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摘　要：探讨了β葡萄糖苷酶在离子液体／有机溶剂／缓冲溶液介质中催化直接糖基化反应合成４羟基苯乙基
βＤ葡萄糖苷．考察了反应体系组成、反应条件等因素对反应的影响．研究结果表明，１丁基３甲基咪唑六氟磷
酸盐（Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６）／１，４二氧六环／柠檬酸磷酸盐缓冲溶液是糖基化反应的合适介质．当三者的体积含量分别为
１７％、６８％和１５％，底物 Ｄ（＋）葡萄糖和 ４羟基苯乙醇的含量分别为 １００ｍｇ／ｍＬ和 ２２０ｍｇ／ｍＬ、酶活力为
１２Ｕ／ｍＬ时，在ｐＨ６．０、５０℃、２７５ｒｐｍ条件下进行直接糖基化，产物浓度可达１８．９ｍｇ／ｍＬ．
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　　４羟基苯乙基 βＤ葡萄糖苷（红景天苷）为传
统中药红景天中的主要有效成分，具有抗缺氧、抗

寒冷、抗疲劳、抗辐射和延缓机体衰老、防止老年

疾病的功能［１］，可以红景天为原料直接提取，或以

化学法、植物细胞培养法以及微生物发酵法等方式

制备［２７］，其缺点主要是产物浓度低、反应时间长

等［８］，难以投入实际应用．
酶催化糖基化反应的条件温和，具有很高的区

域选择性和立体专一性．２００４年，Ｔｏｎｇ等［４］利用

苹果籽粉β葡萄糖苷酶以４羟基苯乙醇和葡萄糖
为底物首次进行了合成（见图１）；此后，Ｙｕ［５］在叔
丁醇体系中实现了１．９ｍｇ／（ｍＬ·ｄ）的时空产率；
王梦亮［６］在缓冲溶液叔丁醇体系中反应５０ｈ后产
物浓度达到６．０ｍｇ／ｍＬ；刘瞞［７］在水１，２二乙酰氧
基乙烷体系中产物浓度达到了１２．４ｍｇ／ｍＬ．
在传统水相中因受水解糖基化反应热力学平衡的
限制而导致糖苷产物浓度较低［９］．以传统非水有机
溶剂为反应介质是近几年酶催化生物合成的研究热

点［９１０］，但 β葡萄糖苷酶催化４羟基苯乙基 βＤ
葡萄糖苷生物合成的困难之处在于：（１）β葡萄糖
苷酶、底物、产物均易溶于水，难溶于有机溶剂；

（２）水相体系中，虽然溶解问题得到解决，但存在
严重的水解反应；（３）在极性有机溶剂中，虽然底
物和产物可部分溶解，水解反应的平衡也有所改

图１酶催化糖基化合成４羟基苯乙基βＤ葡萄糖苷
Ｆｉｇ．１Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｆｏｒｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｓａｌｉｄｒｏｓｉｄｅ

善，但酶的溶解性、活性和稳定性差；（４）高浓度
葡萄糖对酶具有抑制作用，且葡萄糖容易糖基化生

成二糖．因此，选择适当的反应介质实现在同一个
反应体系中协调以上困难之处，是实现高效率合成

的关键．
离子液体所具备的优良性质使其适合于同时含

有极性底物和非极性底物的溶解、以及同时还需控

制水活度的酶催化糖基化反应［１１］，从而打破水解
糖基化反应的平衡而促进糖基化反应的进行．同时
离子液体具有较好的生物相容性，酶在其组成的单

相或两相体系中能够保持较高活力的报道较

多［１２１４］．本文研究了 β葡萄糖苷酶在含离子液体
的介质中催化４羟基苯乙基 βＤ葡萄糖苷的直接
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糖基化合成，并对反应的影响因素进行考察，以期

