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3-芳基-5-三氮唑基-噁二唑衍生物 HIF-1 抑制剂的设计、合成与构效
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摘要：目的  设计、合成 3-芳基-5-三氮唑基-噁二唑类缺氧诱导因子-1(hypoxia-inducible factor 1，HIF-1)抑制剂。方法  以

化合物 8 为先导，将吡唑基替换为 1,2,3-三氮唑基，并对噁二唑和苯环取代基等进行改造，获得全新的 3-芳基-5-三氮唑

基-噁二唑衍生物。结果  所合成的大部分化合物均显示出较优的 HIF-1 抑制活性，化合物 10n 活性 强，IC50 值为

0.59 μmol·L−1，其作用机制是抑制 HIF-1α 蛋白表达，且能显著抑制 SKOV3 细胞的侵袭和迁移。结论  设计、合成的 3-

芳基-5-三氮唑基-噁二唑类衍生物是全新的 HIF-1 抑制剂，显示出抑制肿瘤迁移的效应。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To design and synthesize a series of 3-aryl-5-triazolyl-oxadiazole derivatives as hypoxia- 
inducible factor 1(HIF-1) inhibitors. METHODS  Taking compound 8 as the guide, the pyrazolyl group was replaced with 
1,2,3-triazole group, and the oxadiazole and benzene ring substituents were modified to obtain a novel series of 3-aryl-5-triazole 
group oxadiazole derivatives. RESULTS  Most of these newly designed compounds showed good HIF-1 inhibitory activities 
and compound 10n was the most potent inhibitor with IC50 value of  0.59 μmol·L−1. Its mechanism of action was to inhibit the 
expression of HIF-1α protein, and could significantly inhibit the invasion and migration of SKOV3 cells. CONCLUSION  The 
series of 3-aryl-5-triazolyl-oxadiazole derivatives are new HIF-1 inhibitors, showing the effect of inhibiting tumor migration. 
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肿瘤细胞的迅速增殖和肿瘤内部新生血管的

紊乱，使得低氧环境成为绝大多数实体瘤特征之

一[1]。在低氧条件下，肿瘤细胞会产生一系列的生

理学改变，如激活抗凋亡信号通路，促使肿瘤细胞

侵袭和迁移等。缺氧诱导因子-1(hypoxia-inducible 
factor 1，HIF-1)是细胞适应低氧环境的关键调节因

子，在细胞适应低氧环境中起核心作用[2]。 
HIF-1 是由对氧敏感的功能亚基 HIF-1α 和结

构亚基 HIF-1β 组成的异源二聚蛋白。在缺氧条件

下，HIF-1α 蛋白在胞浆内聚积，然后转位至核内

与 HIF-1β 亚基形成二聚体 HIF-1，在共转录因子

的作用下与靶基因上的缺氧反应元件 (hypoxia 
responsible element，HRE)结合而发挥其转录活性，

调控有关肿瘤血管生成、糖类代谢、细胞存活、

pH 调节、细胞迁移等上百种靶基因的表达[2]，并

能促使肿瘤细胞对放疗和化疗产生耐受性[3]。因

此，靶向 HIF-1 的低氧抗肿瘤策略已经成为当前抗

肿瘤药物研究的热点[4-7]。 
目前，已经有多种结构类型的 HIF-1 抑制剂被

报道，分别作用在 HIF-1 信号通路的各个靶点，见
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图 1。如吲唑类衍生物 YC-1(图 1，1)，它既能促

进 HIF-1α 的降解，又能阻止 HIF-1 与 p300/CBP
的结合 [8]；表皮生长因子受体(epidermal growth 
factor receptor，EGFR)抑制剂吉非替尼(图 1，2)
可抑制 HIF-1α 蛋白的合成[9]；乙酰氨基苯甲酸类

衍生物 LW6(图 1，3)则能促进 HIF-1α 蛋白的降

解[10]；吖啶黄(图 1，4)为 HIF-1α/HIF-β 二聚化抑

制剂[11]；吡唑类衍生物 BAY 87-2243(图 1，5)是第

1 个进入临床 I 期试验的 HIF-1 抑制剂，用于实体

瘤治疗 [12]。前期，课题组以 YC-1(1)和 BAY 
87-2243(5)为先导，设计合成了一系列苄基吲唑类

衍生物(6)，大部分化合物均显示出良好的 HIF-1
抑制活性[13]，尤其是化合物 7 显示良好的体内抑

制肿瘤侵袭迁移的活性，且优于阳性对照 YC-1。
近，笔者以 3-芳基- 5-苄基吡唑-1,2,4-噁二唑衍

生物 8 为先导[14]，设计合成了一系列 3-芳基-5-脲
基吡唑-1,2,4-噁二唑类 HIF-1 抑制剂，并显示出了

良好的 HIF-1 抑制活性。 
1,2,3-三氮唑是药物化学领域广泛应用的杂环

片 段 ， 其 相 对 于 吡 唑 环 具 有 更 高 的 偶 极 矩

(5.2 D vs 1.88 D)[15-16]。偶极矩与分子极性和分配

系数 LogP 有关，可以调整化合物的溶解性，一般

来说偶极矩值增大可适当降低脂溶性。因此，本

实验对先导物 8 的吡唑基团进行替换，引入 R1 取

代 1,2,3-三氮唑环，希望在保持活性的同时适当降

低其脂溶性；在确定 R1 基团后，进一步用 1,3,4-

噁二唑代替 1,2,4-噁二唑，考察环上 N、O 原子位

置的改变对 HIF-1 转录活性的影响，同时对三氟甲

氧基苯进行改造，分别替换为呋喃、噻吩，寻找

佳活性片段； 后，采用水溶性胺烷基片段代

替 4-氯苄基，进一步降低分子的脂溶性，改善目标

分子的类药性。通过结构优化，共设计、合成 17
个 3-芳基-5-三氮唑基-噁二唑类目标分子(10a~10q) 
(图 2)，并开展体外 HIF-1 抑制活性测试。 
1  化学合成 
1.1  合成路线 
1.1.1  目标分子 10a~10j 的合成  芳香氰化合物

