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肝素类寡糖合成研究进展 

尹晓娟 a,b    闫  俊 a,b    姬胜利*,a,b    王凤山*,a,b    曹鸿志*,a 
(a山东大学国家糖工程技术研究中心  济南 250012) 

(b山东大学药学院  济南 250012) 

摘要  肝素(heparin, HP)和硫酸乙酰肝素(heparan sulfate, HS)是糖胺聚糖(glycosaminoglycans, GAGs)家族中的一类线性

硫酸化多糖, 其结构复杂、生物活性多样. 为了深入研究其结构序列与不同生物活性之间的关系, 近年来针对肝素类寡

糖的合成与功能研究成为糖化学和糖生物学研究的一个热点领域, 涌现出一些新的合成方法与合成策略. 选取了 2001
年以来国际上一些在肝素类寡糖的化学合成和酶法合成方面的代表性工作予以综述.  
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Recent Advances in the Synthesis of Heparan Sulfate 
Oligosaccharides 
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Abstract  Heparin (HP) and heparan sulfate (HS), a member of the glycosaminoglycan (GAG) family, are structurally related 
linear polyanionic polysaccharides. These complex sulfated polysaccharides can interact with hundreds of proteins and play 
essential roles in mediating or modulating a variety of physiological and pathological processes. Accumulated evidence has 
shown that the biological functions of HP and HS can be critically dependent upon their precise structure sequences. To deci-
pher the sequence code of HS and HP, many research groups have focus on the development of novel strategies and synthetic 
methods for the assembling of heparin oligosaccharides during the last decade. The key developments since 2001 in the
chemical or chemoenzymatic synthesis of heparin oligosaccharides are covered in this review. 
Keywords  heparin; heparan sulfate; chemical glycosylation; glycotransferase 

 
肝素(heparin, HP)和硫酸乙酰肝素(heparan sulfate, 

HS)是由相同二糖重复单元通过 1,4-连接构成的线性硫

酸化多糖. 二糖单元中葡糖胺(GlcN)和糖醛酸之间的糖

苷键为 1,4-cis (α 构型), 糖醛酸和葡萄糖胺之间的糖苷

键为 1,4-trans[对葡萄糖醛酸(GlcUA)为 β构型, 对 L-艾
杜糖醛酸(IdoA)为 α 构型]. 对于 HP 来说其糖醛酸组成

80%～90%为 L-IdoA, 每个二糖单元的平均硫酸化取代

度约为2.5～2.8; 而HS中糖醛酸主要为GlcUA, 二糖单

元的平均硫酸化取代度约为 0.8 (Scheme 1)[1,2].   
HP和HS的这种差异是一个宏观统计的结果, 事实

上 HP 多糖包含 HS 多糖上所有的寡糖序列, 反之亦然; 
因而从寡糖序列的角度来说HP和HS是相同的, 只是一

些序列出现的频次不同而已. 为了避免混淆, 在本文中

将所有合成寡糖类型统称为肝素类寡糖. 由于HP或HS
的糖醛酸可以为 GlcUA 或 L-IdoA, GlcN 上的氨基可以

以硫酸化、乙酰化或未保护的氨基形式存在 ; 此外 , 
GlcN 和糖醛酸上的各个羟基可以呈不同程度的硫酸化, 
因而其结构是极其复杂的. 按照其生物合成途径推算, 
HP 和 HS 的潜在二糖重复单元有 48 个, 四糖重复单元

有 2304 个(482), 六糖重复单元有 110592 个(483). 这种

结构多样性赋予了HP和HS独特的生物活性多样性. 研
究表明 HP 和 HS 可以和数百种生长因子、趋化因子、

酶等蛋白质相互作用, 从而参与几乎所有的正常生理过

程以及炎症发生、病毒感染、肿瘤的发生与发展和神经
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退化性疾病等众多病理过程[2,3]. HS和HP与不同蛋白质

的选择性结合是与其精细的寡糖特定序列密切相关的, 
包括该序列的糖醛酸类型和特有的硫酸化分布形式. 目
前研究最为深入并且结合序列得以确认的特定活性序

列有能与抗凝血酶 III (AT III)特异性结合的戊糖序列

(Scheme 2, a); 能与成纤维细胞因子 II (FGF-2)特异性结

合的六糖序列(Scheme 2, b)和能与单纯性疱疹病毒 I 
(HSP-1)的 HSV gD 蛋白特异性结合的八糖序列(Scheme 
2, c)[4]. 从猪小肠或牛肺中纯化得到的 HP 或 HS 多糖作

