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新型非共价结合拟肽类蛋白酶体抑制剂的合成及活性评价 
 

席建军，张建康*，赵艳梅，何若愚，庄让笑，潘金明，黄玮玮，刘寿荣*
(杭州市西溪医院，杭州 310023) 

 
摘要：目的  设计、合成系列非共价结合拟肽类蛋白酶体抑制剂，并对其进行活性评价。方法  根据非共价结合蛋白酶

体抑制剂与蛋白酶体的结合特点，采用氨基酸替换、生物电子等排等经典的药物设计方法，选取邻氯苄胺作为化合物的

羧基末端基团，同时在肽骨架结构中引入六元环以增强肽类化合物的稳定性，设计并合成了一系列短肽非共价结合类蛋

白酶体抑制剂，并通过体外蛋白酶体活性抑制实验评价该类化合物的活性。结果  共合成了 8 个具有全新结构的二肽和

三肽化合物，其结构经 1H-NMR、ESI-MS 确证，该类化合物对蛋白酶体具有中等的抑制活性。结论  肽链的长短及氨基

末端不同的取代基对化合物的蛋白酶体抑制活性都有影响，8 个化合物在体外对蛋白酶体都具有不同程度的抑制活性。

本研究丰富了蛋白酶体抑制剂的结构类型，为该类化合物的深入研究奠定了基础。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To design and synthesize a series of non-covalent peptidomimetic proteasome inhibitors, and to 
evaluate their enzymatic activities. METHODS  A series of non-covalent short peptidyl proteasome inhibitors were designed 
and synthesized with rational drug design strategies such as bioisostere and amino acid replacement based on the binding modes 
of the non-covalent proteasome inhibitors with the proteasome. 2-Chloride benzyl amine was selected as the carboxyl terminal 
group, and a six-membered ring was introduced into the peptide skeleton to increase the compounds’ stability. All the target 
compounds were tested for their enzymatic inhibitory activities in vitro. RESULTS  Totally 8 novel di- and tripeptidyl 
analogues were synthesized, which were confirmed by 1H-NMR and ESI-MS. These target compounds exhibited moderate 
proteasome inhibitory activities. CONCLUSION  The proteasome inhibitory activities of the target compounds are influenced 
by the length of the peptides and various amino terminal substituents. All the 8 compounds display different degree of 
proteasome inhibitory activities in vitro. In a word, this study develops series of proteasome inhibitors with new structure type, 
which will be helpful for the further development of this series of compounds. 
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泛素-蛋白酶体系统是生物体内蛋白质降解的

主要途径，控制着细胞内>80%蛋白质的降解[1]。

该降解途径主要包括靶蛋白的多泛素化标记和被

蛋白酶体识别并特异性降解这 2 个过程[2]。在这个

蛋白质降解通路中，蛋白酶体作为拥有 3 种蛋白

质水解活性的“降解工厂”，是该通路中最重要的

一环。研究表明[3-6]，蛋白酶体与细胞周期、基因

转录、细胞凋亡以及机体的多种重要生理功能密切

相关，其功能正常与否和包括肿瘤在内的多种疾病

息息相关。因此，影响蛋白酶体功能来阻滞肿瘤发

展的进程已成为肿瘤治疗的一个重要策略，蛋白酶

体抑制剂已成为一种重要的肿瘤治疗药物。 

随着 Ixazomib(化合物 1，结构见图 1)在 2015

年底被 FDA 批准用于多发性骨髓瘤的治疗，蛋白

酶体抑制剂的发展又向前迈进了一步。到目前为

止，除 Ixazomib 外，获批上市的蛋白酶体抑制剂

还有 Bortezomib 和 Carfilzomib(化合物 2 和 3，结

构见图 1) [7]。但这 3 个药物都属于共价结合抑制
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剂，通过其羧基末端的亲电基团与蛋白酶体上的

苏氨酸残基形成共价键，从而发挥强效抑制活性。

但是其高反应活性也使得特异性和稳定性降低，

并且共价结合抑制剂多为不可逆抑制剂，不良反

应大；而非共价结合型抑制剂通过氢键与蛋白酶

体活性位点结合，能够与蛋白酶体较快地结合、

分离，从而具有更广的组织分布特性和更小的不

良反应。研究报道[8]，羧基末端与苄胺结合的化合

物以非共价结合方式与蛋白酶体作用，但却保留

了较高的蛋白酶体抑制活性(化合物 4，结构见图

1)。基于此，笔者根据先导化合物 4 的结构，选取

优势片段邻氯苄胺作为羧基末端基团，同时，在

短肽骨架中引入六元环的非肽片段，以增强肽类

化合物对多种肽酶及蛋白酶的稳定性，设计合成

了一系列含有六元环的拟肽衍生物，合成路线和

目标化合物的结构图见图 2~3。 

 
图 1  已上市及代表性非共价结合蛋白酶体抑制剂的结构式 

Fig. 1  Structures of the approved (1, 2 and 3) and representative non-covalent (4) proteasome inhibitors 

