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4-(嘧啶-2-氨基)苯甲酰胺衍生物的设计、合成及 Hedgehog 
信号通路抑制研究 
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摘要  Hedgehog 信号通路是近年来抗肿瘤靶向治疗药物研究的一个新热点. 本研究以 4-(嘧啶-2-氨基)苯甲酰胺为母

核, 基于先导化合物 1 的构效关系, 设计并合成了 14 个未见文献报道的 4-(嘧啶-2-氨基)苯甲酰胺类 Hedgehog 信号通

路抑制剂, 并进行了初步的抗 Hedgehog 信号通路活性筛选. 结果表明: 所合成的化合物均表现出较好的 Hedgehog 信

号通路抑制活性, 其中化合物 8e 的活性最好, IC50为 5.0 nmol•L－1, 高于阳性药 GDC-0449; 同时在体内药代性质研究

中, 8e 相比化合物 1, 药代性质均有所改善.  
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Abstract  Hedgehog signaling pathway is a new therapeutic target for interventional cancer treatment. A novel series of 
4-(pyrimidin-2-ylamino)benzamide derivatives were designed as hedgehog signaling pathway inhibitors based on our previ-
ously reported lead compound 1 and its structure activity relationship. Fourteen compounds were synthesized and the inhibi-
tory effects on hedgehog signaling pathway of these compounds were evaluated. The results demonstrated that all the com-
pounds presented good potency against hedgehog signaling pathway, and compound 8e was the most potent one with an IC50

value of 5.0 nmol•L－1, more potent than GDC-0449. Likewise, compound 8e displayed improved pharmacokinetic properties. 
Keywords  hedgehog signaling pathway; 4-(pyrimidin-2-ylamino)benzamide; synthesis; inhibition 

 
Hedgehog (Hh)信号通路是哺乳动物体内一条非常

重要的通路, 控制着细胞的生长和存活. 在胚胎发育过

程中 Hh 通路参与细胞的分化增殖和器官形成; 在成人

体内 Hh 通路则与组织创伤修复、干细胞维系等密切相

关[1]. Hh 信号转导通路主要由分泌型糖蛋白配体 Hh、跨
膜蛋白受体 Ptch1、跨膜蛋白 Smo 和核转录因子 Gli 等

相关蛋白组成. Hh 信号转导是一个非常复杂的过程: 在
没有 Hh 信号时, Ptch1 与 Smo 结合, 抑制 Smo 的活性, 
致使 Gli 被剪切修饰, 从而抑制下游目的基因效应; 当
有 Hh 信号时, Hh 配体能与 Ptch1 结合, 解除 Ptch1 对

Smo 的抑制活性, 释放 Gli, 激活靶基因的表达. 研究发

现, Hh 信号异常与多种肿瘤的产生、侵袭、转移密切相
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关[2]. Hh 通路参与肿瘤发生发展有 3 种机制: (1)基因突

变. 当Hh通路中的 Ptch1, Smo, Gli等发生突变, 会导致

肿瘤发生, 例如在临床的基底细胞癌(BCC)、髓母细胞

瘤、横纹肌肉瘤中均检测到 Ptch1, Smo 等基因突变. (2)
配体依赖方式. 当 Hh 配体过量时, Smo 的抑制作用减

弱, 从而刺激下游基因的过量表达, 诱导肿瘤发生、促

进肿瘤发展. 报道发现 Hh 信号分子过度表达存在于胰

腺癌、结肠癌、胃癌、非小细胞肺癌、前列腺癌、食道

癌、乳腺癌、卵巢癌、白血病等肿瘤. (3)肿瘤干细胞学

说. 近年有大量研究表明 Hh 信号通路参与到肿瘤细胞

的自我更新过程, 与肿瘤干细胞密切相关[3]. 近年来, 
认识到 Hh 信号通过参与多种肿瘤的发生发展和复发过

程, Hh 信号通路已成为开发新型抗肿瘤药物的一个重

要靶点[4].  
目前已有多个 Hh 信号通路抑制剂处于研发阶段[5]. 

其中罗氏(基因泰克)的 vismodegib (GDC-0449)于 2012
年 1 月被美国食品药品管理局(FDA)批准用于治疗晚期

的BCC, 同时vismodegib正在开展针对其他多种肿瘤的

临床试验. 除此之外, 诺华的 sonidegib (NVP-LDE-225)
目前进入临床 III 期, 礼来的 LY-2940680 和施贵宝的

BMS-833923 (XL-139)则处于临床 II 期试验, 而辉瑞的

PF-04449913, 诺 华 的 LEQ-506 以 及 武 田 公 司 的

TAK-441 进展相对较慢, 目前处于临床 I 期研究中[6]. 
鉴于 Hh 信号在多种肿瘤适应症的治疗中存在着较大的

潜力, 因此开发全新结构的 Hh 抑制剂具有重要临床意

义.  
最近, 我们报道了一类新型的 Hh 抑制剂, 其结构

特征是具有4-(嘧啶-2-氨基)苯甲酰胺骨架[7,8]. 针对该骨

架, 我们进行了大量的结构衍生和构效关系研究, 形成

了诸多体外活性优良的 4-(嘧啶-2-氨基)苯甲酰胺衍生

物, 其中化合物1(化学名为: 4-((5-甲基-4-(1-甲基-1H-吡
唑-4-基)嘧啶-2-基)氨基)-N-(2-甲基-5-(吗啉甲基)苯基)
苯甲酰胺)对 Hh 信号通路的抑制活性达 1.3 nmol•L－1, 
强于 GDC-0449[8]. 但是随后对化合物进行体内药效时, 
发现高剂量(225 mg/kg)下小鼠出现大量死亡, 限制了该

化合物继续推进. 为了分析该化合物产生毒性的可能原

因, 我们对该化合物 1 进行了药代动力学-药效动力学

(PK/PD)研究. 在 PK/PD 研究中发现该化合物在高剂量

连续多天给药后, 药物在体内产生了大量蓄积, 诱发代

谢酶消耗殆尽, 产生毒性, 导致小鼠大量死亡. 所以该

化合物产生毒性的主要原因是由于该化合物药代性质

不佳所致: 代谢过快, 暴露较低, 以致于需较高给药剂

量. 因此, 再次设计化合物, 需要改善化合物的药代性

质, 特别是提高暴露量和半衰期, 从而降低给药剂量. 
基于此, 本课题在化合物 1 的结构基础上继续做进一步

结构修饰, 希望能在保持高活性的同时, 获得药代性质

改善、毒性降低的候选化合物, 从而推进具有新型 4-(嘧
啶-2-氨基)苯甲酰胺骨架结构特点的 Hh 抑制剂的研发. 

