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(57)摘要

本发明提供了一种纤溶酶抑制活性的化合

物、其制备方法及应用，涉及医药化学领域。具体

来说，本发明提供了式Ⅰ所示的化合物及其在制

药领域中的应用。式Ⅰ中，X为CH或N；R1、R2、R3各自

独立的选自H、F、Cl、Br、I。本发明提供的化合物

具有优异的凝血、止血活性，在体内的半衰期长，

血药浓度及暴露量高，安全性好，具有良好的临

床应用前景。
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1.式Ⅰ所示的化合物、其药学上可接受的盐、水合物、异构体、前药或其混合物，

其中，X为CH或N；

R1、R2、R3各自独立的选自H、F、Cl、Br、I。

2.根据权利要求1所述的化合物、其药学上可接受的盐、水合物、异构体、前药或其混合

物，其特征在于，X为CH。

3.根据权利要求1所述的化合物、其药学上可接受的盐、水合物、异构体、前药或其混合

物，其特征在于，X为N。

4.根据权利要求1‑3中任一项所述的化合物、其药学上可接受的盐、水合物、异构体、前

药或其混合物，其特征在于，R1、R2、R3各自独立的选自H或F。

5.下列化合物、其药学上可接受的盐、水合物、异构体、前药或其混合物，

6.药物组合物，其特征在于，包括权利要求1‑5中任一项所述的化合物、其药学上可接

受的盐、水合物、异构体、前药或其混合物，以及药学可接受的辅料。

7.权利要求1‑6中任一项所述的化合物、其要学上可接受的盐、水合物、异构体、前药或

其混合物，或药物组合物，用于制备药物的用途。

8.根据权利要求7所述的用途，其特征在于，所述药物具有止血、凝血活性。
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一种纤溶酶抑制活性的化合物、其制备方法及应用

