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摘要　Ｅｘｅｎｄｉｎ４是首个获准上市的肠促胰素类似物药物，可模拟人体自身激素ＧＬＰ１的功能，不
仅改善血糖，还能促进胰岛β细胞新生、增殖，抑制 β细胞凋亡，改善 β细胞功能，促进胰岛素分
泌，增加机体对胰岛素的敏感性。根据 Ｅｘｅｎｄｉｎ４的潜在市场价值，以 Ｆｍｏｃ固相合成策略为基
础，ＮＭＰ为反应溶剂，以ＨＯＢｔ／ＤＩＣ为缩合剂，添加盖帽程序，优化合成工艺条件。肽树脂裂解采
用ＴＦＡ／Ｐｈｅｎｏｌ／ＴＩＳ裂解液，并应用高效液相色谱和四级杆飞行时间串联质谱对其进行分析鉴定
和纯化，最终获得Ｅｘｅｎｄｉｎ４，产率为２１％，纯度为９９．４％。活性测定结果显示，合成的 Ｅｘｅｎｄｉｎ４
显著提高胰岛瘤细胞的活性，并呈一定剂量依赖性。
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　　Ｅｘｅｎｄｉｎ４是从分布于美国西南部和墨西哥北部地
区的钝尾毒蜥唾液中分离得到的多肽，由３９个氨基酸
组成，与人体内调节血糖浓度的因子胰岛血糖素样肽１
（ＧＬＰ１）有５３％的同源性，二者在体内发挥相同的生
理功能，但 ＧＬＰ１在体内半衰期短，而 Ｅｘｅｎｄｉｎ４则不
宜被降解，能更好地发挥降血糖和改善胰岛功能的作

用［１］，因此越来越成为治疗糖尿病的研究热点。

　　根据Ｅｘｅｎｄｉｎ４的潜在市场价值，本实验室对长肽
合成方法进行探索，以多肽固相合成方法为基础，采用

Ｆｍｏｃ（９芴甲氧羰基）合成策略，以Ｆｍｏｃ基团保护α氨
基，叔丁基保护侧链，先将第一个氨基酸的羧基连接到

不溶性树脂上，随后将 Ｆｍｏｃ基团用六氢吡啶脱去，露
出氨基端，将第二个预先活化的Ｆｍｏｃ保护氨基酸与第
一个氨基酸进行缩合反应，然后用溶剂 Ｎ甲基吡啶烷
酮洗脱掉未合成的氨基酸，照此方法按多肽序列依次

将氨基酸连接到树脂上，最后三氟乙酸脱除叔丁基的

保护，将肽从树脂上裂解下来最终得到 Ｅｘｅｎｄｉｎ４。合
成中间采用茚三酮试验检测合成效率，产物经高效液

相色谱（ＨＰＬＣ）分析和纯化、四极杆飞行时间串联质
谱（ＱＴＯＦ）鉴定，证实为目标产物，纯度达９９．４％，为

下一步临床应用提供基础。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂

　　ＰＳＩ多肽合成仪（ＰｅｐｔｉｄｅＳｙｎｔｈｅｓｉｚｅｒＩｎｓ．，美国），

Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱（Ａｇｉｌｅｎｔ，美国），Ａｇｉｌｅｎｔ

６５２０四极杆飞行时间串联质谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ，美国），冷

冻干燥仪（ＬＡＢＣＯＮＣＯ，美国）。氨基酸及 ＲｉｎｋＡｍｉｄｅ

ＭＢＨＡ树脂购自吉尔生化（上海）有限公司，Ｎ甲基吡

啶烷酮（Ｎｍｅｔｈｙｌ２ｐｙｒｏｌｉｄｏｎｅ，ＮＭＰ），１羟基苯并三唑

（１ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｔｒｉａｚｏｌｅ，ＨｏＢＴ）、Ｎ，Ｎ二异丙基碳二亚

胺（Ｎ，Ｎ’ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ，ＤＩＣ），六氢吡啶

（ｐｉｐｅｒｉｄｉｎｅ，ＰＩＰ），１乙酰咪唑（１ａｃｅｔｙｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ，ＡＩＭ），

