
· 1140  · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2017, 52 (7): 1140 −1145  

 
 
 

含没食子酸单元的马蹄金素衍生物的合成及其抗 HBV活性研究 
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摘要: 本文以马蹄金素 (Matijin-Su, MTS) 为先导化合物进行结构优化, 通过加入没食子酸结构单元, 设计
并合成了 11个新的衍生物。对所合成的目标化合物以 HepG2 2.2.15细胞进行体外抗 HBV活性测试, 结果表明:
除 4a 和 4b 外, 其余目标化合物均有一定的体外抗 HBV 活性, 其中 5c、6c 和 6d 显示较强的抗 HBV 活性, 其
IC50达到了 6.12、8.44、9.86 μmol·L−1, 说明含有没食子酸结构的马蹄金素衍生物具有进一步研究的价值。 
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Abstract: In this study, eleven containing gallic acid moiety derivatives of Matijin-Su (MTS) were         

synthesized and evaluated for their anti-HBV activities in HepG2 2.2.15 cells in an effort to find novel effective 
anti-hepatitis B virus (HBV) agents.  Compounds 5c, 6c and 6d exhibited significant anti-HBV activity with 
IC50 values of 6.12, 8.44 and 9.86 μmol·L−1, respectively.  Incorporation of gallic acid moiety into MTS       
derivatives can lead to profound changes in their anti-HBV activity, and could be worth of further research. 
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 乙肝病毒 (hepatitis B virus, HBV) 的感染可引
起急、慢性的乙型肝炎, 世界卫生组织 2016 年 6 月
公布的数据显示全球约有 2.4亿人感染慢性乙型肝炎 
(简称乙肝, 乙肝表面抗原阳性持续至少 6 个月)[1], 
乙肝患者还可能会逐渐发展为肝硬化、肝癌等[2, 3]。 
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从免疫学角度看, 乙肝病毒携带者比非乙肝病毒携
带者的肝癌发生率高 100倍[4]。临床上用药治疗乙肝

的药物主要有 α-干扰素类药物和核苷类药物[5], 到目
前为止, 还没有药物能够彻底清除体内 HBV 并最终
治愈乙肝[6], 因此, 寻找和开发具有独特化学结构的
创新药物显得尤为重要。本课题组前期从治疗肝炎的

民族药马蹄金中发现了具有抗 HBV活性的马蹄金素 
(Matijin-Su, MTS), 并以其为先导化合物设计合成了
一系列衍生物。其中对 1 个优选的 MTS 衍生物 (研
发代号Y101, 结构见图 1) 进行了深入系统的临床前 



 刘  毅等: 含没食子酸单元的马蹄金素衍生物的合成及其抗 HBV活性研究 · 1141  · 

 

研究, 获得了国家食品药品监督管理总局颁发的临
床批件  (原料药及其制剂批件号 : 2013L02491, 
2014L00070) [7, 8]。 
 

 
Figure 1  Chemical structures of MTS and Y101 
 

没食子酸酚羟基经过甲基化后的衍生物在药物

中得到了广泛应用, 如治疗心率失常药物[9]、抗疲劳

药物[10]等, 甲氧基都发挥了很重要的作用。很多药物
结构中甲氧基也广泛存在[11−13], 如甲氧基化的黄酮
在抗癌、抗炎活性上表现非常好, 且甲氧基的存在提
高了化合物的脂溶性, 增加机体的药物吸收[14]。在前

期研究基础上[15, 16], 本文以马蹄金素为母体, 设计合
成了 B 环为 3 个羟基被甲基化的没食子酸马蹄金素
衍生物, 并对其进行了体外抗 HBV 活性测试, 希望 

在拓宽马蹄金素结构修饰产物类型的同时, 获得更
多具有深入研究价值的目标分子。 

选择 L-苯丙氨酸甲酯盐酸盐或 L-酪氨酸甲酯盐
酸盐为原料, 首先将其与 3,4,5-三甲氧基苯甲酸进行
缩合反应得到化合物 1 (1a、1b), 由化合物 1水解得
羧酸 2 (2a、2b), 再将所得羧酸 2分别与 L-苯丙氨酸
甲酯盐酸盐、L-酪氨酸甲酯盐酸盐或 L-苯丙氨醇进行
缩合反应, 即得目标化合物 3 (3a、3b) 和 4 (4a、4b), 
最后通过对甲酯的水解和羟基的亲核取代, 即可得目
标化合物 5 (5a～5c) 和 6 (6a～6d)。见合成路线图 1。 
 

