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鬼臼毒素五元氮杂环类衍生物的合成及细胞毒活性研究 

朱培芳 a    赵静峰*,b    羊晓东 b    张洪彬 b 
(a云南中医学院实验中心  昆明 650500) 

(b云南大学教育部自然资源药物化学重点实验室  昆明 650091) 

摘要  从鬼臼毒素出发, 通过简洁的合成路线合成了 9个新型的鬼臼毒素五元氮杂环类衍生物, 其结构经 1H NMR, 13C 
NMR, IR, HR-ESI-MS 以及 X 单晶衍射确定. 对合成的新化合物进行了体外抗肿瘤活性的筛选, 结果表明, 化合物 10
具有较好的细胞毒活性, IC50值为 2.63～4.73 μmol/L, 对 4 种细胞株的活性均优于顺铂, 可以作为先导化合物作进一步

的结构修饰和更深入的活性研究.  
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Synthesis and Cytotoxic Activity of Podophyllotoxin Five-Membered 
N-Heterocyclic Derivatives 
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(a Experimental Center, Yunnan University of Traditional Chinese Medicine, Kunming 650500) 
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Abstract  Nine novel podophyllotoxin five-membered N-heterocyclic derivatives have been prepared from commercially 
podophyllotoxin. Their structures were confirmed by 1H NMR, 13C NMR, IR, HR-ESI-MS and X-ray crystallographic analy-
sis. These derivatives have been evaluated in vitro against a panel of human tumor cell lines. Compound 10 (IC50: 2.63～4.73
μmol/L) showed superior cytotoxic activity compared with DDP (a clinically available anticancer drug) in four human tumor 
cell lines investigation, which is to be a lead compound for further structural modifications and activity research. 
Keywords  podophyllotoxin; five-membered N-heterocycles; structure modification; cytotoxic activity  

 
鬼臼毒素(Podophyllotoxin)是一种具有抗肿瘤活性

的天然产物, 属于木脂素类(lignans)化合物中的环木脂

内酯[1]. 自 1942 年, Kaplan 证实了鬼臼毒素对尖锐湿疣

的治疗效果之后, 一直是治疗尖锐湿疣最有效的药物之

一. 天然产物鬼臼毒素及其半合成糖甙衍生物依托泊甙

(Etoposide, VP216)、(Teniposide , VM226), 已证明是高

活性的抗肿瘤药物, 有优良的临床效果, 是治疗小细胞

肺癌、白血病、睾丸癌等多种肿瘤的重要药物[2～5]. 大
量的构效关系和药理学研究表明, C-4 位衍生化可以提

高该类化合物的生物活性, 尤其是 C-4-β-氨基及其衍生

物[6～10], 基于同样的实验目的, 为了寻找低毒、高生物

活性、更好选择性的鬼臼毒素衍生物, 在前期工作的基

础上[11], 我们对鬼臼毒素的 C-4 位进行了适当的结构改

造, 通过引入五元氮杂环类化合物, 欲将鬼臼毒素衍生

物毒性降低, 更为重要的是抗肿瘤活性更好, 选择性更

高的化合物.  

1  结果与讨论 

从商品化的鬼臼毒素(1)出发, 其 C-4 位羟基经二氯

亚砜氯代后, 与一系列的五元氮杂环(咪唑、吡唑、三氮

唑等)在甲苯中加热回流反应, 制备得到 8 个新型的鬼

臼毒素五元氮杂环类衍生物 2～9, 见图 1. 其中化合物

9 可进行单晶培养, 其结构经 X 单晶衍射确定[12], 见图

2.  
化合物 2 与碘甲烷进一步在甲苯中加热回流反应, 

制备得到新型的鬼臼毒素五元氮杂环类衍生物 10, 收           
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图 1  鬼臼毒素五元氮杂环类衍生物 2～9 的合成及结构 
Figure 1  Synthesis and structures of podophyllotoxin nitrogen-containing derivatives 2～9

 

图 2  化合物 9 的 X 单晶结构 
Figure 2  X-ray crystal structures of compound 9 

率 95%, 见图 3. 其结构经 X 单晶衍射确定[13], 见图 4. 
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图 3  鬼臼毒素五元氮杂环类衍生物 10 的合成 
Figure 3  Synthesis of podophyllotoxin nitrogen-containing 
derivatives 10 

新合成的鬼臼毒素五元氮杂环类衍生物 2～10 与鬼

臼毒素 1 一起共 10 个化合物, 采用 MTT 比色法, 对白

血病(HL-60)、肝癌(SMMC-7721)、肺癌(A-549)、乳腺

癌(MCF-7)和结肠癌(SW480) 5 种肿瘤细胞株进行了体

外细胞毒活性研究, 顺铂(DDP)为阳性对照物. 实验结 
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图 4  化合物 10 的 X 单晶结构 
Figure 4  X-ray crystal structures of compound 10 

果表明, 化合物 3 和 9 具有一定的细胞毒活性; 化合物

10 具有较好的细胞毒活性, IC50值为 2.63～4.73 μmol/L, 
除 HL-60 外, 其对 4 种细胞株的活性均优于顺铂, 见表

1.  

