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3,4-二苯基香豆素衍生物的合成及其促自然杀伤细胞活性研究 
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摘要  以水杨酸为起始原料, 经 Fridel-Crafts 酰基化反应、微波促进的 Perkin 反应和两步亲核取代反应, 合成了具有氨

基烷氧侧链的 3,4-二苯基香豆素衍生物 1a～1e. 初步生物活性测试表明, 化合物 1a～1e 能显著促进自然杀伤细胞杀伤

活性, 具有较强的免疫调节活性.  
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Abstract  A series of novel 3,4-biphenyl coumarin derivatives containing an amino side chain 1a～1e were synthesized using 
salicylic acid as starting material via Fridel-Crafts acylation, then the microwave-assisted Perkin reaction and double SN2 sub-
stitution reactions. The preliminary biological evaluation showed that compounds 1a～1e had significant promoting effects on
the killing activity of natural killer cell, and hold potential as immunomodulating agents. 
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免疫是机体重要的生理保护功能, 许多疾病的发

生、发展与机体免疫功能的失调和缺陷密切相关. 因此, 
从调节机体的免疫功能着手调整机体自身功能、防治机

体疾病已经受到广泛重视[1]. 自然杀伤细胞(natural kil-
ler cell, NK)是一类具有自发细胞毒活性的淋巴细胞, 与
T, B淋巴细胞共同构筑机体的免疫屏障[2]. NK细胞既不

需要抗原预先致敏, 也无需抗体参与, 即可自发地直接

杀伤靶细胞, 属于先天性免疫. 它通过细胞毒作用和分

泌细胞因子, 在机体抗肿瘤、抗感染和免疫调节等方面

发挥重要作用[3]. 通过增强 NK 细胞活性, 杀伤肿瘤细

胞已成为肿瘤治疗的一条新途径[4]. 因此, 寻找发现具

有促进 NK 细胞杀伤活性的新型免疫调节剂, 在肿瘤、

病毒性疾病治疗方面具有重要的意义. 虽然生物类制剂

如干扰素、白介素以及植物多糖如香菇多糖、黄芪多糖

等对NK杀伤细胞活性有显著的增强作用[5,6], 但化学合

成的小分子免疫调节剂因其在治疗自身免疫疾病方面

独特的优势, 如良好的化学及酶学稳定性、适应多种剂

型和给药途径的需要, 且成本较低、纯度高、在提高效

价的同时可降低毒副作用等, 成为新型免疫调节剂的研

发热点之一[7]. 然而, 免疫调节的复杂性及靶点不确定
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性, 致使新型小分子免疫调节剂的设计和发现面临很大

困难和挑战.  
从天然产物中发现药物先导依然是现代药物研发

的重要途径之一. 香豆素作为一类具有广谱生物活性的

天然产物, 其衍生物多表现出良好的抗肿瘤、抗病毒和

抗菌等活性[8,9], 而其在免疫调节方面的活性研究却极

少有报道. 基于三苯乙烯骨架的 3,4-二芳基香豆素衍生

物是一类结构新颖的选择性雌激素调节剂 (SER-  
Ms)[10～12], 如 SP500263 (图 1), 对雌激素依赖的乳腺癌

(MCF-7)有很强的拮抗作用[13,14]. 最近, 实验室合成了

系列带有氨基烷氧侧链的 3,4-二苯基香豆素衍生物

(1a～1e, 图 1), 但所合成的化合物没有抗 MCF-7 和肺

癌(A549)细胞增殖活性. 鉴于肿瘤的发生、发展与免疫

的密切关联, 我们初步测试了化合物的免疫调节活性. 
结果表明, 化合物1a～1e对免疫T淋巴细胞的增殖作用

不明显, 但却表现出显著的刺激 NK 细胞杀伤活性的作

用, 提示该类化合物可能是一类新型的小分子免疫调节

剂. 在此, 本文将主要报道此类 3,4-二苯基香豆素衍生

物的合成及其初步的对 NK 杀伤细胞活性的促进作用.   
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图 1  SP500263 和 3,4-二苯基香豆素衍生物 1a～1e 的结构 
Figure 1  Structures of 3,4-biphenyl coumarin derivatives 1a～
1e and SP500263 

