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基于苯丙氨酸衍生物的小分子肽合成及抗肿瘤活性的研究 
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摘要  为了寻找更高效、更经济的抗肿瘤药物, 以 L-苯丙氨酸为起始原料, 经氨基保护、酰胺缩合、脱保护、再缩合、

再脱保护、再缩合等多步反应, 设计并合成了 8 种新型苯丙氨酸衍生物的小分子肽, 并采用 FTIR、1H NMR、I3C NMR、

HRMS 和元素分析等测试方法对其结构进行确认. 采用溴化噻唑蓝四氮唑法(MTT)比色法对所有目标化合物进行了抗

肿瘤活性测试, 测试结果表明, 所有化合物对肝癌细胞 SMC7721 均有一定的抑制作用, 其中化合物 5e 和 8b 对肝癌细

胞的抑制作用最强. 
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Abstract  With the aim of obtaining potential antitumor candidates with more efficiency and more economic value, eight new 
small peptides based on phenylalanine derivatives were designed and synthesized. The target products were obtained via amino 
protection, amide condensation, amino deprotection, condensation, deprotection and condensation reactions with 
L-phenylalanine used as the starting material. The structures of target products are confirmed by FTIR, 1H NMR, I3C NMR, 
HRMS and elemental analysis. The antitumor activities of all target compounds are evaluated by thiazolyl blue tetrazolium 
bromide (MTT) method. The results showed that all compounds exhibited moderate antitumor activities against hepatoma 
carcinoma cell SMC7721. Compounds 5e and 8b exhibited the strongest inhibitory activities against hepatoma carcinoma cell, 
which could serve as lead compounds and provided valuable information for the further development of new antitumor agents.
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目前, 癌症是世界公认的对人类生命危害最严重、

最常见的顽症之一, 成为继心血管疾病之后的第二大杀

手. 随着人类生活习惯和生存环境的改变, 在一些不利

因素的作用下, 恶性肿瘤的发病率正在逐年增加[1,2]. 因

此, 抗肿瘤药物的研究受到了各国政府的高度重视, 其

中小分子肽类抗肿瘤药物因其具有分子量小、对细胞及

核酸的亲和性好、易穿透肿瘤细胞, 有利于药物在细胞

内更好的发挥作用等优点 , 而备受化学工作者的关   

注[3,4].  

近年来, 人们通过从生物体中提取、肽库中筛选以

及化学合成等方法, 得到许多具有抗肿瘤活性的小分子

肽, 例如胞壁酰二肽(MDP)及其衍生物, 其可通过激活

NK 细胞、淋巴细胞和巨噬细胞并促使炎症细胞因子释

放而达到抗肿瘤作用[5]. 又例如 RGD 三肽, 通过抑制整
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合素介导的肿瘤细胞和细胞外基质的粘附, 来阻断肿瘤

细胞的浸润与侵袭, 从而达到抗肿瘤效果[6]. L-苯丙氨

酸作为一种合成小分子肽的重要中间体, 是人体必需氨

基酸之一, 其本身对肿瘤细胞的生长起着十分重要的作

用, 如 Eagle 等[7]用细胞培养的方法, 发现肿瘤细胞对

L-苯丙氨酸的需要量是正常细胞的 3～5.5 倍. 又如

McCoy 等[8]从肿瘤细胞的培养基中除去 L-苯丙氨酸时, 

发现细胞的生长受到了明显的抑制, 从而说明 L-苯丙氨

酸可以作为一种有效的药物载体. 事实上, 很多 L-苯丙

氨酸衍生物对肿瘤细胞都有抑制作用, 如L-苯丙氨酸吡

咯衍生物[9]、L-苯丙氨酸芳基呋喃衍生物[10]、L-苯丙氨

酸磷酸衍生物[11]以及 L-苯丙氨酸氮芥[12]等. 然而, L-苯

丙氨酸衍生物的小分子肽类化合物在抗肿瘤方面还很

少有人报道, 我们课题组选取 L-苯丙氨酸、L-丙氨酸和

L-缬氨酸与具有抗肿瘤活性的苯胺[13]和具有生物活性

的氯甲酸异丙酯[14]相结合, 利用活性基团叠加原理, 制

备了系列具有抗肿瘤活性的 L-苯丙氨酸衍生物的小分

子肽, 进而在一定程度上丰富了 L-苯丙氨酸衍生物抗肿

瘤活性的研究内容.  

本文以 L-苯丙氨酸为主体, 合成了 8 种未被文献报

道的新型苯丙氨酸衍生物的二肽和三肽化合物. 在肽键

合成中 , 我们用三氯氧磷代替昂贵的传统缩合剂

(DCC/HOBT、CDI、EDCI、HATU 等), 降低了成本、

缩短了反应时间、提高了产率、简化了后处理的操作步

骤. 同时采用 FTIR、1H NMR、I3C NMR、HRMS 和元

素分析等测试方法对其结构进行确认. 本文还对其中 8

个目标化合物进行了抗肿瘤活性测试, 测试结果表明, 

所有化合物对肝癌细胞 SMC7721 均有一定的抑制作用, 

其中化合物 5e 和 8b 对肝癌细胞的抑制作用最强. 

1  结果与讨论 

1.1  合成 

本文合成路线如 Scheme 1 所示. 化合物 1a～1c 是

由 L-氨基酸与氯甲酸异丙酯反应制得[14]. 由于反应时

剧烈放热, 应在低温下滴加氯甲酸异丙酯, 避免杂质生

成降低产率. 本体系中使用氢氧化钠作碱, 不仅中和了

反应中生成的氯化氢, 而且可以与羧基成钠盐, 避免羧

基与氯甲酸异丙酯成酸酐, 确保反应的高收率. 化合物

2a 和 2b 的制备也是以 L-氨基酸为起始原料, 只是改为

与二碳酸二叔丁酯(Boc)反应. 此反应中改用三乙胺作

碱, 对氨基酸的氨基进行去质子化, 活化氨基, 并且三

乙胺在反应中间体过程中拔去氮正离子上的氢, 再同

BocO 负离子反应生成 BocOH, 而 BocOH 不稳定, 生成

了 CO2 和叔丁醇, 促进反应的正向进行, 最终得到产物

2a和2b. 上述虽然都是氨基的酯基保护反应, 但反应条

件有很大不同, 在制备 2a 和 2b 反应中, 改用三乙胺作

碱产率较文献方法(78%～87%)有很大提高, 均可达到

93%以上, 达到了优化目的[15].  

