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基于CVL-231的环丁胺类M4正向变构
调节剂的设计、 合成与活性

李馥莼 1， 李文歆 2， 何姝芳 3， 陈毅昆 2， 周 皓 2， 周海峰 1， 刘祈星 1， 田峦鸢 2

（1. 三峡大学生物与制药学院, 天然产物研究与利用湖北省重点实验室, 宜昌 443002； 
2. 宜昌人福药业有限责任公司, 宜昌 443005； 

3. 宜昌天睿生物医药有限责任公司, 宜昌 443215）

摘要 以临床前药物CVL-231为先导化合物, 引入高活性化合物VU6000918中的2-三氟甲基吡啶基团, 通过

改造杂环基团设计合成了27个2-三氟甲基吡啶氮杂环丁烷酰胺类化合物 . 采用FLIPR荧光检测技术测定了

化合物对 M4 受体细胞的变构调节活性 . 结果表明, 部分化合物展现出显著的细胞活性, 其中化合物Ⅳ1,       
Ⅳ12, Ⅳ20, Ⅳ23, Ⅳ25, Ⅳ26和Ⅳ27的活性尤为突出 . 半最大效应浓度（EC50值）测定结果显示, 化合物Ⅳ23

的EC50值低至979 nmol/L, 略高于阳性对照VU0467154. 通过构效关系分析发现, 喹啉环的引入对活性的提升

具有重要作用, 尤其是4-甲基喹啉结构 . 分子对接模拟结果表明, 化合物Ⅳ23与M4受体蛋白(7TRP)存在氢键

和π-π堆积相互作用, 这可以解释其与目标蛋白之间可能的作用机制 . 化合物Ⅳ23作为一种具有潜在前景的

M4正向变构调节剂先导化合物, 为后续的结构优化和药物开发提供了重要的研究基础 .
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Abstract Using the preclinical drug CVL-231 as a lead compound and introducing the 2-trifluoromethylpyridine 
moiety from the high-activity compound VU6000918， 27 novel 2-trifluoromethylpyridine cyclobutylamide derivatives 
were designed and synthesized by modifying the heterocyclic moiety. The allosteric modulatory activity of the         
compounds on M4 receptor cells was assessed using the FLIPR fluorescence detection technique. The results revealed 
that several compounds exhibited significant cellular activity， especially for compounds Ⅳ1， Ⅳ12， Ⅳ20， Ⅳ23， Ⅳ25， 
Ⅳ26， and Ⅳ27. The results of the EC50 determination indicated that compound Ⅳ23 had an EC50 value as low as 
979 nmol/L， which is slightly higher than that of the positive control VU0467154. Structure-activity relationship 
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（SAR） analysis revealed that the introduction of a quinoline ring， particularly the 4-methylquinoline moiety， signifi⁃
cantly enhanced the activity of the compounds. Molecular-docking simulations revealed that compound Ⅳ23 forms 
both hydrogen-bond and π - π stacking interactions with the M4 receptor protein（7TRP）， providing a plausible      
mechanistic for its recognition by the target protein. In summary， compound IV23， as a promising lead compound    
for M4 positive allosteric modulators， provides an important research basis for subsequent structural optimization and 
drug development.
Keywords M4 positive allosteric modulator； Trifluoromethylpyridine； Cyclobutylamine； Synthesis； Molecular docking
精神分裂症是一种严重的精神疾病， 影响认知和行为的多个领域［1］.  全球精神分裂症的终生患病

率达3. 8‰~8. 4‰［2］， 通常在青春期晚期至成年早期首次发作， 并且病程较长， 患者的生活质量明显受

损， 失业率达80%~90%［3］， 平均预期寿命减少10~20岁［4］， 超过半数患者最终出现精神残疾， 给患者、 
家属和社会带来巨大的负担和护理成本 .

毒蕈碱乙酰胆碱受体（mAChR）的 5种亚型（M1~M5）是G蛋白偶联受体， 广泛分布于中枢神经系

统， 参与注意力、 学习记忆、 疼痛、 睡眠、 运动、 胃肠动力及心血管调节等多种生理功能［5］.  M1与M4受

体被视为阿尔茨海默病和精神分裂症的潜在治疗靶点， 可通过激活M1/M4受体， 间接对多巴胺能通路

产生影响， 从而改善精神症状的效果 .  2024年， 美国食品药品监督管理局（FDA）正式批准KarXT作为

口服药物， 用于治疗成人精神分裂症患者 .  KarXT成为数十年来首个获得FDA批准， 采用全新机制治

疗精神分裂症的药物［6］.  然而， 由于5个亚型结合位点高度同源， 药物的脱靶效应和胆碱能系统的过度

激活， 会导致包括恶心、 消化不良、 便秘和呕吐在内的一系列不良反应［7］.
近年来， 研究人员发现了一种M4受体选择性新策略——正向变构调节剂（PAMs）.  PAMs不直接激

活受体， 而是通过与M4受体的变构位点结合， 增强内源性乙酰胆碱（ACh）的信号传导， 精确调节多巴

胺能神经传递 .  与M4激动剂相比， PAMs对M4 mAChR功能的调节更为精确， 脱靶效应更少， 亚型选

择性高， 副作用小［8~11］.  在PAMs的研究过程中氮杂环丁烷是药物化学中的一个特殊结构， 近年来， 越
来越多的药物设计、 合成研究尝试引入氮杂环丁烷［12~14］.  2014年， Jones等［15，16］开发了一种噻吩并哒嗪

的M4受体正向变构调节剂VU0467154（Scheme 1）.  该化合物显示出良好的细胞活性， 同时在亚型选择

性实验中， 对M受体其它亚型无明显作用， 未引发外周毒蕈碱受体激活所引起的主要副作用， 目前已

经对其进行了系统的临床前研究， 并显示出良好的潜力和安全性 .  2017年， Lindsley等［17］在稠环和芳

基片段之间引入氮杂环丁烷替换传统PAMs存在的亚甲基连接键得到化合物VU6000918（Scheme 1）， 
该化合物具有显著活性（EC50=19 nmol/L）， 并改善了药物代谢动力学 .  此后， AbbVie公司发现了第一个

活性优异的PAMs临床候选药物CVL-231（Emraclidine， EC50=12. 2 nmol/L）（Scheme 1）［18］.  临床前研究发

现其对M4受体具有较高的选择性， 在 I期临床研究中， CVL-231显示出与KarXT相当的疗效及良好的

安全性， 遗憾的是在Ⅱ期实验中， CVL-231在10或30 mg剂量下未能取得预期疗效， 导致临床终止［19~21］.

