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摘要

本實驗針對蜂膠成份之主要活性物-CAPE 能抑制結腸痞細胞、白

血病細胞、多種被病毒成染的細胞、皮膚癌細胞的生長。以化學療法

的觀點，發展並研究出蜂膠的有效成份，以供臨床上抗發炎，抗過敏，

抗突變及抗病毒之應用。首先設計出(1)結構具有兩個芳香環， (2) 

中閱有結類連接和含有起基的 9 種化合物，命名為 3-(3 ，4-

dihydroxyphenyl)acrylic acid phenethyl ester (CAPE), 3 “(3，牛

dimethoxyphenyl)的rylic acid phenethyl ester (PEDMC), 3-(3,4-

dihydroxyphenyl)的rylic methyl ester (MC), 3-(3 ,4-dihydroxypheny1) 
的rylic acid ethyl ester (EC), 3-(4個bromopheny1)acrylic acid phenethyl 

ester (BrCAPE)，于(3，牛dimethoxypheny1)acrylic acid ethyl este丸 3-(4個

methoxyphenyl)acrylic acid ethyl ester, 2，3-dibromo-3-(3 ，4個

dimethoxypheny1)propoinic acid ethyl ester, and 2，3個dibromo-3 -( 4-

methoxyphenyl)propoinic acid ethyl ester 0 並以 acyl chloride 的中問產

物進行臨化反應，得到高產率的合成方法及縮短反應時詞。本實驗以

CAPE 、 PEDMC 和 MC 作用於抑制阻V 複製上，利用三抹不同的

HIV-l isolates [M-tropic (JRCSP), T-tropic 仆JL-4-3) and Dual tropic 

(89.6) ] ，結果顯示 CAPE 和 MC 對於 HIV 之複製有明顯抑制作用，

於濃度 10μM 至 100 ).lM 之間尤其明顯， PEDMC 的抑制作用沒有

CAPE 和 MC 明顯。在口腔癌方面，我們還用四株人類口腔正常細胞

(BP)和癌細胞(OSP， G~， TSCCa) ，以 MTTassay 分析上述 9 種不同

化合物 (analogues)對於正常及癌細胞的細胞毒性，結果顯示以

CAPE 、MC 和 EC 對 OSP(癌前細胞)、G~(齒飯癌細胞)和 TSCCa(舌

癌細胞)有明顯細胞毒性，其毒性隨濃度增加而增加，但 MC 對於正

常 BP 細胞有少許細胞毒性;令 Br-基的化合物，除 BrCAPE 對 GNM

(齒誼民癌細胞)有明顯細胞毒性外， 2，3-dibrom。"3ω(3 ，4-

dimethoxyphenyl)自propionic acid ethyl ester 和 2，3-dibromo-3-(4-

methoxyphenyl)-propionic acid ethyl ester 並無法有效抑制癌細胞生

長，故可誰知 caffiec acid 系列的結構具有兩倍芳香環或中間有脂類連

接和令有程基，在治療口腔癌部分有明顯效果，因此可深入探討作用

機制，預期成為一治療口腔癌的新藥。



Abstract 

Propolis, a honey bee hive product, exhibits a broad spectrum of 

medical application including antibiotic, antivir泣， anti-inflammatory and 

tumor growth inhibition; some of the observed biological effects may be 

due to caffeic acid (cinnamic acid) esters that are present in propolis. In 

the present work we synthesized five caffeic acid esters, namely 3-(3 ,4-

dihydroxyphenyl)acrylic acid phenethyl ester (CAPE), 3-(3,4-

dimethoxyphenyl)acrylic acid phenethyl ester (PEDMC), 3-(3 ,4-

dihydroxyphenyl)的rylic methyl ester (MC), 3-(3 ，4咀dihydroxyphenyl)

的rylic acid ethyl ester (EC)，子(4-bromophenyl)acrylic acid phenethyl 

ester (BrCAPE), and four structure司like compounds, namely 3-(3 ,4-

dimethoxyphenyl)acrylic acid ethyl ester, 3-( 4-methoxyphenyl)acrylic 

acid ethyl ester, 2，3-dibromo-3 凶(3 ，4個dimethoxyphenyl)propoinic acid 

ethyl este丸之3-dibromo刁-(3 ，4-dimethoxyphenyl)propoinic acid ethyl 

ester and tested them against the PBMC cell infected by 1\ιtropic 

(JRCSF), T-tropic (NL-4-3) and Dual tropic (89.6) ofHIV-l isolates. The 

CAPE and MC show significant inhibition on the growth of HIV.“ 

replication in PBMC cell, but the PEDMC shows less inhibition effect 

than the CAPE and MC. In addition, the effect of these agents on the 

growth of normal hurnan buccal mucosal fibroblast (BF), oral 

submucosus fibroblast (OSF), neck metastasis of Gingiva carcinoma 

(GNM), tongue squamous cell carcinoma (TSCCa) was studied by the 

MTT assay. Treatment with 25-200 !J,M CAPE and 50-400μMEC shown 

significant cytotoxicity on OSF, GNl\任， TSCCa cells, but not on BF cell. 

The results suggests that CAPE-like compounds be acting as good 

chemotherapy agents against HIV infection and oral cancer. 
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緒論

蜂膠中戶牙含之多種夭然物，具抗發炎 5日7 ，抗過敏 58， 59 ，抗突變"

及抗病毒 60-65 活性。蜂膠所合之抗病毒(包括 DNA 及 RNA 病毒)有效

成份-CAPE (3 “(3 ，4-dihydroxyphenyl)的rylic acid phenethyl ester) ，而其

作用機制為有效地抑制病毒之處染活性或複製活性。但目前，有關蜂

膠抗凹V 的研究尚在研究階段， Zhao , H. et al.指出含有 phenol 結構

的化合物，如 flavones， CAPE，和 Curcumin 都有抑制凹V-1 integrase 

的能力的，而這些化合物的結構都具有兩個芳香環，中間有脂類連接

和含有道基，因此本論文設計新的合成方法解決這類化合物低產率的

天然物萃取及其它低產率的合成方法。另外口腔癌的死亡率又佔男性

十大癌症的第五名，因此將應用這些化合物在口腔癌方面，期能成為

預防或治療口腔癌的新藥。

(1) 愛滋病 (AIDS)

從 1910 年羅斯(Peyton Rous)第一次以實驗顯示病毒可以引發雞

的肉瘤 i 以來，病毒在人類癌症中所扮演的角色一直被高度的懷疑及

爭論著。直到 1960 年代， Epstein-Barr virus(EBV)被發現與 Burkitt 氏

腫瘤有關 2， 3 ，病毒在人類癌症中的可能作用才又重新被重視。此種趨

勢直到 1981 年左右，另一種人類癌症，即日本九卅四國主要流行的

成人 T 細胞白血病/淋巴瘤 adult T -cell/leukemia/lymphoma ' ATL 被發

現與人類 T細胞白血病病毒第 1 型 (human T -cellleukemia virus type 1, 

HTLV-1)有關後 4， 5 ，病毒在人類癌症中的角色才被逐漸肯定。至於

人類病毒致癌的機轉，目前分子生物學界其IJ i丘熱烈、研究中，其可能機

轉包括(1)介入性突變(insertional mutagenesis) , (2)病毒所攜帶致病暴

自 (oncogene)或細胞致癌基目的活化，以及(3)病毒或其它內在及外在

自素所引發的細胞生長自子女白白血球問素 II 型(interleukin怔， IL-2) , 

及其受體(IL-2的基因的表現等 6 。

3 



在 1980 年代，幾種人類腫瘤如肝細胞癌及子宮頸瘤，也被發現

分別與 B 型肝炎病毒(hepatitis B virus; HBvf， 8 及人類乳頭瘤病毒

(human papilloma virus; HPV)9 密切相闕，另一種與人類免疫功能不全

病毒(human immunodeficiency viru刮目的有關而在全世界流行有「現

代黑死病 J 之稱的愛滋病(acquired immunodeficiency syndrome; AIDS) 

則更受到高度的注意及研究。引起愛滋病的致病體，是一種能侵襲人

體的反轉錄病毒(humàn retrovirus) ，病毒首先由法國巴斯德、研究中心

(Psteur institute) Montagnier 博士分離純化出來。他們命名為 LAV 病

毒(lymophadenopathy associated virus) ，幾個丹後，在美國國家醫學研

究院的 Robert 博士也在科學雜誌上發表，他們分離出了愛滋病毒，

最初以為與計起人類 T 細胞的血癌病毒(human T“ cell leukemia virus; 

Htlv-。有關，因此命名為 HTL九九III virus '但是最後話明此病毒與白

血病過多的血癌無關，因此再更正名為 human T“ cell lymphotrophic 

VlruS '縮寫仍為 HTLVo 同時，在舊金山加大醫學院， Jay Levy 博士

也由愛滋病人身上分離純化此種病毒，他命名為愛滋病有關的病毒

ARV(AIDS-associated retrovirus) 。基本上到目前，公認 LAV， HTLV, 

ARV 都屬肉類，基本結構相同的病毒。尤其 LAV血TLV-III 幾乎分子

結構上完全一樣 10 ， 1986 年愛滋病毒統一名稱，改為 HIV 病毒(human

immunodeficiency virus) 。

HIV病毒成染的機制是科用其草股核酵核酸 (ssRNA) 被反轉錄

晦(reverse transcriped) 轉錄成為雙股去氧核聽核酸 (dsDNA) 基眉

之後，病毒的最令時(integrase) 再將病毒基因嶽合進入寄主細胞的基

自庫 (genome) 中。如此，病毒方能利用寄主細胞基因在複製

(replication) 時替其複製基函，繼續其生活史 (life cycle)。愛滋病毒的

分子結構，基本上兩端有終端重覆結構，縮寫為LTR結構(long terminal 

repeat structure) ，接著有病毒核心結構(long open reading 

frarnesconding gag, viral core structure) ，接下來是病毒酵素群結構pol

臣，這包括複製病毒的反轉錄晦(reverse transcriptase, RT)和嶽合時

( integrase，則) ，而最合晦的存在對於HIV的複製是必需的日，泣，此酵
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索基於其功能可劃分為三個分闊的構造單位，中間核心部分包含撮合

晦本身的催化區 (catalytic domain) ，其中有三個amino residues D64 

D 1l 6 日必是高度保留的。比這域相信是用來協調雙價陽離子而進行

酵素催化功能。至於ammo端則包含zinc finger domain而且有motif

f丑ICC; 而 carboxyl端則含有非特異性DNA binding之活性用來連接宿

主之DNA 。嶽合晦的存在對於印V的複製是必需的，而且比酵素之作

用方式是先將病毒DNA 3' 端移除一個 dinuc1eotide unit (稱做夕，

processing) ，然後將3九processed的一股從細胞質移到細胞核，在細胞

核的宿主DNA對應放經過于base pair offset切割後結合進去(稱為

strand transfer) 。目前已可利用 in vitro assay來測試各種抑制物抑制3' -

processmg及strand transfer之效果。

由於對愛滋病的了解，所以在治療愛滋病方面，一般而言集中在

四個方面。首先，也是最常見的治療方法，用藥物來防止因兔疫系統

失調後所引起的各種發炎成染。這種機會成染(opportunistic infections) 

是造成愛滋病人最後死亡的主因。第二類治療的努力方向是重建病人

受損的免疫功能，這方面的實驗治療方法，包括病人接受骨髓移植，

或用能刺激免疫功能的物質，來刺激免疫系統的功能

(immunomodulating substances) ，這類物質如人體干擾素 interferon 到

化學刺激物藥物(isoprinosine)等，到目前為止，還沒有任何一種方法，

使受破壞免疫系統復元。第三方面，是針對反病毒本身來治療

(antiviraltherapy) ，由於反轉錄病毒的致病機轉與其複製過程息息相

騁，因此抑制病毒的複製過程，使其在人體內清滅，是以抗病毒治療

(antiviral therapy)之藥物的主要策略 13 。其中由於反轉錄作用 (Reverse

transcription)是反轉錄病毒的特性，因此大多數的研究在於開發新的

反轉錄酵素抑制齊11 14 來抑制此反轉錄作用。雖然 HIV 病毒的反轉錄

酵素抑制劑已有許多報告，如 TEAm2315， SliramirlltAZTl7 及 2jm

dideoxy Cytosine18 等，其中 HPA-23 、 Suramin 、 AZT 己應用於臨床

的治療，在臨床上可減緩早期 AIDS 相關複合症 (AIDS-Related 

Complex' 簡稱 ARC)病狀的進行，尤其對於 AIDS 早期症狀之病患尤
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其療效，如中度 T 淋巴球數目減少和口腔成染。但此藥不能根治愛滋

病，且副作用不小，包括嚴重的貧血，頭痛，嘔吐，疲勞暈沉等;另

報告指出若長期使用會使 HIV 病毒減低對 AZT 的敏是良性

(Sensitivity)19 。最後一種療法，就是目前臨床上採用何大一博士發明

的「雞尾酒療法 J 來治療愛滋病病人，針獎以反轉錄嗨及蛋白時為主

的其他抑制性藥物，但由於仍有少數病毒存有抗藥性之問題，由此問

發新藥校為迫切。為了加強這些治療策略，針對其他病毒酵素的抑制

物就具有發展的潛力。

(2) 口腔癌

口腔癌發生於口腔顏面部，常造成病患飲食、語言困難及顏面畸

型，嚴重的病例甚至導致家庭及社會的沈重負擔。目前癌症已躍居國

人十大死目的第一位，而口腔癌發生率為十萬分之十五﹒二七，位居

十大男性癌症發生率排行榜第五名，而從八十二至八十六年悶，口腔

癌的死亡率就已向上攀升了 50 %'所以口腔癌的盛行率亦有逐年上

升的趨勢。口腔癌主要發生於約 50 歲至 60 歲的中年男性 20-23 。

根據行政院衛生署的統計，口腔癌的發生率和死亡率有逐年增加

的趨勢。在氏國八十三年癌症登記報告顯示，口腔癌的粗發生率為每

十萬人 7.30 '比鼻咽癌高，首次佔男性十大癌症發生率的第五位。死

亡人數於八十五年度更高達 1042 人，其中男性 941 名，已超過鼻咽

癌的死亡總人數 881 。隨著檳榔的清耗量越來越多，估計每年新的口

腔癌病患有一千五百人以上。民圓八十八年癌症登記報告顯示，口腔

癌仍佔男性十大癌症發生率的第五位。

根據 1988 年美國痞症聯合委員會 (AJCC) ，國際抗癌聯合會

(UICC)的分類，口腔包括唇、頰黏脹、下齒飯、上齒報、臼齒後三角

臣、口腔底、硬穎、舌前三分之二。口腔痞泛指口腔內構造組織引起

的癌症，和吸煙、喝酒、吃檳榔有密切的關像。比較常見的是舌癌、

臉頰癌、硬穎癌、軟亨員癌、齒撮癌等。以舌癌(鱗狀上皮細胞痞)比例
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最多，佔全部口腔癌 83 .3%21 或 86.2%22 0 80-90%頰粘膜癌病患有嚼

