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吡咯烷类神经氨酸酶抑制剂的设计、合成与初步活性研究
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摘要 :目的 　合成新型吡咯烷类神经氨酸酶抑制剂 ,并测定其抑制神经氨酸酶的活性。方法 　以 L 2羟脯氨酸为原料 ,合成一

系列神经氨酸酶抑制剂 ,并用高通量活性筛选方法检测其对神经氨酸酶的抑制活性。结果 　设计、合成了 18个新型的吡咯烷

类化合物 ,其结构经核磁共振氢谱及质谱确定 ,并发现了几个具有较好活性的化合物。结论 　吡咯烷类化合物对神经氨酸酶

有较高的抑制活性 ,值得进一步研究。
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ABSTRACT: O BJECT IVE　To synthesize a series of novel pyrrolidine derivatives as neuram inidase inhibitors and test their inhibito2
ry activities against neuram inidase1M ETHOD S 　A series of pyrrolidine derivatives were synthesized from L 2hydroxyp roline, and the

　　lnK2 /K1 = △H (1 / t1 - 1 / t2 ) /R (2)

△G = - R T lnK (3)

△S = (△H - △G) / T (4)

式中 K1 , K2为不同温度时药物与蛋白的结合常

数 , G为 Gibbs自由能 ,ΔH为焓变 ,ΔS 为熵变。根

据不同温度下测定的 K值 ,可求得ΔH ,ΔG和ΔS。

本实验分别测定了 11 ℃, 37 ℃下苯磺酸左旋氨氯

地平与 HSA 的结合常数 , 分别为 175 307130 和

29 627184 ( n = 3 ) , 经 计 算 得 ΔH = - 50107

kJ·mol
- 1

,ΔG = - 28151 kJ·mol
- 1和ΔS = - 75192

J·mol
- 1。

根据 Ross等 [ 8 ]的观点 : ΔS > 0, 可能是疏水和

静电作用力 ; ΔH≈ 0或较小 , ΔS > 0,为静电作用

力 ; ΔH < 0时静电作用力为主要作用力。由此推测

苯磺酸氨氯地平与 HSA的结合以静电作用为主。

316　苯磺酸氨氯地平对 HSA荧光猝灭机制的讨论

人血清白蛋白由 585个氨基酸残基组成 ,分子

中含 17 个二硫键。苯磺酸氨氯地平分子中含

有 - NH和 - NH2 ,可以和血清白蛋白中氨基酸残基

上的 - NH或者 - OH形成氢键。形成氢键后 ,血清

白蛋白的分子结构将发生一定的变化 ,从而导致荧

光下降。
REFERENCES
[ 1 ]　 SH IW B, LA I Y S, ZHANG Y H1 Synthesis of am lodip ine besy2

late [ J ]1 Chin J M ed Chem (中国药物化学杂志 ) , 2006, 16
(3) : 16121641

[ 2 ]　 L IN A H, FENG A R, TANG K, et a l1 Effect of pH on the inter2
action of adriamycin and human serum album in [ J ] 1 J W uhan

U niv (武汉大学学报 ) , 2005, 51 (6) : 74927521
[ 3 ]　 ZHAO Y Y, YANG G L, L IH Y, et al1 Study of p rotein binding

of am lodip ine and levam lodip ine in human p lasma album in and
bovine serum album in solution by high performance cap illary e2
lectrophoresis frontal analysis [ J ]1Chem J , 2003, 5 (1) : 4251

[ 4 ]　 YAN C N, TONG J Q, X IONG D, et a l1 Studies on the binding

reaction features between pefloxacin and bovine serum album in by

fluorescence spectrophtometry [ J ]1 Chin J Anal Chem (分析化
学 ) , 2006, 34 (6) : 79628001

[ 5 ]　 YU T Z, TAO Z Y1 Fluorescence study on the Interaction of sali2
cylic acid and human serum album in [ J ]1 Spectrosc Spectra l Anal

(光谱学与光谱分析 ) , 1999, 19 (3) : 45324551
[ 6 ]　 XU W X, PANG Y H, SHUANG SM1 Fluorescence study on the

interaction of human serum album in with hydrochlorothiazide

[ J ]. Chin J Anal Chem (分析化学 ) , 2004, 32 ( 12) : 15712
15741

[ 7 ]　 L IN, W E I Y J1 Developments of fluorescence study on the com2
bination of drugs with serumalbum in [ J ] 1J Hebei N orm U niv

