	
肉桂酰胺衍生物的合成与抗菌活性
卢子聪，查琴，王启益，董向涛，吴学姣，杨家强*
（遵义医科大学 药学院，贵州 遵义 563000）
[bookmark: _Hlk123555265][bookmark: _Hlk123639567]摘要：为了寻找抗菌候选化合物，在前期研究基础上，对蛇床子素结构进行简化与衍生，在甲醇钠/乙醇条件下水解，得到(E)-2-羟基-3-异戊烯基-4-甲氧基肉桂酸（中间体Ⅰ），再与胺缩合，制备了17个目标物，经1HNMR、13CNMR和MS对其进行结构确证。体外抗菌活性测试结果表明：结构简化后的衍生物呈现较好的抗菌活性。其中，化合物Ⅱh〔(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(4-氟苄基)丙烯酰胺〕和Ⅱp〔(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(4-三氟甲基苄基)丙烯酰胺〕的活性最为突出，前者对金葡菌（S. aureus）和耐甲氧西林金葡菌（MRSA）的最小抑菌浓度（MIC）分别为16和32 mg/L，后者对S. aureus和MRSA的MIC分别为8和16 mg/L，两个化合物的抗S. aureus活性与对照药苯唑西林较接近，抗MRSA活性远优于对照药苯唑西林。	Comment by 陈曲: 针对耐药菌的……	Comment by yjqcn: 考虑到本文结构改造与简化的初衷是获取抗菌活性更好的化合物。因此，此处未作修改。	Comment by 高 玉荣: 给出中英文的具体命名
关键词：蛇床子素；结构简化；肉桂酰胺衍生物；合成；抗菌活性
中图分类号：R914.4; O627.51     文献标识码：  A    文章编号：1003-5214 (2020) 01-0000-00
Synthesis and antibacterial activities of cinnamamide derivatives
LU Zicong, ZHA Qin, WANG Qiyi, DONG Xiangtao, WU Xuejiao, YANG Jiaqiang*
（School of Pharmacy, Zunyi Medical University, Zunyi 563000, Guizhou, China）
Abstract: In order to find antibacterial candidate compounds, on the basis of previous studies, (E)- 2-hydroxy-3-isopentenyl-4-methoxy cinnamic acid (intermediate I) was synthesized through the hydrolysis of osthole under sodium methoxide/ethanol conditions, Then, seventeen target compounds were designed and synthesized by condensation of intermediate I with different amines. The compounds were confirmed by 1HNMR, 13CNMR and MS. The results of antibacterial activities in vitro showed that the derivatives with simplified structure had better antibacterial activities. Among them, the activities of compounds IIh〔(E)-3-(2-hydroxy-4-methoxy-3-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-N-(4-fluorobenzyl)acrylamide〕and IIp〔(E)-3-(2-hydroxy-4-methoxy-3-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-N-(4-(trifluoromethyl)benzyl)acrylamide〕were the most prominent. The minimum inhibitory concentration (MIC) of the former to S. aureus and MRSA were 16 mg/L and 32 mg/L, respectively. The MIC of the latter to S. aureus and MRSA of were 8 mg/L and 16 mg/L, respectively. The anti-S. aureus activity of the two compounds were close to that of oxacillin, and the anti-MRSA activity were much better than that of oxacillin. It is worth further structural optimization and in-depth study.
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[bookmark: _Toc250448986]近年来，抗生素及合成抗菌药物的广泛使用导致耐药菌株不断增加，一些“超级细菌”随之出现，临床治疗变得非常困难，严重威胁着人们的健康[1]。然而，新结构类型的抗生素或抗菌药物的研发严重滞缓，很难满足“细菌进化”进化对人类健康的威胁[2]。因此，加快新型抗菌剂的研发对抗变化快速的、致命的微生物感染，具有重要意义。
前期，课题组以具有一定抑菌活性[3]和抗菌增效作用[4]的天然产物蛇床子素为起始物，对7位和8位进行结构修饰和优化[5-8]，设计合成了多个系列的香豆素衍生物进行抗菌活性研究，结果显示，不同类型的改造物有较好的抗金黄色葡萄球菌（S. aureus）和耐甲氧西林金葡菌（MRSA）活性，明显优于蛇床子素，证实对蛇床子素的结构改造和衍生能改善其抗菌活性。但这些改造物的抗菌效力还不足以直接作为抗菌药物。已有文献研究表明，多种天然来源肉桂酸类似物[9-11]及其肉桂酸衍生物[12-13]具有抗革兰氏阳性菌与革兰氏阳性菌活性，尤其是对革兰氏阳性菌的活性最优，且对不同耐药菌有效。
[bookmark: _Hlk123548012]基于此，为了获取抗S. aureus和MRSA活性更强的衍生物，在前期研究基础上，拟对蛇床子素的结构进行分析，运用天然改造策略——简化结构，将其结构中的香豆素环进行开环，优化香豆素内酯环水解方法，并进一步衍生，设计合成一系列肉桂酰胺衍生物进行活性测试。旨在提高其抗菌活性，探讨结构中的香豆素环是否对抗菌活性有必然影响，并明确其构效关系。	Comment by 陈曲: 简化结构的目的是什么？原理是什么？所得衍生物是什么？	Comment by yjqcn: 本文简化的目的是想获取抗S. aureus和MRSA活性更强的化合物；原理则为天然产物结构改造的常见策略；所得衍生物为本文设计合成的肉桂酰胺衍生物。已在该段阐述，请您核实。	Comment by 高 玉荣: 补充
1  实验部分
1.1  试剂与仪器
蛇床子素、甲醇钠（CH3ONa）、乙醇钠（C2H5ONa）、1-羟基苯并三唑（HOBT）、1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐（EDCI）、三乙胺、无水硫酸镁、乙胺、苯乙胺、邻甲基苯乙胺、对甲基苯乙胺、邻甲氧基苯乙胺、对甲氧基苯乙胺、邻氟苯乙胺、对氟苯乙胺、邻氯苯乙胺、对氯苯乙胺、邻溴苯乙胺、对溴苯乙胺、邻硝基苯乙胺、对硝基苯乙胺、邻三氟甲基苯乙胺、对三氟甲基苯乙胺、2-呋喃甲胺，均为化学纯，萨恩化学技术有限公司；S. aureus、E. coli，中国药品生物制品检定所；MRSA，由遵义医科大学附属医院分离提供。其余试剂与溶剂均为分析纯。
X-4型数显熔点测定仪，上海精密仪器仪表有限公司；Varian 400 MHz核磁共振波谱仪，美国Varian技术公司；Agilent 6460液质联用仪，美国Agilent技术公司。
1.2  方法
1.2.1蛇床子素酰胺衍生物的合成
合成路线如下所示：


