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摘 要;以小果碱为原料，合成了小柴碱 C -9 位不同空间位阻取代的 9 一乙氧基小柴碱、 9 一异丙氧基小聚碱，

通过 MS ， lH NMR 确认其结构。运用紫外可见吸收光谱法和荧光光谱法研究了化合物与 CT DNA 的结合作用。结

果发现，小粟碱 C -9 位上的不同空间位阻会影响小果碱衍生物与 CT DNA 的相互作用，随空间位阻增大结合强

度减小，结合模式也发生了变化，初步证明了小果碱类化合物可能是从环的 C-8 ， 9 ， 10 这一侧与 DNA 相互作

用，用实验验证了 Mazzini 计算机模拟的结合模型。
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and with different hindered 

groups were synthesized from beberrubine material. The interaction between these b凹'berine der甘atives

and CT DNA were analyzed UV -vis and fluorescence The results indicated that in四

creasing in the steric hindrance of the C-9 position of berberine derivatives leads to a decrease in the 

DNA-binding affinity , which may provide an evidence supporting the binding of berberine to DNA fr咆om

its C5-C6-N 十阳C8 side. 
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近年来?以生物重要分子核酸，特别是 DNA

为靶点的抗肿瘤抗病毒药物研究成为了生物有机化

学、化学生物学以及药物化学中的一个倍受关注的

研究领域[口。国内外研究表明，对已知 DNA 结合

作用与作用机理的天然产物进行结构修饰是寻找更

为高效的 DNA 结合药物的一个极为有效的途径[2J 。

小柴碱(图 1A) 又名黄连素 9 具有抗肿瘤、抗

菌、抗心衰、降血糖等广泛药理作用[3 J 。最近研

究发现小柴碱抗肿瘤生物活性被认为是小柴碱与

DNA 之间相互作用的结果[4 -5J 。因此近年来?小

柴碱及其衍生物作为 DNA 结合药物的研究引起了

国内外研究人员广泛的兴趣。人们利用各种分析测
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试手段[6 叫罗诸如吸收光谱、荧光光谱、困二色

谱、核磁共振技术以及电喷雾质谱等技术手段研究

其与 DNA 的作用方式和作用强度。对小柴碱

DNA 相互作用的结合模式，一直是争论的热点，

到现在这个问题仍旧没有很好的解决。在我们先前

的研究中发现[9 -1幻'小柴碱及其衍生物可能是通

过嵌插的结合方式与 DNA 相互作用。 Mazzini间用

核磁共振和光谱的方法研究小果碱与短序列 DNA

的相互作用?从他的计算机模拟小柴碱与 d (AA-

2 的最小能量结合情况?我们发现小集

碱是通过结构的一部分?如图 lB 黑体部分与 DNA

相互作用的。因此?假如增加小集碱与 DNA 相互
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作用部分(黑体部分)的空间位阻?将有可能影

响小果碱与 DNA 之间的相互作用。于是本文设计

合成了具有 C - 9 不同位阻的小果碱衍生物(图

1C) ，研究增加 C -9 位空间位阻后化合物与 DNA

结合的影响?从另外一个角度?即用实验的方法去

验证 Mazzini 计算机模拟的结合模型 9 为小柴碱类

化合物与 DNA 结合的作用机理提供更多的证据。

1 结果和讨论

1. 1 C-9 不同空间位阻取代的小禁运碱衍生物的合成

参考文献[ 13 ] ，将小柴碱( 1 a , berberine) 

在吨保护下，高温熔融裂解选择性去除 C-9 位甲

基得到小柴红碱( 2 , berbrubine) ，小柴红碱再与

澳代烧作用，烧基化得到目标化合物胁， lc (图
2) 。合成产物分别经过 MS 和 NMR 得到确证。

。
/
飞
。

。
/
\
。

(A) berberine 

任工
l Jl /0, 

(C) ~~: ~ = ~~3 J?~rberine) 
b: R = CH2CH 3 
c: R = CH(CH3)z 

图 l 小柴碱类化合物的结构

Fig. 1 Stmctures of berberines 
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图 2 小柴碱衍生物胁， 1c 合成路线

