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吡咯并嘧啶类化合物的合成及其抑制 JAK3 激酶活性的研究 
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摘 要：目的  设计合成吡咯并嘧啶类化合物并研究其抑制 JAK3 激酶的活性。方法  以 4-氯-7H-吡咯并[2,3-d]嘧啶为原料，

经过取代、氨基脱保护和 N-酰化反应合成两类（Ⅰa和Ⅰb）吡咯并嘧啶类化合物，经体外细胞试验测定其对 JAK3 激酶的抑

制活性。结果  设计并合成了 8 个新化合物，结构经 1H-NMR 和 HR-MS 确证。初步活性测试结果显示Ⅰa-1和Ⅰb-3对 JAK3
的抑制强度与阳性对照药 tofacitinib 相近。结论  目标化合物对 JAK3 依赖的 DAUDI 细胞抑制活性较好，对非 JAK3 依赖的

BT-20 细胞抑制作用弱。 
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Synthesis of pyrrolopyrimidines and their JAK3 inhibitory activities 
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Abstract: Objective  To design and synthesize pyrrolopyrimidines and study their JAK3 inhibitory activities. Methods  The two kinds 
of pyrrolopyrimidines (Ia and Ib)were synthesized from 4-chloro-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidine via substitution reaction, amino 
deprotection, and N-acetylation reaction. Their JAK3 inhibitory activities were tested by in vitro cell assay. Results  Eight novel 
compounds were synthesized and their structures were confirmed by 1H-NMR and HR-MS. The in vitro activity experiments showed that 
compounds Ia-1 and Ib-3 had good inhibition against JAK3, and it was near to control drug tofacitinib. Conclusion  Target 
compounds had good inhibition on JAK3-depended DAUDI cells, and rarely inhibition on non-JAK3-depended BT-20 cells.  
Key words: JAK3 inhibitor; pyrrolopyrimidine; synthesis 
 

JAK3 特异性分布于骨髓细胞和淋巴细胞中，

通过 JAK3-STAT 途径将细胞外信号传导入细胞核，

调控细胞的生长、增殖、分化、凋亡以及免疫调节

等生理过程。选择性地抑制 JAK3 可以抑制器官移

植产生的排异反应和自身免疫疾病，同时避免其他

组织、器官受损。 
tofactinib 作为第 1 个口服 JAK3 激酶抑制剂于

2012 年上市，结构见图 1，用于治疗类风湿性关节

炎的药物，但后续研究显示：该药对 JAK3 的选择

性并不高，对 JAK1、JAK2、JAK3 和 Tyk2 的 IC50

分别为 3.2、4.1、1.6、34.0 nmol/L[2-3]，更像是一个

广泛 JAK 激酶抑制剂。通过分析 tofacitinib 与 JAK
家族 4 个激酶的共晶结构[4-5]发现：（1）吡咯并嘧啶

的氮原子与 JAK 活性位点的氨基酸残基形成较强

的氢键，对其活性空腔有强识别作用；（2）两个手

性中心的存在并没有显著提高化合物对 JAK3 的选 
                                         

收稿日期：2016-12-20 
作者简介：支  爽（1986—），女，河北辛集人，主要从事化学药物的开发及工艺研究。E-mail: zhishuang0110@126.com 
*通信作者  刘登科，研究员。E-mail: liudk@tjipr.com 



现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 32 卷  第 4 期    2017 年 4 月 

   

·558· 

择性。所以，本文在保留吡咯并嘧啶母核的基础上，

根据先导化合物优化原则中非手性改造原则[6]，将

tofactinib 中的(4R)-CH3 和(3R)-NCH3 基团末端环合

为哌啶环，分别得到Ⅰa-1 和Ⅰa-2。 
另外，从 tofacitinib 与 JAK3 共晶结构模型[4]

可知：哌啶所处的疏水区和氰乙酰氨基所处的甘氨

酸富集区都仍有很大的修饰空间。所以本文根据空

间匹配原则设计了含取代哌嗪的吡咯并嘧啶类化合

物，使用 Schrödinger 软件对该系列化合物虚拟筛

选，根据打分函数的分析结果，筛选出Ⅰb-1～Ⅰb-6。

目标化合物的合成路线见图 2。 

 