Ⅱa: R=C2H5; Ⅱb: R= PhCH2; Ⅱc: R=2-CH3-PhCH2; Ⅱd: R=4-CH3-PhCH2; Ⅱe: R=2-CH3O-PhCH2; Ⅱf: R=4-CH3O-PhCH2; Ⅱg: R=2-F-PhCH2; Ⅱh: R= 4-F-PhCH2; Ⅱi: R=2-Cl-PhCH2; Ⅱj: R=4-Cl-PhCH2; Ⅱk: R=2-Br-PhCH2; Ⅱl: R=4-Br-PhCH2; Ⅱm: R=2-NO2-PhCH2; Ⅱn: R=4-NO2-PhCH2; Ⅱo: R=2-CF3-PhCH2; Ⅱp: R=4-CF3-PhCH2; Ⅱq: R=2-Furan methyl
1.2.1.1 (E)-2-羟基-3-异戊烯基-4-甲氧基肉桂酸（中间体Ⅰ）的制备
称取蛇床子素0.40 g（1.64 mmol）、甲醇钠0. 53 mg（9.83 mmol）于100 mL反应管中，再加入30 mL无水乙醇使之溶解，回流搅拌反应60 h，然后冷却，浓缩溶剂，加20 mL蒸馏水，用20mL乙酸乙酯萃取2次，水层用1.0 mol/L的HCl调pH至2~3，再用30mL乙酸乙酯萃取3次，无水硫酸镁干燥，过滤，浓缩，经硅胶柱层析纯化〔V(乙酸乙酯)∶V(石油醚)=1∶4〕得淡黄色固体，收率78 %，熔点152~153℃，即中间体Ⅰ。	Comment by 高 玉荣: 具体用量给出	Comment by 高 玉荣: 用量多少？萃取几次？	Comment by 高 玉荣: 同上	Comment by 高 玉荣: 收率、熔点给出
1.2.1.2肉桂酰胺衍生物（目标物Ⅱ）的制备	Comment by 高 玉荣: 命名对吗	Comment by yjqcn: 大类是这样的，已核实，无误。
[bookmark: _Hlk123555165]以(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-乙基丙烯酰胺（Ⅱa）的合成为例。取中间体Ⅰ0.040 g（0.15 mmol）、HOBT 0.046 g（0.30 mmol）和10 mL无水二氯甲烷于50 mL三颈瓶中，0~5 ℃下，滴加三乙胺0.06 mL（0.46 mmol）及溶解于无水二氯甲烷的EDCI 0.058 g（0.30 mmol），搅拌反应1 h，再滴加乙胺0.03 mL（0.23 mmol），室温反应，薄层色谱法（TLC）监测反应，待反应完全，停止反应，浓缩溶剂，经硅胶柱层析纯化〔V(乙酸乙酯)∶V(石油醚)=1∶5〕，得固体，即目标化合物Ⅱa。化合物Ⅱb~Ⅱq按照上述方法合成得到。
(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-乙基丙烯酰胺（Ⅱa）：淡黄色固体，收率58%，熔点127~129℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.81 (d, 1H, J=16.0 Hz, C==CH), 7.26 (m, 1H, J=8.0 Hz, ArH), 6.41~6.50 (m, 3H, ArH, C==CH, OH), 5.77 (s, 1H, NH), 5.19~5.23 (m, 1H, C==CH), 3.81 (s, 3H, OCH3), 3.42 (d, 2H, J=8.0Hz, CH2), 3.16~3.13 (m, 2H, NCH2), 1.83 (s, 3H, CH3), 1.77 (s, 3H, CH3), 1.10 (t, 3H, J=12.0 Hz, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3), δ: 167.5, 159.7, 155.2, 136.6, 135.0, 127.2, 121.6, 119.3, 116.6, 115.5, 103.5, 55.7, 45.6, 25.4, 22.3, 17.9, 15.7。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值290.2，实际值290.1。	Comment by 高 玉荣: 命名对吗？请核实，另外缺少乙烯基呀。后面所有化合物命名请核实	Comment by yjqcn: 经核实后，无误。您所说的乙烯基是丙烯酰胺中的？	Comment by 高 玉荣: 参考文献是多少？是新合成的化合物吗？	Comment by yjqcn: 该系列为新化合物。	Comment by 高 玉荣: 化学位移都改成从大到小的顺序，下同
[bookmark: _Hlk79666816](E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-苯甲基丙烯酰胺（Ⅱb）：淡黄色固体，收率47%，熔点162~163℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.81 (d, 1H, J=16.0 Hz, C==CH), 7.48~7.26 (m, 6H, ArH), 6.48 (d, 1H, J=8.0 Hz, ArH), 6.40 (d, 1H, J=12.0 Hz, C==CH), 6.35 (s, 1H, OH), 5.72 (s, 1H, NH), 5.22~5.18 (m, 1H, C==CH), 4.51 (d, 2H, J=12.0 Hz, CH2), 3.79 (s, 3H, OCH3), 3.38 (d, 2H, J=8.0 Hz, CH2), 1.79 (s, 3H, CH3), 1.65 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3), δ: 167.1, 158.8, 155.1, 139.0, 136.9, 135.0, 128.7, 128.5, 127.7, 126.4, 121.5, 119.0, 115.9, 115.4, 103.3, 55.7, 40.7, 35.7, 25.8, 22.2, 17.8。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值352.2，实际值352.1。	Comment by 高 玉荣: 参考文献是多少？是新合成的化合物吗？下同	Comment by 高 玉荣: 化学位移按照由大到小的顺序进行修改
