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新型苯并噁唑酮衍生物W3D的含量测定及体内抗炎活性研究
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摘 要：目的  建立全新结构化合物 4-（5'-二甲氨基）-萘磺酰氧基苯并噁唑酮（W3D）的含量测定方法，并对其进行体内

抗炎活性评价。方法  采用 Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，以甲醇-水（75∶25）为流动相，体积流量

1.0 mL·min−1，检测波长 257 nm，柱温 28 ℃，测定W3D的峰面积，建立其含量测定方法；采用二甲苯致小鼠耳肿胀模型评

价化合物W3D（25.000、12.500、6.250、3.125 mg·kg−1）体内抗炎活性。结果  供试品主峰专属性良好，在 1～100 µg·mL−1线

性关系良好（R2＝0.999 9），精密度、重复性、稳定性的 RSD 分别为 0.61%、0.19%、0.84%，回收率为 99.55%（RSD＝

0.81%）；与对照组比较，W3D各剂量组耳肿胀率均显著下降（P＜0.05、0.01），12.5 mg·kg−1组抑制率可达 53.88%，优于阳

性药塞来昔布。结论  建立的HPLC法简便、准确，且专属性好，可用于W3D的含量检测；W3D具有较好的体内抗炎活

性，作为新结构抗炎小分子化合物具有深入研究的价值。
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Abstract: Objective To establish a method for determining the content of the novel compound 4- (5'-dimethylamino) -

naphthalenesulfonyl-2(3H) -benzoxazolone (W3D), and to evaluate the anti-inflammatory activity in vivo. Methods HPLC method 

was performed on the Diamonsil C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 µm) with the mobile phase consisted of methanol-water (75∶25) 

at a flow rate of 1.0 mL·min−1. The detection wavelength was set at 257 nm and the column temperature was 28 ℃. Xylene-induced 

mouse ear swelling model was used to evaluate the anti-inflammatory activity of W3D (25.000, 12.500, 6.250, and 3.125 mg·kg−1) in 

vivo. Results Under the above chromatographic conditions, the compound W3D could be completely separated. The linear range 

was 1—100 µg·mL−1 (R2 = 0.999 9). RSD of precision, repeatability and stability were 0.61%, 0.19% and 0.84% respectively, and 

the average recovery was 99.55% (RSD = 0.81%). Compared with control group, the ear swelling rate of each dose group of W3D 

significantly decreased (P < 0.05, 0.01), and the inhibition rate of the 12.5 mg·kg−1 group reached 53.88%, which was better than the 

positive drug celecoxib. Conclusion The analytical method was simple, accurate and specific which could be used on the 

determination of the content of compound W3D. As a new compound with determinate anti-inflammatory activity in vivo, it was 

worth to carry out further research.
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4-（5'- 二 甲 氨 基）- 萘 磺 酰 氧 基 苯 并 噁 唑

酮（W3D，结构见图 1）为课题组设计合成的具有较

强体外抗炎活性的新结构化合物 ，其对脂多

糖（LPS）诱导的小鼠 RAW264.7 细胞 NO 释放的半

数抑制浓度（IC50）值为 17.67 μmol·L−1，对白细胞介

素（IL）-6释放的 IC50值为 8.608 μmol·L−1，对 IL-1β释

放的 IC50 值为 20.07 μmol·L−1，与临床用药塞来昔

布（对 NO、IL-6、IL-1β 释放的 IC50 为 17.89、36.04、

17.94 μmol·L−1）活性相当［1］。本实验建立了化合物

W3D含量的HPLC测定法，并进一步评价其体内抗

炎活性，以评估其开发为新型抗炎药物的潜力。

1　材料

1.1　主要仪器

LC-2030高效液相色谱仪（日本岛津公司）；色

谱柱为 Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

400S 型超声波清洗机（深圳超洁科技实业有限公

司）；AR224CN 型电子天平（奥豪斯仪器上海有限

公司）。

1.2　药物及主要试剂

W3D 对照品（批号 20180412，至少经过 3 次重

结晶获得，质量分数大于 99%）、W3D供试品（批号

20190514、20200113、2020052）、中间体（4-羟基苯并

噁唑酮，批号 20190425，质量分数 99%）均由山西医

科大学药物化学教研室提供；塞来昔布胶囊（辉瑞

制药有限公司，批号 J20140072）；甲醇（色谱纯，山

东禹王实业有限公司化工分公司）；乙腈（色谱纯，

天津市科密欧公司）；水为超纯水。

1.3　动物

ICR 小鼠 48 只，体质量（20±2）g，购自山西医

科大学实验动物中心，实验动物生产许可证号

SCXK（晋）2009-0001。实验过程符合动物伦理

要求。

2　方法与结果

2.1　化合物W3D的含量测定

2.1.1　色谱条件 以Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）为色谱柱；选择甲醇-水（75∶25）为流动相；设