1  结果与讨论 

1.1  3,4-二苯基香豆素衍生物 1a～1e 的合成 

3,4-二苯基香豆素衍生物 1a～1e 的合成如 Scheme 
1 所示 . 以水杨酸和苯甲醚为起始原料 , 在氯化锌

(ZnCl2)催化下经 Fridel-Crafts 酰基化反应得到 2-羟基- 
4'-甲氧基二苯酮(2). 在此反应过程中, 同时伴有水杨酸

苯酯(2')的生成. 造成该副产物的原因是苯甲醚在路易

斯酸作用下断裂甲氧键, 生成的苯酚进一步与水杨酸发

生酯化. 随后, 化合物 2 与苯乙酸经 Perkin 反应[15]得到

化合物 3. 该反应在微波辐射条件下进行, 反应时间由

传统的加热回流 3～5 h 缩短到 20 min, 且收率较高. 进
一步, 化合物 3 在三溴化硼(BBr3)作用下脱除甲基[16]得

化合物 4, 接着在碱性条件下, 与二溴乙烷发生单取代

反应, 得到化合物 5. 化合物 5 再经与系列胺的亲核取

代反应, 合成了具有氨基烷氧侧链的 3,4-二苯基香豆素

衍生物 1a～1e. 该步胺取代反应同样在微波辐射条件

下可以高效的发生, 反应时间缩短到 15 min, 收率在

64.7%～86.4%. 化合物结构经核磁共振 (1H 和 13C 
NMR)、质谱(ESI-MS)和元素分析等方法确定.  
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Reagents and conditions: a) ZnCl2, POCl3, 65 ℃, 2 h; b) Benzene 
acetic acid, K2CO3, Ac2O, M.W., 130 ℃, 20 min; c) BBr3, CH2Cl2, 0 

; d) BrCH℃ 2CH2Br, K2CO3, Acetone; e) RNH (3.0 equiv.), AgNO3 

(1.0 equiv.), THF, M.W., 125 ℃, 15 min 

Scheme 1 

1.2  化合物对 NK 杀伤细胞活性的促进作用 

以未处理的脾细胞为空白对照, 临床用免疫增强剂

匹多莫德(pidotimod)[17]作用的脾细胞为阳性对照, 测试

了化合物 3, 4和 1a～1e (5, 50 µmol•L－1)对小鼠NK淋巴

细胞杀伤活性的影响. 设不加药的脾细胞为 100%, 测
试结果如图 1 所示. 结果表明, 含有氨基烷氧侧链的

3,4-二苯基香豆素衍生物1a～1e在所测浓度下均能有效

促进 NK 细胞杀伤活性, 杀伤活性率分别提高 113%, 
96%, 129%, 61%, 119% (50 µmol•L－1)和 106%, 78%, 
35%, 36%, 34% (5 µmol•L－1), 较相同浓度下匹多莫德

(84%, 32%分别在 50 和 5 µmol•L－1)的作用要强. 其中, 
化合物 1a 和 1b 无论在高浓度还是在低浓度下, 都能显

著的促进 NK 细胞杀伤活性. 此外, 化合物 1a～1e 分别
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单独作用于测试中用到的脾细胞(效应细胞)和 YAC- 
1(淋巴瘤细胞、靶细胞)时, 均未显示细胞毒性(IC50＞

200 µmol•L－1), 提示该类化合物可能是一类新型的高效

低毒的小分子免疫调节剂. 而不含有氨基烷氧侧链的

3,4-二苯基香豆素 3 和 4, 均没有促 NK 细胞杀伤活性, 
表明氨基烷氧侧链在此类化合物在对NK细胞的作用上

有着重要的影响. 进一步的合成及活性研究正在进行.  

