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(发醉工程系) (中央研究设计所)

摘要 本丈采用
, H 和 ’”C核磁共振 方法

,

依据化学位移的改变量
,

系统地研 究了p
-

珠糊精 及其唬角 乱化衍生物对笨丙 氛酸的包和能力 以 及包私过程运动状态
。

结果表
明笨丙氛酸以 笨基为前导经日

‘

珠糊精二级粗基
口 与其麦生包和反应

多
’

唬角 酸 化 不

但提高日
一

环糊精对笨丙 氛酸的结合能力
,
而且完全改变 了包和过程的结合方式

,

使

得苯丙试酸 以
。破 为前 导经二级狂基 口 与日

二环糊精产生 包和
。 -

关键词 p
一

环糊精
; 笨丙 氛酸 ; 包和反应

0 引 言

卜环糊精(日
一
C D )是由 7 个葡萄糖残基经a 一 1 , 4糖普键连接而成的环状寡糖

,

其形状 类

似于一个中空管
。

其二端分别冠有一级和二级经基环
,

内外表面分别是 相对 疏水和亲 水性

的
。

这种结构特点具有将多种小分子包和进它的疏水性内环中的能力 [‘一 3
枯 正是这一重要特

性
,

环糊精已被广泛地应甩于众多的研究及应用领域
,

其中之一便是作为新型固相材料出现

于层析分离的领域之中[4]
。

芳香氨基酸有着不同于其它氨基酸的结构特征
,

从而决定了它们

具有与卜 C D 发生包和反应的能力
。

‘
一

几

卜C D 对芳香氨基酸在液固相条件下均具有一定的包和能力t5l “l,
一

,

这已得到一 些 结 合关

系的淮断
。

但是这些推断仅限于卜C D 母体
,

对于化学修饰的卜C D
,

特别 是墟 拍酚化产物

(B C D )未见报道
。

本文采用核磁共振方法 (N M R )乡 依据化学位移的改变与包和方式存在 固
.

有 联 系
.

的 特

性
,

报道了价C D及B C D 对苯丙氨酸不同的包和过程
,

为层析工作的开展提供 了 有 几效的证

据
。

· -
‘ 、

-

1 材料与方法

材料

卜环糊精 苏州味精厂产品
,

本实验室纯化后达色谱纯
。

本文 1 9 9 0年 2 月 9 日收到
。
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7
一

(6
一

珑泊酪基)
一

日
一

环糊精 (BC D ) 实验室合成
,

色谱纯
。

苯丙氨酸 (P-h e) 上海生化研究所
。

,
’ ‘

核磁共振试剂 S ig m a
产品

1
。
2 方法

1
.

2
。 ’

1 核磁共振化学位移
‘H

一
N M R (g o M H z )及 ’3 C

一
N M R (2 2

.

5 入{玉12 ) 波谱使用 JE O L
、

F X 90 Q核磁共振波谱仪进行测定
,

分辨率 0
.

2H z ,

数据由JE O L
、

JE C
一

10 0计算 机 累 加 处

理
。

化学位移 以水为溶剂
,

四甲基硅烷作外标进行测定
。

I

1. 2
.

2 包和解离常数的测定 随着〔Phe
.

/日
一
C D 〕比值的改变

,

日
一

C D 中H 3的化学位移将发生

相应 的改变
,

根据改进的 H il d
一
E b ra

n d
一

B e
ne si 方法 [7, 8了,

有方程存在
:

-

。 , 。
.

〔C D o〕+ 〔Ph e o〕 _ 〔Ph e o〕
J、 d , 甘 一

—
一 一一一下爪犷一-材

.

0 0

Q 二 乙e o p、。 一 各e o

人 二 _ 〔CD Ph e .

〕
, :

。 。 -

一双万万一
、U c D , he

‘ , 乙e n )

通过曲线拟合法测定包和解离常数K ‘值
。

结 果 一
~

-

一
奋

包和解离常数 、 三

以Ph e .

作为实验对象
,
采用

’H
一
N M R方法测定包和后环糊精H 3

钓化学位移变 化 量
。

芳

八记
.

*8 丈刀

叼:l: 10- 3

儿- - - ~ 一一一~ ‘一~ - - ~ 一 ~ - 一一山

一
一一J 一一一~ - ~ ~ ~ J 一

0 二巧 0
.

5 0
.

75 1
.

沙 1 谷 1
. 沪晚飞/ 兀e闷J)1

〔P掖」/ 汇已Cn飞

图 l 化学位移
’

变化量
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香物质的进入可引起H 3
的高场位移

,

其移动程度与包和程度呈正比关系
。

当Phe
。

的浓度大大

超过环糊精浓度时
,

化学位移变化量达最大值
。

经△各
一

〔Phe
。

〕/[ CD 〕曲 线 拟 合 (图 1 )
,

日
一
C D

一

Ph e 。

的值K d
为 3 x 1 0

一 ”
/ m o l

,

而 B C D
一
Ph e .

