
第23卷 第6期
2011年6月

生命科学

Chinese Bulletin of Life Sciences
Vol. 23, No. 6

Jun., 2011

文章编号：1004-0374(2011)06-0592-06

糖链的化学合成
王　玥，叶新山*

(北京大学天然药物及仿生药物国家重点实验室，北京100191)

摘　要：作为生物大分子之一，糖链的研究还没有像蛋白质和核酸那样深入。现阶段糖链的获得仍然存在

很大的挑战，阻碍了糖生物学的发展。鉴于通过分离手段得到所需的糖链很困难，酶法合成糖链亦存在着

诸多问题，因此目前化学方法合成糖链是最佳的选择。对近年来糖链的化学合成所取得的最新进展进行简

要的介绍，主要包括一釜合成、固相合成和标签辅助的合成三个方面。
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Abstract: Carbohydrate, one of the three major biomolecules, is less studied than protein and nucleic acid. It still 
remains a challenge to get pure oligosaccharides for biological studies. Since isolation of oligosaccharides is tedious 
and enzymatic preparation of oligosaccharides is also problematic, chemical synthesis of oligosaccharides is the 
most popular approach at current stage. This review will summarize the latest advances in chemical oligosaccharide 
synthesis including one-pot synthesis, solid-phase synthesis, and tag-assisted synthesis. 
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当生物学研究中需要一段特定的肽或者 DNA
时，可以用一台机器来合成它们。合成的自动化提

供了快速、便捷的途径来获得这些分子，从而大大

加速了生物学的研究进程。然而，寡糖的合成却没

有这么简单，它仍然需要专业的糖合成工作者花费

较长的时间和较高的费用来进行组装。这是因为对

于多肽和寡核苷酸来说，氨基酸和核苷酸单元分别

由等同的肽键和磷酸二酯键连接，从而容易找到高

效、普适的键形成方法。而糖是一类多功能团化合

物，要实现不同位置的选择性连接，就需要复杂的

保护和去保护操作，使得其合成路线大大加长；不

同糖型之间的偶联反应 ( 即糖基化反应 ) 往往差别

很大，或者产率不高，或者立体专一性不易控制，

缺乏通用高效的连接方法；另外，糖链的分支化和

羟基的功能化 ( 比如硫酸化和磷酸化 ) 也使得这类

化合物的合成变得更为复杂。尽管如此，近年来寡

糖的化学合成工作还是取得了很大的进展，并朝着

自动化合成迈进，本文将对这些进展作一介绍。

1　传统的化学合成

所谓的糖基化反应通常是指一个全保护的糖基

供体 ( 端基带有一个离去基 ) 和一个适当保护的糖

基受体 ( 含有一个游离的羟基 ) 在活化剂的作用下，

进行偶联生成二糖的反应。在这个过程中，糖基受

体的端基取代基一般不受影响 ( 图 1)。接下来可以

通过两种不同的方式来继续延伸糖链：第一，将所

得到的二糖选择性脱保护暴露出新的羟基而作为二

糖受体，再与另一糖基供体在活化剂的作用下生成
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三糖 A，这个过程可以重复下去，从而得到更长的

糖链，这就是从还原端向非还原端的线性合成；第

二，将所得到的二糖中暂时稳定的端基取代基转化

为一个离去基而作为二糖供体，再与另一糖基受体

在活化剂的作用下生成三糖 B，这个过程也可以重

复下去使糖链延长，这就是从非还原端向还原端的

线性合成。当然，也可以将这两种方式结合在一起，

形成双向的汇聚合成
[1]
。这些传统的化学合成方法

虽然依旧被广泛采用，但它们存在着很大的缺陷，

即在延长糖链的过程中，需要多次保护基的操作和

中间体的分离，这是发展快速、高通量的糖链化学

合成方法的制约因素。为了解决这个问题，糖化学

工作者已经发展了一些新的策略和方法，如一釜合

成 (one-pot synthesis)、固相合成 (solid-phase synthesis)
和标签辅助的合成 (tag-assisted synthesis) 方法，这些

