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1,2-二硬脂酰基-sn-甘油-3-磷脂酰丝氨酸的全合成

黄文静1，符姜燕2，谭新佳1，扈圆舒2，胡 峰2，晏日安1*
（1.暨南大学 食品科学与工程，广东 广州 510000；2.广东厨邦食品有限公司，广东 阳江 529800）
摘要：以易制备的(S)-2-[(苄氧羰基)氨基]-3-羟基丙酸苄酯（Ⅰ）为原料，经亚磷酸二苯酯处理得到(S)-2-[(苄氧羰基)氨基]-3-(苄基)丙基膦酸酯（Ⅱ）；通过一锅缩合-氧化法，将化合物Ⅱ经新戊酰氯介导活化后，与(S)-(+)-2,2-二甲基-1,3-二氧戊环-4-甲醇（Ⅲ）缩合，并由碘介导的氧化得到新化合物(R)-2,3-异亚丙基-sn-甘油基{(S)-2-[(苄氧羰基)氨基]-3-(苄基)-1-氧丙基}膦酸酯（Ⅳ）；然后在三氟乙酸（TFA）的作用下脱除异亚丙基保护基得到关键中间体(R)-2,3-二羟基丙基-sn-甘油基{(S)-2-[(苄氧羰基)氨基]-3-(苄基)-1-氧丙基}膦酸酯（Ⅴ）；再在1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐（EDCI）的作用下，将化合物Ⅴ与硬脂酸进一步乙酰化，以良好的产率得到(R)-2,3-双(硬脂酰基)丙酰基{(S)-2-[(苄氧羰基)氨基]-3-(苄基)-1-氧丙基}膦酸酯（Ⅵ）；氢解苄氧羰基（-Cbz）和苄基（-Bn）保护基得到1,2-二硬脂酰基-sn-甘油-3-磷脂酰丝氨酸（Ⅶ）；最后对其主要步骤进行了反应条件优化，并对其进行了验证和放大。共经历5步反应，总产率为57.0%。采用FTIR、HRMS和NMR对终产物Ⅶ的结构进行确证。
关键词：磷脂酰丝氨酸；硬脂酸；H-膦酸酯；合成工艺；食品化学品
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Total synthesis of 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphatidylserine

HUANG Wenjing1, FU Jiangyan2, TAN Xinjia1, HU Yuanshu2, HU Feng2, YAN Rian1*
(1. Department of Food Science and Engineering, Jinan University, Guangzhou 510000, Guangdong, China; 2. Guangdong Chubang Food Company Limited, Yangjiang 529800, Guangdong, China)
Abstract: Firstly, (S)-2-[(benzyloxycarbonyl)amino]-3-(benzyloxy)propyl phosphonate (Ⅱ) was synthesized after diphenyl phosphite treatment of easily prepared (S)-benzyloxy-2-((benzyloxycarbonyl)amino)-3-hydroxypropanoate (Ⅰ). Secondly, a new compound (R)-2,3-isopropylidene-sn-glyceryl{(S)-2-[(benzyloxycarbonyl)amino]-3-(benzyloxy)-1-oxopropyl}phosph-onate (Ⅳ) was prepared by a one-pot condensation-oxidation procedure. After the pivaloyl chloride mediated activation of compound Ⅱ, condensation with (S)-(+)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolane-4-methanol (Ⅲ), and obtained by iodine mediated oxidation. Then, the protective group of isopropylidene was removed by trifluoroacetic acid (TFA) to obtain the key intermediate, (R)-2,3-dihydroxypropoxy-sn-glyceryl{(S)-2-[(benzyloxycarbonyl)amino]-3-(benzyloxy)-1-oxopropyl}pho-sphonate (Ⅴ). Next, the compound Ⅴ was acetylated further with stearic acid at the function in the presence of 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDCI) to give (R)-2,3-bis(Stearoyloxy)popyl{(S)-2-[(benzyloxycarbonyl)amino]-3-(benzyloxy)-1-oxopropyl}phosphonate (Ⅵ) with a great yield. Finally, 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphatidylserine (Ⅶ) was synthesized by hydrogenolysis of benzyloxycarbonyl (-Cbz) and benzyloxy (-Bn) protective groups. Finally, the main steps were optimized for reaction conditions, and it was verified and amplified. The synthesis of compound Ⅶ was only 5 steps with a total yield of 57.0%. The structure of final compound Ⅶ was confirmed by FTIR, HRMS and NMR.
Key words: phosphatidylserine; stearic acid; H-phosphonates; synthesis process; food chemicals