另外，后面所有的化合物Ⅱc~Ⅱq的格式都按照我给你修改的Ⅱb的格式进行，注意中英文标点符号的用法
(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(2-甲苄基)丙烯酰胺（Ⅱc）：白色固体，收率52%，熔点153~154℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.68~7.71 (d, 1H, J=12.0 Hz, C==CH), 7.08~7.16 (m, 5H, ArH), 6.39~6.44 (m, 2H, ArH, C==CH), 6.12 (s, 1H, OH), 5.58 (s, 1H, NH), 5.10~5.13 (m, 1H, C==CH), 4.45 (d, 2H, J=8.0 Hz, NCH2), 3.72 (s, 3H, OCH3), 3.32 (d, 2H, J=8.0 Hz, CH2), 2.23 (s, 3H, CH3), 1.72 (s, 3H, CH3), 1.64 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3),   δ: 167.4, 158.9, 155.9, 147.3, 144.9, 137.5, 136.4, 131.8, 130.3, 129.0, 128.9, 127.6, 125.9, 121.1, 118.7, 115.0, 103.4, 55.7, 41.2, 25.9, 23.5, 21.9, 17.8。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值366.2，实际值366.1。
(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(4-甲苄基)丙烯酰胺（Ⅱd）：淡黄色固体，收率68%，熔点137~139℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.70 (d, 1H, J=16.0 Hz, C==CH), 7.12~7.20 (m, 5H, ArH), 6.41~6.47 (m, 2H, ArH, C==CH), 6.10 (s, 1H, OH), 5.62 (s, 1H, NH), 5.15~5.18 (m, 1H, C==CH), 4.41 (d, 2H, J=8.0 Hz, NCH2), 3.72 (s, 3H, OCH3), 3.35~3.37 (d, 2H, J=8.0 Hz, CH2), 2.20 (s, 3H, CH3), 1.74 (s, 3H, CH3), 1.63 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3), δ: 167.2, 159.0, 155.8, 140.2, 136.4, 133.6, 131.7, 128.8, 128.7, 128.3, 128.2, 127.5, 125.4, 121.3, 118.5, 115.1, 103.2, 55.9, 42.3, 25.8, 23.6, 21.6, 17.7。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值366.2，实际值366.3。
(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(2-甲氧苄基)丙烯酰胺（Ⅱe）：淡黄色固体，收率81%，熔点131~132℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.80 (d, 1H, J=16.0 Hz, C==CH), 6.86~7.25 (m, 5H, ArH), 6.43~6.55 (m, 2H, ArH, C==CH), 6.22 (s, 1H, OH), 5.95 (s, 1H, NH), 5.18~5.21 (m, 1H, C==CH), 4.53 (d, 2H, J=8.0 Hz, NCH2), 3.86 (m, 3H, OCH3), 3.82 (s, 3H, OCH3), 3.41 (d, 2H, J=8.0 Hz, CH2), 1.83 (s, 3H, CH3), 1.72 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3), δ:        167.1, 159.0, 155.7, 152.2, 141.4, 132.7, 127.9, 127.5, 127.3, 127.1, 123.7, 120.6, 120.2, 118.6, 113.3, 108.9, 103.5, 55.6, 55.3, 38.1, 25.7, 22.3, 17.7。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值382.2，实际值382.3。
(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(4-甲氧苄基)丙烯酰胺（Ⅱf）：白色固体，收率46%，熔点168~169℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.78 (d, 1H, J=16.0 Hz, C==CH), 7.18~7.30 (m, 3H, ArH), 7.09~7.13 (m, 2H, ArH), 6.46-6.54 (m, 2H, ArH, C==CH), 6.20 (s, 1H, OH), 5.98 (s, 1H, NH), 5.17~5.20 (m, 1H, C==CH), 4.54 (d, 2H, J=4.0 Hz, NCH2), 3.81 (m, 3H, OCH3), 3.73 (s, 3H, OCH3), 3.40 (d, 2H, J=4.0 Hz, CH2), 1.83 (s, 3H, CH3), 1.73 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3), δ: 167.0, 158.8, 155.3, 149.5, 141.0, 137.7, 135.7, 129.9, 128.3, 126.0, 121.2, 120.1, 119.7, 118.6, 115.8, 115.1, 103.3, 55.7, 55.4, 43.0, 25.7, 22.2, 17.8。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值382.2，实际值382.1。
