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有机相酶促反应中

固定化脂肪酶的非共价修饰

徐　岩　　章克昌

(无锡轻工大学生物工程学院, 无锡 214036)

摘要　在选用 8种具有两亲性质的表面活性剂、2种胆汁盐和 12种金属盐, 对庚

烷中催化己酸乙酯合成的固定化米氏毛霉脂肪酶进行非共价修饰时发现: 在一定

的质量浓度范围内, 阴、阳离子型和非离子型的表面活性剂对脂肪酶酶促催化活

性有不同程度的促进; 在底物浓度从 0. 25 m ol/ L 提高至 0. 5 mo l/ L 时, 气溶胶硫

代琥珀酸 2[ 2-乙己酸]酯钠盐、十二烷基磺酸钠和 Tr itonX-100对于脂肪酶保持稳

定的催化活性有较大的提高作用。并从酶的活性中心和表面活性剂的结构和特性

上对原因进行了分析。而胆汁盐和金属盐对脂肪酶的修饰作用不大,在高浓度时反

而会抑制酶的活性。
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0　前　　言
异常环境有机介质中酶促催化具有增强非极性底物的溶解性,溶剂化作用改变反应系

统的动力学和平衡而改变反应性质, 能控制和改变底物部位的选择性及手性选择性、抑制水

引起的副反应、酶不溶解和易回收等特点。因而已被用来合成众多的有用的有机化合物,成

为酶工程、生物工程中新的研究热点,有些产品已工业化生产[ 1]。

但是在有机介质中酶容易受到各种因素的影响,酶与底物的接触受到限制而使酶促反

应效率降低, 反应时间较长, 因此酶的选择性和稳定的催化活性的调节与控制是研究有机

相酶促反应机制和应用的重要课题。目前酶在有机介质中催化的选择性和稳定性的调节与

控制方法有: 1) 选择和优化反应条件, 但此法有局限性,改变的幅度也有限; 2) 改变酶分子

自身, 如蛋白质工程、酶的化学修饰等
[ 2、3]
。与前两法相比,非共价修饰具有方便、实用的特

点。这些非共价修饰剂大多是酶的抑制剂。脂肪酶抑制剂可以用来研究脂肪酶的结构和代

谢特性,如在对米氏毛霉( Mucor miehei )脂肪酶晶体结构及其选择性和作用方式的研究中

已有效地使用它的抑制剂
[ 4]
。在有机相酶学研究中, Russel , Guo , Goto 等通过改变脂肪酶



的构象或界面特性来调节和控制酶的稳定的特异性
[ 5～7]
。此前作者已经报道了使用微生物

脂肪酶在正庚烷中合成短链芳香酯[ 8]。本研究是在前面工作的基础上, 使用具有两亲特性

的表面活性剂、胆汁盐和金属离子这些脂肪酶的抑制剂对固定化脂肪酶进行非共价修饰,

以利于酶活性的调节和控制。

1　材料和方法
1. 1　实验器材

　　1) 固定化 Mucor miehei脂肪酶(商品名 Lypo zym e IM)　Nov o No rdisk 公司提供。

　　2) 乙醇、己酸、庚烷和金属盐等化学试剂　均是从上海化学试剂站购买的分析纯试剂。

　　3) 表面活性剂: 十二烷基苯磺酸钠 ( LAS) ,十二烷基磺酸钠 ( SDS) ,由上海洗涤剂厂

提供; 气溶胶硫代琥珀酸 2[ 2-乙己酸]酯钠盐 ( AOT) ,十六烷基三甲基溴化铵 ( CTAB) ,为

日本和光纯药工业株式会社产品;脂肪醇聚氧乙烯醚[ 9] ( AEO9) , 聚乙二醇辛基苯基醚

( T riton X-100) , 月桂酸失水山梨醇酯聚氧乙烯醚( T w een 20 ) , 油酸失水山梨醇酯聚氧乙

烯醚 ( Tw een 80) , 均是上海助剂厂产品。

　　4)脱氧胆酸钠, 牛黄胆酸钠　德国 Ser va公司产品。

　　5) HYG回转式恒温调速摇瓶柜　上海医药工业研究院提供。

　　6) SP-3700气相色谱仪　北京分析仪器厂制。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　脂肪酶合成低分子酯反应体系　在 100 m L 具塞三角瓶中,加入含有等摩尔己酸和