策略和方法的进步促进了寡糖化学合成技术的发展。

2　一釜合成

一釜合成作为一种液相合成的新方法，它是从

非还原端向还原端的合成，将反应原料糖基模块依

次加入到反应瓶中，待上一步偶联反应结束后再加

入新的模块，与上一步反应的产物或者中间体进行

偶联反应；重复上述过程，使得多步偶联反应在同

一个反应瓶中进行，最终分离出所需的寡糖产物。

这种合成策略不仅避免了对反应中间体进行分离，

而且也不需要对反应中间体进行额外的保护基操

作，因而使寡糖合成的效率大为提高
[2]
。

要实现一釜合成，需要解决的问题是在每次加

入新的糖基模块时，只能让糖基模块上的羟基发生

反应，不能影响糖基模块及其偶联产物的端基离去

基。依照达到这一目的的方式之不同，可以将一釜

合成分为三种方式：化学选择性的一釜合成

(chemoselective one-pot synthesis)、正交选择性的一

釜合成 (orthogonal one-pot synthesis) 和基于预活化

的一釜合成 (pre-activation based one-pot synthesis)
( 图 2)。
2.1　化学选择性的一釜合成

在化学选择性的一釜合成中，每个糖基供体所

用的离去基团是同一种类型的 ( 主要是硫苷 )，按

照糖基供体相对反应活性从高到低的顺序依次加入

到反应瓶中。如果活性差别足够大的话，活性最高

的糖基供体就会和活性次高的糖基模块的羟基反

应，而不会发生活性次高的糖基模块自身之间的偶

联。依次类推，偶联反应有序进行，最终得到所需

要的寡糖产物 ( 图 2a)。Ley 小组和 Wong 小组先后

对糖基供体的活性进行定量测定
[3-4]

，特别是 Wong

图1  传统的化学合成
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小组提出相对反应活性值 (relative reactivity values, 
RRVs) 的概念，构建了一个硫苷糖基供体的数据库，

并开发了相应的软件“OptiMer”作为数据库的检

索工具，用于指导选择合适的糖基模块来一釜合成

所需要的糖链和糖库
[4]
。

这一策略已经成功地应用于多种寡糖的合成，

例如 Globo H 六糖
[5]
、结肠癌抗原 Lewis Y[6]

、唾液

酸化的 Lewis X[7]
、岩藻糖化的 GM1[8]

、α-Gal 抗原

五糖
[9]
、肿瘤相关糖抗原 N3 minor 八糖

[10]
、肝素五

糖
[11]

和其它一些生物活性的糖链
[12-14]

。这种方法

也被用于含线性或者分支结构的寡糖库的构建
[15]
。

需要注意的是，要得到活性适宜的糖基模块需

要精细的保护基来调节，该策略对活性的依赖很大

程度上限制了它的应用。

2.2　正交选择性的一釜合成

与化学选择性的一釜合成不同，正交选择性的

一釜合成所用的糖基模块带有不同类型的离去基，

这些离去基可以在互不干扰的条件下选择性地活

化，从而打破对糖基模块活性的依赖 ( 图 2b)。
这一策略最早由Takahashi小组于1994年提出

[16]
。

2002 年，该策略被成功地应用于植物抗毒素诱导子

七糖的合成
[17]
。值得一提的是，这个由七个独立的

糖基模块构成的偶联反应和随后的脱保护反应都是

在一台平行手工合成仪中进行的，可以说这是液相

自动化合成糖链的雏形。随后，他们利用这一策略

合成了 Core 2 型糖氨基酸
[18]

及含有唾液酸的线型

和分支型糖氨基酸
[19-20]

