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摘要 使用溶液法和有机磷肽希台试剂 DEPBT台戚 1从人参-1-舒离箍定的三个寡肽，N，N 一双一(y一谷氨酰甘 

氡酰)胱氨酸 1， ， 一般 一 一符氨酰胱氧酰甘氯畦2．̂ 一卜一备氨酰胱氨酰 一双 一甘氨酸 3，以及 一谷氨酰甘氢 

酰 胱氨酸 4．产物经离子交换树脂住或 HPLC纯化 }}i质谱 、转碰乓振谱 氨基酸分析进行了验证 
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Synthesis of Ginseng Oligopeptides 

FAN Chong—Xu Y}Yun—Hua XING Qi—Yi

(1he J d-Boorgrtruk Cltect~t( amt lloh．cula，Engineen；zg．Ministry Efffucation 

College ofChemistm and M cl出 El i坤mng．P矗lt bnizersib．geq,g，100871、 

Ale "act In the course of ollr investigation of the,．valet—soluble constituents of ginseng，some oligopeptides，

oxidized glutathlone，N，N ～his—t7一glutamylgb cy1)cystinc 1．|v， 一bis一7一glutamylcysti~lglycine 

2，N —Y—glutamylcystiny[一his—glycine 3 and 7一g[uteauyh}stcinylglycinaufide disulfide、 reisolated for 

the first time from aqueous emR ts of Panoa gbtseng root．He．-,the chemical s3n]thesls of peptide 1．2．3， 

and 一glutamylglyeylcystelne 4 WaS described．All peptides -re p p by solution method and using all 

or~lophosphoms compound 3—0一c击eth0 yp “ pIl1)nh j一】．2，3一benzotriazin一4一c3H)一oHe 

(DEPBT)as a coupling reagent The s}'nthesis of ak,~}l[till{ tncal disulfides，pepfide 2 and 3， based on 

glutathione(GSH)thiolysis of the thiolsulfonate derivatives of corresponding peptides N， 一 7一 

glutamyleystine and wstin
．

vl—bis—glycine．The f Winal prtdu{ts ~' cFP separated from contaminating ~npounds 

oby ion—exchange chromatography OF HPLC an(／c~rfi．ned h MS．NMR and&tlflino acid analysis 

~ iKeywords P gm ng．digowptide．symihes~ 

人参(Panax g／nseng)是我国名贵的中草药．功 

能大补元气、补脾益肺、生津安神．研究表明人参具 

有调节中枢神经、调节心血管系统、改善学习记忆、 

增强免疫功能等作用ll J．有关人参化学成分研究 

已有近百年的历史，其中大部分工作是关于人参电 

甙的研究，到目前已分离鉴定了2O余种 皂甙单体．

它们被认勾是人参的主要药效成分．有关人参水溶 

惟化学成分，尤其是多肽、非蛋白氨基酸的研究报道 

卸很少 本实验室从 1986年开始人参水溶性化学成 

舒研究．已从人参中分离鉴定了多种非蛋白氨基酸 

手u多啦 ⋯ ．非蛋白氨基酸有：8一草酰基 一 ．B一二 

氨基阿酸．7一氨基丁酸等．寡肽有：氧化型谷胱甘 
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肽，氧化型谷甘胱肽【N，N 一双一(7一谷氨酰甘氨 