(N at Sci Edition) (河北师范大学学报 ·自然科学版 ) , 2006,
27 (2) : 17621801

[ 8 ]　 ROSS P D, SUBRAMAN IAN S1 Thermodynam ic of p rotein in as2
sociation reaction: force contribution to stability[ J ] 1B iol Chem ,

1981, 20: 3096231021
(收稿日期 : 2007201208)

·413·
Chin Pharm J, 2008 February, Vol143 N o14

　　　　　　　　　　　　　
中国药学杂志 2008年 2月第 43卷第 4期



neuram inidase inhibitory activities of these compounds were tested using high throughput screening1 RESUL RS 　18 Pyrrolidine deriv2
atives were designed and synthesized1 The basic structures of these compounds were verified by 1 H2NMR and MS1 Several compounds

exhibited potent neuram inidase inhibitory activities1 CO NCL US IO N　Pyrrolidine derivatives exhibited potent neuram inidase inhibitory

activities, and is worth of further investigation1
KEY WO RD S: pyrrolidine; neuram inidase; inhibitor; influenza virus; activity study

　　流感是由流感病毒引起的急性呼吸道传染病 ,

传染性强、发病率高 ,严重威胁人类健康 [ 1 ]。流感

病毒分为 A, B , C 3型 ,其中 A型可以在鸟类和哺乳

类宿主间传播 ,是对人类危害最大的亚型 ,目前正在

流行的 H5N1禽流感即属于这一亚型。在发现神经

氨酸酶 ( neuram inidase, NA )抑制剂之前 ,流感的治

疗及预防仅限于金刚烷胺 /金刚乙胺和病毒疫苗等

方法。但这些方法都有很大的局限 :金刚烷胺 /金刚

乙胺的作用靶点 2M2蛋白仅存在于 A型流感中 ,因

而对 B型流感无效 ,而且这类药物有比较严重的中

枢神经系统副作用并很快出现耐药病毒株 ;而疫苗

则因流感病毒的抗原易变性对新产生的流感病毒株

无效。

NA
[ 2 ]是存在于流感病毒 A 和 B 表面的糖蛋

白 ,在病毒的感染和复制过程中起关键酶的作

用 [ 3 ]。研究发现 , NA起催化作用的活性位点氨基

酸序列是高度保守的 ,而且 NA对流感病毒的感染

和复制过程是必需的 , 抑制 NA可以干扰和阻断病

毒的复制 ,从而达到治疗流感的目的。本实验在文

献调研的基础上 ,以 42羟基 2L 2脯氨酸为原料 ,设计、

合成了一系列吡咯烷类 NA 抑制剂。并通过体外

NA抑制活性筛选 ,发现所有的化合物均具有 NA抑

制活性 ,其中化合物 (3)和 (9)活性较好 ,化合物 (3)

