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新型龙胆酸衍生物的合成及其抑制酪氨酸酶活性研究 
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摘要  为发现新型的美白活性化合物, 以龙胆酸甲酯、卤代烃和 α-羟基酸乙酯为原料, 合成了 10 个未见文献报道的 2-
羟基-5-烷(H)氧基苯甲酸酯类衍生物(3a, 3b 和 6a～6h), 其结构经 1H NMR, IR, MS 和 HRMS 确认. 初步生物活性测试

结果表明 6a, 6b, 6e 和 6f 具有较强的抑制酪氨酸酶活性, 进一步药理实验表明经取代改造后的 6a～6h, 其毒性和光学

毒性都相对龙胆酸甲酯和氢醌更低. 
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Abstract  To discover new whitening active compounds, ten novel 2-hydroxy-5-alkyl(H)oxybenzoic ester derivatives (3a, 3b 
and 6a～6h) were prepared via the starting materials of methyl gentisate, alkyl halides and α-hydroxy acid ethyl ester. Their 
chemical structures were confirmed by 1H NMR, IR, MS and HRMS techniques. The preliminary bioassay test demonstrated 
that compounds 6a, 6b, 6e and 6f had stronger inhibition of tyrosinase activity. Further pharmacological experiments showed 
that after substitution modification of compounds 6a～6h, their toxicity and phototoxicity are lower than methyl gentisate and 
hydroquinone. 
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酪氨酸酶即多酚氧化酶, 是二价铜离子与酶蛋白相

结合的一种金属酶, 广泛存在于动物、植物及真菌中[1,2]. 
它也是参与黑色素合成的关键酶之一, 控制着黑色素的

形成过程, 其活性程度对色素的沉积起主要作用[3]. 目
前市场上广泛使用的许多美白祛斑产品都是通过抑制

酪氨酸酶途径发挥其作用. 包括龙胆酸衍生物、抗坏血

酸衍生物、熊果苷和氢醌(Hydroquinone, HQ)等. 但其中

许多化合物已经被证实对皮肤细胞有致变等毒性作  
用[4]. 因此, 继续寻找和发现新型、高效且安全的美白祛

斑活性化合物仍是当前研究的热点.  

龙胆酸即 2,5-二羟基苯甲酸(gentisic acid, MA, 2), 
是从龙胆根中提取的天然活性产物, 已在化妆品中作为

一种常规皮肤美白剂、抗氧化剂[5]. 包括它的烷基酯类

衍生物也是一种很好的美白剂. 但它们对皮肤细胞的毒

副作用均较强, 尽管其皮肤渗透率比较低本身也是其主

要缺陷之一[6]. 鉴于此, 本工作以龙胆酸甲酯为先导物, 
将可加速皮肤细胞角质层脱落并使表面肌肤光滑、柔细

的 α-羟基酸等有效结构片段引入先导物中, 设计并合成

了一系列 2-羟基-5-烷(H)氧基苯甲酸酯类衍生物 3a, 3b, 
6a～6h[7～9], 期望通过有效分子片段的引入以增强其抑
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制酪氨酸酶的活性, 同时得到毒性更低、活性更强的美

白类化合物. 合成路线见 Scheme 1. 

1  实验部分 

1.1  仪器与试剂 

实验所用的试剂为分析纯或化学纯; 龙胆酸甲酯

(1)由北京中科扩展有限公司提供.  
核磁共振(NMR): 1H NMR 用 Bruker AVII-400 核磁

共振仪测定, 以 CDCl3为溶剂, TMS 作内标; 高分辨质

谱 (HRMS): TOF-MS (Waters Q-TOF-Premiter instru- 
ment); 红外光谱(IR): Perkin-Elmer 16PC-FT (KBr 压片

或 NaCl 盐片); 熔点: Yanaco 显微熔点测定仪测定(温
度计未经校正). 电子天平: Sartorius BS210s; 薄层板; 
硅胶 GF254(青岛海洋化工厂); 柱层析用 200～300 目试

剂 级 硅 胶 ( 青 岛 海 洋 化 工 厂 ). ELISA 酶 标 仪

(BIO-RAD680 型). 
氢醌(简称HQ): 天津市美琳工贸有限公司, 纯度为

98%以上. 蘑菇酪氨酸酶(EC 1.14.1.8.1, 30 U, Sigma, 
T3824). 

