
网络出版时间: 2016 －6 －22 14: 44: 58 网络出版地址: http: / /www． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． Ｒ． 20160622． 1444． 032． html

新型吡啶氮芥类化合物的合成及其抗微生物活性研究
曹守莹1，白长存2，陶兆林1，梁丽丽1

2016 － 05 － 04 接收

基金项目:安徽省高等教育振兴计划( 编号: 2014zytz014 ) ; 安徽省高

等学 校 自 然 科 学 研 究 项 目 ( 编 号: KJ2015B056by、

KJ2015B126by ) ; 安 徽 省 自 然 科 学 基 金 ( 编 号:

1308085QB24) ;安徽省生化药物工程技术研究中心开放

课题( 编号: BYEC1302)

作者单位:蚌埠医学院1 化学教研室、2 生化与分子生物学教研室，蚌

埠 233030

作者简介:曹守莹，女，硕士，助教;

白长存，男，讲师，责任作者，E-mail: baichangcun@ 163．

com

摘要 目的 以 2，6-二甲基吡啶为起始原料，经氧化、酯化、
还原、氯化、N-烷基化等多步反应合成了吡啶双氮芥类化合
物及其盐酸盐、硝酸盐。方法 目标化合物的结构经1H
NMＲ、IＲ、MS和元素分析证实。结果 体外抗菌、抗真菌活
性研究表明:所测试的大多数化合物均可有效抑制被测微生

物的生长，且目标化合物对金黄色葡萄球菌表现出很强的专

一选择性抑制作用，活性与临床药物相当或优于临床药物。
其中吡啶双氮芥化合物 7、8a 和 8b 对金黄色葡萄球菌的选
择性抑制作用显著，与参照药物氯霉素相当，吡啶双酰胺氮

芥化合物 11 对金黄色葡萄球菌的抑制能力是氯霉素的两
倍。结论 此类化合物有望作为潜在的抗金黄色葡萄球菌
先导化合物，值得进一步研究其构效关系。实验培养得到了
中间体产物 6 的晶体结构，单晶 X 射线衍射测试表明 6 的
晶体结构属正交晶系 P21212 空间群。
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氮芥类药物是一类有 β-氯乙胺结构的化合物，
因有广泛的生物活性和重要的药理活性如抗细

菌［1］、抗真菌［2］、抗肿瘤［3 － 5］、抗病毒［6］等而备受关
注。氮芥类药物也是临床上应用较早的一类重要的
化学合成抗癌药，迄今为止仍被用于治疗各类恶性

肿瘤，在抗癌药物中占有重要的地位［7］。近年来随
着研究的深入，结构修饰后的氮芥类化合物也呈现

出优异的抗微生物活性［2］，在医药领域显示出宽广

的应用前景，其相关研究与开发也渐趋活跃、发展迅
速。吡啶及其衍生物作为一种重要的芳氮杂环类化
合物，在多种天然产物的母体结构中广泛存在。吡

啶类化合物还是化学工业，特别是精细化工行业的

重要原料［8］，应用范围涉及医药中间体、农药等多
个领域，而在医药领域，如抗菌、抗癌、抗病毒等方面
也发挥着重要作用［9 － 11］。研究［12 － 13］表明，在药物

