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齐多夫定衍生物的合成及抗菌活性研究
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摘 要:二氢叶酸还原酶是细菌存活所必需的酶,且在哺乳动物中的氨基酸序列存在显著差异,DNA结构同

源性很小,因此这些酶可以作为抗细菌感染的优秀药物靶标.为了寻找新型抗菌化合物,以齐多夫定为先导物,分别

和不同取代基的芳香类的末端炔发生反应,利用药物拼合原理,将活性基团引入到目标产物结构中,得到一系列齐

多夫定链接1,2,3-三氮唑的新化合物,结构经1HNMR,13CNMR和 HRMS确证.对合成化合物进行初步生物活性

测试,部分化合物对化脓链球菌显示抑制作用.
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齐多夫定为抗病毒药,用于艾滋病或与艾滋病有关的综合症患者及免疫缺陷病毒(HIV)感染的治

疗[1-2].二氢叶酸还原酶(dihydrofolatereductase,DHFR)是细菌存活所必需的酶,能够参与四氢叶酸的合

成以及由脱氧尿苷酸合成胸苷酸过程中再氧化后的再循环,是抗菌药物的重要靶标[3].文献报道[4-6],嘧啶

类药物可以通过抑制DHFR来发挥在人体中对大肠杆菌的抗菌作用,临床研究表明[4],服用齐多夫定后病

人大便中大肠杆菌活菌指标明显低于正常指标.分子对接结果表明,齐多夫定的嘧啶环位于DHFR的疏水

性口袋(图1中绿色部分),且羰基和胺基分别与酪氨酸残基(Tyr100)和丙氨酸残基(Ala7)形成氢键,羟基

与蛋氨酸残基(Met16)形成氢键,N3 与组氨酸残基(Hip45)也有结合(如图1所示).

而1,2,3-三氮唑类化合物是一类非常重要的五元含氮杂环化合物[7],具有特殊的芳香结构,稳定性强,
在强酸和强碱条件下,都不会轻易分解,而且易发生多种非共价键作用,如较强的络合金属离子和氢键的能

力等[8-13].三氮唑类化合物结构中包含具有生物活性的基团.三氮唑基团是构建分子的基本模块之一,不仅

是某些有机合成的重要中间体,也是某些生理活性化合物的基本骨架.
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  为寻找更加新型高效的抗菌药物,本课题组根据齐多夫定分子中含有叠氮基团,可以通过“click”反应,
使其与带有不同取代基的苯胺基丙炔化合物反应得到1,2,3-三氮唑类化合物.而齐多夫定中含有与甲氧苄

啶(TMP)类似的嘧啶环,由此推测齐多夫定链接1,2,3-三氮唑化合物会是一类潜在的DHFR抑制剂.为了

验证该设想,我们设计并合成了6个新型齐多夫定链接1,2,3-三氮唑化合物3a~3f(如图2,表1所示),通
过1HNMR,13CNMR和HRMS对其结构进行了表征,选择两种致病菌化脓性链球菌和白色葡萄球菌对所

合成化合物进行了体外抗菌活性测定.

表1 图2合成的新化合物

化合物 取代基R1 取代基R2 取代基R3

3a H H C4H9

3b H H OC2H5

3c C2H5 H H

3d H OCH3 OCH3

3e H OCH3 H

3f CF3 H H

  反应条件:(a)碳酸钾,丙酮,室温;(b)3(齐多夫定),五水硫酸铜,抗坏血酸钠,叔丁醇,50℃

1 实验部分

1.1 试剂与仪器

齐多夫定(99.5%,阿尔法试剂);苯胺衍生物(99%,阿拉丁试剂);溴丙炔(98%,国药集团);碳酸钾

(99%,国药集团);氘代二甲基亚砜(DMSO-d6)其他试剂与药品均为市售分析纯,除特别说明外,不经处理

直接使用.DF-101S集热式恒温加热磁力搅拌器(郑州予华仪器有限公司);YRE-2020旋转蒸发仪(郑州予

华仪器有限公司);酸度计(梅特勒-托利多);AV400型核磁共振仪(德国Bruker公司);LC1260高效液相

色谱仪(美国安捷伦公司);BrukermicroToFII高分辨质谱(德国Bruker公司).
1.2 合成方法

N-丙炔基-对丁基苯胺2a的合成

在500mL反应瓶中,将对丁基苯胺15g(0.1mol)和溴丙炔12g(0.15mol)加入到丙酮200mL中,再
加入碳酸钾40g(0.3mol),在30°C条件下搅拌反应5h,薄层层析(TLC)监控原料反应完全,加入水

