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1-苯基-5-氨基吡唑类蜕皮激素类似物的

合成与杀虫活性

李秀珍,    靳彬艳,    崔佳琳,    冯彦姣,    张晓鸣,    张    莉*

(中国农业大学 理学院 应用化学系 农药创新中心，北京 100193)

摘   要：为开发结构新颖的高效昆虫生长调节剂，以蜕皮激素受体 (EcR) 为靶标，以课题组前期

发现的高活性化合物 I7 (N-(4-氰基-1-苯基-1H-吡唑-5-基)-2-苯乙酰胺) 为先导，设计合成了 20 个
1-苯基-5-氨基吡唑类化合物，结构均经核磁共振氢谱  (1H NMR)、核磁共振碳谱  (13C NMR)
和高分辨质谱 (HRMS) 确证。杀虫活性测定结果表明，化合物 M10、M17、M18 在 250 mg/L
质量浓度下对小菜蛾 Plutella xylostella 致死率较先导化合物 I7 (60%) 提高了 20%以上，其中化

合物 M10 活性最佳，在 125 mg/L 质量浓度下对小菜蛾致死率 (60%) 略低于相同质量浓度下商

品化药剂虫酰肼 (70%)，且其处理后的小菜蛾呈现出典型蜕皮激素类似物中毒症状；小菜蛾蜕

皮激素受体（P.  xylostella EcR，PxEcR）靶标结合活性结果表明，化合物  M2、M6、M9、
M12、M13、M15 和 M20 的靶标结合活性均优于化合物 I7，其中化合物 M15 (IC50(PxEcR) =
2.02 μmol/L) 的靶标结合活性是化合物 I7 (IC50(PxEcR) = 23.21 μmol/L) 的 11.5 倍；通过分子对

接、分子动力学模拟等方法进一步分析了化合物 I7、M10、M15 与 EcR 受体的结合作用机

制，可为后续靶向 EcR 的昆虫生长调节剂研究提供参考。
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Synthesis and insecticidal activity of 1-phenyl-5-aminopyrazole
ecdysteroid analogs

LI Xiuzhen,    JIN Binyan,    CUI Jialin,    FENG Yanjiao,    ZHANG Xiaoming,    ZHANG Li*
(Innovation Center of Pesticide Research, Department of Applied Chemistry, College of Science,

China Agricultural University, Beijing 100193, China)

Abstract: To develop  highly  efficient  and  structurally  novel  insect  growth  regulators,  20  1-phenyl-5-
amino pyrazoles were designed and synthesized using ecdysteroid receptor  (EcR) as  the target  and I7
(N-(4-cyano-1-phenyl-1H-pyrazol-5-yl)-2-phenylacetamide),  a  highly  active  compound  discovered  by
our group, as a lead. All synthesized structures were confirmed by 1H NMR, 13C NMR and HRMS. The
insecticidal activity of the compounds showed that the lethality of compounds M10, M17 and M18 was
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more than 20% higher than that of lead compound I7 (60%) at a concentration of 250 mg/L. Compound
M10 was the most active, exhibiting a lethality rate of 60% at 125 mg/L, which is slightly lower than
that of the commercial tebufenozide (70%), and Plutella xylostella treated with this compound showed
typical  symptoms  of  ecdysteroid  analogue  poisoning.  The  results  of  the  target  binding  activity  of P.
xylostella  EcR(PxEcR)  showed  that  the  compounds M2, M6, M9, M12, M13, M15  and M20  were
better than that of compound I7, and that the target binding activity of compound M15 (IC50(PxEcR) =
2.02  μmol/L)  was  11.5  times  higher  than  that  of  compound  I7  (IC50(PxEcR)  =  23.21  μmol/L).  The
binding  mechanism  between  compounds  I7, M10, M15  and  EcR  receptor  was  further  analyzed  by
molecular  docking  and  molecular  dynamics  simulation,  which  will  provide  guidance  for  the  further
research on insect growth regulators targeting EcR.
Keywords: ecdysteroid  analogs;  pesticide  molecular  design; Plutella  xylostella;  insecticidal  activity;
molecular docking; molecular dynamics simulations

昆虫生长调节剂  (insect  growth  regulators，
IGRs) 是通过干扰昆虫正常发育进而导致其死亡的

一类特异性杀虫剂，具有低毒性、高选择性、对

环境安全等优势[1-2]，根据 IGRs 作用方式以及结构

类型主要分为保幼激素类似物、几丁质合成抑制

剂和蜕皮激素类似物等[3]。其中，蜕皮激素类似物

通过与蜕皮激素受体 (EcR) 结合并与超气门蛋白

(USP) 形成异源二聚体导致昆虫过度蜕皮而死亡[4-5]。

因此，EcR 被认为是开发蜕皮激素类似物昆虫生

长调节剂的一个重要靶标。

目前，针对 EcR 靶标开发的商品化药剂以双

酰肼类化合物为主，如虫酰肼 (tebufenozide)、氯

虫酰肼 (halofenozide)、呋喃虫酰肼 (fufenozide) 等
(图式 1)，该类化合物对鳞翅目害虫具有良好的杀

虫活性，但其结构骨架单一，长期使用易产生抗

性[6-8]。几十年来，科研人员不断试图突破双酰肼

类化合物的单一骨架，期望发现结构新颖的高效

靶向 EcR 的昆虫生长调节剂。目前已报道的非双

酰肼类蜕皮激素类似物有：四氢喹啉 (THQ) 类、

酰胺酮 (AMK) 类、γ-亚甲基-γ-内酰胺 (γ-ML)、咪

唑类 (IMD) 和咪唑噻二唑类 (ITD) 等[9-11]，其中大

多数化合物对鳞翅目昆虫表现出优异的杀虫活性[12]。

随着对蜕皮激素及其类似物的深入研究，已

有包含针对鳞翅目和半翅目昆虫的 9 个蜕皮激素

及其类似物与  EcR/USP 复合物的晶体结构被解

析[13-18]，为靶向 EcR/USP 的药物分子合理设计奠

定了基础。晶体结构中的配体分子既有天然蜕皮

甾酮类的 PonA 和 20-羟基蜕皮酮 (图式 1)，也有

非甾醇类化合物  BYIO6830 和  BYIO8346 等
(图式 1)。烟芽叶蛾 EcR/USP 与 BYIO8346 复合物

的晶体结构 (PDB ID：7BJU) 显示[18]，配体与氨基

酸  Thr343、Asn504 和  Tyr408 形成氢键相互作

用，与酰胺键相连的苯并二噁烷区域存在疏水相

互作用。这表明 Thr343、Asn504 和 Tyr408 是保
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图式 1    虫酰肼、氯虫酰肼、呋喃虫酰肼、PonA、20-羟基蜕皮酮、BYIO6830 和 BYIO8346 的结构式