为了挖掘CVL-231的潜力， 在保持化合物活性的同时增强其代谢稳定性和药代动力学， 本文以

CVL-231为先导化合物， 在药物设计中保留N-2-三氟甲基吡啶环丁胺主体结构， 同时参考高活性化合

物VU6000918对连接基团进行改造， 去除亚甲基连接键， 直接通过酰胺键将N-2-三氟甲基吡啶环丁胺

Scheme 1　Design strategy of target compounds
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与杂环类化合物连接， 设计了系列2-三氟甲基吡啶氮杂环丁烷酰胺类化合物（Scheme 1）， 并进行了M4
细胞活性和构效关系研究 .
1 实验部分

1.1　试剂与仪器

氮杂环丁烷-3-氨基甲酸叔丁酯、 2-（7-氮杂苯并三氮唑）-N，N，N′，N′-四甲基脲六氟磷酸酯       
（HATU）和叔丁醇钠， 化学纯， 上海皓鸿生物医药科技有限公司； 三（二亚苄基丙酮）二钯［Pd2（dba）3］、   
1，1′-联萘-2，2′-双二苯膦（BINAP）、 三乙胺（TEA）、 氯化亚砜、 三氟乙酸（TFA）、 不同取代的2-三氟甲

基吡啶类化合物和杂环羧酸类化合物， 化学纯， 上海麦克林生化科技股份有限公司； 盐酸和甲苯， 分析

纯， 成都市科隆化学品有限公司； 氢氧化钠， 分析纯， 天津市天力化学试剂有限公司； 二氯甲烷

（DCM）， 分析纯， 成都金山化学试剂有限公司； 稳定表达M4的CHO细胞， 上海药明康德新药开发有限

公司； F12 gibco FBS培养基， 依科赛生物科技有限公司； Geneticin培养基、 Penicillin/Streptomycin培养

基和Fluo-4 Direct试剂， 赛默飞世尔科技公司 .
Bruker AV 400 MHz型核磁共振波谱仪， 瑞士Bruker公司； SHB-ⅢA型循环水式多用真空泵， 上海

豫康科教仪器设备有限公司； EYELASB-1100型旋转蒸发仪， 上海爱朗仪器有限公司； 低温冷却液体循

环泵， 巩义市英峪予华仪器厂； ZF-6型三用紫外分析仪， 上海嘉鹏科技有限公司； FA2104B型分析天

平， 上海越平科技仪器有限公司； X-4型数字显示显微熔点测定仪， 北京泰克仪器有限公司； 6210ESI/
TOF型质谱仪， 安捷伦科技公司； Greiner 384孔板， 格瑞纳生物科技有限公司； Vi-cell XR型细胞存活

分析仪， 贝克曼库尔特公司 .
1.2　实验过程

目标化合物Ⅳ1~Ⅳ27的合成路线如Scheme 2所示 .  以4-溴-2-三氟甲基吡啶（Ⅰ）为原料， 以Pd2（dba）3
为催化剂， BINAP为配体， 在碱性条件下与氮杂环丁烷-3-氨基甲酸叔丁酯发生Buchwald-Hartwig交叉

偶联反应， 得到［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］氨基甲酸叔丁酯（Ⅱ）； 化合物Ⅱ在三氟乙酸

条件下脱除Boc基团， 得到1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-胺（Ⅲ）； 最后， 将中间体Ⅲ分别通

过两种方法合成目标化合物［22，23］.  第一种方法： 首先通过杂环羧酸与二氯亚砜在回流条件下制备杂环

酰氯， 然后与中间体Ⅲ发生缩合反应， 得到目标化合物； 第二种方法： 使用HATU缩合剂， 在三乙胺碱

性条件下直接发生缩合反应得到目标化合物， 该方法适用性更广， 反应步骤更短， 操作简便 .  实验中

目标化合物Ⅳ1~Ⅳ6采用第一种方法合成， 而目标化合物Ⅳ7~Ⅳ27采用第二种方法合成 .  利用1H NMR， 
13C NMR和HRMS谱对目标化合物Ⅳ1~Ⅳ27的结构进行了表征（见本文支持信息图S1~图S81）.

1.2.1　［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］氨基甲酸叔丁酯（Ⅱ）的合成　在150 mL反应瓶中加

入4-溴-2-三氟甲基吡啶（Ⅰ）（2. 00 g， 8. 85 mmol）、 氮杂环丁烷-3-氨基甲酸叔丁酯（1. 67 g， 9. 74 mmol）、 
叔丁醇钠（1. 19 g， 12. 39 mmol）、 三（二亚苄基丙酮）二钯（202 mg， 0. 22 mmol）、 1，1'-联萘-2，2'-双二苯

Scheme 2　General synthetic route for target compounds
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膦（412 mg， 0. 66 mmol）和甲苯（50 mL）， 升温至 80 ℃搅拌 12 h 后冷却， 加水（100 mL）， 用乙酸乙酯   
（50 mL×3）萃取， 以饱和氯化钠溶液（100 mL）洗涤， 用无水Na2SO4干燥， 经柱层析分离得到白色固体Ⅱ

共 2. 61 g， 产率 93%.  1H NMR（400 MHz， CDCl3）， δ： 8. 28（d， J=5. 8 Hz， 1H）， 6. 57（s， 1H）， 6. 33（d，     
J=5. 5 Hz， 1H）， 5. 30（d， J=7. 8 Hz， 1H）， 4. 67（s， 1H）， 4. 33~4. 29（m， 2H）， 3. 84~3. 81（m， 2H）， 1. 45

（s， 9H）.
1.2.2　1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-胺（Ⅲ）的合成　将中间体Ⅱ（2. 61 g， 8. 23 mmol）和二氯

甲烷（25 mL）加入至100 mL反应瓶中， 待溶解后于冰浴下缓慢滴加三氟乙酸（8 mL）， 加毕于室温下搅

拌2 h.  用薄层色谱（TLC）监测反应完成后， 用质量分数为10%的NaOH水溶液将pH调至9~11， 用二氯

甲烷（50 mL×3）萃取， 合并有机相， 以无水Na2SO4干燥， 经减压浓缩得到白色固体Ⅲ共 1. 70 g， 产率

95%.  该产物未经分离， 直接用于下一步反应 .
1.2.3　目标化合物的Ⅳ1~Ⅳ6的合成　将杂环羧酸（0. 8 mmol）、 甲苯（3 mL）和氯化亚砜（476 mg， 4. 0 
mmol）加入50 mL反应瓶中， 加热至110 ℃回流2 h.  经减压浓缩并加入二氯甲烷（5 mL）溶解后， 于冰浴

下缓慢滴加中间体Ⅲ（174 mg， 0. 8 mmol）的二氯甲烷（3 mL）溶液和三乙胺（202 mg， 2. 0 mmol）， 滴毕于

室温下搅拌2 h.  用薄层色谱（TLC）监测反应完成后， 用水洗涤（10 mL×3）， 以无水Na2SO4干燥， 经减压

浓缩和柱色谱分离（二氯甲烷/甲醇体积比50∶1）， 得到目标产物Ⅳ1~Ⅳ6.
1.2.4　目标化合物的Ⅳ7~Ⅳ27的合成　将杂环羧酸（0. 8 mmol）、 2-（7-氮杂苯并三氮唑）-N，N，N'，N'-
四甲基脲六氟磷酸酯（HATU， 365 mg， 0. 96 mmol）、 二氯甲烷（3 mL）和三乙胺（243 mg， 2. 4 mmol）加入

至25 mL反应瓶中， 室温下搅拌30 min后， 加入中间体Ⅲ（174 mg， 0. 8 mmol）， 室温下反应4 h.  用薄层

色谱（TLC）监测反应完成后， 加水（10 mL）淬灭， 用二氯甲烷（15 mL×3）萃取， 以无水Na2SO4干燥， 经减

压浓缩和柱色谱分离（二氯甲烷/甲醇体积比50∶1）得到目标化合物Ⅳ7~Ⅳ27.
1.2.5　目标化合物Ⅳ1~Ⅳ27的表征　N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（3-二氟甲基-1-

