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齐墩果酸 C3-糖缀合物的设计、合成及抗流感病毒活性研究 
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(a昆明理工大学医学院  昆明 650500) 
(b北京大学天然药物与仿生药物国家重点实验室  北京 100191) 

摘要  靶向流感病毒进入阶段的抑制剂是抗流感药物研发的热点. 前期研究发现, 齐墩果酸(OA)的 C28 位糖基化衍生

物具有较强的抗流感病毒活性. 本研究采用 Cu(I)催化叠氮-炔基 Husigen 环加成(CuAAC)反应设计合成了一系列齐墩

果酸(C3)-糖缀合物 7a～14c. 体外抗病毒研究发现, 齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-三唑-1-(2,3,4,6-
四-O-乙酰基-β-D-半乳糖苷)) (12a)具有显著的抗流感病毒活性, IC50 为 12.45 µmol•L－1, 且无明显的细胞毒性(CC50＞

100 µmol•L－1). 血凝抑制和分子对接实验表明, 化合物 12a可能靶向流感病毒的膜蛋白血凝素(HA), 通过阻断HA与宿

主细胞表面的唾液酸受体结合, 达到抑制流感病毒感染的目的. 本研究进一步完善了齐墩果酸及其衍生物抗流感病毒

的构效关系, 为这类天然产物抗病毒的深入研究提供依据. 
关键词  齐墩果酸; 糖缀合物; 流感病毒; CuAAC 反应; 抑制剂 

Design, Synthesis and Anti-influenza A Virus Evaluation of 
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Abstract  Inhibitors targeting the entry stage of influenza viruses are a hot spot in the development of anti-influenza drugs. 
Our previous studies showed that oleanolic acid (OA) C28 glycoconjugates displayed strong anti-influenza virus activity. In 
this paper, a series of oleanolic acid C3 glycoconjugates 7a～14c were designed and synthesized via copper(I)-catalyzed al-
kyne-azide cycloaddition (CuAAC) reaction. The anti-influenza activities of all these compounds were evaluated in vitro. 
Among them, oleanane-12-enyl-28-benzyloxycarbonyl-3-O-(4-methylene-1,2,3-triazole-1-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galacto-
side)) (12a) showed the strongest activity with an IC50 of 12.45 µmol•L－1, and no obvious cytotoxic effect on MDCK cells was 
observed at 100 µmol•L－1. Hemagglutination inhibition and molecular docking experiments indicated that compound 12a 
might target viral envelope hemagglutinin (HA), thus inhibiting the attachment of viruses to host cells. This study improved the 
structure-activity relationships of oleanolic acid and its derivatives against influenza virus, and provided a basis for further 
research on anti-virus by these natural products. 
Keywords  oleanolic acid, glycoconjugates, influenza virus, CuAAC reaction, inhibitors 

 
流感病毒是一种包膜的 RNA 病毒, 属于正黏病毒

科, 分为甲(A)、乙(B)、丙(C)、丁(D)四型[1]. 甲型流感

病毒(IAV)的宿主十分广泛, 变异频繁, 传染性强, 可以

引起全球性的流感大流行, 对人类健康构成严重的威

胁. 历史上曾数次爆发流感的大流行, 1918 年西班牙流

感(H1N1)席卷全球, 造成近 5000 万人丧生[2]. 小分子药

物在流感的早期预防和治疗中发挥着重要的作用[3], 美
国食品药品管理局批准的药物包括 M2 离子通道抑制剂

(金刚烷胺和金刚乙胺)和神经氨酸酶(NA)抑制剂(奥司

他韦、扎那米韦、帕拉米韦等)[4]. 由于目前季节性的流

感病毒株已经对金刚烷胺类药物 100%耐药, 故已不被

WHO 推荐作为抗流感药物, 而奥司他韦和扎那米韦在
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临床使用已长达二十年, 许多耐药突变株也相继出现
[5-6]. 为了应对日益严重的耐药性问题, 研发新型的流感

病毒抑制剂迫在眉睫. 2018 年在日本上市的 CAP 依赖

型核酸内切酶抑制剂 Xofluza (Baloxavir marboxila)显示

出广谱的抗流感病毒活性[7], 许多不同作用机制的流感

病毒抑制剂也陆续进入到临床试验阶段[8]. 多种机制的

抗病毒药物同时或交替使用是一种减缓耐药毒株产生

的有效策略, 而靶向流感病毒进入阶段的抑制剂由于涉

及到病毒与宿主细胞的相互作用, 成为了抗流感药物研

发的热点.  
流感病毒的膜蛋白血凝素(HA)在流感病毒进入细

胞的过程中发挥着重要的作用, 因此 HA 是流感病毒进

入抑制剂针对的主要靶点[9-10]. 研究发现, 以齐墩果酸

(OA)为代表的五环三萜及其衍生物能与 HA 结合, 抑制

流感病毒进入宿主细胞. 将 OA 的 C28 位或 C3 位与不

同糖缀合后, 其抗流感活性显著提高, 并能在一定程度

上增加五环三萜的水溶性[11-14].  

本课题组前期研究发现, 将 OA 通过 Cu(I)催化叠 
氮-炔基 Husigen 环加成(CuAAC)反应与葡萄糖偶联形

成的缀合物(图 1)较OA抗流感活性显著提高(IC50＝5.47 
µmol•L－1), 同时对奥司他韦耐药毒株也表现出了明显

的抑制效果[15]. Autodock 分子对接实验表明, 三氮唑环

能进一步增强 OA(28)-葡萄糖缀合物与靶点 HA 蛋白的

结合力. 综上所述, 本文继续用 CuAAC 反应通过三氮

唑将不同的糖模块偶联到 OA 的 C3 位, 对所合成的化

合物进行体外抗流感病毒活性评价, 总结了构效关系.  

 
图 1  OA(28)-葡萄糖缀合物结构式 

Figure 1  Structural formula of OA(28)-glucose conjugate 

1  结果与讨论 

1.1  化学合成 

化合物 7a～14c的合成路线如 Scheme 1所示. 首先

将不同的糖乙酰化通过 HBr 将乙酰糖 1 位溴代, 再与

NaN3反应合成含有叠氮基的糖供体 4. 以 OA 为起始原

料, 将 C28 位羧基用苄基保护, 在 NaH 作用下在 C3 位

羟基引入炔丙基, 得到关键中间体 6. 该部分化合物通

过已报道的方法进行合成, 经鉴定其波谱数据与之前报

道的数据一致[16-24]. 
以 CH2Cl2/H2O (V∶V＝1∶1)为反应溶剂, L-抗坏血

酸钠和 CuSO4•5H2O 为催化剂 , 在室温条件下通过

CuAAC反应将糖供体4与中间体6偶联, 得到目标化合

物 7a～14a. 之后用甲醇钠脱除糖上的乙酰基得到 7b～
14b, 最后氢化脱苄得到化合物 7c～14c. 

1.2  生物活性 

1.2.1  体外抗流感病毒活性评价 
在 Madin-Darby 犬肾(MDCK)细胞上, 对化合物

7a～14c 进行体外抗流感病毒 A/WSN/33 (H1N1)活性评

价. 以磷酸奥司他韦(OSV-p)、二甲基亚砜(DMSO)分别

作为阳性、阴性对照, 通过观察流感病毒的致细胞病变

效应(CPE)和采用 CellTiter-Glo®试剂检测细胞活力来评

价化合物对流感病毒的抑制活性.  
如图 2A 所示, 在浓度为 100 µmol•L－1 时, 化合物

8a～14a、7c 和 9c 对 MDCK 细胞没有明显的细胞毒性, 
而化合物 7b～14b 细胞毒性显著, 表明糖上羟基乙酰化

后能有效降低化合物的细胞毒性. 如图 2B 所示, 化合

物 11a、12a 抗流感病毒活性较 OA 有了显著提高, 而化

合物 7b～14b、8c、11c～14c 虽然具有较高流感病毒抑

制率, 但由于其明显的细胞毒性, 因此不作为继续研究

的对象. 与仅去乙酰化的 7b、9b 和 10b 相比, 无苄基的

化合物 7c、9c 和 10c 的细胞毒性明显降低, 但对于其抗

流感病毒活性没有明显的提高. 化合物 8b、11b、12b、
13b 和 14b 的去苄基化使得其细胞毒性显著增加, 这可

能与糖结构之间的差异有很大的关系, 同时也与前期报

道类似, 即OA的C28偶联物若存在游离羧基或是氨基, 
均具有较大的细胞毒性[25]. 值得注意的是, 乙酰二糖与

OA 的缀合物 13a、14a 抑制活性较差, 可能是由于 13a、
14a 结构较大. 同样的, OA 的 C28 位与二糖偶联物的抑

制率显著降低, 当 OA 的 C28 位与麦芽三糖偶联时, 其
抑制活性完全消失. 以上结果表明, 较大的糖模块与

OA 的偶联物不利于其与靶蛋白的有效结合, 不利于其

进入靶蛋白的活性位点, 从而降低抗病毒活性. 同时, 
OA-单糖缀合物 7a～12a 的抑制活性区别相当明显, 说
明 OA-单糖缀合物的羟基数量和构型对细胞毒性和抗

病毒活性有重要影响. 
A/WSN/33 可以感染 MDCK 细胞引起严重的 CPE. 