 
图 2  中间体 10、11 及 12 的合成路线 

Fig. 2  Synthetic routes of the intermediates 10, 11 and 12 
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图 3  目标化合物合成路线及结构 

Fig. 3  Synthetic routes and structures of the target compounds 

1  仪器与试剂 

Brüker Avancenmx-500 型核磁仪、Esquire-LC- 

00075 型质谱仪(美国 Brüker 公司)；Nanodrop 1000

紫外分光光度计(美国 Thermo Scientific 公司)；薄层

色谱硅胶 GF254、硅胶 H 均为青岛海洋化工有限公

司生产；其余试剂均为分析纯。 

2  合成方法 

2.1  化合物 7 和 8 的合成 

2.1.1  N-(N’-Boc-4-哌啶基)吡嗪甲酰胺(7a)  吡

嗪-2-羧酸(5a, 12 mmol，1.49 g)溶于 50 mL 二氯甲

烷，加入 HOBt(12 mmol，1.62 g)和 EDCI(18 mmol，

3.46 g)，室温反应 30 min。随即将 N-Boc-4-氨基哌
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啶(10 mmol，2.0 g)和 N, N-二异丙基乙胺(12 mmol，

2.1 mL)加入反应液，室温反应 2 h。加入 50 mL 饱

和碳酸氢钠稀释，分出有机层，饱和食盐水

(50 mL×1)洗，无水硫酸钠干燥，减压回收溶剂，

柱层析分离得到 2.6 g 白色固体 7a(石油醚∶乙酸

乙酯=1∶1)，采用同样方法得到化合物 7b，8a，

8b。收率 85%；1H-NMR(500 MHz, CDCl3)：δ：9.40(s, 

1H, pyrazine-H)，8.75(d，1H，J=2.0 Hz，pyrazine-H)，

8.52(d，1H，J=2.0 Hz，pyrazine-H)，7.72(d，1H，

J=10.0 Hz，NH)，4.17~4.07(m，3H，H-3’，H-1’a，

H-5’a)，2.95(t，2H，J=10.0 Hz，H-1’b，H-5’b)，

2.00(d，2H，J=15.0 Hz，H-2’a，H-4’a)，1.52~1.46(m，

11H，H-2’b，H-4’b，3CH3)；ESI-MS：m/z=328.9 

[M+Na]+。 
2.1.2  N-(N’-Boc-4-哌啶基 )-4-氟苯甲酰胺 (7b)  