(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(2-氟苄基)丙烯酰胺（Ⅱg）：白色固体，收率64%，熔点173~174℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.77 (d, 1H, J=16.0 Hz, C==CH), 7.22~7.26 (m, 3H, ArH), 6.96~6.98 (m, 2H, ArH), 6.45~6.47 (m, 2H, ArH, C==CH), 6.18 (s, 1H, OH), 5.88 (s, 1H, NH), 5.16~5.20 (m, 1H, C==CH), 4.49 (d, 2H, J=8.0 Hz, NCH2), 3.78 (s, 3H, OCH3), 3.40 (d, 2H, J=4.0 Hz, CH2), 1.98 (s, 3H, CH3), 1.84 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3), δ: 166.9, 163.2, 161.0, 158.8, 155.2, 137.4, 135.8, 129.5, 129.4, 128.3, 121.3, 118.9, 115.8, 115.5, 115.3, 114.9, 103.3, 55.7, 43.0, 25.8, 22.2, 17.8。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值370.2，实际值370.2。
[bookmark: _Hlk123555066][bookmark: _Hlk79663958](E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(4-氟苄基)丙烯酰胺（Ⅱh）：淡黄色固体，收率46%，熔点159~160℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.78 (d, 1H, J=16.0 Hz, C==CH), 7.25~7.37 (m, 3H, ArH), 6.91~7.00 (m, 2H, ArH), 6.35-6.47 (m, 2H, ArH, C==CH), 6.29 (s, 1H, OH), 5.92 (s, 1H, NH), 5.17~5.19 (m, 1H, C==CH), 4.48 (d, 2H, J=8.0 Hz, NCH2), 3.78 (s, 3H, OCH3), 3.40 (d, 2H, J=4.0 Hz, CH2), 1.80 (s, 3H, CH3), 1.77 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3)  δ: 166.9, 163.3, 160.8, 158.8, 155.2, 137.4, 135.7, 134.2, 129.5, 128.2, 121.3, 118.8, 115.8, 115.5, 115.3, 115.0, 103.3, 55.4, 42.7, 25.8, 22.2, 17.8。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值370.2，实际值370.1。
(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(2-氯苄基)丙烯酰胺（Ⅱi）：白色固体，收率66%，熔点170~171℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.74 (d, 1H, J=12.0 Hz, C==CH), 7.29~7.34 (m, 2H, ArH), 7.14~7.20 (m, 3H, ArH), 6.32~6.36 (m, 2H, ArH, C==CH), 6.14 (s, 1H, OH), 6.00 (s, 1H, NH), 5.15~5.19 (m, 1H, C==CH), 4.60 (d, 2H, J=8.0 Hz, NCH2), 3.79 (s, 3H, OCH3), 3.38 (d, 2H, J=8.0 Hz, CH2), 1.79 (s, 3H, CH3), 1.68 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3), δ: 167.4, 159.3, 155.4, 137.4, 135.8, 134.0, 131.1, 130.3, 129.3, 128.8, 128.4, 127.0, 121.2, 118.9, 115.9, 115.0, 103.3, 55.7, 41.5, 25.7, 22.2, 17.8。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值387.1，实际值387.2。