为建立有效的反应体系提供依据．

１实验部分
１．１实验材料

４羟基苯乙醇（酪醇）为 ＴＣＩ公司产品；Ｄ
（＋）葡萄糖为ＡｌｆａＡｅｓａｒ公司产品；４羟基苯乙基
βＤ葡萄糖苷购自中国药品生物制品鉴定所；苦杏
仁β葡萄糖苷酶为Ｓｉｇｍａ公司产品（６Ｕ／ｍｇ）；１丁
基３甲基咪唑四氟硼酸盐（Ｃ４ＭＩｍ·ＢＦ４）、１己基
３甲基咪唑四氟硼酸盐（Ｃ６ＭＩｍ·ＢＦ４）、１丁基３
甲基咪唑六氟磷酸盐（Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６）、１己基３甲
基咪唑六氟磷酸盐（Ｃ６ＭＩｍ·ＰＦ６）均购自中科院兰
州化物所；其他试剂均为分析纯．
１．２实验方法

糖基化反应在带有温控装置的恒温培养振荡器

中进行．在１０ｍＬ磨口三角瓶中，加入预定量的Ｄ
（＋）葡萄糖和４羟基苯乙醇，再加入预定量的离
子液体、有机溶剂和ｐＨ值６．０的柠檬酸磷酸盐缓
冲溶液．在特定温度及转速下预混合３０ｍｉｎ，再向
反应体系中加入预定量的β葡萄糖苷酶，使反应液
总体积为５５０μＬ并开始反应，并在预定时间取样
分析．
１．３检测方法

在５５０μＬ反应液中加入４ｍＬ甲醇终止反应并
超声波震荡２０ｍｉｎ后，于１４０００ｒｐｍ下离心５ｍｉｎ，
上清液用０．４５μｍ的滤膜进行过滤，产物用 ＨＰＬＣ
（日本岛津，ＬＣ１０Ａ）测定．色谱条件：ＳＰＤ１０Ａ紫外
检测器；依利特 Ｃ１８柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ×５μｍ）；
流动相为甲醇∶水（１５∶８５），流速１ｍＬ／ｍｉｎ；检测波
长２７５ｎｍ；柱温室温；进样量２０μＬ．

２结果与讨论
２．１离子液体种类对糖基化反应的影响

离子液体对酶催化反应的影响因其种类和浓度

的不同而迥异 ［１０１７］．本实验考察了４种离子液体
对糖基化反应的影响，结果见图２．

Ｚｈａｏ等［１５］报道离子对酶活性和稳定性的影响

通常遵循 Ｈｏｆｍｅｉｓｔｅｒ序列，即 ｋｏｓｍｏｔｒｏｐｉｃ阴离子和
ｃｈａｏｔｒｏｐｉｃ阳离子组成的盐使酶更加稳定，而 ｃｈａｏ
ｔｒｏｐｉｃ阴离子和ｋｏｓｍｏｔｒｏｐｉｃ阳离子组成的盐对酶有
失活作用．由图３可知，ＢＦ４

和 ＰＦ６
属于 ｃｈａｏｔｒｏｐｉｃ

阴离子，根据 Ｈｏｆｍｅｉｓｔｅｒ序列，酶应在含 ＢＦ４
和

图２　离子液体种类对糖基化反应的影响
Ｆｉｇ．２Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｏｎｉｃｌｉｑｕｉｄｓｏｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ

Ｎｏｔｅ：１Ｃ４ＭＩｍ·ＢＦ４；２Ｃ６ＭＩｍ·ＢＦ４；３Ｃ４ＭＩｍ

·ＰＦ６；４Ｃ６ＭＩｍ·ＰＦ６
Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：Ｂｕｆｆｅｒ５０μＬ，ｇｌｕｃｏｓｅ４０ｍｇ／
ｍＬ，ｔｙｒｏｓｏｌ６０ｍｇ／ｍＬ，βＧｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ１２Ｕ／ｍＬ，
５０℃，ｐＨ６．０，２００ｒｐｍ，４８ｈ

