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含磺酰胺基团氨基甲酸去氢枞醇酯衍生物 

的合成及体外抗肿瘤活性 

王德荣，庞富华，钱  威，李芳耀* 
（桂林医学院 药学院 广西药物分子发现与成药性优化重点实验室 广西药物分子筛选与成药性评价工程

研究中心 广西高校医药生物技术与转化医学重点实验室，广西 桂林  541199） 

摘要：去氢枞酸经还原、酯化和氨基化 3 步反应合成了 19 个 N-(氨基磺酰基)氨基甲酸去氢枞醇酯类化合物

（Ⅳa~Ⅳs），经 FTIR、1HNMR、13CNMR 和 ESI-MS 对其结构进行了确认。以 5-氟尿嘧啶（5-FU）为阳性对照，

采用四甲基偶氮唑盐比色法评价了Ⅳa~Ⅳs 对 T-24、HepG2、MCF-7、MGC-803 和 Hela 5 种肿瘤细胞株的体外

抗肿瘤活性。利用 Hoechst-33258 染色、细胞集落形成、细胞周期分布、细胞凋亡和蛋白质印迹实验探究了 N-[(2-

溴苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢枞醇酯（Ⅳd）初步作用机制。结果表明，部分化合物抗肿瘤活性优于 5-FU，

其中，化合物Ⅳd 对 T-24 细胞的细胞毒性活性最好，其半抑制浓度为(14.64±0.46) µmol/L，可明显抑制 T-24 细

胞的生长，阻滞其细胞周期于 S 期（即 DNA 合成期）；Ⅳd 通过线粒体介导的内源性 Caspase 途径，下调抗凋

亡蛋白 Bcl-2、Caspase3、Caspase9 的表达水平，上调促凋亡蛋白 Bax、Cleaved Caspase9、Cleaved Caspase9 的

表达水平，从而诱导和促进 T-24 发生凋亡。磺酰胺结构的引入能够改善去氢枞酸衍生物的抗肿瘤活性。 
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Synthesis and in vitro antitumor activity of sulfonamide-substituted 
dehydroabietyl carbamate derivatives 
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Pharmaceutical Molecular Screening and Druggability Evaluation, Key Laboratory of Medical Biotechnology and 
Translational Medicine, School of Pharmacy, Guilin Medical University, Guilin 541199, Guangxi, China） 

Abstract: Nineteen kinds of N-(aminosulfonyl)dehydrofirnyl carbamate compounds were synthesized from 

dehydroabietic acid via reduction, esterification and amination three step reaction, and characterized by 

FTIR, 1HNMR,13CNMR, and ESI-MS. The antitumor activity of Ⅳa~Ⅳs against T-24, HepG2, MCF-7, 

MGC-803 and Hela tumor cell lines was evaluated using 5-fluorouracil as positive control by 

tetramethylazolium salt colorimetric assay, followed by analysis on the preliminary mechanism of 

N-[(2-bromophenyl)sulfamyl]dehydrofirnyl carbamate (Ⅳd) via Hoechst-33258 staining, cell colony 

formation, cell cycle distribution, cell apoptosis and western blot assay. The results showed that some 

compounds exhibited superior antitumor activity in comparison with positive drugs, with compound Ⅳd 

displaying the best activity against T-24 cells with a half inhibitory concentration of (14.64±0.46) µmol/L, 

arresting the cell cycle in the S phase thus significantly inhibiting the growth of T-24 cells. In addition, 
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compound Ⅳd could promote T-24 cells apoptosis through upregulation of proapoptotic ones Bax, Cleaved 

Caspase9, Cleaved Caspase9 and downregulation of antiapoptotic protein Bcl-2, Caspase3, Caspase9 

expression. The introduction of sulfanilamide structure could improve the anti-tumor activity of 

dehydroabietic acid derivatives. 

Key words: dehydroabietic acid; dehydroabietinol; carbamates; antitumor activity; apoptosis; drug 

materials 

膀胱癌是泌尿系统的主要恶性肿瘤之一。2020

年，全球约有 57.3 万新发和 21.3 万死亡病例，男女

比例约为 4∶1[1]。目前，膀胱内化疗是膀胱肿瘤经尿

道切除术后常见的治疗方式，但化疗药产生的毒副作

用和多药耐药[2-3]严重影响其临床应用和治疗效果。

因此，寻找新型高效、低毒抗肿瘤药物迫在眉睫。 

天然产物往往具有多靶点特性，已成为抗肿瘤

新药开发的重要来源。目前，临床使用的抗肿瘤药

物中有 50%以上直接或间接来源于天然产物[4]。萜

类化合物是一类具有多种生物活性的天然产物，其

结构是新药研发最有前途的先导结构之一[5]。去氢

枞酸（DHA）又名脱氢松香酸（结构式如下所示），

是从松香中分离出来的天然三环二萜树脂酸，其衍生

物表现出广泛的生物活性，包括抗菌[6]、抗炎[7]、抗

真菌[8]、抗病毒[9]、抗氧化[10]及舒张血管[11]等，尤其

是可通过 DNA 结合、抗血管生成、阻滞肿瘤细胞周

期、诱导肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤细胞迁移和侵袭以

及损伤肿瘤细胞线粒体等途径发挥显著的抗肿瘤作

用[12-13]。可见，去氢枞酸是一种极具潜力的先导化合

物。去氢枞醇（DHO）是去氢枞酸还原产物（结构

式如下所示），前期本课题组合成了系列去氢枞醇衍

生物，发现部分化合物具有良好的细胞毒性[14-16]。 
 

 
 

氨基甲酸酯基团具有良好的化学稳定性和蛋白

水解性[17]，可促进具有此基团的药物与生物靶点的

分子间相互作用[18]。研究表明，药物结构中引入氨

基甲酸酯基团进行修饰，可提高自身的水溶性和生物

活性[19]。近年来，磺酰胺类化合物作为碳酸酐酶抑

制剂和微管蛋白抑制剂引起人们的广泛关注[20-21]，有

的化合物已进入临床试验阶段。 

基于此，为了获取抗肿瘤活性更强的去氢枞醇

衍生物，本文在前期研究的基础上[22-27]，根据药物

拼合原理，拟以去氢枞酸为原料，设计、合成一系

列 N-(氨基磺酰基)氨基甲酸去氢枞醇酯类化合物，

并采用四甲基偶氮唑盐比色法（MTT 法）测定该类

化合物对肿瘤细胞株人膀胱癌细胞（T-24）、人肝癌

细胞（HepG2）、人乳腺癌细胞（MCF-7）、人胃腺

癌细胞（MGC-803）和人宫颈癌细胞（Hela）的体

外抗肿瘤活性。探究目标化合物对 T-24 细胞的周期

阻滞作用，以及诱导凋亡作用和机制。以期制备新

型高效、低毒的抗肿瘤药物。 

1  实验部分 

1.1  材料、试剂与仪器 

T-24、HepG2、MCF-7、MGC-803、Hela 和 LO2 

（人正常肝细胞）6 种细胞株，由桂林医学院第一

附属医院提供。 

氯磺酰异氰酸酯（ ClSO2NCO）、氢化铝锂

（LiAlH4）、苯胺系列化合物，AR，萨恩化学技术

（上海）有限公司；四氢呋喃，AR，阿拉丁试剂（上

海）有限公司；二氯甲烷（DCM）、三乙胺（TEA）、

无水乙醇、石油醚、乙酸乙酯、浓盐酸（质量分数

36.5%）、浓硫酸（质量分数 98%）、无水硫酸钠，AR，

上海西陇化工有限公司；DMEM 培养基，赛默飞世

尔（苏州）仪器有限公司；胎牛血清，浙江天杭生物

科技公司；青链霉素混合液、磷酸盐缓冲液（PBS，

pH=7.4）、含 EDTA 的胰蛋白酶消化液（胰蛋白酶质

量浓度为 2.5 g/L，EDTA 浓度为 0.53 mmol/L）、二甲

基亚砜（DMSO）、四甲基偶氮唑盐（MTT）、胰蛋

白酶消化液（胰蛋白酶质量浓度为 2.5 g/L），北京

Solarbio 科技有限公司；去氢枞酸，自制；5-氟尿

嘧啶（5-FU），上海易恩化学技术有限公司；多聚

甲醛（质量浓度为 40 g/L）、结晶紫染色液、细胞凋

亡-Hoechst-33258 染色试剂盒、Annexin V-FITC 细

胞凋亡检测试剂盒、细胞周期与细胞凋亡检测试剂

盒，碧云天上海生物技术有限公司。 

WRX-4 型显微熔点仪，上海易测仪器设备有限

公司；Prestige-21 型傅里叶变换红外光谱仪（FTIR）、

LCMS-8030 型液相色谱-质谱联用仪（LC-MS），日

本 Shimadzu 公司；AVANCE AV400 型核磁共振波谱

仪（NMR），瑞士 Bruker 公司；MCO-20AIC 型 CO2

培养箱，日本 SANYO 公司；ELx800 型酶标仪，美
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国 Bio-Tek 公司；CL-32L 型高压灭菌器，日本 ALP

