
浙江理工大学学报,第49卷,第5期,2023年9月

JournalofZhejiangSci-TechUniversity
DOI:10.3969/j.issn.1673-3851(n).2023.05.010

收稿日期:2023-05-03  网络出版日期:2023-06-07
作者简介:林子健(1997- ),男,安徽宣城人,硕士研究生,主要从事有机合成方面的研究。

通信作者:曹小冬,sheidon.cao@eubulusbio.com

天冬酰胺类抗体-药物偶联物连接子的合成新工艺

林子健,曹小冬
(浙江理工大学理学院,杭州310018)

  摘 要:为了提高抗体-药物偶联物(Antibody-drugconjugate,ADC)的连接子4-N-(N-(L-丙氨酰-L-丙氨酰)-
N'-三苯甲基-L-天冬酰胺酰基)-氨基苯甲醇(NH2-AAN(Trt)-PAB)的合成效率,设计了一条新的合成路线。以 N-
芴甲氧羰基-N'-三苯甲基-L-天冬酰胺为起始原料,经过氨基酸缩合、氨基脱保护4步反应,高效合成了 NH2-AAN
(Trt)-PAB。LCMS、1HNMR分析表征结果表明成功合成了NH2-AAN(Trt)-PAB。该研究具有操作简便、条件温

和可控、合成效率高、总产率较高等特点,有利于NH2-AAN(Trt)-PAB的放大生产及其在ADC药物研发中的应用,

同时对其他蛋白酶可裂解连接子的合成具有借鉴意义。
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  Abstract:ToimprovethesynthesisefficiencyofthelinkerNH2-AAN(Trt)-PABofantibody-drug
conjugate(ADC),wedesignedanewsyntheticroute.WithFmoc-Asn(Trt)-OHastheraw material,

NH2-AAN(Trt)-PABwasefficientlysynthesizedthroughfourstepsincludingaminoacidcondensationand
aminodeprotection.TheresultsofLCMSand1HNMRanalysisindicatethesuccessfulsynthesisofNH2-
AAN(Trt)-PAB.Thissynthesisroutehasmanyadvantages,suchassimpleoperation,mildcondition,

highefficiency,andhighyield,whichisconducivetothescale-upproductionofNH2-AAN(Trt)-PABand
itsapplicationinADCdrugresearchanddevelopment.Ithasreferencesignificanceforthesynthesisof
otherproteasecleavablelinkers.
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0 引 言

  抗 体 偶 联 药 物 (Antibodydrugconjugate,

ADC)是由靶向特异性抗原的单克隆抗体与小分子

细胞毒性药物通过连接子连接而成,具有传统小分

子化疗的强大杀伤效应和抗体药物的肿瘤靶向

性[1-3]。随着ADC开发技术的迭代和临床试验的

积累,偶联连接子已被公认是整个 ADC设计的关

键要素,在抗体-药物偶联物的合成过程中起着至关

重要的作用[4-6]。



4-N-(N-(L-丙氨酰-L-丙氨酰)-N'-三苯甲基-L-
天冬 酰 胺 酰 基)-氨 基 苯 甲 醇(NH2-AAN(Trt)-
PAB)是合成新一代抗体-药物偶联物的连接子。由

于其具有优越的体内稳定性以及能够在肿瘤细胞内

快速裂解释放药物等特点,成功应用于多种新型偶

联药物的开发中,尤其是抗体-药物偶联物的开发[7]。
许多使用NH2-AAN(Trt)-PAB的抗体-药物偶联物

在肿瘤模型中显示出优异的抗肿瘤疗效[8-11]。

NH2-AAN(Trt)-PAB的合成方法通常以N-苄
氧羰基-N'-三苯甲基-L-天冬酰胺和N-叔丁氧羰基-
N'-三苯甲基-L-天冬酰胺作为起始原料,经过2次

氨基酸缩合以及2次氨基脱保护得到目标产物。然

而,通过多次重复文献[12-13]报道的合成路线,发现这

两条路线中存在很多问题:a)在以N-苄氧羰基-N'-
三苯甲基-L-天冬酰胺作为起始原料的合成路线中,
采用苯并三氮唑-N,N,N',N'-四甲基脲六氟磷酸酯

(HBTU)为缩合试剂,在此条件下反应需要过夜、反
应时间较长;其次,该路线采用N,N-二甲基甲酰胺

(DMF)为缩合反应的溶剂,反应完成后用乙醚打

浆,反应产生的杂质无法完全除去。该合成路线耗

时较长且纯化困难,最终的合成收率较低,且乙醚安

全系数低,对大量生产不利。b)在以 N-叔丁氧羰

基-N'-三苯甲基-L-天冬酰胺作为起始原料的合成

路线中,第二步采用三氟乙酸脱去叔丁氧羰基,这一

过程会有大量副产物产生,导致纯化困难,最终收率

不高。
针对 上 述 情 况,本 文 设 计 了 一 条 NH2-AAN

(Trt)-PAB的合成新路线,即以N-芴甲氧羰基-N'-三
苯甲基-L-天冬酰胺为起始原料,经过氨基酸缩合、氨
基脱保护4步反应,高效合成NH2-AAN(Trt)-PAB,
并通过优化反应条件得到最佳合成路线。采用

