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含三嗪结构的联苯类化合物的设计合成、PD-1/PD-L1
抑制活性筛选以及分子对接研究

黄 坤,马俊杰

(华侨大学 医学院,福建 泉州362000)

摘 要 基于联苯类PD-1/PD-L1小分子抑制剂的作用模型,运用生物电子等排原理,设计并合成得到了

24个含三嗪结构的联苯类小分子化合物,其结构经 HRMS和1H-NMR确证。采用均相时间分辨荧光法

(HTRF),对目标化合物进行了体外PD-1/PD-L1抑制活性筛选,结果表明,化合物6a、6b、6d、6k和6m在

1μmol/L浓度下表现出较好的抑制活性,抑制率均大于50%,其中,化合 物6a抑 制 活 性 最 强,抑 制 率

为63.83%,同时,根据抑制活性结果初步分析了构效关系。最后,为了指导下一步的结构优化工作,对6a开

展了分子对接工作,阐明了6a与PD-L1蛋白的作用方式。
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Abstract BasedonthestructureofbiphenylPD-1/PD-L1smallmoleculeinhibitors,24biphenylsmall
moleculecompoundsbearingtriazinestructureweredesignedandsynthesizedbasedonthebioisostereprin-
ciple,andtheirstructureswereconfirmedbyHRMSand1H-NMR.Usinghomogeneoustime-resolved
fluorescence(HTRF)method,theinhibitoryactivitiesoftargetcompoundsagainstPD-/PD-L1interaction
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hibitoryactivitieswithinhibitionratesgreaterthan50%,amongthem,compound6adisplayedthestron-

gestinhibitoryactivitywiththeinhibitionrateof63.83%.Toguidethefurtherstructuraloptimization,
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1 引言

从免疫的角度分析,肿瘤的失控生长和过度增殖是由于肿瘤细胞可以通过多种机制逃避机体免疫系统

的查杀而引起的[1]。近年来,针对免疫检查点共抑制信号通路设计开发抑制剂,特异性激活自身T细胞的

免疫应答,在肿瘤免疫治疗领域已经取得了重大突破[2-4]。其中,PD-1/PD-L1作为免疫检查点共抑制信号

通路中的重要靶点,对重新激活肿瘤免疫系统扮演着至关重要的作用。设计开发PD-1/PD-L1抑制剂,抑制

PD-1与PD-L1结合,抑制免疫逃逸,也已成为肿瘤免疫治疗领域的研究热点[5,6]。目前,PD-1/PD-L1抑制

剂,主要分为两类,一类为抗体药物[7],如Opdivo、Keytruda和Tecentriq等。另一类为小分子抑制剂[8],此
类药物的研究要晚于抗体药物,大部分处于临床前/临床研究阶段,典型且活性显著的是百时美施贵宝

