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有机介质中脂肪酶催化肌醇烟酸酯的合成
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摘!要!探讨了有机相中固定化脂肪酶催化肌醇和烟酸合成肌醇烟酸酯的可能性"系统地研究了
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<740$&,0!P;A4’@@<Q<(<GK’FG;A<-’@<G’(-<N’G<-,GAF’JR,G<’-FJ’R<-’@<G’(,-H-<N’G<-<N,N<H
N,G,(KDAHQK<RR’Q<(<DAH(<4,@A<-’J=,-<N@’(OA-GS,@AT4(’JAH<-G;<@4,4AJ)MK@GAR,G<N@GIHK
S,@N,JJ<AH’IG<-G;AGAJR ’FAFFANG’FO,J<’I@F,NG’J@’-G;AJA,NG<’-%<-N(IH<-=G;A
;KHJ’4;’Q<N<GK’F’J=,-<N@’(OA-G%S,GAJ,NG<O<GK%GAR4AJ,GIJA%45%G;A,R’I-G’FA-DKRA%

@IQ@GJ,GAN’-NA-GJ,G<’-,-HG;AR’(,JJ,G<’’F<-’@<G’(,-H-<N’G<-<N,N<H)
=.3>"$*4!(<4,@A"<-’@<G’(-<N’G<-,GA"A@GAJ<F<N,G<’-

!!非水相 酶 学 的 兴 起 和 发 展 极 大 地 拓 宽 了 酶 的

应用范围&不少酶可在有机溶剂中发挥催化作用%
且表现出许多新特性’#(&非水相中的酶催化%已成

为生物催化用于有机合成的重要途径&脂肪酶#甘

油酯水解酶%UE/)#)#)/$是专门在异相系统即在油

V水的界面上起催化作用的酶%它对均匀分散的或

水溶性底 物 不 起 作 用&脂 肪 酶 在 有 机 相 中 可 以 完

成酯化)交换酯化及转酯等反应%具有区域选择性)
立体选择性和较高的稳定性&近年来%利用脂肪酶

生物催化有 机 化 合 物 已 成 为 非 水 相 酶 学 的 研 究 热

点&

肌醇烟酸酯#E3!5/$*%6#!$是肌醇#E%5%6%$的

重要衍生物%#22!年列入英国药典&肌醇烟酸酯兼

具肌醇的促进肝及组织中脂肪的代谢)降低血脂作

用和烟酸的 扩 张 周 围 血 管 作 用%是 治 疗 高 血 脂 症)
心血管疾病)老年痴呆症)脂肪肝等的药物%也可与

其他药物配合使用&病人口服后%肌醇烟酸酯作为

结合酯被吸收%然后在体内水解为游离的烟酸&目

前%随着人口 的 老 龄 化%上 述 疾 病 的 发 病 率 明 显 增

大%对肌醇烟酸酯的需求不断增加"同时%由于人们

保健防病意识的增强%以肌醇烟酸酯作为添加物的

保健食品)功能食品在国际上发展很快&
目前肌醇 烟 酸 酯 的 生 产 方 法 基 本 采 用 化 学 法

生产’!%/(%但酯 化 率 低)反 应 温 度 高)精 制 分 离 纯 化

万方数据



难!溶剂回收 和 残 留 等 问 题 难 以 解 决"生 产 成 本 也

较高#因此"研究新的肌醇烟酸酯生化制备方法即

酶法制备肌醇烟酸酯$见图#%"对 我 国 肌 醇 和 高 血

脂药物的 研 发 具 有 重 要 意 义#作 者 探 讨 了 利 用 脂

肪酶催化肌醇和烟酸合成肌醇烟酸酯的可能性"并

系统地研究 了 各 因 素 对 脂 肪 酶 催 化 合 成 肌 醇 烟 酸

酯的影响#

图?!酶法合成肌醇烟酸酯

)-2@?!+3%01.4-4"(-%"4-0"’%-,"0-%&0.73’-9&4.

?!材料与方法

?@?!材料与设备

*’O’DKRA3/""来源于E,-H<H,7-G,JNG<N,"物

理吸附于大孔阴离子树脂"由*’O’*’JH<@W公司赠

送"其活 力 为"$9&R=’氯 仿!吡 啶!二 甲 亚 砜!丙

酮!乙醇!四氢呋喃!正辛烷!四氯化碳!乙腈!苯!叔

丁醇!二甲基 甲 酰 胺 为 市 售 分 析 纯’37分 子 筛"大

连催化剂厂生产#
恒温水浴振荡器(M5:011台式恒温振荡器"江

苏太仓市试 验 设 备 厂 制 造’真 空 冷 冻 干 燥 机(德 国

X,JG<-E;J<@G公司制造’电子分析天平(德国MG,J0
G’J<I@公司制造"精确度$)#R=#

?@A!方法

?)A)?!有机溶剂的脱水!将37分子筛于#1$Y
干燥箱内活化!;"置干燥器中冷却后"加入有机溶

剂中"室温 振 荡31;"滤 去 分 子 筛"得 脱 水 有 机 溶

剂)3*#

?)A)A!反应初始水分活度的控制!在一定的温度

下"将溶剂!酶 分 别 在 密 闭 容 器 中 与 不 同 的 盐 水 饱

和溶液进行相平衡.!;"以此来控制不同的反应初

始水活度(E,$*6/%!$!SZ$[$2%"8<E($!SZ$[#!%"

