
染料木素的磷酰化结构改造及与溶菌酶的弱相互作用

陈晓岚 3
郁章琦


屈凌波


袁金伟


卢建莎


赵玉芬



河南省化学生物与有机化学重点实验室 郑州大学 化学系 河南 郑州  安阳师范学院 河南 安阳 

教育部生命有机磷化学及化学生物学重点实验室 清华大学 生命工程科学院 北京 

摘要 采用改进的 2×反应对染料木素进行磷酰化结构改造 得到了 种新的磷酰化产物 并通过

∞≥2 ≥  进行了结构确认 结果发现磷酰化试剂对染料木素羟基的磷酰化具有较好的选择性 反应主要发生在

染料木素 位羟基 进一步利用 ∞≥质谱技术 对 种磷酰化染料木素与大分子溶菌酶的弱相互作用进行测定 显示

所有的磷酰化产物均与溶菌酶形成非共价复合物 ∀
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  染料木素 χ2三羟基异黄酮 作为大豆中

一种非常重要的异黄酮 在抗癌 !预防和治疗慢性疾

病 !骨质疏松症 !皮肤疾病等方面都具有非常重要的

作用 ≈ ∗  ∀由于染料木素的水溶性较差 生物利用

度低 因此人们对它进行了烷基化 ≈ !酯化 ≈ ∗  !

磺酸化 ≈等方面的结构改造 ∀在生物多样性和具

有生物活性的化合物方面 磷酸酯类化合物扮演

着非常重要的角色 经常被用作前体药物来增强

药物的生物利用度 ≈ ∀本实验室曾采用改进的

2×反应对白杨素 2羟基黄酮进行了磷

酰化结构改造 发现改造后的化合物与母体化合物

相比 与蛋白大分子的弱相互作用明显增强 ≈
初

步的生物活性测试表明磷酰化白杨素比白杨素对

肿瘤细胞的生长更具抑制性 ≈ ∀本文中对染

料木素进行了磷酰化结构改造 合成路线图 

合成了 种新的染料木素磷酰化衍生物 通过

∞≥2 ≥   确证了结构 ∀

化合物与靶向分子之间作用的方式和亲和力的

大小是化合物活性的一个重要方面 ≈
人们很关注

小分子与蛋白大分子的弱相互作用 !非共价复合物
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的研究 ≈ ∀溶菌酶是一种广泛分布于生物体内