与羟胺缩合制得 N-羟基甲脒中间体 12a~h；对氯

苄氯与叠氮化钠反应得到中间体 14，然后与丙炔

酸甲酯发生[3+2]环加成制得中间体 15，随后经碱

性水解得到羧酸中间体 16，后者与 12a 缩合得到

目标分子 10a；中间体 14 在苯硼酸催化下分别与

2-丁炔酸、2-戊炔酸反应制得 17a~b[17]，经二氯亚

砜氯代后与中间体 12a~h 缩合得到目标分子

10b~10j。合成路线见图 3。 
1.1.2  目标分子 10k~10q 的合成  以中间体 17a
为原料，经酯化、肼解得到酰肼中间体 19，后者

与相应的取代羧酸缩合制得目标分子 10k~10n[18]；

化合物 10n 经钯催化脱苄基得到中间体 20，经 1,3-
溴氯丙烷烷基化得到中间体 21， 后分别与吗啉、

N-甲基哌嗪、 4-羟基哌啶反应制得目标分子

10o~10q。合成路线见图 4。 

 

 
 

图 1  HIF-1 抑制剂的结构 
Fig. 1  Structures of HIF-1 inhibitors 
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图 2  目标化合物设计思路 
Fig. 2  Design of target compounds 
 

 
 

图 3  目标化合物 10a~10j 的合成路线 
Fig. 3  Synthetic route of compounds 10a−10j 
 

1.2  仪器与材料 
Bruker AVIII  500 NMR 型超导核磁共振仪(德

国 Bruker)；Esquire-LC-00075 液质联用仪(德国

Bruker)；Agilent 6224 TOF LC/MS 液质联用仪(美
国 Agilent)；B-540 型熔点仪(瑞士 Buchi)；Agilent 
1260 高效液相色谱仪(美国 Agilent)，色谱柱：

COSMOSIL Packed Column 5C18-MS-II(4.6 mm× 
250 mm，5 μm)；流速：1.0 mL·min−1；检测波长

254 nm，柱温 25 ℃。实验所用试剂和溶剂均为市

售并直接使用。 
1.3  合成方法 
1.3.1  4-三氟甲氧基 -N-羟基苯甲脒 (12a)的合

成   150 mL 圆底烧瓶中加入 4-三氟甲氧基苯甲腈

4.0 g(21 mmol)，乙醇 100 mL，羟胺水溶液(50%) 
20 mL，升温回流2 小时后冷却至室温，减压回收

溶剂，得到白色固体 4.48 g，产率 97%；熔点： 
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图 4  目标化合物 10k~10q 的合成路线 
Fig. 4  Synthetic route of compounds 10k−10q 

 

107.3~108.8 ℃；1H-NMR(500 MHz，DMSO-d6)：
δ 9.76(s，1H)，7.79(d，J=8.5 Hz，2H)，7.38(d，
J=8.5 Hz ， 2H) ， 5.90(s ， 2H) ； ESI-MS ： m/z= 
221 [M+H]+。 
1.3.2  4-氯-N-羟基苯甲脒(12b)的合成   方法同

12a，由 4-氯苯甲腈代替 4-三氟甲氧基苯甲腈，得

到白色固体 2.89 g，产率 81%；熔点：133~134 ℃ 
(文献值 134~135 ℃[19])；ESI-MS：m/z=171 [M+H]+。 
1.3.3  4-叔丁基-N-羟基苯甲脒(12c)的合成  方法

同 12a，由 4-叔丁基苯甲腈代替 4-三氟甲氧基苯甲

腈，得到白色固体 2.94 g，产率 73%；熔点：147~ 
149 ℃；1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：δ 7.57(d，
J=8.5 Hz，2H)，7.43 (d，J=8.5 Hz，2H)，4.90(brs，
2H)，1.33(s，9H)；ESI-MS：m/z=193 [M+H]+。 
1.3.4  4-甲氧基-N-羟基苯甲脒(12d)的合成  方法

同 12a，由 4-甲氧基苯甲腈代替 4-三氟甲氧基苯甲

腈，得到白色固体 2.27 g，产率 65%；熔点：119~ 
120 ℃ ( 文 献 值 121 ℃ [20]) ； ESI-MS ： m/z= 
167 [M+H]+。 
1.3.5  3,4,5-三甲氧基 -N-羟基苯甲脒 (12e)的合

成  方法同 12a，由 3,4,5-三甲氧基苯甲腈代替 4-

三氟甲氧基苯甲腈，得到白色固体 3.97 g，产率

84%；熔点：155~157 ℃； 1H-NMR(500 MHz，
DMSO-d6)：δ 9.56(s，1H)，6.99(s，2H)，5.82(s，
2H) ， 3.80(s ， 6H) ， 3.67(s ， 3H) ； ESI-MS ：

m/z=227 [M+H]+。 
1.3.6  N-羟基苯甲脒(12f)的合成  方法同 12a，
由苯甲腈代替 4-三氟甲氧基苯甲腈，得到白色固

体 2.08 g，产率 73%；熔点：73~75 ℃ (文献值

80 ℃[19])；ESI-MS：m/z=137 [M+H]+。 
1.3.7  N-羟基呋喃-2-甲脒(12g)的合成   方法同

12a，由 2-氰基呋喃代替 4-三氟甲氧基苯甲腈，得

到白色固体 1.16 g，产率 44%；熔点：52~53 ℃(文
献值 57 ℃[20])；ESI-MS：m/z=127 [M+H]+。 
1.3.8  N-羟基噻吩-2-甲脒(12h)的合成   方法同

