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愈创木薁衍生物的设计合成及其抗氧化、抗炎活性研究 
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摘要  动植物来源的愈创木薁(GA)具有抗菌、抗氧化、抗炎、抗过敏和低毒等特点, 其水溶性衍生物愈创木薁磺酸钠

(GAS-Na)同样具有抗炎、促进上皮细胞生长和促进伤口愈合的作用. 然而, 商品化活性分子 GA 和 GAS-Na 对光、热

等稳定性较差. 为了探索具有更高活性和稳定性的愈创木薁类生物功能分子, 合成了 2,2'-二愈创木薁(BGA)和[2,2'-二
愈创木薁]-1,1'-二磺酸钠(BGAS-Na), 并以 GA 和 GAS-Na 为对照, 评价了四个化合物的抗氧化能力, 研究了其对脂多

糖(LPS)诱导小鼠巨噬细胞 RAW 264.7 的 NO 释放及细胞存活率的影响. 结果表明, BGA 和 BGAS-Na 具有良好的抗氧

化能力, 且稳定性较 GA 和 GAS-Na 有所提升; BGAS-Na 在抗炎活性测试中具有最优的 NO 抑制率(IC50 值为 5.64 
μg/mL), 优于商品化分子 GAS-Na, 且该抑制作用具有浓度依赖性. 此外, 四种化合物均不影响巨噬细胞的生长, 具有

较低的细胞毒性. 因此, BGAS-Na 有望成为具有发展潜力的抗炎药物. 
关键词  愈创木薁; 愈创木薁磺酸钠; 抗氧化; 抗炎; 细胞毒性; 巨噬细胞 
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Abstract  Animal and plant-derived guaiazulene (GA) has the characteristics of antimicrobial, antioxidant, anti-inflam-
matory, anti-allergic and low toxicity. Sodium guaiazulene sulfonate (GAS-Na), a water-soluble derivative of GA, also has the 
effects of anti-inflammatory, promoting epithelial cell growth and wound healing. However, the commercial active molecules 
GA and GAS-Na have poor stability to light and heat. Therefore, in order to explore the guaiazulene biomedical functional 
molecules with higher activity and stability, 2,2'-biguaiazulene (BGA) and (2,2'-biguaiazulene)-1,1'-disulfonic acid sodium 
(BGAS-Na) were synthesized. Compared with GA and GAS-Na, the antioxidant activities of BGA and BGAS-Na were 
evaluated, and their biological effects on NO release and cell viability of LPS-induced RAW 264.7 macrophages were studied. 
The results showed that BGA and BGAS-Na had better antioxidant capacity and improved stability compared with GA and 
GAS-Na; BGAS-Na had the best NO inhibition rate in the anti-inflammatory activity test (the IC50 value was 5.64 μg/ mL), 
which was better than that of the commercial molecule GAS-Na, and the inhibitory effect was dose-dependent. In addition, the 
four compounds did not affect the growth of macrophages and had low cytotoxicity. Therefore, BGAS-Na is expected to 
become a potential anti-inflammatory drug. 
Keywords  guaiazulene; sodium guaiazulene sulfonate; antioxidant; anti-inflammatory; cytotoxicity; macrophages 
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愈创木薁(Guaiazulene, 以下简称 GA)是一种呈深

蓝色的双环倍半萜化合物, 是薁的一种衍生物(图 1). 
GA 具有独特的理化性质, 例如鲜亮的蓝色, 可逆得失

质子, 高的芳香亲电反应活性等. 薁的合成步骤较长[1], 
而愈创木薁可从春黄菊和愈创木等植物精油中精馏得

到, 也存在于一些柳珊瑚类海洋生物中[2]. GA 作为薁类

天然产物分子, 很早就被发现具有多种生物活性. 经日

本学者证实, GA 具有温和的抗炎、抗过敏、镇痛、局部

麻醉和抗组胺等作用[3]. GA 还是食品药品监督管理局

(FDA)批准的食品、化妆品颜色添加剂, 其衍生物也被

报道具有抗氧化[4]、抗菌[5]、抗溃疡[6]和抗肿瘤[7]等活性. 
因此, 愈创木薁及其衍生物具有成为药物分子的发展潜

力. 
在GA五元环的 3-位上通过磺化反应引入磺酸钠基

团, 得到水溶性的深蓝色鳞片状固体, 即愈创木薁磺酸

钠(简称 GAS-Na, 图 1). 与脂溶性的 GA 相比, GAS-Na
的亲水性更利于开发应用, 目前已在临床中用作抗炎和

抗溃疡药剂成分[8]. 例如, 国内 GAS-Na 的相关药品包

括, 经国家药品监督管理局(NMPA)批准上市的“谷氨酰

胺薁磺酸钠颗粒”, 正在申报临床的在研药品“薁磺酸

钠片”、“滴眼用薁磺酸钠”等多个品种. 在口腔应用领

域, GAS-Na 已作为功效型牙膏、口腔护理液、口腔膜

剂及溃疡贴等产品的有效成分被广泛研究和使用. 

