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３′，４′亚乙二氧基查尔酮类 ＭＡＯＢ抑制剂的设计、合成及活性评价

孔卓，孙德萌，江艳梅，胡云
（遵义医科大学生物工程学院，广东 珠海５１９０４１）

摘要：目的　设计合成一类 ３′，４′亚乙二氧基查尔酮类衍生物作为单胺氧化酶 Ｂ（ＭＡＯＢ）抑制剂。方法　通过 Ｃｌａｉｓｅｎ
Ｓｃｈｍｉｄｔ缩合反应，合成目标化合物，测定其对人的单胺氧化酶（ｈＭＡＯＢ）的抑制作用。分析活性化合物抑制ｈＭＡＯＢ的选择
性、作用类型和可逆性。探讨活性化合物与 ｈＭＡＯＢ的结合模式。评价活性化合物对小鼠 ＢＶ２细胞的增殖抑制作用。
结果　成功合成１６个化合物。多数化合物对ｈＭＡＯＢ具有良好的抑制活性和选择性，代表性化合物９和１３的ＩＣ５０值分别为

００２１和００４２μｍｏｌ·Ｌ－１。二者均为ＭＡＯＢ的竞争型可逆性抑制剂，与 ｈＭＡＯＢ的结合作用力主要为疏水作用力和氢键。
活性最好的化合物９对小鼠ＢＶ２小胶质细胞株表现出较低水平的细胞毒性。结论　３′，４′亚乙二氧基查尔酮类化合物是一
类高效的ｈＭＡＯＢ抑制剂，具有进一步研究价值。
关键词：神经退行性疾病；单胺氧化酶Ｂ抑制剂；查尔酮；构效关系
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　　单胺氧化酶（ｍｏｎｏａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ，ＭＡＯ）是一种
存在于细胞线粒体膜上的黄素蛋白酶，以二聚体

的形式存在。在中枢和周围神经系统中，ＭＡＯ介
导内源性和异源性单胺物质的催化氧化，在维持

神经递质的代谢平衡中发挥重要的调节作用［１］。

Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ等［２］通过研究 ＭＡＯ晶体结构发现，
ＭＡＯ分为 ＭＡＯＡ和 ＭＡＯＢ两种亚型。二者对底
物识别的差异性主要取决于 ＭＡＯＡ中的 Ｐｈｅ２０８

和 ＭＡＯＢ中的 Ｉｌｅ１９９［３］。与 ＭＡＯＡ底物空腔相
比，ＭＡＯＢ底物空腔更大，能容纳体积更大的分
子［４］。尽管 ＭＡＯ两种亚型都有共同的底物，但相
比较而言，ＭＡＯＡ优先催化５羟色胺的氧化脱氨
反应，而 ＭＡＯＢ则更多催化苄胺和多巴胺的氧
化［５］。多巴胺是由多巴胺能神经元合成的重要神

经递质，而各种病理变化引起脑部 ＭＡＯＢ的过量
表达或活性的异常升高，将会加速多巴胺的氧化
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代谢，降低其在脑部的正常水平。同时在此过程

中，还会伴随着过量 Ｈ２Ｏ２的产生，导致氧化应激，
引起神经元细胞的死亡等，这与多种神经退行性

疾病如帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）和阿尔
茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ′ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）密切相关［６］。

因此，抑制 ＭＡＯＢ的活性，被认为是治疗 ＰＤ及
ＡＤ的有效策略［７８］。

目前，ＭＡＯＢ抑制剂在临床上主要用于 ＰＤ的
治疗，常见的药物包括司来吉兰（ｓｅｌｅｇｉｌｉｎｅ）、雷沙吉
兰（ｒａｓａｇｉｌｉｎｅ）和沙芬酰胺（ｓａｆｉｎａｍｉｄｅ）等（图１Ａ）。
司来吉兰和雷沙吉兰属于不可逆抑制剂，而沙芬酰

胺属于近期研发的可逆性抑制剂［９］。由于 ＰＤ患者
多以耐受能力差的老年人为主，ＭＡＯＢ不可逆抑制
剂生物利用度不高，长期疗效较差，且存在一定的不

良反应如失眠、眩晕、头痛等［１０１１］，而沙芬酰胺抑制

活性较高，选择性好，毒性较小，但是依然表现出运

动障碍等不良反应［１２］。因此研发新一代高活性、高

选择性和安全性好的 ＭＡＯＢ可逆性抑制剂具有重

要研究价值和现实意义。

研究发现，天然查尔酮类化合物如异甘草素是

一类良好的 ＭＡＯＢ抑制剂，其分子骨架查尔酮
（１，３二苯基２丙烯１酮，１，图 １Ｂ）可作为活性骨
架进一步展开结构优化修饰，以期发现新的 ＭＡＯＢ
抑制剂［１３］。本课题组前期的研究发现，用３，４亚乙
二氧基取代异甘草素分子骨架的 Ｂ环得到的衍生
物对人的 ＭＡＯＢ（ｈＭＡＯＢ）具有高效的抑制活
性［１４１５］。而对查尔酮的 Ａ环能否同样用３，４亚乙
二氧基进行取代则有待阐明。有研究显示，用３，４
亚乙二氧基取代查尔酮母核Ａ环产生的３′，４′亚乙
二氧基查尔酮类衍生物具有抗炎及抗肿瘤等方面的

活性［１６１７］，但其对 ｈＭＡＯＢ的抑制作用则罕有研
究。因此，本研究设计、合成一系列３′，４′亚乙二氧
基查尔酮类衍生物，评价其对 ｈＭＡＯＢ的抑制活
性，并对构效关系进行总结。同时，对活性化合物抑

制ｈＭＡＯＢ的选择性、作用类型和可逆性也作了探
讨和验证。
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Ａ－ＭＡＯ抑制剂；Ｂ－查尔酮及３′，４′亚乙二氧基查尔酮类衍生物的设计。
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图１　常见的单胺氧化酶（ＭＡＯ）抑制药物，查尔酮及其衍生物３′，４′亚乙二氧基查尔酮的设计
Ｆｉｇ１　ＣｏｍｍｏｎＭＡＯｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ｃｈａｌｃｏｎｅａｎｄｔｈｅｄｅｓｉｇｎｏｆ３′，４′ｅｔｈｙｌｅｎｄｉｏｘｙｃｈａｌｃｏｎｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

１　材料与方法
１１　仪器与试剂

精密度分析天平（ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ仪器有
限公司）；ＺＦ暗箱式紫外分析仪（巩义市予华仪器
有限责任公司）；旋转蒸发仪（德国 ＩＫＡ公司）；
ＤＬＳＢ１０Ｌ／２０低温冷却液循环泵（巩义市予华仪器
有限责任公司）；ＤＦ集热式恒温加热磁力搅拌器
（巩义市予华仪器有限责任公司）；７９２型双向磁力
搅拌器（江苏省金坛市荣华仪器制造有限公司）；

ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ５多功能酶标仪［美谷分子仪器（上
海）有限公司］；Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０型高分辨串级飞行时
间液质联用仪（美国安捷伦科技公司）。

实验所用主要药品：２氯苯甲醛、３氯苯甲醛、

３，４二氯苯甲醛、２溴苯甲醛、苯甲醛、４溴苯甲醛、
２氟苯甲醛、３氟苯甲醛、３溴４氟苯甲醛、３，４二氟
苯甲醛、３甲氧基苯甲醛、３羟基４甲氧基苯甲醛、水
杨醛、３羟基苯甲醛、６乙酰基１，４苯并二 烷、氢氧