公司；Pilot-S45 型超纯水系统，上海和泰仪器公司；

DHG-9240A 型电热鼓风干燥箱，上海一恒科学仪器

公司；DK-320 型电热恒温水槽，上海精宏实验设备

公司；MDF-C8V1 型 –80 ℃超低温冰箱，日本

Panasonic 公司；超净工作台，苏州苏净安泰公司；

TDL-50B 型低速自动平衡离心机，上海安亭科学仪

器厂；IX73-DP80 型研究级倒置荧光成像系统显微

镜，日本 OLYMPUS 公司；Tanon 4600 型化学发光

检 测 仪 ， 上 海 天 能 生 命 科 学 有 限 公 司 ； BD 

FACSACantu 流式细胞仪，碧迪医疗器械有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  合成路线 

以去氢枞酸（Ⅰ）为原料，通过 LiAlH4 还原得

到去氢枞醇（Ⅱ）；然后，Ⅱ与 ClSO2NCO 反应生成

磺酰氯（Ⅲ）；最后，Ⅲ与苯胺系列化合物反应得到

N-(氨基磺酰基 )氨基甲酸去氢枞醇酯类化合物

（Ⅳ），其合成路线如下所示。 
 

 
 

1.2.2  去氢枞醇（Ⅱ）的制备 

去氢枞醇按文献[23]方法制备。以过量 LiAlH4

为还原剂，严格控制 LiAlH4 的滴加速率，并严格控

制反应温度 0~5 ℃。反应完成后，缓慢滴加质量分

数为 12%~20% 的稀硫酸，淬灭体系中剩余的

LiAlH4，淬灭完成后，经乙酸乙酯萃取、柱层析（石

油醚与乙酸乙酯体积比 8∶1），得到无色透明油状

液体，产率为 64.0%。 

1.2.3  N-(氨基磺酰基)氨基甲酸去氢枞醇酯类化合

物（Ⅳ）的制备 

称取新制备的Ⅱ 0.3 g（1 mmol）置于 100 mL

圆底烧瓶中，加入 20 mL DCM 溶解，在冰浴 0~3 ℃

下缓慢滴加 ClSO2NCO 0.14 g（1 mmol），并搅拌反

应 0.5 h，得到中间体磺酰氯（Ⅲ）。反应结束后，

直接加入 0.1 g（1 mmol）TEA，再缓慢滴加用 DCM

溶解的系列苯胺化合物溶液进行反应，反应温度

0~5 ℃，搅拌反应 2~3 h，TLC 跟踪反应进程。待

反应结束后，先用 30 mL 的 DCM 稀释，然后用

0.1 mol/L 的盐酸和蒸馏水依次清洗 3 次有机层，无

水 Na2SO4 干燥后蒸除有机溶剂。混合物用柱层析

〔洗脱剂为 V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)＝4∶1〕纯化，

得目标产物Ⅳ。按上述方法共合成 19 个目标化合物

Ⅳa~Ⅳs。 

N-[(2-氯苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢枞醇

酯（Ⅳa）：白色晶体，产率 68.8%，m.p. 99.3~101.4 ℃。

FTIR (KBr)，ν/cm–1：3282, 2958, 2869, 1743, 1594, 

1486, 1383, 1357, 1240, 1218, 1162。1HNMR (400 MHz, 

CDCl3)，δ：7.52 (dd, J = 8.2、1.4 Hz, 1H), 7.30 (dd, 

J = 8.0、1.4 Hz, 1H), 7.16 (dd, J = 8.4、1.7 Hz, 1H), 

7.08~7.03 (m, 2H), 6.90 (dd, J = 8.1、1.7 Hz, 1H), 6.78 
(d, J = 1.2 Hz, 1H), 3.96 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.76 (d, 
J = 10.7 Hz, 1H), 2.81~2.72 (m, 2H), 2.71~2.60 (m, 
1H), 2.18 (d, J = 12.6 Hz, 1H), 1.62 (dd, J = 9.3、4.3 Hz, 
2H), 1.57~1.53 (m, 1H), 1.45~1.41 (m, 1H), 1.28 (d, J = 
4.0 Hz, 1H), 1.25~1.22 (m, 1H), 1.22~1.19 (m, 1H), 
1.16 (s, 1H), 1.15 (s, 3H), 1.13 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 
0.83 (s, 3H)。13CNMR (101 MHz, CDCl3)，δ：150.7, 
146.9, 145.7, 134.5, 132.9, 129.8, 128.0, 126.9, 126.3, 
124.8, 124.2, 124.0, 121.9, 77.4, 77.1, 76.8, 75.0, 60.6, 
44.1, 38.2, 37.4, 37.1, 35.4, 33.5, 30.0, 25.2, 24.0, 
24.0, 21.1, 19.0, 18.4, 17.2, 14.2。ESI-MS，m/Z：

C27H35ClN2O4S [M+Na]+理论值 541.19，测试值 541.19。 

N-[(3-氯苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢枞醇

酯（Ⅳb）：白色晶体，产率 28.2%，m.p. 65.2~67.4 ℃。

FTIR (KBr)，v/cm–1：3269, 2958, 2869, 1723, 1597, 1476, 

1405, 1350, 1245, 1214, 1160。1HNMR (400 MHz, 

CDCl3)，δ：7.58 (d, J = 10.5 Hz, 2H), 7.18 (dd, J = 

3.0、2.0 Hz, 1H), 7.12 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 

8.2 Hz, 1H), 6.90 (dd, J = 8.1、1.6 Hz, 1H), 6.78 (s, 
1H), 3.95 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.75 (d, J = 10.7 Hz, 
1H), 2.81~2.70 (m, 2H), 2.69~2.57 (m, 1H), 2.18 (d, 
J = 12.8 Hz, 1H), 1.62~1.58 (m, 2H), 1.41 (dd, J = 
11.2、3.5 Hz, 1H), 1.27 (d, J = 13.1 Hz, 2H), 1.24~1.20 
(m, 1H), 1.19 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 1.16 (s, 1H), 1.14 (s, 
3H), 1.13 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 0.82 (s, 3H)。13CNMR 

(101 MHz, CDCl3)，δ：151.4, 146.9, 145.8, 137.0, 
135.1, 134.5, 130.5, 126.9, 126.3, 124.2, 124.0, 122.0, 
120.1, 77.4, 77.1, 76.8, 74.9, 60.6, 44.0, 38.2, 37.3, 
37.1, 35.4, 33.5, 29.9, 25.1, 24.0, 24.0, 21.0, 19.0, 
18.4, 17.2, 14.2 。 ESI-MS ， m/Z ： C27H35ClN2O4S 