表 1  化合物 3, 9 和 10 的体外细胞毒活性数据[IC50/(μmol•   
L－1)]a 
Table 1  Cytotoxic activities of compounds 3, 9 and 10 in vitro  
[IC50/(μmol•L－1)] 

Compd. HL-60 SMMC-7721 A-549 MCF-7 SW480
3 4.33 ＞40 6.83 5.02 13.84
9 28.13 ＞40 23.27 28.47 27.21

10 2.63 4.13 4.73 4.15 2.65 
DDP 2.03 13.54 12.56 18.65 19.70

a 实验数据为三次平行实验平均值. 

2  结论 

本研究从鬼臼毒素出发, 通过简洁的合成路线合成

了 9 个新型的鬼臼毒素五元氮杂环类衍生物, 其结构经
1H NMR, 13C NMR, IR, HR-ESI-MS 以及 X 单晶衍射确

定. 对合成的新化合物进行了体外抗肿瘤活性的筛选, 
结果表明, 化合物 10 具有较好的细胞毒活性, IC50值为

2.63～4.73 μmol/L, 除 HL-60 外, 其对 4 种细胞株的活

性均优于顺铂, 可以作为先导化合物作进一步的结构修

饰和更深入的活性研究.  

3  实验部分 

3.1  仪器与试剂 

Bruker 300 兆和 500 兆核磁共振仪; AutoSpec Pre-
mier P776 双聚焦三扇型磁质谱仪 ; BRUKER TEN-
SOR27 傅立叶变换中红外光谱仪; APEX II DUO 双光源

单晶衍射仪; 申光微机熔点仪 WRS-2 上海精密科学仪

器有限公司; Heidolph 旋转蒸发仪; 青岛海洋化工厂生

产的薄层硅胶, 规格为 GF254; 青岛海洋化工厂生产的

柱层析硅胶(100～200 目), 所用试剂均为分析纯. 鬼臼

毒素原料: 福建华海药业有限公司, 经 1H NMR, 13C 
NMR 和高效液相色谱鉴定, 含量≥98%. 咪唑: 分析专

用, CAS: 288-32-4, 盐城市绿叶化工有限公司生产, 投
料前先经减压加热干燥; 2-甲基咪唑、2-乙基咪唑、苯并

咪唑、1,2,4-三氮唑、1,2,3-三氮唑、4-甲基咪唑、吡唑

均从百灵威化学技术有限公司购买.  

3.2  实验方法 

3.2.1  化合物 2～9 的合成方法 

鬼臼毒素(0.83 g, 2 mmoL)放于 100 mL 圆底烧瓶中, 
加入 50 mL 三氯甲烷, 少量多次加入过量二氯亚砜(280 
μL, 2.0 equiv.), 室温下搅拌12 h, TLC监测反应完成. 减
压回收溶剂 , 加入过量五元氮杂环化合物 (1.8～2.0 
equiv.)和50 mL甲苯, 加热回流搅拌24～48 h, TLC检测

