一种芳香烷胺类化合物的合成及体外抗肿瘤活性
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摘要： 以二苯乙酸和4,4,-二(4-氟苯)氯丁烷作为原料，经过一系列偶联反应得到系列芳香烷胺类化合物（Ⅰ-Ⅶ），结构经1HNMR,13CNMR,MS确证。以化合物T1为例，对反应条件进行了优化，最佳合成条件为：DMAP(4-二甲氨基吡啶)为催化剂，室温搅拌。采用MTT法选用人类前列腺癌(DU145、PC3)，乳腺癌细胞(MCF-7、MDB-MB-231、MDB-MB-453)和正常上皮细胞(926)进行体外活性测试。体外生物活性评价显示，Ⅲ、 Ⅵ具有良好的生物活性，其中Ⅲ对MDB-MB-231 Ⅵ 对MDB-MB-453的活性最佳(IC50(半抑制浓度)分别为17.30, 19.07, μmol/L)。但对正常上皮细胞杀伤效力大(IC50分别为19.20, 26.37, μmol/L)。Ⅶ有一定的抗乳腺癌作用(IC50分别为52.03,49.74,30.09,μM)，且对正常上皮细胞IC50>50μmol/L。
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Synthesis and in vitro Antitumor Activity of Aromatic Alkylamine compounds

Abstract：A series of novel aromatic alkylamine compounds were designed and prepared from the starting materials of 1,1'-(4-chlorobutylidene)bis(4-flourobenzene) and dibenzoic acid through a serious of coupling reaction, and the structures were characterized by 1H NMR,13C NMR and MS. With the compound Ⅰ as an example, the reaction conditions were optimized. The optimum conditions were as follows: DMAP (4-dimethylaminopyridine) was used as catalyst and stirred at room temperature. Biological evaluation in vitro were evaluated by human prostate cancer cells (DU145、PC3) , breast cancer cells (MCF-7、MDB-MB-231、MDB-MB-453) and 926 by MTT assay．The results indicates that Ⅲ has the best biological activity for MDB-MB-231(IC50=17.30μmol/L) as well as Ⅵ (IC50=19.07μmol/L). However, the IC50 of 926 cells were shown the high toxicity on normal epithelial cells (IC50: 19.20, 26.37, μmol/L). Compounds Ⅶ had inhibitory effect against breast cancer cells(IC50: 52.03, 49.74,30.09, μmol/L) and had a low toxicity on 926 (IC50>50μmol/L).        
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癌症是目前国内外最常见也是最难治愈的病症之一。截止到2015年，全世界共有约1750万例癌症发生，造成870万人死亡。中国癌症患者总数约为749万，占世界总数的42.8%。其中乳腺癌患者约142万，占癌症患者总数的18.95%。前列腺癌发病率在我国有上升的趋势。癌症已成为当前影响人类健康的重要因素[1]。目前，癌症的治疗以化疗为主[2]，而市面上的抗癌药普遍毒副作用较大且价格昂贵，开发出新型抗肿瘤药已是当下亟待解决的问题。
钠离子通道(Voltage-Gated Sodium Channels，VGSCs)通常在可兴奋的细胞中表达，如神经，肌肉等细胞。近年来许多研究发现，VGSCs作为兴奋组织动作电位的关键离子通道，在转移的宫颈癌、前列腺癌、乳腺癌、肺癌等肿瘤细胞中也可表达，对侵袭和转移起到重要的生理作用[3-6]。因此，VGSCs已成为近年来抗肿瘤药物的新型靶点。自第一个VGSCs阻断剂河豚毒素(TTX)被发现可用于治疗某些晚期癌症后[7]，数以百计的VGSCs阻断剂化合物已被陆续报道。
Khodorov最先建立了作用于VGSCs的局部麻醉药药效模型，该模型由两端疏水区和中间富电区组成，是活性存在的必要结构[8-9]。随后，药效模型A被预测出，其结构如下图所示，终端氮(NH)被认为是活性必须基团，其以氢键的方式与靶蛋白结合 [10-11]。Eliseu O. De Oliveira等报道，潜在作用钠离子通道的芳香胺类化合物的活性结构中应含有亲脂型基团、酰胺键或含氮碳链和芳香基团三个部分[12]。在此基础上化合物B被设计合成，其结构如下图所示，并发现其对前列腺癌细胞DU145有良好活性[13] (IC50=0.7~1.0μmol/L)。在后续研究中Zha CX等依据Khodorov药效模型通过对化合物C进行了分子模拟预测，设计合成了一系列芳香胺类化合物[14-15]。其中，化合物D表现出良好的结合活性(IC50=229nmol/L)， 其结构如下图所示。近几年国内外的研究取得了阶段性的进展，但总体上活性优良的先导化合物较少，对增效基团也缺乏系统性的考察验证。
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图1 文献报道的钠通道阻断剂结构
Fig.1 Structure of several Nav inhibitors reported in literature