磷脂酰丝氨酸是存在于细胞膜中最重要的天然磷脂之一，在脑组织，尤其是髓鞘中含量较高[1]。磷脂酰丝氨酸对防止细胞膜氧化损伤和提高大脑认知能力表现出良好的效果[2]，具有改善老年人阿尔茨海默病[3]、抗抑郁、缓解紧张情绪[4]和提高青少年记忆力[5]等功能。2007年，磷脂酰丝氨酸通过了美国食品药品监督管理局（FDA）认证。2010年,中国卫生部批准了磷脂酰丝氨酸为新资源食品，可在酸奶、巧克力、奶粉、饮料等食品中使用[6-7]。
目前，磷脂酰丝氨酸主要有3种合成方法：（1）提取法：动物体的大脑、肝脏中富含磷脂酰丝氨酸，是磷脂酰丝氨酸的重要来源。但由于动物自身患有各种疾病[8]，导致从动物中提取磷脂酰丝氨酸存在安全隐患；（2）生物酶法[9-10]：以磷脂酰胆碱和L-丝氨酸为底物，在磷脂酶D的催化作用下，经过酰基转移反应生成磷脂酰丝氨酸。然而，磷脂酶D的生产成本较高，且反应过程中产生副产物磷脂酸，影响产品分离难度和分离纯度；（3）化学合成法：目前工业化生产磷脂酰丝氨酸的路线主要以(S)-2-[(苄氧羰基)氨基]-3-羟基丙酸苄酯（Ⅰ）或甘油醇缩丙酮为原料，通过氧化水解反应、Steglich酯化反应和氢化还原反应合成磷脂酰丝氨酸产品。化学合成的磷脂酰丝氨酸成本低，反应条件温和，适用于工业化生产。
2010年，GIUSEPPE等[11]先制备O-苄基磷酰二胺，以(S)-2-[(苄氧羰基)氨基]-3-羟基丙酸苄酯（Ⅰ）为原料，经多组分的一锅法与1,2-二棕榈酰基-sn-甘油缩合、氢化还原，3步合成磷脂酰丝氨酸，总产率为43%。但“一锅法”中组分较多，增大了产品纯化难度；另外，1,2-二棕榈酰基-sn-甘油不易制备，生产成本较高。2015年，RAGHUPATHY等[12]以3-对甲氧基苄基-sn-甘油为原料，经取代反应、二次酯化反应、氧化反应、碱促歧化反应和氢化还原反应，共7步合成磷脂酰丝氨酸，总产率为21.1%，该反应路线繁琐，产率较低，难以实现工业化生产。2018年，MALLIK等[13]以N-2,2,2-三氯乙氧基羰基-丝氨酸叔丁酯为原料，通过酯化反应、酸化水解反应得到1,2-油酰-sn-甘油-磷脂酰丝氨酸，总收率为49.7%，且纯化条件较为温和。但是N-三氯乙氧基羰基-丝氨酸叔丁酯化学性质不稳定，不适合用于磷脂酰丝氨酸的大规模生产。2021年，罗宇等[14]将(S)-甘油缩丙酮、双(二异丙基氨基)-(三氯乙氧基)膦直接反应，分批次加入耦合剂四氮唑，N-2,2,2-三氯乙氧基羰基-丝氨酸和氧化剂，一步合成中间产物1,2-O-异亚丙基-甘油-3-磷酰-N-2,2,2-三氯乙氧基羰基-丝氨酸苄酯，之后经过水解异丙叉基、酯化反应，依次脱去丝氨酸羧基和氨基上的保护基团，经6步反应合成了磷脂酰丝氨酸，总产率为43.0%。该法直接引入磷脂头部部分，避免了先保护伯醇，再脱除保护基的步骤，缩短了反应路线，减少了合成过程中原料损耗。但在一步合成化合物的过程中较难控制实验条件，导致反应收率较低。
本文设计在该法基础上合成磷脂酰丝氨酸，以(S)-2-[(苄氧羰基)氨基]-3-羟基丙酸苄酯（Ⅰ）为原料，亚磷酸二苯酯为磷化试剂，合成水解稳定性较好的中间产物(S)-2-[(苄氧羰基)氨基]-3-(苄基)丙基膦酸酯（Ⅱ）；进一步与(S)-(+)-2,2-二甲基-1,3-二氧戊环-4-甲醇（Ⅲ）反应合成(R)-2,3-异亚丙基-sn-甘油基{(S)-2-[(苄氧羰基)氨基]-3-苄基-1-氧丙基}膦酸酯（Ⅳ）；最后水解异丙叉基，与硬脂酸酰化，在此过程中系统考察了反应底物、反应温度和时间对反应收率的影响，以系统优化脂肪酸缩合的方法，进行一步氢解实现苄氧羰基（-Cbz）和苄基（-Bn）脱保护反应体系的选择和条件优化，进而获得了一条制备成本低、工艺路线短、生产收率高的合成工艺路线，为1,2-二硬脂酰基-sn-甘油-3-磷脂酰丝氨酸的工艺开发提供参考。
1 实验部分