檳榔嗜好， 82.8% 舌癌病患及 87%牙銀病患亦有嚼檳榔的習慣，和

抽煙、飲酒習慣相較，顯示嚼檳榔在台灣的口腔癌佔極關鍵地位。我

國口腔瘤的發生率要比不食檳榔的歐美國家高，但比2爵食檳榔一煙草

混合物的國家，如印度、錫蘭低 20， 24， 25 。而口腔黏旗下纖維化症(Oral

submucous fir切的， OSF)為口腔黏朕下堆積大量繆厚、纖維，血管變少

並伴有表皮萎縮之病變，屬於口腔癌前病變， OSF 的發生率在嚼檳榔

者中比口腔癌更高，罹志此病 100% 皆有嚼檳榔的習慣。特性是(1) 一

旦摧患之後，口腔黏祺之變化即為「非可逆性」的，永遠無法自然地

回到正常時的情形。 (2) 嚼檳榔量的多寡與期問之長短，與是否發生

OSF 並無正比之關餘，因此吃得少或開始不久，並不一定係證不會發

病。 (3) OSF 的發生至今無有效之治療方法，因此以預防(拒嚼檳榔)

最為重要。

口腔易於直接診視，口腔癌是可以早期診斷的，只要早期(第一、

二期)接受正規適當的治療， 3 年的存活率可達 72% ， 5 年的存活率可

有 60% '若是晚期(第三、四期) ，則存活率將分別降為 61%及 30% 0 

晚期口腔癌的復發大都發生在 3 年內，其中有的%出現於局部或頸

部， 20%發生遠隔轉移。口腔癌診斷方法:目前全國各醫院診斷口腔

癌仍以切片檢查為主 26 。另有輔助診斷的方法如細胞學檢查 27 及用甲

笨藍染口腔癌 28 均極其臨床價值。口腔癌的治療方法有外科手術切

除、放射線療法及制癌劑化學療法三種 o 主要為手術切除及放射線療

法，化學療法為輔助性或引導性治療，可以幫助控制微小轉移

(micrometastasis) ，及手術便利性(resectability) 。對頸部轉移的治療方

法，在 No(尚未發現淋巴結轉移)持有功能性頸部清除干坊，診斷性上頸

部清除術及預防性放射線治療。在頸部有淋巴結轉移時，則必須作頸

部清除術。對重症病患則施予放射線療法及化學療法作為支持性治療

(supportive treatment) 0 但是使用化學療法作為手術的前導療法時，則

必須小心安全範園 (safety margin) 。必須在化學療法後，儘快施行手

術'依照原腫瘤大小的安全範間作切除，以免留下其抗藥性的癌細胞
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但對較嚴重的口腔癌，有時無法有效控制、治療。臺灣地區之口

脫癌發生和嚼檳榔、抽煙、喝酒息息相闕，可由口腔白斑或紅斑惡化

成口腔癌，也，可在口腔內的不同位置，出現多處癌瘤。癌症是一種多

重因素的基因疾病，其中環境因素(外來的致癌物質)在口腔癌扮演非

常重要的角色，因此更需要進行口腔癌的預防。

(3)蜂膠類的化合物

為保護樹木幼芽，花芭'及修補樹幹在大自然中所受創傷，各類

植物之樹皮，花包及嫩芽內均自然產生特殊的樹拈狀物質，蜜蜂採集

了各種植物(如白楊木，七葉樹，柳樹，油加利樹，各種呆樹等等)莖

幹表皮或嫩芽內的樹指狀物質，混合蜜蜂本身的唾液酵素及腹部蠟緣

分泌出來的密蠟'經充分咀嚼，結合成一種具黏性的棕綠色芳香性膠

狀物，我們稱之為[蜂膠1 。

蜂膠的作用:蜜蜂在移植蜂箱之後，女王蜂進駐之前，族群中的

公蜂即展開採集製作蜂膠的任務，並扛起建築蜂巢的艱經使命，牠們

將蜂膠全面塗抹在蜂箱壁上，接著仔細填補四周空隙，直到屬於牠們

的城1f:滴水不漏，至此方算大功告成。蜂膠對於蜜蜂的功用可歸納為:

增強蜂巢內部結構，抗冷，抗熱，全面防水。

防止病毒、細菌、蟲蟻等外敵入侵。

有效隔離威脅蜜蜂族群生命的外物。

偶有異族蜜蜂或外界昆蟲侵入，將立刻贅死，並以蜂膠包裹蜜蜂

如木乃伊，使其永不腐敗污染巢內 o 正因蜂膠具有如此超強的消毒，

殺菌，排除徽菌功能，蜂巢內部得以永保無菌狀態。蜂丹麥就是蜜蜂維

護巢內環境衛生，永保族群健康的捍衛使者。
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蜂繆主要成分:英國劍橋大學研究發現，蜂膠含 129 種天然成分;

1991 年世界蜂膠會議證實牠含有不下百種天然生藥成分;科學研究

同時證實，生物生存所需的三十八種微量元素，蜂膠就含有三十四種

之多。而其中最重要的成分特性就是富含豐富的類黃駒，類黃輛是現

今醫學上所發現效果最優異的天然抗生物質，能淨化血液，強化細胞

脹，促進細胞再生功能，並具有強力的抗菌，抑制細菌滋生特性。因

為牠是天然物質，所以食用也完全無不良副作用之虞。

由於近年來對於蜂蜜的醫學性質很有興趣，且蜂蜜具有非常廣泛

的活性，包括 antibacterial， antifung祉， cytostatic，以及 anti­

inflammatory的性質 32-34 0 Gribel 和 pashinskii 35 最近研究出蜂蜜在

五種不同種類的 rat 和 mouse 具有中等的抗痞活性和明顯的抗腫

瘤轉移作用。因此，蜂蜜很可能可以成為具有抗腫瘤的化療藥物像是

5 司 fluorouracil 和 cyc1ophosphamid 35的抗腫瘤活性一樣。蜂蜜含有

caffeic acid, flavonoid glycones，和蜂蠟(propolis) 36的許多化合物。蜂

蠟的成分很多，首先被分離出來的有caffeic acid ' caffeic acid 本身則

具有抗微生物及抗發炎的作用，而Caffeic acid (3 ,4-dihdroxycinamic 

acid) 臨類的衍生物佔了蜂蜜的20-25% ;具有多方面的活性，其中可

能有抑制腫瘤的作用鈞。 Wattenburg等人研究以餵食hydroxycinnamates

(蜂蜜的成份之一)的方法顯示可以明顯抑制benzo[ a ]pyrene誘發小老

鼠前胃的癌化38。蜂蠟即蜂膠之產物，一般氏問用來治療許多慢性病，

近年來的研究可知其具選擇性的抑制經由 viral-transformed 及

oncogene-transformed的噶齒類細胞和人類細胞，包括glioblastoma

multiforme (GBM-18) 、 colon adenocarcinoma (HT -29) 和 melanoma

徊。-1) cells 39-41 ，但不會抑制正常人類皮膚纖維細胞。 Grunberger 37 

分離出CAPE (Caffeic acid phenylethyl ester) ，其研究顯示CAPE以8

他Iml 的濃度作用在normal cell時，有75% 的normal cell並不會受影

響。反之在transformed cell (泌的ovirus serotype 5 transformed) 則有90

%的transformed cell受到抑制。
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自 caffeic acid ester 的衍生物可能也具有抑制腫瘤的作用， Rao 

等人利用合成的方法合成出幾種 caffeic acid ester '如 MC 、 PEDMC'

並研究其抗突變及抗腫瘤的活性 41 。結果發現 MC 、 CAPE 、 PEDMC

會抑制經由 3 ，2'-dimethyl-牛aminobiphenyl 誘發 Salmonella

tryphimurium strain TA 98 and TA 100 兩本朱細語的突變

(mutagenecity) ，在 colon adenocarcinoma HT-29 及 HCT-116 cell 兩

種結腸腺癌細胞上則會抑制其生長 o CAPE 及其他衍生物可抑制

azoxymethane 所導致的結腸癌前病娃、 decarboxylase 、 tyrosine protein 

kinase 及 lipoxygenase 在結腸癌化時的活性 24卜的。 CAPE 在低濃度

(0.1-6.5 nmol)時可以抑制 tumor promoter (TPA)所造成的癌化現象

的，如多型核白血球的浸潤、馬O2 的產生及表皮細月色的 DNA 有鹼基

氧化的形成。若以較高劑量(1-10 nmol)的 CAPE作用則會抑制 CD-1 、

SENCAR 兩種小老鼠的皮膚水腫及 omithine decarboxylase 的活性。

CAPE 會抑制人類白血病 HL-60 細胞的生長，並且抑制其 DNA 、 RNA

和 protein 的合成 45 0 

CAPE 在抗氧化方面，除了可減少 TPA 導致細胞內 H202 的產生

及 DNA 鹼基氧化之外 42，的，還會抑制 5-lipoxygenase 和

xanthine/xanthine oxidase 的活性的，其可能是由於減少氧化壓力而使

得 CAPE 成為老鼠皮膚癌的一種化學預防藥物(chemopreventive )。

CAPE 對於一些 transformed cells 會產生細胞凋零 (apoptosis) 的現

象，但在正常細胞上只會造成生長遲緩 46 。若以抗氧化劑 N-acetyl­

L-cysteine 作用在癌細胞上可抑制 CAPE 誘發瘤細胞進行 apoptosis ' 

因此 CAPE 在氧化還原的機制上扮演一種前氧化劑。自“oxidant) 。在

短時問暴露 CAPE 會使癌細胞內的 GSH下降，但不會影響正常細胞。

另外 CAPE 也可抑制 NF-KB 對 DNA 的轉錄活性(transcriptional 
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activation) ，再由還原劑(DDT)回復此抑制的作用的。 CAPE 能抑制

SV40 transformed keratinocyte (Z114) 的增鐘，有 dose“及 time­

dependent 之現象。此抑制在 0.5-5.0μg/ml 48h 內處理時可得到此結

果。而在 10 問Iml 濃度時，藉由細胞形態及存活率之改變，可觀察到

CAPE 對於 SV40 transformed keratinocyte (Z 114)具有細胞毒性。若

Z114 細胞前處理 CAPE 可有效防止 EGF(epidermal growth factor)誘發

ornithine decarboxylase(ODC)的活性特。在角質細胞(keratinocyte)上

CAPE 能阻止 UVB 抑制 Vit D receptor 基臨的表現峙。

Fesen 等人在 1993 年為了探討可以抑制 human immunodetìciency 

virus integrase ( HIV integrase)的化學物質，以 in vitro integrase assay 

研究了 33 種化合物，其中包括 topoisomerase inhibibtors, antimalarial 

agents, DNA binders, naphthoquinonse, flavone quercetin，:f口 CAPE' 利

用 in vitro assay 來測試各種抑制物抑制裁合誨的狀合作用 (3'-

processmg 及 strand transfer)之效果，結果發現 CAPE 是唯一可以抑制

嶽合晦的 integration step，而且抑制效呆比抑制寂合鷗在 initial

cleavage step 的酵素來的好。因此證實 CAPE 具有抑制 HIV integrase 

的作用 50 0 Fesen 等人並於 1994 年研究天然物 flavones 、 CAPE 和衍

生物對王五V-1 integrase 的作用，利用 in vitro assay 來測試天然物抑制

寂合晦的狀合作用 [1. 3' -processing cleavage 、 2. strand transfer 及 3.

disintegration] 之效果，結果顯示 flavones 和 CAPE 都可以抑制 HIV-1

integrase，但兩者抑制機轉不同 flavones 對於三種教合作用的反應

具有抑制效果，而 CAPE 只抑制第二種狀合作用。 Fesen 等人推測可

能與 structure-activi ty 有相闕， flavones 具有抑制能力是其結構上至少

有一個 ortho-位置的 phenolic hydroxyl groups 以及至少一個或兩個外

加的 hydroxyl groups 0 若是改成 methoxy 或 glycosidic 的官能基時會

減少或沒有抑制活性，因此官能基的種類極為重要 51 。
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General structural features common to many HIV intregrase inhibitors 

Burke 等人認為 HIV-l 的有效複製需要將 viral genome 的 DNA

integrate 到寄主細胞 (host cell) 的染色體上，經由病毒的最合時(viral

integrase)進行吾友合作用 (integration) 。因此他們合成 30 種的教合梅抑

制劑，其結構與 CAPE 相似，來探討 structure-activity 的相關性，結

果發現與下面四點有關 (1) ring substituen站， (2) ester groups, (3) 

rotationally constrained variants, and (4) saturated amide analogues 0 

CAPE 屬於這類化合物，其結構相似的衍生物必須具有至少一個

hydroxyl group 才會有抑制嶽令晦的活性詔"抖。

從上述觀點，我們設計了如上聞所示之一般特性之化合物，如

CAPE 與其化類似多笨環的類似物，有 MC (methyl caffeate) 、 EC

(ethyl caffeate) 及 PEDMC (phenyl ethyl dimethyl caffeate) 等化合

物。另外還有一些結構類似的衍生物，其結構式如下:

H立~o~。
3-(3,4-Dihydroxyphenyl)acrylic acid phenethyl ester 

CAPE (1) 

"。DMLo/

3-(3 ,4-Dihydroxyphenyl)acrylic acid 12 
methyl ester 

MC (主)

"3COD心。~ο

3-(3 ,4-Dimethoxyphenyl)acrylic acid phenethyl est 

PEDMC (~) 

的D心。〈

3-(3 ,4-Dihydroxyphenyl)acrylic acid 
ethyl ester 

EC (受)



(;(、1 〈iJ

3-(4-Bromophenyl)acrylic acid phenethyl ester 

(豆)

O 

H3CO~γλ足/丸。/\

/λ\ 巧夕J
H3CO '-./ 。

叫J
I 

3 ，4-dimethoxy輔trans-cinnamic acid ethyl ester 4-methoxy-trans-cinnamic acid ethyl ester 

(空)

>
ij\

~ 
V人

2 ， 3-dib的mo-3可(3 ，4個dimethoxy-phenyl)

-propionic acid ethyl ester 

(星)

(7) 