化钠、硫酸氢钠、苄胺、噻唑蓝（ＭＴＴ），以上试剂均为
分析纯；人的 ＭＡＯＡ（ｈＭＡＯＡ）和 ＭＡＯＢ（ｈＭＡＯ
Ｂ）、辣根过氧化物酶（ＳＩＧＭＡＡＬＤＲＩＣＨ公司）；
ＤＭＥＭｂａｓｉｃ（１Ｘ）［赛默飞世尔（苏州）仪器有限公
司］；其他化学试剂均为分析纯。

１２　合成方法
称取 １ｍｍｏｌ的 ６乙酰基１，４苯并二 烷与

１ｍｍｏｌ不同取代的苯甲醛放入圆底烧瓶中，滴入适
量乙醇溶解后，室温下加入质量分数６０％ ＮａＯＨ溶
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液，搅拌，用薄层层析色谱法检测反应进程。待反应

结束后取出反应液，缓慢加入冰水中，冷却后过滤，

将滤渣放入水中调节 ｐＨ值至２～３，静置。析出沉
淀后，过滤，收集滤渣，使用柱层析分离纯化，得到目

标化合物。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３苯基丙２烯１酮（２）：收率３８９７％；ＵＰＬＣ纯
度 ９５３２％，ｔＲ ＝１７６３ｍｉｎ。

１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，
ＤＭＳＯｄ６）δ：７９５～７８９（ｍ，３Ｈ），７７６～７７０（ｍ，
３Ｈ），７４６（ｄｄ，Ｊ＝５１，２０Ｈｚ，３Ｈ），７０３（ｄ，
Ｊ＝８４Ｈｚ，１Ｈ），４３４（ｄｄ，Ｊ＝１３６，４９Ｈｚ，４Ｈ）。
１３ＣＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：１８７７，１４８５，
１４３８，１４３８，１３５２，１３１６，１３０９，１２９３，１２３１，
１２２３，１１８０，１１７７，６５０，６４４。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３（２羟 基 苯 基）丙２烯１酮 （３） ：收 率
５３４７％；ＵＰＬＣ纯度 ９７７４％，ｔＲ ＝６４７２ｍｉｎ。
１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：１０２５（ｓ，１Ｈ），
８０３（ｄ，Ｊ＝１５７Ｈｚ，１Ｈ），７８９（ｄ，Ｊ＝７８Ｈｚ，１Ｈ），
７８３（ｄ，Ｊ＝１５８Ｈｚ，１Ｈ），７６８（ｄｄ，Ｊ＝８５，
２１Ｈｚ，１Ｈ），７６４（ｄ，Ｊ＝２１Ｈｚ，１Ｈ），７２７（ｔ，Ｊ＝
７７Ｈｚ，１Ｈ），７０２（ｄ，Ｊ＝８４Ｈｚ，１Ｈ），６９４（ｄ，Ｊ＝
８２Ｈｚ，１Ｈ），６８７（ｔ，Ｊ＝７５Ｈｚ，１Ｈ），４３６～４３１
（ｍ，４Ｈ）。１３ＣＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：１８７９，
１５７６，１４８２，１４３８，１３９２，１３２３，１３１９，１２９１，
１２２９，１２２０，１２１１，１１９８３，１１７８，１１７６，１１６６，
６５０，６４４。ＨＲＭＳ： ｍ／ｚ［ＭＨ］＋ 计 算 得 出
Ｃ１７Ｈ１４Ｏ４：２８１０８１９，理论值：２８１０７８６。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３（３羟 基 苯 基）丙２烯１酮 （４）：收 率
２２７４％；ＵＰＬＣ纯 度 ９７６９％，ｔＲ ＝５９６５ｍｉｎ。
１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：９６２（ｓ，１Ｈ），７８２
（ｄ，Ｊ＝１５６Ｈｚ，１Ｈ），７７５～７６６（ｍ，２Ｈ），７６１（ｄ，
Ｊ＝１５５Ｈｚ，１Ｈ），７３２（ｄ，Ｊ＝７７Ｈｚ，１Ｈ），７２９～
７１９（ｍ，２Ｈ），７０２（ｄ，Ｊ＝８４Ｈｚ，１Ｈ），６８８（ｄ，Ｊ＝
７９Ｈｚ，１Ｈ），４３９～４２９（ｍ，４Ｈ）。１３ＣＮＭＲ
（１０１ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ： １８７７，１５８２，１４８４，
１４４０，１４３８，１３６５，１３１６，１３０３，１２３１，１２２２，
１２０３，１１８１，１１８０，１１７６，１１５８，６５０，６４４。
ＨＲＭＳ：ｍ／ｚ［Ｍ＋Ｈ］＋计算得出 Ｃ１７Ｈ１４Ｏ４：２８３０９６５，
理论值：２８３０９８７。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３（３甲氧基苯基）丙２烯１酮 （５）：收率
２１１１％；ＵＰＬＣ纯度 ９７３５％，ｔＲ ＝７６３７ｍｉｎ。

１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：７９４（ｄ，Ｊ＝１５６Ｈｚ，
１Ｈ），７７７～７７３（ｍ，２Ｈ），７６８（ｄ，Ｊ＝１５５Ｈｚ，
１Ｈ），７５０（ｓ，１Ｈ），７４４（ｄ，Ｊ＝７６Ｈｚ，１Ｈ），７３７
（ｔ，Ｊ＝７８Ｈｚ，１Ｈ），７０３（ｄ，Ｊ＝８３Ｈｚ，２Ｈ），４３４
（ｄｄ，Ｊ＝１３８，４６Ｈｚ，４Ｈ），３８４（ｓ，３Ｈ）。１３ＣＮＭＲ
（１０１ ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：１８７６，１６０１，１４８５，
１４３８，１３６６，１３１６，１３０３，１２３２，１２２５，１２２２，
１１８１，１１７６，１１７０，１１３７，６５０，６４４，５５７。
ＨＲＭＳ：ｍ／ｚ［Ｍ＋Ｈ］＋计算得出Ｃ１８Ｈ１６Ｏ４：２９７１１２１，
理论值：２９７１１４８。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３（３羟基４甲氧基苯基）丙２烯１酮 （６）：收
率４５３１％；ＵＰＬＣ纯度 ９９１９％，ｔＲ＝６２１７ｍｉｎ。
１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：９１７（ｓ，１Ｈ），
７７２～７６７（ｍ，３Ｈ），７５９（ｄ，Ｊ＝１５４Ｈｚ，１Ｈ），
７３４（ｓ，１Ｈ），７３０（ｄ，Ｊ＝８２Ｈｚ，１Ｈ），７０２～６９８
（ｍ，２Ｈ），４３６～４３１（ｍ，４Ｈ），３８５（ｓ，３Ｈ）。
１３ＣＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：１８７５，１５０６，
１４８２，１４７１，１４４３，１４３８，１３１９，１２８２０１２２９，
１２２４，１１９７，１１７９，１１７６，１１５４，１１２３，６５０，
６４４，５６１。ＨＲＭＳ：ｍ／ｚ［Ｍ＋Ｈ］＋计算得出 Ｃ１８
Ｈ１６Ｏ５：３１３１０７１，理论值：３１３１０９２。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３（２氟苯基）丙２烯１酮（７）：收率７３８７％；
ＵＰＬＣ 纯 度 ９５９８％，ｔＲ ＝８３５１ｍｉｎ。

