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以对氨基水杨酸为母核的三分子缀合物的合成及其生物活性研究

任艳会 1, 范 莉 1, 许峻旗 2, 谢建平 2*, 代乐平 1, 毛 丹 1, 杨 茜 1, 杨大成 1*

(1. 西南大学化学化工学院, 重庆市高校应用化学重点实验室, 重庆 400715; 2. 西南大学生命科学学院, 重庆 400715)

摘要: 基于多靶点药物设计思想, 以对氨基水杨酸 (PAS) 为母核, 选用不同的连接子将PAS、异烟酸和氟喹诺酮

三种结构单元缀合, 设计了未见文献报道的目标分子TM1和TM2; 经多步反应合成了 16个目标分子, 测试了目标

分子抗结核及抗人致病菌的活性。测试结果表明, TM2a抗结核活性强于所测试的氟喹诺酮, TM1a与阳性对照药

物氟喹诺酮中活性最强的克林沙星相当; TM1a对所测试菌株都显示最强抑制活性, TM1b与TM2a对多数菌株显

示很强抑制活性, TM1h/2h对部分菌株具有强抑制活性; TM1a/1h对金葡菌ATCC14125的抑制活性远强于所测试

的氟喹诺酮, 值得进一步研究。溶血性实验结果表明, 高活性分子TM1a和TM2a分别在 8及 32 μg·mL-1浓度下表

现出相对安全性。本研究首次合成了PAS为母核的三分子药效团拼接的新型分子, 部分分子具有非常强的抑菌活

性, 为抗菌药物的研发提供了新的思路。
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Abstract: Based on the idea of multi-target drug design, taking p-aminosalicylic acid (PAS) as the parent

nucleus, the unreported target molecules TM1 and TM2 were designed with PAS, isonicotinic acid and fluoro‐

quinolone as three structural units conjugated by different linkers. Sixteen target molecules were synthesized by

multi-step reaction, and their activities against Mycobacterium tuberculosis and human pathogenic bacteria were

evaluated. The results showed that the anti-tuberculosis activity of TM2a was stronger than those of the assayed

fluoroquinolones, while TM1a was comparable to that of clinafloxacin, the most active compound of the positive

control fluoroquinolones; TM1a showed the strongest inhibitory activity to all almost tested strains, TM1b and

TM2a showed very strong inhibitory activity to most strains, and TM1h/2h had strong inhibitory activity to some

strains; The inhibitory activities of TM1a/1h on Staphylococcus aureus ATCC14125 are much stronger than those

of fluoroquinolones, which eminently deserves further study. The hemolysis test results showed that the highly

active molecules TM1a and TM2a exhibited relative safety below the concentrations of 8 and 32 μg·mL-1, respec‐

tively. In this study, a new hybrid molecule of three molecular pharmacophores with PAS as the parent nucleus was

synthesized for the first time, and some of which have highly strong antibacterial activity, which provides a new
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idea for the research and development of antibiotics.

Key words: p-aminosalicylic acid; isonicotinic acid; fluoroquinolone; activity against Mycobacterium tuber‐

culosis; activity against human pathogenic bacteria

结核病 (tuberculosis, TB) 是由结核分枝杆菌

(Mycobacterium tuberculosis, MTB) 引起的慢性致死性

传染性疾病。在冠状病毒 (COVID-19) 大流行之前 ,

结核病是单一传染病的主要死亡原因, 排名高于艾滋

病。全世界约 1/4的人口感染了MTB[1], 且约 90% TB

患者是成年人, 男性病例多于女性。TB依然是全球的

公共健康问题。

世界卫生组织 (WHO) 根据抗结核药物作用效果

及不良反应的大小将其分为一线和二线抗结核治疗药

物。一线抗结核药物链霉素 (streptomycin, SM, 1944

年)[2]、异烟肼 (isoniazid, INH, H, 1952年)[3]、吡嗪酰胺

(pyrazinamide, PZA, Z, 1954 年)[4]、利福平 (rifampicin,

RIF, R, 1965年) 和乙胺丁醇 (ethambutol, EMB, E, 1968

年)[5]疗效显著、不良反应较少、能够同时杀灭快速增殖

期和慢速繁殖期的结核杆菌, 是TB治疗的首选品种;