[M+Na]+理论值 541.19，测试值 541.19。 

N-[(4-氯苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢枞醇

酯（Ⅳc）：白色晶体，产率 24.2%，m.p. 125.2~ 

127.1 ℃。FTIR (KBr)，v/cm–1：3282, 2958, 2869, 1743, 
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1616, 1594, 1486, 1457, 1357, 1240, 1218, 1162。
1HNMR (400 MHz, CDCl3)，δ：7.81 (s, 2H), 7.26 (d, 
J = 8.7 Hz, 2H), 7.17 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.04 (s, 1H), 
6.91 (s, 1H), 4.11 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 3.78 (d, J = 10.7 
Hz, 1H), 2.87 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 2.77~2.65 (m, 1H), 
2.30 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 1.71 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 
1.53 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 1.46 (s, 1H), 1.44 (s, 1H), 
1.36 (s, 1H), 1.32 (s, 1H), 1.30 (s, 1H), 1.26 (s, 3H), 
1.24 (s, 3H), 1.22 (s, 3H), 0.93 (s, 3H)。13CNMR (101 

MHz, CDCl3)，δ：157.7, 151.4, 147.3, 146.9, 145.9, 
145.7, 134.9, 134.5, 134.4, 131.9, 129.6, 126.9, 124.2, 
124.2, 124.0, 123.9, 123.5, 122.5, 77.4, 77.1, 76.8, 
74.6, 73.0, 60.5, 44.6, 43.9, 43.8, 38.3, 38.2, 37.4, 
37.3, 37.1, 37.0, 35.5, 35.3, 33.5, 30.1, 29.9, 25.3, 
25.20, 24.0, 19.1, 19.0, 18.6, 18.5, 18.4, 17.4, 17.2, 
17.1, 14.2。ESI-MS，m/Z：C27H35ClN2O4S [M+H]+

理论值 519.19，测试值 519.14。 

N-[(2-溴苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢枞醇

酯（Ⅳd）：黄色晶体，产率 60.1%，m.p. 153.3~ 

155.6 ℃。FTIR (KBr)，v/cm–1：3480, 2961, 2869, 1715, 

1602, 1482, 1406, 1336, 1236, 1162, 1067。1HNMR 

(400 MHz, CDCl3)，δ：7.66 (d, J = 17.5 Hz, 2H), 7.44 

(s, 1H), 7.37 (dd, J = 5.8、3.1 Hz, 1H), 7.16 (s, 1H), 
7.01 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 6.90 (s, 1H), 4.06 (d, J = 10.7 
Hz, 1H), 3.86 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 2.86 (qd, J = 14.2、
6.4 Hz, 2H), 2.80~2.68 (m, 1H), 2.29 (d, J = 12.8 Hz, 
1H), 1.72 (dd, J = 11.3、5.0 Hz, 2H), 1.69~1.66 (m, 

1H), 1.52 (dd, J = 11.2、3.4 Hz, 1H), 1.37 (s, 1H), 
1.35~1.31 (m, 1H), 1.29 (s, 1H), 1.27 (s, 1H), 1.25 (s, 
3H), 1.23 (s, 3H), 1.22 (s, 3H), 0.93 (s, 3H)。13CNMR 

(101 MHz, CDCl3)，δ：151.3, 146.9, 145.8, 137.1, 
134.5, 130.8, 129.3, 126.9, 124.9, 124.2, 123.9, 122.9, 
120.6, 77.4, 77.1, 76.7, 74.9, 60.6, 44.0, 38.2, 37.3, 
37.1, 35.3, 33.5, 29.9, 25.1, 24.0, 24.00, 21.0, 19.0, 
18.4, 17.2, 14.2 。 ESI-MS ， m/Z ： C27H35BrN2O4S 

[M+H]+理论值 563.15，测试值 563.17。 

N-[(3-溴苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢枞醇

酯（Ⅳe）：黄色晶体，产率 55.4%，m.p. 148.3~ 

150.2 ℃。FTIR (KBr)，v/cm–1：3351, 3247, 2922, 1682, 

1595, 1544, 1474, 1342, 1301, 1208, 1163。1HNMR 

(400 MHz, CDCl3)，δ：7.66 (d, J = 17.5 Hz, 2H), 7.44 

(s, 1H), 7.37 (dd, J = 5.8、3.1 Hz, 1H), 7.16 (s, 1H), 
7.01 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 6.90 (s, 1H), 4.06 (d, J = 
10.7 Hz, 1H), 3.86 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 2.86 (qd, J = 
14.2、6.4 Hz, 2H), 2.80~2.68 (m, 1H), 2.29 (d, J = 12.8 

Hz, 1H), 1.72 (dd, J = 11.3、5.0 Hz, 2H), 1.69~1.66 (m, 

1H), 1.52 (dd, J = 11.2、3.4 Hz, 1H), 1.37 (s, 1H), 
1.35~1.31 (m, 1H), 1.29 (s, 1H), 1.27 (s, 1H), 1.25 (s, 
3H), 1.23 (s, 3H), 1.22 (s, 3H), 0.93 (s, 3H)。13CNMR 

(101 MHz, CDCl3)，δ：151.3, 146.9, 145.8, 137.1, 
134.5, 130.8, 129.3, 126.9, 124.9, 124.20, 124.0, 123.0, 

120.6, 77.4, 77.1, 76.7, 74.9, 60.5, 44.0, 38.2, 37.3, 
37.1, 35.3, 33.5, 29.9, 25.1, 24.0, 24.0, 21.0, 19.0, 18.4, 
17.2, 14.2。ESI-MS，m/Z：C27H35BrN2O4S [M+H]+理

论值 563.15，测试值 563.17。 

N-[(4-溴苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢枞醇

酯（Ⅳf）：浅黄色晶体，产率 71.9%，m.p. 85.2~ 

87.6 ℃。FTIR (KBr)，v/cm–1：3278, 2958, 2869, 1720, 

1649, 1490, 1470, 1398, 1351, 1215, 1162。1HNMR 

(400 MHz, CDCl3)，δ：7.30 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.07 (d, 

J = 8.1 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.91 (d, J = 
8.0 Hz, 1H), 6.81 (s, 1H), 3.99 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 
3.66 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 2.81~2.69 (m, 2H), 
2.67~2.54 (m, 1H), 2.18 (d, J = 12.7 Hz, 1H), 1.59 (dd, 
J = 11.2、7.3 Hz, 3H), 1.42~1.38 (m, 1H), 1.24~1.20 

(m, 2H), 1.18 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 1.16 (s, 1H)。
13CNMR (101 MHz, CDCl3)，δ：151.3, 146.9, 145.9, 

134.8, 134.4, 132.6, 127.0, 124.2, 124.03, 123.9, 112.0, 
77.4, 77.1, 76.8, 74.6, 43.8, 38.2, 37.3, 37.1, 35.3, 33.5, 
29.9, 25.2, 24.0, 18.9, 18.4, 17.2, 14.2。ESI-MS，m/Z：

C27H35BrN2O4S [M–H]–理论值 562.15，测试值 561.20。 

N-[(2-硝基苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢枞

醇酯（Ⅳg）：白色晶体，产率 45.4%，m.p. 148.3~ 

150.2 ℃。FTIR (KBr)，v/cm–1：3394, 2958, 2869, 1755, 

1612, 1492, 1455, 1413, 1382, 1220, 1162。1HNMR 

(400 MHz, CDCl3)，δ：8.04 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 

8.00~7.92 (m, 1H), 7.46 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 7.37 (t, 
J = 8.1 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.90 (d, J = 
10.0 Hz, 1H), 6.76 (s, 1H), 3.96 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 
3.73 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 2.76~2.71 (m, 2H), 2.60 (dd, 
J = 17.5、8.0 Hz, 1H), 2.17 (d, J = 13.1 Hz, 1H), 1.59 

(d, J = 5.8 Hz, 2H), 1.55~1.50 (m, 1H), 1.41 (d, J = 
3.6 Hz, 1H), 1.35 (dd, J = 8.9、3.7 Hz, 1H), 1.29 (d, 

J = 5.2 Hz, 1H), 1.25 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 1.19 (d, J = 
3.5 Hz, 1H), 1.14 (s, 6H), 1.12 (s, 3H), 1.10 (s, 3H)。
13CNMR (101 MHz, CDCl3)，δ：157.9, 151.4, 148.9, 

