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磷酰化氨基酸酯的合成、波谱表征及生物活性 
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(b清华大学化学系生命有机磷化学及化学生物学教育部重点实验室  北京 100084) 

摘要  磷酰化氨基酸及其酯属于磷酰胺类, 它们作为天然氨基酸的含磷类似物, 具有良好的生物活性, 它的合成与性
质的研究引起人们的浓厚兴趣. 本工作用亚硫酰氯先合成磷酰化酰氯, 再由其与氨基酸甲酯反应合成了一系列磷酰化
氨基酸酯, 产物经红外光谱, 核磁共振氢谱、碳谱、磷谱, 质谱及元素分析鉴定, 并初步研究这些化合物的抗菌与抗肿
瘤的生物活性.  
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Abstract  Phosphoryl amino acids and phosphoryl amino acid esters, as phosphorus analogs of amino acid, 
have attracted much attention because they show wide biological activities. In this paper, the title com-
pounds, 2-isopropoxy-(2-isopropyl-5-methyl-cyclohexyloxy)-phosphoryl amino acid esters, were synthe-
sized in the presence of sulfuryl chloride with reasonable yields. Their structures were confirmed by IR, 1H 
NMR, 13C NMR, 31P NMR and MS spectra, and the antibacterial and antitumor activities of these com-
pounds were given in this paper. 
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在生命科学中, 磷和氨基酸占有重要地位. 目前, 
在生命过程中还未发现不含磷的生命体[1]. N-磷酰化氨
基酸及其酯是天然氨基酸的含磷类似物, 它们作为最小
的酶分子模型, 其合成与性能研究引起广泛重视, 是近
代杂原子化学研究领域的热点之一[2～5], 且该类化合物
还具有抑菌、抗肿瘤、杀虫以及抗植物病毒的活性[6]. 磷
酰化氨基酸酯上与磷原子相连的两个烷氧基不同以及

氨基上取代基的不同将导致生物活性的巨大差异, 薄荷
环也是一种具有多种生物活性的环[7,8]. 综合二者的结
构特点和生物活性, 我们合成了一系列含有薄荷环的磷
酰化氨基酸酯, 并发现该类化合物具有很强的抗肿瘤生
物活性. 另外, 由于薄荷醇和氨基酸均是手性化合物, 
所以对产物的合成分离纯化鉴定以及抗肿瘤生物活性

均产生了一定的影响, 下面就这些化合物的具体合成作
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系统的介绍. 合成路线见 Scheme 1. 

 

R＝(a) CH3; (b) CH3; (c) CH(CH3)2; (d) CH2CH(CH3)2; (e) CH2COO- 

CH3; (f) p-HOC6H4CH2 
Scheme 1 

1  实验 

1.1  仪器及试剂 

IR由Nicolet AVATAR 360 FT-IR计记录, 溴化钾压
片; 1H NMR, 13C NMR和 31P NMR由Varian 500 Hz型仪
器测定, CDCl3 为溶剂, TMS 为内标; MS 由 Bruker 
ESQSUIRE-3000 离子阱型质谱仪测定; 高分辨质谱由
Waters Micromass Q-TOF Micro质谱仪测定(由郑州大学
提供); 旋光值由 Perkin-Elmer 341 automatic polarimeter 
测定; M3550型酶标仪(测量波长 570 nm, 参考波长 655 
nm). 

(＋)-薄荷醇、三氯化磷、异丙醇、亚硫酰氯、氨基
酸甲酯均为分析纯.  

1.2  合成 

1.2.1  化合物 1的合成 

搅拌条件下 , 向冷却至 0 ℃的装有 1.38 g (10 
mmol)的三氯化磷和 20 mL二氯甲烷的 50 mL的单口烧
瓶中分批加入 1 mmol的(＋)-薄荷醇, 反应约 6 h. 旋蒸
除去溶剂及过量的三氯化磷, 在油泵上干燥约 1 h, 有
淡黄色油状物生成. 接着将该油状物用 20 mL的二氯甲
烷溶解, 冰浴条件下将醇解试剂[V(叔丁醇)∶V(异丙 
醇)＝1∶1] 20 mL慢慢滴加其中. 0 ℃下搅拌 1 h, 然后
缓慢滴加饱和的碳酸氢钠溶液中和反应生产的酸 pH值
至 7, 分液, 水相用二氯甲烷萃取多次, 合并有机相, 用
无水硫酸钠干燥后过滤, 旋蒸除去溶剂, 得粗产物 2.26 
g. 硅胶柱层析分离 V(乙酸乙酯)∶V(石油醚)＝5∶1, 得

