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多肽酰肼法合成 Nesiritide 
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摘要  Nesiritide 是一类重要的多肽类血管扩张药物, 在维持心血管和肾脏的体内平衡方面发挥着重要的作用. 目前, 
Nesiritide 的合成主要是通过基因重组表达法获得, 该方法操作较为复杂且存在一定的限制. 本研究运用多肽固相合成

及酰肼连接策略, 通过 3 片段连接高效合成了 Nesiritide, 为大批量工业化生产该类多肽药物打下基础.  
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Synthesis of Nesiritide via Ligation of Peptide Hydrazide 
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Abstract  Nesiritide is an important class of peptide vasodilator. It plays a significant role in the maintenance homeostasis of 
cardiovascular and kidney. Nowadays, nesiritide is mainly obtained by biological methods including gene recombinant ex-
pression, which is relative time-consuming. In present work, the chemical synthesis of nesiritide was reported by using
(solid-phase peptide synthesis) (SPPS) strategy combining with the ligation of peptide hydrazides with high yield and purity.
Therefore, it was considered that the method presented here provided a convinced alternative for acquiring pharmaceutical
peptide in a large scale. 
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在蛋白质化学合成研究中, 自然化学连接(Native 

Chemical Ligation, NCL)已被证明是一种非常有效的连

接方 法[1]. 这一方法利用 N 末端 Cys 多肽和 C 末端多

肽硫酯之间的化学选择性反应形成天然的酰胺键而实

现多肽的连接[2]. 利用常规的 Boc 或 Fmoc 固相多肽合

成法我们可以得到N端Cys多肽, 但是C末端多肽硫酯

的合成目前仍然存在一些问题. 尽管 Boc 法中利用 3-巯
基丙酰胺作为树脂的连接臂可以直接合成多肽硫酯[3], 
然而以高危试剂 HF 作为切割试剂却限制了其应用. 而
Fmoc 法中利用三氟乙酸(TFA)作为切割试剂, 可以用于

一些酸敏感修饰多肽的合成(例如糖基化和磷酸化). 然
而, 令人遗憾的是硫酯却对 Fmoc 固相合成中所用的哌

啶不稳定. 因此, 需要通过对 Fmoc 固相合成法进行修

饰来克服这一问题[4].  
为了克服这一难题, 前人发展出了几种 Fmoc 法合

成多肽硫酯的策略(图1): (1)分子内O到S的酰基迁移[5]. 
多肽氧酯在 β位有自由的硫醇基团时, 可以在其硫酯的

同分异构体之间互换, 而这一硫酯中间体可以与 N 端

Cys肽进行NCL反应. 但这一方法存在的问题是多肽氧

酯水解率较高; (2)分子内 N 到 S 的酰基迁移[6]. 通过添

加过量硫醇, 将一个非活性的氨基转化为活性硫酯. 但
是, 这一反应是可逆的, 并且在动态上是不利的. 为了

克服这一不利因素, Aimoto 和 Kawakami[7]通过形成二

酮哌嗪来捕获氨基, 从而使反应有利于向硫酯方向进

行; (3) C 端活化法 . 其中 , 比较著名的方法称之为

“safety catch”法. 磺胺基团在烷基化后, 通过硫醇的进

攻而得到侧链全保护的多肽硫酯[8]. Dawson 等[9]利用

3,4-二氨基苯甲酰连接臂经过活化形成酰基脲中间体, 
再经硫解得到多肽硫酯. 这两种方法有一个相同的缺陷

就是活化和硫解过程是在全保护的多肽树脂上进行, 这  
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图 1  多肽硫酯的合成策略  

Figure 1  The synthesis strategies of peptide thioester 
(a) The synthesis of peptide thioester by O-to-S acyl shift; (b) the synthesis of peptide thioester by N-to-S acyl shift; (c) the synthesis of peptide thioester 
by an external chemoselective reaction: (3a) the sulfonamide linker system; (3b) the 3,4-diaminobenzoyl linker system; (3c) peptide hydrazides linker 
system. 