147.3, 146.8, 145.8, 145.7, 137.4, 134.8, 134.4, 130.4, 
127.0, 126.9, 126.9, 124.2, 124.2, 124.0, 123.9, 120.4, 
115.9, 100.0, 77.4, 77.1, 76.8, 75.0, 73.1, 44.0, 43.8, 
38.3, 38.2, 37.4, 37.3, 37.1, 37.0, 35.4, 35.3, 33.5, 30.1, 
29.9, 25.3, 25.2, 24.0, 24.0, 21.1, 19.0, 18.9, 18.6, 18.4, 
17.4, 17.1, 14.2。ESI-MS，m/Z：C27H35N3O6S [M–H]–

理论值 528.22，测试值 528.20。 

N-[(3-硝基苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢枞

醇酯（Ⅳh）：浅黄色晶体，产率 60.5%，m.p. 99.3~ 

101.4 ℃。FTIR (KBr)，ν/cm–1：3397, 2959, 2869, 

1727, 1620, 1534, 1459, 1417, 1349, 1221, 1162。
1HNMR (400 MHz, CDCl3)，δ：8.12 (s, 1H), 8.02 (s, 
1H), 7.94 (s, 2H), 7.40 (d, J = 34.4 Hz, 2H), 7.04 (d, 
J = 8.2 Hz, 1H), 6.90 (s, 1H), 6.75 (s, 1H), 3.96 (dd, 
J = 10.6、4.0 Hz, 1H), 3.74 (dd, J = 10.6、3.9 Hz, 1H), 

2.77~2.71 (m, 2H), 2.60 (dd, J = 17.9、8.1 Hz, 1H), 
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2.16 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 1.58 (s, 2H), 1.52 (s, 1H), 
1.40 (s, 1H), 1.37 (s, 1H), 1.27 (s, 1H), 1.25 (s, 1H), 
1.18 (s, 1H), 1.13 (s, 6H), 1.11 (s, 3H), 1.08 (s, 3H)。
13CNMR (101 MHz, CDCl3)，δ：151.3, 148.9, 146.8, 
145.9, 137.2, 134.4, 130.4, 127.2, 126.8, 124.2, 124.0, 
120.6, 116.1, 77.4, 77.1, 76.7, 75.0, 44.0, 38.2, 37.4, 
37.3, 37.1, 37.0, 35.4, 33.5, 29.8, 25.2, 25.1, 24.0, 
19.0, 18.3, 17.4, 17.1。ESI-MS，m/Z：C27H35N3O6S 

[M–H]–理论值 528.22，测试值 528.20。 

N-[(4-硝基苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢枞

醇酯（Ⅳi）：浅黄色晶体，产率 74.2%，m.p. 65.2~ 

67.4 ℃。FTIR (KBr)，v/cm–1：3459, 2959, 2869, 1698, 

1633, 1526, 1500, 1417, 1344, 1222, 1162。1HNMR 

(400 MHz, CDCl3)，δ：8.57 (s, 1H), 8.27 (s, 1H), 8.18 

(d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.16 (d, 
J = 8.2 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 6.87 (s, 1H), 
4.08 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.79 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 
2.87~2.80 (m, 2H), 2.70 (dd, J = 17.5、7.9 Hz, 1H), 

2.28 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 1.68 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 
1.63 (s, 1H), 1.51 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 1.48 (s, 1H), 
1.37 (s, 1H), 1.34 (s, 1H), 1.29 (s, 1H), 1.25 (s, 6H), 
1.24 (s, 3H), 1.20 (s, 3H)。 13CNMR (101 MHz, 

CDCl3)，δ：158.2, 151.2, 147.2, 146.8, 146.0, 145.7, 

144.6, 142.0, 134.8, 134.3, 126.9, 125.4, 124.2, 124.1, 
123.9, 119.7, 77.4, 77.1, 76.8, 74.9, 73.2, 43.9, 43.8, 
38.3, 38.2, 37.4, 37.3, 37.2, 37.0, 35.5, 35.3, 33.5, 
30.1, 29.9, 25.3, 25.2, 24.0, 24.0, 19.0, 18.6, 18.3, 
17.4, 17.2。ESI-MS，m/Z：C27H35N3O6S [M–H]–理论

值 528.22，测试值 528.20。 

N-[(2-氟苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢枞醇

酯（Ⅳ j）：白色晶体，产率 66.5%，m.p. 146.6~ 

148.9 ℃。FTIR (KBr)，v/cm–1：3361, 3222, 2927, 1680, 

1601, 1500, 1471, 1418, 1352, 1260, 1164。1HNMR 

(400 MHz, CDCl3)，δ：7.44 (td, J = 7.9、1.7 Hz, 1H), 

7.09~7.04 (m, 2H), 7.02 (dd, J = 9.2、1.3 Hz, 1H), 

7.00~6.93 (m, 1H), 6.90 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.78 (s, 
1H), 3.97 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.77 (d, J = 10.7 Hz, 
1H), 2.82~2.72 (m, 2H), 2.67 (dd, J = 17.2、8.2 Hz, 

1H), 2.19 (d, J = 12.7 Hz, 1H), 1.62 (dd, J = 9.3、4.4 Hz, 

2H), 1.58~1.53 (m, 1H), 1.46~1.41 (m, 1H), 1.32~1.28 
(m, 1H), 1.25 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 1.22 (d, J = 4.1 Hz, 
1H), 1.17 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 1.15 (s, 3H), 1.13 (s, 
3H), 1.12 (s, 3H), 0.84 (s, 3H)。13CNMR (101 MHz, 

CDCl3)，δ：155.6, 153.2, 151.0, 150.9, 146.9, 145.7, 

134.5, 127.2, 127.1, 126.9, 125.0, 124.9, 124.2, 124.1, 
123.9, 123.8, 123.7, 116.0, 115.8, 77.4, 77.1, 76.8, 
75.1, 44.2, 38.2, 37.4, 37.1, 35.4, 33.5, 29.9, 25.2, 
24.0, 24.0, 19.00, 18.4, 17.2, 14.2。ESI-MS，m/Z：

C27H35FN2O4S [M–H]–理论值 501.23，测试值 501.20。 

N-[(3-氟苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢枞醇

酯（Ⅳk）：白色晶体，产率 60.1%，m.p. 153.3~ 

155.6 ℃。FTIR (KBr)，ν/cm–1：3342, 3253, 2926, 

1689, 1615, 1493, 1460, 1407, 1343, 1232, 1167。
1HNMR (400 MHz, CDCl3)，δ：7.72 (d, J = 36.1 Hz, 
2H), 7.16~7.10 (m, 1H), 7.06 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 
6.94~6.90 (m, 1H), 6.87~6.82 (m, 1H), 6.78 (s, 1H), 
3.94 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.74 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 
2.80~2.69 (m, 2H), 2.68~2.56 (m, 1H), 2.18 (d, J = 
12.8 Hz, 1H), 1.60 (dd, J = 10.3、5.6 Hz, 2H), 1.54 (dd, 

J = 10.4、7.0 Hz, 1H), 1.41 (dd, J = 11.0、3.7 Hz, 1H), 
1.25 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 1.23~1.20 (m, 1H), 1.18 (s, 
1H), 1.16 (s, 1H), 1.14 (s, 3H), 1.12 (s, 3H), 1.11 (s, 
3H), 0.82 (s, 3H)。13CNMR (101 MHz, CDCl3)，δ：
164.3, 161.9, 151.3, 146.9, 145.8, 137.4, 137.3, 134.5, 
130.8, 130.7, 126.9, 124.2, 124.0, 117.3, 117.3, 113.1, 
112.9, 109.3, 109.1, 77.4, 77.1, 76.7, 74.8, 60.5, 44.0, 
38.2, 37.3, 37.1, 35.4, 33.5, 29.8, 25.1, 24.0, 23.9, 
21.0, 19.0, 18.4, 17.1, 14.2 。 ESI-MS ， m/Z ：

