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R1= Cl, H, CH3OCH2, CH3等;
R2= H, i-PrO, PhO, PhS等;
R3= H, PhCH2O, i-PrO等 ;
R4= H;
R5= CH3, HOCH2, i-Pr, Bn等;
R6= H, CH3

WR1= CH3O, OH, NH2, (CH3)2N等;
R2= H, i-PrO;
R3= H, i-PrO

R1= H, i-PrO;
R2= H, i-PrO

R1= Br, Cl, H, 4-CH3OPhS, PhNH2, CH3等;
R2= PhO, PhS, Br, H, Ph, CH3, CF3等;
R3= H, PhO, PhS, Br, H, Ph, CH3, CF3等;
R4= H, Ph;
R5= H, Ph; 
R6= OH, CH3O, EtO, Ph, PhCH2O等;
R7= H, CH3, CH2COOH
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This process technology has several advantages such as cheap material and high yield in the industrial production.

Design of synthesis

1.Selecting a cyclized site and 
choose the first amino
2.Choose the condensation 
reagent
3.Determine the order of 
cutting and protection

Analysis and purification

1.RP-HPLC analysis
2.RP-HPLC purification
3.mass spectrometry and 
nuclear magnetism analysis

Solid-phase synthesis

1.linear peptide synthesis
2.Remove ,cyclization and 
deprotection
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A new synthetic route of trifluoromide was reported, and the total yield was 63.9%. 
It provided a better choice for industrial production.
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The inhibition zone was displayed after the assay plates was placed for 0 d, 3 d, 7 d, 10 d and 14 d in 4℃.
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近年来，从海洋生物中提取分离具有药理活性

的新型化合物已成为获得新药的重要途径 [1—2]。目

前，已从海藻中发现 5 300 多种化合物，包括核苷类、

萜类、环肽及脂肪酸等 [3—4]。其中，富含脯氨酸的

环肽类化合物因在抗菌、抗病毒和抗肿瘤等方面具

有较高的生物活性，现已成为海洋药物的研究热点

之一 [5—6]。2014 年，研究者从我国南海永兴岛上

的软海绵属植物 Reniochalina stalagmitis 中提取出 5

抗肿瘤环八肽 Reniochalistatin E 的固相合成

刘泰容，莫金秋，李长兵，姜  和，廖洪利*
(成都医学院药学院，四川成都 610500)

摘要：以 2- 氯三苯基氯树脂 (CTC) 为载体，以 HCTU/DIPEA 为缩合体系，通过 Fmoc 固相合成法合成直链肽，液相环合，

得环肽粗品。制备液相进行纯化。通过 HPLC、MS 及 NMR 进行表征分析，目标产物纯度大于 98％，总收率为 24％。

本法操作简便易行，适合该系列环肽的合成。
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Solid-phase Synthesis of Antitumor Cyclic Octapeptide Reniochalistatin E

LIU Tairong, MO Jinqiu, LI Changbing, JIANG He, LIAO Hongli*
(School of Pharmacy, Chengdu Medical College, Chengdu 610500)

ABSRACT: Antitumor cyclic octapeptide reniochalistatin E was synthesized in this paper. The peptide chain was 
synthesized by Fmoc solid-phase synthesis using 2-chlorotriphenyl chloride resin (CTC) as the carrier and HCTU/
DIPEA as the condensation system, and the peptide chain was cyclized in liquid phase to obtain a crude product. Then it 
was purificated through preparative liquid chromatograph. The HPLC, MS and NMR was used to characterized the pure 
product. The results showed that the purity of target product was over 98％ and the total yield was 24％. The method was 
suitable for the synthesis of the series of this kind of cyclic peptides.

Key Words: reniochalistatin E; antitumor; solidphase synthesis; cyclic peptide

种富含脯氨酸的环肽 Reniochalistatin A ～ E，其中

Reniochalistatin A ～ D 均由 7 个氨基酸残基组成，

Reniochalistatin E(1) 为 Reniochalistatins 家族中唯

一一个含有色氨酸的环八肽；迄今为止，也是所有

成员中发现的唯一具有抗肿瘤活性 ( 包括 RPMI-
8226、MGC-803、HL-60、HepG2和HeLa等肿瘤细胞)

的多肽，其对 myeloma RPMI-8226 和 gastric MGC-
803 的细胞毒性尤为明显，IC50 值分别为 4.9 和

9.7 µmol/L[7]。

1 的结构如图 1 所示，由 8 个氨基酸残基组成，

包含亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸等非极性氨基酸和

芳香族氨基酸 —— 色氨酸，且具有富含脯氨酸的

独特环状结构，使得其化学性质和空间构象具有良

好的稳定性 [8—10]。目前关于 1 的合成方法主要包括

研究论文
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2 种：①以苯并三唑 -1- 基氧三吡咯烷基六氟磷酸