 

图 1  薁、愈创木薁和愈创木薁磺酸钠的结构式 
Figure 1  Chemical structures of azulene, guaiazulene and so-
dium guaiazulene sulfonate 

活性自由基诱发的氧化应激被认为是急性和慢性

炎症的致病因素之一, 并且在炎症的过程中, 炎症部位

又会产生活性氧(ROS)而加剧组织损伤. 清除巨噬细胞

的细胞内ROS是一种缓解炎症策略[9]. 因此兼具抗氧化

和抗炎活性的化合物可被筛选作为潜在的抗炎药物. 本
文将从抗氧化和抗炎两方面研究目标化合物的生物活

性. 
由活性单体构建二聚体的方法在药物化学领域得

到重要应用, 该方法已经在开发新的抗氧化、抗癌和抗

疟药等方面获得应用. Xu 课题组[10]设计合成了数十种

β-榄香烯(β-elemene, 一种倍半萜烯天然产物)的单体衍

生物及对应的二聚体衍生物, 研究发现二聚体衍生物的

ROS 抑制活性优于大多数的单体化合物, 且无明显的

细胞毒性, 对人脐静脉内皮细胞的氧化损伤具有显著保

护作用. 此外, 由青蒿素(Artemisinin)合成青蒿素二聚

体[11]已被证明具有比单体高 100～500 倍的抗癌活性, 
而且青蒿素二聚体在代谢条件下可能比单体更稳定, 可
在血液中保持更久的活性. 因此, 由愈创木薁单体合成

得到二聚体是一种具有可行性的尝试. 
研究表明 GA 具有低的毒副作用[12], GAS-Na 对小

鼠具有极低的急性毒性[13]. 然而, GA 和 GAS-Na 都对

光和热不稳定[14], 有研究报道，GA 等薁衍生物在室温

条件下就能被空气中的氧气氧化, 且在光照条件下会加

速氧化过程从而形成多种副产物[15]. 因此, 对 GA 进行

化学改性来获得提升生物活性和改善稳定性的衍生物

具有可行性和重要的研究价值. 本文以成本相对低廉、

易得且低毒的 GA 为原料, 参考药物化学中构造二聚体

的方法和有效的抗炎分子 GAS-Na, 首次合成了一种愈

创木薁二聚体的二磺酸钠盐(BGAS-Na), 旨在获得更稳

定、高效的抗炎活性分子. 

1  结果与讨论 

1.1  目标化合物的合成 

GAS-Na, BGA 和 BGAS-Na 的合成路线如 Scheme 
1 所示. 以 GA 为起始原料, [Ir(OMe)(cod)]2为催化剂和

4,7-二甲基-1,10-菲咯啉(dmphen)为配体 [16], 利用直接 
C—H 键活化硼化反应得到 2-位频哪醇硼酸酯取代的

GA中间体1. 然后首先尝试文献报道的自偶联反应, 利
用中间体 1 一步合成得到 BGA[17], 但收率较低(37%, 
Scheme 1). 本研究采用两步反应以最高 83%(表 1)的总

收率得到 BGA, 即先通过 1 与 CuX 反应生成愈创木薁

的卤代物 2, 再利用 1 和 2 的 Suzuki 交叉偶联反应高收

率得到 BGA. 需要指出的是, 卤代反应(Step A)时, 文
献中碘代物 2b (Lit.[16] 65%)的产率比溴代物 2a (Lit.[16] 

