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咖啡酰氨基酸乙酯的合成及其抗氧化活性 

王  东，马金凤，蔡明旭，祝  钧* 
（北京工商大学 理学院，北京  100048） 

摘要：以 L-氨基酸乙酯盐酸盐和咖啡酸为原料，1-(3-二甲基氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐（EDC）及 1-羟
基苯并三唑（HOBt）为催化剂，合成咖啡酰缬氨酸乙酯、咖啡酰亮氨酸乙酯、咖啡酰蛋氨酸乙酯、咖啡酰酪氨

酸乙酯 4 种产物。利用 1HNMR、质谱及红外对产物进行了表征；通过清除 DPPH 自由基、羟基自由基及红细胞溶

血等实验分别对咖啡酰氨基酸乙酯类物质的体外抗氧化活性及刺激性进行了初步评价。结果表明，以该法合成

4 种咖啡酰氨基酸乙酯，收率在 75%~82%。咖啡酸与氨基酸结合后，4 种产物均呈现较好的抑制 DPPH 自由基、

羟基自由基活性的效果；咖啡酰缬氨酸乙酯（Ⅲa）清除 DPPH 自由基能力最强，其 IC50 为（11.23±0.24）µmol/L；
咖啡酰蛋氨酸乙酯（Ⅲc）清除羟基自由基能力最强，其 IC50 为（0.24 ± 0.002）mmol/L；3 种咖啡酰氨基酸乙酯

相对于咖啡酸单体对于红细胞膜具有更弱的刺激性。咖啡酰氨基酸乙酯类物质抗氧化活性明显强于 L-抗坏血酸

（VC），可作为潜在的抗氧化剂。 
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Synthesis and Anti-oxidation Activity of Caffeic Acid  
Amino Acid Ethyl Ester Derivatives 

WANG Dong, MA Jin-feng, CAI Ming-xu, ZHU Jun* 
（School of Science, Beijing Technology and Business University, Beijing 100048, China） 

Abstract: Caffeylvaline ethyl ester, caffeoylleucine ethyl ester, caffeoyl methionine ethyl ester, and caffeoyl 
tyrosine ethyl ester were synthesized from L-amino acid ethyl ester hydrochloride with caffeic acid in the 
presence of a catalytic amount of 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) 
and 1-hydroxybenzotrizole (HOBt). Their structures were identified by mass spectroscopy (MS), proton 
nuclear magnetic resonance (1HNMR) and Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy. Then, their 
antioxidant activities and irritation were measured by the scavenging capability to DPPH and hydroxyl free 
radicals, as well as erythrocyte hemolysis experiment. The results showed that four N-caffeoyl amino acid 
ethyl esters were synthesized with yields between 75% and 82%. After the combination of caffeic acid and 
amino acid, all products exhibited good inhibition effects against DPPH free radical and hydroxyl radical. 
Among them, caffeoylvaline ethyl ester (Ⅲa) had the strongest ability to scavenge DPPH free radical, and 
its IC50 value was (11.23±0.24) μmol/L. Caffeoylmethionine ethyl ester (Ⅲc) had the strongest ability to 
scavenge hydroxyl free radical with an IC50 value of (0.24±0.002) mmol/L. Three synthesized caffeoyl 
amino acid ethyl esters were less irritating to the erythrocyte membrane than caffeic acid monomer. The 
antioxidant activities of N-caffeoyl amino acid ethyl esters derivatives were more effective than Vitamin C 
and could be used as a new potent antioxidant. 
Key words: caffeic acid amino acid ethyl ester; caffeic acid; antioxidation; hemolysis of erythrocytes; drug 
and cosmetic materials 
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咖啡酸（CA）又名 3,4-二羟基肉桂酸[1]。咖啡

