . ESI�MS: m /z: 423. 7[M �H ]
+

3�噻唑 �苯磺酰胺� 2�乙基�6�甲基�4( 3H ) �喹唑
啉酮 ( 3e ) : 0. 72g, 收率: 31. 8% , mp214~ 216 。
1
H NMR !: 1. 498 ( ,t 3H, C�CH 3 ), 2. 284 ( q, 2H,

CH 2 ), 2. 437 ( s, 3H, CH 3 ), 5. 565( d, J = 7. 8Hz, H,

2H, thiazo l�4H, 5H ), 6. 884( d, J = 4. 8 H z, H, qu in�
azo linon�8H ), 7. 303 ( d, J = 4. 5H z, H, quinazo linon�
7H ), 7. 581 ~ 7. 659 ( m, 3H, quinazolinon�5H, Ph�
3H, 5H ), 7. 951 ( d, J = 6. 6 H z, 2H, Ph�2H, 6H ) ,

12. 896( s, H, NH ) . ESI�MS: m / z: 425. 7[M �H ]
+

3�( 3�甲基嘧啶 )苯磺酰胺 �2�乙基�6�甲基�4
( 3H ) �喹唑啉酮 ( 3f): 1. 02g, 收率: 44. 2%, mp 216

~ 217  .
1
H NMR !: 1. 223( ,t 3H, CH 3 ) , 2. 316 ( s,

3H, CH 3 ) , 2. 490( s, 3H, CH3 ) , 2. 682( q, 2H, CH 2 ) ,

5. 575( d, J= 5. 562H z, H, pyrim idin�4H ) , 5. 983( s,

2H, pyrim idin�5H, qu inazo linon�8H ), 6. 537 ( d, J =

8�7H z, 2H, Ph�3H, 5H ) , 6. 869 ( d, J = 5. 1 H z, H,

quinazo linon�7H ) , 7. 606( d, J = 8. 7 Hz, 2H, Ph�2H,

6H ), 8. 292 ( d, J = 4. 8 H z, H, qu inazo linon�5H ) ,

11�106( s, H, NH ). ESI�MS: m /z: 434. 6[M �H ]
+

3�嘧啶苯磺酰胺 �2�乙基�6�甲基 �4 ( 3H ) �喹唑啉
酮 ( 3g ): 1. 89 g, 收率: 84. 5%, mp 218~ 220  .

1
H

NMR !: 1. 222 ( ,t H, C�CH3 ), 2. 426 ( s, 3H, CH3 ) ,

2�668 ( q, 2H, CH2 ) , 6. 002 ( s, H, pyr im id in�5H ) ,

6�534( dd, J1 = 2. 7H z, J 2 = 2. 7 H z, 2H, Ph�3, 5) ,

7�487( d, J = 8. 1 H z, H, qu inazo linon�8H ), 7. 665

( dd, J1 = 2. 1 Hz, J2 = 2. 1 Hz, 2H, Ph�2H, 6H ) ,

7�728( d, J= 1. 5H z, H, quinazolinon�7H ), 8. 467( d,

J = 4. 8 H z, 2H, pyrim id in�4H, 6H ), 11. 255 ( s, H,

NH ) . ESI�MS: m /z: 420. 3[M �H ]
+

1. 3� 抗生育活性实验 � 本实验以 N��苯甲酰�DL�
精氨酸 �∀�硝酰基苯胺 ( BAPNA )为底物,与精子释放

的顶体酶反应,采用改良 Kennedy法测定所得化合

物对人精子顶体酶的抑制能力。试剂盒购自江苏省

南京欣迪生物药业工程有限公司,试剂盒包括:分离

剂、顶体酶激活剂、抑制剂、反应底物剂。方法参见

文献 10。抑酶活性见表 1。

表 1� 化合物的抑酶活性 ( IC
50
#m o l/m l)

编号 IC50 ( #m ol /m l) 编号 IC50 (#m ol /m l)

3 a 6. 8 3 e 1. 2

3 b 6. 5 3 f 2. 6

3 c 1. 4 3 g 0. 62

3d 3. 9 TLCK 142. 6

2� 结果与讨论

我们采用分子对接方法研究了化合物 3b和 3g

与人顶体酶的作用模式。结果显示: 化合物均插入

P1腔,与 P1腔形成两对以上氢键作用。化合物 3b

母核进入 P1腔内, 母核及取代的嘧啶环上的 N原

子与 Q218、G246有氢键作用, 喹唑啉酮母核与

W243具有疏水作用 (图 3)。化合物 3g的母核深入

P1腔内, 其取代的嘧啶苯磺酰胺与 S221、T216、

Q218形成三对氢键, 喹唑啉酮母核与 G244有氢键

作用,与W243形成疏水作用 (图 4)。

(下转第 312页 )
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上皮细胞分化、抑制肺血管形成、刺激纤维细胞增殖

等有关。T akano等
[ 5]
发现 ILD与肺部基础疾病、既

往肺纤维化、放疗史相关 ,伴肺纤维化者发生率高

达 33%。 ILD主要症状为急性发作的呼吸困难 ,

并有低热、咳嗽等症状。Okamoto等
[ 6]
报道第 1例

间质性肺炎病人 , 在服药后 8 d出现呼吸困难症

状, X线及 CT证实肺内出现片状阴影, 而排除感染

等疾病,虽给予大剂量激素治疗,但于 13 d后死亡。

所以如果病人在服药过程中出现进行性的呼吸困难

, 并有咳嗽及发热症状 ,应暂时停药观察 ,若诊断

为间质性肺炎应立即停药 , 并给予相应处理。本例

患者未发生 ILD不良反应。

本文为临床药师如何在临床找到工作切入点提

供了一定启示,供同行参考。
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我们考察了先导化合物和部分衍生物的体外抑

酶作用。结果显示所有测试化合物均具有抑酶活

性;尤其是化合物 3e和 3g,活性远远高于阳性对照

品 TLCK。

化合物与靶酶作用模式及抑酶实验结果显

示, 化合物 3a取代基较短, 其活性远不及化合物

3g,这提示了化合物 3位侧链的长短对抑酶活性

有较大的影响: 3位侧链短, 与靶酶氢键作用少, 则

抑酶活性弱; 3位侧链长, 则与活性腔氨基酸残基

有较多结合, 活性大大增强。化合物与靶酶通过

氢键作用, 提示在 3位侧链引入羟基、氨基等氢键

形成基团, 能增加与靶酶氢键结合,将提高分子与

靶酶的亲和力, 有利于提高抑酶活性。此外, 含有

磺酰嘧啶基团形成环状胍结构的长链取代基活性

较高,这也暗示侧链含环状胍结构的取代基能加

强与靶酶的氢键结合作用。

本研究基于人精子顶体酶三维结构设计了喹唑

啉酮类化合物,该类化合物主要与靶酶活性腔氨基

酸残基以氢键、疏水作用产生抑酶活性。进一步对

该类化合物结构优化,可发现高效、低毒的抑制人精

子顶体酶活性的化合物。本研究为男性抗生育研究

提供了新的结构类型。
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