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本发明提供一种提高α‑微管蛋白乙酰化水

平的化合物及其制备方法与应用，属于医药技术

领域。所述化合物具有如下所示的结构通式：

其中，R1选自

R2独立地选自Me，Et，或n‑Pr。本发明提供的该化

合物虽然并不能抑制HDAC6活性，但是其仍以剂

量依赖的方式增加SH‑SY5Y细胞α‑微管蛋白的

乙酰化水平，因此有望用于阿尔茨海默症及相关

神经性退化疾病的预防与治疗，因此具有良好的

实际应用之价值。
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1.一种化合物，其特征在于，所述化合物具有如下结构：

其中，R2独立地选自Me，Et，或n‑Pr；

或其药学上可接受的盐。

2.权利要求1所述化合物的制备方法，其特征在于，所述制备方法包括：

3.如权利要求2所述的制备方法，其特征在于，所述化合物3的合成方法包括：

(1)将吩噻嗪溶于N,N‑二甲基甲酰胺中，低温条件下，加入双三甲基硅基氨基锂进行反

应，然后加入4‑氯甲基吡唑‑1‑乙酸乙酯，低温条件下反应；分离纯化，得化合物2，化合物2

的结构式为

(2)将步骤(1)所得的化合物2，溶于脂肪胺溶液中，室温下搅拌反应；分离纯化，得化合

物3；

低温条件控制为零下。

4.如权利要求3所述的制备方法，其特征在于，所述步骤(1)中，低温条件控制为不高

于‑20℃；

吩噻嗪、双三甲基硅基氨基锂和4‑氯甲基吡唑‑1‑乙酸乙酯的摩尔比为：1‑3:1‑3:1‑5；

所述步骤(2)中，化合物2与脂肪胺的摩尔比为：1:2‑5；

所述脂肪胺溶液选自甲胺水溶液，乙胺水溶液和正丙胺溶液。

5.如权利要求4所述的制备方法，其特征在于，所述步骤(1)中，吩噻嗪、双三甲基硅基
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氨基锂和4‑氯甲基吡唑‑1‑乙酸乙酯的摩尔比为1:1.3:1.5。

6.一种药物组合物，其特征在于，其包含权利要求1所述化合物或其药学上可接受的

盐。

7.一种药物制剂，其特征在于，其包含权利要求1所述化合物或其药学上可接受的盐。

8.权利要求1所述的化合物或其药学上可接受的盐或者权利要求6中所述的药物组合

物在制备提高α‑微管蛋白乙酰化水平药物或试剂中的应用。

9.权利要求7所述的药物制剂在制备提高α‑微管蛋白乙酰化水平药物或试剂中的应

用。

10.权利要求1所述的化合物或其药学上可接受的盐或者权利要求6中所述的药物组合

物在制备治疗与α‑微管蛋白异常去乙酰化相关疾病的药物中的应用。

11.权利要求7所述的药物制剂在制备治疗与α‑微管蛋白异常去乙酰化相关疾病的药

物中的应用。

12.权利要求10或11所述的应用，其特征在于，所述疾病为阿尔茨海默症。
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一种提高α‑微管蛋白乙酰化水平的化合物及其制备方法与