甲基吡唑）-4-甲酰胺（Ⅳ1）： 白色固体， 产率84%， m.  p.  205~207 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 
8. 87（d， J=7. 0 Hz， 1H）， 8. 36~8. 20（m， 2H）， 7. 32（t， J=54. 2 Hz， 1H）， 6. 81（d， J=1. 7 Hz， 1H）， 6. 61

（d， J=4. 1 Hz， 1H）， 4. 85~4. 79（m， 1H）， 4. 37~4. 33（m， 2H）， 3. 93~3. 91（m， 5H）； 13C NMR（100 
MHz， DMSO-d6）， δ： 161. 4， 155. 7， 150. 0， 147. 4（d， J=32. 6 Hz）， 145. 2（t， J=23. 1 Hz）， 132. 9， 122. 4

（d， J=274. 4 Hz）， 116. 1， 110. 1（t， J=233. 3 Hz）， 108. 6， 102. 9， 58. 4， 40. 2， 39. 8； ESI-HRMS
（C15H15F5N5O计算值）， m/z： 376. 1193（376. 1191）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（1-甲基苯并咪唑-5-基）甲酰胺（Ⅳ2）： 白色固体， 
产率 64%， m.  p.  233~235 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6） ， δ： 9. 09（d， J=7. 0 Hz， 1H）， 8. 30（s， 
2H）， 8. 25（d， J=5. 7 Hz， 1H）， 7. 87（dd， J1=8. 5， J2=1. 6 Hz， 1H）， 7. 64（d， J=8. 5 Hz， 1H）， 6. 80（d， J=
2. 2 Hz， 1H）， 6. 59（dd， J1=5. 7， J2=2. 3 Hz， 1H）， 4. 99~4. 91（m， 1H）， 4. 40~4. 36（m， 2H）， 4. 06~4. 02

（m， 2H）， 3. 41（s， 3H）；13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 167. 0， 155. 8， 149. 9， 147. 4（q， J=32. 7 
Hz）， 146. 8， 143. 3， 137. 2， 127. 8， 122. 5， 122. 4（q， J=272. 7 Hz）， 119. 3， 110. 4， 108. 5， 102. 9（d， J=
3. 1 Hz）， 58. 4， 40. 8， 31. 3； ESI-HRMS（C18H17F3N5O计算值）， m/z： 376. 1379（376. 1380）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（喹喔啉-6-基）甲酰胺（Ⅳ3）： 白色固体， 产率

78%， m.  p.  240~242 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 50（d， J=6. 9 Hz， 1H）， 9. 04~9. 02（m， 
2H）， 8. 67（s， 1H）， 8. 31~8. 26（m， 2H）， 8. 18（d， J=8. 8 Hz， 1H）， 6. 82（d， J=2. 1 Hz， 1H）， 6. 62（dd， 
J1=5. 6， J2=2. 1 Hz， 1H）， 5. 01~4. 94（m， 1H）， 4. 44~4. 40（m， 2H）， 4. 10~4. 06（m， 2H）； 13C NMR（100 
MHz， DMSO-d6）， δ： 165. 5， 155. 8， 140. 0， 147. 5， 147. 4（q， J=30. 7）， 147. 2， 143. 9， 142. 0， 135. 3， 
129. 9， 129. 0， 128. 9， 122. 4（q， J=274. 3 Hz）， 108. 6， 102. 9， 58. 3， 41. 0； ESI-HRMS（C18H15F3N5O计算

值）， m/z： 374. 1215（374. 1223）［M+H］+.
N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（苯并恶唑-6-基）甲酰胺（Ⅳ4）： 白色固体， 产率

72%， m.  p.  191~193 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 23（d， J=6. 8 Hz， 1H）， 8. 90（s， 1H）， 
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8. 29（s， 1H）， 8. 26（d， J=5. 6 Hz， 1H）， 7. 98（d， J=8. 4 Hz， 1H）， 7. 90（d， J=8. 3 Hz， 1H）， 6. 81（d， J=
1. 6 Hz， 1H）， 6. 61（d， J=5. 5 Hz， 1H）， 4. 98~4. 90（m， 1H）， 4. 42~4. 37（m， 2H）， 4. 05~4. 02（m， 2H）；
13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 165. 8， 156. 7， 155. 8， 149. 9， 149. 6， 147. 4（q， J=32. 7 Hz）， 142. 6， 
131. 9， 124. 7， 122. 4（d， J=274. 3 Hz）， 120. 3， 110. 9， 108. 5， 102. 9， 58. 3， 40. 9； ESI-HRMS

（C17H14F3N4O2计算值）， m/z： 363. 1064（363. 1063） ［M+H］+.
N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（吡唑并嘧啶-3-基）甲酰胺（Ⅳ5）： 白色固体， 产率

62%， m.  p.  213~215 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 31（dd， J1=7. 0， J2=1. 5 Hz， 1H）， 8. 81
（dd， J1=4. 1， J2=1. 5 Hz， 1H）， 8. 61（s， 1H）， 8. 50（d， J=7. 4 Hz， 1H）， 8. 25（d， J=5. 6 Hz， 1H）， 7. 28
（dd， J1=7. 0， J2=4. 2 Hz， 1H）， 6. 79（d， J=2. 0 Hz， 1H）， 6. 59（dd， J1=5. 6， J2=2. 0 Hz， 1H）， 5. 02~4. 94
（m， 1H）， 4. 42~4. 38（m， 2H）， 4. 05~4. 02（m， 2H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 161. 5， 155. 8， 
152. 9， 149. 9， 147. 3（q， J=32. 8 Hz）， 146. 4， 145. 8， 137. 9， 122. 4（q， J=274. 3 Hz）， 110. 5， 108. 7， 
105. 1， 103. 1， 58. 7， 40. 6； ESI-HRMS（C16H14F3N6O计算值）， m/z： 363. 1175（363. 1176）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（噻吩并噻吩-2-基）甲酰胺（Ⅳ6）： 白色固体， 产率

93%， m.  p.  197~199 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 24（d， J=7. 1 Hz， 1H）， 8. 26（d， J=5. 7 
Hz， 1H）， 8. 14（s， 1H）， 7. 86（d， J=5. 3 Hz， 1H）， 7. 50（d， J=5. 2 Hz， 1H）， 6. 82（d， J=2. 2 Hz， 1H）， 
6. 60（dd， J1=5. 7， J2=2. 2 Hz， 1H）， 4. 93~4. 85（m， 1H）， 4. 40~4. 36（m， 2H）， 4. 04~4. 00（m， 2H）；     
13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 161. 9， 155. 7， 149. 9， 147. 4（q， J=32. 7 Hz）， 142. 2， 141. 0， 138. 9， 
132. 2， 122. 4（q， J=274. 3 Hz）， 121. 7， 120. 8， 108. 6， 102. 9（d， J=3. 1 Hz）， 58. 3， 40. 8； ESI-HRMS

（C16H13F3N3OS2计算值）， m/z： 384. 0049（384. 0447）［M+H］+.
N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-［5-（吡啶-2-基）吡唑-3-基］甲酰胺（Ⅳ7）： 白色固

