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四嗪生物正交点击-释放反应释放多肽研究与应用

王晓蒙 1#, 李 杰 2#, 沈国华 1, 潘立立 1, 田 蓉 1, 孙洪宝 2*, 吴昊星 2*
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摘要: 本文探索了四嗪生物正交点击-释放反应对多肽化合物的碳端释放效率, 并尝试了其在固相合成中对多

肽进行功能化修饰及温和切除上的应用。设计合成了13个反式环辛烯多肽衍生物, 与四嗪发生生物正交反应后, 多肽

1 h释放率为 90.0%～97.7%。该策略对多肽侧链官能团及肽链长度具有良好兼容性, 扩大了四嗪生物正交点击-释

放反应的应用范围。同时, 设计合成新颖的双功能化反式环辛烯分子, 在固相树脂上实现了对活性肽GIRLRG的荧

光修饰, 并利用四嗪点击-释放反应温和切除, 为多肽的固相修饰、释放策略提供了新思路。
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Tetrazine bioorthogonal click-to-release reaction for releasing peptides

WANG Xiao-meng1#, LI Jie2#, SHEN Guo-hua1, PAN Li-li1, TIAN Rong1,

SUN Hong-bao2*, WU Hao-xing2*

(1. Department of Nuclear Medicine, West China Hospital, Sichuan University, Chengdu 610041, China;

2. Huaxi MR Research Center, West China Hospital, Sichuan University, Chengdu 610041, China)

Abstract: This paper aimed to investigate the release efficiency of peptide at carbon terminal triggered by

tetrazine bioorthogonal click-to-release reaction, and further explored the potential application of this reaction in

functional modification and mild cleavage in solid-phase peptide synthesis. Thirteen peptide derivatives modified

by trans-cyclooctene (TCO) were designed and synthesized, which were reacted with tetrazine to release the

peptides. The results showed that the release rates of peptide were 90.0% to 97.7% in one hour. The strategy has

good compatibility with the functional side-groups and the length of peptides, which expands the applications scope

of tetrazine bioorthogonal click-to-release reaction. At the same time, a novel bifunctional trans-cyclooctene

molecule was designed and synthesized. The active peptide GIRLRG was modified by fluorophore on the solid-

phase resin, and released through tetrazine click-to-release reaction under mild condition, providing a new strategy

for the solid-phase modification and release strategy of the peptide.
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以四嗪生物正交反应为代表的逆电子需求Diels- Alder (IEDDA) 反应相较于其他生物正交反应 , 具有

更快的反应动力学和优良的荧光调控能力等特点, 其

在活细胞选择性标记以及生命体系中重要分子的动态

精准检测上发挥着关键作用[1]。近年来, 除了经典的

连接反应 (tetrazine ligation)[2,3], 基于四嗪生物正交化

学的点击-释放反应越来越受到研究者的关注, 一系列

修饰于亲二烯体的探针分子在四嗪生物正交反应后,

通过串联反应历程实现了释放[4]。其中, 反式环辛烯
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(TCO) 与四嗪之间的点击-释放反应, 具有反应快速、

无需催化以及副产物 (N2和CO2) 无毒[4]等优点, 使其

在前药制备[5,6]、药物递送[7]以及抗体-药物偶联[8,9]等体

内药物释放领域发挥着巨大的应用潜力[10,11]。起初 ,

四嗪点击-释放反应主要应用于含胺类药物的释放, 例

如 TCO氨基甲酸酯类前药在体外和体内释放多柔比

星 (doxorubicin, Dox) [12] (图 1a)。随后 , Devaraj 课题

组[13]首先发现将乙烯基醚作为亲二烯体, 可以通过与

四嗪的生物正交点击-释放反应实现苯酚类化合物的

释放并开启荧光 (图 1b)。Bernardes课题组[14]则将乙

烯基醚作为氨基酸、单糖、荧光基团和细胞毒性药物多

卡霉素等含醇分子的保护基团, 实现对蛋白质或药物

活性的精确控制 (图 1b)。自此, 四嗪与各种亲二烯体

之间通过生物正交点击-释放反应实现不同官能团的

释放愈发受到广泛关注[5]。

肽是涉及生物体内多种细胞功能的生物活性物

质[15-17]。多肽类化合物与传统小分子化合物和抗体相

比, 具有合成和修饰简单、靶向性好、组织穿透性强、体

内清除快以及毒副作用小等优点[18-20], 可作为抗癌药

物、细胞毒性药物载体、疫苗、激素和放射性核素载体

等, 被广泛应用于多种肿瘤的精准诊疗[21-24]。近年来,

生物正交反应已成为探索多肽、蛋白质和抗体等生物

活性分子在生物系统中作用机制和功能的有效工

具[25,26], 特别是四嗪生物正交点击-释放反应, 被广泛

应用于体内蛋白荧光标记成像[27,28]和靶向蛋白功能调

控[29]等方面。陈鹏课题组[30]首先利用四嗪生物正交脱

笼反应 (decaging reaction), 实现基因编码的非天然氨

基酸单个激酶胞内高效激活。Bradley课题组[31]开发

了易与四嗪发生 IEDDA 反应的氨基保护基 (vinyl

ether benzyloxycarbonyl, VeZ) 来保护赖氨酸侧链氨

基, 为Fmoc固相多肽合成方法提供了新的正交保护基

策略。四嗪生物正交点击-释放反应的应用扩展了肽

化学的范畴[32-34]。

近期, Robillard课题组[35]发现, TCO的酯类、碳酸

酯类和醚类衍生物可通过四嗪生物正交点击-释放反

应实现对醇或羧酸的释放 (图1c, 1d)。此外, Bernardes

课题组[36]证明该反应可用于含羧酸类药物酮洛芬的释

放 (图1d)。四嗪点击-释放反应具有反应条件温和、官

能团兼容性好等优点, 目前可用于胺类、醇类或羧酸类

基团的释放, 这些应用揭示了生物正交点击-释放反应

对靶向小分子药物激活的应用潜力。但是, 能否将该

类反应用于多肽合成, 并在温和条件下实现多肽的固

相修饰, 从而赋予多肽新的功能仍有待探索。本研究

通过TCO-四嗪点击-释放反应, 实现多肽的碳端释放,

并对传统多肽固相合成步骤中多肽释放步骤进行优化。

与经典多肽固相合成 (SPPS) 中利用氢氟酸或三氟乙酸

等强酸试剂相比, 在树脂上利用生物正交反应释放多

肽具有反应条件温和以及官能团兼容性好等优点, 有

利于在固相合成中对多肽进行进一步修饰。本研究将

TCO-四嗪点击-释放反应从小分子药物扩展到多肽化

合物 (图 1e), 并将此种生物正交点击-释放反应作为工

具, 开发了一种简单、温和、高效的肽分子探针释放方

法, 以期改变目前多肽分子探针制备繁琐的现状。

根据陈鹏课题组[37]的发现, 在四嗪生物正交点击-

Figure 1 "Click-to-release" reaction of tetrazine
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释放反应中, 强吸电子取代基能够加速环加成步骤, 同