Scheme 1    Chemical structures of tebufenozide, halofenozide, fufenozide, PonA, 20-E, BYIO6830 and BYIO8346
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持配体-受体氢键相互作用的 3 个关键氨基酸，配

体分子中的疏水取代基可能进一步促进配体和受

体的结合，这为蜕皮激素类似物的设计改造提供

了重要的理论依据。

本课题组前期通过虚拟筛选，发现 1-苯基-5-
氨基吡唑是与  EcR 靶标结合中起关键作用的基

团，基于此设计合成的化合物  I7，具有小菜蛾

EcR/USP 结合活性 (IC50 = 23.21 μmol/L)，且对小

菜蛾表现出一定的致死活性 (LC50 = 102.7 mg/L)[19]。
因此，含有 1-苯基-5-氨基吡唑结构的化合物 I7 可
作为新型的蜕皮激素类似物先导，进行进一步修

饰改造。

分析化合物 I7 与 EcR 受体的分子对接模式图

和静电势图  (见图式 2)，发现酰胺键与氨基酸

Asn504、Tyr408 形成氢键相互作用，吡唑环 4 位
氰基和末端苯乙基处于配体结合腔的疏水区域 (白
色网格)与配体存在疏水相互作用。因此，本工作

以化合物 I7 为先导化合物，对吡唑环 3、4位分

别进行-CH3 (R1)、-CN (R2) 的不同取代，并对末端

取代基 (R3) 进行修饰改造，引入疏水环状基团，

以期通过增强配体与 EcR 受体活性腔的疏水相互

作用，提高药物活性，设计了  M 系列化合物。

进而以化合物 1-苯基-4-氰基-5-氨基吡唑、1-苯基-
3-甲基-5-氨基吡唑和酰氯为原料合成 M 系列化合

物。目标化合物 M的设计思路见图式 2，合成路

线见图式 3。测定了 M系列化合物与小菜蛾

EcR/USP 靶标结合活性和杀虫活性，并对其构效

关系进行初步研究，以期发现结构新颖的高效 1-
苯基-5-氨基吡唑类蜕皮激素类似物。
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1    材料与方法
 

1.1    仪器与供试材料

Bruker Avance 300 型和 Bruker Avance 600 型

核磁共振仪 (德国 Bruker 公司)，测试时以 TMS 为
内标，DMSO-d6 作为溶剂；FTICR-MS 7.0 质谱仪

(美国瓦里安公司)；X-5 型数字显示显微熔点测试

仪 (北京富凯有限公司，温度未校正)；液体闪烁

计数仪 Hidex-300SL (2 min/filter，芬兰 Hidex 公司)。
柱 层 析 硅 胶  (筛 孔 径 0.050~0.075  mm，

200~300目 )，购自青岛海洋化工厂； [3H] PonA
(tritiated  PonA,  95  Ci/mmol，美国  PerkinElmer 公
司 )； 硝 酸 纤 维 素 膜  (NC45， 德 国  Merck
Millipore公 司 )； Aquasol-2  玻 璃 小 瓶  (美 国

PerkinElmer 公司)。虫酰肼 (tebufenozide)原药 (纯
度≥99%，上海阿拉丁生化科技股份有限公司)，
其他试剂均为市售化学纯或分析纯。小菜蛾

Plutella xylostella，购买市售小菜蛾虫卵后在实验

室孵育喂养。 

1.2    目标化合物的合成 

1.2.1    目标化合物 M1~M9 的合成　将 1-苯基-4-氰
基-5-氨基吡唑 (1 mmol) 和三乙胺 (Et3N，1 mmol)
溶于氯仿 (5 mL) 中，冰浴下滴加取代酰氯 (1.5 mmol)
的氯仿 (3 mL) 溶液，滴毕，65 ℃ 回流反应过夜。

薄层层析 (TLC，V (石油醚) : V (乙酸乙酯) = 3 : 1)
监测反应完成后，水洗 3 次，1 mol/L 稀盐酸洗 2 次，

饱和碳酸氢钠洗 3 次，饱和食盐水洗 3 次，无水

硫酸钠干燥，减压脱溶，柱层析 (V (石油醚) :V (乙
酸乙酯) = 15 : 1) 纯化，即得目标化合物 M1~M9。 
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Scheme 3    Synthetic routes of the target compounds M
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1.2.2    目标化合物 M10~M20 的合成　将 1-苯基-
3-甲基-5-氨基吡唑 (1 mmol) 和三乙胺 (Et3N，1 mmol)
溶于氯仿  (5 mL) 中，冰浴下滴加取代酰氯  (1.2
mmol) 的氯仿  (3 mL) 溶液，滴毕，室温反应过

夜。TLC (V (石油醚) : V (乙酸乙酯) = 3 : 1) 监测反

应完成后，水洗 3 次，1 mol/L 稀盐酸洗 2 次，饱

和碳酸氢钠洗 3 次，饱和食盐水洗 3 次，无水硫

酸钠干燥，减压脱溶，柱层析 (V (石油醚) : V (乙酸乙酯) =
12 : 1) 纯化，即得目标化合物 M10~M20。 

1.3    杀虫活性测定

采用浸叶法 [20] 测定目标化合物的杀虫活

性。准确称取一定质量待测药剂，以二甲亚砜

(DMSO) 为溶剂，配制成质量浓度为 5000 mg/L
的母液，然后用含质量分数为 0.05% 曲拉通 (X-
100) 的水溶液稀释得 500 mg/L 工作液。在培养皿