化合物 3a～3b、5a～5f 和 6a～6b 均是由酰胺脱水

缩合得到. 以三乙胺作碱, 三氯氧磷作缩合剂和催化剂. 

首先, 氨基酸酯 1a～1c 或 2a～2b 的羧基与三氯氧磷反

应形成氨基酸-磷酸混酐中间体, 另一分子 4-氟苯胺(4-

三氟甲氧基苯胺)或苯丙氨酸衍生物 4a～4b 的氨基会进

攻混酐羰基上的碳原子, 形成了酰胺键, 从而生成产品. 

在上述反应过程中, 严格控制滴加三氯氧磷时的温度, 

保持在 0 ℃以下, HPLC 跟踪监测, 2 h 反应完毕, 滴加

时温度过高和反应时间过长会有杂质生成, 导致产品收

率降低. 在化合物 5a～5f 和 6a～6b 的合成中, 碱的用

量较3a～3b合成中要多, 碱比例过小时杂质增多, 产率

降低. 其中选用三氯氧磷作缩合剂和催化剂, 缩短了反

应时间、简便了后处理操作、并且提高了产率. 

化合物 4a～4b 和 7a～7b 是由化合物 3a～3b 和

6a～6b在酸性条件下脱去Boc保护基制得. 我们选用二

氯甲烷(DCM)作溶剂, 三氟乙酸(TFA)作脱保护剂, 三

氟乙酸提供质子, 进攻氨基酸中氮上的孤对电子, 生成

碳酸酯中间体和异丁基正离子, 碳酸酯中间体和异丁基

正离子均不稳定, 分解生成产物的三氟乙酸盐、二氧化

碳和异丁烯, 调碱后可得到产品. 其中脱 Boc 时, 酸的

浓度必须严格控制, 过低会延长反应时间并且 Boc 不能

完全脱掉, 过高会导致肽键断裂. 通过大量实验, 我们

确定化合物 4a～4b 的最佳反应物料比为 n4∶nTFA∶

nDCM＝1∶6∶24.5, 化合物7a～7b的最佳反应物料比为

n4∶nTFA∶nDCM＝1∶5.5∶26.3. 

化合物 8a 和 8b 的合成方法与 5a～5f 的方法类似, 

其中物料比有所增加, 反应温度控制更低, 反应时间有

所延长, 全程通过 HPLC 监测确定最佳反应条件. 

1.2  图谱分析 

以目标化合物 8b为例. 红外谱图中, 在 3294, 2982, 

1683, 1651, 1540, 1267 和 1224 cm－1附近有特征吸收峰; 
1H NMR 核磁共振谱图中, 异丙酯基和甲基上的氢原子

所处化学环境相似, 在 δ 1.15 处出现 t 峰(12H); 苯丙氨

酸中 CH2 上的氢原子由于化学等价磁不等价, 在 δ 

2.91～3.11 处出现多重峰(2H), NHCOO 中氢原子由于异

丙氧甲酰基的供电子效应向高场移动, 也在此处出峰; 

肽链中的四个 CH 上氢原子分别在 δ 3.97～4.04, 4.22～

4.27, 4.59～4.64, 4.69～4.75 处出现多重峰, 表明了三个

氨基酸的连接情况; δ 7.18～7.32 处的多重峰(7H)和 δ 

7.70 处的双峰(2H)为苯丙氨酸苯环和苯胺苯环的偶合

峰; δ 7.97 处双峰 (1H), δ 8.16 处双峰(1H), δ 10.24 处单

峰(1H)为酰胺 NH 中氢原子, 也证明了产品的肽链结构;   
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图式 1  苯丙氨酸衍生物的小分子肽合成路线 
Scheme 1  Synthetic route of the small peptides of phenylalanine derivatives 

13C NMR 核磁共振谱图中, 脂肪碳 δ 9.51, 18.44, 18.53, 

22.49, 37.88, 48.78, 50.37, 55.26, 67.44, 119.34, 155.99, 

170.48, 172.65, 173.02; 芳环碳: δ 121.15, 122.07, 126.89, 

128.59, 129.62, 137.81, 138.42, 144.13. 元素分析 Anal. 

calcd for C26H31N4: C 56.52, H 5.65, N 10.14; found C 

56.54, H 5.64, N 10.16. 说明产品纯度高. 高分辨质谱

HRMS calcd for C26H31F3N4NaO6 [M＋Na]＋ 575.2098, 

[2M＋Na] ＋  1127.4268, found [M＋Na] ＋  575.2094,  

[2M＋Na]＋ 1127.4259. 说明分子量正确. 综合FTIR、1H 

NMR、13C NMR、元素分析、HRMS 等数据分析, 充分

说明产品结构的正确性. 

1.3  抗肿瘤活性 

本文采用经典的溴化噻唑蓝四氮唑法(MTT)比色

法, 以喜树碱(camptothecin)作为阳性对照物, 对目标化

合物进行了体外抗肿瘤活性测试 , 选用人肝癌细胞

SMC7721, 目标化合物 5a～5d 和 8a, 8b 对肿瘤细胞增

殖的抑制作用如表 1 所示. 

