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氟代苯硼酸与单糖间结合规律探究
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摘摇 要摇 取代硼酸与顺式二羟基化合物间的相互作用是设计亲和配基、功能材料和传感元件以分离、富集和

识别顺式二羟基化合物的重要基础。 氟代苯硼酸在较低 pH 条件下具有较高的硼亲和力,但其与单糖间的相

互作用规律目前尚未得到阐明。 本研究以亲和毛细管电泳为相互作用表征手段,研究了 9 种不同结构的氟代

苯硼酸与 3 种典型单糖(甘露糖、果糖和葡萄糖)在不同 pH 条件下的结合常数。 同时,利用紫外分光光度法

测量了这 9 种氟代苯硼酸的酸度系数。 经过结构鄄性能关联,对氟代苯硼酸与甘露糖、果糖和葡萄糖的结合规

律以及对葡萄糖的选择性进行了探讨。
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1摇 引摇 言

取代硼酸分子对顺式二羟基结构具有特异性识别作用,被广泛应用于糖、糖蛋白、修饰核苷、RNA
等生物分子传感[1 ~ 4] 和分离富集[5 ~ 8] 研究中,近年来在亲和分离[9 ~ 14]、蛋白质组学[15 ~ 19]、代谢组

学[20 ~ 23]、疾病诊断[24 ~ 27]以及固相标记[28] 方面得到了越来越多的重要应用。 生物样品多为酸性到偏碱

性,而且其中含有的顺式二羟基生物分子的丰度低,因硼酸配基的适用 pH 范围宽、亲和力高, 在生物学研

究中应用广泛。 研究取代硼酸与单糖分子间相互作用规律,对于选择合适配基具有重要指导意义。
由于氟原子的特殊结构和电子效应,氟取代被广泛用于药物设计、功能材料等领域中的分子改性,起

到增强分子代谢稳定性、改变官能团理化性质和稳定分子构象等作用[29,30]。 Yan 等[31]考察了卤素取代对

硼亲和力的影响,结果表明,氟取代的苯硼酸的亲和力比氯取代和溴取代的高得多。 本研究组在前期工作

中发现,氟取代能增强苯硼酸在低 pH 条件下的亲和力[32]。 然而,氟取代的位置和数目对苯硼酸的亲和力

影响,目前未见文献报道。 因此,深入研究氟取代苯硼酸的性质及其与顺式二羟基分子间的相互作用规律

具有重要意义。
亲和毛细管电泳(Affinity capillary electrophoresis,ACE)是一种基于被分析物结合前后电泳淌度的变

化,表征分子间相互作用的毛细管电泳方法,具有准确度高、重现性好、快速、高通量及操作简便等优点[33]。
ACE 已被证明是表征取代硼酸与含顺式二羟基生物分子间相互作用的可靠手段[32]。 本研究选择 3 种典

型单糖(甘露糖、果糖和葡萄糖)及 9 种氟代苯硼酸为研究对象,利用 ACE 考察它们间的相互作用,通过结

构鄄性能关系,分析了氟代苯硼酸与单糖间相互作用与分子结构间的关系规律。 硼酸探针分子检测血液中

葡萄糖时,果糖为主要干扰物,本研究考察了氟取代苯硼酸对葡萄糖 /果糖的选择性。

2摇 实验部分

2. 1摇 仪器与试剂

2鄄氟苯硼酸(2鄄FPBA)、3鄄氟苯硼酸(3鄄FPBA)、4鄄氟苯硼酸(4鄄FPBA)、2,3鄄二氟苯硼酸(2,3鄄DFPBA)、
2,4鄄二氟苯硼酸(2,4鄄DFPBA)、2,5鄄二氟苯硼酸(2,5鄄DFPBA)、2,6鄄二氟苯硼酸(2,6鄄DFPBA)、3,5鄄二氟苯

