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O-乙酰氨基半乳糖基化氨基酸的化学合成

周吉军 ,王祥智 ,吴玉章 ,贾正才 ,周　伟 ,边　疆　　(第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　为获得精确定位糖基化糖肽 ,合成 O-乙酰氨基半乳糖基化氨基酸 , 作为糖肽固相合成的

原料。方法　利用环状糖结构的半缩醛羟基可与含侧链羟基氨基酸的羟基形成糖苷键 , 用化学方法 ,使过乙

酰化GalNAc与氨基被 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(N-α-Fmoc)保护的丝氨酸或苏氨酸连接。结果　反应产物通

过反相制备HPLC 纯化后 ,可作为 O-连接糖肽合成构建单位(Building blocks)在固相多肽合成仪上合成所需的

病毒或肿瘤相关糖肽 ,并可进一步研究其生物学活性。结论　本法相对易操作 ,重复性好 , 收益率也较高 , 更

重要的是糖基化的均一性好 ,对推动糖肽研究具有重要意义。
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Chemical synthesis of building blocks for O-linked synthetic glycopeptide
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Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To obtain the exactly glycosylated peptide by glycosylated N-α-Fmoc serine

and threonine were synthesized as the raw material for solid-phase glycopeptide synthesis.Methods　The

glycosylation of N-α-Fmoc serine or threonine with 2-acetamido-2-deoxy-D-galactose(GalNAc)pentaac-

etate was carried out with BF3 Et2O and SnCl4 as promoters in CH2Cl2 or CH3CN.Results　After pu-

rification with reversed-phase HPLC , the glycosylated N-α-Fmoc serine or threonine can be further used

as the building blocks to synthesize viral or tumorous glycopeptide with solid-phase polypeptide synthesi-

zor.Conclusion　This method is easy to perform and with high repeatability and better yield , especially

the glycosylation is well distributed.

　　Key words:glycosylation;glycopeptide synthesis;O-linked glycopeptide;building blocks for

O-linked glycopeptide synthesis;RP-HPLC

　　糖基化修饰可对蛋白(肽)生物学活性产生重要影

响。其中丝氨酸(Ser)和苏氨酸(Thr)残基的羟基糖基

化 ,导致O-连接寡糖链成束地伸出肽链 ,可为免疫识

别提供功能性决定簇[ 1 ,2] 。但因精确定位糖基化糖肽

的获得比较困难限制了糖肽生物学研究的发展 ,通过

化学合成或酶促方法直接把寡糖连接到肽形成糖肽不

能保证糖基化的精确性。而用糖基化氨基酸逐步合成
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糖肽则可靠性较高 ,精确性好 ,并易控制 ,可根据需要

合成病毒或肿瘤相关糖肽 ,为糖肽药物化学及疫苗设

计研究提供了新的研究手段 ,具有重要意义。

1　材料与方法

1.1　主要试剂
　　分析纯乙酰氨基半乳糖(GalNAc)、BF3 Et2O、SnCl4、乙酸酐

购自Sigma公司;肽合成级 N-α-Fmoc-Ser-OH 和 N-α-Fmoc-Thr-OH

购自Advanced Chemtech 公司;HPLC 级 CH2Cl2 和CH3CN 购自 PE

公司。

1.2　实验方法
1.2.1　乙酰氨基半乳糖过乙酰化(A)　　三角烧瓶中分别加

入1.0 g GalNAc、10 ml CH2Cl2、10 ml 乙酸酐[(CH3CO)2O] 及

100 mg SnCl4。室温 , 反应 48 h(磁性搅拌), 移入分液漏斗 ,加入
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20 ml CH2Cl2 , 用超纯水中和乙酸酐至 pH 值为中性。分离

