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新型芳基吡唑脲类化合物的合成及活性评价

盛情情，赵　晨，燕　颍，徐汉虹
(天然农药与化学生物学教育部重点实验室/华南农业大学 农学院，广东 广州 510642)

摘要: 【目的】对氟虫腈结构进行衍生改造，寻找作用于昆虫中枢神经系统的新型活性化合物，为新杀虫剂的开发提

供实践经验和理论指导。【方法】运用中间体衍生化策略，以氟虫腈为原料，经 2步反应合成 6个新型芳基吡唑脲类

化合物 (2a~2f)，MS、1H NMR和13C NMR分析确认化合物 2a~2f的结构；采用浸叶法测定目标化合物对 3龄小菜蛾

幼虫的生物活性；利用膜片钳技术检测目标化合物对昆虫中枢嗅觉神经元的毒性作用方式。【结果】生测结果表明

化合物 2a毒力最大，12 h LC50 值为 6.17 μg·mL–1；电生理数据显示，化合物 2b、2d、2e、2f对神经元的作用方式不同

于母体化合物，呈现出神经元膜电位短暂去极化，继而膜电位逐渐超级化，并伴随自发电活动被抑制。【结论】在具

有生物活性的分子上引入酰胺脲键，是改变农药对昆虫中枢神经系统毒性作用方式的潜在策略，对新农药创制具

有一定指导意义。
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Synthesis and bioactivity evaluation of novel urea derivatives
of arylpyrazoles
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(Key Laboratory of Natural Pesticide and Chemical Biology, Ministry of Education/College of Agriculture, South China

Agricultural University, Guangzhou 510642, China)

Abstract: 【Objective】To explore new active compounds targeting the central nervous system of insects via

structural modification of fipronil, and provide practical experience and theoretical guidance for development of

new insecticides.【Method】Using fipronil as the primary material, six new urea derivatives of arylpyrazoles

(2a–2f) were synthesized through two step reactions according to intermediate derivatization strategy. The

structures were identified by MS, 1H NMR and 13C NMR. The bioactivities of the target compounds on third

instar larvae of Plutella xylostella were evaluated by the leaf immersion method. The toxic effects of these target

compounds on central olfactory neurons in P. xylostella were detected by patch clamp technique.【Result】The

preliminary bioassay showed that compound 2a had the most toxicity with 6.17 μg·mL–1 LC50 after 12 hours.

Electrophysiological data showed that compounds 2b, 2d, 2e and 2f acted on the neurons in a different manner

compared to the parent compounds. The membrane potential of the neurons displayed a transient depolarization,

and gradually hyperpolarized accompanying with the inhibition of self-generation activities.【Conclusion】

Introducing urea structure to bioactive molecules is a potential strategy to change the way pesticides act on the

central nervous system of insects, and provides a guidance for the development of new pesticides. 
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氟虫腈是法国罗纳–普朗克公司 1987 年开发

