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　　炭疽杆菌表面糖抗原（图１）是炭疽杆菌细胞荚膜

的主要成分［１］，炭疽杆菌表面糖抗原的人工合成对炭

疽疫苗的研发具有重大意义［２］。１叔丁基二苯基硅烷

基２叠氮３Ｏ（α四Ｏ苄基１氧代β犇吡喃半乳糖

基）４，６Ｏ对甲氧基苄基β犇吡喃葡萄糖苷（１）是化

学合成炭疽杆菌表面糖抗原的重要中间体。同类β硫

苷糖基化得到的１，３位连接的二糖产物为α、β构型混

合物，α构型产率基本维持在１７％～５４％
［３５］，由于本

研究中单糖受体上的保护基位阻较大，导致路线（图２）

中的二糖化合物（１）的预实验产率仅为２１．１％，大大阻

碍了后续合成工作的进展。文献报道用硫苷作供体的

苷化反应，其立体化学结果受多重因素影响，即温度、

溶剂、受体及反离子等的改变都可能会大大改变α与β
的构型比［６］。本研究拟采用正交试验设计探寻其最佳

反应条件，从而提高产率。

１　材　料

四Ｏ苄基１硫代β犇吡喃半乳糖乙苷（２）按文献

［７］方法制备。１ＨＮＭＲ（３００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）化学位移：

７．５０～７．２４（ｍ，２０Ｈ，Ａｒ），４．９９～４．５６（ｍ，６Ｈ），

４．５１～４．３６（ｍ，３Ｈ），３．９６（ｄ，犑＝２．６Ｈｚ，１Ｈ），３．８２

（ｔ，犑＝９．４Ｈｚ，１Ｈ），３．６３～３．５１（ｍ，４Ｈ），２．８４～２．６２

（ｍ，２Ｈ），１．３０（ｔ，犑＝７．４Ｈｚ，３Ｈ，ＣＨ３）。１叔丁基二

苯基硅烷基２叠氮４，６Ｏ对甲氧基苄基β犇吡喃葡

萄糖苷（３）按文献［８］方法制备。１ＨＮＭＲ（３００ＭＨｚ，

ＣＤＣｌ３）化学位移：７．６９（ｄ，犑＝７．２Ｈｚ，４Ｈ，Ａｒ），７．４９～

７．２９（ｍ，８Ｈ，Ａｒ），６．８５ （ｄ，犑＝８．７Ｈｚ，２Ｈ，Ａｒ），

５．４１（ｓ，１Ｈ），４．５０（ｄ，犑＝７．５Ｈｚ，１Ｈ），３．９４（ｄｄ，犑＝

１０．５、５．０Ｈｚ，１Ｈ），３．７７（ｓ，３Ｈ，ＣＨ３），３．６３～３．３７（ｍ，

４Ｈ），２．９９（ｍ，１Ｈ），２．５７（ｓ，１Ｈ），１．１１（ｓ，９Ｈ，ＣＨ３）。

其余化学试剂均为市售分析纯或化学纯。

图１　炭疽杆菌表面糖抗原的化学结构式

２　方法和结果

２．１　正交试验设计　硫苷法糖基化反应通常需要在

低温下进行，且常用溶剂为二氯甲烷、四氢呋喃、乙醚

等［９１０］。而单糖化合物２、３在二氯甲烷和四氢呋喃中

溶解度较好，故溶剂选用二氯甲烷和四氢呋喃。本研

究选用了硫苷糖基化反应中最经典的催化剂犖碘代

丁二酰亚胺／三氟甲磺酸银（ＮＩＳＡｇＯＴｆ）
［１１］。根据Ｌ９

（４３）正交表设计实验，以目标化合物的产率为考核指

标，重点考察４个主要因素［温度（Ａ），反应时间（Ｂ），

溶剂（Ｃ），单糖供体２和单糖受体３的物质的量投料比

（Ｄ）］，各因素设计３个水平（表１）。

·１１２１·
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图２　目标化合物１的合成路线

１：１叔丁基二苯基硅烷基２叠氮４，６Ｏ对甲氧基苄基β犇吡喃葡萄糖苷；２：四Ｏ苄基１硫代β犇吡喃半乳糖乙苷；３：１叔丁基二苯基硅烷

基２叠氮３Ｏ（α四Ｏ苄基１氧代β犇吡喃半乳糖基）４，６Ｏ对甲氧基苄基β犇吡喃葡萄糖苷．ＮＩＳＡｇＯＴｆ：犖碘代丁二酰亚胺／三氟甲磺酸银

表１　正交试验设计因素水平表