对于监测转化过程不利. 为了解决上述问题, Liu 等[10]

于 2011 年发展了一种新的硫酯合成法——多肽酰肼法. 
具体来说, 该反应以多肽/蛋白酰肼为原料, 在亚硝酸钠

的作用下多肽酰肼发生缩合反应生成酰基叠氮, 在该体

系中外加硫醇会进一步促使酰基叠氮硫酯化, 原位活化

为多肽硫酯参与蛋白连接反应. 该反应的主要优势在于

蛋白酰肼稳定性好、制备简单并且有着较高的连接效率. 
此外, 多肽/蛋白酰肼反应只有在加入亚硝酸钠后才能

进行, 因此可以通过控制亚硝酸钠的加入量, 实现活

化、连接、再活化、再连接的过程. 这样不仅能够实现

两片段的蛋白连接, 而且能够方便地实现多个蛋白质片

段的连接. 目前该方法已被成功的用于化学全合成及半

合成各种翻译后修饰蛋白[11].  
Nesiritide 是一类由 32 个氨基酸组成 (SPKMV 

QGSGC FGRKM DRISS SSGLG CKVLR RH)的多肽类

血管扩张剂, 含有一个链内二硫键(Cys10-Cys26). 该药

物于 2001 年经美国食品药品监督管理局(FDA)批准上

市, 在维持心血管和肾脏的体内平衡发挥着重要的作用
[12]. 该类药物由心室肌所生成能够增加平滑肌细胞内

的 cGMP 水平[13], 促进平滑肌松弛, 从而减轻心脏前后

负荷, 改善患者症状, 而且可以提高心脏指数[14]. 目前, 
Nesiritide 的生产主要是通过基因重组表达法得到[15], 
该方法操作较为复杂且存在一定的限制. 基于此, 我们

希望利用多肽酰肼法对 Nesiritide 进行化学全合成. 本

文通过多肽固相合成及多肽酰肼连接策略高效的合成

了 Nesiritide, 与市售产品进行了对比 , 化学合成的

Nesiritide 具有类似的性质, 为工业化大批量合成该类

药物提供了一种新的方法.  

1  结果与讨论 

1.1  Nesiritide 的合成 

1.1.1  利用 SPPS (solid-phase peptide synthesis)方法

合成 Nesiritide 片段 

依据 Nesiritide 的氨基酸序列我们设计将其分为 3
段合成, 质谱结果证实了各段多肽合成的正确: 第一段

S1-G9-NHNH2 (1a); 第二段 C10-G25-NHNH2 (1b); 第
三段 C26-H32-COOH (1c) (图 2).  
1.1.2  利用多肽酰肼法连接 Nesiritide 片段 1a 与 1b    

Nesiritide 1a 经 PBS (6.0 mol/L Gn•HCl, 0.2 mol/L 
Na2HPO4)缓冲液溶解后, 在－10 ℃, pH 3.0的条件下经

亚硝酸钠氧化, 得到1a的酰基叠氮产物, 再外加对巯基

苯甲酸(MPAA), 调 pH 至 7.0, 得到 1a 的硫酯产物. 此
时将 1b 加入到反应液里, 分析型 HPLC 监测反应, 2 h
后即可得到连接产物 2a, 通过色谱吸收值估算HPLC产

率为 92%. 使用半制备 HPLC 分离连接产物, 冻干, 即
得到纯品 2a(图 3) (ESI found 2586.4, calcd for [M＋H]: 
2586.9). 
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图 2  Nesiritide 合成策略 
Figure 2  The synthesis of nesiritide 

 

图 3  Nesiritide 1a 与 Nesiritide 1b 连接色谱图 
Figure 3  The ligation trace of nesiritide 1a and nesiritide 1b 

1.1.3  Nesiritide 2a 与 1c 的连接 

Nesiritide 2a 经 PBS 缓冲液溶解后, 在－10 ℃, pH 
3.0 的条件下经亚硝酸钠氧化, 得到 2a 的酰基叠氮产物, 
再外加 MPAA, 调 pH 至 7.0, 得到 2a 的硫酯产物. 此时

将 1c 加入到反应液里, 使用分析型 HPLC 监测反应, 2 h
后即可得到连接产物2b, 通过色谱吸收值估算HPLC产

率为 94%. 使用半制备 HPLC 分离连接产物, 冻干, 即
得到纯品 2b, 质谱结果显示与计算值吻合(图 4) (ESI 
found 3465.7, calcd for [M＋H]＋: 3466.0). 

 1.2  Nesiritide 二硫键的形成 

为了折叠得到具有正确结构的 Nesiritide, 就需要 

 

图 4   Nesiritide 2a 与 Nesiritide 1c 连接色谱图 
Figure 4  The ligation trace of nesiritide 2a and nesiritide 1c 

通过氧化方法使其正确形成二硫键. 我们将 Nesiritide 
2b 溶于含有 20% DMSO 的水/乙腈(V∶V＝1∶1)溶液

中, 调 pH至 6.0, 室温条件下进行反应, 反应 2 h后经分

析型HPLC监测原料完全转化, 估算HPLC产率为 95%, 
使用半制备色谱分离, 冻干, 即得到纯品Nesiritide产物

3a(图 5) (ESI found 3463.3, calcd for [M＋H]＋: 3464.0). 