 

图 1  目标化合物的设计思路 
Figure 1  Design of target compounds  
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本文基于原有的4-(嘧啶-2-氨基)苯甲酰胺骨架的构

效关系, 通过在 A 环、B 环、C 环和 D 环的改变, 设计

合成了 14 个 4-((5-甲基-4-(1-甲基-1H-吡唑-4-基)嘧啶-2-
基)氨基)-N-(2-甲基-5-(吗啉甲基)苯基)苯甲酰胺衍生物, 
并进行了初步的体外 Hh 信号抑制活性筛选. 

1  结果与讨论 

1.1  合成 

目标化合物 8a～8n 的合成路线如 Schemes 1 和 2
所示. 关键中间体化合物5a～5l的合成可参考我们已报

道的合成方法[7,8], 其中羧酸中间体 5a～5h 以相应的

2,4-二氯嘧啶 2a～2c 为起始原料, 以 Pd(PPh3)2Cl2 为催

化剂与吡唑硼酸酯反应得到Suzuki-Miyaura交叉偶联产

物, 或者直接与含氮氢基团的吡唑、三氮唑直接亲核取

代, 从而得到中间体 3a～3f; 接着与相应的对氨基苯甲

酸甲酯发生 Buchwald-Hartwig 交叉偶联反应, 紧接着水

解; 或者直接与相应的氨基吡啶羧酸原料直接偶联, 从
而得到中间体 5a～5h (Scheme 1A). 羧酸物 5k 则以 2-
氯-4-溴-5-甲基吡啶为起始原料 , 经过 Suzuki 偶联 , 
Buchwald 偶联, 水解, 从而获得 5k (Scheme 1B). 对于

中间体 5l, 由于三氟甲基影响, 导致 2 位的氯的活性强

于 4 位, 所以首先在 2 位引入对氨基苯甲酸甲酯, 接着

进行 4 位的 Suzuki 偶联, 接着水解, 从而获得 5l 羧酸物

(Scheme 1C). 目标化合物 8a～8n 按照 Scheme 2 的路线

进行合成. 其中目标化合物8a～8l的合成以上述的羧酸

物为起始原料, 经过缩合、氯代, 与相应的环烷氨基取

代获得; 目标化合物 8m 以 5a 为起始原料, 经过缩合反

应得到 6m, 然后与 N-(2-氯乙基)吗啉进行亲核取代反

应而获得; 目标化合物 8n 的合成, 首先 5a 和 3-氨基- 4-
甲基苯甲酸甲酯缩合, 然后水解得到 7n, 7n 和吗啉发生

缩合反应, 从而以 65%的收率得到 8n. 
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Reagents and conditions: (a) Pd(PPh3)2Cl2, TEA, DMF, H2O, 80 ℃ for 12 h, 1-methyl-1H-pyrazole-4-boronic acid pinacol ester for 3a (33%), 
3e (78%), 3f (46%), 3k (99%); 1-ethyl-1H-pyrazole-4-boronic acid pinacol ester for 3b (62%); DMF, 45 ℃, 22 h, pyrazole for 3c (97%), 
1H-1,2,4-triazole for 3d (21%); (b) Pd(OAc)2, BINAP, Cs2CO3, dioxane, reflux for 12 h, methyl 4-aminobenzoate, 43%～94%; (c) Pd(OAc)2, 
BINAP, Cs2CO3, dioxane, reflux for 12 h, 6-amino-3-pyridine carboxylic acid for 5g, 71%, 4-amino-3-fluorobenzoic acid for 5h, 49%; (d) NaOH, 
MeOH/H2O, reflux overnight, 85%～100%; (e) methyl 4-aminobenzoate, DIPEA, t-BuOH, r.t., overnight, 49%; (f) Pd(PPh3)2Cl2, TEA, DMF, 
H2O, 80 ℃ for 12 h, 1-methyl-1H-pyrazole-4-boronic acid pinacol ester, 27%; (g) NaOH, acetone/H2O, reflux overnight, 86% 

Scheme 1 
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Reagents and conditions: (a) HATU, DMF, DIPEA, 85 ℃, overnight, 3-aminobenzyl alcohol, 3-amino-4-methylbenzyl alcohol, 3-amino- 
4-fluorobenzyl alcohol, or 2-amino-4-hydroxymethylpyridine, 34%～92%; (b) SOCl2, CH2Cl2, r.t., 1 h, 64%～90%; (c) morpholine or 
1-methylpiperizine, DMF, K2CO3, KI, r.t., overnight, 43%～89%; (d) HATU, DMF, DIPEA, 3-amino-4-methylphenol, 85 ℃, overnight, 55%; (e) 
K2CO3, DMF, N-(2-chloroethyl)morpholine hydrochloride, 55%; (f) HATU, DMF, DIPEA, methyl 3-amino-4-methylbenzoate, 85 ℃, overnight, 
19%; (g) NaOH, MeOH/H2O, reflux, overnight, 100%; (h) HATU, DMF, DIPEA, morpholine, 85 ℃, overnight, 65% 

Scheme 2 

1.2  化合物的 Hedgehog 信号通路抑制活性测试 

采用 Gli-luciferase reporter 方法通过荧光蛋白的表

达强弱检测 Hh 通路活性, 所合成的目标化合物的 Hh
信号通路抑制活性结果见表 1. 

