
N⁃甲基⁃D⁃天冬氨酸受体（N⁃methyl⁃D⁃aspartate receptor，NMDAR）在突触可塑性、大脑发育、学习和

记忆中起着重要作用［1-3］。但是，在发生缺血性卒中

后会过度激活NMDAR，引发毒性级联反应，从而杀

死神经元［4-6］。脑缺血后，NMDAR过度激活，通过

N⁃甲基⁃D⁃天冬氨酸受体 2B 亚型（GluN2B）⁃PSD95⁃
nNOS通路，引起 nNOS的过度活化，导致一氧化氮

（nitric oxide，NO）过度释放，从而产生兴奋性毒性效
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［摘 要］ 目的：探究突触后密度蛋白 95（PSD95）⁃神经元型一氧化氮合酶（neuronal nitric oxide synthase，nNOS）解耦联剂

ZL006（1）的构效关系，探明其解偶联机制。方法：以前期研究发现的PSD95⁃nNOS解耦联剂ZL006（1）为先导化合物，通过对其

亲脂端、连接臂和水杨酸结构 3部分进行修饰，设计合成了 4个系列共 21个ZL006衍生物，其结构均经 1H NMR 、13C NMR和

ESI⁃MS 确认。采用LDH实验测试目标化合物对谷氨酸诱导损伤的人神经母细胞瘤细胞（SH⁃SY5Y）的保护作用，以CCK⁃8染
色法测试了目标化合物的细胞毒性。结果：大部分化合物对细胞具有保护活性，其中化合物 5e和 27a与阳性对照化合物

ZL006的神经保护活性相当（10 μmol/L时 51.24%、48.42%），化合物 23表现出优于 ZL006的细胞保护活性（10 μmol/L时

54.34%，1 μmol/L时29.58%），并表现出较低的细胞毒性（25 μmol/L时2.85%）。结论：研究丰富了PSD95⁃nNOS解耦联剂的结

构类型，并对其应用于神经保护提供了借鉴。
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［Abstract］ Objective：The aimofthestudywasto explore the structure⁃activity relationship of PSD95⁃nNOS decoupling agent ZL006
（1），and the mechanism of decoupling. Methods：Basedon the PSD95⁃nNOS protein⁃protein interaction inhibitor ZL006 reported by
our group，four series of 21 novel ZL006 derivatives were designed andsynthesized by modifying its lipophilic part，linker and Salicylic
acid structure. All the structures were confirmed by 1H NMR，13C NMR and ESI⁃MS. The protective effect of the target compounds on
glutamate⁃induced damage of human neuroblastoma cells（SH⁃SY5Y）was tested by LDH experiment，and the cytotoxicity of the target
compounds was tested by CCK ⁃ 8 staining. Results：Most of the compounds had protective activity against cells，among which
compounds 5e and 27a were comparable to the neuroprotective activity of the positive control compound ZL006（51.24%，48.42% at
10 μmol/L），and compound 23 showed better cytoprotective activity than ZL006（54.34% at 10 μmol/L，29.58% at 1 μmol/L）and
showed lower cytotoxicity（2.85% at 25 μmol/L）. Conclusion：This study not only enriches the diversity of chemical structures suitable
for PSD95⁃nNOS protein⁃protein interaction but also provides a useful tool to further explore the neuroprotection therapeutic potential.
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应［7- 8］。破坏 GluN2B⁃PSD95⁃nNOS复合物可抑制

NMDAR介导的NO产生并保护神经元免受兴奋性

毒性损伤［9-12］。因此，通过特异性抑制PSD95⁃nNOS
结合，减少NO的产生，能够减轻卒中损伤。

本课题组前期研究发现的PSD95⁃nNOS解耦联

剂ZL006，有较好的神经保护作用并且无明显的镇

静和记忆缺失等不良反应［13- 15］。目前 ZL006 等

PSD95⁃nNOS解耦联剂与 PSD95⁃nNOS的结合模式

目前尚不明确［16］，本文以ZL006为先导化化合物，对

其亲脂端、连接臂和水杨酸结构进行结构修饰，设

计并合成了4个系列共21个衍生物，采用谷氨酸诱

导的 SH⁃SY5Y细胞损伤模型测试了化合物的体外

细胞保护活性，同时采用CCK⁃8比色法测试了化合

物的细胞毒性［17-18］，系统地探究了此类化合物的构

效关系，为该类化合物作为 PSD95⁃nNOS解耦联剂

进一步优化提供依据。

1 材料和方法

1.1 材料

合成化合物 1H⁃NMR，13C⁃NMR用 JEOL 400 MHz

核磁共振仪测定，质谱用 Agilent technologies 6520
Accurate⁃Mass Q⁃TOF LC/MS测定；熔点用X⁃4数字

显示显微熔点仪测定；薄层层析板采用HSGF 254
（烟台江友硅胶开发有限公司），于紫外灯下（波长

254 nm）显色，柱层析采用 200~300目硅胶（烟台江

友硅胶开发有限公司）。本文所用其他试剂均为

分析纯，无水试剂均按常规方法处理，水为 2次蒸

馏水。

1.2 方法

1.2.1 合成路线

1.2.1.1 ZL006亲脂端结构修饰衍生物的合成

以4⁃取代苯酚或2，4⁃二取代苯酚为原料，通过达

夫反应得到中间体3a~3g，这些中间体通过醛胺缩合、

硼氢化钠还原得到部分目标衍生物5a~5g（图1）。
以3，5⁃二氯苯甲醛为原料，通过硝化反应得到

中间体7，再通过醛胺缩合、硼氢化钠还原得到化合

物8，最后通过铁粉还原得到目标化合物9（图2）。
以 3，5⁃二氯水杨醛为原料，经甲基化反应，硼

氢化钠还原，溴化反应得到中间体 13，中间体 13与
4⁃氨基⁃2⁃羟基苯甲酸甲酯发生取代反应，再经过水

解反应得到目标化合物16（图3）。
1.2.1.2 ZL006水杨酸结构修饰衍生物的合成

以 4⁃氨基水杨酸酯或 5⁃氨基水杨酸为原料，与

化合物10通过醛胺缩合，硼氢化钠还原得到部分目

标化合物 18a~18c，再以 18b为原料，通过氨解反应

得到化合物19和20（图4）。
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反应条件和试剂：①Heterin，AcOH，75~125 ℃，2 h；H2SO4；75℃，3 h；②iiA：4⁃amino⁃2⁃hydroxybenzoic acid，EtOH，r.t.，1 h；iiB：BH4Na，EtOH，r.
t.，1 h；HCl，r.t.，20 min。