应用

技术领域

[0001] 本发明属于医药技术领域，具体涉及一种提高α‑微管蛋白乙酰化水平的化合物及

其制备方法与应用。

背景技术

[0002] 公开该背景技术部分的信息仅仅旨在增加对本发明的总体背景的理解，而不必然

被视为承认或以任何形式暗示该信息构成已经成为本领域一般技术人员所公知的现有技

术。

[0003] 阿尔茨海默病(Alzheimer's  disease，AD)是一种常见的慢性神经退行性疾病，临

床表现为记忆障碍、失语、失用、失认、视空间技能损害、执行功能障碍以及人格和行为改变

等，也是最常见的失智症种类，发病率占65岁以上人口的5％—10％。AD、心血管疾病、癌症

并称为老年人健康的“三大杀手”，但与心脏疾病及癌症不同，目前已有的阿尔茨海默病药

物临床效果不尽人意，只能暂时、最低限度地改善患者记忆及进行日常行为的能力、缓解部

分症状，不能延缓疾病的进程，不仅治疗、护理成本昂贵，同时也给护理者、病人家属等造成

严重的精神负担。因此，阿尔茨海默病是全球面临的重大健康挑战之一，凾需发展更有效的

新型抗AD药物。

[0004] AD的病因及发病机制尚未完全阐明，主要病理改变为β淀粉样蛋白(Aβ)在患者脑

中沉积形成淀粉样斑块，tau蛋白过度磷酸化形成的胞内神经原纤维缠结(NFTs)，以及胶质

细胞增生伴随神经元丢失等。除了衰老和遗传因素之外，AD的形成不仅与Aβ过度生成与聚

集相关，而且还与tau蛋白过度磷酸化、神经元退行性病变、慢性神经炎症、金属离子内稳态

失衡、氧化应激等多种因素密切相关。

[0005] 蛋白去乙酰化酶6(HDAC6)属于HDACs  IIb家族，主要定位于细胞质。HDAC6的主要

底物有α‑微管蛋白、β‑链蛋白、热休克蛋白90、皮肌动蛋白和过氧化物氧化还原酶等。α‑微

管蛋白是首个被证实的HDAC6去乙酰化底物，在体内去乙酰化的α‑微管蛋白快速解聚，而乙

酰化的α‑微管蛋白易于聚集而有利于微管的稳定。微管是神经细胞骨架的主要成分，HDAC6

能使α‑微管蛋白的赖氨酸去乙酰化，导致α‑微管稳定性下降，影响轴突传导、突触形成、神

经元运输等，造成突触降解。提高α‑微管乙酰化水平，能增强微管稳定性，阻止突触的丢失。

[0006] Aβ能改变微管稳定性和胞内信号通路，影响细胞内囊泡运输，造成线粒体运输功

能异常和神经递质传输紊乱，导致突触降解。Aβ寡聚体及淀粉样沉积也能引起神经炎症和

氧化应激，造成神经损害。通过提高α‑微管蛋白乙酰化水平，可以提高抗氧化应激能力等，

部分挽救Aβ引起的线粒体轴突运输的损害，缓解Aβ产生的损伤，促进损伤后神经元的存活

和再生。

[0007] 因此，通过抑制HDAC6活性或通过其它机制提高α‑微管蛋白乙酰化水平，在防治阿

尔茨海默病方面具有潜在应用前景。
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发明内容

[0008] 针对现有技术存在的问题，本发明提供一种提高α‑微管蛋白乙酰化水平的化合物

及其制备方法与应用。本发明提供的该化合物虽然并不能抑制HDAC6活性，但是其仍以剂量

依赖的方式增加SH‑SY5Y细胞α‑微管蛋白的乙酰化水平，因此有望用于阿尔茨海默症及相

关神经性退化疾病的预防与治疗。

[0009] 具体的，本发明涉及以下技术方案：

[0010] 本发明的第一个方面，提供一种化合物，所述化合物具有如下所示的结构通式：

[0011]

[0012] 其中，R1选自

[0013] R2独立地选自Me，Et，或n‑Pr；

[0014] 或所述化合物的异构体或其溶剂化物或其药学上可接受的盐。

[0015] 关于取代基，本发明所述独立地是指当可能存在多于一个的取代基时，所述取代

基可彼此相同或不同的情况。

[0016] 在本发明的又一具体实施方式中，所述化合物具有如下结构：

[0017] 记为化合物3；

[0018] 记为化合物6；

[0019] 其中，R2独立地选自Me，Et，或n‑Pr。

[0020] 本发明的第二个方面，提供上述化合物的制备方法，所述制备方法包括：

[0021] a)当所述化合物为化合物3时，其合成路线如下：
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[0022]

[0023] b)当所述化合物为化合物6时，其合成路线如下：

[0024]