为抗凝剂在临床上已经应用了 50 余年. 20 世纪 80 年代, 
由Sinay, van Boeckel和Petitou等[5～7]完成的一系列肝素

类寡糖的合成为深入研究 AT-III 特异性结合肝素寡糖

片段提供了强有力的手段, 并最终促成了首个也是目前

唯一一个人工合成的肝素类寡糖抗凝药物——磺达肝

素(Fondaparinux, Arixtra@, GSK)的上市. 磺达肝素与近

年来发展的低分子量肝素(LMWH)相比具有更好的抗

凝活性和更长的半衰期(15～10 h), 同时能显著降低出

血风险等副作用, 且临床使用方便. 2006 年, 全球肝素

类药物的销售额达到 40 亿美元, 其中 LMWH 占 38 亿

美元. 磺达肝素自从 2002 年在欧美上市以来销售额逐

步上升, GSK 的年报显示, 其 2010 年销售额达到 4.8 亿

美元. 然而, 作为迄今合成步数最多(大于 50 步)的上市

药物, 磺达肝素也成为最贵的肝素类药物, 这极大的限

制了其更为广泛的应用.  
除抗凝活性外, HP 和 HS 还具有抗炎、抑制或阻断

病毒感染和病原体入侵, 抑制新生血管生成和肿瘤的发

生等各种重要生物活性, 因而发展肝素类抗炎、抗病毒、

抗肿瘤等药物成为近年来糖药物研究中的一个热点[8,9].  
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如前文所述, HS 或 HP 的各种活性是与其特定的寡糖序

列密切相关的, 要通过构效关系揭开其不同序列所蕴藏

的生物学信息就要求发展新方法、新手段来构建结构确

定的肝素类寡糖片段化合物库. HS 或 HP 的生物合成是

在高尔基体内通过复杂的多酶体系实现的. 首先, 是在

一个与核心蛋白相连的木糖-半乳糖-半乳糖-葡萄糖醛

酸的四糖序列非还原末端进行肝素二糖重复单元的合

成和糖链延伸. 这时肝素骨架的二糖重复单元为 N-乙
酰氨基葡萄糖(GlcNAc)和GlcUA, 然后在一系列酶的加

工下将其转化为 HS 或 HP 多糖; 这些酶包括 N-去乙酰

化酶/N-磺酸基转移酶(NDST), 其可以将 GlcNAc 单元

上的 N-乙酰基脱除并对裸露出来的氨基进行硫酸化修

饰; 然后C-5-位差向异构酶(C-5-epimerase, C-5-Epi), 通
过对 GlcUA 的 C-5-位构型翻转将其转化为 L-IdoA; 2-
位 O-磺酸基转移酶(2-OST)对 IdoA 的 C-2-位羟基进行

硫酸化; 3-位和 6-位 O-磺酸基转移酶(3-OST 和 6-OST),
催化在葡萄糖胺单元的 C-3-位和 C-6-位羟基引入磺酸

基. 由于参与糖链修饰的酶有不同亚型(目前已确定的

如 NDST 有 4 种, 6-OST 有 3 种, 3-OST 有 7 种, 2-OST
和 C5-Epi 各有 1 种)和底物适应性, 而且各步催化反应 
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不能完全进行, 因而, 通过酶法合成途径获得结构均一

的肝素类寡糖面临巨大挑战. 
由于肝素类寡糖的结构复杂性, 其化学合成一直以

来都是有机合成中最具挑战性的研究领域之一. 肝素类

寡糖的合成面临的主要困难有: (1)保护基的选择. 由于

肝素类寡糖的结构复杂性, 其众多羟基具有不同的硫酸

化分布形式, 同时氨基可以为未保护氨基或被硫酸化、

乙酰化修饰, 因而要区分这些不同的羟基和氨基, 以便

于硫酸化时不相互干扰, 这就需要对保护基的选择进行

仔细的分析, 同时还要兼顾糖链延伸时糖基化位点上羟

基保护基的选择, 保护基对给体和受体反应活性的影响

以及糖苷键形成时是否需要导向的邻基参与基团等因

素. 目前常见的保护基策略为运用酰基保护需要硫酸化

位点的羟基, 而苄基则被用来保护最终需要裸露的羟

基, 其它位置上的正交保护基团在不同的合成策略中则

各不相同. (2) GlcN和糖醛酸之间 1,2-cis-糖苷键(α构型)
的立体选择性构建问题. 由于缺乏邻基参与作用, 2-脱
氧-2-氨基葡萄糖给体的 1,2-cis-糖苷化的立体选择性一