结果显示14个化合物对Hh信号通路均表现出较好

的抑制活性. 不同类型的取代基对活性的影响较大. 其
中化合物 8e 对 Hh 的抑制活性为 5.0 nmol•L－1, 略弱于

先导物 1, 但强于GDC-0449, 是该系列中活性最好的化

合物; 其中化合物 8g 对 Hh 的抑制活性为 6.3 nmol•L－1, 
略低于 8e, 低于先导物 1, 强于 GDC-0449; 其中化合物

8a和8b对Hh的抑制活性分别为9.4和8.6 nmol•L－1, 略
弱于 GDC-0449; 其余化合物的活性均在 12.8～133.2 
nmol•L－1 之间, 大大弱于 GDC-0449. 该系列化合物的

构效关系分析表明: (1) B 环嘧啶环上取代基的引入导致

活性的变化顺序为: 5-甲基(先导物 1)＞5,6 无取代(化合

物 8e, IC50＝5.0 nmol•L－1)＞6-甲基(化合物 8f, IC50＝

15.0 nmol•L－ 1)＞5-三氟甲基 (化合物 8l, IC50＝24.5 
nmol•L－1). (2) B 环嘧啶环变为吡啶环时: 活性下降(化
合物 8k, IC50＝30.5 nmol•L－1), 原因可能是由于嘧啶环

具有两个氮原子, 具有两个氢键接受体的功能, 这也与

我们之前的构效关系一致. (3) A 环 4-吡唑基的 1 位甲基

变为乙基时, 活性降低(化合物 8b, IC50＝8.6 nmol•L－1), 

当 A 环为其他 1-吡唑基或三氮唑基时, 活性降低, 活性

变化的顺序为: 1-甲基-1H-吡唑-4-基(化合物 8e, IC50＝

5.0 nmol•L－1)＞1-乙基-1H-吡唑-4-基(化合物 8b, IC50＝

8.6 nmol•L－1)＞1H-吡唑-1-基(化合物 8c, IC50＝12.8 
nmol•L－1)＞三氮唑基(化合物 8d, IC50＝30.5 nmol•L－1). 
(4) C 环的影响: 苯环变为吡啶环时(化合物 8g, IC50＝

6.3 nmol•L－1; 8j, IC50＝23.4 nmol•L－1), 活性下降; C 环

引入氟, 且 D 环的甲基去掉时(化合物 8h, IC50＝48.9 
nmol•L－1), 活性下降. (D) D 环取代的影响: D 环甲基变

为氟时(化合物 8a, IC50＝9.4 nmol•L－1), 活性下降; D 环

苯环变为吡啶基时(化合物 8i, IC50＝78.8 nmol•L－1), 活
性下降; D 环的亚甲基连接臂变为氧乙基(化合物 8m, 
IC50＝23.5 nmol•L－1)和羰基(化合物 8n, IC50＝133.2 
nmol•L－1), 活性下降. 

1.3  化合物 8e 的药代性质测试 

鉴于化合物 8e 的体外活性最好, 且其活性高于阳

性药GDC-0449, 因此对8e的体内药代性质进行了研究. 
其与化合物 1 的药代性质的比较见表 2. 

结果显示: 相比于 1, 化合物 8e 在 1 mg/kg 给药情

况下, 暴露量为 1247.18 h•ng－1•mL－1, 高于化合物 1; 8e
的半衰期也有所提高(T1/2＝0.93 h); 此外 8e 的最大血药

浓度也得到了增加(Cmax＝2295.06 ng•mL－1), 该项指标  
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表 1  目标化合物 4-(嘧啶-2-氨基)苯甲酰胺衍生物的 Hh 信号通路抑制活性 
Table 1  Hh signaling pathway inhibition for 4-(pyrimidin-2-ylamino)benzamide derivatives 
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表 2  化合物 8e 的药代性质测试 a 
Table 2  Pharmacokinetic profile of compound 8e 

Compound Cmax/(ng•mL－1) AUC/(h•ng－1•mL－1) Vz/(mL•kg－1) Cl/(mL•h－1•kg－1) MRT0-t/h t1/2/h

1 2051.08 1186.43 903.45 859.35 0.81 0.75
8e 2295.06 1247.18 1057.58 806.28 0.72 0.93

a Compound 8e (as well as 1) was formulated using 5% DMA＋5% Solutol HS-15, iv 1 mg/kg. 

 
的提高对于降低给药剂量从而获得药效是有帮助的. 比
较 8e 与 1 的化学结构, 8e 在 B 环的 5 位缺失了甲基, 提
示 5 位的甲基可能存在代谢作用, 化合物 8e的 5 位没有

甲基, 避免该位置的代谢作用, 从而药代性质有所改善. 

2  结论 

本研究以 4-(嘧啶-2-氨基)苯甲酰胺骨架结构为基

础, 在先导化合物1的结构特征及其构效关系的基础上, 
通过对 A 环、B 环、C 环和 D 环的改变, 设计并合成了

14 个新型 4-(嘧啶-2-氨基)苯甲酰胺类 Hh 信号通路抑制

剂, 并进行了初步的体外 Hh 信号抑制活性筛选, 初步

确定了该类化合物的构效关系, 并获得了一个活性最好

的化合物 8e, 其体外活性强于阳性药 GDC-0449; 随后

对 8e 进行药代性质研究, 发现 8e 与先导物 1 相比, 其
暴露量和半衰期均有提高, 药代性质有所改善. 后续将

对 8e 进行更为深入的体内研究, 从而推进该类 4-(嘧啶- 
2-氨基)苯甲酰胺骨架的 Hh 抑制剂的研究.  

3  实验部分 

3.1  仪器与试剂 

核磁氢谱(1H NMR)和碳谱(13C NMR)采用 Bruker 
BioSpin AG (Ultrashield Plus AV-400)型核磁共振仪测

定, CDCl3 或 DMSO-d6 为溶剂, TMS 为内标; 质谱

(ESI-MS)采用 Agilent G6120 单四级杆质谱仪测定; 高
分辨质谱(HRMS)采用 Q-Tof micro 四级杆飞行时间串

联质谱仪测定; 柱层析及薄层色谱硅胶均为青岛海洋化

工产品, 其他试剂均采用市售化学纯或者分析纯.  

3.2  实验方法 

3.2.1  化学合成实验方法 

2-氯-5-甲基-4-(1-甲基-1H-吡唑-4-基)嘧啶(中间体

3a)的合成 : 将 2,4-二氯 -5-甲基嘧啶 (900 mg, 5.52 
mmol)、1-甲基-1H-吡唑-4-硼酸频哪醇酯(1.13 g, 5.43 
mmol)、双三苯基膦二氯化钯(388 mg, 0.55 mmol)、三乙

胺(1.56 g, 15.42 mmol)和 1.5 mL 水加到 20 mL N,N-二甲

基甲酰胺(DMF)中, 氮气保护, 80 ℃反应 12 h. 向反应

液中加水, 二氯甲烷萃取 3 次, 有机层合并后饱和氯化

钠水溶液洗 3 次, 有机层经无水硫酸钠干燥后过滤, 滤
液浓缩经柱层析[V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)＝3 1∶ ]分离, 

得黄色固体 382 mg, 收率 33%. 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) δ: 8.53 (s, 1H, ArH), 8.49 (s, 1H, ArH), 8.09 (s, 
1H, ArH), 3.94 (s, 3H, NCH3), 2.40 (s, 3H, ArCH3); MS 
(ESI) m/z: 209.1 [M＋H]＋.  

