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中文摘要 

  NF-κB是一個核轉錄因子，當細胞受到刺激時，NF-κB會透過其 

訊號傳遞路徑的活化，進入細胞核與DNA結合，促使DNA進行過度 

的表達，而嚴重時則會導致腫瘤與癌症的發生。我們將IKKβ當作欲 

抑制的對象，其為NF-κB訊號傳遞路徑中的一個關鍵蛋白質，此研究 

利用本實驗室所篩選出來的化合物WY5107作為前導化合物， 

WY5107為一IKKβ的良好抑制劑，為了達到更好的IKKβ抑制活性， 

我們將其與另一良好的IKKβ抑制劑IMD-0354以不同的橋樑結構相連，

IMD-0354為一小分子ATP競爭抑制劑，能選擇性的針對IKKβ形成鍵 

結。我們期待這些化合物對於IKKβ有更良好的抑制活性，由生物實 

驗結果發現，化合物Methyl 4-((3-(4-nitrobenzamido) phenyl)amino) 

benzoate ( 8 ) 具有良好的IKKβ抑制活性；而綜合生物實驗結果，推 

測在四環化合物附近有能夠形成疏水性交互作用力的胺基酸，可以與 

酯基形成交互作用力；另外，以胺基橋梁修飾的化合物較以二級醯胺 

鍵橋梁修飾的化合物，抑制活性來的更為良好。 
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Abstract 

   

   NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)  

is a protein complex that controls transcription of DNA. When it is  

activated excessively, enhanced expression of pro-inflammatory cytokines  

such as TNF-α, lead to inflammatory and autoimmune diseases. The target  

was IKKβ, which play an key role in NF-κB signal pathway. We selected  

WY5107, which was designed from our Lab and has good inhibitory  

activity of IKKβ. In order to achieve better IKKβ inhibitory activity, we  

synthesis different bridges link WY5107 and another IKKβ inhibitor,  

IMD-0354, as a small-molecule, ATP-competitive inhibitor selectively  

targeting IKKβ kinase activity. And with the results of biological  

experiment, within all analogs synthesiszed, compound ( 8 ) exhibited the  

best IKKβ inhibitory activity. The SAR results showed that amino acids  

near the tetracyclic compounds which can form hydrophobic interaction,  

and the compounds modified by amine bridge exhibited better IKKβ  

inhibitory activity than amide bridged analogs. 
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第一章 緒論 

惡性腫瘤又稱為癌症，泛指人體內細胞異常增生而影響其他細 

胞、組織與臟器，使其受損或萎縮，會有疼痛、食慾不振、夜間盜汗、 

體種減輕等初期症狀，而較為嚴重時則會有劇烈疼痛、咳血、器官出 

血等病狀，更甚為死亡。惡性腫瘤在年度十大死因中高居第一，其在 

人體的任何組織與器官中皆有可能會發生 1。 

人體細胞的增生與凋亡，在正常狀態下是經過訊號傳遞路徑所調 

控的，若是在一連串的訊號傳遞路徑有任何一個環節發生異常，則有 

可能會產生腫瘤。其中，Nuclear Factor kappaB ( NF-κB ) 的過度表 

現，即為細胞異常增生的主要原因之一：在人體細胞受到刺激之後， 

會活化細胞內的NF-κB而引起發炎反應，若是發炎狀態一直持續著， 

最後可能會產生癌症，且NF-κB活化之後也會產生抗細胞凋亡蛋白， 

使細胞自然凋亡的途徑受阻，致使細胞沒有辦法減少，總觀而言即為 

細胞的異常增生，也是腫瘤的產生，如圖 1.1 所示。 

 

 

 

 

圖 1.1、NF-κB 與癌症、腫瘤的關係圖。 
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1.1  NF-κB 的結構與功能 

  NF-κB存在於幾乎所有類型的動物細胞之中，為一個重要的轉錄 

因子 ( transcription factor )，在穩定狀態下與抑制性蛋白IκB結合，以 

非活化的狀態存在於細胞質中。而諸多刺激將會使NF-κB活化，例 

如：細胞因子、自由基、紫外線照射、氧化LDL及細菌2。若NF-κB 

受刺激而活化，NF-κB將會進入細胞核之中，與DNA上κB序列  

( enchance region of κB-responsive genes ) 結合，進行基因表現。NF-κB 

也可調控細胞激素 ( cytokines )、趨化激素 ( chemokines )、以及黏附 

分子 ( adhesion molecules ) 的表現3。當細胞受到刺激時，這些激素 

將會被釋放出來，進而影響細胞的生長、活化、發炎、免疫力、組織 

修補或組織纖維化等功能。也因此NF-κ B與許多疾病有關，例如：發 

炎反應、關節炎、氣喘、動脈硬化、自身免疫疾病及癌症等4,5,6，其 

相關疾病如圖1.2所示。 

    NF-κB為二聚物 ( dimer )，是由五種不同的次單元體 ( subunits )  

所組成的，這些次單元體為Rel家族的成員，分別為：p50、p52、p65  

( Rel A )、Rel B 與 c-Rel，它們可以組成一個多變的同種雙體  

( Homodimers ) 或異種雙體 ( Heterodimers )
7,8,9，而其中最常見的活 

化形式是以 RelA/p50 所構成的異種雙體10,11。此五種蛋白質的胺基 

酸序列有一部分區域是相同的，稱為Rel homology region ( RHR )
12， 



3 
 

使得這些成員的胺基酸序列有著45%以上的相似度 ( 約為300個胺 

基酸序列 )。RHR在NF-κB活化後，會結合在基因的kappaB位置上， 

透過目標基因上的啟動子 ( promoter ) 或促進子 ( enhancer ) 來調控 

目標基因的表現，而有不一樣的轉譯結果13。 

 

 

圖 1.2、NF-κB 與其相關疾病示意圖。 

 

NF-κB 

幽門螺旋桿菌相關連性
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associated gastritis) 
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disease) 

慢性發炎脫隨鞘多數神經
根神經炎 (Chronic 

inflammatory demyelinating 
polyradiculoneuritis) 

動脈硬化
(Atherosclerosis) 

風濕性關節炎
(Rheumatoid arthritis) 

多發性硬化(Multiple 
sclerosis) 

慢性發炎脫隨鞘多數神經
根神經炎 (Chronic 

inflammatory demyelinating 
polyradiculoneuritis) 

系統發炎性反應徵候群
(Systemic inflammatory 

response syndrome SIRS) 
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1.2  NF-κB 的訊號傳遞路徑 

    一般情況下 NF-κB 與抑制性蛋白 ( IκB family ) 結合著，以非活 

化的狀態存在於細胞質中，當細胞受到外來刺激如紫外線、病毒與細 

菌的產物 ( LPS )、壓力因子 ( stress )、細胞素 ( IL-1, TNF-α ) 時， 

IκBα 蛋白分子上的 Ser-32 與 Ser-36 兩個特定胺基酸會先被活化的 

IKK ( IκB kinase ) 磷酸化 ( phosphorylation )，使得 IκBα 上的 lys-21 

與 lys-22 很快被泛素作用 ( ubiquitination )，隨後就被 26S 蛋白酶體  

( proteasome ) 辨識出來而將 IκBα 降解 ( degradation )。降解過後， 

NF-κB 轉變成活化狀態，能夠進入 ( translocation ) 細胞核之中，並 

且辨識目標基因上 κB 序列，與之結合，活化該基因的表現 14，其訊 

號傳遞路徑之過程如圖 1.3 所示。 
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圖 1.3、NF-κB 訊號傳遞路徑。 
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1.3  NF-κB 的抑制途徑 
    在未受到外來刺激的情況下，NF-κB與IκB蛋白質結合，以尚未 

活化的型態存在於細胞質中。不同的IκB分別有特定的交互作用對 

象，如：IκB-β是與p50/c-Rel形成的NF-κB二聚體形成交互作用，而 

IκB-α 則是對p50/p65與p65/p65所形成的NF-κB二聚體具有專一性交 

互作用，但並不能與p50/p50所形成的NF-κB二聚體有交互作用之結 

合。基因的 IκB-α啟動子中含有NF-κB site，因此NF-κB在活化後其基 

因行轉錄作用 ( transcription ) 而產生IκB-α mRNA，其再經由轉譯作 

用 ( translation ) 而合成IκB-α蛋白。其中IκB-α與NF-κB之間的作用力 

高於NF-κB與DNA之間的作用力，所以當IκB-α進入細胞核後，會將 

細胞核中已被活化的NF-κB帶回細胞質，阻止NF-κB與DNA的結合， 

且IκB-α被降解後，NF-κB只會短暫活化基因表現。IκB-β啟動子中並 

沒有NF-κB site，所以NF-κB活化後不會有IκB-β蛋白產生，以致IκB-β 

在被降解後，會使NF-κB持續活化基因的表現。 

    NF-κB 的活化除了與發炎反應有關之外，也會影響癌症的形成， 

如：細胞凋亡 ( aptosis )。細胞凋亡與細胞壞死不同，細胞凋亡為正 

常細胞受到外在刺激後，在基因調控下所產生的自然死亡；而細胞壞 

死則是正常細胞受到損傷後，而導致細胞死亡。正常狀況下，細胞若 

是沒有受到損害壞死，最終都會進入細胞凋亡的程序，此程序在進行 



7 
 

時，能夠偵測到富含胱氨酸 ( cysteine ) 結構的蛋白質，其能夠促使 

細胞凋亡的作用，稱為 caspase。但 NF-κB 的活化，會促使 cIAPs  

( caspase inhibitors of apoptosis proteins )、XIAP ( X-linked inhibitor of  

apoptosis )、Bcl-x ( B cell lymphoma x )、以及 Bcl-2 ( B cell lymphoma 

 2 ) 的表現，此表現會抑制 caspase 蛋白的活化，使得細胞凋亡無法 

正常進行 15,16。所以 NF-κB 會導致細胞免受於 caspase 蛋白所進行的 

細胞凋亡程序 17，其中若是 NF-κB 過度表現，則會導致腫瘤的產生。 

    由上述所知，NF-κB對於發炎反應與免疫疾病的調控，扮演著非 

常重要的關鍵腳色，若是當NF-κB誘發細胞進行異常增生，發炎、腫 

瘤與癌症也會隨之而來。所以阻斷NF-κB的訊號傳遞路徑已經變成很 

多研究單位致力的目標，而大致上要阻斷此路徑的方法，可以歸納出 

以下五點，如圖1.4所示。 

(1) 阻止IKK complex被活化。 

(2) 抑制I-κB被磷酸化。 

(3) 防止I-κB被降解。 

(4) 阻礙活化的NF-κB ( translaction ) 進入細胞核內。 

(5) 在未與DNA結合前，阻止NF-κB與其結合。 

 

 

 

 



8 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1.4、阻斷 NF-κB 訊號傳遞路徑的 5 種方法。 
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第二章 研究動機與實驗設計 

    目前對於NF-κB抑制藥物的研究在近幾年已有多方面的成果：環 

境中有部分的天然物已經被證實了具有抑制NF-κB之活性的功效，如 

圖2.1所示。其中芹黃素 ( Apigenin ) 證實能夠抑制乳腺癌18，薑黃素  

( Curcumin ) 則會透過抑制IKK蛋白質的活性而中斷NF-κB訊號傳遞 

路徑來抑制其活性，達到抗發炎與抗癌的效果19。從洋蔥單離出來的 

DDMP與從大蒜中單離出來的thiacremonone分別都能藉由抑制NF-κB 

活化誘導細胞之凋亡，來抑制大腸癌細胞的生長20,21；除了天然物之 

外，由日本公司MMD所開發出的化合物IMD-0354，能夠藉由與IKKβ 

的ATP活化位置競爭使得IKKβ失去活性，進而抑制NF-κB活性22，如 

圖2.2所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2.1、具有抑制 NF-κB 活性的天然物。 
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    本研究係以WY5107作為前導化合物，並將結構延伸或置換，以 

探討其活性的增益，而WY5107為李宜蓉學姊，以IMD-0354為前導化 

合物所設計合成的23，如圖2.2所示。 

 

 

 

 

 

 

 

圖2.2、IMD-0354與WY5107的結構 

    IMD-0354 (3,5-Bis-trifluoromethylphenyl)-5-chloro-2-hydroxyl 

-benzamide)，於2002年由日本公司Medical Molecular Design發表專 

利，為小分子抑制劑，能夠有效的抑制IKKβ，因而阻斷IKK複合體的 

活化22。而在2005年Blood期刊中24發表了IKKβ與IMD-0354的結合模 

型，其IMD-0354所結合的位置，與IKKβ進行磷酸化時，ATP結合的 

位置非常相近，且由結合部位的結果中可以發現，IMD-0354在活化 

部位中可能與Lys44有交互作用力，因此可以推論IMD-0354與ATP競 

爭相同的活化位置，進而阻斷IKK複合體的活化，如圖2.3所示。根據 

文獻中顯示，IMD-0354若被應用於抑制人類乳癌細胞、大腸直腸癌 

與人類腫瘤肥大細胞，皆有良好的效果24。 
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圖2.3、IKK分別與ATP、IMD-0354的結合模型25
 

    IMD-0354的結構為一醯胺鍵連接兩個苯環，A環的二號位置為羥 

基，五號位置為氯基，B環的三號與五號位置皆為三氟甲基。二級醯 

胺鍵上有一個氫鍵提供者 ( 胺基上的氫原子 ) 與一個氫鍵接受者  

( 碳上的氧原子 )，其能與IKKβ形成氫鍵交互作用力。A環上的羥基 

有可能與IKKβ形成氫鍵，而B環上的三氟甲基則有可能與IKKβ形成 

疏水性或氫鍵交互作用力。上述這些可能形成的交互作用力可以促使 

IMD-0354與IKKβ競爭ATP的結合部位，與IKKβ結合，而抑制IKKβ的 

磷酸化。 

    WY5107結構與IMD-0354很相近，A環上的取代基一樣，而B環 

上的取代基則是將兩個三氟甲基置換成在四號位置上為一個硝基，其 

對於NF-κB的抑制活性大於100%，且WY5107的IC50=2.1 μM，與 

IMD-0354的IC50=1.2 μM之抑制效果都非常良好。我們將苯甲醯苯胺 
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衍生物 ( 包含WY5107 ) 與IMD-0354兩個化合物透過Discovery  

Studio的Libdock program軟體進行與IKKβ蛋白質的分子對接，發現其 

為兩個完全不同的活化位置，如圖2.4所示。 

A                                B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖2.4、A). IMD-0354 (右) 與苯甲醯胺衍生物 (左) 與IKKβ的docking

位置示意圖，其顯示為兩個完全不同的活化位置；B). IMD-0354 (左) 