与DMSO处理的对照组相比, 化合物 12a可以显著降低

CPE, 说明化合物 12a 在 100 µmol•L－1 浓度下能够有效

保护 MDCK 细胞免受 A/WSN/33 感染(图 3A). 进一步, 
细胞水平抗 A/WSN/33 的抑制活性研究发现, 化合物

12a的 IC50为12.45 µmol•L－1, CC50大于100 µmol•L－1, SI 
(选择性指数)大于 8.03. 
1.2.2  血凝抑制实验 

流感病毒表面的HA蛋白能引起人或动物红细胞的

凝集, 这种现象被称为血凝现象. HA 抗体或抑制剂能 
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Reagents and conditions: (a) Ac2O, DMAP, pyridine, r.t., overnight; (b) HBr, CH2Cl2, 0 ℃ to r.t., overnight; (c) NaN3, DMF, r.t., overnight; (d) 
benzyl bromide, Na2CO3, DMF, 50 ℃ 6 h; (e) propargyl bromide, NaH, dry THF, r.t., 6 h; (f) CuSO4•5H2O, Na-L-ascorbate, CH2Cl2/H2O, r.t., 
overnight; (g) MeONa, MeOH, r.t.,3 h; (h) Pd/C, H2, THF, 48 h. 

图式 1  化合物 7a～14c 的合成路线 
Scheme 1  Synthetic routes of compounds 7a～14c 
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图 2  7a～14c 的体外抗流感病毒活性测定 
Figure 2  Inhibitory activity of compounds 7a～14c anti-influenza virus in vitro 

(A) The cytotoxic effect-based screen of OA-saccharide conjugates 7a～14c (100 µmol•L－1); (B) Inhibitory activity of Compounds 7a～14c (100 µmol•  
L－1) anti-A/WSN/33. Oseltamivir phosphate (OSV-p) was used as the positive control, DMSO was used as the negative control, and Error bars indicate 
standard deviations of triplicate experiments. 

 
图 3  (A)化合物 12a 有效抑制 A/WSN/33 引起的 CPE 和(B)化合物 12a、HA 抗体抑制 A/WSN/33 感染引起的鸡红细胞凝集 

Figure 3  (A) Compound 12a effectively inhibited CPE induced by A/WSN/33, and (B) comparisons of 12a and anti-HA antibody for 
inhibiting influenza virus induced aggregation of chicken erythrocytes

抑制血凝现象. 因此, 通过血凝抑制实验(HI)可以初步

判断化合物是否能与 HA 蛋白相互作用. 如图 3B 所示, 
化合物 12a 与 HA 抗体都能有效抑制流感病毒引起的血

凝现象, 表明化合物 12a 可能作用于 HA 蛋白, 抑制流

感病毒与宿主细胞的识别, 从而产生抗病毒的作用. 
1.2.3  分子对接模拟 

为了进一步探究化合物 12a 如何与流感病毒 HA 蛋

白相互作用, 我们通过分子对接模拟了化合物 12a 和

HA 蛋白的结合模式. 采用 AutoDock 4.2 程序, 将化合

物 12a 与 H1N1 流感病毒 HA 蛋白(蛋白质编码: 1RVT)
进行了分子对接模拟实验. 结果表明, 化合物 12a 与

HA 蛋白可以紧密结合, 结合自由能为－36.35 kJ/mol. 
与 OA(C28)-葡萄糖缀合物的结合模式相比, 化合物 12a
并没有结合在唾液酸结合口袋, 而是结合在 OA(C28)-
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葡萄糖缀合物结合位点的附近. 这也可以解释化合物

12a (IC50＝12.54 µmol•L－ 1)的体外抑制活性略低于

OA(C28)-葡萄糖缀合物(IC50＝5.47 µmol•L－1).  
HA-12a 复合物的模拟结果表明 12a 的苄基部分可

以与 HA 的 Tyr256 形成 π-π堆积作用, 而乙酰半乳糖部

分的乙酰基也分别与 Arg149、Ser146、Lys123 和 Trp153
形成氢键相互作用. 此外, 三氮唑部分与 Arg149 和

Trp153 形成很强的 π-cation 相互作用, 进一步增强了

12a 与 HA 的结合亲和力(图 4). 

2  结论 

本文基于 CuAAC 反应设计合成了 24 个新的

OA(C3)-糖缀合物, 并对其进行了结构表征. 体外抗流

感病毒活性评价发现, 在 100 µmol•L－1浓度下, 化合物

8a～14a、7c 和 9c 没有明显的细胞毒性, 且化合物 11a、
12a 显示远于 OA 的抑制活性. 表明 OA 的 C3 位缀合乙

酰单糖有利于提高 OA 的抗病毒活性. 而乙酰二糖与

OA 的缀合物 13a、14a 可能由于其结构较大, 不利于其

结合在靶蛋白活性位点, 因此抗病毒活性较差. 去乙酰

化后的缀合物 7b～14b 细胞毒性均明显增强, 同时去乙

酰化、去苄基化对缀合物的抗病毒活性均没有明显的提

高. 
其中 OA-乙酰半乳糖缀合物 12a 对流感病毒

A/WSN/33 的抑制作用最强(IC50＝12.45 µmol•L－1). 血
凝抑制和分子对接实验表明, 化合物 12a 可能靶向病毒

膜表面的 HA 蛋白, 阻止 HA 与宿主细胞表面的唾液酸

受体相互作用, 从而抑制流感病毒感染宿主细胞. 本论

文为五环三萜及其衍生物作为靶向流感病毒进入阶段

的抑制剂的进一步研究奠定了基础.  

3  实验部分 

3.1  仪器与试剂 

NMR 采用 Bruker Avance III-600 MHz 型核磁共振

仪测定(TMS 为内标); 比旋光度采用 Rudolph Autopol 
VI Polarimeter 测定. 所有溶剂均为分析纯常规试剂, 购
自广东光华化学厂, 未经其他处理, 直接使用. 其他试

剂购自安耐吉试剂公司, 上海阿拉丁试剂公司等. 柱层

析硅胶(精制型)购自青岛海洋化工有限公司, 粒度为

200～300 目; 薄层色谱(TLC)采用 Silica gel 60 F254 plate 
(layer thickness 0.2 mm; E. Merck, Darmstadt, Germany), 
展开剂采用石油醚/乙酸乙酯混合溶剂或二氯甲烷/无水

甲醇混合溶剂. 显色剂采用 CMC 显色剂(500 mL 纯水、 

 

图 4  化合物 12a 与 HA 蛋白分子对接模拟(A)化合物 12a 在 HA 蛋白的结合位点、(B)化合物 12a 与 HA 蛋白相互作用 3D 模式

图和(C)化合物 12a 与 HA 蛋白相互作用 2D 模式图 
Figure 4  Docking of compound 12a and HA protein molecule simulates (A) the binding site of compound 12a in HA protein, (B) the 
3D model diagram of the interaction between compound 12a and HA protein, and (C) the 2D model diagram of the interaction between 
compound 12a and HA protein 
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28 mL 浓硫酸、0.5 g 硝酸铈铵、24 g 钼酸铵)或茚三酮

显色剂(100 mL 无水乙醇、1.5 g 茚三酮), 使用时用薄层

板蘸取少量显色剂, 吹干并高温炙烤后, 化合物分别显

现蓝色或黄棕色斑点.  
细胞观察采用 Olympus CKX53 型倒置显微镜; 细

胞活力检测采用 SpectraMax  M2 型多功能酶标仪; 
MDCK 细胞来自昆明理工大学药物转化研究实验室细

胞库; 100 mm 细胞培养皿、96 孔细胞培养板、离心管

等均购自无锡耐思生物科技有限公司; DMEM (Dul-
becco's Modified Eagle Medium)培养基、胎牛血清购自

Gibco 公司; 胰酶细胞消化液购自 Biosharp 公司; 青链

霉素混合液(100x)购自 Solarbio公司; CellTiter-Glo®活力

检测试剂盒购自 Promega 公司.  

3.2  合成 

3.2.1  化合物 4 的合成 
以 D-葡萄糖为例, 其他糖采用类似方法制备目标

化合物 4. 取 D-葡萄糖(1980 mg, 10 mmol)于 100 mL 反

应瓶中, 用吡啶溶解, 置于冰浴, 加入催化剂 DMAP, 
缓慢滴加乙酸酐的吡啶溶液(9.5 mL, 95 mmol), 滴毕后

移至室温反应, 12 h 后 TLC 检测[展开剂: V(石油醚)∶
V(乙酸乙酯)＝1∶1], CMC 显色剂显色. 萃取, 蒸干有

机相, 得到 2958 mg化合物 2, 产率为 87%. 直接用于下

一步反应.  
取上述化合物 2 于 100 mL 反应瓶中, 加入二氯甲

烷溶解, 置于冰浴中, 用注射器吸取 1 mL 的 HBr 溶液

(约为 3 倍量)并将其缓慢加入, 移至室温搅拌反应至

TLC 检测反应完全. 用碳酸氢钠溶液猝灭反应, 水洗三

次, 蒸干有机相, 得到 2250 mg 淡黄色油状液体化合物

3. 直接用于下一步反应.  
将化合物 3 (约为 3 mmol)放入反应瓶中, 用 N,N-二

甲基甲酰胺(DMF)溶解 , 再加入 NaN3 (254 mg, 3.9 
mmol), 室温下搅拌反应 12 h, TLC 检测. 蒸干 DMF 后

用水和 CH2Cl2萃取 3～4 遍, 除去过量 NaN3, 旋干, 硅
胶柱层析分离[V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)＝2∶1]得到

496 mg 白色固体产物化合物 4, 产率约 55%.  
3.2.2  化合物 6 的合成 

将 OA (4560 mg, 10 mmol)溶于 30 mL DMF 中, 加
入 Na2CO3 (1079 mg, 13 mmol), 搅拌下再加入的溴化苄

(1.552 mL, 13 mmol), 混悬液置于 50 ℃油浴下搅拌反

应至 TLC 检测反应完全. 旋干, 用 EtOAc 和水萃取后, 
滤液浓缩、硅胶柱层析分离[V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)＝
4∶1]得到 4368 mg 白色固体 3β-羟基-齐墩果烷-12-烯- 
28-苄氧羰基(5)[24], 产率 80%. 直接用于下一步反应.  

