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(54)发明名称

多功能的羟基吡啶酮衍生物及其水合物的

制备法和用途

(57)摘要

本发明公开了一种多功能羟基吡啶酮衍生

物及其水合物，其制备方法为：将曲酸的5位羟基

苄基化，然后与氨水反应，再用MnO2将其2位的羟

甲基氧化成醛基，然后用三氯化硼将其5位的苄

基脱去，再用稀盐酸回流，蒸干后得到羟基吡啶

酮衍生物及其水合物的混合物。其用途是：用作

酪氨酸酶抑制剂。
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1.多功能羟基吡啶酮衍生物及其水合物，其特征是：

多功能羟基吡啶酮衍生物的结构式为1f；多功能羟基吡啶酮衍生物的水合物的结构式

为1f’；

2.如权利要求1所述的羟基吡啶酮衍生物及其水合物的用途，其特征是：用作制备酪氨

酸酶抑制剂。

3.如权利要求1所述的羟基吡啶酮衍生物及其水合物的用途，其特征是：用于制备化妆

品或用于食品的保鲜。
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多功能的羟基吡啶酮衍生物及其水合物的制备法和用途

技术领域

[0001] 本发明涉及一类羟基吡啶酮衍生物，该类化合物具有酪氨酸酶抑制活性、抗菌及

抗氧化等多种生物活性。

背景技术

[0002] 酪氨酸酶(Tyrosinase，EC.1.14.18.1)是一种含铜的金属酶，在动物、植物和微生

物中广泛分布。它是生物体合成黑色素的关键酶，其不仅与果蔬的褐化、昆虫表皮的鞣化关

系密切，还与人的色素性障碍等疾病的发生与治疗有重要关系。目前，酪氨酸酶抑制剂已被

用于食品保鲜、农业中的杀虫剂的添加物和化妆品中的增白剂等。酪氨酸酶抑制剂在医学、

药学、化学、农学和生物学等多个学科和领域作用重大，已经引起国内外专家和学者的广泛

重视，目前，已经研究确认了很多类型的酪氨酸酶抑制剂。如：植物多酚(如：黄酮类、芪类、

查尔酮类)，高等植物中的一些醛类化合物；真菌代谢物(如：曲酸)；人工合成的酪氨酸酶抑

制剂(如：4-己基间苯二酚)等。其中曲酸不仅作为食品添加剂应用在食品的加工和生产中，

而且还作为美白成分应用于化妆品中。然而，曲酸的结构不够稳定以及其活性不够理想。

[0003] 羟基吡啶酮是一类对三价铁具有很强亲合性的螯合剂，在医药领域具有广泛的应

用前景。其衍生物3-羟基-1,2-二甲基吡啶-4-酮(即去铁酮，Deferiprone)是有口服活性的

铁螯合剂，临床上用于治疗地中海贫血等铁过多的疾病。羟基吡啶酮由于对铜离子也有较

强的螯合能力，故能通过夺取酪氨酸酶活性中心的铜离子而对酶具有抑制作用，但羟基吡

啶酮环上的取代基及取代位置对其抑制酶活性具有很大影响。

[0004] 目前现有的具有良好酪氨酸酶抑制活性的羟基吡啶酮衍生物的结构式为：

[0005]

发明内容

[0006] 本发明要解决的技术问题是提供一种具有多种生物活性的羟基吡啶酮衍生物(及

其水合物)及其制备方法，该类化合物具酪氨酸酶抑制活性、抗菌及抗氧化等活性，在食品

工业中可用于食品的保鲜，在医药领域可用作抗菌剂。

[0007] 为了解决上述技术问题，本发明提供一种多功能羟基吡啶酮衍生物及其水合物，

多功能羟基吡啶酮衍生物为如下结构通式1，多功能羟基吡啶酮衍生物的水合物为如下结

构通式1’；
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[0008]

[0009] 结构通式1和结构通式1’中：R为H、CnH2n+1(n＝1-12)、取代烃基。

[0010] 作为本发明的多功能羟基吡啶酮衍生物及其水合物的改进：

[0011] 多功能羟基吡啶酮衍生物的结构式为1f；多功能羟基吡啶酮衍生物的水合物的结

构式为1f’；

[0012]

[0013] 本发明还同时提供了上述多功能羟基吡啶酮衍生物及其水合物的制备方法：

[0014] 将曲酸的5位羟基苄基化，然后与氨水反应，再用MnO2将其2位的羟甲基氧化成醛

基，然后用三氯化硼将其5位的苄基脱去，再用稀盐酸回流(12h)，干燥后得到羟基吡啶酮衍

生物及其水合物的混合物。

[0015] 注：由于多功能羟基吡啶酮衍生物(化合物1)易与水结合，得到的产物为多功能羟

基吡啶酮衍生物及其水合物的混合物。.