的K d
值为3 x 1 0 一 4

/ m o l
。

清楚地说明卜 C D 母 体

与其衍生物均可同Ph“
.

发生包和反应
,

在中性偏酸的条件下琉泊酞化提高了环糊精 对苯丙氧
酸的结合能力

。

2
.

2 苯丙氨酸与环糊精的包和方式 寿

苯丙氨酸与环糊精之间如有包和反应产生
,

受影响的将是环糊精内表面的氢 (H 3
和H S)

,

而外表面的氢 (H Z 、 H ; 、 H ; )却很少受影响 [91
。

因此以H ;的化学位移为参照 (5
.

1 8P p m )观察

其它氢的相对化学位移变化量 (图 2
、

)
。

在任何一种情况下H ; 、 H Z 、 H 4的△乙均不 超 过0
.

02

PP m
,

而内侧氢却随着包和程度的增高
,

H 。和H S的△乙值分别向高场及低 场移 动
。

在卜C D

中
,
△乙3
与△乙

j分别为 o
.

2 2 p p m 和 一 。
。

zs p p m ; 而 在B C D 中△乙
3与△乙5分 别 为 。

。

Zg p p m 和 一

0
.

o sp p m
。

结果表明在任一条件下均有包和反应发生
,

其程度与H
3的化学位移 变 化 量呈正

比
,

唬拍酞化更有利于对Ph e .

的包和
。

此外
,

观察顶部氢H 6的化学位移变化
,

唬拍酞化弓!起

△乙6 = o
.

o 6 p p。的改变
,

证明Ph e .