表 1  目标化合物对肝癌细胞 SMC7721 增殖的抑制率(%) 
Table 1  The inhibition rate (%) of the target compounds to 
hepatoma SMC7721 cells proliferation 

Compound 
Concentration/(µmol•mL－1) 

0.5 1 2 4 

5a 3.94 14.66 21.99 35.15 
5b 43.81 53.01 62.02 66.52 
5c 21.15 34.40 48.37 54.61 
5d 16.34 17.01 26.62 40.64 
5e 47.66 61.11 73.83 82.17 
5f 23.21 47.54 63.21 73.90 
8a 24.43 33.59 39.27 55.59 
8b 63.56 78.03 81.12 82.29 

Camptothecin 81.04 83.92 84.47 86.79 
 
从表 1 的测试结果可以看出: (1)所有目标化合物在

2 µmol/mL 时对肝癌细胞 SMC7721 的增殖表现出较好

的抑制效果, 并且随着浓度的增加抑制效果也变得更加
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明显. (2)在各浓度中 4-三氟甲氧基苯胺系列要比对应的

4-氟苯胺系列化合物的抗肿瘤活性高, 推其原因可能是

与化合物作用靶点的电子云密度有关. (3) 4-三氟甲氧基

苯胺系列化合物中的三肽又较二肽的抗肿瘤活性要好, 

说明在本系列中增加氨基酸的引入可以提高化合物的

抗肿瘤活性. 此外, 我们发现在高浓度时 5e 和 8b 与喜

树碱对肝癌细胞 SMC7721 的抑制率接近, 可作为潜在

的抗肿瘤药物. 

2  结论 

本文以 L-苯丙氨酸和 4-氟苯胺(4-三氟甲氧基苯胺)

为起始原料, 经氨基保护、酰胺缩合、脱保护、再缩合、

再脱保护、再缩合等多步反应, 设计并合成了一系列 8

个未被文献报道的苯丙氨酸衍生物的小分子肽. 通过本

文合成路线获得的产品收率较高、纯度较好, 并且反应

条件温和, 操作简单, 后处理便捷. 在肽键合成中, 我

们用三氯氧磷代替昂贵的传统缩合剂, 从单个氨基酸的

缩合到多个氨基酸的缩合均只用三氯氧磷一种缩合剂

即可, 降低了成本、提高了产率、简化了后处理的操作

步骤. 同时研究了反应时间、反应温度、物料比等因素

对各步反应的影响, 全程通过 HPLC 跟踪监测, 确定了

最佳反应条件, 并采用 FTIR、1H NMR、I3C NMR、HRMS

和元素分析等测试方法对目标化合物的结构进行确认. 

此外, 本文还对所有目标化合物进行了抗肿瘤活性测

试. 测试结果表明, 所有目标化合物在 2 µmol/mL 时对

肝癌细胞 SMC7721 的增殖表现出较好的抑制效果, 其

中 5e 和 8b 对肝癌细胞抑制效果较强, 与喜树碱对肝癌

细胞抑制效果相近, 可作为抗肿瘤药物先导化合物, 对

其结构进行更加深入的研究, 为新型抗肿瘤药物的开发

提供一定的理论依据. 

3  实验部分 

3.1  仪器与试剂 

熔点采用 MPA-100 全自动熔点仪测定(温度计未校

正); 比旋光度采用上海申光 WXG-4 旋光仪测定; 1H 

NMR和 13C NMR采用Bruker-400型核磁共振仪测定(以

CDCl3或 DMSO-d6做溶剂), 以 TMS 为内标; FTIR 采用

FTIR-8400S 型红外光谱仪测定 ; ESI-HRMS 采用

micrOTOF-Q II四极杆-飞行时间质谱仪测定; 元素分析

采用 Yanaco MT-3CHN 测定. 喜树碱(camptothecin)对照

物(上海晶纯生化科技股份有限公司提供), 其它所用试

剂均为分析纯或化学纯试剂, 所有氨基酸均为 L 型, 四

氢呋喃、二氯甲烷用之前经干燥处理. 

各化合物纯度均由高压液相色谱仪 LC-20A 测试结

果为依据, 测试方法: 采用面积归一化法; HPLC 分析条

件: Spursil C18-EP 色谱柱, 波长 254 nm, 流动相为 V(乙

腈)∶V(二次蒸馏水)＝70∶30, 流速 0.8 mL/ min. 

3.2  化合物的制备 

3.2.1  化合物 1a～1c 的合成 

以 1a 为例: 500 mL 装有搅拌器、温度计、空气冷

凝管和滴液漏斗的四口瓶中, 加入 240 mL 水和 16.8 g 

(0.42 mol)氢氧化钠, 搅拌溶解, 再加入 66.1 g (0.4 mol) 

L-苯丙氨酸, 冰浴条件下, 搅拌滴加 51.5 g (0.42 mol)氯

甲酸异丙酯, 控制温度小于 5 ℃, 滴加完毕后, 升至室

温继续反应, HPLC 跟踪监测, 4 h 反应完毕, 冰水冷却, 

用 10% 的盐酸调节 pH 为 2～3, 用乙酸乙酯萃取 3 次, 

合并有机层并用饱和食盐水洗涤, 无水硫酸镁干燥, 最

后浓缩旋出溶剂, 得到化合物 1a.  

L-苯丙氨酰异丙酯 (1a): 白色膏状固体 , 纯度

97.8%, 收率 93.3%. 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 

1.06 (d, J＝6.2 Hz, 3H), 1.14 (d, J＝6.2 Hz, 3H), 2.80～

2.86 (m, 1H), 3.02～3.07 (m, 1H), 4.12～4.17 (m, 1H), 

4.62～4.69 (m, 1H), 7.19～7.34 (m, 6H), 12.32 (brs, 1H, 

COOH). 