4-((5-甲基-4-(1-甲基-1H-吡唑-4-基)嘧啶-2-基)氨
基)苯甲酸甲酯(中间体 4a)的合成: 将 2-氯-5-甲基-4-(1-
甲基-1H-吡唑-4-基)嘧啶(328 mg, 1.57 mmol)、4-氨基苯

甲酸甲酯(333 mg, 2.20 mmol)、Pd(OAc)2 (35 mg, 0.16 
mmol), 1,1'-联萘-2,2-双二苯膦(BINAP) (197 mg, 0.32 
mmol)和 Cs2CO3 (1287 mg, 3.95 mmol)加到 10 mL 二氧

六环中, 回流反应 12 h. 过滤, 浓缩滤液后经柱层析

[V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)＝2 1∶ ]分离, 得黄色固体 319 
mg, 收率 63%. 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 9.87 (s, 
1H, NH), 8.39 (s, 1H, ArH), 8.36 (s, 1H, ArH), 8.11 (s, 1H, 
ArH), 7.93～7.95 (m, 4H, ArH), 3.96 (s, 3H, NCH3), 3.81 
(s, 3H, OCH3) , 2.33 (s, 3H, ArCH3); MS (ESI) m/z: 324.2 
[M＋H]＋.  

4-((5-甲基-4-(1-甲基-1H-吡唑-4-基)嘧啶-2-基)氨
基)苯甲酸(中间体 5a)的合成: 将 4-((5-甲基-4-(1-甲基- 
1H-吡唑-4-基)嘧啶-2-基)氨基)苯甲酸甲酯(314 mg, 0.97 
mmol)和 NaOH (122.5 mg, 3.05 mmol)加到 15 mL 甲醇

中, 加入 3 mL 水, 回流反应过夜. 浓缩反应液, 1 mol•  
L－1 HCl 调节 pH 至 3～4, 过滤干燥, 得黄色固体 300 
mg, 收率 100%. 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 10.00 
(s, 1H, NH), 8.43 (s, 1H, ArH), 8.38 (s, 1H, ArH), 8.13 (s, 
1H, ArH), 7.90～7.93 (m, 4H, ArH), 4.14 (s, 3H, NCH3), 
2.34 (s, 3H, ArCH3); MS (ESI) m/z: 310.1 [M＋H]＋.  

N-(2-氟-5-羟甲基苯基)-4-((5-甲基-4-(1-甲基-1H-吡
唑-4-基)嘧啶-2-基)氨基)苯甲酰胺(6a)的合成: 将 4-((5-
甲基-4-(1-甲基-1H-吡唑-4-基)嘧啶-2-基)氨基)苯甲酸

(350 mg, 1.13 mmol)、3-氨基-4-氟苯甲醇(222 mg, 1.57 
mmol)、2-(7-偶氮苯并三唑)-N,N,N',N'-四甲基脲六氟磷

酸酯(HATU) (430 mg, 1.13 mmol)和 N,N-二异丙基乙胺

(DIPEA) (950 mg, 7.35 mmol)加到 10 mL DMF 中, 氮气

保护, 85 ℃反应过夜. 向反应液中加水, 二氯甲烷萃取

3 次, 有机层合并后用饱和氯化钠水溶液洗 3 次, 有机

层经无水硫酸钠干燥后过滤 , 滤液浓缩后经柱层析

[V(二氯甲烷)∶V(甲醇)＝20 1∶ ]分离, 得黄色固体 165 
mg, 收率 34%. 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 9.75 (s, 
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CONH, 1H), 9.65 (s, 1H, NH), 8.39 (s, 1H, ArH), 8.36 (s, 
1H, ArH), 8.11 (s, 1H, ArH), 7.94～7.96 (m, 4H, ArH), 
7.56 (d, J＝8.0 Hz, 1H, ArH), 7.19～7.25 (m, 2H, ArH), 
5.18 (t, J＝6.0 Hz, 1H, OH), 4.48 (d, J＝6.0 Hz, 2H, 
PhCH2O), 3.96 (s, 3H, NCH3), 2.33 (s, 3H, ArCH3); MS 
(ESI) m/z: 433.2 [M＋H]＋.  

N-(2-氟-5-氯甲基苯基)-4-((5-甲基-4-(1-甲基-1H-吡
唑-4-基)嘧啶-2-基)氨基)苯甲酰胺(7a)的合成: 将 N-(2-
氟-5-羟甲基苯基)-4-((5-甲基-4-(1-甲基-1H-吡唑-4-基)
嘧啶-2-基)氨基)苯甲酰胺(80 mg, 0.18 mmol)加到 15 mL
二氯甲烷中, 将二氯亚砜(0.5 mL)滴加至反应液中, 室
温反应 1 h. 反应液浓缩, 加水过滤, 得黄色固体 75 mg, 
收率 90%. 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 9.76 (s, 1H, 
CONH), 9.65 (s, 1H, NH), 8.39 (s, 1H, ArH), 8.36 (s, 1H, 
ArH), 8.12 (s, 1H, ArH), 7.93～7.97 (m, 4H, ArH), 7.53 
(d, J＝8.0 Hz, 1H, ArH), 7.15～7.26 (m, 2H, ArH), 4.52 
(s, 2H, PhCH2Cl), 3.96 (s, 3H, NCH3), 2.34 (s, 3H, 
ArCH3); MS (ESI) m/z: 451.2 [M＋H]＋.  

