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磷脂酶 � 催化反应中的有机溶剂效应

王 兴 国 裘爱泳 陶文沂 沈蓓英

�食品资源科学与工程系 �

摘要 对酶催化反应中的 有机溶 剂效应进行 了深入讨论
,

引用溶 剂化概念解释 了

有机溶剂对反应平衡状态
,

反应速率和反应选择性的影响
。

此外
,

考察 了 �� 种有机

溶 剂对磷脂酶 � 催化反应的 影响
,

提 出 了有机溶 剂作 用机理
,

即有机溶 剂使酶 蛋

白微粒和 底物磷脂表面更具疏水性
,

从而增加 了酶和底物的相 互吸 引
。
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磷脂是在食品和医药上有许多重要用途的天然表面活性剂
,

但是 由于磷脂在结构上的

相似性
,

从而使得由一般的化学方法难 以制备纯净的单一磷脂
,

如 目前 卵磷脂生产
,

就是用

乙醇反复多次萃取得到
,

即使这样也难以得到卵磷脂含量大于 �� �的产品
,

且生产成本相

当高
。

因此
,

从产业角度来说
,

利用磷脂酶 � 的专一性和碱基交换能力制备单一磷脂
,

具有

很重要的现实意义
。

� � � � 年 � � � � � �
等仁’�和 � � � � 等 � � �的两个研究小组�’� 乎同时都报道了磷脂酶 � 对磷脂

的碱基交换作用
。

但是真正设想将磷脂酶 � 的这种碱基交换作用用于大规模化生产单一磷

脂 则是在高转换活性 微生物磷脂酶 � 发现以后的事
。

�� 年代后期许多学者利用这种磷脂酶

� 分别在 实验 室中制备 了单一磷脂
。

如 � � �� �� �
�

等 � � �
、

� � � � � 。 等〔‘〕
、

� � ��� 。 等 � � �
、

� � � �

等 〔�
,

� � 、 � � � � � � � 等 � �〕
、

� � � � � � � �
等 � � �

、

�� � ��� 等「’�〕
、

� � � � � � � � 等〔‘’�
、

� � � � � � 等 � ’� �
、

王 兴国

等 〔’�〕先后报道了利用磷脂酶 � 制备卯磷脂�� � �
,

脑磷脂 �� � �
,

肌醇磷脂 �� ��
,

甘油酞磷脂

��� �等
。

在传统概念中酶只能在水溶液中起作用
,

在有机溶剂中易发生变性
。

而许多化学合

成是在有机相中进行
,

有些产物或底物在水中不易溶解
,

有些不稳定
。

因此
,

研究非水介质中

酶的作用
,

对于扩大酶的应用领域具有很重要的意义
,

近十年中开展 了大量的研究
,

取得了

一定成绩
,

但是对于非水介质中酶作用的理论探讨还不足深入
,

鉴于此
,

本文对磷脂酶 � 的

有机溶剂效应进行了的讨论
。
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� 材料与方法
�

�

� 材料

磷脂酶 � 产 自假单胞菌
,

筛选过程见 � � � �
。

所用的有机溶剂见表 �
,

均为分析纯
。

�
�

� 仪器

� �
一

� � �� � � � � �  � � � � ��� � � 采 用 � �
� � � � �  �

一

� 。 型 号硅 棒 孔隙直 径 � � �
,

颗粒 大 小

�拌�
,

日本 �� � �� � � � � � � � � � � �� � 公司
。

�
�

� 方法

�
�

�
�

� 碑脂 的浏定 采用 � � � �� � 法
,

条件见 � � �口
。

�
�

�
�

� 有机溶 剂对磷脂 酶 � 活 力的影响 酶的活力 测定用一种混合液来完成
,

它包括

�� � 卵磷脂
、

�
�

�� � �
�

� � � �的醋酸缓冲液 �� � �
�

� �
,

�
�

�� � �
�

�� � �的 �� � �
� ,

�
�

� �� � � � �的

甘油及 �
�

�� � �蒸馏水
,

同时分别加入 �� � 各种有机溶剂及 �
�

�� �磷脂酶 � 发酵液离心后

的上清液
。

上述混合液在振荡器上振荡 �� � 后在 �� �水浴中保温 �� � 
,

中间取 出振荡一次
。

用

沸水浴中止酶作用
,

然后
,

加入约 �� � 乙醚进行萃取
,

用振荡器振荡 �� �� 后
,

待其分层