结果与讨论 
1  目标化合物的合成 

根据前期研究中积累的马蹄金素衍生物在抗

HBV 活性方面的构效关系数据, 选取不同的基团在
R1、R2、R3三个位点进行取代, 或者通过化学方法换
成不同的基团, 共合成目标化合物 11 个。其理化性
质见表 1。 

 

 
1a: R1 = H, 1b: R1 = OH 2a: R1 = H, 2b: R1 = OH 5a: R1 = -O(CH2)2N(CH3)2, R2 = -H, R3 = -COOCH3 

3a: R1 = -H,  R2 = -OH, R3 = -COOCH3 5b: R1 = -O(CH2)3CH3, R2 = -H, R3 = -COOCH3 

3b: R1 = -OH,  R2 = -H,  R3 = -COOCH3 5c: R1 = -OH, R2 = -H, R3 = -COOH 

4a: R1 = -OH,   6a: R1 = -O(CH2)3CH3,  R3 = -CH2OH 

4b: R1 = -H,   6b: R1 = -OCH2CH3,  R3 = -CH2OH 

  6c: R1 = -OAc,  R3 = -CH2OAc 

  6d: R1 = -H,  R3 = -CH2OAc 
a) IBCF, NMM, CH2Cl2, DMF, 0 ℃, 8 h; b) NaOH, DMF, rt.; c) Methyl L-tyrosinate hydrochloride or L-phenylalaninol, IBCF, NMM, 
CH2Cl2, DMF, 0 ℃, 8 h; d) RX, K2CO3, DMF; e) NaOH, DMF, rt.; f) RX, K2CO3, DMF; g) Ac2O, pyridine, r.t., 8 h.   
Scheme 1  Synthetic route of target compounds 
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Table 1  Physical properties and spectral data of the synthesized analogues  

Compd. 
Yield 

/% 
mp/℃ 1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) and 13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) 

[α]20 
D  

(c 1) 
ESI-MS (m/z) 

[M+H]+ 
3a 31.03 192−193 1H NMR δ: 9.25 (1H, s, Ar-OH), 8.52 (2H, m, CONH), 7.37 (2H, d, J = 7.2 Hz, H-6,8), 7.28−     

7.14 (3H, m, H-5,9, H-7), 7.06−7.00 (4H, m, H-5',9', H-3'',7''), 6.63 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-6',8'), 
4.75 (1H, m, H-2), 4.42 (1H, m, H-2'), 3.79−3.68 (9H, m, 3×OCH3), 3.58 (3H, m, COOCH3), 
3.12−2.88 (4H, m, H-3, H-3'); 13C NMR δ: 172.46 (C-1), 172.27 (C-1'), 166.16 (C-1''), 156.52 
(C-7'), 152.89 (C-4'',6''), 140.36 (C-5''), 138.82 (C-4), 130.53 (C-5',9'), 129.74 (C-4'), 128.54 
(C-6,8), 127.46 (C-5,9), 126.75 (C-7, H-2''), 115.58 (C-6',8'), 105.39 (C-3'',7''),  60.55 (Ar-OCH3), 
56.41 (C-2), 54.89 (C-2'), 54.69 (Ar-(OCH3)2), 52.32 (COOCH3), 37.63 (C-3), 36.49 (C-3'). 

−52.5 
(DMF) 

537.2 

3b 33.54 169−171 1H NMR δ: 9.18 (1H, s, Ar-OH), 8.54 (1H, d, J = 7.2 Hz, CONH), 8.46 (1H, d, J = 8.4 Hz, CONH), 
7.35−7.02 (9H, m, H-5',9', H-5,9, H-3'',7''), 6.61 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-6,8), 4.66 (1H, m, H-2), 
4.50 (1H, m, H-2'), 3.86−3.66 (9H, m, 3×OCH3), 3.58 (1H, s, COOCH3), 3.05−2.78 (4H, m, H-3, 
H-3'); 13C NMR δ: 172.43 (C-1), 172.34 (C-1'), 166.11 (C-1''), 156. 21 (C-7), 152.88 (C-4'',6''), 
140.34 (C-5''), 137.55 (C-4'), 130.66 (C-5,9), 129.83 (C-4), 129.58 (C-6',8'), 128.77 (C-5',9'), 
127.09 (C-7', H-2''), 115.30 (C-6,8), 105.40 (C-3'',7''), 60.56 (Ar-OCH3), 56.41 (C-2), 55.24 (C-2'), 
54.31 (Ar-(OCH3)2), 52.36 (COOCH3), 37.12 (C-3), 36.95 (C-3').  

