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本发明公开了四氢吡咯烷类化合物、其制备

方法及用途，具体公开了一类四氢吡咯烷类化合

物(I)，药理试验证明，本发明的四氢吡咯烷类化

合物对鞘氨醇激酶1(SphK1)有较强的抑制活性，

化合物对肿瘤具有抑制作用。该类化合物与其药

用制剂可以用于制备治疗一系列癌症、炎症性疾

病的药物，例如结肠癌、肺癌、乳腺癌、肝癌、胃

癌、肺腺癌、黑色素瘤、食管癌；所述的炎症性疾

病包括炎症性肠病、肝炎、哮喘、慢性阻塞性肺

病、类风湿性关节炎或多发性硬化症。式(I)
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1.通式(I)所示化合物或其药学上可接受的盐,

R为：

C16H33，

2.如权利要求1所述的化合物或其药学上可接受的盐，其特征在于，所述R为

3.如权利要求2所述的化合物或其药学上可接受的盐，其特征在于，所述R为

4.如权利要求3所述的化合物或其药学上可接受的盐，其特征在于，所述R为

5.权利要求1‑4任一权利要求所述的化合物或其药学上可接受的盐的制备方法，包括

如下步骤：

将化合物II溶解于二氯甲烷中，于氮气保护下，加入烯烃，Grubbs2nd，加热回流反应7h，

以TLC检测反应原料消失；反应液冷却至室温并通过短硅胶柱过滤，用EtOAc洗脱，得化合物

粗品(III)；将化合物粗品(III)溶解于乙腈中，于氮气保护下加入碳酸铯，苯硫酚，50℃反

应3h，以TLC检测反应原料消失；反应液冷却至室温并通过短硅胶柱过滤，用二氯甲烷洗脱，

得化合物粗品(IV)；将化合物粗品(IV)溶解于甲醇中，加入20％氢氧化钯碳，10％钯碳，于

氢气条件下反应24h，反应液用硅藻土过滤，旋干溶剂，得化合物粗品(V)；将化合物粗品(V)

溶解于乙腈‑水中，所述乙腈‑水体积比为1:4；加入硝酸铈铵，室温反应3h，反应液直接用硅

胶柱层析分离，得目标化合物；

所述化合物II,III,IV,V为：
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所述R’为

C13H27,

6.一种药物组合物，其特征在于，含有权利要求1‑4任一项的化合物或其药学上可接受

的盐和药学上可接受的载体或赋形剂。

7.权利要求1‑4任一项的化合物或其药学上可接受的盐或权利要求6的药物组合物在

制备预防和/或治疗与SphK1功能异常相关的疾病的药物中的应用。

8.根据权利要求7的应用，其特征在于，所述的与SphK1功能异常相关的疾病为癌症、炎

症性疾病。

9.根据权利要求8 的应用，其特征在于，所述癌症为结肠癌、肺癌、乳腺癌、肝癌、胃癌、

黑色素瘤、食管癌；所述炎症性疾病为炎症性肠病、肝炎、哮喘、慢性阻塞性肺病、类风湿性

关节炎或多发性硬化症。
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四氢吡咯烷类化合物或其药学上可接受的盐及其制备方法和