,

取

乙醚层 �上层 �
,

浓缩
,

作磷脂测定用
。

根据磷脂酞甘油形成量计算活力
。

规定乙醚体系的活

力为 � � �
,

各种有机溶剂的活力为相对于乙醚体系的活力
,

结果见表 �
�

表 � 常见有机溶剂的相对活力

有有机溶剂 相对活力力
…

有机溶剂 相对活力力

��� � 乙醚醚

�
�

王
� 。 � 甲酸乙醋醋

异异丙醚 ����
�

乙酸 乙酷 ”���

正正 丁醚 ����

…
内酸 乙酝 � ���

异异戊醚 ���� … 丁竺
乙
竺

� ���

丙丙酮 ���� … 汉严乙少
� 。。

甲甲乙酮 ����
�

庚终乙竺
‘���

甲甲异丙酮 ���� �
乙

瞥
酮 � ���

甲甲正丙酮 ���� � 本 艺���

甲甲异丁酮 ����

…鄂 曹曹甲甲正丁酮 ����

…
二氧六环 ‘‘

戊戊酮
一

〔�〕 � � �����

环环 己酮 �����

丁丁二酮 � �����

�
�

�
�

� 有机溶 剂对磷脂酶 � 的失活

影响 取需要 量的磷脂酶 � 发酵上

清液
,

加入等量的待试有机溶剂
,

振荡

�� � 
,

放 置所需 时间后
,

加 入反应 体

系中其它所需量的物质
,

按酶活测定

方法测定相应活力
,

然后计算失活率
。

结果见表 �
�

表 � 各种溶剂对 �� � 的失活

失活率 �� �

� � �� � �� � � � � �
� 一� �

乙醚

丙醚

乙酸 乙酷

正 己烷

氯仿

戊酮
一

〔�〕

��

��
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� 结果与讨论

�
�

� 有机溶剂效应对生物催化反应的影响形式

目前认为
,

有机溶剂影响催化有三种形式
�

�� 溶剂直接与酶相互作用引起酶失活
,

这种情况溶剂改变了蛋白质的天然构象
,

影响

了氢键和疏水键
,

因而导致 了酶的活性和稳定性的降低
。

�� 溶剂与反应的底物和产物的相互作用
,

改变了反应的平衡常数和速率常数
,

关于这

方面的影响在 �
�

� 中讨论
。

�� 有机溶剂直接与酶周围的必需水 ��
� � � �� �� � � �� � �的相互作用

,

这种作用并不直接

影响酶而只是对 催化起主要影响
,

特别是强极性溶剂能溶解大量水
。

从而剥夺了酶周 围的必

需水层而引起酶 失活
,

相反疏水性溶剂不太容易去除或搅乱酶周围的水
,

因而不太能引起酶

失活
。

�
�

� 有机溶剂对底物和产物的影响

溶剂对产物和底物的作用涉及到底物和产物的溶剂化作用
,

所谓的溶剂化作用是指每

一个被溶解的分子或离子被一层或松或紧地受束缚的溶剂分子所包围的现象
。

该溶剂层是

溶质和溶剂之间的分子间力作用的结果
。

通常用溶剂化 自由能 △��
�溶剂 化 ,

来量度某特定溶

剂的溶剂化能力
,

它包括取向能
、

诱导能
、

色散能和氢键等
。

�
�

�
�

� 有机溶剂对反应平衡状态的影响 如果考虑在溶剂 � 与溶剂 � 中的反应 � � �禅�

� �
,

此两种溶剂对底物和产物的溶剂化能力不同
,

则其对应的自由能曲线如图 � 所示
。

由图 � 可直接推导出式 �� �
�

一 △�
,
� △� 底物溶洲� 一 △� 产物溶州。一 △�

�
�� �

式中
�

一 △�
,

为在溶剂 � 中的反应 自由能
�

一 △�
,

为在溶剂 � 中的反应 自由能
�

△� 底物溶 , 化 和 △� 产 物溶剂化 为溶剂 由 � 更换为 � 时所释放的溶剂化 自由能
。

经重排可得式 �� �
�

△�
,

一 △�
,

一 △△� 一 △G 产 物溶剂化 一 △G 底物溶 剂化 一 △△G 溶剂化 ( 2 )

因为在平衡时
,

平衡常数的对数与自由能 △G 有如式 (3 ) 的关 系
:〔’G〕

△G ~ 一 R 了In K ( 3)

将式 (3 )代入(2) 有
:

△△G 溶 , J ,。
= 一 R ,j

’

( I

n
K

,

一 InK
,

) ( 4 )

由式 (4 ) 可得 出下列结论
:
底物和产物的溶剂化 自由能之差支配溶剂对平 衡状 态的影

目向
。

当产物的溶剂化 自由能大于底物的溶剂化自由能时
,

即 △△G 、剂 ,。
> O ( 5 )

将式 (5) 代入式(4 )

则有 一 R 了
’

(l

n

K

.