硼酸(3,5鄄DFPBA)、2鄄(三氟甲基)苯硼酸(2鄄TFMPBA),均购自百灵威公司,纯度大于 97%; 苯硼酸和二甲

亚砜(DMSO,分析纯,上海国药集团); D鄄甘露糖(纯度为 99%,Alfa Aesar 公司); D鄄果糖(上海惠兴试剂公
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司)。 以上试剂均未经处理直接使用。 实验用水为 Milli Q 超纯水(Millipore 公司),所有溶液使用前用

0. 45 滋m 滤膜过滤。
ACE 实验在 P / ACE MDQ 系统(美国 Beckman Coulter 公司)上进行。 实验用毛细管(河北永年锐沣色

谱器件有限公司)规格为 60 cm伊50 滋m i. d. (50 cm 至检测器)。 若无特殊说明,ACE 实验是在 25益下进

行,分离电压为 24 kV,二极管阵列检测器检测。 每次电泳实验前,依次使用 0. 1 mol / L NaOH 溶液在

137. 9 kPa条件下冲洗 2 min,运行缓冲溶液冲洗 2 min。 进样采用 3. 447 kPa,5 s。 Nanodrop鄄2000C 微量紫

外可见分光光度计(美国 Thermo 公司)。
2. 2摇 实验方法

2. 2. 1摇 亲和毛细管电泳原理摇 硼酸配基(T)与单糖分子(L)通常以 1颐 1 的化学计量比反应,反应式和结合

常数(Ka)如式(1)所示:

T + L
K
寅a TL, 摇 摇 摇 摇 Ka = [TL]

[T][L] (1)

摇 摇 当单糖分子大大过量时,单糖分子与氟代苯硼酸分子结合的比例([TL] / [T0])可以用未结合单糖浓

度([Lf])和结合常数(Ka)表示:
[TL]
[T0]

=
[Lf]

1 / Ka + [Lf]
(2)

摇 摇 实验中,运行缓冲溶液为添加了不同浓度单糖的缓冲盐溶液,样品为氟代苯硼酸溶液,电泳运行过程

中,形成结合 /解离动态平衡。 该动态平衡的形成使氟代苯硼酸的电泳淌度发生变化。 不同的单糖浓度

下,氟代苯硼酸分子的测量电泳淌度(滋i)可视为未结合单糖的氟代苯硼酸分子淌度(滋f)与氟代苯硼酸鄄单
糖结合产物淌度(滋b)的表观表现,如式(3):

淄滋i =
[TL]
[T0]

滋b +
[Tf]
[T0]

滋f, 摇 摇 (滋 = 浊 / 浊0) (3)

其中,淄 为粘度校正因子,浊 和 浊0 分别为缓冲盐溶液与添加了一定浓度单糖的缓冲溶液的粘度。 样品中添

加 DMSO 作为电渗流指示剂,以获得目标分子的准确电泳淌度。 联立式(2)和式(3),可得到测量电泳淌

度(滋i)与单糖添加浓度([Lf])和结合常数(Ka)之间的关系:

(淄滋i - 滋f) = (滋b - 滋f)
[Lf]

1 / Ka + [Lf]
(4)

摇 摇 当单糖分子对于硼酸分子大大过量时,式(4)中的[Lf]可使用单糖浓度代替。 (淄滋i-滋f)是实测的氟代

硼酸分子的淌度变化值,而(滋b-滋f)是硼酸分子与单糖完全结合后与未结合硼酸分子间的淌度差值,对于

给定硼酸鄄糖体系为常数。 通过改变运行缓冲溶液中的单糖浓度,可以获得一系列硼酸分子淌度变化值与

单糖浓度间关系的数据,根据式(4),用双曲线方程进行数据拟合,获得结合常数 Ka 的值。
2. 2. 2摇 亲和毛细管电泳实验方法摇 电泳运行缓冲溶液为添加不同浓度单糖分子的 50 mmol / L 磷酸盐缓