L-丙氨酰异丙酯(以 L-丙氨酸为原料)(1b): 淡黄色

油状物, 纯度 97.1%, 收率 94.5%. 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3) δ: 1.23 (d, J＝6.2 Hz, 3H), 1.45 (d, J＝7.2 Hz, 

3H), 4.27～4.44 (m, 1H), 4.84～4.92 (m, 1H), 6.83 (brs, 

1H, NH), 9.99 (brs, 1H, COOH). 

L-缬氨酰异丙酯(以 L-缬氨酸为原料)(1c): 淡黄色

油状物, 纯度 97.1%, 收率 93.6%. 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 0.86 (d, J＝6.8 Hz, 6H), 1.14 (d, J＝3.6 Hz, 

6H), 1.97～2.06 (m, 1H), 3.82～3.87 (m, 1H), 4.70～4.77 

(m, 1H), 7.06 (brs, 1H, NH). 

3.2.2  化合物 2a 和 2b 的合成 

以 2a 为例: 1000 mL 装有搅拌器、温度计、滴液漏

斗和空气冷凝管的四口瓶中, 加入 200 mL 水和 200 mL

四氢呋喃, 搅拌, 加入 101.2 g (1 mol)三乙胺, 再加入

82.5 g (0.5 mol) L-苯丙氨酸, 冰浴条件下, 搅拌滴加

109.1 g (0.5 mol) Boc 酸酐(溶于 200 mL 四氢呋喃中), 

滴毕撤去冰浴拌, 升温至 30 ℃, HPLC 跟踪监测, 反应

5 h 完毕, 减压蒸出溶剂, 冷却, 用饱和柠檬酸溶液调

pH为2～3, 用二氯甲烷萃取3次, 合并有机层并用饱和

食盐水洗涤, 无水硫酸镁干燥, 最后浓缩旋出溶剂, 得

到化合物 2a. 

Boc-L-苯丙氨酸(2a): 白色固体, 纯度 98.1%, 收率

94.2%. m.p. 84.3～84.8 ℃(文献值 84.0～86. 0 ℃); 1H 

NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.32 (s, 9H), 2.81～2.87 

(m, 1H), 3.01～3.05 (m, 1H), 4.09～4.15 (m, 1H), 7.07 (d, 

J＝8.4 Hz, 1H, NH), 7.19～7.29 (m, 5H), 12.62 (brs, 1H, 
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COOH).  

Boc-L-丙氨酸(以 L-丙氨酸为原料) (2b): 白色固体, 

纯度 97.8%, 收率 93.1%. m.p. 82.2～82.8 ℃(文献值

80.0～83. 0 ℃); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.21 

(d, J＝7.4 Hz, 3H), 1.36 (s, 9H), 3.88～3.95 (m, 1H), 7.04 

(d, J＝7.6 Hz, 1H, NH), 12.33 (brs, 1H, COOH).  

3.2.3  化合物 3a 和 3b 的合成 

以 3a 为例: 1000 mL 装有搅拌器、温度计、滴液漏

斗和空气冷凝管的四口瓶中, 加入 200 mL 无水四氢呋

喃, 搅拌下加入 22.2 g (0.2 mol)对氟苯胺, 再加入 58.3 g 

(0.22 mol)化合物 2a 和 60.7 g (0.6 mol)三乙胺, 冰盐浴

条件下, 滴加 30.7 g (0.2 mol)三氯氧磷, 控制温度在

0 ℃以下, 滴毕, 控制 10～15 ℃反应, HPLC 跟踪监测, 

2 h 反应完毕, 过滤, 并用乙酸乙酯冲洗滤饼, 然后将有

机层用饱和NaHCO3溶液洗1次, 饱和食盐水洗2次, 无

水硫酸镁干燥, 减压旋出溶剂, 粗产品用乙醚重结晶, 

得到化合物 3a. 

4-氟苯胺-L-苯丙氨酸-Boc (3a): 白色粉末固体, 纯

度 98.5%, 收率 85.5%. m.p. 168.8～169.2 ℃; 20
D[ ]α  ＋

29.8 (c 1.0, DMF); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.31 

(s, 9H), 2.81～2.89 (m, 1H), 2.96～3.01 (m, 1H), 4.28～

4.34 (m, 1H), 7.09～7.32 (m, 8H), 7.60 (dd, J＝8.9, 5.0 

Hz, 2H), 10.14 (s, 1H, NH); 13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ: 171.21, 159.69, 157.30, 155.88, 138.42, 

135.82, 129.74, 128.51, 126.77, 121.57, 121.49, 115.84, 

115.62, 78.57, 57.04, 45.85, 37.95, 28.63, 9.49. 

4-三氟甲氧基苯胺-L-苯丙氨酸-Boc(以 4-三氟甲氧

基苯胺为原料)(3b): 白色粉末固体, 纯度 98.7%, 收率

85.7%. m.p. 122.6～123.1 ℃ ; 20
D[ ]α  ＋40.7 (c 1.0, 

DMF); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.32 (s, 9H), 

2.82～2.88 (m, 1H), 2.96～3.01 (m, 1H), 4.29～4.35 (m, 

1H), 7.16～7.38 (m, 8H), 7.63 (d, J＝8.9 Hz, 2H), 10.20 

(s, 1H, NH); I3C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 171.62, 

155.92, 144.05, 138.72, 138.39, 129.77, 128.52, 126.79, 

122.07, 121.10, 119.37, 78.60, 57.15, 45.79, 37.83, 28.63, 

9.07. 

3.2.4  化合物 4a 和 4b 的合成 

以 4a 为例: 500 mL 装有搅拌器、温度计、空气冷

凝管的四口瓶中, 加入 160 mL 二氯甲烷, 68.4 g (0.6 

mol)三氟乙酸, 搅拌 10 min, 加入 35.8 g (0.1 mol)化合

物 3a, 控制 0 ℃反应, HPLC 跟踪监测, 搅拌反应 4 h, 

减压蒸出二氯甲烷和过量的三氟乙酸, 冷却, 用饱和碳

酸氢钠溶液调 pH 为 7～8, 用二氯甲烷萃取三次, 合并

有机层并用饱和食盐水洗涤, 无水硫酸镁干燥, 最后浓

缩旋出溶剂, 粗产品用乙醚重结晶, 得到化合物 4a. 