图1 路线1：化合物5a~5g的合成

Figure 1 Route 1：synthesis of comppunds 5a~5g
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反应条件和试剂：①H2SO4，HNO3，0 ℃，30 min；②iiA：4⁃amino⁃2⁃hydroxybenzoic acid，EtOH，r.t.，1 h；iiB：BH4Na，EtOH，r.t.，1 h；HCl，r.t.，20
min；③Fe，AcOH，85 ℃，1 h

图2 路线2：化合物9的合成

Figure 2 Route 2：synthesis of comppunds 9
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以3⁃氨基苯酚为原料，与化合物10通过醛胺缩

合，硼氢化钠还原得到中间体 22，中间体 22经磺酸

化得到目标化合物23（图5）。
以化合物24a~24c为原料，与化合物10经醛胺缩

合，硼氢化钠还原得到目标化合物25a~25c（图6）。
1.2.1.3 ZL006连接链结构修饰衍生物的合成

以不同取代的 3，5⁃二氯取代酮为原料，与 4⁃氨
基水杨酸发生酮胺缩合，再通过硼氢化钠还原得到

目标化合物27a~27b（图7）。
以化合物18b为原料，经过甲基化反应和水解反

应，得到连接链N上带甲基的目标化合物29（图8）。
1.2.2 化学合成

1.2.2.1 化合物5a~5g的合成

在 150 mL圆底烧瓶中，加入化合物 2a（1.23 g，
8.7 mmol）和乌洛托品（2.44 g，17.4 mmol），加入乙酸

（6 mL）溶液，升高温度至70 ℃，等到反应液澄清后，
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反应条件和试剂：①CH3I，K2CO3，dry DMF，r.t.，12 h；②BH4Na，EtOH，r.t.，1 h；③PBr3，0 ℃；r.t.，6 h；④Methyl 4⁃amino⁃2⁃hydroxybenzoate，
K2CO3，CP，r.t.，18 h；⑤MeOH，NaOH，45 ℃，3 h。

图3 路线3：化合物16的合成

Figure 3 Route 3：synthesis of comppunds 16
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反应条件和试剂：①iA：3，5⁃dichloro⁃2⁃hydroxybenzaldehyde，EtOH，r.t.，1 h；iB：BH4Na，EtOH，r.t.，1 h；HCl，r.t.，20 min；②ammonia，MeOH，r.
t.，14 h；③Methylamine，MeOH，95℃，4 h。

图4 路线4：化合物18a~18c、19、20的合成

Figure 4 Route 4：synthesis of comppunds 18a~18c，19 and 20
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反应条件和试剂：①iA：3，5⁃dichloro⁃2⁃hydroxybenzaldehyde，EtOH，r.t.，1 h；iB：BH4Na，EtOH，r.t.，1 h；HCl，r.t.，20 min；②H2SO4，0 ℃，3 h。

图5 路线5：化合物23的合成

Figure 5 Route 5：synthesis of comppunds 23
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反应条件和试剂：①iA：3，5⁃dichloro⁃2⁃hydroxybenzaldehyde，EtOH，r.t.，1 h；iB：BH4Na，EtOH，r.t.，1 h；HCl，r.t.，20 min。
图6 路线6：化合物25a~25c的合成

Figure 6 Route 6：synthesis of comppunds 25a~25c
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反应条件和试剂：①iA：4⁃amino⁃2⁃hydroxybenzoic acid，EtOH，r.t.，1 h；iB：BH4Na，EtOH，r.t.，1 h；HCl，r.t.，20 min。
图7 路线7：化合物27a~27b的合成

Figure 7 Route 7：synthesis of comppunds 27a~27b
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反应条件和试剂：①iA：CH2O，EtOH，r.t.，1 h；iB：BH4Na，EtOH，r.t.，1 h；HCl，r.t.，20 min；②MeOH，NaOH，45 ℃，3 h。

图8 路线8：化合物29的合成

Figure 8 Route 8：synthesis of comppunds 29

升高温度至125 ℃。搅拌2 h后，降温至70 ℃，向反

应液中滴加 33%硫酸（6 mL），继续搅拌 3 h，TLC检

测反应，反应结束后，用乙酸乙酯（20 mL×3）萃取。

有机相用水（10 mL×3）洗涤，再用饱和氯化钠溶液

（20 mL×3）洗涤，无水硫酸钠干燥有机相，经硅胶柱

色谱（展开剂：纯石油醚）纯化得到化合物3a直接用

于下一步反应。

按相同的方法，分别以化合物2b、2c为原料，得

到相应的产物化合物3b、3c直接用于下一步反应。

将化合物化合物3a（0.85 g，5 mmol）和4⁃氨基水

杨酸（0.77 g，5 mmol）分别溶解在热乙醇（15 mL）溶

液中，将其中一个溶液倒入另一份溶液中，搅拌 1 h
后，有大量黄色固体析出，抽滤，用少量乙醇冲洗滤

饼。将滤饼加入到乙醇（10 mL）溶液中，分批次加

入硼氢化钠（0.38 g，10 mmol），溶液由浑浊变得澄

清，TLC检测反应，反应结束后，加入 2 mol/L盐酸

溶液调节 pH至 5左右，抽滤，取滤液，加入超纯水

（25 mL），有白色固体析出，抽滤，用大量超纯水冲

洗滤饼，干燥后得到化合物5a。
按相同的方法，分别以化合物3b~3g为原料，得

到相应的产物化合物5b~5g。
4⁃（（3⁃氯⁃2⁃羟基⁃5⁃甲基苄基）氨基）⁃2⁃羟基苯

甲酸（5a）：白色固体，产率 68%。m.p. 146~148 ℃；
1H NMR（400 MHz，DMSO⁃d6）δ 11.41（s，1H），9.11（s，
1H），7.41（d，J=8.7 Hz，1H），7.04（d，J=1.8 Hz，1H），

