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摘　要:研究了在无溶剂体系中 α-糜蛋白酶催化 N-BOC-L-苯丙氨酸乙酯与 D-葡萄糖的酯交换反应 , 考察了水

含量 、 反应时间 、 搅拌以及底物摩尔比等因素对酯交换反应的影响。结果表明是在 6位伯羟基 (6-OH) 进行定

位酰化。生成的氨基酸葡萄糖酯可通过 H PLC-UV定量检测 , 最适条件下的反应转化率达到 90%以上。 LC-MS分

离并初步定性分析 , 产物相对分子质量为 445, 与理论目标产物的一致。
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　　无溶剂有机合成是有机合成的一种新方法
[ 1]
。

无溶剂条件下的酶催化反应也表现出明显的优越

性 。在无溶剂条件下 , 即在酶催化底物量不变的情

况下 , 底物浓度达到最大值 , 而且不必考虑底物溶

解度对酶催化活性的影响 。

蛋白酶可以可逆地催化酯水解反应 , 可用于合

成糖酯 , 糖酯广泛用作医药中间体 、 食品添加剂和

生物可降解高分子单体。由于糖多羟基的存在 , 化

学合成糖酯很困难 , 限制了它的工业应用 。有机相

蛋白酶催化氨基酸糖酯合成已多见报导
[ 2, 3]

。

Cerovsky等
[ 4]
用有机相酶催化反应 , 进行氨基酸糖

酯合成的研究 , 反应转化率达到 20% ～ 60%, 并

表明产物主要是 6位氨基酸糖酯 。但由于糖是极性

化合物 , 需使用强极性溶剂 (如吡啶 、 DMF等 ,

或者将糖形成糖苷或其他衍生物以增加它在有机溶

剂中溶解性
[ 5]
);而酶是水溶性的 , 不溶于有机溶

剂 , 这就给有机溶剂中酶催化反应带来许多困难 。

无溶剂条件下或超饱和体系中酶催化可以解决这些

问题。

用蛋白酶进行氨基酸糖酯合成的研究 。 α-糜蛋

白酶(E 3. 4. 21. 1)能催化水解 L型芳香族氨基酸

(如苯丙氨酸 、酪氨酸和色氨酸 )所组成的肽键 、酰

胺键和酯键
[ 6]
。第一阶段用 α-糜蛋白酶直接催化

苯丙氨酸 、酪氨酸及色氨酸与葡萄糖进行酯化反应 ,

第二阶段将苯丙氨酸形成活化酯后与葡萄糖进行酯

交换反应 ,反应式如下:

1　实　验

1.1　仪器和材料

78-1磁力加热搅拌器仪器 , GKC-11R1型可控

恒温水浴锅 , SHZ-D循环水式真空泵 , ZF-Z型三用

紫外仪 , HP1100型高效液相色谱仪 , DAD检测器 ,

岛津 LC-MS-2010。

N-BOC-L-酪氨酸 、N-BOC-L-赖氨酸 、N-BOC-L-

苯丙氨酸均购于 S igma, A ld rich公司 ,蛋白酶购于

日本化成工业株式会社 , α-糜蛋白酶 、胃蛋白酶

DMAP和 DCC I均为国产 ,其它试剂均为分析纯 ,购

于广州化学试剂厂 。

反应产物采用 HPLC分离 , DAD检测 , LC-MS

分离并定性分析。

1.2　实验方法

1.2.1　蛋白酶催化氨基酸与葡萄糖的酯化反应　

将 3种氨基酸 N-BOC-L-酪氨酸 、N-BOC-L-赖氨酸 、
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N-BOC-L-苯丙氨酸分别与 3种蛋白酶 α-糜蛋白酶 、

