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羽扇豆醇-3-吡唑侧链衍生物的合成及其抗肿瘤作用 
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摘  要：目的  设计并合成了一系列羽扇豆醇-3-吡唑侧链衍生物，并考察其体外抗肿瘤活性。方法  以羽扇豆醇为原料，

通过取代和酰化反应得到目标化合物 4a～o。采用 MTT 法检测各化合物对 HepG2、MCF-7、A549、MRC-5 细胞增殖的影

响。使用 1、2、4 μmol/L 化合物 4a 作用 A549 细胞 48 h 后，采用 DCFH-DA 染色法检测细胞活性氧水平，流式细胞术

（AnnexinV-FITC/PI 法）检测细胞凋亡水平。分子对接分析化合物 4a 与 HSP90 蛋白的结合模式；Western blotting 法检测 A549

细胞中 HSP90 及凋亡途径相关蛋白表达水平。结果  合成了 15 个羽扇豆醇-3-吡唑侧链衍生物。化合物 4a 对 A549 细胞具

有较强的细胞毒性，以剂量相关方式促进活性氧的产生，通过氧化应激诱导细胞凋亡。化合物 4a 能够更稳定地结合到 HSP90

蛋白上。化合物 4a 显著下调 HSP90 和 B 淋巴细胞瘤相关 X 蛋白（Bax）蛋白的表达，同时上调 B 淋巴细胞瘤 2（Bcl-2）蛋

白的表达。结论  羽扇豆醇-3-吡唑侧链衍生物 4a 能够通过促进活性氧产生，导致细胞氧化应激，并诱导 A549 细胞凋亡。 
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Synthesis and antitumor activity of lupeol-3-pyrazole side chain derivatives 
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Abstract: Objective  To design and synthesize a series of lupeol-3-pyrazole side chain derivatives, and to study their antitumor 

activities in vitro. Methods  Starting from lupeol, the target compounds 4a — o were obtained through substitution and acylation 

reactions. MTT assay was used to detect the effect of compounds on the proliferation of HepG2, MCF-7, A549, and MRC-5 cells. 

A549 cells were treated with compound 4a at 1, 2, and 4 μmol/L for 48 h, and the level of reactive oxygen species (ROS) was detected 

by DCFH-DA staining, and cell apoptosis was detected by flow cytometry (AnnexinV-FITC/PI). The binding mode of compound 4a 

with HSP90 was analyzed by molecular docking, and Western blotting method was used to detect the expression levels of HSP90 and 

apoptosis-related proteins in A549 cells. Results  15 Lupeol-3-pyrazole side chain derivatives were synthesized. Compound 4a had a 

strong cytotoxicity on A549 cells, promoted the production of reactive oxygen species in a dose-dependent manner, induced apoptosis 

through oxidative stress. Compound 4a had a better binding affinity with HSP90, and significantly down-regulated the protein 

expression of HSP90 and Bax, but up-regulated the protein expression of Bcl-2. Conclusion  Lupeol-3-pyrazole side-chain derivative 

4a can promote the production of reactive oxygen species, induce cellular oxidative stress, and induce apoptosis in A549 cells. 
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肺癌是全球癌症相关死亡的主要原因，其发病

率约占所有恶性肿瘤的 18.7%[1-2]。根据研究数据，

全球每年新增肺癌确诊病例超过 240 万例，并导致

约 180 万患者死亡[3]。尽管化疗在肺癌治疗中占据

主导地位，但其临床应用受到剂量限制性毒性、化
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疗耐药性的显著限制[4]。因此开发高效低毒的抗肺

癌药物已成为当前药物研究领域的重要方向。天然

产物，尤其是植物来源的活性成分，在药物研发中

具有重要作用。近年来，天然的五环三萜类化合物

因其显著的抗肿瘤活性而受到广泛关注，已成为癌
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症治疗领域极具潜力的候选药物[5-6]。羽扇豆醇是一

种广泛存在于可食用水果、蔬菜和药用植物中的天

然五环三萜类化合物[7]。羽扇豆醇具有抗炎、抗肿

瘤、抗氧化、促进伤口愈合等作用，对关节炎、糖

尿病、心脏病、肾毒性损伤、肝毒性损伤有一定的

治疗作用[8]。近年来，羽扇豆醇的抗肿瘤作用引起

了广泛关注，其对多种恶性肿瘤（如肺癌、肝癌、

结肠直肠癌、前列腺癌、骨肉瘤和黑色素瘤等）均

表现出抑制作用[9]。尤其是羽扇豆醇在肺癌治疗中

的作用机制研究已成为当前研究热点[3]。He 等[10]发

现羽扇豆醇三萜通过线粒体介导的细胞凋亡、活性

氧（ROS）生成、线粒体膜电位丧失和哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白/磷脂酰肌醇 3 激酶（mTOR/PI3K）下

调在 A427 人肺癌细胞中表现出有效的抗肿瘤作

用。Min 等[11]研究发现羽扇豆醇抑制表皮生长因子

受体/信号转导和转录激活因子 3（EGFR/STAT3）

活性，有助于诱导人非小细胞肺癌细胞凋亡。Bhatt

等[12]研究表明羽扇豆醇能够靶向细胞外信号调节

激酶（ERK）和有丝分裂原激活蛋白激酶（MEK）

蛋白，对 A549 细胞无毒，且抑制其迁移，降低

pERK1/2、上皮–间质转化（EMT）基因表达，有

望成为肺癌治疗中潜在的 ERK 通路抑制剂。氨基

甲酸酯基团作为一类重要的有机化合物，其氨基和

羧基部分被烷基、芳基或烷基芳基等多种取代基所

修饰。如多西紫杉醇、丝裂霉素 C 中均含有氨基甲

酸酯结构单元[13-14]。本课题组前期研究合成的羽扇

豆醇-3-氨基甲酸酯衍生物能够通过抑制磷脂酰肌

醇 3 激酶/蛋白激酶 B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（PI3K/Akt/mTOR）通路诱导 HepG2 细胞凋亡[15]。

此外，吡唑基团在抗肿瘤药物中具有重要地位，如

鲁索替尼、巴瑞替尼和克唑替尼的结构中均含有吡

唑基团，并在靶向治疗方面发挥重要作用[16-18]。基

于以上研究，本实验设计在羽扇豆醇 C-3 位连接氨

基甲酸酯基团的基础上，在哌嗪基的末端亚氨基引

入吡唑基团，合成一系列新型羽扇豆醇-3-吡唑侧链

衍生物（图 1），为开发新型抗肿瘤药物提供参考。 

1  仪器与试剂 

Thermo Scientific NMR 600 型核磁共振仪（美

国赛默飞世尔科技公司）；Waters Xevo G2-XS 型高

分辨质谱仪（美国沃特世公司）；HH-3 型恒温加热 
 

 

图 1  羽扇豆醇-3-吡唑侧链衍生物的设计思路 

Fig. 1  Design strategy for lupeol-3-pyrazole side chain derivatives 
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磁力搅拌器（北京华恒仪器设备有限公司）；Buchi 

