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自组装多功能反应器固相合成依非巴特
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摘　要　采用集反应、搅拌、鼓泡、Ｎ２气保护和过滤五重功能的自组装反应器，研究了树脂种类、溶剂、缩合试
剂和反应时间对环肽依非巴特产率的影响。结果表明，以 ＲｉｎｋＡｍｉｄｅＡＭ树脂为固相载体，ＨＢＴＵ／ＨＯＢｔ／
ＤＩＥＡ为肽键缩合剂，ＤＭＦ为溶剂，反应２ｈ，粗肽得率高达８６６％，经液相色谱纯化后纯度达９８％以上。
关键词　依非巴特，固相合成反应器，Ｆｍｏｃ法
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依非巴特是美国 ＦＤＡ于１９９８年批准上市的多肽类药物，为分子内含有１个巯基丙酰和６个氨基
酸残基的环状七肽。它是一种多肽类血小板糖蛋白Ⅱｂ／Ⅲａ受体拮抗剂［１］，通过抑制血小板聚集的最

后共同途径抑制血小板聚集和血栓形成，主要用于防止心肌供养动脉闭塞、心脏病发作、不稳定性心绞

痛、无Ｑ波心肌梗塞和冠脉介入治疗引起的猝死，是冠心病患者的理想药物［２３］。依非巴特在医用上良

好的产业前景使得人们致力于寻找一条高效、经济的合成路线，以满足日益增长的多肽市场需求。固相

合成为多肽合成的主要方法［４］。熊瑛等［５］以 ＲｉｎｋＡｍＲｅｓｉｎ树脂作为固相载体，ＴＢＴＵ／ＨＯＢｔ／ＤＩＥＡ作
为肽键缩合试剂，ＴＦＡ／ＥＤＴ／ＴＩＳ／Ｈ２Ｏ作为切割试剂，固相合成了依非巴特，粗肽得率为 ５５％。周达
明［６］以ＲｉｎｋＡｍｉｄｅＭＢＨＡ树脂作为固相载体，ＴＢＴＵ／ＨＯＢｔ／ＮＭＭ作为肽键缩合试剂，ＴＦＡ／ＨＢｒ／ＨＡｃ／
ＥＤＴ／ＴＩＳ作为切割试剂，完成肽的固相合成，粗肽纯化后产率为２３％。覃亮政等［７］采用 Ｓｉｅｂｅｒ树脂以
Ｆｍｏｃ／ｔＢｕ策略固相合成依非巴特，粗肽纯化后产率高达６２３％，但该树脂价格昂贵，不适合工业化生产。

本研究采用集反应、搅拌、鼓泡、Ｎ２气保护和过滤五重功能的自组装反应器，以 ＲｉｎｋＡｍｉｄｅＡＭ树
脂为载体，固相合成依非巴特（合成路线如Ｓｃｈｅｍｅ１所示），探讨了树脂种类、溶剂、缩合试剂及反应时
间对合成的影响，反应装置简单，操作方便，成本低，适合实验室科研及工业化生产。
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１　实验部分
１．１　仪器和试剂

多肽合成反应器，实验室自制；ＡＰＩ２０００型质谱仪（美国ＰＥ公司）；Ｐ６８０型高效液相色谱仪（美国戴
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安公司）；ＧＬ２１Ｍ型高速离心机（上海市离心机械研究所）；ＵＮＩＣＯＵＶ２１０２Ｃ型紫外分光光度计（上海
尤尼柯仪器有限公司）；ＢｕｃｈｉＲ２００型旋转蒸发仪（瑞士Ｂｕｃｈｉ公司）。