乙醇、以及 15 mL 溶剂所组成的酯化反应体系, 再加入若干量的脂肪酶酶样品, 30 ℃条件

下 150 r/ min 旋转振荡, 定时取样检测。在研究稳定性影响因素的批次反应中,经收集酶、正

庚烷洗涤、冷冻干燥后,再加入下一次反应。

1. 2. 2　脂肪酶酶促酯化程度的测定和转化率计算　将取出的样品用 0. 15 �m 微孔滤膜过

滤后, 取 100 �L 加入 10 mL 水溶液中, 用 0. 25 mol/ L 的氢氧化钠溶液滴定未反应的脂肪

酸, 以 3滴 1 g / dL 的酚酞为指示剂。计算脂肪酶的酯合成转化率。

　　酯合成转化率 = 脂肪酸减少的滴定摩尔数/ 反应初始时脂肪酸的滴定摩尔数

1. 2. 3　醇、酸、酯和溶解的气相色谱检测　用 25 m 长的 SE -30毛细管柱,氢火焰检测器,

氮气为载气, 柱前压 5. 88×104 Pa, 尾吹 30 m L/ min;柱温条件是: 50℃, 3 m in, 10℃/ min

至 150℃,保持 2 m in. 以 2-乙基正丁酸为内标,检测产物的含量 [ 8]。

2　实验结果
2. 1　表面活性剂对酯化反应的影响

用 8种不同类型的表面活性剂按 0. 1%的量加入反应体系。结果见表 1. 所有的这3类

表面活性剂对脂肪酶的催化能力都有不同程度的影响, 大多略有提高, 但幅度并不大。说

明表面活性剂对 Mucor m iehei脂肪酶的影响与其自身的类型关系不大, 无论是阳离子型、

阴离子型或非离子型的表面活性剂都会对脂肪酶催化活性产生影响。这个结果与 Chang 的

发现
[ 9]
完全不同。这说明不同的脂肪酶由于结构的差异, 对于不同的表面活性剂给予的修

饰的情况是不相同的。
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　　影响表面活性剂改善酶催化活性的因素, 除了其种类外, 还有其加入的质量浓度。选择

AOT, Triton X-100, CTAB, SDS 和 LAS 五个表面活性剂来研究其质量浓度对在溶剂相中

催化活性的影响。不同的表面活性剂改善 Mucor m iehei脂肪酶的最适质量浓度是不一样

的。但总的来说, 在最适质量浓度下,表面活性剂可以改善脂肪酶的催化活性, 其中 LAS,

Tr iton X-100, AOT 的改善作用比较大, 但是较高的质量浓度反而会抑制脂肪酶的催化活

性,见图 1.

表 1　表面活性剂对己酸乙酯合成转化率的影响

表面活性剂 类　型
酯合成转化率/

%
相对转化率/

%

LAS 阴离子型 85. 46 100. 7

S DS 阴离子型 89. 09 105

AOT 阴离子型 87. 88 103. 6

CT AB 阳离子型 87. 88 103. 6

T w een 20 非离子型 84. 85P 100

T w een 80 非离子型 83. 03 97. 9

AEO 9 非离子型 84. 85 100

T riton X-100 非离子型 87. 88 103. 6

Cont rast 　 84. 85 100

　条件: 15 mL 正庚烷中加入 0. 1 g M M L , 0. 25 mol / L 等

摩尔底物和 0. 1 g/ dL 的表面活性剂,在 30 ℃下反应 24 h.

条件: 15 mL 的正庚烷中加入 0. 1 g M M L, 0. 25 m ol / L

等摩尔的底物醇酸和不同质量浓度的表面活性剂.