酸是一种结构简单的酚酸类化合物，是次生植物代

谢产物，在很多植物中都存在[2-3]，其具有抗氧化、

抗菌、抗病毒等多方面生物活性[4]。咖啡酸在常见

溶剂体系中配伍性差，固而限制了其应用范围[5]。 
咖啡酸酰胺是咖啡酸的重要衍生物，既保有生

物活性，又可以增强咖啡酸单体的亲脂性，从而其

应用范围更广。由于自然界中咖啡酰胺衍生物提取

纯化条件复杂，故限制了其应用[6]。Rajan[7]等利用

CA 与 3-甲基-2-烯胺在苯并三氮唑-1-基氧基三（二

甲基氨基）磷 六氟磷酸盐（BOP）耦合剂下生成

咖啡酰-3-甲基-2-烯胺，通过抗氧化实验，证明咖啡

酸酰胺是非常有潜力的抗氧化剂。Yoo[8]等利用乙酰

化的咖啡酸与苯磺酰胺在缩合试剂 1-(3-二甲氨基丙

基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐（EDC）、1-羟基苯并三

唑（HOBt）的作用下生成乙酰化保护的咖啡酰苯磺

酰胺，脱乙酰化后生成咖啡酰苯磺酰胺，实验发现，

合成的化合物对 DPPH 自由基和超氧阴离子自由基

有抑制作用。氨基酸是维持人类生命活动的重要物

质基础，不仅发挥营养作用，也常具有其他功能，

缬氨酸、酪氨酸具有抗菌[9-10]、改善免疫机能等功

能。曲酸作为酪氨酸酶抑制剂，存在一些缺陷，如

活性不高、性质不稳定等。为此，Noh[11]等设计合

成了一类曲酸-氨基酸结合体，实验发现，与氨基酸

结合后的曲酸对酪氨酸酶的抑制率明显强于曲酸单

体。Wei[6]等通过 EDC/HOBt 法成功合成咖啡酰甘氨

酸乙酯与咖啡酰苯丙氨酸乙酯。 
受此启发，本文以咖啡酸和 4 种氨基酸乙酯盐

酸盐为原料，通过 HOBt/EDC 法合成了 4 种咖啡酰

氨基酸乙酯，4 种物质均未见文献报道。运用核磁

共振氢谱（1HNMR）、傅里叶变换红外光谱（FTIR）

和高效液相色谱-质谱（HPLC-MS）表征确定 4 种化

合物的结构。通过体外清除 DPPH 自由基、羟基自

由基实验和红细胞溶血实验测定了目标产物的抗氧

化活性及刺激性。以期为咖啡酰氨基酸乙酯类物质

作为化妆品原料、食品防腐剂提供参考价值，并为

咖啡酰氨基酸乙酯类物质的医学研究提供重要理论

依据。 

1  实验部分 

1.1  主要试剂与仪器 
咖啡酸、L-缬氨酸乙酯盐酸盐、L-亮氨酸乙酯

盐酸盐、L-酪氨酸乙酯盐酸盐、L-蛋氨酸氨酸乙酯

盐酸盐、1-羟基苯并三唑（HOBt）、1-乙基-3-（二

甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐（EDC·HCl），北

京伊诺凯科技有限公司，均为 AR；新鲜兔血，北京

海淀区兴隆实验动物养殖厂；十二烷基硫酸钠

（SDS），美国 Amresco Biotechnology Grade。 
傅里叶变换红外光谱仪（IS10），美国 Nicolet

公司；核磁共振波谱仪，瑞士 Bruker 公司（运行条

件：AV300 MHz，溶剂：CDCl3/DMSO-d6）；质谱仪

（Xevo G2 Q-TOF），美国 Waters 公司（质谱条件：

ESI 离子源，m/Z 范围：50~ 500 amu；电喷雾电压：

4500 V）；酶标仪（infinite M200 PRO），瑞士 TECAN
公司；台式离心机（ 5810R ），德国 Eppendorf 
Centrifuge 公司。 
1.2  咖啡酰氨基酸乙酯的合成 

合成路线如下所示。 
 

 
 

采用 L-缬氨酸乙酯盐酸盐、L-亮氨酸乙酯盐酸

盐、L-蛋氨酸乙酯盐酸盐、L-酪氨酸乙酯盐酸盐在

EDC 作用下分别与咖啡酸进行反应，生成相应的咖

啡酰氨基酸乙酯。实验步骤参考文献[6]，并做部分

改动，以咖啡酰酪氨酸乙酯的合成为例。具体步骤

为：取 L-酪氨酸乙酯盐酸盐（2.03 g，8.25 mmol）、
咖啡酸（1.5 g，8.25 mmol）、l-羟基苯并三唑（1.15 g，
8.5 mmol）完全溶解于装有 DMF（25 mL）的圆底

