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３Ｇ芳基Ｇ１HＧ５Ｇ取代吡唑酰腙类化合物的
合成与生物活性初探

林立文,谢　权,朱明辉,杨　琳,李思凡,邓先清

(井冈山大学 医学部,江西 吉安３４３００９)

摘　要　目的合成一系列３Ｇ芳基Ｇ１HＧ５Ｇ取代吡唑酰腙类化合物,用于抗癫痫和抗炎活性筛选．方法以苯乙酮

(或取代苯乙酮)为起始原料与草酸二乙酯发生缩合反应,然后与水合肼环化、肼解,最后与芳香醛(酮)缩合

得到目标化合物５aＧ５o.采用最大电惊厥实验(MES)和皮下戊四唑实验(scPTZ)筛选其抗癫痫活性,旋转棒

法评价其神经毒性;采用脂多糖(LPS)诱导TNFＧα释放模型评价化合物的体外抗炎活性.结果部分化合物

显示出抗最大电惊厥活性,大多数化合物显示出抗戊四唑诱导惊厥的活性.化合物５f在３０mg/kg下仍表

现良好的抗戊四唑所致惊厥活性.所有化合物在３００mg/kg剂量下均未表现出神经毒性.大部分化合物

在２０μg/mL剂量下可以显著抑制LPS诱导的 TNFＧα浓度的升高,其中化合物５b,５h和５k的抑制率高于

５０％,与阳性药地塞米松相当.结论 本研究报道的３Ｇ芳基Ｇ１HＧ５Ｇ取代吡唑酰腙类化合物具有较好的抗癫痫

活性,尤其对戊四唑诱导癫痫更为敏感.此外,该系列化合物在细胞炎症模型中的表现出良好的体外抗炎活

性.该研究为研究失神发作类癫痫和炎症的治疗药物提供了一定依据.
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Abstract　Objective:Tosynthesisaseriesof３ＧarylＧ１HＧpyrazoleＧ５ＧacylhydrazonesandinvestigatetheirbiＧ
ologicaleffects．Methods:Thetargetcompounds５aＧ５oweresynthesizedbycondensationofacetophenone
(orsubstitutedacetophenone)withdiethyloxalate,cyclizationandhydrazinolysiswithhydrazinehydrate,

andcondensation witharomaticaldehydes(ketones)successively．Theiranticonvulsantactivities were
screenedusingmaximalelectroshockshock(MES)andsubcutaneouspentylenetetrazole(scPTZ)seizure
modelsinmice．Theirneurotoxicitywasevaluatedwithrotarodtest．Invitro LPSＧinducedTNFＧαmodel
wasusedtoevaluatetheirantiＧinflammatoryactivity．Results:Theiranticonvulsantactivities,especiallythe
antiＧPTZactivitywereconfirmedbythebothmodels．Mostofthem markedlyinhibitedtheexpressionof
TNFＧαattheconcentrationof２０μg/mL．Compounds５b,５h,and５kwerecomparabletodexamethasone
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０　引言

癫痫是多种原因引起脑部神经元群阵发性异常放电所致的反复性的、突发性的脑功能短暂异常的疾病.
临床表现有大发作、小发作、失神发作、局限性和混合性发作等类型.据世界卫生组织统计,现今全球大概有