体， 产率78%， m.  p.  237~239 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 14. 03~13. 88（m， 1H）， 9. 23~9. 01
（m， 1H）， 8. 65~8. 59（m， 1H）， 8. 25~8. 23（m， 1H）， 7. 99~7. 84（m， 2H）， 7. 57~7. 31（m， 2H）， 6. 81~
6. 76（m， 1H）， 6. 60~6. 56（m， 1H）， 4. 96~4. 92（m， 1H）， 4. 39~4. 32（m， 2H）， 4. 07~4. 01（m， 2H）；   
13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 162. 0， 155. 8， 149. 9， 149. 8， 147. 9（q， J=32. 7 Hz）， 143. 7， 138. 0， 
137. 4， 123. 9， 122. 4（q， J=272. 8 Hz）， 120. 9， 119. 6， 108. 5， 104. 6， 102. 9， 58. 3， 38. 7； ESI-HRMS

（C18H16F3N6O计算值）， m/z： 389. 1332（389. 1332）［M+H］+.
N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（吲哚-5-基）甲酰胺（Ⅳ8）： 白色固体， 产率69%， 

m.  p.  241~243 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 11. 37（s， 1H）， 8. 95（d， J=7. 0 Hz， 1H）， 8. 25（d， 
J=5. 6 Hz， 1H）， 8. 21（s， 1H）， 7. 70（d， J=8. 5 Hz， 1H）， 7. 47~7. 44（m， 2H）， 6. 81（d， J=1. 9 Hz， 1H）， 
6. 59（dd， J1=5. 6， J2=1. 8 Hz， 1H）， 6. 55（s， 1H）， 5. 00~4. 91（m， 1H）， 4. 40~4. 36（m， 2H）， 4. 05~4. 01

（m， 2H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 167. 7， 155. 8， 149. 9， 147. 4（q， J=32. 6 Hz）， 138. 0， 
127. 5， 127. 2， 125. 3， 123. 8（q， J=272. 8 Hz）， 121. 1， 120. 6， 111. 4， 108. 5， 102. 9， 102. 6， 58. 5， 
40. 7； ESI-HRMS（C18H16F3N4O计算值）， m/z： 361. 1270（361. 1271）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（吲哚-7-基）甲酰胺（Ⅳ9）： 白色固体， 产率78%， 
m.  p.  227~229 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 11. 21（s， 1H）， 9. 16（d， J=6. 8 Hz， 1H）， 8. 26（d， 
J=5. 6 Hz， 1H）， 7. 76（t， J=8. 5 Hz， 2H）， 7. 39（s， 1H）， 7. 10（t， J=7. 6 Hz， 1H）， 6. 82（d， J=1. 9 Hz， 
1H）， 6. 60~6. 58（m， 1H）， 6. 52（s， 1H）， 5. 05~4. 99（m， 1H）， 4. 43~4. 38（m， 2H）， 4. 11~4. 07（m， 
2H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 167. 5， 155. 8， 149. 9， 147. 4（q， J=32. 8 Hz）， 134. 7， 129. 7， 
127. 2， 124. 6， 122. 5（q， J=274. 3 Hz）， 120. 6， 118. 5， 116. 8， 108. 5， 102. 9， 101. 53， 58. 3， 40. 6； 
ESI-HRMS（C18H16F3N4O计算值）， m/z： 361. 1271（361. 1271）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（苯并噁二唑-5-基）甲酰胺（Ⅳ10）： 白色固体， 产
率86%， m.  p.  231~233 ℃； 1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 49（s， 1H）， 8. 63~8. 58（m， 1H）， 8. 31~
8. 13（m， 2H）， 7. 96（d， J=9. 4 Hz， 1H）， 6. 82（s， 1H）， 6. 63（s， 1H）， 4. 93（s， 1H）， 4. 43~4. 39（m， 



CHEMICAL JOURNAL OF CHINESE UNIVERSITIES

高等学校化学学报
研究论文

Chem. J. Chinese Universities, 2026, 47(2), 20250257 20250257(52/58)

2H）， 4. 07~4. 05（m， 2H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 164. 8， 155. 7， 149. 9， 149. 5， 149. 2， 
147. 4（q， J=32. 2 Hz）， 137. 8， 131. 7， 122. 4（q， J=274. 6 Hz）， 116. 9， 116. 5， 108. 6， 102. 9， 58. 2， 
41. 1； ESI-HRMS（C16H13F3N5O2计算值）， m/z： 364. 1017（364. 1016）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（2-氯苯并噻唑-6-基）甲酰胺（Ⅳ11）： 白色固体， 产
率 73%， m.  p.  193~195 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 27（d， J=6. 9 Hz， 1H）， 8. 62（s， 1H）， 
8. 26（d， J=5. 7 Hz， 1H）， 8. 05（d， J=1. 2 Hz， 2H）， 6. 81（d， J=2. 2 Hz， 1H）， 6. 60（dd， J1=5. 7， J2=2. 2 
Hz， 1H）， 5. 97~4. 89（m， 1H）， 4. 41~4. 37（m， 2H）， 4. 04~4. 00（m， 2H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-

d6）， δ： 165. 8， 155. 9， 155. 8， 152. 7， 149. 9， 147. 4（q， J=32. 7 Hz）， 136. 3， 131. 9， 126. 4， 122. 7， 
122. 5， 122. 4（q， J=274. 4 Hz）， 108. 5， 102. 9， 58. 3， 41. 0； ESI-HRMS（C17H13ClF3N4OS 计算值）， m/z： 
413. 0448（413. 0445）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（2-溴苯并噻唑-6-基）甲酰胺（Ⅳ12）： 白色固体， 产
率 69%， m.  p.  207~209 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 27（d， J=6. 9 Hz， 1H）， 8. 62（s， 1H）， 
8. 25（d， J=5. 7 Hz， 1H）， 8. 09~8. 01（m， 2H）， 6. 80（s， 1H）， 6. 60~6. 59（m， 1H）， 4. 96~4. 90（m， 1H）， 
4. 41~4. 37（m， 2H）， 4. 04~4. 00（m， 2H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 165. 9， 155. 7， 154. 1， 
149. 9， 147. 4（q， J=32. 6 Hz）， 142. 9， 137. 4， 131. 7， 126. 3， 122. 4（q， J=273. 0 Hz）， 122. 3， 122. 2， 
108. 5， 102. 9， 58. 3， 41. 0； ESI-HRMS（C17H13BrF3N4OS计算值）， m/z： 456. 9942（456. 9940）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（吲唑-6-基）甲酰胺（Ⅳ13）： 白色固体， 产率50%， 
m.  p.  245~247 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 13. 44（s， 1H）， 9. 23（d， J=6. 9 Hz， 1H）， 8. 26（d， 
J=5. 6 Hz， 1H）， 8. 16（s， 1H）， 8. 13（s， 1H）， 7. 84（d， J=8. 5 Hz， 1H）， 7. 65（d， J=8. 4 Hz， 1H）， 6. 81

（d， J=1. 8 Hz， 1H）， 6. 60（d， J=4. 1 Hz， 1H）， 5. 00~4. 91（m， 1H）， 4. 41~4. 37（m， 2H）， 4. 06~4. 03
（m， 2H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 166. 9， 155. 8， 149. 9， 147. 4（q， J=32. 6 Hz）， 139. 8， 
134. 0， 132. 0， 124. 9， 122. 4（q， J=274. 5 Hz）， 120. 9， 119. 8， 110. 21， 108. 5， 102. 9， 58. 3， 40. 9； 
ESI-HRMS（C17H15F3N5O计算值）， m/z： 362. 1223（362. 1223）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（苯并三唑-4-基）甲酰胺（Ⅳ14）： 白色固体， 产率

