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新型三氟甲氧查尔酮类衍生物的设计合成及体外抗宫颈癌活性研究
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（新疆医科大学药学院，乌鲁木齐８３００１１）

摘要：目的　以天然甘草查尔酮母核为先导化合物骨架，设计、合成三氟甲氧基查尔酮类衍生物，并对其进行体外抗宫癌活性研
究。方法　通过ＣｌａｉｓｅｎＳｃｈｍｉｄｔ羟醛缩合反应，合成全新三氟甲氧基查尔酮类衍生物，结构经１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ及ＨＲＥＳＩＭＳ
进行确证。四唑盐（ＭＴＴ）法测定目标化合物对ＨｅＬａ、ＳｉＨａ、Ｃ３３Ａ三种宫颈癌细胞及正常宫颈上皮永生化Ｈ８细胞的毒性，并做
构效关系分析，选定候选化合物。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法和流式细胞仪技术测定候选化合物３ｏ对ＨｅＬａ细胞的侵袭迁移，促凋亡及对细胞
周期的影响；分子对接法将候选化合物与鼠双微粒２（ＭＤＭ２）蛋白靶点进行分子对接，测定化合物３ｏ与靶蛋白分子的结合能力
及结合特点；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定候选化合物３ｏ对ＭＤＭ２和ｐ５３蛋白的调控作用。结果　合成２０个全新三氟甲氧基查尔酮类目
标化合物，候选化合物３ｏ对宫颈癌细胞的毒性最强（ＩＣ５０＝４６０±０４０μｍｏｌ·Ｌ

－１），明显优于阳性药顺铂（ＩＣ５０＝１７１６±０９３μｍｏｌ·

Ｌ－１）；候选化合物３ｏ可有效抑制ＨｅＬａ细胞的侵袭迁移，对ＨｅＬａ细胞有显著的促凋亡作用并让细胞周期停留在Ｇ０／Ｇ１期；候选化合

物３ｏ与ＭＤＭ２蛋白ｐ５３结合口袋的关键氨基酸有效结合（结合能－３７６２ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）；候选化合物３ｏ对ＭＤＭ２蛋白有明显下调作
用，对ｐ５３蛋白有明显上调作用。结论　本研究结果为筛选有效低毒的新型靶向查尔酮类抗肿瘤候选药物提供一定实验基础。
关键词：查尔酮类衍生物；ＭＤＭ２ｐ５３；子宫颈癌；抗肿瘤活性
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　　宫颈癌是妇科肿瘤，其发病率和死亡率均较
高［１］。目前化疗仍然是治疗宫颈癌的一个重要手

段。然而化疗药物的毒性及癌症的复发和耐药问题

仍为临床上的疑难问题［２］。开发新型抗肿瘤药物

及新的抗肿瘤靶点具有重要的意义。

ｐ５３是肿瘤抑制因子，参与调节细胞周期和细胞
凋亡，当细胞发生突变或损伤时，ｐ５３蛋白迅速大量
聚集，清除突变细胞，保护机体，是肿瘤出现及生长的

主要调控蛋白之一［３５］。鼠双微粒体２（ｍｕｒｉｎｅｄｏｕｂｌｅ
ｍｉｎｕｔｅ２，ＭＤＭ２）蛋白是 ｐ５３基因的负调控因子，
ＭＤＭ２通过不断地泛素化ｐ５３蛋白使其形成ＭＤＭ２
ｐ５３复合物，从而使 ｐ５３失去促凋亡活性，形成相互
影响的自动调节反馈回路［６９］。若能阻断ＭＤＭ２ｐ５３
蛋白之间的相互作用，下调ＭＤＭ２基因的表达，减少
复合物形成，则可以使ｐ５３从ＭＤＭ２上游离出来，恢
复和激活ｐ５３的抑癌功能，这是通过促进癌细胞凋亡
来增强抗癌作用的一种重要途径［１０１２］。

天然植物中的查尔酮（ｃｈａｌｃｏｎｅ，图１）化学名为
１，３二苯基２丙烯１酮，是一类抗瘤谱较广的天然
活性物质，因分子具有较大的可塑性，能与不同靶点

结合［１３１４］。研究显示，某些查尔酮类化合物能与

ＭＤＭ２结合，竞争性抑制 ＭＤＭ２与 ｐ５３的结合，从
而激活 ｐ５３的抑癌功能［１５１７］。然而植物中的查尔

酮含量极低，富集制备成本高，活性较弱，限制了其

研究和开发应用。有学者通过ＣｌａｉｓｅｎＳｃｈｍｉｄｔ羟醛
缩合反应合成了查尔酮类衍生物［１８］，并在骨架结构

中引入不同官能团，不仅能降低制备成本，还能提高

其抗肿瘤活性。

O

(E)-Chalcone

图１　查尔酮母核结构
Ｆｉｇ１　Ｃｈａｌｃｏｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

本课题组在前期研究中，对查尔酮骨架通过氯

代、甲氧基化、α甲基化及引入杂环等途径得到抗宫
颈癌活性较高的抗肿瘤化合物［１９２１］。查尔酮结构

上引入含有 Ｎ、Ｏ、Ｆ等元素的官能团可提高其与靶
点形成氢键的能力，增强抗癌活性潜力［２２２３］。

本研究在前期结构修饰经验基础上，以 ＭＤＭ２
ｐ５３靶点作为靶标蛋白，通过分子对接技术设计并
用ＣｌａｉｓｅｎＳｃｈｍｉｄｔ反应合成了２０个全新三氟甲氧
基查尔酮类化合物；以三种宫颈癌细胞做体外药理

实验模型，筛选出对宫颈癌具有显著细胞毒性、促进

凋亡、抑制肿瘤迁移侵袭特点的候选药物，并用 Ｈ８
正常细胞模型初步评估细胞毒性；对候选化合物与

ＭＤＭ２进行分子对接，测定与靶蛋白的结合能力及
结合特点，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定了对 ＭＤＭ２和
ｐ５３调控作用，进一步验证候选化合物可通过结合
ＭＤＭ２，抑制ＭＤＭ２ｐ５３复合物形成发挥抗癌作用。

１　实验方法
１１　实验材料与仪器
１１１　药品与试剂　顺铂对照品（美国ＡｂＭｏｌｅ公
司）；胎牛血清（美国Ｓｉｇｍａ公司）、胰酶、ＤＭＥＭ培养
基（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司）、抗体（ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公
司）。人宫颈癌细胞ＨｅＬａ、ＳｉＨａ、Ｃ３３Ａ、人宫颈上皮
永生化细胞Ｈ８，均由新疆医科大学中心实验室惠赠。
１１２　仪器　ＷＲＸ４型显微熔点仪（宁波科诚仪
器有限公司）；ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＸＬ型赛默飞组合式高分
辨质谱仪、３７℃ ５％ＣＯ２培养箱、ＨｅｒａｓａｆｅＫＳ１８Ⅱ级生
物安全柜（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；ＺＦ７型暗箱三
用紫外分析仪（上海嘉鹏科技有限公司）；ＳＯＰＴＯＰ型
倒置显微镜（宁波舜宇仪器公司）；Ｖｉｃｔｏｒｎｉｖｏ多功能
酶标仪（珀金埃尔默有限公司）；ＢＤ流式细胞仪（美
国ＢＤ公司）。
１２　合成实验