５０００万的癫痫患者,而我国有近１０００万的癫痫患者,每年新增癫痫患者约５０万人[１].现有药物可以控制

７０％左右患者的癫痫发作,但仅仅是抑制发作,并不能治愈,需要长期服药(半年以上甚至终身),因而带来了

严重的耐药性和毒副作用的问题[２].开发新的具有广谱、强效、毒副作用小的新型抗癫痫药物(AEDs)仍然

是癫痫治疗的重要方向.
吡唑是一种含氮五元杂环化合物,它的芳香性和富电子性质使其易于与各种不同的酶和受体结合,从而

赋予其广泛的生物活性.如抗炎[３],抗菌[４],及抗癫痫活性[５,６].课题组在前期工作中设计了一系列芳基吡

唑缩氨基脲类化合物并对其抗癫痫活性进行了初步探索,结果表明该类化合物大多数都具有良好的抗癫痫

活性,尤其是对戊四唑诱导的癫痫小鼠,显示出较好的保护作用[７].酰腙是一类酰肼与羰基化合物缩合而成

的结构片段,其结构中含有酰胺和席夫碱,后两者在抗癫痫药物设计中被广泛应用[８Ｇ９].为了获得新的抗癫

痫活性结构,本实验基于前期研究中发现的芳基吡唑缩氨基脲类化合物,将酰腙替代上述化合物中的氨基脲

片段,设计合成了一系列３Ｇ芳基Ｇ１HＧ５Ｇ取代吡唑酰腙类化合物并对其进行了抗癫痫活性和神经毒性的初步

评价.
近年来,研究发现炎症因子能够直接影响神经元以及胶质细胞的电活动,调节中枢神经兴奋性,在颞叶

内侧癫痫患者手术切除的脑组织标本上可以观察到 TNFＧα表达上调[１０,１１].此外,癫痫发作也会引起神经

炎症反应,进一步加重中枢神经系统的损伤,形成难治性癫痫的病理基础[１２].自靶向COXＧ２的塞来昔布被

上市用于炎症治疗以来,大量吡唑类抗炎药物和抗炎活性分子被发现和报道[１３,１４],而酰腙结构在抗炎药物

中同样被广泛报道[１５].因此,基于我们的目标化合物中也含有吡唑和酰腙结构,以及炎症与癫痫发病的相

关性,我们也对目标化合物的抗炎活性进行了评价.

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

核磁共振分析采用BURKERAVＧ３００型核磁共振仪(Bruker,Switzerland),四甲基硅(TMS)为内标,
溶剂使用 CDCl３ 或 DMSOＧd６;高分辨质谱采用 UltrafleXtremeMALDIＧTOF/TOF 质谱仪(BrukerDalＧ
tonikGmbH,Leipzig,Germany)测定;熔点采用毛细管法测定(温度计未经校正).实验所用试剂包括苯乙

酮(９９％,阿拉丁试剂公司)、苯甲醛(９９％,阿拉丁试剂公司)、草酸二乙酯(９９％,天津博迪化工股份有限公

司)、水合肼(８０％,上海化学试剂厂),和其他常规溶剂(分析纯,麦克林试剂有限公司).

１．２　化合物合成

１．２．１　化合物３aＧ３f的合成.以化合物３a为例[１６]:在１００mL圆底烧瓶中加入４０mL新配制的乙醇钠溶液

(１mol/L),冰浴下滴加苯乙酮(４．８g,４０mmol)和草酸二乙酯(５．８５g,４０mmol),滴毕,于３０℃反应２．５h
(TLC跟踪,展开剂V石油醚/V乙酸乙酯 ＝６:１).反应液凝固成固体时,反应完成,得中间体２a.中间体２a不经过

后处理,直接滴加冰醋酸０．６mL,调节至pH６Ｇ７(固体全部溶解),室温搅拌０．５h后再滴加８０％水合肼３．０
mL(４８mmol),９０℃下加热回流２h(TLC跟踪,展开剂V石油醚/V乙酸乙酯 ＝６:１).冷却,浓缩一半溶剂,残留

物在搅拌下倒入到冰水中,析出固体,抽滤,乙醇重结晶得到黄色固体３a.采用相同方法,用其他取代苯乙

酮为原料制备得到化合物３bＧ３f.

１．２．２　化合物４bＧ４f的合成.以化合物４a为例:在 １００mL 圆底烧瓶中依次加入化合物３a(２．１６g,１０
mmol)和８０％ 水合肼(１０ml,１６０mmol).混合物于１２０ ℃下回流反应２h(TLC跟踪,展开剂V石油醚/
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V乙酸乙酯 ＝１∶２).冷却至室温,抽滤,乙醇重结晶得白色固体４a.采用相同方法制备得到化合物４bＧ４f.

１．２．３　化合物５aＧ５o的合成.以化合物５a为例[１７]:在１００mL圆底烧瓶中依次加入２０ml无水乙醇,化合物

４a(４．０４g,２０mmol)和苯甲醛(２．１２g,２０mmol).加毕,于９０℃下回流反应２h(TLC跟踪,展开剂 V石油醚

∶V乙酸乙酯 ＝１∶４).冷却至室温,抽滤,乙醇重结晶得白色固体５a.相同方法下,化合物４a和其他取代的苯

甲醛及呋喃甲醛反应得到化合物５bＧ５h,化合物４a分别与苯乙酮及４Ｇ氯苯乙酮反应得到化合物５i和５j;化合

物４bＧ４f分别与苯甲醛反应得到化合物５kＧ５o.化合物５aＧ５o的理化数据如下:

N＇Ｇ苯亚甲基Ｇ３Ｇ苯基Ｇ１HＧ吡唑Ｇ５Ｇ甲酰肼(５a):熔点 ２３６Ｇ２３９ ℃,产率 ７５ ％．１HＧNMR(DMSOＧd６,３００
MHz):δ７．２５(s,１H,PzＧH),７．４０Ｇ７．８６(m,１０H,PhＧH),８．５６(s,１H,N＝CH),１１．７３(s,１H,CONH),１３．８２
(s,１H,PzＧNH)．１３CＧNMR(DMSOＧd６,７５MHz):δ１５８．６４,１５５．８８,１４８．０７,１４７．２１,１４４．２１,１３５．００,１３０．４４,

１２９．５２,１２９．３１,１２９．０７,１２７．５３,１２５．８８,１０３．９７．ESIＧHRMScalcdforC１７H１５N４O＋ ([M＋H]＋ ):２９１．１２４０;

found:２９１．１２３８．
N＇Ｇ(２Ｇ氟苯亚甲基)Ｇ３Ｇ苯基Ｇ１HＧ吡唑Ｇ５Ｇ甲酰肼(５b):熔点 ２１８Ｇ２２０ ℃,产率 ７０ ％．１HＧNMR(DMSOＧ

d６,４００MHz):δ７．２５(s,１H,PzＧH),７．２８Ｇ７．９９(m,９H,PhＧH),８．８１(s,１H,N＝CH),１１．９４(s,１H,CONH),

１３．８３(s,１H,PzＧNH)．１３CＧNMR(DMSOＧd６,１００MHz):δ１６１．２６(d,１JcＧf＝２４７．７Hz),１５８．７１,１４７．０９,１４４．
２３,１４０．７４,１３２．２８(d,３JcＧf＝７．５Hz),１２９．５５,１２９．３４,１２９．０８,１２６．８５,１２５．９２,１２５．６０,１２５．３９,１１６．４６(d,２JcＧf

＝２０．３Hz),１０４．０５．ESIＧHRMScalcdforC１７H１４FN４O＋ ([M＋H]＋ ):３０９．１１４６;found:３０９．１１４３．
N＇Ｇ(３Ｇ氟苯亚甲基)Ｇ３Ｇ苯基Ｇ１HＧ吡唑Ｇ５Ｇ甲酰肼(５c):熔点 ２１６Ｇ２１８ ℃,产率 ７３ ％．１HＧNMR(DMSOＧ

d６,４００MHz):δ７．２４(s,１H,PzＧH),７．２８Ｇ７．８６(m,９H,PhＧH),８．５５(s,１H,N＝CH),１１．８４(s,１H,CONH),

１３．８２(s,１H,PzＧNH)．１３CＧNMR(DMSOＧd６,１００MHz):δ１６２．９０(d,１JcＧf＝２４２．４Hz),１５８．７１,１４７．０９,１４６．
６２,１４４．２３,１３７．５６,１３１．４２(d,３JcＧf＝８．３Hz),１２９．５６,１２９．１０,１２５．９１,１２５．６３,１２３．９５,１１７．１５(d,２JcＧf＝２１．４
Hz),１１３．２９(d,３JcＧf＝２１．２Hz),１０４．０６．C１７H１４FN４O＋ ([M＋H]＋ ):３０９．１１４６;found:３０９．１１４４．

N＇Ｇ(４Ｇ氟苯亚甲基)Ｇ３Ｇ苯基Ｇ１HＧ吡唑Ｇ５Ｇ甲酰肼(５d):熔点 ２３０Ｇ２３３ ℃,产率 ７５ ％．１HＧNMR(DMSOＧ
d６,４００MHz):δ７．２６(s,１H,PzＧH),７．２９Ｇ７．８６(m,９H,PhＧH),８．５３(s,１H,N＝CH),１１．７５(s,１H,CONH),

１３．８２(s,１H,PzＧNH)．１３CＧNMR(DMSOＧd６,１００MHz):δ１６３．５６(d,１JcＧf＝２４７．２Hz),１５８．６６,１４７．３６,１４６．
９９,１４４．１７,１３１．５２,１２９．７０(d,３JcＧf＝７．６Hz),１２９．５０,１２９．００,１２５．８３,１１６．３８(d,３JcＧf＝２１．８Hz),１０３．８５,１０３．
１８．ESIＧHRMScalcdforC１７H１４FN４O＋ ([M＋H]＋ ):３０９．１１４６;found:３０９．１１５１．

N＇Ｇ(４Ｇ氯苯亚甲基)Ｇ３Ｇ苯基Ｇ１HＧ吡唑Ｇ５Ｇ甲酰肼(５e):熔点 ２７８Ｇ２８０ ℃,产率 ７９ ％．１HＧNMR(DMSOＧ
d６,４００MHz):δ７．２４(s,１H,PzＧH),７．５０Ｇ７．７５(m,７H,PhＧH),７．８５(d,２H,J ＝７．２Hz,PhＧH),８．５５(s,１H,