C27H35FN2O4S [M–H]–理论值 501.23，测试值 501.22。 

N-[(2-甲基苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢枞

醇酯（Ⅳ l）：白色晶体，产率 77.4%，m.p. 67.2~ 

69.2 ℃。FTIR (KBr)，v/cm–1：3279, 2958, 2869, 1724, 

1610, 1498, 1460, 1383, 1351, 1228, 1162。1HNMR 

(400 MHz, CDCl3)，δ：7.42 (dd, J = 11.9、7.6 Hz, 1H), 
7.27~7.21 (m, 1H), 7.15~7.11 (m, 1H), 7.05 (ddd, J = 
12.9、7.7 和 5.8 Hz, 3H), 6.90 (s, 1H), 6.78 (s, 1H), 
3.99 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 3.75 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 
2.83~2.63 (m, 3H), 2.25 (s, 3H), 2.19 (d, J = 12.7 Hz, 
1H), 1.67~1.61 (m, 3H), 1.47~1.41 (m, 1H), 1.28 (d, 
J = 3.4 Hz, 1H), 1.25 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 1.21 (d, J = 
4.0 Hz, 1H), 1.18 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 1.15 (s, 3H), 
1.13 (d, J = 3.2 Hz, 6H), 0.84 (s, 3H)。13CNMR 

(101 MHz, CDCl3)，δ：151.4, 146.9, 145.8, 136.5, 
134.5, 132.9, 130.1, 126.9, 124.2, 124.0, 123.0, 77.4, 
77.1, 76.8, 74.6, 60.5, 43.9, 38.2, 37.3, 37.1, 35.3, 
33.5, 31.5, 30.2, 29.9, 29.7, 25.2, 24.0, 23.9, 21.0, 
19.0, 18.4, 17.2, 14.2。ESI-MS，m/Z：C28H38N2O4S 

[M–H]–理论值 497.26，测试值 497.20。 

N-[(4-甲基苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢枞

醇酯（Ⅳm）：白色晶体，产率 30.9%，m.p. 85.2~ 

87.6 ℃。FTIR (KBr)，v/cm–1：3287, 2959, 2869, 1728, 

1599, 1498, 1477, 1389, 1361, 1208, 1169。1HNMR 

(400 MHz, CDCl3)，δ：7.21~7.16 (m, 1H), 7.07 (d, J = 
8.2 Hz, 1H), 7.00 (s, 3H), 6.91 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 
6.78 (s, 1H), 3.99 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.71 (d, J = 
10.7 Hz, 1H), 2.80~2.63 (m, 3H), 2.25 (s, 3H), 2.18 (d, 
J = 12.8 Hz, 1H), 1.63 (dd, J = 9.1、4.4 Hz, 2H), 

1.57~1.51 (m, 1H), 1.41 (dd, J = 9.0、5.7 Hz, 1H), 1.25 
(d, J = 7.0 Hz, 2H), 1.21 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 1.18 (s, 
1H), 1.14 (s, 3H), 1.13 (s, 3H), 1.12 (s, 3H), 0.83 (s, 
3H)。13CNMR (101 MHz, CDCl3)，δ：151.4, 146.9, 
145.8, 136.5, 134.5, 132.9, 130.1, 126.9, 124.2, 124.0, 
123.0, 77.4, 77.1, 76.8, 74.6, 60.5, 43.9, 38.2, 37.3, 
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37.1, 35.3, 33.5, 31.5, 30.2, 29.9, 29.7, 25.2, 24.0, 
23.9, 21.0, 19.0, 18.4, 17.2, 14.2。ESI-MS，m/Z：

C28H38N2O4S [M–H]–理论值 497.26，测试值 498.00。 

N-(苯氨基磺酰基)氨基甲酸去氢枞醇酯（Ⅳn）：

白色晶体，产率 77.2%，m.p. 125.2~127.1 ℃。FTIR 

(KBr)，v/cm–1：3288, 2959, 2869, 1728, 1640, 1477, 

1437, 1389, 1361, 1208, 1169。1HNMR (400 MHz, 

CDCl3)，δ：7.35 (d, J = 23.4 Hz, 2H), 7.20 (s, 1H), 7.11 

(d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.06 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.90 (d, 
J = 8.1 Hz, 1H), 6.78 (s, 1H), 3.96 (d, J = 10.7 Hz, 
1H), 3.73 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 2.80~2.59 (m, 3H), 
2.18 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 1.63~1.59 (m, 2H), 1.57~ 
1.50 (m, 1H), 1.40 (dd, J = 9.7、5.0 Hz, 1H), 1.32~1.23 

(m, 2H), 1.22 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 1.18 (s, 1H), 1.14 (s, 
3H), 1.13 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 0.82 (s, 3H)。13CNMR 

(101 MHz, CDCl3)，δ：151.4, 146.9, 145.8, 135.7, 

134.5, 129.5, 126.9, 126.4, 124.2, 124.0, 122.5, 77.4, 
77.1, 76.8, 74.7, 44.0, 38.2, 37.3, 37.1, 35.3, 33.5, 
29.9, 25.2, 24.0, 23.9, 19.0, 18.4, 17.2。ESI-MS，m/Z：

C27H36N2O4S [M–H]–理论值 483.26，测试值 483.20。 

N-(N',N'-二苯基氨基磺酰基)氨基甲酸去氢枞醇

酯（Ⅳo）：淡蓝色晶体，产率 66.5%，m.p. 146.6~ 

148.9 ℃。FTIR (KBr)，v/cm–1：3237, 2958, 2930, 1755, 

1648, 1492, 1454, 1370, 1242, 1189, 1151。1HNMR 

(400 MHz, CDCl3)，δ：7.55 (d, J = 7.3 Hz, 4H), 7.33 

(dt, J = 20.6, 6.9 Hz, 6H), 7.19 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 
7.02 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.89 (s, 1H), 4.13 (d, J = 10.7 
Hz, 1H), 3.87 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 2.97~2.76 (m, 3H), 
2.30 (d, J = 12.7 Hz, 1H), 1.78 (dd, J = 9.6、4.9 Hz, 

2H), 1.67 (dd, J = 10.4、6.9 Hz, 1H), 1.55 (dd, J = 9.6、

5.2 Hz, 1H), 1.42~1.30 (m, 4H), 1.24 (d, J = 1.6 Hz, 
6H), 1.23 (s, 3H), 0.95 (s, 3H)。13CNMR (101 MHz, 

CDCl3)，δ：150.4, 146.9, 145.8, 140.9, 134.5, 129.5, 

128.4, 127.9, 126.9, 124.2, 124.0, 77.4, 77.1, 76.8, 
74.6, 44.0, 38.2, 37.3, 37.1, 35.3, 33.5, 30.0, 25.2, 
24.0, 23.9, 19.0, 18.4, 17.2 。 ESI-MS ， m/Z ：

C33H40N2O4S [M–H]–理论值 559.27，测试值 559.20。 

N-[(N'-乙基-N'-苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢

枞醇酯（Ⅳp）：白色晶体，产率 77.4%，m.p. 67.2~ 

69.2 ℃。FTIR (KBr)，v/cm–1：3255, 2959, 2950, 1750, 

1595, 1494, 1454, 1381, 1226, 1175, 1140。1HNMR 

(400 MHz, CDCl3)，δ：7.33 (td, J = 5.2、2.0 Hz, 4H), 
7.20 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.02 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.90 
(s, 1H), 4.16 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 4.02~3.91 (m, 2H), 
3.85 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 2.99~2.80 (m, 3H), 2.33 (d, 
J = 12.8 Hz, 1H), 1.81 (dd, J = 10.3、5.9 Hz, 2H), 

1.73~1.67 (m, 1H), 1.58 (dd, J = 11.4、3.5 Hz, 1H), 
1.45 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 1.43~1.35 (m, 2H), 1.28 (d, 
J = 7.2 Hz, 1H), 1.25 (s, 3H), 1.24 (s, 3H), 1.22 (s, 
3H), 1.12 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 0.98 (s, 3H)。13CNMR 