一 In K
,

) >
O

(6 )

即 K ,

< K

,

( 7 )

因而当由溶剂 I 更换为溶剂 l 时
,

平衡有利于产物的形成
。
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2
.
2
.
2 有机溶剂对反应速率的影响 应用反应动力学的过渡状态理论来处理溶剂效应对

反应速率的影响
。

过渡状态理论 的基本看法是 仁’5〕:当两个具有足够能量的反应物分子相互

接近时
,

分子的价键要经过重排
,

能量要经过重新分配
,

方能形成产物分子
。

在此过程必须经

过一个过渡状态
,

处于过渡状态的体系称为活化络合物
。

其反应的位能图如图2所示
。

三侣一�

搜I一 一

G 产l物
;容剂化

、、、、

八八G 产产

少少少

反应进程 反庄进程

图l 化学反应在溶剂 I与溶剂 l 中的自由能分布 图2 化学反应的自由能分布

对于反应
:

A + B护 (A 一B )午 ~ C + D

由过渡状态理论可得式 (8)
[’6」

R ,I
’

户些

一 不下一丁 e R 7

Z丫 。凡
( 8 )

式中k 为反应速率常数
;h 为普朗克常数

;
抓

,

为阿佛加德罗常数
;R 为气体常数

;T 为绝

对温度 ;△G 午 为底物变成活化络合物的活化能变化
。

根据式 (8 )
,

△G 寿 越小
,

即底物变成活化络合物的活化能越小
,

则反应速率越大
。

由式 (8) 发生的反应
,

由于底物和活化络合物在不同的溶剂中的溶剂化能力不同而被不

同程度地溶剂化
。

这种不同的溶剂化作用可按图3所述的方式减慢或加速
。

图(3 a )和图 (3 b) 中的两条曲线 l 表示对给定反应在一种理想 ! 中
,

底物和活化络合

物都未被溶剂化时的自由能分布
。

如果在加一种溶剂中活化络合物被溶剂化
,

就得到图(3a )

中所示的曲线 n 。

其活化 自由能△G
, 今 由于溶剂化 自由能 △△G 年 而减小

,

结果使反应加

快
。

另一方面
,

如果只有起始反应物被溶剂化
,

就得到图 (31;) 所示的曲线 川
,

其活化 自由能

△G
. 午
由于溶剂化 自由能 △△G

午 而增加
,

结果使反应速率减慢
。

产物的溶剂化对反应速率

并无任何影响
。

由于实际上起始反应物和活化络合物都可以被溶剂化
,

所以反应体系中反应

速率取决于两者的溶剂化 自由能之差
。

图 4 为考虑了底物和活化络合物溶剂化的自由能变化
。

由图可得到
:

△G
I午

+ △认
,

溶

敝 一 △G
, 午

+ △G
:.溶
敝

即

△G
,

.

溶剂化 一 △G
,

,

溶剂化 一 △G
.今 一 △G

, 午 一 △△G 溶相。

( 9 )

( 1 0 )
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自由能 自由能

、、

/ ……工亘亘

反应进程 反应进 程

图3 反应体系的自由能分布曲线

(a )曲线 I ,

反应时 活化络合物未被溶剂化 ;曲线 l
,

反应时活化络合物被溶 剂

(b )曲线 I ,

反应时反应物未被溶剂化 ;曲线 l
,

反应时底物被溶剂化
。

将式 (8 ) 代入式 (10 )

△△G 溶 剂 化
= R 了

’

( I

n
k

, 一

I
n

k
,

) ( 1 1 )

当底物的溶剂化 自由能大于活化络合物溶剂化自由能时

即 △△G 溶剂化 > 0 时
,

有 k
.
> k

,

因而不利于反应进行
;反之

,

当活化络合物溶剂化 自由能大 于底物溶剂化 自由能时
,

有

利于反应进行
。

2

.

2

.