本文在最新报道的增效基团的基础上，系统性地设计合成了7个化合物，试图找到更好的活性先导化合物，以钠离子通道类抗惊厥药苯妥英钠为基础结构，打开乙内酰脲环，保留二苯基结构，对另一边疏水端和中间含NH的富电区进行改造。结合最新报道的增效基团，我们做了如下改进。依据Hulshof团队报道的活性分子中光学构象能潜在影响NH周围化学环境[16]和α侧链取代为潜在活性优势构象的基础上[15]，设计了化合物Ⅰ~Ⅱ。对比周围化学环境对NH氢键作用效力影响[14]，将羰基还原得到Ⅲ~Ⅳ。因二苯基在上述文献中被认为有潜在活性，于是将另一边疏水端也用二苯基取代，并在对位增加F原子[17]，并考察了二苯基与NH之间碳原子个数的影响[15]，设计了化合物Ⅴ,Ⅶ。Ⅵ结构中在两端苯环对位都用F取代。设计路线见图2。7种化合物均用人类前列腺癌细胞(DU145、PC3)和乳腺癌细胞(MCF-7、MDB-MB-231、MDB-MB-453)测试体外活性。Ⅰ~Ⅶ的合成图解详见下图。 
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1 实验部分
1.1试剂与仪器

    SGW X-4型显微熔点仪，上海仪电物理光学仪器有限公司；集热式恒温加热磁力搅拌器，巩义市予华科技有限公司；Hei-VAP旋转蒸发仪，德国Heidolph公司；EX225ZH/AD型分析天平，美国OHAUS公司；6420型质谱仪，Agilent科技公司；ARX-400型核磁共振仪，德国Bruker公司；CO2培养箱，瑞士Salvis公司; 超净工作台，汉闵实验室设备有限公司；infinite M200多功能酶标仪，瑞士Tecan公司。
4,4-二(4-氟苯)氯丁烷，百灵威科技有限公司；硅胶(200-300目)，乳山市太阳干燥剂有限公司；二苯乙酸、DMAP(4-二甲氨基吡啶)、LiAlH4、邻苯二甲酰亚胺钾盐、水合肼（质量分数98%），阿拉丁公司； 四氢呋喃(THF)、无水硫酸钠、碳酸钠、碳酸氢钠、N,N-二甲基甲酰胺(DMF)、二甲基亚砜(DMSO)、氯化钠、3-(4，5-二甲基噻唑-2)-2，5-二苯基四氮唑溴盐(MTT)，AR。胎牛血清、改良型RPMI-1640培养基、F12培养基、DMEM高糖培养基、磷酸盐缓冲液(PBS)，美国HyClone公司。
人类前列腺癌细胞株(DU145、PC3)、乳腺癌细胞细胞株(MCF-7、MDB-MB-231、MDB-MB-453)、正常上皮细胞株(926)，第三军医大学大坪医院野战外科研究所营养科。
1.2目标化合物合成
1.2.1 Ⅰ~Ⅱ的合成(以Ⅰ为例)
将二苯乙酸(1)（0.7g, 3.30mmol）加于25mL圆底烧瓶中，后加入8mL SOCl2，80℃油浴中回流5h。减压蒸出SOCl2，氮气保护下向体系中加入DMAP（0.54g, 4.40mmol）、3a（0.27g, 2.20mmol）溶于10mL干燥THF的混合溶液。体系置室温下搅拌8h，TLC监测反应完全（展开剂：V(石油醚)：V(乙酸乙酯)=10:1）。减压蒸出部分THF，将反应体系转移至分液漏斗中，用稀盐酸将体系PH值调至3-4，然后用乙酸乙酯（10mL×3）萃取，分取并合并乙酸乙酯层，依次用质量分数5％Na2CO3溶液(10 mL×2)、蒸馏水(10 mL×2) 和饱和氯化钠溶液(15 ml×2) 洗涤，用无水Na2SO4干燥6h。过滤，浓缩，硅胶柱色谱纯化（V(石油醚)：V(乙酸乙酯)=15:1），得淡黄色固体0.61g，收率86.77%。