Rotavapor R-215 型旋转蒸发仪（瑞士步琦公司）；

HH.CP-150 二氧化碳培养箱（上海海恒科技有限公

司）；SPARK 多功能酶标仪（上海帝肯实验器材有

限公司）；CytoFLex 流式细胞仪（上海贝克曼库尔

特国际贸易有限公司）；XINPOWER 电泳仪（上海

勤翔科学仪器有限公司）；WB-600Auto 全自动蛋白

印迹成像仪（广州博鹭腾生物科技有限公司）。 

实验中所用溶剂和原料均为分析纯。羽扇豆醇

（质量分数 98%）购自北京科创生物科技有限公司；

对硝基苯基氯甲酸酯、哌嗪、吡啶、三乙酰氧基硼

氢化钠（STAB）均购自上海华信化工有限公司；二

氯甲烷（DCM）、石油醚、甲醇、三乙胺（Et3N）购

自成都天马化工有限公司；DMEM 高糖型完全培养

基（批号 GUMD-R115）购自海星生物科技有限公

司；MTT 试剂盒（批号 E606334）购自广州赛维尔

生物科技有限公司；Annexin V-FITC/PI 凋亡检测试

剂盒（批号 40302ES20）、活性氧检测试剂盒（批号

50101ES01）、RIPA 裂解液（批号 20115E）购自翌

圣生物科技股份有限公司；BCA 试剂盒（批号

P0010）购自上海碧云天生物技术有限公司；B 细胞

淋巴瘤 2（Bcl-2）抗体（批号 3498T）、Bcl-2 相关

X 蛋白（Bax）抗体（批号 5023T）、热休克蛋白 90

（HSP90）抗体（批号 4877T）、β-肌动蛋白（β-actin）

抗体（批号 4970T）购自美国 CST 公司；山羊抗兔

IgG 二抗（批号 ab205718）购自上海艾博抗贸易有

限公司；飞克特超敏 ECL 显色液（批号 MA0186-

2）购自大连博格林生物科技股份有限公司。 

人肺癌细胞系 A549（批号 TCH-C116）、人乳

腺癌细胞系 MCF-7（批号 TCH-C247）、人肝癌细胞

系 HepG2 细胞系（TCH-C196）和人胚肺细胞（批

号 TCH-C263）购自海星生物科技有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  合成路线 

羽扇豆醇-3-吡唑侧链衍生物的合成路线见图

2。以羽扇豆醇（1）为起始原料，在吡啶（Py）催

化下，与 4-硝基苯基氯甲酸酯发生取代反应，生成

中间体 2。随后，中间体 2 在三乙胺（TEA）催化

下与哌嗪发生酰化反应，得到中间体 3。最后，在

三乙酰氧基硼氢化钠（STAB）和 TEA 的催化下，

中间体 3 与不同的吡唑类取代基进行酰化反应，生

成目标化合物 4a～o。所有化合物均通过 1H-NMR、
13C-NMR 和 HR-MS 进行结构表征确认。 

2.2  化合物的合成 

2.2.1  化合物 2 的合成  将羽扇豆醇（1，500 mg，

1 mmol）溶解于 20 mL 二氯甲烷溶液中，随后分别

加入 4-硝基苯氯甲酸酯（472 mg，2 mmol）和吡啶

（278 μL，3 mmol），在氮气保护下室温反应 2 h。通

过薄层色谱（TLC）监测反应进程，确认反应完成

后，将反应混合物用 50 mL 二氯甲烷稀释，并依次

用饱和碳酸钠水溶液、饱和盐水进行萃取，有机层

经无水硫酸钠干燥，确保完全去除水分。在减压条

件下除去溶剂，采用硅胶柱色谱分离，以石油醚–

醋酸乙酯（20∶1）作为洗脱剂，得到中间体 2（482 

mg，产率 76%）。1H-NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 8.27 

(d, J = 9.2 Hz, 2H, H-34, H-36), 7.38 (d, J = 9.1 Hz, 

2H, H-33, H-37), 4.69 (s, 1H, H-29), 4.57 (s, 1H, H-

29), 4.44 (dd, J = 11.4, 5.1 Hz, 1H, H-3), 2.38 (td, J = 

11.0, 5.8 Hz, 1H), 1.94～1.90 (m, 1H), 1.83～1.78 (m, 

2H), 1.75 (dd, J = 13.4, 3.7 Hz, 2H), 1.68 (s, 3H), 1.65 

(d, J = 12.4 Hz, 2H), 1.55～1.52 (m, 1H), 1.48 (dt, J = 

10.4, 2.0 Hz, 1H), 1.41 (t, J = 7.2 Hz, 4H), 1.39 (d, J = 

4.7 Hz, 1H), 1.37 (s, 1H), 1.36 (s, 1H), 1.34 (s, 1H), 

1.32 (s, 1H), 1.30 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 1.25 (d, J = 3.6 

Hz, 1H), 1.24～1.21 (m, 1H), 1.19 (d, J = 10.9 Hz, 1H), 

1.04 (s, 3H, CH3), 1.01 (dt, J = 6.8, 4.0 Hz, 2H), 0.99 

(s, 3H, CH3), 0.95 (s, 3H, CH3), 0.90 (s, 3H, CH3), 0.88 

(s, 3H, CH3), 0.79 (s, 3H, CH3)。13C-NMR (150 MHz, 

CDCl3) δ: 155.9 (C-31), 152.6 (C-32), 151.1 (C-20), 

145.4 (C-35), 125.4 (C-34, C-36), 122.0 (C-33, C-37), 

109.5 (C-29), 87.8 (C-3), 55.5 (C-5), 50.5 (C-9), 48.4 

(C-18), 48.1 (C-19), 43.1 (C-14), 43.0 (C-17), 41.0 (C-

8), 40.1 (C-22), 38.4 (C-13), 38.3 (C-4), 38.1 (C-1), 

37.2 (C-10), 35.7 (C-16), 34.3 (C-7), 30.0 (C-21), 28.1 

(C-15), 27.6 (C-23), 25.2 (C-12), 23.7 (C-2), 21.1 (C-

11), 19.4 (C-30), 18.3 (C-28), 18.1 (C-24), 16.5 (C-6), 

16.3 (C-25), 16.1 (C-26), 14.7 (C-27)。HRMS (ESI) 

m/z: calcd for C37H53NO5 [M＋H]+: 592.400 2, found: 

592.399 8。 

2.2.2  化合物 3 的合成  将中间体 2（300 mg，0.1 

mmol）溶于 10 mL 二氯甲烷溶液中，分别加入哌嗪

（0.3 mmol）和三乙胺（Et3N，3 mL）在室温下反应

4 h。TLC 确认反应完成后，向反应体系中加入 20 

mL 二氯甲烷稀释，用水和饱和氯化钠水溶液进行

萃取，无水硫酸钠干燥，通过旋转蒸发浓缩得到粗

产品。采用硅胶柱色谱法进行纯化，以二氯甲烷– 
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图 2  羽扇豆醇-3-吡唑侧链衍生物（4a～o）合成路线 

Fig. 2  Synthesis route of lupeol-3-pyrazole side chain derivatives (4a — o) 

甲醇（50∶1）作为洗脱剂，得到中间体 3（248 mg，

产率 74%）。1H-NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 4.68 (s, 

1H, H-29), 4.57 (s, 1H, H-29), 4.36 (dd, J = 11.8, 4.5 

Hz, 1H, H-3), 3.46 (s, 4H, H-32, H-35), 2.84 (s, 4H, H-

33, H-34), 2.38 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 2.17 (s, 1H, NH), 

1.91 (d, J = 22.0 Hz, 1H), 1.71 (d, J = 4.0 Hz, 2H), 1.68 

(s, 3H, CH3), 1.65 (d, J = 3.6 Hz, 2H), 1.60 (s, 1H), 1.51 

(s, 1H), 1.48 (s, 1H), 1.42 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 1.40 (s, 

2H), 1.38 (d, J = 4.9 Hz, 2H), 1.36 (s, 1H), 1.33 (s, 1H), 

1.31 (s, 1H), 1.29 (s, 1H), 1.23 (s, 1H), 1.20 (s, 1H), 

1.17 (s, 1H), 1.07 (d, J = 17.5 Hz, 1H), 1.03 (s, 3H, 

CH3), 1.01 (s, 1H), 0.99 (s, 1H), 0.94 (s, 3H, CH3), 0.88 

(s, 3H, CH3), 0.85 (s, 3H, CH3), 0.83 (s, 3H, CH3), 0.79 

(s, 3H, CH3)。13C-NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 155.72 

(C-31), 151.12 (C-20), 109.50 (C-29), 82.12 (C-3), 

55.48 (C-5), 50.42 (C-9), 48.40 (C-18), 48.13 (C-19), 

45.94 (C-33, C-34), 43.12 (C-32, C-35), 42.95 (C-17, 

C-14), 40.96 (C-8), 40.12 (C-22), 38.47 (C-13), 38.26 

(C-4), 38.17 (C-1), 37.18 (C-10), 35.70 (C-16), 34.32 

(C-7), 29.94 (C-21), 28.19 (C-15), 27.56 (C-23), 25.21 

(C-12), 24.30 (C-2), 21.07 (C-11), 19.40 (C-30), 18.34 

(C-28), 18.13 (C-24), 16.96 (C-6), 16.27 (C-25), 16.10 

(C-26), 14.67 (C-27)。HRMS (ESI) m/z: calcd for 

C35H59N2O2 [M+H]+: 539.457 7, found: 539.458 0。 

2.2.3  羽扇豆醇-3-吡唑侧链衍生物（4a～o）的合

成通法  将中间体 3（60 mg，0.11 mmol）溶于 10 

mL 二氯甲烷溶液中，分别加入吡唑类取代基（0.13 

mmol）、三乙酰氧基硼氢化钠（STAB，0.33 mmol）

和三乙胺（Et3N，0.33 mmol），反应混合物在氮气

保护下室温搅拌 5 h。TLC 监测反应完全后，采用

硅胶柱色谱法进行分离纯化，以二氯甲烷–甲醇

（50∶1）作为洗脱剂，得到目标化合物 4a～o。 

羽扇豆醇-3-(4-(1H-吡唑-3)甲酰基)哌嗪基甲酸

酯（4a）（43 mg，产率 65%）。1H-NMR (600 MHz, 

CDCl3) δ: 7.53 (s, 1H, CH=CH), 6.24 (s, 1H, CH=CH), 

4.69 (s, 1H, H-29), 4.56 (s, 1H, H-29), 4.35 (dd, J = 

11.7, 4.4 Hz, 1H, H-3), 3.64 (s, 2H, CH2), 3.50 (s, 4H, 

CH2×2), 2.46 (s, 4H, CH2×2), 2.38 (d, J = 5.9 Hz, 

1H), 1.93～1.89 (m, 1H), 1.68 (s, 3H, CH3), 1.67 (s, 

2H), 1.65 (s, 2H), 1.59 (s, 1H), 1.57 (s, 1H), 1.50 (d, J= 
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6.8 Hz, 2H), 1.47 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 1.41 (s, 2H), 1.39 

