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α- 促黑激素的固相合成研究
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摘要 目的：探索 α- 促黑激素的合成工艺。方法：采用多肽固相合成法制备α- 促黑激素。以 Rink amide-MBHA 树脂为载体、使用

Fmoc 保护策略、TBTU、HOBt、DIEA 为缩合剂体系，最后用 TFA、苯甲硫醚、水、苯酚、乙二硫醇混合液将多肽从树脂上切割下来。
结果：合成后的目标多肽产率达 64.9%，经过 RP-HPLC 纯化纯度可达 98%，质谱鉴定显示纯化产物与目标多肽理论相对分子质量

一致。结论：该方法操作方便，反应结果稳定，为固相合成生产 α- 促黑激素提供了一种可行的工艺方案。
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ABSTRACT Objective: To investigate a way to prepare the peptide via solid-phase synthesis methods. Methods: α-MSH was syn-

thesized starting from a Rink amide resin with the Fmoc strategy on solid phase. The peptide was coupled in solution of TBTU, Hobt and
DIEA, then cleaved by TFA, benzyl sulfide, water, phenol are ethanedithiol from resin. Result: The yield of synthesized peptide obtained
was 64.9%. The purity of peptide reached 98% after RP-HPLC purification. MS identification proved the peptide prepared was the target
tridecapeptide. Conclusion: This method provides a feasible process of synthesizing α-MSH.
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前言

多肽是在生物体内具有特殊功能的活性肽，这些含量极低

的活性肽在生物的正常活动中起着重要的调节作用。随着人们

对多肽生物功能研究的不断深入，多肽的人工合成方法也得到

了广泛的关注。自从 1963 年 Merrifield 创立了固相多肽合成

（SPPS）方法以来，其表现出液相合成法无法比拟的优点，经过

不断的改进和研究，到现在已成为多肽和蛋白质合成中的常用

手段。这种方法几乎可以高收率地制备各种多肽[1]。α- 促黑激

素（α-MSH）是脑垂体中间部产生的一种 13 个氨基酸的信号多

肽，通过刺激皮肤、毛发中分布的黑色素细胞释放黑色素[2]，促

进皮肤黑色素的沉着，从而能够避免光照引起的 DNA 损伤[3]，

因此目前人工合成的 MSH 主要用于治疗和预防皮肤色素缺失

及皮肤癌等疾病[4]。研究发现，促黑激素还会影响生物体内的能

量代谢、胰岛素分泌量及血糖水平[5]，也有研究表明促黑激素与

记忆[6]、痛觉[7]、抗炎作用[8]、免疫[9,10]等生理现象有关。本实验采

用 Fmoc（9- 芴甲氧羰基）固相合成法，根据促黑激素的多肽序

列，选择了适合的氨基酸侧链保护策略，以 TBTU、HOBt、DIEA
为缩合试剂，以 TFA、苯甲硫醚、水、苯酚、乙二硫醇混合液作为

切割试剂将多肽从树脂上切割下来，使用反相高效液相色谱进

行纯化，通过质谱检测，成功的合成了目标多肽，为促黑激素的

固相合成提供了一种可行的参考方法。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

1.1.1 仪器 台式冷冻干燥机(四环仪器厂)；台式离心机(北京仪

器六厂)；Waters Delta 600 型制备液相色谱仪 （美国 Waters 公

司）；Waters 2487 型双通道紫外检测器 （美国 Waters 公司）；基

质辅助激光解析电离质谱仪 AXIMA CFR（日本岛津公司）；

1.1.2 试剂 Fmoc-Rink amide-MBHA 树脂 （0.6 mmol/g, 1 %
DVB），TBTU（O- 苯并三氮唑 -N, N, N, N- 四甲脲四氟硼酸

酯），HOBt（1- 羟基苯并三氮唑），DIEA（N, N- 二异丙基乙胺），

DMF(N, N- 二甲基甲酰胺)，DCM（二氯甲烷），异丙醇，Fmoc 保

护氨基酸，均来自吉尔生化有限公司。TFA（三氟乙酸）、乙腈来

自美国 Fisher 公司。其余试剂均为市售分析纯试剂。
1.2 实验方法

1.2.1 树脂的溶胀 称取 Fmoc-Rink amide-MBHA 树脂 1 g 放

入反应装置中，加入 15 ml DCM 溶液，使树脂浸没，浸泡反应

柱 2-3 h。
1.2.2 树脂 Fmoc 保护基的脱去 减压抽去溶胀使用的 DCM 溶

液，加入 25 %的哌啶溶液（哌啶：DMF= 1:3），通入氮气吹沸反

应 5 min 脱去 Fmoc 保护基，排出溶液，重复 5 次。然后用异丙

醇溶液、DMF 溶液清洗树脂 5 遍，每次 2 min。
1.2.3 第一个氨基酸的连接 称取 Fmoc-L-Val-OH 0.61 g，TB-
TU 0.59 g，HOBt 0.26 g，溶解于 15 ml DMF 溶液中，加入 DIEA
0.6 ml，振荡混匀 1 min，转移溶液到反应装置中，通入氮气于室
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温下(25℃)吹沸反应 1.5 h，取少量树脂进行茚三酮反应[11]以检