ＰＦ６
介质中活性较低．然而，Ｙａｎｇ等［１６］发现离子

液体对糖苷酶催化活性的影响并不遵循该序列，

Ｌｏｕ等［１７］在研究中也发现类似规律．从图２中可以
看出，β葡萄糖苷酶在含ＢＦ４

和ＰＦ６
介质中表现出

了一定的糖基化活性，其中在 Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６中产物
浓度最大达到０．８ｍｇ／ｍＬ，高于阴离子为ＢＦ４

的离

子液体，这可能与两者的极性差别有关：其一，组

成中含ＰＦ６
的离子液体极性小于含 ＢＦ４

的离子液

体，而极性较高的环境中酶分子构象变化大，可能

导致酶催化位点的部分失活，因而在 ＰＦ６
构成的离

子液体中产物浓度略大，且在比 Ｃ４ＭＩｍ·ＢＦ４极性
略小的Ｃ６ＭＩｍ·ＢＦ４中产物浓度也略大；其二，阴
离子为ＢＦ４

的离子液体亲水性高于阴离子为ＰＦ６
的

离子液体，这也可能导致β葡萄糖苷酶的部分结构
水被溶剂剥夺，引起酶的部分失活．此外，虽然随
离子液体烷基链长的增加，其极性降低，但同时粘

度增大，其中 Ｃ６ＭＩｍ·ＰＦ６粘度（η＝２０７Ｐａ·ｓ，
２９８Ｋ）过大，影响底物和酶分子的结合及产物的分
离，导致产物浓度降低．而阴离子为 ＢＦ４

的两种离

子液体粘度均很小，因而对传质没有太大影响．
　　但在以纯离子液体为反应介质时，产物浓度偏
低，这可能是离子液体的高粘度和高离子强度造成

了底物扩散和酶的活性与稳定性受到影响，进而影

响产物浓度，因此考虑通过向体系中加入有机溶剂

以改善这一不足．
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图３基于ｋｏｓｍｏｔｒｏｐｉｃ／ｃｈａｏｔｒｏｐｉｃ性质的阴离子和阳离子分类
Ｆｉｇ．３Ｃｌａ ｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃａｔｉｏｎｓａｎｄａｎｉｏｎｓｉｎｉｏｎｉｃｌｉｑｕｉｄｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｋｏｓｍｏｔｒｏｐｉｃ／ｃｈａｏｔｒｏｐｉｃ

２．２有机溶剂种类和含量对糖基化反应的影响
底物葡萄糖和４羟基苯乙醇均为极性物质，在

ｌｏｇＰ值较大的有机溶剂中基本不溶，且以往的研
究亦表明，β葡萄糖苷酶在 ｌｏｇＰ值较小的极性有
机溶剂中能够保持较高的酶活力，因此选择 ｌｏｇＰ
值介于２到０．５之间的叔丁醇（ＴＢＡ）、１，４二氧六
环（１，４ｄｉｏｘａｎｅ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、二甲基甲
酰胺（ＤＭＦ）、四氢呋喃（ＴＨＦ）与 Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６组成
混合反应体系，以考察β葡萄糖苷酶在其中的糖基
化活力，结果见图４．

图４有机溶剂种类对糖基化反应的影响
Ｆｉｇ．４Ｅｆｆｅｃｔｏｆｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔｓｏｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ

Ｎｏｔｅ：１ＴＢＡ（ｌｏｇＰ＝０．３７，η＝３．３１６ｍＰａ．ｓ，３０℃）；２
ＤＭＳＯ（ｌｏｇＰ＝１．３，η＝２．２０ｍＰａ．ｓ，２０℃）；３ｄｉｏｘａｎｅ
（ｌｏｇＰ＝１．１，η＝１．３ｍＰａ．ｓ，２０℃）；４ＤＭＦ（ｌｏｇＰ＝
１．０，η＝０．８ｍＰａ．ｓ，２５℃）；５ＴＨＦ（ｌｏｇＰ＝０．４９，η＝
０．５５ｍＰａ．ｓ，２０℃）
Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６４００μＬ，ｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔ

１００μＬ，ｂｕｆｆｅｒ５０μＬ，Ｇｌｕｃｏｓｅ４０ｍｇ／ｍＬ，ｔｙｒｏｓｏｌ６０ｍｇ／
ｍＬ，βＧｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ１２Ｕ／ｍＬ，５０℃，ｐＨ６．０，２００ｒｐｍ，
４８ｈ

有机溶剂的加入降低了反应介质的粘度，从图

４中可以看出，叔丁醇、１，４二氧六环和四氢呋喃
的加入提高了产物浓度，而二甲基亚砜和二甲基甲

酰胺的加入则相反．在加入１，４二氧六环的反应体
系中，产物浓度达到１．２ｍｇ／ｍＬ，但其似乎与有机
溶剂的ｌｏｇＰ值和粘度（η）之间并没有相关性，这
可能是两者共同作用的结果．

实验结果表明，１，４二氧六环的加入并没有明
显增加产物浓度．考虑到混合反应体系中酶催化活
性往往与各种介质的含量有关，因此，进一步考察

了１，４二氧六环含量对反应的影响，结果见图５．

图５１，４二氧六环含量对糖基化反应的影响
Ｆｉｇ．５Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１，４ｄｉｏｘａｎｅｃｏｎｔｅｎｔｏｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ
Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６０～５００μＬ，ｏｒ

ｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔ０～５００μＬ，ｂｕｆｆｅｒ５０μＬ，Ｇｌｕｃｏｓｅ４０
ｍｇ／ｍＬ，ｔｙｒｏｓｏｌ６０ｍｇ／ｍＬ，βＧｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ１２Ｕ／
ｍＬ，５０℃，ｐＨ６．０，２００ｒｐｍ，４８ｈ

结果表明，１，４二氧六环的加入能明显提高产
物浓度，当其含量达到 ７２％时产物浓度达到
３．６ｍｇ／ｍＬ，浓度高于此数值后，由于反应介质中
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可利用水含量低于临界水平，致使酶活力减弱，产

物浓度减少．产物浓度并未达到预期水平，这可能
由于１，４二氧六环具有很强的亲水性，致使反应体
系中酶表面可利用的自由水含量过低，因此需要提

高反应体系中的水活度，从而提高产物浓度．
２．３缓冲溶液含量对糖基化反应的影响

酶催化的逆水解反应中，控制反应体系的水活

度是非常重要的．根据本实验的前期研究结果，通
过向反应体系中加入ｐＨ为６．０的柠檬酸磷酸盐缓
冲溶液，构成不同水活度的反应体系，考察了其对

反应的影响，结果见图６．

图６缓冲溶液含量对糖基化反应的影响
Ｆｉｇ．６Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｕｆｆｅｒｃｏｎｔｅｎｔｏｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６７７～１１０μＬ，１，４

ｄｉｏｘａｎｅ３０８～４４０μＬ，ｂｕｆｆｅｒ０～１６５μＬ，Ｇｌｕｃｏｓｅ
１００ｍｇ／ｍＬ，ｔｙｒｏｓｏｌ２２０ｍｇ／ｍＬ，βＧｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ１２
Ｕ／ｍＬ，５０℃，ｐＨ６．０，２００ｒｐｍ，４８ｈ

由图６可知，随缓冲溶液含量的不断增加，产
物浓度先升高随后迅速下降，当缓冲溶液含量为

１５％时，反应速率达到最大，反应４８ｈ后产物浓度
可达１４．５ｍｇ／ｍＬ．而在不含缓冲溶液的体系中产
物浓度最高仅为３．６ｍｇ／ｍＬ，含１５％缓冲溶液的
１，２二氧六环体系中产物浓度为１０．２ｍｇ／ｍＬ，均明
显低于该反应体系中的产物浓度，可见离子液体的