70%， m.  p.  285~287 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 29（d， J=6. 9 Hz， 1H）， 8. 54（s， 1H）， 
8. 26（d， J=5. 6 Hz， 1H）， 8. 00~7. 95（m， 2H）， 6. 82（d， J=2. 0 Hz， 1H）， 6. 61（dd， J1=5. 6， J2=2. 0 Hz， 
1H）， 4. 99~4. 91（m， 1H）， 4. 42~4. 38（m， 2H）， 4. 07~4. 03（m， 2H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 
166. 2， 155. 8， 150. 0， 147. 4（q， J=32. 7 Hz）， 131. 1， 125. 6， 122. 4（q， J=272. 7 Hz）， 108. 6， 102. 9（d， 
J=3. 2 Hz）， 58. 3， 40. 9； ESI-HRMS（C16H14F3N6O计算值）， m/z： 363. 1174（363. 1176）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（咪唑并吡啶-6-基）甲酰胺（Ⅳ15）： 白色固体， 产
率 61%， m.  p.  144~146 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 36（d， J=6. 7 Hz， 1H）， 9. 23（s， 1H）， 
8. 25（d， J=5. 7 Hz， 1H）， 8. 07（s， 1H）， 7. 73~7. 61（m， 3H）， 6. 80（d， J=2. 2 Hz， 1H）， 6. 60（dd， J1=
5. 7， J2=2. 2 Hz， 1H）， 4. 96~4. 88（m， 1H）， 4. 40~4. 36（m， 2H）， 4. 07~4. 03（m， 2H）； 13C NMR（100 
MHz， DMSO-d6）， δ： 164. 7， 155. 7， 149. 9， 147. 4（q， J=32. 7 Hz）， 145. 1， 134. 9， 129. 2， 123. 3， 122. 4

（q， J=274. 4 Hz）， 119. 6， 116. 5， 114. 8， 108. 5， 102. 9， 58. 2， 40. 9； ESI-HRMS（C17H15F3N5O计算值）， 
m/z： 362. 122（4362. 1223）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（1H-吡咯并［2，3-b］吡啶-5-甲酰胺（Ⅳ16）： 白色固

体， 产率68%， m.  p.  324~326 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 11. 96（s， 1H）， 9. 12（d， J=6. 8 Hz， 
1H）， 8. 78（s， 1H）， 8. 50（s， 1H）， 8. 26（d， J=5. 5 Hz， 1H）， 7. 58（d， J=2. 8 Hz， 1H）， 6. 81（s， 1H）， 
6. 60~6. 57（m， 2H）， 4. 99~4. 92（m， 1H）， 4. 41~4. 31（m， 2H）， 4. 05~4. 02（m， 2H）； 13C NMR（100 
MHz， DMSO-d6）， δ： 166. 5， 155. 8， 150. 1， 149. 9， 147. 4（q， J=32. 6 Hz）， 143. 0， 128. 1， 122. 4（q， J=
274. 4 Hz）， 122. 1， 119. 2， 108. 5， 102. 9（d， J=2. 9 Hz）， 101. 4， 58. 4， 40. 8； ESI-HRMS（C17H15F3N5O计

算值）， m/z： 362. 1224（362. 1223） ［M+H］+.
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N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（1H-吡咯并［3，2-b］吡啶-2-基）甲酰胺（Ⅳ17）： 白
色固体， 产率 33%， m.  p.  236~238 ℃； 1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 11. 92（s， 1H）， 9. 29（d， J=
7. 3 Hz， 1H）， 8. 41（dd， J1=4. 5， J2=1. 4 Hz， 1H）， 8. 26（d， J=5. 7 Hz， 1H）， 7. 81（d， J=8. 2 Hz， 1H）， 
7. 34（d， J=1. 2 Hz 1H）， 7. 20（dd， J1=8. 3， J2=4. 5 Hz， 1H）， 6. 83（d， J=2. 2 Hz， 1H）， 6. 61（dd， J1=5. 7， 
J2=2. 2 Hz， 1H）， 5. 02~4. 94（m， 1H）， 4. 43~4. 39（m， 2H）， 4. 07~4. 03（m， 2H）； 13C NMR（100 MHz， 
DMSO-d6）， δ： 161. 0， 155. 7， 150. 0， 147. 4（q， J=32. 7 Hz）， 145. 4， 144. 5， 134. 0， 130. 0， 122. 4（q， J=
274. 3 Hz）， 120. 2， 119. 2， 108. 6， 103. 4， 102. 9， 58. 4， 40. 6； ESI-HRMS（C17H15F3N5O 计算值）， m/z： 
362. 1224（362. 1223）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（6-氯咪唑并［1，2-b］哒嗪-2-基）甲酰胺（Ⅳ18）： 白
色固体， 产率53%， m.  p.  247~249 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 32（d， J=7. 7 Hz， 1H）， 8. 72

（s， 1H）， 8. 25~8. 2（m， 2H）， 7. 47（d， J=9. 6 Hz， 1H）， 6. 76（d， J=2. 3 Hz， 1H）， 6. 56（dd， J1=5. 7， J2=
2. 3 Hz， 1H）， 5. 01~4. 93（m， 1H）， 4. 37~4. 33（m， 2H）， 4. 10~4. 06（m， 2H）； 13C NMR（100 MHz， 
DMSO-d6）， δ： 161. 8， 155. 8， 149. 9， 148. 2， 147. 3（q， J=32. 7 Hz）， 140. 1， 137. 4， 128. 8， 122. 4（q， J=
274. 3 Hz）， 121. 6， 119. 3， 108. 5， 102. 9（d， J=3. 1 Hz）， 58. 2， 40. 0； ESI-HRMS（C16H13ClF3N6O 计算

值）， m/z： 397. 0789（397. 0786） ［M+H］+.
N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（6-溴咪唑并［1，2-a］吡啶-3-基）甲酰胺（Ⅳ19）： 白

色固体， 产率 62%， m.  p.  237~239 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 59（dd， J1=2. 0， J2=0. 9 Hz， 
1H）， 9. 17（d， J=7. 1 Hz， 1H）， 8. 38（s， 1H）， 8. 26（d， J=5. 7 Hz， 1H）， 7. 71（dd， J1=9. 5， J2=0. 9 Hz， 
1H）， 7. 60（dd， J1=9. 5， J2=2. 1 Hz， 1H）， 6. 81（d， J=2. 3 Hz， 1H）， 6. 61（dd， J1=5. 7， J2=2. 3 Hz， 1H）， 
4. 97~4. 89（m， 1H）， 4. 42~4. 38（m， 2H）， 4. 04~4. 00（m， 2H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 
160. 0， 155. 7， 150. 0， 147. 4（q， J=32. 7 Hz）， 145. 8， 137. 9， 130. 4， 127. 7， 122. 4（q， J=274. 3 Hz）， 
118. 8， 118. 5， 108. 6， 108. 4， 102. 9（d， J=3. 2 Hz）， 58. 3， 40. 2； ESI-HRMS（C17H14BrF3N5O 计算值），   
m/z： 440. 0333（440. 0328）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（2-甲基喹啉-6-基）甲酰胺（Ⅳ20）： 白色固体， 产
率 81%， m.  p.  249~252 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 32（d， J=7. 0 Hz， 1H）， 8. 50（d， J=2. 0 
Hz， 1H）， 8. 33（d， J=8. 4 Hz， 1H）， 8. 26（d， J=5. 6 Hz， 1H）， 8. 17（dd， J1=8. 8， J2=2. 0 Hz， 1H）， 7. 99