在反应瓶中加入５ｍｍｏＬ化合物１，５ｍｍｏＬ化
合物２，加入２０ｍＬ无水乙醇（或２０ｍＬ甲醇）超声
使其完全溶解，加入１２５ｇ氢氧化钾固体（或１ｇ氢
氧化钠固体），搅拌，室温反应。硅胶薄层板检测过

程和结果，反应完成后，有固体吸出过滤，收集滤饼，

滤液用稀盐酸调节ｐＨ值至１０～２０，冰箱过夜，析
出沉淀收集，若没有固体析出，油状物和溶液层分

开，油状物挥干后用少量无水乙醇加热重结晶，放入

冰箱析晶，抽滤，收集晶体得到化合物３ａ。化合物
３ｂ～３ｔ的合成与３ａ类似，见图２。

图２　三氟甲氧基查尔酮衍生物３ａ～３ｔ的合成路线
Ｆｉｇ２　Ｔｈｅｓｙｎｔｈｅｔｉｃｒｏｕｔｅｔｏｔａｒｇｅｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓ３ａ－３ｔ

·５７９·
中国药学杂志２０２４年６月第５９卷第１１期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｊｕｎｅ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１１



１３　化合物的抗癌活性
１３１　ＭＴＴ检测　以顺铂作为阳性对照，采用
ＭＴＴ法测定目标化合物 ３ａ～３ｔ对 ＨｅＬａ、ＳｉＨａ、
Ｃ３３Ａ以及Ｈ８细胞的毒性。分别将处于对数生长
期的细胞以每孔 ７０００个细胞接种在 ９６孔板上。
在３７℃体积浓度５％ＣＯ２的细胞培养箱中培养１２ｈ
后，弃去培养基，将不同浓度（０、６２５、１２５、２５、５０、
１００μｍｏｌ·Ｌ－１）的化合物加入９６孔板中，每个浓度
设６个复孔。药物干预 ４８ｈ后，每孔加 ５ｍｇ·
ｍＬ－１的ＭＴＴ溶液２０μＬ，在３７℃，体积浓度５％的
ＣＯ２培养箱中孵育４ｈ，移除培养基和 ＭＴＴ，每孔加
入１５０μＬ的ＤＭＳＯ溶液以溶解甲"

，振荡均匀。使

用多功能酶标仪在４９０ｎｍ波长下测量吸收度。通
过吸收度计算出细胞毒性。化合物活性以对５０％
细胞有毒性所需的浓度ＩＣ５０表达。实验结果为３次
实验平均值。

１３２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移侵袭实验　取对数生长期的
ＨｅＬａ细胞，制成每毫升２×１０５个的细胞悬液，分别
给予阳性药顺铂（２０μｍｏｌ·Ｌ－１），空白、低、中、高
浓度（０、１、２、４μｍｏｌ·Ｌ－１）的候选化合物３ｏ干预细
胞活动，每个浓度设置３个平行组。分别取上述给
药后的细胞悬液 ２００μＬ加入到 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上
层，下层中加入含２０％胎牛血清的培养基６００μＬ。
将小室置于培养箱中培养２４ｈ，上室用ＰＢＳ洗３次，
４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，１％结晶紫染色３０ｍｉｎ，晾
干，于倒置显微镜下观察穿过基底膜的细胞数。每

个样本计数３个视野，取平均值作为检测结果。实
验重复３次。侵袭实验：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室先用５０μＬ
基质胶（体积比为１∶８）铺胶，将小室置于培养箱中，
烘干，后续实验步骤同细胞迁移实验。

１３３　细胞凋亡实验　使用６孔板进行铺板，将
细胞密度配制为每毫升 １×１０６细胞悬液，每孔
２ｍＬ，置入３７℃的 ＣＯ２培养箱，２４ｈ后，弃上清液，
每孔加入２ｍＬ候选化合物３ｏ的培养液，浓度依次
为２５、５、１０μｍｏｌ·Ｌ－１，每个浓度设３个复孔。以
只含 细 胞 及 完 全 培 养 基 作 为 空 白 对 照，以

２０μｍｏｌ·Ｌ－１的顺铂为阳性对照，培养 ２４ｈ后收
集，离心，磷酸缓冲液（ＰＢＳ）洗涤，再次收集细胞。
用碘化丙啶（ＰＩ）、带有荧光探针标记的膜联蛋白
（ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ）各５μＬ避光染色２０ｍｉｎ，尼龙布
过滤，上流式细胞仪进行检测，实验重复三次。

１３４　细胞周期阻滞实验　每毫升１×１０６个的细
胞悬液，以每孔２ｍＬ接种到６孔板中，置于３７℃的
ＣＯ２培养箱，２４ｈ后弃上清液，每孔加入２ｍＬ不同

浓度的候选化合物 ３ｏ溶液，浓度依次为 ２５、５、
７５μｍｏｌ·Ｌ－１，每个浓度设３个复孔。以只含细胞
及完全培养基作为空白对照，以２０μｍｏｌ·Ｌ－１的顺
铂为阳性对照，培养２４ｈ后收集，离心，ＰＢＳ洗，再次
收集细胞后加入７５％乙醇，在 －２０℃下固定２４ｈ，
再次离心，ＰＢＳ洗涤，收集细胞后，每管各加入４００
μＬ的碘化丙锭／ＲＮＡ酶染色液（ＰＩ／ＲＮａｓｅＳｔａｉｎｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ），室温避光染色２０ｍｉｎ，尼龙布过滤，上流式
细胞仪进行检测，实验重复３次。
１４　分子对接研究

将候选化合物先用ＣｈｅｍＢｉｏＤｒａｗＵｌｔｒａ１４０软
件画出三维结构，应用ＡｕｔｏｄｏｃｋＴｏｏｌｓ１５６软件进
加氢，计算并分配电荷，以候选化合物为配体，与

ＭＤＭ２蛋白（ＰＤＢ编号：５ＴＲＦ）进行对接，用 ｐｙｍｏｌ
２３０和ｄｉｓｃｏｖｅｒｙｓｔｕｄｉｏｓ进行作用力分析，初步推
测候选化合物和ＭＤＭ２结合模式。
１５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
１５１　蛋白样品的准备　用 ６

#

培养皿培养细

胞，细胞养至培养皿８０％用于干预，空白、低、中、高
浓度（０、１、２、４μｍｏｌ·Ｌ－１）的候选化合物和阳性药
（４μｍｏｌ·Ｌ－１）各 ４ｍＬ，２４ｈ后，每孔均匀加入
３５０μＬ的可溶性蛋白（ＲＩＰＡ）［裂解液１ｍＬＲＩＰＡ＋
１０μＬ苯甲基碘酰氟（ＰＭＳＦ）］，冰上裂解３０ｍｉｎ反
复吹打，然后至 １５ｍＬＥＰ管中，低温离心 ２０ｍｉｎ
（１２０００ｒ·ｍｉｎ－１），取上清液立即采用ＢＣＡ蛋白定
量法对蛋白浓度进行测定。蛋白样品和 ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ按说明书推荐比例配制成２μｇ·μＬ－１的混合
液，１００℃条件下加热１０ｍｉｎ，冷却后，置于 －２０℃
冰箱保存备用。