CHCl2相 , 旋转蒸发仪抽干。加入乙醚 ,搅拌至结晶析出 , 抽干 ,

电子天平称量后 , -20 ℃保存 , 备用。

1.2.2　N-α-Fmoc保护氨基酸糖基化(B)　　三角烧瓶中加入过

乙酰化 GalNAc(130 μmol)和 N-α-Fmoc 保护氨基酸(Ser 或 Thr ,

155μmol分别溶于 2 ml 无水 CH2Cl2 和 1.5 ml无水 CH3CN 中)。

加入 BF3 Et2O 390 μmol或 SnCl4 170 μmol , 磁性搅拌。反应过程

中, 硅胶板薄层色谱(TLC)监测反应(隔 10 min 监测 1 次), 扩展

剂为石油醚∶乙酸乙酯∶甲醇(ψB=6∶3∶1), 显色剂为 8%的磷钼

酸。反应约 60 ～ 90 min ,当游离过乙酰化 GalNAc被消耗完后,

20 ml CH2Cl2 稀释, 移入分液漏斗 ,用1 mol/ L HCl 50 ml洗涤3 次。

分离 CH2Cl2 相 ,无水硫酸钠干燥 4 h ,过滤后抽干至约10 ml。

1.2.3　反相 HPLC 纯化　　使用Waters 600 HPLC 仪 , 使用 C18

柱(C18 column , 20×250 mm), 流动相为 0.1%TFA(三氟乙酸)水

溶液/ 0.1%TFA 的CH3CN溶液(ψB=55∶45)。旋转蒸发仪真空

抽干 ,收集结晶物 , 电子天平称量 , -20 ℃保存 ,备用。

2　结果

2.1　GalNAc过乙酰化反应
　　1 g(4.52 mmol)GalNAc过乙酰化后 ,获得 0.78 g(2.0 mmol)

过乙酰化乙酰氨基半乳糖 ,收益率为 44.2%。

2.2　硅胶板薄层色谱(TLC)结果
　　见图 1 , 其中 0 为点样点 , 1 为过乙酰化 GalNAc点 , 反应约

60 min后 , 随逐渐消耗 , TLC 上该点逐渐消失。2 为 N-α-Fmoc 氨

基酸点 , 3为糖基化N-α-Fmoc氨基酸点。经计算比移(Rf)值(样

品扩展距离/溶剂扩展距离), 过乙酰化 GalNAc、N-Fmoc-ser、糖

基化 N-Fmoc-Ser、N-Fmoc-Thr、糖基化 N-Fmoc-Thr 分别为 0.41、

0.68、0.78、0.60 、0.70。
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图 1　糖基化反应 TLC图

Fig 1　The TLC map of the glycosylation reaction

A:N-α-Fmoc-Ser;B:N-α-Fmoc-Thr

2.3　糖基化产物的收益率
　　不同溶剂和催化剂 , 过乙酰化 GalNAc糖基化 N-α-Fmoc-Ser

和糖基化N-α-Fmoc-Thr的收益率 , 见表 1。

2.4　反相 HPLC色谱图

　　N-α-Fmoc-Ser过乙酰化 GalNAc糖基化反应反相 HPLC 色谱

图 ,纯化前保留时间为 3.577 min 的峰为糖基化氨基酸 , 保留时

间为 2.786 min 的峰为未糖基化氨基酸 , 此时流动相流速为

2 ml/min ,见图 2。纯化后保留时间为 6.744 min 峰为糖基化

N-α-Fmoc-Ser ,峰形显示比较均一。此时流动相流速1 ml/min ,

少数杂峰为溶剂峰 ,见图 3 , N-α-Fmoc-Thr糖基化的 HPLC 色谱图

与N-α-Fmoc-Ser类似 , 在此省略。

表 1　溶剂和催化剂对 N-α-Fmoc保护 Ser或 Thr过

乙酰化 GalNAc糖基化反应的影响

Tab 1　The influence of solvent and promoter to yield

of glycosylation reaction

Yield(%)
Promoter Solvent

Glycosylated
N-α-Fmoc-Ser

Glycosylated
N-α-Fmoc-Thr

BF3αEt2O CH2Cl2 57 54

BF3αEt2O CH3CN 53 51

SnCl4 CH2Cl2 38 36

SnCl4 CH3CN 35 30

图2　N-α-Fmoc-Ser 过乙酰化 GalNAc糖基化反应制

备 RP-HPLC色谱图

Fig 2 　The RP-HPLC chromatogram of pentaacetated

GalNAc glycosylation reaction to N-α-Fmoc-Ser

(flow-phase speed is 2 ml/min)