结构中引入吡啶环可以有效地调节药物的脂水分配

系数和酸碱平衡常数。近年来，将氮芥类化合物的
烷基化部分和吡啶环构筑于同一分子结构中的化合

物鲜见文献报道。因此基于国际、国内抗微生物药
物研发的新趋势，该研究采用药物设计活性基团拼

合原理，将氮芥类药物的药效团 β-氯乙胺和吡啶环
构筑于同一分子结构中，首次设计合成了几个结构

新颖的吡啶氮芥类化合物，并进行了抗微生物活性

测试，对其构效关系作了初步研究。合成路线如图
1 所示，所合成的目标化合物均未被文献报道。

1 材料与方法

1． 1 仪器与试剂
1． 1． 1 仪器 熔点仪: X-6 型精密显微熔点测定仪
( 温度未校正) ; Bluker SMAＲT APEXⅡ-CCD X射线
单晶衍射仪; 红外光谱仪: Bio-Ｒad FTS-185，Bruker
ＲFS100 /S( KBr 压片) ; 核磁共振仪: Bruker AV 300
核磁共振仪 ( TMS 内标) ;质谱仪: LCMS-2010A( ESI
电离源) ; 元素分析仪: Carlo Erba1106 型元素分析
仪。
1． 1． 2 试剂 甲醇、乙腈、THF 等试剂均为市售分
析纯; 硅胶: 青岛海洋化工厂 200-300 目、300-400
目; TLC 薄层层析硅胶板 HSGF 254 型; 2、6-二甲基
吡啶、二乙醇胺( 成都科龙化工有限公司) ; 氟康唑、
氯霉素( 珠海嘉成生物科技有限公司) ; 牛肉膏、蛋
白胨、葡萄糖、吗啡啉丙磺酸、琼脂、酵母浸膏等( 北
京奥博星生物技术有限公司 ) ; ＲMPI 1640 ( 美国
Gibco BＲL公司) 。
1． 1． 3 体外抗微生物活性测试用细菌和真菌 体
外抗微生物活性测试的细菌包括 3 株革兰阳性菌:
金黄 色 葡 萄 球 菌 ( Staphylococcus aureus ATCC
6538) 、耐甲氧西林金葡菌( MＲSA N 315) 和枯草芽
孢杆菌( Bacillus subtilis ATCC 21216) ; 3 株革兰阴性
菌:大肠杆菌 ( Escherichia coli ATCC 8099 ) 、铜绿假
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单胞菌 ( Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ) 和变
形杆菌( Bacillus proteus ATCC 13315 ) ; 2 株真菌: 白
色念珠菌( Candida albicans ATCC 76615 ) 和假丝酵
母菌 ( Candida mycoderma ATCC 96918) 。
1． 2 合成及结构表征
1． 2． 1 中间体 2，6-吡啶二甲酸( 2) 的合成 把 2，
6-二甲基吡啶 1 ( 10. 7 g，0. 1 mol) 溶于 500 ml 水
中，17 h 内分 8 次加入 KMnO4 ( 41. 6 g，5. 3 mol) 。
待反应原料 2，6-二甲基吡啶反应完毕后，过滤，滤
液浓缩至 150 ml，加入 30 ml 浓盐酸。将混合液加
热至沸腾使浓缩出来的固体充分溶解，然后慢慢使

其自然冷却到室温，在 5 ℃条件下低温保存过夜，2，
6-吡啶二甲酸慢慢析出。过滤混合液，得到 2，6-吡
啶二甲酸的白色固体，用 30 ml冷水洗涤固体，空气
干燥，收率 62%，m． p． 255 ～ 257 ℃。
1． 2． 2 中间体 2，6-吡啶二甲酸甲酯( 3) 的合成
2，6-吡啶二甲酸 2( 10. 1 g，0. 06 mol) 和 50 ml SOCl2
置于 150 ml烧瓶中，加热回流 10 h，剩余 SOCl2 蒸
馏除去。冰浴下冷却残留物 10 min，撤去干燥管，滴
液漏斗缓慢逐滴滴入 250 ml 无水甲醇，撤去冰浴，
加热使反应体系回流反应 30 min，停止反应，蒸馏去
除 150 ml 甲醇，冰浴冷却反应体系，化合物 2，6-吡
啶二甲酸甲酯 3 析出，继续用甲醇洗去其上杂质，收
率 93. 7%，m． p． 119 ～ 122 ℃。
1． 2． 3 中间体 2，6-二羟甲基吡啶( 4) 的合成 2，6-
吡啶二甲酸甲酯 3 ( 11. 3 g，0. 06 mol) 和 250 ml 无
水乙醇置于 50 ml烧瓶中，冰浴下搅拌冷却 15 min，
撤去干燥管，分数次缓慢加入硼氢化钠( 13 g，0. 35
mol) ，加上干燥管，0 ℃继续反应 1 h。撤去冰浴，加
热使反应体系升温至 251 ℃，反应 3 h，继续加热至
回流反应 10 h，停止反应。蒸馏去除溶剂后加入
100 ml丙酮，继续加热回流 1 h，停止反应，减压蒸馏
去除溶剂，将残留物溶解于 400 ml 水中，用氯仿萃
取水溶液 12 h，得到化合物 2，6-羟甲基吡啶 4 的白
色固体，收率 66%，m． p． 117 ～ 119 ℃。
1． 2． 4 中间体 2，6-二氯甲基吡啶( 5) 的合成 氮
气保护下，在 250 ml圆底烧瓶中加入新蒸的干燥四
氢呋喃( 100 ml) 和化合物 4 ( 8. 79 g，0. 06 mol) ，冰
浴搅拌下冷却 10 min，用滴液漏斗缓慢逐滴滴入 15
ml SOCl2，0 ℃继续反应 30 min。撤掉冰浴，反应体
系缓慢升温至室温后加热回流 8 h，停止反应。加入
甲苯共沸除去过量 SOCl2，得到产物 2，6-二氯甲基
吡啶的白色盐酸盐固体。把 5 的盐酸盐固体溶解于
200 ml水中，加入饱和 NaHCO3 溶液调 pH 至 8，化

