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摘要!以#.?L-*7为起始原料%通过改进的M6W4N<7方法得到[$苄基$"%DM半胱氨酸%再经酶法拆分和解保护
后得到#.?标记D$胱氨酸’对影响各步反应收率的主要因素进行了考察%在较优的工艺条件下%以#.?L-*7
计%#.?标记D$胱氨酸收率为#%>.F%产物经 L,B*(红外(质谱和元素分析等证实%质谱分析表明未出现同
位素丰度稀释现象’
关键词!#.?!标记!D$胱氨酸
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!!#.?是氮元素的稳定同位素之一%可以用作
示踪元素%广泛应用于生物化学(医学(药物学(
农业科学等领域’#.?标记氨基酸和多肽是研究
医学和生命科学的重要工具%在蛋白质的人工合
成(判定生物活性物质"多肽(蛋白质#的化学结
构及药用机理等方面起着独特的示踪作用%其应
用越来越广泛%市场前景良好)#*’D$胱氨酸和

D$半胱氨酸均为含硫氨基酸%属人体非必需氨基
酸%在体内均可由蛋氨酸转变而来’其中%从D$
半胱氨酸出发可生成谷胱甘肽"M$[L#%由于其
活性基团巯基的存在%使之具有许多重要的生理
功能%如整合解毒作用(增强肝功能(抗氧化作用
和促进毛发生长等’D$胱氨酸同时也是多种硬
蛋白质如角质蛋白的重要成分’



D$胱氨酸广泛存在于动物的毛!发!骨!角
中"目前工业上主要采用生物化学方法"经由蛋
白质#如毛发$水解!分离!精制而成%D$胱氨酸
的化学生产具有较大的难度"合成过程中需对巯
基进行保护和解保护&#$!’%此外"经化学方法合
成的通常为消旋的""D$氨基酸"不具有光学活
性"必须经化学或酶法拆分以得到有光学活性的
D型产物%

#.?标记的D$胱氨酸是研究蛋白质代谢的
重要示踪剂之一"目前国际上仅’[CEC,)等少
数公司能提供产品"价格昂贵"售价高达每克
-&-"美元%因此开发#.?标记D$胱氨酸的制备
工艺具有较好的学术意义和经济效益%
基于D$胱氨酸可在酸性溶液中还原为D$半

胱氨酸"D$半胱氨酸也可在碱性环境中氧化为
D$胱氨酸"本实验拟设计一个新的合成路线合
成#.?$D$胱氨酸%

!!主要仪器与试剂
_+[$#数字熔点仪(上海精密仪器有限公

司)]43Y<4WN29;N5(*$,!""型核磁共振仪(德
国]43Y<4公司)?NU27<: Ê$’+&00"红外吸收
光谱仪(美国 ?NU27<:公司),<4YN5$)7X<4!-"*

元素分析仪(美国,)公司)B*$!"(E高效液相
色谱(日本岛津公司)EG<4X2 N̂5N5H65E[f*
(UU<76质谱仪(美国热电公司)@(E$!0#气体
同位素质谱计(西德菲尼根玛特公司%

#.?L-*7(上海化工研究院生产)邻苯二甲
酸!丙二酸二甲酯!苄硫醇!三聚甲醛等皆为市售
化学纯或分析纯试剂%

B!实验方法
总体合成路线设计为三步(第一步先合成

[$苄基$""DM半胱氨酸)第二步"采用酶法拆分
[$苄基$""DM半胱氨酸"包括对[$苄基$""DM半
胱氨酸乙酰化!酶拆分和消旋化)第三步"对拆分
后的[$苄基$""DM半胱氨酸解保护"脱除苄基后
再经氧化得到D$胱氨酸%
BA!!8%苄基%&!%’半胱氨酸的合成

[$苄基$""DM半胱氨酸的合成采用经过改进
的M6W4N<7方法"其合成路线示于图#%邻苯二
甲酸钾盐##$与溴代丙二酸二甲酯缩合得到邻苯
二甲酰亚胺抱丙二酸二乙酯#!$"其钠盐#%$再与
苄基氯甲硫醚#-$反应得到 ?$苄基氯甲硫醚基
邻苯二甲酰亚胺抱丙二酸二乙酯#.$"再经水解
得到[$苄基$""DM半胱氨酸#&$%