１５２　蛋白样品上样　在电泳槽内加入一定体积
的电泳缓冲液，用微量加样器将２μＬ蛋白 Ｍａｒｋｅｒ
加入对照孔内，然后依次加不同组的蛋白溶液，上样

量为２０μｇ每孔。电压调至８０Ｖ，电泳３０ｍｉｎ，再用
１２０Ｖ电泳９０ｍｉｎ，至溴酚蓝到达凝胶底部即可终
止电泳。敷上甲醇中活化的大小与凝胶相符的聚偏

二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜制成三明治，电压调至最大３００
Ｖ后，恒流３００ｍ的条件下转膜 １２０ｍｉｎ。结束后
ＰＶＤＦ膜常温下用５％牛奶［２ｇ奶粉 ＋４０ｍＬ三乙
醇胺缓冲盐水溶液（ＴＢＳＴ）］摇床封闭２ｈ。弃去牛
奶，加入ＴＢＳＴ溶液冲洗ＰＶＤＦ膜３次，每次１０ｍｉｎ。
将 ＰＶＤＦ膜放置到孵育盒中，加入一抗稀释液
（１∶２０００），在 ４℃摇床上孵育过夜。隔天，冲洗
ＰＶＤＦ膜三次，每次 １０ｍｉｎ，加入二抗稀释液
（１∶１０００），摇床孵育１ｈ，冲洗 ＰＶＤＦ膜３次，每次
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１０ｍｉｎ。在整片 ＰＶＤＦ膜上均匀涂抹 Ａ、Ｂ溶液以
１∶１比例混匀的增强性化学发光试剂（ＥＣＬ）显影液，
采用凝胶成像仪曝光和采图，实验重复三次。

１６　统计学方法
图片分析应用 Ｉｍａｇｅ１５３软件，数据分析应用

Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ８０１软件，组间比较用单因素方差
分析，后用多重假设检验，分析结果以 珋ｘ±ｓ形式表
示，将Ｐ＜００５作为显著性差异的标准。

２　实验结果
２１　目标化合物合成结果
２１１　化合物的合成　用取代苯乙酮和不同位三
氟甲氧基苯甲醛进行ＣｌａｉｓｅｎＳｃｈｍｉｄｔ羟醛缩合得到
２０个全新三氟甲氧基查尔酮。化合物的结构
１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ及ＨＲＥＳＩＭＳ法确证，表征结果
如下：

２１２　结构表征　化合物３ａ：淡黄色固体，产率：
３２７％，熔点：６４７～６５６℃，ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１７
Ｈ１４Ｆ３Ｏ３＋（Ｍ＋Ｈ）＋３２３０８９０，ｆｏｕｎｄ３２３０８９０。
１ＨＮＭＲ（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：７７７（ｄ，Ｊ＝１５７Ｈｚ，
１Ｈ，βＨ），７６９～７６３（ｍ，２Ｈ，Ｃ２′Ｈ，Ｃ６Ｈ），７５９
（ｄｔ，Ｊ＝７５，１２８Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ５Ｈ），７５４（ｄｄ，Ｊ＝２７，
１６０Ｈｚ，１Ｈ，αＨ），７４８（ｄ，Ｊ＝１５７Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６Ｈ），
７４１（ｔ，Ｊ＝７９Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ２Ｈ），７２８～７２３（ｍ，２Ｈ，
Ｃ３′Ｈ，Ｃ５′Ｈ），７１４（ｄｄｄ，Ｊ＝８２，２７，０９Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ４
Ｈ），３８８（ｓ，３Ｈ，Ｃ３ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ（１５１ＭＨｚ，
ＣＤＣｌ３）δ：１８９８５，１５９９８，１５０５６，１４２９４，１３９３６，
１３３５０（２Ｃ），１２９８８，１２９６５，１２２８６，１２１２５，１２１１９，
１２１０５，１１９５４，１１９４７，１１２９１，５５４８。

化合物 ３ｂ：淡黄色固体，产率：８０６％，熔点：
８９１～８９７℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１７Ｈ１４Ｆ３Ｏ３＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３２３０８９０，ｆｏｕｎｄ３２３０８８６。１ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：８０７～８０１（ｍ，２Ｈ，Ｃ２Ｈ，Ｃ６
Ｈ），７７６（ｄ，Ｊ＝１５６Ｈｚ，１Ｈ，βＨ），７６９～７６３
（ｍ，２Ｈ，Ｃ２′ＨＣ６′Ｈ），７５２（ｄ，Ｊ＝１５７Ｈｚ，１Ｈ，α
Ｈ），７２８～７２３（ｍ，２Ｈ，Ｃ３Ｈ，Ｃ５Ｈ），７０１６９６
（ｍ，２Ｈ，Ｃ３′Ｈ，Ｃ５′Ｈ），３８９（ｓ，３Ｈ，Ｃ４ＯＣＨ３）。
１３ＣＮＭＲ（１５１ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１８８３０，１６３６０，
１５０４０，１４２０８，１３３７３（２Ｃ），１３０８５，１２９７６（２Ｃ），
１２２６７，１２１２６，１２１１７，１１９５４（２Ｃ），１１３９３（２Ｃ），
５５５０。

化合物 ３ｃ：淡黄色固体，产率：４３％，熔点：
９８６～９９１℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１８Ｈ１６Ｆ３Ｏ４＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３５３０９９５，ｆｏｕｎｄ３５３０９９３。１ＨＮＭＲ

（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：７７８（ｄｄ，Ｊ＝８８，３８Ｈｚ，
１Ｈ，Ｃ６Ｈ），７６４（ｄ，Ｊ＝１５８Ｈｚ，１Ｈ，βＨ），７６４～
７５９（ｍ，２Ｈ，Ｃ２′Ｈ，Ｃ３′Ｈ），７５１（ｄ，Ｊ＝１５７Ｈｚ，
１Ｈ，αＨ），７２５～７２１（ｍ，２Ｈ，Ｃ３′Ｈ，Ｃ５′Ｈ），
７０２～６９５（ｍ，１Ｈ，Ｃ３Ｈ），６５７（ｄｄ，Ｊ＝８６，２２
Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ５Ｈ），３９１（ｓ，３Ｈ，Ｃ２ＯＣＨ３），３８７（ｓ，
３Ｈ，Ｃ４ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ （１５１ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：
１９００１，１６４４６，１６０５６，１５０１４，１４７３２，１３４２２
（２Ｃ），１２９６５，１２９１７，１２８０４，１２１９８，１１９５７，
１１７８７（２Ｃ），１０５４０，５５７９，５５７８。