白色固体；收率 86%；1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：

δ：7.79~7.76(m，2H，Ar-H)，7.10~7.09(m，2H，

Ar-H)，6.09(d，1H，J=7.5 Hz，NH)，4.15~4.09(m，

3H，H-3’，H-1’a，H-5’a)，2.89(brs，2H，H-1’b，

H-5’b)，2.01(d，2H，J=11.0 Hz，H-2’a，H-4’a)，

1.46(s，9H，3CH3)，1.42~1.39(m，2H，H-2’b，

H-4’b)；ESI-MS：m/z=345.0[M+Na]+。 

2.1.3  N-Boc-N’-吡嗪甲酰基哌嗪 (8a)  白色固

体；收率：83%；1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：δ： 

8.97 (d，1H，J=2.0 Hz，pyrazine-H)，8.65(d，1H，

J=2.0 Hz，pyrazine-H)，8.54 (s，1H，pyrazine-H)，

3.79(t，2H，J=5.0 Hz，H-1’a，H-4’a)，3.62(t，2H，

J=5.0 Hz，H-2’a，H-3’a)，3.56(t，2H，J=5.0 Hz，

H-1’b，H-4’b)，3.49(t，2H，J=5.0 Hz，H-2’b，H-3’b)，

1.47(s，9H，3CH3)；ESI-MS：m/z=314.9[M+Na]+。 

2.1.4  N-Boc-N’-(4-氟苯甲酰基)哌嗪(8b) 白色固

体；收率：97%；1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：δ：

7.44~7.41(m，2H，Ar-H)，7.13-7.10(m，2H，Ar-H)，

3.65~3.47(m，8H，H-1’a，H-1’b，H-2’a，H-2’b，

H-3’a，H-3’b，H-4’a，H-4’b)，1.48(s，9H，3CH3)，

ESI-MS：m/z=330.9[M+Na]+。 

2.2  化合物 9 的合成 

2.2.1  N- 吡 嗪 基 -N’-Boc- 哌 啶 -4- 甲 酰 胺 (9a)  

N-Boc-哌啶-4-甲酸(16 mmol，3.65 g)置于 50 mL

三颈瓶中，N2 保护下加入 32 mL 二氯甲烷，然后

缓缓滴入吡啶 (40 mmol，3.4 mL)和二氯亚砜

(19.3 mmol，1.5 mL)，室温反应 0.5 h。随后，2-

氨基吡嗪(6a，18.4 mmol，1.75 g)、三乙胺(56 mmol，

8 mL)及催化量 4-二甲氨基吡啶溶于二氯甲烷后逐

滴加入到上述反应液中，室温反应 6 h。反应液分

别用 1 mmol·L1 盐酸(50 mL×1)和饱和碳酸氢钠

(50 mL×1)洗，无水硫酸钠干燥，减压回收溶剂，

柱层析分离得到 4 g 白色固体 9a(石油醚∶乙酸乙

酯=3∶2)，收率 82%；采用同样方法得到化合物

9b；1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：δ：9.55(s，1H，

pyrazine-H)，8.35(d，1H，J=2.0 Hz，pyrazine-H)，

8.23(s，1H，pyrazine-H)，7.97(brs，1H，NH)，

4.20(brs，2H，H-1’a，H-5’a)，2.88~2.79(m，2H，

H-1’b，H-5’b)，2.45-2.50(m，1H，H-3’)，1.93(d，

2H，J=7.5 Hz，H-2’a，H-4’a)，1.79~1.71(m，2H，

H-2’b，H-4’b)，1.47(s，9H，3CH3)；ESI-MS： 

m/z=328.9[M+Na]+。 

2.2.2  N-(4-氟苯基 )-N’-Boc-哌啶 -4-甲酰胺 (9b)  

白色固体；收率 75%；1H-NMR(500 MHz，CDCl3)：

δ：7.48~7.47(m，2H，Ar-H)，7.20(s，1H，NH)，

7.03~7.00(m，2H，Ar-H)，4.18(d，2H，J=12.5 Hz，

H-1’a，H-5’a)，2.80(t，2H，J=7.5 Hz，H-1’b，H-5’b)，

2.39~2.35(m，1H，H-3’)，1.90(d，2H，J=12.0 Hz，

H-2’a，H-4’a)，1.77~1.71(m，2H，H-2’b，H-4’b)，

1.47(s，9H，3CH3)；ESI-MS： m/z=344.9[M+Na]+。 

2.3  化合物 10，11 和 12 的合成 

化合物 7，8 和 9(10 mmol)分别溶于 40 mL 二

氯甲烷中，逐滴加入 20 mL 三氟乙酸，室温反应

1 h。减压蒸除溶剂，加入 50 mL 乙醚，析出白色

固体，过滤、干燥得到相应产物 10，11 和 12。该

产物不经进一步纯化直接用于下一步反应。 

2.4  N-Boc-亮氨酸-2-氯苄胺的合成(14) 

N-Boc-(L)-亮氨酸(6 mmol，1.39 g)溶于 25 mL

二氯甲烷，加入 HOBt(6 mmol，0.81 g)和 EDCI 

(9 mmol，1.73 g)，室温反应 30 min。随即将邻氯

苄胺(13，5 mmol，0.6 mL)和 N，N-二异丙基乙胺

(6 mmol，1 mL)加入反应液，室温反应 2 h。加入

30 mL 饱和碳酸氢钠稀释，分出有机层，饱和食盐

水(30 mL×1)洗，无水硫酸钠干燥，减压回收溶剂，

柱层析分离得到 1.51 g 白色固体 14(石油醚∶乙酸

乙酯=8∶1)，收率 85%； 1H-NMR(500 MHz，

CDCl3)：δ： 7.36~7.33(m，2H，Ar-H)，7.23~7.20(m，
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2H，Ar-H)，6.68(s，1H，NH)，4.91(d，1H，J=7.5 Hz，