时位阻较小的取代基能促进后续的释放步骤。鉴于此,

在本课题组有关四嗪类化合物合成研究[38]的基础上,

设计了在3位和6位分别引入一个吸电子基团和一个烷

基基团的 4个四嗪化合物 S2～S5, 吸电子取代基固定

在一侧以加速初始环加成反应, 另一侧引入位阻较小的

烷基以促进后续的消除反应, 并制备了对称的四嗪 S1

作为对比 (图 2)。设计合成TCO-二肽 (TCO-Gly-Gly)

作为模型底物, 分别与 5个四嗪化合物反应, 利用LC-

MS监测反应进程, 从中筛选释放效率最好的四嗪。

根据文献报道合成肽链的常用方法[39], 合成 13个

TCO-多肽化合物。为了研究氨基酸侧链对四嗪生物

正交点击-释放反应的影响, 合成了将天冬氨酸、谷氨

酰胺、酪氨酸和苯丙氨酸作为第一个氨基酸, 甘氨酸作

为第二个氨基酸的 5条TCO-二肽, 以及第一个氨基酸

为甘氨酸, 第二个氨基酸分别为天冬氨酸和苯丙氨酸

的 2条TCO-二肽; 为了评价和比较肽链长度对释放效

率的影响, 合成了 4条TCO-三肽和 2条TCO-四肽。所

合成的氨基酸序列及化学结构式如图3所示。

为了将TCO-四嗪点击-释放反应应用于多肽固相

合成中的释放步骤 , 需要设计合成一种双功能化的

TCO类似物, 即在TCO的 6位或 7位引入一个含羧基

的支链, 使其能够与固相合成树脂连接, 并且在烯丙位

存在一个羟基用于连接多肽。如图 4所示, 设计了一

条基于 2,6-环辛二烯-1-羟基的环氧化开环实现双功能

化衍生的合成路线。首先将 2,6-环辛二烯-1-羟基用

TBS基团保护, 然后进行环氧化反应, 选择性地将三元

环安装在 6位上, 再通过还原开环得到 6位和 7位羟基

化合物 4a和 4b。化合物 4a和 4b分离较为困难, 可不

经分离直接进行下一步官能团转化, 随后与己二酸单

甲酯反应, 得到化合物 6a和 6b (可以分离纯化)。脱掉

化合物 6a和 6b烯丙位的 TBS保护基, 然后分别将化

合物 7a和 7b进行 254 nm紫外光照射, 得到 8a1/a2和

8b1/b2四种双功能化 TCO衍生物, 并通过NOESY鉴

定4种化合物烯丙位羟基空间构型[8]。

TCO-四嗪点击-释放反应的反应条件与固相合成

Figure 2 Design of tetrazine derivatives

Figure 3 Designed and synthesized TCO peptides
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条件具有很好的相容性, 在探明该反应与常见氨基酸

的兼容性和释放效率的基础上, 进一步扩展其在多肽

固相合成中多肽释放步骤的应用, 使其应用于固相合

成中释放活性六肽GIRLRG (图 5)。GIRLRG肽 (Gly-

Ile-Arg-Leu-Arg-Gly) 是通过体内噬菌体展示肽库筛

选鉴定出来的活性肽, 可与在多种癌细胞中高表达的

葡萄糖调节蛋白受体 (GRP78) 特异性结合, 被广泛用

于体外癌细胞特异性结合和体内无创肿瘤成像[40]。开发

温和高效的合成该类活性多肽的方法具有很好的应用

价值。设计如图 5所示合成路线, 首先分别合成TCO-

Gly-Arg-Fmoc、Leu-Arg-Fmoc 和 Ile-Gly-Fmoc 3 个肽

段, 然后将 3个肽段拼接, 合成一条由双功能化TCO修

饰的六肽链。随后, 在较为温和碱性条件下 (氯化钙和

氢氧化锂的水溶液作为碱) 或者三甲基氢氧化锡条件

下 , 脱去 TCO-GIRLRG 的甲酯[41,42], 然后连接至 Rink

amide MBHA固相合成树脂上, 并在六肽甘氨酸末端

氨基处用 5(6)-羧基荧光素 (fluorescein) 修饰, 最后利

用TCO-四嗪点击-释放反应释放带有荧光素的活性六

肽GIRLRG。

结果与讨论

1 TCO-四嗪点击-释放反应最佳反应条件的筛选

将 TCO二肽 (TCO-Gly-Gly) 作为模型底物, 利用

LC-MS测定其与 5种四嗪发生点击-释放反应后二肽

(Gly-Gly) 碳端释放效率, 从而筛选出最佳反应条件。

鉴于乙醇在生物医学研究和临床应用中的广泛性, 选

择乙醇作为溶剂。在水溶液中 TCO和四嗪通过疏水

相互作用能够显著加快 IEDDA反应[43], 并且在微酸性

条件下, 质子化效应同样可以加速反应[44], 因此加入水

作为共溶剂, 并加入微量酸促进反应。经过条件筛选

优化, 最终选择含1%甲酸的水-乙醇 (1∶4) 作为四嗪和

TCO-肽的反应溶剂。鉴于多肽固相合成是在室温下

进行的, 所以反应温度设为室温[38]。分别将四嗪 S1～

S5 (1.5eq.) 与 TCO-Gly-Gly 在上述条件下进行反应 ,

利用LC-MS监测反应进程。结果表明, 取代基位阻最

小的双甲基四嗪衍生物 S1, 释放效率最高, 为 90.7%;

四嗪衍生物 S2的活性最低, 释放效率仅为 41.0% (图

6)。说明在该反应体系中, 四嗪上取代基的位阻作用非

常明显。因此, 在进一步的TCO-四嗪点击-释放反应释

放多肽的研究中选择使用四嗪S1。通过以上研究, 确定

了TCO-肽和四嗪反应的最佳条件为: 在含 1%甲酸的

水-乙醇 (1∶4) 溶剂中, 室温下与四嗪S1 (1.5eq.) 反应。

2 TCO-四嗪点击释放反应与氨基酸、肽链的相容性

为探究TCO-四嗪点击-释放反应与多肽侧链官能

团及肽链长度之间的相容性 , 利用所合成的 13 个

TCO-肽在含 1% 甲酸的水-乙醇 (1∶4) 溶剂中与四嗪

S1 (1.5eq.) 在室温下反应 1 h, 并用LC-MS监测反应进

程。实验结果表明: ① 无论第一个或第二个氨基酸的

侧链是否相同, TCO-二肽的释放效率都很高, 产率均

在90%以上, 说明不同种类氨基酸不会影响TCO-肽点

击-释放反应的高效性 (图 7A/B); ② 无论是 TCO-三

肽还是 TCO-四肽均能达到 90% 以上的释放率, 其中

Figure 4 Synthesisof bifunctional TCO derivatives. Reagents and conditions: a) Imidazole, DCM, r.t., 2 h, 90.0%; b) DCM, 0 ℃-r.t.,18 h,

