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5-氨基吡唑及 5-氨基三唑类成纤维细胞生长因子 

受体激酶抑制剂的设计合成 
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(b中国科学院上海药物研究所  肿瘤药理室  上海 201203) 

摘要  成纤维细胞生长因子受体(FGFR)是近年来抗肿瘤靶向治疗药物研发的前沿热点. 本研究以 Debio1347 为先导化

合物, 依据其与 FGFR 蛋白的对接结果, 设计并合成了 11 个 5-氨基吡唑及 5-氨基-1,2,3-三唑类 FGFR 抑制剂. 测定了

化合物对受体酪氨酸激酶FGFR2以及FGFR2依赖型胃癌细胞株(SNU16)的体外抑制活性, 并对其构效关系进了初步的

探讨. 其中, 1-[5-氨基-1-(2-甲基-1H-苯并[d]咪唑-6-基)-1H-吡唑-4-基]-1-(1H-噻吩并[3,2-b]吡咯-2-基)甲酮(8)与 1-[5-氨

基-1-(2-甲基-1H-苯并[d]咪唑-6-基)-1H-1,2,3-三唑-4-基]-1-(1H-吲哚-2-基)甲酮(18)在酶水平上表现出了与 Debio1347 

(3.5 nmol•L－1)相近的活性, 其 IC50值分别为 3.3, 2.3 nmol•L－1; 在细胞水平上, 化合物 8 和 18 与 Debio1347 (37.7 nmol•  

L－1)相比较活性略微降低, 其 IC50值分别为 77.3, 155.2 nmol•L－1. 

关键词  5-氨基吡唑; 5-氨基-1,2,3-三唑; FGFR 抑制剂; 抗肿瘤药物 
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Derivatives as Fibroblast Growth Factor Receptor Inhibitors 
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Abstract  Fibroblast growth factor receptor (FGFR) is a promising therapeutic target for cancer treatment. A series of 
5-aminopyrazole and 5-amino-1,2,3-triazole derivatives were designed as FGFR inhibitors based on the docking mode of 
Debio1347 within the FGFR kinase domain. The inhibitory effects on FGFR2 kinase and the antitumor activities against hu-
man gastric cancer SNU16 cell lines were evaluated. Furthermore, the preliminary structure-activity relationships (SAR) was 
discussed. The results demonstrated that several compounds present good potency against FGFR2 kinase. 1-(5-Amino-1-
(2-methyl-1H-benzo[d]imidazol-6-yl)-1H-pyrazol-4-yl)-1-(1H-thieno[3,2-b]pyrrol-2-yl)methanone (8) and 1-(5-amino-1-(2-
methyl-1H-benzo[d]imidazol-6-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-1-(1H-indol-2-yl)methanone (18) were the most potent with IC50

values of 3.3 and 2.3 nmol•L－1, respectively, which are similar to that of Debio1347. Compounds 8 and 18 exhibited slightly 
weaker antitumor activity against SNU16 cell lines than Debio1347 with IC50 value of 77.3, 155.2 nmol•L－1, respectively. 
Keywords  5-aminopyrazole; 5-amino-1,2,3-triazole; FGFR inhibitors; anti-tumor agent 

 

成纤维细胞生长因子受体(FGFR)是受体酪氨酸激 酶家族的成员之一. 目前 FGFR 家族中共发现了 4 个成
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员, 分别为 FGFR1, FGFR2, FGFR3 和 FGFR4. 其基本

结构包括胞外区、疏水跨膜区及胞内的酪氨酸激酶区, 

其中胞外区由 3 个免疫球蛋白(IgI, IgII, IgIII)组成[1,2]. 

当内源性配体成纤维细胞生长因子(FGF)在硫酸乙酰肝

素蛋白多糖 (HSPG) 的辅助下与胞外区结合形成

FGF-FGFR-HSPG 三聚体后受体二聚化且酪氨酸激酶域

磷酸化, 随后通过连接 FGFR 受体底物(FRS2α)和磷脂

酶 C (PLCγ)激活一系列下游信号通路, 如 Ras/丝裂原激

活蛋白激酶(MAPK)通路及磷酸肌醇激酶 3 (PI3K)/Akt

通路, 进而调控细胞生长、 细胞增殖、伤口愈合、胚胎

形成以及血管生成等一系列细胞内重要过程. 研究发

现, FGFR 的异常活化与多种肿瘤的发生密切相关, 如

胃癌、非小细胞肺癌、乳腺癌、膀胱癌及骨髓瘤等[3～5]. 

FGFR 参与肿瘤发生发展主要有以下 3 种机制: (1)基因

扩增. 在乳腺癌患者中, FGFR1 中 8p11-12 位点的扩增

出现在大约 10%的雌激素受体(ER)阳性的病人中 [6]. 

10%的胃癌也表现出了 FGFR2 基因的扩增[7], 而且研究

表明 FGFR2 的扩增与肿瘤大小、局部浸润程度、淋巴

结转移情况以及远端转移的发生显著相关 , 具有

FGFR2 扩增的胃癌一般为进展性肿瘤, 具有较差的预

后, 病人总体存活率相对较低[8]. (2)激活突变. 突变的

FGFR3 在 50%～60%的非肌肉浸润型和 17%的晚期膀

胱癌中有表达[9]; 在 12%的子宫内膜癌中, FGFR2 的细

胞外和激酶区均发生活化突变 [10]. (3)染色体易位 . 

FGFR3 的染色体易位存在于 10%～20%的多发性骨髓

瘤中[11]. 所以对 FGFR 激酶抑制剂的研究在肿瘤治疗上

具有非常重要的意义. 针对 FGFR 激酶抑制剂的研究起

始于 20 世纪 90 年代[12,13], 各大医药公司和研究机构针

对 FGFR 激酶靶点研发了一系列结构多样、活性优良的

选择性 FGFR 抑制剂 , 如 AZD4547[14], BGJ398[15], 

LY2874455[16]等. 