(BMS)公司公开的一系列联苯类小分子PD-1/PD-L1抑制剂[9-11],见图1。研究表明,此类化合物能够特异

性的诱导PD-L1蛋白二聚化,进而阻断PD-1与PD-L1结合[12]。通过分析此类抑制剂与PD-L1蛋白的作

用模型发现[13-15],分子中2-甲基联苯结构(图1,紫色部分)是此类抑制剂的核心药效团,该结构可以伸入到

PD-L1蛋白疏水口袋中,分别与两条PD-L1蛋白产生重要的疏水作用,如T型的π-π作用,π-烷基作用等。

分子中部的芳基或杂芳基(图1,绿色部分)可与一条PD-L1蛋白链上的Tyr56形成平行的π-π堆积作用。

同时,还可以在芳环上引入不同的取代基,提供额外的π-π作用和氢键作用,从而增强抑制活性,如比较典型

的为间氰基苄基等;分子末端为亲水性柔性链(图1,蓝色部分),伸向了二聚化PD-L1蛋白的溶剂区,位于结

合口袋的开口处,对取代基的大小没有过多限制,允许有较大的变化,链上广泛分布着的氢键供体和受体基

团,一方面与PD-L1蛋白形成丰富的氢键结合作用,另一方面,调节化合物的亲水性。

图1 联苯类小分子抑制剂及其药效团模型

在本文中,参考以上的构效关系,为了保证与PD-L1蛋白疏水口袋形成重要的疏水作用,作者保留了结

构中2-甲基联苯核心结构。其次,采用生物电子等排原理,将结构中部的芳基替换为1,3,5-三嗪基团。然

后,为了进一步增强化合物的抑制活性,在三嗪结构上引入氰基苄基,并考察不同位置取代的氰基对抑制活

性的影响。最后,在分子末端引入不同的小分子胺基团,一方面改善化合物的亲水性,另一方面与PD-L1蛋

白形成多种氢键作用,增强与靶蛋白的结合力。基于以上思想,作者设计了一系列含三嗪结构的联苯类小分

子化合物,见图2。
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图2 目标化合物的设计

2 结果与讨论

2.1 化学合成

目标化合物的合成如方案1所示,以市售的3-溴-2-甲基苯甲酸为原料,在硫酸催化下,与甲醇进行甲酯

化得到中间1。中间体1经四氢铝锂还原后得到中间体2。中间体2再分别与取代的苯硼酸酯(a或b)发生

C-C偶联反应得到中间体3a和3b。接着,3a和3b分别与三聚氯氰发生亲核取代反应得到中间体4a和4b。

然后,4a和4b分别与不同位置取代的氰基苄醇经亲核取代反应得到中间体5a-5f。最后,5a-5f再分别与不

同的小分子胺经亲核取代反应制得目标化合物6a~6x。目标化合物的结构经1H-NMR和 HRMS确证,具

体数据见后文实验部分。

方案1 目标化合物的合成路线。 试剂和条件:(i) H2SO4, MeOH,65℃,24h;(ii)LiAlH4,THF,0℃,

2h;(iii) N2,aorb,Cs2CO3,PdCl2(dppf),Dioxane,80℃,12h;(iv)DCM,DIPEA,2,4,

6-Trichloro-1,3,5-triazine, -10℃,2h;(v)Cyanobenzylalcohol,

NaH,THF, -10℃,10h;(vi)amine,DMF,rt,1h.

2.2 PD-1/PD-L1体外抑制活性评价和分析

采用均相时间分辨荧光法(HTRF),以BMS-37为阳性对照药,评价了目标化合物在1μmol/L浓度下

对PD-1/PD-L1信号通路的体外抑制活性。实验结果见表1。

如表1所示,与阳性对照药BMS-37相比,部分化合物在1μmol/L的浓度下均表现出一定的抑制活性,

化合物6a、6b、6d、6k和6m表现出较好的抑制活性,抑制率均大于50%,其中化合物6a抑制活性最强,抑
制率为63.83%。进一步分析发现,3位氰基(-CN)取代的目标化合物(6a~6g)的抑制活性要普遍强于4
位氰基(6h~6n)或2位氰基取代的化合物(6o~6t),抑制活性顺序为3-位氰基 >4-位氰基 >2-位氰基。
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通过分析R1 上取代基对活性的影响发现,R1 上取代基的改变并没有表现出明显的构效关系。
表1 目标化合物6a-6t的体外PD-1/PD-L1抑制活性

化合物 R1 -CN
抑制率(%)

(1μmol/L)
化合物 R1 -CN

抑制率(%)

(1μmol/L)

6a 3-CN 63.83±1.99 6k 4-CN 51.05±3.29

6b 3-CN 61.40±13.97 6l 4-CN 32.62±4.24

6c 3-CN 48.30±5.02 6m 4-CN 58.06±2.65

6d 3-CN 55.65±7.06 6n 4-CN ND

6e 3-CN 47.50±10.78 6o 2-CN <10

6f 3-CN 39.64±2.03 6p 2-CN <10

6g 3-CN 43.60±5.87 6q 2-CN <10

6h 4-CN 32.85±0.72 6r 2-CN <10

6i 4-CN ND 6s 2-CN 20.81±0.51

6j 4-CN 42.58±2.44 6t 2-CN <10

BMS-37 96.18±0.26

   注:BMS-37:positivecontroldrug;ND:notdetermined。

基于表1中化合物活性的分析,我们初步确定了3-位氰基取代的苄醇为最适基团后,作者在保留3-位
氰基苄基的基础上,在联苯结构的苯基末端并合了乙二醇基,设计合成得到了化合物6u~6x,并测试了化合

物在1μmol/L浓度下对PD-1/PD-L1体外抑制活性,结果如表2所示。虽然6u~6x还保持有一定的PD-
1/PD-L1抑制活性,但与化合物6a~6d相比,抑制活性均发生了一定程度的下降,说明乙二醇基并不适于引

入到此系列的结构中。
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表2 目标化合物6u-6x的体外PD-1/PD-L1抑制活性

化合物 R1
抑制率(%)

(1μmol/L)
化合物 R1

抑制率(%)

(1μmol/L)

6u 43.28±1.96 6w 44.39±2.55

6v 30.80±0.59 6x 23.96±2.40

BMS-37 96.18±0.26

    注:BMS-37:positivecontroldrug。

2.3 分子对接

为了阐明化合物与PD-L1蛋白的作用方式,指导下一步的结构优化设计工作,作者采用计算机辅助药

物设计软件 AutoDock4.2.6和Pymol2.3.0开展了优选化合物6a与PD-L1蛋白的分子对接工作,结果如

图3所示,化合物6a位于二聚化PD-L1蛋白的深疏水型孔道中,与BMS-37均作用于相同的结合位点。进一

步分析发现,6a结构中的末端苯基可与PD-L1蛋白的一条链上的Tyr56形成T型的π-π疏水作用,间氰基

苄基和三嗪基分别与Tyr123和另一条链上的Tyr56形成π-π堆叠作用,并且,结构中的氰基可与Arg125
形成氢键相互作用。值得说的是,分子结构中另一端的小分子胺基团并没有与PD-L1蛋白产生预想的多种

氢键结合作用,而此部分氢键结合作用的丢失很有可能是该化合物没有表现出强效抑制活性的重要原因,同
时也间接的解释了R1 基团的变化没有表现出明显构效关系的原因,因此,对此部分进行进一步的结构优