酰)胱氨酸，1]，C一端缺少一个甘氨酸的氧化型各 

胱甘肽(N， 一双 一 一谷氨酰胱氨酰甘氨酸，21．

Ⅳ一端缺少一个谷氨酸的氧化型谷胱甘肽( 一 

谷氨酰胱氨酰 一双 一甘氨酸，3)和氧化型谷胱甘酰 

1 实验部分 

丫-Gh—G —Cys 

S 

Y．Oh-Gb,·C 

l 

SH 

． IGlu-G ~-Cvs 

4 

胺 为进一步研究所分离鉴定的人参肽，本文用溶液 

法及奉实验室开发研究的有机磷肽缩合试剂DEPBT 

5 合成了人参肽1，2，3以及还原型谷甘胱肽( 一 

谷氨酰甘氨酰半胱氨酸．4)．

Y—Glu—Cys-Gly 

S 
l

Y．Olu—c{s 

1．1 仪器与试剂 

FH8802—2紫外检测器；Beeknwal121MB氮基酸 

自动分析仪；Waters 600E高效液相色谱仪；L4B—HS 

质谱仪；BrukerARX一400核磁共振仪；Flexi—Dry"冷 

冻干燥机．三氟甲磺酸．E．Merck公司；水合茚三酮，

A．R．，上海试剂三厂；醋酸汞，A．R．．上海试剂总厂 

第四分厂；氨基酸及还原型各胱甘肽，生化试剂，上 

海东风生化试剂厂；其余化学试剂为A．R级，北京 

化工厂；有机磷缩台试剂 DEPBT为本实验室自制 

1．2 化合物的合成 

所有保护氨基酸均按文献方法进行合成 中间 

体的合成步骤类同，不一一列出，以下给出 DEPBT 

催化肽合成采用的一般步骤：

等摩尔的羧基组分和氨基组分溶于适量的 

Ⅳ，Ⅳ一二甲基甲酰胺中，加入2．5倍量的三乙胺．等 

摩尔的DEPBT，室温搅拌过夜．向反应体系中加饱和 

氯化钠溶液，然后用乙酸乙酯提取三次，酯层合并后 

分别用 5％碳酸钠溶液，lmoL／L盐酸，水(两次)，饱 

和氯化钠溶液洗涤，加人无水硫酸镁干燥 ．过滤，蒸 

掉乙酸乙酯，得到产物．用适当的溶剂进行重结晶．

1．2．1 N，Ⅳ 一双(苄氧羰基谷氨酸 一d一苄酯一7 
一 甘 氨酰 )胱氨 酸= 苄酯 z—Glu(d—OBz1)

GlyCysOBz1]2 z—Glu一Ⅱ一OBzl1．64 g(4．4 

rmr,o1)，(GlyCysOBzl·HCI)2 1．34 g(2．2 nm~o1)溶于25 

Y·Glu—Cys-Gly 

S 

S 

c 一0 

O 

nL ～，1v一二甲基甲酰胺中，加入三乙胺 14 rnL(10 

-tmiol’，加入DEPBT 1．32 g(4．4 nuno1)，室温搅拌过 

瘦．向反应体系中加饱和氯化钠溶液150 rnL，5％碳 

酸钠 15 rnL，然后用乙酸乙酯提取三次(50 rnL x 3)，

酯层台并后分别用 5％ 碳酸钠溶液，1 mol／L盐酸，

水(I斫次)，饱和氯化钠溶液洗涤，用无水硫酸镁干 

燥，TLC检测为单点(研=0．69，氯仿：甲醇 ：9：l展 

开1．过滤，蒸掉乙酸乙酯，得到淡黄色固体，用甲醇 

重结5 得到白色粉末状固体，重 1 1 g，产率413．3％，

131P．150～155~C， 口] 一41．9(c 1．07，DMF)，

FAB—MS m／z：1242(M +H) ，Ana1．Calcd for 

( Ol6s2：C 61．92，H 5．52，N 6．77；found 

C 61 50．H 5．50．N 6．71． 

1．2．2 一双一(7一谷氨酰甘氨酰)胱氨酸(1) 