1.1 试剂与仪器

(S)-2-(苄氧羰基)氨基-3-羟基丙酸苄酯（质量分数为98%）、亚磷酸二苯酯（分析纯）、三乙胺（分析纯）、(S)-(+)-2,2-二甲基-1,3-二氧
戊环-4-甲醇（Ⅲ）（质量分数为98%）、三氟乙酸（分析纯）、硬脂酸（质量分数为99%）、柠檬酸（分析纯）、4-二甲氨基吡啶（4-DMAP）10% Pd/C钯碳（Pd质量分数为10%）、乙酸（分析纯）、三氯甲烷，上海麦克林生化科技有限公司；新戊酰氯（质量分数为98%）、吡啶（分析纯）、二氯甲烷（分析纯）、甲醇（分析纯）、四氢呋喃（分析纯）、甲苯（分析纯），安徽泽升科技有限公司；碘（质量分数为99.8%），上海吉至生化科技有限公司；1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺盐酸盐（EDCI），上海阿拉丁生化科技股份有限公司。

Equinox 55型傅里叶变换红外光谱仪，德国Bruker公司；AVANCE-Ⅲ 型核磁共振波谱仪（600 MHz），瑞士Bruker 公司；AV204 电子天平，瑞士梅特勒-托利多公司；N-1300型旋转蒸发仪、低温反应仪，东京理化器械珠式会社；MS-H-Pro 磁力搅拌器，美国赛洛捷克公司；X500R QTOF 高分辨质谱仪，美国SCIEX公司；JH70 型全自动熔点仪，上海易测仪器设备有限公司。
1.2 合成路线
合成路线如下所示：
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1.3 合成方法

1.3.1 化合物Ⅱ的合成[15-16] 

在0 ℃下，向250 mL圆底烧瓶中依次加入化合物Ⅰ（1.18 g，3.6 mmol）、无水吡啶（30 mL），然后向反应液中滴加亚磷酸二苯酯（2.56 g，11 mmol），控制滴加速度为0.5 mL/min。剧烈搅拌反应10 min后，移去冰浴并在室温下继续反应1 h，随后向混合物中加入三乙胺（3.71 g，36.5 mmol）和蒸馏水（0.49 g，27 mmol），室温搅拌反应1 h，薄层层析监测反应进程〔展开剂V(二氯甲烷)： V(甲醇)：V（三乙胺）=6：1：0.15〕。反应完成后，加入CHCl3（30 mL）稀释反应液，有机层依次用饱和碳酸氢钠溶液（30 mL）、1 mol/L盐酸（30 mL×2）和饱和食盐水（30 mL）洗涤，无水硫酸钠干燥，过滤，减压除去溶剂，柱层析〔V（二氯甲烷）：V（甲醇）=6：1〕进一步纯化，得到白色固体Ⅱ（1.14 g， 2.90 mmol）,产率为80.6%。熔点77.1~78.6 ℃。1HNMR (600 MHz，DMSO-d6)，δ：7.38~7.23 (m，11H)，5.14 (s，2H)，5.06~4.97 (dd，J=16.2、2.6 Hz，2 H)，4.28~4.21 (m，1H)，4.02-3.90 (m，2H)；13CNMR (151 MHz，DMSO-d6)，δ：170.07，155.96，136.98，135.94，128.40，128.33，127.93，127.78，127.72，127.56，65.95，65.43，61.67，55.65；31PNMR (243 MHz，DMSO-d6)，δ：3.00；ESI-MS，m/Z：[C18H20NO7P－H]-理论值392.0899，实测值392.0955。与文献数据[20]一致。
1.3.2 化合物Ⅳ的合成[15]
在0 ℃下，向250 mL圆底烧瓶中加入化合物Ⅲ（1.14 g，8.6 mmol）、化合物Ⅱ（2.28 g，5.8 mmol）、无水吡啶（25 mL）和四氢呋喃（50 mL），用新戊酰氯（2.28 g，23 mmol）处理后，立即移除冰浴，并将反应温度升至室温，2 min后，加入浓度为0.197 mol/L的碘溶液（58 mL，体积比为95：5的吡啶和水为溶剂），并在室温下搅拌30 min，随后加入氯仿（100 mL）稀释,有机层依次用浓度为1 mol/L的 Na2S2O3水溶液（100 mL）、1 mol/L盐酸溶液（100 mL×2）洗涤，无水硫酸钠干燥，过滤，减压除去溶剂，得到淡黄色固体化合物Ⅳ（2.91 g，5.56 mmol），无需纯化直接投入下一步反应，产率为95.9%。熔点54.5~55.6 ℃。1HNMR (600 MHz，DMSO-d6)，δ：7.38~7.30 (m，11H)，5.14 (s，2H)，5.06~4.99 (dd，J=16.4、12.6 Hz，2H)，4.28~4.23 (m，1H)，4.12 (m，1H)，4.03~3.97 (m，1H)，3.97~3.90 (m，2H)， 3.66-3.54 (m，3 H)，1.28 (s，3H)，1.24 (s，3H)；13CNMR (151 MHz，DMSO-d6)，δ：170.10，155.97，136.98，135.93，128.39，128.33，127.93，127.78，127.70，127.55，108.34，74.46，66.11，65.93，65.43，65.21，63.49，55.80，26.69，25.34；31PNMR (243 MHz，DMSO-d6)，δ：-0.14；ESI-MS，m/Z：[C24H30NO10P－H]-理论值522.1535，实测值522.1523。
1.3.3 化合物Ⅴ的合成