12a，由 2-氰基噻吩代替 4-三氟甲氧基苯甲腈，得

到白色固体 2.18 g，产率 73%；熔点：88~90 ℃(文
献值 90 ℃[19])；ESI-MS：m/z=143 [M+H]+。 
1.3.9  1-叠氮甲基-4-氯苯(14)的合成  圆底烧瓶

中加入 4-氯甲基氯苯 7.4 g(46 mmol)，叠氮化钠

15 g(230 mmol)，DMF 30 mL。室温反应 4 h 后加

入水(30 mL)，乙酸乙酯萃取(30 mL×3)，合并有机
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层，依次用水、饱和 NaCl 洗涤，无水 Na2SO4 干

燥，减压回收溶剂，得到无色油状物 7.07 g，产率

92%；ESI-MS：m/z=168 [M+H]+。粗产物未经进

一步纯化投入下一步。 
1.3.10  1-(4-氯苯甲基)-1H-1,2,3-三氮唑-4 甲酸甲

酯(15)的合成  圆底烧瓶中加入中间体 14 3.17 g 
(19 mmol)，丙炔酸甲酯 2 mL(22 mmol)，乙醇

8 mL，N2保护下室温搅拌。称取抗坏血酸钠 372 mg 
(1.9 mmol)和 CuSO4·5H2O 47 mg(0.19 mmol)，溶

解于 4 mL 水中，混匀后加入圆底瓶中，升温至

40~50 ℃反应 3 h。冷却至室温，减压回收溶剂，

残留物用二氯甲烷萃取(20 mL×3)，合并有机层，

饱和 NaCl 洗涤，有机层经无水 Na2SO4 干燥后减

压浓缩，粗品用乙酸乙酯重结晶得到白色固体

3.96 g，产率 83%；1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：
δ 7.98(s，1H)，7.38(d，J=8.5 Hz，2H)，7.24(d，
J=8.5 Hz，2H)，5.55(s，2H)，3.93(s，3H)；ESI-MS：
m/z=252 [M+H]+。 
1.3.11  1-(4-氯苯甲基 )-1H-1,2,3-三氮唑 -4 甲酸 
(16)的合成   圆底烧瓶中加入化合物 15 1.46 g 
(7.1 mmol)，四氢呋喃 10 mL，水 5 mL，氢氧化锂 
450 mg(10 mmol)，室温条件下反应半小时，减压

除去有机溶剂，加入 1 mol·L−1 HCl 调节 pH 至 2.0，
析出白色固体，抽滤，冰水洗涤，减压干燥得到

白色固体 1.35 g，产率 80%；ESI-MS：m/z=236 [H]–。

粗产物未经进一步纯化投入下一步。 
1.3.12  5-(1-(4- 氯苯甲基 )-1H-1,2,3- 三氮唑 -4-
基)-3-(4-三氟甲氧基苯基)-1,2,4-噁二唑(10a)的合

成   圆 底 烧 瓶 中 加 入 中 间 体 16 200 mg 
(0.84 mmol)，二氯亚砜 0.5 mL 和 DMF 0.5 mL，回

流反应 2 h，冷却后减压除去二氯亚砜，加入 N-羟
基-4-三氟甲氧基苯甲脒 12a 190 mg(0.84 mmol)和
二氧六环 5 mL，升温至回流反应 1.5 h。冷却至室

温，减压回收溶剂，残留物用二氯甲烷萃取，合并

有机层，依次用水、饱和 NaCl 洗涤，无水 Na2SO4

干燥，减压蒸除溶剂后，粗产物经硅胶柱层析纯化，

得白色固体 120 mg，产率 34%；熔点：161~162 ℃；
1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：δ 8.21(d，J=9.0 Hz，
2H)，8.20(s，1H)，7.42(d，J=8.5 Hz，2H)，7.35(d，
J=8.0 Hz，2H)，7.31(d，J=8.5 Hz，2H)，5.65(s，
2H)；HRMS-ESI：m/z C18H12ClF3N5O2[M+H]+ 理论

计算值 422.062 6，实测值 422.062 8；HPLC：

tR=7.425 min，99.0%。 

1.3.13  5-甲基-1-(4-氯苯甲基)-1H-1,2,3-三氮唑-4
甲酸 (17a)的合成   圆底烧瓶中加入 2-丁炔酸

914 mg(10.8 mmol)，苯硼酸 260 mg(2.2 mmol)，1,2-
二氯乙烷 50 mL，室温下搅拌半小时，然后加入中

间体 14 2 g (12 mmol)，回流反应 20 h。冷却至室

温，析出白色固体，抽滤，粗产物经硅胶柱层析

纯 化 ， 得 到 白 色 固 体 1.03 g ， 产 率 38% ；
1H-NMR(500 MHz，DMSO-d6)：δ 13.02(s，1H)，
7.44(d，J=8.5 Hz，2H)，7.24(d，J=8.5 Hz，2H)，
5.63(s，2H)，2.44(s，3H)；ESI-MS：m/z=50 [M-H]–。 
1.3.14  5-乙基-1-(4-氯苯甲基)-1H-1,2,3-三氮唑-4
甲酸(17b)的合成  方法同 17a，由 2-戊炔酸代替

2-丁炔酸，得到白色固体 1.02 g，产率 32%；
1H-NMR(500 MHz，DMSO-d6)：δ 13.07(s，1H)，
7.39(d，J=8.5 Hz，2H)，7.18(d，J=8.5 Hz，2H)，
5.62(s，2H)，2.86(q，2H)，1.06(t，J=7.5 Hz，3H)；
ESI-MS：m/z=264 [M-H]–。 
1.3.15  5-(5-甲基-1-(4-氯苯甲基)-1H-1,2,3-三氮唑- 
4-基)-3-(4-三氟甲氧基苯基)-1,2,4-噁二唑(10b)的合

