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含苯并噻唑/苯基片段的香豆素衍生物的设计、合成及

抗肿瘤活性研究

马俊杰*, 倪 欣, 黄 坤, 王 瑜

(华侨大学医学院, 福建 泉州 362000)

摘要: 本文基于 procaspase-3激活剂 1541系列的香豆素骨架结构, 结合前期研究基础, 设计合成了 12个含苯并

噻唑/苯基片段的香豆素衍生物, 其结构经 1H NMR、13C NMR 和ESI-MS/HR-MS确证, 以 procaspase-3高表达的人组

织细胞淋巴瘤细胞株 (U937) 和 procaspase-3低表达的人乳腺癌细胞株 (MCF-7) 为测试细胞株, 采用CCK-8法对目

标化合物进行了体外抗肿瘤活性测试, 初步验证目标化合物的靶向性, 排除脱靶效应。结果表明, 所设计的含苯并

噻唑片段的香豆素衍生物对 procaspase-3高表达的U937表现出较好的抑制作用和选择性, 而对 procaspase-3低表达

的MCF-7无明显抑制作用。Caspase-3激活活性测试进一步表明, 含苯并噻唑片段的香豆素衍生物表现出显著的

caspase-3激活活性, 其中化合物 5f活性最强, 激活率为 93%。流式细胞术进一步验证了化合物 5f能通过诱导细胞

凋亡的方式抑制肿瘤细胞增殖。体外procaspase-3酶活性实验表明, 化合物5f表现出较强的procaspase-3激活作用。
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Design, synthesis and of antitumor activity study of coumarin
derivatives bearing benzothiazole or benzene moiety
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Abstract: Based on coumarin core structure as the procaspase-3 activator 1541 from our previous study,

twelve coumarin derivatives bearing benzothiazole or benzene moiety were designed and synthesized. Target

compounds were evaluated for in vitro antitumor activity against a procaspase-3 overexpressing cancer cell line

(human histiocytic lymphoma cell, U937) and a procaspase-3 no-expression cancer cell line (human breast adeno‐

carcinoma cell, MCF-7) to rule out off-target effects. The results revealed that coumarin derivatives bearing benzo‐

thiazole showed more potent inhibition activity and selectivity against procaspase-3 over-expressing cancer cell

line (U937) than procaspase-3 low-sensitive cancer cell line (MCF-7). Caspase-3 activity evaluation showed that

coumarin derivatives bearing benzothiazole showed remarkable caspase-3 activation activity, among them,

compound 5f displayed the strongest activity with 93% degree. Flow cytometric assay revealed that compound 5f

could inhibit proliferation of tumor cells by inducing apoptosis. Procaspase-3 activity assay showed that compound

5f showed strong procaspase-3 activation activity.
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从细胞凋亡的角度分析, 肿瘤是凋亡机制受到抑

制而不能正常进行细胞凋亡的结果。因此, 针对细胞

凋亡机制设计开发凋亡诱导类的小分子药物, 特异性

激活肿瘤细胞凋亡, 已经成为增加肿瘤敏感性、提高疗

效的主要研究内容。近年来, 针对细胞凋亡通路的中/
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上游关键蛋白, 相继报道了大量凋亡诱导类的抗肿瘤

化合物, 如 p53-MDM2抑制剂 (tenovin-1)[1]、XIAP抑制

剂 (GDC-0152)[2]和Bcl-2 抑制剂 (GDC-0199) 等[3]。然

而, 当上述中/上游凋亡蛋白发生突变时, 凋亡信号将

不能被正确传送至下游关键的凋亡执行蛋白上, 从而

引起凋亡机制紊乱, 最终导致不能进行正常细胞凋亡。

因此, 寻找小分子化合物直接作用于凋亡通路的下游

关键蛋白, 能有效地克服中/上游凋亡蛋白突变带来的

凋亡抑制的弊端, 重启细胞凋亡。Caspase-3作为细胞

凋亡的关键执行蛋白, 在细胞凋亡机制中扮演着至关

重要的作用[4-6], 正常情况下, caspase-3在胞质中以无

活性的酶原 (procaspase-3) 形式存在, 当接收到凋亡信

号后, procaspase-3被催化裂解成为 caspase-3, 继而催

化数百种蛋白底物的水解, 诱导细胞凋亡。目前, 研究

已证实, 在很多肿瘤细胞中, 由于 caspase-3受到抑制,

导致 procaspase-3呈现高度表达的状态, 如: 淋巴瘤[7]、

白血病[8]、黑色素瘤[9]、神经母细胞瘤[10]、肝癌[11]、肺

癌[12]和结肠癌[13]。更值得一提的是, caspase-3属于细胞

凋亡信号通路的下游蛋白[14]。因此, 开发直接激活下游

高表达的 procaspase-3 成为 caspase-3 的小分子药物 ,

重启肿瘤细胞凋亡, 不仅能消除中/上游凋亡蛋白突变

带来的凋亡抑制作用, 同时还能提高肿瘤治疗的特异性。

PAC-1 (procaspase-activating compound 1,图 1) 是

Putt等[14]通过高通量筛选 (HTS) 得到的第一个直接激

活 procaspase-3成为 caspase-3的小分子化合物, 目前,

PAC-1处于临床Ⅰ期研究阶段。在前期研究中, 基于

PAC-1的构效关系[15], 作者发现了一系列含苯并噻唑

结构的 procaspase-3激活剂 (图1), 构效关系揭示, 苯并

噻唑的引入有益于提高抗肿瘤活性[16]。Wolan等[17,18]

