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(57)摘要

本发明涉及一种新型法尼酯X受体(FXR)和

可溶性环氧化物水解酶(sEH)双重调节剂。本发

明的调节剂旨在提供具有FXR激动剂和sEH抑制

剂(拮抗剂)双重活性的化合物。本发明还提供了

治疗患有FXR和sEH相关疾病(如代谢紊乱，特别

是非酒精性脂肪肝或非酒精性脂肪性肝炎

(NASH))的受试者的治疗方法。
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1.一种具有化学式I的化合物：

其中R1、R2、R3和R4各自独立地选自H，非取代、单取代或多取代的C1-C18烷基或杂烷基，其

中所述烷基为直链、支链或环状，未取代、单取代或多取代的C1-C18烯基或杂烯基，其中所述

烯基为直链、支链或环状，未取代、单取代或多取代的芳基或杂芳基，未取代、单取代或多取

代的苄基，酰基，如甲酰基、乙酰基、三氯乙酰基、富马酰、琥珀酰、苯甲酰，或支链、杂原子取

代或芳基取代的酰基，糖或另一种缩醛和磺酰基，和/或R2、R3和/或R4一起形成的非取代、单

取代或多取代的环，优选芳香环；

Z是取代或未取代的C；

或其异构体、前药或衍生物，或这些化合物的药学上可接受的盐或溶剂化物。

2.根据权利要求1所述的化合物，其中R2是C1-C10烷基，优选支链烷基，更优选-C(CH3)3，

优选R3是H、-OH或-OMe，优选R4是H、-OH或-OMe。

3.根据权利要求1或2所述的化合物，其中R1是单取代或多取代的芳基。

4.根据权利要求3的所述化合物，其中R1选自以下任一基团：
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5.根据权利要求1至3中任一项所述的化合物，其中R1选自以下组成的群组：

并且

其中Z是C、R2是-C(CH3)3，R3是H。

6.根据权利要求1至3中任一项所述的化合物，其中R1选自由以下组成的群组：
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并且

其中Z是C、R3是H或OH，R4是H或OH，特别地，R3和R4不都是OH；并且其中R2选自-C(CH3)3、-N

(CH3)2，或所述R2是以下结构中的任一个：

7.根据权利要求1至6中任一项所述的化合物，所述化合物为法尼酯X受体(FXR)激动剂

和可溶性环氧化物水解酶(sEH)抑制剂。

8.根据权利要求1至7中任一项所述的化合物，所述化合物用于疾病的治疗。

9.根据权利要求8所述的化合物，其中所述疾病是与FXR和sEH有关的紊乱。

10.根据权利要求8所述的化合物的用途，其中所述疾病是代谢紊乱，优选由高脂肪饮

食引起或与之相关联的代谢紊乱。

11.根据权利要求8至10中任一项所述的化合物的用途，其中所述疾病是肝病，如非酒

精性脂肪肝或非酒精性脂肪性肝炎(NASH)。

12.一种制备根据权利要求1至7中任一项所述的化合物的方法。

13.一种药物组合物，其包含根据权利要求1至6中任一项所述的化合物以及药物可接

受载体和/或赋形剂。

14.一种同时调节FXR和SEH的方法，所述方法包括向受试者施用根据权利要求1至7中

任一项所述的化合物或根据权利要求13所述的药物组合物的步骤。

15.根据权利要求14所述的方法，其中所述受试者患有疾病，优选代谢疾病。

16.根据权利要求15所述的方法，其中所述方法是通过向所述受试者施用所述化合物

来治疗所述受试者的所述疾病的方法。

17.根据权利要求14所述的方法，其中调节是对FXR的激活和sEH的抑制。
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18.根据权利要求14至17所述的方法，其中施用包括向所述受试者施用治疗有效量的

所述化合物。

19.一种治疗受试者的疾病的方法，所述方法包括向所述受试者施用治疗有效量的根

据权利要求1至7中任一项所述的化合物或根据权利要求13所述的药物组合物的步骤。

20.根据权利要求14至19中任一项所述的方法，其中所述受试者是哺乳动物，优选为小

鼠、大鼠、驴、马、猫、狗、豚鼠、猴、猿，或优选为人类患者。

21.根据权利要求16至20中任一项所述的方法，其中所述所述疾病是代谢紊乱，优选由

高脂肪饮食引起或与之相关联的代谢紊乱。

22.根据权利要求16至21中任一项所述的方法，其中所述疾病是肝病，如非酒精性脂肪

肝或非酒精性脂肪性肝炎(NASH)。
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法尼酯X受体和可溶性环氧化物水解酶双重调节剂

技术领域

[0001] 本发明涉及一种新型法尼酯X受体(FXR)和可溶性环氧化物水解酶(sEH)双重调节

剂。本发明的调节剂旨在提供具有FXR激动剂和sEH抑制剂(拮抗剂)双重活性的化合物。本

发明还提供了治疗患有FXR和sEH有关疾病(如代谢紊乱，特别是非酒精性脂肪肝或非酒精

性脂肪性肝炎(NASH))的受试者的治疗方法。

背景技术

[0002] 营养过剩和久坐不动的生活方式所导致的酒精性脂肪性肝病(NAFLD)对成年人，

特别是在西方国家甚至全世界范围内，的影响越来越大。最近的研究评估认为，世界范围内

有三分之一的成年人患有NAFLD，并且高达15％的成年人发展成为非酒精性脂肪肝(NASH)。

最令人担忧的是，研究还认为高达11％的青少年受到NAFLD的影响。NAFLD和NASH疾病综合

征——通常被认为是代谢综合征的肝脏表现，因此成为了对健康的严重威胁。然而，目前

NAFLD的治疗十分有限，药理学选择也不充分。因此，迫切需要新型药物干预来治疗NAFLD和

NASH(Rinella,M.E.“非酒精性脂肪性肝病：系统综述”.《美国医学会杂志(JAMA)》2015,313

(22) ,2263-2273；Gawrieh ,S .；Chalasani ,N .“非酒精性脂肪性肝病的药物治疗”

.Semin .Liver  Dis .2015 ,35(3) ,338-348；Chalasani ,N .；Younossi ,Z .；Lavine ,J .E .；

Diehl,A.M.；Brunt,E.M.；Cusi,K.；Charlton,M.；Sanyal,A.J.“非酒精性脂肪性肝病的诊

断和治疗：美国肝病研究学会、美国胃肠病学院及美国胃肠病学会实践指南”.《肝脏病学

(Hepatology)》2012,55(6) ,2005-2023)。

[0003] 体内模型和临床试验已经确定了几种NAFLD/NASH的潜在治疗策略。尤其是所述核

法尼酯X受体(FXR)(Arab,J.P.；Karpen,S.J.；Dawson,P.A.；Arrese,M.；Trauner,M.“胆汁

酸与非酒精性脂肪性肝病：分子视角和治疗视角”.《肝脏病学》2017,65(1) ,350-362)似乎

是用于NAFLD/NASH治疗的非常有前途的靶标，因为已经证实了由内源性FXR激动剂鹅脱氧

胆酸(CDCA，1b)开发的奥贝胆酸(6α-乙基-鹅脱氧胆酸、OCA，1a)在NASH治疗中的临床疗效

(Adorini ,L .等人“法尼酯X受体靶向治疗非酒精性脂肪性肝炎”.《今日药物发现(Drug 

Discov.Today)》2012,17(17-18) ,988-997；Neuschwander-Tetri,B.等人“法尼酯X核受体

配体奥贝胆酸治疗非肝硬化、非酒精性脂肪性肝炎(FLINT)：一项多中心、随机性、安慰剂对

照试验”.《柳叶刀(Lancet)》2014,385(9972) ,956-965)。FXR是配体激活的转录因子，主要

存在于肝脏、肠和肾脏中，在生理上被胆汁酸激活(Makishima ,等人“胆汁酸核受体的鉴

定”.《科学(Science)》1999,284(5418) ,1362-1365；Parks,D.J.等人“胆汁酸：孤儿核受体

的天然配体”.《科学》1999,284(5418) ,1365-1368；Wang ,H.等人“内源性胆汁酸是核受体

FXR/BAR的配体”.《分子细胞(Mol.Cell)》1999,3(5) ,543-553)。FXR通过控制几种胆汁酸、

脂质和葡萄糖稳态相关基因起到代谢调节的作用，并通过感知累积胆汁酸的毒性水平起到

重要的肝脏保护作用(Gadaleta ,R.M等人“FXR在代谢和癌症中的组织特异性作用”.《生物

化学与生物物理学报(Biochim.Biophys.Acta)》2014,1851 ,30-39；Pellicciari,R .等人

“法尼酯X受体：从结构到潜在的临床应用”.《药物化学杂志(J  Med  Chem)》2005,48(17) ,
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5383-5403)。

[0004] 临床试验报告了NAFLD/NASH的组织学特性和临床标志物的改善和OCA(1a)治疗后

代谢参数的改善，这证实了FXR是治疗脂肪性肝紊乱的靶点和其他代谢疾病的潜在靶点

(Mudaliar,S等人“法尼酯X受体激动剂奥贝胆酸在治疗2型糖尿病和非酒精性脂肪性肝病

患者方面的疗效和安全性”.《肠胃病学(Gastroenterology)》2013,145(3) ,574-582.e1)。

然而，由于FXR激活可能导致抑制胆固醇7α-羟化酶(CYP7A1)，而CYP7A1是胆固醇代谢转化

为胆汁酸的限速酶，因此FXR的完全激活可能导致胆固醇的不良累积。FXR部分激动作用低

于典型的FXR激动剂的最大功效，例如1C似乎是在不干扰胆固醇稳态的前提下发挥FXR激活

的理想效果的一种潜在方法(Merk,D等人“邻氨基苯甲酸衍生物作为法尼酯X受体(FXR)的

新型配体”.《生物有机化学与医药化学通讯(Bioorg.Med.Chem.2014,22(8) ,2447-2460)》；

Merk,等人“邻氨基苯甲酸衍生物作为法尼酯X受体调节剂的构效关系扩展：一种高效法尼

酯X受体部分激动剂的研发”.《药物化学杂志(J.Med .Chem .)》2014 ,57(19) ,8035-8055；

Merk,D.等人“法尼酯X受体配体的药物化学：从激动剂和拮抗剂到调节剂”.《未来医药化学

(Future  Med.Chem.)》2012,4(8) ,1015-1036)。

[0005] 所述可溶性环氧化物水解酶(sEH)是花生四烯酸代谢的CYP途径的下游酶，在

NAFLD/NASH和其他代谢疾病(如2型糖尿病)的治疗中也具有潜在功效(Shen,H.C；Hammock,

B.D.“可溶性环氧化物水解酶的发现：一个具有多种潜在治疗指征的靶点。《药物化学杂志》

2012,55(5) ,1789-1808；Newman,J.W.等人“环氧化物水解酶：他们的作用和与脂代谢的相

互作用”.《脂类研究进展(Prog.Lipid  Res.)》2005,44(1) ,1-51；Imig,J.D.“心血管生理学

中的环氧化物和可溶性环氧化物水解酶”.《生理学评论(Physiol.Rev.)》2012,92(1) ,101-

130；Huang ,H.；Weng ,J .；Wang ,M.H.“EETs/sEH在糖尿病和肥胖引起的心血管疾病中的作

用”.《前列腺素和其他脂质介(Prostaglandins  Other  Lipid  Mediat.)》2016 ,125 ,80-

89.)。sEH将由CYP酶形成的环氧二十碳三烯酸(EETs)从花生四烯酸转化为相应的二羟二十

碳三烯酸(DHETs)。由于EETs具有强大的抗炎活性，因此sEH抑制是一种抗炎策略。sEH在全

身都有表达，尤其是在心脏、肝脏和肾脏具有高表达。小鼠NASH模型的最新结果证实，sEH基

因敲除或抑制减少了高脂饮食下的肝脏脂肪堆积并改善了肝脏炎症。

[0006] NASH与2型糖尿病或肥胖等多种危险因素有关，并且具脂肪变性、肝脏炎症和纤维

化等多种表现形式。因此，一些实验研究已经揭示了其对NASH的治疗效果(Sanyal,A.J.“脂

肪 性 肝 炎 的 新 型 治 疗 靶 点 ”.《 肝 脏 病 学 和 胃 肠 病 学 的 临 床 和 研 究

(Clin.Res.Hepatol.Gastroenterol.)》2015,39增刊1,S46-50；Milic,S,等人“非酒精性脂

肪性肝炎 ：优化治疗方案的 新兴靶向 疗法”.《药物设计开发 和治疗 ( D r u g 

Des.Devel.Ther.)》2015,9,4835-4845.)，对于这种多因素疾病，似乎更应该用多于一种治

疗机制针对不同的病理因素进行治疗。然而，使用多种药物的复方用药是不利的，例如来自

复杂且不清楚的药物-药物相互作用和额外的副作用的危害。能够解决多种治疗机制需要

的多靶点药物能够避免多重药理学的诸多弊端。

发明内容

[0007] 鉴于FXR激活在减缓NASH和脂质积累进展方面的临床效果以及sEH抑制在肝脏抗

炎和抗脂肪变性方面的作用，FXR和sEH的双重调节似乎是一种可能产生协同效应的治疗
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NAFLD/NASH的有效方法。因此，本发明旨在提供对FXR具有部分激动活性并对sEH具有抑制

效力的双重调节剂。

[0008] 上述问题由具有化学式I的化合物解决：

[0009]

[0010] 其中，R1、R2、R3以及R4各自独立地选自H，非取代的、单取代的或多取代的C1-C18烷

基或杂环烷基，其中所述烷基为直链、支链或环状，非取代的、单取代的或多取代的C1-C18烯

基或杂环烯基，其中所述烯基为直链、支链或环状，非取代的、单取代的或多取代的芳基和

杂芳基，非取代的、单取代的或多取代的苄基，酰基，如甲酰基、乙酰基、三氯乙酰基、反丁烯

二酰基、顺丁烯二酰基、琥珀酰基、苯甲酰基或支链、杂原子取代的或芳基取代的酰基，糖或

其他缩醛基以及磺酰基，和/或其中R2、R3和/或R4一起形成非取代的、单取代的或多取代的

环，优选芳香环，

[0011] Z是含有或不含任何取代的C，优选地用H或烷基取代；

[0012] 或其异构体、外消旋体、前体药或衍生物或这些化合物药学上可接受的盐或溶剂

化物。

[0013] 在一些优选的实施例中，R2是C1-C10烷基，优选支链烷基，更优选-C(CH3)3基团，R3

优选H、-OH或OMe，R4优选H、-OH或-OMe。

[0014] 在另一优选实施例中，所述化合物是上述定义的化合物组，不包括本文公开的化

合物4a、4b、6、7、9、14、16、19、29、33、36、42和45。在这一方面，进一步优选的是本申请的实

例部分的表1到8中公开的所述其它化合物中的任意一种(不包括上述化合物)。

[0015] 在一个优选实施例中，上述化合物中的R3和R4是H。

[0016] 在一些实施例中，R1是具有化学式II的基团：

[0017]