合物 5 析出，过滤水洗，用石油醚重结晶得到无色针
状纯净的 2，6-二氯甲基吡啶 5，收率 53%，m． p． 74
～ 75 ℃。
1． 2． 5 中间体 2，2'，2″，2{吡啶-2，6-二取代［双
( 亚甲基) 双( 脲三基) ］}四醇( 6 ) 的合成 在 100
ml圆底烧瓶中加入乙腈( 15 ml) 、化合物 5 ( 1. 76 g，
0. 01 mol) 和二乙醇胺( 3. 16 g，0. 03 mol) ，混合均
匀后 50 ℃搅拌过夜反应，TLC 跟踪监测至反应完
毕，停止反应。冷却反应体系，反应混合液旋蒸去溶
剂，残留物加入饱和 NaHCO3 溶液洗涤，氯仿萃取，

有机层用 MgSO4 干燥，旋蒸去溶剂乙腈，残余物经

硅胶柱色谱，得目标产物白色固体，收率 95%，m． p．
45 ～ 47 ℃。IＲ ( KBr) : ν 3389 ( OH) ，3009 ( Ar-H) ，
2933，2887，2831，1592，1577，1446，1385，1338，
1156，824，464 cm －1 ; 1H NMＲ( CDCl3，300 MHz) : δ
7. 59 ～ 7. 64( t，1H，J = 15 Hz，Py 4-H) ，7. 06 ～ 7. 09
( d，2H，J = 9 Hz，Py 3-H，5-H ) ，3. 76 ( s，4H，
PyCH2N) ，3. 60 ～ 3. 63 ( t，8H，J = 9 Hz，CH2OH) ，
2. 68 ～ 2. 72( t，8H，J = 12 Hz，NCH2 ) ppm;

13 C NMＲ
( CDCl3，75 MHz) δ: 161 ( pyridine 2-C) ，137 ( thienyl
4-C) ，122 ( thienyl 3-C ) ，63 ( pyridine-CH2 ) ，59
( NCH2 ) ，41. 5( CH2Cl) ppm。
1． 2． 6 目标化合物 N，N'-［吡啶-2，6-二取代双( 亚
甲基) ］双［2-氯-N-( 2-氯乙基) 乙胺］( 7) 的合成［14］

氮气保护下，在 150 ml圆底烧瓶中加入新蒸的干
燥四氢呋喃( 50 ml) 和化合物 6 ( 1. 3 g，0. 04 mol) ，
冰浴搅拌下冷却 10 min。撤去干燥管，滴液漏斗缓
慢逐滴滴入 5 ml SOCl2，0 ℃继续反应 30 min。撤掉
冰浴，反应体系缓慢升温至室温后加热回流 8 h，停
止反应。除去过量 SOCl2，残留物加入饱和 NaHCO3