與苯甲醯胺衍生物 (右) 與IKKβ之間的關鍵交互作用力。 

    而根據分子對接的結果與文獻中的結論，產生了我們所設計之化 

合物的想法：Stephen W. Fesik團隊將能夠與RPA蛋白質鍵結，且鍵結 

位置非常相近的兩個化合物連接在一起，形成一個較大的化合物，此 

化合物能夠同時與兩個鍵結位置形成交互作用力，並且擁有非常良好 

的抑制活性26。而我們所選擇的化合物IMD-0354與WY5107兩個化合 

物除了都能與IKKβ形成交互作用力之外，根據分子對接的結果顯示 

它們與IKKβ的鍵結位置非常相近。因此，我們想以不同的橋樑結構  
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( 胺基與二級醯胺鍵 ) 將WY5107與IMD-0354相連在一起，期待相連 

在一起的衍生物能夠達到更佳良好的IKKβ抑制活性。 

    橋樑的選定為胺基與二級醯胺鍵兩種不一樣的橋樑，此兩種橋樑 

皆含有能夠形成氫鍵交互作用力的結構：胺基橋樑為一個二級胺結 

構，在氮上面鍵結一個氫原子，為氫鍵的提供者；而二級醯胺鍵橋樑 

含有一個碳原子與氮原子，在碳的位置以雙鍵鍵結一個氧原子，為氫 

鍵的接受者，在氮上面相連一個氫原子，為氫鍵的提供者。二級醯胺 

鍵橋樑除了較胺基橋樑多了一個氫鍵接受者之外 ( 碳原子上的氧原 

子 )，長度也較胺基橋樑多了一個碳原子，故在橋樑的選定方面，除 

了可以探討多了一個氫鍵接受者是否會造成對IKKβ抑制活性的差異 

之外，也能比較橋樑結構的長度是否會對於IKKβ抑制活性造成其他 

影響。另外，二級醯胺鍵橋樑的轉曲幅度並沒有胺基橋樑結構的轉曲 

幅度來的大，亦有可能會造成其他IKKβ抑制活性的影響。 

    我們利用分子對接的結果圖得知，橋樑結構的位置之選定應該為 

IMD-0354與W5107兩化合物之A環的鄰位或是間位，而對位因為角度 

相差太遠，所以不予考慮。我們透過使用ChemDRAW 3D，將IMD-0354 

與WY5107連在一起的四環結構進行最小位能的結構分析，其結果如 

圖2.5所示，其中圖A與B中的橋樑為胺基，而圖A的橋樑結構接於 

WY5107的間位與IMD-0354的間位；圖B的胺基橋梁則是接於 
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WY5107的間位與IMD-0354的對位。結果顯示，圖A的結構因為都是 

從間位延伸，可能導致結構之立體阻礙較大，而會使的其中一邊的結 

構往上翻轉，但圖B的則依然保持著原先預期的結構。另外，圖C與 

圖D的橋樑則是二級醯胺鍵，結果顯示圖D中的橋樑結構分別接於 

WY5107的間位與IMD-0354的鄰位，其整體結構也有可能會因為立體 

阻礙的關係，導致兩邊的結構出現一前一後的現象；而圖C的橋樑結 

構則是分別接於WY5107與IMD-0354的間位，結果顯示能夠保有原先 

預期的結構角度。 

A.                              B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C.                              D. 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖2.5、進行最小位能分析後的四環化合物 
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    因此，根據最小位能的分析結果，我們將橋樑結構選定的位置，

於圖2.6表示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖2.6、將WY5107與IMD-0354以兩種橋樑相連在一起。左為胺基橋

樑，右為二級醯胺鍵橋樑。 

    除此之外，由學長姐論文中的比較結果中指出27，在WY4102結 

構中若將A環上的取代基 ( 2-OH, 5-Cl ) 分別去除，雖然增加了其IC50 

的濃度，但是依然具有不錯的IKKβ的抑制活性，如表2.1所示。我們 

將原本3-Cl取代基的位置選擇為連接橋樑的位置，期望產物能具有良 

好的IKKβ抑制活性，而2-OH取代基因為合成上的困難，故將其省略。 

表2.1、50 μM下苯甲醯苯胺衍生物對於NF-κB的抑制率與IC50值27。 

編號 A環 B環 

% inhibition 

of NF-κB 

( 50 μM ) 

IC50 (μM) 

*WY4102 3,5-CF3 2-OH, 5-Cl >100 1.2±0.5 

*WY4114 3,5-CF3 2-OH >100 13.1±1.6 

*WY4116 3,5-CF3 3-Cl >100 9.8±1.2 
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    另外，於WY5107的B環，是以對位的4-nitroaniline進行耦合反應 

形成醯胺鍵結構，但因為硝基為一強拉電子基，會降低苯環中的電子 

雲密度，進而降低苯環上對位的一級胺之親核性攻擊力，故在此將 

WY5107之部分的中間二級醯胺鍵的碳原子與氮原子對調，使得原本 

的初始物4-nitroaniline變成4-nitrobenzoic acid，如圖2.7所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖2.7、對調WY5107中間二級醯胺鍵之碳原子與氮原子。 

    這樣的改變使得形成WY5107中間醯胺鍵的耦合反應更容易進 

行，因為B環的對位硝基會將羧酸的電子密度降低，令羧酸基更容易 

被親核性攻擊。而根據文獻中描述，將苯甲醯苯胺化合物中間的醯胺 

鍵對調之後，其對於IKKβ仍然具有良好的抑制活性，如表2.2所示。 

故為了提高化合物產率，我們將醯胺鍵結構進行對調。 
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表2.2、50 μM下苯甲醯苯胺衍生物對於NF-κB的抑制率與IC50值27。 

編號 A環 B環 

% inhibition 

of NF-κB 

( 50 μM ) 

IC50 (μM) 

*IMD-0354 2-OH, 5-Cl 3,5-CF3 >100 1.2±0.3 

*WY4102 3,5-CF3 2-OH, 5-Cl >100 1.2±0.5 

    除此之外，於IMD-0354的B環上，取代基為3,5-CF3，為強拉電子 

基，會使得IMD-0354之B環上的一級胺基電子雲密度降低，造成親核 

性取代反應的產率下降。而根據分子對接的結果顯示，IKKβ只會與 

IMD-0354之B環上的其中一個三氟甲基形成交互作用力，固為了使反 

應更利於進行，我們將IMD-0354的B環上的三氟甲基取代基去除一 

個，將拉電子的效益降低，進而提高IMD-0354之B環上的一級胺基之 

親核性攻擊力。而最終產物的化合物結構，如圖2.8所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖2.8、最終產物之結構。 

    最後，引用了學長姐碩士論文的生物活性數據28，發現若是在 

IMD-0354的B環上以其他如3,5-CH3，或是沒有任何取代基時，都有 



18 
 

不錯的抑制活性，如表2.3所示。故在有機合成的部分，除了合成 

IMD-0354之B環上有單一個三氟甲基取代基外，也和成了其他取代基 

如：3,5-CH3、3-NO2，與沒有取代基的苯環，比較他們之間的生物抑 

制活性之關聯性。如圖2.9所示。 

表2.3、50 μM下苯甲醯苯胺衍生物對於NF-κB的抑制率與IC50值28。 

編號 A環 B環 

% inhibition of 

NF-κB ( 50 

μM ) 

*3111 2-OH, 5-Cl 3,5-CH3 667.8 

*3115 2-OH, 5-Cl H 483.6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖2.9、改變取代基之四環最終產物 
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第三章 實驗材料與方法 

3.1 化學試藥、溶劑與儀器介紹： 

1. 有機合成所使用的一般試藥購自 Aldrich、Alfa Aesar、Acros、日 

本東京化成工業株式會社 TCI 及德國默克藥廠。反應、萃取及沖堤用 

的溶劑如正己烷 ( hexane )、乙酸乙酯 ( EA )、二氯甲烷 ( DCM )、 

甲醇 ( MeOH ) 均為試藥級，購自景明化工股份有限公司與友和貿易 

股份有限公司。  

2. 薄層色層分離 ( thin layer chromatography ) 使用德國默克藥廠 

Silica gel 60 F254 型薄層色層分離片。利用紫外光燈 ( UV light ) 直 

接觀察。  

3. 管柱層析分離 ( column chromatography ) 使用加拿大 SILICYCLE  

Silica gel 60-200 μm ( 70-230 mesh ) 型矽膠。  

4. 氫核磁共振光譜 ( 
1
H NMR ) 使用Varian Unity 300 ( 300 MHz  

solars system )，碳核磁共振光譜 ( 
13

C NMR ) 使用Bruker 500 ( 500  

MHz solars system )。測試樣品用氘氯仿 ( CDCl3 )、二甲基亞風   

( d6-DMSO ) 為溶劑，以四甲基矽烷 ( tetramethylsilane ) 為內部基準  

( internal standard )。化學位移以ppm為單位，J代表偶合常數 ( coupling  

constant )，單位為 Hz。分裂形式 ( splitting pattern ) 定義如下：s表 
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單峰 ( singlet )；d表雙重峰 ( doublet )； t表三重峰 ( triplet )；m表多 

重峰 ( multiplet ) 。  

5. 高解析質譜儀 ( HRMS ) 使用Finnigan/Thermo Quest MAT 95XL 

質譜儀。  

6. 高效能液相層析儀 ( HPLC ) 使用日本 Hitachi 5110 Quat Pump,  

Hitachi 5210 Autosampler,  Hitachi 5310 Column Oven,  Hitachi 5420  

UV/VIS Detector. 

 

7. 化學試藥 

IUPAC 命名 簡稱 CAS NO. 

Acetic acid AcOH 64-19-7 

Hydrochloric acid HCl 7647-01-0 

Sodium bicarbonate NaHCO3 144-55-8 

Sulfuric acid H2SO4 7664-93-9 

4-Dimethylaminopyridine DMAP 1122-58-3 

Dimethylformamide DMF 68-12-2 

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethyl- 

carbodiimide hydrochloride 
EDCI 25952-53-8 

Hydroxybenzotriazole HOBt 2592-95-2 

Methanol MeOH 67-56-1 

Tris(dibenzylideneacetone)dipalladium(0) Pd2(dba)3 51364-51-3 

Tri-tert-butylphosphine P(tBu)3 13716-12-6 

Potassium tert-butoxide KOtBu 865-47-4 

Triethylamine Et3N 121-44-8 

Ethanol EtOH 64-17-5 
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3.2 有機合成 

3.2.1 第一系列合成： 

    本系列的合成以橋樑的不同分為兩個部分，第一部分為胺基橋樑 

的合成，先以甲醇 ( CH3OH ) 與硫酸 ( H2SO4 ) 形成酯基保護羧酸， 

以 Buchwald–Hartwig 偶聯反應將兩個苯環以 NH 的結構相連、使用 

鐵粉 ( Fe ) 與醋酸 ( AcOH ) 還原硝基，使其變成胺基，再以親核性 

取代反應接上醯氯化過後的基團，之後用 KOH 去掉酯類保護基，並 

在最後以耦合試劑 ( HOBT、DAMP、EDCI ) 接上含有不同取代基的 

第四個苯環，但因為化合物 ( 6 ) 之產率過低，使得後面產物的累量 

非常不易，故沒有成功合成出化合物 10a-10d。合成步驟如下所示： 

Scheme 1： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents and conditions :  

(i) H2SO4, MeOH, reflux. (ii) 1-Bromo-3-nitrobenzene, Pd2(dba)3, P(tBu)3, KOtBu, 

xylene, reflux. (iii) Fe, AcOH, H2O, EtOH, 50
o
C. (iv) 4-Nitrobenzoyl chloride, Et3N, 

DCM, reflux. (v) KOH, H2O, acetone, 50
o
C. (vi) HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, 

reflux. 
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Methyl 4-aminobenzoate ( 5 )： 

     

 

取 4-Aminobenzoic acid ( 100 mg, 0.729 mmol ) 於圓底瓶內，加入 

5 mL 的甲醇將其溶解，再慢慢加入 H2SO4 ( 1 mL, 18.76 mmol )，加 

熱迴流反應 4 小時，反應完先降溫，以 10 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 與 10  

mL 的飽和碳酸氫鈉鹽 ( NaHCO3 ) 溶液及水 ( H2O ) 萃取三次，使 

用無水硫酸鎂 ( Magnesium sulfate hydrate ) 除水並且過濾，再使用旋 

轉濃縮機將溶劑抽乾，得到乳黃色固體 105.79 mg，產率為 96.0%。 

1
H NMR ( CDCl3, 300 MHz ) : δ 7.85 ( d, J=5.8 Hz, 2 H ), 6.64 ( d,  

J=6.0 Hz, 2 H ), 3.83 ( s, 3 H, CH3 ) ; 
13

C NMR ( CDCl3, 150 MHz ) :  

δ 167.15, 150.73, 131.56, 119.70, 113.79, 51.59 ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 :  

151.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 
 

Methyl 4-((3-nitrophenyl)amino)benzoate ( 6 )： 

     

 

 

取 Methyl 4-aminobenzoate ( 100 mg, 0.367 mmol ) 與 

1-Bromo-3-nitrobenzene ( 122 mg, 0.604 mmol ) 於圓底瓶內，通入氮 

氣，加入 5 mL 的 o-xylene，使其微微溶解，再加入 Potassium  

tert-butoxide ( 70 mg, 0.624 mmol )，此時溶劑從淡黃色漸漸變成深褐 

色，加入 Tri-tert-butylphosphine ( 0.1 mL, 0.412 mmol )，最後加入 Tris  

(dibenzylideneacetone)dipalladium(0) ( 1 mg, 0.0011 mmol )，加熱迴流 

反應 36 小時，待降溫之後加入 3 mL 的 1 M 鹽酸溶液中和，以 10 mL 

乙酸乙酯 ( EA ) 與 30 mL 的水 ( H2O ) 萃取五次，使用無水硫酸鎂 

 ( Magnesium sulfate hydrate ) 除水，並且以矽藻土 ( celite ) 抽氣過 

濾去除鈀金屬，以旋轉濃縮機將溶劑抽乾，以乙酸乙酯 ( EA )：正己 

烷 ( hexane )：二氯甲烷 ( DCM ) ＝1：6：1 進行管柱層析分離純化， 

得到亮黃色固體 44.26 mg，產率為 44.3%。  

1
H NMR ( d6-DMSO, 300 MHz ) : δ 9.26 ( s, 1 H ), 7.90−7.92 ( m, 1 H ),  

7.88 ( d, J=5.8 Hz, 2 H ), 7.76 ( d, J=7.2, 2.1 Hz, 1 H ), 7.57−7.62 ( m,  

3 H ), 7.19 ( d, J=5.8 Hz, 2 H ), 3.80 ( s, 3H, CH3 ) ; 
13

C NMR ( CDCl3,  

150 MHz ) : δ 166.62, 149.26, 145.83, 142.69, 131.63, 130.28, 124.23,  

123.26, 116.75, 116.24, 112.97 ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 : 272.1. m.p. 210

o
C 
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Methyl 4-((3-aminophenyl)amino)benzoate ( 7 )： 

