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[摘　要 ] 目的：设计合成长链取代的2-（4′-羟基苯基）-4，4，5，5-四甲基咪唑烷-1-
氧基-3-氧化物（HPN）衍生物，以增强HPN的抗缺氧活性。方法：以乙腈为溶剂、碳

酸钾为缚酸剂，60 ℃反应条件下将HPN分别与6-溴己醇、6-溴己酸乙酯和6-溴己烷

进行烷基化反应得到3个长链亲脂性HPN衍生物1、3和5；衍生物1在氢氧化钠甲

醇/水体系下经过水解反应得到衍生物2；以二氯甲烷为溶剂，N，N′-二异丙基碳二亚

胺为脱水剂，HPN与己酸进行酯化反应，得到衍生物4。采用红外光谱、电子顺磁共

振和高分辨质谱表征衍生物1~5的结构，高效液相色谱法检测衍生物的纯度，计算

油水分配系数（logP值）评估衍生物的脂溶性，并通过缺氧小鼠常压密闭缺氧实验和

急性减压耐受实验考察HPN及衍生物1~5的抗缺氧活性。结果：5个衍生物的结构

经红外光谱、电子顺磁共振和高分辨质谱分析确认，产率均在92%以上，纯度均在

96%以上。衍生物1~5的 logP值分别为2.78、2.00、2.04、2.88和3.10，均高于HPN
（0.97）；在给药剂量为0.3 mmol/kg时均能显著延长常压密闭缺氧小鼠的生存时间，

并将急性减压缺氧小鼠的死亡率分别下降至60%、70%、60%、70%、40%。结论：衍

生物1~5的合成方法简便，产率较高，且在剂量较小的情况下，仍然表现出类似或优

于HPN的抗缺氧活性，其中衍生物5的活性最佳。
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[Abstract ] Objective: To design and synthesize long-chain substituted 2-[(4′-
hydroxyethoxy) phenyl]-4,4,5,5-tetramethyl-2-imidazoline-1-oxyl 3-oxide (HPN) derivatives
with enhanced anti-hypoxic activity.Methods: HPN derivatives 1, 3, 5 containing lipophilic
long chains were synthesized via the alkylation of HPN with 6-bromohexan-1-ol, ethyl 6-
bromohexanoate or 6-bromohexane, respectively using acetonitrile as the solvent and K2CO3
as the acid-binding agent at 60 ℃. Derivative 2 was synthesized via hydrolysis reactions of
derivative 1 in the NaOH/CH3OH/H2O system. Using dichloromethane as the solvent and
N,N′-diisopropylcarbodiimide as the dehydrating agent, HPN underwent esterification with
hexanoic acid to obtain derivative 4. The structures of derivatives 1-5 were characterized by
infrared spectroscopy, electron paramagnetic resonance and high resolution mass spectro-
metry. The purities of derivatives were detected by high performance liquid chromatography,
and the lipid solubilities of derivatives were evaluated by calculating the oil-water partition
coefficients (logP). Anti-hypoxia activities of HPN and its long-chain lipophilic derivatives
1-5 were evaluated using normobaric hypoxia test and acute decompression hypoxia test.
Results: The structures of the derivatives were confirmed by infrared spectroscopy, electron
paramagnetic resonance and high resolution mass spectroscopy. The yields of target
derivatives were all above 92%, and the purities were all above 96%. The logP values of
derivatives 1-5 were 2.78, 2.00, 2.04, 2.88 and 3.10, which were higher than that of HPN
(0.97). Derivatives 1-5 significantly prolonged the survival time of mice at the dose of
0.3 mmol/kg in normobaric hypoxic test and reduced the mortality rate of acute
decompression hypoxic mice to 60%, 70%, 60%, 70% and 40%, respectively. Conclusions:
The synthesis of derivatives 1-5 is convenient, and the yield is high. The synthesized
derivatives especially derivative 5 show anti-hypoxic activity similar to or better than HPN
at lower doses.
[Key words ] Nitronyl nitroxide; 2-[(4′-Hydroxyethoxy) phenyl]-4,4,5,5-tetramethyl-2-
imidazoline-1-oxyl 3-oxide; Lipophilic; Long chain; Synthesis; Anti-hypoxia; Mouse

[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2022, 51(4): 415-421.]