[0025] 本发明的第三个方面，提供一种药物组合物，其包含上述第一方面中所述化合物

或其异构体或其溶剂化物或其药学上可接受的盐。

[0026] 以及，一种药物制剂，其包含上述第一方面中所述化合物或其异构体或其溶剂化

物或其药学上可接受的盐，和至少一种药学上可接受的辅料和/或载体。

[0027] 本发明的第四个方面，提供上述第一方面中所述的化合物或其异构体或其溶剂化

物或其药学上可接受的盐或者上述第三方面中所述的药物组合物或药物制剂在制备提高

α‑微管蛋白乙酰化水平药物或试剂中的应用。

[0028] 本发明的第五个方面，本发明提供了上述第一方面中所述的化合物或其异构体或

其溶剂化物或其药学上可接受的盐或者上述第三方面中所述的药物组合物或药物制剂在

制备治疗与α‑微管蛋白异常去乙酰化相关疾病的药物中的应用；优选地，所述疾病为阿尔

茨海默症。

[0029] 本发明的第六个方面，本发明提供了一种治疗阿尔兹海默症的方法，其包括向受

试者施用治疗有效量的本发明第一方面所述的化合物或本发明第三方面所述的药物组合

物或药物制剂。

[0030] 以上一个或多个技术方案的有益技术效果：

[0031] (1)上述技术方案设计的化合物，对HDAC6没有抑制活性，但能提高α‑微管蛋白乙

酰化水平；
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[0032] (2)上述技术方案设计的化合物虽然对HDAC6并没有直接抑制活性，但其仍以剂量

依赖的方式增加SH‑SY5Y细胞α‑微管蛋白乙酰化水平。因此，本发明的化合物对α‑微管蛋白

去乙酰化具有保护作用，可用于阿尔茨海默症及相关神经性退化疾病的预防与治疗，因此

具有良好的实际应用之价值。

附图说明

[0033] 构成本发明的一部分的说明书附图用来提供对本发明的进一步理解，本发明的示

意性实施例及其说明用于解释本发明，并不构成对本发明的不当限定。

[0034] 图1为本发明实施例6中化合物3a对α‑微管蛋白乙酰化水平的影响实验结果。

A.SH‑SY5Y细胞与3a(0 .25，0.5，1.0μM)，tubastatin  A(1 .0μM)，SAHA(1 .0μM)孵育24h，

Western  blotting分析Acetylated‑α‑tubulin的表达。GAPDH为加载对照。所示数据是三次

独立实验中每种蛋白质的代表性图像。B.定量分析：采用密度扫描法检测蛋白的相对水平。

数据为三次独立实验的平均值±标准差(SD)。

具体实施方式

[0035] 应该指出，以下详细说明都是例示性的，旨在对本申请提供进一步的说明。除非另

有指明，本文使用的所有技术和科学术语具有与本申请所属技术领域的普通技术人员通常

理解的相同含义。

[0036] 需要注意的是，这里所使用的术语仅是为了描述具体实施方式，而非意图限制根

据本申请的示例性实施方式。如在这里所使用的，除非上下文另外明确指出，否则单数形式

也意图包括复数形式，此外，还应当理解的是，当在本说明书中使用术语“包含”和/或“包

括”时，其指明存在特征、步骤、操作、器件、组件和/或它们的组合。

[0037] 结合具体实例对本发明作进一步的说明，以下实例仅是为了解释本发明，并不对

其内容进行限定。如果实施例中未注明的实验具体条件，通常按照常规条件，或按照销售公

司所推荐的条件；实施例中所用的材料、试剂等，如无特殊说明，均可通过商业途径购买得

到。

[0038] 本发明的一个典型具体实施方式中，提供一种化合物，所述化合物具有如下所示

的结构通式：

[0039]

[0040] 其中，R1选自

[0041] R2独立地选自Me，Et，或n‑Pr。

[0042] 或所述化合物的异构体或其溶剂化物或其药学上可接受的盐。

[0043] 关于取代基，本发明所述独立地是指当可能存在多于一个的取代基时，所述取代
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基可彼此相同或不同的情况。

