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摘要!稳定同位素标记的=$色氨酸是核技术在氨基酸方面的应用%在合成方面$除有机合成和同位素交换

法外$微生物法由于在全标记以及构型方面的优势$近年来也得到广泛应用!在应用方面$稳定同位素标记

的色氨酸作为示踪剂$已被广泛用于医学&生物&化工等行业%随着蛋白质工程&分子生物学以及多肽等药物

的发展$它将迎来更加美好的应用前景%
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!!色氨酸"?-M54+5J/.#$又称*$吲哚$+$氨基
丙酸$是人类及动物所必需的八种氨基酸之一%
自(’"(年 >+5cI.3和P+06发现并将它分离出
以来$至今已被广泛应用于食品&饲料&医药等领
域%
自(’!#年以来$稳定同位素!>&(CP&(;9&

(#Y&(%Y&CCZ和C)Z相继被发现(()%相关研究表

明$同位素标记的化合物与其相应的未标记的化
合物的理化性质非常相似$而化合物中被标记的
原子$通过质谱&核磁共振等分析仪器很容易被
跟踪&检测%基于以上原理$科研人员将稳定同
位素引入到=$色氨酸中$合成稳定同位素标记
的=$色氨酸%由于稳定性同位素和放射性同位
素相比$具有无毒&无放射性&生产简便等优点$



因此!稳定性同位素标记的色氨酸用途更广泛!
在研究物质的反应机理"药理"动植物的生理以
及在农业"化工等方面有着极其重要的作用#

>!稳定同位素标记的&C色氨酸的合成
稳定同位素标记=$色氨酸的合成过程!和

=$色氨酸基本相似#考虑到同位素在=$色氨酸
中引入的位置以及同位素的转化率!同位素标记

=$色氨酸的合成方法与=$色氨酸的合成方法又
有很大不同#目前常见的(;9"(CP以及氘标色
氨酸中!利用氘与活泼氢易于交换的特点!可合
成氘标色氨酸#(;9"(CP标记的色氨酸过去常采
用化学合成法!可根据不同的合成路线确定不同
的标记位置#近年来!由于微生物技术的发展!
相关学者也开始探索利用微生物技术合成稳定

同位素色氨酸的方法#目前!利用酶法以及前体
物发酵法!除获得不同标记位置的色氨酸以外!
还可一次性获得=型色氨酸!而有机合成法要
获得=型!必须采用拆分方法!但该方法收率较
低#

>@>!>E3C&C色氨酸的合成

]8ET+-LJ等$!%利用化学合成方法!将C$吲
哚基丙酮酸和(;9$硝酸铵溶于甲醇!再加入氰基
硼氢化钠!调节溶液5> X#!!;j下搅拌C&J!
蒸除溶剂!使残余物溶于水!转入离子交换柱
$S+Q6̂$;"&>[’!(""K@%!依次用水和氢氧化
铵淋洗!产物为无定形粉末!收率!CV#
本研究小组$C%曾以(;9标记的邻氨基苯甲

酸作为前体物!通过微生物发酵!获得了高同位
素转化率的(;9$=$色氨酸产品#该合成过程中!
先以(;9$尿素合成了(;9$邻氨基苯甲酸!其合成
路线示于图(#

!!以经过诱变和;$甲基色氨酸处理的假丝酵
母突变株作为出发菌株!葡萄糖为碳源!硫酸铵
为氮源!(;9$邻氨基苯甲酸作为前体物进行发
酵!经#C!树脂分离"大孔树脂脱色"结晶!获得
了=$$($(;9%色氨酸产品#若以(;9标记的硫酸
铵作为氮源!所获得的色氨酸产品经 OIL-+K/33
‘,/44-+.型质谱仪"OB?$!#(型气体同位素质
谱仪以及核磁共振检测分析!(;9被同时标记在

+以及(位上!转化率在;"V以上#

>@?!>A&和>E3C&C色氨酸的合成

7/.=6.T6-F等$)%将有机合成法与发酵法
相结合!分别合成了(;9和(CP双同位素标记的
色氨酸#其合成路线示于图!#

! ! 首 先!以 标 记 的 >(;9YC "d(CP9 和
(CP>CP9为初始原料!合成了(;9和(CP双标记
的丰度为’’V的($(;9!!$(CP$吲哚以及丰度为

’"V的($(;9!C$(CP$吲哚#收率约!!V#此后!
以A8L+00I的基因工程菌为出发菌株!(V葡萄糖
为碳源!在C#j下培养#将获得的菌体细胞加
入到含有=$丝氨酸"($(;9!C$(CP$吲哚"磷酸吡哆
醛和硫酸铵的合成培养基中!C#j下培养!)J!