Br 0 
11 

f\rÝ"O/\ 
H3CO/\~ Br 

2 ， 3-dibromo♂-(4-methoxyψhenyl) 
-propionic acid ethyl ester 

(9) 
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研究目的

本實驗針對蜂繆之主要活性物-CAPE 能抑制結腸癌細胞、白血病

細胞、多種被病毒成祟的細胞、皮膚瘤細胞的生長。以化學療法的觀

點，發展並研究出蜂膠的有效成份，以供臨床上抗發炎，抗過敏，抗

突變及抗病毒之應用、，在近年來受到廣泛注意。目前蜂膠中所含之多

種天然物已被確認其抗發炎 55-57 ，抗過敏 58， 59 ，抗突變"及抗病毒 60-

65 活性，尚有關活性之有效成份，部份已被單離並經分析鑑定。其中

抗病毒之一有效成份為類黃酌(宜的onoid) ，如 quercetin6。其抗單純度色，

疹病毒 (herpes simplex virus type 1; HSVω1) ，副流行成冒病毒

(Parainfluenza virus type 3; Pf-3)及 sindbis virus 活性汶口 morin61 具抗

herpesvirus 活性;如 dihydroqucrcetin 及 dihydrofisetin62 具抗 HSV-

1 ，herp的VlruS 活性;如 quercetin， morin, leteoli 具抗凹V-1 '脊髓灰質

炎病毒(Poliovirus type 1), P的及呼吸性融合細胞病毒(respiratory

syncytial virus RSV)活性。蜂膠所含之抗病毒(包括 DNA及 RNA 病毒)

有效成份-CAPE 之作用機制，為有效地抑制病毒之成染活性或複製活

性。目前，有關蜂膠抗 HIV 的研究尚在研究階段， Zhao, H. et al.指

出含有 phenol 結構的化合物，如 flavones， CAPE，和 Curcumin 都有

抑制 HIV-1 integrase 的能力的，而這些化合物的結構都具有兩個芳香

環，中間有脂類連接和含有經基，而這類化合物大都以天然物萃取取

得或是低產率的合成方法，所以本實驗利用史簡便的合成方法來全合

成這類的化合物，並探討這些化合物在口股癌上的細胞毒性為何，期

能成為預防或治療口腔癌的新藥。
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材料與方法

一、實驗材料

(一)測試儀器

l.核磁共振光譜儀 (Nucle缸 Magnetic Resonance Spectrometer 

簡稱盯在R)

機型: MERCURY-400 型

所測之光譜皆以 TMS 作為內標準劑，化學位移以 ppm

( parts per milli on ' ö) 表示

s :單重峰 (singlet)

d: 雙重峰( doublet) 

t :三重峰 (triplet)

q: 四重峰 (quartet)

m: 多重峰 (multiple)

2. 紫外線光譜儀( Ultraviolet-Spectrometer 簡稱 UV)

j幾型: Shimadzu UV-260 

3. 測熔點儀器。在el Temp II melting point apparatus) 

4. Low-resolution mass spectra (MS) 和 high-resolution mass 

spectra (1故MS): JEOL JMX“ SXlSX 102 A mass spectrometer 

(中興大學)

5. Elemental analyses: Heracus CHNOS Rapid spectrometer (中

興大學)

6. 無菌操作台( Lamina Flow) :廠牌 HIGHTEN

7. 細胞玲養箱( Incubator) :廠牌 NUAIR™ US AUTO FLOW 

8. 離心機( Centrifuge) :廠牌 KUBOTA KN-70 

9. 倒立式顯微鏡:廠牌 NIKON

10. 光學顯微鏡:廠牌 NIKON

11. 恆溫水浴糟:廠牌 Kodman
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12. 血球計數器:廠牌 Reichert-Jung

13. 螢光光譜儀:廠牌凹TACHI; F2000 

(二) 有機合成試藥

名稱 廠牌

TLC 片 Merck 

氮氣 吉源、公司

silica ge1230-400 mesh Merck 

3,4-dihydroxycinnamic acid Lancaster 

3,4-dimethoxycinnamic acid Aldrich 

4-methoxycinnamic acid Aldrich 

phenylethyl a1cohol Aldrich 

4-bromobenzaldehyde Aldrich 

malonic acid Lancaster 

pyridine Acrose 

piperidine Acrose 

TsOH Aldrich 

DCC Aldrich 

DMAP Aldrich 

Dichlorodiphenylmethane Lancaster 

Triethylamine Lancaster 

Bromine Aldrich 

Thiony chloride Acrose 

16 



(三)有機合成溶劑

名稱 廠牌

CHC13 自告峰企業股份有限公司

CHC12 皓峰企業股份有限公司

Ether 皓峰企業股份有限公司

Hexene 
皓峰企業股份有限公司

Nitrobenzene 
Lancaster 

h在ethanol
聯工化學試藥

Ethanol 

Acetone 
聯工化學試藥

THF 自告峰企業股份有限公司

DMSO Lancaster 

Benzene Lancaster 

(四)反應用實驗儀器之前處理

所有反應的玻璃儀器均需在烘箱中 60
0

C 至少烘乾兩小時，取出

後放入乾燥箱中冷卻至室溫，以真空幫浦抽氣使其乾燥，再通入

氮氣進行反應。

(五)反應用溶劑之前處理

把蒸餾後的溶劑(CH2C12 、 CHC13 !Ja入 CaH2 ; ether 加入 Na 再行

蒸餾)通入含有分子篩(分子篩必須在 150
0

C ' 4 小時烘乾)的

瓶子內，經由分子篩吸收 H20 、 H2S 、 S02 等小分子 O

(六)生物活性之相關試劑

1. 3-(3 ,4-dihydroxyphenyl)acrylic acid phenethyl ester (CAPE) 、

子(3 ，4-dimethoxyphenyl) acrylic acid phenethyl ester 

(PEDMC) 、 3-(3 ，4-dihydroxyphenyl)acrylic acid methyl ester 

(MC) 、 3-(3 ，再-dihydroxyphenyl)acrylic acid ethyl ester (EC) 、 3個

(4七romophenyl)acrylic acid phenethyl ester (BrCAPE) 、 3-(3 ，牛

dimethoxyphenyl) acrylic acid ethyl ester 、子(4-methoxyphenyl) 

acrylic acid ethyl ester 、 2 ，3 -dibromo-3 -(3 , 4-dimethoxypheny 1)-
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propionic acid ethyl ester 、 2 ，3 -dibromo-3 -( 4-methoxypheny 1)­

propionic acid ethyl ester 九種化令物來自有機合成。

2. DMEM 、 RPMI 、 Penicillin個Streptomycin 、 Trypsin個EDTA 、

Dulbeccols Phosphate Buffered Saline 、孔1TT ( 3-[4，弘

Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide ) 

DPPH ( 1 ,1-diphenyl-l ，2ωpicryhydrazylradical) 購自美國 slgma

Ltd. 
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二、有機令成步毒草與數據:

1.由 3，4-Dihydroxycinnamic acid (caffeic acid) 合成 3-(3，4個

dihydroxyphenyl)acrylic acid phenethyl ester (CAPE) (1) 

11 J 0 r:?' il 

ydoH 斗"orAλb心川j
700 C 2hr 

1 

方法一

將 caffeic acid (0.500 g, 2.77 mmol) 放入過量的 SOC12 (當
溶劑用)加熱至迫流 2 小時 66 ，以減壓濃縮機濃縮並移除 SOC12 。

濃縮後的 acyl chloride 在 10 ml 的 nitrobenzene 下緩緩加入

phenethyl alcohol (1.656 ml, 13.88 mmol) 在 70
0

C加熱 2 小時，

取反應、液點 TLC 片(展問液乙瞇:二氯甲:比:己就=2 : 2 : 1) , 

終止反應並經由矽膠管柱分離，先以二氯甲:院當沖堤液移除

nitrobenzene '再以乙瞇:二氯甲:院:己:比=2: 2: 1 的沖提液收集

產物，濃縮後得到白色固體，經再結晶(二氯甲:院/己;比)得到 0.394

g' 產率 50% 。

方法二

將 caffeic acid (0.500 g, 2.77 mmol) 、 DCC (0.372 g, 3.00 mmol) 

和 DMAP (0.459 g, 2.20 mmol)放入 25 ml 的反應瓶內，打入 10 ml 

DMF /CH2C12 (1: 1)的溶液，再將 phenethyl alcohol (1 ml, 8.33 mmol) 

緩慢加進反應瓶中，反應在室溫下攪拌 2 天，會有沉澱物產生，

過濾後取反應液點 TLC 片(展開液乙瞇:己燒=2 : 1) ，終止反

應，經由矽膠管柱分離，以乙瞇:己:院=2 : 1 的沖堤液收集產

物，濃縮後經再結晶得到白色固體 0.3 62 g ，產率 46% 。

mp: 127-1280C 
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IH-NMR 光譜 (400 MHz, CDC13) 

3.02 (2 H, t, J= 7.2 Hz), 4.42 (2 H, t, J= 7.2 Hz), 5.98 and 6.14 (2 日，

brs), 6.25 (1 H, d, J= 16.0 Hz), 6.87 (1 H, d, J= 8.0 Hz), 6.99 (1 H, 

dd, J= 8, 2.0 Hz), 7.09 (1 H, d, J= 2.0 Hz), 7.23-7.34 (5 H, m), 

7.57(1 H, d, J=16.0 Hz) 

13C NMR 光譜 (100 MHz, CDC13) 

Õ 35.3 , 65.2, 114.3, 115.2, 115 .4, 122.4, 126.5, 127.3, 128.4, 128.8, 

137.6, 143.7, 145.1 , 146.3 , 167.6. 

EIMS mlz (rel. int): 284 [Mt (21), 180(1 00), 163(44). 

HRMS: Calc. for C 17日1604: 284.1048. Found: 284.1047. 

Anal. Calcd for C17HI60 4: C, 71.82; H, 5.67; 0 , 22.5 l. Found: C, 

7 l. 55; 日， 5.60; 0多 22.75.

2. 由 3 ，4-Dimethoxycinnamic acid 合成 3-(3 ，4-dimethoxyphenyl)

acrylic acid phenethyl ester (PEDMC) (2) 

/~/、人 sOCIH3COv.v、人
CO人J P OJLJI 

7:il rott 
H3COX7)Lo~。

將 3，4-dimethoxycinnamic acid (0.500 g, 2.42 mmol)放入過量

的 SOC12 (當溶劑用)加熱至迫流 2 余時的，以減壓濃縮機濃縮

並移除 SOC12 0 濃縮後的 acyl chloride 在二氯甲;比下緩緩加入
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phenethyl alcohol( 0.289 ml, 2.42 mmol)和 pyridine( 0.191 ml, 2.42 

mmol)在室混下攪拌 2 小時，取反應液點 TLC 片(反問液乙瞇:

己筑工2 : 1) ，終止反應，經由矽膠管柱分離，以乙瞇:已成(2 : 

1)當沖堤液收無產物，濃縮後可得白色由體 0.632 g' 產率:92% 。

mp: 97個98
0

C

IH-NMR 光譜 (400 MHz, CDC13) 

δ3.03 (2 日， t, J= 7.2 Hz), 3.92 (6 H, s), 4.43 (2 H, t, J= 7.2 Hz), 

6.30 (1 H, d, J= 16.0 Hz), 6.87 (1 H, d, J= 8.4 Hz), 7.05 (1 H, d, J= 

2.0 Hz), 7.10 (1 H, dd, J= 8.4, 2.0 Hz), 7.25-7.35 (5 日， m)， 7.62 (1 H, 

d, J= 16.0 Hz). 

13CNMR 光譜 (100 MHz, CDC13) 

δ35 .3， 55.9, 56.0, 64.8 , 109.5, 110.9, 115.6, 122.5, 126.4, 127.2, 

128.3, 128.7, 137.7, 144.5, 149.0, 150.9, 166.8. 

EIMS m/z (rel. int): 312 [Mt (73), 208(1 00), 191(76). 

HRMS: Calc. for C19見。04 : 312.1362. Found: 312.1358. 

Anal. Calcd for C19H2004: C, 73.06; H, 6.45; 0 , 20.49. Found: C, 

73.06; H, 6.43; 0 , 20.59. 

3. 由 3，牛Dihydroxycinnamic acid (caffeic acid)合成 3-(3，4-

dihydroxyphenyl)acrylic acid methyl ester (MC) (.1) 

O 

HOyV、丹、OH SOCI2 --

/λ\~) MeOH 
HO-

HOCW 

3 
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將 caffeic acid ( 1.000 g, 5.55 mmol) 放入過葷的 methanol (當

溶劑用) ，加入 5 當量的 SOC12 /J口熱至迫流 2 小時，以減壓濃縮

機濃縮並移除過多的 methanol 和 SOC12。取反應液點 TLC 片(展

問液乙瞇:己成立2 : 1) ，終止反應，經由矽膠管柱分離，以乙

瞇:已成立2 : 1 的沖提液收集產物，濃縮後得到白色目體 1.023

g' 產率 95% 。

mp: 158-159
0

C 

1日-NMR 光譜 (400 MHz, CD3COCD3) 

δ3.67令， 3日)， 6.20 and 7.50(2d, J=16.0 H丸。lefinic protons), 

6.70司7.06(3 aryl protons), 8.10(2 hydroxy protons)68 

4. 由 3，4-Dihydroxycinnamic acid (caffeic acid)令成 3-(3，牛

dihydroxyphenyl)acryIic acid ethyl ester (EC) (益)

的γγ〉LoftSOCI2 』 HOY((λ。八

4 

將 caffeic acid ( 1.000 g, 5.55 mmol)放入過量的 ethanol (當溶

劑用) ，加入 5 當量的 SOC12 /Ja熱至迫流 2 小時，以減壓濃縮機

濃縮並移除過多的 ethanol 和 SOC12 o 取反應液點 TLC 片(展

開液乙瞇:己沈=2 : 1) ，終止反應，經由矽膠管柱分離，以乙

瞇:己:境之二 2 : 1 的沖堤液收集產物，濃縮後得到白色晶體1.132

g' 產率 98% 。

mp: 142-143 0

C 

lH-NMR 光譜 (400 MHz, DMSO-d6, CDCI3) 

δ 1.30(3H， t, J=7.0 Hz), 4.20(2H, q, J=7.0 Hz), 7. 12(1 H, d, 
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J=16.0Hz), 6.65 “ 7.10(3H, m), 7.50(1 H, d, J=16.0 Hz), 8.70翎

8.75(2H, m). 