[缩略语 ] 2-(4′-羟基苯基)-4,4,5,5-四甲基咪唑烷-1-氧基-3-氧化物{2-[(4′-hydro-
xyethoxy) phenyl]-4,4,5,5-tetramethyl-2-imidazoline-1-oxyl 3-oxide, HPN}；无特定病原体

(specific pathogen free, SPF)；N,N′-二异丙基碳二亚胺(N,N′-diisopropylcarbodiimide,
DIC)；高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)
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脑是机体耗氧量最大的器官，对缺氧极为敏

感[1]。缺氧可引起脑组织损伤和认知功能障碍，

但其损伤机制尚未完全明确，氧化应激和活性氧

的增加在其中可能发挥着重要作用[2]。在高原低

氧环境下，机体进入急性缺氧状态，会导致脑血管

扩张、脑血流增加、颅内压增高、无氧呼吸增加、

ATP生成减少，产生低氧脑损伤[3]。同时，缺氧会

诱导活性氧的大量产生，进而攻击脂质体、蛋白质

和核酸等生物大分子，诱发脂质过氧化，从而对细

胞和组织造成损伤[2，4]。
抗氧化剂能够通过清除活性氧缓解缺氧诱导

的损伤[5]。氮氧自由基HPN是一类分子结构中含

硝酮功能团和一氧化氮自由基的稳定化合物，在分

子磁性材料研究中受到广泛关注[6]。近年研究发

现，氮氧自由基是一类优秀的自由基清除剂，与维

生素E等传统抗氧化剂不同，氮氧自由基具有拟超

氧化物歧化酶的作用，能够以催化的方式清除自由

基，以较小的剂量清除大量自由基[7]。研究表明，氮

氧自由基具有抗肿瘤、抗缺血再灌注损伤、防辐射、

防次声和神经保护等广泛的药理作用[8]。本团队前

期研究发现，HPN能够通过清除活性氧对高原缺氧

小鼠产生明显的保护作用[9]，并设计合成了HPN分

子与不同长链烷烃连接的氮氧自由基衍生物，其中

C6-HPN显示出更好的缺氧活性[10]。
为了进一步提高HPN对缺氧脑损伤的保护

作用，本研究拟通过提高脂溶性的方式，设计合成

一系列长链取代的HPN衍生物，并通过常压密闭

缺氧实验和急性减压耐受实验对衍生物的抗缺氧

活性进行考察。

1 材料与方法

1.1 实验动物

140只SPF级雄性BALB/c小鼠，4~6周龄，体

重（20±2）g，购自中国农业科学院兰州兽医研究

所[生产许可证号SCXK（甘）2015-0001]。所有小

鼠在中国人民解放军联勤保障部队第九四〇医院

动物实验科适应性饲养3 d后进行实验[使用许可

证号SYXK（军）014-0029]。研究方案通过中国人

民解放军联勤保障部队第九四〇医院伦理委员会

审查（P18KYLL015），实验废弃物及动物尸体处理

按照《医疗废物管理条例》[11]，实验严格遵守

《关于善待实验动物的指导性意见》[12]。

1.2 主要仪器和试剂

模拟高原低压低氧动物实验舱为贵州风雷航

空军械有限公司产品；X-4B型显微熔点仪（温度未

校正）为上海精科实业有限公司产品；HWCL-3集热

式恒温磁力搅拌器和R-1001VN旋转蒸发仪为郑州

长城科工贸有限公司产品；ALPHA-T傅里叶变换红

外光谱仪、APEX Ⅱ型傅里叶变换离子回旋共振质

谱仪、micro TOF-Q Ⅱ型高分辨飞行时间质谱仪、

A300-9.5/12电子顺磁共振波谱仪为德国Brucker公
司产品；Ultimate 3000超高压液相色谱仪为美国

Thermo Scientific公司产品；Symmetry® C18（5.0 μm，

4.6 mm×150 mm）色谱柱为美国Waters 公司产品。

HPN 按照文献[8]中的方法合成。己酸

（98%）、6-溴己酸乙酯（98%）、6-溴正己醇（98%）和

6-溴己烷（98%）为安耐吉化学试剂有限公司产品；

DIC（98%）为上海阿拉丁生化科技有限公司产品；

GF254高效薄层硅胶板为烟台市化学工业研究院

产品；200~300目柱层层析硅胶为青岛海洋化工厂

分厂产品；其他均为市售分析纯试剂。

1.3 化学反应合成HPN衍生物

为了考察连接方式（醚键或酯键）和链端上的

取代基对HPN活性的影响，将HPN分别与溴己酸

乙酯、溴己醇、溴己烷和己酸反应，得到5个长链脂

溶性HPN衍生物（图1）。
1.3.1 合成衍生物1 将2 mmol HPN和4 mmol
6-溴己酸乙酯溶于50 mL无水乙腈中，加入2 mmol
碳酸钾和催化量的碘化钾，60 ℃下搅拌反应3 h
后，薄层色谱监测反应至完全，加水50 mL， 减压除

