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非水介质中不同反应体系的酶促反应

刘 薇  王乃兴*  李文军
(中国科学院理化技术研究所  北京  100101)

摘  要  简要评述了近年来五种不同反应体系(有机溶剂体系 反胶束体系 超临界流体体系

低共熔体系和气相体系)中酶催化反应的进展 并对不同体系中酶促反应的主要影响因素作了简要概

述
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酶是一类由生物细胞产生且具有催化活性的特殊蛋白质 由于酶催化反应具有专一性强 酶

催化具有区域选择性和立体选择性 催化效率高 在常温常压等温和条件下能进行操作等优点

从而引起了众多学者的兴趣 而酶在非水介质中同样具有催化活性的发现[1] 促进了非水酶学

的兴起 使之成为目前重要的酶技术之一 随着研究的深入和学科的交叉 各种新的酶促反应

体系也相继被发现[2,3] 大大拓宽了酶催化反应的应用范围 使酶法合成逐步发展成为与化学法

合成相互补充的合成方法 如 Margolin 等[4]研究了在无水吡啶中以枯草杆菌蛋白酶为催化剂的

选择性酰化反应 该反应可以得到 1位选择性酰化产物
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R1= 烷基 芳基 α -氨基烷基 R2 = 氯乙基 2,2,2 -三氟乙基 乙烯基

反应中使用丁酸氯乙酯 三氯乙酯或三氟乙酯等活泼酯作为羧基组分可促进反应的进行

同样的条件下甚至可以形成 D-构型的氨基酸酰化产物 而传统的化学法是无法区分这些二级羟

                                                       
刘  薇  女 25岁 硕士生 现从事有机合成研究  *联系人



http://www.hxtb.org                      化学通报  2003年  第 66卷                             w049

2

基的 显示了酶法合成的优越性

1 有机溶剂中的酶促反应

近年来有机溶剂中的酶促反应成为人们的研究热点 这是因为它有许多突出的优点 有机

底物在有机溶剂中有较大的溶解度 在有机溶剂中 酶的热稳定性和储存稳定性比在水中有明

显提高 在有机溶剂中 某些反应过程的热力学平衡可以向期望的方向移动 可以发生水溶液

中不可能进行的反应 如脂肪酶催化酯交换和酯合成反应等 在有机溶剂中 酶分子构象表现

出比在水溶液中更有刚性的特点 因而可以通过选择不同性质的溶剂来调控酶的某些选择性

产物的分离与纯化比在水中容易 另外 酶不溶于有机溶剂 因此有利于酶的回收与再利用等[5]