LCMS、1H-NMR对产物的结构进行表征和分析。该

合成新路线具有操作简便、条件温和可控、合成效率

高、总产率较高等特点,有利于NH2-AAN(Trt)-PAB
的放大生产及其在ADC药物研发中的应用,同时对

其他蛋白酶可裂解连接子的合成具有借鉴意义。

1 实验部分

1.1 实验主要材料

  四 氢 呋 喃(THF)、二 氯 甲 烷(DCM)、甲 醇

(MeOH)、二甲胺(DMA)、哌啶(Piperidine)和甲基

叔丁基醚等均为分析纯,购于上海炎泽化工有限公

司;N,N-二异丙基乙胺(DIPEA)为分析纯,购于上

海阿拉丁生化科技股份有限公司;N-芴甲氧羰基-
N'-三苯甲基-L-天冬酰胺、对氨基苄醇、N-(N-芴甲

氧羰基-L-丙氨酰)-L-丙氨酸、2-(7-氮杂苯并三氮

唑)-N,N,N',N'-四甲基脲六氟磷酸酯(HATU)、

N'N-二环已基碳二亚胺(DCC)和1-(3-二甲氨基丙

基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDCI)购于上海麦克林

生化科技股份有限公司;TLC薄层板购于天津市北

联精细化学品开发有限公司。

1.2 实验主要仪器

  AVANCEAV400MHz型核磁共振波谱仪、

Micromass Quattro Micro 液 质 联 用 质 谱 仪、

BiotageIsoleraPrime型快速制备液相色谱和 UV-
2600型紫外分光光度仪。

1.3 天冬酰胺类连接子 NH2-AAN(Trt)-PAB 的

合成

以N-芴甲氧羰基-N'-三苯甲基-L-天冬酰胺为

起始原料,经过氨基酸缩合、氨基脱保护基四步反应

合成天冬酰胺类连接子NH2-AAN(Trt)-PAB(5),
合成路线如图1所示。

图1 天冬酰胺类连接子NH2-AAN(Trt)-PAB的合成路线

1.3.1 中间体(2)的合成

  将20.00g(33.52mmol)N-芴甲氧羰基-N'-三
苯甲基-L-天冬酰胺溶于THF(240.0mL)中,加入

19.12 g (50.28 mmol)HATU 和 14.1 mL
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(83.80mmol)DIPEA。随 后,在 混 合 物 中 加 入

4.12g(33.52mmol)对氨基苄醇,在室温下搅拌

1h。反应完成后用DCM 萃取溶液,将溶液干燥和

浓缩,然后用硅胶色谱柱进行纯化(MeOH与DCM
的体积比为1∶10),得到19.50g白色固体产物。产

物为中间体(2),产率83%,LCMS[M+H]+=703。
1H NMR (400 MHz,DMSO)δ10.01 (s,

1H),8.59(s,1H),7.90(d,J=7.5Hz,2H),

7.74(d,J=7.9 Hz,4H),7.33~7.12 (m,

22H),5.09(t,J=5.7Hz,1H),4.43(d,J=
5.6Hz,1H),4.19(d,J=5.7Hz,2H),3.31
(d,J=5.5Hz,3H),2.68(q,J=5.3Hz,2H)。

1.3.2 中间体(3)的合成

  将19.50g(27.78mmol)中间体(2)加入DMA
(100.0mL)中,在室温下搅拌30min。反应完成后用

DCM萃取溶液,之后将溶液干燥浓缩,加入甲基叔丁

基醚 (100.0mL)并洗涤3次。洗涤完成后倒出甲基

叔丁基醚层,烘干,得到11.40g白色固体产物。产

物为中间体(3),产率86%,LCMS[M+H]+=480。
1H NMR (400 MHz,DMSO)δ9.25 (s,

1H),8.76(s,2H),8.18(s,1H),7.56(d,J=
7.5Hz,2H),7.28~7.14(m,17H),5.09(t,

J=5.7Hz,1H),4.43 (d,J=5.7Hz,2H),

3.66(dd,J=8.2,5.1Hz,1H),2.65(q,J=
5.3Hz,2H)。

1.3.3 中间体(4)的合成

  将11.40g(23.77mmol)中间体(3)溶于THF
(240.0mL)中,加入10.84g(28.52mmol)HATU
和8.0mL(47.54mmol)DIPEA。随后,在混合物