成  方法同 10a，由中间体 17a 代替中间体 16，得

到白色固体 139 mg，产率 38%；熔点：164~166 ℃；
1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：δ 8.23(d，J=9.0 Hz，
2H)，7.37(s，1H)，7.35(s，2H)，7.33 (s，1H)，7.19(d， 
J=8.0 Hz，2H)，5.59(s，2H)，2.63(s，3H)；HRMS- 
ESI m/z C19H14ClF3N5O2[M+H]+理论计算值436.078 3，
实测值 436.078 6；HPLC：tR=7.686 min，97.5%。 
1.3.16  5-(5-乙基-1-(4-氯苯甲基)-1H-1,2,3-三氮唑- 
4-基)-3-(4-三氟甲氧基苯基)-1,2,4-噁二唑(10c)的合

成  方法同 10a，由中间体 17b 代替中间体 16，得

到白色固体 143 mg，产率 38%；熔点：109~111 ℃；
1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：δ 8.23(d，J=8.5 Hz，
2H)，7.37 (m，4H)，7.20(d，J=8.5 Hz，2H)，5.60(s，
2H) ， 3.10(q ， 3H) ， 1.15(t ， J=7.5 Hz ， 3H) ；
HRMS-ESI m/z C20H16ClF3N5O2[M+H]+理论计算值

450.093 9，实测值 450.094 5；HPLC：tR=7.976 min，
99.5%。  
1.3.17  5-(5-甲基-1-(4-氯苯甲基)-1H-1,2,3-三氮唑- 
4-基)-3-(4-氯苯基)-1,2,4-噁二唑(10d)的合成  方法

同 10b，由 4-氯-N-羟基苯甲脒 12b 代替 12a，得

到白色固体 133 mg，产率 41%；熔点：197~199 ℃；
1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：δ 8.12(d，J=7.5 Hz，
2H)，7.48(d，J=7.5 Hz，2H)，7.37(d，J=7.5 Hz，
2H)，7.18(d，J=7.5 Hz，2H)，5.59(s，2H)，2.63(s，
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3H)；HRMS-ESI m/z C18H14Cl2N5O[M+H]+理论计

算值 386.057 0，  实测值 386.057 2；HPLC：

tR=7.983 min，96.8%。 
1.3.18  5-(5-甲基 -1-(4-氯苯甲基 )-1H-1,2,3-三氮

唑-4-基)-3-(4-叔丁基苯基)-1,2,4-噁二唑(10e)的合

成  方法同 10b，由 4-叔丁基-N-羟基苯甲脒 12c
代替 12a，得到白色固体 113 mg，产率 33%；熔

点：143~145 ℃； 1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：
δ 8.11(d，J=8.5Hz，2H)，7.52(d，J=8.5 Hz，2H)，
7.36(d，J=8.5 Hz，2H)，7.18(d，J=8.5 Hz，2H)，
5.58(s，2H)，2.63(s，3H)，1.36(s，9H)；HRMS-ESI 
m/z C22H23ClN5O[M+H]+ 理论计算值 408.158 6， 
实测值 408.158 8；HPLC：tR=8.715 min，98.3%。 
1.3.19  5-(5-甲基 -1-(4-氯苯甲基 )-1H-1,2,3-三氮

唑-4-基)-3-(4-甲氧基苯基)-1,2,4-噁二唑(10f)的合

成  方法同 10b，由 4-甲氧基-N-羟基苯甲脒 12d
代替 12a，得到白色固体 93 mg，产率 29%；熔点：

130~132 ℃；1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：δ 8.12(d，
J=9.0 Hz，2H)，7.36 (d，J=8.5 Hz，2H)，7.18(d，
J=8.5 Hz，2H)，7.01(d，J=9.0 Hz，2H)，5.58(s，
2H)，3.88(s，3H)，2.63(s，3H)；HRMS-ESI m/z 
C19H17ClN5O2[M+H]+ 理论计算值 382.106 5，实测

值 382.106 7；HPLC：tR=7.280 min，96.9%。 
1.3.20  5-(5-甲基 -1-(4-氯苯甲基 )-1H-1,2,3-三氮

唑 -4-基 )-3-(3,4,5-三甲氧基苯基 )-1,2,4-噁二唑 
(10g) 的合成  方法同 10b，由 3,4,5-三甲氧基-N-
羟基苯甲脒 12e 代替 12a，得到白色固体 96 mg，
产率 26%；熔点：119~120 ℃；1H-NMR(500 MHz，
CDCl3)：δ 7.42(s，2H)，7.37(d，J=8.0 Hz，2H)，
7.18(d，J=8.0 Hz，2H)，5.59(s，2H)，3.95(s，6H)，
3.91(s ， 3H) ， 2.63(s ， 3H) ； HRMS-ESI m/z 
C21H21ClN5O4[M+H]+ 理论计算值 442.127 7，实测

值 442.127 7；HPLC：tR=6.994 min，99.8%。 
1.3.21  5-(5-甲基 -1-(4-氯苯甲基 )-1H-1,2,3-三氮

唑-4-基)-3-苯基-1,2,4-噁二唑(10h)的合成  方法

同 10b，由 N-羟基苯甲脒 12f 代替 12a，得到白色

固体 103 mg，产率 35%；熔点：176~178 ℃；
1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：δ 8.18(dd，J1=7.5 Hz，
J2=1.5 Hz，2H)，7.51(d，J=7.5 Hz，2H)，7.36(d，
J=8.5 Hz，2H)，7.18(d，J=8.5 Hz，2H)，5.58(s，
2H)，2.64(s，3H)；HRMS-ESI m/z C18H15ClN5O 
[M+H]+ 理论计算值 352.096 0，实测值 352.096 1；
HPLC：tR=7.307 min，97.2%。 