（d， J=8. 7 Hz， 1H）， 7. 47（d， J=8. 3 Hz， 1H）， 6. 81（d， J=2. 2 Hz， 1H）， 6. 60（dd， J1=5. 5， J2=2. 3 Hz， 
1H）， 4. 99~4. 92（m， 1H）， 4. 41~4. 31（m， 2H）， 4. 05~4. 02（m， 2H）， 2. 67（s， 3H）； 13C NMR（100 MHz， 
DMSO-d6）， δ： 166. 3， 161. 2， 155. 8， 149. 9， 148. 9， 147. 4（q， J=32. 7 Hz）， 137. 5， 131. 2， 128. 7， 
128. 3， 128. 1， 125. 8， 123. 4， 122. 4（q， J=274. 3 Hz）， 108. 5， 102. 9（d， J=2. 6 Hz）， 58. 3， 40. 9， 
25. 4； ESI-HRMS（C20H18F3N4O计算值）， m/z： 387. 1428（387. 1427）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（喹啉-6-基）甲酰胺（Ⅳ21）： 白色固体， 产率82%， 
m.  p.  243~249 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 35（d， J=6. 6 Hz， 1H）， 9. 14~8. 90（m， 1H）， 
8. 56（s， 1H）， 8. 48（d， J=8. 1 Hz， 1H）， 8. 27（d， J=5. 3 Hz， 1H）， 8. 22（d， J=8. 6 Hz， 1H）， 8. 11（d， J=
8. 7 HZ， 1H）， 7. 61（dd， J1=7. 6， J2=3. 7 Hz， 1H）， 6. 82（s， 1H）， 6. 69~6. 45（m， 1H）， 4. 97~4. 89（m， 
1H）， 4. 42~4. 38（m， 2H）， 4. 04~4. 00（m， 2H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 166. 2， 155. 8， 
152. 6， 150. 0， 149. 2， 147. 4（q， J=33. 0， 32. 6 Hz）， 137. 5， 132. 1， 129. 5， 128. 6， 128. 2， 127. 5， 
122. 7， 122. 4（q， J=274. 4 Hz）， 108. 5， 102. 9， 58. 3， 40. 9； ESI-HRMS（C19H16F3N4O 计算值）， m/z： 
373. 1273（373. 1271）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（喹啉-8-基）甲酰胺（Ⅳ22）： 白色固体， 产率 65%， 
m.  p.  232~234 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 12. 02（d， J=5. 6 Hz， 1H）， 9. 01~8. 94（m， 1H）， 
8. 85（d， J=7. 0 Hz， 1H）， 8. 38~8. 25（m， 2H）， 8. 01（d， J=7. 9 Hz， 1H）， 7. 70（t， J=7. 7 Hz， 1H）， 7. 54

（dd， J1=8. 2， J2=4. 3 Hz， 1H）， 6. 71~6. 59（m， 1H）， 6. 41（dd， J1=5. 2， J2=1. 6 Hz， 1H）， 4. 99~4. 92（m， 
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1H）， 4. 41~4. 31（m， 2H）， 4. 05~4. 02（m， 2H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 165. 9， 155. 2， 
149. 8， 149. 5， 148. 5（q， J=33. 4 Hz）， 145. 5， 138. 0， 134. 0， 132. 6， 128. 6， 127. 7， 126. 6， 121. 8（q，   
J=274. 3 Hz）， 121. 1， 107. 6， 102. 6， 58. 3， 40. 8； ESI-HRMS（C19H16F3N4O 计算值）， m/z： 373. 1256

（373. 1271）［M+H］+.
4-甲基-N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（喹啉-6-基）甲酰胺（Ⅳ23）： 白色固体， 产

率 71%， m.  p.  230~232 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 39（d， J=6. 8 Hz， 1H）， 8. 83（d， J=4. 0 
Hz， 1H）， 8. 64（s， 1H）， 8. 27（d， J=5. 6 Hz， 1H）， 8. 20（d， J=8. 8 Hz， 1H）， 8. 08（d， J=8. 8 Hz， 1H）， 
7. 46~7. 44（m， 1H）， 6. 83（s， 1H）， 6. 64~6. 62（m， 1H）， 5. 01~4. 95（m， 1H）， 4. 44~4. 40（m， 2H）， 
4. 09~4. 05（m， 2H）， 3. 47（s， 3H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 166. 3， 155. 7， 152. 3， 150. 0， 
149. 1， 147. 4（q， J=32. 7 Hz）， 146. 0， 131. 6， 130. 1， 128. 0， 127. 4， 124. 6， 123. 2， 122. 4（q， J=272. 8 Hz）， 
108. 6， 102. 9， 58. 3， 40. 9， 18. 7； ESI-HRMS（C20H18F3N4O计算值）， m/z： 387. 1427（387. 1427）［M+H］+.

N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（喹啉-7-基）甲酰胺（Ⅳ24）： 白色固体， 产率77%， 
m.  p.  229~232 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 45（d， J=7. 2 Hz， 1H）， 8. 98（dd， J1=4. 0， J2=
1. 6 Hz， 1H）， 8. 58（d， J=0. 4 Hz， 1H）， 8. 42（dd， J1=8. 0， J2=0. 8 Hz， 1H）， 8. 24（d， J=5. 6 Hz， 1H）， 
8. 07（d， J=8. 4 Hz， 1H）， 8. 03（dd， J1=8. 8， J2=1. 6 Hz， 1H）， 7. 62（dd， J1=8. 0， J2=4. 0 Hz， 1H）， 6. 80

（d， J=2. 4 Hz， 1H）， 6. 60（dd， J1=5. 6， J2=2. 0 Hz， 1H）， 5. 00~4. 92（m， 1H）， 4. 42~4. 38（m， 2H）， 
4. 07~4. 04（m， 2H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 166. 4， 155. 8， 152. 1， 149. 9， 147. 4， 147. 3（q， 
J=32. 6 Hz）， 136. 5， 134. 9， 129. 9， 122. 4（q， J=272. 5 Hz）， 108. 6， 102. 9， 58. 2， 40. 9； ESI-HRMS

（C19H16F3N4O计算值）， m/z： 373. 1271（373. 1271）［M+H］+.
N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（2，4，8-三甲基喹啉-6-基）甲酰胺（Ⅳ25）： 白色固

体， 产率 71%， m.  p.  256~258 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 27（d， J=7. 2 Hz， 1H）， 8. 42（d，   
J=1. 2 Hz， 1H）， 8. 27（d， J=5. 6 Hz， 1H）， 8. 02（s， 1H）， 7. 35（s， 1H）， 6. 83（d， J=2. 0 Hz， 1H）， 6. 63

（dd， J1=5. 6， J2=2. 4 Hz， 1H）， 5. 02~4. 93（m， 1H）， 4. 43~4. 39（m， 2H）， 4. 07~4. 04（m， 2H）， 2. 71（d， 
J=8. 4 Hz， 6H）， 2. 64（s， 3H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 166. 5， 159. 5， 155. 8， 150. 0， 147. 8， 
147. 4（q， J=33. 1 Hz）， 145. 9， 136. 8， 130. 2， 127. 8， 125. 7， 123. 6， 122. 4（q， J=272. 0 Hz）， 122. 3， 
108. 6， 103. 0， 58. 4， 40. 8， 25. 7， 18. 9， 18. 7； ESI-HRMS（C22H22F3N4O 计 算 值）， m/z： 415. 1740