应用

技术领域

[0001] 本发明涉及药物化学领域，具体涉及一类四氢吡咯烷类化合物、其制备方法、并包

含其药物制剂及其医药用途。

背景技术

[0002] 鞘磷脂是细胞膜的成分之一，其代谢产物神经酰胺(ceramide ,Cer)、鞘氨醇

(sphingosine,Sp)和鞘氨醇‑1‑磷酸(sphingosine‑1‑phosphate,S1P)在调控细胞增殖、迁

移及凋亡中发挥着重要作用。Cer和Sp能抑制细胞生长、促进细胞凋亡，S1P则促进细胞生

长、抑制细胞凋亡。鞘氨醇激酶(sphingosinekinase,SphK)是调控上述物质在细胞内动态

平衡的重要限速酶，也是细胞增殖及存活的重要信号分子。

[0003] 目前在哺乳动物组织中发现有SphK1和SphK2两种异构体。SphK1主要存在于细胞

质中，主要功能是磷酸化Sp生成S1P，进而调控细胞增殖、迁移、侵染、分化及细胞的程序性

凋亡等多种生物学功能，是SphK1‑S1P‑S1P受体(SphK1‑S1P‑S1PRs)信号通路中重要的激

酶。SphK1高表达不仅能刺激细胞生长，而且可以导致细胞恶性转化，故SphK1基因也具有癌

基因的特性。SphK1在胶质瘤、结肠癌、直肠癌、肺癌、卵巢癌、乳腺癌、胃癌、宫颈癌、肾癌等

多种癌细胞中高表达，其活性高低直接决定着癌细胞的命运。SphK1的活性受抑制会使细胞

内Cer和Sp水平升高，S1P水平降低，进而抑制细胞生长或促进细胞凋亡，因此，SphK1是癌症

治疗的理想靶标。近几年，SphK1‑S1P‑S1PRs信号通路及其在肿瘤、自身免疫系统疾病、炎

症、动脉粥样硬化、神经系统疾病等多种疾病中的作用已逐步被阐明，靶向SphK1的药物设

计、开发研究也成为药物研究的热点之一。

[0004] 由于癌症和炎症性疾病的发病率呈逐年升高的趋势，其病理机制非常复杂，因此，

发现结构多样性的SphK1抑制剂来缓解癌症和炎症性肠病迫在眉睫。研究人员基于此研究

思路发现了含四氢吡咯烷的化合物，其对SphK1具有较好的选择性及抗细胞增殖活性。

发明内容

[0005] 本发明解决的技术问题是提供一类四氢吡咯烷类化合物及其药学上可接受的盐、

其制备方法、药物组合物以及其在制备预防和/或治疗与Sphk1功能异常相关的疾病中的应

用。

[0006] 为解决本发明的技术问题，本发明提供如下技术方案：

[0007] 本发明技术方案的第一方面是提供如通式(I)所示的化合物或其药学上可接受的

盐：
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[0008]

[0009] 其中，R为

[0010] C16H33，

[0011] 优选的，上述化合物或其药学上可接受的盐，所述R为C16H33。

[0012] 或者优选的，上述化合物或其药学上可接受的盐，所述R为

[0013]

[0014] 进一步优选的，上述化合物或其药学上可接受的盐，所述R为

[0015]

[0016] 更进一步优选的，上述化合物或其药学上可接受的盐，所述R为

[0017]

[0018] 更进一步优选的，上述化合物或其药学上可接受的盐，所述R为

[0019]

[0020] 本发明上述任一化合物药学上可接受的盐为有机酸盐或无机酸盐，其中有机酸包

括乙酸、三氟乙酸、甲磺酸、甲苯磺酸、马来酸、琥珀酸、酒石酸、柠檬酸、富马酸；无机酸包括

盐酸、氢溴酸、硝酸、硫酸、磷酸。

[0021] 本发明技术方案的第二方面是提供第一方面所述化合物的制备方法，本发明的通

式(I)化合物可用下述方法制备：

[0022]