反应完成后, 减压回收溶剂, 剩余物硅胶柱层析, 用氯

仿-乙酸乙酯或氯仿-丙酮梯度洗脱, 分离纯化得到产物

2～9.  
化合物 2: 白色粉末, 产率 44%. m.p. 246～254 ℃; 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.72 (s, 1H), 7.25 (s, 1H), 
7.02 (s, 1H), 6.47 (s, 2H), 6.38 (s, 1H), 5.99 (s, 1H), 5.90 
(d, J＝0.9 Hz, 1H), 5.88 (s, 1H), 5.02 (d, J＝10.9 Hz, 1H), 
4.29 (dd, J＝10.0, 5.3 Hz, 1H), 4.20 (d, J＝5.0 Hz, 1H), 
4.11 (d, J＝9.9 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.85 (s, 6H), 3.28 
(dd, J＝8.4, 5.1 Hz, 1H), 3.12～3.07 (m, 1H); 13C NMR 
(75 MHz, CDCl3) δ: 176.8, 154.1, 148.2, 147.8, 139.6, 
137.7, 131.1, 128.9, 138.0, 131.4, 118.0, 109.5, 106.1, 
105.3, 101.8, 69.3, 61.2, 57.1, 56.6, 46.6, 43.8, 41.4; IR 
(KBr) ν: 3441, 3130, 3013, 1773, 1634, 1471, 1400, 1245, 
1166, 1127, 1037, 999, 923 cm－1. HR-ESI-MS calcd for 
C25H25N2O7 [M＋1]＋ 465.1662, found 465.1681.  

化合物 3: 白色粉末, 产率 9%. m.p. 265～267 ℃; 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.09 (s, 1H), 6.82 (s, 1H), 
6.46 (s, 2H), 6.33 (s, 1H), 5.85 (s, 3H), 4.88 (d, J＝11.1 
Hz, 1H), 4.29～4.24 (m, 1H), 4.17 (d, J＝5.1 Hz, 1H), 
4.03 (d, J＝9.9 Hz, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.79 (s, 6H), 3.26 
(dd, J＝8.4, 5.1 Hz, 1H), 3.10～3.04 (m, 1H), 2.42 (s, 3H); 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 176.7, 153.8, 147.8, 147.5, 
146.2, 139.3,  137.4, 131.0, 129.3, 128.7, 116.3, 109.3, 
105.9, 104.7, 101.5, 68.8, 61.0, 56.3, 55.2, 46.5, 43.6, 40.9, 
13.6; IR (KBr) ν: 3590, 3431, 2933, 1779, 1593, 1505, 
1482, 1466, 1425, 1339, 1266, 1255, 1241, 1174, 1156, 
1126, 1036, 1008, 983, 933 cm－1. HR-EI-MS calcd for 
C26H26N2O7 478.1740, found 478.1732.  

化合物 4: 白色粉末, 产率 11%. m.p. 219～221 ℃; 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.12 (s, 1H), 6.80 (s, 1H), 



   
有机化学 研究论文 

 
1170      http://sioc-journal.cn/ © 2014 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS Chin. J. Org. Chem. 2014, 34, 1167～1171 

6.46 (s, 2H), 6.32 (s, 1H), 5.84 (d, J＝9.0 Hz, 3H), 4.89 (d, 
J＝10.8 Hz, 1H), 4.26 (dd, J＝9.6, 5.1 Hz, 1H), 4.15 (d,  
J＝4.5 Hz, 1H), 4.01 (d, J＝9.9 Hz, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.82 
(s, 6H), 3.29～3.25 (m, 1H), 3.06 (d, J＝10.8 Hz, 1H), 
2.71 (d, J＝4.5 Hz, 2H), 1.34～1.30 (m, 3H); 13C NMR (75 
MHz, CDCl3) δ: 176.8, 153.9, 151.1, 147.8, 147.4, 139.3, 
137.4, 131.1, 129.3, 129.0, 116.0, 109.3, 105.9, 104.7, 
101.5, 68.6, 61.0, 56.3, 54.6, 46.5, 43.7, 41.2, 20.6, 12.6; 
IR (KBr) ν: 3427, 2975, 2938, 2911, 1774, 1593, 1504, 
1482, 1465, 1426, 1339, 1266, 1255, 1240, 1171, 1155, 
1128, 1037, 1008, 932 cm － 1. HR-EI-MS calcd for 
C27H28N2O7 492.1897, found 492.1886.  

化合物 5: 白色粉末, 产率 5%. m.p. 168～170 ℃; 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.73 (s, 2H), 7.53 (s, 1H), 
7.36 (d, J＝6.3 Hz, 3H), 6.60 (d, J＝16.5 Hz, 2H), 6.34 (s, 
2H), 5.95 (d, J＝6.6 Hz, 2H), 5.84 (d, J＝3.9 Hz, 1H), 4.77 
(d, J＝4.2 Hz, 1H), 4.30～4.25 (m, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.73 
(s, 6H), 3.26～3.25 (m, 2H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) 
δ: 173.2, 152.7, 149.4, 148.3, 142.9, 142.2, 137.4, 134.5, 
133.3, 131.5, 125.3, 124.0, 123.4, 120.8, 110.3, 109.0, 
108.8, 108.3, 102.0, 67.7, 60.8, 56.3, 53.6, 43.6, 41.6, 38.0; 
IR (KBr) ν: 3432, 2906, 1781, 1588, 1505, 1485, 1456, 
1419, 1394, 1332, 1284, 1262, 1237, 1192, 1159, 1125, 
1095, 1035, 1003, 759, 745 cm－1. HR-EI-MS calcd for 
C29H26N2O7 514.1740, found 514.1735.  