１ＨＮＭＲ
（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：８１１（ｓ，１Ｈ），８０３（ｄ，Ｊ＝
１５６Ｈｚ，１Ｈ），７８３（ｄ，Ｊ＝６４Ｈｚ，１Ｈ），７７７（ｄ，Ｊ＝
７７Ｈｚ，２Ｈ），７６８（ｄ，Ｊ＝１５６Ｈｚ，１Ｈ），７５１～７４５
（ｍ，２Ｈ），７０３（ｄ，Ｊ＝８３Ｈｚ，１Ｈ），４３５（ｄｄ，Ｊ＝
１３９，４３Ｈｚ，４Ｈ）。１３ＣＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）
δ：１８７５，１４８６，１４３８，１４２１，１３７５，１３４２，１３１４，
１３１１，１３０４，１２８４，１２８４，１２３８，１２３３，１１８２，
１１７７，６５１，６４４。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３（２氯苯基）丙２烯１酮（８）：收率３０１４％；
ＵＰＬＣ 纯 度 ９７０７％，ｔＲ ＝９６４９ｍｉｎ。

１ＨＮＭＲ
（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：８０１（ｄ，Ｊ＝１５６Ｈｚ，１Ｈ），
７８８（ｄ，Ｊ＝１００Ｈｚ，１Ｈ），７８１～７６４（ｍ，４Ｈ），
７５０（ｑ，Ｊ＝７２，６６Ｈｚ，１Ｈ），７２８（ｔ，Ｊ＝８１Ｈｚ，
１Ｈ），７０３（ｄ，Ｊ＝８３Ｈｚ，１Ｈ），４３５（ｄ，Ｊ＝１０５Ｈｚ，
４Ｈ）。１３ＣＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：１８７５，
１６４２，１６１８，１４８６，１４３８，１４２３，１４２３，１３７９，
１３７８，１３１４，１３１３，１３１２，１２６１，１２３８，１２３２，
１１８２，１１７７，１１７４，１１５２，１１４９，６５１，６４４。
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ＨＲＭＳ：ｍ／ｚ［Ｍ ＋Ｈ］＋ 计 算 得 出 Ｃ１７Ｈ１３ＣｌＯ３：
３０１０６３１，理论值：３０１０６４５。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３（２溴苯基）丙２烯１酮（９）：收率３８４２％；
ＵＰＬＣ 纯 度 ９７２０％，ｔＲ ＝８２８１ｍｉｎ。

１ＨＮＭＲ
（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：８２７～８２２（ｍ，１Ｈ），
８０１～７９６（ｍ，２Ｈ），７７８～７７３（ｍ，３Ｈ），７５３～
７４７（ｍ，１Ｈ），７４４～７３７（ｍ，１Ｈ），７１１～７０３（ｍ，
１Ｈ），４４０～４３４（ｍ，４Ｈ）。１３ＣＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，
ＤＭＳＯｄ６）δ：１８７４，１４８７，１４３９，１４１１，１３４５，１３３７，
１３２５，１３１３，１２９３，１２８６，１２５８，１２５２，１２３３，１１８２，
１１７７，６５１，６４４。ＨＲＭＳ：ｍ／ｚ［Ｍ＋Ｈ］＋计算得出 Ｃ１７
Ｈ１３ＢｒＯ３：３４５０１２６，理论值：３４５０１１８。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３（３氟 苯 基）丙２烯１酮 （１０） ：收 率
６７５７％；ＵＰＬＣ纯度 ９５９８％，ｔＲ ＝７５３１ｍｉｎ。
１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：８０１（ｄ，Ｊ＝１５６Ｈｚ，
１Ｈ），７８８（ｄ，Ｊ＝１００Ｈｚ，１Ｈ），７８１～７６４（ｍ，
４Ｈ），７５０（ｑ，Ｊ＝７２，６６Ｈｚ，１Ｈ），７２８（ｔ，
Ｊ＝８１Ｈｚ，１Ｈ），７０３（ｄ，Ｊ＝８３Ｈｚ，１Ｈ），４３５（ｄ，
Ｊ＝１０５Ｈｚ，４Ｈ）。１３ＣＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：
１８７５，１６４２，１６１８，１４８６，１４３８，１４２３，１４２３，
１３７９，１３７８，１３１４，１３１３，１３１２，１２６１，１２３８，
１２３２，１１８２，１１７７，１１７４，１１５２，１１４９，６５１，
６４４ＨＲＭＳ：ｍ／ｚ［Ｍ＋Ｎａ］＋计算得出 Ｃ１７Ｈ１３ＦＯ３：
３０７０７４１，理论值：３０７０９９４。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３（３氯苯基）丙２烯１酮（１１）：收率４９２５％；
ＵＰＬＣ纯度 ９６１８％，ｔＲ ＝８８０８ｍｉｎ

１ＨＮＭＲ
（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：８１０（ｓ，１Ｈ），８０２（ｄ，
Ｊ＝１５６Ｈｚ，１Ｈ），７８５～７７２（ｍ，３Ｈ），７６７（ｄ，
Ｊ＝１５５Ｈｚ，１Ｈ），７４８～７４４（ｍ，２Ｈ），７０２（ｄ，Ｊ＝
８３Ｈｚ，１Ｈ），４３３（ｄ，Ｊ＝１０１Ｈｚ，４Ｈ）。１３ＣＮＭＲ
（１０１ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：１８７５，１４８６，１４３８，
１４２１，１３７５，１３４２，１３１４，１３１１，１３０４，１２８４，
１２８４，１２３７，１２３３，１１８２，１１７７，６５０，６４４。
ＨＲＭＳ：ｍ／ｚ［Ｍ＋Ｈ］＋ 计 算 得 出 Ｃ１７Ｈ１３ＣｌＯ３：
３０１０６２６，理论值：３０１０６２７。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３（４溴苯基）丙２烯１酮（１２）：收率５３０３％；
ＵＰＬＣ 纯 度 ９６５９％，ｔＲ ＝８５６１ｍｉｎ。

１ＨＮＭＲ
（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：７９９（ｄｄ，Ｊ＝１５６，２４Ｈｚ，
１Ｈ），７８８（ｄｄ，Ｊ＝８５，２４Ｈｚ，２Ｈ），７７６～７６６
（ｍ，５Ｈ），７０３（ｄｄ，Ｊ＝８４，２４Ｈｚ，１Ｈ），４３５（ｄ，