Debio1347 是 Debiopharm SA 制药公司开发的一种

选择性的 FGFR激酶抑制剂, 对 FGFR1, FGFR2, FGFR3

的抑制活性分别为 9.3, 7.6, 22 nmol•L－1, 并且对突变型

FGFR2 (V564F)仍能保持其活性, 而AZD4547对突变型

FGFR2 (V564F)的抑制活性与对野生型 FGFR2 相比大

幅下降. 因此 Debio 1347 作为新型 FGFR 抑制剂具有一

定优势. 目前该化合物在美国和欧洲处于临床 I 期研究

阶段[17].  

 

本工作以 Debio1347 为先导化合物进行研究改造期

望获得活性优秀的新型 FGFR 激酶抑制剂, 并对该类结

构化合物的构效关系进行初步探索. 我们首先运用 Glide

软件(Schrödinger suites 2014)将 Debio1347 与 FGFR 蛋白

(PDB:3TT0)进行了分子对接, 其对接结果(图 1)显示

Ala564 与吲哚环上的 NH 以及连接吲哚环和氨基吡唑环

的 C＝O 形成两个氢键; 氨基吡唑环上的 NH2 与氨基酸

残基 Glu562 形成氢键作用 , 苯并咪唑环则伸入由

Phe642, Leu644, Val559, Leu547 构成的疏水空腔.  

 

图 1  Debio1347 与 FGFR 蛋白(PDB: 3TT0)对接模式图 
Figure 1  The docking mode of Debio1347 within FGFR kinase 
domain (PDB: 3TT0) 

因此在本研究的改造中, 我们保留形成关键氢键的

基团, 分别对Debio1347的A, B, C三个杂环部分进行改

造, 如图 2 所示. 将吲哚环替换为噻吩并吡咯环及吡咯

环, 考察该类结构抑制剂与 FGFR 在该区域的结合对不

同的芳杂环是否耐受以及疏水作用是否存在; 将氨基吡

唑环生物电子等排替换为氨基三唑环; 将苯并咪唑环通 
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图 2  目标化合物的设计思路 
Figure 2  Design of target compounds 
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过拉伸、翻转、替换为取代苯环等一系列变化来考察该

区域与疏水空腔结合是否存在氢键作用以及氢键结合

位点的改变对活性的影响. 本工作以 Debio1347 为先导

化合物, 基于其与FGFR蛋白的对接结果, 通过对A环、

B 环、C 环三部分的改造, 设计合成了 11 个 5-氨基吡唑

及 5-氨基-1,2,3-三氮唑类化合物. 测定了化合物对受体

酪氨酸激酶 FGFR2 活性抑制水平以及对受体酪氨酸激

酶 FGFR2 介导的细胞增殖影响(SNU16 细胞株). 

1  结果与讨论 

1.1  化合物的合成 

目标化合物的合成通式见Scheme 1. 乙腈在经二异

丙基氨基锂(LDA)拔氢后与 1a, 1b 发生 SN2 反应以

39%～56%的收率得到 2a, 2b. 1c 在醋酐中与氰基乙酸

反应后得到 2c. 2a～2c室温下与N,N-二甲基甲酰胺二甲

基缩醛(DMF-DMA)在甲苯溶剂中反应 4 h 得到中间体

3a～3c. 中间体 5d～5g 由 4d～4g 经催化氢化或者二氯

化锡还原得到. 接着 5d～5h 经亚硝化, 二氯化锡还原

后得到 6d～6h. 目标化合物 8～16 的合成由中间体

3a～3c 与 6d～6j 经文献报道方法(微波条件, 正丁醇为

溶剂, 190 ℃, 2 min)缩合得到[18](其中化合物 13～16 由

3a, 3c 与 6g, 6i 缩合后再经氢化得到). 

5d 经亚硝化后与叠氮化钠发生亲核取代反应以

77%的收率得到 7d. 目标化合物 17, 18 的合成由 2a, 2c

与 7d经文献报道方法(乙醇为溶剂, 1.0 equiv. KOH存在

下回流)缩合得到[19]. 

所合成最终化合物在有机溶剂如甲醇、乙酸乙酯中

溶解度较差. 使用柱层析、制备 TLC 等纯化方法纯化该

系列化合物效果不佳且损失较大. 因此我们尝试重结晶

对该类化合物进行纯化, 使用了甲醇、甲醇/乙醚、乙酸

乙酯、乙酸乙酯/正己烷等多种溶剂体系, 但得到的产品

纯度均不理想. 最终发现用乙腈作为重结晶溶剂, 虽收

率较低但可获得纯度较高的化合物. 

1.2  化合物的生物活性测试 

采用酶联免疫吸附测定(ELISA)法测定了化合物对

受体酪氨酸激酶 FGFR2 活性抑制水平并用 CCK-8 细胞

计数试剂盒(Dojindo)测定了部分化合物对受体酪氨酸

激酶FGFR2介导的细胞增殖影响(SNU16细胞株). 结果

见表 1. 

