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摘　要：从瑞士乳酸杆菌Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ（ＡＴＣＣ８０１８）中提取了Ｎ脱氧核苷转移酶进行催化合成抗病毒药物
２′，３′双脱氧双脱氢５氟胞嘧啶核苷（ＤＤ４ＦＣ）的反应．考察了反应时间、反应液的ｐＨ值、缓冲液以及反应底物
浓度对反应产率的影响．
关　键　词：Ｎ脱氧核苷转移酶；２′，３′不饱和５氟胞嘧啶核苷；ＤＤ４ＦＣ
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　　βＤ２′，３′双脱氧双脱氢５氟胞嘧啶核苷 （Ｄ
Ｄ４ＦＣ）３是第二代对人体线粒体没有毒副作用的核
苷类似物［１］．据报道，它能抑制对 ＡＺＴ，ＤＤＣ，
ＤＤＩ，Ｄ４Ｔ和３ＴＣ有抗药性的ＨＩＶ１型病毒，同时，
对ＨＢＶ也有很强的抑制作用［２］．该药已经在美国、
德国和法国开始二期临床试验．

到目前为止，ＤＤ４ＦＣ仅有化学合成法的报
道［３～８］．化学合成路线的收率比较低，摩尔总收率
都在１０％左右；化学合成的条件比较苛刻，需在低
温下操作，工业化难度比较大；在化学合成的过程

中需要用不可回收的重金属催化剂，不仅对工人的

身体有毒害，而且对环境也很不友好，不符合现在

倡导的绿色友好化学主题．利用生物酶催化合成的
方法将是今后发展的趋势．因此，我们希望能找到
一条用生物酶催化合成３的途径．

在我们的实验中，我们应用从瑞士乳酸杆菌

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ（ＡＴＣＣ８０１８）中提取的 Ｎ脱氧
核苷转移酶［９］，进行催化碱基交换反应，其反应如

图示１所示．

Ｓｃｈｅｍｅ１

１实验部分
１．１试剂与仪器

试剂：βＤ２′，３′双脱氧双脱氢胸腺嘧啶核苷
（ＤＤ４Ｔ）１，９９％，浙江康裕药业有限公司；５氟胞
嘧啶（５ＦＣ）２，９９％，南通海斯特药业有限公司．

仪器：Ｗａｔｅｒｓ５１１０型高效液相色谱仪，ＬＧＪ１０
型冷冻干燥仪（北京松源华兴科技发展有限公司），

ＬＣＭＳ（岛津 ＱＰ２０１０），ＡＶ４００核磁共振波谱仪

（布鲁克）．
１．２脱氧核糖转移酶的制备与酶活测定
１．２．１脱氧核糖转移酶的制备　　鉴于许多科研工
作 中 瑞 士 乳 酸 杆 菌 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ
（ＡＴＣＣ８０１８）优秀的催化性能，我们选取此菌种作
为我们的产酶菌．

菌种ＡＴＣＣ８０１８以ＣａｒｄｉｎａｕｄＲ．论文中报道的
培养基［９］，于２５０ｍＬ锥形瓶中，４０℃，１２０ｒｐｍ空
气摇床培养４０ｈ．发酵液在４℃下离心（２００００ｇ，
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１５ｍｉｎ），以ｐＨ＝５．９的０．０５ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液
洗涤菌体后，离心收集．收集的湿菌体用液氮速
冻，融化，研磨，再重复进行速冻融化，并研磨至

呈糊状后，以１∶３（１ｇ湿菌种：３ｍＬｐＨ＝６．０的０．
１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液）的比例将糊状物悬浮于磷酸
缓冲液中，４℃下离心（１６０００ｇ，３０ｍｉｎ），取上层
清液即为粗制的脱氧核糖转移酶．
１．２．２脱氧核糖转移酶的酶活测定　　在３ｍＬ石
英比色皿中加入１ｍＬ０．３ｍｏｌ／ＬｐＨ＝６．０的磷酸
缓冲液，０．４ｍＬ水，０．５ｍＬ１ｍｍｏｌ脱氧肌苷，０．１
ｍＬ１ｍｇ／ｍＬ的黄嘌呤氧化酶．２ｍｉｎ后，加入０．５
ｍＬ１ｍｍｏｌ腺嘌呤及０．５ｍＬ脱氧核糖转移酶，在
２９０ｎｍ波长下测定吸光度变化．