（S）-2,2-二苯基-N-（1-苯乙基）乙酰胺(Ⅰ): mp 141.6～142.9℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO -d6) ，δ：7.33～7.17 (m, 15H, ArH), 5.85 (d, J = 6.3 Hz, 1H,CH), 5.19～5.14 (m, 1H, CH), 1.43 (d, J = 5.43 Hz, 3H, CH3)；13C NMR (100 MHz, DMSO) ，δ：171.0, 143.6, 139.55, 129.0, 128.9, 128.8, 127.5, 127.4, 126.2, 59.2, 49.1, 21.9. ESI-MS (m/Z): [M+H]+ calcd for C22H21NO,316.1;found,316.3。315.1［M + H］+
与Ⅰ合成方法类似，不同之处在于做好酰氯的基础上，第二步加入3b（0.27g, 2.20mmol），并且体系置室温下搅拌10h。得到淡黄色固体Ⅱ 0.47g,收率66.85%。柱色谱纯化(V(石油醚)：V(乙酸乙酯)=15:1）。
（R）-2,2-二苯基-N-（1-苯乙基）乙酰胺(Ⅱ): mp 143.2～144.7℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) ，δ ：7.33～7.18 (m, 15H, ArH), 5.85 (d, J = 6.3 Hz, 1H, CH), 5.19～5.14 (m, 1H, CH), 1.43 (d, J = 5.43 Hz, 3H, CH3)；13C NMR (100 MHz, DMSO) ，δ ：171.0, 143.6, 139.55, 129.0, 128.9, 128.8, 127.5, 127.4, 126.2, 59.2, 49.1, 21.9. ESI-MS (m/Z): [M+H]+ calcd for C22H21NO,316.1;found,316.3。
1.2.2 Ⅲ~Ⅳ的合成(以Ⅲ为例)
冰浴下将LiAlH4（0.13g, 3.33mmol）溶于2ml 干燥的THF中，氮气保护下缓慢滴加用3mL THF溶解的Ⅰ（0.3g, 0.95mmol）。滴加完毕后，移至油浴中，68℃回流反应12h。TLC监测反应完全（展开剂：V(石油醚)：V(乙酸乙酯)=4:1）。加入1mL蒸馏水淬灭反应。将反应体系转移至分液漏斗中，用乙酸乙酯（10mL×3）萃取，分取并合并乙酸乙酯层，之后依次用质量分数5％Na2CO3溶液(10 mL×2)、蒸馏水(10 mL×2) 和饱和氯化钠溶液(15 mL×2) 洗涤，用无水Na2SO4干燥6h。过滤，浓缩，硅胶柱色谱纯化（V(石油醚)：V(乙酸乙酯)=10:1→5:1），得白色固体0.23g，收率80.98%。
（S）-2,2-二苯基-N-（1-苯基乙基）乙胺(Ⅲ): mp 134.5～136.1℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)， δ：7.41～7.22 (m, 15H, -ArH), 5.73 (d, J = 6.6 Hz, 1H, CH), 5.25～5.21 (m, 1H, CH), 4.92 (s, 1H, NH), 3.47 (d, J = 5.43 Hz, 2H,CH2), 1.42 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3); 13C NMR (100 MHz, DMSO)， δ： 171.30, 143.69, 140.73, 130.1, 129.9, 129.7, 128.1, 127.9, 126.7, 59.6, 49.3, 22.2. ESI-MS (m/Z): [M+H]+ calcd for C22H23N,302.2;found,302.5。