 

图 1  化合物 3, 4, 1a～1e 和匹多莫德对小鼠 NK 淋巴细胞杀

伤活性的影响 
Figure 1  The effects of compounds 3, 4, 1a～1e and pidotimod 
on NK cells killing activity 
The concentrations of the tested compounds were 50 and 5 μmol•L－1, 
respectively. Data are means±SEM of at least three independent experi-
ments. *p＜0.05, **p＜0.01, ***p＜0.001 with respect to the untreated 
NK cells 

2  结论 

综上所述, 本文以水杨酸为起始原料合成了具有氨

基烷氧侧链的 3,4-二苯基香豆素衍生物 1a～1e. 化合物

1a～1e 能显著促进 NK 细胞杀伤活性, 且氨基烷氧侧链

的存在对活性影响较大. 相同浓度下, 化合物 1a～1e的
促 NK 细胞杀伤活性较阳性对照匹多莫德强, 提示该类

化合物可能是一类新型的小分子免疫调节剂.  

3  实验部分 

3.1  仪器与试剂 

微波合成仪为美国 CEM 公司的 DISCOVER S- 
Class; 熔点由 SGW® X-4 显微熔点仪(温度计未校正)测
定; 核磁共振谱用 BRUKER AC-P600 (600 MHz)型核磁

共振仪测定, TMS 为内标; 质谱(ESI)用 Agilent G6300
离子阱液相质谱联用仪 ; 元素分析用 HEKAEUS 
(CHNO, rapid)型元素分析仪; 细胞光密度用 BioRad 
3550型酶标仪测定; 层析用硅胶(200～300目)为青岛海

洋化工厂产品. 本文所用其他试剂均为分析纯, 无水试

剂均按常规方法处理, 水为二次蒸馏水. 

3.2  实验方法 

3.2.1  (2-羟基苯基)(4-甲氧基苯基)甲基酮(2)和 2-羟
基苯甲酸苯酯(2')的合成 

50 mL 圆底烧瓶中加入 414 mg (3.0 mmol)水杨酸, 
1.02 g (7.5 mmol)无水氯化锌, 7 mL三氯氧磷, 室温搅拌

20 min, 加入 326 μL (3.0 mmol)苯甲醚, 保持油浴温度

60～65 , ℃ 反应 2 h, 将反应液倒入 10 mL 冰水中搅拌, 
乙酸乙酯(10 mL×2)萃取, 有机相依次用饱和碳酸氢钠

溶液洗去有机相中的酸性物质, 水洗, 饱和食盐水洗, 
无水硫酸镁(MgSO4)干燥. 抽滤后旋转蒸发除去溶剂, 
硅胶柱层析[V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)＝60∶1]分离得

340 mg 化合物 2 和 140 mg 化合物 2', 化合物表征数据

与文献[18]报道值一致.  
化合物 2: 黄色油状物, 产率 50.0%. 1H NMR (600 

MHz, CDCl3) δ: 3.88 (s, 3H, OCH3), 6.88 (t, J＝7.8 Hz, 
1H, ArH), 6.98 (d, J＝9.0 Hz, 2H, ArH), 7.05 (d, J＝8.4 
Hz, 2H, ArH), 7.48 (t, J＝7.2 Hz, 1H, ArH), 7.62 (d, J＝
7.8 Hz, 1H, ArH), 7.70 (d, J＝8.4 Hz, 2H, ArH), 11.98 (s, 
1H, OH); MS (ESI) m/z: 251.1 ([M＋Na]＋). 

化合物 2': 油状物, 产率 21.8%. 1H NMR (600 
MHz, CDCl3) δ: 6.85 (td, J＝7.8, 0.6 Hz, 1H, ArH), 6.92 
(dd, J＝8.4, 0.6 Hz, 1H, ArH), 7.09 (dd, J＝8.4, 0.6 Hz, 
2H, ArH), 7.19 (d, J＝7.8 Hz, 1H, ArH), 7.33 (t, J＝7.8 
Hz, 2H, ArH), 7.41 (td, J＝8.4, 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.95 
(dd, J＝7.8, 1.2 Hz, 1H, ArH), 10.41 (d, J＝1.2 Hz, 1H, 
OH); MS (ESI) m/z: 237.0 ([M＋Na]＋). 
3.2.2  4-(4-甲氧基苯基)-3-苯基苯并吡喃-2-酮(3)的
合成 

