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新型京尼平衍生物的设计、合成和多功能治疗阿尔茨海默活性评价
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摘要: 阿尔茨海默病 (Alzheimer's disease, AD) 是一种慢性神经退行性疾病。现有药物只能缓解症状, 尚未达到

治愈的效果。鉴于其多因素致病特性, 开发同时作用于多个靶点的小分子化合物显得尤为重要。中药小分子具有

同时调节多个生物靶点和信号通路的特点, 在AD的治疗中具有独特优势。本文以具有潜在神经保护作用的中药

小分子京尼平 (genipin) 为先导化合物, 设计并合成了一系列多靶点抗AD小分子化合物。其中, 化合物JD-5和JD-7

具有较好的 GSK-3β抑制活性 (JD-5, IC50 = 3.54 μmol·L-1; JD-7, IC50 = 2.47 μmol·L-1), 显著优于先导化合物京尼平 

(IC50 = 28.16 μmol·L-1)。并且, 化合物 JD-5和 JD-7在 tBHP诱导和Aβ25-35诱导的 SH-SY5Y细胞损伤实验中, 都表现

出显著的神经保护作用。进一步研究发现, 化合物 JD-5和 JD-7均可显著降低原代神经元细胞中Tau磷酸化 (S396) 

水平 , 且呈剂量依赖性 (所有动物实验均获得南京拉姆达医药有限公司实验动物伦理委员会的批准 , 批准号 : 

IACUC-20220202)。根据以上结果推测, 化合物 JD-5可能通过抑制GSK-3β活性及降低Tau蛋白磷酸化水平, 发挥

神经保护活性、抗氧化应激作用, 为进一步开发多功能抗AD药物提供了参考。
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Abstract: Alzheimer's disease (AD) is a chronic neurodegenerative disorder. Current medications can only 

alleviate symptoms but have not yet achieved a cure. Given its multifactorial pathogenesis, the development of 

small-molecule compounds that act simultaneously on multiple targets is particularly important. Traditional 

Chinese medicine (TCM) small molecules, which can regulate multiple biological targets and signaling pathways, 

offer unique advantages in AD treatment. This study utilized genipin, a TCM small molecule with potential 

neuroprotective effects, as the lead compound to design and synthesize a series of multi-target anti-AD small 

molecule compounds. Among these, compounds JD-5 and JD-7 exhibited significantly enhanced GSK-3β inhibitory 

activity (JD-5, IC50 = 3.54 μmol·L-1; JD-7, IC50 = 2.47 μmol·L-1), substantially outperforming the lead compound 

genipin (IC50 = 28.16 μmol·L-1). Furthermore, both JD-5 and JD-7 demonstrated significant neuroprotective effects 

in SH-SY5Y cell damage experiments induced by tBHP and Aβ25-35. Further investigation revealed that compounds 

JD-5 and JD-7 could significantly reduce Tau phosphorylation (S396) levels in primary neuronal cells, with 

dose-dependent effects. All animal experiments were approved by the Experimental Animal Ethics Committee of 
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Nanjing Ramda Pharmaceutical Co., Ltd (approval number: IACUC-20220202). Based on these results, it is 

hypothesized that compound JD-5 likely exerts neuroprotective and antioxidant stress effects by inhibiting 

GSK-3β activity and reducing Tau protein phosphorylation levels, providing a reference for the development of 

multifunctional anti-AD drugs.
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阿尔茨海默病 (Alzheimer's disease, AD) 是一种慢

性神经退行性疾病, 临床表现为记忆力减退、认知障碍

和行为障碍等。目前抗AD药物主要包括乙酰胆碱酯

酶 (acetylcholinesterase, AChE) 抑制剂、N-甲基 -D-天

冬氨酸受体拮抗剂等 (图 1)[1,2]。由于AD的复杂病理

机制涉及多系统失调, 这类单靶点药物仅能提供对症

治疗, 无法完全治愈疾病。近年研究发现, 能同时针对

AD的多个致病环节 (如Aβ沉积、Tau蛋白异常、胆碱

能缺陷等) 的多靶点药物, 不仅能改善症状, 还能延缓

病情发展, 减少耐药性, 发挥联合用药的效果[3,4], 可能

缓解单靶点策略的小分子药物的局限性。例如由美金

刚和AChE抑制剂联用已在临床上用于缓解中度至重

度 AD 的症状[5]。目前 , 多靶点导向配体 (multitarget-

directed ligands, MTDLs) 被认为是治疗 AD 的有效

策略。

近年来, 靶向Aβ的单克隆抗体取得了重大突破, 仑

卡奈单抗 (lecanemab) 和多奈单抗 (donanemab) 的获批

是标志性事件。仑卡奈单抗和多奈单抗通过清除大脑中

的Aβ斑块发挥神经保护作用, 已在临床试验中表现出

一定程度延缓认知下降的效果, 但伴随着淀粉样蛋白相

关影像学异常 (amyloid-related imaging abnormalities, 

ARIA) 等风险[6,7]。为了改善安全性, 研究人员正探索

Figure 1　 Single-target drugs for the treatment of AD and polypharmacological ligands with anti-AD activity derived from medicinal 

chemistry approaches. AD: Alzheimer's disease; AChE: Acetylcholinesterase; BACE-1: β-Secretase 1; BChE: Butyrylcholinesterase; MAO: 

Monoamine oxidase; GSK-3β: Glycogen synthase kinase-3β
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新策略, 我国正在研发的 AA001单抗, 通过去除抗体