中垫入滤纸，将适量的圆白菜菜叶放入配好的工

作液中充分浸渍 5~8 s，自然晾干放入上述培养皿

中。空白对照组 (CK) 用蒸馏水处理，溶剂对照组

分别用含质量分数为 0.05% 的曲拉通水溶液和相

同浓度的 DMSO 处理。每皿接 10 头 3 龄中期小

菜蛾，每个化合物浓度设 3 组重复。将处理后的

样品置于温度 26 ℃、湿度 60% 的培养箱内培养

观察。96 h后统计死亡率，以毛笔触动虫体，无

反应的统计为死虫。

分别按公式 (1) 和 (2) 计算死亡率 (P1，%) 和
校正死亡率 (P2，%)。

P1/% =
K
N
×100 (1)

P2/% =
P1−P0

1−P0
×100 (2)

式中：K 为死亡虫数；N 为处理总虫数；P0

为空白对照组的死亡率 (计算方法同 P1)，%。 

1.4    EcR/USP 蛋白结合实验

参照文献方法[21-23]，运用大肠杆菌体外转录翻

译得到 PxEcR、小菜蛾超气门蛋白 (PxUSP ），进

行 [3H] PonA 放射性配体结合实验。实验设定竞争

结合组 (SB)，总结合组 (TB) 和非特异性结合组

(NSB)，每组设置 3个重复。SB 组：8 μL 的小菜

蛾蜕皮激素受体蛋白工作液 (EcR + USP)，4.8 μL
[3H]PonA 乙醇溶液 (终浓度 10 nmol/L)，3.2 μL 40
mg/L 的待测化合物；TB 组：8 μL 的小菜蛾蜕皮

激 素 受 体 蛋 白 工 作 液  (EcR  +  USP)， 4.8  μL
[3H]PonA 乙醇溶液 (终浓度 10 nmol/L)，3.2 μL 低

盐 buffer (pH = 7.9)；NSB 组：8 μL 的小菜蛾蜕皮

激素受体工作液 (EcR + USP)，4.8 μL [3H]PonA 乙
醇溶液  (终浓度  10 nmol/L)，3.2 μL 不带标记的

PonA，总体积 16 μL。低盐 buffer 包含：5 mg/L
重 组 抑 肽 酶  (aprotinin)、 5 mg/L   抑 肽 素  A
(pepstatin)、5 mg/L 亮肽素 (leupepton) 和 100 mg/L
标准蛋白溶液 (牛血清蛋白，BSA)。样品于 25 ℃
下孵育 90 min 后立即通过硝酸纤维素膜过滤，并

用 3 mL 冰缓冲液洗涤 3 次，加 3 mL 闪烁液，液

体闪烁计数仪获取数据。结合率（Ra）按公式 (3)
进行计算。对于结合活性高的化合物，梯度降低

浓度，至少 5 个浓度，每个浓度 3 次重复，根据

每个浓度下的结合率拟合曲线获得 IC50 值。

Ra/% =
(
1− Ra (SB) −Ra (NSB)

Ra (TB) −Ra (NSB)

)
×100 (3)

 

1.5    分子对接

采用  MOE (Molecular  Operating  Environment,
2018.01 version) 软件中的 DOCK 模块，由于目前

没有小菜蛾蜕皮激素受体蛋白的晶体结构，因此

选择同为鳞翅目，且序列同源性高的棉铃虫

Helicoverpa  armigera 蜕皮激素受体与配体分子

BYI08346的晶体复合物 (PDB ID：3IXP)作为对

接蛋白，指定 BYI08346周围 4.5Å 所在区域为蛋

白结合口袋。采用半柔性对接的方式，即对接时

小分子和蛋白侧链视为柔性，而蛋白肽链骨架保

持刚性结构。采用基于力场的 GBVI/WSA dG 评
分函数  (公式  4)，用于计算配体的结合自由能

（ΔG，kJ/mol）。合成的目标小分子采用 MMFF94x
力场[24] 进行能量最小化，选择每个化合物的低能

构象作为分子对接的初始构象，对接完成后每

个小分子均输出 30 个对接构象与相应的对接打

分值。

∆G ≈ c+α
[
2
3

(∆ECoul+∆Esol)+∆EvdW+

β∆SAweighted
]

(4)

式中：c 为旋转和平移熵的平均增益/损失；

α，β 为常数；ECoul 为库仑静电力，利用当前加载

的电荷、ɛi = 1 的介电常数计算得出；Esol 为溶剂

化静电力，通过  GB/VI 溶剂化模型计算得出；

EvdW 为范德华作用力对成键的贡献；SAweighted 为
按暴露面积加权的表面积。 

1.6    分子动力学模拟

分子动力学模拟软件运用 AMBER12[25] 进
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行。将化合物 I7、M10、M15 与 EcR 晶体复合物

(PDB ID：3IXP) 通过分子对接获得的合理结合构

象作为分子动力学模拟初始构象。配合物体系中

添加 Na+ 使整个体系呈电中性，用显性 TIP3P[26]

的水盒子充满整个复合物体系，以配体小分子为

中心，水盒子分布到附近 10 Å × 10 Å × 10 Å (1 Å =
0.1 nm)的范围内。体系进行能量最优化，升温，

100 ps 左右将体系升温至 298 K，最后体系在温度

恒定为 298 K，压强为 1 个标准大气压的条件下，

采用 AMBER12 中的 PMEMD 程序[27-28] 开始分子

动力学模拟。设置长程静电相互作用和范德华作

用的截断值为 10 Å，模拟步长为 2.0 fs，每 1 ps
保存一个轨迹文件，对化合物 I7、M10 和 M15 进
行 20 ns 分子动力学模拟。 

2    结果与分析
 

2.1    化合物合成

以化合物 1-苯基-4-氰基-5-氨基吡唑、1-苯基-
3-甲基-5-氨基吡唑和对应的酰氯为原料，三乙胺

作缚酸剂，氯仿作溶剂，65 ℃ 回流或室温搅拌过

夜反应，经柱层析 (V (石油醚) : V (乙酸乙酯) = 15 :
1~12 : 1) 分离纯化，得到目标化合物。目标化合

物结构表征数据如下。

N-(4-氰基 -1-苯基 -1H-吡唑 -5-基 )-2-甲基苯甲酰胺

(M1)：白色固体；产率 34.9%；m.p. 188.2~189.5 ℃； 1H
NMR (300 MHz，DMSO-d6)：δ 11.00 (s, 1H), 8.38 (s, 1H),
7.61 (m, 4H),  7.58~7.49 (m, 1H),  7.47~7.36 (m, 2H),  7.32 (t,
J = 6.7 Hz, 2H), 2.30 (s, 3H)；13C NMR (75 MHz，DMSO-d6)：
δ  168.50,  142.47,  141.25,  137.50,  136.14,  134.48,  131.03,
130.78, 129.59, 129.21, 127.26, 125.90, 124.38, 112.80, 90.62,
19.31；HRMS C18H14N4O [M + Na]+，计算值 325.1063，实