化,增加氢键结合作用,将是我们下一步研究工作的方向之一。

图3 化合物6a与PD-L1(PDBID:5N2D)的分子对接结果(grey:6a)

3 结论

本文参考联苯类PD-1/PD-L1小分子抑制剂作用模型,采用生物电子等排原理,设计合成得到了24个

68  聊 城 大 学 学 报(自 然 科 学 版) 第1卷



含三嗪结构的联苯类小分子化合物,并对其进行了体外PD-1/PD-L1抑制活性筛选工作。结果发现化合物

6a抑制活性最强,抑制率为63.83%,值得进一步研究。同时,通过构效关系分析发现,3-氰基取代苄醇基对

抑制活性的贡献要大于4位氰基或2位氰基,在联苯结构的苯基末端引入乙二醇基并不适宜于此系列结构,
会导致活性的降低。最后,对6a开展了分子对接研究,阐明了6a与PD-L1蛋白的作用方式,为下一步的结

构优化设计指明了方向。本研究对进一步设计含三嗪结构的强效PD-1/PD-L1小分子抑制剂具有一定的指

导意义和参考价值。

4 实验部分

4.1 化学合成

实验中所用的试剂及溶剂均为市售的分析纯,核磁共振氢谱采用BrukerARX-500(BrukerBioscience,

Billerica,MA,USA)核磁共振仪测定;高分辨质谱采用AgilentAccurate-MassQ-TOF6530测定;柱色谱

硅胶(200~300目)为青岛海洋化工厂生产;除有特别注明外,所有试剂和溶剂均直接使用。

4.1.1 3-溴-2-甲基苯甲酸甲酯(1)的合成。将3-溴-2-甲基苯甲酸(10g,46.5mmol)加入至100mL无水

甲醇中,室温下搅拌,加入2mL浓硫酸,回流反应24h。TLC检测反应完毕后,冷却至室温,旋干溶剂,加
水搅拌,析出固体。抽滤得淡黄色固体10.5g,收率98%。1H-NMR(500MHz,DMSO-d6)δ7.71(t,J
=8Hz,2H),7.10(d,J=8Hz,1H),3.90(s,3H),2.63(s,3H).
4.1.2 3-溴-2-甲基苄醇(2)的合成。将1(10g,43.65mmol)加入至50mL无水四氢呋喃中,搅拌降温

至0℃,分批缓慢加入四氢铝锂(1.27g,33.58mmol),加毕,0℃反应2h。TLC检测反应完毕后,将反应

液滴加到冰水中,用稀盐酸调节pH至弱酸性,乙酸乙酯(150mL×3)萃取,无水Na2SO4 干燥有机层后,浓

缩得棕色油状物8.6g,收率98%。1H-NMR(500MHz,DMSO-d6)δ7.48(d,J=8.1Hz,1H),7.38(d,

J=7.6Hz,1H),7.11(t,J=7.8Hz,1H),5.25(td,J=5.4,1.0Hz,1H),4.52(d,J=5.4Hz,

2H),2.30(s,3H).
4.1.3 3-芳基-2-甲基苯基甲醇(3a~3b)的合成。氮气保护下,将2(5.1g,25.3mmol)加入至40mL1.4-
二氧六环中,室温下搅拌,加入a或b(23mmol)和Cs2CO3(22.5g,69mmol),通氮气30min后,加入

PdCl2(dppf)(0.9g,1.1mmol),80℃反应12h。TLC检测反应完毕后,静置冷却至室温,硅藻土抽滤,滤

液浓缩后,加水搅拌,二氯甲烷(150mL×3)萃取,无Na2SO4 干燥有机层后,浓缩得黑色固体粗品,采用石

油醚/乙酸乙酯体系进行柱色谱分离得白色固体或淡黄色油状物3a~3b。(3-[1,1'-联苯]-2-甲基苯基)甲
醇(3a),白色固体4.1g,收率78%。(3-(2,3-二氢苯并[b][1,4]二噁英-6-基)-2-甲基苯基)甲醇(3b),淡黄

色油状物4.8g,收率73%。

4.1.4 2,4-二氯-6-取代基-1,3,5-三嗪(4a~4b)的制备。室温搅拌下,将三聚氯氰(1.8g,10mmol)和

DIPEA(1.8mL,10mmol)加入到10mL二氯甲烷中,降温至-10℃,滴加3a或3b(5mmol)的10mL二

氯甲烷溶液,滴毕,-10℃反应2h。TLC检测反应完毕后,旋干溶剂得黄色固体,粗品采用石油醚/乙酸乙

酯体系进行柱色谱分离得黄色固体4a~4b。2,4-二氯-6-((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪

(4a),黄色固体1.5g,收率87%。2,4-二氯-6-((3-(2,3-二氢苯并[b][1,4]二噁英-6-基)-2-甲基苄基)氧
基)-1,3,5-三嗪(4b),黄色固体1.7g,收率86%。

4.1.5 ((((4-氯-6-取代基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲基)苄腈(5a~5f)的制备。将不同位置取代的氰基苄