的 IC50为 8167 mg·L - 1 ,化合物 (9)的 IC50为 22122

mg·L
- 1。

1　仪器和试剂

111　仪器

B ruker Avace 600型核磁共振波谱仪 , AP I 4000

型质谱仪 , X - 6型数字显微熔点测定仪。

112　试剂

实验所用试剂均为化学纯 ;活性测试所用神经

氨酸酶由粤防 722432 (H3 N2 )甲型流感病毒株、济防

90215甲型流感病毒株和四川 2000238乙型流感病

毒株制备。

2　方法与结果

211　化学合成

本实验以 42羟基 2L 2脯氨酸 ( 2 )为原料 ,利用经

典的二肽合成方法 , 将 42羟基 2L 2脯氨酸与含有疏水

侧链的氨基酸缩合得到二肽 ;然后经过一系列甲磺

酰化、叠氮化、氢化还原反应将 42羟基 2L 2脯氨酸的

羟基变为构型翻转的氨基 ;而 42羟基 2L 2脯氨酸的羧

基则形成甲酯或羟肟酸从而得到目标化合物 ,根据

氨基酸侧链的不同 ,目标化合物可分为 A, B, C 3个

系列。化合物的合成路线见图 1。

图 1　目标化合物的合成路线
试剂条件 : a - (Boc) 2O , NaOH /H2O , THF, 25 ℃; b - M eOH, HCl; c -

DCC, HOB t, THF, 0 ℃; d - NMM , THF; e - M sCl, Et3N , DCM; f - NaN3 ,

DM F, 65 ℃; g - 5% Pd - CaCO3 , H2 , M eOH; h - R =OH, M eOH , NaOH /H2

O , 25 ℃; i - R =NHOH , NH2OK, M eOH; j - HCl/EtOAc, EtOAc, 25 ℃; k -

Ac2O , Et3N , DCM

F ig1 1　Synthetic routes of the target compounds

Reagents and conditions: a - (Boc) 2O , NaOH /H2O , THF, 25 ℃; b - M eOH,

HCl; c - DCC, HOB t, THF, 0 ℃; d - NMM , THF; e - M sCl, Et3N , DCM; f -

NaN3 , DM F, 65 ℃; g - 5% Pd2CaCO3 , H2 , M eOH; h - R = OH, M eOH,

NaOH /H2O , 25 ℃; i - R =NHOH , NH2OK, MeOH; j - HCl/EtOAc, EtOAc,

25 ℃; k - Ac2O , Et3N , DCM

21111　Boc2Ile ( 3 ) 的合成 [ 3 ] 　将 7186 g ( 60

mmol) L 2异亮氨酸 ( 1 )溶于 60 mL 1 mol·L
- 1的

NaOH溶液中 ,加入 60 mL四氢呋喃 ,于冰水浴中冷

却 ,搅拌条件下滴加含 Boc酐 1414 g (66 mmol)的四

氢呋喃溶液。在室温下搅拌直到反应完全 ( TLC监

测 ) ,真空抽去四氢呋喃 ,冰水浴中加入 150 mL乙

酸乙酯 ,柠檬酸酸化至 pH 2～3,分液 ,水相用乙酸

乙酯 (50 mL ×3)提取 ,合并有机相 ,饱和 NaCl溶液

洗涤 (40 mL ×3) , 无水 NaSO4干燥 ,真空抽干 ,残余

物 (油状物 )用无水乙醚析晶 ,乙酸乙酯和石油醚重

结晶 ,干燥 ,得到产物 (产率 9112% , mp 68 ～70
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℃)。

