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亚胺引发四肽环化反应机理的理论研究 
田燕 a,b    傅尧 a    张琪 a    于海珠*,a    石景*,a 

(a中国科学技术大学化学系  合肥 230026) 
(b安徽农业大学应用化学系  合肥 230036) 

摘要  运用密度泛函的理论方法(M06//B3LYP)对亚胺引发的关环肽环化的反应机理进行了研究. 计算结果表明, 由亚

胺到环肽的转化过程存在两种不同的反应机理. 一种是羰基转移-合环机理: 先经历羰基转移, 然后H转移与C-O合环

同时进行. 另一种是 H 转移-合环-羰基转移-H 转移机理: H 原子先从 O 原子转移到 N 原子然后再进行 C-O 合环, 随后

再进行羰基转移与 H 原子转移. 计算结果显示, 羰基转移-合环反应历程为有利路径, 该反应路径中的 H 原子转移及

C-O 成环过程为整个反应的决速步骤.  
关键词  环肽; 协同反应; 分步反应; 反应机理; 密度泛函理论 

 

Theoretical Study on the Mechanism of the Imine-induced  
Tetrapeptides Cyclization 

Tian, Yana,b    Fu, Yaoa    Zhang, Qia    Yu, Haizhu*,a    Shi, Jing*,a 
(aDepartment of Chemistry, University of Science and Technology of China, Hefei 230026) 

(bDepartment of Applied Chemistry, Anhui Agricultural University, Hefei 230036) 

Abstract  The small-sized cyclic peptides have attracted much research interest in the organic and bioorganic chemistry. In 
the present study, the mechanism of cyclization of tetrapeptides by an imine-induced ring-closing strategy has been studied in 
detail using the density functional theory method. The geometries of all the species were fully optimized at the 
B3LYP/6-31G(d) level. The M06/6-311＋＋G(2df,2p) method is employed to calculate the single point energies. The solvent 
effect [Trifluoroacetic Acid (TFA) was used as a solvent] was calculated by using SMD (solvation model based on the quan-
tum mechanical charge density of a solute molecule interacting with a continuum description of the solvent) model. Both the 
carbonyl transfer-cyclization and the H transfer-cyclization-carbonyl transfer-H transfer mechanism might be responsible for 
the transformation of the imine reagent to the cyclic peptide product. According to the calculation results, the carbonyl trans-
fer-cyclization mechanism occurs via the carbonyl transfer from O(Ph-) atom to N atom, corresponding to three possible 
transition states with the barrier height of 20.2, 16.4 and 62.7 kcal/mol, respectively (the second one is the most feasible 
among different ones). Then the concerted H transfer & C-O cyclization step occurs via a six-membered ring transition state. 
The second step (the concerted H transfer & C-O cyclization step) is the rate-determining step, and the overall activation 
barrier is 28.3 kcal/mol. In contrast, the H transfer-cyclization-carbonyl transfer-H transfer mechanism includes four steps: 
the hydrogen atom first transferred from oxygen atom to N atom with the breaking of C—C to form the intermediate M3 and 
a CH3COH molecule, cyclization via the C—O and C—C bond formation, the carbonyl transfer from O(Ph-) atom to N atom 
accompanied with the breaking of C—N, and the transfer of hydrogen atom with the cyclization of C—N then occurred sub-
sequently. In this context, the second step (i.e. cyclization via the C—O and C—C bond formation) is the rate-determining 
step, and the overall activation barrier is 40.1 kcal/mol. Accordingly, the carbonyl transfer-cyclization mechanism is rela-
tively more feasible than the H transfer-cyclization-carbonyl transfer-H transfer mechanism, and the rate-limiting step is the 
concerted H transfer & C-O cyclization step with a barrier of 28.3 kcal/mol. 
Keywords  cyclic peptide; concerted reaction; stepwise reaction; reaction mechanism; density functional theory 

   
1  引言 

环肽是一类重要的肽类化合物, 其由于存在特殊的

环状结构而具有较高的稳定性. 环肽一般具有广泛的生

理活性, 因此这类物质在生物医学、药学等领域都具有

巨大的发展前景[1]. 环肽源于人们对天然产物组分的研
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究, 20 世纪 40 年代第一个抗菌类环肽 gramicidin S 被发