图!!8%苄基%&!%’半胱氨酸的合成路线
##$+++邻苯二甲酰亚胺钾盐)#!$!#%$+++邻苯二甲酰亚胺抱丙二酸二乙酯及其钠盐)
#-$+++苄基氯甲硫醚)#.$+++?$苄基氯甲硫醚基邻苯二甲酰亚胺抱丙二酸二乙酯)

#&$+++[$苄基$""DM半胱氨酸
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B>!>!!邻苯二甲酰亚胺钾盐!#"的制备
邻苯二甲酰亚胺钾盐!#"的合成参考文献

#%$-$%将 ?6CL 溶液缓慢滴加到 !&>0.H
!">."X27"?L-*7中&生成的 ?L% 随 ?! 气流
通入由K%>#H!">."X27"邻苯二甲酸和!""XB
水配成的悬浊液中%待?L% 完全被邻苯二甲酸
溶液吸收后&先于#""i下蒸除溶液中的水&然
后缓慢升温至!""i脱水&最后将温度逐渐上升
至%""i&冷却得白色固体0->#H%将上述制得
的邻苯二甲酰亚胺粗品溶于无水乙醇&于搅拌下
缓慢滴加 hCL 的无水甲醇溶液&室温下保持
%G&过滤&用无水乙醇洗涤%次&得邻苯二甲酰
亚胺钾盐!#"白色晶体KK>/H&收率/&>#F%
B>!>B!邻苯二甲酰亚胺抱丙二酸二乙酯!!"及
其钠盐!%"的制备
将#K>.!H!">#X27"?$邻苯二甲酰亚胺钾

盐!#"与!%>/"H!">#X27"新鲜制备的溴代丙二
酸二乙酯均匀混合&在##"i油浴中加热#G&冷
却后加水搅拌&反应物变为固体%将其转移到研
钵内反复研磨&水洗抽滤后得到!/>K"H!!"&收
率/0>&F%将制得的产物 !!"加热溶解于
#""XB甲苯中&加入!>0.H!">#!X27"金属钠
条&回流搅拌%G&沉淀经甲苯洗涤&干燥&得
%">0H黄色产物!%"&收率/&>!F%
B>!>D!苄基氯甲硫醚!-"的制备
将-/>0H!">-"X27"苄硫醇与-">.H

!">-.X27"三聚甲醛在冰浴中冷却&并用干燥过
的 L*7气饱和&然后加入 0"H!">&% X27"
*6*7!&再于室温下保持!-G%过滤除去固体物
质后&母液用.X27’B?6CL 溶液洗涤%次&无
水?6![C- 干燥&过滤后&减压!">!0Y,6"蒸馏&
收集#"! i的馏分&得到苄基氯甲硫醚!-"

!#>#H&收率%">.F%
B>!>E!?$苄基氯甲硫醚基邻苯二甲酰亚胺抱
丙二酸二乙酯!."的制备
将.>""H!">"#.%X27"钠盐!%"和!>0"H

!">"#.&X27"苄基氯甲硫醚!-"和."XB无水
甲苯搅拌回流#!G&过滤%沉淀经甲苯洗涤后&
再用无水乙醇重结晶&得到产物!."->"H&产率
./>-F%产物!."的熔点为0/>.#K">-i(#L
?@+!*D*7%")#>!K!:&&L&1\0>" Ld&
**L%"&%>..!9&!L&****L!*[*"&%>0"
!9&!L&*[**L!*(4"&->%!!Q&-L&1\
0>"Ld&*C*L!*"&0>#"#0>!0!X&.L&
**&L."&0>0!#0>K#!X&-L&**&L-"%
B>!>F![$苄基$"&DM半胱氨酸!&"的制备
将->"H缩合产物!."悬浮于!.XB=!乙