1.3.22  5-(5-甲基-1-(4-氯苯甲基)-1H-1,2,3-三氮唑- 
4-基)-3-(2-呋喃)-1,2,4-噁二唑(10i)的合成  方法同

10b，由 N-羟基-2-呋喃甲脒 12g 代替 12a，得到白

色固体 72 mg，产率 25%；熔点：176~179 ℃；
1H-NMR (500 MHz，CDCl3)：δ 7.63(s，1H)，7.36(d，
J=8.5 Hz，2H)，7.23(d，J=3.0 Hz，1H)，7.17(d，
J=8.5 Hz，2H)，6.59(q，1H)，5.58(s，2H)，2.61(s，
3H)；HRMS-ESI m/z C16H13ClN5O2[M+H]+ 理论计

算 值 342.075 2 ， 实 测 值 342.075 5 ； HPLC ：

tR=6.693 min，99.4%。  
1.3.23  5-(5-甲基-1-(4-氯苯甲基)-1H-1,2,3-三氮唑- 
4-基)-3-(2-噻吩基)-1,2,4-噁二唑(10j)的合成  方法

同 10b，由 N-羟基-2-噻吩甲脒 12h 代替 12a，得

到白色固体 93 mg，产率 31%；熔点：184~185 ℃； 

1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：δ 7.89(dd，J1=4.0 Hz，
J2=1.5 Hz，1H)，7.53(dd，J1=5.0 Hz，J2=1.0 Hz，
1H)，7.36(d，J=8.5 Hz，2H)，7.18(m，3H)，5.58(s，
2H)，2.62(s，3H)；HRMS-ESI m/z C16H13ClN5OS 
[M+H]+ 理论计算值 358.052 4， 实测值 358.052 7；
HPLC：tR=7.022 min，95.6%。 
1.3.24  5-甲基-1-(4-氯苯甲基)-1H-1,2,3-三氮唑- 
4-甲酸乙酯(18)的合成  圆底烧瓶中加入化合物

17a 300 mg(1.2 mmol)，乙醇 10 mL，滴加浓硫酸

0.5 mL，回流反应过夜。冷却至室温，减压回收溶

剂，残留物用二氯甲烷萃取(15 mL×3)，合并有机

层，依次用水、饱和 NaCl 溶液洗涤，无水 NaSO4

干燥，浓缩得到白色固体 320 mg，产率 96%；
1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：δ 7.33(d，J=8.5 Hz，
2H)，7.11(d，J=8.5 Hz，2H)，5.50(s，2H)，4.42(q，
2H)，2.45(s，3H) ，1.43(t，J=6.0 Hz，3H)；ESI-MS：
m/z= 280[M+H]+。 
1.3.25  5-甲基-1-(4-氯苯甲基)-1H-1,2,3-三氮唑- 
4-甲酰肼(19)的合成  圆底烧瓶中加入化合物 18 
150 mg(0.54 mmol)，85%水合肼 3 mL，回流反应

2 h。冷却至室温，白色固体析出，抽滤，水洗，

干燥得到白色固体 120 mg，产率 84%；1H-NMR 
(500 MHz，DMSO-d6)：δ 9.59(s，1H)，7.44(d，
J=8.5 Hz，2H)，7.22(d，J=8.5 Hz，2H)，5.62(s，
2H) ， 4.40(s ， 2H) ， 2.44(s ， 3H) ； ESI-MS ：

m/z=266[M+H]+。 
1.3.26  2-(5-甲基-1-(4-氯苯甲基)-1H-1,2,3-三氮唑- 
4-基)-5-(4-氯苯基)-1,3,4-噁二唑(10k)的合成  圆底

烧瓶中加入化合物 19 100 mg(0.38 mmol)，对氯苯
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甲酸 60 mg(0.38 mmol)，DIPEA 0.2 mL (1.14 mmol)，
O- 苯 并 三 氮 唑 -N,N,N′,N′- 四 甲 基 脲 四 氟 硼 酸

(TBTU)133 mg(0.414 mmol)，无水乙腈 5 mL，室

温 下 反 应 1 h ， 然 后 加 入 DIPEA 0.14 mL 
(0.76 mmol)，对甲苯磺酰氯 217 mg(1.14 mmol)，
继续室温反应 5 h。减压回收溶剂，残留物用二氯

甲烷萃取，合并有机层，依次用水、饱和 NaCl 溶
液洗涤，无水 NaSO4 干燥，减压蒸干溶剂，粗产

物经硅胶柱层析纯化，得到白色固体 60mg，产率

41%；熔点： 183~184 ℃； 1H-NMR(500 MHz，
CDCl3)：δ 8.13(d，J=9.0 Hz，2H)，7.52(d，J=9.0 Hz，
2H)，7.36(d，J=8.5 Hz，2H)，7.18(d，J=8.5 Hz，
2H)，5.57(s，2H)，2.62(s，3H)；HRMS-ESI m/z 
C18H14Cl2N5O[M+H]+ 理论计算值 386.057 0，实测

值 386.057 4；HPLC：tR=7.395 min，99.3%。 
1.3.27  2-(5-甲基 -1-(4-氯苯甲基 )-1H-1,2,3-三氮

唑-4-基)-5-(4-叔丁基苯基)-1,3,4-噁二唑(10l)的合

成  方法同 10k，由 4-叔丁基苯甲酸代替对氯苯甲

酸，得到白色固体 105 mg，产率 68%；熔点：

141~143 ℃；1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：δ 8.12(d，
J=8.5 Hz，2H)，7.55(d，J=8.5 Hz，2H)，7.36(d，
J=8.5 Hz，2H)，7.18(d，J=8.5 Hz，2H)，5.57(s，
2H)，2.62(s，3H)，1.36(s，9H)；HRMS-ESI m/z 
C22H23ClN5O[M+H]+ 理论计算值 408.158 6，实测