的Fc效应功能, 旨在减少神经突触的过度丢失等不良

反应[8]。对于以 Tau 病理为主的患者 , E2814 单抗和

MAPTRx基因疗法的联合, 通过双通路抑制 Tau磷酸

化。目前对于 AD 源性轻度认知障碍和轻度痴呆患

者, 免疫治疗可带来潜在的临床获益, 但对于中重度

AD 患者的免疫治疗获益暂无明确的临床数据支持 , 

需要在进一步的临床试验中进行探索。

糖原合成酶激酶-3β (glycogen synthase kinase-3β, 

GSK-3β) 是Tau蛋白磷酸化关键激酶, 通过促进Tau磷

酸化破坏微管稳定性 , 同时加剧 Aβ聚集 , 导致神经

元死亡 , 引起 AD[9-13]。单靶点 GSK-3β抑制剂包括

ATP竞争性 (如 staurosporine、indirubin, 图 2) 和非ATP

竞争性 (如 tideglusib、manzamine A、palinurin、TDZD-8, 

图 2) 抑制剂, 虽然拥有较高的GSK-3β抑酶活性, 但由

于其竞争性结合ATP位点, 缺乏特异性, 并且具有脱靶

效应及高毒性等不良反应, 导致 GSK-3β抑制剂无法

进入临床[14-19]。多靶点 GSK-3β抑制剂 (如 β-咔啉-三

唑 harmine衍生物, 图 2) 可同时作用于 GSK-3β/AChE

等多个靶点, 协同调控多个AD病理环节[20,21]。

GSK-3β过度激活会导致Tau蛋白高度磷酸化、Aβ

沉积、乙酰胆碱合成减少及炎症反应[22]。Aβ的累积通

常被认为是AD进展的第一步。β-分泌酶 (β-secretase, 

BACE1) 和 γ-分泌酶 (γ-secretase, 早老素复合物) 通过

调控APP的裂解生成Aβ, 沉积形成老年斑[23]。研究证

实, Aβ的累积会导致Tau蛋白病[24]。GSK-3β作为一种

脯氨酸导向的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 , 可以磷酸化

Tau蛋白[25]。在 AD病程中, Tau蛋白因过度磷酸化从

微管中解离成为可溶性Tau蛋白, 在一些聚集诱导剂的

调控下形成Tau二聚体, 进而聚集成Tau寡聚体, 最终

导致NFTs的产生, 进而致使神经元死亡[26]。GSK-3β与

AChE、BACE-1、HDAC等多个参与AD发病机制的因

素相互关联, 使得 GSK-3β成为了多靶点药物设计策

略的一个关键靶标 (图3)。

中药因其多途径、多靶点、多成分的特点, 对发病

机制复杂的AD显示出独特的治疗优势和潜力。以人

参皂苷Rg1 (ginsenoside)、白藜芦醇 (resveratrol)、姜黄

素 (curcumin) 等为代表的中药小分子 (图 4), 通过激活

PI3K/AKT信号通路, 协同调控下游GSK-3β、NF-κB和

Nrf2 等关键靶点 , 抑制 Aβ生成/聚集和 Tau 过度磷酸

化, 减轻神经炎症和氧化应激, 抑制神经元凋亡, 发挥

多机制缓解AD作用[27-29]。丹皮酚 (paeonol, 图 4) 具有

抗神经炎症、抗氧化和神经保护等药理作用。Chu

等[30]发现丹皮酚通过 p38MAPK-Nrf2-HO-1 通路抑制

氧化应激, 减轻神经元损伤, 改善AD模型大鼠神经元

损伤和认知功能障碍。京尼平 (genipin, 图 4) 有抗炎、

Figure 2　Structures of glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β) inhibitors. DYRK1A: Dual-specificity tyrosine phosphorylation-regulated 

kinase 1A
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抗氧化、抗抑郁及神经保护等广泛的生物活性[31-34]。

研究发现, 京尼平能保护大鼠海马原代神经元不受Aβ

沉积、氧化应激等诱导的细胞毒性的影响, 推测其治疗

AD 的作用可能通过下调周期蛋白依赖性激酶 5 

(cyclin-dependent kinase 5, CDK5) 和 GSK-3β的表达 , 

抑制 Tau 磷酸化 , 从而减少 NFTs, 最终缓解 AD 症

状[35,36]。通过改造京尼平的半缩醛结构、C6=C7双键、

环烯内酰胺等方法获得更加稳定的 IPRG001、CHR20/

CHR21、gardenamide A (图 4), 显示出与京尼平相当甚

至更好的神经保护活性, gardenamide A抗AD作用可

能与激活PI3K/Akt和ERK1/2通路有关[37-40]。

本课题组基于京尼平的神经保护活性和药效团为

环烯醚萜骨架, 设计合成了一系列新型化合物。本研

究通过对C-1位羟基烷基化或内酰胺化以破坏京尼平

的半缩醛结构, 提高分子结构稳定性, 同时通过引入靶

向基团与京尼平的 C-10 共价连接 , 旨在获得活性更

强、毒性更低的优势候选分子。本课题利用药效团拼

合策略, 以极性链作为连接基团, 将京尼平与丹皮酚进

行拼合, 设计合成了 8个目标化合物 (图 5), 以期获得

一类多靶点抗AD化合物。

结果和讨论

1　目标化合物的合成

通过合成路线 1制备目标化合物 JD-1～JD-8。京

Figure 4　Small-molecules anti-AD agents from traditional Chinese medicine

Figure 3　The mechanism of GSK-3β involved in AD. ChAT: Choline acetyltransferase; NFTs: Neurofibrillary tangles; IL-6: Interleukin-6; 

IL-1: Interleukin-1; TNF-α: Tumor necrosis factor-α; ACh: Acetylcholine
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尼平 (1) 作为起始原料, 首先与相应的醇反应, 使各种

烷基取代C-1羟基, 从而合成得到 2a、、2b。同时, 以京

尼平为原料通过 TBSCl 选择性保护 C-10 位羟基 ; 随

后, 经戴斯−马丁氧化剂氧化C-1位羟基, 经内酰胺化

和脱保护基得到关键中间体 7a、7b。2a、2b、7a 和 7b

与邻苯二甲酰亚胺发生 Mitsunobu 反应, 得到中间体

3a、3b、8a 和 8b。再经肼解得到 C-10 位的伯胺, 伯胺

与化合物12缩合, 最终形成目标化合物JD-1～JD-8。

2　生物学评价

2.1　体外抑酶活性 现有研究[41]确证了 GSK-3β在

AD 病程中的重要作用。本研究首先以 staurosporine

为阳性对照 , 采用 Kinase-Glo 法测试目标化合物的

GSK-3β抑酶活性 , 目标化合物对 GSK-3β抑制活性

优于先导化合物京尼平 (表 1)。其中, 化合物 JD-5和

JD-7具有较优的GSK-3β抑制活性 (IC50分别为 3.54和

2.47 μmol·L-1), 明显优于先导化合物京尼平 (IC50 = 

28.16 μmol·L-1)。此外, 延长酰胺链会导致抑制活性下

降 (JD-1 vs JD-2、JD-3 vs JD-4、JD-5 vs JD-6、JD-7 vs 

JD-8)。

对化合物的活性进行初步构效关系分析, 结果如

下: ① 当延长 linker长度时, 化合物对GSK-3β的抑酶

活性降低 (JD-1 vs JD-2、JD-3 vs JD-4、JD-5 vs JD-6、

JD-7 vs JD-8); ② 取代基R1的改变对 1-烷氧基京尼平

衍生物的 GSK-3β抑制活性影响不大, 当增长栀子酰

胺A衍生物吡喃环N原子上的烷基链R2时, 化合物对

GSK-3β的抑酶活性升高 (JD-5 vs JD-7、JD-6 vs JD-8); 