6.97（t，J=5.7 Hz，1H），6.88（d，J=1.6 Hz，1H），6.14
（dd，J=8.9，2.2 Hz，1H），5.87（d，J=2.1 Hz，1H），4.20
（d，J=5.5 Hz，2H），2.12（s，3H）；13C NMR（101 MHz，
DMSO⁃d6）δ 172.6，164.0，155.4，148.5，131.6，129.9，
128.8，128.6，127.9，121.1，106.0，100.8，97.1，41.7，
20.5；ESI⁃MS m/z：306.2［M⁃H］-。

2⁃羟基⁃4⁃（（2⁃羟基⁃3，5⁃二甲基苄基）氨基）苯

甲酸（5b）：白色固体，产率 64%。m.p. 132~134 ℃；
1H NMR（400 MHz，DMSO⁃d6）δ 11.41（s，1H），8.18（s，
1H），7.39（d，J=8.8 Hz，1H），6.89（brs，1H），6.75（s，
2H），6.14（dd，J=8.8，2.1 Hz，1H），5.88（d，J=2.0 Hz，
1H），4.17（s，2H），2.11（s，3H），2.08（s，3H）；13C NMR
（101 MHz，DMSO ⁃ d6）δ 172.7，164.0，155.6，150.9，
131.5，130.4，128.2，126.7，125.9，125.1，106.0，
100.5，97.0，41.8，20.8，17.0；ESI⁃MS m/z：310.2［M+
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Na］+。

4⁃（（5⁃溴⁃3⁃氯⁃2⁃羟基苄基）氨基）⁃2⁃羟基苯甲

酸（5c）：白色固体，产率 84%。m.p. 150~152 ℃；1H
NMR（400 MHz，DMSO⁃d6）δ 11.43（brs，1H），9.77（s，
1H），7.47（d，J=2.2 Hz，1H），7.43（d，J=8.8 Hz，1H），

7.19（d，J=2.0 Hz，1H），7.03（t，J=5.8 Hz，1H），6.14
（dd，J=8.8，1.7 Hz，1H），5.87（d，J=1.2 Hz，1H），4.25
（d，J=5.7 Hz，2H）；13C NMR（101 MHz，DMSO⁃d6）δ
172.6，164.0，155.1，151.0，131.8，130.8，130.7，
127.4，124.5，112.6，106.0，101.2，97.3，41.8；ESI⁃MS
m/z：372.1［M+H］+。

4⁃（（3，5⁃二溴⁃2⁃羟基苄基）氨基）⁃2⁃羟基苯甲

酸（5d）：灰白色固体，产率 70%。m.p. 162~164 ℃；
1H NMR（400 MHz，DMSO⁃d6）δ 11.43（s，1H），9.62（s，
1H），7.58（d，J=2.2 Hz，1H），7.43（d，J=8.8 Hz，1H），

7.22（d，J=2.1 Hz，1H），7.04（s，1H），6.14（dd，J=8.8，
1.9 Hz，1H），5.87（d，J=1.7 Hz，1H），4.27（s，2H）；13C
NMR（101 MHz，DMSO ⁃ d6）δ 172.6，164.0，155.0，
151.5，133.3，131.8，131.3，130.2，113.0，111.9，
105.9，101.2，97.3，41.7；ESI⁃MS m/z：416.0［M⁃H］-。

4⁃（（5⁃氯⁃3⁃溴⁃2⁃羟基苄基）氨基）⁃2⁃羟基苯甲

酸（5e）：白色固体，产率 69%。m.p. 150~152 ℃；1H
NMR（400 MHz，DMSO⁃d6）δ 11.42（s，1H），9.79（s，
1H），7.46（d，J=2.3 Hz，1H），7.43（d，J=8.8 Hz，1H），

7.19（d，J=2.2 Hz，1H），7.04（s，1H），6.14（dd，J=8.8，
1.9 Hz，1H），5.87（d，J=1.8 Hz，1H），4.25（s，2H）；13C
NMR（101 MHz，DMSO ⁃ d6）δ 172.6，164.0，155.1，
150.5，131.8，131.2，130.5，129.7，122.6，111.2，
105.9，101.2，97.2，41.4；ESI⁃MS m/z：372.0［M⁃H］-。

4⁃（（5⁃氯⁃2⁃羟基苄基）氨基）⁃2⁃羟基苯甲酸

（5f）：白色固体，产率 73%。m.p. 142~144 ℃；1H
NMR（400 MHz，DMSO⁃d6）δ 11.42（s，1H），9.91（s，
1H），7.41（d，J=8.8 Hz，1H），7.11⁃7.04（m，2H），7.01
（t，J=6.0 Hz，1H），6.84⁃6.75（m，1H），6.14（dd，J=8.8，
2.0 Hz，1H），5.88（d，J=1.7 Hz，1H），4.16（d，J=5.9
Hz，2H）；1H NMR（400 MHz，DMSO ⁃ d6）δ 172.6，
164.1，155.3，154.4，131.7，128.0，127.9，127.8，
123.0，117.1，106.0，100.9，97.1，40.8；ESI ⁃MS m/z：
392.1［M⁃H］-。

4⁃（（5⁃溴⁃2⁃羟基苄基）氨基）⁃2⁃羟基苯甲酸

（5g）：粉白色固体，收率 72%。m.p. 146~148 ℃；1H
NMR（400 MHz，DMSO⁃d6）δ 11.42（brs，1H），9.95（s，
1H），7.41（d，J=8.8 Hz，1H），7.20⁃7.15（m，2H），7.00
（brs，1H），6.76（d，J=8.7 Hz，1H），6.14（dd，J=8.8，

2.1 Hz，1H），5.88（d，J=2.0 Hz，1H），4.16（s，2H）；13C
NMR（101 MHz，DMSO ⁃ d6）δ 172.6，164.0，155.3，
154.9，131.7，130.8，128.3，117.6，110.6，105.9，
100.9，97.0，40.7；ESI⁃MS m/z：336.1［M⁃H］-。