测值 325.1060.
N-(4-氰基 -1-苯基 -1H-吡唑 -5-基 )-3-甲基苯甲酰胺

(M2)：白色固体；产率 59.8%；m.p. 148.6~150.1 ℃； 1H
NMR (300 MHz，DMSO-d6)：δ 10.96 (s, 1H), 8.38 (s, 1H),
7.71 (m, 2H), 7.61~7.50 (m, 4H), 7.50~7.39 (m, 3H), 2.38 (s,
3H)； 13C  NMR  (75  MHz， DMSO-d6)： δ  166.21,  142.55,
141.50,  138.34,  137.61,  133.51,  132.18,  129.59,  129.00,
128.76, 128.48, 125.12, 123.89, 112.82, 90.81, 20.98；HRMS
C18H14N4O [M + Na]+，计算值 325.1060，实测值 325.1063.

N-(4-氰基-1-苯基-1H-吡唑-5-基)-3,5-二甲基苯甲酰胺

(M3)：白色固体；产率 86.3%；m.p. 179.8~181.6 ℃； 1H
NMR (300 MHz，DMSO-d6)：δ 10.87 (s, 1H), 8.37 (s, 1H),
7.55  (m,  4H),  7.51  (s,  2H),  7.49~7.43  (m,  1H),  7.28  (s,  1H),
2.33  (s,  6H)； 13C  NMR  (75  MHz，DMSO-d6)： δ  166.32,

142.53,  141.53,  138.16,  137.64,  134.21,  132.15,  129.58,
128.98,  125.70,  123.89,  112.83,  90.86,  20.88； HRMS
C19H16N4O [M + H]+，计算值 317.1389，实测值 317.1397.

N-(4-氰基 -1-苯基 -1H-吡唑 -5-基 )-4-甲基苯甲酰胺

(M4)：黄色固体；产率 50.3%；m.p. 159.7~161.4 ℃； 1H
NMR (300 MHz，DMSO-d6)：δ 10.89 (s, 1H), 8.37 (s, 1H),
7.82 (m, 2H), 7.53 (m, 4H), 7.47~7.40 (m, 1H), 7.34 (d, J = 7.8
Hz,  2H),  2.36  (s,  3H)； 13C  NMR (75  MHz，DMSO-d6)： δ
165.96,  143.27,  142.55,  141.51,  137.62,  129.57,  129.40,
129.23, 128.97, 128.06, 123.87, 112.86, 90.91, 21.17；HRMS
C18H14N4O [M + H]+，计算值 303.1236，实测值 303.1240.

N-(4-氰基 -1-苯基 -1H-吡唑 -5-基 )-4-乙基苯甲酰胺

(M5)：白色固体；产率 76.7%；m.p. 151.3~152.8 ℃； 1H
NMR (300 MHz，DMSO-d6)：δ 10.90 (s, 1H), 8.39 (s, 1H),
7.85 (s,  2H),  7.55 (s,  5H),  7.40 (s,  2H),  2.60 (d, J = 45.3 Hz,
2H),  1.19  (s,  3H)； 13C  NMR  (75  MHz， DMSO-d6)： δ
165.96,  149.36,  142.55,  141.50,  137.61,  129.58,  128.98,
128.26,  128.16,  123.88,  112.84,  90.90,  28.24,  15.34；HRMS
C19H16N4O [M + H]+，计算值 317.1392，实测值 317.1397.

N-(4-氰基-1-苯基-1H-吡唑-5-基)-4-氟苯甲酰胺 (M6)：
白色固体；产率 44.2%；m.p. 173.5~175.1  ℃； 1H NMR
(300 MHz，DMSO-d6)：δ 10.90 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 7.86 (d,
J = 8.3 Hz,  2H),  7.57 (m, 3H),  7.56~7.49 (m, 3H),  7.48~7.37
(m,  1H),  1.29  (s,  9H)； 13C  NMR  (75  MHz，DMSO-d6)： δ
165.91,  156.04,  142.54,  141.50,  137.61,  129.59,  129.40,
128.97,  127.93,  125.71,  123.88,  112.82,  90.91,  34.92,  30.93；
HRMS C17H11FN4O [M + H]+，计算值  307.0986，实测值

307.0990.
4-溴 -N-(4-氰 基 -1-苯 基 -1H-吡 唑 -5-基 )苯 甲 酰 胺

(M7)：白色固体；产率 66.1%；m.p. 180.7~182.0 ℃； 1H
NMR (300 MHz，DMSO-d6)：δ 11.05 (s, 1H), 8.39 (s, 1H),
8.07~7.94  (m,  2H),  7.63~7.50  (m,  4H),  7.49~7.33  (m,  3H)；
13C  NMR  (75  MHz，DMSO-d6)： δ  165.41,  142.73,  142.55,
137.85,  132.18,  131.82,  130.11,  129.48,  128.65,  126.49,
123.76,  113.21,  89.78,  79.30； HRMS  C17H11BrN4O  [M  +
H]+，计算值 389.0008，实测值 389.0008.

