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2-氨基-4, 5-二芳基嘧啶的合成及对 PC12 细胞缺氧缺糖的保护作用 

高迷想, 何  清#, 韩文勇, 张尊听* 

(药用资源与天然药物化学教育部重点实验室, 西北濒危药材资源开发国家工程实验室,  
陕西师范大学化学与材料科学学院, 陕西 西安 710062) 

摘要: 以异黄酮和盐酸胍为原料, 合成了 6 种未见报道的 2-氨基-4, 5-二芳基嘧啶类化合物, 采用 IR、1H NMR、
13C NMR 和元素分析对其结构进行了表征。采用 MTT 法, 研究了 6 种 2-氨基-4, 5-二芳基嘧啶类化合物对连二亚

硫酸钠导致 PC12 细胞缺氧缺糖的影响。实验表明, 6 种 2-氨基-4, 5-二芳基嘧啶对 PC12 细胞缺氧缺糖损伤均有

神经保护作用, 可提高损伤模型中 PC12 细胞的存活数, 降低细胞损伤程度。 
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Synthesis of 2-amino-4, 5-diarylpyrimidines and their protective  
effects against oxygen-glucose deprivation in PC12 cells 
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Abstract: A series of 6 novel 2-amino-4, 5-diarylpyrimidines were synthesized by the reaction of isoflavones 
with guanidine.  They were identified by the spectra of IR, 1H NMR, 13C NMR and elemental analysis.  The 
protective effects of 2-amino-4, 5-diarylpyrimidines against oxygen-glucose deprivation leading by sodium 
hydrosulfite in PC12 cells were studied by MTT method.  It was shown that 2-amino-4, 5-diarylpyrimidines   
exhibited neuroprotective effects against oxygen-glucose deprivation injury in PC12 cells, which could increase   
the amount of survival PC12 cells and reduce their injured degree in the model. 
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 嘧啶是一类重要的杂环化合物, 广泛应用于医

药、农药领域。大量研究表明该类化合物具有较好的

生物活性, 如抗病毒[1]、抗癌[2]、杀菌[3]、杀虫等[4]。

目前, 通过脒或胍与 α, β-不饱和酮[5]、β-二酮[6]、β-烷

氧基烯酮[7]以及 N-芳基乙炔亚胺[8]反应合成嘧啶类
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化合物。据报道, 异黄酮中的色原酮作为潜在的 1, 3-

二酮可以和脒或胍发生缩合反应生成相应的 2-取代

嘧啶[9]。天然异黄酮具有广泛的生物活性[10], 例如, 

大豆异黄酮 (大豆苷元和染料木素) 具有抗心律失

常[11]、抗氧化[12]和抗心脑血管疾病的药理活性[13]。伊

普黄酮具有治疗骨质疏松的作用[14]。但由于异黄酮

分子结构的限制, 溶解性差, 导致在体内吸收和代谢

方面存在多种问题, 如生物利用度不高、服用量大、

体内吸收缓慢[15, 16]、无法制成注射剂型。为了开发

新型水溶性异黄酮类药物, 作者曾利用磺化反应合

成了芒柄花素-3′-磺酸钠[17], 并对其药理活性进行了 



· 1124 · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2010, 45 (9): 1123−1127  

 

研究。为了改善其结构, 探求和寻找具有良好药理活

性和生物利用度的新型药物, 本文以伊普黄酮 (1a)、
7-异丙氧基-8-溴-异黄酮 (1b)、大豆苷元 (1c)、4', 7-
二羟基-3'-硝基异黄酮 (1d)、4', 5-二羟基-7-甲氧基异

黄酮 (1e) 和 5-羟基-4', 6, 7-三甲氧基异黄酮 (1f) 为
原料分别与盐酸胍 (2) 反应合成了 2-氨基-4-(2-羟基- 
4-异丙氧基苯基)-5-苯基嘧啶 (3a)、2-氨基-4-(2-羟基- 
3-溴-4-异丙氧基苯基)-5-苯基嘧啶 (3b)、2-氨基-4-(2, 
4-二羟基苯基)-5-(4-羟基苯基)嘧啶 (3c)、2-氨基-4-(2, 
4-二羟基苯基)-5-(3-硝基-4-羟基苯基) 嘧啶 (3d)、2-
氨基-4-(2, 6-二羟基-4-甲氧基苯基)-5-(4-羟基苯基) 
嘧啶 (3e) 和 2-氨基-4-(2, 6-二羟基-3, 4-二甲氧基苯