     

 

 

取 Methyl 4-((3-nitrophenyl)amino)benzoate ( 50 mg, 0.207 mmol ) 

於圓底燒瓶中，加入 10 mL 的 EtOH 將其溶解，再加入已先混合好的 

AcOH/H2O=4 mL/2 mL，最後加入鐵粉 ( 約 500 mg, 8.954 mmol )， 

加熱到 50
o
C反應 2.5小時，待降溫後用 10 mL乙酸乙酯 ( EA )、10 mL 

飽和食鹽水、5 mL 二氯甲烷 ( DCM ) 萃取三次，使用無水硫酸鎂 

 ( Magnesium sulfate hydrate ) 除水，過濾之後以旋轉濃縮機抽乾溶 

劑，以乙酸乙酯 ( EA )：正己烷 ( hexane ) ＝1：3 進行管柱層析分 

離純化，得到褐色油狀物體 43.93 mg，產率為 87.6%。 

1
H NMR ( d6-DMSO, 300 MHz ) : δ 8.52 ( s, 1 H ), 7.76 ( d, J=8.7, 2 H ),  

7.01 ( d, J=8.7, 2 H ), 6.94 ( t, J=8.0 Hz, 1 H ), 6.42 ( s, 1 H ), 6.32 ( d,  

J=7.5 Hz, 1 H ), 6.22 ( d, J=8.1 Hz, 1 H ) ,5.10 ( s, 2 H ), 3.77 ( s, 3H,  

CH3 ) ; 
13

C NMR ( CDCl3, 150 MHz ) : δ 166.98, 148.01, 147.41, 141.92,  

131.39, 130.32, 120.95, 114.88, 113.77, 110.71, 110.10, 106.67 ; MS  

( EI ) : m/z [M]
+
 : 242.1. 
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Methyl 4-((3-(4-nitrobenzamido)phenyl)amino)benzoate ( 8 )： 

     

 

 

 

 

 

取 4-Nitrobenzoyl chloride ( 18.6 mg, 0.10 mmol ) 於圓底瓶中，加 

入 5 mL 的二氯甲烷 ( DCM ) 將其溶解，再慢慢加入混合好的 Methyl  

4-((3-aminophenyl)amino)benzoate ( 20 mg, 0.051 mmol )、30 μL的Et3N 

與 2 mL 的二氯甲烷，加熱迴流反應 2 小時，待降溫後先以飽和碳酸 

氫鈉鹽 ( NaHCO3 ) 溶液調成鹼性，再用 10 mL 乙酸乙酯 ( EA )、與 

10 mL 水 ( H2O ) 萃取三次，使用無水硫酸鎂 ( Magnesium sulfate  

hydrate ) 除水，過濾之後以旋轉濃縮機抽乾溶劑，得到黃色固體 30.21  

mg，產率為 77.2%。 

1
H NMR ( d6-DMSO, 300 MHz ) : δ 9.88 ( s, 1 H ), 8.37 ( d, J=8.7 Hz,  

2 H ), 8.23 ( d, J=9.3 Hz, 2 H ), 8.11 ( s, 1 H ), 7.87−7.90 ( m, 3 H ), 7.43  

( d, J=8.1 Hz, 1 H ), 7.32 ( t, J=8.1 Hz, 1 H ), 7.19 ( d, J=8.7 Hz, 2 H ),  

7.02 ( d, J=8.1 Hz, 1 H ), 3.82 ( s, 3H, CH3 ) ; 
13

C NMR ( CDCl3,  

150 MHz ) : δ 166.86, 149.81, 147.23, 142.07, 140.35, 138.38, 131.51,  

130.18, 128.26, 124.09, 121.83, 116.27, 115.33, 114.21, 111.47 ; MS  

( EI ) : m/z [M]
+
 : 391.1. m.p. 214

o
C 
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4-((3-(4-Nitrobenzamido)phenyl)amino)benzoic acid ( 9 )： 

     

 

 

 

 

 

取 Methyl 4-((3-(4-nitrobenzamido)phenyl)amino)benzoate ( 20 mg,  

0.053 mmol ) 於圓底燒瓶中，加入 5 mL 的 acetone 將其溶解，再加入 

蒸餾水 3 mL，最後加入 KOH ( 150 mg, 2.673 mmol )，加熱到約 50
o
C 

反應 12 小時，待降溫後用 1 M 的鹽酸將 PH 值調成弱酸性，用 15 mL 

乙酸乙酯 ( EA ) 與 10 mL 水 ( H2O ) 萃取三次，使用無水硫酸鎂  

( Magnesium sulfate hydrate ) 除水，過濾之後以旋轉濃縮機抽乾溶 

劑，以乙酸乙酯 ( EA )：正己烷 ( hexane ) ＝1：3 進行管柱層析分 

離純化，得到黃色固體 12.64 mg，產率為 63.2%。 

1
H NMR ( d6-acetone, 300 MHz ) : δ 9.87 ( s, 1 H ), 8.37 ( d, J=9.0 Hz,  

2 H ), 8.23 ( d, J=9.3 Hz, 2 H ), 8.09 ( s, 1 H ), 7.89−7.93 ( m, 3 H ), 7.44  

( d, J=8.1 Hz, 1 H ), 7.32 ( t, J=8.1 Hz, 1 H ), 7.20 ( d, J=8.7 Hz, 2 H ),  

7.02 ( d, J=8.1 Hz, 1 H ). decomp. 287
o
C 
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    而本系列的第二部分是二級醯胺鍵橋樑之產物，先以甲醇  

( MeOH ) 與硫酸 ( H2SO4 ) 形成酯基保護羧酸，以耦合反應將兩個苯 

環以二級醯胺鍵的結構相連、使用鐵粉 ( Fe ) 與醋酸 ( AcOH ) 還原 

硝基，使其變成胺基，再以親核性取代反應接上醯氯化過後的基團， 

最後用 KOH 去掉酯類保護基，並在最後以耦合試劑 ( HOBT、 

DAMP、EDCI ) 接上含有不同取代基的第四個苯環，但因為化合物  

( 15 ) 之溶解度非常差，非常不利於反應進行，故沒有成功合成出化 

合物 16a-16d。合成步驟如下所示： 

Scheme 2： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents and conditions :  

(i) H2SO4, MeOH, reflux. (ii) HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, reflux. (iii) Fe, 

AcOH, H2O, EtOH, 100
o
C. (iv) 4-Nitrobenzoyl chloride, DCM, reflux. (v) KOH, H2O, 

acetone, r.t. (vi) HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, reflux. 
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Methyl 3-aminobenzoate ( 11 ) : 

 

 

 

取 3-Aminobenzoic acid ( 100.0 mg, 0.729 mmol ) 於圓底瓶內，加 

入 5 mL 的甲醇將其溶解，再慢慢加入 H2SO4 ( 1 mL, 18.76 mmol )， 

加熱迴流反應 1.5 小時，反應完先降溫，以 10 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 與 

10 mL 的飽和碳酸氫鈉鹽 ( NaHCO3 ) 溶液及水 ( H2O ) 萃取三次， 

使用無水硫酸鎂 ( Magnesium sulfate hydrate ) 除水並且過濾，再使用 

旋轉濃縮機將溶劑抽乾，得到乳白色固體 107.55 mg，產率為 97.6%。 

1
H NMR ( CDCl3, 300 MHz ) : δ 7.41 ( t, J=7.8, 1.2 Hz, 1 H ), 7.34 ( t,  

J=2.4 Hz, 1 H ), 7.20 ( t, J=8.1 Hz, 1 H ), 6.85 ( d, J=9.0, 2.6, 0.9 Hz, 1  

H ), 3.88 ( s, 3 H ) ; 
13

C NMR ( CDCl3, 150 MHz ) : δ 167.23, 146.46,  

130.89, 129.11, 119.43, 119.30, 115.59, 51.90 ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 :  

151.1.  
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Methyl 3-(3-nitrobenzamido)benzoate ( 12 ) : 

 

 

 

 

取 3-Nitrobenzoic acid ( 100 mg, 0.60 mmol ) 於反應瓶中，加入 

15 mL 的 DCM 與 1 mL 的 DMF 將其溶解，並加入 HOBt ( 125.8 mg,  

0.93 mmol )、DMAP ( 112.5 mg, 0.92 mmol ) 與 EDCI ( 141.6 mg,  

0.74 mmol )，室溫下攪拌30分鐘，再加入已溶於10 mL DCM的Methyl  

3-aminobenzoate ( 92.5 mg, 0.61 mmol )，迴流攪拌 12 小時，反應完先 

降溫，先以 10 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 與 10 mL 的飽和碳酸氫鈉鹽  

( NaHCO3 ) 溶液萃取三次，再以 10 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 與 10 mL 的 

1 M 鹽酸水溶液 ( HCl ) 萃取三次，使用無水硫酸鎂 ( Magnesium  

sulfate hydrate ) 除水並且過濾，再使用旋轉濃縮機將溶劑抽乾，得到 

乳白色固體 150.62 mg，產率為 83.6%。 

1
H NMR ( CDCl3, 300 MHz ) : δ 8.74 ( t, J=1.2 Hz, 1 H ), 8.41 ( d, J=8.4,  

2.3, 1.2 Hz, 1 H ), 8.28 ( d, J=7.8, 1.8, 0.9 Hz, 1 H ), 8.20 ( t, J=1.8 Hz, 1  

H ), 8.04 ( d, J=8.1, 1.2 Hz, 1 H ), 7.86 ( d, J=7.8, 0.9 Hz, 1 H ), 7.72 ( t,  

J=8.1 Hz, 1 H ), 7.48 ( t, J=8.1 Hz, 1 H ), 3.92 ( s, 3 H ) ; 
13

C NMR  

( CDCl3, 150 MHz ) : δ 166.52, 163.40, 148.25, 137.51, 136.14, 133.40,  

130.18, 129.40, 126.58, 126.21, 124.94, 121.88, 121.39, 120.28, 109.30 ;  

MS ( EI ) : m/z [M]
+
 : 300.1. m.p. 170~172

o
C 
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Methyl 3-(3-aminobenzamido)benzoate ( 13 ) : 

 

 

 

 

取 Methyl 3-(3-nitrobenzamido)benzoate ( 51.2 mg, 0.17 mmol ) 於 

圓底燒瓶中，加入 10 mL 的 EtOH 將其溶解，再加入已先混合好的 

AcOH/H2O=2 mL/2 mL，最後加入鐵粉 ( 約 95.0 mg, 1.70 mmol )， 

加熱到100
o
C反應30分鐘，待降溫後加入飽和碳酸氫鈉鹽 ( NaHCO3 )  

溶液將 Fe 析出，使用抽氣過濾將析出的 Fe 去除，將溶液以旋轉濃縮 

機抽乾溶劑，加入蒸餾水 ( H2O ) 50 mL 與 30 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 萃 

取三次，使用無水硫酸鎂 ( Magnesium sulfate hydrate ) 除水，過濾之 

後以旋轉濃縮機抽乾溶劑，得到褐色固體 38.78 mg，產率為 84.4%。 

1
H NMR ( CDCl3, 300 MHz ) : δ 8.13 ( d, J=7.8 Hz, 2 H ), 7.80 ( d,  

J=7.8 Hz, 1 H ), 7.44 ( t, J=7.8 Hz, 1 H ), 7.26-7.18 ( m, 4 H ), 6.83 ( d,  

J=7.8 Hz, 1 H ), 3.91 ( s, 3 H ) ; 
13

C NMR ( CDCl3, 150 MHz ) : δ  

207.10, 166.71, 166.07, 147.03, 138.23, 135.74, 130.88, 129.68, 129.23,  

125.43, 124.62, 120.97, 118.43, 116.33, 113.78 ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 :  

270.1. m.p. 148~151
o
C 
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Methyl 3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)benzoate ( 14 ) : 

 

 

 

 

 

取 4-Nitrobenzoyl chloride ( 32.1 mg, 0.17 mmol ) 於圓底瓶中，加 

入 10 mL 的二氯甲烷 ( DCM ) 將其溶解，再慢慢加入混合好的 

Methyl 3-(3-aminobenzamido)benzoate ( 48.4 mg, 0.18 mmol )、30 μL 的 

Et3N 與 10 mL 的二氯甲烷，加熱迴流反應 5 小時，待降溫後以 60 mL 

飽和碳酸氫鈉鹽 ( NaHCO3 ) 溶液與 20 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 萃取三 

次，使用無水硫酸鎂 ( Magnesium sulfate hydrate ) 除水，過濾之後以 

旋轉濃縮機抽乾溶劑，得到乳白色固體 56.82 mg，產率為 79.7%。 

1
H NMR ( d6-DMSO, 300 MHz ) : δ 10.79 ( s, 1 H ), 10.53 ( s, 1 H ), 8.46  

( s, 1 H ), 8.40 ( d, J=7.2 Hz, 2 H ), 8.35 ( s, 1 H ), 8.22 ( d, J=6.9 Hz, 2  

H ), 8.09 ( d, J=8.7 Hz, 1 H ), 8.04 ( d, J=7.8 Hz, 1 H ), 7.78 ( d, J=7.8  

Hz, 1 H ), 7.71 ( d, J=8.1 Hz, 1 H ), 7.86-7.50 ( m, 2 H ), 3.88 ( s, 3 H ) ;  

13
C NMR ( CDCl3, 150 MHz ) : δ 166.16, 165.64, 164.11, 149.29,  

140.30, 139.57, 138.96, 135.31, 130.07, 129.32, 129.21, 128.89, 124.79,  

124.34, 123.68, 123.22, 120.84, 120.14, 52.28 ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 :  

419.2. m.p. 230
o
C 
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3-(3-(4-Nitrobenzamido)benzamido)benzoic acid ( 15 ) : 

     

 

 

 

 

 

 

先將 KOH ( 150 mg, 2.673 mmol ) 溶於 15 mL 丙酮 ( acetone )  

與 10 mL 的蒸餾水 ( H2O ) 中，再將已經溶解於 10 mL 丙酮  

( acetone ) 的Methyl 3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)benzoate ( 50.2  

mg, 0.12 mmol )，室溫攪拌 36 小時，以 50 mL 飽和碳酸氫鈉鹽  

( NaHCO3 ) 溶液與 15 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 萃取兩次後，將收集的水 

