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脂肪酶催化一步酯化协同拆分合成 Ｓ萘普生淀粉酯
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摘要：利用ＣＲＬ脂肪酶选择性催化外消旋萘普生甲酯与玉米淀粉进行转酯化反应合成光学纯 Ｓ萘普生淀粉酯，
同时达到拆分外消旋萘普生的目的．考察了有机溶剂、脂肪酶用量、底物浓度比、反应温度对酯化协同拆分反应
的影响，结果表明在异辛烷中脂肪酶ＣＲＬ可以催化Ｓ萘普生甲酯与淀粉发生转酯化反应同时完成外消旋萘普生
的拆分，并且在脂肪酶用量为１０％、底物浓度比为１∶３、异辛烷用量为１５ｍＬ、反应温度为６０℃的条件下反应
６ｄ，外消旋萘普生甲酯的转化率为４２．５％，产物对映体过量值ｅｅｐ高达９９．１％．
关键词：外消旋萘普生；Ｓ萘普生淀粉酯；脂肪酶；酯化协同拆分
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　　２芳基丙酸类药物是一类被广泛用于处理人体
结缔组织疾病的非甾体抗炎药，包括布洛芬、卡洛

芬、酮布洛芬、氟比洛芬和萘普生等，其中商品标

记的主要有布洛芬和萘普生，是解热镇痛，消炎和

抗风湿的基本化学药物［１］．然而，因为其结构中含
有羧基，为酸性药物，对胃黏膜有刺激作用，萘普

生可导致胃肠道不良反应（对胃黏膜具有刺激作

用，引起胃出血、溃疡等），限制了其进一步应用．
另外，萘普生的α位上含有一个手性碳原子，存在
一对光学活性对映体．萘普生的Ｓ（＋）构型活性为
其Ｒ（）构型的２８倍［２］．为了提高药效，降低药
物的毒副作用，扩大用药安全范围，正确评价药

物，减少并发症以及寻找新的适应症，制备光学纯

Ｓ（＋）萘普生前药是十分必要的．
目前对于萘普生前药的设计思想主要是通过酯

化对萘普生的羧基进行屏蔽，进而提高经皮吸收系

数、增大脂溶性、提高其生物利用度和降低不良反

应，如萘普生吗啉酯、萘普生烷基哌嗪酯、萘普生

烷基酯、萘普生脂肪酰甘油酯、萘普生甘油酯等前

药均是对萘普生的羧基进行酯化而实现上述目的

的［３］．但上述前药的合成一般均使用化学法先将萘
普生羧基酰氯化后再进行酯化反应，反应条件苛

刻，副产物多，同时也不具有立体选择性，无法在

合成萘普生前药的同时实现外消旋（Ｒ，Ｓ）萘普生
的拆分．生物酶由于是手性分子，其催化一对外消
旋化合物进行反应时，其中一个对映异构体的反应

速度总是快于另一个对映异构体［４］．利用生物酶的
这种立体选择性进行的酶拆分反应是制备手性化合

物的重要手段．

１实验部分
１．１试剂与仪器

圆柱状假丝酵母脂肪酶（ＣＲＬ，Ｃａｎｄｉｄａｒｕｇｏｓａ
ｌｉｐａｓｅ，Ｌ１７５４）为Ｓｉｇｍａ公司产品，８９０μ／ｍｇ，外消
旋萘普生购自于上海九州制药厂，外消旋萘普生甲

酯（自制），高效液相色谱图用的正己烷和异丙醇购

自于的 Ｄｉｋｍａ公司，异辛烷、正己烷、甲苯、叔戊
醇、叔丁醇、丙酮、甲醇（分析纯，天津化学试剂二

厂）．
磁力搅拌油浴（中国，ＥＭＳ８Ｃ），高效液相色谱

（美国，ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ１２００），ＦＴＳ３０００型红外
光谱扫描仪（美国，ＢＩＯＲＡＤ公司），核磁共振仪
（美国，Ｖａｒｉａｎ公司），紫外分光光度计（日本，岛津
ＵＶ２５５０）．
１．２萘普生甲酯的制备

将５．５ｇ外消旋的萘普生、４０ｍＬ无水甲醇以
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及４０ｍＬ苯加入至圆底烧瓶中，在回流冷凝管一端
装有分水器，以便及时将反应产生的水带出，反应

溶液加热回流４～５ｈ．加热回流结束后，将溶液移
至分液漏斗中．分别用蒸馏水，５％ ＮａＨＣＯ３水溶
液以及蒸馏水洗涤．将上层有机相用无水ＮａＳＯ４干
燥１２ｈ．然后加压蒸干溶剂，加入少量含甲醇的石
油醚重结晶，得到的白色结晶即为外消旋的萘普生

