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铜绿假单胞菌 PAO1 III 型分泌系统新型抑制剂的合成和生物活性研究 
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摘要  铜绿假单胞菌 PAO1 是一种革兰氏阴性机会性人类病原菌, 易感染免疫受损的人群. III 型分泌系统(Type three 
secretion system, T3SS)是其主要的致病因子. T3SS 抑制剂的策略是抑制铜绿假单胞菌表达及分泌毒力蛋白, 阻止其对

宿主细胞的侵染. 在一种已知 T3SS 抑制剂的结构基础上, 设计和合成了 20 种 α-苯氧基酰胺新衍生物, 系统研究了它

们的构效关系, 研究表明有 5 种新衍生物对铜绿假单胞菌的一个效应子编码基因 exoS 的表达具有明显抑制作用. 其中

N-(2-吡啶基甲基)-2-(2,4-二氯苯氧)-丁酰胺(5r)的活性强于已知的抑制剂 MBX1641, 并具有很好的水溶性.  
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Abstract  Pseudomonas aeruginosa PAO1 is a Gram-negative, opportunistic bacterial human pathogen which infects 
immunocompromised individuals. The bacterium carries a type III secretion system (T3SS) as a major virulence determinant. 
The strategy of T3SS inhibitors is to prevent the bacterium from injecting effector proteins into the host, and causing a change
in the pathophysiology of the host cells. Based on the structure of a known T3SS inhibitor of P. aeruginosa, 20 new 
α-phenoxyacetamide derivatives have been designed and synthesized, and the structure-activity relationship results for these 
new derivatives have been discussed. Five derivatives have shown strong inhibitory effect against exoS gene expression of P.
aeruginosa, and among them, N-(2-pyridylmethyl)-2-(2,4-dichlorophenoxy)-butanamide (5r) has not only exhibited stronger 
potency than the known T3SS inhibitor, but also better solubility in aqueous solution. 
Keywords  Pseudomonas aeruginosa; type III secretion system; inhibitors; synthesis 

 
抗生素治疗是目前普遍应用的、针对病原细菌感染

的治疗手段. 大多数抗生素的工作原理是抑制细菌重要

的细胞生理功能, 如通过抑制肽聚糖的交联从而阻止细

胞壁的合成, 最后杀死细菌. 但是抗生素的错误使用以

及过量的使用抗生素导致细菌产生了严重的耐药性问

题. 为避免如“超级细菌”NDM-1[1]这类对人类健康和
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生命构成直接威胁的强耐药性细菌的产生, 科学家们对

细菌的致病机制进行了更深入的研究, 以开发更为有效

的新型抗生素. 细菌分泌系统的发现是近年来细菌致病

机制研究的重要进展[2]. 分泌系统是由一些具有特殊功

能的蛋白质和多肽组成的管状通道[3]. 其中, III 型分泌

系统(Type III secretion system, T3SS)存在于许多革兰氏

阴性病原菌中, 该系统可使病原细菌将致病因子(或称

效应因子)穿过细菌周质而直接注入寄主细胞内部, 通
过抑制细胞的免疫功能, 干扰宿主细胞的信号传导和其

它细胞过程, 从而引起感染发病[4]. 大部分病原性肠杆

菌 中 , 如 人 和 动 物 病 原 菌 中 的 铜 绿 假 单 胞 菌

(Pseudomonas aeruginosa)、伤寒沙门氏菌和鼠疫杆菌, 
以及植物病原细菌中的菊欧文氏菌、梨火疫菌和丁香假

单胞菌等, T3SS 是其重要的致病机制[5]. 
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图 1  文献报道的 T3SS 抑制剂 
Figure 1  Some known T3SS inhibitors 

近年来, 国际学术界和工业界很重视 T3SS 抑制剂

的研究和开发. 2005 年 Hung 等[6]报道小分子化合物

Virstatin(图 1)可有效抑制霍乱弧菌的转录调节因子

ToxT 的表达, 从而抑制毒性因子基因的表达. 小鼠试

验进一步表明Virstatin作为毒力抑制剂能有效抑制霍乱

弧菌的传染. 2006 年 Muschiol 等[7]报道 T3SS 抑制剂

INP0400(图 1)对不同周期的沙眼衣原体有不同程度的

抑制效果. 其中在细胞周期的晚期, INP0400 能抑制 RB 
(reticulate body, 网纹体)向传染性 EB (elementary body, 
基本体)转变, 从而明显降低沙眼衣原体的传染[8]. 另
外, 与 INP0400 结构相近的两种小分子化合物 INP0007
和 INP0403(图1)虽不影响细菌的生长, 但可有效抑制沙

门氏菌 T3SS 效应蛋白的分泌. 体内进一步试验表明这

两个化合物能够抑制沙门氏菌的 T3SS 效应子的分泌和

炎症反应.  
铜绿假单胞菌PAO1是一种革兰氏阴性机会性人类

病原细菌, 是医院内感染的常见病原菌. 该菌对囊肿性

纤维化、肺炎、尿路感染和烧伤的病人构成了生命的威

胁. 然而, 铜绿假单胞菌 PAO1 对抗生素的敏感性很差, 
除了其天然的耐药性外, 该细菌还很容易获得后天耐药

性[9]. 研究发现, T3SS 是该菌引起和传播急性感染的致

病因子[10], 它可以将 3 种效应分子蛋白 ExoS, ExoT 和

ExoY 注入到寄主细胞内部. 在这 3 种效应分子蛋白中, 
ExoS 是最主要的细胞毒素, 它可以抑制细胞迁移、阻止

细胞交联, 以及破坏上皮细胞内的细胞骨架[11]. 前期研

究表明, 化合物 MBX1641(图 1)可抑制铜绿假单胞菌

PAO1 的 T3SS 效应因子 ExoS 的分泌[12]. 然而该化合物

抑制活性的重现性较差、水溶性不好, 直接限制了它的

进一步开发应用. 本文设计并合成了 MBX1641 的一系

列新衍生物, 系统研究了它们的构效关系, 发现了活性

高而且水溶性较好的铜绿假单胞菌 PAO1 的 T3SS 抑制

剂. 