在酶水平上, 化合物 8, 13, 17, 18 表现出了较好的

抑制活性. 其中化合物 8 与 18 的 IC50值分别为 3.3, 2.3  
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Reagents and conditions: (i) 2a, 2b, LDA/acetonitrile, THF, 39%～56%; 2c, Ac2O, cyanoacetic acid, 75 ℃, 57%; (ii) DMF-DMA, toluene, r.t., 
52%～76%; (iii) 5d～5f, H2, Pd/C (10%), r.t., 3 h, 68%～96%; 5g, SnCl2/ethyl acetate, reflux for 2 h, 95%; (iv) NaNO2/H2O, SnCl2/con. HCl, 
72%～85%; (v) NaNO2/HCl, NaN3/H2O, ethyl acetate, 77%; (vi) microwave, n-BuOH, 190 ℃, 6%～23%; (vii) KOH, EtOH, reflux, 18% for 17 
and 12% for 18.  

图式 1  目标化合物合成路线 
Scheme 1  The synthetic route of the designed compounds 
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表 1  化合物对 FGFR2 激酶及 SNU16 细胞株的体外抑制活性[IC50/(nmol•L－1)] 
Table 1  Inhibition [IC50/(nmol•L－1)] of FGFR2 kinase and SNU16 cell lines in vitro 
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nmol•L － 1, 表现出了与先导化合物相近的活性 (3.5 

nmol•L－1); 化合物 13 和 17 的 IC50值分别为 61.4, 89.5 

nmol•L－1, 弱于 Debio1347. 其余化合物 IC50 值均大于

250 nmol•L－1. 该系列化合物的构效关系分析表明: (1)

将化合物 13 和 18 结构中的吲哚环替换为吡咯环时, 所

得化合物15 和17 的FGFR激酶抑制活性显著降低, 可

以推测吲哚环可能会与特定的氨基酸残基在结合区域

内通过范德华力形成疏水作用. (2)当 A 环为噻吩并吡咯

环时(化合物8), 活性并未受到影响, 初步说明该类结构

抑制剂与FGFR受体的结合在该区域对具有疏水结构的

吲哚类似物的替换有一定的耐受性. (3)当 B 环为 5-氨 

基-1,2,3-三氮唑环时(化合物 18), 活性得到保持. (4) C

环为 2,4-二氯苯环的化合物 12 活性明显弱于 13 (C 环为

3-羟基苯环), 可推测 C 环含有氢键供体时对活性改善

较大. C 环为 3-氨基苯环的化合物 14 活性大大弱于化合

物 13, 可能是因为酸性氢(如酚羟基)在与结合区域内特

定的氨基酸残基能更好的形成氢键. 当 C 环为 4-(2-甲 

基-1H-咪唑-5-基)苯环(化合物 9)、4-(1H-咪唑-5-基)苯环

(化合物 10)以及苯并咪唑环(化合物 11)时活性丧失. 说

明该类化合物在与FGFR受体结合时对伸入疏水空腔内

的基团大小以及其氢键结合位点位置的变化敏感.  

我们进一步测试了所合成化合物对 FGFR2 依赖型

胃癌细胞株(SNU16)的体外抑制活性, 化合物 8, 18 与

Debio1347 相比较, 细胞活性水平略微下降, 其 IC50 值

分别为 77.3, 155.2 nmol•L－1. 

2  结论 

以 Debio1347 为先导化合物, 基于其与 FGFR 受体

蛋白的对接结果, 保留关键氢键作用, 通过对A环, B环

和 C 环的改变, 设计合成了 11 个 5-氨基吡唑及 5-氨基

三氮唑FGFR抑制剂, 并进行了FGFR2激酶抑制活性筛

选; 初步确定了该类化合物在与 FGFR 受体结合时的构

效关系; 对部分化合物测试了其对 FGFR2 依赖型胃癌

细胞株(SNU16)的体外抑制活性. 后续将对化合物 8 和

18 以及该类化合物的构效关系进行更为深入的改造和

研究. 

3  实验部分 

3.1  仪器与试剂 

所用试剂除特殊说明均为市售分析纯或化学纯; 无

水溶剂用常规方法干燥处理; 薄层层析板和硅胶购自青

岛海洋化工厂; 熔点用 WRS-1B 数字熔点仪测定; 核磁

共振仪为 Bruker Avance 400 MHz 或 600 MHz (DMSO- 

d6 或 CDCl3 为溶剂, TMS 为内标); 质谱(ESI-MS)采用

Aglient 6120 单四级杆质谱仪测定; 高分辨质谱(HRMS)

采用 AB 5600＋Q TOF 高分辨质谱仪测定.  

3.2  实验方法 

3.2.1  中间体 2a～2c 的合成  

在－78 ℃ , 氩气保护下 , 将乙腈(7.10 mL, 0.14 

mol)滴入无水四氢呋喃(30 mL)中. 然后向上述体系中

滴加 2 mol•L－1 LDA (70 mL, 0.14 mol). 滴加完毕, 在 

－78 ℃搅拌 1 h. 再将中间体 1a, 1b[20] (0.04 mol)的无

水四氢呋喃溶液(50 mL)滴入上述反应液中. 滴加完毕, 

在－78 ℃继续搅拌 1 h. 然后, 反应体系逐渐升至室温, 

搅拌 6 h. TLC 监测反应结束, 用饱和氯化铵溶液(250 

mL)调节反应液 pH 至 7. 减压旋除四氢呋喃, 残余物用

乙酸乙酯萃取(150 mL×3), 合并有机层, 有机层用饱和

氯化钠溶液(100 mL×2)洗涤, 无水硫酸钠干燥. 过滤, 

减压旋除溶剂, 硅胶柱层析[V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)＝

6∶1]得到产品 2a～2b. 

3-(1H-吲哚-2-基)-3-氧亚基丙腈(2a)[18]: 黄色固体, 

产率 56%. m.p. 152～154 ℃ ; 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 11.98 (s, 1H, NH), 7.70 (d, J＝8.0 Hz, 1H, 

ArH), 7.44～7.41 (m, 2H, ArH), 7.30 (t, J＝7.6 Hz, 1H, 

ArH), 7.09 (t, J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 4.68 (s, 2H, CH2); MS 

(ESI) m/z: 185.1 [M＋H]＋. 

