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摘 　 要 　 去氢木香内酯是一种含有多种生物活性的倍半萜化合物,广泛存在于药材云木香中。 去氢木

香内酯与伯胺化合物经 Michael 加成反应,合成得到 5 个新的去氢木香内酯衍生物 ( 1 ~ 5) ,其结构均经 1 H
 

NMR、13 C
 

NMR 和 LC-MS 确证。 采用小鼠巨噬细胞 Raw264. 7 模型初步测试了衍生物的抗炎活性和毒性,结
果表明,化合物 1 对 NO 的生成抑制率为 88±1. 02% ,表现出较好的抗炎活性,且在 MTT 实验中其对巨噬细胞

的抑制率仅为 3. 75% ,几乎无细胞毒性,可作进一步研究。
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Abstract　 Dehydrocostuslactone,
 

one
 

of
 

sesquiterpene
 

lactone
 

compounds
 

with
 

a
 

variety
 

of
 

biological
 

activities,
 

is
 

widely
 

found
 

in
 

the
 

natural
 

drug
 

mullein.
 

Dehydrocostuslactone
 

derivatives
 

( 1 ~ 5)
 

were
 

obtained
 

by
 

addition
 

reactions
 

of
 

dehydrocostuslactone
 

with
 

primary
 

amine
 

compounds,
 

and
 

their
 

structures
 

were
 

confirmed
 

by
 

LC-MS,
 1 H

 

NMR
 

and
 13 C

 

NMR.
 

The
 

anti-inflammatory
 

activities
 

of
 

the
 

derivatives
 

were
 

preliminarily
 

tested
 

using
 

the
 

mouse
 

macrophage
 

Raw
 

264. 7
 

model,
 

and
 

the
 

results
 

showed
 

that
 

compound
 

1
 

exhibited
 

good
 

anti-inflammatory
 

activity
 

with
 

an
 

NO
 

production
 

inhibition
 

rate
 

of
 

88±1. 02
 

%
 

and
 

didn’ t
 

show
 

obvious
 

cytotoxicity
 

with
 

a
 

cytostatic
 

rate
 

of
 

3. 75% .
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　 　 天 然 产 物 去 氢 木 香 内 酯 ( Dehydroco-
stuslactone)是从云木香的根中提取的倍半萜类化

合物[ 1] 。 去氢木香内酯及其衍生物具有广泛的生

物活性,如抗炎、抗氧化、抗菌、抗肿瘤活性、抗病毒

等作用,近年来在新药研究方面的关注度日益剧

增[ 2,3] 。 据文献报道,去氢木香内酯在治疗慢性炎

症方面具有一定的疗效[ 4] ,以胃溃疡等炎症模型相

关研究发现,去氢木香内酯的抗炎活性较弱,细胞

毒性较大,需对其进行结构修饰[ 5 ~ 7] 。
本文在前期研究基础上,为比较不同伯胺取

代的衍生物生物活性的差异,对去氢木香内酯的

13-位碳上采用 Michael 加成等方法进行衍生得到

系列去 氢 木 香 内 酯 衍 生 物 ( 合 成 路 线 见 图 式

1) [ 7 ~ 9] 。 采用小鼠巨噬细胞 Raw264. 7 模型测试

衍生物的体外抗炎活性和毒性,期望得到具有较

优抗炎活性的先导化合物,为去氢木香内酯进一

步构效关系研究和药效研究提供参考。

1　 实验部分

1. 1　 试剂与仪器
　 　 Bruker

 

AM
 

400 核磁共振波谱仪,TMS 为内

标;高效液相三重四极杆液质联用仪;Jasco 全自

动数字旋光仪;Thermo-fishe 二氧化碳培养箱。 试

剂和溶剂均为市售分析纯或化学纯级,二氯甲烷

( DCM)使用前经干燥处理。
1. 2　 化合物 1 的合成
　 　 称取 69mg ( 0. 3mmol) 去氢木香内酯置于

10mL 圆底烧瓶中,加入 5mL 无水乙醇溶解,再加
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入 1 滴三乙胺,最后加入 0. 01mL ( 0. 15mmol) 乙

二胺,室温下反应 3 ~ 12
 

h。 薄层色谱( TLC)检测

反应完成后,将反应物倒入 20mL 冷水中,并用

DCM 萃取(10mL×3) 。 合并有机相并经无水硫酸

钠干燥,真空浓缩,残余物经柱层析 ( 石油醚 / 乙
酸乙酯(体积比 1 ∶ 1) 为洗脱剂) 分离得到白色粘

稠物 69. 6mg, 收 率 80%。 [ α ] 20
D + 27. 6°

 