冲溶液(PBS,pH 6. 0, 7. 0 或 8. 0),样品使用含有 0. 1% DMSO 的单个或多个硼酸的溶液,浓度为 10-5 ~
10-4 mol / L。 对于糖含量大于 50 mmol / L 的运行缓冲溶液,均对测得的淌度数据进行粘度校正,以排除粘

度变化对淌度的影响[34,35]。
2. 2. 3摇 数据分析摇 表观淌度数据由与电泳仪配套的 32Karat 软件计算得到。 非线性数据分析使用 Origin鄄
Pro8 软件(OriginLab Corporation, USA)。 结合常数数据均由 3 次实验的平均值回归得到。
2. 2. 4摇 酸度系数(pKa)的测量

取代硼酸的 pKa 值利用紫外吸光光度法测量。 配制一系列不同 pH 值的取代硼酸溶液(取代硼酸浓

度:3,5鄄DFPBA 为 5 mmol / L,其余 10 mmol / L,不同 pH 值溶液硼酸浓度保持一致; 缓冲溶液: 50 mmol / L
NaH2PO4鄄Na2HPO4 溶液),测量 270 nm 处的紫外吸光度,对 pH 值作图,得到 pKa 值。
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3摇 结果与讨论

3. 1摇 硼酸酸度的测量

通常认为取代硼酸与糖结合的最佳 pH 值略高于取代硼酸 pKa 值,因此 pKa 值可作为选择结合 pH 值

的参考依据[36]。 通过测量不同 pH 值下氟代苯硼酸 270 nm 处的紫外吸光度,得到了不同含氟取代苯硼酸

的 pKa 值(表 1)。 其中,苯硼酸、4鄄氟苯硼酸、2,4鄄二氟苯硼酸和 2,5鄄二氟苯硼酸的结果与文献[32]一致。
苯环单氟取代可使硼酸 pKa 值降低 0. 1 ~1. 2 个 pH 单位,二氟取代可使硼酸 pKa 值降低 1. 3 ~ 1. 9 个 pH
单位。 邻位三氟甲基取代苯硼酸与文献报道的酸性较强的邻位氨基甲基取代苯硼酸[37] 和邻位羟基甲基

取代苯硼酸[38]结构类似,但却没有测得预期中的低 pKa 值,pKa 值与苯硼酸相比反而升高了一个单位,可
能是空间位阻效应阻碍硼酸电离,也可能是三氟甲基能够稳定平面三角形的硼酸结构,具体原因有待进一

步实验证实。
表 1摇 氟代苯硼酸的 pKa 值
Table 1摇 pKa values of fluorophenylboronic acids

取代硼酸 Boronic acid 结构 Structure 酸度系数 pKa

苯硼酸 Phenylboronic acid, PBA
!"#$%

&

8. 9

2鄄(三氟甲基)苯硼酸 2鄄(Trifluoromethyl)phenylboronic acid, 2鄄TFMPBA
!"#$%

&

'(

) 9. 9

2鄄氟苯硼酸 2鄄Fluorophenylboronic acid, 2鄄FPBA
!"#$%

&

' 7. 7

3鄄氟苯硼酸 3鄄Fluorophenylboronic acid, 3鄄FPBA

!"#$%

&

'

8. 2

4鄄氟苯硼酸 4鄄Fluorophenylboronic acid, 4鄄FPBA

!"#$%

&

'

8. 8

2,3鄄二氟苯硼酸 2,3鄄Difluorophenylboronic acid, 2,3鄄DFPBA
!"#$%

&

'

' 7. 0

2,4鄄二氟苯硼酸 2,4鄄Difluorophenylboronic acid, 2,4鄄DFPBA

!"#$%

&

'

'

7. 6

2,5鄄二氟苯硼酸 2,5鄄Difluorophenylboronic acid, 2,5鄄DFPBA
!"#$%

&

'

' 7. 2

2,6鄄二氟苯硼酸 2,6鄄Difluorophenylboronic acid, 2,6鄄DFPBA !

