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［摘要］ 目的 基于唑类药物合理优化的分子设计模型，设计新型三唑类化合物，并测试其对常见致病真菌的抑制活

性。方法 采用环氧化物开环法合成目标化合物，通过1H NMＲ 和 MS 确证其化学结构，经微量液基稀释法测试体外抗真菌活

性。结果 合成了 2 个含三唑酮侧链的新型唑类化合物，它们均显示了优秀的广谱抗真菌活性。结论 目标化合物对白色念

珠菌的活性优于对照药氟康唑和酮康唑，值得进一步深入构效关系研究。
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［Abstract］ Objective To design the novel triazole derivatives and test their in vitro antifungal activities on the basis of the
molecular design model for rational optimization of azole drugs．Methods Ｒing-open reaction of the oxiranes was used to synthesize the
target compounds，whose chemical structures were confirmed by 1H NMＲ and MS． Serial dilution method was used to determine the in
vitro antifungal activities． Ｒesults Two novel azole compounds containing trizaolone side chains were synthesized which showed excel-
lent and broad-spectrum antifungal activity． Conclusion The targeted compounds showed better antifungal activity against Candida al-
bicans than the positive drugs fluconazole and ketoconazole，which was worth to further investigate the structure-activity relationship．
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近年来，随着广谱抗菌素、抗肿瘤药、免疫抑制

剂的大量应用，放射治疗和器官移植的广泛进行，导

管和插管的普遍开展，以及免疫缺陷患者尤其是艾

滋病患者的急速增加，深部真菌感染的发生率和死

亡率大幅度上升。目前临床上应用最为广泛的唑类

抗真菌药物( 例如氟康唑和伊曲康唑) 为真菌羊毛

甾醇 14 α-去甲基化酶( CYP51) 抑制剂。但是，现有

唑类药物具有一定的肝肾毒性，而且耐药性日趋严

重。因此，临床上迫切需要研发新一代更有效的唑

类抗真菌药物。目前，三唑醇类抗真菌药物的结构

优化主要集中于对 C3 侧链进行改造，发现了多类

抗真菌活性优于氟康唑的先导化合物［1 ～ 4］。
本课题组前期针对重要致病真菌 CYP51 开展

了系列同源模建工作，得到了比较准确的重要致病

真菌 CYP51 三维结构［5 ～ 7］。在此基础上，深入分析

了 CYP51 活性位点性质，并采用分子对接手段研究

了唑类药物与 CYP51 的相互作用模式。基于分子

模拟的研究结果，本课题组提出了唑类药物合理优

化的分子设计模型［8］。在此基础上，本文设计并合

成了含三唑酮侧链的新型三唑类化合物，并测试其

对常见致病真菌的抑制活性，发现高活性抗真菌新

化学实体。

1 仪器与试剂

红外光谱仪为 Perkin Elmer 683 型，固体采用

KBr 压 片 法。核 磁 共 振 仪 为 Bruker AC-300p 型，

TMS 为 内 标，CDCl3 为 溶 剂。质 谱 仪 为 MAT-212
型、熔点用毛细管法测定，温度未经校正。所有试剂

皆为市售分析纯或化学纯。

2 实验方法

2． 1 N-甲基对硝基苄胺( 2) 的合成 于 1 000 ml
圆底烧瓶中加入 700 ml 饱和甲胺醇溶液和对硝基

氯苄 24． 0 g( 0． 14 mol) ，60 ℃下回流反应 5 h，反应
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液由绿色变为棕红色，反应结束后蒸干溶剂，残余物

在稀盐酸液 300 ml 和 100 ml 无水乙醚中分散，水层

用 NaOH 调至碱性，无水乙醚提取( 200 ml × 3 ) ，合

并提取液，无水 Na2SO4 干燥，过滤，滤液蒸干得固体

21． 9 g，产率 92． 9%。
2． 2 N-甲基-N-叔丁氧羰基-4-硝基苄胺( 3) 的合成

于 500 ml 圆底烧瓶中，加入 N-甲基-对硝基苄胺

( 2) 16． 7 g( 0． 10 mol) 和 250 ml CH2Cl2，在 0 ℃ ～ 5
℃下( 冰浴) 慢慢滴加( BOC) 2O 22． 0 g ( 0． 10 mol)
溶于 CH2Cl2 50 ml 的溶液。滴加完毕后，即有大多

