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摘　要：考察了４种水解酶在尿嘧啶与丙烯酸乙酯 Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应中的催化效率．初步探讨了反应溶剂，反应
温度，反应时间，底物配比，酶添加量等反应条件对该加成反应的影响．筛选得到最适反应条件，在该反应条件
下，Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应产率可达６１２％．
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　　在有机合成领域中，生物活性化合物的合成日
益引起人们关注．很多嘌呤和嘧啶类化合物都可以
作为抗病毒药物，如芬昔洛韦（ｐｅｎｃｉｃｌｏｖｉｒ），阿昔
洛韦（ａｃｙｃｌｏｖｉｒ），泛昔洛韦（ｆａｍｃｉｃｌｏｖｉｒ）等．这些化
合物的合成可以通过对嘌呤和嘧啶的 Ｎ烷基化或
Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应制得［１～３］．随着上述化合物在临
床应用上的迅速发展，关于其合成方法的研究也已

经成为有机化学中的研究热点．近年来，大量研究
发现很多生物大分子如ＲＮＡ、抗体或酶都可以作为

催化剂对此类化合物进行 Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应［４～１１］．
这些研究不但扩展了酶等生物大分子的应用范围，

也将Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应的催化剂研究引入了一个新
领域，但是这些生物催化剂催化该反应的最大缺点

在于反应时间比较长，反应收率低．例如枯草杆菌
碱性蛋白酶催化尿嘧啶与丙烯酸乙酯 Ｍｉｃｈａｅｌ加成
反应时，反应７２ｈ，产率４９５％［１２］．

比较了４种水解酶在尿嘧啶与丙烯酸乙酯 Ｍｉ
ｃｈａｅｌ加成反应 （Ｓｃｈｅｍｅ１）中的催化效率，对反应

Ｓｃｈｅｍｅ１Ｍｉｃｈａｅｌａｄｄｉｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｕｒａｃｉｌｔｏｅｔｈｙｌａｃｒｙｌａｔｅｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙｈｙｄｒｏｌａｓｅ

溶剂，底物配比，酶添加量，反应温度，反应时间

等反应条件进行了筛选．

１实验部分
１．１主要试剂及仪器

嗜热酯酶 ＡＰＥ１５４７为吉林大学分子酶学工程
教育部重点实验室自行克隆、表达［１３］；Ｎｏｖｏｚｙｍｅ
４３５购于丹麦诺维信公司；枯草杆菌碱性蛋白酶
（ＡｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｆｒｏｍＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）为无锡酶制
品厂产品；猪胰脂肪酶（ＰＰＬ，Ｐｏｒｃｉｎｅｐａｎｃｒｅａｓｌｉ

ｐａｓｅ）购于Ｓｉｇｍａ公司．层析硅胶为青岛海洋化工厂
生产，丙烯酸乙酯、尿嘧啶及其它化学试剂均为国

产分析纯试剂．测试仪器有：ＶａｒｉａｎＵｎｉｔｙ５００型核
磁共振仪，ＣＤＣｌ３为溶剂，ＴＭＳ为内标；ＡｖａｔａｒＮｉｃｏ
ｌｅｔＩｍｐａｃｔ４１０型红外光谱仪；ＨＰＬＣ型号 ＷａｔｅｒｓＰ
６００，ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ粒
径），紫外检测器．
１．２酶促尿嘧啶与丙烯酸乙酯的Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应

将０００５ｍｏｌ（０５６ｇ）尿嘧啶与００２５ｍｏｌ丙烯
酸乙酯混合溶于２５ｍＬ溶剂中，加入一定量酶，在
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一定温度下反应一段时间．反应结束后，将酶粉滤
出，减压蒸除溶剂．剩余物质用二氯甲烷萃取，并
用水洗涤，减压除去二氯甲烷得粗产品．
１．３加成产物产率确定方法

取出少量反应液，减压除去溶剂，剩余物质溶

于甲醇，滤去酶粉，采用ＨＰＬＣ测定加成产物产率．
ＨＰＬＣ具体检测条件为：检测波长２６０ｎｍ，Ｄｉａｍｏｎ
ｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ粒径），流动相
为甲醇／水（８０／２０，体积比），流速为０８ｍＬ／ｍｉｎ．
１．４产品纯化以及结构表征

