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摘 � 要: 使用一种有效的柱色谱方法分离微生物转化产物 5�氟尿苷。该方法采用干燥柱真空层析和三种不同

的溶剂系统, 使获得的 5�氟尿苷的纯度达 98% ,收率为 92%。该方法适用于从酶反应混合物中分离核苷类似

物。
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Abstract: An effic ientm ethod co lum n chrom atog raphy was used to separate the b io transform ed products�5�fluo rouridine.

Th is m ethod adopts the  Dry Co lum n Vacuum Chrom a tog raphy ( DCVC) ! and three different so lvent system s. The purity

and yie ld o f 5�fluorour id ine obta ined w ere 98% and 92% , respectiv ely. Them ethod w as suitable for separating nuc leos ide

ana logues from enzym e reaction m ixture.
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� � 商品氟铁龙 ( Furtu lon) , 5��脱氧 �5�氟尿苷 ( 5��
deoxy�5�f luoro�uridine, 5��DFUR ), 是一种良好的抗

肿瘤药物。其主要作用机制是:抑制胸腺嘧啶脱氧

核苷酸合成酶,阻断尿嘧啶核苷酸转变成胸腺嘧啶

核苷酸,影响 DNA的合成, 从而阻止肿瘤生长。此

外,还能掺入 RNA, 通过阻止尿嘧啶和乳清酸掺人

RNA而达到抑制 RNA合成的作用。临床用于治疗

胃癌、结肠癌、直肠癌、乳腺癌、宫颈癌、膀胱癌等。

临床研究表明, 5��DFUR治疗癌症的总有效率为

35% ( 8 /23) , PS评级好转率为 56% ( 13 /23)
[ 1�3 ]
。

近年来研究发现, 5��DFUR与环磷酰氨、秦索帝等结

合服用可有效的治疗顽固转移性乳腺癌和转移性前

列腺癌
[ 4, 5]
。由于 5��DFUR有选择性抗肿瘤、抗肿

瘤转移、改善恶性液质的特点, 具有疗效高、毒副作

用小、延长生命和改善生命质量等优越性。因此,该

药是目前临床用于治疗癌症的主要化疗药物之一,

故而市场需求量大。

近年来,利用微生物产生的某些酶类,如核苷磷

酸化酶、脱氧核糖转移酶及腺苷脱氨酶合成核苷类

抗病毒、抗肿瘤药物取得了较大的发展
[ 6 ]
。但是,

生物转化法所面临的一个最关键的技术问题就是转

化产物的分离。例如采用生物转化合成 5�氟尿苷。

� � 由于 5�氟尿苷与尿苷在结构上的差异只是嘧
啶环 5�C上的 H被 F取代,二者在极性上的差异很

小, 因此很难将 5�氟尿苷从反应液中分离出来, 致

使该转化法的技术推广受到限制。

阮期平等
[ 7]
曾报道了一种 5�氟尿苷的分离方

法, 即  两次硅胶柱色谱和两种展层系统洗脱 !, 但

存在着分离周期长、洗脱剂用量大及样品处理量少

等缺点,因此只适合于少量分析用样品的制备,而不

能用于大规模生产。最近, 我们建立了一种采用

 干燥柱真空色谱 ( dry co lumn vacuum chrom atogra�
phy, DCVC) !分离 5�氟尿苷的方法。其原理是: 溶

剂洗脱是不连续的,当在进行溶剂洗脱时,是将原有



溶剂在真空下全部抽出,使固定相  干 !后才加入新

的洗脱剂作下一回组分的收集,其原理类似薄层色

谱的多次展开。这种方法高效、快速,对于那些极性

小、难分的生物转化产物的分离不失为一种好的途

径。本文介绍利用此方法分离 5�氟尿苷的过程。

1� 材料与方法

1. 1� 实验材料

产气肠杆菌 ( Enterobacter aerogenes )突变株

EAM �Z1,由本实验室经诱变筛选而得。
对照品: 尿嘧啶、5�氟尿嘧啶、尿苷、5�氟尿苷

(美国 S igm a公司 ) ; 尿苷 (上海太平洋生物高科技

有限公司 ) ; 5�氟尿嘧啶、GF254高效硅胶板 (浙江四

青生化厂 ); 其余试剂均为国产分析纯。

1. 2� 样品液的制备

参照文献
[ 7]
的方法。将产气肠杆菌接种于液

体培养基中, 于 31 ∀ 培养 18 ~ 24 h, 离心 ( 8000

rpm, 10m in)收集湿菌体。

将湿菌体加入 30 mmo l/L磷酸盐缓冲液 (含 10

mmo l /L尿苷和 30 mmo l /L 5�氟尿嘧啶, pH 7. 8, 菌

体浓度 10% )中,于 60 ∀ 水浴震荡反应 8~ 16 h,用

3 mmo l/L HC l终止反应, 离心 ( 8000 rpm, 30 m in) ,

收集上清液。

上清液于旋转蒸发仪上浓缩至 1 /10体积 (水

温 75 ∀ ) , 4 ∀ 下静置 24 h, 离心 ( 16000 rpm, 30

m in),得样品液。

1. 3� 样品分析
1. 3. 1� 薄层色谱 ( TLC)