溶液洗涤，氯仿萃取，有机层用水和饱和食盐水洗

涤完毕后用 Na2SO4 干燥。减压蒸馏去氯仿，残余物
经硅胶柱色谱( 展开剂: 石油醚 /乙酸乙酯，v /v，2 /
1) ，得到目标产物无色油状液体，收率 53%。IＲ
( KBr) : ν 3004 ( Ar-H ) ，2961，2847，1681，1620，
1442，1363，1163，815，659 cm －1 ; 1H NMＲ( CDCl3，
300 MHz) : δ 7. 65 ～ 7. 70 ( t，1H，J = 15 Hz，Py 4-
H) ，7. 40 ～ 7. 42 ( d，2H，J = 9 Hz，Py 3-H，5-H) ，
3. 89( s，4H，PyCH2N) ，3. 52 ～ 3. 57( t，8H，J = 9 Hz，
CH2OH) ，2. 97 ～ 3. 02 ( t，8H，J = 12 Hz，NCH2 ) ;

13 C
NMＲ ( CDCl3，75 MHz ) δ: 158. 2 ( pyridine 2-C ) ，
137. 5( thienyl 4-C) ，121. 0 ( thienyl 3-C) ，60. 1 ( pyri-
dine-CH2 ) ，56. 3( NCH2 ) ，42. 1( CH2Cl) ppm。
1． 2． 7 目标化合物 2，6-双{［双( 2-氯乙基) 氨基］
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甲基}吡啶盐酸盐( 8a) 的合成 在 100 ml圆底烧瓶
中加入甲醇( 5 ml) 和化合物 7( 0. 77 g，0. 002 mol) ，
室温搅拌下逐滴滴加 4 mol /L 的盐酸( 2 ml) ，30 ℃
继续反应 24 h。TLC 跟踪监测至原料点消失，停止
反应。减压蒸馏除去过量盐酸，得到目标产物棕色
固体，收率 76%，m． p． 212 ～ 215 ℃。1H NMＲ
( CDCl3，300 MHz) : δ 8. 65 ～ 8. 73( t，1H，J = 15 Hz，
Py 4-H) ，7. 76 ～ 7. 91 ( d，2H，J = 6 Hz，Py 3-H，5-
H) ，4. 99( s，4H，PyCH2N) ，4. 52 ～ 4. 55 ( t，8H，J =
9 Hz，CH2OH) ，3. 27 ～ 3. 31( t，8H，J = 12 Hz，NCH2 )