55%)更高, 而我们的结果是溴代物 2a 比碘代物 2b 的产

率更高. 从表 1 可以看出溴代物 2a 经 Suzuki 偶联反应

(Step B)生成 BGA 的转化率(98%)也比使用碘代物 2b 
(86%)更高. 这可能是由于在 Suzuki 反应过程中, 碘代

物 2b 比溴代物 2a 更易发生氧化加成反应, 因此在用碘

代物2b进行反应时, 观察到有少量脱碘产物生成, 导致

通过碘代物 2b 制备 BGA 的产率较低. 因此, 通过制备

溴代物可以更高产率得到 BGA. 
最后, BGA经过磺化反应, 中和反应和重结晶提纯, 

得到目标产物 BGAS-Na. 同脂溶性的 BGA 相比, 
BGAS-Na 保持了磺酸钠盐的水溶性. GAS-Na 同样由

GA 经过磺化反应直接合成得到[18]. 利用 1H NMR, 13C 
NMR, IR 光谱, MS 和 HRMS 表征了目标化合物的化学

结构. 研究发现, BGA 和 BGAS-Na 室温避光保存一年

仍保持固体粉末状, 薄层色谱(TLC)未见明显杂质点,   
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图式 1  GAS-Na, BGA 和 BGAS-Na 的合成路线 
Scheme 1  Synthesis routes of GAS-Na, BGA and BGAS-Na

表 1  愈创木薁卤代物 2a 和 2b 在 Step A 和 Step B 中的收率

和转化率 
Table 1  Yields and the conversion of 2a and 2b in step A and 
step B 

Compd. X 
Yield/% 

Step Aa Step Bb Total yieldc 
2a Br 85 98 83 
2b I 53 86 46 

a The yields of 2a and 2b in Step A. b The yields of BGA generated from 2a 
and 2b in Step B. c The total yields calculated by multiplying the yields of 
Steps A and B. 

相同条件下保存的GA和GAS-Na则呈现为绿色粘稠液

体, TLC 监测几乎完全变质. 这表明 GA 二聚体及其磺

酸钠盐衍生物的稳定性相较于GA单体及其磺酸钠盐衍

生物有了明显提升. 由于Nozoe等[15]系统研究了薁类衍

生物的自氧化现象, 发现愈创木薁在 100 ℃的 N,N-二甲

基甲酰胺(DMF)中自氧化产生了 25 种可分离产物, 这
些化合物大多数是薁醌、茚酮、萘醌或二聚体等形式. 因
此, 我们分析二聚体 BGA 的稳定性提升可能原因为: 
(1)愈创木薁的氧化产物存在多种二聚体形式, 这也说

明了其二聚体产物稳定性更好; (2)形成二聚体后, 共轭

程度的增加能够提升其稳定电荷的能力. 

1.2  体外抗氧化能力 

本研究使用两种方法来测定 GA, BGA, GAS-Na 和

BGAS-Na四种化合物的体外抗氧化能力, 分别为FRAP 
(Ferric reducing antioxidant power)法和 DPPH (1,1-  
diphenyl-2-picrylhydrazyl)自由基清除法. 其中, FRAP 法

反映电子转移能力而没有自由基参与, 但电子转移也是

自由基清除的一种机制; 而 DPPH 自由基清除法是一种

常用的检测自由基清除效果的方法. 因此, 我们使用

FRAP 法结合 DPPH 自由基清除法来研究四种化合物的

体外抗氧化能力. 
1.2.1  FRAP 法测定抗氧化能力 

FRAP法是由Benzie和 Strain[19]于 1996年提出的一

种灵敏且准确的总抗氧化能力测试方法. 在酸性条件

下, 抗氧化物能够将 Fe3＋-TPTZ (Ferric-tri-pyridyltri- 
azine)还原为蓝色的 Fe2＋-TPTZ, 其最大吸收波长为 593 
nm. 因此在 593 nm 处测定生成的蓝色 Fe2＋-TPTZ 的吸

光度即可评估样品中的总抗氧化能力. 我们采用该法测

试了 GA, BGA, GAS-Na 和 BGAS-Na 四个化合物的相

对抗氧化能力. 结果如图 2所示, 二聚体BGA的相对抗

氧化能力为 70.80, 显著高于 GA (35.68), 说明愈创木薁

是一种有效的抗氧化片段, 在其 2 号位形成二聚体不会

降低抗氧化能力. 两个磺酸钠盐 GAS-Na 和 BGAS-Na
的相对抗氧化能力分别为 20.35 和 17.83, 均低于 GA, 
这可能是由于FRAP法的酸性测试环境使磺酸钠盐水解 
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图 2  FRAP 法测定化合物的相对抗氧化能力 

Figure 2  Determination of antioxidant capacity of compounds 
by FRAP method 
Data are given as mean±SEM. Statistical analysis is performed by one- 
way analysis of variance (ANOVA). **P＜0.01 

