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骨架环肽的化学合成研究进展 
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摘要  骨架环肽是线性肽的 C 端和 N 端通过酰胺键进行首尾环合而形成的环状分子. 研究者从细菌、真菌、植物和动

物中发现了大量的骨架环肽. 这种首尾环合的结构, 使得骨架环肽具有很好的酶稳定性、热稳定性和化学稳定性, 部分

骨架环肽具有细胞膜通透性. 骨架环肽分子异常的稳定性和高效的生物活性, 使得其成为目前药物领域的研究热点. 
为了更深入地研究它们的结构和功能, 骨架环肽的制备成为一个重要问题. 概述了化学合成骨架环肽的一些方法, 包
括: (1)固相环合策略; (2)液相环合策略; (3)分子内自然化学连接策略, 并对这些方法的特点和效率进行了讨论比较.  
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Abstract  Backbone cyclized peptides belong to a family of circular polypeptide molecules in which the carboxyl and amino 
termini are covalently linked by an amide bond. Over the last almost 20 years, the backbone cyclized peptides have been dis-
covered in bacteria, fungi, plants and animals. Compared with their linear precursors, the backbone cyclized peptides have a 
head-to-tail cyclic backbone enabling them to resist enzymatic degradation and to improve their thermal and chemical stabil-
ity. Remarkably, some of them even have cell membrane permeability. Due to their exceptionally intracellular stability and
potent bioactivities, backbone cyclized peptide is emerging as one of the most interesting molecules in the area of drug dis-
covery. To study the structure and function of backbone cyclized peptides in detail, it is necessary to develop efficient ap-
proaches for the synthesis of these molecules. Herein, the recent advances in chemical synthesis of backbone cyclized peptides 
with respect to cyclization strategies are reviewed, including solid phase-based cyclization, liquid-phase cyclization, and in-
tramolecular native chemical ligation.  
Keywords  backbone cyclized peptides; chemical synthesis; native chemical ligation 

 
骨架环肽(Backbone cyclized peptides)是线性多肽

的头尾通过酰胺键相连而形成的环状分子. 与线性多肽

相比, 骨架环肽具有较为刚性的环骨架结构特征, 因而

对蛋白水解酶稳定性显著提高, 甚至部分骨架环肽具有

独特的细胞膜通透性. 正是这一原因, 骨架环肽成为当

今国际药物领域的重要研究对象[1～7]. 早在第二次世界

大战期间, 苏联科学家高斯就发现由 10 个氨基酸组成

头尾环合而成的短杆菌肽具有抑制细菌生长的功能[8]. 
它是二战期间治疗伤病人伤口感染的主要药物, 挽救了

无数人的生命. 短杆菌肽的发现成为环肽研究的重要历

史性事件. 随后, 研究者在细菌、真菌、植物和动物中

均发现环肽, 其中许多不乏药物功能. 例如, 由 11 个氨

基酸组成的环孢素可用于器官移植中防止免疫反应; 含
有多个环状结构的乳酸链球菌肽可用于防止食品腐败; 
多粘素可用于治疗肠胃疾病等[9].  

骨架环肽的天然功能是宿主防御作用, 即通过抑制

外来生物的生长来保护本物种的生存和延续. 通过活性

实验, 研究者发现骨架环肽还具有一些独特生物功能, 
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可用于治疗人类疾病 . 如存在于植物中的环多肽

