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基于 ABBV-075 的新型溴结构域蛋白 4 (BRD4)小分子抑制剂的 

设计、合成及活性评价 

徐晨淏 a,b,c,d    龚云鹏 a,b,c,d    陈雅欣 a,b,c,d    宋启梦 a,b,c,d    李  娇 a,b,c,d  
郑一超 a,b,c,d    李  雯*,a,b,c,d    孙  凯*,a,b,c,d    刘宏民*,a,b,c,d  

(a郑州大学药学院  郑州 450001)  
(b郑州大学药物研究院  郑州 450001)  

(c新药创制与药物安全性评价河南省协同创新中心  郑州 450001) 
(d药物关键制备技术教育部重点实验室  郑州 450001) 

摘要  为发现新型溴结构域蛋白 4 (BRD4)小分子抑制剂, 基于 ABBV-075, 通过骨架跃迁, 设计并合成 4 种不同母核, 
共 16 个化合物. 优化了合成步骤中 Suzuki 偶联反应条件, 并测试了化合物对 BRD4 的抑制活性. 结果表明, N-(4-(2,4-
二氟氧代苯基)-3-(4-氧代-4,5-二氢-3H-吡咯并[2,3-d]嘧啶-2-基)苯基)乙磺酰胺(15o)的抑制率在 10 μmol/L 达到了 51%, 
IC50＝(16.39±1.20) μmol/L, 具有明显的BRD4抑制活性. 分子对接结果表明, 15o可与Asn433和Asp381形成关键氢键, 
其与 ABBV-075 同源物的叠合图显示了二者结合模式的差异. 阐明了化合物 15o 与 ABBV-075 活性差异的原因, 为进

一步发现高活性 BRD4 抑制剂提供设计思路.  
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Abstract  In order to discover novel bromodomain-containing protein 4 (BRD4) small molecule inhibitor, 16 compounds 
with 4 different nuclei based on ABBV-075 were designed and synthesized through scaffold hopping. The conditions of the 
Suzuki coupling reaction in the synthesis steps were optimized and the activity of all compounds against BRD4 was tested. 
The results indicated that compound N-(4-(2,4-difluorophenoxy)-3-(4-oxo-4,5-dihydro-3H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-2-yl)- 
phenyl)ethanesulfonamide (15o) had 51% at concentration of 10 μmol/L with IC50 value of (16.39±1.20) μmol/L, possessing 
obvious BRD4 inhibitory activity. The molecular docking results showed that 15o formed key hydrogen bonds with Asn433 
and Asp381. The picture of superposed conformation of 15o and homolog of ABBV-075 exhibited the combination difference 
between them, explaining the reason of activity gap, which would provide excellent ideas for further study. 
Keywords  BRD4 inhibitor; ABBV-075; synthesis and optimization; bioactivity; molecular docking 
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溴结构域蛋白 4 (BRD4)是一种人体内含溴结构域

蛋白, 隶属于 BET 蛋白家族[1]. 其通过特异性识别乙酰

化赖氨酸与组蛋白相互作用, 进而调控基因的转录与翻

译、细胞增殖和凋亡等机体内重要生命进程[2-3]. BRD4
小分子抑制剂通过模拟乙酰化赖氨酸的作用, 竞争性与

BRD4 蛋白结合, 从而阻断乙酰化赖氨酸在基因表达或

染色质结构调节方面的作用[4]. 研究表明, BRD4 蛋白异

常与多种疾病密切相关, 如癌症、炎症、自身免疫性疾

病及心血管疾病等, 因此寻找新型高效的 BRD4 小分子

抑制剂具有十分重要的意义[5-8].  
目前已报道了多种不同结构类型的 BRD4 抑制剂, 

并已有部分抑制剂进入临床研究阶段[9-10]. 2010 年, Fil-
ippakopoulos 课题组[11]报道了一类三氮唑并二氮杂䓬结

构BRD4抑制剂(＋)-JQ1(图 1, A), 其可抑制中线瘤细胞

的分裂与分化. I-BET151(图 1, B)是一类双甲基异噁唑

类 BRD4 抑制剂, 于 2011 年被葛兰素史克公司发现报

道, 目前已进入临床 III 期研究, 被用于白血病的治疗
[12]. 2013 年 Knapp 与 Schonbrunn 等发现 PLK1 (polo 样

激酶 1)激酶类抑制剂 BI-2536(图 1, C)具有 BRD4 抑制

活性, 目前此药物已进入临床Ⅱ期研究, 被用于乳腺癌

的治 疗[13-15]. 2017 年, 美国艾伯维公司报道了一类吡

咯并吡啶酮类 BRD4 抑制剂, 其中 ABBV-075(图 1, D)
具有强大的BRD4 抑制活性, Ki值为 1.5 nmol/L, 目前此

化合物已完成临床 I 期研究, 被用于治疗乳腺癌与非小

细胞肺 癌[16-17]. 

 
图 1  代表性的 BRD4 抑制剂 

Figure 1  Representative BRD4 inhibitors 

据文献报道, ABBV-075 的 IC50值为 1.0 nmol/L[18], 
且通过文献调查, 我们发现关于 ABBV-075 衍生物的文

献很少[18-19]. 受 ABBV-075 结构启发, 基于骨架跃迁理

论[20], 我们设计并合成了一系列具有不同母核的新型

BRD4 小分子抑制剂(Scheme 1). 测试了目标化合物对

BRD4 的抑制活性, 并通过分子对接阐明了其可能的作

用机制.  
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图式 1  基于 ABBV-075 的 BRD4 抑制剂设计思路 
Scheme 1  Design of BRD4 inhibitor based on ABBV-075 