5.由牛Bromobenzaldehyde 合成 3-(4-bromophenyl)acrylic acid 

phenethyl ester (BrCAPE) (主)

叫了，c叭"。久久的

O 

sOC12 _ IÍ、r、/人CI
CHCI3 Br/丸~

piperidine r:、~OH

pyridine ~ BrA可抖

pyridine 

CH2CI2 
正~o~。

5 

根據 Glover 等人 69 的合成方法取 4-bromobenzaldhyde (0.600 g, 

3.2 mmol)和 malonic acid (0.670 g, 6.4 mmol)放入 4 ml 的

pyridine' 混合均勻後加入 piperidine (0.320 ml, 3.2 mmol) ，將混

合物加熱至 80
0

C並維持 2 小時，再將溫度上升到 115
0

C持續 8

小時。冷卻後的混合液倒入 200 ml 的冰水中，緩慢加入 10 ml 

的濃鹽酸(35.5%)將混合液竣化，會出現黃色固體，將其過濾後

以冰水沖洗 4 次，再溶於氮氧化釣溶液(1 :20)並過港、以去除雜

質，重覆蛻化的步驟，最後用氣仿萃取以減壓濃縮機濃縮後得

到牛bromocinnamic acid (0.560 g) ，產率 77% 。

將 4七romocinnamic acid (0.560 g, 2.5 mmol) 放入過葷的

SOC12 (當溶劑用)加熱至迫流 2 小時 70 ，以減壓濃縮機濃縮立在

移除 SOC12 。濃縮後的 acid chloride 在二氯甲:境下緩緩加入

phenethyl alcohol (0.262 ml, 2 eq) 和 pyridine (0 .348 ml, 2 eq) 

在室溫下攪拌 1 小時，取反應液點 TLC 片(展開液乙瞇:己;脆

=2 : 1) ，反應完成後，經由矽膠管柱分離，以乙瞇:己;境。(2 : 

1)當沖提液收集產物，濃縮後可得白色晶體 0.721 g ，產率:

89% 。
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mp: 8 卜82
0

C

lH-NMR 光吉普 (400 MHz, CDC13) 

δ3.02 (2 H, t, J= 7.2 Hz), 4.23 (2 H, t, J= 7.2 Hz), 6.40 (1 H, d, 

J二指出)， 7.2于7.3 2 (呵， m), 7.37 (2 H, d, J= 2.0 Hz), 7.51 (2 

H, d, J= 8.8 Hz), 7.59 (1日， d, J= 16.0 Hz). 

13CNMR 光吉普 (100 MHz, CDC13) 

δ35.3 ， 65.1 ， 118.7 ， 124.4， 126.5 ， 128 .4， 128.8 ， 129.3， 132.0， 

133.2, 137.6, 143 .3, 166.4. 

EIMS m/z (rel. int): 322 [M+2t (5), 330 [Mt (5), 211(53), 

209(53), 104(1 00), 102(79). 

E故MS: Ca1c. for C17H1S0 2Br: 330.0256. Found: 330.0253. 

Anal. Calcd for C17H1S0 2Br: C, 61.65; H, 4.56; 0 , 9.66. Found: C, 

61.78; H, 4.67; 0 , 9.83. 

6. 由 3 ，4-Dim eth oxycinnamic acid 合成 3-(3 ，4眉dimethoxyphenyl)

acrylic acid ethyl ester (豆)

::(7、人叫苦〈::σ九八
6 

將 3 ，4-dimethoxycinnamic acid (2.000 g, 9.6 11111101) 放入過葷的

ethanol (當溶劑用)，加入 5 當量的 SOC12 7Ja熱至迫流 2 小時，

以減壓濃縮機濃縮並移除過多的 ethanol 和 SOC12 。取反應液點

TLC 片(展開液乙島是:己蛇口2 : 1) ，反應完成後，經由矽膠

管柱分離，以乙瞇:己:蹺.=2: 1 的沖提液收集產物，濃縮後得

到白色由體 2.01 g ，產率 97% 。
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ffi.p. 48-49 0C 

lH-NMR 光譜 (400 MHz, CDC13) 

δ 1.32 (3 H, t, J= 7.0 Hz), 3.73 (6 H, s), 4.19 (2 H, q, J=7.0 Hz), 

6.39 (1日， d, J= 16.0 Hz), 6.61 (2 試 d， J= 9 Hz), 6.75 (2 H, d, J= 

9.0 Hz), 7.64 (1 H, d, J= 16.0 Hz). 

7. 由 4-Methoxycinnamic acid 合成 3-(4-methoxyphenyl) acrylic 

acid ethyl ester (1) 

/〔了doH 立 rocdo八
7 

將 4牛-叩-叩.

ethano1 (當溶劑用)，加入 5 當量的 SOCα12 7Í力加口熱至迪流 2 小 B時寄，

以減壓 j濃農縮機 j濃農縮並移除過多的 ethano1 手和口 SOCα12 。取反應液點

TLC 丹(展開液乙瞇:己蛇口2 : 1) ，反應完成後，經由矽膠

管柱分離，以乙瞇:已成立2 : 1 的沖提液收集產物，濃縮後得

到白色目體 2.29 g ，產率 99% 0 

ffi.p.49-50
0

C 

lH-N1\在R 光譜 (400 MHz, CDC13) 

δ 1.32 (3 H, t, J= 7.0 Hz), 3.81 (3 缸， s), 4.24 (2 日， q, J=7.0 Hz), 

6.29 (1 H, d, J= 16.0 Hz), 6.88 (2 H, d, J= 9 Hz), 7.46 (2 H, d, J= 

9.0 Hz), 7.63 (1 H, d, J= 16.0 Hz). 

8.由弘(3，4“Dimethoxyphenyl) acrylic acid ethyI ester 合成 2，3-

dibromo-3-(3,4-dimethoxyphenyl)-propionic acid ethyl ester 

(8) 
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::::cfW\ 午1::。于o八
8 

將 3-(3 ，4-dimethoxyphenyl) acrylic acid ethyl ester (2.000 g, 8.4 

mmol) 放入 30 ml 的氣仿中並置於冰浴上，以保持低溫狀態，

緩慢滴入 Br2 (0.431 剖， 8.4 mmol) ，等 Br2 產生的棕色消失後再

加下一漓，在室溫下攪拌 1 小時，取反應液點 TLC 片(展開液

乙瞇:己:比= 1 : 1)' 反應完成後，經由矽膠管柱分離，以乙瞇:

己;悅之二 1 : 1 的沖提液收集產物，濃縮後得到白色固體 3 .32 g , 

產率 99% 。

m.p. 11 0-111 Oc 

lH-NMR 光吉普 (400M段， CDC13) 

δ 1.30 (3 H, t, J= 7.0 Hz), 3.73 (6 H, s), 4.12 (2 咒 q， J=7.0 Hz), 

5.06 (1 H, d, J= 16.0 Hz), 5.76 (1 H, d, J= 9 Hz), 6.52 (1日， d， J= 

9.0 Hz), 6.61 (1 咒 d， J= 16.0 Hz). 

9. 由 3-(4-Methoxyphenyl) acrylic acid ethyI ester 合成 2，3-

dibromo-3-( 4闡methoxyphenyl)-propionic acid ethyl ester (.2) 

Çl Br 0 

WYY代〈o/\gbfcoyy~人。八
H3CO~ CHCI3 H3CO/火叫7' Br 

9 

將 3-(4個-methoxyphenyl) acrylic acid ethyl ester (2 .300 g, 11.1 mol) 

放入 30 ml 的氣仿中並置於冰浴上，以保持低溫狀態，緩慢滴

入 Br2 (0.569 ml, 11.1 mol) ，等 Br2 產生的棕色消失後再加下一

滴，在室溫下攪拌 l 小時，取反應液點 TLC 片(展開液乙瞇:

己就= 1 : 1) ，反應完成後，經由矽膠管柱分離，以乙瞇:己;吭
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= 1 : 1 的沖提液收集產物，濃縮後得到白色回體 4.04 g' 產率

99% 。

ill.p. 112-113
0C 

1日-NMR 光譜 (400 1\征妞， CDC13) 

δ1 .32 (3 H, t, J= 7.0 日z)， 3.73 (3 日， s), 4.12 (2 缸， q, J=7.0 Hz), 

5.06 (1日， d, J= 16.0 Hz), 5.76 (1 H, d, J= 9 日z) ， 6.72 (1 H, d, J= 

9.0 Hz), 7.01 (1 H, d, J= 16.0 Hz). 

10. 由 3 ，4-dihoxycinnamic acid 合成 3-(2， 2-DiphenyI帽

benzo[I,3]dioxol-5-yl) acrylic acid phenethyl ester 

o 9 9 
HO、 /λ，~^_ Ph .0-./、/、/'..r.u …，~ Ph .0\/丸/、人ìí "'Y 'V' ~OH 史也!悟="X~] J ~ OH 二旦旦-þo- ="X~J 了 CI
HO/人\ç 17SOC I-'h 0- \:7 reflux Ph 0- \f 

:OZX勾心。人β?::cdoJ
將 caffeic acid (0.500 g, 2.8 mmol)和 dichlorodiphenylmethane

(0.54 ml, 2.8 mm仗， 1.Oeq)放入 25 ml 的圈瓶內，在油浴中將溫

度加熱到 170仕的。C持續攪拌 15 分鐘 71 ，冷卻至室溫並溶於二

氯甲:境內，經由 3x 30 cm 的矽膠管柱分離，以乙瞇:石油瞇:

1 : 1 的沖提液收集產物，再經環己;院作再結晶得到白色產物

(0.530 g, 55 %)。將純化的酸放入過量的 SOC12 (當溶劑用)加

熱至迫流 2 小時，以減壓濃縮機濃縮並移除 SOC12 。濃縮後的

acid chloride 在二氯甲:境下緩緩加入 phenethyl alcohol( 0.183 剖，

15 .4 mmol) 和 pyridine (121 抖， 15 .40 mmol)在室溫下攪拌 2

小時，取反應液點 TLC 片(展開液乙瞇:己;兒=2 : 1) ，反應

完成後，經由矽膠管柱分離，以乙瞇:己純(2 : 1)當沖提波收

集產物，濃縮後可得白色固體 0.385 g ，產率: 31% 。
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mp: 11 0-112
0

C 

lH-NMR 光譜 (400 MHz, CDC13) 

δ3.00 (2 缸， t, J= 7.20 Hz), 4.40 (2 H, t, J= 7.20 Hz), 6.23 (1 H, 

d, J= 16.0 Hz), 6.86 (1 H, d, J= 8.0 Hz), 6.99 (1 H, dd, J= 8.0, 
1.6 Hz), 7.08 (1 H, d, J= 1.6 Hz), 7.刃-7.58(16 日， m). 

13CNMR 光譜(100 MHz, CDC13) 

δ35 .3， 64.9, 106.6, 108.6, 115.7, 117.6, 124.3, 126.1 , 126.4, 

126.6, 128.2, 128 .3, 128.8, 129.1 , 137.8, 139.6, 144.5, 147.7, 
149.0, 166.8. 

EIMS mlz (rel. int): 448 [Mt (1 00), 371(52), 267(61). 

HRMS: Calc. for C3oH2404: 448.1677. Found: 448.1673. 

Anal. Calcd for C3oH2404: C, 80.34; H, 5.39; 0 , 14.27. Found: C, 
80.09; 缸， 5.59; 0 , 14.26. 
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三、活性測定方法

1.口腔細胞之培養

BF 、 OSF 、 TSCCa 三株細胞培養於 D孔1EM medium ' GNM 細胞培

眷於 RPMImedium 。在 37
0

C 、 5%C02 垮養箱中垮養。本實驗採用

口腔內正常細胞 (BF) 、痞前細胞 (OSF) 、癌細胞 (GNM 、 TSCCa)

等四株細胞，細胞株來源、:中山醫學院張育超醫師提供。

其細胞特性如下:

a. 舌癌細胞(Tongue Sq. ceIl carcinoma) ，簡稱 TSCCa

多發生中、老年男性，舌頭側緣。臨床上大多是無痛腫塊或潰蕩，

邊緣微隆起，或深入浸潤舌頭深部組織，而自著，使舌部運動困難，

吞噁及飲食不便。舌癌困苦部組織特性，常浸潤較深層組織，且較

早發生轉移，頭後較差 72 。

細胞生物學特性:活細胞觀察為扁平的多角上皮層細胞，細胞生長

情況以第 2 天起細胞數上升迅速，第 6 天細胞數基本不變，第 7 天

闊始下降。對數增殖期內群體倍增時間為 34 小時。細胞分裂指數:

第 4 夭細胞分裂象最高，為 82% 0 細胞貼壁率:2 、 4 、 8 、 24 小時

貼壁率分別為 86% 、 93% 、 96% 、 100% 。

b. 齒撤癌細胞(Neck metastasÎs of Gingiva carcinoma) ，簡稱 GNM 細

胞

約 10%的惡性口腫瘤發生於齒擻，多發生中年男性。開始時為潰揚

或外生性突起於由著性牙飯。侵入頡骨造成齒槽骨破壞，牙齒鬆動。

嚴重時造成下頓骨病王史性骨折。

生物學特性:活細胞觀察時細胞形態為扁平的多角上皮層細胞，胞
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漿透亮，胞質的近中央處有圓形的細胞核，核漿比例大，核仁較多。

細胞生長情況在接種後第 1 天細胞數基本不變，第 2 天增長緩慢，

以第 3 天起細胞增長迅速，一直維持到第 7 天，以第 8 天起開始下

降，對數增痘期內群體倍增時間為 31 小時。其細胞分裂指數:第 4

天細胞分裂高峰期，達到 86% 。細胞貼壁率 :2 小時為 85% 叫小時

為 92% ， 8 小時為 95% ' 24 小時為 99% 。

c. 口腔黏膝下纖維化細胞(oral submucosus fibroblast) ，簡稱 OSF

口腔任何部位的黏祺(甚至咽喉)發生潛藏的、慢性的纖維化轉變，

堆積大量膠原纖維，血管變少並伴有表皮萎縮之病變。患處處於近

上皮層呈現發炎反應，伴有結締組織本體層彈力纖維組織改變及上

皮萎縮等現象 73 。黏祺因失去彈性而壓迫牙齒，導致慢性潰蕩和繼

發性成染 74 。若 OSF 持續惡化，極有可能轉變成口腔癌，所以 OSF

可能為一種癌前病;性 75 ，在癌症發展上具有相當高的危險性 76 。

d. BF(buccul mucosal fibroblast) 人類頰部纖維母細胞

正常的口腔頰部纖維細胞沌， 77

2. Microculture tetrazolium assay (MTT)之細胞活性分析

細胞活性分析靜、根據 Alley 等之方法制，其原理為存活的口腔細胞

能將 MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) (tetrazolium salt)經由粒線艘中 dehydrogenase 作用代謝遠

房、成 formazan crystal '以 isopropanol 溶解之，於 550 nm 的波長測

OD 佳，由 OD 值得大小可知活細胞的多寡，可知藥物對口腔癌細

胞及正常細胞之生長抑制效呆 o

首先觀察細胞生長情形，將細胞稀釋成 2x 104 cells/剖，用 micropipet

取 100μl 置於 96 well 垮養血中，垮養 37
0

C 一天，再加入合成藥物

100 μl/well (預先配製在 medium 中) ，培養 48 小時後，吸去上清
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液(勿觸底層) ，加入 90μl/well medium 及 10μl/well MTT 試液，