(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(4-氯苄基)丙烯酰胺（Ⅱj）：淡黄色固体，收率48%，熔点161~163℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.76 (d, 1H, J=16.0 Hz, C==CH), 7.21~7.26 (m, 5H, ArH), 6.46~6.50 (m, 2H, ArH, C==CH), 6.13 (s, 1H, OH), 5.89 (s, 1H, NH), 5.17~5.20 (m, 1H, C==CH), 4.49 (d, 2H, J=8.0 Hz, NCH2), 3.79 (s, 3H, OCH3), 3.40 (d, 2H, J=8.0 Hz, CH2), 1.79 (s, 3H, CH3), 1.71 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3), δ: 167.1, 158.9, 155.2, 137.5, 137.1, 136.0, 129.1, 128.7, 128.4, 121.2, 118.9, 118.8, 115.9, 115.1, 103.3, 55.7, 43.0, 25.8, 22.2, 18.1。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值387.1，实际值387.2。
(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(2-溴苄基)丙烯酰胺（Ⅱk）：白色固体，收率32%，熔点169~170℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.75 (d, 1H, J=16.0 Hz, C==CH), 7.49 (d, 1H, J=4.0 Hz, ArH), 7.38 (d, 1H, J=4.0 Hz, ArH), 7.19~7.22 (m, 2H, ArH), 7.07 (t, 1H, J=8.0 Hz, ArH), 6.42~6.46 (m, 2H, ArH, C==CH), 6.19 (s, 1H, OH), 6.03 (s, 1H, NH), 5.14~5.17 (m, 1H, C==CH), 4.58 (d, 2H, J=4.0 Hz, NCH2), 3.78 (s, 3H, OCH3), 3.37 (d, 2H, J=8.0 Hz, CH2), 1.78 (s, 3H, CH3), 1.71 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3), δ: 166.9, 158.3, 155.3, 137.6, 137.5, 135.7, 132.7, 130.5, 129.1, 128.8, 127.7, 123.7, 121.3, 118.8, 115.9, 115.0, 103.3, 55.7, 43.9, 25.8, 22.2, 17.9。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值431.1，实际值431.1。
(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(4-溴苄基)丙烯酰胺（Ⅱl）：白色固体，收率57%，熔点156~157℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.66 (d, 1H, J=16.0 Hz, C==CH), 7.08~7.30 (m, 5H, ArH), 6.39~6.42 (m, 2H, ArH, C==CH), 6.07 (s, 1H, OH), 5.81 (s, 1H, NH), 5.10~5.12 (m, 1H, C==CH), 4.40~4.42 (d, 2H, J=8.0 Hz, NCH2), 3.71 (s, 3H, OCH3), 3.32 (d, 2H, J=8.0 Hz, CH2), 1.72 (s, 3H, CH3), 1.64 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3), δ: 167.3, 158.8, 155.2, 134.1, 131.8, 131.5, 129.4, 129.2, 128.8, 121.3, 118.8, 118.6, 115.8, 115.0, 103.3, 55.7, 43.2, 25.8, 22.3, 17.8。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值331.2，实际值331.1。
(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(2-硝基苄基)丙烯酰胺（Ⅱm）：白色固体，收率63%，熔点133~134℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.82~7.91 (m, 3H, ArH, C==CH), 7.48~7.76 (m, 3H, ArH), 6.41~6.47 (m, 2H, ArH, C==CH), 6.37 (s, 1H, OH), 5.96 (s, 1H, NH), 5.17~5.21 (m, 1H, C==CH), 4.46 (d, 2H, J=8.0 Hz, NCH2), 3.79 (s, 3H, OCH3), 3.40 (d, 2H, J=8.0 Hz, CH2), 1.81 (s, 3H, CH3), 1.75 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3), δ: 167.4, 159.2, 155.1, 139.9, 136.8, 134.9, 131.2, 129.4, 127.7, 127.2, 126.6, 124.3, 121.5, 119.2, 116.2, 115.4, 103.3, 55.7, 39.2, 25.7, 22.2, 17.8。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值397.2，实际值397.1。