(Cyclotide)具有助子宫收缩活性、抗菌性、抗 HIV 活性

以及抗肿瘤活性[10]. 然而, 从生物中得到的骨架环肽可

能对人体产生生物毒性, 因此多数不能直接用于临床试

验 , 而需要对其结构进行改造 . 例如 , 为了降低

Cyclotide的生物毒性, 研究者需要对其个别位点进行突

变或者通过“嫁接”的方式将具有生物活性的外源功能

肽融合于 Cyclotide 中[11].  
骨架环肽可以通过 3 种途径获得: 从生物体中分

离、基因重组技术和化学从头合成. 从生物体内纯化骨

架环肽的方法存在分离难度大、效率低和工作量大的缺

点. 由于骨架环肽存在特殊的头尾环合的酰胺键结构, 
传统基因重组表达技术也不能直接用于骨架环肽的制

备, 需要对菌种进行再改造, 因而该方法技术难度相对

较高. 骨架环肽对菌种的毒性也会常常导致基因重组表

达失败. 此外, 生物表达含有非天然修饰的骨架环肽的

能力十分有限. 相比前两种方法, 化学从头合成骨架环

肽具有优势, 如可以任意改变氨基酸的序列, 可以实现

位点的任意突变, 以及可以任意非天然氨基酸的嵌入

等.  
从环化反应的特点来看, 骨架环肽的化学合成经历

了二个阶段. 早期骨架环肽的合成是以侧链官能团全保

护的线性肽为底物, 头尾通过缩合试剂而环化. 该方法

存在许多缺点. 例如, 需要预制部分或全部保护的线性

多肽; 反应位点手性中心不能保持和容易发生多聚化副

反应. 上世纪末本世纪初, 研究者发展出化学选择性连

接环化反应制备骨架环肽的方法, 成功解决了传统缩合

法的缺陷 . 虽然历史上有不少关于环肽方面的综     
述[12～17], 但是多数是笼统介绍骨架环肽、侧链环肽和环

肽类似物的进展, 专门介绍骨架环肽的合成的综述文章

仍很少. 基于国际上最近涌现许多课题组利用新型的多

肽连接反应制备骨架环肽, 我们将着重从化学合成角度

综述骨架环肽的最新进展.  

1  固相环化策略 

固相环化指多肽头尾成酰胺键反应在树脂上完成. 
该策略有两个明显的优点, 如降低分子间碰撞几率, 减
少分子间多聚化副反应; 减少合成中的分离和纯化的次

数. 一般来说, 多肽可采用两种方式固定于树脂上, 即
利用侧链官能基团锚定树脂和利用 C 端羧基固定于树

脂. 前者在固相上完成多肽序列的拼接后, 脱去 N 端和

C 端保护基游离出自由氨基和羧基, 再在固相上完成 C
端羧基和N端氨基的缩合环化. 后者则利用主链C端羧

基锚定树脂, 在多肽序列拼接完成后, 活化多肽的 C 端, 
并随之与N端自由氨基发生分子内胺解环合反应. 第二

种方法环化和多肽的固相切割是同时进行的, 且不需要

侧链固定, 因而比第一种方法更具优势. 需要指出, 固
相环化反应不能保证反应位点的构型完全保持, 对于易

消旋的氨基酸具有潜在的危险.  

1.1  侧链固定树脂 

利用氨基酸侧链官能团固定树脂, 线性多肽N端氨

基和 C 端羧基通过缩合反应生成环肽是固相合成骨架

环肽的常用方法. 该方法需要正交的保护基用于保护多

肽侧链功能团、N 端氨基和 C 端羧基. 侧链功能团一般

采用对酸敏感的保护基; N 端氨基可采用 Fmoc; C 端羧

基常用对 Pd 敏感的烯丙酯结构. 具体的操作如图 1 所

示. 首先, 第一个氨基酸利用侧链官能团和树脂上官能

团反应固定于树脂; 该氨基酸的α-氨基以Fmoc保护, C-
端羧基采用烯丙酯保护. 接下来, 按照传统 Fmoc 固相

合成完成目标序列的拼接后, 分别用 Pd(PPh3)4、哌啶试

剂解除 C 端烯丙酯和 N 端 Fmoc 保护基. 最后, 线性多

肽首尾通过缩合反应实现环化, 并在 TFA 作用下与树

脂分离, 最终得到天然结构的环肽. 常用侧链固定树脂

的氨基酸为 Asp, Glu[18], His[19]或者 Lys[20]. 2011 年, 
Veerman 等[21]利用 Glu 侧链锚定树脂, 合成出环状人体

唾液中的组胺素, 并证明其活性是天然线性组胺素的

1000 倍. 需指出, 该策略在固相合成中常常会有二酮哌

嗪副反应, 且环化反应不能确保反应中心的手性保持.  