图 1　表面活性剂质量浓度对酯合成转化率的影响

2. 2　表面活性剂对酯化反应中脂肪酶稳定性的影响

　　在比较了表面活性剂对 Mucor miehei脂肪酶催化活力的影响后, 进一步研究对Mucor

miehei脂肪酶溶剂相中催化稳定性的作用情况。选用 AOT , LAS, T riton X-100和 CT AB四

种表面活性剂,在批次反应中观察脂肪酶稳定性,发现:将底物醇酸的浓度从 0. 25 mol / L 提

高到 0. 5 mol / L , 加入 AOT 可使固定化 Muco r m iehei脂肪酶在连续 4批反应中保持较高

的酶促催化活性, 己酸乙酯产物的质量浓度可高达 79. 4 g/ L ; 到第 5批时, 酯合成转化率

则降低到约 40% . 但对照中, 第 2批次的酯合成转化率就降低到不足 60% , 第 3 批只有

10%. 图 2～5是分别加入 AOT、LAS、CTAB 和T riton X-100后,对脂肪酶稳定性的影响。

条件: 在 15 ml正庚烷中加入 0. 1 g AOT 、0. 5 mo l/ L 的等

摩尔底物醇酸和 0. 1 g / dL 的M ML , 30 ℃条件下反应48 h.
　　

条件: 在15 ml正庚烷中加入0. 1 g MM L 、0. 5 mo l/ L 的等

摩尔底物醇酸和0. 2 g / dL 的 LAS, 30 ℃条件下反应 48 h.

　图 2　表面活性剂 A OT 对 Mucor miehei

　　　　　　　脂肪酶稳定性的影响
　　　　　

图 3　表面活性剂 L A S 对 M ucor miehei

　　　　　　脂肪酶稳定性的影响
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　　可见有的表面活性剂, 如阴离子和非离子型的 AOT , Tr iton X-100 和 LAS 能够使

Mucor miehei脂肪酶在庚烷中的催化的稳定性有比较明显的改善。

　　但在底物浓度为 0. 25 m ol/ L 的条件下,阳离子型的 CTAB 对酶的催化稳定性不仅没

有什么改进, 在第 4批反应中反而影响了其催化能力。这与表面活性剂的极性可能有关。

条件: 在 15 ml正庚烷中加入 0. 1 g MM L 、0. 5 mo l/ L 的等摩尔

底物醇酸和 0. 15 g/ dL 的 T rit on X-100, 30 ℃条件下反应 48 h.
　　

条件: 在 15 m l正庚烷中加入 0. 1 g MML 、0. 25 mo l/ L 的等

摩尔底物醇酸和 0. 1 g/ dL 的 CT AB, 30 ℃条件下反应48 h.

　图 4　表面活性剂 T r it on-100 对 Mucor miehei

　　　　　　脂肪酶稳定性的影响
　　　

图 5　表面活性剂 CT A B 对 Mucor miehei

　　　　　　脂肪酶稳定性的影响

2. 3　胆汁盐对酯化反应的影响

　　胆汁盐如脱氧胆酸钠和牛黄胆酸钠,可以调节一些脂肪酶在水相中的水解反应。还能够

提高溶剂相里底物的立体选择性[ 10]。研究中, 在0. 25 m ol/ L 浓度的醇酸反应体系里,加入

0. 1 g 脂肪酶和不同质量浓度的脱氧胆酸钠和牛黄胆酸钠, 8 h的催化结果见表 2. 尽管胆

汁盐有促进脂肪酶水解脂肪的活性, 但在庚烷中却不能促进 Mucor miehei脂肪酶合成己酸

乙酯。相反胆汁盐含量过高时, 反而会抑制脂肪酶酯合成的活性。

2. 4　金属离子对酯化反应的影响

对于脂肪酶, 某些金属可以通过连接到酶蛋白上, 稳定脂肪酶的构象, 改变酶的活性,

并且还可以清除界面上产生的脂肪酸对酶的抑制作用, 对酶产生激活作用
[ 4]
。选择 12种无

机盐, 按照 2 mm ol/ L 的浓度加入脂肪酶反应体系中, 24 h 的反应结果见表 3. 结果说明:

只有金属 Cu+ + , Ca+ + , M g+ + 和 Co+ + 离子对 Mucor miehei脂肪酶在溶剂相中的催化活性

有微弱的促进作用。其他金属离子均有不同程度的抑制作用。

表 2　胆汁盐对Mucor miehei脂肪酶正庚烷中

　　　　酯化己酸乙酯转化率的影响

胆汁盐
胆汁盐质量浓度/

( g/ dL)
酯合成转化率

%

对照 0. 0 90. 7

脱氧胆酸钠 0. 1
0. 2
0. 4

88. 7
85. 9
84. 0

牛黄胆酸钠 0. 1
0. 2
0. 4

90. 0
85. 7
83. 0

　　条件: 在 15 mL 正庚烷中加入 0. 1 g M M L, 0.
25 m ol / L 的等摩尔底物和不同质量浓度的胆汁
盐,在 30 ℃条件下反应 24 h.