[0016] 本发明还同时提供了上述羟基吡啶酮衍生物及其水合物的用途：用作酪氨酸酶抑

制剂。

[0017] 作为本发明的羟基吡啶酮衍生物及其水合物的用途的改进：用于化妆品或食品的

保鲜。

[0018] 本发明的羟基吡啶酮衍生物及其水合物由于同时具有酪氨酸酶抑制活性、抗菌、

抗氧化活性，因此能用于化妆品或食品的保鲜。

[0019] 本发明的羟基吡啶酮衍生物用于化妆品时，具体用法和用量同曲酸。本发明的羟

基吡啶酮衍生物作为食品(虾类)保鲜剂时，具体用法和用量同4-己基间苯二酚。

[0020] 在发明过程中，为了制得具有高酪氨酸酶抑制活性的化合物，发明人从酪氨酸酶

抑制机理着手考虑分子的设计。螯合剂能通过螯合酶活性中心铜离子而使酶活性受到抑

制，由于羟基吡啶酮对铜离子的螯合能力强于曲酸，且稳定性好，因此选择了羟基吡啶酮衍

生物。同时考虑到醛基可能可与酶活性中心的氨基酸残基形成席佛碱(Schiff碱)从而阻止

底物进入酶活性部位，因此设计了含有醛基的羟基吡啶酮分子，这种分子可望通过两种机

理对酪氨酸酶起抑制作用；这两种作用机理可能可对酪氨酸酶的抑制产生协同效应，从而

大大增强其酪氨酸酶抑制活性。同时羟基吡啶酮衍生物具有一定的抗菌活性和抗氧化活
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性。

附图说明

[0021] 下面结合附图对本发明的具体实施方式作进一步详细说明。

[0022] 图1为南美白对虾在贮藏过程中感官评分的变化图；

[0023] 图2为南美白对虾在贮藏过程中细菌总数的变化图；

[0024] 图3为南美白对虾在贮藏过程中挥发性盐基氮的变化图。

具体实施方式

[0025] 下面结合具体实施例对本发明进行进一步描述，但本发明的保护范围并不仅限于

此：

[0026] 实施例1、化合物1的合成：

[0027] 以曲酸为原料合成化合物1的路线如Scheme1所示。

[0028]

[0029] A.化合物3的合成

[0030] 按文献报道方法合成(Design  and  synthesis  of  hydroxypyridinone-L-

phenylalanine  conjugates  as  potential  tyrosinase  inhibitors .Journal  of 

Agricultural  and  Food  Chemistry  2013,61(27) ,6597-6603)。

[0031] B.化合物4的合成

[0032] 5-苄氧基-2-羟甲基吡啶-4(1H)-酮(4a)：称取0.129mol(30g)化合物3于500mL的

三口烧瓶中，然后加入50mL无水乙醇，加热搅拌回流，随后移取250mL的氨水(质量浓度25-

28％)注入其中，用TLC点板法监测体系反应进程。于60℃反应约12h，原料才反应完全。反应

结束后冷却至室温，烧瓶底部会有沉淀产生，过滤收集沉淀，乙醚结晶三次，干燥得到化合

物4a。产率75.6％。1H  NMR(500MHz ,DMSO-d6)δ:4.34(d ,J＝5.5Hz ,2H ,CH2) ,5 .01(s ,2H ,

CH2) ,5.58(s ,1H,吡啶酮环中C3-H) ,6.10(s ,1H,吡啶酮环中C6-H) ,7.30-7.43(m ,5H,Ph)

.ESI-MS:m/z  232([M+H]+)。

[0033] 4b-4g的合成：化合物4b-4g的合成按文献报道方法合成(Design  and  synthesis 
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of  hydroxypyridinone-L-phenylalanine  conjugates  as  potential  tyrosinase 

inhibitors.Journal  of  Agricultural  and  Food  Chemistry2013,61(27) ,6597-6603)。

