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含三氟甲基三氮嗪酪氨酸激酶抑制剂设计合成及生物活性研究★ 
秦沛 a    马海 b    张发光*,a    马军安*,a 

(a天津大学理学院化学系  天津市分子光电科学重点实验室  天津 300072) 
(b中国中医科学院中药研究所  北京 100700)  

摘要  三氟甲基是一类重要的有机官能团, 将其引入生物活性分子已经成为药物开发中一种常见的策略, 目前发展的

多种蛋白激酶抑制剂中均含有三氟甲基芳烃单元. 从三氟乙胺出发, 发展了甘氨酸亚胺与原位生成的三氟重氮乙烷的

[3＋3]环加成反应, 以良好收率得到了系列 3-酯基-5-芳基-6-三氟甲基-1,2,4-三氮嗪, 随后经过水解→氯化→酰胺化三

步化学转化反应, 并引入酪氨酸激酶抑制剂伊马替尼和尼洛替尼的核心片段, 得到了 14 个含有三氟甲基三氮嗪骨架

的小分子化合物, 初步生物活性测试发现了部分化合物对细胞凋亡蛋白 Caspase 9 具有较好的促进作用.     
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Synthesis of 6-CF3-1,2,4-triazine-based Tyrosine Kinase Inhibitors and The 
Evaluation of Biological Activities

★
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(a Department of Chemistry, School of Science, Tianjin Key Laboratory of Molecular Optoelectronic Sciences,  
Tianjin University, Tianjin 300072) 
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Abstract  Trifluoromethyl group has strong electron-withdrawing ability and stable C—F bond, and its introduction into 
organic molecules could often significantly modify the acidity, dipole moment, lipophilicity and metabolic stability of parent 
compounds. Therefore, the incorporation of trifluoromethyl group into bioactive molecules has become a common strategy 
for drug development. Trifluoromethylated arene moiety is the important unit of many drugs and related candidates, such as 
Nilotinib, Radotinib, Ponatinib, Regorafenib, Pexidartinib, Bimiralisi, and Defactinib. Therefore, it is of great interest to de-
sign new compounds containing trifluoromethyl group and explore their potential applications in the development of protein 
kinase inhibitors. Imatinib is the first-generation tyrosine kinase inhibitor and the first small molecule targeting anti-tumor 
drug that inspires the synthesis of a large number of excellent anti-tumor drugs. Therefore, in this study, we aimed to design 
new trifluoromethyl-containing tyrosine kinase inhibitors via combining the aniline-pyrimidine structure of Imatinib with 
1,2,4-triazines. In particular, we developed a one-pot [3＋3] cycloaddition sequence to construct a series of 3-ester-5-aryl-6- 
CF3-1,2,4-triazines in good yields. Subsequently, a series of new compounds containing the trifluoromethyl 1,2,4-triazine 
skeleton were obtained via a sequence of hydrolysis, chlorination, and amidation reactions. Finally, a preliminary evaluation 
of biological activity was conducted and a hit compound 4a was found with good activity in promoting apoptosis protein 
Caspase 9. A representative procedure for the synthesis of model product 4a is described as following: Starting from trifluo-
roethylamine (9.91 g, 100 mmol), tert-butyl nitrite (11.34 g, 110 mmol) and AcOH (1.2 g, 20 mmol) were used to generate 
trifluorodiazoethane in situ in tetrahydrofuran (THF, 20 mL) at 55 ℃ for 30 min. Then the CF3CHN2 solution was added to 
the mixture of glycine imine 1 (50 mmol), silver fluoride catalyst (0.64 g, 5 mmol) and cesium carbonate (20.36 g, 62.5 
mmol) in THF (80 mL), and the reaction mixture reacted at 0 ℃ for 24 h to give the corresponding 6-CF3-tetrahydrotriazine 
2. Afterwards, 2,3-dichloro-5,6-dicyanophenoquinone (DDQ) (2.72 g, 12 mmol) was used as oxidant for compound 2 (3 
mmol) to produce the corresponding 3-ester-5-aryl-6-trifluoromethyl-1,2,4-triazine 3. The obtained trifluorome-
thyl-1,2,4-triazine 3 (3 mmol) was hydrolyzed under the promotion of lithium hydroxide (0.15 g, 3.6 mmol) in THF/H2O (5 
mL THF, 10 mL H2O) at r.t. for 1 h to give the corresponding carboxylic acid. The carboxylic acid intermediate reacted with 
oxalyl chloride (0.31 mL, 3.6 mmol) under the catalysis of N,N-dimethylformamide (DMF, 1～2 drop) in CH2Cl2 at r.t. for 2 
h to give the corresponding acyl chlorides. Finally, in a mixture of CH2Cl2 (5 mL) and DMF (2 mL), acyl chloride intermedi-
ates reacted with the corresponding aniline-pyrimidine intermediate (0.92 g, 3.3 mmol) to give the desired product 4. 
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1  引言 