将上述保护肽800 mg(0．6 rtmlo1)，用液体 HF脱保 

护，冻 F后得粗品约 300 rng．使用 HCOO一型阴离子 

交换柱(Dowex 1×8，100～200 mesh，1 x 15 cm)对其 

进行纯化，用uv检测器220 nm检测．将样品溶于去 

离子水中(300 mr)上样，然后用水洗至紫外检测无 

峰出现，再用0 05 mol／L甲酸洗脱至紫外检测无峰 

出现．改用0．15 moL，L的甲酸洗脱，此时产品峰出 

现、收集产品峰，冻干得纯肽样品 180 mg．TCL检 

测，兄=0 04(正丁醇：乙醇：乙酸：水 ：4：l：1：2展 

开)． 。]” 一74．3(c 0．56，H2O)， H NMAR( 0．

40O"vlHz) ：2．16—2．19(m．4H，Glu— )．2．51 

～ 2．55 m，4H，Glu一州 )，3．06～3．12(m，2H，Cys 

一

口H)，3．29～3．34(m，2H，Cys一 )，3．84～3．87 

一

o 5 

O P 
＼ ／ 
O O 

H H 

C C 
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iIl1．2H．qu—on)．3．97(s，41-I．Cly一出 )．4 67～ 

4．70(／1111．2H．Cys—oH)，FAB—NS r~,／z：613lM+ 

H) ，氨基酸分析 Glu：C]y：G]y=1．15：1．00：0．95．

1．2 3 S一苄基 一Ⅳ一苄氧羰基谷氧酸 一 一苄酯 
一 C7一甘氨酰半胱氨酸苄酯 z—Glu(d—OBz1)G]v~ 

(SBz1)Obzl GI ys(SBz1)OBzl—HCl J 45 g(3 7 

mmo1)．z—G]u— —OBz]1．37 g 7 inmo])溶于 20 

mL ， 一二甲基甲酰胺 中．加入三乙胺 1．2 mL，

DEPBT 1．11 g(3．7 mnm])室温搅拌过夜 加八饱和 

氯化钠溶液 100 mIJ，5％碳酸钠溶液 10 mL，用乙酸 

乙酯提取，该肽在乙酸乙酯中溶解度不好．有固体不 

溶，滤出 酯层分别用 5％碳酸钠溶液，1 mo[／L盐 

酸．水(两次)，饱和氯化钠溶液洗涤．用无水硫酸镁 

干燥 蒸去乙酸乙酯，与过滤得到的固体台并．加丙 

酮溶解．滤掉不溶杂质，蒸干．得淡黄色固体，用甲醇 

(加 mL)重结晶得 白色晶体 158 g，产率 60 4％．

=

~

0．73(氯仿：甲醇 =9：1展开J．m．P．126～ 

128~C．：口]D 一29．1(c 0．96．DMF)，FAB—Ms 

m／z：712(M +H) ，．~la1．Caled h C H41 OHS：

C 65．8o，H 5．81，N 5．9O：f0und C 65 78，H 5．71．

N 6．02 

12．4 7一谷氨酰甘氨酰半胱氨酸(4) 1g fl4 

rno1)的上述保护肽溶于约 7(】mL新蒸的液氨中，干 

冰冷却搅拌 ，加入新切的小块钠，至溶液呈蓝色并保 

持4 min以上不褪色．加入硫酸铵固体，使溶液蓝色 

褪掉 ，自然升温，蒸去氨得 白色粉末，将其溶于 25 

mIJJ0％乙酸溶液中，加入乙酸汞在 10％乙酸中的 

饱和溶液，有白色沉淀生成，加至无沉淀生成为止，

放人冰箱过夜．离心，倾去上清液，用去离子水反复 

洗3次，最后将沉淀悬浮于30 mL去离子水中，通^ 

过量硫化氢气体，有黑色沉淀生成．过滤除去沉淀．

得无色液体，冻干后得肽 110 mg． =0 26(正丁醇 

：乙醇：乙酸：水：4：1：1：2展开)，： ~111；N+7．96 c

0 54，142O)， it NNlt(D，O，400 Ml-lz) ：2．17～ 

2．21【m，2H，G]u一 )，2．51～2．56(m．2H，Glu一 

7H)，2．96—2．98(m，2H，Cys～ 1，3 9o～3 93 

(m，1H，Glu一 )，3．98(s，2H，Gly—dH)．4．61～ 

4．63(m，1H，Cys一 )，FAB—NS m／z：615 c2N+ 

H)．308(M+H)，氢基酸分析 G]u：G]v：Cvs=1 09：

1．∞ ：0．90． 

12．5 Ⅳ，N 一双 一 一谷氨酰胱氨酰甘氨酸(2) 