1  结果与讨论 

1.1  目标化合物的合成 

以 2-甲基-4,6-二氯-5-氨基嘧啶与甲胺水溶液为原

料, 经过胺化反应与重氮化反应, 得到中间体三氮唑并

嘧啶母核 3 (Scheme 2)[21]. 以 4-氟-3-硝基苯胺与乙基磺

酰氯为原料, 对二甲氨基吡啶(DMAP)作为催化剂, 吡
啶为缚酸剂, 常温反应得到化合物 5, 5 与含不同取代基

的苯酚在二甲基亚砜(DMSO)中加热, 得到中间体 6a～
6f, 6a～6f 在铁粉与氯化铵的催化下于乙醇/四氢呋喃/
水(V∶V∶V＝2∶2∶1)的混合溶剂中, 100 ℃加热, 还
原硝基为氨基, 得到中间体 7a～7f (Scheme 3). 中间体

11a～11e反应条件与7a～7f相同, 仅原料与合成顺序有

所差异. 11a～11e 与联硼酸频哪醇酯在催化剂[1,1'-双
(二苯基膦基)二茂铁]二氯化钯的催化下, 以醋酸钾作

碱, 在氮气保护中, 100 ℃反应得到中间体 12a～12e 
(Scheme 4). 嘌呤酮母核 14a 与 14b 分别由原料 13a 与

13b 在氢氧化钠中加热水解得到(Scheme 5)[22], 嘌呤酮

母核 14c 为市售.  

 

Reagents and conditions: (a) CH3NH2•H2O, 1,4-dioxane, 80 ℃, 8 
h, 90%; (b) NaNO2, AcOH, H2O, 0～5 ℃, 1 h, 55% 

图式 2  化合物 3 的合成 
Scheme 2  Synthesis of compound 3 

终产物 15a～15f 由化合物 3 与中间体 7a～7f 在浓

盐酸催化下加热至 90 ℃制得(Scheme 6). 化合物 3 与

12a～12d 在催化剂三(二亚苄基丙酮)二钯(Pd2(dba)3)与 
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Reagents and conditions: (a) ethanesulfonyl chloride, DMAP, pyri-
dine, DCM, 25 ℃, 8 h, 80%; (b) appropriate phenol, Cs2CO3, 
DMSO, 100 ℃, 2 h, 85%～90%; (c) Fe, NH4Cl, THF/EtOH/H2O (V∶
V∶V＝2∶2∶1), 100 ℃, 2 h, 75%～80% 

图式 3  化合物 7a～7f 的合成 
Scheme 3  Synthesis of compounds 7a～7f 

 
Reagents and conditions: (a) appropriate phenol, Cs2CO3, DMSO, 
100 °C, 2 h, 80%～90%; (b) Fe, NH4Cl, THF/EtOH/H2O (V∶V∶V＝
2∶2∶1), 100 °C, 2 h, 70%～80%; (c) ethanesulfonyl chloride, DMAP, 
pyridine, DCM, 25 °C, 8 h, 85%～90%; (d) bis(pinacolato)diboron, 
Pd(dppf)Cl2, AcOK, 1,4-dioxane, N2, 100 °C, 2 h, 90%～95% 

图式 4  化合物 12a～12e 的合成 
Scheme 4  Synthesis of compounds 12a～12e 

 
Reagents and conditions: (a) NaOH, H2O, 100 ℃, 12 h, 85%～
90% 

图式 5  化合物 14a, 14b 的合成与化合物 14c 的结构 
Scheme 5  Synthesis of compounds 14a, 14b and the structure 
of 14c 

配体 2-二环己基磷-2,4,6-三异丙基联苯(X-Phos)的催化

下, 经过偶联反应生成终产物 15g～15j (Scheme 7). 化
合物 14a～14c 分别与化合物 12a 和 12e 在催化剂 1,1'-
双(二-叔丁基膦基)二茂铁二氯合钯((dtbpf)PdCl2)催化

下, 以碳酸铯作碱, 氮气保护中, 90 ℃反应得到终产物

15k～15p (Scheme 8). 

 
Reagents and conditions: (a) HCl, EtOH/1,4-dioxane (V∶V＝1∶1), 
90 ℃, 8 h, 39%～47% 

图式 6  化合物 15a～15f 的合成 
Scheme 6  Synthesis of compounds 15a～15f 
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Reagents and conditions: (a) Pd2(dba)3, X-Phos, K3PO4, 1,4-dio- 
xane/H2O (V∶V＝4∶1), N2, 90 °C, 6 h, 41%～47% 

图式 7  化合物 15g～15j 的合成 

Scheme 7  Synthesis of compounds 15g～15j 

 
Reagents and conditions: (a) (dtbpf)PdCl2, K3PO4, 1,4-dioxane/H2O 
(V∶V＝4∶1), N2, 90 ℃ 12 h, 35%～40%. 

图式 8  化合物 15k～15p 的合成 
Scheme 8  Synthesis of compounds 15k～15p 



   
Chinese Journal of Organic Chemistry ARTICLE  

 
Chin. J. Org. Chem. 2021, 41, 1712～1721 © 2021 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS http://sioc-journal.cn/      1715 

1.2  条件优化 

铃木反应指在碱存在下, 有机硼试剂和芳香或烯基

卤代物在零价钯催化下进行交叉偶联的反应 , 又称

Suzuki-Miyaura 反应[23]. 该反应在有机合成中用途很广, 
具有很强的底物适应性及官能团容忍性 [24]. 化合物

15g～15p 的合成应用了这一反应, 但由于不同底物的

反应活性差异, 中间体14a～14c采用与中间体3相同的

反应条件, 却无法与有机硼化合物偶联. 我们以化合物

14a 与 12a 为底物, 筛选了铃木偶联中常用的钯催化剂

与配体, 并对碱、温度、溶剂、反应时间等因素进行了

考察, 对反应条件进行优化. 结果如下表 1 所示, 采用

与之前相同的催化剂和配体, 更换反应溶剂, 无产物生

成(Entries 2, 3). 采用碱性较 Cs2CO3稍弱的 Na2CO3与

K3PO4, 无产物生成 (Entries 4, 5). 筛选了 Pd(OAc)2, 
Pd(dppf)Cl2 与(dtbpf)PdCl2 三种钯催化剂, 并筛选配体