ppm。
1． 2． 8 目标化合物 2，6-双{［双( 2-氯乙基) 氨基］
甲基}吡啶硝酸盐( 8b) 的合成 在 100 ml圆底烧瓶
中加入乙酸乙酯 ( 5 ml ) 、氯仿 ( 5 ml ) 和化合物 7
( 0. 77 g，0. 002 mol) ，室温搅拌下逐滴滴加 4 mol /L
的硝酸( 1 ml) ，30 ℃继续反应 24 h。TLC 跟踪监测
至原料点消失，停止反应。减压蒸馏除去过量盐酸，
得到目标产物棕色固体，收率 72%，m． p． 218 ～ 221
℃。1H NMＲ ( CDCl3，300 MHz ) : δ 7. 65 ～ 7. 70
( t，1H，J = 15 Hz，Py 4-H) ，7. 40 ～ 7. 42( d，2H，J =
6 Hz，Py 3-H，5-H) ，3. 89 ( s，4H，PyCH2N) ，3. 52
～ 3. 57( t，8H，J = 9 Hz，CH2OH) ，2. 97 ～ 3. 02( t，8H，
J = 12 Hz，NCH2 ) ppm; MS m /z: 449［M + H-
2HCl］+。
1． 2． 9 中间体 2，6-吡啶二甲酰氯( 9) 的合成 氮
气保护下，DMF( 2 ml) 慢慢加入到 SOCl2 ( 10 ml) 中，
室温下搅拌 10 min 后，加入 2，6-吡啶二甲酸( 3. 34
g，0. 02 mol) ，回流反应 4 h。体系冷却至室温后，加
入甲苯共沸除去过量 SOCl2，残留物真空干燥后得
到化合物 9 的粗品，不必纯化，直接投入下步反应。
收率约 61%，m． p． 55 ～ 58 ℃。
1． 2． 10 中间体二( 2-氯乙基) 胺盐酸盐( 10 ) 的合
成 在圆底烧瓶中加入氯仿 ( 20 ml) 和二乙醇胺
( 21 g，0. 2 mol) ，冰浴冷却反应体系 10 min，逐滴加
入 SOCl2 ( 25 ml) 。撤掉冰浴，室温下反应 1 h 后回
流过夜反应。反应完毕后加入甲苯共沸除去过量
SOCl2，残留物用丙酮重结晶，得到二( 2-氯乙基) 胺
盐酸盐的白色固体，收率 63%，m． p． 216 ～ 218 ℃。
1． 2． 11 目标化合物 N2，N2，N6，N6-四( 2-氯乙基)
吡啶-2，6-二甲酰胺( 11) 的合成 氮气保护、冰浴 0
～ 5 ℃条件下，在 100 ml 圆底烧瓶中加入化合物 9
( 1. 02 g，0. 005 mol) 、化合物 10( 1. 42 g，0. 01 mol)
和 15 ml干燥的 THF，滴液漏斗缓慢逐滴滴入三乙
胺( 4 ml) ，继续反应 30 min。让反应体系自然升到

室温，继续反应 30 h。停止反应，加入 20 ml乙酸乙
酯，硅藻土过滤，滤液旋蒸去溶剂，残余物经硅胶柱

色谱( 展开剂:石油醚 /乙酸乙酯，v /v，1 /1) ，得到目
标产物棕油状液体，收率 46%。IＲ ( KBr) ν: 2967，
2852( CH3，CH2 ) ，1683 ( C = O) ，1257 ( C-N) ，1154
cm －1 ; 1H NMＲ ( CDCl3，300 MHz ) : δ 7. 95 ～ 8. 01
( t，1H，J = 20 Hz，Py 4-H) ，7. 79 ～ 7. 81( d，2H，J =
9 Hz，Py 3-H，5-H) ，3. 89 ～ 3. 85 ( t，J = 12. 0 Hz，
8H，CH2Cl) ，3. 68( bs，

8H，CONCH2 ) ppm。

图 1 吡啶氮芥类化合物的合成

试剂和反应条件: ( a) KMnO4，H2O，reflux，17 h; ( b) CH3OH，

SOCl2，reflux，10 h; ( c ) NaBH4，C2H5OH，reflux，10 h; ( d )

SOCl2，THF，reflux，8 h; ( e ) diethanolamine，CH3CN，50 ℃ ; ( f )

SOCl2，THF，reflux，8 h; ( g) hydrochloric acid( 4 mol /L) ，methanol;

( h) nitric acid( 4 mol /L) ，ethyl ether; ( i) SOCl2，THF，reflux，4 h;

( j) SOCl2 ; ( k) Et3N，THF，0 ～ 5 ℃

2 结果

2． 1 合成部分 在制备目标化合物的过程中，意外
得到了中间体 6 的单晶，挑选出一个合适尺寸的完
美单晶，并对其进行了 X-射线衍射测试。
化合物 6 的椭球图见图 2，其晶胞堆积见图 3。

单晶 X 射线衍射测试表明 6 的晶体结构属正交晶
系 P21212 空间群，分子式为 C15 H27 N3O4，晶胞参数

为 a = 9. 145 ( 6 ) ，b = 10. 716 ( 7 ) ，c = 8. 292 ( 5 )
，V =812. 6( 9) 3，Z = 2。分子结构显示，化合物 6
的分子位于二重轴上，最小的不对称单元含半个分