[0034] C.化合物5的合成

[0035] 分别称取0.05mol化合物4(4a-4g)于500mL圆底烧瓶中，加入0.4mol的MnO2，185mL

的三氯甲烷(CHCl3)，回流4-6天，用TLC点板法监测反应进程，反应结束后，抽滤除去二氧化

锰(MnO2)，滤液用无水硫酸钠干燥，再次过滤，真空旋转蒸发除去溶剂，即可得化合物5(a-

g)。

[0036] 5-苄氧基-4-氧-1 ,4-二氢吡啶-2-甲醛(5a)：产率60.6％。1H  NMR(500MHz,DMSO-

d6)δ:5.31(s,2H,CH2) ,7.34-7.49(m,6H,Ph和吡啶酮环中C3-H) ,8.42(s,1H,吡啶酮环中C6-

H) ,9.25(s,1H,CHO) .ESI-MS:m/z  230(MH+)。

[0037] 5-苄氧基-1-甲基-4-氧-1 ,4-二氢吡啶-2-甲醛(5b)：产率72 .3％。1H  NMR

(500MHz,DMSO-d6)δ:2.49(s,3H,CH3) ,5.28(s,2H,CH2) ,7.00(s,2H,吡啶酮环中C-3H和C-

6H) ,7.29-7.45(m,5H,Ph) ,9.75(s,1H,CHO) .ESI-MS:m/z  244(MH+)。

[0038] 5-苄氧基-1-乙基-4-氧-1 ,4-二氢吡啶-2-甲醛(5c)：产率74 .4％。1H  NMR

(500MHz,DMSO-d6)δ:1.27(t,J＝7.0Hz,3H,CH3) ,4.24(q ,J＝7.0Hz,2H,CH2) ,5.25(s,2H,

CH2) ,7.00(s ,2H,吡啶酮环中C-3H和C-6H) ,7.29-7.40(m ,5H,Ph) ,9.59(s ,1H,CHO)。ESI-

MS:m/z258(MH+)。

[0039] 5-苄氧基-1-丁基-4-氧-1 ,4-二氢吡啶-2-甲醛(5d)：产率75 .8％。1H  NMR

(500MHz,DMSO-d6)δ:0.86(t,J＝7.5Hz,3H,CH3) ,1.13-1.21(m,2H,CH2) ,1.51-1.57(m,2H,

CH2) ,4.18(t,J＝7.5Hz,2H,CH2) ,5.25(s,2H,CH2) ,6.96(s,1H,吡啶酮环中C-3H) ,6.97(s,

1H,吡啶酮环中C-6H) ,7.30-7.40(m,5H,Ph) ,9.58(s,1H,CHO)。ESI-MS:m/z  286(MH+)。

[0040] 5-苄氧基-1-己基-4-氧-1 ,4-二氢吡啶-2-甲醛(5e)：产率76 .4％。1H  NMR

(500MHz,DMSO-d6)δ:0.87(t,J＝7.0Hz,3H,CH3) ,1.23(m,6H,CH2) ,1.56(m,2H,CH2) ,4.17

(t,J＝7.0Hz,2H,CH2) ,5.26(s,2H,CH2) ,6.97(s,1H,吡啶酮环中C3-H) ,6.99(s,1H,吡啶酮

环中C6-H) ,7.30-7.41(m,5H,Ph) ,9.58(s,1H,CHO)。ESI-MS:m/z314(MH+)。

[0041] 5-苄氧基-1-辛基-4-氧-1 ,4-二氢吡啶-2-甲醛(5f)：产率77 .5％。1H  NMR

(500MHz ,DMSO-d6)δ:0.88(t ,J＝7.0Hz ,3H ,CH3) ,1 .17-1 .28(m ,10H ,5CH2) ,1 .56(m ,2H ,

CH2) ,4.17(t,J＝7.0Hz,2H,CH2) ,5.26(s,2H,CH2) ,6.97(1H,吡啶酮环中C-3H) ,6.98(s,1H,

吡啶酮环中C-6H) ,7.30-7.41(m,5H,Ph) ,9.58(s,1H,CHO)。ESI-MS:m/z342(MH+)。

[0042] 5-苄氧基-1-癸基-4-氧-1 ,4-二氢吡啶-2-甲醛(5g)：产率78 .1％。1H  NMR

(500MHz ,DMSO-d6)δ:0.88(t ,J＝7.5Hz ,3H ,CH3) ,1 .16-1 .30(m ,14H ,7CH2) ,1 .56(m ,2H ,

CH2) ,4.17(t,J＝7.5Hz,2H,CH2) ,5.26(s,2H,CH2) ,6.97(1H,吡啶酮环中C-3H) ,6.98(s,1H,

吡啶酮环中C-6H) ,7.29-7.41(m,5H,Ph) ,9.58(s,1H,CHO)。ESI-MS:m/z370(MH+)。

[0043] D.化合物1合成

[0044] 分别称取5mmol化合物5(5a-5g)于500mL三口烧瓶中，然后加入100mL无水CH2Cl2，

滴加15mLBCl3溶液(1mmol/mL，溶剂为CH2Cl2)，反应在氮气保护下进行。室温反应6h，往烧瓶

中小心滴加适量(20ml)CH3OH，使产生的沉淀完全溶解，然后用旋转蒸发仪蒸干。将残留物

溶于甲醇，用乙醚结晶，将得到的固体置于圆底烧瓶中，加入30ml的5mol/L的盐酸溶液，搅

拌回流12h，80℃下用旋转蒸发仪蒸干，再在真空烘箱中40℃下干燥2天，得化合物1的盐酸

说　明　书 4/12 页

6

CN 106986820 B

6



盐。

[0045] 注：由于化合物1易与水结合，得到的产物为化合物1及其水合物1’的混合物，两者

的摩尔比可由核磁共振氢谱中的相关峰面积确定。后文中用于活性测试的化合物1(a-g)均

为其每个化合物1与其相应水合物1’的混合物(即，为多功能羟基吡啶酮衍生物及其水合物

的混合物)。

[0046] 5-羟基-4-氧-1 ,4-二氢吡啶-2-甲醛(1a)及其水合物：产率85.3％(1a与水合物

1a’的摩尔比为5.4:1)。1a：1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ:7.77(s,1H,吡啶酮环中C3-H) ,8.31