( c =

1. 1mg / mL,MeOH) ;1 H
 

NMR ( 400MHz,CDCl3 ) δ:
5. 16( s,1H) ,5. 02( s,1H) ,4. 85( s,1H) ,4. 75( s,

1H ) , 3. 96 ( t, J = 9. 4Hz, 1H ) , 2. 84 ~ 2. 92 ( m,
2H) , 2. 76 ~ 2. 81 ( m, 4H ) , 2. 68 ( t, J = 12. 1Hz,
2H) ,2. 42 ~ 2. 52 ( m,3H) ,2. 34 ~ 2. 39 ( m,1H) ,
2. 21 ~ 2. 30( m,1H) ,1. 82 ~ 2. 13( m,4H) ,1. 28 ~
1. 37 ( m, 1H ) ;13 C

 

NMR
 

( 101MHz, CDCl3 )
 

δ:
177. 9, 151. 8, 149. 9, 112. 0, 109. 2, 85. 7, 52. 7,
52. 0, 47. 7, 47. 6, 47. 2, 45. 3, 41. 6, 37. 7, 32. 7,
32. 6,30. 3;LC-MS

 

m / z
 

[ M + H] + :C17 H27 N2 O2 ,理

论值 291. 2073,实测值 291. 1990。

图式 1　 去氢木香内酯衍生物的合成

Scheme
 

1　 Synthesis
 

of
 

dehydrocostuslactone
 

derivatives

1. 3　 化合物 2 的合成
　 　 称 取 230mg ( 1mmol ) 去 氢 木 香 内 酯 置 于

10mL 圆底烧瓶中,加入 5mL 无水乙醇溶解,再加

入 1 滴三乙胺,最后加入 30mg ( 0. 5mmol) 乙二

胺,置于油浴上 85℃ 加热回流反应 5h。 TLC 检测

反应完成后,冷却,然后将反应物倒入 20mL 冷水

中,并用 DCM 萃取( 10mL × 3) 。 合并有机相并经

无水硫酸钠干燥,真空浓缩,残余物经柱层析(石

油醚 / 乙酸乙酯(3 ∶ 7)为洗脱剂)分离得到淡黄色

粘稠 物 221mg, 收 率 85%。 [ α ] 20
D + 0. 1°

 

( c =

1. 3mg / mL,MeOH) ;1 H
 

NMR ( 400MHz,CDCl3 ) δ:
5. 18( s,2H) ,5. 04( s,2H) ,4. 88( s,2H) ,4. 76( s,
2H) ,3. 93 ~ 3. 97( m,2H) ,2. 71 ~ 2. 96( m,12H) ,
2. 46 ~ 2. 52( m,6H) ,2. 30 ~ 2. 41( m,4H) ,2. 05 ~

2. 15( m, 6H ) , 1. 84 ~ 1. 98 ( m, 4H ) , 1. 36 ( t, J =
5. 4Hz,1H) ;13 C

 

NMR
 

(101MHz,CDCl3 ) δ:177. 7,
151. 9, 150. 0, 111. 7, 109. 0, 85. 7, 51. 8, 49. 3,
47. 5,47. 0, 45. 0, 37. 7, 32. 7, 32. 6, 30. 2; LC-MS

 

m / z
 

[ M + H ] + , C32 H45 N2 O4 ,理论值 521. 3379,实

测值 521. 3363。

1. 4　 化合物 3 ~ 5 的合成
　 　 称取 69mg ( 0. 3mmol) 去氢木香内酯置于

10mL 圆底烧瓶中,加入 5mL 无水乙醇溶解,再加

入 1 滴三乙胺,最后加入 0. 5mmol 胺类化合物,置
于油浴中 85℃ 加热回流反应 5h。 TLC 检测反应

完成后,冷却,将反应物倒入 20mL 冷水中,DCM
萃取(10mL×3) 。 合并有机相并经无水硫酸钠干

燥,真空浓缩,残余物经柱层析 ( 石油醚 / 乙酸乙
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酯(1 ∶ 1)为洗脱剂)分离得到目标产物。
化合物 3:淡黄色油状物,收率 79%;[ α] 20