说　明　书 2/10 页

5

CN 111484435 B

6



[0023] 所述R为

[0024] C16H33，

[0025] R’为

[0026] C13H27,

[0027] 将化合物II溶解于二氯甲烷中，于氮气保护下，加入相应烯烃，Grubbs2nd，加热回

流反应7h，以TLC检测反应原料消失；反应液冷却至室温并通过短硅胶柱过滤，用EtOAc洗

脱，得化合物粗品(III)；将化合物粗品(III)溶解于乙腈中，于氮气保护下加入碳酸铯，苯

硫酚，50℃反应3h，以TLC检测反应原料消失；反应液冷却至室温并通过短硅胶柱过滤，用二

氯甲烷洗脱，得化合物粗品(IV)；将化合物粗品(IV)溶解于甲醇中，加入20％氢氧化钯碳

(30wt％)，10％钯碳(10wt％)，于氢气条件下反应24h，反应液用硅藻土过滤，旋干溶剂，得

化合物粗品(V)；将化合物粗品(V)溶解于乙腈/水(体积比1:4)中，加入硝酸铈铵，室温反应

3h，反应液直接用硅胶柱层析分离(洗脱剂为甲醇‑乙醇‑二氯甲烷‑氨水‑6:12:77:5)，得目

标化合物。

[0028] 本发明技术方案的第三方面是提供包含第一方面所述化合物的药物组合物其药

学上可接受的盐与一种或多种药用载体和/或稀释剂的药物组合物，为临床上或药学上可

接受的任一剂型，优选为口服制剂或注射剂。其中含有生理有效量的通式(I)所示的化合物

0.01g～10g，可以为0.01g、0.015g、0.02g、0.025g、0.03g、0.04g、0.05g、0.1g、0.125g、

0.2g、0.25g、0.3g、0.4g、0.5g、0.6g、0.75g、1g、1.25g、1.5g、1.75g、2g、2.5g、3g、4g、5g、6g、

7g、8g、9g、10g等。

[0029] 本发明任一化合物、其药学上可接受的盐，可以口服或肠胃外给药等方式施用于

需要这种治疗的患者。

[0030] 用于肠胃外给药时，可制成注射剂。制成注射剂时，可采用现有制药领域中的常规

方法生产，可选用水性溶剂或非水性溶剂。最常用的水性溶剂为注射用水，也可用0.9％氯

化钠溶液或其他适宜的水溶液；常用的非水性溶剂为植物油，主要为供注射用大豆油，其他

还有乙醇、丙二醇、聚乙二醇等的水溶液。配制注射剂时，可以不加入附加剂，也可根据药物

的性质加入适宜的附加剂，如渗透压调节剂、pH值调节剂、增溶剂、填充剂、抗氧剂、抑菌剂、

乳化剂、助悬剂等。用于口服时，可制成常规的固体制剂，如片剂、胶囊剂、丸剂、颗粒剂等；

也可制成口服液体制剂，如口服溶液剂、口服混悬剂、糖浆剂等。制成口服制剂时，可以加入

适宜的填充剂、粘合剂、崩解剂、润滑剂等。

[0031] 本发明所述的化合物可以添加药学上可接受的载体制成常见的药用制剂，如片

剂、胶囊、粉剂、糖浆、液剂、悬浮剂、针剂，可以加入香料、甜味剂、液体或固体填料或稀释剂

等常用药用辅料。

[0032] 本发明所述的化合物在临床上的给药方式可以采用口服、注射等方式。

[0033] 本发明的化合物临床所用剂量为0.01‑1000mg/天，也可根据病情的轻重或剂型的

不同偏离此范围。
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[0034] 本发明技术方案的第四方面是提供包含第一方面所述化合物以及第三方面所述