(s ,1H ,吡啶酮环中C6-H) ,9 .86(s ,1H ,CHO) .ESI-HRMS:m/z ,C6H5NO3([M+H]+)计算值

140.0342,实测值140.0345。1a’:1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ:5.86(s,1H,CH) ,7.36(s,1H,吡

啶酮环中C3-H) ,8 .04(s ,1H ,吡啶酮环中C6-H) .ESI-HRMS:m/z ,C6H7NO4([M+H]+)计算值

158.1903，实测值158.01905。

[0047] 5-羟基-1-甲基-4-氧-1,4-二氢吡啶-2-甲醛(1b)及其水合物：产率83.6％(1b与

其水合物1b’的摩尔比为1.78:1)。1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ:4.32(s,3H,CH3) ,7.81(s,1H,

吡啶酮环中C3-H) ,8.40(s,1H,吡啶酮环中C6-H) ,10.02(s,1H,CHO) .ESI-HRMS:m/z,C7H7NO3

([M+H]+)计算值154.0499,实测值154.0494。1b’:1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ:4.06(s,3H,

CH3) ,5.95(s ,1H,CH) ,7.61(s ,1H,吡啶酮环中C3-H) ,8.26(s ,1H,吡啶酮环中C6-H) .ESI-

HRMS:m/z,C7H9NO4([M+H]+)计算值172.0617，实测值172.0615。

[0048] 5-羟基-1-乙基-4-氧-1,4-二氢吡啶-2-甲醛(1c)及其水合物：产率84.7％(1c与

其水合物1c’的摩尔比为1.16:1)。1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ:1.42(t,J＝7.5Hz,3H,CH3) ,

4.67(q ,J＝7.5Hz,2H,CH2) ,7.77(s,1H,吡啶酮环中C3-H) ,8.41(s,1H,吡啶酮环中C6-H) ,

9.99(s,1H,CHO) .ESI-HRMS:m/z,C8H9NO3([M+H]+)计算值168.0655,实测值168.0652。1c’:1H 

NMR(500MHz,DMSO-d6)δ:1.41(t,J＝7.5Hz,3H,CH3) ,4.42(q ,J＝7.5Hz,2H,CH2) ,5.99(s,

1H ,CH) ,7 .57(s ,1H ,吡啶酮环中C3-H) ,8 .30(s ,1H ,吡啶酮环中C6-H) .ESI-HRMS:m/z ,

C8H11NO4([M+H]+)计算值186.0761，实测值168.0757。

[0049] 5-羟基-1-丁基-4-氧-1,4-二氢吡啶-2-甲醛(1d)及其水合物：产率72.3％(1d与

其水合物1d’的摩尔比为0.98:1)。1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ:0.88(t,J＝7.0Hz,3H,CH3) ,

1.68-1.70(m,4H,2CH2) ,4.60(t,J＝7.0Hz,2H,CH2) ,7.71(s,1H,吡啶酮环中C3-H) ,8.36(s,

1H,吡啶酮环中C6-H) ,9.98(s,1H,CHO) .ESI-HRMS:m/z，C10H13NO3([M+H]+)计算值196.0968，

实测值196.0967。1d’:1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ:0.87(t,J＝7.0Hz,3H,CH3) ,1.22-1.37

(m,4H,2CH2) ,4.36(t,J＝7.0Hz,2H,CH2) ,5.98(s,1H,CH) ,7.62(s,1H,吡啶酮环中C3-H) ,

8.34(s,1H,吡啶酮环中C6-H) .ESI-HRMS:m/z,C10H15NO4([M+H]+)计算值214.1074，实测值

196.108。

[0050] 5-羟基-1-己基-4-氧-1,4-二氢吡啶-2-甲醛(1e)及其水合物：产率64.5％(1e与

其水合物1e’的摩尔比为1.69:1)。1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ:0.85(t,J＝7.5Hz,3H,CH3) ,

1.17-1.36(m,6H,3CH2) ,1.77(m,2H,CH2) ,4.63(t,J＝7.5Hz,2H,CH2) ,7.78(s,1H,吡啶酮环

中C3-H),8.42(s,1H,吡啶酮环中C6-H),10.00(s,1H,CHO)。ESI-HRMS:m/z,C12H17NO3([M+H]+)计

算值224.1281，实测值224.1286。1e’:1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ:0.85(t,J＝7.5Hz,3H,