化合物 6: 白色粉末, 产率 10%. m.p. 107～109 ℃; 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.61 (s, 1H), 6.67 (s, 1H), 
6.46 (s, 2H), 6.37 (s, 1H), 6.05 (s, 1H), 5.90 (d, J＝6.6 Hz, 
2H), 4.90 (d, J＝10.8 Hz, 1H), 4.31～4.26 (m, 1H), 4.21～
4.19 (m, 1H), 4.16～4.12 (m, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.85 (s, 
6H), 3.25 (dd, J＝8.4, 5.1 Hz, 1H), 3.09～3.02 (m, 1H), 
2.29 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 176.6, 153.9, 
147.9, 147.5, 140.4, 139.5, 137.4, 136.9, 130.7, 128.6, 
114.0, 109.3, 105.8, 105.2, 101.5, 69.1, 61.0, 56.7, 56.4, 
46.4, 43.5, 41.0, 14.1; IR (KBr) ν: 3431, 2942, 1776, 1628, 
1592, 1503, 1481, 1463, 1427, 1383, 1361, 1338, 1253, 
1237, 1153, 1125, 1038, 1006, 934, 752 cm－1. HR-EI-MS 
calcd for C26H26N2O7 478.1740, found 478.1738.  

化合物 7: 白色粉末, 产率 27%. m.p. 113～115 ℃; 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.56 (s, 1H), 7.18 (s, 1H), 
6.62 (d, J＝10.8 Hz, 2H), 6.33 (s, 2H), 6.27 (dd, J＝3.9, 
2.1 Hz, 1H), 5.98 (d, J＝10.8 Hz, 2H), 5.72 (d, J＝5.1 Hz, 
1H), 4.72 (d, J＝4.8 Hz, 1H), 4.31 (dd, J＝15.3, 7.2 Hz, 
1H), 3.80 (s, 3H), 3.75 (s, 6H), 3.39～3.32 (m, 1H), 3.20～
3.15 (m, 1H), 3.13～3.08 (m, 1H); 13C NMR (75 MHz, 

CDCl3) δ: 174.1, 152.8, 149.0, 147.9, 140.4, 137.4, 134.9, 
133.1, 129.7, 126.5, 110.3, 109.1, 108.3, 106.1, 101.8, 
67.9, 60.8, 59.6, 56.4, 43.8, 41.9, 38.0; IR (KBr) ν: 3432, 
2907, 1778, 1588, 1506, 1485, 1458, 1418, 1391, 1333, 
1237, 1186, 1159, 1126, 1095, 1037, 1001, 942, 930, 773, 
764 cm－1. HR-EI-MS calcd for C25H24N2O7 464.1584, 
found 464.1579.  

化合物 8: 白色粉末, 产率 25%. m.p. 134～136 ℃; 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 7.98 (s, 1H), 7.86 (s, 1H), 
6.60 (d, J＝6.9 Hz, 2H), 6.30 (s, 2H), 6.00 (d, J＝9.3 Hz, 
2H), 5.77 (d, J＝4.8 Hz, 1H), 4.73 (d, J＝4.5 Hz, 1H), 4.34 
(dd, J＝16.2, 7.5 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.74 (s, 6H), 3.41 
(dd, J＝19.5, 10.2 Hz, 1H), 3.31～3.25 (m, 1H), 3.21～
3.14 (m, 1H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 173.4, 152.9, 
152.7, 149.4, 148.1, 143.6, 137.6, 134.5, 133.4, 124.8, 
110.6, 108.8, 108.3, 102.0, 67.4, 60.8, 58.2, 56.4, 43.7, 
41.5, 37.2; IR (KBr) ν: 3441, 2939, 2909, 1779, 1588, 
1505, 1486, 1459, 1419, 1391, 1333, 1275, 1238, 1192, 
1159, 1127, 1095, 1036, 1004, 956, 930, 774, 675 cm－1. 
HR-EI-MS calcd for C24H23N3O7 465.1536, found 
465.1527.  