10 mL 的微波管中加入 348 mg (1.5 mmol)化合物 2, 
414 mg (3.0 mmol)碳酸钾, 249 mg (1.2 mmol)苯乙酸和

600 μL 乙酸酐. 微波 130 ℃反应 20 min. 加水淬灭反应, 
乙酸乙酯(10 mL×2)萃取, 收集有机相, 饱和食盐水水

洗, 无水硫酸镁干燥. 抽滤, 减压除去溶剂, 硅胶柱层

析[V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)＝3∶1]分离得 320 mg 化
合物 3. 白色固体, 产率 64.0%, m.p. 222.6～223.8 ℃; 
1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 3.79 (s, 3H, OCH3), 6.82 
(d, J＝9.0 Hz, 2H, ArH), 7.03 (d, J＝9.0 Hz, 2H, ArH), 
7.13 (dd, J＝7.8, 1.2 Hz, 2H, ArH), 7.17～7.20 (m, 4H, 
ArH), 7.29 (dd, J＝7.8, 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.42 (dd, J＝
8.4, 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.53 (td, J＝8.4, 1.8 Hz, 1H, ArH); 
MS (ESI) m/z: 329.2 ([M＋H]＋), 351.1 ([M＋Na]＋). Anal. 
calcd for C22H16O3: C 80.47, H 4.91; found C 80.36, H 
4.85. 
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3.2.3  4-(4-羟基苯基)-3-苯基苯并吡喃-2-酮(4)的合

成 

25 mL 圆底烧瓶中加入 328 mg (1.0 mmol)化合物 3, 
4 mL 新蒸二氯甲烷, 冰浴搅拌下滴加 4 mL 浓度为 1.0 
mol/L 的三溴化硼的二氯甲烷溶液. TLC 监测反应完成, 
加水淬灭. 反应液用乙酸乙酯(15 mL×2)萃取, 收集有

机相, 饱和食盐水洗, 无水硫酸镁干燥. 抽滤, 减压除

去溶剂得300 mg化合物4. 白色固体, 产率 95.5%. m.p. 
295.0～297.0 ℃; 1H NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 6.72 (d, 
J＝8.4 Hz, 2H, ArH), 6.97 (d, J＝8.4 Hz, 2H, ArH), 7.13 
(d, J＝7.2 Hz, 2H, ArH), 7.18～7.21 (m, 3H, ArH), 7.28 
(t, J＝7.8 Hz, 1H, ArH), 7.33 (d, J＝7.8 Hz, 1H, ArH), 
7.44 (d, J＝8.4 Hz, 1H, ArH), 7.61 (td, J＝8.4, 1.2 Hz, 1H, 
ArH); MS (ESI) m/z: 337.1 ([M＋Na]＋). Anal. calcd for 
C21H14O3: C 80.24, H 4.49; found C 80.18, H 4.60. 
3.2.4  4-[4-(2-溴乙氧基)苯基]-3-苯基苯并吡喃-2-酮
(5)的合成 

50 mL 圆底烧瓶中加入 314 mg (1.0 mmol)化合物 4, 
400 μL (5.0 mmol) 1,2-二溴乙烷, 553 mg (4.0 mmol)碳酸

钾, 10 mL 无水丙酮, 加热回流至 TLC 监测反应完成. 
减压除去溶剂, 硅胶柱层析[V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)＝
3∶1]分离得 252 mg 化合物 5. 白色固体, 产率 60.0%. 
m.p. 176.8～177.4 ℃; 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 3.63 
(t, J＝6.0 Hz, 2H, CH2), 4.27 (t, J＝6.0 Hz, 2H, OCH2), 
6.84 (d, J＝8.4 Hz, 2H, ArH), 7.05 (d, J＝8.4 Hz, 2H, 
ArH), 7.12～7.14 (m, 2H, ArH), 7.17～7.23 (m, 4H, ArH), 
7.27 (dd, J＝8.4, 1.8 Hz, 2H, ArH), 7.42 (d, J＝7.8 Hz, 
2H, ArH), 7.53 (td, J＝8.4, 1.2 Hz, 1H, ArH); MS (ESI) 
m/z: 443.3 ([M＋Na]＋). Anal. calcd for C23H17BrO3: C 
65.57, H 4.07; found C 65.42, H 4.01. 
3.2.5  化合物 1a～1e 的合成 