D +

30. 2°
 

( c = 1. 1mg / mL, MeOH ) ;1 H
 

NMR
 

(400MHz,CDCl3 ) δ:5. 16 ( s,1H ) ,5. 02 ( s,1H ) ,
4. 85( s, 1H ) , 4. 75 ( s, 1H ) , 3. 96 ( t, J = 9. 3Hz,
1H) ,2. 84 ~ 2. 90 ( m,2H) ,2. 71 ~ 2. 81 ( m,2H) ,
2. 35 ~ 2. 52( m,6H) ,2. 20 ~ 2. 26( m,1H) ,1. 99 ~
2. 13 ( m, 2H ) , 1. 82 ~ 1. 99 ( m, 3H ) , 1. 27 ~ 1. 38
( m, 1H ) ;13 C

 

NMR
 

( 101MHz, CDCl3 )
 

δ: 177. 9,
151. 8, 149. 9, 112. 0, 109. 2, 85. 8, 52. 0, 50. 1,
47. 4, 47. 1, 45. 3, 37. 7, 36. 8, 32. 7, 32. 6, 30. 3,
30. 2;LC-MS

 

m / z
 

[ M + H ] + : C16 H24 NO2 ,理论值,
262. 1807,实测值

 

262. 1824。
化合物 4: 淡黄色油状粘稠物, 收率 81%;

[ α] 20
D + 15. 7°

 

( c = 1. 2mg / mL, MeOH ) ;1 H
 

NMR
 

(400MHz,CDCl3 ) δ:5. 17 ( s,1H ) ,5. 03 ( s,1H ) ,
4. 86( s, 1H ) , 4. 76 ( s, 1H ) , 3. 44 ( t, J = 2. 4Hz,
2H) ,2. 96 ~ 3. 00( dd,J = 4. 2、4. 3Hz,1H) ,2. 85 ~
2. 90( dd,J = 6. 5、6. 6Hz,2H) ,2. 81( t,J = 8. 8Hz,
1H) ,2. 37 ~ 2. 53 ( m,4H) ,2. 27 ~ 2. 33 ( m,1H) ,
2. 23( t,J = 2. 4Hz,1H) ,1. 98 ~ 2. 14( m,2H) ,1. 81
~ 1. 96 ( m, 3H ) , 1. 28 ~ 1. 39 ( m, 1H ) ;13 C

 

NMR
 

(101MHz, CDCl3 ) δ:177. 7, 151. 8, 149. 9, 112. 0,
109. 3,85. 8, 81. 8, 71. 8, 52. 0, 47. 6, 47. 2, 46. 8,
45. 3, 38. 7, 37. 7, 32. 7, 32. 6, 30. 3; LC-MS

 

m / z
 

[ M + H ] + : C18 H24 NO2 , 理 论 值 286. 1807, 实 测

值 286. 1841。
化合物 5: 淡褐色油状粘稠物, 收率 83%;

[ α] 20
D + 25. 9°

 

( c = 1. 4
 

mg / mL, MeOH ) ;1 H
 

NMR
 

(400MHz,CDCl3 ) δ:5. 17 ( s,1H ) ,5. 02 ( s,1H ) ,
4. 85( s, 1H ) , 4. 75 ( s, 1H ) , 3. 95 ( t, J = 9. 4Hz,
1H) ,2. 84 ~ 2. 89 ( m,2H) ,2. 73 ~ 2. 81 ( m,2H) ,
2. 34 ~ 2. 52( m,6H) ,2. 21 ~ 2. 30( m,1H) ,1. 99 ~
2. 13 ( m, 2H ) , 1. 82 ~ 1. 95 ( m, 2H ) , 1. 70 ~ 1. 75
( m,2H) ,1. 27 ~ 1. 37( m,1H) ,0. 89( d,J = 6. 6Hz,
6H) ;13 C

 

NMR ( 101MHz, CDCl3 ) δ:178. 0,151. 8,
150. 0, 111. 9, 109. 2, 85. 7, 58. 3, 52. 0, 48. 2,
47. 5, 47. 2, 45. 4, 37. 7, 32. 7, 32. 6, 30. 3, 28. 3,
20. 7,20. 6;LC-MS