醇(0.46g,3.4mmol)加入至10mL无水四氢呋喃中,搅拌降温至0℃,加入氢化钠(0.16g,3.7mmol),
搅拌10min配成溶液A。另取干燥的四氢呋喃10mL加入到100mL反应瓶中,加入4a或4b(2.9mmol),
搅拌降温至-10℃。缓慢滴加溶液A,滴毕,-10℃反应10h。TLC检测反应完毕后,加水,二氯甲烷(150
mL×3)萃取。无水Na2SO4 干燥有机层后,浓缩得白色固体5a~5f。3-(((4-氯-6-((2-甲基-[1,1'-联苯]-
3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲基)苄腈(5a),黄色固体1.1g,收率86%。4-(((4-氯-6-((2-甲基-
[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲基)苄腈(5b),黄色固体1.2g,收率89%。2-(((4-氯-
6-((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲基)苄腈(5c),黄色固体1.1g,收率85%。
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3-(((4-氯-6-((3-(2,3-二氢苯并[b][1,4]二噁英-6-基)-2-甲基苄基)氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲基)苄
腈(5d),白色固体1.2g,收率85%。4-(((4-氯-6-((3-(2,3-二氢苯并[b][1,4]二噁英-6-基)-2-甲基苄基)氧
基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲基)苄腈(5e),白色固体1.3g,收率88%。2-(((4-氯-6-((3-(2,3-二氢苯并

[b][1,4]二噁英-6-基)-2-甲基苄基)氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲基)苄腈(5f),白色固体1.1g,收率

83%。

4.1.6 目标化合物(6a~6x)的合成。温搅拌下,分别将5a-5f(0.23mmol)和小分子胺(0.56mmol)加入

至2mLDMF中,室温反应1h。反应完毕后,加入10mL水搅拌,析出固体,抽滤得白色固体,粗品采用二

氯甲烷/甲醇体系进行柱色谱分离得白色固体6a~6x。

3-(((4-((2-(二甲基氨基)乙基)氨基)-6-(((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)

甲基)苄腈(6a),白色固体,收率43%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ7.98~7.93(m,1H),7.91(s,

1H),7.82(d,J=7.8Hz,1H),7.78(d,J=7.8,1H),7.61(t,J=7.8Hz,1H),7.48~7.43(m,

2H),7.42~7.36(m,2H),7.32~7.29(m,2H),7.28~7.24(m,1H),7.20(d,J=6.8Hz,1H),5.
43(d,J=3.5Hz,2H),5.39(d,J=4.5Hz,2H),3.50~3.42(m,2H),2.67~2.59(m,2H),2.34(s,

6H),2.18(d,J=2.3Hz,3H).HRMS(ESI)forC29H30N6O2[M+H]+.Calcd:494.2430,found:495.
2513。

3-(((4-((2-(二乙氨基)乙基)氨基)-6-(((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲
基)苄 腈(6b),白 色 固 体,收 率44%;HRMS(ESI)forC31H34N6O2[M+H]+.Calcd:522.2743,found:

523.2825。

3-(((4-((3-(二甲基氨基)丙基)氨基)-6-(((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)

甲基)苄腈(6c),白色固体,收率49%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ8.07~8.02(m,1H),7.91(s,

1H),7.82(d,J=7.8Hz,1H),7.78(d,J=7.8Hz,1H),7.61(t,J=7.8Hz,1H),7.47~7.43(m,

2H),7.41~7.35(m,2H),7.32~7.29(m,2H),7.28~7.24(m,1H),7.19(d,J=7.5Hz,1H),5.42
(d,J=7.4Hz,2H),5.38(d,J=6.4Hz,2H),3.35~3.23(m,2H),2.40~2.31(m,2H),2.20(s,

6H),2.18(d,J=2.4Hz,3H),1.72~1.61(m,2H).HRMS(ESI)forC30H32N6O2[M+H]+.Calcd:

508.2586,found:509.2671。

3-(((4-((3-(二乙氨基)丙基)氨基)-6-(((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲
基)苄腈(6d),白色固体,收率44%;1H NMR(500MHz,DMSO-d6)δ8.14~8.07(m,1H),7.91(s,

1H),7.82(d,J=7.8Hz,1H),7.78(d,J=7.9Hz,1H),7.63~7.58(m,1H),7.47~7.44(m,2H),

7.42~7.36(m,2H),7.32~7.28(m,2H),7.28~7.25(m,1H),7.20(d,J=7.6Hz,1H),5.43(d,J
=4.1Hz,2H),5.38(d,J=7.0Hz,2H),3.36~3.24(m,4H),2.94~2.64(m,4H),2.18(d,J=2.
3Hz,3H),1.86~1.68(m,2H),1.18~0.93(m,6H).HRMS(ESI)forC32H36N6O2[M+H]+.Calcd:

536.2900,found:537.2993。
叔丁基(2-((4-((3-氰基苄基)氧基)-6-((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氨基)乙

基)氨基甲酸酯(6e),白色固体,收率46%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ8.00~7.95(m,1H),7.91
(d,J=12.0Hz,1H),7.82(d,J=7.8Hz,1H),7.78(d,J=9.2Hz,1H),7.61(t,J=7.8Hz,1H),