通过对 6 200个化合物进行高通量筛选, 得到了一系列

具有突出procaspase-3激活活性的香豆素衍生物 (1541

系列), 其中化合物 1541 和 1541B 活性突出。研究表

明 , 1541 系列能自组装形成纳米纤维与 procaspase-3

蛋白结合稳定活性构象, 进而诱导 procaspase-3自身活

化成为 caspase-3, 诱导细胞凋亡。本文基于 1541系列

的香豆素骨架结构, 引入了实验室前期发现的苯并噻

唑结构, 并采用苯基替换苯并噻唑基以考察苯并噻唑

基团的重要性, 同时, 在目标化合物结构的另一端引入

水溶性的小分子胺, 调节目标化合物的脂水分配系数,

共设计合成了 12个含苯并噻唑/苯基片段的香豆素衍

生物 (图 1), 并以 procaspase-3高表达的人组织细胞淋

巴瘤细胞株 (U937) 和 procaspase-3低表达的人乳腺癌

细胞株 (MCF-7) 为测试细胞株[7], 对目标化合物进行

体外抗肿瘤活性测试, 初步验证目标化合物的靶向性,

排除脱靶效应。同时, 采用荧光分析法和流式细胞术

对体外抗肿瘤机制进行了初步研究。

结果与讨论

1 化学合成

目标化合物的合成方法如路线 1所示, 以市售的

对硝基溴苄为起始原料, 分别与不同的小分子胺发生

亲核取代反应制得中间体 1a～1c, 再经硝基还原制得

中间体 2a～2c, 中间体 2a～～2c在溴素催化下与硫氰酸

铵反应制得 2-氨基-6-取代苯并噻唑中间体 3a～3c。

以 3位不同取代的邻羟基苯甲醛为原料, 分别与麦氏

酸反应制得中间体 4a、4b。最后, 4a、4b分别与 2a～2c

Figure 1 Design of target compounds
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或 3a～3c 经酰胺化反应制得目标化合物 5a～5l。目

标化合物的结构经 1H NMR、13C NMR和ESI-MS/HR-

MS确证, 具体数据见后文实验部分。

2 生物活性评价

2.1 体外抗肿瘤活性及初步构效关系 以procaspase-3

高表达的人组织细胞淋巴瘤细胞株 (U937) 和 procas‐

pase-3低表达的人乳腺癌细胞株 (MCF-7) 为测试细胞

株 , 小分子 procaspase-3 激活剂 PAC-1、1541 和 1541B

为阳性对照药 , 采用 CCK-8 法对目标化合物进行了

体外抗肿瘤活性测试。如表 1 所示 , 与阳性对照药

Scheme 1 Synthetic route of target compounds. Reagents and conditions: (i) Acetonitrile, amine, rt, 3 h; (ii) 80% hydrazine monohydrate,

FeCl3 · H2O, activated carbon, ethanol, 65 ℃ to 78 ℃, 5 h; (iii) Br2, NH4SCN, HOAc, 10 ℃ to rt, 4-6 h; (iv) H2O, 100 ℃, 1 h; (v) DIPEA,

HATU, DMF, rt

Table 1 Antitumor activities for target compounds. a The values were an average of three separate determinations and standard deviations

were shown; b Selectivity is expressed as a ratio of MCF-7/U937.

Compd.

5a

5b

5c

5d

5e

5f

5g

5h

5i

5j

5k

5l

PAC-1 (PhaseⅠ)

1541

1541B

R3

-OH

-OCH3

-OH

-OCH3

-OH

-OCH3

-OH

-OCH3

-OH

-OCH3

-OH

-OCH3

Ar

 

 

 

 

 

 

R1
N
R2   

   
   

  

N

   
   

   
  

N

   
   

   
  

N
    

    
   

N
    

    
   

N
     

     
 

N
     

     
 

N

   
   

   
  

N

   
   

   
  

N
    

    
   

N
    

    
   

N
     

     
 

N
     

     
 