数产物生成。继续室温反应 10 h，反应几乎完全。
加入氯仿 300 ml 稀释，水洗( 200 ml × 3) ，饱和食盐

水洗( 200 ml × 3) ，无水 Na2SO4 干燥，过滤，蒸干滤

液得棕红色液体 25． 0 g，收率 93． 4%。
2． 3 N-甲基- N-叔丁氧羰基-4-胺基苄胺( 4 ) 的合
成 将化合物 3［8］24． 0 g( 90 mmol) 、85% 水合肼 96
ml 和无水乙醇 300 ml 置于 500 ml 圆底烧瓶中，小

心加入催化剂量的活性镍。75 ℃回流反应 10 h，反

应结束后，过滤( 用稀盐酸处理残余的镍) ，滤液蒸

干即得黄色固体 21． 3 g，收率 100． 0%。mp 105 ℃
～107 ℃。无 须 纯 化 即 可 用 于 下 一 步 反 应。 1 H
NMＲ: 6． 04 ～ 7． 03 ( 4H，m，Ar-H) ，4． 29 ( 2H，s，-
CH2-Ph) ，3． 63 ( 2H，br，-NH2 ) ，2． 78 ( 3H，s，N-
CH3 ) ，1． 48 ( 9H，s，-C( CH3 ) 3 ) 。
2． 4 N-甲基-N-叔丁氧羰基-( 4-苯氧羰基氨基) 苄
胺( 5) 的合成 将化合物 4 23． 6 g( 0． 10 mol) ，吡啶

8． 5 g( 110 mmol) 和乙酸乙酯 200 ml 置于 500 ml 圆

底烧瓶中，0℃ 下缓慢滴加氯甲酸苯酯 17． 2 g ( 110
mmol) ，滴加完毕后室温反应 3 h，TLC 监测，反应几

乎进 行 完 全。反 应 液 用 水 洗 ( 200 ml × 3 ) ，无 水

Na2SO4 干燥，过滤，滤液蒸干得黄色液体，放置后得

固体 34． 8 g，收率 97． 8%。mp 109 ℃ ～110 ℃。1H
NMＲ: 7． 18 ～ 7． 42 ( 9H，m，Ar-H) ，7． 00 ( 1H，br，
-NH) ，4． 39 ( 2H，s，-CH2-Ph) ，2． 82 ( 3H，s，N-
CH3 ) ，1． 48 ( 9H，s，-C( CH3 ) 3 ) 。
2． 5 4-( N-甲基-N-叔丁氧羰基-胺甲基) 苯胺基脲
( 6) 的合成 向 500 ml 圆底烧瓶中加入化合物 5
35． 6 g( 0． 1 mol) ，85% 水合肼 10 ml 和二甲氧基乙

烷 150 ml，室温搅拌 24 h。反应结束后将溶剂蒸干

得淡黄色固体，用乙酸乙酯洗涤得白色固体 25． 0 g，

收率 85． 0%。1H NMＲ: 8． 21 ( 1H，s，NHCONH) ，

7． 16 ～ 7． 42 ( 4H，m，ArH) ，6． 76 ( 1H，br，NH-
CONH) ，4． 36 ( 2H，s，-CH2-Ph) ，3． 84 ( 2H，br，-
NH2 ) ，2． 81 ( 3H，s，N-CH3 ) ，1． 48 ( 9H，s，-C
( CH3 ) 3 ) 。
2． 6 4-( N-甲基-N-叔丁氧羰基-胺甲基) 苯基-2H-1，

2，4-三唑-3-酮( 7) 的制备 将化合物 6 15． 0 g( 0． 05
mol) ，甲脒醋酸盐 22． 0 g ( 0． 2 mol) 溶于 DMF 250
ml，室温搅拌反应 30 min，加入醋酸 14． 0 ml，然后升

温至 80 ℃，继续搅拌反应 6 h。反应结束后，减压蒸

去溶剂，残余物用冰水处理，过夜，过滤，得淡黄色固

体 12． 5 g，收率 82． 2%。1H NMＲ: 11． 80 ( 1H，br，
NH) ，8． 31 ( 1H，s，Triazolone，C5H) ，7． 33 ～ 7． 67
( 4H，m，ArH) ，4． 40 ( 2H，s，benzyl) ，2． 74 ( 3H，

s，N-CH3 ) ，1． 42 ( 9H，s，-C( CH3 ) 3 ) 。
2． 7 2-( 4-三氟甲基苄基) -4-［4-( N-甲基-氨甲基)
苯基］-2H-1，2，4-三唑-3-酮( 8) 的合成 将化合物