1.2  2-羟基-5-烷(H)氧基苯甲酸酯类衍生物的合成 

1.2.1  2-羟基-5-烷(H)氧基苯甲酸(2 和 5a～5d)的合成 

取 50 mg (0.30 mmol)的龙胆酸甲酯纯品, 溶于 10 
mL 的 95%乙醇溶液, 并在室温搅拌下缓慢加入 36 mg 
(0.90 mmol)的 NaOH 固体, 然后升温至 60 ℃搅拌反应, 
TLC 跟踪至水解完全. 水解完后用稀盐酸调节 pH 至

2～3. 将溶液浓缩至干得白色固体. 然后将白色固体烘 

干后用无水乙醇溶解过滤, 再将滤液减压浓缩至干得白

色固体 2, 同法可得 5a～5d.  
1.2.2  2,5-二羟基苯甲酸烷氧基羰基酯(3a, 3b)的合

成 

取 100 mg (0.65 mmol)的 2 纯品, 溶于 10 mL 无水

CH2Cl2溶液, 然后依次加入 0.01 g (0.08 mmol) DMAP 
(4-二甲氨基吡啶), 0.11 g (1.1 mmol)的乙醇酸乙酯, 室
温下搅拌反应 5 min 后, 加入 0.11 g (0.02 mmol) DCC 
(1,3-二环己基碳二亚胺), 继续室温搅拌反应, TLC 监测

反应, 反应完成后, 过滤, 滤液减压浓缩, 将粗产品经

柱层析[淋洗液为 V(乙酸乙酯)∶V(石油醚)＝1 8]∶ 得白

色固体 3a, 同法可得 3b.  
2,5-二羟基苯甲酸乙氧基羰基甲酯(3a): 白色固体,

产率 50%. m.p. 73～74 ℃; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 
1.31 (t, J＝7.2 Hz, 3H, CH3), 4.28 (dd, J＝3.2, 14.0 Hz, 
2H, COOCH2), 4.85 (s, 2H, COOCH2COO), 6.88 (d, J＝
8.8 Hz, 1H, ArH), 7.04 (dd, J＝3.2, 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.35 
(d, J＝3.2 Hz, 1H, ArH), 9.98 (s, 1H, ArOH), 10.39 (s, 1H, 
ArOH); IR (KBr) ν: 3419, 2977, 2922, 1728, 1688, 1629, 
1487, 1487, 1429, 1398, 1322, 1291, 1191, 1094, 1047, 
881, 823, 785, 684 cm－1; HRMS (ESI) calcd for C11H12O6 
[M ＋ H] ＋  241.0707, found 241.0698; [M ＋ Na] ＋ 
263.0526, found 263.0557; [M＋K]＋  279.0265, found 
279.0309. 

2,5-二羟基苯甲酸(1-乙氧基羰基)乙酯(3b): 黄色固

体, 产率 45%. m.p. 74～75 ℃; 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) δ: 1.31 (t, J＝7.2 Hz, 3H, CH3), 1.62 (d, J＝7.2 
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Hz, 3H, CH3), 3.79 (s, 3H, CH3), 4.27 (dd, J＝3.2, 14.4 
Hz, 2H, COOCH2), 5.30 (dd, J＝3.2, 14 Hz, 1H, COOCH-
COO), 6.82 (d, J＝8 Hz, 1H, ArH), 7.00 (dd, J＝3.2, 8.8 
Hz, 1H, ArH), 7.33 (d, J＝3.2 Hz, 1H, ArH), 10.03 (s, 1H, 
ArOH), 10.34 (s, 1H, ArOH); IR (KBr) ν: 3402, 3248, 
2991, 1727, 1678, 1629, 1467, 1401, 1290, 1227, 1198, 
1096 cm－1; HRMS (ESI) calcd for C12H14O6 [M＋H]＋ 
255.0863, found 255.0881; [M＋Na]＋ 277.0683, found 
277.0703; [M＋K]＋ 293.0422, found 293.0438. 
1.2.3  5-烷氧基-2-羟基苯甲酸甲酯 4a～4d 的合成 

取 50 mg (0.30 mmol)的龙胆酸甲酯纯品, 溶于 10 
mL 丙酮, 然后依次加入 62 mg (0.45 mmol)的 K2CO3, 
0.51 g (0.36 mmol)的碘甲烷, 回流搅拌反应, TLC 跟踪

