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含苯并咪唑结构的薁类衍生物的设计合成及抗炎活性研究 
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摘要  苯并咪唑(BI)结构广泛存在于多种生物活性化合物中, 在药物合成领域受到越来越多的关注. 薁类衍生物是一

类可从药用植物中获得的天然产物, 具有抗炎、抗氧化及低毒等特点. 以薁类衍生物与 BI 为原料, 通过 Buchwald- 
Hartwig偶联得到了 14个含苯并咪唑结构的薁类衍生物, 并研究了其抗炎活性和构效关系. 结果表明, 这些化合物能有

效抑制脂多糖(LPS)诱导的巨噬细胞中NO的产生, 具有比愈创木薁磺酸钠(GAS-Na)更好的抗炎活性. 其中有三个薁类

衍生物具有低毒性和高抗炎效果, 酶联免疫吸附测定法(ELISA)表明其以浓度依赖性的方式抑制 LPS 诱导的肿瘤坏死

因子 α (TNF-α)和白细胞介素 6 (IL-6)的释放. 研究表明 1-愈创木薁-苯并咪唑(GABI-1)具有高抗炎活性(给药浓度为 20 
μmol/L 时的 NO 抑制率为 33.69%)和低细胞毒性, 有望成为新型抗炎药候选分子. 
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Abstract  Benzimidazole (BI) unit exists in many bioactive compounds and has attracted more and more attention in the field 
of drug synthesis. Azulene derivatives are natural products obtained from medicinal plants, which have the characteristics of 
anti-inflammatory, antioxidant, and low toxicity. Using azulene derivatives and BI as raw materials, fourteen azulene 
derivatives that contain benzimidazole unit were synthesized by using Buchwald-Hartwig coupling strategy. Then their 
anti-inflammatory activity and structure-activity relationship were studied. The results showed that these compounds can 
effectively inhibit the production of NO in lipopolysaccharide (LPS) induced macrophages and have higher anti-inflammatory 
activity than sodium guaiazulene sulfonate (GAS-Na). Among them, three derivatives were screened with low toxicity and 
high anti-inflammatory activity, and they can inhibit the release of LPS-induced interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis 
factor-α (TNF-α) in a dose-dependent manner by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The results show that 
1-guaiaculene benzimidazole (GABI-1) has high anti-inflammatory activity (the inhibitory rate of NO was 33.69% at the doses 
of 20 μmol/L) and low cytotoxicity, which is expected to become a candidate molecule for new anti-inflammatory drugs.  
Keywords  azulene; guaiazulene; benzimidazole; sodium guaiazulene sulfonate; anti-inflammatory activity 

 
炎症是机体对外部病原体刺激产生的自我保护反

应[1]. 巨噬细胞受 LPS 刺激后, 会产生炎症介质如一氧

化氮(NO)和前列腺素 E2 (PGE2)等, 以及促炎性细胞因

子, 如 TNF-α、IL-6 和白细胞介素 1β (IL-1β)等[2]. 当这

些炎症介质和促炎性细胞因子过度产生时, 会损害组

织, 并导致一些慢性疾病的产生, 如阿尔茨海默症、溃

疡性结肠炎、心血管疾病或骨关节炎等[3]. 研究表明, 慢
性炎症也是造成癌症的因素之一[4]. 因此, 治疗和预防

炎症性疾病具有重要的科学意义和研究价值. 
薁(Azulene, 以下简称 Az)是一种由环戊二烯和环

庚三烯稠合而成的非苯芳烃类化合物(图1)[5]. 一些薁类

衍生物可从自然界中的一些植物如洋甘菊、苦艾、千叶
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蓍和蓝乳菇中获得, 应用于抗过敏、抗菌和抗炎治疗. 
其中, 愈创木薁(Guaiazulene, 以下简称GA)是薁类化合

物中常见的双环倍半萜类天然产物(图 1), 其在抗炎[6]、

抗氧化[7]、抗菌[8]、抗溃疡[9]和抗肿瘤[10]等方面均有良

好的疗效. 

 

图 1  苯并咪唑、薁和愈创木薁的结构式 
Figure 1  Chemical structures of benzimidazole, azulene and 
guaiazulene 

苯并咪唑(Benzimidazole, 以下简称 BI)是最常见的

氮杂环之一(图 1)[11]. 由于 BI 具有特殊的环互变异构结

构和富电子特性, 含有 BI 的药物可与多种治疗靶点相

结合[12], 其衍生物在抗炎[13]、抗癌[14]、抗菌[15]、抗结   
核[16]、抗病毒[17]、抗溃疡[18]和抗疟疾[19]等方面表现出

独特的生物活性. 同时, BI 具有类似嘌呤核苷酸的结构, 
这也使其更容易与生命系统中的生物大分子相结合[20]. 

BI 的 1 位具有活泼氢, 有较高的化学反应活性, 当
其被位阻较大的杂环取代时, 可能得到高抗炎活性化合

物. Sabat 等[21]设计合成了一类 BI 的 1 位被嘧啶取代的

衍生物, 其在纳摩尔级浓度表现出了对酪氨酸激酶的抑

制活性. 而BI的1位被噻吩取代的另一类衍生物被证明

是具有中等效力的 IKK-ε 激酶抑制剂[22]. 此外, BI 在 1
位键连吡咯类的衍生物是一种高效 IRAK4 抑制剂[23]. 
研究发现[24]在不同药物开发阶段约有 40%的药物含有

卤素原子, 其中氟、氯原子的应用较多, 而甲氧基具有

一定的亲水性和适中的分子量. 因此, 我们考虑在BI的
1 位键连薁类化合物, 并在 BI 结构上引入 F、Cl 等卤素

原子和甲氧基, 以期获得高效低毒的抗炎活性小分子. 

1  结果与讨论 

1.1  目标化合物的合成 

对 GA 的 2 位进行 C—H 键活化硼基化和溴化反应

后, 得到紫色固体 2-溴愈创木薁, 并将其与BI在 1 位进

行偶联, 以 0.05 equiv.的 Pd2(dba)3为催化剂、0.1 equiv.
的 2-二环己膦基-2'-(N,N-二甲胺)-联苯(DavePhos)为配

体, 在 110 ℃、N2氛围反应 24 h 后, 以中等收率(49%)
得到了目标产物 GABI-1(表 1, Entry 1). 随后对反应条

件进行优化, 如表 1 所示. 
首先对配体进行了筛选, 结果表明, 当配体为 2-双

环己基膦-2',4',6'-三异丙基联苯(Xphos)或 2-双环己基膦- 
2',6'-二甲氧基联苯(Sphos)时, 产物的收率提高至 80% 
(Entries 2, 3), 而使用 2-二-叔丁膦基-2',4',6'-三异丙基联

