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杨璐晶1，王 露1，李文娟2，李仁武2，王晓燕2，胡宏岗2 ( 第二军医大学，1． 研究生管理大队，2． 药学院，上海 200433)

［基金项目］ 国家科技重大专项( 2012ZX09502001-005 ) ．
［作者简介］ 杨璐晶，本科． Tel: 13482493775，E-mail: 2286890046@
qq． com．
［通讯作者］ 胡宏岗． Tel: ( 021 ) 81871228-18，E-mail: hhu66@ smmu．
edu． cn．

［摘要］ 目的 以固相合成法合成抗真菌四肽 D-Phe-Val-D-Val-Tyr-OH。方法 采用固相合成法通过 4 步反应顺利获

得目标四肽，所得化合物的结构通过 MS、1H NMＲ 等光谱确证。结果 合成得到了抗真菌四肽 D-Phe-Val-D-Val-Tyr-OH，总

收率为 47． 0%。结论 合成方法具有可行性，操作简便、总收率高，目标化合物可用于抗真菌药物研究。
［关键词］ 抗真菌; 四肽; 固相合成

［中图分类号］ Ｒ978． 5 ［文献标志码］ A ［文章编号］ 1006 － 0111( 2014) 05 － 0342 － 03
［DOI］ 10． 3969 / j． issn． 1006 － 0111． 2014． 05． 006

Solid-phase synthesis of the antifungal tetrapeptide from the culture of penicilli-
um canescens
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［Abstract］ Objective To synthesize the antifungal tetrapetide by solid-phase synthesis method． Methods The solid-phase
peptide synthesis was chosen for getting the desired target tetrapeptide and its structure was confirmed by MS and 1H NMＲ． Ｒesults
The synthesis of the D-Phe-Val-D-Val-Tyr-OH was realized with yield of 47% ． Conclusion The synthetic method was feasible and
practical． The desired target tetrapeptide could be used for screening of antifungal activity．
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随着人类社会的发展与进步，人口不断增加，环

境污染日益严重，可供给人类生存所必需的农耕田

逐年减少。因此，农作物的产率就极大的引起了人

们的关注，而真菌感染正是影响农作物产率的一个

重要因素。抗菌肽通常序列短，由微生物集体合成，

是机体天然防御的一部分。抗菌肽可以抵御真菌入

侵，对各种植物疾病有良好的作用［1］。因此，抗菌

肽有可能成为一种新型农药用于现代农业［2］。
近期研究表明，从变灰青霉中分离得到的直链

四肽 D-Phe-Val-D-Val-Tyr-OH 有显著的抗菌活性，

该化合物对 Fusarium virguliforme( 为大豆猝死综合

征病原菌) 的 MIC 达 9． 5 × 10 －3 μmol /L，其抗真菌

能力优于市场上广泛使用的抗菌药物［3］，其化学合

成方法尚未见报道。固相多肽合成是近年来迅速发

展的一种快捷高效的获得多肽的方法。所以，本研

究首次采用固相多肽合成，以 2-氯三苯基氯树脂为

固相载体，首先将 C 端的酪氨酸与树脂相连，再将

其余 3 个氨基酸逐一与酪氨酸进行连接，合成完毕

后将四肽从树脂上剪切下来，并脱去侧链上的保护，

获得目标多肽。

1 仪器与试剂

1． 1 仪器 恒温磁力搅拌器 ( 上海志威电器有限

公司 ) 、旋 转 蒸 发 仪 ( LOOYE ZX98-1 ) ，水 浴 锅

( LOOYE ZX98-1) ，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

海豫康科教仪器设备有限公司) ，循环水式多用真

空泵 SHB-IIIA( 上海豫康科教仪器设备有限公司) ，

ZF7B 三用 紫 外 分 析 仪 ( 上 海 康 化 生 化 仪 器 制 造

厂) ，Selecta 固相合成仪。
1． 2 试剂 Fmoc-氨基酸( 吉尔生化) 、2-氯三苯基氯

树脂( CTC) 、N，N'-二环己基碳二亚胺( DCC) 、1-羟基

苯并三氮唑( HOBt ) 、三氟乙酸( TFA) 、N，N-二异丙

基乙基胺( DIPEA ) 、三氟乙醇( TFE) 均购自上海吉

尔生化有限公司; 茚三酮、哌啶、甲醇、N，N-二甲基甲

酰胺( DMF) 、二氯甲烷( DCM) 、N-甲基吡咯烷酮(

NMP ) 均为市售分析纯试剂; 乙腈( 色谱纯，J＆K) 。
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2 合成实验 2． 1 合成路线