室温下，向250 mL圆底烧瓶中加入化合物Ⅳ（2.74 g，4.4 mmol）和三氟乙酸（10 mL），剧烈搅拌反应10 min，然后加入30 mL甲苯稀释反应液，有机层用饱和NaHCO3（20 mL）洗涤，无水硫酸钠干燥，减压蒸馏除去溶剂，得到无色油状物Ⅴ（2.08 g，4.31 mmol），产率为98.0%。1HNMR (600 MHz，DMSO-d6)，δ：7.41~7.33 (m，11H)，5.15 (s，2H)，5.03 (dd，J=12.6、11.4 Hz，2H)，4.27 (m，1H)，4.04~3.92 (m，2H)，3.66 (td，J=10.7、4.4 Hz，1H)，3.64~3.58 (m，1H)，3.51~3.47 (t，1H)，3.31 (d，J=5.0 Hz，2H)；13CNMR (151 MHz，DMSO-d6)，δ：170.09，155.98，136.96，135.92，128.41，128.34，127.94，127.79，127.70，127.58，71.27，71.24，66.03，65.98，65.46，63.57，62.41，55.69，55.67；31PNMR (243 MHz，DMSO-d6)，δ：1.21；ESI-MS，m/Z：[C21H26NO10P－H]－理论值482.1222，测试值482.1221。

1.3.4 化合物Ⅵ的合成[18-19] 

在0 ℃下，向250 mL圆底烧瓶中依次加入硬脂酸（1.877 g，6.6 mmol）、化合物Ⅴ（1.06 g，2.2 mmol）、4-二甲氨基吡啶（0.08 g，0.66 mmol）和二氯甲烷（15 mL），随后加入溶解在二氯甲烷（7 mL）中的1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺盐酸盐（1.14 g，5.95 mmol）溶液，移除冰浴，将混合物在室温下搅拌6 h后，用质量分数为10%柠檬酸水溶液（7 mL）淬灭反应。混合物用二氯甲烷（20 mL）萃取，有机层用饱和食盐水（20 mL）洗涤两次，无水硫酸钠干燥，减压除去溶剂，室温环境下，加入2倍体积的无水甲醇打浆处理，30 min后抽滤，滤饼经40 ℃鼓风干燥4 h后，得到白色固体化合物Ⅵ（1.92 g，1.89 mmol）产率85.9%。熔点76~77 ℃。1HNMR (600 MHz，CDCl3)，δ：7.26~7.21 (m，11H)，5.22~5.16 (m，2H)，5.10 (d，J=13.5 Hz，2H)，5.01 (t，J=9.92 Hz，1H)，4.58 (s，1H)，4.35~4.28(m，1H)，4.21 (m，3H)，4.09 (t，J=9.3 Hz，1H)，3.93 (s，1H)，2.18 (q，J=7.8 Hz，4H)，1.49 (m，4H)，1.26 (m，56H)，0.88 (t，J=6.9 Hz，6H)；13CNMR (151 MHz，CDCl3)，δ：173.70，156.84，136.53，135.48，128.64，128.54，128.39，128.32，128.28，128.20，128.12，128.06，128.04，70.59，67.64，67.15，64.12，62.95，55.10, 34.30，34.15，32.09，30.29，29.94，29.93，29.90，29.84，29.81，29.79，29.54，29.39，29.34，25.02，24.96，22.85，14.27；31PNMR (243 MHz，CDCl3)，δ：-3.23；ESI-MS，m/Z：[C57H94NO12P－H]－理论值1014.6441，实测值1014.6428。与文献数据[21]一致。