[0018] 其中，R5、R6和R7各自独立地选自H，非取代的、单取代的或多取代的C1-C18烷基或杂

环烷基，其中所述烷基为直链、支链或环状，非取代的、单取代的或多取代的C1-C18烯基或杂

环烯基，其中所述烯基为直链、支链或环状，非取代的、单取代的或多取代的芳基和杂芳基，

非取代的、单取代的或多取代的苄基，酰基，如甲酰基、乙酰基、三氯乙酰基、反丁烯二酰基、

顺丁烯二酰基、琥珀酰基、苯甲酰基或支链、杂原子取代或芳基取代的酰基，糖或其他缩醛

基以及未取代的、单取代的或多取代的酰胺或磺酰基。

[0019] 优选地，R6和R7是H或卤素，优选地，卤素选自F或Cl。最优选地，R6是H，R7是H、F或
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Cl。

[0020] 优选地，R5是任何长度的支链，其包含羧酸或适当的羧酸替代物，例如典型的生物

电子等排体，其包括但不限于四唑、磺胺、酰胺(例如有机酰胺、磺胺或磷酰胺)等。

[0021] 本文所使用的术语“生物电子等排体”涉及一种化学成分，该成分取代活性化合物

分子中的另一部分且对其生物活性没有显著影响。活性化合物的其他特性，例如其作为药

物的稳定性，会受此影响。

[0022] 由于羧基(COOH)的生物电子等排体部分值得注意，特别是具有从氮、氧和硫中选

择的1至4个杂原子的5元杂环基团，例如1,3,4-恶二唑基、1,2,3-恶二唑基、1,2,5-恶二唑

基、1,2,4-恶二唑基、1,3,4-噻二唑基、1,2,4-噻二唑基、1,2,3-噻二唑基、1,2,5-噻二唑

基、呋喃基、噻吩基、吡咯基、吡唑基、咪唑基、异恶唑基、异噻唑基以及N-取代四唑基。5元杂

环基团可以任选地被1或2个取代基取代，所述取代基选自包括以下的群组：苯基、吡啶基、

直链或支链烷基、氨基、羟基、氟、氯、溴、碘、三氟甲基、三氟甲氧基、三氟硫代甲氧基、烷氧

基和硫代烷氧基。

[0023] 由于羧基(COOH)的生物电子等排体部分也是值得注意，特别是具有从氮、氧和硫

中选择的1至4个杂原子的6元杂环基团，例如吡啶基、吡嗪基、哒嗪基、嘧啶基、三嗪基、四嗪

基等。苯基和6元杂环基团可以任选地被1或2个取代基取代，所述取代基选自包括以下的群

组：苯基、吡啶基、直链或支链烷基、氨基、羟基、氟、氯、溴、碘、三氟甲基、三氟甲氧基、三氟

硫代甲氧基、烷氧基和硫代烷氧基。

[0024] 在本发明的一些实施例中，R1选自以下取代基中的任一个：
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[0025]

[0026] 最优选地，本发明的化合物具有上述化学式I，其中R1选自由以下组成的群组：

[0027] 并且

[0028] 其中，Z是C，R2是-C(CH3)3，R4、R3是H。

[0029] 在另一个实施例中，进一步优选地是具有化学式I的上述化合物，其中R1选自由以

下组成的群组：
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[0030]

并且

[0031] 其中Z是C，R3是H或OH，R4是H或OH，特别地R3和R4都不是OH；并且其中R2选自-C

(CH3)3、-N(CH3)2，或所述R2是以下中的任一个

[0032]

[0033] 根据权利要求1至5中任一项的化合物，该化合物为法尼酯X受体(FXR)激动剂和可

溶性环氧化物水解酶(sEH)抑制剂。

[0034] 具有药学上不可接受的阴离子的盐同样构成本发明要求范围的一部分，该盐可作

为制备或纯化药学上可接受的盐的有利中间体和/或用于非治疗性应用(如体外应用)。本

发明所述化合物也可以以各种多态形式存在，例如不规则和晶体多态形式。本发明化合物

的所有多态形式都在本发明要求的范围内， 并且属于本发明的另一方面。

[0035] 如本文所使用，术语“法尼酯X受体”或“FXR”是指该类受体的所有哺乳动物形式，

包括例如选择性剪接的亚型和天然存在的亚型(参见例如R .  M .  Huber  等人，《基因

(Gene)》2002,  290,  35)。典型的FXR类包括但不限于所述受体的大鼠(GenBank登录号NM_

21745)、小鼠(Genbank登录号NM_09108)以及人类(GenBank登录号No.  NM_05123)形式。

[0036] 术语“可溶性环氧化物水解酶(sEH)”是指存在于人类体内、 由EPHX2基因(HGNC:

3402)编码的双功能酶。sEH是环氧化物水解酶家族的成员。该酶存在于细胞溶质和过氧化

物酶体，与特定的环氧化物结合并将其转化为相应的二醇。

[0037] 在另一方面，本发明还提供了一种合成本文所公开的新型化合物的方法。

[0038] 本发明的化合物在治疗受试者疾病的方法中特别有效。优选地，根据本发明，需要

治疗的疾病是与FXR和sEH有关的紊乱。

[0039] 因此，本发明还提供了一种同时调节FXR和sEH的方法，所述方法包括向受试者或

说　明　书 6/40 页

11

CN 110891560 A

11



细胞施用如前所述的FXR和sEH双向调节剂的步骤。

[0040] 另一方面，涉及治疗受试者疾病的方法，所述方法包括向受试者施用治疗有效量

的本发明的化合物或本发明的药物组合物的步骤。

[0041] 在本发明公开的上下文中，术语“受试者”优选地指哺乳动物，优选地是小鼠、大

鼠、驴、马、猫、狗、豚鼠、猴子、猿，或者优选地指人类患者，例如患有本文所述紊乱的患者。

[0042] 在优选的实施例中，所述疾病或紊乱是代谢紊乱，优选地是由高脂肪饮食引起的

或与高脂肪饮食相关的代谢紊乱。

[0043] 肝病是一种肝脏部位的典型损伤或疾病。肝病的种类超过一百种。最广泛传播有：

肝片吸虫病；肝炎；酒精性肝病；脂肪性肝病；肝硬化；肝脏；胆汁；硬化性胆管炎；小叶中心

坏死；布加综合征；遗传性肝病(血色素沉着症，包括体内铁的积聚和威尔逊病)；甲状腺素

运载蛋白相关遗传性淀粉样变性以及Gilbert综合征。

[0044] 如本文所用，术语“肝病”是指影响肝脏的任何疾病或紊乱。肝病的实例包括但不

限于Alagille综合征；酒精性肝病；α-1抗胰蛋白酶缺乏症；自身免疫性肝炎；良性肝肿瘤；

胆道闭锁；肝硬化；半乳糖血症；Gilbert综合征；血色素沉着症；甲型肝炎；乙型肝炎；丙型

肝炎；肝细胞癌；肝性脑病；肝囊肿；肝癌；新生儿黄疸；非酒精性脂肪性肝病(包括非酒精性

脂肪肝和非酒精性脂肪性肝炎)；原发性胆汁性肝硬化(PBC)；原发性硬化性胆管炎(PSC)；

Reye综合征；I型糖原贮积症和威尔逊病。

[0045] 术语“非酒精性脂肪肝”或“非酒精性脂肪性肝病”(NAFLD)是指导致脂肪肝的一种

疾病，由脂肪沉积于肝脏而非过度饮酒导致。NAFLD与胰岛素抗性和代谢综合征有关，并且

可能对最初针对其他胰岛素抗性状态(例如2型糖尿病)开发的治疗方法有反应，如减重、二

甲双胍和噻唑烷二酮类药。NAFLD可以进一步分为非酒精性脂肪性肝炎(NASH)和非酒精性

脂肪肝(NAFL)。NASH是NAFLD的最极端形式，并且被认为是不明原因的肝硬化的主要病因。

[0046] 大多数NAFLD患者只有一些症状或没有症状。患者可能会诉疲劳、莫名不适和右上

腹部不适。可能会出现轻度黄疸，虽然这比较罕见。更常见的NAFLD是在血常规检查中出现

肝功能异常后诊断出来的。NAFLD与胰岛素抗性和代谢综合征(肥胖、混合型高脂血症，II型

糖尿病以及高血压)有关。常见的症状是肝酶升高和肝超声显示脂肪变性。超声也可以用来

排除胆结石问题(胆石症)。肝活检(组织检查)是唯一被广泛接受的、明确区分NASH和其他

形式肝疾病的检查方式，可以用于评估炎症的严重程度和由此引起的纤维化。

[0047] 非酒精性脂肪性肝炎(NASH)是一种常见的、“沉默的”(通常情况下)肝病。NASH的

主要特征是肝脏脂肪以及炎症和损伤。大多数患有NASH的人感觉良好，并没有意识到他们

患有肝脏问题。然而，NASH是很严重的，并且可能导致肝硬化，肝脏可能受到永久性的损害

和创伤并且不能再正常工作。

[0048] 当在一个人的血常规检测中发现肝脏检查结果(如丙氨酸氨基转移酶(ALT)或天

冬氨酸氨基转移酶(AST))升高时，通常首先怀疑NASH。当进一步的评估显示没有明显的肝

病原因且肝部X光或影像学检查显示肥胖时，即怀疑NASH。唯一能明确诊断NASH并将其与单

纯性脂肪肝区分的方法是肝脏活检。如果活检中发现肥胖伴随炎症或损伤，则诊断为NASH。

如果组织显示肥胖但没有炎症或损伤，则诊断为NAFL或NAFLD。目前，没有血液检查或扫描

能够可靠地提供这一信息。

[0049] 因此，本发明的化合物治疗的优选疾病是肝病，如非酒精性脂肪性肝病或非酒精
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性脂肪性肝炎(NASH)。

[0050] 如本文所用，术语“治疗有效量”是指能引起组织、系统、动物或人类的生物或医学

反应的化合物的量，所述组织、系统、动物或人类由研究人员或临床医生寻找。此外，术语

“治疗有效量”是指与未接受该量的相应受试者相比，能够改善治疗、治愈、预防或改善疾

病、紊乱或副作用或减缓疾病或紊乱进展速度的量。

[0051] 在另一方面，还提供了一种药物组合物，其包含本发明的化合物和药学上可接受

的载体和/或赋形剂。

[0052] 本发明的化合物还能与其他活性成分结合施用。为达到预期的生物学效果，具有

化学式I的化合物的量取决于诸多因素，例如所选择的特定化合物、预期用途、使用方式以

及患者的临床条件。

[0053] 每日剂量范围一般为0.3mg至100mg/天/公斤体重(通常为3mg至50mg/天/公斤体

重)，例如3至10mg/kg/天。例如，静脉注射剂量范围可以为0.3mg至1.0mg/kg，其可以适当地

以10ng至100ng/公斤体重/分钟以输液方式给药。用于这些目的的恰当输注溶液可以含有，

例如0.1ng至100mg，通常为1ng至100mg/毫升。单剂量可以含有，例如1mg至10g活性成分。因

此，注射用安瓿可以含有，例如1mg至100mg，口服单剂量制剂(如片剂或胶囊)可以含有，例

如1.0至1000mg，通常为10至600mg。对于上述条件的处理，可以将具有化学式I的化合物本

身用作所述化合物，但是它们优选地以药物组合物的形式与兼容载体一起存在。当然，所述

载体必须是可接受的，即它与所述化合物的其他成分相容，并且对患者的健康无害。所述载

体可以是固体或液体或两者都有，并且优选地将所述化合物以单一剂量(例如片剂)配制，

其可能含有0.05％至95％的活性成分重量。其他药学的活性物质也可以存在，包括具有化

学式I的其他化合物。本发明的药物组合物可以由已知的药学方法中的一种生产，其基本上

涉及将成分与药学上可接受的载体和/或赋形剂相混合。

[0054] 本发明的药物组合物为适用于口服给药、直肠给药、局部给药、经口给药(如舌下

给药)以及肠外给药(如皮下给药、肌肉给药、皮内给药或静脉给药)，最合适的给药方式取

决于每种个体情况下待治疗疾病的性质和严重程度和每种情况下使用的具有化学式I的化

合物的性质。包衣制剂或药物形式也在本发明要求的范围之内。糖衣制剂和糖衣缓释制剂

也在本发明的保护范围之内。优先选择耐酸和耐胃液的制剂。适宜的耐胃液包衣包括醋酸

邻苯二甲酸纤维素、聚醋酸乙烯酞酸酯、羟丙基甲基纤维素邻苯二甲酸酯以及甲基丙烯酸

和甲基丙烯酸甲酯的阴离子聚合物。适于口服给药的药物化合物可以是单独的形式，即单

剂量、单元，例如胶囊、药膏、含片、薄膜衣片、糖衣片、可溶性片、舌下片、口服片或片剂，每

种形式都含有一定量的具有化合式I的化合物；可以作为粉末或颗粒；作为水或非水溶液或

悬液；或作为水包油或油包水乳液。如前所述，这些组合物可能通过任何适当的药学方法进

行制备，该方法包括使活性成分和载体(其可以由一个或多个附加成分组成)进行接触的步

骤。所述组合物通常是由所述活性成分与液体和/或细碎固体载体均匀且一致地混匀而形

成，然后在必要时形成产品。例如，片剂可以通过对化合物的粉末或颗粒进行压缩或定型而

形成，在适当情况下添加一种或多种额外成分。压缩片剂可以通过将化合物(如粉末或颗

粒)以自由流动的形式进行压片来生产，在适当的情况下在合适的机器中与粘合剂、油膏、

惰性稀释剂(填料)和/或一种(或多种)表面活性剂/分散剂进行混合。模制片剂或颗粒可以

在适当的机器中对用惰性液体稀释剂润湿的所述粉状化合物进行模压来生产。
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[0055] 适用于经口(舌下)给药的药物组合物包括含片，该含片包括具有化学式I的化合