1  结果与讨论 

1.1  化合物合成 

在 MBX1641 的结构基础上, 我们设计了一系列 α-
苯氧基酰胺新衍生物, 主要是改变2,4-二氯苯氧基(左侧

部分)上的取代基、酰胺侧链(中间部分)的长度以及

3,4-(次甲基二氧)苄基(右侧部分)的取代基. 新衍生物的

合成是通过三步简便的反应(Scheme 1): 取代苯酚 1 与

α-溴代酸甲酯 2 在碳酸钾存在下反应, 得到 α-苯氧基酸

甲酯 3a～3n (3f 和 3h 是 α-苯氧基酸乙酯); 后者经过氢

氧化锂水解, 产生相应的羧酸 4a～4n; 在 EDC/HOBt[13]

作用下, 4a～4n 分别同相应的胺缩合, 则得到一系列 α-
苯氧基酰胺 5a～5m 和 5o～5s. 当用 2,4-二氯苄氧基取

代 2,4-二氯苯氧基后, 相应的产物 N-[3,4-(次甲基二氧)
苄基]-2-(2,4-二氯苄氧)-丁酰胺(5u, 表 1)可以用同样的

合成路线得到. 另外, MBX1641 的酯类似物 5t 是由

2-(2,4-二氯苯氧)-丁酸(4e)与 3,4-(次甲基二氧)苄醇缩合

得到.  
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1.2  抑制剂的筛选 

本文以铜绿假单胞菌 PAO1 的 T3SS 为研究对象, 
将T3SS其中一个效应子编码基因 exoS的启动子区域克

隆到启动子活性检测载体 pPROBE-AT, 获得质粒

pAT-exoS, 测试结果见表 1.

表 1  化合物 5a～5u 的结构及活性测试结果 
Table 1  Structures and bioactivity of compounds 5a～5u 

Compd. Structure Avg MFI±SD Precipitate in LB mediuma 

None — 192.56±3.97 — 

5a 

Cl

Cl

O
N
H

O

O

O 93.64±0.7 Yes 

5b 

Me

Me

O
N
H

O

O

O 272.3±4.18 Yes 

5c 

Br

Br

O
N
H

O

O

O 265.45±9.23 Yes 

5d 

F

F

O
N
H

O

O

O

 

286.07±8.45 Yes 

5e 

Cl

Cl

O
N
H

O

O

O 52.07±0.75 Yes 

5f 

Cl

Cl

O
N
H

O

O

O
269.74±13.53 Yes 

5g 

Cl

Cl

O
N
H

O

O

O
235.67±7.68 Yes 

5h 

Cl

Cl

O
N
H

O

O

O 285.14±4.34 Yes 

5i 

Cl

Cl

O
N
H

O

O

O

O
181. 42±2. 43 No 

5j 

F

F

O
N
H

O

O

O

 

244.46±2.33 Yes 

5k 

Br

Br

O
N
H

O

O

O 241.42±5.82 Yes 
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续表 

Compd. Structure Avg MFI±SD Precipitate in LB mediuma 

5l 
O

O
N
H

O

Cl

O 234.89±3.36 Yes 

5m 
O

N
H

O

O

O

O2N

181.56±4.18 Yes 

5n 
O

N
H

O

O

O

H2N

165.98±2.34 No 

5o 
O

O

N
H

Cl

Cl

Cl

Cl  

77.2±5.98 Yes 

5p 
O

O

N
H

Cl

Cl

O

 

71.41±5.43 Yes 

5q 
O

O

N
H

Cl

Cl

S

 

146.68±3.98 Yes 

5r NH

O
O

Cl

Cl
N

 

28.56±6.54 No 

5s O

O

O
N
H

O Cl

Cl

271.13±7.5 Yes 

5t 
O

O

O

O

O

Cl

Cl

269.36±2.46 Yes 

5u 

Cl

Cl

O
N
H

O

O

O 183.35±3.65 Yes 

a 在测试介质中被测化合物(250 μmol/L)是否有沉淀生成.

从表 1 中的筛选数据, 可以得到以下几点结果: (1)
苯氧基(左侧部分)上取代基的电负性对新衍生物活性的

影响: 改变 MBX1641 (5a, 表 1)中 2,4-二氯苯氧基上的

取代基, 无论是吸电子基团溴(5c)和氟(5d), 还是给电

子基团甲基(5b), 新衍生物都没有抑制活性. (2)酰胺侧

链(中间部分)的长度对新衍生物活性的影响: 当酰胺侧

链的长度增加 1 个碳原子(共 3 个碳原子)时, 所生成化

合物 5e 对 exoS 基因表达具有明显抑制活性. 并且, 5e
抑制活性的重现性很好. 然而当酰胺侧链的长度增加到

4 个碳原子(5f), 5 个碳原子(5g), 或改变成支链(5h), 或
加入杂原子(5i)时, 新衍生物都没有抑制活性. 值得注

意的是, 5i 的水溶性明显改善. 在保持酰胺侧链的长度

为 3 个碳原子的情况下, 改变 2,4-二氯苯氧基上的取代

基, 所得的衍生物 5j～5n都没有抑制活性. (3) 3,4-(次甲

基二氧)苄基(右侧部分)上取代基对新衍生物活性的影

响: 当将 3,4-(次甲基二氧)苄基改变为 3,4-二氯苄基

(5o)、糠基(5p)和吡啶甲基(5r)后, 新衍生物都表现出对

exoS 基因表达的明显抑制活性. 特别是 5r 具有很好的

活性, 其对 exoS 基因表达的抑制活性强于 MBX1641, 
且具有很好的水溶性. (4)将 5e 中左侧的 2,4-二氯苯基与

右侧的 3,4-(次甲基二氧)苯基位置对调, 所生成的衍生

物 5s 没有抑制活性. (5)当将 5e 中的酰胺健改变成酯健, 
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或将 2,4-二氯苯氧基变成 2,4-二氯苄氧基后, 所得到的

衍生物 5t 和 5u 也都失去了抑制活性(表 1).  

1.3  Western 杂交结果 

为进一步验证这些化合物对 T3SS 效应子的抑制效

果, 本文选取其中一些化合物用 Western 杂交的方法检

测 ExoS 蛋白的表达水平. 与转录水平影响 exoS 基因表

达的结果一样, 在培养基中添加化合物 5a, 5e, 5o 和 5r
可显著抑制 ExoS 蛋白的表达(图 2), 而其它化合物则并

不影响 ExoS 蛋白的表达. 

 
图 2  T3SS 抑制剂影响 ExoS 蛋白的表达 

Figure 2  Alteration of the production of T3SS effector ExoS by 
T3SS inhibitors 
P. aeruginosa PAO1 cells were grown in LB broth supplemented with 10 
mmol/L NTA, and 250 μmol/L inhibitors. The same volume of DMSO was 
added to the culture as a negative control (lane 1). The Western blot was per-
formed using an anti-ExoS antibody. (A) The results for derivatives 5a～5f, 5h 
and 5o; (B) results for 5r 

2  结论 

本文在已知 T3SS 抑制剂 MBX1641 的结构基础上, 
设计和合成了 20 种 α-苯氧基酰胺新衍生物, 系统研究

了它们的构效关系, 发现了新衍生物 5e, 5o, 5p 和 5r 表

现出对 exoS 基因表达的明显抑制活性, 特别是 5r 具有

很好的活性, 不仅对 exoS 基因表达的抑制活性强于

MBX1641, 而且具有很好的水溶性. 此结果为设计和合

成性能更好的铜绿假单胞菌 PAO1 的 T3SS 抑制剂提供

了有益的信息.  