1.2  C 端磺酰胺固定树脂 

在 Fmoc 法固相多肽合成中, 多肽 C 端羧基不能直

接采用活化酯或活化酰胺的形式来固定树脂. 这是因为

Fmoc 多肽固相合成操作过程需要使用强碱性亲核性试

剂——哌啶. 在采用 C 端固定树脂方式合成骨架环肽过

程中, 多肽 C 端连接臂必需对哌啶稳定, 且在线性肽固

相拼接后可被高效转化为活化氧酯或活化酰胺, 以实现

与N端自由氨基发生分子内环化反应. 磺酰胺结构满足

该要求, 可以用于 C 端锚定树脂固相合成骨架环肽. 磺
酰胺对哌啶试剂非常稳定, 而经过烷基化后能转变为活

化酰胺, 可以与裸露自由氨基发生高效的胺解反应. 具
体操作如图 2 所示. 首先在完成多肽固相拼接后将 N 端

氨基保护基Fmoc转化为对酸敏感的Trt保护基, 接下来

分别用碘化乙腈处理磺酰胺树脂和弱酸解除 N 端 Trt 保
护基以及用有机碱催化首尾固相环合反应, 最后利用强

酸 TFA 解除侧链保护基得到天然结构的骨架环肽. 1999
年, Morriello 等[22]在 Merck 公司首次利用 Kenner’s 磺酰

胺树脂成功合成了骨架环肽和环羧酚酸肽. 2005 年, 
Ganesan 等[23]采用该法合成了海洋天然产物骨架环肽

kahalalide A 及类似物, 并系统研究了该天然产物的结

构功能关系. 此外, 磺酰胺树脂还被用于多粘菌素[24]、
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图 1  侧链固定树脂辅助多肽骨架环化 
Figure 1  On-resin cyclization of peptides anchored to resin with side chains 
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图 2  磺胺树脂用于多肽骨架环化反应 
Figure 2  On-resin cyclization of peptides anchored to resin with a ‘safety catch’ linker at C-termini 

链阳霉素等[25,26]环肽的化学合成. 

1.3  C 端芳基酰基肼固定树脂 

芳基酰基肼可以通过脱氢氧化转化为活化酰胺, 氨
基可以与活化酰胺发生成酰胺键反应. 氧化过程对多数

氨基酸不造成副反应, 因而原理上可用于多肽的 C 端固

相活化制备骨架环肽. 该反应早在 1970 年被 Birr 等[27]

发现, 但是长期以来并没有被多肽研究者所关注. 直到

1997 年, Langner 等[28]首次利用 C 端芳基酰基肼合成了

骨架环七肽, 并证明该方法制备骨架环肽的效率比传统

液相缩合高. 2001年, Waldmann等[29]利用该法也成功制

备了骨架环六肽, stylostatin, 如图 3 所示. 此外, Janda 
等[30]并将该方法用于多种骨架环肽分子的构建. 值得

一提, 2004 年, Camareo 等[31]利用芳基肼氧化活化反应

发展了 Fmoc 硫酯的合成方法. 通过结合自然化学连接

反应, Camareo 等[32]最近实现了防御素的化学合成. C 端

芳基酰基肼活化环合以商业化的苯肼树脂为载体进行

固相合成, 完成多肽拼接后, 利用NBS获铜试剂氧化芳

基酰基肼实现 N 端氨基与 C 端的固相环化反应. 需注

意, 该方法对位阻比较敏感, 适合于反应位点位阻比较

低的氨基酸的环化, 且氧化条件可能造成 Met 和 Trp 侧

链的氧化副反应发生.  