烧瓶中，冰浴下电磁搅拌，并缓慢滴加三乙胺（3.45 
mL，24.75 mmol）。反应 10 min 后，加入 EDC（1.6 
g，8.35 mmol），撤去冰浴，自然升温至室温，搅

拌 18~24 h。用薄层层析法〔V（乙酸乙酯）∶V（石

油醚）= 1∶1〕检测是否反应完全，反应完全后在

反应液中倒入 50×2 mL 水，用（4×100 mL）乙酸乙

酯萃取并用（50×2 mL）饱和食盐水冲洗，回收有

机相，无水硫酸钠干燥（24 h）、过滤、（200~300
目）硅胶色谱柱分离〔洗脱剂为 V（乙酸乙酯）∶V
（石油醚）= 1∶2〕，减压回收溶剂，真空干燥得到

白色粉末状固体咖啡酰酪氨酸乙酯（Ⅲd）2.4 g，产

率 78.4%。 
1.3  清除 DPPH 自由基实验 

参考文献[12]方法测定 DPPH 自由基清除活性，

咖啡酰缬氨酸乙酯（Ⅲa）、咖啡酰亮氨酸乙酯（Ⅲb）、
咖啡酰蛋氨酸乙酯（Ⅲc）、Ⅲd、VC 均用无水乙醇

溶解，配制一系列浓度，将 1 mL 不同浓度的样品溶

液与 1 mL DPPH·（2×10–4 mol/L）的乙醇溶液混合，

摇匀，暗处放置 30 min，517 nm 处测定吸光度，以

等量的无水乙醇作为空白对照，VC 作为阳性对照。

以样品浓度为自变量，自由基清除率为因变量作  
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图进行线性拟合，计算 IC50 值（清除率为 50%时   
所需抗氧化剂的浓度）。IC50 越小，该物质抗氧化性

越强[13]。 
1.4  清除羟基自由基实验 

采用 Fenton 反应体系参考文献[14]方法测定羟

基自由基清除活性。用 DMSO 溶液将待测物配制成

不同浓度：2.0×10-4、2.5×10-4、3.0×10-4、3.5×10-4、

4.0×10-4、4.5×10-4 mol/L。取菲啰啉的乙醇溶液

（ 0.75 mmol/L）、磷酸盐缓冲液（ 0.2 mol/L，

pH=7.4）、样品溶液、FeSO4 水溶液（0.75 mmol/L）

各 1 mL加入试管中，再加入 1 mL H2O2水溶液（H2O2

体积分数 0.01%），混匀。37 ℃孵育 1 h，536 nm 下

测定混合物吸光度，计算 IC50 值。羟基自由基抑制

率按下式计算。 
I/%=〔(c  b)/(a  b)〕×100 

式中：I 为羟基自由基抑制率；b 为空白组吸光度；

c 为实验组吸光度；a 为对照组吸光度。 
1.5  红细胞溶血（RBC）实验 

配制 pH=7.4 磷酸盐（PBS）缓冲液（添加葡萄

糖，1.8 g/L）及抗凝剂柠檬酸缓冲液〔柠檬酸三钠

C6H5Na3O72H2O （ 0.02 kg/L ）， 柠 檬 酸 C6H8O7

（0.008 kg/L）〕。用无菌离心管分装采集的新鲜血液

〔新鲜兔血盛装于无菌离心管中，按 V（血液）∶V
（抗凝剂）=1∶9 加入抗凝剂柠檬酸缓冲液，混匀〕，

1500 r/min 离心 15 min 后弃去上清液，加入 PBS 轻

摇混洗后再次离心，至上清液为无色透明状。沉淀

部分用 PBS 溶液稀释为体积分数 2%红细胞悬液，

摇晃均匀，即得 RBC 悬液。样品均用 PBS 缓冲液

稀释至 1 mmol/L（DMSO 助溶）；十二烷基硫酸钠

（SDS）（1.3 g/L）作为阳性对照。溶血测定：各浓

度样品溶液与 RBC 悬液按 V（样品）∶V（RBC）= 
3∶1 添加于离心管中，混匀。用去离子水和 PBS 分

别替代样品按相同体积比添加，作为完全溶血和阴

性对照，然后室温摇床孵育 1 h。受试物-RBC 混合

液在 10000 r/min 下离心 1 min。540 nm 处测定其

OD 值。溶血率计算公式如下所示。 

OD OD/ % 100
OD OD

 