到淡黄色液体 1约 1.95 g. 产率 74.4%.  
1.2.2  化合物 2的合成 

把 1.31 g (5 mmol)的化合物 1溶于 15 mL的二氯甲
烷中, 在冰浴条件下, 缓慢滴加亚硫酰氯 0.4 mL到混合
液中, 用质谱跟踪直至原料峰消失, 大约 10 h. 旋蒸除
去溶剂, 得淡黄色油状物 2.  
1.2.3  化合物 3的合成 

把化合物 2(约 1.30 g)溶于 15 mL二氯甲烷中, 并加
入约 6 mmol 的氨基酸甲酯搅拌溶解, 在冰浴条件下缓
慢滴加三乙胺(4 mL)到混合液中, 氨基酸甲酯逐渐溶解, 
反应约 1 h. 旋蒸除去溶剂, 加入适量的水使三乙胺盐
完全溶解, 再加入 30 mL 乙酸乙酯, 分液. 水相用乙酸
乙酯萃取 3 次, 再用二氯甲烷萃取一次, 合并有机相, 
用无水硫酸钠干燥后, 旋蒸除去溶剂, 得化合物 3. 其
物理常数、收率及分析数据如下: 

3a (R＝CH3), O-异丙基-O-(2-异丙基-5-甲基)环己
基磷酰化 -L-丙氨酸甲酯 , 白色固体 , 产率  84.5%, 

20
D[ ]α ＝－54.3 (c 1.00, CHCl3); 1H NMR (500 MHz, 

CDCl3) δ: 4.61～4.58 [m, 1H, OCH(CH3)2], 4.15～4.05 (m, 
1H, NHCH), 3.92 (t, J＝6 Hz, 1H, NH), 3.71 (s, 3H, 
COOCH3), 3.30 (dd, J1＝ 11 Hz, J2＝ 23 Hz, 1H, 
CHcyclohexyl), 2.25～2.21, 2.00～1.95 [2m, 2H, CHcyclohexyl, 
CH(CH3)2], 1.78～1.35 (m, 7H, CHcyclohexyl, 3CH2cyclohexyl), 
0.94～0.82 (m, 18H, 6CH3); 31P NMR (81 MHz, CDCl3) δ: 
5.74, 5.01; 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ: 173.93 (CO), 
77.27 (Ccyclohexyl), 70.28 (OCH), 51.58 (COOCH3) 49.62, 
48.14 (2Ccyclohexyl), 42.27 (NHCH), 33.65 [CH(CH2)3], 
30.98, 25.07, 24.85 (3Ccyclohexyl), 23.30, 22.30, 21.55, 15.27 
(6CH3); Exact MS for C15H34NNaO5P＋ m/z: 386.2072; 
HRMS m/z: 386.2068 (M＋Na＋). 

3b (R＝CH3), O-异丙基-O-(2-异丙基-5-甲基)环己基
磷酰化-D-丙氨酸甲酯, 白色固体, 产率 89.1%, 20

D[ ]α ＝

－44.0 (c 1.00, CHCl3); 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 
4.61～4.58 [m, 1H, OCH(CH3)2], 4.15～4.05 (m, 1H, 
NHCH), 3.92 (t, J＝6 Hz, 1H, NH), 3.71 (s, 3H, COOCH3), 
3.30 (dd, J1＝11 Hz, J2＝23 Hz, 1H, CHcyclohexyl), 2.25～
2.21, 2.00～1.95 [2m, 2H, CHcyclohexyl, CH(CH3)2], 1.78～
1.35 (m, 7H, CHcyclohexyl, 3CH2cyclohexyl), 0.94～0.82 (m, 18H, 
6CH3); 31P NMR (81 MHz, CDCl3) δ: 6.01, 5.30; 13C NMR 
(125 MHz, CDCl3) δ: 173.93 (CO), 77.27 (Ccyclohexyl), 70.28 
(OCH), 51.58 (COO CH3), 49.62, 48.14 (2Ccyclohexyl), 42.27 
(NHCH), 33.65 [CH(CH2)3], 30.98, 25.07, 24.85 
(3Ccyclohexyl), 23.30, 22.30, 21.55, 15.27 (6CH3); Exact MS 
for C15H34NNaO5P＋ m/z: 386.2072; HRMS m/z: 386.2076 
(M＋Na＋).  
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3c [R＝CH(CH3)2], O-异丙基-O-(2-异丙基-5-甲基)环
己基磷酰化-L-缬氨酸甲酯, 黄色油状物, 产率 86.5%, 