。最近，他们又将这一策略

引入到 α(2,9)- 连接的唾液酸三聚体的合成中
[21]
。

基于他们以前的工作，Takahashi 小组还使用自动化

合成仪构建了两个糖库：一个糖库包括 54 个线性

三糖和 18 个分支三糖
[22]
，另一个糖库包括 12 个二

聚的 Lewisx 抗原和其衍生物
[23]
。

尽管如此，这种策略有一个较大的缺陷，即为

了实现离去基团被活化的正交选择性，需要制备两

套或者多套糖基模块，这对实现自动化合成是不利

的。

2.3　基于预活化的一釜合成

2004 年，本实验室和黄雪飞实验室共同提出

了基于预活化的一釜合成策略
[24]
。在这种策略中，

所有的糖基供体都使用相同的离去基和活化条件，

通过改变加料的顺序来避免偶联反应对糖基模块反

应活性的依赖。具体操作是：第一个糖基供体在没

有糖基受体存在的条件下，预先与活化剂作用生成

一个活性中间体 ( 这是“预活化”概念的精髓 ) ；
然后再加入第二个糖基模块，其羟基与前面生成的

活性中间体发生偶联反应，生成一个二糖；中间产

物不需分离，重复上述过程即可得到所需的寡糖 ( 图
2c)。相对于上述两种策略来说，基于预活化的一釜

合成取之所长，补之所短，可以说是液相合成寡糖

的最高境界。

目前，这种策略已被成功地应用于 chitotetroses[25]
、

透明质酸寡糖
[26]
、肿瘤相关寡糖抗原 Globo-H [27]

、

Lewis X二聚体
[28]

和复杂型双天线N-连接十二糖
[29]

的合成。

a)化学选择性的一釜合成；b)正交选择性的一釜合成；c)基于预活化的一釜合成。

图2  一釜合成
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最近，黄雪飞实验室又应用此策略构建了一个

含有 12 个六糖的肝素 (heparin, HP) 和硫酸类肝素

(heparan sulfate, HS) 的糖库，并分析了它们与纤维

母细胞生长因子 -2(fibroblast growth factor-2, FGF-2)
结合的构效关系，发现了一个最小的结合序列——

N- 硫酸化的三糖 GlcNS-IdoA2S-GlcNS，这对于进

一步研究以 FGF-2 为靶的药物有着重要的意义
[30]
。

基于预活化的一釜合成反应一般只需要数小时

即可以完成，这种策略的高效性为实现液相自动化

合成迈出了一步。但迄今为止，仅限于三组分和四

组分的合成，而对于较长糖链的合成就需要二糖或

者寡糖作为模块，更多组分的合成仍在探索中。

3　固相合成

基于固相合成多肽的方法，2001 年，Seeberger
小组描绘了寡糖合成仪的草图

[31]
。与多肽和 DNA

的固相合成类似，糖的固相合成也是将亲核体 ( 即
糖基受体 ) 通过合适的连接臂固载到树脂上，就是

说从还原端向非还原端来合成，这与生物体内糖链

合成的方向是一致的，对分支糖的构建十分方便。

经过脱保护和偶联反应的交替循环，使糖链得以延

长，这些过程都是在一台改造的多肽合成仪

Applied Biosystems 433 上进行的。最终，整个糖链

从树脂上切下来，脱除全部的保护基即可以得到所

需的目标产物 ( 图 3)。目标产物既可以含有一个游

离的还原端，也可以带有一个连接臂，用于连接到

蛋白质载体或者糖芯片上。

固相合成的最大优势在于只需要简单的过滤和

洗涤即可实现中间产物的分离，但是固相合成也存

在缺点：为了让偶联反应进行得很彻底，往往需要

加入大大过量的糖基模块，这在一定程度上影响了

合成的效率。

Seeberger 小组先后应用这台合成仪合成了 β-
葡聚糖——植物抗毒素诱导子十二糖

[31]
，利什曼虫

细胞表面脂磷酸聚糖的分支四糖单元
[32]
，N- 连接

糖蛋白的核心五糖
[33]
，血型决定簇及肿瘤相关糖抗

原 Lewis X、Lewis Y、Ley–Lex[34]
。此外，该小组结

合液相片段偶联方法，合成了疟疾毒素——糖基磷

脂酰肌醇 (glycosylphosphatidylinositol, GPI) 六糖，

并用于发展相应的疫苗
[35]
。

以上这些合成目标寡糖中，或者只含有容易构

建的 1, 2- 反式糖苷键，或者使用二糖模块来回避

固相合成 1, 2- 顺式糖苷键问题。然而，最近

Seeberger 小组在固相合成 1, 2- 顺式糖苷键方面也

取得了进展，比如 α- 半乳糖连接
[36]