的小分子碱性蛋白 长期以来一直被作为一种模型

体系 用于研究蛋白的空间构象 !酶动力学以及分子

进化分子免疫间的关系 ≈ ∀同时它也是生物体内

不可或缺的重要的非特异性体液免疫因子 能够和

很多的外源和内源性物质结合 从而行使其抗菌消

炎 !抗病毒等诸多的生物功能 ≈ ∀近来人们还发现

溶菌酶具有抗肿瘤活性 ≈
关于溶菌酶与外源性

小分子的相互作用研究很少有报道 ∀作为目前一种

最软的电离源 ∞≥从上世纪末一经出现 变成了检

测非共价复合物存在的有力工具 ∞≥2 ≥作为上世

纪末出现的新型生物质谱 已广泛应用于小分子与

蛋白大分子的弱相互作用 !非共价复合物的研究和

检测 ∀本实验利用 ∞≥技术对染料木素的磷酰化产

物与溶菌酶的弱相互作用进行了研究 结果检测到

染料木素的磷酰化产物和溶菌酶形成的非共价复合

物的存在 在相同条件下未检测到染料木素与溶菌

酶形成的非共价复合物 说明将磷酸酯基引入小分

子 明显改变了染料木素的分子极性 从而使其与生

物大分子之间的相互作用的情况发生了变化 其生

物活性正在进一步的测试中 ∀

材料与方法

仪器和药品  合成部分所用试剂为分析纯 染

料木素 购于陕西慧科植物开发有限公司 二乙基

亚磷酸酯 !二异丙基亚磷酸酯 !二正丙基亚磷酸酯和

二异丁基亚磷酸酯 自制 分析测试所用试剂均为

色谱纯 水为纯水 美国 ≤≤公司生产的超

纯水 ∀

超导核磁共振仪 ∏⁄×÷ 2× ≥为内

标 ∏∞≥± ∞2电喷雾质谱仪 进样泵 

≤2°  ∏≤2°仪器公

司生产 ÷ ×显微熔点测定仪 温度未校正 ∀

质谱条件  采用 ∞≥离子源 正离子检测模

式 检测范围 µ / ζ  ∀雾化气  压力  °

干燥气  流速 1 # 
 
 ∞≥离子源温

度  ε 锥孔电压 1 ∂ 导入离子源速率 

Λ# 
 ∀

磷酰化染料木素的合成及表征  取 1 染料

木素于  圆底烧瓶中 加无水乙醇  三乙

胺  将其溶解 在冰浴  ε 以下 并磁力搅拌

下 滴入四氯化碳  和亚磷酸酯 1 的混合

液 约  滴完 然后逐渐升至室温并在室温下继续

反应过夜 ∀减压浓缩后得固体 加入乙酸乙酯溶解

后抽滤除去不溶物 ∀减压除去溶剂 所得固体用硅

胶柱色谱提纯 洗脱剂 ≤≤ 2≤   Βϖ/ϖ

得产品 α∀化合物 βχδ合成方法同 α∀所得化合

物 αβχδ均为新化合物 ∀

化合物 α 无色结晶 产率    ε 

     ≤⁄≤  ∆1 2 

1 21ϑ  1  2χχ

1ϑ1   21ϑ1 

  2χχ1ϑ  1   21

  2≤ 1 2≤ 

≤   

 ≤⁄≤  ∆1≤ 21≤ 21

≤ 2χ1≤ 21≤ 21≤ 2

1  ≤ 2χχ1  ≤ 2χ1  ≤ 2

1≤ 2χχ1  ≤ 21  ≤ 2

1≤ 21 2≤ 1≤ 

°  

  ≤⁄≤  ∆  1 ∞≥2 ≥ µ / ζ 1

≈   

1≈   

 ∀

化合物 β  无色结晶 产率    ε 

     ≤⁄≤  ∆1 2 

1 21ϑ  1  2χχ

1ϑ  1   21ϑ  1 

  2χχ1ϑ  1   21

  2≤ 1 2≤ 

≤   

 ≤⁄≤  ∆1≤ 21≤ 21

≤ 2χ1≤ 21≤ 21≤ 2

1≤ 2χχ 1≤ 2χ 1≤ 2

Σχηεµ ε 1  ≥∏∏α β χ δ
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1≤ 2χχ1  ≤ 21  ≤ 2

1≤ 2 1 2≤ 1≤ 
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化合物 δ  无色结晶 产率    ε 