(s, 2H), 1.38 (s, 2H), 1.36 (s, 2H), 1.34 (s, 1H), 1.31 (s, 

2H), 1.28 (s, 1H), 1.25 (s, 1H), 1.22 (s, 1H), 1.20 (s, 

1H), 1.03 (s, 3H, CH3), 0.98 (d, J = 3.9 Hz, 2H), 0.94 

(s, 3H, CH3), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.84 (s, 3H, CH3), 0.81 

(s, 3H, CH3), 0.78 (s, 3H, CH3)。13C-NMR (150 MHz, 

CDCl3) δ: 155.51 (C-31), 150.99 (C-20), 143.92 (C-

37), 134.41 (C-39), 109.39 (C-29), 105.38 (C-38), 

82.08 (C-3), 55.34 (C-36), 54.55 (C-5), 52.80 (C-33, C-

34), 50.30 (C-9), 48.28 (C-18), 48.01 (C-19), 43.53 (C-

32, C-35), 43.00 (C-17), 42.84 (C-14), 40.84 (C-8), 

40.01 (C-22), 38.34 (C-13), 38.14 (C-4), 38.04 (C-1), 

37.06 (C-10), 35.58 (C-16), 34.20 (C-7), 29.83 (C-21), 

28.08 (C-15), 27.44 (C-23), 25.09 (C-12), 24.17 (C-2), 

20.95 (C-11), 19.29 (C-30), 18.22 (C-28), 18.01 (C-

24), 16.82 (C-6), 16.15 (C-25), 15.98 (C-26), 14.55 (C-

27)。HR-MS (ESI) m/z: calcd for C39H63N4O2 [M＋

H]+: 619.495 1, found: 619.495 2。 

羽扇豆醇-3-(4-(1-甲基-1H-吡唑-3)甲酰基)哌嗪

基甲酸酯（4b）（46 mg，产率 70%）。1H-NMR (600 

MHz, CDCl3) δ: 7.29 (s, 1H, CH=CH), 6.19 (s, 1H, 

CH=CH), 4.68 (s, 1H, H-29), 4.56 (s, 1H, H-29), 

4.35～4.30 (m, 1H, H-3), 3.87 (s, 3H, CH3), 3.58 (s, 

2H, CH2), 3.51 (s, 4H, CH2×2), 2.48 (s, 4H, CH2×2), 

2.39～2.35 (m, 1H), 1.93～1.89 (m, 1H), 1.68 (s, 3H, 

CH3), 1.65 (s, 2H), 1.58 (d, J = 13.1 Hz, 2H), 1.52～

1.45 (m, 3H, CH3), 1.41 (s, 1H), 1.39 (s, 2H), 1.38 (s, 

2H), 1.36 (s, 1H), 1.34 (s, 2H), 1.30 (s, 1H), 1.28 (s, 

1H), 1.25 (s, 2H), 1.22 (s, 1H), 1.20 (s, 1H), 1.03 (s, 

3H, CH3), 1.01 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 0.98 (d, J = 3.5 Hz, 

1H), 0.94 (s, 3H, CH3), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.84 (s, 3H, 

CH3), 0.81 (s, 3H, CH3), 0.78 (s, 3H, CH3)。13C-NMR 

(150 MHz, CDCl3) δ: 155.52 (C-31), 150.97 (C-37), 

148.32 (C-20), 130.76 (C-39), 109.38 (C-29), 106.05 

(C-38), 81.95 (C-3), 55.77 (C-36), 55.35 (C-5), 52.67 

(C-33, C-34), 50.29 (C-9), 48.28 (C-18), 48.01 (C-19), 

43.45 (C-32), 42.99 (C-35), 42.83 (C-17), 40.83 (C-

14), 40.00 (C-8), 38.80 (C-22), 38.34 (C-40), 38.13 (C-

13), 38.04 (C-4), 37.05 (C-1), 35.57 (C-10), 34.20 (C-

16), 29.82 (C-7), 29.71 (C-21), 28.06 (C-15), 27.44 (C-

23), 25.08 (C-12), 24.16 (C-2), 20.95 (C-11), 19.28 (C-

30), 18.21 (C-28), 18.01 (C-24), 16.81 (C-6), 16.15 (C-

25), 15.98 (C-26), 14.55 (C-27)。HR-MS (ESI) m/z: 

calcd for C40H65N4O2 [M ＋ H]+: 633.5112, found: 

633.5108。 

羽扇豆醇-3-(4-(1-乙基-1H-吡唑-3)甲酰基)哌嗪

基甲酸酯（4c）（37 mg，产率 58%）。1H-NMR (600 

MHz, CDCl3) δ: 7.33 (s, 1H, CH=CH), 6.19 (s, 1H, 

CH=CH), 4.68 (s, 1H, CH2), 4.56 (s, 1H, CH2), 4.34 

(dd, J = 11.8, 4.4 Hz, 1H, H-3), 4.14 (q, J = 7.3 Hz, 2H, 

H-29), 3.59 (s, 2H, CH2), 3.50 (s, 4H, CH2×2), 2.48 (s, 

4H, CH2×2), 2.40～2.34 (m, 1H), 1.93～1.87 (m, 1H), 

1.71～1.69 (m, 1H), 1.68 (s, 3H, CH3), 1.65 (d, J = 4.0 

Hz, 2H), 1.63～1.53 (m, 2H), 1.53～1.48 (m, 2H), 1.47 

(s, 1H), 1.46 (s, 2H), 1.45 (s, 1H), 1.41 (s, 1H), 1.39 (d, 

J = 3.3 Hz, 2H), 1.38 (s, 2H), 1.36 (s, 1H), 1.33 (d, J = 

10.4 Hz, 1H), 1.31 (s, 1H), 1.28 (s, 1H), 1.22 (s, 1H), 

1.20 (s, 1H), 1.18～1.09 (m, 1H), 1.09～1.05 (m, 1H), 

1.03 (s, 3H, CH3), 0.99 (d, J = 13.4 Hz, 2H), 0.94 (s, 

3H, CH3), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.84 (s, 3H, CH3), 0.81 (s, 

3H, CH3), 0.78 (s, 3H, CH3)。13C-NMR (150 MHz, 

CDCl3) δ: 155.51 (C-31), 150.94 (C-20), 148.01 (C-

37), 128.94 (C-39), 109.39 (C-29), 105.71 (C-38), 

81.92 (C-3), 55.85 (C-36), 55.34 (C-5), 52.66 (C-33, C-

34), 50.29 (C-9), 48.27 (C-18), 48.00 (C-40), 46.84 (C-

19), 43.47 (C-32, C-35), 42.98 (C-17), 42.82 (C-14), 

40.83 (C-8), 39.99 (C-22), 38.33 (C-13), 38.12 (C-4), 

38.03 (C-1), 37.05 (C-10), 35.57 (C-16), 34.19 (C-7), 

29.81 (C-21), 28.05 (C-15), 27.43 (C-23), 25.08 (C-

12), 24.15 (C-2), 20.94 (C-11), 19.28 (C-30), 18.21 (C-

28), 18.01 (C-24), 16.81 (C-6), 16.14 (C-25), 15.97 (C-

26), 15.66 (C-41), 14.54 (C-27)。HR-MS (ESI) m/z: 

calcd for C41H67N4O2 [M＋H]+: 647.526 4, found: 

647.526 6。 

羽扇豆醇-3-(4-(1-苯基-1H-吡唑-3)甲酰基)哌嗪

基甲酸酯（4d）（46 mg，产率 61%）。1H-NMR (600 

MHz, CDCl3) δ: 7.86 (s, 1H, CH=CH), 7.66 (d, J = 7.9 

Hz, 2H, H-Ar), 7.43 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-Ar), 7.28 (s, 

1H, H-Ar), 6.44 (s, 1H, CH=CH), 4.68 (s, 1H, H-29), 

4.56 (s, 1H, H-29), 4.35 (dd, J = 11.7, 4.5 Hz, 1H, H-

3), 3.69 (s, 2H, CH2), 3.52 (s, 4H, CH2×2), 2.53 (s, 4H, 

CH2×2), 2.40～2.34 (m, 1H), 1.93～1.88 (m, 1H), 

1.70 (s, 1H), 1.68 (s, 3H, CH3), 1.67 (s, 1H), 1.65 (s, 

2H), 1.61 (s, 1H), 1.56 (s, 1H), 1.53 (s, 1H), 1.48 (d, J= 

16.0 Hz, 2H), 1.41 (s, 2H), 1.39 (s, 2H), 1.36 (s, 2H), 

1.34 (s, 2H), 1.30 (s, 1H), 1.28 (s, 1H), 1.25 (s, 1H), 
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1.22 (s, 1H), 1.20 (s, 1H), 1.18 (s, 1H), 1.08 (s, 1H), 

1.06 (s, 1H), 1.02 (s, 3H, CH3), 1.01 (s, 1H), 0.98 (s, 

1H), 0.94 (s, 3H, CH3), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.84 (s, 3H, 