药物组合物在制备预防或治疗SphK1功能异常相关的疾病的药物中的应用。其中，所述的与

SphK1功能异常相关的疾病包括癌症、炎症性疾病。所述的癌症包括结肠癌、肺癌、乳腺癌、

肝癌、胃癌、肺腺癌、黑色素瘤、食管癌；所述的炎症性疾病包括炎症性肠病、肝炎、哮喘、慢

性阻塞性肺病、类风湿性关节炎或多发性硬化症。

[0035] 有益技术效果：

[0036] 本发明的优点在于，所述的化合物对SphK1有较强的选择性及抑制作用，该类化合

物与其药用制剂可以用于治疗SphK1功能异常导致的一系列疾病，例如结肠癌、肝癌、炎症

性肠病、肝炎、哮喘、发性硬化症等。此外，本发明提供的制备方法具有不需要中间体分离，

反应条件温和、操作简单等特点。

具体实施方式

[0037] 下面结合具体实施方式来对本发明作更进一步的说明，以便本领域的技术人员更

了解本发明，但并不以此限制本发明。

[0038] 将化合物II(0 .186mmol)溶解于二氯甲烷(6mL)中，于氮气保护下，加入烯烃

(0.744mmol)，Grubbs2nd(0.037mmol)，加热回流反应7h，以TLC检测原料消失。反应液冷却至

室温并通过短硅胶柱过滤，用EtOAc洗脱，得化合物粗品(III)。将所得粗品(III)溶解于乙

腈(6mL)中，于氮气保护下加入碳酸铯(0.372mmol)，苯硫酚(0.28mmol)，50℃反应3h，以TLC

检测原料消失。反应液冷却至室温并通过短的短硅胶柱过滤，用二氯甲烷洗脱，得化合物粗

品(IV)。将所得粗品(IV)溶解于甲醇(6mL)中，加入20％氢氧化钯碳(30wt％)，10％钯碳

(10wt％)，于氢气条件下反应24h，反应液经硅藻土过滤，旋干溶剂，得化合物粗品(V)。将所

得粗品(V)溶解于乙腈/水(1:4)中，加入硝酸铈铵(0.372mmol)，室温反应3h。反应液直接用

硅胶柱层析分离(洗脱剂为甲醇‑乙醇‑二氯甲烷‑氨水‑6:12:77:5)，得P系列四氢吡咯烷类

目标化合物，

[0039] 化合物II结构式如下：

[0040]

[0041] 实施例1

[0042] (2R,3S,4S)‑4‑氨基‑2‑十六烷基吡咯烷‑3‑醇的制备(P3)

[0043]

[0044] 将化合物II(0.186mmol)溶解于二氯甲烷(6mL)中，于氮气保护下，加入1‑十五烯
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(0.744mmol)，Grubbs2nd(0.037mmol)，加热回流反应7h，以TLC检测原料消失(乙酸乙酯‑二

氯甲烷‑石油醚3:2:5)。反应液冷却至室温并通过短硅胶柱过滤，用EtOAc洗脱，得粗品。将

所得粗品溶解于乙腈(6mL)中，于氮气保护下加入碳酸铯(0.372mmol)，苯硫酚(0.28mmol)，

50℃反应3h，以TLC检测原料消失(甲醇‑二氯甲烷7:93)。反应液冷却至室温并通过短的短

硅胶柱过滤，用二氯甲烷洗脱，得粗品。将所得粗品溶解于甲醇(6mL)中，加入20％氢氧化钯

碳(30wt％)，10％钯碳(10wt％)，于氢气条件下反应24h，反应液经硅藻土过滤，旋干溶剂，

得粗品。将所得粗品溶解于乙腈/水(1:4)中，加入硝酸铈铵(0.372mmol)，室温反应3h。反应

液直接用硅胶柱层析分离(洗脱剂为甲醇‑乙醇‑二氯甲烷‑氨水‑6:12:77:5)得化合物P3。

白色固体，产率： 1H  NMR(CD3OD,600MHz)δ(ppm):3.55–

3.58(m,1H) ,3.15(q,J＝6.7Hz,1H) ,3.09(dd,J＝11.2,6.7Hz,1H) ,2.84(q,J＝6.3Hz,1H) ,

2.56(dd ,J＝11.2,7.5Hz,1H) ,1.48–1.55(m,1H) ,1.11–1.40(m,29H) ,0.80(t,J＝7.0Hz,

3H) .13C  NMR(CDCl3 ,150MHz)δ(ppm):75 .66 ,65 .09 ,53 .01 ,51 .91 ,33 .98,31 .90 ,29.59 ,