至反应完全, 过滤, 滤液减压浓缩, 将粗品经柱层析[淋
洗液为 V(乙酸乙酯)∶V(石油醚)＝1 4]∶ 分离纯化得 4a, 
同法可得 4b～4d.  
1.2.4  2-羟基-5-烷氧基苯甲酸酯类 6a～6h 的合成 

取 100 mg (0.55 mmol)的 5a 纯品, 溶于 10 mL 
CH2Cl2溶液, 然后依次加入 0.01 g (0.08 mmol) DMAP, 
0.11 g (1.10 mmol)的乙醇酸乙酯, 室温搅拌反应 5 min
后, 加入 0.11 g (0.02 mmol) DCC, 继续室温搅拌反应, 
TLC 监测反应, 反应完全后, 过滤, 滤液减压浓缩, 将
粗产品经柱层析[淋洗液为 V(乙酸乙酯)∶V(石油醚)＝
1 8]∶ 得白色固体 6a, 同法可得 6b～6h.  

2-羟基-5-甲氧基苯甲酸乙氧基羰基甲酯(6a): 白色

固体, 产率 70%. m.p. 32～33 ℃; 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) δ: 1.31 (t, J＝7.2 Hz, 3H, CH3), 3.79 (s, 3H, CH3), 
4.28 (dd, J＝7.2, 14.4 Hz, 2H, COOCH2), 4.87 (s, 2H, 
COOCH2COO), 6.94 (d, J＝9.2 Hz, 1H, ArH), 7.12 (dd,  
J＝3.2, 9.2 Hz, 1H, ArH), 7.38 (d, J＝3.2 Hz, 1H, ArH), 
10.05 (s, 1H, ArOH); IR (KBr) ν: 3411, 2976, 2929, 2901, 
1760, 1619, 1492, 1384, 1284, 1197, 1093, 1047, 880, 829, 
786 cm－1; HRMS (ESI) calcd for C12H14O6 [M＋H]＋

255.0863, found 255.0348; [M＋Na]＋ 277.0683, found 
277.0334; [M＋K]＋ 293.0422, found 293.0105. 

2-羟基-5-乙氧基苯甲酸乙氧基羰基甲酯(6b): 白色

固体, 产率 68%. m.p. 30～31 ℃; 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) δ: 1.31 (t, J＝7.2 Hz, 3H, CH3), 1.40 (t, J＝7.2 Hz, 
3H, CH3), 1.65 (d, J＝7.2 Hz, 3H, CH3), 4.00 (dd, J＝7.2, 
14 Hz, 2H, OCH2), 4.28 (dd, J＝7.2, 14.4 Hz, 2H, 
COOCH2), 4.86 (s, 1H, COOCH2COO), 6.93 (d, J＝8.8 
Hz, 1H, ArH), 7.11 (dd, J＝3.2, 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.38 (d, 
J＝3.2 Hz, 1H, ArH), 10.04 (s, 1H, ArOH); IR (KBr) ν: 
3251, 2982, 2937, 1762, 1687, 1618, 1492, 1426, 1385, 
1326, 1286, 1191, 1094, 1035, 950, 831, 785 cm－1; HRMS 

(ESI) calcd for C13H16O6 [M＋H] ＋  269.1020, found 
269.1042; [M＋Na]＋ 291.0839, found 291.0854l; [M＋ 
K]＋ 307.0578, found 307.0621. 

2-羟基-5-苯甲氧基苯甲酸乙氧基羰基甲酯(6c): 白
色固体, 产率 65%. m.p. 67～68 ℃; 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) δ: 1.31 (t, J＝7.2 Hz, 3H, CH3), 4.28 (dd, J＝7.2, 
14 Hz, 2H, COOCH2), 4.86 (s, 2H, OCH2Ph), 5.03 (s, 2H, 
COOCH2COO), 6.94 (d, J＝9.2 Hz, 1H, ArH), 7.18 (dd,  
J＝2.8, 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.34～7.44 (m, 5H, ArH), 7.49 
(d, J＝2.8 Hz, 1H, ArH), 10.07 (s, 1H, ArOH); IR (KBr) ν: 
3214, 2980, 2914, 2873, 1744, 1680, 1615, 1491, 1428, 
1385, 1278, 1240, 1194, 1090, 1017, 840, 787, 750, 701 
cm － 1; HRMS (ESI) calcd for C18H18O6 [M ＋ H] ＋ 
331.1176, found 331.1173; [M＋Na]＋ 353.0996, found 
353.0996; [M＋K]＋ 369.0735, found 369.0717. 