CH3) ,1 .17-1 .36(m ,6H ,3CH2) ,1 .77(m ,2H ,CH2) ,4 .36(t,J＝7.5Hz ,2H ,CH2) ,5.97(s ,1H ,

CH) ,7.55(s,1H,吡啶酮环中C3-H) ,8.30(s,1H,吡啶酮环中C6-H) .ESI-HRMS:m/z,C12H19NO4
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([M+H]+)计算值242.1387，实测值224.1374。

[0051] 5-羟基-1-辛基-4-氧-1,4-二氢吡啶-2-甲醛(1f)及其水合物：产率63.2％(1f与

其水合物1f’的摩尔比为1.85:1)。1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ:0.85(t,J＝7.5Hz,3H,CH3) ,

1.13-1.34(m,10H,5CH2) ,1.76(m,2H,CH2) ,4.57(t,J＝7.5Hz,2H,CH2) ,7.63(s,1H,吡啶酮

环中C3-H),8.28(s,1H,吡啶酮环中C6-H),9.95(s,1H,CHO).ESI-HRMS:m/z,C14H21NO3([M+H]+)

计算值252.1594，实测值252.1594。1f’:1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ:0.84(t,J＝7.5Hz,3H,

CH3) ,1.13-1.34(m,10H,5CH2) ,1.76(m,2H,CH2) ,4.36(t,J＝7.5Hz,2H,CH2) ,5.97(s,1H,

CH) ,7.56(s,1H,吡啶酮环中C3-H) ,8.28(s,1H,吡啶酮环中C6-H) .ESI-HRMS:m/z,C14H24NO4

([M+H]+)计算值270.1700，实测值270.1712。

[0052] 5-羟基-1-癸基-4-氧-1,4-二氢吡啶-2-甲醛(1g)及其水合物：产率66.8％(1g与

其水合物1g’的摩尔比为0.93:1)。1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ:0.83(t,J＝7.0Hz,3H,CH3) ,

1.14-1.35(m,14H,7CH2) ,1.76(m,2H,CH2) ,4.61(t,J＝7.0Hz,2H,CH2) ,7.74(s,1H,吡啶酮

环中C3-H),8.38(s,1H,吡啶酮环中C6-H),9.98(s,1H,CHO).ESI-HRMS:m/z,C16H25NO3([M+H]+)

计算值280.1907,实测值280.1908。1g’:1H  NMR(500MHz,DMSO-d6)δ:0.83(t,J＝7.0Hz,3H,

CH3) ,1.14-1.35(m,14H,7CH2) ,1.76(m,2H,CH2) ,4.36(t,J＝7.0Hz,2H,CH2) ,5.97(s,1H,

CH) ,7.60(s,1H,吡啶酮环中C3-H) ,8.32(s,1H,吡啶酮环中C6-H) .ESI-HRMS:m/z,C16H27NO4

([M+H]+)计算值298.2013，实测值298.2010。

[0053] 试验1、化合物1对蘑菇酪氨酸酶单酚酶抑制活性的测定

[0054] 酶活力测定参考文献(Design  and  synthesis  of  hydroxypyridinone-L-

phenylalanine  conjugates  as  potential  tyrosinase  inhibitors .Journal  of 

Agricultural  and  Food  Chemistry2013,61(27) ,6597-6603)的方法并稍加改进：酪氨酸

酶的单酚酶活力测定是以2mmol/L酪氨酸为底物，在1.8ml  0.05mol/L磷酸缓冲液(pH  6.8)

的测活体系中，先加入0.1ml含不同浓度的化合物1于比色杯中，再加进1ml预先在30℃恒温

水浴保温的底物溶液，然后加入0.1mL蘑菇酪氨酸酶水溶液(1ml酶液活力为200U)，立刻混

匀，在30℃恒温条件下保温10min，迅速转移至比色皿中，于475nm处检测光密度值(OD值)。

不同组的反应体系的组成具体如表1。

[0055] 表1、反应液体系

[0056]

[0057]

[0058] 化合物对酪氨酸酶活性的抑制率按如下公式进行计算：

[0059] 抑制率(％)＝[1-(OD3-OD4)/(OD1-OD2)]×100％；
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[0060] 其中OD1、OD2、OD3和OD4分别为第一组到第四组溶液的光密度。

[0061] 随着化合物浓度的增大，对酪氨酸酶活性的抑制增加。化合物对酪氨酸酶单酚酶

活性的抑制率为50％时的化合物的浓度(IC50)见表2

[0062] 表2、酪氨酸酶抑制活性

[0063]

[0064] 备注说明：a.测定7a活性时，测得曲酸对酪氨酸酶的半抑制浓度IC50为26.8μmol/L

(Design  and  synthesis  of  hydroxypyridinone-L-phenylalanine  conjugates  as 

potential  tyrosinase  inhibitors .Journal  of  Agricultural  and  Food  Chemistry 