中加入9.09g(23.77mmol)N-(N-芴甲氧羰基-L-
丙氨酰)-L-丙氨酸,混合物在室温下搅拌1h。反应

完成后将溶液干燥和浓缩,然后用硅胶色谱柱进行

纯化(MeOH与DCM的体积比为3∶5),得到16.65
g浅黄色固体产物。产物为中间体(4),产率83%,

LCMS[M+H]+=845。
1H NMR (400 MHz,DMSO)δ9.72 (s,

1H),8.68(s,2H),8.20(t,J=16.4Hz,1H),

7.88(d,J=7.6Hz,2H),7.62~7.51(m,4H),

7.42~7.07 (m,22H),5.75 (s,1H),5.12~
5.02(m,1H),4.64 (dd,J=14.1,7.6 Hz,

4H),4.44(d,J=5.6Hz,3H),2.80~2.62(m,

2H),1.23(ddd,J=24.3,11.4,5.1Hz,6H)。

1.3.4 NH2-AAN(Trt)-PAB(5)的合成

将16.65g (19.73 mmol)中 间 体(4)加 入

DMA(180.0mL)中,在室温下搅拌1h。反应完成

后将溶液干燥浓缩,加入甲基叔丁基醚(100.0mL)
并洗涤3次,洗涤完成后倒出甲基叔丁基醚层,烘
干,得到10.43g淡黄色固体产物。产物为 NH2-
AAN(Trt)-PAB(5),产率85%,LCMS[M+H]+

=623。
1H NMR (400 MHz,DMSO)δ9.77 (s,

1H),8.69(s,2H),8.36(d,J=5.3Hz,2H),
8.35(s,1H),7.59 (d,J = 8.4 Hz,2H),

7.28~7.13(m,17H),5.09(s,1H),4.64(dd,

J=13.7,8.0Hz,1H),4.44(s,1H),4.33(d,

J=6.5Hz,2H),3.67(s,1H),2.74~2.64(m,

2H),1.20(d,J=6.9Hz,3H),1.09(d,J=
7.0Hz,3H)。

1.4 测试与表征

1.4.1 质谱测试

  用乙腈作为流动相,采用液质联用质谱仪测试

天冬酰胺类连接子合成过程中中间体(2)、(3)、(4)
以及目标产物(5)的质谱。

制样方法:取待测样品5mg于离心管中,加入乙

腈1mL,超声助溶,用滤头过滤制得待测试滤液样品。

1.4.2 薄层层析法

  将待分析样品5mg溶解于1mLTHF,然后

用毛细管在TLC薄层板上点样,随后在甲醇和二氯

甲烷配置的展开剂上进行展开(甲醇与二氯甲烷的

体积比例为1∶10)。最后TLC薄层板在254nm紫

外灯下找出吸收斑点。

2 结果与讨论

2.1 中间体(2)、(3)、(4)和NH2-AAN(Trt)-PAB(5)

的质谱分析

对中间体(2)、(3)、(4)和 NH2-AAN(Trt)-
PAB(5)进行质谱分析测试,结果如图2所示。由图

2(a)可知:在质谱正离子模式下中间体(2)出现较强

的[M+H]+分子离子峰m/z703,与中间体(2)的
理论分子量701.82相吻合。由图2(b)可知:在质

谱正离子模式下中间体(3)出现较强的[M+H]+分

子离子峰 m/z481,与中间体(3)的理论分子量

479.58相吻合。由图2(c)可知:在质谱正离子模式

下中间体(4)出现较强的[M+H]+分子离子峰m/z
845,与中间体(4)的理论分子量843.98相吻合。图

2(d)可知:在质谱正离子模式下出现较强的[M+
H]+ 分子离子峰 m/z623,与 NH2-AAN(Trt)-
PAB(5)的理论分子量621.74相吻合。
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图2 中间体(2)、中间体(3)、中间体(4)及天冬酰胺类连接子(5)的质谱谱图

2.2 NH2-AAN(Trt)-PAB(5)的核磁谱图

采用核磁氢谱对 NH2-AAN(Trt)-PAB(5)进
行核磁表征,结果如图3所示。根据峰的位置、裂分

情况、耦合常数和氢的个数可以确定为目标产物。

图3 NH2-AAN(Trt)-PAB(5)的核磁谱图

2.3 天冬酰胺类连接子NH2-AAN(Trt)-PAB的合

成过程分析

本文尝试多种起始原料进行反应合成 NH2-
AAN(Trt)-PAB,发现以 N-苄氧羰基-N'-三苯甲

基-L-天冬酰胺和N-叔丁氧羰基-N'-三苯甲基-L-天

冬酰胺作为起始原料的反应均存在副产物较多、纯
度低、收率低的问题。而在以N-芴甲氧羰基-N'-三
苯甲基-L-天冬酰胺作为起始原料的合成路线中,纯
化难度大大降低、产物的纯度和收率显著提升。因