将 NaH (56 mg, 2.3 mmol)溶于 20 mL 干燥的 THF
中, 室温搅拌 2 h 后, 加入化合物 5 (546 mg, 1 mmol), 

继续搅拌 2 h, 再加入 3-溴丙炔(0.481 mL, 1.5 mmol), 室
温搅拌反应至TLC检测反应完全. 浓缩溶剂后用EtOAc
和水萃取, 蒸干有机相、留样、硅胶柱层析分离[V(石油

醚)∶V(乙酸乙酯)＝6∶1]得到 176 mg 白色固体齐墩果

烷-3-丙炔基-12-烯-28-苄氧羰基(6), 产率 30%.  
3.2.3  化合物 7a～14a 的合成 

取化合物 6 (1168 mg, 1.2 mmol)和 4 (360 mg, 1 
mmol)溶于 30 mL的二氯甲烷/水(V∶V＝1∶1)混合溶剂

中, 在搅拌下加入五水硫酸铜(500 mg, 2 mmol)和抗坏

血酸钠(396 mg, 2 mmol). 室温搅拌反应至 TLC 检测反

应完全. 用水和二氯甲烷萃取分离, 有机相浓缩、留样、

硅胶柱层析分离[V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)＝4∶1]得到

450 mg 白色固体 7a, 产率 51%. 化合物 8a～14a 与 7a
制备方法一致.  

齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-
三唑-1-(2,3,4,6-四-O-乙酰基-β-D-葡萄糖苷))(7a): 白色

固体, 产率 51%, m.p. 108.3～109.3 ℃; 25
D[ ]α ＋43.2 (c 

0.50, CH3OH); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 0.58, 0.78, 
0.87, 0.88, 0.88, 0.90, 1.10 (7×CH3), 0.58～1.84 (m, other 
aliphatic ring protons), 1.86 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 2.06 (s, 
3H), 2.07 (s, 3H), 2.89 (dd, J＝4.26, 14.10 Hz, 1H), 2.96 
(dd, J＝4.20, 11.70 Hz, 1H), 3.97～4.00 (m, 1H), 4.14 (dd, 
J＝2.22, 12.78 Hz, 1H), 4.27～4.30 (m, 1H), 4.56 (d, J＝
12.66 Hz, 1H), 4.76 (d, J＝12.60 Hz, 1H), 5.03 (d, J＝
12.54 Hz, 1H), 5.08 (d, J＝12.54 Hz, 1H), 5.23～5.29 (m, 
1H), 5.27 (t, J＝3.48 Hz, 1H), 5.40 (t, J＝9.36 Hz, 1H), 
5.47 (t, J＝9.48 Hz, 1H), 5.87 (d, J＝9.42 Hz, 1H), 7.33 (s, 
5H), 7.74 (s, 1H); 13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 15.42, 
16.57, 16.97, 18.34, 20.32, 20.66, 20.68, 20.83, 22.69, 
23.14, 23.53, 23.76, 25.98, 27.69, 28.17, 30.82, 32.47, 
32.79, 33.23, 33.95, 37.04, 38.34, 38.79, 39.40, 41.46, 
41.76, 45.94, 46.84, 47.66, 55.67, 61.66, 62.96, 66.04, 
67.78, 70.22, 72.89, 75.14, 85.72, 86.72, 120.67, 122.62, 
128.02, 128.09 (2C), 128.53 (2C), 136.53, 143.80, 147.35, 
168.99, 169.50, 170.11, 170.67, 177.61. HRMS calcd for 
C54H76N3O12  [M＋H]＋ 958.5424; found 958.5431. 

齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-
三唑-1-(2,3,4-三-O-乙酰基-β-D-阿拉伯糖苷))(8a): 白色

固体, 产率 55%, m.p. 118.2～119.7 ℃; 25
D[ ]α ＋27.8 (c 

0.50, CH3OH); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 0.509, 0.78, 
0.88, 0.89, 0.92, 1.11 (6×CH3), 0.509～1.80 (m, other 
aliphatic ring protons), 1.87 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 2.20 (s, 
3H), 2.91 (dd, J＝3.06, 13.80 Hz, 1H), 2.97 (dd, J＝4.02, 
11.58 Hz, 1H), 3.99 (d, J＝12.90 Hz, 1H), 4.15 (d, J＝
11.76 Hz, 1H), 4.56 (d, J＝12.66 Hz, 1H), 4.74 (d, J＝
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12.72 Hz, 1H), 5.01 (d, J＝12.54 Hz, 1H), 5.09 (d, J＝
12.60 Hz, 1H), 5.29 (s, 2H), 5.43 (t, J＝1.38 Hz, 1H), 5.64 
(t, J＝9.84 Hz, 1H), 5.83 (d, J＝9.18 Hz, 1H), 7.33 (s, 5H), 
7.81 (s, 1H); 13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 15.10, 16.26, 
16.62, 18.01, 20.05, 20.35, 20.71, 22.33, 22.80, 23.18, 
23.44, 25.65, 27.34, 27.80, 30.45, 32.12, 32.46, 32.91, 
33.61, 36.67, 38.00, 38.41, 39.05, 41.12, 41.39, 45.58, 
46.43, 47.31, 55.29, 62.39, 65.64, 66.95, 67.63, 67.91, 
70.41, 85.98, 86.17, 120.505, 122.28, 127.67, 127.75 (2C), 
128.17 (2C), 136.19, 143.39, 146.57, 168.69, 169.57, 
169.87, 177.07. HRMS calcd for C51H72N3O10 [M＋H]＋ 
886.5212; found 886.5202. 

齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-
三唑-1-(2,3,4,6-四-O-乙酰基-α-D-甘露糖苷))(9a): 白色

固体, 产率 50%, m.p. 182.3～185.4 ℃; 25
D[ ]α ＋33.0 (c 

0.50, CH3OH); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 0.501, 0.69, 
0.77, 0.80, 0.82, 0.84, 1.03 (7×CH3), 0.508～1.84 (m, 
other aliphatic ring protons), 1.91 (s, 3H), 1.96 (s, 3H), 
2.01 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 2.82 (dd, J＝3.90, 
13.86 Hz, 1H), 2.88 (dd, J＝4.20, 11.70 Hz, 1H), 3.93～
3.96 (m, 1H), 4.20 (dd, J＝2.16, 12.48 Hz, 2H), 4.29～
4.32 (m, 1H), 4.54 (d, J＝12.60 Hz, 1H), 4.77 (d, J＝12.60 
Hz, 1H), 5.03 (d, J＝12.54 Hz, 1H), 5.08 (d, J＝12.60 Hz, 
1H), 5.28 (brs, 2H), 5.34 (t, J＝10.02 Hz, 1H), 5.69 (s, 
1H), 6.15 (s, 1H), 7.33 (s, 5H), 7.74 (s, 1H); 13C NMR 
(150 MHz, CDCl3) δ: 14.32, 15.43, 16.61, 16.98, 18.34, 
20.63, 20.74, 20.81, 20.87, 22.64, 23.14, 23.53, 23.77, 
25.99, 27.70, 28.24, 30.82, 32.48, 32.75, 33.23, 33.95, 
37.05, 38.30, 38.72, 39.39, 41.47, 41.77, 45.94, 46.85, 
47.64, 55.62, 62.39, 63.06, 65.07, 66.04, 69.03, 70.96, 
84.77, 86.62, 121.28, 122.59, 128.02, 128.09 (2C), 128.53 
(2C), 136.54, 143.82, 146.89, 169.19, 169.76, 169.95, 
170.71, 177.63. HRMS calcd for C54H76N3O12 [M＋H]＋ 

958.5424; found 958.5420.  
齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-

三唑-1-(2,3,4-三-O-乙酰基-β-D-木糖苷))(10a): 白色固

体, 产率 53%, m.p. 93.5～94.3 ℃; 25
D[ ]α ＋23.2 (c 0.50, 

CH3OH); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 0.502, 0.70, 0.81, 
0.83, 0.85, 1.10 (6×CH3), 0.502～1.80 (m, other aliphatic 
ring protons), 1.96 (s, 3H), 1.97 (s, 3H), 2.00 (s, 3H), 2.83 
(dd, J＝3.96, 13.86 Hz, 1H), 2, .90 (dd, J＝4.20, 11.64 Hz, 
1H), 3.57 (t, J＝11.28 Hz, 1H), 4.02～4.06 (m, 3H), 4.48 
(d, J＝12.78 Hz, 1H), 4.68 (d, J＝12.78Hz, 1H), 4.97 (d,  
J＝12.48Hz, 1H), 5.02 (d, J＝12.54Hz, 1H), 5.21 (t, J＝
3.42 Hz, 1H), 5.36～5.41 (m, 1H), 5.78 (d, J＝8.82 Hz, 

1H), 7.27 (s, 5H), 7.72 (s, 1H); 13C NMR (150 MHz, 
CDCl3) δ: 14.04, 15.14, 16.29, 16.68, 20.00, 20.45, 20.83, 
22.36, 22.86, 23.24, 23.47, 25.69, 27.40, 27.86, 30.502, 
32.19, 32.52, 32.95, 33.67, 36.74, 38.06, 38.45, 39.12, 
41.19, 41.46, 45.65, 46.50, 47.38, 55.37, 62.47, 65.23, 
65.71, 68.24, 70.22, 72.05, 85.93, 86.06, 120.504, 122.34, 
127.73, 127.83(2C), 128.22(2C), 136.25, 143.47, 146.81, 
168.64, 169.53, 169.68, 170.81, 177.15. HRMS calcd for 
C51H72- N3O10 [M＋H]＋ 886.5212; found 886.5211. 

齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-
三唑-1-(2,3,4-三-O-乙酰基-β-D-鼠李糖苷))(11a): 白色

固体, 产率 61%, m.p. 98.5～100.8 ℃; 25
D[ ]α ＋50.1 (c 

0.50, CH3OH); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 0.501, 0.68, 
0.78, 0.80, 0.81, 0.83, 1.03 (7×CH3), 0.501～1.80 (m, 
other aliphatic ring protons), 1.27 (d, J＝6.18 Hz, 3H), 
1.91 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 2.81 (dd, J＝4.26, 
13.98Hz, 1H), 2.97 (dd, J＝4.26, 11.70 Hz, 1H), 3.73～
3.77 (m, 1H), 4.44 (d, J＝12.54 Hz, 1H), 4.69 (d, J＝12.48 
Hz, 1H), 4.95 (d, J＝12.54 Hz, 1H), 5.01 (d, J＝12.54 Hz, 
1H), 5.11 (t, J＝9.54 Hz, 1H), 5.16 (dd, J＝3.12, 10.20 Hz, 
1H), 5.20 (t, J＝3.66 Hz, 1H), 5.60 (dd, J＝1.32, 3.06 Hz, 
1H), 6.05 (d, J＝1.32 Hz, 1H), 7.25 (s, 5H), 7.65 (s, 1H); 
13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 14.21, 16.55, 16.92, 17.57, 
18.29, 20.61, 20.70, 20.83, 22.76, 23.09, 23.47, 23.71, 
25.93, 27.64, 28.23, 29.39, 31.99, 32.42, 33.17, 33.90, 
36.98, 38.26, 38.75, 39.34, 41.41, 41.71, 45.88, 46.78, 
47.61, 55.62, 63.19, 65.97, 69.30, 69.65, 70.87, 74.00, 
84.71, 86.70, 121.27, 122.56, 127.96, 128.03 (2C), 128.46 
(2C), 136.48, 143.72, 146.61, 169.21, 169.89, 169.96, 
177.52. HRMS calcd for C52H74N3O10 [M＋H]＋ 900.5369; 
found 900.5363. 

齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-
三唑-1-(2,3,4,6-四-O-乙酰基-β-D-半乳糖苷))(12a): 白色

固体, 产率 41%, m.p. 103.3～104.7 ℃; 25
D[ ]α ＋37.8 (c 

0.50, CH3OH); 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 0.60, 0.79, 
0.89, 0.70, 0.90, 0.92, 1.12 (7×CH3), 0.509～1.80 (m, 
other aliphatic ring protons), 1.88 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 
2.05 (s, 3H), 2.23 (s, 3H), 2.90 (dd, J＝4.08, 13.80 Hz, 
1H), 2.99 (dd, J＝4.26, 11.76 Hz, 1H), 4.13～4.16 (m, 
1H), 4.18～4.24 (m, 2H), 4.57 (d, J＝12.60 Hz, 1H), 4.77 
(d, J＝12.60 Hz, 1H), 5.04 (d, J＝12.54 Hz, 1H), 5.09 (d,  
J＝12.54 Hz, 1H), 5.24 (dd, J＝3.36, 10.26 Hz, 1H), 5.29 
(t, J＝3.72 Hz, 1H), 5.54 (d, J＝2.7 Hz, 1H), 5.61 (t, J＝
9.96 Hz, 1H), 5.84 (d, J＝9.42 Hz, 1H), 7.34 (s, 5H), 7.78 
(s, 1H); 13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 14.25, 15.42, 
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16.56, 16.96, 18.34, 20.40, 20.62, 20.78, 20.82, 22.71, 
23.12, 23.52, 23.75, 25.97, 27.68, 28.14, 30.80, 32.46, 
32.78, 33.22, 33.94, 37.04, 38.35, 38.79, 39.39, 41.45, 
41.75, 45.93, 46.82, 47.65, 55.66, 61.29, 62.94, 66.02, 
66.97, 67.76, 71.03, 86.27, 86.68, 120.83, 122.61, 128.01 
(2C), 128.08 (2C), 128.51, 136.51, 143.78, 147.13, 169.09, 
169.97, 170.15, 170.49, 177.59. HRMS calcd for C54H76- 
N3O12 [M＋H]＋ 958.5424; found 958.5427. 

齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-
三唑 -1-(2,3,6,2',3',4',6'- 七 -O- 乙酰基 -β-D- 纤维二糖

苷))(13a): 白色固体, 产率 67%, m.p. 127.6～128.8 ℃; 
25
D[ ]α ＋47.9 (c 0.50, CH3OH); 1H NMR (600 MHz, 

CDCl3) δ: 0.507, 0.75, 0.85, 0.87, 0.89, 1.09 (6×CH3), 
0.507～1.92 (m, other aliphatic ring protons), 1.95 (s, 3H), 
2.03 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.08 
(s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.87 (dd, J＝4.56, 14.40 Hz, 1H), 
2.94 (dd, J＝4.20, 11.70 Hz 1H), 3.88～3.91 (m, 1H), 
3.93～3.97 (m, 1H), 4.07～4.09 (m, 2H), 4.12～4.14 (m, 
2H), 4.45～4.48 (m, 1H), 4.50～4.55 (m, 1H), 4.74 (d, J＝
13.08 Hz, 1H), 4.95 (dd, J＝3.42, 10.26 Hz, 1H), 5.04 (d,  
J＝18.06 Hz, 1H), 5.10～5.13 (m, 2H), 5.26 (t, J＝3.30 
Hz, 1H), 5.33～5.35 (m, 2H), 5.37 (t, J＝4.62 Hz, 1H), 
5.42 (t, J＝9.42 Hz, 1H), 5.80 (d, J＝9.12 Hz, 1H), 7.31 (s, 
5H), 7.66 (s, 1H); 13C NMR (150MHz, CDCl3) δ: 14.26, 
15.36, 16.51, 16.90, 18.27, 20.32, 20.508, 20.69, 20.72, 
21.13, 22.61, 23.07, 23.46, 23.70, 25.91, 27.62, 28.10, 
28.31, 30.75, 32.40, 32.71, 33.16, 33.88, 36.97, 38.26, 
38.70, 39.33, 41.39, 41.69, 45.87, 46.77, 47.59, 55.58, 
60.46, 60.85, 61.79, 62.93, 65.96, 66.61, 69.03, 70.40, 
70.95, 72.54, 72.78, 75.75, 75.83, 86.62, 87.73, 101.20, 
120.66, 122.53, 127.96, 128.03 (2C), 128.46 (2C), 136.46, 
143.73, 147.17, 169.16, 169.61, 170.14, 170.20, 170.31, 
170.45, 177.52. HRMS calcd for C66H92N3O20 [M＋H]＋ 
1246.6269; found 1246.6268. 

齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-
三唑 -1-(2,3,6,2',3',4',6'-七 -O-乙酰基 -β-D-麦芽糖苷 )) 
(14a): 白色固体 , 产率 53%, m.p. 117.8～119.7 ℃ ; 

25
D[ ]α ＋42.4 (c 0.50, CH3OH); 1H NMR (600 MHz, 

CDCl3) δ: 0.502, 0.70, 0.80, 0.81, 0.82, 0.84, 1.04 
(7×CH3), 0.502～1.76 (m, other aliphatic ring protons), 
1.77 (s, 3H), 1.95 (s, 3H), 1.96 (s, 3H), 1.96 (s, 3H), 2.00 
(s, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.83 (dd, J＝3.84, 13.74 
Hz 1H), 2.89 (dd, J＝4.20, 11.70 Hz, 1H), 3.92 (t, J＝9.24 
Hz, 2H), 4.00 (d, J＝12.90 Hz, 1H), 4.09 (t, J＝9.3 Hz, 
1H), 4.18 (d, J＝10.14 Hz, 2H), 4.41 (d, J＝10.92 Hz, 1H), 

4.47 (d, J＝12.72 Hz, 1H), 4.69 (d, J＝12.78 Hz, 1H), 4.81 
(dd, J＝3.96, 10.506 Hz, 1H), 4.96 (d, J＝12.54 Hz, 1H), 
5.01 (t, J＝9.96 Hz, 2H), 5.20 (brs, 1H), 5.30～5.33 (m, 
2H), 5.38～5.41 (m, 2H), 5.82 (d, J＝9.30 Hz, 1H), 7.28 
(s, 5H), 7.62 (s, 1H); 13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 
14.17, 15.32, 16.46, 16.86, 18.23, 20.23, 20.62, 20.71, 
20.78, 20.85, 22.58, 23.03, 23.41, 23.66, 25.87, 27.58, 
28.06, 29.32, 30.71, 32.36, 32.67, 33.13, 33.84, 36.93, 
38.22, 38.66, 39.29, 41.35, 41.65, 45.83, 46.72, 47.55, 
55.55, 61.43, 62.49, 62.86, 65.92, 67.89, 68.73, 69.20, 
70.00, 70.80, 72.39, 75.21, 75.27, 85.11, 86.59, 95.88, 
120.64, 122.50, 127.91, 127.99 (2C), 128.41 (2C), 136.41, 
143.67, 147.12, 169.19, 169.46, 169.95, 170.02, 170.36, 
170.504, 170.509, 177.46. HRMS calcd for C66H92N3O20 
[M＋H]＋ 1246.6269; found 1246.6273. 
3.2.4  化合物 7b～14b 的合成 

将 150 mg 7a 置于 50 mL 反应瓶中, 用 20 mL 甲醇

溶解, 再加入 80 mg 甲醇钠, 室温下搅拌 4 h, 薄层色谱

检测, [展开剂: V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)＝1∶3]; 蒸干

溶剂后向反应瓶中滴加 1 mol•L－1 HCl 10 mL, 抽滤, 取
滤纸上的固体进行干燥, 得产物 7b 白色粉末 120 mg, 
产率 78%. 化合物 8b～14b 与 7b 制备方法一致.  

齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-
三唑-1-(β-D-葡萄糖苷))(7b): 白色固体, 产率 78%, m.p. 
161.9～163.1 ℃ ; 25

D[ ]α ＋50.4 (c 0.50, CH3OH); 1H 
NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 0.508, 0.77, 0.91, 0.91, 0.93, 
1.14 (6×CH3), 0.508～2.10 (m, other aliphatic ring pro-
tons), 2.90 (dd, J＝4.32, 13.86 Hz, 1H), 2.98 (dd, J＝4.26, 
11.70 Hz, 1H), 3.50 (t, J＝9.60 Hz, 1H), 3.54～3.59 (m, 
2H), 3.71 (dd, J＝5.34, 12.24 Hz, 1H), 3.87～3.91 (m, 
1H), 4.51 (d, J＝12.18 Hz, 1H), 4.73 (d, J＝12.24 Hz, 1H), 
5.06 (s, 2H), 5.24 (t, J＝3.42 Hz, 1H), 5.60 (d, J＝9.18 Hz, 
1H), 7.30～7.35 (m, 5H), 8.16 (s, 1H); 13C NMR (150 
MHz, CD3OD) δ: 16.08, 17.12, 17.86, 19.49, 23.73, 24.10, 
24.21, 24.67, 26.53, 28.82, 28.85, 31.75, 33.67, 33.78, 
34.06, 34.94, 38.24, 39.65, 39.89, 40.74, 42.97 (2C), 
47.22, 48.20, 49.10, 57.15, 62.48, 63.48, 67.37, 70.96, 
74.14, 78.67, 81.29, 88.03, 89.72, 124.09, 124.37, 129.33, 
129.51 (2C), 129.65 (2C), 137.81, 145.04, 146.97, 179.20. 
HRMS calcd for C46H68N3O8 [M＋H]＋ 790.5001; found 
790.5001. 

齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-
三唑-1-(β-D-阿拉伯糖苷))(8b): 白色固体, 产率 73%, 
m.p. 134.5～135.7 ℃; 25

D[ ]α ＋60.8 (c 0.50, CH3OH); 1H 
NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 0.508, 0.77, 0.91, 0.91, 0.93, 
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1.14 (6×CH3), 0.508～2.11 (m, other aliphatic ring pro-
tons), 2.90 (dd, J＝4.14, 13.80 Hz, 1H), 2.98 (dd, J＝4.20, 
11.64 Hz, 1H), 3.70 (dd, J＝3.30, 9.42 Hz, 1H), 3.85 (d,  
J＝12.60 Hz, 1H), 3.95 (s, 1H), 4.02 (dd, J＝1.92, 12.66 
Hz, 1H), 4.14 (t, J＝9.30 Hz, 1H), 4.51 (d, J＝12.24 Hz, 
1H), 4.73 (d, J＝12.24 Hz, 1H), 5.06 (s, 2H), 5.24 (t, J＝
3.30 Hz, 1H), 5.48 (d, J＝9.12 Hz, 1H), 7.30～7.35 (m, 
5H), 8.18 (s, 1H); 13C NMR (150 MHz, CD3OD) δ: 15.95, 
16.99, 17.71, 19.35, 23.57, 23.97, 24.06, 24.52, 26.42, 
28.67, 28.70, 31.60, 33.54, 33.62, 33.90, 34.79, 38.08, 
39.49, 39.72, 40.508, 42.81 (2C), 47.06, 48.03, 48.93, 
56.98, 63.35, 67.20, 70.24, 70.74, 71.46, 74.83, 87.75, 
90.49  (2C), 123.56, 123.92, 129.17, 129.33 (2C), 129.50 
(2C), 137.65, 144.87, 178.99. HRMS calcd for C45H66N3O7 
[M＋H]＋ 760.4895; found 760.4894. 

齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-
三唑-1-(α-D-甘露糖苷))(9b): 白色固体, 产率 77%, m.p. 
145.7～147.2 ℃ ; 25

D[ ]α ＋63.2 (c 0.50, CH3OH); 1H 
NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 0.508, 0.77, 0.91, 0.91, 0.93, 
1.14 (6×CH3), 0.508～2.08 (m, other aliphatic ring pro-
tons), 2.90 (dd, J＝4.14, 13.74 Hz, 1H), 2.98 (dd, J＝4.26, 
11.70 Hz, 1H), 3.52～3.55 (m, 1H), 3.71～3.76 (m, 2H), 
3.78 (dd, J＝5.88, 12.12 Hz, 1H), 3.78 (dd, J＝2.10, 12.18 
Hz, 1H), 4.10 (s, 1H), 4.53 (t, J＝12.00 Hz, 1H), 4.72 (d,  
J＝12.18 Hz, 1H), 5.06 (s, 2H), 5.24 (t, J＝3.30 Hz, 1H), 
6.01 (s, 1H), 7.31～7.35 (m, 5H), 8.22 (s, 1H); 13C NMR 
(150 MHz, CD3OD) δ: 16.06, 17.11, 17.84, 19.49, 23.74, 
24.09, 24.21, 24.67, 26.52, 28.83, 31.75, 33.65, 33.78, 
34.06, 34.95, 38.24, 39.64, 39.90, 40.74, 42.98 (2C), 
47.22, 48.21, 49.10, 57.16, 62.75, 63.54, 67.38, 67.90, 
72.46, 75.13, 81.73, 87.84, 87.94, 88.48, 124.09, 124.84, 
129.33, 129.52 (2C), 129.65 (2C), 137.82, 145.04, 146.29, 
179.22. HRMS calcd for C46H68N3O8 [M＋H]＋ 790.5001; 
found 790.4998. 

齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-
三唑-1-(β-D-木糖苷))(10b): 白色固体, 产率 76%, m.p. 
134.6～135.8 ℃ ; 25

D[ ]α ＋46.4 (c 0.50, CH3OH); 1H 
NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 0.507, 0.76, 0.90, 0.91, 0.93, 
1.14 (6×CH3), 0.508～2.08 (m, other aliphatic ring pro-
tons), 2.90 (dd, J＝4.32, 13.86 Hz, 1H), 2.98 (dd, J＝4.20, 
11.70 Hz, 1H), 3.47 (t, J＝7.8 Hz, 1H), 3.49 (t, J＝9.06 
Hz, 1H), 3.70～3.66 (m, 1H), 3.89 (t, J＝9.12 Hz, 1H), 
4.01 (dd, J＝5.46, 11.34 Hz, 1H), 4.52 (d, J＝12.30 Hz, 
1H), 4.72 (d, J＝12.30 Hz, 1H), 5.06 (s, 2H), 5.24 (t, J＝
3.42 Hz, 1H), 5.50 (d, J＝9.18 Hz, 1H), 7.30～7.35 (m, 

5H), 8.11 (s, 1H); 13C NMR (150 MHz, CD3OD) δ: 16.08, 
17.12, 17.86, 19.49, 23.75, 24.11, 24.21, 24.67, 26.55, 
28.82, 31.75, 33.67, 33.78, 34.05, 34.94, 38.23, 39.64, 
39.86, 40.74, 42.96 (2C), 47.22, 48.19, 49.08, 57.14, 
63.41, 67.37, 69.98, 70.77, 74.00, 78.79, 87.88, 90.31 
(2C), 124.08, 124.24, 129.33, 129.50 (2C), 129.65 (2C), 
137.81, 145.03, 146.94, 179.18. HRMS calcd for C45H66- 
N3O7 [M＋H]＋ 760.4895; found 760.4894. 

齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-
三唑-1-(β-D-鼠李糖苷))(11b): 白色固体 , 产率 77%, 
m.p. 135.6～136.3 ℃; 25

D[ ]α ＋64.8 (c 0.50, CH3OH); 1H 
NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 0.508, 0.77, 0.91, 0.92, 0.93, 
1.14 (6×CH3), 0.501～2.11 (m, other aliphatic ring pro-
tons), 1.38 (d, J＝6.00 Hz, 3H), 2.90 (dd, J＝4.26, 13.80 
Hz, 1H), 2.98 (dd, J＝4.32, 11.70 Hz, 1H), 3.50 (t, J＝9.36 
Hz, 1H), 3.54～3.58 (m, 1H), 3.69 (dd, J＝3.18, 9.30 Hz, 
1H), 4.10 (dd, J＝1.20, 3.12 Hz, 1H), 4.52 (d, J＝12.42 
Hz, 1H), 4.74 (t, J＝12.42 Hz, 1H), 5.06 (s, 2H), 5.24 (t,  
J＝3.42 Hz, 1H), 6.00 (d, J＝1.14, 3.06 Hz, 1H), 7.30～
7.35 (m, 5H), 8.18 (s, 1H); 13C NMR (150 MHz, CD3OD) 
δ: 16.12, 17.15, 17.88, 18.26, 19.50, 23.72, 24.15, 24.22, 
24.67, 26.61, 28.83, 28.86, 31.75, 33.71, 33.76, 34.05, 
34.94, 38.22, 39.62, 39.87, 40.72, 42.95 (2C), 47.22, 
48.16, 49.06, 57.11, 63.24, 67.34, 72.46, 73.19, 74.80, 
77.16, 88.12, 88.58, 124.04, 124.92, 129.32, 129.46 (2C), 
129.65 (2C), 137.79, 145.02, 145.88, 179.09. HRMS calcd 
for C46H68N3O7 [M＋H]＋ 774.5052; found 774.5054. 

齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-
三唑-1-(β-D-半乳糖苷))(12b): 白色固体 , 产率 69%, 
m.p. 157.5～158.2 ℃; 25

D[ ]α ＋56.0 (c 0.50, CH3OH); 1H 
NMR (600 MHz, CD3OD): δ 0.508, 0.78, 0.91, 0.91, 0.93, 
0.94, 1.14 (7×CH3), 0.508～2.04 (m, other aliphatic ring 
protons), 2.90 (dd, J＝4.26, 13.80 Hz, 1H), 2.99 (dd, J＝
4.26, 11.70 Hz, 1H), 3.69 (dd, J＝3.24, 9.54 Hz, 1H), 3.73 
(dd, J＝5.16, 11.58 Hz, 1H), 3.77 (dd, J＝6.84, 11.58 Hz, 
1H), 3.84 (t, J＝6.42 Hz, 1H), 3.98 (d, J＝2.64 Hz, 1H), 
4.13 (t, J＝9.36 Hz, 1H), 4.52 (d, J＝12.24 Hz, 1H), 4.74 
(d, J＝12.24 Hz, 1H), 5.06 (s, 2H), 5.24 (t, J＝3.36 Hz, 
1H), 5.57 (d, J＝9.18 Hz, 1H), 7.31～7.35 (m, 5H), 8.22 
(s, 1H); 13C NMR (150 MHz, CD3OD) δ: 15.95, 16.99, 
17.71, 19.35, 23.57, 23.97, 24.06, 24.52, 26.41, 28.67, 
28.72, 31.60, 33.54, 33.62, 33.91, 34.79, 38.09, 39.48, 
39.74, 40.508, 42.81 (2C), 47.06, 48.03, 48.93, 56.98, 
62.37, 63.42, 67.21, 70.36, 71.48, 75.28, 79.97, 87.94, 
90.26, 123.65, 123.92, 129.17, 129.33 (2C), 129.50 (2C), 
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137.65, 144.87, 147.00, 178.99. HRMS calcd for C46H68- 
N3O8 [M＋H]＋ 790.5001; found 790.5002. 

齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-
三唑-1-(β-D-纤维二糖苷))(13b): 白色固体, 产率 74%, 
m.p. 188.8～189.7 ℃; 25

D[ ]α ＋52.5 (c 0.50, CH3OH); 1H 
NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 0.507, 0.77, 0.91, 0.91, 0.92, 
0.93, 1.14 (7×CH3), 0.508～2.06 (m, other aliphatic ring 
protons), 2.90 (dd, J＝4.08, 13.74 Hz, 1H), 2.99 (dd, J＝
4.20, 11.70 Hz, 1H), 3.50 (dd, J＝3.3, 9.72 Hz, 1H), 3.58 
(t, J＝9.78 Hz, 1H), 3.60～3.62 (m, 1H), 3.70～3.72 (m, 
1H), 3.72～3.74 (m, 2H), 3.78 (d, J＝2.04 Hz, 1H), 3.80～
3.83 (m, 2H), 3.90 (d, J＝2.88 Hz, 2H), 3.97 (t, J＝9.24 
Hz, 1H), 4.41 (d, J＝7.74 Hz, 1H), 4.52 (d, J＝12.24 Hz, 
1H), 4.73 (d, J＝12.24 Hz, 1H), 5.06 (d, J＝2.28 Hz, 2H), 
5.24 (t, J＝3.18 Hz, 1H), 5.64 (d, J＝9.30 Hz, 1H), 7.30～
7.35 (m, 5H), 8.17 (s, 1H); 13C NMR (150 MHz, CD3OD) 
δ: 15.91, 16.95, 17.69, 19.33, 23.57, 23.93, 24.05, 24.51, 
26.36, 28.61, 28.67, 31.60, 33.50, 33.64, 33.90, 34.79, 
38.09, 39.49, 39.74, 40.509, 42.82 (2C), 44.70, 47.07, 
48.06, 49.57, 57.00, 61.41, 62.54, 63.29, 67.23, 70.31, 
72.53, 73.65, 74.80, 76.90, 77.16, 79.49, 79.56, 87.81, 
89.32, 105.08, 123.95, 124.19, 129.19, 129.38 (2C), 
129.51 (2C), 137.67, 144.89, 179.08. HRMS calcd for 
C52H78N3O13  [M＋H]＋ 952.5529; found 952.5533. 

齐墩果烷-12-烯-28-苄氧羰基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-
三唑-1-(β-D-麦芽糖苷))(14b): 白色固体 , 产率 75%, 
m.p. 184.3～185.1 ℃; 25

D[ ]α ＋60.3 (c 0.50, CH3OH); 1H 
NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 0.508, 0.77, 0.91, 0.93, 1.14 
(5×CH3), 0.508～2.02 (m, other aliphatic ring protons), 
2.90 (dd, J＝4.08, 13.74 Hz, 1H), 2.99 (dd, J＝4.20, 11.64 
Hz, 1H), 3.28 (d, J＝9.54 Hz, 1H), 3.34 (dd, J＝3.72, 9.72 
Hz, 1H), 3.64 (d, J＝9.36 Hz, 1H), 3.66～3.68 (m, 1H), 
3.70～3.73 (m, 2H), 3.78 (t, J＝9.48 Hz, 1H), 3.83～3.86 
(m, 2H), 3.87～3.91 (m, 2H), 3.97 (t, J＝9.18 Hz, 1H), 
4.51 (d, J＝12.24 Hz, 1H), 4.73 (d, J＝12.18 Hz, 1H), 5.06 
(s, 2H), 5.24 (m, 2H), 5.64 (d, J＝9.18 Hz, 1H), 7.30～
7.35 (m, 5H), 8.16 (s, 1H); 13C NMR (150 MHz, CD3OD) 
δ: 15.95, 16.98, 17.71, 19.34, 23.56, 23.97, 24.05, 24.51, 
26.41, 28.66, 28.70, 31.59, 33.53, 33.61, 33.89, 34.78, 
38.07, 39.47, 39.73, 40.507, 42.80 (2C), 47.06, 48.02, 
48.92, 56.96, 61.32, 62.43, 63.09, 67.20, 71.33, 73.71, 
74.85, 76.78, 77.79, 78.12, 79.45, 79.57, 87.98, 89.46, 
104.53, 123.90, 124.44, 129.17, 129.33 (2C), 129.50 (2C), 
137.63, 144.87, 146.53, 178.98. HRMS calcd for C52H78- 
N3O13 [M＋H]＋ 952.5529; found 952.5531. 

3.2.5  化合物 7c～14c 的合成  
将 120 mg 化合物 7b 置于 50 mL 反应瓶中, 用 20 

mL THF 溶解, 再加入少量 Pd/C, 用胶皮塞子塞住瓶口

后, 用水泵抽干空气, 随后用气球吸满 H2 注入反应瓶

中, 随后每隔 7 h 补充 H2, 反应 2 d 后用薄层色谱检测

[展开剂: V(二氯甲烷)∶V(甲醇)＝10∶1]; 为除去催化

剂 Pd/C, 利用硅藻土的吸附能力, 将反应液用漏斗抽滤

使 Pd/C 吸附在硅藻土上, 将过滤后的无色反应液蒸干

留样, 硅胶柱层析分离[V(二氯甲烷)∶V(甲醇)＝30∶1]
得到 80 mg 白色固体 7c, 产率 75%. 化合物 8c～14c 与

7c 制备方法一致.  
齐墩果烷-12-烯-28-羧基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-三唑- 

1-(β-D-葡萄糖苷 ))(7c): 白色固体 , 产率 75%, m.p. 
235.2～236.9 ℃ ; 25

D[ ]α ＋61.7 (c 0.50, CH3OH); 1H 
NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 0.78, 0.81, 0.91, 0.94, 0.95, 
1.16 (6×CH3), 0.78～2.11 (m, other aliphatic ring pro-
tons), 2.85 (dd, J＝2.76, 12.54 Hz, 1H), 3.00 (dd, J＝4.26, 
11.70 Hz, 1H), 3.51 (d, J＝9.54 Hz, 1H), 3.55 (d, J＝9.00 
Hz, 1H), 3.58～3.60 (m, 1H), 3.71 (dd, J＝5.34, 12.24 Hz, 
1H), 3.86～3.91 (m, 2H), 4.52 (d, J＝12.18 Hz, 1H), 4.74 
(d, J＝12.18 Hz, 1H), 5.24 (t, J＝3.54 Hz, 1H), 5.61 (d,   
J＝9.18 Hz, 1H), 8.17 (s, 1H); 13C NMR (150 MHz, 
CD3OD) δ: 15.14, 16.60, 16.88, 17.92, 22.13, 22.64, 22.98, 
23.43, 25.65, 27.23, 28.01, 30.47, 32.13, 32.39, 32.90, 
33.35, 36.60, 37.81, 38.32, 38.93, 40.83, 41.37, 45.49, 
45.71, 47.09, 55.12, 60.78, 62.24, 69.60, 72.04, 77.05, 
79.98, 85.61, 87.45, 121.54, 122.96, 143.91, 144.71, 
178.74. HRMS calcd for C39H62N3O8 [M＋H]＋ 700.4531; 
found 700.4529. 