以化合物 1c 的合成为例: 10 mL 微波管中加入化合

物 84 mg (0.2 mmol) 4a, 62 μL (0.6 mmol)二乙胺, 34 mg 
(0.2 mmol)硝酸银, 2 mL 四氢呋喃, 微波 125 ℃加热 15 
min. 将反应液转移至 50 mL 的圆底烧瓶中, 干法上样, 
硅胶柱层析[V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)∶V(三乙胺)＝
75∶25∶2]分离得 53 mg 化合物 1c.  

用同样的方法可以得到 64 mg 1a, 55 mg 1b, 72 mg 
1e, 74 mg 1d.  

4-[4-(2-吗啉乙氧基)苯基]-3-苯基苯并吡喃-2-酮 
(1a): 白色固体, 产率 74.9%. m.p. 146.3～148.1 ℃; 1H 
NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 2.57 (brs, 4H, CH2), 2.79 (t,  
J＝6.0 Hz, 2H, CH2), 3.73 (t, J＝4.8 Hz, 4H, CH2), 4.08 (t, 
J＝6.0 Hz, 2H, OCH2), 6.82 (d, J＝9.0 Hz, 2H, ArH), 7.02 
(d, J＝9.0 Hz, 2H, ArH), 7.12～7.13 (m, 2H, ArH), 7.16～

7.22 (m, 4H, ArH), 7.27 (dd, J＝8.4, 1.2 Hz, 1H, ArH), 
7.41 (dd, J＝8.4, 0.6 Hz, 1H, ArH), 7.53 (td, J＝9.0, 1.8 
Hz, 1H, ArH); 13C NMR (CDCl3, 150 MHz) δ: 54.1 (2C), 
57.3, 65.8, 66.7, 66.9, 114.4 (2C), 120.3, 121.5, 123.8, 
126.6, 127.1, 127.3, 127.8, 128.4, 128.8 (2C), 130.7 (2C), 
130.8 (2C), 134.3, 151.5, 154.9, 158.6, 161.6; MS (ESI) 
m/z: 428.2 ([M＋H]＋), 450.2 ([M＋Na]＋). Anal. calcd for 
C27H25NO4: C 75.86, H 5.89, N 3.28; found C 75.77, H 
6.03, N 3.26. 

4-{4-[2-(吡咯烷-1-基)乙氧基]苯基}-3-苯基苯并吡

喃-2-酮(1b): 白色固体, 产率 67.0%. m.p. 139.7～140.9 
, ℃ 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 1.80～1.83 (m, 4H, 

CH2), 2.63 (brs, 4H, CH2), 2.90 (t, J＝6.0 Hz, 2H, CH2), 
4.08 (t, J＝6.0 Hz, 2H, OCH2), 6.83 (d, J＝8.4 Hz, 2H, 
ArH), 7.01 (d, J＝8.4 Hz, 2H, ArH), 7.12～7.13 (m, 2H, 
ArH), 7.16～7.23 (m, 4H, ArH), 7.29 (dd, J＝7.8, 1.2 Hz, 
1H, ArH), 7.41 (d, J＝8.4 Hz, 1H, ArH), 7.52 (td, J＝8.4, 
1.2 Hz, 1H, ArH); 13C NMR (CDCl3, 150 MHz) δ: 23.5 
(2C), 54.6 (2C), 54.8, 66.7, 113.3 (2C), 121.6, 122.7, 
123.6, 125.9 (2C), 126.2, 126.7 (2C), 127.8 (2C), 129.7 
(4C), 133.4, 150.6, 153.8, 157.6, 160.7; MS (ESI) m/z: 
412.3 ([M＋H]＋), 434.2 ([M＋Na]＋). Anal. calcd for 
C27H25NO3: C 78.81, H 6.12, N 3.40; found C 78.95, H 
6.22, N 3.35. 