成磺酸, 而磺酸根作为强拉电子基团, 使GA和BGA分

子骨架的电子云密度降低, 其对应的还原性降低, 即抗

氧化能力降低. 四个化合物的抗氧化能力测试数值列于

辅助材料中的表 S1. 
1.2.2  DPPH 自由基清除法测定抗氧化能力 

DPPH 是一种以 N 为中心的稳定自由基, 其乙醇溶

液呈紫色, 最大吸收波长为 517 nm. 当 DPPH 溶液中加

入自由基清除剂时, 其未成对电子被配对, 溶液颜色变

浅, 呈黄色或淡黄色, 在 517 nm 处的吸光度变小, 其变

化程度与自由基清除程度呈线性关系 . 1997 年

Kourounakis 等[20]发现当 GA 的浓度为 DPPH 的 2 倍时, 
共处理 3 h 后 DPPH•清除率达 50%, 说明 GA 具有较好

的抗氧化活性. 在相同实验条件下测试了四个化合物在

与DPPH共处理 0.5和 3 h后的自由基清除效果变化, 以
GA 为活性对照组.  

如图 3 所示, 所有化合物与 DPPH 作用 3 h 时的自

由基清除率较 0.5 h 时均有明显提升. 作用 3 h 时, BGA
达到 84.21%的自由基清除率, BGAS-Na 达到 58.02%的

自由基清除率, 而GA的DPPH•清除率为32.20%. 四个

化合物在不同时间的自由基清除率数据参见辅助材料

中的表 S2. 总体来看, BGA 和 BGAS-Na 在清除自由基

方面均较 GA 有显著提升(P＜0.01 或 P＜0.0001), 且明

显优于商用分子 GAS-Na. 四个化合物对 DPPH 自由基

的清除效果虽具一定的延迟性, 但作用 0.5 和 3 h 时, 四
个化合物对 DPPH•的清除率从高到低排序均为: BGA
＞BGAS-Na＞GA＞GAS-Na, 且 GA 二聚体及其磺酸

钠衍生物的自由基清除能力均远高于GA单体及其磺酸

钠盐, GA 单体及 GA 二聚体均略高于对应的磺酸钠盐

衍生物. 

 

图 3  化合物在不同作用时间下对 DPPH 自由基的清除率 
Figure 3  Scavenging rate of compounds on DPPH free radicals 
at different action times 
Data are given as mean±SEM. Statistical analysis is performed by 
Two-way analysis of variance (ANOVA). **P＜0.01, ****P＜0.0001 

DPPH 自由基清除法的测试结果与 FRAP 法测试结

果一起证明愈创木薁 2-位自聚得到的二聚体能够提升

愈创木薁的抗氧化能力, 其对应的二磺酸钠盐衍生物也

具有良好的自由基清除效果. 

1.3  抗炎活性与细胞毒性 

脂多糖(LPS)是致病性革兰氏阴性细菌外壁层的主

要成分[21], 可以刺激巨噬细胞产生促炎因子来促进炎

症反应. 一氧化氮(NO)是一种生物信使分子, 其生成依

赖于诱导性一氧化氮合酶(iNOS), 适量的 NO 在调节平

滑肌、平衡血流速度等生理过程中起重要作用, 然而高

浓度的 NO 自由基分子会导致肿瘤、炎症等病症. 研究

表明, 巨噬细胞RAW 264.7经过LPS刺激或诱导后会生

成高浓度的 NO, 在体内表现出炎症部位的组织损伤. 
Griess 法是检测 NO 最常用且最简单的方法之一[22], 它
是依据化学家 Griess 在 1879 年描述的重氮化反应进行, 
其原理为磺胺与亚硝酸盐(NO 的代谢产物)反应产生重

氮盐, 然后与萘基乙二胺发生偶联反应, 生成紫色的偶

氮化合物(最大吸收波长为 540 nm), 最后通过测试吸光

度来计算 NO 浓度, 从而评估炎症程度. 
首先建立 LPS 诱导的小鼠巨噬细胞 RAW 264.7 体

外炎症模型, 随后在该模型基础上施加不同浓度的四种

化合物, 采用 Griess 试剂法检测不同组别巨噬细胞产生

的 NO 浓度. 图 4a 表明, 空白组(不给 LPS 刺激且不给

药)几乎不产生 NO 炎症因子, 模型组(只给 LPS 刺激但

不给药)产生的 NO 浓度最高(46.74 μmol/L), 当加入 1 
μg/mL 的 BGAS-Na 后 NO 浓度有了明显降低(37.62 
μmol/L), NO 抑制率为 19.5%(图 4e), 而当 BGAS-Na 的

给药量增加至 5 和 25 μg/mL 时, 抑制率分别增长到
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46.3%和 93.0%, IC50值为 5.64 μg/mL. 因此, BGAS-Na
能显著抑制 NO 炎症因子的产生, 且抑制效果具有浓度