NH)，4.52(t，2H，J=6.0 Hz，H-1’)，4.13(s，1H，

H-2’)，1.72~1.64(m，2H，H-3’)，1.50~1.41(m，

10H，3CH3，H-4’)，0.95~0.91(m，6H，2CH3)；

ESI-MS：m/z=376.9[M+Na]+。 

2.5  亮氨酸-2-氯苄胺三氟乙酸盐的合成(15) 

N-Boc-亮氨酸-2-氯苄胺(14，10 mmol，3.55 g)

溶于 40 mL 二氯甲烷，逐滴加入 20 mL 三氟乙酸。

室温反应 1 h，减压蒸除溶剂，加入 50 mL 乙醚，

析出白色固体，过滤、干燥得到粗品 15。该粗品

不经进一步纯化直接用于下一步反应。 

2.6  N-Boc-苯丙氨酸-亮氨酸-2-氯苄胺的合成(16) 

N-Boc-(L)-苯丙氨酸 (6 mmol，1.59 g)溶于

25 mL 二氯甲烷，加入 HOBt(6 mmol，0.81 g)和

EDCI(9 mmol，1.73 g)，室温反应 30 min。随即将

亮氨酸-2-氯苄胺三氟乙酸盐(15，5 mmol，1.84 g)

和 N，N-二异丙基乙胺(6 mmol，1 mL)加入反应液，

室温反应 2 h。加入 30 mL 饱和碳酸氢钠稀释，分

出有机层，饱和食盐水(30 mL×1)洗，无水硫酸钠

干燥，减压回收溶剂，柱层析分离得到 2.2 g 白色

固体 16(石油醚∶乙酸乙酯=3∶1)，收率 88%；
1H-NMR (500 MHz，CDCl3)：δ：7.36~7.15 (m，9H，

Ar-H)，6.63(s，1H，NH)，6.21(d，1H，J=7.5 Hz，

NH)，4.94~4.93(m，1H，NH)，4.48~4.40(m，3H，

H-1’，H-5’)，4.32~4.30(m，1H，H-2’)，3.09~3.01(m，

2H，H-6’)，1.50~1.42(m，3H，H-3’，H-4’)，1.37(s，

9H，3CH3)，0.90~0.86(m，6H，2CH3)；ESI-MS： 

m/z=501.8[M+H]+。 

2.7  苯丙氨酸-亮氨酸-2-氯苄胺三氟乙酸盐的合

成(17) 

N-Boc- 苯丙氨酸 - 亮氨酸 -2- 氯苄胺 (16 ，

10 mmol，5.02 g)溶于 40 mL 二氯甲烷，逐滴加入

20 mL 三氟乙酸。室温反应 1 h，减压蒸除溶剂，

加入 50 mL 乙醚，析出白色固体，过滤、干燥得

到产物 17。该产物不经进一步纯化直接用于下一

步反应。 

2.8  化合物 18 的合成 

2.8.1  N-[4-(吡嗪-2-基甲酰胺基)哌啶-1-甲酰基]

二肽(苯丙氨酸-亮氨酸)-2-氯苄胺(18a)  苯丙氨酸

-亮氨酸-2-氯苄胺三氟乙酸盐(17，2.1 mmol，1.08 g)

溶于 5 mL 二氯甲烷和 5 mL 饱和碳酸氢钠混合溶

液，冰浴下加入三光气(0.7 mmol，0.21 g)，反应

15 min，分出有机层，水层用二氯甲烷(20 mL×2)

