
 

胆固醇-3,4-13C2 的合成
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摘要：针对我国胆固醇 -3,4-13C2 产品制备方法空白，以乙酸苯酯 -1,2-13C2 和 4-胆甾烯 -3-酮为起始原料，合

成胆固醇 -3,4-13C2。总体标记合成路线采用胆固醇基础结构拆分后引入标记砌块再重构目标化合物结

构的方案，其中 4-胆甾烯-3-酮通过开环氧化、合环得到标记前体，乙酸苯酯-1,2-13C2 作为13C标记引入砌

块与标记前体通过乙酰化反应得到乙酰化标记中间体，最后乙酰化标记中间体再经过碳环重构、酯化、

还原反应得到13C二标记的类固醇激素类化合物胆固醇-3,4-13C2。其中还原反应显示出一定的不对称合

成现象。以投入的乙酸苯酯 -1,2-13C2 的物质的量计算反应总产率为 16.2%。所得终产品经 MS、NMR

和 HPLC表征确认，液相色谱纯度≥96%，液相质谱检测丰度≥98 atom% 13C，该产品可用于临床质谱、生

物医药等领域检测用稳定同位素内标试剂以及临床质谱用疾病筛查试剂盒原料。
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Abstract: The  13C-labeled  synthesis  of  cholesterol-3,4-13C2  was  based  on  phenyl  acetate-1,2-
13C2

and  4-cholesten-3-one.  4-Cholesten-3-one  was  reacted  in  a  certain  proportion  solvent  mixed  by
isopropanol  and  water  to  obtain  the  carboxylic  acid  intermediate  through  ring  opening  oxidation
reaction  using  potassium  permanganate  and  sodium  periodate  as  oxidant， and  then  reacted  with
acetate  under  heat  and  reflux  in  nitrogen  protection  to  produce  the  ring-closure  carbonyl
intermediate.  The  acetylation  labeled  intermediate  was  synthesized  with  the  ring-closure  carbonyl
intermediate  and  phenyl  acetate-1,2-13C2  in  tetrahydrofuran  as  solvent， using  sodium  hydride  as
catalyzer through acetylation reaction. Finally the cholesterol-3,4-13C2 was obtained sequentially by
carbon ring reconstruction reaction，esterification and reduction reaction with the acetylation labeled
intermediate  as  raw  material.  The  reduction  reaction  showed  a  certain  degree  of  asymmetric
synthesis phenomenon. The yield based on the amount of substance of acetate-1,2-13C2 was 16.2%.
The structure of target product was confirmed by MS，NMR and HPLC. Its chemical purity (HPLC)
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was higher than 96%，and isotopic abundance was higher than 98% (atom 13C). This product can be
used  as  the  stable  isotope  internal  standard  reagent  for  detection  in  the  field  of  clinical  mass
spectrometry and biomedical.  It  can also be used as  a  raw material  of  the test  kit  for  clinical  mass
spectrometry disease detection.
Key  words: cholesterol-3;  4-13C2;  stable  isotope  labeled  compound;  ssteroid  hormone;  internal
standard reagent; test kit

