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本发明公开了氮氧化物作为新型组蛋白去

乙酰化酶抑制剂的抗肿瘤应用，该类化合物结构

通式如式(I)，该类化合物对HDAC有潜在抑制剂

效果；因此，可进一步在ZBG部分提供更多的氮

氧、linker进行多个长度的考察等在现有的基础

上进行结构修饰，以期发现对HDAC亚型具有良好

选择性的抑制剂及其他靶点的作用。本发明合成

原料相对便宜、工艺简便、纯度较高、成本较低等

优点，有望成为对HDAC亚型选择性强、高效低毒

的新型HDAC抑制剂类抗肿瘤药物。
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1.一种作为新型组蛋白去乙酰化酶抑制剂的氮氧化物，结构通式如下式(Ⅰ)：

2.权利要求1所述的氮氧化物作为新型组蛋白去乙酰化酶抑制剂在制备抗肿瘤药物中

的应用。
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氮氧化物作为新型组蛋白去乙酰化酶抑制剂的抗肿瘤应用

技术领域

[0001] 本发明涉及医药技术领域，尤其是涉及氮氧化物作为新型组蛋白去乙酰化酶抑制

剂的制备、用途及其衍生物，包含此化合物的药物组合物，涉及所述化合物的制备方法及所

述化合物的抗肿瘤应用，涉及所述化合物在疾病，例如抗肿瘤细胞的应用。

背景技术

[0002] HDAC抑制剂已经在临床上用于治疗肿瘤疾病，并表现出良好的临床应用前景。其

HDAC抑制剂对肿瘤细胞主要作用是抑制肿瘤细胞增殖，诱导细胞周期阻滞，诱导肿瘤细胞

凋亡和抑制肿瘤新血管的生成等。研究表明HDAC抑制剂既可以单独用于治疗肿瘤疾病，也

可以与很多其他作用机制的抗肿瘤药物联合使用，都表现出明显的抗肿瘤作用。HDAC抑制

剂作为一类新型的抗肿瘤药物具有非常重要的研发价值。

[0003] 目前，HDAC抑制剂主要分为五类：异羟肟酸(hydroxam  ic  acid)类，如SAHA、环氧

酮结构的环四肽类如trapoxinA、苯甲酰胺(b  enzamides)类，如M  S-275、不含环氧酮结构

的环肽类、短链和芳香脂肪酸类，如丁酸钠、苯丁酸钠、杂环化合物类，如depudecin。其中已

经上市的HDAC抑制剂包Vorinostat(SAHA ,Zolina)、romidepsin(Istodax ,FK228 ,

FR901228，depsipeptide、belinostat(Beleodaq ,PXD-101)、Panobinostat(LBH-589，

Farydak)、西达本胺(Chidamide)。根据已经上市的HDAC抑制剂的结构特点，其主要包含锌

离子鳌合部分(ZBG)、连接部分(Linker)和表面部分(Surface  Recognition，Cap)三个部

分。ZBG部分与活性口袋底部的锌离子进行配位，通常为异羟肟酸、苯甲酞胺、梭酸或亲电酮

等。Linker主要占据疏水管状通道，以保证其他两部分的正确取向，通常为链状烷烃、肉桂

酞基、芳香基或杂环芳香基等。Cap与结合口袋入口处的氨基酸残基紧密接触，产生相互作

用。以SAHA为例，其结构如图3所示.

[0004] 随着分子生物学研究的不断深入，HDAC抑制剂的抗肿瘤作用机制逐渐被揭示，但

对HDACs亚型是否具有选择性，提高HDAC抑制剂的体内稳定性等问题。因此，设计合成氮氧

化物作为新型组蛋白去乙酰化酶抑制剂，以已经上市的结构特点为基础，对ZBG、Linker部

分进行修饰，以期发现对HDAC亚型具有选择性的HDAC抑制剂以及对别的分子靶标的相互作

用等。选择抗肿瘤活性的化合物进一步的进行HDAC亚型的选择以及对他分子靶标的相互作

用。因此，根据羟肟酸类化合物的结构特点进行修饰，主要是探索ZBG，Linker的变化导致的

活性变化。氮氧化合物作为一类新的HDAC抑制剂，以期发现对HDAC亚型具有良好选择性的

化合物，为HDAC抑制剂的后续靶向药物开发提供重要理论依据，从而开发出药效更好，特异

性更强、选择性更好的HDAC抑制剂。

发明内容

[0005] 本发明的目的是通过氮氧化物作为新型组蛋白去乙酰化酶抑制剂，来寻找对HDAC

亚型具有良好的选择性的抑制剂。本发明实现该目的的技术方案是提供氮氧化物作为新型

组蛋白去乙酰化酶抑制剂及药物组合的制备方法和应用，解决HDAC抑制剂对HDAC亚型选择
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性等问题。