洗，合并有机层，无水硫酸钠干燥，减压蒸干，

得到异氰酸酯；化合物 10a(1.5 mmol，0.48 g)溶于

5 mL 二氯甲烷，加入 N,N-二异丙基乙胺(2.5 mmol，

0.5 mL)，然后将上述异氰酸酯用少量二氯甲烷溶

解后加入到溶液中，室温反应 1 h。饱和氯化铵

(30 mL×1)洗，无水硫酸钠干燥，减压回收溶剂，

柱层析分离得到 0.72 g 白色固体 18a(乙酸乙酯)，

采用同样方法得到化合物 18b。收率 76%；1H-NMR 

(500 MHz，CDCl3)：δ：9.39(d，1H，J=2.0 Hz，

pyrazine-H)，8.76(d，1H，J=2.0 Hz，pyrazine-H)，

8.52~8.51(dd，1H，J=2.5，1.5 Hz，pyrazine-H)，

7.70(d，1H，J=8.5 Hz，NH)，7.33~7.18(m，10H，

Ar-H+NH)，6.98(t，1H，J=6.0 Hz，NH)，6.61(d，

1H，J=9.0 Hz，NH)，5.02(d，1H，J=6.0 Hz，NH)，

4.51~4.45(m，4H，H-1’a，H-5’a，H-11’a，H-11’b)，

4.14~4.05(m，1H，H-3’)，3.79~3.70(m，2H，H-1’b，

H-5’b)，3.15(dd，1H，J=6.5，12.5 Hz，H-7’a)，

3.01(dd，1H，J=6.5，12.5 Hz，H-7’b)，2.94~2.82(m，

2H，H-6’，H-8’)，1.96~1.92(m，2H，H-2’a，H-4’a)，

1.59~1.24(m，5H，H-9’a，H-9’b，H-2’b，H-4’b，

H-10’)，0.92~0.88(m，6H，2CH3)；ESI-MS：m/z 

=633.8[M+H]+. 

2.8.2  N-[4-(4-氟苯基甲酰胺基)哌啶-1-甲酰基]二

肽(苯丙氨酸-亮氨酸)-2-氯苄胺(18b)  白色固体；

收率 62%。 1H-NMR(500 MHz， CDCl3)： δ：

7.78~7.75(m，2H，Ar-H)，7.34~7.32(m，1H，Ar-H)，

7.29~7.27(m，2H，Ar-H)，7.25~7.18(m，6H，Ar-H)，

7.08(m，2H，Ar-H)，6.91(t，1H，J=5.5 Hz，NH)，

6.55(d，1H，J=8.0 Hz，NH)，6.21(d，1H，J=3.0 Hz，

NH)，4.96(d，1H，J=6.0 Hz，NH)，4.49~4.41(m，

4H，H-1’a，H-5’a，H-11’a，H-11’b)，4.15~4.05(m，

1H，H-3’)，3.78~3.72(m，2H，H-1’b，H-5’b)，

3.16(dd，1H，J=6.5，12.5 Hz，H-7’a)，3.02(dd，

1H，J=6.5，12.5 Hz，H-7’b)，2.87~2.82(m，2H，

H-6’，H-8’)，1.98~1.91(m，2H，H-2’a，H-4’a)，

1.77-1.73(m，1H，H-10’)，1.58~1.47(m，2H，H-2’b，

H-4’b)，1.29-1.20(m，2H，H-9’a，H-9’b)，0.90(t，

6H，J=10.0 Hz，2CH3)；ESI-MS：m/z=649.8[M+H]+。 

2.9  N-Boc-亮氨酸-苯丙氨酸-亮氨酸-2-氯苄胺的

合成(19) 

N-Boc-(L)-亮氨酸(6 mmol，1.4 g)溶于 25 mL
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二氯甲烷，加入 HOBt(6 mmol，0.81 g)和 EDCI 

(9 mmol，1.73 g)，室温反应 30 min。随即将苯丙

氨酸-亮氨酸-2-氯苄胺三氟乙酸盐(17，5 mmol，

2.6 g)和 N，N-二异丙基乙胺(6 mmol，1 mL)加入

反应液，室温反应 2 h。加入 30 mL 饱和碳酸氢钠

稀释，分出有机层，饱和食盐水(30 mL×1)洗，无

水硫酸钠干燥，减压回收溶剂，柱层析分离得到

2.7 g 白色固体 19(石油醚∶乙酸乙酯=2∶1)，收率

88%。1H NMR (500 MHz，CDCl3)：δ：7.33~7.27(m，

5H，Ar-H+NH)，7.25~7.12(m，6H，Ar-H)，6.92(brs，

1H，Ar-H)，6.66 (s，1H，J=15.5 Hz，NH)，4.80 (d，

1H，J=15.5 Hz，CH2)，4.66~4.54(m，3H，CH2+CH)，

4.45(dd，1H，J=16.0，6.0 Hz，CH)，3.77(m，1H，

CH)，3.31~3.28(m，1H，CH)，3.04~3.00(m，1H，

CH)，1.89~1.84(m，1H，CH2)，1.69~1.43(m，5H，

2CH2+CH)，1.32(s，9H，3CH3)，0.94~0.84(m，12H，

4CH3)；ESI-MS：m/z=614.9[M+H]+。 

2.10  亮氨酸-苯丙氨酸-亮氨酸-2-氯苄胺三氟乙

酸盐的合成(20) 