2  液相环化策略 

固相环化策略不适合链比较长的骨架环肽合成. 这
是由于随着肽链的增长, 固相反应的效率会显著降低. 
因此, 对于长链的骨架环肽高效的合成方法仍为液相缩

合. 传统的液相缩合是以侧链全保护的线性肽为原料, 
通过缩合反应而完成多肽的头尾环合. 侧链全保护肽的

溶解性受序列和链长度影响大, 因此缩合前需对有机溶

剂进行优化[16,17]. 为降低分子间缩合副反应, 液相缩合

的浓度一般要求严格控制. 而且, 传统缩合反应位点立

体保持性差, 一般适用于 C 端为 Gly 和 Pro 的骨架环合
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图 3  芳基酰基肼树脂用于多肽骨架环化反应 
Figure 3  On-resin cyclization of peptide anchored to resin with an aryl hydrazine linker at C-termini 

反应[33]. 随着肽链对接技术的发展, 化学选择性反应成

为骨架环肽合成的新兴方法. 相比传统缩合反应, 化学

选择性反应立体保持性高, 反应条件更为温和和高效, 
因而成为该方面近期研究的主流.  

2.1  构象锁定结构辅助骨架环化反应 

线性多肽在溶液中一般没有结构, 导致其 C 端和 N
端碰撞的几率不高, 因而分子内环化反应速率相对较

慢. 为了提高分子内骨架环化反应的效率, 研究者可以

将线性多肽的构象限制于环化易发生的构象. 限制线性

多肽构象的方法一般有两种, 即内部引入可改造多肽结

构的保护基或外加可促进特定构象形成的金属离子.  
赝脯氨酸结构单元引入多肽序列可达到限制线性

多肽构象促进分子内头尾环化反应的效果. 丙叉保护的

Ser, Thr 或 Cys 是常见的三种赝脯氨酸, 且均可通过酸

性条件脱去保护基得到天然结构的氨基酸. 1999 年, 
Mutter 等[34]将赝脯氨酸作为 Thr的前体成功实现了骨架

环三肽的合成, 并证明环化底物线性多肽的浓度可高达

0.1 mol/L. 2004 年, Turner 等[35]引入 3 对丙叉保护 Thr
辅助分子内环化, 实现骨架环六肽[(Val-Thr)3]的合成, 
如图 4 所示. 2010 年, Jolliffe 等[36]报道了该方法在骨架

环四肽合成方面的应用.  
金属离子通过与多肽序列中的基团配位作用可以

促进线性多肽头尾空间接近从而利于分子内环化反应

的发生. 2003 年, Ye 等[37]发现 Na＋可以与多肽中 5 个邻

近的羰基发生络合促进骨架环五肽的合成, 如图4所示. 
该研究组[38]在 2005 年发现 Cs＋也能通过类似的机制促

进骨架环七肽的合成.  

2.2  Sanger 试剂、Mukaiyama 试剂或者 N 端缺电子

基团取代的磺胺试剂活化 C 端巯基酸肽环化反应 

C 端巯基酸肽可以与 Sanger 试剂、Mukaiyama 试剂

或者 N 端缺电子基团取代的磺胺试剂反应转变为活性

较高的 C 端芳基硫酯肽. N 端自由的氨基可以与芳基硫

酯肽发生分子内环化反应生成骨架环肽. 2010 年, Crich
等[39～41]采用 Sanger 试剂活化 C 端巯基酸肽成功合成了

骨架环五肽和骨架环六肽, 如图 5 所示. 侧链官能团因

影响该反应过程一般采用酸敏感基团进行保护, 在环化

反应完成后, 保护基可以在酸性下解保护得到天然结构

的骨架环肽.  