     ≤⁄≤  ∆1 2 

1  21ϑ  1   2χ

χ 1  2 1ϑ  1  

 2χχ1ϑ  1   21
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1≈   
 ∀

结果与讨论

1  二烷基亚磷酸酯对染料木素羟基反应的选择性

实验中发现 与乙酰氯和乙酸酐这样的酰化试

剂不同 磷酰化试剂二烷基亚磷酸酯对染料木素羟

基的反应具有明显的选择性 实验得到了 位磷酰

化产物 未得到 χ和 位磷酰化产物 ∀通过对染料

木素和其磷酰化产物的   化学位移值的比较 

在 
  中 发现磷酰化产物的  2和  2的化

学位移与原料 ∆1 2∆1 2≈相比明

显向低场移动约 ∆1同时受到磷偶合的原因  2

与  2分别还有不同程度的裂分 而其他氢的化学

位移与原料相比则变化不大 在 
≤   中 与原料

相比 ≈
磷酰化产物的 ≤ 2化学位移明显向高场位

移 ∆1≤ 2位化学位移向低场移动约 1≤ 2χ

化学位移向高场移动约 1∀发生变化的原因主

要是当染料木素的 位羟基形成磷酸酯基团时 磷

酰基的吸电子效应 引起苯环上电子云密度发生变

化 导致 位电子云密度增加 ∀因此 通过磷酰化产

物的   化学位移变化情况的分析 说明是 位的

羟基发生了反应 ∀另外 已有的研究表明 被磷酰化

的羟基的酸性往往影响其磷酰化的反应活性 ≈ ∀

染料木素中有 个酸性不同的羟基 首先 位羰基

的存在 使其易于与 位羟基形成分子内氢键 导致

其反应活性大大降低 其次 和 χ位羟基相比 位

羟基对位强的吸电子基团 2≤  的存在使其酸性增

强 间位基团 2 2的吸电子诱导效应也使酸性进一步

增强 结果 位羟基的酸性大于 χ位羟基的酸性 因

而在和磷酰化试剂进行反应时 具有更强的亲核性 

这样就解释了磷酰化试剂对 位羟基磷酰化反应的

高选择性 ∀

2  磷酰化染料木素与溶菌酶的弱相互作用 ΕΣΙ质

谱分析

∞≥质谱作为一种软电离方法 在合适的仪器

条件下 它能不破坏蛋白质与小分子复合物 而检测

到这些复合物的存在 ∀通常在 值较低的情况

下 被测分子的质子化程度较高 容易得到较好的

∞≥检测图谱 但由于人体和动物体液接近中性 因

而用 ∞≥质谱技术检测时 最好能使被测样品的溶

液接近中性 这样更接近真实作用环境 但这无疑给

实验条件的设置 诸如样品溶液的配置 仪器条件的

设置等增加了难度 本实验通过优化参数条件 在近

中性环境中检测到了其复合物的存在 ∀

2. 1  溶菌酶的 ΕΣΙ质谱分析  溶菌酶溶液的 ∞≥

质谱图如图 所示 溶菌酶 ∞•   

从 ∞•  
 到 ∞•  

 的

电荷分布状态 并且以 ∞•   
 峰度最高 ∀

根据质谱图计算的平均相对分子质量为  与

文献 ≈报道  相符 ∀

2. 2  ΕΣΙ质谱分析化合物 α与溶菌酶的弱相互作

用  溶菌酶与化合物 α混合液的 ∞≥质谱图如图 

所示 ∀除了图 中所能观察到的离子峰以外 图 

中又出现了一些新的离子峰 µ / ζ  1 1

 1 1 1 1 1 1

分别对应于  ∞•   α
 

  ∞•   α
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∞• α
 

∞•  α
 

∞•  α
 



∞• α
 

∞•  α
 

∞•  α
  ∀

图 显示化合物 α与溶菌酶发生弱相互作用主要集

中在高 µ / ζ区域 ∀

Φιγυρε 1  ∞≥∏ ×

∏    ¬ ∏ √∏ 

∏   1 # 



π  ∏    1
√ 1 √

Φιγυρε 2  ∞≥   ¬  

∏α  ∏ ×∏ 

  ¬ ∏ √∏1 # 


∏α  1 #



 π  ∏   πο

 ∏  2α ∏

α ¬ ποο  ∏    

2α ¬ ποοο  ∏  

 2α ¬  1  √

1 √

在与化合物 α相同的浓度配比条件下 作者发

现化合物 βχδ与溶菌酶的弱相互作用结果都基

本一致 ∀

为了探讨化合物与溶菌酶的浓度配比关系对弱

相互作用的影响 作者又改变浓度配比测了化合物

α与溶菌酶的弱相互作用 ∀溶菌酶与化合物 α混合

液的 ∞≥质谱图如图 所示 ∀除了图 中所能观察

到的离子峰以外 图 中又出现了一些新的离子峰 

µ / ζ  1  1  1 1 1

 1 1 1 1 1分别对应

于 ∞•  α
 

 ∞•  α
 

 ∞• 

α
 

∞•  α
 

∞•  α
 

∞• 

α
 

∞• α
 

∞•  α
 

∞• 

α
 

∞• α
 

图 显示化合物 α跟溶菌

酶发生弱相互作用主要集中在高 µ / ζ区 ∀

Φιγυρε 3  ∞≥   ¬  

∏α  ∏ ×∏ 

 ¬∏√∏1 # 


α    1 #



 π  ∏   πο

 ∏  2α ∏

α ¬ ποο  ∏    

2α ¬ ποοο  ∏  

 2α ¬  1 ≤ √

1 √

实验表明 随着化合物 α与溶菌酶浓度配比关

系的增大 溶菌酶与化合物 α形成的复合物中溶菌

酶结合的磷酰化产物小分子的个数逐渐增多 ∀

结论

采用改进的 2×反应成功地对染料

木素进行了磷酰化结构改造 得到了产率较高的 

种新的磷酰化产物 酰化试剂对染料木素的羟基的

磷酰化显示较高选择性 反应主要发生在染料木素

位羟基 ∀ ∞≥2 ≥研究结果显示了磷酰化的染料

木素确实能够和溶菌酶发生弱相互作用 而且磷酰

化产物的浓度对磷酰化产物与蛋白的弱相互作用有

一定的影响 说明液态中形成的复合物能够在离子

化气化过程中被保存并最终被检测到 ∞≥2 ≥为研
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究非共价复合物的形成和稳定性提供了一个直观 !

快捷的手段 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ •   ≠  ÷°  ∞

        

 ∏ ∏≈
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2  
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 ¬ √    

≈   °  

  

≈ 2  ° ≥∏√

 παρα2≤2≤ ≈  ×

  

≈ • ≤ ±   • ⁄  ×∏

 √  ∏ √  

∏√√√≈  

≤    

≈ ≥ •  °∏ •   ≥√

  √√ ≈  ≥ ≤∏

  

≈ ⁄√ ≠  •    ⁄ 2

 ∏∏ ∏∏

 ∏ ≈  ≤√

°   

≈ °× •      ≥

¬√ ≈ ×

  

≈ ≥  •   ≥  

√∏ ≈  ≥  



≈  ≥ ≥ ⁄ ×   

√      

∏×τ2∏  ≈  ≤ 

  

≈ ≤ ÷ ±∏   ×  × ∏ 

 2  √√ 

√¬    

 ≈   ≤  



≈  × ≤ ÷ ±∏   ≤  

     ∏

 ≈    ≤ 

  

≈ °   ×   °∏∏

∏2 ⁄    ¬

  2 

∏ ≈  ≤ ≥   

≈ ±∏ •   ≠     √

∏ ∏  ∏   ≈  
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