研制的一种高效、广谱的芳基吡唑类杀虫剂，该药

结构新颖、作用机理独特、活性高，开发应用前景十

分广阔[1-2]。氟虫腈对害虫以胃毒作用为主，兼有触

杀和一定的内吸作用，作用于 γ–氨基丁酸 (GABA)
受体，阻断氯离子通道，进而破坏中枢神经系统内

信号传导的第 2 代杀虫剂，与已有其他类杀虫剂无

交互抗性，主要用于防治鳞翅目和直翅目的害虫以

及土壤中的鞘翅目幼虫[3-4]。

在我国氟虫腈大面积用于水稻害虫的防治，但

环境毒理学研究发现，其应用具有潜在风险：它具

有慢性神经毒性，对甲壳类水生生物和蜜蜂高毒，

并且在环境中代谢缓慢，易在生物体内富集[5-6]。鉴

于以上风险，从 2009年起，除部分旱田种子包衣剂

及卫生用途外，氟虫腈在我国其他领域均不可使

用。因而，对以氟虫腈为代表的芳基吡唑类杀虫剂

进行结构改造，在维持或提高其防效的同时改善其

不足之处，显得尤为重要。近年来，世界各大农药公

司对氟虫腈结构的优化改造，进行了不断地开发研

究，如原万安特 (现拜耳) 公司研发了 Vaniliprole、
乙硫虫腈和乙酰虫腈等一系列新型芳基吡唑类杀

虫剂。同时，日本农药公司和我国大连瑞泽农药股

份有限公司在此基础上开发了 Pyriprole、Pyrafluprole
和丁烯氟虫腈，其对水稻、蔬菜等作物上的害虫

显现出与氟虫腈同等效力，是很有前景的杀虫杀螨

剂[7-11]。基于农用化学品创制中常用的中间体衍生

化策略[12]，我们开展了对以氟虫腈为代表的芳基吡

唑类化合物的衍生改造，以寻找作用于昆虫中枢神

经系统的新型活性化合物。本研究以氟虫腈【5–氨
基–3–氰基–1–(2, 6–二氯–4–三氟甲基苯基)–4–三氟

甲基亚磺酰基吡唑】为原料，分 2 步进行酰胺脲化

衍生，合成了 6 个新型芳基吡唑脲类化合物，并通

过MS、1H NMR和13C NMR等方法，对所合成的新

型化合物进行了结构表征。

昆虫电生理技术是进行深入药剂毒理学研究，

特别是分子水平作用机制研究主要的试验技术，尤

其是与计算机联用后，不仅可以很好地模拟神经的

各种兴奋和传导特性，而且能定量描述杀虫剂的作

用机理，从而把杀虫剂毒理学研究提高到细胞水平

和分子水平。电生理技术具有快速灵敏、用虫量少、

所需化合物微量等特点，是对活性物质进行定性检

测的有效手段[13-14]。本研究利用电生理技术筛选出

具有良好生物活性并对昆虫中枢神经系统毒性作

用方式不同的新型衍生物，以期为新杀虫剂的开发

提供实践经验与理论指导。

1   材料与方法

1.1    试验仪器和试剂

Bruker–600 核磁共振仪 (瑞士 Bruker 公司)；
Bruker maXis 4G ESI–Q–TOF 质谱仪 (德国 Bruker
Daltonics 公司)；1702–MPS 型万分之一电子天平

(德国 Srrtorius Gmbh Gottingen 公司)；X–6 型显微

熔点测定仪 (北京中仪博腾公司)；GF–254高效薄层

层析板 (青岛海洋化工厂)；BX51WI 正置固定载物

台显微镜 (O l ympu s ,   L e h i g h  V a l l e y ,   PA ) ；
Multiclamp700B 放大器 (Molecular Devices, Foster
City, CA)；Digital 1440A D–A 转换器 (Molecular
Devices, Foster City, CA)。