这里所说的有机溶剂并不是绝对无水的 只是体系中含水量较少而已 事实上 水在酶催

化反应中发挥着双重作用[1,6] 水分子直接或间接地通过氢键 疏水键及范德华力等非共价键相

互作用 来维持酶的催化活性所必需的构象 与酶分子紧密结合的一层左右的水分子对酶的催

化活性是至关重要的 称之为 必需水 不同酶与必需水结合的紧密程度及所结合的必需水数

量是不同的 另一方面 水是导致酶的热失活的重要因素 有水存在时 随着温度的升高 酶

分子会发生以下变化而失活 (1)形成不规则结构 (2)二硫键受到破坏 (3)天冬酰胺和谷氨酰胺

水解变为相应的天冬氨酸和谷氨酸 (4)天冬氨酸肽键发生水解 因此 在非水相酶反应体系中

存在着 最佳含水量 该 最佳含水量 不仅取决于酶的种类 也与所选用的有机溶剂有关

在有机介质酶促反应体系中 水起着至关重要的作用 研究中常用水活度 aw表征酶表面的

水含量大小 aw被定义为在一定温度和压力下反应体系中水的蒸气压和同样状态下纯水的蒸气

压之比 当体系达到平衡态时 体系中各部分的 aw值相等 由于有机介质酶促反应体系中水的

重要作用 可以通过体系中含水量的不同使反应向所期望的方向发展 一方面可以通过调节含

水量影响酶的水化程度及物理状态 使酶根据需要表现出不同的催化活性 另外 还可以通过

改变体系中水的活度而改变反应的平衡点 例如, 随着水活度的降低 脂肪酶催化反应难易程

度有如下顺序 水解>醇解>酯交换>酯化[7,8] 在反应介质中可能同时存在不同反应 但通过控

制水的活度 可使所期望的反应占主导地位

反应体系中的有机溶剂对酶促反应也有一定影响 它主要通过以下三种途径发生作用 一

是有机溶剂与酶直接发生作用 通过干扰氢键和疏水键等改变酶的构象 从而导致酶的活性被

抑制或酶的失活 二是有机溶剂和能扩散的底物或反应产物相互作用 影响正常反应的进行

三是有机溶剂还可以直接和酶分子周围的水相互作用 一般认为 在非水相反应体系中 极性

强的有机溶剂对酶的催化活性不利 因为它们会剥夺酶表面微环境中的必需水而使酶失活 所

以在多数情况下 酶在疏水性强的有机溶剂中保持较高的活性[9,10] 研究表明在非水介质中加入

某些添加剂如乙二醇 多元醇聚合物[11] 大环有机物[12]如硫冠醚[13]及非缓冲体系的盐类[14]均可

起到稳定酶或增强其活性及选择性的作用

酶在非水溶剂中反应的研究 在国外已取得突破性进展 并不断扩大其应用范围 如用酶

催化转酯反应拆分外消旋体 已获得高光学纯度的对映体[15,16] 在酶促反应体系中添加β-环糊

精可提高对映体的纯度[17] 枯草溶菌素有效地催化合成氨基酸及肽的酯[18] 这一领域在国内也

受到了大家的重视 如杨波等[19]提出了有机溶剂中在 Lipase from Candida Antrarctica(CAL)脂肪
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酶的催化作用下 含手性中心碳原子的胺类化合物酰胺化的异构选择性规则 韦丽红等[20]用胰

脂酶在有机介质中催化反应 得到高光学纯度的 2-氨基丙醇(R)(-)和(S)(+)对映体 宗敏华等[21]

探讨了超声辐射对有机相中脂肪酶催化有机硅醇与脂肪酸酯化反应的促进作用 刘平等[22]研究

了有机溶剂中酶催化合成五肽前体的反应 此外 最近又有研究成果表明 有机溶剂体系也可

使用混合有机溶剂体系[23] 如在乙醇中加入疏水有机溶剂等[24]

有机溶剂中的酶促反应在有机合成中表现了良好的应用前景 然而 影响酶促反应的因素

是复杂的 体系中的含水量 有机溶剂的性质 添加剂的种类和浓度 底物性质等都对反应结

果有一定影响 因此 对于有机溶剂中的酶促反应的内在规律及调控还需要作进一步探讨

2 反胶束体系中的酶促反应

反胶束是表面活性剂分子在非极性溶剂中自发形成的聚集体 表面活性剂分子的极性一端

朝内而非极性一端朝外与有机溶剂接触 胶团内可溶解少量水而形成微型水囊 里面容纳酶分

子 这种 水囊 中的环境与生物物质的固有环境相类似 当酶在其中起催化作用时 活性保

持不变 同时 包埋于反胶团中的酶不仅避免了与周围有机溶剂直接接触而可能导致的失活

而且高度分散的反胶团提供了巨大的相界面积 使得通过反胶团内外间的传质阻力变得很小

特别是当产物为非水溶性时 其一经形成即转入有机相而远离酶 可有效地减弱其对反应的抑

制作用[25]

反胶束体系中所用的表面活性剂可以是阳离子型 阴离子型 也可以是两性型或非离子型
[26,27] 如 二-(2-乙基己基)琥珀酸酯磺酸钠(AOT) 十二烷基聚氧乙烯醚(C12E4) 卵磷脂 十六

烷基三甲基溴化铵(CTAB)等 而有机溶剂常选用正辛烷或异辛烷 因为憎水溶剂不会破坏酶周

围的水层 从而使酶处于活性状态[28] 由于水是维持酶的催化构象和作用所必需的 所以反胶

束体系中的含水量是影响酶活性的关键因素 含水量大小常以水与表面活性剂摩尔比 W0表示

即 W0=[H2O]/[SAA] 研究表明不同的酶有不同的最适 W0 值 该值取决于表面活性剂和酶的性

质 意味着反胶束的内核体积与酶分子体积相适应 酶活力与W0的关系一般符合钟形曲线
[29,30]

此外 水相的 pH 会通过改变酶表面的电荷而改变酶的催化活性 而且 它对酶构象的改

变也有一定影响[28]