类固醇类激素是人体内由胆固醇通过不同

的酶形成的一系列激素，对人体生长、发育、生

殖、代谢等起着重要的调节作用。这类激素代

谢紊乱是许多疾病的肇因，准确检测其变化情

况在疾病的诊断中具有重要参考价值 [1-5]。

胆固醇 （Cholesterol）是类固醇激素中的一

种，具有胆甾 -5-烯 -醇的类固醇结构，广泛存在

于动物体内，与细胞膜的形成密切相关，是胆汁

酸、甾醇类激素、维生素 D等合成所需的生物

活性物质之一，是人类动物组织细胞所不可缺

少的重要物质。大量的流行病学研究证实，胆

固醇水平和冠心病的发病关系密切，其在人体

中的含量的升高也是动脉粥样硬化性心血管病

的衡量因素之一[6-8]。近年来研究发现，人体内胆

固醇含量与多种肿瘤相关，如乳腺癌、胃癌、结

直肠癌、前列腺癌和肾癌；此外其含量还与胆

结石、脂肪肝、以及糖尿病等多种疾病有关[9-12]。

传统临床医学上对胆固醇这类类固醇激

素的检测最常用的方法是酶联免疫吸附法

（ELISA）和放射免疫法（RIA）。由于在人体内

含量差异很大（ng/mL～pg/mL），传统 ELISA和

RIA检测方法所需样本量大、耗时长，且受限于

抗体的交叉反应，常出现定量不准确及假阳性

的结果，进而影响相关疾病的诊断与治疗 [13-17]；

另外胆固醇等类固醇激素的检测容易与人体内

其他具有相似结构的物质混淆。2018年后中国

的临床用稳定同位素稀释质谱法也进入了快速

发展的时期，在多个临床检测领域已经替代或

者部分替代了传统的生化诊断分析方法，稳定

同位素标记的类固醇激素试剂是该类激素临床

用稳定同位素稀释质谱法检测的核心，因此胆

固醇 -3,4-13C2 成为胆固醇临床质谱检测应用于

冠心病、动脉粥样硬化、肿瘤、脂肪肝、胆结石

以及糖尿病等多种疾病诊治的核心 [18-24]。但目

前以胆固醇 -3,4-13C2 为代表的用于维生素检

测、肿瘤筛查所必需的类固醇类的检测试剂国

内尚无法自主合成，其生产和供应被发达国家

垄断，相关试剂价格昂贵而且供应受限，胆固

醇 -3,4-13C2 的价格高达 70 000元 /g。这严重制

约我国胆固醇等类固醇激素的临床质谱的科研

检测进展、新型检测方法的探索、试剂盒的生

产、临床检测实际使用的扩展。

目前国内尚无胆固醇 -3,4-13C2 的合成报道，

国外仅有采用基团保护策略进行合成胆固醇 -

3,4-13C2 的方法报道 [25]。该方法所采用的酰氯

标记砌块稳定性差且产率较低 ，使得昂贵的
13C原料利用率降低，成本较高；基团保护策略，

涉及两个基团的保护与去保护过程，导致整体

合成步骤偏长，过程复杂。国外仅有一些与胆

固醇-3,4-13C2 具有相似结构化合物的13C标记引

入策略的报道： Isa等 [26] 以 13C-叶立德为引入试

剂 ，与 α、 β-不饱和羰基双键氧化裂解中间体

反应，制备孕酮。但该氧化过程副反应多，过

程长，使用了贵金属催化，造成成本急剧上升；

Berthonneau等[27] 报道了 A环引入苯硫酚活化再

氧化的策略，采用13C-Wittig试剂作为碳源，类固

醇骨架引入活化基团；但该方法实验步骤长、

氧化操作复杂，羰基非对应选择性还原后产生

复杂的混合物，造成提纯困难，制备效率低。

本研究针对我国胆固醇 -3,4-13C2 产品制备

方法空白，结合 ISA和 Berthonneau等的13C标记

引入策略 [26-27]，设计了胆固醇-3,4-13C2 的合成路

线：从 4-胆甾烯-3-酮出发，通过开环氧化反应得

到中间体 I，中间体 I再合环改变碳环结构得到

中间体Ⅱ，然后以乙酸苯酯 -1,2-13C2（上海化工

研究院自主产品）为13C标记引入砌块与中间体

Ⅱ进行乙酰化反应引入标记得到标记中间体

Ⅲ，中间体Ⅲ再通过碳环重排反应、酯化反应、

还原反应依次得到中间体Ⅳ、中间体Ⅴ，并最

终合成胆固醇 -3,4-13C2（Ⅵ）。该合成路线原料
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丰富易得、价格较低 ；选取乙酸苯酯 -1,2-13C2