三氟甲基具有强吸电子性和稳定的 C—F 键, 将其

引入到有机分子中可以显著改变母体化合物的酸性、偶

极矩、亲脂性和代谢稳定性等[1], 因此向生物活性分子

中引入三氟甲基已成为药物开发的一种常用策略[2]. 其
中, 在蛋白激酶抑制剂开发方面[3], 目前发展的多个药

物分子或活性先导化合物均含有三氟甲基芳烃单元(图
1). 如靶向酪氨酸激酶的慢性骨髓性白血病治疗药物尼

洛替尼(Nilotinib)[4]、拉多替尼(Radotinib)[5]、普纳替尼

(Ponatinib)[6]和治疗结直肠癌的瑞戈非尼(Regorafenib)[7]

均含有三氟甲基取代的苯胺结构骨架; 具有抗肿瘤活性

的 多 靶 点 酪 氨 酸 激 酶 抑 制 剂 (TKI) 培 西 达 替 尼

(Pexidartinib)[8]和磷脂酰肌醇 3-激酶(PI3K)抑制剂比米

利塞(Bimiralisib)[9]含有三氟甲基取代的吡啶结构; 高选

择性粘着斑激酶(FAK)抑制剂地法替尼(Defactinib)含有

三氟甲基取代的嘧啶骨架[10]. 在尼洛替尼等药物的分

子结构中, 三氟甲基的引入可以提高小分子药物的亲脂

性, 增强小分子药物与蛋白作用位点结合的稳定性, 提
升对激酶的抑制作用[11]. 因此, 研究开发新的含有三氟

甲基杂芳环结构并将其应用于蛋白激酶抑制剂类药物

的设计发展仍具有重要研究价值与潜力.  
三氮嗪是一类含有三个氮原子的六元芳香族杂环

化合物, 包括三种区域异构体: 1,2,4-三氮嗪、1,2,3-三氮

嗪和 1,3,5-三氮嗪, 近年来在药物、农药、化学生物学

等领域引起越来越多关注与应用[12]. 2019 年, 我们课题

组[13]报道了重氮化合物与甘氨酸亚胺的[3＋3]环加成反

应可用于三取代 1,2,4-三氮嗪的合成(图 2a). 其中, 以
2,2,2-三氟重氮乙烷(CF3CHN2)为起始原料, 可以良好收

率得到系列 3-酯基-5-芳基-6-三氟甲基-1,2,4-三氮嗪. 在
此基础上, 我们设想将三氟甲基-1,2,4-三氮嗪引入到小

分子蛋白激酶抑制剂的开发, 从而设计发展新的含氟药

物. 伊马替尼(Imatinib)和尼洛替尼(Nilotinib)是重要的

酪氨酸激酶抑制剂, 伊马替尼也是全球首个分子靶向抗

肿瘤药, 引领了大量优秀抗肿瘤药物的设计发展[14]. 伊
马替尼与靶蛋白 BCR-ABL (breakpoint cluster region- 
Abelson)的主要结合模式如图 2b 所示, 伊马替尼能够以

6 个氢键作用结合至ABL激酶活性结构域内, 形成稳定

的伊马替尼 BCR-ABL 复合物并阻止 ATP (Adenosine 
triphosphate)到达该结合位点, 因此抑制了酶的活性, 实
现了对癌细胞增殖的抑制[15]. 在本工作中(图 2c), 我们

以伊马替尼和尼洛替尼的苯胺嘧啶结构为母核, 设计合

成了 14 个含有三氟甲基三氮嗪骨架的小分子化合物, 
并发现了部分化合物对细胞凋亡蛋白 Caspase 9 具有较

好的促进作用, 为新的三氟甲基药物活性分子的发展提

供了有效合成方法与化合物类型.  
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图 1  含三氟甲基的蛋白激酶抑制剂药物分子 
Figure 1  Protein kinase inhibitors that contain the trifluoromethyl group  
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图 2  含有三氟甲基三氮嗪骨架的小分子化合物设计合成 
Figure 2  Design and synthesis of CF3-substituted 1,2,4-triazines 

