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摘　要：对脂肪酶在丙酮介质中催化香草醇和壬酸甲酯合成辣椒素酯的反应动力学进行了研究．以ＨＰＬＣ方法测
定酶催化合成产物辣椒素酯的浓度，确定了反应初速度；采用双倒数作图分析法和产物抑制试验法研究了本合成

反应的机制，结果表明辣椒素酯的酶催化合成是按乒乓反应机制进行的．研究还确定了酶反应动力学方程和
Ｖｍａｘ、ＫｍＡ、ＫｍＢ的值，并对其进行了验证，结果表明动力学方程与试验结果拟合度达０．９９７．
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　　辣椒素酯类物质（Ｃａｐｓｉｎｏｉｄｓ）是结构类似辣椒
素（Ｃａｐｓａｉｃｉｎ）的酯类物质［１，２］，生物活性与辣椒素

类似，具有抗疲劳、促进能量代谢、增强免疫力等

作用，其细胞毒性比辣椒素低，受到人们的广泛重

视［３－６］．天然辣椒素酯资源有限，分离纯化困难，
于是人们对其合成进行了不少的研究．以脂肪酸酰
氯与香草醇酯化等化学方法进行合成，产物复杂、

产率低．以脂肪酶催化合成辣椒素酯的反应具有专
一性强、条件温和、收率高、环境友好、能耗低等

优点，应用前景相当好．为了探讨辣椒素酯的酶催

化合成条件，我们在有机相中通过酶催化反应合成

了系列香草醇酯类物质，并对酶催化合成条件进行

了初步优化［６，７］．如能进一步阐明其反应动力学特
性，对控制酶催化反应和充分利用酶催化性质，提

高酶催化的转化率，合理设计生产中的投料、工艺

以及反应器，降低生产成本等有极大的参考意义．
本文对脂肪酶于有机介质中催化香草醇和壬酸甲酯

合成壬酸香草醇酯（辣椒素酯）的反应动力学进行

了探讨．其反应如图１所示．

图１辣椒素酯的酶法合成反应
Ｆｉｇ．１ＴｈｅＬｉｐａｓｅＣａｔａｌｙｚｅｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓｒｅａｃｔｉｏｎｏｆＣａｐｓｉｎｏｉｄｓ

１材料与方法
１．１材料

脂肪酶Ｎｏｖｅｚｙｍｅｓ４３５为丹麦 Ｎｏｖｏｄｉｓｋ公司产
品；香草醇（纯度＞９７％）购于石家庄市东联南开香
料开发有限公司；正壬酸（ＡＲ）购于天津市光复精

细化工研究所；Ｃａｐｓａｉｃｉｎ为 Ｓｉｇｍａ公司产品；甲醇
为色谱纯；二次蒸馏水；柱层析硅胶（青岛海洋化

工公司）；其他均为分析纯试剂．正壬酸甲酯为本
实验室以正壬酸与甲醇为原料合成．
１．２仪器

ＡＬ２０４电子天平为梅特勒托利多仪器（上海）
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有限公司生产；ＴＨＺ８２型摇床为上海跃进医疗器
械一厂生产；ＨＹ５回旋振荡器为常州市华普达教
学仪器有限公司生产；日本岛津 ＬＣ１０ＡＴＶＰ高效
液相色谱仪（带二极管阵列检测器）；ＢＺ２００Ｓ超声
清洗器为上海必能信公司生产；ＳＧＯ５００氮气、氢
气空气发生器为北京东方精华苑科技有限公司

生产．
１．３实验方法
１．３．１酶催化反应　　在５ｍＬ的反应管中，加入
适当浓度的底物反应液１ｍＬ，然后以丙酮定容至２
ｍＬ，再加入 Ｎｏｖｏ４３５酶颗粒２０ｍｇ，于恒温为３０
℃的摇床上以８０ｒ／ｍｉｎ的速度振摇反应．定时取
样，以 ＨＰＬＣ方法测定反应产物辣椒素酯的生
成量．
１．３．２甲醇抑制酶催化反应试验　　在反应体系中
添加一定浓度的甲醇，其余条件同１．３．１，依此分
析甲醇的抑制作用．
１．３．３辣椒素酯生成量的 ＨＰＬＣ测定　　色谱柱为
ＶｐＯＤＳ柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，ｉｄ，５μｍ）；流动相
为甲醇水（８０∶２０），流速为０．９ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为
４０℃，检测波长为２８０ｎｍ，进样量２０μＬ．以辣椒
素为外标，计算辣椒素酯的量．
１．３．４反应初速率与反应动力学常数　　反应速度
以每ｍｉｎ生成产物的ｍｍｏＬ数表示，依产物的生成
量计算得到．通过分析反应初速度和底物浓度间的
关系，求出各动力学常数．