现[2]. 随后人们不断地从各种天然产物中分离出了许多

不同生理活性的环肽. 首尾相连的环肽, 其环状结构具

有一定的构象约束作用, 其抗酶解能力比线性肽强[3]. 
这一特点使环肽具有许多重要的性质, 其结构特点及在

药学上的优势也引起了化学家的广泛兴趣[4]. 化学合成

对研究多肽/蛋白质分子的构效关系有着巨大的作用. 
与线性肽相比, 运用化学合成的手段来实现环肽的合成

要困难的多. 环化反应属于分子内反应, 需要在高度稀

释的溶液中进行, 但仍然会存在二聚体及多聚体的生 
成[5]. 因此, 寻找一种可获得高产率、低消旋的环肽的合

成方法已经成为当今化学家的研究热点之一[6].  
 最近, Wong 等[7]报道了一个由亚胺引发关环来合

成首尾相连的四肽的实验方法, 这一路线应用了 Li 等[8]

发展的新型丝氨酸介导的多肽连接反应. 该方法拓展了

传统的半胱氨酸介导的自然连接反应[9]. 在环肽合成这

一应用中, 他们指出由亚胺到四肽的环化过程可能存在

两种不同的反应历程. 如图式 1 所示, 他们认为在整个

合成反应中由水杨酸脂肽 A 出发会优先生成一个首尾

相连的16元环的亚胺物质B, 随后再经过一个羰基转移

的中间体 C1 或者羟基-烯烃合环的中间体 C2, 再生成

一个 12 元环的 N,O-苯亚甲基的缩醛中间物质 D, 最后

物质D 经过酸解生成最终的 12元环的环肽E. 同时, 他
们也指出由B到D的过程中会有四个价键的生成, 由于

物质 B 自身的结构决定了似乎并不能有效地降低环收

缩过程的应变能. Wong 等运用理论计算对底物中胺基

进攻醛基及酯基的能垒进行估算, 并由此推断 B→C2
过程会优先发生.  

应该注意到, Wong 小组仅对这两个反应路径中的

胺基进攻步骤进行研究, 因此目前仍缺少对整个肽环化

反应机理细节的认识. 此外, Wong等的计算中运用NH2

基团替代图式 1 所示反应体系内的亚胺基团, 其可行性

仍有待商榷. 因此, 由亚胺 B 到环化中间体 D 的转化过

程还需要进一步的研究, 进而明确其内在的反应机理, 
并为实验提供更好的参考和辅助设计作用. 为此, 我们

在本文中运用理论计算方法对四肽合成中的关键部分

的反应历程进行详细研究, 揭示其内在的反应机理. 基

于对模型体系的简化, 我们选取 Eq. 1 为模型化反应, 
运用密度泛函理论(DFT)方法对由反应物 R(对应图式 1
中的物质 B)出发生成产物 P(对应图式 1 中的物质 D)的
两个不同的机理进行详细的研究.  
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2  计算方法 

密度泛函的 B3LYP 理论方法[10]能够给出比较准确

的分子结构信息[11], 已经被成功的用于描述生物分子

的相互作用[12]. 本文中所有物质在气相中的几何结构

优化均是在 B3LYP 理论水平下以 6-31G(d)基组进行的

(采用M06泛函进行构型优化得到的结果与B3LYP一致, 
计算结果见 Supporting information). 在同等理论水平上

对所有优化构型进行频率分析, 以确定反应物、中间体

和产物均不存在任何虚频为势能面上的极小点, 而过渡

态仅存在一个虚频, 为势能面上的鞍点. 同时, 每一个

鞍点还进行了內禀反应坐标(IRC)[13]分析, 来确认其在

势能面上连接着正确的反应物和产物. 最后运用密度泛

函理论中的 M06[14]方法以 6-311＋＋G(2df,2p)为基组对

各稳定物质的单点能进行计算. 为了验证 M06 能量的

可靠性 , 除此之外 , 我们还分别运用 TPSS[15] 及

MPWB1K[16]的方法对反应体系中各物质的单点能进行

计算. 在计算单点的同时用建立在溶质与溶剂相互作

用的电荷密度基础上的溶剂化模型(SMD)[17]对溶剂

化效应(以 CF3COOH 为溶剂)进行计算. 本文中给出的

所有物质的能量均是用气相优化得到的吉布斯自由能

的矫正值与考虑了溶剂效应后的单点能相加得到的结

果. 所有的计算均是用高斯 09 程序包[18]完成的. 