甲酯．经薄层分析，萘普生的转化率为１００％［５］．
１．３淀粉的活化预处理

将一定量质量比为２的氢氧化钠和尿素加入到
去离子水中配制成浓度为９％的氢氧化钠／尿素混
合溶液，置于冰箱中冷却至－１０℃左右，在快速搅
拌下缓慢加入５％的干基玉米淀粉，继续搅拌直至
得到透明、均相的淀粉糊，滴加稀盐酸至中性，缓

漫滴加无水乙醇使淀粉沉淀析出，９５％乙醇溶液洗
涤数次直至无氯离子，再用无水乙醇洗涤以脱去水

分，７５℃真空干燥后备用［６］．
１．４脂肪酶催化的一步酯化拆分反应

称取一定量自制的萘普生甲酯于２５ｍＬ具塞及
搅拌装置的三角瓶中，然后加入１５ｍＬ有机溶剂使
萘普生充分溶解后再缓慢加入一定摩尔比的预处理

淀粉，边加边搅拌直至充分混溶，再加入一定量的

脂肪酶ＣＲＬ，恒温反应一段时间．反应结束后加入
１０ｍＬ异辛烷摇晃片刻过滤使固液分离，再用 １０
ｍＬ异辛烷洗涤固体数次，分别收集滤液和固体产
物进行分析测定．利用ＨＰＬＣ测定滤液中剩余底物
的对映体过量值（ｅｅｓ）和萘普生甲酯的转化率（Ｃ），

然后根据公式 ｅｅｐ＝ｅｅｓ×（１Ｃ）／Ｃ计算出产物对映
体过量值（ｅｅｐ）

［７］．
１．５分析条件以及操作参数

样品用高效液相色谱仪进行分析，分析条件如

下：手性柱 ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＤＨ（５μｍ，４．６ｍｍ×２５０
ｍｍ），流动相为正己烷和异丙醇（９５∶５），流速为
０．５ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长ＵＶ２５４ｎｍ，进样量７．５μＬ，
柱温３０℃［８］．

将干燥淀粉样品２ｍｇ与粒径０．０７１ｍｍ干燥的
溴化钾２００ｍｇ混合压片后进行红外扫描，以观察
淀粉样品的分子基团变化．仪器为ＦＴＳ３０００型红外
光谱扫描仪（美国，ＢＩＯＲＡＤ公司），扫描范围在
４０００～６００ｃｍ－１［９］．

萘普生淀粉酯不能溶于氘代氯仿、氘代水等，

实验室常用氘代试剂，能溶于氘代二甲基亚砜．因
此选取核磁共振仪（美国，Ｖａｒｉａｎ公司）对样品进行
核磁共振氢谱测试．测定条件为：毛细管电压：３
ｋＶ；扫描范围是２００～９００（ｍ／ｚ）；电离电压（ｃｏｎｅ）：
ＥＳ＋１０ｖ，３０ｖ；ＥＳ－１０ｖ，３０ｖ；离子源温度：１３０℃；
去溶剂温度：１８０℃．色谱柱：ＸＴｅｒｒａＲＭＳＣ１８（２．１×
１５０ｍｍ），５μｍ．样品用量为２ｍｇ［１０］．

２结果与讨论
２．１萘普生淀粉酯的定性分析

图１为预处理淀粉（ａ）及其萘普生淀粉酯（ｂ）
ＦＴＩＲ谱图．由图可以看出，预处理玉米淀粉经萘
普生酯化改性后在１７４３．０９ｃｍ－１出现新的吸收峰，

图１预处理淀粉（ａ）与萘普生淀粉酯（ｂ）的红外光谱图
Ｆｉｇ．１ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｔａｒｃｈ（ａ）ａｎｄｎａｐｒｐｘｅｎｓｔａｒｃｈｅｓｔｅｒ（ｂ）
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这是羰基的特征吸收峰，佐证了酯键的生成．红外
谱图的特征峰归属：氢键缔合的 Ｏ—Ｈ伸缩振动在
３４２６～３６４８ｃｍ－１附近、萘普生分子中的 Ｏ—ＣＨ３
的不对称伸缩振动在２９６１ｃｍ－１附近和 Ｄ吡喃葡
萄糖带与羟基相连的Ｃ—Ｏ伸缩振动在７００～１１００
ｃｍ－１之间［１１］．８６０ｃｍ－１吸收峰表示萘环上有孤立
氢，８１９．７５ｃｍ－１吸收峰表示萘环上有两个相邻
氢．１６０８ｃｍ－１附近和１２６３ｃｍ－１附近分别为萘环
上Ｃ＝Ｃ和Ｃ—Ｃ基团的吸收峰［１２］．
　　仅用红外光谱是不能确定萘普生淀粉酯的结
构，氢谱能敏感的反应氢核所处化学环境的细微差