2-羟基-5-(4-硝基苯甲氧基)苯甲酸乙氧基羰基甲酯

(6d): 白色固体, 产率 64%. m.p. 67～68 ℃; 1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) δ: 1.32 (t, J＝7.2 Hz, 3H, CH3), 1.65 
(d, J＝7.2 Hz, 3H, CH3), 4.28 (dd, J＝7.2, 14 Hz, 2H, 
COOCH2), 4.86 (s, 2H, OCH2PhNO2), 5.14 (s, 2H, 
COOCH2COO), 6.97 (d, J＝9.2 Hz, 1H, ArH), 7.19 (dd,  
J＝3.2, 9.2 Hz, 1H, ArH), 7.47 (d, J＝3.2 Hz, 1H, ArH), 
7.61 (d, J＝9.2 Hz, 2H, ArNO2), 8.26 (d, J＝8.8 Hz, 2H, 
ArNO2), 10.09 (s, 1H, ArOH); IR (KBr) ν: 3125, 2919, 
2850, 2342, 1746, 1685, 1541, 1473, 1420, 1397, 1341, 
1235, 1189, 1094, 1030, 855, 829, 743 cm－1; HRMS (ESI) 
calcd for C19H19NO8 [M＋H]＋ 376.1027, found 376.1036; 
[M ＋ Na] ＋  398.0846, found 398.0843; [M ＋ K] ＋ 
414.0586, found 414.0539. 

2-羟基-5-甲氧基苯甲酸(1-乙氧基羰基)乙酯(6e): 
白色固体, 产率 48%. m.p. 34～36 ℃; 1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ: 1.30 (t, J＝7.2 Hz, 3H, CH3), 1.66 (d, J＝
7.2 Hz, 3H, CH3), 3.79 (s, 3H, CH3), 4.25 (dd, J＝7.2, 14.0 
Hz, 2H, COOCH2), 5.32 (dd, J＝ 7.2, 14.0 Hz, 1H, 
COOCHCOO), 6.93 (d, J＝9.2 Hz, 1H, ArH), 7.11 (dd,   
J＝3.2, 9.2 Hz, 1H, ArH),7.37 (d, J＝3.2 Hz, 1H, ArH), 
10.12 (s, 1H, ArOH); IR (KBr) ν: 3261, 2977, 2939, 2835, 
1751, 1683, 1618, 1493, 1456, 1385, 1366, 1284, 1229, 
1098, 1038, 849, 782, 718 cm－1; HRMS (ESI) calcd for 
C13H16O6 [M＋H]＋ 269.1020, found 269.1078; [M＋Na]＋ 
291.0839, found 291.0839; [M＋K]＋  307.0578, found 
307.0607. 

2-羟基-5-乙氧基苯甲酸(1-乙氧基羰基)乙酯(6f): 浅
黄色固体, 产率 65%. m.p. 72～73 ℃; 1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ: 1.32 (t, J＝7.2 Hz, 3H, CH3), 1.65 (d, J＝
7.2 Hz, 3H, CH3), 3.98～4.04 (m, 2H, OCH2), 4.25 (dd,  
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J＝7.2, 14.4 Hz, 2H, COOCH2), 5.31 (dd, J＝6.8, 14.0 Hz, 
1H, COOCHCOO), 6.922 (d, J＝8.8 Hz, 1H, ArH), 7.10 
(dd, J＝3.2, 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.38 (d, J＝3.2 Hz, 1H, 
ArH), 10.09 (s, 1H, ArOH); IR (KBr) ν: 3261, 2983, 2943, 
2877, 1751, 1682, 1617, 1495, 1367, 1286, 1229, 1182, 
1098, 1043, 854, 788, 726 cm－1; HRMS (ESI) calcd for 
C14H18O6 [M＋H]＋ 283.1176, found 283.1185; [M＋Na]＋ 
305.0996, found 305.1020; [M＋K]＋  321.0735, found 
321.0748. 