N＝CH),１１．８０(s,１H,CONH),１３．８２(s,１H,PzＧNH)．１３CＧNMR(DMSOＧd６,１００MHz):δ１５８．６７,１４７．１６,

１４６．６８,１４４．２２,１３４．８２,１３３．９６,１２９．５３,１２９．４１,１２９．２９,１２９．１１,１２５．９２,１２５．６６,１０４．０２．ESIＧHRMScalcdfor
C１７H１４ClN４O＋ ([M＋H]＋ ):３２５．０８５１;found:３２５．０８４６．

N＇Ｇ(４Ｇ溴苯亚甲基)Ｇ３Ｇ苯基Ｇ１HＧ吡唑Ｇ５Ｇ甲酰肼(５f):熔点２９０Ｇ２９２℃,产率７９％ １HＧNMR(DMSOＧd６,

４００MHz):δ７．２５(s,１H,PzＧH),７．４０Ｇ７．７３(m,７H,PhＧH),７．８５(d,２H,J＝７．４Hz,PhＧH),８．５３(s,１H,N＝
CH),１１．８１(s,１H,CONH),１３．８２(s,１H,PzＧNH)．１３CＧNMR(DMSOＧd６,１００MHz):δ１５８．６４,１４７．１４,１４６．
７７,１４４．２４,１３４．２９,１３２．３２,１２９．５１,１２９．３８,１２９．０７,１２９．０３,１２５．８９,１２３．６０,１０４．００．ESIＧHRMScalcdforC１７

H１４BrN４O＋ ([M＋H]＋ ):３６９．０３４６;found:３６９．０３４４．
N＇Ｇ(４Ｇ甲基苯亚甲基)Ｇ３Ｇ苯基Ｇ１HＧ吡唑Ｇ５Ｇ甲酰肼(５g):熔点２９５Ｇ２９７℃,产率９１％．１HＧNMR(DMSOＧ

d６,４００MHz):δ２．３５(s,３H,PhＧCH３),７．２４(s,１H,PzＧH),７．２８(d,２H,J＝７．４Hz,PhＧH),７．３９Ｇ７．６３(m,

５H,PhＧH),７．８５(d,２H,J＝７．４Hz,PhＧH),８．５１(s,１H,N＝CH),１１．６６(s,１H,CONH),１３．８０(s,１H,PzＧ
NH)．１３CＧNMR(DMSOＧd６,１００MHz):δ１５８．５３,１４８．１０,１４７．３０,１４４．１６,１４０．２２,１３２．２５,１２９．９２,１２９．５０,１２９．
０３,１２７．５２,１２５．８７,１２５．６７,１０３．９１,２１．５０．ESIＧHRMScalcdforC１８H１７N４O＋ ([M＋H]＋ ):３０５．１３９７;found:

３０５．１３９９．
N＇Ｇ(呋喃Ｇ２Ｇ基亚甲基)Ｇ３Ｇ苯基Ｇ１HＧ吡唑Ｇ５Ｇ甲酰肼(５h):熔点２２３Ｇ２２５℃,产率６７％．１HＧNMR(DMSOＧ

d６,４００MHz):δ６．５３Ｇ６．５５(m,１H,FurＧH),６．９１(d,１H,J ＝３．６Hz,FurＧH),７．２３(s,１H,PzＧH),７．４０Ｇ７．８６
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(m,６H,PhＧH,FurＧH),８．４４(s,１H,N＝CH),１１．７５(s,１H,CONH),１３．８０(s,１H,PzＧNH)．１３CＧNMR(DMＧ
SOＧd６,１００MHz):δ１５８．５５,１５０．１７,１４７．１８,１４５．４８,１４４．１９,１３７．７７,１２９．５６,１２９．０９,１２９．０５,１２５．９２,１１３．４４,

１１２．６６,１０４．０２．ESIＧHRMScalcdforC１５H１３N４O２
＋ ([M＋H]＋ ):２８１．１０３３;found:２８１．１０３０．

３Ｇ苯基ＧN＇Ｇ(１Ｇ苯亚乙基)Ｇ１HＧ吡唑Ｇ５Ｇ甲酰肼(５i):熔点 ２６６Ｇ２６８ ℃,产率 ７０ ％．１HＧNMR(DMSOＧd６,

４００MHz):δ２．３９(s,３H,CH３),７．２７(s,１H,PzＧH),７．３８Ｇ７．８６(m,１０H,PhＧH),１０．４０(s,１H,CONH),１３．８６
(s,１H,PzＧNH)．１３CＧNMR(DMSOＧd６,１００MHz):δ１５８．３８,１４７．２０,１４４．３１,１３８．４８,１３３．６６,１２９．９２,１２９．５３,