由于反胶束体系既能为反应物和产物提供有机相 又能为酶分子维持其活性提供稳定的微

环境 因此近年来受到人们的普遍关注 其中研究最多的是肽的合成和脂肪酶的催化反应 如

Xing 等[31]研究了 AOT/正辛烷的反胶束体系中α-胰凝乳蛋白酶催化合成肽衍生物的反应 得到

56% 88%的产率 而且还对反应体系的W0值 反应时间和酶浓度等条件进行了讨论

胰凝乳蛋白酶
ZTyrOEt + ZTyrGlyGlyOEt

反胶束体系
GlyGlyOEt                   (2)

Tsai 等[32]研究了 AOT/异辛烷/磷酸缓冲液中脂肪酶催化油脂水解反应时表面活性剂浓度对

Cabdida Rngosa 脂肪酶(CRL)水解活力的影响 李干佐等[33]研究了AOT/异辛烷/水体系中Candida

lipolytical(CL)脂肪酶催化庚酸和庚醇的酯化反应动力学 Rees 等[27]研究了阳离子表面活性剂

CTAB 的反胶束体系中 Chromobactrum viscosum 脂肪酶(CVL)催化癸酸辛酯的合成 Chen 等[34]

在反胶束体系中用不同的蛋白酶合成了二肽 此外 马成松等[35]还研究了辣根过氧化物酶在AOT/



http://www.hxtb.org                      化学通报  2003年  第 66卷                             w049

4

水/异辛烷中的多底物酶促反应 随着研究的不断深入 在反胶团中进行酶的催化合成反应不仅

在理论方面 而且在应用开发上同样具有广阔的前景

3 在超临界流体中的酶促反应

在有机介质中进行酶促反应时 传统有机溶剂中酶促反应的产物中不可避免地会残留或多

或少的有机溶剂 易对食品和医药造成污染 为了克服这一缺点 另一种颇具特色的非水介质-

超临界流体开始受到大家的关注

超临界流体除具有传统有机溶剂的所有优点外 还具有其独特的优越性 它除了具有液体

的高密度性 还具有气体的高扩散系数 低粘度和低表面张力 使底物向酶的传质速度加快

从而使反应速度提高 如 Marty 等[36]通过实验表明 超临界流体的高扩散系数消除了外传质的

影响 而且超临界流体可通过温度或压力的微小变化来改变溶剂的性质 如超临界流体的密度

粘度和溶解能力等 因此可根据不同物质在不同温度和压力下溶解度不同 方便地将酶促反应

产物从残留反应物和副产物中分离出来 而且超临界流体在反应后可被彻底清除 产物中不留

下任何溶剂

超临界流体作为酶的反应介质 对酶促反应起着重要的作用 它能够改变酶的底物专一性

区域选择性和对映体选择性 并能增强酶的稳定性 而且酶在不同超临界流体中的活性也存在

差异[37] 常用的超临界流体有 CO2, SO2 C2H4, C2H6 C3H8 C4H10等 其中以 CO2 最为常

见 主要是因为它临界条件温和 利于酶保持生物活性 而且 CO2 价格便宜 无毒无污染 符

合当今绿色化学发展的方向 但也有人认为超临界 CO2 对某些酶促反应而言不是一种良好的反

应介质 因为 CO2是非极性的 对极性底物的溶解度较低 不利于反应的进行 同时 Kamat

等[38]的研究结果显示 对于异丁烯酸甲酯和丁醇间的转酯反应而言 超临界 CO2 也不是理想的

溶剂 因为它可以改变酶周围微水环境的酸度 而且还能与酶蛋白表面的自由氨基生成共价络

合物而降低酶的活性

同有机溶剂中的酶促反应一样 系统含水量对超临界流体中的酶促反应也有较大影响 在

酶需要少量水维持其活性构象的同时 过量的水又会引起酶活性中心的内部水簇的生成而导致

酶活性的降低[39] 此外 酶分子的固定化及固定化载体的选择等因素都对酶促反应有影响

关于超临界流体中酶促反应的研究已有相关报道 如 Gunnlangsdottir 等[40]研究了用固定化

酯酶催化醇解鱼肝油制备不饱和脂肪酸的反应 Rantakyla 等[41]研究了布洛芬(α-甲基-4-(2-甲基

丙基)苯乙酸)和正丙醇在脂肪酶催化下的手性合成反应 目前 它的应用还有一定的局限性

因此 继续探讨超临界流体中酶促反应的反应机理 通过酶的修饰提高酶在反应介质中的活性

通过添加辅助剂来增加底物在超临界流体中的溶解度等都可以作为今后研究的方向 以达到进

一步扩大其应用范围的目的

4 低共熔多相混合物中的酶促反应

在有机溶剂中进行酶催化反应时 通常要选择对反应底物的溶解性好而又不使酶失活的溶

剂 而在某些酶促反应中很难找到这样合适的溶剂 因此 直接利用固相反应物形成低共熔多

相混合物作为反应体系进行酶促反应现在逐渐受到人们的关注
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图 1  低共熔混合物相图示意图