化合物 ３ｄ：亮黄色晶体，产率：２４％，熔点：
５５６～５６３℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１８Ｈ１６Ｆ３Ｏ４ ＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３５３０９９５，ｆｏｕｎｄ３５３０９９２。１ ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：７６３（ｄ，Ｊ＝６６９Ｈｚ，１Ｈ，β
Ｈ），７６１（ｄ，Ｊ＝２３０Ｈｚ，２Ｈ，Ｃ２′Ｈ，Ｃ６′Ｈ），７４１
（ｄ，Ｊ＝１５９２Ｈｚ，１Ｈ，αＨ），７２８～７２２（ｍ，２Ｈ，
Ｃ３Ｈ，Ｃ４Ｈ），７２１（ｄ，Ｊ＝３２１Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６Ｈ），
６０８～６９２（ｍ，２Ｈ，Ｃ３′Ｈ，Ｃ５′Ｈ），３８７（ｓ，３Ｈ，Ｃ２
ＯＣＨ３），３８１（ｓ，３Ｈ，Ｃ５ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ （１５１
ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１９１９２，１５３６９，１５２７３，１５０３４，
１４１１０，１３３８４（２Ｃ），１２９７９，１２９３７，１２７６８，
１２１２５，１２１１４，１１９５４（２Ｃ），１１４４６，１１３４１，
５６４８，５５８６。

化合物 ３ｅ：淡黄色固体，产率：１５２％，熔点：
７３４～７４１℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１８Ｈ１６Ｆ３Ｏ４＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３５３０９９５，ｆｏｕｎｄ３５３０９９５。１ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：７７７（ｄ，Ｊ＝１５６Ｈｚ，１Ｈ，β
Ｈ），７７０～７６８（ｍ，１Ｈ，Ｃ６Ｈ），７６８～７６４（ｍ，
２Ｈ，Ｃ２′Ｈ，Ｃ６′Ｈ），７６２（ｄ，Ｊ＝１９Ｈｚ，１Ｈ，αＨ），
７５３（ｄ，Ｊ＝１５６Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ２Ｈ），７２６（ｄｔ，Ｊ＝７７，
１０８Ｈｚ，２Ｈ，Ｃ３′Ｈ，Ｃ５′Ｈ），６９３（ｄ，Ｊ＝８４Ｈｚ，
１Ｈ，Ｃ５Ｈ），３９７（ｄ，Ｊ＝１６Ｈｚ，６Ｈ，Ｃ３ＯＣＨ３，Ｃ４
ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ（１５１ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１８８１８，
１５３４６，１５０４０，１４９３４，１４２０８，１３３７１（２Ｃ），
１３１０９，１２９７６，１２３１０，１２２４５，１２１２４，１２１１７，
１１９５３（２Ｃ），１１０７５，１１０００，５６１０，５６０４。

化合物 ３ｆ：淡黄色固体，产率：４６４％，熔点：
７７９～７８４℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１９Ｈ１８Ｆ３Ｏ５＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３８３１１０１，ｆｏｕｎｄ３８３１１０１。１ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：７６６（ｄ，Ｊ＝１３５Ｈｚ，１Ｈ，β
Ｈ），７６４（ｄ，Ｊ＝４４Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６Ｈ），７６４（ｓ，１Ｈ，α
Ｈ），７５４～７４７（ｍ，２Ｈ，Ｃ２′Ｈ，Ｃ６′Ｈ），７２７～７２２
（ｍ，２Ｈ，Ｃ３′Ｈ，Ｃ５′Ｈ），６７７（ｄ，Ｊ＝８８Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ５
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Ｈ），３９３（ｄ，Ｊ＝６４Ｈｚ，９Ｈ，Ｃ２ＯＣＨ３，Ｃ３ＯＣＨ３，Ｃ４
ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ（１５１ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１９０３５，
１５７３１，１５３８９，１５０２９，１４２１７，１４０８９，１３３８９
（２Ｃ），１２９７３，１２７４０，１２６５１，１２５９５，１２１２４，
１１９５４（２Ｃ），１０７４５，６２１１，６１０６，５６１３。

化合物 ３ｇ：亮黄色固体，产率：４８６％，熔点：
８８１～８９２℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１９Ｈ１８Ｆ３Ｏ５＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３８３１１０１，ｆｏｕｎｄ３８３１１０１。１ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：７６８（ｄ，Ｊ＝１５８Ｈｚ，１Ｈ，β
Ｈ），７６４（ｄ，Ｊ＝１７Ｈｚ，２Ｈ，Ｃ２′Ｈ，Ｃ６′Ｈ），７６２
（ｄ，Ｊ＝８６Ｈｚ，１Ｈ，αＨ），７４０（ｓ，１Ｈ，Ｃ６Ｈ），
７２６～７２１（ｍ，２Ｈ，Ｃ３′Ｈ，Ｃ５′Ｈ），６５５（ｓ，１Ｈ，Ｃ３
Ｈ），３９７（ｓ，３Ｈ，Ｃ２ＯＣＨ３），３９４（ｓ，３Ｈ，Ｃ５
ＯＣＨ３），３９０（ｓ，３Ｈ，Ｃ４ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ （１５１
ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１８９３６，１５５０３，１５３８９，１５００９，
１４３４８，１３９８４，１３４２６（２Ｃ），１２９６２，１２８０４，
１２１１２，１２０１４，１１９５５（２Ｃ），１１３１６，９６９５，５６７５，
５６３２，５６１５。

化合物 ３ｈ：淡黄色固体，产率：３２２％，熔点：
９９９～１０１３℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１９Ｈ１８Ｆ３Ｏ５＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３８３１１０１，ｆｏｕｎｄ３８３１１０２。１ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：７７９（ｄ，Ｊ＝１５６Ｈｚ，１Ｈ，β
Ｈ），７６８（ｄ，Ｊ＝８３Ｈｚ，２Ｈ，Ｃ２′Ｈ，Ｃ６′Ｈ），７４６
（ｄ，Ｊ＝１５６Ｈｚ，１Ｈ，αＨ），７２６（ｄ，Ｊ＝７９Ｈｚ，
４Ｈ，Ｃ２Ｈ，Ｃ６Ｈ，Ｃ３′Ｈ，Ｃ５′Ｈ），３９５（ｓ，９Ｈ，Ｃ３
ＯＣＨ３，Ｃ４ＯＣＨ３，Ｃ５ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ（１５１ＭＨｚ，
ＣＤＣｌ３）δ：１８８８４，１５３２１（２Ｃ），１５０５５，１４２８５，
１４２７２，１３３５３，（２Ｃ）１３３２４，１２９８７，１２２５４，
１２１２１，１１９５３（２Ｃ），１０６１５（２Ｃ），６１００，５６４１
（２Ｃ）。

化合物 ３ｉ：亮黄色固体，产率：６２１％，熔点：
１２７４～１２８２℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１７Ｈ１４Ｆ３Ｏ４＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３３９０８３９，ｆｏｕｎｄ３３９０８３９。１ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ｄ６ＤＭＳＯ）δ：９４６（ｓ，１Ｈ，Ｃ３ＯＨ），
８０６～８００（ｍ，２Ｈ，βＨ，Ｃ６Ｈ），７９６～７７６（ｍ，
２Ｈ，Ｃ２′ＨＣ６′Ｈ），７７１（ｄ，Ｊ＝１５６Ｈｚ，１Ｈ，αＨ），
７５７（ｄ，Ｊ＝２１７Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ２Ｈ），７４７～７４２（ｍ，
２Ｈ，Ｃ３′Ｈ，Ｃ５′Ｈ），７０８（ｄ，Ｊ＝８５Ｈｚ，１ＨＣ５Ｈ），
３９０（ｓ，３Ｈ，Ｃ４ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ（１５１ＭＨｚ，ｄ６ＤＭ
ＳＯ）δ：１８７８４，１５２８９，１４９８５，１４７１５，１４１４９，
１３４７０（２Ｃ），１３１１１，１３１０５，１２３７５，１２２４０，
１２１７１，１２１３４，１１９６４（２Ｃ），１１５３３，５６２１。