 

图 5  Nesiritide 氧化前后色谱对比 
Figure 5  Chromatographic comparison before and after oxida-
tion of nesiritide 

1.3  合成 Nesiritide 与商业产品的比对 

为了进一步确定 3a 的正确性, 我们将其与商业化

的Nesiritide进行比较, 通过在分析型HPLC中分别进样

和共进样进行观察 . 结果显示 , 化学合成得到的

Nesiritide 的色谱保留时间在同一梯度下与标准品完全

一致, 证明目标产物被成功合成(图 6).  
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图 6  合成 Nesiritide 与市售 Nesiritide 色谱对比 
Figure 6  The comparison of synthetic nesiritide with commer-
cial nesiritide 

2  结论 

Nesiritide 是一类重要的多肽类药物, 目前广泛使

用的基因重组表达合成方法较为繁琐且有一定的限制. 
本研究结合多肽固相合成及酰肼-半胱氨酸连接策略, 
经C端多肽酰肼高效制备多肽硫酯, 再与N 端Cys多肽

反应得到全长 Nesiritide. 进一步利用 DMSO 氧化法获

得具有正确二硫键结构的 Nesiritide. 通过与商业化产

品的比对初步证明化学合成得到的 Nesiritide 具有正确

的结构. 本研究表明通过多肽酰肼连接方法可以高效合

成 Nesiritide, 为大批量工业化生产该类多肽药物打下

基础.  

3  实验部分 

3.1  仪器与试剂 

分析型 HPLC 使用岛津(Prominence LC-20AT), 分
析型色谱柱使用 Grace Vydac “Peptide C18”, 150    
mm×4.6 mm, 流速采用 1.0 mL/min. 紫外检测器采用

214 和 254 nm. 半制备型 HPLC 使用岛津(Prominence 
LC-20AT), 半制备型色谱柱使用 Grace Vydac “Peptide 
C18”, 250 mm×10 mm,流速采用 4.0 mL/min. 紫外检测

器采用 214 和 254 nm. 流动相 A 采用含有 0.08% TFA
的乙腈, 流动相 B 采用含有 0.1%三氟乙酸(TFA)的水. 
分析型 HPLC 采用乙腈浓度为 2%～62%的梯度洗脱, 
梯度时间为 20 min. 半制备型 HPLC 采用乙腈浓度为

2%～32%的梯度洗脱, 梯度时间为 25 min. 除特殊说

明, 所采用试剂均使用市售分析纯试剂.  

3.2  实验方法 

3.2.1  Nesiritide 肽片段的合成 
3.2.1.1  酰肼树脂的合成 

称取 1 g 2-Cl-Trt(Cl)树脂(取代度为 1 mmol/g) 于固

相合成管内, 使用 10 mL N,N-二甲基甲酰胺(DMF)/二氯

甲烷(DCM) (V∶V＝1∶1)溶胀10 min后, 抽干, 加入10 
equiv. NH2NH2•H2O, 3 equiv. N,N-二异丙基乙胺(DIEA), 
补加 DMF 至没过树脂, 室温反应 2 h. 反应结束后, 加
入 2 mL 甲醇继续反应 10 min. 最后, 经过 DMF, 甲醇, 
水, 甲醇, 乙醚分别洗, 抽干备用(经分析测定酰肼树脂

的取代度为 0.67 mmol/g).  
3.2.1.2  Nesiritide 1a 的合成 

称取 150 mg 酰肼树脂于固相合成管内,使用 4 mL 
DMF/DCM (V∶V＝1∶1) 溶胀 10 min 后,抽干, 然后按

照标准的 Fmoc 固相合成多肽方法合成 Nesiritide 1a (4 
equiv.氨基酸, 3.6 equiv. 苯并三唑-N,N,N',N'-四甲基脲

六氟磷酸盐(HBTU), 8 equiv. DIEA. 反应时间为 45～60 
min. 反应完后, 用 DMF, DCM, DMF 各洗 5 次, 加入

20%哌啶DMF溶液反应 12 min (2, 10 min各 1次), 脱除

Fmoc 保护基. 组装完肽链后, 加入 8 mL 切割试剂[88% 
TFA, 5%苯酚, 5%水, 2% 三异丙基硅烷(TIPS)]于多肽

合成管内, 反应 2 h, 将多肽从树脂上切下, 并脱除侧链

保护基团, 将切割液聚集于离心管中, 用 N2 鼓泡, 浓缩

溶液, 最后用冰乙醚沉淀, 离心, 得到粗肽. 使用半制

备型 HPLC 分离得到纯肽(32 mg 分离产率 35.5%).  
3.2.1.3  Nesiritide 1b 的合成 

称取 150 mg 酰肼树脂于固相合成管内,使用 4 mL 
DMF/DCM (V∶V＝1∶1)溶胀 10 min 后, 抽干, 然后按

照标准的 Fmoc 固相合成多肽方法合成 Nesiritide 1b (4 
equiv.氨基酸, 3.6 equiv. HBTU, 8 equiv. DIEA). 反应时