(101 MHz, CDCl3)，δ：151.3, 147.0, 145.8, 138.0, 
134.5, 129.7, 129.5, 129.1, 128.5, 126.9, 124.2, 124.0, 
77.4, 77.1, 76.8, 74.3, 49.2, 44.0, 38.3, 37.3, 37.2, 
35.4, 33.5, 29.9, 25.20 24.0, 23.9, 19.1, 18.4, 17.3, 
14.5, 14.2。ESI-MS，m/Z：C29H40N2O4S [M–H]–理论

值 511.27，测试值 511.26。 

N-[(N'-甲基-N'-苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢

枞醇酯（Ⅳq）：白色晶体，产率 63.9%，m.p. 62.3~ 

65.8 ℃。FTIR (KBr)，v/cm–1: 3255, 2959, 2950, 1750, 

1595, 1494, 1454, 1381, 1226, 1175, 1140。1HNMR 

(400 MHz, CDCl3)，δ：7.40~7.30 (m, 4H), 7.20 (d, J = 
7.2 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.91 (s, 1H), 
4.13 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 3.84 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 
3.51 (d, J = 1.6 Hz, 3H), 2.97~2.81 (m, 3H), 2.32 (d, 
J = 12.7 Hz, 1H), 1.80 (dd, J = 9.1、4.6 Hz, 2H), 1.69 
(d, J = 13.5 Hz, 1H), 1.60~1.54 (m, 1H), 1.44 (d, J = 
16.0 Hz, 2H), 1.38 (s, 1H), 1.35 (s, 1H), 1.25 (s, 6H), 
1.23 (s, 3H), 0.97 (s, 3H)。 13CNMR (101 MHz, 

CDCl3)，δ：151.37, 146.96, 145.78, 140.57, 134.50, 
129.42, 129.32, 127.97, 126.89, 126.82, 124.16, 
123.95, 118.78, 113.72, 77.39, 77.08, 76.76, 74.45, 
44.03, 41.00, 38.26, 37.34, 37.16, 35.36, 33.47, 31.54, 
29.94, 25.21, 24.02, 23.99, 19.04, 18.42, 17.24。

ESI-MS，m/Z：C28H38N2O4S [M–H]–理论值 497.26，

测试值 497.25。 

N-[(4-甲氧基苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢

枞醇酯（Ⅳr）：白色晶体，产率 59.4%，m.p. 120.6~ 

122.9 ℃。FTIR (KBr)，ν/cm–1：3255, 2959, 2950, 

1750, 1595, 1494, 1454, 1381, 1226, 1175, 1140。
1HNMR (400 MHz, CDCl3)，δ：7.13 (s, 1H), 7.05 (d, 
J = 9.1 Hz, 2H), 6.91 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 6.79 (s, 1H), 
6.70 (d, J = 12.2 Hz, 2H), 4.01 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 
3.72 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 3.70 (d, J = 3.5 Hz, 3H), 
2.80~2.64 (m, 3H), 2.19 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 1.65 (s, 
2H), 1.58~1.53 (m, 1H), 1.43 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 1.38 
(d, J = 21.9 Hz, 1H), 1.28 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 1.23 (s, 
1H), 1.17 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 1.14 (s, 3H), 1.12 (s, 
6H), 0.84 (s, 3H)。13CNMR (101 MHz, CDCl3)，δ：
158.5, 151.5, 146.9, 145.8, 134.5, 128.1, 126.9, 125.5, 
124.2, 124.0, 114.7, 77.4, 77.1, 76.7, 74.6, 55.5, 43.9, 
38.2, 37.33 37.1, 35.3, 33.5, 29.9, 25.2, 24.0, 23.9, 
19.0, 18.4, 17.2, 14.2。ESI-MS，m/Z：C28H38N2O5S 

[M+Na]+理论值 537.25，测试值 537.24。 

N-[(N'-三氟甲基-N'-苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸

去氢枞醇酯（Ⅳs）：白色晶体，产率 59.4%，m.p. 

120.6~122.9 ℃。FTIR (KBr)，v/cm–1：3255, 2959, 
2950, 1750, 1595, 1494, 1454, 1381, 1226, 1175, 
1140。1HNMR (400 MHz, CDCl3)，δ：7.90 (s, 1H), 
7.45 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.06 
(d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.78 (s, 
1H), 3.97 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 3.68 (d, J = 10.7 Hz, 
1H), 2.78~2.69 (m, 2H), 2.65~2.55 (m, 1H), 2.17 (d, 
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J = 12.9 Hz, 1H), 1.63~1.57 (m, 2H), 1.53~1.48 (m, 
1H), 1.39 (dd, J = 11.3、3.2 Hz, 1H), 1.25 (s, 1H), 1.21 
(d, J = 3.6 Hz, 1H), 1.18 (s, 1H), 1.16 (s, 1H), 1.13 (s, 
3H), 1.12 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 0.80 (s, 3H)。13CNMR 

(101 MHz, CDCl3)，δ：151.3, 146.8, 145.9, 139.1, 
134.4, 128.0, 126.9, 126.8, 126.7, 125.2, 124.2, 124.0, 
122.5, 121.0, 77.4, 77.1, 76.7, 74.7, 60.6, 43.8, 38.2, 
37.3, 37.1, 35.3, 33.5, 29.8, 25.2, 24.0, 23.9, 21.0, 
18.9, 18.3, 18.2, 17.2, 14.2 。 ESI-MS ， m/Z ：