70.0%; c) THF, 70 ℃, 4 h, 70.0%; d) 1) MsCl, Et3N, DCM, r.t., 2 h; 2) NaN3, DMF, 70 ℃, 48 h; 3) Ph3P, DCM, r.t., 12 h, 50.0%; e) EDCI,

HOBT, DIPEA, DCM, r.t., 4 h, 70.0%; f) THF, r.t., 2 h, 80.0%; g) 254 nm UV, EA, Et2O, r.t., 12 h, 8a1/8a2: 20.0%, 8b1/8b2: 23.0%
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TCO-四肽 T13释放率最高 , 为 97.7% (图 7C/D), 说明

肽链长度同样不影响该反应高效释放多肽。本实验证

明了 TCO-四嗪点击-释放反应用于释放多肽的高效

性、广泛性和实用性, 为TCO-四嗪生物正交反应用于

固相合成中多肽释放奠定了基础。

3 TCO-四嗪点击-释放反应在多肽固相合成中的

应用

以Rink amide MBHA树脂为载体, 双功能化TCO

衍生物作为连接体, 将六肽GIRLRG连接于固相载体,

随后在六肽甘氨酸末端氨基处修饰荧光素, 最后通过

TCO-四嗪生物正交反应释放六肽-荧光素产物 [在含

1%甲酸的水-乙醇 (1∶4) 溶剂中与四嗪 S1 (0.9eq.) 室

温下反应 1 h]。实验结果表明 (图 8), 在荧光显微镜

下, 可发现连接了六肽GIRLRG的树脂经荧光素标记

后有明显的荧光信号 (图 8A到图 8B); 通过生物正交

反应将多肽从树脂切除后, 切割液可观察出有明显的

荧光信号 (图 8D), 而反应后固相合成树脂几乎无荧光

信号 (图 8C)。将切割液进行高分辨质谱分析证实切

割液分子量为被荧光基团修饰的六肽分子 GIRLRG-

Fluorescein分子 [ESI-HRMS (m/z): 1 029.478 9 [M+H]+]。

该实验证明TCO-四嗪点击-释放反应可以应用于多肽

固相合成的肽链释放步骤中, 且这种释放条件温和、官

Figure 5 Synthesis of TCO-GIRLRG and release of GIRLRG-fluorescein
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能团兼容性好, 能高效地对功能化的多肽实现释放。

优化了传统固相多肽合成中多肽释放的方法, 对于酸

敏多肽化合物的合成及释放提供了新的思路。

4 小结

本文设计合成了 13个TCO-肽类化合物, 以TCO-

二肽 (TCO-Gly-Gly) 作为模型底物 , 与 5 种四嗪化合

物发生点击-释放反应, 均能温和切除二肽分子的碳端

连接, 其中与四嗪S1反应效率最高, 1 h释放产率达到

90.7%。随后的实验结果表明, 13个TCO-肽类化合物

都能够和四嗪S1高效发生反应, 多肽碳端释放率都在

90%以上, 最高可达 97.7% (TCO-四肽T13), 同时也证

明了该释放反应与多肽侧链官能团及肽链长度具有很

Figure 6 Determination of reaction release rates of TCO-Gly-Gly with different tetrazines. Reaction conditions: tetrazines (1.5 eq.),

PhCOMe (1.0 eq.) as internal standard, 1% HCOOH in H2O/EtOH (1∶4) (0.2 mmol·L-1), r.t.; M: Only one isomer was exhibited

Figure 7 Determination of the reaction release efficiency of TCO-peptides with tetrazine S1 [reaction conditions: tetrazine S1 (1.5 eq.),

PhCOMe (1.0 eq.) as internal standard, 1% HCOOH in H2O/EtOH (1∶4) (0.2 mmol·L-1), r. t.]. A: The release rates of TCO-dipeptides of

which the first amino acid is different; B: The release rates of TCO-dipeptides of which the second amino acid is different; C: The release

rates of TCO-tripeptides; D: The release rates of TCO-tetrapeptides
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好兼容性。最后, 将此种生物正交点击-释放反应作为

工具, 引入多肽固相合成的释放步骤中, 实现TCO-四

嗪点击-释放反应的应用从小分子药物扩展到分子量

>1 000的多肽药物中。本文实现了将双功能化的TCO

衍生物作为连接体, 一端连接固相合成树脂, 一端连接

GIRLRG六肽的碳端, 利用 TCO-四嗪生物正交点击-

释放反应释放多肽的策略。此种多肽释放方法可以在

标准多肽固相合成Fmoc策略下顺利进行, 温和地从固

相树脂上切割多肽产物, 且不影响其他侧链基团, 具有

较好的实用性和应用前景。在此过程中, 拓展了四嗪

生物正交点击-释放策略的应用范围。同时, 优化了固

相多肽合成中释放多肽的方法, 对于酸敏多肽化合物

的固相合成提供了可选择方法。

实验部分

核磁共振图谱采用布鲁克AMX 400 M型核磁共

振波谱仪记录, 氘代氯仿或TMS 为内标; 高分辨质谱:

Waters Q-TOF Premier; EYELA N-1300型旋转蒸发仪;

高效液相-质谱联用 (LC-MS, 安捷伦科技有限公司);

YZUV-12型254 nm紫外光反应仪; ZEISS-Observer.D1

型荧光倒置显微镜; 2-羟基-反式环辛烯 1 (轴向型) 根

据文献制备[45]; 5(6)-羧基荧光素琥珀酰亚胺酯 (fluo‐

rescein-NHS, CAS: 117548-22-8, 96% 异构体混合物)

购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司。在目标化合

物合成过程中, 若无特殊说明, 所使用的试剂均为分析

纯; 溶剂购自泰坦科技有限公司; 化学试剂购自安耐

吉化学有限公司、上海毕得科技有限公司和百灵威科

技有限公司。

1 TCO-肽的合成

根据文献报道合成肽链的常用方法[39]: ① 将 2-羟

基-反式环辛烯 1 (20.0 mg, 0.16 mmol)、DCC (66.0 mg,

0.32 mmol)、DMAP (1.2 mg, 0.01 mmol) 和相应的

Fmoc保护的氨基酸 (0.32 mmol) 置于 10 mL的反应试

管内, 氮气保护。随后加入干燥的二氯甲烷 (DCM) 溶剂

2 mL, 室温条件下反应 2 h。TLC监测反应, 待反应完

全后, DCM萃取, 饱和氯化钠洗涤, 收集有机相, 用无水

硫酸钠干燥、浓缩, 经硅胶柱洗脱分离 (PE∶EA = 4∶1),

减压浓缩, 得到产物。② 将上一步TCO-氨基酸产物置

于10 mL的反应瓶内, 加入2 mL的DCM溶剂使其完全

溶解 , 然后加入 0.2 mL 的二乙胺 , 于室温条件下反应

4 h。TLC监测反应, 待反应完全后, 反应液直接减压蒸

馏浓缩, 所得粗品直接用于下一步。③ 将上步所得粗

品、Fmoc保护的氨基酸或者二肽、三肽 (0.32 mmol)、

EDCI (61.3 mg, 0.32 mmol)、HOBT (43.2 mg, 0.32 mmol)