２结果与分析
２．１ＨＰＬＣ法测定辣椒素酯的条件

由于辣椒素酯在甲醇体系中稳定性较差［８］，考

虑到辣椒素与目标化合物结构相近，性质相似，因

此可以辣椒素为外标采用 ＨＰＬＣ法测定反应产物
（目标化合物）的量．首先参考文献［９］方法，将辣椒

素标准样品的甲醇溶液以紫外光谱仪在波长２００～
４００ｎｍ内扫描，得到紫外检测波长为２８０ｎｍ．然后
用甲醇水以不同比例进行分离试验，以确定合适
的流动相比例．当甲醇∶水＝８０∶２０时，反应原料
之一的香草醇（另一原料在２８０ｎｍ处无吸收）与反
应产物分离良好（如图２）．
　　此外，线性范围确定与标准曲线绘制试验结果
表明，当辣椒素进样量在０．０１１５～２．３０μｇ时，峰
面积与进样量之间呈线性关系，回归方程为ｙ＝８１３
２３７ｘ＋２１４９０，相关系数ｒ＝０．９９９７（ｎ＝８）．

图２反应混合物与产物壬酸香草醇酯（ＲＴ６．９２０ｍｉｎ）
的ＨＰＬＣ谱图

Ｆｉｇ．２ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐｒｏｄｕｃｔａｎｄｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

２．２辣椒素酯含量测定与酶催化反应机制分析
按１．３．１反应条件进行酶催化反应，精确反应

１０ｍｉｎ时，立即取反应液５０μＬ，挥去丙酮后以甲
醇稀释至１ｍＬ，按ＨＰＬＣ方法测定生成物的量，以
回归方程 ｙ＝８１３２３７ｘ＋２１４９０换算得辣椒素酯产
物的浓度．根据生成产物浓度计算酶反应初速度
（如表１）—每 ｍｉｎ生成产物的 ｍｍｏｌ浓度，单位为
ｍｍｏｌ／Ｌ·ｍｉｎ．

表１不同底物浓度时酶反应初速度
Ｔａｂｌｅ１Ｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｖｅｌｏｃｉｔｙｏｆｅｎｚｙｍｅｒｅａｃｔｉｏｎｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（ｍｍｏｌ／Ｌ·ｍｉｎ）

Ｍｅｔｈｙｌｎｏｎａｎｏａｔｅ
（ｍｏｌ／Ｌ）

Ｖａｎｉｌｌｙｌａｌｃｏｈｏｌ（ｍｏｌ／Ｌ）

０．２０ ０．２５ ０．３０ ０．４０ ０．７０

０．２０ ４．９７５ ５．２３５ ５．４６４ ５．８４８ ６．６２３

０．２５ ５．７５２ ６．１１７ ６．４５２ ６．９４４ ７．８１３

０．３０ ６．３７９ ６．６２３ ７．４０７ ７．６３４ ８．８５０

０．４０ ７．１９４ ８．０００ ８．４０３ ９．００９ １０．５２６

０．７０ ８．５４７ ９．３４６ １０．３０２ １１．２３６ １３．４９３

　　从产物生成量来看，当壬酸甲酯浓度为 ０．４ ｍｏｌ／Ｌ时，产物生成量为１０ｍｍｏｌ／Ｌ，为底物浓度的
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２．５％；当壬酸甲酯浓度为０．２ｍｏｌ／Ｌ时，产物浓度
约为底物浓度的３％以下；当壬酸甲酯浓度为０．７
ｍｏｌ／Ｌ时，产物浓度为底物浓度的２％以下．由此可
见，产物生成量均在底物浓度的３％以下，故可认
为测定所得酶催化反应速度为初速度，产物的抑制