C28H35F3N2O4S [M–H]–理论值 551.22，测试值 551.22。 

1.2.4  MTT 实验 

将 T-24、HepG 2、MCF-7、MGC-803、Hela 和

LO2 6 种细胞株以每孔 3000 个细胞接种到 96 孔板

上，每孔体积 180 µL，放入培养箱于 37 ℃培养 24 

h 后加入待测药物，设置 6 个药物质量浓度梯度，

每个质量浓度设置 3 个复孔，每孔 20 µL。阳性对

照为五氟尿嘧啶（5-FU），阴性对照组加入含体积分

数 1% DMSO 的 DMEM 培养基，放入培养箱继续培

养 44 h 后加 MTT（质量浓度 5 g/L），每孔 20 µL，

再继续培养 4 h 后终止。小心吸弃孔内培养液中的

上清液，每孔加 150 µL 的 DMSO，振荡 10 min，使

结晶物充分溶解，用酶标仪在 490 nm 波长下测定其

吸光度（OD）。根据下式计算细胞生长抑制率，再

用 SPSS 软件计算药物半抑制浓度（IC50）。 

 
OD OD

/ % 100
OD

 
对照组 实验组

对照组

生长抑制率  （1） 

1.2.5  细胞集落形成实验 

将 T-24 细胞以每孔 3000 个的密度均匀接种于 6

孔板中。在培养箱中于 37 ℃培育 24 h 后，其中 3

个孔内吸出培养液更换为含 3 种浓度Ⅳd（30、20、

10 µmol/L）的新鲜培养液（含体积分数 1%双抗和体

积分数 10%血清的 DMEM 培养基），另外 1 个孔吸

出培养液更换为含体积分数 0.1% DMSO 的新鲜培

养液作为实验对照组，每孔 20 µL。每 3 d 更换一次

培养液，培养 12 d 后，去除培养液，用质量浓度为

40 g/L 的多聚甲醛溶液固定 15 min 后，再用结晶紫染

色液染色 15 min，弃去结晶紫染料，用 PBS 清洗 3

次后置于电热鼓风干燥箱中于 37 ℃干燥 30 min，最

后拍照[28]。用 Image J 软件统计克隆形成率： 

 克隆形成率/%＝克隆细胞数/接种细胞数×100（2） 

1.2.6  细胞形态学分析实验 

将 T-24 细胞制成单细胞悬液，并以每孔 1×104

个细胞的密度将其接种于 6 孔板上。于 37 ℃培养

24 h 后，其中 3 个孔内吸出培养液更换为含 3 种浓度

Ⅳd（30、20、10 µmol/L）的新鲜培养液，另外 1

个孔吸出培养液更换为含体积分数 0.1% DMSO

的新鲜培养液作为实验对照组，每孔 20 µL。继续

培养 48 h 后，弃去培养液并用 PBS 清洗，除去死

去的悬浮细胞，再加入 Hoechst-33258 染色液覆盖

样品，室温避光放置 3~5 min。然后吸除 Hoechst- 

33258 染色液并用 PBS 清洗样品 3 次，每次 3~ 

5 min。最后直接放在研究级倒置荧光成像系统显微

镜下观察并拍照。 

1.2.7  细胞周期实验 

将 T-24 细胞制成单细胞悬液，并以每孔 1×105

个细胞的密度将其接种于 6 孔板上，置于 CO2 培养

箱中。于 37 ℃培养 24 h 后，其中 3 个孔内吸出培

养液更换为含 3 种浓度Ⅳd（30、20、10 µmol/L）

的新鲜培养液，另外 1 个孔吸出培养液更换为含体

积分数 0.1% DMSO 的新鲜培养液作为实验对照组，

每孔 20 µL。继续培养 48 h 后，收集上清培养液至

各孔对应的 10 mL离心管中。各孔内加入 2 mL、4 ℃

的 PBS 轻轻洗涤细胞，然后将 PBS 溶液转移至上述

各孔对应的离心管中。孔内再加入 0.5 mL 胰蛋白酶

消化细胞，消化后回收溶液至各孔对应的离心管中。

用 5 mL 体积分数 75%的 4 ℃冰乙醇固定细胞，于

4 ℃冰箱冷藏保存 24 h 后取出固定细胞，用 500 µL

的 PI/RNAseA〔含 RNAseA 的碘化丙啶（PI）染色

液〕（质量浓度 100 µg/mL），轻轻吹散重悬，室温避

光 30 min，过 300 目筛后放入流式细胞仪进行测试。 

1.2.8  细胞凋亡实验 

将 T-24 细胞接种于 70 mm 的培养皿中，待细

胞生长至培养皿面积的 80%，置于 CO2 培养箱中，

于 37 ℃培养 24 h 后，其中 3 个培养皿中更换为含 3

种浓度Ⅳd（30、20、10 µmol/L）的新鲜培养液，

另外 1 个培养皿更换为含体积分数 0.1% DMSO 的

新鲜培养液作为实验对照组。继续培养 48 h 后，用

无 EDTA 胰酶消化，使用凋亡检测试剂盒检测，每个

待测样品中分别加入 5 µL 的 PI 和 5 µL 的 Annexin 

V-FITC（重组人 Annexin V-FITC），轻轻重悬细胞，

室温避光 30 min。加入 100 µL 的 1×binding buffer

（浓缩结合缓冲液），过 300 目筛后放在流式细胞

仪上进行测试（设不染、PI 单染、Annexin V-FITC

单染的凋亡细胞作为调试补偿；G1 期是 DNA 合

成前期；S 期是 DNA 合成期；G2 期是 DNA 合成

后期）。 

1.2.9  蛋白质免疫印迹实验 

将 T-24 细胞接种于 70 mm 培养皿中，待细胞

生长至培养皿面积的 80%，其中 4 个培养皿中加入

不同浓度的化合物Ⅳd（0、10、20、30 µmol/L）培

养液，每个培养皿 20 µL 处理 48 h，然后裂解收集

细胞，用考马斯亮蓝法制备蛋白样品。蛋白质样品

用聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离后转移
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到聚偏二氟乙烯（PVDF）微孔膜上。将膜置于质量

浓度为 0.05 g/mL 的脱脂牛奶中封闭 2 h 后，加入不

同蛋白的特异性抗体，于 4 ℃孵育过夜，加入二抗

孵育 2 h，最后用化学发光检测仪进行检测。每次实

验均以 β-肌动蛋白（β-actin）作为内参校正。用 Image 

J 软件分析条带的灰度并计算蛋白质的相对含量。 

2  结果与讨论 

2.1  体外抗肿瘤活性结果分析 

表 1 为目标化合物Ⅳa~Ⅳs 对 T-24、HepG2、

MCF-7、MGC-803 和 Hela 细胞的体外抗肿瘤活性

测定结果。 

 
表 1  化合物 Ⅳa~Ⅳs 的体外抗肿瘤活性 

Table 1  Antitumor activities of compounds Ⅳa~Ⅳs in vitro 

IC50/(µmol/L) 
化合物 

T-24 HepG2 MCF-7 MGC-803 Hela LO2 

Ⅳa 35.38±2.36 >100 47.81±0.53 43.11±4.31 43.67±1.21 74.22±1.93 

Ⅳb 46.45±1.19 >100 49.21±1.35 42.76±2.31 47.31±2.13 81.65±1.67 

Ⅳc 47.89±0.94 >100 68.41±0.75 45.31±2.78 49.44±1.77 64.87±2.99 

Ⅳd 14.64±0.46 >100 35.74±0.23 32.16±1.82 21.67±0.86 81.55±1.73 

Ⅳe 34.67±0.79 89.31±2.12 42.17±1.63 44.12±2.17 43.23±1.21 78.33±2.75 

Ⅳf 32.56±1.95 79.32±1.73 39.38±1.43 42.38±3.01 40.02±3.11 64.37±1.73 

Ⅳg 35.68±2.37 68.79±3.88 65.09±1.43 49.76±1.03 46.39±3.09 49.33±1.29 

Ⅳh 48.58±1.57 68.91±2.19 52.38±1.51 48.33±3.57 47.12±2.33 64.44±2.30 

Ⅳi 47.89±2.16 32.77±1.86 43.92±1.19 47.41±3.31 49.24±1.18 71.22±1.53 

Ⅳj 72.46±2.03 92.34±1.83 74.12±1.33 68.34±1.66 72.34±1.56 >100 

Ⅳk 79.57±3.08 62.33±2.06 53.37±0.73 69.34±2.00 92.14±2.98 >100 

Ⅳl 45.88±1.39 43.72±1.14 38.79±0.97 46.11±3.03 48.44±1.12 69.32±1.91 

Ⅳm 56.44±2.47 64.36±4.11 42.77±1.02 48.29±2.60 69.34±1.38 88.34±3.03 

Ⅳn 60.38±0.93 82.36±3.90 45.77±1.13 62.17±1.19 61.48±2.06 72.91±2.67 

Ⅳo 31.56±1.63 61.01±2.67 38.68±0.71 44.39±3.46 42.33±0.67 >100 

Ⅳp 76.74±1.39 >100 62.89±0.59 >100 85.37±1.94 >100 

Ⅳq 78.91±3.65 89.34±2.67 36.51±1.97 79.31±1.55 82.42±2.87 83.09±3.45 

Ⅳr 33.88±1.32 32.21±0.56 35.89±1.31 41.06±0.99 41.53±1.88 >100 

Ⅳs 32.36±1.49 64.98±1.53 37.93±0.21 42.88±1.32 43.22±1.78 >100 

DHA >100 >100 >100 >100 >100 >100 

DHO 63.59±0.82 >100 44.98±0.13 >100 >100 80.84±0.27 

5-FU 32.89±1.67 43.41±0.88 48.45±2.38 38.49±3.08 49.77±2.03 46.45±1.91 

 
由表 1 可以看出，大部分目标化合物Ⅳa~Ⅳs

的抗肿瘤活性相对母体化合物（DHA 或 DHO）有

一定提高，部分化合物活性优于阳性对照 5-FU。

总体来说，目标化合物Ⅳa~Ⅳs 对 T-24、MCF-7

和 Hela 表现出较好的细胞毒性活性，而对 HepG2

和 MGC-803 细胞毒性活性较弱。化合物Ⅳd 是所

有测试化合物中对 T-24、MCF-7、MGC-803 和 Hela

细胞最有效的化合物，IC50 分别为(14.64±0.46)、

(35.74±0.23)、(32.16±1.82)和(21.67±0.86) µmol/L，

但对正常细胞（LO2）毒性较低〔IC50=(81.55±1.73) 