值 408.159 2；HPLC：tR=7.973 min，96.6%。 
1.3.28  2-(5-甲基-1-(4-氯苯甲基)-1H-1,2,3-三氮

唑-4-基)-5-(4-甲氧基苯基)-1,3,4-噁二唑(10m)的
合成  方法同 10k，由 4-甲氧基苯甲酸代替对氯苯

甲酸，得到白色固体 75 mg，产率 52%；熔点：

192~194 ℃；1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：δ 8.13(d，
J=9.0 Hz，2H)，7.36(d，J=8.5 Hz，2H)，7.18(d，
J=8.5 Hz，2H)，7.04(d，J=9.0 Hz，2H)，5.57(s，
2H)，3.89(s，3H)，2.62(s，3H)；HRMS-ESI m/z 
C19H17ClN5O2[M+H]+ 理论计算值 382.106 5，实测

值 382.106 9；HPLC：tR=6.961 min，95.1%。 
1.3.29  2-(5-甲基-1-(4-氯苯甲基)-1H-1,2,3-三氮

唑-4-基)-5-(4-三氟甲氧基苯基)-1,3,4-噁二唑(10n)
的合成  方法同 10k，由 4-三氟甲氧基苯甲酸代

替对氯苯甲酸，产率 53%；熔点：158~161 ℃；
1H-NMR (500 MHz，CDCl3)：δ 8.25(d，J=9.0 Hz，
2H)，7.38(t，J=9.0 Hz，4H)，7.18(d，J=8.5 Hz，
2H)，7.04(d，J=8.5 Hz，2H)，5.58(s，2H)，2.63(s，
3H)；HRMS-ESI m/z C19H14ClF3N5O2[M+H]+理论

计算值 436.078 3， 实测值 436.079 1；HPLC：

tR=7.267 min，98.5%。 
1.3.30  2-(5-甲基-1H-1,2,3-三氮唑-4-基)-5-(4-三
氟甲氧基苯基)-1,3,4-噁二唑(20)的合成  圆底烧

瓶中加入化合物 10n 200 mg(0.46 mmol)，甲醇

10 mL，氢氧化钯 30 mg(0.22 mmol)，体系在氢气

保护下回流反应 4 h。冷却至室温，抽滤除去固体，

减压旋干滤液，残留物用乙酸乙酯萃取(15 mL×3)，
合并有机层，依次用水、饱和 NaCl 溶液洗涤，无

水 NaSO4 干燥，浓缩后得到的粗产物经硅胶柱层

析纯化，得到白色固体 160 mg，产率 92%；
1H-NMR(500 MHz，DMSO-d6)：δ 8.22(d，J=8.5 Hz，
2H)，7.65(d，J=8.5 Hz，2H)，2.62(s，3H)；ESI-MS：
m/z=312[M+H]+。 
1.3.31  2-(5-甲基-1-(3-氯烷基)-1H-1,2,3-三氮唑- 
4-基)-5-(4-三氟甲氧基苯基)-1,3,4-噁二唑(21)的
合成  圆底烧瓶中加入化合物 20 1.0 g(3.2 mmol)，
无水二氯甲烷 35 mL，NaH 385 mg(16 mmol)，冰浴

条 件 下 搅 拌 0.5 h ， 加 入 1,3- 溴 氯 丙 烷

380 mg(2.4 mmol)，室温下反应 5 h。减压回收溶剂，

残留物用乙酸乙酯萃取，合并有机层，依次用水、

饱和 NaCl 洗涤，无水 Na2SO4 干燥，浓缩，粗产

物经硅胶柱层析纯化，得到白色固体 297 mg，产

率 32%；1H-NMR (500 MHz，CDCl3)：δ 8.25(d，
J=8.5 Hz，2H)，7.38(d，J=8.5 Hz，2H)，4.56(t，
J=7.0Hz，2H)，3.60(t，J=5.5 Hz，2H)，2.78(s，
3H)，2.50(m，2H)；ESI-MS：m/z=388[M+H]+。 
1.3.32  2-(5-甲基 -1-(3-吗啉基丙基 )-1H-1,2,3-三
氮唑 -4-基 )-5-(4-三氟甲氧基苯基 )-1,3,4-噁二唑

(10o)的合成  圆底烧瓶中加入化合物 21 35 mg 
(0.09 mmol)，吗啉 2 μL(0.36 mmol)，三乙胺 70 μL 
(0.45 mmol)，催化量碘化钾，无水乙腈 5 mL，回

流反应过夜。冷却至室温，减压旋干溶剂，残留

物用二氯甲烷萃取(15 mL×3)，合并有机层，依次

用水、饱和 NaCl 溶液洗涤，无水 NaSO4 干燥，浓

缩，粗产物经硅胶柱层析纯化，得到白色固体

32 mg，产率 81%；熔点：139~141 ℃；1H-NMR 
(500 MHz，CDCl3)：δ 8.23(d，J=8.5 Hz，2H)，7.37(d，
J=8.0 Hz，2H)，4.44(t，J=7.0 Hz，2H)，3.70(t，
J=4.5 Hz，4H)，2.76(s，3H)，2.48-2.36(m，6H)，
2.07(t，J=3.0 Hz，2H)；HRMS-ESI m/z C19H22F3N6O3 