依赖性. 图 4 的 NO 浓度及抑制率的具体数值列于辅助

材料中的表S3. 由图4b, 4c, 4d可看出GAS-Na, BGA和

GA 对 NO 浓度的影响均无明显的浓度依赖性. 如图 4e
所示, 在相同浓度下, 四个化合物中对 NO 释放的抑制

作用最强的均是 BGAS-Na, 且与其余三个化合物均具

有显著性差异, 这说明 BGAS-Na 的抗炎作用明显优于

其它三个化合物. 2001 年, Guarrera 等[23]使用紫外线诱

发的红斑作为炎症模型 , 研究发现意大利市售的含

GAS-Na 的 Veralga azulene®凝胶的抗炎活性与 OTC(非
处方药)氢化可的松乳膏相当. 然而, 不同给药浓度下, 
BGAS-Na 的 NO 抑制率远高于 GAS-Na (P＜0.01 或   

P＜0.0001), 由此说明BGAS-Na的抗炎效果优异. 从图

4e 还可看出 BGA 和 GA 在不同浓度下的 NO 抑制率没

有规律性且表现一般. 因此, BGAS-Na 是一种优于商用

活性成分 GAS-Na 的潜在高效抗炎化合物. 
CCK-8 (Cell Counting Kit-8)法是一种用于测定细胞增殖

或毒性实验中活细胞数目的高灵敏度、无放射性的比色

检测法. 由于巨噬细胞产生 NO 可能会受待测化合物的

细胞毒性影响, 因此, 我们用 CCK-8 法检测各化合物在

不同浓度下对巨噬细胞生长的影响, 以此考察四个化合

物对小鼠单核巨噬细胞 RAW 264.7 的细胞毒性. 如图 5
所示, 用抗炎活性测试中对应浓度梯度的待测化合物与

巨噬细胞共培养 24 h 后, 细胞存活率均约为 100%, 说
明四个化合物对巨噬细胞均无明显的细胞毒性. 

 

图 4  化合物对 LPS 激活的 RAW 264.7 细胞产生 NO 的影响 
Figure 4  Effects of compounds on NO production in LPS-activated RAW 264.7 Cells 

Data are given as mean ± SEM. Figure 4a-4d show the substances added in different experimental groups. All concentration units are μg/mL. Figure 4e 
shows the inhibition rate of the compounds on the production of NO at different concentrations * indicates significant difference (*P < 0.05, **P < 0.01, 
***P < 0.001, and ****P < 0.0001)  
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图 5  化合物对巨噬细胞 RAW 264.7 细胞存活率的影响 
Figure 5  Effects of compounds on the cell viability of macro-
phage RAW 264.7 cells 

Data are given as mean±SEM  

2  结论 

设计合成了一种愈创木薁的二聚体 BGA, 并制备

了 BGA 的二磺酸钠盐衍生物 BGAS-Na, 二者的稳定性

较 GA 和 GAS-Na 均有明显提升. 分别用 FRAP 法和

DPPH 自由基清除法测试了 GA, BGA, GAS-Na 和

BGAS-Na 四个化合物的体外抗氧化能力. 综合两种抗

氧化活性检测方法的结果, BGA 具有最优的抗氧化活

性, BGAS-Na在DPPH自由基清除试验中也表现出优于

GA 和 GAS-Na 的抗氧化能力. 因此, 愈创木薁是一种

有效的抗氧化片段, 其 2-位形成的二聚体具有强的抗氧

化能力 . 在 LPS 激活的小鼠巨噬细胞炎症模型中 , 
BGAS-Na 具有最优的抗炎效果, 优于商用活性分子

GAS-Na, 在 5 μg/mL 时对 NO 炎症因子达到约 50%的

抑制效果, 且具有浓度依赖性. 此外, 四个化合物对巨

噬细胞均无明显的细胞毒性. 研究表明, BGAS-Na 具有

成为优秀抗炎药物的发展潜力, 其体内生物活性实验和

具体的抗炎机制有待进一步研究. 

3  实验部分 

3.1  仪器与试剂 

核磁共振(1H NMR, 13C NMR)由日本 JEOL 400 核

磁共振波谱仪测定, 采用 CDCl3 或 CD3OD 作为溶剂, 
TMS 作为内标. IR 由 Thermo Fisher Nicolet FT-IR spec-
trometer 型红外分析仪测定 . 高分辨质谱由 Thermo 
Scientific Q Exactive HF Orbitrap-FTMS 质谱仪测定. 熔
点由上海申光 SGW X-4 显微熔点仪测定. 吸光度由美

国多功能酶标仪 PerkinElmer EnVision 测定. 
愈创木薁(GA, 98%), 艾览(上海)化工科技有限公

司; DPPH, 上海麦克林生化科技有限公司; 总抗氧化能

力检测试剂盒(FRAP 法)、一氧化氮(NO)检测试剂盒和

LPS (TLR4 激活剂), 碧云天; CCK-8 检测试剂盒, 大连

美仑生物技术有限公司. 