③ 栀子酰胺A衍生物对GSK-3β的抑酶活性普遍优于

1-烷氧基京尼平衍生物 (JD-3 vs JD-5、JD-4 vs JD-6)。

因此, 本课题化合物下一步的结构改造应在具有内酰

胺结构的栀子酰胺 A 类衍生物的基础上 , 保留作为

linker的酰胺键, 筛选具有氢键供体 (或氢键受体) 的不

同芳杂环替换丹皮酚片段以提高化合物的抑酶活性。

2.2　细胞毒性实验 采用CCK-8法测定目标化合物对

人神经母细胞瘤细胞株SH-SY5Y的细胞毒性, 以多奈

哌齐 (donepezil) 作为阳性对照。如表1所示, 50 μmol·L-1

浓度下, 大部分目标化合物对SH-SY5Y细胞株未表现

出显著的神经毒性或毒性较小。CCK-8的实验结果表

明, 目标化合物可以在细胞层面做进一步研究。

2.3　tBHP及Aβ25-35诱导SH-SY5Y细胞损伤的保护作

用实验 选用 SH-SY5Y细胞对目标化合物进行体外

神经保护活性考察, 以 tBHP作为体外氧化应激的诱导

剂建立体外神经炎症模型, 结果如图 6A所示, tBHP浓

度为 50 μmol·L-1时, 细胞存活率为 78.49%, 随着 tBHP

浓度的提高, 细胞存活率呈剂量依赖性下降。当 tBHP

浓度为 100 μmol·L-1时, 细胞存活率下降至 33.89%, 与

空白对照组相比具有统计学差异 (**P < 0.01)。

此外 , 还评估了目标化合物对 Aβ25-35 诱导 SH-

SY5Y 细胞建立的体外神经元损伤模型细胞活力的

影响。结果如图 6B所示, 不同浓度的Aβ25-35诱导 SH-

SY5Y细胞 24 h后, 细胞存活率亦呈剂量依赖性下降, 

Aβ25-35浓度为 20 μmol·L-1时, 对细胞的杀伤作用较小; 

当浓度为 40 μmol·L-1时, 细胞存活率为 84.58%; 当浓

度增大到 80 μmol·L-1时 , 细胞存活率下降至 64.40%, 

与空白对照组相比 , 40 和 80 μmol·L-1 的 Aβ25-35 组均

具有统计学差异 (*P < 0.05, **P < 0.01)。因此 , 选择

100 μmol·L-1 tBHP及 80 μmol·L-1的 Aβ25-35作为诱导剂

建立细胞损伤模型。

结果如图6C所示, 孵育24 h后, 暴露于100 μmol·L-1 

tBHP的SH-SY5Y细胞存活率下降至33.89%。而化合物

组在浓度为20 μmol·L-1时能够显著提高SH-SY5Y细胞

Figure 5　Design ideas for target compounds
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的细胞活力。因此, 选择细胞存活率分别为 57.25%和

60.77% 的化合物 JD-5 (GSK-3β, IC50 = 3.54 μmol·L-1) 

和 JD-7 (GSK-3β, IC50 = 2.47 μmol·L-1) 进行下一步的

研究。

结果如图 6D、E所示, 细胞加入 80 μmol·L-1 Aβ25-35

诱导24 h后, 细胞存活率下降至47.52%, 与正常对照组

相比具有显著性差异 (P < 0.001); 加入不同浓度的目标

化合物JD-5和JD-7保护4 h后, 与模型组比较, 细胞存

活率明显提高。在10 μmol·L-1浓度时, 化合物JD-5表现

出较好的细胞保护作用; 当浓度增至 20 μmol·L-1时, 细

胞保护作用增强, 细胞存活率约为 95.73%, 且与Aβ25-35

诱导组相比, 具有统计学差异 (P < 0.05, P < 0.001)。同

样, 化合物 JD-7在浓度为 20 μmol·L-1时亦具有较强的

细胞保护作用, 细胞存活率约为 94.47%, 与Aβ25-35诱导

组相比, 具有统计学差异 (P < 0.001)。表明化合物JD-5

和 JD-7对 tBHP及Aβ25-35诱导的SH-SY5Y细胞模型具

有显著的神经保护活性。

2.4　Western blot法检测Tau蛋白磷酸化表达情况 通

过蛋白质印迹 (Western blot, WB) 法评估化合物 JD-5

和 JD-7 对 Tau 蛋白高表达的 Sprague-Dawley (SD) 大

鼠胎鼠原代神经元细胞中Tau过度磷酸化 (Ser396) 的

抑制作用 , SB-216763 (IC50 = 34.3 nmol·L-1) 作为阳性

对照药。结果如图 7所示, 与阴性对照组相比, 不同浓

度的化合物孵育原代神经元细胞 6 h后, TauS396磷酸化

水平呈浓度依赖性下降。其中, 化合物JD-5和JD-7在

0.12 μmol·L-1浓度下表现出与阳性对照 SB-216763相

似的磷酸化抑制效果; 特别是在 3.33和 10 μmol·L-1浓

度下, 化合物 JD-5显著抑制TauS396磷酸化。该实验结

果与目标化合物在抑酶活性实验中的GSK-3β抑制活

性相对应, 表明化合物 JD-5 和 JD-7 可能是通过抑制

GSK-3β的活性从而影响Tau蛋白磷酸化的水平。

2.5　ADME预测 为进一步分析遴选化合物 JD-5的

药代动力学性质 , 作者通过 SwissADME 在线服务 

(https://www. swissadme. ch/) 及 DEEP-B3 (http://cbcb.

Scheme 1　Synthesis routes of target compounds JD-1−JD-8. Reagents and conditions: (i) p-TsOH·H2O, alcohol, 80 ℃, 1 h; (ii) Phthalimide, 

pH3P, DIAD, N2, THF, r.t., 1 h; (iii) 50% Hydrazine hydrate, EtOH, r.t., overnight; (iv) EDCI, HOBt, 12, DCM, r.t., overnight; (v) TBS-Cl, 

imidazole, DMF, 0 ℃, 2 h; (vi) DMP, DCM, r.t., 1 h; (vii) 1) CH3NH2·HCl or Propylamine, Et3N, CHCl3, 65 ℃, 1 h; 2) TFA, THF, 65 ℃, 2 h; 

(iiv) Ethyl 2-chloroacetate, K2CO3, DMF, r.t., overnight; (ix) NaOH, MeOH, r.t., overnight
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cdutcm.edu.cn/ deepb3/) 以预测化合物 JD-5的类药能