图 3　经制备 RP-HPLC纯化后的 N-α-Fmoc-Ser色谱图

Fig 3　The RP-HPLC chromatogram of purified pen-

taacetate GalNAc glycosylated N-α-Fmoc-Ser

(flow-phase speed is 1 ml/min)
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3　讨论

　　糖的种类和数目的变化(形成寡糖或多糖)、糖的

异构性以及糖苷键所处位置不同 ,决定了糖蛋白上糖

的多样性 ,也导致了糖蛋白的结构多样性和生物学活

性的变化。其中丝氨酸和苏氨酸残基的羟基糖基化 ,

导致O-连接寡糖链成束地伸出肽链 ,可为免疫识别提

供多价糖抗原 ,也可形成病毒功能性决定簇及病毒或

肿瘤免疫逃避的结构基础 。

　　蛋白糖基化与多种疾病相关 ,病毒表面蛋白均为

糖蛋白 ,由宿主细胞内质网经翻译后修饰糖基化 ,因此

不易与宿主糖蛋白区别 ,如 HIV 、HBV 、流感病毒等 ,它

们所具有的免疫逃避特性 ,很可能与其表面蛋白糖基

化有关。肿瘤细胞也可能利用其异常糖基化结构逃避

机体免疫监视和免疫识别 。因此研究糖基化对抗原表

位活性影响具重要意义。

　　天然提取糖肽因糖基精确鉴定比较困难限制了上

述相关研究的发展 ,肽的直接糖基化目前不能令人满

意 ,因为通过化学或酶促方法糖基化不能保证糖所连

接位置的准确性和连接数量的均一性 ,重复性也较差。

利用环状糖结构的半缩醛羟基可与含侧链羟基氨基酸

的羟基形成糖苷键 ,用化学方法 ,使过乙酰化 GalNAc

C1上羟基与N-α-Fmoc保护的丝氨酸或苏氨酸羟基连

接 ,通过反相制备HPLC纯化后 ,作为 O-连接糖肽合成

构建单位 ,用于固相肽合成 ,可合成各种 O-糖基化糖

肽。本研究所选用目标糖 GalNAc在病毒和肿瘤糖蛋

白抗原中广泛存在[ 3] 。

　　用于固相糖肽合成的糖基化氨基酸的保护基团必

须精心选择 ,因为糖苷键具酸不稳定性 ,笔者采用的比

较简便的糖过乙酰化不仅保护糖的羟基 ,而且在固相

合成的酸性条件下 ,起加固糖苷键作用 。

　　反相 HPLC 色谱图(图 2)显示糖基化的N-Fmoc氨

基酸(保留时间为 3.577 min)与未糖基化的N-Fmoc氨

基酸(保留时间为 2.786 min)明显区别开来 ,且从峰形

看 ,糖基化的均一性较好 ,这不仅有助于分离纯化 ,更

重要的是经纯化制备后 ,能达到固相多肽合成仪所要

求的纯度 。

　　该合成路线重复性好 ,与国外同类研究比 ,相对易

操作 ,收益率也较高(国外在 30%～ 40%),更重要的

是糖基化的均一性好 ,这就能保证所合成糖肽的质量。

另外 ,发现 BF3 Et2O具较高催化效率。
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诱发酮症酸中毒[ 2] 。因此 , 必须严密监测血糖 , 我们采用袖珍

血糖仪 , 监测患者三餐前后及睡前血糖 , 以便及时调整胰岛素

的用量 ,使血糖控制在正常范围内。

2.4　作好健康宣传教育
　　患者是 1 名农民 ,既往曾有“磺胺” 、“去痛片”等药物过敏

史。由于文化水平低 ,医学知识了解少 ,病急乱投医 , 以至造成

病情加重。该患者属过敏体质 ,应告诉其致敏药物的名称并写

在门诊病历上 ,今后用药时应谨慎。并让患者了解糖尿病的基

本知识 ,平时多加强运动 , 注意控制饮食 ,遵医嘱服药。

　　通过对患者进行皮肤护理 , 实行保护性隔离 , 严密监测血

糖及健康宣教 ,该患者入院 16 d后康复出院。

　　关键词:糖尿病/并发症;表皮坏死性药疹/护理

　　中图法分类号:R587.2　　　文献标识码:B
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