Fig.1  Phase diagram for eutectic system

所谓低共熔混合物是指将两种纯净物按不同比例相混合 在一定组成下 相图上出现了一

个最低熔化温度点 即低共熔点(即图 1中点 P) 此时形成的混合物叫低共熔混合物 低共熔点

一般比任何一种纯净物的熔点都低 当体系温度高于低共熔温度时 反应体系中就会产生包含

各种反应物的液相 实验证明 酶促反应正是在低共熔混合物中的液相发生的[42] 另外 在低

共熔体系中加入一定量的辅助剂 可以加快低共熔体系中液相的形成 提高反应速度[43]

体系中加入的辅助剂主要是一些亲水性的含氧有机溶剂如醇 酮 酯等[42] 它的主要作用

是改善低共熔体系的性质 而不是反应的溶剂 辅助剂在反应机理中起着复杂的作用 主要是

影响体系中液相的组成和理化性质 其次对酶的活性 产物的结晶也有影响 而且它还与反应

的产率有关[43] 尽管辅助剂的种类和用量随反应和酶的不同而变化 但辅助剂的 Hilderbrand 溶

解度参数(δ)值在 8.5 10.0之间 lgP(P表示一种有机溶剂在正辛醇和水两相溶液中的分配系数)

在–1.5 –0.5之间为最好[44]

总之 低共熔多相混合物体系中的酶促反应不需溶剂 成本低 污染少 纯化过程容易

而且避免了有机溶剂对酶活性的影响 因此有着广阔的应用前景 对食品 制药等产品纯度要

求较高的行业来说更具有深远的意义 但目前对它的研究主要限于肽类和酯类的合成 如 Gill

等[45]研究了寡肽的合成 刘伟雄等[46]研究了乌桕酯(Chinese vegetable tallow, CVT)与硬脂酸甲酯

的酯交换反应 夏咏梅等[47]研究了脂肪酶催化合成单脂肪酸甘油酯的反应等 继续研究该反应

的动力学模型 逐渐摸索酶促反应中各因素的调控 使之更好的用于大规模生产等都是今后研

究发展的方向

5 气相中的酶催化反应

为了克服酶促反应底物在水相中溶解度较小的缺点 人们研究了有机溶剂中的酶催化反应

并取得了很大的进展 而气相中的生物催化反应在克服了这一困难的同时 又有优于液相反应

的优点 某些酶在液相中使用受到一定的限制 如酶和辅酶的操作不稳定性 底物及产物的不

溶性和酶的活性被产物抑制等[48] 而气相中的反应就可以克服这些缺点 而且气相中的酶促反

应更利于易挥发性产品的生产
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必需水 数量一直是酶促反应中所研究的重要内容 Hwang 等[49]研究了固定化醇氧化酶

在气相中的催化反应

C2H5OH (g) + O2 (g)
乙醇氧化酶

CH3CHO (g) + H2O2 (g)       3

他们认为生物酶在含水量很小 已不能在酶蛋白质表面形成单分子覆盖层时 仍可以催化气相

底物 而且 水活度越高反应速度越快 但水活度高 酶的稳定性下降 另外 Robert 等[50]在

研究脂肪酶的酯交换反应中发现 当生物酶有一完整的水层时 活性和稳定性最大 若酶的水

含量低于形成完整水层 则酶的活性不能完全发挥 但酶不会变性

尽管生物酶用于气相催化不适用于糖 氨基酸等不易挥发的底物 但它将来可用于某些易

挥发产品的工业生产以及有害气体的分析和处理 是一种可行的新技术 然而 我们在这方面

的工作还很有限 需要进一步研究其动力学和其他相关的影响因素

6 结束语

综上所述 非水介质中的酶催化反应以其独特的优越性引起了广大生物学家和化学家的兴

趣 许多研究工作者正致力于这一领域的探索 人们在不断的发掘新酶 深入研究其结构和催

化机理 摸索不同反应体系中酶催化活性的变化及其对反应的影响等 我们相信 随着生物学

化学和其它相关学科的发展 酶催化反应的机制将会被人们认识和掌握 酶法和化学法相结合

将会使有机合成化学更好地应用于各个领域
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