物和调味料(通常为蔗糖、阿拉伯树胶或黄芪胶)，以及在惰性基中含有所述化合物的软锭

剂，例如明胶和甘油或蔗糖和阿拉伯树胶。

[0056] 适用于肠外给药的药物组合物优选地包括具有化学式I的化合物的无菌水溶液制

剂，其优选地与所述预期受试者的血液等渗。这些制剂优选地经静脉给药，尽管也可以通过

皮下、肌肉或皮内注射给药。这些制剂可以优选地通过以下步骤制备：将化合物与水混合，

然后将所得溶液通过适当的灭菌过程(例如蒸气灭菌、无菌过滤)进行灭菌，然后与血液等

渗。本发明的可注射组合物通常含有0.1至5重量％的活性化合物。适用于直肠给药的药物

组合物优选地为单剂量栓剂的形式。这些可以通过将具有化学式I的化合物与一种或多种

常规固体载体(例如可可脂)混合并将所得混合物成型来制备。

[0057] 适用于皮肤上局部使用的药物组合物优选地为软膏、霜、散剂、乳液、糊剂、喷剂、

气雾或油的形式。可使用的载体有矿脂、羊毛脂、聚乙二醇、醇以及两种或多种前述物质的

混合物。所述活性成分通常以0.1至15重量％组合物的浓度存在，例如0.5至2重量％。

[0058] 经皮给药也是可能的。适用于经皮使用的药物组合物可以是适合于长期密切接触

患者表皮的单个贴片的形式。这些贴片适当地含有水溶液中的活性成分，该水溶液在适当

情况下被缓冲、溶解和/或分散在粘合剂中或分散在聚合物中。适宜的活性成分浓度为约

1％至35％，优选地为3％至15％。一种特殊的选择是，通过电转运或离子电渗疗法对活性成

分进行释放，例如《药学研究(Pharmaceutical  Research)》,2(6):318(1986)所述。

附图说明

[0059] 现在将参照附图和序列在以下实例中对本发明进行进一步说明，但是并不限于

此。为了本发明的目的，本文引用的所有参考文献通过引入并入其实体中。图中：

[0060] 图1双重调节剂的效力图表明30、46和54(红色)是最有效的FXR部分激动剂，而31、

44和51(蓝色)出现了最高的sEH抑制效力。因此，将这些化合物的结构特征结合起来以提高

双重活性，从而产生了55和57(绿色，表7)。

[0061] 图2：57的分子对接：(A)化合物57在FXR-LBD(PDB代码4QE8)中的结合模式。(B)化

合物57在sEH(PDB代码3I28)中的结合模式。分子表面的颜色是亲油性的(绿色：亲油的；紫

红色：亲水的)。选定的侧链显示为线，化合物57显示为棒。

[0062] 图3：57的体外表征：(A)选择性概括：除对PPARy的适当活性外(EC50＝14·7±0.9μ

Μ，30±1％max.)，57在相关的核受体上无活性，因此FXR具有高度选择性(数值是平均值±

SEM；n＝3)。(B)在常规的WST-1试验中，57在HepG2细胞高达100μΜ时无细胞毒性(数值是平

均值±SEM；n＝4)。(C)与Wistar大鼠肝微粒体孵育60分钟后，57显示出可接受的体外微粒

体稳定性，剩余仍超过50％(数值是平均值±SEM；n＝3)。

[0063] 图4：57的细胞活性测定：(A)与CDCA(50μΜ，1b)相比，57(0.1μΜ和1μM)与HepG2细

胞孵育8或16小时后的FXR靶基因mRNA定量：57引起BSEP、SHP、PPARα、GLUT4、FGF19、PDK4和

FABP1非浓度依赖的部分诱导，以及CYP7A1、SREBP1c和FAS非浓度依赖的部分抑制(载体处

理的对照细胞定义为100％，数值为平均值±SEM；n＝4)。(B)57不引起PPARy靶基因CD36的

显著调节(数值为平均值±SEM；n＝3)，其中FAM3A(吡咯列酮，PIO)作为阳性对照。(C)HepG2

细胞匀浆中的可溶性环氧化物水解酶活性：双重调节剂57通过胞内sEH(IC50约为10nM)抑制
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14.15-EET-d11向14.15-DHET-d11的转化并且在低至0.1nM的浓度下即有显著的统计学抑

制作用(数值为平均值±SEM；n＝3)。(*p<0.05；**p<0.01；***p<0.00)

[0064] 图5：57的体内特征：(A)57的体内药代动力学评估显示，双重调节剂吸收迅速、生

物利用度高且半衰期适度、可接受。在单次口服10mg/kg体重剂量后，57的有效血浆浓度维

持在IC50值(sEH)和EC50值(FXR)以上约3.5小时。(B)给药8小时后，小鼠血浆的EET/DHET比

值提高约2倍，表明57在体内抑制了sEH。(C)与载体处理的小鼠(100％)相比，给药8小时后，

FXR靶基因BSEP、SHP、CYP7A1、SREBP1c和FGF15和PPARγ靶基因FATP的mRNA水平定量。57表

现出诱导BSEP和SHP的趋势，并且轻度抑制了CYP7A1。此外，57显著抑制了SREBP1c并显著诱

导了FGF15，表明FXR的体内调节效果和在NASH中的潜在作用。PPARy靶基因FATP在体内不受

调节。(n(载体)＝3；n(57)＝6；*p<0.05；**p<0.01；***p<0.001)。

[0065] 图6：(或方案10)57的体外代谢。双重调节剂57的磺酰胺部分水解产生代谢物69a

(由LC-MS-MS确认)，该代谢产物显示出高效的双重调节效力并且有助于促进药学活性。LC-

MS-MS分析还表明存在叔丁基苯甲酰胺残基羟基化产生的代谢产物，在三种可能的异构体

77、78和79中，77和78均未检测到，从而确定了叔丁基的羟基化导致了79。此外，57在苄基取

代基的芳香环上被羟基化。

[0066] 图7：(或方案1)展示了重要的FXR配体：奥贝胆酸(1a)、生理激动剂CDCA(1b)以及

合成的参考FXR激动剂(1c)。

[0067] 图8：(或方案2)展示了将sEH抑制剂GSK2188931B(2)和部分FXR激动剂3的药效团

合并制成先导化合物5的发现过程。

具体实施方式

[0068] 实例

[0069] 为了开发对FXR和sEH具有强效双重活性的试剂，发明人最初筛选了FXR调节剂内

部库的代表性化合物，但未能从中确定对sEH具有抑制效力的先导化合物。因此，发明人从

已知的部分FXR激动剂和已知的sEH抑制剂中寻找合并的药效团。一些sEH抑制剂含有酰胺

或尿素残基，模拟酶裂解的环氧化物部分。包括作为药效团存在的N-苄基酰胺残基的sEH抑

制剂GSK2188931B(2)与最近报道的部分FXR激动剂(例如3)具有一些结构相似性。因此，发

明人提取了这两种化合物的相似特征结构并把它们结合在最小双效药效团4a中，该药效团

含有用于sEH抑制的N-苄基酰胺残基和用于FXR激活的羧酸基(图8，方案2)。化合物4a在50μ

Μ浓度时的sEH抑制作用适中(37±1％)，但是对FXR无激活作用。结合模板2的哌啶部分的

4b展示出更低的活性并且对sEH和FXR无活性。然而，当发明人用5中的芳香族部分替代4a和

4b中的饱和环时，发明人在50μΜ浓度条件下达到了预期的双重活性(12±1％的FXR激活作

用和16±2％的sEH抑制作用)。对于5的低片段样大小(MW  255Da)，发明人认为该中等效力

足够并且系统地分析了5作为sEH和FXR双重调节剂的结构活性关系(SAR)(图2)。

[0070] 实例1：合成

[0071] 按照方案3-9制备了N-苄基苯甲酰胺4-57和77-78。氨基甲苯前体58a-j的合成，首

先用NBS和AIBN与各自的甲苯衍生物59a-j进行自由基溴化反应，生成溴甲基苯60a-j。然后

将溴甲基苯60a-j应用于叠氮化钠两步Staudinger反应，在水溶液中生成叠氮化物61a-j和

三苯基膦进行还原。用LiAIH44还原4-氨基-2-氯苯甲腈62，制备氨基甲苯衍生物58k。氨基
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甲苯衍生物58I-W可购买。然后，将58a-w与羰基氯化物63a-o在吡啶存在下进行反应，或者

将58a-w与羧酸64a-f在EDC及4-DMAP存在下进行反应，得到化合物18、19、22、35、36、44、47-

51、54、55、68及69a-c或其酯65a-h(方案3)。化合物68经BrCH2COOCH3处理生成酯65i。所有的

酯类65a-i在碱性条件下水解为终产物16、20及23-32(方案4)。尿素21由4-氨基苯甲酸(66)

和4-叔丁基苯基异氰酸酯(67)与NEt3反应制备，然后由氢氧化锂水解(方案5)。游离的羧酸

18和氯化铵、甲基氯化铵或二甲基氯化铵以及EDC/DMAP用于制备酰胺37-39。LiAlH4还原18

得到乙醇衍生物33、33进一步通过PCC转化成醛34(方案6)。转化的酰胺40/41和56和转化的

磺胺46和57以及N-酰基磺酰胺45经过EDC/DMAP由42、44和69a进行羧酸活化生成。在Cu2O的

催化下，通过NaN3的环加成从腈36中得到四唑43(方案7)。用合适当量的间氯过氧苯甲酸

(mCPBA，方案8)将甲硫醇51氧化为亚砜52和砜53，并最终按照所述标准规程制备甲氧基衍

生物76a-b(方案3)，然后与BBr3脱甲基化生成酚衍生物77和78(方案9)。

[0072]

[0073] 方案3：试剂和条件(a)NBS、AIBN、CHCl3、回流4h；(b)NaN3、DMF、80℃、16h；(c)PPh3、

H2O、THF、室温(RT)、12h；(d)LiAlH4、THF、回流、18h；(e)吡啶、THF、RT、2h；(f)EDC-HCl、DMAP、

CHCl3、50℃、6h；(g)SOCl2、DCM、DMF、回流、4h。

[0074]

[0075] 方案4：试剂和条件(a)BrCH2COOCH3、DMF、K2CO3、RT、18h；(b)KOH、H2O、MeOH、μw、

15min。

[0076]

[0077] 方案5：试剂和条件(a)DCM、NEt3、RT、24h；(b)LiOH、THF、MeOH、H2O、RT、15h。
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[0078]

[0079] 方案6：试剂和条件(a)LiAlH4、THF、RT、18h；(b)PCC、DCM、RT、2h；(c)R2NH2·Cl、

EDC·HCl、DMAP、CHCl3、50℃、4h。

[0080]

[0081] 方案7：试剂和条件(a)R-OH、EDC-HCl、DMAP、CHCl3、50℃、4h或甲磺酰氯、THF、RT、

2h；(b)Cu2O、NaN3、DMF、MeOH、90℃、24h；(c)BBr3、DCM、0℃至RT、2h。

[0082]

[0083] 方案8：试剂和条件(a)mCPBA、CHCl3、0℃、2h或RT、18h。
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[0084]

[0085] 方案9：试剂和条件(a)甲磺酰氯、THF、RT、2h；(b)BBr3、DCM、0℃至RT、2h。

[0086] 实例2：生物学评估

[0087] 为了测定FXR激动剂活性，在Hela细胞中用全长(fl)FXR受体基因试验对受试化合

物4-57进行表征。本试验基于含有虫荧光素酶的报告基因，受胆盐输出蛋白(BSEP)中的FXR

反应原件调控。将受CMV启动子调控的FXR和其异源二聚体伴侣类视黄醇X受体(RXR)表达载

体及用于标准化和毒性控制的结构性表达肾荧光素酶(SV40启动子)共转染。合成的FXR激

动剂GW4064(1c)作为参比激动剂，其3μM浓度下的转录激活活性定义为100％激活。该试验

由多种已知的FXR激动剂进行验证，该激动剂效力与文献相符(GW4064(1c):EC50＝0.51±

0.16μΜ，OCA(1a):EC50＝0.16±o.02μΜ，CDCA(1b):EC50＝18±1μΜ)。在10μΜ浓度时，本

试验中，特征良好的sEH抑制剂CIU36没有活性，排除了sEH抑制剂的非特异性。使用重组酶和

荧光性sEH底物PHOME37(由sEH水解为荧光性6-甲氧基萘醛)，采用荧光方法测定了受试化合

物的sEH抑制效力。

[0088] 实例3：结构活性关系与结构优化

[0089] 作为SAR研究(表1)的第一个步骤，发明人在5的苯甲酰胺部分结构中的每个位置

引入了额外的甲基(6-8)。虽然所有甲基化衍生物6-8都表现出微弱的sEH抑制剂活性，但

FXR只耐受8中的4-甲基，这表明FXR结合袋提供了额外的空间，尤其是在这一方向上。3-甲

基(7)在甲基化衍生物中产生最高的sEH抑制性，因此，发明人制备了包含两个甲基取代基

的化合物(9、10)，以结合两个标靶的改进。2,4-二甲基衍生物9几乎无活性，而3,4-二甲基

衍生物10虽然对FXR的最大相对活性较低，但具有改进的双重活性。

[0090] 由于额外的甲基基团没有显著地提高任何一个标靶的效力，发明人还研究了在苯

甲酰胺部分上引入较大残基，并对联苯衍生物11-13进行了表征。三种联苯11-13的效力均

显著高于相应的甲基苯甲酰胺6-8，而效力的等级次序保持不变。FXR耐受3-取代(12)，但偏

爱4-取代(13)，sEH同样受3-(12)和4-联苯衍生物(13)的抑制。

[0091] 表1：4-13对FXR和sEH的体外活性(数据表示平均值±SEM；n＝3-6)
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[0092]
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[0093]

[0094] 初步SAR结果表明，两种靶标均耐受5中本甲酰胺残基的3-和4-取代，最终改善了

双重效力，因此，发明人研究了各种3,4-双取代(14-16)和2-萘衍生物17(表2)。然而，14-17

未能显著改善对FXR和sEH的双重效力。3,4-二氯(14)和3，4-双(三氟甲基)取代(16)只能被

sEH耐受，2-萘衍生物17对FXR的活性低于10。只有3,4-二甲氧基苯甲酰胺15是有利的，因为

其提高了对FXR的最大相对活性而不影响EC50值，并且微弱地抑制了sEH活性。

[0095] 表2：14-17对FXR和sEH的体外活性(数据表示平均值±SEM；n＝3-6)
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[0096]

[0097] 目前为止，4-联苯衍生物13显示出最高的双重效力，表明两种靶标均耐受苯甲酰

胺残基处的大体积的4-取代基(表3)。在18中引入4-叔丁基部分可进一步提高双重活性，而

更具极性的4-二甲氨基苯甲酰胺19作为叔丁基模拟物的活性则大大降低。在20中，有利的

大体积18的叔丁基残基和15的3-甲氧基的组合未产生额外的效应,因此，发明人选择了4-

叔丁基衍生物18进行进一步优化。

[0098] 表3：18-20对FXR和sEH的体外活性(数据表示平均值±SEM；n＝3-6)

[0099]
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[0100]

[0101] 以18为新导向，发明人随后致力于优化N-苄基取代基(表4)。在21中，对于用二苯

脲交换18的N-苄基苯甲酰胺结构作为经典的sEH药效基团，两种靶标对其的耐受性均较差。

类似地，将羧酸部分从18的4位转移到22的3位导致效力显著下降。苯甲酸(18)到苯乙酸

(23)侧链长度的变化降低了两个靶标的效力，而苯丙酸24的活性与18相同。正如先前的研

究所观察到的那样，该SAR可能最终水介导的18的相互作用和由24介导的水置换得到解释。15

苯氧乙酸25对FXR的活性类似于苯丙酸24，但sEH对乙醚残基的耐受性差，乙醚残基显著降

低了抑制效力，约10倍。

[0102] 表4：21-25对FXR和sEH的体外活性(数据表示平均值±SEM；n＝3-6)

[0103]
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[0104]

[0105] 由于改变分子几何结构和药效特征间的距离没有显著提升双重效力，发明人随后

探索了在18的苯甲酸芳香环处引入额外取代基的可能性(表5)。2位(26-28)的取代基显著

提高了2-氯衍生物28作为高效部分FXR激动剂对FXR的效力。但同时，sEH的抑制活性显著下

降。相比之下，3-取代(29-31)随着取代基大小的增加有利于3-氯苯甲酸31作为高效sEH抑

制剂对sEH的抑制效力。在FXR上，3-甲基取代(29)活性完全消失，而3-氯衍生物31仍具有活

性，但效力大大较低。3-氟苯甲酸30对FXR有很强的效力。苄基位置(32)的甲基化显著增强

了FXR的激动活性，但不奇怪的是，sEH对其不耐受。由于所述酰胺部分模拟EETs的环氧化物

和酶的活性位点中的攻击性水分子34，苄基位空间位阻显著降低了对sEH的抑制效力。总之，

苯甲酸残基上的一些额外残基提高了FXR或sEH的活性，但是无法确定能够产生增强和平衡

的双重效力的进一步取代的位置。

[0106] 表5：26-32对FXR和sEH的体外活性(数据表示平均值±SEM；n＝3-6)

