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土槿乙酸 (&!% 醇酯衍生物的合成及其体外免疫抑制
活性研究
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土槿皮（\R@DOCG=J<^`=@K\H@J<，IA0）是我国南方

特有松科植物金钱松（IR@DOCG=J<^=K=[<G<R）的根皮

或近根部树皮，最早见于清代赵学敏所著《本草纲

目拾遗》4性辛、温、有毒；归肺、脾经；功能杀虫止

痒，用于疥癣瘙痒a!-,b。土槿乙酸（\R@DOCG=J<L =L<O 0，

IA0，图 !）为土槿皮的主要活性成分a*b，其基本母核

是特殊的薁类结构4并具有内酯环和共轭双烯酸侧

链的结构4 这类结构在天然产物中是很少见的。我

们课题组研究显示土槿乙酸能显著改善迟发型超

敏反应小鼠的耳肿胀并呈剂量依赖，其作用机制通

过 抑 制 与 .AIc 与 IIA3 信 号 通 路 相 关 的

\*%.AIc、A/X-,、.c,、16I,+ 及 /2X-! 活性 a8-db。

土槿乙酸还具有抗肿瘤a'b、抗白血病a+b、抗真菌a%b、抗

血管生成等作用。IA0 是很好的免疫抑制活性先

导化合物。为寻找高效、低毒，具有良好水溶性的免

疫抑制剂，对土槿乙酸进行进一步的结构改造。
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!"! !"#$% #$%&$' ()%*+%, #-./0 核磁共振

光谱仪；12&3)'4 56!0 789:;< 质谱测定仪；=: 显微

熔点仪（温度未校正）；>?@9A0001 电热恒温鼓风

干燥箱；BC9D0EF 真空干燥箱；E!8?G H9!6. 旋转

蒸发仪。薄层色谱和柱色谱所用硅胶（青岛海洋化

工公司）；土槿乙酸系实验室自提取提纯得到，纯度

大于 AIJ；无水二氯甲烷用五氧化二磷回流 . K 后

蒸出备用；无水四氢呋喃以二苯甲酮做检测试剂，

用金属钠回流制得，当溶液变为深蓝色后蒸出备

用；无水甲醇用 8$;（6I0 2L7）回流 5 K，过夜，加至

D1 型分子筛中贮存备用。除特殊说明外，本实验所

用试剂均从北京百灵威试剂公司购得。

!"6 &'() 土槿乙酸 8!M羧酸的还原：在 6IN7

三颈瓶中依次加入土槿乙酸（OE，0P.D62，! NNQ3），

!0 N7 无水二氯甲烷，移至冰浴，冷却反应液温度至

0"。在此温度下，将过量草酰氯（0"A. N7，!0 NNQ3）

用恒压滴液漏斗缓慢滴加至反应瓶中，滴加完毕，

移至室温 搅拌反应 6 K。减压蒸馏除去过量草酰氯，

得泡沫状固体粗产物。将 !0 N7 无水 四氢呋喃

（:?<）迅速加入反应瓶中，移至冷阱冷却反应液温

度至9.0"，在 R6 保护下，分两次缓慢加入 7&13?

S;8（8?

D

）
D

T

D

（D"5 N7，. NNQ3），滴加完毕，室温搅拌

反应。:78 检测至反应完全。将反应移至冰浴，!I

N&' 后，加无水乙醇 60 N7淬灭还原剂。然后用 !0J

?83洗涤，60 N7乙酸乙酯萃取 D 次，合并有机层，加

入无水 R$

6

F;

.

脱水，过滤，减压蒸馏得到粗品，粗品

经柱色谱（二氯甲烷：乙酸乙酯）纯化得白色固体粉

末 0"DDM 2，收率 M!J。

土槿乙酸 8!M 酯衍生物的合成：在 !I N7 干燥

的反应瓶中依次加入土槿乙醇 （OE9;?，0"056 2

0"!I NNQ3），!0 N7 干燥 >8( 和小分子酸类

（0"!I NNQ3），冰浴下加入 ?;E4（0"!M NNQ3），U>8G

（0"!M NNQ3），6 滴三乙胺，!I N&' 后移至室温反应，

:78 点板检测。反应完毕，分别加入 !I N7 !0J?8G，

饱和 R$?8;

D

，蒸馏水，饱和 R$83 洗涤，萃取，取二

氯甲烷层，加入无水 R$

6

F;

.