N-Boc-亮氨酸 -苯丙氨酸 -亮氨酸 -2-氯苄胺

(19，10 mmol)溶于 40 mL 二氯甲烷，逐滴加入

20 mL 三氟乙酸。室温反应 1 h，减压蒸除溶剂，

加入 50 mL 乙醚，析出白色固体，过滤、干燥得

到产物 20。该产物不经进一步纯化直接用于下一

步反应。 

2.11 化合物 21a~f 的合成 

2.11.1  N-[4-(吡嗪-2-基甲酰胺基)哌啶-1-甲酰基]

三肽 (亮氨酸 -苯丙氨酸 -亮氨酸 )-2-氯苄胺 (21a)  

亮氨酸 -苯丙氨酸 -亮氨酸 -2-氯苄胺三氟乙酸盐

(20，2.1 mmol，1.32 g)溶于 5 mL 二氯甲烷和 5 mL

饱和碳酸氢钠混合溶液，冰浴下加入三光气

(0.7 mmol，0.21 g)，冰浴反应 15 min，分出有机

层，水层用二氯甲烷(20 mL×2)洗，合并有机层，

无水硫酸钠干燥，减压蒸干，得到异氰酸酯；化

合物 10a(1.5 mmol，0.48 g)溶于 5 mL 二氯甲烷，

加入 N,N-二异丙基乙胺(2.5 mmol，0.5 mL)，然后

将上述异氰酸酯用少量二氯甲烷溶解后加入到溶

液中，室温反应 1 h。饱和氯化铵(30 mL×1)洗，

无水硫酸钠干燥，减压回收溶剂，柱层析分离得

到 0.72 g 白色固体 21a(二氯甲烷∶甲醇=40∶1)，

采用同样方法得到化合物：21b~f。收率 66%；

1H-NMR (500 MHz，d6-DMSO)：δ：9.18(d，1H，

J=2.0 Hz，pyrazine-H)，8.87(d，1H，J=2.0 Hz，

pyrazine-H)，8.79(d，1H，J=8.0 Hz ，NH)，8.73(m，

1H，pyrazine-H)，8.19(t，1H，J=5.5 Hz，NH)，

8.01(d，1H，J=8.0 Hz，NH)，7.83(d，1H，J=7.5 Hz，

NH)，7.45~7.42(m，1H，Ar-H)，7.32~7.28(m，3H，

Ar-H)，7.25~7.17(m，5H，Ar-H)，6.53(d，1H，

J=7.0 Hz ， NH) ， 4.50~4.46(m ， 1H ， H-9’) ，

4.38~4.27(m ， 3H ， H-14’a ， H-14’b ， H-6’) ，

4.04~3.96(m，4H，H-11’，H-3’，H-1’a，H-5’a)，

3.05 (dd，1H，J =14.0，4.5 Hz，H-10’a)，2.91(dd，

1H，J =14.0，4.5 Hz，H-10’b)，2.84~2.73(m，2H，

H-1’b，H-5’b)，1.76~1.73(m，2H，H-2’a，H-4’a)，

1.62~1.28(m，8H，H-2’b，H-4’b，H-7’a，H-7’b，

H-12’a，H-12’b，H-8’，H-13’)，0.89-0.79(m，12H，

4CH3)；ESI-MS：m/z=746.8[M+H]+。 

2.11.2  N-[4-(4-氟苯基甲酰胺基)哌啶-1-甲酰基]

三肽 (亮氨酸 -苯丙氨酸 -亮氨酸 )-2-氯苄胺 (21b)  