[0044] 在本发明的又一具体实施方式中，优选地，所述化合物具有如下结构：

[0045] 记为化合物3；

[0046] 记为化合物6；

[0047] 其中，R2独立地选自Me，Et，或n‑Pr。

[0048] 在本发明的又一具体实施方式中，提供上述化合物的制备方法，所述制备方法包

括：

[0049] a)当所述化合物为化合物3时，其合成路线如下：

[0050]

[0051] 本领域技术人员可根据上述路线经过实验摸索获取较佳的反应条件。作为示意，

本发明进一步提供了一些具体地实施方式。所述化合物3的合成方法包括：

[0052] (1)将吩噻嗪溶于N,N‑二甲基甲酰胺中，低温条件下，加入双三甲基硅基氨基锂进

行反应，然后加入4‑氯甲基吡唑‑1‑乙酸乙酯，低温条件下反应；分离纯化，得化合物2，化合

物2的结构式为

[0053] (2)将步骤(1)所得的化合物2，溶于脂肪胺溶液中，室温下搅拌反应；分离纯化，得
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化合物3；

[0054] 其中，所述步骤(1)中，低温条件控制为零下，进一步优选为不高于‑20℃；

[0055] 吩噻嗪、双三甲基硅基氨基锂和4‑氯甲基吡唑‑1‑乙酸乙酯的摩尔比为：1‑3:1‑3:

1‑5；优选为1:1.3:1.5；

[0056] 所述步骤(2)中，化合物2与脂肪胺的摩尔比为：1:2‑5；

[0057] 所述脂肪胺溶液包括甲胺水溶液，乙胺水溶液和正丙胺溶液。

[0058] b)当所述化合物为化合物6时，其合成路线如下：

[0059]

[0060] 本领域技术人员可根据上述路线经过实验摸索获取较佳的反应条件。作为示意，

本发明进一步提供了一些具体地实施方式。所述化合物6包括以下步骤：

[0061] (1)将2,8‑二甲基‑2,3,4,5‑四氢‑1H‑吡啶并[4,3‑b]吲哚溶于N,N‑二甲基甲酰胺

中，加入氢化钠，然后加入4‑氯甲基吡唑‑1‑乙酸乙酯，室温反应；分离纯化，得化合物5；化

合物5结构式为

[0062] (2)将步骤(1)所得的化合物5，溶于脂肪胺溶液中，室温下搅拌反应；分离纯化，得

化合物6；

[0063] 其中，所述步骤(1)中，2,8‑二甲基‑2,3,4,5‑四氢‑1H‑吡啶并[4,3‑b]吲哚、氢化

钠和4‑氯甲基吡唑‑1‑乙酸乙酯的摩尔比为：1‑3:1‑4:1‑3，优选为1:1.2:1；所述卤代烃包

括4‑溴甲基苯甲酸甲酯、6‑溴甲基烟酸甲酯和4‑溴甲基苯丙烯酸甲酯；

[0064] 所述步骤(2)中，化合物5与脂肪胺的摩尔比为：1:2‑5；所述脂肪胺溶液包括甲胺

水溶液，乙胺水溶液和正丙胺溶液。

[0065] 在本发明的又一具体实施方式中，提供一种药物组合物，其包含上述第一方面中

所述化合物或其异构体或其溶剂化物或其药学上可接受的盐。

[0066] 以及，一种药物制剂，其包含上述第一方面中所述化合物或其异构体或其溶剂化
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物或其药学上可接受的盐，和至少一种药学上可接受的辅料和/或载体。