与Ⅲ合成方法类似，不同之处在于氮气保护下缓慢滴加用3mL THF溶解的Ⅱ（0.3g, 0.95mmol），油浴68℃中回流反应11h。得到白色固体Ⅳ 0.2g,收率70.42%。柱色谱纯化（V(石油醚)：V(乙酸乙酯）=10:1→5:1）
（R）-2,2-二苯基-N-（1-苯基乙基）乙胺(Ⅳ): mp 135.2～136.3℃; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) ，δ：7.40～7.22 (m, 15H, ArH), 5.73 (d, J = 6.6 Hz, 1H, CH), 5.26～5.21 (m, 1H, CH), 4.90 (s, 1H, NH), 3.47 (d, J = 5.43 Hz, 2H, CH2), 1.42 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3)；13C NMR (100 MHz, DMSO) ，δ ：171.31, 143.69, 140.73, 130.1, 129.9, 129.7, 128.1, 127.9, 126.7, 59.6, 49.3, 22.2. ESI-MS (m/Z): [M+H]+ calcd for C22H23N,302.2;found,302.5。
1.2.3 Ⅴ的合成
冰浴下将LiAlH4（90mg, 2.31mmol）溶于2ml 干燥的THF中，氮气保护下缓慢滴加用3mL THF溶解的化合物8（0.3g, 0.66mmol）。滴加完毕后，移至油浴中，68℃回流反应17h。TLC监测反应完全（展开剂：V(石油醚)：V(乙酸乙酯)=10:1）。加入1mL蒸馏水淬灭反应。将反应体系转移至分液漏斗中，用乙酸乙酯（10mL×3）萃取，分取并合并乙酸乙酯层，之后依次用质量分数5％Na2CO3溶液(10 mL×2)、蒸馏水(10 mL×2) 和饱和氯化钠溶液(15 mL×2) 洗涤，用无水Na2SO4干燥6h。过滤，浓缩，硅胶柱色谱纯化，得到白色固体Ⅴ白色固体0.16g，收率63.49%。柱色谱纯化（V(石油醚)：V(乙酸乙酯)=10:1）
N-[4,4-二(4-氟苯基) 丁基]-2,2-二苯乙胺(Ⅴ): mp 128.3～129.6℃; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) ，δ：7.36～7.26 (m, 10H, ArH), 7.13 (dd, J1 = 5.4 Hz, J2 = 8.6 Hz, 4H, ArH), 6.97 (t, J = 8.7 Hz, 4H, ArH), 5.83(s, 1H, NH), 5.02 (s, 1H, CH), 3.90 (t, J = 7.2 Hz, 1H, CH), 3.38～3.33 (m, 2H, CH2 ), 1.98～1.93 (m, 2H, CH2), 1.46～1.41 (m, 2H, CH2)；13C NMR (100 MHz, CDCl3) ，δ ：172.3, 161.7(d, J=243 Hz), 140.5(d, J=3 Hz), 139.6, 129.3, 129.3, 129.2(d, J=9 Hz), 127.5, 115.4 (d, J=21 Hz), 59.5, 49.4, 39.6, 32.1, 28.2. ESI-MS (m/Z): [M+H]+ calcd for C30H29F2N,442.2;found,442.3 
1.2.4中间体7的合成