水平 Ａ（温度，θ／℃） Ｂ（时间，狋／ｈ） Ｃ（溶剂） Ｄ（化合物２和３的物质的量投料比）

１ ０ １ 二氯甲烷 １∶１

２ －２０ １．５ 二氯甲烷＋四氢呋喃（１∶１） １．５∶１

３ －４０ ２ 二氯甲烷＋四氢呋喃（１∶１） ２∶１

２．２　二糖化合物１的制备　在一定温度（Ａ）下，取

狓ｍｍｏｌ单糖供体２、狔ｍｍｏｌ单糖受体３、分子筛和溶

剂（Ｃ）置于５０ｍＬ茄形瓶中，氮气保护下搅拌３０ｍｉｎ

后加入催化量的ＮＩＳＡｇＯＴｆ，反应一定时间（Ｂ）。反

应结束后，加适量三乙胺中和过量的酸（ｐＨ约为７），

过滤除去分子筛，滤液加入２００ｍＬ二氯甲烷后先用饱

和硫代硫酸钠溶液萃取，再用饱和碳酸氢钠溶液和饱

和氯化钠溶液各萃取２次。除去水层后，使用无水硫

酸钠干燥有机层。蒸干有机溶剂，快速硅胶柱层析（洗

脱剂石油醚∶乙酸乙酯＝１０∶１）得白色固体产物，真

空干燥后称质量，计算产率。每组实验重复３次（表

１）。１ＨＮＭＲ（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）化学位移：７．８１～７．７６

（ｍ，４Ｈ，Ａｒ），７．５１～７．２７（ｍ，２６Ｈ，Ａｒ），７．１６（ｄ，犑＝

７．１Ｈｚ，２Ｈ，Ａｒ），６．９０～６．８５（ｍ，２Ｈ，Ａｒ），５．６６（ｄ，

犑＝２．４Ｈｚ，１Ｈ，ＧａｌＨ１），５．３９（ｓ，１Ｈ），５．０２～４．９３

（ｍ，２Ｈ），４．８３（ｄ，犑＝１１．６Ｈｚ，１Ｈ），４．６６～４．５１（ｍ，

６Ｈ），４．４１（ｔ，犑＝６．６Ｈｚ，１Ｈ），４．１３（ｄ，犑＝９．３Ｈｚ，

１Ｈ），４．０９（ｓ，２Ｈ），３．９６（ｄｄ，犑＝１０．５、５．０Ｈｚ，１Ｈ），

３．９０～３．８５（ｍ，１Ｈ），３．８２（ｓ，３Ｈ，ＣＨ３），３．７１～３．５８

（ｍ，４Ｈ），３．０６（ｍ，１Ｈ），１．２２（ｓ，９Ｈ，ＣＨ３）。ＨＲ

ＱＴＯＦＭＳ：Ｃ６４Ｈ６９Ｎ３Ｏ１１Ｓｉ［Ｍ＋Ｎａ］
＋犿／狕，理论值

１１０６．４５９４，实测值１１０６．４６２４。

２．３　正交试验结果　按表２编号所示实验顺序，依次

采用相应条件，每组实验重复３次，以产率的平均值为

最终结果。各组的极差分析数据及其计算结果见表２。

由于本实验设计了４个影响因素，使得Ｌ９（４
３）正交表

中无空白列作单因素方差分析对照，所以采用重复实

验方差分析方法［１２］求得各因子列的比值，所得方差分

析结果如表３所示。

表２　犔９（４３）正交实验结果和极差分析

编号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 平均产率（％）

１ １ １ １ １ ２１．５３

２ １ ２ ２ ２ ４８．７４

３ １ ３ ３ ３ ２３．３３

４ ２ １ ２ ３ ５６．４８

５ ２ ２ ３ １ ２６．２９

６ ２ ３ １ ２ ４６．９５

７ ３ １ ３ ２ ５８．３２

８ ３ ２ １ ３ ４１．８１

９ ３ ３ ２ １ ３９．６０

犓１ ９３．６１ １３６．３３ １１０．３０ ８７．４２

犓２ １２９．７２ １１６．８４ １４４．８２ １５４．０２

犓３ １３９．７４ １０９．８９ １０７．９４ １２１．６２

犽１ ３１．２０ ４５．４４ ３６．７７ ２９．１４

犽２ ４３．２４ ３８．９５ ４８．２７ ５１．３４

犽３ ４６．５８ ３６．６３ ３５．９８ ４０．５４

犚 １５．３８ ８．８１ １２．２９ ２２．２０