[0067] 本发明所述辅料是指药物组合物或药物制剂中除有效成分之外的成分，其对受试

者无毒。本领域常用的辅料比如缓冲剂、稳定剂、防腐剂或赋型剂，常用的赋形剂例如粘合

剂、填充剂、润湿剂、崩解剂等。

[0068] 作为示例，本发明的所述制剂中可选用的赋形剂包括但不限于：所述赋形剂选自

磷酸钙、硬脂酸镁、滑石粉、糊精、淀粉、凝胶纤维素、甲基纤维素、羧甲基纤维素钠盐和聚乙

烯吡咯烷酮。

[0069] 本发明所述药物载体可以是药学上可接受的溶剂、悬浮剂、囊泡、纳米材料等，用

于将本发明上述第一方面所述的化合物递送至动物或人体内。载体可以是液体或固体，并

按照计划的给药方式进行选择。蛋白和脂质体也是药物载体。

[0070] 本领域技术人员可采用公知的技术将本发明的化合物配制成药物组合物或制剂。

比如将本发明上述第一方面中披露的任意化合物(至少一种化合物)与药用辅料混合，然后

如果需要，使所得混合物形成所需的形状。除本发明提到的除外，也可根据已知药物制剂进

行药物制剂的制备。以及，除本发明提到的以外，合适的药用辅料是本领域已知的，例如参

见2005年版的药用辅料手册(原著第四版)，作者(英)R.C.罗(RaymondCRowe)(美)P.J.舍斯

基(PaulJSheskey)。

[0071] 在本发明的又一具体实施方式中，提供上述第一方面中所述的化合物或其异构体

或其溶剂化物或其药学上可接受的盐或者上述第三方面中所述的药物组合物或药物制剂

在制备提高α‑微管蛋白的乙酰化水平药物或试剂中的应用。

[0072] 在本发明的又一具体实施方式中，提供上述第一方面中所述的化合物或其异构体

或其溶剂化物或其药学上可接受的盐或者上述第三方面中所述的药物组合物或药物制剂

在制备治疗与α‑微管蛋白异常去乙酰化相关疾病的药物中的应用；优选地，所述疾病为阿

尔茨海默症。

[0073] 在本发明的又一具体实施方式中，提供一种治疗阿尔兹海默症的方法，其包括向

受试者施用治疗有效量的本发明第一方面所述的化合物或本发明第三方面所述的药物组

合物或药物制剂。

[0074] 本发明所述受试者是指已经是治疗、观察或实验的对象的动物，优选指哺乳动物，

最优选指人。

[0075] 本发明所述治疗有效量是指包括本发明化合物在内的活性化合物或药物制剂的

量，该量可引起研究者、兽医、医生或其他医疗人员所追求的组织系统、动物或人的生物学

或医学响应，所述响应包括减轻或部分减轻所述治疗疾病、综合征、病症或障碍的症状。

[0076] 本领域的研究者、兽医、医生或其他医疗人员可根据临床试验或者本领域其他公

知的手段获知可使用的治疗有效量的范围。

[0077] 以下通过实施例对本发明做进一步解释说明，但不构成对本发明的限制。应理解

这些实施例仅用于说明本发明而不用于限制本发明的范围。

[0078] 实施例1：化合物2的制备

[0079] (1)将吩噻嗪(式1)(125mg，0.61mmol)溶于2mL  N,N‑二甲基甲酰胺中，–20℃条件

下滴加双三甲基硅基胺基锂(0.8mL，0.82mmol)，搅拌30min。之后，先将4‑氯甲基吡唑‑1‑乙

酸乙酯(190mg，0.94mmol)溶于2mL  N,N‑二甲基甲酰胺中，再滴入反应液中。–20℃条件下搅
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拌3h。用乙酸乙酯萃取，合并有机相，饱和NaCl洗涤，无水Na2SO4干燥，过滤，浓缩。硅胶柱层