将样品点于 GF254硅胶板上, 展开剂: 二氯甲烷�
四氢呋喃 ( 4#1),在紫外分析仪 (�= 254 nm )观察。

1. 3. 2� 高效液相色谱 (HPLC )

HPLC用于检测样品的纯度和浓度。将二氯甲

烷 �正丁醇 ( 1#1)洗脱样品上 C18柱, 用 0. 075 mo l /L

N aH 2PO4 �CH 3OH ( 98#2)洗脱, 流速 1 mL /m in。进

样量 10 �L。

1. 4� 干燥柱真空色谱 ( DCVC )

DCVC是一种利用减压来增大流动相流速的色

谱技术。这种技术的操作压是通过一个机械真空泵

来实现。所有玻璃器皿、管、活塞等在真空下具有足

够的耐压特性。

1. 4. 1� 装柱
将吸附剂 (薄层色谱硅胶 G�60或 H�60, 10~ 40

�m)倾入柱 (本实验采用的色谱柱规格为: 8 cm ∃ 2

cm )中,轻敲柱排除空气腔隙, 并通过洗脱液储存瓶

抽真空,使吸附剂填得更加致密。当吸附剂通过真

空被充分压缩后,关闭抽真空活塞,然后用一个柔韧

的金属棒 (在一端固定着软木塞或橡皮塞 )进一步

压缩顶部的吸附剂。整个吸附剂压缩至柱体积的

30%~ 35%为宜。

1. 4. 2� 加样
采用干法上样。将样品液 3 mL与硅胶混匀

(样品与硅胶的配比为: 1 /10, v /w ) , 于旋转蒸发仪

上蒸发至干 (水温 50~ 60 ∀ )。将含有样品的硅胶

干粉加入硅胶柱上部,并采用上述方法压缩至 0. 5

~ 1 cm,上面再覆盖一层硅胶 (约 2 cm厚 ) ,最后放

一张同样直径的滤纸片于顶部。

1. 4. 3� 洗脱

洗脱剂的选择: 将样品液点于 GF254硅胶板上,

以采用柱层析用的洗脱液作为展层剂,在紫外分析

仪上观察斑点,并计算各点的 R f值 (表 1)。

通过 TLC分析, 我们选出了三种洗脱系统: 乙

酸乙酯�乙醇、正己烷�乙酸乙酯、二氯甲烷 �正丁醇。
表 1� 样品在 GF

254
上的 R

f

Table 1� R f o f the samp le on GF254

样品

Sam p le

乙醇 �
乙酸乙酯

E thanol�
ethylacetate
( 2: 98)

正己烷 �
乙酸乙酯

H exan e�
ethylacetate
( 20: 80 )

二氯甲烷 �
正丁醇

D ich lorom eth ane

�n�bu tanol
( 83: 17)

5�氟尿嘧啶
5�Fluorou racil

0. 68 0. 61 0. 52

尿嘧啶

Uracil
0. 57 0. 34 0. 38

5�氟尿苷
5�F luorou rid ine

0. 48 0. 16 0. 18

尿苷

Uridin e
0 0. 11 0. 12

� � 根据表 1中的 R f情况,我们采用了如下洗脱路

线, 即:先在第一根硅胶柱上, 用乙醇 �乙酸乙酯系统
洗脱,将样品液中的尿苷去掉; 然后换第二根硅胶

柱, 用正己烷�乙酸乙酯系统洗脱, 将 5�氟尿苷与 5�
氟尿嘧啶、尿嘧啶分开; 最后采用第三根硅胶柱, 用

二氯甲烷 �正丁醇系统洗脱即可得到较纯净的 5�氟
尿苷。

其整个操作过程简述如下:

关闭洗脱液储存瓶活塞,打开真空泵活塞,使真

空度达到 0. 08~ 0. 09 M Pa, 并保持恒定。倒入 25

mL洗脱液于色谱柱中, 洗脱液在真空状态下迅速

抽入储存瓶中。当柱中的洗脱液被抽干后, 关闭真
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空泵活塞, 打开储存瓶活塞, 让洗脱液流入收集瓶

中,收集洗脱液, 做 TLC检测。

1. 5� 精制

将纯化的样品于旋转蒸发仪中浓缩 ( 40 ∀ )至

1 /10,加入 5倍体积的乙醇, 于 4 ∀ 下结晶 (反复 2

~ 3次 ),真空干燥, 得 5�氟尿苷产品。

2� 结果与讨论

DCVC各洗脱部分经 TLC分析的结果见图 1。

图 1� 洗脱部分的 TLC分析

F ig� 1� The TLC ana ly sis of the e luted fraction

a. 5�氟尿嘧啶 5�F luorou raci;l b. 尿嘧啶 U raci;l c. 5�氟尿苷 5�F lu�

orouridin e; d.尿苷 U rid ine

1.酶反应液; 2.乙醇�乙酸乙酯 ( 1#99) ; 3.乙醇 �乙酸乙酯 ( 2#98) ;

