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微波照射在多肽化学合成领域的应用

杨 频   宋宇飞
(山西大学分子科学研究所  太原  030006)

摘  要  介绍了微波仪的原理及其在化学合成领域的应用 论述了在多肽链的耦合过程中 使

用不同的耦合方法 从反应时间 产品的产率等因素考虑 对多种不同的耦合试剂在什么样的条件

下使用进行了比较 分析 并将微波照射结合固相合成仪用于多肽合成这一近年来发展起来的新的

研究手段作了简介
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Abstract  The principle and effect of the microwave irradiation, and its application in chemical

synthesis are introduced in this paper. The new research method combining microwave irradiation with solid-

phase synthetic instrument to synthesize polypeptides is described.
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从 Curtius 人工合成第一个多肽到今天 已经走过一个多世纪 在过去 20 年里 随着多肽

合成领域中分离 纯化技术的不断更新 加上分析 检测手段的日益现代化 大大加快了对于

活性多肽的发现速度 作为药物化学的重要分支 多肽化学已经形成并得到迅速发展 科学家

大量的研究结果证实活性多肽具有很多优越性 从天然产物中提取分离得到的活性多肽或者人

工合成的多肽药物更适于人体和大自然 这种协调和统一性 使得对多肽化学的研究日新月异

随着学科全方位 多角度 深入性的发展态势 在生物无机化学的领域 我们不应该也不能忽

视多肽化学在其中的位置 而应该将这一方向融入到生物无机化学当中 不断扩大和丰富这一

领域与生物无机化学的交叉 渗透 因为多肽药物化学本身就是药学 化学 生物学(细胞层次

分子层次) 计算机模拟科学等领域相结合的产物 本文中 笔者将就多肽的一个新的合成手段

微波照射结合固相合成仪器的组合装置用于合成多肽作一介绍

国内 外将微波照射应用到化学合成领域的工作开展的较多 这一手段已经成为化学合成

领域中的的一个重要分支并极大地推动了有机合成化学的发展 然而 将微波照射与固相合成

仪器合并使用 用于专门研究多肽合成的工作可以说是近十余年才有一定的发展的 国内这一
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方面的研究报道相对很少 这与仪器 设备及反应过程中的消耗花费比较昂贵有关

1 微波的原理及微波效应

微波是指频率大于无线电波而小于红外光的电磁波 其频率范围在 300MHz 30GHz 相

应的波长 1m 1cm范围 微波较宽的频率范围使其被广泛应用于雷达 通讯等高科技领域 为

了避免干扰 家庭或商业用的微波仪器多使用频率为 2.45GHz的微波

通常 当分子受到微波照射时 分子会尽可能使自身的旋转频率去配合改变的电磁场 并

且吸收微波的能量 当分子吸收了电磁能之后将其转换为热能 使分子的温度上升 从理论上

讲 微波所造成的加热效应主要和分子的极性有关 带有电偶极的分子受微波照射的影响 会

改变自旋频率 吸收微波的能量并转换为热能 一般介电常数越大的物质越容易受到微波照射

影响而被加热 所以水 乙醇 N,N-二甲基甲酰胺等具有偶极的溶剂受微波照射时会有加热效

应的出现 而己烷 四氯化碳等不具有偶极的溶剂受微波照射时就不会产生这一效应

大量的实验研究结果表明 微波照射可以使许多反应很快完成 在有些例子中明显地改善

了目标化合物的产率 一些科学家将微波在化学反应上造成的这些影响解释为微波效应 但仍

然没有一种确切的理论解释和统一的意见 所以 微波照射在合成上产生这些影响的原因及作

用机制还有待于进一步阐明

单从理论的角度考虑 当反应物在微波炉中受到照射时 频率为 2.45GHz 的微波只对具有

偶极的分子有加热效应 但并不能活化特定的化学键 这说明微波照射在合成上的影响似乎是

由加热效应引起的 然而从动力学的观点看 微波加热的形式和其它形式的加热方法在动力学

上的影响是相同的[1] 所以有报道指出所谓特殊的微波效应不过是热效应的影响而已[2] 也有研

究指出反应速率的加快是由于微波照射下溶剂可以加热到高于沸点所造成的结果[3]