4-((5-甲基-4-(1-甲基-1H-4-吡唑基)嘧啶-2-基)氨
基)-N-(2-氟-5-(吗啉基甲基)苯基)苯甲酰胺(8a)的合成: 
将 N-(2-氟-5-氯甲基苯基)-4-((5-甲基-4-(1-甲基-1H-吡 
唑-4-基)嘧啶-2-基)氨基)苯甲酰胺(35 mg, 0.08 mmol)、
吗啉(8 mg, 0.09 mmol)、碳酸钾(21 mg, 0.15 mmol)和碘

化钾(1.5 mg, 0.01 mmol)加到 10 mL DMF 中, 氮气保护, 
室温反应过夜. 反应液浓缩后加水, 过滤干燥, 制备板

[V(二氯甲烷)∶V(甲醇)＝20 1∶ ]分离, 得白色固体(28 
mg, ), 收率 71%, HPLC 纯度 97.77%, m.p. 165～167 ℃. 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 9.87 (s, 1H, CONH), 
9.80 (s, 1H, NH), 8.40 (s, 1H, ArH), 8.37 (s, 1H, ArH), 
8.12 (s, 1H, ArH), 7.95 (s, 4H, ArH), 7.56 (d, J＝8.0 Hz, 
1H, ArH), 7.17～7.25 (m, 2H, ArH), 3.96 (s, 3H, NCH3), 
3.58 (s, 4H, morpholine-H), 3.46 (s, 2H, NCH2Ph), 2.37 (s, 
4H, morpholine-H), 2.34 (s, 3H, ArCH3); 13C NMR (100 
MHz, DMSO-d6) δ: 170.13, 166.24, 164.71, 159.81, 
157.92, 152.68, 142.23, 138.25, 136.71, 131.82, 130.35, 
129.58, 127.97, 126.81, 126.32, 121.63, 117.58, 107.25, 
65.73, 61.63, 52.79, 38.91, 17.71; MS (ESI) m/z: 502.3  
[M＋H] ＋ ; HRMS calcd for C27H29FN7O2 [M＋H] ＋ 
502.2367, found 502.2359.  

4-((4-(1-乙基-1H-吡唑-4-基)-5-甲基嘧啶-2-基)氨
基)-N-(2-甲基-5-(吗啉基甲基)苯基)苯甲酰胺(8b)的合

成: 采用相似的制备化合物 8a 的方法制得 8b, 白色固

体(27 mg, 76%), HPLC 纯度 97.03%, m.p. 241～242 ℃. 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 9.77 (s, 1H, CONH), 
9.67 (s, 1H, NH), 8.42 (s, 1H, ArH), 8.37 (s, 1H, ArH), 

8.14 (s, 1H, ArH), 7.95 (s, 4H, ArH), 7.29 (s, 1H, ArH), 
7.22 (d, J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 7.10 (d, J＝7.6 Hz, 1H, 
ArH), 4.25～4.27 (m, 2H, NCH2), 3.57 (s, 4H, mor-
pholine-H), 3.36 (s, 2H, PhCH2N), 2.34～2.36 (m, 7H, 
morpholine-4H＋ArCH3), 2.21 (s, 3H, ArCH3), 1.44 (t,   
J＝7.2 Hz, 3H, CH3); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 
164.82, 159.67, 159.15, 157.39 145.43, 142.92, 139.46, 
137.38, 135.17, 132.59, 132.34, 132.27, 130.07, 126.87, 
122.73, 120.42, 118.35, 110.53, 66.26, 62.08, 53.27, 49.48, 
17.86, 16.99, 15.12; MS (ESI) m/z: 512.3 [M＋H]＋ ; 
HRMS calcd for C29H34N7O2 [M＋H]＋ 512.2774, found 
512.2781.  

4-((5-甲基-4-(1H-吡唑-1-基)嘧啶-2-基)氨基)-N-(2-
甲基-5-((4-甲基哌嗪-1-基)甲基)苯基)苯甲酰胺(8c)的合

成: 采用相似的方法制得 8c, 黄色固体(29 mg, 34%), 
HPLC 纯度 98.20%, m.p. 206～208 ℃. 1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) δ: 10.08 (s, 1H, CONH), 9.70 (s, 1H, 
NH), 8.64 (s, 1H, ArH), 8.56 (s, 1H, ArH), 7.94～7.96 (m, 
3H, ArH), 7.89 (d, 2H, J＝7.6 Hz, ArH), 7.28 (s, 1H, 
ArH), 7.22 (d, J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 7.09 (d, J＝7.2 Hz, 
1H, ArH), 6.67 (s, 1H, ArH), 3.44 (s, 2H, NCH2Ph), 
2.51～2.53 (m, 8H, piperazine-H), 2.42 (s, 3H, ArCH3), 
2.21 (s, 6H, NCH3 ＋ArCH3); 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ: 164.81, 162.95, 157.64, 154.64, 143.40, 
142.85, 136.59, 132.58, 130.11, 129.61, 128.54, 127.13, 
126.78, 126.41, 117.59, 110.83, 107.91, 60.55, 52.59, 
49.50, 42.65, 17.68, 16.65; MS (ESI) m/z: 497.3 [M＋H]＋; 
HRMS calcd for C28H33N8O [M＋H]＋ 497.2777, found 
497.2785.  

4-((5-甲基-4-(1H-1,2,4-三氮唑-1-基)嘧啶-2-基)氨
基)-N-(2-甲基-5-((4-甲基哌嗪-1-基)甲基)苯基)苯甲酰胺

(8d)的合成: 采用相似的方法制得 8d, 白色固体(28 mg, 
46%), HPLC 纯度 98.00%, m.p. 213～215 ℃. 1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) δ: 10.23 (s, 1H, CONH), 9.70 (s, 
1H, NH), 9.34 (s, 1H, ArH), 8.67 (s, 1H, ArH), 8.40 (s, 1H, 
ArH), 7.99 (d, J＝8.8 Hz, 2H, ArH), 7.89 (d, J＝8.4 Hz, 
2H, ArH), 7.28 (s, 1H, ArH), 7.22 (d, J＝7.6 Hz, 1H, 
ArH), 7.08 (d, J＝ 7.6 Hz, 1H, ArH), 3.43 (s, 2H, 
NCH2Ph), 2.51～2.53 (m, 8H, piperazine-H), 2.42 (s, 3H, 
ArCH3), 2.21 (s, 6H, NCH3＋ArCH3); 13C NMR (100 
MHz, DMSO-d6) δ: 164.76, 163.49, 157.75, 153.13, 
152.91, 144.52, 143.04, 136.42, 135.86, 132.10, 129.97, 
128.52, 127.19, 126.84, 126.26, 117.83, 111.69, 61.51, 
54.45, 52.12, 45.33, 17.64, 15.32; MS (ESI) m/z: 498.3  
[M ＋ H] ＋ ; HRMS calcd for C27H32N9O [M ＋ H] ＋ 
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498.2730, found 498.2739.  
4-((4-(1-甲基-1H-吡唑-4-基)嘧啶-2-基)氨基)-N-(2-