苯(tBu-Xphos)为配体时的收率最高, 可达85% (Entry 5). 
当以 2-二叔丁基膦-3,4,5,6-四甲基-2',4',6'-三异丙基联苯

(MetBu-Xphos)为配体时, 反应活性较低, 只有极少量产

物生成(Entry 4). 综合考虑, 选择 tBu-Xphos 作为后续反

表 1  Buchwald-Hartwig 偶联反应条件优化 a 

Table 1  Optimization of Buchwald-Hartwig coupling reaction conditions 

Br
catalyst, ligand

solvent, base
100 ~ 110 °C, 24 h

N

H
N

N
N

+

1 GABI-12a  

Entry Solvent Catalyst Ligand Base Temp./℃ Yieldb/% 

1 Toluene Pd2(dba)3 Davephos NaOtBu 110 49 
2 Toluene Pd2(dba)3 Xphos NaOtBu 110 80 
3 Toluene Pd2(dba)3 Sphos NaOtBu 110 80 
4 Toluene Pd2(dba)3 MetBu-Xphos NaOtBu 110 5 
5 Toluene Pd2(dba)3 tBu-Xphos NaOtBu 110 85 
6 Toluene Pd(OAc)2 tBu-Xphos NaOtBu 110 79 
7 Toluene Pd(dppf)Cl2 tBu-Xphos NaOtBu 110 74 
8 Toluene Pd2(dba)3 tBu-Xphos K2CO3 110 24 
9 Toluene Pd2(dba)3 tBu-Xphos Cs2CO3 110 67 

10 Toluene Pd2(dba)3 tBu-Xphos K3PO4 110 30 
11 1,4-Dioxane Pd2(dba)3 tBu-Xphos NaOtBu 110 83 
12 DMB Pd2(dba)3 tBu-Xphos NaOtBu 110 82 

a Reaction conditions: 1 (0.3 mmol, 1.0 equiv.), 2a (0.45 mmol, 1.5 equiv.), catalyst (0.05 equiv.), ligand (0.1 equiv.), base (0.42 mmol, 1.4 equiv.), solvent (3 mL), 
reaction time is 24 h; b yield calculated from column chromatography separation.  
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应条件优化的配体. 随后对常见 Pd 催化剂进行筛选发

现, 使用二价钯 Pd(OAc)2 和 Pd(dppf)Cl2 为催化剂时的

收率低于 Pd2(dba)3, 且杂质较多 , 因此后续选择

Pd2(dba)3 作为反应催化剂(Entries 6, 7). 接下来考察了

碱的种类对该反应的影响. 当使用无机碱类 K2CO3、

K3PO4 和 Cs2CO3 作反应用碱时的产物收率较低(Entries 
8～10). 之后考察了溶剂对反应的影响, 当使用甲苯

(toluene)、1,4-二氧六环(1,4-dioxane)或二甲苯(DMB)时, 
反应收率相当(Entries 11, 12). 综合考虑, 确定以 0.05 
equiv.的 Pd2(dba)3为催化剂、0.1 equiv.的 tBu-Xphos 为

配体、1.4 equiv. NaOtBu 为碱和 3 mL 甲苯为溶剂在

110 ℃、N2氛围下反应 24 h 为最优条件. 
含苯并咪唑结构的薁类衍生物 GABI-1～GABI-7

和 AzBI-1～AzBI-7 的合成路线如 Scheme 1 所示, 并通

过柱层析计算收率. 在最优条件下以 1.0 equiv.的 1 或 3
和 1.5 equiv.的 2a 为原料, 分别以 85%和 76%的收率得

到目标产物 GABI-1 和 AzBI-1.  
BI 由咪唑和苯环稠合而成, 具有典型的环互变异

构结构[25], 当含取代基的 BI 在 1 位键连位阻较大的取

代基时, 由于环互变异构, 会存在两种异构化合物[26]. 
因此 1 与 2b 在最优反应条件下得到两种氟取代的异构

体化合物GABI-2和GABI-3. 该反应总收率为 97%, 其
中 5 位氟取代化合物 GABI-2 的收率(39%)低于 6 位氟

取代化合物 GABI-3 (58%), 这可能是因为电子效应导

致 1 位 N 原子的反应能垒略低于 3 位 N 原子的反应能

垒. 同理, 1 与 2c 偶联得到了两种氯取代的异构体化合

物 GABI-4(收率为 39%)和 GABI-5(收率为 51%), 总收

率为90%. 氟取代异构体化合物AzBI-2和AzBI-3由1.0 
equiv.的 3 和 1.5 equiv.的 2b 偶联得到, 收率分别为 36%
和 47%, 总收率为 83%; 氯取代异构体化合物 AzBI-4
和 AzBI-5 由 3 和 2c 偶联得到, 收率分别为 33%和 44%, 
总收率为 77%. 

1 与 2d 以 88%的总收率偶联得到了两种含甲氧基

的异构体化合物 GABI-6 和 GABI-7, 收率分别为 46%
和 42%, 而 3 与 2d 偶联得到的两种含甲氧基的异构体

AzBI-6 和 AzBI-7 的收率分别为 37%和 44%. 为排除因

柱层析等原因导致的产物损失, 比较了其核磁产率. 结
果表明 6 位甲氧基取代的化合物 GABI-6 的核磁产率

(46%)低于 5 位甲氧基取代的化合物 GABI-7 的核磁产

率(47%); 6 位甲氧基取代的化合物 AzBI-6 的核磁产率

(40%)低于 5位甲氧基取代的化合物AzBI-7 的核磁产率

(48%), 这可能是因为甲氧基的位阻效应大于电子效应, 
使得 1 位 N 原子的反应能垒略高于 3 位 N 原子的反应

能垒. 
目标化合物 GABI-1～GABI-7 和 AzBI-1～AzBI-7

的化学结构经过 1H NMR 谱、13C NMR 谱、19F NMR 谱、 

 

图式 1  GABI-1～GABI-7 和 AzBI-1～AzBI-7 的合成路线 
Scheme 1  Synthesis routes of GABI-1～GABI-7 and AzBI-1～AzBI-7 
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IR 光谱、NOESY 谱和高分辨质谱确证. 由于异构体之

间极性不同, 因此可以通过柱层析进行分离. 利用单晶

X 射线衍射确认了化合物 GABI-2 (CCDC 2223588)和
GABI-7 (CCDC 2223593)的立体结构(图 2). 从化合物

GABI-2 单晶 X 射线衍射结构来看, 其 GA 环与 BI 环的

二面角为 50.6°, 其氟取代基在 BI 的 5 位, 由此判断化

合物 GABI-3 的氟取代基在 BI 的 6 位; 化合物 GABI-7
的单晶结构表明, 其 GA 环与 BI 环的二面角为 38.0°, 
甲氧基在BI的 5 位. 由于异构体之间结构相似, 仅通过
1H NMR 谱、13C NMR 谱、19F NMR 谱和质谱难以确认