力及血脑屏障通透性。数据表明, 化合物 JD-5的分子

质量 (molecular weight, MW = 442.46)、脂水分配系数 

(calculated lipophilicity, cLogP = 1.41)、氢键供体数目 

(hydrogen bond donor, HBD = 1) 及氢键受体数目 

(hydrogen bond acceptor, HBA = 7) 符合“Lipinski五规

则”; 同时 , 其极性表面积 (total polar surface area, 

TPSA = 111.24 Å2)、可旋转键数目 (rotatable bonds, 

RB = 10) 符合“Veber法则”, 具有较好的成药性及血脑

屏障通透性。

3　分子对接研究

为进一步探究化合物与目标蛋白GSK-3β的结合

模式 , 作者运用 SYBYL-X2.1.1 中的 Docking suite 程

序 , 对已经报道的 GSK-3β X 射线晶体结构 (PDB: 

1Q3D) 对优选化合物 JD-5进行了分子对接研究。结

果如图 8所示, linker的NH与关键氨基酸残基Asp133

形成一个传统氢键相互作用; 丹皮酚片段的 2位O原

子与关键氨基酸残基 Val135 形成一个传统氢键相互

作用。这些氢键在GSK-3β中起到稳定抑制剂的作用, 

可能对提高化合物的抑制活性起较大作用。丹皮酚片

段的苯环与 Leu188产生了疏水作用。丹皮酚片段的

苯环结构与 Leu188 产生了 1 个疏水 (π-烷基) 相互作

用。在京尼平结构片段的五元环及吡啶环N原子取代

烷基链上共产生了 4 个疏水相互作用 (Ala83、Val70、

Leu132 和 Met101)。现有研究[42]发现 , 在蛋白口袋中

与Arg141、Thr138、Cys199和Lys85等氨基酸残基的相

互作用在选择性抑制GSK-3β中起决定性作用。晶体

Figure 6　The effect of different inducers on the survival rate of SH-SY5Y cells. A: tBHP induced SH-SY5Y cell death in a dose-dependent 

manner. n = 3, 
-
x ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control; B: Aβ25-35 induced SH-SY5Y cell death in a dose-dependent manner. n = 3, 

-
x ± s. 

*P < 0.05, **P < 0.01 vs control; C: Effects of different compounds on the viability of SH-SY5Y cells induced by tBHP (100 μmol·L-1). n = 3, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs tBHP; ####P < 0.000 1 vs control; D: The effects of compound JD-5 on the viability of SH-SY5Y cells induced 

by Aβ25-35 (80 μmol·L-1). n = 3, 
-
x ± s. *P < 0.05, ***P < 0.001; ###P < 0.001; E: The effects of compound JD-7 on the viability of SH-SY5Y 

cells induced by Aβ25-35 (80 μmol·L-1). n = 3, 
-
x ± s. ***P < 0.001; ###P < 0.001

Table 1　The GSK-3β inhibitory activity and cytotoxicity of target 

compounds. aGenipin, the leading compound; bStaurosporine, a 

typical ATP competitive GSK-3β kinase inhibitor, was used as a 

reference compound in this study

Cpd.

JD-1

JD-2

JD-3

JD-4

JD-5

JD-6

JD-7

JD-8

Genipina

Staurosporineb

Control

Donepezil

R1

Et

Et

Me

Me

−
−
−
−
−
−
−
−

R2

−
−
−
−
Me

Me

n-Pr

n-Pr

−
−
−
−

n

1

3

1

3

1

3

1

3

−
−
−
−

IC50

/μmol·L-1

3.85

15.26

7.40

26.99

3.54

9.71

2.47

8.92

28.16

0.015

−
−

Cell survival 

rate/%

71.76

71.49

61.57

68.84

78.14

91.31

94.61

82.27

92.14

−
98.84

91.55
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结构分析也同样证明, 在大多数共结晶复合物中, ATP

竞争性抑制剂与铰链区的两个残基 Asp133和 Val135

形成氢键相互作用[43]。分子对接结果表明 , 化合物

JD-5与 GSK-3β具有较好的结合作用, 与抑酶活性检

测的结果相对应, 验证了结构设计具有一定的合理性, 

对下一步的结构改造具有指导意义。

结论

本文设计并合成了一类新型的京尼平衍生物, 生

物学评价结果表明, 这些化合物均表现出GSK-3β抑酶

活性, 其中, JD-5 和 JD-7 对 GSK-3β的抑制作用 (IC50

分别为 3.54 和 2.47 μmol·L-1) 显著优于京尼平 (IC50 = 

28.16 μmol·L-1)。体外细胞保护活性实验表明, 化合物

JD-5和 JD-7能够显著降低 tBHP或Aβ25-35对SH-SY5Y

细胞造成的损伤, 均具有神经保护作用。WB实验结

果进一步证明了优选化合物JD-5能够降低Tau磷酸化 

(S369) 水平, 且呈剂量依赖性。分子对接结果显示, 化

合物 JD-5能够与ATP活性口袋结合, 并与关键氨基酸

残基ASP133和VAL135各形成一个传统氢键相互作用, 

解释了其具有优秀的体外GSK-3β抑酶活性的原因。以

上结果为进一步设计多功能抗AD药物提供参考。

实验部分

1　仪器与试剂

核磁共振仪 (Bruker 400, 瑞士 Bruker公司), 四甲

基硅烷 (TMS) 为内标, 氘代二甲基亚砜 (DMSO-d6) 为

溶剂, 所有化学位移以 ppm为单位, AB-SCIEX-X500R

液质联用仪测定质谱; 实验所需化学试剂购自阿拉丁、

麦克林和毕得等常规供应商, 所有溶剂均为市售化学

纯或分析纯, 无特殊说明, 一般不经纯化处理直接使

用。柱层析使用 200～300目硅胶为固定相。人重组

GSK-3β、GSK-3β 底物 [YRRAAVPPSPSLSRHSSPHQ 

(pS) EDEEE]、Reaction Buffer、DTT (cat: V1991) 和

Kinase-Glo 激酶发光检测试剂盒 (cat: V6711) 购自

Promega公司。

2　目标化合物的合成

2.1　7-(羟甲基)-1-乙氧基-1,4a,5,7a-四氢-1H-环戊二

烯并[c]吡喃-4-羧酸甲酯 (2a) 在 50 mL 圆底烧瓶中

Figure 8　The molecular docking pose of JD-5 (pink) in GSK-3β. A: The location of compound JD-5 in the pocket; B: The interacts of 

compound JD-5 with amino acid residues of the GSK-3β protein (PDB: 1Q3D). Green: H-bond; Pink: Hydrophobic bond

Figure 7　The effects of compounds JD-5 and JD-7 on Tau hyperphosphorylation (Ser396) in primary neuronal cells. A: Statistical analysis 

of Tau hyperphosphorylation (Ser396) in primary neuronal cells by compounds JD-5 and JD-7. n = 3, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 

vs DMSO; B: Representative Western blot bands of Tau hyperphosphorylated (Ser396) in primary neuronal cells treated with compounds JD-5 

and JD-7
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依次加入京尼平 (1) (400.00 mg, 1.77 mmol)、对甲苯磺