置于10 mL的反应试管内, 氮气保护, 加入 3 mL干燥的

DCM溶剂, 随后缓慢滴加DIPEA (41.4 mg, 0.32 mmol),

于室温条件下反应2 h。TLC监测反应, 待反应完全后,

DCM稀释反应液, 饱和氯化钠洗涤, 收集有机相, 用无水

Figure 8 Fluorescence imaging. A: TCO-GIRLRG-resin material; B: TCO-GIRLRG-resin materialattached with fluorescein; C: Resin

material after treated with tetrazine S1; D: Fluorescence of cleavage fluid: I) H2O/EtOH (1∶4) as control, II) cleavage fluid
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硫酸钠干燥、浓缩, 经硅胶柱洗脱分离 (PE∶EA = 1∶1),

减压浓缩, 得到相应的目标产物。

化合物 T1 (TCO-Asp-Gly), 收率 64.3%; 1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 7.76 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.60 (d,

J = 3.9 Hz, 2H), 7.40 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 7.31 (t, J = 8.0 Hz,

2H), 6.99 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 5.84～5.71 (m, 1H), 5.60～

5.39 (m, 3H), 4.91～4.85 (m, 1H), 4.40 (d, J = 8.2 Hz,

2H), 4.23 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 3.96 (s, 2H), 3.03～2.95

(m, 1H), 2.77～2.82 (m, 1H), 2.45～2.46 (m, 1H), 2.06～

1.99 (m, 3H), 1.87～1.73 (m, 1H), 1.70～1.66 (m, 2H),

1.48～1.46 (m, 1H), 1.41 (s, 9H), 1.09～1.00 (m, 1H),

0.83～0.77 (m, 1H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ

170.03, 169.68, 168.78, 156.53, 143.95, 141.42, 132.81,

129.94, 127.85, 127.23, 125.25, 120.10, 82.08, 75.22,

67.49, 48.91, 47.24, 44.49, 40.52, 37.36, 36.04, 36.01,

29.11, 28.13, 24.33; ESI-HRMS (m/z): 599.273 2 [M+

Na]+。

化合物 T2 (TCO-Phe-Gly), 收率 69.5%; 1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 7.75 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.58 (d,

J = 8.0 Hz, 2H), 7.40 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 7.30 (t, J = 8.0 Hz,

2H), 7.26～7.18 (m, 3H), 7.13 (t, J = 7.9 Hz, 2H), 6.66～

6.60 (m, 1H), 5.77～5.67 (m, 1H), 5.57 (s, 1H), 5.47 (s,

1H), 5.38 (s, 1H), 4.96 (s, 1H), 4.38 (d, J = 4.1 Hz, 2H),

4.21 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 3.88～3.87 (m, 2H), 3.14～3.13

(m, 2H), 2.46～2.43 (m, 1H), 2.02～1.83 (m, 4H), 1.70～

1.58 (m, 2H), 1.51～1.44 (m, 1H), 1.04～0.93 (m, 1H),

0.81～0.73 (m, 1H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ

170.54, 168.68, 156.60, 143.90, 141.40, 135.80, 133.18,

132.81, 129.84, 129.37, 128.66, 127.84, 127.20, 125.20,

120.09, 75.11, 67.42, 53.39, 47.18, 44.49, 40.50, 38.23,

36.10, 35.91, 29.06, 24.21; ESI-HRMS (m/z): 575.252 2

[M+Na]+。

化合物 T3 (TCO-Tyr-Gly), 收率 70.2%; 1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 7.75 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.58 (d,

J = 7.9 Hz, 2H), 7.40 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 7.31 (t, J = 7.7 Hz,

2H), 7.01 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 6.86 (d, J = 11.6 Hz, 2H),

6.41 (dd, J = 19.7, 8.1 Hz, 1H), 5.79～5.72 (m, 1H), 5.52～

5.45 (m, 2H), 5.38 (s, 1H), 4.94～4.88 (m, 1H), 4.39 (d,

J = 7.8 Hz, 2H), 4.22 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 3.92～3.86 (m,

2H), 3.15～3.09 (m, 2H), 2.46～2.45 (m, 1H), 2.03～

1.83 (m, 4H), 1.68～1.65 (m, 2H), 1.50～1.46 (m, 1H),

1.30 (s, 9H), 1.05～0.96 (m, 1H), 0.82～0.74 (m, 1H);
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 170.52, 168.50, 156.59,

154.74, 143.93, 141.44, 132.83, 130.47, 129.92, 129.88,

127.88, 127.24, 125.23, 124.29, 120.13, 78.53, 75.12,

67.47, 53.49, 47.23, 44.56, 40.57, 37.64, 36.15, 36.03,

29.10, 28.97 24.28; ESI-HRMS (m/z): 647.309 2 [M+

Na]+。

化合物 T4 (TCO-Gln-Gly), 收率 88.2%; 1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 7.74 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.56～

7.54 (m, 2H), 7.39 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 7.30～7.19 (m,

17H), 7.13～7.08 (m, 1H), 6.93 (s, 1H), 5.84～5.73 (m,

1H), 5.53～5.40 (m, 2H), 5.26～5.24 (m, 1H), 4.58～

4.54 (m, 1H), 4.33 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 4.18 (t, J = 8.0 Hz,

1H), 3.76 (s, 2H), 2.46～2.39 (m, 2H), 2.31～2.22 (m,

1H), 2.05～1.94 (m, 3H), 1.89～1.83 (m, 1H), 1.73～

1.63 (m, 4H), 1.50～1.44 (m, 1H), 1.10～1.00 (m, 1H),

0.82～0.74 (m, 1H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ

171.49, 170.83, 169.23, 156.52, 144.64, 143.95, 141.41,

132.75, 129.94, 128.82, 128.10, 127.84, 127.22, 125.26,

120.09, 74.89, 70.84, 67.33, 52.55, 47.23, 44.40, 40.64,

36.08, 35.94, 33.39, 29.13, 27.32, 24.28; ESI-HRMS

(m/z): 798.352 1 [M+Na]+。

化合物 T5 (TCO-Gly-Gly), 收率 72.0%; 1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 7.74 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.58 (d,