3 有机溶 剂对反应 的选择性影响 1967年 Y an g 等[2] 由游离
’‘
C 一胆碱与磷脂酞胆碱

中的胆碱的交换反应
,

证实了磷脂酶 D 催化的碱基交换反应历程为
:

E + (A 一B )

l生
k
、

/

k
Z

_

;二
= 已 E

·

(
A 一B )

一
E 飞.A
一
E+(A一 N )

H 20 讼 令 k
3

E + A

式中
:E 为磷脂酶 D

;A 为磷脂酸
;B 为磷脂中起始碱基

;N 为反应物碱基
;A 一B 为底物磷

脂
;A 一 N 为产物磷脂

;k , ,

k

一 1 ,

k

Z ,

ks,
,

k

3

为各级反应的速率常数
。

因此碱基交换速率为
,
一

t r : 。,

= k

3
·

[

N

] 仁EA ] (12)

水解速率为
,

,
卜y击 〕

= k

。

[
H

2
0 」[EA 〕 (13)

由式 (12) 和式 (13) 可知
,

由于有机溶剂 的加入
,

降低了巨H
ZO ]的量

,

即降低了水解反应

速率
,

从而降低了水解反应产物的形成
,

相对地提高了碱基交换反应产物 的形成
,

提高了反

应的选择性
。

由以上分析可以知道 由于溶剂和生物催化
,

反应体系之间的相互作用的复杂性
,

因而预
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测溶剂效应对反应体系的影响以及将这些效应与溶剂的内在性质加以联系都十分困难
。

2

.

3 1容剂选择的一般原则

在确定哪一种溶剂最适合于指定反应时
,

必须考虑以下几方面因素
:

1) 首先是溶剂与指定反应的适应性
,

例如
,

糖只溶于亲水性溶剂中
,

疏水性溶剂就不

适合于糖类转化酶的催化反应
;
同样

,

反应产物与溶剂的适应性也是重要的
,

极性产物易吸

附在酶周围
,

引起产物抑制作用或经历不必要的端链反应
。

2) 选择的溶剂对反应来说还必须是惰性的
,

即不参加反应从而减少不必要的副产物
。

3) 还必须考虑溶剂的比重
、

表面张力
、

粘度
、

毒性
、

生产安全性
、

消耗及成本等
。

2

.

4 有机溶剂对磷脂酶 D 的影响

上面讨论 了有机溶剂对酶催化反应的一般概况
,

对 于本实验选择的有机溶剂与磷脂酶

D 的相对活力关系见表 1
.
由表可知

,

除乙醚和 乙酸乙 醋外
,

一些酷
、

酮
、

醚等有机溶剂也可

以产生较高的激活作用
,

这些溶剂都具有共同的结构特点
,

即都带有一个氧官能团
,

且氧官

能团上都连有一定 长度的脂肪碳链
,

由于接结的脂肪碳链 R 基团的长度不同
,

酶活呈现有

规律的变化
,

见图5
。

具有对称结构的戊酮
一

〔3〕在所有试验的有机溶剂 中产生最大的激活作

用
。

1 0 0

8 0

只灼勺吠毕

l|�||||||l

程扭

\G
1.溶

6 0

4 0

反应进程

份份一六六
/// \ / \\\
/// 入

’

\\\

‘‘

/ \\\

之之
’

\ 、、

碳数

图4 化学反应在溶剂 !和溶剂 . 图5 不同 R 基团的酶转化活性

中自由能分布图 一一 碳 一+ 一 酷 一
,

一 酮

2
.
5 有机溶剂浓度对磷脂酶 D 的影响

可以知道
,

溶剂化效应不同可引起磷脂酶 D 的催化 活性不同
。

图6表示两种不同酶和底

物浓度
,

且酶和底物浓度的比值相同时乙酸乙醋浓度对磷脂酞甘油形成速率的影响
。

得到的

两条曲线形状相似
,

只是磷脂酞甘油形成的最大速率不同(图中的曲线1和曲线2)
,

以速率 , ,

一 州V 作图
,

得到两条平行的曲线
,

如图 7 中曲线 1和 曲线 2
,

将图中两条曲线外推到 刃V -

o ,

就得到最大反应速率
,

根据这一值可以确定图6中最大反应速率一半时的溶剂体积 (相当

于米氏常数 K
m )

,

其值为0
.
43 和 0

.
45 ml

,

两者非常接近
,

而与底物和酶浓度无关
,

这表 明溶

剂化可能是反应中的一个限制步骤
。

2

.