3  实验部分 

3.1  仪器与试剂 

实验中用到的主要仪器有: RE-522A 型旋转蒸发仪

(上海亚荣生化仪器厂); AL204 型分析天平(梅特勒-托
利多仪器(上海)有限公司); ZF-I 型三用紫外分析仪(上
海顾林电光仪器厂); 安捷伦 1260 型 HPLC; 岛津 2020
型 LC-MS; Bruker AVANCE 300/400 MHz 核磁共振仪

(TMS 为内标).  
实验所用化学试剂的生产厂家包括: Sigma-Aldrich, 

安耐吉和阿拉丁; 无水四氢呋喃经过金属钠处理, 其余

溶剂(石油醚、二氯甲烷、乙酸乙酯、二甲基亚砜和甲

醇)均为分析纯.  

3.2  化合物的合成方法 

3.2.1  3a～3n 的合成通法 

称取苯酚1 (5 mmol)于100 mL圆底烧瓶中, 加入无

水碳酸钾(1.73 g, 12.5 mmol)、丙酮(30 mL)和 2-溴代酸

甲酯(5.5 mmol), 加热回流 8～12 h(薄层色谱 TLC 监测

反应进程). 反应物冷却至室温, 抽滤去除固体, 再将滤

液蒸干后加入水(30 mL), 用乙酸乙酯萃取(30 mL×3), 
合并萃取液分别用水(20 mL×2)和饱和食盐水(20 mL)
洗涤, 无水硫酸镁干燥. 减压浓缩, 粗产物经过硅胶柱

层析分离纯化[V(乙酸乙酯)∶V(石油醚)＝1∶8～1∶3] 
得 3a～3n.  

2-(2,4-二氯苯氧)-丙酸甲酯(3a)[14] (R1＝2-Cl, R2＝

4-Cl, R3＝CH3): 黄色液体, 产率 92%. 1H NMR (300 
MHz, CDCl3) δ: 7.38 (d, J＝3 Hz, 1H), 7.14 (dd, J＝3.0, 
9.0 Hz, 1H), 6.78 (d, J＝9.0 Hz, 1H), 4.73 (q, J＝6.0 Hz, 
1H), 3.75 (s, 3H), 1.68 (d, J＝9.0 Hz, 3H).  

2-(2,4-二甲基苯氧 )-丙酸甲酯 (3b) (R1＝2-CH3,   
R2＝4-CH3, R3＝CH3): 黄色液体, 产率 93%. 1H NMR 
(300 MHz, CDCl3) δ: 6.96 (s, 1H), 6.87 (d, J＝3.0 Hz, 
1H), 6.58 (d, J＝9.0 Hz, 1H), 4.70 (q, J＝6.0 Hz, 1H), 3.74 
(s, 3H), 2.24 (s, 6H), 1.61 (d, J＝6.0 Hz, 3H).  

2-(2,4-二溴苯氧)-丙酸甲酯(3c)[15] (R1＝2-Br, R2＝

4-Br, R3＝CH3): 黄色液体, 产率 94%. 1H NMR (300 
MHz, CDCl3) δ: 7.69 (d, J＝2.4 Hz, 1H), 7.32 (dd, J＝2.4, 
9.0 Hz, 1H), 6.68 (d, J＝8.7 Hz, 1H), 4.73 (q, J＝6.9 Hz, 
1H), 3.76 (s, 3H), 1.68 (d, J＝6.9 Hz, 3H).  

2-(2,4-二氟苯氧)-丙酸甲酯(3d) (R1＝2-F, R2＝4-F, 
R3＝CH3): 黄色液体, 产率 91%. 1H NMR (300 MHz, 
CDCl3) δ: 6.96～6.76 (m, 3H), 4.70 (q, J＝6.9 Hz, 1H), 
3.76 (s, 3H), 1.65 (d, J＝6.9 Hz, 3H). 

2-(2,4-二氯苯氧)-丁酸甲酯(3e) (R1＝2-Cl, R2＝

4-Cl, R3＝CH2CH3): 黄色液体, 产率 93%. 1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ: 7.38 (d, J＝2.4 Hz, 1H), 7.13 (dd, J＝2.4, 
8.8 Hz, 1H), 6.72 (d, J＝8.8 Hz, 1H), 4.56 (q, J＝6.0 Hz, 
1H), 3.76 (s, 3H), 2.08～2.01 (m, 2H), 1.11 (t, J＝7.2 Hz, 
3H).  

2-(2,4-二氯苯氧)-戊酸乙酯(3f) [R1＝2-Cl, R2＝

4-Cl, R3＝(CH2)2CH3]: 黄色液体, 产率 95%. 1H NMR 
(300 MHz, CDCl3) δ: 7.38 (d, J＝2.7 Hz, 1H), 7.14 (dd,  
J＝2.4, 8.7 Hz, 1H), 6.73 (d, J＝8.1 Hz, 1H), 4.61 (dd, J＝
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4.8, 7.8 Hz, 1H), 4.27～4.19 (m, 2H), 2.09～1.97 (m, 2H), 
1.65～1.55 (m, 2H), 1.27 (t, J＝7.2 Hz, 3H), 1.01 (t, J＝
7.2 Hz, 3H).  

2-(2,4-二氯苯氧)-己酸甲酯(3g) [R1＝2-Cl, R2＝

4-Cl, R3＝(CH2)3CH3]: 黄色液体, 产率 94%. 1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) δ: 7.37 (d, J＝2.4 Hz, 1H), 7.13 (dd,  
J＝2.8, 8.8 Hz, 1H), 6.72 (d, J＝8.8 Hz, 1H), 4.59 (dd, J＝
4.8, 7.2 Hz, 1H), 3.76 (s, 3H), 2.05～1.97 (m, 2H), 1.53～
1.49 (m, 2H), 1.41～1.34 (m, 2H), 0.93 (t, J＝7.2 Hz, 3H).  

2-(2,4-二氯苯氧 )-异戊酸乙酯 (3h)[16] (R1＝2-Cl,  
R2＝4-Cl, R3＝CH(CH3)2): 黄色液体 , 产率 52%. 1H 
NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.38 (d, J＝2.4 Hz, 1H), 7.14 
(dd,  J＝2.4, 8.7 Hz, 1H), 6.71 (d, J＝9.0 Hz, 1H), 4.38 
(d, J＝5.1 Hz, 1H), 4.24 (q, J＝7.2 Hz, 2H), 2.43～2.32 
(m, 1H), 1.27 (t, J＝7.2 Hz, 3H), 1.13 (dd, J＝6.0, 6.9 Hz, 
6H). 