3-氧亚基-3-(1H-噻吩并[3,2-b]吡咯-2-基)丙腈(2b):

黄色固体, 产率 39%. m.p. 221～222 ℃; 1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ: 12.23 (s, 1H, NH), 7.68 (d, J＝5.2 Hz, 

1H, ArH), 7.40 (s, 1H, ArH), 7.01 (d, J＝5.2 Hz, 1H, 

ArH), 4.54 (s, 2H, CH2); 
13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) 

δ: 184.0, 149.6, 138.8, 137.9, 129.1, 121.2, 117.0, 115.6, 

33.5; HRMS calcd for C9H7N2OS [M＋H]＋ 191.0274, 

found 191.0272.  

将氰基乙酸(9.51 g, 0.11 mol)溶于乙酸酐(56 mL)中, 

搅拌 10 min, 将吡咯(7.50 g, 0.11 mol)加入到反应体系

中, 加热至75 ℃并搅拌40 min. 减压旋除乙酸酐, 将得

到的油状物中倒入冰水并搅拌. 过滤, 用石油醚冲洗滤

饼, 干燥得到粗品土黄色固体(12.60 g). 重结晶[V(甲

醇)∶V(水)＝3∶4], 得 3-氧亚基-3-(1H-吡咯-2-基)丙腈

(2c)[21]: 黄色针状结晶, 产率 57%. m.p. 80～81 ℃(文献

值[21]: 78 ℃) 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 12.13 (s, 

1H, NH), 7.20 (d, J＝3.2 Hz, 1H, ArH), 7.08 (s, 1H, ArH), 

6.25 (dt, J＝4.4, 2.4 Hz, 1H, ArH), 4.42 (s, 2H, CH2); MS 

(ESI) m/z: 135.1 [M＋H]＋. 

3.2.2  中间体 3a～3c 的合成 

向中间体 2a～2c (0.02 mol)的甲苯悬浊液(40 mL)

中滴加 DMF-DMA (5.4 mL, 0.04 mol). 室温搅拌 4 h. 

LC-MS 监测反应结束后, 过滤, 用石油醚冲洗滤饼, 干

燥, 得到产品 3a～3c, 不需纯化即可投入下一步. 
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2-(1H-吲哚-2-羰基)-3-二甲氨基丙烯腈(3a)[18]: 亮

黄色固体, 产率 76%. m.p. 252～253 ℃; 1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ: 11.61 (s, 1H, NH), 8.12 (s, 1H, CH), 

7.67 (d, J＝8.0 Hz, 1H, ArH), 7.48～7.40 (m, 2H, ArH), 

7.22 (t, J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 7.03 (t, J＝7.6 Hz, 1H, 

ArH), 3.40 (s, 3H, CH3), 3.31 (s, 3H, CH3); MS (ESI) m/z: 

240.1 [M＋H]＋. 

3-二甲氨基-2-(1H-噻吩并[3,2-b]吡咯-2-羰基)丙烯

腈(3b): 亮黄色固体, 产率 76%. m.p. 250～252 ℃; 1H 

NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 11.79 (s, 1H, NH), 8.06 (s, 

1H, CH), 7.51 (d, J＝5.2 Hz, 1H, ArH), 7.46 (s, 1H, ArH), 

6.97 (d, J＝5.2 Hz, 1H, ArH), 3.38 (s, 3H, CH3), 3.30 (s, 

3H, CH3); 
13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ: 177.2, 

159.4, 142.3, 135.0, 130.3, 123.8, 121.5, 112.2, 107.3, 

76.5, 48.1, 39.1; HRMS calcd for C12H12N3OS [M＋H]＋

246.0696, found 246.0697. 

3-二甲氨基-2-(1H-吡咯-2-羰基)丙烯腈(3c)[22]: 亮

黄色固体 , 产率 52%. m.p. 196～198 ℃(文献值 [22]: 

194 ℃); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 11.61 (s, 1H, 

NH), 7.98 (s, 1H, CH), 7.17 (s, 1H, ArH), 6.97 (s, 1H, 

ArH), 6.14 (s, 1H, ArH), 3.34 (s, 3H, CH3), 3.26 (s, 3H, 

CH3); MS (ESI) m/z: 190.1 [M＋H]＋. 

3.2.3  中间体 5d～5g 的合成 

将中间体 4d[18], 4e～4f[23] (3.0 g)溶于甲醇(30 mL)

中, 加入 10% Pd/C (0.3 g)后反应体系用氩气置换三次

再用氢气置换三次, 室温下搅拌过夜. TLC 监测反应结

束, 过滤, 减压旋除溶剂得产品 5d～5f.  

2-甲基-1H-苯并[d]咪唑-6-胺(5d)[18]: 棕红色油状

物, 产率 68%. 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.08 (d, 

J＝8.4 Hz, 1H, ArH), 6.55 (d, J＝1.6 Hz, 1H, ArH), 6.40 

(dd, J＝8.4, 2.0 Hz, 1H, ArH), 2.34 (s, 3H, CH3); MS 

(ESI) m/z: 148.1 [M＋H]＋.  

4-(2-甲基-1H-咪唑-4-基)苯胺(5e)[24]: 棕红色油状

物, 产率 96%. 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.32 (d, 

J＝8.0 Hz, 2H, ArH), 7.24 (s, 1H, ArH), 6.58 (d, J＝8.0 

Hz, 2H, ArH), 2.39 (s, 3H, CH3); MS (ESI) m/z: 174.1  

[M＋H]＋.  