3.2  合成方法 

3.2.1  5-异丙基-3,8-二甲基薁-1-磺酸钠(GAS-Na)的
合成 

取愈创木薁(793.2 mg, 4 mmol)加入 50 mL 三颈烧

瓶中, 加入 2 mL 醋酸酐, 常温下搅拌使愈创木薁完全

溶解. 将烧瓶置于冰水浴下, 缓慢滴加 1 mL 浓 H2SO4

和 2 mL 醋酸酐的混合溶液. 滴加完毕后, 缓慢升至室

温, 反应 4 h. TLC 监测反应完全, 将反应瓶置于冰浴中, 
缓慢滴加 NaOH 水溶液, 调 pH 至 8～9, 有深蓝色固体

析出. 过滤得到蓝色固体, 接着用石油醚和少量水洗掉

脂溶性杂质和过量无机碱, 最后用无水乙醇重结晶得到

1.0565 g 蓝色固体 GAS-Na[18b], 产率 88%. m.p. 121～
123 ℃  (Lit.[18b] 159～161 ℃); 1H NMR (400 MHz, 
CD3OD) δ: 8.26 (d, J＝1.9 Hz, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.54 (dd, 
J＝11.0, 1.8 Hz, 1H), 7.28 (d, J＝11.1 Hz, 1H), 3.43 (s, 
3H), 3.12 (hept, J＝6.8 Hz, 1H), 2.58 (s, 3H), 1.38 (d, J＝
6.9 Hz, 6H); IR (KBr) ν: 3425, 2956, 2923, 1639, 1541, 
1463, 1372, 1193, 1121, 1084, 1064, 1011, 647 cm－1.  
3.2.2  2-(7-异丙基-1,4-二甲基薁-2-基)-4,4,5,5-四甲

基-1,3,2-二氧硼烷(1)和 2-溴-7-异丙基-1,4-二甲基薁

(2a)的合成 
参考文献[16], 取愈创木薁(993 mg, 5.0 mmol), 联

硼酸频那醇酯(1.32 g, 5.2 mmol), 4,7-二甲基-1,10-菲咯

啉(10 mg, 0.05 mmol)于 50 mL Schlenk 瓶中, 抽换 N2三

次 , 在手套箱中称取催化剂 [Ir(OMe)(cod)]2 (17 mg, 
0.025 mmol)于反应管中, 在 N2 氛围下加入超干正庚烷

15 mL, 110 ℃加热回流反应 3 h, TLC 监测反应完全. 恢
复室温后, 加水淬灭, 乙酸乙酯萃取三次, 无水 Na2SO4

干燥, 浓缩后进行硅胶柱层析[V(石油醚)∶V(乙酸乙 
酯)＝20∶1]得到1.56 g蓝色固体1, 产率96%. m.p. 91～
93 ℃ (Lit.[16] 71～74 ℃); 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 
δ: 8.46 (s, 1H), 7.87 (s, 1H), 7.49 (dd, J＝10.5, 1.7 Hz, 
1H), 7.06 (d, J＝10.6 Hz, 1H), 3.20 (hept, J＝6.8 Hz, 1H), 
3.09 (s, 3H), 3.01 (s, 3H), 1.57 (s, 12H), 1.53 (d, J＝6.9 
Hz, 6H). 

参考文献[16], 取 CuBr (473.4 mg, 3.3 mmol)于 250 
mL 单口瓶中, 加入 20 mL DMF, 加热至 90 ℃, 溶液由

浅绿色变成棕褐色, 在 90 ℃下保持 5 min 后缓慢加入 1 
(972.8 mg, 3.0 mmol)的 DMF 溶液(20 mL), 90 ℃反应 3 
h. 冷却至室温后, 将反应液倒入水中, 用硅藻土滤去金

属盐, 同时用大量水洗掉 DMF, 滤液用乙酸乙酯萃取, 
有机相为蓝紫色, 留在硅藻土上的蓝紫色产物同样用乙

酸乙酯溶解, 合并乙酸乙酯有机相, 无水 Na2SO4 干燥, 
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浓缩后进行硅胶柱层析, 石油醚为洗脱剂, 最终得到