本试验所用试剂及溶剂均为市售分析纯，必要

时按常规方法干燥。

1.2    供试昆虫

小菜蛾 Plutella xylostella 3 龄幼虫，华南农业

大学天然农药与化学生物学教育部重点实验室养

虫室提供。

1.3    方法

1.3.1    目标化合物的合成与结构表征　目标化合

物的合成路线如图 1 所示。以氟虫腈为原料，先后

经过酰胺化、氨化两步反应合成目标化合物。

将氟虫腈 (4.37 g, 10 mmol) 置入 100 mL 烧瓶

中，加入 50 mL 丙酮充分溶解，冰浴条件下加入氢

氧化钾 (1.68 g，30 mmol)，然后逐滴加入氯甲酸苯

酯 (1.88 g，12 mmol)，0℃ 条件下反应 1 h，室温下反

应过夜。将反应后的溶液加硅藻土后抽滤、蒸干。

溶于经金属钠除水干燥的四氢呋喃 (THF)中，加入

DBU (1.5 g，1 mmol)、烃基胺 (12 mmol)，65℃ 反应

过夜。

反应完毕后，将反应液减压浓缩，然后加入

50 mL 冰水，再用 50 mL 乙酸乙酯萃取 3 次，有机

相用饱和食盐水水洗，无水硫酸钠干燥，过滤、减压

浓缩，硅胶色谱柱层析纯化所得固体即为目标产

物。目标产物结构经1H NMR 和13C NMR 鉴定，并

经MS确认。

1.3.2    杀虫生物活性测定方法　采用浸叶法检测

化合物的杀虫活性[15]。将测试样品用二甲基亚砜

(DMSO)配制成 10 000 mg·L–1 的母液，然后取此母
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液加入到含有 0.1%(φ) 吐温–80 的脱氯自来水中，

配制成所需浓度梯度的药液。将面积大小一致的洁

净新鲜甘蓝 Brassica oleracea 叶片浸入 100 mg·L–1

的药液中 5 s，取出自然晾干后放入垫有保湿滤纸的

培养皿中，选取 3 龄小菜蛾 10 只放于培养皿中，重

复 3组，置于养虫室内观察；另设含有 1%(φ)DMSO
和 0.1%(φ)吐温–80的脱氯自来水作为对照，氟虫腈

为药剂对照。处理一定时间后检查结果，计算死亡率。

死亡率和校正死亡率计算公式为：

死亡率 =
死虫数

供试活虫数
×100%，

校正死亡率=
对照组生存率−处理组生存率

对照组生存率
×100%。

1.3.3    电生理记录　选取小菜蛾羽化前 2 d的蛹作

为记录对象。

小菜蛾离体全脑制备简要过程：在含有木瓜蛋

白酶 (20 U·mL–1)的记录外液中，利用 1 mL注射器

针头或显微镊将小菜蛾脑从颈部摘除，孵育 1 min
(软化脑部组织周围的结缔组织鞘)后将脑组织分离

出来并去除表面的气囊和神经鞘膜；然后将脑组织

尽快转移至浴槽，浴槽中含有氧饱和 (氧气和二

氧化碳体积分数分别为 95% 和 5%) 的外液，其成

分为 145  mo l ·L – 1  NaCl、2  mmol ·L – 1  CaC l 2、
2 mmol·L–1MgCl2、5 mmol·L–1 KCl、10 mmol·L–1 葡
萄糖、1.25 mmol·L – 1  NaH 2PO 4、20 mmol·L – 1

NaHCO3；pH=7.2，360 mOsmol·Kg–1，并用铂框架固

定；记录时用含氧生理盐水灌流贯穿整个记录阶

段。选取触角叶的神经元作为记录目标。

记录电极灌注电极内液 (150 mmol·L–1 葡萄糖

酸钾，1 mmol·L – 1  CaCl2，2 mmol·L – 1  MgCl2，
10 mmol·L–1 EGTA，10 mmol·L–1HEPES，pH=7.2，
330 mOsmol·Kg–1)后电阻为 8~12 MΩ。全细胞状态

形成后，在电流钳模式下记录细胞的静息膜电位和

自发膜电位活动。待细胞稳定 5 min后通过滴加给

药的方式将化合物加入浴槽内，并同步记录细胞的

电活动至给药后 20 min。所有记录在室温下进行。

1.4    数据处理

数据处理方法参照文献[16]，并分别求出各药

剂的毒力回归方程、致死中浓度 (LC50)、相关系数

(r)以及 LC50 的 95%置信区间。

2   结果与分析

2.1    目标化合物的鉴定

目标产物结构经1H NMR 和13C NMR 鉴定，并

经MS确认为化合物 2a~2f，其结构式见图 2。
化合物结构的表征数据如下：

化合物 2a，白色固体 (产率 87%)，熔点 (Melting
point，mp)：156.6~158.7 ℃。1H NMR (600 MHz，
DMSO-d6) δ 10.32 (s，1H)，8.35 (d，J=1.8 Hz，1H)，
8.31 (d，J=1.8 Hz，1H)，6.63 (s，1H)，3.70 (s，3H)。13C
NMR (150 MHz，DMSO-d6)：δ 154.59，142.31，
135.78，135.39，133.85，133.63，127.11，125.64，
125.00，123.53，121.72，119.90，111.39，31.56。
C14H6Cl2F6N5O2S [M-H]– 的 ESI-MS理论值：492.2；
测量值：492.3。