作用可忽略不计．
分别固定香草醇的摩尔浓度［Ｂ］为 ０．２０、

０．２５、０．３０、０．４０、０．７０ｍｏｌ／Ｌ，然后以１／Ｖ对壬酸
甲酯浓度［Ａ］的倒数作双倒数图，可得一组直线，
如图３所示．

图３壬酸甲酯浓度［Ａ］与反应速度ｖ的双倒数图
Ｆｉｇ．３Ｔｈｅｄｏｕｂｌｅｒｅｃｉｐｒｏｃａｌｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ［Ａ］
ｏｆｍｅｔｈｙｌｎｏｎａｎｏａｔｅａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｉｎｉｔｉａｌｖｅｌｏｃｉｔｙ［ｖ］
▲ ０．２０ｍｏｌ／Ｌ，◆ ０．２５ｍｏｌ／Ｌ，★ ０．３０ｍｏｌ／Ｌ，

■ ０．４０ｍｏｌ／Ｌ，! ０．７ｍｏｌ／Ｌ
（ｔｈｅｖａｎｉｌｌｙｌａｌｃｏｈｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ［Ｂ］）

由图３可知，分别固定香草醇浓度时，以１／Ｖ
对壬酸甲酯浓度倒数的双倒数图为一簇平行线，说

明香草醇浓度的变化只有截距效应，无斜率效应，

截距值分别为 ０．０３７、０．０５５、０．０６５、０．０７１、
０．０８３，这符合乒乓 ＢｉＢｉ反应机制双倒数图的特
征［１０］．
２．３甲醇对酶催化反应的抑制特征

为了考察反应的一种生成物甲醇对酶催化的抑

制作用，于反应体系中先加入一定量的甲醇，分别

固定其浓度为０．２５、０．５０、０．７５、１．００、１．２５ｍｏｌ／
Ｌ，同时固定香草醇的浓度为０．２０ｍｏｌ／Ｌ，所得１／Ｖ
对１／［壬酸甲酯］的双倒数图为一簇直线（图 ４）．
由图４可见，抑制作用随甲醇浓度的增加而增强，
甲醇可使直线的截距与斜率均发生改变，直线相交

于Ｘ轴，显示出非竞争性抑制的特征，表明壬酸甲
酯与甲醇不是结合于同一种酶形式，甲醇应是第一

产物，这符合乒乓反应机制的特点［１０］．

图４不同甲醇浓度对酶反应双倒数图的影响
Ｆｉｇ．４Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｍｅｔｈｙｌａｌｃｏｈｏｌ

ｏｎｄｏｕｂｌｅｒｅｃｉｐｒｏｃａｌｐｌｏｔ
■ ０．２５ｍｏｌ，◆ ０．５０ｍｏｌ，! ０．７５ｍｏｌ，▲ １．００ｍｏｌ，
★ １．２５ｍｏｌ，● １．５０ｍｏｌ（ｍｅｔｈａｎｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）；
１／Ａ（ｒｅｃｉｐｒｏｃａｌｏｆｍｅｔｈｙｌｎｏｎａｎｏａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）；
１／Ｖ（ｒｅｃｉｐｒｏｃａｌｏｆｔｈｅｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｖｅｌｏｃｉｔｙ）

２．４Ｎｏｖｏ４３５催化辣椒素酯产生的动力学方程推导
根据２．２与２．３结果，可将脂肪酶 Ｎｏｖｏ４３５催

化辣椒素酯产生的反应动力学方程以下式表示：

ν＝
Ｖｍａｘ［Ａ］［Ｂ］

ＫｍＡ［Ｂ］＋ＫｍＢ［Ａ］＋［Ａ］［Ｂ］
（１）

其双倒数方程为：

１
ν
＝
ＫｍＡ
Ｖｍａｚ
·
１
［Ａ］＋

１
Ｖｍａｘ
（１＋

ＫｍＢ
［Ｂ］ （２）

将图３中的纵截距对香草醇浓度［Ｂ］的倒数作
图，可得图５所示直线．

图５双倒数座标图纵轴截距与香草醇浓度［Ｂ］的倒数关系
Ｆｉｇ．５Ｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｙｉｎｔｅｒｃｅｐｔａｎｄ１／ｖａｎｉｌｌｙｌａｌｃｏｈｏｌ