培養 4 小時後吸去上清液，加入 100μ1 DMSO 將每個 well 混合均

勻，以 550nm 波長測吸光值。

Relative cell survival (%) = (不同濃度對細胞之吸光值/控制組細

胞之吸光值) x 100 % 

3. 自由基捕捉之測定

本實驗使用 DPPH (溶於 DMSO ，避光) ( 1, l-diphenyl仆，2-

picryhydrazyl) 自由基沛，因其在結構上可以產生穩定的共振，可

在適當的狀態下長時間保存，且其在 571 nm 的波長下有獨特的吸

光佳，當 DPPH 的濃度降低，其吸光值亦隨之降低。測定靜、將不

同濃度的 CAPE~容於 DMSO 中以及以 DMSO 為控制組均取 100μ1

加入含有 2.87 ml methanol 和 30μ1 10 mM DPPH 的 reaction

mÌxture'於室溫中反應 30 mins' 再加入 1 ml redistilled water 與 3 ml 

的 toluene 充分混合，之後以 3000 rpm 離心 10 mins '取上清液並

以 spectrophotometer 於 571 nm 波長下測其吸光值。
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結果

一、 合成:

Scheme 1 

r. t 
1，豆，豆，至

1 R1=R2=OH, R=PhCH2CH2 
2 只1法只2=OMe，只=PhCH2CH2
3 R1=R2=OH, R=Me 
4 只1=只2=OH，只=CH2CH3

1. 3-(3，4闇DihydroxyphenyI)acrylic acid phenethyl ester (CAPE) (1) 

caffiec acid 在 SOC12 當溶劑的條件下得到 acid chloride ' 以

nitrobenzene 溶解後加入 phenylethyl alc.反應，可以得到白色產物 1 。

2. 3-(3,4-Dimethoxyphenyl) acrylic acid phenethyl ester (PEDMC) (2) 

取 3 ，4dimethoxycinnamic acid 在氯仿的溶劑下加入 SOC12 得到 acid

chloride '將預先處理的 phenylethyl alcohol 和 pyridine 混合液一滴滴

加入 acid chloride '此時會形成 pyridine hydrochloride 的沉澱物，經由

過濾、及通過矽膠管柱得到白色產物 2 0 

3. 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)acrylic acid methyl ester (Methyl 

Caffeate- MC) (3) 

將 caffeic acid 加入過量的甲醇中(當溶劑)並加 5 當量 SOC12 的條

件下反應，純化得到白色產物 2 。

1. 3-(3，4-Dihydroxyphenyl)acηrlic acid ethyI ester (Ethyl Caffeate闢

EC) (4) 

依據產生化合物主的方法，將 caffeic acid 加入過量的乙醇中(當溶

劑)並加入 5 當最 SOCl2 的條件下反應，得到黃色產物益。
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Scheme 2 

OCHO 

i 

r.t. 

R=PhCH2CH3 

2. 3-(4-Bromophenyl)acrylic acid phenethyl ester (BrCAPE) (5) 

取 4-bromobenzaldehyde 和 malonic acid 在 pyridine 和 piperidine 的作

用下得到 4-bromocinnamic acid 的鹽類，經由酸化，萃取得到純的 4

bromocinnamic acid 0 4-bromocinnamic acid 經 SOC12 形成 acid

chloride '將預先處理 phenylethyl alcohol 和 pyridine 混合液一滴滴加

入 acid chloride '此時會形成 pyridine hydrochloride 的沉澱物，純化後

得到白色產物主。

Scheme 3 

只方~OH 只4、/茫、/弋:--..-/丸、
SOCb .., ìí ...... 1 ""OR ---.ê位一一句，

/九\~

R-OH Ri CHCI3 

Br 0 

R1Y，、卡1γ'OR

R~火~ Br 

~， L .!!，昱

1 R1=R2=OMe, R=CH2CH3 
2 只1=村，只2=OMe， R=CH2CH3 

3. 從 scheme 3 可以很容易產生化合物豆、 2 、盆、 2
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將 3 ，4dimethoxycinnamic acid 和 4-methoxycinnamic acid 分別加入過量

的乙醇中(當溶劑)並加入 5 當量 SOC12 反應，得到白色產物丘和立。

將丘和工分別放入過量的氣仿在冰浴的條件下，緩慢加入 1 當量的淚

水，升溫到室溫反應 2 小時後，便可得到高產率的白色產物&和空。
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二、 CAPE 對於自由基捕捉能力的測試

Table.2 表示在 in vitro 的實驗下 CAPE 的捕捉自由基的能力 'CAPE

在 0.02 mM捕捉自由基的能力為 44.8 %'在 0.2 mM捕捉自由基

的能力為 72.4 %'在 2mM 捕捉自由基的能力為 93.4% '其捕捉自

由基的能力會隨濃度的增加而增加。

三、 CAPE， MC 與 PEDMC 之抑制 HIV 複製之作用

(illV 的實驗部分是由中山醫學院醫技系楊繼江老師於美國 Aaron

Diamond AIDS Research Center, Rockefeller University 何大一博士

實驗室所測試的部分結果)

1. CAPE， MC 與 PEDMC 在 PBMC 細胞之細胞毒性

為測試 CAPE， MC 與 PEDMC 之細胞毒性，於美國 Aaron

Diamond AIDS Research Center, Rockefeller University 何大一教授

之實驗室進行了部份實驗，首先是針對人類正常之 PBMC，加入

0.1 μM， 0.5μh在， 1 μ扎在， 5μM， 10μ孔1， 25μ且在， 50μ?νf， 100μ扎扎 200

μM 及 400μM 等之不同濃度，處理 48 h 後，以 0.25% Trypan blue 

測試細胞之存活率，發現 PBMC 在即使高達 400μM 之高濃度

CAPE, MC 或 PEDMC 處理下，存活率仍沒有明顯差異(如 Table

1) 。

2. CAPE， MC 與 PEDMC 在 PBMC 細胞之抑制 HIV 稜製之作用

對人類正索之PBMC，加入0.1μM， 0.5μM， 1μM， 5μM， 10μM， 

25μM ， 50μM， 100μM， 200μM 及 400μM 等之不同濃度，並同時

成染 M-tropic (JRCSF), T-tropic (NL-4-3)或 Dual tropic (89.6)之

illV -1 isolates 成染後，第二天將加入之化合物於 Washing 後移除
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或維持同等濃度，分為兩組於成染後第三天及第七天收集其垮養

基上之清液，使用 Abbott 公司之 p24 定暈目A 試劑組，與未加化

合物之對照濃度比較(Fig. 1-3' (+)表示於是長染完成 Washing 後維持

原加入之濃度之化合物。(寸則表示 Washing 後移除了)。結果顯示，

除 PEDMC 外其餘兩者對於 mv 之複製有明顯抑制作用，於濃度

10μM 至 100 !J-M 之間尤其明顯，可看出其變化。

四、口腔細胞活性測定之結呆

1. 2，3-dibromo-3祖(4-methoxyphenyl)-propionic acid ethyl ester 對

口腔癌細胞及正常細胞活性之影響

以不向濃度之 2，3-dibromo-3“(4-methoxyphenyl)-propionic acid 

ethyl ester (50μM 、 100μM 、 200μM 、 400μ.M)處理口腔瘤細胞

和正常細胞經過 48 小時後發現 (Fig. 4) ，對於 BF cells 、 GNM

cells 、 TSCCa cells 在最高濃度時的細胞活性仍有 88 %、 87 % 

和 78 % (Table 3 )。對於 OSF cells 在 50μM 、 100μM 的細胞

活性是 98 %和 80 %'在 200μM 、 400μM 時的細胞活性則降

低為 59 %和 51 % (Table 3) 0 4-dimethoxy-α ， β-dibromo­

phenyl-propionate 艷於 OSF cells 的抑制作用較其他 3 株細胞明

顯。

2.2，3個dibromo-3-(3，4個dimethoxyphenyl)-propionic acid ethyl 

ester 對口腔癌細胞及正常細胞活性之影響

以不用濃度之 2，3-dibromo-3個(3 ，4-dimethoxyphenyl)中rOplOll1C

acid ethyl ester (50μM 、 100μM 、 200μM 、 400μM)處理口腔癌

細胞和正常細胞經過 48 小時後發現(Fig. 5)' 對於 GNM cells 、
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TSCCa cells 在最高濃度峙的細胞活性仍有 91 %和 72 % (Table 

4)。對 BF cells 在 50μM 、 100μM 、 200μM 的濃度時仍有 96% 、

85 %和 74 %的細胞活性， 400μM 的細胞活性降低到 47 % 

(Table 4) 。對於 OSF cells 在 100 JlM 的細胞活性走的%' 200 

μM 、 400μM 的細胞活性為 54%和 38 % (Table 4) 。

3. 3-( 4-methoxyphenyl) acrylic acid ethyl ester 對口腔癌細胞及正

常細胞活性之影響

以不同濃度之子(4-methoxyphenyl) acrylic acid ethyl ester (50 

μM 、 100μM 、 200μM 、 400 阱。處理口腔癌細胞和正常細胞經

過 48 小時後發現 (Fig. 6) ，對於 BF cells 、 OSF cells 在最高濃度

時的細胞活性仍有的%和 90 % (Table 5) 。對於 GNM cells 和

TSCCa cells 其細胞活性會隨著濃度的增加而依序降低，最高濃

度時的細胞活性有 48%和 50 %( Table 5) 0 4-dimethoxycinnamic ethyl 

ester 對於 GNM cells 和 TSCCa cells 的抑制作用較其他 2株細胞明

顯。

4. 3-(3 ，4-dimethoxyphenyl) 的叮lic acid ethyl ester 對口腔癌細胞

及正常細胞活性之影響

以不同濃度之 3-(3 ，4-dimethoxyphenyl) acrylic acid ethyl ester (50 

μM 、 100μM 、 200μM 、 400μM)處理口腔癌細胞和正常細胞經

過 48 小時後發現 (Fig. 7) ，對於 BF 、 OSF 、 GNM 、 TSCCa 這

4 株細胞在 50μM 、 100μM 都有的%以上的細胞活性。對於

BF cel1s 的細胞活性在 200μM 有 92 %， 400μM 時為 69 %(Table 

6) 。對於 OSF cells 的細胞活性 200μM 有 87 % ' 400 JlM 時也
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降低到的% (Table 6) 。對於 GNM cells 的細胞活性到最高濃

度仍有 73 % (Table 6) 。對於 TSCCa cells 的細胞活性在 200

μM 、 400μM 分別為 72%和 58 % (Table 6) 。

5.3輛(4喇bromophenyl)acrylic acid phenethyl ester (BrCAPE):ft 口

腔瘤細胞及正常細胞活性之影響

以不同濃度之 BrCAPE (50μM 、 100μM 、 200μM 、 400μM)處

理口腔癌細胞和正常細胞經過 48 小時後發現(Fig. 8) , BrCAPE 

對於 BF cells 和 OSF cells 在最高濃度 400μM 的細胞活性仍有

90 % (Table 7) ，對於 TSCCa cells 在最高濃度 400μM 的細胞

活性也有 75 % (Table 7) 。對於 GNM cells 在 100 !-lM 的細胞活

性是 44 % ' 200μM 、 400 州在的細胞活性分別為 38 %、 35 % 

(Table 7) 。可知 BrCAPE 對於 GNM cells 的抑制作用較其他 3

株主四月包明顯。

6. PEDMC 對口腔癌細胞及正常細胞活性之影響

以不同濃度之 PEDMC (25μM 、 50μM 、 100μM 、 200μM)處理

口腔癌細胞和正常細胞經過 48 小時後發現 (Fig. 9) , PEDMC 

對 BF cells 在 200μM 的濃度時仍有 72 %的細胞活性 (Table

8) 。對於 OSF 、 GNM cells 在 100 μM 的濃度有 62 %的細胞活

性， 200μM 的濃度時 OSF cells 的細胞活性有 48 % ' GNM cells 

的細且包活性只有 28 % (Table 8 ) 0 PEDMC 輩子於 TSCCa cells 的

細胞活性分析在 100μM 有 87 % ' 200μM 的濃度有 66 %的細

胞活性 (Table 8) 。

7.MC 對口腔癌細胞及正常細胞活性之影響

以不同濃度之 MC(25μM 、 50μM 、 100μM 、 200μM)處理口腔

癌細胞和正常細胞經過 48 小時後發現 (Fig. 10) , MC 對於 BF
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cells 在最高濃度 200μM 的細胞活性仍有的% (Table 9) 。在

50μ.M B寄 OSF cells 、 GNM cells 、 TSCCa cells 的細胞活性分另IJ

為的%、 51 %、 81 % ' 100μM 時 OSF cells 、 GNM cells 、 TSCCa

cells 的細胞活性為 49% 、27% 、 57% ，在 200μM 時 OSF cells 、

GNM cells 、 TSCCa cells 的細胞活性只有 22% 、的%、 17% 。

8. EC 對口腔瘤細胞及正常細胞活性之影響

以不同濃度之五C (50μM 、 100μM 、 200μM 、 400μM)處理口

賠癌細胞和正常細胞經過 48 小時後發現 (Fig. 11) , EC 對於

BF cells在最高濃度400μM的細胞活性仍有 88 % (Table 10) , 

對於 OSF cells 在 100 J.lM 的細胞活性是 42 %， 200μM 、 400μM

峙的細胞活性只有 17%和 11% 。對於 GNM cells 在 100μM 的

細胞活性降低至 27 %， 200μM 、400μM 的細胞活性只有的%。

對於 TSCCa cells 在 100 μM 的細胞活性是 46 % ' 200μM 、 400

μM 峙的細胞活性只有 17%和 16% 。可知 MC 和 EC 對於口腔

癌的細胞尤其是 GNM cells 在 100μM 時可抑制至IJ 50 %以上的

細月色?舌 'f生。

9. CAPE 對口腔癌細胞及正常細胞活性之影響

本實驗利用 MTT 方法來測試細胞活性，以不同濃度之 CAPE

(25μM 、 50μM 、 100 J.lM 、 200 阱。處理口腔癌細胞和正常細胞

經過 48 小時後發現 (Fig. 12) , CAPE 對正常細胞 (BF cell) 在

25μM 、 50μM 、 100 J.lM 的濃度有的%以上的細胞活性，在 200

μM 的濃度也有的%的細胞活性 (Table 11) 0 CAPE 對於痞前細

胞 (OSF cell)和癌細胞 (GNM cell)在 50μM 的濃度持有 69%的

細胞活性，在 100 J.lM 的細胞活性降低到 50%以下， 200μM 的

細胞活性只有的 %oCAPE 對於舌鱗狀上皮癌細胞(TSCCa cell) 
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在 50μM 的細胞活，性有 79% ，在 100 ~M 、 200μM 的細胞活性