CH3), 0.81 (s, 3H, CH3), 0.78 (s, 3H, CH3)。13C-NMR 

(150 MHz, CDCl3) δ: 155.55 (C-31), 150.98 (C-20), 

140.09 (C-37), 129.41 (C-40), 127.65 (C-42, C-44), 

126.36 (C-39), 119.17 (C-43), 109.40 (C-41, C-45), 

107.93 (C-29), 81.97 (C-38), 55.87 (C-3), 55.36 (C-

36), 52.79 (C-5), 50.30 (C-33, C-34), 48.29 (C-9), 

48.02 (C-18), 43.59 (C-19), 43.00 (C-32, C-35), 42.84 

(C-17), 40.84 (C-14), 40.01 (C-8), 38.35 (C-22), 38.14 

(C-13), 38.05 (C-4), 37.06 (C-1), 35.58 (C-10), 34.21 

(C-16), 29.83 (C-7), 29.72 (C-21), 28.08 (C-15), 27.45 

(C-23), 25.09 (C-12), 24.17 (C-2), 20.95 (C-11), 19.29 

(C-30), 18.22 (C-28), 18.02 (C-24), 16.82 (C-6), 16.16 

(C-25), 15.98 (C-26), 14.55 (C-27)。HR-MS (ESI) m/z: 

calcd for C45H67N4O2 [M＋H]+: 695.526 4, found: 

695.526 7。 

羽扇豆醇-3-(4-(4-溴-1-甲基)-吡唑-3)甲酰基)哌

嗪基甲酸酯（4e）（40 mg，产率 63%）。1H-NMR (600 

MHz, CDCl3) δ: 7.35 (s, 1H, CH=CH), 4.68 (s, 1H, H-

29), 4.56 (s, 1H, H-29), 4.34 (dd, J = 11.7, 4.4 Hz, 1H, 

H-3), 3.87 (s, 3H, CH3), 3.56 (s, 2H, CH2), 3.50 (s, 4H, 

CH2×2), 2.51 (s, 4H, CH2×2), 2.40～2.35 (m, 1H), 

1.94～1.87 (m, 1H), 1.68 (s, 3H, CH3), 1.65 (s, 2H), 

1.60～1.54 (m, 1H), 1.48 (d, J = 13.2 Hz, 2H), 1.41 (s, 

2H), 1.39 (s, 2H), 1.38 (s, 2H), 1.36 (s, 1H), 1.33 (d, J= 

10.5 Hz, 2H), 1.31 (s, 1H), 1.28 (s, 1H), 1.25 (s, 1H), 

1.19 (d, J = 10.8 Hz, 2H), 1.09～1.05 (m, 1H), 1.03 (s, 

3H, CH3), 0.99 (d, J = 13.5 Hz, 2H), 0.94 (s, 3H, CH3), 

0.93～0.89 (m, 1H), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.84 (s, 3H, 

CH3), 0.82 (s, 3H, CH3), 0.78 (s, 3H, CH3)。13C-NMR 

(150 MHz, CDCl3) δ: 155.52 (C-31), 150.96 (C-20), 

149.79 (C-37), 130.59 (C-39), 109.39 (C-29), 94.65 (C-

38), 81.91 (C-3), 57.04 (C-36), 55.34 (C-5), 52.97 (C-

33), 52.54 (C-34), 50.29 (C-9), 48.27 (C-18), 48.00 (C-

19), 43.49 (C-32), 42.99 (C-35), 42.83 (C-17), 40.83 

(C-14), 40.00 (C-8), 39.55 (C-22), 39.44 (C-40), 38.34 

(C-13), 38.12 (C-4), 38.04 (C-1), 37.05 (C-10), 35.57 

(C-16), 34.20 (C-7), 29.82 (C-21), 28.06 (C-15), 27.43 

(C-23), 25.08 (C-12), 24.16 (C-2), 20.94 (C-11), 19.28 

(C-30), 18.22 (C-28), 18.01 (C-24), 16.81 (C-6), 16.15 

(C-25), 15.98 (C-26), 14.55 (C-27)。HR-MS (ESI) m/z: 

calcd for C40H64N4O2Br [M＋H]+: 711.421 3, found: 

711.421 4。 

羽扇豆醇-3-(4-(4-溴-1-乙基-吡唑-3)甲酰基)哌

嗪基甲酸酯（4f）（32 mg，产率 62%）。1H-NMR (600 

MHz, CDCl3) δ: 7.40 (s, 1H, CH=CH), 4.69 (s, 1H, H-

29), 4.57 (s, 1H, H-29), 4.37～4.33 (m, 1H, H-3), 3.93 

(s, 2H, CH2), 3.52 (s, 2H, CH2), 3.45 (s, 4H, CH2×2), 

2.40 (d, J = 29.1 Hz, 5H, CH2×2, H-19), 1.92 (q, J = 

7.9, 6.1 Hz, 2H, CH2), 1.68 (s, 3H, CH3), 1.65 (s, 2H), 

1.58 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 1.50 (d, J = 11.2 Hz, 2H), 1.46 

(s, 1H), 1.42 (s, 2H), 1.40 (s, 2H), 1.38 (s, 2H), 1.36 (s, 

2H), 1.34 (s, 1H), 1.31 (s, 2H), 1.28 (s, 1H), 1.25 (s, 

2H), 1.22 (s, 1H), 1.20 (s, 1H), 1.08 (s, 1H), 1.03 (s, 

3H, CH3), 0.94 (s, 3H, CH3), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.85 (s, 

3H, CH3), 0.82 (s, 3H, CH3), 0.79 (s, 3H, CH3)。13C-

NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 155.47 (C-31), 151.00 (C-

20), 138.28 (C-37, C-39), 136.18 (C-29), 109.38 (C-

38), 82.10 (C-3), 55.35 (C-36), 52.54 (C-5), 50.31 (C-

33, C-34), 48.29 (C-9), 48.02 (C-18), 43.62 (C-19), 

43.01 (C-40), 42.84 (C-32), 40.85 (C-35), 40.01 (C-

17), 38.35 (C-14), 38.14 (C-8), 38.05 (C-22), 37.76 (C-

13), 37.07 (C-4), 35.58 (C-1), 34.20 (C-10), 29.83 (C-

16), 29.72 (C-7), 29.67 (C-21), 28.08 (C-15), 27.45 (C-

23), 25.09 (C-12), 24.17 (C-2), 22.71 (C-11), 20.96 (C-

30), 19.29 (C-28), 18.22 (C-24), 18.01 (C-6), 16.83 (C-

25), 16.16 (C-26), 15.98 (C-41), 14.55 (C-27)。HR-MS 

(ESI) m/z: calcd for C41H66N4O2Br [M＋H]+: 725.436 9, 

found: 725.437 1。 

羽扇豆醇-3-(4-(1-甲基-1H-吡唑-4)甲酰基)哌嗪

基甲酸酯（4g）（48 mg，产率 66%）。1H-NMR (600 

MHz, CDCl3) δ: 7.39 (s, 1H, CH=CH), 7.31 (s, 1H, 

CH=CH), 4.68 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-29), 4.56 (s, 1H, 

H-29), 4.34 (dd, J = 11.6, 4.4 Hz, 1H, H-3), 3.88 (s, 3H, 

CH3), 3.48 (s, 4H, CH2×2), 3.44 (s, 2H, CH2), 2.41 (d, 

J = 11.7 Hz, 4H, CH2×2), 1.94～1.88 (m, 1H), 1.68 (s, 

3H, CH3), 1.67 (s, 2H), 1.65 (d, J = 3.6 Hz, 2H), 1.60 

(d, J = 14.3 Hz, 1H), 1.57 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 1.55～

1.50 (m, 1H), 1.50～1.46 (m, 2H), 1.41～1.39 (m, 2H), 

1.38 (d, J = 3.3 Hz, 2H), 1.36 (d, J = 2.9 Hz, 2H), 1.30 

(d, J = 3.5 Hz, 1H), 1.28 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 1.25 (s, 

2H), 1.20 (dd, J = 12.7, 9.2 Hz, 2H), 1.09～1.05 (m, 

1H), 1.03 (s, 3H, CH3), 1.01 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 0.98 

(s, 1H), 0.94 (s, 3H, CH3), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.85 (s, 
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3H, CH3), 0.82 (s, 3H, CH3), 0.78 (s, 3H, CH3)。13C 

NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 155.50 (C-31), 150.99 (C-

20), 139.99 (C-40), 130.02 (C-38), 109.38 (C-37), 

82.00 (C-29), 55.35 (C-3), 52.48 (C-5), 52.41 (C-33, C-

34), 50.30 (C-9), 48.28 (C-18), 48.01 (C-36), 43.49 (C-

19), 43.00 (C-32, C-35), 42.83 (C-17), 40.84 (C-14), 

40.00 (C-8), 38.93 (C-22), 38.34 (C-39), 38.14 (C-13), 

38.04 (C-4), 37.06 (C-1), 35.58 (C-10), 34.20 (C-16), 

29.82 (C-7), 29.72 (C-21), 28.07 (C-15), 27.44 (C-23), 

25.09 (C-12), 24.17 (C-2), 20.95 (C-11), 19.28 (C-30), 

18.22 (C-28), 18.01 (C-24), 16.82 (C-6), 16.15 (C-25), 

15.98 (C-26), 14.55 (C-27)。HR-MS (ESI) m/z: calcd 

for C40H65N4O2 [M＋H]+: 633.510 8, found: 633.511 3。 

羽扇豆醇-3-(4-(1-乙基-1H-吡唑-4)甲酰基)哌嗪

基甲酸酯（4h）（48 mg，产率 78%）。1H-NMR (600 

MHz, CDCl3) δ: 7.40 (s, 1H, CH=CH), 7.34 (s, 1H, 

CH=CH), 4.68 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-29), 4.56 (d, J = 