7.48~7.43(m,2H),7.42~7.35(m,2H),7.33~7.29(m,2H),7.28~7.24(m,1H),7.20(d,J=7.
7Hz,1H),6.88(t,J=5.9Hz,1H),5.44(d,J=3.7Hz,2H),5.38(d,J=4.8Hz,2H),3.33~3.
27(m,2H),3.14~3.02(m,2H),2.19(d,J=2.3Hz,3H),1.36(d,J =4.9Hz,9H).HRMS(ESI)

forC32H34N6O4[M+H]+.Calcd:566.2642,found:567.2726。

N-(2-((4-((3-氰基苄基)氧基)-6-((2-甲基-[1,1'-联苯基]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氨基)乙基)

乙酰胺(6f),白色固体,收率47%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ8.02~7.98(m,1H),7.94(t,J=
6.0Hz,1H),7.92(d,J=8.9Hz,1H),7.82(d,J=7.8Hz,1H),7.79(t,J=6.8Hz,1H),7.61(t,

J=7.8Hz,1H),7.48~7.44(m,2H),7.43~7.36(m,2H),7.32~7.30(m,2H),7.27(t,J=7.7
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Hz,1H),7.20(d,J=7.5Hz,1H),5.43(d,J=6.4Hz,2H),5.38(d,J=6.2Hz,2H),3.33~3.27
(m,2H),3.23~3.12(m,2H),2.19(d,J=7.4Hz,3H),1.79(d,J=5.7Hz,3H).HRMS(ESI)for
C29H28N6O3[M+H]+.Calcd:508.2223,found:509.2304。

3-((((4-((2-羟乙基)氨基)-6-((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲基氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲基)苄腈

(6g),白色固体,收率:43%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ7.95~7.92(m,1H),7.91(s,1H),7.82
(d,J=7.7Hz,1H),7.79(d,J=7.9Hz,1H),7.61(t,J=7.7Hz,1H),7.48~7.44(m,2H),7.42
~7.37(m,2H),7.32~7.30(m,2H),7.27(t,J=7.6Hz,1H),7.20(d,J=7.5Hz,1H),5.41(d,J
=8.4Hz,2H),5.38(d,J=8.3Hz,2H),4.75~4.68(m,1H),3.54~3.45(m,2H),3.38~3.35(m,

2H),2.18(d,J=6.2Hz,3H);HRMS(ESI)forC27H25N5O3[M+H]+.Calcd:467.1957,found:468.
2041.

4-(((4-((2-(二甲基氨基)乙基)氨基)-6-(((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)
甲基)苄腈(6h),白色固体,收率44%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ7.92~7.87(m,1H),7.86(s,

1H),7.85(s,1H),7.60(dd,J=8.1,3.5Hz,2H),7.48~7.43(m,2H),7.42~7.36(m,2H),7.33
~7.28(m,2H),7.27(t,J=7.6Hz,1H),7.20(d,J=7.5Hz,1H),5.49~5.35(m,4H),3.42~3.
35(m,2H),2.40~2.29(m,2H),2.18(d,J=2.4Hz,3H),2.14(s,3H),2.12(s,3H);HRMS(ESI)

forC29H30N6O2[M+H]+.Calcd:u494.2430,found:495.2508.
4-(((4-((2-(二乙氨基)乙基)氨基)-6-((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲

基)苄腈(6i),白色固体,收率44%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ7.89~7.81(m,3H),7.60(t,J=
8.2Hz,2H),7.48~7.42(m,2H),7.38(q,J=7.1Hz,2H),7.33~7.28(m,2H),7.26(t,J=7.4
Hz,1H),7.19(d,J=7.4Hz,1H),5.49~5.35(m,4H),3.35~3.26(m,2H),2.51~2.39(m,6H),

2.17(s,3H),0.96~0.88(m,6H);HRMS(ESI)forC31H34N6O2[M+H]+.Calcd:522.2743,found:

523.2827.
4-(((4-((3-(二甲基氨基)丙基)氨基)-6-((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲

基)苄腈(6j),白色固体,收率41%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ8.07~7.99(m,1H),7.85(d,J
=8.0Hz,2H),7.60(d,J=8.0Hz,2H),7.48~7.42(m,2H),7.42~7.35(m,2H),7.30(d,J=7.
4Hz,2H),7.26(td,J=7.4,2.3Hz,1H),7.19(d,J=7.4Hz,1H),5.47~5.36(m,4H),3.33~3.
23(m,2H),2.26~2.19(m,2H),2.18(d,J=5.1Hz,4H),2.11(s,6H),1.67~1.53(m,2H);

HRMS(ESI)forC30H32N6O2[M+H]+.Calcd:508.2587,found:509.2670.
4-(((4-((3-(二乙氨基)丙基)氨基)-6-((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲

基)苄腈(6k),白色固体,收率43%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ8.10~8.01(m,1H),7.85(d,J
=8.1Hz,2H),7.60(d,J=8.1Hz,2H),7.49~7.43(m,2H),7.41~7.36(m,2H),7.30(d,J=7.
4Hz,2H),7.26(t,J=7.6Hz,1H),7.20(d,J=7.4Hz,1H),5.49~5.35(m,4H),3.32~3.23(m,

2H),2.50~2.33(m,6H),2.18(d,J=6.4Hz,3H),1.67~1.52(m,2H),1.00~0.86(m,6H);