4-(叔丁基)-N-(4-氰基-1-苯基-1H-吡唑-5-基)苯甲酰胺

(M8)：白色固体；产率 85.3%；m.p. 184.0~185.6 ℃； 1H
NMR (300 MHz，DMSO-d6)：δ 11.14 (s, 1H), 8.32 (s, 1H),
7.86 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.67~7.57
(m,  2H),  7.52  (m,  2H),  7.47~7.40  (m,  1H)； 13C  NMR  (75
MHz，DMSO-d6)：δ 165.41, 142.73, 142.55, 137.85, 132.18,
131.82, 130.11, 129.48, 128.65, 126.49, 123.76, 113.21, 89.78,
79.30；HRMS C21H20N4O [M + H]+，计算值 345.1705，实

测值 345.1710.
O-(4-氰基 -1-苯基 -1H-吡唑 -5-基 )-2,3-二氢苯并 [b][1,

4]二氧辛烯-6-甲酰胺 (M9)：白色固体；产率 59.2%；m.p.
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148.8~150.2 ℃； 1H NMR (300 MHz，DMSO-d6)：δ 10.78
(s,  1H),  8.37  (s,  1H),  7.62~7.50  (m,  4H),  7.50~7.38  (m,  3H),
7.09~6.94 (m, 1H), 4.31 (dd, J = 8.9, 4.9 Hz, 4H)；13C NMR
(75  MHz， DMSO-d6)： δ  165.11,  147.59,  143.31,  142.50,
141.55,  137.63,  129.57,  128.96,  124.93,  123.87,  121.75,
117.39,  117.02,  112.84,  90.84,  64.62,  64.14； HRMS
C19H14N4O3  [M  +  Na]+， 计 算 值  369.0959， 实 测 值

369.0958.
N-(3-甲 基 -1-苯 基 -1H-吡 唑 -5-基 )-3-苯 基 丙 酰 胺

(M10)：白色固体；产率 25.4%；m.p. 107.6~108.9 ℃；1H
NMR (300 MHz，DMSO-d6)：δ 9.90 (s, 1H), 7.50~7.39 (m,
4H), 7.38~7.27 (m, 3H), 7.27~7.18 (m, 3H), 6.23 (s, 1H), 2.88
(t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.61 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.23 (s, 3H)；13C
NMR  (75  MHz， DMSO-d6)： δ  171.01,  148.01,  141.05,
138.86,  136.37,  129.16,  128.45,  128.38,  127.00,  126.13,
123.45, 102.16, 37.08, 30.80, 13.88；HRMS C19H19N3O [M +
H]+，计算值 306.1600，实测值 306.1601.

N-(3-甲 基 -1-苯 基 -1H-吡 唑 -5-基 )-4-苯 基 丁 酰 胺

(M11)：白色固体；产率 68.3%；m.p. 96.6~98.1  ℃； 1H
NMR (300  MHz，DMSO-d6)：δ  9.80  (s,  1H),  7.44  (m,  J  =
4.2 Hz, 4H), 7.34 (m, 1H), 7.21 (m, 5H), 6.16 (s, 1H), 2.53 (s,
2H),  2.27~2.13  (m,  5H),  1.85~1.70  (m,  2H)； 13C  NMR  (75
MHz，DMSO-d6)：δ 171.68, 147.93, 141.66, 138.90, 136.44,
129.11,  128.42,  127.11,  125.92,  123.60,  102.49,  34.78,  34.55,
26.61,  13.88； HRMS  C20H21N3O  [M  +  H]+， 计 算 值

320.1753，实测值 320.1757.
N-(3-甲 基 -1-苯 基 -1H-吡 唑 -5-基 )环 己 烷 甲 酰 胺

(M12)：白色固体；产率 38.2%；m.p. 117.1~118.7 ℃；1H
NMR (300 MHz，DMSO-d6)：δ 7.31 (m, 1H),  6.18 (s,  1H),
2.29  (m,  1H),  2.22  (s,  3H),  1.72  (m,  4H),  1.62  (m,  1H),  1.29
(m,  3H),  1.17  (m,  2H)； 13C NMR (75 MHz，DMSO-d6)：δ
174.80,  147.87,  138.92,  136.53,  129.01,  127.05,  123.56,
102.70, 43.86, 28.93, 25.49, 25.23, 13.87；HRMS C17H21N3O
[M + H]+，计算值 284.1756，实测值 284.1757.

2-环己基 -N-(3-甲基 -1-苯基 -1H-吡唑 -5-基 )乙酰胺

(M13)：白色固体；产率 52.7%；m.p. 113.7~115.4 ℃；1H
NMR (300 MHz，DMSO-d6)：δ 9.77 (s, 1H), 7.49~7.42 (m,
4H),  7.37 (m,  1H),  6.17 (s,  1H),  2.20 (s,  3H),2.10 (d, J =  7.0
Hz, 2H), 1.59 (m, 6H), 1.14 (m, 3H), 0.87 (m, 2H)；13C NMR
(75  MHz， DMSO-d6)： δ  171.18,  147.88,  138.86,  136.44,
129.03,  127.10,  123.72,  102.63,  99.67,  43.22,  34.74,  32.53,
25.90,  25.67,  13.87；HRMS C18H23N3O [M + H]+，计算值

298.1913，实测值 298.1914.
N-(3-甲 基 -1-苯 基 -1H-吡 唑 -5-基 )环 戊 烷 甲 酰 胺

(M14)：白色固体；产率 64.8%；m.p. 102.0~103.2 ℃；1H
NMR (300 MHz，DMSO-d6)：δ 9.76 (s, 1H), 7.52~7.41 (m,
4H), 7.40~7.30 (m, 1H), 6.18 (s, 1H), 2.81~2.64 (m, 1H), 2.21

(s,  3H),  1.77  (m,  J  =  14.8,  7.5  Hz,  2H),  1.55  (m,  6H)； 13C
NMR  (75  MHz， DMSO-d6)： δ  174.98,  147.88,  138.91,
136.54,  129.03,  127.05,  123.49,  102.75,  44.36,  29.78,  25.62,
13.89；HRMS C16H19N3O [M + H]+，计算值 270.1597，实

测值 270.1601.
2-环戊基 -N-(3-甲基 -1-苯基 -1H-吡唑 -5-基 )乙酰胺

(M15)：白色固体；产率 72.1%；m.p. 98.3~99.6  ℃； 1H
NMR (300  MHz，DMSO-d6)：δ  9.77  (s,  1H),  7.46  (m,  J  =
4.6  Hz,  4H),  7.41~7.30  (m,  1H),  6.18  (s,  1H),  2.28~2.18  (m,
5H), 2.12 (m, 1H), 1.73~1.39 (m, 6H), 1.17~1.01 (m, 2H)；13C
NMR  (75  MHz， DMSO-d6)： δ  171.56,  147.90,  138.88,
136.46,  129.06,  127.09,  123.63,  102.60,  41.51,  36.59,  31.96,
24.57,  13.87； HRMS  C17H21N3O  [M  +  H]+， 计 算 值