二线抗结核药物种类较多, 氟喹诺酮类 (FQs)、大环内

酯类、吩噻嗪类、氨基糖苷类、噁唑烷酮类、环丝氨酸、

对氨基水杨酸 (p-aminosalicylic acid, PAS) 是其代表, 但

其不良反应更多、疗效相对较差。由于TB的特殊性, 敏

感TB的治疗总是采用多药同时服用的联合治疗方案,

大约 85% 的 TB患者采用包含利福平的 2HRZE+4HR

6 月治疗方案 , 一般能够治疗成功[6,7]。虽然敏感 TB

的治疗取得了巨大成就, 但耐药结核病 (drug-resistant

tuberculosis, DR-TB), 包括耐多药结核病和广泛耐药

结核病, 在世界范围内依然是最严峻的挑战[8,9]。多药

耐药且耐药率高为复治肺结核患者主要特征, 即使采

取WHO推荐的多种药物联合治疗方式, 还是存在治

疗周期长、产生耐药性等临床问题, 原因之一是患者依

从性差。将两种或多种抗结核分子偶联为单一分子,

既可能具有同样疗效并且可减少服药种类和/或数量,

是很有价值的药物研究课题。

PAS 是继 SM 之后研发成功的第二款抗结核药

物。 1950 年英国医学研究委员会 (British Medical

Research Council) 使用 SM 和 PAS 联合治疗 TB, 发现

其疗效比单一药物更好, 同时还可以减缓其他药物耐

药的发生[10,11]。前人在对PAS改构中发现, PAS的 3个

官能团都可修饰, 在这些位置合理衍生都可获得高活

性分子[12-14]。本研究以 PAS 为原料 , 对 PAS 羧基、羟

基、氨基 3个官能团进行修饰。这种策略的优势之一,

在于 PAS 既可视作联结分子 (Linker)、又可作为一种

抗结核药物, 由此设计的分子, 既将 3种药物片段缀合

在同一分子 (3-in-1), 又可将目标分子的相对分子质量

降低, 在降低合成难度的优势下还可能提高整个分子

的成药性。

INH自 1952年用于TB治疗以来, 至今仍然是TB

治疗最有效的药物之一。INH是一种前药, 通过被动

运输进入MTB内部, 由MTB的过氧化氢酶-过氧化物

酶 (KatG) 激活[15,16], 形成异烟酰基自由基 , 随后与

NAD+结合, 形成 IN-NAD加合物, 进而抑制烯酰-酰基

载体蛋白还原酶 (InhA), 干涉分枝菌酸的合成, 从而破

坏细菌细胞壁[17,18]。根据其作用机制, 异烟酰肼的结

构片段可以为异烟酰胺或异烟酸酯。

抗菌药物 FQs治疗 TB的临床试验始于 1985年。

研究结果表明 , FQs药物对敏感 TB 和 DR-TB 都有很

好的治疗效果[19], 与其他抗结核药物联用的疗效比其

单用更为显著[20,21]。FQs药物靶向DNA解旋酶, 抑制

MTB复制周期, 导致细胞死亡[22]。FQs骨架是成药性

最高的结构之一。分析上市药物和文献中的活性分子

发现, 保留FQs基本骨架、改变C-7杂环或对其修饰最

多且也最成功[23,24], 结合本实验室长期研究经验[25], 本

研究选择克林沙星 (CLX)、诺氟沙星 (NOR)、环丙沙

星 (CIP)、沙拉沙星 (SAR)、依诺沙星 (ENX)、巴洛沙星

(BAL)、洛美沙星 (LOM)、加替沙星 (GAT) 8个 FQs药

物进行修饰。

基于 PAS 的前期研究结果[26,27], 在 PAS 的氨基和

羟基上连接修饰基团, 最有可能获得高活性分子。因

此, 可以将PAS衍生为对应羧酸酯, 留下氨基和羟基与

异烟酸 (INA) 和 FQs 连接 , 设计 3-in-1 目标分子。作

为一种尝试, 选择羟基连接 FQs、氨基连接 INA, 由此

设计了目标分子模式 (图1)。为了实现上述目标, 需要

合适的Linker。Linker的选择是药效团拼接法的重要

内容。Linker 必须拥有将两个或多个片段连接的功

能, 同时满足相对分子质量尽可能小、分子刚柔性适

度、代谢片段无毒等要求。Linker1是连接 INA的羧基

和 PAS的氨基, Linker2是连接 PAS的羟基和 FQs的胺

基, 基于分子无毒、结构简单、可连接羟基和胺基等设

想, 选定卤代酰氯作为Linker1和Linker2的试剂, 据此

进一步设计了图1所示的目标分子模式。

基于相对分子质量尽可能小的要求, 本研究进一

步设计了 Linker 分别为乙酰基、丙酰基的目标分子
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TM1/TM2 (图 2, 简写为TM1/2); 通过条件探索, 成功

合成了 16个目标分子; 通过耻垢分枝杆菌及人致病菌

活性测试, 发现了高活性分子。

结果与讨论

1 化学实验

目标化合物 TM1/2 由 INA、PAS 和 FQs 3 种结构

片段和 2个Linker构成, 其合成路线很多, 本研究设计

了如下4条合成路线 (合成路线1～4)。

路线 1 是先将 PAS 的羧基酯化的中间体 IM1 与

Linker1 通过酰胺键连接得到中间体 IM2, IM2 再与

INA通过酯基连接得到共同中间体 IM3, 预计 IM1和

IM2合成容易、IM3合成相对较难。FQs与Linker2反

应, 既可引入Linker又可大大增加沙星的溶解性, 因此

设计了中间体 IM4; 此步为 3-氯丙酰氯与脂肪胺基反

应 , 预计收率高。随后两片段连接 , 得到目标分子

TM1/2, 此路线预计能够成功。

路线 2和路线 1的差别, 在于中间体 IM3是通过

两个片段 IM1和 IM5连接, 看起来似乎更好, 但 INA

生成 IM5, 其原料应该是卤代乙酸酯, 所得产物是有两

个酯键的中间体, 要将乙酸酯水解而异烟酸酯不水解,

这是有难度的; 随后, 水解产物转化为酰氯 IM5, 再与

IM2偶联为 IM3, 不仅路线长而且得到需要的 IM5有

难度。因此, 路线2不可取。

Scheme 1 Synthetic route 1 of TM1/2

Scheme 2 Synthetic route 2 of TM1/2. INA: Isonicotinic acid

Figure 1 Design of target molecules. PAS: p-Aminosalicylic acid; FQs: Fluoquinolones

Figure 2 General structure of target molecule
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路线 3是一条采用逐步合成法合成目标分子的典

型路线, 且有共同中间体 IM6; 只要 IM6和FQs连接顺

利 , 就是一条好的合成路线。不幸的是 , FQs 溶解性

差 , 预计和 IM6 反应时间长、杂点多、收率低 ; 其次 ,

IM6的合成预计有难度, 因为 IM3要得到 IM6, 通常需

要采用卤代丙酸酯与 IM3反应, 然后进行丙酸酯的酸

碱催化水解 (其羧酸酯为甲酯或乙酯) 或 TFA型试剂

脱保护 (其羧酸酯为叔丁酯或芳甲基酯), 对于有 3个

酯基的分子要实现 1个酯基的选择性脱保护, 预计有

难度, 更何况随后还要进行酯基的活化, 才能与溶解性

差的FQs连接。

路线 4采用路线 2的方法合成 IM3, 采用路线 3的

方法合成 IM6; 正如前述, IM3和 IM6合成都有难度,

路线4可以认为不可行。

综上所述, 路线 1是TM1/2合成的最佳路线, 据此

给出了合成路线5所示的反应路线。

1.1 中间体 IM1～IM4 的合成 PAS 分别与 MeOH

和EtOH反应合成 IM1a及 IM1b, 实验过二氯亚砜、浓

硫酸、对甲苯磺酸, 发现浓硫酸催化最佳, 放大实验的

收率超过 70%; IM1与氯乙酰氯合成 IM2, 虽然涉及反

应选择性, 但参照本实验室方法[28], 在优化的条件下收

率超过 98%。IM3的合成是酸 INA和氯代烃的酯化反

应, 未见文献报道, 用 Et3N作碱、DMSO为溶剂、温度

控制在 60 ℃时反应最好, 收率超过 70%。IM4的合成

和 IM2的合成类似, 参照 IM2的合成方法可顺利合成

IM4, 收率高 (85.6%～92.7%), 收率的差别在于黄色油

状粗产物纯化的难易。

1.2 目标分子TM1/2的合成 IM3与 IM4反应生成

TM1/2为典型的酚羟基的烷基化反应。酚羟基烷基化

的方法很多, 文献报道有碳酸钾为碱、DMF为溶剂的

室温反应法[29]; 碳酸钾作碱、丁酮作溶剂、室温反应的

碘化钾催化法[30]; 碳酸钾作碱、丙酮作溶剂、碘化钾催

Scheme 3 Synthetic route 3 of TM1/2

Scheme 4 Synthetic route 4 of TM1/2

Scheme 5 Synthetic routes of TM1/2
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化的回流反应法[31]; 氢氧化钾为碱、甲醇为溶剂的回流

反应法[32]。首先选择 CH3CN、DMF、N-甲基吡咯烷酮

(NMP)、DMSO 为溶剂 , K2CO3 为碱进行反应条件探

究。表 1显示, 溶剂为DMF、NMP可反应完全, 但有杂

点生成; DMF为溶剂, 碱为 Et3N、Na2CO3或DMAP时,

IM3与 IM4不反应; 选择溶剂为 DMF、碱为 K2CO3探

索温度的影响, 发现温度升高到 80 ℃或 100 ℃时, 反

应能够完全但杂点明显增多, 但若降温至 60 ℃, 反应

能够完全、杂点明显较少但反应时间更长。优化条件

下加入催化量 NaI (Entry10), TLC显示反应没有明显

改变。

基于DMF为溶剂、K2CO3为碱、温度 60 ℃、IM3∶

IM4∶K2CO3投料比在 1∶1.2∶1.5的优化条件, 实现了目

标分子TM1/2的合成, 结果见表2。

TM1/2 收率在 33.3%～70.1%, 与反应完成程度、

杂质的多少及纯化难易直接相关; 甲酯的收率高于乙

Table 1 Conditional optimization of synthesis TM1/2. Note: Entry10 added catalytic amount NaI

Entry

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

IM3a

g/mmol
0.166/0.5
0.166/0.5
0.167/0.5
0.168/0.5
0.165/0.5
0.166/0.5
0.165/0.5
0.167/0.5
0.166/0.5
0.166/0.5

IM4a

g/mmol
0.284/0.6
0.283/0.6
0.284/0.6
0.282/0.6
0.283/0.6
0.283/0.6
0.283/0.6
0.283/0.6
0.285/0.6
0.284/0.6

Base

K2CO3

K2CO3

K2CO3

K2CO3

Et3N
Na2CO3

DMAP
K2CO3

K2CO3

K2CO3

Base

g/mmol
0.138/1
0.139/1
0.138/1
0.138/1
0.101/1
0.106/1
0.122/1
0.138/1
0.139/1
0.137/1

Solvent

CH3CN
DMF
NMP

DMSO
DMF
DMF
DMF
DMF
DMF
DMF

Temp./℃

60
60
60
60
60
60
60
80

100
60

Time/h

12
12
12
12
12.5
12.5
12.5
2
2

16

TLC result

Incomplete reaction
Complete reaction, new impurities
Same as Entry2
Same as Entry1
Incomplete reaction
Same as Entry1
Same as Entry1
Complete reaction, two new impurities
Same as Entry8
Same as Entry2

Table 2 Synthetic results of TM1/2

Compd.

