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17B-雌二醇-黄素腺嘌呤二核苷酸
结合物的合成

周　乐1,史远刚2 ,李　键2,王建辰2

( 1.西北农业大学基础科学系; 2.动物科学与动物医学学院,陕西杨陵 712100)

　　[摘　要]　根据 ARIS 的需要,设计出标题物的分子结构模型。以黄素-5′-单磷酸、6-酮-

17B-雌二醇羧甲基肟和 N 6-( 6-氨基己基)腺苷-5′-单磷酸为原料, 经过 3 步反应合成出标题

物。采用酶激活试验和免疫抑制试验确证了标题物的结构。
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脱辅基酶再激活免疫测定技术 ( Apoenzym e r eactivat ion immunoassay sy stem,

ARIS) , 又称辅基标记免疫测定( P rosthetic group-labeled imm unoassay, PGLIA) 〔1〕, 是

80年代由国外发展起来的一种先进的均相酶免疫测定方法, 其优点是快速、灵敏、准确和

操作简单。因此, ARIS 在现场测定方面具有重要的应用价值。目前, 国外已研究出茶

碱〔1〕、苯妥因〔2〕、苯巴比妥〔3〕和孕酮〔4〕的超微量 ARIS,而国内关于 ARIS 的研究则尚属空

白。17B-雌二醇-黄素腺嘌呤二核苷酸结合物是构建 17B-雌二醇-ARIS 的辅基标记物,标

记物分子结构的设计及其合成品的质量是决定 ARIS 测定质量的关键因素之一。

1　标记物分子结构的设计

根据ARIS的原理,理想的标记物应该具备以下生物学特性: ¹ 具有类似于辅基的功

能,即当其与脱辅基的酶蛋白相遇时,能够再生或重构出活性全酶,而且这种能力应尽可

能的接近天然辅基;º具有待测物即半抗原的免疫学特性,也就是当其与待测物的抗体相

遇时,能够形成稳定的抗原抗体复合物,而且这种免疫反应应尽可能具有高的特异性和结

合力;»上述 2种功能应该是相互抑制的,即标记物不可能同时既与酶蛋白结合, 又与抗

体结合,换句话说,就是标记物的免疫结合反应和其与酶蛋白的结合反应是一对竞争抑制

反应。

ARIS 对标记物的上述要求决定了标记物的分子结构应具备以下特征: ¹ 分子中需

具有辅基黄素腺嘌呤二核苷酸( Flavin adenine dinucleot ide, FAD)的结构单元, 而且

FAD 上用于结合脱辅基葡萄糖氧化酶( AGOD)的功能基团, 以及 FAD 行使催化作用的

功能基团尽量不受分子中其他结构因素的干扰,这就要求辅基上的连接位点必须合适。根
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据有限的关于辅基 FA D构效关系研究的报道
〔1〕

