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N6-苯甲酰基-2′-叔丁基二甲基硅氧基腺苷-3′-H-膦酸的合成工艺研究 

魏会强 1，奉  源 2，董正川 2，崔  鹤 2，李祎亮 1*，刘  强 1* 
1. 中国医学科学院 北京协和医学院 放射医学研究所，天津  300192 
2. 天津中医药大学，天津  300193 

摘  要：目的  研究 N6-苯甲酰基-2′-叔丁基二甲基硅氧基腺苷-3′-H-膦酸的合成工艺。方法  以腺苷为起始原料，先对腺苷

的嘌呤氨基进行苯甲酰基保护，再分别向腺苷的 5′位和 2′位引入二甲氧基三苯甲基（DMT）和叔丁基二甲基硅基（TBDMS）
保护基，制备得到关键中间体 N6-苯甲酰基-5′-二甲氧基三苯甲氧基-2′-叔丁基二甲基硅氧基腺苷（3）。中间体 3 与磷试剂 2-
氯-4H-1,3,2-苯并二氧磷杂环己烷-4-酮反应引入膦酸基团，最后使用二氯乙酸脱除 DMT 保护基得到目标产物。结果  经过 5
步反应得到了目标化合物 N6-苯甲酰基-2′-叔丁基二甲基硅氧基腺苷-3′-H-膦酸，并利用 1H-NMR、31P-NMR、质谱等方法确

证了其结构。本合成工艺的总收率为 35.7%，目标化合物的质量分数为 98.5%。结论  该合成工艺与原有方法相比步骤短，

操作简单，具有良好的应用前景。 
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Synthetic technology of N6-benzoyl-2′-O-tert-butyldimethylsilyl-adenosine-3′-yl- 
H-phosphonate 
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Abstract: Objective  To study the synthetic technology of N6-benzoyl-2′-O-tert-butyldimethylsilyl-adenosine-3′-yl-H-phosphonate. 
Methods  Adenosine was used as the starting material. The N6 amino group of adenosine was protected by benzoyl, following with the 
introducing protecting groups of dimethoxytrityl (DMT) and tert-butyldimethylsilyl (TBDMS) to the 5′ and 2′ positions of adenosine 
respectively, obtaining the key intermediate of N6-benzoyl-5′-O-dimethoxytrityl-2′-O-tert-butyldimethylsilyl-adenosine (3). The 
reagent of 2-chloro-4H-1,3,2-benzodioxaphosphorin-4-one was used to introduce phosphonate group to the 3′ position of intermediate 
3. DMT group was deprotected by dichloroacetic acid and the target compound was obtained. Results  The target compound of 
N6-benzoyl-2′-O-tert-butyldimethylsilyl- adenosine-3′-yl-H-phosphonate was achieved and characterized by 1H-NMR, 31P-NMR, and 
MS. The total yield of this synthetic route was 35.7%. And the purity of target compound was 98.5%. Conclusion  The synthetic 
process is superior to former with simple operations and simplified methods, which has a good application prospect. 
Key words: N6-benzoyl-2′-O-tert-butyldimethylsilyl-adenosine-3′-yl-H-phosphonate; adenosine; DMT; TBDMS; synthesis 
 

核苷是构成核酸的重要组成部分，在生命活动

中起着至关重要的作用。核苷类似物在抗肿瘤和抗

病毒领域得到广泛应用，已经有多种核苷类似物作

为抗肿瘤或抗病毒药物被应用于上述疾病的一线治

疗中。近年来反义寡核苷酸疗法（简称反义疗法）

得到了极大进展。反义疗法可治疗人体许多疾病， 
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如阻止损伤或缺陷基因的表达，抑制外源病原体遗