2-(2,4-二氟苯氧)-丁酸甲酯(3j) (R1＝2-F, R2＝4-F, 
R3＝CH2CH3): 黄色液体 , 产率 94%. 1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ: 6.95～6.83 (m, 2H), 6.78～6.72 (m, 1H), 
4.52 (t, J＝6.0 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 2.04～1.97 (m, 2H), 
1.10 (t, J＝7.2 Hz, 3H).  

2-(2,4-二溴苯氧)-丁酸甲酯(3k) (R1＝2-Br, R2＝

4-Br, R3＝CH2CH3): 黄色液体, 产率 92%. 1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ: 7.68 (d, J＝2.4 Hz, 1H), 7.31 (dd, J＝2.0, 
6.4 Hz, 1H), 6.62 (d, J＝8.8 Hz, 1H), 4.56 (t, J＝6.0 Hz, 
1H), 3.75 (s, 3H), 2.09～2.02 (m, 2H), 1.11 (t, J＝7.6 Hz, 
3H).  

2-(4-氯苯氧)-丁酸甲酯(3l)[17] (R1＝H, R2＝4-Cl,  
R3＝CH2CH3): 黄色液体 , 产率 93%. 1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ: 7.22 (d, J＝8.8 Hz, 2H), 6.81 (d, J＝8.8 
Hz, 2H), 4.53 (t, J＝6.0 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 2.02-1.95 
(m, 2H), 1.07 (t, J＝7.6 Hz, 3H).  

2-(4-硝基苯氧)-丁酸甲酯(3m) (R1＝H, R2＝4-NO2, 
R3＝CH2CH3): 黄色液体 , 产率 94%. 1H NMR (300 
MHz, CDCl3) δ: 8.19 (dd, J＝2.4, 7.2 Hz, 2H), 6.93 (dd,  
J＝2.4, 7.2 Hz, 2H), 4.69 (t, J＝6.0 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 
2.09～2.00 (m, 2H), 1.09 (t, J＝6.0 Hz, 3H).  

2-[3,4-(次甲基二氧)苯基]-丁酸甲酯(3n) (R1, R2＝

3,4-次甲基二氧, R3＝CH2CH3): 黄色液体, 产率 86%. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.67 (d, J＝8.4 Hz, 1H), 
6.51 (s, 1H), 6.29 (d, J＝8.4 Hz, 1H), 5.91 (s, 2H), 4.45 (t, 
J＝6.4 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 1.99～1.91 (m, 2H), 1.06 (t, 
J＝7.6 Hz, 3H).  
3.2.2  4a～4n 的合成通法 

将酯3a～3n (3 mmol)溶于甲醇(10 mL)和水(10 mL)

中, 加入氢氧化锂(15 mmol), 室温搅拌 5 h. 蒸除甲醇

后, 用稀盐酸调节溶液 pH 至 2～3, 有固体析出, 抽滤, 
水洗, 干燥, 得白色固体 4a～4n. 

2-(2,4-二氯苯氧)-丙酸(4a)[14] (R1＝2-Cl, R2＝4-Cl,  
R3＝CH3): 白色固体, 产率 80%. 1H NMR (500 MHz, 
CDCl3) δ: 7.40 (d, J＝2.5 Hz, 1H), 7.17 (dd, J＝2.0, 8.5 
Hz, 1H), 6.84 (d, J＝9.0 Hz, 1H), 4.78 (q, J＝5.0 Hz, 1H), 
1.71 (d, J＝5.0 Hz, 3H).  

2-(2,4-二甲基苯氧)-丙酸(4b)[18] (R1＝2-CH3, R2＝

4-CH3, R3＝CH3): 白色固体, 产率 73%. 1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ: 6.98 (s, 1H), 6.91 (d, J＝8.0 Hz, 1H), 
6.64 (d, J＝8.0 Hz, 1H), 4.73 (q, J＝8.0 Hz, 1H), 2.24 (d,  
J＝4.0 Hz, 6H), 1.64 (d, J＝4.0 Hz, 3H). 

2-(2,4-二溴苯氧)-丙酸(4c)[19] (R1＝2-Br, R2＝4-Br,  
R3＝CH3): 白色固体, 产率 79%. 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) δ: 7.71 (d, J＝2.4 Hz, 1H), 7.35 (dd, J＝2.4, 8.8 
Hz, 1H), 6.74 (d, J＝8.4 Hz, 1H), 4.78 (q, J＝6.8 Hz, 1H), 
1.72 (d, J＝7.2 Hz, 3H).  

2-(2,4-二氟苯氧)-丙酸(4d)[20] (R1＝2-F, R2＝4-F, R3

＝CH3): 白色固体 , 产率 91%. 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) δ: 7.01～6.95 (m, 1H), 6.91～6.85 (m, 1H), 
6.81～6.76 (m, 1H), 4.74 (q, J＝7.2 Hz, 1H), 1.67 (d, J＝
6.8 Hz, 3H).  

2-(2,4-二氯苯氧)-丁酸(4e)[21] (R1＝2-Cl, R2＝4-Cl,  
R3＝CH2CH3): 白色固体 , 产率 85%. 1H NMR (500 
MHz, CDCl3) δ: 7.39 (d, J＝2.5 Hz, 1H), 7.16 (dd, J＝2.5, 
9.0 Hz, 1H), 6.78 (d, J＝8.5 Hz, 1H), 4.63 (t, J＝6.0 Hz, 
1H), 2.12～2.06 (m, 2H), 1.14 (t, J＝7.5 Hz, 3H).  

2-(2,4-二氯苯氧)-戊酸(4f)[21] (R1＝2-Cl, R2＝4-Cl,  
R3＝(CH2)2CH3): 白色固体, 产率 90%. 1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ: 7.39 (d, J＝2.4 Hz, 1H), 7.16 (dd, J＝2.4, 
8.8 Hz, 1H), 6.77 (d, J＝8.8 Hz, 1H), 4.67 (dd, J＝4.8, 7.2 
Hz, 1H), 2.09～1.95 (m, 2H), 1.64～1.56 (m, 2H), 0.99 (t, 
J＝7.6 Hz, 3H).  

2-(2,4-二氯苯氧)-己酸(4g)[21] [R1＝2-Cl, R2＝4-Cl,   
R3＝(CH2)3CH3]: 白色固体, 产率 93%. 1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ: 7.39 (d, J＝2.4 Hz, 1H), 7.16 (dd, J＝2.4, 
8.8 Hz, 1H), 6.77 (d, J＝8.8 Hz, 1H), 4.66 (t, J＝6.0 Hz, 
1H), 2.08～2.01 (m, 2H), 1.59～1.51 (m, 2H), 1.43～1.36 
(m, 2H), 0.93 (t, J＝7.2 Hz, 3H).  