29.63(2C) ,29.67(6C) ,29.52,29.33,26.79,22.66,14.07.IR(KBr,cm‑1):3350,3240,2956,

2918,2850,1558,1469,1458,1261,1101,1083,1028,954,914,883,852,804,765,719.HRMS

(ESI)calcd  for  C20H42N2O  m/z:327.3375[M+H]
+.found:327.3231。

[0045] 实施例2‑6中化合物，P4，P5，P7，P17，P18的制备方法同实施例1，区别在于使用不

同的烯烃试剂，具体每个实施例中使用的烯烃原料在相应实施例中有记载：

[0046] 实施例2

[0047] (2R,3S,4S)‑4‑氨基‑2‑[9‑(环己基)壬基]吡咯烷‑3‑醇的制备(P4)

[0048]

[0049] 所用烯烃试剂为((辛‑7‑烯‑1‑氧基)甲基)环己烷。产物为粘稠油状，产率：29％,

1H  NMR(CDCl3 ,400MHz)δ(ppm):3.52(t,J＝5.3Hz,1H) ,3.36

(h,J＝7.3Hz,4H) ,3.19(d,J＝6.6Hz,2H) ,2.82–2.90(m,1H) ,2.63(dd,J＝9.7,6.2Hz,1H) ,

2.41(brs,4H) ,1.12–1.79(m,25H) ,0.90(q,J＝10.9,10.1Hz,2H) .13C  NMR(CDCl3,100MHz)δ

(ppm):76.83,75.81 ,71 .13,65.53,53.29,53.00,38.04 ,34.42,30.18(2C) ,29.74(2C) ,

29.55,29.51,29.48,26.90,26.69,26.17,25.90(2C) .IR(KBr,cm‑1):3427(br) ,3248,2924,

2850 ,2792 ,2665 ,1463 ,1448,1409 ,1375 ,1122 ,927 ,910 ,891 ,844 ,815 ,723 .HRMS(ESI)

calcd  for  C20H40N2O2  m/z:341.3168[M+H]
+.found:341.3419.

[0050] 实施例3

[0051] (2R,3S,4S)‑4‑氨基‑2‑[10‑(环己基)癸基]吡咯烷‑3‑醇的制备(P5)
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[0052]

[0053] 所用烯烃试剂为((壬‑8‑烯‑1‑氧基)甲基)环己烷。产物为粘稠油状，产率：17％,
1H  NMR(CD3OD,400MHz)δ(ppm):3.63(t,J＝5.4Hz,1H) ,3.39

(t,J＝6.5Hz,2H) ,3.12–3.24(m ,4H) ,2.89(q ,J＝5.9Hz,1H) ,2.61(dd ,J＝10.7 ,7 .2Hz,

1H) ,1.50–1.79(m,10H) ,1.19–1.45(m,21H) ,0.94(q,J＝10.5,9.0Hz,2H) .13C  NMR(CD3OD,

100MHz)δ(ppm):76 .48 ,75 .83 ,70 .75 ,64 .60 ,53 .31 ,50 .58 ,37 .93 ,33 .51 ,29 .83(2C) ,

29.42,29.34(2C) ,29.29,29.27 ,29.17 ,26.64,26.37,26.89,25.62(2C) .IR(KBr,cm‑1):

3338,3253,2924 ,2850,2792,1558,1541 ,1454 ,1373,1124 ,964 ,916,887 ,815,721 .HRMS

(ESI)calcd  for  C21H42N2O2  m/z:355.3325[M+H]
+.found:355.3316.