TM1a

TM1b

TM1c

TM1d

TM1e

TM1f

TM1g

TM1h

TM2a

TM2b

TM2c

TM2d

TM2e

TM2f

TM2g

TM2h

Y Z

C-Cl

C-H

C-H

C-H

N

C-OCH3

C-F

C-OCH3

C-Cl

C-H

C-H

C-H

N

C-OCH3

C-F

C-OCH3

X

Et

Et

Et

Et

Et

Et

IM3

g/mmol
IM3a

0.331/1

IM3a

0.332/1
IM3a

0.330/1
IM3a

0.332/1
IM3a

0.331/1
IM3a

0.333/1

IM3a

0.332/1
IM3a

0.331/1
IM3b

0.344/1

IM3b

0.345/1
IM3b

0.343/1
IM3b

0.346/1
IM3b

0.344/1
IM3b

0.347/1

IM3b

0.345/1
IM3b

0.344/1

IM4

g/mmol
IM4a

0.549/1.2

IM4b

0.492/1.2
IM4c

0.529/1.2
IM4d

0.587/1.2
IM4e

0.497/1.2
IM4f

0.569/1.2

IM4g

0.528/1.2
IM4h

0.562/1.2
IM4a

0.548/1.2

IM4b

0.494/1.2
IM4c

0.531/1.2
IM4d

0.589/1.2
IM4e

0.496/1.2
IM4f

0.572/1.2

IM4g

0.527/1.2
IM4h

0.566/1.2

Time/h

7.5

8

12

11

10.5

11

10

10.5

10

11.5

12

12

12.5

11

11

11

Weight/g

0.354

0.234

0.308

0.603

0.383

0.461

0.364

0.532

0.316

0.261

0.428

0.248

0.322

0.396

0.323

0.482

Yield/%

47.2

33.3

43.1

67.2

54.4

59.6

49.5

70.1

41.4

34.2

58.7

31.7

44.8

50.3

43.1

62.4
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酯, 可能是前者对邻位羟基的空间位阻相对较小之故。

2 生物活性评价

2.1 抗耻垢分枝杆菌活性 本研究的主要目标是发现

抗结核活性强的 3-in-1目标分子。采用已有的测试方

法[33,34], 测试目标分子TM1/2对耻垢分枝杆菌 (Myco‐

bacterium smegmatis, MS) 的抑制活性, 结果见表3。

表3数据显示, 对测试的野生型MS, 8种FQs药物的

MIC为0.001 1～0.024 μmol·mL-1, 16个TM1/2中有7个

分子的MIC≤0.005 4μmol·mL-1, 显示很强的抑菌活性。目

标化合物TM1f/TM1h/TM2h (MIC ≈ 0.005 1 μmol·mL-1;

后续括号内数据均为MIC值)和阳性对照药物NOR、SAR、

ENX的MIC (0.005 1～0.006 1μmol·mL-1) 相当; TM2b的

抑制活性 (0.004 3 μmol·mL-1) 是CIP (0.024 μmol·mL-1)

的 5.6 倍 ; TM1a (0.001 3 μmol·mL-1) 的抑制活性与

超强沙星 CLX (0.001 1 μmol·mL-1) 相当 , 是 SAR

(0.005 1 μmol·mL-1) 的 4倍, 是CIP (0.023 6 μmol·mL-1)

的 18倍; TM2a (0.000 63 μmol·mL-1) 显示了最强活性,

是CLX的 1.7倍, 是NOR、SAR、ENX的 8.1～9.7倍, 是

CIP的 37倍。结果表明, PAS、INA与FQs杂合, 可以得

到对MS具有高抑制活性的化合物, 验证了设计思想。

构效关系分析发现 , PAS 和 INA 连接 CLX 的衍

生物 (TM1a/2a), 其抗结核活性超越所有 FQs, 显示

最强的抗 MS 活性 ; 乙酯化衍生物 TM2 (0.000 63～

0.14 μmol·mL-1) 的抑制活性强于甲酯化衍生物 TM1

(0.001 3～0.14 μmol·mL-1); 总体而论, X为环丙基的沙

星活性较好。从物理参数 tPSA、LogP、CLogP 来看 ,

活性好的化合物, 其 tPSA大多数在 193左右、LogP在

1.9～2.31、CLogP在 3.48～4.14, 提示化合物的抗结核

活性可能和物理参数有关。

2.2 抗人致病菌活性 许多细菌性感染疾病很难治

疗, 往往需要几轮抗生素治疗才能清除相同的细菌感

染。此外, 长期服用抗生素, 细菌可能产生耐药性, 进

而导致长期的反复的感染, 甚至致使治疗失败[35]。目

前治疗细菌感染主要采用化学药物治疗法。

为了考察目标分子的抗菌谱, 进一步测试了TM1/2

对大肠杆菌 (Escherichia coli ATCC25922)、沙门氏菌

(Salmonella enteritidis ATCC13076)、鲍 曼 不 动 杆 菌

(Acinetobacter baumannii ATCC19606)、铜绿假单胞菌

(Pseudomonas aeruginosa ATCC27853)、藤黄微球菌

(Micrococcus luteus)、金 葡 菌 (Staphyloccocus aureus

ATCC25129,ATCC14125)的抑制活性,相关结果见表4。

表 4 实验结果表明 , 目标化合物 TM1/2 的活性

总体强于母核 PAS和中间体 IM3a/3b; PAS甲酯的抑

制活性大于 PAS乙酯。

对大肠杆菌 , TM1/2 抑制活性整体弱于 FQs 但

强于 PAS; 11个 TM1/2的 MIC为 8～64 μg·mL-1, 其中

3 个化合物的 MIC 值为 16 μg·mL-1, TM1a 甚至低至

8 μg·mL-1; 总体抑制活性TM1 > TM2。

对沙门氏菌 , 总体抑制活性 TM1 > TM2; 6 个

TM1/2 的 MIC 值 ≤ 32 μg·mL-1, 强于阳性对照药物

NOR (64 μg·mL-1) 和PAS; 尤其是TM1a/1b, 其MIC值

分别为 0.002 67及 0.002 84 μmol·mL-1, 强于所测试的

FQs (0.005 14～0.200 μmol·mL-1)。

对鲍曼不动杆菌 , 8个阳性药物 FQs, 5个的 MIC

值为 256 μg·mL-1、2 个为 128 μg·mL-1; 16 个 TM1/2,

13个的MIC值为 256 μg·mL-1、3个为 128 μg·mL-1。总

体而言, FQs和TM1/2的抑制活性都很差。

对铜绿假单胞菌 , FQs 的 MIC 值为 0.005 2～

0.100 μmol·mL-1; 所有TM1/2的抑制活性都强于NOR

(0.100 μmol·mL-1); TM1c/2c/2h的MIC值为 8 μg·mL-1,

强于 BAL; TM1h/2a 的 MIC 值低至 4 μg·mL-1, 抑制

活性相当于或强于所测试FQs; TM1a/1b的MIC值低至

2 μg·mL-1, 抑制活性强于所测试FQs。

对藤黄微球菌, 8个阳性药物FQs的抑制活性差别

很大 , MIC 值为 0.001 09～0.802 μmol·mL-1; TM1/2 的

Table 3 Inhibitory activity of TM1/2 against Mycobacterium

smegmatis (MIC value, μg·mL-1 and μmol·mL-1). *The values of

tPSA, LogP, and CLogP are calculated by ChemDraw soft. CLX:

Clinafloxacin; NOR: Norfloxacin; CIP: Ciprofloxacin; SAR: Sara‐

floxacin; ENX: Enoxacin; BAL: Balofloxacin; LOM: Lomeflola‐

cin; GAT: Gatifloxacin

Compd.

CLX

NOR

CIP

SAR

ENX

BAL

LOM

GAT

TM1a

TM1b

TM1c

TM1d

TM1e

TM1f

TM1g

TM1h

TM2a

TM2b

TM2c

TM2d

TM2e

TM2f

TM2g

TM2h

MIC

μg·mL-1

0.39

1.95

7.81

1.95

1.95

0.48

0.97

0.78

0.97

>100

15.62

>100

31.25

3.91

31.25

3.91

0.48

3.06

3.91

>100

>100

>100

>100

3.91

μmol·mL-1

0.001 1

0.006 1

0.024

0.005 1

0.006 1

0.001 2

0.002 8

0.002 1

0.001 3

>0.14

0.022

>0.13

0.044

0.005 1

0.043

0.005 2

0.000 63

0.004 3

0.005 4

>0.13

>0.14

>0.13

>0.13

0.005 1

tPSA*

86.87

72.88

72.88

72.88

85.24

82.11

72.88

82.11

193.24

184.45

184.45

184.45

196.81

193.68

184.45

193.68

193.24

184.45

184.45

184.45

196.81

193.68

184.45

193.68

LogP*

1.45

1.37

1.32

2.6

1.46

1.74

1.84

1.51

1.97

1.6

1.56

2.84

1.7

1.97

2.08

1.75

2.31

1.94

1.9

3.18

2.04

2.31

2.42

2.09

CLogP*

-0.42

-0.78

-0.73

0.009 5

-1.60

-0.36

-0.11

-0.27

3.48

3.10

3.15

3.89

2.28

3.77

3.76

3.61

4.01

3.63

3.68

4.41

2.81

4.30

4.29

4.14
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MIC值为 0.002 62～0.087 0 μmol·mL-1, 抑制活性差别

相对较小; 带有CLX结构单元的TM1a/2a, MIC值分别

达到了0.002 67和0.002 62 μmol·mL-1, 抑制活性是NOR

(0.802 μmol·mL-1) 的300倍、是GAT (0.005 36 μmol·mL-1)

的2倍。

对金葡菌 ATCC25129, 目标分子整体活性弱于

FQs; 所有 TM1/2 的 MIC 值为 2～64 μg·mL-1, 其中有

12 个 TM1/2 的 MIC 值 ≤ 16 μg·mL-1。值得注意的是 ,

TM1a/2h的MIC值低至0.002 67及0.002 58 μmol·mL-1,

抑制活性是 NOR (0.100 μmol·mL-1) 的 38 倍、是 GAT

(0.005 36 μmol·mL-1) 的 2 倍。对金葡菌 ATCC14125,

8个FQs的MIC值为 2～4 μg·mL-1, 而TM1/2的MIC值

为 0.125～32 μg·mL-1; 整体活性TM1 > TM2。有 6个

TM1/2的MIC值在 0.000 167～0.002 84 μmol·mL-1, 强

于所有 FQs; 特别地, TM1a和TM1h的MIC值分别低

至 0.000 167和 0.000 329 μmol·mL-1, 远远强于所有的

阳性对照药物 FQs (0.005 36～0.012 5 μmol·mL-1), 值

得后续深入研究。

2.3 溶血性测试 溶血是指红细胞 (RBC) 破裂溶解

现象, 很多理化因素都可以引起溶血, 如低渗溶液、机

械性强力振荡、突然低温冷冻 (-20 ℃～25 ℃) 或突然

化冻、过酸或过碱, 以及酒精、乙醚、胆碱盐, 缺氧等[36]。

为了考察活性好的目标化合物 TM1a/2a 的安全

性, 用健康人的新鲜血液分离的人红细胞离心测定化合

物的溶血活性, 阴性对照样品采用生理盐水, 阳性对照

选用 0.1% Triton X-100生理盐水, 37 ℃孵育 4 h, 并对

不同浓度下的TM1a/2a进行评估, 结果见图3。

图3表明, TM1a/2a的溶血率随着化合物浓度的升

高而升高。在1～64 μg·mL-1测试浓度下, TM1a和TM2a

的溶血率分别在 1.32%～14.40%及 0.001 5%～8.20%。

TM1a/2a的测试浓度分别为 8及 32 μg·mL-1时, 其溶血

率 (hemolysis) 分别为 3.73%和 3.19%, 均低于 5%。按

照国际标准, TM1a/2a在对应浓度下具有相对安全性。

在相同浓度下, TM2a的溶血率低于TM1a, 亦即PAS

乙酯衍生物的溶血率低于 PAS甲酯衍生物, 这可能与

PAS羧基酯化的烷基链越长其脂溶性越大有关。

3 小结

采用片段拼接原理, 本研究将 PAS、INA与 FQs通

过Linker拼接成单一分子, 设计并合成了16个新分子, 收

率31.7%～70.1%。抗耻垢分枝杆菌活性显示, TM1a和

TM2a的MIC值分别低至0.001 3及0.000 63 μmol·mL-1,

相当或强于所测试的 FQs; 对沙门氏菌和铜绿假单胞

菌 , TM1a/1b 的活性强于所测试的 FQs; 对于金葡菌

ATCC14125, TM1a/1h的MIC值分别低至 0.000 167和

Table 4 Inhibitory activity of TM1/2 against human pathogenic bacteria (MIC value, μg·mL-1, or μg·mL-1/μmol·mL-1)

Compd.