[0006] 为解决上述技术问题，本发明采用下述技术方案：

[0007] 本发明的氮氧化物作为新型组蛋白去乙酰化酶抑制剂，该化合物的结构通式如

下：

[0008]

[0009] 其中：n可为1-10个碳；可为不饱和键。

[0010] X、Z：可同时为C、N；如X＝Z＝N或X＝Z＝C，也可X＝C、Z＝N或X＝N、Z＝C；

[0011] R1、R2：C-R11、S、N、O当R1＝C时R2可为C、S、N、O其中之一，当R1＝C时R2可为C、S、N、O

其中之一；

[0012] R3、R4：分别为苯环或杂环，其取代基可以为卤素、氨基、羟基、硝基、氰基、1-4个碳

原子的烷基、1-4个碳原子的烷氧基、1-4个碳原子的烷氨基、1-4个碳原子的氨烷基、2-4个

碳原子的酰基、2-4个碳原子的酰胺基、1-4个碳原子的硫代烷基、1-4个碳原子的全氟烷基、

1-4个碳原子的全氟烷或杂环取代基；或分别为氢、羟基；或可同时为二甲胺也可当其中一

个为氢或羟基时，另一个为二甲胺(接上二甲胺后再经过氧化得氮氧化合物)；

[0013] R5:为羟基等；

[0014] R6、R7、R8、R9、R10：可以同时有1-4个取代基；当其中之一为卤素、氨基、羟基、硝基、

氰基、磺酰基、烷氧基、酰基、2-4个碳原子的酰基、2-4个碳原子的酰胺基、1-4个碳原子的硫

代烷基、1-4个碳原子的全氟烷基、1-4个碳原子的氟烷氧基、1-4个碳原子的羧基、1-4个碳

原子的烷氧基羧基时；其余分别为卤素、氨基、羟基、硝基、氰基、磺酰基、烷氧基、酰基、2-4

个碳原子的酰基、2-4个碳原子的酰胺基、1-4个碳原子的硫代烷基、1-4个碳原子的全氟烷

基、1-4个碳原子的氟烷氧基、1-4个碳原子的羧基、1-4个碳原子的烷氧基羧基；其中R6、R7、

R8、R9、R10也可以为苯环或杂环；

[0015] 其中，所述的杂环，是指含一个或多个杂原子(包括氮、氧、硫)的饱和或不饱和杂

环，如四氢吡啶、二氢吡诺、二氢吡唑、哌啶、咪唑、吡啶等；

[0016] 所述的卤素，为氟、氯、溴、碘；

[0017] 所述的1-4个碳原子的烷基，包括甲基、乙基、正丙基、异丙基、正丁基、异丁基等；

[0018] 所述的1-4个碳原子的烷氧基，包括甲氧基、乙氧基、正丙氧基、正丁氧基、异丁氧

基等；

[0019] 所述的1-4个碳原子的氨基烷基，包括氨基乙基、1-氨基丙基、1-氨基丙基等；

[0020] 所述的1-4个碳原子的烷基胺基，包括N-甲胺基、N-乙胺基、N-异丙胺基等；

[0021] 所述的2-4个碳原子的酰基，包括乙酰基、丙酰基、异丁酰基等；

[0022] 所述的2-4个碳原子的酰胺基，包括乙酰胺基、丙酰胺基、丁酰胺基、异丁酰胺基
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等；

[0023] 所述的1-4个碳原子的硫代烷基，包括甲硫基、乙硫基、丙硫基等；

[0024] 所述的1-4个碳原子的全氟烷基，包括三氟甲基、五氟乙基等；

[0025] 以氮氧化物作为新型组蛋白去乙酰化酶抑制剂的制备方法包括步骤如下：

[0026]