和 β- 甘露糖连

接结构的构建
[37]
。近来 Boons 小组利用手性辅助基

完成了分支化 α- 葡聚糖的构建
[38]
，这对 Seeberger

小组的工作也是一个很好的补充。

据报道，商业化的合成仪将于今年上市，现在

正在荷兰的莱顿大学和加拿大埃德蒙顿的阿尔伯塔

大学进行测试，位于美国马萨诸塞州德福德的

Ancora 制药公司也在使用它，这家公司由 Seeberger
合作创办，进行糖疫苗的研发

[39]
。生物信息学研究

表明已知的哺乳动物中 75% 的糖链仅需要由 36 个

糖基模块来构建，Seeberger 正计划大量供应这些模

块
[39-40]

。

与树脂固载的固相合成法类似，Demchenko 和

Stine 小组共同提出表面连接的重复糖合成策略

黑色圆球为树脂或者标签。

图3  固相合成和标签辅助的合成
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(surface-tethered iterative carbohydrate synthesis, 
STICS)。在这种策略中，化学稳定的、高表面面积

的多孔金制成的“杆”扮演树脂的角色，它可以很

方便地在不同的反应器间转移，从而适合于高通量组

合合成糖库，但这种方法的合成规模仅在毫克级
[41]
。

4　标签辅助的合成

考虑到固相合成的载量有限和糖基模块的大量

消耗，用标签分子来代替树脂是个不错的选择，这

样脱保护和偶联反应实际上都是在液相中进行的。

Miura 和 Inazu 小组合作，利用氟标签通过氟相 - 有
机相萃取达到分离中间产物的目的

[42]
。这种方法虽

然可以大量地制备糖链，但需要使用价格昂贵的氟

代溶剂萃取；另外，随着糖链的延长，在氟代溶剂

中的溶解度会下降。近年来，氟固相萃取 (fluorous 
solid-phase extraction, FSPE) 的出现及易于实现自动

化，促使 Pohl 小组将其应用于氟标签辅助的自动

化合成中，在这里脱保护反应和偶联反应与标准的

自动化试剂传递平台是兼容的，而且整个反应和分

离过程只需要常规的溶剂
[43]
。在美国爱荷华州埃姆

斯，Pohl 的 LuCella 生物技术公司于 2009 年 11 月

已经开始接受合成糖链的订单
[39]
。但由于标签大小

的限制，这一策略只能提供较固相合成短一些的糖

链。值得一提的是，这一策略可以与固相合成共用

相同的糖基模块。此外，Seeberger 小组还将氟固相

萃取与微反应器技术相结合，方便了反应条件的优

化和反应规模的放大
[44]
。

与氟标签方法类似，离子液标签和疏水基团标

签也被应用于糖链的合成中，不过还处于概念的验

证阶段，仅有个别简单连接的寡糖如寡聚甘露糖合

成的报道
[45-49]

。

5　结语和展望

近年来，糖链的化学合成有了很大的发展，特

别是在固相合成和氟固相萃取技术方面进展迅速，

但这两种方法是否能够高效合成各种不同的糖链还

存在疑义。对于已经确立合成路线的糖库的构建应

该是可行的，但对于全新结构的糖链来说，这两种

方法是否能够胜任，还有待证实。基于预活化的一

釜合成，如果能够实现更多组分的偶联，将更加诱

人。总之，虽然糖的合成在过去几年中取得的进步

非常显著，但要实现像合成肽段和 DNA 片段那样

合成所需要的寡糖链，一个非专业人员就能够操作，

还有相当长的路要走。
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