層以 1 M 的鹽酸 ( HCl ) 將 pH 值調成弱酸性，再以 50 mL 蒸餾水 

 ( H2O ) 與 20 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 萃取三次，使用無水硫酸鎂  

( Magnesium sulfate hydrate ) 除水，過濾之後以旋轉濃縮機抽乾溶 

劑，得到白色固體 33.27 mg，產率為 68.4%。 

1
H NMR ( d6-DMSO, 300 MHz ) : δ 12.97 ( s, 1 H ), 10.78 ( s, 1 H ),  

10.48 ( s, 1 H ), 8.43 ( s, 1 H ), 8.40 ( d, J=8.7 Hz, 2 H ), 8.34 ( s, 1 H ),  

8.30 ( d, J=9.0 Hz, 2 H ), 8.04 ( d, J=6.6 Hz, 2 H ), 7.78 ( d, J=9.0 Hz, 1  

H ), 7.69 ( d, J=9.0 Hz, 1 H ), 7.56 ( t, J=7.8 Hz, 1 H ), 7.49 ( t, J=7.8 Hz,  

1 H ) ; MS( EI ) : m/z [M]
+
 : 404.2. decomp. 350

o
C 
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    因為 scheme 2 的化合物 ( 15 ) 之溶解度太低，所以我們設計了 

新的 scheme 3 與 scheme 4：此兩條 scheme 分別是將最終產物以中 

間的二級醯胺鍵拆開來分為兩個部分的合成，左邊部分與右邊部分， 

如圖 3.1 所示。而最後進行最終產物的合成反應則寫在 scheme 4 中。 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3.1、產物以左右兩個部分為起始進行合成。 

    首先為左邊的部分，先將化合物 ( 11 ) 以親核姓取代反應接上 

醯氯化過後的基團，形成化合物 ( 18 )，再以 KOH 去掉酯類保護基， 

使其裸露出羧酸。 

Scheme 3： 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents and conditions :  

(i) 4-Nitrobenzoyl chloride, Et3N, DCM. (ii) KOH, H2O, acetone. 
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Methyl 3-(4-nitrobenzamido)benzoate ( 18 ) : 

 

 

 

 

取 4-Nitrobenzoyl chloride ( 102.7 mg, 0.55 mmol ) 於圓底瓶中， 

加入 20 mL 的二氯甲烷 ( DCM ) 將其溶解，再慢慢加入混合好的 

Methyl 3-aminobenzoate ( 86.3 mg, 0.57 mmol )、30 μL 的 Et3N 與 10  

mL 的二氯甲烷，室溫攪拌反應 12 小時，反應完後以 60 mL 飽和碳 

酸氫鈉鹽 ( NaHCO3 ) 溶液與 20 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 萃取兩次，再 

使用 60 mL 的 1 M 鹽酸 ( HCl ) 水溶液與 20 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 萃 

取兩次，使用無水硫酸鎂 ( Magnesium sulfate hydrate ) 除水，過濾 

之後以旋轉濃縮機抽乾溶劑，得到淡黃色固體 141.04 mg，產率為 

85.4%。 

1
H NMR ( CDCl3, 300 MHz ) : δ 8.36 ( d, J=9.0 Hz, 2 H ), 8.17 ( s, 1 H ),  

8.08-8.04 ( m, 4 H ), 7.88 ( d, J=6.6 Hz, 1 H ), 7.49 ( t, J=6.6 Hz, 1 H ),  

3.93 ( s, 3 H ) ; 
13

C NMR ( CDCl3, 150 MHz ) : δ 166.46, 163.71, 149.87,  

140.05, 137.42, 131.15, 129.48, 128.30, 126.29, 124.80, 124.11, 121.23,  

52.39 ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 : 300.1. m.p. 194~196

o
C 
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3-(4-Nitrobenzamido)benzoic acid ( 19 ) : 

     

 

 

 

先將 KOH ( 150 mg, 2.673 mmol ) 溶於 15 mL 丙酮 ( acetone )  

與 10 mL 的蒸餾水 ( H2O ) 中，再將已經溶解於 10 mL 丙酮  

( acetone ) 的 Methyl 3-(4-nitrobenzamido)benzoate ( 50.6 mg, 0.17  

mmol )，室溫攪拌 48 小時，以 50 mL 飽和碳酸氫鈉鹽 ( NaHCO3 ) 溶 

液與 15 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 萃取兩次後，將收集的水層以 1 M 的鹽 

酸 ( HCl ) 將 pH值調成弱酸性，再以 50 mL蒸餾水 ( H2O ) 與 20 mL 

乙酸乙酯 ( EA ) 萃取三次，使用無水硫酸鎂 ( Magnesium sulfate  

hydrate ) 除水，過濾之後以旋轉濃縮機抽乾溶劑，得到淡黃色固體 

42.68 mg，產率為 87.7%。 

1
H NMR ( d6-DMSO, 300 MHz ) : δ 13.1 ( s, 1 H ), 10.74 ( s, 1 H ),  

8.42-8.37 ( m ,3 H ), 8.21 ( d, J=7.5 Hz, 2 H ), 8.04 ( d, J=8.1 Hz, 1 H ),  

7.72 ( d, J=7.8 Hz, 1 H ), 7.51 ( t, J=7.8 Hz, 1 H ) ; 
13

C NMR ( DMSO,  

150 MHz ) : δ 208.51, 167.17, 164.12, 149.29, 140.33, 139.00, 131.36,  

129.33, 125.00, 124.56, 123.65, 121.27 ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 : 286.1. 

decomp. 286
o
C 
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    接下來為右邊部分的合成：先以耦合反應將羧酸端與胺端基團形 

成二級醯胺鍵相連，再使用 Fe 與 AcOH 還原硝基成胺基，最後將 

scheme 3 的左邊部分產物與此 scheme 的產物以耦合反應相連，即為 

此系列之最終產物。 

Scheme 4： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents and conditions :  

(i) 3-Nitrobenzoic acid, HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, reflux. (ii) Fe, AcOH, 

H2O, EtOH, reflux. (iii) 3-(4-Nitrobenzamido)benzoic acid, HOBt, DMAP, EDCI, 

DCM, DMF, reflux. 
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(i) 以 3-nitro-N-(3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamide ( 20a ) 為例： 

     

 

 

    取 3-Nitrobenzoic acid ( 1 eq ) 於反應瓶中，加入 10 mL 的 DCM 

與 1 mL的DMF將其溶解，再加入HOBt ( 1.5 eq )、DMAP ( 1.5 eq ) 與 

EDCI ( 1.2 eq )，室溫下攪拌 30 分鐘，再加入已溶於 5 mL DCM 的 

3-(Trifluoromethyl)aniline ( 1 eq )，迴流攪拌 6 小時，反應完先降溫， 

先以 10 mL乙酸乙酯 ( EA ) 與 30 mL的飽和碳酸氫鈉鹽 ( NaHCO3 )  

溶液萃取三次，再以 10 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 與 30 mL 的 1 M 鹽酸水 

溶液 ( HCl ) 萃取三次，使用無水硫酸鎂 ( Magnesium sulfate  

hydrate ) 除水並且過濾，再使用旋轉濃縮機將溶劑抽乾，得到淡黃色 

固體，產率為 78.3%。 

1
H NMR ( CDCl3, 300 MHz ) : δ 9.10 ( s, 1 H ), 8.73( t, J=1.8 Hz, 1 H ),  

8.36 ( d, J=8.4, 2.4, 1.2 Hz, 1 H ), 8.29 ( d, J=7,8, 1.5 Hz, 1 H ), 7.99 ( s,  

1 H ), 7.89 ( d, J=7.8 Hz, 1 H ), 7.66 ( t, J=8.1 Hz, 1 H ), 7.47 ( t, J=7.8  

Hz, 1 H ), 7.41( d, J=8.1 Hz, 1 H ) ; 
13

C NMR ( CDCl3, 150 MHz ) : δ  

163.75, 148.12, 138.12, 136.01, 133.64, 131.43 ( J=32.1 Hz ), 130.07,  

129.65, 126.52, 123.74 ( J=270.6 Hz ), 123.69, 122.08, 121.56 ( J=3.45  

Hz ), 117.37 ( J=3.45 Hz ) ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 : 310.1. m.p. 126~128

o
C 
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以下為另外兩個產物的化學位移與物化特性： 

N-(3,5-Dimethylphenyl)-3-nitrobenzamide ( 20b ) : 

 

 

 

乳黃色固體，產率為 65.6%。 

1
H NMR ( CDCl3, 300 MHz ) : δ 8.67 ( t, J=1.8 Hz, 1 H ), 8.38 ( d, J=8.1,  

2.1, 0.9 Hz, 1 H ), 8.24 ( d, J=7.8, 1.5, 0.9 Hz, 1 H ), 7.99 ( s, 1 H ), 7.68  

( t, J=7.8 Hz, 1 H ), 7.27 ( s, 2 H ), 6.83 ( d, J=0.6 Hz, 1 H ), 2.32 ( s,  

6H ) ; 
13

C NMR ( CDCl3, 150 MHz ) : δ 163.16, 148.20, 138.97, 137.01,  

136.67, 133.33, 130.06, 127.00, 126.27, 121.73, 118.22, 118.10 ; MS  

( EI ) : m/z [M]
+
 : 270.2. m.p. 182

o
C 

 

 

3-Nitro-N-phenylbenzamide ( 20c ) : 

 

 

 

深黃色固體，產率為 69.1%。 

1
H NMR ( CDCl3, 300 MHz ) : δ 8.70 ( s, 1 H ), 8.52 ( s, 1 H ), 8.36 ( d,  

J=7.5 Hz, 1 H ), 8.25 ( d, J=7.5 Hz, 1 H ), 7.68-7.63 ( m, 3 H ), 7.37 ( t,  

J=7.5 Hz, 1 H ), 7.18 ( t, J=7.5 Hz, 1 H ) ; 
13

C NMR (CDCl3, 150 MHz) :  

δ 163.45, 148.14, 137.36, 136.56, 133.48, 129.99, 129.14, 126.27,  

125.16, 121.95, 120.59 ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 : 242.1. m.p. 156

o
C 
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(ii) 以 3-Amino-N-(3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamide ( 21a ) 為

例： 

     

 

 

    取 3-Nitro-N-(3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamide ( 1 eq ) 於圓底 

燒瓶中，加入 10 mL 的 EtOH 將其溶解，再加入已先混合好的 

AcOH/H2O=2 mL/2 mL，最後加入鐵粉 ( 10 eq )，加熱到 100
o
C 反應 

30分鐘，待降溫後加入飽和碳酸氫鈉鹽 ( NaHCO3 ) 溶液將Fe析出， 

使用抽氣過濾將析出的 Fe 去除，將溶液以旋轉濃縮機抽乾溶劑，加 

入蒸餾水 ( H2O ) 50 mL 與 30 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 萃取三次，使用 

無水硫酸鎂( Magnesium sulfate hydrate )除水，過濾之後以旋轉濃縮機 

抽乾溶劑，得到深褐色油狀物體，產率為 88.3%。 

1
H NMR ( CDCl3, 300 MHz ) : δ 8.07 ( s, 1 H ), 7.93 ( s, 1 H ), 7.85 ( d,  

J=8.1 Hz, 1 H ), 7.46 ( t, J=7.8 Hz, 1 H ), 7.38 ( d, J=7.5 Hz, 1 H ), 7.24  

( t, J=7.5 Hz, 1 H ), 7.19-7.15 ( m, 2 H ), 6.84 ( d, J=7.5 Hz, 1 H ), 3.34  

( s, 2 H ) ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 : 280.1. 
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以下為另外兩個產物的化學位移與物化特性： 

3-Amino-N-(3,5-dimethylphenyl)benzamide ( 21b ) : 

 

 

 

深褐色固體，產率為 86.2%。 

1
H NMR ( CDCl3, 300 MHz ) : δ 7.72 ( s, 1 H ), 7.26-7.20 ( m, 3 H ),  

7.19 ( t, J=1.8 Hz, 1 H ), 7.17 ( d, J=7.8, 1.8, 1.2 Hz, 1 H ), 6.82 ( d,  

J=7.8, 2.4, 1.2 Hz, 1 H ), 6.79 ( s, 1 H ), 3.83 ( s, 2 H ), 2.32 ( s, 6H ) ;  

13
C NMR ( CDCl3, 150 MHz ) : δ 165.86, 146.95, 138.74, 137.76,  

136.31, 129.57, 126.18, 118.11, 117.84, 116.23, 113.75 ; MS ( EI ) : m/z  

[M]
+
 : 240.2. m.p. 145~148

o
C 

 

 

3-Amino-N-phenylbenzamide ( 21c ) : 

 

 

 

深褐色固體，產率為 85.9%。 

1
H NMR ( CDCl3, 300 MHz ) : δ 7.93 ( s, 1 H ), 7.62 ( d, J=7.5, 1.2 Hz,  

2 H ), 7.34 ( t, J=7.2 Hz, 2 H ), 7.21 ( t, J=7.5 Hz, 1 H ), 7.18-7.10 ( m, 3  

H ), 6.80 ( d, J=7.8, 2.4, 1.5 Hz, 1 H ) ; 
13

C NMR ( CDCl3, 150 MHz ): δ  

165.94, 146.99, 137.94, 136.18, 129.63, 129.07, 124.45, 120.10, 118.22, 

116.26, 113.78 ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 : 212.1. m.p. 112~114

o
C 
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(iii) 以 3-(3-(4-Nitrobenzamido)benzamido)-N-(3-(trifluoromethyl) 

phenyl)-benzamide ( 16a ) 為例： 

 

 

 

 

 

 

 

 

    取 3-(4-Nitrobenzamido)benzoic acid ( 1 eq ) 於反應瓶中，加入 10 

mL的DCM與 1 mL的DMF將其溶解，再加入HOBt ( 1.5 eq )、DMAP  

( 1.5 eq ) 與 EDCI ( 1.2 eq )，室溫下攪拌 30 分鐘，再加入已溶於 5 mL  

DCM 的 3-Amino-N-(3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamide ( 1 eq )，迴