基)-5-(4-甲氧基苯基) 嘧啶 (3f) (表 1)。3a～3f 为新 
化合物, 其结构经 IR、1H NMR、13C NMR 和元素分

析表征。大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤株 (pheochromocytoma, 
PC12) 细胞具有神经内分泌细胞的一般特征, 因其

具有可传代特点, 广泛应用于神经生理和神经药理

学研究[18]。细胞能量代谢障碍是脑缺血性病变时引

起神经细胞损伤的重要原因之一, 脑能量代谢障碍

会影响到大脑的学习、记忆、认知等行为 [19]。用

Na2S2O4、无糖 earle’s 液所致 PC12 细胞缺氧、缺糖

模型可模拟脑缺血损伤的具体过程, 导致细胞能量

代谢障碍。本文采用 MTT 法, 通过 3a～3f 对 PC12
细胞的缺氧缺糖损伤模型的作用研究了它们对神经

细胞体外的保护作用, 从细胞水平为该类化合物用

于缺血性脑中风的治疗提供依据。 

 

结果与讨论 
1  2-氨基-4, 5-二芳基嘧啶的合成  伊普黄酮、7-异
丙氧基-8-溴异黄酮、大豆苷元、4', 7-二羟基-3'-硝基

异黄酮、4', 5-二羟基-7-甲氧基异黄酮和 5-羟基-4', 6, 
7-三甲氧基异黄酮在碱性条件下分别和盐酸胍作用

合成了 3a～3f。3a～3f 的理化数据见表 2, 光谱数据

见表 3。该反应为缩合反应, 合成 2-氨基-4, 5-二芳基

嘧啶类化合物原子利用率高。 
2  化合物 3a～3f 对 PC12 细胞缺氧缺糖损伤的保护

作用 
2.1  MTT 法活细胞测定 OD 值  结果见表 4。 

 
Table 1  Synthesis of 2-amino-4, 5-diarylpyrimidines by the reaction of isoflavones with guanidine.  aIsolated yield after recrystallization 
from ethanol.  bIsolated yield after column chromatography on silica gel using chloroform-methanol (15∶1) 

 
Reactants R1 R2 R3 R4 R5 R6 Products Time/h Yield/%a 

1a H OiPr H H H H 3a  9 85 

1b Br OiPr H H H H 3b  6  95b 

1c H OH H H H OH 3c 21 75 

1d H OH H H NO2 OH 3d 24 70 

1e H OCH3 H OH H OH 3e 12 80 

1f H OCH3 OCH3 OH H OCH3 3f 12  90b 

 
Table 2  Structure and experimental data of compounds 3a−3f 

Elemental analysis/% 
Calcd. (Found) Compd. Molecular formula Appearances mp/℃ 

C H 
Mr 

3a C19H19N3O2 Yellow crystal 175.2−176.2 71.01 (71.21) 5.96 (5.71) 321.37 

3b C19H18BrN3O2 Yellow crystal 137.7−138.2 57.01 (56.85) 4.53 (4.76) 400.27 

3c C16H13N3O3 Yellow powder 264.3−265.7 65.08 (65.31) 4.44 (4.57) 295.29 

3d C16H12N4O5 Yellow crystal >300 56.47 (56.69) 3.55 (3.27) 340.29 

3e C17H15N3O4 Red powder 298.1−299.2 62.76 (62.50) 4.65 (4.90) 325.32 

3f C19H19N3O5 Red powder 120.1−120.9 61.78 (61.53) 5.18 (5.35) 369.37 
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Table 3  Spectral data of compounds 3a−3f 