IC50
a /μmol·L-1

U937

24.3 ± 0.6

18.6 ± 0.4

14.4 ± 0.7

12.8 ± 0.7

12.6 ± 0.9

9.8 ± 0.5

>40

>40

>40
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6.0 ± 0.5

4.8 ± 0.3

6.3 ± 0.4

MCF-7

>40

>40

>40

>40

>40

>40

>40

>40

>40

>40

>40

>40

>40

5.3 ± 0.5

7.3 ± 0.5

Selectivityb

>1.6

>2.2

>2.8

>3.2

>3.1

>4.1

—

—

—

—

—
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PAC-1、1541和 1541B抗肿瘤活性相比, 含有苯并噻唑

的目标化合物 5a～5f表现出了中等的抑制活性。值

得注意的是, 与PAC-1的抑制作用类似, 这些化合物对

procaspase-3 高表达的 U937 的抑制活性明显优于对

procaspase-3 低表达的 MCF-7 的抑制活性 , 其选择性

分别为 1.6～4.1倍, 提示该类化合物可能是通过激活

procaspase-3来发挥抗肿瘤作用。而含苯基片段的目

标化合物 5g～5l对U937和MCF-7均没有表现出明显

的抑制活性。以上结果表明, 苯并噻唑的引入有利于

提高目标化合物对肿瘤细胞株的选择性和抗肿瘤活

性。此外, 还观察到阳性对照药1541和1541B对U937

和MCF-7并没有表现出明显的选择性, 说明这两个化

合物除了能激活 procaspase-3之外, 还有可能存在其他

潜在的作用机制, 值得进一步研究。进一步分析化合

物 5a～5f上不同取代基对抗肿瘤活性的影响, 发现R3

为甲氧基的目标化合物 (5b、5d、5f) 对U937的抗肿瘤

活性要优于R3为羟基的目标化合物 (5a、5c、5e), 同时,

随着小分子胺取代基团空间体积的增大, 目标化合物

的抗肿瘤活性明显增强 (5e, 5f>5c, 5d>5a, 5b), 表明结

构中这一部分的空间效应是影响抗肿瘤活性关键因素

之一。

2.2 Caspase-3激活活性测试 为了进一步研究目标

化合物的作用机制, 以 PAC-1和 1541为阳性对照药,

测试了目标化合物在U937细胞中的 caspase-3激活活

性。如表 2所示, 含苯并噻唑片段的目标化合物表现

出了显著的激活活性, 激活率均大于 50%, 其中, 抗肿

瘤活性最强的化合物 5f表现出了最高的激活活性, 激

活率为 93%。而含苯基片段的化合物无明显的激活活

性, 其激活率均小于 20%。值得一提的是, 目标化合物

的抗肿瘤活性与 caspase-3激活活性呈明显的正相关,

表明这些化合物可能主要通过激活 caspase-3的方式

来发挥抗肿瘤作用。

2.3 凋亡检测 为了进一步验证目标化合物是否诱

导肿瘤细胞凋亡, 采用流式细胞术对化合物 5f进行了

细胞凋亡检测 , 通过流式细胞仪检测发现 , 如图 2 所

示, 当给药浓度分别为 4.9 和 9.8 μmol · L-1时 , 化合物

5f 作用 U937 细胞 24 h 后 , 早期凋亡 (4.9 μmol · L-1:

Table 2 Caspase-3 activation activity of target compounds. a The

values were an average of three separate determinations and stan‐

dard deviations were shown; bND: Not determined

Compd.

DMSO
5a
5b
5c
5d
5e
5f
5g

Caspase-3a

(% activation at

30 μmol·L-1)

7 ± 1
NDb

ND
59 ± 5
65 ± 4
71 ± 8
93 ± 3
<20

Compd.

5h
5i
5j
5k
5l

PAC-1
1541

Caspase-3a

(% activation at

30 μmol·L-1)

<20
<20
<20
<20
<20

100 ± 4
106 ± 5

Figure 2 Apoptosis in U937 cells by the treatment with 5f. U937 cells were incubated with different concentrations of 5f for 24 h and 48 h

and the cells were stained with annexin V-FITC and PI, followed by flow cytometry analysis
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7.64%; 9.8 μmol·L-1: 8.75%) 和晚期凋亡 (4.9 μmol·L-1:

9.56%; 9.8 μmol ·L-1: 17.29%) 的比例都比空白对照组

(3.27%; 4.88%) 出现了明显的升高, 同时, 当化合物 5f

作用U937细胞48 h后, 早期凋亡 (4.9 μmol·L-1: 8.63%;

9.8 μmol ·L-1: 14.36%) 和 晚 期 凋 亡 (4.9 μmol ·L-1:

18.41%; 9.8 μmol·L-1: 25.94%) 的比例相对于作用 24 h

的早期凋亡和晚期凋亡比例也出现了明显的升高。以

上实验结果表明, 化合物 5f能够显著诱导肿瘤细胞凋

亡, 并且其凋亡诱导作用呈浓度依赖性和时间依赖性。

2.4 Procaspase-3激活实验 为了进一步了解该系列

化合物的作用靶点 , 选取活性较好的化合物 5f, 以

PAC-1和1541为阳性对照药, 测试其对procaspase-3蛋

白的激活作用。测试结果表明 , 相对于阳性对照药

PAC-1 [(100±1.3)%]和 1541 [(108.1±4.6)%], 化合物 5f

在 10 μmol ·L-1的浓度下, 表现出较好的激活作用, 激

活率为68.4%±1.7%。

3 小结

本文参考 procaspase-3 激活剂 1541 系列的结构 ,

结合前期研究基础, 设计合成了12个含苯并噻唑/苯基

片段的香豆素衍生物, 体外抗肿瘤活性筛选出一系列

含苯并噻唑片段的香豆素衍生物, 它们对 procaspase-3

高表达的人组织细胞淋巴瘤细胞株 (U937) 的抑制活

性和选择性均优于 procaspase-3低表达的人乳腺癌细

胞株(MCF-7), 其中, 化合物 5f抗肿瘤活性最强。进一

步机制研究表明 , 化合物 5f 可以显著激活 caspase-3,

诱导肿瘤细胞凋亡, 同时, 化合物 5f表现出了较好的

procaspase-3激活活性, 可能为潜在的 procaspase-3激

活剂, 值得进一步研究。本研究对进一步设计强效的

procaspase-3激活剂具有一定的指导意义和参考价值。

实验部分

实验中所用的试剂及溶剂均为市售的分析纯 ,

核磁共振氢谱和碳谱采用 Bruker ARX-400 (Bruker

Bioscience, Billerica, MA, USA) 核磁共振仪测定 ; 低

分辨质谱采用Agilent 1100四级杆液质联用仪测定; 高

分辨质谱采用 Agilent Accurate-Mass Q-TOF 6530 测

定 ; 柱色谱硅胶 (200～300 目) 为青岛海洋化工厂生

产; 除有特别注明外, 所有试剂和溶剂均直接使用。

1 化合物的合成

1.1 4-取代硝基苯 (1a～～1c) 的合成 将对硝基溴苄

(10.8 g, 0.05 mol) 加入至 50 mL乙腈中, 室温下搅拌。

加入小分子二级胺 20 mL, 室温反应 3 h, 反应完毕后,

加入水, 二氯甲烷萃取 (100 mL×3), 无水Na2SO4干燥

有机层, 浓缩得淡黄色液体或黄色固体1a～1c。

4-(二甲胺基)甲基-硝基苯 (1a) 淡黄色液体, 收

率为 85%。 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.18 (d, J =

8.6 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.55 (s, 2H), 2.28

(s, 6H); MS (ESI) m/z 180.5 [M+H]+。

4-(二乙胺基)甲基-硝基苯 (1b) 淡黄色液体, 收

率为 82%。 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.17 (d, J =

8.6 Hz, 2H), 7.56 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.69 (s, 2H), 2.57

(q, J = 7.2 Hz, 4H), 1.07 (t, J = 7.2 Hz, 6H); MS (ESI)

m/z 208.4 [M+H]+。

4-(4-甲基哌啶基)甲基-硝基苯 (1c) 黄色固体, 收

率为 62%。mp 53～55 ℃; 1H NMR (400 MHz, CDCl3)

δ 8.22 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.77 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.92

(s, 2H), 3.11 (m, 2H), 2.38 (m, 2H), 1.73 (m, 2H), 1.57

(m, 3H), 0.98 (d, J = 6.2 Hz, 3H); MS (ESI) m /z 235.5

[M+H]+。

1.2 4 -取代苯胺 (2a～2c) 的合成 将 1a～1c (0.05

mol) 加入至 100 mL 90% 乙醇中 , 搅拌升温至 60 ℃,

加入六水合三氯化铁 (2.8 g, 0.001 mol) 和活性炭

(0.18 g, 0.015 mol), 保持 70 ℃下 , 滴加水合肼 (25 g,

0.5 mol), 滴毕, 回流反应 5 h。反应完毕, 趁热抽滤, 浓

缩滤液, 加入水 200 mL, 二氯甲烷萃取 (100 mL×3次),

无水Na2SO4干燥有机层, 浓缩得无色液体或白色固体

2a～2c。

4 - (二甲胺基甲基)苯胺 (2a) 无色液体 , 收率

78%。 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.07 (d, J = 8.4

Hz, 2H), 6.63 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.63 (s, 2H), 3.32 (s,

2H), 2.21 (s, 6H); MS (ESI) m/z 150.6 [M+H]+。

4 - (二乙胺基甲基)苯胺 (2b) 无色液体 , 收率

74%。 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.13 (d, J = 8.4

Hz, 2H), 6.66 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.63 (s, 2H), 3.50 (s,

2H), 2.53 (q, J = 7.2 Hz, 4H), 1.06 (t, J = 7.2 Hz, 6H);