1.3.5 化合物Ⅶ的合成[22]
在30 ℃和N2保护下，向100 mL圆底烧瓶中加入化合物Ⅵ（1.20 g，1.26 mmol）、20 mL甲醇与乙酸混合溶剂〔V（甲醇）：V（乙酸）=4：1〕和10% Pd/C（0.12 g）催化剂后，用H2置换N2，剧烈搅拌12 h，反应结束后，加入二氯甲烷（20 mL），用硅藻土过滤，收集滤液减压除去溶剂，得到粗品，用甲醇重结晶，得到白色固体化合物Ⅶ（0.88 g，1.11 mmol），产率88.2%。熔点为158~159 ℃。IR(KBr)，νmax/cm–1: 3424，2918，2850，1739，1639，1467，1236，1171，1098，835，722；1HNMR (600 MHz，CDCl3：CD3OD：D2O=2：1：0.12
)，δ：4.97 (m，1H)，4.15~4.13 (m，2H)，3.99 (m，1H)，3.90 (m，2H)，3.71 (t，J=5.7 Hz，2H)，3.58 (dd，J=6.8、3.2 Hz，1H)，3.05 (m，1H)，1.37~1.29 (m，4H)，0.99 (s，61H)，0.61 (t，J=7.0 Hz，6H)；13CNMR (151 MHz，CDCl3：CD3OD：D2O=2：1：0.12)，δ：173.96，173.67，70.12，63.82，63.41，62.53，55.11，33.89，33.77，31.57，29.38，29.35，29.29，29.27，29.23，29.08，29.00，28.84，28.79，24.62，24.53，22.30，13.55；31PNMR (243 MHz，CDCl3：CD3OD：D2O=2：1：0.12)，δ：4.03；ESI-MS，m/Z：[C42H82NO10P－H]－理论值790.5604，实测值790.5583。与文献[11]数据一致。
2 结果与讨论

2.1 结构表征

2.1.1 1,2-二硬脂酰基-sn-甘油-3-磷脂酰丝氨酸的红外光谱

1,2-二硬脂酰基-sn-甘油-3-磷脂酰丝氨酸的红外光谱见图1
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图 1 1,2-二硬脂酰基-sn-甘油-3-磷脂酰丝氨酸的红外光谱图
Figure 1 IR spectrum of the 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphatidylserine
由图1可知，1,2-二硬脂酰基-sn-甘油-3-磷脂酰丝氨酸在3424 cm-1为羟基O—H的伸缩振动峰；2918 cm-1、2850 cm-1为—CH2—的C—H键伸缩振动峰；1739 cm-1和1639 cm-1处分别为酯化羧基官能团（-COOCH3）的—C=O 特征振动吸收峰和自由羧基（-COOH）中的—C=O反对称振动吸收峰，1236 cm-1、1098 cm-1的强吸收峰为酯基—C-O-C的两个伸缩振动峰，722 cm-1的强吸收峰为硬脂酸链的-(CH2)n-的碳氢振动峰。
2.1.2 1,2-二硬脂酰基-sn-甘油-3-磷脂酰丝氨酸的核磁共振氢谱图
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图 2 1,2-二硬脂酰基-sn-甘油-3-磷脂酰丝氨酸的核磁共振氢谱图
Figure 2 1HNMR spectrum of the 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphatidylserine
通过1HNMR对1,2-二硬脂酰基-sn-甘油-3-磷脂酰丝氨酸的结构进行表征（如图2所示），由图2可知，各基团上质子的化学位移δ归属为：4.97 (1H，5)，4.15~4.13 (2H，6)，3.99 (1H，3)，3.90 (2H，2)，3.71 (2H，4)，3.58 (1H，3)，3.05 (1H，1)，1.37~1.29 (4H，7和10)，0.99 (60H，8和11)，0.61 (6H，9和12)，此产物的结构与预期相符。
2.2 反应机理研究和工艺优化探讨