3  结果与讨论 

首先对初始反应物模型 R 进行构型优化, 在优化
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图式 1  四肽环化过程中两种可能的反应历程 
Scheme 1  Two possible pathways of the proposed tetrapeptide cyclization 
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得到的几个空间异构体(详见 Supporting information)中
选取其中能量相对较低的一个(记为 R)作为本体系的零

参考点. 本文中其余物质的相对能量均是以R为参考点

得到的相对能量.  

3.1  羰基转移-合环反应机理 

首先研究了由反应物 R 出发先进行酚酯中的羰基

基团转移到 N 原子的过程, 也就是图式 1 中的由 B 到

C1 的过程(path I). 我们设想, 在反应路径上可能会存

在一个分子内酰基转移过程[19]的 6 元环的中间体 M1, 
如 Eq. 2 所示. 可是始终没有优化得到 M1 的稳定构型, 
每次都是以得到与初始反应物R相似的构型而失败. 计
算结果显示, 由R出发会直接经历一个酰基转移的过渡

态 TS1 而生成中间体 M2-1(其优化构型如图 1 所示).  
M2-1 即为图式 1 所示 path I 中的中间体 C1. 如图 1 所

示, 在 TS1 中要断裂的 C—O 键被拉伸到了 1.791 Å, 而
即将成键的C—N之间的距离缩短至1.610 Å. 以上结构

数据表明, 在酰基转移过程中, 羰基 C—O(Ph—O)键的

断裂和羰基 C—N 键的生成协同进行. 在图 2 中给出了

该反应过程的相对自由能势能曲线. 相关数据表明此过

程的自由能垒为 20.2 kcal/mol.  
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O
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图 1  羰基转移-合环反应中各物质的优化构型(键长单位为 Å) 
Figure 1  Optimized structures of species in the carbonyl transfer- cy-
clization reaction mechanism (the bond lengths are given in Å) 
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图 2  羰基转移-合环反应中的势能面图(图中的数据为吉布斯自由能, 单位 kcal/mol) 
Figure 2  Energy profile of carbonyl transfer-cyclization reaction (the values in profile are Gibbs free energies, in kcal/mol) 
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随后, 在TS1构型的基础上对末端的甲基基团绕着

C(3)—C(4)键旋转及调整 C(5)-C(4)-C(3)-C(6)二面角又 
优化得到了另外两个不同的羰基转移过程的过渡态

TS2 和 TS3, 它们的相对自由能值分别为 16.4 和 62.7 
kcal/mol. 如图 1 所示 , 二面角 C(1)-C(2)-N-C(3)和
C(5)-C(4)-C(3)-C(6)分别由 TS1 中的 61.2°, －170.2°变
化到 TS2 中的 109.2°和－78.2°. 同时, TS2 中要断裂的 
C—O 之间的距离被拉伸到 1.731 Å, 而将要成键的 C—
N的长度已被缩短至 1.593 Å. 除此之外, 二者在空间结

构上并没有太大的变化, 因此, 二者在自由能方面也仅

相差了 3.8 kcal/mol. 与 TS1, TS2 相比, TS3 在空间结构

上有了较大的变化. 如图 1 所示, TS3 是在 TS1 的基础

上通过连在C(3)原子上的C(6)与C(4)基团绕着C(3)—N
轴旋转得到的, 其结果会增加羰基转移的空间位阻. 因
此, 在 TS3 中要断裂的 C—O 键被拉伸到了 2.009 Å, 而
即将成键的C—N之间的距离仅缩短至1.960 Å. 相应的, 
通过TS3生成中间体M2的自由能垒高达 62.7 kcal/mol. 
由于 TS2, TS3 与 TS1 三者在空间结构上存在差异, 在
接下来的 IRC 分析发现 TS2 和 TS3 所连接的初始反应