说　明　书 18/40 页

23

CN 110891560 A

23



[0107]

[0108] 因此，发明人研究了18中羧酸的SAR，并引入了几种替代的极性残基和生物电子等

排体(表6)。醇33对sEH的效力与18相同，但对FXR无效，而醛34仍然激活了FXR，其效力比18

低10倍，但对sEH的效力明显更强。甲基酮35对两种标靶都表现出明显提高的活性，是第一

个对FXR和sEH具有纳摩尔效力的双调节剂。该SAR表明，羧酸的羰基部分，而不是醇部分，足

以激活FXR，sEH在该位置上优选低极性基团。醛34的效力降低可能是由于flFXR试验的细胞

环境的稳定性低。腈36对sEH有纳摩尔级抑制效力，但对FXR无活性。酰胺37-39只是中等效
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力的sEH抑制剂，这再次表明这一位置上较多的极性残基是不利的。在FXR上，随着氮原子取

代的增加，酰胺37-39的效力显著提高。伯酰胺37的活性明显低于羧酸18，而N-甲基酰胺38

的效力与18相当。N,N-二甲基酰胺39中的另一个甲基进一步提高了效力。酰胺在N-乙酰苯

胺40中的转化降低了FXR的激动活性，但在N-三氟乙酰苯胺41中引入三个氟原子是非常有

利的，能够产生平衡的纳摩尔级的双重调节剂。游离苯胺42对sEH仍有抑制作用，但对FXR无

活性。

[0109] 与18相比，四唑43作为羧酸的典型生物电子等排体，对FXR具有稍微增强的效力，

并且降低了sEH的抑制活性。酸性低得多的磺胺44在一定程度上能够反转18的活性曲线，与

FXR相比，其对sEH更有效。为了提高44的酸度，发明人制备了N-乙酰磺胺45，但与44相比，其

对FXR无活性并且对sEH的效力显著降低。46中的磺胺残基的转化与40中的酰胺的转化具有

相似效果，能够得到有效的双重调节剂。

[0110] 最后，发明人在用47中的所述甲氧基交换了18的所述羧酸，出其不意地在两个靶

标上都产生了相当大的效果。乙氧基衍生物48在FXR和sEH上表现出同样的效力，而异丙氧

基类似物49在FXR上表现出同样的活性，但由于其不溶性而不能在sEH上进行表征。三氟甲

氧基衍生物50对seh的效力略有提高，显示出高且平衡的双重效力。在甲基硫醇51中用硫代

替氧，产生了更有效的双重调节剂，其在两个靶标上的半最大效应浓度约为0.1μM。当硫醇

51被氧化成亚砜52或硫酸基53时，FXR上的效力显著下降而52在sEH上仍有活性，只有53显

示出明显的抑制效力降低。在硫醇作为羧酸替代物的情况下，在54中引入三氟甲基导致FXR

上的效力显著增加，并生成亚纳摩尔级部分激动剂。然而，与甲基硫醇51相比，三氟甲基硫

醇54对sEH的活性略有降低，因此其具有高但略不平衡的双重效力。

[0111] 表6：33-54对FXR和sEH的体外活性(数据表示平均值±SEM；n＝3-6)
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[0112]
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[0113]
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[0114]

[0115] 由于优化的先导化合物18的单一改性都不能将两个靶标的效力提高到较低的纳

摩尔值，因此发明人评估了将每个靶标的最有利结构改变组合在一个分子中的可能性。为

了确定对其中一个靶标具有突出活性的衍生物，发明人绘制了最有效化合物的pIC50(sEH)

与pEC50(FXR)值的对比图(图1)。该效力图显示，苄基部分(30)的3-氟取代、三氟甲基硫醇残

基(54)和转化的磺胺46对FXR非常有利。由于三氟乙酰胺41在结构上类似于46，并且对FXR

也具有很高的效力，因此它被另外选择用于组合。关于sEH抑制，苄基部分(31)的3-氯取代、

甲硫醇残基(51)和磺胺44较其它衍生物更为突出。由于51和54溶解度差，并且由于这两个

部分不能合并，所以在重组时忽略了它们。相反，选择30、31、41、44和46进行结构重组(表

7)。

[0116] 在磺胺44中引入30的3-氟原子产生了双重调节剂55，揭示了FXR效力的预期增加。

然而，这种改进仅仅是适度的，并没有产生期望的低纳摩尔效力的双重调节剂。相比之下，

在N-(3-氯苯基)三氟乙酰胺56中31和41的合并以及在N-(3-氯苯基)甲磺酸酰胺57中31和

46的合并伴随着对两个靶标效力的显著提高。部分FXR激活的EC50值分别为14±1nM和20.4

±4.2nM，sEH抑制的IC50分别为8.9±1.6nM和4.1±0.4nM，双重调节剂56和57最终对两个靶

标都构成了期望的低纳摩尔效力。在这两种双调节剂中，57显示出明显高于56(<0.1μg/ml

(LLOQ))的水溶性(1.5μg/ml)，因此被选择用于进一步的体外评价。等温滴定量热法(ITC，

支持图S7)揭示了0 .13μM  57的Kd并且揭示了焓结合(ΔΗ＝-19 .5kcal/mol，ΔS＝-

34.0cal/mol·K)。细胞EC50值与Kd之间的差异似乎是由于ITC实验中缺少可能显著影响结

合平衡的共激活剂。高结合能可能部分来自FXR-LBD结合时潜在的显著构象变化。

[0117] 表7：55-57对FXR和sEH的体外活性(数据表示平均值±SEM；n＝3-6)

说　明　书 23/40 页

28

CN 110891560 A

28



[0118]

[0119] 此外，还生产了以下额外化合物并测试了其对FXR激活和sEH抑制的活性(见表8)。

[0120] 表8：额外化合物对FXR和sEH的体外活性(数据表示平均值±SEM；n＝3-6)

[0121]
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[0123]

[0124] 采用以下步骤合成化合物：

[0125] 1-(4-氨基-2-氯苯基)甲胺(58K)：将LiAlH4(1M溶于THF，16 .4mL，16 .4mmol，

2.5eq)冷却至0℃。将4-氨基-2-氯苯甲腈62(1.0g，6.6mmol，1.0eq)溶于3mL  THF，然后缓慢

加入到混合物中。在H2析出停止后，将混合物加热至室温，然后回流16h。冷却至室温后，用

10mL  THF稀释混合物，然后冷却至0℃。逐滴加入1mL  10％NaOH溶液和1.8mL水。用硅藻土对

无色沉淀物进行过滤并用15mL乙醚洗涤。滤液中有机溶剂的蒸发产生58k(黄色油)(0.77g，

75％)。1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ＝7.11(d ,J＝8.2Hz,1H) ,6.58(d ,J＝2.2Hz,1H) ,6.48

(dd ,J＝8.2,2.2Hz,1H) ,5.19(s,2H) ,3.59(s,2H) .13C  NMR(126MHz,DMSO-d6)δ＝148.56,

132.33,129.67,127.74,113.63,112.72,42.88。

[0126] N-(4-氨基-2-氯苄基)-4-(叔丁基)苯甲酰胺(69a)：1-(4-氨基-2-氯苯基)甲胺

58K(0.31g，2.0mmol，1.1eq)溶解于10mL  CHCl3，加入5mL  NEt3并将混合物冷却至0℃。在

10min内，将4-叔丁基苯甲酰氯630(0.35mL,1.8mmol,1.0eq)缓慢加入，并在室温下将混合

物搅拌两小时。然后，加入50mL  10％盐酸水溶液，分离相，用30mL  EtOAc清洗水相。用Na2CO3

将水相pH调至10，并用80mL  EtOAc一次性提取3次。用Na2SO4干燥结合的有机层，并在真空中

蒸发溶剂。以石油醚/EtOAc(90:10)作为流动相，采用层析柱进行进一步纯化得到69a，黄色
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固体(0.57g，97％)。Rf{石油醚/EtOAc＝67:33)＝0.26.1H  NMR(500MHz,MeOH-d4)δ＝7.81

(dt,J＝8.6,2.3Hz,2H) ,7.53(dt,J＝8.6,2.3Hz,2H) ,7.45(d ,J＝8.3Hz,1H) ,7.31(d ,J＝

2.2Hz,1H) ,7.15(dd ,J＝8.3,2.2Hz,1H) ,4.64(s,2H) ,1.36(s,9H) .13C  NMR(126MHz,MeOH-

d4)δ＝170.32,156.67,140.89,135.23,132.33,131.39,128.29,126.59,122.96,120.82,

119.16 ,42 .13 ,35 .36 ,31 .54 .HRMS(MALDI):C18H21ClN2O的m/z计算为317.14152，发现为

317.14130[M+H]+。

[0127] N-(4-氨基-2-氯苄基)-4-(叔丁基-2-甲氧基)苯甲酰胺(69b)：将4-氨基-2-氯苄

胺(58k，0.23g，0.15mmol，1.3eq))溶解于30mL无水CHCl3中。加入4-DMAP(0.12g，1.15mmol，

1.00eq)、1-(3-二甲基氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺(0.24g、1.27mmol、1.10eq)和4-叔丁基-

2-甲氧基苯甲酸(64b，0.24g，1.15mmol，1.0eq)。将混合物在室温下搅拌16小时。然后加入

25mL  5％盐酸水溶液，用15mLEtOAc萃取水相三次。用Na2SO4干燥结合的有机层，并在真空中

除去溶剂。进一步用己烷/乙酸乙酯结晶纯化得到69b，淡黄色固体(0.324g，81％)。1H  NMR

(250MHz,DMSO-d6):δ＝8.62(t,J＝6.0Hz,1H) ,7.73(d ,J＝8.0Hz,1H) ,7.27(d ,J＝8.3Hz,

1H) ,7.07(dd,J＝10.1,2.0Hz,3H) ,6.97(t,J＝7.2Hz,1H) ,4.47(d,J＝6.0Hz,2H) ,3.94(s,

3H) ,1 .31(s ,9H) .13C  NMR(75MHz,DMSO-d6)δ＝164.89,156.98,155.90,150.38,150.31 ,

132.32,130.41,129.61,119.72,117.52,109.08,106.97,55.89,34.91,30.90。

[0128] 4-(叔丁基-3-甲氧基)-N-(2-氯-4-(甲基磺胺基)苄基)苯甲酰胺(76a)：将N-(4-

氨基-2-氯苄基)-4-(重丁基-2-甲氧基)苯甲酰胺69b(0 .32g，0.93mmol，1.00eq)溶解于

20mL  CHCl3，并加入5mL吡啶。小心添加甲磺酰氯(70，0.09mL，1.12mmol，1.20eq)。将混合物

在室温下搅拌两小时。然后加入15mL  10％盐酸水溶液，用30mL乙酸乙酯萃取三次。用Na2SO4

干燥结合的有机层，并在真空中去除溶剂。通过己烷/乙酸乙酯结晶进一步纯化得到76a，淡

棕色固体(0.172g，35％)。1H  NMR(250MHz,DMSO-d6)δ＝9-97(s,1H) ,8.72(t,J＝6.0Hz,1H) ,

7 .79(d ,J＝8.0Hz ,1H) ,7 .36(dd ,J＝14 .9 ,5 .2Hz ,2H) ,7-25-7 .13(m ,3H) ,4 .56(d ,J＝

6.0Hz,2H) ,4.00(s,3H) ,3.08(s,3H) ,1.37(s,9H) .13C  NMR(126MHz,DMSO-d6)δ＝165.47,

157.45,156.36,138.79,132.71,132.32,130.85,129.87,120.27,117.99,109.54,60.22,

56.36,35.39,31.37,21.24,14.56。

[0129] 4-(叔丁基-2-羟基)-N-(2-氯-4-(甲基磺胺基)苄基)苯甲酰胺(77)：将4-(叔丁

基-2-甲氧基)-N-(2-氯-4-(甲基磺胺基)苄基)苯甲酰胺(76a，0.17g，0.40mmol，1.0eq)溶

解于30mL  DCM并在0℃条件下加入BBr3(4.05mL，4.05mmol溶解于DCM，10.0eq))。将混合物

在室温下搅拌16小时，然后稀释于30mL冰水。用NaHCO3将pH调整到6，并用30mL乙酸乙酯一

次性萃取3次。将结合的有机层在真空中浓缩。用己烷/乙酸乙酯结晶进一步纯化得到77，无

色固体(0.098g，60％)。1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ＝12.30(s,1H) ,9.95(s,1H) ,9.21(t,J＝

5.5Hz,1H) ,7.84(d ,J＝8.4Hz,1Η) ,7.35-7-24(m,2H) ,7.15(d ,J＝8.5Hz,1H) ,6.98-6.93

(m ,1H) ,6.89(s ,1H) ,4.51(d ,J＝5.6Hz,2H) ,3.02(s ,3H) ,1 .26(s ,9H) .13C  NMR(126MHz,

DMSO-d6)δ＝168.84 ,159.78,157 .29,138.57 ,132.42,131 .05 ,129.75 ,127 .69,119.71 ,

118.24,116.17,113.95,112.50,34.65,30.71,30.49.HRMS(MALDI):C19H24ClN2O4S的m/z计

算为411.11398，发现为411.11373[M+H]+。

[0130] N-(4-氨基-2-氯苄基)-4-(叔丁基-3-甲氧基)苯甲酰胺(69c)：将4-氨基-2-氯苄

胺(58k，0.23g，0.15mmol，1.3eq)溶解于30mL干燥CHCl3。加入4-DMAP(0 .12g，1.15mmol，
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1.00eq)、1-(3-二甲基氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺(0.24g，1.27mmol，1.10eq)和4-叔丁基-

3-甲氧基苯甲酸(64a，0.24g，1.15mmol，1.0eq)。将混合物在室温下搅拌16小时。然后加入

25mL  5％盐酸水溶液，用15mL  EtOAc一次性提取3次。用Na2SO4干燥结合的有机层并在真空

中去除有机溶剂。用己烷/乙酸乙酯结晶进一步纯化得到淡69c，黄色固体(0.312g，78％)。
1H  NMR(250MHz,DMSO-d6):δ＝8.84(t,J＝5.7Hz,1H) ,7.45(d ,J＝9.7Hz,2H) ,7.29(d ,J＝

7.9Hz,1H) ,7.13(d,J＝8.4Hz,1H) ,6.86(s,1H) ,6.72(d,J＝8.1Hz,1H) ,4.42(d,J＝5.7Hz,

2H) ,3.86(s,3H) ,1.34(s,9H) .MS(ESI+):m/z  369.10([M+Na]+,100)

[0131] 4-(叔丁基-3-甲氧基)-N-(2-氯-4-(甲磺胺基)苄基)苯甲酰胺(76b)：将N-(4-氨

基-2-氯苄基)-4-(叔丁基-3-甲氧基)苯甲酰胺69c(0.31g，0.89mmol，1.00eq)溶解于20mL 

CHCl3并加入5mL吡啶。小心加入甲磺酰氯70(0.07ml，1.07mmol，1.20eq)。将混合物在室温

下搅拌两小时。然后加入15mL  10％盐酸水溶液，用30mL乙酸乙酯萃取三次。用Na2SO4干燥结

合的有机层，并在真空中去除溶剂。用己烷/乙酸乙酯结晶进一步纯化得到76b，淡棕色固体

76b(0.315g，83％)。1H  NMR(250MHz,DMSO-d6)δ＝9.92(s,1H) ,8.95(t,J＝5-8Hz,1H) ,7.46

(dd ,J＝9.6 ,1 .6Hz ,2H) ,7 .34-7 .26(m ,3H) ,7 .15(dd ,J＝8.4 ,2 .2Hz ,1H) ,4 .49(d ,J＝