CLX

NOR

CIP

SAR

ENX

BAL

LOM

GAT

TM1a

TM1b

TM1c

TM1d

TM1e

TM1f

TM1g

TM1h

TM2a

TM2b

TM2c

TM2d

TM2e

TM2f

TM2g

TM2h

IM3a

IM3b

Blank Control

PAS

E. coli

ATCC25922

0.2

0.8

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

2

8

32

16

64

64

64

256

32

32

64

16

128

128

128

128

32

256

256

>256

256

S. enteritidis

ATCC13076

2/0.005 5

64/0.200

8/0.024 1

2/0.005 2

16/0.049 9

2/0.005 14

8/0.022 8

2/0.005 36

2/0.002 67

2/0.002 84

128

128

128

128

128

16

8

256

256

32

128

128

128

32

>256

>256

>256

>256

A. baumannii

ATCC19606

16

256

256

128

256

256

256

128

128

256

256

256

256

256

256

256

128

128

256

256

256

256

256

256

256

256

>256

128

P. aeruginosa

ATCC27853

2/0.005 5

32/0.100

2/0.006 04

2/0.005 2

4/0.012 5

8/0.020 5

2/0.005 70

2/0.005 36

2/0.002 67

2/0.002 84

8

16

16

16

32

4

4

16

16

8

16

16

16

8

256

256

>256

>256

M. luteus

0.4/0.001 09

256/0.802

16/0.048 3

8/0.020 8

64/0.200 0

0.8/0.002 05

16/0.045 5

2/0.005 36

2/0.002 67

16

16

32

32

16

64/0.087 0

4

2/0.002 62

32

32

16

32

16

32

16

256

16

>256

256

S. aureus

ATCC25129

0.2

32/0.100

3.2

0.1

1.6

0.2

0.8

2/0.005 36

2/0.002 67

32

16

32

32

16

64

4

4

16

32

4

32

16

16

2/0.002 58

256

>256

>256

256

ATCC14125

4/0.011 0

4/0.012 5

4/0.012 0

4/0.010 4

4/0.012 5

4/0.010 3

4/0.011 4

2/0.005 36

0.125/0.000 167

2/0.002 84

4

8

32

2/0.002 58

32

0.25/0.000 329

2/0.002 62

16

32

8

16

4

16

2/0.002 58

128

>256

>256

>256
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0.000 329 μg·mL-1, 远强于所测试的 FQs。高活性分子

TM1a/2a 的溶血性实验结果表明 , TM1a/2a 分别在 8

和 32 μg·mL-1浓度以下时具有相对安全性。本研究发

现了三分子药效团拼接的高活性分子, 可为抗菌药物

的研发提供新的研究思路。

实验部分

核磁共振仪 (Bruker, ADVANCE ⅢTM 600 MHz,

TMS为内标); 高分辨质谱仪 (QTOF-MS, Bruker Impact

Ⅱ , Germany); 熔点测定仪 (X-6, 北京福凯仪器有限

公司)。

PAS (上海泰坦有限公司, 98%); INA、浓硫酸、甲

醇、乙醇、碳酸氢钠、碳酸钾 (重庆川东化工有限公司);

GAT、CLX、CIP、BAL、SAR、ENX (郑州克尔泰生化科

技有限公司, > 95%); NOR、LOM (上海达瑞精细化工

有限公司, AR); 氯乙酰氯、3-氯丙酰氯 (重庆钛新化工

有限公司); 其余试剂均为市售化学纯或分析纯产品,

未经纯化直接使用。

1 目标化合物的合成

1.1 IM1a/IM1b合成的操作示例 于 100 mL圆底烧

瓶中加入 PAS 1.53 g (10 mmol)、甲醇/乙醇 10 mL, 室

温搅拌 , 恒压滴液漏斗缓慢滴加浓硫酸 1.06 mL

(20 mmol), 滴毕, 油浴回流反应, TLC监测直至反应结

束。冰浴冷却, 饱和碳酸钠溶液调节 pH = 8～9, 析出

大量固体, 抽滤, 饱和NaCl溶液洗涤, 干燥, 得灰白色

固体中间体 IM1a/IM1b, 收率分别为 74.1%、82.5%,

mp分别为100.3～104.0 ℃、113.2～113.9 ℃。

1.2 IM2a/IM2b合成的操作示例 于 100 mL反应瓶

中加入 IM1a/IM1b (10 mmol)、二氯甲烷 (DCM) 10 mL,

室温搅拌, 固体溶解后, 加入NaHCO3 (30 mmol, 2.522 g),

冰浴冷却, 滴加氯乙酰氯 (12 mmol, 1 mL)。滴毕, 继续

冰浴搅拌反应, TLC监测直至反应结束。旋除 DCM,

加水 20 mL, 抽滤, 滤饼用饱和 NaCl溶液 (15 mL×3)、

水 (15 mL×3) 洗涤 , 真空干燥 , 得白色固体中间体

IM2a、IM2b, 收率分别为 99.3%、98.8%, mp 分别为

180.7～181.5 ℃、189.9～190.7 ℃。

1.3 IM3a/IM3b合成的操作示例 于 100 mL反应瓶

中加入 IM2a/IM2b (5 mmol)、5 mL DMSO, 室温搅拌,

快速溶解, 加入Et3N (7.5 mmol), 继续搅拌0.5 h后加入

INA (7.5 mmol, 0.931 g), 60 ℃油浴搅拌反应, TLC 监

测直至反应结束。加水, 析出固体, 抽滤, 滤饼用饱和

NaCl溶液 (15 mL×3)、水 (5 mL×3) 洗涤, 真空干燥, 得

粗品。柱色谱 (PE:EA = 5∶1～1∶1, v/v) 得中间体 IM3a/

IM3b, 收率分别为 72.7%、85.2%, mp 分别为 207.3～

208.0 ℃、186.5～187.3 ℃。

1.4 IM4a～IM4h合成的操作示例 于 100 mL圆底

烧瓶中加入沙星 (10 mmol)、DCM 20 mL, 搅拌均匀

后加入碾细的NaHCO3 (40 mmol), 室温搅拌均匀。移

至 0 ℃冰盐浴 , 滴加 3-氯丙酰氯 (25 mmol) 的 DCM

(2.5 mL) 溶液。滴加完毕, 继续冰浴搅拌反应, TLC监

测反应完全后 , 加入饱和 NaCl 溶液 20 mL, 2 mol·L-1

HCl调节 pH = 2～3, 静置分层, 分液, 有机相用冰冷饱

和NaCl溶液洗涤至水相无荧光点, 收集有机相, 干燥,

旋除溶剂, 得固体粗品。加入 EA 15 mL搅拌 30 min,

加入 PE 40 mL进行分散, 静置, 抽滤, TLC监测固体,

如发现存在杂点, 重复多次进行分散, 真空干燥, 称重。

当原料是巴洛沙星和加替沙星时 , 得油状粗品 , 加

DCM 20 mL重结晶, 析出黄色固体, 抽滤, 得纯品, 收

率在85.6%～92.7%。

1.5 TM1/2合成的操作示例 于 100 mL反应瓶中加

入 IM3a/IM3b (1 mmol)、DMF 2 mL, 室温搅拌得淡

黄色清亮溶液 , 加入 K2CO3 (1.5 mmol, 0.207 g), 搅拌

0.5 h 后加 IM4a～～IM4h (1.2 mmol)、NaI (0.01 mmol),

继续搅拌 0.5 h后, 转入 60 ℃油浴搅拌反应, TLC监测

直至反应结束。加入冰冷的饱和NaCl溶液, 2 mol·L-1

HCl溶液调节 pH = 3～4, 析出固体, 冷藏。抽滤, 滤饼

Figure 3 Hemolysis ratio of TM1a/2a
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用饱和NaCl 溶液 (10 mL×1)、冰水 (15 mL×2) 洗涤, 滤

饼真空干燥得粗品。柱色谱 (DCM∶CH3OH = 150∶1～

20∶1, v/v), 部分化合物还经薄层色谱 (DCM∶CH3OH =

50∶1, v/v), 得目标化合物TM1/2。。

TM1/2系列化合物的表征数据如下:

TM1a: 白色固体, mp: 228.3～229.2 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 14.51 (s, 1H), 10.61 (s, 1H), 10.55