酸一水合物 (403.60 mg, 2.12 mmol)、乙醇 3.96 mL, 

80 ℃反应1 h后, TLC展开剂 (石油醚∶乙酸乙酯 = 1∶1, 

v/v), 显示反应基本完全, 加入 20 mL 饱和 NaHCO3水

溶液淬灭反应, 并用二氯甲烷 (50 mL×3) 萃取, 合并有

机相, 有机相用饱和食盐水 (50 mL×3) 洗涤, 无水硫酸

钠干燥, 减压浓缩得黄色油状物, 经硅胶柱层析洗脱

剂 (石油醚∶乙酸乙酯 = 4∶1, v/v) 纯化, 得淡黄色油状

物416.60 mg, 产率87.8%。

化合物2b按照化合物2a的合成方法进行合成。

2.2　7-(((叔丁基二甲基硅基)氧基)甲基)-1-羟基 -1,

4a,5,7a-四氢-1H-环戊二烯并[c]吡喃-4-羧酸甲酯 (5) 

在 250 mL 圆底烧瓶中 , 加入京尼平 (1) (10.00 g, 

44.20 mmol)、咪唑 (6.02 g, 88.40 mmol), 用DMF (60 mL) 

溶解。另取叔丁基二甲基氯硅烷 (TBSCl 13.32 g, 

88.40 mmol) 溶于DMF (30 mL) 中, 冰浴下缓慢滴加到

反应液中, 滴加完毕后继续反应 2 h, TLC展开剂 (石油

醚∶乙酸乙酯 = 4∶1, v/v), 显示反应基本完全, 加入20 mL

蒸馏水淬灭反应, 并用二氯甲烷 (50 mL×3) 萃取, 合并有

机相, 有机相用饱和食盐水 (50 mL×3) 洗涤, 无水硫酸钠

干燥, 减压浓缩, 经硅胶柱层析洗脱剂 (石油醚∶乙酸乙

酯 = 6∶1, v/v) 纯化, 得白色固体12.50 g, 产率83.1%。

2.3　7-(((叔丁基二甲基甲硅烷基)氧基)甲基) -1-氧

代 -1,4a,5,7-四氢 -1H-环戊二烯并 [c]吡喃 -4-羧酸甲

酯 (6) 的合成 在 250 mL 圆底烧瓶中 , 加入 7-(((叔

丁基二甲基硅烷基)氧基)甲基)-1-羟基 -1,4a,5,7a-四

氢 -1H-环戊二烯并 [c]吡喃 -4-羧酸甲酯 (5) (12.50 g, 

36.70 mmol) 和二氯甲烷 (80 mL), 加入戴斯马丁氧化

剂 (DMP, 31.10 g, 73.40 mmol), 分 3次加入, 每次间隔

10 min, 室温下反应 1 h, TLC展开剂 (石油醚∶乙酸乙

酯 = 4∶1, v/v), 显示反应基本完全, 加入饱和碳酸氢钠

水溶液 (60 mL) 和饱和硫代硫酸钠水溶液 (60 mL), 搅

拌 15 min, 将其转移至分液漏斗中分液 , 并用二氯甲

烷 (50 mL×3) 萃取 , 合并有机相 , 有机相用饱和食盐

水 (50 mL×3) 洗涤, 无水硫酸钠干燥, 减压浓缩, 经硅

胶柱层析洗脱剂 (石油醚∶乙酸乙酯 = 8∶1, v/v) 纯化, 

得白色固体10.00 g, 产率80.5%。

2.4　7-(羟甲基)-2-甲基-1-氧代-2,4a,5,7a-四氢-1H-环

戊二烯并[c]吡啶-4-羧酸甲酯的合成 (7a) 在 250 mL

圆底烧瓶中, 加入 7-(((叔丁基二甲基硅烷基)氧基)甲

基)-1-氧代-1,4a,5,7a-四氢-1H-环戊二烯并[c]吡喃-4-羧

酸甲酯 (6) (5.00 g, 14.77 mmol)、甲胺盐酸盐 (3.99 g, 

59.09 mmol) 和三乙胺 (16.43 mL, 118.18 mmol), 并用

氯仿 (50 mL) 溶解, 65 ℃下反应3 h, TLC展开剂 (石油

醚∶乙酸乙酯 = 3∶1, v/v), 显示反应基本完全。将反应

冷却至室温并减压浓缩去除多余溶剂, 加入三氟乙酸 

(30 mL) 和四氢呋喃 (30 mL), 65 ℃下反应 2 h, TLC展

开剂 (石油醚∶乙酸乙酯 = 2∶1, v/v), 显示反应基本完

全, 加入 20 mL饱和碳酸氢钠水溶液淬灭反应, 并用二

氯甲烷 (50 mL×3) 萃取, 合并有机相, 有机相用饱和食

盐水 (50 mL×3) 洗涤, 无水硫酸钠干燥, 减压浓缩, 经

硅胶柱层析洗脱剂 (石油醚∶乙酸乙酯 = 3∶1, v/v) 纯

化, 得黄色固体1.66 g, 收率47.4%。

化合物7b按照化合物7a的合成方法进行合成。

2.5　7-((1,3-二氧代异吲哚啉-2-基)甲基)-1-乙氧基-1,

4a,5,7a-四氢-1H-环戊二烯并[c]吡喃-4-羧酸甲酯 (3a) 

在 50 mL三颈烧瓶中依次加入 7-(羟甲基)-1-乙氧基-1,

4a,5,7a-四氢-1H-环戊二烯并[c]吡喃-4-羧酸甲酯 (2a) 

(530.00 mg, 2.08 mmol)、邻苯二甲酰亚胺 (710.70 mg, 

2.71 mmol)、三苯基膦 (398.70 mg, 2.71 mmol), 抽真空

3或 4次, 向反应瓶中置换氮气; 氮气保护下, 加入无水

四氢呋喃 (6 mL) 溶解, 将反应瓶置于冰浴中, 缓慢滴

加 2 mL 无水四氢呋喃稀释后的 DIAD (820.80 mmL, 

4.17 mmol), 于室温下反应 1 h, TLC 展开剂 (石油醚∶

乙酸乙酯 = 5∶1, v/v), 显示反应基本完全, 加入 20 mL

蒸馏水淬灭反应, 并用二氯甲烷 (50 mL×3) 萃取, 合并

有机相, 有机相用饱和食盐水 (50 mL×3) 洗涤, 无水硫

酸钠干燥, 减压浓缩, 经硅胶柱层析洗脱剂 (石油醚∶

乙酸乙酯 = 8∶1, v/v) 纯化 , 得淡黄色固体 750.00 mg, 

产率为93.8%。

化合物 3b、8a、8b按照化合物 3a的合成方法进行

合成。

2.6　7-(氨基甲基)-1-乙氧基-1,4a,5,7a-四氢-1H-环戊

二烯并[c]吡喃-4-羧酸甲酯 (4a) 在 50 mL 圆底烧瓶

中依次加入 7-((1,3-二氧代异吲哚啉-2-基)甲基)-1-乙

氧基-1,4a,5,7a-四氢-1H-环戊二烯并[c]吡喃-4-羧酸甲

酯 (3a) (750.00 mg, 1.96 mmol), 用无水乙醇 (10 mL) 