传物质的复制等[1-2]。反义疗法的作用靶点是人体内

的核苷酸序列（如 mRNA），即通过寡核苷酸（即

人工合成的 DNA 或 RNA 单链片段）与特定核苷酸

序列结合抑制某种致病基因表达，阻断该致病基因

蛋白的翻译过程，达到治疗疾病的目的[3-5]。与传统

药物相比，反义药物具有更高的特异性、更优的疗

效和更低的毒性。 
寡核苷酸的制备以化学固相合成为主[6-7]，需要

将多种核苷酸单体合成砌块进行连接，再经过特殊

的处理方法断裂得到相应寡核苷酸链[8-9]。N6-苯甲

酰基-2′-叔丁基二甲基硅氧基腺苷-3′-H-膦酸作为一

种应用较多的寡核苷酸合成砌块，是反义寡核苷酸

药物研究中的关键医药中间体，有非常重要的作用

和研究前景。本研究以腺苷为起始原料，经过对嘌

呤氨基和核糖 5′和 2′位羟基的保护，然后在其 3′位
引入膦酸基团，最后脱除 5′位保护基得到目标化合

物，总收率为 35.7%。合成路线见图 1。 

 

图 1  目标化合物的合成路线 
Fig. 1  Synthetic route of target compounds 

1  仪器与试剂 
Bruker AV 400型核磁共振仪（瑞士Bruker公司）；

Agilent 1200 HPLC-6310 型液相色谱质谱联用仪（美

国安捷伦公司）；Waters-2695 型高效液相色谱仪配备

2998 型二极管阵列检测器（美国 Waters 公司）；X-5
显微熔点测定仪（北京泰克仪器有限公司）。 

腺苷（质量分数≥99.5%，安徽省芜湖市华仁

科技有限公司）；2-氯-4H-1,3,2-苯并二氧磷杂环己

烷-4-酮（质量分数≥97.0%，东京化成工业株式会

社）；GF254 型薄层色谱硅胶板（山东省青岛海洋

化工厂）；其他试剂均为市售分析纯，未经进一步纯

化处理。 
2  方法与结果 
2.1  N6-苯甲酰基腺苷（1）的合成 

称取腺苷（50 g，187.1 mmol）加入到 200 mL

干燥吡啶中，在冰浴下将三甲基氯硅烷（73.5 g，
676.5 mmol）滴加入体系，滴加完毕后移至室温反

应，二氯甲烷–甲醇（7∶1）为展开剂，TLC 监测

反应进行，体系呈白色浑浊。原料消耗完全后，移

至冰浴，滴加入异丁酰氯（32.1 g，228.3 mmol），
体系由白色浑浊逐渐变为淡黄色浑浊。TLC 监测至

反应完全，在冰浴下加入 65 mL 水，搅拌 1 h，减

压蒸干溶剂，得到黄色油状物，冷却至室温后加入

冷水搅拌，有大量白色固体析出，滤过，滤饼用冷

水再洗一遍，干燥后得到 N6-苯甲酰基腺苷（1）的

粗品 66.05 g，粗品用 1.5 倍量的水重结晶，干燥后

得到化合物 1 的白色粉末 58.45 g，收率 84.1%，质量

分数 99.6%，保留时间 8.28 min。mp 150.3～151.1 ℃，

文献值 152 ℃[10]。ESI-MS m/z：372.6 [M＋H]＋。
1H-NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：11.22（s，1H，
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N-H），8.77（s，1H，H-2），8.73（s，1H，H-8），
8.05（d，J＝7.8 Hz，2H，H-Ar），7.65（m，1H，

H-Ar），7.56（m，2H，H-Ar），6.05（d，J＝4.7 Hz，
1H，H-1′），5.58（d，J＝5.4 Hz，1H，OH-2′），5.26
（d，J＝2.8 Hz，1H，OH-3′），5.14（s，1H，OH-5′），
4.66（d，J＝4.8 Hz，1H，H-2′），4.20（m，1H，

H-3′），3.99（m，1H，H-4′），3.70（m，1H，H-5a′），
3.59（m，1H，H-5b′）。 
2.2  N6-苯甲酰基-5′-二甲氧基三苯甲氧基腺苷（2）
的合成 