PPh3, 仅当催化剂为(dtbpf)PdCl2 时有产物, 分离纯化计

算产率为 30% (Entries 6～10). 再次筛选碱对产率的影

响, 发现当碱为Cs2CO3时, 产率最高(Entries 11, 12). 考
察了反应时间对产率的影响, 结果显示, 反应 24 h 与反

应 12 h 产率相同, 均为 40%, 表明 12 h 时反应已彻底完

全(Entries 13, 14). 考察了溶剂与温度对产率的影响, 结
果显示, 当溶剂体系无水参与时反应无法进行, 反应温

度对产率也有显著影响, 反应温度不宜过低, 当温度为

90 ℃时反应产率较佳(Entries 15～18). 

1.3  目标化合物的 BRD4 抑制活性 

首先 , 合成了三氮唑并嘧啶胺类化合物 15a～
15f[21], 并测试对 BRD4 的抑制活性, 选用(+)-JQ1 为阳

性对照化合物, 测试结果如表 2 所示. 其中以化合物

15a 的抑制活性最佳, 10 μmol/L 时抑制率为 23%, 但此

类化合物总体抑制率较差. 根据 ABBV-075 与 BRD4 的

共晶图[16], 我们推测三氮唑与底部芳环相连的 NH 改变

了化合物的键角, 使化合物无法进入 BRD4 蛋白空腔与

相应氨基酸残基结合. 
为了探究 NH 键角对 BRD4 活性的影响, 拓展新的

母核, 合成了化合物 15g～15p, 并测试对 BRD4 的抑制

活性, 测试结果如表 3 所示. 15g～15j 将原本三氮唑并

嘧啶与苯环之间的 NH 连接键替换为 C—C 直接相联, 
活性结果没有显著提升, 我们推测可能由于三氮唑母核

中的N原子距离关键氨基酸残基过远, 无法与相应氨基

酸残基形成强有力氢键[16]. 我们将三氮唑母核换成了 

表 1  化合物 15k 的反应条件筛选与优化 
Table 1  Screening and optimization of reaction conditions of compound 15k 

 

Entry Catalyst Ligand Base Solvent  T/℃ Time/h Yielda/% 

1 Pd2(dba)3 X-Phos Cs2CO3 1,4-Dioxane/H2O (V∶V＝4∶1) 90 6  0 
2 Pd2(dba)3 X-Phos Cs2CO3 DMSO 90 6  0 
3 Pd2(dba)3 X-Phos Cs2CO3 DMF 90 6  0 
4 Pd2(dba)3 X-Phos K3PO4 1,4-Dioxane/H2O (V∶V＝4∶1) 90 6  0 
5 Pd2(dba)3 X-Phos Na2CO3 1,4-Dioxane/H2O (V∶V＝4∶1) 90 6  0 
6 Pd2(dba)3 PPh3 Cs2CO3 1,4-Dioxane/H2O (V∶V＝4∶1) 90 6  0 
7 Pd(OAc)2 X-Phos Cs2CO3 1,4-Dioxane/H2O (V∶V＝4∶1) 90 6 0 
8 Pd(OAc)2 PPh3 Cs2CO3 1,4-Dioxane/H2O (V∶V＝4∶1) 90 6 0 
9 Pd(dppf)Cl2 None Cs2CO3 1,4-Dioxane/H2O (V∶V＝4∶1) 90 6  0 

10 (dtbpf)PdCl2 None Cs2CO3 1,4-Dioxane/H2O (V∶V＝4∶1) 90 6 30 
11 (dtbpf)PdCl2 None K3PO4 1,4-Dioxane/H2O (V∶V＝4∶1) 90 6 12 
12 (dtbpf)PdCl2 None Na2CO3 1,4-Dioxane/H2O (V∶V＝4∶1) 90 6 10 
13 (dtbpf)PdCl2 None Cs2CO3 1,4-Dioxane/H2O (V∶V＝4∶1) 90 12 40 
14 (dtbpf)PdCl2 None Cs2CO3 1,4-Dioxane/H2O (V∶V＝4∶1) 90 24 40 
15 (dtbpf)PdCl2 None Cs2CO3 1,4-Dioxane 90 12 0 
16 (dtbpf)PdCl2 None Cs2CO3 DMSO 90 12 0 
17 (dtbpf)PdCl2 None Cs2CO3 1,4-Dioxane/H2O (V∶V＝4∶1) 30 12 0 
18 (dtbpf)PdCl2 None Cs2CO3 1,4-Dioxane/H2O (V∶V＝4∶1) 60 12 0 

a Yield calculated after column chromatography purification.   
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表 2  化合物 15a～15f 的 BRD4 抑制活性 
Table 2  BRD4 inhibitory activities of compounds 15a～15f 

 

Compd. R1 Inhibition/% at 10 μmol/L IC50a/(μmol•L－1) 

15a H 23 — 
15b 2,4-F2 5 — 
15c 3-CH3 20 — 
15d 4-CH3 3 — 
15e 3-OCH3 5 － 
15f 4-F 20 － 

(＋)-JQ1   0.070±0.001 
a “—”: not calculated, because the inhibition rate is less than 50%. 

结构相近的嘌呤酮类化合物(15k～15p), 希望嘌呤酮母

核的羰基与 NH 能够深入靶点空腔内部, 有效与关键氨

基酸残基结合. 活性结果显示, 化合物 15k 与 15l 的抑

制率达到了 30%, 化合物 15m 对 BRD4 的抑制活性较

差. 接着将 R2＝H 替换为 ABBV-075 中的 R2＝2,4-F2, 
化合物抑制活性明显提高, 化合物 15o 的抑制率达到了

51%, IC50值为 16.39 μmol. 这一结果表明嘌呤酮母核类

化合物能够与 BRD4 有效结合, 进而影响 BRD4 蛋白活

性. 