HRMS(ESI)forC32H36N6O2[M+H]+.Calcd:536.2900,found:537.2992.
叔丁基(2-((4-((4-氰基苄基)氧基)-6-((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氨基)乙

基)氨基甲酸酯(6l),白色固体,收率44%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ8.01~7.93(m,1H),7.86
(d,J=8.2Hz,2H),7.61(dd,J=14.1,7.9Hz,2H),7.49~7.43(m,2H),7.40(dt,J=14.9,7.8
Hz,2H),7.33~7.29(m,2H),7.27(t,J=7.6Hz,1H),7.20(d,J=7.4Hz,1H),6.91~6.84(m,

1H),5.45(d,J=16.2Hz,2H),5.40(d,J=24.4Hz,2H),3.34~3.26(m,2H),3.13~3.01(m,

2H),2.18(d,J=10.4Hz,3H),1.36(d,J=5.7Hz,9H);HRMS(ESI)forC32H34N6O4[M+H]+.
Calcd:566.2642,found:567.2723.

N-(2-((4-((4-氰基苄基)氧基)-6-((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基]甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氨基)乙基)
乙酰胺(6m),白色固体,收率50%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ8.03~7.96(m,1H),7.94(t,J=
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5.8Hz,1H),7.86(d,J=8.0Hz,2H),7.65~7.58(m,2H),7.48~7.43(m,2H),7.42~7.36(m,

2H),7.33~7.29(m,2H),7.27(t,J=7.6Hz,1H),7.20(d,J=7.6Hz,1H),5.51~5.34(m,4H),

3.34~3.28(m,2H),3.24~3.12(m,2H),2.18(d,J=7.7Hz,3H),1.79(d,J=5.9Hz,3H);

HRMS(ESI)forC29H28N6O3[M+H]+.Calcd:508.2223,found:509.2304。

2-(((4-((2-羟乙基)氨基)-6-(((2-甲基-[1,1'-联苯基]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲基)苄腈

(6n),白色固体,收率43%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ7.97~7.89(m,1H),7.85(d,J=8.1Hz,

2H),7.65~7.57(m,2H),7.48~7.42(m,2H),7.42~7.35(m,2H),7.31(d,J=7.9Hz,2H),7.27
(t,J=7.6Hz,1H),7.20(d,J=7.6Hz,1H),5.44(d,J=9.7Hz,2H),5.40(d,J=16.6Hz,2H),

4.71(q,J=5.7Hz,1H),3.56~3.42(m,2H),3.39~3.33(m,4H),2.18(d,J=6.9Hz,3H);

HRMS(ESI)forC27H25N5O3[M+H]+.Calcd:467.1957,found:468.2032。

2-(((4-((2-(二甲基氨基)乙基)氨基)-6-(((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)

甲基)苄腈(6o),白色固体,收率45%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ7.93~7.89(m,1H),7.75(t,J
=7.6Hz,1H),7.72~7.65(m,1H),7.60~7.54(m,1H),7.48~7.43(m,2H),7.43~7.35(m,

2H),7.31(d,J=7.3Hz,2H),7.27(t,J=7.6Hz,1H),7.20(d,J=7.4Hz,1H),5.51(d,J=22.
2Hz,2H),5.42(d,J=21.8Hz,2H),3.45~3.36(m,2H),2.43~2.33(m,2H),2.18(d,J=2.6
Hz,3H),2.16(d,J=5.2Hz,6H);HRMS(ESI)forC29H30N6O2[M+H]+.Calcd:494.2430,found:

495.2509.
2-(((4-((2-(二乙氨基)乙基)氨基)-6-((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲

基)苄腈(6p),白色固体,收率45%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ8.06(t,J=5.3Hz,1H),7.91(d,

J=7.7Hz,1H),7.75(td,J=7.5,3.3Hz,1H),7.69(dd,J=11.6,7.8Hz,1H),7.57(td,J=7.4,

2.8Hz,1H),7.48~7.43(m,2H),7.42~7.36(m,2H),7.31(d,J=7.1Hz,2H),7.27(t,J=7.7
Hz,1H),7.20(d,J=7.4Hz,1H),5.51(d,J=20.1Hz,2H),5.41(d,J=20.6Hz,2H),3.33~3.
25(m,2H),2.23(t,J=6.6Hz,4H),2.20~2.16(m,3H),2.10(s,6H),1.67~1.55(m,2H);

HRMS(ESI)forC31H34N6O2[M+H]+.Calcd:522.2743,found:523.2821.
2-(((4-((3-(二甲基氨基)丙基)氨基)-6-((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲

基)苄腈(6q),白色固体,收率85%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ7.94~7.86(m,2H),7.78~7.72
(m,1H),7.68(dd,J=16.1,7.6Hz,1H),7.57(t,J=7.5Hz,1H),7.48~7.43(m,2H),7.41~7.
35(m,2H),7.31(d,J=7.1Hz,2H),7.27(t,J=7.6Hz,1H),7.20(d,J=7.4Hz,1H),5.51(d,J
=25.9Hz,2H),5.42(d,J=22.4Hz,2H),2.57~2.49(m,6H),2.18(s,3H),1.03~0.83(m,6H);