−66.3 
(DMF) 

537.2 

4a 29.48 204−206 1H NMR δ: 9.14 (1H, s, Ar-OH), 8.40 (1H, d, J = 8.4 Hz, CONH), 7.84 (1H, d, J = 8.4 Hz, 
CONH), 7.22−7.09 (11H, m, H-3'',7'', H-5,9,6,8, H-5',9'), 6.62 (1H, d, J = 8.0 Hz, CH2OH), 4.80 
(1H, m, H-2), 4.59 (1H, m, H-2'), 3.82−3.69 (11H, m, 3×OCH3, CH2OH), 2.96−2.78 (4H, m, 
H-3, H-3'); 13C NMR δ: 171.19 (C-1), 165.59 (C-1''), 155.72 (C-4''), 152.45 (C-6''), 139.89 
(C-5''), 139.07 (C-4), 130.20 (C-6',8'), 129.50 (C-6,8), 129.23 (C-5',9'), 128.46 (C-5,9), 128.13 
(C-7'), 125.95 (C-7), 114.84 (C-2''), 104.99 (C-3'',7''), 62.20 (C-1'), 60.13 (Ar-OCH3), 56.00 
(C-2'), 55.17 (C-2), 52.54 (Ar-(OCH3)2), 36.66 (C-3'), 36.43 (C-3).  

−68.6 
(MeOH) 

509.2 

4b 42.07 190−192 1H NMR δ: 8.49 (1H, d, J = 8.8 Hz, CONH), 7.90 (1H, d, J = 8.4 Hz, CONH), 7.34−7.07 (12H, 
m, H-5-9, H-5',9', H-3'',7''), 4.84 (1H, t, J = 5.6 Hz, CH2OH), 4.67 (1H, m, H-2), 3.88 (1H, m, 
H-2'), 3.79−3.67 (9H, m, 3×OCH3), 3.38−3.23 (2H, m, H-1'), 3.07−2.63 (4H, m, H-3, H-3');     
13C NMR δ: 172.12 (C-1), 165.69 (C-1''), 152.50 (C-4'',6''), 139.97 (C-5''), 139.06 (C-4'), 138.47 
(C-4), 129.41 (C-6',8'), 129.32 (C-6,8), 129.27 (C-5',9'), 128.18 (C-5,9), 128.13 (C-7'), 126.32 
(C-7), 126.01 (C-2''), 105.02 (C-3'',7''), 62.24 (C-1'),  60.18 (Ar-OCH3), 56.04 (C-2'), 54.87 (C-2), 
52.64 (Ar-(OCH3)2), 37.44 (C-3'), 36.48 (C-3).  

−72.4 
(MeOH) 

493.3 

5a 32.50 125−127 1H NMR δ: 8.57 (1H, d, J = 7.6 Hz, CONH), 8.50 (1H, d, J = 8.4 Hz, CONH), 7.28−7.18 (7H, m, 
H-5',9', H-5,9), 7.07 (2H, s, H-3'',7''), 6.81 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-6,8), 4.70 (1H, m, H-2), 4.52 (1H, 
m, H-2'), 3.92 (2H, t, J = 6.8 Hz, Ar-OCH2CH2N(CH2CH3)2), 3.81−3.68 (9H, m, 3×OCH3), 3.59 
(3H, s, COOCH3), 3.06−2.83 (4H, m, H-3, H-3'), 2.72 (2H, t, J = 5.6 Hz, Ar-OCH2CH2N(CH2CH3)2), 
2.54 (4H, m, Ar-OCH2CH2N(CH2CH3)2), 0.95 (6H, m, Ar-OCH2CH2N(CH2CH3)2); 13C NMR δ: 
172.39 (C-1), 172.33 (C-1'), 166.08 (C-1''), 157.49 (C-7), 152.87 (C-4'',6''), 140.34 (C-5''), 137.53 
(C-4'), 130.72 (C-5,9), 130.59 (C-6',8'), 129.76 (C-4), 129.56 (5',9'), 128.76 (C-7'), 127.08 (C-2''), 
114.46 (C-6,8), 105.39 (C-3'',7''), 66.55 (Ar-OCH 2CH2N(CH2CH3)2), 60.54 (Ar-OCH3), 56.41 
(C-2), 55.16 (C-2'), 54.32 (Ar-(OCH3)2), 52.35 (Ar-OCH2CH2N(CH2CH3)2), 51.79 (COOCH3), 
47.43 (Ar-OCH2CH2N(CH2CH3)2), 37.04 (C-3), 36.95 (C-3'), 12.26 (Ar-OCH2CH2N(CH2CH3)2). 