4-(1H-咪唑-4-基)苯胺(5f)[25]: 墨绿色油状物, 产率 

83%. 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.62 (s, 1H, ArH), 

7.40 (d, J＝8.4 Hz, 2H, ArH), 7.23 (s, 1H, ArH), 6.56 (d,  

J＝8.4 Hz, 2H, ArH); MS (ESI) m/z: 160.1 [M＋H]＋.  

中间体 4g[26] (10.0 g, 43.6 mmol)的乙酸乙酯溶液

(150 mL)中加入二氯化锡(50 g, 218 mmol), 加热回流 2 

h, TLC 监测反应结束. 冰浴条件下, 向上述体系中加入

饱和碳酸钠(200 mL)溶液, 调节 pH 至 8. 体系用乙酸乙

酯萃取(200 mL×3), 饱和氯化钠溶液洗涤(150 mL×2), 

无水硫酸钠干燥. 过滤, 减压旋除溶剂得产品 5g.  

3-苄氧基苯胺(5g)[27]: 棕色固体, 产率 95%. m.p. 

64～65 ℃(文献值[27]: 61～62.5 ℃); 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 7.41～7.28 (m, 5H, ArH), 6.88 (t, J＝8.0 Hz, 

1H, ArH), 6.22～6.11 (m, 3H, ArH), 5.06 (s, 2H, NH2), 

4.96 (s, 2H, CH2); MS (ESI) m/z: 200.1 [M＋H]＋.  

3.2.4  中间体 6d～6h 的合成 

将中间体 5d～5h (28.8 mmol)溶于浓盐酸(100 mL)

中, 在冰浴, 氩气保护条件下, 亚硝酸钠(2.18 g, 31.7 

mmol)的水溶液(10 mL)缓慢滴加至上述体系中, 控制温

度在 0～5 ℃之间, 剧烈搅拌 20 min, 然后将二氯化锡

(14.3 g, 63.4 mmol)的浓盐酸溶液(20 mL)缓慢滴加至上

述体系中, 控制温度在 0～5 ℃之间, 有固体析出, 继

续剧烈搅拌 30 min. LC-MS 监测反应完毕, 过滤, 真空

干燥得产品 6d～6h. 不经纯化直接投入下一步反应. 

2-甲基-1H-苯并[d]咪唑-6-肼盐酸盐(6d)[18]: 淡黄色

固体, 产率 72%. MS (ESI) m/z: 163.1 [M＋H]＋. 

4-(2-甲基-1H-咪唑-4-基)苯肼盐酸盐(6e): 淡黄色固

体, 产率 85%. MS (ESI) m/z: 189.1 [M＋H]＋. 

4-(1H-咪唑-4-基)苯肼盐酸盐(6f): 淡黄色固体, 产

率 83%. MS (ESI) m/z: 175.1 [M＋H]＋. 

3-苄氧基苯肼盐酸盐 (6g)[28]: 淡紫色固体 , 产率

80%. MS (ESI) m/z: 215.1 [M＋H]＋. 

1H-苯并咪唑-2-肼盐酸盐(6h)[29]: 棕色固体, 产率

77%. MS (ESI) m/z: 149.1 [M＋H]＋. 

3.2.5  中间体 6-叠氮-2-甲基-1H-苯并咪唑(7d)的合

成 

将中间体 5d (1.0 g, 6.8 mmol)溶于乙酸乙酯(40 mL)

和浓盐酸(10 mL)中, 在冰浴、氩气保护条件下, 将亚硝

酸钠(0.56 g, 8.2 mmol)的水溶液(4 mL)缓慢滴加至上述

体系中, 控制温度在0～5 ℃之间, 搅拌20 min. 将叠氮

化钠(0.53 g, 8.2 mmol)的水溶液(4 mL)缓慢滴加至上述

体系中, 滴加完毕, 升至室温, 继续搅拌 2 h. TLC 监测

反应结束, 滴加饱和碳酸钠(100 mL)调节 pH 至 8, 体系

用乙酸乙酯(50 mL×3)萃取, 饱和食盐水(50 mL)洗涤, 

无水硫酸钠干燥. 过滤, 减压旋除溶剂, 硅胶柱层析

[V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)＝4∶1]得到 6-叠氮-2-甲基- 

1H-苯并咪唑 (7d)[30]: 棕黄色固体 , 产率 77%. m.p. 

186～187 ℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 12.26 (s, 

1H, NH), 7.45 (d, J＝8.4 Hz, 1H, ArH), 7.15 (d, J＝1.2 

Hz, 1H, ArH), 6.85 (dd, J＝8.4, 2.0 Hz, 1H, ArH), 2.45 (s, 

3H, CH3); MS (ESI) m/z: 174.1 [M＋H]＋. 

3.2.6  目标化合物 8～12 的合成 

向微波管中加入中间体3a～3c (1 mmol, 1.0 equiv.), 
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6d～6j (1 mmol, 1.0 equiv.), 正丁醇(2 mL), 190 ℃微波

反应 2 min, LC-MS 监测反应结束, 冷却至室温, 减压旋

除正丁醇, 残余物溶于乙酸乙酯(10 mL), 用饱和碳酸钠

溶液(10 mL×2)洗涤, 分层. 有机相用饱和食盐水(10 

mL×2)洗涤, 无水硫酸钠干燥. 过滤, 减压旋除溶剂, 

得粗产品. 粗产品用乙腈重结晶, 得产品. 