别．因此，为了进一步确认萘普生淀粉酯的生成，
我们用１ＨＮＭＲ对其进行了表征．图２为萘普生淀
粉酯的１ＨＮＭＲ谱图，在 δ２．３４～３．９４ｐｐｍ产生的
较大的吸收峰为淀粉中氢核的吸收峰［１３］．在
δ０．８６～１．４８ｐｐｍ范围内的峰为萘普生甲酯上氢原
子的吸收峰［１４－１５］．而在δ７．１５～７．８２ｐｐｍ没有出现
吸收峰正好说明萘普生淀粉酯中没有残留的萘普生

甲酯，这也进一步证明了用异辛烷可以有效地除去

未反应的萘普生甲酯．结合红外分析证明了萘普生
淀粉酯的生成．

图２萘普生淀粉酯的核磁共振氢谱图

Ｆｉｇ．２１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｎａｐｒｐｘｅｎｓｔａｒｃｈｅｓｔｅｒ

２．２有机溶剂对反应的影响
选取异辛烷、正己烷、甲苯、叔戊醇、叔丁醇、

丙酮等６种极性不同的有机溶剂作为酶促酯化反应
的介质，考察有机溶剂对酶促酯化反应的影响．如
表１所示，有机溶剂的ｌｏｇＰ值越大，底物转化率和
产物对映体过量值越大，这说明此时酶的催化活性

及底物专一性越好．这主要是由于酶的活性中心周
围具有一层水化层，这个水化层是酶发挥其催化活

性所必须的，当所用有机溶剂的极性过大，也就是

ｌｏｇＰ值太小时，就会过度的夺取水化层中的必需

水，从而影响酶的催化活性．因此，选择异辛烷这
种既可以溶解萘普生甲酯降低反应体系粘度完成传

质，同时又可以很好的保持酶活性中心弹性的有机

溶剂作为反应介质．
２．３酶用量对反应的影响

酶用量的改变对底物转化率和产物对映体过量

值会产生明显的影响，如图３所示，当酶的添加量
由２％增加到１０％时，底物转化率和产物对映体过
量值均呈现迅速上升的趋势．而当脂肪酶的添加量
在１０％～２０％范围内变化时，底物的转化率基本不
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表１有机溶剂对萘普生甲酯与淀粉转酯化反应的影响
Ｔａｂｌｅ１Ｅｆｆｅｃｔｏｆｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔｏｎｔｈｅｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｎａｐｒｏｘｅｎｍｅｔｈｙｌｗｉｔｈｓｔａｒｃｈ

Ｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔ ｌｏｇＰ Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅ，Ｃ／％ Ｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｉｃｅｘｃｅｓｓｏｆｐｒｏｄｕｃｔ，ｅｅｐ／％

ｉｓｏｏｃｔａｎｅ ４．７ ８４．３１ ７２．７４

ｎｈｅｘａｎｅ ３．５ １５．７８ ３６．５８

ｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｅｎｅ ２．５ １２．１９ ２６．６４

ｔｅｒｔｉａｒｙａｍｙｌａｌｃｏｈｏｌ １．５ ２９．８２ ６．０５

ｔｅｒｔｉａｒｙｂｕｔａｎｏｌ ０．８ ２８．３５ ２．５４

ａｃｅｔｏｎｅ －０．２３ ０ ０

　Ｒｅａｃｒｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ：ｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｅｎｚｙｍｅｉｓ１０％，ｔｈｅｒａｔｉｏｎｏｆｓｔａｒｃｈｔｏｒａｃｅｍｉｃｎａｐｒｏｘｅｎｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｉｓ１∶２，ｒｏｔａｔｉｏｎｓｐｅｅｄｉｓ
２００ｒ／ｍｉｎ，ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ５５℃．

图３酶用量对底物转化率Ｃ及产物对映体过量值ｅｅｐ的影响
Ｆｉｇ．３ＥｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｅｌｏａｄｉｎｇｏｎｔｈｅＣａｎｄｅｅｐｏｆ

ｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ
Ｒｅａｃｒｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：１５ｍＬｉｓｏｏｃｔａｎｅａｓｔｈｅｍｅｄｉｕｍ，

ｔｈｅｒａｔｉｏｎｏｆｓｔａｒｃｈｔｏｒａｃｅｍｉｃｎａｐｒｏｘｅｎｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｉｓ１∶２，
ｒｏｔａｔｉｏｎｓｐｅｅｄｉｓ２００ｒ／ｍｉｎ，ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ５５℃