去乙腈，用20 mL二氯甲烷萃取3次，合并有机相，

无水硫酸钠干燥过夜。过滤，减压除去溶剂后快

速柱层析分离，浓缩干燥后得衍生物 1，即 2-{4′-
[（6-乙氧基羰基）-己氧基]苯基}-4，4，5，5-四甲基

咪唑烷-1-氧基-3-氧化物。

1.3.2 合成衍生物2 将1.0 mmol衍生物1溶于

10 mL甲醇中，冰水浴冷却至0 ℃， 滴加10%氢氧

化钠水溶液2 mL。室温下继续反应2 h， 薄层色谱

监测反应完全后，加水10 mL， 减压除去甲醇，用稀

盐酸调节酸碱度值为酸性，有蓝色固体析出，过

滤，用水洗涤至中性，滤饼真空干燥后得衍生物2，
即2-[4′-（5-羧基戊氧基）苯基]-4，4，5，5-四甲基咪

唑烷-1-氧基-3-氧化物。

1.3.3 合成衍生物3 将1 mmol HPN和2 mmol

达清越, 等. 长链亲脂性氮氧自由基HPN衍生物的设计合成及对缺氧小鼠存活的影响 ·417·



6-溴正己醇溶于25 mL无水乙腈中，加入1 mmol碳
酸钾和催化量的碘化钾，60 ℃下搅拌反应3 h后，

薄层色谱监测反应完全后，加水25 mL， 减压除去

乙腈，用10 mL二氯甲烷萃取3次，合并有机相，无

水硫酸钠干燥过夜。过滤，减压除去溶剂后快速

柱层析分离，浓缩干燥后得衍生物3，即2-[4′-（6-
羟己氧基）苯基]-4，4，5，5-四甲基咪唑烷-1-氧基-
3-氧化物。

1.3.4 合成衍生物4 将1 mmol HPN，1.2 mmol
己酸和0.01 mmol 4-二甲氨基吡啶溶于10 mL无水

二氯甲烷中，0 ℃冰水浴下滴加2.0 mmol DIC无水

二氯甲烷溶液10 mL， 室温下继续搅拌反应过

夜。薄层色谱监测反应完毕，加入5 mL水，水相用

10 mL二氯甲烷萃取3次，合并有机相，硫酸钠干燥

过夜。过滤，减压除去溶剂后快速柱层析分离，浓

缩干燥后得衍生物4，即2-（4′-己酰氧基苯基）-4，
4，5，5-四甲基咪唑烷-1-氧基-3-氧化物。

1.3.5 合成衍生物5 将1 mmol HPN和2 mmol
6-溴己烷溶于25 mL无水乙腈中，加入1 mmol碳酸

钾和催化量的碘化钾，60 ℃下搅拌反应3 h后，薄

层色谱监测反应完全后，加水25 mL， 减压除去乙

腈，用二氯甲烷（每次10 mL）萃取3次，合并有机

相，无水硫酸钠干燥过夜。过滤，减压除去溶剂后

快速柱层析分离，浓缩干燥后得衍生物5，即2-（4′-
己氧基苯基）-4，4，5，5-四甲基咪唑烷-1-氧基-3-氧
化物。

1.4 傅里叶红外光谱、电子顺磁共振和高分辨

质谱检测表征衍生物的结构

使用KBr压片法进行傅里叶红外光谱检测。

以无水甲醇为溶剂，室温下测定衍生物1~5的电子

顺磁共振谱。以甲醇为溶剂，室温下测定衍生物

1~5的高分辨质谱。

1.5 HPLC检测衍生物的纯度

选用 Symmetry® C18（5 .0 μm，4 .6 mm×
150 mm）色谱柱进行HPLC检测。流动相为乙

腈∶水（三氟乙酸）=70∶30（0.01%）（v/v），等度洗

脱，柱温25 ℃， 流速为 1 mL /min， 进样量为

10 μL， 检测波长为 280 nm。

1.6 计算油水分配系数(logP值)
