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摘要    在真核生物中, 蛋白质的 C-末端以共价键形式与糖基磷脂酰肌醇(GPI)相连

是一种常见的翻译后修饰, GPI 修饰的蛋白质可以通过 GPI 锚定在细胞膜的外叶. GPI

锚及其锚定蛋白的结构复杂、多样, 在众多生物学过程中扮演着不可或缺的重要作用. 

化学合成结合酶催化反应是获得结构明确、纯度高的 GPI 锚及 GPI 锚定蛋白的重要方

法, 为在分子水平上深入探索此类化合物的结构和生物学功能奠定了基础. 本文对此

合成领域中所涉及的光学纯且差异性保护的肌-肌醇衍生物的制备、天然来源 GPI 的合

成策略、以结构多样性为导向的 GPI 衍生物的合成, 以及 GPI 锚定蛋白的合成策略进

行综述.  
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1  引言 

糖基磷脂酰肌醇(glycosylphosphatidylinositol, GPI)

作为结构复杂的糖脂类化合物在真核生物中有广泛

的表达. 如图 1 所示, 许多低等和高等真核生物的膜

表面蛋白和糖蛋白与 GPI 以共价键结合, 从而通过

GPI 锚定在细胞质膜上[1~4]. 至今已有 250 余种真核

生物膜蛋白被阐明通过此种方式与质膜相连, 而基

因组学研究发现, GPI 锚定的蛋白占所有真核生物蛋

白总量的 0.5%~1%[5, 6].  

自 Ferguson 课题组[7, 8]于 1988 年从布氏锥虫

(Trypanosoma brucei)变异表面糖蛋白中分离得到并

鉴定首个 GPI 分子以来, 到目前为止, 已确证的 GPI

结构有50余个. 研究发现, 所有GPI的结构中均含有

一个高度保守的核心结构, 即 6-O-磷酸乙醇胺-α-D-

甘露糖(1→2)-α-D-甘露糖(1→6)-α-D-甘露糖(1→

4)-β-D-葡萄糖胺(1→6)-肌-肌醇-甘油磷脂[9, 10] (图 1). 

GPI 分子中保守的磷酸乙醇胺桥链上的氨基可与细 

胞膜表面蛋白或糖蛋白的 C-末端以共价方式连接, 

而肌-肌醇(myo-inositol)上的甘油磷脂的脂肪链可以

嵌入到脂质双分子层中, 从而将GPI锚定蛋白与质膜

相连. GPI 分子中的四聚糖核心结构可以被一个或多

个单糖、寡糖侧链以及磷酸乙醇胺等基团修饰, 修饰

位点包括甘露糖-III 的 2-位、甘露糖-II 的 3-和 6-位、

甘露糖-I 的 2-, 3-和 4-位, 以及氨基葡萄糖的 6-位  

等[3, 4] (图 1); 肌-肌醇的 2-位有时会被酰基修饰[11, 12]; 

此外, 甘油磷脂的脂肪链可以通过酯键或醚键链接, 

其长度和不饱和度也会有很大变化[13]. 因此, GPI 分

子呈现复杂的结构多样性. 值得注意的是, 不同生物

来源以及同种生物不同组织来源的 GPI 分子结构会

有显著不同, 但这些不同的GPI结构对其生物学功能

的具体意义仍然需要进一步深入的研究[14].  

GPI 锚和 GPI 锚定蛋白可参与多种生物学及病

理学进程, 如细胞之间的识别与黏附, 生物信号的传

导, 细菌、病毒和寄生虫感染, 以及细胞表面的酶促

反应等 ,  在此方面已有多篇研究及综述性文章报
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图 1  GPI 的母核结构、可修饰位点及其与蛋白质的链接方式和膜锚定功能 

道[5, 15~19]. 本文主要介绍 GPI 锚和 GPI 锚定蛋白的合

成策略.  

2  GPI 的合成 

GPI 及 GPI 锚定蛋白作为一类具有重要生物学

功能的天然产物一直吸引着糖科学家的目光. 然而, 

天然来源的化合物一般是不均一的, 是由一系列同系

物组成的混合物, 具有微观不均一性, 从而使其分离

纯化困难. 因此, 化学全合成成为制备结构确定、纯度

均一且足够大量的此类复杂糖缀合物的重要方法.  

GPI 的结构非常复杂, 其分子中含有磷酸乙醇

胺、甘油磷脂、糖及肌-肌醇等功能团, 由此对其进行

化学合成时会涉及诸多难点, 例如, 制备光学纯且位

置差异性保护的肌-肌醇衍生物、糖基化反应中立体

构型的控制, 以及衍生化侧链的位置选择性引入等. 