称取化合物 1（36 g，96.9 mmol）加入到 200 mL
干燥吡啶中，135 ℃常压蒸馏 3 次，将残余物溶于

125 mL 吡啶中，冷却至室温，将二甲氧基三苯甲氧

基氯（49.24 g，145.35 mmol）溶于 50 mL 吡啶中，

滴加入体系，二氯甲烷–甲醇（8∶1）为展开剂，

TLC 监测反应进行。反应完成后将反应液倒入 250 
mL 饱和碳酸氢钠溶液中，搅拌 15 min，水溶液用

醋酸乙酯（250 mL×2）萃取，合并有机层，无水

硫酸钠干燥，减压蒸干溶剂得到黄色油状物，石油

醚–醋酸乙酯（2∶1→1∶2）梯度洗脱，硅胶柱色

谱分离得到化合物 2 的白色粉末 56.47 g，收率

86.5%。质量分数 99.8%，保留时间 8.89 min。mp 
112.4～113.6 ℃，文献值 113～115 ℃[11]。ESI-MS 
m/z：674.7 [M＋H]＋。1H-NMR（400 MHz，DMSO-d6）

δ：11.25（s，1H，N-H），8.69（s，1H，H-2），8.60
（s，1H，H-8），7.65-7.35（m，5H，H-Ar），7.30
（m，13H，H-Ar），6.07（d，J＝4.7 Hz，1H，H-1），
5.66（s，1H，OH-2），5.30（s，1H，OH-3），4.79
（m，1H，H-2），4.34（m，1H，H-3），4.14（m，

1H，H-4），3.73（s，6H，OCH3），3.27～3.22（m，

2H，H-5a，H-5b′），上述数据与文献报道一致[12]。 
2.3  N6-苯甲酰基-5′-二甲氧基三苯甲氧基-2′-叔丁

基二甲基硅氧基腺苷（3）的合成 
称取化合物 2（15 g，22.3 mmol）加入到 150 mL

干燥四氢呋喃中，加入 5 mL 干燥吡啶和硝酸银

（5.68 g，33.5 mmol），反应瓶包裹上锡箔纸避光，

室温下搅拌，加入叔丁基二甲基硅基氯（5.83 g，37.9 
mmol），氯仿–丙酮（12∶1）为展开剂，TLC 监测

反应进行。原料消耗完毕后，滤过，不溶物用二氯

甲烷洗一遍，收集滤液。减压蒸干滤液，将残余物

用 200 mL 二氯甲烷溶解，依次用 150 mL 饱和碳酸

氢钠溶液和 150 mL 水洗，有机层用无水硫酸钠干

燥，减压蒸干溶剂后得到黄色油状物，石油醚–醋

酸乙酯（15∶1→2∶3）梯度洗脱，硅胶柱色谱分离

得到化合物 3 的白色固体粉末 8.81 g。此外分别得

到 3′-O-TBDMS 和 2′,3′-di-O-TBDMS 副产物 5.88 g
和 1.3 g，合并副产物，在 5%四丁基氟化铵的四氢

呋喃溶液中室温反应 20 min，脱除硅保护基，二氯

甲烷–甲醇（100∶0→95∶5）梯度洗脱，硅胶柱色

谱分离回收得到化合物 2 的白色粉末 4.75 g。将回

收的化合物 2 按照上述操作继续反应，得到化合物

3 的白色粉末 3.05 g，共计得到 11.86 g，收率 67.5%。

质量分数 99.5%，保留时间 62.14 min。mp 86.3～88.1 
℃。ESI-MS m/z：788.9 [M＋H]＋。1H-NMR（400 MHz，
DMSO-d6）δ：11.21（s，1H，N-H），8.64（s，1H，

H-2），8.58（s，1H，H-8），8.01（d，J＝7.8 Hz，
2H，H-Ar），7.62（m，1H，H-Ar），7.54～7.50（m，

2H，H-Ar），7.37（d，J＝7.8 Hz，2H，H-Ar），7.23
（d，J＝8.8 Hz，6H，H-Ar），6.83（dd，J＝8.8、2.0 

Hz，4H，H-Ar），6.06（d，J＝4.8 Hz，1H，H-1），
5.21（d，J＝6.0 Hz，1H，OH-3），4.88（t，J＝5.0 
Hz，1H，H-3），4.27（dd，J＝10.5、5.0 Hz，1H），