溶解, 加入40%～50%水合肼 (752.30 mg, 23.47 mmol), 

室温下反应12 h, TLC展开剂 (石油醚∶乙酸乙酯 = 3∶1, 

v/v), 显示反应基本完全, 过滤除去白色沉淀, 滤液减压

浓缩得淡黄色油状粗产物, 经硅胶柱层析洗脱剂 (二

氯甲烷∶甲醇 = 10∶1, v/v) 纯化 , 得淡黄色油状液体

350.00 mg, 产率为70.6%。

化合物 4b、9a、9b按照化合物 4a的合成方法进行

合成。

2.7　2-(2-乙酰基-5-甲氧基苯氧基)乙酸乙酯 (11) 的合

成 在 50 mL圆底烧瓶中加入丹皮酚 (10) (500.00 mg, 

3.01 mmol)、碳酸钾 (1.66 g, 3.61 mmol) 和DMF (5 mL), 

将反应瓶置于冰浴中 , 加入氯乙酸乙酯 (386.4 mmL, 

3.61 mmol), 室温反应 12 h, TLC展开剂 (石油醚∶乙酸
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乙酯 = 5∶1, v/v), 显示反应基本完全, 加入 20 mL蒸馏

水淬灭反应, 并用二氯甲烷 (50 mL×3) 萃取, 合并有机

相, 有机相用饱和食盐水 (50 mL×3) 洗涤, 无水硫酸钠

干燥, 减压浓缩得褐色固体690.00 mg, 产率90.9%。

2.8　2-(2-乙酰基-5-甲氧基苯氧基)乙酸 (12) 的合成 

在 50 mL圆底烧瓶中加入 2-(2-乙酰基-5-甲氧基苯氧

基)乙酸乙酯 (11) (690.00 mg, 2.74 mmol) 和无水甲醇 

(5 mL), 将反应置于冰浴中 , 加入氢氧化钠水溶液 

(437.60 mmL, 10.94 mmol), 室温反应 12 h, TLC 展开

剂 (石油醚∶乙酸乙酯 = 3∶1, v/v), 显示反应基本完全, 

加入 1 mol·L-1盐酸溶液调节 pH至 3～4, 沉淀析出, 过

滤, 干燥滤饼得483.90 mg淡黄色固体, 产率为78.9%。

2.9　7-((2-(2-乙酰基 -5-甲氧基苯氧基)乙酰胺基)甲

基) -1-乙氧基 -1,4a,5,7a-四氢 -1H-环戊二烯并 [c]吡

喃-4-羧酸甲酯 (JD-1) 在 50 mL 圆底烧瓶中加入 2-

(2-乙酰基 -5-甲氧基苯氧基)乙酸 (12) (100.00 mg, 

446.00 μmol)、7-(氨基甲基)-1-乙氧基-1,4a,5,7a-四氢-1H-

环戊二烯并 [c] 吡喃 -4- 羧酸甲酯 (4a) (113.00 mg, 

446.00 μmol)、EDCI·HCl (128.30 mg, 669.00 μmol)、

HOBt (90.40 mg, 669.00 μmol)、三乙胺 (217.00 mmL, 

1.56 mmol) 和二氯甲烷 (5 mL), 室温反应 12 h, TLC展

开剂 (二氯甲烷∶甲醇 = 10∶1, v/v), 显示反应基本完全, 

加入20 mL蒸馏水淬灭反应, 并用二氯甲烷 (50 mL×3) 

萃取 , 合并有机相 , 有机相用饱和食盐水 (50 mL×3) 

洗涤, 无水硫酸钠干燥, 减压浓缩, 经硅胶柱层析纯化

洗脱剂 (二氯甲烷∶甲醇 = 200∶1, v/v) 纯化, 得白色固体

55.80 mg, 产率 27.2%。1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) 

δH: 8.36 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.73 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 

7.49 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 6.64 (dd, J = 8.7, 2.3 Hz, 1H), 

6.58 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 5.66～5.61 (m, 1H), 4.72 (d, 

J = 7.6 Hz, 1H), 4.70 (s, 2H), 4.07～4.01 (m, 2H), 3.86 

(dq, J = 10.0, 7.1 Hz, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.64 (s, 3H), 

3.02 (qd, J = 8.2, 1.3 Hz, 1H), 2.70～2.63 (m, 1H), 2.55 (s, 

3H), 2.53 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 2.05～2.00 (m, 1H), 1.17 

(t, J = 1.6 Hz, 3H); 13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δC: 

197.13, 167.50, 167.40, 164.54, 159.60, 152.49, 141.00, 

132.80, 127.16, 120.94, 110.85, 106.90, 101.23, 100.11, 

67.92, 65.34, 56.11, 51.49, 46.69, 38.71, 38.61, 35.59, 

31.65, 15.42; ESI-HRMS: m/z Calcd. for C24H29NO8 [M+

H]+ 460.196 6, found 460.196 4。

化合物 JD-2～JD-8按照化合物 JD-1的合成方法

进行合成。

2.10　7-((4-(2-乙酰基-5-甲氧基苯氧基)丁酰胺基)甲

基) -1-乙氧基 -1,4a,5,7a-四氢 -1H-环戊二烯并 [c]吡

喃-4-羧酸甲酯 (JD-2) 淡黄色油状液体, 产率 36.4%。

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δH: 8.11～8.03 (m, 1H), 

7.67 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 6.61 

(d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.59 (dd, J = 8.7, 2.3 Hz, 1H), 5.57 

(d, J = 3.3 Hz, 1H), 4.10 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.93 (dt, 

J = 15.4, 4.7 Hz, 1H), 3.87～3.83 (m, 1H), 3.82 (s, 

3H), 3.76～3.70 (m, 1H), 3.64 (s, 3H), 2.99 (qd, J = 8.0, 

1.3 Hz, 1H), 2.66～2.59 (m, 1H), 2.51 (dd, J = 4.0, 2.2 Hz, 

3H), 2.34 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.04 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 

