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Abstract 
Aim: To design and synthesize new proline hydroxylase domain inhibitors. Methods: JTZ-951 is 
concerned as lead compound. Via Ullmann reaction, triazopyrazole compounds which can com-
pete with endogenous 2-ketoglutarate molecules thereby inhibiting activity of proline hydrox-
ylase are synthesized. Studies on methods of key synthetic steps are also rendered in this paper by 
means of control variable. Results and conclusion: 5 Target compounds were synthesized. Their 
structure was identified by 1H NMR, MS and elemental analysis. The literature method is greatly 
improved, and the synthetic route of these compounds is obtained. 
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摘  要 

目的：设计并合成新的三氮唑并吡啶类脯氨酸羟化酶抑制剂。方法：以JTZ-951为先导化合物，借助乌

尔曼反应等方法合成三氮唑并吡啶类化合物。该类化合物的作用机理为与内源2-酮戊二酸分子形成竞争,
从而抑制脯氨酸羟化酶的活性。通过控制变量的方法对关键合成步骤进行了方法学研究。结果与结论：

合成了5个化合物均未见文献报道，其结构经核磁共振氢谱、质谱、元素分析鉴定。并在参考文献合成

方法的基础上，对文献方法进行较大改进，建立了这类化合物的合成路线。 
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1. 引言 

低氧诱导因子(hypoxia-inducible factor, HIF)是细胞中根据氧含量高低做出生物应答的关键性转录因

子[1]。常氧条件下HIF的脯氨酸残基Pro402与Pro564易被脯氨酸羟化酶(proline hydroxylase domain, PHD)
羟基化后经泛素途径降解。PHD 是 Fe2+、α-酮戊二酸依赖的双加氧酶，低氧条件下 PHD 的活性被抑制，

HIF 得以稳定表达[2]。HIF 调控的下游因子有促红细胞生成蛋白(erythropoietin, EPO)、血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)等[3] [4] [5]，故 HIF 的稳定表达有促进红细胞与血管生成的作用。

本文中设计合成的化合物有抑制 PHD 的活性的作用，在临床上对于贫血、炎症性低氧、高原反应、辐射

损伤等病症的治疗具有重大意义。α-酮戊二酸是 PHD 催化反应的必须协同分子，C(1)羧基氧与其 α位的

酮羰基氧和连接有 HIF 羟化位点的 Fe2+发生螯合作用，C(5)羧基与 PHD 的 Arg383 残基通过盐桥相连[6] 
(见图 1)。本文中设计合成的三氮唑并吡啶类化合物可与体内的 2-酮戊二酸分子形成竞争，从而抑制脯氨

酸羟化酶的活性。设计合成的目标化合物以日本烟草公司的三氮唑并吡啶类 PHD 抑制剂 JTZ-951 为先导

化合物(见图 2)，其抑制 PHD 的 IC50 值为 100 nm/L，在 Hep3B 细胞中的 EC50 值 4.9 µm/L [7]。该化合物

保留了 α-酮戊二酸末端与 PHD 结构域结合的羧基基团，并在分子中引入了杂环替代 α-酮戊二酸的酮羧

基团，以求在保留对亚铁离子的螯合能力的同时增强相对于其他羟化酶的选择性。本实验期望通过对目

标基团的改构，增加邻近杂原子对数目，达到功能基团多样化并改善分子疏水性与透膜能力的目的，以

图获取具有更加优越的活性与药代动力学性质的目标化合物。 

2. 实验部分 

2.1. 仪器与试剂 

熔点采用天津分析仪器厂 RY-1 熔点测定仪测定(温度未校正)；1H-NMR 谱采用日本电子株氏会社 

Open Access

https://doi.org/10.12677/ssc.2018.61001
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


刘思凡 等 
 

 

DOI: 10.12677/ssc.2018.61001 3 合成化学研究 
 

 
Figure 1. Structure of 2-ketoglutaric acid and its mechanism 
图 1. 2-酮戊二酸结构及其作用机理 
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Figure 2. Structural formula of lead compound and the target compound 
I1~I5 
图 2. 先导化合物 JTZ-951 (左)与目标化合物 I1~I5结构通式 