１０ ３ １ ２ ２ ８３．６０

表３　方差分析结果

离均差平方和 自由度 均方差 犉值 犘值

Ａ １１７７．５６１ ２ ５８８．７８１ １３３．９４６ ＜０．０１

Ｂ ３７５．７１８ ２ １８７．８５９ ４２．７３７ ＜０．０１

Ｃ ８５２．５８８ ２ ４２６．２９４ ９６．９８１ ＜０．０１

Ｄ ２２１８．３２４ ２ １１０９．１６２ ２５２．３３２ ＜０．０１

误差 ７９．１２２ １８ ４．３９６

合计 ４８６４１．６４０ ２７　 　　

３　讨　论

３．１　目标化合物的构型鉴定　犇吡喃型糖上的苷键

为α构型时，Ｃ１位质子为竖键，耦合常数为２～

４Ｈｚ
［１３］。化合物１的 １ＨＮＭＲ数据显示半乳糖基上

Ｃ２位氢的化学位移为［５．６６（ｄ，犑＝２．４Ｈｚ，１Ｈ）］，表

·２１２１·
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明所制得的化合物为α构型产物。

３．２　α二糖中间体１合成条件的优化

３．２．１　反应温度的影响　方差分析结果表明，反应温

度（Ａ）对产物的产率有显著影响（犘＜０．０１）。极差分析

结果（犽３＞犽２＞犽１）表明，反应温度从０℃ 降到－４０℃，

产率显著提高。因此反应温度为－４０℃（Ａ３）为最佳。

３．２．２　反应时间的影响　极差和方差分析结果显示，

反应时间（Ｂ）对产物产率的影响相对较小。从反应过程

看，从开始反应到１ｈ之后薄层层析检测发现物点不再

有明显变化，杂点有增多。所以反应时间以１ｈ（Ｂ１）

为宜。

３．２．３　反应溶剂的影响　方差分析结果表明，反应溶

剂（Ｃ）对产率有较大的影响。极差分析结果（犽２＞犽３≈

犽１）显示，使用二氯甲烷和四氢呋喃的混合液为溶剂时

产率显著提高，即Ｃ２条件为最佳。

３．２．４　供体与受体物质的量投料比的影响　方差分

析结果表明，单糖供体２与单糖受体３的物质的量投

料比（Ｄ）对产物产率的影响非常显著（犘＜０．０１）。极

差分析结果（犽２＞犽３＞犽１）表明，随着硫苷供体浓度的增

加，产率先增加后减少，且物质的量投料比为１．５∶１

时，产率提高达到最大值，即Ｄ２条件最佳。

３．２．５　二糖化合物１合成的最优反应条件　方差分

析结果表明，因素Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ对实验结果均有显著影

响。而极差分析结果进一步显示，因素Ｄ对实验结果

的影响最大，其次是因素Ａ，最后是因素Ｂ。综上分析，

制备该二糖化合物１的最佳反应条件为Ｄ２Ａ３Ｃ２Ｂ１。

３．３　二糖化合物１最优合成反应条件的验证　以

４．３８ｇ（７．５ｍｍｏｌ）单糖供体２和２．８０ｇ（５ｍｍｏＬ）单

糖受体３为起始原料按Ｄ２Ａ３Ｃ２Ｂ１条件重复实验３

次，平均产率为８３．６０％，且产率稳定。

综上，本工艺以正交试验设计对１叔丁基二苯基硅

烷基２叠氮３Ｏ（α四Ｏ苄基１氧代β犇吡喃半乳糖

基）４，６Ｏ对甲氧基苄基β犇吡喃葡萄糖苷（１）的合成

反应条件进行了优化，获得其最佳反应条件为

Ｄ２Ａ３Ｃ２Ｂ１（化合物２和３的投料比为１．５∶１，反应温度

－４０℃，二氯甲烷和四氢呋喃的混合液为溶剂，反应时

间１ｈ），显著提高了炭疽杆菌表面糖抗原合成工艺的效

率。本研究对硫苷糖基化的构型选择性条件控制的探

究为糖基化立体构型的控制研究提供了科学依据。
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