直以来是寡糖化学合成中的一个难点. 目前合成中通常

使用 2-位叠氮取代的葡萄糖基给体作为 GlcN 砌块的前

体, 叠氮糖作为 GlcN 前体省去了氨基上的保护基操作, 
而且由于异头位效应(anomeric effect)糖苷化倾向于生

成 1,2-cis 的 α糖苷键. (3) L-艾杜糖(L-Ido)或 L-IdoA 砌

块的制备难题. L-Ido 和 L-IdoA 砌块需要通过合成来制

备, 而之前的多步合成效率较低, 这也影响到肝素类寡

糖合成的总体效率. 此外, 多个位点上的同时硫酸化也

时常面临反应不完全等问题. 随着近年来新的寡糖合成

方法和合成策略的不断涌现, 国际上一些研究小组在肝

素类寡糖的化学合成上取得了一系列突破. 最近, 化学

酶法合成肝素类寡糖的成功则有望将酶法合成真正应

用于特定肝素寡糖序列的合成. 本文选取 2001 年以来

国际上一些代表性的工作对肝素类寡糖合成方面的最

新进展进行评述; 如需更全面的了解在此之前关于肝素

类寡糖合成方面进展[7,10,11]及肝素类寡糖的生物合成途

径与受体分子的相互作用方面[2,12]的综述请参阅所列的

代表性文献. 

1  化学合成肝素类寡糖 

1.1  模块化合成 

1.1.1  Seeberger 小组的合成 

立体选择性地构建 GlcN 与糖醛酸之间的 α1-4 糖苷

键是肝素合成中的一个难点. Seeberger 等[13]发现, 具有
1C4构象的 L-IdoA 受体 2 在与 C-2-位叠氮取代的葡萄糖

三氯乙酰亚胺酯(TCI)给体 1 进行的糖苷化反应中能够

实现立体选择性的 1,2-cis 的 α糖苷化; 然而具有 4C1构

象的 GlcUA 受体 5 在类似条件下则生成 α/β混合物. 该
小组通过系统研究发现产物的立体选择性与 GlcUA 或

L-IdoA的构象密切相关. 如Scheme 3所示, 糖醛酸受体

构象锁定为 1C4的受体(如 Scheme 3 中的 7, 9)在一系列

的糖苷化反应中均立体选择性的生成 1,2-cis 的 α 糖苷

键, 并且构象锁定为 1C4 的受体具有更高的反应活性, 
使得反应收率大大提高.  