(PyBOP) 为催化剂，通过液相合成法得到，该法合

成步骤相对繁琐，且收率较低，仅为 5％ [11]。②以

1- 羟基苯并三唑 (HOBt) 为缩合剂，通过固相合成

法得到，此法在氨基酸耦合步骤中耗时较长，且环

合前使用三氟乙酸 (TFA) 与二氯甲烷 (DCM) 混合

液为切割试剂，易使肽链上的保护基脱落，不利于

后续的环合和纯化 [12—13]。

为解决上述问题，本课题组以二氯树脂为载

体，6- 氯苯并三唑 -1,1,3,3- 四甲基脲六氟磷酸酯

(HCTU)/N,N- 二异丙基乙胺 (DIPEA) 为缩合体系，

以脯氨酸为起始氨基酸，按照 Pro-Trp-Leu-Pro-Ile-
Pro-Ile-Val 的氨基酸序列，使用 Fmoc 固相合成法

合成肽链，切下肽链后先环合，后脱侧链保护基，

设计合成抗肿瘤环八肽 1( 图 2)，有效降低了原料

成本，提高了合成效率及收率。本合成方法简便易

行，可为其同类化合物的合成提供参考。

1   实验部分

1.1   试剂和仪器

Fmoc- 氨基酸、2- 氯三苯基氯树脂、HCTU 购自上海

吉尔生化有限公司；DIPEA、HOBt、PyBOP、三氟乙醇 (TFE)、

TFA 购自北京百灵威科技有限公司；茚三酮、N,N- 二甲基

甲酰胺 (DMF)、DCM、哌啶、甲醇均为市售分析纯试剂；

乙腈为色谱纯。

气浴恒温振荡器 ( 常州国宇仪器制造有限公司 )；循

环水式多用真空泵，SHB-IIIA、2ZX-4 型旋片真空泵 ( 上

海豫康科教仪器设备有限公司 )；低温冷却循环泵 ( 上海东

玺制冷仪器设备有限公司 )；LC3000 高效液相色谱仪 ( 北

京创新通恒科技有限公司 )；Technologies 1260 Infinity、

6538UHD Accurate Mass Q-TOF LC/MS 质 谱 仪 ( 美 国

Agilent 公司 )

1.2   方法与结果

1.2.1   直链肽的合成

取 2- 氯三苯基氯树脂 1 g(载样量 0.34 mmol/g)
置固相合成反应管中，用 DCM(10 ml) 浸泡 20 min

至充分溶胀，抽干，倒入 Fmoc-Pro-OH(676 mg，
2 mmol) 和 DIPEA(665 µl) 的 DCM 溶液 (10 ml)，
常温振荡过夜。依次用 DCM 和 DMF( 各 10 ml) 洗
涤 3 次，加入甲醇 (15 ml) 反应 20 min 封闭未反应

的树脂。依次用 DCM(10 ml×3) 和 DMF(10 ml×3)

Cl
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洗涤，加入含 20％哌啶的 DMF 溶液 (10 ml)，
常温振荡 (10 min×2) 脱去 Pro 上的 Fmoc 保护

基，再依次用 DCM(10 ml×3) 和 DMF(10 ml×3)
洗涤。随后根据多肽序列依次将 Fmoc- 氨基酸

(2 mmol)、HCTU(1.8 mmol) 和 DIPEA(4 mmol) 混
溶于 NMP(10 ml) 中，倒入多肽反应管，35 ℃振荡

45 min，重复脱保护 → 缩合 → 脱保护，直到所有

氨基酸连接完成。缩合反应中使用茚三酮显色监测

反应进程。

1.2.2   直链肽的游离

肽链连接完成后，树脂用无水乙醚洗涤抽干，

加入 TFE-DCM(1 ∶ 4)溶液 (20 ml)，常温振荡过夜。

过滤，取滤液减压浓缩得直链肽粗品 260 mg，HPLC

谱图如图 3，此步收率为：( 实际所得 260 mg) /

( 理论值 0.34 mmol×1 033)=74.03％，所得质谱结

果如图 4，1 环合前直链肽分子离子峰 [M+H] + 为

1 034.636 7，[M+Na]+ 为 1 056.611 4。

Cl
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1.2.3   肽链的环合

将 HOBt(170 mg，5 倍 摩 尔 量 )、PyBOP

(656 mg，5 倍摩尔量 ) 和 DIPEA(420 µl，10 倍

摩尔量 )溶于 DCM(150 ml) 中，缓慢滴入直链肽

(260 mg) 的 DCM 溶液 (150 ml) 中，滴毕自然升

至室温，搅拌反应 1 h，减压浓缩后过凝胶柱纯

化，减压浓缩得环肽粗品 223.34 mg，此步收率为

87.42％。HPLC 图谱见图 5。
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Fig.5   HPLC Spectrum of Crude Products after 
Linear Peptide Cyclization