1.2.2.2 化合物9的合成

将化合物 6（2.2 g，12.6 mmol）加入到浓硫酸

（8 mL）溶液中，温度维持在0 oC，再向溶液中缓慢滴

加硝酸（1.5 mL），在 0 oC下搅拌 30 min，TLC检测反

应，反应结束后，缓慢向反应液中加入冰水，抽滤，

用冰水冲洗滤饼，烘干得到化合物 7直接用于下一

步反应。

化合物7（1.1 g，5 mmol）和4⁃氨基水杨酸（0.77 g，
5 mmol）分别溶解在热乙醇（15 mL）溶液中，将其中

一个溶液倒入另一份溶液中，搅拌1 h后，有黄色固

体析出，抽滤，用少量乙醇冲洗滤饼，取滤饼加入到

乙醇（10 mL）溶液中，分批次加入硼氢化钠（0.38 g，
10 mmol），溶液由浑浊变得澄清，TLC检测反应，反

应结束后，加入2 mol/L盐酸溶液调节pH至5左右，

抽滤，取滤液，加入超纯水（25 mL），有黄色固体析

出，抽滤，用大量超纯水冲洗滤饼，干燥后得到化合

物8直接用于下一步反应。

将化合物8（0.37 g，1 mmol）溶于3 mL乙酸溶液

中，加入铁粉（0.28 g，5 mmol）后，升温至85 ℃，搅拌

1 h，TLC检测反应，反应结束后，通过硅藻土过滤并

用热的乙酸乙酯冲洗滤渣，向滤液中加入超纯水

（20 mL），用乙酸乙酯（10 mL×3）萃取，收集有机

相，用饱和氢氧化钠溶液（10 mL×3）洗涤，再用饱

和氯化钠溶液（10 mL×3）洗涤，有机相用无水硫酸

钠干燥，溶剂蒸除后得到化合物 9直接用于下一步

反应。

4⁃（（2⁃氨基⁃3，5⁃二氯苄基）氨基）⁃2⁃羟基苯甲

酸（9）：褐色固体，产率 37%。m.p. 163~164 ℃；1H
NMR（400 MHz，Chloroform ⁃ d）δ 7.55（d，J=7.4 Hz，
1H），7.42（d，J=1.4 Hz，1H），7.13（q，J=1.1 Hz，1H），

6.21（dd，J=7.5，1.5 Hz，1H），6.09⁃6.02（m，2H），5.93
（d，J=1.5 Hz，1H），5.69（d，J=9.0 Hz，1H），4.50（dd，
J=8.2，1.0 Hz，2H）；13C NMR（101 MHz，Chloroform⁃d）
δ 171.56，163.26，151.51，141.84，131.94，127.83，
126.57，123.82，122.15，105.83，103.50，101.46，
45.22；ESI⁃MS m/z：325.1［M⁃H］-。

1.2.2.3 化合物16的合成

将化合物 10（1.92 g，10 mmol）溶于 10 mL N，N⁃
二甲基甲酰胺溶液中，依次加入碳酸钾（1.52 g，
11 mmol），碘甲烷（1.56 g，11 mmol），室温搅拌12 h，
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TLC检测反应，反应结束后，加入饱和碳酸氢钠溶液

（30 mL）搅拌 20 min，加入乙酸乙酯（30 mL×3）萃

取，合并有机层用饱和氯化钠溶液（20 mL×3）洗涤，

无水硫酸钠干燥，浓缩后，经硅胶柱色谱（展开剂∶

石油醚∶乙酸乙酯=100∶1）纯化得到化合物 11直接

用于下一步反应。

将化合物 11（1.9 g，9.3 mmol）溶于 30 mL乙醇

溶液中，分批次加入硼氢化钠（1.14 g，30 mmol），常

温反应8 h，TLC检测反应，反应结束后，加入超纯水

（20 mL），有白色固体析出，抽滤，用超纯水冲洗滤

饼，干燥后得到化合物12直接用于下一步反应。

将化合物 12（1.8 g，8.7 mmol）溶于 20 mL四氢

呋喃溶液中，保持温度在 0 oC，缓慢滴加三溴化磷

（4.7 g，17.4 mmol），恢复到室温，搅拌 6 h后，TLC
检测反应，反应结束后，缓慢向反应液中滴加

2 mol/L氢氧化钠溶液，调节 pH至 7左右，用乙酸

乙酯（20 mL×3）萃取，有机相用饱和氯化钠溶液

（20 mL×3）洗涤，无水硫酸钠干燥，浓缩后经硅胶

柱色谱（展开剂：纯石油醚）纯化得到化合物 13直

接用于下一步反应。

将化合物13（2.2 g，8.2 mmol）和化合物14（1.05 g，
6.8 mmol）溶于30 mL丙酮溶液中，加入碳酸钾（1.12 g，
8.2 mmol），常温搅拌18 h后，TLC检测反应，反应结

束后，加入超纯水（30 mL），用乙酸乙酯（20 mL×3）
萃取，有机相用饱和氯化钠溶液（20 mL×3）洗涤，无

水硫酸钠干燥，浓缩后经硅胶柱色谱（展开剂∶石油

醚∶乙酸乙酯=20∶1）纯化得到化合物15直接用于下

一步反应。

将化合物15（0.34 g，1 mmol）溶于20 mL甲醇溶

液中，在 0 oC下加入 2 mol/L氢氧化钠溶液（5 mL），

升温至 85 oC搅拌 3h。TLC检测反应，反应结束后，

将甲醇蒸除后，用1 mol/L稀盐酸调节pH至6左右，

用乙酸乙酯（10 mL×3）萃取，有机相用饱和氯化钠

溶液（20 mL×3）洗涤，无水硫酸钠干燥，蒸除溶剂后

得到化合物16。
4⁃（（3，5⁃二氯⁃2⁃甲氧基苄基）氨基）⁃2⁃羟基苯

甲酸（16）：淡黄色油状物，产率 62%。 1H NMR
（400 MHz，Chloroform⁃d）δ 7.55（d，J=7.4 Hz，1H），

7.32（d，J=1.4 Hz，1H），7.18（dt，J=1.9，1.0 Hz，1H），

6.21（dd，J=7.5，1.5 Hz，1H），5.93（d，J=1.5 Hz，1H），

5.85（t，J=8.1 Hz，1H），4.49（dd，J=8.2，1.0 Hz，2H），

3.77（s，3H）；13C NMR（101 MHz，Chloroform ⁃ d）δ
171.72，163.26，154.41，151.69，131.64，130.45，
129.78，129.64，127.60，125.05，105.83，103.50，