2.3  金属离子或有机碱催化硫酯肽骨架环化反应 

早在上个世纪 80 年代, 日本科学家 Aimoto 等[42]发

现, 在金属离子 Ag＋的催化下, 多肽硫酯可以与多肽的

氨基发生高效的连接反应. 亲硫性金属离子 Ag＋通过与

C 端硫酯配位加强了硫酯的离去性, 从而促进自由氨基

与其发生胺解反应.   
1999 年, Tam 等[43]采用 Ag＋催化多肽 N 端氨基与 C

端硫酯的分子内环化反应 ,  完成了骨架环七肽

[AIa-Lys-Tyr-GIy-GIy-Phe-Leu]的化学合成. 有趣的是, 
Tam 研究表明, 通过调节溶液的酸度, Ag＋催化硫酯可

选择性与 N 端氨基、Lys 侧链氨基或 Tyr 侧链酚羟基发

生反应, 如图 6 所示. 在 pH 4.0 的溶液中, Lys 侧链氨基

和 N 端氨基均被质子化而失去反应活性, Tyr 侧链酚羟

基优先与C端硫酯发生分子内环化生成大环内酯肽; 在
pH 5.0～6.0时, N端氨基和C端硫酯优先发生环化反应, 
生成传统的骨架环多肽; 在 pH＞6 时, Lys 侧链氨基活 
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图 4  构象锁定结构辅助多肽骨架环化 
Figure 4  Conformational control to assist peptide cyclization 
(a) Pseudoproline derived from L-threonine; (b) sodium ions assistance 
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图 5  Sanger 试剂辅助分子内骨架环化反应 
Figure 5  Intramolecular condensation reaction mediated by Sanger reagent

性最高, 最利于发生分子内环化反应产生侧链环肽结

构. 需指出, Ag＋催化硫酯的过程并不总能保持反应位

点手性中心的构型, 尤其对于反应速率较为缓慢的环化

过程.  
在咪唑的催化下, 硫酯也能被活化而与氨基发生分

子内环化反应. 2009 年, Houghten 等[44]利用含有咪唑的

乙腈溶液(MeCN∶1.5 mol/L 咪唑)成功合成了骨架环五 
肽. 最近, Houghten 等[45]又发现, 在咪唑催化下丝氨酸

侧链羟基也能与硫酯发生分子内酯化反应, 可用于化学

合成天然产物大环内酯肽. 
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图 6  银离子辅助多肽环化反应 
Figure 6  Silve(I) mediated macrocyclization of peptides

2.4  无痕施陶丁格骨架环化反应 

2000 年, Raines[46]和 Bertozzi 等[47]相继发展出无痕

施陶丁格连接反应. 该反应是施陶丁格反应的改进. 具
体机制为, 首先含有机磷和硫酯修饰的多肽会与叠氮修

饰另一分子多肽反应生成多肽磷叶立德中间产物, 接下

来叶立德中的亲核性胺通过分子内N到S迁移形成酰胺

键, 最后磷基和巯基修饰基团在水中发生水解反应而离

去完成多肽片段的无痕连接.  
2008 年, Hackenberger 等[48]将无痕施陶丁格连接反

应用于分子内反应, 完成了三种骨架环十一肽的化学合

成. 该研究表明无痕施陶丁格环化反应既可用于侧链保

护肽的头尾环化又可用于侧链不保护多肽的头尾选择

性环化. 侧链保护肽的头尾环化是采用硼试剂保护有机

磷, 用 DABCO (1,4-二氮杂二环[2.2.2]辛烷)选择性解

除硼基保护基, 释放 C 端磷基修饰硫酯肽用于分子内环

化, 如图 7 所示. 酸性条件解除侧链所有保护基得到的 
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图 7  无痕施陶丁格用于多肽骨架环化反应 
Figure 7  Peptide cyclization by traceless Staudinger ligation 

C端为磷修饰硫酯和N端为叠氮修饰肽可直接经过分子

内环化反应产生天然骨架环肽. 需指出, 无痕施陶丁格

环化连接存在几个缺点. 例如, 反应底物磷试剂易于被

氧气氧化; 反应中需加有机溶剂以抑制水解副反应; 环
化反应位点一般为位阻较低的 Gly.  