化合物 ３ｊ：淡黄色固体，产率：６０９％，熔点：

８８３～８９７℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１７Ｈ１４Ｆ３Ｏ３＋
（Ｍ＋Ｈ）＋ ３２３０８９０，ｆｏｕｎｄ３２３０８８６。１ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：８０６８０１（ｍ，２Ｈ，Ｃ２Ｈ，Ｃ６
Ｈ），８０３～７９５（ｍ，１Ｈ，βＨ），７７７（ｄｄ，Ｊ＝７８，
１６７Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６′Ｈ），７５８（ｄ，Ｊ＝１５８Ｈｚ，１Ｈ，α
Ｈ），７４３（ｄｄｄ，Ｊ＝８２，７３９，１６７Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ４′Ｈ），
７３７～７２９（ｍ，２Ｈ，Ｃ３Ｈ，Ｃ５Ｈ），７０１～６９６（ｍ，
２Ｈ，Ｃ３′Ｈ，Ｃ５′Ｈ），３８８（ｓ，３Ｈ，Ｃ４ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ
（１５１ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１８８４７，１６３６２，１４７９０，
１３６６６，１３１２０，１３０９３（２Ｃ），１３０７９，１２８５４，
１２８５１，１２７１３，１２４９８，１２１４３，１２１４０，１１９６９，
１１３９３，５５５０。

化合物 ３ｋ：淡黄色固体，产率：１７９％，熔点：
６２９～６３１℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１８Ｈ１６Ｆ３Ｏ４＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３５３０９９５，ｆｏｕｎｄ３５３０９９１。１ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：７８７（ｄ，Ｊ＝１６０Ｈｚ，１Ｈ，β
Ｈ），７７８（ｄ，Ｊ＝８６Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６Ｈ），７７２（ｄｄ，Ｊ＝
７８，１７３Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６′Ｈ），７５８（ｄ，Ｊ＝１５９Ｈｚ，１Ｈ，
αＨ），７３９（ｔｄ，Ｊ＝７８，１７Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ４′Ｈ），７３５～
７２７（ｍ，２Ｈ，Ｃ３′Ｈ，Ｃ５′Ｈ），６５７（ｄｄ，Ｊ＝８６，２２７
Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ５Ｈ），６４９（ｄ，Ｊ＝２３Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ３Ｈ），
３８８（ｄ，Ｊ＝１６５Ｈｚ，６Ｈ，Ｃ２ＯＣＨ３，Ｃ４ＯＣＨ３）。

１３Ｃ
ＮＭＲ （１５１ ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３） δ：１９００７，１６４４５，
１６０５７，１４７８６，１３４６０，１３３１０，１３０７８，１３００２，
１２８９１，１２７０３，１２３１３，１２１４１，１２１３２，１１９７０，
１１７９９，１０５３４，５５６８，５５５６。

化合物 ３ｌ：亮黄色固体，产率：９０％，熔点：
５０２～５１２℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１８Ｈ１６Ｆ３Ｏ４ ＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３５３０９９５，ｆｏｕｎｄ３５３０９９５。１ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：７８６（ｄ，Ｊ＝１６０Ｈｚ，１Ｈ，β
Ｈ），７７３（ｄｄ，Ｊ＝７８，１７２Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６′Ｈ），７４８
（ｄ，Ｊ＝１６０Ｈｚ，１Ｈ，αＨ），７４１（ｔｄ，Ｊ＝７８，１７
Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６Ｈ），７３６～７２７（ｍ，２Ｈ，Ｃ３Ｈ，Ｃ４Ｈ），
７２１（ｄ，Ｊ＝３２Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ４′Ｈ），７０４（ｄｄ，Ｊ＝９０，
３２２Ｈｚ，１ＨＣ３′Ｈ），６９４（ｄ，Ｊ＝９０Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ５′
Ｈ），３８５（ｓ，３Ｈ，Ｃ２ＯＣＨ３），３８１（ｓ，３Ｈ，Ｃ５
ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ（１５１ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１９２０５，
１５３６６，１５２７５，１４７９０，１３５７４，１３１１１，１２９５８，
１２９１９，１２８６１，１２８４９，１２７１１，１２１３７，１１９６５
（２Ｃ），１１４４６，１１３３０，５６３３，５５８４。

化合物３ｍ：淡黄色固体，产率：６６９％，熔点：
８９２～９０１℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１８Ｈ１６Ｆ３Ｏ４＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３５３０９９５，ｆｏｕｎｄ３５３０９９６。１ＨＮＭＲ
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（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：７９８（ｄ，Ｊ＝１５８Ｈｚ，１Ｈ，β
Ｈ），７７７（ｄｄ，Ｊ＝７８，１７２Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６Ｈ），７６８
（ｄｄ，Ｊ＝８４，２０１Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６′Ｈ），７６３（ｄ，Ｊ＝２０
Ｈｚ，１ＨαＨ），７６０（ｄ，Ｊ＝１５８Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ２Ｈ），７４３
（ｔｄ，Ｊ＝７８，１６５Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ４′Ｈ），７３８～７３０（ｍ，
２Ｈ，Ｃ３′ＨＣ５′Ｈ），６９４（ｄ，Ｊ＝８４Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ５Ｈ），
３９７（ｓ，６Ｈ，Ｃ３ＯＣＨ３，Ｃ４～ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ（１５１
ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１８８４２，１５３４７，１４９３０，１４７９０，
１３６７４，１３１２０，１３０９８，１２８６９，１２８５１，１２３２１，
１２３１１，１２１４２，１１９６８，１１７９７，１１０８２，１１００５，
５６１０，５６００。

化合物 ３ｎ：亮黄色固体，产率：４９４％，熔点：
７７８～７８３℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１９Ｈ１８Ｆ３Ｏ５＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３８３１１００８，ｆｏｕｎｄ３８３１１０１。１ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：７９０（ｄ，Ｊ＝１６０Ｈｚ，１Ｈ，β
Ｈ），７７４（ｄｄ，Ｊ＝７８，１７７Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６′Ｈ），７７０
（ｄ，Ｊ＝１５９Ｈｚ，１Ｈ，αＨ），７４１（ｓ，１Ｈ，Ｃ６Ｈ），
７４０（ｔｄ，Ｊ＝７７，１７０Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ４′Ｈ），７３６～７２８
（ｍ，２Ｈ，Ｃ３′Ｈ，Ｃ５′Ｈ），６５４（ｓ，１Ｈ，Ｃ３Ｈ），３９７
（ｓ，３Ｈ，Ｃ２ＯＣＨ３），３９１（ｄ，Ｊ＝１４１Ｈｚ，６Ｈ，Ｃ４
ＯＣＨ３，Ｃ５ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ（１５１ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：
１８９４４，１５５０７，１５３９０，１４７８８，１４３４３，１３４５１，
１３０７７，１３００１，１２８９５，１２７０３，１２１３３，１２００３，
１１９７０，１１７９９，１１３２０，９６８８，５６６３，５６３０，
５６１４。