X=E(!$!S Z$[//%"X=$*6/%! $!S Z$[3"%"

*,*6/$!SZ$[%%%"*,E($!SZ$[."%"\E($!SZ
$[1"%"\!M63$!SZ$[2.%)"*#

?)A)B!脂肪酶水解活力测定和单位!在3R83]
的 &̂7$聚合度#."$%橄榄油乳化液和"R8$)$!"
R’(&8!45.)$的磷酸盐缓冲液中加入 *’O’DKRA
3/""$R="/.Y反应#"R<-后"加入#"R82"]
乙醇终止反应"用$)$"R’(&8*,65溶液滴定"酚

酞指示剂#
一个 脂 肪 酶 活 力 单 位 9 定 义 为(在 测 定 条 件

下"每分钟释放出#!=分子脂肪酸的酶量#

?)A)C!脂 肪 酶 合 成 肌 醇 烟 酸 酯 反 应 体 系!在"$
R8具 塞 三 角 瓶 中"加 入#RR’(&8 的 肌 醇 和%
RR’(&8的烟酸"然后加入!$R8溶剂"再加入#$$
R=*’O’DKRA3/"组成反应体系"在一定温度下以

#"$J&R<-的速度搅拌#

?)A)D!液 相 色 谱 分 析!仪 器(C,GAJ@%$$M控 制

器"C,GAJ@PX 泵"C,GAJ@22%二 极 管 阵 列 检 测 器"

X<((A--<IR/!色谱软件"色谱柱(_A@’(OAPX E#1钢 柱

$/)2RR‘/$$RR"3!R%#分 析 条 件(流 动 相 为

水V甲醇V四氢呋喃$3$a3$a!$%"流速为#R8&

R<-"进样量为#$!8#

?)A)E!脂肪酶促酯化程度的测定和转化率的计算

!取#R8反应液"$取样时停止振荡"@"待酶沉降

分层后取上清液%"用流动相稀释至#$R8"用液相

色谱专用的过滤膜过滤"进样#按#)!)"的方法检

测烟酸含量#

!!酯化转化率$]%Z烟酸减少的量&按肌醇摩尔

数理论消耗的烟酸的量‘#$$]
!!酯化 速 率Z烟 酸 减 少 的 量&$按 肌 醇 摩 尔 数 理

论消耗的烟酸的量‘时间%

?)A)F!肌 醇!肌 醇 烟 酸 酯 和 溶 剂 的 液 相 色 谱 检 测

!取#R8反应液"$取样时停止振荡"@"待酶沉降

分层后取上清液%"用流动相稀释至#$R8"用液相

色谱专用的过滤膜过滤"进样#按#)!)"的方法检

测产物含量#

!!产物生成率$]%Z肌醇烟酸酯量&按肌醇摩尔

数理论生成肌醇烟酸酯量‘#$$]

A!结果与讨论

A@?!有机溶剂特性对脂肪酶催化酯化反应的影响

作为酶反 应 介 质 的 有 机 溶 剂 是 影 响 非 水 相 酶

反应的最重要的因素#为了保持酶的活性构象"必

须保证酶分子表面有一层水化外壳"而有机溶剂往

往会破坏酶分子表面的水化外壳"导致酶分子直接

与有机溶剂 接 触 而 变 性!失 活#此 外"有 机 溶 剂 除

直接或间接地改变底物和产物的能量状态外"还可

以 通 过 影 响 底 物 或 产 物 在 水 相 和 有 机 相 的 分 配 来

改变底物或产物在酶分子表面的浓度"从而影响酶

促反应#作 者 考 察 了 多 种 有 机 溶 剂 对 脂 肪 酶 酶 促

反应的影响"结果见表##

!!由表#可知"*’O’DKRA3/"在叔丁醇中催化酯

化反应有较高的反应活性"在31;后测定的转化率
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为1.)"]!肌 醇 烟 酸 酯 质 量 浓 度 为$)1R="R8#
在其它溶剂中测定的 转 化 率 为$!这 是 由 于 底 物 肌

醇在这两种溶剂中的溶解度极低!底物分子相互接

触的机会较小#
表?!6";"G3H.CBD在不同反应介质中的酶促反应

I&7@?J.&,0-"%-%*-((.$.%0H.*-&736";"G3H.CBD

溶剂
转化率"]

31;

肌醇烟酸酯浓度"

$RR’("8%!31;

二甲亚砜 ")$ $)$"%

丙酮 $ $

氯仿 $ $

乙醇 $ $

四氢呋喃 !1)$ $

正辛烷 $ $

四氯化碳 $ $

乙腈 $ $

苯 $ $

叔丁醇 1.)" $)21.