!"#$%

&

! 7. 0

3,5鄄二氟苯硼酸 3,5鄄Difluorophenylboronic acid, 3,5鄄DFPBA
!"#$%

&

! !

7. 6

3. 2摇 氟代苯硼酸与甘露糖结合常数

甘露糖是糖基化蛋白末端最常见的单糖,研究氟代苯硼酸与甘露糖的结合规律具有重要意义。 苯硼

酸与甘露糖的结合常数较小[32],实验测得氟取代能使苯硼酸与甘露糖的结合能力最大提高 20 倍(表 2),
但结合作用依然较弱,仅勉强达到中等结合强度[36]。 结合氟代苯硼酸的 pKa 值,pH 8. 0 时,二氟取代苯硼

酸的硼酸根主要以四面体结构存在,提高溶液的碱性无法再明显提高硼酸亲和能力。 亲和毛细管电泳测
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量硼酸亲和作用具有高通量、高准确度、适用于不同取代硼酸分子之间亲和能力强弱比较的优势[32],利用

该技术对5 种二氟取代苯硼酸的结合能力进行了进一步区分。 2,3鄄二氟苯硼酸、2,4鄄二氟苯硼酸、2,5鄄二氟

苯硼酸与甘露糖的结合强弱与氟取代对其 pKa 值影响基本一致,而 2,6鄄二氟苯硼酸和 3,5鄄二氟苯硼酸与

甘露糖的亲和能力强弱与酸度不一致,说明位阻对硼酸与甘露糖的结合有明显影响。
表 2摇 氟代苯硼酸与单糖间的结合常数(Ka, L / mol)
Table 2摇 Association constant (Ka, L / mol) values for fluorophenylboronic acid鄄monosaccharide binding

取代硼酸
Boronic acid

甘露糖 Mannose

pH 6. 0 pH 7. 0 pH 8. 0

果糖 Fructose

pH 6. 0 pH 7. 0 pH 8. 0

葡萄糖
Glucose
pH 7. 0

PBA - 3. 4依0. 2 29. 7依0. 9 8. 3依0. 2 99. 7依4. 3 602依14 1. 2依0. 4
2鄄TFMPBA 1. 7依0. 2 7. 1依2. 3 2. 6依1. 0 3. 6依0. 4 8. 7依0. 6 629依324 1. 1依0. 4
2鄄FPBA 3. 0依0. 1 25. 2依1. 3 91. 7依1. 4 69. 0依2. 7 510依7 1445依131 12. 3依1. 0
3鄄FPBA 1. 7依0. 2 16. 4依0. 8 74. 6依2. 1 52. 0依1. 4 377依6 1599依40 7. 4依0. 8
4鄄FPBA 1. 1依0. 3 4. 5依0. 9 37. 8依0. 7 20. 1依0. 6 136依6 787依12 2. 0依0. 4

2,3鄄DFPBA 15. 0依0. 6 78. 4依2. 8 74. 1依3. 8 228依14 1132依43 1867依132 53. 6依7. 4
2,4鄄DFPBA 5. 8依0. 2 33. 8依2. 1 鄄 109依2 685依12 1438依618 18. 4依1. 0
2,5鄄DFPBA 15. 3依1. 5 51. 6依5. 0 92. 4依1. 9 254依9 1153依51 1498依168 45. 9依3. 2
2,6鄄DFPBA 5. 6依0. 4 30. 2依2. 1 47. 0依6. 6 109依2 578依10 1720依200 13. 9依1. 0
3,5鄄DFPBA 9. 2依0. 8 54. 3依2. 4 61. 8依1. 3 182依4 1009依15 2093依300 29. 1依1. 3