技术领域

[0001] 本发明涉及医药化学领域，具体涉及一种纤溶酶抑制活性的化合物、其制备方法

及在制药领域的应用。

背景技术

[0002] 纤溶酶是一种蛋白水解酶，可降解纤维蛋白。当组织受损造成血管破裂时，会触发

止血机制：血管收缩，血小板栓塞形成，凝结过程启动，最终形成稳定的血纤蛋白。与此同

时，由于血纤蛋白的沉积，纤溶系统被激活，该系统在血纤蛋白的形成和裂解之间保持平

衡，在修复受损血管壁的过程中，发挥维持血管畅通并重塑受损组织的作用(Tengborn  L,

M,Berntorp  E.Thromb  Res.2015  Feb；135(2):231‑42)。

[0003] 纤溶系统包括纤溶酶原，组织型纤溶酶原激活物(tPA)和尿激酶型纤溶酶原激活

物(uPA)。纤溶酶原与纤维蛋白表面的赖氨酸残基结合，通过从内皮细胞释放的活化剂(即

tPA)转化为纤溶酶。纤维蛋白溶解抑制可用于治疗出血。抗纤溶药的使用可以减少心脏手

术，创伤，骨科手术，实体器官移植，妇产科，神经外科和非外科疾病中的失血(Ng  W,Jerath 

A, M.Anaesthesiol  Intensive  Ther.  2015；47(4):339‑50)。1950年初，人们发现

赖氨酸氨基酸抑制了纤溶酶原的活化，但是作用太弱，无法用于治疗纤维蛋白溶解性出血

病。1953年，Shosuke  Okamoto等研究显示几种巯基和氨基碳酸具有抗血浆蛋白的作用，并

发现赖氨酸的合成衍生物ε‑氨基己酸(EACA)对纤溶酶原具有很强的抑制作用。EACA已在临

床上被广泛使用，但是除了轻微的胃肠道副作用如恶心之外，还需要较大剂量。1962年，4‑

氨基‑甲基‑  环己烷‑碳酸(AMCHA)被发现，该化合物包含两个立体异构体，进一步研究表明

其反式形式(反式‑4‑  氨基甲基环己烷甲酸，即氨甲环酸，TXA)具有抗纤维蛋白溶解能力，

活性是EACA的10倍左右，并且被证明具有更强的耐受性(Tengborn  L, M,Berntorp 

E.Thromb  Res.2015  Feb；135(2):231‑42)。

[0004] 氨甲环酸是一种合成的赖氨酸衍生物和抗纤溶剂，能与纤溶酶原形成可逆的复合

物。通过与纤溶酶原结合，阻断纤溶酶原及纤溶酶重链与纤维蛋白赖氨酸残基的相互作用，

从而阻止纤溶酶原与纤维蛋白表面的结合，进而延缓纤溶。氨甲环酸已被批准用于治疗严

重的月经出血和各种外科出血性疾病，是目前临床上最常用的止血药物。然而，大量文献报

道显示，氨甲环酸口服后容易产生胃肠道，如恶心，呕吐，腹泻和消化不良等不良反应，且其

给药剂量较大，患者用药后可能引发癫痫等并发症。

[0005] 其他同类止血药物，如氨基己酸，存在人体内排泄较快，止血效果弱、作用持续的

时间短且毒性反应较多等问题，当用量过多时可形成血栓，限制了在有血栓形成倾向或有

血栓性血管疾病病史者及肾功能不全者上的应用。氨甲苯酸机制同氨基己酸，作用较氨基

己酸强4～5倍。对一般慢性渗血效果较显著，但对创伤出血以及癌症出血无止血作用。此

外，用量过大也可促进血栓形成。在心脏搭桥手术中常用的止血药物抑肽酶也因可诱发肾

衰竭、心肌梗死、心力衰竭等原因，于2008年被FDA从市场撤回。

[0006] 其他机制的止血药物，如作用于血管的卡巴克络，反复使用可诱发癫痫；促进凝血
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过程的止血药凝血酶，仅可应用于胃肠道出血或局部出血。

[0007] 鉴于临床上可选择的止血药物十分有限，在使用剂量、临床适应症等方面或多或

少存在一定缺陷，且现有同类型药物均存在用药剂量大、不良反应多，易引发癫痫等并发症

等问题，有必要开发一种新的止血药物，以更好的满足临床需求。

发明内容

[0008] 本发明的目的之一是提供一种式Ⅰ所示的化合物，其药学上可接受的盐、水合物、

异构体、前药及它们的混合物：

[0009]

[0010] 其中，X为CH或N；

[0011] R1、R2、R3各自独立的选自氢或卤素；具体地，R1、R2、R3可各自独立选自H、F、Cl、Br、

I。

[0012] 在某些具体的实施方案中，X为CH。

[0013] 在某些具体的实施方案中，X为N。

[0014] 在某些具体的实施方案中，R1、R2、R3各自独立的选自H或F。

[0015] 在某些具体的实施方案中，本发明提供如下化合物，其药学上可接受的盐、水合

物、异构体、前药及它们的混合物：

[0016]

[0017] 本发明的另一目的在于提供一种药物组合物，包含至少一种前述的化合物，或其

药学上可接受的盐、水合物、异构体、前药及混合物，和至少一种药学上可接受的辅料。

[0018] 本发明的另一目的是提供一种前述化合物或其药学上可接受的盐、水合物、异构

体、前药及混合物、或药物组合物，用于制备药物的用途。所述药物具有凝血、止血的治疗活

性，可用于纤溶亢进所致异常出血，外科手术和术后出血等。

[0019] 本发明的另一目的是提供一种治疗和/或缓解出血疾病或病症的方法，尤其是治

疗和/或缓解纤溶亢进所致异常出血，外科手术和术后出血等出血疾病的方法，包括给予所

需要的患者一种或多种前述的药物组合物或式Ⅰ化合物或其药学上可接受的盐、水合物、异

构体、前药或混合物。

[0020] 本发明中“药学上可接受的盐”是指本发明化合物的盐，由本发明发现的具有特定
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取代基的化合物与相对无毒的酸或碱制备。当本发明的化合物中含有相对酸性的功能团