此本文选用 N-芴甲氧羰基-N'-三苯甲基-L-天冬酰
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胺作为起始原料进行反应。第一步为 N-芴甲氧羰

基-N'-三苯甲基-L-天冬酰胺与对氨基苄醇的缩合

过程,本 文 尝 试 了 多 种 缩 合 试 剂,最 终 确 定 以

HATU为缩合试剂,该步骤反应迅速,产率良好,避
免了在HBTU条件下耗时长的问题,大大提高了合

成效率。且第一步选用THF作为溶剂,后处理过

程中杂质容易除去,避免了以DMF作为溶剂后处

理困难的问题。第二步为中间体(2)氨基脱保护的

过程,由于芴甲氧羰基为碱敏感保护基,这步尝试了

多种脱保护基的条件,发现在二甲胺的条件下反应

优良,后处理的过程中选用甲基叔丁基醚对产物进

行洗涤操作,避免了乙醚安全系数低的问题。第三

步为中间体(3)接二肽的过程,也是该合成路线中最

关键的一步,尝试了多种缩合条件,在以 HATU为

缩合试剂的条件下有着良好的收率。最后一步为中

间体(4)脱氨基保护基的过程,在二甲胺的条件下有

着良好的收率。通过优化反应条件,目标产物的总

产率可达50%。

2.4 反应条件对缩合反应的影响

  化合物(3)与N-(N-芴甲氧羰基-L-丙氨酰)-L-
丙氨 酸 反 应 合 成 中 间 体(4)是 合 成 NH2-AAN
(Trt)-PAB的关键步骤。在反应条件的筛选中,发
现缩合剂及时间对结果有重要的影响,结果如表1
所示。由表1可以看出:以DCC和EDCI作为缩合

剂时,产率较低,以 HATU做缩合剂时有较高的收

率;在以HATU作为缩合剂的条件下,随着反应的

进行产率逐渐提高,当反应进行1h产率达到83%,
最佳条件为以 HATU作为缩合剂在四氢呋喃溶液

中反应1h。
表1 中间体(4)合成过程的反应条件筛选

序号 缩合剂 催化剂 碱 溶剂 时间/h 产率/%
1 HATU DIPEA THF 0.5 56
2 HATU DIPEA THF 1.0 83
3 HATU DPIEA THF 2.0 80
4 HATU DIPEA DCM 1.0 71
5 HATU DIPEA DMF 1.0 72
6 DCC DMAP THF 1.0 68
7 EDCI HOBT THF 1.0 66

2.5 反应条件对脱芴甲氧羰基的影响

  中间体(4)脱芴甲氧羰基的过程中尝试了多种

条件,发现碱的选择以及反应时间对反应有着重要

的影响,结果如表2所示。由表2可以看出:中间体

(4)在Piperidine和 DIPEA的条件下反应30min
有一定的脱除效果,但这2种试剂不是最理想的碱

性试剂;中间体(4)在DMA的条件下反应30min,
可以达到较高的产率,且随着反应时间的进行,产率

不再增加,因此反应的最佳条件为以THF作为溶

剂,在DMA的条件下反应30min。
表2 中间体(4)脱芴甲氧羰基过程的反应条件筛选

序号 碱 溶剂 时间/min 产率/%
1 DMA THF 10 40
2 DMA THF 30 85
3 DMA THF 60 84
4 DMA DCM 30 79
5 Piperidine DCM 30 75
6 DIPEA DCM 30 73

3 结 论

  本文以 N-芴甲氧羰基-N'-三苯甲基-L-天冬酰

胺为起始原料,经过氨基酸缩合、氨基脱保护四步反

应,高效合成天冬酰胺类抗体-药物偶联物连接子

NH2-AAN(Trt)-PAB,对合成工艺进行优化,并对

NH2-AAN(Trt)-PAB 进 行 表 征,主 要 得 出 以 下

结论:

a)合成了天冬酰胺类抗体-药物偶联物连接子

NH2-AAN(Trt)-PAB,通过核磁氢谱和质谱证明了

目标产物的成功合成,总产率为50%。

b)优化的合成工艺中氨基酸缩合的条件为

THF作溶剂、DIPEA作碱、HATU作缩合剂;氨
基脱芴 甲 氧 羰 基 的 条 件 为 THF作 溶 剂、DMA
作碱。

新合成路线具有高效、安全性高、操作简便以及

产品纯度高等特点,适合放大生产,该路线对其他三

肽类连接子的合成具有借鉴意义。
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