4.12（d，J＝4.5 Hz，1H，H-4），3.70（s，6H，OCH3），

3.27（m，2H，H-5a，H-5b），0.76（s，9H，t-BuSi），
−0.03（s，3H，MeSi），−0.12（s，3H，MeSi），上

述数据与文献报道一致[13]。 
2.4  N6-苯甲酰基-5′-二甲氧基三苯甲氧基-2′-叔丁

基二甲基硅氧基腺苷-3′-H-膦酸（4）的合成 
称取化合物 3（5 g，6.34 mmol）加入到 25 mL

干燥 1,4-二氧六环中，加入 8 mL 干燥吡啶，室温下

搅拌。将（1.86 g，8.88 mmol）2-氯-4H-1,3,2-苯并

二氧磷杂环己烷-4-酮溶于 15 mL 干燥 1,4-二氧六环

中，滴加入体系，有白雾生成，体系逐渐变浑浊。

滴加完后继续反应 0.5 h，向体系中加入 5 mL 水淬

灭反应，体系变澄清。将反应液滴加入 100 mL 饱

和碳酸氢钠水溶液中，加入少量碳酸钠溶液调 pH
值至 8～9，有黏稠物析出，加入 120 mL 醋酸乙酯

萃取，有机层依次用饱和碳酸氢钠溶液（100 mL×
2）和饱和食盐水（100 mL）洗，无水硫酸钠干燥，

减压蒸干溶剂得浅棕色固体，用少量二氯甲烷溶解

后滴加入 30 mL 醋酸乙酯中，析出不溶物，滤过，

得到化合物 4 的浅黄色固体 3.85 g。滤液静置过夜

后析出化合物 4 的不溶物，滤过，得 0.62 g，共计

4.47 g，收率 82.6%。质量分数 96.0%，保留时间 54.72 
min。ESI-MS m/z：850.6 [M－H]−；31P-NMR（162 
MHz，DMSO-d6）δ：0.30。1H-NMR（400 MHz，
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DMSO-d6）δ：11.26（s，1H，N-H），8.62（s，1H，

H-2），8.54（s，1H，H-8），8.06（d，J＝6.9 Hz，
2H，H-Ar），7.65（m，1H，H-Ar），7.56（m，2H，

H-Ar），7.40（d，J＝4.0 Hz，2H，H-Ar），7.24（m，

7H，H-Ar），6.84（d，J＝5.9 Hz，4H，H-Ar），6.77
（d，J＝596 Hz，1H，P-H），6.14（s，1H，H-1），
5.11（m，1H，H-3），4.69（m，1H，H-2），4.42
（m，1H，H-4），3.71（s，6H，OCH3），3.45（m，

1H，H-5a），3.26（m，1H，H-5b），0.70（s，9H，

t-BuSi），−0.01（s，3H，MeSi），−0.21（s，3H，

MeSi）。 
2.5  N6-苯甲酰基-2′-叔丁基二甲基硅氧基腺苷- 
3′-H-膦酸的合成 

称取化合物 4（2 g，2.35 mmol）溶于 30 mL
二氯甲烷中，加入 0.5 mL 水，室温下搅拌。称取

6%二氯乙酸的二氯甲烷溶液（20.20 g，9.40 mmol），
滴加入体系，体系变为橘红色。滴完 15 min 后，加

入 1.6 mL 吡啶淬灭反应，体系变为浅黄色。减压蒸

干溶剂，溶于少量二氯甲烷中，滴加入 50 mL 甲基

叔丁基醚中，析出大量白色不溶物，滤过，得到目

标化合物的白色粉末 1.14 g，收率 88.0%。质量分

数 98.5%，保留时间 37.51 min。ESI-MS m/z：548.5  
[M－H]−；31P-NMR（162 MHz，DMSO-d6）δ：0.15；
1H-NMR（400 MHz，DMSO-d6）δ：11.27（s，1H，

N-H），8.82（s，1H，H-2），8.78（s，1H，H-8），
8.06（d，J＝8.0 Hz，2H，H-Ar），7.66（m，1H，

H-Ar），7.55（m，2H，H-Ar），6.11（s，1H，H-1），
5.33（brs，1H，OH-5），5.10（d，J＝712 Hz，1H，

P-H），4.84（m，2H，H-2、3），4.33（m，1H，H-4），
3.87（m，1H，H-5a），3.74（m，1H，H-5b），0.73
（s，9H，t-BuSi），−0.03（s，3H，MeSi），−0.18（s，
3H，MeSi）。 