[0054] 实施例4

[0055] (2R,3S,4S)‑4‑氨基‑2‑(10‑异丁基癸烷)吡咯烷‑3‑醇的制备(P7)

[0056]

[0057] 所 用烯烃试剂为 9 ‑异丁氧基 ‑ 1 ‑烯。产物为粘稠油状 ,产率 : 2 6％ ,

1H  NMR(CD3OD,600MHz)δ(ppm):3.87(t,J＝5.3Hz,1H) ,3.52

(q,J＝6.6Hz,1H) ,3.39(dt,J＝18.7,6.7Hz,3H) ,3.20(dd,J＝12.6,6.9Hz,3H) ,2.93(dd,J

＝11.8,7.1Hz,1H) ,1.77–1.89(m,1H) ,1.69(dt,J＝15.3,7.8Hz,1H) ,1.54(dt,J＝14.4,

7 .2Hz,3H) ,1 .16–1 .49(m ,18H) ,0.90(d ,J＝6.7Hz,6H) .13C  NMR(CD3OD,150MHz)δ(ppm):

77 .51 ,74 .02 ,70 .07 ,64 .72 ,51 .99 ,48 .29 ,31 .43 ,29 .36 ,29 .32 ,29 .23 ,29 .18 ,29 .15 ,

29.13,28.19,26.32,25.91,18.37(2C) .IR(KBr,cm‑1):3246,3070,2927,2852,1635,1558,

1521,1419,1114,1041,1008,968,945,873,831,819,721.HRMS(ESI)calcd  for  C18H38N2O2 

m/z:315.3012[M+H]+.found:315.3000.

[0058] 实施例5

[0059] (2R,3S,4S)‑4‑氨基‑2‑(10‑((四氢‑2H‑吡喃‑4‑基)氧基)癸基)吡咯烷‑3‑醇的制

备(P17)

[0060]

[0061] 所用烯烃试剂为4‑(癸‑9‑烯‑1‑氧基)四氢‑2H‑吡喃。产物为白色固体，产率：
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37％, 1H  NMR(CD3OD,600MHz)δ(ppm):3.89(dt,J＝11.5,4.3Hz,

2H) ,3.58(t,J＝5.4Hz,1H) ,3.53–3.41(m,5H) ,3.18–3.09(m,2H) ,2.84(q,J＝5.9Hz,1H) ,

2 .55(dd ,J＝10 .6 ,7 .2Hz ,1H) ,1 .92–1 .86(m ,2H) ,1 .62–1 .24(m ,24H) .13C  NMR(CD3OD ,

150MHz)δ(ppm):76.15,73.63,67.43,65.31(2C) ,64.58,53.54,50.98,33.90,32.23(2C) ,

29.72,29.45,29.34,29.31(2C) ,29.29,29.18,26.68,25.94.IR(KBr,cm‑1):3350,3244,

2922,2661,2536,1641,1585,1469,1361,1166,1136,1114,1087,1006,954,893,867,821,

719,626,567.HRMS(ESI)calcd  for  C20H40N2O3  m/z:357.3117[M+H]
+.found:357.3124.

[0062] 实施例6

[0063] (2R,3S,4S)‑4‑氨基‑2‑(10‑(环戊基甲氧基)癸基)吡咯烷‑3‑醇(P18)

[0064]

[0065] 所用烯烃试剂为((壬‑8‑烯‑1‑基氧基)甲基)环戊烷。产物为白色固体，产率：

37％, 1H  NMR(CD3OD,600MHz)δ(ppm):3.50–3.54(m,1H) ,3.32

(t,J＝6.6Hz,2H) ,3.19(d ,J＝7.1Hz,2H) ,3.03–3.13(m,2H) ,2.78(q,J＝5.8Hz,1H) ,2.50

(dd,J＝11.0,7.5Hz,1H) ,2.03(dq,J＝14.9,7.5Hz,1H) ,1.60–1.67(m,2H) ,1.49(dddd,J＝

27.3,20.0,10.1 ,4.9Hz,7H) ,1 .18–1 .39(m ,15H) ,1 .15(dq ,J＝14.2,7.2Hz,2H) .13C  NMR

(CD3OD,150MHz)δ(ppm):75.93,75.20,70.69,64.58,53.39,50.70,39.31 ,33.66,29.44,

29.35,29.34,29.29,29.28,29.24,29.18(2C) ,26.66,25.90,25.00(2C) .IR(KBr,cm‑1):

3336,3255,2920,2850,2796,2546,1558,1469,1373,1116,1078,1008,964,914,875,813,

759 ,719 ,665 ,634 .HRMS(ESI)calcd  for  C20H40N2O2  m/z:341 .3168[M+H]+ .found:

341.3176.