析，得2‑[4‑((10H‑吩噻嗪‑10‑基)甲基)‑1H‑吡唑‑1‑基]乙酸乙酯(2)，黄色油状物，100mg，

收率56％。1H  NMR(400MHz,CDCl3)δ7.45(s,1H) ,7.25(s,1H) ,7.04–6.93(m,4H) ,6.84–6.68

(m,4H) ,4.91(s,2H) ,4.76(s,2H) ,4.12(q ,J＝7.1Hz,2H) ,1.17(t,J＝6.0Hz,3H)；ESI‑MS 

m/z:388.06[M+Na]+。

[0080] 实施例2：化合物3的制备

[0081] (1)将2‑[4‑((10H‑吩噻嗪‑10‑基)甲基)‑1H‑吡唑‑1‑基]乙酸乙酯(2)(50mg，

0.14mmol)溶于2mL甲胺水溶液中，室温反应5h。加水淬灭，用乙酸乙酯萃取，合并有机相，饱

和NaCl洗涤，无水Na2SO4干燥，过滤，浓缩。硅胶柱层析，得N‑甲基‑2‑[4‑((10H‑吩噻嗪‑10‑

基)甲基)‑1H‑吡唑‑1‑基]酰胺(3a)，白色固体，32mg，收率78％。熔点：150–152℃；1H  NMR

(400MHz ,CDCl3)δ7.51(s ,1H) ,7 .27(s ,1H) ,7 .04(d ,J＝7.6,Hz ,2H) ,7 .01–6.93(m ,2H) ,

6.82(t,J＝7.5Hz,2H) ,6.68(d,J＝7.9Hz,2H) ,6.02(s,1H) ,4.90(s,2H) ,4.64(s,2H) ,2.66

(d,J＝4.8Hz,3H)；ESI‑MS  m/z:373.05[M+Na]+。

[0082] (2)将2‑[4‑((10H‑吩噻嗪‑10‑基)甲基)‑1H‑吡唑‑1‑基]乙酸乙酯(2)(50mg，

0.14mmol)溶于2mL乙胺水溶液中，室温反应5h。加水淬灭，用乙酸乙酯萃取，合并有机相，饱

和NaCl洗涤，无水Na2SO4干燥，过滤，浓缩。硅胶柱层析，得N‑乙基‑2‑[4‑((10H‑吩噻嗪‑10‑

基)甲基)‑1H‑吡唑‑1‑基]酰胺(3b)，白色固体，35mg，收率70％。熔点：132–134℃；1H  NMR

(400MHz,CDCl3)δ7.51(s,1H) ,7.27(s,1H) ,7.09–6.94(m,4H) ,6.82(t,J＝7.1Hz,2H) ,6.68

(d ,J＝8.0Hz,2H) ,5.96(s,1H) ,4.90(s,2H) ,4.63(s,2H) ,3.19–3.09(m,2H) ,0.96(t,J＝

7.3Hz,3H)；ESI‑MS  m/z:387.05[M+Na]+。

[0083] (3)将2‑[4‑((10H‑吩噻嗪‑10‑基)甲基)‑1H‑吡唑‑1‑基]乙酸乙酯(2)(50mg，

0.14mmol)溶于2mL正丙胺中，室温反应5h。加水淬灭，用乙酸乙酯萃取，合并有机相，饱和

NaCl洗涤，无水Na2SO4干燥，过滤，浓缩。硅胶柱层析，得N‑丙基‑2‑[4‑((10H‑吩噻嗪‑10‑基)

甲基)‑1H‑吡唑‑1‑基]酰胺(3c)，白色固体，45mg，收率67％。熔点：130–132℃；1H  NMR

(400MHz,CDCl3)δ7.51(s,1H) ,7.27(s,1H) ,7.04(d,J＝7.5Hz,2H) ,6.96(t,J＝7.7Hz,2H) ,

6 .82(t ,J＝7.4Hz ,2H) ,6 .68(d ,J＝8.1Hz ,2H) ,6 .02(s ,1H) ,4 .90(s ,2H) ,4 .64(s ,2H) ,