醇"c=!水"\#c#混合液中&于搅拌下逐滴加
入!"XB.X27’B?6CL&保持温度..#&"i&
搅拌#G后&加入足量浓盐酸酸化&加热水解!G
后蒸干溶液&滴加少许 ?6CL 溶液至溶液呈中
性!刚果红"%将得到的沉淀过滤&并悬浮于沸腾
的/.F乙醇中&趁热过滤&冷却后得到晶体状[$
苄基$"&DM半胱氨酸!&"">/KH&收率.">#F%
产物!&"的熔点)!###!#-i(元素分析实测值
!计算值&F")*.&>K"!.&>K0"&?&>.K!&>&%"&
L&>#.!&>!""(@[$)’!X’d&F")!##>#!@b&
#""&/#>#!#"""(’+!&’UXI#&h]4")%"&!!**
L&(4*L"&!/%-!C*L&**CCL"&#.""&
#.KK!***&W<5d<5<"&# -""!* \ C&*
*CCL"%
BAB!氨基酰化酶法拆分8%苄基%&!%’半胱氨酸
氨基酰化酶法拆分[$苄基$"&DM半胱氨酸

的化学过程示于图!%

图B!氨基酰化酶法拆分8%苄基%&!%’半胱氨酸的化学过程
!&"***[$苄基$"&DM半胱氨酸(!0"***?$乙酰$[$苄基$"&DM半胱氨酸(
!K"***[$苄基$D$半胱氨酸(!/"***?$乙酰$[$苄基$"$半胱氨酸
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B>B>!!?$乙酰$[$苄基$"!DM半胱氨酸的"0#的
制备

将&>"H"">"!K-X27#"!DM硫苄基半胱氨
酸"&#溶于-KXB#X27$B?6CL溶液中!于冰
浴下逐滴滴加#!XB乙酸酐!保持!G后!再用
浓盐酸酸化至;L 为!!经抽滤%水洗%干燥!得
到&>/"H白色固体"0#!收率/.>/F&熔点’
#.K>0i&
B>B>B!?$乙酰$[$苄基$"!DM半胱氨酸的拆分
参考文献(.$K)对产物"0#进行拆分’将

&>/"H"">"!0!X27#上述制得的 ?$乙酰$[$苄
基$"!DM半胱氨酸溶于."XB#X27$B?6CL
溶液中!调节溶液的;L 约为K>"!将温度控制
在%0i!加入">!"H氨基酰化酶!于轻微搅拌
下保持%"G!再调节溶液的;L 至.>.!-i过

夜!抽滤!洗涤后得到白色固体[$苄基$D$半胱氨
酸"K#!收率K!>&F&熔点’!#%>& i!比旋光
(’)"\b#/>-l"?6CL 浓度为#X27$B!!"i#&
B>B>D!?$乙酰$[$苄基$"$半胱氨酸"K#的消旋
参考文献(/)进行消旋化’称取%>"H产物

"K#溶于!"XB!>.X27$B?6CL 中!升温至
&"#&.i!保温#G&逐滴加入!"XB乙酸酐!
恒温%"XN5!冷却&用浓盐酸将溶液酸化至;L
\!!保持-i过夜!沉淀物过滤烘干后用于二次
拆分!可继续得到白色固体"K#&经二次拆分后!
[$苄基$D$半胱氨酸"/#的拆分总收率为&!F&
BAD!!FS%%%胱氨酸!!!"的制备
对?$乙酰$[$苄基$"!DM半胱氨酸"/#进行

解保护$氧化!制备D$胱氨酸!其化学过程示于
图%&

图D!对S%乙酰%8%苄基%%%半胱氨酸解保护#氧化得到%%胱氨酸的化学过程
"#"#***D$半胱氨酸+"###***D$胱氨酸

!!在I."i下!将%>.H"">"#&.X27#产物
"/#加入到."XB液氨中!再缓慢加入小块金属
钠!维持蓝色%#.XN5不褪!空气中蒸发除去液
氨!加入."XB水+调;L至K!加入痕量 <̂*7%!
通入空气流氧化+经亚硝酸铁氰化钠检测确定无
硫醚后!过滤干燥&得白色固体"####>!/H!收
率’0K>"F&熔点’!.Ki&
BAE!!FS%%%胱氨酸的丰度实验
在上述实验基础上!以#.?L-*7"#">!"F