甲基-5-(吗啉基甲基)苯基)苯甲酰胺(8e)的合成: 采用相

似的的方法制得 8e, 白色固体(47 mg, 53%), HPLC 纯度

98.54%, m.p. 240～242 ℃. 1H NMR (400 MHz, DMSO- 
d6) δ: 9.87 (s, 1H, CONH), 9.66 (s, 1H, NH), 8.44～8.47 
(m, 2H, ArH), 8.13 (s, 1H, ArH), 7.97 (s, 4H, ArH), 7.29 
(s, 1H, ArH), 7.22 (d, J＝8.0 Hz, 1H, ArH), 7.17 (d, J＝
5.2 Hz, 1H, ArH), 7.09 (d, J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 3.94 (s, 
3H, NCH3), 3.55～3.57 (m, 4H, morpholine-H), 3.44 (s, 
2H, PhCH2N), 2.34～2.36 (m, 4H morpholine-H), 2.22 (s, 
3H, ArCH3); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 164.86, 
159.77, 159.09, 158.23, 143.83, 138.05, 136.51, 135.46, 
132.21, 131.06, 129.99, 128.45, 126.95, 126.50, 126.33, 
120.94, 117.55, 108.03, 66.14, 62.01, 53.08, 38.90, 17.67; 
MS (ESI) m/z: 484.3 [M ＋ H] ＋ ; HRMS calcd for 
C27H30N7O2 [M＋H]＋ 484.2461, found 484.2470.  

4-((4-甲基-6-(1-甲基-1H-吡唑-4-基)嘧啶-2-基)氨
基)-N-(2-甲基-5-((4-甲基哌嗪-1-基)甲基)苯基)苯甲酰胺

(8f)的合成: 采用相似的方法制得 8f, 黄色固体(90 mg, 
79%), HPLC 纯度 97.72%, m.p. 197～199 . ℃ 1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) δ: 9.86 (s, 1H, CONH), 9.68 (s, 1H, 
NH), 8.42 (s, 1H, ArH), 8.12 (s, 1H, ArH), 7.96～8.00 (m, 
4H, ArH), 7.30 (s, 1H, ArH), 7.23 (d, J＝8.0 Hz, 1H, 
ArH), 7.09 (d, J＝8.4 Hz, 2H, ArH), 3.93 (s, 3H, NCH3), 
3.57 (s, 2H, ArCH2N), 3.43 (s, 3H, NCH3), 2.37 (s, 8H, 
piperazine-H), 2.21 (s, 3H, ArCH3), 2.17 (s, 3H, ArCH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 167.66, 164.87, 
159.63, 158.82, 144.06, 141.18, 137.97, 136.56, 132.20, 
130.91, 130.03, 128.46, 127.19, 126.92, 126.24, 121.05, 
117.42, 107.19, 61.15, 53.82, 51.23, 44.79, 38.94, 23.67, 
17.67; MS (ESI) m/z: 511.3 [M＋H]＋; HRMS calcd for 
C29H35N8O [M＋H]＋ 511.2934, found 511.2941.  

6-((5-甲基-4-(1-甲基-1H-吡唑-4-基)嘧啶-2-基)氨
基)-N-(2-甲基-5-(吗啉基甲基)苯基)吡啶-3-甲酰胺(8g)
的合成: 采用相似的路线方法制得 8g, 白色固体(23 mg, 
41%), HPLC 纯度 97.43%, m.p. 160～162 ℃. 1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) δ: 10.02 (s, 1H, CONH), 9.88 (s, 
1H, NH), 8.88 (s, 1H, ArH), 8.48 (d, J＝8.8 Hz, 1H, ArH), 
8.42 (d, J＝8.8 Hz, 2H, ArH), 8.34 (dd, J＝8.8, 2.4 Hz, 
1H, ArH), 8.15 (s, 1H, ArH), 7.29 (s, 1H, ArH), 7.24 (d,  
J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 7.11 (d, J＝7.2 Hz, 1H, ArH), 3.97 
(s, 3H, NCH3), 3.57 (s, 4H, morpholine-H), 3.44 (s, 2H, 
NCH2Ph), 2.36 (s, 7H, morpholine-H＋ArCH3), 2.22 (s, 
3H, ArCH3); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 163.66, 

159.60, 157.35, 157.07, 155.43, 147.92, 139.45, 137.49, 
136.11, 135.59, 132.34, 132.27, 130.07, 126.96, 126.57, 
122.81, 120.22, 118.23, 110.66, 66.15, 61.99, 53.09, 38.90, 
17.66, 16.77; MS (ESI) m/z: 499.3 [M＋H]＋; HRMS calcd 
for C27H30N8NaO2 [M＋Na]＋ 521.2389, found 521.2398.  

3-氟 -4-((4-(1-甲基 -1H-吡唑 -4-基 )嘧啶 -2-基 )氨
基)-N-(3-(吗啉基甲基)苯基)苯甲酰胺(8h)的合成: 采用

相似的方法制得 8h, 黄色固体(37 mg, 37%), HPLC 纯度

97.58%, m.p. 191 ～ 193 ℃ . 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) δ: 10.17 (s, 1H, CONH), 9.17 (s, 1H, NH), 8.45 
(d, J＝5.2 Hz, 1H, ArH), 8.40 (s, 1H, ArH), 8.30 (t, J＝8.0 
Hz, 1H, ArH), 8.10 (s, 1H, ArH), 7.89 (d, J＝9.6 Hz, 2H, 
ArH), 7.74 (m, 2H, ArH), 7.32 (t, J＝8.0 Hz, 1H, ArH), 
7.19 (d, J＝4.8 Hz, 1H, ArH), 7.05 (d, J＝7.2 Hz, 1H, 
ArH), 3.92 (s, 3H, NCH3), 3.57～3.59 (m, 4H, mor-
pholine-H), 3.46 (s, 2H, ArCH2N), 2.36～2.38 (m, 4H, 
morpholine-H); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 
163.86, 163.84, 159.64, 159.23, 158.31, 152.67, 139.06, 
138.20, 131.24, 131.09, 129.04, 128.35, 124.28, 124.08, 
122.00, 120.78, 119.06, 114.53, 108.48, 66.17, 62.57, 
53.18, 38.92; MS (ESI) m/z: 488.2 [M＋H]＋; HRMS calcd 
for C26H27FN7O2 [M＋H]＋ 488.2210, found 488.2219.  