品 - 性
溶血率

完 性阴全溶血

样 阴  

式中：阴性 OD 为 PBS 与红细胞悬液作用后吸光度

值；完全溶血 OD 为去离子水与红细胞悬液作用后

吸光度值。 
1.6  数据分析 

实验重复测定 3 次，采用 SPSS 19.0 软件进行

统计学分析。测量数据均以 Mean±S.D.表示，通过

方差分析和多组样本间差异显著性进行分析。概率

P<0.05 时，该组数据被认为具有显著性差异。 

2  结果与讨论 

2.1  咖啡酰氨基酸乙酯的合成 
以 EDC 为脱水剂，具有反应速度快，收率高，

产物消旋小，选择性好等优点；HOBt 为酰胺缩合剂 
用于抑制外消旋作用，但其微溶于水，故采用 DMF
作溶剂。Fan[14]等采用文献[6]合成方法，以肉桂酸

与甘氨酸乙酯盐酸盐为原料合成了肉桂酰甘氨酸乙

酯，产率为 89.5%。本文以咖啡酸及不同氨基酸乙

酯盐酸盐为原料合成 4 种咖啡酰氨基酸乙酯：咖啡

酰缬氨酸乙酯（Ⅲa）：浅黄色固体，产率：79%，

m.p.136~138 ℃；咖啡酰亮氨酸乙酯（Ⅲb）：浅黄

色固体，产率 82.0%，m.p.64~66℃；咖啡酰蛋氨酸

乙酯（Ⅲc）：白色粉末状固体，产率：75.3%，

m.p.160~162 ℃；咖啡酰酪氨酸乙酯（Ⅲd）：白色

粉末状固体，产率：78.4%，m.p.102~104 ℃。产率

大小顺序为：Ⅲb >Ⅲa >Ⅲd >Ⅲc。 
2.2  咖啡酸酰氨基酸乙酯的结构表征 

Ⅲa：IR (KBr)，v/cm–1：3341.21 (N—H)，1738.10 
(C==O)，1260.30 (C—O)，1153.27 (C—O)。1HNMR 
(400 MHz，DMSO-d6)，δ：9.37 (s，1H，OH)，9.12 
(s，1H，OH)，8.18 (d，J=8.1 Hz，1H，NH)，7.23 (d，
J=15.7 Hz，1H，HC==C)，6.94 (s，1H，ArH)，6.84 
(d，J=8.2 Hz，1H，ArH)，6.74 (d，J=8.1 Hz，1H，

ArH)，6.53 (d，J=15.7 Hz，1H，C==CH)，4.29~4.22 
(m，1H，CH)，4.09 (dd，J=6.9、7.0 Hz，2H，OCH2)， 
2.09~2.03 (m，1H，CH)，1.18 (d，J=7.1 Hz，3H，

CH3)，0.91~0.86 (m，6H)。ESI-MS [M+H]+，m/Z:
实测值（计算值）：308.0713（307）。 

Ⅲb：IR (KBr)，v/cm–1：3347.59（N—H），2959.35 
(—CH3)，2917.89 (—CH2)，1720.74 (C==O)，1271.39 
(C—O)，1191.36 (C—O)。 1HNMR (400 MHz，
DMSO-d6)，δ：9.35 (s，1H，OH)，9.15 (s，1H，

OH)，8.29 (d，J=7.7 Hz，1H，NH)，  7.24 (d，
J=15.7 Hz，1H，HC==C)，6.94 (d，J=1.5 Hz，1H，

ArH)，6.84 (d，J=8.2 Hz，1H，ArH)，6.74 (d，J=8.1 Hz，
1H，ArH)，6.39 (d，J=15.7 Hz，1H，C==CH)，4.36 
(d，J=5.3 Hz，1H，CH)，4.08(q，J=7.1 Hz，2H，