7 1． 8 g ( 0． 003 9 mol) 溶于乙酸乙酯 25 ml，加入

10%盐酸 20 ml，室温搅拌反应 24 h。反应结束后，

蒸干溶剂，加水 50 ml，K2CO3 调 pH 至 8，过滤，得白

色固体 1． 1 g，收率 78． 6%。1 H NMＲ: 8． 55 ( Tri-
azolone，C5-H) ，7． 53 ～ 7． 80 ( 8H，m，ArH) ，5． 08
( 2H，s，benzyl ) ，4． 10 ( 2H，s，-CH2-Ph ) ，2． 50
( 3H，s，N-CH3 ) 。
2． 8 1-［2-( 2，4-二氟苯基) -2，3-环氧丙基］-1H-1，
2，4-三唑( 10) 的合成 将 1-( 2，4-二氟苯基-2-( 1H-
1，2，4-三 唑-1-基 ) -乙 酮 12． 8 g ( 57． 2 mmol ) ，

( CH3 ) 3SOI 18． 8 g ( 85． 5 mmol ) 和四丁基溴化铵

0. 8 g( 2． 5 mmol) 加入到 250 ml 的圆底烧瓶中，然后

依次加入 90 ml 二甲苯和 40 ml 20% NaOH 溶液剧

烈搅拌，升温至 60 ℃，反应 3 h，反应结束后，冷却，

将反应液倒入分液漏斗，分出水层和有机层，水层用

乙酸乙酯( 30 ml × 3) 萃取，合并有机层，依次用水洗

( 100 ml × 3 ) 和饱和食盐水洗( 100 ml × 3 ) ，无水

Na2SO4 干燥，过滤，滤液蒸干，残余物溶于 30 ml 乙

酸乙酯，冰浴，搅拌，缓慢滴加甲烷磺酸 4． 1g ( 42． 7
mmol) ，黄色沉淀析出，抽滤，乙酸乙酯洗几次，烘

干，加入 50 ml 二氯甲烷中用 Na2CO3 调至中性，分

出有机层，旋干得白色固体 11． 2 g，收率 82． 4%。
ESI-MS ( m/z) : 237． 07［M + 1］+。
2． 9 2-( 2，4-二氟苯基) -1-( 1H-1，2，4-三唑-1-基) -
3-{N-甲基-N-［2-( 2-戊基) -2H-1，2，4-三唑-3-酮-4-
基］苄胺基}-2-丙醇( 11a) 的合成 将化合物 10 0． 8
g( 3． 3 mmol) ，化合物 9［8］ 1． 2 g( 3． 3 mmol) ，三乙胺 2
ml 溶于无水乙醇 20 ml，升温至 80 ℃，回流搅拌反应

9 h，反应结束后，蒸干溶剂，残余物溶于乙酸乙酯，依

次用水洗( 50 ml ×3) 和饱和食盐水洗( 50 ml × 3) ，无

水 Na2SO4 干燥，过滤，滤液蒸干，残余物柱层析纯化

( 展开剂: CH2Cl2∶CH3OH =98∶2) ，得无色固体 1． 4
g，收率 86． 6%。mp 73 ℃ ～75 ℃。1H NMＲ ( CDCl3，
300 MHz) δ 8． 38 ( s，1H，Triazolone-C5H) ，6． 94 ～
8. 29 ( 9H，m，ArH) ，4． 54 ( 2H，dd，J1 =14. 4 Hz，J2
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= 17． 6 Hz，C1H ) ，3． 60 ( 1H，d，J = 13． 6 Hz，
NbenzylHa) ，3． 44 ( 1H，d，J = 13． 6 Hz，Nbenzyl-
Hb) ，3． 05 ( 1H，d，J = 13． 6 Hz，C3Ha) ，2. 78 ( 1H，

d，J =13． 6 Hz，C3Hb) ，2． 08 ( 3H，s，NCH3 ) ，1． 73
( 2H， h， CH3CHCH2 CH2CH3 ) ， 1． 59 ( 1H， p，

CH3 CHCH2CH2CH3) ，1．29 ( 3H，d，CH3CHCH2CH2CH3) ，

1． 21 ( 2H，q，CH3CHCH2CH2CH3 ) ，0． 85 ( 3H， t，
CH3 CHCH2 CH2 CH3 ) 。IＲ ( cm －1 ) : 3 383，3 123，

3 056，1 743，1 702，1 615，1 557，1 516。ESI-MS
( m/z) : 512． 38［M + 1］+。
2． 10 2-( 2，4-二氟苯基) -1-( 1H-1，2，4-三唑-1-基) -
3-{N-甲基-N-［2-( 3-戊基) -2H-1，2，4-三唑-3-酮-4-
基］苄胺基}-2-丙醇( 11b) 的合成 合成方法同化合