摇 摇 邻位三氟取代甲基苯硼酸,具有与 Wulff 型苯硼酸[36]和改进 Wulff 型苯硼酸[37]相似的结构,如果与硼

酸官能团之间存在电子效应,可能会对硼酸的亲和作用有较大影响。 从结合常数的数值可知,pH 7. 0 时,
邻位三氟取代甲基苯硼酸与甘露糖的结合常数是苯硼酸的两倍; 而 pH 8. 0 时,邻位三氟取代甲基苯硼酸

与甘露糖的结合常数不升反降,说明在 pH 7. 0 和 pH 8. 0 时邻位三氟取代甲基苯硼酸与甘露糖的结合作

用机理可能发生了变化。
3. 3摇 氟代苯硼酸与果糖结合常数

果糖是单糖中与硼酸结合力最强的分子,可用于比较不同取代硼酸亲和能力。 测量了氟代苯硼酸与

果糖在弱酸性(pH 6. 0)、中性(pH 7. 0)和弱碱性(pH 8. 0)条件下的结合常数。
对于单氟取代硼酸,在弱酸性和中性条件下,邻、间、对位取代苯硼酸结合能力与其酸度一致; 弱碱性

(pH 8. 0)条件下,间位氟取代苯硼酸与果糖的结合能力超过了邻位氟取代苯硼酸。 对于二氟取代苯硼酸,
在中性和弱酸性条件下,2,3鄄二氟苯硼酸、2,5鄄二氟苯硼酸、3,5鄄二氟苯硼酸与果糖的结合能力基本相当,
2,4鄄二氟苯硼酸、2,6鄄二氟苯硼酸与果糖的结合常数仅为另外 3 种氟代硼酸结合常数的 1 / 2,与硼酸酸度强

弱不完全一致。 在弱碱性条件下,邻位氟取代的优势逐渐丧失,3,5鄄二氟苯硼酸具有最强的亲和能力,说明

二氟取代苯硼酸与果糖结合强弱是电子效应和空间位阻共同作用的结果。
邻位三氟取代甲基苯硼酸,在中性和弱酸性条件下,与果糖的结合作用十分弱(中性条件下结合常数

不到苯硼酸的 1 / 10)。 而在弱碱性条件下,邻位三氟取代甲基苯硼酸与果糖结合能力迅速增强,与苯硼酸

接近。 关于果糖与苯硼酸的强结合能力,多数文献认为源自其占主导地位的含顺式邻位二羟基结构的呋

喃糖形式,使二羟基间角度更适合与硼酸形成硼酸酯五元环[39,40]; 但也有研究认为,果糖的顺式邻二羟基

结构与硼酸成酯的同时,环外羟基与硼原子配位增强硼酸酯稳定性,使结合能力强于其它单糖[40],同时受

邻位基团的影响更加明显[41]。 邻位三氟甲基苯硼酸与果糖间相互作用的异常现象佐证了第二种观点,在
中性和弱酸性条件下,苯硼酸与果糖的结合受益于果糖环外羟基与硼原子配位,三氟甲基巨大的位阻效应

阻止了配位键的形成; 而在弱碱性条件下,硼酸酯稳定性增强,受配位作用影响减弱,邻位三氟甲基苯硼酸

与果糖结合能力增强。
3. 4摇 含氟苯硼酸对葡萄糖的结合选择性

葡萄糖为人血液中浓度最高的糖,也是糖尿病检测的标志物。 葡萄糖与取代硼酸的结合作用通常较

弱,因此许多研究[2,42]以提高取代硼酸与葡萄糖的结合能力和选择性为目标。 尽管血液中果糖浓度低,但
由于果糖与硼酸的结合常数通常较葡萄糖高两个数量级,因此为血糖检测的主要干扰物。 葡萄糖主要以