作为标记砌块，在较后步骤引入，尽可能的减少

贵重原料的消耗，经济适用性可以更强且能更

好的规避产品丰度稀释的风险；另外，反应路线

具有拓展性，可后续开发三碳标记胆固醇或“移

植”于具有类似结构的其他标记类固醇临床诊

断试剂的研制，如13C标记的孕酮、孕烯醇酮、睾

酮、17α-羟基孕酮、雄烯二酮等，形成系列化合物。 

1    实验部分 

1.1    主要仪器与试剂

JNM-ECZ500 500 MHz核磁共振波谱仪：日

本电子株式会社；Accela-TSQ Quantum高效液相

色谱-串联三重四级杆质谱仪：美国 Themo Fisher

Scientific公司；Aquity H-Class超高效液相色谱

仪：美国Waters公司。

4-胆甾烯-3-酮、二氯甲烷、碳酸钠、高锰酸

钾甲、高碘酸钠、乙酸酐：AR，安徽泽升科技有

限公司；异丙醇、苯酚、钠氢、硼氢化钠：AR，上

海阿拉丁生化科技股份有限公司；盐酸、乙酸、

正己烷、乙酸乙酯、甲醇、醋酸钠、四氢呋喃、

对甲苯磺酸：AR，江苏强盛功能化学股份有限

公司；乙酸苯酯 -1,2-13C2≥98 atom%13C：上海化

工研究院有限公司。 

1.2    实验方法

胆固醇-3,4-13C2 的合成总路线示于图 1。
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图  1    胆固醇-3,4-13C2 的合成总路线

Fig.1    Overall synthesis route of cholesterol-3,4-13C2

 
 

1.2.1    开环氧化羧酸中间体（Ⅰ）的合成    在 2 L

单口烧瓶中，加入 20.0 g（52 mmol） 4-胆甾烯 -3-

酮 、 9.7  g（62  mmol）碳 酸 钠 、 800  mL异 丙 醇 ，

70 ℃ 下搅拌溶解后，滴入由 1.2 g (7.5 mmol)高

锰酸钾、63.0 g(28 mmol)高碘酸钠和 400 mL水

配置的溶液，控制滴加温度在（70±5）℃，滴加速

度 20 mL/min，滴加结束后继续保温反应 5 h。

反应结束后，冷却，抽滤，滤饼用 100 mL 5%氢

氧化钠溶液洗涤，再用 200 mL二氯甲烷洗涤，

分液除去有机相，留取水相，旋蒸除去大部分异

丙醇，调节水相 pH至 3.0，用 250 mL二氯甲烷

萃取，有机相用 300 mL水洗涤，无水 NaSO4 干

燥，过滤旋蒸除溶后得淡黄色固体粗品 19.1 g，

产品经柱层析提纯，流动相为 V（乙酸乙酯）∶

V（正己烷），柱层析梯度为 1∶9～3∶7，最后提

纯得白色固体 15.1 g，收率 71.8%（以反应投入

的 4-胆甾烯 -3-酮的物质的量计算 ）。 1H NMR

(500 MHz, CDCl3), δ：2.53 (td, 1H), 2.34 (ddd, 1H),

2.25  (m,  2H),  2.08  (m,  1H),  2.01  (d,  1H),  1.94  (m,

1H),  1.83  (m,  1H),  1.70  (d,  1H),  1.60  (m,  2H),  1.50
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(m, 2H), 1.24 (m, 12H), 1.01 (m, 3H), 0.86 (m, 12H),