2-(2,4-二氯苯氧)-异戊酸(4h)[16] [R1＝2-Cl, R2＝

4-Cl,  R3＝CH(CH3)2]: 白色固体, 产率 65%. 1H NMR 
(300 MHz, CDCl3) δ: 7.38 (d, J＝2.7 Hz, 1H), 7.14 (dd,  
J＝2.4, 8.7 Hz, 1H), 6.73 (d, J＝8.7 Hz, 1H), 4.46 (d, J＝
3.0 Hz, 1H), 2.45～2.34 (m, 1H), 1.14 (dd, J＝2.7, 6.9 Hz, 
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6H).  
2-(2,4-二氯苯氧)-3-甲氧基丙酸(4i) (R1＝2-Cl, R2＝

4-Cl, R3＝CH2OCH3): 白色固体, 产率 78%. 1H NMR 
(300 MHz, CDCl3) δ: 7.39 (d, J＝2.4 Hz, 1H), 7.17 (dd,  
J＝2.4, 8.7 Hz, 1H), 6.91 (d, J＝8.7 Hz, 1H), 4.81 (t, J＝
3.9 Hz, 1H), 4.02～3.93 (m, 2H), 3.50 (s, 3H).  

2-(2,4-二氟苯氧)-丁酸(4j) (R1＝2-F, R2＝4-F, R3＝

CH2CH3): 白色固体, 产率 89%. 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) δ: 7.00～6.95 (m, 1H), 6.90～6.85 (m, 1H), 6.78 
(t, J＝8.8 Hz, 1H), 4.58 (t, J＝6.0 Hz, 1H), 2.08～2.01 (m, 
2H), 1.13 (t, J＝7.6 Hz, 3H).  

2-(2,4-二溴苯氧)-丁酸(4k) (R1＝2-Br, R2＝4-Br,   
R3＝CH2CH3): 白色固体 , 产率 93%. 1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ: 7.70 (d, J＝2.4 Hz, 1H), 7.35 (dd, J＝2.4, 
6.4 Hz, 1H), 6.68 (d, J＝8.8 Hz, 1H), 4.64 (t, J＝6.0 Hz, 
1H), 2.11～2.08 (m, 2H), 1.14 (t, J＝7.6 Hz, 3H). 

2-(4-氯苯氧)-丁酸(4l)[17] (R1＝H, R2＝4-Cl, R3＝

CH2CH3): 白色固体, 产率 79%. 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) δ: 7.25 (d, J＝11.2 Hz, 2H), 6.84 (d, J＝8.8 Hz, 
2H), 4.57 (t, J＝6.0 Hz, 1H), 2.04～2.01 (m, 2H), 1.10 (t,  
J＝7.6 Hz, 3H). 

2-(4-硝基苯氧)-丁酸(4m) (R1＝H, R2＝4-NO2, R3＝

CH2CH3): 白色固体, 产率 78%. 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) δ: 8.20 (d, J＝8.4 Hz, 2H), 6.96 (d, J＝8.8 Hz, 
2H), 4.74 (t, J＝6.0 Hz, 1H), 2.11～2.06 (m, 2H), 1.13 (t,  
J＝7.2 Hz, 3H).  

2-[3,4-(次甲基二氧)苯基]-丁酸(4n) (R1, R2＝3,4-次
甲基二氧 , R3＝CH2CH3): 白色固体 , 产率 94%. 1H 
NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.69 (d, J＝8.4 Hz, 1H), 6.53 
(s, 1H), 6.33 (d, J＝8.4 Hz, 1H), 5.93 (s, 2H), 4.50 (t, J＝
5.6 Hz, 1H), 2.04～1.96 (m, 2H), 1.09 (t, J＝7.6 Hz, 3H).  
3.2.3  5a～5m 和 5o～5s 的合成通法 

酸 4a～4n (1.1 mmol), HOBt (1.2 mmol), EDCI (1.2 
mmol)溶于 DMF (6 mL)中, 加入相应的胺(1.3 mmol), 
室温搅拌 30 min 后, 冰浴冷却, 再加入二异丙基乙基胺 
(3.3 mmol), 20 min 后移去冰浴, 室温搅拌过夜. 将反应

液倒入饱和氯化铵溶液 (30 mL), 乙酸乙酯萃取 (30   
mL×3), 合并的萃取液用水(15 mL×2)和饱和食盐水

(15 mL)分别洗涤, 无水硫酸镁干燥. 蒸除乙酸乙酯. 粗
产物经过硅胶柱层析分离纯化[V(乙酸乙酯)∶V(石油

醚)＝1∶5], 得到 5a～5m 和 5o～5s. 
N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(2,4-二氯苯氧)-丙酰

胺(5a)[14]: 白色固体, 产率 53%. m.p. 120～123 ℃; 1H 
NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.37 (d, J＝2.5 Hz, 1H), 7.18 
(dd, J＝2.5, 8.5 Hz, 1H), 6.92 (br, 1H), 6.85 (d, J＝9.0 Hz, 

1H), 6.75～6.68 (m, 3H), 5.95 (s, 2H), 4.72 (q, J＝6.5 Hz, 
1H), 4.43～4.34 (m, 2H), 1.63 (d, J＝7.0 Hz, 3H); 13C 
NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 170.90, 151.26, 147.93, 147.04, 
131.52, 130.28, 127.95, 127.47, 124.50, 120.89, 116.11, 
108.31, 108.14, 101.11, 76.75, 42.95, 18.49; ESI-MS m/z: 
366 [M－H]－.  

N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(2,4-二甲基苯氧)-丙
酰胺(5b): 白色固体, 产率 75%. m.p. 97～99 ℃; 1H 
NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.97 (s, 1H), 6.92 (d, J＝8.4 
Hz, 1H), 6.73～6.68 (m, 5H), 5.94 (s, 2H), 4.65 (q, J＝6.8 
Hz, 1H), 4.44～4.32 (m, 2H), 2.56 (s, 3H), 2.19 (s, 3H), 
1.58 (d, J＝6.8 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 
172.42, 153.03, 147.94, 146.98, 131.91, 131.85, 131.23, 
127.31, 126.98, 120.80, 113.05, 108.29, 108.13, 101.06, 
76.62, 42.80, 20.44, 18.91, 16.34; ESI-MS m/z: 328 [M＋

H]＋.  
N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(2,4-二溴苯氧)-丙酰

胺(5c): 白色固体, 产率 71%. m.p. 136～138 ℃; 1H 
NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.67 (d, J＝2.4 Hz, 1H), 7.37 
(dd, J＝2.4, 8.8 Hz, 1H), 6.96 (br, 1H), 6.77～6.69 (m, 
4H), 5.95 (s, 2H), 4.73 (q, J＝6.8 Hz, 1H), 4.44～4.34 (m, 
2H), 1.64 (d, J＝6.8 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) 
δ: 170.78, 152.60, 147.95, 147.07, 135.81, 131.59, 131.53, 
120.92, 116.04, 114.68, 113.87, 108.33, 108.19, 101.11, 
76.59, 43.01, 18.42; ESI-MS m/z: 458 [M＋H]＋.  