J = 3.7 Hz, 2H), 7.39 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 7.30 (t, J = 7.8 Hz,

2H), 6.60 (s, 1H), 5.84～5.76 (m, 1H), 5.58 (s, 1H), 5.48

(d, J = 19.5 Hz, 1H), 5.45 (s, 1H), 4.42 (d, J = 8.3 Hz,

2H), 4.22 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 4.10 (t, J = 4.2 Hz, 2H),

3.92 (s, 2H), 2.48～2.45 (m, 1H), 2.04～1.99 (m, 3H),

1.96～1.88 (m, 1H), 1.74～1.66 (m, 2H), 1.52～1.48 (m,

1H), 1.11～1.02 (m, 1H), 0.83～0.75 (m, 1H); 13C NMR

(101 MHz, CDCl3) δ 169.32, 169.00, 156.75, 143.87,

141.44, 132.75, 130.09, 127.86, 127.22, 125.18, 120.12,

75.08, 67.37, 47.26, 44.53, 41.55, 40.57, 36.04, 36.00,

29.11, 24.19; ESI-HRMS (m/z): 485.205 0 [M+Na]+。

化合物 T6 (TCO-Gly-Asp), 收率 84.6%; 1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 7.75 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.58 (d,

J = 7.5 Hz, 2H), 7.40 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.31 (t, J = 7.6

Hz, 2H), 7.02 (s, 1H), 5.98 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 5.85～

5.78 (m, 1H), 5.52～5.46 (m, 2H), 4.59 (s, 1H), 4.42 (d,

J = 7.9 Hz, 2H), 4.23 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.10～4.01 (m,

2H), 2.89 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 2.64 (dd, J = 15.9 Hz,

4.1 Hz, 1H), 2.48～2.46 (m, 1H), 2.07～1.96 (m, 3H),

1.91～1.85 (m, 1H), 1.73～1.61 (m, 2H), 1.54～1.48

(m, 1H), 1.45 (s, 9H), 1.12～1.03 (m, 1H), 0.83～0.75

(m, 1H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 171.19, 170.85,

168.57, 156.19, 143.87, 141.45, 132.72, 130.13, 127.88,

127.25, 125.22, 120.15, 82.10, 74.89, 67.50, 51.22,

47.29, 41.81, 40.61, 37.54, 36.05, 35.99, 29.14, 28.18,
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24.19; ESI-HRMS (m/z): 615.245 6 [M+Na]+。

化合物 T7 (TCO-Gly-Phe), 收率 68.2%; 1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 7.76 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.52 (t,

J = 7.8 Hz, 2H), 7.39 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.31～7.21 (m,

7H), 6.43 (s, 1H), 5.82～5.75 (m, 1H), 5.52～5.47 (dd,

J = 19.8, 4.1 Hz,1H), 5.44 (s, 2H), 4.50 (s, 1H), 4.41 (t,

J = 8.5 Hz, 1H), 4.32 (s, 1H), 4.17 (t, J = 8.0 Hz, 1H),

4.05～3.92 (m, 2H), 3.11 (s, 2H), 2.48～2.46 (m, 1H),

2.04～1.96 (m, 3H), 1.91～1.83 (m, 1H), 1.73～1.62 (m,

2H), 1.55～1.44 (m, 1H), 1.10～1.03 (m, 1H), 0.83～

0.76 (m, 1H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 171.19,

168.68, 156.14, 143.87, 141.43, 136.44, 132.69, 130.12,

129.40, 128.86, 127.84, 127.23, 127.20, 125.17, 120.10,

74.98, 67.22, 56.23, 47.25, 41.61, 40.57, 38.58, 36.03,

55.99, 29.11, 24.19; ESI-HRMS (m/z): 575.251 6 [M+

Na]+。

化合物T8 (TCO-Gly-Gly-Val),收率67.3%; 1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 7.74 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.58 (t,

J = 7.8 Hz, 2H), 7.38 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.29 (t, J = 8.4 Hz,

2H), 7.09 (s, 1H), 7.02 (s, 1H), 5.81～5.72 (m, 1H), 5.65

(s, 1H), 5.46 (dd, J = 15.7 Hz, 4.0 Hz, 1H), 5.39 (s, 1H),

4.43～4.33 (m, 2H), 4.19 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 4.05～3.97

(m, 5H), 2.44～2.41 (m, 1H), 2.15～2.11 (m, 1H), 2.01～

1.93 (m, 3H), 1.89～1.81 (m, 1H), 1.68～1.59 (m, 2H),

1.52～1.42 (m, 1H), 1.08～0.94 (m, 7H), 0.80～0.72

(m, 1H);13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 172.14, 169.08,

169.05, 156.86, 143.94, 141.44, 132.67, 130.13, 127.87,

127.25, 125.21, 120.11, 74.97, 67.26, 60.93, 47.32,

43.03, 41.52, 40.56, 36.03, 35.99, 30.91, 29.11, 24.17,

19.40, 18.14; ESI-HRMS (m/z): 584.273 3 [M+Na]+。

化 合 物 T9 (TCO-Gly-Gly-Lys), 收 率 70.0%;
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.74 (d, J = 8.0 Hz, 2H),

7.58 (s, 2H), 7.38 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.29 (t, J = 8.4 Hz,

2H), 7.12 (s, 1H), 7.05 (s, 1H), 5.82～5.72 (m, 2H), 5.46

(dd, J =16.1, 4.0 Hz, 1H), 5.37 (s, 1H), 4.76 (s, 1H), 4.38

(d, J = 4.6 Hz, 2H), 4.20～4.13 (m, 2H), 4.03 (s, 2H),

3.99 (s, 2H), 3.08 (s, 2H), 2.44～2.40 (m, 1H), 2.01～

1.93 (m, 3H), 1.89～1.82 (m, 2H), 1.68～1.58 (m, 3H),

1.48～1.42 (m, 14H), 1.08～0.99 (m, 1H), 0.80～0.72

(m, 1H);13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 172.70, 169.27,

169.13, 156.86, 156.48, 143.92, 141.42, 132.63, 130.16,

127.86, 127.23, 125.22, 120.10, 79.33, 74.93, 67.26,

55.46, 47.27, 43.04, 41.46, 40.54, 39.91, 36.01, 35.97,

31.67, 29.75, 29.10, 28.57, 24.16, 22.61; ESI-HRMS

(m/z): 713.351 9 [M+Na]+。

化 合 物 T10 (TCO-Gly-Gly-Leu), 收 率 78.0%;
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.73 (d, J = 8.0 Hz, 2H),

7.56 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 7.37 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 7.28 (t,

J = 7.9 Hz, 2H), 7.22 (s, 1H), 7.12 (s, 1H), 5.81～5.71

(m, 1H), 5.66 (t, J = 4.7 Hz, 1H), 5.42 (d, J = 15.5 Hz,

1H), 5.37 (s, 1H), 4.42 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.21～4.16