三氟乙酸（ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｔｉｃａｃｉｄ，ＴＦＡ）、苯酚、三异丙基硅烷

（ｔｒｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｓｉｌａｎｅ，ＴＩＳ），甲基叔丁基醚（ｍｅｔｈｙｌｔｅｒｔｂｕｔｙｌ

ｅｔｈｅｒ，ＭＴＢＥ），甲醇等购自美国ＶＷＲ公司。

１．２　Ｅｘｅｎｄｉｎ４的合成序列（由Ｎ端到Ｃ端）

　　结构式缩写：ＨｉｓＧｌｙＧｌｕＧｌｙＴｈｒＰｈｅＴｈｒＳｅｒ

ＡｓｐＬｅｕＳｅｒＬｙｓＧｌｎＭｅｔＧｌｕＧｌｕＧｌｕＡｌａＶａｌ

ＡｒｇＬｅｕＰｈｅＩｌｅＧｌｕＴｒｐＬｅｕＬｙｓＡｓｎＧｌｙＧｌｙ

ＰｒｏＳｅｒＳｅｒＧｌｙＡｌａＰｒｏＰｒｏＰｒｏＳｅｒＮＨ２分子式：

Ｃ１８４Ｈ２８２Ｎ５０Ｏ６０Ｓ分子量：４１８６．６１有１８种需要保护的氨

基酸，分别是：ＦｍｏｃＡｌａＯＨ、ＦｍｏｃＨｉｓ（Ｔｒｔ）ＯＨ、Ｆｍｏｃ
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ＶａｌＯＨ、ＦｍｏｃＧｌｕ（ＯｔＢｕ）ＯＨ、ＦｍｏｃＰｒｏＯＨ、ＦｍｏｃＴｈｒ
（ｔＢｕ）ＯＨ、ＦｍｏｃＧｌｙＯＨ、ＦｍｏｃＬｅｕＯＨ、ＦｍｏｃＭｅｔＯＨ、
ＦｍｏｃＡｌａＯＨ、ＦｍｏｃＧｌｎ（Ｔｒｔ）ＯＨ、ＦｍｏｃＡｓｐ（ＯｔＢｕ）
ＯＨ、ＦｍｏｃＰｈｅＯＨ、ＦｍｏｃＩｌｅＯＨ、ＦｍｏｃＡｒｇ（Ｐｂｆ）ＯＨ、
ＦｍｏｃＬｙｓ（ＢＯＣ）ＯＨ、ＦｍｏｃＡｓｎ（Ｔｒｔ）ＯＨ、ＦｍｏｃＳｅｒ
（ｔＢｕ）ＯＨ，其中缩写表示：Ｆｍｏｃ：９芴基甲氧羰基，
Ｂｏｃ：叔丁氧羰基（ｔｅｒｔｂｕｔｙｌｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ），Ｔｒｔ：三苯甲基
（ｔｒｉｔｙｌ），ＯｔＢｕ：叔丁基酯，ｔＢｕ：叔丁基（ｔｅｒｔｂｕｔｙｌ），Ｐｂｆ：
２，２，５，７，８五甲基苯并二氢吡喃６苯磺酰基。
１．３　缩合反应
　　称取 ５００ｍｇＲｉｎｋＡｍｉｄｅＭＢＨＡ树脂（取代率
０．４ｍｍｏｌ／ｇ），装入４０ｍｌ反应器中，ＮＭＰ洗涤树脂两次
后加适量溶胀过夜。按照树脂：氨基酸 ＝１∶４的反应比
例称取称氨基酸（ｍｍｏｌ），其它试剂均用 ＮＭＰ配制，分
别为０．３ｍｏｌ／ＬＨｏＢＴ／ＮＭＰ、０．２７ｍｏｌ／ＬＤＩＣ／ＮＭＰ、２５％
ＰＩＰ／ＮＭＰ、２％ ＡＩＭ／ＮＭＰ及 １００％甲醇。氨基酸用
ＨｏＢＴ／ＮＭＰ溶解后按从Ｃ端到Ｎ端依次排列在氨基酸
瓶中，其它试剂分别装入各溶剂瓶，反应温度２５℃，反
应程序：脱保护 １０ｍｉｎ→ＮＭＰ洗涤树脂 ２次，每次
１．５ｍｉｎ→脱保护 ２０ｍｉｎ→ＮＭＰ洗涤树脂 ８次，每次
１．５ｍｉｎ→加入活化氨基酸→缩合反应３ｈ→ＮＭＰ洗涤
树脂２次，每次１．５ｍｉｎ→ＡＩＭ盖帽２０ｍｉｎ→ＮＭＰ洗涤
树脂８次，每次１．５ｍｉｎ→下一个氨基酸脱保护开始，如
此自动进行脱保护活化缩合盖帽的循环，最后一个
氨基酸缩合结束直接脱掉Ｆｍｏｃ，用甲醇洗涤６次，最后
吹氮气干燥５０ｍｉｎ，称重，合成完成，得到带保护基侧链
的多肽树脂。