Ｊ＝１１１Ｈｚ，４Ｈ）。１３ＣＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：
１８７５，１４８５，１４３８，１４２４，１３４５，１３２３，１３１５，
１３１２，１２４３，１２３２，１２３０，１１８１，１１７７，６５０，
６４４。ＨＲＭＳ：ｍ／ｚ［Ｍ＋Ｈ］＋计算得出 Ｃ１７Ｈ１３ＢｒＯ３：
３４５０１２１，理论值：３４５０１２９。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３（３溴４氟苯基）丙２烯１酮 （１３）：收率
６２１５％；ＵＰＬＣ纯度 ９６２４％，ｔＲ ＝８４８８ｍｉｎ。
１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：８４１（ｄ，Ｊ＝６７Ｈｚ，
１Ｈ），８０１～７９３（ｍ，２Ｈ），７７６（ｄ，Ｊ＝７４Ｈｚ，
２Ｈ），７６７（ｄ，Ｊ＝１５６Ｈｚ，１Ｈ），７４７（ｔ，Ｊ＝８６Ｈｚ，
１Ｈ），７０３（ｄ，Ｊ＝８８Ｈｚ，１Ｈ），４３５（ｄｄ，Ｊ＝１４０，
４６Ｈｚ，４Ｈ）。１３ＣＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：
１８７４，１６０８，１５８４，１４８６，１４３８，１４１２，１３３８，
１３３７，１３１４，１３１３，１３１３，１２３４，１２３２，１１８２，
１１７７，１１７４，１０９４，１０９２，６５１，６４４。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３（３，４二氟苯基）丙２烯１酮（１４）：收率
３９６７％；ＵＰＬＣ纯度 ９８４２％，ｔＲ ＝７９０８ｍｉｎ。
１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：８１６（ｔ，Ｊ＝１０１Ｈｚ，
１Ｈ），７９６（ｄ，Ｊ＝１５５Ｈｚ，１Ｈ），７７５７６５（ｍ，４Ｈ），
７５２（ｑ，Ｊ＝８８Ｈｚ，１Ｈ），７０３（ｄ，Ｊ＝８８Ｈｚ，１Ｈ），
４３５（ｄｄ，Ｊ＝１４２，４７Ｈｚ，４Ｈ）。１３ＣＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，
ＤＭＳＯｄ６）δ：１８７４，１５２２（ｄ，Ｊ＝１１１Ｈｚ），１５１４
（ｄ，Ｊ＝１２６Ｈｚ），１４９８（ｄ，Ｊ＝１２７Ｈｚ），１４９０（ｄ，
Ｊ＝１２９Ｈｚ），１４８６，１４３８，１４１５，１３３２（ｄｄ，Ｊ＝
６６，３９Ｈｚ），１３１４，１２７３（ｄ，Ｊ＝３５Ｈｚ），１２３５，
１２３２，１１８４，１１８２，１１８２，１１７７１１７４，１１７３，
６５０，６４４ＨＲＭＳ：ｍ／ｚ［Ｍ＋Ｈ］＋计算得出 Ｃ１７Ｈ１２
Ｆ２Ｏ３：３０３０８２７，理论值：３０３０８３６。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３（３，４二氯苯基）丙２烯１酮（１５）：收率
５４４５％；ＵＰＬＣ纯度 ９５４４％，ｔＲ ＝９１０６ｍｉｎ。
１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：８２８（ｓ，１Ｈ），８０２
（ｄ，Ｊ＝１５４Ｈｚ，１Ｈ），７８５（ｄ，Ｊ＝７７Ｈｚ，１Ｈ），
７７３～７６２（ｍ，４Ｈ），７００（ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，１Ｈ），４３２
（ｄ，Ｊ＝１１２Ｈｚ，４Ｈ。１３ＣＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）
δ：１８７４，１４８６，１４３８，１４１０，１３６１，１３３０，１３２２，
１３１４，１３０５，１２９６，１２４３，１２３３，１１８２，１１７７，
６５１，６４４。ＨＲＭＳ：ｍ／ｚ［Ｍ ＋Ｈ］＋计算得出
Ｃ１７Ｈ１２Ｃｌ２Ｏ３：３３５０２３６，理论值：３３５０２４２。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６基）
丙２烯１酮 （１６）：收 率 ４６４６％；ＵＰＬＣ 纯 度
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９６１５％，ｔＲ＝６７３２ｍｉｎ。
１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）

δ：７７８（ｄ，Ｊ＝１５５Ｈｚ，１Ｈ），７８０～７７０（ｍ，２Ｈ），
７６０（ｄ，Ｊ＝１５５Ｈｚ，１Ｈ），７５１（ｄ，Ｊ＝２０Ｈｚ，１Ｈ），
７３６（ｄｄ，Ｊ＝８４，２０Ｈｚ，１Ｈ），７００（ｄ，Ｊ＝８３Ｈｚ，
１Ｈ），６９２（ｄ，Ｊ＝８３Ｈｚ，１Ｈ），４３６～４２９（ｍ，
８Ｈ）。１３ＣＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：１８７５，
１４８３，１４６２，１４４０，１４３８，１４３７，１３１８，１２８８，
１２３５，１２３０，１２０４，１１８０，１１７８，１１７６，１１７６，
６５０，６４９，６４４。ＨＲＭＳ：ｍ／ｚ［Ｍ＋Ｈ］＋计算得出
Ｃ１９Ｈ１６Ｏ５：３２５１０７１，理论值：３２５１１５４。

（Ｅ）１（２，３二氢苯并［１，４］二氧杂环己烯６
基）３（６甲氧基萘２基）丙２烯１酮 （１７）：收率
６１４７％；ＵＰＬＣ纯度 ９５６４％，ｔＲ ＝８４８４ｍｉｎ。
１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ：８２６（ｓ，１Ｈ），８０９
（ｄ，Ｊ＝８６Ｈｚ，１Ｈ），８００（ｄ，Ｊ＝１５５Ｈｚ，１Ｈ），
７９０～７７４（ｍ，５Ｈ），７３８（ｓ，１Ｈ），７２３（ｄｄ，Ｊ＝
９０，２６Ｈｚ，１Ｈ），７０４（ｄ，Ｊ＝８４Ｈｚ，１Ｈ），
４４７～４３３（ｍ，４Ｈ），３９１（ｓ，３Ｈ）。１３ ＣＮＭＲ
（１０１ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６） δ：１８７５，１５８９，１４８４，
１４４１，１４３８，１３６０，１３１８，１３０９，１３０７，
１３０６，１２８８，１２７８，１２５６，１２３１，１２１４，
１１９６，１１８０，１１７６，１０６７，６５０，６４４，５５８
ＨＲＭＳ：ｍ／ｚ［Ｍ ＋Ｎａ］＋计算得出 Ｃ２２Ｈ１８Ｏ４：
３６９１０９７，理论值：３６９１１５６。
１３　ｈＭＡＯ抑制活性测试
１３１　化合物抑制ｈＭＡＯ活性筛选实验　待测化
合物对ＭＡＯＡ／Ｂ的抑制活性筛选根据Ｌｕ等［１８］报

道的测试方法进行。实验分为空白组、阴性对照组、

阳性对照组、待测化合物组。其中空白组和阴性对

照组中，用２０μＬ缓冲液和体积分数０１％二甲基
亚砜（ＤＭＳＯ）溶液代替待测化合物。将 ｈＭＡＯＡ／Ｂ
用缓冲溶液稀释至 １２５，７５μｇ·ｍＬ－１备用。将
１μｍｏｌ·Ｌ－１的待测化合物（每孔２０μＬ）和 ｈＭＡＯ
Ａ／Ｂ（每孔８０μＬ）先后加入９６孔黑板中，在３７℃孵
育１５ｍｉｎ后，立即加入总体积为１００μＬ底物工作液
（工 作 浓 度 为 ２００μｍｏｌ·Ｌ－１的 ＡｍｐｌｉｆｌｕＲｅｄ，
２ｍｍｏｌ·Ｌ－１的酪胺和苄胺，２Ｕ·ｍＬ－１的ＨＲＰ），再
次放置于３７℃孵育１５ｍｉｎ后，立即多功能酶标仪
上（ＥＸ＝５４５ｎｍ，ＥＭ＝５９０ｎｍ）检测，并记录荧光值。
在该浓度下对 ｈＭＡＯＢ的抑制率大于７０％的化合
物进一步测定其ＩＣ５０值。
１３２　酶抑制动力学实验　在抑制动力学实验
中，选择抑制活性较好的化合物作为代表，在 ０、
ＩＣ５０、３／２ＩＣ５０、２ＩＣ５０、５／２ＩＣ５０５个作用浓度下，加