物 11a。收 率 79． 9%。mp 110 ℃ ～ 113 ℃。 1 H
NMＲ ( CDCl3，300 MHz) δ 8． 41 ( 1H，s，Triazolo-
neC5H) ，6． 94 ～ 8． 28 ( 9H，m，ArH) ，4． 56 ( 2H，

dd，J1 = 14． 4 Hz，J2 = 27． 6 Hz，C1H) ，3． 90 ( 1H，

p，CH( CH2 ) 2 ( CH3 ) 2 ) 3． 60 ( 1H，d，J = 13． 2 Hz，
NbenzylHa) ，3． 44 ( 1H，d，J = 13． 2 Hz，Nbenzyl-
Hb) ，3． 06 ( 1H，d，J = 13． 6 Hz，C3Ha ) ，2． 78
( 1H，d，J = 13． 6 Hz，C3Hb ) ，2． 08 ( 3H， s，
NCH3 ) ，1． 70 ( 4H，h，CH ( CH2 ) 2 ( CH3 ) 2 ) ，0． 79
( 6H，t，CH ( CH2 ) 2 ( CH3 ) 2 ) IＲ ( cm －1 ) : 3 128，

3 066，1 690，1 614，1 554，1 508。ESI-MS ( m/z) :

512． 26［M + 1］+。
2． 11 体外抗真菌活性测试方法
2． 11． 1 试验菌株 以下 8 种常见的人体致病真

菌株作为试验菌测试所有化合物。①白色念珠菌

( Candida albicans，标准株 ATCC64550 ) ; ②近平滑

念珠菌( Candida parapsilosis，标准株 ATCC18062 ) ;

③ 热 带 念 珠 菌 ( Candida tropicalis 标 准 株

ATCC12034) ; ④新 型 隐 球 菌 ( Cryptococcus neofor-
mans 标准株 ATCC32609 ) ; ⑤烟曲霉菌( Aspergillus
fumigatus 临床株 0109196) ; ⑥裴氏着色真菌( Fonse-
caea pedrosoi 临 床 株 0208007 ) ; ⑦ 红 色 毛 癣 菌

( Trichophyton rubrum 临床株 0310404) ; ⑧申克氏孢

子丝菌( Sporothrix schenckii 临床株 9503060) 。
2． 11． 2 试验方法

2． 11． 2． 1 菌悬液配制 a． 球菌经 YEPD 液体培

养基 35 ℃培养 16 h，两次活化，用血细胞计数板计

数，以 ＲPM1640 液体培养基调整浓度至 1 × 104 ～ 1
× 105 个 /ml。b． 丝菌经 SDA 斜面培养 ( 35℃ ) 一

周，两次活化，加 ＲPM1640 液体培养基并用吸管吹

打，经四层纱布过滤，使孢子游离于 ＲPM1640 液中，

计数，调整 1 × 104 ～ 1 × 105 孢子 /ml。
2． 11． 2． 2 药液配制 取 8． 0 mg /ml 的 DMSO 药物

储存液，实验前用 ＲPM1640 稀释成 640 μg /ml。
2． 11． 2． 3 接种 96 孔板 1 号孔加 ＲPM1640 100
μl 作空白对照，3 ～ 12 号孔各加菌悬液 100 μl，2 号

孔加菌悬液 180 μl 和药液 20 μl，2 ～ 11 号孔 10 级

倍比稀释，各孔药物浓度分别为 64、32、16、8、4、2、
1、0． 5、0． 25、0． 125 μg /ml。12 号孔不加药液，作阳

性对照。
2． 11． 2． 4 培养及检测 念珠菌属真菌培养 24 h
后测定结果，新隐球菌培养 72 h 后测定结果，丝状

真菌培养 7 d 后测定结果。设阳性对照孔光密度值

( OD 值) 为 100%，以 光 密 度 值 比 阳 性 对 照 孔 低

80% 以 上 的 最 低 药 物 浓 度 为 最 小 抑 菌 浓 度 值

( MIC) 。

3 结果与讨论

3． 1 设计思想 目前绝大多数唑类药物的结构优

化均集中在改造 C3 侧链，本研究前期建立的分子

设计模型提出了“连接子-芳环-氢键受体-疏水基

团”策略( 图 1 ) 。根据该模型，本文设计了 1-( 1H-
1，2，4-三唑-1-基) ( 2-( 2，4-二氟苯基) -3-{ N-甲基 －
N-［( 2-取代-2H-1，2，4-三唑-3-酮-4-基) 苄胺基］} -2-
丙醇类化合物。在该类化合物结构中，苯环可以和