流攪拌 16 小時，反應完先降溫，觀察瓶中有固體析出，並以離心收

集，最後以 45 mL 的 DCM、45 mL 的蒸餾水、45 mL 的 Acetone 各

清洗兩次，得到淡褐色固體，產率為 51.2%。 

1
H NMR ( d6-DMSO, 300 MHz ) : δ 10.80 ( s, 1 H ), 10.61 ( s, 1 H ),  

10.54 ( s, 1 H ), 8.41-8.37 ( m, 4 H ), 8.25-8.22 ( m, 3 H ), 8.09-8.02 ( m,  

3 H ), 7.79 ( d, J=7.8 Hz, 1 H ), 7.73 ( d, J=8.4 Hz, 1 H ), 7.61-7.52 ( m, 3  

H ), 7.46 ( d, J=6.9 Hz, 1 H ) ; 
13

C NMR ( DMSO, 150 MHz ) : δ 165.97,  

165.61, 164.07, 149.27, 140.28, 139.97, 139.40, 138.96, 135.37, 135.13,  

129.92, 129.29, 128.86, 128.80, 123.76, 123.63, 123.16, 122.79, 120.14,  

119.96, 116.33, 116.30 ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 : 548.1. m.p. 274~275

o
C 
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以下為另外兩個產物的化學位移與物化特性： 

N-(3,5-Dimethylphenyl)-3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)-benzam

ide ( 16b ) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

以乙酸乙酯 ( EA )：正己烷 ( hexane ) ＝2：3 進行管柱層析分離純 

化，以旋轉濃縮機抽乾溶劑，得到白色固體，產率為 43.4%。 

1
H NMR ( d6-DMSO, 300 MHz ) : δ 10.80 ( s, 1 H ), 10.51 ( s, 1 H ),  

10.12 ( s, 1 H ), 8.39 ( d, J=8.4 Hz, 2 H ), 8.36 ( s, 1 H ), 8.23 ( d, J=8.4  

Hz, 2 H ), 8.05-7.99 ( m, 2 H ), 7.79 ( d, J=7.8 Hz, 1 H ), 7.68 ( d, J=7.8  

Hz, 1 H ), 7.59-7.48 ( m, 3 H ), 7.41 ( s, 2 H ), 6.75 ( s, 1 H ), 2.27 ( s,  

6H ) ; 
13

C NMR ( DMSO, 150 MHz ) : δ 165.56, 165.44, 164.06, 149.26,  

140.28, 139.28, 139.01, 138.95, 137.53, 135.78, 135.41, 129.29, 128.85,  

128.65, 125.21, 123.63, 123.25, 123.16, 122.65, 120.15, 119.95, 118.11,  

21.16 ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 : 508.1. m.p. 263

o
C 
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3-(3-(4-Nitrobenzamido)benzamido)-N-phenylbenzamide ( 16c ) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

觀察瓶中有固體析出，並以離心收集，最後以 45 mL 的 DCM、45 mL 

的蒸餾水、45 mL 的 Acetone 各清洗兩次，得到淡褐色固體，產率為 

44.7%。 

1
H NMR ( d6-DMSO, 300 MHz ) : δ 10.79 ( s, 1 H ), 10.52 ( s, 1 H ),  

10.29 ( s, 1 H ), 8.41 ( m, 4 H ), 8.23 ( d, J=9.0 Hz, 2 H ), 8.03 ( d, J=8.1  

Hz, 2 H ), 7.80-7.77 ( m, 3 H ), 7.70 ( d, J=7.8 Hz, 1 H ), 7.59-7.50 ( m, 2  

H ), 7.36 ( t, J=7.5 Hz, 2 H ), 7.11 ( t, J=7.5 Hz, 1 H ) ; 
13

C NMR  

( DMSO, 150 MHz ): δ 165.59, 164.09, 149.28, 140.29, 139.32, 139.18,  

138.96, 135.71, 135.41, 129.31, 128.88, 128.72, 128.66, 123.67, 123.31,  

123.17, 122.70, 120.33, 120.15, 119.94. m.p. 306
o
C 
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    最後，取代基為 3-NO2的化合物並不適合 scheme 4的合成方式， 

因為 scheme 4 中的 ( ii ) 步驟是以 Fe/AcOH 還原硝基，所以若是以 

scheme 4來合成取代基為3-NO2的最終產物，3-NO2會一併在 ( ii ) 步 

驟時被還原，故將連接 3-NO2 的苯環之醯胺鍵，碳原子與氮原子對 

調，合成出另一個結構上稍有不同的化合物，並收錄於 scheme 5。 

Scheme 5： 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents and conditions :  

(i) Fe, AcOH, H2O, EtOH, 100
o
C. (ii) 3-Nitrobenzoic acid, HOBt, DMAP, EDCI, 

DCM, DMF. (iii) 3-(4-Nitrobenzamido)benzoic acid, HOBt, DMAP, EDCI, DCM, 

DMF, reflux. 
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Benzene-1,3-diamine ( 23 ) : 

 

 

 

取 3-Nitroaniline  ( 50.3 mg, 0.36 mmol ) 於圓底燒瓶中，加入 10  

mL 的 EtOH 將其溶解，再加入已先混合好的 AcOH/H2O=2 mL/2  

mL，最後加入鐵粉 ( 約 97.0 mg, 1.74 mmol )，加熱到 100
o
C 反應 30 

分鐘，待降溫後加入飽和碳酸氫鈉鹽 ( NaHCO3 ) 溶液將 Fe 析出， 

使用抽氣過濾將析出的 Fe 去除，將溶液以旋轉濃縮機抽乾溶劑，加 

入蒸餾水 ( H2O ) 50 mL 與 30 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 萃取三次，使用 

無水硫酸鎂 ( Magnesium sulfate hydrate ) 除水，過濾之後以旋轉濃縮 

機抽乾溶劑，得到淡褐色油狀物體 38.46 mg，產率為 98.8%。 

1
H NMR ( CDCl3, 300 MHz ) : δ 6.94 ( t, J=7.8 Hz, 1 H ), 6.13 ( d, J=2.1,  

0.6 Hz, 1 H ), 6.11 ( d, J=2.1, 0.6 Hz, 1 H ), 6.03 ( t, J=2.1 Hz, 1 H ), 3.55  

( s, 4 H ) ; 
13

C NMR ( CDCl3 ) : δ 147.47, 130.19, 105.97, 101.89 ; MS  

( EI ) : m/z [M]
+
 : 108.1. 
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N-(3-Aminophenyl)-3-nitrobenzamide ( 24 ) : 

 

 

 

 

取 3-Nitrobenzoic acid  ( 50.1 mg, 0.30 mmol ) 於反應瓶中，加入 

10 mL 的 DCM 與 1 mL 的 DMF 將其溶解，再加入 HOBt ( 61.2 mg,  

0.45 mmol )、DMAP ( 55.0 mg, 0.45 mmol ) 與 EDCI ( 70.4 mg, 0.37  

mmol )，室溫下攪拌 30 分鐘，再將其慢慢加入已溶於 3 mL DCM 的 

Benzene-1,3-diamine ( 66.3 mg, 0.61 mmol )，室溫攪拌 5 小時，反應完 

先降溫，先以 10 mL 乙酸乙酯(EA)與 10 mL 的飽和碳酸氫鈉鹽  

( NaHCO3 ) 溶液萃取三次，再以 10 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 與 10 mL 的 

1 M 鹽酸水溶液 ( HCl ) 萃取三次，使用無水硫酸鎂 ( Magnesium  

sulfate hydrate ) 除水並且過濾，以乙酸乙酯 ( EA )：正己烷 ( hexane )  

＝2：3 進行管柱層析分離純化，再使用旋轉濃縮機將溶劑抽乾，得 

到黃色固體 40.21 mg，產率為 52.1%。 

1
H NMR ( CDCl3, 300 MHz ) : δ 8.66 ( s, 1 H ), 8.35 ( d, J=7.8 Hz, 1 H ),  

8.21 ( d, J=7.5 Hz, 1 H ), 8.15 ( s, 1 H ), 7.65 ( t, J=7.8 Hz, 1 H ), 7.23 ( s,  

1 H ), 7.11 ( t, J=7.8 Hz, 1 H ), 6.84 ( d, J=7.8 Hz, 1 H ), 6.38 ( d, J=7.8  

Hz, 1 H ) ; 
13

C NMR ( CDCl3 ) : δ 163.10, 148.23, 147.30, 138.23,  

136.69, 133.28, 130.12, 129.96, 126.34, 121.74, 111.95, 110.18, 106.90 ;  

MS ( EI ) : m/z [M]
+
 : 257.1. m.p. 153

o
C 
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3-Nitro-N-(3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)phenyl)benzamid 

( 16d ): 

 

 

 

取 3-(4-Nitrobenzamido)benzoic acid ( 50.3 mg, 0.18 mmol ) 於反 

應瓶中，加入 10 mL 的 DCM 與 1 mL 的 DMF 將其溶解，再加入 HOBt  

( 36.0 mg, 0.27 mmol )、DMAP ( 32.2 mg, 0.26 mmol ) 與 EDCI ( 43.2  

mg, 0.26 mmol )，室溫下攪拌 30 分鐘，再慢慢加入已溶於 5 mL DCM 

的 N-(3-Aminophenyl)-3-nitrobenzamide ( 45.2 mg, 0.18 mmol )，迴流 

攪拌 10 小時，反應完先降溫，以 10 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 與 20 mL 

的 1 M 鹽酸水溶液 ( HCl ) 萃取三次，使用無水硫酸鎂 ( Magnesium  

sulfate hydrate ) 除水並且過濾，以乙酸乙酯 ( EA )：正己烷 ( hexane )  

＝1：3 進行管柱層析分離純化，再使用旋轉濃縮機將溶劑抽乾，得 

到白色固體 19.39 mg，產率為 20.5%。 

1
H NMR ( d6-DMSO, 300 MHz ) : δ 10.78 ( s, 1 H ), 10.65 ( s, 1 H ),  

10.39 ( s, 1 H ), 8.80 ( s, 1 H ), 8.43-8.32 ( m, 6H ), 8.21 ( d, J=9.0 Hz, 2  

H ), 8.03 ( d, J=7.5 Hz, 1 H ), 7.84 ( t, J=7.8 Hz, 1 H ), 7.76 ( d, J=7.5 Hz,  

1 H ), 7.57-7.51 ( m, 3 H ), 7.35 ( t, J=8.4 Hz, 1 H ) ; 
13

C NMR  

( CDCl3 ) : δ 165.48, 164.05, 163.37, 149.26, 147.74, 140.29, 139.41,  

138.90, 138.87, 136.29, 135.68, 134.26, 130.18, 129.65, 129.28, 128.74,  

126.18, 123.63, 123.45, 123.19, 122.49, 120.12, 116.41, 116.20, 112.93 ;  

MS ( EI ) : m/z [M]
+
 : 525.1. decomp. 220

o
C 
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3.2.2 第二系列合成： 

    因為根據第一系列的化合物 ( 8 ) 與 ( 9 ) 之生物活性實驗結 

果，得知以胺基橋樑所相連的三環化合物，並在苯環上有一酯基修飾 

時，其對於 IKKβ 有最良好的抑制活性，而若是以羧酸基修飾時，其 

抑制活性較為低一點。因此我們想將另外一個能與 IKKβ 形成交互作 

用力的 NO.352 化合物以醯胺鍵鍵結於化合物 ( 9 ) 的羧酸位置，探 

討其抑制活性。另外，我們也找到另一個能與與 IKKβ 形成交互作用 

力的 NO.346 化合物，將其與 NO.352 分別接在胺基橋樑與二級醯胺 

鍵橋樑上，探討 WY5107 相對位置的重要性與 NO.353 及 NO.346 之 

間的影響。於 scheme 6 的合成，將化合物 ( 9 ) 以耦合反應接上 

NO.352 化合物，形成化合物 ( 25 )。其反應步驟如下： 

Scheme 6： 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents and conditions :  

Furan-2-ylmethanamine, HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, reflux. 
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N-(furan-2-ylmethyl)-4-((3-(4-nitrobenzamido)phenyl)amino)benzam

ide ( 25 ) : 

 

 

 

 

取 4-((3-(4-Nitrobenzamido)phenyl)amino)benzoic acid ( 21.3 mg,  

0.06 mmol ) 於反應瓶中，加入 10 mL 的 DCM 與 1 mL 的 DMF 將其 

溶解，再加入 HOBt ( 11.4 mg, 0.08 mmol )、DMAP ( 10.3 mg, 0.08  

mmol ) 與 EDCI ( 13.8 mg, 0.07 mmol )，室溫下攪拌 30 分鐘，再加入 

已溶於 3 mL DCM 的 Furan-2-ylmethanamine ( 5.62µL, 0.08 mmol )， 

迴流攪拌 12 小時，反應完先降溫，先以 10 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 與 

10 mL 的飽和碳酸氫鈉鹽 ( NaHCO3 ) 溶液萃取三次，再以 10 mL 乙 

酸乙酯 ( EA ) 與 10 mL 的 1 M 鹽酸水溶液(HCl)萃取三次，使用無水 

硫酸鎂 ( Magnesium sulfate hydrate ) 除水並且過濾，以乙酸乙酯  

( EA )：正己烷 ( hexane ) ＝1：3 進行管柱層析分離純化，再使用旋 

轉濃縮機將溶劑抽乾，得到橘黃色固體 13.2 mg，產率為 51.2%。 

1
H NMR (CDCl3, 300 MHz ) : δ 8.30 ( d, J=8.7 Hz, 2 H ), 8.05 ( d,  

J=9.0 Hz, 2 H ), 7.64 ( d, J=8.4 Hz, 2 H ), 7.37 ( s, 1 H ), 7.31 ( t, J=7.8  

Hz, 1 H ), 7.23 ( d, J=8.4 Hz, 1 H ), 7.03 ( d, J=8.7 Hz, 2 H ), 6.92 ( d,  

J=9.0, 1 H ), 6.35-6.33 ( m, 1 H ), 6.27 ( d, J=3.0 Hz, 1 H ), 6.05 ( s,  

1 H ), 4.60 ( d, J=5.4 Hz, 2 H ). decomp. 216
o
C 
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    Scheme 7 為 NO.352 與 NO.346 接上胺基橋樑的合成，首先將化 

合物 ( 6 ) 以 KOH 去酯化，裸露出羧酸基，再分別將 NO.352 與 

NO.346 以耦合反應形成二級醯胺鍵接上，其反應步驟如下： 

Scheme 7： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents and conditions :  

(i) KOH, H2O, acetone, 50
o
C. (ii) HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, reflux. 
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4-((3-Nitrophenyl)amino)benzoic acid ( 26 ) : 

     

 

 

取 Methyl 4-((3-nitrophenyl)amino)benzoate ( 50 mg, 0.21 mmol )  

於圓底瓶中，加入 10 mL 的 acetone 將其溶解，再加入蒸餾水 5 mL， 

最後加入 KOH ( 150 mg, 2.67 mmol )，加熱到約 50
o
C 反應 12 小時， 

以 50 mL飽和碳酸氫鈉鹽 ( NaHCO3 ) 溶液與 15 mL乙酸乙酯 ( EA )  

萃取兩次後，將收集的水層以 1 M 的鹽酸(HCl)將 pH 值調成弱酸性， 

再以 50 mL 蒸餾水 ( H2O ) 與 20 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 萃取三次，使 