入４个不同浓度的底物，测试化合物对 ｈＭＡＯＢ
的抑制活性随时间的变化，整理作 ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ
图，即分别作出酶的反应速率倒数对底物浓度倒

数的双倒数直线，测定活性化合物的对 ｈＭＡＯＢ
的抑制类型［１９］。

１３３　ｈＭＡＯＢ可逆性实验　依据 Ｒｅｉｓ等［２０］报

道的测试方法，将实验组设置阴性对照组（体积分

数０１％ ＤＭＳＯ）、阳性对照组（沙芬酰胺、雷沙吉
兰、司来吉兰）及待测药物组（终浓度 ＩＣ８０值的药
物）。用５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ＝７４磷酸二氢钾缓冲溶
液将ｈＭＡＯＢ，稀释至８μｇ·ｍＬ－１的工作浓度，备
用；将ＡｍｐｌｉｆｌｕＲｅｄ、苄胺、ＨＲＰ、待测活性化合物分
别稀释至终浓度为２００、１ｍｍｏｌ·Ｌ－１、１Ｕ·ｍＬ－１、
ＩＣ８０值的溶液，备用。测试方法与“１３１”项下方法
相同，在 ＥＸ＝５４５ｎｍ，ＥＭ ＝５９０ｎｍ的波长下，持续
检测１２０ｍｉｎ，每４ｍｉｎ记录一次荧光值。
１４　分子对接研究

选用抑制活性较好的化合物为代表作为对接底

物，用 ｈＭＡＯＢ晶体（ＰＤＢｃｏｄｅ：２Ｖ６１）和 ｈＭＡＯＡ
（ＰＤＢｃｏｄｅ：２Ｚ５Ｘ）晶体作为对接受体，对接过程按
照 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＯｐｅｒａｔｉｎｇＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ２０２２的分子对接
模块标准操作进行。除特别介绍外，所有参数均采

用默认值。

１５　ＭＴＴ实验
将体积分数０１％ ＤＭＳＯ作为对照，利用 ＭＴＴ

法测出目标化合物的体外抑制活性。取用对数生长

期的小胶质细胞 ＢＶ２，以每孔５×１０３个细胞接种于
９６孔板，培养过夜后，设置１，５，２５，５０μｍｏｌ·Ｌ－１４
个不同浓度梯度，每个浓度设３个复孔。作用２４ｈ
后，每孔加２０μＬ５０ｇ·Ｌ－１的ＭＴＴ后，再孵育４ｈ，
吸去细胞培养液，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ。用多功
能酶标仪在 ５７０ｎｍ下测定吸光度，计算细胞存
活率。

２　结果与讨论
２１　化合物合成

本系列化合物通过无机碱催化 ＣｌａｉｓｅｎＳｃｈｍｉｄｔ
缩合反应进行制备，其合成路线见图２。所合成化
合物的纯度和结构，均已通过超高效液相色谱（ｕｌｔｒａ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＵＰＬＣ），核磁共振
氢谱（１Ｈｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，１ＨＮＭＲ），核
磁 共 振 碳 谱 （１３ Ｃ ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，
１３ＣＮＭＲ）及高分辨质谱（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃ
ｔｒｕｍ，ＨＲＭＳ）等方法得到确证。
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图２　３′，４′亚乙二氧基查尔酮类衍生物的合成路线
Ｆｉｇ２　Ｔｈｅｓｙｎｔｈｅｔｉｃｒｏｕｔｅｓｏｆ３′，４′ｅｔｈｙｌｅｎｄｉｏｘｙｃｈａｌｃｏｎｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

２２　化合物对ｈＭＡＯＡ／Ｂ的抑制活性及构效关系
讨论

对于所合成的目标化合物，大部分都对

ｈＭＡＯＢ表现出了较强的抑制活性，其中有１３个化
合物在１μｍｏｌ·Ｌ－１作用浓度下对 ｈＭＡＯＢ的抑制
率超过５０％（以下所讨论化合物对ｈＭＡＯＢ的抑制
率，无特殊说明，均为在 １μｍｏｌ·Ｌ－１作用浓度下
测得）。

由表１可知，阳性对照药物司来吉兰、雷沙吉
兰和沙芬酰胺在测试浓度下能明显抑制 ｈＭＡＯＢ
的活性，对 ｈＭＡＯＢ的抑制率分别为９２％、９０１％
和８４％。雷沙吉兰和沙芬酰胺对 ｈＭＡＯＢ的抑制
ＩＣ５０值分别为 ００９６和 ００６μｍｏｌ·Ｌ

－１。查尔酮

（化合物１）对ｈＭＡＯＢ表现出一定的抑制活性，在
１０μｍｏｌ·Ｌ－１浓度下对 ｈＭＡＯＢ的抑制率为
４１％，其 ＩＣ５０为１３０４μｍｏｌ·Ｌ

－１。用３，４亚乙二
氧基对查尔酮 Ａ环的间位和对位进行取代得到
３′，４′亚乙二氧基查尔酮（化合物２），其对 ｈＭＡＯＢ
的抑制率达到８６２％，ＩＣ５０值为０１３μｍｏｌ·Ｌ

－１，只

有化合物 １ＩＣ５０值的百分之一。这表明了，用
３，４亚乙二氧基对查尔酮骨架Ａ环的间位和对位进
行取代能显著提高其对 ｈＭＡＯＢ的抑制活性。化
合物２可作为新的活性分子骨架进行更进一步的构
效关系探究。

在化合物 ２的 Ｂ环引入给电子基 ＯＨ
或 ＯＣＨ３后，无论是２ＯＨ（化合物３）、３ＯＨ（化合
物４）、３ＯＣＨ３（化合物５）或同时引入３ＯＨ，４ＯＣＨ３
（化合物６），所得化合物的活性均比化合物２有明
显下降，只有化合物４表现出相对较好的抑制活性，
ＩＣ５０值为０２５μｍｏｌ·Ｌ

－１。这表明在３′，４′亚乙二
氧基查尔酮活性骨架的 Ｂ环苯环上引入给电子取

代基将使化合物的抑制活性下降。

在其Ｂ环苯环上的不同位置引入２Ｆ（化合物
７）、２Ｃｌ（化合物 ８）、２Ｂｒ（化合物 ９）、３Ｆ（化合物
１０），３Ｃｌ（化合物１１）或４Ｂｒ（化合物１２）等吸电子
取代基，所得的化合物７～８，１０～１１表现出与化合
物２相当或相对较弱的抑制活性，ＩＣ５０值分别为
０１３，０１６和０１５μｍｏｌ·Ｌ－１。而化合物９则表现
出了在该系列化合物中最高的抑制活性，ＩＣ５０值为
００２１μｍｏｌ·Ｌ－１，比化合物２的活性高出约６倍，
明显优于阳性对照药物雷沙吉兰和沙芬酰胺。故