自 1991 年 Ogawa 课题组[20, 21]实现首个 GPI 分子的全

合成以来, 至今已有数种不同的糖基化方法和基团

保护策略被成功应用于不同结构的 GPI 全合成中, 

Ley[22, 23], Fraser-Reid[24, 25], Schmidt[26, 27], Seeber- 

ger[18, 28, 29], Nikolaev[30]及本课题组[31~33]等在此领域

均取得了重要进展. 下面将对GPI锚全合成中所涉及

的主要问题和典型合成策略进行简要综述.  

2.1  肌-肌醇衍生物的合成 

肌-肌醇衍生物, 特别是 1,2-差异性保护和 1,2,6-

差异性保护的肌-肌醇衍生物是 GPI 合成路线中的重

要模块. 肌-肌醇(1, 图 2)的结构具有对称性, 其结构

中位置 1 和 4 分别等同于位置 3 和 6, 但是, 对这些

位置进行差异性衍生化得到的产物却是手性分子 , 

因此产物是外消旋混合物. 化学家们已通过多种不

同方法制备得到了光学纯的肌-肌醇衍生物, 详细的

合成和分离方法可参见 Sureshan的综述[34]. 在此, 仅

对其中涉及的几种典型合成策略做简单介绍.  

2.1.1  1,2-差异性保护的肌-肌醇衍生物的合成 

Garegg[35]和Wyss[36]等课题组首先将肌-肌醇 1进

行双环己缩酮保护, 随后以重结晶和柱层析的方法

对结构异构体进行分离可获得对映异构体混合物

(±)-2 (图 2). 随后的合成策略可根据对映体的分离方

法分为两种: (1) 将对映异构体(±)-2 或其衍生物与手

性试剂反应得非对映异构体混合物, 再对此非对映

异构体进行分离, 多个研究组在GPI的合成中均采用

了此方法[22, 37~39]; (2) Gou 等[40]通过酶催化的选择性

反应将对映体分离. 如图 2 所示, 在胆固醇酯酶或猪

胰脂肪酶的作用下, 外消旋对映异构体混合物(±)-3

中仅(+)-3 的酯链会被水解 , 未脱除酯链的异构体

(–)-3 和脱保护的(+)-4 可通过柱层析进行简便的分离

获得光学纯的产物, 随后对(–)-3 进行去保护可得光

学纯(–)-4. 对此方法制备的光学纯中间体(+)-4 和

(–)-4的 1-或 6-位进行选择性保护, 可以制备 1,6-差异

性保护的肌-肌醇衍生物, 但以此为基础制备 1,2,6-差

O 

n n
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异性保护的肌-肌醇衍生物仍具有一定的挑战性.  

此外, Fraser-Reid 课题组[41]还发展了一种以甲基

-α-D-葡萄糖苷为原料制备光学纯 1,2-差异性保护的

肌-肌醇衍生物的方法(图 3). 首先, 经过 4 步简便的

反应将原料转化为化合物 5, 再将其伯羟基进行氧化

和酰化得到含有烯醇乙酸酯基团的中间体 6, 随后在

醋酸汞作用下进行立体控制性的 Ferrier 重排反应得

环己酮衍生物 7, 化合物 7 经过简便的还原和脱乙酰

基反应便得 1,2,6-三羟基环己醇衍生物 9, 最后将 1,2-

二羟基进行环己缩酮保护得到化合物 10. 在对化合

物 10 中裸露的羟基进行糖基化反应之后, 再对 1-和

2-位进行差异性保护. 此方法的优点是, 不用对反应

的外消旋中间体进行拆分 , 而是以立体控制性的

Ferrier 重排反应组建肌醇的母核结构.  

2.1.2  1,2,6-差异性保护的肌-肌醇衍生物的合成 

本课题组[42]发展了一条以(+)-4 和(–)-4 为关键 

中间体的制备 1,2,6-差异性保护肌-肌醇衍生物的路

线(图 4): (1) 在烷基锡亚基的介导下, (+)-4 的 6-位可

以选择性地烯丙基化保护, 然后在其 1-位引进对甲

氧基苄基获得化合物 11; (2) 化合物 11在酸性条件下

将反式环己缩酮进行选择性脱除, 并将生成的两个

羟基进行苄基化得中间体 12; (3) 脱去 12中的顺式环

己缩酮后, 在烷基锡亚基介导下将新生成的二醇 13

的 3-位羟基选择性苄基化便获得目标化合物 14. 以

(+)-4 为原料的合成路线总收率为 32%. 为提高整体

的合成效率, 其对映体(–)-4 也通过与上述策略类似

但顺序几乎相反的反应过程制备获得同一目标产物

14. 以(–)-4 为原料的总路线收率为 42%.  