#.?#为原料!进行D$胱氨酸合成的丰度验证实
验!具体合成方法如前所述&

D!结果与讨论
由于稳定同位素#.?原料非常昂贵!衡量合

成路线优劣的主要因素是稳定同位素原子的利

用率%产物的生物活性和同位素丰度&其中!经
M6W4N<7法改良的丙二酸酯法是#.?标记氨基酸
的重要合成方法&D$胱氨酸的巯基非常活泼!在
合成过程中需对此加以保护&可供选择的保护
基有苄基%二苯甲基%三苯甲基等!其中苄基最为
常用&因此!本工作采用苄基作为巯基保护基!
将商业上较易获得的苄硫醇引入!制得苄基氯甲

硫醚!并作为合成前体&此外!经化学合成方法
得到的通常为消旋物!不具有光学活性!因此必
须经化学或酶法拆分得到D型产物!最后!再经
解保护过程脱除保护基!得到目标产物#.?标记

D$胱氨酸&
DA!!8%苄基%&$%’半胱氨酸合成中的影响因素
在#.?$D$胱氨酸的合成过程中存在多个关

键合成步骤!对最终产物的收率影响很大&
D>!>!!反应温度对邻苯二甲酰亚胺抱丙二酸二
乙酯"!#收率的影响
在产物"!#的合成过程中!保持其他条件不

变!仅改变油浴温度!观察温度对产物"!#收率的
影响!结果列于表#&由表#可知!在实验条件
下!反应温度对邻苯二甲酰亚胺抱丙二酸二乙酯
的收率有较大影响!在##"##!"i温度范围内
可获得良好的收率&随着温度进一步升高"高于
#%"i#!产物的熔程变宽!表明副产物增多!收
率降低&
D>!>B!反应时间对 ?$苄基氯甲硫醚基邻苯二
甲酰亚胺抱丙二酸二乙酯".#收率的影响
产物".#的合成过程中!保持其他条件不变!

仅改变反应时间!观察反应时间对产物".#收率
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的影响!结果列于表!"由表!可知!在实验条
件下!反应时间对邻苯二甲酰亚胺抱丙二酸二乙
酯的收率有较大影响!随着反应时间延长!产物
收率显著增加##!G以后!进一步延长反应时间
$#&G%!反应收率不再有明显变化!因此!该步反
应时间以#!G为宜"

表!!反应温度对邻苯二甲酰亚胺抱丙
二酸二乙酯!B"收率的影响

反应温度&i 收率&F 熔点&i

#"" /!>- &.>%#&0>-

##" /0>& &.>!#&K>#

#!" /&>. &0>##&K>-

#%" /">! &->-#&0>/

#-" K.>- &!>.#&K>.

表B!反应时间对S%苄基氯甲硫醚基邻苯
二甲酰亚胺抱丙二酸二乙酯!F"收率的影响

反应时间&G 收率&F 熔点&i

- %-># 0#>&#0->"

K .">- 0#>K#0.>%

#" &#>K 0%>0#0/>&

#! &!>. 0!>/#0K>!

#& &#>% 0!>.#0K>.

D>!>D!水解时间对[$苄基$"!DM半胱氨酸$&%
收率的影响

在探索实验中发现!?$苄基氯甲硫醚基邻
苯二甲酰亚胺抱丙二酸二乙酯的水解时间是影

响[$苄基$"!DM半胱氨酸收率的重要因素"反
应按B>!>F进行!在其他条件不变的情况下!只
改变盐酸水解的时间!考察水解时间对"!D$硫
苄基半胱氨酸收率的影响!结果列于表%"由表
%可知!随着反应时间延长!产品收率上升!!G
时收率最高!达."F!此后随着水解时间进一步
延长!产品收率略有下降"因此!实际水解时间
应控制在!G"