3.09–3.04(m,2H) ,1.39–1.28(m,2H) ,0.74(t,J＝7.4Hz,3H)；ESI‑MS  m/z:401.15[M+Na]+。

[0084] 实施例3：化合物5的制备

[0085] (1)将2 ,8‑二甲基‑2 ,3 ,4 ,5‑四氢‑1H‑吡啶并[4 ,3‑b]吲哚(式4) (100mg，

0.50mmol)溶于0.6mL  DMF中，加入NaH(23mg，0.58mmol)，室温反应30min。之后，加入4‑氯甲

基吡唑‑1‑乙酸乙酯(101mg，0.50mmol)，继续反应6h。加水淬灭，用乙酸乙酯萃取，合并有机

相，饱和NaCl洗涤，无水Na2SO4干燥，过滤，浓缩。硅胶柱层析，得2‑[4‑((2,8‑二甲基‑1,2,3,

4‑四氢‑5H‑吡啶并[4,3‑b]吲哚‑5‑基)甲基)‑1H‑吡唑‑1‑基]乙酸乙酯(5)，黄色油状物，

45mg，收率60％。1HNMR(400MHz,CDCl3)δ7.32(s ,1H) ,7.18(d ,J＝6.7Hz,1H) ,7.02(d ,J＝

8.1Hz,2H) ,6.88(d ,J＝9.2Hz,1H) ,4.69(s,2H) ,4.60(s,2H) ,4.12(q,J＝7.1Hz,2H) ,3.78

(s,2H) ,2.87(s,4H) ,2.48(s,3H) ,2.34(s,3H) ,1.17(t,J＝7.1Hz,3H)；ESI‑MS  m/z:367.21

[M+H]+。

[0086] 实施例4：化合物6的制备

[0087] (1)将2‑[4‑((2,8‑二甲基‑1,2,3,4‑四氢‑5H‑吡啶并[4,3‑b]吲哚‑5‑基)甲基)‑
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1H‑吡唑‑1‑基]乙酸乙酯(5)(100mg，0.27mmol)溶于6mL甲胺水溶液中，室温反应2h。加水淬

灭，用乙酸乙酯萃取，合并有机相，饱和NaCl洗涤，无水Na2SO4干燥，过滤，浓缩。硅胶柱层析，

得N‑甲基‑2‑[4‑((2,8‑二甲基‑1,2,3,4‑四氢‑5H‑吡啶并[4,3‑b]吲哚‑5‑基)甲基)‑1H‑吡

唑‑1‑基]酰胺(6a)，白色固体，50mg，收率53％。熔点：80–82℃；1H  NMR(400MHz,DMSO‑d6)δ

7.87(s ,1H) ,7 .39(s ,1H) ,7 .21(dd ,J＝9.1 ,5.7Hz,3H) ,6.86(d ,J＝8.1Hz,1H) ,4.64(s ,

2H) ,4.63(s,2H) ,3.75(s,2H) ,2.90(dd ,J＝9.8,4.6Hz,4H) ,2.59(d ,J＝4.6Hz,3H) ,2.46

(s,3H) ,2.36(s,3H)；ESI‑MS  m/z:352.16[M+H]+。

[0088] (2)将2‑[4‑((2,8‑二甲基‑1,2,3,4‑四氢‑5H‑吡啶并[4,3‑b]吲哚‑5‑基)甲基)‑

1H‑吡唑‑1‑基]乙酸乙酯(5)(100mg，0.27mmol)溶于6mL乙胺水溶液中，室温反应2h。加水淬

灭，用乙酸乙酯萃取，合并有机相，饱和NaCl洗涤，无水Na2SO4干燥，过滤，浓缩。硅胶柱层析，

得N‑乙基‑2‑[4‑((2,8‑二甲基‑1,2,3,4‑四氢‑5H‑吡啶并[4,3‑b]吲哚‑5‑基)甲基)‑1H‑吡

唑‑1‑基]酰胺(6b)，白色固体，55mg，收率56％。熔点：106–108℃；1H  NMR(400MHz,DMSO‑d6)δ

7.96(s,1H) ,7.38(s,1H) ,7.21(dd ,J＝10.6Hz,6.9,3H) ,6.86(d ,J＝8.2Hz,1H) ,4.63(s,

2H) ,4.62(s,2H) ,3.75(s,2H) ,2.92–3.08(m,2H) ,2.88–2.91(m,4H) ,2.46(s,3H) ,2.36(s,