（415. 1740）［M+H］+.
N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（4-甲基-8-氯喹啉-6-基）甲酰胺（Ⅳ26）： 白色固体， 

产率 75%， m.  p.  238~242 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 43（d， J=7. 2 Hz， 1H）， 8. 94（d， J=
4. 4 Hz， 1H）， 8. 62（d， J=2. 0 Hz， 1H）， 8. 38（d， J=1. 6 Hz， 1H）， 8. 27（d， J=5. 6 Hz， 1H）， 7. 58（d， J=
4. 4 Hz， 1H）， 6. 84（d， J=2. 4 Hz， 1H）， 6. 65~6. 63（m， 1H）， 5. 02~4. 94（m， 1H）， 4. 45~4. 61（m， 2H）， 
4. 09~4. 06（m， 2H）， 2. 79（s， 3H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 164. 7， 155. 8， 152. 8， 150. 0， 
147. 4（d， J=32. 7 Hz）， 147. 0， 145. 0， 133. 8， 131. 6， 128. 9， 127. 8， 126. 5（q， J=272. 2 Hz）， 124. 1， 
124. 0， 108. 6， 103. 0， 58. 3， 41. 0， 19. 0； ESI-HRMS（C20H17ClF3N4O 计 算 值 ）， m/z： 421. 1037

（421. 1038）［M+H］+.
N-［1-（2-三氟甲基吡啶-4-基）氮杂环丁烷-3-基］-（4-甲基-8-氟喹啉-6-基）甲酰胺（Ⅳ27）： 白色固体， 

产率 69%， m.  p.  231~235 ℃.  1H NMR（400 MHz， DMSO-d6）， δ： 9. 40（d， J=7. 0 Hz， 1H）， 8. 88（d， J=
4. 3 Hz， 1H）， 8. 61~8. 39（m， 1H）， 8. 27（d， J=5. 6 Hz， 1H）， 8. 00~7. 97（m， 1H）， 7. 56（d， J=4. 4 Hz， 
1H）， 6. 84（d， J=2. 3 Hz， 1H）， 6. 65~6. 23（m， 1H）， 5. 02~4. 94（m， 1H）， 4. 44~4. 40（m， 2H）， 4. 09~
4. 05（m， 2H）， 2. 77（s， 3H）； 13C NMR（100 MHz， DMSO-d6）， δ： 165. 1， 157. 9（d， J=253. 4 Hz）， 155. 7， 
152. 4， 150. 0， 147. 4（q， J=32. 6 Hz）， 146. 4（d， J=2. 5 Hz）， 139. 2（d， J=11. 7 Hz）， 131. 6（d， J=7. 1 
Hz）， 129. 3（d， J=2. 2 Hz）， 124. 2， 122. 4（q， J=272. 7Hz）， 120. 5（d， J=4. 2 Hz）， 112. 1（d， J=20. 8 
Hz）， 108. 6， 102. 9（d， J=2. 9 Hz）， 58. 3， 41. 0， 19. 0； ESI-HRMS（C20H17F4N4O计算值）， m/z： 405. 1333
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（405. 1333）［M+H］+.
1.3　M4受体的正向变构调节细胞活性测试

1.3.1　细胞准备　吸掉 384孔板中的培养基， 用 3 mL 杜氏磷酸缓冲盐（D-PBS）洗涤细胞， 然后吸掉， 
加入3 mL胰蛋白酶-乙二胺四乙酸（EDTA）， 于37 ℃孵育1~2 min， 通过倒置显微镜观察酶处理的进展

情况 .  轻轻敲击培养瓶， 将细胞从底部剥离； 加入3 mL生长培养基， 用移液管充分悬浮细胞， 将底部

剩余的细胞洗涤， 以1000 r/min转速离心5 min； 倒掉或吸去上层清液， 注意不要吸去细胞 .  用5~10 mL
培养基重新悬浮细胞， 取出 1 mL进行细胞计数， 用Vi-Cell计数细胞浓度 .  将细胞以 10×105个/毫升的

浓度悬浮于生长培养基中； 在384孔板的每个孔中加入20 µL细胞悬液（20 k/well）； 将细胞放入37 ℃， 
5%CO2的培养箱中过夜 .
1.3.2　FLIPR实验准备　准备FLIPR实验缓冲液中的Probenecid； 准备2×Fluo-4 Direct TM（8 µmol/L）免

洗上样缓冲液（每10 mL）.
1.3.3　实验流程　（1） 化合物的制备： 将待测化合物用DMSO配制成10 mmol/L的储备液， 将每个化合

物进行 3倍梯度稀释， 10个浓度梯度， 设置 3个平行， 然后使用ECHO移液系统将 250 nL化合物转移  
到384孔化合物板中 .  加入50 µL实验缓冲液， 振荡15 min.  （2） 加入Fluo-4： 从培养箱取出细胞板， 移
除培养基， 用移液器向384孔培养板中加入20 µL实验缓冲液和20 µL 2×Fluo-4 Direct TM无需洗涤加

载缓冲液 .  细胞培养板中液体最终体积为 40 µL.  （3） 孵育： 在 37 ℃， 5%（体积分数） CO2下孵育 2 h.
（4） 准备FLIPR： 从培养箱取出细胞板并放入FLIPR中 .  将化合物板和吸头盒放入FLIPR中 .  （5） 对于

化合物板（激动剂测试）： 在FLIPRTETRA上运行检测， 从化合物板向细胞板转移10 µL参考物质和化

合物； 读取荧光信号； 计算从第一次读数到最大允许值的“Max-Min”.  使用FLIPR计算每个细胞系的

EC20值； 准备 6×EC20浓度的激动剂参考化合物 .  （6） 对于化合物板（PAM测试）： 在FLIPRTETRA上进

行检测； 将化合物板中的10 µL参考物质和化合物转移到细胞板； 读取荧光信号； 从化合物板中转移

6×EC20的激动剂参考物质到细胞板上； 读取荧光信号； 计算从第一次读数到最大允许值的“Max-Min”.  
（7） 数据处理分析： 通过信号值与化合物浓度作图， 用如下GraphPad非线性拟合公式计算化合物的

EC50值：

Activity(%)=(Signalcompd-SignalAve_VC)/(SignalAve_PC-SignalAve_VC)×100% (1)
式中： Signalcompd， SignalAve_VC 和 SignalAve_PC 分别为目标化合物、 空白对照组和对照化合物

VU0467154的荧光信号 .
Y=Bottom+(Top-Bottom)/{1+10^[(lgEC50-X)×HillSlope]} (2)

式中： X为化合物浓度的对数值； Y表示Activation（%）； Top， Bottom和EC50由GraphPad自动拟合生成； 
HillSlope为希尔斜率 .
1.4　分子对接

从蛋白质数据库（https：//www. rcsb. org）下载 M4 受体蛋白（PDB 编码为 7TRP）的晶体结构， 采用   
PyMOL和AutoDock Vina软件进行对接模拟研究 .
2 结果与讨论

2.1　M4受体的正向变构调节活性测试

测定了目标化合物Ⅳ1~Ⅳ27对 M4 受体的正向变构调节细胞活性 .  首先测定了目标化合物在     
7. 5 µmol/L 浓度下参考阳性对照化合物 VU0467154 的活性水平 .  由表 1 可见， 部分目标化合物在      
7. 5 µmol/L浓度下展现出一定的M4正向变构调节活性 .  化合物Ⅳ23具有最高的活性， 为70. 8%， 优于