Compd. 1H NMR (300 MHz) 13C NMR (75 MHz) IR (KBr, cm−1) 
3a (CDCl3) 8.24 (s, 1 H), 7.24−7.40 (m, 5H), 6.80 (d,

J = 9.0 Hz, 1H), 6.45 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 5.98 (dd, 
J1 = 8.9 Hz, J2 = 1.9 Hz, 1H), 5.22 (s, 2H), 4.51 (m, 
1H), 1.30 (d, J = 6.0 Hz, 6H) 

(CDCl3) 162.6, 161.8, 161.4, 161.2, 159.6, 
138.0, 132.8, 129.3, 129.0, 127.5, 122.6, 
111.0, 107.0, 103.3, 69.8, 22.0. 

3 383, 3 332, 3 180, 2 976, 2 927, 2 362, 
1 659, 1 583, 1 539, 1 433, 1 371, 1 324, 
1 269, 1 197, 1 113, 836, 702, 589, 556 

3b (CDCl3) 8.28 (s, 1H), 7.23−7.39 (m, 5H), 6.85 (d,
J = 9.0 Hz, 1H), 6.07 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 5.23 (s, 
2H), 4.47−4.55 (m, 1H), 1.33 (d, J = 6.0 Hz, 6H) 

(CDCl3) 161.2, 158.8, 157.9, 157.2, 137.1, 
130.6, 128.8, 128.6, 127.2, 122.3, 111.6, 
103.7, 101.7, 71.3, 21.6. 

3 476, 3 300, 3 143, 2 978, 2 930, 1 638, 
1 580, 1 545, 1 513, 1 424, 1 378, 1 290, 
1 221, 1 108, 1 044, 792, 703 

3c (DMSO-d6) 12.54 (s, 1H), 9.74 (s, 1H), 9.48 (s, 1H), 
8.11 (s, 1H), 6.75−6.96 (m, 7H), 6.21 (s, 1H), 5.95 
(s, 1H) 

(DMSO-d6) 161.6, 161.3, 160.5, 160.3, 
160.0, 156.3, 131.9, 129.9, 129.6, 129.0, 
128.5, 120.7, 115.6, 111.7, 106.1, 103.3 

3 503, 3 365, 3 286, 3 024, 2 592, 1 631, 
1 538, 1 468, 1 408, 1 268, 1 205, 1 136, 
831, 734, 590, 554, 415 

3d (DMSO-d6) 11.38 (s, 1H), 9.70 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 
7.71 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.28−7.32 (m, 1H), 7.06 (d, 
J = 8.6 Hz, 1H), 6.80−6.86 (m, 2H), 6.22 (d, J = 2.1 
Hz, 1H), 6.08−6.12 (m, 1H) 

(DMSO-d6) 162.5, 161.3, 159.7, 158.3, 
150.8, 136.5, 135.7, 131.7, 129.4, 124.5, 
119.5, 119.1, 113.1, 106.4, 103.0 

3 453, 3 387, 3 325, 3 184, 1 659, 1 622,
1 599, 1 575, 1 544, 1 523, 1 499, 1 450,
1 416, 1 324, 1 222, 1 175, 1 149, 849, 
830, 787 

3e (DMSO-d6) 9.22 (s, 1H), 9.15 (s, 2H), 8.10 (s, 1H), 
6.97 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.57 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 
6.46 (s, 2H), 5.81 (s, 2H), 3.60 (s, 3H) 

(DMSO-d6) 162.0, 161.7, 160.0, 157.4, 
156.2, 155.8, 128.9, 128.4, 125.0, 114.6, 
107.8, 92.3, 54.6 

3 490, 3 376, 3 265, 3 089, 1 619, 1 585, 
1 532, 1 464, 1 444, 1 396, 1 360, 1 320,
1 288, 1 190, 1 179, 1 054, 963, 820 

3f (DMSO-d6) 9.21 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 7.09 (d, J = 
8.3 Hz, 2H), 6.78 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.56 (s, 2H), 
6.21 (s, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.69 (s, 3H), 3.57 (s, 3H)