图 1 D-Phe-Val-D-Val-Tyr-OH 合成路线

a: DCM /DIPEA，3 h; b( 1) : HOBt /DMF /DCC /DCM，Fmoc-D-Val-OH，30 min，b( 2) : HOBt /DMF /DCC /DCM，Fmoc-Val-OH，30 min;

b( 3) : HOBt /DMF /DCC /DCM，Fmoc-D-Phe-OH，30 min; c: TFE /AcOH /DCM( 1∶1∶8) ，1 h; d: TFA /DCM( 1∶3) ，30 min

2． 2 Fmoc-酪氨酸与树脂相连［4］ 取 CTC 树脂 1. 0
g( 取代度为 1． 08 mmol /g) 加入到固相合成反应管

中，用 DCM 30 ml 浸泡 30 min 使 CTC 树脂充分溶

胀，活化待用。随后加入 Fmoc-Tyr( OtBu) -OH ( 749
mg，1． 5 mmol) 、二氯甲烷 15 ml、DIPEA 0． 42 ml，震

荡反应 3 h。反应结束后，将液体滤去，依次用甲醇、
二氯甲烷洗涤树脂各 3 次，抽干待用。
2． 3 氨基酸的逐步连接 在上步反应树脂中加入

20%哌啶-DMF 溶液 15 ml，震荡反应 30 min。将称量

好的 Fmoc-氨基酸( 2 eq) 与 HOBt( 3 eq) 混溶于 5 ml
DMF 溶液中，再加入 DCC( 3 eq) 、二氯甲烷 15 ml，震

荡反应 30 min。并用 20%哌啶-DMF 溶液 15 ml 脱去

Fmoc，然后将下一个 Fmoc-氨基酸活化，将活化液过

滤至固相反应管中，震荡反应 2 h，反应完毕后用

DMF、二氯甲烷各洗涤 3 次。根据多肽序列如此重复

脱保护→缩合→脱保护，直到所有氨基酸连接完毕。
2． 4 四肽的游离和脱侧链保护 本研究采用稀酸体

系将多肽从树脂上进行游离。具体操作如下: 在上步

反应树脂中加入乙酸∶三氟乙醇∶二氯甲烷 = 1∶1
∶8( V /V /V) 30 ml，振荡反应1 h，过滤，树脂再用二氯

甲烷洗涤 3 次，浓缩滤液( 期间加入甲苯除去残留乙

酸) 得带保护的多肽粗品 409 mg。并且在粗品中加

入 TFA∶DCM =1∶3( V /V) 20 ml，搅拌反应 30 min，

浓缩得目标多肽粗品，再用制备型高效液相进行纯化

得纯品 267． 5 mg，收率 47． 0%，纯度大于 95%。1 H-

NMＲ ( DMSO-d6，600 MHz) : δ 9． 22 ～9. 20 ( m，1H，

NH) ，8． 46 ( d，1H，J =9． 2 Hz，NH) ，8． 32 ( d，1H，

J =8． 4 Hz，NH) ，8． 13 ( d，1H，J = 9． 2 Hz，NH) ，

7. 32 ～ 7． 20 ( m，5H，Ar-H) ，7． 00 ( d，2H，J = 8． 4
Hz，Ar-H) ，6． 63 ( d，2H，J =8． 4 Hz，Ar-H) ，4． 56 ～
4． 53 ( m，1H，α-H) ，4． 39 ～ 4． 34 ( m，1H，α-H) ，

4. 34 ～4． 31 ( m，1H，α-H) ，4． 56 ～4． 53 ( m，1H，α-
H) ，4． 26 ( t，1H，J = 7． 5 Hz) ，3． 06 ～ 3． 02 ( m，