4-((5-甲基-4-(1-甲基-1H-吡唑-4-基)嘧啶-2-基)氨
基)-N-(4-(吗啉基甲基)吡啶-2-基)苯甲酰胺(8i)的合成: 
采用相似的方法制得 8i, 黄色固体(47 mg, 39%), HPLC
纯度 95.64%, m.p. 205～207 ℃. 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) δ: 10.49 (s, 1H, CONH), 9.81 (s, 1H, NH), 8.40 
(d, J＝8.0 Hz, 2H, ArH), 8.32 (d, J＝4.0 Hz, 1H, ArH), 
8.21 (s, 1H, ArH), 8.13 (s, 1H, ArH), 8.06 (d, J＝8.0 Hz, 
2H, ArH), 8.32 (d, J＝8.0 Hz, 2H, ArH), 7.12 (d, J＝8.0 
Hz, 2H, ArH), 3.98 (s, 3H, NCH3), 3.61～3.62 (m, 4H, 
morpholine-H), 3.53 (s, 2H, ArCH2), 2.41 (s, 4H, mor-
pholine-H), 2.34 (s, 3H, ArCH3); 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ: 165.85, 160.00, 158.54, 157.80, 153.13, 
149.51, 148.13, 145.10, 139.80, 132.68, 129.40, 125.96, 
120.88, 120.17, 117.68, 117.51, 114.79, 66.65, 61.98, 
53.67, 39.32, 17.23; MS (ESI) m/z: 485.3 [M＋H]＋ ; 
HRMS calcd for C26H28N8NaO2 [M＋Na]＋  507.2233, 
found 507.2242.  

6-((5-甲基-4-(1-甲基-1H-吡唑-4-基)嘧啶-2-基)氨
基)-N-(2-甲基-5-((4-甲基哌嗪-1-基)甲基)苯基)吡啶-3-
甲酰胺(8j)的合成: 采用相似的方法制得 8j, 白色固体

(27 mg, 51%), HPLC 纯度 97.70%, m.p.＞250 ℃. 1H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 10.02 (s, 1H, CONH), 9.88 
(s, 1H, NH), 8.89 (s, 1H, ArH), 8.43～8.48 (m, 3H, ArH), 
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8.37 (d, J＝9.6 Hz, 1H, ArH), 8.16 (s, 1H, ArH), 7.31 (s, 
1H, ArH), 7.25 (d, J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 7.12 (d, J＝7.6 
Hz, 1H, ArH), 3.97 (s, 3H, NCH3), 3.37 (s, 2H, NCH2Ph), 
2.51～2.54 (m, 8H, piperazine-H), 2.37 (s, 3H, ArCH3), 
2.24 (s, 6H, NCH3 ＋ArCH3); 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ: 164.16, 159.75, 157.67, 157.01, 155.52 
147.87, 139.56, 137.35, 136.18, 135.43, 132.29, 132.31, 
130.09, 126.85, 126.49, 122.85, 120.31, 118.13, 110.79, 
65.23, 57.98, 55.09, 45.27, 38.90, 17.29, 16.57; MS (ESI) 
m/z: 512.3 [M＋H]＋; HRMS calcd for C28H34N9O [M＋ 
H]＋ 512.2886, found 512.2895.  

4-((4-(1-甲基-1H-吡唑-4-基)吡啶-2-基)氨基)-N-(2-
甲基-5-(4-甲基-1-哌嗪基)甲基)苯基)苯甲酰胺(8k)的合

成: 采用相似的方法制得 8k, 黄色固体(85 mg, 74%), 
HPLC 纯度 99.40%, m.p. 165～167 ℃. 1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) δ: 9.64 (s, 1H, CONH), 9.46 (s, 1H, NH), 
8.26 (s, 1H, ArH), 8.18 (d, J＝6.0 Hz, 1H, ArH), 7.92 (d,  
J＝6.8 Hz, 3H, ArH), 7.84 (d, J＝8.8 Hz, 2H, ArH), 7.29 
(s, 1H, ArH), 7.22 (d, J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 7.08 (d, J＝
7.6 Hz, 1H, ArH), 7.04 (d, J＝4.0 Hz, 2H, ArH), 3.90 (s, 
3H, NCH3), 3.46 (s, 2H, ArCH2N), 3.40 (s, 4H, piperazine- 
H), 2.45 (s, 4H, piperazine-H), 2.37 (s, 3H, NCH3), 2.21 (s, 
3H, ArCH3); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 164.82, 
155.91, 147.85, 144.95, 141.13, 136.57, 136.47, 135.54, 
132.20, 130.00, 129.01, 128.56, 126.91, 126.23, 125.39, 
119.71, 116.58, 112.08, 106.20, 61.28, 54.05, 51.51, 44.71, 
38.93, 17.68; MS (ESI) m/z: 496.3 [M＋H]＋; HRMS calcd 
for C29H34N7O [M＋H]＋ 496.2825, found 496.2833.  

4-((5-三氟甲基-4-(1-甲基-1H-吡唑-4-基)嘧啶-2-基)
氨基)-N-(2-甲基-5-(吗啉甲基)苯基)苯甲酰胺(8l)的合成: 
采用相似的方法制得 8l, 白色固体(24 mg, 48%), HPLC
纯度 95.04%, m.p. 148～150 ℃. 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) δ 8.68 (s, 1H, CONH), 8.19 (s, 1H, NH), 8.04 (s, 
1H, ArH), 7.94 (d, J＝8.8 Hz, 3H, ArH), 7.83 (d, J＝8.4 
Hz, 2H, ArH), 7.64 (s, 1H, ArH), 7.51 (s, 1H, ArH), 7.21 
(d, J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 7.11 (d, J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 
4.01 (s, 3H, NCH3), 3.73 (t, J＝4.0 Hz, 4H, morpholine- 
H), 3.51 (s, 2H, PhCH2N), 2.47 (s, 4H, morpholine-H), 
2.35 (s, 3H, ArCH3); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 
164.72, 160.49, 157.70, 157.17, 142.47, 139.62, 136.38, 
135.53, 132.85, 132.24, 130.01, 128.47, 128.00, 126.95, 
126.42, 125.84, 123.15, 118.72, 118.13, 66.15, 62.01, 
53.09, 38.93, 17.64; MS (ESI) m/z: 552.3 [M＋H]＋ ; 
HRMS calcd for C28H29F3N7O2 [M＋H]＋ 552.2335, found 
552.2346.  