2013,61 ,6597-6603.)；b.测定7b和7c活性时，测得曲酸对酪氨酸酶的IC50为12.50μmol/L

(Design  and  synthesis  of  novel  hydroxypyridinone  derivatives  as  potential 

tyrosinase  inhibitors .Bioorganic&Medicinal  Chemistry  Letters  2016,26,3103-

3108.)；c.曲酸对蘑菇酪氨酸酶单酚酶抑制活性的测定法同上述试验1。

[0065] 为了考察在羟基吡啶酮分子中引入醛基对酪氨酸酶活性的影响，我们也对化合物

5f和6f(结构见下)的酪氨酸酶抑制活性。由表2可见，化合物5f的羟基被保护，但仍有一定

活性，可见醛基起了作用；化合物6f中没有醛基，但也有一定活性，因此是通过螯合铜离子

起作用；但5f和6f的活性都不强，分别是曲酸的1.21倍和0.83倍，而化合物1g的活性是曲酸

的11.95倍；可见两种作用的协同大大增加了其酪氨酸酶抑制活性。
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[0066]

[0067] 化合物6f(5-羟基-2-羟甲基-1-辛基吡啶-4-酮)的制备：将0.5g化合物4f溶于

20ml甲醇，加入50mg钯碳(5％)、0.3ml浓盐酸，30pai氢气下反应3h。过滤，将滤液蒸干，重新

溶于3ml甲醇，加入乙醚重结晶，干燥得化合物6f盐酸盐(产率92％)。1H  NMR(500MHz,CDCl3)

δ:0.85(t,J＝7.0Hz,3H,CH3) ,1.26(m,10H,CH2) ,1.74(m,2H,CH2) ,4.20(q ,J＝8.0Hz,2H,

CH2) ,4.65(s,2H,CH2) ,7.43(s,1H,吡啶酮环中C6-H) ,8.28(s,1H,吡啶酮环中C3-H)。ESI-

MS:m/z254(MH+)。

[0068] 试验2、抗菌活性测定

[0069] 分别以抑菌圈直径大小和最小抑菌浓度(MIC)作为测试指标来测定化合物1的抗

菌活性。抑菌圈试验采用牛津杯琼脂扩散法测定，最小抑菌浓度(MIC)采用二倍比稀释法进

行测定。

[0070] 试验方法如下：

[0071] 1) .倒平皿：在经过紫外灭菌的无菌操作台中，取无菌培养皿放于台面，倒入已灭

菌并冷却至50℃左右的固体营养琼脂培养基15mL作为底层，并置于水平台面上冷却凝固。

[0072] 2) .做标记，放牛津杯：待每个培养平皿都冷却凝固后，在培养皿底部作好相应的

标记，用无菌镊子夹取已灭菌的牛津杯平放在培养皿中事先标记好的位置处，与培养基接

触紧密，无空隙。

[0073] 3) .混菌液，取牛津杯，加样品：向已经放好牛津杯的平皿中加入105cfu/mL菌液适

量，再倒入适量半固体培养基取，用手轻轻平动平皿，使菌液与半固体培养基混匀，并敞口

放置于无菌操作台的水平台面上，等待琼脂的凝固。凝固后，再用无菌镊子轻轻的把牛津杯

取出来，然后用移液枪吸取50μL  10mg/mL的抑制剂溶液加入到牛津杯所形成的圆形孔洞

内。

[0074] 4) .培养观察，测量结果：将处理好的培养平皿放在无菌操作台中一段时间，使1f

溶液几乎完全渗透到琼脂中，再将其放置在37℃的恒温培养箱中培养20～24h。取出平皿，

用游标卡尺测量每个平皿中抑菌圈的直径，并记录结果。

[0075] 注：在整个试验过程中，无菌操作台的风机要保持正常通风，以免有杂菌飘进操作

台污染试验。本试验中每组试验做三个平行，以无菌水和曲酸分别作为该试验的阴性对照

和阳性对照。

[0076] 1.抑菌圈试验

[0077] 表3、化合物1f对5种细菌的抑菌圈直径
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[0078]

[0079] 2.最低抑菌浓度(MIC)的测定

[0080] 结果见表4。

[0081] 表4、化合物1f的最低抑菌浓度

[0082]

[0083] 由表3、表4可知，1f对五种供试菌种的抑制作用均明显强于曲酸。

[0084] 试验3.抗氧化活性的测定

[0085] 1.DPPH自由基清除率的测定

[0086] 参考文献(Adaptation  of  DPPH  Method  for  Antioxidant  Determination[J]