将4,4-二(4-氟苯)氯丁烷(4) (2.04 g，7.27 mmol)溶于25 ml干燥的 DMF中，氮气保护下，加入邻苯二甲酰亚胺钾盐 (2.69 g，14.54 mmol)，加热至80℃反应过夜，TLC检测反应完全(展开剂：V(石油醚): V(乙酸乙酯)=3:1)。将反应液转移至分液漏斗中，加入乙酸乙酯(35 mL×4)萃取，分取并合并乙酸乙酯层，依次用饱和NaHCO3溶液(50 mL×2)和饱和氯化钠溶液(50 mL×2)洗涤，用无水硫酸钠干燥过夜。过滤，浓缩滤液，将浓缩所得固体物溶于50 mL甲醇，加入水合肼(1.46g，29.08 mmol)，加热（60℃）充分搅拌反应3 h，蒸干溶剂，再向体系中加入20mL乙酸乙酯和蒸馏水10ml，静置分层，分取有机相，水相用乙酸乙酯(30mL×4)萃取。合并有机相，用饱和氯化钠溶液(25mL×2)洗涤，用无水硫酸钠干燥5h，过滤，浓缩，柱色谱纯化（V(石油醚)：V(乙酸乙酯)=10:1→3:1），得白色固体1.46g，收率77.24%。
4,4-二(4- 氟苯基)正丁胺(7): mp 138.6～140.8℃; 1H NMR (400 MHz, MeOD)，δ: 7.75(dd, J=7.9、5.6 Hz, 4H, ArH), 7.53(t, J=8.5 Hz, 4H, ArH), 4.46(t, J=7.7 Hz, 1H, CH), 3.92(d, J=14.9 Hz, 2H, CH2), 3.28～3.53(m, 2H, CH2), 2.63(dd, J=15.6、7.8 Hz,2H, CH2) , 2.01～2.24(m, 2H, CH2)；13C NMR ( 100 MHz, MeOD)，δ: 161.93(d, J=243 Hz), 140.22, 129.44(d,J=7.56 Hz), 115.67(d, J=21.42 Hz), 49.66, 40.02,32.89, 26.53. ESI-MS (m/Z): [M+H]+ calcd for C16H17F2N,217.1;found,217.4
1.2.5中间体8的合成
将二苯乙酸(1)（0.63g, 2.95mmol）加于25mL圆底烧瓶中，后加入5mL SOCl2，80℃油浴中回流3h。减压蒸出SOCl2后，氮气保护下加入DMAP（0.48g, 3.94mmol），中间体7(0.5g, 1.97mmol)和干燥的THF（15mL）的混合液。体系置室温下搅拌12h，TLC监测反应完全（展开剂：V(石油醚)：V(乙酸乙酯)=10:1）。减压蒸出部分THF，将反应体系转移至分液漏斗中，用稀盐酸将体系PH值调至3-4，然后用乙酸乙酯（10mL×3）萃取，分取并合并乙酸乙酯层，依次用质量分数5％Na2CO3溶液(10 mL×2)、蒸馏水(10mL×3) 和饱和氯化钠溶液(15 mL×2) 洗涤，用无水Na2SO4干燥5h。过滤，浓缩，柱色谱纯化（V(石油醚)：V(乙酸乙酯)=10:1），得白色固体0.38g，收率42.03%。
N-[4,4-二(4-氟苯基)丁基]-2,2-二苯乙酰胺(8): mp 112.5～113.8℃; 1H NMR (400 MHz, CDCl3)，δ: 7.23～7.33(m, 10H, ArH), 7.09(dd, J=5.5、8.6 Hz, 4H, ArH), 6.95(t, J=8.6 Hz,4H, ArH), 5.56(s, 1H, NH), 4.90(s, 1H, CH), 3.85(t, J=7.2 Hz, 1H, CH), 3.28～3.33(m,2H, CH2), 1.89～1.94(m, 2H, CH2), 1.38～1.43(m, 2H, CH2)；13C NMR (100 MHz, CDCl3)，δ:172.0, 161.5(d, J=243 Hz), 140.3(d, J=3 Hz), 139.5, 129.2, 129.1, 129.0(d, J=9 Hz), 127.4, 115.4(d, J=21 Hz),59.4, 49.3, 39.4, 32.0, 28.0. ESI-MS (m/Z): [M+H]+ calcd for C30H27F2NO,456.2;found,456.3
1.2.6Ⅵ~Ⅶ的合成(以Ⅵ为例)