胃蛋白酶 、蛋白酶适量交叉混合于 9支小试管中 ,再

加入葡萄糖和一定 pH 值的 K2HPO4 /KH 2PO4缓冲

溶液 10 μL,搅拌均匀 。和底物空白 、酶空白一起密

封置于 45 ℃水浴中反应 8 d。取出用甲醇 /水混合

溶剂萃取后进行 HPLC-UV分离检测。

1.2.2　N-BOC-L-苯丙氨酸乙酯的合成
[ 7]
　按文献

用 DMAP和 DCC I在二氯甲烷中催化脱水合成 ,产

物用乙酸乙酯萃取并用饱和 NaHCO3溶液洗涤有机

层 ,以无水 N a2 SO4干燥 ,有机溶剂在真空干燥箱抽

干 ,得透明油状物 。

1.2.3　α-糜蛋白酶催化 N-BOC-L-苯丙氨酸乙酯与

葡萄糖的酯交换反应　分别称取 N-BOC-L-苯丙氨

酸乙酯 (25 μmo l)与硅藻土的混合物 21.9 mg和葡

萄糖(0 ～ 9.9 mg)于小试管 , 再分别加入 α-糜蛋白

酶 (0 ～ 10 mg)和一定 pH值的 K2HPO4 /KH2PO 4缓

冲溶液 (0 ～ 20.0 μL)于小试管中 ,搅拌均匀 。和底

物空白一起密封置于 45 ℃水浴中反应 60 ～ 90 h。

取出用甲醇 /水混合溶剂萃取后进行 HPLC-UV检

测 。

1.2.4　高效液相色谱分析　N-BOC-L-苯丙氨酸葡

萄糖酯 、N-BOC-L-苯丙氨酸和葡萄糖等反应混合物

25 μmol,用体积比 1∶1的甲醇 /水 (含 φ=0.08%

CH 3COOH)混合溶剂 0.5 mL萃取 ,然后通过 HPLC

分离 ,流动相为体积比 78∶22的甲醇 /水 (含 φ=

0.08% CH3 COOH)混合溶剂 , 最后用 DAD检测 。

根据 N-BOC-L-苯丙氨酸葡萄糖酯和 N-BOC-L-苯丙

氨酸紫外吸收的峰面积比例计算产物 N-BOC-L-苯

丙氨酸葡萄糖酯的比例 ,得出反应转化率 。

1.2.5　液相质谱分析　N-BOC-L-苯丙氨酸葡萄糖

酯 、N-BOC-L-苯丙氨酸和葡萄糖等反应混合物 25

μmo l, 用体积比 1∶1的乙腈 /水 (含 φ=0.08%

CH 3COOH)混合溶剂 0.5mL萃取 ,然后通过液相柱

分离 ,流动相为体积比为 70∶30的乙腈 /水(含 φ=

0.05%HCOOH)混合溶剂 ,最后通过质谱仪检测 。

2　结果与讨论

2.1　蛋白酶催化氨基酸与葡萄糖的酯化反应

氨基酸直接与葡萄糖在蛋白酶催化下进行酯

化 ,反应效果不好 。相比之下 , α-糜蛋白酶在生理活

性的 pH值下催化效果比较好 。胃蛋白酶在 pH =

1.5 ～ 2.0的酸性环境中催化活性会比较好。 3种氨

基酸的反应性没有明显差别 ,基本上都没有产物氨

基酸糖酯 ,仅 α-糜蛋白酶催化的苯丙氨酸有极少量

酯生成 。

2.2　α-糜蛋白酶催化 N-BOC-L-苯丙氨酸乙酯与葡

萄糖的酯交换反应

　　鉴于无溶剂体系中 α-糜蛋白酶催化 N-BOC-L-

苯丙氨酸与葡萄糖的酯化反应效果较差 ,为此 ,合成

了 N-BOC-L-苯丙氨酸乙酯 ,研究了 α-糜蛋白酶催化

N-BOC-L-苯丙氨酸乙酯与葡萄糖的酯交换反应。

2.2.1　底物摩尔比对 N-BOC-L-苯丙氨酸乙酯与葡

萄糖的酯交换反应的影响　一般在蛋白酶催化反

应中 ,底物摩尔比为 1时反应效果最好 ,并且可避免

多酯及其它副产物生成 。由图 1可见 ,转化率在葡

萄糖与 N-BOC-L-苯丙氨酸乙酯的摩尔比为 0.75左

右最好。由于 N-BOC-L-苯丙氨酸乙醇酯是油状物 ,

比较难抽干其中的水 ,所以葡萄糖与 N-BOC-L-苯丙

氨酸乙酯的实际摩尔比接近 1。

图 1　底物摩尔比对反应的影响

F ig. 1　E ffect o f substrate mo l radio on so lven t-free

transesterifiction cata ly zed byα-chym otrypsin

2.2.2　加酶量对 N-BOC-L-苯丙氨酸乙酯与葡萄糖

的酯交换反应的影响　酶不会改变反应平衡 ,但可

以加快反应速度 ,所以在一定时间内转化率随酶量

增加相应增大 。我们往往权衡反应转化率 、反应时

间及工艺成本寻求一个比较合适的加酶量。由图 2

可见 ,当底物量 、加水量及其它条件一定时 ,转化率

随加酶量增加而增大 ,到一个最大值时又呈下降趋

势。这可能因为水量一定 ,过多的酶争夺水分子 ,必

然有一些酶分子处于失活状态 ,导致反应体系中载

体 、底物和带结合水的活性酶分子不能均匀分散 ,使

反应速度减小 。这样 ,一定时间内的反应转化率也

就相应减小。

图 2　加酶量对反应的影响

F ig. 2　E ffect o f am ount o f enzyne on so lven t-free

transesterifiction cata ly zed byα-chym otrypsin
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2.2.3　加水量对 N-BOC-L-苯丙氨酸乙酯与葡萄糖