时，可以通过在纯的溶液或合适的惰性溶剂中用足够量的碱与这类化合物的中性形式接触

的方式获得碱加成盐。当本发明的化合物中含有相对碱性的官能团时，可以通过在纯的溶

液或合适的惰性溶剂中用足够量的酸与这类化合物的中性形式接触的方式获得酸加成盐，

例如本发明式I化合物盐酸盐。

[0021] 这里所采用的术语“药学上可接受的”，是指适用于与人类和动物的组织接触使

用，而没有过多的毒性、刺激性、过敏性反应或其它问题或并发症，与合理的利益/风险比相

称。

[0022] 除非另有说明，本文所用的术语和短语应该按照普通的含义去理解，而不应该被

认为是不确定的或不清楚的。当本文中出现商品名时，意在指代其对应的商品或其活性成

分。

具体实施方式

[0023] 下面通过举例说明本发明的化合物和中间体的合成方法，下述举例仅作为本发明

的示例，而不应作为对本发明范围的限制。除特殊说明外，本发明中所涉及的原料和试剂均

可通过商业化渠道获得，具体渠道来源并不影响本发明技术方案的实施。

[0024] 实施例1：(4‑(氨基甲基)苯基)膦酸盐酸盐的制备

[0025]

[0026] 步骤1：(4‑(二乙氧基磷酰基)苄基)氨基甲酸叔丁酯的制备

[0027] 称取(4‑碘苄基)氨基甲酸叔丁酯(100mg)溶于甲苯(2mL)中，依次加入三(二亚苄

基丙酮)二钯(28mg)，  1 ,1 '‑双(二苯基膦)二茂铁(34mg)，三乙胺(84μL)，亚磷酸二乙酯

(83mg)，氩气置换3次，于100℃反应4h，加水淬灭，乙酸乙酯萃取3次，无水硫酸钠干燥，

Prep‑TLC纯化得标题化合物(90mg)。

[0028]

[0029] MS(ESI)m/z  344.1(M+H)+。

[0030] 步骤2：(4‑(氨基甲基)苯基)膦酸盐酸盐的制备

[0031] 称取(4‑(二乙氧基磷酰基)苄基)氨基甲酸叔丁酯(90mg)溶于12M盐酸水溶液

(6mL)中，于110℃下反应6h，减压浓缩，经pre‑HPLC纯化得标题化合物(10mg)。

[0032]

[0033] MS(ESI)m/z  188.1(M+H)+。

[0034] 1H  NMR(400MHz,Deuterium  Oxide)δ7.67(dd ,J＝12.7,7.6Hz,2H) ,7.41(dd ,J＝
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7.6,2.9Hz,2H) ,4.10  (s,2H) .

[0035] 实施例2：(5‑(氨基甲基)吡啶‑2‑基)膦酸盐酸盐的制备

[0036]

[0037] 步骤1：((6‑氯吡啶‑3‑基)甲基)氨基甲酸叔丁酯的制备

[0038] 称取(6‑氯吡啶‑3‑基)甲胺(1 .0g)溶于二氯甲烷(20mL)中，依次加入三乙胺

(1.9mL)和二碳酸二叔丁酯  (1.8g) ,室温下反应3h，TLC显示原料消耗完毕，减压浓缩，经柱

色谱分离得标题化合物(1.6g)。

[0039]

[0040] MS(ESI)m/z  243.1(M+H)+。

[0041] 步骤2：((6‑(二乙氧基磷酰基)吡啶‑3‑基)甲基)氨基甲酸叔丁酯的制备

[0042] 称取((6‑氯吡啶‑3‑基)甲基)氨基甲酸叔丁酯(200mg)溶于甲苯(5mL)中，依次加

入三(二亚苄基丙酮)二钯(76mg)，1,1'‑双(二苯基膦)二茂铁(92mg)，三乙胺(345μL)，亚磷

酸二乙酯(230mg)，氩气置换3次，于  100℃反应4h，加水淬灭，乙酸乙酯萃取3次，无水硫酸

钠干燥，Prep‑TLC纯化得标题化合物(186mg)。

[0043]