20
D[ ]α ＝－48.5 (c 1.00, CHCl3); 1H NMR (500 MHz, 

CDCl3) δ: 4.61～4.55 [m, 1H, OCH(CH3)2], 4.11～4.06 (m, 
1H, NHCH), 3.86 (t, J＝6 Hz, 1H, NH), 3.72 (s, 3H, 
COOCH3), 3.09 (dd, J1＝ 11 Hz, J2＝ 23 Hz, 1H, 
CHcyclohexyl), 2.27～2.13, 2.05～1.96, [2m, 3H, CHcyclohexyl, 

2CH(CH3)2], 1.65～1.35 (m, 7H, CHcyclohexyl, 3CH2cyclohexyl), 
1.00～0.80 (m, 21H, 7CH3); 31P NMR (81 MHz, CDCl3) δ: 
6.56, 5.79; 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ: 172.95 (CO), 
77.00 (Ccyclohexyl), 70.18 (OCH), 59.41 (NHCH), 59.12 
(COOCH3), 51.12, 48.06 (2Ccyclohexyl), 42.22 [OCH(CH3)2], 
33.58 [CH(CH3)2], 31.81, 24.90, 23.30 (3Ccyclohexyl), 22.16, 
21.45, 20.51, 18.30, 17.31, 15.10 (7CH3); Exact MS for 
C19H38NNaO5P ＋  m/z: 414.2385; HRMS m/z: 414.2377   
(M＋Na＋). 

3d [R＝CH2CH(CH3)2], O-异丙基-O-(2-异丙基-5-甲
基)环己基磷酰化-L-亮氨酸甲酯 , 黄色油状物 , 产率 
76.8%, 20

D[ ]α ＝－33.4 (c 1.00, CHCl3); 1H NMR (500 
MHz, CDCl3) δ: 4.58～4.60 [m, 1H, OCH(CH3)2], 4.05～
4.15 (m, 1H, NHCH), 3.92 (t, J＝6 Hz, 1H, NH), 3.71 (s, 
3H, COOCH3), 3.33 (dd, J1＝11 Hz, J2＝23 Hz, 1H, 
CHcyclohexyl), 2.23～2.25, 2.00～1.95, 1.80～1.76 [3m, 3H, 
CHcyclohexyl, 2CH(CH3)2], 1.65～1.35 (m, 9H, NHCHCH2, 
CHcyclohexyl, 3CH2cyclohexyl), 0.94～0.82 (m, 21H, 7CH3); 31P 
NMR (81 MHz, CDCl3) δ: 6.02, 5.31; 13C NMR (125 MHz, 
CDCl3) δ: 173.93 (CO), 77.27 (Ccyclohexyl), 69.94 (OCH), 
52.33 (COOCH3), 51.02, 47.96 (2Ccyclohexyl), 43.33 (NHCH- 
CH2), 42.04 (NHCH), 33.48 [2CH(CH2)3], 30.79, 24.70, 
23.66 (3Ccyclohexyl), 23.08, 22.06, 21.41, 20.39, 15.27 (7CH3); 
Exact MS for C20H41NO5P＋ m/z: 406.2722; HRMS m/z: 
406.2719 (M＋H＋). 