4-{4-[2-(二乙基胺基)乙氧基]苯基}-3-苯基苯并吡

喃-2-酮(1c): 白色固体, 产率 64.7%. m.p. 88.3～89.1 
℃; 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 1.08 (t, J＝7.2 Hz, 6H, 
CH3), 2.64 (q, J＝7.2 Hz, 4H, CH2), 2.88 (t, J＝6.0 Hz, 
2H, CH2), 4.04 (t, J＝6.0 Hz, 2H, OCH2), 6.82 (d, J＝8.4 
Hz, 2H, ArH), 7.01 (d, J＝9.0 Hz, 2H, ArH), 7.12～7.13 
(m, 2H, ArH), 7.16～7.21 (m, 4H, ArH), 7.28 (dd, J＝8.4, 
1.8 Hz, 1H, ArH), 7.41 (d, J＝8.4 Hz, 1H, ArH), 7.52 (td, 
J＝8.4, 1.2 Hz, 1H, ArH); 13C NMR (CDCl3, 150 MHz) δ: 
11.4, 11.6, 47.7 (2C), 51.4, 66.2, 114.3 (2C), 121.3, 122.4, 
123.6, 126.9 (2C), 127.2, 127.7 (2C), 128.8 (2C), 130.8 
(4C), 134.4, 151.6, 154.8, 158.6, 161.6; MS (ESI) m/z: 
412.2 ([M－H]＋). Anal. calcd for C27H27NO3: C 78.42, H 
6.58, N 3.39; found C 78.46, H 6.49, N 3.37. 

4-{4-[2-(哌嗪-1-基)乙氧基]苯基}-3-苯基苯并吡喃- 
2-酮(1d): 白色固体, 产率 86.4%. m.p. 47.5～48.8 ℃; 
1H NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 2.59 (brs, 4H, CH2), 2.77 
(t, J＝5.4 Hz, 2H, CH2), 2.90～2.91 (m, 4H, CH2), 4.07 (t, 
J＝5.4 Hz, 2H, OCH2), 6.85 (d, J＝8.4 Hz, 2H, ArH), 7.02 
(d, J＝9.0 Hz, 2H, ArH), 7.09～7.10 (m, 2H, ArH), 7.14～
7.15 (m, 3H, ArH), 7.19～7.24 (m, 2H, ArH), 7.37 (d, J＝



   
有机化学 研究简报 

 
168      http://sioc-journal.cn/ © 2013 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS Chin. J. Org. Chem. 2013, 33, 164～168 

8.4 Hz, 1H, ArH), 7.55 (td, J＝8.4, 1.8 Hz, 1H, ArH); 13C 
NMR (CDCl3, 150 MHz) δ: 44.8, 44.9, 55.2 (2C), 55.4, 
68.5, 114.3 (2C), 121.8, 123.1, 123.5, 127.1 (2C), 127.3, 
127.9 (2C), 129.1 (2C), 130.7 (4C), 134.6, 151.1, 154.6, 
158.6, 161.7; MS (ESI) m/z: 427.3 ([M＋H]＋). Anal. calcd 
for C27H26N2O3: C 76.03, H 6.14, N 6.57; found C 75.92, 
H 6.09, N 6.38. 

4-{4-[2-(哌啶-1-基)乙氧基]苯基}-3-苯基苯并吡喃- 
2-酮(1e): 白色固体, 产率 84.6%. m.p. 144.5～145.9 ℃; 
1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 1.45 (brs, 2H, CH2), 1.62～
1.68 (m, 4H, CH2), 2.54 (brs, 4H, CH2), 2.79 (t, J＝6.0 Hz, 
2H, CH2), 4.09 (t, J＝6.0 Hz, 2H, OCH2), 6.81 (d, J＝8.4 
Hz, 2H, ArH), 7.00 (d, J＝8.4 Hz, 2H, ArH), 7.11～7.12 
(m, 2H, ArH), 7.16～7.21 (m, 4H, ArH), 7.28 (dd, J＝7.8, 
1.2 Hz, 1H, ArH), 7.40 (d, J＝8.4 Hz, 1H, ArH), 7.51 (td, 
J＝8.4, 1.2 Hz, 1H, ArH); 13C NMR (CDCl3, 150 MHz) δ: 
23.1, 24.8 (2C), 54.0 (2C), 56.5, 65.5, 114.3 (2C), 122.1, 
122.6, 123.7, 127.0 (2C), 127.3, 127.7 (2C), 128.9 (2C), 
130.8 (4C), 134.4, 151.6, 154.8, 158.6, 161.6; MS (ESI) 
m/z: 426.3 ([M＋H]＋). Anal. calcd for C28H27NO3: C 
79.03, H 6.40, N 3.29; found C 78.99, H 6.28, N 3.31. 
3.2.6  化合物对小鼠 NK 细胞杀伤活性的影响 