(DMSO-d6) 162.2, 161.1, 158.0, 157.5, 
153.2, 150.8, 150.7, 134.1, 129.5, 129.1, 
124.3, 113.4, 95.5, 60.3, 55.5, 54.9 

3 485, 3 341, 2 937, 2 833, 1 615, 1 536, 
1 469, 1 459, 1 250, 1 203, 1 117, 1 038, 
992, 942, 845 

 
Table 4  Effects of compounds 3a−3f against oxygen-glucose deprivation caused by sodium hydrosulfite in PC12 cells.  n = 5, x ± s.  
*P < 0.05, **P < 0.01 vs contrasting group; ΔP < 0.05, ΔΔP < 0.01 vs model group 

Dosage 
Group 

1 μg·mL−1 10 μg·mL−1 100 μg·mL−1 1 mg·mL−1 
Contrasting Model 

3a 1.82 ± 0.17△△ 2.18 ± 0.21△△ 1.96 ± 0.18△△ 1.88 ± 0.19△△ 2.63 ± 0.03 1.52 ± 0.14** 

3b 1.56 ± 0.14△ 1.63 ± 0.19△△ 1.76 ± 0.17△△ 1.71 ± 0.18△△ 2.56 ± 0.04 1.21 ± 0.11** 

3c 1.33 ± 0.12△ 1.48 ± 0.15△ 1.56 ± 0.17△△ 1.58 ± 0.17△△ 2.43 ± 0.02 1.08 ± 0.13** 

3d 1.57 ± 0.16△ 1.88 ± 0.19△△ 1.93 ± 0.21△△ 1.91 ± 0.22△△ 2.37 ± 0.04 1.17 ± 0.12** 

3e 1.22 ± 0.14 1.58 ± 0.16 1.66 ± 0.17△ 1.51 ± 0.13 2.21 ± 0.03 1.34 ± 0.14** 

3f 1.32 ± 0.14 1.54 ± 0.18△ 1.74 ± 0.15△△ 1.68 ± 0.18△△ 2.32 ± 0.04 1.25 ± 0.15** 

 
2.2  化合物 3a～3f 对连二亚硫酸钠引起的 PC12 细

胞缺氧缺糖损伤的影响 
从表 4 可知, 化合物 3a～3f 在一定的浓度范围

之内, 均呈现出对连二亚硫酸钠引起的 PC12 细胞缺

氧缺糖损伤具有神经保护作用。异黄酮类化合物有抗

氧化、耐缺氧、扩张冠状动脉等多种生理活性。3a～
3f 是以异黄酮类化合物为原料合成的含氮杂环化合

物, 既保留了异黄酮主要结构如 A 环和 B 环, 还引入

了含氮杂环 , 该类化合物对连二亚硫酸钠引起的

PC12 细胞缺氧缺糖损伤具有神经保护作用, 表明异

黄酮的结构修饰产物 2-氨基-4, 5-二芳基嘧啶保持了

异黄酮的生理作用。 
 

结论 
本实验合成了 6 种 2-氨基-4, 5-二芳基嘧啶类化

合物, 采用 IR、1H NMR、13C NMR 和元素分析对其

进行了表征。所合成的 6 种 2-氨基-4, 5-二芳基嘧啶

类化合物既保留了异黄酮的部分活性基团, 又引入

了新的嘧啶杂环结构, 异黄酮类化合物具有抗心脑

血管疾病的药理活性, 通过改善其结构, 所合成的 6
种嘧啶化合物对 PC12 细胞缺氧缺糖损伤均有不同程

度的保护作用, 可提高损伤模型中 PC12 细胞的存活

数, 降低细胞损伤程度, 从细胞水平为该类化合物用

于缺血性脑中风的治疗提供了依据。 
 

实验部分 
WRS-1 数字熔点仪, Carlo Erba 1106 型元素分析

仪, Niclet 170 SX FT-IR 红外光谱仪 (KBr 压片), 
Bruker AM-300 超导核磁共振仪  (TMS 作内标 ), 
Bruker Smart-1000 CCD 型单晶衍射仪。CO2 培养箱 
(Forma 3110, USA), 超净工作台 (BCN-1360, 哈尔