4-((5-甲基-4-(1-甲基-1H-吡唑-4-基)嘧啶-2-基)氨
基)-N-(2-甲基-5-(2-吗啉乙氧基)苯基)苯甲酰胺(8m)的
合成 :  采用相似的方法制得 8m, 白色固体(68 mg, 
55%), HPLC 纯度 96.75%, m.p. 198～200 ℃. 1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) δ: 9.78 (s, 1H, CONH), 9.60 (s, 1H, 
NH), 8.40 (s, 1H, ArH), 8.36 (s, 1H, ArH), 8.12 (s, 1H, 
ArH), 7.95 (s, 4H, ArH), 7.16 (d, J＝8.4 Hz, 1H, ArH), 
7.02 (d, J＝2.4 Hz, 1H, ArH), 6.76 (dd, J＝8.4, 2.4 Hz, 
1H, ArH), 4.07 (t, 2H, OCH2), 3.97 (s, 3H, NCH3), 3.59 (t, 
4H, J＝ 4.0 Hz, morpholine-H), 2.69～ 2.73 (m, 2H, 
NCH2), 2.54～2.56 (m, 4H, morpholine-H), 2.34 (s, 3H, 
ArCH3), 2.17 (s, 3H, ArCH3); 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ: 164.81, 159.54, 158.06, 157.23, 156.49, 
144.18, 139.30, 137.43, 132.20, 130.69, 128.50, 126.04, 
125.07, 120.38, 117.05, 112.41, 111.71, 66.12, 65.37, 
56.96, 53.59, 38.82, 17.08, 16.76; MS (ESI) m/z: 528.3  
[M＋H]＋ ; HRMS calcd for C29H33N7NaO3 [M＋Na]＋ 
550.2543, found 550.2553.  

4-((5-甲基-4-(1-甲基-1H-吡唑-4-基)嘧啶-2-基)氨
基)-N-(2-甲基-5-(吗啉-4-甲酰基)苯基)苯甲酰胺(8n)制
备: 采用相似的方法制得 8n, 黄色固体(43 mg, 65%), 
HPLC 纯度 99.88%, m.p. 172～174 ℃. 1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) δ: 9.81 (s, 1H, CONH), 9.77 (s, 1H, NH), 
8.41 (s, 1H, ArH), 8.38 (s, 1H, ArH), 8.13 (s, 1H, ArH), 
7.97 (s, 4H, ArH), 7.45 (s, 1H, ArH), 7.36 (d, J＝8.0 Hz, 
1H, ArH), 7.22 (d, J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 3.97 (s, 3H, 
NCH3), 3.62～3.64 (m, 8H, morpholine-H), 2.35 (s, 3H, 
ArCH3), 2.30 (s, 3H, ArCH3); 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ: 168.68, 165.01, 159.54, 158.05, 157.24, 
144.31, 139.30, 136.64, 135.08, 133.08, 132.20, 130.34, 
128.58, 125.80, 124.98, 124.29, 120.38, 117.09, 117.06, 
66.08, 52.55, 38.90, 17.90, 16.75; MS (ESI) m/z: 512.3  
[M＋H]＋ ; HRMS calcd for C28H29N7NaO3 [M＋Na]＋ 
534.2230, found 534.2241.  
3.2.2  体外抑制 Hh 信号通路活性实验方法 

Hh蛋白结合于膜受体蛋白 Ptch后激活Hh通路, 活
化转录因子Gli-1从而诱导一系列Hh通路基因表达. 本
实验方法构建 Gli-1 Reporter-NIH3T3 稳定转染细胞株, 
包含 8×Gli-1 响应的萤火虫荧光蛋白报告基因. 采用

Gli-luciferase reporter 方法通过荧光蛋白的表达强弱检

测 Hh 通路活性, 具体测试方法见前述我们已报道的方

法[7].  
材料准备: 细胞: Gli Reporter-NIH3T3 细胞(源自

NIH/3T3 细胞); ATCC® CRL-1658TM; 培养条件为杜尔

贝科改良伊格尔培养基 (DMEM)＋ 10% 胎牛血清 
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(FBS)＋1 μg/mL 嘌呤霉素 (Puromycin); 试剂 : Dual- 
Luciferase® Reporter Assay 检测试剂盒, Promega, Cat#: 
E1910. 试验仪器: 酶标仪(PHERAstar FS).  

实验步骤: 收集对数期生长的 Gli Reporter-NIH3T3
细胞, 以 2×104/孔接种于 96 孔板中, 37 ℃温度下 CO2

培养箱孵育培养过夜. 第二天, 待细胞生长铺满96孔板

后轻柔去除细胞培养液. 配置含 0.5% FBS、0.7 μg/mL 
Sonic Hedgehog (SHH)激动剂的培养基. 阳性化合物以

上述培养基配置, 以 300 nmol•L－1开始, 三倍梯度稀释, 
设 8 个梯度浓度组, 二甲基亚砜(DMSO)为 0.1%. 设一

组含 SHH, 不含药物为阳性对照; 设一组不含 SHH, 不
含药物做阴性对照. 继续培养于 37 ℃温度下 CO2 培养

箱培养 48 h. 使用 Dual-Luciferase® Reporter Assay 检测

试剂盒检测 Luciferase 荧光[9].  
数据处理: 相对荧光倍数＝SHH 刺激组荧光值/非

SHH 刺激组荧光值.  
结果及计算: 化合物的浓度和相对荧光倍数通过

Prism5.0 (GraphPad 的软件)统计分析, 基于此计算化合

物的 IC50 值(达到抑制率最大值的 50%所需的化合物的

浓度).  
3.2.3  体内药代实验方法 

化合物的体内药代实验采用斯普拉格-杜勒

(Sprague-Dawley, SD)大鼠进行. 选取 6 只成年健康雄性

SD 大鼠(体重范围为 180～240 g), 以 1 mg/kg 的静注给

药方式(iv 处方为 5% DMA＋5% Solutol HS-15), 3 只 SD

大鼠静注给予化合物 8e 真溶液 1 mg/kg, 3 只 SD 大鼠静

注给予化合物1真溶液1 mg/kg, 采血时间点为: 2 min, 5 
min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h 和 24 h. 
各时间点的血样收集好, 4 ℃下, 4000 r/min 离心 5 min. 
血浆经蛋白沉淀(1% HCOOH 酸化的 CH3CN 下)后, 采
用 LC-MS/MS 检测; 结果分析采用 WinNonlin 5.2 软件, 
按统计距理论求算化合物1 mg/kg后的药代动力学参数. 
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