N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(2,4-二氟苯氧)-丙酰

胺(5d): 白色固体, 产率 50%. m.p. 68～71 ℃; 1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) δ: 6.96～6.70 (m, 6H), 5.95 (s, 2H), 
4.63 (q, J＝6.8 Hz, 1H), 4.44～4.34 (m, 2H), 1.59 (d, J＝
6.8 Hz, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 171.24, 
159.29, 159.15, 155.91, 154.92, 154.76, 151.62, 151.46, 
147.94, 147.05, 141.32, 141.22, 131.63, 120.98, 118.72, 
118.69, 118.60, 118.57, 111.17, 111.12, 110.87, 110.82, 
108.31, 108.21, 105.58, 105.28, 105.22, 104.93, 101.11, 
77.97, 42.93, 18.58; ESI-MS m/z: 358 [M＋Na]＋.  

N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(2,4-二氯苯氧)-丁酰

胺[22] (5e): 白色固体, 产率 60%. m.p. 115～117 ℃; 1H 
NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.37 (d, J＝2.5 Hz, 1H), 7.17 
(dd, J＝2.5, 9 Hz, 1H), 6.82 (d, J＝8.5 Hz, 1H), 6.73～
6.66 (m, 3H), 5.94 (s, 2H), 4.61 (t, J＝5.5 Hz, 1H), 4.39～
4.36 (m, 2H), 2.06～2.01 (m, 2H), 1.05 (t, J＝7.5 Hz, 3H); 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 170.29, 151.66, 147.91, 
147.03, 131.57, 130.26, 127.92, 127.25, 124.27, 120.91, 
115.76, 108.30, 108.15, 101.12, 81.43, 42.92, 25.74, 9.04; 
ESI-MS m/z: 380 [M－H]－.  
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N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(2,4-二氯苯氧)-戊酰

胺[22] (5f): 白色固体, 产率 63%. m.p. 103～106 ℃; 1H 
NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.36 (d, J＝2.8 Hz, 1H), 7.16 
(dd, J＝2.4, 8.8 Hz, 1H), 6.81 (d, J＝8.8 Hz, 1H), 6.77 (br, 
1H), 6.73～6.64 (m, 3H), 5.94 (s, 2H), 4.63 (t, J＝5.6 Hz, 
1H), 4.36 (d, J＝6 Hz, 2H), 2.00～1.94 (m, 2H), 1.56～
1.49 (m, 2H), 0.95 (t, J＝7.6 Hz, 3H); 13C NMR (100 
MHz, CDCl3) δ: 170.54, 151.78, 147.94, 147.07, 131.57, 
130.28, 127.93, 127.26, 124.21, 120.91, 115.63, 108.30, 
108.15, 101.12, 80.58, 42.95, 34.72, 18.17, 13.77; ESI-MS 
m/z: 396 [M＋H]＋.  

N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(2,4-二氯苯氧)-己酰

胺(5g): 白色固体, 产率 65%. m.p. 101～103 ℃; 1H 
NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.36 (d, J＝2.4 Hz, 1H), 7.16 
(dd, J＝2.4, 8.8 Hz, 1H), 6.81 (d, J＝8.8 Hz, 1H), 6.78 (br, 
1H), 6.73～6.64 (m, 3H), 5.94 (s, 2H), 4.62 (t, J＝5.6 Hz, 
1H), 4.35 (t, J＝6.0 Hz, 2H), 2.01～1.96 (m, 2H), 1.51～
1.43 (m, 2H), 1.39～1.30 (m, 2H), 0.90 (t, J＝7.2 Hz, 3H); 

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 170.53, 151.79, 147.95, 
147.07, 131.60, 130.28, 127.93, 127.27, 124.24, 120.92, 
115.69, 108.29, 108.17, 101.11, 80.77, 42.95, 32.39, 26.89, 
22.39, 13.88; ESI-MS m/z: 432 [M＋Na]＋.  

N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(2,4-二氯苯氧)-异戊

酰胺[22] (5h): 白色固体, 产率 55%. m.p. 71～75 ℃; 1H 
NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.36 (d, J＝2.4 Hz, 1H), 7.15 
(dd, J＝2.7, 9.0 Hz, 1H), 6.79 (d, J＝8.7 Hz, 1H), 6.73～
6.61 (m, 4H), 5.94 (s, 2H), 4.43 (d, J＝3.9 Hz, 1H), 4.36～
4.28 (m, 2H), 2.41～2.30 (m, 1H), 1.08 (d, J＝6.9 Hz, 
6H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 169.93, 152.25, 
147.88, 147.02, 131.54, 130.22, 127.92, 127.08, 124.08, 
120.99, 115.42, 108.27, 108.21, 101.11, 85.32, 42.91, 
31.81, 18.93, 17.13; ESI-MS m/z: 418 [M＋Na]＋. 

 N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(2,4-二氯苯氧)-3-甲
氧基丙酰胺(5i): 白色固体, 产率 61%. m.p. 105～107 
℃; 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.36 (d, J＝0.9 Hz, 
1H), 7.18 (d, J＝4.2, Hz, 1H), 7.14 (br, 1H), 7.02 (d, J＝
5.4 Hz, 1H), 6.74-6.69 (m, 3H), 5.94 (s, 2H), 4.75 (d, J＝
1.8 Hz, 1H), 4.39 (d, J＝1.5 Hz, 2H), 3.95～3.84 (m, 2H), 
3.43 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 167.96, 
152.03, 147.92, 147.02, 131.35, 130.10, 128.06, 127.97, 
124.64, 120.92, 117.66, 108,29, 108.21, 101.10, 81.36, 
72.70, 59.59, 43.11; ESI-MS m/z: 420 [M＋Na]＋. 

 N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(2,4-二氟苯氧)-丁酰

胺(5j): 白色固体, 产率 67%. m.p. 74～76 ℃; 1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) δ: 6.94～6.68 (m, 7H), 5.94 (s, 2H), 

4.52 (t, J＝5.6 Hz, 1H), 4.42～4.36 (m, 2H), 2.03～1.96 
(m, 2H), 1.05 (t, J＝7.6 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, 
CDCl3) δ: 170.61, 157.48 (dd, JF-C＝243, 10 Hz), 153.03 
(dd, JF-C＝248, 12 Hz) , 147.97, 147.07, 141.94 (dd, JF-C＝

11, 4 Hz), 131.73, 120.99, 118.26 (dd, JF-C＝10, 3 Hz), 
110.97 (dd, JF-C＝22, 4 Hz), 108.30, 108.22, 105.23 (dd, 
JF-C＝26, 22 Hz), 101.10, 82.88, 42.95, 25.93, 9.04; 
ESI-MS m/z: 350 [M＋H]＋.  