4-氟苯胺-L-苯丙氨酸(4a): 白色粉末固体 , 纯度

97.7%, 收率86.5%. m.p. 189.4～190.1 ℃; 20
D[ ]α  ＋19.9 

(c 1.0, DMF); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 3.07～

3.19 (m, 2H), 4.16 (t, J＝7.0 Hz, 1H), 7.16～7.34 (m, 7H), 

7.52 (dd, J＝9.1, 5.0 Hz, 2H), 8.35 (s, 2H, NH2), 10.53 (s, 

1H, NH); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 167.26, 

160.21, 159.23, 158.91, 157.82, 135.36, 134.86, 130.00, 

129.05, 127.72, 122.08, 122.00, 119.24, 116.15, 115.93, 

54.77, 37.60. 

4-三氟甲氧基苯胺-L-苯丙氨酸(以 3b 为原料)(4b): 

白色粉末固体, 纯度 98.3%, 收率 86.6%. m.p. 106.3～

106.9 ℃; 20
D[ ]α  ＋24.7 (c 1.0, DMF); 1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ: 2.72～2.77 (m, 1H), 2.99～3.03 (m, 

1H), 3.55～3.61 (m, 1H), 7.19～7.31 (m, 7H), 7.72 (d, J＝

9.1 Hz, 2H); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 174.18, 

144.05, 138.97, 138.55, 129.78, 128.61, 126.66, 122.03, 

121.10, 119.37, 57.59, 41.42. 

3.2.5  化合物 5a～5f 和 6a～6b 的合成 

以 5a 为例: 100 mL 装有搅拌器、温度计、空气冷

凝管和滴液漏斗的四口瓶中, 加入 60 mL 无水四氢呋

喃, 搅拌下加入 2.58 g (0.01 mol)化合物 4a, 再加入 2.76 

g (0.011 mol)化合物 1a 和 3.54 g (0.035 mol)三乙胺, 冰

盐浴条件下, 滴加 1.53 g (0.01 mol)三氯氧磷, 控制温度

在 0 ℃以下, HPLC监测反应, 室温 2 h反应完毕, 过滤, 

并将滤饼用乙酸乙酯冲洗, 合并有机层用 20 mL 饱和

NaHCO3溶液洗 1 次, 50 mL 饱和食盐水洗 2 次, 无水硫

酸镁干燥, 减压浓缩得到固体粗产品, 向蒸馏瓶中加入

乙醚/甲醇[V(乙醚)/V(甲醇)＝20/1], 对粗产品进行重结

晶, 冷却得到化合物 5a. 

4-氟苯胺-L-苯丙氨酰-L-苯丙氨酰异丙酯(5a): 白色

粉末固体 , 纯度 98.3%, 收率 84.6%. m.p. 231.7～

232.2 ℃; 20
D[ ]α  ＋12.6 (c 1.0, DMF); 1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ: 1.04 (d, J＝6.0 Hz, 3H), 1.11 (d, J＝

6.0 Hz, 3H), 2.64～2.70 (m, 1H), 2.89～2.97 (m, 2H), 

3.04～3.09 (m, 1H), 4.18～4.23 (m, 1H), 4.61～.67 (m, 

2H), 7.13～7.30 (m, 13H), 7.57 (d, J＝8.1 Hz, 2H), 8.25 

(d, J＝7.4 Hz, 1H, NH), 10.11 (s, 1H, NH); 13C NMR (100 

MHz, DMSO-d6) δ: 171.99, 170.16, 159.77, 157.39, 

156.01, 138.44, 137.79, 136.56, 129.72, 129.64, 128.60, 

128.43, 126.91, 126.64, 121.63, 121.55, 115.87, 115.65, 

67.46, 56.50, 55.17, 38.27, 37.95, 22.40; IR (KBr) ν: 3299, 

3275, 2980, 1689, 1652, 1532, 1510, 1289, 1219, 832, 699 

cm－1. Anal. calcd for C28H30N4: C 68.42, H 6.15, N 8.55; 

found C 68.45, H 6.13, N 8.57. 

4-氟苯胺-L-苯丙氨酰-L-丙氨酰异丙酯(以 4a 和 1b
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为原料)(5b): 白色固体, 纯度 96.7%, 收率 80.2%. m.p. 

243.8～244.0 ℃; 20
D[ ]α  ＋12.5 (c 1.0, DMF); 1H NMR 

(400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.97 (d, J＝7.1 Hz, 3H), 1.14 

(dd, J＝11.2, 6.2 Hz, 6H), 2.83～2.88 (m, 1H), 3.10～3.15 

(m, 1H), 3.94～4.07 (m, 1H), 4.60～4.75 (m, 2H), 7.14～

7.27 (m, 8H), 7.65 (dd, J＝8.8, 5.0 Hz, 2H), 8.32 (d, J＝

8.4 Hz, 1H, NH), 9.99 (s, 1H, NH); 13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ: 173.06, 170.20, 159.77, 157.38, 156.02, 

137.88, 135.59, 129.71, 128.54, 126.85, 121.55, 121.51, 

115.87, 115.65, 67.56, 55.00, 50.64, 38.08, 22.50, 18.50; 

IR (KBr) ν: 3292, 2981, 1689, 1653, 1536, 1511, 1220, 

834, 699 cm－1. Anal. calcd for C22H26N3: C 63.60, H 6.31, 

N 10.11; found C 63.62, H 6.30, N 10.12. 