704.8 mg 蓝紫色油状物 2a, 产率 85%. 1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ: 8.16 (d, J＝1.5 Hz, 1H), 7.46 (dd, J＝
10.6, 1.6 Hz, 1H), 7.26 (s, 1H), 7.09 (d, J＝10.6 Hz, 1H), 
3.10 (hept, J＝6.9 Hz, 1H), 2.78 (s, 3H), 2.60 (s, 3H), 1.36 
(d, J＝6.9 Hz, 6H). 化合物 2b 的合成同 2a, 蓝紫色油状

物, 产率 53%, 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 8.44 (d, J＝
1.8 Hz, 1H), 7.67 (s, 1H), 7.59 (dd, J＝10.6, 1.9 Hz, 1H), 
7.17 (d, J＝10.6 Hz, 1H), 3.28 (hept, J＝6.9 Hz, 1H), 2.91 
(s, 3H), 2.89 (s, 3H), 1.60 (d, J＝6.9 Hz, 4H). 
3.2.3  7,7'-二异丙基-1,1',4,4'-四甲基-2,2'-二薁(BGA)
的合成 

取 1 (340.5 mg, 1.05 mmol), 2a (277.2 mg, 1 mmol), 
Pd(dppf)Cl2 (36.6 mg, 0.05 mmol)和 Cs2CO3 (977.5 mg, 3 
mmol)于 50 mL Schlenk 管中, 抽换 N2三次, 在 N2氛围

下加入 12 mL 的现蒸四氢呋喃(THF)和 3 mL 用 N2鼓泡

的H2O, 室温反应24 h. TLC监测反应结束后, 将反应液

倒入水中, 石油醚萃取, 无水 Na2SO4干燥, 浓缩后进行

硅胶柱层析[V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)＝50∶1], 最终得

到 387.9 mg 绿色固体, 产率 98%. m.p. 168～169 ℃ 
(Lit.[17] 167～167.5 ℃); 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 
8.30 (d,  J＝1.7 Hz, 1H), 7.44 (s, 1H), 7.42 (dd, J＝10.6, 
1.8 Hz, 1H), 7.07 (d, J＝10.6 Hz, 1H), 3.13 (hept, J＝6.9 
Hz, 1H), 2.89 (s, 3H), 2.72 (s, 3H), 1.40 (d, J＝6.9 Hz, 
6H). 
3.2.4  5,5'-二异丙基-3,3',8,8'-四甲基-[2,2'-二薁]-1,1'-
二磺酸钠(BGAS-Na)的合成 

以 BGA (276.2 mg, 0.7 mmol)为原料, 合成步骤同

第 3.2.1 节, 得到 234.3 mg 紫色固体 BGAS-Na, 产率

56%. m.p.＞320 ℃; 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 8.25 
(d, J＝2.0 Hz, 1H), 7.44 (dd, J＝11.2, 2.0 Hz, 1H), 7.26 (d, 
J＝11.2 Hz, 1H), 3.48 (s, 3H), 3.09 (hept, J＝6.8 Hz, 1H), 
2.14 (s, 3H), 1.37 (d, J＝6.9 Hz, 6H); 13C NMR (101 MHz, 
CD3OD) δ: 152.0, 148.0, 143.1, 138.4, 135.7, 135.3, 133.8, 
131.8, 127.1, 124.0, 38.8, 29.0, 24.9, 11.8; IR (KBr) ν: 
3426, 2956, 2923, 2865, 1688, 1635, 1540, 1461, 1369, 
1285, 1212, 1160, 1119, 1031, 912, 811, 759, 637, 541  
cm－1; HRMS (ESI) calcd for C30H33O6Na2S2 [M＋H]＋

599.1508, found 599.1506. 

3.3  活性测试方法 

3.3.1  抗氧化能力测试方法(FRAP 法) 
用二甲基亚砜充分溶解精密称取的四种待测化合

物 , 分别配制成 0.2345 mmol/L BGAS-Na, 0.5342 
mmol/L GAS-Na, 0.2726 mmol/L BGA, 0.4258 mmol/L 
GA 溶液, 备用. 称取总抗氧化能力检测试剂盒提供的

FeSO4•7H2O, 用二甲基亚砜配制成 100 mmol/L 的溶液, 
分别稀释为 50, 10, 5, 2.5, 1.5, 0.75 mmol/L. 在 96 孔板