置体积流量为 1.0 mL·min−1；柱温 28 ℃；以 10 µL为

进样量于257 nm波长下检测吸收峰。

2.1.2　溶液配制 W3D对照品溶液：精密称取W3D

对照品适量，甲醇溶解，摇匀，制成 0.5 mg·mL−1对照

品母液；取母液 1 mL，置 10 mL量瓶，甲醇定容，摇

匀，即得［2］。

W3D 供试品溶液 ：精密称取 W3D 供试品

50 mg，置 100 mL 量瓶中，甲醇定容，摇匀；取该溶

液1 mL，置10 mL量瓶，甲醇定容，摇匀，即得［3］。

中间体（4-羟基苯并噁唑酮）溶液：精密称

取 10 mg 中间体置 10 mL 量瓶，甲醇定容，摇匀，

即得。

2.1.3　线性关系试验 精密量取对照品母液适量，

用甲醇配制成 100.0、50.0、25.0、12.5、5.0、1.0 µg·mL−1的

系列W3D对照品溶液，经 0.22 μm有机滤膜滤过后

进样检测，以峰面积和对照品浓度进行线性回归，

得回归方程 y＝22 188 x＋9 091.5（R2＝0.999 9），结

果表明化合物 W3D 在 1～100 µg·mL−1线性关系

良好。

2.1.4　定量限、检测限考察 精密量取W3D对照品

母液适量，稀释至 0.01～0.50 µg·mL−1，经 0.22 μm有

机滤膜 滤 过 后 进 样 测 定 。 结 果 显 示 当 信 噪

比（S/N）＝10 时 ，定 量 限 为 2 ng（n＝5、RSD＝

1.5%）；当S/N＝3时，检测限为0.4 ng。

2.1.5　回收率试验 精密称取W3D供试品适量，配

制质量浓度为40、50和60 µg·mL−1的供试品溶液，经

0.22 μm有机滤膜滤过后进样检测，按外标法计算回

收率。平均回收率为 99.55%，RSD 为 0.81%，符合

要求。

2.1.6　精密度试验 按“2.1.2”项下方法配制 W3D

对照品溶液，按“2.1.1”项色谱条件进样，连续测定 6

次，计算峰面积的 RSD 值［4］。结果表明，峰面积的

RSD为0.61%（n＝6），系统适用性良好。

2.1.7　稳定性试验 取W3D供试品溶液经 0.22 μm

有机滤膜滤过后，在 0、2、4、8、12 h分别进样测定［5］，

记录W3D峰面积并计算RSD值。结果显示在 12 h

内，W3D 峰面积的 RSD 为 0.84%（n＝5），说明化合

物W3D供试品溶液在12 h内稳定。

2.1.8　专属性试验 分别取 6 份 W3D 供试品母液

1 mL，置于 10 mL量瓶中，于下述条件破坏：①碱性

条件：加入 0.1 mmol·L−1 NaOH 溶液 1 mL，60 ℃

水浴 4 h 后加入 0.1 mmol·L−1 HCl溶液调至中性，

甲醇定容，混匀；②酸性条件：加入 0.1 mmol·L−1 

HCl溶液 1 mL，60 ℃水浴 4 h后，加入 0.1 mmol·L−1 

NaOH溶液调至中性，甲醇定容，混匀；③氧化条件：

图 1　W3D的结构

Fig. 1　Structure of W3D
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加入 30% H2O2溶液 1 mL，60 ℃水浴 4 h，甲醇定容，