2.01～1.96 (m, 1H) 1.17 (t, J = 7.0 Hz, 3H); 13C NMR 

(151 MHz, DMSO-d6) δC: 196.76, 171.63, 167.40, 164.74, 

160.75, 152.44, 141.45, 132.25, 126.80, 120.76, 110.86, 

106.46, 101.12, 99.25, 68.32, 65.30, 56.04, 51.48, 46.70, 

38.76, 38.54, 35.46, 32.41, 32.22, 25.21, 15.41; ESI-

HRMS: m/z Calcd. for C26H33NO8 [M+H] + 488.227 9, 

found 488.229 0。

2.11　7-((2-(2-乙酰基-5-甲氧基苯氧基)乙酰胺基)甲

基) -1-甲氧基 -1,4a,5,7a-四氢 -1H-环戊二烯并 [c]吡

喃-4-羧酸甲酯 (JD-3) 淡黄色油状液体, 产率 32.1%。
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δH: 8.39 (t, J = 5.8 Hz, 

1H), 7.73 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 

6.64 (dd, J = 8.7, 2.3 Hz, 1H), 6.58 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 

5.63 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 4.71 (s, 2H), 4.69 (d, J = 7.1 Hz, 

1H), 3.84～3.78 (m, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.64 (s, 3H), 3.46 

(s, 3H), 3.06～2.99 (m, 1H), 2.69～2.62 (m, 1H), 2.58 

(dd, J = 8.5, 6.4 Hz, 1H), 2.55 (s, 3H), 2.06～1.95 (m, 

1H); 13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δC: 152.26, 132.79, 

127.37, 106.90, 102.00, 100.08, 67.88, 56.95, 56.11, 

51.51, 46.77, 39.85, 38.55, 35.14, 31.69; ESI-HRMS: m/z 

Calcd. for C23H27NO8 [M+H]+ 446.180 9, found 446.182 0。

2.12　7-((4-(2-乙酰基-5-甲氧基苯氧基)丁酰胺基)甲

基) -1-甲氧基 -1,4a,5,7a-四氢 -1H-环戊二烯并 [c]吡

喃-4-羧酸甲酯 (JD-4) 乳白色油状液体, 产率 38.2%。
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δH: 8.06 (t, J = 5.7 Hz, 

1H), 7.66 (dd, J = 8.7, 3.2 Hz, 1H), 7.47 (d, J = 1.2 Hz, 

1H), 6.61 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.59 (dd, J = 8.7, 2.3 Hz, 

1H), 5.57 (s, 1H), 4.68 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 4.09 (t, J = 

6.3 Hz, 2H), 3.90～3.83 (m, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.64 (s, 

3H), 3.45 (s, 3H), 3.03～2.95 (m, 1H), 2.66～2.59 (m, 

1H), 2.56 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 2.52 (s, 3H), 2.34 (t, J = 

7.3 Hz, 2H), 2.04 (p, J = 6.8 Hz, 2H), 2.01～1.96 (m, 

1H); 13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δC: 196.76, 

171.67, 167.34, 164.74, 160.75, 152.20, 141.07, 132.26, 

127.00, 120.75, 111.14, 106.45, 101.92, 99.25, 68.30, 

56.92, 56.04, 51.49, 46.79, 38.61, 38.48, 35.02, 32.41, 

32.21, 25.21; ESI-HRMS: m/z Calcd. for C25H31NO8 [M+
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H]+ 474.212 2, found 474.213 2。

2.13　7-((2-(2-乙酰基-5-甲氧基苯氧基)乙酰胺基)甲

基)-2-甲基-1-氧代-2,4a,5,7a-四氢-1H-环戊二烯并[c]

吡啶-4-羧酸甲酯 (JD-5) 淡黄色固体 , 产率 32.7%。
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δH: 8.38 (t, J = 5.9 Hz, 

1H), 7.72 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.37 (s, 1H), 6.64 (dd, J = 

8.7, 2.3 Hz, 1H), 6.57 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.64～5.58 

(m, 1H), 4.71 (s, 2H), 4.21 (dt, J = 16.5, 4.7 Hz, 1H), 

4.00 (ddd, J = 16.7, 5.6, 2.8 Hz, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.67 

(s, 3H), 3.55 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.40～3.35 (m, 1H), 

3.08 (s, 3H), 2.73～2.65 (m, 1H), 2.55 (s, 3H), 2.11～

2.02 (m, 1H); 13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δC: 

197.11, 169.29, 167.54, 166.84, 164.52, 159.56, 140.47, 

139.70, 132.79, 126.10, 120.94, 109.25, 106.85, 100.07, 

67.91, 56.10, 51.73, 49.08, 39.93, 39.23, 37.47, 35.15, 

31.69; ESI-HRMS: m/z Calcd. for C23H26N2O7 [M+H] + 

443.181 8, found 443.181 2。

2.14　7-((4-(2-乙酰基-5-甲氧基苯氧基)丁酰胺基)甲

基)-2-甲基-1-氧代-2,4a,5,7a-四氢-1H-环戊二烯并[c]

吡啶 -4-羧酸甲酯 (JD-6) 白色固体 , 产率 38.9%。
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δH: 8.09 (t, J = 5.7 Hz, 

1H), 7.67 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.35 (s, 1H), 6.62～6.57 

(m, 2H), 5.56 (dt, J = 3.3, 1.8 Hz, 1H), 4.15～4.07 (m, 

3H), 3.91 (ddd, J = 16.6, 5.7, 2.9 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 

3.67 (s, 3H), 3.50 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 3.33 (dt, J = 

10.8, 8.6 Hz, 1H), 3.07 (s, 3H), 2.70～2.63 (m, 1H), 

2.52 (s, 3H), 2.35 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.04 (p, J = 6.5 Hz, 

3H); 13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δC: 196.77, 171.68, 

169.25, 166.84, 164.72, 160.74, 140.95, 139.65, 132.24, 

125.74, 120.71, 109.24, 106.42, 99.25, 99.22, 68.27, 

56.03, 51.70, 49.01, 39.37, 37.49, 35.14, 32.41, 32.22, 

25.20; ESI-HRMS: m/z Calcd. for C25H30N2O7 [M+H] + 

471.212 6, found 471.212 1。

2.15　7-((2-(2-乙酰基-5-甲氧基苯氧基)乙酰氨基)甲基)-

1-氧代-2-丙基-2,4a,5,7a-四氢-1H-环戊二烯并[c]吡啶-4-

羧酸甲酯 (JD-7) 淡黄色固体, 产率 45.7%。1H NMR 

(600 MHz, DMSO-d6) δH: 8.39 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.72 

(d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.37 (s, 1H), 6.64 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 

1H), 6.57 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.62 (dt, J = 3.4, 1.9 Hz, 