此外, 本课题组[43]还根据 Fraser-Reid 课题组[41]

的研究结果, 对中间体 9 的 1-和 2-位羟基进行异丙叉

基保护(图 5), 随后对剩余的 6-位羟基用烯丙基保护, 

在酸性条件下脱除异丙叉基后, 在烷基锡亚基介导

下对 1-位羟基进行选择性对甲氧基苄基化以制备化 
 

 

图 2  1,2-差异性保护的光学纯肌-肌醇衍生物(+)-4 和(–)-4 的化学酶法合成 

 

图 3  1,2-差异性保护的光学纯肌-肌醇衍生物 10 的化学合成 
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图 4  1,2,6-差异性保护的光学纯肌-肌醇衍生物 14 的合成 

 

图 5  光学纯肌-肌醇衍生物 14 的不对称合成 

合物 14. 此方法的优点在于 , 其适合于大量制备

1,2,6-差异性保护的肌-肌醇衍生物. 此外, Bertozzi 课

题组[44]还以光学纯的二甲基-2,3-O-异亚丙基-D-酒石

酸盐为起始原料, 发展了一种 1,2,6-差异性保护的肌-

肌醇衍生物不对称合成方法.  

2.2  天然 GPI 分子的经典合成策略 

2.2.1  含非酰化肌-肌醇的 GPI 的合成 

Ogawa 课题组[20, 21]在合成首个 GPI 分子时所采

用的整体策略是首先组建 GPI 的糖基化肌醇骨架结

构, 然后对其特定位置进行选择性脱保护和衍生化, 

最后实现肌醇的 1-位磷脂酰化并完全脱保护获得目

标化合物. 后来的 GPI 合成大多采用相似的策略, 该合

成策略分别被 Ley[22, 23], Fraser-Reid[24, 25], Schmidt[26, 27], 

Seeberger[18, 28, 29]和 Nikolaev[30]等课题组成功地用于

制备多个 GPI 分子. 一个典型的例子是, Seeberger 课

题组[29]应用这一策略发展了一种相对通用的合成含

非酰化肌醇 GPI 分子的方法, 该方法以图 6 所示的骨

架结构为通用的全保护中间体, 其中 R1–R3 可以是永

久性保护基团, 或是与甘露糖-I 和 III 上乙酰丙酰基

(Lev5)及三异丙基硅醚基(TIPS)互不干扰的特异性保

护基团.  

N3
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图 6  一种合成含非酰化肌醇 GPI 分子的通用中间体结构 

各种不同的糖基化方法和磷酰化方法被成功用

于基于上述策略的GPI全合成, 而用于保护羟基的永

久性保护基团一般是苄基 . 以弓形虫 (Toxoplasma 

gondii) GPI 分子 20 的合成为例(图 7), 在获得五糖亚

胺酯 21 作为糖供体和伪二糖 22 作为糖受体之后, 它

们之间的偶联在三氟甲磺酸三甲基硅酯(TMSOTf)的

作用下进行 , 然后用[Ir(COD)(PMePh2)2]PF6 作为催

化剂选择性地脱除肌醇 1-位的烯丙基获得关键中间

体 23, 新生成的羟基用化合物 24 进行磷脂酰化, 并

用三氟甲磺酸钪[Sc(OTf)3]脱去TIPS基团形成中间体

25, 最后, 在糖链末端甘露糖-III 的 6-位引入磷酸乙

醇胺链并氢解去除所有苄基保护基便获得目标 GPI

产物 20. 
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图 7  弓形虫来源 GPI 分子 20 的合成 

2.2.2  含 2-酰化肌醇的 GPI 的合成 

GPI 分子中肌醇 2-位所连接的棕榈酸酯(图 8)对

GPI 的生物合成是必需的, 但在 GPI 生物合成完成之

后该酯链一般被脱除[1], 所以多数天然的 GPI 分子不

含此酯链. 虽然如此, 人们还是发现了多个肌醇 2-位

棕榈酰化的 GPI[4, 11]. 除了其在生物合成中的重要作

用外, 肌醇 2-位棕榈酸酯的生物学功能并不十分清

楚, 但可以肯定的是, 其使 GPI 对磷酸肌醇特异性磷

脂酶 C (phosphoinositide-specific phospholipase C, 

PI-PLC)产生抵抗性, 使 GPI 不再被 PI-PLC 所识别和

裂解[45, 46]. 因此, 含 2-棕榈酰化肌醇的 GPI 的全合成

对深入探索此类化合物的生物合成、代谢及生物学功

能具有重要意义.  

