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荧光分子探针卩一 1 ，4一半乳糖基转移酶 I 底物的合成

赵卫 a，李小红 13，赵琦 b，徐孝浪 13，周闯b，郭晓强 13

(成都大学 a .四川抗菌素工业研究所 ; b .药学与生物工程学院，成 都 610106)

摘 要 ：以 7—羟基香豆素为原料，经甲酰化后制得8—甲酰基一4一甲基伞形酮（2) ; 2 与 D—葡萄糖和N—乙 

酰氨基葡萄糖进行取代、氟代及醇解反应后，分别合成了荧光分子探针卩一  1，4一 G a lT I 的两个特异性底物，即 8 —

二氟甲基一 7 —羟基香豆素一 (3 — D—葡萄糖苷（7 )和 8—二氟甲基一  7 —羟基香豆素一  (3—乙酰氨基葡萄糖苷（8);其 

结构经1H — NMR，13C—N M R和 ESI-M S确证 .
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随着糖生物学的迅速发展，糖链和糖复合物的生物学功能逐渐被人们所认识，糖基转移酶对糖和糖复合 

物生物合成的调节作用成为当今糖化学和糖生物学研究的热点m ].糖基转移酶是糖蛋白、糖脂中糖链生物 

合成的关键酶之一，其活性的非正常表达与肿瘤、免疫系统等疾病的发生与发展有着密切的关系[4,5].细胞 

表面的|3—1，4一半乳糖基转移酶 I (卩一 1，4一G a l T I )具有与受精、神经元细胞迁移、癌细胞转移、上皮细胞 

增殖及细胞信号传导等过程相关的重要生物学功能，卩一 1，4一G a l T I与细胞间质中的JV—乙酰葡萄糖胺的 

结合是细胞与间质粘连的主要原因，它参与细胞间、细胞一基质间相互作用的特性决定了它在肿瘤转移中具 

有重要的作用[6].研究表明，当细胞与层粘连蛋白发生黏附时，细胞表面的卩一 1，4一 G a lT I水平升高3 倍 ， 

其主要功能是在高尔基体上负责将半乳糖苷基团从UDP-G a l转移到 N —多糖复合物的末端N —乙酰氨基 

葡萄糖或葡萄糖上，形成卩一 1，4一糖苷键[7].目前国内外对糖基转移酶抑制剂进行了大量研究，如亚氨基糖 

衍生物，碳糖苷衍生物，氧糖苷衍生物，非糖基供体过渡态类似物以及以连有荧光基团的供体探针[8’9].为更 

好地研究酶在糖基化反应中的作用机制，需采用一些特殊的方法对其进行研究.酶活检测是对酶功能的检 

测，可使酶催化化学转化的功能“可视化”，是发现新酶和对酶进行表征不可或缺的工具[1°].已报道的检测酶 

活的方法包括同位素标记法、电化学法、分光光度法、荧光法等[11]，其中分光光度法和荧光法是最大的一类 

检测方法，但是目前所制备的探针复合物荧光稳定性和荧光量子产率在后处理过程中受到挑战，且大多数荧 

光分子探针的水溶性较差，在水环境中难以应用.因此迫切需要寻找具有安全、稳定、灵敏、快速、水溶性好等 

特性的肿瘤标志物检测试剂.

香豆素类化合物的母核苯并吡喃本无荧光，但取代后的衍生物，特别是 7 位上引人给电子基团后，形成 

推拉电子体系，便得到强荧光物质[12].近年来，以香豆素为母体的荧光探针主要有阳离子型荧光探针、中性 

有机分子和阴离子型荧光探针等[13].MlzUkam1等[14]设计合成了一种能在中性水溶液中用于分析检测的新 

型阴离子荧光探针，但化合物中的C d毒性较大，会对环境造成严重的污染.

本研究以细胞中高效表达的卩一1，4半乳糖基转移酶 I 为靶点，设计合成卩一1，4半乳糖基转移酶 I 的 

专一性底物.选用安全性良好的7—羟基香豆素作为荧光活性基团，以化学合成手段在母核的C一8 位引人 

二 氟甲基[15̂ 17]，并连接|3— 1，4一G a lT I的底物糖，用修饰后的酶底物作为荧光探针，通过检测催化作用前后
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底物的荧光信号变化来监测酶活性的变化.