粗产物用硅胶柱层析（甲醇／氯仿／乙酸乙酯 ＝
１／４／１０，体积比）进行纯化．得到白色晶体，熔点：
７８～８０℃．产物结构经 ＩＲ，１ＨＮＭＲ进行了确证．
ＩＲ：１７２５２８ｃｍ－１（Ｏ＝ＣＯ）；１６９６３０，１６８１５３
ｃｍ－１（嘧啶环）．１ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，δ，ｐｐｍ）：８５５８
（ｓ，１Ｈ，Ｏ＝ＣＮＨＣ＝Ｏ），７３８６（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝８０
Ｈｚ，Ｏ＝ＣＮＣ＝），５６６０（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝８０Ｈｚ，Ｏ
＝ＣＣＨ＝），４１５９（ｑ，２Ｈ，Ｊ＝７０Ｈｚ，ＯＣＨ２），
３９８８（ｔ，２Ｈ，Ｊ＝６０Ｈｚ，ＮＣＨ２），２７７９（ｔ，
２Ｈ，Ｊ＝６０Ｈｚ，ＣＨ２Ｃ＝Ｏ），１２４０（ｔ，３Ｈ，Ｊ＝
７０Ｈｚ，ＣＨ３）．

２结果与讨论
２．１酶源影响

酶在有机介质中催化反应，由于来源不同，往

往会导致其稳定性以及催化活性存在较大的差异．
为了研究酶在该 Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应中的催化能力，
本文选用了４种不同来源的酶制剂进行了研究，实
验结果如表１所示．
表１尿嘧啶与丙烯酸乙酯的Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应中酶源筛选

Ｔａｂｌｅ１ＥｎｚｙｍｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｆｏｒＭｉｃｈａｅｌａｄｄｉｔｉｏｎ
ｏｆｕｒａｃｉｌａｎｄｅｔｈｙｌａｃｒｙｌａｔｅ

Ｔｈｅｔｙｐｅｏｆｅｎｚｙｍｅ Ｙｉｅｌｄ（％）

Ｎｏｎｅ Ｎｏｒｅａｃｔｉｏｎ

ＡＰＥ１５４７ １８５

Ｎｏｖｏｚｙｍｅ４３５ ２１５

Ａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｆｒｏｍ
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ

９４

Ｐｏｒｃｉｎｅｐａｎｃｒｅａｓｌｉｐａｓｅ ５６

　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：０００５ｍｏｌｕｒａｃｉｌ；
００２５ｍｏｌｅｔｈｙｌａｃｒｙｌａｔｅ；１５ｍｇ／ｍＬｅｎｚｙｍｅ；
２５ｍＬＤＭＳＯ；５０℃；１２ｈ

由表１中数据可以发现，Ｎｏｖｏｚｙｍｅ４３５催化该

Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应的活性最高，嗜热酯酶 ＡＰＥ１５４７
其次，而枯草杆菌碱性蛋白酶和ＰＰＬ最低．在该反
应中，由于强极性有机溶剂 ＤＭＳＯ作为反应介质，
反应温度为５０℃，因此可能导致部分枯草杆菌碱
性蛋白酶和猪胰脂肪酶失活变性，这也许是造成它

们催化活力较低的主要原因；而Ｎｏｖｏｚｙｍｅ４３５是一
种商品化的固定化酶（固定化载体为大孔聚丙烯酸

树脂），该酶具有较高的热稳定性以及耐有机溶剂

的能力，因此催化性能最佳；嗜热酯酶ＡＰＥ１５４７来
源于嗜热性古细菌 ＡｅｒｏｐｙｕｍｐｅｒｎｉｘＫ１，同样具有
耐热和耐有机溶剂的能力．由于Ｎｏｖｏｚｙｍｅ４３５价格
昂贵，本文将以嗜热酯酶ＡＰＥ１５４７作为催化剂对该
Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应进行研究．
２．２反应溶剂影响

在非水酶学的研究中，反应介质是最重要的影

响因素之一．反应介质不但影响酶分子的空间构
象，而且能够直接或间接地与底物和产物发生相互

作用，进而影响酶的催化活性．一种良好的反应介
质不但应该能够保持酶分子的催化活性构象，而且

应该能很好的溶解反应底物．在本研究中，由于尿
嘧啶在多种有机溶剂中的溶解度不是很好，因此反

应介质的筛选就显得更加重要．
实验结果（表２）表明，以疏水性有机溶剂作为

表２溶剂对Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应的影响
Ｔａｂｌｅ２Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｌｖｅｎｔｓｏｎｔｈｅｅｎｚｙｍｅｃａｔａｌｙｚｅｄ