表 3　金属离子对Mucor miehei脂肪酶正庚烷中

　　　合成己酸乙酯酯合成转化率的影响 　　%

金属盐
　　相对酯合成
　　　转化率

金属盐
　　相对酯合成
　　　转化率

EDT A 　　　97. 22 M gC l2 　　　100. 40

NaCl 2 97. 22 BaCl 2 89. 49

HgCl 2 95. 35 M nC l2 99. 98

SnC l2 97. 02 CoCl 2 101. 40

CuCl2 103. 20 KCl 95. 66

FeC l3 97. 22 对照 100. 00

CaCl2 103. 50

　　条件: 在 15 mL 正庚烷中加入 0. 1 g M M L , 0. 25
mol/ L 的等摩尔底物和 2 mmol/ L 的金属盐。
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3　讨　　论
Mucor miehei脂肪酶是目前对其结构研究比较多和比较清楚的真菌脂肪酶之一。作为

一个典型的真菌脂肪酶的代表, X-衍射结晶学的研究表明: Mucor miehei 脂肪酶的二级结

构主链由九股的 �-中心折叠系统和五段 �-螺旋所组成,它的催化活性是在以 Ser 为主的与

Asp、His组成的三分子催化中心进行的。但是这个中心却埋在一段螺旋结构的 “盖子”下

面。“盖子”的疏水基团与这个三分子的疏水区域相结合, 见图 6.

这个带有Tr p的“盖子”具有两亲特性。Tr p疏水表面与催化中心的疏水区域相结合,暴

露出的另一亲水端则面向外, 与水分子以氢键作用连接[ 11]。从表面活性剂的化学结构看(图

7) . 表面活性剂同样具有疏水和亲水两端。

图 6　Mucor miehei脂肪酶二级结构示意图　　　　　　图 7　AOT分子的化学结构

在水相环境里, “盖子”的构象变化而暴露的活性中心是热力学不稳定的。因为大量的

疏水区域也必然暴露。相反, 在疏水环境中, 非极性的环境则是稳定的。“盖子”的开启也稳

定。当非共价修饰时, 表面活性剂溶解在非极性的有机溶剂中, 会将亲水部位朝外,另一端

朝内。这就使得“盖子"更加稳定;又使脂肪酶分配在内部的微水环境中, 把酶与外部的有机

溶剂分开, 其疏水端可以阻止水分对酶的进一步作用所造成的失活,使脂肪酶催化活性更

加稳定。与Han
[ 12]
和 Kim

[ 13]
的“Rhiz op u arr hi z us和 Candida r ugosa脂肪酶在表面活性剂

修饰后更加不稳定”的发现相比,是截然不同的结果。
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Non-covalent Modification of Immobilizecl-Lipase Used in

Enzymatic Catalysis in Organic Phase

Xu Yan 　Zhang Kechang
( S chool of Biotechnology, W uxi University of Light Indus try , W uxi, 214036)

Abstract　In biosynthesis of ethyl hex anate cataly sized by im mobilized l ipase f rom M ucor

miehei in heptane, enzym e inhibitors, dif ferent ty pes of amphipathic sur factants, bile salt s

and metal sal ts were used to m odify lipase non-cov alent ly. It was found that all anionic、

cat ionic and no n-ionic surfactants w ere able to enhance the catalysing act ivit ies in vary ing

degr ees at certain concentrat ions. Among them , AOT、LAS and Triton X-100 had sig nif i-

cant ef fects on stability, w hich made l ipase m ore stable w hen the concentr ations of sub-

st rate ethanol and hex ano ic acid were increased up to 0. 5 m ol/ L f rom 0. 25 mol / L . The

reason for that w as analyzied on basis of the st ructure of the lipase and surfactant . Bile

salt s and m etal salt s had near ly no improvm ent in the act ivities of l ipase, and even inhibit-

ed that at slig htly higher concentrat ion.

Key words　immo bilized lipase; mo dification o f enzy me; surfactant ; inhibitor
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