吡喃糖形式存在,而果糖主要以呋喃糖形式存在。 早期研究葡萄糖探针分子的文献对硼酸探针分子与葡
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萄糖吡喃糖结合的结构进行了解析[43],但后来的研究多证实葡萄糖也是以呋喃糖形式与硼酸结合[42,44]。
葡萄糖探针分子多为二硼酸分子,与葡萄糖的两组顺式二羟基结构结合[42,44],使探针分子与葡萄糖的结合

常数远高于其它以吡喃糖为主要形式的单糖分子,如甘露糖、半乳糖,但抗果糖干扰能力差[2]。 果糖与取

代硼酸分子的结合受邻位基团的影响较大,通过在苯硼酸邻位引入取代基团,可以提高葡萄糖 /果糖的相

对结合能力[41]。 本研究表征了不同位置氟取代苯硼酸与葡萄糖在中性条件下的结合常数。 氟取代苯硼

表 3摇 果糖与葡萄糖在中性条件下的相对结合能力
Table 3 摇 Relative binding strength of fluorophenylboronic acids
toward fructose (Fru) over glucose (Glu)

取代硼酸
Boronic acids

结合常数比
(果糖 / 葡萄糖)
Ka(D鄄Fru) /
Ka(D鄄Glu)

PBA 83. 8
2鄄TFMPBA 7. 6
2鄄FPBA 41. 4
3鄄FPBA 50. 7
4鄄FPBA 68. 3

取代硼酸
Boronic acids

结合常数比
(果糖 / 葡萄糖)
Ka(D鄄Fru) /
Ka(D鄄Glu)

2,3鄄DFPBA 21. 1
2,4鄄DFPBA 37. 1
2,5鄄DFPBA 25. 1
2,6鄄DFPBA 41. 6
3,5鄄DFPBA 34. 6

酸的结合常数如表 2 所示,果糖与葡萄糖在中性

条件下的相对结合能力数据见表 3。
由氟取代苯硼酸与葡萄糖的结合常数可

知,邻位氟取代和二氟取代均可使硼酸与葡萄糖

在中性条件下的亲和常数提高一个数量级及以

上。 由表 3 可见,氟取代提高了苯硼酸在中性条

件下对葡萄糖的选择性; 通常,邻位有取代基的

苯硼酸对葡萄糖的选择性较高(2,6鄄二氟苯硼酸

除外); 邻位三氟甲基苯硼酸与葡萄糖的结合能

力与苯硼酸相似,但其在中性条件下与果糖的结

合受到抑制,取代硼酸具有对葡萄糖最高的选择性。

4摇 结摇 论

本研究表征了 9 种氟代苯硼酸与 3 种典型单糖在不同 pH 条件下的结合常数,并测量了这 9 种氟代苯

硼酸的酸度系数,通过结构鄄性质关联,剖析了氟取代位置与硼酸亲和能力强弱之间的关系。 此外,本研究

还考察了邻位三氟甲基对硼酸电离和成酯的抑制作用,以及对葡萄糖的较高选择性。 以上研究为设计和

利用高亲和力硼酸配基提供了重要依据。
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Investigation of Interactions between Fluorophenylboronic
Acids and Monosaccharides
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Abstract摇 The interactions between boronic acids and cis鄄diol containing compounds are important basis for the
design of affinity ligands, functional materials and sensors for the separation, enrichment and recognition of cis鄄
diol containing biomolecules. Fluorophenylboronic acids (FPBA) are a class of boronic acids with high affinity
at relatively low pH. However, their interactions with monosaccharides have not been elucidated well yet. By
using affinity capillary electrophoresis, herein we studied the association constants between nine different FPBA
and three typical monosaccharides (glucose, mannose and fructose) at different pH values. We also measured
the pKa values of the FPBA using the UV鄄vis spectrophotometry. Through data comparison, the dependence of
the binding strength on the structure of FPBA as well as the selectivity of glucose against fructose was examined.
Keywords摇 Fluorophenylboronic acids; Monosaccharides; Interactions; Affinity capillary electrophoresis
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