Seeberger 等[14]运用此策略合成了一系列还原末端

为糖醛酸的二糖给体和受体模块, 期望将其应用于肝素

类寡糖的模块化合成. 然而, 具有不同序列的含糖醛酸

单元的给体和受体在三氯乙酰亚胺酯(TCI)作为离去基

团的糖苷化反应中显现出显著的差异. 例如, 二糖给体

11 与二糖受体 12 在促进剂 TMSOTf 存在下以 88%的收

率立体选择性地生成 1,2-trans 的 α 糖苷键(Scheme 4). 
然而, 还原末端为糖醛酸(GlcUA 或 L-IdoA)的三氯乙酰

亚胺酯糖基给体在一些糖苷化反应中未能得到正常糖

苷化产物(Scheme 4). 这表明给体和受体的糖链序列与

保护基的选择对于糖醛酸给体参与的糖苷化反应具有

极大的影响. 通过改变糖链序列, 运用[3＋3]策略, See-
berger等[14]成功的实现了肝素六糖骨架的组装并将其转

化为相应的硫酸化产物(Scheme 4).  
尽管, Seeberger 等[15]通过改变糖链序列实现了上述

肝素六糖的合成, 但是其它一些还原末端为 C2-位叠氮

取代的葡萄糖基给体(如给体19)在糖苷化过程中却给出

了 α/β混合物. 如 Eq. 1 所示, 四糖给体 19 与二糖受体

20 之间的糖苷化以中等收率得到一对难于分离的 α/β 
混合物, 而反应条件的改变也未能明显改善反应的立体

选择性[15].  
非天然 L-IdoA 单元的大量制备是肝素合成中的一

个制约因素, Seeberger 小组[16]发展了一个从 D-木糖出

发合成 L-IdoA 和 GlcUA 砌块的新途径. 如 Scheme 5 所

示, 木糖经 8步反应转化为醛 22, 22经MgBr2-OEt2促进

的 Mukaiyama aldol 反应立体选择性的得到开链的葡萄

糖醛酸中间体 23. 中间体 23 再经 C-4-位羟基 Lev 保护, 
C-5-位 TBS 脱除, NIS-TFA 参与的脱除 C-1-位的硫乙基

缩醛保护并同时关环等三步反应得到 GlcUA 砌块 24. 
L-IdoA砌块 28可以通过醛 25的立体选择性氰基加成以

及 Pinner 反应作为关键合成步骤得到. 尽管此合成路线

较长, 但是各步反应收率较好, 立体选择性专一, 可以

在克级规模上同时合成正交保护的 GlcUA 和 L-IdoA 砌

块, 因此, 其仍具有广泛的应用前景. 

1.2  Boons 小组的合成 

Boons 等[17,18]发展了运用正交保护的二糖合成砌块

来构建肝素类寡糖的模块式合成策略. 如 Scheme 6 所

示, 在其保护基策略中, 需要硫酸化的羟基用 Lev 保护, 
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不需要硫酸化的羟基用 Ac 和苄基保护, Ac 作为邻基参

与基团用以立体选择性的构建二糖模块中的 1,2-trans-
糖苷键. 二糖模块中糖链延伸位点上的 C-4-位羟基用

Fmoc 保护, 这样可以借鉴肽链固相合成中的 Fmoc 策

略, 有望实现脱 Fmoc 保护和随后的糖苷化反应“一锅

法”完成. 
Boons等[18]运用二糖模块成功的构建了一系列四糖

和六糖硫酸化肝素寡糖片段. 如 Scheme 7 所示, 二糖三

氯乙酰亚胺酯给体 29与二糖受体 30在TMSOTf存在下

立体选择性的生成四糖 32. 选择性脱除四糖 32 非还原

末端 L-IdoA 单元上的 Fmoc 保护基就得到四糖受体, 该
受体和二糖给体 31 进行第二个糖苷化反应就立体选择

的构建了肝素六糖骨架 33. 六糖骨架 33 经多个保护基

操作, O-硫酸化和 N-硫酸化等 9 步反应, 以 11%收率得

到了硫酸化肝素六糖 34. 在 Boons 小组的合成策略中,  

通过利用几个有限的正交保护的二糖给体和受体模块

可以立体选择性的构建一系列硫酸化肝素寡糖化合物

库. 如 Scheme 7 所示, 二糖给体 31 和二糖受体 30 可以

从相同的二糖模块得到.  
1.1.3  俞飚小组的合成 

近年来, 中国科学院上海有机化学研究所俞飚小 
组[19～23]对肝素类寡糖的化学合成开展了一系列研究工

作, 发展了一个通过交替使用不同类型的糖基给体来实

现的模块式合成[20]. 如 Scheme 8 所示, 二糖给体 35 和

L-IdoA 受体 36 在 TMSOTf 存在的条件下选择性的活化

三氯乙酰亚胺酯(TCI)给体 35 进而立体选择性的得到三

糖 37. 三糖 37 的苯硫基离去基团在上一步的糖苷化反

应中保持惰性, 但是可以被 BSP/Tf2O 促进剂体系活化, 
通过与受体 38 偶联得到肝素四糖骨架 39. 用二糖给体

40取代给体35, 在相同的反应条件下, 该小组立体选择

性的构建了另外一个肝素四糖骨架 42. 俞飚等通过模

块式合成完成了硫酸乙酰肝素酶(Heparanase)所能识别

的最小硫酸化肝素四糖底物的合成[21], 同时该小组运

用模块式合成完成了 Idraparinux 的合成[23]. 
Seeberger 小组, Boons 小组和俞飚小组等的模块式

合成只涉及氨基硫酸化的肝素序列的合成, 而对于同时

含有 N-乙酰基, N-硫酸化和未取代氨基的相应肝素序列

的合成还有待于进一步研究.  
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Scheme 8 

1.1.4 洪上程研究组 

非天然 L-Ido 及其糖醛酸单元的获得一直是肝素类

寡糖合成中的一个制约因素, 洪上程等[24]于 2001 年报

道了一个从葡萄糖中间体 43 出发两步合成 L-Ido 砌块

44 的新方法(Scheme 9). 苯甲酰基可以选择性的引入

L-Ido 砌块 44 的 C-2-位羟基, 使得其可以方便的转化为

糖基受体用于构建肝素类寡糖. 
洪上程等运用上述方法获得的L-Ido中间体44合成

了二糖给体 45, 并将其作为唯一的糖基给体用于后续 
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的糖链延伸过程, 进而制备了含有 3～9 个糖单元的肝