如果以加热效应来解释微波照射的影响 那么当直接测量溶液的温度来作理论计算时 并

不能很好地解释由微波照射所造成的反应速率数千倍乃至更多的大幅度提高的实验事实 这里

需要指出的是 微波照射时 分子内的实际温度并不容易测定 而且参与反应的分子的数量分

布并不均匀 甚至在非均相反应时有可能产生热点[4]  所以目前还无法用热效应的理论计算来

有效地解释微波照射时加快反应速率甚至改善产率的实验结果 因此 由微波照射在化学反应

上造成的影响不仅与热效应有关 是否还存在其它特殊的微波效应 仍然是一个非常值得探索

和关注的研究课题

2 微波照射在化学合成上的应用

微波炉在日常生活中被广泛用于食品的煮食及加热 这是因为微波炉加热省时 便利 从

实验科学的思维考虑这个问题 是否可以利用微波炉所产生的这些表面的现象及其内在的一些

功能并将其应用在科学研究上呢 这一问题引起了科学家们的兴趣 早在 1975年就有应用微波

照射来加速样品溶解的报道[5] 而现在微波加热更被广泛地应用到分析样品的制备[6] 聚合物技

术[7] 烃类裂解[8]等方面 当然更多的例子是有机合成上的应用[9]

最早报道微波照射在有机合成上的应用是在 1986年分别由两个研究小组独立完成的研究结

果[10,11] 随后大量相关研究被发表见刊 总结这些研究结果表明 经由微波照射可以大幅度提
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升许多反应的反应速率 大大缩短反应时间 产率也有所提高 目前研究涉及的反应包括

Diels-Alder 反应 Claisen 重排 氧化反应 酯化反应 自由基反应 水解反应 亲核取代反应

等液相反应

此外 微波照射应用在固相合成反应和酶催化的反应上 也可以很好地促进反应的进行[12,13]

3 多肽合成中的困难序列

自从 Merrifield 发明固相合成仪之后 近些年来新的多肽序列不断被分离 提纯 使得多

肽合成发生了巨大的变革 科学家可以利用仪器自动 准确地完成多肽的合成 包括很多以前

不敢想象的较长的 较难的序列 此时都得到了很好的解决 然而这一方法也存在一些问题

最主要的是胺基端的保护基去保护不完全及耦合反应不完全[14] 这个问题是和多肽的结构[15 16]

以及随着合成过程中多肽链的延长而使得溶解度降低[17]两个因素有关 存在这类问题的氨基酸

序列被称之为 “困难序列”

基于困难序列与氨基酸的组成及序列有关 多肽领域的科学家利用一些特殊的计算软件结

合量子化学方法 分子模拟手段从理论上预测多肽链合成上的情况 例如 Milton 等[15]提出了

与多肽键形成任意回旋结构有关的参数 Narita等[18]发展出来一些 多肽链的构型参数 Van

Woerkon等[19]分析了 数百次耦合反应的实验数据后整理出的经验结论 ; Krchnak等[16]提出 与

氨基酸聚集能力有关的凝集参数 在大量理论和实验结果的基础上 如何解决困难序列的合成

成为问题的焦点 相应产生了如下的一些解决方式 (1)加热[20] (2)延长反应时间 增加耦合的

次数 (3)改变合成过程中使用的溶剂 尽可能增加多肽的溶解度[21] (4)加入溴化锂 过氯酸钠

等 依靠改变溶液的极性来影响溶解度 (5)使用新的氨基酸衍生物 例如将赖氨酸支链上的 Boc

保护基团换为 Trifluoroacetyl 保护基[22] (6)使用 Fmoc-N-(2-hydroxy-4-methoxybenzyl)的氨基酸

衍生物来合成[23] 希望由不同的衍生物能改变多肽的溶解度或减少多肽链凝集现象的发生 (7)

使用新的耦合试剂 例如 PyBrOP(Bromo-tris-pyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphate)[24]