(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(4-硝基苄基)丙烯酰胺（Ⅱn）：白色固体，收率44%，熔点178~179℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.89~8.26 (m, 5H, ArH), 7.81 (d, 1H, J=16.0 Hz, C==CH), 6.50~6.58 (m, 2H, ArH, C==CH), 6.33 (s, 1H, OH), 5.92 (s, 1H, NH), 5.20~5.23 (m, 1H, C==CH), 4.52 (d, 2H, J=8.0 Hz, NCH2), 3.82 (s, 3H, OCH3), 3.43 (d, 2H, J=8.0 Hz, CH2), 1.82 (s, 3H, CH3), 1.74 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3), δ: 167.1, 159.3, 155.8, 144.5, 143.3, 140.7, 131.2, 127.8, 127.7, 123.6, 123.5, 123.1, 121.7, 119.0, 116.4, 115.2, 103.5, 56.1, 43.6, 25.2, 22.3, 17.5。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值397.2，实际值397.2。
(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(2-三氟甲基苄基)丙烯酰胺（Ⅱo）：白色固体，收率46%，熔点173~174℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.78 (d, 1H, J=16.0 Hz, C==CH), 7.17~7.36 (m, 5H, ArH), 6.45~6.54 (m, 2H, ArH, C==CH), 6.13 (s, 1H, OH), 5.88 (s, 1H, NH), 5.18~5.20 (m, 1H, C==CH), 4.48 (d, 2H, J=4.0 Hz, NCH2), 3.82 (s, 3H, OCH3), 3.40 (d, 2H, J=8.0 Hz, CH2), 1.83 (s, 3H, CH3), 1.71 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3), δ: 167.0, 160.3, 158.9, 155.8, 141.2, 137.1, 131.8, 131.5, 126.4, 126.1, 125.8, 123.6, 121.3, 120.3, 119.2, 115.4, 103.2, 55.6, 40.8, 25.6, 22.2, 17.3。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值420.2，实际值420.1。
 (E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(4-三氟甲基苄基)丙烯酰胺（Ⅱp）：淡黄色固体，收率79%，熔点164~165℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.76 (d, 1H, J=16.0 Hz, C==CH), 7.09~7.27 (m, 5H, ArH), 6.43~6.47 (m, 2H, ArH, C==CH), 6.11 (s, 1H, OH), 5.84 (s, 1H, NH), 5.17~5.19 (m, 1H, C==CH), 4.54 (d, 2H, J=4.0 Hz, NCH2), 3.81 (s, 3H, OCH3), 3.40 (d, 2H, J=8.0 Hz, CH2), 1.81 (s, 3H, CH3), 1.64 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3), δ: 166.8, 163.5, 160.8, 158.9, 155.4, 138.7, 138.6, 137.3, 131.2, 131.0, 128.6, 128.4, 127.8, 127.4, 121.4, 119.0, 115.1, 103.4, 55.7, 42.9, 25.8, 22.3, 17.5。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值420.2，实际值420.1。
(E)-3-(2-羟基-4-甲氧基-3-异戊烯基)苯基-N-(2-呋喃甲基)丙烯酰胺（Ⅱq）：淡黄色固体，收率77%，熔点176~177℃。1HNMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.73~7.77 (d, 1H, J=16.0 Hz, C==CH), 7.23~7.32 (m, 2H, ArH), 6.44~6.46 (m, 2H, ArH), 6.22~6.24 (m, 2H, ArH, C==CH), 6.07 (s, 1H, OH), 5.84 (s, 1H, NH), 5.15 (t, 1H, J=16.0Hz, C==CH), 4.52 (d, 2H, J=4.0Hz, NCH2), 3.79 (s, 3H, OCH3), 3.38 (d, 2H, J=8.0Hz, CH2), 1.80 (s, 3H, CH3), 1.72 (s, 3H, CH3); 13CNMR (100 MHz, CDCl3), δ: 166.6, 158.7, 155.2, 151.3, 142.1, 137.4, 135.9, 128.4, 121.2, 118.7, 114.8, 110.4, 107.4, 103.3, 55.7, 36.6, 25.8, 22.2, 17.8。ESI-MS, m/Z: [M+H]+理论值342.2，实际值342.1。
1.2.2 抗菌活性测试
体外抗菌测试参照文献[14]的方法。以苯唑西林为对照药，采用两倍稀释法测定目标化合物的最小抑菌浓度〔MIC(mg/L)〕。
2  结果与讨论
2.1 合成条件优化
按照“1.2.1.1”的实验方法，对中间体Ⅰ的制备条件进行了优化，结果见表1。	Comment by 高 玉荣: 是按照1.2.1.1节的实验条件吗？

