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·实验研究·
四氮唑类化合物的合成及体外抑菌活性研究

崔军军 刘文陆 傅 磊△

（上海交通大学药学院 上海 200240）

摘要 目的：利用点击化学反应合成四氮唑类化合物，寻找温和的反应条件。对合成的四氮唑类化合物进行体外抑菌活性研究，以

期发现抑菌活性化合物并初步研究其构效关系。方法：以氰基类化合物和叠氮钠为原料，溴化锌为催化剂，通过点击化学反应合

成一类四氮唑结构化合物并研究其合成工艺条件的优化。利用微量二倍稀释法对合成的四氮唑类化合物进行体外抑菌活性测

试。结果：利用所得到的优化点击化学反应条件合成了 11 个四氮唑类化合物，并发现化合物 2h 具有广谱抑菌活性。结论：优化后

的点击化学反应条件温和，后处理方便，产率较高。抑菌活性和构效关系研究为后续的四氮唑类化合物抑菌活性研究工作提供了

一定的基础。
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前言

近二十年来，四氮唑类化合物因其独特的结构和生物活性

在医学药学，材料科学等领域倍受关注[1,2]，例如：1，5 位取代的

四氮唑类化合物是合成抗菌素的常用中间体。最早的四氮唑合

成方法是以叠氮酸（HN3）作为原料引入叠氮基团[3]，但是叠氮

酸具有沸点低，毒性大，易爆炸等诸多受限因素，现已放弃使

用。在随后的传统合成方法中，四氮唑类化合物由三甲基叠氮

硅烷在 DMF 溶剂中以氯化铵或者四丁基氯化铵作为催化剂进

行合成[4-8]这种方法会产生易升华的易爆物质叠氮胺（NH4N3）[9]，

且反应的原料三甲基叠氮硅烷在一定条件下会在反应过程中

产生大量的叠氮化合物，影响反应的进行及后处理，也不符合

绿色化学所提倡的安全，高效理念。
2001 年 K. Berry Sharpless 提出了点击化学 （Click Chem-

istry）的概念。点击化学反应（Click Chemistry Reaction）很快就

被应用于三氮唑，四氮唑类化合物的合成。与传统合成方法相

比，点击化学具有多个显而易见的优点，例如：原料简单易得；

反应操作简单，条件温和，对氧、水不敏感；产物收率高、立体

选择性好；快速、高通量模块化合成；产物后处理简单方便等，

因此得到了广泛的关注[12-14]。
点击化学反应通常是在水或者 DMF[18]等溶剂中，以 Cu（I）[15-17]

作催化剂，将叠氮类化合物和炔基类化合物快速结合得到三氮

唑类化合物。但是，应用上述方法以叠氮基类化合物和氰基化

合物为原料进行四氮唑类化合物的合成时，反应并不理想 [10,11]。
2001 年，Zachary P. Demko 利用上述原料，采用溴化锌作为催

化剂，以纯水为溶剂，在加热的条件下很好的得到了四氮唑类

化合物[19]。此方法相比传统的四氮唑合成方法极大的提高了反

应效率（一步反应即可完成），简化了后处理过程。遗憾的是此

方法要求的反应温度较高(140-170℃)。此温度下，反应的原料

之一叠氮钠在高热和剧烈震动的时候容易产生爆炸，所以存在

较大的操作危险性，并且不利于扩大生产。
为了寻找更为温和的反应温度，我们尝试优化上述反应条

件。以合成一系列四氮唑母核结构的化合物为目标，通过比较

分析不同的溴化锌当量，不同的反应温度，以及不同的反应溶

剂配比对反应产率的影响，寻找最优的反应条件。反应的通式

如图 1 所示：
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No. Temp. (℃) ZnBr2 (N) Time (h) Yield (%)