分別為 55 %、 18 %。
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討論

1.合成方法

CAPE 除了直接從天然物"蜂膠中萃取， Grunberger et al.研究利用

p-toluenesulfonic acid 當作催化劑，將 caffeic acid 和 phenethyl alcohol 

放入 benzene 加熱迫流 4 天得到的%的產率 37 0 Rao 等人根據

Grunberger 38 和 Helferich80 提出的方法，以 hexamethylphosphoric

triamide (HMPA)當溶劑、 25 %的 NaOH 當催化劑、用 (2-bromoethyl)

benzene 取代 phenethyl alcohol 室溫反應 2 天合成出 CAPE 41 。另外以

dicyclohexyl carbodiimide (DCC)當作催化劑室溫反應 2 天合成 38%的

CAPE抖。

由於 Puskas 和 Fields81 利用 pyridine 和 acryl chloride 的方式將駿

和醇類在短時間內高產率進行酪化反應，由此我們設計以 acryl

chlorides 和 pyridine-catalyzed esterification 合成蜂膠類的化合物。首

先要合成出其反應性的 acid chloride 以及找出適當的鹼性催化劑(base

catalysts) ，我們將 cinnamic acid 加入過量的 thiony chloride 加熱反應

得到 acryl chloride '再將混合均勻的 phenethyl alcohol 和 pyridine 混

合液加入，可得到 97 %的產物。反應過程要避水，尤其是 acryl

chloride '自為 acryl chloride 一遇水會還厚、成酸，無法進行下一步反

應。其他如 3 ，4-dimethoxycinnamic acid 、 4-bromocinamic acid 依此實

驗模式而得到高產率的產物。

但 3 ，4-dihydroxycinnamic acid 在合成 acryl chloride 首先就遇上溶

解度的問題，我們利用 acetone 、 acentonitrile 、 methylene chloride 、

chloroform 、 benzene 、 THF 、 D弘6 、 DMSO 這幾種溶劑在進行 acid

chloride 的時候會和 caffeic acid 反應形成未知的產物或是仍為起始物

(acid) 。因此完全以 SOC12 當溶劑形成 acid chloride ' acryl chloride 反

應完之後需要適當的 base catalyst '因此選用 K2C03 、 triethylamine 、
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pyridine' 但發現反應、無法成功，可能原因是(1) 溶劑的種類; (2)caffeic 

acid 的笨環上有 2 個-OH 基。因此採取 2 種方式解決，第一:將-OH

基進行保護，改成溶解度高，易於進行反應付口 scheme 4) ，先將 caffeic

acid 用 diphenyl-dichloromethane 保護-OH 基，其親結性增加，溶解度

也增加。具有保護基的酸進行路化反應得到具有保護基的 CAPE' 再

用 acetic acid 去保護，可得到 CAPE 0 但此反應步轉繁雜，反應完成

產率也無法提升。

Scheme 4 

::工了」OHrxcdoH于::×DAi

;;ipxcdoJt/rcdJ 

;第二:測試其他反應方法(如 scheme 5) 0 (a) 採用 DCCIDMAP 酪

化反應，反應時問需要 2 天，產率是 46% 0 (b) 選擇 nitrobenzene 當

酪化反應的溶劑，將 acid chloride 和 5 當量的 phenethyl alcohol 在

nitrobenzene 的溶劑下加熱至 70
0

C 反應 2 小時，可得到產率 50% 。明

顯提高產率及縮短反應時悶。

其他化合物如 ethyl caffeate' Sugiura 等人將 caffeic acid 加入乙

醇和氣態的鹽酸加熱至 90-100
0

C 反應，產率 43% 。在我們的實驗模

式利用 SOC12反應可以得到 98%的產率。其他的化合物也都有的%

以上的產率。
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Scheme 5 

CAPE 
1. SOCI2, reflux 
蠅

2. PhCH2CH20H 
(5eq) 
nitrobenzene 
700 C, 2hrs 
50% 

mcdoH 

2. CAPE 捕捉自由基的能力

』

F 

DCC/DMAP 
DMF/CHCI2 
1:1 , 2day 
R.T. 46% 

CAPE 

氧是細胞生存不可或缺的物質，但是細胞在發生不正常代謝時，

反而會造成細胞死亡，而許多毒性物質(toxic agents)在進入細胞中可

能會造成過量的活性氧系 (reactive oxygen species; ROS)的產生，若

ROS 的產生量超過細胞本身抗氧化能力 (cel1ular antitoxidant capacity) 

哼，可能會導致細胞脂質過氧化，以及蛋白質、 RNA 、 DNA 的損傷

或突變，進一步造成癌化。 CAPE 在 in vitro 的實驗(DPPH) 中，對自

由基的捕捉能力很強，推測 CAPE 為強抗氧化劑，有助於減少癌化的

可能。

3. 抗日IV圖1 的活性

以 0.25% Trypan blue 測試細胞之存活率，發覺 PBMC 在即使高

達 400uM 之高濃度 CAPE， MC 或 PEDMC 處理下，存活率仍沒有明

顯差異，顯示對 PBMC 並無明顯細胞毒性。 CAPE 和 MC 對於 HIV

之複製有明顯抑制作用，於濃度 10μM 至 100μM 之間尤其明顯，而

且此作用並不因不同 isolate 的 E五V (M-甘op此， T-tropic 或 Dual tropic) 

而有所差異，顯示其抑制作用的發生，似乎並不是在 attachment 步驟，

而是在後續 Penetration 之後發生。這初步結果顯示 CAPE 類的化合物

可能有抑制 HIV 複製之作用。因此值得在後續部份針對其衍化物進

行類似測試。
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4 口腔癌細胞的生物活性

對於口腔癌部分， CAPE 和 EC 在 100μM 能抑制約 50 %OSF 

cel1s 、 GNM cells 、 TSCCa cells 的生長，到 200μM 時會使這些痞前

細胞或癌細胞的生長降低到 20%以下，對正常細胞無抑制生長的作

用。 Rao 等人研究證實 CAPE 、 MC 、 PEDMC 明顯抑制 human colon 

HT-29 cell line 的生長及 DNA 的合成，具有抗增生(antiproliferation) 

及抗腫瘤(antitumorigenic)的特性。在本實驗中我們也證實 CAPE 及

EC 具有抗腫瘤生長的特性，而 PEDMC 對於口腔正常或痞前、瘖細

胞並無抑制生長的作用 'MC 在高濃度時會降低正常 BF cell 的活性，

但當于於癌前及癌細胞有抑制生長的作用。 Grunberger 等人也證實

CAPE 堂才眾今 Fischer rat embryo fibroblast (CREF) 、 human breast 

carcinoma (MCF -7)及 melanoma (SK-MEL-28 和 SK-MEL-170)這些細

胞有明顯抑制生長的作用。囡此 CAPE 、 MC 、 EC 初步對於口腔癌有

細胞毒性，但仍需要再進一步探討及研究。

Katz 等人研究將 3-bromoacetylamino benxoylurea (3-BAABU)之

chloride 取代為 bromine (3-CAABU) ，對正常細胞不具 mitotic

blocking activity 而且對癌細胞 1Dso之活性是 3-BAABU 的 40 倍 82 ，可

能是 bromine 的官能暴所致，在本實驗中含淚的化合物除了 BrCAPE

只對 GNM 癌細胞有明顯抑制生長的作用，其他含淚的官能基之化合

物對口腔細胞的細胞毒性立在不明顯。
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結論

CAPE 是蜂膠的成份之一，若直接白天然物萃取步驟繁雜且產率

不高，因此夭然物合成將可以縮短反應時問及增加反應產率。本實驗

以合成 acryl chloride 的中問產物後進行路化反應的模式縮短反應時

問及增加反應產率，在合成蜂膠類的化合物時另外也合成出結構相似

的化合物。

口腔癌的治療方法有外科手術切除、放射線療法及制癌劑化學療

法三種，主要為手術切除及放射線療法，化學療法為輔助性治療。本

實驗結果顯示在口腔癌方面，以 CAPE 、MC和 EC對 OSF(痞前細胞)、

GNM (齒報癌細胞)和 TSCCa(舌癌細胞)有明顯細胞毒性，其毒性

隨濃度增加而增加，但 MC 對於正常 BF 細胞有少許細胞毒性;令

Br-基的化合物，除 BrCAPE 對 GNM(齒銀瘤細胞)有明顯細胞毒性

外， 2,3-dibromo-3-(3 ,4-dimethoxyphenyl)-propionic acid ethyl ester 和

2，3-dibromo刁-(4-methoxyphenyl)-propionic acid ethyl ester 並無法有效

抑制癌細胞生長，故可推知化合物的結構具有兩個芳香環或中間有脂

類連接和含有經基，在治療口腔痞部分有明顯效果，因此可深入探討

作用機制，預期成為一治療口腔癌的新藥。

現今全世界流行有 f 現代黑死病 J 之稱的愛滋病 (acquired

immunodeficiency syndrome; AIDS)則更受到高度的注意及研究。 HIV

病毒成染的機制是利用其單股核塘核酸 (ssRNA) 被反轉錄嗨

(reverse transcriped) 轉錄成為雙股去氧核蹄核酸 (dsDNA) 基因之

後，病毒的嶽合晦(integrase) 再將病毒基自教合進入寄主細胞的基因

庫 (genome) 中。敲合晦的存在對於凹V的複製是必需的 11 ， 12 ，目前已

可利用 in vitro assay來測試各種抑制物抑制 3'-processing及給and

transfer之效果。

在治療愛滋病方面，病患因免疫系統失調後所引起的各種發炎成

染，這種機會成染(opportunistic infections)是造成愛滋病人最後死亡的
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主函。而針對以反轉錄晦及蛋白嗨為主的其他抑制性藥物，由於仍有

少數病毒存有抗藥性之問題，因此聞發新藥括為迫切。為了加強這些

治療策略，針對其化病毒酵素的抑制物就具有發展的潛力。

首先證實 CAPE 和 MC 對 E丑V 之複製有明顯抑制作用，於濃度

10uM 至 100 uM 之間尤其明顯，可看出其變化，而且比作用並不固

不同 isolate 的 HIV (M-tropic, T -tropic 或 Dual tropic)而有所差異，顯

示其抑制作用的發生，似乎並不是在 attachment 步驟，而是在後續

Penetration 之後發生。這初步結呆顯示 CAPE 類的化合物可能有抑制

凹V 複製之作用。因此值得在後續部份針對其衍化物進行類似測試。

因此，未來的研究方向將以 CAPE 類的結構設計為基礎，合成不

同官能暴的相關類似物以及改進多種繁瑣的合成步騁，配合生物活性

試驗，加以研發藥物的功效，期能增加藥物活性，降低對正常細胞的

細胞毒性。並針對動物實驗及多種 zn VlVO 試驗藥物的活性，為臨床

應用的良好發展基礎。
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Table 1. Cytotoxicity of CAPE, MC, and PEDMC on PBMC 

fvíoíoxiciív ofCAPE. MC. and PEDMC on 

PB 1VIC 

<Number of died cells in 益00 cells' COJ lDt, control = 9 ∞lls) 

Conc.(μM) CAPE MC PEDMC 

400 8 7 6 

200 7 8 7 

100 11 7 10 

50 12 11 10 

25 5 11 8 

10 10 7 9 

5 10 9 11 

1 7 12 7 

。5 9 7 10 

0.1 11 9 11 
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Table 2. Quenching effect of CAPE on DPPH 

Treatment Absorbance % ofDPPH bleachinga, * 

Control (DMSO) 1. 51土0.02 A
υ
 

A
υ
 

0.02 mM CAPE 0.83土0.02 44.8 

0.2 mM CAPE 0.42土0.02 72.4 

2 mM CAPE 0.101:0.02 93 .4 

a. % ofDPPH bleaching=[ (absorbance ofDMSO control-absorbance of 

CAPE test sample)x 100] / absorbance ofDMSO contro1. *p< 0.05, 

compared with contro1. 
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Table 3. Cytotoxicity of2,3-dibromo-3-(4-methoxyphenyl)propoinic acid ethyl ester in BF 、 GN孔f 、 OSF 、 TSCCa cells 

evaluated by MTT assay. 

cell BF GN1\在 OSF TSCCa 

Conc: Absorbance Survival % Absorbance Survival % Absorbance Survival % Absorbance Survival % 

control 0.737+0.006 100 1.428+0.027 100 0.436+0.011 100 0.525+0.007 100 

50μM 0.757+0.045 102 1.449土0.019 101 0.429土0.019 98 .3 0.514土0.020 97.9 

100 μM 0.685+0.012 92.9 1.389÷0.027 97.2 0.350+0.023 80.2 0.519土0.035 98.8 

200μ.M 0.642+0.016 87.2 1.343+0.017 94.1 0.260+0.021 59.6 0.4 16土0.029 79.2 

400μM 0.655÷0.036 88.9 1. 310土0.019 91.8 0.223+0.019 51.1 0.384土0.028 72.3 

Survival % = (The absorbance oftreatment ofsample) / (the absorbance ofDMSO control) x 100. 
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Table 4. Cytotoxicity of2，3-dibromo-3國(3 ，4-dimethoxyphenyl)propoinic acid ethyl ester in BF 、 GNM 、 OSF 、 TSCCa cells 

evaluated by MTT assay 

cell BF GN孔f OSF TSCCa 

印入… Survival % Absorbance Survival % Absorbance Survival % Absorbance Survival % 

control 0.163÷0.011 100 1.428+0.027 100 0.436+0.011 100 0.525+0.007 100 

50μM 0.158+0.006 96.9 1.449+0.019 101 0.4 14土0.028 94.9 0.514土0.020 97.9 

100 μ扎在 0.140土0.012 85.8 1.389+0.027 97.2 0.285+0.012 65 .3 0.519+0.035 98.8 

200μM 0.121+0.002 74.2 1.343+0.017 94 .1 0.239÷0.027 54.8 0.416+0.029 79.2 

400μM 0.077+0.003 47.2 1.310+0.019 91.8 0.168+0.022 38.5 0.3 84土0.028 72 .3 

Survival % = (The absorbance oftreatment ofsample) / (the absorbance ofDMSO control) x 100. 
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Table 5 Cytotoxicity 0仔-(4咀methoxyphenyl)acrylic acid ethyl ester in BF 、 GNM 、 OSF 、 TSCCa cells evaluated by MTT 

assay 

、onCcLe\11 BF GNM OSF TSCCa 

Conc\.. Absorbance Survival % Absorbance Survival % Absorbance Survival % Absorbance Survival % 

control 0.889+0.022 100 0.832+0.004 100 0 .203土0.006 100 0.736+0.027 100 

50μM 0.890土0.015 100 0.741+0.008 89.0 0.218+0.010 107 0.603÷0.027 81.9 

100μM 0.787+0.015 88.5 0.705+0.006 84.7 0.1 74土0.004 85.7 0.554土0.023 75.2 

200μ孔1 0.783÷0.019 88.0 0.633+0.024 76.0 0.185+0.011 91.1 0.509土0.004 69.1 

400μM 0.720土0.023 80.9 0.407+0.027 48.9 0.183+0.015 90 .1 0.372土0.024 50.5 

Survival % = (The absorbance oftreatment ofsample) / (the absorbance ofDMSO control) x 100. 
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' 
Table 6 Cytotoxicity of 3-(3 ，4-dimethoxyphenyl)的rylic acid ethyl ester in BF 、 GNM 、 OSF 、 TSCCa cells evaluated by MTT 