１２９．０６,１２８．８７,１２６．８８,１２５．８６,１２５．７３,１０３．７４,１４．０６．ESIＧHRMScalcdforC１８H１７N４O＋ ([M＋H]＋ ):３０５．
１３９７;found:３０５．１３９６．

N＇Ｇ(１Ｇ(４Ｇ氯苯基)亚乙基)Ｇ３Ｇ苯基Ｇ１HＧ吡唑Ｇ５Ｇ甲酰肼(５j):熔点 ２５１Ｇ２５３ ℃,产率 ８１ ％．１HＧNMR
(DMSOＧd６,４００MHz):δ２．３８(s,３H,CH３),７．２９(s,１H,PzＧH),７．３９Ｇ７．９０(m,９H,PhＧH),１０．４３(s,１H,

CONH),１３．８５(s,１H,PzＧNH)．１３CＧNMR(DMSOＧd６,１００MHz):δ１５８．３９,１５２．２９,１４７．１９,１４４．４４,１３７．３０,

１３４．６２,１２９．４９,１２９．０７,１２８．９１,１２８．６４,１２６．１２,１２５．８２,１０３．８０,１４．０７．ESIＧHRMScalcdforC１８H１６ClN４O＋

([M＋H]＋ ):３３９．１００７;found:３３９．１０１０．
N＇Ｇ苯亚乙基Ｇ３Ｇ(４Ｇ氟苯基)Ｇ１HＧ吡唑Ｇ５Ｇ甲酰肼(５k):熔点 ２６８Ｇ２７０ ℃,产率 ４７ ％．１HＧNMR(DMSOＧ

d６,４００MHz):δ７．２４(s,１H,PzＧH),７．３０Ｇ７．９１(m,９H,PhＧH),８．５６(s,１H,N＝CH),１１．７３(s,１H,CONH),

１３．８０(s,１H,PzＧNH)．１３CＧNMR(DMSOＧd６,１００MHz):δ１６２．５８(d,１JcＧf＝２４３．３Hz),１５８．６０,１４８．０６,１４７．
２７,１４３．３０,１３５．００,１３０．４０,１２９．３１,１２８．１５(d,３JcＧf＝７．８ Hz),１２７．５０,１２５．７５(d,４JcＧf＝３．０ Hz),１１６．５２
(d,２JcＧf＝２１．４Hz),１０４．０６．ESIＧHRMScalcdforC１７H１４FN４O＋ ([M＋H]＋ ):３０９．１１４６;found:３０９．１１４４．

N＇Ｇ苯亚乙基Ｇ３Ｇ(４Ｇ氯苯基)Ｇ１HＧ吡唑Ｇ５Ｇ甲酰肼(５l):熔点２６７Ｇ２６９℃,产率６７％ １HＧNMR(DMSOＧd６,

４００MHz):δ７．３２(s,１H,PzＧH),７．４３Ｇ７．４９(m,３H,PhＧH),７．５６(d,２H,J＝８．０Hz,PhＧH),７．７２Ｇ７．７４(m,

２H,PhＧH),７．８７(d,２H,J＝８．０Hz,PhＧH),８．５３(s,１H,N＝CH),１１．７８(s,１H,CONH),１３．８９(s,１H,PzＧ
NH)．１３CＧNMR(DMSOＧd６,１００MHz):δ１５８．５２,１５６．４７,１４８．３５,１４８．２６,１３４．８６,１３３．４９,１３２．４４,１３０．５３,１２９．
５３,１２９．３１,１２７．５７,１０７．０１,１０４．２７．C１７H１４ClN４O＋ ([M＋H]＋ ):３２５．０８５１;found:３２５．０８４６．

N＇Ｇ苯亚乙基Ｇ３Ｇ(４Ｇ溴苯基)Ｇ１HＧ吡唑Ｇ５Ｇ甲酰肼(５m):熔点 ２５８Ｇ２６０ ℃,产率 ７６ ％．１HＧNMR(DMSOＧ
d６,４００MHz):δ７．３２(s,１H,PzＧH),７．４６Ｇ７．８７(m,９H,PhＧH),８．５２(s,１H,N＝CH),１１．７９(s,１H,CONH),