测缩合是否完成。连接反应完成后减压抽出缩合溶液，使用

DMF 溶液清洗树脂 3 遍。再用 15 ml 醋酐 - 吡啶(v/v = 1:1)溶
液于室温下，氮气吹沸处理树脂 30 min 以封闭树脂上的活性

基团，完成后依次使用 DMF 和 NMP（N- 甲基吡咯烷酮）溶液

洗涤树脂 3 遍，并取少量树脂进行茚三酮反应检测是否封闭完

全。
1.2.4 其余氨基酸的连接 按照目标多肽的序列自 C 端向 N 端

依次连接氨基酸，使用于树脂量 3 倍的保护氨基酸参加反应，

按照第一个氨基酸的连接方法依次经过 Fmoc 脱保护、TBTU、
HOBt、DIEA 缩合，反应时间为 1.5 h。反应结束后取少量树脂

进行茚三酮反应检测，检测结果为阴性则进行下一个氨基酸的

连接，为阳性时延长缩合时间，更进一步可用 DMF 清洗树脂，

重新加入原氨基酸组分进行缩合反应。
1.2.5 氨基末端乙酰化 所有氨基酸连接后，脱除多肽链最末端

Fmoc 保护基，向反应容器中加入 15 ml 乙酸酐 - 吡啶(v/v = 1:
1) 溶液于室温下处理 30 min，处理后依次使用异丙醇溶液，

DMF 溶液洗涤树脂 3 遍、氮气吹干，使多肽氨基末端乙酰化。
1.2.6 树脂切割及氨基侧链脱保护 多肽缩合结束后将树脂转

移到烧杯中，加入 50 ml 按 TFA：苯甲硫醚：水：苯酚：EDT（1,2-
乙二硫醇）=85:5:5:2.5:2.5（v/v/v/v/v）比例配制的切割试剂，室温

下磁力搅拌 2 h，过滤。收集滤液加入到无水乙醚中析出白色沉

淀，离心、收集沉淀，并用乙醚洗涤，抽干乙醚后用蒸馏水溶解

沉淀，再转移到冻干机中冻干，称量。
1.2.7 粗肽的纯化 将冻干的粗肽用少量纯水溶解，使用反相高

效色谱纯化。纯化条件为：采用 C18 反相柱(4.6 mm×250 mm，

5 μm)。流动相：A 液：0.1 % TFA/ 水（v/v），B 液：0.1 % TFA/ 乙

腈（v/v）。洗脱梯度：30 min 内，流动相配比从 A:B = 85:15 变为

A:B = 35:65，最后 5 min 使用 B 液全部洗脱。流速：1 ml/min。检

测波长：214 nm。
1.2.8 纯化产物的鉴定 使用基质辅助激光解吸附质谱（MAL-
DI-MS）进行产物鉴定。采用氮气激光源，波长为 337 nm，相对

分子质量检测范围 0~2000 m/z，正离子检测，用 CHCA（氰基

-4- 羟基肉桂酸）做内标校正。

2 结果

2.1 收率计算

收集纯化后的多肽馏分，冷冻干燥后称重。按以下公式计

算收率：理论产量 = 树脂替代度×树脂质量×多肽相对分子质

量；粗肽收率 = 实际产量 / 理论产量；最终收率 = 纯化后多肽

质量 / 理论产量。理论产量 =0.6 mmol/g×1 g×1664.9 g/mol=0.
99894 g；粗品多肽质量：0.648 g；RP-HLPC 纯化后多肽质量：

0.531 g。粗肽收率 =0.648 g / 0.99894 g=64.9 %；最终收率 =0.
531 g / 0.99894 g=53.2 %
2.2 色谱分析