[0066] 注：本申请实施例的化合物结构进行NMR测定时，使用的是CD3OD，P3中的4个活泼

氢与CD3OD之间发生了交换，因此没有检测到4个活泼氢的化学位移信号；P17中的2个活泼

氢与CD3OD之间发生了交换，因此没有检测到2个活泼氢的化学位移信号。

[0067] 本发明化合物的药理学试验及结果如下：

[0068] 实验例1：本发明化合物对SphK1和SphK2的抑制作用检测

[0069] 实验方法：首先将化合物P3，P4，P5，P7，P17，P18用DMSO配制成10mM的母液，超声加

速溶解，后用DMSO及激酶缓冲液进行梯度稀释，保证DMSO的终浓度小于1％。在白色的酶标

板上，每孔加1uL的药物，然后加入10μLAKT1酶(100ng/孔)混匀，再加5μL的Crosstide底物,

后加入34μL的分析缓冲液(pH7 .4 ,40mMTris ,10mM  MgCl2 ,0 .1mg/mL  BSA ,1mM  DTT ,10μM 

ATP)，混匀，在30℃下孵育40分钟，然后加入ATP检测液50μL,室温反应5分钟，立即在在酶标

仪上检测化学发光信号，将数值代入如下公式，计算活性百分率：

[0070] ％activity＝[(Lu药物–Lu本底)/(Lu酶–Lu本底)]×100％

[0071] 用GraphpadPrism5软件处理，计算出化合物的IC50值。

[0072] 实验结果

[0073] 1、初步筛选结果

[0074] 表1化合物P1‑P18(10μM)对SphK1和SphK2抑制率
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[0075]

[0076] 初步的筛选结果表明，化合物P3，P4，P5，P7，P17，P18在浓度为10μM时对SphK1均具

有一定的抑制效果，其中化合物P17的抑制率高达95％。初筛的所有化合物对SphK2几乎不

具有抑制作用，初步测试结果说明，部分化合物对SphK1具有较好的选择性。继续将化合物

P3，P4，P5，P7，P17，P18进行SphK1和SphK2的IC50值测试。

[0077] 2、化合物P3，P4，P5，P7，P17，P18对SphK1和SphK2的IC50值

[0078] 表2化合物P3，P4，P5，P7，P17，P18对SphK1和SphK2的IC50值

[0079]