图 1  tofacitinib 的化学结构 
Fig. 1  Chemical structure of tofacitinib 

 
图 2  目标化合物的合成路线 

Fig. 2  Synthetic route of target compounds 

1  仪器与试剂 
Bruker 400 型核磁共振仪；VG ZAB-HS 型质谱

仪；薄层层析硅胶板 GF-254（青岛海洋化工厂）；

YRT-3 型数字熔点仪（天津大学精密仪器厂）。超净

工作台（苏州净化设备厂）；MCO-18AIC（UV）型

CO2 细胞培养箱（三洋公司）；BDS200 型倒置显微

镜（重庆奥特光学仪器有限责任公司）；RT6100 型

酶标分析仪（深圳雷杜生命科学股份有限公司）；

LD5-2A 型离心机（北京京立离心机有限公司）；电

子天平（北京赛多利斯仪器系统有限公司）。 
化学合成部分的所有试剂均为市售化学纯或分

析纯，除特别说明外，不经处理直接使用。采用

Schrödinger软件 Glide 模块进行虚拟筛选。自制PBS
（NaCl 8.00 g，KCl 0.20 g，NaPHO4·H2O 1.56 g，
KH2PO4 0.2 g）；自制消化试剂（胰蛋白酶 0.5 g 和

EDTA 0.2 g，D-Hanks 加至 1.0 L，滤过除菌，分装

成小瓶，于−20 ℃保存）；胎牛血清（天津市灏洋生

物制品科技有限责任公司）；MEM、RPMI 1640 培

养基（Gibco Life Technologies）；人急性 B 细胞型

淋巴细胞性白血病细胞 DAUDI 和人乳腺癌细胞

BT-20 均购自中国医学科学院基础医学研究所。阳

性对照药物 tofacitinib 由本实验室合成[7]，质量分数＞

99%。 
2  方法与结果 
2.1  合成部分 
2.1.1  4-叔丁氧羰基氨基-1-(7H-吡咯[2,3-d]嘧啶-4-
基)哌啶（1）的合成  在装有温度计、搅拌装置的

反应瓶中加入 4-叔丁氧羰基氨基哌啶（0.20 g，1.00 
mmol）、4-氯-7H-吡咯并[2,3-d]嘧啶（0.15g，1.00 
mmol）、K2CO3（0.16g，1.20 mmol）和 DMF（20 mL），
60 ℃反应 8 h，石油醚–醋酸乙酯（1∶2）为展开

剂，TLC 检测反应完全，将反应液倒入 30 mL 冷水

1

TFA 

CH2Cl2

2

K2CO3 

DMF DBU, n-BuOH 

K2CO3 

DMF 

Ⅰa-1: 4-NH 

Ⅰa-2: (3R)-NH 



现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 32 卷  第 4 期    2017 年 4 月 

   

·559·

中，醋酸乙酯（30 mL×3）萃取，萃取液用无水硫酸

镁干燥，滤过，减压蒸馏除去有机溶剂，石油醚–醋

酸乙酯（2∶1）洗脱，柱色谱分离得到化合物 1（0.27 
g），收率 85.17%。 
2.1.2  1-(7H-吡咯[2,3-d]嘧啶-4-基)哌啶-4-胺（2）
的合成  在装有温度计、搅拌装置的反应瓶中加入

CH2Cl2（12 mL）和三氟乙酸（4 mL），向该混合液

中加入化合物 2（0.32 g，1.00 mmol），搅拌，于 30 ℃
反应 3 h，反应结束后减压蒸馏除去有机溶剂，残留

物直接投入下一步反应。 
2.1.3  N-(1-(7H-吡咯[2,3-d]嘧啶-4-基)哌啶-4-基)-2-
氰基乙酰胺（Ⅰa-1）的合成  向装有温度计、搅拌