assay 

cell BF GNM OSF TSCCa 

Con代Abso出 Survival % Absorbance Sur們vival % Absorbance S urvi val % Absorbance Survival % 

control 0.889+0.022 100 0.832土0.004 100 0.590土0.006 100 0.736+0.027 100 

50μM 0.892+0.013 100 0.745÷0.010 89.5 0.575+0.030 97.4 0.720+0.015 97.8 

100μM 0.831+0.009 93 .4 0.742土0.008 89 .1 0.475+0.132 80.5 0.638+0.014 86.6 

200μM 0.820+0.009 92.2 0.693+0.045 83 .2 0.519土0.081 87.9 0.531+0.020 72.1 

400 /-lM 0.622+0.009 69.9 0.612÷0.035 73.5 0.398+0.031 67 .4 0.429÷0.017 58.2 

SurvÎ\叫% = (The absorbance oftreatment ofsample) I (the absorbance ofDMSO control) x 100. 
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Table 7 Cytotoxicity of 3-( 4-bromophenyl)的rylic acid phenethyl ester (BrCAPE) in BF 、 GNM 、 OSF 、 TSCCa cells 

eval uated by ~在TT assay 

Cell BF GN孔f OSF TSCCa 

c人A加心 Survival % Absorbance Survival % Absorbance Survival % Absorbance Survival % 

control 0.889÷0.022 100 0.832+0.004 100 0.588÷0.011 100 0.596+0.008 100 

50μM 0.809土0.007 91.0 0.556+0.043 66.8 0.658+0.041 111 0.567+0.007 95.1 

100μM 0.805+0.003 90.5 0.372+0.035 44.7 0.624土0.018 106 0.474+0.017 79.5 

200μM 0.805+0.001 90.5 0.3 18+0.014 38.2 0.631+0.009 107 0.451 +0.018 75.6 

400μM 0.802+0.001 90.2 0.294+0.011 35 .3 0.587土0.014 99.8 0.455+0.020 76 .3 

Survival % = (The absorbance oftreatment ofsample) / (the absorbance ofDMSO control) x 100. 
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Table 8 Cytotoxicity of3-(3 ,4-dimethoxyphenyl)acrylic acid phenthyl ester (PEDMC) in BF 、 GNM 、 OSF 、 TSCCa cells 

evaluated by 孔1TT assay 

cell BF GN孔在 OSF TSCCa 

心\Absorbance Survival % Absorbance Survival % Absorbance Survival % Absorbance Survival % 

control 0.224+0.022 100 0.430+0.021 100 0.588+0.011 100 0.525+0.007 100 

25μM 0.239土0.002 106 0.376+0.009 87.4 0.521+0.003 88.6 0.480土0.013 9 1.4 

50μ孔1 0.196土0.004 87.5 0.363+0.013 84.4 0.431 +0.010 73 .2 0.455+0.045 86.6 

100μ叫 0.196+0.016 87.5 0.269+0.009 62.5 0.383+0.013 65 .1 0.461÷0.042 87.8 

200μ孔1 0.163+0.017 72.7 0.122+0.007 28.3 0.286+0.031 48.6 0.349土0.026 66 .4 

Survival % = (The absorbance oftreatment ofsample) / (the absorbance ofDMSO control) x 100. 
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Table 9 Cytotoxicity of 3 個(3 ，4-dihydroxyphenyl)acrylic methyl ester (MC) in BF 、 GNM 、 OSF 、 TSCCa cells evaluated by 

h在TT assay 

cell BF GN孔f OSF TSCCa 

CO~A Survival % Absorbance Survival % Absorbance Survival % Absorbance Survival % 

control 0.163+0.011 100 0.430+0.021 100 0.588+0.011 100 0 .424土0.030 100 

25μM 0.154土0.005 94.4 0.356+0.019 82.7 0.435+0.035 73.9 。.445+0.011 104 

50μM 0.138+0.012 84.6 0.223+0.016 51.8 0.386+0.011 65.6 0.347+0.022 81.8 

100μM 0.117+0.011 71.7 0.117+0.004 27.2 0.291+0.013 49.4 0.242+0.015 57.0 

200μM 0.106+0.007 65.0 0.058+0.001 13 .4 0.131÷0.012 22.2 0.073+0.005 17.2 

Survival % = (The absorbance oftreatment of sample) / (the absorbance ofDMSO control) x 100. 
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Table 10 Cytotoxici句 of3-(3 ，4-dihydroxyphenyl) acrylic acid ethyl ester (EC) in BF 、 GNM 、 OSF 、 TSCCa cel1s evaluated 

by MTT assay 

BF GNM OSF TSCCa 

Absorbance Survival % Absorbance Survival % Absorbance Survival % Absorbance Survival % 
\ 

control 0.163+0.011 100 0.430+0.021 100 0.588+0.011 100 0.424+0.030 100 

50μM 0.164土0.008 100 0.258+0.019 60.0 0.3 10+0.048 52.7 0.390+0.011 91.9 

100 !-lM 0.167土0.012 102 0.118+0.020 27.4 0.252土0.010 42.8 0.197土0.010 46 .4 

200μM 0.165+0.007 101 0.060+0.004 27.4 0.103+0.010 17.5 0.076土0.002 17.9 

400μM 0.145+0.013 88.9 0.060+0.005 13.9 0.069+0.003 11.7 0.070+0.003 16.5 

Survival % = (The absorbance oftreatment ofsample) / (the absorbance ofDMSO control) x 100. 
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Table 11 Cytotoxicity of 3-(3 ,4-dihydroxypheyl)acrylic acid phenethyl ester (CAPE) in BF 、 GNM 、 OSF 、 TSCCa cells 

evaluated by MTT assay 

cell BF GNM OSF TSCCa 

CO~AbS心 Absorbance Survival % Absorbance Survival % Absorbance Survival % 

control 0.889土0.022 100 0.415+0.007 100 0.588+0.011 100 0.424土0.030 100 

25μM 0.794+0.017 89 .3 0.294土0.009 70.8 0.397÷0.031 67.5 0.393+0.012 92.6 

50μ孔1 0.758土0.017 85.2 0.289十0.016 69.6 0.384土0.015 65.3 0.339+0.010 79.9 

100μM 0.732+0.011 82.3 0.184+0.010 44 .3 0.211+0.014 35.8 0.234土0.030 55.1 

200μM 0.60仕0.010 67.9 0.069+0.005 16.6 0.082+0.001 13.9 0.077+0.004 18.1 

Survival % = (The absorbance oftreatment ofsample) / (the absorbance ofDMSO control) x 100. 
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3 旬-31-99"1

exp4 stdlh 

SAMPLE 
date Mar 3 日 1999
solvent COC13 
file exp 

.ACQU 1 S 1 TI ON 
sfrq 400.452 
tn Hl 
at 3.702 
np 44416 
Sw 5998.8 
fb 3400 
bs 8 
tpwr 55 
pw 7.0 
d1 1.000 
tof 
nt 512 
ct 24 
aloCk n 
981n 10 

O 
OEC. & VT 

dfrq 40 自 .452
dn H1 
d pwr 30 
dof 
dm nnn 
dmm c 
dmf 200 

PROCESSING 
wtf1 1 e 
proc ft 
fn not used 

、h /代\
O 

MeO 

、:::::

# 

命
I﹒

φ
屯

,',
a 

uww 
r

何
V

paV

<

pbeL

'"pwhunu MWMWUWUW 

FLAGS 
、
自

n
H
n
u
r

ttd nnve 

hHH nVB Piw AU F-

m 
m

、

s
n
M
V
S

Ppscczsffhnm swvswh1rrttn OISPLAY 
-200.4 
4405.0 

95 
a 

250 
17 學 62

2413.04 
389 6. 4 
2899.3 

60 
1. 000 

Ir 
j 

一一一~L)

10 9 8 7 
1 一一一一一一一一一，--'

6 5 

一一下一-r-.......-.--:-一? γ" 一-一一一一「一可一一?一一?一「一----r一一寸一一一一

再 3 2 1 0 ppm 

0.21 o . 07 一-0.22 

'--r-呵呵4

0.14 。 .13 0.22 
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13C OBSERVE 

exp4 std13c 

SAMPLE 
date Mar 30 1999 
solvent CDC13 
file exp 

ACQUISITION 
sfrq 100.703 
tn C13 
at 1.199 
np 59968 
sw 25000.0 
fb 13800 
bS 16 
tpwr 56 
pw 8.7 
d1 3.000 
tof 
nt 1024 
ct 32 
alOCk n 
gain not used 

fLAGS 
、

t
e
n
H
m
u
r

--d 
n 
n 
y 

OISPLAY 
也164.0

22154.2 
27 

B 
250 

88.62 
500.00 

10763.9 
7754.0 

20 
1. 000 

hu nur o n 

m m1ps 

ppscczsffhnm swvswh1rrt1n 

DEC. & VT 
dfrq 400.452 
dn H1 
dpwr 39 
dof 
dm yyy 
dmm w 
dmf 10700 

PROCESS!NG 
2.00 Br 0 1 b 

wtflle 
proc 
fn /\ 

O 

tAU fspw 

s u ﹒
ι
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"
荒之b
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.
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­
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exp4 std1h 

SAMPLE 
date Mar 30 1999 
solvent CDC13 
file exp 

ACQUrSITION 
sfrq 100.152 
tn H1 
at 3.7 日 Z
np 44416 
S~ 5998.8 
fb 34 日 D

bs 8 
tp~r 55 
p'" 7 • 0 
d1 1.000 
tof 
nt 512 
ct 24 
al0Ck n 
ga1n 10 

FLAGS 
、
t
n
n
v
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r
n
u
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a
戶
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2440.12 
3896.4 
2899.3 

60 
1.000 

DEC. l\ VT 
dfrq 400.452 
dn H1 
dp~r 30 
dof 
dm nnn 
dmm 
dmf 200 

PROCESSING 
\oItfile 
proc ft 
fn not used 
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ABSTRACT 

As part of our search for new compounds with improved antibiotic, antiviral, 
anti-inflammatory and tumor growth ìnhibition activities, we prepared some caf­
feic acid esters from commercially available caffeic acid. The rapid total synthe­
sis of caffeic acid esters is described. Highlights of the synthesis include esterifj­
cation with pyridine catalyst and thermal esterifìcatìon of acyl chlorides and al­
cohols in nitrobenzene. Several strategies to accomplish this goal are provided. 
Fina lIy, CAPE (caffeic acid phenylethyl ester) quenched the free radicals as a 
phenoIic antioxidant. 

Key words: Caffeic acid phenethyl ester; Antioxidant; Esterilïcation. 

INTRODUCTION 

According to the reports of Grunberger et al. (1 988) and Pommier et al. (1 994) , caffeic 

acid phenylethyl ester (CAPE) and its analogues exhibited preferential cytotoxicity toward 

tumor cells1 and inhibited HIV-l integrase.2 Many of the tumor-growth inhibitors con­

tained polyhydroxylated aromatic rings. Moreover, Burke et al. 3 claimed 也at some HIV-l 

integrase inhibitors consist oftwo aryl units separated by a centrallínker, and significant in情

hibitory potency was exhibited when at least one aryl ring possessed o-dihydroxyl functior卜

ality. Furthermo兒， the constituents of natural honey-propolis , which is a folk medicine em­

ployed 1'0 1' treating various ailments , contain a variety of compounùs including caffeic acid 
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csters.4 CAPE 1 was isolated from the propolis of hives collected in Carmel Mountains by 

Nakanishi et aL in 1988. 1 Since the biological properties of propolis and its constituent 

compounds havc become a point of particular interest and extraction of these compounds 

required large quantities of propol芯， and we undertook the synthesis of several caffeic acid 

esters. 

Hoctod 
The commercial availabilÍty of caffeic acid prompted us to prepare some caffeic acid 

esters from this compound. However, selective esterification of the α，令unsaturated car喃

boxyl group presents a problem because of the solubility of caffeic acid. A1though CAPE 1 

has been synthesized by several groups ,5 only poor yields of the target compound were 

achieved with very time consuming and complicated syn出etic approaches. To overcome 

these technical difficulti白， we report our studies on the synthesis of caffeic acid esters. 

l'vIATERIALS AND METHODS 

Cherr吋cals

1 ， 1 也Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) was purchased from Sigma Chemical Co. , St 

Louis , MO , US A. Solvents (E. Merck Co. , Darmstadt, Germany) , caffeic acid , 4-bro時

mobenzaldehyde , and malonic acid (Aldrich Chemical Co. , Milwaukee , USA) , and other 

reagents were obtained from the indicated supp1iers. 

Synthesis and Identification of CAPE-like Analogues (1-的

Melting points were determined on a Mel Temp II melting point apparatus and are un州

corrected. lH NMR and 13C NMR spectra were obtained using a Varian 如伍RCURY儡400

spectrometer. Chemical shifts are reported in p訓s per mi11ion (0, ppm) using CHCb (0日

7.26) as an internal standard. Low-resolution mass spectra (MS) and high-resolution mass 

spectra (HRMS) were determined on a JEOL JMX -SXJSX 102 A mass spectrometer from 

National Chung-Hsing University, Taichung. Elemental ana1yses were performed on a 

Heracus CHN-OS Rapid spectrometer in the Taichung Instrumentation Center, National 

Science Council. Solvents were freshly distil1ed prior to use from phosphorus pentoxide or 

CaH2.τ1fF was from sodium diphenyl ketyl. All reactions were carried out under nitrogen 

atmosphere unless otherwise stated. Silica gel (si1ica gel 60 , 230-400 mesh , Merck) was 
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uscù for chromatography. Organic cxtracts w(汀'c ùricù ovcr anhyùrous MgS04. 