表D!水解时间对8%苄基%&#%’半胱氨酸收率的影响

水解时间&G 收率&F

# %0>%

! .">"

% -0>-

& -!>&

DAB!氨基酰化酶法拆分&#%’硫苄基半胱氨酸
中的影响因素

将所制得的[$苄基$"!DM半胱氨酸进行乙
酰化!并采用氨基酰化酶对其进行光学拆分!再
将具有光学活性的[$苄基$D$半胱氨酸从拆分混
合液中分离出来"为了提高拆分的收率!还需对
未参与反应的 ?$乙酰$[$苄基$"$半胱氨酸进行
消旋化!进行再次拆分"
在本研究过程中!先后通过单因素考察和正

交实验!对影响氨基酰化酶法拆分?$乙酰$[$苄
基$"!DM半胱氨酸生成[$苄基$D$半胱氨酸的多
种影响因素进行了优化!找到了比较合适的工艺
条件’##()反应物 ?$乙酰$[$苄基$"!DM半胱氨酸
的量为.H!;L 为K>"!反应温度为%0i!酶用
量为!""XH!反应液总体积为."XB!反应时间
为%"G"在此条件下![$苄基$D$半胱氨酸拆分
的单程收率达到-.F!?$乙酰$[$苄基$"$半胱氨
酸回收率达到KKF"经过两次拆分以后![$苄
基$"!DM半胱氨酸总的拆分收率达到&!F"

DAD!保护基的脱除
解保护即脱除[$苄基$D$半胱氨酸上的保护

基苄基"可供选择的体系有 L̂ 体系’#"(和?6&

?L% 体系"L̂ 体系收率较高$/"F%!但 L̂ 气
体毒性大!对于实验装置要求很高#?6&?L% 体
系收率相对较低$0KF%!操作相对容易!危险性
较小"因此在实验中选择?6&?L% 体系进行解
保护"由于D$半胱氨酸在中性和碱性溶液中易
被氧化生成D$胱氨酸!且D$胱氨酸难溶于水!因
此在解保护后!在痕量 <̂%b的催化下!于近中性
溶液中将D$半胱氨酸氧化为D$胱氨酸"

DAE!产品的分析与表征
对于终产品进行红外分析!结果示于图-"

根据图-可计算’+$&&UXI#!h]4%得)!/K"
$C*L!**CCL%!#&K"$*\C!**CCL%!

#./" $?*L!*?L! %!# -K" $**L!*

?L!*%!#-""$**C!**CCL%!###"$**?!
**L*?L!%"薄层层析鉴定表明!产物与D$
胱氨酸标样具有相同的>8"比旋光度’’(" 为

I!#.l$3\#!#X27&BL*7!!"i%!与标样在该
条件下的比旋光度I!!"l很接近"在 L,B*上
检测产物纯度大于 /KF"元素分析!*&L#!
?![!C- 实测值$计算值%)*!/>K!F$!/>//F%!

?##>./F$##>&&F%!L&>#.F$&>#%F%"
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图E!%%胱氨酸的红外光谱

DAF!!FS%%%胱氨酸丰度实验验证
通过优化合成方法!以 ?L-*7和苄基氯甲

硫醚为前体进行了D$胱氨酸的合成!总收率为

#%>/F!产物的化学纯度和光学纯度符合要求"
在此基础上!以#.?L-*7##">!"F #.?$为标记前
体!进行D$胱氨酸合成的丰度实验!合成总收率

#%>.F!#.?的丰度为#">#KF!未出现同位素稀
释现象"

E!小!结
设计并完成了适合#.? 标记的D$胱氨酸!

以#.?L-*7为起始原料!通过改进的M6W4N<7方
法得到[$苄基$"!DM半胱氨酸!再经氨基酰化酶
法拆分和解除保护后得到#.?标记D$胱氨酸"
红外%L,B*质谱%元素分析等分析手段均确证
了多种中间体和#.?标记D$胱氨酸的结构&以同
位素原料计总产率为#%>.F!所用工艺不会产
生同位素稀释!可以满足商品化#.?标记D$胱氨
酸及相关衍生物的合成"
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