[0044] MS(ESI)m/z  345.2(M+H)+。

[0045] 步骤3：(5‑(氨基甲基)吡啶‑2‑基)膦酸盐酸盐的制备

[0046] 称取((6‑(二乙氧基磷酰基)吡啶‑3‑基)甲基)氨基甲酸叔丁酯(186mg)溶于12M盐

酸水溶液(10mL)中，于110℃下反应6h，减压浓缩，经pre‑HPLC纯化得标题化合物(30mg)。

[0047]

[0048] MS(ESI)m/z  189.0(M+H)+。

[0049] 1H  NMR(400MHz,Deuterium  Oxide)δ8.52(s,2H) ,8.12(s,1H) ,4.24(s,2H) .

[0050] 实施例3：(6‑(氨基甲基)吡啶‑3‑基)膦酸盐酸盐的制备
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[0051]

[0052] 按照上述合成路线，参考实施例2的操作方法，得标题化合物(6‑(氨基甲基)吡啶‑

3‑基)膦酸盐酸盐。

[0053] MS(ESI)m/z  188.9(M+H)+。

[0054] 1H  NMR(400MHz,Deuterium  Oxide)δ8.52(s,2H) ,8.12(s,1H) ,4.54(s,2H) .

[0055] 实施例4：(5‑(氨基甲基)‑3‑氟吡啶‑2‑基)膦酸盐酸盐的制备

[0056]

[0057] 步骤1：(E)‑N‑((6‑氯‑5氟吡啶‑3‑基)亚甲基)‑2‑甲基丙烷‑2‑亚磺酰胺的制备

[0058] 称取6‑溴吡啶‑2‑甲醛(300mg)，叔丁基亚磺酰胺(345mg)，钛酸四乙脂(1mL)溶于

2‑甲基四氢呋喃中于0℃下反应4h。TLC显示原料消耗完毕，用乙酸乙酯稀释反应液，加水，

硅藻土过滤真空减压浓缩，经柱色谱分离得标题化合物(530mg)。

[0059]

[0060] MS(ESI)m/z  263.0(M+H)+

[0061] 步骤2：N‑((6‑氯‑5氟吡啶‑3‑基)甲基)‑2‑甲基丙烷‑2‑亚硫酰胺的制备

[0062] 称取(E)‑N‑((6‑氯‑5氟吡啶‑3‑基)亚甲基)‑2‑甲基丙烷‑2‑亚磺酰胺(200mg)溶

于四氢呋喃(10mL)中，冷却至0℃下，加入三仲丁基硼氢化锂(1.0M四氢呋喃溶液，2.5mL)，

升至室温反应1小时。TLC显示原料消耗完毕，加水淬灭，乙酸乙酯萃取2次，无水硫酸钠干

燥，柱层析纯化得标题化合物(133mg)。

[0063]
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[0064] MS(ESI)m/z  265.0(M+H)+。

[0065] 步骤3：((6‑(二乙氧基磷酰基)‑5‑氟吡啶‑3‑基)甲基)氨基甲酸叔丁酯的制备

[0066] 称取N‑((6‑氯‑5氟吡啶‑3‑基)甲基)‑2‑甲基丙烷‑2‑亚硫酰胺(133mg)溶于甲苯

(2mL)中，依次加入三(二亚苄基丙酮)二钯(46mg)，1,1'‑双(二苯基膦)二茂铁(55mg)，三乙

胺(208μL)，亚磷酸二乙酯(138mg)，氩气置换3次，于100℃反应4h。TLC显示原料消耗完毕，

加水淬灭，乙酸乙酯萃取3次，无水硫酸钠干燥，Prep‑TLC纯化得标题化合物(61mg)。

[0067]

[0068] MS(ESI)m/z  367.1(M+H)+.