3e (R＝CH2COOCH3), O-异丙基-O-(2-异丙基-5-甲
基)环己基磷酰化-L-天冬氨酸甲酯, 黄色油状物, 产率 
83.1%, 20

D[ ]α ＝－27.3 (c 1.00, CHCl3); 1H NMR (500 
MHz, CDCl3) δ: 4.56～4.50 [m, 1H, OCH(CH3)2], 4.12～
4.02 (m, 1H, NHCH), 3.75 (t, J＝6 Hz, 1H, NH), 3.68, 3.62 
(s, 6H, 2COOCH3), 3.50 (dd, J1＝11 Hz, J2＝23 Hz, 1H, 
CHcyclohexyl), 2.24～2.10, 2.05～1.98 [2m, 2H, CHcyclohexyl, 
CH(CH3)2], 1.67～1.63 (m, 2H, NHCHCH2), 1.33～1.10 
(m, 7H, CHcyclohexyl, 3CH2cyclohexyl), 0.94～0.79 (m, 15H, 
5CH3); 31P NMR (81 MHz, CDCl3) δ: 5.82, 5.22; 13C NMR 
(125 MHz, CDCl3) δ: 171.77, 170.60 (2CO), 77.75 
(Ccyclohexyl), 70.64 (OCH), 52.06, 51.36 (2COOCH3), 50.68, 
48.16 (2Ccyclohexyl), 42.22 (NHCHCH2), 38.14 (NHCH), 

33.68 [CH(CH2)3], 31.06, 25.12, 24.95 (3Ccyclohexyl), 23.35, 
22.35, 21.60, 20.53, 15.49 (5CH3); Exact MS for 
C19H37NO7P＋ m/z: 422.2308; HRMS m/z: 422.2307 (M＋
H＋). 

3f (R＝p-HOC6H4CH2), O-异丙基-O-(2-异丙基-5-甲
基)环己基磷酰化-L-酪氨酸甲酯, 淡黄色油状物, 产率 
89.0%, 20

D[ ]α ＝－13.5 (c 1.00, CHCl3); 1H NMR (500 
MHz, CDCl3) δ: 8.65 (s, 1H, OH), 6.96～6.94, (m, 2H, 
meta-Ph-H), 6.80～6.78 (m, 2H, para-PhH), 4.54～4.42 [m, 
1H, OCH(CH3)2], 4.18～4.10 (m, 1H, NHCH), 4.02 (t, J＝6 
Hz, 1H, NH), 3.65 (s, 3H, COOCH3), 3.20 (dd, J1＝11 Hz, 
J2＝23 Hz, 1H, CHcyclohexyl), 3.00～2.90 (m, 2H, PhCH2), 
2.24～2.08, 1.80～1.74 [2m, 2H, CHcyclohexyl, CH(CH3)2], 
1.65～1.35 (m, 7H, CHcyclohexyl, 3CH2cyclohexyl), 0.94～0.82 
(m, 15H, 5CH3); 31P NMR (81 MHz, CDCl3) δ: 5.20, 4.54; 
13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ: 172.57 (CO), 155.90, 
129.63, 125.71, 125.51, 114.91 (CPh), 77.75 (Ccyclohexyl), 
70.69 (OCH), 55.41 (COOCH3), 51.16, 47.89 (2Ccyclohexyl), 
41.97 [CH(CH3)2], 39.06 (NHCH), 33.41, 30.72, 24.66 
(3Ccyclohexyl), 23.01, 22.06, 21.38, 20.38, 15.27 (5CH3); Exact 
mass for C23H39NO6P ＋  m/z: 456.2520; HRMS m/z: 
456.2529 (M＋H＋).  

2  结果与讨论 

2.1  合成 

根据文献[9]报道的方法, 用 Abuzov 反应制备得到
磷中心不对称的氢亚磷酸二酯(1). 然后用亚硫酰氯进
攻形成磷酰氯, 再加入氨基酸甲酯和三乙胺的条件下制
备得到 O-异丙基-O-(2-异丙基-5-甲基)环己基磷酰化氨
基酸甲酯.  
以前的磷酰化氨基酸酯的合成方法[2,3,10,11], 都没有

分离出中间产物, 所得的副产物多, 不易提纯. 而此法
反应原料便宜易得, 条件温和, 副产物少, 且直接得到
中间产物, 所得的磷酰化氨基酸酯易提纯, 产率高, 是
合成简单磷酰胺类衍生物的重要方法之一.  