 
JNM-ECA-400 超导核磁共振仪(DMSO-d6 为溶剂，TMS 为内标)测定；质谱采用 Agilent 1100 四级杆液相

色谱质谱联用仪。柱色谱用硅胶(100~200 目，154~71 μm)为国药集团化学试剂有限公司生产；TLC 用硅

胶 GF254 板为青岛裕民源硅胶试剂厂生产。 

2.2. 合成方法 

以中间体 1(合成参照文献方法[7] [8])为起始原料经 5 步得到目标化合物，其合成路线见图 3，目标

化合物 I1~I5 的实验与光谱数据见表 1。 

2.2.1. 中间体 2a~2e 合成通法，以 7-苄氧基-5-(2,4-二氯苯氧基)-[1,2,4]三唑并[1,5-a] 
吡啶-8-甲酸叔丁酯为例 

在 50 mL 三口瓶中，加入 1.00 g 7-苄氧基-5-碘-[1,2,4]三唑并[1,5-a]吡啶-8-甲酸叔丁酯，依次加入 0.75 
g 碳酸钾，0.13 g 氧化亚铜，0.07 g 吡啶-2-甲酸，0.45 g 2,4-二氯苯酚，继而加入 5 mL 乙腈混合。加热体

系至 50˚C搅拌 8 h。向体系中加入 10 mL 乙酸乙酯，不溶物过滤除去，滤液在减压下浓缩，残余物通过

硅胶柱层析分离，所用洗脱剂为石油醚/乙酸乙酯(30/1~8/1)，得淡灰白色固体 0.81 g，产率 87.5%，mp 
135˚C~137˚C。 

2.2.2. 中间体 3a~3e 合成通法，以 7-苄氧基-5-(2,4-二氯苯氧基)-[1,2,4]三唑并[1,5-a]吡啶-8-羧酸为例 
在 50 mL 三口瓶中，加入 0.81 g 7-苄氧基-5-(2,4-二氯苯氧基)-[1,2,4]三唑并[1,5-a]吡啶-8-甲酸叔丁酯，

滴加四氢呋喃/60%三氟乙酸= 1/1(体积比)混合液体 4 mL，搅拌 5 h。向体系中加入 10 mL 四氢呋喃后，

加入 20 mL 冰水混合物。水相以二氯甲烷萃取三次，合并有机相，以饱和氯化钠溶液洗涤一次，加入无

水硫酸钠干燥后过滤，滤液在减压下浓缩，得米白色固体 0.53 g，产率 76.1%，mp 166˚C~168˚C。 

2.2.3. 中间体 4a~4e 合成通法，以 2-(7-苄氧基-5-(2,4-二氯苯氧基)-[1,2,4]三唑并[1,5-a]吡啶-8-甲酰氨基) 
乙酸乙酯为例 

在 50 mL 三口瓶中加入 0.53 g 7-苄氧基-5-(2,4-二氯苯氧基)-[1,2,4]三唑并[1,5-a]吡啶-8-羧酸，加入

0.61 g甘氨酸乙酯盐酸盐，滴加 2 mL N,N-二甲基甲酰胺溶解。向溶液中滴加 0.89 g三乙胺与 1.40 g HOBT， 
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Figure 3. Synthesis routine of target compounds I1~I5 
图 3. 目标化合物 I1~I5的合成路线 

 
Table 1. Experiment and spectral data of target compound I1~I5 
表 1. 目标化合物 I1~I5实验与光谱数据 

Compd Yield/% mp/˚C MS m/z [M + H]+ 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 

I1 71.6 245~247 398.1 

14.52 (s, 1H, −OH), 12.99 (s, 1H, −COOH),  
9.70 (s, 1H, −NH), 8.56 (s, 1H,triazole H),  

7.83 (d, J = 2.5 Hz, 1H, −ArH), 7.77 (d, J = 8.9 Hz, 1H, 
−ArH), 7.44 (dd, J = 8.9, 2.8 Hz, 1H, −ArH),  

6.24 (s, 1H, pyridine H), 4.17 (d, J = 5.5 Hz, 2H, 
2CH−− ). 

I2 68.8 277~279 397.9 

14.13 (s, 1H, −OH), 12.79 (s, 1H, −COOH),  
9.76 (s, 1H, −NH), 8.51 (s, 1H, triazole H),  

7.91 (s, 1H, −ArH), 7.56 (s, 2H, −ArH),  
5.73 (s, 1H, pyridine H), 4.08 (d, J = 3.2 Hz, 2H, 

2CH−− ). 

I3 53.5 248~251 357.0 

14.51 (s, 1H, −OH), 12.87 (s, 1H, −COOH),  
9.68 (s, 1H, −NH), 8.56 (s, 1H, triazole H),  

7.30 (d, J = 7.5 Hz, 1H, −ArH), 7.12 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 
−ArH), 5.61 (s, 1H, pyridine H), 4.15 (d, J = 5.3 Hz, 2H, 

2CH−− ), 2.28 (s, 3H, −CH3), 2.11 (s, 3H, −CH3). 