 

m / z
 

[ M+H] + :C19 H30 NO2 ,理论

值 304. 2277,实测值
 

304. 2278。
1. 5　 抗炎活性测试
1. 5. 1　 细胞毒性

　 　 将冻存的 RAW264. 7 细胞迅速解冻后吸入

含 10mL
 

DMEM 培养基(含 10% FBS、1%双抗) 的

培养皿中,放置于 37℃ 、5%
 

CO2 培养箱中培养。
对细胞进行换液或传代,实验用 3 ~ 5 代。 将细胞

传代后,每个培养皿中加入 5mL 左右磷酸缓冲液

( PBS) ,用移液枪轻轻吹打细胞,直至培养皿上的

细胞被全部吹打下来。 细胞计数后按照所需细胞

密度(1×105 个 / 孔)进行稀释,之后按每孔 100μL
加入细胞悬液。 振荡均匀,置于 37℃ 、5%

 

CO2 培

养箱中培养 24h。 吸出 96 孔板中细胞悬液,每孔

加入 100μL 已配制好的不同浓度的样品溶液。
继续放入培养箱中培养 24h。 取出 96 孔板,避光

加入 MTT(每孔 10μL) ,继续放入培养箱中培养

4h,弃上清液,每孔加入 150μL
 

DMSO 溶液。 振荡

均匀,于 490nm 处测定 OD 值,计算细胞抑制率。
1. 5. 2　 NO 含量检测

　 　 以地塞米松( Dexamethasone) 为阳性对照,采
用 细 菌 脂 多 糖 ( LPS ) 诱 导 小 鼠 巨 噬 细 胞

RAW264. 7 验证模型评价化合物抑制 NO 产生的

活性。 取对数期生长的 RAW264.
 

7 细胞( 1 × 105

个 / mL,100μL / 孔)接种于 96 孔培养板中,设空白

对照组,LPS 模型组(加入终浓度为 1. 5μg / mL 的

LPS),待测化合物组(同时加入药物和终浓度为

1. 5μg / mL 的 LPS),地塞米松组 ( 终浓度为 1. 5
μg / mL

 

LPS),37℃ 、5%
 

CO2
 培养 24h 后,收集培养

上清液,采用 Griess 法检测各上清液中 NO 含量。

2　 结果与讨论

2. 1　 目标化合物的合成
　 　 胺类化合物很容易与 α,β-不饱和酸酯发生

Michael 加成反应。 最初的设想是伯胺与两分子

去氢木香内酯发生反应,但是在实验过程中,除乙

二胺外,其他伯胺均只能得到衍生物 3 ~ 5。 对反

应条件进行了筛选,结果发现,不管是升高反应温

度,延长反应时间,还是更换催化剂( 1,8-二氮杂

二环 十 一 碳-7-烯 ( DBU ) , N, N-二 异 丙 基 乙 胺

( DIPEA) ,p-TsOH,AcOH,K2 CO3 ) ,均未得到叔胺

衍生物。 原因可能是由于母核分子空间位阻比较

大,难以实现第 2 次 Michael 加成。
2. 2　 抗炎活性
　 　 从 表 1 中 可 以 看 出, 化 合 物 1 在 浓 度 为

12. 5μg / mL 时抗炎活性较好,且细胞毒性相较于

地塞米松组更低;化合物 2 对 NO 生成的抑制作

用较强,但其细胞毒性也较高;化合物 3 ~ 5 对

RAW264. 7 细胞均具有一定的细胞毒性,抗炎活

性相对较好。
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表 1　 化合物的体外抗炎活性

Tab. 1　 in
 

vitro
 

anti-inflammatory
 

activity
 

of
 

compounds

化合物
给药浓度

/ ( μg / mL)
细胞抑

制率 / %
NO 生成量

抑制率 / %

1

2

3

4

5

地塞米松

12. 5 3. 75±2. 83 88±1. 02
25 38. 75±4. 04 79±0. 93
12. 5 43. 57±2. 79 96±0. 84
25 86. 65±9. 00 99. 31±1. 03
12. 5 45. 00±0. 71 89±1. 01
25 51. 25±2. 83 89±1. 02
12. 5 39. 75±1. 14 90±1. 01
25 42. 75±3. 06 90±1. 56
12. 5 23. 75±2. 12 90±1. 03
25 41. 67±2. 83 92±1. 02
10 12. 75±2. 12 74±0. 86

3　 结论

　 　 本文通过 Michael 加成反应对倍半萜类天然

产物去氢木香内酯进行了结构修饰,合成得到 5
个新的衍生物,并发现该类衍生物具有潜在的抗

炎活性,且毒性较低。 为了进一步研究取代基对

分子生物活性的影响,更多衍生物的制备及活性

研究正在进行中。
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