(m, 2H), 4.07～3.92 (m, 4H), 2.43～2.40 (m, 1H), 2.01～

1.93 (m, 3H), 1.87～1.80 (m, 1H), 1.67～1.41 (m, 6H),

1.07～0.99 (m, 1H), 0.92～0.86 (m, 6H), 0.79～0.71

(m, 1H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 173.24, 169.35,

169.11, 156.68, 143.91, 141.41, 132.62, 130.15, 127.84,

127.21, 125.17, 120.08, 74.90, 67.18, 53.97, 47.28,

43.07, 41.46, 40.53, 36.00, 35.96, 29.08, 24.83, 24.15,

23.04, 21.97; ESI-HRMS (m/z): 598.289 5 [M+Na]+。

化 合 物 T11 (TCO-Ala-Gly-Lys), 收 率 65.9%;
1H NMR (400 MHz, MeOD) δ 7.83 (d, J = 8.0 Hz, 2H),

7.69 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.44 (t, J = 8.2 Hz, 2H), 7.35 (t,

J = 8.3 Hz, 2H), 5.94～5.88 (m, 1H), 5.57 (dd, J = 19.6,

8.2 Hz, 1H), 5.39 (t, J = 4.0 Hz, 1H), 4.53～4.37 (m,

3H), 4.28～4.25 (m, 1H), 4.07～3.86 (m, 3H), 3.09 (t,

J = 7.8 Hz, 2H), 2.48～2.44 (m, 1H), 2.08～1.97 (m,

3H), 1.92～1.81 (m, 1H), 1.77～1.71 (m, 2H), 1.68～

1.63 (m, 1H), 1.56～1.39 (m, 18H), 1.22～1.11 (m, 1H),

0.92～0.85 (m, 1H); 13C NMR (101 MHz, MeOD) δ

175.43, 173.19, 171.26, 158.70, 158.57, 145.22, 142.61,

133.31, 131.72, 128.80, 128.20, 126.18, 120.94, 79.87,

75.81, 67.97, 56.91, 43.31, 41.31, 41.02, 36.93, 36.82,

32.16, 30.73, 30.58, 30.02, 28.81, 26.90, 25.23, 24.12,

17.56; ESI-HRMS (m/z): 727.368 3 [M+Na]+。

化合物 T12 (TCO-Gly-Gly-Phe-Gly), 收率 60.9%;
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.74 (d, J = 8.2 Hz, 2H),

7.57 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.41～7.33 (m, 3H), 7.31～

7.25 (m, 3H), 7.25～7.07 (m, 6H), 5.97 (s, 1H), 5.75 (t,

J =16.5 Hz, 1H), 5.41 (d, J =12.8 Hz, 1H), 5.37 (s, 1H),

4.82 (s, 1H), 4.35 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 4.19 (t, J = 8.1 Hz,

1H), 4.03～3.93 (m, 6H), 3.12～2.99 (m, 2H), 2.42～

2.39 (m, 1H), 2.00～1.80 (m, 4H), 1.66～1.60 (m, 2H),

1.46～1.43 (m, 1H), 1.05～0.97 (m, 1H), 0.78～0.70

(m, 1H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 171.43, 169.70,

169.23, 169.07, 156.91, 143.92, 141.42, 136.40, 132.68,

130.16, 129.42, 128.73, 127.88, 127.22, 127.17, 125.25,

120.13, 75.01, 67.44, 54.76, 47.21, 44.60, 43.11, 41.58,

40.53, 38.55, 36.01, 35.96, 29.08, 24.16; ESI-HRMS

(m/z): 689.295 2 [M+Na]+。

化合物 T13 (TCO-Ala-Gly-Gly-Leu), 收率 68.8%;
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1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.72 (d, J = 8.1 Hz, 2H),

7.61～7.51 (m, 2H), 7.37 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.34～7.22

(m, 4H), 7.14～7.04 (m, 1H), 5.81～5.70 (m, 2H), 5.48～

5.41 (m, 1H), 5.36 (s, 1H), 4.59 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 4.43～

4.39 (m, 2H), 4.26 (s, 1H), 4.18 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 4.04～

3.92 (m, 4H), 2.44～2.41 (m, 1H), 2.05～1.94 (m, 3H),

1.89～1.81 (m, 1H), 1.68～1.63 (m, 4H), 1.54～1.48 (m,

1H), 1.41 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 1.37 (d, J = 8.2 Hz, 2H),

1.08～0.99 (m, 1H), 0.90 (s, 6H), 0.80～0.72 (m, 1H);
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 173.61, 172.20, 169.44,

168.62, 156.80, 143.95, 141.42, 132.77, 130.48, 127.86,

127.25, 125.20, 120.11, 74.87, 67.21, 53.84, 48.44,

47.29, 43.44, 42.99, 41.23, 40.59, 36.04, 35.97, 29.13,

24.82, 24.14, 23.07, 22.05, 18.37; ESI-HRMS (m/z):

669.325 8 [M+Na]+。

2 双功能化TCO的合成

2.1 化合物 2的合成 在 500 mL圆底烧瓶中加入 1-

羟基-2,6-环辛二烯 (10.0 g, 80.0 mmol)、叔丁基二甲基

氯硅烷 (18.0 g, 120.0 mmol)、咪唑 (10.9 g, 160.0 mmol)

和 200 mL的DCM, 室温下反应 3 h。TLC (PE∶DCM =

3∶1) 监测反应进程。反应结束后加入DCM 100 mL稀

释反应液, 饱和氯化钠洗涤两次。收集有机相, 用无水

硫酸钠干燥 , 抽滤 , 浓缩 , 经硅胶柱洗脱分离 (PE),

减压浓缩 , 得到淡黄色油状液体 17.3 g, 收率 90.0%。
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5.57～5.54 (m, 2H), 5.47

(s, 2H), 5.05～5.00 (m, 1H), 2.57 (d, 1H), 2.43～2.27

(m, 3H), 2.24～2.10 (m, 2H), 0.89 (s, 9H), 0.08 (s, 6H);
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 135.13, 128.83, 127.22,