酶活定义：一个酶活单位是在上述条件下，每

分钟生成１μｍｏｌ次黄嘌呤所需的酶量，即每分钟变
化４．０７个吸光度单位所需的酶量［９］．

按 以 上 条 件， Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ
（ＡＴＣＣ８０１８）发酵４０ｈ后收集菌体并破碎得到粗制
的脱氧核糖转移酶，测定其酶活可达到０．９Ｕ／ｍＬ．
１．３ＤＤ４ＦＣ的酶法催化合成

取１１２ｍｇ（５０ｍｍｏｌ）底物 １，１２４ｍｇ（１００
ｍｍｏｌ）底物２，１０ｍＬ（ｐＨ６．４）缓冲液，４ｍＬ自制
的脱氧核糖转移酶液于５０ｍＬ的锥形瓶中，在４０
℃恒温水浴中以１５０ｒｐｍ振荡反应２４ｈ．之后，在
沸水中煮沸５ｍｉｎ以终止反应．反应液被冷冻干燥，
残留物用２０ｍＬ甲醇萃取，减压浓缩得固体混合
物．固体混合物经过硅胶层析柱（１０％ ＣＨ３ＯＨ／ＣＨ２
Ｃｌ２，ｖ／ｖ）纯化，得２７．５ｍｇ（２４．１２％）目标产物３．
１．４分析方法与分析结果
１．４．１薄层层析色谱法分析（ＴＬＣ）　　反应过程中
定性分析采用ＴＬＣ法．以活化硅胶Ｇ板为载体，二
氯甲烷甲醇水 （８∶２：０．２５ｖ／ｖ）为展开剂，紫外
显色．１、３、２及胸腺嘧啶 ４的 Ｒｆ参考值分别为
０．８２、０．６１、０．２９及０．０５．
１．４．２高效液相色谱法分析　　１．４．２．１紫外吸收
波长的选择　　用紫外分光光度计对甲醇，１，３，
４，２进行了波长定性扫描，从扫描结果得知，甲醇
的截止波长是２０５ｎｍ，而化合物１，３，４，２最大吸
收波长分别为２６６ｎｍ，２８０ｎｍ，２６０ｎｍ，２３９ｎｍ；
所以，本实验采用２７０ｎｍ作为实验的检测波长．
１．４．２．２ＨＰＬＣ分析的适宜条件　　以 ＨＰＬＣ分析
反应，得到最佳检测条件如表１．采用ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８
色谱柱，Φ４．６×１５０ｍｍ，以１５％～３５％甲醇／水为

表１ＨＰＬＣ的最佳检测条件
Ｔａｂｌｅ１ＯｐｔｉｍｕｍｄｅｔｅｃｔｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆＨＰＬＣ

Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
Ｃｏｌｕｍｎ Ｃ１８
Ｐａｃｋｉｎｇｓｉｚｅ ５μｍ
Ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ １５％～３０％ ＭｅＯＨ／Ｈ２Ｏ
Ｅｌｕｔｉｏｎｒａｔｅ ０．９ｍＬ／ｍｉｎ
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ２０℃

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｎｇｗａｖｅｌｅｎｇｈ ２７０ｎｍ

流动相进行梯度洗脱，在２７０ｎｍ波长下检测，并优
化检测条件．我们发现选用最佳流动相甲醇／水时，
流速和柱温的变化对分离度和峰形几乎没有影响，

只是随着柱温和流速的增大，保留时间减少，从而

缩短了分析时间．
１．４．２．３ＨＰＬＣ谱图分析　　以反应的甲醇萃取液
进行ＨＰＬＣ检测，在上述最优条件下，得到图１：３、
２、１及４的ｔＲ参考值分别为５．１９ｍｉｎ、３．８５ｍｉｎ、

图１反应产物的ＨＰＬＣ检测图谱
Ｆｉｇ．１ＥｌｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｔｈｅＨＰＬＣｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