HRMS(ESI)forC30H32N6O2[M+H]+.Calcd:508.2587,found:509.2665.
2-(((4-((3-(二乙氨基)丙基)氨基)-6-((2-甲基-[1,1'-联苯]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲

基)苄腈(6r),白色固体,收率44%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ8.09(t,J=5.7Hz,1H),7.91(d,

J=7.7Hz,1H),7.74(t,J=7.5Hz,1H),7.68(t,J=8.5Hz,1H),7.57(t,J=7.5Hz,1H),7.48
~7.42(m,2H),7.42~7.35(m,2H),7.31(d,J=7.2Hz,2H),7.27(t,J=7.6Hz,1H),7.20(d,J
=7.5Hz,1H),5.51(d,J=20.9Hz,2H),5.41(d,J=21.2Hz,2H),3.33~3.26(m,2H),2.50~
2.36(m,6H),2.19(d,J=6.6Hz,3H),1.70~1.54(m,2H),0.93(t,J=7.0Hz,6H);HRMS(ESI)

forC32H36N6O2[M+H]+.Calcd:536.2900,found:537.2972.
叔丁基(2-((4-((2-氰基苄基)氧基)-6-((2-甲基-[1,1'-联苯基]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氨基)乙

基)氨基甲酸酯(6s),白色固体,收率43%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ8.00(t,J=5.7Hz,1H),

7.91(d,J=7.7Hz,1H),7.77~7.73(m,1H),7.70(t,J=7.2Hz,1H),7.57(t,J=7.5Hz,1H),

7.49~7.43(m,2H),7.43~7.35(m,2H),7.31(d,J=7.2Hz,2H),7.27(t,J=7.6Hz,1H),7.20
(d,J=7.5Hz,1H),6.92~6.82(m,1H),5.51(d,J=22.5Hz,2H),5.42(d,J=30.0Hz,2H),3.
34~3.27(m,2H),3.14~3.04(m,2H),2.19(d,J=10.3Hz,3H),1.36(s,9H);HRMS(ESI)for
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C32H34N6O4[M+H]+.Calcd:566.2642,found:567.2721.
N-(2-((4-((2-氰基苄基)氧基)-6-((2-甲基-[1,1'-联苯基]-3-基)甲氧基)-1,3,5-三嗪-2-基)氨基)乙基)

乙酰胺(6t),白色固体,收率44%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ8.03(t,J=5.8Hz,1H),7.97~7.
93(m,1H),7.91(d,J=7.7Hz,1H),7.77~7.73(m,1H),7.73~7.68(m,1H),7.58(t,J=7.5
Hz,1H),7.47~7.43(m,2H),7.42~7.35(m,2H),7.31(d,J=7.0Hz,2H),7.27(t,J=7.6Hz,

1H),7.20(d,J=7.6Hz,1H),5.51(d,J=19.9Hz,2H),5.42(d,J=25.3Hz,2H),3.39~3.34
(m,2H),3.24~3.14(m,2H),2.19(d,J=7.8Hz,3H),1.79(d,J=2.8Hz,3H);HRMS(ESI)for
C29H28N6O3[M+H]+.Calcd:508.2223,found:509.2301.

3-(((4-((3-(2,3-二氢苯并[b][1,4]二噁英-6-基)-2-甲基苄基)氧基)-6-((2-(二甲基氨基)乙基)氨基)-
1,3,5-三嗪-2-基)氧)甲基)苄腈(6u),白色固体,收率41%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ7.93~7.85
(m,2H),7.82(d,J=7.6Hz,1H),7.79~7.74(m,1H),7.61(t,J=7.8Hz,1H),7.36(t,J=7.6
Hz,1H),7.23(t,J=7.4Hz,1H),7.16(d,J=7.6Hz,1H),6.92(d,J=8.2Hz,1H),6.77(s,

1H),6.74(d,J=8.2Hz,1H),5.41(d,J=2.0Hz,2H),5.37(d,J=3.1Hz,2H),4.28(s,4H),3.
41~3.35(m,2H),2.40~2.31(m,2H),2.19(d,J=2.7Hz,3H),2.14(d,J=2.6Hz,6H);HRMS
(ESI)forC31H32N6O4[M+H]+.Calcd:552.2485,found:553.2566.
3-(((4-((2-(二乙基氨基)乙基)氨基)-6-((3-(2,3-二氢苯并[b][1,4]二噁英-6-基)-2-甲基苄基)氧)-1,

3,5-三嗪-2-基)氧)甲基)苄腈(6v),白色固体,收率43%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ7.89(d,J=9.
3Hz,1H),7.87~7.84(m,1H),7.82(d,J=7.8Hz,1H),7.77(t,J=8.6Hz,1H),7.61(t,J=7.
8Hz,1H),7.35(t,J=7.8Hz,1H),7.23(t,J=7.5Hz,1H),7.16(d,J=7.5Hz,1H),6.92(d,J
=8.2Hz,1H),6.77(s,1H),6.74(d,J=9.8Hz,1H),5.41(d,J=4.3Hz,2H),5.37(d,J=2.4
Hz,2H),4.28(s,4H),3.34~3.26(m,2H),2.51~2.42(m,6H),2.18(s,3H),0.93(t,J=7.1Hz,