本课题组[42]以人精子 CD52 抗原的 GPI 分子 26 

(图 8)为目标化合物, 探索了含 2-棕榈酰化肌醇的

GPI 的化学全合成. 研究发现, 在肌醇 2-位引入长链

酯之后, 可能因为空间位阻增大和/或立体构象发生

变化, 最后的肌醇 1-位磷脂酰化产生副反应, 从而无 

 

图 8  含 2-棕榈酰化肌醇的人精子 CD52 抗原 GPI 分子 26
的结构 

法获得目标产物, 因此, 前述关于 GPI 合成的传统方

法不适用. 为了合成含有 2-棕榈酰化肌醇的GPI分子, 

我们发展了一种完全不同且更为收敛的合成策略(图

9). 在组建了棕榈酰化的伪二糖 29之后, 我们首先以

硝酸铈铵(CAN)将其 1-位脱保护并磷脂酰化获得关

键中间体 32, 而不是先延伸其糖链以形成核心骨架. 
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图 9  人精子 CD52 抗原 GPI 分子 26 的全合成   

 

实践证明, 伪二糖 30 的磷脂酰化反应很成功. 于此

同时, 本课题组用传统方法制备了甘露三糖 34, 使

其作为糖供体. 在 32选择性地脱去烯丙基获得 33后, 

与供体 34 在 N-碘代丁二酰亚胺和三氟甲磺酸

(NIS/TfOH)作用下偶联便可以迅速获得磷脂酰化的

GPI 核心结构 35. 随后, 以 BF3·Et2O 脱除分子中的

特丁基二甲基硅醚(TBS)基团, 并在新生成的伯醇上

引入磷酸乙醇胺基获得全保护的目标化合物 37. 最

后, 通过两步脱保护反应便获得目标 GPI 产物 26. 

图 9 中高度收敛的合成路线显示, 通过化合物

33 与不同寡糖链的偶联可以快速制备各种不同的

GPI 分子和 GPI 衍生物. 因此, 该合成策略可被用于

合成一系列GPI分子及其衍生物, 这些化合物被用于

研究 GPI 与细菌毒素之间的相互作用[31, 47].  

2.3  以结构多样性为导向的复杂 GPI 的合成 

上述几种 GPI 合成策略通常采用苄基作为糖和

肌醇羟基的永久性保护基团. 苄基的使用有许多优

点, 如其引入条件简便、对多数反应条件稳定、易于

其他反应模块保护基的正交选择, 以及钯催化的氢

解脱除条件温和等. 然而, 苄基的脱除条件虽然温和, 

但其催化氢解反应却导致在 GPI 分子中引入许多重

要的官能团, 如烯烃、炔烃、叠氮、硫醇和硫醚等变

得非常困难. 这些基团的引入对于GPI的结构和功能

研究至关重要, 但其易受还原条件的影响. 为了解决

这一问题, Nikolaev 课题组[30]和本课题组[33, 48]通过选

择不同的永久性保护基团发展了以 GPI 的结构多样

性为导向的复杂 GPI 分子全合成策略.  
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2.3.1  含不饱和脂肪链的 GPI 的合成 

Nikolaev 课题组[30]首先以苯甲酰基作为糖和肌

醇羟基的永久性保护基合成了含有不饱和脂肪链的

T. cruzi GPI分子(38和39, 图10). 这种合成策略的弊

端是其最后的完全脱保护反应产率较低 , 仅

38%~40%. 这可能是因为在 NaOMe/MeOH 条件下脱

除 40 和 41 中的苯甲酰基时, 连在分子中肌醇 1-位 

上的磷脂基团的酯链也会发生部分裂解, 从而影响

产率.  

为了克服上述合成策略中在完全脱保护过程中

遇到的问题, Nikolaev 课题组[30]以乙缩醛和硅烷基作

为羟基的保护基团合成 GPI (图 11), 使总产率得到显

著提高. 但是, 在最后的完全脱保护阶段, 以 Et3N3HF

脱除中间体 42 中的 TBS 时, 反应非常耗时, 大约需

要 18 d 才能完成.  

此外, 本课题组[33]发展了一种以对甲氧基苄基

(PMB)替代苄基作为糖和肌醇羟基的永久性保护基

团的 GPI 合成策略 .  PMB 在弱酸性条件下 ,  如

5%~10%的三氟乙酸(TFA)溶液, 或在温和的氧化条

件下可选择性地脱除, 而不饱和脂肪链以及前述的

一些重要官能团在此条件下不受影响. 该策略首先

用于合成含有两个不饱和脂肪酸链的GPI分子 43 (图

12)[33]. 此后, 该策略又被成功地用于合成结构更复

杂和含有敏感的多不饱和脂肪链的人淋巴细胞 CD52 

 

 

图 10  T. cruzi 源的含不饱和脂肪链的 GPI 分子 38 和 39 的合成 

 

图 11  以乙缩醛和硅烷基作为羟基的保护基团合成 GPI 分子 38 的关键中间体 
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抗原 GPI 分子 44 (图 12)[48].  