101.45，61.01，43.48；ESI⁃MS m/z：342.2［M+H］+。

1.2.2.4 化合物18a~18c，19，20的合成

将化合物 17a（0.65 g，2 mmol）溶于 10 mL乙醇

溶液中，分批次加入硼氢化钠（0.38 g，10 mmol），溶

液由浑浊变得澄清，TLC检测反应，反应结束后，加

入 2 mol/L 盐酸溶液调节 pH至 5左右，抽滤，取滤

液，加入超纯水（25 mL），有白色固体析出，抽滤，用

大量超纯水冲洗滤饼，干燥后得到化合物18a。
按相同的方法，分别以化合物17b，17c为原料，

得到相应的产物化合物18b、18c。
5⁃（（3，5⁃二氯⁃2⁃羟基苄基）氨基）⁃2⁃羟基苯甲

酸（18a）：白色固体，产率 64%。m.p. 210~212 ℃；1H
NMR（400 MHz，DMSO⁃ d6）δ 10.52（brs，1H），7.55（d，
J=2.4 Hz，1H），7.30（d，J=2.3 Hz，1H），6.91（d，J=2.9
Hz，1H），6.83（dd，J=8.8，2.9 Hz，1H），6.72（d，J=8.8
Hz，1H），4.19（s，2H）；13C NMR（101 MHz，DMSO⁃d6）

δ 172.5，153.7，151.7，141.2，133.0，131.7，130.3，
122.6，118.2，113.1，112.6，112.3，111.8，43.5；ESI ⁃
MS m/z：328.1［M+H］+。

4⁃（（3，5⁃二氯⁃2⁃羟基苄基）氨基）⁃2⁃羟基苯甲

酸甲酯（18b）：白色固体，产率 66%。m.p. 150~
152 ℃；1H NMR（400 MHz，DMSO⁃ d6）δ 7.56（d，J=
2.4 Hz，1H），7.44（d，J=8.8 Hz，1H），7.20（d，J=2.3
Hz，1H），6.17（dd，J=8.8，2.0 Hz，1H），5.89（d，J=1.7
Hz，1H），4.28（s，2H），3.74（s，3H）；13C NMR（101
MHz，DMSO⁃d6）δ 170.4，163.4，155.2，151.5，133.3，
131.3，131.3，130.2，113.2，111.8，106.4，100.6，97.3，
52.2，41.7；ESI⁃MS m/z：342.1［M+H］+。

4⁃（（3，5⁃二氯⁃2⁃羟基苄基）氨基）⁃2⁃羟基苯甲

酸苯酯（18c）：棕色固体，产率 51%。m.p. 134~
136 ℃；1H NMR（400 MHz，DMSO⁃d6）δ 10.44（s，1H），
9.80（brs，1H），7.69（d，J=8.8 Hz，1H），7.44⁃7.37（m，

3H），7.31⁃7.23（m，2H），7.21⁃7.17（m，2H），7.08（d，
J=2.6 Hz，1H），6.27（dd，J=8.9，2.1 Hz，1H），5.97（d，
J=1.8 Hz，1H），4.30（d，J=5.7 Hz，2H）；13C NMR（101
MHz，DMSO⁃d6）δ 168.3，163.9，155.8，150.8，150.1，
132.1，130.5，130.0，127.9，126.8，126.4，123.9，
122.6，122.3，100.0，41.5；ESI⁃MS m/z：404.2［M+H］+。

将化合物 18b（0.34 g，1 mmol）溶于 10 mL甲醇

溶液中，加入氨水 10 mL，在室温条件下搅拌 14 h，
TLC检测反应，反应结束后，蒸除甲醇和氨水，将

得到的黄褐色固体在乙酸乙酯中打浆纯化，得到

化合物 19。
4⁃（（3，5⁃二氯⁃2⁃羟基苄基）氨基）⁃2⁃羟基苯甲
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酰胺（19）：棕色固体，产率 53%。m.p. 146~148 ℃；
1H NMR（400 MHz，DMSO⁃d6）δ 9.82（s，1H），9.72（s，
1H），9.47（s，1H），7.71（d，J=9.1 Hz，1H），7.64（t，J=
5.9 Hz，1H），7.39（d，J=2.5 Hz，1H），7.10（d，J=2.5 Hz，
1H），6.37（d，J=7.9 Hz，1H），5.95（s，1H），4.31（d，J=
5.8 Hz，2H）；13C NMR（125 MHz，DMSO⁃d6）δ 169.87，
160.50，150.67，130.39，129.28，127.66，121.70，
114.09，105.76，102.65，44.21；ESI⁃MS m/z：327.2［M+
H］+。

将化合物 18b（0.34 g，1 mmol）溶于 10 mL甲醇

溶液中，加入甲氨水溶液 10 ml，升温至 95 ℃，反应

4 h，TLC检测反应，反应结束后，蒸除甲醇和甲氨水

溶液，将得到的褐色固体在乙酸乙酯中打浆纯化，

得到化合物20。
4⁃（（3，5⁃二氯⁃2⁃羟基苄基）氨基）⁃2⁃羟基⁃N⁃甲

基苯甲酰胺（20）：棕色固体，产率 56%。m.p. 160~
162 ℃；1H NMR（400 MHz，DMSO⁃d6）δ 9.72（s，1H），

8.26（d，J=4.5 Hz，1H），7.44（d，J=8.7 Hz，1H），7.35
（d，J=1.5 Hz，1H），7.07（d，J=1.6 Hz，1H），6.74（t，J=
6.0 Hz，1H），6.08（d，J=8.8 Hz，1H），5.82（s，1H），

4.23（d，J=5.9 Hz，2H），2.70（d，J=4.2 Hz，3H）；13C
NMR（101 MHz，DMSO ⁃ d6）δ 170.8，163.2，153.3，
150.0，131.1，128.6，127.7，126.8，123.9，122.2，105.0，
103.8，98.2，41.5，26.2；ESI⁃MS m/z：341.2［M+H］+。