1.4  分子对接研究 

为了进一步阐明化合物与 BRD4 的结合模式, 探寻

化合物与 ABBV-075 活性差异的原因, 将化合物 15o 与

BRD4 (PDB:5UVX) 进行分子对接 , 并将 15o 与

ABBV-075 同源物(目前没有公开的 ABBV-075 共晶图)
在同一空腔内叠合做对比, 结果见图 2. 

由图 2A 知, ABBV-075 同源物母核吡咯并吡啶酮 

表 3  化合物 15g～15p 的 BRD4 抑制活性 
Table 3  BRD4 inhibitory activities of compounds 15g～15p 

 

Compd. R1 R2 Inhibition/% 
at 10 μmol/L 

IC50a/ 
(μmol•L－1) Compd. R1 R2 Inhibition/% 

at 10 μmol/L 
IC50a/ 

(μmol•L－1) 

15g H 

 

12 － 15m H 

O

ON

N
H

N

N

 

5 — 

15h 3-F 

 

13 － 15n 2,4-F2 

 

35 — 

15i 4-F 

 

25 — 15o 2,4-F2 

O
H
NHN

N  

51 16.39±1.20 

15j 4-CN 

 

5 — 15p 2,4-F2 

O

ON

N
H

N

N

 

24 — 

15k H 

O

N
H

HN

N  

28 — (＋)-JQ1    0.070±0.001 

15l H 

 

31 —      

a “—”: not calculated, because the inhibition rate is less than 50%. 
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中, 羰基和裸露的胺基可与 Asn433 形成关键氢键. 磺
酰胺基中的氧原子可与 Asp381 形成关键氢键. 醚键连

接的芳香环部分会伸向 WPF(疏水)区占据空腔, 此外化

合物与Val439, Cys429和Val380等氨基酸残基有着直接

或间接的作用力. 
如图 2B 所示, 化合物 15o 可以很好地伸入 BRD4

口袋中, 嘌呤酮中裸露的胺基可与 Asn433 形成关键氢

键. 磺酰胺基部位的氧原子同样可与 Asp381 形成关键

氢键. 但醚键所连的芳香基团并没有伸入 WPF 区. 同
样, 化合物 15o 与 Val439, Cys429 和 Val380 等氨基酸残

基有着直接或间接的作用力. 
图 2C 为 15o 与 ABBV-075 同源物在同一空腔内的

叠合图, 由图可明显看出二者差异, 15o 的嘌呤酮母核

与 ABBV-075 母核在空腔中的位置有所不同, 这导致了

15o母核中羰基距离Asn433过远, 无法与之形成关键氢

键, 且裸露的胺基与 Asn433 结合距离较远, 虽然形成

了氢键, 但作用力较弱. 二者在磺酰胺部位的结合模式

相同, 但15o醚键所连的芳基部分没有进入WPF区占据

空腔, 这也是导致二者活性差异的原因之一. 

 
图 2  (A) ABBV-075 同源物与 BRD4 结合模式图(PDB/ 
5UVX)、(B)化合物 15o 与 BRD4 可能的结合模式图、(C) 
ABBV-075 同源物与 15o 在蛋白空腔内的叠合图和 (D) 
ABBV-075 同源物(Ki＝2.4 nmol/L) 
Figure 2  (A) Binding mode of homolog of ABBV-075 in BRD4 
(PDB:5UVX), (B) putative binding mode of 15o in BRD4, (C) 
the superposed conformation of 15o (blue) and homolog of 
ABBV-075 (pink) with BRD4 and (D) Homolog of Abbv-075  
(Ki＝2.4 nmol/L)  

2  结论 

基于 ABBV-075, 通过骨架跃迁, 设计合成了一系

列不同母核的 BRD4 小分子抑制剂. 测试了化合物对

BRD4 的抑制活性, 其中化合物 15o 的抑制率在 10 
μmol/L 下达到 51%, IC50＝(16.39±1.20) μmol/L, 有明

显的 BRD4 抑制活性, 具有进一步优化修饰的潜力. 同

时使用 MOE (Molecular Operating Environment)软件进

行分子对接, 阐明了化合物可能的作用模式, 分析了其

与 ABBV-075 活性差异的原因, 这为进一步发现高效的

BRD4 抑制剂提供设计思路.  

3  实验部分 

3.1  仪器与试剂 
1H NMR和 13C NMR使用德国Bruker公司DPX-400

型 NMR 核磁共振仪测定, 以 TMS 作为内标; 高分辨质

谱使用美国Waters仪器公司Q-Tof型高分辨质谱仪以及

德国Bruker公司SOLARIX 7T型高分辨质谱仪测定; 熔
点使用北京福凯仪器有限公司X-5型精密显微熔点测定

仪测定. 柱层析硅胶(200～300 目)为青岛海洋化工公司

生产, 柱层析流动相为工业级试剂. 本工作所用其他试

剂均为分析纯. 化合物 5, 6a～6f和 7a～7f参照文献[25]
合成, 化合物 9a～9e, 10a～10e, 11a～11e 和 12a～12e
参照文献[16, 26]合成, 化合物 14a 和 14b 参照文献[22]
合成. 