具体地，以 4一甲基伞形酮（1)为原料，制备中间体8—甲酰基一4一甲基伞形酮(2);再分别与2,3,4,6 

一四乙酰氧基一a — D—溴代葡萄糖(3)和 2—乙酰胺一3，4,6 —三乙酰氧基一a — D—氯代氨基葡萄糖（4)通 

过取代反应得到中间体8—甲酰基一7 —羟基香豆素一2,3，4,6—四乙酰氧基一a — D—溴代葡萄糖(5)和 8 

一二氟甲基一7 —轻基香豆素一2—乙酰胺一3，4，6 —三乙酰氧基一a — D 氯代氨基葡萄糖(6);最后经氟代及 

水解反应得到目标化合物8—二氟甲基一7 —羟基香豆素一 a — D—溴代葡萄糖苷(7)和 8—二氟甲基一7 — 

羟基香豆素一卩一乙酰氨基葡萄糖苷(8).目标化合物7 和 8 的合成路线见图1.

1 实验部分

1 . 1 仪器与试剂

M271466型核磁共振仪 ； Agilent 6210 LC/MS 丁O F;4—甲基伞形酮1，分析纯 ； D —葡萄糖，分析纯 ； N 

一乙酰氨基葡萄糖，分析纯;六次甲基四胺，分析纯;二乙氨基三氟化硫(D A ST)，成都贝斯特试剂有限公司； 

四丁基溴化铵(TBAB)，分析纯.

1.2 合 成

1 . 2 . 1 中间体2 的制备

向反应瓶中加入5 g 1，10 g 六次甲基四胺，50 m L 乙酸，95 C 反 应 5. 5 h;向反应液中加入75 m L稀 

HC1(浓 HC1 :水 =8 4  : 100)，继续反应30 min.反应液冷却至室温，向反应液中加入300 m L水 ，无水乙醚 

萃取，减压蒸馏，无水乙醇重结晶得黄色固体20. 97 g，收 率 22% / H  N M R(400 MHz，CDC13)S:12. 21(s， 

1H)，10.62 (s，lH )，7.74( d J  =  9.0 H z，lH )，6.91( d J  =  9.0 H z，lH )，6.21(s，lH )，2.43 (s，3H).

1 . 2 . 2 中间体3 的制备

向三口瓶中加入干燥乙酸酐50 m L，滴加0.3 m L高氯酸，冰浴搅拌下缓慢加入D—葡萄糖13.7 g ，控制 

温度在20 C 以下.搅拌完全溶解后将体系降温至5 C ，加入红磷3. 8 g ，缓慢滴加8 m L 液溴，温度不超过 

15 C ，滴加完毕后控制温度在5 C左右反应3 h.向体系中加入30 m L三氯甲烷，倒入冰水中搅拌，分出有机 

相，水相萃取三次，合并并干燥有机相，减压旋干处理得白色固体10. 85 g ，产 率 38%. iH NM R(400 M H z， 

CDC13)S:6. 17( d J  =  3. 6 H z，lH )，5. 56 (d J  =  8. 9 H z，lH )，5. 31 〜5. 16(m，2H )，4. 48(、(1，/ =  10. 7, 

3 • 5 H z，1H )，4： • 2 4： ( dd， J =  12 • 5，4：• 0 H z，1H )，4： • 0 6 ( dd， J =  12 • 5，2 • 2 H z，1H )，2 • 19 ( s，3 H )，2 • 04： ( d， J =