混匀；④高温条件：将供试品置于 120 ℃油浴中

48 h，甲醇定容，混匀；⑤光照条件：将供试品置

于 4 500 lx 强光下照射 12 h，甲醇定容，混匀；⑥

W3D及中间体混合物：取中间体溶液 1 mL加入到

含 1 mL W3D 供试品母液的量瓶中，甲醇定容，混

匀［6-7］。取上述溶液经 0.22 μm有机滤膜滤过后，进

样检测，见图 2。结果表明在上述破坏条件下，W3D

可与降解物分离，专属性良好。

2.1.9　重复性试验 配制W3D供试品溶液 6份，经

0.22 μm 有机滤膜滤过后进样测定，计算得化合物

W3D 平均质量分数为 99.35%，RSD 为 0.19%，重复

性良好。

2.1.10　含量测定 分别精密称取 3 批 W3D 供试

品，配制成供试品溶液。另取 1份 W3D对照品，同

法配制成对照品溶液。上述溶液经 0.22 μm有机滤

膜滤过后，分别进样测定，按外标法以峰面积计算

供试品质量分数。结果如表 1所示，3批供试品质量

分数均＞99.5%。

2.2　W3D对二甲苯致小鼠耳肿胀的抑制活性

取 ICR小鼠 48只，随机分为 6组，每组 8只，分

别为对照组（给予生理盐水）、W3D（25.000、12.500、

6.250、3.125 mg·kg−1）组、阳性药塞来昔布（25 mg·kg−1）

组。各组小鼠按上述剂量分别 ig给药 1 h后，参照

文献方法［8］在小鼠右耳涂抹0.05 mL二甲苯，左耳不

作处理。30 min后将小鼠处死，在小鼠左右耳同一

部位用打孔器取下耳片，称质量，计算肿胀率及抑

制率。

肿胀率＝（右耳质量－左耳质量）/左耳质量

抑制率＝（对照组肿胀率－给药组肿胀率）/对照组肿

胀率

实验结果统计学分析均采用 SPSS 19.0软件进

行处理，耳片质量与肿胀率以 x
—
±s表示，组间差异

比较采用 t检验。

结果如表 2所示，与对照组比较，各给药组耳肿

胀率均显著下降（P＜0.01），W3D 可显著抑制小鼠

耳肿胀而呈现出体内抗炎活性，且当给药剂量为

12.5 mg·kg−1时抑制率可达53.88%，优于阳性药物塞

来昔布。

3　讨论

3.1　流动相的确定

对化合物 W3D 的溶解度研究结果显示，W3D

微溶于甲醇、乙腈，难溶于水；此外前期溶出试验显

示，化合物W3D在 pH 1.2及 pH 4.5的溶出介质中易

降解，不宜加酸。因此本课题组在分别测试了甲醇

与水为流动相、乙腈与水为流动相后，选择系统筛

选甲醇与水的比例来考察化合物W3D色谱行为的

差异，最终确定了流动相为甲醇-水（75∶25）。

3.2　专属性试验

化合物W3D在强酸、强碱、高温、氧化及强光 5

种破坏条件下均可被降解，且在上述液相条件下，

降解产物及中间体可与化合物主峰完全分离，专属

性良好。由于化合物结构中含有磺酰氧基、酯基，

A-甲醇；B-W3D对照品；C-碱破坏；D-酸破坏；E-氧化破坏；F-高温破坏；G-光破坏；H-W3D及中间体混合物；1-W3D；2-中间体

A-methanol; B-W3D reference substance; C-destroyed by alkali; D-destroyed by acid; E-destroyed by oxidation; F-destroyed by heat; G-destroyed 

by light; H-mixture of W3D and intermediate; 1-W3D; 2-intermediate

图2　降解产物及中间体的HPLC色谱图

Fig. 2　HPLC chromatograms of degradation products and intermediate

表1　供试品质量分数（n=3）

Table 1　Mass fraction of test sample (n=3)

批号

20190514

20200113

20200522

质量分数/%

99.6

99.5

99.6
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其在强酸、强碱条件下易发生水解而断裂，因此对

该化合物保存时需注意避免强酸强碱；在光照条件

下 W3D 降解率为 78.3%，提示化合物 W3D 应避光

保存或通过制成制剂以改善其光稳定性。

3.3　含量测定方法比较

化合物W3D具有萘、含氮杂环、磺酰氧基等共

轭基团，紫外吸收强，故可采用UV法测定其含量，

结果显示在 2.5～20 µg·mL−1，化合物 W3D 线性良

好。本实验采用HPLC法测定化合物的含量，其线

性范围为 1～100 µg·mL−1，相比 UV 法定量范围

更宽。

3.4　体内抗炎作用

二甲苯致小鼠耳肿胀模型是经典的急性炎症

模型，具有造模方法简便、致炎机制与临床常见急

性炎症相似、复制成功率高且实验动物价格低廉等

优点［9］，常用于新化合物的体内抗炎活性评价。因

此，本研究采用该方法对化合物W3D进行了体内抗

炎活性评价，结果显示，化合物W3D的耳肿胀抑制

率明显优于阳性药塞来昔布。至此，本课题组已在

体内外 2个水平对化合物 W3D进行了抗炎活性评

价，其均表现出良好的抗炎活性，且较阳性药塞来

昔布更优。

本实验建立了化合物W3D的含量测定方法，该

方法简便、重复性好，且较UV法更精确，专属性更

好。化合物W3D体内外抗炎活性较高，具有进一步

开发为新型抗炎药物的潜力。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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10.63±1.30

  8.38±0.74

  8.25±0.71

  9.50±0.93

  9.38±0.52

右耳/mg

21.75±2.38

21.13±1.25

18.00±1.69

16.50±1.20

15.75±3.01

16.75±2.43

肿胀率/%

144.97±10.28

100.56±18.14**

114.98±8.08**

100.79±16.60**

  67.44±36.31**

  78.34±21.28**

抑制率/%

—

30.65±12.52

20.69±5.58

30.48±11.46

53.88±24.83

45.97±14.68

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group
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