Tyr118 形成 π-π 相互作用，三唑酮基即可作为氢键

受体与 Ser378 形成氢键，又可以起到提高分子的水

溶性，改善分子的理化性质的作用。三唑酮上引入

戊基，可 以 和 CYP51 底 物 进 出 通 道 2 的 Ala61，

Leu87，Leu88，Ile231 和 Phe233 等残基形成疏水和

范德华相互作用。

图 1 唑类药物合理优化设计模型

3． 2 化学合成 目标化合物经过 9 步反应得到，合

成路线见图 2。以 1-( 2，4-二氟苯基-2-( 1H-1，2，4-
三唑-1-基) -乙酮原料，经过环氧化，得到关键中间

体 1-［2-( 2，4-二氟苯基) -2，3-环氧丙基］-1H-1，2，4-
三唑。取代三唑酮苄胺侧链通过 8 步反应制得，首

92
药学实践杂志 2013 年 1 月 25 日第 31 卷第 1 期

Journal of Pharmaceutical Practice，Vol． 31，No． 1，January 25，2013



先 4-硝基溴苄与甲胺醇溶液反应生成 N-甲基-4-硝
基苄胺，然后用 Boc 保护胺基后通过镍和水合肼将

硝基还原为氨基，氨基经过酰胺化，肼解和环合生成

三唑酮环。三唑酮基的 4 位与氯代戊基发生取代反

应，最后在稀盐酸作用下脱去 Boc 保护基，生成取代

三唑酮苄胺侧链。环氧化物与在碱性条件下与不同

的取代三唑酮苄胺侧链开环反应生成目标化合物

11a 和 11b，均系首次报道。

图 2 目标化合物的合成路线

3． 3 体外抗真菌活性和构效关系 体外抗真菌活

性结果显示( 表 1 ) ，化合物 11a 和 11b 具有很好的

广谱抗真菌活性。白色念珠菌是临床上感染率最高

的致病真菌，化合物 11a 对白色念珠菌 MIC80 值为

0． 002 μg /ml，活性是氟康唑的 125 倍，是酮康唑的

32 倍。化合物对近平滑念珠菌和热带念珠菌也具

有很好的抑制活性，MIC 范围为 0． 5 ～ 0． 031 μg /ml，
活性优于氟康唑，与酮康唑基本相当。对于新型隐

球菌，化合物 11a 和 11b 对的 MIC 值分别为 0． 5
μg /ml 和 4 μg /ml，活性强于氟康唑和特比萘芬，但

比酮康唑弱。烟曲霉菌是临床上致死率最高的致病

真菌，化合物 11a 对其活性强于氟康唑，化合物 11a
与氟康唑相当，但两者均低于酮康唑。此外，化合物

对浅部真菌也具有较强活性。化合物 14a 对裴氏着

色真菌和红色毛癣菌的 MIC 值分别为 0． 062 5 μg /
ml 和 0． 5 μg /ml，强于氟康唑，与酮康唑相当。构效

关系显示，2-戊基取代时的抗真菌活性总体优于 3-
戊基取代，推测 2-戊基的立体形状能更好地与靶酶

CYP51 活性位点相匹配。但是，化合物 11b 对近平

滑念珠菌的活性优于 14a，对热带念珠菌的活性与

11a 相当。这说明不同种属 CYP51 活性位点存在有

一定的差异。

表 1 化合物体外抗真菌活性( MIC，μg /ml)

化合物 C． alb． C． par． C． tro． C． neo． A． fum． F． ped． T． rub． S． sch．
11a 0． 002 0． 5 0． 062 5 0． 5 2 0． 062 5 0． 5 64
11b 0． 008 0． 031 0． 062 5 4 32 0． 25 4 64

氟康唑 0． 25 0． 5 0． 5 16 32 64 8 ＞ 64
酮康唑 0． 062 5 0． 031 0． 062 5 0． 031 1 0． 062 5 0． 062 5 0． 5

C． alb． 白念珠菌; C． par． 近平滑念珠菌; C． tro． 热带念珠菌; C． neo． 新型隐球菌; A． fum． 烟曲霉菌; F． ped． 裴氏着色真菌; T． rub． 红

色毛癣菌; S． sch S 申克氏孢子丝菌
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4 结 论

基于前期提出的唑类药物合理优化设计模型，

合理设计并合成了 2 个含三唑酮侧链的新型唑类化

合物，并测试其抗真菌活性。目标化合物均显示了

优良的广谱抗真菌活性，尤其对白色念珠菌的活性

优于对照药氟康唑和酮康唑，值得进一步深入构效

关系研究。
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