其取代基位置, 因此通过 NOESY 谱进一步确认其化学

结构. 结果表明, 化合物 GABI-4 的 d 位氢与 3 位氢存

在空间偶合, 且其 d 位氢受到邻位氢偶合, 偶合常数为

8.6 Hz, 氯原子取代基在其 d位氢的间位, 而其 b位氢与

3 位氢不存在空间偶合. 化合物 AzBI-3 中, 其 d 位氢与

3 位氢存在空间偶合, 而其 b 位氢的间位偶合常数为 4.9 
Hz, 其间位为氟原子. 同理, 化合物 AzBI-5 和 AzBI-6
的 d 位氢均与 3 位氢存在空间偶合, 且其 d 位氢均受到

间位氢的偶合, 偶合常数分别为2.0和2.4 Hz, 取代基位

置均在 d 位氢的邻位. 此外, 5 位卤素取代的化合物

GABI-2、GABI-4、AzBI-2 和 AzBI-4 的极性均小于其

对应的 6 位卤素取代的异构体分子, 而 6 位甲氧基取代

的化合物 GABI-6 和 AzBI-6 的极性均小于其对应的 5
位甲氧基取代的异构体分子. 研究了化合物 GABI-1～
GABI-7 和AzBI-1～AzBI-7的水溶性, 发现其在水中的

溶解度均小于 100 μg/mL. 

1.2  化合物对 LPS 诱导的 RAW 264.7 细胞产生 NO
的影响 

LPS 是革兰氏阴性细菌外膜的成分之一, 能诱导多

种促炎因子和炎症介质的表达, 并引起细胞炎症. 研究

表明巨噬细胞 RAW 264.7 经过 LPS 诱导后会产生高浓

度的 NO, 损伤炎症部位. 因此 LPS 通常用于在体外建

立巨噬细胞的炎症模型, 并以此来评估化合物的抗炎效

果[27]. 愈创木薁磺酸钠(GAS-Na)是目前市售的薁类生

物功能分子, 是 Veralga azulene®凝胶的主要成分之一, 
其抗炎活性与氢化可的松乳膏相当[7]. Griess 法常用于

检测 NO, 其原理是 NO 在体内或水溶液中转化生成亚

硝酸盐, 并与显色剂生成偶氮化合物, 最后通过检测吸

光度计算NO的浓度. 因此选择GAS-Na作为阳性对照, 
利用 Griess 法测定细胞产生的 NO 来评估化合物

GABI-1～GABI-7 和 AzBI-1～AzBI-7 的抗炎活性. 
图 3 为以 GAS-Na 为阳性对照, 目标化合物对 LPS

诱导巨噬细胞产生 NO 的抑制率, 该抑制率越高说明该

化合物的抗炎效果越好. 如图 3 所示, 当给药浓度在 1 
μmol/L 时, 在化合物 GABI-1～GABI-7 中, 除 GABI-6
的NO抑制率(2.00%)低于阳性对照GAS-Na的NO抑制

率(5.40%)外, 其余薁类衍生物的 NO 抑制率均高于

GAS-Na; 而化合物 AzBI-1～AzBI-7 的 NO 抑制率均低

于 GAS-Na (5.40%). 当给药浓度在 10 μmol/L 时, GA-
BI-1 具有最高的 NO 抑制率(21.77%), 而 GABI-2 
(19.97%)和 GABI-6 (20.25%)亦表现出比 GAS-Na 
(10.16%)高约两倍的 NO 抑制率, 具有较好的抗炎活性; 
在化合物 AzBI-1～AzBI-7 中, 仅 AzBI-1 的 NO 抑制率

(11.75%)优于 GAS-Na. 当给药浓度在 20 μmol/L 时, 
GABI-1～GABI-3、GABI-5～GABI-7 和 AzBI-7 表现

出比GAS-Na (23.07%)更好的NO抑制率, 其中GABI-6
的NO抑制率(35.85%)和GABI-7的NO抑制率(37.16%)
显著优于 GAS-Na. 由图 3 可知, 相同位点的不同取代

基对化合物的抗炎活性的影响不同. 例如在 20 μmol/L
时, 5 位甲氧基取代的化合物 GABI-7(抑制率为 37.16%)
抗炎活性最优, 其次是 5 位氟原子取代化合物 GABI-2 
(抑制率为 32.87%), 而 5 位氯原子取代化合物 GABI-4  

 
图 2  化合物 GABI-2 和 GABI-7 的单晶结构 

Figure 2  X-Ray single crystal structures of products GABI-2 and GABI-7  
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抗炎活性相对较低(抑制率为 18.54%). 同时, 取代基的

位置不同对化合物的抗炎活性的影响也有不同, 例如在

给药浓度为 20 μmol/L 时, 对于含有相同氟原子取代基

化合物 GABI-2 和 GABI-3, 5 位氟取代的 GABI-2 的活

性(抑制率为 32.87%)优于 6 位氟取代的 GABI-3(抑制率

为 25.62%); 对于含有相同氯原子取代基化合物 GABI- 
4 和 GABI-5, 6 位氯取代的 GABI-5 的活性(抑制率为

28.27%)优于 5 位氯取代的 GABI-4(抑制率为 18.54%); 
对于含有相同甲氧基取代基化合物 GABI-6 和 GABI-7, 
5 位甲氧基取代的 GABI-7 的活性(抑制率为 37.16%)优
于 6 位甲氧基取代的 GABI-6(抑制率为 35.85%). 给药

浓度为 1、10、20 μmol/L, 化合物 GABI-1～GABI-7 的

NO 抑制率均高于与之相对应的化合物 AzBI-1～
AzBI-7, 这可能是因为结构片段 GA 的抗炎活性优于

Az 的抗炎活性. 整体来看, 化合物 GABI-1、GABI-2、
GABI-6 和 GABI-7 的抗炎活性较高, 这可能与取代基

的大小、位置和与靶点的相互作用有关. 这些化合物可

作为治疗炎症的先导化合物进行深入研究. 