4-氟苯胺-L-苯丙氨酰-L-缬氨酰异丙酯(以 4a 和 1c

为原料)(5c): 白色固体, 纯度 97.1%, 收率 79.2%. m.p. 

209.3～209.9 ℃; 20
D[ ]α  ＋14.9 (c 1.0, DMF); 1H NMR 

(400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.73 (t, J＝7.5 Hz, 6H), 1.16 (t,  

J＝5.5 Hz, 6H), 1.84～1.89 (m, 1H), 2.87～2.93 (m, 1H), 

3.02～3.07 (m, 1H), 3.77～3.82 (m, 1H), 4.65～4.76 (m, 

2H), 6.94 (d, J＝8.8 Hz, 1H, NH), 7.11～7.28 (m, 7H), 

7.56 (dd, J＝9.0, 5.0 Hz, 2H), 8.11 (d, J＝8.0 Hz, 1H, 

NH), 10.07 (s, 1H, NH); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) 

δ: 171.65, 170.24, 159.74, 157.35, 156.32, 137.85, 135.56, 

126.83, 121.47, 115.85, 115.63, 67.55, 60.70, 55.00, 38.17, 

30.83, 22.46, 19.52, 18.59; IR (KBr) ν: 3290, 2975, 1691, 

1648, 1540, 1511, 1222, 833, 700 cm－1. Anal. calcd for 

C28H30N3: C 68.42, H 6.15, N 8.55; found C 68.45, H 6.11, 

N 8.58.  

4-三氟甲氧基苯胺-L-苯丙氨酰-L-苯丙氨酰异丙酯

(以 4b 和 1a 为原料)(5d): 白色粉末固体, 纯度 98.7%, 

收率 83.0%. m.p. 203.2～203.9 ℃; 20
D[ ]α  ＋15.0 (c 1.0, 

DMF); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.04 (d, J＝6.2 

Hz, 3H), 1.11 (d, J＝6.2 Hz, 3H), 2.64～2.70 (m, 1H), 

2.88～2.97 (m, 2H), 3.05～3.10 (m, 1H), 4.19～4.24 (m, 

1H), 4.59～4.71 (m, 2H), 7.13 (d, J＝8.6 Hz, 1H, NH), 

7.20～7.33 (m, 12H), 7.67 (d, J＝9.0 Hz, 2H), 8.30 (d, J＝

7.8 Hz, 1H, NH), 10.28 (s, 1H, NH); I3C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ: 172.09, 170.54, 156.03, 144.18, 138.46, 

138.40, 137.75, 129.72, 129.65, 128.63, 128.44, 126.95, 

126.64, 122.11, 121.16, 119.35, 67.46, 56.48, 55.27, 38.17, 

37.96, 22.41; IR (KBr) ν: 3282, 2980, 1689, 1651, 1533, 

1280, 1243, 1223, 699 cm－1. Anal. calcd for C29H30N3: C 

62.47, H 5.42, N 7.54; found C 62.48, H 5.40, N 7.56. 

4-三氟甲氧基苯胺-L-苯丙氨酰-L-丙氨酰异丙酯(以

4b 和 1b 为原料)(5e): 白色固体, 纯度 99.1%, 收率

81.1%. m.p. 213.8～214.3 ℃ ; 20
D[ ]α  ＋15.1 (c 1.0, 

DMF); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.14 (brs, 9H), 

2.85～3.00 (m, 1H), 3.08 (d, J＝9.7 Hz, 1H), 4.01 (brs, 

1H), 4.66～4.73 (m, 2H), 7.18～7.31 (m, 8H), 7.68 (d, J＝

7.9 Hz, 2H) , 8.08 (d, J＝7.1 Hz, 1H, NH), 10.17 (s, 1H, 

NH); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 173.13, 170.55, 

156.01, 144.17, 138.39, 137.81, 129.69, 128.57, 126.88, 

122.10, 121.13, 119.35, 67.55, 55.08, 50.58, 38.00, 22.49, 

18.50; IR (KBr) ν: 3292, 2983, 1686, 1649, 1539, 1510, 

1264, 1220, 842, 700 cm－1. Anal. calcd for C23H26N3: C 

57.38, H 5.44, N 8.73; found C 57.40, H 5.41, N 8.75; 

HRMS calcd for C23H26F3N3NaO5 [M＋Na]＋ 504.1698, 

[2M＋Na]＋ 985.3528; found [M＋Na]＋ 504.1718, [2M＋

Na]＋985.3547. 

4-三氟甲氧基苯胺-L-苯丙氨酰-L-缬氨酰异丙酯(以

4b 和 1c 为原料)(5f): 白色固体, 纯度 97.1%, 收率

79.2%. m.p. 209.3～209.9 ℃ ; 20
D[ ]α  ＋15.6 (c 1.0, 

DMF); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.73 (t, J＝7.2 

Hz, 6H), 1.16 (t, J＝5.8 Hz, 6H), 1.84～1.89 (m, 1H), 

2.88～2.94 (m, 1H), 3.03～3.08 (m, 1H), 3.79～3.83 (m, 

1H), 4.67～4.76 (m, 2H), 6.94 (d, J＝8.8 Hz, 1H, NH), 

7.17～7.32 (m, 7H), 7.67 (d, J＝9.0 Hz, 2H) , 8.17 (d, J＝

7.9 Hz, 1H, NH), 10.27 (s, 1H, NH); 13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ: 171.73, 170.63, 156.32, 144.13, 138.43, 

137.81, 128.55, 126.87, 122.09, 121.09, 119.34, 67.54, 

60.67, 55.12, 38.08, 30.85, 22.46, 19.52, 18.60; IR (KBr) 

ν: 3298, 2978, 1690, 1649, 1540, 1511, 1271, 848, 700  

cm－1. Anal. calcd for C29H30N3: C 62.47, H 5.42, N 7.54; 

found C 62.51, H 5.40, N 7.57. 