装置的反应瓶中依次加入化合物 2（0.33 g，1.00 
mmol）、DBU（0.30 g，2.00 mmol）、氰基乙酸乙酯

（0.23 g，2.00 mmol）和正丁醇 15 mL，搅拌，40 ℃
反应 18 h，将反应液倒入冷水（30 mL）中，醋酸

乙酯萃取，萃取液用无水硫酸镁干燥，减压蒸馏除

去有机溶剂，石油醚–醋酸乙酯（2∶1）洗脱，柱

色谱分离得到化合物Ⅰa-1（0.17 g），收率 65.11%。

HR-ESI-MS m/z：285.145 9 [M＋H]＋。1H-NMR（400 
MHz，DMSO-d6）δ：1.34～1.43（m，2H，CH2），

1.87（d，J＝12.8 Hz，2H，CH2），3.23～3.26（m，

2H，CH2CN），3.59（d，J＝3.2 Hz，2H，NCH2），

3.90（t，J＝3.6 Hz，1H，NCH），4.52（d，J＝11.2 
Hz，2H，NCH2），6.57（s，1H，pyrrole-CH），7.17
（s，1H，NHCH），8.13（d，J＝3.6 Hz，1H，CONH），

8.22（d，J＝5.2 Hz，1H，NCHN），11.66（s，1H，

Ar-NH）。 
2.1.4  (R)-N-(1-(7H-吡咯[2,3-d]嘧啶-4-基)哌啶-3-
基)-2-氰基乙酰胺（Ⅰa-2）的合成  参照化合物Ⅰa-1

的合成方法，由 4-氯-吡咯并[2,3-d]嘧啶（0.15 g）
与(R)-3-叔丁氧羰基氨基哌啶（0.33 g）反应制得目

标化合物Ⅰa-2（0.16 g），收率 62.39%。HR-ESI-MS 
m/z：285.145 9 [M＋H]＋。1H-NMR（400 MHz，
DMSO-d6）δ：1.53（t，J＝9.2 Hz，2H，CH2），1.79
（s，1H，CH2），1.92（s，1H，CH2），3.10～3.16
（m，1H，NCH2），3.25～3.29（m，1H，NCH2），

3.56～3.67（m，2H，CH2CN），3.72（s，1H，(R)-CH），

4.31（d，J＝12.8 Hz，1H，NCH2），4.44～4.47（m，

1H，NCH2），6.63（d，J＝1.6 Hz，1H，pyrrole-CH），

7.17（s，1H，NHCH），8.12（s，1H，CONH），8.32
（d，J＝6.8 Hz，1H，NCHN），11.65（s，1H，Ar-NH）。 

2.1.5  4-(4-(4-硝基苯基)哌啶-1-基)-7H-吡咯[2,3-d]

嘧啶（Ⅰb-1）的合成  参照合成化合物 1 的法，由

4-氯-吡咯并[2,3-d]嘧啶（0.15 g）与 4-硝基苯基哌嗪

（0.20 g）反应，将反应液冷却后倒入水中，析出的

固体滤过，石油醚–醋酸乙酯（2∶1）洗脱，柱色

谱分离得到Ⅰb-1（0.29 g），收率 90.61%。HR-ESI-MS 
m/z：325.141 0 [M＋H]＋。1H-NMR（400 MHz，
DMSO-d6）δ：3.70（t，J＝5.2 Hz，4H，NCH2），

4.07（d，J＝5.2 Hz，4H，NCH2），6.63（t，J＝1.6 
Hz，1H，pyrrole-CH），7.00（d，J＝9.2 Hz，2H，

PhCH），7.20（t，J＝2.8 Hz，1H，NHCH），8.09
（d，J＝9.2 Hz，2H，Ph-CH），8.17（s，1H，NCHN），

11.71（s，1H，Ar-NH）。 
2.1.6  2-(4-(7H-吡咯[2,3-d]嘧啶-4-基)哌嗪-1-基)苯
甲腈（Ⅰb-2）的合成  参照化合物Ⅰb-1 的合成方法，

由 4-氯-吡咯并[2,3-d]嘧啶（0.15 g）与 2-氰基苯基

哌嗪（0.18 g）反应，石油醚–醋酸乙酯（2∶1）洗

脱，柱色谱分离得到Ⅰb-2（0.26 g），收率 87.29%。

HR-ESI-MS m/z：305.151 2 [M＋H]＋。1H-NMR（400 
MHz，DMSO-d6）δ：3.30（t，J＝4.8 Hz，5H，NCH2），