此，在 Ｂ环邻位引入 Ｂｒ原子可显著提高化合物对
ｈＭＡＯＢ的抑制活性。另外，在化合物２的 Ｂ环同
时引入了３Ｂｒ，４Ｆ（化合物１３）或３，４二氟（化合物
１４）同样有利于提高化合物的抑制活性，所得化合
物１２和１３的ＩＣ５０值为００４２和００６２μｍｏｌ·Ｌ

－１。

然而，同时引入３，４二氯后所得的化合物１５的活性
却出现明显下降，其抑制率只有５８４％。

此外，用１，４苯并二氧六环基或萘环基替换 Ｂ
环后得到的化合物１６和１７，其抑制率均比化合物２
显著降低，分别为４８％和１６８％，这说明了对于该
系列化合物，增大 Ｂ端芳环的体积和疏水性将导致
化合物的抑制活性下降。

由表１还可得知，该系列化合物对ｈＭＡＯＢ具有
较好的抑制专一性。所合成的目标化合物除化合物

７和１１对ｈＭＡＯＡ的抑制ＩＣ５０值大于３０μｍｏｌ·Ｌ
－１

外，其余化合物均大于４０μｍｏｌ·Ｌ－１。活性化合物９
对ｈＭＡＯＢ的选择性指数ＳＩ（ｓｅｌｅｃｔｉｅｉｎｄｅｘ，等于化合
物对ｈＭＡＯＡ的ＩＣ５０与对ｈＭＡＯＢ的ＩＣ５０的比值）大
于１９０４，优于阳性对照药物雷沙吉兰［２０］。这些结果

表明了本研究所合成的化合物，尤其是活性化合物，

对ｈＭＡＯＢ的抑制作用具有高度的选择专一性。
·１２１２·
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表１　３′，４′亚乙二氧基查尔酮化合物对人的单胺氧化酶Ａ（ｈＭＡＯＡ）和人的单胺氧化酶Ｂ（ｈＭＡＯＢ）的抑制活性。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ１　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｎｈＭＡＯＡａｎｄｈＭＡＯＢｏｆ３′，４′ｅｔｈｙｌｅｎｄｉｏｘｙｃｈａｌｃｏｎｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ＩＣ５０ｈＭＡＯＡ／μｍｏｌ·Ｌ－１ Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ／％（ＩＣ５０ｈＭＡＯＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１） ＳｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙＩｎｄｅｘ（ＳＩ）２）

１ ＞４０ ４１６±０００３１）（１３０４±００６） ＞３０７

２ ＞４０ ８６２±２８３（０１３±００２） ＞３０７７

３ ＞４０ ３７９±００７（－） －

４ ＞４０ ７９２±００１（０２５±００２） ＞１６０

５ ＞４０ ６３５±００１７（－） －

６ ＞４０ ２６±００２（－） －

７ ＞３０ ８５４±００２（０１３±０００８） ＞２３０

８ ＞４０ ８４３±００２（０１６±００４） ＞２５０

９ ＞４０ ９１８±０００１（００２１±０００５） ＞１９０４

１０ ＞４０ ８４３±１３（０１５±０００３） ＞２６６

１１ ＞３０ ８３７±００２（０１５±０００９） ＞２０

１２ ＞４０ ５１６±００４（－） －

１３ ＞４０ ８８５±００２（００４２±０００１） ＞９５２

１４ ＞４０ ８６±００２（００６２±０００７） ＞６４５

１５ ＞４０ ５８４±００３（－） －

１６ ＞４０ ４８±００１（－） －

１７ ＞４０ １６８±００２（－） －

Ｓｅｌｅｇｉｌｉｎｅ３） － ９２±０７（－）３） －

Ｒａｓａｇｉｌｉｎｅ － ９０１±０９（００９６±００１） －

Ｓａｆｉｎａｍｉｄｅ － ８４±３８（００６０±０００１） －

Ｃｌｏｒｇｙｌｉｎｅ ７９９±０５ － －

注：１）化合物１抑制率测试浓度为１０μｍｏｌ·Ｌ－１；２）ＳＩ＝ＩＣ５０（ｈＭＡＯＡ）／ＩＣ５０（ｈＭＡＯＢ）；３）Ｓｅｌｅｇｉｌｉｎｅ抑制率的测试浓度为０１μｍｏｌ·Ｌ－１；－－未测试。

Ｎｏｔｅ：１）Ｔｈｅｔｅｓｔｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ１ｗａｓ１０μｍｏｌ·Ｌ－１；２）ＳＩ＝ＩＣ５０（ｈＭＡＯＡ） ／ＩＣ５０（ｈＭＡＯＢ）；３）ＴｈｅｔｅｓｔｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＳｅｌｅｇｉｌｉｎｅｗａｓ

０１μｍｏｌ·Ｌ－１；－－ｎｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．

综上所述，以上实验结果基本阐明了３′，４′亚乙二
氧基查尔酮化合物抑制 ｈＭＡＯＢ的构效关系，为下
一步开发活性更优、选择性更高的 ＭＡＯ抑制剂提
供了重要参考。

２３　活性化合物ｈＭＡＯＢ抑制动力学研究
为探讨活性化合物对 ｈＭＡＯＢ的抑制作用

类型，本实验选用抑制活性较好的化合物９和１３
为代表性化合物进行抑制动力学研究。在化合

物不同的作用浓度下，作出 ＬｉｎｅａｒｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ
图，即以酶浓度倒数（１／［Ｓ］）为横坐标，酶反应
速率倒数（１／Ｖ）为纵坐标作图进行分析。所测试
的两个化合物ＬｉｎｅａｒｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ图中几组直线均
相交于 Ｙ轴，而且这些直线的斜率随着抑制剂浓
度的增大而变大。由此可知，活性化合物９和１３
对 ｈＭＡＯＢ的 抑 制 类 型 为 均 为 竞 争 型 抑
制（图３）。
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Ａ－ｔｈｅｋｉｎｅｔｉｃｒｅｓｕｌｔｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ９ｏｎｈＭＡＯＢ；Ｂ－ｔｈｅｋｉｎｅｔｉｃｒｅｓｕｌｔｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ１３ｏｎｈＭＡＯＢ；１／Ｖ－－ｔｈｅｒｅｃｉｐｒｏｃａｌ

ｏｆｉｎｉｔｉａｌｒｅａｃｔｉｏｎｖｅｌｏｃｉｔｙ；１／［Ｓ］－ｔｈｅｒｅｃｉｐｒｏｃａｌｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｓｕｂｓｔｒａｔｅ．

图３　化合物９和１３对ｈＭＡＯＢ抑制的动力学研究
Ｆｉｇ３　Ｋｉｎｅｔｉｃｓｔｕｄｉｅｓｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ９ａｎｄ１３ｏｎｈＭＡＯＢ
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２４　活性化合物抑制ｈＭＡＯＢ的可逆性分析
本研究采用时间依赖抑制的测试方法，分析活