滨东联), 酶标仪 (Synergy HT, Bio-TEK, USA), 倒置

显微镜 (Nikon), 细胞培养瓶 (Costar, USA), 96 孔细

胞培养板 (Costar, USA)。 
伊普黄酮和染料木素购于江苏省南通利田化工

有限公司  (纯度>98%), 大豆苷元购于武功制药厂 
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(纯度>97%), 盐酸胍 (纯度>98%) 购于常州佳纳化

工有限公司。7-异丙氧基-8-溴异黄酮、4', 7-二羟基-3'-
硝基异黄酮、4', 5-二羟基-7-甲氧基异黄酮和 5-羟基- 
4', 6, 7-三甲氧基异黄酮分别由伊普黄酮、大豆苷元、

染料木素和尼泊尔鸢尾异黄酮衍生得到, 尼泊尔鸢

尾异黄酮从葛花中提取。RPMI1640 培养基 (GIBCO
公司)。新生胎牛血清和马血清 (超级, 杭州四季青生

物工程材料有限公司), 胰蛋白酶 (Sigma 公司)。磺基

罗丹明 B (sulforhadamine B, SRB, Sigma 公司), 其他

常用化学试剂为国产分析纯。 
1  化合物 3a～3f 的合成 

称取异黄酮 (伊普黄酮、7-异丙氧基-8-溴异黄

酮、大豆苷元、4', 7-二羟基-3'-硝基异黄酮、4', 5-二
羟基-7-甲氧基异黄酮、5-羟基-4', 6, 7-三甲氧基异黄

酮) 1 mmol 和盐酸胍 3 mmol, 置于 100 mL 圆底烧瓶

中, 加入 95%乙醇 50 mL, 加热回流, 反应过程中不

断滴加 6 mol·L−1 NaOH 溶液, 使体系的 pH 值保持

9～10, 反应完毕后, 旋转蒸发除去乙醇, 所得固体

用 10% 盐酸溶解, 过滤, 滤液用 3 mol·L−1 NaOH 调

至中性, 有黄色固体析出, 抽滤, 得粗产物。粗产物

经重结晶或柱色谱可得相应的 2-氨基-4, 5-二芳基嘧

啶化合物。 
2  化合物 3a～3f 对连二亚硫酸钠引起的 PC12 细胞

缺氧缺糖损伤模型的测定 
从液氮中取出 PC12 细胞复苏于培养皿中, 以含

10%胎牛血清、5%马血清的 DMEM 培养基培养。待

PC12 细胞生长至 80%融合, 用 0.25%的胰酶进行消

化。每孔 8×103～1×104 个细胞接种于 96 孔板。待 96
孔板中的细胞长满单层后 (一般 48 h), 将原培养液

吸出, 每孔加入 100 μL滤过菌的无糖 earle’s液, 作用

30 min 后将其吸出, 每孔加入终浓度为 2 mmol·L−1

的 Na2S2O4 (溶于 D-hanks 中) 作用 1 h, 即造成 PC12
细胞缺糖缺氧模型 (模型组)。 

然后将含 Na2S2O4 的 D-hanks 液吸出, 每孔加入

98 μL无血清的DMEM, 然后分别加入终浓度为: 1、
10、100 μg·mL−1 和 1 mg·mL−1 的 2-氨基-4, 5-二芳基

嘧啶类化合物 (3a～3f)。以尼莫地平 (浓度为 0.5 
μg·mL−1) 为阳性药 (对照组)。37 ℃、5%培养箱中孵

育 24 h。细胞孵育 24 h 后, 每孔加入 50%的三氯乙

酸 25 μL (使终浓度为 10%), 置于 4 ℃ 1 h, 使细胞固

定。然后用蒸馏水洗 5 遍, 空气干燥, 待板干燥后, 每
孔加入 100 μL 0.2% SRB 染色 10 min, 用 1%的醋酸

洗 5 遍, 空气干燥。每孔加入 150 μL tris 溶液, 振荡

后, 测定 540 nm 处的光密度 (OD)。数据以 x ± s 表

示, 组间数据进行 t 检验。 
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