2.0 Hz, 1H, H-29), 4.34 (dd, J = 11.7, 4.4 Hz, 1H, H-

3), 4.14 (q, J = 7.3 Hz, 2H, CH2), 3.49 (s, 4H, CH2×

2), 3.44 (s, 2H, CH2), 2.40 (d, J = 18.8 Hz, 4H, CH2×

2), 2.37 (dd, J = 11.0, 5.9 Hz, 1H), 1.95～1.88 (m, 1H), 

1.68 (s, 3H, CH3), 1.68 (s, 2H), 1.65 (d, J = 3.4 Hz, 2H), 

1.58 (dd, J = 12.1, 3.3 Hz, 1H), 1.48 (d, J = 7.3 Hz, 3H, 

CH3), 1.46 (s, 2H), 1.41 (s, 1H), 1.40～1.38 (m, 2H), 

1.38 (d, J = 3.3 Hz, 2H), 1.35 (d, J = 12.0 Hz, 2H), 1.32 

(d, J = 10.3 Hz, 1H), 1.28 (s, 1H), 1.25 (s, 2H), 1.20 

(dd, J = 12.6, 9.4 Hz, 2H), 1.08～1.04 (m, 1H), 1.03 (s, 

3H, CH3), 1.01 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 0.98 (s, 1H), 0.94 

(s, 3H, CH3), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.85 (s, 3H, CH3), 0.82 

(s, 3H, CH3), 0.78 (s, 3H, CH3)。13C-NMR (150 MHz, 

CDCl3) δ: 155.50 (C-31), 150.98 (C-20), 139.77 (C-39, 

C-38), 128.31 (C-37), 109.38 (C-29), 81.99 (C-3), 

55.35 (C-36), 52.59 (C-5), 52.45 (C-33, C-34), 50.30 

(C-9), 48.28 (C-18), 48.01 (C-19), 46.97 (C-40), 43.50 

(C-32, C-35), 43.00 (C-17), 42.83 (C-14), 40.84 (C-8), 

40.00 (C-22), 38.34 (C-13), 38.13 (C-4), 38.04 (C-1), 

37.06 (C-10), 35.57 (C-16), 34.20 (C-7), 29.82 (C-21), 

28.07 (C-15), 27.44 (C-23), 25.09 (C-12), 24.17 (C-2), 

20.95 (C-11), 19.28 (C-30), 18.22 (C-28), 18.01 (C-

24), 16.82 (C-6), 16.15 (C-25), 15.98 (C-26), 15.51 (C-

41), 14.55 (C-27) 。 HR-MS (ESI) m/z: calcd for 

C41H67N4O2 [M＋H]+: 647.526 4, found: 647.526 9。 

羽扇豆醇-3-(4-(1,3,5-三甲基-1H-吡唑-4)甲酰

基)哌嗪基甲酸酯（4i）（45 mg，产率 67%）。1H-NMR 

(600 MHz, CDCl3) δ: 4.69 (s, 1H, H-29), 4.56 (s, 1H, 

H-29), 4.35 (dd, J = 11.7, 4.3 Hz, 1H, H-3), 3.70 (s, 3H, 

CH3), 3.43 (s, 4H, CH2×2), 3.26 (s, 2H, CH2), 2.40～

2.28 (m, 5H, CH2×2, H-19), 2.18 (s, 6H, CH3), 1.92 

(d, J = 11.7 Hz, 1H), 1.68 (s, 3H, CH3), 1.67 (s, 2H), 

1.65 (s, 1H), 1.63 (s, 1H), 1.59 (s, 1H), 1.54 (s, 1H), 

1.48 (d, J = 13.4 Hz, 2H), 1.42 (s, 1H), 1.39 (s, 2H), 

1.38 (s, 2H), 1.36 (s, 1H), 1.34 (s, 1H), 1.30 (d, J = 13.2 

Hz, 2H), 1.25 (s, 1H), 1.22 (s, 1H), 1.20 (s, 1H), 1.10～

1.05 (m, 1H), 1.03 (s, 3H, CH3), 1.01 (s, 1H), 0.99 (s, 

1H), 0.94 (s, 3H, CH3), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.85 (s, 3H, 

CH3), 0.82 (s, 3H, CH3), 0.79 (s, 3H, CH3)。13C-NMR 

(150 MHz, CDCl3) δ: 155.55 (C-31), 151.00 (C-20), 

146.99 (C-39, C-38), 138.02 (C-37), 109.38 (C-29), 

81.89 (C-3), 55.35 (C-36), 52.40 (C-5), 51.83 (C-33, C-

34), 50.31 (C-9), 48.29 (C-18), 48.02 (C-19), 43.74 (C-

32, C-35), 43.00 (C-17), 42.84 (C-14), 40.85 (C-8), 

40.01 (C-22), 38.35 (C-13), 38.14 (C-4), 38.05 (C-1), 

37.07 (C-10), 35.81 (C-41), 35.58 (C-16), 34.21 (C-7), 

29.82 (C-21), 28.06 (C-15), 27.45 (C-23), 25.09 (C-

12), 24.18 (C-2), 20.95 (C-11), 19.29 (C-30), 18.22 (C-

28), 18.01 (C-24), 16.83 (C-6), 16.16 (C-25), 15.98 

(C26), 14.55 (C-27), 11.95 (C-40), 9.79 (C-42)。HR-

MS (ESI) m/z: calcd for C41H67N4O2 [M＋H]+: 633.510 8, 

found: 633.510 9。 

羽扇豆醇-3-(4-(1-苯基-1H-吡唑-4)甲酰基)哌嗪

基甲酸酯（4j）（38 mg，产率 61%）。1H-NMR (600 

MHz, CDCl3) δ: 7.88 (s, 1H, CH=CH), 7.67 (d, J = 8.0 

Hz, 2H, H-Ar), 7.64 (s, 1H, H-Ar), 7.44 (d, J = 7.8 Hz, 

2H, H-Ar), 7.28 (s, 1H, CH=CH), 4.68 (s, 1H, H-29), 

4.56 (s, 1H, H-29), 4.35 (dd, J = 11.8, 4.5 Hz, 1H, H-

3), 3.52 (s, 4H, CH2×2), 3.50 (s, 2H, CH2), 2.46 (s, 4H, 

CH2×2), 2.40～2.36 (m, 1H), 1.91 (d, J = 15.4 Hz, 

1H), 1.68 (s, 3H, CH3), 1.65 (s, 2H), 1.58 (d, J = 12.6 

Hz, 1H), 1.49 (d, J = 10.5 Hz, 2H), 1.46 (s, 1H), 1.39 

(s, 2H), 1.38 (s, 2H), 1.36 (s, 2H), 1.31 (s, 2H), 1.29 (s, 

2H), 1.25 (s, 2H), 1.20 (d, J = 10.8 Hz, 2H), 1.07 (d, J= 

8.4 Hz, 1H), 1.02 (s, 3H, CH3), 1.01 (s, 1H), 0.98 (s, 

1H), 0.94 (s, 3H, CH3), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.84 (s, 3H, 

CH3), 0.82 (s, 3H, CH3), 0.78 (s, 3H, CH3)。13C-NMR 

(150 MHz, CDCl3) δ: 155.50 (C-31), 150.96 (C-20), 

141.79 (C-40, C-43), 140.06 (C-38), 129.45 (C-44, C-
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42), 126.57 (C-39), 126.42 (C-45, C-41), 118.91 (C-