1.2.2.5 化合物23的合成

将化合物21（0.55 g，5 mmol）和化合物10（0.95 g，
5 mmol）分别溶解在热乙醇（15 mL）溶液中，将其中

一个溶液倒入另一份溶液中，搅拌1 h后，有大量橙

黄色固体析出，抽滤，用少量乙醇冲洗滤饼，干燥滤

饼后，将滤饼加入到15 mL乙醇溶液中，分批次加入

硼氢化钠（0.57 g，15 mmol），溶液由浑浊变得澄清，

TLC检测反应，反应结束后，加入 2 mol/L 盐酸溶液

调节 pH 至 7 左右，加入超纯水（25 mL），用乙酸

乙酯（15 mL×3）萃取，用饱和氯化钠溶液（10 mL×3）
洗涤，有机相用无水硫酸钠干燥，溶剂蒸除后得到

化合物22直接用于下一步反应。

在 0 oC下，向化合物 22（0.53 g，1.9 mmol）中缓

慢滴加浓硫酸（5 mL），逐渐升至室温，搅拌 3 h后，

TLC检测反应，反应结束后，缓慢向反应液中滴加冰

水（25 mL），有棕色固体析出，抽滤，用大量超纯水

冲洗滤饼，干燥后得到化合物23。
4⁃（（5⁃溴⁃3⁃氯⁃2⁃羟基苄基）氨基）⁃2⁃羟基苯磺

酸（23）：棕色固体，产率 49%。m.p. 206~208 ℃；
1HNMR（400 MHz，DMSO ⁃ d6）δ 7.32（d，J=2.6 Hz，

1H），7.08（d，J=4.6 Hz，1H），7.06（s，1H），6.00（dd，J=
8.4，2.5 Hz，1H），5.78（d，J=2.2 Hz，1H），4.18（s，
2H）；13C NMR（101 MHz，DMSO⁃d6）δ 155.02，150.81，
149.95，131.50，128.47，127.50，126.70，123.88，
122.14，120.36，104.52，98.64，42.00；ESI ⁃ MS m/z：
362.1［M⁃H］-。

1.2.2.6 化合物25a~25c的合成

将化合物 24a（0.33 g，2 mmol）和 3，5⁃二氯水杨

醛（0.38 g，2 mmol）分别溶解在热乙醇（5 mL）溶液

中，将其中一个溶液倒入另一份溶液中，搅拌 1 h
后，有黄褐色固体析出，抽滤，用少量乙醇冲洗滤

饼，干燥滤饼后，将滤饼加入到乙醇（8 mL）溶液中，

分批次加入硼氢化钠（0.21 g，5.5 mmol），溶液由浑浊

变得澄清，TLC检测反应，反应结束后，加入2 mol/L
盐酸溶液调节pH至7左右，抽滤，取滤液，加入超纯

水（15 mL），有淡黄色固体析出，抽滤，用大量超纯

水冲洗滤饼，干燥后得到目标化合物25a。
按相同的方法，分别以化合物24b、24c为原料，

得到相应的产物化合物25b、25c。
6⁃（（3，5⁃二氯⁃2⁃羟基苄基）氨基）苯并［d］噻唑⁃

2（3H）⁃酮（25a）：淡黄色固体，产率 75%。m.p. 190~
192 ℃；1H NMR（400 MHz，DMSO⁃d6）δ 7.33（s，1H），

7.12（s，1H），6.82（d，J=8.5 Hz，1H），6.67（s，1H），

6.49（d，J=8.7 Hz，1H），4.19（s，2H）；13C NMR（101
MHz，DMSO ⁃ d6）δ 169.89，150.17，145.01，131.57，
127.51，127.40，126.82，124.98，123.80，122.10，
112.73，112.25，105.84，42.68；ESI⁃MS m/z：339.0［M⁃
H］-。

2⁃（（苯并［d］噻唑⁃5⁃基氨基）甲基）⁃4，6⁃二氯苯

酚（25b）：灰白色固体，产率71%。m.p. 142~144 ℃；
1H NMR（400 MHz，DMSO⁃d6）δ 9.15（s，1H），7.75（d，
J=8.7 Hz，1H），7.34（d，J=2.7 Hz，1H），7.16（s，1H），

6.99（s，1H），6.86（d，J=8.7 Hz，1H），6.46（s，1H），

4.30（s，2H）；13C NMR（101 MHz，DMSO⁃d6）δ 156.21，
155.35，150.19，148.00，131.41，127.58，126.79，
123.89，122.75，122.24，121.46，115.10，103.75，
42.33；ESI⁃MS m/z：325.1［M⁃H］-。

2，4⁃二氯⁃6⁃（（咪唑并［1，2⁃a］吡啶⁃6⁃氨基）甲

基）苯酚（25c）：黑色固体，产率 72%。m.p. 146~
146 ℃；1H NMR（400 MHz，DMSO⁃d6）δ 7.65（s，1H），

7.47（s，1H），7.36（s，1H），7.32（d，J=11.8 Hz，2H），

7.19（s，1H），6.90（d，J=9.6 Hz，1H），4.16（s，2H）；13C
NMR（101 MHz，DMSO⁃d6）δ 150.26，141.50，136.70，
132.36，130.67，127.71，126.90，123.83，122.15，
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120.26，117.39，113.54，105.24，42.96；ESI ⁃MS m/z：
306.1［M⁃H］-。