[0027] 步骤1：为酰胺反应。在碱性试剂作用下，使用苯胺与不同链长度的溴化物反应，制

备获得2a-c，其中n＝4、6、8；所述的碱性试剂为DIEA，催化剂为DCC,溶剂为四氢呋喃，反应

温度为室温，反应时间约5小时；

[0028] 步骤2：2a-c分别与L-脯氨醇、二苯基脯氨醇反应下之别获得3a-f，其中R＝H、Ph；

采用K2CO3使反应处于碱性条件，加入适量NaI可让反应产率提高，反应体系采用DMF作为溶

剂。反应温度为50-70℃，约反应6个小时；

[0029] 步骤3：此步为氧化反应，化合物3a-f在氧化剂的作用下，制备获得目标化合物4a-

f，即式(Ⅰ)化合物，反应温度为冰浴反应，溶剂为四氢呋喃，氧化剂为MCPBA，时间约为3个小

时。

[0030] 其中，实验本采用化合物2b、2c的合成方法来合成2a，但总是不成功，因此本发明

改进将4-溴丁酸变为4-溴丁酰氯再与苯胺反应得到2a，反应式如下：2a的化合物为的制备

方法如下：

[0031]

[0032] 本发明制得的氮氧化物作为新型组蛋白去乙酰化酶抑制剂对人肺癌细胞(A549)，

人乳腺癌细胞(MCF7)等多种肿瘤细胞生长抑制均较好，可应用于制备预防或治疗肿瘤的药

说　明　书 3/11 页

5

CN 107226791 B

5



物。

附图说明

[0033] 图1是HDAC抑制剂的筛选示意图；

[0034] 图2是胰酶抑制剂的筛选示意图；

[0035] 图3是SAHA结构示意图。

具体实施方式

[0036] 下面结合附图和实施例对本发明的技术方案作进一步的详细说明。

[0037] 氮氧化物作为新型组蛋白去乙酰化酶抑制剂，具有以下结构式(Ⅰ)、式(Ⅱ)化合

物：

[0038]

[0039] 其中：R选自H或Ph；n＝4、6、8。

[0040] 式(Ⅰ)化合物的制备方法包括如下步骤：

[0041]

[0042] 步骤1：为酰胺反应。在碱性试剂作用下，使用苯胺与不同链长度的溴化物反应，制

备获得2a-c，其中n＝4、6、8；所述的碱性试剂为DIEA，催化剂为DCC,溶剂为四氢呋喃，反应

温度为室温，反应时间约5小时；

[0043] 步骤2：2a-c分别与L-脯氨醇、二苯基脯氨醇反应下之别获得3a-f，其中R＝H、Ph；

采用K2CO3使反应处于碱性条件，加入适量NaI可让反应产率提高，反应体系采用DMF作为溶

剂。反应温度为50-70℃，约反应6个小时；

[0044] 式(Ⅱ)化合物的制备方法包括如下步骤：
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[0045]

[0046] 步骤1：为酰胺反应。在碱性试剂作用下，使用苯胺与不同链长度的溴化物反应，制

备获得2a-c，其中n＝4、6、8；所述的碱性试剂为DIEA，催化剂为DCC,溶剂为四氢呋喃，反应

温度为室温，反应时间约5小时；

[0047] 步骤2：2a-c分别与L-脯氨醇、二苯基脯氨醇反应下之别获得3a-f，其中R＝H、Ph；

采用K2CO3使反应处于碱性条件，加入适量NaI可让反应产率提高，反应体系采用DMF作为溶

剂。反应温度为50-70℃，约反应6个小时；

[0048] 步骤3：此步为氧化反应，化合物3a-f在氧化剂的作用下，制备获得目标化合物4a-

f，即式(Ⅰ)化合物，反应温度为冰浴反应，溶剂为四氢呋喃，氧化剂为MCPBA，时间约为3个小

时。

[0049] 其中，化合物2a反应式和制备方法如下：

[0050] 实验本采用化合物2b、2c的合成方法来合成2a，但屡次不成功，因此改进将4-溴丁

酸变为4-溴丁酰氯再与苯胺反应得到2a，冰浴反应，时间约为4小时，溶剂为四氢呋喃。

[0051]
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[0052]
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[0053]
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[0054]
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[0055]

[0056] 本发明化合物抗肿瘤活性的实验方法与结果如下：

[0057] (1)组蛋白去乙酰化酶为靶标的氮氧化合物的抗肿瘤试剂对组蛋白去乙酰化酶活

性的测定，采用荧光方法检测：

[0058] 培养A549细胞，从中提取核蛋白，获取含HDAC的活性生物样本，进行活性测试，步
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骤如下：

