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表面活性剂在水有机两相体系中对 β葡萄糖苷酶催化
合成红景天苷的影响
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摘要：采用缓冲液／正己烷为反应体系，比较了几类表面活性剂（ＣＴＡＢ，ＳＤＳ，ＳＤＢＳ，Ｔｗｅｅｎ２０）对酶活的影响．并
在该反应体系中，考察了表面活性剂对β葡萄糖苷酶催化合成红景天苷的反应中底物转化率以及初始反应速率
的影响，确定了反应混合体系的适宜含水量．结果表明，在水／有机两相体系中，ＨＬＢ值较高的ＳＤＳ对酶的失活体
现出了一定的抑制作用，其余表面活性剂均对酶失活起了不同程度的加速作用．在几类表面活性剂各自最适添加
浓度下，ＣＴＡＢ，ＳＤＳ，Ｔｗｅｅｎ２０三组均将底物转化率从９．２％提高到１１％左右．不添加表面活性剂所测得的初始
反应速率最高，Ｔｗｅｅｎ２０组次之，离子型表面活性剂添加组最低．对于ＳＤＳ添加组，当其含水量为１０％时，底物
转化率可以达到２２．３％．
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　　红景天苷（Ｓａｌｉｄｒｏｓｉｄｅ）是景天科（Ｃｒａｓｓｕｌａｃｅａｅ）
红景天属（ＲｈｏｄｉｏｌＬ．）植物中最为重要的药效成
分，鉴于其优良的抗疲劳、抗衰老、抗微波辐射等

特性，已在医疗保健、食品工业、军事航天等领域

体现出了较高的利用价值［１］．目前，制备获取糖苷
类化合物的方法途径有：１．从植物体中提取；２．化
学合成法；３．生物愈伤组织培养合成；４．生物催化
合成法．其中，生物催化合成因其具有独特的高立
体、区域选择性，操作简单，反应条件温和等特

点［２］而受到广大研究者的关注．由于糖苷酶具有转
糖基活性，因而常用作于生物催化合成糖苷类化合

物的催化剂．β葡萄糖苷酶催化合成红景天苷的反
应如图１所示．生物催化合成研究主要以反应介质
工程为热门研究领域，从最初的水相介质到而后的

水有机相反应体系［３－４］，再到近几年热门的离子液

体［５－７］等新型反应介质的出现使得糖苷类化合物的

合成研究表现出良好的发展势头．此外，对于维持
生物催化合成糖苷反应的催化剂

"

糖苷酶活性的相

关技术也有所研究［８］．
表面活性剂对酶催化的反应研究主要涉及脂

酶，纤维素酶，磷脂酶等，相对而言，对于糖苷类

化合物的合成影响介入却鲜有报道．研究表明，表
面活性剂有助于维持酶的活性，但目前仍缺少详

尽、深入的机理来解释这一作用机制．此外，表面
活性剂在以上的研究中还表现了其他杰出的性质，

比如有效降低脂酶水解反应中降低油水界面表面张

力，促进纤维素酶等水解反应中酶的解吸附作用

等［９－１１］．我们在前期工作的基础上，以水正己烷作
为反应体系，研究了该体系中几类离子／非离子型
表面活性剂（见表１）对合成红景天苷底物转化率的
影响．且对各类表面活性剂对β葡萄糖苷酶酶活的
影响也有所探讨．

图１Ｄ葡萄糖与酪醇合成红景天甙反应式
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表１表面活性剂的分类
Ｔａｂｌｅ１Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ

　　Ｎａｍｅ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｉｏｎｉｃｎａｔｕｒｅ ＨＬＢ

Ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ
ｂｒｏｍｉｄｅ（ＣＴＡＢ）

Ｃ １５．８

Ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｂｅｎｚｅｎｅ
ｓｕｌｆｏｎａｔｅ（ＳＤＢＳ）

Ａ １２．３

Ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ
（ＳＤＳ）

Ａ ４０．０

Ｐｏｌｙｏｘｙｅｔｈｙ—ｌｅｎｅ（２０）
ＳｏｒｂａｉｔａｎＭｏｎｏｌａｕｒａｔｅ
（Ｔｗｅｅｎ２０）

Ｎ １６．７

　　Ｎ，ｎｏｎｉｏｎｉｃ；Ｃ，ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｈａｒｇｅｄ；Ａ，ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｃｈａｒｇｅｄ；ＨＬＢ，ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃｂａｌａｎｃｅ．

１实验部分
１．１β葡萄糖苷酶粗酶粉的制备及其酶活测定

将干燥的杏仁充分研磨后依次用预冷（４℃）的
乙酸乙酯和丙酮分别洗涤２次，获得的粗酶粉经干
燥后置于４℃环境下密封保存备用．

采用ＤＮＳ法［７］对β葡萄糖苷酶活性予以测定．
测定条件为：取 ０．５ｍＬ适当稀释的粗酶液（ｐＨ＝
６．０），０．５ｍＬ底物水杨苷（０．５％）（中国药品生物
制品检定所），在５０℃条件下恒温反应２０ｍｉｎ，加
入１ｍＬＤＮＳ制剂，沸水加热５ｍｉｎ，冷却至室温后
用蒸馏水稀释至２５ｍＬ，过滤．用紫外分光光度计
于５４０ｎｍ波长下测量其吸光度值，以加热灭活的
酶作对照．一个酶活单位定义为５０℃，ｐＨ６．０的
条件下，每分钟催化水解水杨苷产生１μｍｏｌ还原
糖所需的酶量．
１．２表面活性剂添加对酶活影响的测定

取２．５Ｕ当量的粗酶粉，５ｇ／Ｌ的表面活性剂
添加至２ｍＬｐＨ６．０的磷酸缓冲液和２ｍＬ正己烷
的混合体系中，于 ５０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ的条件下恒
温反应．每隔一定的时间段抽取粗酶液，测量其酶
活性值．以不添加任何表面活性剂的反应组为
对照．

１．３酶催化合成红景天苷
称取０．５ｍｍｏｌ酪醇（ＡＲ，阿拉丁），０．１ｍｍｏｌ

葡萄糖（ＡＲ，天津恒兴化学试剂有限公司），表面
活性剂，２．５Ｕ粗酶粉混溶于２ｍＬ缓冲液／正己烷
（１／１，Ｖ／Ｖ）混合体系中．在５０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ的条
件下震荡反应２４ｈ．

反应结束后，抽取一定量的水相反应液，用２倍
体积的蒸馏水稀释，经微孔滤膜过滤后在高效液相

色谱仪上分析：ＳｉｎｏｃｈｒｏｍＯＤＳＢＰ柱（４．６ｍｍ×２００
ｍｍ，５ｕｍ），ＵＶ２３０＋型紫外检测器，Ｐ２３０型高压恒
流泵，柱温３０℃，检测波长２７８ｎｍ，进样量２０μＬ，
流动相为０．８ｍＬ／ｍｉｎ的甲醇／水（３０／７０，Ｖ／Ｖ）［７］．

２结果与讨论
２．１表面活性剂对酶活的影响

图２ａ是各类表面活性剂在１ｇ／Ｌ的添加量时
对酶活的影响．以每个时间段测定的不含表面活性
剂的组所测得的酶活值为基准，图中纵坐标为各个

表面活性剂添加组测得酶活值减去基准酶活值而得

到的差值．从图２ａ中可以看出各类离子型表面活
性剂在最初时刻均对酶活有降低的作用，其中阴离

子型表面活性剂ＳＤＳ影响较小．非离子型表面活性
剂Ｔｗｅｅｎ２０保持了略高于对照组的酶活值．但当
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表面活性剂与酶接触时间变长后，ＳＤＳ逐渐体现出
维持酶活的作用，在每个时间段内均测得了略高于

对照组的酶活值．在７２ｈ时，Ｔｗｅｅｎ２０也开始表现

出了抑制酶失活的作用，但依旧不如 ＳＤＳ效果明
显．处于ＣＴＡＢ和 ＳＤＢＳ的环境下的酶活，同对照
组相比，均对酶失活起了加速或促进的作用．

图２表面活性剂在水／有机两相中对酶稳定性的影响
Ｆｉｇ．２Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｒｆａｃｔａｎｔｏｎｅｎｚｙｍｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｔｈｅａｑｕｅｏｕｓｏｒｇａｎｉｃｂｉｐｈａｓｉｃｓｙｓｔｅｍ．

Ｔｈｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｇｒｏｕｐｗｈｉｃｈｗｉｔｈｏｕｔｓｕｒｆａｃｔａｎｔａｄｄｉｎｇｗａｓｔａｋｅｎａｓｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄ．
βＧｌｙｃｏｓｉｄａｓｅｗａｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｔｈａｔｃｏｎｔａｉｎｅｄ５０ｍｍｏｌ／Ｌｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ６．０）ａｎｄｎｈｅｘａｎｅ（１／１，Ｖ／Ｖ）

ａｔ５０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ．Ｅａｃｈｓｕｒｆａｃｔａｎｔｗａｓａｄｄｅｄａｔ１ｇ／Ｌ．Ｔｙｒｏｓｏｌｗａｓａｄｄｅｄａｔ３０ｇ／Ｌ（ｂ）．

　　酶因同时含有亲水和憎水的氨基酸结构而体现
出局部的亲水性和疏水性，所以，任何疏水或亲水

的材料均会对酶的结构造成一定程度的影响［１２－１３］．
此外，酶结构中某些氨基酸基团具有带电性，所以

电性离子或基团同酶的带电氨基酸基团接触产生静

电作用会引起酶蛋白的结构发生扭曲等变化．酶结
构刚性的增强也会“加固”酶的结构从而抑制酶的

变性［１４］．表面活性剂跟酶接触，同酶蛋白发生亲／
憎水的作用，使酶的结构发生改变，可能对酶的结

构予以加固，从而抑制酶失活．这一现象在水相中
的研究表现尤为明显．离子型表面活性剂，在水中
水解产生带电基团，在对酶蛋白进行有效修饰的同

时也因为静电作用而对酶的活性中心同某些氨基酸

电荷的耦合配对等作用造成干扰，相对而言，电中

性的基团往往对酶固有活性影响更为轻微［１４］，因

此，在初始阶段，非离子型的表面活性剂 Ｔｗｅｅｎ２０
添加组测得了较离子型表面活性剂组高的酶活值．

同纯水相反应体系相比，表面活性剂在水／有机
两相体系中对酶活的影响表现出了较大的差异．在
水相中非离子型的表面活性剂Ｔｗｅｅｎ２０对酶失活有
着显著抑制效果，而在水／有机两相体系中，Ｔｗｅｅｎ
２０在前期却没有体现出对酶失活的显著抑制作用．
事实上，在水／有机两相体系中，表面活性剂除与酶
蛋白表面发生作用，同时还会降低水、有机相界面处

的表面张力，增大有机相与水相互接触的几率，从而

使得酶受有机相影响加重，更易“中毒”失活．当这
一作用处于主导地位时，添加有表面活性剂组的酶

就显现出了比对照组更易失活的态势．
当酶处于总反应体系时，必然会受到周围各种

基质的影响．图２ｂ显示的是在有酪醇存在于反应
体系中时，表面活性剂的引入对酶活的影响．此
时，以仅添加酪醇为对照，图中纵坐标为各个表面

活性剂添加组测得酶活值减去对照组所测得的酶活

值所得得差值．可以发现，此时非离子表面活性剂
Ｔｗｅｅｎ２０表现出了较 ＳＤＳ更为良好的维持酶活性
的作用，且远优于其他组别．阴离子表面活性剂
ＳＤＳ组测得酶活值低于Ｔｗｅｅｎ２０组，但依旧表现了
一定的抑制失活效果．同作为阴离子表面活性剂的
ＳＤＢＳ自始至终都表现出了对酶失活促进的作用．
可以推测，葡萄糖的加入势必对酶也会造成一定程

度的影响（本文未予以探究），从而最终影响到底物

的转化率．
亲水亲油平衡值（ＨＬＢ）通常被用于评价表面

活性剂的亲水或憎水的程度，一般而言 ＨＬＢ值处
于１～４０之间，ＨＬＢ越小表示亲油性越强，反之亲
水性越大．试验中考察的表面活性剂的 ＨＬＢ值同
酶活差值（７２ｈ）间的对应关系如表２所示．
　　从表 ２数据可以看出，ＨＬＢ值越大（亲水性
强）对应的酶活差值就越大．表面活性剂在该环境
下表现出了ＨＬＢ值越大越有利于酶活性保持的趋
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势．但此时酶是处于水／有机两相体系中，这并非
单纯的是表面活性剂对酶的影响结果，其中还介入