７．０６ｍｉｎ及２．７１ｍｉｎ．反应产率如下计算得到：反
应产率＝产物３峰面积／（产物３峰面积＋原料１峰
面积）．
１．４．３１ＨＮＭＲ，１９ＦＮＭＲ和ＭＳ谱图分析数据如下
　　１ＨＮＭＲ（ＤＭＳＯｄ６）：δ８．０４（ｄ，Ｊ＝７．６Ｈｚ，
１Ｈ，Ｈ６），７．７７（ｂｓ，１Ｈ，ＮＨ），７．６４（ｂｓ，１Ｈ，
ＮＨ），６．８２（ｂｓ，１Ｈ，Ｈ１′），６．３９（ｄ，Ｊ＝７．６Ｈｚ，
１Ｈ，Ｈ３′），５．８３（ｄ，Ｊ＝６．０Ｈｚ，１Ｈ，Ｈ２′），５．１１
（ｔ，Ｊ＝６．０Ｈｚ，１Ｈ，ＯＨ），４．７７（ｂｓ，１Ｈ，Ｈ４′），
３．４１３．５９（ｍ，２Ｈ，Ｈ５′）．１９ＦＮＭＲ（ＤＭＳＯｄ６）：
δ１７１．３６．ＥＳＩｍａｓｓｃａｌｃｄｆｏｒＣ９Ｈ１１ＦＮ３Ｏ３（Ｍ＋Ｈ

＋）：

２２８．０７８４，ｆｏｕｎｄ：２２８．０８．

２实验结果与讨论
２．１反应时间与反应温度对反应平衡转化率的影响

反应温度对酶催化反应速度的影响很大．在一
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定的温度范围内，温度升高，反应速度加快，但是，

当温度超过一定范围，使得酶蛋白发生变性，反应

速度会下降．Ｃａｒｓｏｎ等的研究表明，该酶在催化合
成脱氧核糖核苷的反应中，在５０℃时的反应速率
比在４０℃时的快４０％．但是，在５０℃时，该酶只
能稳定２ｈ，而在４０℃时，该酶至少可在４８ｈ内保
持酶活，因而，反应的平衡转化率在５０℃比４０℃
低５０％左右［９，１０］．为此，我们的反应温度选择为
４０℃．

反应时间对３的产率影响如图２所示，反应在
２４ｈ后基本达到平衡．

图２反应时间对产率的影响
Ｆｉｇ．２ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆＤ４ＦＣ

!

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：１００ｍｍｏｌｄｏｎｏｒａｎｄ５０ｍｍｏｌ
ａｃｃｅｐｔｏｒｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄ，ｓｔｉｒｒｉｎｇｉｎｃｉｔｒａｔｅ

ｂｕｆｆｅｒ（０．２５ｍｍｏｌ，ｐＨ６．４）

２．２不同的缓冲液对反应转化率的影响
在脱氧核糖的转移催化中，缓冲液的类型对酶

的催化效率有很大的影响．我们比较了在柠檬酸缓
冲液和磷酸盐缓冲液里的反应转化率（表２），在两

表２不同缓冲液对反应转化率的影响比较
Ｔａｂｌｅ２ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＤ４ＦＣｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｕｆｆｅｒｓ

Ｂｕｆｆｅｒ
Ｍｏｌａｒｙｉｅｌｄｏｆｒｅａｃｔｉｏｎａｔ

４ｈ（％）１０ｈ（％）２４ｈ（％） ３０ｈ（％）
Ｃｉｔｒａｔｅｂｕｆｆｅｒ ７．４ １２．４ ２４．３２ ２５．１２
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ ３．６５ ９．１ ２４．５７ ２５．４０

　　
!

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：１００ｍｍｏｌｄｏｎｏｒａｎｄ５０ｍｍｏｌ
ａｃｃｅｐｔｏｒｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＮｄＲＴ，ｓｔｉｒｒｉｎｇａｔ４０℃
ｉｎｐｏｔａｓｓｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ，ｐＨ６．４）
ｏｒｃｉｔｒａｔｅｂｕｆｆｅｒ（０．２５ｍｍｏｌ，ｐＨ６．４）．
Ｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｍｏｌａｒｙｉｅｌｄ
ｏｆｔｒａｎｓｆｅｒｇｌｙｃｏｓｙｌｆｒｏｍＤ４Ｔｔｏ５ＦＣ

种缓冲液中，当反应达到平衡时，其转化率基本上

没有大的差异；但是，在柠檬酸缓冲液的初始反应

转化率比在磷酸盐缓冲液中要快一倍左右．其原因
可能是由于溶液的离子强度的不同引起酶的微环境

不同，从而影响了酶的活性场．

２．３不同的底物初始浓度对反应转化率的影响
在酶催化合成反应中，一般采用尽可能高的底

物浓度，以推动反应向合成方向进行，但是底物浓

度过高，往往会对酶产生抑制作用．在保证两底物
浓度比（２∶１）不变的前提下，考察了底物浓度的变
化对ＤＤ４ＦＣ产率的影响．如表３所示，当底物浓

表３不同的底物初始浓度对反应转化率的影响
Ｔａｂｌｅ３．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅ

Ｂｕｆｆｅｒ
Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ（ｍＭ）
５ＦＣ Ｄ４Ｔ

Ｐｒｏｄｕｃｔ（％）
Ｄ４ＦＣ

Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ ３３．４ １６．７ １６．７５
５０ ２５ ２４．３２
１００ ５０ ２４．４８

Ｃｉｔｒａｔｅｂｕｆｆｅｒ ５０ ２５ ２４．３０
１００ ５０ ２４．５７
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ｆｏｒ２４ｈ，ｓｔｉｒｒｉｎｇｉｎｐｏｔａｓｓｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ
（５０ｍｍｏｌ，ｐＨ６．４）ｏｒｃｉｔｒａｔｅｂｕｆｆｅｒ（０．２５ｍｍｏｌ，
ｐＨ６．４）．Ｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｍｏｌａｒ
ｙｉｅｌｄｏｆＤ４ＦＣａｆｔｅｒ２４ｈｏｆｒｅａｃｔｉｏｎ

度较低时，底物浓度增加，反应产率增加；当底物

浓度增加到一定值时，底物浓度对产率的影响就变

得不明显．
２．４水溶液的不同ｐＨ值对反应平衡转化率的影响

酶是两性化合物，分子中存在着许多羧基和氨

基等酸性和碱性基团，ｐＨ值的改变会影响他们的
电离状态，从而改变酶的空间构象，造成酶活性的

变化．对可逆反应而言，水相 Ｈ＋离子浓度会影响
反应的平衡常数，从而影响最终产率．该酶的酶学
性质显示，该酶在ｐＨ值为６．５时最稳定，在ｐＨ值
为５．８时，有最佳酶活［１１］，图３示出了我们对酶在

图３不同ｐＨ值对反应平衡转化率的影响
Ｆｉｇ．３ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆＤ４ＦＣ
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ａｃｃｅｐｔｏｒｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＮｄＲＴ，

ｓｔｉｒｒｉｎｇａｔ４０℃ ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｐｏｔａｓｓｉｕｍ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ）．Ｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
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ｐＨ值５．８～６．７之间的水溶液中的最佳反应活性的
考察．实验结果说明在水相中脱氧核糖转移酶的最
佳反应ｐＨ值在６．４．

３结　　论
我们研究了水相体系中以５ＦＣ和 ＤＤ４Ｔ为底

物，用 Ｎ脱氧核糖转移酶催化合成抗 ＨＩＶ１和
ＨＢＶ新药ＤＤ４ＦＣ的反应．确定了该酶促反应体系
的最优反应条件：反应底物的初始浓度为５ＦＣ１００
ｍｍｏｌ，Ｄ４Ｔ５０ｍｍｏｌ；反应在３０ｍＬ柠檬酸缓冲液
或磷酸盐缓冲液（ｐＨ＝６．４）中进行；反应时间为２４
ｈ．同时对ＤＤ４ＦＣ的分析条件进行了探索：ＴＬＣ检
测以二氯甲烷甲醇水 （８∶２∶０．２５ｖ／ｖ）为展开
剂，紫外显色，ＤＤ４ＦＣ的Ｒｆ值为０．６１；ＨＰＬＣ检测
（色谱柱ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８）以１５～３５％甲醇／水为流动
相梯度洗脱，在２７０ｎｍ波长下检测，ＤＤ４ＦＣ的参
考ｔＲ值为５．１９ｍｉｎ；并且我们也得到了 ＤＤ４ＦＣ的
１ＨＮＭＲ，１９ＦＮＭＲ和ＭＳ谱图，确定了谱图中各个
峰的归属．

虽然，我们的实验得到了２５％左右的产率，较
其它合成方法约１０％的产率有了很大的提高，但是
我们仍然期望在此基础上进一步提高 ＤＤ４ＦＣ的产
率．为此，我们设想在原来的反应体系中，加入一
种协同酶，使反应中产生的胸腺嘧啶４可以在生成
后立即转化，从而促使整个反应不断向合成目标方

向进行，以提高反应转化率．目前，此工作还在进

一步研究中．
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