−40.0 
(MeOH) 

608.3 

5b 47.91 175−177 1H NMR δ: 8.57 (1H, d, J = 7.4 Hz, CONH), 8.50 (1H, d, J = 8.6 Hz, CONH), 7.29−7.16 (7H, m, 
H-5,9, H-5',9'), 7.07 (2H, s, H-3'',7''), 6.83−6.77 (2H, m, H-6,8), 4.70 (1H, m, H-2), 4.54−4.45 (1H, 
m, H-2'), 3.88 (2H, t, J = 6.5 Hz, Ar-OCH2CH2CH2CH3), 3.80−3.68 (9H, m, 3×OCH3), 3.59 (3H, 
s, COOCH3), 3.12−2.79 (4H, m, H-3, H-3'), 1.71−1.58 (2H, m, Ar-OCH2CH2CH2CH3), 1.46−1.31 
(2H, m, Ar-OCH2CH2CH2CH3), 0.90 (3H, t, J = 7.4 Hz, Ar-OCH2CH2CH2CH3); 13C NMR δ: 
171.97 (C-1), 171.91 (C-1'), 165.67 (C-1''), 157.25 (C-7), 152.45 (C-4'',6''), 139.93 (C-5''), 137.10 
(C-4'), 130.29 (C-5,9), 130.04 (C-6',8'), 129.33 (C-4), 129.15 (C-5',9'), 128.35 (C-7'), 126.66 
(C-2''), 113.99 (C-6,8), 104.97 (C-3'',7''), 66.97 (Ar-OCH 2CH2CH2CH3), 60.14 (Ar-OCH3), 55.99 
(C-2), 54.75 (C-2'), 53.90 (Ar-(OCH3)2), 51.94 (COOCH3), 36.58 (C-3), 36.31 (C-3'), 30.87 
(Ar-OCH2CH2CH2CH3), 18.83 (Ar-OCH2CH2CH2CH3), 13.78 (Ar-OCH2CH2CH2CH3).  

−62.1 
(DMF) 

593.3 

5c 89.94 204−205 1H NMR δ: 9.17 (1H, s, Ar-OH), 8.46 (1H, d, J = 8.4 Hz, CONH), 8.32 (1H, d, J = 7.6 Hz, CONH), 
7.24−7.05 (9H, m, H-5',9', H-5,9, H-3'',7''), 6.62 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-6,8), 4.66 (1H, m, H-2), 
4.45 (1H, m, H-2'), 3.86−3.65 (9H, m, 3×OCH3), 3.12−2.81 (4H, m, H-3, H-3'); 13C NMR δ: 173.32 
(C-1'), 172.25 (C-1), 166.14 (C-1''), 156.18 (C-7), 152.87 (C-4'',6''), 140.32 (C-5''), 137.96 (C-4'), 
130.66 (C-5,9), 129.88 (C-4), 129.66 (C-6',8'), 128.90 (C-5',9'), 128.69 (C-7'), 126.93 (C-2''), 
115.30 (C-6,8), 105.40 (C-3'',7''), 60.56 (Ar-OCH3), 56.41 (C-2'), 55.35 (C-2), 54.14 (Ar-(OCH3)2), 
37.06 (C-3), 36.74 (C-3'). 

−49.2 
(MeOH) 

523.2 

6a 61.22 170−172 1H NMR δ: 8.49 (1H, d, J = 8.8 Hz, CONH), 7.94 (1H, d, J = 8.3 Hz, CONH), 7.28−6.80 (12H, 
m, H-5,9,6,8, H-5',9', H-3'',7'',CH2OH), 4.85 (1H, m, H-2), 4.63 (1H, m, H-2'), 3.87−3.69 (13H, 
m, Ar-OCH2CH2CH2CH3, 3×OCH3, H-1'), 3.01−2.62 (4H, m, H-3, H-3'), 1.68−1.57 (2H, m, 
Ar-OCH2CH2CH2CH3), 1.45−1.31 (2H, m, Ar-OCH2CH2CH2CH3), 0.90 (3H, t, J = 7.4 Hz, 
Ar-OCH2CH2CH2CH3); 13C NMR δ: 171.42 (C-1), 165.79 (C-1''), 157.41 (C-7), 152.67 (C-4'',6''), 
140.10 (C-5''), 139.28 (C-4'), 130.49 (C-5,9), 130.38 (C-6',8'), 129.65 (C-4), 129.46 (C-5',9'), 
128.36 (C-7'), 126.18 (C-2''), 114.18 (C-6,8), 105.19 (C-3'',7''), 67.17 (Ar-OCH 2CH2CH2CH3), 
62.42 (C-1'), 60.35 (Ar-OCH3), 56.22 (C-2'), 55.36 (C-2), 52.81 (Ar-(OCH3)2), 36.83 (C-3'), 36.67 
(C-3), 31.08 (Ar-OCH2CH2CH2CH3), 19.04 (Ar-OCH2CH2CH2CH3), 14.00 (Ar-OCH2CH2CH2CH3). 