1.3  细胞毒性研究 

CCK-8 (Cell Counting Kit-8)法是一种能快速灵敏测

定活细胞数目的比色检测法. 该方法测试原理是CCK-8
试剂中的 2-(2- 甲氧基 -4- 硝基苯基 )-3-(4- 硝基苯

基)-5-(2,4-二磺酸苯)-2H-四唑单钠盐(WST-8)会被细胞

线粒体中的脱氢酶氧化成黄色甲臜产物(Formazan), 该
甲臜产物的数量与活细胞成正比, 在 450 nm 波长处用

酶标仪测定其光吸收值, 可间接反映活细胞数量. 通过

CCK-8 法测定了化合物 GABI-1～GABI-7 和 AzBI-1～
AzBI-7 分别在 1、10 和 20 μmol/L 浓度下与小鼠 RAW 
264.7 巨噬细胞共同培育 48 h 后的细胞毒性. 
如图 4 所示, 除 AzBI-6 外, 其余化合物在 1、10 和 20 
μmol/L 浓度下的细胞存活率都在 80%以上. 整体来看, 
化合物 GABI-1～GABI-7 的细胞毒性明显小于化合物

AzBI-1～AzBI-7, 除 GABI-7 外 , 化合物 GABI-1～
GABI-6在各个给药浓度下的细胞存活率均在 90%以上. 
抗炎活性研究表明, GABI-1～GABI-3 和 GABI-5～
GABI-7 在给药浓度 10 和 20 μmol/L 下的抗炎活性均高

于 GAS-Na, 但 GABI-7 的细胞毒性相对较大, 因此考

虑进一步探究 GABI-1～GABI-3、GABI-5 和 GABI-6
对 RAW 264.7 细胞中促炎性细胞因子如 TNF-α、IL-6
的影响. 

 

图 3  不同化合物对 LPS 诱导的 RAW 264.7 细胞 NO 的抑制活性 
Figure 3  Inhibitory activities against NO of the different compounds in LPS-induced RAW 264.7 cells 

Data are given as mean±SEM. *p＜0.05 compared to GAS-Na 

 

图 4  化合物对巨噬细胞 RAW 264.7 细胞存活率的影响 
Figure 4  Effects of compounds on the cell viability of macrophage RAW 264.7 cells
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1.4  化合物对 LPS 诱导的小鼠 RAW 264.7 巨噬细胞

中促炎因子 TNF-α和 IL-6 的影响 

在先天免疫中, TNF-α、IL-6 或 IL-1β等促炎性细胞

因子均起着关键作用. TNF-α 的主要作用是调节免疫细

胞功能, 参与人体新陈代谢, 当其异常增多时, 会导致

免疫应激, 从而使人体出现炎症反应. IL-6 是炎症免疫

反应中的另一重要因子, 具有调节免疫细胞增殖和分化

等作用, 当其持续性失调时, 可能会导致慢性炎症的产

生. ELISA 法是一种通过将可溶性的抗原或抗体结合到

聚苯乙烯等固相载体上, 利用抗原抗体结合进行专一性

免疫反应的定性和定量检测方法. 我们使用 ELISA 法

分析了化合物 GABI-1～GABI-3、GABI-5 和 GABI-6
抑制 LPS 诱导的小鼠 RAW 264.7 巨噬细胞中 TNF-α和

IL-6 产生的效果. 同时, 根据 Griess 法测得的抗炎活性

研究结果, 化合物 GABI-1、GABI-2 和 GABI-6 在给药

浓度为 10 和 20 μmol/L 时抗炎活性最好, 因此将进一步

研究这三个化合物对 LPS 诱导产生的 TNF-α和 IL-6 的

构效关系. 
如图 5a 和 5b 所示, 模型组(只给 LPS 刺激但不给

药)为对照值, 纵坐标表示为相对于对照值的倍数百分

比, 纵坐标数值越小, 说明该化合物对 LPS 诱导的巨噬

细胞中 TNF-α 和 IL-6 的抑制效果越明显, 抗炎效果越

好. 当给药浓度为 20 μmol/L 时, 化合物 GABI-1～
GABI-3、GABI-5 和 GABI-6 可以显著降低 LPS 诱导巨

噬细胞 RAW 264.7 中促炎性细胞因子 TNF-α和 IL-6 的

表达. 其中化合物 GABI-1 的抑制效果最好, 其促炎性

细胞因子 TNF-α 和 IL-6 的含量相对于模型组(100%)分
别降低至87.12%和91.03%, 化合物GABI-1的抗炎活性

优于含卤素原子和甲氧基基团的化合物, 其具体的作用

机制需进一步研究. 用给药浓度为 1、10、20 μmol/L 的

化合物分别预处理巨噬细胞 1 h, 随后与 LPS (500 ng/
孔)共同培育 48 h, 结果如图 5c 和 5d 所示. 在 1 μmol/L
给药浓度下, 化合物 GABI-1、GABI-2 和 GABI-6 抑制

TNF-α和 IL-6 产生的效果并不明显; 在 10 μmol/L 给药

浓度下, 化合物 GABI-1 相对于模型组能明显抑制巨噬

细胞中TNF-α和 IL-6的产生, 其含量相对于模型组分别

下降至 90.73%和 93.89%; 在 20 μmol/L 给药浓度下, 化
合物 GABI-1、GABI-2 和 GABI-6 均能显著抑制 TNF-α,
其含量分别下降至 87.12%、90.94%和 91.77%; 其也能

显著抑制 IL-6, 含量分别下降至 91.03%、93.52%和

 
图 5  不同化合物对 LPS 诱导的 RAW 264.7 细胞 TNF-α和 IL-6 的抑制活性 

Figure 5  Inhibitory activities against TNF-α and IL-6 of the different compounds in LPS-induced RAW 264.7 cells 
Data are given as mean±SEM. (a, b) Inhibition of LPS-induced TNF-α and IL-6 of compounds GABI-1, GABI-2, GABI-3, GABI-5, and GABI-6 at 20 
μmol/L; (c, d) inhibition of LPS-induced TNF-α and IL-6 of compounds GABI-1, GABI-2, GABI-6. Data are expressed as fold change relative to control 
values (samples treated with LPS alone). ****p＜0.0001, ***p＜0.001, **p＜0.01, *p＜0.05 compared to LPS. 
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92.84%. 这三个化合物呈现一定的浓度依赖性. 其中, 
GABI-1 的抗炎效果最好, 可以作为高效抗炎药的潜在

候选分子. 
为更好评估化合物 GABI-1 的抗炎活性, 将其与化

合物 Az、GA、BI 以及常用的抗炎药物包括吲哚美辛、

布洛芬、阿司匹林进行抗炎活性对比. 结果表明, 化合

物 GABI-1 的抗炎活性在给药浓度为 10 和 20 μmol/L 下

均优于 Az、GA 和 BI, 且其在给药浓度为 20 μmol/L 时

优于布洛芬和阿司匹林, 但与吲哚美辛的抗炎活性相比

仍有差距. 

2  结论 

通过 Buchwald-Hartwig 偶联高效合成了 14 个含苯

并咪唑结构的薁类衍生物 GABI-1 ～ GABI-7 和

AzBI-1～AzBI-7, 并利用 Griess 法发现其在 1、10 和 20 
μmol/L 浓度下对 LPS 诱导巨噬细胞产生炎症介质 NO
有不同程度的抑制效果. 利用 ELISA 法进一步研究发

现化合物 GABI-1、GABI-2 和 GABI-6 能有效抑制 LPS
诱导巨噬细胞中促炎性细胞因子 TNF-α和 IL-6 的释放, 
且具有一定的浓度依赖性. 综合 CCK-8 法细胞毒性研

究, GABI-1 具有最佳的抗炎活性, 在给药浓度为 20 
μmol/L 时, 其 NO 抑制率达到约 33.69%, 能显著降低

LPS 诱导巨噬细胞中促炎性细胞因子 TNF-α 和 IL-6 的

含量. 研究表明, 化合物 GABI-1 具有成为优秀抗炎药

物的发展潜力, 其具体的作用机制和体内生物活性实验

还有待于进一步研究. 