6H);HRMS(ESI)forC33H36N6O4[M+H]+.Calcd:580.2798,found:581.2883.
3-(((4-((3-(2,3-二氢苯并[b][1,4]二噁英-6-基)-2-甲基苄基)氧基)-6-((3-(二甲基氨基)丙基)氨基)-

1,3,5-三嗪-2-基)氧基)甲基)苄腈(6w),白色固体,收率40%;1H NMR(500MHz,DMSO-d6)δ8.04
~7.97(m,1H),7.90(s,1H),7.81(d,J=7.0Hz,1H),7.77(d,J=7.8Hz,1H),7.60(t,J=7.7
Hz,1H),7.39~7.33(m,1H),7.22(t,J=7.6Hz,1H),7.15(d,J=7.5Hz,1H),6.91(d,J=8.2
Hz,1H),6.76(s,1H),6.73(d,J=8.2Hz,1H),5.40(s,2H),5.36(d,J=3.4Hz,2H),4.28(s,

4H),3.34~3.24(m,2H),2.28~2.22(m,2H),2.18(d,J=5.1Hz,3H),2.13(d,J=2.1Hz,

6H),1.67~1.54(m,2H);HRMS(ESI)forC32H34N6O4[M+H]+.Calcd:566.2642,found:567.2728。

3-((((4-((3-(二乙氨基)丙基)氨基)-6-((3-(2,3-二氢苯并[b][1,4]二噁英-6-基)-2-甲基苄基)氧)-1,

3,5-三嗪-2-基)氧)甲基)苄腈(6x),白色固体,收率45%;1HNMR(500MHz,DMSO-d6)δ8.05(q,J=5.
5Hz,1H),7.90(s,1H),7.82(d,J=7.7Hz,1H),7.77(d,J=7.7Hz,1H),7.60(t,J=7.8Hz,

1H),7.36(d,J=7.5Hz,1H),7.23(t,J=7.4Hz,1H),7.16(d,J=7.3Hz,1H),6.92(d,J=8.2
Hz,1H),6.77(s,1H),6.74(d,J=8.2Hz,1H),5.40(s,2H),5.36(s,2H),4.28(s,4H),3.32~
3.26(m,2H),2.48~2.35(m,6H),2.19(d,J=6.4Hz,3H),1.66~1.53(m,2H),0.98~0.87(m,

6H);HRMS(ESI)forC34H38N6O4[M+H]+.Calcd:594.2955,found:595.3041.
4.2 PD-1/PD-L1体外抑制活性评价实验

HTRF试剂盒购于PerkinElmer公司(CAT#64PD1PEG),具体操作如下,将目标化合物和阳性对照

药用DMSO配成8mmol/L的母液,再用DiluentBuffer稀释为10μmol/L的待测液。取2μL待测液加到

384孔白色酶标板中,再分别取4μL稀释后的、Tag1-PD-L1、Tag2-PD1加入到上述384孔板中,混匀后孵

育15min,最后取10μL预混的Anti-Tag1-Eu3+和Anti-Tag2-XL665工作液分别加入到上述384孔板中,

混匀避光孵育2h。用TecanSpark多功能酶标仪分别于320nm 刺激,665nm、620nm发射,测定每个孔

的发射信号值,根据以下计算公式,计算发射信号比率和抑制率。EmissionRatio(ER)=665nmEmission
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signal/620nmEmissionsignal。抑制率ρ抑制率=(ERpositive ―ERsample)/(ERpositive ―ERnegative)×100%。

4.3 分子对接实验

(1)分子和蛋白准备:PD-L1蛋白(PDB:5N2D)从PDB数据下载(http:∥www.rcsb.org)得到,利用

Pymol软件删除水分子和多余的蛋白链,将配体分子和受体分子分开,并分别保存为pdb文件。小分子配

体6a结构先通过Chemdraw软件画出2D结构,再运用Chem3D工具进行能量最小化后导出为相应的3D
结构文件。(2)受体准备:打开AutoDockTools,读取受体蛋白,分别进行除水、加氢、计算电荷和添加原子

类型,最后保存为pdbqt文件。(3)配体准备:将pdb格式的小分配体导入到 AutoDock软件中,并设置为

配体,设置可旋转键的最大数目并保存为pdbqt文件。(4)定义受体蛋白的结合位点(Grid):在AutoDock-
Tools的ADT菜单栏中打开受体分子和配体分子,打开GridOptions对话框,调整X,Y,Z及格子中心坐

标,使配体分子落在所选区域。(5)AutoDockVina参数文件配置:创建一个配置文件6a.conf.txt,将受体

和配体的对接详细参数(Grid)写入文件中。(6)对接:使用AutoDockVina程序,运行6a.conf.txt,得到对

应的10个最佳对接结果,保存为6a-out.pdbqt。(7)结果分析:在Pymol软件中打开6a-out.pdbqt,选取最

优的结合模型,导入与之对应的受体蛋白5N2D.pdb和阳性配体分子BMS-37.pdb,分析配体与受体的相互

作用。
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