37), 109.40 (C-29), 82.01 (C-3), 55.35 (C-36), 52.58 

(C-5), 52.55 (C-33), 50.30 (C-34), 48.29 (C-9), 48.01 

(C-18), 43.00 (C-19), 42.83 (C-32), 40.84 (C-35), 

40.01 (C-17), 38.35 (C-14), 38.14 (C-8), 38.05 (C-22), 

37.06 (C-13), 35.58 (C-4), 34.21 (C-1), 31.61 (C-10), 

29.83 (C-16), 28.08 (C-7), 27.45 (C-21), 25.09 (C-15), 

24.17 (C-23), 22.67 (C-12), 20.95 (C-2), 19.29 (C-11), 

18.23 (C-30), 18.02 (C-28), 16.84 (C-24), 16.16 (C-6), 

15.98 (C-25), 14.55 (C-26), 14.16 (C-27)。HR-MS 

(ESI) m/z: calcd for C45H67N4O2 [M＋H]+: 695.526 4, 

found: 695.526 6。 

羽扇豆醇-3-(4-(1-甲基-1H-吡唑-5)甲酰基)哌嗪

基甲酸酯（4k）（42 mg，产率 66%）。1H-NMR (600 

MHz, CDCl3) δ: 7.39 (s, 1H, CH=CH), 6.12 (s, 1H, 

CH=CH), 4.68 (s, 1H, H-29), 4.56 (s, 1H, H-29), 4.35 

(dd, J = 11.7, 4.4 Hz, 1H, H-3), 3.89 (s, 3H, CH3), 3.49 

(d, J = 18.0 Hz, 4H, CH2×2), 3.46 (s, 2H, CH2), 2.38 

(d, J = 12.8 Hz, 4H, CH2×2), 2.35 (s, 1H), 1.92 (d, J = 

12.8 Hz, 1H), 1.68 (s, 3H, CH3), 1.65 (s, 1H), 1.63 (s, 

1H), 1.58 (dd, J = 12.9, 3.2 Hz, 1H), 1.53 (s, 1H), 1.49 

(s, 1H), 1.46 (s, 1H), 1.42 (s, 2H), 1.39 (s, 2H), 1.38 (s, 

2H), 1.36 (s, 1H), 1.35 (s, 1H), 1.33 (s, 1H), 1.31 (s, 

1H), 1.29 (s, 1H), 1.27 (s, 1H), 1.23 (s, 1H), 1.20 (s, 

1H), 1.07 (dd, J = 12.9, 4.5 Hz, 1H), 1.03 (s, 3H, CH3), 

1.01 (s, 1H), 0.99 (s, 1H), 0.94 (s, 3H, CH3), 0.87 (s, 

3H, CH3), 0.85 (s, 3H, CH3), 0.82 (s, 3H, CH3), 0.78 (s, 

3H, CH3)。13C-NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 155.51 (C-

31), 150.98 (C-20), 137.89 (C-38, C-37), 109.39 (C-

29), 107.26 (C-39), 82.05 (C-3), 55.34 (C-36), 52.99 

(C-5), 52.69 (C-33, C-34), 50.30 (C-9), 48.28 (C-18), 

48.01 (C-19), 43.62 (C-32, C-35), 43.00 (C-17), 42.84 

(C-14), 40.84 (C-8), 40.00 (C-22), 38.34 (C-13), 38.14 

(C-4), 38.04 (C-1), 37.06 (C-10), 36.74 (C-40), 35.57 

(C-16), 34.20 (C-7), 29.82 (C-21), 28.07 (C-15), 27.44 

(C-23), 25.09 (C-12), 24.16 (C-2), 20.95 (C-11), 19.29 

(C-30), 18.22 (C-28), 18.01 (C-24), 16.82 (C-6), 16.15 

(C-25), 15.98 (C-26), 14.55 (C-27)。HR-MS (ESI) m/z: 

calcd for C42H69N4O2 [M＋H]+: 661.542 1, found: 

661.541 8。 

羽扇豆醇-3-(4-(1-乙基-1H-吡唑-5)甲酰基)哌嗪

基甲酸酯（4l）（42 mg，产率 65%）。1H-NMR (600 

MHz, CDCl3) δ: 7.42 (s, 1H, CH=CH), 6.11 (s, 1H, 

CH=CH), 4.68 (s, 1H, H-29), 4.56 (s, 1H, H-29), 4.35 

(dd, J = 11.7, 4.4 Hz, 1H, H-3), 4.21 (d, J = 7.2 Hz, 2H, 

CH2), 3.51 (s, 4H, CH2×2), 3.46 (s, 2H, CH2), 2.39 (d, 

J = 5.6 Hz, 4H, CH2×2), 2.35 (s, 1H), 1.94～1.89 (m, 

1H), 1.68 (s, 3H, CH3), 1.65 (s, 2H), 1.62 (d, J = 11.0 

Hz, 1H), 1.58 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 1.50 (d, J = 9.3 Hz, 

2H), 1.46 (s, 1H), 1.44 (s, 1H), 1.43 (s, 3H, CH3), 1.41 

(s, 1H), 1.39 (s, 2H), 1.38 (s, 2H), 1.36 (s, 1H), 1.30 (d, 

J = 9.2 Hz, 2H), 1.25 (s, 2H), 1.23 (s, 1H), 1.20 (s, 1H), 

1.07 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 1.03 (s, 3H, CH3), 1.00 (s, 1H), 

0.99 (s, 1H), 0.94 (s, 3H, CH3), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.85 

(s, 3H, CH3), 0.81 (s, 3H, CH3), 0.78 (s, 3H, CH3)。13C-

NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 155.51 (C-31), 151.00 (C-

20), 138.09 (C-38, C-37), 109.38 (C-29), 107.07 (C-

39), 82.06 (C-3), 55.35 (C-36), 52.99 (C-5), 52.73 (C-

33, C-34), 50.31 (C-9), 48.29 (C-18), 48.02 (C-19), 

44.31 (C-40), 43.65 (C-32), 43.00 (C-35), 42.84 (C-

17), 40.85 (C-14), 40.01 (C-8), 38.34 (C-22), 38.14 (C-

13), 38.05 (C-4), 37.07 (C-1), 35.58 (C-10), 34.20 (C-

16), 29.83 (C-7), 29.72 (C-21), 28.07 (C-15), 27.45 (C-

23), 25.09 (C-12), 24.17 (C-2), 20.95 (C-11), 19.29 (C-

30), 18.22 (C-28), 18.01 (C-24), 16.82 (C-6), 16.15 (C-

25), 15.98 (C-26), 15.64 (C-27), 14.55 (C-41)。HR-MS 

(ESI) m/z: calcd for C41H67N4O2 [M＋H]+: 647.526 4, 

found: 647.526 2。 

羽扇豆醇-3-(4-(1,3-二甲基-1H-吡唑-5)甲酰基)

哌嗪基甲酸酯（4m）（34 mg，产率 54%）。1H-NMR 

(600 MHz, CDCl3) δ: 5.92 (s, 1H, CH=CH), 4.68 (s, 

1H, H-29), 4.56 (s, 1H, H-29), 4.35 (dd, J = 11.7, 4.4 

Hz, 1H, H-3), 3.82 (s, 4H, CH2×2), 3.47 (s, 5H, CH3, 

CH2), 2.39 (d, J = 5.5 Hz, 4H, CH2×2), 2.22 (s, 3H, 

CH3), 2.02 (s, 1H), 1.90 (q, J = 11.0, 10.0 Hz, 2H), 1.68 

(s, 3H, CH3), 1.65 (s, 2H), 1.58 (d, J = 9.5 Hz, 2H), 1.49 

(s, 1H), 1.46 (s, 2H), 1.39 (s, 2H), 1.36 (s, 2H), 1.31 (s, 

2H), 1.29 (s, 2H), 1.25 (s, 2H), 1.22 (s, 1H), 1.19 (d, J= 

10.9 Hz, 2H), 1.08 (s, 2H), 1.03 (s, 3H, CH3), 0.94 (s, 

3H, CH3), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.85 (s, 3H, CH3), 0.81 (s, 

3H, CH3), 0.78 (s, 3H, CH3)。13C-NMR (150 MHz, 

CDCl3) δ: 155.48 (C-31), 151.01 (C-20), 147.04 (C-39, 

C-37),130.95 (C-29), 109.38 (C-38), 82.11 (C-3), 55.35 

(C-36), 52.61 (C-5), 50.31 (C-33, C-34), 48.29 (C-9), 

48.02 (C-18), 43.00 (C-19), 42.84 (C-32), 40.85 (C-

35), 40.01 (C-17), 38.34 (C-14), 38.14 (C-8), 38.05 (C-
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22), 37.07 (C-13), 36.36 (C-4), 35.58 (C-1), 34.20 (C-

41), 29.83 (C-10), 29.72 (C-16), 29.34 (C-7), 28.07 (C-

21), 27.44 (C-15), 25.09 (C-23), 24.16 (C-12), 20.95 

(C-2), 19.29 (C-11), 18.22 (C-30), 18.01 (C-28), 16.82 

(C-24), 16.15 (C-6), 15.98 (C-25), 14.55 (C-26), 14.14 

(C-27), 13.39 (C-40)。HR-MS (ESI) m/z: calcd for 

C41H67N4O2 [M＋H]+: 647.526 4, found: 647.526 7。 

羽扇豆醇-3-(4-(1,3-二甲基-1H-吡唑-4)甲酰基)