4-氟苯胺-L-苯丙氨酰-L-丙氨酸-Boc(以 4a 和 2b 为

原料)(6a): 白色粉末固体, 纯度 97.8%, 收率 83.9%. 

m.p. 135.2～135.9 ℃; 20
D[ ]α  ＋17.4 (c 1.0, DMF); 1H 

NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.10 (d, J＝7.2 Hz, 3H), 

1.35 (s, 9H), 2.90～2.96 (m, 1H), 3.03～3.08 (m, 1H), 

3.90～3.95 (m, 1H), 4.62～4.67 (m, 1H), 6.97 (d, J＝7.1 

Hz, 1H, NH), 7.10～7.29 (m, 7H), 7.59 (dd, J＝8.8, 5.0 

Hz, 2H), 8.05 (d, J＝8.0 Hz, 1H, NH), 10.17 (s, 1H, NH); 
I3C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 173.12, 170.23, 159.76, 

157.38, 155.57, 137.87, 135.61, 129.74, 128.53, 126.85, 

121.64, 121.56, 115.85, 115.62, 78.68, 54.97, 50.48, 38.16, 

28.65, 18.55, 8.90; IR (KBr) ν: 3299, 2980, 1690, 1660, 

1541, 1512, 1219, 1166, 836, 699 cm－1. Anal. calcd for 

C23H28N3: C 64.32, H 6.57, N 9.78; found C 64.35, H 6.54, 

N 9.74. 

4-三氟甲氧基苯胺-L-苯丙氨酰-L-丙氨酸-Boc(以 4b
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和 2b 为原料)(6b): 白色粉末固体, 纯度 97.7%, 收率

80.5%. m.p. 213.8～214.0 ℃ ; 20
D[ ]α  ＋22.6 (c 1.0, 

DMF); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.10 (d, J＝7.2 

Hz, 3H), 1.35 (s, 9H), 2.91～2.97 (m, 1H), 3.04～3.09 (m, 

1H), 3.88～4.01 (m, 1H), 4.63～4.68 (m, 1H), 6.96 (d, J＝

7.3 Hz, 1H, NH), 7.18～7.32 (m, 7H), 7.67 (d, J＝9.0 Hz, 

2H) , 8.06 (d, J＝7.9 Hz, 1H, NH), 10.28 (s, 1H, NH); 13C 

NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 173.19, 170.57, 155.58, 

144.17, 138.41, 137.79, 129.72, 128.56, 126.88, 122.08, 

121.17, 119.35, 78.66, 55.03, 50.42, 45.89, 38.10, 28.64, 

18.55, 9.55; IR (KBr) ν: 3298, 2981, 1691, 1661, 1544, 

1513, 1270, 1165, 850, 699 cm－1. Anal. calcd for C24H28- 

N3: C 58.18, H 5.70, N 8.48; found C 58.21, H 5.69, N 

8.50. 

3.2.6  化合物 7a 和 7b 的合成 

以 7a 为例: 500 mL 装有搅拌器、温度计、空气冷

凝管的四口瓶中, 加入 168 mL 二氯甲烷, 62.7 g (0.55 

mol)三氟乙酸, 搅拌 10 min, 加入 42.9 g (0.1 mol)化合

物 6a, 控制 0 ℃, HPLC 跟踪反应, 40 h 反应完毕, 减压

蒸出二氯甲烷和过量的三氟乙酸, 冷却, 用饱和碳酸氢

钠溶液调 pH 为 7～8, 用二氯甲烷萃取 3 次, 合并有机

层用饱和食盐水洗涤, 无水硫酸镁干燥, 最后浓缩旋出

溶剂, 粗产品用乙醚重结晶, 得到化合物 7a. 

4-氟苯胺-L-苯丙氨酰-L-丙氨酸(7a): 白色粉末固

体, 纯度 98.5%, 收率 73.6%. m.p. 193.7～194.2 ℃; 
20
D[ ]α ＋19.8 (c 1.0, DMF); 1H NMR (400 MHz, DMSO- 

d6) δ: 1.02 (d, J＝6.9 Hz, 3H), 1.81 (brs, 2H, NH2), 2.89～

2.95 (m, 1H), 3.04～3.09 (m, 1H), 3.21～3.26 (m, 1H), 

4.67 (brs, 1H), 7.13～7.28 (m, 7H), 7.58 (dd, J＝9.0, 5.0 

Hz, 2H), 8.14 (brs, 1H, NH), 10.16(s, 1H, NH); 13C NMR 

(100 MHz, DMSO-d6) δ: 176.05, 170.29, 159.80, 157.41, 

137.73, 135.52, 135.50, 129.75, 128.52, 126.87, 121.75, 

121.68, 115.86, 115.64, 54.43, 50.68, 38.62, 21.82; IR 

(KBr) ν: 3303, 1650, 1558, 1509, 1410, 1217, 834, 700  

cm－1. Anal. calcd for C18H20N3: C 65.64, H 6.12, N 12.76; 

found C 65.68, H 6.09, N 12.73. 

4-三氟甲氧基苯胺-L-苯丙氨酰-L-丙氨酸(以 6b 为

原料)(7b): 白色粉末固体, 纯度 98.1%, 收率 72.2%. 

m.p. 170.9～171.3 ℃; 20
D[ ]α  ＋23.1 (c 1.0, DMF); 1H 

NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.02 (d, J＝6.9 Hz, 3H), 

1.84 (brs, 2H, NH2), 2.90～2.96 (m, 1H), 3.04～3.09 (m, 

1H), 3.22～3.27 (m, 1H), 4.69 (brs, 1H), 7.17～7.35 (m, 

7H), 7.67 (d, J＝9.0 Hz, 2H), 8.16 (brs, 1H, NH), 10.32 (s, 

1H, NH); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 176.11, 

170.65, 144.18, 138.36, 137.68, 129.75, 128.55, 126.90, 

122.09, 121.26, 119.34, 54.53, 50.66, 38.52, 21.83; IR 

(KBr) ν: 3319, 3280, 1690, 1644, 1554, 1510, 1269, 1258, 

1203, 1163, 843, 700 cm－1. Anal. calcd for C19H20N3: C 

57.72, H 5.10, N 10.63; found C 57.75, H 5.07, N 10.60. 