−83.2 
(DMF) 

565.4 
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    Continued   

Compd. 
Yield 

/% 
mp/℃ 1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) and 13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) 

[α]20 
D  

(c 1) 
ESI-MS (m/z) 

[M+H]+ 
6b 70.47 179−181 1H NMR δ: 8.49 (1H, d, J = 8.6 Hz, CONH), 7.93 (1H, d, J = 8.3 Hz, CONH), 7.31−6.79 (12H, m, 

H-5,9,6,8, H-5',9', H-3'',7'', CH2OH), 4.84 (1H, m, H-2), 4.65 (1H, m, H-2'), 3.99−3.62 (13H, m, 
Ar-OCH2CH3,H-1', 3×OCH3), 3.07−2.68 (4H, m, H-3, H-3'), 1.27 (3H, t, J = 7.0 Hz, Ar-OCH2CH3); 
13C NMR δ: 171.47 (C-1),165.82 (C-1''), 157.27 (C-7), 152.68 (C-4'',6''), 140.13 (C-5''), 139.29 
(C-4'), 130.52 (C-5,9), 130.40 (C-6',8'), 129.65 (C-4), 129.47 (C-5',9'), 128.37 (C-7'), 126.19 (C-2''), 
114.15 (C-6,8), 105.20 (C-3'',7''), 63.05 (C-1'), 62.43 (Ar-OCH2CH3), 60.36 (Ar-OCH3), 56.22 
(C-2'), 55.35 (C-2), 52.84 (Ar-(OCH3)2), 36.85 (C-3'), 36.69 (C-3), 14.97 (Ar-OCH2CH3).  

−70.6 
(MeOH) 

537.3 

6c 86.16 211−212 1H NMR δ: 8.54 (1H, d, J = 8.4 Hz, CONH), 8.22 (1H, d, J = 8.2 Hz, CONH), 7.36 (2H, d, J = 
8.3 Hz, H-6',8'), 7.28−7.14 (5H, m, H-5,9,7, H-5',9'), 7.10 (2H, s, H-3'',7''), 7.01 (2H, d, J = 8.3 
Hz, H-6,8), 4.69 (1H, m, H-2), 4.19 (1H, m, H-2'), 4.05−3.61 (11H, m, H-1', 3×OCH3), 3.13−2.70 
(4H, m, H-3, H-3'), 2.22 (3H, s, Ar-OCOCH3), 1.99 (3H, s, CH2OCOCH3); 13C NMR δ: 171.49 
(C-1), 170.58 (CH2OCOCH3), 169.45 (Ar-OCOCH3), 165.90 (C-1''), 152.68 (C-4'',6''), 149.20 
(C-7), 140.18 (C-5''), 138.24 (C-4'), 136.07 (C-4), 130.37 (C-5,9), 129.53 (C-6',8'), 129.40 (C-5',9'), 
128.52 (C-7'), 126.51 (C-2''), 121.61 (C-6,8), 105.23 (C-3'',7''), 64.83 (C-1'), 60.35 (Ar-OCH3), 
56.22 (C-2, Ar-(OCH3)2), 49.47 (C-2'), 36.96 (C-3'), 36.84 (C-3), 21.10 (CH2OCOCH3), 20.90 
(Ar-OCOCH3). 

−69.0 
(DMF) 

593.2 

6d 94.32 177−179 1H NMR δ: 8.55 (1H, d, J = 8.4 Hz, CONH), 8.24 (1H, d, J = 8.4 Hz, CONH), 7.35−7.11 (12H, 
m, H-5-9, H-5',9', H-3'',7''), 4.69 (1H, m, H-2), 4.19 (1H, m, H-2'), 4.04−3.67 (11H, m, H-1', 
3×OCH3), 3.04−2.77 (4H, m, H-3, H-3'), 1.99 (3H, s, CH 2OCOCH3); 13C NMR δ: 171.78 (C-1), 
170.78 (CH2OCOCH3), 166.02 (C-1''), 152.88 (C-4'',6''), 140.36 (C-5''), 138.81 (C-4'), 138.50 
(C-4), 129.78 (C-6',8', H-6,8), 129.69 (C-5',9'), 129.61 (C-5,9), 128.73 (C-7'), 128.52 (C-7), 
126.72 (C-2''), 105.44 (C-3'',7''), 65.06 (C-1'), 60.55 (Ar-OCH3), 56.44 (C-2'), 55.35 (Ar-(OCH3)2), 
49.66 (C-2), 37.95 (C-3'), 36.08 (C-3), 21.12 (CH2OCOCH3). 