284.1753，实测值 284.1757.
3-环戊基 -N-(3-甲基 -1-苯基 -1H-吡唑 -5-基 )丙酰胺

(M16)：黄色油状液体；产率 20.9%；1H NMR (300 MHz，
DMSO-d6)：δ 9.81 (s, 1H), 7.47 (d, J = 4.5 Hz, 4H), 7.36 (m,
1H), 6.19 (s, 1H), 2.27 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 2.21 (s, 3H), 1.68
(d,  J  =  4.4  Hz,  3H),  1.60~1.42  (m,  6H),  1.04  (s,  2H)； 13C
NMR  (75  MHz， DMSO-d6)： δ  172.00,  147.91,  138.92,
136.50,  129.04,  127.05,  123.58,  102.46,  39.19,  34.75,  32.10,
31.24,  24.82,  13.86；HRMS C18H23N3O [M + H]+，计算值

298.1910，实测值 298.1914.
2-甲基 -N-(3-甲基 -1-苯基 -1H-吡唑 -5-基 )苯甲酰胺

(M17)：白色固体；产率 22.7%；m.p. 134.4~134.8 ℃；1H
NMR (300 MHz，DMSO-d6)：δ 10.22 (s, 1H), 7.58~7.44 (m,
4H), 7.44~7.31 (m, 3H), 7.27 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 6.30 (s, 1H),
2.25 (s, 3H), 2.24~2.09 (s, 2H)；13C NMR (75 MHz，DMSO-
d6)：δ 166.32, 147.99, 139.13, 137.81, 136.37, 133.45, 129.09,
126.97,  125.52,  123.11,  103.97,  20.93,  13.95； HRMS
C18H17N3O [M + H]+，计算值 292.1443，实测值 292.1444.

3, 5-二甲基-N-(3-甲基-1-苯基-1H-吡唑-5-基)苯甲酰胺

(M18)：白色固体；产率 65.2%；m.p. 108.9~110.3 ℃；1H
NMR (300 MHz，DMSO-d6)：δ 10.23 (s, 1H), 7.47 (m, 6H),
7.31  (t,  J  =  7.1  Hz,  1H),  7.22  (s,  1H),  6.25  (s,  1H),  2.32  (s,
6H),  2.25  (s,  3H)； 13C  NMR  (75  MHz， DMSO-d6)： δ
166.32,  147.99,  139.13,  137.81,  136.37,  133.45,  129.09,
126.97,  125.52,  123.11,  103.97,  20.93,  13.95； HRMS
C19H19N3O [M + H]+，计算值 306.1598，实测值 306.1914.

4-乙基 -N-(3-甲基 -1-苯基 -1H-吡唑 -5-基 )苯甲酰胺

(M19)：白色固体；产率 43.3%；m.p. 124.4~125.7 ℃；1H
NMR (300  MHz，DMSO-d6)：δ  10.28  (s,  1H),  7.82  (d, J =
8.1  Hz,  2H),  7.59~7.51 (m,  2H),  7.45 (m,  2H),  7.32 (m,  3H),
6.29 (s, 1H), 2.67 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 2.27 (s, 3H), 1.19 (t, J =
7.6  Hz,  3H)； 13C  NMR  (75  MHz，DMSO-d6)： δ  165.96,
149.36,  142.55,  141.50,  137.61,  129.58,  128.98,  128.26,
128.16,  123.88,  112.84,  90.90,  28.24,  15.34； HRMS
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C19H19N3O [M + H]+，计算值 306.1606，实测值 306.1601.
N-(3-甲基-1-苯基-1H-吡唑-5-基)-2, 3-二氢苯并 [b][1,

4]二氧辛烯 -6-甲酰胺  (M20)：白色固体；产率 28.7%；

m.p. 155.3~156.9  ℃； 1H  NMR  (300  MHz，DMSO-d6)： δ
10.16 (s, 1H), 7.52 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.43 (m, 4H), 7.31 (t,
J = 7.2 Hz, 1H), 6.97 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.27 (s, 1H), 4.29 (q,
J = 4.8 Hz, 4H), 2.26 (s,  3H)； 13C NMR (75 MHz，DMSO-
d6)：δ 165.14, 147.99, 146.93, 143.13, 139.13, 136.39, 129.10,
126.95, 126.22, 123.11, 121.44, 117.13, 116.84, 104.01, 64.53,
64.12,  13.95； HRMS  C19H17N3O3[M  +  H]+， 计 算 值

336.1345，实测值 336.1343. 

2.2    杀虫活性

小菜蛾杀虫活性测定结果 (表 1) 表明，20 个
目标化合物对小菜蛾均具有一定的致死活性，在

500 mg/L 质量浓度下，其中有 9 个化合物对小菜

蛾的致死率大于等于 80%；在 250 mg/L 质量浓度

下，化合物 M10、M17、M18 对小菜蛾的致死率

仍大于等于 80%，优于先导化合物 I7 (60%)；其

中化合物 M10 在 125 mg/L下对小菜蛾的致死率

达到 60%，略低于商品化药剂虫酰肼 (70%)，表

现出较好的小菜蛾致死活性。初步构效关系分析

可知，吡唑环上不同位置的取代基对活性有影

响，吡唑环为 3-CH3 取代的化合物活体杀虫活性

明显优于  4-CN 取代化合物，例如当  R3 同为  2-
CH3Ph 取代基时，对小菜蛾致死率  M17  (R1  =
CH3，R2 = H) > M1 (R1 = H，R2 = CN)。目标化合