3.2.7  化合物 8a 和 8b 的合成 

以 8a 为例: 100 mL 装有搅拌器、温度计、空气冷

凝管和滴液漏斗的四口瓶中, 加入 50 mL 无水四氢呋

喃, 搅拌下加入 1.65 g (0.005 mol)化合物 7a, 再加入

1.05 g (0.006 mol)化合物 1b和 2.53 g (0.025 mol)三乙胺, 

冰盐浴条件下, 滴加 0.63 g (0.0055 mol)三氯氧磷, 控制

温度在－10 ℃以下, 滴毕, 保持 0 ℃以下反应, HPLC

跟踪监测, 2.5 h 后反应完毕, 过滤, 滤饼用乙酸乙酯冲

洗, 合并有机层用 10 mL 饱和 NaHCO3溶液洗 1 次, 50 

mL饱和食盐水洗2次, 无水硫酸镁干燥, 减压浓缩得到

固体粗产品, 向蒸馏瓶中加入乙醚/甲醇[V(乙醚)/V(甲

醇)＝10/1], 对粗产品进行重结晶, 冷却得到化合物 8a. 

4-氟苯胺-L-苯丙氨酰-L-丙氨酰-L-丙氨酰异丙酯

(以 7a 和 1b 为原料)(8a): 白色粉末固体, 纯度 98.3%, 

收率 65.6%. m.p. 231.4～231.9 ℃; 20
D[ ]α  ＋9.9 (c 1.0, 

DMF); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.15 (t, J＝7.5 

Hz, 12H), 2.88～2.94 (m, 1H), 3.04～3.09 (m, 2H), 3.92～

4.05 (m, 1H), 4.12～4.41 (m, 1H), 4.56～4.62 (m, 1H), 

4.69～4.75 (m, 1H), 7.12～7.26 (m, 7H), 7.59 (dd, J＝8.9, 

5.0 Hz, 2H), 7.96 (d, J＝7.0 Hz, 1H), 8.11 (d, J＝7.9 Hz, 

1H, NH), 10.03 (s, 1H, NH); 13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ: 173.00, 172.57, 170.11, 159.74, 157.36, 

155.99, 137.87, 135.62, 126.86, 121.53, 115.83, 115.61, 

67.45, 55.18, 50.40, 48.81, 37.99, 22.49, 18.52, 18.44, 

8.93; IR (KBr) ν: 3262, 2980, 1684, 1668, 1641, 1541, 

1260, 1217, 834, 700 cm－1. Anal. calcd for C25H31N4: C 

61.72, H 6.42, N 11.52; found C 61.74, H 6.41, N 11.55. 

4-三氟甲氧基苯胺-L-苯丙氨酰-L-丙氨酰-L-丙氨酰

异丙酯(以 7b 和 1b 为原料)(8b): 白色粉末固体, 纯度

98.5%, 收率66.8%. m.p. 223.2～223.7 ℃; 20
D[ ]α  ＋10.2 

(c 1.0, DMF); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.15 (t,  

J＝7.5 Hz, 12H), 2.91～2.96 (m, 2H), 3.06～3.11 (m, 1H), 

3.97～4.03 (m, 1H), 4.22～4.27 (m, 1H), 4.59～4.64 (m, 

1H), 4.69～4.75 (m, 1H), 7.18～7.32 (m, 7H), 7.70 (d, J＝

8.8 Hz, 2H), 7.97 (d, J＝6.8 Hz, 1H, NH), 8.16 (d, J＝7.4 

Hz, 1H, NH), 10.24 (s, 1H, NH); 13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ: 173.02, 172.65, 170.48, 155.99, 144.13, 

138.42, 137.81, 129.62, 128.59, 126.89, 122.07, 121.15, 

119.34, 67.44, 55.26, 50.37, 48.78, 37.88, 22.49, 18.53, 

18.44, 9.51; IR (KBr) ν: 3294, 2982, 1683, 1651, 1540, 

1267, 1224, 845, 700 cm－1. Anal. calcd for C26H31N4: C 
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56.52, H 5.65, N 10.14; found C 56.54, H 5.64, N 10.16; 

HRMS calcd for C26H31F3N4NaO6 [M＋Na]＋ 575.2098, 

[2M＋Na] ＋  1127.4298; found [M＋Na] ＋  575.2094,  

[2M＋Na]＋ 1127.4259. 

3.3  MTT 法测试化合物抗肿瘤活性 

本文采用噻唑蓝(MTT)比色法测定目标化合物的体

外抗肿瘤活性 . 选取对数生长期的人肝癌细胞

SMC7721, 接种到 96 孔板, 每孔约 5000 个细胞, 将化

合物设定 4 个对照浓度分别为 0.5, 1, 2, 4 µmol/mL, 用

酶联免疫检测仪测得各组样品的吸光度值(A)后, 按下

列公式对肝癌细胞 SMC7721 增殖的抑制率进行计算: 

抑制率(%)＝(A 空白—A 加药组)/A 空白×100% 

 

致谢  本文中的抗肿瘤活性测试工作委托哈尔滨医科

大学附属肿瘤医院安巍巍老师完成, 特此致谢. 

 

辅助材料(Supporting Information)  所合成目标化合

物的红外、核磁共振氢谱、核磁共振碳谱及高分辨质谱

谱图. 这些材料可以免费从本刊网站(http://sioc- jour-

nal.cn/)上下载. 
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