以 GPI 分子 43 为例, 基于 PMB 的合成策略如下

(图 13): 首先, 我们发展了一种用 PMB 保护的光学

纯肌-肌醇衍生物 45的合成路线, 并通过 45合成制备

了磷脂酰化的伪二糖 46 作为糖基受体. 与此同时, 

从甘露糖开始, 制备了用 PMB 保护的甘露三糖亚胺

酯 47, 并作为糖基供体. 研究发现, 以亚胺酯作为供

体的糖基化反应最适合于以 PMB 作为永久性保护基

团的寡糖合成. 糖基供体 47 在 TMSOTf 的催化下可

与糖基受体 46 成功偶联获得 GPI 的骨架结构, 随后

将其糖链末端甘露糖 6-位羟基上的 TBS 基团脱除, 

再通过 48 引入磷酸乙醇胺链桥便可得到全保护的目

标分子 49. 最后, 用一釜三步反应的方法脱除 49 中

所有的保护基团, 便可获得目标产物 43. 这 3 步反应

包括叠氮还原形成伯胺基, 温和碱性条件下脱除保护

氨基的芴甲氧羰酰基(Fmoc)和磷酸基保护基团, 以及

用 10% TFA 脱除所有 PMB 基团实现. 该脱保护方法

反应快、产率高(3 步共用时 4 h, 总产率为 81%).  

 

 

图 12  含两个不饱和脂肪链的 GPI 分子 43 和人淋巴细胞 CD52 抗原 GPI 分子 44 的结构 

 

图 13  GPI 分子 43 的合成路线 
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2.3.2  用于点击化学的 GPI 衍生物的合成 

自 Sharpless课题组[49]于 2001年提出点击化学的

概念以来, 该技术因可以在相对温和的条件下很方

便地偶联不同的分子, 已被广泛应用于快速合成各

种新化合物集合, 以及研究各种各样的生物学问题. 

在点击化学中, 炔与叠氮化合物之间的 1,3-偶极环加

成反应(又称为 Huisgen 反应), 因其选择性好、反应

条件温和及生物适用性强而得到特别广泛的应    

用[50~52]. 为了在 GPI 研究中充分利用点击化学, 快速

获得结构多样和可视化的GPI探针, 以便更加深入地

研究 GPI 以及 GPI 锚定分子的生物学功能和其在活

细胞表面的生物学行为, 本课题组设计并合成了连

有炔基或叠氮基团的 GPI 衍生物, 如化合物 50 和

51(图 14)[32], 以便实现 GPI 的点击化学反应. 为了尽

量降低衍生化对GPI生物学功能可能造成的影响, 我

们设计在甘露糖-I 的 2-位引进炔基或叠氮基团. 因为

多数天然GPI分子在此位有功能团, 因此希望在此引

入一个位阻较小的基团, 使其对结构和功能不至产

生太大影响.  

由于目标化合物 50和 51的分子中含有对氢解敏

感的炔基或叠氮基团, 因此, 在其合成中采用了之前

所讨论的以 PMB 作为羟基永久性保护基团的 GPI 合

成策略. 如图 15 所示, 在 50 的合成中, 首先通过已

经确立的方法制备获得含有可用于点击化学的炔丙

基基团的甘露三糖亚胺酯52和磷脂酰化的伪二糖53, 

二者在TMSOTf作用下偶联便可立体选择性地生成 α

构型的关键中间体 54, 随后脱除甘露糖-III 中 6-位的

TBS 保护基团, 并对新生成的伯醇进行磷酰化便可

 

 

图 14  GPI 探针合成示意图 

 

图 15  含炔基的 GPI 衍生物 50 的合成 
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获得 GPI 骨架分子 55, 最后通过一釜三步的脱保护

反应形成目标化合物 50[32].  

在合成化合物 51 时(图 16), 由于其分子中含有

叠氮基团, 以叠氮基团作为氨基葡萄糖中氨基的永

久保护基团的 GPI 合成策略无法使用. 所以, 在合成

伪二糖 56 之后, 首先将其分子中的叠氮基团还原并

用 Fmoc 基团保护得到 57, 随之将肌醇的 1-位磷脂酰

化并脱去氨基葡萄糖 4-位的 TBS 得到关键中间体 58. 

然后按照与图 15 相似的合成策略, 将磷脂酰化的伪

二糖 58 与含有叠氮基团的甘露三糖亚胺酯 59 在

TMSOTf作用下偶联便可立体选择性地生成 α构型的

关键中间体 60. 随后脱除 60中甘露糖-III 6-位的TBS

保护基团, 并进行磷酰化得到 61. 最后通过一釜二

步反应全脱保护便可获得目标化合物 51[32].  

在得到衍生化的 GPI 分子 50 和 51 后, 进一步的

实验证明, 其可以通过点击化学的方法与荧光探针

或者亲和分子生物素(biotin)进行有效的偶联(图 17), 

获得相应的荧光和生物素标记的分子 63 和 65[32]. 50

与含有叠氮基团的荧光探针 Fluor 488 (62)之间的偶

联反应是在铜催化下经[3+2]环加成反应完成的, 而

51 与含有反应活性较高的环辛炔基的 BARAC-biotin 

(64)之间的反应则不需要铜催化, 反应可以在室温条

件下自发进行, 特别适合生物学研究的需要[52].  