将原料4(0.28g,1mmol) 溶于5mL DMSO中，氮气保护下，加入中间体7(0.52g,2mmol) ，油浴中加热至65oC反应7h，TLC监测反应完全（展开剂：V(石油醚)：V(乙酸乙酯)=10:1）。用乙酸乙酯（10mL×3）萃取，分取并合并乙酸乙酯层，依次用质量分数5％Na2CO3溶液(10 mL×2)、蒸馏水(10 mL×2) 和饱和氯化钠溶液(15 mL×2) 洗涤。合并有机相，用无水Na2SO4干燥5h，过滤，浓缩，柱色谱纯化（V(石油醚)：V(乙酸乙酯)=15:1），得白色固体0.27g，收率53.46%。
二（4,4-二（4-氟苯基丁基）胺(Ⅵ): mp 131.5～132.8℃; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) ，δ ：7.22～7.05 (m, 8H, ArH), 7.05～6.83 (m, 8H, ArH), 4.14～4.04 (m, 2H, CH), 3.92～3.77 (m, 2H, CH2), 2.97～2.93 (m, 2H, CH2), 2.05 (s, 1H, NH), 2.05～1.88 (m, 4H, CH2), 1.55～1.42 (m, 2H, CH2), 1.28～1.25(m, 2H, CH2 )；13C NMR (100 MHz, CDCl3)， δ： 161.3(d, J=237 Hz), 140.3 (d, J=33 Hz), 129.0, 128.9, 115.3(d, J=11 Hz), 53.6 , 49.3, 32.9, 25.3. ESI-MS (m/Z): [M+H]+ calcd for C32H31F4N,506.2;found,506.4
与Ⅵ合成方法类似，不同之处在于体系用8mL DMSO，加入9a(0.37g,2mmol)，油浴70oC反应13h。同法得到白色固体Ⅶ 0.12g,收率28.10%。柱色谱纯化（V(石油醚)：V(乙酸乙酯)=10:1）
N-二苯甲基-4,4-二（4-氟苯基）丁-1-胺(T7): mp 125.4～127.2℃; 1H NMR (400 MHz, CDCl3)， δ： 7.39～7.17 (m, 12H, ArH ), 7.11～7.07 (m, 4H, ArH), 6.96～6.91 (m, 4H, ArH), 4.16 (t, J=7.4 Hz, 1H, CH), 3.76～3.61 (m, 2H, CH2), 3.19～3.17 (m, 2H, CH2), 1.38～1.25 (m, 2H, CH2)；13C NMR (100 MHz, CDCl3)， δ ：165.2, 147.8, 144.6, 134.5, 128.2, 127.9, 124.2, 120.0, 73.0, 59.1, 49.5, 34.3, 30.2. ESI-MS (m/Z): [M+H]+ calcd for C29H27F2N,428.2;found,428.5
1.3 MTT法测试目标化合物体外抗肿瘤活性[18-19]
接种细胞： DU145、 MDB-MB-231、MDB-MB-453和926细胞培养于改良型RPMI-1640培养液中，PC3细胞用含10%胎牛血清的F12培养液培养。MCF-7细胞培养于含10%胎牛血清的DMEM高糖培养基。7种化合物用DMSO溶解配制成50 mmol/L的稀释液，-20 ℃条件下保存。浓度为5 g/L 的MTT工作液用无菌PBS缓冲液配制。将上述细胞分别接种于96孔板中，每孔培养3000～5000个细胞，5%CO2孵箱培养10～12 h。
加药：向培养基中加入各供试化合物，设置浓度梯度为100.0、50.0、25.0、10.0、5.0、2.5、1.0、0.5μmol/L。于96孔板中加入各供试化合物，稀释浓度为100.0、50.0、25.0、10.0、5.0、2.5、1.0、0.5μmol/L，每个浓度设3个平行对照孔。