为保证研究的严谨性和可行性，分别对合成1,2-二硬脂酰基-sn-甘油-3-磷脂酰丝氨酸的关键反应步骤进行反应机理的研究和优化工艺条件的探讨。

2.2.1 化合物Ⅳ的合成研究
H-膦酸酯法常用于合成磷脂，与甘油构建磷酸甘油骨架。H-膦酸酯衍生物在溶液中作为两种互变异构形式（即四配位膦酸酯①和三配位亚磷酸酯②）的平衡混合物存在，并且这种互变异构平衡几乎完全转向四配位膦酸酯，如图3所示。另外，亚磷酸二苯酯中的苯环基团具有吸电子效应，有助于三配位亚磷酸酯中孤对电子的稳定，使H-膦酸酯更具反应性，当H-膦酸酯受到亲核试剂（如醇、水或胺类）攻击时，OR＇取代基与亲核试剂（如醇、水或胺类）发生交换反应，从而实现高效缩合[23-24]。
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



图 3 H-膦酸酯存在的两种互变异构形式

Figure 3 Two structures of H-phosphonates

DAL-MASO等[25]以二苯基-H-膦酸酯为起始原料，在25 ℃下方便且高效率地制备了杂二烷基-H-膦酸酯，合成的单烷基化的H-膦酸酯收率在82%~90%。NICHOLAS等[26]提供了H-膦酸酯在反应竞争过程中反应速率的定量机制信息，并确定在室温和碱性条件下，H-膦酸酯可在较短时间（5 min~30 min）内迅速反应，高效地合成一系列偶联化合物。JACEK等[27]报道了三氯化磷、2-氯-1,3,2-苯并二氧磷杂环己烷-4-酮、H-焦膦酸盐和亚磷酸二苯酯等4种磷化试剂，确定选择价格更便宜和化学性质更稳定，后处理更简单的亚磷酸二苯酯，其在温和反应条件下（室温，吡啶/乙腈）合成的粗H-膦酸单酯纯度可达90~95%。总结文献规律，在室温条件和短时间内经亚磷酸二苯酯合成的膦酸酯产率和纯度较高。因此，本文选择以亚磷酸二苯酯为磷化试剂合成化合物Ⅳ，且无需进一步探讨合成化合物Ⅳ的工艺优化。

2.2.2 化合物Ⅴ的合成研究

在合成化合物Ⅴ过程中，通常利用三氟乙酸来脱除异亚丙基保护基。含有三氟甲基的三氟乙酸显强酸性，室温下与空气接触会产生白烟，且室温下合成化合物Ⅴ的产率达97.7%，因此，无需进行条件优化。

2.2.3 化合物Ⅵ的合成研究
根据文献[28]推测反应机理如图4所示，偶联剂EDCI在从羧酸得到一个质子，羧酸负离子进攻质子化的EDCI，生成活性中间体O-酰基异脲，引入酯基活化羧基。同时经亲核性强的4-DMAP活化，中间体O-酰基异脲再与醇反应生成目标产物羧酸酯和在分子内进行重排形成N-酰基脲副产物。
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图 4 EDCI/DMAP反应机理示意图
Figure 4 EDCI/DMAP-mediated ester coupling
在合成化合物Ⅵ的过程中，不仅会产生目标产物（二酯化合物），还会出现较多的副产物（单酯和三酯化合物）。因此，需对化合物Ⅵ的合成进行条件优化，提高二酯化合物的合成效率，从而更大程度上提升了目标产物的产量。研究表明[29]，利用EDCI脱水促进的酯化反应都是在常温和氮气环境下完成的，在各种溶剂中均能获得良好的收率，尤其在二氯甲烷中反应更快。因而，需综合考虑其他反应条件：（1）反应底物的物质的量比。理论上，1 mol二醇与2 mol硬脂酸缩合形成1 mol双酯化合物，由于化学反应的可逆性，为降低生产过程的经济成本，需探讨生成目标产物的最佳反应底物物质的量比；（2）反应时间。在一定时间内，延长反应时间有利于二酯化合物的生成，这与SHAO等[30]的研究结果一致，因此，探究其生成二酯的最佳时间十分必要。

2.2.4 化合物Ⅶ的合成研究
目前，催化氢解还原脱除苄基是使用最多的脱苄方法，即在Pd/C催化下，N-苄基和O-苄基发生断裂而脱苄。在此步骤中，会涉及到贵金属的利用效率问题，从合成成本和经济方面考虑，制备化合物VII的工艺优化十分必要。

综上所述，优化1,2-二硬脂酰基-sn-甘油-3-磷脂酰丝氨酸的合成工艺，分别以反应底物物质的量比和反应时间为单因素考察其对合成化合物Ⅵ产率的影响，并在最优条件下制备Ⅵ，分别以Pd/C用量、反应时间和反应温度为单因素考察其对产物Ⅶ产率的影响。
2.3 合成化合物Ⅵ的条件优化
2.3.1 反应底物物质的量比的影响
在二氯甲烷为溶剂、反应温度为25 ℃，反应时间为6 h的条件下，考察了反应底物物质的量比对化合物Ⅵ产率的影响，结果见表1
表 1反应底物物质的量比对Ⅵ产率的影响