性化合物９和１３对 ｈＭＡＯＢ的抑制可逆性。实验
选用不可逆抑制剂司来吉兰和雷沙吉兰，可逆性抑

制剂沙芬酰胺作为阳性对照，在相同的时间范围内

考察化合物在与底物共存的情况下对 ｈＭＡＯＢ抑
制作用的变化情况。

由图４Ａ可见，司来吉兰和雷沙吉兰与ｈＭＡＯＢ
孵育１２ｍｉｎ后，ｈＭＡＯＢ的活性随着孵育时间的延
长而持续下降，这表明了二者对酶的抑制作用是不

可逆的。而沙芬酰胺与 ｈＭＡＯＢ开始孵育后，酶活
性呈持续下降，２４ｍｉｎ后，酶活性开始恢复，并持续
增强，这表明该抑制剂对酶的抑制作用是可逆的。

对于活性化合物９和１３，与 ｈＭＡＯＢ开始孵育后，
酶活性在开始阶段迅速下降，之后下降趋势逐渐减

缓，在４０ｍｉｎ后酶活性持续恢复和增强（图 ４Ｂ）。
由上可知，活性化合物９和１３对ｈＭＡＯＢ活性的抑
制作用随时间变化曲线与沙芬酰胺相似，而不同于

司来吉兰和雷沙吉兰。由上可知，活性化合物９和
１３为ｈＭＡＯＢ的可逆性抑制剂。
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Ａ－司来吉兰、雷沙吉兰和沙芬酰胺；Ｂ－化合物９和１３。

Ａ－ｓｅｌｅｇｉｌｉｎｅ，ｒａｓａｇｉｌｉｎｅａｎｄｓａｆｉｎａｍｉｄｅ；Ｂ－ｃｏｍｐｏｕｎｄ９ａｎｄ１３．

图４　化合物对ｈＭＡＯＢ的时间依赖性抑制研究
Ｆｉｇ４　ＳｔｕｄｉｅｓｏｆｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｅｓｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｎｈＭＡＯＢ

２５　分子对接研究
为从分子水平上探讨活性化合物抑制 ｈＭＡＯＢ

的作用方式，本部分研究利用分子对接的方法研究

二者的结合模式。首先，分析查尔酮与 ｈＭＡＯＢ的
结合情况（图 ５Ａ），可知查尔酮的 Ａ环占据着由
Ｔｒｐ１１９、Ｐｈｅ１６８、Ｐｒｏ１０２及 Ｌｅｕ１６４等氨基酸残基组
成的疏水腔，Ｂ环则伸向 ＦＡＤ一端区域，其结合力
主要是疏水作用力。而对于化合物２，其以伸展的
构象占据活性口袋，苯环占据的区域与查尔酮的 Ａ
环相近，１，４苯并二氧六环伸向 ＦＡＤ一侧，更加靠
近相对亲水的催化中心区，其结构上的 α，β不饱和
酮羰基与活性口袋的 Ｃｙｓ１７２残基巯基形成了氢键
（相距约３１１?，图５Ａ）。对于活性化合物１３，骨架
结构上的苯环和１，４苯并二氧六环在活性口袋的
空间取向与化合物２相似，α，β不饱和酮的羰基与
残基Ｃｙｓ１７２的巯基形成了氢键（相距约３１３?）。
另外，其苯环上的 ３Ｂｒ和 ４Ｆ分别嵌入了由
Ｔｒｐ１１９、Ｌｅｕ１６４和 Ｐｈｅ１６８及 Ｐｈｅ１０３、Ｐｈｅ１０４和
Ｔｒｐ１１９等氨基酸残基组成的局部空腔，进一步增强
了与酶的结合力（图５Ｂ）。对于活性最好的化合物
９，其在活性口袋的伸展取向与化合物１３相似，苯环

上的２Ｂｒ嵌入了由 Ｔｒｐ１１９、Ｌｅｕ１６４和 Ｐｈｅ１６８等残
基形成的局部空腔，而 α，β不饱和酮的羰基则更靠
近Ｃｙｓ１７２，与其巯基形成了较强的氢键（３０５?）。
因为与Ｃｙｓ１７２以氢键结合是很多抑制剂与 ＭＡＯＢ
作用的重要模式［１９，２１］，由此推测，这种作用模式能

明显增强活性化合物与 ｈＭＡＯＢ的结合，从而使其
表现出高效的抑制活性。

由抑制活性筛选结果可知，活性化合物对

ｈＭＡＯＢ的抑制还具有良好的选择专一性，对
ｈＭＡＯＡ表现出很弱的抑制作用。为阐明活性化
合物对 ｈＭＡＯＡ／Ｂ抑制产生活性差异的原因，本
部分研究以活性化合物９和１３为研究对象，同样
利用分子对接的方法，对化合物与酶的结合模式

进行分析。结果显示，与活性化合物占据 ｈＭＡＯＢ
活性口袋时充分伸展的分子构象（图５Ｃ）不同，活
性化合物 ９和 １３以相对折叠的分子构象占据
ｈＭＡＯＡ大半个活性口袋，存在的相互作用力为疏
水作用力（图５Ｄ）。采用这种折叠的分子结合构
象主要因为 ｈＭＡＯＡ的活性口袋是单腔结构，总
体积要小于 ｈＭＡＯＢ的活性口袋［２１］，这样可以避

免化合物分子本身与周围氨基酸残基相冲突。然

·３２１２·
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而，这种作用模式存在较大位阻斥力，并不利于稳

定结合［２２］。由此可推测，空间位阻效应是活性化

合物无法对 ｈＭＡＯＡ产生较好抑制活性的主要
原因。

Ａ－查尔酮、活性化合物２与ｈＭＡＯＢ的分子对接结果；Ｂ－活性化合物９、１３与 ｈＭＡＯＢ的分子对接结果；Ｃ－活性化合物９、１３与 ｈＭＡＯＢ对接的侧面示意图；

Ｄ－活性化合物９、１３与ｈＭＡＯＡ的分子对接结果；灰色分子－查尔酮；黄色分子－化合物２；青色分子－化合物９；紫色分子－化合物１３；蓝色虚线－氢键。

Ａ－ｃｈａｌｃｏｎｅａｎｄｃｏｍｐｏｕｎｄ２ｄｏｃｋｉｎｇｗｉｔｈｈＭＡＯＢ；Ｂ－Ｃｏｍｐｏｕｎｄ９ａｎｄ１３ｄｏｃｋｉｎｇｗｉｔｈｈＭＡＯＢ；Ｃ－ｔｈｅｓｉｄｅｖｉｅｗｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ９ａｎｄ１３ｗｉｔｈ

ｈＭＡＯＢ；Ｄ－ｃｏｍｐｏｕｎｄ９ａｎｄ１３ｄｏｃｋｉｎｇｗｉｔｈｈＭＡＯＡ；Ｇｒａｙ－ｃｈａｌｃｏｎｅ；Ｙｅｌｌｏｗ－ｃｏｍｐｏｕｎｄ２；Ｃｙａｎ－ｃｏｍｐｏｕｎｄ９；Ｐｕｒｐｌｅ－ｃｏｍｐｏｕｎｄ１３；Ｂｌｕｅｌｉｎｅ－ｈｙｄｒｏｇｅｎｂｏｎｄ．

图５　查尔酮及活性化合物２、９、１３与ｈＭＡＯＡ／Ｂ的分子对接示意图
Ｆｉｇ５　Ｄｉａｇｒａｍｓｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｈａｌｃｏｎｅ，ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ２，９，１３ｗｉｔｈｈＭＡＯＡ／Ｂ