Fig. 2 Synthetic route of berberine derivatives 

1. 2 物与 CT DNA 

1. 2. 1 9-炕氧基小棠碱衍生物与 CT DNA 相互作

用的荧光光谱研究 荧光光谱法也是一种常用于研

究小分子化合物与 DNA 相互作用的方法，这种方

法比紫外吸收光谱具有更高的灵敏度，其依据是小

分子化合物与 DNA 相互作用后会发生荧光增强或

者荧光碎灭现象。通过荧光数据可以定量的计算出

药物与 DNA 的结合系数。在我们的实验中采用了

滴定法进行荧光光谱研究，即保持药物浓度不变?

不断的增加 DNA 的浓度，记录 9-~皖氧基小集碱衍

生物的荧光光谱图(图 3) 。
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图 3 12 ，胁， lc 与 CT DNA 荧光滴定图

Fig. 3 Spectrofluorimetric titration of 

1弱， lb , lc with CT DNA 
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通过非线性拟合方法计算(图 4) ，挝、胁和

k 与 DNA 的结合常数分别为( 1. 12 士 0.043) x 

104 , (4. 85 士 0.0008) X 10 3 和 (1. 34 土 0.0007)

>< 103 L/mol ，结合强度 la 胁 lc，可以发现随

着小柴碱衍生物 C-9 位的空间位阻的增大 9 小柴碱

衍生物与 CT DNA 的相互作用结合强度明显减小，

小柴碱与 CT DNA 的结合常数为弘异丙氧基小聚碱

与 CT DNA 的结合常数的 8.4 倍，这说明小聚碱衍

生物 C-9 位的空间位阻会影响其与 CT DNA 的相互

作用，位阻越大?结合能力越小。
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图 4 121、胁和 1c 与 CT DNA 作用的拟合图

Fig. 4 The relationship between the relative fluorescence 

化合物与 DNA 相互作用的强弱。在本文合成化合

物与 CT DNA 相互作用的紫外可见吸收光谱研究

中，始终保持药物的浓度不变?然后不断的加入

CT DNA，记录随 DNA 浓度的不断增加的紫外吸收

光谱图(图 5) 。
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表 1 由和与 CT DNA 的结合常数

和光谱学性质

Table1 Apparent association constants and photop­

hysical propelties of 121 , 1如 and 1c bound to CT DNA 

化合波长红 吸收度

物. 移量/nm 变化/%
K

ap
/( L ' mol- 1

) 1) 
结合

常数

121 0.8 减色 8.23 (1. 15 土 O. 000 45) X 103 1 

110 0.6 减色 3.49 (4.50 土 O. 000 91) >< 103 3. 6 

1c 0.4 增色 3.31 (0.73 土 0.00036) X 103 8.4 

1) 50 mmoVL Tris-HCl 缓冲溶液 (pH 6. 35) ，常温

1. 2. 2 9-炕氧基小棠碱衍生物与 CT DNA 相互作

用的紫外吸收光谱研究 紫外可见吸收光谱法是研

究小分子化合物与 DNA 的相互作用的一种常用方

法?小分子化合物与 DNA 相互作用后会发生最大

吸收峰的偏移一一紫移或者红移?也会发生吸收强

度的变化一一增色或者减色。一般认为?小分子化

合物与 D时A 相互作用后如果紫外光谱图发生减色

红移?则小分子化合物是以嵌插的方式与 DNA 相

互作用的;如果是发生增色紫移认为小分子化合物

DNA 的小沟槽部位发生相互作用的?紫外光

谱减色率的大小以及红移程度可以初步反应小分子
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图 5 、胁和 lc 与 CT DNA 的紫外可见吸收光谱图

Fig.5 UV-vis spectra of , 110 and 1c with CT DNA 

结果发现?小果碱及其衍生物与 CT DNA 相互

作用后紫外可见光光谱发生了一定的变化(表 1 )。

从图 5 来看?化合物 la 和 1隘的变化比较明显?而

化合物 lc 则不明显罗由此可以得出的结论是化合

物 lc 与 DNA 结合较弱，与荧光滴定的结果一致?