4.06（t，J＝4.8 Hz，4H，NCH2），6.67（q，J＝1.6 
Hz，1H，pyrrole-CH），7.12（t，J＝7.2 Hz，1H，

Ph-CH），7.19～7.21（m，2H，Ph-CH、NHCH），

7.59～7.63（m，1H，Ph-CH），7.73（dd，J＝1.2、
7.6 Hz，1H，Ph-CH），8.18（s，1H，NCHN），11.72
（s，1H，Ar-NH）。 
2.1.7  4-(4-(双(4-氟苯基)甲基)哌嗪基-1-基)-7H-吡
咯并[2,3-d]嘧啶（Ⅰb-3）的合成  由 4-氯-吡咯并

[2,3-d]嘧啶（0.15 g）与 1-(双(4-氟苯基)甲基)哌嗪

（0.29 g）反应，向反应液中加入水，固体滤过，水、

乙醇洗涤（10 mL×3），干燥后制得Ⅰb-3（0.37 g），
收率 92.40%。HR-ESI-MS m/z：406.184 3 [M＋H]＋。
1H-NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：2.40（t，J＝4.4 
Hz，4H，NCH2），3.85（s，4H，NCH2），4.41（s，
1H，NCH），6.57（d，J＝3.2 Hz，1H，pyrrole-CH），

7.12～7.16（m，5H，PhCH、NHCH），7.46～7.49
（m，4H，PhCH），8.11（s，1H，NCHN），11.64
（s，1H，Ar-NH）。 
2.1.8  4-(4-二苯甲基哌嗪基 -1-基 )-7H-吡咯并

[2,3-d]嘧啶（Ⅰb-4）的合成  由 4-氯-吡咯并[2,3-d]
嘧啶（0.15 g）与 1-二苯基甲基哌嗪（0.25 g）反应，

将反应液冷却后倒入水中，析出的固体滤过，石油

醚–醋酸乙酯（2∶1）洗脱，柱色谱分离得到Ⅰb-4

（0.32 g），收率 91.22%。HR-ESI-MS m/z：370.202 0 
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[M＋H]＋。1H-NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：2.49
（t，J＝4.4 Hz，4H，NCH2），3.77（s，4H，NCH2），

4.62（s，1H，NCH），6.55（d，J＝3.2 Hz，1H，

pyrrole-CH），7.14～7.17（m，5H，PhCH），7.42～
7.51（m，6H，Ph-CH、NHCH），8.11（s，1H，NCHN），

11.66（s，1H，Ar-NH）。 
2.1.9  4-(4-(2,5-二甲氧基苄基)哌嗪-1-基)-7H-吡咯并

[2,3-d]嘧啶（Ⅰb-5）的合成  由 4-氯-吡咯并[2,3-d]嘧
啶（0.15 g）与 1-(2,5-二甲氧基苄基)哌嗪（0.24 g）反

应，将反应液冷却后倒入水中，析出的固体滤过，石

油醚–醋酸乙酯（2∶1）洗脱，柱色谱分离得到Ⅰb-5

（0.30 g），收率 85.62%。HR-ESI-MS m/z：354.192 1 
[M＋H]＋。1H-NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：2.44
（t，J＝7.2 Hz，4H，NCH2），3.71～3.74（m，6H，

NCH2、PhCH2），3.85（s，6H，OCH3），6.55（d，
J＝3.2 Hz，1H，pyrrole-CH），7.14～7.17（m，3H，

PhCH），7.41（s，1H，NHCH），8.12（s，1H，NCHN），

11.52（s，1H，Ar-NH）。 
2.1.10  (E)-4-(4- 肉桂基哌嗪 -1- 基 )-7H- 吡咯并

[2,3-d]哌嗪（Ⅰb-6）的合成  由 4-氯-吡咯并[2,3-d]嘧
啶（0.15 g）与 1-肉桂基哌嗪（0.20 g）反应，将反

应液冷却后倒入水中，析出的固体滤过，石油醚–

醋酸乙酯（2∶1）洗脱，柱色谱分离得到Ⅰb-6（0.27 
g），收率 84.55%。HR-ESI-MS m/z：320.186 5 [M＋

H]＋。1H-NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：2.48～2.54
（m，4H，NCH2），3.14（d，J＝6.4 Hz，2H，=CHCH2），