采用ALOGPS 2.1软件计算得到衍生物1~5的

logP值[13]。
1.7 常压密闭缺氧实验检测模型鼠缺氧后生存

时间

参照文献[14]进行常压密闭缺氧实验。将

70只SPF级雄性BABL/c小鼠随机均分为模型对

照组、HPN组、衍生物 1组、衍生物 2组、衍生物 3
组、衍生物4组、衍生物5组，每组10只，其中HPN
组给予HPN 0.8 mmol/kg， 衍生物1~5组分别给予

衍生物1~5 0.3 mmol/kg， 模型对照组给予等体积

的等渗氯化钠溶液，给药方式均为腹腔注射。给

药30 min后，将小鼠置于250 mL广口瓶内（含5 g碱
石灰），将瓶口密封后开始计时，以小鼠最后一次
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DIC：N，N′-二异丙基碳二亚胺；DMAP：4-二甲氨基吡啶.

图 1 HPN衍生物1~5的合成路线

Figure 1 Synthetic route of HPN derivatives 1-5
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大喘气为死亡标志，记录小鼠的生存时间，计算生

存时间延长率=（HPN各衍生物组生存时间－模型

对照组生存时间）/模型对照组生存时间。

1.8 急性减压耐受实验检测模型鼠缺氧后存活率

参照文献[14]进行急性减压耐受实验。分组

方法及给药方法同1.7。给药30 min后，将小鼠放

入低压低氧实验舱，并以10 m/s的速度减压，分别

保持5000 m和8000 m的模拟海拔高度5 min， 并继

续减压至10 000 m的模拟海拔高度。记录模型鼠

在10 000 m高度1 h内的死亡数，并计算每组小鼠

的死亡率。

1.9 统计学方法

采用SPSS 19.0软件进行统计分析。正态分布

的计量数据用均数±标准差（x±s）表示，组间比较

采用单因素方差分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 衍生物1~5的结构表征

衍生物1~5结构表征结果见表1。衍生物1、2
和4的红外光谱中，其分子结构中的C＝O分别在

1720、1730和1768 cm–1出峰。3432 cm–1为衍生物3
中O–H的特征吸收峰。五个衍生物中均可以观察

到N–O键的特征吸收峰（1360 cm–1）， C–N和C＝N
键的特征吸收峰（1250和1600 cm–1）， C–O–C的特

征吸收峰（1185和1020 cm–1）和苯环1，4-取代特征

峰（830 cm–1）。衍生物1~5的电子顺磁共振谱几乎

相同，高分辨质谱的测定值与目标衍生物的理论

计算值基本一致，在误差允许范围之内。

2.2 衍生物1~5的纯度

HPLC检测结果见图2，可见衍生物1~5的纯

表 1 HPN衍生物1~5的结构表征
Table 1 Structural characterization of HPN derivatives 1-5
衍生物 质量(mg) 性　状 产率(%) 熔点(℃) 红外光谱波数(cm–1) 电子顺磁共振 高分辨质谱(m/s)
衍生物1 720 深蓝色