化合物 2b，白色固体 (产率 81%)，mp：219.3~
220.6 ℃。1H NMR (600 MHz，DMSO-d6)：δ 9.59 (s，
1H)，8.46 (d，J=1.8 Hz，1H)，8.41 (d，J=1.8 Hz，1H)，
6.61 (t，J=5.8 Hz，1H)，2.98~3.07 (m，2H)，1.36~1.42
(m，2H)，0.81 (t，J=7.4 Hz，3H)。13C NMR (150
MHz，DMSO-d6)：δ 152.44，141.83，136.08，135.76，
134.64，134.21，127.46，126.42，125.24，123.50，
121.68，111.68，106.04，41.74，22.83，11.51。
C16H10Cl2F6N5O2S [M-H]–  的 ESI-MS 理论值：

520.0；测量值：520.3。
化合物 2c，白色固体 (产率 82%)，mp：217.9~
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图 1    目标化合物合成路线

Fig. 1    Synthetic routes of target compounds
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219.5℃。1H NMR (600 MHz，DMSO-d6)：δ 9.44 (s，
1H)，8.46(d，J=1.9 Hz，1H)，8.42 (d，J=1.9 Hz，1H)，
6.53 (d，J=7.5 Hz，1H)，3.68~3.72 (m，1H)，1.07 (d，
J=6.6 Hz，3H)，1.04 (d，J=6.5 Hz，3H)。13C NMR
(150 MHz，DMSO-d6)：δ 151.58，141.65，136.09，
135.85，134.57，134.28，127.44，126.53，125.24，
123.47，121.65，111.69，105.73，42.55，22.58(2C)。
C16H10Cl2F6N5O2S [M-H]–  的 ESI-MS 理论值：

520.0；测量值：520.3。
化合物 2d，白色固体 (产率 92%)，mp：208.5~

210.8℃。1H NMR (600 MHz，DMSO-d6)：δ 9.26 (s，
1H)，8.47 (d，J=1.8 Hz，1H)，8.45 (d，J=1.8 Hz，1H)，
6.52 (s，1H)，1.23 (s，9H)。13C NMR (150 MHz，
DMSO-d6)：δ  151.21，141.37，135.99，135.93，
134.55，134.33，127.52，126.60，125.25，123.47，
121 .65，111 .72，105 .34，51 .10，28 .71 (3C)。
C17H12Cl2F6N5O2S[M-H]– 的 ESI-MS理论值：534.2；
测量值：534.4。

化合物 2e，白色固体 (产率 78%)，mp：201.9~
202.5℃。1H NMR (600 MHz，DMSO-d6)：δ 8.86 (s，
1H)，7.63 (d，J = 1.8 Hz，1H)，7.59 (d，J=1.8 Hz，
1H)，5.92 (t，J=5.8 Hz，1H)，4.93~4.99 (m，1H)，
4.22~4.28 (m，2H)，2.84~2.91 (m，2H)。13C NMR
(150 MHz，DMSO-d6)：δ 152.02，141.48，135.75，
135.39，134.86，134.28，133.89，127.15，126.04，
124.89，123.17，121.35，115.53，113.31，106.03，