了有机试剂对酶的影响．就单独考虑酶活变化趋势
与表面活性剂 ＨＬＢ值的关系而言，仍需返回纯水
相体系中进行进一步的研究．

表２ＨＬＢ值对酶活的影响
Ｔａｂｌｅ２ＥｆｆｅｃｔｏｆＨＬＢｏｎｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ／
ＨＬＢｖａｌｕｅ

Ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｖａｌｕｅａｔ７２ｈ／Ｕ

ＳＤＢＳ／１２．３ －１７．６２

ＣＴＡＢ／１５．８ －１３．６２

Ｔｗｅｅｎ２０／１６．７ ０．６４

ＳＤＳ／４０ １．１７

２．２表面活性剂对酶催化合成反应的影响
在不同添加浓度情况下，几类表面活性剂对底

物葡萄糖转化率的影响结果如图３所示．底物转化
率计算方法如下：

Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｓｅ＝
Ｔｈｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｏｆｇｌｕｃｏｓｅ
Ｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｄｄｉｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｏｆｇｌｕｃｏｓｅ

×１００％

图３表面活性剂对底物葡萄糖转化率的影响
Ｆｉｇ．３Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｒｆａｃｔａｎｔｏｎｔｈｅｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｓｅ
Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：０．１ｍｍｏｌｇｌｕｃｏｓｅ，０．５ｍｍｏｌｔｙｒｏｓｏｌ，２．５
Ｕａｌｍｏｎｄｓｅｅｄｍｅａｌ，１ｍＬｎｈｅｘａｎｅ，１ｍＬｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ６．０，５０ｍｍｏｌ／Ｌ），ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ２ｍＬ，
５０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ，ｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ２４ｈ．０ｍｇ，１．５ｍｇ，
２．５ｍｇ，３．５ｍｇａｎｄ５ｍｇｏｆｖａｒｉｏｕｓｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓｗｅｒｅ
ａｄｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍａｓｓｈｏｗｎａｂｏｖｅ．

　　由图可见，除 ＳＤＢＳ外，其他几类表面活性剂
在各自的合适添加浓度下均对底物转化率有所提

高，其中ＳＤＳ添加组结果略微突出，ＳＤＳ在０．７５ｇ／
Ｌ的添加量时，底物转化率比对照组扩大１．３倍．
当超过表面活性剂各自的最佳添加浓度时，底物转

化率呈下降趋势，甚至随着添加浓度的升高出现低

于空白添加组的现象．在阴离子表面活性剂 ＳＤＢＳ
组中，葡萄糖转化率随着 ＳＤＢＳ添加浓度的增加而
降低．
　　表面活性剂促进底物转化率的提高可以归功于
表面活性剂抑制酶失活的功效．但在反应体系中，
由于诸多因素的影响，所有表面活性剂对抑制酶失

活的作用均有所淡化．可以看出，ＣＴＡＢ、ＳＤＳ、
Ｔｗｅｅｎ２０在各自最佳的添加浓度下，对底物葡萄糖
转化率的提升得的是一相近值（约为１１％）．当表
面活性剂的浓度过高时，多余的表面活性剂可能会

针对酶的活性位同反应底物产生竞争［１５］，不利于

底物和酶活性中心的结合．此外，当表面活性剂浓
度超过其临界胶束浓度（ＣＭＣ）后，还会产生胶束增
溶等影响（见２．３节），最终导致底物转化率降低．
　　图４为各类表面活性剂在对于底物转化率达最
高值时各自最佳浓度添加量下反应初始速率的测

定．初始反应速率计算方法如下：

Ｉｎｉｔｉａｌｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅ＝Ｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｐｒｏｄｕｃｔ（ｍＭ）
Ｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ（ｈ）

图４表面活性剂对初始反应速率的影响
Ｆｉｇ．４Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｒｆａｃｔａｎｔｏｎｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｂ，３．５ｍｇＴｗｅｅｎ２０，ｃ，１．５ｍｇＳＤＳ，ｄ，
２．５ｍｇＣＴＡＢ．０．１ｍｍｏｌｇｌｕｃｏｓｅ，０．５ｍｍｏｌｔｙｒｏｓｏｌ，２．５
Ｕａｌｍｏｎｄｓｅｅｄｍｅａｌ，１ｍＬｎｈｅｘａｎｅ，１ｍＬｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆ
ｅｒ（ｐＨ６．０，５０ｍｍｏｌ／Ｌ），ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ２ｍＬ，５０℃，