5.7Hz,2H) ,3.87(s,3H) ,3.01(s,3H) ,1.34(s,9H) .13C  NMR(126MHz,DMSO-d6)δ＝172.05,

170.40,166.16,158.02,140.79,138.38,133.14,132.33,131.72,129.59,126.16,119.82,

119.39,118.34,110.73,59.79,55.42,34.68,29.43。

[0132] 4-(叔丁基-3-羟基)-N-(2-氯-4-(甲基磺胺基)苄基)苯甲酰胺(78)：4-(叔丁基-

3-甲氧基)-N-(2-氯-4-(甲基磺胺基)苄基)苯甲酰胺(76B，0.31g，0.74mmol，1.0eq)溶解于

50mL  DCM并在0℃条件下加入BBr3(7.40mL,7.40mmol溶于DCM，10.0eq)。将混合物在室温下

搅拌16小时，然后稀释于50mL冰水中。用NaHCO3调节pH至6，然后用30mL乙酸乙酯提取混合

物三次。将结合的有机层在真空中浓缩。用己烷/乙酸乙酯结晶进一步纯化得到78，无色固

体(0.145g，48％)。1H  NMR(500MHz ,DMSO-d6)δ＝9.92(s ,1H) ,9 .62(s ,1H) ,8 .81(t ,J＝

5.8Hz,1H) ,7.31-7.27(m,2H) ,7.27-7.25(m,2H) ,7.21(d,J＝8.1Hz,1H) ,7.15(dd,J＝8.4,

2.2Hz,1H) ,4.45(d,J＝5.8Hz,2H) ,3.01(s,3H) ,1.35(s,9H) .13C  NMR(126MHz,DMSO-d6)δ＝

170.82,166.91,156.27,139.24,138.78,133.49,132.72,132.23,129.83,126.61,120.22,

118.72,117.77,115.88,34.93,29.61.HRMS(MALDI):C19H24ClN2O4S的m/z计算为411.11398，

发现为411.11383[M+H]+。

[0133] N-(4-氨基-2-(三氟甲基)苄基)-4-(叔丁基)苯甲酰胺(69d)：将1-(4-氨基-2-(三

氟甲基)苯基)甲胺58Z(0.25g，1.3mmol，1.1eq)溶解于7mL  CHCl3，加入7mL  NEt3并将混合物

冷却至0℃。在10min内，将4-叔丁基苯甲酰氯630(0.28ml，1.4mmol，1.1eq)缓慢加入，并在

室温下将混合物搅拌两小时。然后加入10mL  10％盐酸水溶液，分离相，用10ml  EtOAc清洗

水相。用Na2CO3将水相pH调整到10，并用10mL  EtOAc一次性萃取三次。用Na2SO4干燥结合的

有机层，并在真空中蒸发溶剂。用己烷/EtOAc(90:10)作为流动相，采用柱层析法进一步纯

化得到69d，黄色固体(0.35g，84％)。Rf(己烷/EtOAc＝90:10)＝0.27.1H  NMR(250MHz,DMSO-

d6)δ＝8.77(t ,J＝5-7Hz ,1H) ,7 .87-7 .79(m ,2H) ,7 .48(d ,J＝8.5Hz ,2H) ,7 .13(d ,J＝

8.4Hz,1H) ,6.90(d ,J＝2.3Hz,1H) ,6.74(dd ,J＝8.3,2.1Hz,1H) ,5.44(s,2H) ,4.47(d ,J＝

5.3Hz,2H) ,1 .30(s ,9H) .13C  NMR(75MHz,DMSO-d6)δ＝166.14 ,154.04 ,147 .81 ,131·50,

129.71,127.15,125.05,123.08,116.80,110.55,110.47,34.60,30.94。
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[0134] 4-(叔丁基)-N-(2-三氟甲基-4-(甲基磺胺基)苄基)苯甲酰胺(80)：N-(4-氨基-2-

(三氟甲基)苄基)-4-(叔丁基)苯甲酰胺69d(0.35g，1.0mmol，1.00eq)溶解于50mL  THF并加

入5mL吡啶。小心加入甲磺酰氯(70，0.23ml，3.0mmol，3.0eq)。将混合物在室温下搅拌过夜。

然后加入50mL  10％盐酸水溶液，并用20mL乙酸乙酯萃取三次。用Na2SO4干燥所结合的有机

层并在真空中除去溶剂。用己烷/EtOAc(67:33)作为流动相，采用柱层析法进一步纯化得到

80，淡粉色固体(0.09g，22％)。Rf(己烷/EtOAc＝67:33)＝0.19.1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ

＝10.06(s,1H) ,9.00(t,J＝5.8Hz,1H) ,7.89-7.82(m,2H) ,7.54-7.43(m,5H) ,4-59(d ,J＝

5 .5Hz ,2H) ,3 .03(s ,3H) ,1 .30(s ,9H) .13C  NMR(126MHz ,DMSO-d6)δ＝166 .42 ,154 .33 ,

137 .52 ,132 .71 ,131 .25 ,129 .78 ,127 .24 ,125 .20 ,123 .13 ,116 .72 ,116 .67 ,34 .69 ,

30.98.HRMS(MALDI):C20H24F3N2O3S的m/z计算为429.14542，发现为429.14523[M+H]+。

[0135] 4-(叔丁基)-N-(2-氯-4-(异丙基磺胺基)苄基)-苯甲酰胺(81)：将N-(4-氨基-2-

氯苄基)-4-(叔丁基)苯甲酰胺69a(0.154g，0.49mmol，1.0eq)溶解于20mL  THF并加入2mL吡

啶。小心加入异丙基磺酰氯86a(0.57ml，4.89mmol，10eq)，并在室温下将混合物搅拌24小

时。然后加入15mL盐酸水溶液，并用30mL  EtOAc一次性萃取混合物三次。用Na2SO4干燥结合

的有机层，并在真空中蒸发溶剂。用己烷/EtOAc( )67:33)作为流动相，采用柱层析法进一

步纯化得到81，黄色固体(0.041g，20％)。Rf(己烷/EtOAc＝67:33)＝0.20.1H  NMR(500MHz,

DMSO-d6)δ＝9.95(s ,1H) ,8 .92(t ,J＝5.7Hz ,1H) ,7 .84(d ,J＝8.4Hz ,2H) ,7 .49(d ,J＝

8.4Hz,2H) ,7.36-7.24(m,2H) ,7.17(dd ,J＝8.5,2.1Hz,1H) ,4.46(d ,J＝5.7Hz,2H) ,1.30

(s ,9H) .13C  NMR(126MHz,DMSO-d6)δ＝166.28,154.21 ,138.65,132.33,131 .37 ,131 .34 ,

129 .56 ,127 .20 ,125 .13 ,119 .19 ,117 .78 ,51 .59 ,34 .65 ,30 .96 ,16 .10 .HRMS(MALDI):

C21H28CIN2O3S的m/z计算为423.15037，发现为423.14967[M+H]+。

[0136] 4-(叔丁基-N-(2-氯-4-(乙基磺胺基)苄基)-苯甲酰胺(82)：将N-(4-氨基-2-氯苄

基)-4-(叔丁基)苯甲酰胺69a(0.16g，0.51mmol，1.0eq)溶解于20mL  THF并加入2mL吡啶。小

心加入乙磺酰氯86b(0.5ml，5.1mmol，10eq)，并在室温下将混合物搅拌24小时。然后加入

15mL  10％盐酸水溶液，并用30mL  EtOAc一次性萃取混合物三次。用Na2SO4干燥结合的有机

层，并在真空中蒸发溶剂。用己烷/EtOAc(50:50)作为流动相，采用柱层析法进一步纯化得

到82，黄色固体(0.125g，60％)。Rf(己烷/EtOAc＝50:50)＝0.51.1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ

＝9.98(s,1H) ,8.93(t,J＝5.8Hz,1H) ,7.84(d,J＝8.4Hz,2H) ,7.49(d,J＝8.4Hz,2H) ,7.29

(d,J＝8.4Hz,1H) ,7.27(d,J＝2.1Hz,1H) ,7.15(dd,J＝8.4,2.1Hz,1H) ,4.47(d,J＝5.7Hz,

2H) ,3.11(q,J＝7.3Hz,2H) ,1.30(s,9H) ,1.18(t,J＝3.6Hz,3H) .13C  NMR(126MHz,DMSO-d6)

δ＝166.27 ,154 .20 ,138.42 ,132 .34 ,131 .51 ,131 .34 ,129 .57 ,127 .19 ,125 .13 ,119 .35 ,

117.89,59.78,45.29,39.52,34.65,30.96,8.02.HRMS(MALDI):C20H26CIN2O3S的m/z计算为

409.13472，发现为409.13444[M+H]+。

[0137] N-(4-氨基-2-氯苄基)-4-(二甲氨基)苯甲酰胺(69e)：将1-(4-氨基-1-氯苯基)甲

胺58k(0.30g，1.92mmol，1.1eq)溶解于10mL  DMF。加入10mL  NEt3并将混合物冷却至0℃。在

10min内，将4-二甲氨基苯甲酰氯63p(0.32ml，1.73mmol，1.0eq)缓慢加入，并在室温下将混

合物搅拌5h。然后加入50mL  10％盐酸水溶液，分离相，并用Na2CO3溶液将水相pH调整至10，

用80mL  EtOAc一次性萃取三次。用Na2SO4干燥结合的有机层，并在真空中蒸发溶剂。用

EtOAc/己烷/NEt3进行柱层析进一步纯化得到69e，黄色固体(0.205g，39％)。Rf(EtOAc/己
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烷/NEt3＝65:33:2)＝0.47.1H  NMR(250MHz,DMSO-d6)δ＝8.42(t,J＝5.7Hz,1H) ,7.76(d ,J

＝9.0Hz,2H) ,6.98(d ,J＝8.3Hz,1H) ,6.70(d ,J＝9.0Hz,2H) ,6.61(d ,J＝2.2Hz,1H) ,6.47

(dd ,J＝8.3,2.3Hz,1H) ,5.24(s,2H) ,4.34(d ,J＝5.7Hz,2H) .13C  NMR(75MHz,DMSO-d6)δ＝

166.25,152.23,148.96,132.34,129.62,128.71,123.13,121.02,113.65,112.70,110.88,

39.87。

[0138] 4-(二甲胺基)-N-(2-氯-4-(甲基磺胺基)苄基)苯甲酰胺(83)：将N-(4-氨基-2-氯

苄基)-4-(二甲氨基)苯甲酰胺69e(0.204g，0.67mmol，1.0eq)溶解于30mL  THF并加入3mL吡

啶。小心加入甲磺酰氯70(0.27ml，3.36mmol，5,0eq)，并在室温下将混合物搅拌2h。然后加

入15mL  10％盐酸水溶液，并用30mL  EtOAc一次性萃取混合物三次。用Na2SO4干燥结合的有

机层，并在真空中蒸发溶剂。用EtOAc作为流动相，采用柱层析法进一步纯化。在DCM/己烷和

丙酮/水中进一步结晶得到83，黄色固体(0.064g，25％)。Rf(EtOAc)＝0.64.1H  NMR(500MHz,

MeOD-d4)δ＝7.76(d ,J＝9.0Hz,2H) ,7.33(t,J＝5.5Hz,2H) ,7.14(dd ,J＝8.4,2.2Hz,1H) ,

6 .73(d ,J＝9 .0Hz ,2H) ,5 .49(s ,1H) ,4 .59(s ,2H) ,3 .02(s ,6H) ,2 .96(s ,3H) .13C  NMR

(126MHz,MeOD-d4)δ＝170.50,154.38,139.71 ,134.72,133.51 ,130.77,129.89,121.74,

121 .54 ,119 .63 ,112 .13 ,41 .90 ,40 .22 ,39 .32 .HRMS(MALDI):C17H19ClN3O3S的m/z计算为

380.08302，发现为380.08274[M-H]-。

[0139] 4-((1-三氟甲基)环丙-1-基)苯甲酸(64i)：Pd(OAc) 2(0 .045mmol，0 .01g，

3mol％)，Xantphos(0 .045mmol，0 .01g，3mol％)溶解于10mL  DMF。然后逐滴加入甲酸

(10 .6mmol，0 .4ml，7 .0eq)和1-溴-4-(1-三氟甲基)环丙-1-基)苯87(1 .5mmol，0 .4g，

1.0eq)。然后在混合物中加入1-(3-二甲基氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺和三乙胺。将混合物

在50℃条件下搅拌20h。将混合物冷却至室温后，添加10mL  10％盐酸水溶液，并用30mL 

EtOAc一次性萃取混合物三次。用30mL饱和Na2CO3水溶液一次性萃取结合的有机层。然后用

浓盐酸将有机水相的pH调整至1，并用30mL  EtOAc一次性萃取三次。用Na2SO4干燥结合的有

机层，并在真空中蒸发溶剂获得64i，米色固体(0.177g，51％)，无需进一步纯化。1H  NMR

(300MHz,DMSO-d6)δ＝13.04(s,1H) ,8.00-7.93(m,2H) ,7.60(d ,J＝8.1Hz,2H) ,1.40(dd ,J

＝7.0,5.0Hz,2H) ,1.23-1.11(m,2H) .13C  NMR(75MHz,DMSO-d6)δ＝166.85,140.01,131.17,

130.85,129.40,128.15,27.75-27.32,9.78-9.75。

[0140] N-(4-氨基-2-氯苄基)-4-((1-三氟甲基)环丙-1-基)-苯甲酰胺(69f)：将1-(4-氨

基-1-氯苯基)甲胺58k(0.31g，2.0mmol，3,0eq)、1-(3-二甲基氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺

(0.31g，2.0mmol，3,0eq)和4-(二甲氨基)吡啶(0.66mmol，0.08g，1,0eq)溶解于10mL  CHCl3

和1mL  DMF。然后将4-((1-三氟甲基)环丙-1-基)苯甲酸64i(0.15g，0.66mmol，1.0eq)溶解

于5mL  CHCl3，并在10min内，将0.5mL  DMF缓慢加入，将混合物在60℃条件下搅拌5h。将混合

物冷却至室温后，添加10mL  10％盐酸水溶液，分离相，用Na2CO3溶液将水相pH调整至10，并

用20mL  EtOAc一次性萃取三次。用Na2SO4干燥结合的有机层，并在真空中蒸发溶剂。用己烷/

EtOAc(57:43)作为流动相，采用柱层析法进一步纯化得到69f，黄色固体(0.123g，50％)。Rf

(己烷/EtOAc＝57:43)＝0.45.1H  NMR(300MHz,丙酮-d6)δ＝7.95-7.90(m,2H) ,7.57(d ,J＝

8.1Hz,2H) ,7.15(d ,J＝8.3Hz,1H) ,6.72(d ,J＝2.3Hz,1H) ,6.58(dd ,J＝8.3,2.3Hz,1H) ,

4.85(s ,1H) ,4-54(d ,J＝5-6Hz,2H) ,1 .39(dd ,J＝6.9,5.0Hz,2H) ,1 .18-1 .12(m ,2H) .13C 