物的杀虫活性也随 R3 取代基的不同而变化：当 R1 =
CH3，R2 = H时，R3 为苯环取代基时对活性有

利，例如对小菜蛾致死率 M10 (R3 = CH2CH2Ph) >
M14 (R3 = C5H10) > M12 (R3 = C6H12)，且链长增加

会降低杀虫活性，例如对小菜蛾致死率 M10 (R3 =
CH2CH2Ph)  > M11  (R3  =  CH2CH2CH2Ph)。同时，

苯环上取代基的种类和位置也对活性有影响，例

如当 R1 = H，R2 = CN时，对小菜蛾致死率  M6
(R3  =  4-FPh)  > M7  (R3  =  4-BrPh)  > M4  (R3  =  4-
CH3Ph)  >  M8  (R3  =  4-C(CH3)3Ph)； M1  (R3  =  2-
CH3Ph)  >  M4  (R3  =  4-CH3Ph)  >  M2  (R3  =  3-
CH3Ph)，表明当苯环上为吸电子取代基时对活性

有利，当苯环上为给电子取代基时，邻位取代对

活性有利。

值得注意的是，经化合物 M10 处理后的小菜

蛾呈现典型的蜕皮激素类似物中毒症状 (如图 1)，
表现为发育畸形，头壳开裂，表皮半脱落等，与

对照药剂虫酰肼处理的症状相似。 

2.3    EcR/USP 靶标结合活性

我们进一步测定了目标化合物与小菜蛾

EcR/USP 的靶标结合活性。40 mg/L 质量浓度下，

对 20 个目标化合物与小菜蛾 EcR/USP 的结合活

性进行普筛实验，结果见图 2。普筛浓度下，20

 

表 1    500、250 和 125 mg/L 质量浓度下目标化合物对小

菜蛾的致死率

Table 1    In vivo insecticidal activity of target compounds
against Plutella xylostella at 500, 250 and 125 mg/L

化合物
Compound

校正死亡率
Corrected mortality/%

500 mg/L 250 mg/L 125 mg/L

M1 60 / /

M2 30 / /

M3 40 / /

M4 50 / /

M5 70 / /

M6 80 50 /

M7 80 / /

M8 20 / /

M9 60 / /

M10 100 100 60

M11 90 60 /

M12 80 40 /

M13 80 40 /

M14 90 50 /

M15 70 / /

M16 50 / /

M17 100 80 40

M18 100 100 50

M19 70 40 /

M20 70 40 /

I7 90 60 /

虫酰肼 tebufenozide 100 100 70
注：“/”表示未进行相关活性测试。

Note: "/" means that no relevant activity test was performed.

 

空白对照
CK

虫酰肼
tebufenozide

表皮半脱落
Epidermal semi-shedding

头壳开裂
Cephalic shell dehiscence

M10

图 1    经 M10 处理后小菜蛾的中毒症状

Fig. 1    The poisoning symptoms of Plutella xylostella
treated by M10
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个目标化合物均与小菜蛾 EcR/USP 有一定的结合

能力。11 个目标化合物与受体结合能力大于

80%，其中  6 个化合物  (M2、M6、M7、M13、
M15 和 M20) 与小菜蛾  EcR/USP 的结合能力为

100%，同虫酰肼与小菜蛾 EcR/USP的结合能力

(100%) 相当。

对普筛结果较好的 11 个化合物和先导化合物

I7 进行 IC50 值测定 (表 2)，IC50 值越小，表示靶

标结合活性越高，即所测化合物与小菜蛾

EcR/USP 靶标结合活性普遍优于化合物 I7 (IC50 =
23.21 μmol/L)。化合物 M7、M10、M11、M14 具
有中等结合活性；化合物 M2、M6、M9、M12、
M13、M15、M20 具有中等以上结合活性，特别

是化合物 M15 的 IC50 值为 2.02 μmol/L，活性较

化合物 I7 提高了 11.5 倍。但是，目标化合物与小

菜蛾  EcR/USP 的靶标结合活性均低于虫酰肼

(IC50  =  0.85  μmol/L)，靶标结合活性仍然有待

提高。
 
 

表 2    部分目标化合物的 PxEcR 结合活性

Table 2    The PxEcR-binding activity of some target
compounds

化合物
Compound

半抑制浓度
IC50 /(μmol/L)

化合物
Compound

半抑制浓度
IC50 /(μmol/L)

M2 2.75 ± 0.52 M6 15.26 ± 1.03

M7 59.57 ± 1.16 M9 6.38 ± 1.27

M10 36.34 ± 0.52 M11 58.73 ± 0.35

M12 3.04 ± 0.22 M13 4.41 ± 0.11

M14 26.95 ± 0.63 M15 2.02 ± 0.75

M20 12.44 ± 0.85 I7 23.21 ± 9.01
虫酰肼

tebufenozide 0.85 ± 0.77
  

2.4    作用机制研究

结合 EcR/USP 靶标结合活性结果和小菜蛾杀

虫活性结果，选取代表化合物 M10、M15 进行分

子动力学模拟 (MD)，分析其与 EcR 结合作用机

制。将化合物 M10、M15 分别与 EcR 晶体复合物

(PDB ID：3IXP) 进行分子对接，获得合理的结合

构象，并将此构象作为初始构象进行 20 ns 分子动

力学模拟。

分子动力学模拟完成后，计算 20 ns 时段内体

系的均方根偏差 (RMSD)，来评估复合物结构的稳

定性以及合理性。如图 3 (a) 所示，受体骨架原子

的 RMSD 值在 2.3~3.1 Å范围内浮动，配体化合物

I7 的 RMSD 值在 0.9~1.4 Å范围内浮动，体系相对

稳定；如图 3 (b) 所示，受体骨架原子的 RMSD 值
在  2.5~3.5  Å范围内浮动，配体化合物  M10 的
RMSD 值在  0.5~1.4 Å范围内浮动，体系较为稳

定；如图 3 (c)所示，受体骨架原子的 RMSD 值在

3.0~3.5 Å范围内浮动，配体化合物 M15 的 RMSD
值在 1.0~1.4 Å范围内浮动，体系稳定。即经过 20 ns
的分子动力学模拟，体系均处于稳定的状态。