化合物 ３ｏ：淡黄色固体，产率：１４９％，熔点：
７２６～７４１℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１９Ｈ１８Ｆ３Ｏ５＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３８３１１０１，ｆｏｕｎｄ３８３１１０１。１ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：７９６（ｄ，Ｊ＝１５９Ｈｚ，１Ｈ，β
Ｈ），７７６（ｄｄ，Ｊ＝７８，１６８Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６′Ｈ），７５６
（ｄ，Ｊ＝１５９Ｈｚ，１Ｈ，αＨ），７４８～７４２（ｍ，１Ｈ，Ｃ４′
Ｈ），７４０～７３１（ｍ，２Ｈ，Ｃ２Ｈ，Ｃ６Ｈ），７２９（ｓ，２Ｈ，
Ｃ３′Ｈ，Ｃ５′Ｈ），３９５（ｓ，９Ｈ，Ｃ３ＯＣＨ３，Ｃ４ＯＣＨ３，Ｃ５
ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ（１５１ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１８９１３，
１５３２０，１４７９３（２Ｃ），１４２６７，１３７５５，１３３０８，
１３１３７，１２９１４，１２８２８，１２７１９，１２５０９，１２１４１，
１１９６８，１０６１５（２Ｃ），６０９８，５６２９（２Ｃ）。

化合物 ３ｐ：亮黄色固体，产率：９４２％，熔点：
９５１～９６３℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１７Ｈ１４Ｆ３Ｏ４＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３３９０８３９，ｆｏｕｎｄ３３９０８３９。１ ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ｄ６ＤＭＳＯ）δ：９５３（ｓ，１Ｈ，Ｃ３ＯＨ），８３０
（ｄｄ，Ｊ＝７９，１７Ｈｚ，１Ｈ，βＨ），８０２（ｄ，Ｊ＝１５７
Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６Ｈ），７８４（ｄ，Ｊ＝１５７Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６′Ｈ），

７８０（ｄｄ，Ｊ＝８５，２２Ｈｚ，１Ｈ，αＨ），７６１（ｄｄｄ，Ｊ＝
８５，７３，１７Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ４′Ｈ），７５９（ｄ，Ｊ＝２２Ｈｚ，
１Ｈ，Ｃ２Ｈ），７５６～７５０（ｍ，１Ｈ，Ｃ３′Ｈ），７４９（ｄｔ，
Ｊ＝８２，１５Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ５′Ｈ），７０９（ｄ，Ｊ＝８５Ｈｚ，
１Ｈ，Ｃ５Ｈ），３９１（ｓ，３Ｈ，Ｃ４ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ（１５１
ＭＨｚ，ｄ６ＤＭＳＯ） δ： １８７５７，１５３０８，１４７３７，
１４７２３，１３４５０，１３２４８，１３０８１，１２８４８，１２５４７，
１２３１６，１２２５３，１２１４６，１１９７５，１１８０５，１１５３２，
１１１６７，５６２３。

化合物 ３ｑ：淡黄色固体，产率：１２７％，熔点：
６９８～７０４℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１７Ｈ１４Ｆ３Ｏ３ ＋
（Ｍ＋Ｈ）３２３０８９０，ｆｏｕｎｄ３２３０８８８。１ＨＮＭＲ（６００
ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：８０７～８０１（ｍ，２Ｈ，Ｃ２Ｈ，Ｃ６Ｈ），
７７５（ｄ，Ｊ＝１５７Ｈｚ，１Ｈ，βＨ），７５６（ｄ，Ｊ＝４０Ｈｚ，
１Ｈ，αＨ，），７５４～７５２（ｍ，１Ｈ，Ｃ５′Ｈ），７４７（ｄｄ，
Ｊ＝２３，１２Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６′Ｈ），７４４（ｔ，Ｊ＝７９５Ｈｚ，
１Ｈ，Ｃ２′Ｈ），７２８～７２２（ｍ，１Ｈ，Ｃ４′Ｈ），７０２～
６９６（ｍ，２Ｈ，Ｃ３Ｈ，Ｃ５Ｈ），３８９（ｓ，３Ｈ，Ｃ４
ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ（１５１ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１８８２０，
１６３６７，１４９７１，１４２０１，１３７２５，１３０９１（２Ｃ），
１３０７７，１２６８４，１２３４１，１２２３８，１２１３２，１２０２２
（２Ｃ），１１９６１，１１３９５，５５５１。

化合物 ３ｒ：淡黄色固体，产率：６１７％，熔点：
８１３～８２３℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１８Ｈ１６Ｆ３Ｏ４＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３５３０９９５，ｆｏｕｎｄ３５３０９９３。１ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：７７９（ｄ，Ｊ＝８５Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６
Ｈ），７６３（ｄ，Ｊ＝１５７Ｈｚ，１Ｈ，βＨ），７５５（ｄ，Ｊ＝
１５８Ｈｚ，１Ｈ，αＨ），７５０（ｄｔ，Ｊ＝７８，１３６Ｈｚ，１Ｈ，
Ｃ５′Ｈ），７４５～７４１（ｍ，１Ｈ，Ｃ６′Ｈ），７４１（ｔ，Ｊ＝
８０Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ２′Ｈ），７２１（ｄｄｔ，Ｊ＝８１，２３，１１Ｈｚ，
１Ｈ，Ｃ４′Ｈ），６５７（ｄｄ，Ｊ＝８７，２３Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ５Ｈ），
６５０（ｄ，Ｊ＝２３Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ３Ｈ），３９１（ｓ，３Ｈ，Ｃ２
ＯＣＨ３），３８７（ｓ，３Ｈ，Ｃ４ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ （１５１
ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１８９７９，１６４５５，１６０６３，１４９６６，
１３９７７，１３７７３，１３３０９，１３０２２，１２８７７，１２６７４，
１２１９４，１２１３３，１２００１，１１９６２，１０５４２，９８６１，
５５７３，５５５７。

化合物 ３ｓ：亮黄色固体，产率：５６％，熔点：
７７４～７８１℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１９Ｈ１８Ｆ３Ｏ５＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３８３１１０１，ｆｏｕｎｄ３８３１１００。１ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：７６６（ｓ，２Ｈ，βＨ，Ｃ５′Ｈ），７５１
（ｄｔ，Ｊ＝７７，１２７Ｈｚ，１Ｈ，αＨ），７４５（ｄｔ，Ｊ＝２４，
１２Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６Ｈ），７４３（ｄ，Ｊ＝８０Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６′Ｈ），
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７４１（ｓ，１Ｈ，Ｃ２′Ｈ），７２２（ｄｄｔ，Ｊ＝８２，２２，１１Ｈｚ，
１Ｈ，Ｃ４′Ｈ），６５６（ｄ，Ｊ＝１２７Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ３Ｈ），３９６
（ｄ，Ｊ＝１７７Ｈｚ，６Ｈ，Ｃ２ＯＣＨ３，Ｃ５ＯＣＨ３），３９０（ｓ，
３Ｈ，Ｃ４ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ （１５１ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：
１８９２０，１５５１４，１５４０２，１５３５１，１４３４９，１４２６２，
１３７７９，１３０２２，１２８８１，１２１９３，１２０４１，１１９６２，
１１８５２，１１７９１，１１３１３，９６８８，５６３３，５６１５，
５５８１。