1-[5-氨基-1-(2-甲基-1H-苯并[d]咪唑-6-基)-1H-吡 

唑-4-基]-1-(1H-噻吩并[3,2-b]吡咯-2-基)甲酮(8): 黄色固

体 , 产率 17%. m.p.＞300 ℃ ; 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 12.47 (s, 1H, NH), 11.87 (s, 1H, NH), 8.25 

(s, 1H, ArH), 7.69～7.43 (m, 4H, ArH), 7.30 (d, J＝7.2 

Hz, 1H, ArH), 7.02 (d, J＝3.6 Hz, 1H, ArH), 6.92 (s, 2H, 

NH2), 2.53 (s, 3H, CH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) 

δ: 177.4, 153.6, 151.4, 142.3, 140.0, 136.1, 129.9, 124.3, 

112.3, 106.6, 103.0, 15.1. HRMS calcd for C18H15N6OS 

[M＋H]＋ 363.1023, found 363.1024.  

1-{5-氨基-1-[4-(2-甲基-1H-咪唑-4-基)苯基]-1H-吡

唑 -4-基}-1-(1H-吲哚 -2-基 )甲酮 (9): 黄色固体 , 产率

11%. m.p. 203～205 ℃; 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) 

δ: 12.10 (s, 1H, NH), 11.73 (s, 1H, NH), 8.35 (s, 1H, ArH), 

7.89 (d, J＝8.4 Hz, 1H, ArH), 7.70 (d, J＝8.0 Hz, 1H, 

ArH), 7.65～7.34 (m, 6H, ArH), 7.26 (t, J＝7.6 Hz, 1H, 

ArH), 7.16 (s, 2H, NH2), 7.09 (t, J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 

2.35 (s, 3H, CH3); 
13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ: 

178.1, 150.9, 140.2, 136.8, 135.4, 127.4, 124.7, 124.4, 

123.8, 122.2, 119.9, 112.4, 106.5, 103.2, 13.8; HRMS 

calcd for C22H19N6O [M＋H]＋ 383.1615, found 383.1613. 

1-{5-氨基 -1-[4-(1H-咪唑 -4-基 )苯基 ]-1H-吡唑 -4-

基}-1-(1H-吲哚-2-基)甲酮(10): 黄色固体, 产率 15%. 

m.p. 252～254 ℃; 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ: 

12.27 (s, 1H, NH), 11.73 (s, 1H, NH), 8.36 (s, 1H, ArH), 

8.09～7.85 (m, 2H, ArH), 7.84～7.66 (m, 3H, ArH), 7.58 

(d, J＝8.0 Hz, 2H, ArH), 7.52～7.40 (m, 2H, ArH), 7.26 

(t, J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 7.16 (s, 2H, NH2), 7.09 (t, J＝7.6 

Hz, 1H, ArH); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ: 178.1, 

150.9, 140.3, 136.8, 135.4, 127.4, 125.0, 124.4, 123.9, 

122.2, 119.9, 112.4, 106.5, 103.2; HRMS calcd for 

C21H17N6O [M＋H]＋ 369.1458, found 369.1459. 

1-[5-氨基 -1-(1H-苯并 [d]咪唑 -2-基 )-1H-吡唑 -4-

基]-1-(1H-吲哚-2-基)甲酮(11): 黄色固体, 产率 18%. 

m.p. ＞300 ℃; 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ: 13.17 

(s, 1H, NH), 11.74 (s, 1H, NH), 8.58 (s, 1H, ArH), 8.24 (s, 

2H, NH2), 7.73 (d, J＝8.0 Hz, 1H, ArH), 7.67～7.66 (m, 

1H, ArH), 7.59～7.40 (m, 3H, ArH), 7.39～7.18 (m, 3H, 

ArH), 7.11 (t, J＝7.6 Hz, 1H, ArH); 13C NMR (150 MHz, 

DMSO-d6) δ: 177.6, 151.8, 146.2, 142.3, 141.1, 137.0, 

135.2, 132.1, 127.4, 124.6, 122.4, 122.3, 122.0, 120.0, 

118.0, 112.5, 111.4, 106.8, 102.8; HRMS calcd for 

C19H15N6O [M＋H]＋ 343.1302, found 343.1299. 

1-[5-氨基-1-(2,4-二氯苯基)-1H-吡唑-4-基]-1-(1H-

吲哚-2-基)甲酮(12): 黄色固体, 产率 23%. m.p. 225～

226 ℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 11.69 (s, 1H, 

NH), 8.35 (s, 1H, ArH), 7.95 (t, J＝1.2 Hz, 1H, ArH), 7.70 

(d, J＝8.0 Hz, 1H, ArH), 7.65 (d, J＝1.2 Hz, 2H, ArH), 

7.49 (d, J＝8.4 Hz, 1H, ArH), 7.46 (d, J＝1.6 Hz, 1H, 

ArH), 7.25 (t, J＝8.0 Hz, 1H, ArH), 7.15 (s, 2H, NH2), 

7.08 (t, J＝8.0 Hz, 1H, ArH); 13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ: 178.2, 153.0, 141.1, 137.3, 135.9, 135.5, 

134.1, 133.6, 132.2, 130.5, 129.1, 127.9, 124.8, 122.7, 

120.4, 112.9, 106.9, 102.6; HRMS calcd for C18H13Cl2N4O 

[M＋H]＋ 371.0461, found 371.0456.  

3.2.7  目标化合物 13～16 的合成 

向微波管中加入中间体 3a, 3c (1 mmol, 1.0 equiv.)

与 6i, 6g (1 mmol, 1.0 equiv.), 正丁醇(2 mL), 190 ℃微

波反应 2 min, LC-MS 监测反应结束, 冷却至室温, 减压

旋除正丁醇, 残余物溶于乙酸乙酯(10 mL), 用饱和碳酸

钠溶液(10 mL×2)洗涤, 分层. 有机相用饱和食盐水(10 

mL×2)洗涤, 无水硫酸钠干燥. 过滤, 减压旋除溶剂, 

得粗产品. 将粗产品溶于乙醇(2 mL), 滴加 AcOH (4 

mmol, 4.0 equiv.), 将 Pd/C (10%)加入到上述体系, 反应

体系用氩气置换三次后氢气置换三次, 室温搅拌 1 h. 