１．４　脱保护及缩合反应的检测
　　利用茚三酮遇游离氨基显色的原理，在每次脱保
护和缩合反应结束后，取数粒树脂检测反应是否完全。

检测时分别取３滴 ５％ 茚三酮无水乙醇溶液和 ３滴
８０％苯酚无水乙醇溶液与待检测树脂颗粒充分混匀，
１０５℃加热５ｍｉｎ，观察颜色变化，若变蓝色，则说明游离
氨基存在，脱保护完全；若不变色，则缩合完全，可进行

下一个缩合反应。

１．５　肽树脂的裂解
　　采用 ＴＩＳ裂解法进行，配适量裂解液（ＴＦＡ∶８０％
Ｐｈｅｎｏｌ∶ＴＩＳ＝９５∶５∶５），－２０℃预冷２０ｍｉｎ后使用，取合
成的肽树脂，加适量裂解液通风橱中室温搅拌裂解４ｈ，
砂芯漏斗过滤除去树脂，收集滤液，加 －２０℃预冷
ＭＴＢＥ冷冻３０ｍｉｎ，使多肽沉淀，砂芯漏斗过滤留取沉
淀，并用 ＭＴＢＥ洗涤沉淀数次，将沉淀室温干燥则得

粗肽。

１．６　粗肽的检测及纯化

　　利用ＨＰＬＣ检测合成产物是否有主峰，收集分离产

物峰，再经质谱检测收集样品的分子量是否正确，以确

定目标产物峰。在Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪上，选

用Ｃ１８半分析型制备柱（ＺＯＲＢＡＸ３００ＳＢＣ１８，５μｍ，

９．４×２５０ｍｍ）进行 ＨＰＬＣ。流动相：Ａ相：水，０．１％

ＴＦＡ，Ｂ相：９０％乙腈溶液，０．１％ＴＦＡ；洗脱梯度：Ｂ的浓

度从５％到９５％；流速：４ｍｌ／ｍｉｎ；洗脱时间４０ｍｉｎ；检测

波长２２６ｎｍ。质谱分析采用ＥＳＩ正离子模式，毛细管电

压４０００Ｖ，脱溶剂气温度３５０℃，干燥器流速１０Ｌ／ｍｉｎ，

喷雾气压４５ｐｓｉ。

　　将 Ｅｘｅｎｄｉｎ４粗品制成水溶液，每次进样 １００μｌ。

流动相Ｂ从５％到９５％梯度洗脱４０ｍｉｎ，分段收集产物

峰，所有收集样品经质谱检测，根据特征分子离子峰确

定包含Ｅｘｅｎｄｉｎ４的产物峰。将收集的 Ｅｘｅｎｄｉｎ４样品

溶液倒入样品杯中，－７０℃冷冻过夜，次日冷冻干燥，

最后获得的白色冻干粉即为纯品Ｅｘｅｎｄｉｎ４。

１．７　Ｅｘｅｎｄｉｎ４活性的测定

　　采用ＳＲＢ法检测纯化的 Ｅｘｅｎｄｉｎ４对大鼠胰岛瘤

细胞ＩＮＳ１活性的影响。ＩＮＳ１胰岛瘤细胞用１６４０培

养基在３７℃和５％ＣＯ２下培养，细胞生长至８０％时汇集

传代。富集所有细胞，按１０４／孔接种９６孔板，在相同

条件下培养１２ｈ，使细胞贴壁，分别加入０，１２．５，２５，

５０，１００，１５０，２００ｎｍｏｌ／Ｌ的纯化 Ｅｘｅｎｄｉｎ４，每种浓度

设６个重复，培养 ２４ｈ后弃培养基，每孔加入 １００μｌ

１０％ 三氯乙酸，４℃固定１ｈ，弃上清，去离子水洗５遍，

空气中干燥。每孔加５０μｌ０．４％ＳＲＢ溶液（用１％乙酸

配制），震荡５ｍｉｎ，用１％乙酸洗涤５遍，空气中干燥，最

后每孔加入１００μｌＴｒｉｓ（１００ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ１０．５），轻轻震

荡５ｍｉｎ，于４９０ｎｍ处测定吸光值，根据吸光值检测细胞

活性。

２　结　果

２．１　Ｅｘｅｎｄｉｎ４产率计算

　　产率计算公式：

Ｙ＝Ｗ３／Ｗ４×１００％

　　Ｗ３＝Ｗ１－Ｗ２＋２２２×Ｓ×Ｗ２／１０００，

　　Ｗ４＝Ｓ×Ｗ２×６１０５．６／１０００

　　其中Ｗ１：合成结束后树脂的质量，Ｗ２：合成前树

脂的质量，Ｓ：树脂取代率，Ｗ３：带保护基团的合成肽的

０７
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实际量，Ｗ４：带保护基团的肽的理论量，６１０５．６：带保护