Table 1 Effect of molar ratio of raw materials on the yield of compound Ⅵ

	
	n（化合物Ⅴ）: n（硬脂酸）

	
	1：2.0
	1：2.5
	1：3.0
	1：3.5
	1：4.0

	产率/%
	35.8
	53.2
	84.7
	78.2
	73.2


如表1所示，随着硬脂酸与化合物Ⅴ的物质的量之比从2：1增至3：1，化合物Ⅵ的产率由35.8%升至84.7%，这是因为反应底物物质的量比增加，促进酯化反应的正向移动；但继续增加硬脂酸用量，化合物Ⅵ产率明显降低，这可能是由于化合物V与硬脂酸的反应是可逆的，酯化反应受化学平衡限制，体系中存在过量硬脂酸促使发生逆反应，导致Ⅵ产率降低；此外，硬脂酸用量过多也会增加生产成本。考虑经济因素，选择n(化合物V)：n（硬脂酸）=1：3为最佳条件。

2.3.2 反应时间的影响
在二氯甲烷为溶剂、温度为25 ℃，n（化合物Ⅴ）：n（硬脂酸）=1：3的条件下，考察了反应时间对化合物Ⅵ产率的影响，结果见表2。

表 2反应时间对化合物Ⅵ产率的影响
Table 2 Effect of reaction time on the yield of compound Ⅵ

	
	反应时间/h

	
	2
	4
	5
	6
	8
	10

	产率/%
	34.3
	56.7
	75.2
	84.6
	80.2
	72.1


如表2所示，当反应时间低于6 h时，随反应时间的延长产率不断增大，且增幅较明显。当反应时间为6 h时，产率达到最大，为84.6%。继续延长反应时间至6 h后，产率有所降低。这可能是因为，过长的反应时间导致双硬脂酰磷酸酯转变为单硬脂酰磷酸酯和三硬脂酰磷酸酯。因此，选择反应最佳时间为6 h。

2.4 合成化合物Ⅶ的条件优化
2.4.1 Pd/C用量的影响

Pd/C催化剂因其活性高、副产物少和易回收等优点，常用于催化加氢脱苄基/苄氧羰基保护基的反应。在甲醇与乙酸混合溶剂〔V(MeOH)：V(AcOH)=4：1〕中，反应温度为30 ℃，反应时间为12 h的条件下，考察了Pd/C用量（以化合物Ⅵ质量为基准，下同）对化合物Ⅶ产率的影响，结果见表3。
表 3 Pd/C用量对化合物Ⅶ产率的影响

Table 3 Effect of Pd/C catalyst dosage on the yield of compound Ⅶ
	
	Pd/C用量/%

	
	5
	10
	15
	20
	25

	产率/%
	60.3
	88.2
	89.9
	90.1
	89.7


由表3可知，当Pd/C用量低于15%时，随着Pd/C用量的增加化合物Ⅶ产率逐渐升高。当Pd/C用量为20%时，Ⅶ的产率最高，为90.1%。Pd/C用量分别为10%和15%时，Ⅶ的产率为88.2%和89.9%，比高产率降低1.9%和0.2%。考虑到Pd/C价格较为昂贵，因此，选择Pd/C用量为10%较合理。

2.4.2 反应时间的影响

在甲醇与乙酸混合溶剂〔V(MeOH)：V(AcOH)=4：1〕中，Pd/C用量为10%，反应温度为30 ℃，Pd/C用为10%的条件下，考察了反应时间对化合物Ⅶ产率的影响，结果见表4。
表 4反应时间对化合物Ⅶ产率的影响

Table 4 Effect of reaction time on the yield of compound Ⅶ
	
	反应时间/h

	
	8
	10
	11
	12
	14
	16

	产率/%
	73.2
	80.6
	85.7
	90.1
	85.1
	82.4


由表4可见，当反应时间低于12 h时，随着时间的增加化合物Ⅶ的产率提高。但继续增加反应时间，产率反而下降。当反应时间为12 h时产率最高，为90.1%。通过TLC监测反应过程，反应12 h后，反应混合物中出现其他杂质；反应16 h时，薄层层析硅胶板上产生了硬脂酸的点，即随着反应时间的延长，可能发生副反应。因此，选择12 h为合适的反应时间。
2.4.3 反应温度的影响