固体
93 57.7~59.0 2986、2935、1720、1606、1490、1363、

1311、1300、1254、1192、1012、828
五重峰, g=2.0082,

a=7.74 G
理论值：C21H31N2O5{[M+H]+}

392.2311；测量值：392.3171
衍生物2 345 深蓝色

固体
95 166.8~168.8 2945、2869、1730、1604、1494、1379、

1300、1260、1187、1035、838
五重峰, g=2.0082,

a=7.74 G
理论值：C19H27N2O5{[M+H]+}

364.1998；测量值：364.2844
衍生物3 330 深蓝色

固体
95 135.1~136.8 3432、2941、2865、1605、1481、1360、

1299、1258、1186、1030、833
五重峰, g=2.0082,

a=7.74 G
理论值：C19H29N2O4{[M+H]+}

350.2206；测量值：350.3041
衍生物4 320 深蓝色

固体
92 72.7~73.6 2933、2852、1768、1601、1485、1390、

1363、1300、1175、1100、1073、843
五重峰, g=2.0082,

a=7.74 G
理论值：C19H27N2O4{[M+Na]+}

370.1854；测量值：370.1863
衍生物5 317 深蓝色

固体
95 68.4~69.0 2937、2868、1604、1531、1485、1391、

1360、1253、1184、1022、837
五重峰, g=2.0082,

a=7.74 G
理论值：C19H29N2O3{[M+Na]+}

356.2076；测量值：356.2059
HPN：2-(4′-羟基苯基)-4,4,5,5-四甲基咪唑烷-1-氧基-3-氧化物；g：波谱分裂因子；a：超精细分裂常数. 1G=10–4 T.
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A：衍生物1；B：衍生物2；C：衍生物3；D：衍生物4；E：衍
生物5. HPN：2-(4′-羟基苯基)-4,4,5,5-四甲基咪唑烷-1-氧基-
3-氧化物；tR：保留时间.

图 2 HPN衍生物1~5的高效液相色谱图谱

Figure 2 High-performance liquid chromatography
spectrum of HPN derivatives 1-5
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度均大于96%，可用于后续实验。