2.5  醛基氧酯与 Ser/Thr 骨架环化反应 

早在 1994 年, Tam 等[49]发现 C 端为 β-羟基乙醛修

饰的氧酯肽可以选择性与 N 端 Ser, Thr 或 Cys 发生化学

选择性成酰胺键连接反应. 为解决 Tam 方法中反应转

化速率低和修饰基团不易解除的缺点, 2010 年, Li 等[50]

将邻羟基苯甲醛替代 β-羟基乙醛, 发展出新一代以 Ser
和 Thr 为连接位点的化学选择性连接反应, 如图 8 所示. 
相比而言, 该反应效率显著提高, 并可用于 C 端为高位

阻的Val的连接. 因为结构中的辅助基团可以在TFA中

高效去除, 所以该反应得到的产物为天然结构的骨架环

多肽. 2013 年, Li 等[51,52]采用该方法分别完成了大环内

酯肽-达托霉素和骨架环四肽的合成. 然而, 该反应中

所需 C 端氧酯肽的合成操作相对较为复杂, 且反应需在

吡啶乙酸的混合溶剂中进行[51]. 

2.6  酮酸-羟胺环化反应 

2006年, Bode等[53]发现C端酮酸修饰多肽可以与N
端羟胺化修饰的多肽发生高效选择性成酰胺键反应. 该
反应的基本原理是羟胺与酮酸通过分子内脱羧和脱水

反应形成天然酰胺键. 2012 年, Bode 等[54]运用分子内的

酮酸-羟胺反应成功完成了环 10 肽-短杆菌肽的化学合  
成, 如图 9. 需指出, 该反应一般要求在还有 DMF 的有

机溶剂中进行, 且反应温度在 40 ℃左右时反应速率较

为高效. 
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图 8  Ser/Thr 连接反应用于多肽骨架环化反应 
Figure 8  Peptide cyclization by Ser/Thr ligation 

3  自然化学连接策略 

1994 年, Kent 等[55～61]发展的自然化学连接反应是

应用最为广泛的蛋白质的化学合成方法. 即在 pH 为 7
和硫醇存在下, 一分子C端为硫酯的肽链与另一条N端

为半胱氨酸的肽可以发生高效的成酰胺键连接反应. 自
然化学连接反应经过化学选择性捕获和分子内重排两

个步骤而完成. 首先, 两分子的 C 端硫酯和 N 端 Cys 侧
链巯基之间发生可逆的硫醇-硫酯交换生成一分子的硫

酯中间体, 其次, 通过分子内不可逆的 S—N 酰基迁移, 
生成天然肽键. 自然化学连接反应的优点是: 高效、高

选择性、侧链完全无需保护. 骨架环肽可以通过分子内

的自然化学连接反应制备, 即一条同时含有 C 端硫酯和

N端Cys的线性肽可以通过分子内的成酰胺键反应实现

头尾连接, 如图 10 所示. 1997 年, Tam 等[62]首次用分子

内自然化学连接反应合成了植物环多肽 Cyclotide. 随
后, 许多研究者均采用自然化学连接反应完成了骨架环

肽的合成. 原则上, 自然化学连接环合策略属于液相环 
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图 9  N-烷基化羟基胺与 α-酮酸脱羧偶联反应用于多肽环化 
Figure 9  Peptide cyclization by decarboxylative condensations 
between N-alkylhydroxylamines and α-ketoacids 
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图 10  分子内自然化学连接反应 
Figure 10  Intramolecular native chemical ligation 

化反应的一种. 基于该方面的研究较多, 我们对其专门

的介绍. 
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3.1  分子内巯基拉链式自然化学骨架环化反应 