对分子动力学模拟过程中平衡阶段构象与初

始构象进行对比分析。如图 3 (d) 所示，化合物

M10 分子动力学模拟后整个分子向上偏移，酰胺

结构与 Tyr408 和 Asn504 保持氢键相互作用，同

时吡唑环 2 号 N 原子与 Thr343 羟基的距离拉近，

两者形成新的氢键作用；如图 3 (e) 所示，化合物

M10 分子动力学模拟后整个分子向左边稍稍移

动，保持与氨基酸 Asn504、Tyr408、Thr343 的氢

键相互作用，整体构象偏离不大；如图 3 (f) 所
示，化合物 M15 分子动力学模拟平衡阶段末端甲

基环戊烷柔性较大易发生翻转，仍保持与氨基酸

Asn504、Tyr408、Thr343 的氢键相互作用。表明

我们通过分子对接得到的结合构象是合理且能稳

定存在的。

提取分子动力学模拟后的平衡构象，研究化

合物 I7、M10、M15 与 EcR 受体的作用机制。如

图 4(a) 所示，化合物 I7 酰胺基团 －NH 和 C＝O
分别与 EcR 受体的 Asn504、Tyr408 形成氢键作

用，吡唑环 2 号 N 原子与 Thr343 形成氢键作用，

1-苯基 -5-氨基吡唑骨架位于  Phe336、 Ile339、
Thr340、 Trp526、Met380和 Met381 形成的疏水

性口袋中，末端苯甲基与 Met413、Val416、Leu420和
Leu500 形成疏水作用；如图 4 (b) 所示，化合物

M10 酰胺基团 －NH 和 C＝O、吡唑环 2 号 N 原
子分别与 Asn504、Tyr408和 Thr343 形成氢键作

用，1-苯基-5-氨基吡唑骨架位于 Phe336、Ile339、
Trp526、Met380和 Met381 形成的疏水性口袋
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图 2    20 个目标化合物对小菜蛾蜕皮激素受体的结合活性

Fig. 2    Binding activity of 20 target compounds against
ecdysone receptor of Plutella xylostella
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中，末端苯乙基与  Val416、 Ile417、Leu420和
Leu500 形成疏水作用；如图 4 (c) 所示，化合物

M15 同样保持与 Asn504、Tyr408、Thr343 形成

的  3 个氢键作用，1-苯基-5-氨基吡唑骨架位于

Phe336、 Ile339、 Leu518、 Trp526、 Met380和
Met381 形成的疏水性口袋中，末端甲基环戊烷

与 Leu420、Met507、 Ile417和 Val416 形成疏水

作用。

运用 MOE 计算产生氢键相互作用的原子间距

离和相互作用能 (E，kJ/mol)，结果 (表 3) 表明，

化合物 M15 与对应氨基酸的距离拉近，从而形成

了更强的氢键相互作用力，使化合物 M15 与 EcR
受体结合更紧密，靶标结合活性较优，推测 R3 区
域链长增加不利于靶标活性。

综上所述，配体分子与氨基酸  Tyr408、
Asn504、Thr343 的氢键作用是保持靶标结合活性

的关键，1-苯基-5-氨基吡唑骨架与末端环状基团

均处于配体结合腔的疏水口袋区域，增强此区域
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图 3    I7(a)、M10(b)、M15(c) 与 EcR 受体复合物在动力学过程中 RMSD 值变化图；I7(d)、M10(e)、M15(f)
分子对接和分子动力学过程中与 EcR 的结合构象比较

Fig. 3    The changes of RMSD in molecule dynamics of I7(a), M10(b), M15(c) with EcR; the comparation of
modes of I7(d), M10(e), M15(f) with EcR in docking and dynamics

 

(a)  (b)  (c)

图 4    动力学优化后 I7、M10、M15 与 EcR 的结合模式

Fig. 4    Binding patterns of I7, M10, M15 and EcR after kinetic optimization
 

表 3    化合物 I7、M10、M15 与 EcR
受体氢键相互作用数据

Table 3    Hydrogen bonding interaction data of
compounds I7, M10, M15 with the EcR receptors

配体
Ligand

受体
Receptor

距离
Distance/Å

相互作用能
E/(kJ/mol)

M10

N12 Asn504 3.06 −9.62

N11 Thr343 3.16 −7.95

O16 Tyr408 3.08 −3.35

M15

N12 Asn504 2.77 −29.71

N11 Thr343 2.76 −8.37

O16 Tyr408 2.60 −10.46

I7

N12 Asn504 2.82 −15.48

N11 Thr343 3.06 −8.34

O15 Tyr408 2.82 −8.34
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的疏水相互作用有利于靶标活性的提高，且桥链

部分链长增加会降低靶标活性，这为后续化合物

改造提供参考。 

3    结论

本文以化合物 I7 (N-4-氰基-1-苯基-1H-吡唑-5-
基)-2-苯乙酰胺) 为先导化合物，设计并合成了 20
个 1-苯基-5-氨基吡唑类蜕皮激素类似物，其结构

均经过 1H NMR、13C NMR 和 HRMS 确证。对目

标化合物进行小菜蛾杀虫活性测试，结果表明化

合物 M10、M17、M18 在 250 mg/L 质量浓度下对

小菜蛾的致死率较先导化合物   I7  (60%) 提高

20%以上，其中化合物 M10 活性最佳，在 125 mg/L
质量浓度下对小菜蛾致死率 (60%) 略低于商品化

药剂虫酰肼 (70%)，其处理后的小菜蛾呈现出典型

蜕皮激素类似物中毒症状。对目标化合物进行小

菜蛾 EcR/USP 靶标结合活性测试，并测定部分化

合物  IC50 值，化合物   M2、 M6、 M9、 M12、
M13、M15、M20 的 EcR/USP 靶标结合活性均优

于先导化合物 I7 (IC50 = 23.21 μmol/L)，其中化合

物  M15  (2.02 μmol/L)  的  IC50 值较化合物   I7 有
11.5 倍水平的提升，但目标化合物的 EcR/USP 靶
标结合活性均低于虫酰肼 (IC50 = 0.85 μmol/L)，靶

标结合活性仍然有待提高。进一步分子作用机制

研究发现，配体分子与氨基酸 Tyr408、Asn504、
Thr343 的氢键作用是保持靶标结合活性的关键，

1-苯基-5-氨基吡唑骨架与末端环状基团均处于配

体结合腔的疏水口袋区域，增强此区域的疏水相

互作用有利于靶标活性的提高，且桥链部分链长

增加会降低靶标活性，本研究可为靶向 EcR 的昆

虫生长调节剂研究提供参考。
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