树脂（天津南开和成科技有限公司）；依非巴特标准品、保护氨基酸［ＦｍｏｃＣｙｓ（Ｔｒｔ）ＯＨ、ＦｍｏｃＰｒｏ
ＯＨ、ＦｍｏｃＴｒｐ（Ｂｏｃ）ＯＨ、ＦｍｏｃＡｓｐ（ＯｔＢｕ）ＯＨ、ＦｍｏｃＧｌｙＯＨ、ＦｍｏｃＨａｒ（Ｐｂｆ）ＯＨ、Ｍｐｒ（Ｔｒｔ）ＯＨ］和缩
合试剂［二异丙基乙胺（ＤＩＥＡ）、１羟基苯并三氮唑（ＨＯＢｔ）、苯并三氮唑Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′四甲基脲六氟磷酸
酯（ＨＢＴＵ）］均购自上海吉尔生化公司；乙腈（色谱纯，山东禹王实业有限公司）；二氯甲烷（ＤＣＭ）、二甲
基甲酰胺（ＤＭＦ）、三氟乙酸（ＴＦＡ）、三异丙基硅烷（ＴＩＳ）等其它试剂均为市售分析纯试剂。
１．２　实验方法
１．２．１　ＦｍｏｃＣｙｓ（Ｔｒｔ）树脂的制备　将 ０１３ｇＲｉｎｋＡｍｉｄｅＡＭ树脂（００７ｍｍｏｌ，取代度为
０５８ｍｍｏｌ／ｇ［８］）置于１０ｍＬ自组装反应器中，加入适量ＤＣＭ溶胀并洗涤；滤干后加入１ｍＬ２０％哌啶／
ＤＭＦ溶液（体积比）［９］，脱除Ｆｍｏｃ保护基２次，依次为５和１５ｍｉｎ，然后用无水甲醇、ＤＭＦ与ＤＣＭ交替
洗涤３次。将００８ｇ（０１４ｍｍｏｌ）ＦｍｏｃＣｙｓ（Ｔｒｔ）ＯＨ与００５ｇ（０１４ｍｍｏｌ）ＨＢＴＵ、００２ｇ（０１４ｍｍｏｌ）
ＨＯＢｔ溶于３ｍＬＤＭＦ，并加入００５ｍＬＤＩＥＡ活化，然后加入反应器中与树脂混合，Ｎ２气保护搅拌反应
２ｈ；反应结束后，滤去反应液，依次以无水甲醇、ＤＭＦ与ＤＣＭ交替洗涤树脂３次。
１．２．２　肽链的延长　向ＦｍｏｃＣｙｓ（Ｔｒｔ）树脂中加入１ｍＬ２０％哌啶／ＤＭＦ（体积比）溶液，脱除Ｆｍｏｃ保
护基。按照ｎ（ｒｅｓｉｎ）∶ｎ（氨基酸）∶ｎ（ＨＢＴＵ）∶ｎ（ＨＯＢｔ）∶ｎ（ＤＩＥＡ）＝１∶２∶２∶２∶４，从碳端到氮端的顺序，依
次连接余下６个氨基酸［１０］，合成目标肽。缩合过程中采用四氯对苯醌定性显色（Ｃｈｌｏｒａｎｉｌ法）［１１］与
Ｆｍｏｃ定量检测［１２］结合的方法，检测反应进度。

１．２．３　氧化环化　向树脂中加入２０倍量的碘（ＤＭＦ作为溶剂），环化３ｈ，然后用 ＤＭＦ洗涤树脂至无
色，真空干燥后即得环肽粗品［１３］。

１．２．４　肽树脂的切割　向肽树脂中加入Ｖ（ＴＦＡ）∶Ｖ（ＴＩＳ）∶Ｖ（Ｈ２Ｏ）＝９５∶２５∶２５切割液（１０ｍＬ／０１ｇ
ｒｅｓｉｎ），反应２ｈ。结束后所得切割液进行减压浓缩，向其中加入约１０倍量冰冷的无水乙醚，置冰箱中，
析出白色固状物后离心，真空干燥得粗肽。

１．２．５　粗肽的分离纯化及鉴定　粗肽用反相高效液相进行分析纯化。ＨＰＬＣ的色谱条件为：色谱柱
ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ）；梯度洗脱的缓冲液Ａ：０１％ＴＦＡ／水溶液，Ｂ：０１％ＴＦＡ／乙腈溶液，
线性梯度由２０％Ｂ溶液递增至６０％Ｂ溶液；时间２０ｍｉｎ；流速０８ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长２２０ｎｍ；进样量为
２０μＬ。

质谱鉴定条件为：喷雾电压５ｋＶ，毛细管温度９５℃，正离子检测。

２　结果与讨论
２．１　不同反应器对粗肽产率的影响

本实验室研制组装出一个简便固相合成反应装置（图１），以市售固相萃取柱（直径１８ｍｍ，柱高
８０ｍｍ，容量１０ｍＬ）作为反应器主体（ａ），下接自制不锈钢三通，既可以通Ｎ２（ｄ），又可外接水泵以便抽
滤（ｅ）。在整个固相合成过程中均使用Ｎ２气保护，可避免由空气引起的氧化等副反应的发生；同时Ｎ２鼓
泡与磁力搅拌（ｆ）相结合，大大提高了反应的相间传质效果。出气口填入干燥剂无水 ＣａＣｌ２以隔绝水
（ｂ），降低了副反应的发生几率。

实验分别以固相合成柱（如图１中ａ）、自制反应器（图１）作为反应装置，进行合成依非巴特，其它
条件一致，结果如表１所示。

表１　不同反应器对依非巴特产率的影响
Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅａｃｔｏｒｓｏｎｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆＥｐｔｉｆｉｂａｔｉｄｅ

Ｒｅａｃｔｏｒｓ Ａｎｃｈｏｒｉｎｇｙｉｅｌｄ／％ Ｙｉｅｌｄ／％ Ｎ２ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ

Ｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｅｄｒｅａｃｔｏｒ １００．０ ８６．６ Ｙｅｓ
ＣｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙａｖａｉｌａｂｌｅｒｅａｃｔｏｒｆｏｒＳＰＰＳ ８２．０ ２８．４ Ｎｏ
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图１　自组装固相合成反应器
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｈｏｍｅｍａｄｅｒｅａｃｔｏｒ
ｆｏｒｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｐｅｐｔｉｄｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ａ．ｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｐｅｐｔｉｄｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｒｅａｃｔｏｒ；ｂ．ｏｕｔｌｅｔｔｕｂｅｆｉｌｌｅｄ

ｗｉｔｈｄｒｉｅｒ；ｃ．ｃｏｒｅｐｌａｔｅ；ｄ．ｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｌｅｔ；ｅ．ｆｉｌｔｒａｔｅｏｕｔｌｅｔ；

ｆ．ｍａｇｎｅｔｉｃｓｔｉｒｒｉｎｇｂａｒ

　　从实验数据可知，在 Ｎ２气保护下，肽合成产率
及第一个氨基酸与树脂的连接率均远高于无 Ｎ２气
保护的。这是因为依非巴特肽链中含有半胱氨酸、

色氨酸２个极易被氧化的氨基酸：半胱氨酸经氧化
会形成胱氨酸；色氨酸经氧化结构遭到破坏，其吲哚

环上形成 Ｏ—Ｏ—Ｈ键，如 Ｓｃｈｅｍｅ２所示。而在 Ｎ２
气保护下可防止反应溶液中空气、过氧化物等氧化

剂的影响，减少副反应的发生，从而提高产物得率。

Ｓｃｈｅｍｅ２　ＯｘｉｄａｔｉｏｎｏｆＴｒｐ 与市售反应器相比，自组装反应器不仅可获得

较高产率，且操作简便、成本低，适合实验室科研用

途，同时通过多个此种反应器的并联操作，可实现工业化生产。

２．２　ＦｍｏｃＣｙｓ（Ｔｒｔ）树脂的制备
氨基酸与树脂的连接反应作为合成肽的第一步，其连接效率的高低直接决定了树脂的利用率及产

物的产率。本实验分别考察了不同的树脂、反应溶剂、缩合试剂及反应时间对其产率的影响，以优化反

应条件。

２．２．１　树脂的选择　固相多肽合成过程中对固相载体的选择非常关键，它不仅关系到肽合成反应速
度，对合成目标肽的纯度、目标肽的收率和工业化生产多肽的成本均有重要的影响，正确选择载体是固

相合成法成功的关键［１４］。本实验选用ＲｉｎｋＡｍｉｄｅＡＭ树脂、ＲｉｎｋＡｍｉｄｅＭＢＨＡ树脂及Ｓｉｅｂｅｒ树脂进行
了对比，结果如表２所示。

表２　不同树脂与第一个氨基酸连接率对比
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｎｃｈｏｒｉｎｇｙｉｅｌｄｉｎＡＡｒｅｓｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｋｉｎｄｓｏｆｒｅｓｉｎ

Ｔｙｐｅｏｆｒｅｓｉｎ ＲｉｎｋａｍｉｄｅＡＭｒｅｓｉｎ ＲｉｎｋａｍｉｄｅＭＢＨＡｒｅｓｉｎ Ｓｉｅｂｅｒｒｅｓｉｎ

Ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ／（ｍｍｏｌ·ｇ－１） ０．５８ ０．５７ ０．６９
Ａｎｃｈｏｒｉｎｇｙｉｅｌｄ／％ ９７．６ ９４．８ ６０．０

　　由表２可知，ＲｉｎｋＡｍｉｄｅＡＭ树脂的连接率明显高于其它２种树脂，这是由树脂接肽位点、Ｌｉｎｋｅｒ基
团、合成化学环境等因素所决定的。ＲｉｎｋＡｍｉｄｅＡＭ／ＭＢＨＡ树脂接肽位点比Ｓｉｅｂｅｒ树脂较为均一，相邻
位点间接肽时空间阻力小，连接反应容易进行；从树脂 Ｌｉｎｅｒ结构来看，ＲｉｎｋＡｍｉｄｅＡＭ／ＭＢＨＡ树脂是
用ＲｉｎｋＡｍｉｄｅＬｉｎｅｒ分别在ＡＭ、ＭＢＨＡ树脂上结合而成，ＭＢＨＡ树脂上多的甲苯基，使得空间位阻加
大、切割副产物增加；实验在溶剂 ＤＭＦ中进行，ＲｉｎｋＡｍｉｄｅＡＭ／ＭＢＨＡ／Ｓｉｅｂｅｒ树脂溶胀度分别为６４、
５５和５３ｍＬ／ｇ，溶胀度越高树脂肽收率越高，这是因为溶胀度越大，树脂内部的网格空间越大，树脂表
面和树脂内部反应基与溶液中的活性基团的碰撞机会越多，反应越接近均相状态，越有利于反应的进