21112　Hyp2(OCH3 ) ·HCl (4 )的合成 [ 4 ] 　将 20 g

(0115 mol) 42羟基 2L 2脯氨酸 (2)混悬于 150 mL无

水甲醇中 ,通 HCl至溶液澄清 ,回流 3 h,旋转蒸除

甲醇至析出白色沉淀 ,低温静置 2 h后 ,抽滤得白色

结晶 ,分别用丙酮、乙醚洗涤滤饼 ,真空干燥得白色

结晶 2510 g。 (产率 90% , mp 162～164 ℃)。

21113　B IH2OH (COOCH3 ) ( 5 )的合成 [ 5 ] 　将 Boc2
Ile (3) 4162 g ( 20 mmol)溶于适量的无水四氢呋喃

中 ,加入 N 2羟基苯并三氮唑 ( HOB t) 2192 g ( 2116

mmol) , 冰盐浴条件下 ,滴加二环己基碳二亚胺

(DCC) 4148 g ( 2116 mmol)的四氢呋喃溶液 , 0 ℃

条件下反应 24 h ( TLC监测 ) ,滤除 DCU (二环己基

脲 ) ,滤液直接用于下步反应。

将 Hyp2(OCH3 ) ·HCl(4) 3164 g (20 mmol)混

悬于 30 mL无水四氢呋喃 ,加入 214 g N 2甲基吗啡

啉 (NMM ) ,室温反应 015 h,加入上述滤液 ,室温反

应 24 h ( TLC监测 )。停止反应 ,过滤 ,滤液减压浓

缩后得淡黄色油状物 ,溶于 150 mL乙酸乙酯 ,依次

用 10%枸橼酸、饱和 NaCl溶液 ,饱和 NaHCO3溶液

洗涤。取有机相 ,无水 Na2 SO4干燥 ,柱色谱分离 ,得

5196 g无色油状物 (产率 8312% )。

21114　B IH2OH (COOH ) ( 6 )的合成 [ 8 ] 　将 7116 g

(20 mmol)化合物 ( 5 )溶于 100 mL甲醇中 ,加入 2

mol·L
- 1的 NaOH溶液 20 mL,室温搅拌反应 24 h。

用体积分数 80%的醋酸水溶液酸化至 pH 5～6,减

压蒸除溶剂。加入 50 mL乙酸乙酯和 100 mL体积

分数 10%的枸橼酸水溶液 ,充分振摇 ,分取乙酸乙

酯层 ,酸水层再用 50 mL乙酸乙酯提取 2次 ,合并有

机相 ,饱和 NaCl溶液洗涤 ,无水 Na2 SO4干燥 ,减压

蒸除溶剂 ,得 5146 g白色固体。 (产率 7913% , mp

79～80 ℃)。

21115　B IH2(OH ) ( CONHOH ) ( 7 )的合成 [ 9 ] 　将

7116 g(20 mmol)化合物 (5)溶于 100 mL无水甲醇

中 ,加入 15 mL NH2 OK的甲醇溶液 (按 Fieser and

Fieser, Vol 1, P 478制备 ) ,室温搅拌 , 24 h后加入

7150 g硅胶 ,旋转蒸除溶剂 ,所得干粉硅胶上减压硅

胶柱 ,二氯甲烷 2甲醇 (10∶1～5∶1)洗脱 ,得白色固体

4149 g,遇 FeCl3溶液显红色 (产率 6215% , mp 94～

95 ℃)。NH2OK的制备 : 14 mL KOH的饱和无水甲

醇溶液滴加到 24 mL含有 4167 g (67 mmol)盐酸羟

胺的无水甲醇溶液中 ,控制内温低于 40 ℃,滴加完

毕 ,冷却反应液 ,滤除白色 KCl沉淀 ,所得滤液密闭

保存。

21116　B IH2OSO2 CH3 ( COOCH3 ) ( 8 )的合成 　将

7116 g ( 20 mmol) 化合物 ( 5 ) 溶于 40 mL 无水

CH2 Cl2 ,冰浴条件下加入 5 mL 无水 Et3 N ,逐滴加入

10 mL含有 115 mL甲磺酰氯的无水 CH2 Cl2溶液 ,撤

去冷浴 ,室温搅拌 4 h后 , CH2 Cl2稀释反应液 ,分别

用饱和 NaHCO3水溶液 ,蒸馏水 ,饱和食盐水洗涤有

机相 ,无水 Na2 SO4干燥。蒸除有机相得浅黄色油状

物 ,柱色谱分离 ,得 7118 g无色油状物 (产率 8213

% )。

21117　B IH2N3 (COOCH3 ) (9)的合成 [ 6 ] 　将 8172 g

(20 mmol)化合物 ( 8 )溶于 30 mL无水 DMF中 ,加

入 1130 g ( 20 mmol)研细的 NaN3 ,该混合体系于

55～60 ℃反应 10 h。冷却反应液 ,倾入冰水中 ,振

动 ,析出白色沉淀 ,乙酸乙酯 (30 mL ×4)提取 ,合并

有机相 ,饱和食盐水洗涤 ,无水 Na2 SO4干燥。抽滤 ,

旋转蒸除滤液 ,得黄褐色的泡状固体 ,柱色谱分离 ,

得 4186 g淡黄色固体。产率 6315%。

21118　B IH2NH2 ( COOCH3 ) ( 10 ) 的合成 [ 7 ] 　将

7166 g(20 mmol)化合物 (9)溶于 250 mL无水甲醇

中 ,加入 0177 g 5% Pd /CaCO3 ,通氢气进行氢化还

原 ,室温反应 24 h,间歇排除生成的 N2 ,滤液浓缩得

淡黄色油状物 ,柱色谱分离 ,得 612 g无色油状产

品。产率 6018%。

按“21115”相同方法得到 B IH2NH2 ( COOH )