1.2.2.7 化合物27a~27b的合成

将化合物26a（1.03 g，5 mmol）和4⁃氨基⁃2⁃羟基

苯甲酸（0.77 g，5 mmol）溶于 20 mL乙醇溶液中，升

温至 85 oC，并向溶液中加入少量的甲酸，搅拌 5 h
后，冷却到室温，有黄色固体析出，抽滤，用少量乙醇

冲洗滤饼，干燥滤饼后，将滤饼加入到乙醇（7 mL）
溶液中，分批次加入硼氢化钠（0.19 g，5 mmol），溶

液由浑浊变得澄清，TLC检测反应，反应结束后，

加入 2 mol/L 盐酸溶液调节 pH至 5左右，抽滤，取

滤液，加入超纯水（15 mL），有棕黄色固体析出，

抽滤，用大量超纯水冲洗滤饼，干燥后得到化合

物 27a。
按相同的方法，以化合物26b为原料，得到相应

的产物化合物27b。
4⁃（（1⁃（3，5⁃二氯⁃2⁃羟基苯基）乙基）氨基）⁃2⁃羟

基苯甲酸（27a）：棕黄色固体，产率 79%。m.p. 62~
64 ℃；1H NMR（400 MHz，DMSO⁃d6）δ 9.70（s，1H），

8.87（s，1H），7.28（d，J=2.6 Hz，1H），7.15（d，J=2.6
Hz，1H），6.73（t，J=8.0 Hz，1H），6.04（d，J=7.0 Hz，
1H），5.90（dt，J=8.0，2.0 Hz，2H），5.82（t，J=2.1 Hz，
1H），4.66（t，J=6.6 Hz，1H），1.30（d，J=6.7 Hz，3H）；
13C NMR（101 MHz，DMSO⁃d6）δ 158.6，149.6，149.2，
137.7，130.0，127.2，125.1，124.1，122.2，104.8，
104.4，100.3，47.4，22.8；ESI⁃MS m/z：342.2［M+H］+。

4⁃（（1⁃（3，5⁃二氯⁃2⁃羟基苯基）丙基）氨基）⁃2⁃羟
基苯甲酸（27b）：黄褐色固体，产率 56%。m.p. 76~
78 ℃；1H NMR（400 MHz，Chloroform⁃d）δ 7.68（d，J=
7.5 Hz，1H），7.30（d，J=1.4 Hz，1H），7.26（t，J=1.2 Hz，
1H），6.54（d，J=11.5 Hz，1H），6.29（dd，J=7.4，1.5 Hz，
1H），6.03（d，J=1.4 Hz，1H），5.01（dtd，J=11.5，7.0，
1.0 Hz，1H），2.04 ⁃ 1.86（m，2H），0.95（t，J=8.0 Hz，
3H）；13C NMR（101 MHz，Chloroform ⁃ d）δ 171.64，
163.41，151.78，151.56，131.70，129.68，129.35，
128.90，128.40，121.29，105.74，103.06，100.65，
55.56，28.13，10.58；ESI⁃MS m/z：356.2［M+H］+。

1.2.2.8 化合物29的合成

将化合物18b（0.34 g，1 mmol）溶于3 mL乙醇溶

液中，加入甲醛水溶液1.5 mL，常温搅拌5 h，TLC检

测反应，反应结束后，有白色固体析出，抽滤，用少

量乙醇冲洗滤饼，经硅胶柱色谱（展开剂∶石油醚∶

乙酸乙酯= 10∶1）纯化得到化合物28直接用于下一

步反应。

将化合物28（0.35 g，1 mmol）加入到乙醇（7 mL）
溶液中，分批次加入硼氢化钠（0.19 g，5 mmol），溶液

由浑浊变得澄清，TLC检测反应，反应结束后，加入

2 mol/L 盐酸溶液调节 pH至 7左右，抽滤，取滤液，

加入超纯水（15 mL），有白色固体析出，抽滤，用大

量超纯水冲洗滤饼，干燥滤饼后，将滤饼加入到甲

醇（10 mL）中，在 0 oC下加入 2 mol/L 氢氧化钠溶液

（7 mL），升温至 45 oC搅拌 3 h。TLC检测反应，反

应结束后，将甲醇蒸除后，用 1 mol/L的稀盐酸调节

pH至 5左右，有白色固体析出，抽滤，干燥得目标

化合物 29。
4⁃（（3，5⁃二氯⁃2⁃羟基苄基）（甲基）氨基）⁃2⁃羟

基苯甲酸（29）：白色固体，收率 83%。m.p. 76~
78 ℃；1H NMR（400 MHz，Chloroform ⁃ d）δ 9.91（s，
1H），7.70（d，J=7.5 Hz，1H），7.30（d，J=1.4 Hz，1H），

7.09（dt，J=1.9，1.1 Hz，1H），6.37（dd，J=7.5，1.6 Hz，
1H），6.30（d，J=1.5 Hz，1H），4.61（d，J=0.9 Hz，2H），

3.05（s，3H）；13C NMR（101 MHz，Chloroform ⁃ d）δ
171.73，162.99，151.91，150.41，131.47，129.36，
128.20，127.89，127.44，121.72，105.89，102.18，
101.28，51.14，38.67；ESI⁃MS m/z：340.1［M⁃H］-。

1.2.3 化合物对人神经母细胞瘤细胞（SH⁃SY5Y）抗

增殖实验

细胞毒性通过CCK⁃8细胞增殖检测法进行检

测，阴性组、阳性组、待测样品组的待测物均先溶于

DMSO（终浓度不超过 0.5%），用生理盐水稀释至终

浓度为1 mmol/L。将细胞消化、计数，配制细胞悬液

7×104个/mL，96孔细胞培养板中每孔加入100 μL细

胞悬液；将96孔细胞培养板置于37 ℃、5% CO2培养

箱中培养24 h。
用 培 养 基 稀 释 药 物 至 所 需 工 作 液 浓 度

（25 μmol/L），每孔加入 100 μL相应的含药培养

基，同时设立阴性对照组；将 96孔细胞培养板置于

37 ℃，5% CO2培养箱中培养24 h，再将96孔板进行

CCK⁃8染色，λ=450 nm，测定吸光度。代入公式：抑制

率=（D阴性对照⁃D实验）/D阴性对照×100%计算抑制率。

1.2.4 化合物对人神经母细胞瘤细胞（SH⁃SY5Y）保

护活性测试

谷氨酸诱导损伤的 SH⁃SY5Y细胞的保护作用

通过LDH试剂盒进行检测。阴性组、阳性组、待测

样品组的待测物均先溶于 DMSO（终浓度不超过

0.5%），用生理盐水稀释至终浓度为 1 mmol/L。将

细胞消化、计数，配制细胞悬液 1.4×105个/mL，96孔
细胞培养板中每孔加入50 μL细胞悬液，将96孔细
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胞培养板置于37 ℃、5% CO2培养箱中培养24 h。
用培养基稀释药物至所需工作液浓度（10.0μmol/L，