−68.7 
(DMF) 

537.2 

 
2  衍生物的体外抗 HBV活性研究 
衍生物体外抗HBV活性评价采用四氮唑盐 (MTT) 

法测定其对细胞的毒性, 选择 HepG2 2.2.15 细胞为
DNA 复制的抑制率模型, 以拉米夫定为阳性对照药, 
对所合成的 11个化合物进行体外抗 HBV活性评价。 

活性测试结果 (表 2) 表明: 马蹄金素的衍生物
在测试浓度范围内除 4a、4b外均有抗 HBV活性, 其
中化合物 5c、6c和 6d表现出良好的抗HBV活性, IC50

优于阳性对照药物拉米夫定, 并且其选择指数也较
高。从结构来看, R3为 COOH时化合物活性较好, 其 
 
Table 2  Inhibitory effect of target compounds on DNA      
replication in HepG2 2.2.15 cells.  aNo activity under tested    
concentration  

DNA replication 
Compd TC50/μmol·L−1 

IC50/μmol·L−1 SI (TC50/IC50) 

3a 100.02 14.91  6.71 

3b 258.89 14.91 17.36 

4a  −a − − 

4b − − − 

5a 103.58  7.13 14.53 

5b 269.96 13.50 20.00 

5c 447.04  6.12 73.05 

6a 296.72 14.17 20.94 

6b 282.75 18.64 15.17 

6c 295.24  8.44 34.98 

6d 407.11  9.86 41.29 

MTS 120.18 11.16 10.78 

Lamivudine 786.00 18.90 41.59 
 

中化合物 5c (IC50: 6.12 μmol·L−1, SI = 73.05) 呈现出
较好的抗 HBV 活性, 说明含有没食子酸结构的马蹄
金素衍生物具有进一步研究的价值。 
3  小结 

本文以 L-苯丙氨酸甲酯盐酸盐、L-酪氨酸甲酯盐
酸盐、L-苯丙氨醇、3,4,5-三甲氧基苯甲酸等为主要原
料, 酰化、烷基化、水解、以及用 IBCF和 NMM等作
为缩合剂形成酰胺 (肽) 键等反应合成了目标化合物
11个, 用核磁共振、质谱对其进行了结构确证, 并以
HepG2 2.2.15细胞为 HBV载体, 对合成的 11个衍生
物进行了抗 HBV活性研究, 活性筛选结果表明所合成
的化合物对 HBV DNA复制有一定的抑制作用。在测
试浓度范围内, 除化合物 4a、4b无活性外, 5c的活性
最好, 且抗 HBV活性优于阳性对照药拉米夫定 (IC50: 
18.90 μmol·L−1, SI: 41.59), 值得进一步研究开发。 
 

实验部分 
熔点用 XT-4 型熔点仪测定, 温度未校正; 核磁

共振谱以 TMS 为内标, 用 Inova-400 MHz 型超导核
磁共振仪 (美国 Varian公司) 测定; 质谱用 HP-5793
质谱仪或 HP1100 LC-MS 液质联用仪测定  (美国
Hewlett-Packard 公司); 柱色谱用硅胶 (300～400 目) 
及高效薄层板均为青岛海洋化工厂产品; 其余试剂
均为市售分析纯或化学纯产品, 除特别说明外, 未经
处理直接使用。 
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1  化学合成 
1.1  目标化合物 3a、3b的合成 
1.1.1  中间体 1a、1b的合成  将 L-苯丙氨酸甲酯盐
酸盐 25.88 g (120 mmol) 与 3,4,5-三甲氧基苯甲酸
21.22 g (100 mmol) 混合置于反应瓶内, 于 70 ℃真空

干燥 1 h, 冷却至室温后溶解于 500 mL 干燥的
CH2Cl2 (二氯甲烷) 和 50 mL DMF (N,N-二甲基甲酰
胺) 中, 再加入 NMM (N-甲基吗啡啉) 24.71 mL (225 
mmol), 氩气保护, 冰水浴冷却 30 min 后开始滴加
IBCF (氯甲酸异丁酯) 12.65 mL (100 mmol) 和 80 mL 
CH2Cl2混合液, 控制其流速使其在 50 min 内滴加完
毕, 体系自然升温至室温, 反应 8 h。TLC (薄层色谱) 
(氯仿/甲醇  = 30∶1, Rf = 0.5, 磷钼酸显色) 检测反应
完毕; 减压回收 CH2Cl2, 加入乙酸乙酯和水, 萃取, 
所得有机层依次以稀盐酸、饱和碳酸氢钠溶液及饱和