[0080] 化合物P3，P4，P5，P7，P17，P18对SphK1和SphK2的IC50值表明，化合物P3的IC50值大

于10μM，P4，P5，P7，P17，P18的IC50值均小于1  0μM，是进行深入药理研究的理想化合物。特别

的，P17的IC50值为0.8μM，其SphK2/SphK1高于125，是目前发现的已知选择性最好的SphK1拮

抗剂之一。

[0081] 实验例2：本发明化合物抗肿瘤活性研究

[0082] 2.1.实验材料

[0083] 化合物P3，P4，P5，P7，P17，P18分别用二甲基亚砜(DMSO，终浓度0.4％)溶解，用含

15％胎牛血清RPMI‑1640培养基配制成1mg/mL备用，用时稀释成所需浓度。人肺腺癌

(A549)、人结肠癌(LOVO)、人黑色素瘤细胞(A375)、人肝癌(HepG2)和人食管癌(TE‑1)细胞

系，均购买于中国科学院细胞库，使用含15％胎牛血清的DMEM(HighGlucose)培养基，置于

37℃，5％的CO2培养箱内培养。

[0084] 2.2抗肿瘤活性实验

[0085] 2.2.1MTT配制方法

[0086] 5mg/mL的MTT溶液配制：称取MTT粉末500.0mg，溶于温的100mLPBS中，用0.22μm孔

径的微孔滤膜过滤得滤液，小剂量分装于高压灭菌后的EP管中，置于‑20℃下冷冻避光保

存。
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[0087] 2.2.2细胞培养及实验方法

[0088] 将保存有肿瘤细胞的冻存管从液氮中取出，迅速放入37℃恒温箱中，不停摇动，直

到融化。用75％酒精擦拭冻存管盖边缘后，吸取细胞悬液转入10mL离心管中，补加5mL培养

基。低速离心(25℃,3000r/min,5min)，弃上清，加培养基再重复离心清洗一次。加适量培养

基稀释后，用吸管将细胞吹散制成悬液，转入培养瓶中，置于37℃、5％CO2细胞培养箱中培

养。次日更换培养液，置于37℃、5％CO2细胞培养箱中继续培养。

[0089] 人肺腺癌(A549)、人结肠癌(LOVO)、人黑色素瘤细胞(A375)、人肝癌(HepG2)和人

食管癌(TE‑1)细胞均为贴壁细胞，根据肿瘤细胞生长速率，将处于对数生长期的贴壁肿瘤

细胞洗涤，经0.25％的EDTA胰酶消化，调整细胞数为1×105/mL接种于96孔板内，每孔100μ

L，37℃下于CO2孵箱内培养，24h后给药。给药组加入不同浓度药物(化合物P1‑P17)，每个药

物设置5个剂量组，分别为100.00、10.00、1.00、0.10、0.01μM/L，每个浓度设三个复孔。设置

空白对照、DMSO(0.8％)溶剂对照和顺铂阳性对照。在37℃  CO2培养箱内培养48h后，用MTT

法测定OD值，计算细胞抑制率。

[0090] 2.2.3细胞IC50值的计算

[0091] 人肺腺癌(A549)、人结肠癌(LOVO)、人黑色素瘤细胞(A375)、人肝癌(HepG2)和人

食管癌(TE‑1)细胞培养48h后，终止，然后每个孔中加入10μL0.5％MTT溶液放置于CO2培养

箱中，4h后，除去每个孔中的液体，然后再分别加入0.2mL的DMSO溶液，在摇床上低频充分振

荡，使蓝紫色结晶的甲瓒充分溶解，置于酶标仪中，于490nm波长处记录OD值，计算不同浓度

的三个平行孔的平均值OD值，根据平均值计算不同浓度下的每一种受试药物的细胞抑制率

以及IC50值(见表3)。

[0092] 抑制率(％)＝[1‑供试品OD值/阴性对照组OD值]×100％

[0093] 2.2.4结果判断

[0094] 中药新药临床前研究指导原则表明，天然产物IC50≤30μmol/mL时认为有一定抑制

作用；合成药物IC50≤10μmol/mL时认为有一定抑制作用。

[0095] 表3化合物抗癌细胞增殖的IC50值

[0096]

[0097] 2.3结果

[0098] 抗肿瘤细胞增殖活性表明，化合物P3，P4，P5，P7，P17，P18对人肺腺癌(A549)、人黑

色素瘤细胞(A375)的IC50值均小于10μM，表明化合物P3，P4，P5，P7，P17，P18对人肺腺癌

(A549)、人黑色素瘤细胞(A375)的抑制效果较好；化合物P3，P5，P7，P17，P18对人结肠癌

(LOVO)、人肝癌(HepG2)的IC50值均小于10μM，表明化合物P3，P5，P7，P17，P18对人结肠癌

(LOVO)、人肝癌(HepG2)的抑制效果较好；化合物P3对人食管癌(TE‑1)的IC50值小于10μM，表
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明化合物P3对人食管癌(TE‑1)的抑制效果较好。
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