１８０ｒ／ｍｉｎ．

６８ 　　　　　　　　　　　　　　分　　子　　催　　化　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第２７卷　



　　前面提到因受到静电作用而导致酶蛋白结构变
化将酶活性位覆盖等影响，离子型表面活性剂添加

组在初始反应阶段测得了较对照组低的酶活值．在
初始反应速率的测定中，这一影响结果也有所展

现：在不添加任何表面活性剂的情况下，测得初始

反应速率值最大，非离子型表面活性剂 Ｔｗｅｅｎ２０
组测得的初始反应速率值略低于对照组，高于离子

型表面活性剂添加组．离子型表面活性剂 ＣＴＡＢ和
ＳＤＳ，在水中水解产生的带电基团，因为静电作用
而对酶活性中心等结构（酶固有的活性）产生了比

电中性的基团更大的影响［１４］．所以离子型表面活
性剂测得较非离子型表面活性剂更低的初始反应速

率值．
２．３含水量对底物转化率的影响

以添加０．７５ｇ／Ｌ的 ＳＤＳ组为实验对象，考察
含水量对底物转化率的影响，结果见图５．当含水
量低于１０％时，转化率相对较低，含水量为１０％
时，底物转化率急剧上升且达到最大值．水含量超
过１０％后，随着水含量的增多葡萄糖转化率呈下降
趋势．

图５含水量对底物葡萄糖转化率的影响
Ｆｉｇ．５Ｅｆｆｅｃｔｏｆｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｏｎｔｈｅｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｓｅ

　　酶蛋白所含的结合水可削弱各极性残基间的相
互作用，使其彼此分开，以此增大酶活性中心的柔

性，降低酶与底物形成过渡态的能域．适量的含水
量对于酶是必需的，但游离水过多使得酶活性中心

内部水聚集，使酶的结构发生改变，从而降低酶的

活性［７］．再者，最为关键的一点是：糖苷合成反应
属于逆水解反应，反应体系中水浓度和活度过大，

不利于反应平衡向合成糖苷的方向移动，所以底物

转化率降低．

另一方面，随着水含量降低，表面活性剂浓度

逐渐升高，当其达到临界胶束浓度后，在水溶液中

形成胶束，产生两种增溶现象．其一是对极性较高
的反应底物而言，反应底物作为增溶质采用吸附在

胶束的亲水基团或靠近胶束栅状层的表面区域（图

６ａ）的方式增溶，其增溶量较小；其二是对水不溶
性的正己烷而言，此时正己烷作为增溶质进入胶束

烃核（图６ｂ）达到增溶的效果，其增溶量较大．所
以，胶束的形成虽能在一定程度上提高底物同酶的

接触几率，但同时也会引起更多的有机相与酶接触

以加重酶“中毒”失活的症状，进而影响底物的转

化，且这一影响远远大于底物的增溶作用影响．此
外，过多胶束的形成也会降低酶在反应介质中的扩

散，不利于酶和底物的接触．综合考虑，１０％的含
水量对于产物的合成最为适宜．

图６胶束增溶模型
Ｆｉｇ．６Ｍｏｄｅｌｏｆｍｉｃｅｌｌａｒｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ

３结　论
综上所述，在水／有机两相反应体系中考察了

几类表面活性剂对酶活性的以及底物转化率的影

响．结果表明，仅ＳＤＳ体现出了较低的抑制酶失活
的作用效果，其余表面活性剂均对酶失活起了不同

程度的促进作用．但当酪醇存在于反应体系时，
Ｔｗｅｅｎ２０表现出了最为优异“维活”作用．鉴于表面
活性剂有利于维持酶活的影响，ＳＤＳ，ＣＴＡＢ，Ｔｗｅｅｎ
２０均小幅度地提升了底物转化率．在 ＳＤＳ添加组
中，当混合反应体系中水含量为１０％时，葡萄糖转
化率达到最高为 ２２．３％．酶属于复杂的生物大分
子，其活性影响因素较多，外来添加物对其造成的

影响不能采用单一理论或机制解释清楚．我们重点
研究了表面活性剂对酶活性的影响，而对于反应体

系中，表面活性剂对可溶性底物与酶之间的影响作

用还有待进一步考察．
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