ｍｉｃｈａｅｌａｄｄｉｔｉｏｎａ

Ｓｏｌｖｅｎｔ ＬｏｇＰ Ｙｉｅｌｄ（％）ｂ

Ｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅ ３４ ２１

Ｂｅｎｚｅｎｅ ２１ ４８

Ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ ２０ ７５

Ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ ０６ ８２

Ｐｙｒｉｄｉｎｅ ０６５ １６３

ＤＭＳＯ －１３ １８５

　　ａＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：０００５ｍｏｌｕｒａｃｉｌ；００２５ｍｏｌ
ｅｔｈｙｌａｃｒｙｌａｔｅ；１５ｍｇ／ｍＬＡＰＥ１５４７；２５ｍＬＳｏｌｖｅｎｔ；
（２５ｍＬ）５０℃；１２ｈ；ｂＥｖａｐｏｒａｔｅｄｓｏｌｖｅｎｔ，
ｔｈｅｎｍｅｔｈａｎｏｌｗａｓａｄｄｅｄｔｏｒｅｓｉｄｕｅａｎｄｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ；
ｙｉｅｌｄｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓ．

反应介质，反应产率普遍较低；而吡啶，ＤＭＳＯ等
强极性有机溶剂作为反应介质时，加成反应产率较

高．我们认为出现这种现象的主要原因是由于尿嘧
啶在不同有机介质中具有不同程度的溶解性造成
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的，强极性有机溶剂（如吡啶，ＤＭＳＯ等）能够较好
溶解尿嘧啶，使反应体系中的底物浓度大幅度提

高，因此有利于反应的进行．另外，有研究表明
ＤＭＳＯ作为反应介质时容易导致酶变性失活［１４］，但

是在本研究中，ＡＰＥ１５４７在以ＤＭＳＯ作为反应介质
时可得到较高反应产率．我们推测这是因为嗜热酯
酶ＡＰＥ１５４７具有很强的耐有机溶剂能力．通过在蛋
白质结构分析工作站上对嗜热酯酶 ＡＰＥ１５４７的３Ｄ
结构进行分析［１５，１６］，发现它具有一个立体的电荷作

用网，导致该酶具有一种独特的刚性结构，正是这

种独特的刚性结构使嗜热酯酶 ＡＰＥ１５４７在极性溶
剂ＤＭＳＯ中依然能够保持其酶活性中心的结构完
整性，因此能够保持较高的催化活性和稳定性．
２．３反应温度影响

一般来说，当反应温度升高时酶的催化速度也

增加，这符合化学催化剂的一般规律；但是当温度

继续升高，酶分子的变性失活速度也会增加．由于
本研究中所使用的酶制剂是嗜热酯酶 ＡＰＥ１５４７，其
最适温度范围为５０～８０℃［１７］，因此为了筛选得到

该酶催化Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应的最适反应温度，本研
究选择了３０～１００℃的反应温度范围，考察了反应
温度的影响，实验结果如图１所示．

图１反应温度对Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应的影响
Ｆｉｇ．１Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｅｎｚｙｍｅ

ｃａｔａｌｙｚｅｄＭｉｃｈａｅｌａｄｄｉｔｉｏｎ
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：０００５ｍｏｌｕｒａｃｉｌ；
００２５ｍｏｌｅｔｈｙｌａｃｒｙｌａｔｅ；１５ｍｇ／ｍＬｅｎｚｙｍｅ；

２５ｍＬＤＭＳＯ；１２ｈ

　　实验结果表明：在较低温度下，ＡＰＥ１５４７催化
加成反应的活性较低；随着反应温度的上升，催化

活性不断增加，７０℃时催化活性最高（反应１２ｈ产
率可达４８２％），温度在７０～８０℃之间时，产率变
化不大；当反应温度超过９０℃时，反应产率急剧
下降，可见ＡＰＥ１５４７催化该加成反应的最适温度为

７０℃．我们认为：在较低温度下，加成反应的两种
底物的扩散速度较低，而且嗜热酶ＡＰＥ１５４７也失去
了它的最佳催化构象，从而导致反应进行缓慢；而

当反应温度高于酶催化反应的最适温度时，

ＡＰＥ１５４７在有机溶剂 ＤＭＳＯ中可能出现部分失活
变性的情况，因此催化该反应的活力急剧下降．嗜
热酯酶ＡＰＥ１５４７之所以在７０℃下能够表现出最大
的催化活性，主要是由于该酶分子中含有大量的盐