General Procedure for Esters from Acyl Chloride with Pyridine 

The acid in excess SOCh (solvcnt) was refluxed for 2 h and SOCh was removed in 

vacuo. A solution of alcohol and pyridíne in an inert solvent (benzene , CH2Ch and 

CH3CN) was addeù dropwise to the solid at room temp anù the solution was stirred for 1 h 

under ambíent conditions ‘ The pyrídine hydrochloricle was easily separated by fi1tration 

and the fillrate was su b抖cted to colum l1 chromatography (Silica gel CH2Ch:hexane 1: 1) to 

yield the corresponding estcr 

3-(3 ，4個Dimethoxyphenyl)acrylic Acid Phenethyl Ester (3) 

According to the procedure described for preparation of ester丸 compound 3 (1.38 g , 

92 %) was obtained from 3-(3，牛dimethoxylphenyl) acrylic acid (1 .00 g, 4.8 mmol). 3: mp 

97 -98 • C; 1 H NMR (400 MHz , CDCb): 03.03 (2H , l , J = 7.2 Hz) , 3.92 (6H , s) , 4 .43 (2H , t, 

J = 7.2 Hz) , 6.30 (1封 ， d ， J = 16 Hz) , 6.87 (1 H, d, J = 8.4 Hz) , 7.05 (1日 ， d, J= 2 Hz) , 7.10 

(1 日 ， dd , J = 8.4, 2Hz) , 7.25-7.35 (5況 ， m), 7 ‘ 62 (1日 ， d, J = 16 日z); J3 C NMR (1 00 MHz, 

CDCb): 035.3 , 55.9 , 56.0 , 64.8 , 109.5 , 110.9 , 115.6 , 122.5 , 126 .4, 127.2 , 128.3 , 128.7 , 

137.7 ， 144.5 ， 149.0，的0.9 ， 166.8; EIMS m/z (rel. int): 312 [Mt (73) , 208 (1 00) , 191 (76); 

HRMS: Calc. for C19H2004: 312.1362. Found: 312.1358; Anal. Ca1cd for C19H2004: C , 

73.06; H, 6.45; 0 , 20 .49. Found: C, 73.06; H, 6.43; 0 , 20.59. 

3-(4-BromophenyI)acrylic Acid Phenethyl Ester (5) 

Piperidinc (0.32 mL , 3.2 mmo1) was added dropwise at roo l11 tcmp to a s01ution of牛

bJ" c\<'，以 IÌ iC\\叭叭 bromDbena1de~只le (0.60 旦， 3.2 mmol) and malonic acid (0.67 g, 6.4 mmol) in 4 mL ofpyri­

dine. The mixture was heated to 80 • C for 2 h , and then heated to 115 • C for 8 h. After 

cooling , the solution was poured into 250 mL of cold water. The solution was acid副ified by 

slow1y adding with s仗tir白吋ng 10 mL ofHCI (口35.5 %), and the whít臼e pr陀ecip伊Itωat紀e was separated 

by filtration and wa剖she缸吋d4t泣ime臼s wit由h co1d water. The crude acid was dissolved in a solution 

of aqueous NaOH (1 :20). The solution was filtered and dìluted with a 10 mL of co1d water. 

The basic solution was neutralized with HCI (1: 1) and the soIid was filtered and washed 

with 20 mL of cold watcr and extracted with chloroform to provide br‘ omocinnamic acid 

(0.56 g, 77 %). FolIowing the procedure for the preparation 01' esters，也e4七romoester 5 

(0.73 g, 88 %) was prepared from the acid (0.56 g, 2.5 11111101). 5: mp 叭 -82 .C; lH NMR 

(400 MHz, CDCI)): Õ 3.02 (2H, t, J = 7.2 日z) ， 4.23 (2泣 ， t , J = 7.2 Hz) , 6.40 (1日 ， d ， J=16 、
/ 戶戶;5~.~> /-1:>\ 

Hz) , 7.25-7.32 (拙， m) , 7.37 (2日 ， d， J=主主豆豆豆， 7.51 (2日 ， d, J= 8.8 日z) ， 7.59 (l H, d , J (,,- .吋 J 

= 16 日z) ， 13C NMR (1 00 MHz , CDCl}): 035.3 , 65.1 , 118.7 , 124.4, 126.5 , 128 .4, 128.8, 
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129.3 , 132.0, 133.2 , 137.6 , 143.3 , 166 .4; EIMS m/z (rc l. int): 332lM+2t (5) , 330 [Mt (5) , 

211 (53) , 209 (53) , 104 (1 00) , 102 (79); HRMS: Calc. [or C17HI5Ch日 r: 330.0256 ‘ Found: 

330.0253. Ana l. Ca1cd for C17H1502Br: C, 61.65; H, 4.56; 0 , 9.66. Found: C, 61.78; H , 

4.67; 0 , 9.83. 

3-(2,2-Diphenylbenzo口，3)dioxol-5-yl)acrylic Acid Phenethyl Ester (10) 

3 ，4命Dihydroxy cinnamic acid (0.50 g, 2.8 mmo1) was placcd togelllcl‘ wit l1 dichlo­

rodiphenylmethane (0.54 mL, 2.8 m11101 , 1.0 equiv.) into a 25 mL , two-ncckccJ , round-bot司

tomed t1 ask under a nitrogen atmosphere. The mixture was then hcaled to 170-180 "C (oi1 

bath temperature) with stirring under nitrogen f1 ux and maintained at that lemperature for 

15 min.τne f1 ask was removed from the oil bath and allowed to cool to ambient tempera­

ture. The dark brown residue was dissolved in dichlorometl1ane , applied 10 a 3 x 30 cm 

Si02 c01umn, and e1uted with diethy1 ether/petr01eum ether. The crude product was recrys­

tallized from cyclohexane as a white solid (0.53 皂， 55 %), which was of su fJìcienl purity to 

be used directly in the next reaction. According to the procedure described for the prepara向

tion of es幻teαr丸 10 (份0.21 ε , 31 %) was af叮fo伽r皓吐ded f台rom p戶rot伐ect忱ed cinnamic acid (0.53 旦 , 1.5 

11111101). 10: mp 110-112 .C; lH NMR (400 MHz, CDCh): 83.00 (2日 ， t, J = 7.2 日z) ， 4.40 

(2H , t, J = 7.2 Hz) , 6.23 (1 H , d , J = 16 Hz) , 6.86 (1封 ， d , J = 8 Hz) , 6.99 (1日 ， dd , J= 8,1.6 

Hz) , 7.08 (1 H, d, J = 1.6 Hz) , 7.23司7.58 (1 6旺， m); 13C NMR (100 MHz, CDCb): 835.3 , 

64.9 , 106.6 , 108.6 , 115.7 , 117.6 , 124.3 , 126.1 , 126 .4, 126.6 , 128.2, 128.3 , 128.8 , 129.1 , 

137.8 , 139.6 , 144.5 , 147久 149.0 ， 166.8; EIMS m/z (r志1. int): 448 [Mt (1 00) , 371 (52) , 267 

(6 1); HRMS: Calc. for C3oH2404: 448.1677. Found: 448.1673. Ana1. Calcd for C30H訕訕:

C ， 80.34; 日， 5.39; 0 , 14.27. Found: C, 80.09; H, 5.59; 0 , 14.26. 

3-(3,4-Dihydroxyphenyl)acrylic Acid Phenethyl Ester (CAPE 1) 

A solution of caffeic acid (0.54 g, 2.8 mmol) in 5 mL of SOCh was re f1 uxed for 4 h. 

The resu1ting solution was concentrated in vacuo , and 20 mL of dry nitrobenzene was 

added. 甘1花e dissolved solution was mi江xed with phenyl e仗thy抖1 a叫Icohol (1.67 mL , 14.0 mmo叫1)

at room t臼emper吼ur閃.它e ， heated to 70 • C for 2 h , and subjected to c01umn chromatography (Sil-

間， ether:hexane 1:1) to give the desired ester 1 (0 .40 g , 50 %). 1: mp 127刁 28 "C; 1且 h
NMR (400 MHz , CDCb): 83.02 (2H , t , J = 7.2 Hz) , 4 .42 (2H , t , J = 7.2 日z) ， 5.98 and 6.14 

(2H, brs) , 6.25(1H, d , J216HZ) , 6.87(1H, d, J z8Hz) , 6.99(1T1, rid, j =8，2HZ) ， 7.09/ 了巨污，之斤:: ) 

(1 H, d, J = 2 Hz) , 7.23-7.34 (5H , m) , 7.57 (l H , d, J = 16); 13C NMR (1 00 MHz , CDCI)): 0 

35.3 , 65.2 , 114.3 , 115.2, 115 .4, 122.4, 126.5 , 127.3 , 128 .4, 128.8 , 137.6 , 143.7 , 145.1 , 

146.3 , 167.6; EIMS m/z (re1. int): 284 [Mt (21), 180 (1 00) , 163 (44); HRMS: Calc. for 

C17H1604: 284.1048. Found: 284.1047. Ana1. Ca1cd for C17日 1604: C, 7 1. 8乞討， 5.67; 0 , 

22.5 1. Found: C, 7 1.55; H , 5.60; 0 , 22.75. 
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Determination of Free Radical-quenching Capacity 

The free radical-quenching capacity of CAPE was teste ç1 by bleaching (al517 nm) sta耐

ble DPPH radica1.6 The reaction mixture contained in methanol (3 mL) , DPPH (1 0 mM , 30 

)lL) and CAPE (0.02♂ mM ， 100 )lL) in DMSO. After 30 min at room temperature , distilled 

water (1 mL) and toluene (3 mL) were added and centrifuged. The absorbance of 出e upper 

phase was read at 517 nm against a blank without CAPE. The fraction of DPPH bleaching 

was calculated with the absorbance of DPPH solution containing only DMSO (1 00 )lL) as 

0%. 

Statistical Analysis 

The results are reported as means :l: standard deviations. StatisticaI differences were 

analyzed according to Student's t-test; significant differences were established at P < 0.05. 

RESULTS AND DISCUSSION 

We chose pyridine-catalyzed esterification via acyl chlorides to afford the desired 的“

ters. ln an earlier study of 4-esters of trimeIlitic anhydride reported by Puskas and Fields ,7 

pyridine and acyl chloride were assembled as an intermediate adduct to accelerate the rate 

and yield of the reaction of alcohoI with acid chloride. We describe the preparation of 

CAPE 1 and its derivatives by a practicaI route. ln addition , biological tests indicate 出at

CAPE 1 is a phenolic antioxidant. 

At the outset of the project we examined the reactivity of acid chlorides with base cata­

lysts. First, cinnamic acid was heated with excess thionyl chloride at re f1 ux to afford the 

corresponding acid chloride , wh.ich upon reaction with a variety of alcohols in the presence 

of pyridine at room temperature provided the ester derivatives in h.igh yield (Scheme 1). 

Scheme 1 

O 

:;σJOH f::cdci R-OH 

。'.l 
O 

只 1 、 /"- 戶是、^lí "j ~八闊
的，片子，Ç'

97 % 2 R1 =R2=H，只=PhCH，CH
92 % 3 只1=只2=OMe， R=Ph亡H?亡H?
95 %4 只1=只2=0悅，只口Me

88 %5 只1=H，只2=8r，只=PhCH2CH2

We then sought to apply th.is strategy to the synthesis of CAPE 1. Caffeic acid was 

heated with excess thionyl chloride at 70 0 C to afford the acid chloride. Unfortunately, the 

acid chloride was not transformed in pyridine catalyst to CAPE 1. Different solvents such 
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as acetone , acetonitrile , methylene chloríde , chl泣10叫rofo叫rm ， benzene , THF, DMF, DMSO , and 

ni trobenzene were examined to find the opûmum reaction condWons for Ú1is esteri fìcation. 

Examinaûon of alternaûve base (triethyl amine and K2C03) catalysts , under most reaction 

conditions , resu1ted in acid chloride hydrolysis with recovery of caffeic acid in addition to 

other by-products upon work up. According to Puskas and Field's study,7 phenolic groups 

in the presence of pyridine can react with the acyl chloride to produce an undesired self­

esterification by司produc t. ln addition , the free hydroxy groups of caffeic acid make this 

compound more hydrophilic 出an cinnamic acid and its bromo or me出oxy substituted ana­

logues. With the aim of developing a successful route to CAPE 1, an alternative method 

was examined (Scheme 2).τhe o-dihydroxy groups were first protected with diphenyldi唔

chloromethane to provide the more lipophilic acid 7. Subsequent treatment with thionyl 

chloride gave the acid chloride 8. The protected acid chloride 8 was directly reacted with 

alcohol 9 to produce the protected CAPE 10, which was then deprotected by heating under 

reflux in aqueous acetic acid to achieve the target, CAPE 1 

Scheme 2 

:;可ioH;于 1計人Ht計叭。于CI
;:一:(;;>仿寸J f 

At 出is point, other possibilities for preparing CAPE 1 were examined, such as sulphu­

ric acid mediated esterification or DCÇIDMAP esterification (Scheme 3). Under acid con都

ditions , caffeic acid 6 and alcoho19 were subjected to thermal esterification to obtain a trace 

amount of the desired ester 1. The esterification of caffeic acid with alcohol 9 in 

DCCIDMAP method provided the ester 1 in 46 % yield. Moreover, to our delight caffeic 

acid chloride and five equivalents of alcohol 9 in nitrobenzene at 70 0 C reacted smoothly 

over 2 hours to giv己 the desired ester product in 50 % yield from the acid 6. lH and 13C 

N心fR spec仕a of the synthetic product were in agreement wi也 those reported for the natu­

rally derived materia1.1 

It is worth noting 也at although the reactions described above can be regarded as 

straightforward, manipulations were sometimes difficult due to the reaction of dihydroxy­

cinnamic acid chloride with atmospheric moisture. Also, excess phenethyl alcohol 9 in且

creased the solubility of the acid chloride and provided more CAPE 1. The advantage of 
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Scheme 3 

1 """'" 
1. SOCl, .reflux 

2. 9 (5 equiv). 
nílrobenzene 
70 oC. 2 hrs. 
50 ~品

HO 、 /扎 /戶主\ /弋
y. γ/ 可/' 'OH 

/λ\/夕J
HO 

Table 1. Quenching Effect of CAPE on DPPH 

Treatrnenta Absorbance 

ControI (DMSO) 1.51 丈 0.02

0.02 rnM CAPE 0.83 主 0.02

0.2 mM CAPE 0.42 土 0.02

2mM CAPE 0.10 :t 0.02 

a See reference 7. 
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9 

OCC/OMAP 
OMF/CH,CI, 
1:1 .2 days 

r. t. 46 % 

1 

% of DPPH bleachingb 

0.0 
44.8 
72 .4 

93 .4 

b % of DPPH bleaching = [(absorbance of DMSO controI司 absorbance of CAPE test sarn個
p1e) x 100]/absorbance of DMSO controL 

出s esterification method 挖出at the reaction can be accomplished in a relatively short tirne 

and afford only the desired product. 

To investigate the antioxidant activity of CAPE, we employed the DPPH (1, 1-

diphenyl♂-picrylhydrazyl) test. A decrease in absorbance indicates reduction of DPPH 

free radical concentration.τhis assay indicates that CAPE functions as a radical inhibitor, 

bleaching 93 .4 % of DPPH at 2 mM (Table 1). 

In conclusion, the structures of ca叮'eic acid esters have been confirmed by totaI syn­

出esis. A rapid route to CAPE 1 and its derivatives has been achieved. Furtherrnore , several 

strategies to accornplish this goal are provided. The esterification of phenolic acid de­

scribed above serves as a cautionary lesson on the peri1s of esterification reactions. Final1y, 

也e DPPH test demonstrates that CAPE can quench the free radicals. Further biological 郎"

says are currently underway to evaluate 出e efficacy of these compounds as chernopreven­

tive agents against HIV integrase. 
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