3  GPI 锚定肽、糖肽和蛋白的合成 

相比于 GPI 分子及其类似物而言, GPI 锚定肽、

糖肽和蛋白的结构要复杂得多, 因此其合成难度也

大大增加. 由于自然界中所有的GPI锚定蛋白和糖蛋

白都是以其多肽链的 C-端通过酰胺键的方式连接在

GPI 保守核心结构中寡糖链末端甘露糖-III 的 6-位磷

酸乙醇胺基团上, 所以, 一种可以普遍适用的 GPI 锚

定肽、糖肽和蛋白的合成策略是, 在分别制备 GPI 分

子和肽、糖肽或蛋白分子之后, 将它们用一种区域特

异性的偶联反应连接, 获得目标化合物. 目前, 虽然

有关 GPI 锚定肽、糖肽和蛋白合成方面的文献报道还

相对较少, 但用于 GPI 与肽、糖肽或蛋白分子偶联的

方法不少, 包括化学反应和酶催化反应. 下面将根  

据 GPI 与肽进行偶联时所使用的反应方法的不同,  

对 GPI 锚定肽、糖肽和蛋白的合成策略进行简要的综

述.  

3.1  GPI 锚定肽和糖肽的化学合成 

GPI 锚定肽和糖肽化学合成的基本策略如图 18

所示. 在合成中, 为了实现 GPI 与肽或糖肽之间的区

域特异性偶联, 除了涉及偶联反应的GPI中氨基和肽

链的 C-末端羧基之外, 化学合成的 GPI 和肽、糖肽分

子应当是全保护的, 这样, GPI 和肽及糖肽可以通过 

 

 

图 16  含叠氮基团的 GPI 衍生物 51 的合成 
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图 17  GPI 衍生物 50 和 51 通过点击化学与荧光探针和亲和探针的偶联反应 

 

图 18  GPI 锚定肽和糖肽的化学合成策略示意图 

简单的缩合反应实现偶联. 当然, 该策略最后将涉及

脱保护步骤. 

本课题组利用上述策略(图 18)实现了首个 GPI-

肽和 GPI-糖肽复合物的全合成[53, 54]. 在人精子 CD52

抗原的天然骨架结构 66 的合成中(图 19), 首先以对

酸高度敏感的 2-氯三苯甲基树脂为载体, 采用固相

肽合成方法实现全保护糖肽的组装, 然后用 90%的 

HOAc 溶液将糖肽从固相载体上切下, 获得肽链 C-

末端暴露的糖肽 69. 在此切除条件下, 糖苷键以及

糖和氨基酸侧链的保护基团均不受影响. 然后, 69 与

全合成的 GPI 分子 70 以 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基

碳二亚胺(EDC)和 1-羟基苯并三氮唑(HOBt)为缩合

剂, 通过简单的羧基-氨基缩合反应进行区域特异性

偶联, 所获得的产物再经两步脱保护反应便可获得

GPI 锚定糖肽 66.  

3.2  GPI 锚定蛋白的“天然化学连接”合成方法 

虽然 GPI-糖肽复合物 66 等的合成证明, GPI
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图 19  人精子 CD52 抗原的骨架结构 66 的全合成 

锚定肽和糖肽完全可以通过化学全合成得以实现 , 

但是, 要想用此策略合成GPI锚定蛋白和糖蛋白将会

十分困难, 至少目前无法合成除了 C-末端之外全保

护的大分子蛋白和糖蛋白, 此外, 对肽链和糖链的脱

保护也是一个难题. 因此, 制备 GPI 锚定蛋白和糖蛋

白需要运用完全不同的和更接近于此类化合物自然

合成方法的偶联技术, 如多肽的天然化学偶联(native 

chemical ligation, NCL)或酶催化偶联等.  

NCL[55~58]可以将两个多肽片段进行非常有效的, 

以及区域特异性的偶联, 合成长序列的多肽或蛋白. 

如图 20 所示, 该方法要求反应所用的两个多肽片段

中一个多肽片段(71)的 C-端为羧酸硫酯, 而另一个多

肽片段(72)的N-端是半胱氨酸. 此方法利用硫酯与半

胱氨酸的巯基进行特异性偶联反应, 所形成的硫酯

73 再进行分子内的重排反应生成肽键, 获得目标化

合物 74. 该偶联方法具有一系列优点, 如不需要对

多肽的侧链功能基团进行保护, 偶联反应可以在含

有硫醇的水溶液中进行等, 此方法已经成功地用于

许多复杂多肽和蛋白质的合成中.  

Nakahara 课题组[59]首先探讨了 GPI 与多肽通过

NCL进行偶联的反应. 如图21所示, 他们首先将GPI

的甘露二糖片断 75 中的氨基与半胱氨酸的五氟苯基

(Pfp)酯 76 在 HOBt 作用下反应进行偶联, 然后脱除

氨基酸中的 Fmoc 基团得到连有半胱氨酸的 GPI 衍生
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图 20  多肽之间通过 NCL 方法偶联合成蛋白质 

 

图 21  多肽与 GPI 衍生物通过 NCL 方法偶联获得 GPI 锚定多肽 79 的合成 

物 77. 最后, 77 在含有苯硫醇的, pH 8 的缓冲溶液中

与 C-末端为硫酯的十二肽 78 成功地进行天然化学连

接反应, 以 62%的产率获得目标产物 79.  