($(;9$!$(CP$吲哚和($(;9$C$(CP$吲哚几乎全部转
化成(;9!(CP$=$色氨酸#

G.c616-等$;%以邻甲苯酰氯"(;9$氨水以
及(CP$甲酸为初始原料!合成了单核素标记的吲
哚($($(;9%$吲哚和$!$(CP%$吲哚#以大肠杆菌
的基因工程菌作为出发菌株!=$$C$(CP%丝氨酸
或$($(;9%$和$!$(C9%$吲哚为前体物!在色氨酸
酶作用下!分别合成=$$*$

(CP%$色氨酸"=$$($
(;9%$色氨酸和=$$!$(CP%色氨酸#=$$($(;9%$色
氨酸的合成路线示于图C#

图>!>E3C邻氨基苯甲酸的合成路线

图?!>E3和>A&双核素标记色氨酸的合成路线
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图A!&C!>C>E3"C色氨酸的合成路线

>@A!氘标&C色氨酸的合成
氘标记的色氨酸主要采用同位素交换法合

成!唐刚华等"&#将=$色氨酸溶于三氟乙酸酐和
丰度为’’8%V的氘水中$经过交换$用稀氢氧化
钠溶液和乙醇处理$获得氘标记色氨酸产品$产
率约’;V$丰度’&8!V!他们又改进了工艺流
程$将=$色氨酸溶于氘水中$抽出溶剂$加入

SP(%由氯化亚砜和高丰度氘水配制而成&溶解$
回流$用稀的氢氧化钠和乙醇处理$获得产率约

’!V的氘标色氨酸产品$丰度提高到’%8;V!

?!稳定同位素标记的色氨酸用途
色氨酸是人体必需的氨基酸之一$在人体和

生物体内主要代谢途径为合成蛋白质$转化为具
有重要生物活性的酶’激素等(经转运’脱氨’脱
羧$变成二氧化碳’尿素等$被其它组织利用或排
出体外!采用同位素标记的色氨酸作为示踪剂$
利用氨基酸的代谢特性$对揭开生物体内和细胞
内的理化过程$了解生物体的新陈代谢有很重要
的作用!根据所研究和分析的物质结构不同$可
分别采用(;9’(CP以及氘标色氨酸$在生物学’

临床研究等方面(;9’(CP以及氘标色氨酸使用

的几率是相等的$而农业科学中(;9标记的色氨
酸应用较多!

?@>!在医学临床诊断上的应用

PY! 呼气法是同位素标记色氨酸用于临床
诊断的方法!首先$给患者口服或静脉注射一定
量的(CP标记的色氨酸$在一定时间内$间隔一

定的时间$用 9/Y> 吸收经过代谢呼出体外的
(CPY!$将生成的 9/(CPYC 用酸处理获得(CPY!
气体$经纯化后$用质谱测其(CP 含量$绘出
(CPY!排出特征曲线!患有与色氨酸有关疾病的
病人$色氨酸的氧化能力与正常人不同$因此$所
获得曲线也存在明显的差异$据此可诊断人体类
固醇激素过剩症’维生素T&缺乏症及癞皮症等
疾病"#$%#!

?@?!在药学上的应用
在药理研究过程中$稳定同位素标记的色氨

酸本身既是药物$同时又可用作示踪剂$可以据
此研究其在体内的转变’吸收’分布’排泄等!如

ZLJ/M6-"’#将(8;!!8"KF)cF和"8;!"8%KF)

cF剂量的(;9$=$色氨酸分别注射进大鼠和兔子
体内!!!&周后$同位素检测结果表明$色氨酸
能够在大鼠和兔子体内被转变成犬尿氨酸’犬尿
喹啉以及黄尿酸$而且同位素的丰度只有少量降
低(在这个转变过程中$大鼠可以利用:$色氨
酸$而兔子却不能!他们还分析了注射(;9$:=$
色氨酸的大鼠脏器中(;9的分布!