3  实验部分 

3.1  仪器与试剂 

核磁共振 (1H NMR, 13C NMR 和 19F NMR)由
VARIAN 400核磁共振波谱仪或Bruker AV500核磁共振

波谱仪测定, 采用 CD2Cl2为溶剂, TMS 作为内标; 红外

光谱(IR)由 Thermo Fisher Nicolet FT-IR spectrometer 型
红外分析仪测定; 高分辨质谱(HRMS)由 Thermo Fisher 
Scientific LTQ FTICR-MS 质谱仪测定; NOESY 谱由

BRUKER 600 核磁共振波谱仪测定. 
所有试剂和溶剂均来自商业购买, 未经进一步纯化

直接使用. 一氧化氮(NO)检测试剂盒和LPS (TLR4激活

剂)购自碧云天; Mouse IL-6 ELISA Kit 检测试剂盒和

Mouse TNF-α ELISA Kit 检测试剂盒购自联科生物; 
CCK-8 检测试剂盒购自 MesGen Biotech. 

3.2  化合物 GABI-1～GABI-7 和 AzBI-1～AzBI-7 的

合成 

取 1 或 3 (0.3 mmol), 2 (0.45 mmol), Pd2(dba)3 (0.015 
mmol), tBu-Xphos (0.03 mmol)和 NaOtBu 于 25 mL 的

Schlenk管中, 抽换N2三次, 然后在N2氛围下加入3 mL
重蒸甲苯, 110 ℃下反应 24 h, 薄层色谱(TLC)监测[石
油醚/乙酸乙酯, V∶V＝1∶1]反应至完全. 待反应液冷

却至室温后, 将反应液倒入水中, 用乙酸乙酯萃取三次, 
合并有机相, 无水 Na2SO4干燥. 蒸除溶剂后, 硅胶柱层

析[石油醚/乙酸乙酯/Et3N, V∶V∶V＝200∶200∶1]分
离得到蓝色化合物 GABI-1～GABI-7 和紫色化合物

AzBI-1～AzBI-7. 
1-(7- 异 丙 基 -1,4- 二 甲 基 薁 -2- 基 )- 苯 并 咪 唑

(GABI-1): 产率 85%. m.p. 141～142 ℃; 1H NMR (400 
MHz, CD2Cl2) δ: 8.37 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 7.88～7.82 (m, 
1H), 7.60～7.53 (m, 2H), 7.38～7.33 (m, 3H), 7.23 (d, J＝
10.6 Hz, 1H), 3.21～3.13 (m, 1H), 2.88 (s, 3H), 2.59 (s, 
3H), 1.41 (d, J＝6.9 Hz, 6H); 13C NMR (100 MHz, 
CD2Cl2) δ: 145.80, 144.31, 143.80, 142.81, 140.34, 136.94, 
136.37, 135.86, 135.02, 134.80, 127.40, 123.85, 122.94, 
120.55, 117.29, 111.59, 108.22, 38.78, 24.88, 24.46, 10.65; 
IR (KBr) ν: 3450, 3054, 2960, 2923, 2863, 1897, 1776, 
1725, 1710, 1609, 1556, 1531, 1496, 1456, 1403, 1390, 
1373, 1299, 1270, 1217, 1154, 1142, 1121, 1098, 1070, 
1051, 1004, 968, 931, 885, 864, 849, 815, 789, 779,765, 
746, 719, 667, 636, 628, 570, 546, 476, 432, 404 cm－1; 
HRMS (ESI) calcd for C22H23N2 [M＋H]＋  315.1856, 
found 315.1856.  

1-(7-异丙基-1,4-二甲基薁-2-基)-5-氟-苯并咪唑

(GABI-2): 产率 39%. m.p. 115～117 ℃; 1H NMR (500 
MHz, CD2Cl2) δ: 8.38 (d, J＝2.0 Hz, 1H), 8.27 (s, 1H), 
7.61～7.54 (m, 2H), 7.48 (dd, J＝8.9, 4.7 Hz, 1H), 7.32 (s, 
1H), 7.24 (d, J＝10.6 Hz, 1H), 7.11 (td, J＝9.1, 2.5 Hz, 
1H), 3.17 (hept, J＝6.9 Hz, 1H), 2.88 (s, 3H), 2.57 (s, 3H), 
1.41 (d, J＝6.9 Hz, 6H); 13C NMR (125 MHz, CD2Cl2) δ: 
160.0 (d, J＝237.6 Hz), 146.2, 145.3, 144.2 (d, J＝12.5 
Hz), 143.0, 139.7, 136.9, 136.4, 136.2, 135.1, 131.6, 127.6, 
117.3, 112.3 (d, J＝7.2 Hz), 112.2 (d, J＝8.7 Hz), 108.1, 
106.0 (d, J＝24.4 Hz), 38.8, 24.9, 24.5, 10.6; 19F NMR 
(376 MHz, CD2Cl2) δ: －108.10; IR (KBr) ν: 3434, 2961, 
2923, 2863, 1859, 1731, 1622, 1607, 1591, 1563, 1530, 
1497, 1439, 1391, 1373, 1360, 1309, 1297, 1260, 1216, 
1129, 1115, 1095, 1051, 1003, 970, 951, 868, 851, 828, 
817, 803, 782, 750, 720, 704, 669, 645, 630, 613, 558, 483, 
439 cm－1; HRMS (ESI) [M＋H]＋ calcd for C22H22FN2 
333.1762, found 333.1761. 

1-(7-异丙基-1,4-二甲基薁-2-基)-6-氟-苯并咪唑

(GABI-3): 产率 58%. m.p. 91～93 ℃; 1H NMR (500 
MHz, CD2Cl2) δ: 8.38 (d, J＝2.0 Hz, 1H), 8.25 (s, 1H), 
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7.84 (dd, J＝8.9, 4.8 Hz, 1H), 7.59 (dd, J＝10.7, 2.0 Hz, 
1H), 7.31 (s, 1H), 7.27～7.21 (m, 2H), 7.11 (td, J＝9.2, 2.5 
Hz, 1H), 3.17 (hept, J＝6.9 Hz, 1H), 2.88 (s, 3H), 2.58 (s, 
3H), 1.41 (d, J＝6.9 Hz, 6H); 13C NMR (125 MHz, 
CD2Cl2) δ: 160.7 (d, J＝239.8 Hz), 146.3, 144.6, 143.0, 
140.2, 139.5, 136.9, 136.4, 136.3, 135.2, 135.1, 127.6, 
121.2 (d, J＝10.0 Hz), 117.3, 111.5 (d, J＝25.8 Hz), 107.9, 
98.3 (d, J＝27.7 Hz), 38.8, 24.9, 24.5, 10.6; 19F NMR (376 
MHz, CD2Cl2) δ: －105.72; IR (KBr) ν: 3458, 3106, 2956, 
2922, 2865, 1862, 1715, 1617, 1595, 1557, 1530, 1497, 
1401, 1389, 1371, 1347, 1312, 1263, 1212, 1172, 1111, 
1086, 1071, 1050, 1000, 968, 952, 936, 900, 842, 818, 808, 
771, 749, 720, 665, 627, 613, 564, 538, 440 cm－1; HRMS 
(ESI) calcd for C22H22FN2 [M＋H]＋  333.1762, found 
333.1761. 