2-羟基-5-苯甲氧基苯甲酸(1-乙氧基羰基)乙酯(6g):
白色固体, 产率 64%. m.p. 31～32 ℃; 1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ: 1.30 (t, J＝7.2 Hz, 3H, CH3), 1.65 (d, J＝
7.2 Hz, 3H, CH3), 3.79 (s, 3H, CH3), 4.25 (dd, J＝7.2, 14.4 
Hz, 2H, COOCH2), 5.03 (s, 2H, OCH2Ph), 5.31 (dd, J＝
6.8, 14.0 Hz, 1H, COOCHCOO), 6.93 (d, J＝9.2 Hz, 1H, 
ArH), 7.17 (dd, J＝3.2, 9.2 Hz, 1H, ArH), 7.34～7.45 (m, 
5H, ArH), 7.48 (d, J＝3.2 Hz, 1H, ArH), 10.12 (s, 1H, 
ArOH); IR (KBr) ν: 3223, 2986, 2940, 1753, 1681, 1615, 
1489, 1454, 1380, 1281, 1199, 1097, 1019, 860, 786, 749, 
699 cm－1; HRMS (ESI) calcd for C19H20O6 [M＋H]＋ 
345.1333, found 345.1330; [M＋Na]＋ 367.1152, found 
367.1145; [M＋K]＋ 383.0891, found 383.0887. 

2-羟基-5-(4-硝基苯甲氧基)苯甲酸(1-乙氧基羰基)
乙酯(6h): 浅黄色固体, 产率 60%. m.p. 55～56 ℃; 1H 
NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 1.30 (t, J＝7.2 Hz, 3H, CH3), 
1.65 (d, J＝7.2 Hz, 3H, CH3), 4.26 (dd, J＝7.2, 14.0 Hz, 
2H, COOCH2), 5.15 (s, 2H, OCH2PhNO2), 5.32 (dd, J＝
7.2, 14.0 Hz, 1H, COOCHCOO), 6.95 (d, J＝9.2 Hz, 1H, 
ArH), 7.17 (dd, J＝3.2, 9.2 Hz, 1H, ArH), 7.46 (d, J＝3.2 
Hz, 1H, ArH), 7.63 (d, J＝8.8 Hz, 2H, ArNO2), 8.26 (d,  
J＝8.8 Hz, 2H, ArNO2), 10.15 (s, 1H, ArOH); IR (KBr) ν: 
3206, 2926, 1745, 1682, 1620, 1522, 1490, 1403, 1341, 
1288, 1198, 1108, 1030, 855, 828, 789, 743, 701 cm－1; 
HRMS (ESI) calcd for C19H19NO8 [M＋H]＋ 390.1183, 
found 390.1155; [M＋Na]＋ 412.1003, found 412.0984; 
[M＋K]＋ 428.0742, found 428.0727. 

1.3  酪氨酸酶活性抑制实验 

采用蘑菇酪氨酸酶多巴速率氧化法, 以酶联免疫检

测仪于 490 nm 处检测反应产物特异性吸光度(A490)值. 
将化合物 1, 3a, 6a～6h 和 HQ 用 DMSO(二甲基亚砜)溶
解后, 用 0.067 mol/L, pH 6.8 磷酸缓冲稀释配制成 6 个

浓度的溶液. 反应在 96 孔培养板中进行, 总反应体系

200 μL: 0.15%的 L-Dopa 50 μL; 50 U/mL 酪氨酸酶 50 
μL; 测试药物 50 μL; 0.067 mol/L, pH 6.8 磷酸缓冲液 50 
μL. 加样完毕, 将 96 孔培养板置于 37 ℃孵育 10 min, 
在酶标仪下测定每孔 A490值. 最后计算酪氨酸酶的抑制

率 , 酪氨酸酶抑制率＝ [(A － B) － (C － D)]/(A －

B)×100%. A: 未加中药样品的加酶混合液所测的吸光

度; B: 未加中药样品亦未加酶的混合液所测的吸光度; 
C: 加中药样品和酶的混合液所测的吸光度; D: 加中药

样品而未加酶的混合液所测的吸光度. 每次实验重复测

试 3 次.  