(11 ) (产率 7613% , 160 ～16118 ℃)和 B IH2NH2

(CONHOH) (12) (产率 6113% , mp 11518～11619

℃)。

本实验所合成的 18个吡咯烷类神经氨酸酶抑

制剂笔者均未见文献报道 ,其 1
H2NMR数据见表 1。

212　初步活性实验结果

本实验所合成的 18个化合物由中国医学科学

院国家药物筛选中心杜冠华研究员的课题组进行了

体外神经氨酸酶抑制活性筛选。所用的神经氨酸酶

由粤防 722432 (H3 N2 )甲型流感病毒株、济防 90215

甲型流感病毒株和四川 2000238乙型流感病毒株制

备。 2’2( 42methylumbelliferyl) 2a2D 2acetylneuram inic

acid MUNANA是流感病毒 NA的特异性底物 ,在 NA

的作用下产生的代谢产物在 355 nm照射激发下 ,可

以产生 460 nm荧光 ,荧光强度的变化 ,可以灵敏地

反应 NA的活性。

抑制率 =
(酶值 -空白值 ) - (实验值 -空白值 )

酶值 -空白值
×

100%

其对神经氨酸酶的抑制活性结果见表 2。
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表 1 　化合物的 1 H2NMR、熔点、MS数据

Tab1 1　1 H2NMR, melting point and MS data of compounds

Compunds 1H 2NMR (δ) (DM SO 2d6) ESI2M S mp /℃

12A1 11371 ( s, 9H) ; 01864 ( d, J = 4108 Hz, 3H) ; 01813 6 ( t, J = 7124 Hz, 3H ) ; 11086 (m , 2H ) ; 11582 (m , 1H ) ; 11940 (m , 1H ) ;
21085 (m , 1H) ; 31602 ( s, 3H) ; 31633 ( d, J = 18160 Hz, 1H) ; 41042 (m , 2H) ; 51203 (m , 1H ) ; 41344 ( t, J = 7150 Hz, 1H ) ;
61741 ( d, J = 910 Hz, 1H)

M + 1 (17412) oil

22A2 11374 ( s, 9H) ; 01807 ( t, 3H) ; 01870 ( d, J = 6160 Hz, 3H ) ; 11043 (m , 2H ) ; 11686 (m , 1H ) ; 11886 (m , 1H ) ; 21089 (m , 1H ) ;
31641 (m , 1H) ; 41057 (m , 2H) ; 51173 (m , 1H) ; 41230 ( t, J = 8110 Hz, 1H ) ; 61782 ( d, J = 9100 Hz, 1H )

M + 1 (34515) 79～80

32A3 11369 ( s, 9H) ; 01801 ( t, J = 7128 Hz, 3H ) ; 01839 ( d, J = 6143 Hz, 3H ) ; 11056 (m , 2H ) ; 11683 (m , 1H ) ; 11918 (m , 1H ) ;

21075 (m , 1H) ; 31616 (m , 1H) ; 31999 (m , 1H) ; 41197 (m , 1H) ; 51075 (m , 1H) ; 41338 ( t, J = 7132 Hz, 1H) ; 61685 ( d, J =
8173 Hz, 1H)

M + 1 (36016) 94～95

42A4 11365 ( s, 9H) ; 01822 ( t, J = 7150 Hz, 3H ) ; 01889 ( d, J = 6160 Hz, 3H ) ; 11097 (m , 2H ) ; 11565 (m , 1H ) ; 11716 (m , 1H ) ;
21336 (m , 1H) ; 31175 (m , 2H) ; 31424 (m , 1H) ; 41011 (m , 1H) ; 41259 ( t, J = 8110 Hz, 1H ) ; 61872 ( d, J = 8170 Hz, 1H )

M + 1 (35815) oil

52A5 11361 ( s, 9H) ; 01811 ( t, J = 7124 Hz, 3H ) ; 01864 ( d, J = 6154 Hz, 3H ) ; 11117 (m , 2H ) ; 11698 (m , 1H ) ; 11886 (m , 1H ) ;

21279 (m , 1H) ; 31854 (m , 2H) ; 41056 (m , 1H) ; 31951 ( t, J = 8170 Hz, 1H ) ; 51763 (m , 1H ) ; 61933 ( d, J = 8170 Hz, 1H )
M - 1 (34215) 160～161