此合成工艺的总收率为 35.7%。 
3  讨论 
3.1  中间体 3 的合成 

中间体 3 的合成已经有多篇文献进行报道。文

献报道采用二叔丁基二氯硅烷（DBS）选择性保护

中间体 1 的 5′和 3′位羟基，再使用叔丁基二甲基氯

硅烷（TBDMS）保护 2′位羟基，DBS 保护基可被

HF-吡啶溶液在温和条件下脱除而不影响 TBDMS
保护基，最后在 5′位引入对苯二甲酸二甲酯（DMT）
保护基得到中间体 3[14]。该方法能够专一性地得到

2′位保护的中间体 3，避免了异构体的生成；但是具

有反应步骤较多、分离纯化复杂等缺点，另外二叔

丁基二氯硅烷的价格昂贵，也限制了该法在大规模

反应中应用的前景。文献报道采用了一种新型手型

唑烷基咪唑不对称催化剂选择性地对核苷的 2'位
羟基进行硅烷基化，能够以 82%的高产率得到中间

体 3[13]，但是该催化剂的使用量较多（物质的量约

20%）且合成难度较大，限制了其大规模使用。 
本课题组选择传统的合成方法，采用价格低廉

的叔丁基二甲基氯硅烷作为硅烷基化试剂，加入硝

酸银作为催化剂来制备中间体 3。在该反应中，中

间体 3 是主产物，同时得到 3′-O-TBDMS 和 2′,3′-di- 
O-TBDMS 两种副产物，通过硅胶柱色谱分离的方

法将产物分离纯化。两种副产物经过四丁基氟化铵

的脱硅保护作用，回收得到原料 2，可再次用于中

间体 3 的合成中，回收后化合物 3 的累积收率可以

接近 70%。本方法操作简单易行，原料价格低廉，

经过对副产物的回收处理后，中间体 3 的收率比较

理想，具有良好的应用前景。 
3.2  在核苷中引入 3′-H-膦酸基的方法 

膦酸基是寡核苷酸合成砌块的重要官能团，能

够与其他砌块连接形成长链或者环状寡核苷酸。目

前在核苷中引入 3′-H-膦酸基的方法主要是亚磷酰

胺衍生物的水解和消除[15-17]。亚磷酰胺单体是合成

寡核苷酸的原料，一般由 2-氰基乙基-N,N-二异丙基

氯代亚磷酰胺（CED-Cl）与相应核苷在有机碱催化

下生成，或由 2-氰基乙基-N,N,N′,N′-二异丙基亚磷

酰二胺与相应核苷在四氮唑催化下生成[18-19]。这两

个反应对水敏感，需要在无水条件下进行，生成的

核苷酸亚磷酰胺单体需要经过柱色谱分离纯化，而

且在常温下易分解变质，一般需在−20 ℃下保存，

加上两种磷试剂价格昂贵且不易储存，使得这种先

制备核苷酸亚磷酰胺单体再水解得到膦酸基衍生物

的方法不适合放大反应。 
2-氯-4H-1,3,2-苯并二氧磷杂环己烷-4-酮在一

些文献中被报道用于核苷衍生物的膦酸化反应，膦

酸化直接发生在核苷游离羟基上，且反应条件温和，

不影响分子内其他保护基[20-21]。基于上述分析，本

课题组采用 2-氯-4H-1,3,2-苯并二氧磷杂环己烷-4-
酮作为膦酸化试剂，避免了制备核苷酸亚磷酰胺单

体再水解的步骤，操作简单，产品不需柱色谱分离

纯化。此外，2-氯-4H-1,3,2-苯并二氧磷杂环己烷-4-
酮的价格相比上述两种亚磷酰胺试剂更为低廉，经

济性更高。 
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综上所述，本合成方法与文献报道方法相比步

骤短，操作简单易行，具有良好的应用前景。 
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