(s, 1H), 8.88～8.81 (m, 2H), 7.94 (d, J = 11.7 Hz, 1H),

7.91 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.35

(d, J = 1.1 Hz, 1H), 7.09 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 5.73 (dd,

J = 10.5, 1.8 Hz, 2H), 5.01 (s, 2H), 4.41 (d, J = 3.3 Hz,

1H), 4.02 (dt, J = 20.6, 10.4 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.76

(s, 3H), 3.35 (s, 4H), 2.08 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 1.20 (dd,

J = 13.1, 6.9 Hz, 3H), 1.01 (s, 2H); 13C NMR (150 MHz,

DMSO-d6) δ 176.59, 172.45, 169.15, 166.09, 165.56,

165.14, 164.89, 161.81, 156.91, 155.24, 153.12, 151.28,

145.14, 143.85, 143.76, 138.31, 136.80, 128.60, 127.98,

123.13, 120.30, 110.98, 108.41, 108.17, 106.85, 64.14,

61.59, 60.21, 55.27, 46.40, 41.99, 30.47, 21.44, 19.10,

14.45, 11.29。HR-MS [M+H]+ m/z C36H33ClFN5O10计算

值750.197 3, 测量值750.197 2。

TM1b: 白色固体, mp: 216.2～217.0 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 11.13 (s, 1H, H), 10.64 (s, 1H),

10.57 (s, 1H), 9.97 (s, 1H), 8.86 (d, J = 3.8 Hz, 2H), 7.92

(d, J = 4.2 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.72 (d, J =

8.1 Hz, 1H), 7.37 (s, 1H), 7.11 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.68

(s, 2H), 5.00 (d, J = 28.9 Hz, 2H), 4.23 (t, J = 6.4 Hz,

2H), 4.03 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.37 (s, 9H),

1.65 (t, J = 7.3 Hz, 3H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6)

δ 176.58, 172.15, 169.39, 166.06, 165.50, 165.08, 163.69,

161.63, 153.15, 148.88, 146.24, 145.44, 145.16, 143.86,

143.04, 138.33, 131.34, 128.66, 127.93, 120.32, 111.12,

111.02, 108.38, 108.19, 106.89, 64.21, 62.49, 52.67,

51.10, 46.38, 42.00, 35.77, 30.49, 19.11, 11.31。HR-MS

[M+Na] + m/z C35H34FN5O10 计算值 726.218 2, 测量值

726.216 4。

TM1c: 白色固体, mp: 234.2～235.1 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 15.19 (s, 1H, H-23), 10.62 (s,

3H, H-5), 10.57 (s, 2H, H-19), 8.85 (d, J = 4.9 Hz, 2H,

H-9 and H-10), 8.66 (s, 1H), 7.91 (d, J = 5.4 Hz, 2H),

7.75 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 7.35

(s, 1H), 7.09 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.01 (s, 2H), 4.23 (s,

4H), 3.87 (s, 3H), 3.81 (t, J = 16.1 Hz, 2H), 3.42 (s, 4H),

3.36 (s, 3H), 1.33 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 1.21 (d, J = 30.7 Hz,

2H), 0.88～0.79 (m, 1H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6)

δ 176.57, 172.14, 169.14, 168.53, 166.04, 165.49, 165.08,

163.68, 161.81, 155.24, 153.13, 148.87, 146.24, 145.44,

145.16, 143.03, 138.31, 131.24, 130.94, 128.64, 127.93,

110.98, 108.38, 108.18, 106.85, 65.47, 64.19, 62.48,

61.57, 61.52, 55.32, 41.99, 35.77, 30.49, 14.46, 11.31。

HR-MS [M+H]+ m/z C36H34FN5O10计算值 716.236 2, 测

量值 716.235 9; [M+Na]+ m/z 计算值 738.218 2, 测量

738.217 9。

TM1d: 白色固体, mp: 207.3～208.0 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 15.11 (s, 1H), 10.63 (s, 1H),

10.57 (s, 1H), 8.85 (d, J = 5.3 Hz, 2H), 8.64 (s, 1H), 7.99

(d, J = 13.0 Hz, 2H), 7.91 (d, J = 5.4 Hz, 2H), 7.83～

7.70 (m, 2H), 7.53 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.09

(d, J = 8.6 Hz, 2H), 5.74 (s, 2H), 5.01 (s, 2H), 3.87 (s,

3H), 3.74～3.54 (m, 2H), 3.41 (d, J = 24.9 Hz, 8H);
13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ 176.61, 172.49, 169.15,

166.11, 165.60, 165.16, 164.90, 161.79, 156.90, 155.23,

153.13, 151.27, 145.13, 143.85, 143.76, 138.31, 136.80,

131.92, 131.27, 129.09, 128.95, 128.57, 128.04, 123.51,

123.14, 120.29, 111.11, 110.98, 108.42, 108.14, 106.85,

64.13, 61.60, 55.26, 41.99, 30.46, 21.44, 19.09, 14.45。

HR-MS [M+H]+ m/z C39H33F2N5O10计算值 770.226 8, 测

量值: 770.226 9。

TM1e: 白色固体, mp: 213.6～214.5 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 15.30 (s, 1H), 10.62 (s, 1H),

10.57 (s, 1H), 8.96 (s, 1H), 8.85 (d, J = 4.4 Hz, 2H),

8.07 (d, J = 13.3 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 4.4 Hz, 2H), 7.74

(d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.35 (s, 1H), 5.01 (s, 2H), 4.56～4.42

(m, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.77 (d, J = 35.3 Hz, 3H), 3.43

(s, 10H), 1.40 (t, J = 6.8 Hz, 3H); 13C NMR (150 MHz,

DMSO-d6) δ 176.60, 172.16, 169.14, 166.06, 165.54,

165.10, 163.69, 161.80, 155.24, 153.15, 148.88, 146.24,

145.44, 145.15, 143.01, 131.26, 129.10, 128.62, 127.98,

111.26, 110.99, 108.40, 108.17, 106.86, 65.48, 64.19,

62.46, 61.58, 42.00, 35.76, 30.47, 19.10, 14.46, 11.30。

HR-MS [M+H]+ m/z C34H33FN6O10计算值 705.231 4, 测

量值705.231 5。

TM1f: 黄色固体, mp: 297.9～298.8 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 14.94 (s, 1H), 10.62 (s, 1H), 8.86

(d, J = 4.5 Hz, 1H), 8.69 (s, 2H), 7.91 (d, J = 4.5 Hz, 2H),

7.74 (d, J = 11.9 Hz, 4H), 4.56 (s, 2H), 4.17 (s, 3H), 4.03

(dd, J = 14.3, 7.2 Hz, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.79 (s, 4H), 3.14

(dd, J = 28.2, 10.4 Hz, 3H), 3.00 (s, 3H), 2.92 (d, J =

14.52 Hz, 2H), 2.82 (m, 2H), 1.90 (Hz, 2H), 1.22～1.14

(m, 2H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ 176.74,
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169.71, 169.39, 166.05, 162.76, 161.63, 155.35, 151.32,

150.76, 146.43, 145.17, 139.74, 139.66, 136.81, 134.49,

131.35, 131.04, 129.69, 127.62, 123.12, 121.41, 121.35,

111.00, 107.03, 106.86, 64.16, 63.23, 63.19, 60.20,

52.67, 51.00, 41.28, 36.61, 30.45, 27.29, 25.79, 14.53,

9.49, 9.27。HR-MS [M+Na]+ m/z C39H40FN5O11计算值

796.260 1, 测量值796.260 8。

TM1g: 淡黄色固体, mp: 209.5～210.3 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 15.08 (s, 1H), 10.61 (s, 1H), 9.95