OCH2)，1.66~1.50 (m，3H，CH2+CH)，1.17 (t，J= 
7.1 Hz，3H，CH3)，0.88 (dd，J=19.6、6.5 Hz，6H，

CH3+CH3)。ESI-MS [M+H]+，m/Z：实测值（计算值）：

322.0833（321）。 
Ⅲc：IR (KBr)，v/cm–1：3324 (N—H)，2980    

(—CH3)，2913 (—CH2)，1653 (C==O)，1303 (C—

O)。1HNMR (400 Hz，C3D6O)，δ：7.33~7.22 (m，

1H，OH)，6.95 (s，1H，OH)，6.82 (s，1H，NH)，
6.70 (s，1H，HC==C)，6.40 (d，J=15.6 Hz，1H， 
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C==CH)，4.57 (s，1H，ArH)，4.50 (s，1H，ArH)，
4.36 (s，1H，ArH)，4.02 (s，2H，OCH2)，2.70 (s，
1H，CH)，2.46 (d，J= 13.5 Hz，3H，CH3)，1.91~1.84 
(m，3H，SCH3)，1.12 (s，4H，CH2+CH2)。ESI-MS 
[M+H]+，m/Z：实测值（计算值）：340.28（339）。 

Ⅲd：IR (KBr)，v/cm–1：3302 (N—H)，1721 
(C==O)，1197 (C—O)。1HNMR (400 Hz，C3D6O)，
δ：7.40 (d，J = 15.6 Hz，1H，OH)，7.40 (d，J = 12.9 Hz，
1H，OH)，6.83 (d，J = 8.1 Hz，1H，OH)，6.75 (d，
J = 7.6 Hz，1H，NH)，6.64 (s，1H，CH==C)，6.57 
(t，J = 14.4 Hz，1H，C==CH)，5.01(s，1H，ArH)，
4.76 (t，J = 6.6 Hz，1H，ArH)，4.70 (s，1H，ArH)，
4.65 (m，J = 28.6 Hz，2H，ArH)，4.45 (dd，J = 8.6 Hz，
2H，ArH)，4.10 (t，J = 25.7 Hz，1H，CH)，3.14~2.89 

(m，2H，OCH2)，1.97 (s，2H，CH2)，1.19 (t，J = 
11.1 Hz，3H，CH3)。ESI-MS [M+H]+，m/Z：实测

值（计算值）：372.0484（371）。 
2.3  DPPH 自由基清除活性测定 

咖啡酰氨基酸乙酯清除 DPPH 自由基的 IC50 见

表 1。清除 DPPH 自由基能力由强到弱的顺序为：

Ⅲa >Ⅲd >Ⅲc >Ⅲb > CA > VC。各物质间均存在显

著性差异（P<0.05）。由此可见，咖啡酰氨基酸乙酯

类物质清除 DPPH 自由基的作用强于咖啡酸单体，

且明显高于常用抗氧化剂 VC。咖啡酸与不同氨基酸

反应生成酰胺后清除自由基活性强弱明显不同，表

明侧链氨基酸基团对于咖啡酰胺酯类物质的抗氧化

性影响显著，氨基酸基团对 DPPH 自由基清除活性影

响的强弱顺序为：缬氨酸>酪氨酸>蛋氨酸>亮氨酸。 
 

表 1  不同合成产物对 DPPH 自由基的清除效应 
Table 1  Effects of different synthetic products on DPPH free radical scavenging 

 Ⅲa Ⅲb Ⅲc Ⅲd CA VC 
IC50/（µmol/L） 11.23±0.24* 20.86±0.04* 19.50±0.04* 15.62±0.03* 27.54±0.06* 76.21±0.04 