表1 中间体Ⅰ的制备条件优化
Table 1  Optimization of reaction conditions of intermediateⅠ
	序号
	碱
	n(蛇床子素)∶n(碱)
	溶剂
	反应时间/h
	收率/% 

	1
	CH3ONa
	1∶2
	CH3OH
	50
	0

	2
	CH3ONa
	1∶4
	CH3OH
	50
	3

	3
	CH3ONa
	1∶6
	CH3OH
	50
	5

	4
	CH3ONa
	1∶8
	CH3OH
	50
	5

	5
	NaOH
	1∶6
	H2O
	50
	6

	6
	KOH
	1∶6
	H2O
	50
	8

	7
	C2H5ONa
	1∶6
	CH3OH
	50
	3

	8
	C2H5ONa
	1∶6
	C2H5OH
	50
	8

	9
	CH3ONa
	1∶6
	C2H5OH
	50
	51

	10
	CH3ONa
	1∶6
	C2H5OH
	55
	65

	11
	CH3ONa
	1∶6
	C2H5OH
	60
	78

	12
	CH3ONa
	1∶6
	C2H5OH
	65
	71



首先，考察n(蛇床子素)∶n(碱)对中间体Ⅰ收率的影响。由表1中序号1~4可以看出，以CH3ONa为碱、甲醇（CH3OH）为溶剂、控制反应时间为50 h，n(蛇床子素)∶n(碱)对中间体Ⅰ收率有较大影响，当n(蛇床子素)∶n(碱)=1∶2，反应不发生，随着n(蛇床子素)∶n(碱)由1∶4增加到1∶6，中间体Ⅰ收率由3%增加到5%，但当进一步增加n(蛇床子素)∶n(碱)=1∶8时，中间体Ⅰ收率无明显变化，因此，确定n(蛇床子素)∶n(碱)=1∶6为最佳反应比例。然后，控制n(蛇床子素)∶n(碱)=1∶6、反应时间为50 h，考察碱与溶剂的种类对中间体Ⅰ收率的影响。由序号5~9可知，以乙醇钠（C2H5ONa）为碱、甲醇、乙醇（C2H5OH）为溶剂，中间体Ⅰ收率均较低，分别为3%、8%，但是，意想不到的是，以甲醇钠为碱、乙醇为溶剂，中间体Ⅰ收率增大到51%，因此确定了甲醇钠为适合的碱、乙醇为适合的溶剂。最后，考察反应时间对中间体Ⅰ收率的影响。从序号9~12可以看出，随着反应时间从50 h增加到60 h，中间体Ⅰ收率从51%提高到78%，但进一步延长反应至65 h，中间体Ⅰ收率降低至71%，通过TLC跟踪反应，显示有大量副产物生成。综上，该反应的最佳条件为：以甲醇钠为碱，乙醇为溶剂，n(蛇床子素)∶n(碱)=1∶6，反应时间60 h。	Comment by 高 玉荣: 与表1对不上	Comment by 高 玉荣: 表里也没有该数据呀	Comment by 高 玉荣: 与表中序号不对应吧
2.2抗菌活性
[bookmark: _Hlk107680974][bookmark: _Hlk80452018][bookmark: _Hlk80449505][bookmark: _Hlk107681188]该类化合物对S. aureus、E. coli和MRSA的抑制活性见表2。由表2可见，部分化合物的抗菌活性远远优于原药蛇床子素。其中，化合物Ⅱh、Ⅱn、Ⅱp、Ⅱq和Ⅰ对S. aureus的MIC分别为16、32、8、64和32 mg/L，化合物Ⅱh、Ⅱn、Ⅱp、Ⅱq和Ⅰ对MRSA的MIC分别为32、64、16和64 mg/L；尤以化合物Ⅱh和Ⅱp的抗菌活性最为显著，其中Ⅱh对S. aureus和MRSA的MIC分别为16和32 mg/L，化合物Ⅱp对S. aureus和MRSA的MIC分别为8和16 mg/L，另外，中间体Ⅰ也表现出较好的抗菌活性，对S. aureus和MRSA的MIC分别为32和64 mg/L。从表2还可以看出，化合物Ⅱh和Ⅱq的抗S. aureus活性比较接近于对照药苯唑西林，同时，化合物Ⅱh、Ⅱn、Ⅱp、Ⅱq和Ⅰ也呈现出较显著的抗MRSA活性，但是该类化合物对E. coli的抑制作用不显著。