1.4  MTT 法检测化合物对细胞毒性 

细胞毒性实验参考文献[10]进行. 培养 3T3 细胞, 
收集对数期细胞, 调整细胞悬液浓度(由于 3T3 细胞是

半贴壁细胞 , 不用胰酶消化 ), 收集细胞 , 重悬于

DMEM(低糖, 含 4.0 mmol•L－1 L-谷氨酰胺、110 mg 丙

酮酸钠)培养液, 配成 3×104个细胞/mL的细胞悬液, 共
10 mL. 96 孔板中每孔加入 100 μL 细胞悬液, 置于 37 ℃
孵箱中培养 24 h. 将配制好的浓度为 2 mg/mL 的龙胆酸

衍生物 3a, 6a～6h 和氢醌(1)在超净工作台中, 用 0.22 
μm 的过滤器过滤水, 去除细菌. 以 DMEM 为稀释液, 
制备不同浓度梯度的龙胆酸衍生物 3a, 6a～6h 和 1. 按
照浓度梯度从低到高(0.25～250 μg/mL)依次在每行中

分别加入同一稀释度的100 μL, 每个浓度各做5个复孔. 
并用一列作为空白对照, 即只用加入 100 μL 的 DMEM
双有培养液[含 10% FBS(胎牛血清)、1%双抗]. 置于 37 
℃孵箱中培养 24 h. 倒置显微镜下观察. 在每孔中加入

浓度为 5 mg/mL MTT [3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基

四氮唑溴盐]液 20 μL, 置于 37 ℃孵箱中培养 3～4 h. 吸
出孔内培养液后(若药物与 MTT 能够反应, 可先弃去培

养液, 用 PBS 冲 2～3 遍后, 再加入含 MTT 的培养液. )
每孔加入 150 μL DMSO, 将 96 孔板置于微孔板振荡器

上震荡 5 min, 使蓝色结晶物溶解. 用酶标仪在 570 nm
下检测各孔的OD 值. RGR＝(实验组平均OD 值/空白对

照组平均 OD 值)×100%, 转化为相应的细胞毒性等级, 
标准为: 0 级为 RGR≥100%; 1 级为 75%～99%; 2 级为

50%～74%; 3 级为 25%～49% ; 4 级为 1%～24%; 增殖

率≤0 者为 5 级.  

1.5  光毒性实验 

光毒性实验参考文献[11]进行. 收集处于对数生长

期的 3T3细胞, 细胞计数后, 将 3T3细胞转移到 96孔板

中 , 培养基调节细胞浓度 , 保证每个孔中含有大约

1×104个细胞. 将 96 孔板放置在 37 , 5% CO℃ 2的培养

箱中培养 24 h. 吸出培养液, 在每个孔中加入 150 μL 的

PBS 溶液洗两次. 分别用 8 种不同浓度, 100 μL 的受试

物处理细胞(每个浓度作 6 个孔); 受试物先溶解于易溶

的溶剂中, 再用培养基稀释到指定浓度. 将 96孔板放置

在 37 , 5% CO℃ 2的培养箱中培养 1 h. 阳性组室温下曝

露在 UVA (1.7 mW/cm2, 即 5 J/cm2)下 50 min 以评价光

毒性; 阴性组室温下放置于黑暗环境中 50 min(如果条
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件允许, 最好用风扇吹动空气避免 96 孔板上形成水珠). 
吸出受试液, 然后在每个孔中加入 150 μL 的 PBS 洗两

次. 在每个孔中加入 100 μL 培养基, 将 96 孔板放置在

37 , 5% CO℃ 2的培养箱中培养 18～22 h. 取出 96 孔板, 
在显微镜下观察细胞形态学变化(主要是细胞大小, 形
状和大概的贴壁细胞数量). 吸出培养基, 在每个孔中

加入150 μL的中性红培养液(50 μg/mL); 将96孔板放置

在 37 , 5% CO℃ 2的培养箱中培养 3 h. 吸出中性红培养

液, 在每个孔中加入150 μL的PBS洗一次; 再在每个孔

中加入 150 μL 的解吸附液 (V 水∶V 乙醇∶V 冰醋酸＝

49 50 1). ∶ ∶ 室温下震荡平板 10 min. 在 540 nm 波长下

读取吸光度, 检测细胞对中性红的吸收情况(反映细胞

活性). 确定以光刺激因子(PIF 值)为基础的预测模型: 
通过分析有光照(UVA＋)和无光照(UVA－)两种情况下

获得的细胞毒性浓度反应曲线, 确定能抑制 50%细胞活

性的受试物浓度(EC50)来计算光刺激因子(PIF):  PIF＝
EC50(UVA－)/EC50(UVA＋). 评价标准为: 如果 PIF＜2: 
预测无潜在光毒性; 如果 PIF＞5: 预测有潜在光毒性; 
如果 PIF 在 2～5 之间, 需要重新进行证实实验再判断. 
受试物在 UV＋下有细胞毒性, UV－条件下无细胞毒性

时, 如果阴性组所使用的浓度已经达到最高受试浓度

(Cmax), 可计算＞PIF(如果只获得一个＞PIF, 那么任何

＞PIF＞1 的值都能提示有潜在的光毒性 : ＞PIF＝
Cmax(UV－)/EC50(UV+).  