子，其中的一个 N 原子和一个 C 原子位于旋转轴
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上。吡啶环是氢键的受体，而两个羟基的 O 原子是
氢键供体，形成了分子内的 O—H···N 和分子
间的 O—H···N，这样形成了一个闭合的氢键笼
子。氢键数据显示，分子之间分子间的 O—H··
·N氢键相互作用有助于晶体的堆积形成。化合物
6 的更多的详细数据和精修参数，见辅助材料［15］。

图 2 化合物 6 的晶体结构

2． 2 抗微生物活性部分 中间体及目标化合物的
体外抗细菌、抗真菌活性数据见表 1、表 2。抗微生
物活性测试所采用的药敏实验方法是美国国家实验

室标准委员会( NCCLS) 推荐的标准方法［16］，选择氯
霉素和氟康唑作为参考对照药物，并用最小抑制浓

度( MIC，μg /ml) 来表征化合物抗菌能力的大小。
对照药物氯霉素是早期抗菌药，治疗浅表细菌感染

的常用药物，而氟康唑是强效抗真菌药物，选择这两

种药作为对照药具有一定的代表性。
体外抗细菌结果表明: 目标化合物及中间体对

所测细菌表现出不同程度的抑制活性，其中吡啶双

氮芥化合物 7、8a 和 8b 对金黄色葡萄球菌的选择
性抑制作用显著，MIC 值为 4 μg /ml，抑制活性与参
照药物氯霉素相当。吡啶双酰胺氮芥化合物 11 对

金黄色葡萄球菌的抑制能力很强( MIC = 2 μg /ml) ，
活性是氯霉素的 2 倍。但是这些化合物对所测的大
肠杆菌、枯草杆菌、变形杆菌、铜绿假单胞菌和耐甲
氧西林金黄色葡萄球菌的抑制效果普遍不佳。

图 3 化合物 6 沿 A轴的晶胞堆积

体外抗真菌结果表明: 目标化合物及中间体抗

真菌的活性相比于其抗细菌活性要稍弱，部分化合

物抑制活性不明显。吡啶双氮芥化合物 7、8a、8b 及
11 对白色念珠菌、假丝酵母菌有一定的抑制作用，
MIC值为 64 ～ 512 μg /ml，其中化合物 11 对白色念
珠菌抑制活性最好，但弱于参照药物氟康唑。

3 讨论

在目标化合物的合成过程中，氯化是非常关键

的步骤。化合物 8 和 SOCl2 反应，可以方便、迅速而
高效地制备得到重要的中间体酰氯 9，若想得到纯
净的 9 可用石油醚进行重结晶。需注意的是，酰氯
9 不稳定，在空气中非常容易水解变回反应物 2，6-
吡啶二甲酸，所以无需精制可直接投入下步反应。
目标化合物 7 和 11 的合成，即 f 和 k 两步，对

实验操作及溶剂的要求均很高，要求在氮气保护条

表 1 目标化合物及中间体的抗细菌活性数据( MIC，μg /ml)

化合物
革兰阳性菌

S． aureus MＲSA B． subtilis
革兰阴性菌

E． coli P． aeruginosa B． proteus
6 32 ＞ 512 ＞ 512 128 ＞ 512 512
7 4 512 512 256 256 128
8a 4 512 256 256 256 128
8b 4 512 256 256 256 256
10 32 ＞ 512 ＞ 512 512 512 512
11 2 512 256 256 512 256

·8411· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2016 Aug; 51( 8)



表 2 目标化合物及中间体的抗真菌活性数据( MIC，μg /ml)

化合物 C． albicans C． mycoderma
6 64 256
7 256 128
8a 256 512
8b 512 512
10 256 512
11 64 256
氟康唑 0． 5 4