氯化钠溶液洗涤, 无水硫酸钠干燥, 减压回收乙酸乙
酯至干得中间体 1a。将以 L-酪氨酸甲酯盐酸盐替换
起始原料 L-苯丙氨酸甲酯盐酸盐, 按照以上合成方
法可制备得中间体 1b。 
1.1.2  中间体 2a、2b 的合成  以 2a 为例:将中间体
1a溶解于 50 mL DMF中, 加入 100 mL氢氧化钠溶
液 (1.0 mol·L−1), 室温搅拌反应 2.5 h。TLC (氯仿/甲
醇  = 10∶1, Rf = 0.2, 磷钼酸显色) 检测反应完毕; 浓
盐酸调 pH 2～3, 乙酸乙酯萃取, 依次以蒸馏水、饱
和氯化钠溶液洗涤, 无水硫酸钠干燥, 过滤, 减压回
收乙酸乙酯至干得粗品 2a。 
1.1.3  化合物 3a、3b、4a、4b的合成  以 3a 为例:
将上述合成的中间体 2a (其合成见 1.1.2) 35.94 g (100 
mmol) 与 L-酪氨酸甲酯盐酸盐 27.80 g (120 mmol) 
混合置于反应瓶内, 于 70 ℃真空干燥 1 h, 自然冷却
后溶解于 350 mL干燥的CH2Cl2和 80 mL DMF中, 加
入 NMM 24.71 mL (225 mmol), 取 IBCF (氯甲酸异丁
酯) 12.65 mL (100 mmol) 与 50 mL CH2Cl2混合置于

滴液漏斗中, 氩气保护, 冰水浴 (0 ℃) 冷却 30 min
后开始滴加, 控制其流速使其在 50 min内滴加完毕, 
反应 8 h。TLC (氯仿/甲醇  = 30∶1, Rf = 0.4, 磷钼酸显
色) 检测反应完毕; 加水少许终止反应, 减压回收部
分 CH2Cl2, 乙酸乙酯萃取, 依次用蒸馏水、稀盐酸、
饱和碳酸氢钠溶液及饱和氯化钠溶液洗涤, 再用无
水硫酸钠干燥, 过滤, 减压回收部分乙酸乙酯, 析出
白色固体经纯化后得白色结晶 3a 16.65 g (收率 : 
31.03%)。3b、4a、4b用类似方法合成。 
1.2  目标化合物 5a～5c的合成 

1.2.1  化合物 5a的合成  将 3b 0.43 g (0.81 mmol, 

其合成见 1.1.3)、碳酸钾 0.67 g (4.9 mmol) 与二甲氨
基氯乙烷盐酸盐 0.087 g (0.81 mmol) 置于反应瓶内, 
加入 1,4-二氧六环 (20 mL) 与水 (0.3 mL), 于内温
86 ℃反应 3.5 h。TLC (氯仿/甲醇  = 10∶1, Rf = 0.5, 磷
钼酸显色) 检测反应完毕; 乙酸乙酯萃取, 水洗使其
呈中性, 1.0 mol·L−1盐酸溶液反萃取, 再以水洗有机
层, 合并酸水层。酸水层用 1.0 mol·L−1氢氧化钠溶液

调 pH 9～10, 析出白色固体, 乙酸乙酯萃取, 无水硫
酸钠干燥, 过滤, 减压蒸去乙酸乙酯, 纯化后得白色
结晶 5a 0.16 g (收率: 32.50%)。 
1.2.2  化合物 5b的合成  取化合物 3b 0.42 g (0.81 
mmol, 其合成见 1.1.3) 与碳酸钾 1.12 g (8.1 mmol) 
置于反应瓶内, 加入 DMF (20 mL) 溶解, 再加入碘代
正丁烷 0.1 mL (0.88 mmol), 35  ℃水浴搅拌 8 h。TLC 
(氯仿, Rf = 0.5, 磷钼酸显色) 检测反应完毕; 乙酸乙
酯萃取, 依次以水、饱和氯化钠洗涤, 无水硫酸钠干燥, 
过滤, 减压蒸去部分乙酸乙酯, 析出白色固体以氯仿
/甲醇重结晶即得白色结晶 5b 0.23 g (收率: 47.91%)。 
1.2.3  化合物 5c的合成  将 3b (1 mmol) 置于反应
瓶内 , 加入 15 mL DMF 溶解 , 再加入 2 mL 1.0 
mol·L−1氢氧化钠溶液, 常温反应 3 h。TLC (氯仿/甲
醇=10∶1, Rf = 0.2, 磷钼酸显色) 检测反应完毕; 1.0 
mol·L−1盐酸调 pH 2～3, 析出白色固体, 过滤、烘干
后得白色结晶 5c 0.47 g (收率: 89.94%)。 
1.3  化合物 6a～6d的合成 
1.3.1  化合物 6a、6b的合成  以化合物 6a为例: 取
化合物 4a 0.41 g (0.81 mmol, 其合成见 1.1.3) 与碳酸
钾 1.12 g (8.1 mmol) 置于反应瓶内, 加入 DMF (20 
mL) 溶解, 再加入碘代正丁烷 0.1 mL (0.88 mmol), 
35 ℃水浴搅拌 8 h。TLC (氯仿/甲醇  = 30∶1, Rf = 0.6, 
磷钼酸显色) 检测反应完毕; 乙酸乙酯萃取, 依次以
水、饱和氯化钠洗涤, 无水硫酸钠干燥, 过滤, 减压
蒸去部分乙酸乙酯, 析出白色固体以氯仿/甲醇重结
晶即得白色结晶 6a 0.28 g (收率: 61.22%)。6b以类似
方法合成。 
1.3.2  化合物 6c、6d 的合成  将化合物 4a 0.24 g 
(0.47 mmol, 其合成见 1.1.3) 置于反应瓶内, 加入 2.5 
mL吡啶溶解, 缓慢滴加乙酸酐 0. 4 mL (4.23 mmol), 
室温继续搅拌反应 8 h。TLC (氯仿/甲醇=30∶1, Rf = 