4.1 H z,6H) , 1. 94(s ,3H).
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1 . 2 . 3 中间体4 的制备

向反应瓶中加人5 g N —乙酰氨基D—葡萄糖，25 m L 乙酰氯，密闭搅拌反应48 h，溶液逐渐澄清，向反 

应体系中加人50 m L三氯甲烷，搅拌下倒人冰水中分液，有机相用饱和NaHC0 3洗涤至中性，减压浓缩处理 

得固体 3. 17 g ，产率 N M R(400 MHz，CDC13)&:6. 19(d ， J 二 3. 2 H z，lH )，5. 81(d ， J 二 6. 5 H z，

lH ),5.33(t ,/ =  10.0 H z,lH ),5.22(t ,/ =  9. 8 H z,lH ),4. 54(t ,/ =  11.3 H z,lH ),4. 29(d,/ =  8. 5 H z, 

2H)，4. 14(d ， J =  l l . 3 H z，lH )，2. l l (s，3H)，2. 06(s，6H)，1. 99(s，3H).

1 . 2 . 4 中间体5 的制备

向单口瓶中加人1 g 中间体2,4. 1 g 中间体3,3. 4 g 四丁基溴化铵，20 m L二氯甲烷作溶剂，搅拌下用 

1 M N aO H调 p H 至 1 1左右，维 持 p H 在 1 0左右反应，T L C 监控反应至无原料.用E A 萃取反应液三次 

(3X 20 mL)，有 机 相 用 1 M N aO H 洗涤（2 X 20 mL)，水洗有机相，干燥后减压旋干处理得淡黄色固体 

0• 56 g ，产率 21%. M. p. 141 〜144 *C N M R(400 MHz，CDC13)S: 10. 53(s，1H)，7. 75(d ， J =  8. 9 H z, 

1H)，7. 14(d ， J =  8. 9 H z’lH )，6. 26(s，lH )，5. 45 〜5. 29(m，2H )，5. 22(dd， J =  18. 3,8. 3 H z，2H )，4. 27 

(ddd， J =  13. 9,12. 3,3. 3 H z，2H)，4. 04〜3. 86(m，lH )，2. 44(s，3H)，2. 12〜2. 05(m，12H) ;13C NMRC101 

MH z,CDC13)S：186. 35,170. 49,170. 22,169. 34,169. 32,159. 31,159. 13,154. 68,151. 59,130. 28,116. 00, 

114. 54,113. 95,112. 40,99. 26,72. 40,72. 23,70. 47,68. 00,61. 71,30. 95,20. 73,20. 65,20. 61,18. 95； 

ESI-MS to/z ：552{[M +  NH4]+ }.

1 . 2 . 5 中间体6 的制备

向反应瓶中加人2. 35 g 2、3. 8 g 4、3. 34 g 四丁基溴化铵，加人 20 mL CH2C12 做溶剂用1 M N aO H调 

p H 至 11，搅拌反应至T L C 监控无原料.用E A 萃取(3 X 30 mL)，水洗有机相，饱和食盐水洗有机相；干燥后 

旋干至粗固体，加人少量 E A ，析出大量白色固体，抽滤，真空干燥，得 0. 86 g 白色固体，产 率 30%. M. p. 

1 8 8。<3〜192 'C V H  N M R(400 MH z，CDC13)S:10. 54(s，lH )，7. 69(d ， J =  8. 7 H z，lH )，7. 16(d ， J =  

8.8 H z,lH ),6. 23(s ,lH ),5. 59(dd,J =  14. 4,8. 9H z,2H ),5. 17(t ,J  =  9. 5 H z,lH ),4. 29(dd,J =  12. 3,

4.4 H z,lH ),4.20(d,J =  11.8 H z,lH ),4.07(d,J =  9.1 H z,lH ),3.93(d ,J =  7.8 H z,lH ),2.41(s ,3H), 

2. 10(s ,3H) ,2. 08(s ,3H) ,2. 05(s ,3H),l . 98(s ,3H ) ； 13C NM R(101 M H z, CDC13 ) S： 187. 22,171. 34,170. 

57,170.54,169. 46,160. 27,159. 34,154. 02,151. 94,130. 53,115. 63,114. 19,113. 58,99. 10,72. 21,71.84, 

68. 44,61. 88,54. 63,30. 96,23. 29,20. 77,20. 73,20. 65,18. 92； ESI-MS m/z ： 572{ [M +  K]+ }.