间为 45～60 min. 反应完后, 用 DMF, DCM, DMF 各洗

5 次, 加入 20%哌啶 DMF 溶液反应 12 min (2 min, 10 
min 各 1 次), 脱除 Fmoc 保护基. 组装完肽链后, 加入 8 
mL 的切割试剂(88% TFA, 5%苯酚, 5%水, 2% TIPS)于
多肽合成管内, 反应 2 h, 将多肽从树脂上切下, 并脱除

侧链保护基团, 将切割液聚集于离心管中, 用 N2 鼓泡, 
浓缩溶液, 最后用冰乙醚沉淀, 离心, 得到粗肽. 最终

使用半制备型 HPLC 分离得到纯肽(24 mg 分离产率

14%).  
3.2.1.4  Nesiritide 1c 的合成 

称取 150 mg 2-Cl-Trt(Cl)树脂于固相合成管内, 使
用 4 mL V(DMF)∶V(DCM)＝1∶1溶胀 10 min后, 抽干, 
加入 4 equiv. His, 8 equiv. DIEA, 补加DMF至没过树脂, 
反应2h. 反应完后, 加入 2 mL甲醇继续反应10 min, 抽
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干, 用 DMF, DCM, DMF 各洗 5 次, 加入 20%哌啶 DMF
溶液反应 12 min (2 min, 10 min 各 1 次), 脱除 Fmoc 保

护基. 然后按照标准的 Fmoc 固相合成多肽方法合成

Nesiritide 1c (4 equiv.氨基酸, 3.6 equiv. HBTU, 8 equiv. 
DIEA). 反应时间为 45～60 min. 组装完肽链后, 加入 8 
mL 的切割试剂(88% TFA, 5%苯酚, 5%水, 2% TIPS)于
多肽合成管内, 反应 2 h. 此后将多肽从树脂上切下, 并
脱除侧链保护基团, 将切割液聚集于离心管中, 用N2鼓

泡, 浓缩溶液, 最后用冰乙醚沉淀, 离心, 得到粗肽. 最
后使用半制备型 HPLC 分离得到纯肽(52 mg 分离产率

38%).  
3.2.2  Nesiritide 片段连接 
3.2.2.1  Nesiritide 1a 与 1b 的连接 

称取 1 mmol/L 的 1a (0.9 mg)溶于 PBS 缓冲液, 调
pH 至 3.0, 于－10 ℃下, 加入 5 mmol/L 的亚硝酸钠溶

液至终体积为 1 mL. 20 min后加入 30 mmol/L的MPAA, 
调 pH 至 7.0, 再加入 1.5 mmol/L 的 1b (2.5 mg), 使用分

析型 HPLC 监测反应, 待完全转化为 2a 后, 半制备型

HPLC 分离, 冻干, 得到 2a (1.1 mg 分离产率 44%).  
3.2.2.2  Nesiritide 2a 与 1c 的连接 

称取 1 mmol/L 的 2a (2.5 mg)溶于 PBS 缓冲液, 调
pH 至 3.0, 于－10 ℃下, 加入 5 mmol/L 的亚硝酸钠溶

液至终体积为 1 mL. 20 min后加入 30 mmol/L的MPAA, 
调 pH 至 7.0, 再加入 1.5 mmol/L 的 1c (1.3 mg), 分析型

HPLC 监测反应, 待完全转化为 2b 后, 使用半制备型

HPLC 分离, 冻干, 得到 2b (1.6 mg 分离产率 47%).  
3.2.3  Nesiritide 二硫键的形成 

称取 1 mg 的 2b, 溶于含有 20% DMSO 的 V(水)∶
V(乙腈)＝1∶1)溶液中, 调 pH 至 6.0, 室温条件下反应, 
使用分析型 HPLC 监测反应. 待原料完全转化, 使用半

制备型 HPLC 分离, 纯化产物并冷冻干燥, 即得到纯品

Nesiritide 产物 3a (0.4 mg 分离产率 40%). 

辅助材料(Supporting Information)  Nesiritide 1a, 1b, 

1c, 2a, 2b, 3a 段质谱数据. 这些材料可以免费从本刊网

站(http://sioc-journal.cn/)上下载. 
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