存在有利于糖基化反应的进行．
离子液体在含水反应介质中会离解为具有极性

区域和非极性区域的微小结构，形成离子强度很高

的溶剂环境，这些微小结构通过改变酶分子电荷分

布、影响底物和产物的溶剂化状态、与介质中的其

他成分进行相互作用而改变反应介质特性等方式影

响反应［１２１４］，进而达到提高产物浓度的目的．

在含离子液体和１，４二氧六环的反应体系中，
实际的水活度可能远低于表观的缓冲液含量．一般
酶催化反应的必需水活度在１％以下，而本反应体
系中的最适缓冲溶液含量为１５％，这一现象值得进
一步研究．当缓冲溶液含量超过１５％时，反应体系
中多余的自由水将加快水解反应，导致无法获得更

高的产物浓度．
２．４温度对糖基化反应的影响

β葡萄糖苷酶催化糖基化合成 ４羟基苯乙基
βＤ葡萄糖苷的反应是一个可逆反应，该反应的平
衡常数受到反应温度的影响．因此本实验考察了温
度对反应的影响，结果如图７所示．

图７温度对糖基化反应的影响
Ｆｉｇ．７Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６９３．５μＬ，１，４ｄｉ

ｏｘａｎｅ３７４μＬ，ｂｕｆｆｅｒ８２．５μＬ，Ｇｌｕｃｏｓｅ１００ｍｇ／
ｍＬ，ｔｙｒｏｓｏｌ２２０ｍｇ／ｍＬ，βＧｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ１２Ｕ／ｍＬ，
ｐＨ６．０，２００ｒｐｍ，４８ｈ

图７表明，在不同温度条件下，酶催化活性受
到显著影响，在５０℃时，酶的催化活性最大．在低
于５０℃时，产物浓度随温度的升高快速上升，但
反应温度超过５０℃后，反应速率急剧下降，这可
能是过高的温度导致了糖基化反应的平衡常数

下降．
２．５底物浓度对糖基化反应的影响

４羟基苯乙基βＤ葡萄糖苷的糖基化合成属于
糖苷逆水解反应，受热力学控制，可以通过向反应

体系中加入高浓度底物以提高反应推动力，使反应

向逆水解反应的方向进行．底物浓度对糖基化反应
活性的影响如图８所示．

从图 ８Ａ中可以看出，在葡萄糖浓度为
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图８底物浓度对糖基化反应的影响
Ｆｉｇ．８Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ
Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ：Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６９３．５μＬ，１，４ｄｉ

ｏｘａｎｅ３７４μＬ，ｂｕｆｆｅｒ８２．５μＬ，βＧｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ１２
Ｕ／ｍＬ，５０℃，ｐＨ６．０，２００ｒｐｍ，４８ｈ．Ａ：Ｇｌｕ
ｃｏｓｅ４０ｍｇ／ｍＬ；Ｂ：ｔｙｒｏｓｏｌ２２０ｍｇ／ｍＬ

４０ｍｇ／ｍＬ时，随４羟基苯乙醇浓度的不断升高，产
物浓度不断增大，当 ４羟 基 苯 乙 醇 浓 度 为
２２０ｍｇ／ｍＬ时，产物浓度达到最大值；另一方面，
当固定４羟基苯乙醇浓度为２２０ｍｇ／ｍＬ时，随着葡
萄糖浓度不断增加，产物浓度随之增大，当葡萄糖

浓度为１００ｍｇ／ｍＬ时，产物浓度达到最大值
（１４．５ｍｇ／ｍＬ，见图８Ｂ）．体系中葡萄糖浓度不宜
过大，以减少副产物寡糖的生成．
２．６金属离子对糖基化反应的影响