[M+H]+ 理论计算值 439.170 0，实测值 439.186 8；
HPLC：tR=6.599 min，96.9%。 
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1.3.33  2-(5- 甲 基 -1-(3-(4- 甲 基 哌 嗪 -1- 基 ) 丙
基 )-1H-1,2,3- 三氮唑 -4- 基 )-5-(4- 三氟甲氧基苯

基)-1,3,4-噁二唑(10p)的合成  方法同 10o，由 N-
甲基哌嗪代替吗啉，得到白色固体 37 mg，产率

91%；熔点：94~97 ℃；1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：
δ 8.22 (d，J=8.5 Hz，2H)，7.38 (d，J=8.5 Hz，2H)，
4.55 (t，J=7.0 Hz，2H)，2.96 (bs，4H)，2.68 (s，4H)，
2.56 (s，3H)，2.52 (s，3H)，2.34 (t，J=7.0 Hz，2H)，
2.16 (m，2H)；HRMS-ESI m/z C20H25F3N7O2[M+H]+ 
理论计算值 452.201 6，实测值 452.213 1；HPLC：

tR=6.204 min，98.5%。 
1.3.34  2-(5- 甲 基 -1-(3-(4- 羟 基 哌 啶 -1- 基 ) 丙
基 )-1H-1,2,3- 三氮唑 -4- 基 )-5-(4- 三氟甲氧基苯

基)-1,3,4-噁二唑(10q)的合成  方法同 10o，由4-羟
基哌啶代替吗啉，得到白色固体 38 mg，产率 93%；

熔点：174~176 ℃；1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：
δ 8.26(d，J=8.5 Hz，2H)，7.40(d，J=8.5 Hz，2H)，
4.52 (t，J=3.5 Hz，2H)，3.78(s，1H)，3.31-3.05(m，

4H)，2.93~2.80(m，2H)，2.95~2.78(m，1H)，2.61(s，
3H) ， 2.56~2.41(m ， 2H) ， 2.21~2.10(m ， 2H) ，
1.93~1.76(m，2H)；HRMS-ESI m/z C20H24F3N6O3 

[M+H]+ 理论计算值 453.185 6， 实测值 453.195 0；
HPLC：tR=5.633 min，97.7%。 
2  生物活性 
2.1  荧光素酶报告基因试验 

稳定转染 HRE-luciferase 质粒的 HCT116 细胞

接种于 96 孔板，每孔 6 000 个细胞，加入不含血

清的完全培养基，放在含 5%CO2 和 20%O2 的常氧

培养箱中培养过夜。待细胞贴壁后，加入梯度浓

度的受试化合物在常氧培养箱中继续培养 1 h，转

至含 5%CO2 和 1%O2 的低氧培养箱中培养 1 d，采

用 HIF-luciferase 法测定药物抑制细胞增殖能力。

酶标仪检测各孔 Luc 值；记录结果；按下列公式

计算抑制率及相应的 IC50 值：抑制率(%)=(对照组

数值–实验组数值)/对照组数值×100%。 
2.2  划痕试验 

将对数生长期的 SKOV3 细胞消化后，吹打成

单细胞悬液，接种于 24 孔培养，每孔 2×105 个细

胞，每孔加入含 10%血清的完全培养基，放在含

5%CO2 和 20%O2 的常氧培养箱中培养过夜。待细

胞贴壁后，弃去培养基，每孔加入含 0%血清的完

全培养基，放在常氧培养箱中培养过夜。每孔细胞

均进行划痕处理，弃去培养基，每孔加入含 3%血

清 的 完 全 培 养 基 ， 分 别 加 入 10 μmol·L−1 和

30 μmol·L−1 受试化合物，放在常氧培养箱中培养

1 h，再放入含 5%CO2 和 1%O2 的培养箱中培养

16 h，评价候选化合物对细胞迁移能力的抑制作用。 
2.3  免疫蛋白印迹试验  

采用人结肠癌细胞株 HCT116，将对数生长期

的细胞消化后，吹打成单细胞悬液，接种于 6 孔

培养板；每孔 3×105 个细胞。每孔加入含 10%血清

的完全培养基，放在常氧培养箱中培养过夜。待

细胞贴壁后，加入 10 μmol·L–1 浓度的受试化合物，

并转至含 5%CO2 和 1%O2 的低氧培养箱中 24h，
收集细胞。采用 Western blotting 测定化合物对细

胞内 HIF-1α 蛋白的影响。 
3  结果与讨论 
3.1  HIF-1 抑制活性研究 

通过构建稳转HRE-luciferase质粒的HCT116- 
HRE 细胞模型，采用荧光素酶报告基因实验评价

化合物对HCT116细胞内HIF-1转录抑制活性的影

响，结果见图 5。 
由图 5 可知，1,2,3-三氮唑环上 5-位的取代基

对活性有明显影响。当 5 位为甲基时，化合物 10b
的 HIF-1 转录抑制活性 优，IC50=4.83 μmol·L−1，

而 5 位未取代或乙基取代的化合物 10a、10c 活性

明显下降。而且，上述分子与先导物 8 相比，其

cLogP 值有所下降(4.48~4.98 vs 5.50)，有利于成

药性的提升。 
在保留 5-甲基-1,2,3-三氮唑的基础上，进一步

对噁二唑环及 R2 部分进行结构修饰和优化。结果

表明，1,3,4-噁二唑环衍生物活性优于 1,2,4-噁二唑

环衍生物，如 10k(IC50=1.12 μmol·L−1) 优于 10d 
(IC50=9.69 μmol·L−1)，10m(IC50=3.06 μmol·L−1)优于