0.71 (s, 3H)；13C NMR (120 MHz, CDCl3), δ：215.33,

179.16,  56.09,  55.83,  50.50,  48.07,  42.59,  39.56  ,

39.41,  38.22,  36.18,  35.80,  34.96,  31.52,  29.30,

29.14,  28.15,  28.09,  24.31,  23.89,  22.89(2C),  21.52,

20.44, 18.67, 12.06；LC-MS, m/z：实测值 405[M+1]+；

理论值 404。 

1.2.2    合环羰基中间体（Ⅱ）的合成    在 500 mL双

口烧瓶中，加入15.1 g（37 mmol）Ⅰ、7.5 g（91 mmol）

醋酸钠、150 mL乙酸，氮气保护下，加热至 135 ℃

搅拌回流反应 24 h。反应结束后，旋蒸除溶剂得

粗品，粗品经柱层析提纯，流动相为 V（乙酸乙酯） ：

V（正己烷） ＝  1∶10，得到无色液体 10.5 g，收率

72.8%（以反应投入的Ⅰ物质的量计算）。1H NMR

(500  MHz,  CDCl3),  δ： 5.24  (d,  1H),  2.59  (m,  1H),

2.28  (m,  1H),  2.03  (m,  1H),  1.84  (m,  2H),  1.58  (m,

7H), 1.31 (m, 4H), 1.06 (m, 13H), 0.87 (m, 9H), 0.70

(s,  3H)； 13C  NMR  (120  MHz,  CDCl3),  δ： 168.76,

154.48,  105.71,  56.29,  56.09,  48.81,  42.59,  42.52,

39.56(2C),  38.22,  36.22,  36.18,  35.81,  34.96,  31.52,

29.26,  28.22,  24.31,  23.89,  22.89(2C),  21.53,  20.44,

18.67,  11.97； LC-MS, m/z：实测值 387[M+1]+；理

论值 386。 

1.2.3    乙酰化标记中间体（Ⅲ）的合成    在250 mL单

口烧瓶中，加入10.5 g（27 mmol）Ⅱ、4.3 g（108 mmol）

钠氢 （60%）、 3.8 g（27 mmol）乙酸苯酯 -1,2-13C2、

100 mL无水四氢呋喃 ， 25 ℃ 下搅拌反应 4 d。

反应结束后，旋蒸除溶剂得粗品，粗品经柱层

析提纯，流动相为 V（乙酸乙酯）∶V（正己烷），柱

层析梯度为 1∶19～3∶17，最后得白色固体 7.0 g，

收 率 59.1%（以 反 应 投 入 的 乙 酸 苯 酯 -1,2-13C2

的物质的量计算），同位素丰度 98.2 atom%13C。
1H NMR  (500  MHz,  CDCl3),  δ： 5.26  (s,  1H),  2.43