[0059] 实验方法：

[0060] HDAC抑制剂的筛选

[0061] 在EP管中加入反应体系需要的溶液(两控制组也要加入相应的DMSO)，最后加核提

取物37℃孵育1h,(第一个样品加入后间隔30s，再加入第二个样品中)，反应完成后，30s取

一个插冰上，再加入2×胰酶继续孵育1h，反应完成后，30s取一个插冰上，再取120ul加入96

孔板中，360nm,460nm处测荧光。药物浓度为100um/ml，部分数据见图1。

[0062] 从实验结果中可以看出3c、3d、4c、4d在药物浓度为100uM的时候对HDAC的抑制效

果较好，可能存在潜在的HDAC抑制剂。由于本实验涉及两步反应，不确定是抑制了HDAC还是

胰酶，所以下一步针对是否是胰酶的方面的原因，进行了胰酶抑制筛选的实验。

[0063] 胰酶抑制剂的筛选：

[0064] 在EP管中加入反应体系需要的溶液(两控制组也要加入相应的DMSO)，胰酶50ul

(不加蛋白组加50ul水)，37℃孵育1h(第一个样品加入后间隔30s，再加入第二个样品中)，

反应完成后，30s取一个插冰上,再取120ul加入96孔板中，在360nm,460nm处使用酶标仪检

测荧光。药物浓度为100um/ml。部分数据见图2。

[0065] 根据如图结果所示，虽然胰酶对该批药物有轻微抑制作用，但是经过图1图2对比

可知该批药物对HDAC有抑制作用。

[0066] (2)氮氧化物作为新型组蛋白去乙酰化酶抑制剂在抗肿瘤细胞的活性测试

[0067] 采用公认的可用于大规模抗肿瘤药物筛选、细胞毒性试验测定的四甲基氮唑蓝比

色法(MTT)评价目标化合物对5种人癌细胞株的抗增殖活性。阳性对照药为临床上广泛使用

的抗肿瘤药物阿霉素(ADR)及Vorinostat(SAHA)。

[0068] 细胞株：人肺癌细胞A549,人乳腺癌细胞MCF7，人肝癌细胞Hep  G2，人结肠癌细胞

SW480，脑胶质瘤细胞U87，宫颈癌细胞Hela。

[0069] 细胞增殖抑制率＝(阴性对照组OD值—药物组OD值)*100％/阴性对照组OD值。

[0070] 表1为本发明化合物对肿瘤细胞增殖的抑制率％(100μmol/L)部分实验测试结果

如表一：
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[0071]

[0072] *：SAHA的浓度为10μmol/L；其余化合物浓度为100μmol/L。

[0073] 由实验数据可知所有化合物与阳性SAHA对照，所有的化合物的抑制剂率都相对偏

低，其中3a、3b、4a、4b、3e、3f、4e、4f对A549、MCF7、Hep  G2、U87、Hela肿瘤细胞抑制效率较其

他化合物相对较好；3a、3b、3c、3d、3e、3f对A549、MCF7、Hep  G2、U87、Hela肿瘤细胞抑制效率

与阳性对照药物SAHA的抑制率相对偏低，但与SAHA的抑制率相近。3a、3b、3c、3d、3e、3f分别

与4a、4b、4c、4d、4e、4f相比抑制剂率相对偏低，说明氧化后的化合物相对未氧化的化合物

抑制剂率较好；4a、4b、4c、4d、4e、4f的抑制率相比，说明linker的长短影响化合物的抑制剂

率。故该类化合物具有较大的发展潜力。进一步考察linker部分的长短及结构修饰，有望能

得到活性较好的化合物。

[0074] 综上所述，本发明的优点在于：本发明提供了一种氮氧化合物作为新型HDAC抑制

剂的抗肿瘤应用及其制备方法，根据活性测试实验数据显示：该类化合物对HDAC有潜在抑

制剂效果；因此，可进一步在ZBG部分提供更多的氮氧、linker进行多个长度的考察等在现

有的基础上进行结构修饰，以期发现对HDAC亚型具有良好选择性的抑制剂及其他靶点的作

用。本发明合成原料相对便宜、工艺简便、纯度较高、成本较低等优点，有望成为对HDAC亚型

选择性强、高效低毒的新型HDAC抑制剂类抗肿瘤药物。

[0075] 当然，以上只是本发明的具体应用范例，本发明还有其他的实施方式，凡采用等同

替换或等效变换形成的技术方案，均落在本发明所要求的保护范围之内。
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