( 一G]uCys)2 350 mg(0 703 mmo])溶于35 m1 甲酸 

中．加入0．14 mL浓盐酸．冰浴冷却．加人 0．36 mL 

3．7 mol／1．的 H2o2，反应 5 h，4ooc水浴旋转蒸发除 

去甲酸，得油状物，溶于3 mI』水中．用氨水将 pH值 

凋至4左右，40 水浴蒸掉水分，得淡黄色油状物和 

少量冈体．用 10 mL0．O1nml／L甲酸溶解，室温搅拌 

下加人还原型谷胱甘肽(GsH)76．5 mg(0．25 rmd)

反应6 h．产物用 HCOO一型阴离子交换柱(Dowex1× 

8．100～200 mesh。1×10 cm)进行分离纯化，紫外检 

测器220 nm检测．将反应混合物溶于50 mL水中上 

样．1：样后用水洗脱出一峰，待峰出完．茚三酮检测 

流出液不显紫色后，改用0．07 rrr~l／L甲酸洗脱，此时 

出峰为产物，收集，冻干得产品64．5 mg．毋 =0．05 

l正丁醇：乙醇：乙酸：水=4：1：1：2展开)．[口：1)

一

~

72 0(c 0 59，H2O)．‘H R(D2O．41110Nm) ：

1 13～2．21(m．4H，G]u一 )，2．48～2 57(m，4H，

(u一7H)．2．92—3．04(m，2H，Cys一3H)，3 23～ 

3．33(fffI，214，Cys一 )，3 82～3．87(m，21q，Glu— 

dI)．3 97(s，2H，G]y一 )，4．65～4 75(m，2H，

Cys一 H)．FAB—NS m／z：556(M+H) ．氨基酸分 

析 ．( lu：Cys：G]y=2．35：2(30：0．93．

1．2 6 V一7一谷氨酰胱氨酰 一双 一甘氨酸(3)

将500 mg(1 41mmo1)(Cy'sGly)2溶于 7．1mIJ甲酸 

中，加0 28 mIJ浓盐酸，0 83 mL 3．7mo]／L的 H1n，

冰浴冷却反应 2 h，4o℃水浴旋转蒸发除去甲酸，加 

八30 mL水，冻干得到白色固体，将其溶于 20 mL水 

中．此时 p}{值为2，直接加入还原谷胱甘肽 150 mg，

搅拌反应约 6 h．用氨水将 DH值调至 7～8，稀释至 

6(2O m1．用 HCOO一型阴离子交换柱 (1wex 1×8，

1(30～200 mesh．J 0×15 cm)进行纯化，上样后水洗 

至茚= 酮检测为阴性 ，然后用 0．1 ml／L甲酸溶液 

洗脱，220Ⅲn紫外检测，很快出现一大峰，收集冻 

干，得白色粉末 150 mg．经 [-IPLe分析，发现其中杂 

质含量较大，用 [-IPLe纯化 ，得产品50mg． ，=0．07 

l正r醇：乙醇：乙酸：水 =4：1：1：2展开)，[口] 一 

64 0(r0 57，H2O)，H NMR(D，O，400 MH2)占：

2 l3～!．19(m，2tt，Glu一8H)，2．51～2．56(m，2H． 

Clu一7H)．2．96～3．02(m，1H，Cvs一日H)．3．09～ 

3．14(m．1H，Cys一3Hj，3 24—3．29(1I1，1H，Cys一 

，3．32～3．37(m，1H，Cys一 )，3．97(d，J=1．6 

Hz．2tt．Gly一 )，4．02(d，J=2．3 l-lz，2H，Gly— 

H)．3 88～3．91(m，1H，G]u一 )，4．36～4．39 

(tll，1H．Cys一 )．4．73～4．77(1I1，1H，Cvs一 )．

IrAg～Ms m／z：494(M+H) ，氢基酸分析qu：Evs：

Gl、 ： 1．0：2．0：1．9． 

2 结果与讨论 
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氧化型谷甘胱肽 1的合成见图I，以胱氯酸为起 