哌嗪基甲酸酯（4n）（39 mg，产率 62%）。1H-NMR 

(600 MHz, CDCl3) δ: 7.25 (s, 1H, CH=CH), 4.69 (s, 

1H, H-29), 4.56 (s, 1H, H-29), 4.35 (dd, J = 11.7, 4.4 

Hz, 1H, H-3), 3.80 (s, 3H, CH3), 3.49 (s, 4H, CH2×2), 

3.38 (s, 2H, CH2), 2.42 (s, 4H, CH2×2), 2.21 (s, 3H, 

CH3), 1.94～1.89 (m, 1H), 1.68 (s, 3H, CH3), 1.66～

1.64 (m, 2H), 1.62 (dd, J = 12.0, 3.3 Hz, 1H), 1.57 (dd, 

J = 13.9, 10.1 Hz, 1H), 1.54～1.50 (m, 1H), 1.50～1.45 

(m, 2H), 1.42 (d, J = 16.1 Hz, 2H), 1.40 (s, 2H), 1.39～

1.37 (m, 2H), 1.35 (d, J = 12.2 Hz, 2H), 1.34～1.30 (m, 

2H), 1.29 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 1.25 (s, 1H), 1.22 (d, J = 

4.6 Hz, 1H), 1.20 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 1.08～1.05 (m, 

1H), 1.03 (s, 3H, CH3), 1.01 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 0.98 

(s, 1H), 0.94 (s, 3H, CH3), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.85 (s, 

3H, CH3), 0.82 (s, 3H, CH3), 0.78 (s, 3H, CH3)。13C-

NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 155.49 (C-31), 150.97 (C-

20), 147.94 (C-37), 130.93 (C-39), 114.14 (C-29), 

109.39 (C-38), 82.01 (C-3), 55.34 (C-36), 52.34 (C-5), 

51.88 (C-33), 50.30 (C-34), 48.27 (C-9), 48.01 (C-18), 

43.48 (C-19), 42.99 (C-32), 42.83 (C-35), 40.83 (C-

17), 40.00 (C-14), 38.59 (C-8), 38.34 (C-22), 38.13 (C-

13), 38.04 (C-4), 37.05 (C-1), 35.57 (C-40), 34.20 (C-

10), 29.82 (C-16), 29.71 (C-7), 28.07 (C-21), 27.44 (C-

15), 25.08 (C-23), 24.16 (C-12), 20.95 (C-2), 19.28 (C-

11), 18.22 (C-30), 18.01 (C-28), 16.82 (C-24), 16.15 

(C-6), 15.98 (C-25), 14.55 (C-26), 11.84 (C-27)。HR-

MS (ESI) m/z: calcd for C41H67N4O2 [M＋H]+: 647.526 4, 

found: 647.526 9。 

羽扇豆醇-3-(4-(1-苯基-1H-吡唑-5)甲酰基)哌嗪

基甲酸酯（4o）（31 mg，产率 55%）。1H-NMR (600 

MHz, CDCl3) δ: 7.67 (d, J = 7.7 Hz, 2H, CH=CH), 7.63 

(s, 1H, H-Ar), 7.46 (d, J = 7.7 Hz, 2H, H-Ar), 7.39 (s, 

1H, H-Ar), 6.36 (s, 1H, CH=CH), 4.68 (s, 1H, H-29), 

4.56 (s, 1H, H-29), 4.35 (dd, J = 11.8, 4.4 Hz, 1H, H-

3), 3.49 (s, 4H, CH2×2), 3.45 (s, 2H, CH2), 2.42 (s, 4H, 

CH2×2), 2.38 (s, 1H), 1.91 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 1.68 

(s, 3H, CH3), 1.65 (d, J = 3.5 Hz, 2H), 1.58 (d, J = 16.2 

Hz, 2H), 1.50 (s, 2H), 1.47 (s, 1H), 1.42 (s, 2H), 1.39 

(s, 2H), 1.38 (s, 2H), 1.30 (d, J = 9.3 Hz, 2H), 1.25 (s, 

2H), 1.21 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 1.18 (s, 1H), 1.07 (d, J = 

8.3 Hz, 1H), 1.03 (s, 3H, CH3), 1.01 (s, 1H), 0.98 (s, 

1H), 0.94 (s, 3H, CH3), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.85 (s, 3H, 

CH3), 0.82 (s, 3H, CH3), 0.78 (s, 3H, CH3)。13C-NMR 

(150 MHz, CDCl3) δ: 155.50 (C-31),151.00 (C-20), 

140.00 (C-39, C-43), 139.76 (C-40), 128.97 (C-37), 

127.76 (C-44, C-42), 124.97 (C-41, C-45), 109.39 (C-

29), 108.78 (C-38), 82.06 (C-3), 55.35 (C-36), 52.88 

(C-5), 52.40 (C-33), 50.31 (C-34), 48.29 (C-9), 48.02 

(C-18), 43.67 (C-19), 43.01 (C-32), 42.84 (C-35), 

40.85 (C-17), 40.01 (C-14), 38.34 (C-8), 38.14 (C-22), 

38.05 (C-13), 37.07 (C-4), 35.58 (C-1), 34.20 (C-10), 

31,95 (C-16), 29.83 (C-7), 29.72 (C-21), 28.08 (C-15), 

27.45 (C-23), 25.09 (C-12), 24.17 (C-2), 20.96 (C-11), 

19.29 (C-30), 18.22 (C-28), 18.01 (C-24), 16.83 (C-6), 

16.16 (C-25), 15.98 (C-26), 14.55 (C-27)。HR-MS 

(ESI) m/z: calcd for C45H67N4O2 [M＋H]+: 695.526 4, 

found: 695.526 3。 

2.3  抗肿瘤活性评价 

2.3.1  细胞培养  将 HepG2、MCF-7、A549、MRC-

5 细胞置于 37 ℃、5% CO2、10%胎牛血清、1%双

抗（100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素）的

DMEM 完全培养基培养；实验选用传代 6～10 代的

细胞。 

2.3.2  化合物对肿瘤细胞增殖的影响  采用 MTT

法检测化合物 4a～o 对 HepG2、MCF-7、A549、

MRC-5 细胞的抗增殖能力。以 A549 细胞为例，取

对数生长期的 A549 细胞，以每孔 5×103个细胞的

密度接种于 96 孔板中，细胞贴壁后，吸弃培养基，

给药。实验分为对照组和各化合物组（浓度分别为

1.25、2.50、5.00、10.00、20.00、40.00、80.00 μmol/L）。

培养 48 h 后，向 96 孔板每孔加入 20 μL MTT 溶液

混匀，孵育 4 h，弃去培养液，每孔加入 150 μL 

DMSO，充分振荡，使用酶标仪在 490 nm 波长条件

下检测吸光度（A）值，计算增殖抑制率（增殖抑制

率＝1－A 给药/A 对照。用 IBM SPSS Statistics 27 软件

计算化合物的半数抑制浓度（IC50），结果见表 1。

结果表明，大多数化合物均显示出了显著的抑制活

性，与化合物 3 相比，引入吡唑基团后，肿瘤抑制
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效果有明显提升，且效果显著优于母体羽扇豆醇。

对于 A549 细胞系，与对照组相比，化合物 4a、4d

和 4m 均表现出了显著的抗增殖活性，其 IC50 值均

小于 3 μmol/L。其中化合物 4a 的抑制作用最显著，

其 IC50 值为 2.09 μmol/L，比母体羽扇豆醇的 IC50 

35.86 μmol/L 提高了近 17 倍。对于 HepG2 细胞

系，与母体羽扇豆醇的 IC50 相比，吡唑基团中含有

苯基的化合物 4j 和含有乙基的化合物 4l 表现出明

显的抑制作用。对于 MCF-7 细胞系，与羽扇豆醇

相比，吡唑基团被溴、甲基取代的化合物 4n 抗增

殖活性最显著。此外，化合物 4a 在 MRC-5 细胞系

中表现出较高的选择性指数（SI＝16.71），显示出

较好的选择性抗肿瘤潜力。综上所述，羽扇豆醇-

3-氨基甲酸酯的引入能够改善母体羽扇豆醇的活

性，且再经吡唑基团修饰后，抗肿瘤活性进一步提

高，同时保持对正常细胞的相对低毒性。 

 

表 1  化合物的体外抗增殖能力 

Table 1  In vitro antiproliferative ability of compounds 

化合物 
IC50/(μmol·L-1) 

SI 
A549 HepG2 MCF-7 MRC-5 

4a  2.09±0.23  7.25±0.31  8.68±2.48 34.92±3.97 16.71 

4b  3.21±1.01  7.79±0.22  6.91±0.61 18.09±1.25  5.63 

4c  3.64±0.29  6.01±0.18  7.61±0.72 36.02±2.04  9.89 

4d  2.26±0.77  7.38±0.11 10.04±0.84 19.52±1.15  8.63 

4e  3.39±0.55  6.84±0.23  8.39±0.91 17.77±1.01 5.24 

4f  3.00±0.88 11.46±0.93 10.41±3.51 26.30±1.96  8.76 

4g  4.14±1.00  7.38±0.64  7.94±0.93 20.88±2.48  5.04 

4h  4.39±0.21  5.37±0.14  5.19±0.59 25.74±2.91  5.86 

4i  6.31±1.10  8.38±0.02  6.17±0.32 36.89±4.11  5.84 

4j  5.16±0.28  4.56±1.57  4.37±0.72 25.02±1.32  4.84 

4k  5.02±0.12 12.53±1.85  8.31±1.03 50.49±1.03 10.05 

4l  5.30±0.35  4.43±1.12  6.70±0.26 31.13±0.92  5.87 

4m  2.76±0.23  9.82±2.36  7.69±1.14 35.32±3.62 12.79 

4n  4.61±0.07  5.07±1.01  3.61±0.05 41.26±3.62  8.95 

4o  3.72±0.24  5.14±1.71  4.74±1.31 26.42±0.88  7.11 

化合物 3 12.03±1.47 11.19±1.45  9.78±1.20   

羽扇豆醇 35.86±1.88 43.55±0.99 62.03±1.24   

 