１３．９０(s,１H,PzＧNH)．１３CＧNMR(DMSOＧd６,１００MHz):δ１５７．４７,１４８．２７,１３７．４０,１３４．８５,１３２．４４,１３１．８９,１３０．
５４,１２９．３２,１２９．０４,１２７．７９,１２７．５７,１２３．９０,１０４．２８．ESIＧHRMScalcdforC１７H１４BrN４O＋ ([M＋H]＋ ):３６９．
０３４６;found:３６９．０３４５．

N＇Ｇ苯亚乙基Ｇ３Ｇ(４Ｇ甲苯基)Ｇ１HＧ吡唑Ｇ５Ｇ甲酰肼(５n):熔点 ２４８Ｇ２４９ ℃,产率 ７１ ％．１HＧNMR(DMSOＧ
d６,４００MHz):δ２．３５(s,３H,PhＧCH３),７．２１(s,１H,PzＧH),７．３０(d,２H,J＝８．０Hz,PhＧH),７．４４Ｇ７．７４(m,

７H,PhＧH),８．５３(s,１H,N＝CH),１１．７３(s,１H,CONH),１３．７３(s,１H,PzＧNH)．１３CＧNMR(DMSOＧd６,

１００MHz):δ１５８．４８,１４８．１０,１４８．０７,１３８．３９,１３８．３０,１３４．９３,１３０．４６,１３０．０４,１２９．４６,１２９．３１,１２７．５３,１２５．７６,

１０３．３６,２１．３０．ESIＧHRMScalcdforC１８H１７N４O＋ ([M＋H]＋ ):３０５．１３９７;found:３０５．１３９４．
N＇Ｇ苯亚乙基Ｇ３Ｇ(４Ｇ甲氧基苯基)Ｇ１HＧ吡唑Ｇ５Ｇ甲酰肼(５o):熔点２３９Ｇ２４１℃,产率７３％．１HＧNMR(DMＧ

SOＧd６,４００MHz):δ３．８１(s,３H,PhＧOCH３),７．０５(d,２H,J＝８．４Hz,PhＧH),７．１２(s,１H,PzＧH),７．４４Ｇ７．７３
(m,５H,PhＧH),７．７７(d,２H,J ＝８．４Hz,PhＧH),８．５３(s,１H,N＝CH),１１．６８(s,１H,CONH),１３．６４(s,１H,

PzＧNH)．１３CＧNMR(DMSOＧd６,１００MHz):δ１６１．０５,１５９．９５,１４７．９８,１３５．０１,１３１．１０,１３０．４１,１２９．３１,１２８．４７,

１２７．５１,１２７．３５,１１４．９１,１１４．２３,１０３．０１,５５．７２．ESIＧHRMScalcdforC１８H１７N４O２
＋ ([M＋H]＋ ):３２１．１３４６;

found:３２１．１３４０．
１．３　化合物抗惊厥活性及神经毒性评价

按照美国 NIH 的抗癫痫药物开发方案,采用最大电惊厥模型和皮下戊四唑模型评价目标化合物的抗癫

痫活性,旋转棒法评价目标化合物的神经毒性[１８,１９].实验动物采用昆明种小鼠(湖南斯莱克景达实验动物

有限公司提供,许可证号:SCXK(湘)２０１６Ｇ０００３),体重１８Ｇ２２g,雌雄均可.实验前３d饲养于２３Ｇ２７℃、相
对湿度４５％Ｇ６５％ 的实验室中,实验时间以外可以自由采食和饮水.测试化合物均用 DMSO 溶解,以
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０．０５mL/２０g容积腹腔注射,评价化合物在３０、１００、３００mg/kg三个剂量下的抗癫痫活性和神经毒性.活

性观测时间为给药后０．５h.
最大电休克发作实验(MES):使用１１０V,６０Hz的交流电,小鼠耳电极通电０．３s,出现后肢强直的视为

惊厥.正式实验前一天预筛小鼠,出现惊厥的小鼠用于正式实验.腹腔给药０．５h后对小鼠进行电刺激,观
察药物的抗电诱导惊厥活性,不出现后肢强直,视为化合物在该剂量下有效.

皮下戊四唑实验(scＧPTZ):小鼠给药０．５h后皮下给予８５mg/kg的戊四唑(该剂量可以使９７％以上的

小鼠产生连续５s的阵挛性惊厥),小鼠单独放置在鼠笼中观察３０min,以没有出现连续５s以上的阵挛性惊

厥为有效,认为该化合物可以对抗由戊四唑诱导的惊厥.
神经毒性实验:神经毒性实验采用旋转棒法,腹腔给药０．５h后将小鼠置于直径１英寸、转速为６r/min

的木棒上,在连续三次的测试中小鼠均不能在木棒保持１min而掉下视为有神经毒性,反之则无神经毒性.