2  结果与讨论 

2.1  含有三氟甲基三氮嗪骨架化合物的合成 
在我们之前的工作中[13], 所用三氟重氮乙烷是用

三氟乙胺盐酸盐与亚硝酸钠进行预先制备, 得到一定浓

度的三氟重氮乙烷溶液, 而后与甘氨酸亚胺进行环加成

反应(图 3a); 尽管该方法收率较高, 但预先制备步骤增

加了实验操作. 在本工作中, 我们发现了从三氟乙胺出

发, 利用亚硝酸叔丁酯现场生成三氟重氮乙烷[16], 而后

一锅内加入甘氨酸亚胺 1、氟化银催化剂、碳酸铯, 可
以较好的收率得到相应的 6-三氟甲基-四氢三氮嗪 2(图
3b). 采用该方法可顺利进行 10 g 级制备, 产物收率一

般在 50%～90%. 随后使用 2,3-二氯-5,6-二氰对苯醌

(DDQ)为氧化剂, 可得到相应的 3-酯基-5-芳基-6-三氟

甲基-1,2,4-三氮嗪 3, 环加成与氧化两步的总收率最高

可达 72%(产物 3e); 含有吸电子取代基的底物收率偏低, 
一般在 36%～53%(产物 3g～3j); 杂环取代的底物也可

以顺利进行该反应, 两步收率维持在 45%以上(产物

3k～3n). 需要指出的是, 我们尝试过将氧化步骤放大

至克级规模, 但效果较差, 即使延长反应时间原料转化

仍不完全, 推测可能是由于氧化剂 DDQ 的使用量较大

且溶解性不好, 放大实验规模时反应搅拌不够充分等原

因所致, 因此氧化步骤的原料投料量一般在 3 mmol 以
下. 目前含有羟基、氨基等极性基团的底物在该反应中

效果不好, 需要在后续工作中进一步进行优化提升. 
随后, 如图 4 所示, 将所得 3-酯基-5-芳基-6-三氟甲

基-1,2,4-三氮嗪 3 在氢氧化锂的促进下进行酯基水解得

到相应羧酸, 羧酸中间体在 N,N-二甲基甲酰胺(DMF)催
化下与草酰氯反应可得到相应的酰氯化合物. 最后, 在
CH2Cl2 与 DMF 的混合溶剂中, 酰氯中间体与伊马替尼

的苯胺嘧啶片段进行反应可顺利得到含有三氟甲基三

氮嗪结构的新型小分子化合物 4. 该合成路线所涉及的

三步实验只需对反应进行简单后处理, 无需柱层析分离

等进一步的纯化步骤, 简化了实验流程, 具有较好的实

用性. 通过该方法共得到 14 个含有三氟甲基三氮嗪结

构的小分子化合物, 三步反应的总收率为 34%～63%, 
其中苯环上的取代基包括甲基(4b)、甲氧基(4c)、卤素

(4d～4g)、氰基(4h)、三氟甲基(4i, 4j), 且吡啶(4k)、噻

吩(4l, 4m)、呋喃(4n)等杂环取代的三氮嗪也可顺利进行

该转化生成相应的目标分子.  
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图 3  三氟甲基-1,2,4-三氮嗪化合物的合成 
Figure 3  Synthesis of CF3-substituted 1,2,4-triazines 
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图 4  含有伊马替尼母核的三氟甲基-1,2,4-三氮嗪化合物的合成 
Figure 4  Synthesis of CF3-substituted 1,2,4-triazines containing the core structure of Imatinib 
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2.2  生物活性测试 
Caspase (Cysteine-requiring Aspartate Protease)是参

与细胞凋亡过程的蛋白酶家族, 其中 Caspase 9 可与细

胞色素 c 和 Apaf1 形成复合物被激活, 并进一步诱发细

胞凋亡的关键酶 Caspase 3 而触发凋亡级联反应, 是细

胞凋亡信号转导和启动死亡过程中的重要上游蛋白[17]. 
以 THP-1(人单核细胞白血病)为基础进行体外实验, 探
索本工作中得到的三氟甲基三氮嗪化合物对促细胞凋

亡蛋白 Caspase 9 是否呈现促进作用. 结果显示(图 5), 
在 10 μmol/L 的浓度条件下, 化合物 4a, 4i 和 4k 与阳性

对照样伊马替尼对人单核细胞白血病中的促细胞凋亡

蛋白 Caspase 9 具有良好的促进作用, 其中化合物 4a 作

用效果明显优于阳性对照药伊马替尼. 根据单因素方差

分析(One-Way ANOVA)得出, 上述化合物及伊马替尼

的活性测试结果均有统计学差异(显著性水平 P***＜
0.001).  