化合物 ３ｔ：亮黄色固体，产率：１８９％，熔点：
９５５～９６４℃：ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）ｍ／ｚ：Ｃ１７Ｈ１４Ｆ３Ｏ４ ＋
（Ｍ＋Ｈ）＋３３９０８３９，ｆｏｕｎｄ３３９０８３９。１ ＨＮＭＲ
（６００ＭＨｚ，ｄ６ＤＭＳＯ）δ：９５０（ｓ，１Ｈ，Ｃ３ＯＨ），８０４
（ｄ，Ｊ＝１５６Ｈｚ，１Ｈ，βＨ），８００（ｔ，Ｊ＝２１Ｈｚ，１Ｈ，
Ｃ６Ｈ），７９２（ｄｔ，Ｊ＝７９，１１９Ｈｚ，１Ｈ，αＨ），７８４
（ｄｄ，Ｊ＝８４，２２Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ５′Ｈ），７７４（ｄ，Ｊ＝
１５６Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ６′Ｈ），７６３（ｄ，Ｊ＝２２Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ２Ｈ），
７６０（ｔ，Ｊ＝８０Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ２′Ｈ），７４４（ｄｄｔ，Ｊ＝８２，
２３，１２Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ５Ｈ），７０９（ｄ，Ｊ＝８５Ｈｚ，１Ｈ，Ｃ４′
Ｈ），３９２（ｓ，３Ｈ，Ｃ４ＯＣＨ３）。

１３ＣＮＭＲ（１５１ＭＨｚ，ｄ６
ＤＭＳＯ）δ：１８７８２，１５２９５，１４９３４，１４７１６，１４１８５，
１３７８９，１３０９９，１３０７３，１２３１２，１２２８２，１２２５２，
１２１４１，１１９７２，１１８０２，１１１６０，５６１９。
２２　化合物的抗癌活性
２２１　三氟甲氧基查尔酮衍生物对宫颈癌细胞和
正常细胞的毒性　以ＨｅＬａ，ＳｉＨａ，Ｃ３３Ａ三种宫颈
癌细胞和正常宫颈Ｈ８细胞作受试细胞，对２０个化
合物的抗宫颈癌活性进行初步筛选，顺铂作阳性对

照，结果见表１。实验结果表明，与阳性药相比，目
标 化 合 物 ３ｏ对 ＨｅＬａ细 胞 的 毒 性 最 强，
（ＩＣ５０＝４６０±０４０μｍｏｌ·Ｌ

－１），对正常细胞毒

性低。

２２２　构效关系分析　通过查尔酮衍生物抑制宫
颈癌细胞增殖作用的初步分析中发现，查尔酮骨架中

Ａ、Ｂ环上取代基的位置和数量特征对化合物的生物
活性影响较大。本研究合成的化合物均为Ａ环上有
甲氧基、Ｂ环有三氟甲氧基的衍生物，氧基的位置和
数量对ＨｅＬａ细胞增殖的抑制活性有明显差别。

活性比较中发现，随着环上甲氧基的数量增

多，活性有增强的趋势，即：三甲氧基 ＞二甲氧
基 ＞单甲氧基。Ｂ环不同部位取代的三氟甲氧基
与活性的关系中发现，对宫颈癌细胞增殖的抑制

活性 从 强 到 弱 依 次 为 ２′ＯＣＦ３ ＞３′ＯＣＦ３ ＞
４′ＯＣＦ３。如候选化合物３ｏ的活性最强，其 ＩＣ５０＝
（４６０±０４０）μｍｏｌ·Ｌ－１。

表１　三氟甲氧基查尔酮衍生物对宫颈癌细胞和正常细胞
的毒活性．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ１　Ｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｔｒｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔｈｏｘｙｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｏｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎ
ｃｅｌｃｅｌｌｓａｎｄｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
ＩＣ５０／μｍｏｌ·Ｌ－１

ＨｅＬａ ＳｉＨａ Ｃ３３Ａ Ｈ８

３ａ ２１８±０９４ ４０７９±０６６ １６３７±１１０ ３８６７±０６５
３ｂ ４７１３±８３４ ９１４８±８８９ ５０２６±０５９ ４０７±５６１７
３ｃ ４９４±１２５４ ９７３７±６３７ ４２２６±２０５ ３６８１±３８０
３ｄ ５４４±１６８ １８１０±０９９ １０１９±０４５ ６８４±２０１
３ｅ １２５１±１０９ ２３３１±１４２ ２２±１０１ ３３４±１５３
３ｆ ２３６９±１９４ ３２８２±５０４ １７４８±１０７ ２５±３０３
３ｇ ２２２５±１６３ ３４３１±０４９ ３１５１±１６７ ４８５８±８７９
３ｈ ４９７±０６７ ７４３５±０５８ ２３４５±１８５ １６６５±１６２
３ｉ １７９±０６０ ３５３０±３０３ １３７１±１５３ ３１１８±２０６
３ｊ ＞１００ ＞１００ ＞１００ ＞１００
３ｋ ５２２８±６０４ ５０±０８７ ３７４１±０８７ ３１３６±１５９
３ｌ ２６３３±０３４ ３０６１±１２８ ４０２±０３２ １８５±２２０
３ｍ ８６２４±７８１ ７１６７±７０９ ２３±０６ ７４１１±９２８
３ｎ ９００５±１３７ １９５８±０６７ １０４８±２０４ ４３６７±１００
３ｏ ４６０±０４０ １３８９±０７４ ０８９±０１４ １９６±１４７
３ｐ ２４５９±５７１ １８５５±１８９ ５８８±０６５ ５７２±０６３
３ｑ ２８４３±５７１ ３９３１±１８９ １３３７±０２１ ２２６８±３９０
３ｒ ２０４３±０９７ ２３４２±１６６ ５７９±０１６ ５６７２±２０４
３ｓ １２０２±１００ ９５±０２６ ５４６±０２５ １３４６±２３６
３ｔ １６７６±０７８ ２７６８±０５５ ３８１±０１９ ３４５１±７０５

Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ １７１６±０９３ ２４０７±１７７ １１６１±０１８ １８８８±１３４

２２３　候选化合物３ｏ对ＨｅＬａ细胞迁移侵袭能力
的影响　细胞迁移侵袭是肿瘤细胞基础功能之一，
也是癌症发生和转移的原因之一。细胞迁移侵袭实

验是评估肿瘤细胞在正常组织中转移的能力的常用

方法。本实验通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法观察候选化合物３ｏ
对ＨｅＬａ细胞的迁移和侵袭能力的影响（图３～４），
结果表明，候选化合物３ｏ随着浓度提高对 ＨｅＬａ细
胞迁移和侵袭抑制作用显著增加，有统计学意义