LC-MS 监测反应结束, 过滤, 滴加饱和碳酸钠调节 pH

至 8. 减压旋除乙醇, 残余物用乙酸乙酯(10 mL×2)萃

取, 饱和食盐水(10 mL×2)洗涤, 无水硫酸钠干燥. 减

压旋除溶剂, 粗产品用乙腈重结晶, 得产品.  

1-[5-氨基-1-(3-羟基苯基)-1H-吡唑-4-基]-1-(1H-吲

哚 -2-基 )甲酮(13): 黄色固体 , 收率 7%. m.p. 245～

247 ℃. 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 11.71 (s, 1H, 

NH), 9.93 (s, 1H, OH), 8.33 (s, 1H, ArH), 7.70 (d, J＝8.0 

Hz, 1H, ArH), 7.49 (d, J＝8.4 Hz, 1H, ArH), 7.46 (d, J＝

1.6 Hz, 1H, ArH), 7.36 (t, J＝8.0 Hz, 1H, ArH), 7.26 (t, J

＝7.6 Hz, 1H, ArH), 7.15～7.06 (m, 3H, NH2＋ArH), 

7.02～7.01 (m, 2H, ArH), 6.85 (dd, J＝8.4, 1.6 Hz, 1H, 

ArH); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 178.6, 158.6, 

151.3, 140.7, 138.9, 137.3, 135.9, 130.7, 127.9, 124.9, 

122.7, 120.4, 115.2, 114.4, 112.9, 111.1, 107.0, 103.7; 

HRMS calcd for C18H15N4O2 [M＋H]＋ 319.1190, found 

319.1188. 

1-[5-氨基-1-(3-氨基苯基)-1H-吡唑-4-基]-1-(1H-吲

哚 -2-基 )甲酮(14): 黄色固体 , 产率 9%. m.p. 259～
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261 ℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 11.70 (s, 1H, 

NH), 8.30 (s, 1H, ArH), 7.70 (d, J＝8.0 Hz, 1H, ArH), 

7.49 (d,  J＝8.4 Hz, 1H, ArH), 7.45 (s, 1H, ArH), 7.26 (t, 

J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 7.19 (t, J＝8.0 Hz, 1H, ArH), 7.09 

(t, J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 7.01 (s, 2H, NH2), 6.79～6.78 (m, 

1H, ArH), 6.72～6.67 (m, 1H, ArH), 6.63 (dd, J＝8.0, 1.6 

Hz, 1H, ArH), 5.44 (s, 2H, NH2); 
13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ: 178.5, 151.2, 150.3, 140.4, 138.6, 137.3, 

135.9, 130.2, 127.9, 124.8, 122.7, 120.4, 113.6, 112.9, 

110.8, 109.3, 106.9, 103.6; HRMS calcd for C18H16N5O 

[M＋H]＋ 318.1349, found 318.1348. 

1-[5-氨基-1-(3-羟基苯基)-1H-吡唑-4-基]-1-(1H-吡

咯-2-基)甲酮(15): 黄色固体, 产率 12%. m.p. ＞300 ℃; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 11.71 (s, 1H, NH), 9.90 

(s, 1H, OH), 8.18 (s, 1H, ArH), 7.34 (t, J＝8.0 Hz, 1H, 

ArH), 7.11～7.00 (m, 4H, ArH), 6.95 (s, 2H, NH2), 6.83 

(d, J＝8.4 Hz, 1H, ArH), 6.26～6.21 (m, 1H, ArH); 13C 

NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 177.0, 158.6, 151.1, 140.4, 

139.1, 131.6, 130.7, 124.1, 115.0, 114.7, 114.2, 110.9, 

110.2, 103.1; HRMS calcd for C14H13N4O2 [M＋H]＋ 

269.1033, found 269.1035. 

1-[5-氨基-1-(3-氨基苯基)-1H-吡唑-4-基]-1-(1H-吡

咯 -2-基 )甲酮(16): 黄色固体 , 产率 6%. m.p. 210～

211 ℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 11.69 (s, 1H, 

NH), 8.14 (s, 1H, ArH), 7.17 (t, J＝8.0 Hz, 1H, ArH), 7.10 

(s, 1H, ArH), 7.06 (s, 1H, ArH), 6.85 (s, 2H, NH2), 6.78 (t,   

J＝2.0 Hz, 1H, ArH), 6.68 (dd, J＝7.6, 1.2 Hz, 1H, ArH), 

6.61 (dd, J＝8.0, 1.6 Hz, 1H, ArH), 6.26～6.21 (m, 1H, 

ArH), 5.41 (s, 2H, NH2); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) 

δ: 176.9, 150.9, 150.3, 140.1, 138.8, 131.6, 130.1, 124.1, 

114.6, 113.4, 110.7, 110.2, 109.2, 103.0; HRMS calcd for 

C14H14N5O [M＋H]＋ 268.1193, found 268.1190.  

3.2.8  目标化合物 17, 18 的合成 

将2a, 2c (1 mmol), 7d (1 mmol)加入到KOH (56 mg, 

1 mmol)的乙醇溶液中(2 mL), 80 ℃回流 3 h. TLC 监测

反应结束, 减压旋除溶剂, 乙腈重结晶得产品. 