1H), 4.70 (s, 2H), 4.19 (dt, J = 16.3, 4.4 Hz, 1H), 4.00 

(ddd, J = 16.9, 5.9, 2.9 Hz, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.68 (s, 

3H), 3.59～3.51 (m, 2H), 3.47 (dt, J = 13.6, 7.1 Hz, 1H), 

3.37 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 2.73～2.66 (m, 1H), 2.55 (s, 

3H), 2.09～2.01 (m, 1H), 1.49 (h, J = 7.3 Hz, 2H), 0.80 

(t, J = 7.4 Hz, 3H); 13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) 

δC: 138.78, 132.77, 106.86, 100.06, 67.92, 56.10, 51.76, 

49.22, 48.63, 39.99, 39.25, 37.42, 31.70, 22.00, 11.24; 

ESI-HRMS: m/z Calcd. for C25H30N2O7 [M+H]+ 471.212 6, 

found 471.211 6。

2.16　7-((4-(2-乙酰基-5-甲氧基苯氧基)丁酰胺基)甲

基)-1-氧代-2-丙基-2,4a,5,7a-四氢-1H-环戊二烯并[c]

吡啶 -4-羧酸甲酯 (JD-8) 白色固体 , 产率 34.6%。
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δH: 8.10 (t, J = 5.7 Hz, 

1H), 7.67 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.35 (s, 1H), 6.63～6.56 

(m, 2H), 5.56 (dt, J = 3.3, 1.8 Hz, 1H), 4.10 (m, 1H), 

4.09 (t, J = 6.2 Hz, 1H), 3.91 (ddd, J = 16.8, 5.8, 2.8 Hz, 

1H), 3.82 (s, 3H), 3.67 (s, 3H), 3.58～3.49 (m, 2H), 3.45 

(dt, J = 13.6, 7.1 Hz, 1H), 3.33 (dt, J = 10.7, 8.6 Hz, 

1H), 2.69～2.63 (m, 1H), 2.52 (s, 3H), 2.35 (t, J = 7.3 Hz, 

2H), 2.03 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 2.01 (m, 1H), 1.49 (p, J = 

7.3 Hz, 2H), 0.80 (t, J = 7.4 Hz, 3H); 13C NMR (151 MHz, 

DMSO-d6) δC: 196.73, 171.64, 168.87, 166.83, 164.72, 

160.74, 141.11, 138.77, 132.24, 125.60, 120.71, 109.42, 

106.43, 99.22, 68.29, 56.04, 51.73, 49.16, 48.62, 39.74, 

39.37, 37.45, 32.42, 32.22, 25.20, 22.01, 11.25; ESI-

HRMS: m/z Calcd. for C27H34N2O7 [M+H] + 499.243 9, 

found 499.243 9。

3　GSK-3β抑酶活性测定

使用Kinase-Glo试剂盒、人重组GSK-3β评价化合

物对GSK-3β活性的体外抑制作用。在 96孔板中依次

加入10 μL待测化合物 (溶于二甲基亚砜并在测定缓冲

液中稀释至所需浓度), 10 μL 人重组 GSK-3β (20 ng), 

10 μL 底物 (0.05 μg· μL-1) 与 10 μL ATP (2 μmol·L-1), 

37 ℃孵育 30 min后, 通过加入 40 μL Kinase-Glo试剂

终止酶促反应, 并通过SpectraMaxi 3x测量荧光强度。

4　细胞毒性试验

采用 CCK-8 试剂盒 (SparkJade, CT 0001-B), SH-

SY5Y (安徽医科大学赠送) 细胞株评价化合物的细胞

毒性。将细胞以每孔 1×104个细胞的密度在 96孔板中

孵育过夜后, 每组的给药浓度设定为 50 μmol·L-1。在

37 ℃、5% CO2环境下孵育 48 h后, 弃去 96孔板中的原

液, 每孔加入 100 μL 含 10% CCK-8 工作液的培养基, 

37 ℃孵育 1.5 h。最后用多功能酶标在 450 nm波长下

测定吸光度 (OD450) 值, 计算细胞存活率。

5　神经保护作用测定

用 CCK-8试剂盒评价化合物对 SH-SY5Y细胞系

的神经保护作用。将细胞以每孔 1×104个细胞的密度

在 96孔板中孵育。将培养基在 37 ℃、5% CO2的培养

箱中培养 24 h, 然后弃去。给药组预处理 4 h后, 弃去

培养基 , 更换为含 100 μmol·L-1 tBHP (或 80 μmol·L-1 
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Aβ25-35) 的含药培养基。孵育 24 h后, 弃去培养基, 每

孔加入 100 μL 含 10% CCK-8 工作液的培养基, 37 ℃

孵育 1.5 h。最后用多功能酶标记物在 450 nm波长处

测定 OD450值, 计算细胞存活率。每组实验重复 3 次, 

数据以平均值 ± 标准差表示。

6　动物

SD大鼠购自上海斯莱克, 许可证编号: SYXK (苏) 

2017-0040。所有动物的实验程序均获得南京拉姆

达有限公司实验动物伦理委员会的批准 , 批准号 : 

IACUC-20220202。

7　蛋白免疫印迹

SD大鼠为母体的胚胎海马神经元细胞用于磷酸

化 Tau 测定。将大鼠放置在控制温度和湿度的房间

中, 保持 12 h光照/黑暗循环。在实验过程中, 动物体

重在20～25 g之间。在胚胎第18天 (E18) 时对妊娠雌

性 SD大鼠实施安乐死, 以获得幼鼠的海马, 并如前所

述提取原代神经元[37]。将原代神经元接种于 12孔板

中, 分为阴性对照组 (DMSO)、化合物组 (JD-5、JD-7) 

和阳性对照组 (SB-216763)。通过 WB 分析各组 Tau

蛋白的表达。其中, 一抗为兔抗 p-TauSer396磷酸特异

性抗体和 Tau抗体 (Abcam, 分别为 1∶1 000和 1∶500), 

二抗为一抗的特异性抗体 (Abcam, 1∶500)。

8　分子对接

从RSCB Protein Bank数据库获取GSK-3β与 stau‐

rosporine的复合物。去除蛋白质的水分子, 抽取内源

性配体, 并选择链C和D。对蛋白质进行能量优化、加

氢和侧链修复等一系列处理。运用 SYBYL-X2.1.1 

Analyze Results 模块判断化合物与受体的作用模式 , 

Sequence Viewer 模块用于确定关键氨基酸残基。将

对接结果的“Mol2”文件导入软件 Pymol 2.3.1, 首先确

定配体对象, 然后选择产生相互作用的氨基酸残基, 绘

制相互作用力, 并对相关原子及氢键、疏水键进行颜色

凸显, 最后将绘制的相互作用模式图进行像素加强, 背

景颜色更改。
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