41.91。C16H8Cl2F6N5O2S [M-H]– 的 ESI-MS 理论

值：518.0；测量值：518.3。
化合物 2f，白色固体 (产率 75%)，mp：212.9~

214.5℃。1H NMR (600 MHz，DMSO-d6)：δ 9.80 (s，
1H)，8.45 (d，J=1.8 Hz，1H)，8.40 (d，J=1.8 Hz，1H)，
6.97 (t，J=5.8 Hz，1H)，3.84~3.92 (m，2H)，3.15 (s，
1H)。13C NMR (150 MHz，DMSO-d6)：δ 152.25，
141.66，136.07，135.68，134.58，134.22，127.42，
126.37，125.19，123.48，121.67，111.59，106.64，
80.93，74.05，29.77。C16H6Cl2F6N5O2S [M-H]– 的
ESI-MS理论值：516.0；测量值：516.3。
2.2    目标化合物对小菜蛾的毒杀活性

以氟虫腈作对照，测定了目标化合物 2 a~
2f 对小菜蛾的毒力，测试结果见表 1。从表 1 中可

以看出，化合物 2a~2f均具有一定的杀虫活性，其中

化合物 2a 毒力最大，12 h LC50 值为 6.17 μg·mL–1，

95%的置信区间为 4.76~7.99 μg·mL–1。其次是化合

物 2e，12 h LC50 值为 11.42 μg·mL–1，95%置信区间

为 9.42~13.85 μg·mL–1。初步构效关系表明，脲基侧

链的长度、体积、不饱和度等均对杀虫活性有较大

影响，引入最短的饱和直链甲基 (化合物 2a)活性最

佳。虽然化合物 2b、2d、2f 间的毒力大小没有显著

差异，其杀虫活性弱于对照组，但上述目标化合物

对 3 龄小菜蛾均表现出一定的拒食活性，其生长较

对照组延缓。因而，我们认为所设计合成的新型芳

基吡唑脲类化合物对小菜蛾幼虫可能有一定的生

长抑制作用。
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图 2    目标化合物的结构式

Fig. 2    Structures of target compounds
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2.3    部分化合物对小菜蛾中枢嗅觉神经元的影响

通过滴加给药的方式检测化合物对神经元静

息膜电位和自发电活动的影响。图 3 结果显示 (以

化合物 2e 为例)，化合物对神经元静息膜电位的作

用和自发电活动具有浓度和时间依赖性，随化合物

浓度的增加，膜电位去极化的程度和自发电活动被

抑制的程度逐渐增加，并随作用时间的延长逐步加

强并达到峰值。

比较了 6 个化合物及氟虫腈对神经元兴奋性

的影响及其作用方式，图 4A~4H 分别为化合物 2a、

化合物 2b、化合物 2c、氟虫腈、化合物 2d、化合物

2e、化合物 2f 及 DMSO 对神经元膜电位和自发电

活动的影响。化合物总体作用趋势呈现 2种作用模

式，一种 (如化合物 2a、化合物 2c)作用趋势类似于

氟虫腈，早期神经元兴奋性增加，静息膜电位去极

化及自发电活动增加，随作用时间延长膜电位去极

化至最大值并伴随自发电活动完全被抑制，提示神

经传导功能被阻断。另一种 (如化合物 2b、化合物

2d、化合物 2e、化合物 2f)作用趋势明显区别于氟虫

腈，呈现出神经元膜电位短暂去极化，继而膜电位

逐渐超级化 (红色箭头指示膜电位的超级化)，并伴

随自发电活动被抑制。

 

表 1   目标化合物 2a~2f 对小菜蛾的毒力测定1)

Tab. 1    Toxicity of target compounds (2a–2f) against Plutella xylostella
 

供试化合物 毒力回归方程2) LC50/(μg·mL–1) LC5095%置信区间/(μg·mL–1) 相关系数

2a Y=3.544 6+1.842 1X   6.17   4.76~7.99   0.996 1

2b Y=2.588 0+1.960 0X 17.01 12.49~23.16 0.998 7

2c Y=1.802 3+2.234 8X 26.97 19.73~36.86 0.990 1

2d Y=2.111 2+2.393 0X 16.11 12.86~20.20 0.988 1

2e Y=1.752 2+3.070 5X 11.42   9.42~13.85 0.986 0

2f Y=2.660 2+1.870 8X 17.81 13.31~23.83 0.990 1

氟虫腈 Y=4.806 2+1.391 4X   1.38 0.96~1.99 0.990 9

　1)测定结果均为处理后12 h；2)X 表示药剂浓度对数值，Y 表示死亡几率值

 