1H) ，2． 96 ～2. 90 ( m，2H) ，2． 70 ～ 2． 65 ( m，1H) ，

1． 86 ～1． 74 ( m，2H) ，0． 68 ～ 0． 62 ( m，9H，CH3 ) ，

0． 54 ( d，3H，J = 6． 8 Hz，CH3 ) ，m/z C28H39N4O6［M
+ H］+ : 527． 36。

3 结果与讨论

本研究通过 4 步反应合成得到了目标化合物

D-Phe-Val-D-Val-Tyr-OH，终 产 物 的 合 成 收 率 为

47. 0%。其结构经核磁和质谱确证，合成方法简便

易行，反应条件温和，收率高，合成得到的目标化合

物可用于抗真菌活性研究。
在用二氯甲烷洗涤树脂过程中，遇到过抽滤速度

瞬间减慢的情况，经过分析可能原因是固相合成管在

震荡时发生堵塞。在浓缩滤液得粗品的过程中，蒸发

得不带固体粗品，经过分析可能的原因为粗品溶解在

稀酸体系中，所以加入甲苯降低其溶解度，并且得到

了多肽粗品。 ( 下转第 378 页)
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30 例中仅 2 例 ( 6． 67% ) 出现不良反应 ( 头晕) ，均

在休息后自行缓解，未出现滞针、断针、感染等不良

反应。不良反应少说明电针组的安全性更高。

3 讨论

惊恐障碍是一种急性焦虑障碍，患者表现为反

复出现心悸、出汗、震颤等自主神经症状，常伴有强

烈的濒死感和失控感，并害怕产生不幸后果的惊恐

发作［3］。一般起病于 20 岁左右，反复发作数周至数

年，严重影响患者的日常生活和工作，一般人群发病

率约 1． 4%［4］。目前惊恐障碍治疗的目标为减少或

消除患者惊恐发作次数，改善期待性焦虑、回避行为

及共患疾病，提高患者生活质量，提高其社会适应能

力和劳动能力，减轻医疗负担。西医治疗此病常采

用 SSＲI 类抗抑郁药治疗，其中帕罗西汀是 5-HT 再

摄取抑制剂中抗焦虑效果最好、疗效确切、适应证中

覆盖焦虑障碍谱系最广的一种［5，6］，但因患者个体

对这类药物敏感，依从性不佳，不能长期遵医嘱服

药，以致病情反复，延误治疗。因此，中医治疗因其

起效快、疗效显著、副作用小的特点为越来越多的患

者所接受［7］。
惊恐障碍归类于中医心悸、惊悸、脏燥等。其发

生与精神因素有关，多为情志所伤，早期与心、脑有

关。针灸治疗强调辨病与辨证相结合，注意辨病，关

注病位。从心、脑入手，以头部穴位为主，兼以心经

及心包经穴位。百会、四神聪、印堂合用可达调神开

窍、安神定志之功，内关、神门可起宁心安神之效，太

阳镇静安神作用强，可有效改善心悸、失眠等症状。
电针治疗已成为临床针灸常规治疗手段之一。

电针可根据治疗需要，通过调整频率、波形、强度等

参数，连续增加刺激量，从而提高疗效。较高频率的

电针具有镇静、镇痛的作用，对精神疾病有一定疗

效，中枢神经系统四大神经递质 5-羟色胺 ( 5-HT) 、

去甲肾上腺素 ( NE ) 、多巴胺 ( DA) 及 γ-氨基丁酸

( GABA) 之间的失平衡是导致焦虑产生的重要机制

之一［8］。5-HT、NE、DA 的异常升高可导致焦虑产

生，GABA 是脑内主要的抑制性神经递质，可有效改

善恐惧症状。惊恐障碍的发生与神经递质失平衡密

切相关，电针可调节大脑皮质内单胺类神经递质和

GABA 含量，促其恢复平衡状态，从而有效缓解焦

虑、惊恐症状。本研究采用 100 Hz 电针对惊恐障碍

患者进行治疗，改善患者交感神经亢奋的自主神经

症状。本研究结果显示，电针组与帕罗西汀组治疗

前后 HAMA、SAS 评分均显著降低，两组疗效相当。
而电针组起效快，可迅速改善躯体症状，增强患者信

心，增加患者治疗的依从性，且电针组较帕罗西汀组

临床安全性好。本研究为应用电针治疗惊恐障碍提

供了较为全面的循证医学证据。
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抗菌肽的发现促进农业发展，使农作物产量

有了进一步提高的可能。但是，在抗菌肽广泛应

用于农 业 生 产 前，还 需 要 验 证 和 考 虑 很 多 问 题。
如需要进一步实验验证抗菌肽的安全性，需要考

虑真菌等微生物对抗菌肽的耐药性等。所以，要

想在农业生产上真正使用抗菌肽还需要进行很多

研究。
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