用Pd/C催化的脱苄反应在温和条件下即可实现，且为吸热反应，通常升高反应温度能促进反应的进行。在甲醇与乙酸混合溶剂〔V(MeOH)：V(AcOH)=4：1〕中，Pd/C用量为10%，反应时间为12 h的条件下，考察了反应温度对化合物Ⅶ产率的影响，结果见表5。
表 5反应温度对化合物Ⅶ产率的影响

Table 5 Effect of reaction temperature on the yield of compound Ⅶ

	
	反应温度/℃

	
	25
	30
	35
	40
	45

	产率/%
	85.3
	89.2
	88.4
	84.1
	79.2


由表5可知，当反应温度为30 ℃时，产物Ⅶ的产率最高，为89.2%。氢化反应的速率会随着温度的升高而加快，但温度过高，会影响反应原料中脂肪酸链的稳定性，且温度的升高会降低贵金属催化剂的活性，使产率降低。因此，选择30 ℃为最佳反应温度。
2.5 验证实验和放大实验
为进一步保证该合成路线的准确性和可行性，在以上优化的合成条件下进行3组平行实验验证，并将原料用量放大10倍，进行放大实验验证，得到化合物Ⅱ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ和Ⅶ的产率如表6所示。
表 6 验证实验和放大实验的产率

Table 6 Yield of validation test and amplification test

	化合物
	反应条件
	产率/%

	
	
	验证实验
	放大实验

	化合物Ⅱ
	n(化合物Ⅰ)：n(亚磷酸二苯酯)：n(三乙胺)：n(蒸馏水)=3.6：11：36.5：27，θ=25 ℃，t=2 h
	80.5 (SD=0.09)
	82.2 (SD=0.07)

	化合物Ⅳ
	n(化合物Ⅱ)：n (化合物Ⅲ)：n(新戊酰氯)：n(碘溶液)=5.8：8.6：23：11.4，θ=25 ℃，t=30 min
	95.8 (SD=0.16)
	93.7 (SD=0.03)

	化合物Ⅴ
	化合物Ⅳ 4.4 mmol，三氟乙酸10 mL，θ=25 ℃，t=10 min
	97.7 (SD=0.02)
	97.8 (SD=0.02)

	化合物Ⅵ
	n(化合物Ⅴ)：n(硬脂酸)：n(4-DMAP)：n(EDCI)=2：6：0.6：5.4，二氯甲烷20 mL，θ=25 ℃，t=6 h
	85.8 (SD=0.23)
	85.6 (SD=0.10)

	化合物Ⅶ
	m(化合物Ⅵ)：m(Pd/C)=10：1，V(甲醇)：V(乙酸)=4：1(20 mL)，θ=30 ℃，t=12 h
	88.3 (SD=0.13)
	89.7 (SD=0.18)


注：SD为标准偏差。

由表6可知，优化工艺条件下得到的化合物Ⅱ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ和Ⅶ的产率与前期实验得到的产率基本一致。放大原料10倍量后，各化合物的产率在82.2%~97.8%，与验证实验结果基本一致，表明该工艺科学、可行。该法操作更简便，合成的中间产物更稳定，为磷脂酰丝氨酸的产业化应用奠定了基础。

3 结论

（1）设计一条合成1,2-二硬脂酰基-sn-甘油-3-磷脂酰丝氨酸（Ⅶ）新路线，本文以化合物Ⅰ和化合物Ⅲ为初始原料，经碱促歧化、氧化、酸解、酯化、氢化还原步骤合成得到最终产物。其中生成两个新的化合物（化合物Ⅳ和化合物Ⅴ），对反应机理和反应条件优化的选择分析，确定对化合物Ⅵ和目标产物Ⅶ进行反应条件优化，最终获得最优工艺条件：1）化合物Ⅵ的制备：考察原料物质的量比和反应时间对双酯化反应的影响，当投料比为n(化合物Ⅴ)：n(硬脂酸)=1：3，反应温度25 °C，收率最高达到84.7%，且工艺及收率稳定；2）氢化还原：m(化合物Ⅵ)：m(Pd/C)=1.2：0.12，以V（甲醇）：V（乙酸）=4：1为溶剂，在30 ℃环境下反应12 h，可获得最高产率为89.2%的终产物。
（2）本工艺合成的1,2-二硬脂酰基-sn-甘油-3-磷脂酰丝氨酸，工艺稳定，操作简便，总收率达57.0%，具有一定的工业潜力。
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R＇表示连接的官能团；λ和б分别表示磷原子的配位数和价电子。                 








� 1,2-二硬脂酰基-sn-甘油-3-磷脂酰丝氨酸是属于难溶性磷脂，在氘带氯仿：氘代甲醇：氘代水=2：1：0.12刚好完全溶解。
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