*P<0.05（与 VC 组比较）。 
 

2.4  羟基自由基清除活性测定 
氧化应激是引发多种疾病的病理生理机制的基

础。当活性氧的产生超过细胞防御系统的能力时，

氧化应激就会发生。羟基自由基是一种活性氧，通

常在体内形成，对生物分子如脂质、蛋白质和核酸

造成严重损害[15]。咖啡酰氨基酸酯衍生物清除羟基

自由基的 IC50 如表 2 所示。除Ⅲc 与Ⅲd 物质之间无

显著性差异外，其他各物质间清除能力差异显著

（P<0.05）。各物质清除羟基自由基能力强弱顺序

为：Ⅲc >Ⅲd > CA >Ⅲa >Ⅲb > VC。可知，咖啡酰

氨基酸乙酯类衍生物清除羟基自由基能力均强于常

用抗氧化剂 VC。不同咖啡酰氨基酸乙酯类物质清除

羟基自由基能力的不同，与其侧链氨基酸基团有关。

羟基自由基的清除能力与 DPPH 自由基的清除能力

强弱顺序不一致，说明实验体系不同，对于被测物

质的抗氧化能力反应存在差异性。 
 

表 2  不同合成产物对 OH 自由基的清除效应 
Table 2  Effects of different synthetic products on the elimination of OH radicals 

 Ⅲa Ⅲb Ⅲc Ⅲd CA VC 
IC50/（mmol/L） 0.35±0.001* 0.39±0.002* 0.24±0.002* 0.25±0.001* 0.29±0.001* 1.62±0.004 

*P<0.05（与 VC 组比较）。 
 

2.5  红细胞溶血率测定 
RBC 是 Draize 眼刺激实验的替代方法之一[16]。

基本原理是通过测定血红蛋白漏出量及蛋白变性程

度来评价化学品对眼组织细胞的损伤，国际上主要

将 RBC 实验用于化妆品产品及原料等化学品的眼

刺激性研究。 
前期研究发现，样品浓度越大，溶血率越高，

对红细胞膜的刺激性越强。咖啡酰氨基酸乙酯衍生

物红细胞溶血率见表 3。被测物质Ⅲc 对红细胞膜的

刺激性与Ⅲa、溶剂（DMSO）之间无显著性差异，

其他各被测物质间均存在显著性（P<0.05）。表 3 中

各被测样品浓度为 1 mmol/L 时（SDS 质量浓度为

1.3 g/L），样品溶血率（均值）由大到小排序为：SDS
（74%）>Ⅲb（40%）> CA（1.5%）>Ⅲa、Ⅲc、Ⅲ

d、DMSO（<1%）。由溶血率大小推知，咖啡酸与

氨基酸乙酯盐酸盐成酰胺后刺激性普遍降低。前人

研究发现，亮氨酸可通过抑制腺苷酸环化酶活性实

现膜电位去极化，使细胞膜长时间处于受刺激状  
态[17]。咖啡酰亮氨酸乙酯可能由于亮氨酸基团的存

在，从而对红细胞膜表现出高于咖啡酸单体的刺激性。 
 

表 3  不同化合物作用下的红细胞溶血率 
Table 3  Effects of different compounds on red blood cell hemolysis rate 

 Ⅲa Ⅲb Ⅲc Ⅲd CA DMSO SDS 
溶血率/% 0.42±0.004* 40±0.074* 0.40±0.175* 0.62±0.142* 1.5±0.195* 0.84±0.102* 74±0.048 

*P<0.05（与 SDS 组比较）。 
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3  结论 

合成了Ⅲa、Ⅲb、Ⅲc、Ⅲd 4 种咖啡酰氨基酸乙

酯。实验结果显示，4 种咖啡酸酰胺类衍生物功效性

均有提高，均呈现较好的抑制 DPPH 自由基、羟基

自由基活性的效果，且Ⅲa 清除 DPPH 自由基能力

最强，其 IC50 为（11.23±0.24）µmol/L；Ⅲc 清除羟

基自由基能力最强，其 IC50 为（0.24±0.002） mmol/L。

4 种合成产物抗氧化性存在差异，这主要是由于氨

基酸的结构不同而导致的差异性。4 种咖啡酰氨基

酸乙酯类衍生物中的 3 种相对于咖啡酸单体，对红

细胞膜具有更弱的刺激性，表明与氨基酸乙酯结合

后的咖啡酸具有更高的安全性。 
在后续研究中，可以用咖啡酸与更多不同种类

的氨基酸结合进行生物活性比较，揭示相关的分子

机理，阐明生物活性与结构之间的联系，在原料安

全性方面可以增加鸡胚绒毛尿囊膜实验进行多方面

论证来证明原料的安全性。 
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