1 . 2 . 6 目标化合物7 的制备

向单口瓶中加人4. 0 g 5,40 m L二氯甲烷溶解，加 人 4 m L二乙胺基三氟化硫，氮气保护反应2. 5 h， 

T L C 监控无原料残留.向反应瓶中加人适量冰水停止反应，用 E A (3X 30 mL)萃取，水（3 X 30 mL)洗有机 

相，饱和食盐水(2X 30 mL)洗有机相，干燥，减压旋干，得棕黄色黏稠油状物.用石油醚少量多次洗涤油状物 

析出黄色粉末，得 3.33 g 淡黄色固体，产率 80%.

取上步所得产品1 g ，用 20 m L 甲醇溶解，加人甲醇钠溶液1 m L，搅拌反应1 h，加人阳离子交换树脂 

16 g，搅拌反应40 mm，T L C 监控无原料，抽滤，滤液旋干得黄色油状物，用少量甲醇溶解，滴人大量异丙醇 

中，析出淡黄色固体，抽滤，得淡黄色固体〇. 36 g ，产率为 51%. M. p. 186 〜189 t V H  NM R(400 M H z，

DMS〇-<i 6 )S:7.91(d，J" =  9. 0 H z，lH )，7. 39 〜7. 24(m，lH )，6. 35(s，lH )，5. 24(d，J" =  24. 7 H z，2H )， 

5. 06(d,J =  7. 0 H z,lH ) ,4. 68(s ,lH ) ,3. 71(d,J =  l l . 3 H z,lH ) ,3. 17(s ,3H) ,2. 43(s ,3H) ；ESI-MS to/z ： 

389{[M +  H]+}_

1 . 2 . 7 目标化合物8 的制备

向单口瓶中加人1. 74 g 6,20 m L二氯甲烷溶解，加 人 2. 18 m L 二乙胺基三氟化硫，氮气保护反应 

2. 5 h，T L C 监控无原料残留.向反应瓶中加人适量冰水停止反应，用 E A (3X 30 mL)萃取，水（3 X 30 mL)洗 

有机相，饱和食盐水（2 X 30 mL)洗有机相，干燥，减压旋干，得棕黄色黏稠油状物.用乙酸乙酯重结晶，得 

〇. 51 g淡黄色固体，产 率 28%.

取上步所得产品1 g ，用 20 m L 甲醇溶解，加人甲醇钠溶液1 m L，搅拌反应1 h，加人阳离子交换树脂 

16 g，搅拌反应40 mm，T L C 监控无原料，抽滤，滤液旋干得黄色油状物，用甲醇一乙醚溶液重结晶，得淡黄
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色固体 0. 16 g，产率为 21%. M. p .  157 〜162 °C ;1H N M R(400 M H z，DMS〇-d6)&:7. 89(d ， J 二 9. 1 H z， 

lH )，7.72(d ， J =  9.0 H z，lH )，7.15(d， J =  9.0 H z，lH )，6.25(s，lH )，5.71(s，lH )，5.20(d ， J =  23.6 H z， 

2H)，5. 02(d ， J =  8. 4 H z，lH )，4. 69(t ， J =  5. 3 H z，lH )，3. 85(m，lH )，3. 75(m，lH )，2. 39(s，3H)，1. 84(s， 

3H) ；ESI-MS m/^：430{[M + H]+ }.

2 结果与讨论

2 . 1 中间体2 的反应条件优化

中间体2 的合成中，重点探讨了温度与产率的关系，结果如表1.

表 1 中间体2 反应温度与产率的关系

编号 1 2 3 4 5

T/V 75 85 95 105 110

产率/% 20 21 22 18 14

从 表 1 中可以看出，此步的反应产率较低，在 95 时产率相对最高，为 22 % ，且仍有大量原料未反应， 

若延长反应时间，会使杂质增加；后处理用乙醚作萃取剂，萃取率较低，换用乙酸乙酯、二氯甲烷或三氯甲烷 

萃取时发现，杂质较多且萃取率更低，故暂仍采用乙醚作萃取剂.