化合物 9: 白色粉末, 产率 24%. m.p. 133～135 ℃; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.73 (s, 1H), 6.63 (d, J＝
19.4 Hz, 2H), 6.32 (s, 2H), 6.15 (d, J＝4.2 Hz, 1H), 6.01 
(d, J＝11.0 Hz, 2H), 4.76 (d, J＝4.9 Hz, 1H), 4.41 (s, 1H), 
3.82 (s, 3H), 3.77 (s, 6H), 3.27～3.04 (m, 3H); 13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) δ: 173.1, 152.8, 150.7, 149.4, 148.1, 
134.2, 133.9, 133.2, 124.7, 123.8, 110.5, 108.8, 108.2, 
102.0, 67.4, 60.8, 58.4, 56.3, 43.6, 41.6, 37.2; IR (KBr) ν: 
3443, 2933, 2918, 1786, 1713, 1591, 1508, 1487, 1459, 
1421, 1389, 1334, 1322, 1237, 1187, 1159, 1126, 1093, 
1056, 1035, 1012, 1002, 930 cm－1. HR-EI-MS calcd for 
C24H23N3O7 465.1536, found 465.1531.  
3.2.2  化合物 10 的合成方法 

化合物 2 (93.8 mg, 0.21 mmol)于 100 mL 的圆底烧

瓶中, 加入过量(85.2 mg, 3.0 equiv.)的碘甲烷和 50 mL
的甲苯, 加热回流反应 48 h 后, TLC 监测反应. 在圆底

烧瓶中可以看到瓶壁上有固体物质析出. 抽滤, 用甲苯

多次洗涤固体析出物, 得到产物化合物 10 (120.9 mg), 
收率为 95%.  

化合物 10: 淡黄色晶体, 产率 95%. m.p. 189.5～
206.4 ℃; 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 8.69 (s, 1H), 
7.86 (s, 1H), 7.75 (s, 1H), 6.74 (s, 1H), 6.66 (s, 1H), 6.45 
(s, 2H), 6.08 (s, 1H), 6.06 (s, 1H), 5.68 (d, J＝6.5 Hz, 1H), 
4.54 (q, J＝16.7, 2.6 Hz, 1H), 4.32 (d, J＝4.2 Hz, 1H), 
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4.20 (dd, J＝9.9, 1.4 Hz, 1H), 3.95 (dd, J＝9.3, 4.3 Hz, 
1H), 3.76 (s, 6H), 3.69 (s, 3H), 3.66 (s, 3H); 13C NMR (125 
MHz, DMSO-d6) δ: 177.5, 153.1, 148.5, 147.3, 137.7, 
137.5, 136.4, 133.1, 125.0, 124.7, 121.2, 110.0, 108.1, 
105.4, 102.0, 70.0, 60.0, 59.5, 56.3, 43.5, 43.3, 39.7, 36.1; 
IR (KBr) ν: 3628, 3506, 3055, 2893, 2836, 1947, 1758, 
1626, 1583, 1500, 1390, 1334, 1254, 1204, 1133, 1039, 
994, 930 cm－1. HR-ESI-MS calcd for C26H27N2O7 [M－I]＋ 
479.1813, found 479.1828.  

3.3  生物活性筛选 

鬼臼毒素和化合物 1～9 经过纯化和结构鉴定后, 
进行了 5 种肿瘤细胞毒活性筛选, 肿瘤细胞株包括白血

病、肝癌、肺癌、乳腺癌和结肠癌, 采用的是 MTT 法检

测细胞活性. 用含 10%胎牛血清的培养液(DMEM 或者

RMPI1640)配成单个细胞悬液, 以每孔 5000～10000 个

细胞接种到 96 孔板, 每孔体积 100 μL, 贴壁细胞提前

12 h 接种培养(固定浓度 40 μmol/L 初筛, 在该浓度对肿

瘤细胞生长抑制在 50%附近的化合物设 5个浓度进入梯

度复筛), 每孔终体积 200 μL, 每种处理均设 3 个复孔. 
37 ℃培养 48 h 后, 每孔加MTT溶液 20 μL. 继续孵育 4 
h, 终止培养, 吸弃孔内培养上清液, 每孔加 200 μL 的

SDS 溶液(10%), 过夜孵育(温度 37 ℃), 使结晶物充分

融解. 选择 595 nm 波长, 酶联免疫检测仪(Bio-Rad 680)
读取各孔光吸收值, 记录结果, 以浓度为横坐标, 细胞

存活率为纵坐标绘制细胞生长曲线, 应用两点法(Reed
和 Muench 法)计算化合物的 IC50值. 
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