阳性对照VU0467154（62. 8%）.  此外， 化合物Ⅳ1和Ⅳ26的活性也较高， 分别达到62. 8%和63. 9%， 与
阳性对照相当， 表明这两个化合物在较高剂量下具有较强的M4正向变构调节活性； 化合物Ⅳ12和

Ⅳ27的活性介于50%~60%之间， 化合物Ⅳ20的活性达到45. 7%， 其余化合物的活性均低于40%.
进一步测定部分高活性化合物的EC50值 .  如表2和图1所示， 化合物Ⅳ20和Ⅳ23的EC50值分别为
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1007 和 979 nmol/L， 稍高于阳性对照 VU0467154； 化合物Ⅳ1， Ⅳ25~Ⅳ27的 EC50 值介于 1894~4808 
nmol/L之间， 活性不及预期； 化合物Ⅳ12的EC50值高达13316 nmol/L， 说明降低浓度后其活性较差 .
2.2　构效关系分析

通过对目标化合物的结构与活性关系进行分析， 探究了杂环和喹啉取代基对化合物活性的影响 .
2.2.1　杂环的影响　通过对杂环进行分析发现， 含吡唑、 苯并咪唑、 喹喔啉、 苯并噁唑、 吡唑并嘧啶、 
噻吩并噻吩、 吲哚、 苯并噁二唑、 苯并噻唑、 吲唑、 苯并三唑、 咪唑并吡啶、 吡咯并吡啶、 咪唑并哒嗪及

咪唑并吡啶的目标化合物的活性大部分处于较低水平， 无进一步研究价值； 而含有喹啉结构片段的化

合物（如化合物Ⅳ20， Ⅳ21， Ⅳ23， Ⅳ24， Ⅳ26和Ⅳ27）大部分表现出较高的细胞活性， 尤其是化合物

Ⅳ23和Ⅳ26.  这表明喹啉环是一个具有开发潜力的结构 .
2.2.2　喹啉取代基的影响　当喹啉环为6位与酰胺连接时活性最佳， 而喹啉环为7位和8位时几乎不产

生活性或活性较低（如化合物 IV22和 IV24的活性分别为0. 3%和25. 1%）； 对喹啉环上的不同取代基进

行分析发现， 喹啉环4位含有甲基的化合物（如化合物 IV23， IV25， IV26和 IV27）较4位无取代基化合

物（如化合物 IV20和 IV21）的活性更高， 表明甲基的引入可以显著提高化合物的活性， 后期将对此进行

重点研究 .

Table 1　Activities of all target compounds at doge of 7.5 µmol/L

Compd.
Ⅳ1
Ⅳ2
Ⅳ3
Ⅳ4
Ⅳ5
Ⅳ6
Ⅳ7

Activity（%）

62.8
  2.2
10.6
15.5
  6.3
−1.8

−11.8

Compd.
Ⅳ8
Ⅳ9

Ⅳ10
Ⅳ11
Ⅳ12
Ⅳ13
Ⅳ14

Activity（%）

−1.0
  8.7
−3.2
  8.6
53.9
24.8
-0.2

Compd.
Ⅳ15
Ⅳ16
Ⅳ17
Ⅳ18
Ⅳ19
Ⅳ20
Ⅳ21

Activity（%）

−5.6
11.8
  9.5
  1.7
18.2
45.7
34.8

Compd.
Ⅳ22
Ⅳ23
Ⅳ24
Ⅳ25
Ⅳ26
Ⅳ27

VU0467154

Activity（%）

  0.3
70.8
25.1
46.7
63.9
57.8
62.8

Table 2　EC50 values of target compounds

Compd.
Ⅳ1

Ⅳ12
Ⅳ20
Ⅳ23

EC50/（nmol·L-1）
  3194
13316
  1007
   979

Compd.
Ⅳ25
Ⅳ26
Ⅳ27

VU0467154

EC50/（nmol·L-1）
4808
1894
3531
  512

Fig. 1　M4 FLIPR Assay_PAM of the target compounds
（A） Ⅳ1； （B） Ⅳ12； （C） Ⅳ20； （D） Ⅳ23； （E） Ⅳ25； （F） Ⅳ26； （G） Ⅳ27； （H） VU0467154.
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2.3　分子对接实验

为探究化合物 IV23与人类M4毒蕈碱受体（M4R）间的相互作用机制， 采用基于结构的分子对接方

法进行了分析 .  从RCSB PDB数据库获取M4R的冷冻电镜结构（PDB ID： 7TRP）［24］.  首先， 使用Chimera
去除结构中的原配体及水分子， 随后通过 Schrödinger Maestro平台的Protein Preparation Wizard 模块对

蛋白进行优化［25］， 包括氢键网络优化、 质子化状态调整以及能量最小化， 以消除原子间空间冲突 .  配
体化合物 IV23经由LigPrep模块处理［26］， 在OPLS4力场下生成三维结构［27］， 考虑可能的互变异构与立

体异构体， 并优化其电荷状态 .  对接过程中， 以7TRP结构中变构配体所在区域的质心为基准定义对接

网格， 采用Glide模块的SP模式进行分子对接［28］.
分子对接结果显示， 化合物 IV23与M4R的结合能为−30. 05 kJ/mol， 提示其具有较强的结合亲和

力 .  由结合模式（图2）可以看出， IV23的结合姿态与已知正向变构调节剂LY2033298高度相似［24］.  具
体而言， IV23分子中的酰胺键羰基与Tyr89侧链形成氢键； 其喹啉环则与Trp435的吲哚环及Phe186的

苯环间存在稳定的π-π堆积相互作用［图2（B）］.  喹啉环的引入有效增强了疏水及堆叠作用， 这可能是

该化合物发挥变构调节活性的关键结构特征 .

3 结 论

以CVL-231为先导化合物， 保留其环丁胺酰基连接基团， 引入高活性化合物VU6000918中的2-三

氟甲基吡啶基团， 对与酰胺基连接的杂环进行改造， 设计合成了27个2-三氟甲基吡啶氮杂环丁烷酰胺

类化合物 .  目标化合物的结构经 1H NMR， 13C NMR和HRMS表征确认 .  采用FLIPR荧光检测技术研究

了化合物对M4受体细胞的活性 .  初步活性测试结果显示， 部分目标化合物具有显著的M4正向变构调

节作用， 其中化合物Ⅳ1， Ⅳ12， Ⅳ20， Ⅳ23， Ⅳ25， Ⅳ26和Ⅳ27展现出较高的细胞活性 .  进一步测定

了其EC50值， 化合物Ⅳ23的EC50值低至979 nmol/L， 略高于阳性对照VU0467154.  构效关系分析结果表

明， 喹啉环的引入对活性的提高具有重要作用， 尤其是4位含甲基的喹啉环 .  分子对接实验进一步证

实， 化合物Ⅳ23能够与M4受体蛋白（7TRP）良好结合， 验证了其发挥活性的作用机制 .  综上所述， 本
研究为M4正向变构调节剂的设计和优化提供了重要的理论依据和参考 .  未来的研究可通过进一步改

造喹啉环上的取代基， 以改善其生物活性， 开发出更有效的M4正向变构调节剂 .
支持信息见http://www.cjcu.jlu.edu.cn/CN/10.7503/cjcu20250257.
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