3.2  实验方法 

3.2.1  化合物 2 的合成 

将 2-甲基-4,6-二氯-5-氨基嘧啶(1,4.00 g, 1.0 equiv.)
与甲胺水溶液(4.41 g, 4.0 equiv.)加入厚壁玻璃封管中, 
加入1,4二氧六环(约20 mL), 密闭加热至80 ℃反应8 h. 
薄层色谱(TLC)监测反应结束后, 将溶剂旋干, 加入乙

酸乙酯溶解, 加入饱和 NaHCO3洗涤, 有机相减压浓缩, 
干燥得化合物 2. 不经进一步纯化, 直接进行下一步反

应. 取少量产物, 经柱层析[石油醚/乙酸乙酯, V∶V＝
2∶1]纯化, 用于表征. 2-甲基-6-氯-4-N-甲基氨基-5-氨
基嘧啶(2): 淡黄色固体, 粗品产率 90%. m.p. 130～
131 ℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 6.76 (s, 1H), 
4.69 (s, 2H), 2.87 (d, J＝4.6 Hz, 3H), 2.24 (s, 3H).  
3.2.2  化合物 3 的合成 

将化合物2粗品(3.88 g, 1.0 equiv.)加入100 mL茄形

瓶中, 加入醋酸 15 mL, 冰浴下, 用恒压滴液漏斗缓慢

滴加 NaNO2溶液(2.33 g, 1.5 equiv.), 反应 1 h. TLC 监测

结束后, 反应液用乙酸乙酯稀释, 水洗三次, 再用饱和

NaHCO3溶液洗至中性. 有机相浓缩干燥得化合物3. 不
经进一步纯化, 直接进行下一步. 取少量产物, 经柱层

析[石油醚/乙酸乙酯, V∶V＝3∶1]纯化, 用于表征. 3,5-
二甲基-7-氯-3H-[1,2,3]三氮唑并[4.5-d]嘧啶 (3): 淡黄

色固体, 粗品产率 55%. m.p. 143～145 ℃; 1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) δ: 4.08 (s, 3H), 2.43 (s, 3H).  
3.2.3  目标化合物 15a～15f 的合成 

将化合物 3 粗品(150 mg, 1.0 equiv.)与化合物 7 (128 
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mg, 1.0 equiv.)加入 25 mL 茄形瓶中, 加入浓盐酸(75.79 
μL, 3.0 equiv.), 无水乙醇/1,4-二氧六环(3 mL/3 mL)作溶

剂, 加热至 90 ℃反应 8 h. TLC 监测反应结束后, 旋干

溶剂, 加入乙酸乙酯/水萃取后, 经柱层析纯化[石油醚/
乙酸乙酯, V∶V＝2.5∶1～1∶1.5]得到最终产品 15a～
15f.  

N-(3-((3,5-二甲基-3H-[1,2,3]三氮唑并[4,5-d]嘧啶- 
7-基)氨基)-4-苯氧代苯基)乙磺酰胺(15a): 淡黄色固体, 
产率 40%. m.p. 210～212 ℃ ; 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) δ: 9.03 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 7.38～7.31 (m, 2H), 
7.19～7.14 (m, 1H), 7.11～7.07 (m, 2H), 6.96～6.85 (m, 
2H), 6.69 (s, 1H), 4.23 (s, 3H), 3.26 (q, J＝7.3 Hz, 2H), 
2.77 (s, 3H), 1.46 (t, J＝7.4 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, 
CDCl3) δ: 166.99, 156.10, 151.52, 150.21, 144.12, 132.12, 
130.42, 130.04, 124.36, 119.05, 118.21, 116.47, 114.50, 
45.98, 32.87, 26.31, 8.32; HRMS (ESI) calcd for 
C20H20N7O3S [M－H]－ 438.1354, found 438.1364.  

N-(4-(2,4-二氟氧代苯基)-3-((3,5-二甲基-3H-[1,2,3]
三氮唑并[4,5-d]嘧啶-7-基)氨基)苯基)乙磺酰胺(15b): 
淡黄色固体, 产率 45%. m.p. 217～219 ℃; 1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) δ: 10.17 (s, 1H), 9.86 (s, 1H), 7.76 
(s, 1H), 7.46～7.34 (m, 1H), 7.20～7.14 (m, 1H), 7.13～
7.02 (m, 2H), 6.93 (d, J＝8.8 Hz, 1H), 4.13 (s, 3H), 3.16 
(q, J＝7.2 Hz, 2H), 2.46 (s, 3H), 1.25 (t, J＝7.3 Hz, 3H); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 165.69, 158.84, 
154.17, 152.48, 151.57, 149.95, 146.65, 139.80, 122.74, 
121.69, 118.27, 111.59, 105.82, 105.65, 105.47, 105.12, 
44.92, 32.53, 25.62, 7.98; HRMS (ESI) calcd for 
C20H18F2N7O3S [M－H]－ 474.1165, found 474.1173. 

N-(3-((3,5- 二甲基 -3H-[1,2,3] 三氮唑并 [4,5-d] 嘧   
啶-7-基)氨基)-4-(4-甲基氧代苯基)苯基)乙磺酰胺(15c): 
淡黄色固体, 产率 42%. m.p. 214～215 ℃; 1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) δ: 10.00 (s, 1H), 9.84 (s, 1H), 
7.20～7.14 (m, 1H), 7.12～7.04 (m, 1H), 6.99～6.91 (m, 
1H), 6.89～6.84 (m, 2H), 6.80～6.72 (m, 2H), 4.10 (s, 
3H), 3.16 (q, J＝7.3 Hz, 2H), 2.44 (s, 3H), 2.20 (s, 3H), 
1.25 (t, J＝7.3 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) 
δ: 165.69, 157.20, 156.64, 149.94, 139.32, 133.84, 129.67, 
129.40, 123.80, 122.69, 120.04, 118.35, 114.97, 114.06, 
44.93, 32.54, 25.65, 20.82, 8.00; HRMS (ESI) calcd for 
C21H22N7O3S [M－H]－ 452.1510, found 452.1521. 