基团的合成肽的分子量

　　本实验合成前称取树脂５００ｍｇ，结束后吹干肽树脂

为１６６１ｍｇ，产率９８．７％。

２．２　脱保护及缩合反应的检测

　　除个别氨基酸如酪氨酸外（由于酪氨酸本身特性，

遇茚三酮不显色或显色极浅），其余氨基酸脱保护后取

样品进行茚三酮显色反应呈蓝色或紫色，证实脱保护

完全；缩合后样品进行茚三酮显色反应呈亮黄色，未变

色，缩合反应完全。

２．３　肽树脂的裂解

　　取合成肽树脂于２０ｍｌＴＩＳ裂解液中裂解，最后制

得粗肽７６６ｍｇ，粗肽收率为９１．６％。

２．４　粗肽的检测及纯化

　　将粗品制成水溶液，ＨＰＬＣ分析，图谱如下（图１），

含一个主峰（Ｐｅａｋ２），４个次峰和多个微量成分，收集

主峰和次峰的产物进一步质谱检测，经鉴定，仅主峰产

物检测出待测物的［Ｍ＋３Ｈ］３＋和 ［Ｍ＋４Ｈ］４＋准分子

离子峰，且［Ｍ＋３Ｈ］３＋和 ［Ｍ＋４Ｈ］４＋的质荷比分别为

１３９６．３４０８和１０４７．５０９３，与分子量的理论值４１８６．６１

相符，认为应该是目标产物Ｅｘｅｎｄｉｎ４，主峰产物的质谱

检测图谱如下（图２）。将 ＨＰＬＣ图谱按峰面积归一化

法计算，粗品纯度约４１％。

图１　粗品Ｅｘｅｎｄｉｎ４的ＨＰＬＣ检测图谱

Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｃｒｕｄｅＥｘｅｎｄｉｎ４

　　收集所有主峰产物，冷冻干燥，即得纯品，共约

１６２ｍｇ，收率约２１％。经 ＨＰＬＣ检测，峰面积归一化法

计算纯度约９９．４％（图３）。

２．５　Ｅｘｅｎｄｉｎ４活性的测定

　　ＳＲＢ实验结果显示，本实验制备的 Ｅｘｅｎｄｉｎ４能够

增加ＩＮＳ１细胞增殖活性，且呈剂量依赖性（图４）。

３　讨　论

　　随着人们生活水平的提高，糖尿病人数逐年增多，

新型抗糖尿病药物临床需求增大。目前的治疗方案往

往侧重于对血糖的控制，而忽略了对胰岛功能的保护，

所以多数患者最终会出现β细胞功能严重衰退而需要

胰岛素治疗。Ｅｘｅｎｄｉｎ４不仅能很好地控制血糖，还可

促进胰岛β细胞新生和增殖，减少β细胞凋亡，改善 β
细胞功能，具有非常明显的临床应用优势［２４］。利用基

因工程技术合成 Ｅｘｅｎｄｉｎ４，质粒构建繁琐，操作复杂，

周期长，后期纯化成本高。现今，多种化学合成的多肽

药物已经应用于临床，并取得良好的治疗效果［５］，因此

本实验目的是利用化学合成的方法顺序合成３９肽的

Ｅｘｅｎｄｉｎ４，并优化合成条件，减少成本，满足后序的实

验需要。

　　自１９６３年固相化学合成多肽成功后，经不断完善

和改进，目前化学合成主要采用 Ｂｏｃ固相合成和 Ｆｍｏｃ

固相合成［６７］。Ｂｏｃ策略是将叔丁氧羰基用于保护α氨

基并在固相多肽合成上使用，其可以在酸性条件下定

量脱除，反应也非常迅速，但是反复地用酸来脱保护，