NMR(75MHz ,MeOD-d4)δ＝δ＝169.60 ,149-99 ,140 .91 ,135 .73 ,134 .95 ,132 .42 ,131 .42 ,
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128.50,124.97,116.42,114.75,42.29,29.28,28.83,10.41

[0141] 4-((1-三氟甲基)环丙-1-基)-N-(2-氯-4-(甲磺胺基)苄基)苯甲酰胺(84)：将N-

(4-氨基-2-氯苄基)-4-((1-三氟甲基)环丙-1-基)-苯甲酰胺69f(0.1g，0.028mmol，1.0eq)

溶解于15mL  THF并加入1.5mL吡啶。小心加入甲磺酰氯70(0.22ml，2.8mmol，10.0eq.)，并在

室温下将混合物搅拌24h。然后加入15mL  10％盐酸水溶液，用30mL  EtOAc一次性萃取三次。

用Na2SO4干燥结合的有机层，并在真空中蒸发溶剂。用己烷/EtOAc(50:50)作为流动相，采用

柱层析法进一步纯化得到84，白色固体(0.052g，41％)。Rf(己烷/EtOAc＝50:50)＝0.36.1H 

NMR(500MHz ,DMSO-d6)δ＝9-93(s ,1H) ,9.04(s ,1H) ,7 .91(d ,J＝8.3Hz ,2H) ,7-57(d ,J＝

8.1Hz,2H) ,7.32(d ,J＝8.4Hz,1H) ,7.26(d ,J＝2.1Hz,1H) ,7.15(dd ,J＝8.4,2.1Hz,1H) ,

4.48(d ,J＝5.7Hz,2H) ,3.02(s,3H) ,1.38(s,2H) ,1.17(s,2H) .13C  NMR(126MHz,MeOD-d4)δ

＝169 .74 ,141 .13 ,139 .98 ,135 .45 ,134 .93 ,132 .85 ,132 .52 ,131 .10 ,128 .53 ,121 .72 ,

119.59,42.16,39.37,29.21-28.95,10.44-10.43.HRMS(MALDI):C19H19ClF3N2O3S的m/z计算

为447.07515，发现为447.07455[M+H]+。

[0142] N-(4-氨基-2-氯苄基)-4-(吡咯烷)-苯甲酰胺(69g)：将1-(4-氨基-1-氯苯基)甲

胺58k(0.49g，3.1mmol，3.0eq)、1-(3-二甲基氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺(0.49g，3.1mmol，

3.0eq)和4-(二甲氨基)吡啶(1.1mmol，0.13g，1.0eq)溶解于20mL  CHCl3和2mL  DMF。然后在

10分钟内，将溶解于5ml  CHCl3和0.5mL  DMF的4-吡咯烷苯甲酸(0.2g，1.1mmol，1.0eq)缓慢

加入，将混合物在60℃下搅拌5h。将混合物冷却至室温后，加入10mL  10％盐酸水溶液，分离

相，用Na2CO3溶液将水相的pH调整至10，并用20mL  EtOAc一次性萃取三次。用Na2SO4干燥结

合的有机层，并在真空中蒸发溶剂。用EtOAc/己烷(86:14)为流动相，采用柱层析法进一步

纯化得到69g，黄色固体(0.100g，29％)。Rf(EtOAc/己烷＝86:14)＝0.45.1H  NMR(250MHz,

DMSO-d6)δ＝8.39(s ,1H) ,7 .76(d ,J＝8.8Hz ,2H) ,6 .98(d ,J＝8.3Hz ,1H) ,6 .61(d ,J＝

2.2Hz,1H) ,6.53(d ,J＝8.9Hz,2H) ,6.47(dd ,J＝8.3,2.3Hz,1H) ,5.24(s,2H) ,4.35(d ,J＝

5.7Hz,2H) ,3.27(d ,J＝7.2Hz,4H) ,1 .96(t,J＝4.8Hz,4H) .13C  NMR(75MHz,DMSO-d6)δ＝

162.32,149.50,148.89,132.23,129.53,128.75,123.11,120.31,113.53,112.59,110.54,

47.21,35.78,24.96。

[0143] 4-(吡咯烷)-N-(2-氯-4-(甲磺胺基)苄基)苯甲酰胺(85)：将N-(4-氨基-2-氯苄

基)-4-(吡咯烷)-苯甲酰胺69g(0.1g，0.03mmol，1.0eq)溶解于15mL  THF并加入2mL吡啶。小

心加入甲磺酰氯70(0.12ml，1.55mmol，5,0eq)，并在室温下将混合物搅拌2h。然后加入15mL 

10％盐酸水溶液，并用30mL  EtOAc一次性萃取混合物三次。用Na2SO4干燥结合的有机层，并

在真空中蒸发溶剂。用EtOAc/己烷(67:33)为流动相，采用柱层析法进一步纯化得到85，白

色固体(0.033g，26％)。Rf(EtOAc/己烷＝67:33)＝0.37.1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ＝9.91

(s ,1H) ,8.60(s ,1H) ,7 .77(d ,J＝8.8Hz,2H) ,7 .28(d ,J＝8.4Hz,1H) ,7 .25(d ,J＝2.1Hz,

1H) ,7.14(dd ,J＝8.4,2.2Hz,1H) ,6.54(d ,J＝8.9Hz,2H) ,4.44(d ,J＝5.5Hz,2H) ,3.28(s,

4H) ,3.01(s ,3H) ,1 .98-1 .94(m ,4H) .13C  NMR(126MHz,DMSO-d6)166.38,149.61 ,138.20,

132.30,132.19,129.43,128.81 ,119.97 ,119.76,118.29,110.59,47 .23,42.98,36.56,

24.98.HRMS(MALDI):C19H23ClN3O3S的m/z计算为408.11432，发现为408.11361[M+H]+。

[0144] 实例4：实质性检查

[0145] 利用sEH和FXR的X-射线结构，通过分子对接分析化合物57在硅中的结合，X射线结

说　明　书 31/40 页

36

CN 110891560 A

36



构含有构建先导化合物5的配体(FXR：化合物3/PDB-ID:4QE8；sEH：化合物2/PDB-ID:3I28)。

得到的结合模式(如图2所示)与N-苄基苯甲酰胺5-57在两个靶标上的所述SAR一致。在FXR

中57的结合模式下(图2A)，叔丁基部分紧密结合在结合袋中，并通过螺旋12的稳定化介导

受体激活。相邻的苯环被很好地放置在亲脂袋中，不允许在2-或3-位发生变化。磺酰胺占据

亲水区域，并且不表现出特定的相互作用，这解释了苄基部分这一位置的亲水部分的广泛

耐受性。酰胺部分不形成定向H键，这也适用于FXR的X射线结构4QE8中的参考配体3。亚甲基

桥结合在Leu287附近，说明了化合物32的效力增强，该化合物在这一位置携带另外的甲基。

氯原子指向由Ile352定义的紧固子袋和耐受氯或氟的Tyr369的酚基部分(30)(支持图S1)，

但没有如29的甲基取代基的纯亲脂残基。

[0146] 提出的57与sEH的结合模式(图2B)表明，其酰胺基与催化残基Tyr383、Tyr466和

Asp335相互作用。亚甲基桥位于不允许任何结构修改的狭窄通道中。苄基部分的氯取代基

指向亲脂袋，对结合至关重要。与FXR结合模式类似，磺胺基部分结合在更亲水的子袋中，不

会形成特定的相互作用。4-叔丁基苯基残基位于紧固疏水袋中，为芳香环的4或3位，而不是

2位的取代基提供空间。

[0147] 为了研究57在相关核受体中的选择性分布，发明人在10μM浓度条件下，确定了它

们在相应受体的Gal4-杂合报告基因分析中对PALPs、LXRs、RXRs、RARs、PXR和VDR的活性(图

3A)。57对PPARα和PPARδ无活性，对LXR亚型和RXRα均无活性。57仅对PPARγ表现出微弱的部

分激动活性，EC50值为14.7±0.9μΜ，因此其在核受体中对FXR具有高度选择性(选择性≥

720)。此外，在水溶性四唑(WST-1)测定中，高达100μM浓度的57仍无细胞毒性活性(图3B)。

为了评估代谢稳定性，57与wistar大鼠肝微粒体进行孵育，60分钟后，仍有超过50％的化合

物残留，证明了可接受的稳定性。尽管如此，发明人更详细地研究了57的体外代谢转化并鉴

定了其代谢产物(图6，方案10)。根据LC-MS-MS分析(支持图S2-S6)，57通过以下代谢：通过

磺胺部分水解产生苯胺69a、通过叔丁基苯甲酰胺部分的羟基化可产生三种异构体77、78和

79(图6，方案10)，以及通过对在苄基取代基的芳香环的羟基化。发明人合成了77和78，其在

苯甲酰胺芳香环上带有羟基，但在代谢残留物中未检测到这两种异构体，因此认为79为57

的代谢物。代谢物69a具有相当大的激活FXR的效力(EC50值为0.046±0.006μΜ)，和抑制sEH

的效力(IC50值为0.040±0.006μΜ)。因此，代谢物69a可能有助于体内双重调节的药效学活

性，并且能够延长原始化合物57的药理作用。

[0148] 为了评估57在比报告基因分析更少的人工条件下的FXR激动作用，发明人还量化

了化合物对HepG2肝癌细胞中FXR靶基因表达的影响(图4a)。为此目的，将细胞与内源性FXR

激动剂CDCA(1b)(50μM)、部分激动剂57(0.1μM和1μM)或DMSO(0.1％，作为对照)孵育8或16

小时，然后对FXR靶基因mRNA进行定量。根据该方法对数据进行分析，并将所有结果用看家

基因甘油醛3-磷酸脱氢酶(GAPDH)进行归一化。载体处理的对照细胞的基因表达被定义为

100％。57显示出部分FXR激动分布，并调节了与内源激动剂CDCA(1b)相似但幅值较小的的

所有9个研究基因。57仅适度地增加了胆酸盐输出蛋白(BSEP)的表达，而微小异源二聚体伙

伴(SHP)、过氧化物酶体增殖物激活受体α(PPARα)、成纤维细胞生长因子19(FGF  19)、丙酮

酸脱氢酶激酶4(PDK4)和肝型脂肪酸结合蛋白(脂肪酸结合蛋白、FABP1)的引入使幅值达到

CDCA(1b)的50-80％。此外，57还抑制了胆固醇7α-羟化酶(CYP7A1)、固醇调节元件结合蛋白

1c(SREBP1c)和脂肪酸合成酶(FAS)，这些酶由FXR通过诱导SHP进行间接调节。在CYP7A1中，
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57表现为部分激动剂，其抑制作用低于1b，而57和1b对SREBP1c和FAS的抑制作用幅值相同。

对于所有基因，57在0.1μΜ和1μM浓度下产生相同的效果，证实了其在这些浓度下已经饱

和。相反地，即使在10μM的高浓度条件下，57也不能显著调节PPARγ靶基因清道夫受体3B

(CD36)和细胞因子样蛋白2-19(FAM3A)，进一步证明了所述化合物的选择性(图4B)。

[0149] 同时，通过对氘化sEH底物14.15-EET-d11和不同浓度的抑制剂17进行转化进行定

量，在更接近自然的背景下对HepG2细胞匀浆中的可溶性环氧化物水解酶的抑制作用进行

了研究(图4C)。即使在1nM浓度条件下，化合物对胞内sEH也有较强的抑制作用，EET/DHET比

值在统计学上有有显著的增大。在细胞环境中，57的sEH抑制作用的IC50值约为10nM。

[0150] 实例5：体内表征

[0151] 受到57的高效力和良好的体外特性鼓舞，发明人在雄性野生型C57BL6/J小鼠体内

进行了化合物的试验性研究(图5)。为了记录体内的药代动力学曲线并评估有关FXR激活和

sEH抑制的药效学数据，给予6只小鼠单一剂量的57(口服，10mg/kg体重)。另外三只动物作

为载体对照。

[0152] 双重调节剂57显示了良好的口服生物利用度(Cmax1182  ng/mL)和快速摄取度(tmax

＝0.5h)，同时具有适中的半衰期(t1/2＝0.7h)。总之，单一剂量的57在约四到五小时内的有

效浓度高于EC50(FXR)和IC50(sEH)值(图5A)。为了评估57的药效学作用，对小鼠血浆进行

EET/DHET比值分析，并在用药8小时后测定小鼠肝脏中FXR靶基因的表达(图5B)。8.9-和

11.12-同分异构体的EET/DHET比值在57处理时增加约2倍，表示双重调节剂在体内抑制了

sEH活性。此外，FXR靶基因在给予57的小鼠的肝脏中的表达发生了改变，以下的表达增加：

BSEP(约3倍)、SHP(约4倍)和FGF15(约2.5倍)，SREBP1c的表达降低(约5倍)，这也证明了FXR

在体内的激活(图5C)。CYP7A1  mRNA水平显示出轻微的抑制趋势。PPARγ靶基因脂肪酸转运

蛋白(FATP)在体内的表达不受57影响。因此，实验动物研究证明其药代动力学可接受，并明

确指出了57在体内的双重靶标作用。

[0153] 肝细胞癌和肝硬化是NASH最严重的潜在后果，其发病率的上升代表了全球健康问

题的迅速增长。虽然肝移植是目前唯一有效的治疗方法，但对药物选择的研究非常深入。

FXR激动剂OCA(1a)正处于研发的前沿，有望成为第一种有效的NASH治疗药物。它在临床试

验中显示出抗脂肪变性和抗纤维化作用，同时伴有多种代谢改善。6 ,12双重PPARα/δ激动剂

Elafibranor已经成功地完成了II期临床试验，并可能作为一种治疗选择推进OCA的研究进

程。38然而，NASH的多因素性质，涉及脂肪变性、纤维化和炎症(重要的)可能需要更广泛的治

疗策略来处理所有相关因素。鉴于FXR激活对脂肪变性的显著效果6 ,12和sEH抑制的肝脏抗

脂肪变性和抗炎作用的相关报道23,39，发明人认为这些策略的组合可能是协同的。因此，发

明人研制了一种高效且具有良好平衡活性的FXR和sEH双重调节剂。

[0154] 发明人成功地将部分FXR激动剂和sEH抑制剂的已知药效团合并，生成了先导结构

5，其在两个靶标上显示出微弱但具有统计学意义的活性。该先导化合物的低碎片样特性和

结构柔韧性能容忍较大的结构变化以实现优化，因此，适度的活性似乎就足够了。在连续的

四个步骤中，发明人系统地研究了所述化合物类对FXR和sEH的SAR，并强化了双重效力。然

而，尽管发明人发现了几种单靶标的高效调节剂，但在系统性SAR研究中，没有发现对两个

靶标均具有低纳摩尔效力的化合物。因此，在最后的决定性优化步骤中，我们将对单靶标具

有最大活性的剂的结构元素进行组合，开发出了高效的双重调节剂57，其对部分FXR激活的
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EC50值是20.4±4.2nM，对sEH抑制的IC50值是4.1±0.4nM。57的更广泛的体外表征揭示，其