I4 

 
71.2 232~234 357.2 

14.49 (s, 1H, −OH), 9.66 (s, 1H, −COOH),  
8.59 (s, 1H, −NH), 7.23 (d, J = 6.7 Hz, 3H, −ArH),  

7.18 (s, 1H, triazole H), 5.56 (s, 1H, pyridine H), 4.17 (d, J = 
5.1 Hz, 2H, 

2CH−− ), 2.30 (s, 3H, −CH3), 2.05 (s, 3H, −CH3). 

I5 69.5 214~216 365.1 

14.13 (s, 1H, −OH), 12.11 (s, 1H, −COOH),  
9.87 (s, 1H, −NH), 8.27 (s, 1H, triazole H),  

7.32 (dd, J = 18.1, 8.9 Hz, 1H, −ArH), 7.17 (d, J = 9.5 Hz, 1H, 
−ArH), 7.05 (d, J = 7.5 Hz, 1H, −ArH),  

5.86 (s, 1H, pyridine H), 4.36 (d, J = 5.6 Hz, 2H, 
2CH−− ). 
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室温下搅拌 3 h。向体系中加入 10 mL 水，水相以乙酸乙酯萃取三次，合并后的有机相以饱和氯化钠溶液

洗涤一次，加入无水硫酸钠干燥后过滤，滤液在减压下浓缩，所得残留物通过硅胶柱层析提纯，所用洗

脱剂比例为二氯甲烷/甲醇(300/1~100/1)，得黄褐色固体 0.56 g，产率 85.4%，mp 139˚C~141˚C。 

2.2.4. 中间体 5a~5e 合成通法，以 2-(7-羟基-5-(2,4-二氯苯氧基)- [1,2,4]三唑并[1,5-a]吡啶-8-甲酰氨基) 
乙酸乙酯为例 

在 50 mL 三口瓶中，加入 0.56 g 2-(7-苄氧基-5-(2,4-二氯苯氧基)-[1,2,4]三唑并[1,5-a]吡啶-8-甲酰氨基)
乙酸乙酯，滴加 3 mL 三氟乙酸溶解，将体系加热至 60˚C搅拌 2 h。向体系中加入水 10 mL，水相以二氯

甲烷萃取三次，合并后得有机相用饱和氯化钠溶液洗涤一次，加入无水硫酸钠干燥后过滤，滤液在减压

下浓缩，得褐色固体 0.31 g，产率 69.4%，mp 158˚C~160˚C。 

2.2.5. 目标化合物 I1~I5合成通法，以 2-(7-羟基-5-(2,4-二氯苯氧基)-[1,2,4]三唑并[1,5-a]吡啶-8-甲酰氨基) 
乙酸为例 

在 50 mL 三口瓶中加入 0.31 g 2-(7-羟基-5-(2,4-二氯苯氧基)-[1,2,4]三唑并[1,5-a]吡啶-8-甲酰氨基)乙
酸乙酯，滴加 1.5 mL 四氢呋喃溶解，滴加 2 mol/L 氢氧化钠水溶液 2 mL，室温搅拌 3 h。将体系置于减

压下浓缩，向将残余液体中滴加 2 mol/L 盐酸至 pH < 5。析出的白色固体通过过滤分离，以乙醇打浆后

过滤，得纯白色固体 0.19 g，产率 66.4%，mp 241˚C~242˚C。 

3. 结果与讨论 

3.1. 7-苄氧基-5-(2,4-二氯苯氧基)-[1,2,4]三唑并[1,5-a]吡啶-8-甲酸叔丁酯(2a)的合成中反应物当 
量的的方法学考察 

参照文献方法[8]，以三乙烯二胺、三乙胺为催化剂，相关反应式见图 4。 
原料(1)~(4)的摩尔比例为 1:1:1.3:0.15，反应温度为 25˚C，反应时间 5 h，实际操作过程中发现原料

基本未参与反应，后采用另一文献方法[9] [10]并在该方法基础上进行了改进(按原文献方法只有较少原料

参与了反应)，将文献方法中的催化剂铜粉改为氧化亚铜粉末，并加入了配体吡啶-2-甲酸，于 80˚C 下反

应 2 h，薄层板显示反应较完全，反应式见图 5。 
 

 
Figure 4. Reaction formula in literature method 
图 4. 文献方法反应式 

 