N-(3-((3,5-二甲基-3H-[1,2,3]三氮唑并[4,5-d]嘧啶- 
7-基)氨基)-4-(3-甲基氧代苯基)苯基)乙磺酰胺(15d): 淡
粉色固体, 产率 39%. m.p. 219～221 ℃; 1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) δ: 9.97 (s, 1H), 9.80 (s, 1H), 7.80 (s, 1H), 

7.15～7.06 (m, 2H), 7.10～7.02 (m, 1H), 6.96～6.85 (m, 
3H), 4.11 (s, 3H), 3.15 (q, J＝7.3 Hz, 2H), 2.46 (s, 3H), 
2.24 (s, 3H), 1.24 (t, J＝7.3 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ: 165.69, 154.26, 152.47, 149.93, 146.78, 
133.54, 132.32, 130.34, 130.27, 129.74, 122.73, 119.34, 
118.70, 44.90, 32.52, 25.66, 20.14, 7.99; HRMS (ESI) 
calcd for C21H22N7O3S, [M － H] －  452.1510, found 
452.1518. 

N-(3-((3,5-二甲基-3H-[1,2,3]三氮唑并[4,5-d]嘧啶- 
7-基)氨基)-4-(3-甲氧基氧代苯基)苯基)乙磺酰胺(15e): 
白色固体, 产率 43%. m.p. 223～225 ℃; 1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) δ: 10.02 (s, 1H), 9.86 (s, 1H), 7.78 (s, 
1H), 7.19 (t, J＝8.0 Hz, 1H), 7.16～7.05 (m, 1H), 7.02～
6.93 (m, 1H), 6.72～6.60 (m, 1H), 6.56～6.49 (m, 2H), 
4.11 (s, 3H), 3.67 (s, 3H), 3.17 (q, J＝7.3 Hz, 2H), 2.45 (s, 
3H), 1.25 (t, J＝7.3 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ: 165.69, 160.42, 157.84, 152.50, 149.93, 
146.18, 134.04, 130.14, 129.80, 122.70, 120.24, 118.26, 
109.92, 108.73, 103.95, 55.12, 44.94, 32.52, 25.62, 7.99; 
HRMS (ESI) calcd for C21H22N7O4S, [M－H]－ 468.1459, 
found 468.1473. 

N-(3-((3,5-二甲基-3H-[1,2,3]三氮唑并[4,5-d]嘧啶- 
7-基)氨基)-4-(4-氟基氧代苯基)苯基)乙磺酰胺(15f): 白
色固体, 产率 47%. m.p. 212～215 ℃; 1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) δ: 10.08 (s, 1H), 9.83 (s, 1H), 7.74 (s, 
1H), 7.19～7.11 (m, 2H), 7.13～7.04 (m, 1H), 7.02～6.97 
(m, 2H), 6.95～6.89 (m, 1H), 4.11 (s, 3H), 3.15 (q, J＝7.4 
Hz, 2H), 2.44 (s, 3H), 1.24 (t, J＝7.3 Hz, 3H); 13C NMR 
(100 MHz, DMSO-d6) δ: 168.56, 165.70, 156.77, 152.67, 
149.99, 146.88, 133.86, 120.25, 119.33, 118.37, 116.31, 
116.08, 32.54, 25.65, 20.44, 7.98; HRMS (ESI) calcd for 
C20H19FN7O3S [M－H]－ 456.1259, found 456.1271. 
3.2.4  目标化合物 15g～15j 的合成 

将化合物 3 粗品(150 mg, 1.0 equiv.)与化合物 12 
(362 mg, 1.1 equiv.)加到 25 mL高颈茄形瓶中, 加入催化

剂三(二亚苄基丙酮)二钯(75 mg, 0.1 equiv.)、配体 2-二
环己基磷-2,4,6-三异丙基联苯(78 mg, 0.2 equiv.)和磷酸

钾(520 mg, 3.0 equiv.), 以 1,4-二氧六环/水(8 mL/2 mL)
作溶剂, 氮气保护下, 90 ℃反应 6 h. TLC 监测结束后, 
旋干溶剂, 加入乙酸乙酯/水萃取后, 经柱层析纯化[石
油醚 /乙酸乙酯 , V∶V＝2∶1～1∶1]得到最终产品

15g～15j. 
N-(3-(3,5-二甲基-3H-[1,2,3]三氮唑并[4,5-d]嘧啶-7-

基)-4-苯基氧代苯基)乙磺酰胺(15g): 白色固体, 产率

47%. m.p. 178～180 ℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 
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δ: 10.03 (s, 1H), 7.81 (d, J＝2.7 Hz, 1H), 7.55～7.48 (m, 
1H), 7.39～7.31 (m, 2H), 7.25～7.14 (m, 1H), 7.11～7.06 
(m, 1H), 7.00～6.89 (m, 2H), 4.29 (s, 3H), 3.21 (q, J＝7.3 
Hz, 2H), 2.81 (s, 3H), 1.30 (t, J＝7.3 Hz, 3H); 13C NMR 
(100 MHz, DMSO-d6) δ: 165.63, 156.77, 156.52, 151.10, 
149.91, 134.06, 132.03, 129.67, 126.98, 124.41, 123.24, 
120.61, 118.28, 45.18, 32.84, 25.81, 8.00; HRMS (ESI) 
calcd for C20H19N6O3S [M － H] －  423.1245, found 
423.1255. 

N-(3-(3,5-二甲基-3H-[1,2,3]三氮唑并[4,5-d]嘧啶-7-
基)-4-(3-氟氧代苯基)苯基)乙磺酰胺(15h): 淡黄色固体, 
产率 41%. m.p. 167～168 ℃ ; 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) δ: 10.05 (s, 1H), 7.85～7.79 (m, 1H), 7.54～
7.47 (m, 1H), 7.33～7.28 (m, 1H), 7.27～7.18 (m, 1H), 
6.89～6.82 (m, 1H), 6.82～6.72 (m, 2H), 4.24 (s, 3H), 
3.18 (q, J＝7.3 Hz, 2H), 2.72 (s, 3H), 1.25 (t, J＝7.3 Hz, 
3H); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 165.55, 163.79, 
161.36, 158.64, 156.13, 150.01, 134.88, 131.89, 130.80, 
127.34, 124.23, 123.20, 121.73, 113.77, 109.71, 105.46, 
45.27, 32.85, 25.73, 8.00; HRMS (ESI) calcd for 
C20H18FN6O3S [M－H]－ 441.1150, found 441.1163. 