A: 300 μmol·L−1

B: 30 μmol·L−1

C: 3 μmol·L−1

8 mV

2 min

9 mV

2 min

9 mV

2 min

 
图 3    不同浓度的化合物 2e 对嗅神经元静息膜电位和自发电活动的影响

Fig. 3    Effects of different concentrations of compound 2e on resting membrane potential and self-generation activities in
olfactory neurons
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3   讨论与结论

为了寻找作用于昆虫中枢神经系统的新型活

性化合物，基于中间体衍生化策略，我们以氟虫腈

为母体结构，设计合成了 6 个芳基吡唑类化合物。

以氟虫腈为原料，经过酰胺化和胺化两步反应合成

目标化合物，产率达 75%以上。中间体的获得及其

重要。以丙酮作溶剂，强碱氢氧化钾 (以 3倍量较为

适宜)作缚酸剂，与氯甲酸苯酯反应得中间体 (不稳

定)，不进行进一步的过柱处理，采用一锅法继续进

行下一步处理。用硅藻土抽滤，蒸干，换用 CH2Cl2
作溶剂，DBU作催化剂，在 50~80 ℃ 下反应即得产

率较为理想的目标产物。

新化合物结构均由表征数据所验证。目标化合

物在1H NMR 谱图上有 3 种最主要的氢：芳环上的

氢、酰胺键上的氢和烃基上的氢。芳环上的氢的吸

收位于低场，表现为单峰，2个酰胺键上的氢分别位

于高场和中低场，也较易归属。此类化合物的 ESI-
MS 谱中均有较强的分子离子峰，主要碎片峰都能

得到很好的归属。
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A~H: 分别为化合物 2a、化合物 2b、化合物 2c、氟虫腈、化合物 2d、化合物 2e、化合物 2f及 DMSO作用前后神经元静息膜电位和自发电活动的展示

图；其中 1：给药前神经元的神经元静息膜电位和自发电活动，3：给予 30 μmol·L-1 不同化合物及 φ 为 0.1%的 DMSO后神经元静息膜电位和自发电活

动的时间变化趋势；2：3中灰色区域的放大图，其时程与 1相同

图 4    目标化合物 2a~2f 对神经元兴奋性影响的比较

Fig. 4    Comparison of the effects of compounds 2a-2f on neuronal excitability
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酰胺脲键结构的引入对化合物的结构和性质

都有一定的影响。酰胺脲键在动植物体内是普遍存

在的，引入酰胺键，目的是使其经过植物或昆虫代

谢后能够降解产生更为有效的偶合物。目标化合物

的毒力测定表明，化合物 2a~2f 仍具有一定的杀

虫活性，其中化合物 2a 毒力最大，12h LC50 值为

6.17 μg·mL-1。初步构效关系表明，脲基侧链的长

度、体积、不饱和度等均对杀虫活性有较大影响，引

入最短的饱和直链甲基 (化合物 2a) 活性最佳。虽

然化合物 2b、2d、2f 的毒力大小没有显著差异，其

杀虫活性弱于对照组，但上述目标化合物对 3 龄小

菜蛾均表现出一定的拒食活性，其生长较对照组

延缓。因而，我们推测所设计合成的新型芳基吡唑

脲类化合物对小菜蛾幼虫可能有一定的生长抑制

作用。

在对神经元膜电位和自发电活动的影响方面，

化合物 2b、2d、2e及 2f呈现出不同于氟虫腈的作用

模式。这表明，虽然化合物类别相同，但其毒性作用

方式与母体结构相比可能存在差异，具有进一步的

研究价值。因此，笔者认为在具有生物活性分子上

引入酰胺脲键，是改变农药对昆虫中枢神经系统毒

性作用方式的潜在策略，在新农药创制中具有一定

指导意义。
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