1.0 μmol/L，0.1 μmol/L），每孔加入 50 μL相应的含

药培养基预孵育30 min后，于每孔（低对照孔除外）

加入谷氨酸（工作浓度5 mmol/L），将96孔细胞培养

板置于37 ℃、5% CO2培养箱中培养24 h，再将96孔
板进行LDH染色，λ=490 nm，测定吸光度。代入公

式：细胞损伤率=（D 实验-D 低对照）/（D 高对照-D 低对照）×
100%；细胞保护率=（模型组损伤率-实验组损伤

率）/模型组损伤率×100%，计算得细胞保护率。

2 结 果

大部分目标化合物在谷氨酸诱导的 SH⁃SY5Y
细胞损伤模型中表现出一定的保护活性，部分化合

物在低剂量时依旧保持着一定活性。其中，化合物

5e和 27a表现出与 ZL006相当的细胞保护活性，在

10 μmol/L的给药浓度下，化合物 5e的细胞保护率为

（51.24 ± 0.74）%，化合物 27a 的细胞保护率为

（48.42 ± 1.01）%；而化合物 23在 10 μmol/L浓度下

表现出略优于 ZL006 的细胞保护活性（54.34 ±
0.59）%，在 1 μmol/L 浓度下，化合物 23则表现出

远高于阳性对照化合物 ZL006（1）的细胞保护活

性［（29.58 ± 0.48）% vs.（16.43 ± 1.01）%］。此外，

目标化合物 5e、27a和 23在 25 μmol/L给药浓度下，

对SH⁃SY5Y细胞均表现出较低的毒性（25 μmol/L时
3.55%、2.42%、2.85%），这提示该类化合物可作为安

全有效的神经保护剂进行后续研究（表1）。
根据细胞保护活性测试结果可知，将左侧疏水

表1 目标化合物对SH⁃SY5Y的细胞保护和抗增殖活性

Table 1 Thecytoprotective and antiproliferation activities against SH⁃SY5Y of target compounds（x ± s，n=3）

化合物

5a
5b
5c
5d
5e
5f
5g
9
16
18a
18b

毒性（%）

25 μmol/L
4.76
3.63
3.81
3.63
3.55
2.85
4.50
2.42
2.08
2.85
1.55

10.0 μmol/L
22.43 ± 0.98
31.73 ± 0.98
03.20 ± 2.80
12.45 ± 3.40
51.24 ± 0.74
22.06 ± 1.77
12.82 ± 0.70
14.08 ± 1.83
01.42 ± 2.21
28.07 ± 0.14

—

1.0 μmol/L
08.01 ± 0.42
05.12 ± 1.55
00.35 ± 1.92

—

07.11 ± 0.89
08.18 ± 1.92
08.33 ± 0.84
02.46 ± 1.13
04.62 ± 0.30

—

—

0.1 μmol/L
7.37 ± 1.97

—

4.62 ± 1.92
—

—

—

5.76 ± 2.95
—

—

—

—

细胞保护率（%）
化合物

18c
19
20
23
25a
25b
25c
27a
27b
29
1

毒性（%）

25 μmol/L
4.15
3.97
2.68
2.85
8.06
6.71
2.85
2.42
2.25
2.85
—

10.0 μmol/L
12.50 ± 1.02
16.35 ± 0.73
38.14 ± 0.44
54.34 ± 0.59
14.99 ± 2.37
08.23 ± 4.07
08.95 ± 3.67
48.42 ± 1.01
07.91 ± 1.01
00.35 ± 2.95
53.80 ± 1.73

1.0 μmol/L
—

00.97 ± 1.74
14.75 ± 1.74
29.58 ± 0.48

—

11.17 ± 5.65
03.20 ± 2.88
10.13 ± 1.01
06.96 ± 1.01

—

16.43 ± 1.01

0.1 μmol/L
—

—

—

1.93 ± 0.89
—

2.94 ± 2.10
0.65 ± 1.46

—

1.90 ± 2.95
—

5.70 ± 1.30

细胞保护率（%）

端苯环上C⁃2位羟基移除（化合物 9）或替换成其他

基团（化合物 16）活性显著下降；当C⁃5位氯原子替

换为溴原子（化合物5a）或甲基（化合物5c）时，活性

明显降低，提示C⁃2位的羟基和C⁃5位氯原子是活性

必需基团；C⁃3位为卤素取代时活性保持（化合物

5e），而当卤素移除时，活性显著下降；将水杨酸结构

的羟基和羧基颠倒后（化合物 18a）活性显著下降，

将水杨酸结构的羧基进行酯化（化合物 18b、18c）、

酰胺化（化合物 19、20）以及环化（化合物 25a~25c）
都使活性下降，令人惊喜的是当羧酸替换为磺酸取

代基时（化合物23）时，细胞保护活性尤其在低浓度

时优于先导化合物 1，提示该位置引入具有负电中

心的基团有利于活性提升；在连接链的C上引入甲

基活性保持（化合物27a），但当引入乙基时（化合物

27b）活性显著降低，这提示该处不宜引入体积过大

的基团，而将连接链的氨基封闭后活性也显著降低

（化合物29）。初步的构效关系分析（图9）为后续化

合物结构优化提供了参考，进一步的化合物优化正

在进行中。

3 讨 论

基于本课题组前期报道的PSD95⁃nNOS解耦联

剂ZL006，对其进行结构分析，对其进行3部分结构

修饰，合理设计并合成了 21个全新结构的衍生物，

并进行了初步构效关系研究。其中化合物 23对谷

氨酸诱导损伤的 SH⁃SY5Y细胞表现出较好的保护

活性［10 μmol/L 时（54.34 ± 0.59）%，1 μmol/L 时

（29.58 ± 0.48）%］，并且表现出较好的安全性。研
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究表明，该类化合物可进一步进行探索和结构优化

研究，对靶向 PSD95⁃nNOS解耦联剂的神经保护药

物的开发具有一定的意义和价值。
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