物与产物并不是 R 和 M2-1, 而是二者的异构体, 分别

记为 R-1 与 M2-2 和 R-2 与 M2-3. 由图 2 可以得出, 羰
基转移过程最有利的路径所对应的自由能垒为 16.4 
kcal/mol. 此结果稍高于 Wong 等 [7]的计算结果 14.8 
kcal/mol. 其原因是由于他们在计算中运用 NH2 基团替

代图式 1 所示反应体系内的亚胺基团, 这在一定程度上

降低了羰基转移的空间位阻作用. 图 2 中的数据表明, 
由反应物R经历三个不同的过渡态生成中间体M2均会

引起体系的吉布斯自由能升高, 此结果与 Wong 小组[7]

的计算结果相一致.  
如图 1所示, 中间体M2-1及M2-2中羟基与烯酮的

酮键距离较远难以直接发生 H 原子转移及 C-O 合环而

生成产物. 因此, 由中间体 M2-1 及 M2-2 出发, 先经历

几个单键旋转的异构化过程生成中间体 M2-4 和 M2-5. 
其中羟基基团的空间取向都有利于接下来进行的 H 原

子的转移及 C-O 合环过程的发生. 随后 M2-4 与 M2-5
均经历一个羟基的 H 原子转移到酚羟基 O 原子及 C-O
成环协同进行的过渡态而生成产物 P. 二者结构上的主

要区别在于 N 原子上连接的羰基基团在空间伸展方向

的不同. 因此, 在接下来的反应路径中 M2-4 直接经历

过渡态 TS4 而生成终产物 P. 而 M2-5 先经历过渡态

TS4-1 生成产物 P-1, 然后再经过单键旋转的方式异构

化为稳定的终产物P. 如图 1所示, 在M2-4中C(1)的甲

基基团距离 C(6)的甲基基团较近, 由于空间位阻的排斥

作用使得 M2-4 的自由能比 M2-5 的高出 5.1 kcal/mol. 
从而也导致过渡态 TS4 的自由能比 TS4-1 的高 3.7 
kcal/mol. 综上所述, 在整个羰基转移-合环反应过程中

其决速步为H原子转移及C-O合环过程, 最优势的过渡

态为TS4-1, 其对应的自由能垒为28.3 kcal/mol. 另一方

面, 我们在计算中也考虑了其它构象的可能性, 但是它

们能量相对较高, 具体结果详见 Supporting information.  

3.2  H 转移-合环-羰基转移-H 转移反应机理 

接下来研究了图式 1 中显示的 path II 过程, 该反应

过程的相对自由能势能面如图 3 所示. 该机理中第一步

是由 R 到 C2 的过程, 即醇羟基的氢原子转移至 N 原子

及 C-O 合环的过程. 在此应该注意到, 反应物中 N 原子

为 sp2 杂化, 若要先与醇羟基的氢原子发生作用, 会使

得醇羟基的 O 原子带有部分负电荷, 有利于接下来的

C, O 成键. 相对而言, 如果先发生 C-O 合环过程会使得

O 原子带有部分正电性, 从而导致体系的能量升高(详
见后面的讨论). 因此, 我们首先考察了醇羟基的氢原

子转移至 N 原子的过程. 计算结果表明, 初始反应物 R
首先异构化为中间体R-3, 其相对自由能为2.2 kcal/mol. 
随后, 随着 R-3 中(醇羟基)O—H 键的拉伸及 N, H 原子

之间距离的缩短, 在反应路径上会得到一个氢原子转移

的过渡态TS5. 如图4所示, TS5中与羟基及亚胺相连的

两个 sp3杂化的C原子之间的距离也被拉伸到了2.043 Å. 
说明随着O—H键断裂及N—H键生成, 同时伴随有C(3)
—C(4)键的断裂而得到一个乙醛分子及中间体 M3. 随
后 M3 再与一个乙醛分子作用经过一个 C(3)—C(4)和 C
—O 成键的五元环过渡态 TS6 而生成另外一个五元环