 
图 5  三氟甲基三氮嗪小分子化合物对凋亡蛋白 Caspase 9 的促进作

用测试 
Figure 5  Bioactivity evaluation of CF3-substituted 1,2,4-triazine deriva-
tives in promoting apoptosis protein Caspase 9  
GAPDH: 甘油醛-3-磷酸脱氢酶 

随后, 我们进一步测试了化合物 4a 对融合酪氨酸

激酶 BCR-ABL1 与 BCR-ABL2 的抑制活性(详见支持信

息), 结果显示: 与药物伊马替尼相比, 化合物 4a 的半

抑制浓度 (IC50, nmol/L) 分别是伊马替尼的 20 倍

(BCR-ABL1)与 6 倍(BCR-ABL2), 酶水平的初步活性测

试显示化合物 4a 对酪氨酸激酶的抑制效果较差. 随后

采用分子对接 PYMOL 模拟了化合物 4a 与 BCR-ABL
激酶的作用模式(详见支持信息), 推测化合物 4a 中的三

氮嗪环与苯环刚性较强, 导致伸展性较差, 且缺少碱性

位点, 与激酶疏水口袋的结合较弱, 导致其对激酶的抑

制活性不足, 因此需要对其结构进行进一步优化, 这将

是下一步工作的重点.  

3  结论 

采取原位生成三氟重氮乙烷的方法与甘氨酸亚胺

进行一锅环加成反应, 以 10 g级规模及良好的收率得到

了 6-三氟甲基-四氢三氮嗪, 随后将其氧化为三氟甲  
基-1,2,4-三氮嗪, 两步总收率最高可达 72%. 并将三氟

甲基-1,2,4-三氮嗪与伊马替尼的苯胺嘧啶母核结构相结

合, 合成了 14 个含有三氟甲基三氮嗪骨架的小分子化

合物, 采用的三步反应均不涉及柱层析纯化步骤, 具有

较好的实用性. 初步生物活性测试显示所得化合物 4a
对细胞凋亡蛋白 Caspase 9 具有较好的促进作用, 通过

对其分子结构的进一步优化有望应用于相关蛋白激酶

抑制剂的设计发展.  

4  实验部分 

下面是制备6-三氟甲基-1,2,4-三氮嗪-3-酰胺化合物

4 的通用方法, 详细实验操作、化合物数据分析与谱图、

活性测试及分子模拟信息见支持信息(Supporting In-
formation).  

在一个装有磁子的 100 mL 单口圆底瓶中依次加入

6-三氟甲基-1,2,4-三氮嗪-3-甲酯 3 (3 mmol)、5 mL 四氢

呋喃, 随后向此体系中加入氢氧化锂(0.15 g, 3.6 mmol)
及 10 mL 水. 室温下搅拌 1～2 h, 通过薄层硅胶色谱

(TLC)监测原料反应完全. 用 10%盐酸水溶液酸化至 pH
＝6～7. 然后用乙酸乙酯萃取有机相, 分别水洗 3 次和

饱和食盐水洗 3 次, 有机相用无水硫酸钠干燥, 过滤, 
浓缩得到 6-三氟甲基-1,2,4-三氮嗪-3-甲酸, 无需进一步

纯化, 可直接用于下一步反应.  
在另一个装有磁子的 100 mL 单口圆底瓶中将上一

步得到的 6-三氟甲基-1,2,4-三氮嗪-3-甲酸溶解于 5 mL
无水二氯甲烷中, 盖上密封塞, 置换氩气保护(密封塞

上插上氩气球), 然后用 1 mL 一次性注射器加入草酰氯

(0.31 mL, 3.6 mmol), 随后滴加 1～2 滴无水 DMF, 室温

下反应 1～2 h, 通过薄层硅胶色谱(TLC)监测原料反应

完全.  
将 2-(5-氨基-2-甲基苯胺)-4-(3-吡啶)嘧啶(0.92 g, 

3.3 mmol)溶解于2 mL无水DMF中, 随后将此溶液用注

射器滴加到上述酰氯反应体系中, 室温反应 4 h, 有部

分固体析出. 此时向此体系中加入 4～5 mL DMF 或二
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甲基亚砜直至部分固体刚好溶解为止, 随后转移至分液

漏斗中并加入适量乙酸乙酯萃取, 水洗 3～5次, 饱和食

盐水洗 3 次, 有机相用无水硫酸钠干燥, 过滤, 浓缩得

到粗产物, 最后用乙酸乙酯洗涤粗产物 8～10 次, 真空

泵抽去溶剂, 得到 6-三氟甲基-1,2,4-三氮嗪-3-酰胺化合

物 4.  
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