(s, 1H), 8.93 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 8.64 (s, 1H), 7.72 (d,

J = 8.7 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 8.7, 2H), 7.79 (s, 1H), 7.53

(dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 1H), 5.72 (d, J = 10.7 Hz, 2H), 4.59

(d, J = 3.2 Hz, 8H), 3.87 (s, 3H), 3.51 (d, J = 9.7 Hz,

2H), 3.36 (d, J = 9.6 Hz, 3H), 1.45 (t, J = 6.7 Hz,

6H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ 176.61, 172.18,

169.39, 166.08, 165.56, 163.69, 161.62, 153.16, 148.88,

146.24, 145.44, 145.14, 143.01, 138.33, 131.36, 128.62,

128.00, 111.29, 111.12, 111.03, 110.97, 108.40, 108.16,

106.99, 106.90, 65.49, 64.20, 62.45, 52.68, 42.00, 41.05,

35.75, 30.47, 19.10, 13.95, 11.30。HR-MS [M+H]+ m/z

C36H35F2N5O10计算值736.242 5, 测量值736.243 7。

TM1h: 黄色固体, mp: 225.6～226.3 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 14.93 (s, 1H), 10.63 (s, 1H),

10.57 (s, 1H), 8.85 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 8.72 (s, 1H),

7.91 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 7.35

(s, 1H), 7.09 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.73 (d, J = 13.6 Hz,

4H), 5.01 (s, 2H), 4.21 (dd, J = 24.5, 17.9 Hz, 1H), 3.87

(s, 3H), 3.72 (s, 2H), 3.46 (s, 4H), 3.36 (s, 3H), 3.20 (d,

J = 17.6 Hz, 1H), 1.28 (d, J = 45.5 Hz, 3H), 1.13 (s, 1H),

1.03 (s, 1H), 0.95～0.89 (m, 1H), 0.87～0.80 (m, 1H);
13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ 176.74, 169.42, 166.09,

166.07, 161.64, 156.83, 155.17, 151.28, 150.95, 148.86,

146.23, 145.42, 145.15, 140.01, 139.94, 136.79, 134.56,

131.33, 127.88, 123.12, 111.03, 108.37, 107.18, 107.14,

106.90, 65.48, 64.18, 64.14, 64.07, 62.44, 55.27, 52.66,

50.95, 41.08, 30.47, 19.10, 13.93, 9.45。HR-MS [M+Na]+

m/z C38H38FN5O11计算值782.244 4, 测量值782.242 7。

TM2a: 黄色固体, mp: 236.3～237.1 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 14.48 (s, 1H), 10.69 (s, 1H),

10.54 (s, 1H), 8.84 (d, J = 3.1 Hz, 2H), 8.82 (s, 1H), 7.90

(d, J = 2.5 Hz, 2H), 7.73 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.33 (s, 1H),

7.08 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 5.01 (s, 2H), 4.34 (q, J = 6.9 Hz,

2H), 3.74 (s, 2H), 3.42 (s, 8H), 3.32 (s, 3H), 1.32 (t, J =

6.9 Hz, 3H), 1.20 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 1.00 (s, 1H), 0.87

(dd, J = 44.5, 6.3 Hz, 1H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-

d6) δ 176.59, 169.15, 166.08, 165.54, 164.89, 161.81,

156.91, 155.25, 153.11, 151.28, 145.14, 143.85, 143.76,

138.31, 136.80, 131.25, 128.61, 127.96, 123.12, 120.31,

111.11, 110.98, 108.41, 108.18, 106.86, 65.48, 64.14,

61.58, 55.27, 51.63, 51.08, 46.36, 41.98, 31.38, 30.47,

14.45, 11.29。HR-MS [M+Na] + m/z C37H35ClFN5O10 计

算值786.194 9, 测量值786.193 6。

TM2b: 黄色固体, mp: 201.6～201.3 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 15.25 (s, 1H), 10.70 (s, 1H),

10.56 (s, 1H), 8.95 (s, 1H), 8.86 (d, J = 5.3 Hz, 2H), 7.91

(d, J = 5.7 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.35 (s, 1H),

7.19 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 7.09 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.02

(s, 2H), 4.59 (dd, J = 13.7, 6.7 Hz, 1H), 4.34 (q, J = 7.0 Hz,

2H), 3.89～3.64 (m, 4H), 3.35 (s, 8H), 2.92 (dd, J = 14.6,

8.2 Hz, 1H), 1.42 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 1.33 (t, J = 7.0 Hz,

3H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ 176.74, 169.39,

166.07, 164.88, 162.78, 161.62, 156.98, 155.33, 151.31,

150.76, 146.41, 145.45, 145.17, 139.75, 139.67, 136.80,

134.48, 131.35, 131.04, 123.13, 121.38, 121.32, 111.00,

108.36, 107.01, 64.15, 63.22, 52.68, 51.00, 41.28, 36.59,

36.24, 31.24, 30.45, 25.78, 14.52。HR-MS [M+Na] m/z

C36H36FN5O10计算值740.233 8, 测量值740.233 1。

TM2c: 白色固体, mp: 235.8～236.6 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 15.18 (s, 1H), 10.70 (s, 1H), 10.56

(s, 1H), 8.86 (d, J = 4.4 Hz, 2H), 8.66 (s, 1H), 7.91 (d,

J = 5.4 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.57 (d, J =

7.1 Hz, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.09 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5.01

(s, 2H), 4.34 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 3.80 (d, J = 20.1 Hz,

4H), 3.37 (s, 13H), 1.33 (t, J = 6.9 Hz, 3H); 13C NMR

(150 MHz, DMSO-d6) δ 176.74, 169.42, 166.11, 166.07,

164.89, 163.68, 161.63, 155.16, 151.27, 150.94, 148.86,

146.23, 145.42, 145.13, 142.99, 140.01, 136.79, 134.55,

131.33, 127.92, 123.13, 111.02, 108.36, 107.16, 106.98,

106.89, 65.48, 64.17, 64.13, 64.07, 62.43, 55.27, 52.67,

41.09, 30.46, 19.09, 13.93, 9.44。HR-MS, [M+Na]+ m/z

C37H36FN5O10计算值752.233 8, 测量值752.233 3。

TM2d: 黄色固体, mp: 212.1～213.0 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 15.09 (s, 1H), 10.68 (s, 1H), 9.95

(s, 1H), 8.65 (s, 1H), 8.01 (d, J = 13.0 Hz, 2H), 7.79 (t,

J = 6.0 Hz, 2H), 7.54 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 7.15 (s, 1H),

6.80 (dd, J = 16.6, 10.5 Hz, 4H), 6.41 (d, J = 7.2 Hz, 1H),

5.69 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 4.34 (dd, J = 13.7, 6.7 Hz, 2H),

4.02 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.78 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.65

(m, 8H), 1.33 (t, J = 6.9 Hz, 3H); 13C NMR (150 MHz,

DMSO-d6) δ 176.75, 172.19, 169.78, 169.26, 169.14,
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166.18, 166.12, 164.90, 161.78, 151.28, 150.75, 146.38,