的中间体 M4, 即为图式 1 所示中间物质 C2. 由图 4 可

以看出, 在 M4 中已经成键的 C—O, C(3)—C(4)之间的

距离已经由过渡态TS6中的 2.667, 2.202 Å缩短至 1.439
与1.559 Å. 由于M4中存在一个特殊稳定的五元环结构

使其自由能降至 0.1 kcal/mol. 随后, M4 中的羰基基团

逐渐与五元环中的N原子靠近, 同时伴随有五元环中的

(Ph—C)C—N 键的拉伸而经历一个过渡态 TS7 发生羰

基基团从 Ph—O 转移到 N 原子的过程. 如图 4 所示, 在
TS7 中羰基 C(2)与 N 原子之间的距离缩短至 1.495 Å, 
而羰基 C(2)—O(Ph—O)键被拉伸至 2.339 Å. 此时五元

环中的(Ph—C)C—N 键也被拉伸至 1.803 Å. 随后 C(2)
—O 键完全断裂, 羰基 C(2)—N 键生成而得到一个相对

自由能为 6.0 kcal/mol 的中间体 M5. 在 M5 中原来五元

环中的(Ph—C)C—N 键被拉伸至 2.982 Å, 此数据表明

在羰基转移过程中会伴随有 C—N 键的开环行为. 最后

中间体 M5 再经过一个 H 原子转移及 C—N 键重新合环

的协同反应过渡态 TS8, 最终得到产物 P. 根据图 4, 整
个 H 转移-合环-羰基转移-H 转移机理中决速步骤是 C
—C 与 C—O 键合环步骤, 其对应的总活化能垒为 40.1 
kcal/mol.  

为了尽可能地将所有的反应机理考虑在内, 本课题

组又计算了 B→C2 过程中先发生 C-O 合环的情况. 该
过程我们没有得到相应过渡态. 通过固定要成键的 C—
O 之间的不同距离得到了该反应路径的势能面能量扫

描图(见 supporting information 图 S4), 我们发现 C—O
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图 3  H 转移-合环-羰基转移-H 转移反应中的势能面图(图中的数据为吉布斯自由能, 单位 kcal/mol) 
Figure 3  Energy profile of H transfer-cyclization-carbonyl transfer-H transfer reaction (the values are Gibbs free energies in kcal/mol)

 

图 4  H 转移-合环-羰基转移-H 转移反应中各物质的优化构型(键长

单位为 Å) 
Figure 4  Optimized structures of species in H transfer-cyclization- 
carbonyl transfer-H transfer reaction (bond lengths are given in Å) 

之间的距离由 3.2 Å 逐步变化到 1.5 Å 过程中体系的能

量在不断升高. 体系能量相对变化值为 65 kcal/mol左右. 
这么高的能量表明, 室温下此反应路径的发生在整个反

应体系中所占的几率很低.  
随后, 又计算了接下来由中间物 M4 开始先经历 N

原子上的H原子转移到Ph—O原子的过程, 结果也没有

找到对应的过渡态. 按照相同的方法, 通过固定不同的

(Ph—O)O—H 之间的距离得到了体系的势能面能量变

化情况(见 supporting information 图 S5). 扫描的 O—H
之间的长度范围为 1.11～1.97 Å. 在此变化过程中体系

的能量升高了 49 kcal/mol左右. 因此该过程在室温下对

整个反应体系的影响也是非常小的, 可以忽略.  