2  结果与讨论 

2.1  合成 

根据文献[12]合成了 4a～4d. 实验发现, 用丙酮作

溶剂时, 只得到 5-位羟基上的烷基化产物, 主要原因可

能是一方面 2 位羟基旁位阻较大的原因, 另一方面 2 位

羟基容易与羰键形成分子内氢键导致 2-位羟基上的烷

基化反应相当困难. 当碳酸钾和龙胆酸甲酯、卤代烷按

物质的量比 1 1 1∶ ∶ 投料, 龙胆酸甲酯反应不完全; 增
大卤代烃的用量产率提高也不明显, 而增大碳酸钾的用

量, 可增加龙胆酸甲酯的反应产率; 实验结果表明当碳

酸钾和龙胆酸甲酯、卤代烃投料比为 1.5 1 1.2∶ ∶ 时, 可
获得较高的产率. 在化合物5a～5d的合成过程中, 水解

温度在 60～65 ℃时, 原料可以彻底水解, 达到一个很

高的水解产率. 参考文献[13], 用DCC-DMAP方法合成

了 6a～6d. 在合成过程中, 发现如果将 DCC 的同时投

料改为在酸、醇和 DMAP 投完搅拌一段时间后再加入, 
可以获得较高的产率, 而且副产物的量也很少.  

2.2  波谱分析 

2.2.1  1H NMR 谱图 

所合成的化合物 3a, 3b, 苯环上 2 位上的酚羟基质

子化学位移都出现在 δ 9.98～10.15 之间, 5 位上的酚羟

基质子化学位移出现在了 δ 10.34～10.39 之间. 在 δ 
6.81～7.46 范围内均有苯环上 3 个氢的化学位移. 而所

合成的化合物 6a～6h, 化学位移在 δ 10.34～10.39 之间

均已消失, 提示 5 位上的羟基已被取代, 而化学位移在

δ 9.98～10.15 之间仍然保持了苯环 2 位上的酚羟基质子

化学位移.  
2.2.2  IR 谱图 

所合成的化合物 3a, 3b, 6a～6h 中, 3420 或 3200 cm－1

附近出现宽而强的 O—H 伸缩振动吸收峰; 2990 cm－1左

右区域系甲基、亚甲基、次甲基碳氢键伸缩振动吸收峰; 
1620～1750 cm－1 范围内出现酯基中 C＝O 的吸收峰; 
1600～1450 cm－1 为苯环的骨架伸缩振动峰; 1275～650 
cm－1也出现了苯环上 C—H 变形振动的吸收峰.  
2.2.3  HRMS 谱图 

目标化合物 3a, 3b, 6a～6h 质子峰都以准分子离子

峰[M＋H]＋或[M＋Na]＋, [M＋K]＋基峰的形式出现, 说
明化合物均较稳定. HRMS 检测结果与目标化合物的分

子组成一致.  