145.38, 145.13, 139.74, 137.66, 136.80, 134.98, 134.46,

131.29, 130.99, 128.50, 123.14, 121.36, 121.30, 111.27,

110.99, 108.43, 108.10, 106.99, 106.85, 64.13, 63.21,

63.17, 61.61, 41.26, 36.57, 30.44, 25.75, 14.45。HR-MS

[M+H] + m/z C40H35F2N5O10 计算值 784.242 5, 测量值

784.241 9。

TM2e: 白色固体, mp: 215.7～216.5 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 15.28 (s, 1H), 10.70 (s, 1H),

10.55 (s, 1H), 8.97 (s, 1H), 8.86 (d, J = 3.6 Hz, 2H), 8.08

(d, J = 13.3 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 3.5 Hz, 2H), 7.75 (d,

J = 8.6 Hz, 1H), 7.35 (s, 1H), 5.01 (s, 2H), 4.50 (d, J =

6.6 Hz, 2H), 4.34 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 4.23 (t, J = 6.8 Hz,

2H), 4.02 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.96～3.63 (m, 8H), 1.40

(t, J = 6.6 Hz, 3H), 1.33 (t, J = 6.8 Hz, 3H); 13C NMR

(150 MHz, DMSO-d6) δ 176.73, 169.16, 166.12, 166.06,

164.88, 163.67, 161.80, 151.22, 150.89, 148.85, 146.22,

145.41, 145.11, 142.97, 140.00, 139.92, 134.52, 131.22,

127.93, 123.14, 110.98, 108.37, 107.13, 106.85, 65.48,

64.87, 62.40, 61.60, 61.54, 55.24, 41.08, 30.45, 19.08,

14.42, 9.43。HR-MS [M+Na]+ m/z C35H35FN6O10计算值

741.229 1, 测量值741.229 7。

TM2f: 黄色固体, mp: 208.0～208.8 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 14.95 (s, 1H), 10.70 (s, 1H), 10.56

(s, 1H), 8.86 (d, J = 4.7 Hz, 2H), 8.70 (s, 1H), 7.91 (d,

J = 4.6 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.35 (s, 1H),

7.09 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.01 (s, 2H), 4.34 (dd, J = 14.1,

7.0 Hz, 2H), 4.17 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 4.02 (s, 3H), 3.79

(d, J = 6.5 Hz, 3H), 3.39 (s, 3H), 3.26 (s, 2H), 3.20～

3.06 (m, 1H), 3.04～2.69 (m, 2H), 2.16 (dd, J = 29.1,

8.7 Hz, 1H), 1.78～1.91(m, 3H), 1.33 (t, J = 7.0 Hz, 3H),

1.26～0.94 (m, 4H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ

176.79, 172.17, 169.13, 166.11, 164.89, 162.65, 161.80,

151.33, 150.80, 146.40, 145.17, 139.75, 136.81, 134.50,

131.31, 130.99, 128.52, 123.13, 121.43, 111.28, 110.99,

108.44, 107.88, 107.05, 106.86, 64.16, 63.23, 63.19, 62.47,

61.58, 51.00, 50.01, 43.18, 41.28, 34.44, 30.45, 30.30,

25.78, 14.48, 9.26。HR-MS [M+H] + m/z C40H42FN5O11

计算值788.293 8, 测量值788.295 3。

TM2g: 白色固体, mp: 223.9～224.8 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 14.88 (s, 1H), 10.71 (s, 1H),

10.57 (s, 1H), 8.92 (s, 1H), 8.85 (d, J = 4.6 Hz, 2H), 7.91

(d, J = 4.6 Hz, 2H), 7.87 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 7.75 (d,

J = 8.7 Hz, 1H), 7.34 (s, 1H), 5.74 (t, J = 18.2 Hz, 7H),

5.01 (s, 2H, H-7), 4.58 (s, 2H), 4.34 (q, J = 13.9, 6.9 Hz,

2H), 4.02 (t, J = 6.9 Hz, 4H), 1.45 (t, J = 6.6 Hz, 3H),

1.33 (t, J = 7.0 Hz, 6H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-

d6) δ 176.74, 172.20, 169.42, 166.12, 166.08, 164.89,

163.68, 161.63, 155.14, 151.28, 150.95, 148.88, 146.23,

145.43, 145.13, 142.97, 139.94, 136.77, 134.55, 131.34,

123.13, 111.00, 108.34, 107.13, 106.86, 65.49, 64.17,

64.08, 62.42, 55.28, 52.68, 51.00, 41.09, 30.46, 19.10,

13.94, 9.44。HR-MS [M+H]+ m/z C37H37F2N5O10计算值

750.258 1, 测量值750.257 8。

TM2h: 黄色固体, mp: 233.2～234.0 ℃。1H NMR

(600 MHz, DMSO-d6) δ 14.92 (s, 1H), 10.71 (s, 1H),

10.57 (s, 1H), 8.85 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 8.71 (s, 1H),

7.91 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 7.35 (s,

1H), 5.74 (s, 4H), 5.01 (s, 2H), 4.34 (dd, J = 14.1, 7.0 Hz,

2H), 4.16 (s, 1H), 3.72 (s, 3H), 3.35 (d, J = 12.1 Hz,

7H), 1.33 (t, J = 7.1 Hz, 6H), 1.08 (m, 4H); 13C NMR

(150 MHz, DMSO-d6) δ 176.72, 172.15, 169.16, 166.08,

166.05, 163.67, 161.82, 156.82, 151.26, 150.91, 148.85,

146.23, 145.42, 145.14, 143.00, 140.00, 139.92, 134.53,

131.23, 127.87, 123.12, 111.24, 110.98, 108.37, 106.85,

65.47, 64.17, 64.05, 62.44, 61.58, 61.53, 55.26, 50.97,

41.08, 30.47, 19.09, 14.43, 13.92, 9.44。HR-MS [M+H]+

m/z C39H40FN5O11计算值774.278 1, 测量值774.278 0。

2 化合物的生物活性测试

2.1 抗耻垢分枝杆菌活性 采用本实验室常用的测

试方法[33,34], 测定了目标分子TM1/2抗耻垢分枝杆菌

的活性, 相关结果见表3。

2.2 抗人致病菌活性 按照美国国家临床实验室标

准化委员会 (NCCLS) 推荐的微量稀释法, 采用本实验

室常用的测试方法[33,34], 测定大肠杆菌 ATCC25922、沙

门氏菌 ATCC13076、鲍曼不动杆菌 ATCC19606、铜绿

假单胞菌 ATCC27853、藤黄微球菌、金黄色葡萄球菌

ATCC25129/ATCC14125的MIC, 相关结果见表4。

2.3 溶血性测试 用健康人的新鲜血液分离的人红

细胞离心测定化合物的溶血活性。新鲜血液来自西南

大学医院, 西南大学化学化工学院批准。用生理盐水

(0.9% NaCl) 洗涤 3次, 最终得到 2%的红细胞悬液 (红

细胞 200 μL, 生理盐水 10 mL), 将红细胞悬液加入

96孔板 (每孔 100 μL), 将待测化合物加入 96孔板第一

孔中, 进行连续二倍稀释。阴性对照样品采用生理盐水,

阳性对照选用 0.1% Triton X-100的生理盐水, 37 ℃孵

育4 h, 离心, 提取上清液, 测试吸光度 (A540), 利用式1计

算溶血率。其中 A为被测试样品在 540 nm处的吸光

度值, A0为阴性对照样品的吸光度值, Atotal为阳性对照

样品的吸光度值。
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Hemolysis =
A - A0

A total - A0

(1)
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