的酯交换反应的影响　酶催化反应中 ,酶只需少量

结合水 , α-糜蛋白酶只需几十分子水既可以保持其

构象以维持催化活性。多余的水一方面会使 α-糜

蛋白酶失活 ,另一方面会导致氨基酸糖酯水解 ,蛋白

酶在水溶液中是催化多肽和酯水解的 。由图 3可

知 ,在未加水时 ,依然有氨基酸糖酯生成 ,但转化率

很低 ,只有 10%左右。当加水量增大时 ,转化率也

随之增大 ,但副反应产物也增多 。 α-糜蛋白酶与水

的质量比为 1∶1较合适 。

图 3　加水量对反应的影响

F ig. 3　E ffec t o f am ount o f wa te r on so lven t-free

transe ste rific tion ca talyzed byα-chym o trypsin

2.2.4　pH值对 N-BOC-L-苯丙氨酸乙酯与葡萄糖

的酯交换反应的影响　缓冲溶液的 pH值主要会对

酶活性中心的离子键 、疏水作用及氢键有影响 ,并进

一步影响其高级结构 。α-糜蛋白酶的酶解作用是由

三个活性中心协同完成的 ,而这三个活性中心又分

别在两条链 (B链和 C链),所以 pH值对其影响不

可忽略 ,合适的 pH 值维持其高级结构是很重要

的
[ 8]
。由图 4可知 , α-糜蛋白酶的催化活性在 pH

值 7 ～ 8时比较好 ,而在这个范围附近 , pH值对酶的

催化活性影响并不是很大 , pH =7.5时出现最大值。

图 4　pH对反应的影响

F ig.4　Effec t of pH on so lvent-free transe ste rific tion

ca ta ly zed by α-chym otrypsin

2.2.5　反应时间对 N-BOC-L-苯丙氨酸乙酯与葡萄

糖的酯交换反应的影响　由于无溶剂体系的反应在

反应过程中没有搅拌 ,完全是靠自然扩散来完成 ,所

以随着反应时间延长 ,反应的转化率增大 。图 5反

映了反应时间对 α-糜蛋白酶催化 N-BOC-L-苯丙氨

酸乙酯与葡萄糖的酯交换反应转化率的影响 ,图 5

(a)为未反应的 HPLC-UV检测图 , 谱图上只有 N-

BOC-L-苯丙氨酸乙酯的吸收峰 。图 5(b)为反应 60

h的检测图 ,第一个峰为 N-BOC-L-苯丙氨酸葡萄糖

酯的吸收峰 ,从峰面积可以看到反应的转化率在

70%左右 。图 5(c)为反应 90 h的检测图 ,反应基

本完全 ,转化率达到 90%以上。

图 5　反应时间对 N-BOC-L-苯丙氨酸乙酯与

葡萄糖的酯交换反应的影响

F ig. 5　Effect o f reac tion tim e on so lven t-free

transesterifiction cata ly zed byα-chym otrypsin

2.2.6　LC-MS谱图数据　N-BOC-L-苯丙氨酸葡萄

糖酯的 LC-MS谱图见图 6, m /z:264(M
-
, 1), 444

(M
-
, 1)。

图 6　N-BOC-L-苯丙氨酸葡萄糖酯的 LC-M S谱图

F ig. 6　LC-MS chrom a tog ram o f

N-BOC-L-pheny la lanine g lucose e ster

3　结　论

N-BOC-L-苯丙氨酸与葡萄糖在 α-糜蛋白酶催
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化下进行酯化反应效果不好 ,生成 N-BOC-L-苯丙氨

酸乙酯后再与葡萄糖在 α-糜蛋白酶催化下进行酯

交换反应 ,反应的转化率提高。这与 α-糜蛋白酶的

催化机制有关 , H is-57的残基咪唑基是一个高效的

质子受体与给体 ,它能接受 Ser-195残羟基的质子 ,

使 Ser-195形成一个高度极化亲核基团 ,利于和底

物的亲电基团结合 。而直接用氨基酸 ,氨基酸羧基

上的质子则可能与 Ser-195的残羟基竞争 ,影响活

性中心的协同作用机制
[ 9]
。

产物分析时由于使用甲醇 /水 (含 φ=0.08%

CH 3COOH)混合溶剂 , pH≈3 ,中间产物 N-BOC-L-苯

丙氨酸乙酯已经水解为 N-BOC-L-苯丙氨酸和乙醇 。

故检测到初始反应物 N-BOC-L-苯丙氨酸和终产物

N-BOC-L-苯丙氨酸葡萄糖酯 。酶催化反应受多种

因素影响 ,我们通过一系列的条件实验 ,以寻找反应

的最佳条件 。理想的无溶剂催化反应中 ,两种底物

的分子等量 、均匀的分布 ,单分子层排列在每个载体

分子周围。载体表面形成的产物分子层可以及时离

开 ,其它底物分子又扩散到载体分子表面
[ 10]
。这样

在没有搅拌的情况下 ,酶分子可以通过自然扩散 ,以

最大的反应速度催化反应完成 。
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Abstract:The transesterific tion o fN-BOC-L-pheny lalanine ethy l este rw ithD-glucose ca taly zed by α-chymo trypsin

in so lvent-free system w as studied. The effects of w a ter activity o r w ater content, reaction time, stirring on the

transesterification w ere investigated. Resu lts shown tha tD-g lucose w as se lective ly acy lated at one primary hydroxy l

(6-OH). The product cou ld be tested qualitative ly and quan tita tively by HPLC-UV. The conversion w as beyond

90% unde r the best conditions. The mo lecularw e ight of product is 445, which is correspond ing to the theo re tica l

produc.t

Key words:p ro tease;so lven t-free system;α-chymo trypsin;pheny la lanine;g luco se
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