始原料，采用苄氧羰基(z)和苄酯(Bz1)保护策略，最 

终用液态氟化氢一次脱除保护 目标肽用阴离子交 

换树脂进行纯化，方便快速，而且可以处理较大量的 

样品 还原型的谷甘胱肽 4采用与氧化型谷甘胱肽 

同样的保护策略，以 s一苄基半胱氮酸为起始原料，

最终产物用钠 一液氨脱除所有的保护基．产物的提 

纯采用汞盐沉淀法，先用乙酸汞将还原型谷甘胱肽 

沉淀出来．沉淀洗涤后，再用硫化氢将其还原出来 

肽2，3有两条不对称的链构成．其合成方法见 

图2．首先使用溶液法采用苄氧糍基及苄酯保护策 

略．用DEPBT作为缩合试剂，合成两个氧化型的 ̈I

肽Ⅳ．Ⅳ 一双 一 一谷氨酰胱氨酸 6和胱氨酰 一双 
一 甘氨酸7，再用双氧水将二肽氧化成其相应的硼 

氧化物，砜氧化物在酸性条件下与还原型谷胱甘肽 

((sH}发生反应可得到目标肽 2，3．

7一Gltr-C vs Y·Glu-Cys 

—

()一  ) 
S。

l 『

Y—GlCu-~,s Y·Glu-Cys 
6 

Cys—Gly CYs—Gly 
1 ] 

s
I

O= SI--- O 

S。 H S’

c』s—Gl Cy ~s-GIy
7 

oH HC1／HOAc 
—

OBzlH —— 

DEPBT 

一

0Bzl HF 

一 0H 

图 1 氧化型咎甘胱肽 1的合成路线图 

Fig．1 ~71thetic rolllle of glutamylglycylcysteine disulfide 

Y·GlLrcys—GlY 

s 

Y．GI cl 
2 

Y·Glu—Cys—Gly 

! S
． 

c{s—Glv 

图2 肚2．3的台成路线圈 

Fig．2 S)Jllhetk mule of I~tllide 2
． 3 

肽1，2，3均为从人参中分离得到的新化合物．

本文首次进行这些肽类化合物的合成．实验结果表 

明，以上合成方法均得到了目标产物 产物用质谱、

核磁共振谱、氨基酸分析进行了验证．并且使用 

HPLC与天然样品进行了比较，结果表明合成样品与 

天然样品的出峰保留时间一致．

肽 1，2，3中均含有二硫键．这给化学合成带来 
一

~

定的困难 肽 1具有对称结构，通常既可以先合成 

单个肽链，再经氧化形成链间二硫键；也可以用含有 

二硫键的胱氨酸为原料直接合成产物．但肽2，3足 

不对称结构的肽，如果采用先合成两条不同的肽链．

再氧化形成产物的方法，产物比较复杂，理论上反应 

产物中只能有三分之一的目标物 ．Efiken曾使用胱 

氨酸的砜氧化物与还原型谷胱甘肽反应得NT半胱 

氨酸与谷胱甘肽的混合二硫化物 J．因此，本文台成 

中使用 二肽的砜氧化物．先参照 Emigo=i和 Pichal

的，] ，将二肽 6，7氧化成相应的砜，再与还原 

型谷胱甘肽反应得到产物．产物简单．容易纯化．

~Lo／,、肽键的形成使用了有机磷肽缩合试剂 

DEPB⋯I ，菠试剂具有反应条件温和、消旋低、使用 

方便等特 ．用于含胱氨酸的多肽合成中，不易引起 

疏键的氧化，从而提高了产物的纯度和反应产率．

本文为“庆祝邢其毅教授九十华诞暨执教六十 

年”征文 
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