用無水硫酸鎂 ( Magnesium sulfate hydrate ) 除水，過濾之後以旋轉濃 

縮機抽乾溶劑，得到深黃色油狀物體 43.65 mg，產率為 80.5%。 

1
H NMR ( d6-acetone, 300 MHz ) : δ 8.42 ( s, 1 H ), 8.04 ( s, 1 H ), 7.99  

( d, J=8.7 Hz, 2 H ), 7.80 ( d, J=6.6 Hz, 1 H ), 7.66 ( d, J=6.6 Hz, 1 H ),  

7.59 ( t, J=7.8 Hz, 1 H ), 7.27 ( d, J=8.7 Hz, 2 H ) ; 
13

C NMR ( CDCl3 ) : δ  

166.96, 148.66, 146.38, 143.34, 131.24, 130.70, 123.59, 122.31, 115.69,  

115.09, 111.40 ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 : 258.1. 
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N-(Furan-2-ylmethyl)-4-((3-nitrophenyl)amino)benzamide ( 27a ) : 

 

 

 

 

 

取 4-((3-Nitrophenyl)amino)benzoic acid ( 21.7 mg, 0.08 mmol ) 於 

反應瓶中，加入 10 mL 的 DCM 與 1 mL 的 DMF 將其溶解，再加入 

HOBt ( 18.8 mg, 0.14 mmol )、DMAP ( 17.0 mg, 0.14 mmol ) 與 EDCI  

( 19.3 mg, 0.10 mmol )，室溫下攪拌 30 分鐘，再加入已溶於 3 mL DCM 

的 Furan-2-ylmethanamine ( 7.49µL, 0.08 mmol )，迴流攪拌 18 小時， 

反應完先降溫，先以 10 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 與 10 mL 的飽和碳酸氫 

鈉鹽 ( NaHCO3 ) 溶液萃取三次，再以 10 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 與 10  

mL 的 1 M 鹽酸水溶液  (  HCl ) 萃取三次，使用無水硫酸鎂  

( Magnesium sulfate hydrate ) 除水並且過濾，以乙酸乙酯 ( EA )：正 

己烷 ( hexane ) ＝1：3 進行管柱層析分離純化，再使用旋轉濃縮機 

將溶劑抽乾，得到橘黃色固體 14.30 mg，產率為 53.0%。 

1
H NMR ( d6-DMSO, 300 MHz ) : δ 9.07 ( s, 1 H ), 8.78 ( s, 1 H ),  

7.88- 7.83 ( m, 3 H ), 7.72-7.60 ( m, 1 H ), 7.57-7.53 ( m, 3 H ), 7.17 ( d,  

J=8.7 Hz, 2 H ), 6.39 ( d, J=1.8 Hz, 1 H ), 6.26 ( d, J=3.3 Hz, 1 H ), 4.45  

( d, J=5.4 Hz, 2 H ) ; 
13

C NMR ( CDCl3 ) : δ 166.43, 151.22, 149.29,  

144.65, 143.15, 142.33, 130.24, 128.90, 127.41, 123.69, 117.11, 116.34,  

112.28, 110.53, 107.71, 37.00 ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 : 337.1. m.p. 153

o
C 
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4-((3-Nitrophenyl)amino)-N-(2-oxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol

-5-yl)benzamide ( 27b ) : 

 

 

 

 

 

 

取 4-((3-Nitrophenyl)amino)benzoic acid ( 20.6 mg, 0.08 mmol ) 於 

反應瓶中，加入 10 mL 的 DCM 與 1 mL 的 DMF 將其溶解，再加入 

HOBt ( 18.9 mg, 0.14 mmol )、DMAP ( 18.1 mg, 0.15 mmol ) 與 EDCI  

( 20.1 mg, 0.10 mmol )，室溫下攪拌 30 分鐘，再加入已溶於 3 mL DCM 

的 5-Amino-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-one ( 11.90 mg, 0.08 mmol )， 

迴流攪拌 22 小時，反應完先降溫，先以 10 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 與 

10 mL 的飽和碳酸氫鈉鹽 ( NaHCO3 ) 溶液萃取三次，再以 10 mL 乙 

酸乙酯 ( EA ) 與 10 mL 的 1 M 鹽酸水溶液 ( HCl ) 萃取三次，使用 

無水硫酸鎂 ( Magnesium sulfate hydrate ) 除水並且過濾，再使用旋轉 

濃縮機將溶劑抽乾，得到亮黃色固體 15.33 mg，產率為 49.2%。 

1
H NMR ( d6-DMSO, 300 MHz ) : δ 10.58 ( s, 1 H ), 9.94 ( s, 1 H ), 9.19 

 ( s, 1 H ), 7.95-7.92 ( m, 3 H ), 7.74-7.68 ( m, 1 H ), 7.57-7.55 ( m, 3  

H ), 7.28-7.22 ( m, 3 H ), 6.87 ( d, J=8.7 Hz, 1 H ) ; 
13

C NMR ( CDCl3 ) :  

δ 164.59, 155.64, 148.74, 144.94, 143.90, 133.01, 130.77, 129.60,  

129.39, 127.08, 125.81, 123.71, 116.23, 114.64, 113.14, 110.50, 108.18,  

101.86. decomp. 196
o
C 
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    Scheme 8 為 NO.352 與 NO.346 接上二級醯胺鍵橋樑的合成，首 

先將化合物 ( 12 ) 以 KOH 去酯化，裸露出羧酸基，再分別將 NO.352 

與 NO.346 以耦合反應形成醯胺鍵接上，其反應步驟如下： 

Scheme 8： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents and conditions :  

(i) KOH, H2O, acetone, r.t. (ii) HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, reflux. 
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3-(3-Nitrobenzamido)benzoic acid ( 28 ) : 

     

 

 

 

先將 KOH ( 150 mg, 2.673 mmol ) 溶於 15 mL 丙酮 ( acetone ) 與 

10 mL的蒸餾水 ( H2O ) 中，再將已經溶解於 10 mL acetone的Methyl  

3-(3-nitrobenzamido)benzoate ( 50.1 mg, 0.17 mmol )，室溫攪拌 36 小 

時，以 50 mL 飽和碳酸氫鈉鹽 ( NaHCO3 ) 溶液與 20 mL 乙酸乙酯  

( EA ) 萃取兩次後，將收集的水層以 1 M 的鹽酸 ( HCl ) 將 pH 值調 

成弱酸性，再以 50 mL 蒸餾水 ( H2O ) 與 20 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 萃 

取三次，使用無水硫酸鎂 ( Magnesium sulfate hydrate ) 除水，過濾之 

後以旋轉濃縮機抽乾溶劑，得到白色油狀物體 39.22 mg，產率為 

80.6%。 

1
H NMR ( d6-DMSO, 300 MHz ) : δ 13.05 ( s, 1 H ), 10.77 ( s, 1 H ), 8.83  

( t, J=2.1 Hz, 1 H ), 8.47-8.42 ( m, 3 H ), 8.08 ( d, J=6.9 Hz, 1 H ), 7.85  

( t, J=8.1 Hz, 1 H ), 7.72 ( d, J=7.8 Hz, 1 H ), 7.51 ( t, J=7.8 Hz, 1 H ). 
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N-(Furan-2-ylmethyl)-3-(3-nitrobenzamido)benzamide ( 29a ) : 

 

 

 

 

 

取 3-(3-Nitrobenzamido)benzoic acid ( 22.4 mg, 0.08 mmol ) 於反 

應瓶中，加入 10 mL 的 DCM 與 1 mL 的 DMF 將其溶解，再加入 HOBt  

( 18.9 mg, 0.14 mmol )、DMAP ( 17.2 mg, 0.14 mmol ) 與 EDCI ( 19.7  

mg, 0.10 mmol )，室溫下攪拌 30 分鐘，再加入已溶於 3 mL DCM 的 

Furan-2-ylmethanamine ( 7.50µL, 0.08 mmol )，迴流攪拌 15 小時，反 

應完先降溫，先以 10 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 與 10 mL 的飽和碳酸氫鈉 

鹽 ( NaHCO3 ) 溶液萃取三次，再以 10 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 與 10 mL 

的 1 M 鹽酸水溶液 ( HCl ) 萃取三次，使用無水硫酸鎂 ( Magnesium  

sulfate hydrate ) 除水並且過濾，以乙酸乙酯 ( EA )：正己烷 ( hexane )  

＝1：3 進行管柱層析分離純化，再使用旋轉濃縮機將溶劑抽乾，得 

到乳白色固體 18.03 mg，產率為 61.7%。 

1
H NMR ( CDCl3, 300 MHz ) : δ 9.20 ( s, 1 H ), 8.73 ( t, J=2.1 Hz, 1 H ),  

8.32 ( d, J=8.4, 2.25, 0.9 Hz, 1 H ), 8.26 ( d, J=7.8, 1.5 Hz, 1 H ), 8.04 ( s,  

1 H ), 8.00 ( d, J=8.1 Hz, 1 H ), 7.61 ( t, J=8.1 Hz, 1 H ), 7.46 ( d, J=7.5  

Hz, 1 H ), 7.36 ( t, J=7.8 Hz, 1 H ), 7.32 ( s, 1 H ), 6.72 ( s, 1 H ), 6.29 ( d,  

J=3, 2.1 Hz, 1 H ), 6.21 ( d, J=3.3 Hz, 1 H ), 4.49 ( d, J=5.4 Hz, 2 H ) ;  

13
C NMR ( CDCl3 ) : δ 165.95, 163.40, 152.39, 147.77, 142.04, 138.79,  
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135.98, 134.86, 134.24, 130.27, 128.69, 126.34, 123.28, 122.63, 122.44,  

120.07, 110.49, 106.87, 36.09 ; MS ( EI ) : m/z [M]
+
 : 365.1. m.p. 162

o
C 

 

 

3-Nitro-N-(3-((2-oxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl) 

carbamoyl)phenyl)benzamide ( 29 b) : 

 

 

 

 

 

 

取 3-(3-Nitrobenzamido)benzoic acid (21.2 mg, 0.07 mmol ) 於反 

應瓶中，加入 10 mL 的 DCM 與 1 mL 的 DMF 將其溶解，再加入 HOBt 

 ( 19.0 mg, 0.14 mmol )、DMAP ( 18.4 mg, 0.15 mmol ) 與 EDCI ( 20.7  

mg, 0.11 mmol )，室溫下攪拌 30 分鐘，再加入已溶於 3 mL DCM 的 

5-Amino-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-one ( 12.03 mg, 0.08 mmol )，迴流 

攪拌 24 小時，反應完先降溫，先以 10 mL 乙酸乙酯 ( EA ) 與 10 mL 

的飽和碳酸氫鈉鹽 ( NaHCO3 ) 溶液萃取三次，再以 10 mL 乙酸乙酯  

( EA ) 與 10 mL 的 1 M 鹽酸水溶液 ( HCl ) 萃取三次，使用無水硫酸 

鎂 ( Magnesium sulfate hydrate ) 除水並且過濾，再使用旋轉濃縮機將 

溶劑抽乾，得到乳黃色固體 16.24 mg，產率為 55.6%。 

1
H NMR ( d6-DMSO, 300 MHz ) : δ 10.80 ( s, 1 H ), 10.61 ( s, 1 H ),  

10.54 ( s, 1 H ), 10.18 ( s, 1 H ), 8.85 ( s, 1 H ), 8.47-8.45 ( m, 2 H ), 8.29  
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( s, 1 H ), 8.06 ( d, J=7.2 Hz, 1 H ), 7.86 ( t, J=7.2 Hz, 1 H ), 7.73 ( d,  

J=6.9 Hz, 1 H ), 7.59-7.54 ( m, 2 H ), 7.27 ( d, J=7.8 Hz, 1 H ), 6.90 ( d,  

J=7.8 Hz, 1 H ) ; 
13

C NMR ( CDCl3 ) : δ 165.26, 163.71, 155.71, 147.89,  

138.96, 136.07, 135.95, 134.48, 132.79, 130.45, 129.68, 128.85, 126.49,  

126.17, 123.60, 123.26, 122.72, 120.34, 113.47, 108.39, 102.16 ; MS  

( EI ) : m/z [M]
+
 : 415.1. decomp. 231~233

o
C 
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3.3 生物實驗 

    本研究合成三系列化合物，並測試這些化合物抑制 NF-κB 活 

性之效果。其活性部分與中興大學林季千老師實驗室合作進行肺癌細 

胞 CL1-0 培養，並由李宜蓉學姊協助測試生物活性，以下為實驗材料 

與方法： 

細胞株 

以 NF-κB 轉染之肺癌細胞株 CL1-0 

 

Seeding 

    將 CL1-0 細胞以 4×10
4
/ well 濃度種於 24 孔洞的培養盤中 

 ( 培養液為 DMEM )，並置於 37℃的二氧化碳培養箱中培養 24 小 

時。 

 

加藥處理 

    將培養 24 小時的 CL1-0 細胞於培養箱中取出，於每個孔洞中 

加入 100 μg /  mL 的 TNF-α，再將培養盤置於二氧化碳培養箱中， 

培養五小時，之後將培養液除去，再以磷酸緩衝液（PBS）清洗兩次， 

並於每一孔洞中加入40 μL lysis buffer，使細胞漂浮後將細胞取至  

eppendorf，並將 Luciferase assay substrate 依比例加入 eppendorf，進 

行冷光測試。 
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抑制率公式 

衍生物對 NF-κB 抑制百分比計算公式： 

 

1－｛（data－D）／〔（D＋T）－D 〕｝ｘ 100％ 

 

D：螢光背景值。 細胞中加入 DMSO 時，NF-κB Luciferase 螢光強度 

之平均值。 

D＋T：細胞經 TNF-a誘導後的螢光強度。 細胞中加入DMSO與 TNF- 

α 時， NF-κB Luciferase 螢光強度之平均值。 

data：細胞經 TNF- α 誘導，並加入待測樣品後之螢光強度。 
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3.4 分子對接軟體操作 

Discovery Studio 3.1 Client： 

    將要塞入蛋白質的化合物結構先以 ChemDraw 畫出結構，存成 

mol 檔案，並透過 WordPad 開啟 mol 檔案，更改檔案名稱並存檔。之 

後開啟 Discovery Studio 3.1 Client，將 IKKβ 蛋白質的 PDB 檔案 3RZF 

與 mol 檔案分別導入不同的視窗，將導入的 mol 檔點選 Small  

Molecules，選擇 Full Minimization，參數中將 Parallel Processing 的 

False 改成 True，並點選 Run。另外於 3RZF 檔中挑選欲當成圓心的 

胺基酸，點選 Receptor-Ligand Interaction，選擇 From Current  

Selection，此時會在選擇的胺基酸的位置出現一顆球，可以更改球之 

半徑。最後將 m o l 檔複製並貼到 3 R Z F 檔中，全選後點選 

Receptor-Ligand Interaction，選擇 Dock Ligands ( CDOCKER )，參數 

中的 Input Ligands選擇mol檔，Parallel Processing的 False改成True， 

並點選 Run 即開始進行所有分子對接的計算。計算完畢後，結果會 

直接出現在一個新的視窗。 
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第四章 結果與討論 

4.1 有機合成的探討 

    首先，第一系列為將 WY5107 與 IMD-0354 透過二級醯胺鍵的橋

樑結構相連在一起，並且置換 IMD-0354 之 B 環的取代基，探討結構

與活性關係。另外，第二系列為合成出對於 IKKβ 能有更好抑制效果

之抑制劑，我們從實驗室的資料庫中篩選了兩個能與 IKKβ 形成氫鍵

交互作用力的結構，並且接上不一樣的橋樑結構，進行探討。目標產

物如下圖所示： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.1、目標產物結構圖 
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化合物 ( 8 ) 與 ( 9 ) 的合成： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents and conditions :  

(i) H2SO4, MeOH, reflux. (ii) 1-Bromo-3-nitrobenzene, Pd2(dba)3, P(tBu)3, KOtBu, 

xylene, reflux. (iii) Fe, AcOH, H2O, EtOH, 50
o
C. (iv) 4-Nitrobenzoyl chloride, Et3N, 

DCM, reflux. (v) KOH, H2O, acetone, 50
o
C. (vi) HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, 

reflux. 