0.5, 磷钼酸显色) 检测反应完毕; 将反应物倒入水
中, 1.0 mol·L−1盐酸调 pH 2～3, 乙酸乙酯萃取, 依次
用蒸馏水、饱和氯化钠溶液洗涤, 以无水硫酸钠干燥, 
过滤, 减压回收乙酸乙酯至干得白色结晶 6c 0.24 g 
(收率: 86.16%)。6d以类似方法合成。 
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2  体外抗 HBV活性筛选 

2.1  MTT法测定药物对细胞的毒性实验 

以 HepG2 2.2.15 细胞传到 3 到 4 代时培养瓶长
满细胞后, 经 0.25%  胰酶溶液消化后用 10% DMEM 
配制成每毫升约 25 万个的细胞悬液, 接种到 96 孔    
培养板内, 每孔 100 μL, 摇匀后置 37 ℃、5% CO2培

养箱中培养 24 h, 细胞贴壁后即可给药 (配药: 称取
10 mg样品, 加 1 mL DMSO溶解, 溶液经无菌微孔
滤膜滤过即得 10 mg·mL−1储存液, 取相应量储存液
用 2% DMEM稀释至所需给药浓度), 每孔给 200 μL
药液, 每个浓度设 6个孔, 以 2% DMEM代替药液作
为阴性细胞对照组, 以拉米夫定药液代替药液作为
阳性对照组。置于 37 ℃、5% CO2培养箱培养 3 天,     
每孔加入 20 μL MTT溶液 (5 mg·mL−1), 37 ℃、5% 
CO2继续培养 6 h, 1 000 r·min−1离心 10 min, 吸去孔
内培养液, 每孔加入 200 μL DMSO, 振荡 10 min,    
使形成的结晶充分溶解后通过酶联免疫检测仪测定

其吸光度值 (OD值), 采用改良寇氏法计算药物的半
数有毒浓度 (TC50)。改良寇氏法计算 TC50, TC50 = 

Log−1 [Xm-i (ΣP-0.5)]。 
2.2  药物对 HBV DNA的抑制实验 

以 HepG2 2.2.15细胞传到 3到 4代时的细胞, 经
0.25%  胰酶溶液消化后用 10% DMEM配制成每毫升
约 25 万个的细胞悬液, 每孔 500 μL接种到 24 孔细
胞培养板, 每孔给 700 μL药液, 共 3个浓度, 每个浓
度设 3个孔, 以 10% DMEM代替药液作为阴性细胞
对照组, 以拉米夫定药液代替药液作为阳性对照组。
置于 37 ℃、5% CO2培养箱培养, 3天换原浓度药液
或 10% DMEM培养。培养 6天后即可提取HBV DNA, 
经荧光定量 PCR测定其 DNA含量, 通过含量测定结
果计算样品对细胞中HBV DNA的抑制率, 采用改良
寇氏法计算样品的半数抑制浓度 (IC50)。分别计算得
到的半数有毒浓度  (TC50) 和半数抑制浓度  (IC50) 
即可计算出样品的选择指数 (SI)[17]。改良寇氏法计

算 IC50, IC50 = Log−1[Xm-i (ΣP-0.5)], SI  = TC50/IC50。 
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