3.3  两种反应机理的对比 

由前面的讨论得知, B→C1→D 的反应路径存在一

个羰基转移-合环的机理, 而 B→C2→D 过程按照 H 转

移-合环-羰基转移-H 转移的机理进行. 两条不同路径

的反应物和产物相同, 因此不同机理的相对优劣主要由

动力学决定. B→C1→D 的转化过程决速步为 H 原子转

移与 C-O 成环步骤, 其总活化能垒是 28.3 kcal/mol; 而
H 转移-合环-羰基转移-H 转移机理中反应的决速步是

C—C及C—O成键的合环步骤, 其总活化能垒高达40.1 
kcal/mol. 应该注意到这一结论与 Wong 等此前的研究

有所不同, 其原因在于本文中在模型反应中保留了亚胺

基, 而非对其进行-NH2 模型化; 另一方面, 本文对由中

间体 B 到产物 D 的过程进行了全面系统讨论, 而此前

Wong 等研究中主要针对四肽环化步骤与传统的直接酰

胺键成键步骤的相对难易.  
我们分析了羰基转移-合环机理相对 H 转移-合环-

羰基转移-H 转移机理优势的原因. 我们认为在羰基转

移-合环机理中, 决速步 H 原子转移与 C-O 成环的过程

中只有一个 O—H 键的断裂且同时会伴随有 C—O, O—

H两个价键的生成. 然而在H转移-合环-羰基转移-H转

移反应机理中, 体系无论是发生H原子的转移还是发生

羰基的转移, 在一个价键生成的同时会伴随有两个价键

的断裂. 因此体系需要更多的能量才能发生反应. 故在

肽环化的两个反应历程中需要能量较小的羰基转移-合

环反应机理占据主导地位.  
此外, 为了验证以上结论的可行性, 我们还运用另

外两种不同的密度泛函理论方法 TPSS 及 MPWB1K 计

算了不同体系内各中间体及过渡态能量. 表 1 给出了在

三种不同方法下计算得到的反应体系中各物质的相对
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吉布斯自由能值 . 从表 1 中的数据可以看出 , 在
MPWB1K 水平上得到的各物质的相对吉布斯自由能变

化值与 M06 方法得到的结果相接近. 而用 TPSS 方法计

算得到的结果稍低. 但三种方法得到的结论一致, 即协

同机理(Path I)相对分步机理(Path II)在能量上更为优势, 
而且协同机理的决速步为 H 原子转移及 C-O 成环步骤.  

表 1  在不同理论水平上计算得到的反应体系中各物质的相对吉布斯

自由能[ΔG/(kcal•mol－1)] 
Table 1  The relative Gibbs values [ΔG/(kcal•mol－1)] of species in the 
studied system at different levels 

Species ΔGa ΔGb ΔGc

R 0.0 0.0 0.0

R-1 1.8 1.7 1.2

R-2 6.0 3.4 4.3

TS1 20.2 15.6 22.0

TS2 16.4 11.3 16.6

TS3 62.7 54.4 67.3

M2-1 17.0 14.7 19.7

M2-2 13.2 10.4 14.3

M2-3 24.5 22.7 24.9

M2-4 20.4 20.2 22.1

TS4 32.0 25.3 32.4

TS4-1 28.3 21.7 27.8

P-1 3.1 4.6 －0.3

Carbonyl transfer-cyclization 
mechanism 

Prod －6.1 －5.2 －10.6

R-3 2.2 －0.9 0.0

TS5 38.3 26.9 41.7

M3＋CH3COH 24.5 22.7 24.9

TS6 40.1 30.9 44.7

M4 0.1 0.9 －3.9

TS7 29.7 24.7 28.1

M5 6.0 2.6 7.0

H transfer-cyclization-carbonyl 
transfer-H transfer mechanism 

TS8 28.3 23.3 26.2
a at the M06/6-311＋＋G(2df,2p) level; b at the TPSS/6-311＋＋G(2df,2p) 
level; c at the MPWB1K/6-311＋＋G(2df,2p) level. 

4  结论 

采用 M06/6-311＋＋G(2df,2p)//B3LYP/6-31G(d)方
法对四肽环化过程中存在的两个不同的反应历程进行

详细的理论研究. 计算结果表明, 由亚胺到环肽过程中

存在两种不同的反应机理. 一个是先经历羰基转移, 然
后再发生 H 转移与 C-O 合环协同进行的羰基转移-合环

反应机理. 另一个是先 H 原子转移生成一个中间体, 然
后再进行C-O合环, 随后再进行羰基转移与H原子转移

的分步进行的 H 转移-合环-羰基转移-H 转移反应机制. 
羰基转移-合环机理与H转移-合环-羰基转移-H转移机

理的决速分别是 H 原子转移与 C-O 成环协同步骤以及 
C—C 与 C—O 键合环协同步骤, 其总活化能垒分别是

28.3及40.1 kcal/mol. 羰基转移-合环反应历程中所需要

克服的自由能垒要小于 H 转移-合环-羰基转移-H 转移

反应过程. 因此在肽环化过程中羰基转移-合环反应机

理占主导地位.  
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