4.乙醇 �乙酸乙酯 ( 10#90 ); 5.正己烷 �乙酸乙酯 ( 1#99 ) ; 6. 正己

烷 �乙酸乙酯 ( 20#80 ); 7.正己烷 �乙酸乙酯 ( 10#90 ) ; 8.二氯甲烷 �

正丁醇 ( 75#25) ; 9.二氯甲烷 �正丁醇 ( 74#26) ; 10.二氯甲烷 �正丁

醇 ( 1#1)

1. En zym e reaction; 2. E th anol� ethylacetate( 1#99 ); 3. E thanol�ethy l�

acetate( 2#98 ) ; 4. Ethanol�ethylacetate( 10#90) ; 5. H exane� ethylace�

tate( 1#99) ; 6. H exan e� ethylacetate( 20#80) ; 7. H exan e� ethylacetate

( 10#90 ) ; 8. Dich lorom ethane� n�bu tanol( 75#25) ; 9. D ich lorom eth�

ane�n�butanol( 74#26) ; 10. D ich lorom eth ane�n�bu tanol( 1#1)

� � 由图 1可见,在乙酸乙酯�乙醇系统的洗脱部分
中,乙醇�乙酸乙酯 ( 1#99)洗脱液中有少量 5�氟尿
嘧啶出现,大量的 5�氟尿嘧啶、5�氟尿苷和少量尿嘧
啶在乙醇�乙酸乙酯 ( 2#98)洗脱液中出现,而尿苷、

尿嘧啶及少量 5�氟尿嘧啶则存在于乙醇�乙酸乙酯
( 10#90)的洗脱液中。
在正己烷�乙酸乙酯系统的洗脱部分中, 在正己

烷 �乙酸乙酯 ( 30#70)和正己烷�乙酸乙酯 ( 20#80)洗

脱液中只含有 5�氟尿嘧啶。 5�氟尿苷则存在于正己
烷 �乙酸乙酯 ( 30#70 )、正己烷�乙酸乙酯 ( 20#80)的

洗脱液中,另外尚有极少量 5�氟尿嘧啶和尿嘧啶。
在二氯甲烷 �正丁醇系统的洗脱部分中, 在二氯

甲烷�正丁醇 ( 74#26)的洗脱液中只有 5�氟尿嘧啶和
痕量尿嘧啶存在,而在二氯甲烷�正丁醇 ( 1#1)中则
只有 5�氟尿苷存在。

二氯甲烷 �正丁醇 ( 1#1)洗脱部分精制后, 得到

的产品作 HPLC分析, 结果发现, 5�氟尿苷纯度在
98%以上,见图 2。

图 2� 纯化样品的 HPLC分析

F ig�2� H PLC analysis o f the purified samp le

U.尿嘧啶 Uraci;l FU. 5�氟尿嘧啶 5�Fluorouraci;l UR . 尿苷 U ri�

d ine; FUR . 5�氟尿苷 5�F luorou rid ine

图 3� 3 mL样品液的 HPLC分析

F ig�3� The ana lysis o f 3 mL samp le

� � 样品液中 5�氟尿苷的浓度由公式 y= 106. 75 +

3198. 6x算出 (式中 y代表峰面积, x代表被测物浓

度 )。经 HPLC测得 3mL样品液中 5�氟尿苷的含量
为 154 mg(见图 3),而纯化后得到约 141mg 5�氟尿
苷, 其得率约为 92%。

由此可见, 我们建立的这种技术对于分离生物

转化产物具有如下优点:

具有相当高的分辨率。为了获得高的分辨率,

我们采用了薄层色谱用硅胶, 并且硅胶的装填都是

在真空条件下完成, 保证了整个柱都是致密、均匀

的。因此对于那些结构非常相似, 极性相差很小的

化合物都可用此方法分开。

分离操作所需时间短。这种技术所采用的色谱

柱均为短柱,而且洗脱剂均在 0. 08~ 0. 09MPa的压

力条件下流过色谱柱, 因此很快。一次洗脱仅花费

几分钟时间。

装置简单,用不到专用设备。装柱操作比常压

与快速柱方便,要求亦不高。真空色谱所用的柱子

很短 ( 5~ 8 cm ) , 在真空条件下装柱往往只需十几
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分钟即可完成。

节省试剂和硅胶。在本实验中, 用洗脱液 225

mL就能分离样品 1 g,硅胶用量为 7~ 8 g,而且这些

试剂价格较低廉,毒性小、易于回收再利用。

样品处理量大。这种真空层析能以较快速度有

效分离几十克样品。

本技术借鉴生物大分子的分离策略, 采用三根

硅胶柱和三种不同洗脱系统,使样品中各组分分阶

段分开,这既易于收集,又保证了得率, 而且得到的

尿苷和 5�氟尿嘧啶又可继续作为转化反应的底物。
此方法的不足之处是,每洗脱一次便要停止减

压一次,使操作不便。我们正在设计一种多口 (三

口或四口 )减压蒸馏收集器,以保证连续收集 3~ 4

份洗脱液。另外,使用低沸点溶剂时,要控制好真空

度,防止大量溶剂蒸发逃逸。在减压抽取组分造成

水蒸气在固定相表面冷凝也会降低分离效果。
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