Scheme 1、第一系列化合物 ( 8 ) 與化合物 ( 9 ) 的合成 

    在合成 scheme 1 的時候，首先以苯甲酸苯胺為起始物，並在冰 

浴下使用 H2SO4 與 MeOH 進行羧酸的保護，形成酯基，而後透過 

Buchwald–Hartwig偶聯反應 ( 圖 4.1 ) 將胺端與溴基以NH的結構將 

兩個苯環相連在一起，此一步驟的溶劑原先是用甲苯，但是幾乎沒有 

反應，所以逐漸換成沸點較高的溶劑，待換到 xylene 時反應最佳。 

之後用鐵粉與 AcOH 還原硝基，收反應時因為鐵粉會溶於酸，不溶於 

鹼，所以要在萃取前將反應溶劑的 pH 值以飽和的小蘇打水溶液調整 

成弱鹼性，此時會放熱且鐵粉會析出，先將析出的鐵粉以抽氣過濾去 

除後再進行萃取。下一步為接上第三個環，將已經帶有醯氯的苯環先 
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溶於除水的 DCM，並快速加入胺端起使物，醯氯初始物很容易與空 

氣中的水分子反應形成羧酸，所以下反應過程盡量快速，反應完加入 

蒸餾水將多餘的醯氯初始物變成羧酸，使用飽和小蘇打水溶液萃取， 

可以將帶有羧酸的起始物連同水層一起去除。最後用 KOH 去除酯基 

保護基，反應完因為產物極性變大，以管柱分離時產物會留在原點， 

其他有機化合物會隨著展開液流出。而化合物 10a-10d 的合成，因為 

化合物 ( 6 ) 的產率很低，進行到後面的合成時往往產物所剩無幾， 

故沒有辦法以此 scheme 合成出化合物 10a-10d。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.2、Buchwald–Hartwig 偶聯反應的反應機制。 

    Buchwald–Hartwig 偶聯反應可分為四個步驟：(1)氧化加成反應  

( Oxidative Addition )：芳香基鹵化物與 Pd
0進行氧化加成後，形成四 

配位的 Pd
II；(2)二級胺鍵結在 Pd 上，並脫去一個配位基 ( ligand )； 

(3)鹼 ( Base ) 將 Pd 上的鹵素 ( X ) 轉移離去，並隨後在 Pd 上取代 
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一個配位基；(4)脫去 ( Reductive Elimination )：形成三級胺芳香環產 

物，而 Pd
II將會還原成 Pd

0，並進入下一個循環中。 

 

化合物 ( 14 ) 與化合物 ( 15 ) 的合成： 

    合成完 scheme 1 之後，想要將 Buchwald–Hartwig 反應的 NH 結 

構改成長度更長、且多了一個氫鍵接受者 ( 羥基上的氧原子 ) 的二 

級醯胺鍵，以觀察其對於 IKKβ 的抑制活性是否有所影響，所以改變 

了起始物與反應步驟，其反應流程如以下所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents and conditions :  

(i) H2SO4, MeOH, reflux. (ii) 3-Nitrobenzoic acid, HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, 

reflux. (iii) Fe, AcOH, H2O, EtOH, 100
o
C. (iv) 4-Nitrobenzoyl chloride, DCM, reflux. 

(v) KOH, H2O, acetone, r.t. (vi) HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, reflux. 

scheme 2、第一系列化合物 (14 ) 與化合物 ( 15 ) 的合成步驟 

    一開始選用間位的苯甲酸苯胺，先在冰浴下以 H2SO4 與 MeOH 

進行羧酸的保護，形成酯基。再使用活化試劑 HOBt、DMAP、EDCI 
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的耦合反應將上一步驟產物的胺端與另一環的羧酸相連，形成二級醯 

胺鍵，這一步驟要先將羧酸以活化試劑反應形成容易行親核性取代的 

結構，再將溶於 DCM 的胺端慢慢加入，並以迴流進行反應。之後使 

用鐵粉將苯環上的硝基還原成胺基。在無水 DCM 溶劑下與 4-硝基氯 

苯行親核性取代反應，最後再使用 KOH 將苯環上的酯類保護基去掉 

形成羧酸，這一步驟應避免將固體 KOH 加入已經溶於溶劑的初始 

物，KOH 瞬間濃度過高，推測會將化合物 ( 14 ) 的醯胺鍵切斷 ( 圖 

4.3 )，根據分離過後的 NMR 圖譜顯示，會形成一個雙苯環結構與單 

苯環結構。而最後的化合物 16a-16d，因為化合物 ( 15 ) 的溶解度非 

常差，不利於下一步的耦合反應，故化合物16a-16d無法以這條 scheme  

合成。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4.3、鹼性條件下水解醯胺鍵 
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化合物 ( 16a )、( 16b )、( 16c )、( 16d ) 的合成： 

    我們設計了四個四環類似物，透過右邊的 B 環上取代基的不同， 

藉以探討其交互作用力之機制。一開始我們欲以化合物 ( 15 ) 藉由 

耦合反應合成出產物，其反應流程如下： 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents and conditions : HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, reflux. 

但是在反應前發現化合物 ( 15 ) 不太溶於 DMF 之中，推測可能 

是含有兩個醯胺鍵與羧酸使其極性大，使得反應不利進行。故我們改 

變整個合成途徑，其合成步驟拆成三部分，如下圖為左半邊化合物的 

合成： 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents and conditions :  

(i) H2SO4, MeOH, reflux. (ii) 4-Nitrobenzoyl chloride, Et3N, DCM. (iii) KOH, H2O, 

acetone. 

Scheme 3、第一系列左半邊化合物 ( 19 ) 的合成 
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    左半邊的結構先以 H2SO4與 MeOH 將羧酸形成酯類以保護，透 

過親核性取代反應將初始物的胺端與另一醯氯初始物形成二級醯胺 

鍵，最後再用 KOH 去酯基，待 scheme 4 與 scheme 5 合成完後，最後 

再將兩邊以活化試劑 ( HOBt、DMAP、EDCI ) 相連在一起，形成四 

環化合物。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents and conditions :  

(i) 3-Nitrobenzoic acid, HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, reflux. (ii) Fe, AcOH, 

H2O, EtOH, Δ. (iii) 3-(4-Nitrobenzamido)benzoic acid, HOBt, DMAP, EDCI, DCM, 

DMF, reflux. 

Scheme 4. 第一系列化合物 16a、16b 與 16c 的合成路徑 

    先將起始物的胺端以活化試劑 ( HOBT、DMAP、EDCI ) 與另一 

初始物的羧酸相連，再使用鐵粉將苯環上的硝基還原成胺基，最後一 

樣透過活化試劑 ( HOBT、DMAP、EDCI ) 與化合物 ( 19 ) 的羧酸 

形成二級醯胺鍵。而化合物 ( 16d ) 因為在合成第二步驟時，鐵粉會 

將兩邊的硝基都還原成胺基，致使我們所想保留的其中一個硝基取代 

基消失，所以我們將醯胺鍵的碳、氮原子調換，如下圖所示： 
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Reagents and conditions :  

(i) Fe, AcOH, H2O, EtOH, Δ. (ii) 3-Nitrobenzoic acid, HOBt, DMAP, EDCI, DCM, 

DMF. (iii) 3-(4-Nitrobenzamido)benzoic acid, HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, 

reflux. 

Scheme 5、化合物 ( 16d ) 的合成路徑 

    因為要保留其中一個硝基，所以不能使用鐵粉進行還原反應，所 

以一開始先將一間位有硝基與胺基取代基的苯環以鐵粉還原成一苯 

環上帶有兩胺基取代基的結構，為化合物 ( 23 )。而下一步驟為了讓 

產物只有一邊的胺基有合成上二級醯胺鍵，所以一開始先將羧酸化合 

物以活化試劑 ( HOBt、DMAP、EDCI ) 活化半小時，另一邊化合物  

( 23 ) 溶於 DCM 之中，之後將已經活化好的羧酸化合物用滴管慢慢 

加入，並且為了控制盡量不要有副產物的產生，而將當量數控制在化 

合物 ( 23 ) ：羧酸化合物 = 2：1 的比例，這樣即可以得到只有一邊 

有形成二級醯胺鍵的化合物 ( 24 )，最後再利用活化試劑 ( HOBt、 

DMAP、EDCI ) 的方式將化合物 ( 19 ) 與化合物 ( 24 ) 相連在一 

起，即產生最終化合物 ( 16d )。 
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化合物 ( 25 ) 的合成： 

    Scheme 6 為以生物活性測試中，具有最好活性的化合物 ( 8 ) 與 

化合物 ( 9 )，將結構中的酯基或羧酸基延伸出其他結構，探討結構 

上的改變是否對於抑制活性有其他的影響。延伸的結構選由 

Discovery Studio 的 Libdock program 軟體所篩選的 NO.352 化合物， 

其結構能與 IKKβ 形成氫鍵交互作用力。其中因為化合物 ( 9 ) 的累 

量很困難，而 NO.352 因為結構上的胺基上連結一個碳鏈，較其他結 

構擁有良好的親核性攻擊力，故選擇 NO.352 從羧酸基向外延伸。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents and conditions :  

Furan-2-ylmethanamine, HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, reflux. 

Scheme 6、化合物 ( 25 ) 的合成路徑 

    此 scheme 先將羧酸端以耦合試劑活化後，再加入胺端形成二級 

醯胺鍵，反應完成後，利用酸鹼萃取將多餘的羧酸端與胺端初始物去 

除，即可初步分離。 
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化合物 ( 27a )、( 27b )、( 29a ) 與 ( 29b ) 的合成： 

    Scheme 7 與 scheme 8 的產物係透過 Discovery Studio 的 Libdock  

program 軟體所篩選，為 NO.352 與 NO.346，其結構能與 IKKβ 形成

氫鍵交互作用力，所以為了探討其對於 IKKβ 的抑制活性之影響，所

以設計了以下合成步驟： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents and conditions :  

(i) KOH, H2O, acetone, 50
o
C. (ii) HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, reflux. 

Scheme 7、第二系列化合物 ( 27a ) 與 ( 27b ) 的合成路徑 
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Reagents and conditions :  

(i) KOH, H2O, acetone, r.t. (ii) HOBt, DMAP, EDCI, DCM, DMF, reflux. 

Scheme 8、第二系列化合物 ( 29a ) 與 ( 29b ) 的合成步驟 

    此兩條 scheme 的反應步驟為先將苯環上的酯基保護基去掉之後 

形成羧酸，再以活化試劑 ( HOBt、DMAP、EDCI ) 與我們篩選出來 

兩個基團 ( NO.352、NO.346 ) 的胺端進行耦合反應形成二級醯胺 

鍵。反應完多餘的胺端起始物可以透過萃取時加入 1 M 的鹽酸水溶液 

來去除，其胺端在酸性環境下會形成 NH3
+
COO

-的鹽類，僅會溶於水 

層，故利用這樣的條件多萃取幾次即可將其去除。 
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4.2 生物活性 

    本研究合成之化合物為針對IKKβ的抑制劑，成功合成出13個化合 

物，並進行生物活性測試，其結果如表4.1所示。 

表4.1、50 μM 濃度下衍生物對 NF-κB 之抑制率 

編號 結構 抑制率(%) 

(8) 

 

94.08% 

(9) 

 

82.38% 

(14) 

 

78.70% 

(15) 

 

23.14% 
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(16a) 

 

76.66% 

(16b) 

 

76.33% 

(16c) 

 

47.47% 

(16d) 

 

51.48% 

(25) 

 

70.68% 

(27a) 

 

57.26% 
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(27b) 

 

30.46% 

(29a) 

 

55.42% 

(29b) 

 

54.17% 

    比較化合物 ( 16a )、( 16b )、( 16c )、( 16d ) 四個四環化合物的 

生物活性，此四個化合物為將WY5107與IMD-0354透過二級醯胺鍵橋 

樑鍵結在一起，並在取代基做些微的修飾。結果發現，當結構上橋樑 

右側終端苯環的取代基為3-CF3與3,5-CH3時，其對於NF-κB之抑制活 

性為76%左右；而取代基為3-NO2時，其抑制活性約只有47.5%，推測 

在此苯環附近可能需要疏水性之交互作用力，因而導致以硝基取代的 

化合物 ( 16d ) 的抑制活性較低。此外，比較化合物 ( 16d ) 與化合 

物 ( 29b )，在結構上化合物 ( 29b ) 的長度較化合物 ( 16d ) 來的 

短，而終端結構皆為能夠形成多個氫鍵的取代：如化合物 ( 29b ) 為 

帶有一個C=O的咪唑，而化合物( 16d )為一對位硝基苯環，推測化合 
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物 ( 29b ) 的抑制活性之所以與化合物 ( 16d ) 差不多的原因，可能 

是因為化合物 ( 29b ) 的結構相似於 ( 16d )，其中一端皆為間位硝基 

苯環，而此苯環附近可能需要疏水性之交互作用力，因此化合物  

( 29b ) 的抑制效果並不顯著。而化合物 ( 16c ) 則是接一個沒有取代 

的苯環，也能提供一部分的疏水性交互作用力29，因此活性較化合物  

( 16d ) 來的高一些。同時我們透過實驗結果發現，第一系列所合成 

的四環化合物 ( 16a ) 的抑制活性不如WY5107與IMD-0354兩個化合 

物，很有可能是以下幾個原因：1.因為化合物結構的設計，將WY5107 

與IMD-0354結構上的Cl與OH去除，使之位置沒有辦法與IKKβ形成交 

互作用力，進而降低抑制活性27；2.IMD-0354具有兩個三氟甲基，而 

化合物 ( 16a ) 只有一個，則IMD-0354所形成的疏水性交互作用力較 

化合物 ( 16a ) 來的好，因此IMD-0354的抑制活性較高。而化合物  

( 16a ) 之活性較WY5107來的低的原因，可能與上述第一點與第二點 

相同。此外，根據HyunahChoo團隊所設計與合成的化合物之主結構 

與本研究之化合物相比，我們可以從中得知化合物的大小如 

HyunahChoo團隊的化合物，是能夠進入IKKβ鍵結部位，所以並沒有 

化合物太大無法進入的鍵結部位問題，如圖4.4所示。 
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圖 4.4、兩化合物的結構與其分別對於 IKKβ 的 IC50值 