100mL,用二氯甲烷100mL萃取反应液3次,合并有机相,浓缩后经柱层析(V石油醚∶V乙酸乙酯=5∶1)分离

提纯得到N-丙炔基-对丁基苯胺(2a)14g,收率为75%(核磁标准数据和文献[12]符合).
2b~2f合成步骤同上2a合成.
目标化合物3a~3f的合成.
在500mL反应瓶中,依次加入齐多夫定27g(0.1mol)、N-丙炔基-对丁基苯胺(2a)19g(0.1mol),叔丁

醇100mL,五水硫酸铜2.5g(0.01mol)和抗坏血酸钠4g(0.02mol),在50℃条件下反应,TLC监控原料反

应完全,得到黄色液体,用二氯甲烷500mL萃取2次,有机相经无水硫酸钠干燥后,蒸除溶剂得到黄色固
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体,柱色谱得到淡黄色的产品3a40g,收率为87%.
化合物(3a):收率87%;熔点:116.8~119.7℃.1HNMR(400MHz,DMSO-d6)δ:11.35(s,1H),8.17(s,

1H),7.81(s,1H),7.10(d,J=8.6Hz,2H),6.58(d,J=8.5Hz,2H),6.42(t,J=6.5Hz,1H),5.86(s,1H),
5.40~5.24(m,2H),4.29(s,1H),4.20(d,J=4.6Hz,1H),3.60(dd,J=12.0,4.4Hz,2H),3.35(s,3H),

2.67(dq,J=29.4,6.7,5.9Hz,2H),2.53~2.47(m,1H),1.81(s,3H),1.20(s,10H).13CNMR(100MHz,
DMSO-d6)δ:164.2,150.9,146.4,138.8,136.7,125.9,123.0,112.5,110.1,84.9,84.4,61.2,59.6,39.3,37.6,

33.9,31.9,29.7,12.7.HRMS(ESI)计算值C23H30N6O4Na:477.2226[M+Na]+,实际值:477.2203.
化合物(3b):收率73%;熔点:191.4~193.4℃.1HNMR(400MHz,DMSO-d6)δ:11.35(s,1H),8.14

(s,1H),7.84~7.79(m,1H),6.74~6.68(m,2H),6.63~6.56(m,2H),6.41(d,J=6.6Hz,1H),5.60(s,

1H),5.34(s,1H),5.27(d,J=5.2Hz,1H),4.25(d,J=3.8Hz,2H),4.22~4.18(m,1H),3.87(t,J=
7.0Hz,2H),3.74~3.66(m,1H),3.61(dt,J=12.0,4.3Hz,1H),2.77~2.58(m,2H),1.84~1.78(m,3H),

1.26(t,J=7.0Hz,3H).13CNMR(100MHz,DMSO-d6)δ:164.2,150.9,150.6,146.8,143.1,136.7,122.9,

115.8,113.9,110.1,85.0,84.3,63.7,61.2,59.6,39.9,37.6,15.3,12.7.HRMS(ESI)计算值C21H26N6O5Na:

465.1862[M+Na]+,实际值:465.1881.
化合物(3c):收率80%;熔点:108.4~110.7℃.1HNMR(400MHz,DMSO-d6)δ:11.35(s,1H),8.12(s,

1H),7.81(s,1H),7.00~6.94(m,2H),6.62~6.52(m,2H),6.43(s,1H),5.47(t,J=5.2Hz,1H),5.40~
5.19(m,2H),4.40(s,2H),4.20(s,1H),3.70(d,J=11.3Hz,1H),3.61(d,J=9.2Hz,1H),3.17(d,J=
5.3Hz,1H),2.67(d,J=26.4Hz,2H),2.48(d,J=7.4Hz,1H),1.81(s,3H),1.15(t,J=7.4Hz,3H).
13CNMR(100MHz,DMSO-d6)δ:164.2,150.9,145.7,136.7,128.1,128.1,127.0,123.0,116.8,110.2,110.1,

84.9,84.4,61.2,59.7,39.3,37.6,23.8,13.8,13.7,12.7.HRMS(ESI)计算值 C21H26N6O4Na:449.1913[M+
Na]+,实际值:449.1911.