分子内巯基拉链骨架环化反应是指富含半胱氨酸

的肽通过分子内巯基-硫酯交换反应, 促进多肽 C 端硫

酯与 N 端 Cys 空间接近而完成分子内自然化学连接反

应, 如图 11. 这种反应方法需要 3 种重要官能团: N 端

Cys、C 端硫酯和内部自由巯基. 首先, 离 C 端硫酯近

的半胱氨酸侧链亲核性进攻硫酯, 即硫醇-硫酯交换形

成分子内硫酯; 其次, 通过分子内可逆的转硫酯化过程, 
形成更大的分子内硫酯, 使得 C 端和 N 端进一步接近; 
最终, 通过不可逆的 S—N 酰基转移反应形成内酰胺. 
1999 年, Tam 等[63]首次提出了分子内巯基拉链环化反应

机理, 并指出拉链环化反应是熵驱动的过程, 即通过小

的离散中间产物使得反应比相应的一步环合反应更高

效. 尽管研究证明分子内部自由硫醇可以加快分子内的

自然化学反应速率, 但是并不能确定转硫酯化一定沿着

链相继地发生, 同时也不能确定所有的自由硫醇都参与

催化过程[64].  

3.2  C 端巯基修饰芳基氧酯肽参与自然化学骨架环化

反应 

2004年, Danishefsky等[65]发现C端含有邻巯基修饰

的芳基氧酯肽可以通过O到S分子内酰基迁移原位生成

硫酯肽, 实现与 N 端 Cys 肽的化学选择性连接反应. 利
用芳基氧酯肽作为硫酯肽的前体和分子内自然化学连

接反应, Danishefsky 等[66]于 2006 年实现了含有单糖修

饰的骨架环六肽的化学合成, 如图 12 所示.  

3.3  C 端巯基修饰烷基氧酯肽参与自然化学骨架环化

反应 

硫酯键对碱和亲核试剂非常不稳定, 易于和哌啶发

生反应, 因而, 不能直接采用Fmoc法固相合成, 而只能

采用 Boc 法进行制备. 传统的 Boc-SPPS 制备硫酯中需

要使用极为危险的 HF, 且带有多种翻译后修饰肽的对

HF 均不稳定, 如糖修饰和磷酸化修饰等. 为解决这一

问题, 近年来要发展了多种有效的 Fmoc-SPPS 合成多

肽硫酯的方法. O—S 迁移硫酯制备法是 Fmoc 法制备硫

酯肽的一种重要方法. 该方法利用烷基氧酯作为硫酯的

前体, 通过分子内 O—S 迁移原位形成硫酯用于自然化

学连接反应[67～69]. 2012年, Liu等[70]采用氧酯肽, 通过分

子内的自然化学连接反应完成了植物骨架环多肽 KB1
的合成, 如图 13 所示. 氧酯与 Fmoc 固相合成兼容, 因
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图 11  巯基拉链式自然化学环化反应 
Figure 11  Thia zip reaction for cyclic peptides synthesis 
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图 12  巯基酚酯肽参与的分子内自然化学连接反应 
Figure 12  Intramolecular native chemical ligation by using peptide ortho-thiophenolic ester 
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图 13  烷基氧酯肽参与的分子内自然化学连接反应 
Figure 13  Intramolecular native chemical ligation by using Peptide O-ester

而制备起来比硫酯更为方便. 然而需注意, O—S 迁移仅

仅适用于位阻较小的氨基酸, 对于高位阻的环化反应, 
存在水解副反应. 