素寡糖前体 47～50. 中间体 47～50 经脱除 L-Ido 单元

C-6-位 Lev 保护, TEMPO 参与的后期氧化将 L-Ido 单元

转化为 L-IdoA; 再经过酰基脱保护, O-硫酸化和叠氮还

原, N-硫酸化等转化为硫酸化的肝素类寡糖 51～54 
(Scheme 10)[25]. 运用此 L-Ido 中间体 44, 洪上程小组[26]

近来完成了所有 48 个肝素二糖片段的合成.  
如前文所述, HSP-1 能特异性结合一个非常规肝素

八糖序列(Scheme 2, c), 此八糖序列中的糖醛酸均为

L-IdoA, GlcN 同时存在 N-硫酸化、N-乙酰化, 未保护的

氨基以及一个特定的 C-3-位 O-硫酸化基团. 最近, 洪上

程小组[8]运用两个单糖模块 55, 56 和 3 个二糖模块 57～
59 完成了能与 HSP-1 的 HSV gD 蛋白特异性结合的肝

素类八糖 63 的合成(Scheme 11). 该合成先通过一个  
[1＋2]策略构建三糖给体 62, [1＋2＋2]策略构建戊糖受

体 61, 三糖给体 62 和戊糖受体 61 通过[3＋5]组装出肝

素八糖骨架. 该八糖中间体经脱保护, 后期氧化, O-硫
酸化, N-硫酸化等最终转化为硫酸化肝素八糖 63. 合成

中所使用的 3 个二糖中间体 57～59 都可以从共同的二

糖中间体 60 制得, 60 中的 L-Ido 单元的合成采用了上述

该小组自己发展的方法[24]; 同时该小组也将其发展的

“一锅法”正交保护策略应用于单糖砌块 55 的制备中[28]. 
采用相似的策略, 洪上程等[27]也合成了另外一个肝素

八糖序列, 并将其与所合成的肝素八糖 17 以及市售的

肝素多糖一起用于抑制 HSP-1 感染实验. 在非洲绿猴肾

细胞(Vero cell)上进行的体外实验表明, 肝素八糖 63 及

另外一个合成肝素八糖抗 HSP-1 感染的 IC50 分别达到

5.4 和 3.9 μg•mL－1, 然而市售肝素多糖在 100 μg•mL－1

水平上仍未能检测出明显的抑制作用. 此结果再次印证

了此前通过降解肝素片段所获取的 HSP-1 特异性结合

肝素八糖序列的确能抑制 HSP-1 的感染, 为开发肝素类

寡糖抗 HSP-1 感染药物提供了新的思路.
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1.1.5  van der Marel 小组的合成 