（Ｐ＜０００１），说明化合物３ｏ可以通过抑制细胞迁
移和侵袭来抑制肿瘤发生和转移。

２２４　候选化合物３ｏ对ＨｅＬａ细胞凋亡的影响　
采用ＡｎｎｅｘｉｎｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法结合流式细胞仪检
测候选化合物３ｏ对 ＨｅＬａ细胞凋亡的影响（图５）。
结果显示，用３ｏ干预２４ｈ后，低、中、高浓度凋亡率
分 别 （１０５７±０８５）％、（１５５７±１５８）％、
（３２９７±２４８）％，与空白组（５８±０９５）％相比，随着
浓度的增加，促凋亡作用逐渐增强，说明候选化合物

３ｏ可以通过促细胞凋亡起抗肿瘤作用。
２２５　候选化合物３ｏ对ＨｅＬａ细胞周期的影响　
采用ＰＩ单染法结合流式细胞仪测试候选合物３ｏ对
ＨｅＬａ周期的影响（图６）。与空白组相比，随着化合
物３ｏ的浓度增加，Ｇ０／Ｇ１期细胞逐渐增加，Ｇ２／Ｍ期
明显减少并有浓度依赖性（Ｐ＜００５）；与同浓度
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Ａ－不同浓度组细胞迁移染色结果（×１００）；Ｂ－不同组细胞迁移数量与空白对照组比较，１）Ｐ＜００００１，２）Ｐ＜００００１，３）Ｐ＜００００１。

Ａ－ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ（×１００）；Ｂ－Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，１）Ｐ＜００００１，２）Ｐ＜００００１，３）Ｐ＜００００１．

图３　化合物３ｏ对ＨｅＬａ细胞迁移的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ３ｏｏｎｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ａ－不同浓度细胞侵袭染色结果（×１００）；Ｂ－不同组细胞迁移数量与空白对照组比较，１）Ｐ＜００００１，２）Ｐ＜００００１。

Ａ－ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ（×１００）；Ｂ－Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｉｎｉｎｖａｓｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
１）Ｐ＜００００１，２）Ｐ＜００００１．

图４　化合物３ｏ对ＨｅＬａ细胞侵袭的影响
Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ３ｏｏｎｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ

Ａ－细胞凋亡结果；Ｂ－不同浓度组与空白对照组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜０００１，３）Ｐ＜００００１。

Ａ－ｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃ；Ｂ－Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓａｎｄｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜０００１，３）Ｐ＜００００１．

图５　化合物３ｏ对ＨｅＬａ细胞凋亡的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ３ｏｏｎＨｅＬａｃｅｌｌａｐｏｔｏｓｉｓｒａｔｅ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

阳性药顺铂组相比，化合物３ｏ对 ＨｅＬａ细胞 Ｇ０／Ｇ１
期的阻滞作用更明显，说明该化合物能明显影响细

胞周期，使大部分细胞阻滞在Ｇ０／Ｇ１期，从而影响宫
颈癌细胞增殖，发挥抗肿瘤作用。
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Ａ－细胞周期阻滞结果；Ｂ－不同期不同浓度组与空白对照组比较，１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜００００１，３）Ｐ＜００００１。

Ａ－ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ；Ｂ－ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓａｎｄｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜００００１，３）Ｐ＜００００１．

图６　化合物３ｏ对ＨｅＬａ细胞周期阻滞的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ３ｏｏｎＨｅＬａｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔｉｎｇｒａｔｅ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２３　分子对接研究
从二维图 （图７）可以看出，化合物３ｏ与ＭＤＭ２

（ＰＤＢＩＤ＝５ＴＲＦ）蛋白可形成 ２个至关重要的氢
键。通过三维图可发现，候选化合物３ｏ的Ａ环甲氧
基部分Ｃ４位的氧与受体蛋白亚基 Ｄ链上第１０５位
的氨基酸残基形成氢键，同时，Ｂ环上的三氟甲氧基
的氟原子与蛋白 Ａ链上第１０９位的氨基酸残基形
成氢键。化合物３ｏ与其他氨基酸残基如 ＡＲＧ１０５

（Ａ）、ＬＹＳ９８（Ｂ）和 ＡＲＧ９７（Ｂ）等形成强烈的疏水
性相互作用。化合物３ｏ与 ＭＤＭ２蛋白结合的最低
能量为－３７６２ｋＪ·ｍｏｌ－１，比查尔酮（－３３４４ｋＪ·
ｍｏｌ－１）和ＭＤＭ２ｐ５３分子抑制剂Ｎｕｔｌｉｎ３ａ（－３７２０
ｋＪ·ｍｏｌ－１）均相当。以上数据显示，候选化合物能
与ＭＤＭ２蛋白稳定结合，可初步判断该化合物抗宫
颈癌作用可能与 ＭＤＭ２结合，阻断 ＭＤＭ２ｐ５３相互
作用有关。

图７　候选化合物３ｏ、查尔酮母核和阳性药分子对接结果
Ｆｉｇ７　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ３ｏ，ｃｈａｌｃｏｎｅｐａｒｅｎｔｎｕｃｌｅｕｓａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇ

２４　候选化合物３ｏ对 ＨｅＬａ细胞中 ｐ５３和 ＭＤＭ２
蛋白表达的影响

通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验测定候选化合物３ｏ干预
过后的 ＨｅＬａ细胞中的 ｐ５３和 ＭＤＭ２蛋白的表达
（图８），结果显示与对照组相比 ｐ５３蛋白表达水平
明显上调，ＭＤＭ２蛋白的表达水平明显下调，推测化

合物３ｏ能与 ＭＤＭ２蛋白结合，较好地激活 ｐ５３的
表达，抑制ＭＤＭ２表达。

３　讨　论
本研究以甘草查尔酮为先导化合物骨架，基于

ＭＤＭ２ｐ５３结合位点为对接部位，设计并合成了
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Ａ－不同组细胞凋亡蛋白表达；Ｂ－不同组细胞蛋白带光密度；与空白对照组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜００００１，４）Ｐ＜００００１，５）Ｐ＜００００１。

Ａ－Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ；Ｂ－Ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ；Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，
３）Ｐ＜００００１，４）Ｐ＜００００１，５）Ｐ＜００００１．

图８　化合物３ｏ对ＨｅＬａ细胞目的蛋白表达的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ８　Ｅｆｆｅｃｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓ３ｏｏｎＨｅＬａｐｕｒｐｏｓｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２０个全新三氟甲氧基查尔酮类衍生物。通过ＭＴＴ实
验进行活性筛选和初步的构效关系分析，并筛选了活

性高而毒性较低的候选化合物３ｏ；进一步实验证明，
化合物３ｏ可明显抑制宫颈癌ＨｅＬａ细胞的迁移和侵
袭，促进细胞凋亡，可将细胞增殖阻滞在 Ｇ０／Ｇ１期。
分子对接研究结果显示化合物３ｏ能与ＭＤＭ２蛋白的
ｐ５３结合位点稳定结合（结合能为 －３７６２ｋＪ·
ｍｏｌ－１）。以上研究结果提示，化合物３ｏ对宫颈癌细
胞增殖具有显著抑制作用，并可促进癌细胞凋亡和抑

制迁移和侵袭。结合分子对接结果初步预测，其抗癌

作用可能是通过与ＭＤＭ２结合，抑制ＭＤＭ２ｐ５３复合
物的形成，激活ｐ５３蛋白功能来实现。本研究为新型
查尔酮类抗癌候选药物筛选而奠定一定的实验基础。
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