白色固体；收率 53.5%； 1H-NMR (500 MHz，

CDCl3)：δ：8.32(d，1H，J=8.5 Hz，NH)，8.23(t，

1H，J=5.5 Hz，NH)，8.02(d，1H，J=8.0 Hz，NH)，

7.94~7.90(m， 2H， Ar-H)， 7.88~7.86(d， 1H，

J=8.0 Hz ， NH) ， 7.45~7.43(m ， 1H ， Ar-H) ，

7.33~7.22(m，5H，Ar-H)，7.21~7.17(m，5H，Ar-H)，

6.54(d，1H，J=7.5 Hz，NH)，4.50~4.46(m，1H，

H-9’)，4.38~4.27(m，3H，H-14’a，H-14’b，H-6’)，

4.05~3.92(m，4H，H-11’，H-3’，H-1’a，H-5’b)，

3.18(dd，1H，J=14.0，5.0 Hz，H-10’a)，3.06(dd，

1H，J=14.0，5.0 Hz，H-10’b)，2.85~2.73(m，2H，

H-1’a，H-1’b)，1.78~1.76(brs，2H，H-2’a，H-4’a)，

1.53~1.23(m，8H，H-2’b，H-4’b，H-7’a，H-7’b，

H-12’a，H-12’b，H-8’，H-13’)，0.89~0.77(m，12H，

4CH3)；ESI-MS：m/z=762.7[M+H]+。 

2.11.3  N-[4-(吡嗪-2-甲酰基)哌嗪-1-甲酰基]三肽

(亮氨酸-苯丙氨酸-亮氨酸)-2-氯苄胺(21c)  白色

固体；收率 68.3%；1H-NMR (500 MHz，d6-DMSO)：

δ：8.86(d，1H，J=1.5 Hz，pyrazine-H)，8.76(d，

1H，J=1.5 Hz，pyrazine-H)，8.69~8.68(m，1H，

pyrazine-H)，8.22(t，1H，J=6.0 Hz，NH)，8.01(d，

1H，J=8.0 Hz，NH)，7.84(d，1H，J=8.0 Hz，NH)，

7.46~7.42(m，1H，Ar-H)，7.32~7.27(m，3H，Ar-H)，
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7.22~7.17(m，5H，Ar-H)，6.61(d，1H，J=7.0 Hz，

NH)，4.53~4.46(m，1H，H-9’)，4.39~4.27(m，3H，

H-14’a，H-14’b，H-6’)，4.08~4.02(m，1H，H-11’)，

3.64~3.61(m，2H，H-3’a，H-4’a)，3.47~3.33(m，

6H，H-3’b，H-4’b，H-1’a，H-1’b，H-2’a，H-2’b)，

3.04(dd，1H，J=5.0，14 Hz，H-10’a)，2.88(dd，

1H，J=5.0，14 Hz，H-10’b)，1.57~1.33(m，6H，

H-12’a，H-12’b，H-7’a，H-7’b，H-13’，H-8’)，0.89~ 

0.77(m，12H，4CH3)；ESI-MS：m/z=732.8[M+H]+。 

2.11.4  N-[4-(4-氟苯甲酰基)哌嗪-1-甲酰基]三肽

(亮氨酸-苯丙氨酸-亮氨酸)-2-氯苄胺(21d)  白色

固体；收率 41.9% ；  1H-NMR (500 MHz ，

d6-DMSO)：δ：8.23(t，1H，J=6.0 Hz，NH)，8.00(d，

1H，J=8.5 Hz，NH)，7.85(d，1H，J=8.0 Hz，NH)，

7.51~7.48(m，2H，Ar-H)，7.45~7.42(m，1H，Ar-H)，

7.31~7.28(m，5H，Ar-H)，7.22~7.14 (m，5H，Ar-H)，

6.59(d，1H，J=7.5 Hz，NH)，4.51~4.46(m，1H，

H-9’)，4.34~4.26(m，3H，H-14’a，H-14’b，H-6’)，

4.07~4.03(m，1H，H-11’)，3.56~3.34(m，8H，H-1’a，

H-1’b，H-2’a，H-2’b，H-3’a，H-4’a，H-3’b，H-4’b)，

3.03(dd，1H，J=5.0，14 Hz，H-10’a)，2.88(dd，

1H，J=5.0，14 Hz，H-10’b)，1.55~1.29 (m，6H，

H-12’a，H-12’b，H-7’a，H-7’b，H-8’ ，H-13’)，0.87~ 

0.78(m，12H，4CH3)；ESI-MS：m/z=748.7[M+H]+。 

2.11.5  N-[1-(吡嗪-2-基胺甲酰基)哌啶-1-甲酰基]

三肽 (亮氨酸 -苯丙氨酸 -亮氨酸 )-2-氯苄胺 (21e)  