是由环糊精的二级经基 口插入包和的 ; 同时仅有一套谱线

存在
,

每一个氢仅对应一条谱线
,

证明包和物高度对称
,

所有H 3
磁等位

。

/
/

~~~ ~ ‘喃~ ~
.

_

_ _
_ _

___

,,

~ . , ‘州. . . ~ . . . ‘. ‘ 一一

...

一汤护- , 一~ 一一- “- 一一- ~ 弓弓

\\\ 才一⋯
_ ;

⋯⋯
/// 仪\丈

_

””///

一
乞乞

一一 t . 1 , . , III

【触1/ [B切】

炭, 一
,
明 几 ,

肠氛阮瓦

1. 宁一棍厂打六凉代丁寸石代犷寸矛书 晦 : / 〔。

图 2 相衬化学位移变化量

包和过程不仅影响环糊精氢谱的改变犷同时也影响被包和物核磁共振波谱的改变
,

表 1



第 4 期 曹宁军等
: 核磁共振法研 究日

一

环糊精及其衍生物对苯丙 氛酸的包和过程 33

给出不同状态下苯丙氨峻
‘”C谱的化学位移

。

表 1 p h e .

在不同条件下
’3C

一
N M R 化学位移值

p h e .

碳原子 包和物
r‘ 。

“
m ‘ p‘ p

‘

Ph e 。

Ph e 。
+ B C D

ph
e 。

+ ‘ C D

1 3 5
。

0 0

1 3 3
。

9 1

1 3 7
。

4 5

1 2 9
。

5 0

1 2 8石7 9

1 2 8
。

3 3

1 2 9
。

2 7

1 2 7
.

7 9

1 2 7
。

6 5

1 2 7
。

7 9

1 2 7
。

3 2

1 2 5
。

7 9

3 6
。

4 2

3 5
。

2 5

4 0
。

3 2

5 6
。

1 1

5 6
。

8 6

5 6
。

6 7

·

由表可见
,

有
,

无环糊精存在
,

Ph e .

各碳原子表现出较大的波谱差异
。

如 果有包和作用

存在
,

被包和物的进入部分 (头)将产生高场位移
,

而未插入部分 (尾 )将向 低 场 位 移
,

从位

移的状态很容易判断出芳香分子的插入方式 〔‘”1
。

向卜 C D 分子内的插入
,

使P he
.

的 a 、

日
、

丫

碳原子产生较强的低场化学位移
,

并且位移程度Y和日碳大于 a 碳 ; 而苯环上的 o,
、

m,
、

P’位

碳原子有着明显的高场化学位移
,

以对位碳原子最为明显
,

说明phe
.

的插入 以苯环为头
。

与此相反
,

对B C D 的插入诱导 p he. 的全部碳原子共振波谱向高场位移
, a

、

日和丫碳 原子

移动程度大于苯环上的各碳原子
。

与卜C D 相比较苯环上最大高场位移是基碳 Y ,

最 小 的 是

对位碳原子
,

o,
、

二 ‘和P’位碳原子的位移均小于卜C D 存在时的位移量
,

说明最 大 的可能是

Phe
。

以丙氨酸基 (a 碳 )为头插入B C D 中
。

3 讨 论

环拔 精分子具有二个入 口
,

一个较大的二级经基口 (C Z 、

C3 )和一个较小的一 级怒 基 口

(C 6 )
。

环状结构的存在
,

使得每一个葡萄糖单位的构象呈刚性
,

不因包和复合物的形成而发

生明显改变
。

采用N M R方法测定结合过程
,

其△乙的改变并不是由于空间结构的总体改变听

产生的
,

它仅与邻近电子效应相关
。

所以采用此方法可以证明芳香氨基酸的 插 入 方 向和程

度
。

卜C D 无论是否发生化学修饰
,

其分子结构保持不变
,

因此在与p h e .

包和时
, p h e .

分子可

以从任何一个入 口插入
,

插入方式的了解将有助于层析分离机制的认识
。

苯环是一个磁各向

异性基团
,

其环平面上下方为屏蔽区
,

其它方向为去屏蔽区
,

如果苯环由二级经基口插入
,

H S
将处于它的屏蔽区内

,

而H S
可根据苯环的部分插入而处于去屏蔽区

,

分别产 生 高
、

低场

位移
,

反之如果由一级经基口插入
,

二个氢会产生完全相反的结果
,

同 时H 6
也 将显示 出高

场位 移
。

与实验结果相比较
,

可以确认前一种状态
,

即由二级怒基口的插入是与实验相符合

的
。

从这一角度出发我们可以说明B C D 与卜 C D 在化学位移上所产生的差别
。

H 3的位移程度

正比于苯环的插入深度
,

BC D 中H 3更大的高场位移说明BC D 与P he
。

有更强的结合
。

由 于苯

环的深度插入
,

对于高为o
.

7 8n m 的环糊精来讲
,

H :
将处于屏蔽区与去屏蔽区的交界处附近

,

决定它的化学位移将变化不明显
,

而顶部氢H 6正逐步进入苯环的去屏蔽区
,

产生相 应 的 低

场位移
。

这些都充分证明
,

苯丙氨酸由环糊精的大 口插入
,

插入程度正比 于H 3
位移 值 的大

小
。

从结构来看 ph e 。

可以采用3种方式与环糊精包和
: a 以苯基为头插入 环 糊 精 ; b 以 丙

氨酸基为头插入环糊精 ; c
苯丙氨骏横向进入

。

根据卜 C D 内径的大小
,

首先可把第三 种 情

况排除
。

因为环糊精内部的相对疏水性
,

包和后溶剂效应的存在
,

分子由极性进入非极性环
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境时碳谱会产生 明显的高场位移
,

特别是有氢键或其他作用力存在的条件下 「川
。

多 方 面的

研究已确认
,

对于单取代或对位双取代分子
,

进入环糊精内部的部分其碳谱产生高场位移
,

未进入部分因电场作用产生低场位移
。

这种改变主要产生于p he
.

由自由态水合环境转入到包

和态非极性环境所诱发的电场环境效应
。

日
一
C D 的包和使得Ph e 。

的苯基对位产生明显高场 位

移
,

而狡基碳和
a 碳有明显的低

一

场位移
,

说明氨基酸采用苯基为前导插入环糊精内 部
,

其进入

程度是有限的
。

与此相反
,

B C D 的包和引起狡基碳的高场位移
,

同时整个 苯环由 于 包和程

度较前者强
,

所有各碳均产生一定的高场位移
,

相比之下对位碳基本无明显改变
。

证明苯丙

氨酸以丙氨酸基为头插入B CD 环内
,

并且几乎整个分子都已被包和
。

a 碳的微小变化可能是

包和作用及氨基形成 氢键 的综合效果
。

因为 p he
.

以苯基与狡基成反式构象时最稳定
,

已有证

明包和后这种构象更 占具主 导地位 I‘2 1
。

B CD 与p h e .

包和后
,

苯基必然与中心 轴 平 行
,

而C。

也平行于此轴
,

为保持反式交叉构象p h e .

的狡基将与C 。
构成一定夹角

,

使得H 6处于它的去屏

蔽区内
,

导致B C D 中H 6的低场位移
。

这从另一个侧面旁证苯丙氨酸采用完全不 同的 结合方

式与卜C D 和B C D 结合
,

根本原因是为了充分发挥各种可能存在的作用力的效果
。

综合以上论述
,

可以证明苯丙氨酸与卜C D 的结合以苯环为前导
,

由二级经基 口 插入并

结合 ; 唬拍酞化将有利于
a
碳为前导的插入结合

,

并加强了结合深度
,

这主要归功于 离子键

的存在
,

说明唬拍酞化改变了包和过程的结合状态和强度
。
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bu t a ls o to ta l e h a n g e s th e e o m bi n in g Pa tte r n o f i n e lu s io n e o m Ple x ,

5 0 th a t Ph e n y la la n i n e e a n ta k e a e a r b o n a s a h e a d in se r ti n g in to a e a v ity

o f 日
一 e y e lo d e x tr in

。

K e yw o rd s 日
一 ey e lo d兮x tr in ; Ph e n yla la n in e , In e lu s io n p r o e e ss