, N
6
位作为连接位点是较好的。º分子中

需具有 17B-雌二醇( 17B-E2 )的结构单元, 这是免疫反应所必须的。为了提高免疫反应的特

异性, 17B-E2与 FAD的连接位点应该和制备 17B-雌二醇-人血清白蛋白结合物( 17B-E2-

HSA,抗原)时的要求一样, 以选择6位为好〔5〕。»为了使标记物具有上述第 3种生物学特

性, FAD 和 17B-E2应该是通过长度适当的“桥”链连接起来的,链太长或太短均不利于标

记物功能的发挥。其次, 靠近 17B-E2的部分“桥”链应与制备17B-E2-HSA 结合物的“桥”链

保持一致, 这样可以减少免疫反应中的“桥”效应,提高标记物免疫反应的特异性和亲合

力。此外,“桥”链应尽可能是隋性的, 即不含极性基团,这样才能最大限度地降低“桥”链对

FAD 和 17B-E2 发挥各自生物学效应的影响。根据 M orris 等
〔1〕
的研究结果及人们在亲合

层析方面的研究经验, 笔者确定“桥”链为 12个原子长度。基于以上分析,标记物的分子结

构设计见图 1(Ⅱ)。

2　合成路线

以 6-酮-17B-雌二醇羧甲基肟为起始原料,采用混合酸酐法活化羧基,然后与 N
6-( 6-

氨基己基)腺苷-5′-单磷酸反应, 制得 17B-E2- 5′-AM P 结合物(Ⅰ)。最后利用N , N′-羰基

二咪唑活化磷酸基,再与黄素单核苷酸( FM N)反应制得标记物(Ⅱ) ,合成路线如图 1所

示。

6-酮-17B-雌二醇羧甲基肟
氯甲酸异丁酯

混合酸酐
N 6-( 6-氨基己基)腺苷-5′-单磷酸

17B-E2-5′-AMP 结合物(Ⅰ)
1. N, N′-羰基二咪唑

2. FMN

图 1　17B-E2-FAD 结合物合成路线

3　材料与方法

3. 1　试验材料

　　黄素单核苷酸( FMN )、N, N′-羰基二咪唑、三正辛胺为美国西格玛( Sigma)化学公司

产品, DEAE -23购自沃特曼( Whatm an)公司。氯甲酸异丁酯、732阳离子交换树脂和分子

筛为上海化学试剂厂产品。6-酮-17B-雌二醇羧甲基肟和 N
6-( 6-氨基己基)腺苷-5′-单磷酸

分别按文献[ 6]和[ 7]的方法制备。薄层层析硅胶 GF 254系青岛海洋化工厂产品,硅胶薄层

层析板为自制品,厚度约1. 0 mm , 7 g·L
- 1聚乙烯醇为粘合剂, 110℃活化40 min.薄层展
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开溶剂系统为无水乙醇/ 1. 0 mol·L
- 1
碳酸三乙铵= 7∶3( V / V )。二氧六环经金属钠干燥

重蒸, 吡啶经 NaOH 干燥重蒸, DM F 经分子筛干燥重蒸。UV 采用 PE LAM -BDA 17

UV / VIS 分光光度计测定。

3. 2　制备方法

3. 2. 1　Ⅰ的制备　0. 265 g ( 0. 74 mmo l) 6-酮-17B-雌二醇羧甲基肟( 17B-E2-CMO)溶于

10 m L 干燥二氧六环中,加入175 LL 三正丁胺,温度降至 10℃以下,再加入95 LL 氯甲酸
异丁酯,搅拌 1 h, TLC 显示原料全部转变成混合酸酐。

0. 270 g ( 0. 6 mm ol ) N
6
-( 6-氨基己基) 腺苷-5′-单磷酸溶于 10 m L H2O 中, 滴加

4 mol·L
- 1

NaOH 至pH 9. 5,搅拌至固体全溶。在 0℃冷却下,将混合酸酐溶液快速加到

反应液中, pH 迅速降至 6. 0左右。随之用 4. 0 mo l·L
- 1

NaOH 调整 pH 至 8. 0～9. 2,

10 min后, pH 基本恒定。在冰水浴冷却下,搅拌反应 4～5 h,用 4 mol·L
- 1

H Cl调整 pH

值至2. 0～3. 0,用 3×20 mL 乙酸乙酯萃取未反应的原料 17B-E2-CMO. 水相过 H
+
型 732

柱( 1×15 cm) ,经 T LC 检测,未反应的原料 N
6-( 6-氨基己基)腺苷-5′-单磷酸被交换到柱

子上。用无离子水洗柱至无产物流出。用 N-甲基吗啡啉调整流出液的 pH 值至7. 5, 40～

50℃减压除去溶剂,得白色晶体。用 100 mL 0. 43 g·L- 1热甲醇溶解后, 滤去不溶物,减

压蒸除溶剂。用 4×30 m L 干燥 DMF 反复溶解蒸干得淡棕色结晶 530 mg , 产率为

99. 6% , TLC 单点, Rf= 0. 465.