１．４　细胞培养与ELISA实验(TNFＧα浓度测定)
小鼠 RAW２６４．７ 巨噬细胞(北京协和细胞库,北京)用添加了１０％ FBS(BI生物有限公司,批号:

１５５２６８０)、１００U/mL青霉素和１００μg/mL链霉素混合液(索莱宝科技有限公司,批号:２０１６０９０９)的 RPMI
１６４０完全高糖培养基(杭州四季青生物工程有限公司,批号:１７０５０４)于３７℃５％ CO２ 恒温培养箱中培养.
每２４h更换培养基,细胞生长至９０％ 传代.待细胞传至３代,状态稳定后,用于实验.将细胞接种到２４孔

板中,培养２４h后,药物组加入２０μg/mL的化合物或阳性药地塞米松(DXMS)预处理４h,然后加入 LPS
(SigmaChemicalCo．,St．Louis,MO,USA)(１μg/ml)培养２４h.收集培养液,１０００rpm 离心１０min后取

上清液,使用小鼠 TNFＧαELISA试剂盒(Sandiego,CA,USA)检测 TNFＧα浓度水平[２０].

图１　目标化合物５aＧ５o的合成路线

２　结果与讨论

２．１合成部分

本实验以以苯乙酮(或取代苯乙酮)为起始原料,先后与草酸二乙酯发生缩合反应,与水合肼进行环化、
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缩合,最后与芳香醛(酮)缩合得到目标化合物５aＧ５o(见图１).化合物２的制备过程中,使用新制备的乙醇钠

并保证反应体系无水比较关键,反应体系中水的存在会降低乙醇钠的活性从而阻止反应的进行.该反应结

束后反应体系会凝固成固体,这是因为化合物２在碱性条件下以盐的形式存在,在乙醇中溶解度变低导致

的.加入醋酸调整pH 到７可以使其转换成分子形态,溶解度增加,从而溶解到乙醇溶液中.再加入水合肼

在９０℃下回流,可以得到环合后的吡唑甲酰乙酯３.化合物３直接与水合肼发生肼解得到酰肼化合物４.该

反应中我们尝试了不同溶剂,发现反应至少需要１１０℃的反应温度,才能确保反应进行.如甲苯作溶剂同样

得到预计产物,但比较发现水合肼直接充当溶剂,可以加快反应速度,并且易于后处理.最后,在醋酸催化

下,化合物４与各种羰基化合物缩合得到目标化合物５aＧ５o.
化合物５aＧ５o的结构通过核磁共振氢谱、碳谱和质谱得到了确证.结构解析以化合物５a为例:在１HＧ

NMR 中,δ７．２５处的单峰为吡唑环上CＧH 的吸收峰,δ７．４０Ｇ７．８６范围的多重峰为两个苯环上１０个质子的

吸收峰,δ８．５６处的单峰为席夫碱上的质子信号,δ１１．７３和１３．８２位置的两个单峰则分别为酰胺氮和吡唑氮

上的两个质子的吸收峰.１３CNMR谱也准确的给出了该化合物结构的各种信息,恰好是１３种不同化学环境

的碳.高分辨质谱分析中,化合物５a([M＋H]＋ )理论分子质量为２９１．１２４０,实测值为２９１．１２３８,结合氢谱和碳

谱可以确证其分子结构.
表１　化合物５aＧ５o的抗癫痫活性及神经毒性

Compounds R R＇ Ar
Intraperitionealinjectioninmicea

MESb scPTZc NTd

５a H H C６H５ Ｇ １００ Ｇ

５b H H C６H４(oＧF) Ｇ Ｇ Ｇ

５c H H C６H４(mＧF) Ｇ １００ Ｇ

５d H H C６H４(pＧF) １００ １００ Ｇ

５e H H C６H４(pＧCl) １００ １００ Ｇ

５f H H C６H４(pＧBr) Ｇ ３０ Ｇ

５g H H C６H４(pＧCH３) ３００ １００ Ｇ

５h H H ２Ｇfuran Ｇ Ｇ Ｇ

５i H CH３ C６H５ Ｇ ３００ Ｇ

５j H CH３ C６H４(pＧCl) Ｇ Ｇ Ｇ

５k F H C６H５ ３００ １００ Ｇ

５l Cl H C６H５ Ｇ １００ Ｇ

５m Br H C６H５ Ｇ １００ Ｇ

５n CH３ H C６H５ Ｇ １００ Ｇ

５o OCH３ H C６H５ ３００ Ｇ Ｇ

注:a每组动物数３只,给药剂量为３０,１００,３００mg/kg,腹腔给药.表中数据表示该剂量下超过一半小鼠被保护,检测时间为

给药后０．５h后,Ｇ表示在３００mg/kg下未见活性或者神经毒性;b最大电休克发作实验;c皮下戊四唑实验;d神经毒性评价

(转棒实验).