3.87（t，J＝4.8 Hz，4H，NCH2），6.31～6.37（m，

1H，CH=CH2），6.54（s，1H，PhCH），6.58～6.59
（m，2H，pyrrole-CH），7.15～7.17（m，1H，PhCH），

7.23～7.25（m，1H，PhCH），7.30～7.34（m，2H，

PhCH），7.43～7.45（m，2H，PhCH、NHCH），8.13
（s，1H，NCHN），11.67（s，1H，Ar-NH）。 
2.2  活性测试部分 

精密称取阳性对照药物 tofacitinib 和所有新化

合物，分别溶于一定量DMSO，置于超声仪中 5 min，
使样品充分溶解，配制成 20 mmol/L 的溶液。精确

吸取上述样品液 10 μL，加入 90 μL DMSO、900 μL
无血清培养基，稀释成 200 μmol/L，备用。 

MTS 法测定细胞抑制率：取对数生长期的

DAUDI 细胞和 BT-20 细胞分别悬浮于培养基中，用

玻璃滴管轻轻吹打成单细胞悬液，显微镜下血细胞

计数板计数活细胞。96 孔板每孔接种细胞悬液 180 
μL（细胞浓度为 1×104个/孔），在 37 ℃、100%相

对湿度、含 5% CO2 的培养箱预培养 24 h 后，离心，

小心吸出培养基，换成没有血清的培养基，并在每

孔中加 20 μL 样品溶液（200 μmol/L）[8]。并设阴性

对照（等浓度 DMSO）及空白本底（不加细胞），各

组均设 3 个复孔。再连续培养 48 h 后，每孔加入 20 μL 
MTS 溶液，继续培养 30 min 后。用酶标仪检测 490 
nm 处的吸光度（A）值，从而计算化合物对细胞的

抑制率。 
抑制率＝（A 对照－A 实验）/A 对照 

初步活性测试结果显示Ⅰa-1 和Ⅰa-2对 JAK3 有

较强的抑制活性，且Ⅰa-1 和Ⅰb-3 对 JAK3 的抑制强

度与阳性对照药 tofacitinib 相近。见表 1。 

表 1  化合物对细胞的抑制率 
Table 1  Suppression rate of compounds against cells 

抑制率/% 
化合物 

DAUDI 细胞 BT-20 细胞

tofacitinib 97.6 3.5 

Ⅰa-1 92.1 2.7 

Ⅰa-2 81.9 1.9 

Ⅰb-1 80.2 10.1 

Ⅰb-2 65.8 6.7 

Ⅰb-3 95.4 3.3 

Ⅰb-4 77.1 7.2 

Ⅰb-5 58.3 1.7 

Ⅰb-6 49.7 9.1 

 

3  讨论 
3.1  合成部分 

在化合物 2 合成目标化合物Ⅰa-1 和Ⅰa-2 的过程

中使用酰氯作为 N-酰基化反应的酰化试剂，反应容

易进行，然而需要使用氯化亚砜，对仪器设备要求

高，并产生大量废酸，本文参照 Price 等[9]开发的

N-氰基乙酰化方法，以氰基乙酸乙酯为酰化试剂，

DBU 为催化剂，正丁醇为溶剂，该反应条件温和、

产生的杂质少、反应收率较高。 
3.2  生物活性测试 

初步细胞活性测试显示：大多数化合物对

DAUDI 有抑制作用，而对非 JAK3 依赖的 BT-20 细

胞抑制作用弱，说明所设计的化合物对 JAK3 有较

明显的选择性。 
Ⅰa-1 和Ⅰb-3对 JAK3 的抑制强度与阳性对照药

tofacitinib 相近，推测是由于Ⅰa-1 与蛋白的结合模式
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与 tofacitinib 相近，而Ⅰb-3 则充分体现了空间匹配

的优势。Ⅰa-1 和Ⅰa-2对 JAK3 有较强的抑制活性，

说明手性中心的存在对化合物的活性有促进作用，

但并非是必须存在的。Ⅰa-2 活性不如Ⅰa-1，推测是

由于分子构型的影响，使得氰基与甘氨酸富集区的

作用力变弱，结合不稳定容易断裂。另外，初步活

性测试还提示，分子末端是强极性的富电子基团时，

有助于增加化合物的活性。 
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