3H) ,1.01(t,J＝7.2Hz,3H)；ESI‑MS  m/z:366.54[M+H]+。

[0089] (3)将2‑[4‑((2,8‑二甲基‑1,2,3,4‑四氢‑5H‑吡啶并[4,3‑b]吲哚‑5‑基)甲基)‑

1H‑吡唑‑1‑基]乙酸乙酯(5)(100mg，0.27mmol)溶于5mL正丙胺中，室温反应2h。加水淬灭，

用乙酸乙酯萃取，合并有机相，饱和NaCl洗涤，无水Na2SO4干燥，过滤，浓缩。硅胶柱层析，得

N‑丙基‑2‑[4‑((2,8‑二甲基‑1 ,2,3,4‑四氢‑5H‑吡啶并[4,3‑b]吲哚‑5‑基)甲基)‑1H‑吡

唑‑1‑基]酰胺(6c)，白色固体，75mg，收率74％。熔点：114–116℃；1H  NMR(400MHz,DMSO‑d6)δ

7.94(s,1H) ,7.38(s,1H) ,7.21(dd ,J＝11.3,7.5Hz,3H) ,6.86(d ,J＝8.2Hz,1H) ,4.64(s,

4H) ,3.75(s ,2H) ,3.02–3.92(m ,2H) ,2.91–2.88(m ,4H) ,2.45(s ,3H) ,2.36(s ,3H) ,1 .45–

1.34(m,2H) ,0.82(t,J＝7.4,3H)；ESI‑MS  m/z:380.79[M+H]+。

[0090] 实施例5：HDACs抑制活性实验

[0091] 1、实验方法：

[0092] 将化合物(实施例2、实施例4制备得到的化合物)用DMSO溶解，稀释后配成不同浓

度的溶液，转移至384孔板。将组蛋白去乙酰化酶6(HDAC6)溶于Tris缓冲溶液中，配成酶溶

液。将底物溶于缓冲液中，配成底物溶液。向实验组加入15μL酶溶液，空白组则加15μL缓冲

液。室温孵育15min后，每孔加入10μL底物溶液。室温孵育60分钟后，在激发波长355nm下，测

定在460nm波长处的发射光强度，评价化合物对HDAC6的抑制活性。

[0093] 2、实验结果

[0094] 表1、化合物对HDAC6的抑制活性(IC50)
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[0095]

[0096] a表示阳性对照药；IC50：抑制HDAC6酶活性50％的浓度。

[0097] 从表1可以看出，除了阳性对照化合物外，所测试化合物对HDAC6没有抑制活性。

[0098] 实施例6：化合物3a对α‑微管蛋白乙酰化水平的影响

[0099] 1、实验方法：

[0100] 将SH‑SY5Y细胞接种于6孔板中，每孔1.5×104个细胞，恒温孵育24小时。加入不同

浓度的化合物3a，继续孵育24小时。弃去培养基，用冷PBS洗，离心，用冷PBS洗，加入Lysis 

Buffer(10μL磷酸酶抑制剂，1μL蛋白酶抑制剂，5μL  100mM  PMSF)，置于4℃摇床，剧烈振荡

30秒后，离心。取全蛋白提取物，对蛋白进行定量。将每个样品中的蛋白(25μg)，在100℃加

入缓冲液，静置。用10％SDS‑PAGE凝胶电泳后，转膜，用封闭液封闭，用含5％脱脂奶粉的

TBST洗膜。将膜放入含一抗的溶液，孵育24h。室温振荡30分钟，吸弃一抗，用TBST洗，室温二

抗孵育2h，TBST洗，ECL试剂显色、成像，用Gel‑Pro32软件对结果进行灰度分析。

[0101] 2、实验结果：

[0102] 为了评价3a对α‑微管蛋白乙酰化水平的影响，选用SH‑SY5Y细胞进行了蛋白免疫

印迹实验。实验结果见图1，在SH‑SY5Y细胞中，化合物3a以剂量依赖的方式，提高α‑微管蛋

白乙酰化水平。

[0103] 最后应说明的是：以上所述仅为本发明的优选实施例而已，并不用于限制本发明，

尽管参照前述实施例对本发明进行了详细的说明，对于本领域的技术人员来说，其依然可

以对前述各实施例所记载的技术方案进行修改，或者对其中部分技术特征进行等同替换。

凡在本发明的精神和原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的

保护范围之内。
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