２．２　药理实验部分

２．２．１　抗癫痫活性.本实验采用 MES和scＧPTZ模型来评价目标化合物５aＧ５o的抗癫痫活性.虽然这两个

模型在对难治性癫痫的药物筛选方面有所欠缺,但目前依然是抗癫痫药物筛选的首要选择,被美国 NIH 列

举为主要的抗癫痫药物筛选模型[２１].其中 MES模型用于筛选能对抗全身强直阵挛性发作的候选药[２２],而

scＧPTZ模型则用来筛选失神发作的候选药物[２３].本实验对目标化合物进行了３０,１００和３００mg/kg三个
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剂量的活性和神经毒性的初步评价,其结果见表１.化合物５d和５e在１００mg/kg剂量下表现出抗电刺激所

致惊厥活性,化合物５g,５k和５o在３００mg/kg剂量下表现出对抗电刺激所致惊厥活性.其他化合物在最

大剂量３００mg/kg下未见抗电惊厥活性.

scPTZ实验中,绝大多数化合物在１００mg/kg剂量下表现出抗戊四唑所致惊厥活性,说明该系列化合

物对戊四唑所致癫痫更为敏感,其中化合物５f在３０mg/kg剂量下仍表现出抗癫痫活性.旋转棒实验模型

中,所有化合物在３００mg/kg剂量下均未表现出神经毒性.

２．２．２　抗炎活性.脂多糖(LPS),革兰氏阴性细菌细胞壁外壁的组成成分,被认为是通过刺激炎性细胞

因子(如肿瘤坏死因子(TNFＧα)的释放而启动炎症过程的主要危险因素[２４].LPS诱导 TNFＧα释放模型被

认为是一种有效的用于筛选抗炎活性的体内外模型[２５,２６].在本研究中,我们通过建立LPS诱导 RAW２６４．
７细胞炎症模型来筛选化合物５aＧ５o的体外抗炎活性.如图２所示,被LPS刺激的RAW２６４．７细胞TNFＧα
浓度显著升高,阳性药DXMS可以显著抑制LPS诱导的TNFＧα浓度的升高,在２０μg/mL剂量下抑制率达

到６２％.化合物中５aＧ５f,５h和５kＧ５m 在２０μg/mL剂量下可以显著抑制LPS诱导的 TNFＧα浓度的升高.
简单的构效关系分析可以发现,氟取代化合物５b,５k和呋喃化合物５h具有最好的抗炎活性,抑制率分别为

６４％,６１％和５５％,与阳性药地塞米松相当.而给电子基团甲基或者甲氧基取代的５g,５n和５o则抗炎活性

偏弱,对LPS诱导 TNFＧα表达的抑制率分别为２３％,２１％和１１％,统计时与模型组相比没有显著性差异.
不同氟取代化合物中,邻位氟取代的化合物抑制活性更好(５b＞５c,５d),卤素取代的化合物中,氟取代化

合物抑制活性优于氯溴取代化合物(５d＞５e,５f;５k＞５l,５m).

图２　化合物５aＧ５o(２０μg/mL)在LPS诱导 RAW２６４．７细胞炎症模型中的抗炎活性(与LPS组比较,∗p＜０．０５,∗∗p＜０．０１,

∗∗∗p＜０．００１,∗∗∗∗p＜０．０００１,未标注组p＞０．０５,没有显著性差异,统计分析采用 ANOVAfollowedbyDunnett’stest)

３　结论

本文合成了一系列３Ｇ芳基Ｇ１HＧ５Ｇ取代吡唑酰腙类化合物,其结构均经过光谱学方法确证.体内抗癫痫

活性评价表明:该系列化合物大部分表现出不同程度的抗癫痫活性,尤其是对scＧPTZ模型更为有效,且化

合物未见明显神经毒性.此外,该系列化合物在 LPS诱导的 RAW２６４．７细胞炎症模型中可以显著抑制

TNFＧα的释放,说明其具有良好的抗炎作用.该研究为研究失神发作类癫痫和炎症的治疗药物提供了一定

基础.
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