?@A!在生物学上的应用
利用同位素标记的色氨酸与天然色氨酸的

结构关系$以同位素标记的色氨酸作为起始原
料$通过分析产物的标记物丰度$研究生物体内
天然色氨酸在植物’动物以及微生物体内的生物
合成路线!

],J,0等"("#在紫色杆菌素的生物合成中$

利用"!$(CP#和"+$(;9#色氨酸$验证了中心环氮
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原子来源于色氨酸的右侧!从而解决了合成过程
中!由于氨基转移酶的存在!无法确定合成中间
体是来源于丙酮酸还是来源于吡咯烷酮上的氮

原子的问题"紫色杆菌素合成机理示于图)#图

;"

图B!以!?C>A&"色氨酸

合成紫色杆菌素的标记模式

图E!以!"C>E3"色氨酸

合成紫色杆菌素的标记模式

!!SI6K等$((%利用氘标记的色氨酸研究了梨
中9($&*$:$吡喃葡糖$

)P(’=$色氨酸的合成"将
氘标记的=$色氨酸注射到梨以及人工梨汁&含

!8!V的葡萄糖#&V的果糖及(8(V的蔗糖!

5>C8%’中!在一定条件下!经(>!>>PYZf
和(CP9O]检测!在梨中检测出氘标记的9($&$
:$吡喃葡糖$)P(’=$色氨酸!而梨汁中却未检测
到"以上结果提示!=$色氨酸是 9($&$:$吡喃葡
糖$)P(’=$色氨酸的前体物"

]/55/-I.I等$(!%利 用(; 9$邻 氨 基 苯 甲 酸
和!>;$色氨酸!研究了胖青萍草&@6K./<INN/’
中的吲哚三乙酸的生物合成动力学"将胖青萍
草CE#$((分别在含有)"")K+0

(;9$邻氨基苯
甲酸和!>;$色氨酸的A培养基中培养!)J!然
后将CE#$((捣碎处理!经 <P$OZ检测分析!

’"V的(;9$邻氨基苯甲酸和!"V的!>;$色氨酸
被植物吸收并转变成吲哚三乙酸"此结果表明!
在胖青萍草中!吲哚三乙酸至少来源于邻氨基苯
甲酸和色氨酸两个物质"此外!胖青萍草对邻氨
基苯甲酸的利用优于色氨酸!外加色氨酸的利用
优于植物自身合成的色氨酸"

A!小!结
稳定同位素标记的色氨酸有着放射性同位

素标记的色氨酸无可比拟的优越性(最常用的
碳#氮及氧等稳定同位素无毒#价廉#无放射性!
氘仅在高浓度时才有微弱的毒性&&"cF体重的
人体可以忍受C"F的氘!大鼠体内的(CP丰度达
到’"V无异常现象’"同时!色氨酸是蛋白质合
成的最基本物质!许多疾病的诊断#治疗以及药
物的研究都离不开蛋白质的代谢#更新"这些都
是其它同位素标记物所无法替代的"因此!对它
的合成以及应用方面的研究越来越引起国内外

学者的重视"国外如荷兰#澳大利亚#德国等发
达国家都在研究!并有相关的文献报道"由于国
内色氨酸研究起步较晚!稳定同位素标记的色氨
酸合成鲜见报道"近几年!由于技术保密的缘
故!合成方面文献报道不多"由于微生物法可获
得不同标记位置甚至全标记色氨酸!步骤简单!
一次性得到=型产品而不用拆分!因此微生物
法以及微生物法与有机合成法相结合的方法将

会得到广泛应用"应用方面!由于色氨酸并非广
谱试剂!加上价格因素!使用范围相对还比较狭
窄"目前!生物#医药#临床#基因工程等研究领
域在不断发展!由稳定同位素色氨酸合成的标记
多肽#药物以及衍生物的需求将逐步加大"加快
稳定同位素标记色氨酸合成的研究!降低稳定同
位素标记色氨酸的价格!对促进稳定同位素标记
的色氨酸在生物学#化学#医学#药物学等各研究
领域的运用!扩大和发展新的应用范围!具有十
分重要的意义"
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