说明 C-9 位上的空间位阻会在一定程度上影响小柴

碱类化合物与 DNA 之间的键合作用罗空间位阻越

大键合作用可能越小。

结合紫外光谱和荧光光谱的结果可以初步证

明，小柴碱类化合物可能是从环的 C-8 ， 9 , 10 这一

侧与 DNA 相互作用，用实验验证了 MazzÏni 计算机

模拟的结合模型。另外?引人乙基和异丙基后化合

物的疏水性增加?理论上结合能力应该增强，而实

验结果是降低。这从另一个角度说明是空间位阻在

起作用。
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2 实验部分

2. 1 仪器与试剂

lHNMR 用 Varian 公司 INOVA 300NB 超导核

磁共振谱仪测定， CDC13 、 CD3 0D 为溶剂， TMS 为

内标; MS 用 Fin阳nn吨1

谱E质i谱普联用仪;其它试剂均为市售化学纯或分析

生纯电i试式齐剂IL

2.2 IJ...紫红碱 (2)的制备

盐酸小柴碱(434 吨，1. 167 mmol , 1a) ，在

190 ~210 oC 真空裂解 20 min，然后在冷却至室温?

用硅胶柱分离提纯(洗脱剂: V ( 氯仿) : V ( 甲

醇) = 8:1) ，得红色晶体 263 mg (0. 735 mmol , 

产率 63% )。

2.3 9-Z，氧基小黯碱 (1b) 的制备

将 65 mg (0. 182 mmol) 小柴红碱溶于 3 mL 

DMF 中，然后滴加 0.5 mL (730 mg , 6.704 mmol) 

澳乙:皖?氮气保护， 40 oC 反应 8 h ，减压蒸除溶

剂?用硅胶柱(洗脱剂: V ( 氯仿) : V ( 甲醇)

= 10: 1) 分离提纯，过阴离子交换树脂?得到

色粉末 46 mg (0. 19 mmol , 65.5% )。

lH NMR ( , 300 MHz) : 1. 520 

( t , 3 日 ， J = 6.9 Hz) , 3.255 (t , 2 日， = 6.3 

日z) , 4. 094 (8 , 3 ) , 4. 450 (q , 2 日， = 6.9 

, 4. 938 (t , 2 H , J 二 6. 3 Hz) , 6. 095 (8 , 

2 到)， 6.917(8 ， 1 日) , 7.599 (飞 1 日) , 7.983 

(d , 1 日 ， J = 9.0 Hz) , 8.088 (d , 1 日 ， J = 9.0 

Hz) , 8. 639 (8 , 1 日)， 9. 693 (8 , 1 日); ESI-MS 

C21 H20 CIN04 [M-Cl ] + :计算值为 350 ，实验值为

350 0 

2.4 9-异丙氧基小樊碱 (1c)

将 53 mg (0. 148 mmol) 小柴红碱溶于 3 mL 

DMF 中?然后滴加 0.5 mL (5.503 mmol) 2-澳丙

烧 9 氮气保护， 60 飞反应 8 h，减压蒸除溶剂 9 用

硅胶柱(洗脱剂: V ( 氯仿) : V ( 甲醇) = 10: 1 ) 

分离提纯?过阴离子交换树脂，得黄色粉末 43 mg 

(0.108 0 mmol ，产率 75% )。

lH NMR (CD3 0D阳CDC13 ， 300 MHz) : ôH 1. 413 

(d , 6 日 ， J = 6. 3 Hz) , 3. 256 (t , 2 日 ， J 6. 3 

, 4.084 (8 , 3 日) , 4. 954 (t , 2 日 ， J = 6.3 

Hz) , 5. 106 (q , 2 日 ， J = 6. 3) , 6. 085 (飞 2 日) , 

6.890 (8 i 1 日)， 7. 561 (8 , 1 日) , 7.970 (d , 1 

日 ， J = 9.0 Hz) , 8.036 (d , 1 日 ， J = 9.0 Hz) , 

8.595 (8 , 1 日)， 9. 638 (8 , 1 日); ESI-MS 

C22 H22 CIN04 [M-CIJ+: 计算值为 364 ，实验值为
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