N-(3-(3,5-二甲基-3H-[1,2,3]三氮唑并[4,5-d]嘧啶-7-
基)-4-(4-氟氧代苯基)苯基)乙磺酰胺(15i): 淡黄色固体, 
产率 45%. m.p. 170～171 ℃ ; 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) δ: 9.97 (s, 1H), 7.75～7.68 (m, 1H), 7.47～
7.39 (m, 1H), 7.18～7.14 (m, 2H), 7.11～7.05 (m, 1H), 
7.03 (m, 2H), 4.24 (s, 3H), 3.14 (q, J＝7.2 Hz, 2H), 2.77 
(s, 3H), 1.24 (t, J＝7.2 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ: 165.68, 152.78, 151.50, 149.91, 134.02, 
132.06, 126.70, 124.43, 123.28, 120.47, 119.84, 116.33, 
116.10, 45.17, 32.84, 25.82, 7.99; HRMS (ESI) calcd for 
C20H18FN6O3S [M－H]－ 441.1150, found 441.1164. 

N-(4-(4-氰基氧代苯基)-3-(3,5-二甲基-3H-[1,2,3]三
氮唑并[4,5-d]嘧啶-7-基)苯基)乙磺酰胺(15j): 白色固体, 
产率 47%. m.p. 177～179 ℃ ; 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) δ: 10.16 (s, 1H), 7.99～7.92 (m, 1H), 7.77～
7.70 (m, 2H), 7.57～7.48 (m, 1H), 7.39～7.34 (m, 1H), 
7.06～6.98 (m, 2H), 4.23 (s, 3H), 3.21 (q, J＝7.2 Hz, 2H), 
2.63 (s, 3H), 1.26 (t, J＝7.3 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ: 165.40, 161.56, 155.63, 150.15, 148.37, 
135.79, 134.18, 131.69, 127.82, 124.08, 123.21, 118.73, 
117.70, 104.59, 45.34, 32.90, 25.62, 8.02; HRMS (ESI) 
calcd for C21H18N7O3S [M － H] －  448.1197, found 
448.1210. 

3.2.5  目标化合物 15k～15p 的合成 

将化合物 14a 粗品(100 mg, 1.0 equiv.)与化合物 12 
(188 mg, 1.0 equiv.)加入到 25 mL高颈茄形瓶中, 加入催

化剂 1,1'-双(二-叔丁基膦基)二茂铁二氯合钯(9 mg, 0.03 
equiv.)和磷酸钾(297 mg, 3.0 equiv.), 以 1,4-二氧六环/水
(8 mL/2 mL)作溶剂, 氮气保护下, 90 ℃反应 12 h, TLC
监测结束后, 旋干溶剂, 加入乙酸乙酯/水萃取后, 经柱

层析纯化[石油醚/乙酸乙酯, V∶V＝2∶1～1∶1]得到最

终产品. 
N-(3-(4-氧代 -4,7-二氢 -3H-吡咯并 [2,3-d]嘧啶 -2-

基)-4-苯氧代苯基)乙磺酰胺(15k): 白色固体, 产率40%. 
m.p. 231～233 ℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 
11.94 (s, 1H), 11.82 (s, 1H), 9.91 (s, 1H), 7.56 (s, 1H), 7.35 
(t, 3H), 7.13～7.01 (m, 4H), 6.99～6.94 (m, 1H), 6.45 (s, 
1H), 3.14 (q, J＝10.5 Hz, 2H), 1.23 (t, J＝7.2 Hz, 3H); 13C 
NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 158.58, 156.25, 150.52, 
148.85, 148.12, 133.80, 129.92, 126.44, 123.68, 123.39, 
121.94, 120.96, 119.86, 118.56, 106.15, 101.99, 45.04, 
8.02; HRMS (ESI) calcd for C20H17N4O4S [M－H] － 
409.0976, found 409.0990. 

N-(3-(4-氧代 -4,5-二氢 -3H-吡咯并 [2,3-d]嘧啶 -2-
基)-4-苯氧代苯基)乙磺酰胺(15l): 白色固体, 产率 38%. 
m.p. 235～237 ℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 
12.12 (s, 1H), 11.92 (s, 1H), 9.88 (s, 1H), 7.54 (s, 1H), 
7.36～7.28 (m, 4H), 7.13～7.06 (m, 1H), 7.03～6.99 (m, 
2H), 6.95～6.90 (m, 1H), 6.40 (s, 1H), 3.13 (q, J＝7.1 Hz, 
2H), 1.24 (t, J＝7.2 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ: 156.33, 153.75, 150.50, 147.38, 144.72, 
133.75, 129.89, 127.77, 127.10, 123.61, 123.09, 122.18, 
119.76, 118.58, 116.42, 103.20, 45.05, 8.01; HRMS (ESI) 
calcd for C20H17N4O4S [M － H] －  409.0976, found 
409.0987. 