[0069] 步骤4：(5‑(氨基甲基)‑3‑氟吡啶‑2‑基)膦酸盐酸盐的制备

[0070] 称取((6‑(二乙氧基磷酰基)‑5‑氟吡啶‑3‑基)甲基)氨基甲酸叔丁酯(61mg)溶于

12M盐酸水溶液(6mL)  中，于110℃下反应6h。LCMS显示原料消耗完毕，减压浓缩，经pre‑

HPLC纯化得标题化合物(30mg)。

[0071]

[0072] MS(ESI)m/z  207.0(M+H)+

[0073] 1H  NMR(400MHz,Deuterium  Oxide)δ8.68(s,1H) ,8.42–8.25(m,1H) ,4.37(s,2H) .

[0074] 实施例5：(4‑(氨基甲基)‑3‑氟苯基)膦酸盐酸盐的制备

[0075]

[0076] 按照上述合成路线，参考实施例4的操作方法，得标题化合物(4‑(氨基甲基)‑3‑氟

苯基)膦酸盐酸盐。  MS(ESI)m/z  206.0(M+H)+。

[0077] 1H  NMR(400MHz,Deuterium  Oxide)δ7.54–7.39(m,3H) ,4.21(s,2H) .

[0078] 实施例6：(4‑(氨基甲基)‑2‑氟苯基)膦酸盐酸盐的制备
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[0079]

[0080] 按照上述合成路线，参考实施例4的操作方法，得标题化合物(4‑(氨基甲基)‑3‑氟

苯基)膦酸盐酸盐。

[0081] MS(ESI)m/z  205.9(M+H)+。

[0082] 1H  NMR(400MHz,Deuterium  Oxide)δ7.57–7.36(m,3H) ,4.21(s,2H) .

[0083] 实施例7：(6‑(氨基甲基)吡啶‑2‑基)膦酸盐酸盐的制备

[0084]

[0085] 步骤1：(E)‑N‑((6‑溴吡啶‑2‑基)亚甲基)‑2‑甲基丙烷‑2‑亚磺酰胺的制备

[0086] 称取6‑溴吡啶‑2‑甲醛(3g)，叔丁基亚磺酰胺(2.34g)，无水硫酸铜(7.7g)溶于二

氯甲烷(30mL)中于室温下反应12小时。TLC显示原料消耗完毕，硅藻土过滤真空减压浓缩，

得标题化合物(5.2g)。

[0087]

[0088] MS(ESI)m/z  288.8(M+H)+。

[0089] 步骤2：N‑((6‑溴吡啶‑2‑基)甲基)‑2‑甲基丙烷‑2‑亚硫酰胺的制备

[0090] 称取(E)‑N‑((6‑溴吡啶‑2‑基)亚甲基)‑2‑甲基丙烷‑2‑亚磺酰胺(5.2g)溶于四氢

呋喃(30mL)中，冷却至0℃下，分批加入硼氢化钠(2.0g)，继续反应2小时。TLC显示原料消耗

完毕，加水淬灭，乙酸乙酯萃取2次，无水硫酸钠干燥，柱层析纯化得标题化合物(4.8g)。
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[0091]

[0092] MS(ESI)m/z  290.9(M+H)+。

[0093] 步骤3：(6‑(((叔丁基亚磺酰基)氨基)甲基)吡啶‑2‑基)膦酸二叔丁酯的制备

[0094] 称取N‑((6‑溴吡啶‑2‑基)甲基)‑2‑甲基丙烷‑2‑亚硫酰胺(150mg)溶于甲苯(2mL)

中，依次加入三(二亚苄基丙酮)二钯(95mg)，1,1 '‑双(二苯基膦)二茂铁(115mg)，三乙胺

(144μL)，二叔丁基亚磷酸盐(202μL)，氩气置换3次，于100℃反应过夜。TLC显示原料消耗完

毕，加水淬灭，乙酸乙酯萃取3次，无水硫酸钠干燥，Prep‑HPLC纯化得标题化合物(125mg)。

[0095]