MS (ESI) m/z 178.6 [M+H]+。

4-(4-甲基哌啶基甲基)苯胺 (2c) 无色液体, 收率

83%。 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.08 (d, J = 8.1

Hz, 2H), 6.63 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 3.60 (s, 2H), 3.38 (m,

2H), 2.84 (m, 2H), 1.89 (m, 2H), 1.58 (m, 2H), 1.32 (m,

1H), 1.29～1.19 (m, 2H), 0.90 (d, J = 6.2 Hz, 3H); MS

(ESI) m/z 204.5 [M+H]+。

1.3 2-氨基-6-取代苯并噻唑 (3a～3c) 的合成 将2a～

2c (0.05 mol) 和硫氰酸铵 (19.03 g, 0.25 mol) 加入至

50 mL冰醋酸中, 室温搅拌 0.5 h, 降温至 10 ℃以下, 保

持温度低于 10 ℃, 缓慢滴加溴素的冰醋酸溶液 (2.82

mL, 0.055 mol), 滴毕, 10 ℃反应 5 h。反应完毕, 加入

温水 500 mL, 氨水调 pH至 9, 析出固体, 继续搅拌 1 h,

抽滤得黄色固体3a～3c。

2-氨基-6-(二甲胺基甲基)苯并噻唑 (3a) 黄色固
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体 , 收率 65%。mp 141～143 ℃ ; 1H NMR (400 MHz,

DMSO-d6) δ 9.51 (s, 2H), 7.99 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 7.61

(dd, J = 8.4, 1.2 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.32

(d, J = 4.8 Hz, 2H), 2.70 (d, J = 4.8 Hz, 6H); MS (ESI)

m/z 208.4 [M+H]+。

2-氨基-6-(二乙胺基甲基)苯并噻唑 (3b) 黄色固

体 , 收率 88%。mp 136～138 ℃ ; 1H NMR (400 MHz,

DMSO-d6) δ 7.55 (s, 1H), 7.37 (s, 2H), 7.26 (d, J = 8.4

Hz, 1H), 7.14 (dd, J = 8.4, 1.2 Hz, 1H), 3.52 (s, 2H),

2.45 (q, J = 7.2 Hz, 4H), 0.97 (t, J = 7.2 Hz, 6H); MS

(ESI) m/z 236.5 [M+H]+。

2-氨基-6-(4-甲基哌啶基甲基)苯并噻唑 (3c) 黄

色固体 , 收率 85%。mp 201～203 ℃ ; 1H NMR (400

MHz, DMSO -d6) δ 7.75 (s, 1H), 7.65 (s, 2H), 7.38 (d,

J = 8.0 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.22 (s, 2H),

3.33 (m, 2H), 2.77 (m, 2H), 1.77 (m, 2H), 1.56 (m, 1H),

1.29 (m, 2H), 0.90 (d, J = 5.4 Hz, 3H); MS (ESI) m / z

262.5 [M+H]+。

1.4 8-取代香豆素-3-羧酸 (4a、4b) 的合成 将 3-取代

2-羟基苯甲醛 (0.05 mol) 和麦氏酸 (8.65 g, 0.06 mol)