    另外，比較化合物 ( 27a )、( 27b )、( 29a )、( 29b )，由這四個化 

合物的生物活性結果中推測，胺基橋樑與二級醯胺鍵橋樑在這四個化 

合物的生物活性中並沒有特別顯著的差異，唯化合物 ( 27b ) 的抑制 

率最低，為30%左右，其他三個化合物皆為54~57%，之所以會導致 

化合物 ( 27b ) 的抑制活性較低的原因我們尚不確定。 

除此之外，比較化合物 ( 25 ) 與 ( 8 )、( 9 )，化合物 ( 25 ) 的結 

構為以胺基做為橋樑，並在橋樑右側的四號位置以二級醯胺鍵向外延 

伸一個甲基呋喃結構。根據生物實驗的結果發現，化合物 ( 25 ) 對 

於NF-κB的抑制活性並沒有如化合物 ( 8 ) 與 ( 9 ) 來的好，因此推測 

儘管化合物 ( 25 ) 結構中的呋喃部分也能提供水性交互作用力，但 

因為呋喃結構較酯基與羧酸基大，使得化合物 ( 25 ) 整體結構較不 

易進入鍵結部位，進而導致活性下降。 

之後，比較化合物 ( 27a ) 與化合物 ( 25 )，發現化合物 ( 25 ) 的 

抑制活性較高，而兩者結構上的差異為胺基橋樑左側的苯環之三號位 

置向外延伸的結構，化合物 ( 27a ) 為一個硝基，而化合物 ( 25 ) 則 
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是一個醯胺鍵連接一個對位硝基之苯環，如圖4.5所示。因此我們可 

以得知，化合物 ( 25 ) 結構上多出來的對位硝基苯環能夠提供更為 

良好的鍵結，進而提升化合物 ( 25 ) 的抑制活性。 

 

 

 

 

 

 

 

圖4.5、化合物 ( 27a ) 與 ( 25 ) 的結構差異圖 

最後，比較化合物 ( 8 )、( 9 )、( 14 )、( 15 )，結果發現，當橋樑 

結構為胺基時，橋樑右側苯環上的取代基，甲酯基的抑制活性會高於 

羧酸基，此結果與橋樑結構為二級醯胺鍵時一樣，可以推測當橋樑右 

側苯環保留酯基此種疏水性取代基時，其與IKKβ能有較好的交互作 

用力。其中，化合物 ( 8 ) 具有最好的抑制活性，為94.1%，推測在 

酯基附近有能夠形成疏水性交互作用力的胺基酸，可以與酯基形成疏 

水性交互作用力。而化合物 ( 9 ) 卻也擁有82.4%的抑制活性，因此 

在這一鍵結位置中，除了疏水性胺基酸之外，推測附近位置也有能夠 

與羧酸形成氫鍵或靜電交互作用力的胺基酸。另外，化合物 ( 14 ) 與  

( 15 ) 中間的二級醯胺鍵結使整體結構比化合物 ( 8 )、( 9 ) 還要長， 

而酯基與羧酸基團也因在苯環上取代位置不同而跟化合物 ( 8 )、( 9 )  

在有些許鍵結位置之差異。化合物 ( 15 ) 的抑制活性最低，只有 



79 
 

23.1%，推測導致活性下降的原因很有可能是因為化合物 ( 15 ) 長度 

較長，而且延伸至一個疏水性鍵結之口袋。 
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第五章 結論 

    由生物實驗的結果得知，將化合物 IMD-0354 與 WY5107 以二級 

醯胺鍵橋樑相連時，四環化合物  (  16a ) 的抑制活性並沒有較 

IMD-0354 與 WY5107 兩個雙環化合物還要好，原因有可能是因為： 

1.我們捨去了原本結構上的 OH 與 Cl；2.四環化合物結構過大；3.化 

合物 ( 16a ) 只有單一個三氟甲基，以上三個理由都有可能會降低化 

合物 ( 16a ) 與 IKKβ 形成交互作用力的程度，進而降低抑制活性。 

而我們由化合物 ( 8 )、( 9 )、( 14 )、( 15 ) 的生物結果比較中發現， 

以胺基橋樑修飾的化合物 ( 8 ) 具有最高的抑制活性，為 94%，其中 

根據最低位能分析 3D 結構，得知在兩個結果：1. 胺基橋樑的修飾較 

二級醯胺鍵橋樑的修飾來的好；2. 若是以胺基橋樑修飾，終端結構 

的酯基與羧酸基分別都可以形成交互作用力；而若是以二級醯胺鍵橋 

梁修飾，終端結構只有酯基具有較高的活性。另外，比較化合物 ( 25 )  

與 ( 8 )，發現化合物 ( 25 ) 的終端結構為呋喃，可以提供更好的疏 

水性交互作用力，但生物活性的結果中，化合物 ( 25 ) 的活性並沒 

有化合物 ( 8 ) 來的好，因此推測有可能是因為呋喃的結構較酯基 

大，使得整體結構較不易進入活化部位。最後， 比較 ( 27a ) 與化合 

物 ( 25 )，得知有化合物 ( 25 ) 所多出來的對位硝基苯環結構，能夠 

透過增加交互作用力，進而提高抑制活性。 
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未來展望 

    透過此研究的化合物之生物活性實驗，化合物 ( 8 ) 具有最好的 

IKKβ 抑制效果，為 94%左右，但是依舊不如 IMD-0354 與 WY5107， 

因此在未來可以嘗試將當初捨去的 OH 取代基保留，探討其對於抑制 

活性的影響，如圖 6.1 所示。 

 

 

 

 

 

圖 6.1、保留 OH 取代基的四環化合物 

    除此之外，未來可以如化合物 ( 25 )，將A環與C環之間的橋樑結 

構固定為胺基橋樑，如圖6.2所示。 

 

 

  

 

 

圖6.2、化合物與IKKβ所形成的主要交互作用力 

    而B環的四號位置之硝基有助於提高化合物與IKKβ之間形成的 
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交互作用力，另外，C環之四號位置能夠以醯胺鍵之結構向外延伸其 

他小分子的疏水性取代基，如乙基、環丙烷等等。期待未來可以合成 

其他類似此種設計之組別，並探討其結構活性關係。 
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Methyl 4-aminobenzoate ( 5 ) 氫譜圖 
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Methyl 4-aminobenzoate ( 5 ) 碳譜圖 
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Methyl 4-aminobenzoate ( 5 ) 質譜圖 
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Methyl 4-((3-nitrophenyl)amino)benzoate ( 6 ) 氫譜圖 
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Methyl 4-((3-nitrophenyl)amino)benzoate ( 6 ) 碳譜圖 
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Methyl 4-((3-nitrophenyl)amino)benzoate ( 6 ) 質譜圖 
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Methyl 4-((3-aminophenyl)amino)benzoate ( 7 ) 氫譜圖 
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Methyl 4-((3-aminophenyl)amino)benzoate ( 7 ) 碳譜圖 

 



 

94 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Methyl 4-((3-aminophenyl)amino)benzoate ( 7 ) 質譜圖 
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Methyl 4-((3-(4-nitrobenzamido)phenyl)amino)benzoate ( 8 ) 氫譜圖 
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Methyl 4-((3-(4-nitrobenzamido)phenyl)amino)benzoate ( 8 ) 碳譜圖 
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Methyl 4-((3-(4-nitrobenzamido)phenyl)amino)benzoate ( 8 ) 質譜圖 
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4-((3-(4-nitrobenzamido)phenyl)amino)benzoic acid ( 9 ) 氫譜圖 
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Methyl 3-aminobenzoate ( 11 ) 氫譜圖 
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Methyl 3-aminobenzoate ( 11 ) 碳譜圖 
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Methyl 3-aminobenzoate ( 11 ) 質譜圖 
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Methyl 3-(3-nitrobenzamido)benzoate ( 12 ) 氫譜圖 
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Methyl 3-(3-nitrobenzamido)benzoate ( 12 ) 碳譜圖 
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Methyl 3-(3-nitrobenzamido)benzoate ( 12 ) 質譜圖 
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Methyl 3-(3-aminobenzamido)benzoate ( 13 ) 氫譜圖 
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Methyl 3-(3-aminobenzamido)benzoate ( 13 ) 碳譜圖 
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Methyl 3-(3-aminobenzamido)benzoate ( 13 ) 質譜圖 
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Methyl 3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)benzoate ( 14 ) 氫譜圖 
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Methyl 3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)benzoate ( 14 ) 碳譜圖 
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Methyl 3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)benzoate ( 14 ) 質譜圖 
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3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)benzoic acid ( 15 ) 氫譜圖 
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3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)benzoic acid ( 15 ) 質譜圖 
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Methyl 3-(4-nitrobenzamido)benzoate ( 18 ) 氫譜圖 
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Methyl 3-(4-nitrobenzamido)benzoate ( 18 ) 碳譜圖 
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Methyl 3-(4-nitrobenzamido)benzoate ( 18 ) 質譜圖 
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3-(4-nitrobenzamido)benzoic acid ( 19 ) 氫譜圖 
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3-(4-nitrobenzamido)benzoic acid ( 19 ) 碳譜圖 
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3-(4-nitrobenzamido)benzoic acid ( 19 ) 質譜圖 
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3-nitro-N-(3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamide ( 20a ) 氫譜圖 
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3-nitro-N-(3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamide ( 20a ) 碳譜圖 
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3-nitro-N-(3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamide ( 20a ) 質譜圖 
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N-(3,5-dimethylphenyl)-3-nitrobenzamide ( 20b ) 氫譜圖 
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N-(3,5-dimethylphenyl)-3-nitrobenzamide ( 20b ) 碳譜圖 
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N-(3,5-dimethylphenyl)-3-nitrobenzamide ( 20b ) 質譜圖 
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3-nitro-N-phenylbenzamide ( 20c ) 氫譜圖 
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3-nitro-N-phenylbenzamide ( 20c ) 碳譜圖 
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3-nitro-N-phenylbenzamide ( 20c ) 質譜圖 
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3-amino-N-(3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamide ( 21a ) 氫譜圖 
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3-amino-N-(3-(trifluoromethyl)phenyl)benzamide ( 21a ) 質譜圖 
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3-amino-N-(3,5-dimethylphenyl)benzamide ( 21b ) 氫譜圖 
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3-amino-N-(3,5-dimethylphenyl)benzamide ( 21b ) 碳譜圖 
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3-amino-N-(3,5-dimethylphenyl)benzamide ( 21b ) 質譜圖 
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3-amino-N-phenylbenzamide ( 21c ) 氫譜圖 
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3-amino-N-phenylbenzamide ( 21c ) 碳譜圖 
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3-amino-N-phenylbenzamide ( 21c ) 質譜圖 
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3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)-N-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-benzamide ( 16a ) 

氫譜圖 
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3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)-N-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-benzamide ( 16a ) 

碳譜圖 
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3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)-N-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-benzamide ( 16a ) 

質譜圖 

 



 

139 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N-(3,5-dimethylphenyl)-3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)-benzamide ( 16b ) 氫譜
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N-(3,5-dimethylphenyl)-3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)-benzamide ( 16b ) 碳譜
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N-(3,5-dimethylphenyl)-3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)-benzamide ( 16b ) 質譜
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3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)-N-phenylbenzamide ( 16c ) 氫譜圖 
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3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)-N-phenylbenzamide ( 16c ) 碳譜圖 
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Benzene-1,3-diamine ( 23 ) 氫譜圖 
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Benzene-1,3-diamine ( 23 ) 碳譜圖 



 

146 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Benzene-1,3-diamine ( 23 ) 質譜圖 
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N-(3-aminophenyl)-3-nitrobenzamide ( 24 ) 氫譜圖 
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N-(3-aminophenyl)-3-nitrobenzamide ( 24 ) 碳譜圖 
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N-(3-aminophenyl)-3-nitrobenzamide ( 24 ) 質譜圖 
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3-nitro-N-(3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)phenyl)benzamide ( 16d ) 氫譜圖 
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3-nitro-N-(3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)phenyl)benzamide ( 16d ) 碳譜圖 
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3-nitro-N-(3-(3-(4-nitrobenzamido)benzamido)phenyl)benzamide ( 16d ) 質譜圖 
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N-(furan-2-ylmethyl)-4-((3-(4-nitrobenzamido)phenyl)amino)benzamide ( 25 ) 氫譜

圖 
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4-((3-nitrophenyl)amino)benzoic acid ( 26 ) 氫譜圖 
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4-((3-nitrophenyl)amino)benzoic acid ( 26 ) 碳譜圖 
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4-((3-nitrophenyl)amino)benzoic acid ( 26 ) 質譜圖 
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N-(furan-2-ylmethyl)-4-((3-nitrophenyl)amino)benzamide ( 27a ) 氫譜圖 
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N-(furan-2-ylmethyl)-4-((3-nitrophenyl)amino)benzamide ( 27a ) 碳譜圖 
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N-(furan-2-ylmethyl)-4-((3-nitrophenyl)amino)benzamide ( 27a ) 質譜圖 
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4-((3-nitrophenyl)amino)-N-(2-oxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)benzamide 

( 27b ) 氫譜圖 
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4-((3-nitrophenyl)amino)-N-(2-oxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)benzamide 

( 27b ) 碳譜圖 
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3-(3-nitrobenzamido)benzoic acid ( 28 ) 氫譜圖 
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N-(furan-2-ylmethyl)-3-(3-nitrobenzamido)benzamide ( 29a ) 氫譜圖 
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N-(furan-2-ylmethyl)-3-(3-nitrobenzamido)benzamide ( 29a ) 碳譜圖 
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N-(furan-2-ylmethyl)-3-(3-nitrobenzamido)benzamide ( 29a ) 質譜圖 
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3-nitro-N-(3-((2-oxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)carbamoyl)phenyl)benza

mide ( 29b ) 氫譜圖 
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3-nitro-N-(3-((2-oxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)carbamoyl)phenyl)benza

mide ( 29b ) 碳譜圖 
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3-nitro-N-(3-((2-oxo-2,3-dihydro-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)carbamoyl)phenyl)benza

mide ( 29b ) 質譜圖 