齐墩果烷-12-烯-28-羧基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-三唑- 
1-(β-D-阿拉伯糖苷))(8c): 白色固体, 产率 88%, m.p. 
223.8～224.6 ℃ ; 25

D[ ]α ＋57.8 (c 0.50, CH3OH); 1H 
NMR (600 MHz, CD3OD) δ: 0.78, 0.81, 0.91, 0.92, 0.94, 
0.95, 1.16 (7×CH3), 0.78～2.11 (m, other aliphatic ring 
protons), 2.85 (dd, J＝3.84, 13.56 Hz, 1H), 3.00 (dd, J＝
4.32, 11.70 Hz, 1H), 3.70 (dd, J＝3.30, 9.42 Hz, 1H), 3.87 
(d, J＝12.12 Hz, 1H), 3.95 (brs, 1H), 4.02 (dd, J＝1.92, 
12.66 Hz, 1H), 4.13 (t, J＝9.30 Hz, 1H), 4.53 (d, J＝12.30 
Hz, 1H), 4.74 (d, J＝12.30 Hz, 1H), 5.24 (t, J＝3.54 Hz, 
1H), 5.48 (d, J＝9.54 Hz, 1H), 8.18 (s, 1H); 13C NMR (150 
MHz, DMSO-d6) δ: 15.93, 16.97, 17.71, 19.39, 23.58, 
23.77, 23.98, 24.03, 24.54, 26.42, 28.69, 30.49, 31.63, 
33.07, 33.58, 33.96, 34.88, 38.14, 39.50, 39.73, 40.506, 
42.71, 42.88, 47.22, 47.61, 57.04, 63.34, 70.27, 70.74, 
71.47, 74.86, 87.75, 90.48, 123.47, 123.62, 145.20, 147.03, 
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181.86. HRMS calcd for C38H60N3O7 [M＋H]＋ 670.4426; 
found 670.4424. 

齐墩果烷-12-烯-28-羧基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-三唑- 
1-(α-D-甘露糖苷))(9c): 白色固体, 产率 87%, m.p.＞
250 ℃; 25

D[ ]α ＋45.8 (c 0.50, CH3OH); 1H NMR (600 
MHz, DMSO-d6) δ: 0.69, 0.71, 0.82, 0.87, 0.88, 1.10 
(6×CH3), 0.69～2.11 (m, other aliphatic ring protons), 
2.73 (dd, J＝3.96, 13.74 Hz, 1H), 2.94 (dd, J＝4.14, 11.52 
Hz, 1H), 3.38～3.40 (m, 1H), 3.49～3.52 (m, 1H), 3.58～
3.60 (m, 1H), 3.72 (d, J＝10.500 Hz, 1H), 3.85 (s 1H), 
4.41 (d, J＝12.12, Hz, 1H), 4.65 (d, J＝12.00 Hz, 1H), 
5.16 (t, J＝3.48 Hz, 1H), 5.97 (d, J＝0.90 Hz, 1H), 8.12 (s, 
1H), 12.06 (s, 1H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ: 
15.13, 16.59, 16.87, 17.93, 22.11, 22.63, 23.01, 23.42, 
25.63, 27.26, 27.96, 30.46, 32.13, 32.40, 32.88, 33.33, 
36.59, 37.82, 38.33, 38.92, 40.82, 41.36, 45.49, 45.74, 
47.11, 55.09, 61.10, 62.16, 66.25, 70.503, 73.19, 80.38, 
85.45, 85.89, 121.53, 123.25, 143.90, 144.25, 178.66. 
HRMS calcd for C39H62N3O8 [M＋H]＋ 700.4531; found 
700.4533. 

齐墩果烷-12-烯-28-羧基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-三唑- 
1-(β-D- 木糖苷 ))(10c): 白色固体 , 产率 67%, m.p. 
221.3～222.8 ℃ ; 25

D[ ]α ＋53.6 (c 0.50, CH3OH); 1H 
NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ 0.69, 0.71, 0.85, 0.87, 1.09 
(5×CH3), 0.69～2.11 (m, other aliphatic ring protons), 
2.73 (dd, J＝4.98, 14.28 Hz, 1H), 2.93 (dd, J＝4.14, 11.58 
Hz, 1H), 3.30～3.33 (m, 1H), 3.44～3.49 (m, 1H), 3.76 (t, 
J＝9.54 Hz, 1H), 3.81 (q, J＝5.4 Hz, 1H), 4.00 (d, J＝
12.18, Hz, 1H), 4.64 (d, J＝12.24 Hz, 1H), 5.16 (t, J＝3.48 
Hz, 1H), 5.46 (d, J＝9.24 Hz, 1H), 8.23 (s, 1H), 12.06 (s, 
1H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ: 15.14, 16.58, 
16.88, 17.92, 22.12, 22.64, 22.98, 23.43, 25.66, 27.23, 
27.97, 30.47, 32.14, 32.39, 32.90, 33.35, 36.60, 37.81, 
38.28, 38.93, 40.83, 41.37, 45.49, 45.72, 47.10, 55.13, 
62.03, 68.37, 69.15, 71.97, 77.15, 85.30, 88.10, 121.55, 
122.86, 143.92, 144.72, 178.67. HRMS calcd for C38H60- 
N3O7 [M＋H]＋ 670.4426; found 670.4431.  

齐墩果烷-12-烯-28-羧基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-三唑- 
1-(β-D-鼠李糖苷))(11c): 白色固体 , 产率 82%, m.p.: 
177.7～178.2 ℃ ; 25

D[ ]α ＋49.1 (c 0.50, CH3OH); 1H 
NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ: 0.78, 0.81, 0.91, 0.92, 0.94, 
0.95, 1.16 (7×CH3), 0.78～2.11 (m, other aliphatic ring 
protons), 1.38 (d, J＝6.00 Hz, 3H), 2.85 (dd, J＝3.96, 
12.62 Hz, 1H), 3.00 (dd, J＝4.20, 11.70 Hz, 1H), 3.49 (t,  
J＝9.36 Hz, 1H), 3.52～3.58 (m, 1H), 3.67 (dd, J＝3.12, 

9.30 Hz, 1H), 4.08 (d, J＝2.16 Hz, 1H), 4.52 (d, J＝12.06 
Hz, 1H), 4.73 (d,  J＝12.24 Hz, 1H), 5.25 (t, J＝3.48 Hz, 
1H), 5.97 (s, 1H), 8.11 (s, 1H); 13C NMR (150 MHz, 
DMSO-d6) δ: 15.14, 16.60, 16.87, 17.90, 22.17, 22.64, 
22.98, 23.42, 25.65, 27.23, 27.94, 30.46, 32.13, 32.38, 
32.89, 33.35, 36.59, 37.81, 38.29, 38.93, 40.06, 40.83, 
41.36, 45.49, 45.71, 47.09, 55.08, 62.18, 70.63, 71.25, 
72.98, 74.99, 85.46, 85.84, 121.53, 122.99, 143.90, 144.42, 
178.66. HRMS calcd for C39H62N3O7 [M＋H]＋ 684.4582; 
found 684.4578. 

齐墩果烷-12-烯-28-羧基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-三唑- 
1-(β-D-半乳糖苷))(12c): 白色固体, 产率 79%, m.p.＞
250 ℃; 25

D[ ]α ＋56.0 (c 0.50, CH3OH); 1H NMR (600 
MHz, DMSO-d6) δ: 0.70, 0.71, 0.87, 0.90, 1.16, 1.17, 1.18 
(7×CH3), 0.70～2.11 (m, other aliphatic ring protons), 
2.73 (dd, J＝3.96, 13.74 Hz, 1H), 2.95 (dd, J＝3.96, 11.46 
Hz, 1H), 3.45～3.49 (m, 1H), 3.49～3.52 (m, 1H), 3.50～
3.54 (m, 1H), 3.70 (t, J＝6.00 Hz, 1H), 3.75 (s 1H), 4.41 
(d, J＝11.94, Hz, 1H), 4.66 (d, J＝12.12 Hz, 1H), 4.71 (t,  
J＝3.48 Hz, 1H), 5.16 (t, J＝3.54 Hz, 1H), 5.23 (s, 1H), 
5.46 (d, J＝9.18 Hz, 1H), 8.17 (s, 1H), 12.06 (s, 1H); 13C 
NMR (150 MHz, CD3OD) δ: 14.15, 15.15, 16.61, 16.88, 
17.93, 22.13, 22.65, 22.99, 23.43, 25.65, 27.24, 28.01, 
30.47, 32.14, 32.40, 32.90, 33.36, 36.61, 37.81, 38.32, 
38.94, 40.84, 41.37, 45.49, 45.72, 47.10, 55.13, 62.27, 
68.53, 69.34, 73.77, 78.45, 85.57, 88.07, 121.54, 122.49, 
143.91, 144.85, 178.68. HRMS calcd for C39H62N3O8   
[M＋H]＋ 700.4531; found 700.4532. 