1.2.4   环肽氨基酸侧链脱保护

将环肽粗品加至 TFA-DCM(1 ∶ 3) 的溶液

(20 ml) 中，常温振荡反应 4 h，脱去侧链保护基，

得 1 粗品 182 mg。
1.2.5   1 的分离纯化

1 粗品溶于 40％乙腈的水溶液 (15 ml) 中，通

过制备型 RP-HPLC 纯化。制备柱 YMC-Pack ODS-
AQ 柱 (20 mm×250 mm，5 µm) ；流动相 A 0.1％ 
TFA 水溶液，B 0.1％ TFA 乙腈溶液，梯度洗脱

(0 ～ 3 min ：A 60 ％，3 ～ 60 min ：A 60 ％ ～

40％ )；检测波长 214 nm ；流速 15 ml/min。收集

主峰，进行分析，合并纯度大于 98％的样品，冷冻

干燥后得纯品 75 mg，呈白色粉末状，此步收率为

41.29％。总收率：(最终所得纯品 75 mg)/( 理论值

311.1 mg)×100％ =24％。

1.2.6   1 的表征

对 1 直链肽及环肽进行 HPLC 分析，色谱柱 
Waters Bridge C18 柱 (4.6 mm×150 mm，5 µm) ；流动

相 A 0.1％ TFA 水溶液，B 0.1％ TFA 乙腈溶液，梯

度洗脱 (0 ～ 5 min ：A 95％，5 ～ 25 min ：A 95％～
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10％，25 ～ 30 min ：A 10％ )；流速 1.0 ml/min ；

柱温 30 ℃；检测波长 214 nm。如图 6、7 所示，1
纯品保留时间为 22.418 min，纯度大于 98％。
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Fig.7   Partial Enlargement of 1 Pure Product’s HPLC 
Spectrum

对 1 纯品进行质谱及 NMR 测试，如图 8。HR-
Q-TOF-MS(m/z) : 916.577 5[M+H] +，938.555 1

[M+Na] + 与 理 论 值 一 致。H NMR(500 MHz, 
DMSO-d6)δ: 10.73 ～ 11.10(1H, m, HNH-Trp) , 
7.48 ～ 7.72(5H, m, Ph-Trp) , 6.94 ～ 7.35(5H, m, 
NH-C=O), 4.88 ～ 5.00(1H, m, CH, Hα-Trp), 3.76 ～

4.47(7H, m, CH, Hα-Leu, Pro, Ile, Val) , 3.04 ～

3.64(6H, m, CH2, Hδ-Pro), 2.86 ～ 3.04(2H, m, CH2, 
Hβ-Trp), 2.19 ～ 2.29(1H, m, CH, Hβ-Val), 2.17 ～

2.21(2H, m, CH, Hβ-Ile), 1.62 ～ 2.09(12H, m, CH2, 
Hβ/γ-Pro), 1.58 ～ 1.60(2H, m, CH2, Hβ-Leu), 1.20 ～
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1.48(5H, m, CH2(Hγ-Ile), CH(Leu)), 0.68 ～ 1.05 

(24H, m, CH3)。

2.4   讨论

  目前关于 1 的合成主要采用液相全合成或以

HATU 为缩合剂进行固相合成。前者操作繁琐且收

率较低，仅为 5％ [11] ；后者以 HATU 为缩合剂，价

格较高。本研究首次采用 HCTU 为缩合剂，通过

Fmoc 固相合成法成功制得 1，HCTU 价格低廉且相

对原有试剂活性更高，使得反应更易进行，合成时

间缩短 [12—13]。本法采用先切割环合、后脱保护的

方式，避免了侧链基团对环合反应过程的干扰作用。

选择二氯树脂为载体，在不干扰侧链保护基的前提

下，有利于肽链的切割。相比于目前文献所报道的

合成方法，本法操作简单，除环合后过凝胶柱及脱

保护后的成品纯化外无需更多复杂的纯化步骤，且

收率较高，简便易行。

3   结论

本研究以二氯树脂为载体，Fmoc-Pro-OH 为起

始原料，HCTU/DIPEA 为缩合体系，通过 Fmoc 固

相合成法合成直链肽，自树脂上切下后液相实现环

合，成功制得 1。本合成方法所用原料及试剂，价

格低廉易得，操作简便，总收率高，可为其进一步

的生物活性研究提供原料，为该类化合物的合成及

工业规模化生产提供参考。
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