2 . 2 卤代糖中间体反应条件的控制

在制备全乙酰化溴代葡萄糖时，需控制加糖时温度不高于2(K C ，温度太高会使糖碳化，影响产率;在滴 

加溴素及水时，温度不能超过15 C ，需要严格控制滴加温度，此步为影响反应产率的主要步骤.

2 . 3 目标化合物条件控制

D A S T 极不稳定，遇水会发生分解，必须严格确保体系无水，实验中可采用氮气保护、试剂无水处理.用 

强酸性阳离子交换树脂进行脱乙酰基保护时，需要先活化树脂.

3 结 论

本研究以肿瘤细胞株中高效表达的卩一1，4半乳糖基转移酶 I 为靶点，基于生物活性的探针分子技术 

(Activity-Based Probes，ABPs)策略，通过引人水溶性糖基转移酶底物，设计合成了 8 —二氟甲基一7 —羟基 

香豆素一卩一乙酰氨基葡萄糖苷及8—二氟甲基一7—羟基香豆素一卩一吡喃葡萄糖苷.所合成荧光探针底物 

的水溶性得到了增强，能够在水环境中快速与卩一 1，4一半乳糖基转移酶 I 特异性结合；同时原料廉价易 

得、合成方法简单经济，使得本研究具有一定的工业应用前景.
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Treatment of Landfill Leachate by US/Oxone/Co2+ Oxidation Technology

Li Xiaoyan1，2 , Su Xianfa1 , Pi Yunqing1 , Sun Jianhui1

(1. School of Environment； Key Laboratory of Yellow River and Huai River W ater Environment and Pollution Control,

M inistry of Education； Henan Key Laboratory for Environmental Pollution Control, Henan Normal U niversity,

X inxiang, 453007, China；2. Jiaozuo Environmental Monitor Station, Jiaozuo 454003, China)

Abstract ： The treatment of landfill leachate (COD=1116 mg/L, SS=17mg/L and chrominance^ 300) by low-intensity 
ultrasonic assisted US/Oxone/Co2+ was carried out, the effects of operating conditions such as pH value, reaction tempera­
ture, [Oxone]/[Co2+] , Oxone?s reagent dosage, ultrasonic sound intensity, reaction time and dosing mode on COD removal 
were investigated. The results indicated that under the optimal operational conditions such a s： ultrasonic power=50 W, ultra­
sonic frequency = 40 kHz, ultrasonic intensity = 60% , [Oxone] = 3 mmol/L，[Oxone]/[Co2+] = 5 X 105， pH = 9 .0 , original 
reaction temperature^25 °C， reaction time = 35 min, number of stepwise addition = 6 ， the removal of COD, TOC, SS and 
chrominance achieved 63. 74% , 59. 46% , 69. 35% and 83. 33%，respectively.

Keywords ： Advanced Oxidation Technologies (AOTs) ； US/Oxone/Co2+ ； landfill leachate
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Synthesis of Novel Substrates for Fluorescent Molecular 

Probe of p-1,4-galacotyltransferase I

Zhao Weia, Li Xiaohongb, Zhao Qib, Xu Xiaolangb, Zhou Chuangb, Guo Xiaoqiangb

(a . Sichuan Industrial Institute of Antibiotics；b. College of Pharmacy and Biological Engineering,

Chengdu U niversity»Chengdu 610106 »China)

Abstract: 8-formyl-4-methylumbelliferone (2 ) was prepared by formylation from 7-hydroxycoumarin. Two novel sub­
strates for fluorescent molecular probe of (3-1,4-galacotyltransferase I , 8-difluoromethyl-7-hydroxycoumarin-(3-D-glucoside (7) 
and 8-difluoromethyl-7-hydroxycoumarin-(3-acetylglucoside (8 ) ,  were synthesized by substitution, fluorination and alcoholysis 
of 2 with D-glucose and iV-acetylglucosamine respectively. The structures were characterized by 1 H NMR，13 C NMR and 
ESI-MS.

Keywords：(3-1,4-GalT I ； molecular probe； 7-hydroxy-coumarin； chemical synthesis
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