件下且所用溶剂是新蒸无水溶剂，后处理过程也要

迅速，否则产率过低或不能成功制备。步骤 d、f、k
三步使用无水非质子溶剂四氢呋喃，使反应活性和

收率均比文献［17］值有所提高。目标化合物 11 的制
备即 k步需要控制反应的投料比，酰氯 9 和二( 2-氯
乙基) 胺盐酸盐 10 的比例是 1 ∶ 2，因为过多的二
( 2-氯乙基) 胺盐酸盐在碱性条件下不仅会发生自身
亲核取代，还会对 11 的四个氯乙基进行亲核取代。
另外目标化合物 7 和 11 在常温、无氮气保护条件下
快速变质，需要在低温、无水、无氧条件下保存，且不
能长时间保存。
抗菌活性测试显示:目标化合物 7 和 8a对变形

杆菌的抑制作用优于其他测试化合物，MIC 值为
128 μg /ml。所测试的大部分化合物在一定程度上
能够抑制被测微生物的生长，且目标化合物对金黄

色葡萄球菌表现出很强的专一选择性抑制作用，活

性与临床药物相当或优于临床药物，因此，此类化合

物有望作为潜在的抗金葡菌先导化合物，值得进一

步研究其构效关系。
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Synthesis and antimicrobial evaluation
of novel pyridine-derived nitrogen mustards

Cao Shouying1，Bai Changcun2，Tao Zhaolin1，et al
( 1Dept of Chemistry，2Dept of Biochemistry ＆ Molecular Biology，Bengbu Medical College，Bengbu 233030)

Abstract Objective A series of novel pyridine-derived nitrogen mustards were successfully synthesized via a
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multi-step sequence of oxidation，etherification，chlorination and N-alkylation． Methods The target compounds
were confirmed by 1H NMＲ，IＲ，MS spectra as well as elemental analyses． Ｒesults All these synthesized nitrogen
mustards were evaluated for in vitro antimicrobial and fungi ctivities by two fold serial dilution technique． The anti-
microbial activities indicated that most of the title compounds inhibited effectively all the tested stains in vitro and
showed strongly selective inhibitory efficacy against Staphylococcus aureus with comparable or superior activity to the
clinic drug． Among these compounds，pyridine-derived bis-alkyl nitrogen mustard 7 and its hydrochloride 8a and
nitrateand 8b showed equivalent anti-S． aureus activities to chloramphenicol． Conclusion Pyridine-derived bis-
amide nitrogen mustard 11 exhibited better antibacterial activities against S． aureus than chloramphenicol，which
were worthy of further investigation． A single crystal of the key intermediate 6 with suitable dimension and no crack
was obtained and measured by X-ray diffraction． The structure belongs to orthorhombic system with space group
P21212．
Key words nitrogen mustard; pyridine; antibacterial; antifungal
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Effect of cyclopamine on the secretion of iNOS in M1-type
Ye Jiabao，Li Jun，Xu Xiaojun，et al

( School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To observe the role of cyclopamine in macrophage polarization． Methods M1-type macro-
phage was treated with LPS ( 100 ng /ml) and IFN － γ ( 20 ng /ml) for 24 h，and M2-type macrophage was stimula-
ted with IL-4 ( 20 ng /ml) for 24 h． The expressions of iNOS，CD86，Arg-1，CD206，GLi1，ptch1 were detected
by QPCＲ in various types; the mＲNA level of iNOS was determined by QPCＲ after joining cyclopamine in the M1-
type，the protein expression of iNOS was assessed by western blot and immunofluorescence after joining cyclopam-
ine in the M1-type． Ｒesults The relative expression of iNOS，CD86 was significantly higher in M1-type than that
in M2-type at mＲNA level ( P ＜ 0. 01) ． The relative expression of Arg-1，CD206 was significantly higher in M2-type
than that in M1-type at mＲNA level ( P ＜ 0. 01) ． After 40 nmol /L cyclopamine stimulation，the mＲNA level of
ptch1 was significantly enhanced in M1 macrophages and reached the maximum at 100 nmol /L treatment of M1-type
with cyclopamine at 1 000 nmol /L，which effectively reduced the expression of iNOS at mＲNA and protein levels，
suggesting that it could promote the macrophages polarization to M2-type． Conclusion Cyclopamine can obviously
reduce the secretion of iNOS in M1 macrophages．
Key words cyclopamine; macrophages; ＲAW264． 7; iNOS
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