[0096] MS(ESI)m/z  404.9(M+H)+。

[0097] 步骤4：(6‑(氨基甲基)吡啶‑2‑基)膦酸盐酸盐的制备

[0098] 称取(6‑(((叔丁基亚磺酰基)氨基)甲基)吡啶‑2‑基)膦酸二叔丁基酯(66mg)溶于

6M盐酸水溶液(6mL)  中，于室温下反应过夜。LCMS显示原料消耗完毕，减压浓缩，经pre‑

HPLC纯化得标题化合物(64.13mg)。

[0099]

[0100] MS(ESI)m/z  188.9(M+H)+。

[0101] 1H  NMR(400MHz,Deuterium  Oxide)δ8.09–7.97(m ,1H) ,7.83(q ,J＝6.8Hz,1H) ,

7.63–7.53(m,1H) ,4.36  (d,J＝3.3Hz,2H) .

[0102] 前述实施例中例举的制备方法是对本发明化合物制备过程的举例说明，本领域技

术人员可参考上述具体方法同时结合本领域一般知识，制备得到本发明范围内的其他化合

物，这对本领域技术人员而言是容易实现的。同时，也可以采用本领域常规的实验手段进一

步将制备得到的化合物的盐(如前述实施例制备得到的盐酸盐)转化为游离态化合物，例如

采用如下方法：取化合物的盐酸盐，用水溶解完全，缓慢加入20％碳酸氢钠溶液，直到有大

量固体析出，所得固体过滤干燥可得到游离态化合物。根据本领域的一般常识和发明人的

实验研究，可以相信本发明化合物的活性不因化合物为盐型或游离态而受到影响。

[0103] 生物试验

[0104] 测试例1：血浆凝块降解实验

[0105] 1.实验目的

[0106] 测定本发明化合物对人血浆凝块降解的抑制作用。

[0107] 2.实验材料及仪器
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[0108]

[0109] 3.实验步骤

[0110] 3.1采集新鲜健康人血液，用0.109M柠檬酸三钠作为抗凝剂，以1份抗凝剂+9份血

液进行混合，室温2000x  g离心20分钟，收集上清液(即血浆)，分装后于‑80℃保存备用。

[0111] 3.2实验当天，将血浆在37℃的水浴中解冻，除tPA外，所有试剂均置于37℃预热。

[0112] 3.3于96孔板中加入12.5μL，80mM的CaCl2(HEPES  buffer，pH  7.4)，再分别加入25

μL用生理盐水稀释的不同浓度的待测化合物，阴性对照孔加入等体积的生理盐水。

[0113] 3.4将50μL预热的血浆与12.5μL，4nM的tPA混合(HEPES  buffer，pH  7.4)，立即加

入96孔板中，于405nm处检测吸收值，每2分钟读值一次，连续测定15小时。

[0114] 3.5吸收值随时间变化，先上升后降低，下降段吸收值中位数对应时间‑上升段吸

收值中位数对应时间，即为血浆凝块降解时间(Clot  lysis  time)。以阴性对照孔血浆凝块

降解时间为参照，计算相对于不同浓度化合物孔中的血浆凝块降解时间，得到抑制率：

[0115] 抑制率％＝(1‑阴性对照孔Clot  lysis  time/化合物孔Clot  lysis  time)×100％

[0116] 3.6拟合量效曲线

[0117] 以化合物浓度的log值作为X轴，百分比抑制率为Y轴，采用分析软件GraphPad 

Prism  5的log(抑制剂)vs.响应‑可变斜率(Variable  slope)拟合量效曲线，从而得出各个

化合物对细胞活性的IC50值。

[0118] 计算公式：Y＝min+(max‑min)/(1+10^((LogIC50‑X)×Hillslope))。

[0119] 本发明化合物血浆凝块降解的抑制作用通过以上的试验进行测定，并通过计算得

到本发明化合物的  IC50ratio值(IC50ratio＝IC50待测化合物/IC50氨甲苯酸)如表1所示。

[0120] 表1 化合物血浆凝块降解活性测定结果

[0121]
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[0122]