测定OD(吸光度)值：孵箱培养72 h后，移除培养基，每孔分别加入新鲜含MTT的培养基100 μL，继续培养3～5 h。移除培养基，每孔加入100 μL DMSO充分溶解甲臜月赞结晶，用酶标仪于570 nm波长处测定光密度的OD值，进而得出各化合物的半数抑制浓度(IC50)。实验在相同条件下重复3次。

2 结果与讨论
2.1 反应条件优化
本研究最终得到的7个目标化合物中， Ⅰ~Ⅳ具有结构相似性，在数量上具有一定代表性。Ⅴ虽合成路线较长，但前几步反应在以前研究中已做过报道，故不再重复。Ⅵ~Ⅶ均为一步反应，反应简便，条件温和可控。故以二苯乙酸、3a 和DMAP合成的化合物Ⅰ为例,探讨了催化剂种类、用量和反应温度对反应收率的影响。
2.2.1 催化剂种类对Ⅰ收率的影响
首先考察了催化剂种类对反应收率的影响，实验方法同1.2.1，结果见表1。
表1 催化剂用量对反应收率的影响
Table 1 Effect of catalyst on reaction yield
	催化剂
n(催化剂): n(3a)=1:1)
	DCC

	DIC
	EDC
	HATU
	DMAP

	T1质量/mg
T1收率/%
	0
0
	0
0
	0
0
	183.2
26.1
	458.9
65.3


从表1可以看出，当催化剂分别为与反应物3a物质的量比为1:1的DCC（二环己基碳二亚胺）、DIC（N,N'-二异丙基碳二亚胺）和EDC（1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐）时，收率都为0，不发生反应。而等物质的量的HATU(2-(7-氧化苯并三氮唑)-N,N,N',N'-四甲基脲六氟磷酸酯)作为催化剂时，能发生反应，但收率较低(26.1%)。同等物质的量的DMAP（N,N'-二甲氨基吡啶）具有较高的收率(65.3%)。DMAP一直被认作为高效酰化催化剂[20]，参考Hofle G[21]所报道的同等浓度的DMAP，吡啶和叔丁基吡啶作酰化反应基本条件，DMAP的催化活性约为吡啶的50倍，叔丁基吡啶的2倍，是优良的酰化反应催化剂。HATU作为偶联剂在现代研究中更多应用于酶与多肽的合成[22]，在本研究中虽能催化，但不是最优选择。
2.1.2 催化剂用量对Ⅰ收率的影响
对催化剂HATU和DMAP与反应物3a物质的量比值进行了考察，实验方法同1.2.1，结果如表2所示。室温下，增加催化剂HATU的量并不能提高Ⅰ反应收率。DMAP为催化剂时，随着DMAP用量的增加Ⅰ收率呈现先增大后减小的趋势，当DMAP物质的量为3a的2倍时，最大收率为86.8%。随着催化剂物质的量增加至3倍，反应收率降至78.3%。
表2 催化剂当量对反应收率的影响
Table 2 Effect of equivalent of catalyst on reaction yield
	催化剂

n(催化剂): n(3a)催化剂                                    
	HATU

	DMAP


	 1:1
	26.1
	65.3

	 2:1
	22.9
	86.8

	 3:1
	21.3
	78.3


2.1.3 温度对Ⅰ收率的影响
考察了温度对反应收率的影响，实验方法同1.2.1，结果如表3所示。HATU作催化剂时，升高温度，通过TLC点板发现，杂质点越来越浓，Ⅰ收率不增反减。而当用DMAP做催化剂时，升高反应体系温度，收率同样有所下降。当反应温度为70℃时，收率降至68.5%。
表3 温度对反应收率的影响
Table 3  Effect of temperature on reaction yield
	      催化剂
温度℃
	HATU
n(HATU):n(3a)=1:1
	DMAP
n(DMAP):n(3a)=2:1