在探讨了反应中影响反应平衡产率的各种因素

后，进一步考察了部分影响反应速率的因素，以期

在较短的反应时间内达到平衡产率．
金属离子对苦杏仁 β葡萄糖苷酶催化合成４

羟基苯乙基βＤ葡萄糖苷并不是必须的，但其对糖
基化反应的速率仍表现出一定的调节作用，这可能

是金属离子通过影响酶催化反应过程中的电子传递

过程而影响酶的糖基化活性所致，因为有些金属离

子能与酶催化活性中心或以外的结合位点相结合，

从而对酶催化活性造成影响．本实验考察了６种金
属对反应的影响，实验结果如图９所示．

不同种类的金属离子对糖基化的平均速率的影

响是不同的．从图９中看出，在所选择的金属离子
中，只有 Ｍｇ２＋对反应速率有促进作用，在加入
Ｍｇ２＋条件下，反应速率为对照的１１３％．进一步优
化后发现，当Ｍｇ２＋离子浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ时，反应
４８ｈ后产物浓度可达１７．２ｍｇ／ｍＬ．而Ｆｅ３＋，Ｍｎ２＋，
Ｃｕ２＋，Ｌｉ＋，Ｚｎ２＋对糖基化活性均具有不同程度的

图９金属离子种类对糖基化反应的影响
Ｆｉｇ．９Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔａｌｌｉｃｉｏｎｓｏｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ：Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６９３．５μＬ，１，４ｄｉｏｘ

ａｎｅ３７４μＬ，ｂｕｆｆｅｒ８２．５μＬ，Ｇｌｕｃｏｓｅ１００ｍｇ／ｍＬ，
ｔｙｒｏｓｏｌ２２０ｍｇ／ｍＬ，ｍｅｔａｌｌｉｃｉｏｎｓ５ｍｍｏｌ／Ｌ，βＧｌｕ
ｃｏｓｉｄａｓｅ１２Ｕ／ｍＬ，５０℃，ｐＨ６．０，２００ｒｐｍ，４８ｈ

抑制作用，其中Ｃｕ２＋的抑制作用最为强烈．
２．７传质效率对糖基化反应的影响

含Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６的反应体系粘度较高，提高体
系的传质系数可望提高反应速率．结果见图１０．

图１０振荡速率对糖基化反应的影响
Ｆｉｇ．１０Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｏｔａｔｉｏｎｓｐｅｅｄｏｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ：Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６９３．５μＬ，１，４ｄｉ

ｏｘａｎｅ３７４μＬ，ｂｕｆｆｅｒ８２．５μＬ，Ｇｌｕｃｏｓｅ１００ｍｇ／ｍＬ，

ｔｙｒｏｓｏｌ２２０ｍｇ／ｍＬ，Ｍｇ２＋５ｍｍｏｌ／Ｌ，βＧｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ
１２Ｕ／ｍＬ，５０℃，ｐＨ６．０，４８ｈ

从图１０可以看出，在振荡速率达到 ２７５ｒｐｍ
时，反应速率最大，此条件下反应４８ｈ后产物浓度
达到１７．６ｍｇ／ｍＬ．当振荡速率继续增大时，产物浓
度降低，在２９０ｒｐｍ和３０５ｒｐｍ时的反应速率分别
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只有２７５ｒｐｍ时的９７％和８５％，这可能与粘度过大
时剪切力可能导致酶的部分失活有关．
２．８酶催化糖基化反应动力学参数测定

目前以β葡萄糖苷酶催化合成对羟基苯乙基
βＤ葡萄糖苷的反应均在有机溶剂中进行，为进一
步了解离子液体的加入对糖基化反应的影响，分别

对含１５％缓冲溶液的１，４二氧六环和上述含离子
液体反应介质中的反应动力学参数进行了测定，结

果见图１１．

图１１不同反应介质中动力学参数
Ｆｉｇ．１１Ｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅａｃｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｓ
Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ：Ｂｕｆｆｅｒ８２．５μＬ，Ｇｌｕｃｏｓｅ２０１２０