二甲基甲酰胺 1)$ $)$%.

吡啶 $ $

A@A!脂肪酶催化酯化反应的反应历程

在脱水 叔 丁 醇 有 机 介 质 中!*’O’DKRA3/"能

催化肌醇和烟酸合成肌醇烟酸酯!其反应历程见图

!#在最初的 几 个 小 时 内!酯 化 反 应 的 转 化 率 是 直

线上升的!#!;后反应基本平衡#

图A!脂肪酶催化酯化反应的反应历程

)-2@A!I1.$.&,0-"%,"#$4.>-01’-9&4.,&0&’34-4

A@B!反应初始水活度对6";"G3H.CBD催化酯化反

应的影响

在叔丁醇中!脂肪酶为了维持酶分子的活性构

相!其表面必须有一层单分子水层#这是维持酶活

不可缺少的&必 需 水’!它 就 象 湿 滑 剂 和 增 塑 剂!用

于维持酶活 性 所 需 构 象 的&柔 性’!或 称 最 适 水 量#
当系统中的 水 量 过 高 时!酶 结 构 的 柔 性 过 大!酶 向

热力学不稳定的状态变化!容易造成酶的失活和酶

结构的改变#而且!过量的水还可能在酶分子表面

形成水簇!影响传质!降低酶促反应速度!并且可导

致酶的稳定性下降#当水量低于最适水量时!酶的

构相过于&刚性’!从而失去其催化活性#只有在酶

的 蛋 白 质 结 构 的 动 力 学 刚 性 和 热 力 学 稳 定 性 达 到

最佳点时!酶才表现出最大活力(%!.)#由图/可知!
随着反应初始水活度的增加!肌醇烟酸酯产物生产

率增加!在水活度为$)%%"$)1"时!脂肪酶的酶活

性较高#

图B!反应初始水活度对肌醇烟酸酯合成的影响

)-2@B!K((.,0"(-%-0-&’>&0.$&,0-;-03"%-%"4-0"’%-,"0-L

%&0.43%01.4-4

A@C!温度对6";"G3H.CBD催化酯化反应的影响

在本反应体系中!温度对酶的催化活性有显著

的影响#由图3可 知!随 着 温 度 的 升 高!脂 肪 酶 的

活性增大!3$Y后酶的活性随温度的升高下降#由

于 该 酶 在 溶 剂 相 中 的 不 溶 性 以 及 酶 的 固 定 化 促 使

酶构象的刚性增强!因此具有较好的热稳定性#随

着温度的升 高!分 子 扩 散 加 快!有 利 于 提 高 脂 肪 酶

酯化反应的速率#超过最佳的温度作用点后!一方

面由于载体对水有相当强的亲水性!微孔内的水提

供了酶失活 的 条 件!从 而 使 酶 蛋 白 变 性!酶 活 力 下

降*另一方面!过 高 的 温 度 不 利 于 底 物 在 溶 剂 中 的

溶解!故*’O’DKRA3/"催 化 酯 化 反 应 的 酯 化 速 率

降低#

图C!温度对脂肪酶催化肌醇烟酸酯合成的影响

)-2@C!K((.,0"(0.H9.$&0#$."%-%"4-0"’%-,"0-%&0.43%L

01.4-4

A@D!9M值对6";"G3H.CBD催化酯化反应的影响

所用的缓冲溶液由*,!5̂ 63和*,5!̂ 63配制
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而成!由图"可知"在45值为3"#$的范围内"酶
的酯化能力相差不大"而45值%"1时"酶的酯化

能力较大!一方面"在有机介质中酶分子微环境的

45值一 般 由 其 冻 干 前 缓 冲 液 的45 值 所 决 定"但

当酶分子置于酯化反应体系中时"反应体系中烟酸

的存在使得酶分子表面水化层的实际45值几乎一

致#另一方面"脂 肪 酶 固 定 化 在 大 孔 的 阴 离 子 树 脂

上"树脂可能有一定的缓冲能力"也降低了45值对

酶酯化能力的影响!