3.4  C 端巯基修饰酰胺肽参与的自然化学骨架环化反

应 

与氧酯肽类似, 研究者发现多种 C 端含巯基修饰的

酰胺肽也可作为硫酯肽的前体. 2011 年, Macmillan 等[71]

以 C 端为二肽 Gly-Cys、N 端为 Cys 的天然线性多肽为

底物, 利用二肽 Gly-Cys 的分子内的 N-S 迁移硫酯化机

制, 完成了多种抗菌骨架环多肽的合成. 2013 年, Tam
等[72]以 C 端为 N-巯乙基-N-烷基化酰胺多肽为底物, 利
用N-烷基化酰胺易于发生分子内的N-S迁移的特征, 完
成了植物骨架环多肽 Kalata B1 的合成. 与氧酯相似, C
端酰胺肽对于位阻较高的环化反应较差.  

3.5  C 端酰肼肽参与的自然化学骨架环化反应 

虽然国际上有很多课题组发展了一系列有效的

Fmoc-SPPS 间接合成多肽硫酯的方法, 但是均存在问

题, 如需要预制结构复杂的连接臂、成硫酯反应受位阻
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影响大和底物反应活性不宜控制等 . 2011 年 , Liu     
等[73～78]以酰肼多肽作为底物, 发展出酰肼连接技术, 解
决了前人方法的问题, 成为多肽及蛋白合成方面的一个

重要成果.  
酰肼连接技术的基本原理是, 在弱酸条件下, 多肽

酰肼在亚硝酸的氧化下转化为酰基叠氮, 随后与硫醇反

应原位生成肽硫酯并直接与N端Cys肽自然化学选择性

连接反应. 本质上来说, 这种连接方法是酰肼和硫酯原

位转变, 是一种改进的自然化学连接反应. 多肽酰肼也

可以通过生物表达进行制备. 2012年, Liu等[79]采用非天

然氧酯氨基酸嵌入技术成功表达出多肽酰肼, 发展了表

达蛋白酰肼连接技术. 同年, Liu 课题组[80]运用分子内

酰肼连接反应, 成功制备了系列大小的骨架环多肽, 如
图 14 所示. 值得注意, Liu 等[81]证明分子内酰肼反应可

以用于高效制备张力较大的骨架环四肽. 相比前人方

法, 多肽酰肼具有合成难度低、成本低廉、自动化简便

的优势. 此外, 酰肼连接技术的连接效率不受位阻影响, 
对于绝大多数位点的连接均适用.  

H2N OH

SH

H2N

HS
O

NHNH2

NH2 OH

SH

Peptide (2) pH 7, thiol, 2 ~ 10 h

H
N

O
HS

(1) pH 3 ~ 4, NaNO2

 

图 14  酰肼肽参与的分子内自然化学连接反应 
Figure 14  Intramolecular native chemical ligation by using 
peptide hydrazides 

4  前景和展望 

20 世纪 40 年代, 高斯等发现著名的治疗伤口感染

的短杆菌肽, 让研究者开始关注骨架环多肽研究. 在过

去的将近七十年里, 科学家在细菌、真菌、植物和动物

中均发现骨架环肽, 并有少数骨架环肽已成为治疗人类

疾病的药物分子. 最近, 研究者发展出功能药物多肽

“嫁接”Cyclotide 技术, 为骨架环肽药物研发提供了一

条强有力的工具. 2012年, Tam等[82]将舒缓激肽B1受体

拮抗肽嫁接到 Cyclotide 骨架内, 开发出治疗疼痛的可

口服的多肽药物分子. 2013 年, Camareo 等[83]运用生物

方法将生物活性短肽PMI嫁接到Cyclotide, 并在小鼠体

内确认该环肽能够通过激活 P53 蛋白来抑制肿瘤生长. 
在这几十年里, 化学研究者也发展了多种骨架环肽合成

的方法. 从固相环化反应到液相环化反应, 从传统缩合

剂缩合反应到近期发展的化学选择性连接反应, 化学方

法已经逐渐成为制备骨架环肽的重要手段. 随着骨架环

肽合成技术的成熟和其结构与功能方面的深入研究, 我
们相信将有更多的骨架环肽药物分子被人们发现. 
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