2.3.3  化合物 4a诱导A549细胞活性氧产生  将化

合物 4a 对 A549 细胞 IC50（2.09±0.23）μmol/L 作

为后续实验的中浓度，因此后续实验将以 1、2、4 

μmol/L 进行实验。将 A549 细胞接种于 6 孔板中，

孵育 24 h 后。使用 1、2、4 μmol/L 化合物 4a 处理

细胞 48 h。参考活性氧试剂盒说明书，使用 DCFH-

DA 探针避光孵育细胞 20 min。使用流式细胞仪对

样品进行分析，Flowjo 软件处理数据。流式细胞术

检测结果显示，与对照组比较，A549 细胞内的活性

氧水平随着化合物 4a 的浓度升高明显上升，呈浓

度相关，见图 3。结果表明化合物 4a 对 A549 细胞

中活性氧水平呈浓度相关的提高趋势。 

2.3.4  化合物 4a诱导A549细胞凋亡  取对数生长

期 A549 细胞，接种于 6 孔板中，每孔为 2×105 个，

孵育 24 h 后，直至细胞完全贴壁。使用 1、2、4 

μmol/L 化合物 4a 处理细胞 48 h。使用 PBS 清洗细

胞 2 次后，收集所有细胞，参考 Annexin V-FITC/PI

细胞凋亡试剂盒说明书，每孔加入含有 Annexin V-

FITC（5 μL）和 PI（5 μL）的结合缓冲液 400 μL，

避光孵育 20 min。使用流式细胞仪分析，Flowjo 软

件处理数据。结果见图 4。与对照组比较，随着化

合物 4a 浓度升高，A549 细胞的凋亡率明显升高。 

2.3.5  化合物 4a 与 HSP90 蛋白结合模式分析  吡

啶环因结构优势成为 HSP90 抑制剂开发的重要骨

架，通过与 HSP90 的 ATP 结合域特异性结合，诱

导癌蛋白降解，在肿瘤治疗中展现潜力[19-20]，因此

选择 HSP90 蛋白为对象，以此来评估化合物 4a 与

HSP90 蛋白的结合能力。将羽扇豆醇和化合物 4a 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 3  化合物 4a 对 A549 细胞内活性氧水平影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 3  Effect of compound 4a on ROS levels in A549 cells  (x ± s, n = 3 ) 

 
与对照组比较：*P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group. 

图 4  化合物 4a 对 A549 细胞凋亡率的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 4  Effect of compound 4a on apoptosis rate of A549 cells (x ± s, n = 3 ) 

的 3D 分子结构通过 AutoDockTools 软件进行预处

理。同时从 PDB 数据库中获取 HSP90（PDBID：

7k9r）结构，将蛋白预处理，使用 AutoDockTools

对接完成后，使用 PyMOL 软件对对接结果进行可

视化呈现（图 5）。分子对接分析结果显示，母体化

合物羽扇豆醇与 HSP90 蛋白的结合能为−7.75 

kJ/mol，化合物 4a 与 HSP90 蛋白的结合自由能为

−9.48 kJ/mol，表明与母体化合物羽扇豆醇相比，

化合物 4a 与 HSP90 有更稳固的结合能力。根据对

接结果可观察到，母体化合物羽扇豆醇的羟基位与

HSP90 蛋白中的氨基酸残基 ASP-43（天冬氨酸 43

号残基）通过氢键结合；而化合物 4a 嵌入 HSP90

的蛋白质口袋中，其中吡唑环上的氨基与氨基酸残

基 ASP-40（天冬酰胺的 37 号残基）上红色氧原子

通过氢键连接，链接臂上的红色氧原子与 SER-39

（丝氨酸的 39 号残基）上红色氧原子相结合，表明

引入吡唑基团后更有利于药物分子稳定地结合到

靶点蛋白 HSP90 上，增强药物与靶点的亲和力，对

药物发挥疗效至关重要。 

2.3.6  化合物 4a 对 A549 细胞中 HSP90 和凋亡相

关蛋白表达水平的影响  按 2.3.4 项下方法进行细

胞培养和给药分组。使用 RIPA 裂解液提取总蛋白，

BCA 法进行蛋白定量和变性处理。将蛋白经 SDS-

PAGE 电泳电转后转至 PVDF 膜上。用 5%脱脂牛

奶封闭 1.5 h，加入一抗（稀释比例 1∶1 000）进行

孵育，放入 4 ℃冰箱孵育过夜。洗膜，孵育二抗（稀

释比例 1∶5 000）1.5 h，洗膜。ECL 发光试剂盒显

影，凝胶成像分析仪成像，ImageJ 软件进行分析。

为了验证化合物 4a 能否通过调控 HSP90 从而介导

细胞凋亡，使用 Western blotting 法检查在 A549 细

胞中 HSP90、Bax、Bcl-2 的表达，见图 6。经不同

浓度化合物 4a 处理 48 h 后，A549 细胞中 Bax 蛋白

表达呈上调趋势，HSP90、Bcl-2 蛋白表达呈现下调

趋势。 
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A-羽扇豆醇与 HSP90 蛋白结合表面；B-羽扇豆醇与 HSP90 蛋白相互作用结合位点；C-化合物 4a 与 HSP90 蛋白结合表面；D-化合物 4a 与

HSP90 蛋白相互作用结合位点。 

A-the binding surface of lupeol and HSP90 protein; B-binding sites of lupeol and HSP90 protein; C-compound 4a binding surface of HSP90 protein is 

shown; D- compound 4a binding site for interaction with HSP90 protein 

图 5  分子对接 3D 可视化图 

Fig. 5  3D visualization of molecular docking 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 6  化合物 4a 对 A549 细胞中 HSP90 及凋亡相关蛋白表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 6  Effect of compound 4a on the expression of HSP90 and apoptosis-related proteins in A549 cells (x ± s, n = 3 ) 

3  讨论 

羽扇豆醇是一种广泛存在于自然界中的五环

三萜类化合物，因其多种生物活性而备受关注。为

了更好地提高羽扇豆醇的抗肿瘤活性，本研究以羽

扇豆醇为先导化合物，在其 C-3 位引入氨基甲酸酯

基团，并在哌嗪基的末端亚氨基引入吡唑基团，合

成了一系列羽扇豆醇-3-吡唑侧链衍生物。所有化

合物的结构均通过¹H-NMR、¹³C-NMR 和 HR-MS

等分析技术进行了表征。 

MTT 实验结果显示，与母体羽扇豆醇相比，

大多数化合物均显示出了较强的抗增殖活性。其中

化合物 4a 在 A549 细胞系中的抑制作用最强，比

母体羽扇豆醇提高了近 17 倍。此外，化合物 4a 在

MRC-5 正常细胞系中的选择性指数最高，表明其

在抑制肿瘤细胞的同时对正常细胞具有较低的毒

性。这些结果表明，在羽扇豆醇的 C-3 位侧链引入

吡唑基团能够显著增强化合物的抗肿瘤活性，同时

保持对正常细胞的相对低毒性。 

本研究分析了化合物 4a 对肺癌细胞增殖的抑

制作用及其诱导凋亡机制。结果表明，化合物 4a

能够以剂量相关促进 A549 细胞内 ROS 的产生，

通过氧化应激诱导细胞凋亡。随着化合物 4a 浓度

的增加，细胞内 ROS 水平显著上升，表明 ROS 在

化合物 4a 诱导的细胞凋亡中发挥重要作用。进一

步检测证实，化合物 4a 能够显著提高 A549 细胞

的凋亡率，且凋亡率随着浓度增加而升高。 

分子对接分析结果显示，化合物 4a 与 HSP90

的结合能为−10.4 kJ/mol，相较于母体化合物羽扇

豆醇（−9.9 kJ/mol）具有更强的结合亲和力，其中

吡唑环上的氨基和哌嗪环上的氮原子与 HSP90 蛋

白中的关键氨基酸残基形成了氢键，增强了化合物

与靶点蛋白的结合稳定性，表明化合物 4a 能够更

稳定地结合到 HSP90 蛋白上，更有效地抑制肿瘤

细胞的生长。Western blotting 分析显示，化合物 4a

显著下调HSP90和 Bax蛋白的表达，同时上调 Bcl-

2 蛋白的表达，进一步验证了其可通过调控 HSP90
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来介导细胞凋亡。 

综上所述，化合物 4a 能够通过促进活性氧产

生，导致细胞氧化应激，并诱导 A549 细胞凋亡，

该研究拓展了羽扇豆醇抗肿瘤研究的思路，为开发

新型抗肿瘤药物提供了重要依据。 
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