62A6 11362 ( s, 9H) ; 01808 ( t, J = 7124 Hz, 3H ) ; 01868 ( d, J = 6169 Hz, 3H ) ; 11093 (m , 2H ) ; 11489 (m , 1H ) ; 11664 (m , 1H ) ;
21302 (m , 1H) ; 31395 (m , 1H) ; 31569 (m , 1H) ; 31962 (m , 2H) ; 41132 ( t, J = 6126 Hz, 1H ) ; 61875 ( d, J = 8122 Hz, 1H )

M + 1 (35916) 115～116

72B1 11301 ( s, 9H) ; 31615 ( s, 3H ) ; 11897 (m , 1H ) ; 21063 (m , 1H ) ; 21693 (m , 1H ) ; 21785 (m , 1H ) ; 41031 ( d, J = 7111 Hz, 1H ) ;
41057 ( d, J = 5168 Hz, 1H) ; 41353 (m , 1H) ; 41357 (m , 1H) ; 51206 ( t, J = 3173 Hz, 1H ) ; 61918 (m , 1H ) ; 71184 (m , 2H ) ;
71282 (m , 2H) ; 61917 ( d, 1H , J = 7156 Hz, 1H )

M + 1 (39315) oil

82B2 11295 ( s, 9H) ; 11916 (m , 1H ) ; 21109 (m , 1H ) ; 21754 (m , 1H ) ; 21874 (m , 1H ) ; 31562 ( d, J = 3164 Hz, 1H ) ; 31624 ( d, J =
4152 Hz, 1H) ; 41293 (m , 1H) ; 41343 (m , 1H ) ; 51167 ( t, J = 3172 Hz, 1H ) ; 61948 (m , 1H ) ; 71194 (m , 2H ) ; 71279 (m ,
2H) ; 121423 ( s, 1H) ; 61948 ( d, J = 8152 Hz, 1H)

M + 1 (37916) 96～97

92B3 11288 ( s, 9H) ; 11905 (m , 1H ) ; 11966 (m , 1H ) ; 21701 (m , 1H ) ; 21878 (m , 1H ) ; 31528 ( d, J = 4164 Hz, 1H ) ; 31638 ( d, J =
4152 Hz, 1H) ; 41245 ( t, J = 7154 Hz, 1H ) ; 41366 (m , 1H ) ; 51114 (m , 1H ) ; 61931 (m , 1H ) ; 71217 (m , 2H ) ; 71281 (m ,
2H) ; 81805 ( s, 1H) ; 101535 ( s, 1H ) ; 61931 ( d, J = 8148 Hz, 1H )

M + 1 (39415) 104～105

102B4 11289 ( s, 9H) ; 31611 ( s, 3H ) ; 11593 (m , 1H ) ; 21404 (m , 1H ) ; 21756 (m , 1H ) ; 21912 (m , 1H ) ; 31763 ( d, J = 5188 Hz, 1H ) ;
31849 ( d, J = 4144 Hz, 1H) ; 41300 ( t, J = 7184 Hz, 1H ) ; 41101 (m , 1H ) ; 41373 (m , 1H ) ; 71082 (m , 1H ) ; 71192 (m , 2H ) ;
71298 (m , 2H) ; 61991 ( d, J = 8132 Hz, 1H)

M + 1 (39215) oil

112B5 11295 ( s, 9H) ; 11977 (m , 1H ) ; 21235 (m , 1H ) ; 21749 (m , 1H ) ; 21916 (m , 1H ) ; 31515 ( d, J = 5152 Hz, 1H ) ; 31859 ( d, J =

5112 Hz, 1H) ; 31791 (m , 1H) ; 41099 (m , 1H ) ; 41543 ( t, J = 7178 Hz, 1H ) ; 71040 (m , 1H ) ; 71193 (m , 2H ) ; 71265 (m ,
2H) ; 81902 ( br, 2H) ; 71040 ( d, J = 8152 Hz, 1H)