化合物(3d):收率76%;熔点:110.7~112.6℃.1HNMR(400MHz,DMSO-d6)δ:11.35(s,1H),8.16
(s,1H),7.82(s,1H),6.97(t,J=12.0,12.0Hz,1H),6.43(dd,J=12.0,6.0Hz,1H),6.23(dd,J=12.0,
6.0Hz,2H),6.14(dd,J=6.0,6.0Hz,1H),6.06(t,J=6.0Hz,1H),5.37~5.28(m,2H),4.30(s,2H),4.21
(s,1H),3.66(s,5H),3.37(dd,J=6.0,6.0Hz,2H),2.76~2.62(m,2H),1.81(s,3H).13CNMR(100MHz,
DMSO-d6)δ:164.2,160.7,150.9,150.2,146.4,136.6,130.0,122.9,110.1,105.8,102.1,98.5,84.9,84.3,61.1,

59.5,55.1,39.1,37.6,12.7.HRMS(ESI)计算值C21H26N6O6Na:481.1812[M+Na]+,实际值:481.1810.
化合物(3e):收率88%;熔点:105.4~109.0℃.1HNMR(400MHz,DMSO-d6)δ:11.36(s,1H),8.14(s,

1H),7.82~7.79(m,1H),7.64(dd,J=7.8,1.4Hz,1H),7.19(t,J=8.2Hz,1H),6.71(d,J=9.2Hz,1H),

6.46~6.38(m,2H),5.35(t,J=5.3Hz,3H),4.44(d,J=5.7Hz,2H),4.21(q,J=3.6Hz,1H),3.76~3.60
(m,5H),2.77~2.58(m,2H),1.81(s,3H).13CNMR(100MHz,DMSO-d6)δ:164.3,150.9,147.4,145.9,

139.3,136.7,129.8,123.1,119.1,111.4,110.2,85.3,84.9,84.4,61.2,59.7,39.3,37.6,12.7.HRMS(ESI)计算

值C20H24N6O5Na:451.1706[M+Na]+,实际值:451.1726.
化合物(3f):收率83%;熔点:70.4~73.9℃.1HNMR(400MHz,DMSO-d6)δ:11.34(s,1H),8.11(s,

1H),7.80(s,1H),7.39(dd,J=12.0,12.0Hz,2H),6.89(d,J=12.0Hz,1H),6.70(t,J=12.0Hz,1H),

6.42(t,J=6.0Hz,1H),6.00(t,J=6.0Hz,1H),5.35(dd,J=6.0,6.0Hz,1H),5.26(t,J=6.0Hz,1H),
4.49(d,J=6.0Hz,2H),4.19(d,J=6.0Hz,1H),3.70~3.58(m,2H),2.77~2.58(m,2H),1.80(s,3H).
13CNMR(100MHz,DMSO-d6)δ:164.2,150.9,145.9,145.5,136.7,133.9,126.7,126.4,124.6,122.9,115.9,

112.7,110.1,84.9,84.3,61.2,59.6,38.8,37.6,12.7.HRMS(ESI)计算值 C20H21F3N6O4Na:489.1474[M+
Na]+,实际值:489.1482.
1.3 抗菌活性测试

采用抑菌环法[14]测定目标化合物的抗细菌活性,选用化脓性链球菌和白色葡萄糖球菌作为抗菌活性测

试对象.首先是制备液体培养基(含有蛋白胨1g、酵母膏0.5g、氯化钠1g、蒸馏水100mL)和固体培养基

(含有蛋白胨1g、酵母膏0.5g、氯化钠1g、琼脂2g、蒸馏水100mL),通过高压灭菌锅对培养基进行灭菌,
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并把固体培养基置于灭菌后的平板上.其次,把化脓性链球菌和白色葡萄糖球菌菌种活化后,移取100μL菌

液,置于灭菌后的100mL蒸馏水中混合均匀.以强力霉素和齐多夫定作为对照化合物,用N,N-二甲基甲酰

胺把所合成的目标化合物和对照化合物配置成浓度为100mg/mL的溶液,把孔径为5mm的圆形滤纸灭菌

后浸泡在上述溶液中.
在超净台上,移取10μL液体培养基加到固体培养基表面,涂布均匀.用无菌镊子取出浸泡过的圆滤纸

片铺到培养基表面.每个平板放4片,进行3次平行实验和1次空白对照.放入37℃恒温箱中培养24h,观察

现象,通过琼脂培养基上分别出现不同大小的透明圆环-抑菌圈,通过测量抑菌圈直径就可以看出各样品的

抑菌活性大小.