1 45 0.5 30 21%

2 65 0.5 24 23%

3 85 0.5 20 25%

4 105 0.5 15 30%

5 45 1 22 51%

6 65 1 18 68%

7 85 1 12 73%

8 105 1 10 80%

9 45 2 19 56%

10 65 2 12 91%

11 85 2 9 97%

12 105 2 8 98%

1 材料与方法

1.1 培养基

以肉汤培养基做为细菌培养基，酵母膏胨葡萄糖（YPD）琼

脂培养基作为真菌培养基。
1.2 四氮唑类化合物（2a-2k）的合成（General Procedure）

将 1.0 mmol 的原料，溴化锌 （2.0 mmol），叠氮钠（2.0
mmol）及 10 mL 的水，异丙醇的混合溶剂（1:8）加入 25 mL 的

圆底烧瓶中，65℃下剧烈搅拌反应，TLC 检测反应过程。反应

结束后，向体系中加入 3 N 的盐酸调节 pH 值到 2。乙酸乙酯萃

取三次，有机相合并，减压蒸干。残余物中加入 0.25 N 的氢氧

化钠溶液，剧烈搅拌 30 min，直到全部溶解，并形成氢氧化锌沉

淀。减压过滤，滤渣用氢氧化钠溶液冲洗数次并合并在滤液中。
向滤液中滴加 3 N 的盐酸，调节 pH 值为 2，同时剧烈搅拌，大

量白色沉淀析出。减压过滤，滤饼用 3 N 的盐酸清洗，水洗，干

燥得到四氮唑产物。
1.3 抑菌活性测定实验方法[20]：

采用微量二倍稀释法标准药理试验操作方法进行。
参照麦氏比浊法，菌液用无菌水稀释到与 0.5 McFarland

（相当于 1×108 cfu/mL 的菌近似浓度）的饱和硫酸钡溶液相同

的吸光度后备用。细菌在 625 nm 下测定吸光度，真菌在 570

nm 下测定吸光度。
将四氮唑类化合物溶于 DMSO 中，配成浓度为 4 mg/mL

的溶液。向 96 孔板的第二列每孔加入 10 μL，设两个复孔。再

取上述备用菌液，用无菌的液体培养基稀释 10000 倍，使菌浓

达到 1×10 cfu/mL 左右。向 96 孔板的第二列到第十二列每孔

加入培养基稀释后的菌液 100 μL。另取 100 μL 的稀释后菌液

加入 96 孔板的第二列每孔中，反复吹打多次后，吸取 100 μL
移入相应的第三列每孔中吹打。这样，第三列每孔中药物的浓

度被稀释为第二列每孔中药物浓度的二分之一。重复这个过程

之十一列，从第十一列中移出的 100 μL 弃用。则从第二列到第

十一列药物浓度分别为 200 μg/mL, 100 μg/mL, 50 μg/mL, 25
μg/mL, 12.5 μg/mL, 6.25 μg/mL, 3.13 μg/mL, 1.56 μg/mL, 0.78
μg/mL, 0.39 μg/mL。在 96 孔板的第一列加入无菌的培养基

100 μL，与有 100 μL 稀释后菌液的第十二列作为对照。96 孔

板置于 37℃（真菌为 28℃）隔水式恒温培养箱中培养，细菌

需 24 h 以上，而真菌要 48 h 以上。当板上第十二列每孔中菌有

明显生长试验才有意义。最小抑制浓度（MIC）是抑制细菌或者

真菌生长的最小浓度。在微量 2 倍稀释法中，以肉眼观察，药物

最低浓度管无细菌生长者，即为受试菌的最小抑菌浓度。

2 结果

2.1 点击化学反应条件的优化

在本研究所合成的四氮唑类化合物中，选取 5- 苯基四氮

唑详细探讨合成条件对反应时间的要求和对反应产率的影响，

其中溴化锌选择不同当量：0.5，1，2 ，温度选择：45℃，65℃，85
℃，105℃。结果如表 1 所示：

图 1 四氮唑的合成通式

Fig.1 General synthesis route of tetrazoles

注：表中时间( Time )为反应完成时间，产率 (Yield)为最终产率；

Note: 'Time' and 'Yield' in Table 1 were calculated after reaction.

表 1 5- 苯基四氮唑合成，各反应因素对反应时间的要求和反应产率的影响

Table 1 The effect of different reaction factors' on the reaction time and yield of the synthesis of 5-phenyl tetrazole

溴化锌的当量 N>2 时，没有明显的降低反应时间 (Time)
和提高反应产率 (Yield) 的实验结果，所以本表并未列出。

2.2 四氮唑类化合物的合成
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在实验过程中发现化合物 2k 的产率偏低。为提高化合物

2k 产率，我们首先尝试纯水作为溶剂，反应时间延长至 24h，在

不同的溴化锌当量下，都只得到了很少的产物（trace）。之后尝

试在溶剂中加入异丙醇，反应产率明显提高。为进一步提高产

率，我们继续尝试对溶剂的配比进行优化，得到的结果如表 3
所示：

No. Tetrazole Temp. (℃) Time (h) Yield (%)

2a 65 12 91%

2b 65 12 94%

2c 65 18 92%

2d 65 12 87%

2e 65 24 42%

2f 65 24 46%

2g 65 24 57%

2h 65 12 21%

2i 65 8 83%

2j 65 12 84%

2k 65 24 20%

表 2 四氮唑类化合物的合成

Table 2 The synthesis of a series of tetrazole compound

表 3 反应溶剂配比变化对化合物 2k 产率的影响

Table 3 The effect of different solvent ratio on the yield of compound 2k

No. i-PrOH/H2O Time (h) Yield (%)