1-(7-异丙基-1,4-二甲基薁-2-基)-5-氯-苯并咪唑 
(GABI-4): 产率 39%. m.p. 141～143 ℃; 1H NMR (500 
MHz, CD2Cl2) δ: 8.37 (d, J＝2.0 Hz, 1H), 8.24 (s, 1H), 
7.86 (d, J＝2.0 Hz, 1H), 7.58 (dd, J＝10.6, 1.9 Hz, 1H), 
7.47 (d, J＝8.6 Hz, 1H), 7.35～7.29 (m, 2H), 7.24 (d, J＝
10.6 Hz, 1H), 3.17 (hept, J＝6.9 Hz, 1H), 2.87 (s, 3H), 
2.56 (s, 3H), 1.41 (d, J＝6.9 Hz, 6H); 13C NMR (125 MHz, 
CD2Cl2) δ: 146.3, 145.1, 144.9, 143.0, 139.6, 136.9, 136.4, 
136.2, 135.2, 133.7, 128.5, 127.6, 124.3, 120.2, 117.4, 
112.6, 108.1, 38.8, 24.9, 24.5, 10.6; IR (KBr) ν: 2955, 
2920, 2863, 1873, 1726, 1605, 1562, 1530, 1495, 1461, 
1431, 1392, 1372, 1306, 1294, 1240, 1215, 1099, 1072, 
1052, 1001, 968, 938, 910, 870, 819, 805, 780, 732, 719, 
691, 666, 637, 624, 597, 555, 485, 422 cm－1; HRMS (ESI) 
calcd for C22H22ClN2 [M ＋ H] ＋  349.1464, found 
349.1464. 

1-(7-异丙基-1,4-二甲基薁-2-基)-6-氯-苯并咪唑

(GABI-5): 产率 51%. m.p. 58～59 ℃; 1H NMR (500 
MHz, CD2Cl2) δ: 8.38 (d, J＝2.0 Hz, 1H), 8.21 (s, 1H), 
7.80 (d, J＝8.6 Hz, 1H), 7.59 (dd, J＝10.6, 2.0 Hz, 1H), 
7.52 (d, J＝2.0 Hz, 1H), 7.34～7.30 (m, 2H), 7.25 (d, J＝
10.6 Hz, 1H), 3.17 (hept, J＝6.9 Hz, 1H), 2.88 (s, 3H), 
2.56 (s, 3H), 1.41 (d, J＝6.9 Hz, 6H); 13C NMR (125 MHz, 
CD2Cl2) δ: 146.4, 144.7, 143.0, 142.5, 139.4, 136.8, 136.4, 
136.3, 135.7, 135.2, 129.7, 127.6, 123.7, 121.4, 117.5, 
111.7, 108.1, 38.8, 24.9, 24.5, 10.6; IR (KBr) ν: 3076, 
2957, 2865, 1712, 1611, 1530, 1494, 1451, 1401, 1388, 
1371, 1332, 1303, 1275, 1262, 1210, 1137, 1108, 1086, 
1051, 999, 967, 907, 849, 811, 781, 749, 731, 694, 666, 
632, 599, 560, 538, 499, 428, 405 cm－1; HRMS (ESI) 

calcd for C22H22ClN2 [M ＋ H] ＋  349.1464, found 
349.1465. 

1-(7-异丙基-1,4-二甲基薁-2-基)-6-甲氧基-苯并咪

唑(GABI-6): 产率 46%. m.p. 53～55 ℃; 1H NMR (500 
MHz, CD2Cl2) δ: 8.38 (d, J＝2.0 Hz, 1H), 8.23 (s, 1H), 
7.81 (d, J＝8.8 Hz, 1H), 7.58 (dd, J＝10.6, 2.0 Hz, 1H), 
7.34 (s, 1H), 7.24 (d, J＝10.6 Hz, 1H), 7.02～6.94 (m, 
2H), 3.79 (s, 3H), 3.17 (hept, J＝6.8 Hz, 1H), 2.88 (s, 3H), 
2.57 (s, 3H), 1.41 (d, J＝6.9 Hz, 6H); 13C NMR (125 MHz, 
CD2Cl2) δ: 158.0, 146.2, 143.3, 143.0, 139.8, 136.9, 136.3, 
136.2, 135.6, 135.2, 127.5, 120.6, 117.7, 113.1, 108.3, 
94.9, 56.2, 38.8, 24.9, 24.5, 10.6; IR (KBr) ν: 2958, 2866, 
2833, 1717, 1618, 1588, 1558, 1532, 1493, 1456, 1402, 
1388, 1372, 1345, 1308, 1274, 1224, 1089, 1050, 1027, 
969, 944, 821, 769, 735, 710, 668, 633, 565, 419 cm－1; 
HRMS (ESI) calcd for C23H25N2O [M＋H]＋ 345.1960, 
found 345.1960. 

1-(7-异丙基-1,4-二甲基薁-2-基)-5-甲氧基-苯并咪

唑(GABI-7): 产率 42%. m.p. 139～141 ℃; 1H NMR 
(500 MHz, CD2Cl2) δ: 8.40～8.31 (m, 2H), 7.58 (dd, J＝
10.7, 2.0 Hz, 1H), 7.49 (s, 1H), 7.43 (d, J＝8.9 Hz, 1H), 
7.32 (s, 1H), 7.24 (d, J＝10.6 Hz, 1H), 7.00 (dd, J＝8.9, 
2.4 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.17 (hept, J＝6.9 Hz, 1H), 2.87 
(s, 3H), 2.57 (s, 3H), 1.40 (d, J＝6.9 Hz, 6H); 13C NMR 
(125 MHz, CD2Cl2) δ: 157.4, 146.3, 144.2, 143.4, 143.0, 
139.6, 136.9, 136.3, 136.2, 135.2, 129.3, 127.6, 117.3, 
114.5, 112.4, 108.1, 102.0, 56.2, 38.8, 24.9, 24.5, 10.6; IR 
(KBr) ν: 3416, 3104, 2960, 1619, 1593, 1555, 1532, 1488, 
1452, 1400, 1385, 1372, 1305, 1275, 1235, 1215, 1197, 
1184, 1151, 1136, 1102, 1086, 1049, 1031, 995, 967, 946, 
892, 852, 840, 827, 817, 806, 785, 752, 720, 669, 650, 634, 
607, 566, 544, 477, 437, 403 cm－1; HRMS (ESI) calcd for 
C23H25N2O [M＋H]＋ 345.1960, found 345.1960. 