在相关核受体上具有非常好的选择性分布，并且浓度为100μM时仍没有细胞毒性活性。在体

外代谢的评估中，57表现出中等的稳定性，由体内适当半衰期所证实。然而，对主要代谢物

的进一步评价和表征表明，由57的磺酰胺部分水解形成的苯胺69a具有几乎相等的效力，并

且可能具有延长57的双重调节作用的药理活性。

[0155] 与内源性激动剂CDCA(1b)相比，在HepG2细胞中，57对FXR靶基因有部分诱导作用。

在未转染的肝细胞中进行的观察以及在1μM和0.1μM浓度条件下部分激动剂调节作用相等

的事实证实了，双重调节剂57的部分FXR真实激动特性。奥贝胆酸(1a)6的临床研究表明，用

全部FXR激动剂治疗后，由于FXR靶基因胆固醇7α羟化酶(CYP7A1)的强烈抑制，胆固醇稳态

受到干扰。该酶是胆固醇代谢转化为胆汁酸的第一酶并且是限速酶，因此，FXR的完全激活

阻断了胆固醇消除的主要途径之一。为了避免这种副作用，部分FXR激活似乎更可取。

[0156] 用57刺激后，HepG2细胞中的FXR靶基因表达谱显示，57对NAFLD和NASH有有益影

响。最近的研究报道NAFLD和NASH患者40的成纤维细胞因子19(FGF19)的血清水平降低，并且

FDF19改善了小鼠的胰岛素敏感性、减轻了体重并降低了肝脂肪含量。在OCA(1a)治疗下观

察到FGF19水平的升高，并认为其具有重要的有益药效作用。12通过β-氧化41完成的PPARα诱

导(PPARα被认为是肝脏脂肪酸的主要调节因子)联合肝脏FAS的抑制(该抑制能够导致脂肪

酸从头合成减少)有利于减少肝脂肪变性。值得注意的是，NAFLD和NASH中的肝脏脂肪主要

是游离脂肪酸。4诱导PDK4导致糖酵解减少，从而进一步增强该效应，最终完成脂肪酸的能

源利用。42肝型脂肪酸结合蛋白(FABP1)参与多种生理过程，并在全身范围内影响脂质稳态。

在肝脏中，FABP1具有保护细胞的功能，并对抗氧化性细胞损伤。43由于肝细胞氧化应激是

NAFLD/NASH发展和表现的主要因素，FABP1在57作用下的增强表达似乎对NASH是有利的。

[0157] 而且，通过在HepG2细胞裂解物中定量氘化的sEH底物14.15-EET-d11的转化，在更

接近自然的设置下，研究了57对可溶性环氧化物水解酶的抑制效力。在该体系中，57的IC50

值是1.6±0.5nM，与重组蛋白活细胞荧光分析结果完全一致。因此，在存在来自肝细胞的其

他蛋白质和细胞成分的情况下，双重调节剂57在抑制人类sEH方面同样有效。

[0158] 受体外研究前景的鼓舞，发明人将57应用于雄性野生型C57BL6/J小鼠的体内试验

研究，以评估双重调节剂的药代动力学和药效学作用。57显示出良好的快速摄取率和口服

生物利用度，尽管分子的半衰期相当短，但发明者仍在单次口服10mg/kg体重后约3.5-4小

时内观察到活性浓度。给予57后8h，小鼠肝脏FXR靶基因mRNA定量结果显示SHP和BSEP由明

显的上调趋势(没有达到统计学意义的显著性)并且显著影响FGF15和SREBP1c的表达。

CYP7A1表现出轻微的下调趋势。特别是BSEP的诱导表明57在体内激活了FXR，因为该基因几

乎完全由FXR调节。44-46此外，如上所述，SREBP1c的抑制和FGF15的诱导在NAFLD/NASH的治疗

中显示出良好的效果。对于sEH的体内抑制作用，发明人评估了57对血浆中sEH底物(EETs)

与sEH产物(DHETs)的比值的影响，在给予双重调节剂的小鼠中，该比值显著升高(倾向

EETs)。EETs的这种积累表明57在体内抑制了sEH，并且可能表现出抗炎活性，这将对NASH十

分有益。

[0159] 本文报道的双重调节剂57是第一个具有低纳摩尔级效力的、能够部分激活FXR并

且抑制sEH的化合物。其调节FXR靶基因表达和EET/DHET比值的药学作用表明，57在体内能

够靶向两个靶标。由于这种独特的活性，双重调节剂完全符合大规模动物模型的要求，用以
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研究其治疗功效和对NASH及相关代谢或心血管紊乱的双重FXR/sEH调节的概念。

[0160] 材料和方法

[0161] 化学

[0162] 常规。所有化学品和溶剂均为试剂级，除非另有规定，否则无需进一步纯化即可使

用。所有的反应均于氩气条件下烘干的玻璃器皿和绝对溶剂中进行的。NMR光谱用Bruker 

AV  400、Bruker  AV  300、Bruker  am250xp或Bruker  AV  500(Bruker公司，Billerica，马萨

诸塞州，美国)分光光度计进行记录。以四甲基硅烷(TMS)为参照，报道了在PPM中的化学位

移(δ)；多重性：s，单峰；d，双峰；dd，两个双峰；t，三重峰；dt，两个三重峰；m，多重峰；近似耦

合常数(J)，赫兹(Hz)。在VG平台II(Thermo  Fischer  Scientific公司，Waltham，马萨诸塞

州，美国)上使用电喷雾电离(ESI)方法进行质谱。高分辨率质谱用MALDI  LTQ  ORBITRAP  XL

仪器(Thermo  Fisher  Scientific)进行记录。化合物纯度由Varian  ProStar  HPLC

(SpectraLab  Scientific公司，Markham，ON，加拿大)进行分析，该仪器配有MultoHigh100 

Phenyl-5μ240+4mm柱(CS-Chromatographie  Service  GmbH，Langerwehe，德国)，以1mL/min

的流速进行梯度洗脱(H2O/MeOH  80:20+0 .1％等比例甲酸5min，MeOH+0 .1％等比例甲酸

45min，MeOH+0.1％等比例甲酸10min)，并在245nm和280nm处进行紫外检测。对化合物16进

行元素分析，因为在MS中未发现分子离子。所有用于生物评价的最终化合物纯度均≥95％。

[0163] 双重调节剂57的制备：

[0164] 1-(4-氨基-1-氯苯基)甲胺(58k)：将LiAlH4(1M溶于THF，16 .4mL，16 .4mmol，

2.5eq)冷却至0℃。4-氨基-2-氯苯甲腈62(1.0g，6.6mmol，1.0eq)溶于3mL  THF并缓慢加入

到混合物中。停止生成H2后，将混合物加热至室温，然后回流16h。冷却至室温后，用10mL 

THF稀释混合物，然后冷却至0℃。逐滴加入1mL  10％NaOH溶液和1.8mL水。用硅藻土过滤无

色沉淀物，并用15mL乙醚进行洗涤。滤液中有机溶剂蒸发产生58k，黄色油(0.77g，75％)。1H 

NMR(500MHz,DMSO-d6)δ＝7.11(d,J＝8.2Hz,1H) ,6.58(d,J＝2.2Hz,1H) ,6.48(dd,J＝8.2,

2 .2Hz ,1H) ,5 .19(s ,2H) ,3 .59(s ,2H) .13C  NMR(126MHz ,DMSO-d6)δ＝148 .56 ,132 .33 ,

129.67,127.74,113.63,112.72,42.88。

[0165] N-(4-氨基-2-氯苄基)-4-(叔丁基)苯甲酰胺(69a)：将1-(4-氨基-1-氯苯基)甲胺

58k(0.31g，2.0mmol，1.1eq)溶解于10mL  CHCl3，加入5mL  NEt3并将混合物冷却至0℃。在

10min内，将4-叔丁基苯甲酰氯630(0.35ml，1.8mmol，1.0eq)缓慢加入，并在室温下将混合

物搅拌两小时。然后，加入50mL  10％盐酸水溶液，分离相，用30mL  EtOAc清洗水相。用Na2CO3

溶液将水相pH调整至10，并用80mL  EtOAc一次性萃取三次。用Na2SO4干燥结合的有机层并在

真空中蒸发溶剂。以石油醚/EtOAc(9:1)为流动相，采用柱层析法进一步纯化得到69a，黄色

固体。Rf(石油醚/EtOAc＝2:1)＝0.26 .1H  NMR(500MHz ,MeOH-d4)δ＝7.81(dt ,J＝8.6 ,

2.3Hz,2H) ,7.53(dt,J＝8.6,2.3Hz,2H) ,7.45(d ,J＝8.3Hz,1H) ,7.31(d ,J＝2.2Hz,1H) ,

7 .15(dd ,J＝8.3 ,2 .2Hz ,1H) ,4 .64(s ,2H) ,1 .36(s ,9H) .13C  NMR(126MHz ,MeOH-d4)δ＝

170.32,156.67,140.89,135.23,132.33,131.39,128.29,126.59,122.96,120.82,119.16,

42.13,35.36,31.54.HRMS(MALDI):C18H21ClN2O的m/z计算为317.14152，发现为317.14130[M

+H]+。

[0166] 4-(叔丁基)-N-(2-氯-4-(甲磺胺基)苄基)苯甲酰胺(57)：将N-(4-氨基-2-氯苄

基)-4-(叔丁基)苯甲酰胺69a(0.04g，0.12mmol，1.0eq)溶解于5mL  CHCl3并加入0.5mL吡
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啶。小心加入甲酰氯70(0.02mL，0.14mmoL，1.2eq)，并在室温下将混合物搅拌两小时。然后，

加入15mL  10％盐酸水溶液，用30mL  EtOAc一次性萃取三次。用Na2SO4干燥结合的有机层，并

在真空中蒸发溶剂。以石油醚/EtOAc(4:1)为流动相，采用柱层析法进一步纯化得到57，无

色固体(0.047g，66％)。Rf(石油醚/EtOAc＝2:1)＝0.13.1H  NMR(500MHz,MeOH-d4)δ＝7-80

(dt,J＝8.6,2.0Hz,2H) ,7.52(dt,J＝8.6,2.0Hz,2H) ,7.36(d ,J＝8.4Hz,1H) ,7-33(d ,J＝

2.2Hz,1H) ,7.16(dd ,J＝8.4,2.3Hz,1H) ,4.62(s ,2H) ,2.97(s ,3H) ,1 .35(s ,9H) .13C  NMR

(126MHz,MeOH-d4)δ＝170.30,156.55,139.90,134.88,133.07,132.46,130.99,128.29,

126.56,121.75,119.62,42.06,39.36,35.81 ,31.55.MS(ESI-)：m/z  393.1(100,[M-H]-)

.HRMS(MALDI):C19H24CIN2O3S的m/z计算为395.11907，发现为395.11892[M+H]+。

[0167] 有关化合物4-56和77-78以及相应中间体的制备和表征，请参考支持信息。

[0168] 生物学评估

[0169] 全长FXR反式激活分析

[0170] 质粒：pcDNA3-hFXR含有人FXR序列，已在其他地方发表。47pGL3basic(Promega 

Corporation公司，Fitchburg，威斯康星州，美国)用作报告基因质粒，是将胆盐输出蛋白

(BSEP)的启动子的短链结构克隆到荧光素酶基因前的Sacl/Nhel酶切位点。48以pRL-SV40

(Promega)为对照，用于转染过程中转染效率和细胞生长的归一化。pSG5-hRXR也已在其他

地方发表。49

[0171] 分析方法：用高糖DMEM培养基(补充以10％FCS，1mM丙酮酸钠，100U/mL青霉素)在

37℃、5％CO2条件下培养HeLa细胞。转染前24小时，将HeLa细胞接种于96孔板中，密度为

8000个/孔。转染前3.5h，将培养基改为高糖DMEM(补充以1mM丙酮酸钠，100U/mL青霉素，100

μg/mL链霉素，0.5％去固醇FCS)。采用磷酸钙转染法，用BSEP-pGL3、PRL-SV40和表达质粒

pcDNA3-hFXR和pSGs-hRXR瞬时转染HeLa细胞。转染16h后，将培养基改为高糖DMEM培养基

(补充以1mM丙酮酸钠，100U/mL青霉素，100μg/mL链霉素，0.5％去固醇FCS)。转染24h后，将

培养基改为不含酚红的DMEM培养基(补充以1mM丙酮酸钠，100U/mL青霉素，100μg/mL链霉

素，2mM左旋谷氨酰胺，0.5％去固醇FCS)，现在，另外含有0.1％DMSO和相应的受试化合物或

仅含有0.1％DMSO作为未处理对照。对每种浓度进行测试，一式三份，且每个实验至少独立

重复三次。与所述受试化合物孵育24h后，根据生产商的方案，使Dual-GloTM荧光素酶测定系

统(Promega)测定细胞的荧光素酶活性。使用Tecan  Infinite  M200光度计(Tecan 

Deutschland  GmbH，Crailsheim，德国)检测发光值。用虫荧光素酶数据除以海肾萤光素酶

数据，再乘以1000得到相对光单位(RLU)，实现转染效率和细胞生长的归一化。用所测试化

合物的平均RLU除以相应浓度下的未处理对照的平均RLU，得到激活倍数。用相应浓度下的

所测试化合物的激活倍数除以FXR全激动剂GW4064(1c)在3μΜ的激活倍数，得到相对激活。

用SigmaPlot  10.0(Systat  Software  GmbH，Erkrath，德国)采用四参数逻辑回归分析计算

至少三个独立试验的平均相对激活值，得到EC50和平均值的标准误差。用FXR激动剂1b对该

分析进行验证验证(EC50＝18±1μΜ，88±3％相对最大激活)，1a(EC50＝0.16±0.02μΜ，87

±3％相对最大激活)，1c(EC50＝0.51±0.16μM，3μΜ定义为100％)。15

[0172] sEH活性分析

[0173] 在基于荧光的96孔sEH活性检测中，用重组人酶测定了化合物的sEH抑制效力。50,51

非荧光PHOME(3-苯基氰基-(6-甲氧基-2-萘基)甲酯2-环氧丙烷乙酸；Cayman化学)可被sEH
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水解为荧光6-甲氧基萘甲醛作为底物。重组人sEH(溶解于Bis-Tris缓冲液，pH  7，0.1mg/mL 