加入至 100 mL水中, 升温至 90 ℃反应 2 h。反应液冷

却, 抽滤得黄色固体4a、4b。

8-羟基香豆素-3-羧酸 (4a) 黄色固体, 收率 75%。

mp 292～293 ℃ ; 1H NMR (400 MHz, DMSO - d6) δ

10.35 (s, 1H), 8.68 (s, 1H), 7.35～7.29 (m, 1H), 7.24～

7.18 (m, 2H)。

8-甲氧基香豆素 -3-羧酸 (4b) 黄色固体 , 收率

77 %。mp 210～213 ℃ ; 1H NMR (400 MHz, DMSO-

d6) δ 8.71 (s, 1H), 7.46～7.43 (m, 1H), 7.43～7.39 (m,

1H), 7.37～7.30 (m, 1H), 3.93 (s, 3H)。

1.5 目标化合物 (5a～5l) 的合成 将 4a～4b (0.1

mmol)、HATU (45.6 mg, 0.12 mmol) 和 DIPEA (33 μL,

0.2 mmol) 分别加入至 5 mL DMF 中 , 室温搅拌 0.5 h

后, 加入 2a～2c或 3a～3c (0.15 mmol), 室温反应 18 h

后 , 加入冰水 30 mL, 有固体析出 , 室温继续搅拌 1 h,

抽滤得黄色固体, 粗品采用二氯甲烷/甲醇体系进行柱

色谱分离得纯品 (5a～5l)。

N-[6-(二甲胺基甲基)苯并[d]噻唑-2-基]-8-羟基-

香豆素-3-甲酰胺 (5a) 淡黄色固体, 收率 35 %。mp

248～250 ℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 9.01 (s,

1H), 8.17 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 8.4 Hz, 1H),

7.60 (dd, J = 8.4, 1.6 Hz, 1H), 7.50～7.45 (m, 1H), 7.32

(d, J = 4.4 Hz, 2H), 4.38 (s, 2H), 2.76 (s, 6H); 13C NMR

(101 MHz, DMSO-d6) δ 161.38, 160.79, 158.59, 150.04,

149.70, 145.14, 143.25, 132.60, 129.69, 126.70, 126.05,

125.19, 121.70, 121.60, 121.05, 119.76, 117.89, 60.29,

42.37; HR - MS (ESI) m / z for C20H17N3O4S [M-H] - ,

Calcd: 395.093 98, Found: 394.086 50。

N-[6-(二甲胺基甲基)苯并[d]噻唑-2-基]-8-甲氧

基 -香豆素 -3-甲酰胺 (5b) 淡黄色固体 , 收率 41%。

mp 214～216 ℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 9.04

(s, 1H), 8.22 (s, 1H), 7.88 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.67 (dd,

J = 8.4, 1.4 Hz, 1H), 7.61～7.56 (m, 1H), 7.52 (d, J =

7.2 Hz, 1H), 7.44 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 4.36 (s, 2H), 3.97

(s, 3H), 2.72 (s, 6H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ

161.24, 160.52, 158.42, 149.77, 149.56, 146.89, 143.92,

132.50, 129.76, 126.93, 125.99, 125.15, 122.06, 121.50,

119.34, 118.27, 117.60, 60.03, 56.84, 42.16; HR-MS (ESI)

m /z for C21H19N3O4S [M+H]+, Calcd: 409.109 63, Found:

410.116 84。

N-[6-(二乙胺基甲基)苯并[d]噻唑-2-基]-8-羟基-

香豆素-3-甲酰胺 (5c) 淡黄色固体 , 收率 45%。mp

189～191 ℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 9.00 (s,

1H), 7.97 (s, 1H), 7.75 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.49～7.45

(m, 1H), 7.45～7.41 (m, 1H), 7.31 (s, 1H), 7.30 (s, 1H),

3.68 (s, 2H), 2.58～2.51 (m, 4H), 1.02 (t, J = 7.2 Hz,

6H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 161.01, 160.85,

156.99, 149.90, 148.01, 145.15, 143.24, 132.27, 127.77,

125.98, 122.00, 121.62, 120.99, 120.94, 119.79, 117.92,

57.18, 46.59, 11.94; MS (ESI) m/z 422.54 [M-H]-。

N-[6-(二乙胺基甲基)苯并[d]噻唑-2-基]-8-甲氧

基 -香豆素 -3-甲酰胺 (5d) 淡黄色固体 , 收率 46%。

mp 171～173 ℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 9.02

(s, 1H), 8.20 (s, 1H), 7.98～7.85 (m, 1H), 7.65～7.53

(m, 2H), 7.53～7.47 (m, 1H), 7.46～7.37 (m, 1H), 4.41

(s, 2H), 3.97 (s, 3H), 3.12 (d, J = 7.0 Hz, 4H), 1.26 (t,

J = 7.0 Hz, 6H); MS (ESI) m/z 436.61 [M-H]-。

N-[6-(4-甲基哌啶基甲基)苯并[d]噻唑-2-基]-8-羟

基 -香豆素 -3-甲酰胺 (5e) 淡黄色固体 , 收率 55%。

mp 241～243 ℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 9.00

(s, 1H), 7.94 (s, 1H), 7.75 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.47

(t, J = 4.8 Hz, 1H), 7.41 (dd, J = 8.4, 1.6 Hz, 1H), 7.31

(s, 1H), 7.30 (s, 1H), 3.57 (s, 2H), 2.87～2.73 (m, 2H),

2.04～1.90 (m, 2H), 1.64～1.51 (m, 2H), 1.39～1.29

(m, 1H), 1.19～1.10 (m, 2H), 0.89 (d, J = 6.4 Hz, 3H);
13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 161.04, 160.84,

157.32, 157.06, 149.90, 148.07, 145.14, 144.49, 143.25,

140.05, 132.26, 129.11, 127.98, 127.17, 125.99, 123.99,

122.26, 121.62, 121.24, 121.00, 120.93, 119.79, 118.69,

117.95, 62.72, 53.70, 34.32, 30.70, 22.27; HR-MS (ESI)
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m/z for C24H23N3O4S [M-H]-, Calcd: 449.140 93, Found:

448.133 28。

N-[6-(4-甲基哌啶基甲基)苯并[d]噻唑-2-基]-8-甲

氧基-香豆素-3-甲酰胺 (5f) 淡黄色固体, 收率 61 %。

mp 225～227 ℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8.87

(s, 1H), 7.61～7.51 (m, 3H), 7.49～7.43 (m, 2H), 7.43～

7.37 (m, 1H), 4.16 (s, 2H), 3.96 (s, 3H), 3.30～3.17 (m,

2H), 2.93～2.75 (m, 2H), 1.83～1.67 (m, 2H), 1.63～

1.51 (m, 1H), 1.51～1.32 (m, 2H), 0.90 (d, J = 5.4 Hz,

3H); HR - MS (ESI) for C25H25N3O4S [M + H] + , Calcd:

463.552 00, Found: 465.213 22。

N-[4-(二甲胺基甲基)苯基]-8-羟基-香豆素-3-甲酰

胺 (5g) 淡黄色固体 , 收率 48%。mp 228～236 ℃ ;
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8.86 (s, 1H), 7.68 (d,

J = 8.4 Hz, 2H), 7.42 (dd, J = 6.4, 2.8 Hz, 1H), 7.30 (d,

J = 8.4 Hz, 2H), 7.27 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 7.26 (s, 1H),

3.38 (s, 2H), 2.16 (s, 6H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-

d6) δ 160.92, 160.27, 148.33, 145.07, 143.03, 137.24,

135.15, 129.88, 125.73, 120.81, 120.53, 120.11, 119.92,

63.29, 45.29; HR-MS (ESI) m/z for C19H18N2O4 [M-H]-,

Calcd: 338.126 66, Found: 337.119 23。

N-[4-(二甲胺基甲基)苯基]-8-甲氧基-香豆素-3-甲

酰胺 (5h) 淡黄色固体, 收率 49%。mp 197～199 ℃ ;
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8.86 (s, 1H), 7.68 (d,

J = 8.4 Hz, 2H), 7.42 (dd, J = 6.4, 2.8 Hz, 1H), 7.30 (d,

J = 8.4 Hz, 2H), 7.27 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 7.26 (s, 1H),

3.38 (s, 2H), 2.16 (s, 6H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6)

δ 160.68, 160.18, 148.03, 146.81, 143.66, 137.16, 135.44,

129.81, 125.71, 121.66, 120.57, 120.13, 119.55, 116.71,

63.39, 56.74, 45.39; HR-MS (ESI) m / z for C20H20N2O4

[M+H]+, Calcd: 352.142 31, Found: 353.149 31。

N-[4-(二乙胺基甲基)苯基]-8-羟基-香豆素-3-甲酰

胺 (5i) 淡黄色固体 , 收率 57%。mp 256～258 ℃ ;
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8.85 (s, 1H), 7.78 (d,

J = 8.4 Hz, 2H), 7.72～7.56 (m, 2H), 7.43～7.34 (m,

2H), 7.26 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 4.17 (s, 2H), 2.95 (s, 4H),

1.23 (s, 6H); HR-MS (ESI) m/z for C21H22N2O4 [M-H]-,

Calcd: 366.157 96, Found: 365.150 55。

N-[4-(二乙胺基甲基)苯基]-8-甲氧基-香豆素-3-甲

酰胺 (5j) 淡黄色固体 , 收率 51%。mp 241～243 ℃ ;
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8.90 (s, 1H), 7.85 (d,

J = 8.4 Hz, 2H), 7.58～7.53 (m, 3H), 7.49 (dd, J = 8.4,

1.2 Hz, 1H), 7.45～7.39 (m, 1H), 4.30 (d, J = 5.2 Hz,

2H), 3.97 (s, 3H), 3.19～2.96 (m, 4H), 1.24 (t, J = 7.2 Hz,

6H); 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 160.60, 160.58,

148.28, 146.83, 143.71, 139.40, 132.34, 128.28, 125.76,

121.70, 120.55, 120.40, 119.48, 116.85, 112.63, 56.74,

55.01, 46.37, 8.92; HR-MS (ESI) m / z for C22H24N2O4

[M+H]+, Calcd: 380.173 61, Found: 381.180 49。

N-[4-(4-甲基哌啶基甲基)苯基]-8-羟基-香豆素-3-

甲酰胺 (5k) 淡黄色固体, 收率49%。mp 210～212 ℃ ;
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8.98 (s, 1H), 7.87～

7.82 (m, 1H), 7.80 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.58 (t, J = 8.0

Hz, 1H), 7.48 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.29～7.26 (m, 1H),

4.13 (s, 2H), 3.26～3.17 (m, 2H), 2.86～2.66 (m, 2H),

1.81～1.71 (m, 2H), 1.57 (s, 1H), 1.38～1.23 (m, 2H),

0.92 (d, J = 6.4 Hz, 3H); MS (ESI) m/z 393.68 [M+H]+。

N-[4-(4-甲基哌啶基甲基)苯基]-8-甲氧基-香豆素-

3 -甲酰胺 (5l) 淡黄色固体 , 收率 57%。mp 171～

173 ℃ ; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8.90 (s, 1H),

7.84 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.58～7.54 (m, 1H), 7.51 (d,