脱水，过滤，滤液回收，

减压蒸馏溶剂得到粗品，粗品以不同比例的二氯甲

烷和乙酸乙酯为流动相，经柱色谱法纯化得产品。

以此路线共合成 !0 个化合物，E!9E!0。化合物 E!9

E!0 合成路线及所引入基团见图 6。
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!"#"! $%% 法检测目标化合物对小鼠脾淋巴细胞

的毒性作用&'(

（!）在超净台中取昆明小鼠脾脏，并按上述方

法制备单细胞悬浮液。

（)）将土槿乙酸衍生物和阳性药霉酚酸酯分别

溶于 *$+,，用培养液稀释至 !- !./012、! !./032、

-"! !./032、-"-! !./0324 其中 *$+, 含量均低于

-5!6，空白培养基同样处理。

（#）于 '7 孔板中以每孔 !-- !2（约 !!!-8 个细

胞）进行培养，同时加入土槿乙酸衍生物和阳性药霉

酚酸酯，每种药物设置 9个浓度（!-!./032、!!./032、

-:! !./032、-:-! !./032;，每个浓度设置 # 个复孔，

并以 <=$>!79- 培养液为调零孔。向阴性对照组中

加入与给药组相同体积的溶剂。置于 #? "，86 二

氧化碳温箱中。

（9）9@ A 后每孔加 )- !2 8.B1.2 $%% 溶液

（=C+ 配制）。#? "条件继续孵育 9 A，吸取上清液

@- !2，每孔加入 !-- !2 三联液用于溶解甲簪颗粒，

轻度振荡充分溶解。

（8）在波长 8?- D. 下，用酶标仪测定光密度值

（,*），以溶剂处理的细胞为阴性对照组，用以下公

式计算药物对细胞的抑制率，并计算 >E8-：抑制率F

（阴性对照组 ,* 值#加药组 ,* 值）3（阴性对照组

,* 值#空白对照组 ,* 值;!!--6。

!:#:) $%% 法检测目标化合物对小鼠 %、C 淋巴细

胞增殖的抑制作用

（!）在超净台中取昆明小鼠脾脏，制备淋巴细

胞悬液，调整细胞浓度为 !!!-

7

G8!!-

7

1.2，加入

E/DH 或 2=+ 至终浓度为 8 !B1.2。

（)）以每孔 !-- !2 培养于 '7 孔板中，同时加

入土槿乙酸衍生物与阳性药霉酚酸酯 !-- !2，每个

药物设置 9 个浓度（!- !./012、! !./012、-:! !./012、

-:-!!./012），每个浓度设置 # 个复孔，并以

<=$>!79- 培养液为调零孔。向阴性对照组中加入与

给药组相同体积的溶剂，置于 #?"，86E,

)

温箱中。

（#）9@ A 后每孔加 )- !2 8 .B1.2 $%% 溶液

（=C+ 配制）。#? "继续孵育 9 A，吸取上清液 @-

!2，每孔加入三联液 !-- !2 溶解甲簪颗粒，轻度振

荡溶解。

（9）在波长 8?- D. 下，用酶标仪测定光密度值

I,*;，以溶剂 处 理 的 细 胞 为 阴 性 对 照 组 ，以

<=$>!79- 培养液为空白对照组，用以下公式计算抑

制率：抑制率F（阴性对照组 ,* 值#加药组 ,* 值）3

（阴性对照组 ,*值#空白对照组 ,*值）!!--6。

! !"

)5! 本文共合成了 !- 个目标化合物，均为未见文

献报道的新化合物，经 !

JGK$<、!#

EGK$< 和 J<G

L+>G$+ 确证了这些化合物的结构。这些化合物的

理化数据如下。

C!：乳白色粉末，77 .B，@76 MNO0P，!

J K$<

（9-- $JQ，E*E0
#

）：" ?"8'（PP，RF !"?，-"@ JQ，!J，JS

8’），?:)9 S?:!7（.4 )J4 JS@4 JS9’;4 7:8) IPP4 R F #:84

!:? JQ4 !J4 JS7’;4 7:97 IPP4 R F !8:!4 !!:- JQ4 !J4 JS

!9;4 7:!) IP4 R F !!:- JQ4 !J4 JS!8;4 8:8? IP4 R F !8:!