van der Marel 和 van Boom 等[29]发展了一个运用单

糖砌块的连续糖苷化来组装肝素戊糖骨架的新策略. 该
合成首次将 Ph2SO/Tf2O 介导的 C-1-位羟基作为给体的

脱水糖苷化和 BSP/Tf2O 促进的苯硫基给体的糖苷化运

用于肝素类寡糖的合成. 由于 C-1-位羟基给体(如 64, 
66)和苯硫基给体 65, 68 可以分别在 Ph2SO/Tf2O 和

BSP/Tf2O 的不同条件下实现活化, 而且合成从非还原

端进行糖链延伸, 因而反应可以串联起来实现连续糖苷

化反应以高效构建肝素戊糖骨架 70 (Scheme 12). 与
Seeberger 等运用三氯乙酰亚胺酯给体在含有糖醛酸砌

块的合成中通常遇到的反应无法进行或立体选择性差

等问题不同, 脱水糖苷化和苯硫基糖苷给体在此类合成

中都显示出良好的反应活性和立体选择性. 尽管 van 
der Marel 和 van Boom 等的连续糖苷化反应需要中间体

的分离纯化, 不能实现真正意义上的“一锅法”合成, 但
是为将糖醛酸砌块直接应用于肝素类寡糖的合成提供

了一条新的解决途径.  
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Scheme 12 

1.2  “一锅法”合成 

1.2.1  翁启惠小组 

翁启惠等近年来成功的将该小组早期发展的基于

糖基给体相对反应活性值(relative reactivity value, RRV)
而实现的“一锅法”寡糖合成策略[30]应用于肝素类寡糖

的合成[31]. 如 Scheme 13 所示, 由于单糖砌块 71 的相对

反应活性值为 53.7, 二糖中间体 72 的 RRV 为 18.2, 因
而, 在仅有二者存在的情况下, 单糖砌块71作为给体被

选择性的优先活化, 而二糖中间体 72 则未被活化作为

受体用于构建三糖给体. 这样一个当场生成的三糖中间

体作为给体在后续加入的二糖受体 73 存在的情况下, 
成功的通过 NIS-TfOH 的活化不经分离纯化, 以两步

20%的总收率, “一锅法”合成了肝素戊糖骨架 74. 74
再经过保护基操作, O-硫酸化, N-硫酸化等得到肝素戊

糖 75. 该合成策略直接使用含有 GlcUA 和 L-IdoA 单元

的二糖砌块, 实现了这类低反应活性砌块在“一锅法”

合成肝素类寡糖中的应用, 为肝素寡糖的合成开辟了一

条新的途径. 然而, 由于不同合成砌块的RRV需要通过

反应去计算, 反应总体收率偏低等, 此合成策略在其它

肝素寡糖序列的合成中还面临众多挑战.  
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Scheme 13 

此外, 翁启惠等[32]还发展了一个通过自由基还原

异构化将 GlcUA 中间体转化为 L-IdoA 砌块的新方法. 
如 Scheme 14 所示, GlcUA 中间体 76 经紫外光照射通过

自由基溴化在其 C-5-位引入溴 , 溴代中间体 77 经

Bu3SnH 引发的自由基还原异构化将 C-5-构型翻转, 从
而将 GlcUA 中间体 76 转化为 L-IdoA 中间体 78[32].  
1.2.2  黄雪飞研究小组 

翁启惠等发展的“一锅法”肝素类寡糖合成依赖于

不同反应砌块间相对反应活性的差异, 来实现高反应活

性的砌块优先选择性的被活化. 但是, 相对反应活性 
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Scheme 14 

值的测定需要大量的实验计算做基础, 因而应用上具有

极大的局限性. 近年来, 黄雪飞和叶新山等[33]发展了一

个“预活化”策略实现了不依赖于砌块活性的“一锅法”

连续寡糖合成. 最近, 黄雪飞小组[34]将此策略成功应用

于组合化学式肝素类六糖化合物库的合成. 如 Scheme 
15 所示, 二糖给体 79 在不存糖基受体的情况下被 1 
equiv. 当 场 生 成 的 对 甲 基 苯 硫 基 三 氟 甲 磺 酸 酯

(p-TolSOTf)预先活化, 然后加入含有对甲苯硫基离去

基团的二糖受体 80, 这样预先活化的糖基给体 79 就和

后续加入的二糖受体 80 成功实现了偶联生成四糖中间

体. 而通过精心选择的 p-TolSOTf 活化剂在此过程中则

不会活化二糖受体 80 或新生成的四糖中间体. 通过升

高反应温度破坏掉过量的活化二糖给体 79, 降低温度, 
加入二糖受体 81, 并加入另外一份 p-TolSCl 来生成新

的活化剂去活化体系中之前当场生成的四糖给体, 这样

就成功构建了肝素六糖骨架 82. 
与翁启惠等发展的依赖于砌块相对反应活性的寡

糖“一锅法”合成相比, 黄雪飞等的“预活化一锅法”

合成避免了复杂的保护基操作来调控不同砌块的反应

活性, 因而极大的提高了寡糖合成的效率.  