NCL 方法也被 Bertozzi 课题组[60]和 Seeberger 课

题组[61]成功地用于实现 GPI 类似物与大分子蛋白的

偶联, 获得GPI锚定蛋白. 以Seeberger课题组的合成

为例(图 22), 首先在 GPI 寡糖链末端的磷酸乙醇胺基

基团上引入一个半胱氨酸衍生物获得化合物 80, 然

后将 80与C-末端形成羧酸硫酯的重组朊病毒蛋白 81

反应, 通过 NCL 方法使二者偶联得到 GPI 锚定的朊

病毒蛋白 82. 这些研究报道充分说明, NCL 方法有可

能被有效地用于合成 GPI 锚定的蛋白.  

3.3  GPI 锚定糖肽的酶催化合成 

虽然 NCL 偶联方法被证明可以用于合成 GPI 锚

定蛋白, 但是, 该方法仍然存在一定的弊端: (1) 基

于 NCL 偶联方法的合成策略需要 GPI 连有一个半胱

氨酸, 该类 GPI 衍生物的合成具有一定挑战性, 更重

要的是目前还没有发现天然 GPI 锚定蛋白中肽链 C-

末端含有半胱氨酸; (2) NCL 偶联反应所用的蛋白需

要在 C-末端形成硫酯, 蛋白质的此类衍生物虽然可

以实现, 但其制备有一定困难. 这些弊端促使了其他

更有效的GPI锚定蛋白合成策略的发展, 其中仿生合

成方法备受青睐.  

GPI 与蛋白质的链接是翻译后修饰现象, GPI 的

生物合成与蛋白质的生物合成是两个独立的过程 , 

二者各自合成完成之后 , 在 GPI 转胺酶 (GPI- 

transamidase, GPI-T)的酶催化作用下偶联, 形成 GPI

锚定蛋白. GPI-T 可以识别与 GPI 发生偶联的目标蛋

白质 C-末端的 GPI 链接信号, 并与其反应形成以羧

酸硫酯方式连接的蛋白-GPI-T 偶联物, 最后将蛋白

转移到 GPI 上去[62~64]. GPI-T 应当是实现 GPI 锚定蛋

白体外酶促合成的理想酶分子. 然而, GPI-T 的结构

极其复杂, 其重组表达十分困难, 因此, 目前还无法

实际应用于合成研究中. 为了解决这一问题, 本课题

组发展了一种采用结构简单但功能和作用机理与

GPI-T 十分相似的细菌分选酶(sortase)作为催化酶的

GPI 锚定蛋白合成方法[65].  

Sortase 是由细菌表达的一类转肽酶, 其主要功

能是将某些细菌表面蛋白与细菌细胞壁肽聚糖偶联, 

从而将蛋白镶嵌在细胞的表面. 本课题组在合成中

所使用的酶是 sortase A (Srt A), 其由金黄色葡萄球

菌(Staphylococcus aureus)表达. 如图 23 所示, Srt A

可以识别处于目标蛋白 C-末端的一个特定的五肽序
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列(sorting signal), 即 LPXTG (X 代表任意一种氨基

酸), 酶活性中心的半胱氨酸侧链上的巯基可以对 T

和 G 之间的肽键进行亲核进攻, 形成以硫酯键连接

的蛋白-Srt A 复合体, 该复合体可与细胞壁上肽聚糖

肽侧链 N-末端甘氨酸反应, 将目标蛋白锚定于细胞

壁肽聚糖上[66~68]. Srt A 已经被证明可以接受多种不

同的底物, 因此其可用于将多肽或蛋白与多肽[69, 70]、

糖、核酸或脂质连接[71~73], 以及将蛋白锚定于活细胞

的表面[74, 75].  

在将 Srt A 应用于 GPI 锚定蛋白的合成研究时, 

本课题组首先证明了, 在GPI类似物中的保守磷酸乙

醇胺桥上引入 1 个或 2 个甘氨酸基团(如化合物 83 和

84, 图 24)后, 可以使 GPI 类似物成为被 Srt A 接受的

底物, 使其以很高的产率(> 95%)与多肽偶联形成

GPI-多肽缀合物[76]. 随后又表明, Srt A 可以接受结构

更为复杂的 GPI 类似物(如 86), 以催化其与多肽或小

的合成蛋白之间偶联[77](图 24). 同时还发现, 对于

Srt A 的多肽底物, 酶所识别的 LPXTG 五肽序列应 

当处于接近 C-末端的位置, 而不能直接暴露于 C-  

末端. 