A@E!加酶量对6";"G3H.CBD催化酯化反应的影响

酶的添加量不仅影响到反应的速度"而且对产

品的成本$工 业 化 生 产 的 可 能 性 也 有 重 要 的 影 响!
实际上"在有机溶剂中的催化反应也遵循在水相中

的相同原理!在 溶 剂 相 中"在 一 定 浓 度 范 围 内"酶

的添加量控制了酯合成转化率!由图%可见"当加

酶量低 于"R=%R8时"酯 化 反 应 的 速 率 随 着 加 酶

量的增加而提高"当超过"R=%R8时"基本不影响

反应速率!

图D!9M值对脂肪酶合成肌醇烟酸酯的影响

)-2@D!K((.,0"(9M"%-%"4-0"’%-,"0-%&0.43%01.4-4

图E!加酶量对脂肪酶合成肌醇烟酸酯的影响

)-2@E!K((.,0"(01.&H"#%0.%G3H."%-%"4-0"’%-,"0-L

%&0.43%01.4-4

A@F!底物浓度及比例对6";"G3H.CBD催化酯化反

应的影响

溶 剂 的 极 性 对 脂 肪 酶 酶 促 合 成 的 影 响 很 大!
作为肌醇 烟 酸 酯 合 成 的 反 应 底 物&&&烟 酸 的 极 性

较强!因此"反应体系中的浓度直接影响到脂肪酶

的催化活力$底物的转化率$产物浓度"从而影响下

游工程的成 本!另 外"从 反 应 热 力 学 平 衡 分 析"底

物的浓度比对反应转化率的影响相当大"因此确定

合适的底物浓度和浓度比是非常重要的!
图.为肌醇和烟酸摩尔比为#a%时对反应的

影响!结果表明"在烟酸浓度低于%)$RR’(%8时"
产物生 成 率 基 本 保 持 不 变"当 烟 酸 浓 度 达 到.)!
RR’(%8时"产物生成率下降"这可能不是烟酸对酶

活的抑制作 用"而 是 随 着 底 物 中 肌 醇 的 增 加"肌 醇

在叔丁 醇 中 溶 解 度 不 大"当 肌 醇 的 浓 度 达 到#)!
RR’(%8时"继续加大肌醇量"由于反应体系中有固

体肌醇存在"分 子 间 相 互 接 触 的 机 会 减 少"从 而 导

致了测定产物生成率的下降!图1的结果表明"随

着烟酸和肌醇之间摩尔比的增加"肌醇烟酸酯的浓

度增大"达到%a#时"其产物浓度达到稳定!

图F!底物浓度对脂肪酶合成肌醇烟酸酯的影响

)-2@F!K((.,0"(4#740$&0.,"%,.%0$&0-"%4"%-%"4-0"’%-,L

"0-%&0.43%01.4-4

图N!肌醇和烟酸的 摩 尔 比 对 脂 肪 酶 催 化 肌 醇 烟 酸 酯

合成的影响
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B!结!论

有机溶剂$反应初始水活度$温度$45值$加酶

量$底物浓度 以 及 浓 度 比 分 别 对 *’O’DKRA3/"催

化酯化反 应 有 不 同 程 度 的 影 响!最 适 的 反 应 介 质

为叔丁醇#最适的温度为3$Y#反应初始水活度维

持在$)%%"$)1"时"脂肪酶的活性较高#45值在3
"#$范 围 内 对 酯 化 反 应 影 响 不 大#加 酶 量 达 到"
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R=!R8时"酯化反应的速率保持稳定#肌醇和烟酸

的最适摩尔 比 为#a%#而 烟 酸 的 浓 度 在 低 于%)$
RR’(!8时"产物生成率较高"为12)$]"且基本保

持不变$
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!上接第/$页#

!!按最佳条件提取两次"第一次提取率2%)!2]"
第二次提取率/)##]"两次即可提取完全$

B!结!论

!!#(常规有机溶剂浸提法提取元宝枫叶中总黄

酮物质的优化条件为)溶剂体积分数"$]乙醇"料

液比为#=a!"R8"提取时间为#[";"浸提温度为

.$Y$正交实验3个因素对浸提效 果 影 响 的 主 次

顺序为乙醇浓度"提取温度"料液比"提取时间$

!(超声辅助法提取元宝枫叶中 总 黄 酮 物 质 的

优化条件为)溶剂为体积分数"$]的乙醇溶液"料

液比为#=a#"R8"提取时间为/$R<-"浸提温度

为%$Y$几个因素对浸提效果影响的主次顺序为

浸提温度"超声作用时间"料液比"乙醇浓度$

/(两种方法都可以有效地提取元宝枫总黄酮#
两种方法第一次提取率差别不大"但超声辅助法提

取时间缩短#;"料液比减少3$]"温度低#$Y$
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