(m,  1H),  2.08  (m,  4H),  1.87  (m,  2H),  1.59  (m,  7H),

1.31  (m,  4H),  1.12  (m,  13H),  0.87  (m,  9H),  0.69  (s,

3H)；13C NMR (120 MHz, CDCl3), δ:199.97, 175.29*,

153.67,  105.13,  56.28,  56.12,  49.07,  42.44,  39.57,

39.35,  36.22,  35.81,  35.12,  32.02,  29.38,  28.09,

25.71(2C),  25.37,  24.27,  23.89,  22.90,  22.64,  21.10,

19.30,  19.04,  18.65*,  11.94； LC-MS, m/z： 实 测 值

431[M+1]+；理论值 430。 

1.2.4    碳环重构反应中间体（Ⅳ）的合成    在250 mL

单口烧瓶中，加入 7.0 g（16 mmol）Ⅲ、140 mL乙

酸、28 mL盐酸（36.5%），80 ℃ 下搅拌反应 2 d。反

应结束后，加入 200 mL水，200 mL乙酸乙酯萃

取有机相，无水硫酸钠干燥，旋蒸除溶得粗品，

粗品经柱层析提纯 ，流动相为 V（乙酸乙酯 ） ：

V（正己烷 ）＝ 1∶10，得淡黄色固体 4.1 g，收率

65.2%（以反应投入的Ⅲ的物质的量计算）。1H NMR

(500  MHz,  CDCl3),  δ： 5.86  (dd,  1H),  5.54  (d,  1H),

2.34  (m,  4H),  2.01  (m,  2H),  1.82  (m,  2H),  1.58  (m,

7H), 1.31 (m, 4H), 1.08 (m, 13H), 0.89 (d, 6H), 0.85

(dd, 3H), 0.69 (s, 3H)； 13C NMR (120 MHz, CDCl3),

δ： 199.99*,  171.57,  123.60*,  56.19,  55.96,  53.90,

42.47,  39.71,  39.57,  38.67,  36.20,  35.77(2C),  34.16,

33.94,  33.04,  32.13,  28.26,  28.09,  24.26,  23.89,

22.89,  22.64,  21.11,  18.72,  17.47,  12.03； LC-MS,

m/z：实测值 387[M+1]+；理论值 386。 

1.2.5    酯化反应中间体（Ⅴ）的合成     在 250 mL

单口烧瓶中，加入 4.1 g（11 mmol）Ⅳ、70 mL乙酸

酐，80 ℃ 下搅拌反应 24 h。反应结束后，旋蒸除

溶得粗品，粗品经柱层析提纯，流动相为 V（乙

酸乙酯）∶V（正己烷）＝1∶10，得白色固体 2.3 g，

收率 50.6%（以反应投入的Ⅳ的物质的量计算）。

LC-MS, m/z：实测值 427[M+1]+；理论值 426。 

1.2.6      胆固醇 -3,4-13C2（Ⅵ）的合成及表征       在

250 mL单口烧瓶中，加入 2.3 g（5 mmol）Ⅴ、30 mL

甲醇、30 mL四氢呋喃，25 ℃ 下搅拌反应，加入 0.4 g

（10 mmol）硼氢化钠，继续反应 24 h。反应结束

后，加入20 mL水，稀盐酸（5%）至pH为3.0，100 mL

二氯甲烷萃取，100 mL饱和氯化钠溶液洗涤有

机相，无水硫酸钠干燥，旋蒸除溶得粗品，粗品

经柱层析提纯，流动相 V（乙酸乙酯）∶V（正己

烷） ＝1∶6（加 2%异丙醇），最终得到胆固醇-3,4-
 

表  1    胆固醇-3,4-13C2 高效液相色谱检测条件

Table 1    HPLC detection conditions of cholesterol-3,4-13C2

色谱柱 柱温/℃ 流动相 流速/（mL·min−1） 检测器 检测波长/nm
Avantor ACE

(150 mm×4.6 mm, 3 μm) 40 V（甲醇）∶V（水）=95∶5，等度洗脱 0.8 PDA 210
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13C2 白色固体1.8 g，HPLC检测纯度≥96.0%（HPLC

检测条件见表 1，结果示于图 2），LC-MS检测丰

度为 98.1 atom% 13C，收率 82.9%（以反应投入的

Ⅴ的物质的量计算）。1H NMR (500 MHz, CDCl3),

δ：0.662 (s, 3H,—CH3), 0.839～0.857 (m, 6H, —

CH3), 0.892～0.905(m, 3H, —CH3), 0.916～0.979

(m, 2H, —CH2—), 0.991 (s, 3H, —CH3), 1.024～

1.588 (m, 20H, —CH2—), 1.693～1.805 (m, 1H,

—OH), 1.812～1.861 (m, 2H, —CH2—), 1.926～

2.015, [m, 2H, —13C(OH)H—13CH2—C(C)＝CH

—CH2—], 2.055～2.431, [m, 2H, —13C(OH)H—
13CH2—C(C)＝CH—CH2—]. 3.329～3.677 (m,

1H, [m, 1H, —13C(OH)H—13CH2—C(C)＝CH—

CH2—],  5.317～5.346  (m,  1H,  — 13C(OH)H—
13CH2—C(C)＝CH—CH2—]. 13C NMR (120 MHz,

CDCl3),  δ： 11.948,  18.805,  19.488,  21.168,  22.656,

22.919,  23.915,  24.382,  28.103,  28.325,  31.582,

31.874,  31.980,  35.877,  36.273,  36.580,  37.332,

39.602,  39.861,  42.228～ 42.514*,  42.399,  50.205,

56.227, 56.845, 67.889～72.014*, 125.859～126.228,

140.669～ 140.990.  LC-MS,  m/z： 实 测 值 371[M-

H2O+H]
+；理论值 388。 

2    结果与讨论 

2.1    胆固醇-3,4-13C2 与天然丰度胆固醇的对比

从核磁氢谱角度分析（图 3）， 13C标记胆固

醇的核磁氢谱中，相比天然丰度胆固醇，与被标记碳

连接的氢的氢谱出峰会发生裂分，对比图示于

图 4，为胆固醇-3,4-13C2 和天然丰度胆固醇的核

磁氢谱局部对比图，图 5为胆固醇标记位置，从

图中可知，在化学位移 3.50左右的峰归属为胆

固醇 4位碳上的氢，化学位移 2.35左右的峰归

属为胆固醇 3位碳上的氢，由于 3,4位上的碳被
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图  3    胆固醇-3,4-13C2 核磁氢谱

Fig.3    1H NMR spectrum of cholesterol-3,4-13C2
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13C取代，导致该位置上的氢的核磁氢谱中出峰