M - 1 (37614) 175～176

122B6 11289 ( s, 9H) ; 11727 (m , 1H ) ; 21379 (m , 1H ) ; 21752 (m , 1H ) ; 21858 (m , 1H ) ; 31521 ( d, J = 3156 Hz, 1H ) ; 31856 ( d, J =
5168 Hz, 1H) ; 31658 (m , 1H) ; 41216 (m , 1H ) ; 41295 ( t, J = 7168 Hz, 1H ) ; 71091 (m , 1H ) ; 71193 (m , 2H ) ; 71259 (m ,
2H) ; 71091 ( d, J = 8124 Hz, 1H)

M - 1 (39110) 119～120

132C1 11375 ( s, 9H) ; 01837 ( d, J = 6151 Hz, 3H) ; 01895 ( d, J = 6163 Hz, 3H) ; 11908 (m , 2H) ; 21098 (m , 1H) ; 31599 ( s, 3H ) ; 31647
(m , 2H) ; 41338 ( t, J = 7181 Hz, 1H) ; 41031 (m , 1H) ; 61681 ( d, J = 8174 Hz, 1H)

M + 1 (34515) oil

142C2 11375 ( s, 9H) ; 01834 ( d, J = 6164 Hz, 3H ) ; 01896 ( d, J = 6172 Hz, 3H ) ; 11908 (m , 2H ) ; 21086 (m , 1H ) ; 31616 (m , 2H ) ;
41035 (m , 1H) ; 41260 ( t, J = 8112 Hz, 1H ) ; 51139 (m , 1H ) ; 61648 ( d, J = 8176 Hz, 1H ) ; 121358 ( s, 1H)

M + 1 (33115) 171～176

152C3 11374 ( s, 9H) ; 01822 ( d, J = 6152 Hz, 3H ) ; 01890 ( d, J = 6156 Hz, 3H ) ; 11867 (m , 2H ) ; 11914 (m , 1H ) ; 31606 (m , 2H ) ;

31997 (m , 1H) ; 41202 ( t, J = 7184 Hz, 1H ) ; 51076 (m , 1H ) ; 61600 ( d, J = 8164 Hz, 1H ) ; 81768 ( s, 1H) ; 101523 ( s, 1H)
M + 1 (34614) 90～91

162C4 11367 ( s, 9H) ; 01863 ( d, J = 6157 Hz, 3H) ; 01921 ( d, J = 6162 Hz, 3H) ; 31602 ( s, 3H) ; 11546 (m , 1H) ; 11940 (m , 1H ) ; 21351
(m , 1H) ; 31165 (m , 1H) ; 31432 (m , 1H) ; 31992 (m , 2H) ; 41266 ( t, J = 8116 Hz, 1H ) ; 61753 ( d, J = 8146 Hz, 1H )

M + 1 (34416) oil

172C5 11364 ( s, 9H) ; 01876 ( d, J = 4172 Hz, 3H ) ; 01911 ( d, J = 6164 Hz, 3H ) ; 11912 (m , 2H ) ; 21219 (m , 1H ) ; 31616 (m , 1H ) ;
31778 (m , 2H) ; 41058 (m , 1H) ; 31906 ( t, J = 8132 Hz, 1H ) ; 61801 ( d, J = 8144 Hz, 1H ) ; 81743 ( br, 2H)

M + 1 (33015) 235～236

182C6 11362 ( s, 9H) ; 01853 ( d, J = 6156 Hz, 3H ) ; 01910 ( d, J = 6160 Hz, 3H ) ; 11894 (m , 2H ) ; 21230 (m , 1H ) ; 31236 (m , 1H ) ;
31372 (m , 1H) ; 31926 (m , 2H) ; 41079 ( t, J = 7140 Hz, 1H ) ; 61737 ( d, J = 8120 Hz, 1H )

M + 1 (34516) 108～109

　　18个化合物经神经氨酸酶抑制活性初步评价 ,

从中选出 10个活性较高的化合物进行复筛 ,根据检

测结果 , 4个化合物的活性具有浓度依赖性 ,可计算

IC50值 ,其中化合物 (3)和 ( 9 )活性较好 ,化合物 (3 )

的 IC50为 8167 mg·L
- 1

,化合物 (9)的 IC50为 22122

mg·L
- 1。下面是我们利用 SYBYL 软件将自行设

计、合成的目标化合物与神经氨酸酶对接的效果图 ,

结果见图 2,采用的是神经氨酸酶与化合物扎那米

韦 ( Zanam ivir)形成的晶体复合物结构 ( PDB ID:

1NNC)。

首先 ,通过摸索我们找到一个可以较好地还原

原晶体复合物中 Zanam ivir的结合构象的参数条件 ,

然后在相同的条件下对我们的化合物进行对接。从

图 2 ( b ) 中可以看出 , 化合物 32A3 与 NA 的

ARG152, ASP151, ARG156, ARG118, TYR406,

ARG371都具有潜在的氢键作用 ,氢键键长 (1184～

2164! )。

3　讨 　论

通过对活性结果的分析可以看出 ,利用 42羟基 2
L 2脯氨酸的吡咯烷母环 ,通过对其结构进行修饰 ,可

以得到能够与流感病毒 NA相互作用 ,从而抑制 NA

在病毒复制和感染过程中作用的化合物。活性比较

显示 ,这些化合物的 12位羟肟酸基团能够增强化合

物的 NA抑制活性 ,而 42位的羟基变为氨基的过程

中 ,构型发生了翻转 ,而活性结果显示 ,氨基类化合

物的活性弱于羟基化合物 ,这可能与其 42位 C的构
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　　表 2　化合物的结构及对神经氨酸酶的抑制活性

Tab1 2　Structure and NA inhibitory activity of compounds

Compound R1 R2 R3

ρ

/mg·L - 1

Inhibition ratio

/%

12A1 Boc2Ile OM e OH 10 5110

22A2 Boc2Ile OH OH 10 5011

32A3 Boc2Ile NHOH OH 10 9118

42A4 Boc2Ile OM e NH2 10 3511

52A5 Boc2Ile OH NH2 10 4517

62A6 Boc2Ile NHOH NH2 10 3913

72B1 Boc2Phe OM e OH 10 4612

82B2 Boc2Phe OH OH 10 4712

92B3 Boc2Phe NHOH OH 10 8810

102B4 Boc2Phe OM e NH2 10 3918

112B5 Boc2Phe OH NH2 10 3916

122B6 Boc2Phe NHOH NH2 10 3412

132C1 Boc2Val OM e OH 10 5118

142C2 Boc2Val OH OH 10 5410

152C3 Boc2Val NHOH OH 10 5711

162C4 Boc2Val OM e NH2 10 3318

172C5 Boc2Val OH NH2 10 3616

182C6 Boc2Val NHOH NH2 10 4711

Defeiaudio 5 9414

图 2　化合物 32A3与 NA的对接模式图
a -化合物扎那米韦 (A )和 32A3的结合模式的比较 ; b -化合物 32A3与 NA的

氢键结合

F ig1 2　Superposition of compound 32A3 bound to NA

a - superposition of compound Zanam ivir (A ) and 32A3 (B ) 2bound to NA; b -

binding model of 32A3 with NA

型相关。

本实验以 42羟基 2L 2脯氨酸为原料 ,采用经典的

二肽合成的方法设计、合成一系列二肽类小分子神

经氨酸酶抑制剂。与国外研究中所采用的唾液酸、

莽草酸、奎宁酸等原料相比 ,具有廉价、易得的优点。

同时 42羟基 2L 2脯氨酸本身的手性构型适合神经氨

酸酶的作用模式 ,这也避免了手性合成与手性拆分

的问题。

　　本实验结果显示 ,以 42羟基 2L 2脯氨酸为起始原

料得到的一系列吡咯烷类二肽化合物具有不同程度

的流感病毒神经氨酸酶抑制活性 ,且发现 2个具有

较低的 IC50值的化合物 ( 3 )和 ( 9 )。这为抗流感的

研究开辟了一条新的道路 ,同时也为进一步基于结

构的、合理的药物设计 ,寻找高效的对流感病毒特异

选择性强的神经氨酸酶抑制剂提供了有力的理论依

据。

根据活性结果与化合物的构型 ,我们会进行进

一步的构效关系研究 ,在合成和评价了这些化合物

的工作基础上 ,借助计算机辅助药物设计方法建立

起 NA与其抑制剂的 3D2QSAR模型用于先导化合

物的结构优化 ,并对化合物进行进一步的结构修饰 ,

再通过体内外活性筛选发现能够作为抗流感病毒的

创新药物。
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