桥、氢键、离子对；而且酶分子中的大量芳香基团

的相互作用及疏水基团的相互作用也增强了蛋白疏

水内核的相互作用力，这些都可以在高温条件下增

强该酶的蛋白构象的刚性，从而能够抵抗热振动对

酶蛋白结构的破坏，使酶在高温条件下仍然发挥其

正常的催化功能．
２．４反应时间影响

反应时间影响该酶促加成反应的实验结果如图

２所示．可以发现利用嗜热酯酶ＡＰＥ１５４７作为催化

图２反应时间对Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应的影响
Ｆｉｇ．２Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅｅｎｚｙｍｅ

ｃａｔａｌｙｚｅｄＭｉｃｈａｅｌａｄｄｉｔｉｏｎ
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：０００５ｍｏｌｕｒａｃｉｌ；

００２５ｍｏｌｅｔｈｙｌａｃｒｙｌａｔｅ；
１５ｍｇ／ｍＬｅｎｚｙｍｅ；２５ｍＬＤＭＳＯ；７０℃

剂，反应温度为７０℃可以使该加成反应在较短的
时间内（２０ｈ）产率达到６１２％，随着反应时间的进
一步延长，产率基本保持不变．因此最适反应时间
为２０ｈ．
２．５底物配比影响

由于 Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应是一个双底物分子反
应，因此底物比例对反应进行必然存在一定的影

响．由于尿嘧啶在ＤＭＳＯ中溶解度不是很大，因此
固定尿嘧啶（０００１ｍｏｌ／５ｍＬ）的量，通过改变丙烯
酸乙酯的量来考察底物配比对 Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应的
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影响，实验结果如表３所示．实验结果表明，随着
丙烯酸乙酯和尿嘧啶摩尔比的增加，产物收率随之

增加，并在比例达到５∶１时达到最大，继续增加二
者比例对反应产率没有明显影响．

表３底物配比对Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应的影响
Ｔａｂｌｅ３Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｏｌａｒｒａｔｉｏ（ｅｔｈｙｌａｃｒｙｌａｔｅｔｏｕｒａｃｉｌ）

ｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｏｎｔｈｅＭｉｃｈａｅｌａｄｄｉｔｉｏｎ

Ｍｏｌａｒｒａｔｉｏ ｙｉｅｌｄ（％）

０５∶１ １６８

１∶１ ３８３

２∶１ ５３４

５∶１ ６１２

７∶１ ６０９

９∶１ ６０７

　　　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：０００５ｍｏｌｕｒａｃｉｌ；
１５ｍｇ／ｍＬＡＰＥ１５４７；２５ｍＬＤＭＳＯ；７０℃；２０ｈ

２．６酶添加量影响
表４的实验结果表明，一定程度上提高单位反
表４酶添加量对Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应的影响

Ｔａｂｌｅ４Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｅａｍｏｕｎｔｏｎｔｈｅｅｎｚｙｍｅｃａｔａｌｙｚｅｄ
ｍｉｃｈａｅｌａｄｄｉｔｉｏｎ

Ｅｎｚｙｍｅａｍｏｕｎｔ（ｍｇ／ｍＬ） Ｙｉｅｌｄ（％）

５ ４１５

１０ ５６３

１５ ６１２

２０ ６０６

２５ ６０８

　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：０００５ｍｏｌｕｒａｃｉｌ；００２５ｍｏｌ
ｅｔｈｙｌａｃｒｙｌａｔｅ；２５ｍＬＤＭＳＯ；７０℃；２０ｈ

应介质中的酶添加量可加速酶促反应；但是当酶添

加量达到一定值时，酶添加量的增加对酶促反应速

度的影响减小．但若继续延长反应时间，则无论酶
用量多少，最终反应的产率均可达 ６０％以上，因
此，酶添加量多少改变反应速度，而反应最终产率

并未发生变化．从经济角度考虑，选择单位反应介
质中酶添加量为１５ｍｇ／ｍＬ．

３结　　论
在嗜热酯酶ＡＰＥ１５４７催化Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应过

程中，反应温度、反应时间、底物配比、酶添加量

均对反应产率有影响，在最适反应条件下加成反应

产率可达６１２％．本研究为酶催化 Ｍｉｃｈａｅｌ加成反
应提供了一定的实验依据，同时也扩展了嗜热酯酶

在有机合成中的应用．由于尿嘧啶与丙烯酸乙酯不
是嗜热酯酶 ＡＰＥ１５４７的最适底物，而且 Ｍｉｃｈａｅｌ加
成反应也不是酯酶的最适催化反应类型，因此反应

产率并不是很高，不过通过分子生物学手段对其进

行突变，则很有可能筛选得到具有更高活性的嗜热

酶；另外利用离子液体作为反应介质也很有可能大

幅度提高Ｍｉｃｈａｅｌ加成反应产率，相关研究正在进
行中．
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