126.09, 77.48, 70.16, 38.86, 28.43, 26.08, 18.47, -4.51。

2.2 化合物 3的合成 在 250 mL圆底烧瓶中加入化

合物 2 (10.0 g, 42.0 mmol) 和 DCM 50 mL, 室温搅拌

5 min, 将间氯过氧苯甲酸 (8.0 g, 46.2 mmol) 溶于80 mL

的DCM, 在 0 ℃下缓慢滴加于反应液中, 约 30 min滴

完。室温搅拌 18 h, TLC监测显示反应基本完全。分

别用饱和亚硫酸氢钠水溶液 (100 mL×3)、饱和碳酸氢

钠水溶液 (100 mL×3)、饱和氯化钠 (100 mL×3) 洗涤,

收集有机相, 用无水硫酸钠干燥, 抽滤, 浓缩, 经硅胶柱

洗脱分离 (PE∶EA = 60∶1), 减压浓缩, 得到淡黄色油状

液体 7.5 g, 收率 70.0%。1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ

5.54～5.41 (m, 2H), 4.81～4.71 (m, 1H), 3.18～2.92

(m, 2H), 2.40 (s, 1H), 2.19 (s, 3H), 2.10 (s, 1H), 1.74 (s,

1H), 0.85 (s, 9H), 0.08 (s, 6H); 13C NMR (101 MHz,

CDCl3) δ 135.81, 125.88, 66.92, 57.38, 54.91, 38.92,

28.83, 25.98, 24.30, 18.38, -4.44。

2.3 化合物 4a 和 4b 的合成 在装有回流冷凝器

的 500 mL 双颈烧瓶中 , 加入氢化铝锂粉末 (4.5 g,

117.0 mmol), 抽真空氮气保护, 并将其置于冰浴中冷

却 , 随后加入干燥的四氢呋喃 150 mL。将化合物 3

(10.0 g, 39.0 mmol) 溶于 50 mL干燥的四氢呋喃中, 在

0 ℃下缓慢滴加, 室温下搅拌 20 min, 后置于 70 ℃回

流反应 4 h。反应结束后, 将反应瓶冷却至 0 ℃, 缓慢

滴加水 (4.5 mL)、15% 的氢氧化钠溶液 (4.5 mL)、

水 (13.5 mL)。在室温下搅拌 4 h, 至灰色的沉淀变为

白色, 然后加入过量硅藻土和无水硫酸钠, 充分搅拌

30 min。抽滤, 有机相减压浓缩, 得到的粗品为混合物

7.0 g (3a∶3b = 2∶3), 收率 70.0%。无需进一步纯化, 直

接用于下一步反应。

2.4 化合物 5a 和 5b 合成 ① 在 250 mL 圆底烧瓶

中 , 将化合物 4a 和 4b 混合物 (5.0 g, 19.0 mmol) 与三

乙胺 (8.2 mL, 58.0 mmol) 在 100 mL DCM 中混合 , 冷

却至 0 ℃, 缓慢滴加甲磺酰氯 (9.1 mL, 58.0 mmol), 在

0 ℃下搅拌反应 30 min, 然后升温至室温继续搅拌

2 h。反应结束后, 减压浓缩, 得到的粗品无需进一步

纯化, 直接用于下一步反应。② 将上步粗产品溶于

50 mL DMF溶液, 将固体NaN3 (3.8 g, 58.0 mmol) 小心

加入其中。然后加热到 60 ℃, 搅拌 2天。冷却至室温

后, 加入150 mL水淬灭反应, 用乙醚 (100 mL×3) 萃取,

合并有机相, 用水洗涤一次, 然后用无水硫酸钠干燥有

机层 , 减压浓缩 , 经硅胶柱洗脱分离 (PE), 减压浓缩 ,

得到淡黄色油状液体 3.1 g, 收率 55.0%。③ 将上步产

物 (3.0 g, 7.8 mmol) 和三苯基膦 (36.7 g,140.0 mmol)

溶于THF (100 mL) 中, 在室温下反应过夜。TLC监测

反应完全后, 减压浓缩除去溶剂, 加入正己烷后有固体

析出, 过滤除去固体, 滤液减压浓缩, 经硅胶柱洗脱分

离 (DCM∶CH3OH = 20∶1), 减压浓缩, 得到淡黄色油状

液体 1.4 g, 收率 50%。5a: 1H NMR (400 MHz, CDCl3)

δ 5.47 (t, J = 2.3 Hz, 2H), 4.57～4.54 (m, 1H), 3.77～

3.73 (m, 1H), 2.31 (s, 1H), 1.97～1.93 (m, 1H), 1.93～

1.61 (m, 4H), 1.59～1.48 (m, 2H), 0.88 (s, 9H), 0.06 (s,

6H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 135.87, 132.59,

70.54, 66.15, 47.39, 38.44, 32.07, 29.81, 26.42, 18.39,

-4.66。 5b: 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5.65 (t, J =

2.0 Hz, 2H), 4.77～4.74 (m, 1H), 3.80～3.77 (m, 1H),

2.25～1.95 (m, 3H), 1.91～1.68 (m, 4H), 1.49～1.46 (m,

1H), 0.88 (s, 9H), 0.06 (s, 6H); 13C NMR (101 MHz,

CDCl3) δ 135.28, 132.15, 74.48, 72.85, 37.32, 35.94,

33.81, 28.82, 25.96, 22.51, -4.54。

2.5 化合物 6a和 6b的合成 在 100 mL圆底烧瓶中

加入化合物 5a 和 5b 混合物 (2.0 g, 7.8 mmol)、EDCI

(3.0 g,15.6 mmol)、HOBT (2.1 g,15.6 mmol), 抽真空氮
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气保护, 加入 20 mL干燥的DCM使反应物完全溶解,