的每一个孔加入 180 μL 现配的 FRAP 工作液, 再加入 6
个浓度梯度的 FeSO4•7H2O 标准溶液各 5 μL, 每个浓度

平行 6 个复孔, 并设置空白对照组(5 μL 蒸馏水)和阳性

对照组(5 μL 的 1 mmol/L Trolox 溶液), 轻轻混匀, 37 ℃
下孵育 3 min 后在 593 nm处测定吸光度, 计算得到标准

曲线. 同标准曲线测定方法, 测定四种化合物, 平行 6
复孔. 另外, 还需配制不含 FRAP 工作液的对照组, 用
于检测不同浓度下样品溶液本身在 593 nm 处的吸光值. 
最后将实验组吸光值带入标准曲线求出对应的总抗氧

化能力. 相对抗氧化能力＝总抗氧化能力/样品浓度. 
3.3.2  抗氧化能力测试方法(DPPH 自由基清除法) 

用无水乙醇配制 0.2 mmol/L 的 DPPH 母液, 再用无

水乙醇或二甲基亚砜配制 0.4 mmol/L 的 BGAS-Na, 
GAS-Na, BGA, GA 溶液, 均 0～4 ℃下避光保存. 在 96
孔板中加入 100 μL DPPH 溶液和 100 μL 不同化合物溶

液, 混匀, 于室温下放置 0.5 h后, 用酶标仪测定 517 nm
处的吸光度, 记作 As. 在 3 h 后跟踪 517 nm 处吸光度的

变化. 同理, 在 96孔板中加入 100 μL化合物溶液和 100 
μL无水乙醇, 混匀, 于室温下放置一段时间后测定吸光

度, 记作 A0. 在 96 孔板中加入 100 μL DPPH 溶液和 100 
μL无水乙醇, 混匀, 于室温下放置一段时间后测定吸光

度, 记作Ac. 每个测试组均设置3个复孔. 根据公式: 清
除率(%)＝[1－(As－A0)/Ac]×100, 计算化合物对 DPPH
的清除率. 
3.3.3  Griess法检测化合物对LPS诱导的RAW 264.7
巨噬细胞炎症模型的抑制作用 

小鼠单核巨噬细胞 RAW 264.7 细胞株用内含 10% 
胎牛血清 (FBS)的 DMEM (dulbecco's modified eagle 
medium)高糖培养基于 37 ℃, 5% CO2恒温培养箱中培

养, 细胞呈对数生长, 每 24 h 更换培养基, 细胞生长至

80%～90%传代. 待细胞传至 3 代, 状态稳定后, 以
5×104个/mL 密度接种于 96 孔板, 孵育 24 h. 加入配制

好的不同浓度的化合物, 共培养 1 h. 孵育结束后, 给药

组和模型对照组加入 LPS (100 ng/孔), 空白组加入完全

培养基, 继续培养 24 h, 收集上清液, 具体步骤按照NO
试剂盒说明书操作. 540 nm 处测吸光度, 并计算 NO 的

含量及抑制率. NO 浓度是根据预先建立的 NO 浓度与

OD 值之间的线性关系(标准曲线)计算得到, 抑制率(%)
＝[(模型组 NO 浓度－给药组 NO 浓度)/模型组 NO 浓

度]×100. 
3.3.4  CCK-8 法检测化合物对巨噬细胞 RAW 264.7
细胞活力的影响 

取生长对数期的巨噬细胞用一次性刮铲刮拭, 用吸
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管吹打至呈单个细胞分散. 通过细胞计数取相应细胞

数, 并加入相应培养基, 以 5×104个/mL 的密度种至 96
孔板, 每孔 100 μL, 孵育 24 h. 给药组分别加入化合物

BGAS-Na, GAS-Na, BGA, GA 各 1, 5, 25 µg/mL 浓度, 
每组5个复孔; 空白对照组加入相应体积的细胞培养液, 
继续孵育 24 h. 弃 96 孔板上层培养基, 加入 10%的

CCK-8无血清 DMEM 液 100 μL, 于 37 ℃, 5% CO2细胞

培养箱孵育 45 min, 用酶标仪测 450 nm 处 OD 值, 计算

细胞存活率. 细胞存活率(%)＝(给药组 OD 值/空白对照

组 OD 值)×100. 
3.3.5  统计方法 

采用 GraphPad 9.0 软件对所得数据进行 one-way
和 two-way ANOVA 方差分析以及 Dunnett 多重比较检

验显著性, 显著水平为 0.05. 
 

辅助材料(Supporting Information)  化合物 1, 2a, 2b, 
GAS-Na, BGA, BGAS-Na 的 1H NMR, 13C NMR, IR, MS
和 HRMS 谱图和生物活性测试数据. 这些材料可以免

费从本刊网站(http://sioc-journal.cn/)上下载.  
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