2.2  IR光谱 

3a～3f的红外光谱在 1660～1676  cm－1 (s)有强的
吸收峰, 是羰基的伸展振动吸收峰(νC＝O); 在 3402～
3448 cm－1 (s)有强吸收, 是酰胺的 N—H伸展振动吸收
峰(νN—H); 在1225～1246 cm－1 (s)有强吸收, 是磷氧双键
伸展振动吸收峰(νP＝O); 在 1009～1074 cm－1 (s)有强的
双峰吸收峰, 是 P—O—C 的伸展振动吸收峰(νP—O—C). 
这就表明这些化合物里既有芳环、羰基、又有酰胺键、

磷氧双键、磷氧键.  
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2.3  1H NMR谱 

化合物3a～3f的 1H NMR在 δ 4.8～4.6显示吸收峰,
可归属为 OCH(CH3)2上的氢原子; 在 δ 4.05～4.15附近
都显示有多重峰, 是 PNH上的氢原子. 

2.4  13C NMR谱 

化合物 3a～3f的 13C NMR在 δ 175～170显示吸收
峰, 可归属于酰胺键 O＝CNH碳原子. 

2.5  31P NMR谱 

化合物 1的 31P NMR在 δ 6.0～4.5显示一组四重裂
峰, 可归属于两个不对称的磷原子. 从 1H-31P 相关谱可
以知道, 两个不对称的磷(R和 S)分别形成一个峰, 化学
位移分别为 δ 7.0和4.0左右, 然后其再被磷上的氢裂分, 
其偶合常数 J(PCH)是 684.9 Hz, 故在磷谱上看到四重裂
峰; 化合物 3a～3f的 31P NMR在 δ 6.0～4.5显示一组双
峰, 是两个不对称磷酰化氨基酸甲酯中磷原子的信号峰.  

2.6  主要 MS数据分析 

在表 1中的数据显示: 这些化合物都有分子离子峰 
(M＋H＋)和(M＋Na＋), 化合物 3a～3f 的二级质谱都有
裂解掉 m/z＝138, 42, 80 的离子峰. 以化合物 3a 为例, 
裂解方式可能如 Scheme 2进行. 

2.7  生物活性分析 

2.7.1  抗菌活性 

抗菌活性用滤纸片法[12]测定溶解于甲醇的化合物

对指示菌的拮抗性, 化合物 3a, 3b, 3f 对五种常用细菌
(金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、镰刀菌、
交链孢霉)的抑菌活性不强.  
2.7.2  抗肿瘤活性 

抗肿瘤活性采用细胞毒 MTT 法测定[13,14]: 测得化
合物 3a, 3b, 3f都具有较好的抗肿瘤细胞的生物活性(表
2). 

表 1  化合物 1, 2和 3a～3f的主要质谱数据 
Table 1  MS spectral data of compounds 1, 2 and 3a～3f 

Compd. MS m/z (%) 

1 284.8 (M＋Na＋, 19.30) 524.3 (2M＋H＋, 5.18) 546.4 (2M＋Na＋, 100) 

2 318.6 (M＋H＋, 100) 320.6 (M＋H＋, 31.84)a  

3a 363.5 (M＋H＋, 12.54) 385.9 (M＋Na＋, 15.56) 748.5 (2M＋Na＋, 100) 

3b 363.8 (M＋H＋, 9.93) 386.0 (M＋Na＋, 100) 748.5 (2M＋Na＋, 2.72) 

3c 391.9 (M＋H＋, 23.48) 414.1 (M＋Na＋, 100) 804.8 (2M＋Na＋, 80.83) 

3d 406.3 (M＋H＋, 10.14) 428.1 (M＋Na＋, 100)  

3e 421.8 (M＋H＋, 100) 444.1 (M＋Na＋, 91.57)  

3f 456.6 (M＋H＋, 11.32) 478.1 (M＋Na＋,100)  
a表示化合物 2中氯的两个同位素峰, 且丰度比大约为 3∶1. 

 

Scheme 2 
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表 2  化合物 3a, 3b和 3f抗肿瘤细胞的生物活性数据 
Table 2  Cytotoxicities of compounds 3a, 3b and 3f 

IC50/(µg•mL－1) 
Compd. 

Hep-G2 Raji KB 

 

3a 

23.8 12.6 21.9 

 

3b 

22.5 14.4 16.1 

 

3f 

19.2 — 10.2 

从表中可以看出它们的活性随着 R 取代基团的增
大而增强, 而且磷酰化 L型氨基酸甲酯和磷酰化D型氨
基酸甲酯的活性也各不相同, 这为寻找具有更高活性的
含磷化合物指明了方向.  
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