然后分别加入己二酸单甲酯 (2.3 mL, 15.6 mmol) 和

DIPEA (2.6 mL, 15.6 mmol), 在室温下反应 4 h。TLC

监测反应完全后, 用水洗涤两次, 收集有机相用无水硫

酸钠干燥、浓缩 , 经硅胶柱洗脱分离 (PE:∶EA = 1∶1),

减压浓缩 , 得到淡黄色油状液体 3.1 g, 收率 70.0%。

6a: 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5.84 (d, J = 7.3 Hz,

1H), 5.67～5.63 (m, 1H), 5.48～5.41 (m, 1H), 4.61～

4.57 (m, 1H), 4.01～3.96 (m, 1H), 3.65 (s, 3H), 2.32～

2.20 (m, 2H), 2.14～1.90 (m, 5H), 1.71～1.62 (m, 2H),

1.64～1.59 (m, 5H), 1.53～1.49 (m, 1H), 1.43～1.41 (m,

1H), 0.88 (s, 9H), 0.05 (s, 6H); 13C NMR (101 MHz,

CDCl3) δ 174.01, 170.90, 137.28, 126.44, 68.73, 51.65,

46.96, 45.03, 36.55, 33.84, 32.10, 25.99, 25.43, 25.27,

25.09, 24.58, 18.30, -4.55; ESI-HRMS (m/z): 420.2545

[M+Na] +。6b: 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5.67 (d,

J = 3.3 Hz, 1H), 5.64～5.59 (m, 1H), 5.44～5.40 (m, 1H),

4.65～4.59 (m, 1H), 3.87～3.82 (m, 1H), 3.63 (s, 3H),

2.32～2.28 (m,1H), 2.25～2.18 (m, 2H), 2.15～2.01 (m,

4H), 1.82～1.77 (m, 2H), 1.62～1.54 (m, 5H), 1.52～1.49

(m, 2H), 0.82 (s, 9H), 0.08 (s, 6H); 13C NMR (101 MHz,

CDCl3) δ 174.00, 170.97, 135.61, 127.73, 68.75, 51.61,

46.96, 44.87, 36.44, 33.77, 31.94, 25.96, 25.20, 24.45,

22.51, 18.31, -4.66; ESI-HRMS (m/z): 420.255 9 [M+

Na]+。

2.6 化合物 7a和 7b的合成 将化合物 6a和 6b的混

合物 (2.0 g, 5.0 mmol) 溶于 20 mL 四氢呋喃溶液中 ,

随后加入 5 mL的 TBAF (1 mol·L-1四氢呋喃) 溶液, 于

室温下反应 4 h。TLC 监测反应完全后 , 反应液浓缩

后, 加入 100 mL乙酸乙酯稀释, 用水洗涤一次。收集

有机相用无水硫酸钠干燥、浓缩, 经硅胶柱洗脱分离

(PE∶EA = 1∶3), 减压浓缩 , 得到产物 1.1 g (7a∶7b =

4∶5), 收率 80.0%。7a: 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ

6.09 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 5.68～5.64 (m, 1H), 5.50～

5.43 (m, 1H), 4.64～4.61 (m, 1H), 3.91～3.89 (m, 1H),

3.63 (s, 3H), 2.33～2.28 (m, 2H), 2.23～2.02 (m, 5H),

1.85～1.71 (m, 2H), 1.66～1.57 (m, 5H), 1.53～1.49 (m,

1H), 1.44～1.39 (m, 1H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ

174.11, 171.16, 136.07, 127.15, 67.60, 51.66, 46.96,

44.88, 36.38, 34.93, 33.39, 25.75, 25.43, 24.58, 18.30;

ESI-HRMS (m/z): 284.1861 [M+H] + 。 7b: 1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 5.75～5.68 (m, 2H), 5.49～5.45 (m,

1H), 4.78～4.68 (m, 1H), 3.90～3.86 (m, 1H), 3.64 (s,

3H), 2.30～2.26 (m, 2H), 2.22～2.05 (m, 4H), 1.96～

1.85 (m, 1H), 1.82～1.75 (m, 1H), 1.71～1.68 (m, 1H),

1.62～1.57 (m, 5H), 1.52～1.46 (m, 2H), 1.40～1.33 (m,

1H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 174.01, 170.98,

135.61, 127.73, 68.74, 51.61, 50.16, 36.44, 35.82, 35.25,

33.76, 31.94, 25.96, 24.96, 18.34; ESI-HRMS (m/z):

284.186 4 [M+H]+。

2.7 化合物 8a1、8a2、8b1、8b2的合成 将化合物 7b

(200.0 mg, 0.7 mmol)、苯甲酸甲酯 (200.0 mg, 3.5 mmol)

置于 250 mL 的石英管内 , 加入 100 mL 的混合溶剂

(Et2O∶EA = 10∶1) 溶解, 在 254 nm紫外光下照射, 每隔

30 min用 8.0 g的 AgNO3硅胶柱过滤, 滤液继续光照,

总共光照 12 h。收集AgNO3硅胶, 用混合溶剂 (DCM∶

氨水 =3∶1) 100 mL 将吸附在硅胶上的产物洗脱 , 收

集有机相 , 水相用 DCM 萃取 3 次 , 合并有机相 , 用无

水硫酸钠干燥、浓缩 , 经硅胶柱洗脱分离 (PE∶EA =

1∶1), 减压浓缩 , 得到产物 46.0 mg (8b1∶8b2 = 5∶3),

收率 23.0%。同样的方法可以得到化合物 8a1 和 8a2

(8a1∶8a2 = 2∶3), 收率20.0%。8a1: 1H NMR (400 MHz,

CDCl3) δ 5.79 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 5.71～5.67 (m, 1H),

5.57～5.50 (m, 1H), 4.78～4.66 (m, 1H), 4.02～3.95 (m,

1H), 3.67 (s, 3H), 2.35～2.32 (m, 2H), 2.27～2.19 (m,

1H), 2.15～2.10 (m, 4H), 1.87～1.75 (m, 2H), 1.70～

1.62 (m, 6H), 1.57～1.53 (m, 1H), 1.48～1.41 (m, 1H);
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 174.50, 170.89, 135.87,

127.69, 67.92, 51.72, 46.94, 44.79, 36.55, 33.81, 32.34,

25.41, 25.27, 25.11, 24.51; ESI-HRMS (m/z): 284.186 0

[M+H] +。 8a2: 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.12 (s,

1H), 6.00～5.93 (m, 1H), 5.70 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 4.64

(s, 1H), 4.12～4.07 (m, 1H), 3.67 (s, 3H), 2.39～2.27

(m, 6H), 2.23～2.20 (m, 2H), 2.01～1.94 (m, 1H), 1.91～

1.80 (m, 2H), 1.70～1.66 (m, 5H), 1.52～1.41 (m, 1H);
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 174.23, 171.62, 133.97,

130.80, 72.41, 51.71, 47.04, 46.96, 36.42, 34.82, 33.89,

31.51, 29.40, 25.40, 24.70; ESI-HRMS (m/z): 284.186 3

[M+H] + 。 8b1: 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5.77～

5.70 (m, 1H), 5.57 (d, J = 4.1 Hz, 1H), 5.48～5.41 (m,

1H), 4.31～4.20 (m, 2H), 3.68 (s, 3H), 2.38～2.35 (m,

3H), 2.28～2.23 (m, 3H), 2.20～2.12 (m, 4H), 2.08～

2.01 (m, 1H), 1.75～1.63 (m, 5H), 1.59～1.50 (m, 1H);
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 174.22, 171.76, 135.78,

131.55, 75.38, 51.81, 45.25, 41.07, 38.30, 36.57, 33.79,

30.64, 30.18, 25.44, 24.55; ESI-HRMS (m/z): 306.168 3

[M+Na] +。8b2: 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6.08～

6.00 (m, 1H), 5.66 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 5.59 (d, J =

3.8 Hz, 1H), 4.63 (s, 1H), 3.67 (s, 3H), 3.45～3.43 (m,

1H), 2.49～2.46 (m, 1H), 2.37～2.32 (m, 3H), 2.15～
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2.10 (m, 3H), 2.10～1.94 (m, 2H), 1.90～1.78 (m, 3H),

1.64～1.59 (m, 5H); 13CNMR (101 MHz, CDCl3) δ

174.12, 171.10, 134.98, 131.13, 70.31, 53.91, 51.71,

42.57, 39.99, 36.42, 34.04, 33.81, 33.79, 25.18, 24.51;

ESI-HRMS (m/z): 306.168 1 [M+Na]+。
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