小鼠脾淋巴细胞悬液的制备 : 颈椎脱臼处死

BALb/C 小鼠, 用碘伏浸泡 5 min, 再用 75%乙醇浸泡小

鼠 3 min, 沿腹腔中线剪开小鼠腹腔, 取出脾脏置于培

养皿中, 剪去脂肪和筋膜组织, 用 RPMI-1640 培养液漂

洗[19]. 置组织于研磨器中加入适量磷酸盐缓冲液(PBS
液)研磨, 制成脾细胞悬液, 过 200 目筛网, 将得到的细

胞悬液置于离心管中 1500 r/min 离心 15 min. 弃上层清

液, 加入 Tris-NH4Cl 溶液 9 倍体积 0.83 g/100 mL 的氯

化铵(NH4Cl)溶液与 1 倍体积 2.06 g/100 mL 的 Tris-HCl
溶液(pH 7.65)混合, 用 NH4Cl 调节 pH 值至 7.2)裂解红

细胞, 室温静置 5 min, 以除去红细胞, 见离心后所得为

白色沉淀上方只有一层红色膜为最佳状态, 用 RPMI- 
1640 培养液 1000 r/min 离心 10 min 洗涤细胞 3 次, 以除

去剩余的氯化铵. 将上述收集到的脾细胞置于培养瓶

中, 在 37 ℃, 5% CO2培养箱培养 2 h, 以除去贴壁细胞, 
收集未贴壁的细胞悬液即为脾淋巴细胞. 台盼蓝染色计

数, 接种培养, 活细胞数大于 95%, 备用.  
化合物对小鼠 NK 细胞杀伤活性的影响: 用四甲基

唑蓝(MTT)法测定 NK 细胞杀伤活性. 以上述方法制备

的小鼠脾淋巴细胞为效应细胞, YAC-1(淋巴瘤细胞)为
靶细胞, 效应细胞与靶细胞的比例(E/T)为 50∶1, 测试

效应细胞对靶细胞的杀伤活性. 将上述小鼠脾淋巴细胞

和YAC-1细胞悬浮于含有5%小牛血清, 100 IU/mL盘尼

西林和 100 μg/mL 链霉素的 RPMI-1640 培养液中培养, 
调整细胞浓度分别为 5×106个/mL 和 1×105个/mL. 在
96 孔细胞培养板中, 加入 90 μL/孔脾淋巴细胞悬液和

YAC-1 细胞悬液(混合孔, M). 此外, 设置单独的效应细

胞孔(E, 90 μL, 5×106个/mL)和靶细胞孔(T, 90 μL, 1×
105 个/mL)为对照组. 在混合孔和效应细胞孔中分别加

入待测化合物, 使其终浓度为 5 和 50 μmol•L－1. 所有的

试验均至少重复 3 次, 置于 37 ℃, 含 5%的 CO2条件下

分别培养 4 h 后每孔加 MTT 10 µL (5 g/L)继续孵育 4 h, 
弃去上清, 然后每孔加入 100 µL DMSO 溶解 MTT 甲簪

沉淀, 用微型振荡器振荡混匀, 变色后用酶联免疫检测

仪分别测定570 nm波长处的吸光度A570 nm. 杀伤率计算

(%)＝(AT＋AE－AM)/AT×100%. 
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