1 H2O 24 Trace

2 1:20 24 Trace

3 1:8 24 20%

4 1:1 24 25%

5 i-PrOH 24 22%

异丙醇：水其他配比（如 1:3, 1:5, 1:7）等条件下，产率与表

中配比条件并没有明显变化，因此没有列出。
2.3 生物活性测试结果

对于合成的四氮唑类化合物，我们初步探索了其在革兰氏

阳性菌，阴性菌以及真菌等菌株中的体外抑菌活性研究。
选取革兰氏阴性菌大肠杆菌（E.Coli），绿脓杆菌（P.A）和革

兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌 （SAV），耐药的金色葡萄球菌

（MRSA）和枯草芽孢杆菌（B.S）以及真菌白色念珠菌（C.albi-
cans） 做 为 抑 菌 活 性 实 验 菌 株。选 取 抗 菌 药 物 头 孢 拉 啶

（Cephradine），头孢他啶（Ceftazidime），头孢噻肟钠（Claforan），

青霉素钠（Penicillin），制菌霉素（Mycostatin）作为阳性对照物。
实验方法采用微量二倍稀释法标准操作步骤。实验结果如表 4
所示：
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3 讨论

3.1 合成部分

本实验以寻找温和的点击化学反应条件为研究目的，考察

了溴化锌的当量，反应温度以及溶剂配比三个因素对反应时间

的要求和反应产率的影响。并利用优化的反应条件合成了一系

列的四氮唑类化合物。具体实验结果如表 1 表 2，表 3 所示。
由表 1 可知：当使用相同溴化锌当量时，随着反应温度升

高，反应时间缩短，反应产率升高（例如：表 1 中 5，6，7，8，相同

溴化锌当量（N=1），反应温度为 45℃，65℃，85℃，105℃，相

应的反应时间为 22 h，18 h，12 h，10 h；反应产率为 51%，68%，

73%，80%）；在相同反应温度下，随着溴化锌当量增大 ，反应时

间缩短，产率升高 （例如：表 1 中 2，6，10，相同的反应温度

（65℃），溴化锌的当量为 0.5，1，2，相应的反应时间为 24 h，18
h，12 h，反应产率为 23%，74%，91%）。

同时我们注意到反应温度在 45℃时，相比较其他温度条

件产率偏低。当反应温度达到 65℃时，产率明显提高，并接近

最高产率（例如：表 1 中 10，11，反应温度分别为 65℃，85℃，反

应产率分别为 91%，97%）。因此我们认为 65℃是获得理想产率

的最低温度。
当溴化锌的当量为 2 时，85℃和 105℃温度条件下，反应

所需时间接近(9h，8h)，在 65℃条件下反应时间为 12 h。虽然

65℃反应时间长于 85℃和 105℃，但其低温条件更加符合我

们寻找温和反应条件的研究目的。
在实验的过程中发现化合物 2k 的产率偏低，我们尝试优

化溶剂配比，结果如表 3 所示。
综合各因素对反应时间和反应产率的影响，我们最终确定

溴化锌当量为 2，反应温度为 65℃，异丙醇 / 水为 1/8 的溶剂体

系作为最佳反应条件。利用此反应条件，我们合成了一系列四

氮唑类化合物。结果如表 2 所示。
在表 2 中，化合物 2d，2e，2f 的产率较低且反应时间较长，

与化合物 2a，2b，2c 相比，其分子中在苯环上增加了一个氟原

子。由此，我们推测氟原子的存在会在该条件下降低反应产率。
3.2 体外抑菌活性部分

我们对合成的四氮唑类化合物进行了初步的体外抑菌活

性研究，测试结果如表 4 所示。初步的抑菌活性实验结果显示，

化合物 2h 对于革兰氏阳性菌耐药的金黄色葡萄球菌的抑制活

性 （MIC：6.25 μg/mL） 优于阳性对照物头孢他啶（MIC：12.5
μg/mL）。同时对于其他革兰氏阳性菌，阴性菌也具有广谱的抑

菌活性 （枯草芽孢杆菌：MIC：25μg/mL，大肠杆菌：MIC：100
μg/mL，绿脓杆菌 MIC：100 μg/mL，金黄色葡萄球菌：MIC：25
μg/mL），但是对于真菌没有抑制作用（MIC＞200 μg/mL）。实验

结果显示 2a-2g 及 2i 均没有抑菌活性。从分子结构分析，2a-2g
和 2i 上均连有芳香结构，而 2h 上连接的是吡啶环，因此我们

推测 2h 中吡啶环可能是保持抑菌活性的一个关键结构部位。
将吡啶环换成其他的含 N 原子的五元，六元芳香杂环 （如吡

咯，吡咯，嘧啶等）或苯并含氮杂环类（如喹啉，吲哚等）做进一

步结构优化和活性测试。目前这部分研究工作正在进行中。
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