[0123] 注：表1中“/”未计算相关数值。

[0124] 表1的实验数据表明本发明提供的化合物能有效抑制血浆凝块的降解，具有优异

的凝血、止血活性，从而具有极佳的成药前景。

[0125] 测试例2：大鼠PK测试

[0126] 1.实验目的

[0127] 通过测定大鼠静脉和灌胃给药后的血浆药物浓度，研究本发明化合物在大鼠体内

的药代动力学特性。

[0128] 2.实验动物

[0129] SD大鼠，SFP级，雄性，N＝3，来源：上海西普尔‑必凯实验动物有限公司

[0130] 3.药物配制与给药

[0131] 称取化合物加入生理盐水溶解，给药溶液配制后用滤膜过滤，并对过滤前后的给

药溶液进行制剂分析。

[0132] 配制：0.2mg/mL的静注给药溶液。

[0133] 实验前一天，大鼠禁食过夜，给药后4小时喂食。

[0134] 实验当天，按表2所示的方案给药。给药后大鼠在各时间点，由颈静脉采血约200μ

L，置于肝素钠抗凝管中。血液样本采集后置于冰上，并于1小时之内离心分离血浆(离心条

件：6800g，6分钟，2‑8℃)。血浆样本在分析前存放时放于‑80℃冰箱内。

[0135] 表2 给药方案

[0136]

[0137] 4.生物分析

[0138] 仪器设备：LC‑MS/MS‑19(TQ5500，美国AB  SCIEX公司)。

[0139] 内标：华法林。

[0140] 色谱柱：ACQUITY  UPLC  BEH  C18，型号1.7um  2.1*50mm，购自深圳市诺亚迪化学科

技有限公司；

[0141] 流速：0.60毫升/分钟。
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[0142] 柱温：40℃。

[0143] 流动相A：0.1％甲酸水溶液。

[0144] 流动相B：0.1％甲酸的乙腈溶液。

[0145] 洗脱梯度如表3所示。

[0146] 表3  洗脱梯度

[0147] 时间(min) 流动相A(％) 流动相B(％) 

0 98 2 

0.60 12 88 

1.10 12 88 

1.11 98 2 

1.40 98 2 

[0148] MS检测条件：电喷雾离子源(ESI)，阳离子模式，MRM扫描。

[0149] 取本实施例第“3”项下制备的血浆样品30μL，用300μL  MeOH进行蛋白质沉淀，其中

含有100ng/mL  内标。将混合物涡旋1分钟并以18000g离心7分钟。将上清液转移至96孔板。

取4μL上清液注入  LC‑MS/MS进行分析。

[0150] 采用上述LC‑MS/MS分析方法测定大鼠血浆中化合物的浓度，通过不同时间点的血

药浓度数据，运用  Phoenix  WinNonlin7.0计算药代动力学参数。

[0151] 本发明化合物通过以上的实验进行测定，测得的大鼠药代动力学参数如表4所示。

[0152] 表4 化合物药代动力学参数

[0153] 化合物 T1/2(h) Cmax(ng/mL) AUC0‑t(h*ng/mL) AUC0‑∞(h*ng/mL) CL(mL/h/kg) 

氨甲苯酸 0.27 1811.23 584.3 612.82 1640.65 

实施例1 0.65 9174.61 8019.99 8141.32 125.05 

实施例2 2.21 4055.76 5908.63 6283.47 159.79 

实施例4 1.66 6057.22 14112.35 14571.82 68.67 

[0154] 由表4可知，本发明提供的化合物与氨甲苯酸相比，在体内半衰期长，血药浓度及

暴露量高，安全性好，具有良好的临床应用前景。
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