1-[5-氨基 -1-(2-甲基 -1H-苯并 [d]咪唑 -6-基 )-1H- 

1,2,3-三唑-4-基]-1-(1H-吡咯-2-基)甲酮(17): 黄色固体,

产率 18%. m.p. 280～282 ℃ ; 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 12.58 (s, 1H, NH), 11.87 (s, 1H, NH), 

7.70～7.62 (m, 3H, ArH), 7.31 (dd, J＝8.4, 2.0 Hz, 1H, 

ArH), 7.14 (s, 1H, ArH), 6.87 (s, 2H, NH2), 6.30～6.26 

(m, 1H, ArH), 2.55 (s, 3H, CH3); 
13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ: 174.8, 154.2, 147.3, 130.8, 128.2, 127.1, 

125.3, 118.8, 118.0, 110.4, 15.2; HRMS calcd for 

C15H14N7O [M＋H]＋ 308.1254, found 308.1248. 

1-[5-氨基 -1-(2-甲基 -1H-苯并 [d]咪唑 -6-基 )-1H- 

1,2,3-三唑-4-基]-1-(1H-吲哚-2-基)甲酮(18): 黄色固体, 

产率 12%. m.p. 178～180 ℃ ; 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 12.63 (s, 1H, NH), 11.83 (s, 1H, NH), 8.06 

(s, 1H, ArH), 7.77 (d, J＝8.0 Hz, 1H, ArH), 7.70～7.67 

(m, 2H, ArH), 7.54 (d, J＝8.4 Hz, 1H, ArH), 7.34 (dd, J＝

8.4, 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.29 (t, J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 7.10 

(t, J＝7.6 Hz, 1H, ArH), 7.06 (s, 2H, NH2), 2.56 (s, 3H, 

CH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 176.7, 163.5, 

154.2, 147.8, 137.7, 134.9, 128.1, 127.8, 127.5, 125.4, 

123.1, 120.5, 119.0, 113.1, 110.6, 15.2; HRMS calcd for 

C19H16N7O [M＋H]＋ 358.1411, found 358.1405.  

3.2.9  化合物分子水平对 FGFR2 激酶酶活抑制测试 

将酪氨酸激酶反应的底物∶Poly(Glu, Tyr)按 4∶1

用无钾离子的 PBS (10 mmol•L－1 磷酸钠缓冲液, 150 

mmol•L－1 NaCl, pH 7.2～7.4)稀释成 20 µg/mL, 125 µL/

孔包被酶标板, 置 37 ℃反应 12～16 h. 弃去孔中液体. 

洗板, 用 T-PBS(含 0.1% Tween-20 的无钾离子的 PBS, 

200 µL/孔)洗板三次, 每次 5 min. 于 37 ℃烘箱中干燥

酶标板 1～2 h. 每孔加入以反应缓冲液(50 mmol•L－1 

HEPES pH 7.4, 50 mmol•L－ 1 MgCl2, 0.5 mmol•L－ 1 

MnCl2, 0.2 mmol•L－1 Na3VO4, 1 mmol•L－1 DTT)稀释的

ATP 溶液 49 µL, 每孔中加入 1 μL 待测试化合物, 再加

入 50 μL 以反应缓冲液稀释的 FGFR2 激酶域重组蛋白

启动反应, 每次实验需设无 ATP 对照孔两孔. 置 37 ℃

摇床(100 r/min)反应 1 h. 弃去孔中液体, T-PBS 洗板三

次. 加入抗体 PY99 稀释液(抗体用含 BSA 5 mg/mL 的

T-PBS 1∶500 稀释), 100 µL/孔, 37 ℃摇床反应 0.5 h. 

弃去孔中液体, T-PBS 洗板三次. 加入辣根过氧化物酶

标记的羊抗鼠二抗稀释液(抗体用含 BSA 5 mg/mL 的

T-PBS 1∶2000 稀释), 100 µL/孔, 37 ℃摇床反应 0.5 h. 

弃去孔中液体, T-PBS 洗板三次. 加入 2 mg/mL 的 OPD

显色液 100 µL/孔(用含有 0.03% H2O2的 0.1 mol•L－1 柠

檬酸-柠檬酸钠缓冲液 (pH＝5.4)稀释), 25 ℃避光反应

1～10 min. 加入 2 mol•L－1 H2SO4 50 µL/孔中止反应, 

用可调波长式微孔板酶标仪 VERSAmax 读数, 波长为

490 nm. 

抑制率＝[1－(化合物OD值－无ATP对照孔OD值)/ 

(阴性对照 OD 值－无 ATP 对照孔 OD 值)]×100% 

IC50值采用酶标仪随机附带软件以四参数法回归求得. 

3.2.10  化合物对 SNU16 胃癌细胞增殖抑制活性测

试 

处于对数生长期的 SNU16 细胞按合适密度接种至

96 孔培养板中, 每孔 90 µL, 培养过夜后, 加入不同浓
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度的化合物作用 72 h, 并设定溶剂对照组. 待化合物作

用细胞 72 h 后, 化合物对细胞增殖的影响采用 CCK-8

细胞计数试剂盒(Dojindo)检测, 每孔加入 10 µL CCK-8

试剂, 置于 37 ℃培养箱中放置 2～4 h 后, 用全波长式

微孔板酶标仪 SpectraMax 190 读数, 测定波长为 450 

nm. 采用以下列公式计算化合物对肿瘤细胞生长的抑

制率:  

抑制率＝(OD 对照孔－OD 给药孔)/OD 对照孔×

100%.  

IC50值采用酶标仪随机附带软件以四参数法回归求得. 

 

辅助材料(Supporting Information)  所合成化合物的
1H NMR, 13C NMR, HRMS 谱图. 这些材料可以免费从

本刊网站(http://sioc-journal.cn/)上下载. 
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