1.3  含有保护的磺酸基砌块在肝素类寡糖合成中应用  

在常规的肝素类寡糖合成中, 多个磺酸基团都是在

完成肝素骨架合成后, 先选择性脱除需要硫酸化位点上

羟基的酰基保护进行 O-硫酸化, 然后再通过催化氢化

脱除不需要硫酸化羟基上的苄基保护, 同时将 GlcN 单

元上的叠氮还原为氨基再进行选择性 N-硫酸化. 肝素

类寡糖上多位点的硫酸化反应往往不能进行完全, 得到

结构相似, 难以分离的混合物, 这使得反应纯化周期长, 
收率低, 极大的影响了合成的整体效率. 如洪上程小组

在硫酸化肝素七糖和九糖的合成中, O-硫酸化和 N-硫酸

化过程的总收率均低于 10%.  
为了解决这一问题, 近年来, 人们发展了一些针对

磺酸基的保护基策略, 期望通过使用预先硫酸化的合成

砌块来进行肝素寡糖分子的组装. 早期发展的如苯基、

乙基、三氟乙基、异丁基等磺酸基保护基由于脱保护反

应条件剧烈等不利因素仅限于二糖组装 [35,36]. Taylor  
等[37,38]发现三氯乙基保护的磺酸咪唑盐 84 可以用来在

糖链羟基高效的引入三氯乙基(TCE)保护的 O-磺酸基, 
而且 TCE 可以在锌-甲酸铵的温和条件下脱除. 含有

TCE 保护的磺酸基糖基给体 87 与含有 TCE 保护的磺酸

基受体 88 在未经优化的糖苷化条件下以良好的收率得

到含有两个 TCE 保护的 O-磺酸基的二糖中间体 89 
(Scheme 16). 二糖 89 中两个磺酸基上的 TCE 保护基在

锌-甲酸铵的条件下可以方便的脱除[37,38]. 
俞飚等[22]将 TCE 作为 N-磺酸基的保护基引入到

GlcN 单元(如 91)上, 并考察了其三氯乙酰亚胺酯给体
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的反应活性和脱保护方法. 如 Scheme 17 所示, TCE 保

护的磺酸基三氯乙酰亚胺酯给体 91 在促进剂 TMSOTf
存在的条件下立体选择性的生成 1,2-trans 的 β-糖苷键, 
二糖 93 中磺酸基上的 TCE 保护基可以在锌-氯化铵的

甲醇溶液中高效的脱除.  
从 Taylor 和俞飚等的研究结果可以看出, TCE 是一

个很好的 O-磺酸基和 N-磺酸基保护基团, 其可以方便

的引入也可以在温和的反应条件下高效的脱除. 但是由

于 C-2-位 TCE 保护的 N-磺酸基给体在糖苷化中立体选

择性的生成 1,2-trans 的 β糖苷键, 因而 TCE 保护 N-磺
酸基给体不能适用于肝素类寡糖的合成. 最近黄雪飞 
等[39]将含有 TCE 保护的 O-磺酸基砌块成功的运用于硫

酸化肝素的合成. 如 Scheme 18 所示, 二糖给体与含有

O-磺酸基 TCE 保护的二糖受体 96 在促进剂 p-TolSOTf 

存在条件下得到四糖中间体 97, 97 经脱除两个 C-6-位
Lev 保护, 后期氧化, 锌-甲酸铵的条件下脱除 TCE 保

护并同时将叠氮还原为氨基, N-硫酸化等 8 步反应转化

为硫酸化的肝素四糖 98[39].  
黄雪飞等工作表明, 含有 O-磺酸基 TCE 保护的砌

块可以运用与肝素类寡糖的合成, 这类砌块能否应用于

更复杂的肝素寡糖骨架组装, 以及在复杂肝素骨架上对

多个 TCE 保护基的脱除是否高效, 尚有待于进一步的

考察. 

2  酶法与化学酶法合成肝素类寡糖 

由于HS或HP结构的复杂性, 目前肝素类寡糖的化

学合成大多都是针对特定寡糖序列的定向合成. 其中涉

及到不同类型的多个保护基操作, 因而反应步数多, 合
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成效率低, 对于不同序列的合成通常需要不同的合成砌

块与合成策略. 酶法合成由于无需保护基操作, 立体选

择性专一, 因而合成效率高, 但是也面临酶的来源问题

以及底物适应性差等不足. 由于肝素的生物合成途径涉

及从肝素聚合酶、异构化酶和不同的磺酸基转移酶等多

个酶, 而且这些酶又有不同的亚型. 长期以来, 在肝素

的酶法合成研究一直集中在对不同来源的各个肝素合

成相关酶的催化机制和底物适应性方面. 一些运用肝素

多糖骨架, 如 N-和(或)O-脱硫酸化后的肝素多糖, 或肝

素合成前体(如 haparosan)等开展的酶法合成, 由于酶法

合成前体多糖结构复杂, 各步酶反应不能进行完全等, 
因而得到的均为结构相似难以分离纯化的混合物.  