变，但产物的对映体过量值仍然呈现上升趋势．这
说明当酶的加入量为１０％时，反应体系的内扩散抑
制作用已经完全被克服，但酶的立体选择性没有达

到最佳．实际上，此时酶浓度的提高只能缩短到达
反应平衡的时间而不会移动反应平衡的位置．在异
辛烷为介质的反应体系中，酶用量的增加可以提高

酶的立体选择性．但基于成本的考虑，最终选择可
以达到高转化率的酶用量即１０％进行后续实验，通
过其他条件的优化来提高酶的立体选择性．
２．４底物比对反应的影响

由图４可知，当预处理淀粉与萘普生甲酯的摩
尔比为３∶１时，反应６ｄ后产物的对映体过量值仅
为４５％．这主要是由于当萘普生甲酯浓度过低时，
大部分酶被预处理淀粉饱和，萘普生甲酯与酶分子

图４淀粉与萘普生甲酯的摩尔比对底物转化率Ｃ
及产物对映体过量值ｅｅｐ的影响

Ｆｉｇ．４Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｓｔａｒｃｈｔｏｒａｃｅｍｉｃｎａｐｒｏｘｅｎｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ
ｏｎｔｈｅＣａｎｄｅｅｐｏｆｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ

Ｒｅａｃｒｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：１５ｍＬｉｓｏｏｃｔａｎｅａｓｔｈｅｍｅｄｉｕｍ，
ｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｅｎｚｙｍｅｉｓ１０％，ｒｏｔａｔｉｏｎｓｐｅｅｄｉｓ

２００ｒ／ｍｉｎ，ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ５５℃

的接触的几率太小，导致转酯化反应不易进行，从

而使底物转化率和产物对映体过量值很低．当预处
理淀粉与萘普生甲酯的摩尔比为１∶２时，底物转
化率达到最大值４６．８％，这因为萘普生甲酯摩尔数
的增大即增加了酰基供体的用量，有利于反应平衡

向右移动，这与化学平衡理论是一致的．但继续增
加萘普生甲酯的用量，产物的转化率开始下降，而

产物的对映体过量值却持续升高至９９．４％，这说明
在该反应体系中过量的萘普生甲酯可以有效提高脂

肪酶ＣＲＬ的立体选择性．因此，为达到一步酯化拆
分的目的，获得高产物对映体过量值的光学纯萘普

生淀粉酯，在保证较高转化率的同时，最终确定预

处理淀粉与萘普生甲酯的摩尔比为１∶３．
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２．５反应温度对反应的影响
反应温度不仅影响酶的热稳定性和催化活性，

也影响底物的状态以及产物的传质速度，从而影响

酶催化酯化反应的进行．如图 ５所示当温度升高

图５反应温度对底物转化率Ｃ及产物对映体过量值
ｅｅｐ的影响

Ｆｉｇ．５ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅＣａｎｄｅｅｐｏｆ

ｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ
Ｒｅａｃｒｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：１５ｍＬｉｓｏｏｃｔａｎｅａｓｔｈｅｍｅｄｉｕｍ，ｔｈｅ
ａｍｏｕｎｔｏｆｅｎｚｙｍｅｉｓ１０％，ｔｈｅｒａｔｉｏｎｏｆｓｔａｒｃｈｔｏｒａｃｅｍｉｃ
ｎａｐｒｏｘｅｎｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｉｓ１∶３，ｒｏｔａｔｉｏｎｓｐｅｅｄｉｓ２００ｒ／ｍｉｎ

时，反应底物的溶解度提高，反应体系的粘度降

低，使体系传质过程加快，促进底物与酶的有效接

触，加快化学反应速度，因而底物的转化率和产物

的对映体过量值都随之升高，这一现象符合化学反

应的一般规律．但温度过高酶分子的变性失活也会
加快，因此当温度升高到６０℃以后底物的转化率
开始随之下降，７０℃时转化率仅为５％．而此时，
产物对映体过量虽然没有明显的升高，但始终呈现

上升趋势，７０℃时产物对映体过量值高达９９．８％．
这说明，反应温度是影响脂肪酶立体选择性的一个

主要因素．因此，基于以上分析，最终选定６０℃作
为反应最佳温度．

３结论
综上所述，在异辛烷作为反应介质的有机溶剂

体系中，脂肪酶 ＣＲＬ可以选择性的催化外消旋萘
普生甲酯中的 Ｓ萘普生甲酯与预处理淀粉发生转
酯化反应合成光学纯Ｓ萘普生淀粉酯．在整个反应
过程中，酶的立体选择性受底物比的影响较大，因

此在实际生产中可以通过改变底物比来调节产物的

对映体过量值．为达到一步酯化拆分外消旋萘普生

的目的，在保证较高转化率的同时，以脂肪酶用量

为１０％、底物浓度比为 １∶３、异辛烷用量为 １５
ｍＬ、反应温度为６０℃的条件反应６ｄ，外消旋萘普
生甲酯的转化率为４２．５％，产物对映体过量值 ｅｅｐ
高达９９．１％．
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