行，同时高溶胀时便于洗涤排除球内所含副产品和过剩的溶剂，有利于提高目标肽的纯度和收率。

同时考虑到ＡＭ树脂成本也较低，故实验选用ＲｉｎｋＡｍｉｄｅＡＭ树脂作为固相载体。
２．２．２　溶剂的选择　反应溶剂不仅与树脂的溶胀程度相关，还关系到反应物质在体系中的溶解程度，
因此应选择合适的溶剂。分别用 ＤＭＦ、ＮＭＰ、ＤＣＭ／ＤＭＦ和 ＴＨＦ／ＤＭＦ作为溶剂，连接 ＦｍｏｃＣｙｓ（Ｔｒｔ）
ＯＨ与ＡＭ树脂，结果见表３。
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表３　溶剂对氨基酸与树脂连接率的影响
Ｔａｂｌｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｌｖｅｎｔｏｎｔｈｅａｎｃｈｏｒｉｎｇｙｉｅｌｄ

Ｓｏｌｖｅｎｔ ＤＭＦ ＮＭＰ ＤＣＭ／ＤＭＦ ＴＨＦ／ＤＭＦ

Ａｎｃｈｏｒｉｎｇｙｉｅｌｄ／％ １００．０ ９８．１ ９７．１ ９８．５

　　由表３可见，以纯ＤＭＦ作为溶剂连接率最高。ＤＣＭ、ＴＨＦ作为弱极性溶剂，对树脂溶胀性能好，沸
点较低，易于蒸去，但是溶解能力不强。

２．２．３　缩合试剂的选择　实验考察了ＨＢＴＵ、ＴＢＴＵ、ＨＡＴＵ、ＤＩＣ４种缩合试剂对连接率的影响，结果见
表４。

表４　缩合试剂对氨基酸与树脂连接率的影响
Ｔａｂｌｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｕｐｌｉｎｇｒｅａｇｅｎｔｏｎｔｈｅａｎｃｈｏｒｉｎｇｙｉｅｌｄ

Ｃｏｕｐｌｉｎｇｒｅａｇｅｎｔ ＨＢＴＵ ＴＢＴＵ ＨＡＴＵ ＤＩＣ

Ａｎｃｈｏｒｉｎｇｙｉｅｌｄ／％ ９７．３ ９５．４ ９５．５ ８３．３

　　从表４数据可知，使用ＨＢＴＵ为缩合试剂，树脂与氨基酸连接率最高。

图２　反应时间对树脂与氨基酸连接率的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅａｎｃｈｏｒｉｎｇｙｉｅｌｄ

２．２．４　反应时间对产率的影响　以 ＤＭＦ为溶剂，
延长反应时间，其它反应条件不变，连接 ＦｍｏｃＣｙｓ
（Ｔｒｔ）ＯＨ与ＡＭ树脂，结果见图２。由图２可知，反
应时间对连接率影响较大，连接率随时间增加而增

加，２ｈ时即达到最高值，此后随时间增加，连接率
有所下降，这是因为随反应时间的延长，分子间发生

缩合反应副产物增加。因此，选择２ｈ为最适的缩
合反应时间。

２．３　依非巴特的分析鉴定
运用Ｆｍｏｃ固相法合成依非巴特，得粗肽的产

率为８６６％，明显高于文献报道结果［７９］。ＨＰＬＣ分
析得目标肽纯度为８０％，经 ＲＰＨＰＬＣ纯化后，其纯
度大于９８％。将纯化前后依非巴特图谱与其标准品图谱进行对比，可知合成产物与标准品的出峰时间
吻合，即合成粗肽可初步确定为目标产物依非巴特。经质谱鉴定，分析结果［Ｍ＋Ｈ］＋ ＝８３２５，与理论
值相符。

３　结　论
１）自行设计组装了适用于固相肽合成的反应器。该反应器集反应、搅拌、鼓泡、Ｎ２气保护和过滤五

重功能，整个合成过程通入Ｎ２气，减少了副反应发生的几率，Ｎ２气鼓泡加上磁力搅拌大大提高了反应的
相间传质效果，可用于实验室及工业化生产。

２）成功提供了一条高产率、低成本的依非巴特合成路线。采用 Ｆｍｏｃ法固相合成策略，ＨＢＴＵ／
ＨＯＢｔ／ＤＩＥＡ作为肽键缩合试剂，ＤＭＦ为溶剂，反应２ｈ，粗肽得率高达８６６％，经 ＨＰＬＣ纯化后纯度达
９８％以上，此合成路线具有快捷、简便、高效的特点，适合于工业化生产。
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