白色固体；收率 43.8%； 1H-NMR (500 MHz，

d6-DMSO)：δ：10.77(s，1H，NH)，9.35(d，1H，

J=1.5 Hz，pyrazine-H)，8.39(m，1H，pyrazine-H)，

8.36(d，1H，J=1.5 Hz，pyrazine-H)，8.17(t，1H，

J=5.5 Hz，NH)，7.98(d，1H，J=8.0 Hz，NH)，7.83(d，

1H，J=8.0 Hz，NH)，7.45~7.43(m，1H，Ar-H)，

7.33~7.27(m，3H，Ar -H)，7.25~7.17(m，5H，Ar-H)，

6.51(d，1H，J=7.0 Hz，NH)，4.50~4.45(m，1H，

H-9’)，4.39~4.26(m，3H，H-14’a，H-14’b，H-6’)，

4.05~3.99(m，3H，H-1’a，H-5’a，H-11’)，3.05(dd，

1H，J=5.0，14 Hz，H-10’a)，2.92(dd，1H，J=5.0，

14 Hz，H-10’b)，2.74~2.64(m，3H，H-1’b，H-5’b，

H-3’)，1.79(d，2H，J=11.5 Hz，H-2’a，H-4’a)，

1.57~1.30(m，8H，H-2’b，H-4’b，H-12’a，H-12’b，

H-7’a，H-7’b，H-13’，H-8’)，0.91~0.78(m，12H，

4CH3)；ESI-MS：m/z=746.8[M+H]+。 

2.11.6  N-[1-4-(氟苯基胺甲酰基)哌啶-4-甲酰基]

三肽 (亮氨酸 -苯丙氨酸 -亮氨酸 )-2-氯苄胺 (21f)  

白色固体；收率 45%； 1H-NMR (500 MHz，

d6-DMSO)：δ：9.95(s，1H，NH)，8.17(t，1H，

J=6.0 Hz，NH)，7.98(d，1H，J=8.5 Hz，NH)，7.83(d，

1H，J=8.0 Hz，NH)，7.63~7.60(m，2H，Ar-H)，

7.44~7.42(m，1H，Ar-H)，7.33~7.29(m，3H，Ar-H)，

7.29~7.16(m，5H，Ar-H)，7.16~7.11(m，2H，Ar-H)，

6.51(d，1H，J=7.0 Hz，NH)，4.50~4.45(m，1H，

H-9’)，4.39~4.26(m，3H，H-14’a，H-14’b，H-6’)，

4.06~3.98(m，3H，H-1’a，H-5’a，H-11’)，3.04(dd，

1H，J=5.0，14 Hz，H-10’a)，2.92(dd，1H，J=5.0，

14 Hz，H-10’b)，2.76~2.68(m，2H，H-1’b，H-5’b)，

2.49~2.46(m，1H，H-3’)，1.75~1.73(m，2H，H-2’a，

H-4’a)，1.57~1.30(m，8H，H-2’b，H-4’b，H-12’a，

H-12’b，H-7’a，H-7’b，H-8’，H-13’)，0.90~0.75(m，

12H，4CH3)；ESI-MS：m/z=762.7[M+H]+。 

3  体外蛋白酶体抑制活性测试 

将 1 μL 蛋白酶体抑制剂(Carfilzomib 为阳性

药物)加入 10 μL 纯化的蛋白酶体(5 μg·mL1)中，

孵育 15 min。再加入 39 μL 蛋白酶体底物：

37.5 μmol·L-1 Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC。蛋白酶

体水解底物中的 Tyr-AMC 序列，释放出 AMC，

在激发光 355 nm 和发射光 460 nm 的条件下可

以检测到水解后产物 AMC 的荧光吸收值，观察

化合物对酶活性的抑制情况。所有实验在相同条

件下均重复进行 3 次，结果见表 1。 

表 1  目标化合物对蛋白酶体的抑制活性( sx  ) 

Tab.1 Proteasome inhibitory activities of the target 

compounds ( sx  )                        μmol·L1 

化合物 IC50 

18a 0.77±0.14 

18b 0.95±0.08 

21a 2.09±0.18 

21b 5.26±0.32 

21c 1.77±0.12 

21d 4.16±0.15 

21e 1.84±0.04 

21f 3.47±0.19 

Carfilzomib (8.60±0.31)nmol·L1 

从上述活性测试结果可见，合成的 8 个目标

化合物在体外对蛋白酶体具有不同程度的抑制活
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性。比较目标化合物结构可以发现，肽链的长短

对活性有明显的影响：二肽化合物 18a、18b 

(<1 μmol·L1)对蛋白酶体的抑制活性较三肽化合

物 21a~f (>2 μmol·L1)好。此外，氨基末端的不同

取代基(R1)对活性也有影响：吡嗪-2-基取代较对氟

苯基取代更有利于提高活性，吡嗪-2-基取代的化

合物 18a、21a、21c 和 21e 的活性均优于相应的对

氟苯基取代的化合物 18b、21b、21d 和 21f，这种

差别可能是因为吡嗪-2-基上的 2 个氮原子可以与

蛋白酶体形成更多的氢键结合作用。虽然目标化

合物对蛋白酶体的抑制活性与阳性对照药物

Carfilzomib 相比还存在一定差距，但是作为开发

短肽非共价结合类蛋白酶体抑制剂的探索工作，

也为后续研究活性更好、更具类药性的此类化合

物提供了思路。 
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