由图３斜率可得：ＫｍＡ／Ｖｍａｘ＝０．０２２８，由图５
纵轴截距可知 １／Ｖｍａｘ＝０．０２１３，直线斜率 ＫｍＢ／
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Ｖｍａｘ＝０．０１２６．
可联立解得：Ｖｍａｘ＝４６．９５ｍｍｏｌ／ｍｉｎ，ＫｍＡ＝

１．０７０ｍｏｌ／Ｌ，ＫｍＢ＝０．５９２ｍｏｌ／Ｌ．
将上述计算结果代入方程（１）可得丙酮中脂肪

酶Ｎｏｖｏ４３５催化辣椒素酯产生的动力学方程为：

ν＝ ４６．９５［Ａ］［Ｂ］
１．０７０［Ｂ］＋０．５９２［Ａ］＋［Ａ］［Ｂ］ （３）

２．５验证试验
将试验数据按最小二乘法［１１］处理，与采用动

力学方程（模型）计算的数据进行比较，结果如图

６．由图６可见，本文模型与试验结果吻合较好，其
拟合度可达ｒ＝０．９９７．

任取不同浓度的底物进行酶反应初速度测定，

测定值与代入方程进行计算的值相比较，计算其误

差，结果如表２所示．

图６实测数据与方程的拟合曲面图
Ｆｉｇ．６Ｔｈｅｃｕｒｖｅｏｆｍｏｄｅｌｂｅｔｗｅｅｎｔｅｓｔｅｄｄａｔａａｎｄｅｑｕａｔｉｏｎ

表２测定值与方程计算值的误差
Ｔａｂｌｅ２Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄａｔａａｎｄｃａｌｃｕｌａｔｅｄｄａｔａ

［Ｂ］／［Ａ］ ０．３５／０．３５ ０．３５／０．４５ ０．３５／０．６０ ０．３５／０．２０ ０．２８／０．３５ ０．２８／０．４５ ０．４５／０．２０

Ｄｍ
"

８．２５ ９．０２ １０．６２ ５．６７ ７．５２ ８．３８ ６．０４

Ｄｃ
"

８．１７ ９．２６ １０．４９ ５．８４ ７．６１ ８．５５ ６．１２

Ｒ
"

（％） ０．９７ ２．５９ １．２８ ２．９１ １．１８ １．９８ １．３０

　　由表２可知，测定值与计算值的误差在３％以
下，表明采用得到的模型参数进行模拟计算的结果

与实际偏差不大，数学模型符合酶催化的动力学

特点．

３讨　　论
我们对脂肪酶Ｎｏｖｏ４３５在丙酮介质中催化香草

醇与壬酸甲酯合成辣椒素酯的反应动力学特性进行

了研究，建立了动力学方程．在催化反应过程中，
甲醇生成对酶催化反应的速度有一定的抑制作用，

以反应转化率６５％计［６］，同时考虑反应为等分子

反应，故而本反应中甲醇生成的最大浓度为０．４５
ｍｏｌ／Ｌ，经测定可抑制约２０％的反应速度．在反应
初期，产物浓度低，对反应速度的抑制小，其抑制

作用可忽略不计．在反应一定时间后，应及时将甲
醇从反应体系中移出以解除其抑制作用，从而加快

反应速度和缩短反应周期．用于催化反应的脂肪酶
颗粒，其酶活力会在贮藏过程中有所变化，本试验

中酶活力为每克 ４６９５０国际单位（以每 ｍｉｎ转化
１μｍｏＬ的底物反应的酶量为１个国际单位）．此外，
试验中发现香草醇在丙酮中的最大溶解度是 ０．７

ｍｏｌ／Ｌ，因此如需提高辣椒素酯类产物的浓度，应
提高香草醇的溶解度，对其进行分子修饰是一条可

考虑的途径，这有待于进一步深入的研究．
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