1-薁基-苯并咪唑(AzBI-1): 产率 76%. m.p. 128～
129 ℃; 1H NMR (500 MHz, CD2Cl2) δ: 8.48 (s, 1H), 8.43 
(d, J＝9.3 Hz, 2H), 8.05 (d, J＝8.1 Hz, 1H), 7.85 (d, J＝
7.9 Hz, 1H), 7.68 (t, J＝9.9 Hz, 1H), 7.61 (s, 2H), 7.45 (t, 
J＝7.6 Hz, 1H), 7.41～7.33 (m, 3H); 13C NMR (125 MHz, 
CD2Cl2) δ: 145.1, 143.5, 143.0, 140.4, 136.9, 136.4, 133.4, 
125.5, 124.4, 123.5, 120.9, 112.0, 107.4; IR (KBr) ν: 3126, 
3051, 3016, 1689, 1609, 1570, 1538, 1513, 1500, 1452, 
1405, 1297, 1282, 1259, 1224, 1216, 1189, 1155, 1133, 
1020, 947, 930, 899, 885, 853, 841, 787, 726, 643, 615, 
584, 519, 472, 423 cm－1; HRMS (ESI) calcd for C17H12N2 
[M]＋ 244.1000, found 244.1001. 
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1-薁基-5-氟-苯并咪唑(AzBI-2): 产率 36%. m.p. 
160～162 ℃; 1H NMR (500 MHz, CD2Cl2) δ: 8.50 (s, 
1H), 8.43 (d, J＝9.1 Hz, 2H), 7.97 (dd, J＝8.9, 4.6 Hz, 
1H), 7.69 (t, J＝9.9 Hz, 1H), 7.57 (s, 2H), 7.53 (dd, J＝
9.2, 2.5 Hz, 1H), 7.38 (t, J＝9.8 Hz, 2H), 7.20 (td, J＝9.1, 
2.5 Hz, 1H); 13C NMR (125 MHz, CD2Cl2) δ: 160.1 (d,   
J＝238.3 Hz), 145.6 (d, J＝12.7 Hz), 144.4, 143.1, 140.4, 
137.3, 136.7, 130.1, 125.6, 112.6 (d, J＝14.5 Hz), 112.4, 
107.4, 106.6 (d, J＝24.0 Hz); 19F NMR (376 MHz, 
CD2Cl2) δ: -107.53; IR (KBr) ν: 3125, 3029, 1710, 1617, 
1597, 1574, 1538, 1511, 1496, 1473, 1440, 1404, 1372, 
1310, 1284, 1230, 1209, 1193, 1144, 1100, 1016, 953, 909, 
899, 886, 864, 821, 788, 734, 644, 631, 584, 544, 481, 444, 
430, 404 cm－1; HRMS (ESI) calcd for C17H12FN2 [M＋ 
H]＋ 263.0979, found 263.0978. 

1-薁基-6-氟-苯并咪唑(AzBI-3): 产率 47%. m.p. 
160～162 ℃; 1H NMR (500 MHz, CD2Cl2) δ: 8.49～8.39 
(m, 3H), 7.80 (dd, J＝8.8, 4.9 Hz, 1H), 7.75～7.66 (m, 
2H), 7.55 (s, 2H), 7.39 (t, J＝9.8 Hz, 2H), 7.14 (td, J＝9.2, 
2.5 Hz, 1H); 13C NMR (125 MHz, CD2Cl2) δ: 160.9 (d,   
J＝239.9 Hz), 143.7 (d, J＝3.1 Hz), 143.0, 141.5, 140.4, 
137.4, 136.9, 133.6 (d, J＝13.4 Hz), 125.7, 121.7 (d, J＝
10.2 Hz), 111.7 (d, J＝25.0 Hz), 107.4, 98.9 (d, J＝28.8 
Hz); 19F NMR (376 MHz, CD2Cl2) δ: －105.00; IR (KBr) 
ν: 3122, 3033, 1688, 1615, 1597, 1575, 1538, 1509, 1472, 
1456, 1409, 1343, 1295, 1273, 1225, 1195, 1167, 1117, 
1096, 1012, 959, 951, 899, 866, 846, 817, 784, 772, 736, 
701, 643, 625, 615, 607, 585, 570, 489, 455, 434, 417   
cm － 1; HRMS (ESI) calcd for C17H12FN2 [M ＋ H] ＋ 
263.0979, found 263.0978. 

1-薁基-5-氯-苯并咪唑(AzBI-4): 产率 33%. m.p. 
154～155 ℃; 1H NMR (500 MHz, CD2Cl2) δ: 8.48 (s, 
1H), 8.44 (d, J＝9.2 Hz, 2H), 7.96 (d, J＝8.7 Hz, 1H), 7.84 
(d, J＝1.9 Hz, 1H), 7.70 (t, J＝9.9 Hz, 1H), 7.57 (s, 2H), 
7.44～7.35 (m, 3H); 13C NMR (125 MHz, CD2Cl2) δ: 
146.0, 144.3, 143.0, 140.4, 137.4, 136.9, 132.2, 128.9, 
125.7, 124.8, 120.7, 112.8, 107.5; IR (KBr) ν: 3066, 3020, 
1609, 1573, 1537, 1518, 1457, 1426, 1403, 1372, 1342, 
1305, 1281, 1212, 1194, 1117, 1057, 1020, 951, 911, 898, 
861, 850, 798, 725, 653, 629, 606, 588, 581, 476, 429, 411 
cm － 1; HRMS (ESI) calcd for C17H12ClN2 [M＋H] ＋ 
279.0684, found 279.0682. 

1-薁基-6-氯-苯并咪唑(AzBI-5): 产率 44%. m.p. 
156～158 ℃; 1H NMR (500 MHz, CD2Cl2) δ: 8.50～8.40 
(m, 3H), 8.04 (d, J＝2.0 Hz, 1H), 7.78 (d, J＝8.6 Hz, 1H), 

7.71 (t, J＝9.9 Hz, 1H), 7.57 (s, 2H), 7.43～7.33 (m, 3H); 
13C NMR (125 MHz, CD2Cl2) δ: 143.8, 143.7, 142.8, 
140.4, 137.5, 136.9, 134.1, 130.2, 125.7, 124.1, 121.8, 
112.1, 107.5; IR (KBr) ν: 3090, 3018, 1612, 1594, 1577, 
1541, 1518, 1453, 1404, 1373, 1335, 1312, 1286, 1269, 
1224, 1195, 1138, 1108, 1066, 1018, 936, 912, 900, 847, 
831, 800, 750, 718, 687, 654, 646 ,617, 598, 582, 554, 482, 
419 cm－1; HRMS (ESI) calcd for C17H12ClN2 [M＋H]＋ 
279.0684, found 279.0683. 