2.3 衍生物1~5的脂溶性

HPN和衍生物 1~5的 logP值分别为 0 .97、
2.78、2.00、2.04、2.88、3.10，衍生物1~5的脂溶性均

较HPN增强，其中衍生物5的脂溶性最强。

2.4 衍生物1~5对常压密闭缺氧小鼠生存时间

的影响

与模型对照组比较，HPN和衍生物1~5均能

够显著延长常压密闭缺氧小鼠的生存时间（表2），
提示衍生物1~5在较小给药剂量（0.3 mmol/kg）下
仍然表现出类似或优于HPN的活性。

2.5 衍生物1~5对急性减压耐受小鼠死亡率的

影响

急性减压时模型对照组死亡率为 100%，经

HPN及衍生物 1~5干预后，小鼠的死亡率分别为

60%、60%、70%、60%、70%、40%，与模型对照组比

较差异均有统计学意义（均P<0.05），其中衍生物5
作用后的小鼠对急性减压的耐受性最佳。

3 讨 论

氮氧自由基作为一种新型的自由基清除剂，

具有广泛的生理活性。课题组前期研究表明，HPN
对高原缺氧诱发的脑组织损伤具有保护作用，这种

作用与清除过量自由基、缓解机体氧化应激、改善

机体能量代谢、激活抗氧化通路和抑制细胞凋亡有

关[15]。为了进一步提高其对脑组织的靶向性，增

强其抗缺氧活性，本研究将脂溶性的长链引入

HPN分子中。Thaler等[16]报道，带有亲脂性酰基链

的 tempol可以在生物膜中积聚，并表现出更好的神

经保护作用。另外Guerrero等[17]证明，将羟基酪醇

用C4~C10的中等长度碳链烷基化后比羟基酪醇具

有更好的神经保护作用。本团队前期研究表明，在

HPN结构中引入的不同碳原子的烷基链，能够增

强其抗缺氧活性，当碳链为6时活性最佳[10]。
烷基化反应是制备衍生物1、3和5的关键步

骤。HPN的酚羟基具有一定活性，能够与溴代物

发生烷基化反应。通过对反应溶剂、缚酸剂和反

应温度的考察，确定以乙腈为溶剂、碳酸钾为缚酸

剂，60℃反应可以得到目标衍生物且产率高。制

备目标衍生物2时，将HPN直接与6-溴己酸进行

反应，但该反应无法进行。因此，本研究选择通过

对衍生物1进行水解获得衍生物2。在氢氧化钠/

甲醇/水体系中，水解反应彻底，反应结束后除去甲

醇，然后酸化，产物即可析出，经过滤洗涤后得纯

度较高的衍生物2。衍生物4通过HPN与己酸反

应得到。在选择缩合剂时1-（3-二甲胺基丙基）-3-
乙基碳二亚胺活性较高，后处理简单，但较为昂

贵；二环己基碳二亚胺成本低廉，但其转化产物二

环己基脲由于溶解度差很难从目标化合物中去

除；而DIC成本低廉，同时后处理简单，基于以上

考虑，本研究选择DIC为脱水剂，4-二甲氨基吡啶

为催化剂，无水二氯甲烷为溶剂进行酯化反应，并

成功获得衍生物4。
缺氧会诱导氧化应激的发生并产生大量活性

氧，造成线粒体功能障碍，活性氧会破坏细胞结

构，进一步导致细胞凋亡[15]。为考察HPN及其衍

生物的抗缺氧活性，本研究采用常压密闭缺氧实

验和急性减压耐受实验对衍生物1~5进行评价。

结果显示，在给药剂量较小的情况下，衍生物1~5
表现出不亚于HPN的抗缺氧活性。这种差异可能

与其脂溶性有关，亲脂性更强的HPN衍生物能更

容易通过血脑屏障，并在细胞膜上积累，从而抑制

细胞内活性氧的形成和多不饱和脂肪酸的过氧

化。其中 logP值较大的衍生物5抗缺氧活性最佳，

这与其分子结构中引入的烷基链有关。而在烷基

链中引入氧等极性原子导致脂溶性有所降低，抗

缺氧活性也随之降低，但衍生物1~4之间差异无统

计学意义，这可能与其分子结构类似有关。

综上所述，本研究以氮氧自由基HPN为先导

化合物，设计合成了5个长链脂溶性HPN衍生物，

以期通过增加脂溶性，提高对脑组织的靶向作用

表 2 HPN衍生物1~5对常压密闭缺氧小鼠生存时间的影响
Table 2 Effects of HPN derivatives 1-5 on the survive time

of mice under normobaric hypoxia condition
（x±s）

组　别 n 生存时间(min) 延长率(%)
模型对照组 10 36.5±3.1 —

HPN组 10 46.1±4.8** 26.5
衍生物1组 10 50.4±5.4** 38.3
衍生物2组 10 47.6±4.7** 30.6
衍生物3组 10 49.6±4.7** 36.1
衍生物4组 10 45.7±5.1** 25.3
衍生物5组 10 58.4±6.1**# 60.3
—：无相关数据. 与模型对照组比较，**P<0.01；与HPN组比较，#P<0.05. HPN：2-(4′-羟基苯基)-4,4,5,5-四甲基咪唑烷-1-氧基-3-氧

化物.
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和抗缺氧活性。结果表明，5个衍生物均能显著延

长常压密闭缺氧小鼠的生存时间，显著降低急性

减压耐受实验中小鼠的死亡率，表现出了明显优

于HPN的抗缺氧活性，其中衍生物5的活性最佳，

有望用于缺氧导致的脑损伤防护研究。下一步将

通过体内和体外实验进一步明确作用机制，为将

其开发成抗缺氧新药提供实验依据。
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