2.3  生物活性实验 

2.3.1  酪氨酸酶活性抑制实验 

酪氨酸酶活性抑制实验结果如表 1 所示. 从表 1 的

数据可以看出 6a, 6b, 6e, 6f 表现出比较明显的抑制酪氨

酸酶活性作用. 而 3a, 6c, 6d, 6g, 6h 虽然抑制酪氨酸酶

活性作用不够显著, 可能是其溶解度低导致的晶体析出

现象, 但实验中发现其可能会与多巴反应.  
2.3.2   MTT 法检测化合物对细胞毒性 

MTT 法检测化合物对细胞毒性实验结果如表 2 所

示. 从表2的数据中可以看出未经过取代保护的3a与原

料药 1 和氢醌毒性相比, 变化不大, 都具有较强的细胞

毒性, 而经过5位取代保护的6a～6h可以看出毒性测定

结果明显较低, 尤其是化合物 6b～6d, 6f, 6g 可以看出

具有很低的药物毒性. 从目标化合物的结构上可以看出

把苯环5位上的羟基进行取代保护后可以明显降低目标

化合物的细胞毒性. 
2.3.3  光毒性实验 

各化合物对细胞光毒性实验测定结果如表 3 所示. 
从表 3 的数据中可以看出, 化合物 6b, 6e～6g 具有较低

的光学毒性, 化合物 6a, 6c, 6d, 6h 无潜在的光学毒性. 
从目标化合物结构可以看出同样将苯环5位羟基进行取

代保护可以明显减小目标化合物的光毒性, 而未经保护

的化合物 3a 则具有较强的光毒性, 但它们均较氢醌与

先导物龙胆酸甲酯的毒性明显要低. 进一步的药理毒理

研究仍在进行中.
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表 1  目标化合物不同浓度对酪氨酸酶活性抑制百分率的测定结果 
Table 1  The measured results of different concentrations of target compounds on tyrosinase activity inhibition percentage 

化合物 4 mg/mL 2 mg/mL 1 mg/mL 500 μg/mL 250 μg/mL 62.5 μg/mL 

HQ 31.51±0.90 12.32±1.03 — — — — 
1 20.85±0.40 17.06±0.59 6.16±0.66 — — — 

3a 17.06±1.78 11.37±0.76 — — — — 
6a 4.98±0.28 36.01±1.73 33.65±1.21 21.56±0.87 15.88±0.67 13.74±0.64 
6b — — 28.67±0.32 40.52±0.56 25.82±0.22 14.45±0.18 
6c — — 18.00±0.13 10.18±0.08 11.13±0.09 8.77±0.09 
6d — 1.89±0.06 7.81±0.16 9.24±0.13 9.95±0.19 11.61±0.24 
6e 60.43±1.89 49.05±1.36 36.02±1.41 28.43±0.96 23.45±1.24 19.19±0.63 
6f — — 27.25±0.43 25.59±0.07 11.61±0.04 4.50±0.03 
6g — 27.25±0.86 23.93±0.74 7.58±0.61 7.34±0.12 0.23±0.05 
6h 5.92±0.33 21.56±0.84 18.89±0.61 12.80±0.26 12.08±0.16 9.00±0.15 

表 2  目标化合物毒性的测定结果 
Table 2  The results of target compounds of toxicity determination 

250 μg/mL 62.5 μg/mL 15 μg/mL 3.75 μg/mL 1 μg/mL 0.25 μg/mL 
化合

物 RGR/% 
细胞毒 
性等级 

 
RGR/% 

细胞毒 
性等级 

 
RGR/%

细胞毒

性等级
RGR/%

细胞毒

性等级
RGR/% 

细胞毒 
性等级 

 
RGR/%

细胞毒

性等级

HQ 30.30 3  35.43 3  39.28 3 45.34 3 47.51 3  56.17 2 
1 31.41 3  34.37 3  44.60 3 48.26 3 51.40 2  72.85 2 
3a 22.44 3  29.77 3  32.52 3 39.37 3 42.63 3  50.07 2 
6a 57.27 2  61.79 2  72.65 2 77.26 1 82.63 1   0 
6b 62.26 2  71.20 2  86.28 1 94.28 1  0   0 
6c 66.52 2  72.68 2  74.49 1 79.21 1 84.23 1   0 
6d 54.31 2  66.27 2  75.33 1 81.26 1 88.23 1   0 
6e 54.33 2  58.84 2  62.13 2 74.83 1 78.15 1  72.81 1 
6f 60.46 2  67.69 2  76.41 1 79.32 1 78.86 1   0 
6g 54.49 2  57.50 2  68.38 2 76.47 1 73.33 1   0 
6h 69.45 2  68.83 2  78.24 1 80.94 1 82.75   1  86.30 1 

表 3  目标化合物光毒性的测定结果 a 

Table 3  The results of target compounds of phototoxicity determination 

化合物 HQ 1 3a 6a 6b 6c 6d 6e 6f 6g 6h 
PIF 值 27.782 11.054 9.385 *1.0 1.331 *1.0 *1.0 1.385 1.067 2.674 *1.0

a 受试物在最高受试浓度仍然没有显示任何细胞毒性(阳性和阴性的读数均成直线), 用“PIF＝*1.0”表示无潜在光毒性.
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