齐墩果烷-12-烯-28-羧基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-三唑- 
1-(β-D-纤维二糖苷))(13c): 白色固体, 产率 73%, m.p. 
244.7～246.8 ℃ ; 25

D[ ]α ＋52.4 (c 0.50, CH3OH); 1H 
NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ: 0.70, 0.72, 0.87, 0.90, 1.09, 
(5×CH3), 0.70～2.11 (m, other aliphatic ring protons), 
2.73 (dd, J＝3.30, 12.90 Hz, 1H), 2.95 (dd, J＝4.08, 11.52 
Hz, 1H), 3.00～3.04 (m, 1H), 3.06～3.08 (m, 1H), 3.15～
3.24 (m, 2H), 3.40～3.44 (m, 1H), 3.49 (t, J＝9.06 Hz, 
1H), 3.55 (t, J＝10.74 Hz, 1H), 3.60～3.65 (m, 2H), 
3.70～3.77 (m, 2H), 3.84 (q, J＝9.00 Hz, 1H), 4.30 (d, J＝
7.92 Hz, 1H), 4.41 (d, J＝12.12 Hz, 1H), 4.63～4.67 (m, 
2H), 4.70 (t, J＝6.00 Hz, 1H), 4.89 (s, 1H), 5.04 (d, J＝
5.46 Hz, 1H), 5.08 (d, J＝4.68 Hz, 1H), 5.16 (t, J＝3.54 
Hz, 1H), 5.30 (d, J＝6.06 Hz, 1H), 5.56 (d, J＝6.00 Hz, 
1H), 5.60 (d, J＝9.24 Hz, 1H), 8.25 (s, 1H), 12.07 (s, 1H). 
HRMS calcd for C45H72N3O13 [M＋H]＋ 862.5060; found 
862.5057. 
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齐墩果烷-12-烯-28-羧基-3-O-(4-亚甲基-1,2,3-三唑- 
1-(β-D-麦芽糖苷))(14c): 白色固体, 产率 77%, m.p.＞
250 ℃; 25

D[ ]α ＋61.5 (c 0.50, CH3OH); 1H NMR (600 
MHz, DMSO-d6) δ: 0.70, 0.71, 0.87, 0.90, 1.09, (5×CH3), 
0.70～2.11 (m, other aliphatic ring protons), 2.73 (dd, J＝
3.48, 13.74 Hz, 1H), 2.95 (dd, J＝3.78, 11.40 Hz, 1H), 
3.06～3.11 (m, 1H), 3.25～3.28 (m, 1H), 3.45～3.47 (m, 
2H), 3.48～3.50 (m, 2H), 3.54～3.58 (m, 1H), 3.59～3.64 
(m, 2H), 3.65～3.73 (m, 2H), 3.82～3.87 (m, 1H), 4.41 (d, 
J＝12.00 Hz, 1H), 4.58 (t, J＝5.65 Hz, 1H), 4.62～4.66 
(m, 2H), 4.99 (s, 1H), 5.06 (d, J＝3.54 Hz, 1H), 5.16 (t,   
J＝3.54 Hz, 1H), 5.50 (d, J＝6.06 Hz, 1H), 5.59 (d, J＝
9.18 Hz, 1H), 5.64 (d, J＝5.82 Hz, 1H), 5.78 (s, 1H), 8.26 
(s, 1H), 12.70 (s, 1H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ: 
15.15, 16.60, 16.90, 17.92, 22.13, 22.65, 22.99, 23.44, 
25.65, 27.23, 28.02, 30.48, 32.14, 32.40, 32.90, 33.36, 
36.61, 37.81, 38.32, 38.94, 40.85, 41.38, 45.50, 45.73, 
47.09, 55.12, 60.33, 60.79, 62.22, 69.88, 71.58, 72.48, 
73.28, 73.62, 76.75, 78.02, 79.21, 85.60, 87.17, 101.00, 
121.54, 122.95, 143.93, 144.81, 178.74. HRMS calcd for 
C45H72N3O13 [M＋H]＋ 862.5060; found 862.5054. 

3.3  化合物细胞毒性检测 

用 10%胎牛血清(FBS)的 DMEM 将 MDCK 细胞接

种至 96 孔板中, 在 37 ℃, 5% CO2的恒温培养箱中培养

24 h, 细胞密度为 80%～90%. 吸走上清并用 PBS 洗涤

两次, 每孔加入 0.25%TPCK 处理的胰蛋白酶、1%待测

化合物的DMEM 100 µL, 每个化合物 3个重复孔, 最后

两列分别为 OSV-p、DMSO. 将细胞在 37 ℃, 5% CO2

中进一步培养 48 h. 使用 CellTiter-Glo®细胞活力检测试

剂盒测定细胞活力, 并使用 SpectraMax  M2 型多功能

酶标仪读取细胞活力值. 与 DMSO 组相比, 待测化合物

组的相对细胞活力越高, 表明化合物对 MDCK 细胞毒

性越小 (相对细胞活力＝化合物组 /对照组 (DMSO
组)×100%). 

3.4  流感病毒组织培养半数感染量(TCID50)滴定 

接种 MDCK 细胞于 96 孔板, 培养 24 h 后, 吸走上

清并用 PBS 洗涤两次. 将 A/WSN/33 病毒混悬液用

DMEM 连续 10 倍稀释, 稀释度分别 10－1、10－2、10－3、

10－4、10－5、10－6、10－7、和 10－8. 将稀释好的病毒液分

别加入含有已贴壁的MDCK细胞孔中, 每孔100 μL, 每
一稀释度 6 个重复孔, 37 ℃培养 48 h. 倒置显微镜观察

细胞病变效应并记录, 分别吸取上清 50 μL于空白 96孔
板, 每孔补加 50 μL 鸡红细胞(1% V/V 生理盐水), 室温

静置 30 min, 读取血凝抑制结果并计算病毒的 TCID50

和 MOI 值(病毒滴度为 lg TCID50/mL＝－6.25, MOI＝

0.05).  

3.5  化合物抑制病毒的致病变效应 

将 MDCK 细胞接种至 96 孔板中, 培养过夜, 吸走

上清并用 PBS 洗涤. 每孔加入 1%待测化合物、0.25% 
TPCK 处理的胰蛋白酶的 DMEM100 µL, 或 1%待测化

合物、0.25%TPCK 处理的胰蛋白酶和 0.1% A/WSN/33
的DMEM100 µL, 培养 40 h后, 倒置显微镜观察细胞病

变效应并记录.  

3.6  化合物体外抗流感病毒活性 

用 10%FBS 的 DMEM 将 MDCK 细胞接种 96 孔板

中, 在 37 ℃, 5%CO2的恒温培养箱中培养 24 h, 细胞密

度为 80%～90%. 吸走上清并用 PBS 洗涤两次, 每孔加

入 1%待测化合物、0.25%TPCK 处理的胰蛋白酶、

0.1%A/WSN/33 的 DMEM100 µL, 每个化合物 3 个重复

孔, 最后两列分别为 OSV-p、DMSO. 将细胞在 37 ℃, 
5% CO2中进一步培养 48 h. 使用 CellTiter-Glo®细胞活

力检测试剂盒测定细胞活力, 并使用 SpectraMax  M2
型多功能酶标仪读取实验结果. 与 DMSO 组相比, 待测

化合物组抑制率越高, 表明化合物对 A/WSN/33 抑制活

性越高. (抑制率＝(1－(化合物组平均OD 值－化合物加

病毒组平均 OD 值)/阴性对照组和病毒组的 OD 值差

值)×100%) 

3.7  血凝抑制实验 

在96孔V形微量反应板中加入25 µL生理盐水, 吸
取 25 µL 化合物 12a 加入第 1 孔, 2 倍比梯度稀释至第

11 孔, 第 12 孔为对照. 混匀后每孔加病毒液 25 µL. 室
温孵育 30 min 后补加鸡红细胞(体积分数为 1%的生理

盐水), 静置 25 min, 读取实验结果并记录.  

3.8  分子对接模拟实验 

采用 AutoDock 4.2 对化合物 12a 与 HA 蛋白进行分

子对接模拟实验. 流感病毒 HA 晶体结构(蛋白质编码: 
1RVT)选自蛋白质数据库 RCBS Protein Data Bank 
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), 化合物 12a 的

3D 结 构 使 用 Chemoffice 15.1 软 件 绘 制 , 应 用

Lamarckian Genetic Algorithm 算法得到 12a 与 HA 结合

构象, 用 PyMOL2.3.1.0 软件对结构构象进行可视化分

析. 利用分子对接软件 Discovery Studio 2016 作出分子

对接模拟图.  
 

辅助材料(Supporting Information): 化合物 7a～14c 的
1H NMR、13C NMR 谱图. 这些材料可以免费从本刊网

站(http://sioc-journal.cn/)上下载. 
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