6 有机溶剂对磷脂酶 D 的失活作用

我们对有机溶剂引起磷脂酶 D 的失活作用进行了考查
,

结果见表2
。

所有试验的溶剂对

磷脂酶 D 的失活都不太大
,

乙酸乙醋
、

正 己烷几乎没影响
,

乙醚引起磷脂酶 D 失活较大
,

这
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一点还很难解释
。

由表 1和表2可以看到
,

溶剂对磷脂酶 D 的激活和失活之间没有必然联系
,

但是所有具

较大激活作用的溶剂使磷脂酶 D 失活都较低
;
有些溶剂如正 己烷几乎不使磷脂酶 D 失活却

没有激活作用
。

2

.

7 磷脂酶 D 催化时有机溶剂的作用机理

关于有机溶剂激活机理
,

有人认为所有溶剂都使得酶与底物磷脂结合
,

反应是在凝聚体

中发生
。

溶剂 的改变由于降低了体 系介电常数可能间接产生聚集体
,

或直接形成吸附复合

物
。

溶剂的直接参与能 由图6和图 7表明
,

最大反应速率一半时的溶剂体积 (相当于米氏常数

K m )表 明溶剂参与一步或更多中间速率限制步骤
,

如溶剂与底物及酶的可逆缔合
。

酶强 烈

吸附和限制 乙醚以及乙醚蒸汽在磷脂单分子层上的强烈吸附在以前的实验 中观察到
。

因此
,

在溶液体 系中
,

可能存在溶剂
、

磷脂和酶吸附形成的复合体
,

这就为我们解释有机溶剂对磷

脂酶 D 的影响提供 了依据
。

在水介质中
,

底物磷脂和酶首先各自形成胶 团
,

磷脂分子的胶 团

中极性基团 (亲水基 )伸向水相
,

脂肪链远离水相而相互聚集
,

如图8所示
,

酶蛋白分子也以同

一
~
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一 硫 水从l引
吸

] O
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图8 溶剂
、

酶和磷脂相互作用
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样方式存在水相中
。

磷脂和酶蛋白分子微粒表面带有的亲水基首先吸附水分子
,

形成水化胶

团
,

并不相互吸引形成聚集体
。

如果使磷脂和酶蛋 白微粒表面带上疏水的基团
,

那么它们会

比水中更强烈地吸引
,

形成酶和磷脂聚集体
,

而激活溶剂就起到这样的作用
。

激活溶剂首先

吸附在微粒表面
,

如图8所示
,

溶剂分子中的极性基团吸附到微粒表面的极性基团
,

其中的一

个脂肪链伸向微粒内部
,

而另一个伸向溶液
,

这样使得磷脂和酶蛋 白表面具有更大的疏水

性
,

因此更易于形成酶和磷脂聚集体
。

这就解释了为什么只有两个碳脂肪链的氧官能团的溶

剂能产生大的激活作用
,

而其它长碳链溶剂
,

则由于碳链直接伸入微粒 内部
,

极性基 团吸附

在表面
,

不能使微粒表面具有更大疏水性
,

所以激活作用差
,

而烃类等其它非极性溶剂
,

不能

吸附在微粒表面
,

而进入微粒 内部
,

所 以没有激活作用
,

也可以解释 图5的规律
。

当一R 都较

短时
,

R 伸入微粒内
,

没有足够的疏水性
,

当两个 R 都很长时
,

两个 R 基团都伸入胶 团内
,

而

使胶团表面没有疏水性
。

所以最有效的是连有适 当长度 R 一基团的对称醚
、

酮
、

酷
,

也就是为

什么戊酮
一

〔3〕具有最大激活作用
。

能产生最大激活作用的化合物 包括
:
具有双取代氧的基

团
,

并连有一定长度的碳链
,

如直链脂肪醚
、

酮或醋
,

所有这些溶剂在反应条件下使磷脂酶 D

的失活较低
。

3 结 论

从理论上对酶催化反应中的有机溶剂 的影响进行了讨论
,

引用溶剂化的概念解释了有

机溶剂对反应平衡状态
、

反应速率和反应选择性的影响
。

考察了醚
、

酉旨
、

酮等四大类 24 种溶剂对磷脂酶 D 碱基转移活性的影响
。

找出了有机溶剂

对磷脂酶 D 碱基转移活性 的影响规律
,

即带有一个氧官能团
,

且氧官能团上连有一定长度

脂肪链的化合物
,

并证实有机溶剂是酶催化反应的一个中间限制步骤
;引用有机溶剂使酶蛋

白微粒和底物磷脂表面更具疏水性
,

增加了酶和底物的相互吸引
,

从而加快了酶催化反应
,

解释了有机溶剂作用机理
。
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