10f(IC50=8.12 μmol·L−1)，10n(IC50=0.59 μmol·L−1)优于

10b(IC50=4.83 μmol·L−1)。另一方面，R2 部分的改变

对活性影响明显，4-三氟甲氧基苯基为 优基团，

当苯环取代基改变或者替换为五元杂环时，化合

物的 HIF-1 抑制活性明显下降。化合物 10n 的

HIF-1 抑制活性 强，IC50 为 0.59 μmol·L−1，在此

基础上，为进一步改善理化性质，降低目标分子

的 cLogP 值，采用丙基为连接链，并且在末端引

入水溶性胺烷基，设计合成了化合物 10o~10q，
其 HIF-1 抑制活性结果见图 6。 

结果表明，含有吗啉、N-甲基哌嗪、4-羟基哌

啶等水溶性基团的目标分子仍然显示出较强的
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HIF-1 转录抑制活性(IC50=1.31~1.68 μmol·L−1)，说

明末端胺基改变对于活性影响不明显，而其 cLogP
值下降至 2.22~2.57，值得进一步研究。 
3.2  划痕试验 

侵袭和转移是恶性肿瘤 主要的生物学特

征，HIF-1 可调控与细胞侵袭、转移相关的转化生

长因子-α 和基质金属蛋白酶 2 等。因此，抑制 HIF-1
的转录活性，能有效抑制肿瘤细胞的迁移。选取

化合物 10n 开展划痕试验，考察其对肿瘤细胞

SKOV-3 侵袭转移能力的影响。 
化合物 10n在 10 μmol·L−1和 30 μmol·L−1浓度

下与 SKOV3 肿瘤细胞共同孵育 16 h 后，其抗

SKOV3 细胞迁移效果见图 7。对照组培养 16 h 后，

划痕损伤几乎被迁移细胞完全覆盖，说明模型正

常；先导物 8 在 30 μmol·L−1 时可有效抑制划痕区

细胞迁移，而化合物 10n 在 10 μmol·L−1 时即可明 
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μmol·L−1 

cLogP b 

10a H 

 

 

>10 4.48 
10b Me 4.83 4.80 
10c Et 9.37 4.98 

10d Me 
 

 

 

9.69 4.86 

10e Me 
 

>10 5.52 

10f Me 

 

8.12 4.33 

10g Me 

 

>10 3.29 

10h Me 
 

>10 4.28 

10i Me 
 

>10 3.30 

10j Me 
 

>10 3.88 

10k Me 
 

 

1.12 4.57 

10l Me 
 

7.78 5.20 

10m Me 

 

3.06 3.84 

10n Me 

 

0.59 3.65 

8 

 

– 2.44 5.50 

图 5  化合物 10a~10n 的 HIF-1 抑制活性 
a IC50 值为 3 次实验的平均值；b 由 ACD ADME Suite 5.0(ACD/Labs, Toronto, Canada)计算得到。 
Fig. 5  HIF-1 inhibitory activity of compounds 10a−10n 
a The data are the mean values of three independent experiments; bcalculated by ACD ADME Suite 5.0 (ACD / Labs, Toronto, Canada). 
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编号 R3 

HRE-Luc a IC50 / 
μmol·L−1  cLogP b 

10o 
 

1.42 2.57 

10p 
 

1.68 2.35 

10q 

 

1.31 2.22 

10n − 0.59 3.65 

图 6  化合物 10o~10q 的 HIF-1 抑制活性 
a IC50 值为 3 次实验的平均值；b 由 ACD ADME Suite 5.0 (ACD/Labs， 
Toronto，Canada)计算得到。 
Fig. 6  HIF-1 inhibitory activity of compounds 10o−10q 
aThe data are the mean values of three independent experiments; 
bcalculated by ACD ADME Suite 5.0 (ACD / Labs，Toronto，Canada). 

显抑制划痕区肿瘤细胞的覆盖，说明化合物 10n
对 SKOV3 肿瘤细胞的迁移有较高的抑制作用，且

优于先导物 8。 
3.3  化合物 10n 对 HIF-1α 的抑制作用评价 

HIF-1α 是 HIF-1 的功能亚基，前期研究表明

吲唑-1,2,4-噁二唑类衍生物能够抑制 HIF-1α 蛋白

的生成[12]，因此进一步测定化合物 10n 对 HIF-1α
的影响，探究其作用机制。 

低氧对照组(1%O2)HCT116 细胞内 HIF-1α 蛋

白水平比常氧对照组(20%O2)显著增加。先导化合

物 8 对 HIF-1α 蛋白有一定的下调作用，化合物

10n 对 HIF-1α 蛋白下调作用优于化合物 8，与上

述的 HIF-1 抑制试验及划痕试验结果一致。结果

见图 8。 
 

 
 

图 7  化合物 10n 对 SKOV3 肿瘤细胞侵袭转移的影响 
Fig. 7  Effect of compound 10n on SKOV3 cells invasion and metastasis 
 

  
 

图 8  化合物 10n(10 μmol·L−1)对 HCT116 细胞内 HIF-1α
蛋白的影响 
Fig. 8  Effect of compound 10n(10 μmol·L−1) on HIF-1α in 
HCT116 cells 
 
4  结论 

本研究以吡唑-噁二唑衍生物 8 为先导，设

计、合成了一系列 3-芳基-5 三氮唑基-噁二唑类衍

生物，并进行构效关系讨论，体外活性测试表明，

大部分化合物表现出明显的 HIF-1 转录抑制活

性。其中，化合物 10n 的 IC50 值为 0.59 μmol·L−1，

优于先导物(IC50=2.44 μmol·L−1)，进一步的划痕

试验证明，化合物 10n 能够有效抑制人卵巢癌

SKOV3 细胞的侵袭和迁移；Western blotting 研究表

明，其通过下调 HIF-1α 蛋白发挥抑制作用，为后

续 HIF-1 抑制剂的研发提供一定的实验基础。 
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