.Ecs  Transactions,2011,401-411.)的方法并加以改进。具体操作：1.先用移液枪取100μM

的DPPH溶液1.5mL于10mL的棕色具塞试管中，然后再取1.5mL一系列浓度梯度的1f溶液注入

其中，迅速混匀，并放置于避光的恒温水浴锅中，保持水温恒定在37℃达30min。保温结束

后，转移至比色杯中，在紫外分光光度计的波长为517nm处检测其吸光度值为Ai；2.将无水

乙醇取代DPPH溶液，重复步骤1的操作，测得吸光度值为Aj；3.将无水乙醇取代1f溶液，重复

步骤1的操作，测得吸光度值为Ac。同理，以Vc作为阳性对照，测定方法按照步骤1、步骤2和

步骤3的操作，其他条件不变。每组试验平行3次，最终结果求平均值，并计算清除率。自由基

清除率计算公式如下：

[0087] DPPH自由基的清除率(％)＝[1-(Ai-Aj)/Ac]×100％

[0088] 其中:Ai:样品溶液与DPPH的吸光度；

[0089]       Aj:样品溶液自身的吸光度

[0090]       Ac:DPPH自身的吸光度

[0091] 化合物1f的浓度为5mg/mL时，DPPH自由基清除率为42.2％。

[0092] 2.羟基自由基清除率的测定

[0093] 按照(Chemical  analysis  and  antioxidant  activity  in  vitro  of  aβ-D-

glucan  isolated  from  Dictyophora  indusiata[J] .International  Journal  of 
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Biological  Macromolecules ,2012,51(1-2):70-75.)的方法，有所修改。具体操作：1.取

2mL不同浓度的1f溶液于试管中，依次向各试管中加入1mL  FeSO4溶液，0.7mL的3％的H2O2溶

液，摇匀后再加入0.3mL的水杨酸溶液，混匀，于37℃水浴30min，在517nm处测定其吸光度值

为Ai；2.将乙醇溶液取代水杨酸溶液，其他不变，重复步骤1的操作，测得吸光度值为Aj；3.将

蒸馏水取代1f溶液，其他不变，重复步骤1的操作，测得吸光度值为Ac。同理，以Vc作为阳性

对照，测定方法按照步骤1、步骤2和步骤3的操作，其他条件不变。每组试验平行3次，最终结

果求平均值，并计算清除率。

[0094] 羟基自由基的清除率(％)＝[1-(Ai-Aj)/Ac]×100％

[0095] 其中：Ai:样品溶液与反应液的吸光度

[0096]       Aj:乙醇代替水杨酸后的吸光度

[0097]       Ac:蒸馏水代替样品溶液后的吸光度

[0098] 化合物1f的浓度为5mg/mL时，羟基自由基清除率为50.3％。

[0099] 3.超氧阴离子自由基清除率的测定

[0100] 按照(Effects  of  high-pressure  treatment  on  the  extraction  yield ,

phenolic  content  andantioxidant  activity  of  litchi(Litchi  chinensis  Sonn.)

fruit  pericarp[J].International  Journalof  Food  Science&Technology,2009,44(5):

960–966.)的方法。操作如下：分别取1.5mL不同浓度的1f溶液于试管中，先向各试管中加入

26mmol/L的Met-PBS缓冲液(pH7.8，0.1M)，再加入0.3mL的0.75mmol/L的NBT溶液，最后加入

含1.0μM  EDTA的20μM的核黄素溶液0.3mL，在3500lx光照下反应30min，于560nm处测量其吸

光度值。不同浓度1f的吸光度值为Ai，用蒸馏水代替核黄素时测得的吸光度值为Aj，以蒸馏

水代替1f溶液作为空白对照组测得其吸光度值为Ac，以Vc作为阳性对照，每组试验平行3

次，最终结果求平均值，并计算清除率。

[0101] 超氧阴离子自由基清除能力(％)＝[1-(Ai-Aj)/Ac]×100％

[0102] 其中：Ai:不同浓度样品的吸光度

[0103]       Aj:蒸馏水代替核黄素测得的吸光度

[0104]       Ac:蒸馏水代替样品测得的吸光度

[0105] 试验结果显示，化合物1f对三种自由基都表现出一定的清除能力。

[0106] 化合物1f的浓度为5mg/mL时，其超氧阴离子自由基清除率为40.5％。

[0107] 由以上结果可知，化合物1f具有一定的自由基清除活性。

[0108] 试验4.南美白对虾的保鲜实验

[0109] 以化合物1f为例，并以曲酸以及4-己基间苯二酚(4-HR，为市售“虾鲜宝”的主要活

性成分)作为阳性对照。南美白对虾的样品预处理：将鲜活对虾浸入到去离子水中30min，然

后用生理盐水清洗3遍，挑选新鲜度较好的活的雌虾和雄虾作为样品，将样品随机分组备

用。样品虾体平均长度10.0±1.0cm，体重10.0±1.0g。

[0110] 南美白对虾的保鲜试验：将曲酸，4-HR和1f都配成1g/L的溶液，采用浸泡法将上述

分组的虾按组分别浸入这三种溶液20min，然后捞出，虾体每侧各沥水5min，并装入保鲜袋

于4℃冰箱中储藏。每个小组做三个平行，以无菌水处理组作为空白对照，每天在同一时间

对各小组进行取样检测，检测时间持续两周。

[0111] (1) .感官评定
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[0112] 根据虾的体表、肢节、眼球、肌肉、气味由20名经过专业训练的评定人员根据10分