N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(2,4-二溴苯氧)-丁酰

胺(5k): 白色固体, 产率 47%. m.p. 134～136 ℃; 1H 
NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.67 (s, 1H), 7.35 (d, J＝8.4 
Hz, 1H), 6.88 (br, 1H), 6.83～6.65 (m, 4H), 5.95 (s, 2H), 
4.63 (t, J＝5.2 Hz, 1H), 4.42～4.33 (m, 2H), 2.07～2.01 
(m, 2H), 1.04 (t, J＝7.2 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, 
CDCl3) δ: 170.15, 152.97, 147.96, 147.08, 135.82, 131.61, 
131.56, 120.94, 115.75, 114.50, 113.62, 108.33, 108.20, 
101.13, 81.23, 42.99, 25.62, 8.99; ESI-MS m/z: 472 [M＋

H]＋.  
N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(4-氯苯氧)-丁酰胺(5l): 

白色固体, 产率 81%. m.p. 96～98 ℃; 1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ: 7.23 (d, J＝8.8 Hz, 2H), 6.82 (d, J＝8.8 
Hz, 2H), 6.72～6.61 (m, 3H), 6.54 (br, 1H), 5.94 (s, 2H), 
4.51 (t, J＝6.4 Hz, 1H), 4.41～4.29 (m, 2H), 2.04～1.91 
(m, 2H), 1.03 (t, J＝7.2 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, 
CDCl3) δ: 171.01, 155.98, 147.97, 147.08, 131.70, 129.69, 
127.11, 120.90, 116.84, 108.28, 108.17, 101.12, 80.48, 
42.88, 26.11, 9.32; ESI-MS m/z: 348 [M＋H]＋.  

N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(4-硝基苯氧)-丁酰胺

(5m): 白色固体, 产率 78%. m.p. 118～120 ℃; 1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) δ: 8.19 (dd, J＝2.4, 7.2 Hz, 2H), 6.97 
(dd, J＝2.4, 7.2 Hz, 2H), 6.70～6.56 (m, 3H), 6.39 (br, 
1H), 5.92 (s, 2H), 4.66 (t, J＝5.0 Hz, 1H), 4.34 (d, J＝6.0 
Hz, 2H), 2.06～1.99 (m, 2H), 1.05 (t, J＝7.2 Hz, 3H); 13C 
NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 170.02, 162.09, 148.00, 
147.17, 142.50, 131.46, 126.07, 120.99, 115.44, 108.28, 
108.07, 101.19, 80.70, 42.98, 26.09, 9.31; ESI-MS m/z: 
359 [M＋H]＋.  

N-(3,4-二氯苄基)-2-(2,4-二氯苯氧)-丁酰胺(5o): 白
色固体, 产率 78%. m.p. 123～125 ℃; 1H NMR (300 
MHz, CDCl3) δ: 7.40～7.36 (m, 2H), 7.26 (s, 1H), 7.19 
(dd, J＝2.7, 9.0 Hz, 1H), 7.04 (dd, J＝2.1, 8.1 Hz, 1H), 
6.96 (br, 1H), 6.83 (d, J＝9.0 Hz, 1H), 4.65 (t, J＝5.4 Hz, 
1H), 4.51～4.36 (m, 2H) 2.09～2.00 (m, 2H), 1.05 (t, J＝
7.2 Hz, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 170.59, 
151.51, 138.10, 132.75, 131.60, 130.63, 130.37, 129.34, 
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128.03, 127.51, 126.77, 124.25, 115.73, 81.29, 41.91, 
25.68, 8.99; ESI-MS m/z: 406 [M－H]－.  

N-(2-糠基)-2-(2,4-二氯苯氧)-丁酰胺(5p): 白色固

体, 产率 64%. m.p. 83～86 ℃; 1H NMR (300 MHz, 
CDCl3) δ: 7.38 (d, J＝2.4 Hz, 1H), 7.33～7.32 (m, 1H), 
7.16 (dd, J＝2.7, 9.0 Hz, 1H), 6.90 (br, 1H), 6.81 (d, J＝
8.7 Hz, 1H), 6.30 (dd, J＝2.1, 3.3 Hz, 1H), 6.19～6.17 (m, 
1H), 4.60 (t, J＝5.4 Hz, 1H), 4.55～4.42 (m, 2H), 2.07～
1.98 (m, 2H), 1.03 (t, J＝7.2 Hz, 3H); 13C NMR (75 MHz, 
CDCl3) δ: 170.30, 151.70, 150.73, 142.33, 130.26, 127.91, 
127.27, 124.35, 115.82, 110.40, 107.42, 81.45, 36.12, 
25.65, 8.89; ESI-MS m/z: 350 [M＋Na]＋. 

N-(2-噻吩基甲基)-2-(2,4-二氯苯氧)-丁酰胺(5q): 
白色固体, 产率 87%. m.p. 100～102 ℃; 1H NMR (300 
MHz, CDCl3) δ: 7.37 (d, J＝2.4 Hz, 1H), 7.22～7.20 (m, 
1H), 7.16 (dd, J＝2.4, 8.7 Hz, 1H), 6.95～6.92 (m, 3H), 
6.81 (d, J＝8.7 Hz, 1H), 4.66 (t, J＝5.7 Hz, 2H), 4.60 (t,  
J＝5.4 Hz, 1H), 2.08～1.99 (m, 2H), 1.04 (t, J＝7.5 Hz, 
3H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 170.22, 151.67, 
140.41, 130.26, 127.93, 127.27, 126,87, 125.95, 125.33, 
124.31, 115.82, 81.40, 37.92, 25.69, 8.97; ESI-MS m/z: 
366 [M＋Na]＋.  