刘建小组和 Linhardt 小组[40,41]多年来一直从事肝素

的酶法合成方面研究, 最近他们小组合作发展了一个化

学酶法合成策略首次实现了肝素类寡糖的合成[42,43]. 肝
素的生物合成途径是在一个与核心蛋白相连的四糖非

还原末端上开始骨架合成与糖链延伸的. 如 Scheme 19
所示, 刘建小组和 Linhardt 小组选取了一个可以从

haparosan 降解得到二糖 99 作为载体实现了肝素类寡糖

骨架的合成. 从 E coli K5 中得到的 KfiA 是一个 N-乙酰

氨基葡萄糖转移酶, 可以将 UDP-GlcNAc(或 UDP- 
GlcNTFA)的GlcNAc(或GlcNTFA)以α1-4连接转移到糖

链非还原末端 GlcUA 单元的 C-4-位羟基上; PmHS2 可

以将UDP-GlcUA的GlcUA立体选择性的转移到糖链非

还原末端 GlcNAc(或 GlcNTFA)的 C-4-位羟基上. 刘建

和 Linhardt等通过交替使用这两个酶实现了与二糖载体

相连的肝素戊糖骨架 103 的构建. 肝素戊糖骨架 103 中

同时含有 GlcNTFA 和 GlcNAc 单元, 其中 GlcNTFA 的
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N-TFA可以在碱性条件下方便的脱除, 裸露出的氨基进

而可以在 N-磺酰基转移酶 NST 催化下被硫酸化得到硫

酸化寡糖 104. 104 中非还原末端的 GlcNAc 单元可以确

保 C-5-Epi 只选择性的将还原端的 GlcUA 异构化为

L-IdoA, 2-OST 选择性的将 L-IdoA 的 C-2-位羟基硫酸化

得到N-硫酸化 L-IdoA 2-位硫酸化的七糖中间体 105. 中
间体 105 在 6-OST 和 3-OST 催化下分别将 GlcN 单元的

C-6-位羟基硫酸化, 并选择性的将与L-IdoA相连的非还

原端 GlcN 的 C-3-位羟基硫酸化. 这样刘健和 Linhardt
等运用 8 个酶, 通过 11 步反应以 42%的总收率得到了

一个与二糖相连的肝素戊糖抗凝片段 107. 
通过改变的酶的使用次序, 刘健和 Linhardt 等运用

与上述相同的 8 个酶通过 13 步反应以 34%的收率合成

了另外一个与二糖相连的肝素戊糖序列 108 (Scheme 
20).  

通过化学酶法合成策略得到的上述两个肝素类寡

糖片段在体内和体外活性评价中都表现出与化学合成

得到的磺达肝素(Fondaparinux)相似的抗凝活性. 这一

首次实现的肝素类寡糖化学酶法合成途径具有极大的

灵活性, 有望应用于一些特定肝素寡糖序列的合成. 由
于合成中涉及的酶较多(针对目前的序列需要 8 种), 合
成中需要的砌块为价格昂贵的核苷活化的糖基给体 

(UDP-GlcNTFA, UDP-GlcNAc 和 UDP-GlcUA), 这些不

利因素使得化学酶法合成策略真正应用于肝素类寡糖

的大量合成还面临巨大的挑战.  

3  结束语 

肝素因其结构复杂性和多重生物活性在今后一个

时期将会继续成为糖化学和糖生物学研究一个热点领

域. 这方面的研究进展将会为开发新的抗凝药物, 以及

肝素类抗炎、抗病毒、抗肿瘤药物提供坚实的基础. 近
年来发展的模块式合成和“一锅法”反应使得肝素类寡

糖的化学合成取得了长足进展, 但目前的策略仍然是特

定序列导向的定向合成. 正如 Paulsen[44]在 20 世纪 80
年代指出的那样, 寡糖化学合成没有一个通用的方

法, 而我们目前仍面临着这样一个相同的问题, 这就

需要发展新的寡糖合成方法和策略来满足针对不同肝

素序列的快速合成. 化学酶法合成在肝素类寡糖合成上

的首次实现为肝素类寡糖的合成提供了一个新的途径, 
这一策略使得在实验室规模上快速高效的构建一系列

肝素寡糖化合物库 , 进而深入研究肝素的构效关系

(SAR)成为可能. 然而, 化学酶法合成途径在肝素类寡

糖的大量合成上还需要解决酶的来源以及糖基给体的

大量合成所面临的挑战.
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