2 结果与讨论

2.1 反应溶剂的筛选

化学反应中,反应溶剂能够很大程度影响化学反应的速率,甚至反应能否成功与溶剂都有很大联系.为
了筛选出合适的溶剂,选择齐多夫定和 N-丙炔基-对丁基苯胺作为模板反应.具体步骤如下:分别称取

1mmol齐多夫定,1mmolN-丙炔基-对丁基苯胺,0.1mmol五水硫酸铜,0.2mmol抗坏血酸钠和3mL待

考查溶液,加入10mL反应瓶中,转50℃油浴反应,TLC监控,反应完全时记下反应时间.将反应体系用二

氯甲烷萃取两次,有机相经无水硫酸钠干燥,真空抽滤,蒸干溶剂,柱层析纯化,真空干燥计算产率(如表2).
表2 溶剂对反应收率的影响

序号 溶剂 t/℃ 反应时间/h 收率/%

1 乙腈 50 5 39.1

2 丙酮 50 5 52.4

3 叔丁醇 50 5 95.7

4 N,N-二甲基甲酰胺 50 5 59.6

5 二氯甲烷 50 5 53.5

6 四氢呋喃 50 5 11.7

7 二甲基亚砜 50 5 41.5

8 甲醇 50 5 27.9

  通过表2中对比,可以看到在这个催化体系中,溶剂叔丁醇的反应效果是最好的.而在其他溶剂中的反

应效果差、时间长、收率低,综合考虑,选用叔丁醇作为五水硫酸铜-抗坏血酸钠催化体系的反应溶剂.
2.2 抗菌活性测试结果

体外抑菌活性测试结果表明(表3),目标化合物对白色葡萄球菌的抑制效果不显著,但部分化合物对化

脓性链球菌具有较好的抗菌活性,并且多数化合物对化脓性链球菌的抑菌效果强于齐多夫定,其中化合物

3a与齐多夫定相比,抑制率达到67%,说明在齐多夫定上链接上1,2,3-三氮唑能够增强抑菌活性.
表3 目标化合物的抗细菌活性

样品 结构
与强力霉素对比目标化合物的抑菌率/%

化脓性链球菌 白色葡萄球菌

3a

67 29
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续表

样品 结构
与强力霉素对比目标化合物的抑菌率/%

化脓性链球菌 白色葡萄球菌

3b 44 17

3c 33 31

3d 57 9

3e 39 12

3f 42 4

齐多夫定 14 9

强力霉素 100 100

3 结 论

以溴丙炔和不同取代基的苯胺为起始原料合成了一系列具有不同取代基的芳香类的末端炔化合物,然
后经过与齐多夫定反应得到了目标化合物,其结构经1HNMR,13CNMR和HRMS确证.测定了目标化合物

对化脓性链球菌和白色葡萄球菌的抑菌活性,结果表明,部分化合物对化脓性链球菌显示良好的抑制作用,
可以考虑发展成为一种抑制化脓性链球菌的临床药物.
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Synthesisandantibacterialofnovelzidovudinederivatives

LiXiyong1,SunYamin1,JiangYuqin2

(1.WeihaiMarinevocationalcollege,Weihai,264300,China;

2.SchoolofChemistryandChemicalEngineering,Henannormaluniversity,Xinxiang453007,China)

  Abstract:Dihydrofolatereductaseisanecessaryenzymeforthesurvivalofbacteria,whichcouldbeusedasanexcellent
drugtargetagainstbacterialinfectionduetoitssignificantdifferencesintheaminoacidsequencesinmammalsandsmallDNA
structurehomology.Aimingtofindnewpotentantibacterialcompounds,zidovudinewasusedasaleadercompoundtoreact
withdifferentaminopropynerespectively.Byusingtheprincipleofdrugcombination,aserialsofnovel1,2,3-triazolederiva-
tivesincorporate3'-deoxythymidineweredesigned,synthesizedandcharacterized.Thetargetcompoundswereobtainedusing
propargylbromideandsubstitutedanilineasstartingmaterialsfollowedbyanazide-alkynecycloadditionwith3'-Azido-3'-deoxy-
thymidine.Antibacterialactivityagainststreptococcuspyogenesandstaphylococcusalbusofallthesynthesizedcompoundswas
evaluatedusingdoxycyclineasreferencedrugs.

Keywords:dihydrofolatereductase;zidovudine;1,2,3-triazole;antibacterialactivity
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