使用 RP-HPLC 分析的结果如下：图 1 是粗肽的色谱图，图

2 是纯化后的色谱图。可以看出，图 1 虽然在 10.2 min 出现明

显的主峰，但是存在杂质峰，可能是未完全合成的短肽链。收集

图 1 的 9 min 到 12 min 间的物质，进行 RP-HPLC 纯化，可以得

到较单一主峰，经面积归一法计算，纯化得到的多肽纯度可达

到 98%。

图 1 纯化前目标合成肽的色谱图

Fig.1 Chromatogram of the synthesized peptide before purified

2.3 质谱鉴定

对 纯 化 后 多 肽 的 鉴 定 结 果 为 ：[M+H]+ m/z =1665.73，

[M+3H]2+ m/z=835.23，合成的多肽相对分子质量为 1664.7，与

理论相对分子质量 1664.9 接近一致，说明合成产物为目标产

物α-MSH。
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图 2 纯化后目标合成肽的色谱图

Fig.2 Chromatogram of the synthesized peptide after purified

3 讨论

3.1 树脂的选择

本研究中合成的 α-MSH 多肽，有研究表明其 C 端经氨基

化后的活性要比天然产物高[12]，因此选用含有能使 C 端氨基化

Rink amide linker 的树脂。根据本合成研究的氨基酸性质和采

用的氨基酸保护策略，最终选用了 Fmoc-Rink amide-MBHA 树

脂作为合成树脂。
3.2 氨基酸侧链保护策略

本研究选用 Fmoc 进行氨基保护，鉴于 Fmoc 对酸稳定，所

以选用的侧链保护基也都是对酸稳定的基团。侧链保护策略如

下：使用 Boc（叔丁氧羰基）保护 Lys 的侧链氨基、Trp 的吲哚基

团；Trt（三苯甲基）保护 His 的咪唑环；使用 Pbf（2,2,4,6,7- 五甲

基二氢苯并呋喃 -5- 磺酰基）保护 Arg 的胍基；OtBu（叔丁基酯

基）保护 Glu 的侧链羧基；使用 tBu（叔丁基）保护 Ser 和 Tyr 的

羟基[13]。这些侧链保护基都可以使用 95 % TFA (v/v)进行脱保

护，可在树脂切割的同时去除。合成后的粗肽的收率达到 64.9
%，说明该保护策略在合成应用时可行。
3.3 缩合方法的选择

选用了目前常用的缩合剂组合 TBTU-HOBt-DIEA，这种

缩合剂体系缩短了接肽反应的时间，反应过程比较温和，减少

副反应发生，抑制消旋反应的产生[14,15]。反应后缩合剂可通过

DMF 洗去，解决了 DCC、DIC 法在合成后缩合剂残留的问题。

图 3 使用 TFA 混合溶液切割多肽的色谱图

Fig.3 Chromatogram of the synthesized peptide cleaved by TFA mixture
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图 4 使用 95% TFA 溶液切割多肽的色谱图

Fig.4 Chromatogram of the synthesized peptide cleaved by 95% TFA

3.4 缩合过程中的检测

每个氨基酸缩合后，都取少量树脂进行茚三酮检测，若树

脂 不 再 出 现 蓝 紫 色 则 说 明 缩 合 完 成。有 些 氨 基 酸 例 如

Fmoc-D-Arg(Pbf)-OH 缩合较难，树脂颜色长时间是蓝紫色，应

延长缩合反应时间或重新缩合。由于 Pro 不对茚三酮产生明显

的变色反应，缩合时应使用四氯苯醌（TNBS）法[16]检测缩合情

况。
3.5 切割试剂的选择

由于合成的氨基中含有 Trp、Arg 等对酸不稳定的氨基酸，

通常使用的 95% TFA 切割法有可能引起副反应，因此加入一

定含量的苯酚、EDT 等溶液可在切割过程中对氨基酸起到保护

作用。
使用两种不同的试剂对合成结束后的树脂进行切割，并对

切割后的产物进行相同条件下的色谱分析。通过图 3、图 4 可

以看出，使用 TFA 混合溶液切割的多肽主峰与杂峰分离，且杂

质峰面积都较小，适合纯化分离；95% TFA 溶液切割的多肽产

物虽然也有明显的主峰，但部分与杂质峰重合，不适宜分离。选

择 TFA 混合溶液切割的效果较好。

4 结论

本研究以 Rink amide MBHA 树脂为载体，采用 Fmoc 固相

合成法，选用带有侧链保护基的氨基酸，以 TBTU、HOBt、DIEA
为缩合试剂合成 α- 促黑激素，反应条件温和，副反应少，合成

收率为 64.9%。使用反相高效液相色谱纯化后纯度可达到

98%，通过质谱鉴定，确定合成多肽为目标多肽。该方法操作方

便，反应结果稳定，为 α- 促黑激素的固相合成生产提供了一种

可行的工艺方案。
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