 
Figure 5. The reaction of the improved method 
图 5. 改良方法反应式 
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该反应在最初采用的原料物质量比例(1):(2):(3):(4):(5) = 1:1.5:0.1:1:0.25 下产率为 45.6%，无法达到一

个理想的转化率，故此对不同当量的 Cu2O 与 K2CO3 进行了一系列的试验，并且每个当量都进行了一次

平行试验，求两次平行试验产率的平均值，得出平均产率结果见表 2。 
由上表可知当氧化亚铜的当量在 0.3 附近，碳酸钾的当量在 1.0 附近时，该反应达到了最大平均产率

86.6%，单次反应最高产率为 87.5%。未转化的反应物应及时通过柱层析分离并去除，以免影响下一步水

解反应的产物纯度。 

3.2. 中间体 3a~3e 合成中，叔丁基酯水解的方法学考察 

按照文献方法[11]，以氢氧化钠作为催化剂在 80˚C下进行叔丁基酯的水解，产物经 1H-NMR 鉴定后，

断定为脱苄基产物，叔丁基并未脱去，证明不适合在该条件下进行脱苄反应。通过进一步查阅文献，发

现叔丁基酯的水解不同于乙酯与甲酯的水解，需要在酸性条件下进行[12]。实验过程中初步选定的酸为盐

酸，乙酸，三氟乙酸。为了测定最佳的水解酸性条件，进行了下列一系列浓度梯度试验，各个浓度进行

一次平行试验，求两个平行实验产率的平均值，得出了一系列平均产率数据，见表 3。 
 
Table 2. The yield of the reaction at different reactant equivalents 
表 2. 不同反应物当量下的反应产率 

序号 (1):(2):(3):(4):(5) (N) 溶剂 温度(˚C) 反应时间(h) 平均产率(%) 

1 1:1.5:0.1:1:0.25 

乙腈 80 2 

45.6 

2 1:1.5:0.2:1:0.25 68.3 

3 1:1.5:0.3:1:0.25 86.6 

4 1:1.5:0.4:1:0.25 66.7 

5 1:1.5:0.5:1:0.25 61.4 

6 1:1.5:0.3:0.25:0.25 58.9 

7 1:1.5:0.3:0.5:0.25    63.7 

8 1:1.5:0.3:0.75:0.25    78.4 

9 1:1.5:0.3:1:0.25    86.6 

10 1:1.5:0.3:1.25:0.25    80.6 

 
Table 3. The yield of the reaction under different acid and solvent 
表 3. 不同酸与溶剂条件下反应的产率 

序号 酸与溶剂比例(V) 温度(˚C) 反应时间(h) 平均产率(%) 

1 10%盐酸:四氢呋喃= 1:1 

25 2 

55.7 

2 30%盐酸:四氢呋喃= 1:1 58.9 

3 50%盐酸:四氢呋喃= 1:1 未得到产物 

4 20%乙酸:四氢呋喃= 1:1 64.4 

5 40%乙酸:四氢呋喃= 1:1 64.0 

6 60%乙酸:四氢呋喃= 1:1 56.1 

7 80%乙酸:四氢呋喃= 1:1 68.3 

8 纯乙酸:四氢呋喃= 1:1 72.6 

9 20%三氟乙酸:四氢呋喃= 1:1 63.1 

10 40%三氟乙酸:四氢呋喃= 1:1 70.8 

11 60%三氟乙酸:四氢呋喃= 1:1 76.1 

12 80%三氟乙酸:四氢呋喃= 1:1 66.3 

13 纯三氟乙酸:四氢呋喃= 1:1 65.6 

https://doi.org/10.12677/ssc.2018.61001


刘思凡 等 
 

 

DOI: 10.12677/ssc.2018.61001 7 合成化学研究 
 

当所用溶剂为 60%三氟乙酸：四氢呋喃= 1:1 时达到了最大平均产率 75.0%，单次反应最高产率为

76.1%。 

4. 结论 

本文得出的结论如下：1) 合成了 5 个三氮唑并吡啶类化合物，其结构均经过 1H-NMR、MS 鉴定。

2) 本路线最适合的乌尔曼成醚反应的催化剂为 Cu2O 与吡啶-2-甲酸搭配，且当氧化亚铜的加入当量为 0.3，
碳酸钾的加入当量为 1.0 时，所得最大平均产率为 86.6%，单次反应最高产率为 87.5%。3) 叔丁基的水

解反应需要在酸性条件下进行，最适宜的酸性条件为V60%三氟乙酸:V 四氢呋喃= 1:1时，达到了最大平均产率 75.0%，

单次反应最高产率为 76.1%。 
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