本课题组还用 Srt A 催化 GPI 衍生物与糖肽之间

的偶联反应获得 GPI-糖肽缀合物[78] (图 25). 该反应

的糖肽底物 88 含有 3 个糖链, 其中 1 个糖链处于紧

接于 LPXTG 五肽序列的位置, 所以, 该底物的立体

位阻相对较大. 此外, 偶联产物 89 在其 N-末端脱保

护后也可以成为 Srt A 的底物, 其糖肽链可以得到进

一步延伸形成非常复杂的 GPI-糖肽缀合物 90. 这些

结果说明, 作为 Srt A 的底物, GPI 类似物以及多肽分

子的立体位阻对 Srt A 催化的转肽反应影响并不大, 

因此, 该反应应当具有合成结构更为复杂的GPI锚定

蛋白和糖蛋白的巨大潜力. 

此外, 本课题组还用 Srt A 实现了多肽或糖肽的

环化反应, 获得了大环多肽或糖肽产物[79], 以及蛋白

质与甘氨酸修饰的脂质体之间的特异性偶联[80]. 由

此可见, Srt A 可以在合成化学以及化学生物学等领

域具有广泛的用途.  

 

 

图 22  采用 NCL 方法合成 GPI 锚定朊病毒蛋白 82 

 

图 23  由 Srt A 催化的蛋白-肽聚糖偶联反应示意图 
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图 24  被 Srt A 接受为反应底物的 GPI 类似物结构及其与多肽的酶催化偶联反应 

 

图 25  Srt A 催化的 GPI-糖肽缀合物 90 的合成 

4  结论与展望 

自 1991 年 Ogawa 课题组首次完成对 GPI 分子的

化学合成至今, 糖化学家们已经实现了多种生物或

组织来源的、不同结构的 GPI 分子的全合成. 简言之, 

近年来此领域所取得的重要进展包括: (1) 发展了收

敛的 GPI 合成策略, 其可以帮助实现各种天然 GPI

分子的合成; (2) 发展了以 PMB为糖和肌醇羟基的永

久性保护基团的合成策略, 其可以帮助实现含有不

饱和脂肪酸链或其他官能团的天然 GPI 分子的合成; 

(3) 以 PMB 作为糖和肌醇羟基永久性保护基团的合

成策略可以帮助实现含有各种重要官能团的 GPI 衍

生物, 这些化合物使得在GPI分子内引入可视化的分

子探针成为可能, 从而为深入研究GPI锚定分子在细

胞膜表面的生物学行为, 以及GPI相关分子的生物学

功能和构效关系等奠定了坚实基础; (4) 发展了以传

统的化学全合成、“天然化学连接”反应和 Sort A 催

化转肽反应为基础的 GPI-多肽、糖肽和蛋白缀合物
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的合成方法, 这为实现具有生物学活性的GPI锚定蛋

白或糖蛋白的合成提供了较好的思路.  

虽然 GPI 及其锚定分子的合成研究已经取得了

重要进展, 但该领域目前仍然面临着巨大的挑战, 仍

无法满足日益增多的有关 GPI 结构和生物功能研究

的需求. 因此, 有必要发展、建立能大大缩短反应步

骤的 GPI 合成策略, 以便能够快速、大量地制备各种

结构类型的 GPI 分子, 实现 GPI 分子的结构多样性, 

这对阐明此类化合物的构效关系至关重要; 更为重

要的是, 发展、建立切实有效的 GPI 锚定蛋白和糖蛋

白分子的合成方法, 以获得结构明确、组成单一的相

关分子, 为深入探索细胞膜表面GPI锚定蛋白和糖蛋

白的各种生物学功能以及发现新的靶标和抗原分子

提供物质基础. 在此基础上, 有关 GPI 和 GPI 锚定分

子的基础研究, 以及此类物质在医药领域的应用研

究步伐必将得到快速推进.  
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Abstract: Glycosylphosphotidylinositol (GPI) attachment to the protein C-terminus is a common posttranslational 
modification in eukaryotic species. GPIs help anchor proteins onto the out leaflet of cell membranes. GPI-anchored 
proteins play an important role in various biological and pathological processes. To study GPIs and GPI-anchored 
proteins in detail, it is necessary to access these molecules in homogeneous form and sufficient quantities, which is 
difficult to achieve via natural product isolation. As a result, chemical and chemoenzymatic synthesis has become a 
potent approach to obtain GPIs and GPI-anchored proteins for various studies. This paper reviews the recent progress 
in the synthesis of GPI anchors and GPI-anchored proteins by mainly focusing on the strategies developed for the 
preparation of optically pure, position-differentiated inositol derivatives, the key intermediates in GPI synthesis, for 
natural GPI anchor assembly, for diversity-oriented synthesis of functionalized GPI derivatives, and for 
peptide/protein and GPI anchor coupling. 
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