µmol/L〕。 

对于 T-24 细胞，苯环上有吸电子基团（—F、

—Cl、—Br、—NO2）时，2 位的取代活性比 3、4

位取代的活性好，如化合物Ⅳa 活性明显优于 3、4

位取代的Ⅳb 和Ⅳc；含卤素化合物中，取代基与活

性的关系为—Br>—Cl>—F，化合物Ⅳd、Ⅳf、Ⅳo

和Ⅳs 抑制活性优于阳性对照。对于 MCF-7 和 Hela

细胞，大部分目标化合物细胞毒性强于阳性对照，苯

环上连有—Br 时，化合物活性相对较好，连接—F

时活性较差。对于 HepG2 和 MGC-803 细胞只有个

别化合物活性较好。 

2.2  克隆形成实验结果分析 

图 1 为化合物Ⅳd 抑制 T-24 细胞的增殖结果。 
 

 
 

图 1  化合物Ⅳd 抑制 T-24 细胞的增殖结果 

Fig. 1  Proliferation of T-24 cells inhibited by compound Ⅳd 
 

从图 1 可以看出，持续作用 12 d 后，化合物Ⅳ

d 对 T-24 细胞有较强的克隆形成抑制能力，抑制作

用随着给药浓度的增加而增强。与对照组相比，10、
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20、30 µmol/L 剂量组的Ⅳd 均能抑制细胞的生长，

抑制克隆形成率分别为 18.67%、59.17%和 77.50%。 

2.3  Hoechst-33258 染色结果分析 

图 2 为化合物Ⅳd 处理 T-24 细胞 48 h 后细胞凋

亡形态学的变化结果。 
 

 
 

图 2  细胞凋亡形态学的变化 
Fig. 2  Morphological change of apoptosis 

 

从图 2 可以看出，对照组细胞用 Hoechst-33258

染色具有圆形均匀的核，呈现正常的蓝色荧光，没

有形态学改变；而Ⅳd 处理的 T-24 肿瘤细胞部分表

现出明亮的染色质浓缩和核碎裂，这是细胞凋亡的

标志。同时随着药物剂量的升高，凋亡现象更明显，

表明化合物Ⅳd 能够诱导 T-24 肿瘤细胞的凋亡，并

呈现一定的剂量依赖性。 

2.4  流式周期结果分析 

用流式细胞仪分析化合物Ⅳd 对 T-24 细胞周期

进程的影响，结果见图 3 和表 2。 

从图 3 和表 2 可以看出，药物作用 48 h 后，与

对照组相比，10、20、30 µmol/L 剂量组的 S 期细胞

百分率由 41.92%最高升至 60.72%，G1 期细胞百分

率由 50.47%最低降至 31.52%，G2 期细胞百分率变

化不大。与未经处理的细胞（对照组）相比，化合

物Ⅳd 诱导细胞明显阻滞于 S 期。 
 

 
 

a—对照组；b—10 µmol/L 剂量组；c—20 µmol/L 剂量组；d—

30 µmol/L 剂量组；横坐标代表流式上机时选用的通道 

图 3  化合物Ⅳd 对 T-24 细胞周期的影响 

Fig. 3  Effect of compound Ⅳd on cell cycle of T-24 cells 

 
表 2  不同组别不同周期的细胞百分率 

Table 2  Percentage of cells in different groups and different 
cycles 

各期细胞百分率/% 
Ⅳd 浓度/(µmol/L) 

G1 G2 S 

0（对照组） 50.47 7.64 41.92 

10 47.62 9.48 42.92 

20 31.52 9.50 58.98 

30 34.08 5.20 60.72 

 
2.5  Annexin V-FITC 和 PI 染色结果分析 

采用 Annexin V-FITC 和 PI 染色在流式细胞仪

检测不同浓度的Ⅳd 处理 T-24 细胞后的凋亡实验，

结果见图 4 和表 3。 
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从图 4 和表 3 可以看出，化合物Ⅳd 以浓度依

赖的方式显著促进 T-24 细胞凋亡，对照组、10、20、

30 µmol/L 剂量组的细胞凋亡率分别为 5.11%、

18.70%、65.00%和 75.50%。 

 

 
 

横纵坐标代表流式上机时选用的通道；Q1 代表机械损伤的细胞；Q2 代表晚期凋亡和坏死的细胞；Q3 代表早期凋亡的细胞；Q4 代表

正常细胞，下同 

图 4  化合物Ⅳd 对 T-24 细胞凋亡的影响 

Fig. 4  Effect of compound Ⅳd on apoptosis of T-24 cells 

 
表 3  不同Ⅳd 浓度下不同状态的细胞比例 

Table 3  Proportion of cells in different states at different 
Ⅳd concentrations 

不同Ⅳd 浓度下不同状态的细胞比例/% Ⅳd 浓度/ 
(µmol/L) Q1 Q2 Q3 Q4 

细胞 

凋亡率/%

0（对照组） 0.39 2.85 2.25 94.50 5.11 

10 0.40 14.30 4.40 80.90 18.70 

20 1.16 38.50 28.50 21.80 65.00 

30 79.10 57.60 17.90 16.50 75.50 

 
2.6  诱导 Bax/Bcl-2、Caspase 3、Caspase 9 的表达

结果分析 

图 5 和表 4 为不同浓度的Ⅳd 对 T-24 细胞 Bax、

Bcl-2、Caspase3 和 Caspase9 表达水平的影响。 
 

 
 

图 5  不同浓度的Ⅳd 对 T-24 细胞 Bax、Bcl-2、Caspase3

和 Caspase9 表达水平的影响 

Fig. 5  Effect of compound Ⅳd with different concentrations 
on expression level of Bax, Bcl-2, Caspase3 and 
Caspase9 in T-24 cells 

从图 5 和表 4 可以看出，采用 Western blot 的

方法检测Ⅳd 处理 48 h 后 T-24 中相关蛋白发生明显

变化，在线粒体通路中，化合物Ⅳd 能够上调 T-24

细胞中 Bax、Cleaved Caspase3、Cleaved Caspase9

和下调 Bcl-2、Caspase3、Caspase9 的表达水平，表

明Ⅳd 能够通过内源性线粒体通路诱导 T-24 的凋

亡，Bcl-2 家族蛋白和 Caspases 家族蛋白可能参与

了诱导膀胱癌 T-24 细胞凋亡的过程。 

 
表 4  不同Ⅳd 浓度下的相对蛋白表达量 

Table 4  Relative protein expression at different Ⅳ d 
concentrations 

相对蛋白表达量（β-Actin） 
蛋白质 

0 µmol/L 10 µmol/L 20 µmol/L 30 µmol/L

Bax 0.1133 0.1467 0.2987 0.9997

Bcl-2 0.9997 0.6890 0.4050 0.3243

Caspase3 0.9970 0.7346 0.1949 0.1632

Cleaved-Caspase3 0.0576 0.0924 0.1963 1.0649

Caspase9 0.9487 0.1364 0.0562 0.0295

Cleaved-Caspase9 0.1094 0.1575 0.2674 0.8656

 

3  结论 

以去氢枞酸为原料，经 LiAlH4 还原得到去氢

枞醇，再与 ClSO2NCO 原位反应并在磺胺末端引入

抗肿瘤活性基团，得到 19 个 N-(氨基磺酰基)氨基

甲酸去氢枞醇酯类目标化合物（Ⅳa~Ⅳs）。所有目

标化合物的结构经 FTIR、NMR 和 ESI-MS 确证。 

（1）部分目标化合物抗肿瘤活性优于阳性药

5-FU，其中 N-[(2-溴苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢

枞醇酯（Ⅳd）对膀胱癌细胞株 T-24 的细胞毒性活

性最好，IC50=(14.64±0.46) µmol/L。 
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（2）目标化合物Ⅳd 能明显诱导 T-24 阻滞于 S

期，并通过线粒体介导的内源性 Caspase 途径诱导

T-24 的凋亡。 

含有磺酰胺基团的氨基甲酸去氢枞醇酯衍生物

可能是一类具有药用研究前景的小分子化合物。

N-[(2-溴苯基)氨基磺酰基]氨基甲酸去氢枞醇酯有

望成为一种抗肿瘤候选化合物，但其抗肿瘤药效机

制还有待进一步研究。 
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