容易造成肽从树脂上脱落，而且合成的肽链越长，损失

就越严重，此外，酸处理还会引起侧链的一些副反应，

并不适合于所有肽类的合成。Ｆｍｏｃ策略是将９芴甲氧

羰基用于保护α氨基，其在碱性条件下可以迅速脱除，

侧链采用ＴＦＡ可脱除，肽树脂采用９０％ＴＦＡ即可将肽

从树脂上切除，最终的脱保护避免了强酸处理，考虑到

Ｆｍｏｃ合成法反应条件温和，故本实验采用 Ｆｍｏｃ策略

合成Ｅｘｅｎｄｉｎ４。
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图２　Ｅｘｅｎｄｉｎ４的质谱检测图谱

Ｆｉｇ．２　ＬＣ／ＭＳｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍｏｆＥｘｅｎｄｉｎ４

图３　纯品Ｅｘｅｎｄｉｎ４的ＨＰＬＣ检测图谱

Ｆｉｇ．３　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄＥｘｅｎｄｉｎ４

图４　不同浓度Ｅｘｅｎｄｉｎ４对ＩＮＳ１细胞的作用

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥｘｅｎｄｉｎ４ｏｎＩＮＳ１ｃｅｌｌ

　　Ｆｍｏｃ合成法工艺条件为：以ＲｉｎｋＡｍｉｄｅＭＢＨＡ树
脂为固相载体；ＮＭＰ为反应溶剂；ＨＯＢｔ／ＤＩＣ为缩合剂；
ＴＦＡ／Ｐｈｅｎｏｌ／ＴＩＳ（９０／５／５，Ｖ／Ｖ）为切割条件，保护氨基
酸４倍过量进行缩合反应，并在每一个缩合反应结束
后增加ＡＩＭ盖帽程序，将树脂上未缩合的氨基酸羧基
端乙酰化而封闭，大大减少了杂肽的合成，保证了多肽

合成序列的正确性，提高目标产物产量，减少了成本的

支出。该条件下合成的Ｅｘｅｎｄｉｎ４，粗品收率达９１．６％，
纯度达４１％。
　　鉴于 ＨＰＬＣ和质谱检测手段的成熟，本实验采用
ＨＰＬＣ和质谱检测相结合的方法鉴定纯化合成肽［８］。

先用ＨＰＬＣ进行初步分析，得到主峰，再对 ＨＰＬＣ获得
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２０１１，３１（２） 刘延杰 等：Ｅｘｅｎｄｉｎ４的固相化学合成及鉴定

的肽样品进行质谱分析，最后确定仅主峰的准分子离

子峰 ［Ｍ＋３Ｈ］３＋和 ［Ｍ＋４Ｈ］４＋的质荷比分别为

１３９６．３４０８和１０４７．５０９３，与分子量的理论值４１８６．６１

相符，认为应该是目标产物。最后收集主峰，真空冷冻

干燥，得到纯品 Ｅｘｅｎｄｉｎ４，产率２１％，纯度９９．４％，并

通过ＳＲＢ实验验证了 Ｅｘｅｎｄｉｎ４的活性。本实验成功

合成了Ｅｘｅｎｄｉｎ４，为以后市场化开发生产治疗糖尿病

的药物奠定了基础。
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