等以增加耦合反应时的效率等一些方法

尽管提出了许多改善多肽合成的途径, 但大多数的方法都有一定的局限性 比如 增加耦

合次数需要消耗大量的氨基酸 使用新的耦合试剂通常是相当昂贵的 改变溶剂或者加入由离

液序列高的阴离子组成的盐则效果相对有限 而使用不同的氨基酸衍生物合成肽链只适用于特

定的氨基酸序列 因此 对困难序列的合成的解决方法仍然是在多肽合成领域中所瞩目的一个

方向

正是在这样的背景下 微波照射仪器与固相合成仪器的连接装置被用于多肽合成领域以解

决很多困难序列的合成工作 在实验过程中发现 这一方法对于常规序列的合成也非常有利

既省时又减少了繁重的操作过程 并提高了产率 所以 这一新设计的仪器对常规多肽和困难

序列的多肽链具有明显的合成上的优势

4 微波照射在多肽合成中的应用

固相合成仪应用于合成多肽是多肽合成领域的一个变革性的里程碑 也正是由于它具备比

液相合成多肽法有更多的优越性 所以广大的研究人员才尽可能的使用这一方法从事多肽研究
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首先 固相合成仪的出现使得多肽合成反应过程中省去了很多繁冗的纯化步骤 这是仪器自动

化的结果 其次 在使用固相合成多肽时 仪器的自动化也使得合成操作大大简化 并可以很

准确地检测反应是否完全 从而导致产率大大提高

然而 在使用固相合成仪器合成多肽时 自动延伸一个氨基酸仍然需要 2h或更长的反应时

间 尤其对一些难以合成的序列而言 在通常条件下 合成会有相当难度且反应时间长 产率

也不一定理想 如何解决多肽合成的耗时 低产率等问题 正是在这样的研究背景下 微波照

射与固相合成仪器被联合使用 这就针对目前面临的一些多肽困难序列及其它化学合成提供了

一种解决办法 实验结果证实这一手段是可行的[20]