分别裂分为两组。

从核磁碳谱角度分析（图 6）， 13C标记胆固

醇的核磁碳谱中，相比天然丰度胆固醇，被标

记碳对应的出峰信号强度极高 ，与天然丰度

胆固醇核磁碳谱出峰强度不在一个数量级。胆

固醇-3,4-13C2 的核磁碳谱示于图 7，图中化学位

移 42.228～42.514处和 67.889～72.014处为标记

位置碳的出峰 ，可见出峰强度远高于未标记

位置。 

2.2    胆固醇-3,4-13C2 的差向异构现象

在胆固醇-3,4-13C2 的柱层析提纯过程中，通

过 TLC和 LC-MS检测（图 8）发现目标产物点为

两个距离较近点 ，这说明由Ⅴ到胆固醇 -3,4-
13C2 的还原反应中生成了非对映异构体，出现

了差向异构现象。分析原因可能是因为在最后

一步的还原反应中，在 3位标记碳位置形成了

一个新的手性中心，而在该手性中心形成过程

中受胆固醇分子内部其他手性中心的影响产生

了一定的选择性，生成了一对非对映异构体，该

对非对映异构体在柱层析分离条件下极性有所

差异，分离度较好。 

2.3    胆固醇-3,4-13C2 合成路线的稳定性测试

由于13C标记的乙酸苯酯价格昂贵，因此采

用 3.7 g（27 mmol）天然丰度的乙酸苯酯和 20.0 g

（52 mmol） 4-胆甾烯-3-酮为起始原料，对目标产

物产率的稳定性进行实验，共进行 3组平行实

验，合成的方法步骤同 1.2.1～1.2.6节中所述，每

组所得天然丰度的胆固醇 -3,4-13C2 产品的质量

及总产率（以投入的乙酸苯酯的物质的量进行

计算）列于表 2。

由表 2可知，三次平行实验所得目标产物

总产率（已投入的乙酸苯酯的物质的量计算）范

围在 16.1%～16.6%之间，波动在 1%之内，因此
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Fig.5    Isotope-labeled location of cholesterol-3,4-13C2
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图  6    胆固醇-3,4-13C2 核磁碳谱

Fig.6    13C NMR spectrum of cholesterol-3,4-13C2
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图  7    胆固醇-3,4-13C2 核磁碳谱特征分析

Fig.7    Feature analysis of the cholesterol-3,4-13C2’s 13C NMR spectrum
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该路线产率稳定性较好。 

3    结 论
（1）从 4-胆甾烯 -3-酮出发，通过开环氧化、

合环，然后将乙酸苯酯 -1,2-13C2 作为 13C标记砌

块通过乙酰化反应引入结构，再通过碳环重排

反应、酯化反应、还原反应，最终成功合成得到

了胆固醇-3,4-13C2。

（2）标记路线选取乙酸苯酯-1,2-13C2 作为标

记砌块，在较后步骤引入，减少了贵重原料的消

耗，经济适用性更强且保证了产品的高丰度。

所得胆固醇 -3,4-13C2 产品按乙酸苯酯 -1,2-13C2

投入的物质的量计算总产率为 16.2%。胆固醇-

3,4-13C2 的结构经1H NMR、13C NMR以及 LC-MS

确证 ；LC-MS检测产品丰度为 98.1  atom%  13C，

未出现明显稀释；HPLC检测胆固醇 -3,4-13C2 的

纯度≥96%。产品可用于临床及生物医药领域

稳定同位素稀释质谱法检测用内标试剂以及临

床质谱用疾病筛查试剂盒原料。

（3）通过与天然丰度胆固醇对比 ，对胆固

醇-3,4-13C2 的核磁氢谱、核磁碳谱、TLC检测以

及空间结构进行分析，发现了其核磁行为特征

和差向异构现象：胆固醇-3,4-13C2 标记碳上的氢

的核磁氢谱出峰会出现裂分现象，标记碳的核

磁碳谱出峰响应值远高于未标记位置；由Ⅴ到

胆固醇 -3,4-13C2 的还原反应出现一定的选择性

合成。
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表  2    胆固醇-3,4-13C2 合成路线的稳定性测试

Table 2    Stability testing of overall synthesis route of
cholesterol-3,4-13C2

实验组号 目标产品质量/g 总产率/%

1 1.73 16.38

2 1.70 16.10

3 1.75 16.57
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