２６　细胞增殖抑制实验
本实验采用 ＭＴＴ法评价活性化合物对神经细

胞的毒性。选用抑制ｈＭＡＯＢ活性最好的化合物９
作为研究对象，小鼠小胶质细胞ＢＶ２细胞作为测试
细胞株，以体积分数０１％ ＤＭＳＯ作为阴性对照，分
别在化合物１、５和２５μｍｏｌ·Ｌ－１的作用浓度下，考
察其对细胞的增殖抑制影响。由图６可知，在所测
试的浓度范围内，化合物９对于 ＢＶ２细胞未表现明
显的增殖抑制作用。这说明了化合物９具有较低水
平的神经毒性。

３　结　论
本实验从查尔酮母核结构出发，设计和合成了

一系列３′，４′亚乙二氧基查尔酮衍生物，评价其抑
制ｈＭＡＯＢ的活性，从中筛选得到了抑制活性高效
的化合物 ９和 １３，并总结了该类化合物的构效关
系。结果显示，化合物 ９和 １３对 ｈＭＡＯＢ的抑制
ＩＣ５０值分别为００２１和００４２μｍｏｌ·Ｌ

－１，优于阳性

药物雷沙吉兰和沙芬酰胺，二者对 ｈＭＡＯＢ的抑制
作用表现出高度的选择专一性。酶抑制动力学研究
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图６　化合物９对ＢＶ２细胞增殖抑制的影响。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ９ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｏｆＢＶ２ｃｅｌｌｌｉｎｅ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

表明，化合物９和１３是ｈＭＡＯＢ的可逆性竞争型抑
制剂。分子对接研究表明，活性化合物主要是通过

疏水作用力和氢键增强了与 ｈＭＡＯＢ的结合。另
外，体外细胞增殖抑制实验显示，活性化合物９对小
鼠ＢＶ２小胶质细胞未表现出明显的神经毒性，具备
一定的安全性。综上所述，本实验发现的３′，４′亚
乙二氧基查尔酮类 ＭＡＯＢ抑制剂具备较好的研究
和开发潜力，可为发展新型抑制ＭＡＯＢ的先导化合
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［Ｊ］．ＣｈｉｎａＪＣｈｉｎＭａｔｅｒＭｅｄ（中国中药杂志），２０１９，４４
（２１）：４６５３４６６０．

［１５］　ＫＯＮＧＺ，ＳＵＮＤ，ＪＩＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｄｅｓｉｇｎ，ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ａｎｄｅ
ｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆ１，４ｂｅｎｚｏｄｉｏｘａｎｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄｃｈａｌｃｏｎｅｓａｓｓｅｌｅｃｔｉｖｅ
ａｎｄｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｈｕｍａｎｍｏｎｏａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅＢ［Ｊ］．Ｊ
ＥｎｚｙｍｅＩｎｈｉｂＭｅｄＣｈｅｍ，２０２０，３５（１）：１５１３１５２３．

［１６］　ＤＡＵＫＳＨＡＳＶＫ，ＧＡＩＤＹＡＬＩＳＰＧ，ＰＹＡＴＲＡＵＳＫＡＳＯＹ，ｅｔ
ａｌ．Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｃｙｌａｔｅｄｂｅｎｚｏｘａ
ａｎｄｂｅｎｚｏｄｉｏｘａｈｅｔｅｒｏｃｙｃｌｅｓａｎｄｔｈｅｉｒａｃｙｃｌｉｃａｎａｌｏｇｓ［Ｊ］．Ｐｈａｒｍ
ＣｈｅｍＪ，１９８７，２１（５）：３４１３４５．

［１７］　ＹＡＮＧＹＳ，ＹＡＮＧＢ，ＺＯＵＹ，ｅｔａｌ．Ｄｅｓｉｇｎ，ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｅｖａｌｕａ
ｔｉｏｎａｎｄ３ＤＱＳＡＲｓｔｕｄｉｅｓｏｆｎｏｖｅｌｄｉｏｘｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｒｉａｒｙｌ
ｐｙｒａｚｏｌｉｎｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌＢＲａｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｒｇ
ＭｅｄＣｈｅｍ，２０１６，２４（１３）：３０５２３０６１．

［１８］　ＬＵＣ，ＧＵＯＹ，ＹＡＮＪ，ｅｔａｌ．Ｄｅｓｉｇｎ，ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ａｎｄｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｏｆｍｕｌｔｉｔａｒｇｅｔｄｉｒｅｃｔｅｄｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＪＭｅｄＣｈｅｍ，２０１３，５６（１４）：５８４３
５８５９．

［１９］　ＲＥＩＳＪ，ＭＡＮＺＥＬＬＡＮ，ＣＡＧＩＤＥＦ，ｅｔａｌ．Ｔｉｇｈｔｂｉｎｄｉｎｇｉｎｈｉ
ｂｉｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｍｏｎｏａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅＢｂｙｃｈｒｏｍｏｎｅａｎａｌｏｇｓ：ａｋｉ
ｎｅｔｉｃ，ｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒａｐｈｉｃ，ａｎｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＪＭｅｄ
Ｃｈｅｍ，２０１８，６１（９）：４２０３４２１２．

［２０］　ＲＥＩＳＪ，ＣＡＧＩＤＥＦ，ＣＨＡＶＡＲＲＩＡＤ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙｏｆｎｅｗ
ｃｈｅｍｉｃａｌｅｎｔｉｔｉｅｓｆｏｒｏｌｄｔａｒｇｅｔｓ：ｉｎｓｉｇｈｔｓｏｎｔｈｅｌｅａｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆｃｈｒｏｍｏｎｅｂａｓｅｄｍｏｎｏａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅＢ（ＭＡＯＢ）ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ
［Ｊ］．ＪＭｅｄＣｈｅｍ，２０１６，５９（１２）：５８７９５８９３．

［２１］　ＢＩＮＤＡＣ，ＷＡＮＧＪ，ＰＩＳＡＮＩＬ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｈｕｍａｎ
ｍｏｎｏａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅＢｃｏｍｐｌｅｘｅｓｗｉｔｈｓｅｌｅｃｔｉｖｅｎｏｎｃｏｖａｌｅｎｔｉｎｈｉｂ
ｉｔｏｒｓ：ｓａｆｉｎａｍｉｄｅａｎｄｃｏｕｍａｒｉｎａｎａｌｏｇｓ［Ｊ］．ＪＭｅｄＣｈｅｍ，２００７，
５０（２３）：５８４８５８５２．

［２２］　ＬＥＧＯＡＢＥＬＪ，ＰＥＴＺＥＲＡ，ＰＥＴＺＥＲＪＰＳｅｌｅｃｔｅｄＣ７ｓｕｂｓｔｉｔｕ
ｔｅｄｃｈｒｏｍｏｎｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓａｓｍｏｎｏａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ［Ｊ］．
ＢｉｏｏｒｇＣｈｅｍ，２０１２，４５：１１１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｏｒｇ．
２０１２．０８．００３．

（收稿日期：２０２３１０２０）

·５２１２·
中国药学杂志２０２４年１１月第５９卷第２２期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｎｏｖｅｍｂｅｒ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ２２