3. 2. 2　Ⅱ的制备　向上述产物中加入干燥的 DM F25～30 mL, N, N′-羰基二咪唑 560

mg ( 3. 50 m mol ) ,有气泡产生, 摇匀,置于干燥器中反应 5～6 h,得反应液 A, TLC 显示反

应完全。

282 mg ( 0. 6 m mol )黄素单核苷酸溶于 60 mL 水中,然后在搅拌下, 滴加至含 258 LL

三正辛胺的 100 m L 丙酮中。期间溶液逐渐变浑浊,最后产生沉淀,并伴有轻微放热。用旋

转蒸发器蒸去丙酮至溶液清亮。再加入 30 mL 丙酮和 50 mL 干燥 DMF,蒸去溶剂至干,

用 3×30 mL 干燥 DM F 反复溶解蒸干,最后残渣溶于 40～50 mL 干燥 DM F 中, 得备用

液 B.

向反应液 A 中加入 57 LL ( 1. 4 m mol ) 甲醇水解未反应的 N, N′-羰基二咪唑,摇匀,

静置 30 m in. 减压蒸去溶剂,残渣溶于 40～50 mL DM F 中,得备用液 C.

将备用液 B和 C 合并,密闭剧烈摇动数分钟后,室温避光静置 2 h, T LC 显示有产物

出现,继续静置反应 30 h.取 3 m L 反应液溶于 100 mL 水中,溶液以 3 mL·m in
- 1
的流速

通过用 0. 3 mo l·L
- 1碳酸三乙铵充分平衡过的 DEAE-23柱( 2×50 cm ) ,在柱子顶端形

成约 3 cm 高的黄色色带。用700 mL 水和 700 mL 0. 3 mol·L - 1碳酸三乙铵梯度洗脱,流

速 1 mL·m in
- 1

,每管接收 10 mL,共收集 58管。对各管分别进行酶激活和免疫抑制试验

后,确定第 30～50管呈双阳性,合并后用 0. 1 mo l·L
- 1磷酸缓冲液( PBS)调 pH 至 7. 0.

根据 EpH7. 0
450 11 300进行紫外光谱法浓度测定,计算产率为 34%, T LC单点, Rf= 0. 580, UV

(Kmax, nm) : 205, 265, 370, 445.

4　讨　论

在设计 17B-E2-FAD 结合物的合成路线时, 3个中间体的连接次序是很重要的。M or-
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ris等人的方法
〔1〕
是先将 FM N 和 N

6
-( 6-氨基己基)腺苷-5′-单磷酸连接,最后再与相应的

半抗原连接。本文报道的方法与 M orr is 等人的方法相比,免去了 N
6-( 6-氨基己基)腺苷-

5′-单磷酸的氨基保护和脱保护两个反应, 省去了繁锁复杂的中间产物 N 6-( 6-氨基己基)

FAD 的提纯分离工作,终产率提高了3倍多。因此, 本方法具有合成路线短、操作简单、产

率高等优点。

标题物是一个分子质量较大,结构复杂的化合物, 一般的 IR, M S和 NMR 难以完成

对其结构的测定。加之本试验所合成的标题物量小且难以获得纯品,所以,标题物的结构

确证是一个比较令人棘手的问题。本试验同时采用了酶激活试验和免疫抑制试验,不仅可

证明分子中有无 FAD和 17B-E2结构单元的存在,而且还可证明产物的酶学和免疫学活

性高低。试验表明该方法对于确证标题物结构的正确与否简单有效。
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Synthesis of 17B-Oestradiol-Flavin

Adenine Dinucleotide Conjugate
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Abstract: Bassed on the request of ARIS, the m olecule st ructure model of 17B-E2-

FAD and its synthet ic r oute w ere designed. 17B-E2-FAD w as synthesized from riboflav in

5′-monophosphor icacid, 17B-oest radiol-6-( carboxymethy l ) ox ime and N
6
-( 6-

aminohexyl ) adenosine 5′-m onophosphoric acid via three steps. The st ructure of 17B-E2-

FAD w as identif ied by means of apoenzyme r eact ivat ion and im mune inhibit ion test .

Kew words : 17B-oest radiol; Flavin adenine dinucleot ide; ARIS; PGLIA
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