BSA，Triton-X  100终浓度0.01％)与测试化合物(溶解于DMSO，DMSO终浓度1％)在室温条件

下预孵育30min。然后加入底物(终浓度50μΜ)，用Tecan  Infinite  F200  Pro(λem＝330nm，λ

ex＝465nm)测量荧光产物的形成持续30min(每分钟一个点)，确定底物的水解程度。设置空

白对照组(不含蛋白质和化合物)和阳性对照组(不含化合物)。所有的实验一式三份，并在

至少三个独立的实验中进行重复。记录升高化合物浓度的剂量-反应曲线，计算IC50。

[0174] PPARα/γ/δ、LXRα/β、RXRα/β/γ、RARα/β/γ、VDR和PXR质粒的杂交报告基因检测：

Gal4-融合受体质粒pFA-CMV-hPPARa-LBD52、pFA-CMV-hPPARγ-LBD52、pFA-CMV-hPPARδ-

LBD52、pFA-CMV  hLXRα-LBD32和pFA-CMV-hLXRβ-LBD32以前均有报道。对商业化cDNA(Source 

BioSience，Nottingham，英国)进行PCR扩增得到cDNA片段，并将该片段通过BamHI酶切切割

位点和前面插入的Kpnl酶切切割位点整合到pFA-CMV载体(Stratagene，La  Joll，加利福尼

亚州，美国)的Gal4-BamHi切割位点，以此构建编码各自核受体典型亚型的铰链区和配体结

合区(LBD)(uniprot目录号：hRXRα-P19793，225-462残基；hRXRβ-P28702-1，294-533残基；

hRXRγ-P48443-1，229-463残基；hRARα-P10276-1，177-462残基；hRARβ-P10826-1，177-455

残基；hRARγ-P13631-1，179-454残基；hVDR-P11473-1，119-427残基；hPXR-O75469-1，138-

434残基)的融合受体质粒pFA-CMV-hRXRα-LBD、pFA-CMV-hRXRβ-LBD、pFA-CMV-hRXRγ-LBD、

pFA-CMV-hRARα-LBD、pFA-CMV-hRARβ-LBD、pFA-CMV-hRARγ-LBD、pFA-CMV-hVDR-LBD和pFA-

CMV-hPXR-LBD。测序验证了所有融合受体的结构和序列。pFR-Luc(Stratagene)用作报告基

因质粒，PRL-SV40(Promega)用于转染效率和细胞生长归一化。

[0175] 分析方法：用高糖DMEM(补充以10％FCS，1mM丙酮酸钠，100U/mL青霉素，100μg/mL

链霉素)在37℃和5％CO2条件下培养HEK293T细胞。转染前一天，将HEK293T细胞接种于96孔

板(2.5·104细胞/孔)。转染前，将培养基改为Opti-MEM(无补充物)。根据生产商的方案，用

Lipofectamine  LTX试剂(Invitrogen)瞬时转染pFR-Luc(Stratagene)、PRL-SV40

(Promega)和pFA-CMV-hRXRα-LBD。转染5h后，将培养基换为Opti-MEM(补充以100U/mL青霉

素，100μg/mL链霉素)，现在，另外含有0.1％DMSO和相应的测试化合物或仅含有0.1％DMSO

作为未处理对照。对每种浓度进行测试，一式三份，每个实验至少独立重复三次。根据生产

商的方案，与测试化合物孵育过夜(12-14h)后，使用Dual-GloTM荧光素酶分析系统

(Promega)对细胞进行荧光素酶活性分析。使用Tecan  Infinite  M200光度计(Tecan 

Deutschland  GmbH)检测发光值。用虫荧光素酶数据除以海肾萤光素酶数据，再乘以1000得

到相对光单位(RLU)，实现转染效率和细胞生长的归一化。用测试化合物的平均RLU除以相

应浓度下的未处理对照的平均RLU，得到激活倍数。用相应浓度下的测试化合物的激活倍数

除以各自的对照激动剂(PPARα：GW7647；PPARy：吡格列酮；PPARδ：L165 ,041；LXRα/β：

T0901317；RXRs：视黄醛；RARs：维甲酸；VDR：骨化三醇；PXR：SR12813)在1μΜ下的激活倍数，

得到相对激活。所有的杂交分析都用上述参比激动剂进行了验证，得出的EC50值与文献相

符。

[0176] FXR靶基因定量(实时荧光定量PCR)

[0177] 如前所述，对FXR靶基因进行定量。15简言之，用HepG2细胞与测试化合物57(0.1μΜ

和1μΜ)或1b(50μΜ)或仅0.1％DMSO(作为未处理对照)孵育培养8或16h，收获，用冷磷酸盐

缓冲液(PBS)洗涤，然后直接用于RNA提取。用总RNA小型试剂盒(R6834-02，Omega  Bio-Tek
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公司，Norcross，佐治亚州，美国)从HepG2细胞中提取到两微克总RNA。根据生产商的方案，

用高容量cDNA反转录试剂盒(4368814，Thermo  Fischer  Scientific公司)将RNA反转录成

cDNA。使用StepOnePlusTMSystem(Life  Technologies，Carlsbad，加利福尼亚州，美国)，通

过实时荧光定量PC分析R采用PowerSYBRGreen(Life  Technologies；12.5μL每孔)对FXR靶

基因表达进行评估。引物列于支持信息中。每个样品一式两份，并在至少三个独立的实验中

进行重复。以甘油醛3-磷酸脱氢酶(GAPDH)为参比基因，用对比ΔΔCt法定量表达水平。结

果(以载体组表达水平为100％，表示为变化的平均值±SEM％；n≥4)：BSEP:DMSO:100；1b

(50μM)：557±28；57(0.1μΜ)：216±18；57(1μΜ)：222±20.SHP:DMSO：100；1b(50μΜ)：368

±35；57(0.1μΜ)：242±61；57(1μM)：317±78。CYP7A1:DMSO：100；1b(50μΜ)：34±12；57

(0.1μΜ)：50±7；57(1μΜ)：52±8。PPARα:DMSO：100；1b(50μM)：289±59；57(0.1μΜ)：170

±11；57(1μM)：211±10。SREBP1c:DMSO：100；1b(50μΜ)：45±7；57(0.1μΜ)：49±17；57(1μ

M)：36±12。FAS:DMSO：100；1b(50μΜ)：34±14；57(0 .1μΜ)：22±8；57(1μΜ)：38±15。

FGF19:DMSO：100；1b(50μΜ)：407±42；57(0.1μΜ)：309±101；57(1μΜ)：325±77。PDK4:

DMSO：100；1b(50μΜ)：284±50；57(0.1μΜ)：255±54；57(1μΜ)：226±57。FABP1:DMSO：

100；1b(50μΜ)：249±17；57(0.1μΜ)：183±34；57(1μΜ)：194±42。CD36:DMSO：100；吡格

列酮(1μΜ)：353±43；57(1μΜ)：119±33；57(10μΜ)：129±42。FAM3A:DMSO：100；吡格列酮

(1μΜ)：310±66；57(1μΜ)：112±12；57(10μΜ)：142±7。

[0178] 细胞sEH分析

[0179] 根据Zha等人所述进行细胞sEH代谢活性的量化。53据此，将1μg  HepG2全细胞匀浆

(稀释于含有0.1mg/ml  BSA的100μl  PBS)与不同浓度的57在37℃条件下孵育15min，N-环己

基-N'-(4-碘苯基)尿素(CIU，10μM)36作为阳性对照或载体(最终浓度为1％的DMSO)作为阴

性对照。加入25ng(±)14(15)-EET-d11(Cayman  Chemical，Ann  Arbor，美国)并在37℃条件

下继续孵育10min。用同样处理过的PBS(含0.1mg/ml  BSA)进行空白实验。加入100μl冰冷甲

醇终止反应。在2000rpm，4℃，离心5min，用LC-MS/MS分析上清液并测定(±)14(15)-EET-

d11和相应的(±)14(15)-DHET-d11的量。根据定量小鼠血浆中EET和DHET的程序(见下文)，

采用LC-MS对上清液中的(±)14(15)-EET-d11和(±)14(15)-DHET-d11进行定量。结果

((±)14(15)-EET-d11/(±)14(15)-DHET-d11比值的平均值±SEM；n＝3)：空白(无细胞)：

499±123；DMSO(1％)：63±16；CIU(10μΜ)：519±55；57：0.001μΜ：191±7；0.01μΜ：396±

65；0.1μΜ：442±7；1μΜ：602±56；10μΜ：614±96。

[0180] 动物研究

[0181] 动物和化合物应用：本研究选用9只雄性C57BL/6JRj小鼠(体重23-26g，购自法国

Janvier  Labs)。动物被安置在温度控制室(20-24℃)，并保持12小时光照/12小时黑暗循

环。食物和水随意可用。生命期由委托研究机构Pharmacelsus(Saarbrücken，德国)完成。所

有实验程序均由当地动物福利机构 (L a n d e s a m t  f ü r  G e s u n d h e i t  u n d 

Verbraucherschutz，Abteilung  Lebensmittel-und  Veter- Saarbrucken)批准

并按照其规定进行。六只动物单次口服10mg/kg体重剂量的双重调节剂57，该57溶于含有

1％HPMC/Tween  80(99:1)的水中。三只动物给予载体(溶于含有1％HPMC/Tween  80(99:1)

的水中)。所有动物在整个研究过程中表现正常，没有不良反应。

[0182] 血液和肝脏取样：在六个时间点(57给药后15min、30min、60min、120min、240min和
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480min)，从尾静脉对六只被束缚且清醒的小鼠取血(20μl)。在最后一个时间点(480min)，

用异氟醚麻醉小鼠，眶后穿刺取血(约500μl)。将一部分血液离心(6000rpm，10min，+4℃)，

获得用于定量EET/DHET比值的血浆，并在进一步评估前在-80℃条件下保存。在最后一次采

血(给药后8h)后，用颈椎脱臼法处死小鼠，收集肝脏。整个肝脏立即快速冷冻并在进一步评

估前在-80℃条件下进行保存。三只对照小鼠口服给予载体(1％HPMC/Tween  80(99:1))。用

同样的方法获得血浆和肝脏。

[0183] 血液样本中57的定量：校准样本：将测试品的储备溶液(1mg/ml，溶于DMSO)用DMSO

稀释至终浓度00μg/ml(起始溶液)。用DMSO稀释工作溶液得到进一步的工作溶液。

[0184] 使用单个储备溶液制备校准标准品和QCs。用2.4μl工作液加20μl无药的空白血液

制备校准标准品和QC。相应地，未知样本、零浓度样本和空白样本加入2.4μl  DMSO。校准标

准品和质控品一式两份。将含有内标物(灰黄霉素，600ng/ml)的40μl乙腈加入到22.4μl未

知样本、零浓度样本、校准标准品和QC样本中。将无内标物的乙腈加入到空白样本中。所有

样本(6000g)在室温条件下剧烈摇动并离心10分钟。用等体积水稀释无颗粒的上清液(50μ

l)。将试样转移到200μl样本管中，然后取15μl进行LC  MS分析。LC-MS分析：将HPLC泵流速设

置为600μl/min，用带有预置柱(Kinetex  Phenyl-Hexyl,SecurityGuard  Ultra,2.1mm)的

Kinetex  Phenyl-Hexyl,2.6μm,50x2.1  mm(Phenomenex,Aschaffenburg,德国)分析柱分离

化合物。以水合0.1％甲酸为水相(A)，含0.1％甲酸的乙腈为结合的有机层(B)进行梯度洗

脱：％B(t(min)) ,0(0-0.1)-97(0.4-1.7)-0(1.8-3.0)。在正离子模式下，通过注射泵注入

获得全扫描质谱，以鉴定质子化的准分子离子[M+H]+。自动调整最大化离子丰度，然后进行

特征碎片离子鉴定，通用参数设置：离子迁移毛细管温度350℃，毛细管电压3.8kV，碰撞气

体0.8毫巴氩气，保护气体、离子扫描气体和辅助气体压力分别为20、2和8(任意单位)。使用

Kinetica  5.0软件(Thermo  Scientific，Waltham，美国)应用非隔室模型进行药代动力学

分析。

[0185] 小鼠肝脏中FXR靶基因mRNA的定量：分离小鼠肝组织的肝细胞进行RT-qPCR：为了

使肝脏样本均一化，将每个肝脏的三分之一放置在一个孔径为40μm的FalconTM细胞过滤器

(BD  Bioscience，Erembodegem，比利时)上，并将该过滤器放置于50mL  Falcon管中。用含

10％FCS和1％链霉素的PBS缓冲液冲洗每个组织，并按压通过细胞过滤器，直到收集5mL细

胞悬液。将悬液在4℃，1200rpm条件下离心10min。弃掉上清，用1mL  PBS重悬得到的细胞颗

粒，然后用E.Z.A.总RNA提取试剂盒(Omega  bio-tek公司，Narcoss，佐治亚州，美国)按照动

物组织协议提取总RNA。提取的RNA用于qRT-PCR，并按照上述从HepG2细胞定量mRNA的方法

(见上文)进行同等处理。小鼠基因的PCR引物列于支持信息。结果(表示为与载体对照100％

相比，表达变化的平均值±SEM％；57：n＝6，载体：n＝3)：BSEP:载体：105±24；57(10mg/

kg)：312±103。SHP:载体：108±29；57(10mg/kg)：410±147。CYP7A1:载体：106±25；57

(10mg/kg)：70±n。SREBP1c:载体：82±14；57(10mg/kg)：17±10。FGF15:载体：119±15；57

(10mg/kg)：254±g。FATP:载体：101±1；57(10mg/kg)：105±5。

[0186] 小鼠血浆样本的EET/DHET比值分析：(LC-MS/MS测定环氧二十碳三烯酸(EETs)及

其代谢物二羟环氧二十碳三烯酸(DHETs))：使用液相色谱-串联质谱(LC-MS/MS)对提取样

品中的8.9-EET，11 .12-EET及其脱氢酶代谢物含量进行分析。LC-MS/MS系统包含API 

5500QTrap(AB  Sciex ,Darmstadt ,德国)，配备在负ESI模式下工作的涡轮-V离子源，
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Agilent  1200二元HPLC泵和脱气装置(Agilent,Waldbronn，德国)和配备了25μL  LEAP注射

器(Axel  Semrau  GmbH,Sprockhovel，德国)的HTC  Pal自动进样器(Chromtech，Idstein，德

国)。质谱仪用高纯氮气由NGM  22-LC/MS氮气发生器(cmc  Instruments,Eschborn，德国)生

产。所有化合物均来自Cayman化学(Ann  Arbor，密歇根州，美国)。在甲醇中制备具有

2500ng/ml所有分析物的储备溶液。通过进一步稀释环氧二十碳三烯酸及其脱氢代谢物，得

到浓度范围为0.1-250ng/ml的工作标准品。采用液-液萃取法提取小鼠血浆样本。将150μl

样本/基质匀浆与20μl内标物(200ng/ml  8.9-EET-d8和11.12-EET-d8甲醇溶液)轻轻混合，

并用600μl乙酸乙酯萃取两次。制备标准曲线和质量控制样本，用150μl  pbs代替150μl基质

匀浆，再加入20μl甲醇，20μl工作标准品和20μl内标物。有机溶剂在45℃的温度下，在温和

的氮气流下蒸发。残余物用50μl甲醇/水(50:50，v/v)重悬，在10000g下离心2分钟，在注入

LC-MS/MS系统之前转移到玻璃瓶(Macherey-Nagel,Düren，德国)。色谱分离采用Gemini  NX 

C18柱和预柱(150mm*2mm内直径，粒径5μm，孔径 来自Phenomenex，Aschaffenburg，德

国)。流动相流速0.5ml/min，采用线性梯度，总运行时间17.5分钟。流动相为A水/氨(100:

0.05，v/v)和B乙腈/氨(100:0.05，v/v)。梯度在12min内从85％A到10％，在10％A保持1min。

0.5min内，流动相变回85％A并保持3.5min，平衡下一个样本的色谱柱。样本的进样量为20μ

l。使用分析软件V1.5.1(Applied  Biosystems，Darm-stadt，德国)采用内标法(同位素稀释

质谱法)进行定量。对分析物峰面积和内标物面积(y轴)的比值与浓度(x轴)作图，并以1/c2

加权，通过最小二乘回归法计算校准曲线。结果(表示为平均比值±SEM；57：n＝6，载体：n＝

3)：8,9-EET/8,9-DHET:载体：0.40±0.03；57(10mg/kg)：0.63±0.03。11,12-EET/11 ,12-

DHET:载体：0.15±0.01；57(10mg/kg)：0.25±0.03。
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