JQ4 !J4 JS!#;4 9:?8 IT4 )J4 JS!@;4 #:?) IT4 #J4 S

,EJ

#

;4 #:)7 I.4 !J4 JS#;4 #:-? IPP4 R F !#:'4 7:- JQ4

!J4 JS8U;4 ):@' IPP4 R F !8:74 7:# JQ4 !J4 JS7U;4 ):?8

IPP4 R F !8:-4 @:@ JQ4 !J4 JS'U;4 ):7! IPPP4 R F !8:!4

#:'4 !:? JQ4 !J4 JS'V;W ):!# IT4 #J4 S,E,EJ#;4 ):-8

IT4 !J4 JS7V;4 !:@7 IT4 #J4 EJ

#

S!? ;4 !:@! – !:77 I.4

8J4 JS!4 )4 8;4 !:8? IT4 #J4 EJ

#

S!);:

!#

E K$< I!-! $JQ4 E*E0

#

;X " !?#:!4 !7':94

!7@:!4 !8@:84 !97:84 !99:84 !9!:@4 !#?:@4 !#9:94 !##:!4

!)7:'4 !)!:?4 !!@:!4 !!!:'4 '-:#4 @#:@4 7':?4 88:)4

8):-4 9':84 ##:#4 #-:?4 )@:@4 )?:@4 )9:#4 )!:@4 )-:)4

!9:?:

J<SL+>S$+ .1QX 8#8:!'!@ I$YKU;

Y

W 理论值：

8#85!'99 &$YKU(

Y

C)X 乳白色粉末，?9 .B，@'Z MNO0PW

!

J K$< [9--

$JQW E*E0

#

;X" ?:#7 [PWRF #:? JQW !JW JS9’;W ?:#![PW R

F #:@ JQW !JW JS#’;W ?:)9 – ?:!? [.W !JW JS@;W 7:98

[PPW R F !8:!W !!:- JQW !JW JS!9;W 7:!9 [PW R F !!:- JQW

!JW JS!9;W 8:7- [PW R F !8:! JQW !JW JS!#;W 9:@! [TW

)JW JS!@;W #:?) [TW #JWS,EJ

#

;W #:)? [.W !JW JS#;W

#:-? [PPW R F !9:!W 7:! JQW !JW JS8U;W ):@' [PPW R F

!8:8W 7:# JQW !JW JS7U;W ):?8 [PPW R F !8:-W @:@ JQW

!JW JS'U;W ):7! [PPW R F !8:-W ):9 JQW !JW JS'V;W ):!#

[TW #JW S,E,EJ

#

;W ):-8 [TW !JW JS7V;W !:@? [TW #JW

EJ

#

S!?;W !:@) – !:7) [.W 8JW JS!W )W 8;W !:8@ [TW #JW

EJ

#

S!);:

!#

E K$< [!-! $JQW E*E0

#

;X " !?#:!W !?#:-W

!7':9W !7@:!W !87:@W !99:?W !9!:@W !#@:8W !#9:8W !#):!W

!)@:-W !)!:8W !!':-W !!!:8W '-:#W @#:@W ?!:!W 88:)W

8):-W 9':8W ##:9W #-:?W )@:@W )?:@W )9:#W )!:@W )-:)W

!9:?:

J<SL+>S$+ .3QX 8@-:!@-! [$YKU;

Y

W 理论值：

8@-:!?'8 &$YKU(

Y

C#X 乳白色粉末，@? .B，'!6 MNO0PW

!

J K$< [9--

$JQW E*E0

#

;X" ?:)- [TW )JW JS@W #’;W 7:99 [PPWRF!8:!W
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!!"# $%& !$& $'!()* +"!, -.* / 0 !#12 $%&

!