J = 8.4 Hz, 2H), 7.48 (s, 1H), 7.45～7.38 (m, 1H), 4.26

(s, 2H), 3.97 (s, 3H), 3.39～3.34 (m, 2H), 3.01～2.81 (m,

2H), 1.89～1.70 (m, 3H), 1.69～1.52 (m, 2H), 1.37～

1.21 (m, 2H), 0.92 (d, J = 6.4 Hz, 3H); 13C NMR (101

MHz, DMSO - d6) δ 160.62, 160.58, 148.27, 146.84,

143.72, 139.49, 132.67, 125.78, 121.71, 120.48, 119.49,

116.89, 59.33, 56.77, 52.12, 31.28, 28.58, 21.53; MS

(ESI) m/z 407.60 [M+H]+。

2 CCK-8抗肿瘤活性测试

待测化合物使用DMSO助溶, 使用培养基稀释至

不同的浓度, 待测。DMSO终浓度应小于 0.01%。在

96孔板按每孔 5×104个细胞接种细胞U937和MCF-7,

孵育12 h后, 先加入不同浓度的待测化合物, 使药物终

浓度为 2、4、8、16、32 和 40 μmol · L-1。控制培养基内

DMSO浓度小于 0.01%, 空白对照组不加药物只含培

养液 , 每一浓度的药物组和对照组均设有 3 个复孔 ,

24 h 后 , 采用细胞计数试剂盒 (CCK-8) 测定 U937 和

MCF-7 的细胞活力 , 向每一孔板中加入 CCK-8 溶液

10 μL, 37 ℃孵育 2 h, 采用全自动酶标仪检测每孔 450

nm处的吸光度。根据吸光度值计算抑制率, 根据抑制

率计算化合物的 IC50值。

3 Caspase-3活性测试

U-937悬浮细胞培养在无酚红的RPMI-1640完全

培养基 (50 000细胞/孔) 中, 将 100 μL U937细胞悬浮

液分别接种到两块 96孔板中, 然后在 37 ℃、5% CO2培

养箱中培养15 h。化合物 (12个化合物、PAC-1和DMSO)

分别使用培养基配制成 2倍终浓度 (60 μmol · L-1, 3%

DMSO), 同时向两块 96孔板中对应的孔中加入化合物

50 μL, 每个化合物设置 6 次重复。向第一块 96 孔板
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中, 加入 50 μL双功能细胞裂解/半胱天冬酶活性缓冲

液 , 采用酶标仪 , 每隔 2 min 读取荧光强度 (ex. 400

nm, em. 505 nm), 持续读取 1 h, 斜率表示 caspase-3活

力, 该值为化合物处理之前U937细胞的 caspase活力。

第二块 96 孔板在 37 ℃、5% CO2 环境下 , 继续孵育

15 h, 之后加入 50 μL双功能细胞裂解/半胱天冬酶活

性缓冲液, 同样每隔 2 min读取荧光强度 (ex. 400 nm,

em. 505 nm), 持续读取 1 h, 减去化合物处理之前细胞

的 caspase活力, 最终计算出化合物处理 16 h时后细胞

的 caspase 活力 , 以阳性对照 PAC-1 的 caspase 活力为

100%, 最终求出各个化合物相对于PAC-1的激活率百

分比。

4 流式细胞凋亡检测

向每孔接种 U937 细胞于 6 孔板中 (设阴性对照

组, 2个浓度和 2个时间的实验组, 均设置 3个平行实

验), 37 ℃、5% CO2培养箱中, 相应孔中加入不同浓度

的化合物 5f, 分别作用 24 h和 48 h后的细胞, 用PBS洗

涤细胞两次 (离心 1 000 r · min-1, 5 min) 收集 5×105细

胞, 加入 500 μL的Binding Buffer悬浮细胞, 加入 5 μL

Annexin V-FITC 混匀后 , 加入 5 μL Propidium Iodide,

混匀, 室温、避光、反应 5～15 min, 用流式细胞仪检测

细胞凋亡的情况。

5 Procaspase-3酶活性测试

Procaspase-3 蛋 白 购 买 于 R&D Systems 公 司 ,

Procaspase-3 蛋白加入至由 20 mmol · L-1 Tris、300

mmol · L-1 NaCl、5 mmol · L-1 Dithiothreitol、5% Sucrose

和 0.05% CHAPS 组成的缓冲溶液 (pH 8.0) 中 , 终

浓度为 100 nmol ·L-1。分别加入化合物 5f 、DMSO

和 PAC-1, 终浓度为 10 μmol·L-1。37 ℃孵育 4 h后, 加

入 20 μmol · L-1 Ac-DEVD-AFC, 5 min后, 采用酶标仪

读取激发波长 400 nm和发射波长 505 nm处的荧光强

度, 根据方程: (Fcompound-FDMSO)/(FPAC-1-FDMSO)×100计算

化合物的激活率。
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