ｍｇ／ｍＬ，ｔｙｒｏｓｏｌ２２０ｍｇ／ｍＬ，Ｍｇ２＋ ５ｍｍｏｌ／Ｌ，β
Ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ１２Ｕ／ｍＬ，５０℃，ｐＨ６．０，２７５ｒｐｍ，１６
ｈ，Ａ：１，４ｄｉｏｘａｎｅ４６７．５ｕｌ；Ｂ：Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６９３．５

μＬ，１，４ｄｉｏｘａｎｅ３７４μＬ

由图１１可知，在不含离子液体的反应介质中
当Ｄ（＋）葡萄糖浓度为６０ｍｇ／ｍＬ时即产生底物
抑制效应，而在含离子液体的介质中１００ｍｇ／ｍＬ时
才产生底物抑制效应．同时，通过 ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ
作图法可计算得到酶在含１５％缓冲溶液的１，４二
氧六环中的 Ｖｍａｘ为 １．５０μｍｏｌ·ｈ

１·ｍｇ１，Ｋｍ为
０．３１ｍｏｌ·Ｌ１，ＫＩ为１．１６ｍｏｌ·Ｌ

１；而在含１５％缓
冲溶液和含１７％ Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６１，４二氧六环中 Ｖｍａｘ
为２．０３μｍｏｌ·ｈ１·ｍｇ１，Ｋｍ值为０．４５ｍｏｌ·Ｌ

１，

ＫＩ为０．１７ｍｏｌ·Ｌ
１．

以上现象可能与底物的去溶剂化和过渡态稳定

化的能量有关．由于离子液体的存在，可能导致反
应介质中的水活度低于含缓冲溶液的１，４二氧六
环中的水活度，因而极性底物 Ｄ（＋）葡萄糖在后
者的基态能量更低，从而引起反应的活化能垒提

高，最大反应速率 Ｖｍａｘ下降，且反应底物与酶结合

能力的 Ｋｍ也下降，底物抑制常数 ＫＩ上升，导致临
界底物抑制浓度下降．除此之外，该现象还可能与
底物的扩散性、酶结构的变化及酶的构象可塑性的

变化等因素也有关系，但揭示这些因素的影响程度

有待进一步的研究．
２．９反应的时间进程

反应的平衡产率和达到平衡产率的时间是可逆

反应的重要参数．从图１２中可以看出，在上述条件
下，随反应时间的延长，产物浓度不断增加，在１２０
ｈ时达到最大值，继续延长反应时间，产物浓度基
本不变，说明水解反应与糖基化反应达到平衡，此

时的产物浓度可达１８．９ｍｇ／ｍＬ．

图１２反应的时间进程
Ｆｉｇ．１２Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ：Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６９３．５μＬ，１，４ｄｉ

ｏｘａｎｅ３７４μＬ，ｂｕｆｆｅｒ８２．５μＬ，Ｇｌｕｃｏｓｅ１００ｍｇ／ｍＬ，

ｔｙｒｏｓｏｌ２２０ｍｇ／ｍＬ，Ｍｇ２＋５ｍｍｏｌ／Ｌ，βＧｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ
１２Ｕ／ｍＬ，５０℃，ｐＨ６．０，２７５ｒｐｍ

３结　　论
在Ｃ４ＭＩｍ·ＰＦ６／１，４二氧六环／缓冲溶液的反

应体系中，当三者的体积比例为１７∶６８∶１５，４羟基
苯乙醇浓度为 ２２０ｍｇ／ｍＬ，βＤ葡萄糖浓度为
１００ｍｇ／ｍＬ时，在２７５ｒｐｍ，５０℃条件下反应４８ｈ，
产物浓度可达１７．２ｍｇ／ｍＬ，继续反应至１２０ｈ后达
到平衡，产物浓度为１８．９ｍｇ／ｍＬ．理论上产物浓度
为１．３ｍｇ／ｍＬ时即具有工业生产价值［５］，因此研究

结果具有明显的实际应用价值．
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