表2 目标化合物的MIC
Table 2  MIC of target compounds
	化合物
	

	MIC/(mg/L)

	
	
	S. aureus
	E. coli
	MRSA

	Ⅱa
	C2H5
	512
	512
	＞1024

	Ⅱb
	PhCH2
	256
	1024
	512

	Ⅱc
	2-CH3-PhCH2
	1024
	512
	1024

	Ⅱd
	4-CH3-PhCH2
	512
	＞1024
	1024

	Ⅱe
	2-CH3O-PhCH2
	＞1024
	1024
	＞1024

	Ⅱf
	4-CH3O-PhCH2
	512
	512
	＞1024

	Ⅱg
	2-F-PhCH2
	256
	1024
	512

	Ⅱh
	4-F-PhCH2
	16
	＞1024
	32

	Ⅱi
	2-Cl-PhCH2
	1024
	1024
	＞1024

	Ⅱj
	4-Cl-PhCH2
	128
	＞1024
	128

	Ⅱk
	2-Br-PhCH2
	＞1024
	512
	＞1024

	Ⅱl
	4-Br-PhCH2
	512
	＞1024
	＞1024

	Ⅱm
	2-NO2-PhCH2
	1024
	＞1024
	512

	Ⅱn
	4-NO2-PhCH2
	32
	＞1024
	64

	Ⅱo
	2-CF3- PhCH2
	1024
	1024
	1024

	Ⅱp
	4-CF3- PhCH2
	8
	512
	16

	Ⅱq
	2-Furan methyl
	64
	512
	64

	Ⅰ
	
	32
	128
	64

	蛇床子素
	
	512
	＞1024
	512

	苯唑西林
	
	0.5
	8
	256



构效关系研究：（1）相同取代基R，处于苯环对位的化合物抗S. aureus活性大多优于邻位取代化合物，如化合物Ⅱd优于化合物Ⅱc，化合物Ⅱh优于化合物Ⅱg，化合物Ⅱp优于化合物Ⅱo等；（2）苯环对位有强吸电子基团，有更好的抗S. aureus活性，如化合物Ⅱp、Ⅱn优于化合物Ⅱc、Ⅱf；（3）当有卤素取代时，随着卤素原子半径的增大，抗S. aureus活性逐渐减弱，如化合物的活性：Ⅱh＞Ⅱj＞Ⅱl；（4）结构简化后的部分化合物的抗菌活性较蛇床子素大幅提高。同时，与前期研究比较[5-8]，本文设计合成的肉桂酰胺衍生物Ⅱp的抗S. aureus活性优于前期7号位的醚类衍生物（最小MIC为512 mg/L）、8号位的酯类衍生物（最小MIC为16 mg/L）、酰胺类衍生物（最小MIC为64 mg/L）、磺酰胺类衍生物（最小MIC为32 mg/L）；抗MRSA活性除与8号位的酯类衍生物（最小MIC为16 mg/L）相当外，均优于其它类化合物。初步表明在蛇床子素结构中，香豆素的内酯环可能不是抗菌的必须基团，但还需进一步的验证。	Comment by 陈曲: 与结构简化前的化合物相比，是否实现了提升抗菌活性的目的？	Comment by yjqcn: 提升了抗菌活性，已经阐述，请您核实。
3  结论	Comment by 高 玉荣: 结论太简短了。请按照下面要求重写。
结论不应与摘要完全重复，应是对文章的高度总结和概括，应包含具体数据，另外还应有一定的升华，如下一步研究的重点或者展望一下文章的应用前景。
[bookmark: _Hlk80452056]本文通过对蛇床子素开环，设计合成的肉桂酰胺衍生物具有潜在抗菌活性，部分化合物的抗菌活性优于蛇床子素及前期研究化合物，其中化合物Ⅱh对S. aureus和MRSA的MIC分别为16 mg/L和32 mg/L，Ⅱp对S. aureus和MRSA的MIC分别为8 mg/L和16 mg/L，对革兰氏阳性菌活性更显著；而中间体Ⅰ呈现出的潜在抗菌活性，值得后续结构衍生和优化，以获取对革兰氏阳性菌和阴性菌都有显著活性的广谱抗菌化合物。
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