$& $3!45*

4146 7.* / 0 !41! $%* !$* $'!89: (1;( -<: =$: $3!69:

81;= -<: 8$: 3>?$

8

9: 81=+ 7.: / 0 416 $%: !$: $'89:

81#; 7..: / 0 !(1=: +18 $%: !$: $'4@9: =162 7..: / 0

!414: +1= $%: !$: $'+@9: =1;4 7..: / 0 !41#: 616 $%:

!$: $'2@9: =1+! 7..: / 0 !41!: 81( $%: !$: $'2A9: =1!=

7<: 8$: '>?>?$

8

9: =1#( 7<: !$: $'+A9: !16( 7<: 8$:

?$

8

'!;9: !16# – !1+6 7B& 4$9& !"4; 7<& 8$& ?$

8

3!=9"

!8

? CDE 7!,! D$%& ?F?G

8

5H ! !;81!* !+21(*

!+61!* !4+1;* !(412* !(!16* !861=* !8(14* !8=1+* !=61+*

!=;1(* !==1#* !=!1+* !#816* 2#18* 6816* ;#18* 441=*

4=1#* (21+* 881(* 8#1;*=616* =;16* =(18* =!16* =#1=*

!(1;1

$E3IJK'DJ BL%H ++21!8,2 7DM$5M: 理论值：

++2",=4; NDM$O

M

P(H 乳白色粉末，=!; BQ ，6;R STUG.:

!

$CDE

7(,, D$%: ?F?G

8

5H! ;1=, 7B: !$: $365: +1(8 7..:/0

!41!:!!1, $%: !$: $3!(5: +1,4 7.: / 0 !,16 $%: !$: $3

!45: 414( 7.: / 0 !41! $%: !$: $3!85: 418, 7<: !$: $3

=’5: (142 7<: =$: $34’5: (1(2 7..: / 0 618: 41! $%: !$:

$38@’5: (1,8 7..: / 0 !(1(: ;1= $%: !$: $3(@’5: 8128
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!#! 本实验采用 /OO6噻唑蓝:法测试了目标化合物

对小鼠 O、= 淋巴细胞的增殖抑制活性和正常细胞

的细胞毒作用。体外活性筛选实验以霉酚酸酯

（//P）为阳性对照药，实验结果如表 & 所示。

! !"

结果显示土槿乙酸 F+&' 醇酯系列衍生物多数

具有显著的免疫抑制活性，其中衍生物 =!，=>，=5

对 O 淋巴细胞增殖抑制活性强于土槿乙酸，衍生物

=$ 与土槿乙酸的抑制活性类似，尤其是 => 抑制活

性接近阳性对照药霉酚酸酯。衍生物 =>，=5 对 = 淋

巴细 胞抑制活性明显强于土槿乙酸，衍生物 =&，

=!，='，=J 对 = 淋巴细胞抑制活性与土槿乙酸活性
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.F4(：导致细胞增殖抑制一半的浓度，数值均是两次独立实验的平

均值，.F 4(Q &(( 被定义为无活性；M 霉酚酸酯
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接近。大多数化合物对正常细胞作用很弱，远低于

阳性对照药，呈现高效低毒特性。

呋喃系列衍生物：对 ! 淋巴细胞的增殖抑制活

性，当引入呋喃环时其活性降低，当 "#位有吸电子

基硝基的存在时其活性明显提高，引入卤素溴原子

时其活性较土槿乙酸虽有提高，但比硝基取代时活

性低，引入四氢呋喃酸时其活性则完全丧失。由此

而推测当引入有吸电子基取代呋喃环时，形成了迈

克尔反应受体$这种呋喃环的电子共轭体系导致了

药理活性增加。%& 化合物活性接近于阳性对照药，

而 %" 则完全失去活性，二者结构区别仅仅是#烯酸

的取代位置不同，由此推测，引入呋喃丙烯酸有助

于提高其药理活性，且 ' 位取代优于 ( 位。

芳香共轭体系系列衍生物：对 ! 淋巴细胞的增

殖抑制活性，其化合物活性 %)*%+*%,，而 %-. 无活

性。表明肉桂酸的引入有助于提高活性，当其芳环

上有吸电子基取代时其活性降低，至于 %-.，/ 和 %0

原子的引入则导致完全丧失活性。据此而推测，吸

电子基团不利于活性的提高，可能是通过吸电子基

的引入降低了芳香环的电子云密度，进而影响与靶

标的结合。

乙酸 1#-+ 醇成酯类化合物，引入呋喃环，抑制

!、% 淋巴细胞增殖活性明显增加，引入具有共轭体

系的呋喃环时活性更佳，并且毒性降低。对土槿乙

酸构效关系的研究将促进新型免疫抑制剂的开发。
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