Wang 等[25]的研究指出 在使用微波照射的条件下 使用固相合成仪器合成目标多肽 一

方面使耦合反应的时间缩短在 6min内(常规的液相合成这一多肽大约需要 3h) 另一方面耦合效

率也大大提高(比液相合成法大约提高了 16%) Tam 等[26]的研究报道的结果证实 在耦合反应

的步骤中 温度在 50°C或者更高时 有助于一些困难序列的耦合

目前 微波照射应用在多肽的研究 比如在不同的序列 在耦合的反应条件(温度 反应时

间 耦合试剂等方面)上 都有待于进一步的深入研究 这对于从事多肽合成(包括多肽提取

分离 纯化) 多肽药物研究 天然产物(包括活性多肽)如何有效 高产地制备等生物无机和生

物有机的研究者都是非常值得关注的研究方向 而且在方法上也仍然有良好的开发 应用前景

在上述的一些研究背景和条件下 将固相合成仪与微波炉连接成一具有微波照射功能的自

动多肽合成系统 加入紫外仪器 作为多肽耦合效率的检测系统[27] 这样的设计一方面利用了

微波照射的加热效应或者说特殊的微波效应 同时又结合了固相合成仪的方便性 配合紫外仪

检测耦合效率 不但保持了合成仪的自动化的特点 且能减少耦合反应时间 并可能解决一些

困难序列的耦合不完全的现象 从而提高多肽合成的产率 这样就建立了一套方便 快速合成

多肽的仪器

由于固相合成仪器没有发射微波的装置 所以需要外接一台微波炉 如果合成仪本身有检

测系统 则不必在加紫外检测装置 如果没有 则在合成仪的废液排出的管路中加入紫外检测

器 用于检测多肽合成中去保护步骤中切下的保护基团的浓度 以此作为计算耦合效率的依据

在这一连接过程中 需要注意的是 首先 微波炉与合成仪连接时的空隙要尽可能密封 以防

止微波照射时能量的外漏 合成仪器与微波连接的线路要尽量短 否则线路太长会导致固相合

成仪没有足够的压力将试剂压入反应瓶或将反应瓶中的试剂排出 其次 要用石英制的反应瓶

进行反应 再有 如果要接紫外检测体系 可在合成仪的废液排出管路先接一圆底烧瓶 然后

利用虹吸的原理使排出的溶液经过紫外仪器 从而可以检测耦合效率 同时接圆底烧瓶可将和

溶液混合的气体排出 避免在通过紫外仪器时存在气泡的干扰

耦合效率的检测有定性和定量两种方式 定性的可以用 Kaiser test 定量的可以用检测排出

液体的紫外吸收值来确定耦合反应的完成比例

Wang 和 Chen[25]领导的研究小组多年从事这一方面的研究 他们使用自制的微波照射结合

固相合成仪器的组合装置 研究对多肽产物合成的影响 结果表明 对于常规的多肽链 使用

微波与固相合成仪的组合装置后 耦合产率为 100% 反应时间为 5min(常规需要 1 2h) 对于
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合成的一些困难序列 每一步的耦合效率都在 90%左右 而常规方法效率只有 53% 60% 他

们指出 当微波照射对耦合效率改善的程度较差时 可以配合改变耦合试剂等方法 提高耦合

效率 甚至可以改变微波照射的次数 以提高耦合产率

大量的实验结果总结表明 当微波照射应用于非困难序列时 在不影响耦合效率及产物的

纯度的前提下 可以缩短耦合反应的时间 当应用于困难序列时 不但可以缩短反应时间 而

且对于耦合效率及产品的纯度都有所改善 当微波照射应用于含 N-甲基的多肽链的合成时 使

用较好的耦合试剂仍然不能改善耦合效率 以微波仪进行重复多次照射 可以发现耦合效率及

产物都有所改善

6 结语

将微波引入固相合成仪 联合使用具有方便 快速 简单而高效的优点 大量的研究表明

这样的结合是卓有成效的 对实验数据进行定量研究并动态监测反应的各个环节从而阐明微波

效应的作用机制的研究 开发这样高精尖的仪器提供给广大科技人员的应用项目 是我国今后

非常值得投入的两个方向 尤其是后者在化学合成领域以及由此产生的在药物开发 生物工程

药检等重要领域的辐射效应及推动作用将不可限量 然而需要注意的是 虽然微波照射应用于

化学方面的研究报道近年来陆续增多[28,29] 但是其在多肽合成领域的应用及报道相对较少 尤

其是国内在这一分支领域的研究报道相当少 之所以出现这样的局面不仅是由于国内从事这方

面的科研力量较少 也与我国的支持力度不足 各个研究单位力量分散及研究成果无法实现深

入突破有关

国内上海有机所[30~32] 北京大学 清华大学[33] 南开大学 兰州大学等一群研究者在多肽

合成领域做了不懈努力 上海有机所的徐杰诚教授领导的课题组在生物活性肽 如 P 物质(SP)

促黄体激素释放激素(LHRH) 促眠肽(DSIP) 胞壁酰肽(MDP) 血管紧张素抑制剂(ACEI)等的

合成和结构与活性关系的研究以及新型高效多肽缩合剂的合成等方面取得重要研究成果 北京

大学叶蕴华教授领导的课题组[34] 合成并得到了耦合效率较高的多种耦合试剂 在与常规的耦

合剂相比 具有很多优越性 同时 该课题组也从许多天然产物中提取分离并纯化了许多多肽

产物 并从活性肽的角度对产品进行了详细的性质研究 笔者课题组近年来一直开展了多肽抗

癌药物设计[35~40] 先后选择多肽链作为有效的抗癌药物 DMQ-MA 的载体 将多肽链与药物耦

合得到复合物 并研究了药物的作用过程和作用机理 取得了富有成效的结果 在多肽链的耦

合过程中 尝试了使用不同的耦合方法 从反应时间 产品的产率等因素考虑 对几种不同的

耦合试剂在什么样的条件下使用进行了比较 分析 兰州大学王锐教授的课题组也在活性多肽

及其受体的相互作用方面做了相当深入的研究[41]

多肽药物以其与人体的良好相容性而具有优势 它在体内如何转运 依赖什么机制发挥药

效 以及多肽药物结构与功能之间的关系有待深入研究 根据外源性小分子在体内转运 吸收

及分布以及它与生物大分子相互作用的状态 可以设计出选择性高 毒副作用小的靶向药物

希望在今后的无机和有机药物的发展中 更加重视多肽药物领域 并结合已有的基础 使多肽

化学有更广阔的发展空间
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