	 25
	 26.1
	 86.8

	 50
	19.8
	81.7

	 60
 70
	14.8
13.5
	79.2
68.5


综合以上结果，选择n(DMAP): n(3a)=2:1的DMAP为催化剂，室温搅拌为反应条件。DMAP在此反应中主要起缚酸剂作用和一定的催化作用。这是因为DMAP的碱性较伯胺强，起到束缚酰氯与伯胺反应时所产生的HCl、促进反应正向移动的作用。DMAP催化机理为：分子上吡啶环与供电子基二甲氨基的共振效应能强烈激活环上的氮原子发生亲核取代，与酰氯形成酰基碳正离子中间体，利于伯胺进攻碳正离子，形成酰胺。DMAP催化的反应其优点具体为：（1）反应条件温和易控，室温下就可反应，节约能耗；(2）溶媒选择要求低，在大多数有机溶剂中均可进行反应；(3）催化体系副反应少，收率高；(4）气味小，污染小。
2.2 MTT法测试目标化合物体外抗肿瘤活性
采用MTT法对各化合物进行测定，
表4为7种目标化合物对前列腺癌细胞(DU145、PC3)、乳腺癌细胞(MCF-7、MDB-MB-231、MDB-MB-453)的抗肿瘤活性及对正常上皮细胞926的抑制作用。
由表4可知，初步筛选结果显示，Ⅲ(IC50分别为26.33、18.84、23.12、17.38、24.61, μmol/L)与Ⅳ(IC50分别为33.70、26.65、12.45、23.45、19.07, μmol/L)对前列腺癌细胞(DU145、PC3)和乳腺癌细胞MCF-7、MDB-MB-231、MDB-MB-453具有良好的抑制作用，但对人类正常上皮细胞926的毒性较大(IC50分别为19.20、26.37,μmol/L)。Ⅶ对乳腺癌细胞MCF-7、MDB-MB-231、MDB-MB-453 的IC50分别为52.03、49.74、30.09，μmol/L）且对人类正常上皮细胞IC50>50μmol/L。
从Ⅲ 、Ⅳ结构上看，亲脂性基团(二苯基)和含胺部分对空间的限制，α位侧链的甲基取代，符合Zha CX等报道的配体模型的构效关系[15]，即增大芳香基团的空间体积可以增加分子活性；限制亲脂性基团和含酰胺或氮的结构的空间体积有助于增大分子活性；化合物C的8号位侧链取代为分子优势构象是潜在活性重要结构基础。微观上说，由于NH周围化学环境改变，使分子中NH与靶蛋白结合的氢键更为牢固[14]。Ⅲ 、Ⅳ由于没有羰基的吸电子作用，NH上孤对电子更易暴露，易与通道蛋白结合,然而其毒性较大，可能与光学构型有关。从Ⅶ结构上看，二苯基的引入增大了芳香部分的空间体积，减少了NH与芳香部分相连的碳原子数。与Ⅲ、Ⅳ相比，T7活性略低，但有一定的乳腺癌细胞选择性并且毒性较小，其结构设计有待做进一步优化。对比Ⅳ Ⅴ Ⅵ Ⅶ可以看出，终端氮与芳香部分相连一端的碳原子数为1时能保证分子有较好活性，增加碳原子个数并不能增加活性。Ⅳ与 Ⅶ对前列腺癌、乳腺癌细胞的抑制活性均在微摩尔每升水平，有待进一步研究达到纳摩尔水平，开发出具有成药前景的化合物。
表4    7种化合物对前列腺癌细胞(DU145、PC3)、乳腺癌细胞(MCF-7、MDB-MB-231、MDB-MB-453)的抗肿瘤活性(IC50 /（μmol/L）)
Table 4   The Antiproliferative activities of 7 compounds on DU145, PC3, MCF-7,MDB-MB-231 and MDB-MB-453
	Compds
	DU145
	PC3
	MCF-7
	MDB-MB-231
	MDB-MB-453
	926

	Ⅰ
	47.59
	>50
	>50
	>50
	>50
	-

	Ⅱ
	>50
	>50
	34.29
	45.13
	>50
	>50

	Ⅲ
	26.33
	18.84
	23.12
	17.38
	24.61
	19.20

	Ⅳ
	33.70
	26.65
	32.28
	23.45
	19.07
	26.37

	Ⅴ
	>50
	>50
	>50
	>50
	>50
	-

	Ⅵ
	>50
	55.94
	>50
	>50
	>50
	-

	Ⅶ
	>50
	>50
	52.03
	49.74
	30.09
	>50


3 结论
经一系列偶联反应合成了7个芳香烷胺类化合物，采用MTT法测定了其对人类前列腺癌细胞系(DU145、PC3)、乳腺癌细胞系(MCF-7、MDB-MB-231、MDB-MB-453)的活性，结果表明，所合成化合物部分表现出不同程度的抗肿瘤活性。其中化合物（S）-2,2-二苯基-N-（1-苯基乙基）乙胺(Ⅲ)和（R）-2,2-二苯基-N-（1-苯基乙基）乙胺(Ⅳ)对两种细胞系均表现出良好的抑制活性，且Ⅲ对MDB-MB-231 Ⅳ对MDB-MB-453的活性最佳(IC50分别为17.30,19.07, μmol/L),但对正常上皮细胞毒性大(IC50分别为19.20,26.37, μmol/L)。N-二苯甲基-4,4-二（4-氟苯基）丁-1-胺(Ⅶ) 有一定的抗乳腺癌活性作用(IC50分别为52.03,49.74,30.09,μM)，对正常上皮细胞毒性小(IC50>50μmol/L)。上述3个化合物有望进一步构象优化得到有成药前景的先导化合物。 
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