法的评分标准进行感官评分。若综合评分在5分以下，则表明虾已不具有食用价值。

[0113] 由图1可见，随着贮藏时间的延长，四个小组样品的评分在逐渐下降，且空白对照

组下降最快，1f试验组下降最慢，差异性越来越明显(P<0.05)，数据分析可知，1f试验组评

分明显高于曲酸组，具有显著性差异(P<0.05)。其中，空白对照组第5d评分为5.08分，勉强

可以接受。观察其他小组发现，曲酸对照组到第6d时评分为5.75分，第7d为4.71分，人们难

以接受。而4-HR对照组在第9d时评分为5.38分，勉强可以接受，表明4-HR有很好的保鲜效

果，到第10d时为4.73分，人们已经无法接受。对于1f试验组，第11d时评分为5.08分，勉强可

以接受，第12d时评分为4.04分，已经无法被接受。经过观察比较四个小组得出：在可以被接

受的天数中，1f试验组最长为11d。经比较可知抑制剂1f具有比曲酸和4-己基间苯二酚更好

的保鲜效果；也好于类似结构的化合物(即，7a～7c)中活性最好7b，用7b处理的试验组在第

10d时评分为5.03分。

[0114] (2) .细菌总数的测定

[0115] 参照国标《食品微生物学检验菌落总数测定》GB  4789.2-2010,利用平板计数法分

别对空白组和实验组的样品在0-12天每天取样进行细菌菌落总数的测定。通常情况下，海

虾细菌总数(cfu/g)≤105为一级鲜度，细菌总数≤5×105为二级鲜度，细菌总数达到106时，

断定虾已经腐败变质，已不能食用，此时为货架期终点。图2反映了虾在4℃贮藏条件下细菌

总数的变化情况。由图可知，每条曲线都是先下降后上升，且都是在第1d时达到了最小值。

随着时间的延长，空白对照组到第4d时达到了货架期终点，而曲酸对照组、4-HR对照组和1f

试验组分别在第8、11和13d达到货架期终点。由此可知，1f的抑菌能力较好于曲酸和4-HR，

其保鲜效果稍优于4-HR，但却明显好于曲酸(P<0.05)。1f也略好于7b，用7b处理的试验组

12d到达货架期终点。

[0116] (3) .挥发性盐基氮(TVB-N)的测定

[0117] 利用全自动凯氏定氮仪对虾样品中的挥发性盐基氮进行测定。具体方法如下：用

无氮称量纸称取10g样品剪碎研磨均匀，置于750mL蒸馏管中，再往蒸馏管中加入50mL超纯

水，摇晃混匀，然后加入1g氧化镁和3滴消泡剂(正辛醇)。然后将蒸馏管连接到蒸馏器上，设

定1％硼酸接收液体积为30mL，蒸馏时间为300s；滴定管连接0.01mol/L的标准盐酸，启动仪

器进行测定。对每批样品均做空白试验，TVB-N单位用mg/100g表示。

[0118] 图3是几个不同处理组的虾在4℃贮藏条件下TVB-N的变化趋势图。TVB-N一般随着

鲜度的下降而升高，根据GB2733-2005中规定，新鲜海虾的TVB-N≤30mg/100g。由图可知，所

有小组在第一天时的TVB-N相差很小，随着时间的延长，空白对照组的TVB-N上升很快，其次

是曲酸对照组，最后是4-HR对照组和1f试验组，且在前五天内，该两组的TVB-N值几乎相等。

由图可知，空白对照组在第4d的TVB-N值为27.07mg/100g，第5d为34.3mg/100g，已经超过了

30mg/100g；而曲酸对照组、4-HR对照组和1f试验组分别在第6、8和10d才超过30mg/100g。对

比可知，1f试验组对于抑制虾的腐败明显强于4-HR和曲酸对照组(P<0.05)，也略强于7b。7b

实验组在第9d时TVB-N为30.19mg/100g，超过了这个可食用的临界值。

[0119] 以上结果表明，化合物1f对南美白对虾具有良好的保鲜效果，在4℃下保存能显著

延长其货架期。

[0120] 最后，还需要注意的是，以上列举的仅是本发明的若干个具体实施例。显然，本发
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明不限于以上实施例，还可以有许多变形。本领域的普通技术人员能从本发明公开的内容

直接导出或联想到的所有变形，均应认为是本发明的保护范围。
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图1

图2
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图3
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