N-(2-吡啶基甲基)-2-(2,4-二氯苯氧)-丁酰胺(5r): 白
色固体, 产率 85%. m.p. 74～77 ℃; 1H NMR (300 MHz, 
CDCl3) δ: 8.5 (dd, J＝0.9, 3.3 Hz, 1H), 7.67～7.62 (m, 
2H), 7.38 (d, J＝2.7 Hz, 1H), 7.22～7.12 (m, 3H), 6.84 (d, 
J＝9 Hz, 1H), 4.64 (t, J＝5.4 Hz, 1H), 4.60 (t, J＝5.1 Hz, 
2H), 2.11～2.02 (m, 2H), 1.06 (t, J＝7.5 Hz, 3H); 13C 
NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 171.28, 156.70, 152.44, 149.77, 
137.43, 130.88, 128.40, 127.65, 125.07, 123.08, 122.44, 
116.26, 81.90, 44.78, 26.38, 9.68; ESI-MS m/z: 339 [M＋

H]＋.  
N-[2-(2,4-二氯苄基)-2-[3,4-(次甲基二氧)苯基]-丁

酰胺(5s): 白色固体, 产率 78%. m.p. 75～77 ℃; 1H 
NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.34 (s, 1H), 7.22～7.16 (m, 
2H), 6.81 (br, 1H), 6.66 (d, J＝8.4 Hz, 1H), 6.45 (d, J＝2 
Hz, 1H), 6.29 (dd, J＝2, 8.4 Hz, 1H), 5.93 (s, 2H), 4.55～
4.45 (m, 2H), 4.42 (t, J＝6.4 Hz, 1H), 2.00～1.86 (m, 2H), 
1.00 (t, J＝7.2 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 
171.73, 152.67, 148.49, 142.71, 134.17, 134.03, 130.72, 
129.34, 127.28, 108.09, 107.16, 101.44, 98.94, 81.09, 
40.44, 26.07, 9.29; ESI-MS m/z: 404 [M＋Na]＋. 
3.2.4  N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(4-胺基苯氧)-丁
酰胺(5n)的合成 

将 5m (200 mg) 溶于甲醇(20 mL)中, 加入 10% 

Pd/C (10 mg), 在氢气条件下室温搅拌 5 h. 用硅藻土抽

滤, 去除催化剂, 然后, 将滤液蒸干, 粗产物经过硅胶

柱层析分离纯化[V(乙酸乙酯)∶V(石油醚)＝1∶4], 得
到 5n, 黄色液体, 产率 69%. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 
δ: 6.75～6.71 (m, 4H), 6.66～6.60 (m, 4H), 5.93 (s, 2H), 
4.45～4.38 (m, 2H), 4.34～4.27 (m, 1H), 2.03～1.85 (m, 
2H), 1.02 (t, J＝7.2 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) 
δ: 171.89, 150.41, 147.87, 146.92, 141.20, 131.86, 120.88, 
116.86, 116.35, 108.25, 108.20, 101.05, 80.84, 42.76, 
26.10,9.35; ESI-MS m/z: 370 [M＋Na]＋.  
3.2.5  N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(2,4-二氯苯氧)-
丁酯(5t)的合成 

2-(2,4-二氯苯氧)-丁酸(4e) (1.1 mmol), HOBt (1.2 
mmol), EDCI (1.2 mmol)溶于 DMF (6 mL)中, 加入

3,4-(次甲基二氧)苄醇(1.3 mmol), 室温搅拌 30 min 后, 
冰浴冷却, 再加入二异丙基乙基胺(3.3 mmol), 20 min 后

移去冰浴, 室温搅拌过夜. 将反应液倒入饱和氯化铵溶

液(30 mL), 乙酸乙酯萃取(30 mL×3), 合并的萃取液用

水(15 mL×2)和饱和食盐水(15 mL)分别洗涤, 无水硫

酸镁干燥. 蒸除乙酸乙酯. 粗产物经过硅胶柱层析分离

纯化[V(乙酸乙酯)∶V(石油醚)＝1∶5], 得白色固体 5t, 
产率 80%. m.p. 46～49 ℃; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 
δ: 7.35 (s, 1H), 7.04 (d, J＝8.4Hz, 1H), 6.78～6.73 (m, 
3H), 6.64 (d, J＝8.8 Hz, 1H), 5.97 (s, 2H), 5.074 (q, J＝12 
Hz, 2H), 4.56 (t, J＝6 Hz, 2H), 2.07～1.99 (m, 2H), 1.08 
(t, J＝7.6 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 170.63, 
152.32, 147.84, 147.79, 130.23, 128.88, 127.37, 126.70, 
124.51, 122.60, 115.34, 109.11, 108.21,101.27, 78.96, 
66.98, 26.06, 9.52; ESI-MS m/z: 405 [M＋Na]＋.  
3.2.6  N-[3,4-(次甲基二氧)苄基]-2-(2,4-二氯苄氧)-
丁酰胺(5u)的合成 

以 2,4-二氯苄醇和 2-溴丁酸甲酯为原料, 采用合成

3a～3n 的方法, 得 2-(2,4-二氯苄氧)-丁酸甲酯, 黄色液

体, 未经纯化, 直接用于下步反应.  
上步得到的粗产物用氢氧化锂水解, 方法类似于

4a～4n, 得 2-(2,4-二氯苄氧)-丁酸, 白色固体, 产率

97%. 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.46 (d, J＝8.1 Hz, 
1H), 7.39 (d, J＝2.1 Hz, 1H), 7.27 (dd, J＝2.1, 8.4 Hz, 
1H), 4.67 (q, J＝12 Hz, 2H), 4.02 (t, J＝5.7 Hz, 1H), 
1.99～1.83 (m, 2H), 1.04 (t, J＝7.5 Hz, 3H).  

2-(2,4-二氯苄氧)-丁酸与 3,4-(次甲基二氧)苄胺偶

联, 反应条件类似于 5a～5m, 得 N-[3,4-(次甲基二氧)苄
基]-2-(2,4-二氯苄氧)-丁酰胺(5u), 白色固体, 产率 61%. 
m.p. 80～83 ℃; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.37 (s, 
1H), 7.31 (d, J＝8 Hz, 1H), 7.23 (d, J＝8.4 Hz, 1H), 6.82 
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(br, 1H), 6.76～6.69 (m, 3H), 5.95 (s, 2H), 4.57 (q, J＝
12.0 Hz, 2H), 4.36 (d, J＝5.6 Hz, 2H), 3.89 (t, J＝5.6 Hz, 
1H), 1.96～1.77 (m, 2H), 0.97 (t, J＝7.6 Hz, 3H); 13C 
NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 170.82, 146.93, 146.01, 
133.60, 133.14, 132.52, 130.98, 129.64, 128.43, 126.25, 
120.02, 107.28 (2×C), 100.06, 80.78, 68.40, 41.79, 24.82, 
8.19; ESI-MS m/z: 418 [M＋Na]＋. 

3.3  菌株、质粒和培养条件 

本实验以铜绿假单胞菌 PAO1 为实验对象, 于 30 
℃在添加有 NTA 的 LB 培养基中培养; GFP 转录融合质

粒 pAT-exoS 的构建参照文献[23]. GFP 的检测方法参照

文献[23]. 

3.4  Western Blot 实验 

将过夜培养的铜绿假单胞菌 PAO1 细胞按 1∶1000
稀释到新鲜的含有终浓度为 10 mmol/L NTA 和 250 
μmol/L抑制剂的LB培养液中, 培养6 h后取样. Western 
Blot 实验方法参照文献[23]. 
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