1-薁基-6-甲氧基-苯并咪唑(AzBI-6): 产率 37%. 
m.p. 132～134 ℃; 1H NMR (500 MHz, CD2Cl2) δ: 8.43 
(d, J＝9.1 Hz, 2H), 8.39 (s, 1H), 7.74 (d, J＝8.9 Hz, 1H), 
7.68 (t, J＝9.9 Hz, 1H), 7.57 (s, 2H), 7.49 (d, J＝2.4 Hz, 
1H), 7.37 (t, J＝9.8 Hz, 2H), 7.01 (dd, J＝8.8, 2.4 Hz, 
1H), 3.92 (s, 3H); 13C NMR (125 MHz, CD2Cl2) δ: 158.1, 
143.5, 142.3, 140.4, 139.2, 137.1, 136.6, 134.1, 125.6, 
121.2, 112.5, 107.5, 95.8, 56.3; IR (KBr) ν: 3093, 3081, 
3004, 2956, 2836, 1975, 1854, 1793, 1625, 1590, 1574, 
1539, 1517, 1494, 1479, 1467, 1453, 1439, 1409, 1375, 
1349, 1319, 1287, 1276, 1230, 1216, 1204, 1174, 1130, 
1112, 1035, 930, 898, 817, 809, 789, 765, 744, 732, 701, 
642, 622, 583, 467, 441, 420 cm－1; HRMS (ESI) calcd for 
C18H15N2O [M＋H]＋ 275.1179, found 275.1178. 

1-薁基-5-甲氧基-苯并咪唑(AzBI-7): 产率 44%. 
m.p. 118～119 ℃; 1H NMR (500 MHz, CD2Cl2) δ: 8.45 
(s, 1H), 8.41 (d, J＝9.2 Hz, 2H), 7.92 (d, J＝8.9 Hz, 1H), 
7.67 (t, J＝9.9 Hz, 1H), 7.57 (s, 2H), 7.40～7.32 (m, 3H), 
7.07 (dd, J＝8.9, 2.5 Hz, 1H), 3.90 (s, 3H); 13C NMR (125 
MHz, CD2Cl2) δ: 157.2, 145.9, 143.6, 143.2, 140.5, 136.9, 
136.4, 127.9, 125.6, 114.2, 112.4, 107.2, 103.0, 56.1; IR 
(KBr) ν: 3300, 3115, 3075, 3010, 2979, 2943, 2843, 1702, 
1671, 1615, 1593, 1574, 1539, 1521, 1483, 1441, 1411, 
1388, 1379, 1354, 1313, 1297, 1278, 1239, 1197, 1157, 
1106, 1016, 945, 926, 900, 871, 824, 808, 790, 752, 727, 
696, 646, 621, 598, 586, 565, 508, 474, 433 cm－1; HRMS 
(ESI) calcd for C18H15N2O [M＋H]＋  275.1179, found 
275.1179. 

3.3  活性测试方法 

3.3.1  Griess法检测化合物对LPS诱导的RAW 264.7
巨噬细胞炎症模型的 NO 的抑制作用 

在 37 ℃, 5% CO2 恒温培养箱, 将小鼠巨噬细胞

RAW 264.7 接种于含体积分数为 10%胎牛血清(FBS)的
DMEM (dulbecco's modified eagle medium)高糖培养基

中, 每 24 h 更换培养基, 待细胞传至三代后, 以 5×104

个/mL 密度接种于 96 孔板, 孵育 24 h. 给药组和模型对
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照组加入不同给药浓度(1、10 和 20 μmol/L)的化合物培

养 1 h. 随后加入 LPS (500 ng/孔), 用 GAS-Na 作为阳性

对照继续培养 48 h, 离心(转速 1000 r/min、时间 1 min) 
后收集上清液. 然后按照 NO 说明书操作, 并计算其相

对于模型组的 NO 抑制率. NO 抑制率(%)＝[1－(OD 值/
模型组)]×100%. 
3.3.2  ELISA 法检测化合物对 LPS 诱导的 RAW 
264.7巨噬细胞炎症模型的 TNF-α和 IL-6的抑制作用 

在 37 ℃, 5% CO2 恒温培养箱, 将小鼠巨噬细胞

RAW 264.7 接种于含体积分数为 10%的 FBS 的 DMEM
高糖培养基中, 每 24 h更换培养基, 待细胞传至三代后, 
以 5×104个/mL密度接种于 96 孔板, 孵育 24 h. 给药组

和模型对照组加入不同给药浓度(1、10 和 20 μmol/L)的
化合物, 培养 1 h. 随后加入 LPS (500 ng/孔), 继续培养

48 h, 离心(转速 1000 r/min、时间 1 min)后收集上清液. 
然后按照试剂盒说明书操作, 通过 ELISA 试剂盒(联科

生物)测试细胞因子白细胞介素-6 (IL-6)和肿瘤坏死因

子-α (TNF-α). 细胞因子相对含量(%)＝[给药组细胞因

子含量/模型组细胞因子含量]×100%, 细胞因子含量是

根据预先建立的细胞因子含量和OD值之间的标准曲线

计算得到. 
3.3.3  CCK-8 法检测化合物对巨噬细胞 RAW 264.7
细胞活力的影响 

将巨噬细胞以 5×104 个/mL 密度接种于 96 孔板, 
每孔 100 μL, 孵育 24 h. 分别加入不同给药浓度(1、10
和 20 μmol/L)的化合物作为给药组, 以及加入同样体积

的细胞培养液作为空白对照组, 继续培养 48 h. 继续加

入体积分数为 10%的 CCK-8 无血清 DMEM 液 100 μL, 
并在 37 ℃, 5% CO2细胞培养箱孵育 45 min, 于 490 nm
处测 OD 值. 细胞存活率(%)＝(给药组 OD 值/空白对照

组 OD 值)×100%. 
3.3.4  统计方法 

图中数据均为 mean±SEM. 使用 GraphPad 8.0 软

件对数据进行处理, 显著水平为 0.05. 所有体外实验重

复三次. 
 
辅助材料(Supporting Information)  化合物 GABI-1～
GABI-7 和 AzBI-1～AzBI-7 的核磁共振谱图, 化合物

GABI-2 和 GABI-7 的单晶数据以及生物活性测试数据. 
这些材料可以免费从本刊网站(http://sioc-journal.cn/)上
下载. 
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