N-(3-(1,3-二甲基-2,6-二氧代-2,3,6,7-四氢-1H-嘌呤- 
8-基)-4-苯氧代苯基)乙磺酰胺(15m): 白色固体, 产率

37%. m.p. 287～290 ℃; 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) 
δ: 13.45 (s, 1H), 9.88 (s, 1H), 7.83～7.75 (m, 1H), 7.39 (t, 
J＝7.7 Hz, 2H), 7.35～7.28 (m, 1H), 7.15 (t, J＝7.3 Hz, 
1H), 7.08～7.01 (m, 2H), 6.95～6.89 (m, 1H), 3.45 (s, 
3H), 3.24 (s, 3H), 3.13 (q, J＝7.2 Hz, 2H), 1.24 (t, J＝7.3 
Hz, 3H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ: 156.61, 
154.60, 151.60, 151.17, 148.58, 146.84, 134.30, 130.36, 
124.26, 124.19, 122.75, 121.45, 120.13, 119.54, 108.14, 
45.66, 30.20, 28.28, 8.50; HRMS (ESI) calcd for 
C21H20N5O5S [M－H]－ 454.1190, found 454.1200. 

N-(4-(2,4-二氟氧代苯基)-3-(4-氧代-4,7-二氢-3H-吡
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咯并[2,3-d]嘧啶-2-基)苯基)乙磺酰胺(15n): 白色固体, 
产率 35%. m.p. 239～241 ℃ ; 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) δ: 11.97 (s, 1H), 11.90 (s, 1H), 9.92 (s, 1H), 
7.53 (s, 1H), 7.46～7.41 (m, 1H), 7.39～7.29 (m, 2H), 
7.09～7.00 (m, 2H), 6.48～6.39 (m, 2H), 3.13 (q, J＝10.5 
Hz, 2H), 1.23 (t, J＝7.2 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ: 158.64, 150.74, 148.65, 148.09, 133.72, 
128.56, 127.28, 125.38, 123.36, 122.92, 122.12, 121.04, 
117.60, 106.22, 102.02, 45.08, 8.00; HRMS (ESI) calcd for 
C20H15F2N4O4S [M－H]－ 445.0787, found 445.0793. 

N-(4-(2,4-二氟氧代苯基)-3-(4-氧代-4,5-二氢-3H-吡
咯并[2,3-d]嘧啶-2-基)苯基)乙磺酰胺(15o): 白色固体, 
产率 35%. m.p. 231～232 ℃ ; 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) δ: 12.15 (s, 1H), 12.00 (s, 1H), 9.88 (s, 1H), 
7.49 (s, 1H), 7.45～7.34 (m, 2H), 7.36～7.27 (m, 2H), 
7.14～7.07 (m, 1H), 6.89～6.82 (m, 1H), 6.41 (s, 1H), 
3.12 (q, J＝7.0 Hz, 2H), 1.23 (d, J＝6.6 Hz, 3H); 13C 
NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 153.79, 150.69, 147.17, 
144.71, 133.70, 128.45, 127.83, 127.30, 126.07, 123.06, 
122.33, 117.60, 116.47, 103.22, 45.08, 7.99; HRMS (ESI) 
calcd for C20H15F2N4O4S [M －H] －  445.0787, found 
445.0796. 

N-(4-(2,4-二氟氧代苯基)-3-(1,3-二甲基-2,6-二氧代- 
2,3,6,7-四氢-1H-嘌呤-8-基)苯基)乙磺酰胺(15p): 白色固

体, 产率 37%. m.p. 287～290 ℃; 1H NMR (600 MHz, 
DMSO-d6) δ: 13.48 (s, 1H), 9.86 (s, 1H), 7.90 (s, 1H), 
7.47～7.39 (m, 1H), 7.39～7.28 (m, 2H), 7.17～7.07 (m, 
1H), 6.86～6.75 (m, 1H), 3.48 (s, 3H), 3.26 (s, 3H), 3.11 
(q, J＝10.1 Hz, 2H), 1.22 (t, J＝7.2 Hz, 3H); 13C NMR 
(150 MHz, DMSO-d6) δ: 154.62, 151.64, 151.40, 148.58, 
146.50, 134.18, 124.27, 122.81, 119.91, 117.59, 112.49, 
108.26, 45.68, 30.19, 28.33, 8.49; HRMS (ESI) calcd for 
C21H18F2N5O5S [M－H]－ 490.1002, found 490.1010. 
3.2.6  BRD4 抑制活性测试 

用十万分之一分析天平称取 1～2 mg 的样品, 将称

好的样品放入 1.5 mL EP 管, 并加入相应体积的 DMSO
配制成浓度为 10 mmol/L 的样品溶液. 0 ℃保存备用, 
待实验时根据所需要的浓度加入相应体积 DMSO 对其

进行稀释 . 能量供体为 Anti-GST-Cryptate (Eu3 ＋

Cryptate conjugated mouse monoclonal antibody an-
ti-glutathione S-transferase), 能量受体为 Streptavidin-d2 
(d2-conjugated streptavidin), 在 384 孔板中分别加入一

定浓度的 Assay buffer, Anti-GST-Cryptate, Biotin-H4, 
Streptavidin-d2, GST-BD1, 使最终反应体系容积为 20 
µL, 室温反应 2 h, 通过发射波长 665 nm 时的信号值与

620 nm 时信号值的比值判断两种生物分子相互作用的

强度, 从而测试小分子化合物对BRD4蛋白的抑制活性. 
抑制率/%＝(组荧光强度－抑制剂组荧光强度)/(组
荧光强度－空白组荧光强度)×100% 

3.2.7  化合物对接模式方法 
化合物 15o 与 BRD4 (PDB:5UVX)的对接通过

MOE2014 (Molecular Operating Environment 2014)完成. 
首先, 通过MOE相应模块将BRD4蛋白做预处理, 同时

将化合物小分子能量最低化, 并通过构象检索生成不同

的小分子构象, 然后采用半柔性方法进行对接, 对接结

果用于结合模式分析.  
 
辅助材料(Supporting Information)  化合物 2, 3, 15a～
15p的 1H NMR, 13C NMR谱图以及ABBV-075同源物与

BRD4蛋白相互作用二维模式图, 15o与BRD4蛋白相互

作用二维模式图 . 这些材料可以免费从本刊网站

(http://sioc-journal.cn/)上下载.  
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